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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

HUCRE DISI DNA iZOLASYONLARINDA BELIRLi PARAMETRELERIN
OPTIMiZASYONU

Hac1 Mehmet AKBULUT
Kirsehir Ahi Evran Universitesi
Saghk Bilimleri Enstitiisii
Tibbi Biyoloji Ana Bilim Dah

Damisman: Dr. Ogrt. Uyesi Ekin CELIK

Hiicre dis1i DNA (cfDNA), kan dolasiminda veya diger viicut sivilarinda bulunan
parcalanmis DNA molekiillerini ifade eden serbest DNA anlamma gelmektedir. Basta
kanser olmak iizere, ¢esitli durumlarda artmakla birlikte, anormal veya normal
hiicrelerden kdken alabilmektedir.

cfDNA’lar, hiicrelerin programlanmis hiicre 6limii (apoptoz) veya nekrozu sonucunda
kan dolasimina salinan kisa DNA parcalarindan olugsmaktadir. Bu kisa DNA parcalarinin
viicut sivilarinda serbest halde dolasmasi cfDNA analizi gerektiren yontemler igin
kolayca erisilebilir olmalarmi saglamaktadir.

cfDNA'lar ¢esitli tibbi uygulamalar i¢in girisimsel olmayan bir biyobelirte¢ olma
potansiyeline sahiptir. Kabaca sivi biyopsi olarak degerlendirilen cfDNA izolasyonlart,
zor ve riskli olan geleneksel doku biyopsilerine karsi giiglii bir alternatif olarak
degerlendirilmektedir. cfDNA analizi, kanser de dahil olmak iizere ¢esitli hastaliklar1
tespit etme ve izleme konusunda ve prenatal testlerdeki kromozomal anomali
taramalarinda umut vaat etmektedir.

Bu sebeple, izolasyon verimlerinin arttirilmasi dnem tagimaktadir. Bu tezde cfDNA
izolasyonunun  belirli  basamaklar1 optimize edilerek, izolasyon verimliligi
spektrofotometrik ve florometrik teknikler ve otomatize elektroforez sistemi ile
Olciilmiistiir.

Agustos 2024, 69 Sayfa

Anahtar kelimeler: cfDNA, S1V1 biyopsi, hiicre dis1 DNA
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SUMMARY

MASTER THESIS
OPTIMIZATION OF CERTAIN PARAMETERS IN EXTRACELLULAR DNA
ISOLATIONS

Haci Mehmet AKBULUT
Kirsehir Ahi Evran University
Institute of Health Sciences

Department of Medical Biology

Supervisor: Asist. Prof. Dr. Ekin CELiK

Extracellular DNA (ecDNA) refers to fragmented DNA molecules present in the
bloodstream or other body fluids, known as cell- free DNA (cfDNA). While cfDNA
levels can increase in various conditions, particularly in cancer, they can originate from
both abnormal and normal cells. cfDNA consists of short DNA fragments released into
the bloodstream as a result of programmed cell death (apoptosis) or necrosis. The free
circulation of these short DNA fragments in body fluids makes them easily accessible for
methods requiring cfDNA analysis.

cfDNA has the potential to serve as a non-invasive biomarker for various medical
applications. cfDNA isolations, roughly considered as liquid biopsies, are regarded as a
powerful alternative to traditional tissue biopsies, which are challenging and risky.
cfDNA analysis shows promise in detecting and monitoring various diseases, including
cancer, as well as in chromosomal anomaly screening in prenatal testing.

Therefore, improving isolation yields is of great importance. In this thesis, specific steps
in cfDNA isolation were optimized, and the efficiency of the isolation was measured
using spectrophotometric and fluorometric techniques, and automated electrophoresis
system.

August 2024, 69 Pages

Key words: cfDNA, liquid biopsy, cell free DNA
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1. GIRIS

“Hiicre Dis1 DNA (Cell-Free DNA, c¢fDNA)” terimi, viicut sivilarinda (kan, idrar,
tiikkiirtik vb.) bulunan, hiicre zarindan ayrilmis ve dolasimda serbest¢e gezebilen kiigiik
DNA parcaciklar1 olarak ifade edilmektedir. Bu parcaciklar apoptotik hiicrelerin
bozunmasindan, stres altindaki hiicrelerin DNA salinimindan veya kanser hiicrelerinden

kdken alabilmektedir (1).

cfDNA’nin analizi, kromozomal bozukluklar i¢in girisimsel olmayan gebelik donemi
testleri, erken kanser tanisi ve tedavi yanitinin izlenmesi gibi dnemli viicut dis1 (invitro)

genetik tani testlerinde ¢ok degerli bir ara¢ haline gelmistir.
cfDNA izolasyonunun avantajlari asagida siralanmistir (2):

1. Invaziv degildir: Dogrudan viicut dokusundan biyopsi veya hastaligm

degerlendirilmesi i¢in girisimsel bir islem gerektirmez.

2. Hizli ve kolay analiz imkani saglamaktadir: cfDNA 6rnekleri basit¢e toplanabilir ve

hizla analiz edilebilir 6rneklerdir.

3. Yiiksek hassasiyetle bilgi saglamaktadir: ¢cfDNA, direkt hiicre DNA’sindan bilgi
saglamaktadir, hastaliklarda genetik degisikliklerin tespit edilmesinde oldukg¢a
duyarhdur.

4. Kanser teshisinde kullanilabilmektedir: Kanser hiicreleri tarafindan saliman serbest

DNA, kanser teshis ve prognozunda énemli bir potansiyel tasimaktadir.

5. Prenatal tanm i¢in kullanilmaktadir: Fetiis gebeligin belli donemlerinde anne kanina
DNA salmaktadir. Bu cfDNA analizini, fetal genetik hastaliklarm ve kromozom

anomalilerinin erken tespiti i¢in prenatal tanida kullanilabilir hale getirmektedir.

6. Tedavi izleme amaciyla kullanilabilir: cfDNA, hastalik tedavisinin etkinligini
izlemek ve hastalik ilerlemesini takip etmek amaciyla degerlendirilebilecek uygun bir

aragtir.



cfDNA kullanilarak gergeklestirilen viicut dis1 (invitro) genetik tani testlerinin
verimlilikleri ve giivenilirlikleri; izole edilen cfDNA’nin frekansina, miktarina ve dogru
test ve analiz teknolojilerinin kullanimina baghdir. Bu tezde, cfDNA izolasyonlarmnin
frekans ve veriminin arttirilmasi i¢in belirli tampon soliisyonlarin deney protokolii
icerisindeki inkiibasyon sicaklig1 ve siiresi ile igerikleri optimize edilmistir. Izolasyon;
kabaca cfDNA’nin manyetik kiireciklere baglanmasi, bu kiireciklere baglanan DNA’nin
yikanmast ve kiirecikler {izerinden -eliisyon ile ayristirilmasi basamaklarindan
olugsmaktadir. Bu ¢calismada, cfDNA’nin manyetik kiireciklere baglanma basamag siire
ve sicaklik olarak optimize edilmistir. Tezin ikinci asamasinda ise eliisyon asamasinda
kullanilan tampon soliisyon optimize edilerek, farkli pH’lardaki izolasyon verimi

kontrol edilmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. cfDNA’mn Tanmm ve Onemi

cfDNA ilk kez 1948'de Mandel ve Métais tarafindan kesfedilmistir. ilerleyen yillarla
birlikte cfDNA’nin, plazmada ve beyin omurilik sivist (BOS), plevral sivi, idrar,
tiikkiiriik ve digerleri gibi diger viicut sivilarinda goriildiigii tespit edilmistir. Onceki
calismalar, plazma cfDNA molekiillerinin ¢ogunun saglikli bireylerdeki hematopoietik
sistemden kaynaklandigini gostermistir. Ancak hamilelik, organ nakli ve kanser gibi
belirli fizyolojik veya patolojik durumlarda ilgili/etkilenen dokular periferik dolasima
ek DNA salabilir. Bu nedenle, periferik kanda cfDNA'nin tespiti, bireylerdeki
anormallikleri girisimsel 0lmayan bir sekilde tanimlamaktadir. Son yillarda, girisimsel
olmayan dogum Oncesi testler, organ naklinin izlenmesi ve bagisiklik hastaliklarmin
yani sira kanserlerin tespit edilmesi i¢in ¢cfDNA analizine dayanan cesitli teknolojiler

ortaya ¢ikmustir (3).

2.1.1. cfDNA Ekstraksiyonunun Zorlugu

cfDNA'nin 6zellikleri cfDNA’y1 ekstrakte edilmesi zor bir analit haline getirir. cfDNA
ekstraksiyonundaki ana engellerden biri, plazmadaki olduk¢a diisiik konsantrasyonudur
(ortalama 30 ng/mL, aralik 1,844 ng/mL). Kanser hastalarinda ortalama cfDNA
konsantrasyonu 180 ng/mL'ye yiikselme egilimindedir, ancak bunun tespit edilmesi hala
zordur. ctDNA timore genetik bilgi saglayabilmektedir ancak toplam cfDNA'nin
yalnizca %0,01'ini olusturur. Ayrica, bilyiik miktarlarda karigan(interfering) cfDNA,
nadir mutant hedeflerin dogru sekilde tespit edilmesini zorlastirr ve cfDNA kisa
(~180 bp) ve parcalanmis oldugundan ve yarilanma omrii kisa oldugundan (16-150 dk)
miimkiin olan en kisa siirede saflagtirilmalidir. Hedef analitlerin herhangi bir kaybi1
yanlis kanser tanisina yol agabileceginden, numune hazirlama hatasimi azaltmak igin siv1
biyopside dogru, kolay ve hizli bir numune hazirlama yontemi gereklidir. Ekstraksiyon
islemi, polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) isleminden once geldiginden, ekstraksiyon
islemindeki cfDNA'nin geri kazanim orani, sonraki islemin hassasiyetini etkileyecektir.

Bu nedenle hassas s1vi biyopsisi, hassas cfDNA ekstraksiyonu gerektirir (4, 5, 6).



2.1.2. cfDNA’min Kanserdeki Yeri

cfDNA kanser yonetiminde Onemli bir biyobelirte¢ oldugu gdosterilmistir.Niikleik
asitlere dayalt molekiiler teshisteki teknik ilerlemeler, klinik uygulamalarda hassas
ilaclarin kullanimint ilerletmistir. Niikleik asitler arasinda, kan dolasiminda serbestce
dolasan DNA, teshis, prognoz, tedavi se¢imi ve tiimor yiikiiniin izlenmesi i¢in yararl
olan, girisimsel olmayan ve gercek zamanli bir kanser biyobelirtegtir. Kanda dolasan
timor DNA'sin1 (ctDNA) tespit eden sivi biyopsi, Ornekleme yanliligi, timor i¢i
heterojenite ve tekrarli numune ekstraksiyonundaki zorluk gibi smirlamalarin

ustesinden gelebilecek doku biyopsisine alternatif olarak arastirilmistir (4,6).

2.1.3.  Meme Kanseri: Edinilen Tedavi Direnciyle Tlgili Genlerin izlenmesi

Antineoplastik tedavi sirasinda meme kanseri (BRCA), aromataz inhibitorii (Al)
tedavisine direncin altinda yatan coklu mekanizmalardan biri olan Ostrojen reseptor
geninde (ESR1) mutasyonlar kazanir. Bu etkinin bir 6rne§i, metastatik BRCA'T1
hastalarda Al tedavilerinden sonra ctDNA'da tanimlanan L536H mutasyonudur.
Deneysel ¢alismalar, bu mutasyonun ER proteininin ligandtan bagimsiz aktivasyonuyla
sonuglandigini gosterdi. Bu baglamda ¢cfDNA veya ctDNA analizi ile birlikte BRCA
hastalarindaki tedaviye direncli mutasyonlar1 inceleme firsat1 ortaya ¢ikti. Bu da daha
iyi hasta bakimi ve daha uzun yasam beklentisiyle sonuclanabilecek bir durum ortaya
koydu (1, 5).

2.2.  Sivi Biyopsi

2.2.1.  SiviBiyopsi Tamimi Ve Onemi

S1v1 biyopsi, kanser tanisi, tedavisi ve izlemi i¢in 6nemli bir tan1 yontemidir. Geleneksel
doku biyopsilerine alternatif olarak kullanilan sivi biyopsi, viicuttaki sivilardan elde
edilen orneklerin molekiiler analizi yoluyla kanser hiicrelerinin varligmi ve genetik

ozelliklerini belirlemeyi amaclar (7).

S1v1 biyopsi, kanserli hiicrelerin veya kansere 6zgii molekiiler belirteglerin dolagimdaki
stv1 Orneklerinde tespit edilmesi ve analiz edilmesi siirecidir. Stvi biyopsi yontemleri,

kan, idrar, tiikiiriik, beyin omurilik sivis1 gibi farkli viicut sivilarinin kullanilmasini



icerir. Bu Orneklerin analizi, kanser hiicrelerinin dolasimdaki varligin1 veya kansere

0zgi genetik mutasyonlari tespit etmeyi miimkiin kilar (8, 9).

