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OZET

Doktora Tezi

KAPILER JEL ELEKTROFOREZ YONTEMIYLE SALVIA
TURLERINDE DNA TAYIiNi

Elif Mine ONCU KAYA

Anadolu Universitesi
Fen Bilimleri Enstitust
Kimya Anabilim Dah

Damsman: Dog. Dr. Ulki Dilek UYSAL
Ikinci Damisman: Dog. Dr. Nilgiin OZTURK
2013, 143 sayfa

Bu ¢alismada, Tiirkiye Florasinda genis yayilis gosteren ve pek ¢ok endemik
tire sahip olan Lamiaceae familyasina ait 10 farkli Salvia (adagayi) tlrlndn
agaroz jel elektroforez ve kapiler jel elektroforez yontemleri ile DNA pargalarinin
tayini yapilmistir. Bu amagla, dncelikle Eskisehir bolgesinden toplanan Salvia L.
tiirlerinin yapraklarindan genomik DNA’lar izole edilmistir. Genomik DNA’larin
bazi bolgeleri OPA—03, OPA—-04, OPA—-05 ve OPA-15 oligonikleotit primerleri
kullanilarak RAPD yontemi ile ¢ogaltilmistir. DNA pargalar1 agaroz jel
elektroforezi ile ayrilmis ve bu DNA bantlari UV 151k kaynagi kullanilarak
goriintiilenmistir. Salvia L. turleri icin filogenetik iliski belirlenmistir. Bu sonuglar
genetik olarak en uzak tirlerin S. fruticosa ve S. dichroantha oldugunu, buna
karsin en yakin tiirlerin ise S. bracteata ve S. fruticosa oldugunu gostermektedir.

Kapiler jel elektroforez ile DNA ayirimlart igin hidroksietil seltloz
kullanilarak dinamik kaplama yontemi gelistirilmistir. 14 farkli blyuklikteki
standart DNA pargast igin bu yontem kullanilarak etkili bir ayirnm ve
tekrarlanabilir sonuglar elde edilmistir. Salvia L. tlrlerinden secilen DNA
parcgalar1 kapiler jel elektroforez ile tayin edilmistir. Elde edilen bu sonuclar
agaroz jel elektroforez sonuglariyla karsilastirilmis ve birbiriyle uyumlu oldugu
gozlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Kapiler Jel Elektroforez, Agaroz Jel Elektroforez, Bitki
DNA’s1, Salvia, RAPD, Filogenetik Agag.



@) ANADOLU UNIVERSITESI

ABSTRACT

PhD Dissertation

DETERMINATION OF DNA IN SALVIA SPECIES BY CAPILLARY GEL
ELECTROPHORESIS

Elif Mine ONCU KAYA

Anadolu University
Graduate School of Sciences
Chemistry Program

Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Ulkii Dilek UYSAL
Co-Supervisor: Assoc. Prof. Dr. Nilgiin OZTURK
2013, 143 pages

In this study, DNA fragments of ten different Salvia (sage) species from
Lamiacea family, which have a wide range in Turkey Flora and many of the
endemic species, were determined by using agarose gel electrophoresis and
capillary gel electrophoresis. For this purpose, the genomic DNAs were firstly
isolated from the leaves of Salvia species collected from Eskigehir region. Some
parts of genomic DNAs were amplified using OPA-03, OPA-04, OPA-05 and
OPA-15 oligonucleotide primers by RAPD method. The DNA fragments were
seperated by agarose gel electrophoresis, and these DNA bands were visualized
by irradiating with a UV light source. Phylogenetic relation for these Salvia L.
species were investigated. The results indicate that the furthest genetically species
are S. fruticosa and S. dichroantha, while the most genetically similar species are
S. bracteata and S. fruticosa.

Dynamic coating method was developed using hydroxyethyl cellulose by
capillary gel electrophoresis for DNA separation. An effective separation and
reproducible results were obtained for 14 different size of standard DNA
fragments by the method. DNA fragments selected from Salvia L. species were
determined by capillary gel electrophoresis. The obtained results were also
compared with those results by the agarose gel electrophoresis and they were
consistent with each other.

Keywords: Capillary Gel Electrophoresis, Agarose Gel Electrophoresis, Plant
DNA, Salvia, RAPD, Phylogenetic Tree.



@ ANADOLU UNIVERSITESI

TESEKKUR

Tezin konu seciminde ve deneysel c¢alismalarimda beni ydnlendiren
danisman Hocalarim Dog. Dr. Ulkii Dilek UYSAL ve Dog. Dr. Nilgiin
OZTURK’e,

Tez konusunun belirlenmesinde beni cesaretlendiren ve destegini her zaman
hissettigim degerli Hocam Prof. Dr. Muzaffer TUNCEL’e,

Elektroforez ydntemleri konusunda kendilerinden ¢ok sey Ogrendigim
Hocalarim Dog. Dr. Mustafa YILDIZ’a ve deneysel calismalardaki yardim ve
verdigi fikirlerden &tiirii Dog. Dr. Siileyman CENKCi’ye,

Tezimin yo6nlendirilmesinde verdigi fikirlerden otiiri Prof. Dr. Yicel
SAHIN’e

Doktora tez projesinde gerekli olan maddi destegi saglayan AU-BAP
Komisyonu’na,

Sevgisini ve manevi destegini her zaman hissettigim, sevgili esim Serkan’a,

Annem Handan, babam Nihat, kardesim Erhan ve dedem Osman ERMEZ’e
manevi destekleri ve her zaman yanimda olduklari i¢in,

Ilkay ONCU’ye tezin sekil diizenlemelerindeki yardimlarindan tiirii,

Bilgilerini benimle paylasan, moral kaynagim olan Hocam Dog¢. Dr. Meral
YILMAZ’a,

PCR ve elektroforez deneyimlerini paylasan Uzm. Biyolog Gizem ARIK’a,

Laboratuvar olanaklarindan yararlanmami sagladiklart i¢in Kimya BOlim
Baskam Prof. Dr. Adnan OZCAN’a ve Biyoloji Bélimiindeki Hocam Prof. Dr.
Merih KIVANC’a,

Bitkilerin toplanmas1 ve tanimlanmasindaki emeklerinden otiirii Ogr. Grv.
Dr. Onur KOYUNCU, Uzm. Biyolog O. Koray YAYLACI ve Ogr. Grv. Dr.
[lham E. POYRAZ’a,

Cihaz teknik destek yardimlari i¢in Yard. Dog. Dr. Erol SENER e,

Destek¢im, ¢ok degerli dostum Kimya Yiiksek Miihendisi Ozlem Yilmaz’a,

Kimya boliimiindeki ¢aligma arkadaslarima ¢ok tesekkiir ederim.

Elif Mine ONCU KAYA
Ocak-2013



@) ANADOLU UNIVERSITESI

Sayfa
OZET ottt bbbttt i
ABSTRACT .ottt sttt sttt e e e ii
B DR O) 1€ L] R iii
ICINDEKILER .........oooiiiiiiiieeeeeeeeee ettt iv
SEKILLER DIZINI ..ottt viii
CIZELGELER DIZINI ........cooooioioieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeee e ix
SIMGELER VE KISALTMALAR DIZINI .........cccooooviiiiiiccicccs X
1. GIRIS 1
2. KAYNAK BILGISi 4
2.1. Deoksiribonikleik ASit (DNA)......ccoiiiiieieieeree s 4
2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) .....cccccvvveviiiesieic e, 7
2.2.1.PCR’nin temel bilesenleri..........ccocveeiviineeiiiiinee e 10
2.2.2.PCR’1n olusum meKanizmast ...........cceereerueeneesieeenensieeniee s 10
2.2.2.1 DNA zincirinin agilmast.........cccevveeriieiieiiiniineieesnenn 10
2.2.2.2 Primerlerin agilan DNA zincirlerine baglanmasi......... 10
2.2.2.3 PrimMer UZAmMAST ......ccuvririveeiiirieiiieesiieesieessneessineesnineens 11
2.2.3.PCR’m iistiinliikleri ve eksiklIKIEr .....c.coovveviiiviiiiiiiiiiciiiee, 12
2.2.4.Rastgele cogaltilmis polimorfik DNA yontemi.........ccccooevennen. 13
2.3, EIEKLrOTOrEZ... .o 15
2.3.1. Tabaka (agaroz) jel elektroforez..........ccccovvviveveiiniinecesiennn, 15
2.3.2.Kapiler elektroforez (CE) .......ccceveveeieeie e, 19
2.3.2.1 Kapiler elektroforezin Gstinlukleri ..........ccccevvenenen. 22
2.4. Kapiler Elektroforezde Ayirim IIKeleri.........cocevevvuerricrerieeisscicienes 24
2.4.1.Elektroozmotik akis (EOF)......ccccoviiiiiiiiiiiiiiec e 25
2.4.2.Elektroforetik gog (EF) ..vooovevvee e 29
2.5. Kapiler Elektroforez TUrler ........cccoovveiiiiiiiiiiiee e, 31
2.5.1.Kapiler zon elektroforez (CZE).......cccoovveieiiiieiieieee e, 32
2.5.2. Kapiler izotakoforez (CITP) .....ccocvvveieeie e 35

ICINDEKILER



@) ANADOLU UNIVERSITESI

2.5.3.Kapiler izoelektrik odaklama (CIEF) .........cccocvvviininnienieeen, 35

2.5.4.Miselli elektrokinetik kapiler kromatografi (MEKC) ............... 36
2.5.5. Kapiler elektrokromatografi (CEC)........ccccccevvevnriinineieniennn, 38
2.5.6. Kapiler jel elektroforez (CGE) ......cocvoveveviiieiveieiie e, 39
2.5.6.1 Kovalent duvar kaplamast ...........cccocevriveiiniinicniiicnnns 41
2.5.6.2 Dinamik duvar kaplamasi............cccoovriviiiniinicniiicnns 45
2.6. CGE Ve DNA TaYINIErT ...occveiiecieee e 52
2.7. BOtanik BilQIer.......c.ooveirii e 58
2.7.1.Lamiaceae familyasinin genel 6zellikleri...........ccoccovvviiiiennnn, 58
2.7.2.Salvia L. cinsinin genel 6zellikleri ............ccocoviiiiiiiiiiienen, 59
2.7.3.Calisilan Salvia tirlerinin genel 6zellikleri...........ccccoveevvriennen, 60
2.7.3.1S. bracteata........ccooeveieiiniiieiee e 60
2.7.3.2°S. CaNdIdISSIMA .......ceiiiiiieienie e 60
2.7.3.3 S. ceratophylla..........ccooveieiiiiie e 61
2.7.3.4 S. dichroantha...........ccoooviiiiniiiii e 61
2.7.3.5 S. TOrskahlel. ......ccooeiiiiiiiiiie s 61
2.7.3.6 S. frULICOSA....eveeeieie it 62
2.7.3.7 S. SCIAr€A ... s 62
2.7.3.8 S.IOMENTOSA. ... eeevieiiieeiieeeeie ettt 63
2.7.3.9 S. vertiCillata. ... 63
2.7.3.20 SVIFIIS...cviieiiiieicc e 63
2.7.4.Sistematik analiz ve molekuler sistematik ............ccccceeeriennenn. 64
2.7.5. F1logenetik afac.........cccovviviiiiiiiiiiieiic e 66
2.7.6.Salvia L. tiirleri lizerine yapilan molekiiler ¢alismalar.............. 68
3. GEREC VE YONTEM 70
3L GG ittt 70
3.1.1. Bitki 6rneklerinin toplanmasi..........cccccvevvereeseeriesienseesieseenenan, 70
3.1.2. Kullanilan kimyasallar...........ccccceviiiiiiiiniiieciiec e 78
3.1.2.1 Genomik DNA izolasyon Kiti........c.cccoeverenieniinniiinnnnn 80
3.1.2.2 RAPD—PCR’de kullanilan primerler ve 6zellikleri....... 79
3.1.2.3 Calismada kullanilan DNA standartlari......................... 79

v



@) ANADOLU UNIVERSITESI

3.1.2.4 PCR saflagtirma Kiti........ocoeeieiiiiriiiiiesieeee e 80

3.1.3.Kullanilan alet ve ekipmanlar...........c.ccocevviiiiiiiiiiiiiiie, 80
3.2, YONBM oot 82
3.2.1.RAPD YONEMI .vvvevieiiciece e 82

3.2.1.1 Fermentas Kiti ile bitkilerden genomik DNA
1ZOIASYONU......viiniiciiiieeie e 82

3.2.1.2 DNA miktar ve kalitesinin NanoDrop
spektrofotometrik yontem ile tayini...........ccccccevennne. 83

3.2.1.3 Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile

aAMPITIKASYON. ..o 83
3.2.1.4 PCR saflastirma kiti ile saflagtirma...............ccoeee.nee 84
3.2.1.5 Agaroz jel elektroforez deneyleri......c...cccccevvvervennnenn 85
3.2.1.6 RAPD Urtnlerinin @analizi..........cccccooivininiiinicienienn, 86
3.2.2.CGE deNeYIErT ...ccveiieeiieieceeee e 86
3.2.2.1 CGE’de kullanilan ayirma tamponu.............ccccceeerunnnn 86
3.2.2.2  Y1kama programi........cccceervveeriueeeiiueeesiueessnnesnneesnneens 87
3.2.2.3 Kapiler elektroforez cihazinin kosullart...................... 87

3.2.2.4 CGE’de kullanilan DNA standardinin
hazirlanmast ........cceveeiiiiiii 87
4. BULGULAR VE TARTISMA 88

4.1. Salvia L. Tiirlerinden izole Edilen Genomik DNA’larin Agaroz

Jel 118 GOrUNTUIEIT......viiiieic e 88

4.2. Genomik DNA’larin Miktar1 ve Kalitesinin NanoDrop

Spektrofotometrik Yontem ile Tayini.......cccooeveiveiieeienieneece e, 89
4.3. PCR Reaksiyonu igin En Iyi Kosullarin Belirlenmesi........................ 91
4.4. Salvia L. Tirlerinin RAPD Profilleri ve Degerlendirmesi ................. 91
4.5, CE DENEYIEIT ..ottt 100
4.5.1.CE’de DNA ayirimlari i¢in yapilan 6n denemeler .................... 100
4.5.2. Hazir CEP kapli kapiler kolon ile yapilan CGE deneyleri........ 104
4.5.3. Ciplak silika kolon kullanilarak DNA standardi i¢in
belirlenen en iyi CGE YONtEMI ......cccoevveieiieiiee e, 105
Vi



@ ANADOLU UNIVERSITESI

4.5.3.1 CGE tekrarlanabilirlik deneyleri .........c.ccccooeieiiinnnenn 106
4.5.3.2 Bitki PCR drdnleri icin en iyi CGE yontem

kosullarmin belirlenmesi ..., 108
4.5.3.3 PCR saflastirma kolonunun geri kazanimi................... 108
4.5.3.4 Gelistirilmis CGE yontemi ile bitkilerde DNA
TAYINT e 110
5. SONUC ve ONERILER 125
KAYNAKLAR Lottt ettt nne e 128
vii



@) ANADOLU UNIVERSITESI

2.1.

2.2.
2.3.
2.4.
2.5.
2.6.
2.7.

2.8.
2.9.

2.10.
2.11.

2.12.
2.13.
2.14.
2.15.

2.16.
2.17.
3.1.
3.2.
3.3.
3.4.
3.5.
3.6.
3.7.
3.8.

SEKILLER DiZiNi

Cift iplikli DNA’nin kimyasal yapisin1 gosteren sematik (sagda) ve

MOUEIT GOSTEITMI....vveiieieeie et e e neennees 5
Tipik bir PCR reaksiyonunun sematik gOSterimi..........ccccovvvervriiisieeninininnnns 9
RAPD reaksiyonunun sematik gOSterimi.......ccoovvvriierineiiieniiiisiesiseenien 14
Tabaka Jel Elektroforezi ¢alisma prensibi .........ccovveceeiieiiveie s, 18
Kapiler elektroforez sisteminin sematik gOStErimi ........cceevvvvveriveriiiiieniinnnn 19
Eritilmis silika kapiler kolonun boyuna Kesiti .........ccccceciiiiiiiiiinicniicnn, 20

Kapiler elektroforezde enjeksiyon sistemleri a, b ve c¢) Hidrodinamik

enjeksiyon, d) Elektrokinetik enjekSiyon...........cccooevviieiivenecic v, 21
Kapiler i¢inde elektroozmotik akigin gOSterimi .......ccccvvererrvereereerieernereennns 25

EOF’nin katyonik yiizey aktif madde eklenerek azaltilmasi ve tersine

CEVITIMEST . 29
Elektroozmotik akis varliginda iyonlarin hizlarinin sematik gdsterimi....... 33
Kapiler zon elektroforez sisteminde iyonlarin ¢ikis sirasinin sematik

(010151 =T T 0 PRSPPSO 34
Kapiler izotakoforez yonteminde ayirimin sematik gosterimi .................... 35
Kapiler izoelektrik odaklama yonteminde ayirimin sematik gosterimi....... 36
Anyonik ve katyonik misellerin gosterimi..........cccocevvvveiienesie e, 37
Miselli elektrokinetik kromatografi ydnteminde anyonik misel

kullanilarak ayirimin sematik gOStErimi ......ceevverviiiiiieiiiiic e 37
CEC yonteminde ayirimin sematik gOSterimi.......oovevvvreeiieiiiiiiieinisiennnn, 38
CGE yonteminde ayirimin sematik gOSterimi........cccvvvvrveeiiiieiiiieiiieesinnns 41
S BFACTEALA ... 73
S, CANAIISSIMAL ...t 73
S. CeratoPNYIla.... ..o 74
S. dIChrOANTNA ... 74
S FOFSKANIEI ... 75
S ATULICOSA .. 75
SLSCIAIEA ... 76
S TOMENTOSA. ...viiiiii i 76

viii



@) ANADOLU UNIVERSITESI

e T T (=Y o o3 11 F= - VT 77

310, SuVIFIOIS 1ottt et 77
3.11. a) GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder ve b) Lambda DNA/HindllI
standartlarinin par¢a Profili.........cccoeveeieiieic e 80

4.1. Calisilan Salvia L. tiirlerinden izole edilen genomik DNA’larin agaroz
jel elektroforez gorlntlSU ........ccevvereriinieiiee e 88

4.2. Calisilan Salvia L. tiirlerinin genomik DNA’larindan OPA—03 primeri

ile elde edilen RAPD Profili.......ccccccooeieeiiiieseece e 93
4.3. Calisilan Salvia L. tiirlerinin genomik DNA’larindan OPA—04 primeri

ile elde edilen RAPD Profill........ccocoieiiiiiiiic e 93
4.4, Calisilan Salvia L. tiirlerinin genomik DNA’larindan OPA—05 primeri

ile elde edilen RAPD Profili.......cccccooveiiiiiiesece e 94
4.5. Calisilan Salvia L. tiirlerinin genomik DNA’larindan OPA—15 primeri

ile elde edilen RAPD Profill........ccoccooiiiiiiiiiie e 94

4.6. Calisilan Salvia L. tdrlerine ait RAPD verilerinin genetik akrabaligini
gosteren KUmeleme analiZi...........ccooveveiiieiieie e 99
4.7. 89 mM Tris, 332 mM borat, 2 MM EDTA, % 1,5 (k/h) HEC pH= 7,60
tamponunda, —5 kV, 6 s elektrokinetik enjeksiyon ve —11 kV ayirma
gerilim kosullarindaki CEP—coated kapiler kolonunda a) DNA
standardinin ve b) S. fruticosa tiiriiniin OPA—4 primeri kullanilarak
cogaltilmis olan PCR firiiniiniin enjeksiyonuna ait elektroferogram ......... 105
4.8. 20 mM Tris, 9,5 mM o—fosforik asit, 2 mM EDTA, % 4,5 (a/h) HEC
pH= 7,60 tamponunda, —5 kV, 4 s elektrokinetik enjeksiyon ve —9 kV
ayirma gerilim kosullarindaki ¢iplak silika kapiler kolonunda DNA
standardinin enjeksiyonuna ait elektroferogram ............ccccoocvviiivieiinnnnnnnn, 106
4.9. Bazi Salvia L. tirlerinin genomik DNA’larindan OPA—05 primeri ile
elde edilen RAPD Profilleri ..........cooovieieiiie e 111
4.10. 20 mM Tris, 9,5 mM o—fosforik asit, 2 mM EDTA, % 4,5 (a/h) HEC
pH= 7,60 tamponunda, ve —9 kV ayirma gerilim kosullarindaki ¢iplak
silika kapiler kolonunda a) DNA standardi icin —5 kV, 4 s
elektrokinetik enjeksiyonu b) S. tomentosa tiiriiniin OPA—05 primeri



@) ANADOLU UNIVERSITESI

4.11.

4.12.

4.13.

4.14.

4.15.

ile ¢ogaltilmig olan PCR irliniiniin —5 kV, 6 s -elektrokinetik
enjeksiyonuna ait eleKtroferogram........cccooceiveiiiiiiniese e
20 mM Tris, 9,5 mM o—fosforik asit, 2 mM EDTA, % 4,5 (a/h) HEC
pH= 7,60 tamponunda, —9 kV ayirma gerilim kosullarindaki g¢iplak
silika kapiler kolonunda a) DNA standardi icin —5 kV, 4 s
elektrokinetik enjeksiyonu b) S. candidissima tiiriinin  OPA—05
primeri ile ¢ogaltilmis olan PCR {iriiniiniin —5 kV, 6 s elektrokinetik
enjeksiyonuna ait elektroferogram..........cccocevveiecieii e
20 mM Tris, 9,5 mM o—fosforik asit, 2 mM EDTA, % 4,5 (a/h) HEC
pH= 7,60 tamponunda, —9 kV ayirma gerilim kosullarindaki ¢iplak
silika kapiler kolonunda a) DNA standardi i¢in —5 kV, 4 s
elektrokinetik enjeksiyonu b) S. sclarea tiiriiniin OPA—05 primeri ile
cogaltilmis olan PCR irliniinin —5 kV, 6 s elektrokinetik
enjeksiyonuna ait eleKtroferogram........cccoooeveeiiiiinieie s
20 mM Tris, 9,5 mM o—fosforik asit, 2 mM EDTA, % 4,5 (a/h) HEC
pH= 7,60 tamponunda, —9 kV ayirma gerilim kosullarindaki ¢iplak
silika kapiler kolonunda a) DNA standardi icin —5 kV, 4 s
elektrokinetik enjeksiyonu b) S. ceratophylla tiirtiniin OPA—05 primeri
ile ¢ogaltilmig olan PCR iirliniiniin —5 kV, 6 s -elektrokinetik
enjeksiyonuna ait elektroferogram..........cccccevveiicieiiecc s
20 mM Tris, 9,5 mM o—fosforik asit, 2 MM EDTA, % 4,5 (a/h) HEC
pH= 7,60 tamponunda, —9 kV ayirma gerilim kosullarindaki ¢iplak
silika kapiler kolonunda a) DNA standardi i¢in —5 kV, 4 s
elektrokinetik enjeksiyonu b) S. viridis tiirtinin OPA—05 primeri ile
cogaltilmis olan PCR firiiniinlin -5 kV, 6 s elektrokinetik
enjeksiyonuna ait eleKtroferogram........cccooceveeiiiiiieicse e
20 mM Tris, 9,5 mM o—fosforik asit, 2 mM EDTA, % 4,5 (a/h) HEC
pH= 7,60 tamponunda, —9 kV ayirma gerilim kosullarindaki ¢iplak
silika kapiler kolonunda a) DNA standardi i¢in —5 kV, 4 s
elektrokinetik enjeksiyonu b) S. bracteata tiiriiniin OPA—05 primeri ile
cogaltilmis olan PCR irliniinlin -5 kV, 6 s elektrokinetik

enjeksiyonuna ait elektroferogram..........ccccccevveiecieiiecc s



@) ANADOLU UNIVERSITESI

4.16.

4.17.

4.18.

4.19.

4.20.

20 mM Tris, 9,5 mM o—fosforik asit, 2 mM EDTA, % 4,5 (a/h) HEC
pH= 7,60 tamponunda, —9 kV ayirma gerilim kosullarindaki ¢iplak
silika kapiler kolonunda a) DNA standardi i¢in —5 kV, 4 s
elektrokinetik enjeksiyonu b) S. verticillata tiiriiniin OPA—05 primeri
ile ¢ogaltilmig olan PCR irliniiniin —5 kV, 6 s elektrokinetik
enjeksiyonuna ait eleKtroferogram........cccooeieeiiniiiiene s
20 mM Tris, 9,5 mM o—fosforik asit, 2 MM EDTA, % 4,5 (a/h) HEC
pH= 7,60 tamponunda, —9 kV ayirma gerilim kosullarindaki ¢iplak
silika kapiler kolonunda a) DNA standardi icin —5 kV, 4 s
elektrokinetik enjeksiyonu b) S. forskahlei turinin OPA—05 primeri
ile c¢ogaltilmis olan PCR iiriiniiniin =5 kV, 6 s -elektrokinetik
enjeksiyonuna ait elektroferogram..........ccccccevveiecieiiccc s
20 mM Tris, 9,5 mM o—fosforik asit, 2 mM EDTA, % 4,5 (a/h) HEC
pH= 7,60 tamponunda, —9 kV ayirma gerilim kosullarindaki ¢iplak
silika kapiler kolonunda a) DNA standardi i¢in —5 kV, 4 s
elektrokinetik enjeksiyonu b) S. fruticosa tiirtiniin OPA—05 primeri ile
cogaltilmis olan PCR irliniinin —5 kV, 6 s elektrokinetik
enjeksiyonuna ait elektroferogram ...
20 mM Tris, 9,5 mM o—fosforik asit, 2 mM EDTA, % 4,5 (a/h) HEC
pH= 7,60 tamponunda, —9 kV ayirma gerilim kosullarindaki ¢iplak
silika kapiler kolonunda a) DNA standardi i¢in —5 kV, 4 s
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1. GIRIS

Tim canlilar hiicrelerden olusur. Hiicreyi olusturan temel organik
molekiiller, kii¢iik molekiiller ve makromolekiiller olmak {iizere baslica iki
kiimede toplanabilir. Kiiciik molekiiller basit sekerler, yag asitleri, aminoasitler ve
niikleotitlerdir. Bu molekiiller hiicrenin temel kimyasal yap1 taglarinin sentezinde
ve enerji eldesinde kullanilirlar. Makromolekiiller ise hiicrelerdeki biitiin biyolojik
olaylar1 yoOneten, genetik bilgileri tagiyarak bunlarin nesillere aktarilmasinda
Onemli islevleri bulunan ve kiiclik molekiillerin birbirlerine baglanarak
yinelenmesiyle olusan zincir bi¢imindeki yapisal islevli polimerlerdir.
Makromolekuller; protein, nikleik asit (DNA ve RNA), yag ve polisakkaritlerden
olusurlar. Canlilik olaylarimin  karmasikligt  makromolekiillerin ~ molekiil
agirliklarimin  10.000—-1.000.000 Da arasinda olmasindandir. Makromolekiiller
arasinda oOzellikle niikleik asitler (DNA ve RNA) ve proteinler hiicrenin
dolayisiyla canlinin yapisal olusumu ve canlilik islevleri agisindan ¢ok dnemlidir
(Watson ve Crick 1953; White ve ark. 1978).

Yeni yiizyillda insan hayatinin gelecegini belirleyecek baslica alanlarin
arasinda molekiiler biyoloji, genetik ve biyoteknoloji yer almaktadir. Insan genom
projesinin On goriilen zamandan Once tamamlanmasi, 3 milyar civarinda
birbirinden  farkli  nlkleotit dizisinin tamimlanmasi, molekiiler tam
uygulamalarinin hizla gelismesine neden olmustur (Anonim, 2012a). Bu nedenle
gunumiizde DNA analizleri son derece 6nemlidir.

DNA kalitesi ve/veya miktar tayinleri genellikle spektrofotometri (Huang ve
ark., 2001a), sivi kromatografisi (Sahin ve ark., 2007), agaroz jel elektroforezi
(Stellwagen ve Stellwagen, 2009), kapiler elektroforez (Righetti ve Gelfi 1999;
Salmanowicz 2000; Mitchelson ve Cheng 2001a; Mitchelson ve Cheng 2001b;
Minunnia ve ark. 2005; Piergiovanni ve Taranto 2005; Sang ve Ren 2006; Liu ve
ark. 2007; Sahin ve ark. 2007; Schmitt—Kopplin 2008), mikrog¢ip elektroforezi
(Xu ve ark. 2002; Zhang ve ark. 2006), LC-MS (Liu ve ark., 2009) ve
elektrokimyasal (Wang ve ark. 1997; Li ve ark. 2009; Jang ve ark. 2011)

yontemlerle yapilmaktadir.


http://www.abbott.com.tr/diagnostik/molekuler_tani.aspx
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Bu yontemler arasindan agaroz jel elektroforez yontemi en yaygin
kullanilan yontem olmasma ragmen, bu tip elektroforetik ayirma yavas,
otomasyonu zor ve kesin kantitatif bilgi vermemektedir (Skoog ve ark. 1998;
Stellwagen ve Stellwagen 2009).

Kapiler elektroforez (CE) yontemi yiiksek ayirma giicii, hiz, on—line teshis,
az miktarda Ornek ve tampona ihtiya¢ duyulmasi gibi Onemli istiinliikleri
nedeniyle son yillarda biyomolekiillerin ayirim ve analizinde, ilaglarda,
kozmetiklerde ve gidalarda uygulama alani bulmustur (Shintani ve Polonsky
1997; Brandolini ve ark. 1998; Amini 2001; Garcia—Cafas ve ark. 2004; Dolnik
2005 ve Stellwagen ve Stellwagen 2009).

Son yillarda biyoloji alanindaki teknolojik ilerlemeler sayesinde, insan ve
hayvanlarda oldugu gibi, bitkilerle ilgili olarak molekiiler biyoloji yontemlerinin
de kullanildig1 ¢ok sayida arastirma bulunmaktadir (Salmanowicz 2000; Bleuyard
ve ark. 2006; Cenkci ve ark. 2010). Benzer veya degisik bir¢ok yontem, gesitli
bitkiler lizerinde de denenmekte ve her giin yeni gelismeler elde edilmekte olup
(Dilsiz, 2004), 6zellikle tibbi veya endemik bitkilerle ilgili ¢alismalar dikkat
¢ekmektedir. Bu yiizden bu tez ¢alismasinda da halk arasinda hem ¢ay hem de
tedavi edici ozellikleri nedeniyle yogun olarak kullanilan Lamiaceae familyasina
ait bazi Salvia tiirleri se¢ilmistir. Ayrica yapilan kaynak taramalarina gore bu
tirlerin CE ile DNA tayin ¢alismalarina rastlanilmamistir. DNA tayinleri icin
oncelikle Eskisehir ¢evresinde dogal olarak yetisen 10 farkli Salvia (Lamiaceae)
tiriiniin yapraklart uygun zamanlarda toplanmig ve sonrasinda yapraklardan
genomik DNA’lar izole edilmisti. Bu DNA’larin saflik ve miktarlar
belirlendikten sonra rastgele ¢cogaltilmis polimorfik DNA yontemi (RAPD—PCR)
ile 4 farkli (OPA—-03, OPA—04, OPA—05 ve OPA—15) primer kullanilarak her bir
bitki tiiriine ait PCR {irlinleri gogaltilmistir. Bu Urlinler agaroz jel elektroforezinde
goruntilendikten sonra elde edilen bantlar yardimi ile dendogram (filogenetik
agac) cikarilmis ve tiirler arasinda var olan taksonomik iliski belirlenmistir. Ayn1
zamanda DNA standardi i¢in %4,5 (agirlik/hacimce; a/h)'lik lineer bagh
hidroksietil seliilloz (HEC) igeren ayirma tamponu ile dinamik kaplama yapilan
kapiler jel elektroforez (CGE) yontemi gelistirilmistir. Daha sonra gelistirilmis

olan bu CGE yontemi ile Salvia L. tiirlerinin OPA—05 primeri ile ¢ogaltilmis olan
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DNA’larinin, PCR saflastirma kiti ile saflastirildiktan sonra tayinleri yapilarak
calisilan tilirler arasindaki farkliliklar/benzerlikler belirlenmeye ¢aligiimistir.
Buradan alinan sonuglar agaroz jel elektroforezinden elde edilen sonuclarla
dogrulanmaya ¢alisilmistir.

Bitki DNA’larinin kapiler elektroforez yontemi ile tayinleri konusunda
degisik uygulamalar igeren ¢ok sayida calisma bulunmaktadir. Ancak bitkilerle
ilgili bu tezde yapildig1 gibi bitki tiirleri arasindaki baglantiy1 bulmaya yonelik
DNA’larla ilgili herhangi bir ¢alismaya rastlanamamistir. GUnimizde
botanikciler ve taksonomistlerin kullandigi bitki tayin yontemleri cinslerden
tirlere, hatta alttiir ve varyetelere dogru inildik¢e olduk¢a zorlagmaktadir. Bu
nedenle, simdiye kadar kapiler elektroforez yontemiyle gerceklestirilmemis bu tiir
bir calismanin kemotaksonomik acidan 6nemli bir boslugu dolduracag:
sOylenebilir. Giliniimiizde molekiiler biyoloji calismalarinin 6neminin giderek
arttig1 distiniiliirse kapiler elektroforez yontemi ile yapilan bu ¢aligmanin daha
pek cok baska calismaya da 151k tutacagi diisiiniilmektedir. Tiim bunlarin yan1 sira
bu tez calismasinda kullanilan CE yonteminin, DNA ayirimlar i¢in biyologlarin
yillardir bagvurdugu bir yontem olan agaroz jel elektroforezine gore daha hassas
bir yontem oldugu ve agaroz jel elektroforezinde miktar1 az oldugu igin
goriintliilenemeyen bazi bantlarin belirlenebilmesinde bu yontemin daha iyi sonug
verdigi gosterilmistir.

Bu tez ¢alismasinda CE yonteminin DNA tayinlerine yonelik farkli ve

0zglin bir uygulamasi gosterilmis olmaktadir.
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2. KAYNAK BILGISi

2.1. Deoksiribonukleik Asit (DNA)

Hiicrelerdeki biitiin biyolojik olaylari yoneten, genetik bilgileri tasiyarak
bunlarin nesillere aktarilmasinda 6nemli islevleri bulunan niikleik asitler,
hiicrelerde bir merkezi yoOnetici gorevine sahiptir. Genetik bilgiyi tasiyan bu
yapilar, ilk olarak hiicre ¢ekirdeginden izole edilmis oldugundan dolay1 niikleik
asitler olarak isimlendirilmislerdir. Ancak, daha sonraki ¢aligmalarda mitokondri
ve kloroplastlarda da niikleik asitlerin varlig1 saptanmistir. Bu makromolekiiller,
Deoksiribontikleik Asit (DNA) ve Riboniikleik Asit (RNA) olmak iizere baslica
iki karakter tagimaktadir (White ve ark., 1978).

Niikleik asitler, ilk kez Isvigre’li bir bilim adami olan Friederic Mischer
tarafindan, 1869 yilinda tanmimlanmustir. Irin icindeki akyuvarlarda proteinlerden
ayr1 olarak asit karakterde kimi maddelerin varligin1 saptayan arastirici bunlara
niiklein adimi1 vermistir. Calismalarin1 daha sonra, salmon spermlerinin ¢ekirdegi
tizerinde yogunlastiran Mischer’in arastirmalar1 1874 yilinda duyulmustur. Benzer
konularda incelemelerini siirdiiren diger bir bilim adami Richard Altman (1889),
asit karakterleri nedeniyle nikleinleri “niikleik asit” olarak adlandirmistir. Daha
sonra Alman kimyaci olan Robert Fuelgen (1920), niikleik asitleri, kendi adi ile
anilan 6zel bir boyama yontemi (feulgen) ile boyamay1 basarmis, ayn1 donemde
Rockefeller Enstitlisi’nde Phoebus Levine, niikleik asitlerin yapisinda 5 karbonlu
bir seker olan pentozun bulundugunu ortaya koymustur. 1940’11 yillarin sonunda
Erwin Chargaff ve arkadaslar1 farkli organizmalardan elde ettikleri DNA’larin
niikleotit bazlarinin oranlarini inceleyerek DNA’nin yapisi ile ilgili ayrintili bilgi
vermistir. DNA yapisim1 aydinlatmak i¢in, 1950 yilinda Rosalind Franklin ve
Maurice Wilkins DNA kristallerini incelerken, gii¢lii bir yontem olan X—isinlar1
kirmimi yontemini kullanarak molekiiliin ¢ift sarmal yapist hakkinda 6nemli
ipuglart elde etmislerdir. Bu ¢alismalardan sonra biyolog James Watson ve fizik
miihendisi Francis Crick (1953), DNA materyalinin ¢ift sarmalli bir yapiya sahip

oldugunu ortaya koymus ve yapilan arastirmalar sonunda, niikleik asitlerin
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yapisina iliskin ¢ok degerli bilgiler elde edilmistir (Dilsiz 2004; Giiler 2006;
Yildirim ve ark. 2007).

