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OZET

Bu calsmanin amaci, jel elektroforezi ile birbirinden dgn molekdllerin optik
bir okuyucu aracifii ile dogrudan izlenebilegg bir aygitin gelstiriimesiydi. Bu
hedefle, floresans uyariggik kayna olarak parlak mavi LED’ lerle goérintr hale
getirilmis jel elektroforezi ile ayrilmy molekulleri kendilginden saptayabilen basit
bir cihazin tasarimi gercekleildi. Piyasadan cok rahatlikla ve ucuza elde
edilebilecek gik yayan diyot (LED), gil-diren¢ (LDR) ve 0zel olarak gstirilmis
sinyal cevirici ve yine 6zel olarak tasarlagnbir bilgisayar programi ile ¢air bir
sistem kuruldu. Cihazin c¢aabilirligi, 100bp DNA Ladder (Promega) X174
Hindlll (Promega) molekul @rhik standartlarinin optik okuyucularla,sdridan bir
midahale yapilmaksizin algilanmasi ve bu verileimbilgisayar ekraninda cizge

halinde gdruntilenmesi ile gosteriktir.



SUMMARY

The purpose of this study was to develop an ingninthat enables to follow
directly the molocules separated by gel electrop$ier by using an optical reader.
To reach this aim, using a blue LED as a fluoreseeactivating light source, we
have designed a simple device that enables to lizsuthe molecules separated by
electrophoresis,. A system was set up by integyadim inexpensive light emitting
diode (LED) and a light dependent resistor (LDRjttban be purcased easily from
the market, a custom design analog digital conveste a software developed
specially fort his purpose. The instrument was ghaa be functional by running
molecular weight standards, 100bp DNA Ladder (Pgaheand6X174 Hindlll
(Promega), automatically reading the separatedaulaiebands by the optical sensor

and producing graphic sketch of the obtained datdne computer screen.
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1.GIRIS

Dunyada her yil 17 milyon ki enfeksiyon hastaliklari nedeniyle 6lmekte,
bunun c¢@unlugu bakteriyel enfeksiyonlara pla sgslik harcamalari her gecen gin
artmaktadir. Bu nedenle enfeksiyon hastaliklarennkisa zamanda ga tani ve

tedavisi bnem kazanmaktadir (Hascgelik, 2004).

Klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda mikroorgazalarin tanimlanmasi ve
mikrop-kiranlara (antimikrobiyal) duyarlilik testleen az iki gun almakta, bu da
klinikcileri pahali ve bircok hasta icin yan etkileolan dirim-kiran (antibiyotik)
tedavilerine zorlamaktadir. Bu amacla son yillarela@eksiyon hastaliklarinin tanisi
ve tedaviye yol gosterici olmasi acisindan kisaaraia sonug¢ verebilen molekiler
tani yontemleri gedtirilmistir. Bu testler, onceki yillarda yayaireyen, kaltura zor
olan veya yapilamayan mikroorganizmalarin tanisikdianilirken bugtin pekgok
asamay! kendilginden gercekigirebilen cihazlarin geftiriimesiyle, mikrobiyoloji

tanisinda ¢ok daha yaygin kullanim alani bulmaygéabastir (Hascelik, 2004).

Molekuler testlerde kullanilan yontemler ve sistemlilkeler ve deneylikler
arasinda daskenlik gostermektedir. Bu nedenle molekuler testlstandartlsmasi
ve kalite kontroli ©6nem kazanmaktadir. Gerek rutgerekse ardirma
laboratuvarlarinda standakhaa, testlerin yapilmasi ve grlendiriimesinde ilk
basamal olusturmaktadir. Standartlari iyi oturtulmagngalsmalarda, gereksiz test
tekrari, § gucl ve zaman kaybi, sonucta maddi kayip gozletedek Molekuler
deneyliklerde standar§ma, o©ncelikle, cajilan deneyliklerin keullarindan
baslamaktadir. Bunu, laboratuvarda kullanilan aletiege kimyasallar, donanimlar

ve kullanilan yontemler izlemektedir (Hascgelik, 2D0

Bu nedenle, standarglmanin temelinde, el yordamiyla gercekigen
calismalardan ziyade cihazlarin kullaniminaghastandartlari belirlenmive insan
midahalesi ile dgsmeyen sistemlerin kullanima girmesi bir zorunlulgfbi
gorunmektedir. Jel elektroforezi, makromolekullerigssitli  6zelliklerine gore
ayrilarak incelenmesini glyan 6nemli bir molekiler agarma ve tani aracidir.
Ancak tani laboratuarlarinda gunlik kullanimi oldakzahmetlidir ve deneyim

gerektirir. Bu b&lamda, bu tez caimasi ile jel elektroforezslemini kendiliginden



yapan, aystirilan molekdlleri bir ¢izge (grafik) halinde bikpyara kaydedebilen,
hatta uygun bir program gsirildi ginde bunlari kendiiinden yorumlayabilecek bir

aygitin gelstiriimesi hedeflenmtir.



2. KURAMSAL YAKLA SIMLAR

2.1.DNA Molekilleri’ nin Incelenmesi

DNA molekullerinin, buytkltklerine gore ayrilarakaelenmesi, biyoteknoloji
ve tip alaninda birgcok uygulamada oOnemlidir: Gerayml ardgimlanmasinda
(sequencing), hastalik etkenlerinin tanisinda, didsarin tanisinda kullanilan pek
cok kalitsal deneyler (Ashton ve ark., 2003) vetrilesiyon haritalamasinda vs.
(Szeberenyi ve ark., 2002). Nukleik asitlerin 6piganin belirlenebilmesinde en
temel yol, onun buyukiiinin belirlenmesidir. Bu amagcla, ©6nce polimeraz
zincirleme tepkimesi, ardindan restriksiyon enziesikii ve nihayetinde de DNA
parca analizleri yapilmaktadir. Parca analizi, DIgArcalarinin elektroforezi ile

gerceklgtiriimektedir (Stephenson ve ark., 2003).

Bir molekull, dgerlerinden ayirip saffirmak icin molekul buydklgi, belli
bir ¢cozgendeki c¢ozundrgii, net elektrik yiki ve bazi maddelere 6zgul olarak
baglanma ilgisi gibi fiziksel ve kimyasal 6zelliklerdeyararlanilir.iste elektroforez,
bu yontemlerden -molekul buyulkdiine dayanan saffarma yontemlerinden- biridir.
DNA’ nin, elektroforez ile analizinin temeli, bu he&lin elektriksel alanda, jel
Uzerindeki gocune dayanir (Celebi, 1989). DNA’ retektroforezi, molekiler
biyoloji alaninda vyurutilen hemen hemen herstammada gerekli bir adimdir
(Magnusdottir ve ark., 1999). Burada, DNA, bir jékerinde (agaroz veya
poliakrilamid jel) ve bir hat tzerinde, belli bite&triksel alanda yuratultp ayrilir ve
molekdl a&irhigl bilinen standartlarla kiyaslanarak onun buygkltbelirlenmeye
calsilir (Stephenson ve ark., 2003). Jel elektroforézinmolekilin goc hizi,
molekdlin buydklgine, yapisina, ayirict ortam olarak kullanilan neawial
derisimine, iyon kuvvetine ve uygulanan akimaghdir (Celebi, 1989). Buslemin
ardindan jel boyanir ve standart DNA molekillea ihcelenen DNA molekdlleri
bantlar halinde gorindr hale getirilir. Standatfdakasilastirma sonucunda farkl
mesafelerde go¢ etmi DNA parcalarinin - molekul buaytkltkleri  belirlenir
(Stephenson ve ark.,, 2003). DNA molekillerinin &leforezini daha iyi
anlayabilmek icin DNA’ nin yapisindan, ayirma ortarmin ve elektriksel alanin

Ozelliklerinden bahsetmek g olacaktir.



2.2.DNA’ nin Yapisi

DNA, fosfodiester bgi ile bagl seker ve fosfat birimlerinin okturdusu iki ana
omurga ve bu omurgay! birbirine glayan bazlardan ofan molekuldiur (Gézikara,
2001).

Seker: Bgli bir furan halkasi iceren ve 2 nolu karbongslbdidroksil(-OH)
grubundaki oksijenini kaybetsni (deoksiriboz) birimlerdir. DNA’nin yapisinda
bulunan sekerler, 3-OH ve 5-fosfat gruplari ile tepkir. Baizlise, sekerlerin 1

numaral karbon atomu gruplaringstenmaktadir (Gozikara, 2001).

Bazlar: DNA’ nin yapisinda Bhca iki tir baz yer alir: Purinler ve
primidinler. Primidinler, yapilarinda iki azot bulan ve altigen bir halkaya sahip
bilesiklerdir. Purinler ise altigen primidin halkasi beina bgli besli bir imidazol
halkasindan okurlar (G6zukara, 2001).

