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OZET

Kromozomal DNA Ayriminda Kullanilan Diisiik Maliyetli Atimli Alan Elektroforez
Cihazinin Tasarimi ve Optimizasyonu

Agaroz jel esasli DNA elektroforezi, molekiiler biyolojide en sik kullanilan tekniklerden birisidir.
Pratik ¢6zlim aralig1 (yaklasik 50 kb'a kadar) PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu), molekiiler
klonlama ve plazmid maniptilasyonu dahil olmak iizere diger bircok yaygin tekniklerle ortiisiir.
Ancak, yukarida bahsedilen boyut sinirlamasi géz oniine alindiginda, geleneksel jel elektroforez
teknikleri kullanilarak saglam kromozomal DNA molekiillerinin, ¢ok biiyiik DNA pargalarinin
veya dogrudan genomik analizlerinin yapilmasi mimkiin degildir. Konvansiyonel DNA
elektroforezi oldukca kolaydir: sabit bir elektrik alani agaroz jele uygulanir ve kiiciik DNA
molekiilleri boyuta bagh bir sekilde elenir. Fakat cok biiylik DNA molekiillerinin ayristirilmasi
gerektigi zaman bu eleme etkisi basarisiz olabilir. Bunun nedeni biiyiik DNA molekiillerinin
cozelti icerisinde yumusak, top gibi halkasal halde bulunmasidir. Bu molekiiller ancak siki jel
matriksinden gecisine izin verecek kadar ciddi bir ¢éziinmeden sonra kii¢liik porlarindan
gecebilir. Bu etki bir eleme jel matrisi vasitasiyla biiylik ve kiiciik molekiillerin gecisini
saglarken, ayn1 zamanda, ne yazik ki, boyuta bagh elektroforetik hareketliligin ayrim icin
etkisini ortadan kaldirmaktadir. Bu istenmeyen durumun varligi, son derece diisiik jel
konsantrasyonlari veya diisiik elektrik alan kuvveti kullanilarak zayiflatilir, ancak DNA boyutlari
yaklasik 200 kb'yi astiginda bu ¢o6zliimler de yeterli olmayacaktir. Ayrica standart jel
elektroforezinde kullanilan pipetleme yontemi biiylik boyuttaki DNA pargalari icin sorun teskil
etmektedir. Clinkii biiyiikk boyuttaki DNA parcalar1 olduk¢a kirilgan yapidadir. Bunlarin
pipetlenmesi biiylik sorundur ve kirilmalarina neden olacaktir. 1983' de Schwartz ve Cantor, bu
sinirlamalar1 atlatmak i¢in milyonlarca baz c¢ifti boyutuna kadar olan ¢ok bilyiik DNA
molekiillerinin ayrimlarina izin veren bir yontem olarak Atimh Alan Elektroforezi'ni gelistirdi.
Bu teknik 5 Mb'’yi asan DNA molekiillerini ¢6zebilmektedir. Ust simir hala bilinmiyor. Bu cihaz
elektrik alaninin yoniinii diizenli olarak degistirerek ilk elektrik alaninin ortadan kalkmasindan
dolay1 jel icindeki DNA molekiillerinin gevsemesine son olarak da yeni alanda DNA
molekiillerinin uzayarak hizaya girmesini saglamaktadir. Bizler de bu cihaz1 4 yollu 5 voltluk
arduino uno karti ile giiniimiiz teknolojisine uyarlayarak daha diisiik maliyette tasarladik. Cihaz1
dijital kontrollii hale getirdik. Milisaniye cinsinden kontroliinii de sagladik.

Anahtar Kelimeler: Atiml alan, Elektroforez, Agaroz, Arduino, Elektriksel Alan.

Danisman: Dr. Ogr. Uyesi Ibrahim KUCUKKARA, Mersin Universitesi, Biyoteknoloji Anabilim
Dali, Mersin.



ABSTRACT

Design and Optimization of Low Cost Pulse Field Electrophoresis Device Used in
Chromosomal DNA Separation

Agarose-based DNA electrophoresis is one of the most commonly used techniques in
molecular biology. The range of practical solutions (up to about 50 kb) coincide with many
other standart techniques, including PCR, molecular cloning and plasmid manipulation.
However, given the size above limitation, it is not possible to perform robust chromosomal DNA
molecules, very huge DNA fragments or direct genomic analyzes using conventional gel
electrophoresis techniques. Conventional DNA electrophoresis is quite easy: a constant electric
field is applied to the agarose gel and small DNA molecules are sieved in a size-dependent
manner. However, this screening effect may fail when very large DNA molecules need to be
separated. This is because large DNA molecules are present in solution in a soft, ball-like ring.
These molecules can only pass through small pores after severe dissolution to allow passage
through the tight gel matrix. This effect allows the passage of large and small molecules through
a sieving gel matrix, while at the same time eliminating the effect of size-dependent
electrophoretic mobility for separation. The presence of this undesirable condition is attenuated
using deficient gel concentrations or low electric field strength, but these solutions will not be
sufficient when the DNA size exceeds about 200 kb. In addition, the pipetting method used in
standard gel electrophoresis is problematic for large DNA fragments. Because large DNA
fragments are very fragile, pipetting them is a big problem and will cause breaks. In 1983,
Schwartz and Cantor developed Pulse Field Electrophoresis, a method that allowed the
separation of very large DNA molecules up to millions of base pairs to circumvent these
limitations. This technique can dissolve DNA molecules exceeding 5 Mb. The upper limit is still
unknown. This device changes the direction of the electric field regularly, resulting in the
relaxation of the DNA molecules in the gel due to the disappearance of the first electric field, and
finally the extension of the DNA molecules in the new field. We designed this device with the 4-
way 5-volt Arduino Uno card to today's technology at a lower cost. Moreover we made the
device digitally controlled. We now have control in milliseconds.

Keywords: Pulsed Field, Electrophoresis, Agarose, Arduino, Electrical Field.

Advisor: Asst. Prof. Dr. ibrahim KUCUKKARA, Department of the Biotechnology, Mersin
University, Mersin.
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1. GIRIS

Agaroz esasli DNA elektroforezi, molekiiler biyolojide en sik kullanilan tekniklerden
birisidir. Pratik ¢oziim araligi (yaklasik 50 kb'a kadar) PZR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu),
molekiiler klonlama ve plazmid maniptilasyonu dahil olmak tizere diger bircok yaygin
tekniklerle ortiisiir. Ancak, yukarida bahsedilen boyut sinirlamasi géz oniine alindiginda,
geleneksel jel elektroforez teknikleri kullanilarak saglam kromozomal DNA molekiillerinin, ¢ok
biiylik DNA fragmanlarinin veya dogrudan genomik analizlerinin yapilmasi miimkiin degildir.
Konvensiyonel DNA elektroforezi oldukca kolaydir. Sabit bir elektrik alan1 agaroz jele uygulanir
ve kiiciik DNA molekiilleri boyuta bagh bir sekilde elenir. Fakat ¢ok biliyiik DNA molekiillerinin
ayristirilmasi gerektigi zaman bu eleme etkisi basarisiz olabilir. Bunun nedeni biiyiik DNA
molekiillerinin ¢6zelti icerisinde yumusak, top gibi halkasal halde bulunmasidir. Bu molekiiller
ancak siki jel matriksinden gecisine izin verecek kadar ciddi bir ¢oziinmeden sonra kiiciik
porlardan gecebilir. Bu etki bir eleme jel matrisi vasitasiyla bliyiik ve kiiglik molekiillerin
gecisini saglarken, ayni zamanda ne yazik ki boyuta baglh elektroforetik hareketliligin ayrim icin
etkisini ortadan kaldirmaktadir. Bu istenmeyen durumun varligl, son derece diisiik jel
konsantrasyonlari veya diisiik elektrik alan kuvveti kullanilarak zayiflatilir, ancak DNA boyutlari
yaklasik 200 kb'yi astiginda bu ¢oziimler de yeterli olmayacaktir. 1983' de Schwartz ve Cantor,
bu sinirlamalari atlatmak igin milyonlarca baz cift boyutuna kadar olan ¢ok biiyiik DNA
molekiillerinin fraksiyonlanmasina izin veren bir yontem olarak Atimli Alan Elektroforezi'ni
gelistirdi [1].

Elektriksel yilike sahip olan tanecik veya molekiillerin ayrilmasinda kullanilan
yontemlerin basinda elektroforez cihazi gelmektedir. Elektroforez yontemi ayrim islemlerinin
temelini olusturmaktadir. Ge¢miste ve giiniimiizde halen kullanilmakta olan bu yéntem oldukca
yaygin ve kullanimi oldukga basittir.

Elektroforez, tampon c¢ozelti icerisinde ¢éziinmiis halde bulunan ve elektriksel ytike
sahip olan tanecik veya molekiilleri sabit bir elektriksel alana maruz birakarak, her bir tanecigin
veya molekiiliin kendi karakteristik 6zelliklerine gore go¢ etmesini saglamaktadir.

Tampon ¢ozeltide ¢dziinmiis halde bulunan tanecik veya molekiiller sabit bir ortama
aktarilir. Bu ortam bir jel destek materyalidir. Jel destek materyali gozenekli yapidadir ve bu
yapilara por adi verilmektedir. Bu gozenekli (por) yapi sayesinde yiiklenen molekiillerin
hareket etmesi ve ayrimlarinin yapilmasi saglanmaktadir. Bu jel destek materyali agaroz,
poliakrilamid veya seliiloz yapida olmaktadir.

Destek materyaline yiiklenen tanecik veya molekiiller kendi sahip olduklar: yiiklere zit
yukli olan elektroda dogru goc ederler. Her bir tanecik ya da molekiiller farkli miktarda

biiyiikliik ve yiiklere sahip olacagindan gog¢ hizlar1 da farkh olacaktir. Bu farklilik sonucu jel
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destek materyalinde edindikleri konum birbirlerinden farkli olacaktir ve tanecik ya da
molekiillerin ayrimi gerceklesmis olacaktir. Ancak bu yaygin teknik ile belirli biiytiklikteki
tanecik ya da molekiillerin ayrimi yapilabilmektedir. Daha biiyiik molekiiller jel destek
materyalindeki porlardan gecemez ve boyutuna bagl olmaksizin ilerlerler. Bu durum ayrimi
olanaksiz kilar.

Schwartz ve arkadaslar1 temeli standart jel elektroforezine dayanan, 50 kb¢’den daha
biiyiik DNA molekiillerinin iki degisken elektriksel alan kullanarak ayristirdiklar1 Atiml Alan Jel
Elektroforez cihazini i1k kez 1983’de bizlere sunmuslardir.

Atimli Alan Jel Elektroforez cihazi, tanecik ya da molekiillere uygulanan elektriksel
alanin yoniint degistirerek daha biiylik boyuttaki maddelerin zigzag yapmasini saglayarak jel
matriksinde gé¢ etmelerini saglar.

Atimhi Alan Jel Elektroforez cihazi elektriksel alaninin yoniinii ve uygulama siiresini
elektromekanik roleler sistemleri ile gerceklestirmektedir. Yani cihazin kontrolii sinirhidir. Bu
cihaz oldukca pahalli bir cihazdir.

Bu tez kapsaminda, Atimhi Alan Jel Elektroforez cihazimi digerlerinden farkh olarak
Ardunio ve 4 Yollu 5V’luk Réle Modiili kullanarak disiik voltajda ¢alistirildi ve cihaza, calismak
istenilen programin uygulatilmasi 6zelligi saglandi. Yapilan sistem tamamen bilgisayar ve dijital
kontrollii oldu. Diger sistemlerden farkl olarak elektromekanik réleler yerine zaman aralig1 cok
hassas bir aralikta (mili saniye) ayarlanabilen dijital kumanda roleleri kullanildi. Diger 6nceki
yapilan cihaz ile ana fikir ayni olmasina ragmen sistemin tiim bilesenleri mikro islemcili hale
getirilmis oldu. Boylece sistemde olusturulan elektrik alan stiresi bin kat daha hassas hale
getirilmis oldu.

Bu sayede cihazi daha diisiik maliyette, daha basit, daha ulasilabilir bir bicimde
tasarladigimizda cihaz laboratuvar kosullari icin gayet kullanish hale gelecektir. Cihazin diisiik
maliyette tliretilebilen bir formda olmasinin, iilkemizin bu alandaki disa bagimliliginin 6ntine

gecmek icin iyi bir 6rnek olacagi kanaatindeyiz.
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2. KAYNAK ARASTIRMALARI
2.1. Elektroforez

Yiikli olan birden fazla molekiiliin elektriksel alan uygulandigi durumda, sivi bulunan
bir ortamda hareket hizlarinin 6l¢iildiigii tekniktir. Elektroforetik ortamlarda analizi yapilacak
ornek bir destek alanina uygulanmaktadir. Ust diizey elektroforetik yontemlerde destek alani
olarak daha ¢ok jeller kullanilmaktadir. Jeller icine tampon konularak uygulama yapilmaktadir.
Elektroforezler, niikleik asit ve proteinler gibi makro molekiilleri birbirinden ayirmak i¢in ya da
bazen saflastirmak i¢in kullanilmaktadir. Ayn1 zamanda molekiilleri biiyiikliiklerine, yiiklerine

ve konformasyonlarina gore siniflandirmak icin kullanilir [2].

e l l Giig kaynad

Jal S
Uzerinde ™1
olugan bantlar—.__ |

Elektroforez ile

aynlacak Srneklerin
jele uygulandig
(damilatildigl) oyukiar

(-] Elektrot

— |+) Elektrot

Tampon gdzelt ile doldurulan jel tanki

Sekil 2.1. Elektroforez goriintiisii [14]

Analiz yapilacak olan érnek jele bir leke veya ince bir bant halinde uygulanir. Kat1 jelin
dayanagi ile ayrimi yapilacak molekiillerin hareketi, molekiillerin ytikiine, biiytkliigiine, sekline,
kimyasal yapisina ve uygulanan elektriksel ortama gore degisim gosterir. Son derece hizli olan
ve kullanish bir yontem olan elektroforezin bir homojenattaki molekiilleri ayirma sinirliligi ¢ok
yliksek degildir. Bu sebeple, bu yontemden preperatif olarak ¢ok az miktarda
yararlanilmaktadir. Ayn1 zamanda protein veya niikleik asit karisimlarini saflastirmada ve
analizinde yaygin olarak kullanilmaktadir [3].

Elektroforez i¢in dort etmen gereklidir. Bunlar;

e lIyonlarin hareketinin rahat olmasi icin uygun alanin meydana gelmesi yani destek
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ortaminin olusmasi gerekir.
o Elektriksel alani olusturmak i¢in bir gii¢ kaynagina ihtiya¢ vardir.
e Uygun pH araligini yakalamak icin tampon ¢ozelti (buffer) gerekir [4].