DNA molekiilii, iki uzun DNA ipligin bir eksen iizerinde birbirleri etrafina
sarilarak ¢ift sarmal yapi1 meydana getirmesi ile olusan molekiildiir. DNA
molekiiliinii olusturan her bir iplik niikleotit birimlerinin pes pese dizilmesi ile
meydana gelmektedir (Watson ve Crick, 1953). Bir nikleotit, heterosiklik halka
yapist gosteren bes karbonlu bir seker (pentoz), heterosiklik C ve N atomlar
iceren organik bir baz (pirin veya pirimidin) ve bir fosfat grubundan olusur (Sekil
2.1).

Fosfat- 0 HzN . N ;
deoksiriboz ‘:‘f{; H ‘7
omurga - wqu

. L
P o R
[+]
3'ug Sitozin
Guanin

Sekil 2.1. Cift iplikli DNA’nin kimyasal yapisini gosteren sematik (sagda) ve model gosterimi
(Anonim, 2012b)

DNA’nin yapisindaki seker deoksiriboz olarak adlandirilir. DNA'da bulunan
piirin bazlar1 adenin (A) ve guanin (G), pirimidin bazlari ise sitozin (C) ve timin
(T) olarak tanimlanir. Niikleotit yapisinda, bir glikozidik bagla birbirine
baglanmis baz ve seker kismina niikleozid adi verilir. Birden ¢ok niikleotitin
birbirine bagli haline ise poliniikleotit denir. Niikleotitler birbirlerine bir

niikleotitin pentozunun 5' (bes iissii) pozisyonundaki fosfat (PO,~) grubu ile onu


http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/2/2c/DNA_chemical_structure_tr.svg
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Dosya:ADN_animation.gif&filetimestamp=20091122031513
http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/2/2c/DNA_chemical_structure_tr.svg
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Dosya:ADN_animation.gif&filetimestamp=20091122031513
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izleyen nukleotitin pentozunun 3' pozisyonundaki hidroksil (OH ) grubu arasinda
kovalent fosfodiester bagi ile baglanir. Canlilarin biiyiik cogunlugunda ¢ift zincirli
olan DNA molekiilii iki poliniikleotit zincir bazlari arasinda olusan hidrojen
baglar1 ile bir arada bulunur. Bazlar arasinda H baglar1 olusumunun 6zgiinliigi,
iki polintikleotit zincirdeki fosfodiester baglarinin birbirine gore ters ydnde
olmasia yol agar. Bu nedenle iki zincir birbirine zit yonde paraleldir (3'-2>5").
DNA ipliklerin asimetrik olan uglar1 5' ve 3' olarak adlandirilir, 5' u¢ bir fosfat
grubu, 3' ug ise bir hidroksil grubu tasir (Watson ve Crick 1953; Berg ve ark.
2002; Temizkan ve Arda 2008).

En basit hiicre bile karmasik bir yapiya sahiptir ve binlerce farkli ¢esitteki
molekiilden olusur. Bu nedenle, genetik materyalle yapilacak c¢esitli ¢alismalarda
oncelikle yliksek molekiil agirlikli DNA molekiiliiniin saf bir sekilde elde edilmesi
gerekmektedir. DNA izolasyon yontemlerinde birbirini izleyen 3 temel asama

bulunmaktadir (Temizkan ve Arda, 2008).

e Hiicrenin pargalanmasi ile yiiksek molekiil agirlikli DNA’nin aciga
cikarilmasi,

e Denatiirasyon veya proteoliz ile DNA—protein kompleksinin ayrilmasi ve
DNA’nin ¢oziiniir duruma getirilmesi,

e DNA’nin basit enzimatik ve/veya kimyasal yontemlerle proteinler, RNA

ve diger makromolekiillerden ayrilmasi (saflastirma).

Pek c¢ok bitki tliriinde basariyla uygulanan degisik DNA izolasyon
yontemleri bulunmaktadir (Dellaporta ve ark. 1983; Doyle ve Doyle 1987;
Bokszczanin ve Prazybyla 2006; Krizman ve ark. 2006; Sarwat ve ark. 2006). Bu
DNA izolasyon yontemleri ile bitkilerden az miktarda fakat yizlerce polimeraz
zincir reaksiyonu (PCR) i¢in yeterli genomik DNA elde etmek olasidir (Bertea ve
ark., 2006). DNA izolasyonu yaprak ve kok gibi taze bitki dokularindan, sivi
azotta dondurulmus ve derin dondurucuda (—20°C) saklanmis dokulardan, silika
jelde kurutulmus ya da NaCl/Setiltrimetilamonyum bromir (CTAB) c¢ozeltisinde

saklanmis dokulardan yapilabilmektedir (Storchova ve ark., 2000). Bununla
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birlikte en uygun olan yontem taze bitki dokularindan DNA izolasyonu

yapmaktir.

2.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Yizyilin en 6nemli buluglarindan olan “Polimeraz Zincir Reaksiyonu”
(Polymerase Chain Reaction, PCR) ilk kez 1985 yilinda kullanilmaya baslanmistir
(Saiki ve ark., 1985). Molekiiler biyoloji alaninda oldukga fazla kullanilan bu in
vitro yontem, belirli bir DNA bdlgesinin kopyalarinin primerler tarafindan
yonlendirilerek, enzimatik olarak sentezlenmesi seklinde tanimlanmaktadir. Bu
yontem sayesinde ¢ok az miktardaki bir DNA’y1 ¢abuk ve basit bir sekilde
cogaltmak olasidir. Temel olarak bu yontem, PCR karisimima Boélim 2.2.1°de
anlatilan bilesenler ve hedef DNA eklendikten sonra DNA’nin iki zincirinin
yiikksek 1s1 ile birbirinden ayrilmasi (denatiirasyon), daha sonra sentetik
oligoniikleotitler olan primerlerin hedef DNA’ya baglanmas: ve 72°C’da Tag
DNA polimeraz enziminin etkinlesmesi ile ortamda bulunan dNTP’leri kullanarak
zincirin uzamasindan olusan dongiiniin belirli bir sayida tekrarlanmasina dayanir
(Sekil 2.2). Boylece DNA ¢ogaltilmis olur. DNA’nin ¢ogaltilmasi 1s1l—dongii ad1
verilen 6zel bir PCR aleti kullanilarak gerceklestirilir. Bu cihaz, PCR 6rneginin
programlanan sicaklik ve siirelerde tutulmasini saglamaktadir (Mullis ve ark.
1986; Mullis ve Faloona 1987; Yildirim ve ark. 2011).

Gilinimiizde PCR’mn genel kullanim amaglarindan bazilar1 asagida

verilmektedir.

e Hedef DNA’nin ¢ogaltilmasi,

e DNA’daki mutasyonlarin belirlenmesi,

e Dizi analizi icin DNA’nin ¢ogaltilmasi,

e Genetik miihendisligi  amaglar1  dogrultusunda  rekombinant
organizmalar elde edilmesinde gen aktarimi i¢in kullanilmast,

e Laboratuvar sartlarinda kontrollii mutasyon olusturulmasi,

e Molekiiler marker olarak kullanilmasi (RAPD, AFLP, SSR ve ISSR
yontemleri gibi)


http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=RAPD&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=AFLP&action=edit&redlink=1
http://tr.wikipedia.org/wiki/SSR
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=ISSR&action=edit&redlink=1
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Allelik dizi varyasyonlarinin gosterilebilmesi ile doku nakli i¢in doku
tipinin belirlenmesi,

Adli tipta, zan altinda bulunan kisinin dogrulanmasinda ve
analik—babalik tayini,

Tarimda tohum safliginin belirlenmesi,

Mikrobiyolojik teshislerde, genetik kaynakli hemofili, kistik fibrosis,
kanser gibi hastaliklarin tespitinde ve iyilestirilmesinde (Erlich ve ark.

1991; Dilsiz 2004; Viljoen ve ark. 2005, Temizkan ve Arda 2008).
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Sekil 2.2. Tipik bir PCR reaksiyonunun sematik gosterimi (Anonim, 2012c¢)
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2.2.1. PCR’nin temel bilesenleri

Reaksiyon karisiminda kullanilan temel bilesenler kalip DNA, primerler,
dort cesit ANTP (dATP, dCTP, dGTP, dTTP), DNA polimeraz enzimi, tampon
cozelti ve magnezyumdan (MgCl, veya M@SQO,) olusmaktadir. Kullanilan bu
temel bilesenlerin miktar1 ve kalitesi reaksiyon sonucunu Onemli Olgiide
etkilemektedir. Temel bilesenlerin yani sira kullanilan PCR aleti ve primer hatta
mikrosantrifuj tupunin de sonucu etkiledigi bilinmektedir. Bu nedenle kullanilan
bilesenlerin miktar1 deneylerle optimize edilerek en uygun kosul belirlenmelidir.
Optimizasyon yapilmadigi durumda 6zgiil olmayan amplifikasyon, PCR {irlinliniin
zaylf olmasi, daha Once gergeklesen reaksiyonun olusmamasi ve beklenmedik
urtnlerin elde edilmesi gibi sorunlar ortaya ¢ikabilir. Herhangi bir bilesenin fazla
ya da eksik eklenmesi yaniltict sonuglarin elde edilmesine neden olabilir (Erlich
ve ark. 1991; Yildirim ve ark. 2011).

2.2.2. PCR’1n olusum mekanizmasi

2.2.2.1 DNA zincirinin a¢ilmasi

Kalip DNA nin 92-95°C°da 1-2 dk tutulmasiyla ¢ift sarmal yapidaki DNA
iplikleri birbirlerinden ayrilmaktadir. Yiksek sicakliklarda sarmallari bir arada
tutan hidrojen baglarinin ayrilmasi ile DNA denatiire olur. DNA zincirini ayirmak
I¢in bazi durumlarda 5—10 dk 6n 1sitma yapmak gerekebilir (Kumar 1989; Watson
ve ark. 1992; Hadidi ve ark. 1995).

2.2.2.2 Primerlerin acilan DNA zincirlerine baglanmasi

Reaksiyon sicakliginin 37-65°C’a diisiiriilerek oligoniikleotit primerlerin
acilan DNA zincirlerinin kendi baz dizilerine karsilik gelen bdlgeye baglanmasi
islemidir. Bu islem, iretilecek baz uzunluguna bagli olarak 30—60 saniyede
gergeklesmektedir. Baglanma sicakligi (Ta) igin primer %GC igeriginden yola

cikilarak hesaplama yapilmaktadir. Primerlerin baglanmasi asamasinda erime
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sicakligt  (Tm)’nin, Ti’ya oraminin saptanmasi, PCR reaksiyonunun
gerceklesebilmesi agisindan biliylk Oneme sahiptir. Primerlerin T, degerinin
hesaplanmasi i¢in kullanilan ¢esitli denklemler arasinda en yaygin olan1 asagida

verilmistir (Denklem 2.1).

T, =2(A+T saysi) +4(G + C sayisi) (2.1)

Cogu zaman bu denklem ile hesaplanan Tp degerinin 3—5°C altindaki
sicakliklar baglanma sicakligi olarak segilir ve daha sonra en uygun sicaklik
degeri denenerek saptanir. Denklem (2.1) boyu en fazla 20 nikleotit olan
primerler icin gecerlidir. 20 niikleotitden daha uzun olanlar i¢in gelistirilmis farkl
denklemler kullanilir.

RAPD reaksiyonlarinda 10 niikleotitten olusan rastgele primerler
kullamldigindan baglanma sicakligi icin genellikle 37°C kullanilir. Primerin
baglanma sicakliginin dogru belirlenmesi basarili bir PCR gerceklesebilmesi
acisindan biiyiik 6neme sahiptir (Kumar 1989; Innis ve Gelfand 1990; Temizkan
ve Arda 2008).

2.2.2.3 Primer uzamasi

DNA zincirleri lizerine baglanan primerlerin DNA polimeraz enzimi (Taq
DNA) araciligi ile uzatilmasidir. Primerlerin uzamasi asamasinda tamamlayici
diziyle birlesen primer hibritlestigi sarmalin karsihgini sentezler. Tag DNA
polimeraz enzimi 72°C sicaklikta daha iyi calistig1 icin genel olarak tiim ¢ogaltma
islemleri bu sicaklikta yapilmaktadir (Erlich ve ark., 1991). Uzama asamasi i¢in
cogunlukla 2 dk yeterlidir ancak uzun bir DNA parcas1 PCR ile ¢ogaltilacaksa
stire arttirilmalidir.  PCR  {irlinli  olan tiim molekiillerde reaksiyonun
tamamlanmasin1 garanti altina almak amaciyla son dongiiniin uzama stiresi
genellikle uzun (10—15 dk) tutulur.

3 basamaktan olusan islem, bir PCR dongiisiinii temsil eder. Bu islem, genel
olarak 25 ile 40 defa yinelenerek baslangigtaki DNA dizisinden milyonlarca yeni
DNA parcacigr ¢ogaltilir. PCR sonucunda elde edilen DNA parcgaciklari agaroz

11
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veya poliakrilamit jellerde yaratuldukten sonra, etidyum bromir (EtBr) veya

giimiis nitrat ile boyanarak gozlenmektedir (Kumar 1989; Hadidi ve ark. 1995).
2.2.3. PCR’m iistiinliikleri ve eksiklikleri

PCR yoOnteminin en Onemli istiinliglii ¢ok kiiclik miktarda DNA veya
RNA’nin, belirli bir bolgesinin  kisa siire igerisinde, milyarlarca defa
cogaltilabilmesidir. Bu yontem, aym1 zamanda cok hassas, kendine has ve
giivenilirdir. Elde edilen {iriinlerdeki hata payr diger yontemlerle (6rnegin
serolojik yontemler) karsilastirildiginda daha diistiktur.

Diger biyokimyasal islemlerde oldugu gibi PCR yontemi ile DNA
cogaltilmasinda da istenmeyen hatalar olusabilmektedir. Hatali bir niikleotitin
DNA zincirine yerlesmesi mutasyona sebep olmaktadir. Bu tip hata oran1 genelde
milyarda bir olarak ortaya cikmaktadir. Reaksiyon sirasinda hatali niikleotit
baglanma orami ise 3x10%-3x10° arasinda degismektedir. Buna karsilik son
zamanlarda hatali niikleotit baglanma orani 2x10~" olan Pfu DNA polimeraz
enzimi kullanilmaya baglanmistir. Bir reaksiyon ile yaklasik 10 kb uzunluguna
kadar olan DNA boélgelerinin amplifikasyonu yapilabilir ancak ideal olani
0,1-1,0 kb’a kadar olan DNA bdélgeleridir. Ayrica amplifikasyonun verim orani
hedef DNA’nin saf olarak elde edilmis olmasina baglhdir.

PCR yontemi icin baslangicta pahali laboratuvar donanimlarina ihtiyag
olmasi, cok iyi egitilmis eleman gerekliligi, kullanilan sarf malzemelerin
pahalilig1 ve zaman zaman kontaminasyonlar veya diger faktorlerden dolay: hatali
sonuglar alinabilmesi yontemin en énemli olumsuzluklaridir (Dilsiz 2004; Yilmaz
ve Devran 2004).

PCR yonteminin bulunmasindan bu yana teknolojide ¢ok hizli gelismeler
olmus ve buna bagl olarak da cesitli amaclar i¢in ¢ok farkli PCR yodntemleri

gelistirilmistir.
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2.2.4. Rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA yontemi (random amplified
polymorphic DNA; RAPD—PCR)

Rastgele ¢ogaltilmis polimorfik DNA (Random Amplified Polymorphic
DNA, RAPD) yontemi ilk defa 1990 yilinda rastgele secilmis primerlerin
kullan1ldig1 ve PCR’1 temel alan bir yontem olarak ortaya ¢ikmistir (Williams ve
ark., 1990).

Bu yontem, niikleotit dizi bilgisine sahip olmaksizin polimorfizmin
belirlenmesini saglar. RAPD’nin temeli yaklagik 10 niikleotitlik ve niikleotit
dizilimi rastgele se¢ilmis tek cesit primerlerin kullanimina dayanir. Bu primerler
tasarlanirken primerlerin GC/AT oranlarinin %50 ya da daha biiylik olmasina
0zen gosterilir. RAPD yonteminde ¢ogaltma, kullanilan primerin uzunluguna ve
primer dizisindeki tek bir niikleotitin yerine duyarlidir. Bu primerlerin
cogaltilacak DNA’da kendine uygun bolgelere baglanabilmelerini kolaylastirmak
i¢in primer baglanma sicakliginin diisiiriilmesi de 6nemlidir. Bakterilerden insana
kadar ¢ogu organizmanin genomu 10 niikleotitlik kisa rastgele primerler igin
yeteri kadar birbirine ters konumlu baglanma yeri tasirlar. Boylece primerlerin
birbirlerine birkag bin baz ¢ifti uzaklikta farkli yerlere, birbirlerine ters konumlu
sekilde baglanmalariyla primer baglanma bolgeleri arasindaki kisimlar ¢ogaltilir.
Farkl1 bireylerde niikleotit dizilimi de degisik oldugundan, bireylerden birinde bir
primer baglanma yerinin kaybi ya da degismesi ¢ogalan PCR iiriinleri arasinda
0zgiil bant/bantlarin kaybolmasina yol agar. RAPD—PCR ydntemiyle elde edilen
ve agaroz jelde elektrik akimi altinda saptanan goriintiiye RAPD profili ad1 verilir.
PCR ile elde edilen Grtnlerin agaroz jel elektroforezi ile analiz sonucu EtBr ile
boyandiktan sonra olusan bantlarin  goriintiilerinin  benzerlik dereceleri
belirlenerek polimorfizm hakkinda fikir edinilebilir. DNA parmak izi olarak da
adlandirilan bu yontem tipta adli olaylarin incelenmesinde, kalitsal hastaliklarla
enfeksiyon hastaliklarinin tanisinda, tarimda tohum safliginin ve secilmis
genotiplerin  belirlenmesinde, tiir tanisinda, yine benzer amaglar igin
hayvancilikta, evrim ve arkeoloji gibi cesitli temel ve uygulamali ¢aligma

alanlarinda her gecen giin artan sekilde kullanilmaktadir (Williams ve ark. 1990;
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Oz Aydm 2004; Temizkan ve Arda 2008). Sekil 2.3’de RAPD yontemi sematik
olarak verilmektedir.
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Sekil 2.3. RAPD reaksiyonunun sematik gosterimi (Oz Aydin, 2004)

Sekil 2.3’de goriildiigii gibi RAPD—1 ve RAPD—2 reaksiyonlarinda bir tane
primer ve iki tane farkl kalip DNA kullanilmistir. Oklar reaksiyona katilmis olan

ayni diziye sahip primerin kopyalar1 olup oklarin yonii DNA sentez yOniinii

14

@) ANADOLU UN



@ ANADOLU UNIVERSITESI

gostermektedir. RAPD—1 reaksiyonundan A ve B Urinleri elde edilirken RAPD—2
reaksiyonu ile B elde edilmistir.

RAPD-PCR yonteminde calisilan bitkilere 6zgii olarak MgCl,, dNTP ve
Tag DNA polimeraz bilesenlerinin en uygun olan derisimlerinin belirlenmesi

reaksiyonun tekrarlanabilirligi acisindan gereklidir (Oz Aydin, 2004).

2.3. Elektroforez

Elektroforez, yiiklii par¢acik veya molekiillerin sivi iletken bir ortamda
elektrik alan etkisiyle hareket etmeleridir.

Elektroforez ile ayirma, ince bir tiip i¢indeki veya diiz gézenekli bir destek
ortamindaki (6rnegin, kagit veya kati jel) sulu bir tampon ¢ozeltiye analiz edilecek
ornegin kiiciik bir bant halinde uygulanmasi ile gergeklestirilmektedir. Tampon
cozeltiye, her iki ucundaki elektrotlar araciligi ile yiliksek bir dogru akim gerilimi
uygulanir. Uygulanan bu gerilim, 6rnekteki iyonlarin elektrotlardan birine veya
digerine gd¢ etmesini saglar. Ornekteki cesitli analitlerin ayrilmasi go¢ hizlarina
ve taneciklerin yiik/boyut oranlarindaki farka baglidir. Bu oranin biiyiik olmasi,
elektrik alanda ilgili iyonun daha hizli hareket etmesini saglar (Skoog ve ark.,
1998).

Elektroforez iki sekilde gergeklestirilir;

e Tabaka (agaroz) jel elektroforez

o Kapiler elektroforez (CE)

2.3.1. Tabaka (agaroz) jel elektroforez

Yillarca karmasik, yiiksek molekiil agirlikli biyolojik ve biyokimyasal
molekiillerin ayiriminda kullanilan klasik bir yontem olan tabaka jel
elektroforezinde ayirma, gozeneklerinde sulu tampon ¢ozelti bulunan yari—kati bir
ince jel tabakasi kullanilarak yapilmaktadir. Bu jel tabakasi birka¢c cm
genigligindedir ve ayn1 anda birden fazla ornekle caligilabilir. Analiz edilecek

ornek bir leke ya da ince bir bant seklinde jele uygulanir, belli bir siire dogru akim
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gerilimi uygulanir. Ayirma islemi tamamlandiktan sonra uygun boyama
yontemleri ile boyanarak yirtyen molekiller belirlenir. Kati jel destegi ile ayirimi
yapilacak molekiillerin hareketi, molekiillerin yiikiine, boyutuna, big¢imine,
kimyasal igerige ve uygulanan elektriksel alana baghdir (Skoog ve ark. 1998;
Temizkan ve Arda 2008).

Tabaka jel elektroforezinde kullanilan destekleyici madde mekaniksel etkiyi
engellemek ve molekilleri biiylikliklerine gore aymrmak ic¢in kullanilir.
Destekleyici madde nisasta, poliakrilamit, agaroz veya agaroz—akrilamit karigimi
olabilir. Poliakrilamit jeller genellikle kiicik DNA pargalar1 (5-500 baz ¢ifti) ve
RNA molekiillerinin ayiriminda kullanilir. Bu tip jeller, ayirim giicleri ¢ok fazla
oldugundan, boyut bakimindan birbirine ¢ok yakin kiigiik DNA parcalarinin
analizleri i¢in daha uygundur. Ancak poliakrilamit jelleri hazirlamak zordur ve
uzun siire alir. Ayrica uygulanacak DNA’nin yiiksek derisimde olmasi
gerektiginden bu tip jellerin kullanilmasi pratik degildir. Gelistirilmis elektroforez
yontemleri icinde nikleik asit (DNA ve RNA) pargalarinin tanimlanmas,
saflagtirilmast ve ayrilmasi i¢in kullanilan en yaygin yontem agaroz jel
elektroforezidir (Y1ldiz ve Yildiz 2007; Temizkan ve Arda 2008).

Agaroz, bir kirmiz1 alg tiirli olan Agar’dan izole edilen bir polisakkarittir.
Agaroz sicak suda ¢oziiniir ve sogutuldugu zaman polimerde karsilikli hidrojen
baglarinin olusumu ile jel yapisi olusur. Yiiksek sicaklikta c¢Ozlnen agaroz
cOzeltisi ~50°C’a kadar sogutulduktan sonra (dikey sistemde) jel kasetleri arasina
veya (yatay sistemde) jel tepsilerine dokulir. %0,5 (a/h)’den daha diisiik agaroz
iceren jeller ¢cok kirilgan oldugundan yatay sistem tercih edilir. Ayirimi yapilacak
ornek taraklarla olusturulmus kuyucuklara konur ve ayirim tamamlanincaya kadar
gerilim uygulanir.

Cizelge 2.1’de DNA ayirimi i¢in agaroz derigimleri verilmektedir.
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Cizelge 2.1. DNA ayirimlari i¢in agaroz derigimleri

Agaroz Lineer DNA Biiyiikliigii (baz ciftleri)
% (a/h)

03 1.000-30.000

0,7 800—12.000

10 500-10.000

12 400-7.000

13 300-3.000

14 250-3.000

15 200-3.000

20 50—-2.000

Cizelge 2.1°de gorildiigii gibi agaroz derisimi %0,3—2 (a/h) arasinda
degistirilerek jelin por capi ayarlanabilir. Bdylece, kiigiik DNA parcalari igin
yuksek, buyik DNA pargalari igin diisiik agaroz derisimi kullanilarak DNA’nin
jelde en uygun bir sekilde ilerlemesi saglanabilir. Analiz edilen molekillerin
agirliklar1 ayni jelde molekiil agirliklar: bilinen standart niikleik asit parcalarinin
yuratilmesiyle tayin edilebilir (Viljoen ve ark., 2005).

DNA’nin jelde goriiniir hale gelebilmesi EtBr boyasmnin DNA baglar
arasina baglanarak 300 veya 360 nm’de 15181 absorplamasi sonucu UV 15181
altinda floresan etki gostermesi ile olur. Bu etki DNA derisimine bagli olarak
kuvvetli ya da zayif olabilir (Temizkan ve Arda, 2008).

Molekiillerin  biiyilikliklerine gore ayirabilme oOzellikleri tabaka jel
elektroforezinin pek ¢ok amag i¢in kullanimina olanak saglamistir. Bu nedenle,
farkli amaglar i¢in izole edilen DNA ve RNA’larin tanimlanabilmesi, temizliginin
kontrolii, hangi formda oldugunun belirlenmesi, biiyiikliigliniin saptanabilmesi ve
Ozellikle genetik miihendisligi yontemleri ile DNA yapisinda olusturulan
degisikliklerden sonra elde edilen yeni formlarin incelenmesi yoniinden agaroz jel
elektroforez yontemi, molekiiler genetik alaninda 6nemli bir deneysel sistem
olusturmaktadir (Yildiz ve Yildiz, 2007). Yontemin istiinliikleri basit ve hizh
olmasi, ayrica diger yontemlerle yeterli diizeyde ayrilamayan DNA parcalarinin

ayrilabilmesini saglamasidir (Temizkan ve Arda, 2008).
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Sekil 2.4’de tabaka jel elektroforez yoOnteminin c¢alisma prensibi

verilmektedir.

JEL ELEKTROFOREZI

PCR sonrasi

DA
Kopyalar:

1. PCR ur‘urﬂar'l, yikleme
soliisyonu ile jele
yiklenir,

2. PCR drinler: iki akim

arasinda biiyikliklerine -
gdre ilerler 3. Uriinler (+) ydninde hareket

eder.

@ il in Q 6_) 4. Baz uzunlugu agisindan

i kisa Urun daha hizle hareket
me | ~——"eder ve bu nedenle jelin en
dniinde yer alir,

Sekil 2.4. Tabaka jel elektroforezi ¢calisma prensibi (Anonim, 2012c)

Yapisindaki fosfat gruplarindan dolay: negatif yukli olan DNA molekdlleri

Sekil 2.4’den de goriildiigii gibi olusturulan elektrik akimi sayesinde agaroz jel

elektroforez iginde negatif kutup olan katottan, pozitif kutup olan anoda dogru
hareket ederler (Viljoen ve ark., 2005).

DNA’nin elektroforetik hareketini etkileyen ana faktorler sunlardir:

DNA’min  molekiiler biiyiikliigii: Bliylik molekiil agirhikli DNA,
kiigiigline gore geride kalir.

Tampon derigimi: Ayn1 molekiiler Olglilere sahip DNA’lar farkhi
derisimlerdeki tamponlarda, farkli ilerleme hizina sahiptirler.

DNA’nin konformasyonu: Ayni1 molekiil agirligina sahip olan kapali

dairesel, kesik dairesel ve dogrusal DNA molekiillerinin kapiler
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elektroforezde ayni kosullardaki hareket hizlari birbirinden farklidir.
Halkasal DNA, dogrusal olana gore daha yavas ilerler.

o Uygulanan akim: Uygulanan akima bagli olarak elektriksel alanin
biyiikliigii arttirilldikga DNA’nin  biiylik molekiil agirligina sahip
pargalarinin hareket hizlari da artar (Yildiz ve Yildiz, 2007).

2.3.2. Kapiler elektroforez

Kapiler elektroforez (CE), kapiler bir kolon igindeki bilesenlerin, kolonun
her iki ucundan uygulanan yiiksek dogru akim gerilimi ile ayrilmasi iizerine
kurulmus bir ayirma yontemidir.

Kapiler elektroforez sisteminin sematik gosterimi  Sekil 2.5°de

verilmektedir.

Detektir
Kapiler Bilgizayar

Numune \ i
Emeksiyon

SEMEON: oy semmi——

\ 3 .
|
|
|
1 Yitksck Volta
: Giig Kaynag
I
I
|
I
: Elektrotlar
1

Anot Katot —l

MNumune Girig Tampomnu Cikig Tamponiu

Sekil 2.5. Kapiler elektroforez sisteminin sematik gosterimi (Anonim, 2009)

CE’de elektrolit veya calisma tamponu denilen sulu bir tamponla
doldurulmus olan kapiler kolonun iki ucu ayni tamponla dolu kaplarla baglanti
halindedir. Her iki tampon c¢ozeltisinde +30 kV’a kadar kullanilabilen yiiksek
gerilim gii¢ kaynagina baglanmis elektrotlar bulunur ve bu giic kaynagindan

elektrik alan uygulanir (Sekil 2.5). Giris ve c¢ikis kaplart ile kapiler, tampon
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¢ozeltisi ile doldurulur. Ornek enjeksiyonu igin, kapilerin giris ucu érnek kabina
daldirilir. Tekrar giris kabina alinarak giris ve ¢ikis kaplarina elektrik alani
uygulanir ve bilesenlerin ayirimi saglanir. Bilesenler dedektor oniinden gecerken
bir sinyal olusturarak tayin edilirler. Zamana kars1 dedektor sinyalinin olusturdugu
grafige elektroferogram denir (Landers, 1994).

Kapiler kolonlarin boylar1 30—100 cm, i¢ caplar1 25—100 pm ve dis ¢aplari
350400 pm olup eritilmis silikadan yapilmislardir. Kapilerin esnekligini
saglamak i¢in kapiler kolonun f{izeri poliimid tabakasiyla kaplanmistir.
Dedektoriin 151k yolunu kapatmamasi i¢in poliimid kaplama bu bdlgeden
kaldirilir. Bunun i¢in erimis silika kapilerin dis kismindaki poliimid koruyucu
kaplamanin bir kismi yakma, ¢6zme ve kazima ile uzaklastirilir (Sekil 2.6).
Tampon ¢ozeltiye daldirilan elektrotlar, uygulanan gerilimden etkilenmemeleri

icin, platinden yapilmislardir (Baker 1995; Marina ve ark. 2005).

Eritilmis silika hv (Istk kaynagr)

i
- L 5-60 cm -

N

, e
Poliimid kaplama Dedektor penceresi @

Dedektor

25-100um
-

Sekil 2.6. Eritilmis silika kapiler kolonun boyuna kesiti (Yardimei, 2006)

Kapiler igine 6rnek enjeksiyonu hidrodinamik veya elektrokinetik olarak
yapilabilir (Sekil 2.7).
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Sekil 2.7. Kapiler elektroforezde enjeksiyon sistemleri a, b ve c) Hidrodinamik enjeksiyon, d)

Elektrokinetik enjeksiyon

Ornek enjeksiyonu igin en yaygm kullamilan ydntem hidrodinamik
enjeksiyondur. Bu yontemde enjekte edilen miktar, basinca ve basincin
uygulanma siiresine baglhidir. Hidrodinamik enjeksiyonda yiiklenen 6rnek miktari
ornek ortamindan hemen hemen bagimsizdir. Bu yontemle yapilan enjeksiyonda,
iyon yiikiinden dolay1 hareketlilikte herhangi bir fark meydana gelmez. Genellikle
uygulanan enjeksiyon siiresi 0,5-10 s ve enjeksiyon basinct 25—100 mbar’dir.
Hidrodinamik enjeksiyon uygulamasinin 3 yolu vardir. Bunlardan birincisi,
kapilerin giris tarafina konulan 6rnek kabina basing uygulanmasidir (Sekil 2.7a).
Hidrodinamik enjeksiyonun ikinci yolu, drnek viali kapilerin girig kismindayken,
cikis kismindaki elektrolit vialine vakum uygulanmasidir (Sekil 2.7b). Ucglincii
hidrodinamik enjeksiyon yonteminde ise sifon etkisinden yararlanilir. Kapilerin
giris kismina takilan ornek kabi, cikistaki elektrolit kabindan daha yiiksege
yerlestirilir ve Ornek, yercekiminin etkisiyle kapilerin igine girer (Sekil 2.7c).
Hidrodinamik enjeksiyonlarin ardindan 6rnek kabi ¢ikarilip ¢alisma elektrolit kabi
takilir ve gerilim uygulanarak analize devam edilir.

Elektrokinetik enjeksiyonda, oOrnek bilesenlerinin kapiler igine gog
etmelerini saglayacak sekilde, kapilerin giris kismina 6rnek kabi yerlestirildikten
sonra 6rnek kabiyla ¢ikis kismindaki ¢alisma elektrolit kabi arasinda elektrik alant

uygulanir. Olusan elektrik alanin etkisiyle 6rnekteki iyonlar kapiler icine gog
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etmeye baglar. Bilesikler elektroozmotik akis ve elektroforetik hareketlilik ile
kapilere taginir. Ornek kab tarafi anot (+), cikis kabn tarafi katot (—) oldugundan,
ilk 6nce Ornekteki anyonlar kapilere go¢ eder; ardindan nétral bilesikler olusan
akis nedeniyle kapilere girer ve en son katyonlar girer. Bu enjeksiyon yonteminde
hizl1 hareket eden iyonlar, yavas hareket eden iyonlara gore daha fazla oranda
kapilere alinmaktadir. Ornek, gerilim uygulanarak kapiler kolona alindiktan sonra
ornek kabi cikarilip tampon kabi takilir ve gerilim uygulanarak analize devam
edilir. Jel ile doldurulmus kapilerler kullanildiginda genellikle elektrokinetik
enjeksiyon tercih edilir (Skoog ve ark. 1998; Heiger 2000). Iyonik siddeti diisiik
olan Orneklerdeki DNA’larin enjeksiyonunda en etkili yontem elektrokinetik
enjeksiyondur (Schans, 1997).

Iyi bir ayirim i¢in enjekte edilen 6rnek hacminin, kapilerin hacminden daha
kiigiik olmas1 gerekir. Ornegin, 1 m uzunlugunda 75 pm capinda kapiler bir
kolonun hacmi 5 pL’dir. Bdyle bir kolona enjekte edilecek o6rnek 5—50 nL
olmalidir. Aksi halde kolon asir1 yiiklenmis olur.

Kapiler elektroforezde UV, floresans, elektrokimyasal, lazer indikleyici
floresans (LIF), kitle spektrometresi, iletkenlik ve kirilma indisi gibi pek ¢ok
dedektor kullanilabilir. Absorbans dedektorleri CE’ye uygulanabilirlikleri
nedeniyle yaygin olarak kullanilirlar. Gozlenebilme sinir1 genellikle 10°-107" M

araligindadir (Baker 1995; Shintani ve Polonsky 1997).

2.3.2.1. Kapiler elektroforezin Ustunlikleri

Kiiciik capli ¢iplak silika kapilerler (25-150 pm ¢apl) ile ¢calisma verimi

arttirilmaktadir.

e Kapiler boyunca yiiksek gerilim (10—30 kV) ve yiiksek elektrik alan
(100—1000 V Cmfl) uygulanabilmesi nedeniyle hizli ayirim yapilabilir.

e Akima ve i¢ 1sinmaya karsi kapilerin yiliksek dayanim giicii vardir.

e Bilesenlerin ayirimi iyidir ve analiz stiresi kisadir.

e Yiksek verimlilikte ve dar pikler elde edilebilir.

e Bilesenlerin teshisi kapiler i¢inde gergeklesir.