Nukleozit: Bir purin veya primidin bazinin deokboz sekerinin 1.Ci
karbonuna bglanmasi ile olgurlar. Bunlara deoksirinikleozit de denigeker
moleklll ve bazlar arasindaki bugba3-N-glikozidik bagi adi verilir (Gozukara,
2001).

Nukleotit: NUkleozitlerin fosfat esterleri olarakrtimlanirlar. Fosfat gruplarinin
seker molekullerinin hidroksil gruplari ile yaptiester bglari ile meydana gelirler
(Gozukara, 2001).
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Sekil: 2.1. Nukleotidin genel yapisi.

Nukleotit yapisinda bulunan purin ve primidin @zl mor-6tesi (u.v)
Isinlardan 260nm’ dekileri kuvvetle emerler. Bu ogellonlarin nicel(kantitatif)

tayinlerine imkan verir (G6zukara, 2001).

Polintkleotid: Ndukleotidlerin, fosfodiester @aile birbirlerine bglanarak
meydana getirdikleri yapilardir. Ntkleik asitlerNB ve RNA) polintkleotidlerden
olusmaktadir (Gozukara, 2001).

Su halde, bu Dbilgiler siginda DNA’ nin, deoksiribonukleotitlerin,
polimerlgmesi ile meydana gelgli anlssilmaktadir. Bir nukleotittekisekerin 5’
karbonuna bgl fosfat grubunun hidroksili ile der nikleotitekisekerin 3’ hidroksil
grubu arasinda bir fosfodiester gbaolusur. Boylece birseker ile bir fosfatin,
donsumli olarak devam etmesi ve arada fosfodiestgmioa bulunmasi ile nukleik

asitlerin ana omurgasi meydana gelmektedir (GOzZ001).

DNA’ nin ana omurgasini ojturan gruplardan biri olan fosfat gruplari, pH 7,0
civarinda asidiktir ve eksi yukludur (Gozukara, 200

1953 yilinda Cambridge Universitesi’ nde gah Amerikali kalitimci James
Watson veingiliz fizik¢i Francis Crick, rontgensini ¢calsmalari sonucunda DNA’
nin U¢ boyutlu yapisina dair bir model 6nerdileft gincirden meydana gelen DNA’
nin bir eksen dgrultusunda, sael cift sarmali meydana getigini anladilar. DNA’

nin bu iki sarmali birbirine zit yonll olarak devastmektedir. Yani zincirlerden



birinin 3’ ucu ve dgerinin 5’ ucu ayni tarafta bulunmaktadir. DNA'’ nka zinciri bir
eksen boyunca ¢ift sarmal meydana getirmektedirsikarsiya duran bazlardan biri
purin ise dgeri mutlaka primidin olmalidir. DNA yapisindaki ade daima iki
hidrojen b& ile timine, guanin ise daima u¢ hidrojen gbaile sitozine
baglanmaktadir (Gozikara, 2001).

DNA cift sarmalini bglica iki kuvvet bir arada tutmaktadir. Bunlardan
birincisi, birbirinin tamamlayicisi olan bazlar anadaki hidrojen b&ari, ikincisi ise
sarmalin icinde kalan korunmuisim ile sarmalin dinda kalan kisim arasindaki su-
sevmez etkilgmdir. Cift sarmalin kararl bir durumda kalmasiba etkilgimin
blyuk katkisi olmaktadir. Cift sarmalin omurgastegkil eden kisimda bulunan
fosfat gruplari pH 7,0’ de eksi yukludir ve bu neldede bu pH' da DNA molekuli
kuvvetli asidiktir (Gozikara, 2001).

DNA ana omurgasinda bulunan fosfat gruplarinin 48f teki pK deerleri
gayet diguktir. Bu dgerin Ustiindeki herhangi bir pH da tamamen iyemlaBu
nedenle, DNA asidik 6zefie sahip bir molekdldur. Cift sarmalli DNA molekibe
yapiy! bir arada tutan hidrojen @ar1 pH 4,0 ile 11,0 arasinda oldukc¢a kararli bir
yapida bulunmaktadir. Bu pH sinirlargildiginda cift sarmalli yapidaki DNA
moleklli daha kararsiz hale gelmekte ve cift sdrmgdpidaki baz ciftleri
ararsindaki hidrojen gar kopmakta ve cift sarmal aciimaktadir (G6zukaG01).

2.3.DNA Molekullerinin Jel Elektroforezi ile Ayrilmasi

Geleneksel olarak, DNA parcalari, jel elektroforegbi buyiklige-baslh
aylrma yontemleri ile dgerlendirilirler. Kati bir polimer ortam (6rg@n agaroz veya
poliakrilamid) ve durgun (statik) elektrik alanillanilarak uygulanan geleneksel jel
elektroforezi, gunimuiz molekller biyoloji ve biyakya deneyliklerinde hazir
kullanim alanlarina sahiptir (Ferris ve ark., 20033alsmanin amacina gore, ayirmak
zincirleme tepkimesi (PZT) Urunleri ile cgliyorsa kullanilan DNA, genellikle 100-
2000b¢ arasinda gmirken restriksiyon haritalamalarinda kullanilan DNénlarca
kilobaz cifti olabilmektedir. Genlerin ag@rilmasinda megabaz cifti dizeyinde



DNA' ya gereksinim duyulabilmektedir. 20kb¢’ denh@abiyik ¢ift zincirli DNA'’
lar, ayni yonde devamh olan jel elektroforezlegiyl(constant field gel
electrophoresis) ayrilamaz; zincirler, elektriksghnin yonergesiyle yonelirler ve
goc, DNA' nin bayukliginden bgimsiz hale gelir. Atimh alan jel elektroforezi
(PFGE) ile ise duzenli araliklarla elektriksel adlaryon dgisimi meydana getirilerek
megabaz cifti (Mbg) buyukgiindeki DNA’ larin ayrimina izin verilir. Bu denli
biyuk DNA molekillerinin ayrimi ¢ok daha kucik ldlanda ve fakat uzun bir
zaman diliminde (Mbg¢ DNA icin birka¢ ginde) gergakbilmektedir (Magnusdottir
ve ark., 1999; McDonnell ve ark., 1977; Lumpkin as., 1985; Slater ve ark.,
1985; Slater ve ark., 1986; Duke ve ark., 1992kdue ark., 1994; Semenov ve
ark., 1995).

Jel elektroforezinde kullanilan destekleyici madahekanik etkiyi engellemek
ve molekdlleri buyukliklerine gore ayirmak icin larilir. Bu ayirma ortami,
nisasta, poliakrilamid, agaroz veya agaroz-akrilamadiskmi olabilir. Poliakrilamid
jeller, genellikle, kiicik DNA parcalari (5-500 baiti) ve RNA molekullerinin
ayriminda kullanilir. Bu tir jeller, ayrim giclegok fazla oldgundan, boyut
bakimindan birbirine ¢ok yakin DNA parcalarinin larlari icin daha uygundur
(Temizkan ve ark., 1999). Agaroz jeller, poliakni@lere nazaran daha gdik bir
aylrma gucune sahip olmasinagkarfarkli dersimlerde hazirlanan jeller sayesinde
farklh buyukltukteki DNA parcgalarini ayirmada (200-600b¢) kullanilabilmektedir.
Ayrica, ayni yonde uygulanan devamh bir elektriananda, poliakrilamid jeller
dikey konumda, agaroz jeller ise genellikle yataypkmda kullaniimaktadir. 20kb’
dan daha blUyuk DNA’ lar, atimhi-alan jel elektradar (pulsed-field gel
electrophoresis) yoluyla ayrilabilirler. Bu tarzkiroforezde, elektrik akimi, dizenli
olarak dgistirilir (Sambrook, 1989).

Bu gamada, bu tir jel elektroforezlerinden kisaca stileeektir.



2.3.1.Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz, temel yapisyekil 2.2." de verildgi gibi, dogrusal bir polisakkarittir
ve deniz yosunu 6zutuddr. Agaroz, sicak suda ¢cdziméguma sirasinda hidrojen
baglari ile polimerlgme olur ve jel meydana gelir. Bu elum geri dongumlidur
(Sambrook ve ark., 1989). Dolayisiyla bu ozgtiden yararlanilarak kaliplara da
dokdlebilir. Jel, kaliba dokulir ve jelin donmasirardindan dnceden yeglgilmi s
ve kuyucuk acilmasina yarayan taraklar cikartilatakkin ici jelin ylzeyini
kaplayacak dlcide tampon cozelti ile kaplanir. DR&esi, uygun bir yikleme
tamponu ile kastirilir ve agarozda acilan kuyucuklara yuklenir. r¢flastirma
yapilmasi bakimindan bir dgidiklar bilinen standart molekuller yiklenir. HKigik
kablolari bglanarak gerilim uygulanir ve yiklemede kullanilanyanin en uc
noktaya ulamasina kadar bunun uygulanmasina devam

edilir(http://a32.lehman.cuny.edu).
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Sekil: 2.2.Agarozun molekul yapisi (Temizkan ve afl@99).