Svi biyopsinin dnemi, birka¢ farkli ydniiyle aciklanabilir. Ilk olarak, sivi biyopsi
girisimsel olmayan bir yontemdir. Geleneksel doku biyopsileri, cerrahi miidahale
gerektiren girisimsel olan islemlerdir. Bununla birlikte, sivi biyopsi yontemleri,
viicuttan kolaylikla alinabilen sivi 6rneklerinin kullanilmasiyla girisimsel olmayan bir
tan1 segene@i sunar. Bu, hastalara daha az rahatsizlik verir ve daha guvenli bir

prosedurdir (10).

Ikinci olarak, siv1 biyopsi yontemleri kanserin erken tanisin1 saglar. Dolasimdaki kanser
hiicreleri (CTC'ler), ctDNA, dolasimdaki tiimér RNA'st (ctRNA) gibi molekiiler
belirteclerin analizi, kanserin erken evrelerinde varligini tespit etmeyi miimkiin kilar. Bu
da hastalarin daha erken tedaviye yonlendirilmesini saglar ve tedaviye verilen yaniti

takip etmek i¢in kullanilabilmektedir (11, 12).

o

8 dolagimelaki tumaér
= \

0
5
E hucresi S % B
g

|Saghklihicre

9
gm [Fagosit
® Tumér hucresi
777/ putasyon
@ IKirmizi kan hicresi
|Endotel hiicresi

% Kramozam

ctDNAigeren kan plazmas
veyaserum érnedi

Sekil2.1: Kandan cfDNA'nin serbest birakilmas1 ve ekstraksiyonu (13).



2.2.2. Geleneksel Doku Biyopsisinin Simirlamalarn

Geleneksel doku biyopsisi, uzun bir siiredir kanser tanis1 ve tedavisinde kullanilan bir
yontemdir. Bununla birlikte, bu yontemin bazi sinirlamalar1 vardir ve sivi biyopsi gibi

alternatif yontemlerin gelistirilmesine yol agmustir (14).

Geleneksel doku biyopsisinin en 6nemli sinirlamalarindan biri girisimsel olmasidir. Bu
yontem, cerrahi miidahale gerektiren bir prosediirdiir ve hastalara bazi riskler tasir.
Cerrahi islemin yapilmasi i¢in lokal anestezi veya genel anestezi gerekebilir ve ardindan

cerrahi yara, iyilesme siirecine girebilmektedir(13).

Diger bir smirlama ise 6rnek alman dokunun temsil ediciligidir. Geleneksel doku
biyopsisinde, 6rnek alman dokunun kanserli hiicrelerin tamamin1 temsil etmesi miimkiin
degildir. Ornegin, tiimor heterojenitesi nedeniyle, farkli bdlgelerdeki kanser hiicrelerinin

farkli genetik 6zelliklere sahip olabilecegi goriilmiistiir (15).

Ayrica, geleneksel doku biyopsisinin tekrarlanabilirligi sinirli olabilmektedir. Bazi
durumlarda, kanserli lezyonlarin yerlesimi veya boyutu nedeniyle tekrar biyopsi
yapmanin riskli oldugu goriilmektedir. Bu durumda, hastalarin tedaviye yanitini veya
hastaligin ilerlemesini izlemek igin tekrarlanabilir bir 6rnege ihtiya¢ duyulmaktadir

(16).
2.2.3. Kan Biyopsisi

Kan biyopsisi, s1v1 biyopsi yontemlerinden biridir ve kanser tanisi ve takibi i¢in dnemli
bir aragtir (7). Bu yontemde, kanda dolasan tiimor hiicreleri (CTC'ler) ve
CtDNA ekstraselliiler vezikiiller (EV'ler) ve mikroRNA'lar gibi kanserle iliskili

molekdilleri tespit etmek igin kullanilmaktadir.

Kan biyopsisinin bir avantaji, girisimsel olmayan bir yontem olmasidir. Kan 6rnegi
almak, hastalara minimum rahatsizlik ve risk saglar (17). Ayrica, kan ornegi almanin
tekrarlanabilirligi yiiksektir. Hasta durumunun izlenmesi veya tedaviye yanitin

degerlendirilmesi igin periyodik kan 6rnekleri alinmaktadir (18).

CTC'lerin analizi, kanserli hiicrelerin dolasimda oldugunu ve metastaz riskini
gostermektedir. Bu belirteglerin izlenmesi, hastaligin progresyonunu takip etmek igin
onemlidir (19). Ayrica, ctDNA'nin analizi, kanser hiicrelerinden gelen genetik

degisiklikleri tespit etmek i¢in kullanilir. Bu, tiimdr heterojenitesi hakkinda bilgi



saglayabilmekte ve tedaviye direncli veya daha agresif kanser alt tiplerini belirlemeye

yardimc1 olmaktadir (11).
2.2.3.1. Dolasimdaki Tiimor DNA's1

Dolagimdaki tiimér DNA's1, siv1 biyopsi yontemleri araciligiyla kanser tanisitakibi ve
tedavi yanitinin degerlendirilmesi i¢cin kullanilan 6nemli bir biyobelirtectir. ctDNA,

tiimor hiicrelerinin genetik materyalini igeren serbest dolasan DNA parcaciklaridir.

ctDNA'nin analizi, kanserin molekiiler 6zelliklerini belirlemek ve genetik degisiklikleri
tespit etmek icin kullanilir. Bu degisiklikler arasinda tiimor baskilayici genlerin
mutasyonlari, onkogen aktivasyonu ve kromozomal anormallikler yer alir (11). ctDNA
analizi, Ozellikle tiimor dokusuna ulasmanin zor oldugu durumlarda, kanser genetik

profilini degerlendirmek i¢in girisimsel olmayan bir yontem olarak dnemlidir (18).

ctDNA analizi i¢in farkli yontemler gelistirilmistir. Bu yontemler arasindaZincirleme
Polimeraz Reaksiyonu (PCR), Yeni Nesil Dizileme (NGS) ve damlacikli dijital PCR
(ddPCR) gibi teknikler yer alir. Bu teknikler, ctDNA'nin mutasyonlari, kopya sayisi
degisiklikleri ve genetik varyasyonlarini tespit etmek i¢in kullanilmaktadir (20).

ctDNA analizi, kanserin erken tanisi, minimal rezidiiel hastalik tespiti, tedavi takibi ve
terapotik stratejilerin belirlenmesinde énemli bir rol oynar (21). Ayrica, ctDNA analizi,
timor heterojenitesini anlamak, ila¢ direncini izlemek ve kisisellestirilmis tedavi

yaklasimlarini gelistirmek i¢in de kullanilmaktadir (7).

2.2.4. Dolasimdaki Tiimor RNA’s1

Dolasimdaki tiimor RNA’s1 (ctRNA), sivi biyopsi yontemleri kullanilarak kanser tanisi,
prognozu ve tedavi yanitinin degerlendirilmesi i¢in incelenen bir biyobelirtectir. ctRNA,

tiimoOr hiicrelerinde tiretilen ve serbest dolasan RNA molekiillerini icerir.

CtRNA’nin analizi, kanserin molekiiler Kkarakteristiklerini anlamak, gen ifadesi
profillerini degerlendirmek ve tlimdrlerin biyolojik ozelliklerini belirlemek i¢in
kullanilir. Bu analiz, tiimorlerdeki genetik degisiklikleri ve gen ifadesinde meydana

gelen degisimleri tespit etmek i¢in ¢esitli yontemler kullanir (22).

ctRNA analizinde kullanilan yontemler arasinda Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir

Reaksiyonu (RT-PCR) ve RNA dizileme (RNA sequencing) gibi teknikler bulunur. Bu



yontemler, ctRNA’nin belirli genlerin ifadesini, alternatif splicing olaylarin1 veya

fuzyon genlerini tespit etmek i¢in kullanilir (23).

ctRNA analizi, kanser tanisinda, timdr alt tiplerini belirlemede, prognoz
degerlendirmesinde ve tedavi stratejilerinin belirlenmesinde yardimci olmaktadir.
Ayrica, ctRNA analizi, tedaviye yaniti tahmin etmek, ilag direncini izlemek ve
hastalarmm  klinik seyrini takip etmek i¢in potansiyel bir ara¢ olarak da
degerlendirilmektedir (24).

2.2.5. Idrar Biyopsisi

Idrar biyopsisi, siv1 biyopsi yontemleri arasinda yer alan girisimsel olmayan bir
yaklasimdir ve idrar 6rnegi kullamlarak kanser tanis1 ve takibi igin bilgi saglar. Idrar,
viicuttaki bircok sistemden salgilanan maddelerin biriktigi bir sividir ve bu nedenle

kanser hiicreleri veya tiimor belirtegleri gibi kanserle iligkili bilesenleri igerebilir(25).

Idrar biyopsisi, idrar 6rnegi iizerinde yapilan analizlerle kanser varligini veya kanserle
iligkili degisiklikleri tespit etmeyi amaglar. Bu analizler arasinda mikroskopi, sitoloji,
cfDNA ve mikroRNA (miRNA) analizleri yer alir. Bu yontemler, idrardaki kanser
hlcrelerini veya kansere 0zgii genetik ve molekiiler degisiklikleri tespit etmek icin
kullanilir (26, 27).

2.2.6. Tukuruk Biyopsisi

Tikiiriik biyopsisi, sivi biyopsi yontemlerinden biri olarak kullanilan bir girisimsel
olmayan yaklasimdir. Tikiiriik, agiz ve tiikiiriikk bezleri tarafindan salgilanan bir sividir
ve igerisinde c¢esitli molekiiler ve hiicresel bilesenler bulunur. Bu bilesenler arasinda
kanser hiicreleri, tumor belirtecleri, DNA ve RNA gibi kanserle iligkili unsurlar da yer

almaktadir.

Tiikiirlik biyopsisi, tiikiiriik 6rnegi lizerinde yapilan analizlerle kanser tanisi, prognozu
ve tedavi yanitinin degerlendirilmesi i¢in kullanilir. Bu analizler arasinda mikroskopi,
cfDNA ve miRNA analizleri yer alir. Tiikiiriik biyopsisi, 6zellikle agiz ve agiz ¢evresi

kanserleri gibi lokal kanserlerin taramasinda ve takibinde kullanilan bir yontemdir (28).



2.2.7. Beyin Omurilik Sivisi

Beyin omurilik stvis1 (BOS), beyin ve omurilikteki hastaliklarin tanisinda ve takibinde
kullanilan bir stv1 yontemidir. BOS, beyin ve omurilik ¢cevresinde bulunan bir sividir ve
icerisinde beyin ve omurilik dokusundan gelen hucreler, timor belirtecleri, DNA, RNA

ve proteinler gibi ¢esitli molekiiler bilesenler bulunur.

BOS, genellikle beyin omurilik sivisinin analiz edilmesi ve incelenmesi amaciyla
yapilan bir prosediirdiir. Bu prosediirde, bir igne aracilifiyla beyin omurilik sivisi 6rnegi
almir ve laboratuvar analizlerine tabi tutulur. BOS 06rnegi tlizerinde yapilan analizler,
kanser hiicrelerinin varligmi tespit etmek, tiimor belirteglerini 6lgcmek ve genetik

mutasyonlar1 aragtirmak gibi bilgiler saglanabilmektedir.

BOS, ozellikle beyin tiimorleri, lenfoma ve sarkom gibi beyin ve omurilikle iliskili

kanserlerin tanisinda ve takibinde 6nemli bir rol oynar (29).

2.2.8. Sivi Biyopsinin Avantajlar1 ve Simirhhiklan

S1v1 biyopsi, bir¢ok avantaji beraberinde getiren bir tan1 ve takip yontemidir. Bununla

birlikte, baz1 sinirlamalari da vardir.
Avantajlart:

1. Girisimsel olmayan ve tekrarlanabilir bir yontem olmasi: Sivi biyopsi, girisimsel
cerrahi igslemlere gerek duymadan, kan, idrar, tiikiiriik veya diger viicut sivilarindan
ornekler alarak yapilan bir yontemdir. Ayrica, bu Orneklerin tekrarlanabilirligi,

hastalarin diizenli olarak takip edilmesini ve tedaviye yanitin izlenmesini saglar (30).

2. Erisilebilir 6rnek kaynagi: Kan, idrar, tiikiiriik gibi sivilar, sivi biyopsi i¢in kolayca
ulagilabilen 6rnek kaynaklaridir. Bu nedenle, hastalara daha kolay uygulanabilmekte ve

ornek alma siireci de hizlanabilmektedir (31).

3. Heterojeniteyi yakalama kabiliyeti: Sivi biyopsi, timor hiicrelerinin dolagima gectigi
erken evrede bile tespit edebilir. Bu sayede timdrlerin heterojenitesi, timor evrimi ve

tedaviye direngli hiicre klonlar1 gibi 6nemli bilgiler elde edilmektedir (32).