22



@ ANADOLU UNIVERSITESI

e Kapiler elektroforezde kullanilan hacimlerin ¢ok az miktarda (nL
diizeyinde) olmasi nedeniyle kullanilan 6rnek ve reaktifler de az miktarda
harcanmaktadir.

o Farkl segcicilik tiirleri ve genis uygulama alani bulunmaktadir.

e Sulu ortamda calisilabilir.

e Kapiler elektroforez ile diisiik derisimlerdeki bilesenler (10" M) tayin
edilebilir. Farkli dedektorler kullanildiginda daha diisiik derisimler de
tayin edilebilir.

e Kapiler elektroforezin ¢esitli tipleri sayesinde polar, apolar, iyonize veya
yiiksek molekiil agirlikli pek ¢ok 6rnek tipi tayin edilebilir.

e Yontem gelistirmesi kolaydir (Baker 1995; Heiger 2000).

Kapiler elektroforez yontemi tabaka jel elektroforezi ve yiksek performans
sivt kromatografisi (HPLC) yontemlerini birlestiren olduk¢a yeni bir ayirma
teknolojisidir. CE yonteminde aymi kapiler ile polar, apolar, kiral bilesiklerin ve
proteinler gibi makromolekiillerin, oda sicakliginda ve bir sivi pompasina gerek
duyulmaksizin diisiik basingta ayirim ve analizleri yapilabilmektedir. HPLC
kolonlar1 ile karsilastirildiginda kapiler kolonlar daha ucuz, kullanimi kolay ve
daha uzun Omiirliidiir. Geleneksel tabaka jel elektroforezden farkli olarak
aymmlar genellikle jel gerektirmeksizin ¢ozelti icerisinde gergeklestirilir. Kapiler
elektroforez, tabaka jel elektroforezin aksine aletsel bir yontemdir (Cunico ve ark.
1998; Skoog ve ark. 1998). Kuclk hacimlerdeki (10 ile 100 nL) 6rneklerde
yiiksek ayirma giicline sahiptir. Ayrilan maddeler kapiler kolonun c¢ikisinda
bulunan dedektor tarafindan algilanarak kalitatif ve kantitatif analiz yapilabilir.
Ayn1 zamanda tabaka jel elektroforezinde kullanilan boyama islemi kapiler
elektroforezde kullanilmaz. Ayrica geleneksel tabaka jel elektroforezinde boya ile
yeterince islem gormeyen ya da derisimi az olan DNA’larin silik bantlar
olusturmalar1 nedeniyle giicliiklerle karsilagilmaktadir. Kapiler elektroforez bu
acidan kiiclik hacimde oOrneklerde ya da parcalanmis DNA'larla yapilan
caligmalarin sonucunda derisimi az olan PCR f{iriinii bulundugu durumlarda daha
iyi sonu¢ vermektedir. Yiiksek gerilim kullamimi geleneksel jel elektroforezine

gore ¢ok daha hizli ayirim yapabilmeyi saglar (Asicioglu ve ark., 2002).
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Ayrica tabaka jel elektroforez, son yillarda kullanilmaya baslayan yeni bir
yontem olan mikro diizeyde analizlerin yapildigi mikro sivi kromatografisi
(u—LC), HPLC ve CE yontemleri karsilastirmali olarak Cizelge 2.2°de

Ozetlenmistir.

Cizelge 2.2. Tabaka jel elektroforez, p—LC, HPLC ve CE yontemlerinin karsilagtiriimasi
(Weinberger, 2000)

Tabaka Jel p—LC HPLC CE

Elektroforez
Hiz yavas orta orta hizli
Cihaz Maliyeti diisiik yiksek orta orta
Hassasiyet:
CLOD* az az cok iyi az
MLOD* az iyi az cok iyi
Verimlilik orta orta orta yuksek
Otomasyon az var var var
Kesinlik az iyi cok iyi iyi
Miktar Tayini zor kolay kolay kolay
Secicilik orta orta orta yuksek
Yontem Gelistirme yavas orta orta hizli
Reaktif Sarfiyati diisiik diisiik yuksek cok az
Preperatif Kullanim iyi orta cok iyi diisiik
Saglamlik iyi iyi cok iyi iyi
Ayirimlar:
DNA cok iyi orta orta cok iyi
Proteinler cokK iyi Tyi Tyi cokK iyi
Kigik Molekiiller zay1f cok iyi cok iyi cok iyi

* CLOD: Derigim tayin sinirt; MLOD: Kiitle tayin sinir1

2.4. Kapiler Elektroforezde Ayirim Ilkeleri

Kapiler elektroforezde pargaciklarin go¢ hizlart iizerine iki kuvvet etki
etmektedir. Birincisi, iyonun bulundugu tamponun akisindan kaynaklanan
elektroozmotik akis, ikincisi de uygulanan gerilimden kaynaklanan ve elektrik

alanin iyon tizerinde olusturdugu elektroforetik etkidir.

24



@ ANADOLU UNIVERSITESI

2.4.1. Elektroozmotik akis (EOF)

Elektroozmotik akis kapiler duvarindaki sabit yiiklii kapilerdeki c¢ozeltiye
elektrik alan uygulandiginda olusan akistir. Eritilmis silika kapilerin i¢ yiizeyi
silanol gruplar1 (SiOH) ile kaplidir ve kapilerin i¢ ytzeyi SiOH gruplarinin
iyonlagmasi ile eksi yiikli hale gelir. Silanol gruplar zayif asidiktir ve pH 3’den
bliyiik oldugunda silanoat (SiO") gruplarina iyonize olurlar. Bu, kapilerin NaOH
veya KOH ile muamele edilmesi ile saglanir. Calisma tamponundaki pozitif yukli
iyonlar, kapiler g¢eperine yaklasarak iyonlasmig SiO gruplarinin etrafinda bir
elektriksel tabaka olusturur. Bu katyonlar tiim negatif yiikii noétrallestirecek
yogunlukta degildir ve bu yiizden katyonlarin ikinci bir tabakas1 olusur. ilk olusan
tabaka sabit tabakadir ve silanoat gruplar tarafindan sikica tutulur. D1s tabaka ise
hareketli tabakadir. Bir elektrik alan uygulandiginda, bu dis tabaka negatif yiiklii
elektroda (katot) dogru hareket ederken tampon ¢ozeltiyi de siiriikler ve bdylece
elektroozmotik akisa (EOF) neden olur (Sekil 2.8). Bu iki tabaka, elektriksel ¢ift
tabaka olarak adlandirilir. Bu iki tabaka arasinda ayirici bir diizlem vardir ve
burada, iki tabaka arasindaki gerilim farkindan dogan elektriksel bir dengesizlik

s0z konusudur. Buna Zeta ({) Potansiyeli denir (Denklem 2.2).

NN VAN VANVANVANVANVANVAN
Si Si Si Si Si Si Si Si Si
O O0OO0OO0OO0OO0OO0OO0OO0
OOOOOO000
HOEEEOOGO®

+ | Elektroozmotik akis ) ————) -

M“@@@®@@@@@H$&mm
HOOOOOOO®  sapit tabaka

0. 0.0.0 0. 0.0 0 0.
Si Si Si Si Si Si Si Si Si
/IN/INZINZINZINZINZINZINZIN

Sekil 2.8. Kapiler icinde elektroozmotik akisin gdosterimi (Baker, 1995)
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_Anoe
&

4 (2.2)

C: Zeta potansiyeli, V
o: Elektriksel ¢ift tabakanin kalinligi, m
&: Tamponun dielektrik sabiti, C/V m

e: Birim alan basina yiik, C/m?

Elektroozmotik akis hiz1 (2.3)’de gosterilebilir.

_&CE
Ugot = 47”7 (23)

Veof: Elektroozmotik akis hizi, m/s

&: Tamponun dielektrik sabiti, C/V m
{: Zeta potansiyeli, V

n: Tamponun viskozitesi, N s/m?

E: Uygulanan elektrik alan, N/C

Istenilen hizda iyonik gocii ve ayirmayi saglamak icin yiiksek bir elektrik
alan uygulanmalidir. Hizli ayirmanin yaninda en 6nemli amag yiiksek bir ayirim
giicii elde etmektir. Bunun i¢in, elektroforezde ayirma giiciinii etkileyen hareketli
faz bilesimi, pH, tampon derisimi, enjeksiyon hacmi gibi faktorlerin incelenmesi

gerekir (Baker, 1995).

Elektroozmotik akisi etkileyen etkenler:

Gerilim: Gerilim degistirilerek, uygulanan elektrik alan degistirilebilir. Gerilim
arttirildiginda elektroozmotik akis artar ve go¢ zamanlari diiser. Miimkiin olan en
yiiksek gerilimin kullanilmast Onerilir, fakat yiiksek gerilim yiiksek akim
olusmasina ve kapilerin 1sinmasina (Joule 1sinmasi) neden olur. Joule 1sinmasi
istenmeyen bir durumdur ve eger kapilerdeki 1sinma cabuk sogutulamazsa,

sicaklik kapiler i¢inde artar ve bu artig da pik genislemesine, tekrarlanamayan gog
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zamanina, Ornek bozunmasi ya da igeriginin degismesine veya tampon
kaynamasina yol acgarak elektriksel iletkenligin Onlenmesine neden
olabilmektedir. Uygun gerilimi se¢mek i¢in gerilim—akim egrisinin dogrusalliktan
sapt1g1 maksimum nokta alinabilir.

pH: Yiiksek pH’larda kapiler i¢ duvarinda SiOH’1in SiO ’a iyonizasyonu yuksek
miktarda oldugu i¢in pH arttik¢a elektroozmotik akis artar. Daha ylksek pH’larda
daha fazla SiO iyonizasyonu, bu da yuksek zeta potansiyeline ve sonucta da
elektroozmotik akis hizinin artmasina neden olur.

Tampon__Derisimi__(Iyonik _Siddeti): Kapiler sicakligi kontrol edildiginde,

tamponun iyonik siddetinin veya derisiminin arttirilmasi, elektroozmotik akisi
azaltarak zeta potansiyelinin diismesine neden olur. Kapiler sicakligi kontrol
edilemiyorsa iyonik siddet ya da derisimdeki artis akim artisina, viskozitenin
azalmasina ve dolayisiyla elektroozmotik akista bir artisa neden olur. Genel kural
olarak tampon derisimi, 6rnek derisiminin en az 100 kati biiyiikliikte olmalidir.
Diisiik tampon derisiminde kisa analiz siiresi elde edilir, ancak ¢ok seyreltik
tamponlarda pik sekillerinin bozulma olasigindan dolayr bu durumdan
kacinilmalidir. 10 mM—-100 mM derisim araligindaki c¢alisma tamponlari
kullanilir.

Sicaklik: Sicaklik artigi, tamponun viskozitesini diislirdiigli i¢in elektroozmotik
akigi arttirir. Sicaklik artis1 ayn1 zamanda dielektrik sabitini de diisiiriir. Dielektrik
sabitinin diismesi elektroozmotik akis1 azaltir ancak bu durum tamponun
viskozitesinin diigmesi yaninda Onemsizdir. Bu nedenle, genellikle yiiksek
sicaklik tercih edilir. Fakat sicaklik artisi zon yayilmasina, 6rnegin bozulmasina
veya tamponun kaynamasina neden olabilir.

Organik Cozicu Etkisi: Tampona organik ¢oziicl eklenmesi viskozite, dielektrik

sabiti ve zeta potansiyeli tzerinde etkili olabilmektedir. Organik ¢dzucinun etkisi,
eklenen ¢oziiciiniin cinsine ve miktarina gére degisir. Ornegin, suya %0-50
arasinda metanol eklenmesi ¢ozeltinin viskozitesinin artmasina neden olurken
%50’den fazla metanol ilavesinde ise viskozite azalir. Buna karsilik %100’e kadar
asetonitril eklenmesinde ¢Ozelti viskozitesi azalir. Ayrica ¢aligma tamponuna

hacimce %20’ye kadar gliserol eklenerek de ¢ozelti viskozitesi arttirilabilir.
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Kapiler Duvarinin Degistirilmesi: EOF, kapiler yiizeyinin silanol gruplarinin

iyonlagmasin1 6nleyen bir madde ile azaltilabilir veya onlenebilir. Bu da ¢aligma
tamponu icerisine kapiler duvarina hidrofobik etkilesimlerle fiziksel olarak
adsorbe olan nétral hidrofilik bir polimer eklenerek “dinamik kaplama” yontemi
ile veya kapiler duvarmin kimyasal bir grupla baglanmasi “kovalent kaplama”
yontemi ile yapilabilir. Bdylece kapilerin yiizey yiikii baskilanarak zeta
potansiyeli azaltilir veya ortadan kaldirilir.

Tampon Katki Maddeleri: Tampon ¢ozeltisine farkli katki maddeleri eklenerek

EOF kontrol edilebilir. Bu amagla tampon ¢ozeltisi igine sodyum dodesil stlfat
(SDS), CTAB, BRIJ, TWEEN gibi anyonik, katyonik ya da noétral ylzey aktif
maddeler eklenebilir. Katyonik ylzey aktif maddeler tampona az miktarda
eklenince EOF yavaslamakta, katyonik ylizey aktif madde derigimi arttirilinca
EOF durmakta, daha fazla eklenince de EOF ters yone donmektedir (Sekil 2.9).
Ornegin, tampon ¢ozeltisine bir katyonik yiizey aktif madde olan (CTAB veya
tetradesiltrimetilamonyum bromiir (TTAB)) eklenerek normal elektrozmotik akis
yonund ters ¢cevirmek mumkindir. Bu durumda yiizey aktif madde kapilerin i¢
yiizeyinde adsorplanir ve kapilerin yiizeyini pozitif yiikle yiikler. Bdylece,
tamponun anyonlar1 kapilerin i¢ ylizeyine yakin yerlerde birikir ve katoda dogru
hareket ederler. Bu islem anyonlarin ayrilmalarini hizlandirmak igin sikca
kullanilir.

Ayrica zwitter iyonik (MES, Tris, CHAPS, CHAPSO gibi) maddeler
eklenerek iletkenlik arttiritlmaksizin iyon siddeti arttirilarak EOF degistirilebilir.

Biitiin bu etkenlerin yan1 sira EOF ters (negatif) polarite uygulanarak da
tersine cevrilebilir.

EOF’yi 6lgmenin en kolay yolu, yiiksiiz bir bilesigin sisteme enjekte
edilmesidir. Bunun i¢in ¢alisma tamponu pH’inda yiiksiiz olan ve ¢dziinebilen,
kullanilan dedektorle tanimlanabilen, saf, kapiler duvar ile etkilesmeyen bir
bilesik (metanol, mesitil oksit, formamid, fenol gibi) secilmelidir (Baker 1995;
Weston ve Brown 1997; Heiger 2000).

28



@ ANADOLU UNIVERSITESI

U CCHIC O CHCHCIC G

PP IPPEREIERERERIRD
-

EOQF

Sekil 2.9. EOF’nin katyonik yiizey aktif madde eklenerek azaltilmasi ve tersine ¢evrilmesi (Heiger
2000)

2.4.2. Elektroforetik goc (EF)

Elektroforetik go¢ yiikli taneciklerin hareketliliklerinin farkli olmasindan
kaynaklanir. Elektrostatik kuvvet (Fe), iyonun zit yiikli elektrot boyunca
¢ekilmesini saglar. Parcacik flizerinde harcanan elektrostatik kuvvet (F),

parcacigin net yiikiiyle (q) ve ¢ozeltideki elektrik alan giicii (E) ile orantilidir.

F,=qE (2.4)

Kuvvetin yonii, par¢cacigin yiikiiniin tersi yoniindedir. Yiikli parcacik sabit
bir hiz elde edene kadar hizlanir. Bu hareket, ¢ozeltinin viskozite kuvveti ile
Onlenmeye ¢aligilir.

Viskozite kuvveti pargacigin hizinin artmasiyla artar. Kiiresel parcaciklar

icin viskozite kuvveti Stokes denklemi ile verilir;
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F =—6znro (2.5)
n: Cozeltinin viskozitesi, N s/m?

r: Pargacigin yarigapi, m

v: Pargacigin hizi, m/s

7: P1 sabiti

F: Viskozite kuvveti, N

Kisa bir hizlanmadan sonra karsi koyucu kuvvetler (elektrostatik kuvvet ve
viskozite kuvveti) denk olurlar. Elektrostatik kuvvet her durumda viskozite

kuvvetinden biiyiik oldugundan; elektrostatik kuvvetin yoniinde sabit bir hiz artisi

olur.

qE =6znrv (2.6)
gE

0= 67znr (2.7)

Denklem (2.7)’ye gore elektroforetik hareketlilik analitin iyonik yiki ile
dogru ve slirtiinme katsayisi ile ters orantilidir. Elektrik alan sadece iyonlar
tizerinde etkilidir. Eger iki farkli tiir hem farkli iyon yiikiine hem de tampondan
gecerken farkli siirtiinme kuvvetine sahipse, bu iki madde birbirlerinden
ayrilabilir. Notral tiirler ayrilamazlar. Analit iyonunun siirtiinme kuvveti, o iyonun
yiikiine, sekline ve i¢inde go¢ ettigi ortamin viskozitesine baglidir. Ayni boyuttaki
iyonlar icin, yik ne kadar blyukse, ylrGtuct kuvvet ve gog hizi da o kadar biiyiik
olur. Ayni yiikteki iyonlar i¢in ise, iyon kiiciildiik¢e siirtlinme kuvveti kiigiiliir ve
goc hizi artar.

Bir elektriksel alandaki (E, V cm™) elektroforetik hiz (v, cm s %) ile
elektroforetik hareketlilik (per, cm? V! s %) arasindaki iliski asagidaki denklemle

verilmistir.

v=u.E (2.8)
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Herhangi bir pH ortaminda iyonun elektroforetik hareketliligi ise asagidaki

denklem ile verilmistir.

__
67znr

Hes (29)

Ayni zamanda elektroforetik hiz, kapilerin etkin uzunlugu (baslangictan

detektdre kadar olan uzunlugu) ve maddenin gé¢ zamanindan da hesaplanr.

v=— (2.10)

Lk
Hhe —(tm j(v j (2.11)

denklemi ile belirtilir.

L: Etkin uzunluk (kolon girisinden dedektdre kadar olan kisim), cm
tm: Analitin gb¢ zamant, s
Lt: Kolonun toplam uzunlugu, cm

V: Uygulanan gerilim, V (Lunte ve Radzik, 1996)

2.5. Kapiler Elektroforez Turleri

Kapiler elektroforez gelistikten sonra iyonik tiirlerin ve makromolekiillerin
hizli, etkin bir sekilde ayirimlar1 ve analizleri i¢in ¢esitli yontemler gelistirilmis

olup Cizelge 2.3’de verilmektedir.
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Cizelge 2.3. Kapiler elektroforez tiirlerinin siniflandirtlmasi, yaygin kullanilan kisaltmalar1 ve

ayirim esasi (Frazier ve ark., 2000)

CE Turleri Kisaltma  Ayirim Esasi
Kapiler Zon Elektroforez - Analitlerin  serbest ¢ozeltideki hareketlilik
farkliliklar
Sirekli olmayan tampon c¢6zelti icinde, iki
¢oziicl arasinda ayni hizlarda ilerleyen bir dizi
Kapiler izotakoforez CITP bitisik  6rnek  bolgelerinde  ¢dziinenlerin
elektroforetik hareketlilikleri esasina gore
ayrilma
Protein ve peptitlerin izoelektrik
Kapiler izoelektrik Odaklama CIEF noktalarindaki  farkliliklar1  esasmna  gore
ayrilma
Miselli Elektrokinetik Kapiler MEKC Yiizey aktif misel kullanarak hidrofobik ve
Kromatografi iyonik bilesiklerin kromatografik etkilesimi
Kapiler Elektrokromatografi CEC Analitlerin sabit faz ve hareketli faz arasindaki
dagilma  katsayillar1  ve  elektroforetik
hareketlilik farkliliklart
Kapiler Jel Elektroforez CGE Makromolekdllerin  blyukliklerine  gore

ayrilmasi

2.5.1. Kapiler zon elektroforez (CZE)

Kapiler zon elektroforez (CZE), basit olmas1 ve ¢ok amacli uygulanabilirligi
nedeniyle olduk¢a yaygin kullanilan CE y&ntemlerinden birisidir. CZE’de tampon
¢ozeltisinin bilesimi ayirma bolgesinin her yerinde aynidir. Uygulanan gerilim ile
karigimi1  olusturan parcaciklar kendi iyonik hareketliliklerine gore zonlara
ayrilirlar. Bu yontemde molekiiller, yiik/kiitle oranlarina gore farkli hizlarda gog
ederek birbirlerinden ayrilirlar. Bu oranin biiylik oldugu iyonlar elektrik alanda
daha hizli hareket ederler ve bdylece daha erken ayrilirlar. Yiik/kiitle oraninin
kiigiik oldugu iyonlar ise daha yavas hareket ederek, kapileri daha ge¢ terk

ederler. Elektrik alan uygulandiginda, iyonlar elektroforetik olarak yiiklerine ters
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isaretteki elektroda dogru yol alirlar. Iyonlarm net hizi, elektroforetik ve
elektroozmotik hizlarina baghdir.

Cozeltideki taneciklerin hareket hizlar1 pozitif ve negatif iyonlar ile nétral
tanecikler igin sirasiyla (2.12), (2.13) ve (2.14)’de verilmektedir.

Vi = (Ueor +14)E (2.12)
Vi = (et = 14)E (2.13)
Vi = (:ueof )E (214)
Burada;

wi : Iyonik hareketliligi
Heot : Elektroozmotik hareketliligi

ifade etmektedir (Baker 1995; Skoog ve ark. 1998).

Elektroozmotik akis varliginda iyon hizlarmin sematik gosterimi Sekil

2.10’da verilmektedir.

Velektroozmotik

—

Vioplam™ Velektroozmotikt Velektroforetik
Velektroforetik

—

OOOO®
v l J

(+)—
O
—Q
—©

Sekil 2.10. Elektroozmotik akis varliginda iyonlarin hizlarinin sematik gosterimi (Skoog ve ark.,

1998)
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Eger analit anottan enjekte edilirse (+) yiiklii katyonlar elektroforetik olarak
katoda gitme egiliminde olacaklarindan yiik/kiitle oranlarina bagli olarak once
kolonu terk ederler. Anyonlar anoda dogru hareket etmek isteseler de cok kuvvetli
elektroozmotik giice kars1 harekete maruz kalirlar ve elektroozmotik akisla katoda
dogru tasinirlar. Boylece anyonlar katyonlardan daha sonra kolonu terk ederler.
No6tral maddeler elektroforetik etkilesime girmeyeceklerinden elektroozmotik
akigla birbirlerinden ayrilmadan siiriiklenirler. Bu nedenle nétral maddeler bu
yontemle ayrilamazlar. Sekil 2.10°da da goriildiigli gibi toplam hiz1 daha biiyiik
oldugu i¢in ayni biiyiiklikteki iki degerlikli katyon, ayni biiylklikteki bir
degerlikli katyondan daha hizli hareket eder (Marina ve ark., 2005). Sekil 2.11°da
kapiler zon elektroforez sisteminde iyonlarin ¢ikis sirasi sematik olarak

gosterilmistir.

+ Gii¢ Kaynagi

00 s OO

Elektroozmotik Akis ) ————)

Tampon Tampon
Anot (+) Katot (-)

Dedektor cevabi
=3
i

Zaman
|

Sekil 2.11. Kapiler zon elektroforez sisteminde iyonlarin ¢ikig sirasinin sematik gosterimi

Kapiler zon elektroforez ile anyon ve katyonlarin ayirimi tek bir analizle
gerceklestirilebilir. Cesitli kiiclik molekiillii pestisit ve ilaglar veya bunlarin
iyonlagabilen tiirevleri CZE ile ayrilabilirler. Ayni sekilde proteinler, aminoasitler

ve karbonhidratlarin hepsi CZE ile tayin edilebilirler. Notral karbonhidratlar ise
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negatif yiiklii borat kompleksleri olusturularak ayrilir (Baker 1995; Skoog ve ark.
1998).

2.5.2. Kapiler izotakoforez (CITP)

Kapiler izotakoforezde (CITP) tiim analitler zonlar halinde ve ayni hizda
goger, bu ylizden yontemin adi izo (ayni1) ve tach (hiz) kelimelerinden meydana
gelmektedir. Bu yontemin kullanildigi herhangi bir uygulamada anyonlar ve
katyonlar ayni anda ayrilamaz. Genellikle CITP yontemi anyon analizinde
kullanilir. Bu ayirma isleminde 6rnek iki tampon arasina enjekte edilir ve ayirim
basamaklar halinde gerceklesir. Ondeki tampon (Leading electrolyte, L)
hareketliligi ornekteki en hizli iyondan daha hizli iyonlari, sonraki (Trailing
electrolyte, T) ikinci tampon ise hareketliligi 6rnek iyonlarindan daha diisiik

iyonlari igerir (Sekil 2.12) (Skoog ve ark. 1998; Frazier ve ark. 2000).

At A

c‘ A

A - L t=0

Sekil 2.12. Kapiler izotakoforez yonteminde ayirimin sematik gosterimi (Heiger, 2000)

Kapiler izotakoforez, eser miktardaki maddelerin derisik hale getirilerek
diger kapiler elektroforez analizlerinden once kullanilmasina olanak verir (Marina

ve ark., 2005).
2.5.3. Kapiler izoelektrik odaklama (CIEF)
Kapiler izoelektrik odaklama (CIEF) yontemi, genellikle proteinlerin
izoelektrik noktalarma (pl) gore ayrilmasinda kullanilir. Kapiler amfolitlerle

doldurulur. Amfolitler, amfoterik maddelerdir. Izoelektrik noktadaki pH’mn

iistlinde anyonik, altinda ise katyonik 0Ozellik gosterirler. Bir amfolit ¢ozeltisi,
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cesitli pl degerleri igeren bir bilesime sahiptir ve bir pH gradiyenti olusturabilir
(amino ve karboksil grubu igerirler). Boylece bir zayif karboksilik asit grubu ve
bir zayif bazik amino grubu iceren protein ve aminoasitler gibi amfiprotik turler
ayrilabilir (Sekil 2.13) (Skoog ve ark. 1998; Frazier ve ark. 2000).

CIEF Omek Kangimi ve Amfolitier ile Doldurulmus Kapiler
Ce D F G Bepa C g F H e G 4 e G c® g
A Ede 4 . A N S F p B, i st pn
F B H A& @™ ei p LB i ey EL # D GAL IS
Jiisiik pH <—— pHgradiyenti Yiiksek pH
AA BB |4 4| CC DD EE FF |® | GG HH
AA BB|,*|CC DD EE FF|® ,| GG HH e

Sekil 2.13. Kapiler izoelektrik odaklama yonteminde ayirimin sematik gosterimi (Heiger, 2000)

2.5.4. Miselli elektrokinetik kapiler kromatografi (MEKC)

Miselli elektrokinetik kapiler kromatografi (MEKC) yontemi, Ornegin
tampon ile miseller arasinda dagilmasina dayanir. Sivi—sivi partisyon
kromatografisine benzer yapidadir. Bu yontem ile yiliksiiz ¢oziinen maddelerin
ayrilmas1 miimkiindiir. Ayn1 zamanda iyonik yapidaki maddeler de ayrilabilir. Bu,
hareket eden tampon icerisine yizey aktif maddelerin eklenmesi ile
gerceklesmektedir.

Yiizey aktif maddeler (veya deterjanlar), bir uglar1 suda c¢o6ziinen
(hidrofilik), diger uglar1 ise suda ¢oziinmeyen (hidrofobik) maddelerdir. Bazi
deterjanlarin hidrofilik ucunda bir iyonik grup bulunur. Deterjanlar anyonik (SDS,
sodyum dodesil stlfat gibi), katyonik (CTAB, setiltrimetilamonyum bromr gibi),
zwitteriyonik (CHAPSO gibi) veya noniyonik (Triton X—100 gibi) olabilir.

Misel olugmast i¢in gereken en diisiik yiizey aktif madde derisimine bu
yiizey aktif maddenin “kritik misel derisimi” (CMC) denir. Bir deterjan, bir
cozeltide kritik misel derisiminden (CMC) daha fazla miktarda bulunuyorsa
miseller olusur. Ka¢ molekiiliin bir araya gelerek misel olusturacagi ve CMC
degeri, maddeden maddeye degisir. 40—100 molekiiliin bir araya gelerek
olusturdugu bu yapiya “misel” ad1 verilir. Miseller genellikle hidrofobik kismi i¢
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tarafta ve iyonik kisimlari su molekiillerine doniik olmak iizere kiire seklinde bir
araya gelirler. Sekil 2.14’de anyonik ve katyonik miselerin gosterimi

bulunmaktadir.

Sekil 2.14. Anyonik ve katyonik misellerin gésterimi (Heiger, 2000)

Miselli elektrokinetik kapiler kromatografide iki faz vardir. Bunlar sulu ve
miselli fazlar olup her ikisi de hareketlidir.

Hidrofilik molekiiller, tiim zamanlarin1 tampon iginde gegirirler ve
misellerle etkilesmeyerek once (to) elte olurlar. Cok hidrofobik molekdller ise,
tiim zamanlarin1 misel i¢inde gegirirler ve en son (tmc) €llie olurlar. Misel icinde
kismen ¢6ziinen maddeler ise tamponla misel arasinda dagilima ugrarlar ve to ile
tmc arasinda eliie olurlar (Sekil 2.15). ty Ve ty zamanlarini belirlemek igin sirastyla

metanol ve Sudan III boyasi kullanilabilir (Baker 1995; Skoog ve ark. 1998).

Sekil 2.15. Miselli elektrokinetik kromatografi yonteminde anyonik misel kullamilarak ayirimin

sematik gosterimi (s= ¢dziinen madde) (Heiger, 2000)
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2.5.5. Kapiler elektrokromatografi (CEC)

Kapiler elektrokromatografi (CEC), CE ve HPLC’nin iyi 06zelliklerini
birlestiren bir hibrit yontemdir. CEC’in Ustlnlikleri; HPLC’deki gibi mekanik
pompa kullanilmadigi i¢in CE’de oldugu gibi sistemin basitlestirilmesi,
HPLC’deki gibi yiiksiiz molekiillerin ayrilmalar1 ve kuguk molekullerin
tayinlerinin siirlandirilmamasidir. Ayrica, basing uygulanan HPLC sistemlerinde
parabolik akisin yerini CE’deki gibi bayrak seklindeki akis alir ve bdylece
verimlilik de artar. CEC, bu iki yontemin bilesiminden olustugu i¢in ayirma giicl
artmaktadir. CEC, elektrik alan etkisi altinda bir kromatografik kolon boyunca
sabit faz {izerinden bilesenlerin bir tampon ya da hareketli faz akis1 ile
siiriklenmesiyle hareket hizlariin farkliligima dayanan bir ayirma yontemidir

(Sekil 2.16). CEC’ de kolon boyunca analitlerin gocii 3 adimda incelenebilir.

e Tamponun elektroozmotik akisi ile analitlerin gogii,

e Analitlerin elektroforetik mobiliteleri (yiik/yarigap oranina bagli olarak)
farkliligina bagl olarak bilesenlerin gocii,

e Analitlerin hareketli ve sabit fazlarda farkli oranlarda dagilmasina baglh

olarak bilesenlerin gogiidiir.

“

4 Kapiler Duvan Dedektor

~ Dolgu Maddesi | Penceresi
|

! Gikig Tikact

Elektriksel Gift
Tabaka Tikaci

Sabit Faz
Partikiler

Sekil 2.16. CEC yonteminde ayirimin gematik gosterimi (Glirsoy, 2007)
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CEC’de HPLC kolonlarindaki sabit faz maddeleri ile doldurulan kapilerler
kullanilir. Kolonun, hareketli fazin girdigi ve c¢iktig1 uclarinda kolon dolgu
maddelerinin siiriiklenmemesi i¢in iki tikag (frit) bulunur. Genellikle silika
dolgulu kapilerler kullanilir ve boylece biiyiik negatif yiik yogunluguna sahip
olurlar (Frazier ve ark. 2000, Giirsoy 2007). Bu durum ayirimu siiriikleyen dnemli
bir EOF’1n {iretimine izin verir. CEC’de ters faz sivi kromatografisinde kullanilan
polar hareketli fazin yan1 sira ortama elektrik iletkenligi saglamak amaciyla 1-10
mM’lik Tris, borat ya da fosfat gibi seyreltik tampon eklenmelidir (Weinberger,
2000).

2.5.6. Kapiler jel elektroforez (CGE)

Kapiler jel elektroforez (CGE), tabaka jel elektroforezin prensipleriyle,
kapiler zon elektroforezin kiigiik ¢apli kapilerleri ve cihaz diizenegini birlestirir.
CGE yontemi 6zellikle proteinler ve nlkleik asitler gibi makro molekdllerin boyut
esasma dayali ayirimlarinda kullanilmaktadir. CGE’nin makromolekiillerle ilgili
ilk uygulamasi, 1938 yilinda Hjerten tarafindan proteinlerin kapiler sodyum
dodesil siilfat—poliakrilamit jel elektroforezi (SDS—PAGE) yontemini kullanarak
ayrilmasi ile gergeklestirilmistir. Bu yuzden CGE, hem biyoteknoloji endistrisi
hem de insan genom projesi tarafindan kesfedilmeye baslanmis ve CE tiirlerinin
arasinda giderek daha ¢ok ilgi géren bir yontem olmaya baslamistir (Lunte ve
Radzik 1996; Weston ve Brown 1997).

Kapiler jel elektroforezde temel ayirma mekanizmasi; molekullerin jelle
doldurulmus kapilerdeki gozeneklerden gecerek goc¢ etmesi ile blyukliklerine
gore ayrilmasi temeline dayanir. Jeller, cogunlukla kati ve sivi arasinda davranis
gosteren yapilardir. CE ile yapilan g¢alismalarda jel ortamini tanimlamak igin
genellikle “polimer ¢ozeltileri”, “polimer aglar1”, “dolasik (entangled) polimer
cozeltileri”, “kimyasal jeller”, “fiziksel jeller” ve “siv1 jeller” gibi terimler

kullanilmaktadir. Genel olarak CGE’de kullanilan jel ortam iki kisma ayrilir:
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¢ “Kimyasal jeller” (Kovalent Duvar Kaplamasi) oldukga yiiksek viskoziteli,
capraz bagl jellerdir ve bu jeller kapiler duvarina kimyasal olarak kalici
bir sekilde baglanirlar.

e “Fiziksel jeller” (Dinamik Duvar Kaplamasi) oldukga diisiik viskoziteli ve
adsorpsiyon etkilesimleri ile ilgili olan polimer ¢ozeltileri. Cizelge 2.4’de
bu jellerin arasindaki temel farkliliklar Gzetlenmistir (Schwartz ve
Guttman 1995; Horvath ve Dolnik 2001).

Cizelge 2.4. CGE’de kullanilan jel maddelerinin 6zellikleri (Schwartz ve Guttman, 1995)

Kimyasal Jeller Fiziksel Jeller

Kapiler duvarina capraz ve/veya kimyasal Kapiler duvarina baglanmaz
baglarla baglidir

Por yapist iyi tanimlanmistir Dinamik (degisken) por yapisina sahiptir

Por biytikliigi polimerizasyondan sonra Por biiytlikliigi degisebilir

farklilik gostermez

Istya duyarhdirlar Istya duyarsizdirlar

Oldukga yiiksek ayirim giicii saglar (6rnegin, Tanecikler kolaylikla uzaklastirilabilir
oligoniikleotitlerin ayirimi)

Genellikle viskoziteleri yuksektir, Olduk¢a diisiik viskoziteye sahip maddeler

degistirilemezler kullanilirsa jeller degistirilebilir

Gozenekli bir yapiya sahip olan jeller, tabaka jel elektroforezinde oldugu
gibi “molekiiler elek” gibi davranirlar ve yiiklii maddeler jel dolu kapilerden gog
ederken boyutlarina gore ayrilirlar. CGE’de ayirimin esasi1 biiyiikliik olmasina
ragmen bu yontem Ozellikle sabit yiik/biiyiiklik oranlarina sahip ve zincir
uzunluklarindan bagimsiz farkli biiytikliikteki yiiklii molekiillerin ayirimlart igin
uygundur. Bu yéntemde kigik boyutlu molekiller jel maddesi tarafindan daha az
alikonurlar ve biiyiik boyutlulara gore ortamdan daha 6nce ayrilirlar (Sekil 2.17).
Genellikle jeli olusturan polimerin derigsimi, ayrilacak molekiiliin biiyiikliigliyle
ters orantilidir. Ayrica jeller, kapiler duvarmna analizi yapilan molekiil veya
tirlerin yapismasini engellerler. En Onemlisi elektroozmotik akisin ortadan

kaldirilmasin1 ya da kontrol altina alinmasini saglar. Elektroozmotik akis
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kaldirilirsa anyonlar anoda, katyonlar katoda yonelir. Notral maddeler ise
enjeksiyon yerinde kalir (Li 1992; Schwartz ve Guttman 1995; Frazier ve ark.
2000; Heiger 2000).