Ticari Urlin olarak agaroz, ghr polisakkaritler, tuzlar, ve proteinlerle kaktir,
yani tumiyle saf d#ldir. Bu karsikligin orani, Greticiden dreticiye, Uretimden
uretime dgisebilmektedir. Bu farkhliklar, hem DNA’ nin goc¢uriiem de DNA’ nin
geri kazanilmasindaki enzim etkinliklerini etkildygr. Ancak bazi Ureticiler, bu
sayllan olumsuzluklari engelleyecek daha saf admmopiyasaya strmektedirler.
Bazilari ise, kimyasal yapisi getirilmis agarozlar gegtirmistir ki bunlar diguk
sicakliklarda eriyebilirler ve 10-500b¢’ lik ¢ok &iik DNA parcgalarinin analizinde
kullanilabilirler.

Agaroz jellerde, polimerfme sirasinda molekiller arasinda meydana gelen

g6zeneklerin capi, agaroz dgmi ile ilgilidir. Oyleki, kiicik DNA parcalari igin



yuksek, buyuk DNA parcalari icin giik agaroz degimi kullanilarak DNA’ nin
jelde en uygunsekilde yurimesi sdanir. Agaroz degimi ile bu jellerin DNA

parcalarini ayirma guci arasindakgkiyi gosteren bilgi Cizelge 2.1’ de verilgtir.

Cizelge 2.1.Farkli agaroz dgmlerinin DNA parcalarini ayirma gucu
(Sambrook ve ark., 1989).

Agaroz Derisimi (% agirhk/ hacim) Dogrusal DNA Molekulu (kilobaz)
0,3 5,0-60,0
0,6 1,0-20,0
0,7 0,8-10,0
0,9 0,5-7,0
1,2 0,4-6,0
1,5 0,2-3,0
2,0 0,1-2,0

DNA' nin jelde gorindr hale gelebilmesinde gerkddlj etidyum bromir (EtBr)
kullantlir. Bu boya, DNA cift zinciri arasina girk 300-360 nm dalga boyundaki
Is1g1 sgurup florasan etki gostermesiyle olur. Bu etki DArisimine bali olarak
kuvvetli veya zayif olabilir. EtBr degimi, genellikle, 0,1-0,5ug/ ml oraninda
kullaniimaktadir (Sambrook ve ark., 1989).

DNA’ nin agaroz jellerdeki gocunu etkileyen bircfakkli unsur vardir:

e Uygulanan gerilim. Dgik gerilimli elektrik akiminda, dgrusal DNA
parcalarinin goé¢ orani, uygulanan gerilim ile uyudur. Bununla beraber,
elektrik alaninin guci arttiriighnda, yuksek molekulgrligina sahip DNA
parcalarinin gocu, farkh oranlarda artar. Agare#lejdeki ayrimin etkili
olmasi, gerilimin arttiriimasiyla dér. 2 kilobazdan daha bluyik DNA
parcalarinin en yiksek ¢ozunurlikte ayrilmasiglasaak icin agaroz jeller,
5V/ cm’ den daha diilk bir gerilimde yuaratilmelidir (Sambrook ve ark.,
1989).
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Elektrik alaninin yoni. 50-100kb’ dan daha buyukAiolekulleri, devaml
bir elektrik alaninda, agaroz jeller lzerinde gdlehdlirler. Eger elektrik
alaninin yonu dastirilecek olursa, DNA molekdllerinin yona de gletirilir.
Cok buyuk DNA molekdllerinin, yeni elektrik alaningyum sglamasi daha
uzun slUrecg@inden bunlarin ayriminda atimli-alan jel elektrefrkullanilir
(Sambrook ve ark., 1989).

Bilesenler ve sicaklik. Poliakrilamid jellerin aksine li& ve ark., 1973)
agaroz jellerde, DNA’ nin elektroforezlik davrgnihem DNA’ nin baz
bilesenlerinden (Thomas ve ark., 1975) hem de DNA’ niniguldigi jelin

sicaklgindan ©6nemli olctide etkilenmez. Yani, agaroz |dier farkli

boylardaki DNA parcalarinin elektroforezdeki goécgorece, 4°C-30°C
arasinda desmez. Genelde, agaroz jeller, oda isisinda yurutBanunla
beraber, %5’ ten daha az agaroz iceren jeller yékdérime sicakfiina sahip
agaroz jeller daha dayaniksizdir ve bu nedenle daganikl olduklari 4°C’

ta ydrtttlmeleri dnerilir (Sambrook ve ark., 1989).

Araya giren boyalarin vagi. Ornesin etidyum bromiir, DNA’ nin baz ciftleri
arasina girerek DNA molekulini dahagya hale getirir ve onun jeldeki

gocunu yaklaik %15 oraninda azaltir (Sambrook ve ark., 1989).

Elektroforezde kullanilan tamponlarin Bigmleri. DNA’ nin elektroforezlik
gocu, kullanilan tamponun iyon glcinden ve dmhenden etkilenir.
Tamponun iyon gict ne kadarséise elektriksel iletim o oranda azalir ve
DNA cok yava ilerler. Aksine, yiksek iyon gucinde, elektrikeareket ¢ok
etkili hale gelir ve 6nemli oranda isI ggicikar. Bu da jelin erimesi veya
DNA’ nin dogal yapisinin bozulmasina (denattrasyon) neden olur.
Elektroforezde kullanilan birka¢ getampon vardir: EDTA ile Tris-asetatat
(TAE), Tris-borat (TBE) veya Tris-fosfattir. Buntlan TBE, dger ikisine
gore daha yuksek tamponlama yeggndedir. D@al yapisi bozulmy tek
zincirli DNA’ larin elektroforezinde en yaygin okt kullanilan tampon
50mN NaOH, 1mM EDTA'’ dir (Sambrook ve ark., 1988 tamponlarin

bilesenlerini gosterir 6zet bilgi Cizelge 2.2’ de veritir.
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Cizelge 2.2..Jel elektroforezinde kullanilan tammdzeltiler (Sambrook ve
ark., 1989).

Tampon Calisma Cozeltisi Dersik Cozelti(litre basina)
Tris-asetat 1 birim= 0,04 M Tris-| 50 birim= 242g Tris-base
(TAE) asetat; 0,001 M EDTA | 57,1 ml glasiyal asetik asit

100 ml 0,5M EDTA( pH=8,0)
Tris-fosfat 1 birim= 0,09 M Trist 10 birim= 108g Tris-base
fosfat; 0,002 M EDTA | 15,5ml %85’ lik fosforik asit
40ml 0,5M EDTA (pH=8,0)
Tris-borat 0,5 birim= 0,045MTris- 5 birim= 549 Tris-base
(TBE) borat; 0,001 EDTA 27,5¢ borik asit

20ml 0,5M EDTA (pH=8,0)
Bazik Tampon| 1 birim=50mN NaOH | 1 birim= 5ml 10N NaOH
1mM EDTA 2ml 0,5M EDTA (pH=8,0)

* Jele yuklenen DNA miktari 6nemlidir. Fazla miktardNA yuklenmesi
sonucunda yanjidegzerlendirmelere neden olunmaktadir. Giine fazla DNA
yuklenirse keskin bant yerine yaygin bir gorinimydama gelmektedir
(Sambrook ve ark., 1989).

Agaroz jel elektroforezinin boyut ve model itibde pek c¢ok turd vardir. En
yaygin kullanilani, Walter Schaffner tarafindanigellen yatay kalip (slab) jellerdir
(Sambrook ve ark., 1989). Bu tiur jellerle yapilaek&oforezin temel cajma
ilkesini gosterir bilgiSekil 2.3." te verilmitir.
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Sekil 2.3.Agaroz jel elektroforezinin temsili ¢izimi

Orneklerin jele yiklenmesi amaciyla, jel henliz pelilesmeden, yerlgirilen
taraklar yardimiyla kuyular agilmaktadir. Tarakkteulunan birden ¢ok ug, o kadar
¢ok kuyunun olgmasina ve bir o kadar da Opme yuklenebilmesine olanak

vermektedir (Sambrook ve ark., 1989).

Kliguk miktarlardaki DNA’ larin ¢cok daha hizli bigekilde analizinin
yapilabilmesine imkan veren minik-jeller de bulurktaalir. Bu tur jeller ile, normale
gore cok daha az DNA, jel ve malzeme (tampon ksllaniimaktadir. Batin bu
sayllanlar sayesinde ve daha hizli sonug¢ alinabiliglmasi bakimindan hem
zamandan ve hem de paradan artirifglasebilmektedir. Bunlar, ancak 3kb’ dan
kicuk DNA’ larin ayrimi i¢cin uygundur. Daha buyUkNB parcalarinin, yuksek
gerilim ve jelin kisalgl nedeniyle ¢ozunurlikleri daha zayiftir (Sambroak ark.,
1989).
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Tek zincirli DNA’ larin incelenmesinde kullanilabazik agaroz jeller de
bulunmaktadir. Bunlar, daha 6zel amaclar icin kultaaktadir. Bu tur jellerde,
ortamin bazik hale gelmesini @ayan NaOH, polisakkaritlerin yikimina neden
olacaindan agaroz, 6nce, yukstz (noétral), tamponlargdzeltide (genellikle suda)
¢Ozulir. NaOH, daha sonra eklenir. NaOH, cift zindNA’" nin agilmasina neden
olur; kullanim amagclari da budur. Bazik jeller,itmrgerilim (voltaj) uygulandiinda
yuksiz (nétral) jellere gore daha fazla akim iletive calgma sirasinda isinirlar. Bu
amacla, dierinin aksine, bazik agaroz jellerde, gadalar, daha diilk gerilimde
(0,25V/cm) gercekigiriimektedir (Sambrook ve ark., 1989).