Ohm yasalarinda, elektrik alani, akim ile direncin ¢carpimina esit olarak verilmektedir.
Elektroforez cihazinda meydana gelen direncin neredeyse hepsi jel tarafindan saglanir.
Direncin, akimin gectigi kisimin alaninin ve elektroforezde kullanilan tamponun iyonik kuvveti
ile ters orantili oldugu bilinmektedir. Belirlenmis bir akim i¢in, jelin kalinlifinin ya da tamponun
oraninin ve iyonik kuvvetinin diismesi direnci yiikseltir; boylelikle jel boyunca meydana gelen
voltaj degerlendirilmesi ve jele uygulanan molekiiliin elektroforetik akis hizi yiikselmektedir.
Sistemin ortaya cikardig1 giiciin diren¢ ile akimin karesinin g¢arpimina esit olduigu
bilinmektedir. Uretilen gii¢ 1s1 seklinde meydana gelir ve elektoforez cihaz, jelin sicakligini
ylikseltmeksizin sadece belli oranda giicii yayabilir. Bu sebeple voltajin {ist sinir1 ¢ogu zaman

elektroforez cihazinin 1s1y1 yayma kapasitesine baghdir [5].

Sekil 2.2. Elektroforez cihazi [93]

Elektroforez genel olarak elektrik yiikii olan molekiillerin elektriksel bir ortamin etkisi

altinda siv1 ya da yar1 kat1 bir alanda farkli 6zelliklere gore secilimini ve analizini gerceklestiren
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bir tekniktir. Elektroforez, niikleik asitlerin uzunluk durumu, proteinlerin yiik durumu veya
molekiillerin agirlik durumlarina gore siniflandirilmasini saglamak icin kullanilmaktadir. DNA
dizi analizi gibi bir takim denemeler disinda niikleik asitlerin elektroforetik siniflandirilmasi
icin ayirici alan olarak agaroz jel, proteinlerin ayrimi icin poliakrilamit jel laboratuvarlarda
genel olarak tercih edilmektedir. Hizli ve aktif bir sekilde yatay olarak hazirlanan agaroz jelin
tam tersi olarak poliakrilamit jeller, yapisinda bulunan akrilamidin polimerizasyonunu
zorlastiran oksijen ile temasinin engellenebilmesi i¢in iki cam arasinda ve sadece dikey olarak
hazirlandig1r bilinmektedir. Jelin elektroforezi de dikey sistem cihazlariyla yapilmaktadir.
Poliakrilamit jel elektroforezi (PAGE) bu sebeple pahal sistemlere ihtiya¢ duyar ve uygulama
yoniinden yeterince pratik bulunmamaktadir [6].

Niikleik asitleri elektroforez islemi sonrasi goriiniir hale getirebilmek icin farkli boyalar
ve goriintiileme sistemleri vardir. Son zamanlarda elektroforez esnasinda niikleik asitlerin ayni
anda goriintiilenebilecegi goriintiileme sistemleri de kesfedilip lizerinde ¢alismalar yapilmistir.
Proteinleri goriintir hale getirebilmek ic¢in elektroforezde ayrimdan sonra yaygin olarak
kullanilan Coomasssie mavisi ile boyama ya da glimiis boyama teknikleri veya Sypro Orange gibi
floresan jel boyalar1 tercih edilmektedir. Bu tekniklerin disinda, elektroforezden once
goriintiileme icin proteinler maliyeti yliksek floresan isaretlerle ve yorucu prosediirlerden
yararlanarak etiketleme islemi yapilmaktadir. Bu teknik kullanilarak elektroforez sirasinda
proteinlerin ayrilmalarini gozlemlemek ve “Westernblot” analizlerinde membrana tasinma
olaymi kontrol altinda tutabilmek icin boyali protein molekiil agirlik standartlar1 tzerinde
calisilmistir. Fakat genel analizlerde incelemesi yapilacak protein Orneklerini elektroforez
sirasinda goriintiileyebilecek bir boya ya da hizli bir teknik bulunmamaktadir [7].

Elektroforez yasamin bircok alaninda kullanilmaktadir. Ozellikle bilimsel ¢calismalarda
ve merkezlerde amacina uygun elektroforezler goriilmektedir. Elektroforezin kullanim
alanlarini genel olarak 6zetlemek gerekirse;

o Patolojik olaylarin incelenmesinde ve takip edilmesinde ¢ok sik kullanilmaktadir.

Patoloji alaninda serumda, dokuda, hemoglobinde ve idrarda, patolojik olaylar sonucu

meydana gelen anormal proteinlerin durumu, normal proteinlerin azlig1 ya da yokluk

durumu veya tedavi esnasinda hastaligin seyrini takip etmek icin kullanilmaktadir.

e Son zamanlarda proteomiks (zaman, ortam, doku ya da organizma dizeyinde
proteinlerin yapisal, islevsel ve etkilesimlerini inceler) teknolojisinin, ©6nemli
tekniklerinden birisi olmustur. Bu teknik ile protein miktarlarindaki ¢ok kiigiik
degisikliklerin bile analizleri yapilmaktadir. Boylelikle, patolojik olaylarda meydana

gelen yeni proteinlerin ¢ok kisa zamanda ve zahmetsizce tanimlamasi yapilabilmektedir.

o Elektroforez sisteminin otomatik hale getirilmis olmasi1 sebebiyle, oncelikle kimya,
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biyokimya, farmakoloji, toksikoloji, adli tip bilimlerini iceren farkli bilimsel

denemelerde, 0zellikle laboratuvarlarda siklikla kullanilan bir cihazdir.

e Yasadisi gerceklesen ila¢ kullanimlarini analiz etmek icin kullanilmaktadir.
Laboratuvarlar arasi denetiminde yasadisi eroin ve kokain testlerinde giivenilir

oldugundan bu alandaki merkezlerde mutlaka elektroforez bulunur.

e El yapimi olan patlayicilarin arastirilmasi, patlamadan sonra meydana gelen anyon ve
katyonlarin incelenmesini daha kolay hale getirmek, kullanilan patlayic1 karisim tiiriinii

ve bilesimini tanimalama konusunda yardimci olmaktadir

e Saflastirma islemleri icin yine elektroforez kullanilir [8].

2.2. Elektroforez Tarihgesi

Bu ayirma yontemi ilk kez Isvecli kimyac1 Arne Tiselius'un serum proteinleri ile yaptig:
denemeler sonucu kesfedilmistir. Bu bulustan dolay: kendisi 1948'de Nobel Odiiliinii almistir.
Elektroforezin kapillerde uygulanmasinin yarar1 1980’lerin ilk dénemlerinde Jorgenson ve
Lukas'in ¢alismalar1 ile daha da belirgin hale gelmistir. 1937’de ifade edilen elektroforezler
sirasiyla;

e Serbest soliisyon elektroforezi,
e Frontal elektroforez ya da “moving boundary” elektroforezidir.

Tiselius bir elektrolit sollisyonunda ¢6ziinmiis halde bulunan proteinleri, protein-
elektrolit solliisyonunun bulundugu “U” seklindeki kuartz bir borunun icerisinden elektrik akimi
gecirerek ayirma islemi yapmistir. pH 7.6’da albumin, a,  ve y olarak adlandirilan 4 serum
protein fraksiyonunu tespit etmis ve bu bandlarin sinirlarindaki absorbans degisikligini optik
olarak Ol¢iilmiistiir [10].

Bu yontem gilinlimiizde elektroforetik hareketlilik ve protein-protein etkilesimi ile
alakali denemelerde yaygin olarak kullanilmaktadir; ancak, klinik laboratuvarlarda genelde
yapilan arastirmalar icin tercih edilmez. Bunun sebebi bu teknigin kompleks bir arag
gerektirmesidir. Ayni zamanda, teknik zordur ve deneme i¢in 0.5 mL 6rnek gerekmektedir. En
sik kullanilan elektroforez yodntemleri, serum proteinleri, hemoglobinler ve izoenzimleri

icermektedir. izoenzimlerden ise, CK, LDH ve ALP en fazla kullanilanlaridir [12].
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Sekil 2.2.1. Tiselius (1937)'un elektroforez aygiti [13]

Sekil 2.2.1’de Tiselius’ un elektroforez aygiti sematik olarak gosterilmektedir.
Ginimiizdeki elektroforez cihazlar1 bu cihazin kesfinden sonra gelistirilmistir. Sekil 2.1’e
bakildiginda aslinda glintimiizdeki elektroforez sisteminin ilkel hali goriilmektedir. Tiselius
elektroforez sistemi hassasiyet sahibi Schlieren optikleriyle cevrilmis, dik agiya sahip, birkag
parcadan meydana gelen, U seklinde bir tiipten ibarettir [13]. Bu sistem hareket eden
proteinleri kisimlar halinde izleyebilmek igin, c¢esitli protein iceren c¢ozeltilerin kirilma
indisindeki degismeleri kullanmay1 hedeflemistir [10]. Bu mekanizmanin kesfi ile insan
serumunda en fazla bulunan bes proteini birbirinden ayirmis ve bu proteinlerin bazi hastalik
durumlarinda ya da normal seyirdeki dlizeylerini 6l¢iip degerlendirmistir [12].

Elektroforez giiniimiizde kullanim alanlarinda ‘planar’, ‘kapiller’ ve ‘nano’ olarak fi¢
sekilde kullanilmaktadir. En son ulasilan veriler, Stanford Universitesi'nde iiretimi yapilan,
1975’ tarihli, cip temelli cihazlar ile karakterize edilmis cihazlar iiretilmeye baslanmistir. Son
zamanlarda ¢ogu akademik calismalar ve kiiciik sirketler “lab-on-a-chip” konseptinin tizerine
gelisimi tercih etmislerdir. Elektrolit yiikleme durumunun, voltaj kontroliiniin, 6rnek yiikleme,
ayrim ve saptamanin tek bir ¢ip lizerinde yapilabilme kapasitesi olan cihazlar artik giiniimtizde

patentlenmistir [12].

2.3. Elektroforez Fizikokimyasi

Elektroforezde yonteminde analizi yapilacak olan numune herhangi bir destek ortamina
ylklenir. Glincel olarak kullanilan elektroforetik yontemlerde jeller tercih edilir. Jeller, icerisine
uygun bulunan bir tamponun elektroforez cihazina konmasi ile uygulama gergeklestirilir. Kat1
jel dayanagi ile ayrim olacak molekiillerin yer degistirmesi, molekiillerin yiik durumlarina,

biiytikliklerine, sekillerine, kimyasal yapisina ve elektriksel alana baghdir [14].
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Genellikle basit elektrik devrelerden olusan bu elektroforez sistemi elektroforez
cihazlarindaki iki 6nemli 6geden olusur V(volt)=I(akim) x R(direng) formiiliinden yola ¢ikarak
Voltaj uygulamasindan sonra sabit akimin tiim uygulama alanlarindan gegisi esnasinda bir
diren¢ meydana gelir; bu durum uygulanan toplam voltajda azalmaya neden olur. Elektroforez

cihazinda meydana gelen direncin hepsi jel tarafindan ortaya ¢ikartilir [15].

Elektroforezde ikinci 6nemli olgu ise; sistemin olusturdugu gii¢ (P, Watt) direng ile
akimin karesinin ¢carpimina esit olmasidir (P=I2R). Meydana getirilen gii¢ 1s1 olarak yayilir ve
elektroforez cihazi, jelin sicakligini ytlkseltmeden sadece belli oranda giicii yayabilir.
Elektroforezde elektriksel degiskenlerden bir tanesi her zaman sabit tutulmaktadir. Direng
ylikselirse, sabit akimda aktarim hizi azalir ve 1s1 olusur. Sabit voltaj durumunda ise gog¢ hizi

azalir yeni bir 1s1 meydana gelmez [16].

2.4. Elektroforez Ekipmanlari

Elektroforez isleminin gerceklestirilmesi icin bazi ekipmanlara ihtiya¢ duyulur. Bunlar
sirasiyla;

e Elektroforez tanki,

e Gli¢ kaynagy,

e Tampon soliisyonlari,

e Destek Matriks ve

e Boyama soliisyonlaridir (Sekil 2.4.1, Sekil 2.4.2)

Elektroforez tanki: Tampon ve destek matriksin koyuldugu, cevre 1sisindan korunma ve
buharlasma seviyesini diistirmeyi saglamaktadir [12].

Gilic Kaynagi: Gii¢ kaynagi genel olarak dikey ya da yatay jel elektroforez gibi
laboratuvarlarda yapilan uygulamalarda kullanilmaktadir [17].

Tampon soliisyonlar:: Asil islevi elektroforez boyunca meydana gelecek pH
degisikliklerinin tamponlamasini yapmak ve elektrik akiminin iletilmesini saglamaktir [18].

Boyama soliisyonlari: Protein gibi molekiiller elektroforez sonrasi goriinir hale
getirilmeleri icin nitrat veya coomasie mavisi ile boyanmaktadir [19].

Destek matriksi: Genellikle elektroforez isleminin saglikli yapilabilmesi icin (agaroz)

kullanilmaktadir. Agaroz genel olarak, proteinlerin adsorbsiyonuna neden olur. Serum



Burak KOZAN, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

proteinlerinde, lipoprotein franksiyonlarinda ve DNA, RNA analizlerinde agaroz jel

elektroforezinde kullanilir [20].

Sekil 2.4.2. Elektroforez Ekipmanlari Tarak ve boya [16]

Molekiillerin boyutlarina ya da karakteristik 6zelliklerine gére ayrimi yapildiginda daha
iyi elektroforetik ayrim meydana gelir. Elektroforezde kullanilan ayirici ortamlar kisaca;

Nisasta: Nisasta, iuretildigi bitkiye bagli olarak, degisik yiizlerce amiloz ve
amilopektinden meydana gelmektedir [21]. Ham haliyle jel olusturma kabiliyeti olmayan,
kismen hidrolize olmus dogal nisastadan, nisasta jeli elde edilmektedir. Jeller kullanilmadan
once 0-4°C arasinda saklanilmaktadir. Nisasta jel elektroforezi (Starch Gel Electrophoresis, SGE)
makromolekiil yapisindaki iyonlar1 molekiillerin biiyiikliiklerine ve kiitle-yiik oranina gore
secim yapmak icin kullanilmaktadir [13].

Denatiire edilmeyen proteinler yiik ve sekillerine gore nisasta jelinde ayristirilabilmekte
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ve “Naphtal black” ya da “Amido black” boyama yontemleri ile boyama islemi yapilabilmektedir.
Nisastanin jeldeki derisimi %5 ile %10 arasinda bir degerdir [22]. Nisasta jeli hazirlama islemi
¢ok zahmetli oldugundan ve sadece deneyimli arastirmacilar tarafindan yapilmasi
gerektiginden c¢cok nadir calismalarda tercih edilmektedir [23]. Sekil 2.4.3’de Nisastanin

molekiiler yapisi verilmistir.

A ol d-glycosidic linkage

CH,OH
O 8]
SAAdAL 7 I
HO CH,
H
I::I I::I
HO kH\x( CH,OH
//jo ©
-1, d-glycosidic linkages HO
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Sekil 2.4.3. Nisasta molekiiler yapisi [24]

Seliiloz Asetat; Seliiloz Asetat, hidroksil gruplarini asetillemek icin seliillozun asetik
asitle karisim yapilmasiyla olusan bir termoplastik reginedir. Birbirine siki sikiya gecmis seliiloz
asetat fiberlerinin icerisinde %80 hava boslugu bulunan seliilloz asetat zarlari, kolayca
bozulabilen, kuru, renksiz, kirilgan seritler seklindedir. Tampona daldirildig1 durumda, i¢inde
bulunan hava bosluklari sivi ile dolan film esnek 6zellik kazanmaktadir [24].