CGE

“‘ﬂi%:ﬁﬁ 7

Polimer lt}l't.aml

Sekil 2.17. CGE yonteminde ayirimin sematik gosterimi (Heiger, 2000)

CE ile ciplak silika kapiler kolon ve dolgulu kolonlar kullanarak DNA
tayinleri yapilabilmektedir. Ancak ¢iplak silikada DNA molekdlleri kapiler
duvarina adsorbe oldugundan tekrarlanabilirlik diisiiktiir ve piklerde kuyruklanma
meydana gelebilmektedir (Wu ve ark., 2006).

Tekrarlanabilirligi arttirmak, etkin ayirma saglamak ve elektroozmotik akisi
kontrol altina almak amaciyla kapiler kolonlarin kovalent veya dinamik olarak
kaplanmasina gerek goriilmistiir (Stellwagen ve Stellwagen, 2009). Ayrica bu
amacla hem kovalent hem de dinamik kaplamalarin her ikisini de igeren birlesik

sistemler de kullanilmaktadir (Horvath ve Dolnik, 2001).

2.5.6.1. Kovalent (kalic1) duvar kaplamasi

Kalici duvar kaplamasi, ayirnm yapilan kapilerde EOF’1 ve duvar—analit
etkilesimini ortadan kaldirmanin en etkili yoludur. Ayirma verimleri esas
alindiginda yaygin olarak kullanilan capraz baghi poliakrilamit kapl kapiler
kolonlar, baska tir kolon kaplamalarina gore iistiindiir ve bu kaplamalar
adsorpsiyon yontemleri ile hazirlanamazlar (Horvath ve Dolnik, 2001). Capraz
bagli poliakrilamit jel olusturmak iizere bir grup (vinil grubu gibi), akrilamit
monomeri ve bis—akrilamit ile N,N,N’,N'—tetrametiletilendiamin (TEMED) ve

amonyum persiilfat varliginda tepkimeye sokulur. Jelin ayirma giiciini akrilamitin
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toplam miktar1 (%T) ve c¢apraz baglayicinin (%C) orani belirler. 10—60 baz
araligindaki oligoniikleotitlerin ayiriminda %5 T, % 5C jel yizdesi uygun bir
aymrim saglarken, 100—1000 baz ¢ifti araligindaki ¢ift sarmal DNA icin ise %3 T,
%3 C jel yiizdesi tavsiye edilmektedir. Bu tip kolonlarin hazirlanmalar1 olduk¢a
dikkat gerektirir. Cok hizl1 polimerizasyon, gazlardan armdirilmamis ¢ozeltilerin
ya da safsizlik igeren kimyasallarin kullanilmasi genellikle bu kolonlarda kabarcik
ya da saglam olmayan Kkararsiz jel olusumuna neden olur. Capraz bagh
poliakrilamitin en biiyiik eksikligi esnek olmayan yapisidir. Kirli 6rnekler, kapiler
kolonun uglarin1 tikar ya da kullanim sirasinda hava kabarcigi olmasi bu tip
kolonlar1 kullanilamaz hale getirir. Sentetik oligontkleotitler gibi temiz 6rnekler
ile calisildiginda 100°den fazla analiz yapmak olasidir. Biyolojik 6rneklerle
calisildiginda jel, 6rnek ortaminda bulunan proteinler gibi bilesenlerle kirlenir.
Ayrica eger bu tip kolonlar kullanilmadan oOnce diisiik sicakliklarda
saklanmislarsa, jelin sicaklifa bagli olarak bozulmasimi engellemek amaciyla
sogutma islemleri yavas yavas yapilmalidir. Jelin kapiler u¢larinda kurumasi jel
maddesinin bozulmasina neden olacagindan kapilerin uclar1 her zaman 1slak
tutulmalidir. Bu olusumlar1 engellemek icin bu tip kolonlarla mutlaka dikkatlice
calisilmalidir. Bu tip kolonlar dogru kullanildiginda tek bir kapiler kolon ile ¢ok
sayida enjeksiyon yapmak olasidir. Capraz bagli poliakrilamit kolonlar
kullanildiginda, jelin esnek olmayan yapisi hidrodinamik 6rnek enjeksiyonunu
engeller (Cunico ve ark. 1998; Heiger 2000).

DNA’larin fiziksel ozelliklerini belirlemede, ¢ok diisilk EOF hareketlilik
saglamalart nedeniyle kovalent kapli kapiler kolonlarmi kullanmak daha
yararlidir. Ancak bu kaplamalarin émri siloksan (Si—O—Si) kopriilerinin hidrolize
ugrayarak kirilmalar1 nedeniyle olduk¢a kisadir (Stellwagen ve Stellwagen, 2009).
Bu yiizden, farkli ayirim amagclari i¢in hidrolize kars1 kararli ve tekrarlanabilir
sonuglar veren kovalent bagli kapiler kolonlarin hazirlanmasi énem kazanmistir.
Kalic1 duvar kaplamasi genellikle 3 asamayi igerir: kapiler kolonun 6n islemi,
kapiler duvaria ¢ift baglarin yerlestirilmesi (arada bulunan tabaka) ve polimerin
bu aradaki tabakaya baglanmasidir.

En iyi kaplama sonuglarini elde etmek i¢in kapiler kolonun yiizeyi mutlaka

temizlenmeli ve kaplama islemi 6ncesinde sodyum hidroksit ve/veya hidroklorik
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asit gibi ¢ozeltilerle etkinlestirme 6n islemi uygulanmalidir. Bir sonraki silanlama
reaksiyonu Uriiniinii arttirmak icin, kolon 160°C’da bir gece bekletildikten sonra
yiizeyde kalan suyun hepsinin uzaklastirilmasi saglanir. Daha sonra polimer
kaplamanin kolon duvaria kolayca baglanmasini saglamak amaciyla ortama iki
fonksiyonel grup igeren y—metakriloksi propil trimetoksi silan gibi bir reaktif
eklenir. Kolon yiizeyindeki silanol gruplari, bu reaktifte bulunan silan gruplari ile
etkilesir ve sonrasinda reaktifte bulunan diger fonksiyonel grup monomerlerin
baglanmasi ve polimerlesmesini saglamak amaciyla kullanilir (Horvath ve Dolnik,
2001).

Silika yiizeyinin kimyasal baglanma yoluyla etkisizlestirilmesi degisik
sekillerde yapilabilir. Cizelge 2.5°da silika ylizeyinin etkisizlestirilmesinde
kullanilan kaplama kimyasallar1 ve 6zellikleri verilmistir (Lunte ve Radzik 1996;
Horvath ve Dolnik 2001). Segicilikteki herhangi bir etki, bagli fazin yapisi ile
ilgilidir (Liu, 2001).

Cizelge 2.5. Ciplak silika kolonun etkisizlestirilmesi i¢in kullanilan kaplamalar ve ozellikleri

(Lunte ve Radzik 1996; Horvath ve Dolnik 2001)

Kaplama Ozellikleri
Poliakrilamit Diisiik pH’da kullanigh
(capraz baglanmamis) Sinirl kararlilik

Diol Diisiik pH’da kullanigh

Diisiik verimlilik, sinirli kararlilik
Maltose pH 7’ye kadar kullanigh

Sinirh kararlilik, diistik verimlilik
Gliseroglisidoksi Propil Diisiik pH’da ayirimlar

Sinirh kararlilik
Polivinilpirolidinon pH 5’ye kadar kullanish

Bazi proteinlerin adsorpsiyonu
Aril Pentafloro Orta iyonik siddette ¢alisma

Notral pH’da ayirim

Genis pH araliginda kullanish

Gun igi %7°1ik bagil standart sapma

43



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

Cizelge 2.5. (Devam) Ciplak silika kolonun etkisizlestirilmesi i¢in kullanilan kaplamalar ve

ozellikleri (Lunte ve Radzik 1996; Horvath ve Dolnik 2001)

Kaplama

Ozellikleri

Polietilen Glikol

Polietilenimin

Iyonik Olmayan Yiizey Aktif

Madde/AlKkilsilan

Vinil Bagl Poliakrilamit

Aminopropil

Immobilize Laktalbumin

Poly(metilglutamat)

Poliakrilamit

(alken yoluyla)

Capraz Bagl Epoksitler

Polioksietilen

Polieterler

Polivinil Alkol

Diisiik pH’da ayirim

Notral pH’da diisiik verimlilik

Pozitif yiklu kaplama

pH araligi Gistiinde EOF seviyelendirilmesi
Yiiksek protein geri kazanimi

pH aralig1 tistiinde EOF seviyelendirilmesi
Kaplama yenilenebilir

Iyi tekrarlanabilirlik, kararlilik

Si—C baglarinda artan kararlilik

Disiik ve yiiksek pH’da ayirimlar

Iyi tekrarlanabilirlik

Diisiik pH’da pozitif yiiklii

Birkag hafta kararlilik

pH’a bagh yiik

Diisik EOF

Notral pH’da ayirim

Notral pH’da ¢alisma

Notral pH’da makul verimlilik

Biiyiik 6l¢iide ¢apraz bagli, kararli kaplama
Diisiik ve yiiksek pH’da ¢aligma

Iyi verimlilik ve tekrarlanabilirlik

pH aralig1 tistiinde EOF seviyelendirilmesi
150 saat kararlilik

Birden ¢ok sentez basamagi

Bir basamakta sentez

pH araligi Gistiinde EOF seviyelendirilmesi
iki haftaya kadar kararlilik

Birden iige kadar sentez basamagi

>80 saate kadar kararlilik

Kaplama yenilenebilir

Genis pH aralig1

Yiiksek pH degerlerinde bile EOF’nin baskilanmasi

Kaplamada bir seri analizden sonra kararlilik
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Cizelge 2.5. (Devam) Ciplak silika kolonun etkisizlestirilmesi i¢in kullanilan kaplamalar ve
Ozellikleri (Lunte ve Radzik 1996; Horvath ve Dolnik 2001)

Kaplama Ozellikleri

Seliloz pH (3-10) arasinda kararlilik

Izoelektrik odaklama kosullarinda kullanima uygun
Dekstran Azaltilmis EOF

Iyi kimyasal kararlilik

Asidik ve bazik proteinlerin ve mono—oligosakkaritlerin

yiksek ayirim giicii

2.5.6.2. Dinamik duvar kaplamasi

Dinamik duvar kaplamasi, kapiler kolon iginde tekrarlanabilir ve homojen
kimyasal tiirevlendirme tepkimelerinin yiiriitiilmesinde ortaya ¢ikan zorluklarin
ustesinden gelinmesinde ilgi cekici bir kaplama yontemidir. Kovalent kaplamaya
gore daha yaygin olarak kullanilan dinamik kaplamada genellikle ¢ozelti igerisine
kaplama ajani olarak polimer ya da kiigiik molekiil agirlikli bilesik eklenerek bu
cozelti kapiler kolondan gecirilir. Genellikle ayirma ortamimna eklenen az
miktardaki ajan kapiler duvari yiizeyine adsorpsiyon temeline gore baglanir.
Dinamik kapli kapiler kolonlarin omrii, ara sira ve basit yenileme islemleri
kullanilarak uzatilabilir. Dinamik kaplamada, polimerik ya da kii¢iik molekiil
agirlikli tampon katki maddelerinin bir¢ok tiirii kullanilir (Horvath ve Dolnik,
2001).

Amin tdrevleri (trietilamin, propil amin, morfolin, putreskin, spermidin
gibi), seliiloz tiirevleri, sivilastirilmis agaroz, dekstran, lineer poliakrilamit (LPA)
ve tarevleri, poli(etilen oksit) (PEO), poli(etilen glikol) (PEG),
poli(vinilpirolidon) (PVP), kopolimerler (akrilamit—dimetilakrilamit),
poli(N,N—dimetilakrilamit) (PDMA) ve c¢esitli yiizey aktif maddeler (notral
Ozellikteki Brij—35, katyonik didodesildimetilamonyum bromiir (DDDMA),
tetrabutilamonyum bromir (TBAB) ve CTAB gibi) de yine adsorpsiyonu
onlemek, elektroozmotik akisi kontrol etmek veya azaltmak ve c¢oziiniirligii

arttirmak amaciyla ¢alisma tamponuna eklenerek kullanilabilmektedir. Ayrilacak
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DNA’lara bagl olarak bu maddelerin duvar kaplama 6zellikleri i¢in derisimleri ve
molekiil agirliklar ile ilgili en iyi kosullarin belirlenmesi gerekmektedir (Cunico
ve ark. 1998; Lin ve Chang 2006; Schmitt—Kopplin 2008; Olmo 2008; Stellwagen
ve Stellwagen 2009; Zhang ve ark. 2011).

Ayrica CGE yontemi kiral seciciler, iyon ¢ifti reaktifleri (siilfobetainler
gibi) ya da diger komplekslestirici ajanlarin (6rnegin DNA icin EtBr ve proteinler
i¢in SDS gibi) eklenmesi ile degistirilerek de uygulanabilir. Bu tiirler jele kovalent
olarak baglanir ya da sadece tampon ¢dozeltisine eklenir (Heiger 2000; Olmo
2008).

Diisiik viskoziteli polimer ¢ozeltileri ile hidrodinamik 6rnek enjeksiyon
kullanilabilir ve bu c¢ozeltiler derisim ve viskozitelerine bagl olarak kapiler
kolona defalarca doldurulabilir. Ayrica bu ¢ozeltiler kabarcik olusumuna daha az
duyarhdirlar. Bu agilardan bu ¢ozeltiler daha fazla kararlilik saglamalarina
ragmen, sistemin duvar kaplama dogrulugunu daha ¢ok etkilerler (Heiger, 2000).

DNA ayirimlarinda kullanilan polimerlerin uygun jel maddesi olarak
kullanilabilmesi i¢in suda ¢oziinebilir olmalarinin yani sira asagidaki 6zelliklere

de sahip olmalar gerekir:

e Yiiksek derisimlerde kullanilsalar da diisik ya da orta derecede
viskoziteye sahip,

e Yiiksek ayirma kapasitesine sahip,

e Bazik pH’larda yiiksek kimyasal kararlilik,

e Hazirlanmasi kolay,

e Ucuz,

e Genis tampon derisim araliginda uygulanabilir olmalidir (Chiari ve Melis
1998; Lucy ve ark. 2004).

Polimer elek esasina dayanarak dinamik kaplama yontemi ile yapilan
aymrimlarin igleyisi CZE ayirimlarina ¢ok benzerdir. Kapiler kolon polimer
cozeltisi ile doldurulur, 6rnek enjeksiyonu yapilir ve gerilim uygulanir. Polimer
cOzeltisi her aymrimin basinda yenilenir. Bu yilizden, bu ayirimlarin

tekrarlanabililigi ¢ok iyidir ve genellikle tek bir kapiler kolon ile yiizlerce analiz
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yapilabilir. Polimer ¢ozeltileri diisiik UV bolgesinde oldukga gegirgendirler ve bu
cozeltilerin kullanimi1 260 nm’de DNA analizlerinin yani sira 200 nm’de protein
ayirimlarina da olanak saglar.

Polimer ¢ozelti sisteminin en iyi kosullarinin belirlenmesi i¢in analite uygun
bilesimde polimer ve zincir uzunlugu secilmelidir. Genellikle zincir uzunlugu,
analitin molekiil biiylikligline benzer. Polimer derisimi, istenen ayirma giicii
seviyesine gore ayarlanir. Giiclii ayirma polimer derisiminin arttirilmasi ile elde
edilir. Fakat bu noktada cozeltinin viskozitesi kapiler kolonun igine girisini
zorlastiracaktir. Viskoz olan polimer ¢ozeltileri kapiler kolona ve elektrot
yiizeyine yapisabilir ve polimerin taginmasinda sorunlara yol acar. Bu durumda
polimer degistirme asamasindan sonra kapilerin ve elektrotun su ya da tampon ile

yikanmasi tavsiye edilmektedir (Cunico ve ark., 1998).

Dinamik Duvar kaplamasinda kullanilan polimerler:

Asagida CGE yonteminde dinamik duvar kaplamasinda ayirma ortami

olarak en ¢ok kullanilan polimerlerden bazilar kisaca agiklanmustir.

Yukld polimerler

YUKIG polimerlerin kapiler yizeyine adsorpsiyonu ylzeyin pozitif ya da
negatif yliklenmesini saglar ve bu sayede analit—duvar etkilesiminin yani sira
EOF’nin giicii ve/veya yonii degistirilir. EOF, poliamin (6rnegin eCAP™),
poli(dimetildiallilamonyum Klorir) (PDMAC), poli(etilenimin) (PEI), polibren
(PB), poli(arjinin) (PA) ve katyonik siklodekstran gibi gucli katyonik polimerler
ile tersine c¢evrilebilir. Katyonik kapiler kaplamalart kullanilarak pozitif yuklu
proteinler, peptitler ve ila¢ 6rnekleri etkili bir sekilde ayrilir. PEI hem immobilize
hem de fiziksel adsorplanan tabaka olarak kullanilabilir. Adsorplanmis PEI
kapiler kolonlar hizli1 ve kolay bir sekilde hazirlanabilir ve pH 3 ile 11 arasinda
cok iyi bir kararliliga sahiptirler. PB ve PA kolonlar kiyaslandiginda PA kolonlar

daha yiiksek verimlilik saglamalarina karsin PB kolonlarin kararliliklar1 daha

iyidir. PDMAC kapli kapilerle kiyaslandiginda ise PB  kolonlarin
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tekrarlanabilirlikleri daha diisiik olup kaplama maddesinin daha sik uygulanmasini
gerektirirler.

Anyonik dekstran silfat ile doldurulan kapiler kolonlar pH 2 ve 11 arasinda
pH’dan bagimsiz EOF olustururlar ve boylelikle asidik proteinlerin ve amino

asitlerin ayirimlari saglanir (Horvath ve Dolnik, 2001).

Lineer poliakrilamit (LPA)

CGE’de DNA ile ilk yapilan calismalarda g¢apraz bagli poliakrilamit
cozeltiler kullanilmistir. Ancak bdyle c¢ozeltilerin kapilerde homojen jel
hazirlanma zorlugu, kapilere yliksek elektriksel alan uygulandiginda kirilganligin
fazla olmasi nedeniyle kisa Omiir ve her analizden sonra ayirma matriksinin
degistirilme gerekliligi gibi olumsuzluklar1 vardir (Schmitt—Kopplin, 2008).
Capraz bagl polimer jel doldurulmus kapiler kolonlar ile karsilastirildiginda
capraz bagli olmayan (LPA) polimer ¢ozeltileri basit, esnek ve degistirmesi kolay
oldugundan CGE’de ayirma ortami olarak daha ¢ok kullanilir (Liu ve ark., 2007).

LPA, diger polimerler (PEG, PEO, PVA gibi) arasinda 100—1000 baz
biiyiikliikk arasindaki PCR iriinlerinin analizleri ve genetik bozukluklarin
taranmasinda oldukg¢a popiilerdir. LPA c¢ozeltileri 6zellikle tek sarmal DNA’nin
denatiire edilmesi ile tek—baz ayirimlarinin yapildigi DNA dizileme analizlerinde
genis uygulama alani bulmustur. Dizileme analizlerinde okuma uzunlugunu
genisletmekte hem polimer derisimi hem de molekiil agirligi 6nemlidir. 1000 baza
kadar olan DNA dizileme reaksiyon Urlnlerinin %2 LPA (9 mDa) ve %0,5 LPA
(50 kDa) karisimi ile 1 saatten kisa bir siirede ayirimlar1 gergeklestirilir. %2 LPA
(16 mDa) ve %0,5 LPA (250 kDa) karigimi kullanilarak 125 V cm “’de 1300
bazin okuma siiresi 2 saate uzatilabilir. LPA ile yapilan analizlerdeki asil problem,
lineer zincirlerinin molekiil agirliginin yiiksek olmasi nedeniyle bu ¢dzeltilerin
viskozitesinin fazla olmasidir (Chiari ve Melis 1998; Weinberger 2000). Polimer
zincir uzunlugu kisaldikca LPA viskozitesi de azalir. Bu yiizden g¢alismalarda
ayrilacak maddenin biiyiikliigiine bagl olarak uygun 6zelliklerde LPA ¢ozeltileri
kullanilmalidir (Xu ve Baba, 2004). Ayrica LPA ¢dzeltilerinin diger bir eksikligi
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de PDMA, PEO ve PVP ile kiyaslandiginda EOF’yi azaltmada daha az etkili
olmasidir (Dolnik, 1999).

Selliloz Tirevleri

Seliilloz, 1,4—D—glukopiranoz birimlerinden olusan dogal bir lineer
polimerdir. Tampon katki maddesi olarak seliiloz tiirevlerinden; metil seliiloz
(MC), hidroksietil seliloz (HEC), hidroksipropil seliloz (HPC) ve
hidroksipropilmetil seliiloz (HPMC) kullanilmaktadir (Chiari ve Melis, 1998).
Yapilan kaynak taramalarinda, ayrilacak olan maddelerin biiyiikliiklerine bagl
olarak ve seluloz turevlerinin molekiil agirliklart ve viskoziteleri de géz oniinde
bulundurularak bu c¢ozeltilerin ¢ok degisik yiizdelerinin jel ortamlar1 olarak
kullandiklar1 gériilmiistiir. Ornegin, kiiciik DNA pargalarinin ayiriminda molekiil
agirligi 1.300.000 g mol™ olan HEC’un %0,8-2,5 derisim araligi ve molekiil
agirligi 1.000.000 g mol *olan HPC’un %1,9-3.4 derisim aralig1 kullaniimaktadir
(Huang ve ark., 2001b).

Poli(vinil alkol) (PVA)

Poli(vinil alkol) (PVA), HEC’a gore silika yiizeyine daha kuvvetli baglarla
baglanir ve kolonlarin PVA ile kaplanmasiyla kararlilik arttirilmaktadir. PVA
kapli kapiler kolonlar ile ayirma ortami olarak HEC ve LPA kullanildiginda DNA
restriksiyon pargalarinin iyi bir ayirimi saglanabildigi halde birka¢ ayirimdan
sonra homojen olmayan aglarin olusumu nedeniyle PVA eleme ortami olarak
kullanilamamaktadir (Horvath ve Dolnik, 2001). PVA cozeltileri %12 (a/h)’lik
derisimlerde de oldukga diisiik viskoziteye sahiptirler. Ancak PVA polimeri sahip
oldugu giiclii hidrojen baglar1 nedeniyle kolayca kendi kendine polimerize olur ve

coOzeltilerinin saklanmasi sirasinda ayirma verimliligi azalir (Xu ve Baba, 2004).
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Poli(etilen oksit) (PEO)

PEO kendi kendini kaplama &zelligine sahiptir ve kapiler duvariyla
adsorpsiyon esasina gore etkilesir. Kaplama oOzelliklerinin iyilestirilmesi igin
silanol gruplarinin tiimiiyle protonlanmasi gerekmektedir. Bu nedenle kapiler
kolonlarin kaplama isleminden 6nce ve deneyler arasinda hidroklorik asidin
ardindan PEO c¢ozeltisiyle yikanmasi gerekmektedir. PEO kapli sistemlerin en
Onemli eksikligi her 30 calismanin ardindan bu kapiler kolonlarim 1 saat
sartlandirilmasi zorunlulugudur. PEO, DNA 6rneklerinin ayiriminda ¢ok 6nemli
bir polimer eleme ortam1 saglar. Kii¢iik molekiil agirlikli PEO karisimlar: kiigiik
DNA pargalariin ayiriminda yiiksek verimlilik saglarken, biiyiik DNA
pargalarinin ayiriminda buylk molekil agirlikli PEO ¢ozeltileri  kullanilir.
Ornegin, 400 kDa’luk cesitli derisimlerdeki PEO ¢ozeltileri ile 82 baz ifti (bg)/88
b¢ DNA parcgalar1 ayrilabilirken, 8000 kDa’luk c¢esitli derisimlerdeki PEO
cozeltileri ile 506 b¢/517 bg ve 7 kbg/10 kb¢ DNA pargalart ayrilabilmektedir.
Cesitli uzun ve kisa PEO zincirlerinin bir arada bulundugu c¢ozelti karigimlari
(%1,4’1uk 600 kDa PEO ve %1,5’luk 8000 kDa PEO gibi) kullanilarak da uygun
viskozitenin elde edilmesi ile genis araliktaki DNA parcalarinin  ayirimi
saglanabilmektedir. Viskozitesi 1200 cP olan PEO c¢ozeltisi ile, viskozitesi
4900 cP olan LPA ¢ozeltisinden daha iyi ayirim ve daha kisa analiz siiresi elde
edilmistir. Ayrica PEO’in ¢esitli  kopolimerleri kullanilarak da ayirma
ortamlarinin  olusturulmast ile etkili bir sekilde dinamik kaplamalar

yapilabilmektedir (Horvath ve Dolnik 2001; Xu ve Baba 2004).

Poli(vinilpirolidon) (PVP)

Diger polimerler arasinda poli(vinilpirolidon) PVP, diisiik viskozitesi, ayn1
karbon ve molekiil agirliktaki diger polimerlere kiyasla miikemmel bir dinamik
kaplama kabiliyeti, kisa hazirlanma siiresi, uzun émiir ve yiiksek tekrarlanabilirlik
gibi sebeplerden otiirii pahali olan hazir kapl kapiler kolonlarin yerine tercih
edilir. Clinkii yiiksek viskoziteli polimer ¢ozeltileri yiiksek basing ve daha uzun

doldurma siiresi gerektirir, yikama ve doldurma zorlugu olur bu da verimliligi
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azaltir (Schmitt—Kopplin, 2008). Kaplanmamis kapiler kolonlarda kullanilan PVP,
genotipleme ve dizileme uygulamalarinda etkili bir eleme ortami saglar. Analizler
arasinda da basit kolon yenileme basamagi kullanilir. PVP kaplama, PEO kaplama
ile karsilagtirildiginda, EOF’1in daha etkili bir sekilde azalmasini ve daha kisa
yenileme siiresi saglamaktadir (Horvath ve Dolnik, 2001). Ayrica LPA ve PVP
karigimlart ¢ift sarmal DNA i¢in ayirma ortami olarak basarili bir sekilde

uygulanabilmektedir (Xu ve Baba, 2004).

Agaroz

Agaroz jeller biiyiik por biiyiikliigiine sahip, yiiksek dayaniklilikta olup
biyolojik olarak inert 6zellige sahiptirler. Tabaka jel elektroforezinde oldugu gibi
CE’de de agaroz oldukga biiylik DNA’larin ayirimlarinda orta derecede tercih
edilir. Kapiler igerisinde istenmeyen EOF’tan kag¢inmak icin &zel saflik
derecesinde agaroz kullanilmak zorundadir ve agaroz c¢ozeltileri 260 nm’de optik
olarak temiz olmalidir. 40°C’da %0,3 (a/h) ve %2,6 (a/h) arasindaki agaroz
derisimleri kullanilarak CGE ile DNA kesim pargalar1 tayin edilebilmektedir.
Swvilastirilmis agarozun jellesme sicakligi {izerinde calismanin {stiinliikleri,
kapiler igerisinde degistirilebilmesi, kolay doldurulabilmesi, temizlenmesi ve
tekrar doldurulabilmesidir. Bu tip agarozun diger bir tstlinliigii ise ng diizeyinde
diisik DNA tayinleri i¢in 254 nm’den 260 nm’ye kadar olan absorbans
degerlerinin yeterli olmasidir. Ayirma ortami olarak agaroz kullanildiginda
kapiler kolonlarin i¢ ylizeyleri lineer poliakrilamit gibi uygun bir polimer ile
kaplanmalidir. Bu yontem kullanilarak ¢ift sarmal DNA’nin ayirimi ig¢in etkin
bliyiiklik araligi yaklasik 12 kb olarak smirlandirilmis olur (Schwartz ve
Guttman, 1995).

Dekstran
Dekstranlar bazi  bakteriler tarafindan siikrozdan retilen, suda

¢oziindiiklerinde yapigskan ve viskoz olan polisakkaritlerdir. Dekstran, proteinlerin

ayinmminda LPA’in ¢ok sayida olan smirlamalariin iistesinden gelmektedir.
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Dekstran ¢ozeltileri kolaylikla pompalanabilir, degistirilebilir, ¢ozeltileri diisiik
UV absorbansina sahiptir ve hassas tayin saglarlar. %6—15 (a/h) arasinda degisen
dekstran yiizdeleri kullanilarak farkli biiyiikliiklerdeki proteinler, oligontikleotitler
ve DNA dizileri ayrilabilmektedir (Heiger 2000; Weinberger 2000). Dekstranin
yani sira glukomannan ve pullulan polisakkaritler kullanilarak da ayirma jel

ortamlar1 hazirlanabilmektedir (Chiari ve Melis, 1998).

Polietilen Glikol

Lineer bir polimer olan polietilen glikol (PEG)’iin 100.000 molekiil agirlikli
%3’lik c¢ozeltisi kullanilarak 14-94 kDa biyiikligiindeki SDS—proteinler
214 nm’de ayrnlabilir. PEG ile yapilan protein ayirimlart dekstranlarla
kiyaslandiginda analiz siireleri biraz daha uzundur. Her bir analizden sonra PEG
cozeltileri degistirildiginde gd¢ zamanlarinin bagil standart sapmalar1 9%0,4—0,5
olarak bulunmustur. Bu polimer bozulmadan 300 enjeksiyondan daha fazla analiz

verimli bir sekilde yapilabilmektedir (Weinberger, 2000).

2.6. CGE ve DNA Tayinleri

DNA molekiilleri sabit yiik/biiyiiklilk oranina sahip oldugundan onlarin
¢ozeltideki elektroforetik hizlart zincir uzunluklarina bakilmaksizin esittir
(Schmitt—Kopplin, 2008). Kapiler elektroforez ile DNA ayirimlari, DNA
molekiillerinin negatif yiik 6zelligi ve ¢ift sarmal yapilarina zarar vermeyen notral
pH’ta veya yakin bir pH’ta gerceklestirilir (Konuk ve ark. 2009; Stellwagen ve
Stellwagen 2009).

Cizelge 2.6’de CGE ile DNA ayirimlarinda dinamik kaplama jel ortami
olarak siklikla kullanilan baz1 polimerlerin, molekiil agirliklar1 ve/veya
viskoziteleri, ¢6zeltideki derisimleri ve deneylerde kullanilan tampon cozelti
ortamlar1 verilmektedir (Quesada 1997; Xu ve Baba 2004).

Chen ve ark. (2009) bir kan hastalig1 olan akdeniz anemisi (o—talasemi)
delesyonlarinin genetik 6zelliklerini ¢oklu PCR tepkimelerini kullanarak dinamik

kapli PVP kapl kapiler kolonu ve ticari DB—17 kapiler kolonu kullanarak
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arastirmuslardir. Bu calismada altin parcactk ve PEO (Ma 8.000.000 g mol™?)

iceren glisin tamponu, ayirma ortami olarak kullanilmistir.

Cizelge 2.6. CGE ile DNA aymmlarinda kullanilan bazi polimerlerin, 6zellikleri, ¢ozeltideki

derigimleri ve deneylerde kullanilan tampon ¢ozelti ortamlari

Polimer Molekiil Agirhg Derisim Tampon
(kDa) velveya (% a/h)

Viskozitesi (cP)

LPA 9000 kDa 2 50 mM Tris—=TAPS, 2 mM
27400 cP (25 °C) EDTA, 7 M Ure

LPA 339 kDa 6,2 220 mL su, 40 mL metanol,

5,6 g Tris, agirlikca % 85°lik
fosforik asit ile titre edilir

pDMA 200 kDa 6,5 100 mM TAPS, 8 M Ure, pH 8
1200 cP (30 °C)

pDMA 98 kDa 6,5 100 mM TAPS, 8 M Ure, pH 8
75 cP (30 °C)

PEG 35 kDa 6 100 mM TAPS, 6 M Ure
10 000 cP (ortam
sicakligr)

PEO 8000 + 600 kDa 15+14 89 mM Tris—borat, 2 mM
1200 cP (ortam EDTA, 3,5 M Ure, pH 8,2
sicakligr)

PVP 1000 kDa 45 89 mM Tris—borat, 2 mM
27 cP EDTA, pH 8,0

HEC 97 kDa 2 89 mM Tris—borat, 2 mM
5000 cP (25 °C) EDTA, 6 M Ure, % 10

formamid

HPMC—-4000 4390 cP (ortam 2 50 mM Tris—borat, 2,5 mM
sicakligr) EDTA, pH 8,3

HPMC-50 40 cP (25 °C) 50 89 mM Tris—borat, 2 mM

EDTA, pH 8,3, polihidroksi

HPMC-5 5,7 cP (20 °C) 5 100 mM Tris—borat, 2 mM

EDTA, pH 8,0, mannitol
MC—-4000 4390 cP (20 °C) 2 50 mM Tris—borat, 2,5 mM
EDTA, pH 8,3
MC-8000 7980 cP (20 °C) 2 50 mM Tris—borat, 2,5 mM
EDTA, pH 8,3
HPC-11000 11,000 cP (20 °C) 2 50 mM Tris—borat, 2,5 mM
EDTA, pH 8,3
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Farkli molekiil agirliklarindaki  PEO  polimerinin ~ (600.000 ile
8.000.000 g mol™* veya ikisinin karigimi olarak) degisik ylizdelerde katki maddesi
olarak kullanildig1 ve ciplak silika kapiler kolonda DNA ayirimlarinin yapilmasi
konusunda da pek cok calisma bulunmaktadir (Fung ve Yeung 1995; Chen ve
Chang 1999; Huang ve ark. 2001c, Geoun ve ark. 2002; Chiou ve ark. 2004).

CE yontemi ile ticari eCAP notral kapiler kolonu kullanilarak da DNA’larla
ilgili degisik caligmalar yapilmistir (McIntosh ve ark. 2000; Stellwagen ve
Stellwagen 2002a; Stellwagen ve Stellwagen 2002b). Palm ve Marko-Varga
(2004) tarafindan aym tip kapiler kolon (eCAP) kullanilarak bu g¢aligmalardan
farkli olarak c¢alisma tamponuna %16 (a/h) dekstran (Ma 464,000) eklenmis ve
insan plazmasindaki oligontikleotitler ayrilmistir.

Moritani ve ark. (2003) kapiler kolonunun i¢ yiizeyini PVA ile 3 degisik
yontem ile kaplayarak 8-589 baz cifti arasinda 22 adet DNA pargasi igeren
standard1 ayirarak bu kaplamalarin verimliliklerini kiyaslamiglardir.

Nutku ve Erim Berker (2003) tarafindan 11 farkli biiyiikliikteki DNA
parcalar1 (72—1353 bg arasinda) polietilenimin kapli kapiler kolon ile ayrilmistir.
Bu ¢alismada ayirma ortami olarak 89 mM Tris, 89 mM borik asit, 5 mM EDTA,
pH 8,2 iceren tampon ¢ozeltisine orta viskozitedeki HEC (438.000 g mol™) %0,5
ve %0,8 (a/h) eklenerek 260 nm’de UV dedektdr ile tayinler yapilmistir.

Zhou ve ark. (2005) DNA standardi ve plazmid DNA’sin1, farkli tampon
cozeltiler icerisine (89 mM Tris, 89 mM borik asit, 2 mM EDTA veya 50 mM
MES pH 6,0—7,3) jel maddesi olarak farkl yiizdelerde poli(N—izopropilakrilamit)
(PNIPAM) ekleyerek ve degisik yiizdelerdeki mannitolun etkisini de inceleyerek
ciplak silika kapiler kolonunda ayirmislardir.

Gao ve ark. (2011) farkli bi¢imdeki PDMA polimerleri tasarlayip
sentezlemisler ve bu polimerleri TBE (100 mM Tris, 90 mM borik asit, 1 mM
EDTA, pH 8,3) tamponuna ekleyerek c¢ift sarmal DNA parcalarini (72-1353 bg)
CE’de lazer kaynakli floresans (LIF) dedektor kullanarak ayirmislardir.
Elektrokinetik ornek enjeksiyonu (—4 kV, 3 s) yontemini kullanarak ayirma
gerilimi olarak —8 kV uygulamislardir.