Smirliliklari:

1. Diisiik molekiiler diizeydeki bilgiler: Siv1 biyopsi yontemleri, genellikle dolagimdaki
timor hiicrelerinin veya tiimorle iliskili molekiiler bilesenlerin diisiik yogunluguna
sahiptir. Bu nedenle, bazi durumlarda hassas ve ayrmntili molekiiler analizler igin

yetersiz kalabilmektedir (11).

2. Heterojenite ve evrimsel degigsimlerin kagirilmasi: Stvi biyopsi, tiimorlere ait genetik
heterojeniteyi ve evrimsel degisimleri tam olarak yansitmayabilir. Bunun nedeni,
dolasimdaki tiimOr hiicrelerinin veya tiimorle iliskili molekiiler bilesenlerin

temsiliyetinin sinirli olmasindan kaynaklanir (33).

3. Yiiksek teknoloji gereksinimi: Sivi  biyopsi analizleri genellikle karmagsik
teknolojilere dayanir. Bu teknolojilerin maliyeti yiiksek oldugundan 6zel laboratuvar
ekipmanlarma ihtiya¢ duyar. Bu da sivi biyopsinin yaygin olarak kullanilmasini sinirlar

(34).

2.3.  cfDNA Izolasyon Yontemleri

cfDNA izolasyonu, genetik materyalin yiiksek kalitede ve saf bir sekilde elde edilmesini
saglayan kritik bir adimdir. Cesitli izolasyon yontemleri, cfDNA'nin farkli 6zelliklerine

ve uygulama gereksinimlerine goére uyarlanmustir.
1. Manyetik kirecik Kullanimi

Manyetik kirecikler, cfDNA'nin selektif olarak baglanmasini saglayan 6zel ligandlar
veya antikorlarla kaplanmistir. Kan 6rnegi bu kireciklere eklenir ve ardindan manyetik
bir alan kullanilarak kirecikler ayrilir. Bu yontem, yiiksek saflik ve verimlilik saglar ve

otomasyona uygundur (35, 36).
2. Santrif(ij Yontemleri

Kan 6rnegi santrifiij edilir ve plazma veya serum ayrilir. cfDNA, bu siv1 fazindan izole

edilir. Santrifiij yontemi, basit ve yaygin olarak kullanilan bir tekniktir(14).

3. Kimyasal izolasyon (Reagent Kits)
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Ozel reaktifler ve kitler kullanilarak cfDNA'nin ayrilmasi saglanir. Bu kitler genellikle
saflastirma ve konsantrasyon asamalarini igerir ve standartlagtirilmig protokoller sunar

(37).
4. Kolon Tabanli Yontemler

cfDNA, 6zel kapali kolonlar i¢cinde baglanir ve diger bilesenlerden ayrilir. Cogunlukla

bir yikama ve eliisyon agamasi igerir. Bu yontem, yiliksek saflik ve verimlilik saglar(38).
5. Ultrafiltrasyon Yontemleri

cfDNA'nm kii¢iik molekiilleri, membranlar araciligiyla ayrilir ve daha biiyiik molekiiller

filtrelenir. Bu yontem, yiiksek verimlilik ve ¢oklu 6rnek isleme kapasitesi saglar(39).

2.3.1. ¢fDNA izolasyonu I¢in Kullanilan Tamponlar ve Icerikleri

cfDNA izolasyonu, kan gibi biyolojik drneklerden DNA pargaciklarinin ¢ikarilmasi
strecidir. Bu siirecte kullanilan tamponlar, islemin her asamasinda belirli gorevleri
yerine getirmek i¢in tasarlanmustir. cfDNA izolasyonunda yaygin olarak kullanilan

tamponlar, icerikleri ve kullanim amaglari:

1)Lizat Tamponu

Icerik:
« Guanidin tiyosiyanat: Proteinleri denatlre eder ve hiicreleri parcalar.
e Triton X-100 veya SDS: Hiicre zarlarin1 ve niikleer zarlar1 pargalar.

o EDTA(etilendiamintetraasetik asit): DNaz enzimlerini inhibe eder, boylece DNA

korunur.
e Tris-HCI: pH dengesini saglar.

Kullanim Amact: Hiicreleri parcalayarak DNA'nin serbest hale gelmesini saglar. Lizat
tamponu, hiicre zarlarin1 ve niikleer zarlar1 parcalar, proteinleri denatiire eder ve

DNA'nin ¢6zeltide kalmasimi saglar (40, 41, 42, 43, 44).
2)Baglama Tamponu

Icerik:
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o Guanidin tiyosiyanat veya diger kaotropik tuzlar: Proteinleri ve diger organik

bilesikleri denatiire eder.
o Etanol veya izopropanol: DNA'nin silika kolona baglanmasini tesvik eder.

Kullanim Amact: DNA'nin silica kolona baglanmasini saglar. kaotropik tuzlar ve alkol,

DNA'nin ¢0zeltiden ¢okelmesini ve silika kolona baglanmasimni kolaylastirir(40,44).
3)Y1ikama Tamponu
Icerik:

o Etanol: DNA'y1 temizlerken safsizliklarin ¢oziiniirliigiinii artirir.

e Tris-HCI: pH dengesini saglar.

o EDTA: Metal iyonlarin1 baglayarak DNaz enzimlerini inhibe eder.

Kullanom Amaci: Baglanmis DNA'y1r yikayarak proteinleri, tuzlari ve diger
kontaminantlar1 uzaklastirir. Yikama tamponlari, DNA'nin saflastirilmasini saglar ve

alkol igerigi DNA'nin kolonda kalmasini saglar(41,42,43).
4)Elusyon Tamponu
Icerik:

e Tris-HCI: pH dengesini saglar.

« EDTA (opsiyonel): DNaz enzimlerini inhibe eder.

Kullanim Amaci: Saflastirilmis DNA'nin silika kolondan elue edilmesini (¢ozeltiye
gecirilmesini) saglar. Eliisyon tamponu, DNA'nin saf bir sekilde toplanmasini saglar ve

downstream uygulamalar icin uygun hale getirir(41,42).

12



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Malzemelerin Temini:

Izolasyonlarda kullanilan kit bilesenleri ve icerikleri Tablo 3.1°de verilmistir (Sigma,
ABD). Manyetik mikro kiire soliisyonu ZipPrime Biyoteknoloji Ltd.Sti (Eskisehir,
Tiirkiye) tarafindan temin edilmis, izolasyonlar SafeCAP Cell-Free DNA Extraction
and Capturing Kit (ZipPrime, Tiirkiye) protokoliineuygunolarakgerceklestirilmistir.
Kullanilan soliisyonlarin icerikleri literature gore belirlenmistir (45, 46, 47, 48).
Baglanma tampon igerisinde kullanilan sodyim iyodur tuzu DNA’y1 nétralize ederek,
daha yiksek saflikta, bozunmadan ekstrakte edilmesini saglamaktadir (49). Sodyum
sitrat DNA izolasyonu sirasinda magnezyum ve kalsiyum gibi iki degerlikli katyonlar1
selatlar. Bu katyonlar, DNA'y1 par¢alayan DNaz enzimlerinin aktivitesi i¢in gereklidir.
Sodyum sitrat bu iyonlar1 baglayarak DNaz enzimlerini inhibe etmektedir, bu sebeple
soliisyonda DNA'nin bozulmasmi engellemek i¢in kullanilmistir (50, 51). 2-propanol
(isopropanol), DNA'nin ¢oktirilmesi igin kullanilmistir. Alkol, DNA'nin su ile olan
etkilesimini azaltarak c¢Okelmesini saglamaktadir. Izopropanol, etanol gibi diger
alkollere gére daha hizli ¢Oktlirme saglamakta ve daha diisiik hacimlerde yuksek
etkinlik gdstermektedir (52). Elde edilen DNA’nin olabildigince saf elde edilmesi, iyi
yikama protokolline baghdir. Yikama soliisyonlarinda kullanilan etanol, DNA ¢oktiirme
ve yikama islemleri sirasinda ¢ozeltide bulunan tuzlarin, proteinlerin ve diger organic
molekiillerin uzaklastirilmasinda etkilidir. Ayrica etanol, diger alkollere kiyasla ¢ok
daha kolay buharlagsmaktadir. Bu yiizden yikama islemi sonrasinda kolayca
uzaklastirilir ve geride saf DNA birakir. Bu sebeple, DNA'nin konsantrasyonunu ve
kalitesini artirmak (izere yikama soliisyonlarinda kullanilmustir (53). Elisyon sollisyonu
olarak DNA’y1 ¢ozebilecek bir tampon ihtiya¢ duyulmaktadir. izolasyonlarda genellikle
kolay ulasilabilir ve yiksek safliga sahip olmasi sebebiyle su; ve DNA'nin uzun sure
stabil ve bozulmadan saklanmasmi sagladigi ig¢in Tris-EDTA tamponlar1 tercih
edilmektedir(53). Bu tezde de su ve Tris-EDTA (TE) tampon soliisyonlar1 farkli
pH’larda denenerek optimize edilmistir. pH’lar NaCl (Sigma, ABD) ve HCI (Sigma,
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ABD) sollsyonlariyla ayarlanmistir. Tezin iKinci kisminda ise baglanma soliisyonlari

ile 6rnek inkiibasyonunun suresi ve sicakligi optimize edilmistir.

Tablo 3.1: izolasyonlarda kullanilan soliisyonlar ve icerikleri.

No Soliisyonlar icerik (%)
Sodyum iyodr tuzu; 8-20
1 Baglanma tampon soliisyonu Sodyum sitrat; 0.2-1.5

2-Propanol; 50-70

Sodyum iyodr tuzu; 5-10

2 Yikama tampon soliisyonu 1 Ethanol: 78-90%
3 Yikama tampon soliisyonu 2 Ethanol; 70-80%
4 Eliisyon tampon soliisyonu 1x Tris-EDTA, pH:4-10

DNAz/RNAZz icermeyen su, pH:4-10

3.2. cfDNA izolasyonu:

Giris soliisyonlari, ticari olarak temin edilmis referans cfDNAlar Iml DNAz/RNAz
icermeyen su igerisine spike edilerek elde edilmistir (0,370 ng/pl). Izolasyonlar i¢in

asagidaki protokol izlenmistir:
3.2.1. Yapilan Deney Protokolu

Tablo 3.2: Ornek giris hacmi 1.

Ornek giris hacmi

Kit bileseni 1ml
Baglayicitampon | 1.5ml
Baglayicitampon Il 0.75 ml
Manyetik kire sollisyon 15 ul

e Manyetik klrecikc¢ozeltisi vortekslenerek homojen hale getirildi.

e Falcon tiiplerine belirtilen miktarlarda soliisyonlar eklendi. Kisa bir siire

vortekslendi.

e Hazir cfDNA barmdiranmikrosantrifiij tlipleri vortekslenip 15mL’lik steril

tipeeklendi ve inkiibasyona alind1.

e Inkiibasyon siiresi tamamlanan drnekler 15 ml’lik falcon uyumlu manyetik rafa
alind1 ve manyetik kireciklerin tiip duvarma cekilmesi beklendi. (yaklasik 2-3
dk)
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Stipernatantin tamami mikropipet yardimiyla uzaklagtirildi.

Manyetik raftan alinan tipe 800 ul YikamaTamponu | eklendi ve tip
duvarindaki manyetik kirecikler mikropipet yardimiyla homojenize edilip 1.5

ml’lik mikrosantrifiij tiiplerine transfer edildi.

1.5 mI’lik tiiplere aktarilan kireciklerin siispansiyonu kisaca vortekslenip termal
calkalayicida 25 °C’da 1400 rpm’de 1 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon siiresi tamamlanan 6rnekler 1.5 ml uyumlu manyetik rafa alindi ve

kireciklerin mikrosantrifuj tip duvarina ¢ekilmesi beklendi.(yaklasik 1 dakika)
Kurecikler cekildikten sonra siipernatant mikropipet yardimiyla uzaklastirildi.

Ardindan tiiplere 800 pl YikamaTamponu II eklendi. Tip duvarmdaki
kirecikler mikropipet yardimiyla homojenize edildi ve termal ¢alkalayicida 25
°C’da 1400 rpm’de 1 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon tamamlandiktan sonra tiipler manyetik rafa almdi1 ve kireciklerin

tiip duvarimna ¢ekilmesi beklendi.(yaklasik 1 dakika)

Siipernatantin tamami mikropipet ile uzaklastirildi ve tiipler kapagi acik sekilde

5 dakika boyunca kurutuldu.

Tablo 3.3: Ornek giris hacmi 2.

Ornek giris hacmi

Kit bileseni 1ml
Ellsyontamponu 15 ul

Tup manyetik raftan alindi ve tlizerine 15 ul eliisyon tamponu eklendi.