2.3.2.Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Akrilamid’ in molekul yapisiSekil 2.4." te verildgi gibidir.

CHE=CH-C -NH2
1]

0

Sekil 2.4. Akrilamidin molekul yapisi.

Akrilamidler polimerlgerek uzun zincirler okiurma 6zellgine sahiptir. N,N’-
metilen bisakrilamid de polimegmede goérev alir. Bu kimyasal, jelin capraz
baglarinin olmasina ve boylelikle jelde zincirlerin uzuglina ve capraz lglanma
derecesine k@ olarak gelsen gozenekligin ortaya c¢ikmasina yardim eder.
Amonyum per silfat ve TEMED (N',N’,N’,Ntetrametiletilendiamin) katalizor
olarak calgir. Bunlarin varlginda, akrilamid birimlerinin zincirleme tepkimesgei
polimerlsme meydana gelir. TEMED, amonyum per sulfattan esrikdklerin
(radikallerin) olgumunu katalizler. Bu serbest kokler (radikallerlyesinde de
akrilamid ve bisakrilamidlerin polimegenesi baariir. TEMED, uygun pH
olmaksizin § goremeyec@nden polimerlgme diuk pH' da gergeklgnez.
Zincirlerin uzunlgu, akrilamid degimi ile belirlenir. Her 29 akrilamitte bir c¢apraz
baglanmayi sglayan ara molekil devreye girer (Sambrook ve atkR89). Jelde
olusan gozeneklerin boyutlari, kullanilan akrilamid maik ile ters ilgkilidir.

Ornesin: %7’ lik poliakrilamid jeli %12’ lik poliakrilanid jellere gére daha buyiik
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gozenekler olgtururlar. Diguk dergimli akrilamid iceren jeller, buyuk
molekdllerinin ayiminda; yuksek dgmli olanlar ise kiguk molekullerinin

ayriminda kullanilir (http://piercenet.com).
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Sekil 2.5.Poliakrilamidin yapisi (http://nationaldi@ostics.com).

Farkli akrilamid degimleri ile hazirlanan poliakrilamid jellerin DNA’ 1y

ayirma oranlarini gosterir bilgi Cizelge 2.3." ierNmistir.

Cizelge 2.3.Farkli akrilamid dennlerinin DNA parcalarini ayirma guicu
(Sambrook ve ark., 1989).

Akrilamid(%Agirlik/hacim) | Ayrilabilen baz cifti orani
3,5 1000-2000

5,0 80-500

8,0 60-400

12,0 40-200

15,0 25-150

20,0 6-100
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Poliakrilamid jellerin hazirlanmasi ve yuriutilmesgaroz jellere goére daha
zahmetlidir. Onlar, iki cam arasina dokudldr. Bunigm, iki cam arasina, Btk
sgilayacak araclar yenérilir. Boylesi bir duzenlemeyle, akrilamid ¢o6zsinin
blyluk kismi, havayla temastan korunymaolur. CuUnki oksijen, polimeneneyi
engeller. Poliakrilamid jeller, gereksinim duyulaygirma mesafesine glaolarak 10-
100cm boyunda olabilirler. Ayrica, bu jeller, agarellerden farkl olarak dikey
konumda kullanilirlar. Agaroz jellere gére polidamid jellerin 3 temel kazanimi

vardir:

* Yiksek ayirma gicu sayesinde 1-500b¢ arasindakikkidNA parcalarini
bile ayirabilir.

« Agaroz jellere gore daha fazla DNA yiiklenebilir {Erf kuyucuza 10pg
DNA) ve ¢Ozundrlikte herhangi bir kayipsgammaz.

» Poliakrilamid jellerden geri kazanilan DNA, olduksaftir ve pek cok amag

icin kullanilabilir (Sambrook ve ark., 1989).

Temel olarak iki tip poliakrilamid jel kullaniima&kdir. Bunlardan birincisi, cift
zincirli DNA’ larin ayrimi ve saflgtiriimasi amaciyla kullanilan dal-tutan
(nondenaturing) poliakrilamid jellerdir. Bunlaregtrik akimina bgl olarak tretilen
Istyla kiicik DNA parcalarinin bozulmasini (denagyosmunu) 6nlemek amaciyla
distk gerilimde (1-8V/cm) ve 1 birimlik TBE’ de yurdiirler. Cift zincirli DNA’
lar, dgzal-tutan poliakrilamid jellerde, buyukliklerinin d@0 deerine ters orantili
bir hizda hareket ederler. Ayrica onlarin elektreslik gocu, baz o6zellikleri ve
dizilimi ile de etkilenir. Oyleki, ayni boydaki DNA larin goclerinde, bu
Ozelliklerinden yola c¢ikarak, %10 oraninda farkligorulebilmektedir. Bu etkinin,
DNA’ lardaki 6zgul ardgimlarin, birbiri Gzerine katlanarak meydana gegirgapilar
nedeniyle oldguna inaniimaktadir. DNA’ larin ayriminda kullanilakinci tur
poliakrilamid jeller ise dgal-tutmayan (denaturing) poliakrilamid jellerdir Bunlar
tek zincirli DNA'’ larin ayriminda ve saf§airiilmasinda kullanilirlar. Bu jeller, Gre ve
bazen de formamid gibi kimyasallarin v@rhda polimerlgir ve bunlar nikleik
asitlerin baz kisimlarini baskilarlar. Boylecegdioyapisi bozulmg(denatiire olmg)
DNA'’ lar, bu jeller tzerinde, baz 0zelliklerindere Wdizilimlerinden, neredeyse
bagimsiz olarak go¢ ederler (Sambrook ve ark., 1989).
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2.3.2.1.D@al-tutmayan Dereceli Poliakrilamid Jeller (Denaturing

Gradient Poliakrilamid Jeller)

Bu tur jeller, DNA parcalarinin, denattre edicirmf@amid, Ure gibi
kimyasallarin artan degimlerini iceren poliakrilamid jellerde ayriimasineline
dayanir. Bu kimyasallarin, belirli dernlerinde, DNA’ nin bir bélgesi (domain)
bozulur (denattrasyon) ve kismen tek zincirli olgarcalarin gé¢ orani 6énemli
oranda azalir. Farkh parcalar, demin farklihg dolayisiyla farkl olarak
bozuldigundan, boyut olarak ayni olan iki parca birbirindarkl ayrilabilir. Dgzal
yapilyl bozma derecesi ne kadar birbirine yakinD&A parcalarinin ayrimi da o
kadar baarili olur. Oyle ki, baz diizeyinde bile ayrim yapraana dogabilir
(Sambrook ve ark., 1989).

Poliakrilamid jel elektroforezi, birgok molekilagen 6rneklerden proteinlerin
veya tek tip ornekteki farkli tip proteinlerin aynasinda da yaygin olarak

kullaniimaktadir (http://piercenet.com).

Bu amagla, poliakrilamid jellerle gglirilen bircok inceleme yontemi vardir:

2.3.2.2.SDS Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Proteinlerin, analitik elektroforezlerinin hemeenhen tamami, poliakrilamid
jellerde gerceklgirilir. Bu sureg, onlarin, polipeptid alt Gnitelee gore ayirma ve
kiimelemesini en aza indirgemgklindedir. Bu yontem, en fazla olarak, gicli ve
yukli olmayan bir deterjan olan sodyum dodesila&i(EDS) variginda uygulanir.
Bu kimyasal, proteinlerin ytklenmesinden 6nce igéir olarak kullanilir. Yapisi
bozulmy (denatire olmg) polipeptidler, SDS’ ye hdanarak eksi yuklu hale
gecerler. Balanan SDS miktari, polipeptid molekilgidigiyla -hemen hemen
daima- orantii ve onun agmlarindan bgimsiz oldgundan SDS-polipeptid
bilesikleri, polipeptidin buyukligu ile dgzru orantili olarak poliakrilamid jel Gzerinde
goc eder. Airligl bilinen standart molekiillerle kalastirmali olarak yapilan ¢aima
ile polipeptid zincirinin buyuklgini belirlemek mimkin olabilmektedir. Pek ¢ok

olayda SDS poliakrilamid jel elektroforezi, devarmlmayan (discontinuous) tampon
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sistemleri ile yarataltr. Bunlar, jele konulan taomglan farkh bir iyon giciine ve
farkl bir pH’ ya sahiptir. Elektrik akimi uygulanginda, bu bgh molekdller (SDS-
polipeptid bilgigi) birlikte hareket eder. Devamli-olmayan tampostesinlerinin,
ornekteki bilgiklerinin tumund, kicuk hacimlegeklinde ygunlastirabilme yeteng