Albarghouthi ve ark. (2002) farkli  poli—N—hidroksietilakrilamit
(polyDuramide, PHEA) derisimlerini kullanarak en iyi kosullar1 belirledikten
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sonra adsorpsiyon esasina gore dinamik kaplanmis kapiler kolonda DNA dizileme
analizi yaparak DNA’daki baz siralarini tayin etmislerdir.

Song ve ark. (2009) sentezledikleri farkli molekiil agirliklarindaki lineer
poliakrilamit maddelerini ve N,N—dimetilakrilamit (DMA) kullanarak bu
maddelerin polimerlerinden elde ettikleri farkli s6zde—kaplama ag Orgiisii
(quasi—IPN) polimerleri ile DNA parcalarini ve bazi bazik proteinleri CE
yontemini kullanarak ayirmislardir.

Song ve ark. (2001) uygun polimerizasyon yontemini kullanarak akrilamit
ve PVP ile hazirladiklar1 polimer karigimini igeren tampon ¢dzeltisi ortaminda CE
yontemi ile farkli biiyiikliikteki ¢ift sarmal DNA parcalarmi ayirmislardir. Bu
caligmada, kapiler i¢ duvarinin kimyasal olarak kaplanmasi yapilmadan oldukc¢a
yiiksek tekrarlanabilirlikte ayirimlar gerceklestirilmistir.

Wu ve ark. (2006) cift sarmal DNA ve Cin’de bulunan bazi bitkisel
ilaglardaki aktif bilesen olan berberin arasindaki etkilesimi, hem c¢iplak silika
kapiler kolonu ile hem de poliakrilamit ile kaplanmis kapiler kolonu kullanarak
tayin etmiglerdir.

Lee ve ark. (2010) CE yontemi ile DNA’mn farkhi derisimlerdeki Hg?*
iyonlar ile kompleks olusum etkisini tampon ¢o6zeltisine (100 mM Tris—borik
asit, pH 9), %2,0 (a/h)’lik PEO (8.000.000 g mol™?) ekleyerek LIF dedektor
kullanarak arastirmislardir.

Sang ve Ren (2006) CE ile poliakrilamit kapli kapiler kolonu kullanarak ve
gercek zamanli PCR yontemi ile insan kan serumundaki dolagimdaki serbest
DNA’nin miktar tayinini yaparak bu yontemleri birbiriyle kiyaslamislardir.

CGE ile DNA karisimlarinin, oligoniikleotitlerin, dizi olusturan iirtinlerin,
restriksiyon parcaciklarinin, PCR iirlinlerinin ayiriminda, metil seliiloz, hidroksi
propil seliiloz, hidroksi etil seliiloz gibi bir¢ok farkli polimer ¢ozeltilerinin ayirma
ortam1 olarak kullanilmasi ile ¢ok yiiksek ayiricilikla analizlenmesinde basarili
sonuglar alinmistir (Barron ve ark. 1993; Ruiz—Martinez ve ark. 1993).

Jin ve ark. (2001) 16 adet DNA pargasi igeren (100 bg—2027 bg
araligindaki) standart kullanarak poliakrilamit kapli kapiler kolonu ile 100 mM
Tris, 100 mM borik asit, 2 mM EDTA, pH 8,3 iceren tampon ¢ozeltisine degisik
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yiizdelerde (%0,20-1,61 (a/h) arasinda) HPMC (Ma 86.000 g mol ™) ekleyerek
ayirim yapmuglardir.

Wang ve Morris (2001) EOF’1 en aza indirmek i¢in lineer poliakrilamit
kapl kapiler kolonu kullanmiglar ve TBE tampon ¢ozeltisine (89 mM Tris, 89
mM borik asit, 2 mM EDTA) %0,17 (a/a) HEC (90.000-105.000 g mol™) ve %3
(a/a) dekstran (2.000.000 g mol™) ekleyerek 1 kb¢’lik (1016-12216 baz ¢ifti arasi
13 par¢a) DNA standart parcalarini ayirmayi1 basarmislardir. Bu ¢alismada DNA
ayirimlarinda polimer esnekliginin etkisi video mikroskopisi yontemi ile
arastirilmistir.

Barron ve ark. (1996) tarafindan cesitli baz parcalar1 iceren DNA standart
cozeltisi kullanilarak UV dedektorii ile 260 nm’de ¢iplak silika kapiler kolonda
deneyler gerceklestirilmistir. Bu ¢alismada ¢apraz bagl olmayan degisik molekiil
agirhiktaki HEC katki maddeleri (Ma 90.000—105.000 ve Ma 24.000—27.000 ¢
mol™), 89 mM Tris, 89 mM borat ve 5 mM EDTA (pH 8,15) iceren tampon
coOzeltisine eklenerek ayirma ortami olarak kullanilmistir.

Han ve ark. (1999) 8-587 b¢ arasinda 22 parga igeren DNA standardini
ayirabilmek i¢in poliakrilamit kapli kolon kullanarak degisik yiizdelerde ve
viskozilerde olan %4 HPMC-5, %2 HPMC-50, %1,8 HPMC—-100 ve %1,2
HPMC—4000 maddelerini 0,1 M Tris, 0,1 M borik asit, 2 mM EDTA tampon
cozeltisine ekleyerek cesitli deneyler yapmislardir.

Du ve ark. (2003) ayirma ortami1 olarak 0,1 M Tris, 0,1 M borik asit, 2 mM
EDTA (pH 8,00) tamponuna HPMC—50 (%2 a/h) ve mannitol (%6 a/h) ekleyerek
mutasyona ugramis DNA’larin tayinlerini LIF detektor (eksitasyon dalga boyu,
Lex= 488 nm ve emisyon dalga boyu Aem= 520 nm) kullanarak yapmislardir.
Ayrica bu ¢alismada PDMA adsorpsiyonu ile dinamik kaplama yapilmis kapiler
kolon ve kovalent baglanmis poliakrilamit ile sabit kaplanmis kapiler kolonu
arasinda kiyaslama yapilmstir.

Chiu ve Chang (2002) biiyiik DNA pargalarin1 (5—40 kbg) yiiksek pH’da
EOF varliginda ve yoklugunda metilamin, dimetilamin ve piperidin ¢ozeltilerine
9%0,05 ve 1,5 (a/h) HEC (Ma 1.300.000 g mol ) ekleyerek ayirmuslardir.

Genellikle CGE ile yapilan ¢alismalar igerisinde DNA sekanslama (Dolnik,
1999), DNA ilag etkilesimleri (Araya ve ark., 2007), DNA—protein etkilesimleri
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(Singhal ve Otim, 2000), DNA hasar1 (Fattorini ve ark. 2004), DNA ve RNA
aptamerleri (Ravelet ve ark., 2006) ve enzim—DNA (Li ve ark., 2009) c¢alismalari
bulunmaktadir.

Yapilan kaynak arastirmalarinda CGE yontemi ile bitki DNA tayinlerine
yonelik ¢cok az sayida ¢alismaya rastlanmistir. Bu tez kapsaminda CE yontemi ile
gerceklestirilmesi diigiiniilen Lamiaceae familyasindan olan Salvia L. tirlerinin
DNA’lar1 arasinda taksonomik bir iligki olup olmadiginin arastirilmasi konusunda
kaynak taramasi yapilmis ancak herhangi bir ¢alismaya rastlanmamistir. CE ile
yapilan ¢aligmalarin ¢ogunlukla standart DNA (Liu ve ark., 2007), bakteri (Zhou
ve ark., 2005), veya insan DNA’s1 (Sang ve Ren 2006; Zhang ve ark. 2006)
tizerine oldugu goriilmiistiir. Bitkilerle yapilan caligmalardan bir tanesi CE ile
tibbi bitki ekstrelerinde DNA temelli biyosensoér (Minunnia ve ark., 2005)
gelistirilmesidir. Farkli bir calismada genetigi degistirilmis, sabit yag iiretiminde
kullanilan Kanola bitkisinde DNA tayini CE yontemi ile gergeklestirilmistir
(Chen ve ark., 2007). Baska bir calismada bitkilerden 2S albumin sinifi
proteinlerin CE ile farkli c¢alisma tamponlart kullanilarak ayrilabilecegi
gosterilmistir (Salmanowicz, 2000). Diger bir ¢alismada ise bu tezde DNA ile
yapilmasi istenen tarzda, fakat proteinler yardimiyla CE ile bitkilerdeki tiir tayini
yapilmistir (Piergiovanni ve Taranto, 2005). Ayrica HPLC yontemi ile tibbi bir
bitki olan Plantago (sinirli otu) cinslerinde DNA’lar belirlenerek tir
siniflandirmasi yapilmistir (Sahin ve ark., 2007). Garcia—Canas ve ark. (2002a),
Garcia—Canas ve ark. (2002b) ile yine ayni ¢alisma grubundan Sanchez ve ark.
(2007) genetigi degistirilmis misir Orneklerinden elde edilen PCR iiriinlerini,
ciplak silika kapiler kolonu kullanarak ayirma tamponuna (20 mM Tris, 9,5—10
mM o—fosforik asit, 2 mM EDTA, pH 7,3) %4 veya 4,5 (a/h)’luk notral bir
polimer olan HEC (Ma 90.000 g mol™) ekleyerek kapiler jel elektroforezi
yontemi ile basarili bir sekilde tayin etmislerdir. Bu ¢alismalarda hem 254 nm UV
dalga boyunda hem de LIF dedektoér kullanilarak Aex= 488 nm ve Aem= 520 nm
dalga boylarinda analizler gerceklestirilmistir. Bu doktora tez ¢alismasinda da,
CGE ile yapilan deneylerde bu ¢alisma grubunun yayinlarindan yararlanilarak en
iyi kosullar belirlenmis ve tekrarlanabilirligi yiiksek sonuglar elde edilmistir. Bu

calismada CGE’de ayirma tamponunda kullanilan seliiloz tiirevlerinden olan HEC

57



@ ANADOLU UNIVERSITESI

piyasada kolay bulundugundan, diger polimerlere kiyasla suda daha kolay
coziindiigiinden ve kapilere kolay pompalanma o&zelliginden dolayr Onemli

kolayliklar saglamistir.

2.7. Botanik Bilgiler

Ulkemiz gerek farkli cografi ve iklim yapisina sahip olmasi, gerekse 3 gen
merkezinin kesisim noktasinda bulunmasindan dolayr bitki tirii cesitliligi
bakimindan diinyada 6nemli bir konuma sahiptir. Tiirkiye’nin bitki tiirii sayis1 son
yillarda yapilan teshislerle 12000°e yaklagsmis olup, bunun yaklasik 3800 tanesini
endemik tiirler olusturmaktadir (Davis 1965—1988; Erik ve Tarikahya 2004;
Anonim 2012d). Komsu {ilkeler ile kiyaslandiginda tiir zenginligi ve endemik
tirler bakimindan Tiirkiye ilk sirada gelmektedir. Avrupa Kitasi’nin toplam tiir
sayist 12500 civarinda olup, bunun 2500 kadar1 endemiktir (Ipek ve Giirbiiz,
2010). Tiirkiye tek basina Avrupa’dan daha fazla endemik tiire sahiptir. Avrupa
Kitasi’nin yiizl¢timii Tiirkiye’nin 15 kati biiyiikliigiinde oldugu dastnulirse,
tilkemizdeki endemizm oraninin ne kadar énemli oldugu goriilmektedir. Bu tez
calismasinda Lamiaceae familyasina ait bazi Salvia tiirleri kullanildigindan, bu

tiirlerin ait oldugu Lamiaceae familyasi ve Salvia cinsi asagida agiklanmaistir.

2.7.1. Lamiaceae familyasinin genel 6zellikleri

Diinyada ¢ok genis yayilisa sahip bir familya olan Lamiaceae, 264 cins ve
yaklasik 7000 kadar tiir ile temsil edilmektedir (Moon ve ark. 2008; De Mattia ve
ark. 2011). Ulkemizde ballibabagiller olarak bilinen Lamiaceae familyasma ait
200 cins ve 3200 tiir bulunmaktadir (Y1ldiz ve Aktoklu, 2010). Baslica Akdeniz
havzasinda yaygin olan, otsu veya ¢ali seklindeki tiirlerin ¢ogu aromatik olup,
ucucu yag icerir. Peyzaj diizenlemesi ve ekonomik agidan 6nemli olan bu familya
Tectona grandis gibi kerestecilikte 6nemi olan agaglara, ¢ok sayida aromatik,
tibbi ve baharat olarak kullanilan Salvia (adagayi), Thymus (kekik), Mentha
(nane), Origanum (mercankosk), Rosmarinus (biberiye), Lavandula (lavanta) ve
Ocimum (feslegen) gibi cinslere sahiptir (Anonim 2011; Tanker ve ark. 2007).
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2.7.2. Salvia L. (Adacay) cinsinin genel 6zellikleri

Lamiaceae familyasinin 6nemli bir {iyesi olan Salvia L. cinsi, merkez ve
orta Amerika (300 takson), bat1 Asya (200 takson) ve dogu Asya (100 takson)’da
yayilig gosterir. Bu ¢ bolge temel olmak iizere, diinyada bu cinse ait tiir sayist
1000’e ulasmistir (Kahraman ve ark., 2010a).

Turkiye’de Salvia L. cinsine ait 95 tiir bulunmaktadir. Bu tiirlerden 48’1
endemik olup, endemizm orani %51’dir (Davis ve ark., 1982). Salvia cinsi
diinyada ve iilkemizde halk arasinda tedavi amagli antibakteriyel, antiviritik,
antifungal, spazm onleyici ve kan basinci diisiiriici olarak, ayrica parfiimeri
sanayisinde ugucu yag kaynagi ve dekoratif bitkilere sahip olmasi nedeniyle
dikkat cekicidir (Saeidnia ve ark. 2009; Er6z Poyraz ve Koca 2006; Kintzios
2000).

Salvia cinsi yapraklari, %2-3 ucucu yag, %5 rosmarinik asit, tanen
bilesikleri, flavonlar (salvigenin, luteolin, hispidulin) ile karnosol (pikrosalvin)
gibi diterpenler, ursolik asit ve benzeri triterpenler igerir. Ugucu yag, %60—64
civarinda oOkaliptol (1,8-sineol), %8,2 kafur ve %5’in altinda tuyon tiirevleri
tagimaktadir (Kopar, 2010). Bu nedenle bu cinse sifa verici 6zelliginden dolay1
Latince’de ‘iyilestirmek, kurtarmak’ anlamina gelen Salveo kelimesinden
tiretilmis Salvia ismi verilmistir (Baytop, 1999). Adacay1 genel olarak deride
antiseptik ve koku giderici olarak, solunum sistemlerinde bogaz ve bademcik
iltihaplarinda, endokrin sistemlerinde hormon diizenleyici ve antispazmatik olarak
ve ayrica genel sistemde ates diisiiriicii ve sinir sistemi bozukluklarinda gesitli
kullanim alanlar1 bulmaktadir (Lawless, 1995).

Adacayi, ilac bitkisi olarak kullanilan bitkilerin arasinda en uzun tarihe
sahip olan bitkilerden birisidir. Son yillarda yapilan ¢aligmalarda Salvia L.
tiirlerinden elde edilen bazi diterpenoidlerin kanser tedavisinde, timor olusumunu

engelleyen o6zelliklerinin oldugu bulunmustur (Yiicel, 2000).
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2.7.3. Calisilan Salvia turlerinin genel 6zellikleri

Bu kisimda calisilan Salvia tirlerinin botanik ve morfolojik 6zellikleri
verilmistir. Bu tiirler, Salvia bracteata Banks & Sol., Salvia candidissima Vahl.
subsp. occidentalis Hedge, Salvia ceratophylla L., Salvia dichroantha Stapf.,
Salvia forskahlei L., Salvia fruticosa Miller (syn. S. triloba L.), Salvia sclarea L.,
Salvia tomentosa Miller, Salvia verticillata L. subsp. verticillata L. ve Salvia

viridis L.”dir. Bu turlerden Salvia dichroantha Stapf. endemiktir.

2.7.3.1S. bracteata

Cok willik, otsu bir bitkidir, ¢igeklenme zamanmi Mayis—Temmuz aylar
arasindadir. Bu tiire volkanik ve kalkerli yamagclar, nadas tarlalar1 ve bag
kenarlarinda olmak tiizere 50—2000 m yiiksekliklerde rastlanir. Tirkiye’de
Ozellikle Anadolu’da yaygin olan bu tiire Tekirdag, Bilecik, Kalecik ve Cankiri
arasi, Amasya, Tokat, Sivas, Erzurum, Kiitahya, Afyon, Ankara, Nevsehir, Sivas,
Elazig, Erzurum, Denizli, Burdur, Konya, Gaziantep, Urfa ve Diyarbakir
bolgelerinde rastlanmaktadir (Davis ve ark. 1982; Anonim 2012e¢). Bu tur, cay
olarak soguk alginliginda kullanilmaktadir (Koyuncu ve ark., 2010).

2.7.3.2 S. candidissima

Cok yillik ve otsu olan bu bitki tiirii 1 m’ye kadar boylanabilmektedir. Dipte
sik yapraklidir ve yapraklar oldukea iridir. Seyrek dallanan bitki beyaz ¢iceklere
sahiptir. Cigeklenme zamani Mayis—Eylul aylar1 arasindadir. 190-800 m
yiiksekliklerinde kayalik volkanik ve kiregtagi yamaglar, tebesir tepeler ve tarla
kenarlarinda goriiliir. Tiirkiye’de baslica Antalya, Kastamonu, Amasya, Kiitahya,
Eskisehir, Ankara, Yozgat, Mugla, Isparta, Konya, Nigde ve Icel bolgelerinde
rastlanmaktadir. (Davis ve ark. 1982; Tan 2008; Anonim 2012e). Bu tir, cay
olarak soguk alginliginda kullanilmaktadir (Koyuncu ve ark., 2010).
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2.7.3.3 S. ceratophylla

Cok yillik 6miir uzunluguna sahip otsu bir bitkidir ve 60 cm’ye kadar
boylanabilir. Govde st tarafta belirgin  dallanir. Cigeklenme zamani
Nisan—Haziran aylar1 arasindadir. Cigek rengi sari veya beyaz olan bu bitki
kiregtasi, volkanik ve algitagi yamaglar, misir ve nadas tarlalar1 ve ¢orak yerlerde
300—2150 m yiiksekliklerinde bulunur. Tiirkiye’de karasal iklim ve i¢ Anadolu
bolgelerinde yaygin olarak rastlanmaktadir. Bu tiire, Ankara, Kastamonu,
Erzurum, Kars, Eskisehir, Kayseri, Malatya, Diyarbakir, Erzincan, Van, Burdur,
Icel, Nigde, Adiyaman, Urfa, Siirt, Hakkari ve Afyon illerinde rastlanmistir
(Davis ve ark. 1982; Davis ve ark. 1988; Tan 2008; Anonim 2012¢). Bagc1 ve
Kogak (2007) tarafindan S. ceratophylla tirinin tat ve aroma endustrisi ile ilag

sektoriinde kullanilabilecegi belirtilmistir.

2.7.3.4 S.dichroantha

Cok yillik, otsu bitkidir, ¢iceklenme zaman1i Temmuz—Eyliil aylar
arasindadir ve endemiktir. Bu tiir, bozkir ormanlardan agagsiz yerlerde, nadas
tarlalari, yol kenarlarinda ve 810—1800 m yiiksekliklerde bulunur. Bu tiire
Kuzeybati, Giineybat1 ve I¢ Anadolu bolgelerinde olmak lizere Bolu, Kastamonu,
Kiitahya, Eskisehir, Konya, Nigde, Sivas, Mugla, Isparta, Antalya ve Konya
illerinde rastlanmaktadir (Davis ve ark. 1982; Anonim 2012e). S. dichroantha
yapraklarindan hazirlanan infiizyon, haricen yara ve c¢ibanlarin tedavisinde

kullanilir (Baytop, 1999).

2.7.3.5 S. forskahlei

Cok yillik, otsu, govdeler 15—120 cm, dik, basit veya dallanmis, salgi ve
basit tiiylere sahip olabilmektedir. Yapraklar genis, uzun sapli, kenarlar1 testere
disli ve c¢icekleri menekse—mavi renkten eflatunsu renklere kadar degisir.
Haziran—Eyliil aylarinda ¢igeklenir. Genis ve igne yaprakli ormanlar, ¢ayirlar, dik

kenarlarda (10—1900 m) rastlanir. Tiirkiye’nin Kuzey bdlgelerinde yaygin
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olmakla birlikte Tekirdag, Kirklareli, Istanbul, Yalova, Bursa, Bolu, Sakarya,
Zonguldak, Kastamonu, Sinop, Amasya, Samsun, Ordu, Giresun, Trabzon, Rize
ve Coruh illerinde rastlanmaktadir (Davis ve ark. 1982; Tan 2008; Anonim

2012e¢). Bu tiiriin yapraklari ¢ay olarak kullanilmaktadir (Baytop, 1997).

2.7.3.6 S. fruticosa

Bitki 1 m’ye kadar boylanabilmektedir. Cali formunda ve ¢ok yillik omiir
uzunluguna sahiptir. Yapraklar basit veya ii¢ loblu, 2—5 cm boyunda, alt yiizeyi
yogun beyaz tiiyliidiir. Cicekler dal uglarinda, leylak renginde bazen beyaz
renklidir. Ciceklenme zamani Mart—Mayis aylarinda ve bulundugu yiikseklik
0—700 m’dir. Maki ya da firigana kirecgtag1 kayaliklar arasinda yetigir. Yayilis
alan1 Kuzeybat1 Tiirkiye, Bati ve Gliney Bati Anadolu’dur. Balikesir, Mugla
(Milas, Oren, Fethiye ve Kalkan yakinlar1), Aydin (Didim), izmir, Denizli (Tavas)
ve Antalya (Beldibi ve GOyniik arasi) illerinde rastlanmaktadir (Davis ve ark.
1982; Tan 2008; Anonim 2012e¢). Tirkiye’nin yillik adagayr ihracatinin biiyiik
cogunlugunu S. fruticosa olusturmaktadir (ipek ve Giirbiiz, 2010). Bu tiriin
yapraklarindan hazirlanan inflizyonlar ¢ay yerine genis miktarda kullanilmaktadir

(Baytop, 1999).

2.7.3.7 S. sclarea

Ot formunda ve cok yillik Omiir uzunluguna sahiptir. Mayis—Agustos
aylarinda cigeklenir. Govde dik olarak gelisir ve 1 m’yi gegebilir. Kayalik
volkanik yamaglar, karisik igne yaprakli ve yaprak doken korular, goélgelik
alanlar, egimli yamaglar, tarlalar ve yol kenarlarinda yayilis gosterir. Bulundugu
yiikseklik 0—700 m’dir. Bu tiire, Anadolu (Bat1 hari¢) basta olmak iizere istanbul,
Kocaeli, Bolu, Ankara, Samsun, Trabzon, Giimiishane, Kiitahya, Eskisehir,
Nigde, Kayseri, Kahramanmaras, Tunceli, Van, Mugla, Antalya, Icel, Nigde,
Gaziantep ve Hakkari illerinde rastlanmaktadir (Davis ve ark. 1982; Tan 2008;
Anonim 2012¢). Misk adagay1 olarak da bilinen pembe—beyaz ¢icekleriyle koku

verici 6zellige sahip olan bu tiir, kurutulup 6giitiilerek baharat olarak ve sicak su
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ile yapilan cay icilerek hemoroid tedavisinde kullanilmaktadir (Polat 2004;
Koyuncu ve ark. 2010).

2.7.3.8. S. tomentosa

Odunsu ot formunda ve ¢ok yillik Omir uzunluguna sahiptir.
Nisan—Agustos aylarinda ¢igeklenir. Maki ve kirectas1 yamaglarda ve 90—2000 m
yiikseklikte yayilis gosterir. Baslica Anadolu’da yaygin olan bu tiire, 6zellikle
Istanbul, Bursa, Zonguldak, Ankara, Sinop, Ordu, Giimiishane, Trabzon, Izmir,
Kiitahya, Usak, Eskisehir, Antalya, Isparta, Konya, Adana, Hatay, Mugla ve
Balikesir illeri gevrelerinde rastlanmaktadir (Davis ve ark. 1982; Davis 1988 ve
ark.; Anonim 2012e¢). Bu tiiriin sicak su ile yapilan ¢ayr mide ve karin agrilarinda
kullanilmaktadir. Ayrica romatizma, iltihapl yaralar, soguk alginligi, astim, gogiis
yumusatict ve Oksiiriik kesici olarak kullanildigi bilinmektedir (Eréz 2001,

Koyuncu ve ark. 2010).

2.7.3.9 S. verticillata

Cok yillik, otsu, govdeleri dik veya egik gelisen, 15—70 cm boyda, ¢ok dalli,
salg1 ve Ortii tiiylerine sahiptir. Yapraklar genis, ¢igekler menekse—mavi, leylak,
nadiren beyaz olmaktadir. Haziran—Agustos aylarinda ¢igeklenir. Dag meralari,
cayirlar, ¢akilli dere yataklart ve yol kenarlarinda yayilis gosterir. Bulundugu
yikseklik 0-2300 m’dir. Kuzey ve Gilineydogu Anadolu bdlgelerinde
bulunmaktadir. Bu tiire, Istanbul, Bursa, Sinop, Giresun, Trabzon, Rize, Coruh,
Mus, Van, Bitlis ve Hakkari illeri ¢evresinde rastlanmaktadir (Davis ve ark. 1982;
Tan 2008; Anonim 2012e). Bu tiiriin yapraklarindan yapilan ¢ay, mide agrilarina
ve soguk alginligina iyi gelmektedir (Koyuncu ve ark., 2010).

2.7.3.10 S. viridis

Bir yillik, otsu, 40 cm boylanabilen, salgili veya salgisiz uzun yumusak

tayll, dip kismina toplanmis rozetsi yapraklar, basit, sapli ve disli kenarlidir.
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Cigekler aralikli, 4-6 c¢icekli, morumsu veya beyaz, meyvesi findiksidir.
Mart—Temmuz aylarinda ¢igeklenir. 0—1300 m yiiksekliklerde kayalik yamaglar,
makilik alanlar, tarlalar ve corak yerlerde yayilis gdsterir. Trakya, Dis, I¢ ve
Giineydogu Anadolu’da olmak iizere Tekirdag, Canakkale, Istanbul, Bolu,
Zonguldak, Corum, Samsun, Sivas, Coruh, Artvin, izmir, Ankara, Adana, Mugla,
Antalya, Icel, Urfa, Siirt ve Mardin illeri cevresinde rastlanmaktadir (Davis ve
ark. 1982; Tan 2008; Anonim 2012¢). Bu tiir, ¢ay olarak soguk algmliginda
kullanilmaktadir (Koyuncu ve ark., 2010).

2.7.4. Sistematik analiz ve molekiler sistematik

Bitki sistematiginin amaci, bitkileri birbirleriyle olan dogal akrabalik
derecelerini géz Oniinde tutarak ve filogenetik gelisimlerine dayanarak inceleyip,
biiyiik ve kiigiik topluluklar halinde gruplandirmak, taksonomide belli kurallara
gore bir smiflandirma igerisine sokmaktir (Anonim, 2012f). M.O. 3. yiizyilda
Aristo ile baslayan sistematik, temel olarak biiyiik 6l¢iide morfolojik karakter
temeline dayanmaktadir. Farkli etkiler gosteren farkli karakterlerdeki tiirlerin
sistematik olarak tanimlanmasi ya da bitki tiirleri arasindaki evrimsel baglantiy
saptamak amaciyla sistematik¢iler morfolojik yontemin yani sira geleneksel
olarak anatomik, sitolojik, kesit alma sistemleri, ¢apraz uyum, sekonder bilesikler
(6rnegin flavonoidler) ve farkli biyokimyasal belirteclerin kullanildig1 izoenzim
gibi c¢esitli yaklagimlar kullanmaktadirlar. Bu geleneksel yaklagimlar bazi
degisimlerle giiniimiizde de halen kullanilmaktadir. Bu yontemlerin her birinin
baz1 sinirlamalar1 bulunmaktadir. Ornegin, izoenzimler gesitlilik analizinde ve
birbiriyle yakin iligkili olan tiirler arasinda faydali olmalarina ragmen bunlar
genellikle taksonomik olarak uzak akrabalik ¢aligmalarinda uygulanamaz. Tam
tersine, morfolojik karsilagtirmalar oldukga farkli tiirler arasinda yapilabilir fakat
sistematikcilerin morfolojik benzerlik mekanizmasinin temelindeki bilgi eksikligi,
evrimsel iliskilere dogrudan yansir. Yani bitki sistematikg¢ileri morfolojik olarak
birbirine benzer iki tiirii ayrrmada kuskuya diisebilmektedirler. Ornegin, S.
fruticosa ve S. officinalis tiirlerinin birbirlerinden morfolojik olarak ayrilmasinda

karigiklik olabilmektedir. Ayrica tiir smirlarimin  tanimlanmasinda sadece
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morfolojik verilerin yeterli olmadig1 degisik durumlar mevcuttur. Iste bu nedenle
bu durumdaki sorunlar1 ve sistematik problemleri ¢6zmek, yeni ve daha giivenilir
sonuclar elde edebilmek amaciyla ¢esitli ¢alismalar yapilmaktadir (Phillips ve
Vasil 1994, Oz Aydin 2004; Karaca ve ark. 2008). Bu ¢alismalarin basinda DNA
temelli molekiler genetik yontemleri gelmektedir (Bertea ve ark., 2006).
Sistematik problemlerin ¢oziimiindeki en son gelismeler farkli DNA temelli
belirte¢ sistemleriyle genotipin dogrudan ya da dolayli olarak belirlenmesi
Uzerinde olmustur. Bu DNA temelli farkli analizler, pek ¢ok sorunun ¢dziimiinde
umut verici goriilmektedir. Tiirlerin belirlenmesi, filogenetik iligkiler, evrimsel
stirecler, akrabalik seviyesi, soy agaclar1 ve kimliklendirme icin yapilacak DNA
temelli bu yontemler; RAPD, Restriksiyon Par¢a Uzunluk Polimorfizmi (RFLP),
Cogaltilmis Par¢a Polimorfizm (AFLP), Basit Dizi Tekrar1 Mikrosatellit (SSR),
Basit Dizi Tekrarlar1 Arasi (ISSR), Tek Zincir Konformasyonel Polimorfizm
(SSCP), Denatiire Gradient Jel Elektroforezi (DGGE), Kesilmis Amplifiye
Polimorfik Dizi (CAPs), Yiiksek Coziiniirlikli Erime Noktas1 Analizi (HRM) ve
Amplifiye Edilmis Karakterize Dizi Bolgesi (SCARs)’dir (Phillips ve Vasil 1994;
Oz Aydin 2004; Weising ve ark. 2005; Cenkci ve ark. 2008; Cenkci ve ark. 2009;
Mader ve ark. 2010).

Bu yontemler arasinda RAPD yontemi diinyada son yillarda pek ¢ok bitki
tirtiniin sistematik probleminin ¢oziimiinde basariyla kullanilmaktadir (Henry,
1997). Atienzar ve Jha (2006) tarafindan 1990 ve 2005 yillar1 arasinda RAPD
yontemi ya da bununla baglantili yontemlerin kullanildigr 9000°den fazla makale
yayinlandig bildirilmistir. Genel olarak bu yontemlerle karsilagtirildiginda RAPD
yonteminin en biiyiik {stiinligl ilgilenilen taksonun DNA sekans bilgisi
genleriyle ilgili herhangi bir 6n bilgi gerektirmemesidir. Cogaltmada tiim
organizmalar i¢in ayni oligoniikleotit primer seti kullanilabilmektedir ve bu
oligoniikleotit 6zel bolgelere rastgele baglanarak cogaltma yapmaktadir. Bir
primerle, farkli bitkilerin genomik DNA’lar1 farkli olacagindan olusacak RAPD
triinleri de farkli olacaktir. Bu farklilik organizmalarin karsilastirilmasini
saglamaktadir. Ayrica radyoaktiviteye, Southern transferlere veya DNA
hibridizasyonuna gerek duyulmamaktadir. Olast RAPD karakterlerinin sayist

sinirsizdir. RAPD yonteminde kullanilan primer sayisi arttirildikga elde edilen

65



@ ANADOLU UNIVERSITESI

bant sayist da artacagindan, yakin tiirleri ayirma konusunda izoenzim gibi bir¢ok
yontemden daha duyarlidir (Mathieu—Daude ve ark., 1997). Farkli aragtirmacilar
tarafindan kodominant veriler gerektirmeyen sistematik sorunlarin ¢dziimiinde
RAPD belirteglerin kullanimi giiglii bir sekilde savunulmaktadir. Bununla birlikte
yontemin sinirhiliklart da vardir. RAPD kullanim acgisindan kolay olmasina
karsilik, belirtecleri dominanttir ve heterezigot karakterleri teshis etmek zordur.
Calismalar sonucunda elde edilen verilerin tekrarlanabilirligi, reaksiyona giren
tim degiskenlere bagli oldugundan diisiik olabilmektedir. Bunun igin diger
karsilastirmal1 analizlere girmeden 6nce yontemin en iyi kosullarinin belirlenmesi
oldukca dnemlidir (Oz Aydin, 2004). Bunun amacit &zgiinliigi ve
tekrarlanabilirligi kontrol etmektir. Tiim bunlara ragmen, RAPD eger iyi optimize
edilmis ise giivenli bir sekilde uygulanabilen bir yontemdir (Atienzar ve Jha,

2006).

2.7.5. Filogenetik agac¢

Evrim, bir dallanma siireci olarak diisiiniiliirse; topluluklar zaman iginde
degisime ugrar ve bunun sonucunda farkli dallar halinde tiirlesir, birbiriyle
melezlenir veya tilkenerek son bulur. Bu siiregler bir filogenetik aga¢ olarak
gosterilebilmektedir (Anonim, 2012g). Soy agaglar1 da denilen filogenetik
agaclarin olusturulmasi ile mevcut olan karakterlerin degisik kriterler kullanilarak
degerlendirilmesi sonucu taksonlar arasindaki akrabalik iligkileri ortaya
cikarilmaktadir. Filogenetik agag, bir grubun evrimsel tarihinin grafiksel zetidir.

Filogenetik agac;

e Dallanma olaylarinin modelini, bazi durumlarda zamanini ve zaman
araligini tanimlar,
e Tiirlesme sirasini kaydeder,

e Hangi taksonlarin yakin ya da uzak akraba olduklarini gosterir.

Filogenetik bir agacta; dallar; tiirlerin atasal populasyonlarimin zaman

icerisindeki durumlarini gdsterir. Diiglimler; bir populasyonun (taksonun) iki veya
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daha fazla tiirev populasyona ayrildig1 noktalardir. Dal uglari ise; soyu tiikenmis
veya bugiin yasayan tirleri ifade eder (Freeman ve Herron, 1998).
Filogenetik aga¢ olusturmakta kullanilan yontemler temel olarak iki ana

baslik altinda incelenir:

1) Karakter temelli yontemler;
e Maximum parsimony
e Maximum likelihood

e Mr. Bayes

2) Mesafe temelli yontemler;
e Deney ciftlerinin agirliksiz aritmetik ortalamalart (Unweighted Pair
Group Method with Arithmetic Means, UPGMA)
e Neighbour joining
e Minimum evrim metodu

e En az kareler metodu

Karakter temelli yontemler; iizerinde ¢alisilan taksonlar arasindaki
degisken, kalitsal ve biri digerinden bagimsiz her bir 6zellik ya da karakter i¢in
hangi taksonun hangisiyle yakin akraba oldugunu gostermektedir. Bu karakterler;
DNA dizisi, belli iskelet elementleri, ¢icek kisimlarinin varligi ya da yoklugu,
embriyonik veya larval gelismenin sekli gibi 6zellikler olabilir.

Mesafe temelli yontemler; dizi hizalanmasi sonucu elde edilen evrimsel
mesafelerle bir veri matriksi olusturularak daha sonra matriksteki mesafe
skorlarina gore tiim taksonlar i¢in bir filogenetik aga¢ olusturulmasi esasina
dayanmaktadir. Agacin dallar1 boyunca ortaya ¢ikan degisiklik sayis1 diziler
arasindaki uzaklig1 gosterir. Tercih edilen agaglar, taksonlar arasindaki mesafeyi
en aza indirgeyen agaglardir (Sahin, 2011).