Kureciklerintiip duvarmdan dibine dogru mikropipet ile indirilmesi saglandu.
Tup termal ¢alkalayicida 25°C’da 1400 rpm’de 3 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon siiresi tamamlanan tiipler manyetik rafa alind1 ve kireciklerin tip
duvarma ¢ekilmesi beklendi.(yaklagik 1 dakika)

cfDNA igeren siipernatant yeni mikrosantrifiij tiipiine aktarild1.
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3.3.  Nanodrop Olglimui:
e Cihazin temiz oldugundan emin olunup herhangi bir kalint1 olmadig1 kontrol edildi.
e Kaullanacagimiz drnek ve bos ¢ozelti hazirland.

e Cihaz agilip ana ekranda uygun uygulama se¢ildi. (6rnegin, dsDNA, ssDNA veya
Nukleik Asit).

e Numune tipine uygun pedestali kullanilda.

e Pedestal lizerindeki numune 6l¢iim bolgesine drnek veya bos ¢ozeltiden bir damla

yerlestirildi.
e Cihaz kolu indirilip "Blank" tusuna basarak bos 6l¢iimii yapildi.

e Aym prosediirii kullanarak 6rnek yerlestirildi ve "Measure" tusuna basarak 6l¢tim

alind1

e Olciim tamamlandiginda, sonuglar kaydedildi.

Sekil 3.1: Nanodrop One 6l¢iim cihazi (Thermo Scientific, ABD).
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3.4.  Qubit Florometre Olglimii:

e Qubit Calisma Soliisyonu hazirlandi: Her 199 pl tampon igin 1 pl Qubit boya

eklenmistir. Her 6rnek veya standart igin 200 pl 'lik toplam hacim elde edildi.
e Her test tiplne 190 pl Qubit Calisma Soliisyonu eklendi.
e 10 pL standart veya 198l ¢alisma soliisyonu ve 2ul 6rnek eklendi.
e Tiipler karistirildi ve 2 dakika boyunca inkibe edildi.
e  Ornek tiipii cihaza yerlestirildi ve kapag: kapatildi.
e "Read tube" (Tiipii Oku) diigmesine basarak 6l¢iim baslatildi.

e Olgim tamamlandiktan sonra tiip cikarildi, data kaydedildive bir sonraki tip

Olcimine gegildi.

Sekil 3.2: Qubit™ 3Fluorometer cihazi (Iinvitrogen, ABD).

3.5. Bioanalyzer 2100 DNA Fragment Analizi:
Deneyler Agilent High SensitivityDNA kit (Agilent, ABD) kullanilarak yapilmustir.

e Mavi kapakli High Sensitivity DNA boya konsantresi (mavi tiip) ve kirmizi
kapakli High Sensitivity DNA jel matrisi (kirmizi tiip) 30 dakika oda sicakligina
getirildi.
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Mavi kapakli tiipl0 saniye vortekslendi ve ardindan santrifiijlenerek DMSO

tamamen ¢ozuldi.

15 pl mavi kapakli boya konsantresi kirmizi kapakli jel matris tiipline pipetlendi.

Boyali karisim 4°C'de karanlikta saklandi.

Karigim bir spin filtreye aktarildi ve oda sicakliginda 2240 g + 20 % da 10
dakika santriftijlendi.

Gel-dye karisimi 30 dakika oda sicakhigina getirildi. Isikta tutmamaya 6zen
gosterildi.

Yeni bir High Sensitivity DNA c¢ipi ambalajindan ¢ikarilip ¢ip priming

istasyonuna yerlestirildi.
Cipteki isaretli bolgeye 9.0 ul gel-dye karisimi pipetlenmistir.

Zamanlayici 60 saniye ayarlandi, pistonun 1 ml konumunda oldugundan emin
olunduktan sonra ¢ip priming istasyonu kapatildi. Pistonun 0.3 ml isarctine geri

donmesi beklendi ve sonra piston 1 ml konumuna geri ¢ekildi.

5 ul yesil kapakliHigh Sensitivity DNA marker’iladder simgeli bélgeye ve her

bir numune kuyusuna pipetlendi.

Sar1 kapakli High Sensitivity DNA ladder vialinden 1 pl alinip ladder simgeli
bdlgeye pipetlendi.

Her bir numune kuyusuna 1 pl numune pipetlendi.

Cip vorteks mikserine yatay olarak yerlestirildi ve 60 saniye 2400 rpm hizinda

vortekslendi.

Agilent 2100 Bioanalyzer cihazina ¢ip yerlestirildi ve Chip selector’s (1)

konumuna getirildi.

2100 Expert yaziliminda uygun test secilerek drnek bilgileri girildi ve 6lgim
baslatild1.

Cip kosusu tamamlandiktan sonra ¢ip cihazdan ¢ikarildi ve datalar kaydedildi.
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4 Agilent
2100 Bioanalyzer

Sekil 3.3: Bioanalyzer 2100 otomatize elektoroforez cihazi (Agilent, ABD).

Sekil 3.4:Bioanalyzer ¢ip vortexi (IKA, ABD).
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Sekil 3.5:Bioanalyzer ¢ipi (Agilent, ABD).

3.6. Istatistik Analizleri:

Istatistik analizleri GraphPad Prism v.10.1 programi (ABD) kullamilarak
gerceklestirilmis, Mann-Whitney U ve Kruskal- Wallis testleri kullanilmustir. Olgiimler

3 tekrar calisilmustir.
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4. BULGULAR

Giris soliisyonlari, ticari olarak temin edilmis referans cfDNAlar 1ml DNAz/RNAz
icermeyen su icerisine spike edilerek elde edilmistir. Giris soliisyonlarmm da nanodrop,

qubit ve bioanalyzer sonuglar1 Tablo 4.1°de sunulmustur.

Tablo 4.1: Giris soliisyonlarinin Nanodrop ve Qubit 6lgtim datalari.

Nanodrop Konsantrasyon (ng/ul)  A230/260  A260/280 Qubit (ng/ul)

Giris soliisyonu (1ml) 1.8 0.87 0.53 0.370

Bu tezde cfDNA izolasyonunda kullanilan eliisyon ve baglanma tampon soliisyonlar1
optimize edilmistir. Eliisyon tampon soliisyonu olarak su (E ile gosterilmistir) ve Tris-
EDTA (TE seklinde gosterilmistir) tampon soliisyonlarinin farkli pHlar1 denenmistir.
pH degerleri HC1 ve NaOH soliisyonlar1 kullanilarak ayarlanmistir. Izolasyonlarda
kullanilan tampon ¢ozeltiler; su pH:10; TE tamponu pH:10; su pH:9; TE tamponu pH:9;
su pH:8; TE tamponu pH:8; su pH:7; TE tamponu pH:7; su pH:6; TE tamponu pH:6; su
pH:5; TE tamponu pH:5; su pH:4; TE tamponu pH:4 seklinde siralanmistir.

Baglanma soliisyonu ise siire ve sicaklik olarak optimize edilmistir. Uygulanan protokol

ornek numaralarina gore asagida siralanmistir:

1. Deney: Baglanma soliisyonu giris ornegiyle (referans cfDNA spike edilmis giris

soliisyonu) karistirildiktan sonra 10 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

2. Deney: Baglanma soliisyonu giris ornegiyle (referans cfDNA spike edilmis giris
soliisyonu) karistirildiktan sonra 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

3. Deney: Baglanma soliisyonu giris drnegiyle (referans cfDNA spike edilmis giris

soliisyonu) karistirildiktan sonra 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

4. Deney: Baglanma soliisyonu giris ornegiyle (referans cfDNA spike edilmis giris
soliisyonu) karistirildiktan sonra 20 dakika oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

5. Deney: Baglanma soliisyonu giris ornegiyle (referans cfDNA spike edilmis giris
soliisyonu) karistirildiktan sonra 10 dakika 30°C sicaklikta inkiibe edilmistir.
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6. Deney: Baglanma soliisyonu girig ornegiyle (referans cfDNA spike edilmis giris
soliisyonu) karigtirildiktan sonra 15 dakika 30°C sicaklikta inkiibe edilmistir.

7. Deney: Baglanma soliisyonu giris ornegiyle (referans cfDNA spike edilmis giris
solusyonu) karistirildiktan sonra 20 dakika 30°C sicaklikta inkiibe edilmistir.

8. Deney: Baglanma soliisyonu giris Ornegiyle (referans cfDNA spike edilmis

girigsoliisyonu) karistirildiktan sonra 10 dakika 35°C sicaklikta inkiibe edilmistir.

9. Deney: Baglanma soliisyonu girig Ornegiyle (referans cfDNA spike edilmis giris

soliisyonu) karistirildiktan sonra 15 dakika 35°C sicaklikta inkiibe edilmistir.

10. Deney: Baglanma soliisyonu giris drnegiyle (referans cfDNA spike edilmis giris
soliisyonu) karigtirildiktan sonra 20 dakika 35°C sicaklikta inkiibe edilmistir.

Izolasyonlarm hepsi 3 teknik tekrar olarak calisilmis, standart sapma degerleri buna
gore hesaplanmistir. Her bir izolasyondan sonra elde edilen cfDNA miktarlar1 oncelikle
Nanodrop cihazi, ardindan Qubit florometresi, en son olarak da Bioanalyzer Otomatize

Elektroforez cihazi kullanilarak ol¢tilmiistiir.

4.1. Elusyon Tampon Soliisyonlar1 Optimizasyon Sonuclar

Eliisyon tampon soliisyonlarinin optimizasyonlar1 sonucu elde edilen Nanodrop ve
Qubit Sl¢iim sonuglart Tablo 4.2 ve Tablo 4.3’de verilmistir. Nanodrop, Qubit ve
Bioanalyzer 2100 6lciimleri 15 pl izolatlardan gergeklestirilmistir. Tabloda TE tamponu

TE olarak, su ise E olarak gosterilmistir.
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Tablo 4.2: Farkli eliisyon tampon soliisyonlar1 kullanilarak izole edilmis cfDNA’larin
Nanodrop 6l¢iim datalari.

Ornek ismi(Elution B.) Konsantrasyon (ng/ul) A230/260
E-1 pH:10 40,0+ 2,8 0.90
TE-2 pH:10 43,3+ 1,3 0.91
E-3 pH:4 454+ 1,3 0.79
TE-4 pH:4 42,3+ 1,6 0.88
E-5 pHS5 42,8+ 15 0.87
TE-6 pH:5 43,8+1,8 0.89
E-7 pH:6 40,6+ 2,3 1.21
TE-8 pH:6 31,8+ 4,5 1.17
E-9 pH7 29,9+ 5,6 1.20
TE-10 pH:7 33,9+ 4,7 1.03
E-11 pH:9 29,3+ 6,6 1.17
TE-12 pH:9 29,6+5,8 0.93

E pH:8 30,4+ 7,7 0.97
TE pH:8 41,8+ 3,7 0.75

Tablo 4.3: Farkli eliisyon tampon soliisyonlar1 kullanilarak izole edilmis ¢fDNA’larin Qubit
Olclim datalarr.

Ornek ismi(Elution B.) A260/280 Qubit (ng/ul) (Elution B.)
E-1 pH:10 0.06 19,1+ 0,6
TE-2 pH:10 0.06 22,7+1,1
E-3 pH:4 0.06 19,4+ 0,6
TE-4 pH:4 0.05 20,0+ 1,0
E-5 pH:5 0.06 16,8+ 2,6
TE-6 pH:5 0.05 20,7+ 3,6
E-7 pH:6 0.08 21,7+£2,1
TE-8 pH:6 0.08 19,3+ 0,9
E-9 pH:7 0.08 15,8+ 5,6
TE-10 pH:7 0.06 14,9+ 3,9
E-11 pH:9 0.08 18,7+ 2,4
TE-12 pH:9 0.09 13,8+ 6,1

E pH:8 0.06 13,1+ 5,7
TE pH:8 0.05 13,7+ 4,6

E pH:10 bioanalyzer sonuglar1 asagidaki Tablo 4.4’de ve sekil 4.1°de gosterilmistir.

Tablo 4.4: E pH:10 bioanalyzer konsantrasyon 6l¢iim sonuglari

Peak Boyut [bp] Kons. [pg/pl] Molarite [pmol/I]
1 35 125,00 5411,3
2 56 1351,60 36434,1
3 103 2617,16 38646,6
4 153 3163,15 31367,3
5 198 36,06 275,3
Kons. [pg/pl] toplam 7292,97

23



Electropherogram Summary

Elution Buffer pH:10
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Overall Results for sample 1 : tion Buffer pH:10
Number of peaks found: 27 Corr. Area 1: 7.051.4
Noise: 05
Peak table for sample 1 : _Elution Buffer pH:10
Peak Size [bp] Conc. [pg/pl] Molarity [pmol/I] Observations
1 4 35 125.00 5,411.3 Lower Marker
2 56 1,351.60 36,434.1
3 103 2,617.16 38,646.6
4 153 3,163.15 31,367.3
5 198 36.06 275.3
6 206 4,699.01 34,592.8
7 253 997.17 5,975.9
8 260 1,506.84 8,793.9
9 308 1,846.39 9,093.5
10 357 1,585.96 6,738.2
11 398 2,177.71 8,281.9
12 454 1,968.92 6,565.1
13 503 2,460.46 7,416.2
14 521 1,556.68 4,531.4
15 586 1,660.99 4,292.8
16 682 1,728.31 3,840.8
17 819 1,724.23 3,188.3
18 942 1,568.22 2,523.4
19 1,042 2,316.06 3,368.0
20 1,324 2,579.66 2,951.1
21 1,736 2,045.63 1,785.3
22 4,320 54.20 19.0
23 5,405 22.75 6.4
24 6,008 54.38 13.7
25 7,730 16.92 33
26 } 10,380 75.00 10.9 Upper Marker

Sekil 4.1: E pH:10 bioanalyzer grafigi.