Elektroforeze tabi tutulan 6rnekler, tampon absorbe edilmis seliiloz asetat bantlarina
ikiz tel uygulayici veya bir lamin ucu kullanilarak 0,3 ila 20 pl arasinda uygulama yapilmis,
elektroforez 20 ila 60 dakika arasinda yapilmistir. Seliilloz Asetat bantlar1 kullanilmadan 6nce
tamponda bekletilmelidir. Dansitometreden once yilkama isleminin yapilmasi zorunlu
oldugundan seliiloz asetatin yerine ¢ogu uygulamada agaroz jel kullanilmaktadir [13]. Seliiloz
asetatin kullanilmasi dogal polimer esansli olmasi, biyobozunur 6zellige sahip olmasi ve bir ¢ok
alanda kullanilabilmesi agisindan avantajlidir.

Agaroz; Agaroz, asidik siilfat ve karboksilik yan gruplarini bulundurmasi nedeniyle fazla
oranda yuklii bir fraksiyon olan agaropektinden agarozun ayrilmasiyla olusturulan, agarin
saflastirilan ve yiikii bulunmayan bir fraksiyon halidir [13]. Deniz yosunu cinslerinden olan

Gellidium ve Gracillaria’dan izole edilen agaroz [25], D-galactose, 3,6-anhydro L-galactose

10



Burak KOZAN, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

molekiillerinin ardi ardina gelen polimer halidir. Su ortaminda kaynatilan polimer eritilmekte
ve sogutma islemi yapildiginda yari kat1 halde olan jel meydana gelmektedir [23].

Jellesme esnasinda agaroz polimerleri kovalent olmayan baglarla baglanan ag demetleri
olusturur. Bu yapiin goézenek biliyiikligl, jelin molekiler ayirma 6zelligini belirlemektedir.

Agaroz jel, DNA gibi biiyiik molekiillerin ayriminda kullanilmaktadir [25].

CH40H 0
oH —o ron W CH0H 0
N £ o —0h I/
o 7chy oY ’-LH/)—U r l,;"—rx
L A_ CHz oK'
d Lo=¢ ﬂ
2H " OH

fi1-4)43 B)-anhydro-L-galactose  a4{1-3)D-galactose

Sekil 2.4.4. Agaroz molekiiler yapisi [6]

Poliakrilamit; Poliakrilamit jeller  akrilamit ve  bisakrilamitin = beraber
polimerlesmesiyle meydana gelmektedir. Tepkime aktif oksijen tiirlerini olusturan bir sistemin
etkisiyle baslatilan, vinil katilimli polimerizasyondur [6]. Poliakrilamit jel olusturulmasinda
kimyasal sistem genellikle polimerizasyon i¢in gereklilig bulunan aktif oksijen tiirlerini lireten
APS (Amonyum persiilfat) ve N,N,N’,N’-Tetrametiletilendiamin (TEMED)’i kapsamaktadir.

TEMED, persiilfat molekillerinin  siilfat serbest radikallerine ayrilmasini
hizlandirmaktadir. Bu hizlandiric1 gii¢ polimerizasyonun olayinin baslamasina neden olur.
Polimerizasyonun alkalin pH’ da etkinligi ¢cok fazladir. Diisiik pH’da meydana getirilecek jeller
icin riboflavin ve TEMED ile fotopolimerizasyon kullanilir. Oksijen poliakrilamidin
polimerizasyon oranini azalttif1 bilinmektedir. Polimerizasyon oraninin durumu monomer ve
reaksiyon baslaticilarin derisimlerine, sicaklik oranina ve kimyasallarin saflik durumlarina bagh
olarak gelismektedir [5].

Poliakrilamidin bileseni olan akrilamit monomerinin erime noktasi 84,5°C [26] olup, bu
monomer erime noktasina dogru 1sitildiginda aniden polimerlesebilmektedir [27]. Akrilamit

monomeri norotoksiktir ancak polimerlestiginde toksisitesi ¢ok diistiktiir [28].

11
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Sekil 2.4.5. Poliakrilamit jel olusumu [22]

Poliakrilamit jeller cogu zaman % T ve % C deger cifti ile ifade edilmektedir. Yani; % T,
100 mililitrede var olan monomerin gram cinsinden agirlik oranini tanimlamaktadir. % C ifadesi
ise toplam monomerdeki bisakrilamidin oranini vermektedir. Sekil 1.7°de Poliakrilamit jel
olusumu sematize edilmistir. Poliakrilamit jelin aktif olan por biiytkligi toplam monomer
derisimi (% T) ile ters aktivasyon, % C ile de bifazik aktivasyon 6zelligi gosterdigi bilinmektedir.
Monomerler ¢ogu zaman su icinde %30 T veya %40 T kapsayan stok cozeltiler olarak
hazirlanirlar. Proteinlerde capraz baglayici derisimi ¢ogunlukla %2,7 C'dir. % C orani sabit
tutularak % T diizeyi yiikseltilirse zincir sayisi fazlalasmakta ve por genisligi diismektedir. Ayni
zamanda % T degerinin stabil oldugu durumda % C yiikseltilirse %5 C dolaylarinda minimum
por genisligine sahip olabilmektedir. Yiiksek % T seviyesi ile hazirlanmis olan jeller kiigiik
proteinlerin ayrimi icin tercih edilirken, disik %T ile meydana getirilen jeller biiyilik
proteinlerin ayriminda kullanilmaktadir [5]. Cogu protein %5'ten %15’e kadar akrilamit ve
%0,2’'den  %0,5'e kadar bisakrilamit bulunduran poliakrilamit jellerde ayrisma
yapilabilmektedir [3].

Poliakrilamit jeller proteinlerin ayrimi icin son derece uygun olmasinin yaninda niikleik
asitlerin elektroforez isleminde de kullanilmaktadir (Stellwagen 1998). Poliakrilamit ayrimi
yapilacak olursa kimyasal a¢idan inert, elektriksel agidan noétr, hidrofilik olmasi1 sebebiyle
protein ayrimlan i¢in tamamen uygundur. Ayn1 zamanda ayrimi yapilacak maddelerle direkt
olarak etkilesmemesi biiyiik bir avantajdir ve ¢ogu laboratuvarda kullanilan protein boyalarina

karsi diisiik egilim 6zelliginin olmasi da pozitif yanlarindan birisidir [22].
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2.5. Elektroforez Cesitleri

1. Kagit elektroforezi

2. Seliiloz asetat elektroforezi

3. Jel elektroforezi

a. Agaroz Jel elektroforez

b. Poliakrilamid jel elektroforezi (PAGE)
c. Pulsed Field Jel Elektroforezi (PFGE)
4. Kapiller elektroforezi

a. Kapiler zon elektroforez (CZE)

b. Miseller elektrokin kapiler kromatografi (MEKC)
c. Kapiler jel elektroforez (CGE)

d. Kapiler izotakoforez (CITP)

5. Iimminoelektroforez

2.5.1. Kagit ve Seliiloz Asetat Elektroforezi

Kagit tampon ¢6zelti ile doyurulma islemi yapildiktan sonra, iki ucu tampon ¢ozeltiye
batacak sekilde gerilir. Elektroforez olacak drnek kagit {istiinde ¢ogu zaman bir cizgi seklinde
uygulanir. Ornegin kurumasinin énlenmesi icin kagit iistten kapatilir, ayn1 zamanda bir su
deposu iizerinde tutulur. Gerilim uygulamasi yapildiktan sonra kisa bir stire beklenir ve ayrilan
slire bittiginde kagit cekilir, kurutulur ve analize tabi tutulur. Seliiloz asetat elektroforezinde ise;
fiberler seklinde agsi bir yapi meydana getirilir. Bu agsi yapinin por genisligi, selillozun
asetilasyon seviyesiyle belirlenir. Seliilloz asetat ile asetillenme islemi yapilmamis boliimii
meydana getiren seliiloz nitratin seviyesi, bu porlarin genisligini belirler. Seliilozlar genel olarak
diisiik molekiil agirliklari olan molekiiller i¢in uygulanmaktadir [24].

Seliloz asetat elektroforezi kullanmanin avantajlari: Ucuzdur, ¢ok ¢abuk
saydamlasabilir, hizlidir, uzun siire depolanabilir. Bunlarin disinda elektroforezin
dezavantajlar1: Rezoliisyon jeldeki kadar iyi degildir ve standardizasyonu ortalama seviyenin

altindadir [29].
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Sekil 2.5.1. Seliiloz Asetat Elektroforezi [29]

2.5.2. Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezleri genel olarak; lipoprotein fraksiyonlari, serum proteinleri,
LDH izoenzimleri, hemoglobin varyantlar1 gibi analizlerde diizenli olarak kullanilmaktadir.
Agarozlar sicak suda ¢oziinme 6zelligine sahiptirler, sogutulduklar1 zaman, karsi karsiya gelen
hidrojen baglarinin meydana gelmesi ile jel yapisi olusmaktadir. Bu jel olusumu geri doniisiimlii
olarak devam eder. 200-50,000 b¢ boyutlarindaki DNA ve RNA molekiillerini ifade etmekte
kullanilan temel teknik agaroz elektroforezi olarak bilinmektedir [30]. Agarozun bir alg
tirtinden elde edildigi bir cok calismada gozlenmistir. Jel elektroforez tamponuna konulmus
agarozun fazla sicaklik uygulamasinda ¢6ziindiiriilme islemi ile hazirlanmaktadir. Kaynatilan
agaroz ¢ozeltisi 50 dereceye kadar sogutma islemine tabi tutularak jel tepsilerine yayilir. Ayrim
islemi gorecek ornek taraklarla olusturulan kuyucuklara yerlestirilir ve elektriksel bolgede
ylriitme yapilarak ayrim uygulamasi bitirilir. Jelin uygun olarak hazirlanirken veya 6rnekler
yuklenip elektriksel olarak ayirma islemi bittikten sonra boyamasi yapilir ve oOrnekler

goriintiilenir [31]. Sekil 2.5.2’ de bu islemlerin semasi gosterilmektedir.
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Sekil 2.5.2. Agaroz Jel Elektroforez Uygulamasi [32]

Niikleik asitlerin agaroz jeldeki hareketi genel olarak agaroz konsantrasyonu ile niikleik
asit molekiillerinin ebati1 ve yapisindan etkilenmektedir. Niikleik asitlerin ayirim isleminin
gerceklestirilebilmesi i¢in en etkili agaroz konsantrasyonlar1 %0,3-2,0 arasidir. Agaroz jel
elektroforezi ile farkli kaynakli DNA'nin izole edildikleri ya da enzimlerin molekiil agirliklar: ve
oranlar1 tespit edilebilir. Bunlarin yaninda, proteinlerin yik durumlarina goére ayirim

uygulamalarinda da tercih edilmektedir [32].

2.5.3. Poliakrilamid Jel Elektroforezi

En fazla tercih edilen elektroforez cesididir. Jel sentetik 6zellige sahip olan akrilamid ile
akrilamid tiirevi olan N-N'-metilen bisakrilamidinin polimerlesme islemi ile meydana
getirilmektedir. Elektroforez uygulanacak 6rnekler bu jel lizerinde yiiriitiiliir. Akrilamid seviyesi
ve akrilamid/bisakrilamid orani jelin ayristirma sinirin1 belirlemektedir. Akrilamid orani
arttikca jellerde 1sinma fazlalasir, kirilganlik seviyesi ytikselir, yikanmasi kolaylasir. Akrilamidin
polimerizasyonuyla olusturulan poliakrilamid jellerin elektroforetik ayirim islemlerinde farkl
avantajlar1 mevcuttur. Kiglik veya orta seviyedeki niikleik asitler ve proteinler icin ytliksek
ayristirma giicii bulunmaktdir. Go¢ eden molekiillerle destek materyali aralarindaki etkilesim

durumu en alt diizeydedir. Destek materyalinin 6zellikleri fiziksel anlamda son derece kararl ve
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dayanikli olmasindan ibarettir. Poliakriklamid jeller akrilamid ve capraz baglayici N,N'metilen-
bis akrilamidin serbest radikal polimerizasyonu ile hazirlanmaktadir. Kimyasal polimerizasyon
bir baslatici-katalizor sistemi ile takip edilmektedir [33]. Elektroforez islemleri genelde tampon
cozeltirlerinin icinde yapilir. Bunun nedeni, akim gegisini saglayarak ortamdaki elektrolit

miktarini arttirmak ve ortamda meydana gelecek herhangi bir pH degisikligini 6nlemektir [2].

protein kar®no

plastik kasa

tampon

Sekil 2.5.3.1. Poliakrilamit Jel Elektroforezi [34]

Fotokimyasal polimerizasyon, UV 15181 altinda riboflavin tarafindan gergeklestirilir.
Proteinlerin ayrilmasi i¢in kullanilan jeller genelde %7.5 poliakrilamid igerir. Bu jeller 10.000-
1000.000 Da molekiiller i¢cin kullanilabilir ama en iyi ¢6zlinme 30.000-300.000 Da arasinda elde
edilir. Bir jelin ayristirma giici ve molekiill boyutu araligi akrilamid ve bis-akrilamid
konsantrasyonuna baghdir. Iki maddenin polimerizasyonu ile jelde porlar olusur. Diisiik
konsantrasyonda daha biiyiik porlar olusur ve yiiksek molekil agirlikli biyolojik molekiillerin
analizi yapilabilir. Yiiksek konsantrasyonlarda ise kii¢lik porlar olusur ve diisiik molekiil

agirlikli molekillerin ayrilmasi yapilir [34].
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2.5.4. Pulsed Field Jel Elektroforezi (PFGE)

PFGE tekniginde, elektrik akim yo6niiniin diizenli olarak degismesi ve jeldeki DNA
fragmentleri izerine tespit edilen araliklarla diiz akim aktarilmasi sonucu, 50kb’dan daha
biiylik DNA molekiillerin ayristirilabilmesi ve genomun biitiinii tanimlanabilmektedir. PFGE
tekniginde bakteriyel 6zellige sahip olan enzimlerin spontan degradasyonundan koruma amaci
ile agaroz jel icinde bulunan bakteriden, deformasyona ugramadan izole edilmis olan DNA, yine
jel icerisinde 5-6 baz uzunlugunda tanima bolgesine sahip bir restriksiyon enzimi ile hidrolize
edilerek kesim islemi yapilir. Agaroz jel igerisinde meydana getirilien DNA fragmentleri akim
yonii ve siddeti belirli araliklarla degisime ugratilarak elektroforez uygulamasi yapilir.
Elektroforezden sonra jelin Ethidium bromid kullanilarak boyanmasi ile jeldeki DNA
fragmentleri UV 1s1kta gozlenmekte ve meydana gelen bant polimorfizmi gézle ya da bilgisayar

programlarindan yararlanarak inceleme altina alinmaktadir [30].
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Sekil 2.5.4.1. Pulsed Field Jel Elektroforez (PFGE) [30]

2.5.5 Kapiller Elektroforez

Kapillerin yapis1 genel olarak, ince capa sahip ve ince duvardan meydana gelen
damarhdir. Ceperleri yar1 gecirgen 6zellige sahiptir. Arterlerin dokulara ulasabildigi en ince ug
bolgelerine arter kapilleri, venlerin baslangici olan en ince uglarina ven kapilleri ad1 verilir.
Cozelti icerisindeki partikiillerin elektriksel bolgelerinin etkileri icinde go¢ etme ilkesine
dayanan giincel ve gli¢lii bir analitik ayirma yontemine ise kapiller elektroforez adi verilir [35].