Filogenetik agaclarin olusturulmasinda PAUP, PHYLIP, MrBayes,
POPGENE ve NTSYSpc gibi ¢esitli bilgisayar programlart kullanilabilmektedir.
Bu paket programlar kullanilarak her bir 6rnegin diger bir 6rnekle genetik uzaklik

veya yakinligini gosteren tablolar olusturulur ve bu programlar sayesinde tiim
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orneklerin matematiksel olarak iliskilerini bir dendogramla gostermek

mimkunddr (Anonim, 2012h).

2.7.6. Salvia L. tiirleri iizerine yapilan molekiiler ¢calismalar

Saeidnia ve ark. (2009) tarafindan dort farkli Salvia turd (S. macrosiphon, S.
aethiopis, S. brachyantha ve S. sclarea) ve bir adet Nepeta tur (N. saccharata)
arasindaki genetik iliski 10 farkli 10—merlik primerler ile RAPD yontemi
kullanilarak belirlenmis ve kiimeleme analizi yapilarak bu tiirler i¢in dendogram
cikarilmigtir. RAPD—PCR sonuglarina gore S. macrosiphon ve S. aethiopis
tiirlerinin genetik olarak birbirlerine ¢ok yakin oldugu bulunmustur. Ancak S.
brachyantha tiiriiniin ise bu ¢alismada incelenen diger Salvia tirlerinden genetik
olarak daha uzak oldugu belirlenmistir.

Skoula ve ark. (1999) ise Girit adasindaki 3 farkli lokaliteden (Vrysses,
Kapsa ve Kavoussi) toplanan 48 adet S. fruticosa klonlarindaki genetik farklilig
10 farkli oligoniikleotit primerleri (OPA—01, OPB-01, OPB-02, OPB—03,
OPB—-04, OPB—05, OPB-07, OPB—08, OPB—12, OPB—14) kullanarak RAPD
yontemiyle belirlemisler ve bu sonuglar tiirlerin i¢erdikleri ugucu yag bilesenleri
ile de karsilastirmali olarak kiyaslamiglardir. Sonug¢ olarak, farkli primerler
arasinda DNA bant profillerinde genis bir ¢esitlilik ve ¢ok sayida polimorfik
bantlar belirlenmistir. Bu ¢alismada cografi konum olarak da birbirine yakin olan
Kapsa ve Kavoussi bdlgelerinden toplanan populasyonlarin genetik olarak
birbiriyle daha ¢ok baglantili oldugu bulunmustur. Bu iki bolgeden toplanan bitki
populasyonlarinin Vrysses boélgesinden toplananlardan olduk¢a farkli oldugu
belirlenmigtir. Ayrica bu calismada her bir populasyon igerisinde de genetik
farkliliklarin oldugu belirtilmistir.

Karaca ve ark. (2008) ise tirlere 0zgl 14 adet evrensel kloroplast ve
mitokondriyal DNA primer ciftlerini kullanarak hem PCR—RFLP yéntemi ile hem
de 12 farkli tek primer kullanarak minisatellite veya yonlendirilmis minisatellitli
DNA ¢ogaltimi1 (Directed Amplification of Minisatellite DNA polymerase chain
reaction, DAMD-PCR) yontemi ile S. tomentosa, S. sclarea, S. virgata, S.

fruticosa ve S. dichroantha tiirleri arasindaki genetik akrabaliklarini
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belirlemiglerdir. Bu calismada, tiirlere 6zgii DNA markerlar1 ile sonuglanan
PCR-RFLP yonteminin uygulanmasinin ve tekrar edilebilir DNA diizenlemeleri
ile sonug¢lanan DAMD-PCR’in kullannmmin Salvia genetik ¢alismalarinda
kullanigh oldugu belirtilmistir. Ayrica bu ¢alismada Salvia tirlerinin tim genom
diziliminin su ana kadar higbir ¢alismada aydinlatilmadigi belirtilmistir. Bu
calismada, kiimeleme analizi ve basit koordinat analizleri degerlendirildiginde,
tiirlerdeki DNA marker bant profilleri ve ugucu yag iirlinleri arasinda baglanti
oldugu bulunmustur. Deney sonuglar1 Salvia tiirlerindeki genetik ¢esitliligin ¢ok
genis oldugunu gostermistir.

De Mattia ve ark. (2011) S. rutilans, S. uliginosa, S. officinalis ve S. sclarea
tiirlerinin de aralarinda bulundugu Lamiacaea familyas1 iiyelerinden olan toplam
64 bitki tlriini 4 farkli (rpoB, rbcL, matK ve trnH—psbA) evrensel DNA
barkodlama markerlar1 kullanarak tanimlanmislardir. Sonug olarak, bu ¢aligmada
kullanilan DNA barkodlama yaklasimi Lamiacaea familyasi igerisindeki
hibritlesme durumlarinin izlenmesi ve taksonomik olarak belirlenemeyen ticari
tiirlerin tanimlanmasina agiklik getirmistir. Bu calismada morfolojik ve molekiiler
yaklagimlar ile tanimlanmig aromatik bitki tiirleri i¢in farkli DNA barkodlama
markerlar1 kullanilarak veritabani olusturulmasi hedeflenmistir.

Mader ve ark. (2010) S. fruticosa tiiriiniin DNA’nin kismi diziliginin patenti
(EST) diziliminden yararlanilarak gelistirilen SSR ve tek nikleotit polimorfizmi
(SNP) markerlar1 ile 19 farkli bolgeden temin edilen S. officinalis tlrlerinin
genetik yapilarmi analiz etmislerdir. Bu analizler HRM ile yapilmistir. Bu
calismada S. fruticosa tiirliniin gen dizilimi ile ilgili Gen bankasina (Anonim,
20121) 1400°den fazla giris yapildigi ve bu tiirle yakindan akraba oldugu icin bu
tiirlin dizilerinin, hakkinda olduk¢a smirli sayida gen dizisi bilgisi olan S.
officinalis tiirii i¢in de kullanildig: bildirilmistir. Sonug olarak bu ¢alismada elde
edilen genetik verilerin aym1 Ornekler i¢in yaymlanmig olan fitokimyasal
sonuclarla yiiksek derecede uyumlu oldugu bulunmustur. Ayrica bu g¢alismada
kullanilan HRM yo6nteminin orta araliktaki populasyon taramalari i¢in hizli, kolay

ve ucuz bir ara¢ oldugu belirtilmistir.
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3. GEREC VE YONTEM

Bu boéliimde gerecler, kullanilan kimyasallar ve deneysel c¢aligmalarin

yontemleri hakkinda bilgi verilmektedir.

3.1. Gereg

3.1.1. Bitki orneklerinin toplanmasi

Tez kapsaminda ¢aligilan Salvia L. (Lamiaceae) tiirlerinin taze yapraklari
Eskisehir civarindan Haziran—Temmuz 2009 ve 2010 tarihlerinde toplanmuis,
lokaliteleri ve toplanma tarihleri Cizelge 3.1°de verilmistir. Toplanan tdrlerin
yaprak vyizeyleri %70 (h/h) etil alkol ile temizlendikten sonra sivi azotta
soklanmis ve genomik DNA izolasyonu gerceklesinceye kadar —20°C’da derin
dondurucuda saklanmistir. Ayrica, dogal ortamlarindan toplanan ve preslenerek
kurutulan bu tiirlere ait herbaryum o6rnekleri Eskisehir Osmangazi Universitesi
Fen Fakiiltesi Biyoloji Bolumii Herbaryumu (OUFE) ve Anadolu Universitesi
Eczacilik  Fakiiltesi Herbaryumunda (ESSE) saklanmaktadir. Herbaryum
numaralari Cizelge 3.1’de verilmistir. Bitki Orneklerinin sekiz tanesinin tur
tayinleri Ogr. Grv. Dr. Onur KOYUNCU ve Uzman Biyolog Omer Koray
YAYLACI (Eskisehir Osmangazi Universitesi Fen Fakiiltesi Biyoloji Bolumii)
tarafindan Davis ve ark. (1982)’ye gore yapilmistir. Bitki Orneklerinin iki
tanesinin tir tayinleri Ogr. Grv. Dr. ilham EROZ POYRAZ (Anadolu Universitesi
Eczacilik Fakiiltesi Temel Eczacilik Bilimleri Boliumi Farmasotik Botanik

Anabilim Dali) tarafindan Davis ve ark. (1982)’ye gore yapilmustir.
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Cizelge 3.1.  Eskigehir gevresinden toplanan Salvia L. tiirlerinin lokaliteleri, toplama zamanlari

ve herbaryum numaralari

Ornek Tur Lokalite Enlem— Herbaryum  Toplandig
No oKk ! Tarih
1 S. tomentosa B3 Eskisehir: N 39° 56 OUFE: 16436 01.07.2010
Dinek—Giirleyik 37,1"-E 31°23'
arasi, Yol 17,2", 1240 m
kenarlari,
Mihaliggik
2 S. candidissima B3 Eskisehir: N 39°59' OUFE: 16437 01.07.2010
Gurleyik Koy, 30,4"-E 31° 19
Gurleyik deresi 446", 688 m
kaynak bolgesi,
Mihaliggik
3 S. sclarea B3 Eskisehir: N 39°43' OUFE: 16438 15.07.2009
Kizilinler Koyii 11,1"-E 30° 24'
girisi, Yol 54,9", 850 m
Kenarlar1, Merkez
4 S. ceratophylla B3 Eskisehir: N 39°59' ESSE: 14579 06.06.2010
Gurleyik Koy, 30,4"-E 31° 19
Gurleyik deresi 44,6", 688 m
kaynak yolu,
Mihaliggik
5 S. viridis B3 Eskisehir: N 39°43' OUFE: 16440  30.06.2010
Eskisehir Gegit 11,1"-E 30° 40'
Kusag1 Tarimsal 22,7",815m
Aragtirma
‘O Enstitis,
Lu Deneme Tarlalari,
5 Merkez
[a'd 6 S. bracteata B3 Eskisehir: N 39° 59' ESSE: 14550 05.06.2010
g Dinek—Giirleyik 31,2"-E 31° 20"
— arasi, Giirleyik 56,2", 622 m

@) ANADOLU UN

Koyt girisi, yol
kenarlar,
taglik—kayalik
yamaglar,
Mihalliggik

71



Cizelge 3.1. (Devam) Eskisehir ¢evresinden toplanan Salvia L. turlerinin lokaliteleri, toplama

zamanlar1 ve herbaryum numaralari

Ornek Lokalite Enlem— Herbaryum  Toplandig
7 S. verticillata B3 Eskisehir: N 39°58' OUFE: 16442  01.07.2010
Sorkun—Dinek 05,4"-E 31°22'
arasi, yol 47,9",990 m
kenarlari,
Mihaliggik
8 S. forskahlei B3 Eskisehir: N 39°43' OUFE: 16443  30.06.2010
Eskisehir Gegit 11,1"-E 30° 40'
Kusagi Tarimsal ~ 22,7",815m
Aragtirma
Enstitiis,
Deneme
Tarlalar1, Merkez
9 S. fruticosa B3 Eskisehir: N 39°43' OUFE: 16444  30.06.2010
Eskisehir Gegit 11,1"-E 30° 40'
Kusagi Tarimsal ~ 22,7",815m
Aragtirma
Enstitlisy,
Deneme
Tarlalar1, Merkez
10 S. dichroantha B3 Eskisehir: N 39°48' OUFE: 16445  01.07.2010
(Endemik) Bozan 56,7"-E 31° 08'
Agaglandirma 36,2", 850 m

Sahasi, Bozan
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Sekil 3.1. S. bracteata
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Sekil 3.2. S. candidissima
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Sekil 3.3. S. ceratophylla
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Sekil 3.6. S. fruticosa
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Sekil 3.7. S. sclarea

S. tomentosa
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Sekil 3.9. S. verticillata

Sekil 3.10. S. viridis

77



@ ANADOLU UNIVERSITESI

3.1.2. Kullamlan kimyasallar

Tris baz1 (Biotech. Performance Certified), HEC (Hidroksietil seliloz, Ma:
90.000), PVA (Poly(vinyl alcohol) Ma: 30.000—70.000), sodyum asetat (%99), ve
etidyum bromir Sigma Aldrich (St. Louis, MO, Amerika) firmasindan temin
edilmistir. EDTA (Etilendiamin tetraasetik asit) disodyum tuzu dihidrat
(Molekiiler biyoloji saflikta) Applichem (Darmstadt, Almanya), o—fosforik asit
(Puriss %85, 1,71 g mL %) Riedel-de Haen (Seelze, Almanya), glasiyel asetik asit
(%99,5, 1,05 g mL ™) ve kloroform (%99) Carlo Erba (Milan, italya), etanol
(HPLC saflikta) Merck (Darmstadt, Almanya) firmalarindan satin alinmistir.

Calismalarda, molekiiler biyolojik saflikta agaroz (Prona Basica LE,
Ispanya) kullanilmustir.

Cozeltilerin hazirlanmasinda ultra saf su (Millipore, Amerika) ve PCR
deneylerinde molekiiler biyolojik saflikta su (DNaz, RNaz ve Proteaz icermeyen,
HyClone HyPure, Thermo, South Logan, Utah, Amerika ) kullanilmistir.

PCR reaksiyonlarinda kullanilan 200 uM dNTP (dATP, dGTP, dTTP,
dCTP), 25 mM MgCl,, 10X Tag DNA Polimeraz enzimi (5 U/uL) ve 10X Taq
DNA tamponu (KCI'lii) Fermentas (Vilnius, Litvanya) firmasindan temin
edilmistir.

Deneylerde kullanilan diger kimyasallar analitik saflikta olup Sigma
Aldrich (St. Louis, MO, Amerika) veya Merck (Darmstadt, Almanya)
firmalarindan temin edilmistir.

Fermentas Kkiti ile bitkilerden genomik DNA izolasyonu deneylerinde
kullanilan 10 mM Tris bazi ve 1 mM EDTA (TE) tamponunu hazirlamak igin;
0,0303 g Tris baz1 ve 0,0093 g EDTA tartilarak bir miktar ultra saf suda
¢oziindiikten sonra pH 8,00 olacak sekilde 5 M HCI ¢Ozeltisi eklenir ve son hacim
ultra saf su ile 25 mL’ye seyreltilmistir.

PCR saflagtirma isleminde kullanilan 3 M, 25 mL asetat tamponu 6,1523 g
sodyum asetat katis1 kullanilarak hazirlanmistir. Bu ¢ozeltiye pH 5,00 olacak
sekilde uygun hacimde 5 M HCI ¢ozeltisi eklenmistir.
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3.1.2.1 Genomik DNA izolasyon kiti

Bitki materyallerinin genomik DNA’lar1 Fermentas Genomic DNA
Purification Kit (Vilnius, Litvanya) ile tedarik¢i firmanin protokolii dogrultusunda

izole edilmistir.

3.1.2.2 RAPD-PCR’de kullanilan primerler ve ozellikleri

Bu ¢aligmada PCR reaksiyonlarinda toplam 5 adet 10 mer oligoniikleotit
Operon A (OPA) serisi primer (QIAGEN Operon GmbH, Cologne, Almanya)
kullanilmistir. Kullanilan primerler, niikleotit dizileri ve diger 6zellikleri Cizelge
3.2°de listelenmistir. Primerlerden stok ¢ozelti hazirlamak icin oncelikle yaklasik
155 12.000 rpm’de santrifiij edildikten sonra ¢okelek tizerine 500 pL su eklenerek
cokelek ¢oziinmiis ve primer stok ¢ozeltileri hazirlanmistir. Hazirlanan primerler

—20°C’da saklanmustir.

Cizelge 3.2. RAPD-PCR reaksiyonlarinda test edilen primerler, niikleotit dizileri ve diger
ozellikleri

Primer Primer Nukleotit Dizisi GC  Molekiiler Agirhk Mol Sayisi

Kodu (5'—3" (%) (g moL™) (nmol)
OPA-03 AGTCAGCCAC 60 2997 94,7
OPA—04 AATCGGGCTG 60 3068 101,8
OPA-05 AGGGGTCTTG 60 3099 110,1
OPA-08 GTGACGTAGG 60 3108 92,0
OPA-15 TTCCGAACCC 60 2947 95,5

3.1.2.3 Calismada kullanilan DNA standartlar:

Deneylerde RAPD—PCR’dan elde edilen DNA o6rnekleri ile birlikte 100 bg
DNA standardi (GeneRuler™ 100 bp Plus DNA Ladder 50 pg, Fermentas,
Vilnius, Litvanya) (Sekil 3.2a) ve genomik DNA o6rneklerinin kontrol edildigi
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jelde ise daha buylk baz ciftleri iceren Lambda DNA/Hindlll Marker (50 pg,
Fermentas, Vilnius, Litvanya) (Sekil 3.2b) standard: kullanilmistir.

bpngDSpg % by Ng0L5 (s ]

W00 280 56

(R BN

1.7% Topi sion™ LE G0 Agwose (2R0491)

0.5 pgtane, § om length gel,
1XTRE, 5Wem, 1h

1% Topihaton™ LE GO Agamss [#R04U1)

0.5 patans, & cm length gel,
X TAE, TV/Am, 45 min

a) b)

0.5 pgfane, 20 cm length gel,
1XTAE 8Wem, 3 h

5% polyayl amid e

Sekil 3.11. a) GeneRuler™ 100 b¢ Plus DNA Ladder ve b) Lambda DNA/Hindlll Marker
standartlarinin parca profili (Anonim, 2012j)

3.1.2.4 PCR saflastirma Kiti

PCR firiinlerini saflastirma amaciyla Amersham Biosciences GE Healthcare
(IMustra GFX PCR DNA and Gel Band Purification Kit, Buckinghamshire, UK)
kiti kullanilmig ve saflastirma islemi tedarik¢i firmanin protokolii dikkate alinarak

yapilmaistir.
3.1.3. Kullanilan alet ve ekipmanlar
CGE deneyleri, Diode Array (Diyot Dizisi) Dedektor (DAD) iceren CE

(G—-1600 Model, Agilent Technologies, Waldbronn, Almanya) sistemi
kullanilarak gerceklestirilmistir.
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CGE’de ayirim, 75 pum i¢ ¢apli, 375 um dis ¢apli, etkin uzunlugu 40,0 cm ve
toplam uzunlugu 48,5 cm olan ¢iplak silika kapiler kolon (Agilent Technologies,
Oregon, Amerika) kullanilarak yapilmistir.

Agaroz jel elektroforez deneyleri icin Yatay Jel Elektroforez Sistemi
(Thermo, Amerika) ve Elektroforez Gili¢ Kaynagi (Thermo, EC300XL2 Model,
Amerika) kullanilmigtir.

Amplifikasyon reaksiyonu PCR aleti (Techne, TC-5000, Amerika) ile
yapilmustir.

DNA o6rneklerinin saflik ve miktar tayinleri i¢in NanoDrop (BioSpec—nano,
Model, Shimadzu&Biotech, Japonya) aleti kullanilmistir.

Cozeltilerin pH’s1, pH metre (WTW 3151, Almanya) ve pH cam elektrodu
(WTW, SenTix 41, Almanya) kullanilarak 6l¢tilmiistiir.

Tartim islemlerinde hassas terazi (Shimadzu AX 120, Tokyo, Japonya)
kullanilmistir.

Cozeltilerdeki ¢6ziinmiis gazlar ultrasonik banyo (Sonorex, Bandelin,
Berlin, Almanya) kullanilarak uzaklastirilmistir.

Santrifiijleme islemleri, santrifiij cihaz1 (MPW—-251 Model, MPW Med.
instruments, Warsaw, Polonya) ile yapilmigtir.

Deneylerde sicakligi ayarlanabilir sirkilasyonlu su banyosu (Clifton,
NE4-P Model, Ingiltere) kullanilmistir.

81



@ ANADOLU UNIVERSITESI

3.2. YOntem

3.2.1. RAPD yoéntemi

3.2.1.1 Fermentas Kiti ile bitkilerden genomik DNA izolasyonu

Bu tez calismasinda bazi cozeltileri iceren yari hazir izolasyon Kiti
kullanilarak bu 6rneklerden genomik DNA izolasyonu yapilmistir. Hazir DNA
izolasyon kiti kullanilmasi, zamandan tasarruf ve deneylerde kolay

uygulanabilirlik saglamistir.

Yontemin asamalart;

1. Yaklasik 50—100 mg bitki dokusu sivi azotla havanda ezilerek eppendorf tipe
alinmustir. Uzerine 200 uL TE (10 mM Tris, 1 mM EDTA, pH yaklasik 8,0)
tamponu eklenmistir.

2. 200 pL ornek cozelti 400 pL lizis ¢Ozeltisi ile karistirillmis ve 5 dk 65°C’da

inkiibe edilmistir.

3. Tupe 600 pL kloroform eklenerek emdilsiyon haline getirilmis ve 2 dk 10.000
rpm’de santrifiij edilmistir.

4. DNA igeren ist faz yeni tiipe alinarak lizerine 800 uL seyreltik ¢okturme
cozeltisi (Bir ornek igin: 720 uL dH,O ve 80 uL 10X derisik ¢ozelti olacak
sekilde) eklenmistir. Tiip oda sicakliginda 1-2 dk ters duz edildikten sonra 2
dk 10.000 rpm’de santrifiij edilmistir.

5. Doygun ¢ozelti uzaklastirilmis ve DNA peletinin 100 uL 1,2 M NaCl
cozeltisinde yavasca vortekslenerek iyice ¢oziinmesi saglanmistir.

6. RNA uzaklastirilmasi i¢in RNaz A (son derisim 0,2 mg mL™" olacak sekilde)
ile 10 dk 37°C’da inkiibe edilmistir.

7. Taplere 300 uL soguk etanol eklenerek 10 dk —20°C’da DNA ¢Oktiiriilmiis ve
sonrasinda 3—4 dk 10.000 rpm’de santrifiij edilmistir.

8. Etanol dokilerek DNA peleti %70 soguk etanol ile yikanmistir. DNA peleti

100 uL TE tamponunda yavasca vortekslenerek ¢oziinmiistiir.
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Genomik DNA’lar, NanoDrop spektrofotometrik miktar tayini ve agaroz jel
elektroforezde kontrolii yapildiktan sonra —20°C’de derin dondurucuda

saklanmuistir.

3.21.2 DNA miktarn ve Kkalitesinin NanoDrop spektrofotometrik

yontem ile tayini

Genomik DNA ornekleri, aletteki optik alt ylizeye mikropipet ile 2’ser puL
eklenerek 260 ve 280 nm dalga boylarinda dogrudan Ol¢iim alinmistir. Alet
yazilimindan niikleik asitlerle ilgili 6l¢iim segildikten sonra yazilim otomatik
olarak DNA miktar1 ve saflik oranlarim1 hesaplamistir. DNA safligi, 260 ve
280 nm’lerdeki absorbans degerlerindeki sonuglarin Azgo/Azgo orani ile verilmistir
(Leninger ve ark., 1975). Genomik DNA o6rnekleri TE tamponunda ¢ozuldugi

icin ¢alismada kor ¢ozelti olarak TE tamponu kullanilmistir.
3.2.1.3 Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) ile amplifikasyon

Elde edilen Salvia L. tiirlerinin genomik DNA’larindan RAPD primerleri
kullanilarak yapilan PCR amplifikasyonu, 0,2 mL ependorf tliplerde toplamda 50
uL’lik bir reaksiyon karisiminda gergeklestirilmistir.

PCR reaksiyonu icin 6n denemelerle en iyi kosullar belirlenmistir. Her bir
polimeraz zincir reaksiyonu karigimi; 5 uL (OPA-5 igin; 4,54 picomol pL ™,
4,54 uM) primer, 5 uLL. 8 mM dNTP karisimi (her birinden 2 mM), 5 uL 25 mM
MgCl,, 0,8 ul. Tag DNA Polimeraz enzimi (5 U/uL), 5 uL 10X Taq DNA
tamponu (KCI iceren) ve 15 uL kalip DNA’dan (5 ng pL™) tizerine son hacmi 50
puL olacak bicimde su eklenmistir (Cenkci ve ark., 2009). PCR karigimlarini
bulunduran tlpler PCR 1s1l—dongii aletine yerlestirildikten sonra Cizelge 3.3’de

verilen programa gore amplifikasyonlar gergeklestirilmistir.
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Cizelge 3.3. RAPD-PCR deneylerinde kullanilan PCR programi

Basamak Sicakhk  Zaman Dongii Sayis1
(’C) (sn)

Baslangi¢ Denatiirasyonu 94 240 1

Denaturasyon 94 45

Primerlerin Baglanmasi 37 45 40

Uzama 72 60

Son Uzama 72 480 1

Son Bekletme Siiresi 4 90000

3.2.1.4 PCR saflastirma Kiti ile saflastirma

CGE’deki analizler icin RAPD—PCR firiinleri, Amersham Biosciences GE
Healthcare PCR saflastirma kiti kullanilarak saflagtiriimistir.

Saflagtirma ile ilgili islem basamaklar1 su sekildedir:

1. 50 pL’lik reaksiyonu kurulmus olan PCR iiriinliniin bir kismi1 agaroz jel
elektroforezinde gorintilemede kullanildiktan sonra kalan (~37 pL) miktar
saflagtirilmistir. PCR {irliniine proteinleri denatiire etmek ve DNA’nin silika
membranina baglanmasi i¢in gereken en uygun pH’1 (pH < 7,5) saglamak
amaciyla kit icerisinde bulunan ve igerisinde pH belirteci iceren 500 pL tampon
cozeltisinden eklenmistir. Renk sar1 veya acik turuncu olmalidir. Eger renk koyu
pembe ya da kirmizi olursa ¢ozelti lizerine yaklasik 10 uL 3 M sodyum asetat pH
5,0 tamponu eklenerek karigtirilmalidir.

2. Kit icerisinde bulunan mikrospin kolonu yine kit icerisindeki bir toplama
tiipiine yerlestirilmistir. Ornekteki DNA’nin baglanmasi i¢in &rnek ve tampon
iceren ¢oOzelti toplama tiipii tizerindeki mikro spin kolonuna yiiklenmistir.

3. 30 s sure ile bir mikrosantrifijde 13.200 rpm’de santrifiijlenmistir.

4. Toplama tiipti bosaltilmis ve mikrospin kolonu bos olan toplama tlipiine geri

yerlestirilmistir.
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5. Kolona kitte bulunan 500 pL etil alkol igeren “yikama tamponu” eklenmis ve
13.200 rpm’de 30 s santrifiij edilmistir. Bu islem iki kez tekrarlanmistir.

6. Toplama tiipii atilmis ve mikrospin kolonu 1,5 mL’lik yeni bir mikrosantrifj
tiipline transfer edilmistir.

7. Mikrospin kolonu icerisindeki silika membran uzerine 50 pL kitte bulunan
tampon (veya niikleaz igermeyen steril su) eklenmistir.

8. Ornek 1 dk oda sicakliginda inkiibe edilmistir.

9. 1dk 13.200 rpm santrifiij yapilmis ve saf DNA elde edilmistir.

3.2.1.5 Agaroz jel elektroforez deneyleri

Agaroz jel elektroforezinde, jelin hazirlanmasi ve DNA’larin yiiriitiilmesi
icin 1X’lik TAE (Tris bazi, glasiyel asetik asit, Na,EDTA, pH 8,5) kullanilmistir.
1X’lik TAE hazirlamak i¢in ise hazirlanan 50X TAE (242,0 g Tris bazi, 57,1 mL
glasiyal asetik asit, 37,2 g Na,EDTA.2H,0, 1 L ultrasaf su ve pH 8,5) ¢ozeltisi
seyreltilmistir.

Agaroz 1X TAE tampon icinde siispanse edilmistir. Cozelti agaroz
cOzununceye kadar 1sitilmigtir. Sicaklik 60°C’a ulastiginda plastik tepsi igerisine
dokiilmiis ve 40 dk siire ile polimerizasyona birakilmstir.

Genomik DNA’larin analizi icin %1,0 (a/h)’lik 1X TAE ile hazirlanan
agaroz jel ve PCR drlnleri icin %2,0 (a/h)’lik agaroz jel kullanilmistir. Genomik
DNA'’lara ve PCR firiinlerine DNA standartlarinin yaninda verilmis olan 6X
yukleme tamponu (10 mM Tris—HCI pH 7,6, %0,03 bromofenol blue, %0,03
ksilen siyanol FF, %60 gliserol, 60 mM EDTA) karistirilmistir. Genomik DNA
ornekleri agaroz jele Lambda DNA/HindIIl Marker (10 mM Tris—HCI, pH 7,6, 1
mM EDTA) ile birlikte yiiklenmistir. PCR iiriinleri agaroz jele 100 b¢ DNA
ladder (10 mM Tris—HCl, pH 7,6, 1 mM EDTA) ile birlikte yiliklenmistir.
Genomik DNA drnekleri yiritlcii tampon ¢6zeltisi (1X TAE) bulunan jel tanki
igerisinde 100 voltta 90 dk yiiriitilmiistir. PCR o6rnekleri ise ayni yiiriitiicii
tampon ¢ozeltisinde 90 voltta 4 saat siire ile yiiriitiilmiistiir. Agaroz jel, daha sonra
10 puL (0,625 mg/mL) etidyum bromiir eklenmis 200 mL saf su iginde 15 dk
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bekletilerek boyamaya birakilmistir. Saf su ile durulandiktan sonra ultraviyole 151k

altinda renkli kamera ile jeldeki bantlar goriintiilenmistir.

3.2.1.6 RAPD Urinlerinin analizi

RAPD profillerinde gbzlenen PCR iiriinii bantlarin tiimii degerlendirilmistir.
Tim bantlarin molekiiler agirliklart marker DNA bantlarina gore Uvigen paket
programi kullanilarak belirlenmistir. Salvia L. tiirlerinden elde edilmis RAPD
bantlarinin varligi “1” ve yoklugu “0” belirlendikten sonra her bir primer i¢in “0”
ve “1” matriks tablolar1 hazirlanmistir. Degerlendirmesi giic olan DNA bantlar1
iireten primerler degerlendirmeye almmamistir. Uygulama gruplar1 arasindaki
genetik benzerlik katsayilart Nei (1978)’nin tarafli 6l¢iim metoduna gore
POPGENE v 1.31 paket programi kullanilarak hesaplanmistir. Kiimeleme analizi
gerceklestirilmis ve genetik benzerlik katsayisi deney ciftlerinin  agirliksiz
aritmetik ortalamalar1 (unweighted pair group method with arithmetic means,
UPGMA) kullanilarak POPGENE 2.1v  programinda bir dendogram

olusturulmustur.

3.2.2. CGE deneyleri

3.2.2.1 CGE’de kullanilan ayirma tamponu

Ciplak silika kapiler kolonu ile yapilan CGE deneylerinde ayirma tamponu
olarak, %4,5 (a/h) HEC iceren TPE (20 mM Tris, 9,5 mM o-fosforik asit, 2 mM
EDTA, pH 7,4) ¢ozeltisi kullanilmustir.

Bu ¢o6zeltinin hazirlanmasi sirasinda igerisinde parcacik bulunmamasi igin
siiziilmiis, ¢oOzelti icindeki c¢oziinmiis gazlar ultrasonik banyo kullanilarak

uzaklastiriimistir.
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3.2.2.2 Yikama programi

Ciplak silika kapiler kolon her bir analizden énce 0,1 M HCI ¢ézeltisi ile 30
dk yikanmustir. Her iki analiz arasinda su (15 dk), 0,1 M HCI (10 dk), %1’lik
PVA (5 dk) ve ayirma tamponu (TPE ve %4,5 HEC pH 7,6; 15 dKk) cozeltileri ile

yikanmistir. Deneylerin bitiminde kapiler kolon su ile yikanarak birakilmistir.

3.2.2.3 Kapiler elektroforez cihazinin kosullari

Kapiler Tipi: Ciplak silika kapiler kolon

Enjeksiyon Tipi: Elektrokinetik enjeksiyon (=5 kV, 4 s)
Ayirma Gerilimi: -9 kV

Sicaklik: 20°C

Dedektor ve Dalga Boyu: DAD, 258,8 nm

3.2.2.4 CGE’de kullanilan DNA standardinin hazirlanmasi

CGE deneylerinde, PCR iirlinlerindeki bantlarin biiyiikliiklerine gore
secilmis olan 100—3000 baz ¢ifti araligindaki (14 adet bant icerdigi bilinen)
100 b¢ DNA standardi kullanilmistir. Derigimi 0,5 pg uL ™ olan bu DNA
standardi, derisimi 5 ng uLfl olacak sekilde su ile seyreltilerek CGE deneylerinde

kullanilmistir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu bolimde Salvia L. tiirleri ile yapilan ¢alismalarin sonuglari verilmektedir.

4.1. Salvia L. Tiirlerinden izole Edilen Genomik DNA’larin Agaroz Jel
Elektroforezi ile Goruntuleri

Calismada kullanilan Salvia L. cinsine ait 10 tur Cizelge 3.1°de belirtilen
lokalitelerden toplanmistir. Bitki Orneklerinin genomik DNA’lar1 Fermentas
genomik DNA izolasyon kiti kullanilarak izole edilmistir. Bu Salvia L. tirlerine
ait genomik DNA’larin agaroz jel goriintiisii Sekil 4.1°de verilmistir. Sekil 4.1’den

de goriildiigii gibi genomik DNA’lar basarili bir sekilde izole edilmistir.

Sekil 4.1. Caligilan Salvia L. tiirlerinden izole edilen genomik DNA’larin agaroz jel elektroforez
gorintisi M: Lambda DNA/HindlIl Marker, 1: S. tomentosa, 2: S. candidissima, 3: S.
sclarea, 4: S. ceratophylla, 5: S. viridis, 6: S. bracteata, 7: S. verticillata, 8: S.
forskahlei, 9: S. fruticosa, 10: S. dichroantha
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Calismalarda kolaylik saglamasi agisindan her bir Salvia L. turl veya alt
tiiriine birer numara verilmistir. Bu tez ¢calismasinda kullanilan Salvia L. tirlerine

verilen numaralar Cizelge 4.1°de gosterilmistir.

Cizelge 4.1. Caligmalarda kullanilan Salvia L. bitki 6rneklerine verilen numaralar

Ornek Tur
No

. tomentosa

. candidissima
. sclarea

. ceratophylla
. viridis

. bracteata

. verticillata

. forskahlei

© 00 ~N oo o b~ w N P

. fruticosa

”w O unu unu u»u unu uvu unu uvu oumw

[y
o

. dichroantha

4.2. Genomik  DNA’larin Miktart  ve Kalitesinin NanoDrop
Spektrofotometrik Yontem ile Tayini

Salvia L. tiirlerinden elde edilmis genomik DNA’larin kontrolii agaroz jel
elektroforezi ile yapildiktan sonra genomik DNA’larin safligi (Azso/Azso) Ve
miktarlart (ng pL™) NanoDrop spektrofotometre kullanilarak belirlenmistir

(Cizelge 4.2).
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Cizelge 4.2. Caligilan Salvia L. tiirlerinden izole edilen genomik DNA’larin NanoDrop

spektrofotometrik yontemi ile belirlenen miktarlar1 ve safliklar

Ornek  Derisim Absorbans

No* (ng uL™) (Aze0/Azg0)
1 20,9 1,90
2 346,4 1,90
3 38,9 1,83
4 28,0 1,71
5 33,5 1,77
6 23,0 1,60
7 54,8 1,68
8 15,9 1,61
9 55,5 1,72
10 68,0 1,74

*1: S. tomentosa, 2: S. candidissima, 3: S. sclarea, 4: S. ceratophylla, 5: S. viridis,
6: S. bracteata, 7: S. verticillata, 8: S. forskahlei, 9: S. fruticosa, 10: S.
dichroantha

DNA ¢ozeltisindeki protein ve RNA kirlilik diizeyi DNA safligim
belirlemektedir. Azso/Azgo oranmin 1,8 ¢ikmasi DNA ¢ozeltisinin saf oldugunu
gosterir. Bu deger 2 veya fazla ise RNA, 1,6 ve daha asagisi ise protein
kontaminasyonunu gosterir (Leninger ve ark., 1975). Elde edilen genomik
DNA’larin saflig1 (Azg0/Azg0) 1,60—1,90 araliginda degismistir. Bu durumda genel
olarak Cizelge 4.1°deki degerlere bakildiginda Salvia L. tirlerinden izole edilen
genomik DNA’larin genel olarak RNA ve protein kirliligi icermedikleri yani saf
olduklar1 sdylenebilir. Elde edilen genomik DNA miktarlar1 15,9-346,4 ng pol
arasinda degismektedir. Genomik DNA’larin derisimleri 5 ng uLfl olacak sekilde
nikleaz icermeyen su ile seyreltildikten sonra PCR reaksiyonu kurulumunda
kullanildiklart diisiiniildiigiinde yaklasik 100 mg bitki dokusundan ¢ok sayida
PCR reaksiyonu kurulabilecek kadar genomik DNA izole edilebildigi
sOylenebilir.