[bp]

TE pH:10 bioanalyzer sonuglar1 asagidaki tablo 4.5’da ve sekil 4.2’da gosterilmistir.

Tablo 4.5: TE pH:10 bioanalyzer konsantrasyon 6l¢iim sonuglari.

Peak Boyut [bp] Kons. [pg/ul] Molarite [pmol/l]
1 35 125,00 5411,3
2 56 1714,75 46109,8
3 102 2089,58 30890,7
4 153 2498,98 24757,2

Kons. [pg/ul] toplam

6428,31
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Electropherogram Summary Continued ...

TE Buffer pH:10
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Overall Results for sample 2 : TE Buffer pH:10
Number of peaks found: 30 Corr. Area 1: 7.133.6
Noise: 0.9
Peak table for sample 2 : TE Buffer pH:10
Peak Size [bp] Conc. [pg/pl] Molarity [pmol/I] Observations
1 1 35 125.00 5,411.3 Lower Marker
2 56 1,714.75 46,109.8
3 102 2,089.58 30,890.7
4 153 2,498.98 24,757.2
5 206 3,655.94 26,857.9
6 253 853.46 5,101.1
7 260 1,190.89 6,946.3
8 308 1,503.34 7,393.3
9 356 1,310.16 5,576.1
10 399 1,774.60 6,744.5
11 455 1,636.97 5,450.5
12 504 2,128.66 6,401.7
13 526 1,050.95 3,026.1
14 588 1,419.09 3,657.8
15 685 1,487.10 3,291.7
16 823 1,492.05 2,746.4
17 954 1,255.26 1,993.7
18 1,068 1,832.63 2,599.9
19 1,336 2,145.04 2,433.1
20 1,758 1,610.99 1,388.7
21 2,385 119.12 75.7
22 2,950 60.37 31.0
23 4,211 24.84 8.9
24 4,737 28.49 9.1
25 5,989 36.47 9.2
26 7717 19.25 3.8

Sekil 4.2:TE pH:10 bioanalyzer grafigi.

E pH:4 bioanalyzer sonuglar1 agagidaki tablo 4.6’da ve sekil 4.3’da gosterilmistir (Sekil

4.3).
Tablo 4.6: E pH:4 bioanalyzer konsantrasyon 6l¢iim sonuglari.
Peak Boyut [bp] Kons. [pg/pl] Molarite [pmol/I]
1 35 125,00 5411,3
2 56 2316,05 62438,6
3 103 3436,85 50629,0
4 153 3961,68 39187,7
5 190 28,39 226,2
Kons. [pg/pl] toplam 9867,97
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Electropherogram Summary Continued ...

Elution Buffer pH:4
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Overall Results for sample 3 : Elution Buffer pH:4

Number of peaks found: 29 Corr. Area 1: 9,146.6
Noise: 0.6

Peak table for sample 3 : Elution Buffer pH:4

Peak Size [bp] Conc. [pg/pl] Molarity [pmol/I] Observations
1 { 35 125.00 5,411.3 Lower Marker
2 56 2,316.05 62,438.6
3 103 3,436.85 50,629.0
4 153 3,961.68 39,187.7
5 190 28.39 226.2

6 208 5,562.01 40,594.3
7 221 611.08 4,198.7
8 253 1,368.92 8,185.1
9 260 2,012.48 11,734.0
10 308 2,435.42 11,985.1
11 357 2,134.30 9,067.7
12 399 2,688.44 10,201.9
13 454 2,534.58 8,458.7
14 502 3,919.06 11,826.8
15 534 1,072.95 3,041.9
16 586 2,272.79 5,872.3
17 681 2,303.42 5,125.5
18 807 2,355.91 4,423.9
19 942 1,608.22 2,587.3
20 1,048 1,812.00 2,619.2
21 1,291 2,327.86 2,732.2
22 1,492 1,104.39 1,121.7
23 1,734 2,691.50 2,351.2
24 3,039 53.99 26.9

25 4,415 23.24 8.0

26 5,082 14.89 4.4

Sekil 4.3: E pH:4 bioanalyzer grafigi.

[bp]

TE pH:4 bioanalyzer sonuclar1 asagidaki tablo 4.7°da ve sekil 4.4°da gosterilmistir

(Sekil 4.4).
Tablo 10TE pH:4 bioanalyzer konsantrasyon ol¢iim sonuglari.
Peak Boyut [bp] Kons. [pg/pl] Molarite [pmol/I]
1 35 125,00 5411,3
2 56 1514,46 40830,7
3 103 1973,58 29118,7
4 153 2340,50 23120,9
Kons. [pg/pl] toplam 5953,54
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Electropherogram Summary Continued ...

TE Buffer pH:4
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Overall Results for sample 4 : _TE Buffer pH:4
Number of peaks found: 27 Corr. Area 1:
Noise: 06

Peak table for sample 4 : _TE Buffer pH:4

Peak Size [bp] Conc. [pg/pl] Molarity [pmol/1]
1 4 35 125,00 5,411.3
2 56 1,514.46 40,830.7
3 103 1,973.58 29,118.7
4 153 2,340.50 23,1209
5 207 3,003.63 21,980.7
6 217 466.96 3,257.2
7 253 800.46 4,791.7
8 260 1,173.87 6,849.0
9 308 1,459.99 7,181.9
10 356 1,269.51 5,398.7
1 400 1,656.11 6,277.2
12 454 1,565.73 5,227.8
13 502 2,238.09 6,758.3
14 529 849,50 2,433.9
15 588 1,405.32 3,623.2
16 683 1,435.34 3,184.6
17 807 1,531.56 2,877.2
18 948 1,166.19 1,863.6
19 1,064 1,555.57 2,2145
20 1,312 1,508.66 1,742.8
21 1,474 853.52 877.6
2 1,746 1,802.07 1,563.4
23 4,698 41,98 135

24 6,057 26.16 6.5

25 7,635 10.37 2.1

26 8,442 10.33 19

Sekil 4.4: TE pH:4 bioanalyzer grafigi.

T
10380

6,792.0

Observations

Lower Marker

E pH:5 bioanalyzer sonuglar1 agagidaki tablo 4.8’da ve sekil 4.5°da gosterilmistir (Sekil

4.5).

Tablo 11E pH:5 bioanalyzer konsantrasyon dl¢iim sonuglari.

Peak Boyut [bp] Kons. [pg/pl] Molarite [pmol/I]
1 35 125,00 5411,3
2 56 1590,30 428779
3 103 1728,36 25395,2
4 153 2030,75 20112,1
Kons. [pg/pl] toplam 5474,41
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Electropherogram Summary Continued ...

Elution Buffer pH:5
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Overall Results for sample 5 :  _Elution Buffer pH:5
Number of peaks found: 27 Corr. Area 1: 6,235.3
Noise: 05
Peak table for sample 5 :  _Elution Buffer pH:5
Peak Size [bp] Conc. [pg/pl] Molarity [pmol/I] Observations
1 4 35 125.00 54113 Lower Marker
2 56 1,590.30 42,877.9
3 103 1,728.36 25,395.2
4 153 2,030.75 20,1121
5 206 2,951.92 21,6624
6 253 694.36 4,161.6
7 260 962.85 5,621.6
8 307 1,216.84 5,996.9
9 355 1,047.44 4,467.5
10 399 1,353.83 51434
11 452 1,278.51 4,288.9
12 500 1,718.26 5,204.4
13 522 807.41 2,344.4
14 587 1,111.23 2,870.3
15 682 1,090.09 2,423.1
16 798 1,271.70 2,415.6
17 946 1,035.92 1,658.8
18 1,081 1,322.12 1,853.0
19 1,342 1,856.82 2,096.8
20 1,776 1,275.58 1,088.1
2 4,517 24.00 8.1
22 4,993 46.01 14.0
23 9,009 17.90 3.0
24 ) 10,380 75.00 10.9 Upper Marker
25 12,080 0.00 0.0
26 13,616 0.00 0.0

Sekil 4.5: E pH:5 bioanalyzer grafigi.

TE pH:5 bioanalyzer sonuclar1 asagidaki tablo 4.9’da ve sekil 4.6’da gosterilmistir

(Sekil 4.6).
Tablo 12TE pH:5 bioanalyzer konsantrasyon ol¢iim sonuglari.
Peak Boyut [bp] Kons. [pg/pl] Molarite [pmol/I]
1 35 125,00 5411,3
2 56 1909,19 51921,0
3 102 2210,35 32676,9
4 152 2617,65 26060,4
Kons. [pg/pl] toplam 6862,19
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Electropherogram Summary Continued ...

TE Buffer pH:5
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Overall Results for sample 6 : _TE Buffer pH:5
Number of peaks found: 29 Corr, Area 1: 52271
Noise: 07
Peak table for sample 6 : _TE Buffer pH:5
Peak Size [bp] Conc. [pg/pl] Molarity [pmol/I] Observations
1 4 35 125.00 5,411.3 Lower Marker
2 56 1,909.19 51,921.0
3 102 2,210.35 32,676.9
4 152 2,617.65 26,060.4
5 206 3,873.62 28,465.7
6 252 911.22 5,486.8
7 258 1,264.91 7,414.7
8 306 1,542.12 7,636.8
9 340 56.19 250.1
10 353 1,398.10 59954
11 399 1,775.42 6,737.5
12 450 1,632.32 5,501.9
13 498 2,400.83 7,303.2
14 520 1,059.17 3,088.3
15 586 1,510.15 3,905.1
16 681 1,450.70 3,2281
17 790 1,788.71 3,429.7
18 946 1,425.50 2,282.6
19 1,076 1,762.57 2,481.4
20 1,325 2,680.85 3,066.3
21 1,786 1,666.12 14134
22 2,489 209.35 127.5
23 5,292 37.30 10.7
24 7,075 33.62 7.2
25 p 10380 75.00 109 Upper Marker
26 11,444 0.00 0.0

Sekil 4.6: TE pH:5 bioanalyzer grafigi.

[bp]

l

E pH:6 bioanalyzer sonuclar1 asagidaki tablo 4.10°da ve sekil 4.7°da gosterilmistir

(Sekil 4.7).
Tablo 13E pH:6 bioanalyzer konsantrasyon 6l¢iim sonuglari.
Peak Boyut [bp] Kons. [pg/ul] Molarite [pmol/I]
1 35 125,00 5411,3
2 56 2038,71 55456,4
3 102 2221,05 32892,0
4 152 2427,61 241375
5 169 117,93 1055,7
Kons. [pg/pl] toplam 6930,30

29
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Elution Buffer pH:6

I

I
1500
A
2 5
1000 - o
5
<5 o€ @Q\’y <
RKo3d i &SN
® o & LT >
500 <8
| L[V
' o il | P RSTe
S| N “ AP S S
o 4 i
T | T 2 T
35 100 300 400 600 2000 10380
o R Its for 7 Buffer pH:6
Number of peaks found: 27 Corr. Area 1: 6.780.6
Noise: LX)

Peak table for sample 7 :

Peak Size [bp]
1 4 35

2 56

3 102

4 152

s 169

6 207

7 220

8 251

9 258
10 305
11 352
12 399
13 4496
14 496
15 541
16 586
17 680
i8 781
19 949
20 1,085
21 1,329
22 1,583
23 1,818
24 2,758
25 5,205
26 7,010

Conc. [pg/ull
125.00
2,038.71
2,221.05
2,427.61
117.93
3,721.30
448.20
961.79
1,313.78
1,595.44
1,458.83
1,735.50
1,626.95
3,028.95
784.74
1,631.28
1,480.26
1,872.97
1,163.36
1,4911.25
1,711.16
788.01
1,825.41
257.60
41.38
64.68

Molarity [pmol/I]

Observations
5,411.3 Lower Marker
55,456.49
32,892.0
24,137.5
1,055.7
27,2599
3,093.3
5,799.3
7,707.4
7,936.3
6,276.3
6,590.0
5,524.2
9,257.0
2,198.3
4,218.9
3,300.5
3,635.2
1,858.1
1,971.0
1,950.6
754.4
1,521.5
141.5
12.0
14.0

Sekil 4.7: E pH:6 bioanalyzer grafigi.

[bp]

TE pH:6 bioanalyzer sonuglar1 asagidaki tablo 4.11°da ve sekil 4.8’da gosterilmistir

(Sekil 4.8).

Tablo 14TE pH:6 bioanalyzer konsantrasyon 6l¢iim sonuglari.