Fiziksel anlamda sistemi ve calisma prensibi diger elektroforezlerle ayni olmasina
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ragmen, tekniksel yapisi ve ihtiya¢ duydugu ekipmanlar1 birbirinden farkhidir. Duyarhlik
durumunun iyi olmasi, test maliyetinin ¢ok yiiksek olmamasi, otomasyon sistemine uyumlu
olmasi, test gesitliligine sahip olmasi gibi bir cok tercih sebebi olan kapiller elektroforez, kiigiik
¢apa sahip (25-75 pm), 100 cm. uzunlugunda olan ‘fused’ silika kapiller boru kullanilarak
uygulamasi yapilan bir tekniktir [36].

Genelde kullanilan kapiller elektroforezler, ince silika kapiller boru, iki elektrolit tampon
haznesi, bir yiiksek voltaj gii¢c kaynag1 ve bir veri degerlendirme birimiyle iligkili detektorden
meydana gelmektedir [37]. Sekil 2.5.5° te Kkapiller elektroforezin c¢alisma prensibi
gosterilmektedir. Kapiller elektroforezde proteinler, peptidler, aminoasitler, niikleik asitler ve

organik asitlerin ayriminda kullanilir [38].

Buffar wlal

Sekil 2.5.5. Kapiller Elektroforez [38]

Dar ¢apa sahip tiiplerle ¢alismanin avantajli yani, diger elektroforetik tekniklerle
meydana gelen 1sinin yok edilmis olmasidir. Normal jellerin uygulamasinda kullanilan max
voltaj 15-40 V/cm civarinda olurken, kapiler elektroforezde 800 V/cm gibi oldukca yiiksek
akimlidir. Boylelikle DNA’y1 jelde yiiriitme siiresi kisalir ve zamandan tasarruf yapilir. Bunlarin
disinda; kii¢iik numune hacmine sahiptir. Az miktarda ¢6zelti harcamaktadir. Maliyeti diistiktiir.
Tekrarlanabilme o6zelligi vardir.  Kapiler Elektroforez bir ¢ok alanda kullanilabilmektedir.
Bunlardan bazilari;; uyusturucu maddelerin incelenmesinde, ilag etken maddelerinin
arastirilmasinda, patlayici maddelerle ilgili incelemelerde, mirekkepler, inorganik anyon ve
katyonlar gibi adli amagl arastirmalarda kullanilabilir [39].

Genellikle laboratuvarlarda jel elektroforezi yerine kapiler elektroforez tercih edilir.
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Bunun sebebi kapiller elektroforezin daha fazla avantajli yonlerinin olmasidir.

Kapiller elektroforez;
Yiiksek voltaja maruz kalmasi durumunda dahi ¢alismaya devam eder.
Son derece otomatik bir yapida bulunmaktadir.
Cok zaman kaybettirmez ve emek harcatmaz bu bakimdan ¢ok fazla tercih edilir
Elektroforez yapilacagi zaman ¢ok az miktarda numune ile ayrim yapilabilir.
Calisma mekanizmasi olarak ¢cok sayida lokusla ¢alisabilir.
Uygulama bicimi standart bir sekilde devam eder [40].
Jel elektroforez ise;
Diisiik voltajlarda uygulama yapilabilmektedir.
Calisma standardi olarak tiim asamalari manuel seviyededir.
Cok fazla zaman harcatir. Bu nedenle pratiklikten uzaktir.
Elektroforez uygulamasinin yapilabilmesi i¢in ¢ok fazla 6rnege ihtiya¢ duyulmaktadir.
Uygulama icin belli bir sinirda lokus sayisi1 vardir.

Calisma bicimi ve sonugclar degiskenlik gosterir [16].

Kapiler Elektroforez yontemlerinin her birinin farkli bir calisma standardi vardir.

Bunlari siralamak gerkirse;

Kapiller zon elektroforez (CZE); Ayrimi yapilacak Ornek; tampon tarafindan
sarmalanan dar bir serit seklinde uygulanmaktadir. Elektrik alan uygulamasi
yapildiginda 6rnek zonunun her bir bileseni kendi mobilite durumuna goére gog¢ eder.
Biitlin drnekler saf materyallere ait zonlar olusturmak lizere ayrim gegirirler. Notral

molekiiller ise ayrilmazlar.

Miseller elektrokinetik kapiler kromatografi (MEKC); Notrat tanecik yapilar: kapiler
boru icerisinde elektro ozmotik akis halinde hareketlerini gerceklestirirler. Bu nedenle
ylksiiz taneciklerin ayrilmasinin pek bir imkani yoktur. Fakat ortama bir miktar

surfaktan ilave edildiginde diisiik molekiillii nétral yapilar ayrilabilirler.

Kapiller jel elektroforez (CGE); Bu yontemde kapiler i¢ bolgesinde jel matris materyali
bulunmaktadir. Farkli biiyiikliikte ve yapida olan bazi molekiiller bu teknikle
ayrilabilirler. DNA ve proteinleri ayirmada en fazla kullanilan yo6ntem oldugu

bilinmektedir.

Kapiller izotakoforez (CITP); Hiz ve elektroforez kelimelerinden olusmaktadir. Bu
yontemde ayirma islemi ornek bolgenin igerisindeki iyonlarin hiz degisikliklerine

dayanmaktadir.
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o Kapiller izoelektrik odaklama (CIEF); Bu yontemde hiz faktériinden ¢ok izoelektrik
noktalarindaki farkliliklar 6nemlidir. Amfolitler kapillerin i¢ kismindaki Ph gradiyentini
ayarlamak icin kullanilirlar. Bu teknik proteinlerin, aminoasitlerin ve peptidlerin

ayrilmasinda kullanilir [40].

2.5.6. immiinoelektroforez

Ik defa 1953 senesinde Grabar ve Williams adli iki bilim insani, jel elektroforez
uygulamasindan sonra immiin diffiizyon uygulamasi yapmislardir [41].

-immiinelektroforez yontemi ile ¢ogu o6zel protein takip edilebilir ya da
gozlenebilmektedir.

-Prealbumin, albumin, a1- asit glukoprotein, a1-antitripsin, tiroid baglayan globulin, a1-
kimotripsin, a2-HS glukoprotein, a2-makroglobulin, seruloplazmin, haptoglobin, antitrombin
I1I, C1 esteraz inhibitorii, hemopeksin, 8 lipoprotein, transferrin, C3, C4, C5, properdin faktor B,
plazminojen, IgA, IgM, IgG gibi molekiillerin ayrimi i¢in immiinoelektroforez kullanilmaktadir
[42]. Bu teknik daha ¢ok laboratuvarlarda, immiinglobulinlerin izlenmesinde siklikla tercih
edilen bir yontemdir. Immunelektroforez yénteminde agaroz jele ihtiya¢ duyulur. Bu yontemin
esas amacl; serum proteinlerinin elektroforetik ayriminin yapilmasindan sonra, gerekli olan
protein icin antiserum ilave ederek antijen-antikor gosteriminin saglanmasidir [43].

immunoelektroforez kullanim alanlarini siralamak gerekirse;

e Laboratuvarda kullanilan numunelerin saflastirma islemlerinde kullanilir.

e Molekiillerin genel anlamda saflik kontrollerinin yapilmasinda kullanilir.

o Elektroforez olacak molekiillerin biiytkligiiniin tespit edilmesinde bu ydnteme
basvurulur.

e Genetik olan ya da genetik olmayan hastaliklarin tanisinda bu ydntem kullanilir.

e Enzim izozimlerinin tespit edilmesi ve adli tip vakalarinda bu teknik kullanilir.

e Laboratuvarlarda immiinolojik ve molekiiler biyoloji alanindaki denemelerde bu yola

basvurulur [44].

2.6. Pulsed Field Jel Elektroforez (PFGE)

Enfeksiyon hastaliklariyla ilgili epidemiyoloji biliminde, 6rneklerden izole edilen
mikroorganizmalar arasindaki epidemiyolojik baglantinin tespit edilmesi agisindan 6nemlidir.
Genellikle salginlara neden olan etyolojik faktér genetik anlamda es ya da akrabalik iliskisi
organizmadan olusmaktadir. Enfeksiyon faktorlerinin alt cesitlerine gore degerlendirilmesi;

toplumsal ya da nozokomiyal salginlarin ve enfeksiyon kaynaginin tespit edilmesi ile
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yayilimasinin takip edilmesini, viriilan suslarin tespit edilerek, enfeksiyon sebebiyle tedavi
edilmis olan reenfeksiyon ya da relapsin degerlendirme yapilmasinin ve agilama programlarinin
izlenebilmesine olanak saglamaktadir [45].

Tiirkiye’nin Baz illerinde izole Edilmis olan Shigella sonnei suslarimin Antimikrobiyal
Diren¢ ve “Pulsed Field” Jel Elektroforezi teknikleri ile tiplendirilmesi tekrarlanabilme
olasiliginin az olmast ve degerlendirmesinin degisiklik gostermesi ve sonuclarin
degerlendirilmesinin zaman almasi gibi nedenlerle, 1980 yilindan sonra genetik yontemlere
egilim baslamistir [46]. ilk defa 1984 yilinda Schwartz ve Cantor13 tarafindan ifade edilmis olan
“Pulsed Field Gel Electrophoresis (PFGE)”, genotipik teknikler icinde ayristirma giiciiniin fazla
olmasi ve tekrarlanabilme seviyesinin yiiksek olmasi sebebiyle c¢ogu etyolojik faktoriin
molekiiler tekniginde altin standart olarak tanimlamasinda tercih edilmektedir [47].

1983’ ten sonra "pulsed field jel elektroforezi" cogu bakteriyel patojen i¢in tercih edilen
molekiiler epidemiyolojik analizler icinde "altin standart” metot olarak kullanilmaya
baslanmistir. Kromozomal DNA polimorfizmi esas alan, biitlin genomu hedefleyen
genotiplendirme teknigidir. Bu teknikle izolatlar icindeki tekniklerin iliskilerin gozetilmesinde;
bant paternlerinin benzerlik oranlarina veya bant miktar1 ve boyutlarindaki farkliliklara gore
tespitler yapilmaktadir [48].

Giintimiizde hala daha ¢ogu mikroorganizma «altin standart» genotiplendirme y6ntemi
olarak kullanilmaktadir. Bu konuda tartisma iceren konular yer almis olsa da esas olarak PFGE
teorisi DNA pargalarinin agaroz jelde ytriitiilmesi olarak ifade edilmektedir. Stirekli bolgesel
elektroforezi esnasinda 30-50 kilobazdan (kb'den) daha biiyiik DNA’lar hangi biiyiikliikte
olurlarsa olsunlar ayni hizda hareket edebilme 6zelligine sahiptirler ve jelde biiyiik yapida, tek
bir bant olarak gézlenmektedirler [49]. Fakat DNA'nin, elektroforez esnasinda farkli yerlere
itilerek hareket etmesi s6z konusu oldugunda bantlar birbirinden koparlar. Jele uygulanmis
olan elektrik alanin yon degistirmesiyle daha kiiciik olan DNA pargalar1 daha hizli bir bicimde
yon degistirirler ve boylelikle biiylik DNA parcalar1 daha arka sirada kalmak suretiyle bir dizilim
olusturulur [50].

DNA'nin farkli biiyiikliikteki kisimlarinin elektroforez ile yiiriitilmesi 1970’lerin
basinda gelisim gostermeye baslamistir. Bu teknikte DNA'nin giivenli bir sekilde izole islemi
gerceklestirilir ve restriksiyon enzimleri aracigiliyla kesilerek meydana gelen kiiciik parcalar
agaroz ya da akrilamid icinde elektroforez islemiyle yiiriitiliir. Bu teknik aslinda aym kalmakla
birlikte ayristirma kurallarindaki farklilik ile ¢esitli uygulamalar ortaya atilmistir [51].

Jel elektroforez yontemlerinde, molekiiller statik elektrik alan altinda hareket
etmektedirler. Elektrik alaninin etkisinde DNA parcalari, bir hat {izerinde yiiriyerek
agirliklarina gore dizilim gosterirler. DNA parcalarinin hareketlerini etkileyen cok fazla sebep

bulunmaktadir. Jelin 6zelligi ve yapisi, konsantrasyonu, elektrik alani, elektroforez tamponunun
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yapisi ve sicaklik sayilabilecek en 6nemli nedenler arasindadir [52].

Genellikle standart yontemlerle DNA elektroforezinde 20 kb’dan boyut olarak daha
biiylik olan pargalarin aymi yondeki sabit akim icinde yiiriitiilmeleriyle ayristirma islemi
gerceklestirilemez. Basta biiyiik DNA parcalarimi yiiriitmede diisiik yogunluga sahip agaroz
jelleri ve diisiik voltaj gradientine ihtiya¢ duyulmustur. Fakat bu degisik kosullarda bile DNA
pargalarinin ayrilmasini saglamamistir [45].

1984'te David Schwartz yeni bir yontem olan periyodik araliklarla yon verilebilen
elektrik alaninin, DNA molekiillerini jel icinde ilk kismindan ayirma islemi gerceklestirilip bir
hat istiinde dizecegini savunmustur. Genellikle agarozda 30-50 kb’dan 10 megabaza (10
Mb=10,000 kb) kadar olan biiylik parcalar halinde ytriitme islemi gerceklestirilmektedir.
Schwartz, bu teknigin molekiil biiyiikliigiiyle ilgili olabilecegini rapor etmistir. Sonuc olarak bu
teknikle, binlerce kilobaz agirligina sahip mantar kromozom parcalarinin uzunlamasina ayrilma
gosterdigi calismalarla kanitlanmistir [53]. Cihaz konfigiirasyonlarinda degisken durumlar
oldugu halde bu yontemler, c¢esitli yerlerden belirli zaman araliklarinda verilen elektriksel akim
(pulse) ile megabaz (Mb) biiytikliigiindeki DNA parcalarini ayirma ilkesine dayanir. Biitiin bu
yontemlerin hespi pulsed field ekipmanlari olmasina ragmen, ¢ogu arastirma laboratuvari

tarafindan CHEF (Atimli Alan Jel Elektroforezi) sistemi tercih edilmektedir [54].