1-2 pL gibi ¢ok az Ornek ve kor cozelti miktarlart ile calisilabilmesi,

seyreltme yapma gereksiniminin ortadan kalkmasi, ilgilenilen analize ait miktar,
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saflik gibi sonuclarin aletin yazilimindan segilerek dogrudan alinabilmesi ve
ayrica bir hesaplama yapmaya gerek kalmamasi gibi istiinliikleri nedeniyle
literatiirde de yaygin olarak kullanilan NanoDrop spektrofotometresi tercih
edilmistir (Boesenberg Smith ve ark., 2012). Boylece daha kolay ve kisa siirede

tayinler yapilarak daha giivenilir sonuglar elde edilebilmistir.

4.3. PCR Reaksiyonu i¢in En Iyi Kosullarin Belirlenmesi

PCR reaksiyonlar1 i¢in kalip DNA’lardan alinacak miktarlar optimize
edilmistir. Ayrica PCR reaksiyonlarinda kullanilan diger bilesenlerin derisimleri
(primer, MgCl,, Taqg Polimeraz enzimi) ve dongii sayisi ile ilgili en iyi kosullar da
belirlenmigtir. 25 uL’lik PCR reaksiyonunda en iyi kosullarin belirlenmesi icin
farkli genomik DNA derisimleri (son derisimleri 0,5; 1,0 ve 1,5 ng), farkli MgCl,
derisimleri (son derigimleri 1,5; 2,0 ve 2,5 mM) ve 3 farkli Taq DNA polimeraz
derisimi (son derigimleri 0,5; 1,0 ve 2,0 U) ile optimizasyon yapilmistir. PCR
reaksiyonu ile ilgili en iyl kosullar belirlendikten sonra deneysel PCR
reaksiyonlarina gecilmistir. Bu sayede en kaliteli PCR iiriinleri elde edilmistir.
PCR ile ilgili en iyi kosullar yontem kisminda ayrintili bir sekilde verilmistir.
PCR uygulamalarinda olas1 bir kontaminasyonun olup olmadigini anlayabilmek
amaciyla her uygulamada, genomik DNA icermeyen negatif kontroller
kullanilmistir. DNA’nin varhigim1 ve ¢ogaldigini saptamak amaciyla agaroz jel
elektroforezi yapilmistir. Deneylerde kullanilan buttn bitki tirleri igin Oncelikle 1
adet primerle PCR reaksiyonlart kurularak bu PCR iirtinlerinin jel goruntuleri
alindiktan sonra tim bitkilerde PCR reaksiyonlarin calisip c¢alismadigi
belirlenmigtir. Daha sonra ayni deneyler farkli primerler kullanilarak tiim bitki

tiirleri i¢in yapilmistir.

4.4, Salvia L. Tiirlerinin RAPD Profilleri ve Degerlendirmesi

Salvia L. tiirleri ve primerler arasindaki farkliliklarin olup olmadigi 6n

calismalar ile belirlendikten sonra deneyler yapilmistir. Bu ¢alismada, GC orani
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%60 olan Operon A (OPA) serisi 5 adet primer 6n denemelerde kullanilmigtir. Bu
primerlerden 4 tanesi degerlendirilebilir ve bilgi verici RAPD profilleri tiretmistir.

Bu primerlerle elde edilen agaroz jel goriintiileri Sekil 4.2—4.5’de
gorilmektedir. Toplam 10 farkli Salvia L. tiri ile RAPD—PCR deneyleri
gerceklestirilerek bu tiirlere ait bant profilleri degerlendirmeye alinmigtir.

Her bir agaroz jelin birinci hattinda RAPD profillerine ait DNA bantlariin
molekiiler agirligint belirlemek igin bu trtinlerin biiylklUklerine uygun 100 bg
DNA ladder standard: yiiriitiilmiistiir. Boylece DNA standardina ait bantlarla bitki
tiirleri i¢in farkli primerler ile elde edilen PCR f{irlinlerine ait bantlar kiyaslanarak
PCR firiinlerindeki bantlarin hangi baz cifti biiyiikliiklerine karsilik geldigi
hesaplanmistir. Agaroz jel elektroforez fotograflarinda yukaridan asagiya dogru
DNA standardina (M) ve PCR firiinlerine ait bantlar molekiiler biiytlikliiklerine
gore biliylikten kiiclige dogru yer almaktadir. Ciinkii kiiciik molekiiler agirlikli
DNA parcalan biiyliklerine gore daha hizli hareket ettiklerinden dolayr agaroz
jelin daha asagi kisminda bulunurlar. Sekil 4.2—4.5’de farkli primerler ile ¢alisilan
bitki tiirleri i¢in yaklasik 100—3000 baz ¢ifti araliklarinda farkli DNA bantlar elde
edildigi ve her bir primer i¢in bitki tiirleri arasinda ortak DNA bantlarinin oldugu
gorilmektedir.

Agaroz jel fotograflarinda goriintiilenen PCR iiriinlerine ait bantlarin
okunmasinda sadece net goriinen bantlar degerlendirmeye alinmis ve bu
bantlardan yararlanilarak sonug¢ ¢izelgeleri olusturulmustur. Dort primerin
kullanimiyla her bir uygulama grubundan elde edilen DNA bantlarinin varligt “1”
ve yoklugu “0” olarak belirtilmis ve Cizelge 4.3—4.6’de ayrintili bir sekilde
verilmistir. Buna gore, ¢alisilan 10 farkli Salvia L. turd icin her bir primerin PCR
sonucu olusturdugu farkli PCR bant sayisi OPA—-03 i¢in 13, OPA—04 i¢in 16,
OPA—05 icin 16 ve OPA—15 i¢in 11 olarak belirlenmistir. Dolayisiyla primer
basina ¢ogalan ortalama farkli DNA bandi sayis1 14 olarak hesaplanmistir.
Degerlendirmeye alinan 4 primer ile toplamda 131 adet DNA bandi ¢cogaltilmistir
ve bu bantlarin boyutlar1 161 (OPA—15) ve 2610 (OPA—-03) baz cifti araliginda
degismistir.
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OPA-03

Sekil 4.2. Calisilan Salvia L. tiirlerinin genomik DNA’larindan OPA—03 primeri ile elde edilen RAPD
profili M: GeneRuler™ 100 bg Plus DNA Ladder, 1: S. tomentosa, 2: S. candidissima, 3: S.
sclarea, 4: S. ceratophylla, 5: S. viridis, 6: S. bracteata, 7: S. verticillata, 8: S.
forskahlei, 9: S. fruticosa, 10: S. dichroantha

Sekil 4.3. Calisilan Salvia L. tiirlerinin genomik DNA’larindan OPA—04 primeri ile elde edilen
RAPD profili M: GeneRuler™ 100 b¢ Plus DNA Ladder, 1: S. tomentosa, 2: S.
candidissima, 3: S. sclarea, 4: S. ceratophylla, 5: S. viridis, 6: S. bracteata, 7: S.
verticillata, 8: S. forskahlei, 9: S. fruticosa, 10: S. dichroantha
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Sekil 4.4. Caligilan Salvia L. tiirlerinin genomik DNA’larindan OPA—05 primeri ile elde edilen
RAPD profili M: GeneRuler™ 100 b¢c Plus DNA Ladder, 1: S. tomentosa, 2: S.
candidissima, 3: S. sclarea, 4: S. ceratophylla, 5: S. viridis, 6: S. bracteata, 7: S.
verticillata, 8: S. forskahlei, 9: S. fruticosa, 10: S. dichroantha

Sekil 4.5. Caligilan Salvia L. tiirlerinin genomik DNA’larindan OPA—15 primeri ile elde edilen
RAPD profilleri M: GeneRuler™ 100 b¢ Plus DNA Ladder, 1: S. tomentosa, 2: S.
candidissima, 3: S. sclarea, 4: S. ceratophylla, 5: S. viridis, 6: S. bracteata, 7: S.
verticillata, 8: S. forskahlei, 9: S. fruticosa, 10: S. dichroantha
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Fotograflar {izerinde (Sekil 4.2—4.5) agaroz jellerdeki monomorfik (tim
cesitlerde bulunan bant) ve polimorfik (bazi gesitlerde bulunup bazi cesitlerde
bulunmayan) bantlar saptanmistir. Tiim primerler degerlendirmeye alindiginda,
tim uygulama gruplart i¢in elde edilen DNA bantlarmin hepsinin polimorfik
oldugu goriilmiistiir. Tiim primerler ile elde edilen bantlar kiyaslandiginda baz

ciftlerinin birbirine ¢ok yakin boyutlarda oldugu saptanmustir.

Cizelge 4.3. OPA-03 primeri ile yapilan RAPD analizinin bant sayim sonuglari

Ornek No*

[op]
[y
o

2610
2168
1553
1305
1194
1086
1034
915
788
643
565
478
354

PCR Sonucu Olusan Bant Biiyiikliigii
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O B O P P O O O Kk Kk O Rk
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O B O O P P O O Fk kB O O
P O B B P P O O O Fr O O o
O B O P O O FPr O O O O o ™
m O B O O O O kP O O O O o ©
O O O B P P PP kP kP O Lk O

=
=
=
=
o
o

*1: S. tomentosa, 2: S. candidissima, 3: S. sclarea, 4: S. ceratophylla, 5: S. viridis, 6: S. bracteata,
7: S. verticillata, 8: S. forskahlei, 9: S. fruticosa, 10: S. dichroantha

OPA—03 primeri ile elde edilen bantlarin molekiiler boyutlar1 354 ile 2610
baz ¢ifti arasinda degismektedir. 2610 baz ¢ifti sadece S. tomentosa tiriinde ve
1194 baz cifti ise sadece S. dichroantha tirinde gézlenmistir. 354 baz ¢ifti (S.
sclarea, S. forskahlei ve S. dichroantha tirleri harig) 7 tiirde de monomorfik
banttir (Cizelge 4.3).

OPA—04 primeri ile elde edilen bantlarin molekiiler boyutlar1 278 ile 1845
baz ¢ifti arasinda degismektedir. 1388 baz c¢ifti sadece S. verticillata’da ve 332
baz cifti ise sadece S. fruticosa’da elde edilmistir. 854 baz ¢ifti (S. candidissima,

S. sclarea ve S. dichroantha tiirleri harig) 7 tiirde de monomorfik bant tiretmistir.
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Ayni sekilde 783 boyutlu baz ¢ifti de (S. forskahlei ve S. dichroantha tirleri harig)

8 tiirde de monomorfik bant liretmistir (Cizelge 4.4).

Cizelge 4.4. OPA—04 primeri ile yapilan RAPD analizinin bant sayim sonuglari

Ornek No*

»
[y
o

1845
1388
1191
1152
915
854
783
708
631
519
467
390
361
332
283
278

PCR Sonucu Olusan Bant Biiyiikliigii
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O O O O kP O kP O O kB P O kP kP kP Kkl
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*1: S. tomentosa, 2: S. candidissima, 3: S. sclarea, 4: S. ceratophylla, 5: S. viridis, 6: S. bracteata,
7: S. verticillata, 8: S. forskahlei, 9: S. fruticosa, 10: S. dichroantha

OPA—05 primeri ile elde edilen bantlarin molekiiler boyutlar1 294 ile 1893
baz ifti arasinda degismektedir (Cizelge 4.5). 647 baz gifti sadece S. fruticosa’da,
467 baz cifti sadece S. ceratophylla ve 294 baz cifti ise sadece S. verticillata’da
elde edilmistir. 800 baz cifti (S. viridis ve S. forskahlei hari¢) 8 turde de
monomorfik bant iiretmistir. Bu primerle elde edilen bantlar her bir bitki tiirii igin
tek tek incelendiginde; S. tomentosa turd icin toplam 7 tane (1637, 1472, 1344,
895, 800, 706 ve 538) bant, S. candidissima tiri icin toplam 4 tane (1015, 800,
706 ve 441) bant, S. sclarea turQ igin toplam 7 tane (1637, 1344, 800, 706, 561,
538 ve 441) bant, S. ceratophylla tirQ icin toplam 6 tane (1893, 1344, 1224, 467
ve 441) bant, S. viridis icin toplam 2 tane (895 ve 538) bant, S. bracteata icin
toplam 10 tane (1637, 1224, 1087, 1015, 895, 800, 561, 538 ve 441) bant, S.

96



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

verticillata icin toplam 6 tane (1224, 1087, 895, 800, 441 ve 294) bant, S.
forskahlei trd icin toplam 4 tane (1472, 1087, 706 ve 441) bant, S. fruticosa igin
toplam 5 tane (1224, 895, 800, 647 ve 561) bant ve S. dichroantha icin toplam 4
tane (1472, 1344, 800 ve 706) bant gozlenmistir (Cizelge 4.5).

Cizelge 4.5. OPA-05 primeri ile yapilan RAPD analizinin bant sayim sonuglari

Ornek No*

»
[y
o

1893
1637
1472
1344
1224
1087
1015
895
800
706
647
561
538
467
441
294

PCR Sonucu Olusan Bant Biiyiikliigii
O O P O O R P P O O O kR kP p Ok,
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*1: S. tomentosa, 2: S. candidissima, 3: S. sclarea, 4: S. ceratophylla, 5: S. viridis, 6: S. bracteata,
7: S. verticillata, 8: S. forskahlei, 9: S. fruticosa, 10: S. dichroantha

OPA—15 primeri ile elde edilen bantlarin molekiiler boyutlar1 161 ile 1876
baz c¢ifti arasinda degismektedir (Cizelge 4.6). 1005 baz ¢ifti sadece S.
candidissima, 508 baz cifti sadece S. tomentosa, 393 baz cifti ise sadece S.
candidissima ve 250 baz cifti ise sadece S. viridis tiiriinde bulunmustur. Elde
edilen bantlar arasinda en fazla monomorfik bandi 1876 boyutlu baz ¢ifti (S.
sclarea, S. verticillata, S. forskahlei ve S. fruticosa tiirleri harig) iiretmistir
(Cizelge 4.6).
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Cizelge 4.6. OPA-—15 primeri ile yapilan RAPD analizinin bant sayim sonuglari

Ornek No*

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

1876 1 1 0 1 1 1 0 0 0 1

% 1095 1 0 0 0 0 0 0 0 0 1
% 1005 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
2 879 0 0 1 1 0 0 0 0 0 1
g 762 0 0 1 0 0 0 0 0 0 1
£ 603 0 0 0 0 0 0 0 1 0 1
g 508 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0
§ 446 0 0 0 1 1 1 0 0 1 1
3 393 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0
& 250 0 0 0 0 1 0 0 0 0 0
= %61 0 o0 0 O0O o0 o0 1 1 0 o

*1: S. tomentosa, 2: S. candidissima, 3: S. sclarea, 4: S. ceratophylla, 5: S. viridis, 6: S. bracteata,
7: S. verticillata, 8: S. forskahlei, 9: S. fruticosa, 10: S. dichroantha

Bu calismada filogenetik agac olusturmakta genetik benzerlik katsayisi
deney ¢iftlerinin agirliksiz aritmetik ortalamalar1 (UPGMA) kullanilarak
POPGENE programinda bir dendogram olusturulmustur. Bu yontemde bir takson
icin uzaklik matriksi gozden gecirilirken, en kiigiikk uzaklik matriksi baz
alinmaktadir. Bu yontem genis veri setlerini hizli bir sekilde analiz edebilmektedir

(Sahin, 2011).
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Sekil 4.6. Caligilan Salvia L. tdrlerine ait RAPD verilerinin genetik akrabaligini gosteren
kiimeleme analizi. Catallardaki rakamlar bootstrapt yiizde degerlerini gostermektedir.
Diyagramin sol kosesindeki skala Cizelge 4.7°de verilen uzaklik degerlerine goredir.
*1: S. tomentosa, 2: S. candidissima, 3: S. sclarea, 4: S. ceratophylla, 5: S. viridis, 6: S.

bracteata, 7: S. verticillata, 8: S. forskahlei, 9: S. fruticosa, 10: S. dichroantha

Genotipler arasinda genetik uzakligin hesaplanmasinda RAPD bantlarinin
olusturdugu veri matriksinden yararlanilarak POPGENE 2.1v  programi

kullanilmis ve gesitler arasindaki genetik uzaklik tablosu olusturulmustur.
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Cizelge 4.7. Calisilan Salvia L. tiirleri ¢iftleri arasindaki Jaccard’s uzaklik degerleri

1 1 2 3 4 5 6 7 8 9
2 044103

3 04103 0,4706

4 03415 0,4444 0,5556

5 04103 0,3529 0,2353 0,3889

6 05714 0,4091 10,3636 0,4783 0,5000

7 05116 04211 10,3158 04500 0,4737 0,5714

8 03158 0,3636 0,1818 0,714 0,3030 0,3721 0,4324

9 0418 0,3684 03158 0,4000 0,5263 0,5833 0,5714 0,3784

10 04615 0,4118 04706 05000 0O,1177 0,3182 0,2105 0,3030 0,1579

*1: S. tomentosa, 2: S. candidissima, 3: S. sclarea, 4: S. ceratophylla, 5: S. viridis, 6: S. bracteata,
7: S. verticillata, 8: S. forskahlei, 9: S. fruticosa, 10: S. dichroantha

Sekil 4.6’daki dendogramlara ve Cizelge 4.7’ye gore birbirlerine genetik
olarak en az benzeyen tirler S. fruticosa ve S. dichroantha, birbirlerine genetik
olarak en yakin tiirler ise S. bracteata ve S. fruticosa’dir. Turlerin birbirleri ile
olan iligkilerini gosteren dendogramda S. tomentosa, S. viridis, S. bracteata, S.
verticillata, S. forskahlei ve S. fruticosa’nin kendi aralarinda bir grup olusturdugu;
S. candidissima, S. sclarea, S. ceratophylla ve S. dichroantha’nin ise kendi

aralarinda ayr1 bir grup olusturdugu goriilmektedir.

4.5. CE Deneyleri

Bu boliimde kapiler elektroforez ile gerceklestirilen deneysel sonuglar

verilmektedir.

4.5.1. CE’de DNA ayirimlar icin yapilan 6n denemeler

PCR o6rneklerindeki DNA pargalariin tayinleri icin kapiler jel elektroforez
ile yontem gelistirilmesi ve en iyi kosullarin belirlenmesi amaciyla farkli tampon
cozeltiler ve bu ¢ozeltilere eklenen farkli polimer ve jel katki maddeleriyle ¢iplak
silika kapiler kolonda 6n denemeler yapilmigtir. Bu denemelerde DNA’nin

maksimum absorbans gosterdigi dalga boyu olan 258,8 nm’de DAD dedektdr ile
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analizler gergeklestirilmistir. Deneysel c¢alismalarda 100—-3000 baz ¢ifti
araligindaki (14 adet DNA bandi igeren) DNA standardi (M) kullanilmistir. Bu
deneylerde kullanilan DNA standardina ait baz ¢ifti biiyiikliikleri bantlara verilen
numaralara gére sirasiyla (1) 100 bg, (2) 200 bg, (3) 300 bg, (4) 400 bg, (5) 500
bg, (6) 600 bg, (7) 700 bg, (8) 800 bg, (9) 900 bg, (10) 1000 bg, (11) 1200 bg, (12)
1500 bg, (13) 2000 bg, (14) 3000 bg seklindedir.

Oncelikle ciplak silika kapiler kolonda ayirma tamponuna herhangi bir
polimer eklenmeden sadece 20 mM Tris + 1 mM EDTA (pH= 7,6) tampon
¢ozeltisi kullanilarak DNA standardinin —15 kV’da 10 s hidrodinamik
enjeksiyonu yapildiginda ¢ok kiigiik pikler goriilmiis, beklenilenden (14 pik) daha
fazla pik ortaya ¢ikmis ve tekrarlanabilir sonuglar elde edilememistir. Bunun,
ciplak silikada DNA molekiillerinin kapiler duvarina adsorbe olmasindan
kaynaklandig1 ve bu nedenle tekrarlanabilirligin diistiigii ve piklerde kuyruklanma
meydana geldigi disiiniilmiistiir (Wu ve ark., 2006). Bu ylzden daha sonraki 6n
denemelere, tampona cesitli polimer ve jel katki maddeleri eklenerek devam
edilmistir.

Asagida farkli tampon ¢ozelti ve katki maddeleriyle ¢iplak silika kolonda
CE ile yapilan denemeler verilmistir. CE’de yapilan bu deneyler enjeksiyon
modulu ve gug kaynagint iceren CE—L1 (CE Resources, Pte Ltd, Ayer Rajah
Crescent, Singapur) model kapiler elektroforez cihazi ile gerceklestirilmistir.
Sinyaller SPD-M10 A model VP Diode Array Dedektor (DAD) ile
kaydedilmistir. Alinan veriler, Class VP (Shimadzu, Kyoto, Japonya) veri isletim
programi ile islenmistir. Bu CE aleti ¢alismalar sirasinda arizalandigi igin en iyi
kosullar belirlendikten sonra yapilan tiim deneyler tekrar Boliim 3.1.3°de

belirtilen (Agilent) CE aletine uyarlanmustir.

1. PVP ile deneme: Diger polimerler arasinda, diisiik viskozitesi, daha iyi
dinamik kaplama kabiliyeti, uzun omir ve yuksek tekrarlanabilirlik gibi
Ozelliklerinden o6tiiri polivinil pirolidon (PVP) katki maddesi olarak denenmistir.
TBE (89 mM TRIS, 89 mM borik asit, 2 mM EDTA, pH= 7,1) tamponuna %5,5
(a/h) olacak sekilde PVP ilave edilerek DNA standardi enjekte edilmistir. PVP jel
sistemi ile DNA’lar1 farkli gerilimlerde (+15 kV, —10 kV ve —15 kV), farkli
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pH’larda (8,5 ve 7,1) ve farkli enjeksiyon modlarinda [hidrodinamik (0,3 psi) ve
elektrokinetik (2 kV)] 5 s enjeksiyon yapilarak kapiler kolona verilmistir. Ancak

bu sistemle pik morfolojisi iyi olan pikler elde edilememistir.

2. CTAB ile deneme: Yeni degistirilmis olan ¢iplak silika kolonda 5/50
oraninda (10 mM Tris ve 1 mM EDTA, pH= 7,6 ¢ozeltisi ile) seyreltilmis olan
100 b¢ DNA marker1 8 s hidrodinamik enjeksiyon yapilarak —4 kV gerilim
uygulanarak kapiler kolona verilmistir. Bu analizlerde ayirma tamponu olarak
TAE (89 mM TRIS, 89 mM Asetat, 2 mM EDTA, pH= 7,1) tampon ¢dzeltisinde
8,9 mM CTAB iceren ¢ozelti kullanilmistir. Bu gerilimde 4 dk su, 8 dk 0,1 M
NaOH, 7 dk su ve 10 dk tampon ile ara yikama yapilarak ikinci enjeksiyon
yapilmistir. Ancak tekrar edilebilir pikler elde edilememistir. Ayrica emin olmak
icin yine aymi kosullarda ama —6 kV ayirma gerilimi kullanilarak DNA
standardinin iki enjeksiyonu daha yapilmistir. Tampon ¢6zeltideki CTAB miktari
0,89 mM vyapilarak denendiginde de yine uygun sonuglar elde edilememistir.
Yapilan deneylerde farkli yitkama programlar1 da (Perklorik asit ile, sadece su ve
tampon ile, potasyum hidroksit ve metanol ile ve siireler vs. degistirilerek)

denenmis ancak iyi sonug¢ alinamamastir.

3. PEO ile deneme: Yeni degistirilmis olan ¢iplak silika kolonda 5/50
oraninda (10 mM Tris ve 1 mM EDTA, pH= 7,6 ¢ozeltisi ile) seyreltilmis olan
100 b¢ DNA standardi; —5 kV, 8 s elektrokinetik enjeksiyon yapilarak —15 kV
ayirma gerilimi uygulanarak kapiler kolona verilmistir. Bu analizlerde ayirma
tamponu olarak %0,5 (a/h) PEO (600.000 ortalama molekiil agirligi, Maoy) iceren
TAE (89 mM TRIS, 89 mM borik asit, 2 mM EDTA, pH= 8,3) kullanilmistir. Bu
caligmada enjeksiyon yapilmadan 6nce ve ara yikamalarda 4 dk 0,1 M HCI; 4 dk
%1(a/h)’lik PVA (30.000—70.000 Maot) ve %0,5 (a/h) PEO igeren TBE ayirma
tamponu kullanilarak kolon yiizeyinin kaplanmas1 saglanmaistir.

%0,5 (a’/h) PEO kullanilarak yapilan deneylerde farkli elektrokinetik
enjeksiyon gerilimleri (—10 kV), farkli yikama kosullar1 ve farkli tampon pH’1

(pH 7,2) denenmistir. Ancak tekrarlanabilir sonuglar elde edilememistir.
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%0,5 (a/h) PEO (600.000 Mayy) igeren ayirma tamponu kullanilarak yapilan
deneylerde basarili olunamadigi i¢in deneylere PEO (600.000 May ;) miktart %1,5
(a’h)’a ¢ikarilarak devam edilmistir. Bu denemelerde de yine TBE (pH= 8,3)
tamponu ile —10 kV, 12 s elektrokinetik enjeksiyon, —15 kV ayirma gerilim
kosullarinda  farkli ara  yikama  programlar1  kullanilarak  deneyler
gerceklestirilmistir. Ancak bu calismalar sonucunda da tekrarlanabilir sonuglar

elde edilememistir.

4. Dekstran ile deneme: Bu deneylerde farkli yiizdelerde ve molekiil
agirliklarinda olan ve literatiirde az sayida caligmaya rastlanan dekstran katki
maddesi denenmistir. Deneylerde 20 mM Tris, 9,5 mM Fosfat ve 2 mM EDTA
iceren tampon c¢ozeltisi icerisine %10 (a/h) 2.000.000 molekiil agirlikli dekstran
eklenerek farkli ayirim gerilimleri (=8 kV, —13 kV, —25 kV ve —30 kV)
uygulanarak DNA standardina ait pikler elde edilmistir. Ancak bu deneylerde ¢ok
kicik pikler elde edilmistir. Bu yiizden bu sonuglar1 gelistirmek amaci ile CE’de
ayni tampon ¢ozeltiler igerisindeki 2.000.000 molekil agirlikli dekstranin miktari
%15 (a/h) yapilarak (—20 kV ayirma geriliminde), %15 (a/h)’lik 500.000 Ma’l1
dekstran (—20 kV ayirma geriliminde) kullanilarak, % 10 (a/h)’luk 500.000 Ma’li
dekstran (—15 kV ayirma geriliminde) ve %10 (a/h)’luk 70.000 Ma’li dekstran
(—15 kV ayirma geriliminde) ile deneyler yapilmistir. Bu katki maddesinin
uygulanan kosullarda etkili bir ayirim ortami saglamadigi ve hassasiyetin diisiik

oldugu gozlenmistir.

5. HEC ile deneme: Yeni degistirilmis kapiler kolonda (75 cm toplam
uzunluk, 50 cm etkin uzunluk) tampon katki maddesi olarak %4,5 (a/h) HEC
(90.000 Mayyt) eklenmis olan ve 20 mM Tris, 9,5 mM o—fosforik asit, 2 mM
EDTA (pH= 7,450) iceren ayirma tamponu ile —10 kV 12 s elektrokinetik
enjeksiyon, —12 kV ayirma gerilim kosullarinda 1/100 oraninda su ile seyreltilmis
olan DNA standardi enjekte edildiginde bu standarda ait 14 adet pikin iyi bir
sekilde ayrildigr gozlenmistir. Ayrica bu standardin ardarda 3’er kez
enjeksiyonunda tekrar edilebilir sonuclar elde edilmistir. Ara yikama programi

olarak 15 dk su, 10 dk 0,1 M HCI ve 15 dk ayirma tamponu kullanilmistir. Ayr1
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gunlerde ve yeni kolonda da standarda ait analizler yine tekrarlanabilir sonuglar
vermistir.

Ayrica HEC kullanilarak DNA standard: ile yapilan bu analizlerde farkl
ayirma gerilimleri (=13 kV, —12,5 kV), farkli tampon derisimleri (30 mM Tris ve
100 mM Tris), farkli HEC miktarlar1 (%3,5 (a/h) HEC ve %1,5 (a/h) HEC)
denenerek en uygun kosullar belirlenmeye caligilarak pikler daha 6ne alinmaya

calisilmistir. Ancak bu kosullarda pikler birbirleriyle karigmistir.

4.5.2. Hazir CEP kaph kapiler kolon ile yapilan CGE deneyleri

Hazir polietilen glikol (PEG) polimer kaplanmis olarak temin edilen polimer
kapiler kolonda (CEP—coated column) DNA standardi ile deneyler yapilmistir. Bu
kapli kapiler kolon ile yapilan deneylerde kolonun alindigi firmanin onerdigi
analiz yontemi kullanilarak deneyler gerceklestirilmistir. CEP kapiler kolonda
(48,5 cm toplam uzunluk, 40 cm etkin uzunluk) tampon katki maddesi olarak
%1,5 (a/h) HEC (90.000 Mayr) eklenmis olan ve 89 mM Tris, 332 mM borik asit,
2 mM EDTA (pH= 7,60) iceren ayirma tamponu kullanilmistir. Analiz, =5 kV, 6 s
elektrokinetik  enjeksiyon ve —11 kV aywma gerilim kosullarinda
gerceklestirilmistir. Kapiler kolona 1/100 oraninda ultra saf su ile seyreltilmis
olan DNA standardi enjekte edilmis ve bu standarda ait 14 adet pik 20 dk gibi ¢cok
kisa bir siire igerisinde ayrilmistir. Ayrica ayni kosullarda bu kolona S. fruticosa
tirtinlin OPA—4 primeri kullanilarak c¢ogaltilmis olan PCR fiirlinii de enjekte
edilmistir (Sekil 4.7). Ayrica bu PCR 0Orneginin ve ayni kosullardaki DNA
standardinin (M) agaroz jel fotograflar1 da Sekil 4.7°deki elektroferogramda yer
almaktadir. Yeni kapiler kolon ilk acilista 10 dk ultra saf su ve 20 dk ayirma
tamponu ile yitkanmistir. Iki enjeksiyon arasi yapilan ara yikamalarda ise kolon 10
dk ayirma tamponu ile yikanmistir. Agaroz jeldeki bant sayilart ile CGE’deki
pikler birbiri ile uyumludur. Ancak bu kolonda DNA standardinin art arda yapilan
enjeksiyonlarinda tekrar edilebilir sonuglar elde edilememistir. Bunun nedeninin
de kolon yiizeyinden veya yikama kosullarindan kaynaklandigi sonucuna
vartlmistir. Ciplak kapiler kolonla yapilan deneyler, bu hazir kapiler kolon ile

(CEP—coated) yapilan deneylerden daha iyi ve tekrarlanabilir sonuglar vermistir.
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Sekil 4.7. 89 mM Tris, 332 mM borat, 2 mM EDTA, % 1,5 (k/h) HEC pH= 7,60 tamponunda, —5
kV, 6 s elektrokinetik enjeksiyon ve —11 kV ayirma gerilim kosullarindaki CEP—coated
kapiler kolonunda a) DNA standardimin ve b) S. fruticosa’nin OPA—4 primeri
kullanilarak ¢ogaltilmis olan PCR iiriiniiniin enjeksiyonuna ait elektroferogram

4.5.3. Ciplak silika kolon kullanilarak DNA standardi icin belirlenen en iyi
CGE yontemi

Sekil 4.8°de 100 b¢ DNA standardina ait en iyi kosullardaki elektroferogram
goriilmektedir. Ciplak silika kapiler kolon (48,5 cm toplam uzunluk, 40 cm etkin
uzunluk) ile yapilan bu CGE deneylerinde ayirma tamponu olarak, %4,5 (a/h)
HEC iceren TPE (20 mM Tris, 9,5 mM o-fosforik asit, 2 mM EDTA, pH 7,4)
¢oOzeltisi kullanilmistir. DNA standardina ait farkl: biiyiikliiklerdeki 14 adet pik 45
dk igerisinde ayrilmistir.
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Sekil 4.8. 20 mM Tris, 9,5 mM o—fosforik asit, 2 mM EDTA, %4,5 (a/h) HEC pH= 7,60
tamponunda, —5 kV, 4 s elektrokinetik enjeksiyon ve —9 kV ayirma gerilim
kosullarindaki ¢iplak silika kapiler kolonunda DNA standardinin enjeksiyonuna ait
elektroferogram

4.5.3.1 CGE tekrarlanabilirlik deneyleri

DNA standart ¢0zeltisi ayn1 analiz sartlarinda (%4,5 (a/h) HEC iceren TPE
tamponu, —9 kV ayirim, —5 kV 4 s enjeksiyon, 258,8 nm ) farkli giinlerde 6 defa
enjekte edilmistir (n=6). Piklerin gb¢ zamanlar1 ve alanlar1 kullanilarak gelistirilen
metodun kesinligi kontrol edilmistir.

CGE ile tekrarlanabilirlik deneylerinde 100—3000 baz araligindaki (14 adet
bant icerdigi bilinen) DNA standardi kullanilmistir. CE cihazinda DNA
standardindaki her bir baz c¢iftine ait tekrarlanabilirlik (n=6) sonuglari
Cizelge 4.8’de verilmistir. Her bir baz ¢iftinin elektroferogramdaki gog
zamanlarma gore hesaplanan bagil standart sapma degerlerine bakildiginda

oldukca yiiksek tekrarlanabilirlikte sonuglar elde edilmistir.
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Cizelge 4.8. DNA standardindaki her bir baz ¢iftine ait farkli giinlerdeki tekrarlanabilirlikleri (n= 6) (1) 100 bg, (2) 200 bg, (3) 300 bg, (4) 400 bg, (5) 500 bg, (6) 600
bg, (7) 700 bg, (8) 800 bg, (9) 900 bg, (10) 1000 bg, (11) 1200 bg, (12) 1500 bg, (13) 2000 bg, (14) 3000 bg

Bant No 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14
Ortalama

(k) 2260 2555 28,08 30,57 33,18 3497 3645 37,18 38,10 3851 39,69 40,44 41,39 44,16
I
SS* 0,10 0,12 0,21 0,31 0,34 0,38 0,43 0,50 0,55 0,59 0,65 0,62 0,66 0,64
% BSS* 0,45 0,47 0,73 1,01 1,04 1,07 1,17 1,34 1,45 1,54 1,64 1,54 1,60 1,45

*ty: GO¢ Zamant

i(xi _Y)z

*SS: Standart Sapma : N_1

SS

*0%6 BSS: Bagil Standart Sapma:  %BSS = 7 x 100
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45.3.2 Bitki PCR iiriinleri icin en iyi CGE yontem Kkosullarinin

belirlenmesi

100 b¢ DNA standardi kullanilarak CGE yontemi gelistirilerek tekrar
edilebilir sonuglar alindiktan ve tez ¢calismasinda kullanilmis olan standarda ait 14
adet farkli boyutlardaki DNA bantlar1 belirlendikten sonra PCR Kkiti ile
saflagtirllmamis olan bitki PCR 6rnegi ayni kosullarda dogrudan kapiler kolona
verilmistir. Bu bitki PCR 06rneginde var olan bantlarin sayisi, agaroz jel
elektroforezinde kontrol edilerek belirlenmistir. Ancak CGE’de yapilan deneyler
sonucunda bitki PCR Ornegine ait piklerle DNA standardina ait piklerin aym
siirelerde gelmedigi saptanmistir. PCR f{irtiniindeki tiim piklerin ayni kosullarda
verilmis olan DNA standardindaki en kii¢iik bant olan 100 b¢’nin gé¢ zamanindan
bile daha kisa siirede geldigi ve beklenen bant sayisindan daha az sayida bant
oldugu belirlenmistir. Yapilan ¢esitli deneyler sonrasinda bu problemin PCR
reaksiyonundaki tuz vs. gibi bilesenlerden gelen safsizliklardan kaynaklandig
sonucuna varilmistir. Bu sorun, agaroz jel elektroforezi ile ¢ogaldigi kesinlesen
PCR iriinlerinin  PCR saflastirma kiti  kullanilarak  saflastirilmasiyla
cozlimlenmistir. Bu asamada CGE’de tayin edilebilecek en uygun Ornek
derigiminin belirlenmesi i¢in farkli miktarlarda PCR reaksiyonlar1 (25 pL, 50 pL
ve 100 pL) kurulmustur. Bu deneyler sonucunda en uygun miktarin 50 uL’lik
PCR reaksiyonu oldugu belirlenmistir. Bu 50 puL’lik miktarin 12 pl’si agaroz jel
elektroforezinde goriintiilemede kullanilmis ve kalan kisim PCR saflastirma
kolonundan gegirilmistir. Enjeksiyon islemleri tamamlandiktan sonra mikro vial
icindeki PCR drlnleri —20°C'da saklanmistir. CGE’de alinan sonuglarin
dogrulugunu gostermek amaciyla PCR saflastirma kolonunun % geri kazanim

degerleri hesaplanmustir.
4.5.3.3 PCR saflastirma kolonunun geri kazanim
Geri kazanim deneylerinde 5 ng uLfl olacak sekilde hacimce 1/100

oraninda su ile seyreltilmis olan 100 pL 100 b¢ DNA standardi kullanilmistir. Bu
standart 3 kez dogrudan CE’e enjekte edilmistir. Ayrica bu standardin 3 ayr
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cozeltisi hazirlanarak 3 ayr1 PCR saflastirma kolonundan gegirilerek 100 pL su ile
elisyon yapilmig ve aynmi gun icinde CE’de analiz edilmistir. Boylelikle
coOzeltilerin son derisimleri ayn1 olmus ve HEC kullanilarak en iyi kosullarin
belirlendigi CGE yontemi ile DNA standardindaki piklerin alanlarindan
yararlanilarak elde edilen sonuglar degerlendirilmis, her bir baz cifti icin PCR
saflagtirma kolonu i¢in ortalama % geri kazamim degerleri bulunmustur (Cizelge
4.9). Cizelge 4.9’dan goriilebilecegi gibi % geri kazanim degerleri oldukea yiiksek
olup %(83,9-98,8) arasindadir.