SDS poliakrilamid jellerin ¢ozunurgiind arttirir (Sambrook ve ark., 1989).
2.3.2.3izo-elektrik Odaklama Yontemi

Izo-elektrik odaklama adi verilen yontemde de vyingiggrilamid jeller
kullaniimaktadir. Bu yontem, proteinlerin, yuklezirve net yuklerinin sifir oldiu
pH' ya goére ayrilmasinda kullanilir. Bu pH, profere 6zgudir ve onlarin 6z-
yapisini belirlerizo-elektrik odaklamada, jelin bir tarafinda asjiatitarafinda bazik
tampon kullanilarak pH derecelendirmesi yapilir.r Bprotein orngi jele
yuklendiginde, derecelendirmenin asit tarafinda arti-u¢ @& barafinda eksi-u¢
olacak sekilde vyerlatirilir. YUzeyindeki net arti yukle proteinler, ekgca goc
edecektir. Eksi yUkli olanlar ise arti-uca go¢ ed@nmotein, pH derecelendirmesi
Uzerinde, net yukunun sifir olgu bir noktaya ulgtiginda hareket edemez. Protein

molekdilleri bu noktada odaklanir ve jelde bant akag6zlenir (http://piercenet.com).

2.3.2.4iki Boyutlu Poliakrilamid Jel Elektroforezi

Poliakrilamid Jel Elektroforezi daha ayrintili loiceleme yapilabilmesi icin iki
boyutlu olarak da uygulanabilir. Bu yontemde dnkkderecelendirmesi yapilgbir
poliakrilamid jel Uzerinde proteinler, farkli pHaldaki 6zelliklerine goére ayrilir.
Daha sonra ayrilmgiproteinleri iceren jel yan cevrilir ve SDS poligtamid jele
yaslanir. Bu kez de proteinler kitlelerine goralajar (http://piercenet.com).
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izoelektrik Odaklama(lEF)

1. Boyut, tiipte jel

!

SDS Kalip Jel

2. Boyut, kalip jel

Sekil 2.61ki boyutlu SDS poliakrilamid jel elektroforezi (ptt/piercenet.com).

2.3.3 Atimhi-alan (pulsed-field) Jel Elektroforezi

20kb ve uUzerindeki dgusal DNA parcalarinin, geleneksel agaroz jel
elektroforezi ile ayrilmasi olanakli gigdir. Clinkd bu denli buyik DNA’ lar, agaroz
jel Gzerinde ayni oranda goc¢ ederler. Boylesi buypdkcalar, elektrik alaninda,
duzenli araliklarla meydana getirilen giigkliklerle ayrilabilirler. Pargalarin timda,
jel Uzerinde ayni hizda ilerler fakat, elektrik raladesistirildi ginde, onlar, yeni
dogrultuda yeniden yonelmek zorundadirlar. Bu daha buyik parcalar icin daha
uzun sirmektedir. Batin bu etkilemeler sonundajlkiNA molekullerinin, gorece

kiguk bir jel icerisinde birbirinden ayrilmasigtanir (Leonard ve ark., 1994).

Bu tekngin, uygulamada birkag farkli kullanimi bulunmaktadin basiti olan,
alan-degistirmeli (field inversion) jel elektroforezi, geleksel gel elektroforez

tanklarinda uygulanir. Burada yapilan, arti ve ékguplarin yonint (180° lik acl
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ile) desistirmektedir. Daha gucli bir teknik ise, elektrodtarfarkl acilarla
yerlestirilmesiyle uygulanmaktadir. Bunlardan en yaygmull&nilani, elektrodlarin
120’ ser derecelik acilarla yedgriimesi ile olwturulmustur. Elektrik alani yoni
uygun aralik ve sureler ile ggtirilerek DNA molekdllerinin, diz bir hat Gzerinde

goc etmesi gdanir (Leonard ve ark., 1994).
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Sekil 2.7.Atimli alan jel elektroforezi. Elektrikahinin yoni abecelik sirayla
dastiriimektedir (Leonard, 1994).

Atimli-alan jel elektroforezi, butin genom DNA'Ing restriksiyon
endonikleaz enzimleri ile keserek DNA parcalaritioyutlarina gore ayrilmasinda
ve daha sonra da bakterilerin, DNA parmakizi ggalariyla koken dizeyinde
tanimlanmasinda, salginlarin epidemiyolojik saranasinda kullanilir. Bu ydntem,
genel olarak bakteri tanisinda rutin olarak kullgor olmakla beraber, bir takim
sinirliliklara sahiptir. Oyle ki, bu yontemin uygmlabilmesi icin, gérece, biyik
miktarlarda DNA’ ya gereksinim vardir (>200ng DN/Aeya yaklaik 10" bakteri
hiicresi veya bant pma 1 ng DNA). Bu kadar fazla DNA elde etmek iciakteri
drneklerinin kiltire alinmasi zorunludur. Buradakd#tr sonuclari igin yakkak 48
saat veya daha fazla bir zamana gereksinimgoldieya bazi bakterilerin ise kiltire
alinamamalari akla gelmektedir. Atimh-alan jelkdteforezi ile sonucun alinmasi da
oldukca yavaolmaktadir (jel bana 20 saatten uzun). Bakterilerin restriksiyorgcpar

incelemelerinin bu yontem ile hizh olarak analibiazirlik ve analiz sirelerinin
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toplam sdresinin  uzungu nedeniyle (yakkk 40 saatten fazla) mumkin
gorunmemektedir (Ferris ve ark., 2004).

2.3.2.Jel Elektroforezlerinde DNA’ nin Goruntulenmesi

Jel Uzerindeki DNA’ nin boyanmasinda, geleneksarai kullanilagelen,
floresan gima veren ve DNA’' daki bazlar arasina giren etidybromir (EtBr)
kullaniimaktadir. 254nm dalga boyundaki mor-6tesinlar, DNA tarafindan
sogurulur ve EtBr ile yansitilir. 302-366nm dalga @y arasindaki mor-6tesi
isinlarini ise EtBr tek bana s@urmaktadir. Her iki olayda da enerji, 590nm dalga
boyunda kirmizi-portakal rengiik olarak salinir. EtBr, hem tek zincirli hem dé ci
zincirli nukleik asitlerin saptanmasinda kullanilatb Ancak, boyanin tek zincirli
nikleik asitlere bganma ilgisi, cift zincirliye gore daha gliktlir ve goérece
floresans vermesi daha zayiftir. EtBr, genellikk®mg/ml' lik ¢Ozeltiler halinde
hazirlanir ve koyu renkliselerde oda sicalginda saklanir. EtBr gunlukla, jelin
icerisine uygulanir ve elektroforez tamponuyla dersim 0,5ug/ ml olacaksekilde
kullanilir. Boya dgrusal cift zincirli DNA’ lara bglandiginda, onun jeldeki,
hareketini %15 azaltiistenirse jel EtBr icermeden de yurutilebilir ve @aonra su
veya tampon ile hazirlangbir EtBr ¢Ozeltisinekatilir. Bu ¢ozeltide, 30-45 dakika
bekletiimesi ve sonra incelenmesi gereklidir. Dalanra, boyanin jelden
uzaklgtiriimasi genellikle gerekli dgélken 10ng’ dan daha kigik DNA’ larin
saptanmasinda, jelin zemigimasi nedeniye, EtBr’ in jelden uzayisulmasi gerekli
olabilmektedir. Buglem EtBr ile boyannsijelin suda veya 1mM magnezyum klortr
icerisinde yaklgik 20 dakika bekletiimesiyle yapilir (Sambrook vk.a1989).

Jelin, mor otesi sinlara maruz birakilmasi ile EtBr-DNA bgleesinin
olusturdusu floresans ¢ok belirgin olarak ortaya ¢ikmaktasekilde DNA’ nin yeri
saptanabilmektedir. Ticari olarak DNA goruntulenmeaa&! ile Gretilen mor-Gtesgik
kaynaklari 302nm’ dir. DNA’ nin en iyi goruntulergidalga boyu 302nm-254nm’
dir (Sambrook ve ark., 1989).

Nukleik asitlerin, ¢ok cgtli analitik ve tani uygulamalarinda, SYBR Green |

gibi floresan boyalar da kuvvetle 6nemli hale geéttedir (Zipper ve ark., 2004;
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Vitzthum ve ark., 2002). Onunla ilk tgmanin oldgu 1990’ lardan itibaren jellerde,
sivilarda ve floresans goruntileme tekniklerindkleild asitlerin saptanmasinda
SYBR Green I' in kullanimi bgriyla uygulanmgtir (Zipper ve ark., 2004;

Schneeberger ve ark., 1995; Jin ve ark., 1996jekvle ark., 1997; Diggle ve ark.,
2003; Vitzthum ve ark., 1999; Rengarajan ve ar@Q2 Iwabuchi ve ark., 1997).