Figure 1 - PFGE
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Sekil 2.6.1. PFGE yontemi ve asamalari [50]

PFGE tekniginde, s1v1 ya da kat1 besiyerinde meydana gelen bakteriler, diisiik erime 1s1l1
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agarozla karisim yapilip kii¢iik kaliplar icine dokme islemi gerceklestirilmektedir. Agaroz icine
eklenen bakteri hiicreleri, deterjan ve enzimler ile pargalanir ve sonrasinda DNA izolasyon
islemi gerceklestirilir [55]. Sekil 2.6.1 incelendiginde; Bakteri siispansiyonuna erimis agaroz
eklemesi yapilmistir ve agaroz karisimi bir kaliba eklenmistir (Sekil 1-adim 2). Agarozun
katilasmasi beklenmistir, daha sonra DNA'y1 saliveren bakterileri agacak bir liziz ¢ozeltisine
eklenmistir. Sonraki yikama adimlari, agaroz tikacinda (Sekil 1-adim 3), dairesel genomik DNA
bozulmadan hiicre disina alinmistir. Figin kii¢iik bir parcasi kesilmis ve DNA'y1 belirli bir
sekansta (Sekil 1-adim 4) ayiran bir restriksiyon endoniikleaz karisimina eklenmistir, bu da
degisen boyutlarda 10-20 DNA fragmani ile sonuclanmistir. Bliyiik DNA parcalar1 daha sonra
pulsed-field jel elektroforezi (PFGE) ile boyutlandirilir (Sekil 1-adim 5) [56].

PFGE’de deforme olmamis DNA'ya ihtiyac duyuldugundan, DNA’da kirilmalara
sebebiyet verebilen standart DNA izolasyonu bu teknik i¢in tercih edilmez. Lizis isleminden
hemen sonra agaroz kaliplarinda yikama islemi gerceklestirilerek ya da diyalize yapilarak
protein ve karbonhidrat gibi kontaminantlarin uzaklastirma islemi yapilir. Boyutu biiyiik olan
kromozomal DNA agaroz jel icinde tutulmaktadir [57]. Agaroz icerisindeki bakteriyel DNA, az
miktarda ve biiyiik parcalar meydana getiren bir restriksiyon enzimi (RE) ile kesilir. Sonrasinda
icerisinde kesimi yapilmis DNA parcalari yer alan kaliplar, elektroforez uygulamasi yapilacak jel
icersindeki uygun cukurlara yerlestirilmekte ve belirli siirelerde yoni degistirilen elektrik
akimina tabi tutulmaktadir [58].

Elektroforez islemi sonunda; jel etidyum bromiirle boyanarak, izolatlara ait olan bant
profili gorintr sekle getirilmektedir. Bu bant goriintiileri bilgisayar programlariyla incelenerek
suslarin iliskileri ortaya ¢ikarilmaya c¢alisilmaktadir [33]. Bilgisayarla yapilan analiz
islemlerinde, incelemesi yapilan mikroorganizmalara ait PFGE profillerinin saklanmasi ile "veri
bankas1" meydana getirilebilir. Boylelikle incelemesi yapilan sus profillerinin, 6nceki verilerle
karsilastirilmasinin yapilmasi ve daha derinlemesine inceleme yapilmasi saglanmis olmaktadir.
PFGE'de kaliteli DNA'nin elde edilmesi ¢ok énemli bir kistastir. Bu sebeple soguk tampondaki
hiicrelerin hizli bir sekilde islenmis olmasi, erimis agaroza ilave edilmeden 6nce bakterilerin
buz icinde bekletilmesi ve agaroz kaliplarin soguk islemi uygulanmasi gerekmektedir [59]. PFGE
uygulamalarinda farkli bakterilerin yiiriitiilmesine 6zgii yontemler kullanilmaktadir.

PFGE uygulamasinda bant kalitesi 6nemlidir. Uygulama sonuglarinin daha saglikli elde
edilmesi icin bantlarin kalitesi 6nemli bir faktordir. Bantlarin kalitesine etki eden faktorler;

e Agaroz gesidi
e Tampon konsantrasyonu

e Tampon sicakligl
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Pulse agis1

Pulse siiresi

Elektrik akiminin gii¢c durumu

Elektroforez stiresi [60]

Restriksiyon enzimi (RE) seciminde dikkat edilmesi gereken bir ¢ok 6ge vardir. Birinci
6ge, bakteriyel DNA'nin G+C igerik kisminin belirlenmesidir. Diisiik G+C icerige sahip DNA'lar
(6rnegin Staphylococcus aureus), tanima bélgesi G+C acisindan zengin olan RE (6rnegin Smal)
ile uygulama yapildiginda tam anlamiyla kesilme islemi gerceklestirilememektedir. ikinci faktér
ise, tanima bolgesleri uzun yapida olan enzimler, kisa olanlara kiyasla az miktarda kesim
pargalari meydana getirirler [61].

Biiyiik yapida olan DNA parc¢alarinin agarozda ayristirilma islemine etki eden farkh
etkenler bulunmaktadir. Bunlar: siralamak gerekirse; agaroz konsantrasyon durumu, tampon
konsantrasyonlari, sicaklik, pulse siiresi, voltaj ve toplam elektroforez zamanlamasidir. Teknigin
ayrim giicti son derece fazladir. Fakat zaman alan ve kompleks bir mekanizmadir. Ayni zamanda
laboratuvarlar icinde devam eden standardizasyon sorunu vardir [2]. Restriksiyon yapilarinin
analiz edilmesi ve izolatlarin yakinlik derecelerine gore ayristirilmasi i¢in once, ortak veya
salgin profilleri tespit edilir. Ortak olan profil bulunmuyorsa eger muhtemelen izolatlar
birbirleriyle alakasizdir [62].

Salgin susunun profilinin tespiti yapildiktan sonra, orada bulunan bantlarin miktarlari
ve ebatlar diger izolatlarla karsilastirilir. Biitiin izolatlarin profilleri, salgin susuyla olan alaka
durumlarina gore siniflandirilir. PFGE ile meydana gelen DNA profillerini degerlendirmek ve
biitin bunlar1 epidemiyolojik denemelerde kullanmak amaciyla, PFGE profillerinin
karsilastirilma tekniklerini ve spontan genetik hadiselerin bu profilleri degistirme yontemleri
bilinmelidir [63]. Calismalarda olmasi gereken, salgin suslarinin PFGE profilleri yapisal olarak
ayni olmasi fakat epidemiyolojik olarak farkli olmasidir. Suslarinkinin ise farkli olmasi
gerekmektedir. Boyle oldugu durumlarda salgin susunun degerlendirilmesinde kolaylik
saglanmaktadir. Fakat genellikle nokta mutasyon, insersiyon ve delesyon gibi spontan genetik
durumlar, salgin zamam igerisinde PFGE profilini degistirebilmektedir Bundan dolays,
sonuglarin degerlendirme evresi sikintili olmaktadir. PFGE tekniginde genel olarak kromozomal
benzerlik karsilastirilmasi yapilmaktadir. Bazi bilim insanlari, bu durumu agiklamak i¢in bir
teknik lizerinde calismislardir. Buna gore, bant profillerine incelenerek, izolatlarin birbirleriyle

iliskilerinin degerlendirilmesi yapilmaktadir [64].
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2.6.1. PFGE Tarihgesi

Gilinlimiize kadar molekiiler biyolojide, DNA molekiillerinin birbirinden ayrilmasi,
biiyiikliiklerinin bilinmesi ve izlenmeleri gibi olaylarda en ¢ok kullanilan yéntem standart jel
elektroforez yontemidir. Bu standart yontem ile, sabit bir elektriksel alan i¢cinde sadece 100-200
baz cifti (bg) ile 50 kilobaz cifti (kb¢) arasindaki DNA fragmentlerinin (pargacik) ayrisma islemi
gerceklestirilebilir [65]. 50 kb¢'nin {lizerinde olan durumlarda ise molekiillerin
biiyiikliiklerinden 6tiirii jel iizerinde ayrisma yasamazlar [48]. ilk kez 1982’de Schwartz ve
arkadaslar1 50 kb¢’den daha biiyiik DNA molekiillerinin iki degisken elektriksel alan kullanarak
ayristirildigi mekanizmay1 bulmuslardir. Sonraki siireclerde ise bu yontemin temelinde bulunan
cihazlar lizerinde calismalar yapilarak 10 Mbc¢ kadar biyiikliikteki molekiillerin ayrisma
islemleri gercgeklestirilmistir. PFGE, 50 kb¢’lik parazit mikro kromozomundan Mbg ile
Olctlebilme 6zelligi boyutundaki maya kromozomlarina kadar bakteri, viriis ve memelilerde

olmak tlizere ¢ogu canli tiirtine ait olan kromozomal DNA’y1 ayristirma giiciine sahiptir [66].

2.6.2. PFGE Cihazinin Tercih Edilmesine Sebep Olan Etmenler

Pulsed field jel elektroforez (PFGE) biiylk olan molekiillerin agaroz jelde elektroforetik
ayristirilmasinda kullanilmaktadir. Bu teknikte jele vuruslu olan, dalgali ve dikey elektrik
alanlar1 uygulanmistir. DNA molekiliiniin biiyiikliigiine gore tekrar yonlenmesinin siiresi artip
azalmaktadir. PFGE, 20 kb ile 10 Mb uzunlugundaki DNA pargalarim ayirabilmektedir.
Giiniimiize kadar Gene Navigator mekanizmasi ile ayrisan en biiyiilk kromozom bir mantardan

olmaktadir ve 12.6 milyon baz ciftine sahiptir [67]. PFGE cihazinin genel 6zellikleri;

e Mekanizma kosu siralamasina vurgu yapan altigen elektrot kiti bulundurur.

e Homojen dalgalarin f{retimini yapan HEX elektrotlar optimal ayrisma olarak

kullanilmaktadir.

e Her birisi al1 kosu fazindan olusan dokuz kosu prosediirii yiiklenebilen kolay bir

programlanma yontemi vardir.

e Tekrarlayabilen ve 6zel kosu kosullarin esit dagilmis sicaklik ve sabit pH’ in kontrol

edilmesini saglamaktadir.

e Kendisinden contali jel yiikleme aparati 1 cm kalinhga kadar olan jellerin

ylklenmesinde kullanilabilmektedir [68].

Cihazin asil kullanim alani klinik mikrobiyolojide epidemiyolojik denemelerde

bakterilerin birbirleriyle olan baglarim1 incelemektir. Bu cihazin tercih edilmesinin nedeni
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bircok kullanim alaninda yararlanilabilmesinden ileri gelmektedir. Tiim patojeni inceleme altina
aldigindan universal anlamda bakterilerin parmak izleri ve akrabalik iliskileri daha spesifik
olarak teshis edilebilmektedir. Bu teknik ¢ok saglam sonuclar ortaya c¢ikardigi igin farkh
laboratuvarlarda bile ayni hastaliklarin teshisi yapilabilmektedir [69].

PFGE’ in sik olarak kullanilan iki tipi mevcuttur. Bunlardan birisi FIGE, digeri ise CHEF’
tir. Bu cihaz hem kullanim kolayligina sahip olmasi hem de zamandan ¢ok kayip saglamamasi
acisindan tercih edilmektedir. Kontaminasyonlarin tespit edilmesinde, Kolera gibi salgin
hastaliklarin tespitinde kullanilmasi ac¢isindan 6nemlidir [70]. Her bir calismaya 6zgii olarak
gelistirilmis cesitleri de hastaliklarin ve infeksiyon tiirevi tanilarin konmasinda kolaylik
saglamaktadir. Ayn1 zamanda canlilarin DNA hasar1 gibi hastane kaynakli salgin ve o6liimciil
hastaliklarin tanisinda kullanildig i¢in yani canli yasamina ve bilime katki sagladigi icin tercih

edilmektedir [71].
2.6.3. PFGE Ekipmanlar
Bir PFGE mekanizmasindaki ekipmanlar temel ekipmanlar;
e Jel kutusu
o Elektriksel alan kontroliiniin yapilmasi i¢in anahtar iinitesi (switch),
e Bilgisayar programlari,
e Sogutma islemleri icin sogutucu,
e UV goriintii cihazi
e  Giic kaynagidir [54].

PFGE cihazi tam olarak bu ekipmanlarin varlifinda calismaktadir. PFGE tiplerinin her
birisinde bu ekipmalar bulunmaktadir. Ancak ¢alisma prensibine ve dzelliklerine gore bilgisayar

programlari ya da gii¢ kaynaklari model olarak degiskenlik gostermektedir [72].
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Sekil 2.6.3. PFGE ekipmanlari [73]

Jel kutusu, igine elektrotlar takih hareketi olmayan bir mekanizmadir. Igerisine DNA
bloklar1 konulan sertifikali PFGE agarozu ile hazirlanan jel, jel kutusuna konulur ve iistiinde yer
aldig1 tampon ¢ozeltisinin elektriksel doniisiimiiyle DNA pargaciklari hareket ettirilir. PFGE'de
genel olarak kullanilan voltaj degeri 10 volt/cm civaridir. Tampon ¢ozelti sicaklifinin stabil
tutulmasini sistem otomatik olarak saglamaktadir [73].

Elektriksel alanlarin kontrol edilmesi i¢in kullanilan devre, fragmentlerin ayriminda ¢ok
onemlidir. Mekanizmanin ¢alisma hizi ve aralifi sisteme bagh bilgisayar ile kontrol
edilmektedir. DNA molekiillerinin siniflandirilmasi i¢in ¢alisma hizi belirli bir sinirda olmak
zorundadir [71]. Son yillarda gergeklestirilen bir takim aparatlar aracilig ile elektriksel alanlar
icerisindeki oryantasyon kontrolii yapilarak bu iinitenin etkinligi yiikseltilmistir. Uygunlugu
tespit edilen RE ile kesilen bir gram pozitif balik patojeni i¢in; plaklar %1 miktarinda hazirlanan
sertifikali PFGE agarozuna ytklenip, kosturma zamani 18 saat, sicaklik 10°C, voltaj derecesi
130V, ag1 120° ve 12 saniye araliklarla, 0,5x TBE tampon ¢ozeltisi icinde kosturulmasi DNA

fragmentlerinin ayrilmasi i¢in uygundur [74].