Cizelge 49. CGE yontemi ile DNA standardindaki her bir baz gifti i¢in hesaplanan PCR

saflagtirma kolonunun ortalama % geri kazanim degerleri

Baz Cifti Geri Kazanim*
Biiyiikliigii %
100 83,9
200 92,6
300 98,8
400 98,7
500 89,2
600 94,5
700 96,0
800 91,3
900 87,9
1000 85,4
1200 84,8
1500 87,4
2000 87,8
3000 85,0

* 04 GeriKazanim = {E} x 100
C2

C1l: DNA standardi PCR saflagtirma kolonundan gegirildikten sonra CE’den belirlenen
alan
C2: DNA standardi dogrudan verildiginde CE’den belirlenen alan
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Cizelge 4.10°’da PCR saflagtirma kiti igerisindeki kitapgikta yer alan farkl
biiytiklikteki DNA pargalart i¢in % geri kazanmim degerleri verilmistir. Aymn
blyuklikteki bantlar icin % geri kazanim degerlerine bakildiginda sonuglarin bu
calismada CGE ile deneysel olarak belirlenen % geri kazanim degerleri (Cizelge
4.9) ile uyumlu oldugu goriilmektedir. Cizelge 4.10’a gore baz ¢ifti biiyikligi
arttikca % geri kazanim degeri de diismektedir. PCR saflastirma kolonunun %
geri kazanimi PCR firiinlerinin derigimlerinin gelistirilen bu yontemle ne kadar

dogru bulundugunun belirlenmesi amaci ile hesaplanmaistir.

Cizelge 4.10. PCR saflastirma kiti igerisindeki kitapcikta verilen farkli biyiikliikteki DNA
pargalart igin % geri kazamim degerleri (Vogelstein ve Gillespie 1979; Marko ve
ark. 1982)

Baz Cifti Geri Kazamim

Biiyiikliigii %
250 83,7
500 84,7
1000 94,7
1500 91,8

2000 91,1
3000 95,4
4000 86,4
6000 68,1
10000 42,6

4.5.3.4 Gelistirilmis CGE yontemi ile bitkilerde DNA tayini

RAPD deneylerinde kullanilan OPA—03, OPA—-04, OPA—05 ve OPA-15
primerlerinin arasindan jellerdeki bant biiyiikliikleri, bantlarin birbirlerine olan
yakinligi ve miktarlar1 acisindan CGE’de analiz i¢in en uygun olan OPA-05
primeri ile elde edilen bantlar oldugu i¢in deneylerde bu primer tercih edilmistir.
CGE yontemi ile OPA—05 primeri kullanilarak RAPD—PCR ile ¢ogaltilmis olan
10 farkli Salvia L. turundeki DNA’lar tayin edilmistir. Buradan elde edilen

sonuglar agaroz jel elektroforezdeki bantlarla (Sekil 4.9) kiyaslanmistir. Agaroz
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jel elektroforezindeki ¢ok silik bantlar degerlendirmeye alinmamigtir. CE
cihazinda daha dogru sonuglar alabilmek icin PCR iirlinlerinin art arda ikiser
tekrarlar1 yapilarak sonuclar degerlendirilmistir. Sekil 4.10—4.19°da calisilan her
bir Salvia L. tird ile ilgili olan elektroferogramlar ve bu tirlerin PCR 6rneklerinin
enjekte edilmesinden hemen oOnce kontrol amagli verilen DNA standartlari
goriilmektedir. Ayrica bu elektroferogramlarin lizerinde DNA standardi ve ilgili
bitki PCR oOrnegine ait agaroz jel elektroforez fotograflarinin negatifleri de yer
almaktadir. Sekil 4.20°de ise farkli ve ortak bantlarin daha iyi goériinebilmesi
amaciyla tezde calisilan 10 farkli Salvia L. tiiriinin CGE’de iist iiste alinmig

elektroferogramlari verilmistir.

L =1
—
o
S
=
—
-
—
-
L
—
—

Sekil 4.9. Salvia L. tiirlerinin genomik DNA’larindan OPA—05 primeri ile elde edilen RAPD
profilleri B: Blank, M: GeneRuler™ 100 bg¢ Plus DNA Ladder, 1: S. tomentosa, 2: S.
candidissima, 3: S. sclarea, 4: S. ceratophylla, 5: S. viridis, 6: S. bracteata, 7: S.
verticillata, 8: S. forskahlei, 9: S. fruticosa, 10: S. dichroantha
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Sekil 4.10. 20 mM Tris, 9,5 mM o—fosforik asit, 2 mM EDTA, % 4,5 (a/h) HEC pH= 7,60 tamponunda, ve
—9 kV ayirma gerilim kosullarindaki ciplak silika kapiler kolonunda a) DNA standardi igin —5
kV, 4 s elektrokinetik enjeksiyonu b) S. tomentosa’nin OPA—05 primeri ile ¢ogaltilmis olan PCR
Uriintiniin =5 kV, 6 s elektrokinetik enjeksiyonuna ait elektroferogram
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Sekil 4.11. 20 mM Tris, 9,5 mM 0—fosforik asit, 2 mM EDTA, % 4,5 (a/h) HEC pH= 7,60 tamponunda, —9
kV ayirma gerilim kosullarindaki ¢iplak silika kapiler kolonunda a) DNA standardi i¢in =5 kV, 4
s elektrokinetik enjeksiyonu b) S. candidissima’nin OPA—05 primeri ile ¢ogaltilmis olan PCR
iirtinliniin —5 kV, 6 s elektrokinetik enjeksiyonuna ait elektroferogram

112

@) ANADOLU UN



IVERSITESI

@) ANADOLU UN

10

[¥]
w

€ T899 g g

i

25 30 35 40 45’ dk

Sekil 4.12. 20 mM Tris, 9,5 mM o—fosforik asit, 2 MM EDTA, % 4,5 (a’/h) HEC pH= 7,60 tamponunda,
—9 kV ayirma gerilim kosullarindaki ¢iplak silika kapiler kolonunda a) DNA standard1 i¢in —5
kV, 4 s elektrokinetik enjeksiyonu b) S. sclarea’nin OPA—05 primeri ile ¢ogaltilmis olan PCR
riiniiniin —5 kV, 6 s elektrokinetik enjeksiyonuna ait elektroferogram
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Sekil 4.13. 20 mM Tris, 9,5 mM 0—fosforik asit, 2 mM EDTA, % 4,5 (a/h) HEC pH= 7,60 tamponunda, —9

kV ayirma gerilim kosullarindaki ¢iplak silika kapiler kolonunda a) DNA standardi i¢in —5 kV, 4
s elektrokinetik enjeksiyonu b) S. ceratophylla’nin OPA—-05 primeri ile ¢ogaltilmis olan PCR
irtinliniin —5 kV, 6 s elektrokinetik enjeksiyonuna ait elektroferogram
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Sekil 4.14. 20 mM Tris, 9,5 mM 0—fosforik asit, 2 mM EDTA, % 4,5 (a’h) HEC pH= 7,60 tamponunda, —9

kV ayirma gerilim kosullarindaki ciplak silika kapiler kolonunda a) DNA standardt i¢in =5 kV, 4
s elektrokinetik enjeksiyonu b) S. viridis’in OPA—05 primeri ile ¢ogaltilmig olan PCR iiriiniiniin
—5kV, 6 s elektrokinetik enjeksiyonuna ait elektroferogram
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Sekil 4.15. 20 mM Tris, 9,5 mM 0—fosforik asit, 2 mM EDTA, % 4,5 (a’h) HEC pH= 7,60 tamponunda, —9

kV ayirma gerilim kosullarindaki ¢iplak silika kapiler kolonunda a) DNA standard: i¢in =5 kV, 4
s elektrokinetik enjeksiyonu b) S. bracteata’nin OPA—05 primeri ile ¢ogaltilmig olan PCR
irtinliniin —5 kV, 6 s elektrokinetik enjeksiyonuna ait elektroferogram
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Sekil 4.16. 20 mM Tris, 9,5 mM o—fosforik asit, 2 mM EDTA, % 4,5 (a’h) HEC pH= 7,60 tamponunda, —9

kV ayirma gerilim kosullarindaki ¢iplak silika kapiler kolonunda a) DNA standardi i¢in =5 kV, 4
s elektrokinetik enjeksiyonu b) S. verticillata’nin OPA—05 primeri ile ¢ogaltilmis olan PCR
triiniiniin —5 kV, 6 s elektrokinetik enjeksiyonuna ait elektroferogram
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Sekil 4.17. 20 mM Tris, 9,5 mM 0—fosforik asit, 2 mM EDTA, % 4,5 (a’h) HEC pH= 7,60 tamponunda, —9

kV ayirma gerilim kosullarindaki ciplak silika kapiler kolonunda a) DNA standardt i¢in =5 kV, 4
s elektrokinetik enjeksiyonu b) S. forskahlei’nin OPA—05 primeri ile ¢ogaltilmis olan PCR
tirtiniiniin =5 kV, 6 s elektrokinetik enjeksiyonuna ait elektroferogram
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Sekil 4.18. 20 mM Tris, 9,5 mM 0—fosforik asit, 2 mM EDTA, % 4,5 (a’h) HEC pH= 7,60 tamponunda, —9

kV ayirma gerilim kosullarindaki ciplak silika kapiler kolonunda a) DNA standardt i¢in =5 kV, 4
s elektrokinetik enjeksiyonu b) S. fruticosa’nin OPA—-05 primeri ile ¢ogaltilmig olan PCR
tiriiniiniin =5 kV, 6 s elektrokinetik enjeksiyonuna ait elektroferogram
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Sekil 4.19. 20 mM Tris, 9,5 mM 0—fosforik asit, 2 mM EDTA, % 4,5 (a/h) HEC pH= 7,60 tamponunda, —9

kV ayirma gerilim kosullarindaki ¢iplak silika kapiler kolonunda a) DNA standardi i¢in =5 kV, 4
s elektrokinetik enjeksiyonu b) S. dichroantha’nin OPA—05 primeri ile gogaltilmig olan PCR
irtinliniin —5 kV, 6 s elektrokinetik enjeksiyonuna ait elektroferogram

116



-

(@)

e ah
(b)
[ A =
(c)
— A
(d) A
o Y A
* * g *
o
*
J\_L\I\
i J A ah T N
———
*
(@ M
P P— Il
* | W
(h) Mw
* *
M
0] R i
s

‘»

LLl I

=

w 10 15 20 25 30 35 40 45 dk

[a'd

LLl

Z Sekil 4.20. 20 mM Tris, 9,5 mM o—fosforik asit, 2 mM EDTA, % 4,5 (a/h) HEC pH= 7,60

alimmus elektroferogramlari
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tamponunda, ve —9 kV ayirma gerilim kosullarindaki ¢iplak silika kapiler kolonunda
a) DNA standardinin =5 kV, 4 s elektrokinetik enjeksiyonu b) S. tomentosa c) S.
candidissima d) S. sclarea e) S. ceratophylla f) S. viridis g) S. bracteata h) S.
verticillata i) S. forskahlei j) S. fruticosa k) S. dichroantha’nin OPA—05 primeri ile
cogaltilmis olan PCR {irlinlerinin —5 kV, 6 s elektrokinetik enjeksiyonlarina ait iist liste
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Sekil 4.20°de a—h elektroferogramlarindaki pikler {izerinde yer alan farkli
renkteki yildizlara karsilik gelen DNA baz ciftlerinin biyuklukleri asagida
verilmistir. Sekil 4.20°de pikler iizerinde yer alan ayni renkteki yildizlar ortak

bantlar1 gostermektedir.

:2000—1500 bg
> 1500—1200 bg
: 1200—1000 bg
: 850—800 bg

: 700 bg

: 650—600 bg

: 600—550 bg

: 550—500 bg

: 500 be

: 450—400 bg

- 400 bg
:400-350 bg

) o

LR o o e b D o

Bitki PCR orneklerinin agaroz jel elektroforezindeki fotograflart ve
CGE’den alinan sonuglar karsilagtirildiginda biiyiik o6lgiide uyumlu olduklar
gorilmistiir. Farkli olarak agaroz jel elektroforezinde goriintiilenemeyen bazi
bantlar CGE’de saptanmistir. Bu yiizden OPA—05 primeri ile ¢ogaltilmis olan her
bir bitki turinin PCR drinine ait CGE’de elde edilen pikleri tek tek
degerlendirilmistir (Cizelge 4.11). Bu degerlendirmede, her bir PCR {iriinii
analizinden once ayni giinde enjekte edilen DNA standardindaki her bir bant
biiyiikliigiine karsilik gelen go¢ zamanlarindan kontrol amacgh yararlanilmigtir.
Her bir PCR firlinlinlin gé¢ zamanlarindan yararlanilarak PCR iiriinlerindeki
yaklasik baz cifti biiyiikliikleri ve baz ¢ifti biiylikliik araliklar1 belirlenmistir. Baz
cifti blydkltkleri ile ilgili sonuglarin degerlendirilmesi amaci ile DNA
standartlar1 ve PCR firiinleri i¢in logaritmik vb gibi farkli iligskiler denenmis

olmasina ragmen her baz cifti i¢in ayn1 ve uyumlu iliski elde edilememistir.
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Cizelge 4.11. Salvia L. tirlerinin OPA—05 primeri ile yapilan RAPD analizinin CGE’den elde

edilen pik sayim sonuglari
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1: S. tomentosa, 2: S. candidissima, 3: S. sclarea, 4: S. ceratophylla, 5: S. viridis, 6: S. bracteata,
7: S. verticillata, 8: S. forskahlei, 9: S. fruticosa, 10: S. dichroantha

CGE’de elde edilen sonuglara gore (Sekil 4.10 ve Cizelge 4.11) S.
tomentosa’da toplam 6 tane pik, agaroz jelde (Sekil 4.9 ve Cizelge 4.5) ise toplam
7 adet bant bulunmustur. CGE’deki sonuglara bakildiginda 1200—2000 baz cifti
arasinda genis bir pik goriinmektedir. Burada art arda beklenen piklerin bir arada
gelerek karistig1, bu nedenle CGE’de daha az bant goriindiigli gdzlenmektedir.

Sekil 4.11 ve Cizelge 4.11°de elde edilen 2 pikin CGE sonuglarina gore S.
candidissima’da toplam 17 tane pik, agaroz jelde (Sekil 4.9 ve Cizelge 4.5) ise
toplam 4 adet bant bulunmustur. Bu 6rnekte 500 baz ciftindeki bant agaroz jelde
belli belirsiz bir sekilde goriinmesine ragmen CGE’de ¢ok belirgin bir sekilde
gorinmektedir. CGE’de belirlenen en belirgin pikler; 500 baz cifti, 650-600 baz
cifti arasindaki, 650—700 baz cifti arasindaki, 850—800 baz cifti arasindaki,
1200-1000 baz cifti arasindaki ve 2000—1500 baz cifti arasinda olanlardir. Bu
ornek icin CGE’nin daha hassas sonug verdigi diigtiniilmektedir.

Sekil 4.12 ve Cizelge 4.11°de elde edilen CGE sonuglarmna goére S.
sclarea’da toplam 10 tane pik, agaroz jelde (Sekil 4.9 ve Cizelge 4.5) ise toplam 7
adet bant bulunmustur. CGE’de en biiyiikk pik 2000—1500 baz ¢ifti arasinda
olandir, agaroz jelde de ayn1 sekilde en parlak bant bu baz ¢iftine aittir. Bu pikten
sonra en belirgin pik 800—850 baz ¢ifti arasinda olandir. Bunun yan1 sira 550—500
baz ¢ifti, 500 baz cifti, 500—450 baz ¢ifti, 400 baz cifti, 400—350 baz ¢ifti ve
350300 baz ¢ifti arasinda da kiiciik pikler goriinmektedir.

S. ceratophylla tiirtine ait CGE sonuglarindan (Sekil 4.13 ve Cizelge 4.11)
toplam 11 tane pik, agaroz jelde (Sekil 4.9 ve Cizelge 4.5) ise toplam 6 adet bant
bulunmustur. Bu 6rnekte 2000—1500 arasinda diger piklere gore ¢ok belirgin olan
bir pik yer almaktadir. Diger ana pikler sirasiyla, 400—350 baz c¢ifti arasindaki,
550-500 baz ¢ifti arasindaki, 650—600 baz cifti arasindaki ve 850 baz gifti
arasindaki piklerdir. Elektroferograma bakildiginda ise 1200—1000 baz ¢ifti arasi
agaroz jelde c¢ok silik olan bantlarin ¢ok kiiciik pikler halinde belirdigi
gorinmektedir.

CGE’de elde edilen sonuglara gore (Sekil 4.14 ve Cizelge 4.11) S. viridis’de
toplam 9 tane pik, agaroz jelde (Sekil 4.9 ve Cizelge 4.5) ise toplam 2 adet
belirgin bant bulunmustur. CGE’deki elektroferograma gore en belirgin pik 500
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baz ciftine karsilik gelmektedir. Ancak agaroz jel elektroforeze bakildiginda bu
baz g¢iftine ait bant agaroz jel fotografinda daha silik bir sekilde goriinmektedir.
Elektroferogramdaki diger belirgin pik 900 baz ¢iftinde gelen piktir. 800 baz ¢ifti
ve 550—500 baz ciftinde de daha belirgin pikler yer almaktadir. Bunun yan1 sira
elektroferogramda 100 ve 450 baz ¢ifti arasi alan1 ¢ok kiiclik olan 5 adet pik
goriinmektedir.

S. bracteata tiiriine ait CGE sonuglarindan (Sekil 4.15 ve Cizelge 4.11)
toplam 10 tane pik, agaroz jelde (Sekil 4.9 ve Cizelge 4.5) ise toplam 10 adet
belirgin bant bulunmustur. CGE’deki en biiyiik pikler 450 baz ¢ifti, 550—500 baz
cifti arasindaki ve 1200—1000 baz ¢ifti arasinda olanlardir. Yaklasik 600—550 baz
cifti, 650 baz cifti, 650—700 baz cifti, 900—1000 baz ¢ifti, 1200—1500 baz gifti,
1500—2000 baz cifti biiyiikliiklerinde pikler goriinmektedir. CGE’deki pikler ile
agaroz jeldeki bantlarin ¢ogu birbiri ile uyumlu bulunmustur. Ancak agaroz jelde
belirlenen 800 baz c¢ifti ve 895 baz ciftine karsilik gelen bantlar CGE’de biraz
daha kiclk olarak belirmistir. Agaroz jelden farkli olarak ise CGE’de 200—150
baz cifti arasinda alani kiigiik olan bir pik de belirlenmistir.

S. verticillata tiiriine ait CGE sonuglarindan (Sekil 4.16 ve Cizelge 4.11)
toplam 8 tane pik, agaroz jelde (Sekil 4.9 ve Cizelge 4.5) ise toplam 6 adet
belirgin bant bulunmustur. Ayrica CGE’deki elektroferogramda 450—800 baz cifti
arasinda Cizelge 4.5’e eklenmeyen ¢ok sayida (6 adet) kiiciik pik belirlenmistir.
Bu baz ciftleri arasinda agaroz jelde de silik bantlar gériilmektedir. CGE’deki en
belirgin pikler 300 baz cifti, 450—400 baz ¢ifti ve 1200—1000 baz ciftine karsilik
gelen piklerdir.

S. forskahlei i¢in CGE sonuglarindan (Sekil 4.17 ve Cizelge 4.11) toplam 8
tane pik, agaroz jelde (Sekil 4.9 ve Cizelge 4.5) ise toplam 4 adet belirgin bant
belirlenmistir. CGE’deki en belirgin pikler 450—400 baz cifti, 600—550 baz cifti
ve 700 baz ciftine karsilik gelen piklerdir. Bu bitkiye ait CGE
elektroferograminda (Sekil 4.17) agaroz jel elektroforezdeki bantlara kiyasla daha
cok pik tayin edilebilmistir.

CGE’de elde edilen sonuglara gore (Sekil 4.18 ve Cizelge 4.11) S.
fruticosa’da toplam 12 tane pik, agaroz jelde (Sekil 4.9 ve Cizelge 4.5) ise toplam
5 adet belirgin bant belirlenmistir. CGE’deki en belirgin pik 1500—1200 baz
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ciftine karsilik gelen piktir ve bu da agaroz jel elektroforezde en parlak banta
karsilik gelmektedir. CGE’de tayin edilen 650—600 baz ¢ifti ve 950—900 baz
ciftlerine ait pikler de agaroz jel elektroforezinde belirlenmis olan diger bantlardir.
Ayrica CGE’de 300—400 baz ¢ifti arasinda alanlar1 ¢ok kiigiik olan pikler
goriinmektedir.

CGE sonuglarina gore (Sekil 4.19 ve Cizelge 4.11) S. dichroantha turiinde
toplam 14 tane pik, agaroz jelde (Sekil 4.9 ve Cizelge 4.5) ise toplam 4 adet
belirgin bant belirlenmistir. CGE’deki en belirgin pikler 550—500 bg, 700 baz
cifti, 800 baz ¢ifti ve 1500—1200 baz giftine karsilik gelen piklerdir. Bu pikleri
650—600 baz cifti ve 700—650 baz ¢iftine karsilik gelen pikler takip etmektedir.
Agaroz jel clektroforezde 600—800 baz ¢ifti arasinda gorulmekte olan koyu
bantlarin aslinda daha fazla sayida banta ait oldugu CGE’deki piklerden kolayca
goriinmektedir.

CGE’de PCR iiriinleri ile yapilan bu deneyler sonucunda; agaroz jel
elektroforezinde daha koyu goriinen bazi bantlarin CGE’de daha kiigiik pikler
halinde veya tam tersi olarak agaroz jelde silik olan bantlarin CGE’de daha biiyiik
pik olarak goriindiigii gozlenmistir. Bu durumun nedeninin de PCR fiirlinlerinin
safsizliklarindan ve/veya PCR saflastirma kitinin bazi PCR 6rneklerinde yetersiz
kalmasindan kaynaklanmis olabilecegi diisiiniilmektedir.

CGE’den elde edilen sonuglara gore Cizelge 4.11°de 2000—3000 baz cifti
arasinda, 100 baz ¢ifti ve 200 baz c¢iftinde tiim bitki tiirlerinin RAPD—PCR
tirtinleri i¢in herhangi bir pike rastlanmamistir. S. candidissima, S. sclarea, S.
ceratophylla ve S. bracteata bitki tiirlerinde 2000—1500 baz ¢ifti arasinda pik elde
edilmistir. 1500 baz ¢ifti sadece S. tomentosa’da belirlenmistir. 1500—1200 baz
cifti arasindaki pik, S. tomentosa, S. candidissima, S. sclarea, S. bracteata, S.
verticillata, S. fruticosa ve S. dichroantha tirleri igin ortak piktir. 1200 baz
ciftinde S. tomentosa ve S. forskahlei tiirlerinde pik belirlenmistir. 1200—1000 baz
cifti arasinda S. tomentosa, S. candidissima, S. ceratophylla, S. bracteata, S.
verticillata ve S. dichroantha’da pik belirlenmistir. 1000 baz ¢iftinde S. fruticosa
ve S. dichroantha’da pik belirlenmistir. 1000—900 baz ¢ifti arasinda S. bracteata
ve S. verticillata tirlerinde pik elde edilmistir. 900 baz ¢iftinde S. tomentosa, S.

viridis ve S. verticillata tiirlerinde ortak pik vermistir. 900—850 baz ¢ifti arasinda
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sadece S. fruticosa pik vermistir. 850—800 baz ¢ifti arasinda S. tomentosa, S.
candidissima, S. sclarea ve S. ceratophylla turlerinde pik belirlenmistir. 800 baz
cifti biyikliginde S. viridis, S. verticillata, S. fruticosa ve S. dichroantha
tiirlerinde pik bulunmaktadir. 800—750 baz ¢ifti arasinda sadece S. tomentosa ve
S. ceratophylla’da pik elde edilmistir. 750—700 baz gifti arasinda S. sclarea, S.
forskahlei ve S. fruticosa; 700 baz ciftinde S. forskahlei ve S. dichroantha;
700—650 baz gifti arasinda S. candidissima, S. ceratophylla, S. bracteata, S.
fruticosa ve S. dichroantha; 650 baz ciftinde sadece S. bracteata; 650—600 baz
cifti arasinda S. candidissima, S. ceratophylla ve S. dichroantha; 600 baz ¢iftinde
sadece S. candidissima; 600—550 baz cifti arasinda S. bracteata, S. forskahlei ve
S. dichroantha; 550—-500 baz c¢ifti arasinda S. tomentosa, S. candidissima, S.
sclarea L., S. ceratophylla, S. viridis, S. bracteata, S. forskahlei ve S.
dichroantha; 500 baz ¢iftinde S. candidissima, S. sclarea ve S. viridis; 500—450
baz cifti arasinda S. candidissima, S. sclarea, S. forskahlei ve S. fruticosa; 450 baz
ciftinde sadece S. bracteata; 450—400 baz ¢ifti arasinda S. candidissima, S.
ceratophylla, S. viridis, S. verticillata, S. forskahlei ve S. fruticosa; 400 baz
ciftinde S. candidissima, S. sclarea, S. ceratophylla, S. viridis ve S. fruticosa,;
400—350 baz cifti arasinda S. candidissima, S. sclarea, S. ceratophylla, S. viridis,
S. fruticosa ve S. dichroantha; 350—300 baz ¢ifti arasinda S. candidissima, S.
sclarea, S. verticillata, S. fruticosa ve S. dichroantha; 300 baz ciftinde S.
candidissima ve S. verticillata; 300-250 baz cifti arasinda S. forskahlei ve S.
fruticosa; 250—200 baz ¢ifti arasinda S. candidissima, S. viridis ve S. dichroantha;
200—150 baz ¢ifti arasinda S. ceratophylla, S. bracteata ve S. dichroantha ve
150—100 baz ¢ifti arasinda S. candidissima, S. viridis ve S. dichroantha tirlerinde
pikler belirlenmistir.

Genel olarak PCR firlinlerinin CGE’den elde edilen sonuglar1 Cizelge
4.11’den yararlanilarak yorumlandiginda CGE’de agaroz jel elektroforezindeki
bantlardan daha fazla sayida pik saptanmistir. Bu da CGE ile agaroz jel
elektroforezine gore daha hassas tayinlerin yapilabildigini gostermektedir.
CGE’de hassasiyet kullanilan detektdriin tiirine baghdir ve deneylerde DAD
dedektor kullanilmasi nedeniyle 3x10™* ng nL™' arasindaki &rnek miktarlari

saptanabilmektedir (Schwartz ve Guttman, 1995). Agaroz jel elektroforezinde
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EtBr ile boyama yapildiginda bant basina yaklasik 1-5 ng miktardaki DNA
parcalart belirlenebilirken daha az miktarda olan DNA’lar1 EtBr boyama ile
saptamak zordur (Karsten ve Wollenberger, 1977).

CGE’de sadece OPA-05 primeri ile ¢alisildigindan yeterli veri olmamasi

nedeniyle bu sonuglar i¢in ayrica bir dendogram ¢ikarilmamustir.
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5. SONUC ve ONERILER

Kapiler elektroforez, son yillarda basit, hizli, az miktarda Ornek
gerektirmesi, ucuz, otomasyonu kolay, duyarl, tekrarlanabilirliginin yiiksek
olmasi gibi nedenlerle analitik kimyada 6nem kazanmis bir yontemdir.

Bu tez calismasinda Tiirkiye Florasinda oldukca genis yayilis gdsteren ve
pek ¢ok endemik tiire sahip, ayrica halk arasinda hem ¢ay hem de tedavi edici
Ozellikleri nedeniyle yogun olarak kullanilan Lamiaceae familyasina ait bazi
Salvia tiirlerinin DNA tayinleri yapilmistir. Bu calismada Eskisehir ¢evresinden
toplanan 10 farkli Salvia L. tiirliniin akrabalik iligkilerini ortaya koymak amaciyla
RAPD-PCR yo6ntemi kullanilarak rastgele DNA bdlgeleri ¢alisilmistir. Calisma
iki asamada gerceklestirilmistir. ilk asamada OPA—03, OPA—04, OPA—05 ve
OPA—15 primerleri ile elde edilen PCR fiiriinleri ise oncelikle klasik bir yontem
olan agaroz jel elektroforez ile belirlenerek bu 4 primer ile elde edilen bantlar
yorumlanmis, var—yok ¢izelgeleri olusturulmus ve dendogram c¢ikarilarak tiirler
arasindaki  genetik  akrabalik  belirlenmeye  calisilmigtir.  Agaroz  jel
elektroforezinde 4 farkli primer ile c¢ogaltilan bantlar degerlendirilerek
dendogramlar olusturularak filogenetik agac c¢ikarilmig ve buna gore birbirlerine
genetik olarak en az benzeyen tirlerin S. fruticosa ve S. dichroantha oldugu,
birbirlerine genetik olarak en yakin tiirlerin ise S. bracteata ve S. fruticosa oldugu
belirlenmistir.

Ikinci asamada ise deneyler, agaroz jel elektroforez ve CGE ydntemi ile
birlikte yiiriitiilmiistiir. Bu amagcla tek bir primer kullanilarak (OPA-05) ilgili
PCR iiriinleri ¢ogaltilmis ve PCR saflastirma kiti ile saflagtirilmistir. Daha sonra
agaroz jel elektroforezinde goriintiilendikten sonra ayni ornekler CGE’de analiz
edilmistir. PCR 06rneklerindeki DNA pargalarinin tayinleri icin kapiler jel
elektroforez ile yontem gelistirilmesi ve en iyi kosullarin belirlenmesi amaciyla
farkli tampon ¢ozeltiler ve bu ¢ozeltilere eklenen farkli polimer ve jel katki
maddeleriyle ¢iplak silika kapiler kolonda ¢esitli 6n denemeler yapilmistir. Ayrica
CGE deneylerinde hazir polimer kapli (CEP—coated) kapiler kolon ile de deneyler
gerceklestirilmistir. Ancak CEP—coated kapiler kolonu ile yapilan bu deneyler

sonucunda DNA standardina ait ¢ok keskin pikler elde edilmis olmasina ve 20 dk
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gibi kisa bir slirede ayirimlar yapilabilmesine karsin tekrarlanabilirlik sorunlari
ortaya ¢ikmistir. Bu nedenle DNA ayirimlart ¢iplak silika kapiler kolonun en
uygun ayirma ortami saglayan %4,5 (a/h) HEC iceren TPE (20 mM Tris, 9,5 mM
o—fosforik asit, 2 mM EDTA, pH 7,4) tamponu ile dinamik kaplanmasiyla
yapilmistir. CGE deneylerinde, ¢alisilan PCR {irlinlerindeki  bantlarin
biaydkliklerine gore se¢ilmis olan 100—3000 baz ¢ifti araliginda 14 farkli parca
iceren DNA standart piklerinin gé¢ zamanlar1 baz alinarak Salvia L. tlrlerindeki
DNA larla ilgili var—yok cizelgeleri hazirlanmistir. OPA—05 primeri ile ¢cogaltilan
bitki PCR drinlerinin agaroz jel fotograflarina ve ayni primer i¢in CGE’de alinan
sonuclara bakildiginda biiyiik 6l¢lide uyumlu sonuglar alinmistir. Ancak agaroz
jelde goriintiilenemeyen bazi bantlar CGE’de goriilebilmistir. Bu da CGE
yonteminin agaroz jel elektroforezine gore daha duyarli olmasinin bir sonucudur.
CGE’de sadece tek bir (OPA—05) primer ile ¢alisildigindan buradan elde edilen
sonuclarla dendogram ¢ikarilmast miimkiin olmamistir. Bu nedenle CGE’deki
tiirler, 4 farkli primer ile elde edilerek agaroz jel elektroforez sonuglarina gore
cizilen dendogramla kiyaslanamamistir. Ancak CGE’deki var—yok cizelgesine
bakildiginda ayni familyaya ait Salvia L. tiirlerininin beklenildigi tizere
birbirleriyle genetik olarak benzedikleri gérilmektedir.

Bu tez ¢aligmasinda kullanilmis olan PCR saflagtirma kiti sayesinde, PCR
tirinlerindeki DNA’lara ait daha saf ve dolayisiyla daha biiyiik pikler elde edilmis
olup bu da, daha fazla miktarda PCR reaksiyonu kurulmasi, CGE’de miktar
arttirma amach gereken diger kimyasal maddelerin kullanilmasi gibi gereklilikleri
ortadan kaldirarak zamandan kazang saglamistir. Ayrica yapilan kaynak
taramalarinda da CGE ve PCR fiiriinleri ile yapilan DNA tayinlerinde PCR
saflagtirma kolonu kullanilmasi ile ilgili herhangi bir calismaya rastlanamamastir.
Bu bakimdan, PCR saflagtirma kolon kullanimi bu tez calismasmin diger
caligmalara kiyasla farkliliklarindan biri olarak sdylenebilir.

Giliniimiizde botanik¢iler ve taksonomistlerin kullandigr bitki tayin
yontemleri cinslerden tiirlere, hatta alt tiir ve varyetelere dogru inildik¢e oldukca
zorlasmaktadir. Bu nedenle, simdiye kadar kapiler elektroforez yontemiyle
gerceklestirilmemis bdyle bir ¢aligmanin olmast bu alandaki énemli bir boslugu

dolduracaktir.
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Ayrica yapilan kaynak taramalarina gore lilkemizde yetisen Salvia L.
tirlerinin taksonlarina ait daha once CE ile yapilmig bdyle bir c¢aligma
bulunmamaktadir. Bu tez ¢alismasi ile CGE’in DNA tayinlerine yonelik basarili
bir uygulamasi da gerceklestirilmis olmaktadir.

Biitin bu istiinliikleri disiiniildiiglinde, DNA tayinleri i¢in bu tez
caligmasinda gelistirilen CGE yontemi, kolay uygulanabilir oldugundan, toplam
maliyeti diisik ve daha hassas sonuglar alinabildiginden, rutin analiz
laboratuvarlarinda kullanilan agaroz jel elektroforezine alternatif olarak
onerilebilir. Ayrica gelistirilen bu CGE yonteminin farkli biyolojik drneklerdeki

DNA’larn hassas tayinleri i¢in de kullanilabilecegi diistiniilmektedir.
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