Jellerin, mor-6tesisinlar altinda incelenmesi, bginlarin cilde ve goze vergii
hasarlar nedeniyle sikintili olmaktadir. Bu amagelistiriimis jel belgeleme
sistemleri bulunmaktadir. Bunlar temel ilkesi, gelyerlstirildigi ve mor-6tesi
isinlarin verildgi kiguk dolap benzeri bir karanlk alan; mor-Otegnlar yayan
lambalar; mor-6tesisinlari siizen bir siizgece sahip kamera ve bu kanmetzli
bulundwgu bir bilgisayar ekranindan ibarettir. Bantlar, kapali sistem icerisinde,
kamerayla goruntilenmekte ve bu goruntu bilgisakaanina yansitiimaktadir. Bu
sayede, ¢cajanlarin mor-0Otesisinlarla, dgrudan ¢cakmasinin 6niine gecilmektedir.

2.4.DNA Molekdlleri’ nin Di ger Yontemlerle Ayrilmasi

DNA parca boyu analizlerinde, jel temelli ayirmanyemlerinin sinirliliklari
kilcal (capillary) veya mikro-kanal elektroforezlgibi yeni yontemlerin gejmesine
yol acmg (Ferris ve ark., 2004; Figeys, 1995; Fister, 1998p, 1998; Haab, 1997;
Haab, 1999; Han, 2000; Han, 2002; Lindberg, 19%/bunlarin kullanimi temel bir
egilim haline gelmstir. Cunkl bunlar, drnek hacmini, ayrim suresini imeeleme
basina maliyetleri 6nemli oranda azaltabilmektedir. ANn inceleme sistemleri,
PZT (polimeraz zincirleme tepkimesi), ayrim ve sapd gibi streclerle butlrsi&
hale getirilmgtir. 2001’ den bu yana, kullanilagelen mikro-Olgedaclara ilskin en
dikkat cekici ilerleme mikro-kanal elektroforezlenicin enjektér tasarimlari,

stratejileri ve yeni ayirma yontemlerineskin yasanmstir (Ashton ve ark., 2003).

2.4.1 Kilcal Elektroforez

Kilcal elektoroforez, ilk kez 1990’ larda piyasansimu analitik yontemlerden
biridir. Bu yontemin kullanimi, bazi dskenliklere (parametrelere) gkin sorulari

da beraberinde getirmektedir. Bunlar, iyon harekgtelektrik alani, pH, pKa, 1sI ve
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tamponlama yetegegibi elektroforezlik gocu etkileyebilecek gigkenlerdir. Kilcal
elektroforezlerde, elektroforez, tamponla doldudm kilcal bir boruda
gerceklgtiriimektedir. Silikadan yapilngibu kilcallar, yuksek elektrik direnci ve ¢ok
yuksek elektrik alani uygulamalarina (100V-500V/crnyalnizca ¢ok kucuk 1si
olusumuyla, izin verir. Daha da 6nemlisi yiksek ylizégna sayesinde, uretilgi
Isinin etkili birsekilde uzaklatiriimasina yardim eder. Kuvvetli bir elektrik alam
kullanimi, iyi ve kisa surede anakansi ve iyi bir c6zinurlik olagasunar. Kilcal
elektroforezler, pek cok ayirmalergeleri (mekanizmalari) ve secicilikleri, asgari
ornek hacmi ile sonug¢ alabilme yetgh€1-10nl), nicel analiz ve kend@inden
degerlendirebilme yeterge ile oldukca kazanimlidir. Kilcal elektroforezldsu
nedenle, gbtzde ayirma teknikleri haline gelmektediika kilcallarin uclari,
tamponlarin bulundiu kaplarin icerisinde yer alir. Kaplarin iggyi kilcallarin
icerisindeki ile aynidir. Bu tampon ayrica, kilealle yiksek gerilimli gic kayga
arasindaki elektrik kgantisini da sglar. Ornek, kilcallarin igerisine, arti-ug kabl,
ornek kabi yer d@stirilerek ve bir dg basin¢ (hidrodinamik enjeksiyon) uygulanarak
yuklenir. Tampon, kaplardaki yerini aldiktan sorekektrik akimi uygulanir ve

ayirma balar (Lagane ve ark., 2000).

2.4.2.D6ngumlu-alan Kilcal Elektroforezi (Field Inversion

Capillary Electrophoresis)

Atimli alan, kilcal elektroforeze de uygulanabiliBu islem, alanin ters
alan kilcal elektroforezi (Field Inversion CapilfaElectrophoresis) denir. Bu yontem
ilk defa Heiger ve arkadkari tarafindan, kilcal elektroforezlerde, buyiididayal
ayrilabilirligi arttirmak igin bir yol olarak éne surildi (Maguastir ve ark., 1999;
Sudor ve ark., 1997; Heiger ve ark., 1990).

Kilcal elektroforezin geitirildigi ilk dénemlerde, ayrim, capraz Har
olusturan jellerde gercekd@riimeye calsiimistir. Ancak doldurulmasina gkin
teknik zorluklar nedeniyle bu tir jellerin yerini eyi polimerler almygtir
(Magnusdottir ve ark., 1999; Hjerten ve ark., 198Werdlow ve ark., 1990).
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Son argtirmalar, kilcal elektroforezlerde, ¢cok daha yayhinifade ile mikro-
kanallarda gerceksérilen elektroforezlerde, DNA’ nin ayriminda kutidacak yeni
polimerlerin gelstiriimesine calgilmaktadir. Ancak, batin uygulamalar icin en iyi
olabilecek tek bir evrensel ayirma ortamindan séebgmek zor gérinmektedir.
Blyuk boyutlardaki DNA parcalarinin, tek bir bazkidi gini bile ayirt edebilecek
yetenekte yani aril ardgim analizi yapilabilecek ayirma ortamlari gereklidRek
cok aratirma grubu, elektro-ozmotik aki ve DNA-kilcal duvar etkilgmini
azaltabilecek caimalar yapmaktadir. Bk yogunluklu ortamlarin daha kolay
dolduruluyor ve bunun igin daha kicuk basinca genek duyuluyor olmasi
nedeniyle kilcallarda(daha genel olarak mikro-kkmdh) kazanimli olmaktadir
(Barbier ve ark., 2003).

Kilcal elektroforezlerde saptama, mor-6tesi veyaigur dalga boyundaki
Isinlarin d@rudan veya dolayli olarak gorulmasi esasina dayanir. Ticari olarak
mevcut cihazlara, genellikle, yiksek verimliliklealgan sivi kromotografisini
(HPLC) kilcal elektroforeze uyarlayan sistemlertndtiimstir. Bunlar tipik olarak,
bir doteryum veya tungsten lamba, bir renk-seceon@chromatic) ve birsik-
cogaltici tupten (photomultiplier tube) almaktadir. Bunlar daha sonra, temelde
basit bir sistemle caglan bilgke sistemlere dostiirtlir. Kilcal elektroforezlerde,
Istk sggurumuna dayali saptama yontemleri, parlak mayitygik sacan diyotlar
(LED) ile de gercekigirilebilmektedir. Yapilan bazi c¢aimalarda, kuvvetli sik
yayan diyotlarin kullaniimasi halindg@igl odaklayacak unsurlara gerek olmadre
bu nedenle LED’ lerin kullaniminin, pek cokgdr sik-6lcer (fotometrik) cihazlarda,
saptayicilarda ve algilayicilarda (analitik kimyggulamalari gibi) daha basit bir
secenek olarak dunulebilecgi bildirilmektedir. Kilcal elektroforezde LED’ lemi
kullanimina ilgkin yayinlar sinirh olmakla beraber, LED vegilddiyotlarla ilgili
calismalar bildirilmis ve fakat bunlarla yapilmi elektroforez cafmalarina ait

sonuclar verilmenstir (Butler ve ark., 1997).

2.5.Isik Kaynaklari

Atomlar, 6zgin enerjidekisigl yansitir veya sgururlar. kilk yayma, ya

uyarilarak ya da kenddinden baarilir. Bazi kimyasallar, kimyasajtnim
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yardimiyla, gérunir radyasyon yayarlar. Giineates bocekleri bu tirsleyis ile ate
sacarlar. Belirli maddeler ise, daha energiinlara maruz birakilginda sik verirler

ki buna floresans adi verilir (http://en.wikipedieg/wiki/LED).