2.6.4. PFGE Jel Elektroforez Cesitleri

PFGE, DNA molekiillerinin kiiciik veya biiylilk olmasina gore ¢oziiniirligiiniin
arttirilmasini amaclayan ekipmanlarin farkliligina bagh olarak degiskenlik gostermektedir. Yani
her uygulama i¢in ayni1 PFGE cihazi kullanilmamaktadir. Her bir farkli deneme icin farkl bir
cihaz kullanilmasi gerekmektedir. PFGE tipleri genel olarak asil cihazin farkh alanlarda farkh
ozellikleri kazanmus tipleridir [57]. Deneysel calismalarda 6ncelikle hedef; calismaya uygun olan
PFGE elektroforez tipinin secilmesi ve amaca uygun olarak PFGE tipinin se¢iminde maliyet ve

efor acisindan uygunlugunun degerlendirilmesi siirecine dayanir. iki degisik bolgeden sirayla

27



Burak KOZAN, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

meydana getirilen elektriksel alan uygulamasinda birkag¢ farkli PFGE tipi oldugu ifade edilmistir
[68]. Bunlar sirasiyla;

e Alan Inversiyon Jel Elektroforezi (Field inversion Gel Electrophoresis, FIGE)

o Transvers-Dalgali Alan Jel Elektroforezi (Transverse-Alternating Field Gel

Electrophoresis, TAFE)

e Pulsed-Homojen Ortogonal Alan Jel Elektroforezi (Pulsed-Homogeneous Orthogonal

Field Gel Electrophoresis, PHOGE):

e Ortogonal-Field Alternation Jel Elektroforezi (Orthogonal-Field Alternation Gel
Electrophoresis, OFAGE)

e Programlanabilir Bagimsiz Kontrollii Elektrotlar (Programmable Autonomously

Controlled Electrodes, PACE)

2.6.4.1. Alan Inversiyon Jel Elektroforezi (Field inversion Gel Electrophoresis, FIGE):

Elektrik akimi 180 derece acgiyla konulmus elektrotlardan ileri ve geri olmak iizere iki
yoénde uygulama yapilmaktadir. ileri yéndeki akimin zamani geriye gore ii¢ kat daha uzun
olmaktadir. Bu molekiillerin ileri go¢ etmesine neden olmaktadir. FIGE ile DNA molekiillerinin
dogrusal gocii saglanmaktadir. DNA hareketi ¢ogu kez DNA molekiillerinin boyutuyla uyum
gostermemektedir. FIGE’'de bantlarin c¢oziiniirliigiinii ylkseltme hedefli akim siiresi aralik
durumu kosturma sirasinda kademeli olarak yiikseltilir. Glinlimiiz laboratuvarlarinda kullanilan
bu mekanizma 600-750 kb¢ kadar kiiciik fragmentlerin ayristirma islemlerinde tercih

edilmektedir.
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Sekil 2.6.4.1. Alan inversiyon jel elektroforezi (FIGE) [73]

FIGE sisteminin genel 6zellikleri; Tek yonlii olan ve sabit akima sahip olan bir sistemdir.
Toplam elektroforez zaman araligi fazladir. Genellikle 3 ileri: 1 geri sekilde elektroforez

onerilmektedir. Cogunlukla 50-600 kb aralikta ayirim giicii bulunmaktadir [73].

2.6.4.2. Transvers-Dalgal1 Alan Jel Elektroforezi (Transverse-Alternating Field Gel

Electrophoresis, TAFE):

Bu teknikte kosturma islemi dikey posizyonda yapilmaktadir ve elektriksel alan jelin
ylizey kisminda uygun bir acgiyla uygulama yapilmaktadir Boylelikle DNA gociinde meydana
gelecek deformasyon en aza indirgenmektedir. PFGE'nin bu cesidinde genis DNA
fragmentlerinin uygun olarak goé¢iini miimkiin kilmaktadir. TAFE’de dikey hareketi olusturan
jelin 6n kisminda ve arka bolgesinde dort tane basit elektrot bulunmaktadir. Bu iki bélgenin
elektriksel alanlar igindeki acilar1 birbirinden farklidir. Jel boyunca tiim DNA molekiilleri ayni
etkilerden gecerler ve bantlar diiz bir sekilde ilerlerler. TAFE sisteminin tercih edilmesinin
nedeni genel olarak; molekiil agirliginin genis olmasi ve DNA molekiillerinin diizenli ve belirgin
bir sekilde ayrismasiyla ¢ogu patojenin genetik denemelerinde birinci sistem olmasidir. Bu

alanda yapilan ¢alismalara genel olarak cevap vermektedir [75].
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Sekil 2.6.4.2. Transvers-Dalgali Alan Jel Elektroforezi (TAFE) [75]

2.6.4.3.Pulsed-Homojen Ortogonal Alan

Jel Elektroforezi

Orthogonal Field Gel Electrophoresis, PHOGE):

(Pulsed-Homogeneous

Bu mekanizmanin diger elektro cihazlarindan farki, homojen elektriksel alanin

yonlendirildigi agcinin 90° olmasindan ileri gelmektedir. Ancak DNA molekiillerinin her siklusta

2 yerine 4 kez yonlendirme islemi uygulamasi yapilir. DNA molekiillerinin diiz olarak

kosturulamadigi mekanizmada 100 Mb¢’den daha biiyiik parcaciklarin smiflandirilmasin

miimkiin kilmaktadir [76].
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Sekil 2.6.4.3. Pulsed-Homojen Ortogonal Alan Jel Elektroforezi (PHOGE) [76]
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2.6.4.4. Ortogonal-Field Alternation Jel Elektroforezi (Orthogonal-Field Alternation Gel
Electrophoresis, OFAGE):

i1k defa 1984'ta gelistirilip ifade edilen 2 homojen 6zelligine sahip olmayan elektriksel
alanlar icin kullanilmaktadir. Bu mekanizmanin diger mekanizmalara gére dezavantajli oldugu
durum elektriksel alan oOrnek olmadan jeldeki elektriksel alan arasinda a¢i farkinin
bulunmasidir. Boylelikle DNA molekiilleri jel {istiindeki yerlerine bagl olarak degisik
miktarlarda goc¢ ederler. Bu durum bazi canlilarin genom haritalarinin diizenlenmesinde sorun
olusturabilir. Alanlar arasindaki ag¢i farki (90°-180°) arasinda olmaktadir. 1000-2000 kb

boyutundaki DNA molekiillerinin ayrismasini miimkiin kilmaktadir [77].

Comentional and non-conventional Agarose gel alectrophoresis
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Sekil 2.6.4.4. Ortogonal-Field Alternation Jel Elektroforezi (OFAGE) [77]

2.6.4.5. Programlanabilir Bagimsiz Kontrollii Elektrotlar (Programmable Autonomously-

Controlled Electrodes, PACE):

Bu mekanizma biitiin elektriksel alan parametrelerin bagimsiz voltaj regiilasyonu ile
kontrol seviyesi yiiksek olan mekanizmadir. Ustiinde 24 diizenli elektrot bulunmaktadir. Diger
PFGE mekanizmalarini yansitabilir. 100 bg ile 6 Mbg arast DNA pargaciklarinin etkin olarak
ayrilmasini saglamaktadir. PFGE’de vurus siiresi, sicaklik, agaroz konsantrasyonu, voltaj ve ag1

gibi DNA gociine etki eden degiskenler yer almaktadir [78].
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2.6.4.6. Atiml1 Alan Jel Elektroforezi Cihazi1 (Contour-Clamped Homogeneous Electric

Fields)

Sistem altigen seklinde kenarlara yerlestirilmis yirmi dort nokta elektrodu
bulundurmaktadir. Diger tiplere gore en fazla tercih edilen yontemdir. Mekanizmada etkili
olmayan elektrot bulunmaz, biitiin elektrotlar loplar araciigiyla giic kaynagi baglantisina
sahiptir ve hepsinde ayni direng vardir. Bu loplarin fonksiyonu her pozisyonda altigen seklinde
konulan elektrotlardan uygun voltaj tretimini gerceklestirmektir. Altigen seklinde 120 derece
olan elektrotlarda sabit bir hizla elektrik akimi gelisi olmaktadir. Mekanizma iizerinde diz jelde
etkili ve homojen bir elektriksel alan iiretimi yapilir. 120 derecelik a¢inin sagladig: elektrik
akimiyla beraber pozitif kutuptan negatif kutuba dogru hareket edilmektedir. Bu yontem DNA
molekiillerinin gocii sirasinda olusabilecek hasarlarin dniine gecer. Boylelikle birlikte biiytlik

molekiil agirligi bulunan DNA parcaciklarinin gocii gerceklesir.

ERK §1 82 83 Mk
kb
. 1,001
EtBr stain _ =l

120° - -
- .57
e = |.315
- — 20

L1ILI

Sekil 2.6.4.6. Contour-Clamped Homogeneous Electric Fields (CHEF Cihazi) [94]

2.7. PFGE Kullanim Alanlari

PFGE yontemi ile biiylik DNA pargalarinin ayristirilabildigi ve bu yontemin bakteriyel

genom analizleri i¢in yeni fikirler sagladigi rapor edilmistir. Degisik enzimler kullanilarak elde

edilen DNA parcalarinin PFGE analizlerinin, bakteriyel genomun biiylik parcaciklardan kii¢iik
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pargalar seklinde hizlica ayrilmasini miimkiin kilan giiclii bir ydntem oldugunu ispat edilmistir.
Baz1 bilim insanlari, denemelerinde endoniikleaz kullanimini tercih ederek meydana getirdikleri
DNA pargalarinin PFGE analizlerini, kromozomlarin parmak izi bulma ve fiziksel haritalamada
yararli olacak degisik ornekleri ortaya ¢ikardigini ifade etmisler ve PFGE'nin, ayni1 bakteriyel
cesidin farkl suslar1 arasinda bir baglantinin tespit edilmesinde yararli oldugunu aktarmislardir
[79].

PFGE'nin, bakteri c¢esitlerinin yapisinda yararli olmasinin yaninda genomlarin
boyutlarinin hesaplanmasi, kromozom haritalarinin ortaya c¢ikarilmasinda da sik¢a kullanilan
bir teknik oldugu bilinmektedir. PFGE'nin genom yapisinin belirlenmesinde ¢ok giivenilir bir
yontem oldugunu belirtmisler ve 180'den fazla bakteriyel kromozomun fiziksel haritalarinin
meydana gelmesine sebep oldugunu rapor etmislerdir [72]. PFGE teknigine maya yapay
kromozomu kiitliphanelerinin olusturulmasinda ve PFGE deneylerinde transgenik farelerin
tretiminde ihtiya¢ duyuldugunu ifade etmistir [49]. PFGE teknigi cografik karsilastirma
konularinda da tercih edilen bir yontem olmustur.

Murray ve ark. iic degisik cografik alandan toplanilan Enterokoklarin genomik
DNA'larini incelemek icin PFGE teknigine basvurmuslardir. Amerika, Taylan ve Sili'de gibi
alanlarda bulunan birhastaneden 1-2 ay zaman araliklari ile 6rnekler alinmis ve bir iilkede
tespiti yapilan sus tipi baska iilkelerde tespit edilmemistir. Taksonomik olarak siniflandirilan
olan bakteriler, atasal baglarina gore ayrilirlar. Genetik baglara basvuran PFGE gibi yontemler
taksonomi c¢alismalarinda ¢ok fazla tercih edilmeye baslanmistir. RFLP analizleri ile genomda
¢cok az kisim taranabilmis ve bu kosul diisiik ayrim saglamistir, diger yandan PFGE; yiiksek
derecedeki polimorfizmleri tespit edebilmistir. Yersinia enetrocolitica genomik DNA'sinin,
Avrupa’daki tip suslar1 arasindaki heterojenite durumunu belirlemek hedefiyle PFGE teknigini
kullanmiglardir [59]. Fenotipik markirlar bir serotip icindeki suslari ayirma islemini
gerceklestirememistir. Biyotip, serotip ve faj tiplerinin birbirleriyle arasinda saglam bir iligki
durumu goézlenmistir.

PFGE teknigi acik¢a serotip 0:5 grubuna eklenen suslarin patojenleri ve patojen
olmayanlar1 birbirinden ayirmistir. Bilim insanlari, PFGE'nin, izolatlarin atalarinin
belirlenmesinde, salgin hastalik durumlarinda ve hastane infeksiyonu gibi sartlarda tercih
edilebilecegini belirtmislerdir [57]. Bu konuyla ilgili olarak Japonya'da PFGE yodntemini
epidemiyolojik olan bir arag¢ olarak secmislerdir.

Gida zehirlenmeleri vakalarindan, sporadik infeksiyon durumlarindan ve infekte
hastaliklardan ortaya cikarttiklar1 Salmonella suslarinin parmak izlerini gézlemlemislerdir.
Enzimlerle kesilme islemi yapildiktan sonra bant olusturan 28 izolat analize tabi tutulmus ve
cesitli salgin hastaliklardan meydana gelen suslar farklilik oranlarina gore ayirt etme islemi

yapilmistir.  Sonuglardan yararlanarak PFGE yonteminin, Salmonella salginlarinin
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epidemiyolojik analizinde ¢ok rahat bir sekilde kullanima acik oldugu gortilmiistiir. Malezya'nin
degisik bolgelerinde olusan ve tespit edilmis iki kolera salginini arastirmislardir [63]. Deneme
kapsaminda hasta kisilerden alinan ve hasta olmayan kisilerden izole edilen suslar incelemede
kontrollii deney olarak degerlendirilmistir. Ayni zaman stiresince sporadik olgulardan ve yakin
cografik alanlardan izole edilmis olan suslar karsilastirilmaya tabi tutulmustur.

Kolera hastaligina ¢ok nadir olarak rastlanan alanlardan izole edilen suslarda yiiksek
oranda degisiklik gézlenmistir. Coklu klonun Malezya'da nadir oldugu yerde sporadik kisimlar1
meydana getirmistir. Periyodik salginlarin ise pulsed field 6rnekleri ile yakin iliskili olan tek bir
klon ile birlikte meydana geldigi belirlenmistir. PFGE bu denemede bireysel izolatlar1 ayirmak
icin yararh olmustur [80].

PFGE yonteminin yararlar1 ve kullanim alanlan ile ilgili bir baska ¢alisma; kaynagi
hastane olan Candida rugosa salgin tiirtinde, PFGE teknigini kullanmislardir [81]. Bu denemede
yanik initesinden elde edilen dokuz izolat, farkli olan tlniteden bir izolat ve alakasiz olanbir
laboratuvardan sekiz izolatin, PFGE teknigi kullanilarak karyotipi elde edilmistir. Deneme
sonucunda, ayni hastanenin degisik tinitelerinden ortaya ¢ikan bir izolat farkl bir pulsed field
tip gosterimi yapmasina ragmen, yanik tnitesinden meydana gelen dokuz izolatin hepsi ayni
pulso tipi gosterimi yapmistir. Karsilastirmalar igin tercih edilen referans laboratuvarina 6zgii
olan izolatlar ise biitlinliyle farkli olan tiplerin gosterimini yapmislardir. Bilim insanlari,
PFGE'nin C. rugosa suslarini ayristirmada ve sonrasinda bu sustan kaynaklanan infeksiyonlarin
tespit edilmesinde bu yontemin referans olarak tercih edilebilecegine karar vermislerdir.

190 giinliik bir zaman diliminde yanik iinitesindeki hasta kisilerden izole olan dokuz
metisilin direncli Staphylococcus aureus (MRSA) susunu kiiltiiriinii yapmislardir [62]. PFGE
analizi sonucunda ortaya ¢ikan profil nerdeyse aynidir ve ayrimi yapilmamistir. Bazi izolatlarda
bir bant fazla olarak tespit edilmis, suslarin birinde biiyiik bir bant eksigi ortaya ¢ikmistur.
Denemenin plazmit profilleme sonucunda ise ti¢ farkli grup ortaya cikmistir. Bu dokuz MRSA
susu, ayni susun klonal tiirevleri seklinde kabul gérmiistiir. Ayn1 zamanda calismada yine PFGE
tekniginin hastaneden meydana gelen infeksiyonlarda faydali oldugu gézlenmistir.