Peak

Boyut [bp]

Kons. [pg/ul]

Molarite [pmol/I]

OO, WN R

Kons. [pg/pl] toplam

35
56
102
118
150
169

125,00
986,67
2155,59
45,70
2457,37
142,34
5912,67

5411,3
26859,8
32160,3

588,8
24774,0
1276,2
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Electropherogram Summary Continued ...

il |

TE Buffer pH:6
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Overall Results for sample 8 : _TE Buffer pH:6
Number of peaks found: 32 Corr. Area 1: 47527
Nolse: 04
Peak table for sample 8 : _TE Buffer pH:6
Peak Size [bp] Conc. [pg/ul] Molarity [pmol/I] Observations
1 4 35 125.00 5,411.3 Lower Marker
2 56 986.67 26,859.8
3 102 2,155.59 32,160.3
4 118 45.70 588.8
5 150 2,457.37 24,7740
6 169 142.34 1,276.2
7 204 3,319.27 24,655.2
8 213 556.77 3,963.2
8 248 909.87 5,550.9
10 255 1,191.24 7,069.0
11 282 83.19 447.1
12 301 1,500.34 7,549.4
13 348 1,270.58 5,533.8
14 377 90.29 362.8
15 396 1,573.63 6,019.1
16 440 1,554.31 5,349.3
17 491 2,280.45 7,041.6
18 509 534.13 1,588.5
19 541 488.58 1,369.2
20 582 1,433.76 3,733.9
21 675 1,285.63 2,883.9
22 766 1,757.42 3,477.8
23 947 1,345.66 2,153.9
24 1,089 1,723.27 2,396.8
25 1,342 2,613.89 2,950.4
26 1,848 1,561.92 1,280.4

Sekil 4.8: TE pH:6 bioanalyzer grafigi

[bp]

E pH:7 bioanalyzer sonuclar1 asagidaki tablo 4.12°da ve sekil 4.9’da gosterilmistir

(Sekil 4.9).
Tablo 15E pH:7 bioanalyzer konsantrasyon 6l¢iim sonuglari.
Peak Boyut [bp] Kons. [pg/pl] Molarite [pmol/I]
1 35 125,00 5411,3
2 48 286,41 9074,7
3 78 522,32 10210,2
4 107 598,75 8499,3
5 120 23,34 295,2
6 143 1049,39 11121,6
7 155 60,79 593,3
8 171 246,17 2175,9
9 177 320,00 2746,6
10 196 8,23 63,7
Kons. [pg/pl] toplam 3240,4
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Elution Buffer pH:7
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Overall R its for le 9 : Buffer pH:7
Number of peaks found: 38 Corr. Area 1: 9,590.5
Noise: 04
Peak table for sample 9 : H
Peak Size [bp] Conc. [pg/pl] Molarity [pmol/I] Observations
1 4 35 125.00 5,411.3 Lower Marker
48 286.41 9,074.7
3 78 522.32 10,210.2
4 107 598.75 8,499.3
s 120 23.34 295.2
6 143 1,049.39 11,1216
7 155 60.79 593.3
8 171 246.17 2,175.9
9 177 320.00 2,746.6
10 196 8.23 63.7
11 206 390.56 2,866.5
12 234 346.33 2,245.3
13 253 10.21 61.1
14 262 433.29 2,507.2
15 281 423.61 2,281.5
16 304 721.70 3,597.9
17 316 86.05 412.1
i8 324 103.84 485.0
19 341 378.75 1,683.6
20 369 332.77 1,365.3
21 383 433.40 1,7133
22 405 338.51 1,266.2
23 421 335.26 1,207.8
24 438 463.12 1,601.5
25 454 275.84 921.2
26 477 453.85 1,440.7

Sekil 4.9: E pH:7 bioanalyzer grafigi.

TE pH:7 bioanalyzer sonuclar1 asagidaki tablo 4.13’da ve sekil 4.10°’da gdsterilmistir

(Sekil 4.10).

Tablo 16TE pH:7 bioanalyzer konsantrasyon 6l¢iim sonuglari.

Peak Boyut [bp] Kons. [pg/ul] Molarite [pmol/I]
1 35 125,00 5411,3
2 55 84,25 2312,0
3 102 2022,75 30113,6
4 150 3373,64 34047,3
5 174 218,53 1906,9
Kons. [pg/ul] toplam 5824,17
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TE pH:7
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Overall R Its for le 2 : TE pH:7
Number of peaks found: 24 Corr. Area 1: 4.363,4
Noise: 0.3l
Peak table for sample 2 : TE pH:7
Peak Size [bp] Conc. [pg/ull Molarity [pmol/I] Observations
1 1 35 125,00 5.411,3 Lower Marker
2 55 84,25 2.312,0
3 102 2.022,75 30.113,6
9 150 3.373,64 34.047,3
5 174 218,53 1.906,9
6 203 4.939,14 36.855,2
4 228 348,00 2.312,6
8 248 1.303,16 7.955,7
9 256 1.550,55 9.180,4
10 279 118,23 641,9
11 302 2.028,86 10.184,9
12 333 62,43 284,1
i3 346 1.718,18 7.517,7
14 385 74,66 293,5
15 395 2.117,81 8.115,2
16 436 2.115,73 7.348,9
17 486 4.021,43 12.525,5
18 550 497,35 1.370,8
19 582 1.570,28 4.090,5
20 676 1.575,55 3.533,5
21 754 1.721,17 3.459,2
22 945 1.623,30 2.604,0
23 1.098 1.645,80 2.270,1
24 1.330 3.154,72 3.593,0
25 1.879 1.767,59 1.425,3
26 1 3 10.380 75,00 10,9 Upper Marker

E pH:9 bioanalyzer sonuglar1 asagidaki tablo 4.14’da ve sekil 4.11°da gosterilmistir

(Sekil 4.11).

Sekil 4.10: TE pH:7 bioanalyzer grafigi

Tablo 17E pH:9 bioanalyzer konsantrasyon 6l¢iim sonuglari.

Peak Boyut [bp] Kons. [pg/ul] Molarite [pmol/l]
1 35 125,00 5411,3
2 61 2803,32 70159,6
3 89 3176,22 54167,8
4 123 6528,75 80180,6
5 151 1603,50 16036,7
6 157 1521,20 14704,4
7 186 2087,87 16964,5
Kons. [pg/pl] toplam 17845,86
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Electropherogram Summary Continued ...

[FU]

Elution Buffer pH:9
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Setp for ple 11 _Elution Buffer pH:9

Slope Threshold : 0 Width Threshold [s] : 0
Overall Results for sample 11 : Elution Buffer pH:9

Number of peaks found: 47 Corr. Area 1: 229%.9
Noise: 20

Peak table for sample 11 : _Elution Buffer pH:9

Peak Size [bp] Conc. [pg/pl] Molarity [pmol/I] Observations
1 4 35 125.00 54113 Lower Marker
2 61 2,803.32 70,159.6

3 89 3,176.22 54,167.8

4 123 6,528.75 80,180.6

5 151 1,603.50 16,036.7

6 157 1,521.20 14,704.4

7 186 2,087.87 16,964.5

8 213 1,758.59 12,488.4

9 242 2,108.61 13,212.7

10 261 1,978.15 11,467.8

11 267 51.51 292.6

12 283 3,998.93 21,4333

13 321 1,430.09 6,760.2

14 349 1,392.43 6,050.3

15 363 1,556.45 6,504.9

16 384 1,623.06 6,403.2

17 3% 1,756.07 6,713.0

18 412 1,984.27 7,290.2

19 427 357.92 1,270.2

20 455 787.67 2,624.7

21 1,870 19.66 159

22 2,265 201.87 135.1

Sekil 4.11: E pH:9 bioanalyzer grafigi

[bp]

| 1110

TE pH:9 bioanalyzer sonuglar1 asagidaki tablo 4.15°da ve sekil 4.12°da gosterilmistir

(Sekil 4.12).
Tablo 18TE pH:9 bioanalyzer konsantrasyon 6l¢iim sonuglari.
Peak Boyut [bp] Kons. [pg/ul] Molarite [pmol/I]
1 35 125,00 5411,3
2 56 2316,05 62438,6
3 103 3436,85 50629,0
4 153 3961,68 39187,7
5 190 28,39 226,2

Kons. [pg/pl] toplam

9867,97
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TE pH:9
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Overall Results for sample 3 : _JTE pH:9
Number of peaks found: 29 Corr. Area 1: 12.120,1
Noise: 0.6
Peak table for sample 3 : _TE pH:9
Peak Size [bp] Conc. [pg/pl] Molarity [pmol/I] Observations
1 4 35 125,00 54113 Lower Marker
2 56 2.316,05 62.438,6
3 103 3.436,85 50.629,0
4 153 3.961,68 39.187,7
5 190 28,39 226,2
6 208 5.562,01 40.594,3
7 221 611,08 4.198,7
8 253 1.368,92 8.185,1
9 260 2.012,48 11.734,0
10 308 2.435,492 11.985,1
11 357 2.134,30 9.067,7
12 399 2.688,44 10.201,9
13 454 2.534,58 8.458,7
14 502 3.919,06 11.826,8
15 534 1.072,95 3.041,9
16 586 2.272,79 5.872,3
17 681 2.303,42 5.125,5
18 807 2.355,91 4.423,9
19 942 1.608,22 2.587,3
20 1.048 1.812,00 2.619,2
21 1.291 2.327,86 2.732,2
22 1.492 1.104,39 1.121,7
23 1.734 2.691,50 2.351,2
24 3.039 53,99 26,9
25 4.415 23,24 8,0
26 5.082 14,89 44

Sekil 4.12: TE pH:9 bioanalyzer grafigi.

TE pH:8 bioanalyzer sonuclar1 asagidaki tablo 4.16°da ve sekil 4.13’da gosterilmistir

(Sekil 4.13).

Tablo 19TE pH:8 bioanalyzer konsantrasyon 6l¢iim sonuglari.

Peak Boyut [bp] Kons. [pg/ul] Molarite [pmol/I]
1 35 125,00 5411,3
2 56 1090,63 29533,8
3 103 1413,31 20815,4
4 153 1586,66 157104
Kons. [pg/pl] toplam 4215,60
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Electropherogram Summary

TE 1 pH:8
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Overall Results for sample 1 : _TE 1 pH:8
Number of peaks found: 33 Corr. Area 1: 8.530,7
Noise: 0.3
Peak table for sample 1 : _TE 1 pH:8
Peak Size [bp] Conc. [pg/ull Molarity [pmol/I1] Observations
1 4 35 125,00 5.411,3 Lower Marker
2 56 1.090,63 29.533,8
3 103 1.413,31 20.815,4
4 153 1.586,66 15.710,4
5 208 2.219,02 16.125,5
6 222 208,49 1.423,2
7 253 554,64 3.326,4
8 260 826,51 4.813,4
9 308 885,97 4.361,0
10 346 35,57 155,6
11 354 842,24 3.603,6
12 400 976,85 3.701,6
13 449 915,96 3.094,2
14 496 1.359,73 4.156,5
15 524 457,95 1.323,3
16 585 821,94 2.127,8
17 684 746,09 1.651,8
18 796 884,86 1.683,8
19 958 701,17 1.108,4
20 1.121 807,55 1.091,9
21 1.373 954,95 1.054,0
22 1.828 645,12 534,7
23 2.849 51,87 27,6
24 3.672 23,16 9,6
25 4,973 19,35 5,9
26 5.717 66,00 17,5

Sekil 4.13: TE pH:8 bioanalyzer grafigi.

E pH:8 bioanalyzer sonuglar1 asagidaki tablo 4.17°da ve sekil 4.14°da gosterilmistir

(Sekil 4.14).

Tablo 20E pH:8 bioanalyzer konsantrasyon 6l¢iim sonuglari.

Boyut [bp]

Kons. [pg/ul]

Molarite [pmol/l]

Kons. [pg/ul] toplam

35
56
103
152
171

125,00
1207,35
1522,55
1719,61

29,94
4604,45

5411,3
327454
22429,5
17093,7

266,0
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Overall Results for sample 4 : _E2 pH:8
Number of peaks found: 37 Corr. Area 1: 6.274.7
16
Peak table for sample 4 : E2 pH:8
Size [bp] Conc. [pg/pl] Molarity [pmol/1] Observations
4 3s 125,00 5.411,3 Lower Marker
56 1.207,35 32.745.4
103 1.522,55 22.429,5
152 1.719,61 17.093,7
171 29,94 266,0
207 2.124,93 15.519,8
217 247,93 1.732,0
251 607,95 3.665,2
259 732,81 4.285,4
274 30,45 168,3
284 33,00 176,3
306 929,32 4.595,3
352 804,24 3.4964,6
377 49,05 197,1
398 961,09 3.656,4
426 55,23 196,6
446 1.012,12 3.435,9
494 1.320,42 4.048,8
514 570,92 1.683,8
585 817,06 2.115,7
683 705,32 1.564,7
786 933,91 1.799,8
961 707,33 1.115,4
1.125 823,40 1.109,4
1.370 750,70 830,1
1.565 197,81 191,5

4.2.

Sekil 4.14: E pH:8 bioanalyzer grafigi.

Sonuclari

Baglanma tampon soliisyonlarmin siire ve sicaklik optimizasyonlar1 sonucu elde edilen

Nanodrop 6l¢lim sonuglar1 Tablo 4.18’da verilmistir.