2.6.Renkler ve Dalga Boylari

Insan goziyle algilanan farkgimlar, beynimizce renk olarak gerlendirilir.
Bu renkler, kirmizi (en uzun dalga boyu ve enuttifrekans), mor (en kisa dalga
boyu ve en yiuksek frekans) arasindadigedifrekanslara gore, gore turuncu, sari,
yesil, mavi ve geleneksel olarak insan gozuyle ala@lalrken elektromanyetik
tayfin insan gozu ginda algilanan kisimlari kisa dalga boylu ve yukgekansl
mor-0tesi; uzun dalga boylu ve gk frekansta kizil-Gtesi olarak adlandirilir.
Insanlar, kizil-6tesini géremeseler de ona yakiradaba dalga boylu, daha yiiksek
frekansli ve daha yiksek enerjiliinlari, derideki almaclar sayesinde, 1si olarak
algilayabilirler. Mor-6tesi radyasyon da insanladogrudan algilanamaz. Ancak bu
tir isinlara air derecede maruz kalirggnda, ging yangl ve deri kanseri gibi
olumsuzluklara, maruz kalma siresiningatine gore nispeten daha az @du
durumlarda ise D-vitamini eksildine bali olarak ruhsal baskiya neden olabilir.
Bununla beraber, mor-6tesinlar, gorunur giga gbére daha yuksek frekansa sahip
oldugundan, maddelerin, cok kolay bgekilde floresans vermesine yol acabilir
(http://en.wikipedia.org/wiki/LED).

2.7.Diyot

Diyot, elektronik bir vana gibislev gorur. Yuklerin, belirli bir yandaki
tasinimini sinirlandirarak, elekdin bir yonde akmasini ghar. ilk diyotlar, vakumilu
tupteki (ampul gibi) araclardi. Yassi veya uzumigdmlu diyotlar, 1904’ te John
Ambrose Fleming tarafindan, Edison’ un gozlemletamel alarak icat edilrgtir.
Ampuller gibi, vakumlu tiplerde yer alan diyotlakimi gegiren ve bu sirada da
Isinan telciklere (flamentlere) sahipti: Isigmbu yapidan, elektronlar, vakumun
icerisine yayilip arti-u¢ olan metal zemingzdocekilir; metal zemin isitiimagi icin
eksicikler(elektronlar), bu arti-uclu zemin eksipylaa bile telciklere geri akmaz
(http://en.wikipedia.org/wiki/LED).
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Pek cok diyot, yari iletken p-n gantisi temeline dayanir. P-n diyotta, akim
p-boélgesinden (arti-u¢) n-bdlgesine (eksi-ug) akalbincak bu ters yonde olmaz.
Diyot ters bglandginda, yukler, merkeze cekilir ve tuketilgrivir bolge olgturulur
(http://en.wikipedia.org/wiki/LED).Bir p-n balantisinin uclari garidan kisa devre
edildiginde bir akim gegmez. Ancak, @antiya, yari-iletkenin atomlarindan elektron
koparmaya yetecek buyuklukte bigik disuralirse bir akim olgturulabilir. Bu
olaydan yararlanmak amaciyla géfilen diyotlara il-diyot (fotodiyot) denir.iletim
yoninde kutuplanmal bir p-n balantisinda, yayinimla kar tarafa gecen bir
tastyicinin orada ¢gunlukta bulunan kar cinsten bir tayici ile birlesmesi sirasinda
bir enerji agga cikar. Bu enerji, 1s1 yahut elektromanyetik raym olabilir.
Meydana gelensima, genellikle gortinir bolge veya civarindadir. riiagdenle, sigin
disari citkmasina olanakli kilacakkilde kiliflanmg diyotlara ik sacan diyot (Light
Emitting Diode) anlaminda kisaca LED denilmektgdieblebici). LED’ lerin gik
yayan tabakasi organik bglenlerden yapilmgsa bunlar organik LED (OLED) olarak
bilinirler. Isik yayan molekdl, bir kristalin icindeki veya polarin icindeki kiicuk bir
organik molekll de olabilir. Polimer, esnek yaplabilir. Bu tir LED’ lere ise
kisaca FLED denilmektedir. Pek ¢cok LED, 30-60 mdttvelektrik gticinden daha
fazla olmayan bir glcle camak Uzere tasarlangtur. 1 watt elektrik ile devamh
olarak calgabilen LED’ ler 1999’ larda piyasaya cikgtir. 2002’ de watt bana
18-22 lumen dgerinde gik sacabilen 5 watt’ lik LED’ ler gediirilmistir. 2005 yil
itibariyle de 10 watt ile ¢cajabilen ve watt bana 60 lumensik verebilen LED’ lerin
gelistiriimesi tasarlanngtir. Bunlar, 50 watthk normal ampuller kadar cojki
Uretecek ve genel aydinlanma gereksinimleri icirDLEerin kullanimi mimkin
olabilecektir. Bugun, organik LED’ ler, organik-ohyan(kristal) LED’ lere gore
daha dgik etkinlige sahiptir. En etkili olanlari bile, %10 etkinlikigalsmaktadir.
Onlarin, organik-olmayan LED’ lerden daha ucuza oialasi nedeniyle ¢cok sayida
ve belirli bir duzen icinde diziligi olarak tarama amacl kullantlirlar
(http://en.wikipedia.org/wiki/LED).

Bircok dalga boyundsik yayan LED bulunmaktadir: Beyaz, mor-6tesi, kizil
Otesi, mor, mavi, y@l, beyaz, pembe, kirmizi LED’ ler. Geleneksel ayaima
yontemlerinde kullanilan renk sizgecleri olmaksimstenen renktesik yayma
yetenginde olmalari; LED’ lerin paketlenme 0Ozgjili sayesinde sigl

odaklayabilmeleri; koruyucu yednleri sayesinde kirilmaya dayanikli olmalari;
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floresan ampullere gore 2 kat, en iyi akkor ampulde 20 kat daha uzun émurld
olmasi; akkor ampullere gore daha az 1s1 vermetégiik aracg-gereglerin yapiminda,
kicuk hacimleri nedeniyle rahat kullanilabilir ollma nedeniyle LED’ ler bircok
alanda kullanilmaktadir. LED’ ler, havaalani, tra@stasyonlari gibi yerlerde
bilgilendirme levhalarinda olmak uUzere; cihazlaagma-kapamasiklari olarak;
uzaktan kumandalarda kizil-6tesi LED’ ler olaraigfik sinyallerindeki gostergeler
olarak; hesap ve o6lcim cihazlarindaki gostergelarak; bilgisayar farelerindeki
hareketli algilayicilar olarak ¢ok geni kullanim alanina sahiptirler
(http://en.wikipedia.org/wiki/LED).

2.8.Isil-direncler (LDR)

En yaygin kullanilansik algilayicilaridir. LDR, temelde bir direnctir waggin
siddetinin dgismesi ile onlarin da direnci gsir. Bunlar, yuksek diren¢ ozellikli
yari-iletkenlerden yapilirlar vesil-goze (fotosel) olarak da bilinirler. LDR’ ler,irb
Isik kaynail ile calsildiginda, temel olarakdyle bir slev gosterirler: LDR Uzerine
distrulen bir ik demeti, LDR’ nin 6niine bir engelin girmesi ileggsir. Ornegin,
Istk kayna& olarak kullanilan ampul, bu sayede acilabilir aekapatilabilir
(http://patdhai.media.mit.edu:8080).
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3.1.Kullanilan Plastik ve Cam Borular

Boru Turd Ds Capi (mm) I¢ Capi (mm)
Cam Boru 7,95 4,88
Cam Boru 6,15 3,62
Cam Boru 4,31 2,45
Plastik Boru 4,49 2,40
Plastik Boru 3,85 3,08

3.2.Kullanilan Kimyasallar

Kimyasalin Adi Kimyasalin Markasi
Agaroz GIBCO BRL, USA
NuSieve GTG Agarose FMC BioProducts, USA
Akrilamid GIBCO BRL, USA
Bis-akrilamid GIBCO BRL, USA
TEMED Amresco,Ohio
APS Bio-Rad
Etidyum Bromid SIGMA, USA
NaOH MERCK, Germany

izopropil Alkol

BIRPA, Tirkiye

Tris(hydroxymethyl)-aminomethan

MERCK, Germany

Asetik asit MERCK, Germany
Borik asit MERCK, Germany
EDTA MERCK, Germany
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3.3.Kullanilan Isik Kaynaklari, | sil-diyotlar ve | sil-direncler

Isik Kaynainin Turd Markasi/ Modeli
5mm c¢apinda ve 10.000mcd gucinde SunLED Corporation
mavi LED (LCB 12 WD)
5mm c¢apinda ve 10.000mcd gucinde SunLED Corporation
yesil LED
5mm c¢apinda ve 10.000mcd gucinde SunLED Corporation
mor-6tesi (L-2523 UVC) LED
3mm c¢apinda ve 30.000mcd gucinde SunLED Corporation
mavi (LCB 11 WD) LED
6W gucinde BlackLight (FT-6W T5 Landlite
BLB)
Isil-direncler Blyuk kalip ve kuguk kalip.
Isil-diyot BPW-34




3.4.Diger Aracg-Gerecler

Aracg-Gerecin Adi

Markasi

Elektroforez Tanklari

Owl Scientific, Inc

Guc kayng! (Lightning Volt OSP 2502)

Owl Scientific, Inc

Guc kayngl (Techware PS 4010-2

SIGMA-ALDRICH

Transilluminator

U.vV.P

Kamera

SANYO

Kamera Lensi

Computer TV Zoomtens

Jel Belgeleme Sistemi Programi

GelDoc, Molargen

Bilgisayar Casper
9 V Pil(LongLlife) Varta
Adaptdor(Power:8V) Lexus
Sinyal Donigturicu Innova
Plastik Enjektor (TIBSET)

Pastor Pipeti

Parafilm
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4.YONTEM

4.1.Sinyal  Ceviricinin  ve  Bilgisayar Programinin

Gelistirilmesi

Sinyal cevirici, sistem bilgisini toplayan bir tlklemci gibi davranan
“ephroni; elektrigi depolayan 35V’ luk bir adetkbndansator’; elektrigin gerilimini

distren 2 adetttafo”; sigorta; diyot, aki ve 3 bacakliransisté¥ den olusmaktadir.