PFGE, akuakiiltiirde hastaliklara sebep olabilecek ¢ogu bakteri ¢esidinin yapisini ve
genom biiytikliklerinin incelenmesinde kullanilabilir. 180’in iistiinde bakteriyel kromozomun
fiziksel haritalarinin ortaya cikarilmasinda giiclii bir yodntemdir. Bireysel restriksiyon
fragmentlerinin tespit edilmesi, restriksiyon haritalama ve gen haritalama islemlerde son
derece faydalidir. Nokta mutasyon, insersiyon veya delesyon gibi spontan genetik olaylarin
tespit edilmesine olanak saglar. PFGE markir diizenlerinin belirlenmesinde diger yontemlere
gore daha saglam bicimde kullanilabilir. Onceki dénemlerde antimikrobiyal duyarlhilik
denemeleri, serotiplendirme ve geleneksel biyokimyasal test sonuclarina goére ayni oldugu

gozlenen bir takim bakteri izolatlar1 PFGE seklinde farklilasma islemine tabi tutulabilir. PFGE,

34



Burak KOZAN, Yiiksek Lisans Tezi, Fen Bilimleri Enstitiisii, Mersin Universitesi, 2019

bakteri, mantar, parazitik protozoa ve memeli gibi degisik kaynaklardan meydana gelen biyiik

molekiil agirligi olan total genomik DNA’nin analizine imkan veren kullanish bir yéntemdir [48].
Yukarida verilen bilgiler 1s18inda PFGE kullanim alanlarini madde madde siralamak

gerekirse;

1. PFGE, biiyiik DNA molekiiline sahip bakteri genomlarinin farkli RE’ler ile hizli ve etkili bir

bicimde ayrismasina olanak saglar [82].

2. RE aracilig1 ile meydana gelen DNA fragmentleriyle farkli kromozomlarin parmak izi ve

fiziksel haritalamalar1 gézlenir [9].

3. Ayni tiirden olan farkli suslar arasindaki baglantiy1 degerlendirmede kullanilir [64].

4. PFGE, akuakiiltiirde hastaliklara sebebiyet verebilecek cogu bakteri tiiriintin yapisi ve genom

biiytikliklerinin incelenmesinde kullanilir [52].

5. 180’in {lizerinde bakteriyel kromozomun fiziksel haritalarinin ortaya ¢ikarilmasinda

kullanilmaktadir [48].

6. Bireysel restriksiyon fragmentlerinin tespit edilmesi, restriksiyon haritalama ve gen

haritalama gibi alanlarda kullanilmaktadir [83].

7. Nokta mutasyon, insersiyon veya delesyon gibi spontan genetik hadiselerde tercih edilir [67].

8. PFGE markir diizenlerinin tespit edilmesinde diger metotlara gore daha giivenilir oldugu

belirlenmistir [58].

9. Onceki zamanlarda antimikrobiyal duyarhlik testleri, serotiplendirme ve geleneksel

biyokimyasal testlerinin degerlendirmelerine gére ayni olan bazi bakteri izolatlar1 PFGE ile

farklilastirilabilmektedir [84].

10. PFGE, bakter, mantar, parazitik protozoa ve memeli gibi farkli canlilardan meydana gelen

elde edilen biiyiik molekiil agirligi olan total genomik DNA’nin analizine imkan saglamaktadir

[48].

11. Bazi canlilarin DNA hasarlarinin tespitinde kullanilmaktadir [49].

2.8. Atiml1 Alan Jel Elektroforezi Cihazi (Contour-Clamped Homogeneous Electric Fields)

(CHEF Cihaz1)

Hekzagonal yerlesime sahip toplam 24 (6 x 4) elektrota sahiptir. Homojen elektriksel
alan saglar. Elektriksel alanin agis1 sabit veya degisken olabilir. DRII sisteminde sabit 120
derecedir. DRIII sisteminde 90-120 derece arasinda CHEF Mapper: sisteminde ise 1-360
arasinda degiskendir [85].

CHEF teknolojisi, en iyi bilinen PFGE teknigidir ve diiz seritte genis bir molekiiler
agirliga sahip olan DNA'y1 ¢6zebilmektedir. Elektrotlar1 orta seviyede tutarak homojen elektrik

alanlarii olusturmak icin kontur kelepceli elektroforez c¢alisma ilkelerini kullanmaktadir ve
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boylelikle diiz, distorsiyonsuz serit icin ihtiyac olan homojen elektrik alanlarini meydana

getirmektedir [70].

B+ A+

CHEF DRII

Sekil 2.8.1. Contour-Clamped Homogeneous Electric Fields (CHEF Cihazi) [70]

Ayristirma giicli yiiksel olan bu teknigin asamalari zaman alicidir. Bu sebeble
standartizasyon problemi yasanmaktadir. Chef cihaziyla uygulama yapilirken kontaminasyona
dikkat edilmelidir. Jel boyama isleminde etidyum bromiir gii¢lii bir teki yarattig1 icin mutlaka

eldiven ve maske giyilmelidir [55].

2.8.1. Contour-Clamped Homogeneous Electric Fields (CHEF Cihazi) Fizikokimyasi

Sistem altigen seklinde kenarlara yerlestirilmis yirmi dort nokta elektrodu
bulundurmaktadir. Diger tiplere gore en fazla tercih edilen yontemdir. Mekanizmada etkili
olmayan elektrot bulunmaz, biitiin elektrotlar loplar araciligiyla gii¢ kaynagi baglantisina sahitir
ve hepsinde ayni1 direng vardir. Bu loplarin fonksiyonu her pozisyonda altigen seklinde konulan
elektrotlardan uygun voltaj Uretimini gerceklestirmektir (Sekil 2.8.2). Altigen seklinde 120

derece olan elektrotlarda sabit bir hizla elektrik akimi gelisi olmaktadir.
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Sekil 2.8.2. CHEF Cihaz Fizikokimyasi [92]

Mekanizma lizerinde diiz jelde etkili ve homojen bir elektriksel alan tiretimi yapilir. 120
derecelik acinin sagladigi elektrik akimiyla beraber pozitif kutuptan negatif kutba dogru hareket
edilmektedir. Bu yontem DNA molekiillerinin gogii sirasinda olusabilecek hasarlarin oniine

gecer. Boylelikle biiyiik molekiil agirligi bulunan DNA parcgaciklarinin gocii gerceklesir [55].

2.8.2. Ardunio

Isleme/Kablolama dilini kullanarak ¢evre elemanlari ile temel giris ¢ikis uygulamalarin
gerceklestiren ag¢ik kaynakli fiziksel programlama platformudur. Arduino bizlere bagimsiz
olarak interaktif uygulamalar gerceklestirmemizi saglamaktadir. Ayni zamanda Arduinoyu
bilgisayar ile Flash, Processing, MaxMSP, C Sharp gibi bir¢ok yazilim iizerinden ya da kendi
yazdigimiz yazilimlarla kombine ederek de kullanabilmekteyiz. Bu 6zelliginden dolay1 daha hizh
veri aktarimi ve daha az hafiza kullanilarak bizlere avantaj saglamaktadir. Arduino UNO R3,
Arduino Uno'un en son c¢ikan modelidir. Bundan 6nceki modellerde (Uno, Duemilanove)
bulunan tiim 6zellikleri desteklemektedir. Linux ve Mac bilgisayarlarda Arduino'yu bilgisayara
baglamak icin herhangi bir siiriiciiye ihtiya¢ yoktur. Windows bilgisayarlarda Arduino IDE
yazilimi icinde gelen inf dosyasini bilgisayariniza tanitmamiz yeterli olacaktir. Bu sekilde
Arduino'yu bilgisayarimiza klavye, mouse, joystik ve benzeri aksesuarlar gibi takip kullanilabilir

hale getirebilmekteyiz.

2.8.2.1. Teknik Ozellikler:

1. ATmega328 Mikrodenetleyici
2. 7-12V Giris Voltaji
3. 14 Dijital G/C Pini
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4. 6 PWM Cikisi

5. 6 ADC Girisi

6. 16MHz Calisma Frekansi
7. 32KB Flash Hafiza

2.8.3. 4 Yollu 5V’'luk Role Modiilii

Roleler elektromanyetizma tizerinde calisirlar. Réle bobinine enerji verildiginde bir
miknatis gibi hareket eder ve bir diigmenin konumunu degistirir. Bobine gii¢c saglayan devre,
acik/kapali anahtarlardan tamamen izole edilmistir; bu, elektrik izolasyonunu saglar. Bir roleyi
bir arduino'dan 5V kullanarak kontrol edebilmemizin nedeni budur ve yine bu sayede diger
ucunda da 230V'luk bir cihaz1 calistirabilmekteyiz. 230V'luk u¢ tamamen 5V Arduino
devresinden izole edilmistir. 4 role kartini bir arduino’ya baglamak ¢ok kolaydir ve hem AC hem
de DC ¢ok cesitli cihazlar1 agabilmemizi ve kapatabilmemizi saglar. i1k baglantilar toprak ve gii¢
pimleridir.

Ornek Bir 4 Yollu 5V’luk Réle Modiiliiniin Arduino'ya Baglanmasi;
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Sekil 2.8.3.1. Arduino baglantisi [86]
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3. MATERYAL ve YONTEM

3.1. CHEF Sekili (Atiml1 Alan Jel Elektroforezi)

Hexagonal

UsE Kalido

ARDUNIC

-

POWER SUPPLY

Sekil 3.1.1. CHEF Sekili (Atiml1 Alan Jel Elektroforezi) [87]

CHEF devre diyagrami. Gosterilen elektrot geometrisi, jelin yerlesimi ve elektrot
potansiyellerini kontrol eden devredir. Elektrotlar; altigenin koselerine 2 cm ve kendi
aralarinda birbirlerine 4 cm uzaklikta olacaktir. Elektronik devreye semada bulunan 24 noktada
bagh olacaklardir. Elektrik alaninin B-/B+ ve S-/S+ dogrultular1 arasindaki yonelimi 4 yollu
5V’luk role modiilii ile kontrol edilecektir. Yonlendirme ile alan siddetindeki degisim, degisken
direng tarafindan kontrol edilecektir (Sekil 1).

Chef sisteminde pasif olan hicbir elektrot olmayacaktir. Tiim elektrotlar kablolama
sistemleri ile ayni giic kaynagina bagh olacaktir. Sistemin voltaji bu 24 elektrot ile
ayarlanacaktir. Bu sistemin diger bir 6nemli 6zelligi 120° olacak olmasidir ve bu sistem elektrik
alaninin buyiikligini, konumunu, koordinasyonunu, kararliligini ve siirekliligini kontrol
edebilecek olmasindan dolay1 tam kontrol edilebilir bir sistem olacaktir. Bu sayede sistem DNA

ayrimlar1 maksimum diizeyde saglayabilecektir [88].
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3.2. Tampon Tanki ve Elektrotlar

Ustii acik dikdértgen seklinde pleksiglas kabina tampon dokiilmiistiir. Tampon bir
akvaryum pompasi vasitasiyla devirdaim edilmistir. Bu sistem tampon tankini olusturmaktadir.
Tampon tankinin icine altigen biciminde kesilmis pleksiglas yerlestirmistir. Bu altigen
bicimindeki pleksiglasin tlizerinde 24 adet delik acilmistir. Bu deliklere 24 adet platin
elektrodlar, elektrodlar arasi 4 cm olacak sekilde altigen seklindeki pleksiglas tizerindeki
deliklere yerlestirilmistir. Elektrodlarin késelere uzakligi ise 2 cm olarak ayarlanmistir. Altigen
pleksiglasin ortasina agaroz jel konularak akima tabi tutulmustur.

3.3. Genomik DNA Separasyonu

Imal edilecek Atimli Alan Jel Elektroforez cihazinin optimizasyonu icin S. Cerevisiae

kromozomal DNA standarti (Biorad 080018134) kullanilmistur.
3.4. PFGE I¢in GerekKli Soliisyonlar
3.4.1. 0,5x TBE (Tris, Borik Asit, EDTA) Soliisyonu (200 ml)

Hazirlanisi: 54 gr Tris, 27,5 gr Borik asit, 20 ml EDTA tartilarak 1000 ml distile suyla
¢ozlundirilerek 5x’lik TBE tamponu hazirlanir (ph 8,23’e ayarlanir). Hazirlanan 5x TBE
tamponunun 100 ml’sine 900 ml distile su katarak 0,5x’lik TBE elde edilir.

3.5. Agaroz Soliisyonu (%1) (150 ml)

Hazirlanisi: 1,5 gr agaroz tartilip (SIGMA A.2929) tartilip, 150 ml 0,5x TBE tamponu

icinde ¢ozdiikten sonra 1sitilarak eritilir.

3.6. Yiikleme Tamponu

Hazirlanisi: %25 Brom fenol mavisi, %10 Gliserol, distile su 100 ml.

3.7.Yiritme Tamponu 1x

Hazirlanisi: Stok TBE tamponunun 10 kat sulandirilmasiyla hazirlanir.
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3.8. Etidyum Bromiir Soliisyonu 10 mg/ml
Hazirlanisi: 1 gr Etidyum Bromiir 100 ml distile suda ¢6ziiliir. Koyu renkli sisede +4

°C’de saklanir.

3.9. Boyay1 geri alma soliisyonu 1mM MgS0,200 ml
Hazirlanisi: 0,04 gr MgSO, tartilip, 200 ml distile su icerisinde ¢oziiliir [89].

3.10. PFGE Agaroz Jelinin Hazirlanmasi, Orneklerin Jele Uygulanmasi ve Elektroforez

Hazirlanan agaroz soliisyonu yaklasik 40°C’ye kadar sogutulduktan sonra 16,5x 12 x 0,8

cm boyutlarindaki jel kutusuna dokiilerek taraklar yerlestirilir.
Jel tamamen katilastiktan sonra taraklar dikkatlice ¢ikarilir.

Jel icinde gomiili halde bulunan S.cerevisiae marker DNA’sin1 pargalara ayirarak atimli

alan agaroz jeli kuyucuklarina yerlestirilir.

Atimli alan agaroz jeli hazirlanirken kenara bir miktar ayrilmis olan jeli tekrar sivi hale
getirip DNA yiikli kuyucuklara dolgu yapilir. (Yiiklenen DNA’larin kuyucuklardan ¢ikmasini

engellemek ve jelde yiiriimesini saglamak amaciyla dolgu yapilir.)
Jel CHEF aparatina yerlestirilir.

Aparata jelin yiizeyini kaplayacak sekilde yiiriitme tamponu konur ve tamponun

sirkiilasyonunu calistirmak icin peristaltik pompa calistirilir.

Gii¢c kaynag1 200 Volta ayarlandiktan sonra sisteme bagli olan Arduino Uno karti yardimi

ile jele 3 farkli puls periyodu uygulanir ve 48 saat siireyle elektroforez islemine tabi tutulur.

3.11. CHEF-PFGE Sisteminde Kullanilan Puls Periyotlari

Tablo 3.11.1. Puls Periyot Siireleri

Seriler | Puls Periyodu (sn) | Doéngii siiresi (saat) | Volt
I 50 1.5 200
11 60 4.5 200
111 100 12 200
[90]
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Tablo 3.11.2. Puls Periyot Siireleri

Seriler | Puls Periyodu (sn) | Dongii stiresi (saat) | Volt

I 60 24 200
11 120 24 200
[90].