Tablo 21Farkli siire ve sicakliklarda inkiibe edilen baglanma soliisyonlar1 kullanilarak

izolasyon yapilmig cfDNA’larin Nanodrop 6l¢iim datalari.

Baglanma Tampon Sollisyonunun Sire ve Sicakhk Optimizasyonlar

Ornek ismi(Binding B.) Konsantrasyon A230/260
1 25,9+ 2,9 1.35
2 23,7+ 4,8 1.20
3 32,3+2,0 1.09
4 28,813 1.32
5 24,7+ 6,1 0.90
6 33,3t4,1 0.99
7 35,7+ 3,5 0.50
8 32,7£4,0 0.49
9 31,9+ 3,4 0.91
10 32,2+ 2,5 0.88
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Baglanma tampon soliisyonlarmin siire ve sicaklik optimizasyonlar1 sonucu elde edilen

Qubit 6lgiim sonuglar1 Tablo 4.19°da verilmistir.

Tablo 22Farkli siire ve sicakliklarda inkiibe edilen baglanma soliisyonlar1 kullanilarak
izolasyon yapilmis cfDNA’larin Qubit dl¢iim datalari.

Ornek ismi(Binding B.) A260/280 Qubit (ng/ul) (Binding B.)
1 0.09 11,0£1,4
2 0.07 12,2+1,0
3 0.07 14,6+ 1,7
4 0.09 149+ 1,3
5 0.05 15,5+ 1,2
6 0.06 13,1+ 1,7
7 0.08 17,6+ 1,9
8 0.09 18,7+£1,9
9 0.05 15,1+11
10 0.05 17,4+ 1,4

Ornek 2:1 bioanalyzer sonuglar1 asagidaki tablo 4.20°de ve sekil 4.15°de gosterilmistir
(Sekil 4.15).

Tablo 230rnek 2:1 bioanalyzer konsantrasyon &l¢iim sonuglari.

Peak Boyut [bp] Kons. [po/ul] Molarite [pmol/l]
1 35 125,00 5411,3
2 56 1791,87 48889,7
3 102 2864,42 42596,7
4 152 3415,42 34115,6
Kons. [pg/ul] toplam 8196,71
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Overall Results for sample 2 : .
Number of peaks found: 19 Corr. Area 1: 8,241.7
Noise: 0.5
Peak table for sample 2 : kB
Peak Size [bp] Conc. [pg/ull Molarity [pmol/I] Observations
1 4 35 125.00 5,411.3 Lower Marker
2 56 1,791.87 48,889.7
3 102 2,864.42 42,596.7
4 152 3,415.42 34,115.6
5 204 5,156.46 38,211.4
6 251 1,144.81 6,902.9
74 258 1,530.56 8,998.4
8 305 1,980.99 9,834.1
- 353 1,676.62 7,196.2
10 395 2,304.70 8,831.1
11 451 2,076.47 6,972.7
12 499 4,322.30 13,1119
13 584 1,739.27 4,515.6
14 681 1,817.77 4,044.3
15 818 1,858.89 3,441.2
i6 950 1,715.60 2,735.3
17 1,067 2,400.21 3,408.3
18 1,346 3,104.46 3,495.6
19 1,751 2,253.57 1,950.2
20 3,094 28.56 14.0
21 | 2 10,380 75.00 10.9 Upper Marker

Sekil 4.15: Ornek 2:1 bioanalyzer grafigi.

[s]

Ornek 3:2 bioanalyzer sonuglar1 asagidaki tablo 4.21°de ve sekil 4.16°da gosterilmistir

(Sekil 4.16).

Tablo 240rnek 3:2 bioanalyzer konsantrasyon dl¢iim sonuglari.

Peak Boyut [bp] Kons. [pg/ul] Molarite [pmol/l]
1 35 125,00 5411,3
2 56 2308,43 62702,8
3 102 3520,48 52325,5
4 152 4027,06 40144,2
Kons. [pg/pl] toplam 9980,97
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Overall Results for sample 3 : . J
Number of peaks found: 19 Corr. Area 1: 8,691.0
Noise: 0.4
Peak table for sample 3 : 2
Peak Size [bp] Conc. [pg/pl] Molarity [pmol/I] Observations
1 35 125.00 5,411.3 Lower Marker
2 56 2,308.43 62,702.8
3 102 3,520.48 52,325.5
4 152 4,027.06 40,144.2
5 205 5,680.27 42,081.0
6 251 1,256.19 7,568.9
7 257 1,819.63 10,707.5
8 305 2,215.89 11,004.5
9 353 1,847.46 7,932.8
10 395 2,464.50 9,451.1
11 450 2,204.52 7,430.2
12 498 2,776.76 8,444.7
13 515 1,586.15 4,670.2
14 583 1,799.08 4,674.0
15 678 1,828.21 4,084.3
i6 808 1,919.93 3,600.9
17 943 1,700.60 2,731.2
18 1,058 2,351.76 3,368.8
19 1,327 3,407.07 3,890.5
20 1,735 2,216.51 1,935.7
21 » 10,380 75.00 10.9 Upper Marker

Sekil 4.16: Ornek 3:2 bioanalyzer grafigi.

Ornek 4:3 bioanalyzer sonuglar1 asagidaki tablo 4.22°de ve sekil 4.17°de gosterilmistir

(Sekil 4.17).

Tablo 250rnek 4:3 bioanalyzer konsantrasyon dlgiim sonuglari.

Peak Boyut [bp] Kons. [pg/ul] Molarite [pmol/I]
1 35 125,00 5411,3
2 55 1488,33 40660,4
3 102 3182,17 47089,0
4 153 3753,70 372733
Kons. [pg/ul] toplam 8549,20
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Overall Results for sample 4 : - %
Number of peaks found: 20 Corr. Area 1: 8,902.0
Noise: 0.3
Peak table for sample 4 : B §
Peak Size [bp] Conc. [pg/pl] Molarity [pmol/I] Observations
1 4 35 125.00 54113 Lower Marker
2 55 1,488.33 40,660.4
3 102 3,182.17 47,089.0
4 153 3,753.70 37,2733
s 205 5,468.89 40,351.5
6 252 1,267.46 7,629.8
7 258 1,796.96 10,532.8
8 306 2,266.55 11,2125
9 354 1,930.66 8,265.6

10 397 2,562.78 9,791.8
11 451 2,379.32 7,991.6
12 499 3,137.56 9,524.7
13 520 1,546.95 4,508.4
14 585 2,076.84 5,375.4

15 681 2,090.93 4,655.1
16 805 2,282.06 4,296.2
17 944 1,963.66 3,151.6
i8 1,064 2,519.98 3,589.8

19 1,313 3,878.52 4,474.9
20 1,741 2,711.76 2,359.8
21 6,422 7.97 1.9
22 » 10,380 75.00 10.9 Upper Marker

Sekil 4.17: Ornek 4:3 bioanalyzer grafigi.

[s]

Ornek 5:4 bioanalyzer sonuglar1 asagidaki tablo 4.23°de ve sekil 4.18°de gosterilmistir

(Sekil 4.18).

Tablo 260rnek 5:4 bioanalyzer konsantrasyon dlgiim sonuglari.

Boyut [bp]

Kons. [pg/ul]

Molarite [pmol/I]

Kons. [pg/ul] toplam

35
56
103
153

125,00
1342,53
2903,65
3401,64
7772,82

5411,3
36621,8
42915,8
33762,7
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Overall Results for sample5 : 4
Number of peaks found: 21 Corr. Area 1: 8,069.3
Noise: 0.3
Peak table for sample 5 : 4
Peak Size [bp] Conc. [pg/pl] Molarity [pmol/I] Observations
1 { 35 125.00 54113 Lower Marker
2 56 1,342.53 36,621.8
3 103 2,903.65 42,915.8
4 153 3,401.64 33,762.7
5 205 5,016.35 37,000.2
6 252 1,134.14 6,830.5
7 258 1,632.84 9,592.9
8 305 1,961.59 9,732.0
9 337 80.92 363.4
10 353 1,752.24 7,527.9
11 39 2,281.52 8,722.5
12 448 2,071.12 7,003.7
13 497 2,865.68 8,733.0
14 517 1,452.51 4,259.4
15 584 1,913.92 4,968.0
16 679 1,887.45 4,213.8
17 790 2,170.59 4,161.0
18 937 1,823.70 2,948.1
19 1,063 2,287.60 3,260.5
20 1,300 3,759.08 4,380.5
21 1,738 2,595.99 2,263.1
22 5,629 11.14 3.0
23 p 10,380 75.00 10.9 Upper Marker

I [

Ornek 6:5 bioanalyzer

Sekil 4.18: Ornek 5:4 bioanalyzer grafigi.

sonuclar1 asagidaki tablo 4.24°de ve sekil 4.19°da gdsterilmistir

(Sekil 4.19).
Tablo 270rnek 6:5 bioanalyzer konsantrasyon dlgiim sonuglari.
Peak Boyut [bp] Kons. [pg/ul] Molarite [pmol/I]
1 35 125,00 5411,3
2 55 2604,47 71660,5
3 102 3275,19 48676,8
4 152 3754,61 37430,2
Kons. [pg/pl] toplam 9759,27

42



Electrop g y C:
sample 6
[FUl G
A9
1000 3
&
&
|
)
-~ >
Q >
v & V' h A
) o R
500 © s o P Calgts
g L F & S| |
07 o & ) Qo
| | o
| [T
& 4
>’ij ‘ Av \\"
o '
T T T T T T T T L)
35 100 200 300 400 600 2000 10380 [bp]
Overall Results for sample 6 : _sample 6
Number of peaks found: 19 Corr. Area 1: 4.558,2
Noise: 03
Peak table for sample 6 :
Peak size [bp] Conc. [pg/ul] Molarity [pmol/1] Observations
1 %9 35 125,00 5.411,3 Lower Marker
2 55 2.604,47 71.660,5
3 102 3.275,19 48.676,8
4 152 3.754,61 37.430,2
s 205 5.593,47 41.406,1
6 250 1.200,70 7.278,3
7 257 1.641,72 9.676,2
8 304 1.961,83 9.771,8
9 338 69,89 313,6
10 351 1.691,07 7.298,5
11 396 2.156,93 8.243,4
12 446 1.901,73 6.455,0
13 496 4.280,70 13.086,8
14 584 1.607,91 4.173,6
15 679 1.499,35 3.345,0
16 786 1.843,65 3.555,2
17 945 1.566,18 2.510,8
18 1.083 2.011,07 2.812,4
19 1.345 3.160,44 3.561,0
20 1.793 1.832,67 1.549,0
21 *s  10.380 75,00 10,9 Upper Marker

Sekil 4.19: Ornek 6:5 bioanalyzer grafigi.

Ornek 7:6 bioanalyzer sonuglar1 asagidaki tablo 4.25°de ve sekil 4.20°de gosterilmistir

(Sekil 4.20).

Tablo 280rnek 7:6 bioanalyzer konsantrasyon dlgiim sonuglari.

=

Boyut [bp]

Kons. [pg/ul]

Molarite [pmol/I]

o
OO\IOLﬂ-wa\JI—\g

Kons. [pg/ul] toplam

25
35
78
92
126
144
181
191

0,00
125,00
2407,25
56,96
2795,00
148,54
3894,32
623,37
10050,44

0,0
5411,3
46954,2
942,4
33695,2
1558,7
32576,7
4941,2
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Overall Results for sample 7 : _sample 7
Number of peaks found: 26 Corr. Area 1: 55323
Noise: 04
Peak table for sample 7 : _sample 7
Peak Size [bp] Conc. [pg/pl] Molarity [pmol/I] Observations
3 25 0,00 0,0
2 4 35 125,00 5.411,3 Lower Marker
3 78 2.407,25 46.954,2
4 92 56,96 9424
5 126 2.795,00 33.695,2
6 144 148,54 1.558,7
7 181 3.894,32 32.576,7
8 191 623,37 4.941,2
9 227 1.033,71 6.885,9
10 234 1.383,33 8.943,2
11 261 104,55 607,8
12 283 1.769,40 9.482,6
13 329 1.559,77 7.1748
14 378 1.803,05 7.229,9
15 419 1.772,50 6.413,1
16 471 2.829,03 9.094,0
17 492 428,92 1.320,5
18 515 608,43 1.790,1
19 559 1.717,96 4.655,0
20 649 1.502,77 3.509,8
21 706 2.023,53 4.341,3
22 881 1.522,80 2.618,0
23 983 1.925,84 2.967,1
24 1,225 1.683,87 2.082,5
25 1.405 1.113,56 1.201,3
26 1.733 2.088,08 1.825,2

Sekil 4.20: Ornek 7:6 bioanalyzer grafigi.

Ornek 8:7 bioanalyzer sonuglar1 asagidaki tablo 4.26°da ve sekil 4.21°de gosterilmistir

(Sekil 4.21).
Tablo 290rnek 8:7 bioanalyzer konsantrasyon dlgiim sonuglari.
Peak Boyut [bp] Kons. [pg/ul] Molarite [pmol/l]
1 35 125,00 5411,3
2 55 2134,24 59187,3
3 101 2606,30 39126,7
4 149 3105,81 31568,8
5 168 135,90 1223,3
Kons. [pg/pl] toplam 8107,25
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Overall Results for sample 8 : sample 8
Number of peaks found: 23 Corr. Area 1: 3.169,8
Noise: 0.3
Peak table for sample 8 : _sample 8
Peak Size [bp] Conc. [pg/ull Molarity [pmol/I1] Observations
1 ‘(]) 35 125,00 5.411,3 Lower Marker
2 55 2.134,24 59.187,3
3 101 2.606,30 39.126,7
4 149 3.105,81 31.568,8
5 168 135,90 1.223,3
6 202 5.529,59 41.527,2
7 246 1.122,15 6.905,3
8 254 1.386,71 8.287,6
9 281 59,66 322,0
10 299 1.859,27 9.432,6
1 b B 336 55,40 249,9
12 345 1.546,28 6.790,5
13 381 67,02 266,6
14 393 2.007,82 7.738,5
15 437 1.898,81 6.586,2
16 487 4.013,53 12.478,3
17 537 510,57 1.440,2
18 578 1.497,79 3.924,4
19 672 1.525,53 3.439,3
20 758 1.852,93 3.703,9
21 936 1.664,51 2.695,8
22 1.079 2.211,46 3.106,7
23 1.337 3.501,02 3.967,3
24 1.835 1.968,58 1.625,5
25 ’(,:. 10.380 75,00 10,9 Upper Marker

Sekil 4.21: Ornek 8:7 bioanalyzer grafigi.

[bp]

Ornek 9:8 bioanalyzer sonuglar1 asagidaki tablo 4.27°de ve sekil 4.22°de gosterilmistir

(Sekil 4.22).

Tablo 300rnek 9:8 bioanalyzer konsantrasyon dlgiim sonuglari.

Peak Boyut [bp] Kons. [pg/ul] Molarite [pmol/I]
1 35 125,00 5411,3
2 55 3081,26 85240,5
3 101 3829,84 57614,8
4 148 4387,80 44780,5
5 169 154,30 1382,5
Kons. [pg/pl] toplam 11578,2
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Overall Results for sample 9 : sample 9
Number of peaks found: 23 Corr. Area 1: 2.650,2
Noise: 0.2
Peak table for sample 9 : _sample 9
Peak Size [bp] Conc. [pg/pl] Molarity [pmol/I] Observations
1 @ 35 125,00 5.411,3 Lower Marker
2 55 3.081,26 85.240,5
3 101 3.829,84 57.614,8
4 148 4.387,80 44.780,5
5 169 154,30 1.382,5
6 201 7.045,32 53.1751
7 222 394,96 2.694,4
8 245 1.503,12 9.304,1
9 253 1.943,88 11.651,1
10 297 2.426,31 12.357,5
11 343 1.952,89 8.622,5
12 378 93,92 376,0
13 392 2.555,77 9.871,4
14 436 2.389,13 8.304,3
15 487 5.188,21 16.152,0
16 542 602,75 1.685,2
17 578 1.818,25 4.766,7
18 636 157,94 376,5
19 672 1.789,21 4.033,3
20 759 2.170,41 4.333,6
21 942 1.954,52 3.143,7
22 1.103 2.438,51 3.351,1
23 1.353 4.069,21 4.557,5
24 1.873 2.170,33 1.756,1
25 ’(Aj 10.380 75,00 10,9 Upper Marker

Sekil 4.22: Ornek 9:8 bioanalyzer grafigi.

[bp]

Il

Ornek 10:9 bioanalyzer sonuglar1 asagidaki tablo 4.28’de ve sekil 4.23°de gosterilmistir

(Sekil 4.23).
Tablo 310rnek 10:9 bioanalyzer konsantrasyon dl¢iim sonuglari.
Peak Boyut [bp] Kons. [pg/ul] Molarite [pmol/I]
1 35 125,00 5411,3
2 55 2800,39 77597,6
3 100 3212,73 48470,0
4 120 80,83 1023,0
5 148 3587,79 36728,4
6 169 152,98 1374,9
7 180 63,01 530,0
Kons. [pg/pl] toplam 10022,73
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Overall Results for sample 10 : _sample 10
Number of peaks found: 29 Corr. Area 1: 4.4656
Noise: 02
Peak table for sample 10 : _sample 10
Peak Size [bp] Conc. [pg/pl] Molarity [pmol/I] Observations
1 9 35 125,00 5.411,3 Lower Marker

55 2.800,39 77.597,6
3 100 3.212,73 48.470,0
4 120 80,83 1.0230
5 148 3.587,79 36.728,4
6 169 152,98 1.3749
7 180 63,01 530,0
8 201 5.286,66 39.768,5
9 211 303,34 21811
10 223 412,98 28014
1 244 1.386,26 8.609,3
12 252 1.742,29 10.477,7
13 275 95,60 5263
14 296 2.225,40 113723
15 342 1.929,42 8.551,5
16 378 99,81 400,3
17 391 2.344,73 9.090,6
18 433 2.302,40 8.063,0
19 482 3.364,83 10.572,9
20 500 748,30 2.266,9
21 543 611,56 1.707,4
2 576 1.846,95 4.858,8
23 634 178,25 4257
24 669 1.799,9 4.077,2
25 746 2.190,09 4.449,5
26 933 1.918,45 3.1155

Sekil 4.23: Ornek 10:9 bioanalyzer grafigi.

[bp]

Ornek 11:10 bioanalyzer sonuglar1 asagidaki tablo 4.29°da ve sekil 4.24’de

gosterilmistir (Sekil 4.24).

Tablo 320rnek 11:10 bioanalyzer konsantrasyon dl¢iim sonuglari.

Boyut [bp]

Kons. [pg/ul]

Molarite [pmol/l]

o
owo-l-booml—\g

Kons. [pg/pl] toplam

35
54
100
148
170
199

125,00
3942,91
4358,48
5078,33

185,51
7943,64

21633,87

5411,3
109833,9
65944,3
52052,2
1652,7
60385,7
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Overall Results for sample 11 : sample 11
Number of peaks found: 25 Corr. Area 1: 34591
Noise: 03
Peak table for sample 11 : sample 11
Peak Size [bp] Conc. [pg/ul] Molarity [pmol/I] Observations
1 ‘f}. 35 125,00 5.411,3 Lower Marker
2 54 3.942,91 109.833,9
3 100 4.358,48 65.944,3
4 148 5.078,33 52.052,2
5 170 185,51 1.652,7
6 199 7.943,64 60.385,7
7 222 493,79 3.3755
8 243 1.942,41 12.094,5
9 251 2.278,29 13.776,4
10 284 101,79 542,9
1 295 3.138,64 16.105,4
12 331 94,01 430,5
13 341 2.652,87 11.798,0
14 378 141,59 567,9
15 389 3.430,88 13.360,1
16 431 3.323,76 11.689,1
17 480 6.458,54 20.394,5
18 543 757,34 2.113,6
19 576 2.680,49 7.053,6
20 641 197,59 467,1
21 669 2.635,39 5.965,1
22 746 3.247,78 6.599,5
23 935 3.123,39 5.059,3
24 1.086 3.361,49 4.690,9
25 1.323 6.273,79 7.1858
26 1.882 3.479,50 2.800,7

Sekil 4.24: Ornek 11:10 bioanalyzer grafigi.
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5. TARTISMASONUC

Bu tezde cfDNA izolasyonlarnin veriminin arttirilmast ig¢in belirli tampon
soliisyonlarin deney protokolii icerisindeki inkiibasyon sicakligi ve siiresi ile icerikleri
optimize edilmistir. ik asamada cfDNA’nin manyetik kiireciklere baglanma basamagi
sire ve sicaklik olarak optimize edilmistir. Tezin ikinci asamasinda ise eliisyon
asamasinda kullanilan tampon soliisyon optimize edilerek, farkli pH’lardaki izolasyon

verimi kontrol edilmistir.

Manyetik kiireciklerle yapilan DNA izolasyonunda inkiibasyon suresi, birka¢c 6nemli
nedenden dolay: kritiktir. Oncelikle DNA nin kiireciklere etkin baglanmasi en optimal
inkiibasyon siiresinin uygulanmasina baghdir. Izolasyonlarda kullanilan manyetik
kiirecikler, DNA’ya karsi afinite gosteren (genellikle silika veya diger DNA baglayici
maddelerle kapli) malzemelerle kaplanmistir. Inkiibasyon siiresi boyunca, ¢ozelti
icindeki DNA molekiillerinin manyetik kiireciklerin yiizeyi ile temas kurup baglanmasi
beklenir. Inkiibasyon siiresinin uzunlugu, kiireciklere baglanan DNA miktarmi
dogrudan etkilemektedir. Inkiibasyon siiresi cok kisa olursa, optimal DNA baglanmasi
icin yeterli zaman olmamasi diisiik verimlere yol agabilmektedir. Ayrica DNA manyetik
kiireciklere spesifik olarak baglanirken diger kirleticiler ve kontaminantlar ¢Ozeltide
kalmaktadir. Yeterli inkiibasyon siiresi, kiireciklerin DNA’ya sec¢ici olarak baglanmasini
ve boylece izole edilen DNA’nin safliginin artirilmasini saglamaktadir (54). Dogru
inkiibasyon, DNA izolasyon siirecinin tekrarlanabilir ve tutarli olmasini saglamaktadir
ve bu da PCR, dizileme veya klonlama gibi sonraki uygulamalar icin gtivenilir sonuclar
doguracaktir. Tezde manyetik kiirecikler ile DNA 5, 10, 15, 20 dk inkiibe edilmistir.
Elde edilen sonuglar inkiibasyon siireleri arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark

bulunmadigini gostermektedir (p>0.05).

Manyetik kiireciklerle yapilan DNA izolasyonunda, izolasyon siirecinin verimliligini ve
kalitesini etkileyen bir diger kritik parametre de inkiibasyon sicakligidir. Optimal
sicaklikta, DNA molekiilleri ile manyetik kiireciklerin yiizeyi arasindaki etkilesim artar
ve bu da daha verimli baglanmay1 saglamaktadir. Sicaklik ¢ok diisiik oldugunda,

baglanma kinetigi yavaglamakta ve verim azalmaktadir. Sicakligin ¢ok yiiksek oldugu
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durumda ise, DNA denatiire oldugundan baglanma 6zgiilliigli azalmaktadir (55). Ayrica
inkiibasyon sicakligi, DNA izolasyonu sirasinda kullanilan reaktiflerin uygun sekilde
caligmasin1 saglayarak, hiicrelerin etkin lizisi DNA’nin manyetik kiireciklere
baglanmas1 ve kontaminantlarin uzaklastirilmas: gibi siiregleri kolaylastirmaktadir.
Tezde manyetik kurecikler ile DNA 25°C, 30°C ve 35°C sicakliklarda inkiibe edilmistir.
Elde edilen sonuglar inkiibasyon sicakliklar1 arasinda istatistiki olarak anlamli bir fark

bulunmadigini gostermektedir (p>0.05).

Tezin ikinci asamasinda eliisyon tampon ¢ozeltisi ve pH’s1 optimize edilmistir. Tris-
EDTA (TE) ve DNAz/RNAZz igermeyen su 4-10 aras1 pH’larda eliisyon tamponu olarak
kullanilmistir. DNA, belirli bir pH araliginda stabil ve c¢oziinmiis haldedir. Tris
tamponu, genellikle pH 7.5-8.0 civarinda DNA'nin bozulmadan saklanmasini ve
enzimatik reaksiyonlarin optimal pH araliginda gerceklesmesini saglamaktadir. EDTA
iki degerlikli katyonlar1 (6zellikle Mg** ve Ca*") selatlayarak DNA'y1 parcalayan DNaz
enzimlerinin aktivitesini inhibe etmektedir. Mg?*, DNaz enzimlerinin aktivitesi i¢in
gereklidir, EDTA bu iyonlar1 baglayarak DNaz enzimlerini etkisiz hale getirmekte ve
DNA'nin bozulmasmi engellemektedir (56). Bu sebeple su ve TE tamponu ellisyon
olarak degerlendirilmistir. Yapilan deneylerde gruplar arasinda istatistiki olarak anlamli

bir fark bulunmadigi goriilmiistiir (p>0.05).

Ozet olarak manyetik kiirecik temelli DNA izolasyonlarinda DNA ve manyetik
kiireciklerin baglanma inkiibasyonu sicakliklar1 ve siireleri ile; DNA’nin ellisyon
iceriginin optimize edilmesi izole edilen DNA’nin verim, saflik ve kalitesini artirmak
icin gereklidir ve sonraki uygulamalar i¢in kritik 6nem tasimaktadir. Bu tezde bu
parametreler yukarida belirtilen kosullar ¢ercevesinde optimize edilmistir. Anlamli ve
kesin sonuglar i¢in daha fazla deney ve teknikle, ayrntili optimizasyonlarin

planlanmasinin gerekli oldugu sonucuna ulagilmastir.
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