3.12. Agaroz Jelin Boyanmasi

Elektroforez islemi tamamlandiginda jel elektroforez aparatindan alinarak genis bir
boyama kabina konur. Jelin iizerine Bromid boyama soltisyonu (0,5 pugr/ml Ethidium Bromid)

konarak 45 dakika boyanur.

Boyanin fazlasi jeli 1mM MgSO, soliisyonu ile 15 dakika muamele etmek suretiyle geri

alinir.

Jel daha sonra U.V. transiliminator izerine konarak fotograflanir [89].
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4. BULGULAR ve TARTISMA

4.1. Deney 1:

Atimli Alan Jel Elektroforez cihazinin optimizasyonu icin 6nce kb biiytikliigiindeki
marker Dna’s1 ile 6n calismalar yapildu. ilk yapilan deneyde 1 kb boyutundaki DNA agaroz jeline
yiiklenerek cihaza yerlestirildi. Daha sonra gili¢ kaynag1 60 volta ve darbe periyod siireleri 50-
60-100 sn’lik zamanlamaya ayarlandi. Deney 3 saat siirdii. Bu degerler sonucunda elde edilen

gorunti sekilde gosterilmektedir (Sekil 4.1.1.).

Sekil 4.1.1. Deney 1

Tek bant gozlenmistir. Marker DNA yavas ylriimiistiir. Sonraki deneyde volt miktarini

arttirmak suretiyle 1 kb boyutundaki marker DNA tekrar yiiriitilmiistir.
4.2. Deney 2:

Yapilan ilk deneyin sonucuna gore 1 kb boyutundaki marker DNA yavas yiirtimiistiir. Bu
nedenle volt degeri 100 volta ¢ikarildi. Periyod siireleri 50-60-100 sn’lik zamanlamaya

ayarlandi. Deney 3 saat siirdi. Bu degisiklik sonucunda elde edilen gorinti sekilde

gosterilmektedir (sekil 4.2.1.).
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Sekil 4.2.1. Deney 2

Marker DNA bantlasma gostermistir fakat yiiriitilen 1 kb boyutundaki marker

DNA’sinda 14 adet bant bulunmaktadir. Bu ytlizden bir sonra ki deneyde tekrar ytritiilmistiir.

4.3. Deney 3:

Onceki deneylerde yiiriitilen 1 kb’lk marker marker DNA'nin egri yiiridagi
gozlemlendi. Bu deneyde darbe periyodu degistirildi. Darbe periyodu 60-120 sn’ye ayarlandu.
Volt miktarinda degisiklik yapilmadi. Deney tekrarlandi. Bu degisiklik sonucunda elde edilen

gorunti sekilde gosterilmektedir (sekil 4.3.1.).

Sekil 4.3.1. Deney 3

Deney sonucuna bakildiginda 1 kb boutundaki marker DNA’s1 geometrik olarak diizgiin

bir sekilde ylriimiistiir. Ancak bant sayis1 az oldugundan deney tekrarlandi.

4.4. Deney 4:
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Darbe siiresinde yapilan degisiklik ile diizgiin bir geometri elde edildi. Bu deneyde volt
miktar1 tekrar arttirildi. Volt degeri 150’ye cikarildi. Bu degisiklik sonucunda elde edilen
gorinti sekilde gosterilmektedir (sekil 4.4.1.).

Sekil 4.4.1. Deney 4

Deney sonucuna gore 1 kb’lik marker DNA’sindaki tiim bantlar diizgiin bir geometri ile
gorintilendi.

Voltaj ve darbe periyodu ayarlamasi ile diizgiin bir geometri biciminde tiim bantlarin
gozlemlenmesi ile 2.2 mb boyutundaki S.cerevisiae marker DNA’sinin yiiriitiilmesi deneylerine

gecis yapildi.

4.5. Deney 5:

Jele gomiilii halde bulunan 2.2 mb boyutundaki S.cerevisiae marker DNA’s1, %0,8" lik
atiml alan agaroz jeli kuyucuklarina pargalara ayrilarak, her kuyucuga esit miktarda olacak
sekilde yiiklendi. Volt degeri 150 volta ayarlanarak deney 18 saat yiiriitiildi. Bu degisiklik

sonucunda elde edilen gorintii sekilde gosterilmektedir (Sekil 4.5.1.).

Sekil 4.5.1. Deney 5
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S. cerevisiae marker DNA’sinin kuyucuklari terk etmedigi g6zlemlendi.

4.6. Deney 6:

Deney 5’de marker DNA’larinin kuyucuklar1 terk etmemesinden dolayr daha genis
kuyucuklu taraklarla jel dokiilerek, ayni voltaj ve darbe periyod siiresi ile yliriitme 18 saat
slirecek sekilde deney tekrar edildi. Bu degisiklik sonucunda elde edilen goriintii sekilde

gosterilmektedir (Sekil 4.6.1.).

Sekil 4.6.1. Deney 6

2.2 mb boyutundaki S. cerevisiae marker DNA’sinin kuyucugu terk etmedigi gézlendi.

4.7. Deney 7:
Deney 6’dan farkh olarak volt miktar1 arttirildi. Volt degeri 200’e ¢ikarildi. Darbe

periyodunda degisiklik yapilmadi. 18 saat siire ile deney yiiriitiildii. Bu degisiklik sonucunda
elde edilen goriintii sekilde gosterilmektedir (Sekil 4.7.1.).
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Sekil 4.7.1. Deney 7

2.2 mb boyutundaki Marker DNA’sinin kuyucuklari terk ettigi gozlemlendi. Ancak tek

bant gézlemlendi.

4.8. Deney 8:

Deney 7 de kullanilan atiml alan agaroz jelinin yogunlu 0.8 idi. Bu deneyde atiml alan
agaroz jelinin yogunlugu 1’e ¢ikarilarak deney 24 saat yiiriitiilerek tekrar edildi. Bu degisiklikler

sonucunda elde edilen gorintii sekilde gosterilmektedir (Sekil 4.8.1.).

Sekil 4.8.1. Deney 8

2.2 mb boyutundaki S. cerevisiae marker DNA’sina ait bantlar gozlemlendi. Bantlarin

tamamini gozlemleyebilmek i¢in deney tekrar edildi.
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4.9. Deney 9:

Deney 8’deki parametrelerin aynisi olan volt degeri ve darbe periyodunu kullanarak
deney 48 saatlik bir siire ile yiiriilmiistiir. Bu degisiklik sonucunda elde edilen goriintiiler

sekilde gosterilmektedir (Sekil 4.9.1.).

Sekil 4.9.1. Deney 9

Elde edilen goriintiilerde %1 lik atimli alan agaroz jeline yiiklenen 2.2 mb boyutundaki
marker DNA’sinin 48 saat slire boyunca 60-120 sn degisen periyodlarla 200 volta tabii tutularak
yurutiilmesi sonucunda bantlar goézlemlenmistir. Ancak atiml alan agaroz jeli hazirlanirken jel
icine EtBr eklenmistir. Ve 48 saatlik bir siirede jelin icindeki boyanin dagildig1 gozlemlenmistir.

Bu sebeple bantlar silik gézlemlendi.

4.10. Deney 10:

Deney 9’deki parametrelerin aynisi olan volt degeri ve darbe periyodunu kullanarak

deney 48 saatlik bir siire ile yuritilmistir. EtBr bu kez jel hazirlanirken eklenmemistir.
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Yiiriitme islemi tamamlandiginda jel sonradan boyanmistir. Bu degisiklik sonucunda elde edilen

goruntiiler sekilde gosterilmektedir (Sekil 4.10.1.).

Sekil 4.10.1. Deney 10

Sekil 4.10.2. Deney 10
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Cihaz elektrik alaninin yoniinii diizenli olarak degistirerek ilk elektrik alaninin ortadan
kalkmasindan dolayi jel icindeki DNA molekiillerinin gevsemesine son olarak da yeni alanda
DNA molekiillerinin uzayarak hizaya girmesini saglamaktadir [91]. Gilbert Chu’'nun 1984 yilinda
tasarlamis oldugu bu cihaz mekanik kontrolltidiir.

Ardunio uno karti ile cihaz giintimiiz teknolojisine tasarlandi. Cihaz mekanik kontrolden
dijital kontrollii hale getirildi. Tasarlanan cihaz bilgisayar ile kontrol edilebilir hale getirildi.
Ardunio uno ile cihaz mikro islemcili hale getirildi. Mekanik cihaz saniye cinsinden kontrol
edilebilirken Ardunio’lu tasarlanan cihaz milisaniye cinsinden kontrol edildi. Mekanik cihaza
kiyasla daha sessiz ve titresimsiz c¢alisildi. Mekanik cihazin yer kaplamasina oranla
tasarladigimiz cihaz laboratuvar ortaminda daha az yer kapladi. Mekanik cihazda calisma
esnasinda bir problem olustugunda anlasilmasi gii¢ olabilirken dijital cihazda (simdi olmasa da
ileride tasarimi gelistirilerek) problem aninda sinyal iletimi ve uyarim s6z konusu olmaktadir.
Sinyal iletimlerinin hiz1 mekanik cihaza gére daha hizhdir.

ileride cihaz gelistirilerek cep telefonu, diziistii, masaiistii bilgisayar1 ya da tabletlerden
kontrolii miimkiin hale getirilebilir ve bu sekilde arastirici cihaz ¢alisirken uzun stire beklemek

zorunda kalmadan deneyini her an, her saniye gézlemleyebilecektir.
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5. SONUCLAR ve ONERILER

Agaroz jel elektroforezlerinden biri olan Atimli Alan Jel Elektroforezi, geleneksel
elektroforez yontemlerine gore farkli bir elektriksel alan olusturmaktadir. Geleneksel
elektroforezlerde tek yonlii (anottan katoda) elektriksel etki uygulanmakta olup Atimli-Alan Jel
Elektroforezi'nde ise bu etki istenilen ydnde degistirilip uygulanmaktadir. Geleneksel
yontemlerde kb boyutunda DNA’lar yiriitilirken, Mb boyuttaki DNA’lar bu geleneksel
yontemlerde yiiritilememektedir. Mb boyutundaki DNA’lar geleneksel agaroz jel
elektroforezinde herhangi bir ayrim olusturmadan duz ilerlerken, Atimli Alan Jel
Elektroforezinde darbeler seklinde elektriksel alanin uygulanmasi ile DNA’lar bir zigzag
hareketi yaparak jel icinde fragmanlarina ayrilmaktadir. Atimh Alan jel elektroforez cihazinin
Mb boyutundaki DNA’larin ayrilmasini saglamasi, karmasik genomlarin haritalanmasina, tiir
analizlerine, hastalik teshisi gibi bliyiik boyutta ayrim gereken analizlere olanak saglamaktadir.

Mb boyutundaki DNA’larin ayrilmasini saglayan Atimli Alan Jel Elektroforez cihazinin
her laboratuvarda calisilabilmesi, daha diisiik maliyette elde edilebilmesi, kontroliiniin daha
basit ve erisilebilir olmasi icin Atimhi Alan Jel Elektroforez cihazinda degisiklikler yapildi. Bu
degisikliklerin basinda Arduino uno karti gelmektedir. Daha 6nceki calismalarda elektrik
alaninin yonini degistirmede yardimci olarak 120 V’luk réle ve degisken direng ve elektrik
alan baglantisinda 470 ohm 2W’lik direng¢ kullanilmistir [70]. Bu calismada, 4 yollu 5 V’luk
Arduino uno karti1 ve 470 ohm 5 W’lik tas direngleri kullanildi. Cihaz mekanik kontrolden
dijital kontrollii hale getirildi. Cihazin dijital hale gelmesi ile daha iyi hassasiyet ve hesaplama
yetenegi, cihazin daha basit algoritmalarla kontrolii, programlamada istedigimiz anda yazilimi
degistirerek farkli calisma kosullarini yonetmemiz, yapilan deneyin daha gilivenilir ve
tekrarlanabilir olmasi, sinyallerin daha kolay iletilmesi ve giiriiltii ve titresim yapmadan deney
sonuglarin dogru bir sekilde alinmasi saglanildi. Tasarlanan cihaz Gilbert Chu ve
arkadaslarinin tasarladig1 cihaz ile ayni ¢alisma mantiginda olmasina ragmen sistemin tiim
bilesenleri mikro islemcili hale getirildi. Boylece sistemde olusturulan elektrik alan siiresi bin
kat daha hassas hale getirildi. Ayrica, mekanik kontrolli cihazlarin yapimindan sonra
donanimlarinin degistirilmesi ya da yeniden tasarlanmasi olduk¢a zordur. Dijital kontrolli
cihazda ise donanimsal olarak degisime gerek kalmadan yazilimsal degisiklik yapilarak
istenilen parametereler uygulanabilmekte ve digistirilebilmektedir [92]. Daha oOnceki
calismada kullanilan 470 ohm 2 W’lik direngleri sunulan bu ¢alismada tasarlanan cihazda da
kullanild1 ve direnglerin yiiksek seviyede i1sinma yaptigi gozlemlendi. Bu nedenle, bu
direnglerin yerine 470 ohm 5 W’lik direngler kullanildi. Boylece elektriksel alanin ortaya
¢ikardigl 1siy1 minimize ederek akvaryum pompasi yardimiyla tampon ¢ozeltinin isinarak

bozulmasi engellendi. Bu ¢alismada da Gilbert Chu ve arkadaslarimin kullanmis oldugu S.
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cerevisiae marker DNA’s1 kullanildi ve ayn1 bantlar elde edildi. Yapilan calismada deney siiresi
bir 6nceki ¢alismaya goére uzun siirmesine ragmen 1sinma probleminin minimize olmasiyla
tampon ¢6zeltinin yenilenmesine ihtiya¢ kalmadi.

Bircok donanimlarin ve hizmetlerin fiyatlar1 diizenli bir sekilde artmis olsa da, dijital
devre maliyeti dismeye devam etmektedir. Cok biiylik 06lgekli entegrasyon (VLSI)
teknolojisindeki gelismeler, daha iyi, daha hizli ve daha giivenilir entegre devreler liretmeyi ve
bunlar tiiketiciye daha dusiik bir fiyata sunmayr miimkin kilmistir [91]. Bu sayede, bu
calismada, Atimli Alan Jel Elektroforez cihazi daha dusiik maliyette, daha basit ve daha
ulasilabilir bir bicimde laboratuvar kosullari i¢in olduk¢a kullanish olarak tasarlandi. Cihazin
diisiik maliyette iiretilebilen bir formda olmasi, iilkemizin bu alandaki disa bagimlilifinin éntine
gecmek icin iyi bir 6rnek olacagi kanaatindeyiz.

Sunulan bu tez kapsaminda tasarlanan elektroforez cihazinin ileride ticarilestirilmesi ile
kendi yerel iiretim pazarimiza katki yapilmasi beklenmektedir. Ayrica, bu calismada 6nerilen
tasarim mantigl farkl teknoloji alanlarinda goriilen kisitlamalarin giderilmesi konularinda
calisan arastirmacilar icin temel teskil edebilir. ilave olarak, énerilen tasarim prosediirii
gelistirilerek Atimli Alan Jel Elektroforez cihazlarinin daha ergonomik olmasi saglanabilir ve

boylece bu cihazlarin kullanim alanlari da genisletilebilir.
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