Bu devreden, 8 tane kanal ¢cikmaktadir. Bunlar, @1, Z2, Z3, C2, Z4, Z5,
C3, Z6 seklinde adlandiriingtir. C’ ler (=) kutbu, Z' ler ise okuyucularin
baglanabilecgi kanal cikslarini temsil etmektedir. Yani, bu cihaz, 6 ayri

okuyucudan gelen veriyi gerlendirebilecekekilde tasarlanngtir.

Okuyucu ve cihaz arasindakighantiy1 gosteren cizir§ekil 4.1’ de verilmgtir.
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Sekil 4.1.0kuyucu, sinyal ¢evirici ve bilgisayar anadaki bglanti.

Java temelli bilgisayar programi, 6zel olarak Doriik Engin tarafindan bu
calisma icin yazilmgtir. Bu programin ¢cayma ilkesisoyledir: Program, okuyucudan
(1sil-direng veya gil-diyot) aldigi elektriksel bilgiyi (gerilimdeki dgisim) sayisal
veriye dongtirmekte ve bunu bir cizge (grafik) olarak bilgiaayekranina
yansitmaktadir. Bu programin, gaha sirasinda, bilgisayar ekraninda sunulan

gorunta Sekil 4.2." de verilmgtir. Bu resimde, ekrandaki genel goruntlyu, resim
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uzerindeki numaralar ise programin gaasi icin sirayla yapilmasi gereken ayarlari

gOstermektedir.

=101
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Sekil 4.2.Cizge (grafik) programinin ekranda sunidma

4.2.Uygun Okuyucunun Secilmesi

Uygun okuyucunun secilmesi sirasinda ilk denemetex-6tesi ginlar veren
U.V.P Transilluminator’ de gercelderildi. Calismalar, kalip jel Uzerine yuklengi
SYBR Green | (FMC BioProducts) ile boyasn®NA bantlari Gzerinde yapildi. Bu
denemeyle amagc, okuyucusitkerinin, bantli alan ile bantsiz alan arasindayiimi
yapip yapamagdini; eger bu ayrim yapilabiliyorsa bunun duyagihin ne oldgunu

belirlemeye yonelik oldu.

Bu amacla, piyasadan LDR (kicuk ve biyuk kalip)iukdiyot (BPW 34)
edinildi. Bunlar Fotgraf 4.1.” de verilmgtir.

Fotosraf 4.1.LED’ ler, gil-diyotlar ve gil-direncler.
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%1,2' lik agaroz jel hazirlandi. Jelin icine (Qgdml olacak sekilde EtBr
eklendi. Jel, geleneksgtkilde yatik olarak Owl Scientific, Inc.’ ten edien tanklara
dokildi. 100bp DNA Ladder (Promega) kullanilarak karsim hazirlandi ve bu
karisimdan jel kuyucuklarina 10 yiklendi. Daha sonra bunlar, 100V’ ta 50mA ile
40’ yaratuldd. Jel, bantlarin yaradia hat boyunca kesildi (bir boruda yurattlgnt
gibi) ve daha sonra U.V.P Transilluminator' de ndtesi sinlarin varlginda

incelendi.

Kabaca yapilan bu gerlendirmenin ardindan, okuyucu olarak kullaniimak
Uzere edinilen LDR vesil-diyotlarla calsmalara bglandi.ilk olarak bunlarin, uygun
sekilde b&lanmasi gerekliydi. Bu igantilar,Sekil 4.3. ve 4.4." te gbsterilmektedir.
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Sekil 4.4.k1l-diyot, sinyal ¢evirici ve bilgisayar arasindddaglanti.
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Ilk olarak, beyaz floresansigiyla yapilan normal oda aydinlatmasinda,
karanlikta ve de mor-6tesi lambalar gamda, okuyucularin nasil davragdi
saptandi. Buradaki amag, okuyucularin algilayagilén alt ve en st duzeygik
miktarini belirlemekti. Bu aralikta ve olabiffince alt sinira yakin bir @erde

calismalarin yapilmasi planlandi.

Bu calsmalar sonucunda, stk kaynaiyla okuyucularin, dgrudan
bakstiriimasi durumunda zemigimasinin, en st dizeyde algilaghidyozlemlendi.
Bu nedenle sigin, okuyucu ile 90 lik bir aci yapacajekilde yerlatiriimesi
kararlatirildi. Bu amacla, gewibir ylzeyde yayilngi bulunan mor-6tesi lambalarin
Uzeri, Uzerinde yakigk 2mm capinda bir delik bulunan metal bir plalakbpatildi.
Jel, bu deliktensik alacaksekilde yerlatirildi. Boylece, bandin Gzerine tek bir
noktadan gik verilmesi mimkin oldu. Bu camalarda, iki ayri deneme
gerceklatirildi: ilkinde, okuyucu sabit tutuldu ve DNA bigemlerinimlondusu ve
bulunmadg boélgeler, okuyucunun 6nunden gegcirildi. Yani jehreket ettirildi.
ikincisinde, jel sabit tutuldu ve okuyucu, jelin iineleki DNA bicemlerinin
bulundigu ve bulunmadn bolgeler Uzerinde hareket ettirildi. Ayrica, zemi
Isimasinin daha da azaltilabilmesi ve bu sayede dalikli okumayla en dgru
okuyucunun secilebilmesi icin jel belgeleme sist@mikamerasinda (SANYO)
kullanilan gik stizgeci (Computer TV Zoomtens) denendi. Bu s¢zge-jel-stizgec¢
ve okuyucu siralamasinda Ust Uste w#riédi. Yani yine okuyucu ile gik kaynasi
dogrudan balgtirildi fakat bu kez, ilk denemelerden farkli olarasik sizgeci

sayesinde zemigimasinin en aza indirilgi gorulda.
Batin bu denemelerden sonral-direncler ve gil-diyotlar ile uygun bir

dizlemde yerlgiriimis ve kapall bir sistem icerisinde sabitlegnhiir diizenekle,

calismalarin sardurulmesine karar verildi.

4.3.Uygun kik Kaynaginin Secilmesi

Florasan lambadan alinagik, kiguk bir delikten gegcirilerek jele ylarild.
DNA bigemlerinin bulundgu alan ile be alan arasindaki ayrim net olarak
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yapilamadi. Ozellikle sik kaynainin, florasan karakterli olmasi da diizensiz
verilerin elde edilmesine yol agti.

Daha guclli, odaklanabilen ve en 6nemlisi de helialga boyunda dizenli
Isinlar verebileceksik kaynaklarinin kullaniimasi gerekliydi. Bu amadl&D’ lerin
denenmesine karar verildi ve farkli dalga boyundakD’ ler piyasadan edinildi.
Bunlarin bir kismi 5mm c¢apinda olup mavisiy)emor-6tesi dalga boyunda ve onbin
milikandila(mcd) dgerinde ginlar sacarken bir kismi ise 3mm c¢apinda, mavialalg
boyunda ve otuzbin mcd gerinde sinlar sagmaktaydi. Bunlardan, 5mm’ lik olan
yesil ve mor-Otesi LED’ ler ile bant bicemleri (pattgr ciplak gozle cok net
gorulebilirken bunlarin, okuyucular ile algilanmada baarisiz olundu. Mavi dalga
boyunda ginlar yayan 5mm’ lik LED’ lerle de benzegekilde, bicemler ¢iplak gozle
ayirt edilebildi ancak okuyucu, buylk bant bicemigsindakileri ayirt edemedi.
Bunun Gzerine, yakigk 15 lik aclyla sigini odaklayan ve 30.000mcd guictinglé |
veren mavi LED’ ler denendi. Bu c¢gitnayla bant bicemlerinin, okuyucu tarafindan
saptanabilmesi mumkuin oldu. Bu gatalar sonucunda deneye, 30.000mcd giicinde
3mm capinda mavi dalga boyundalar veren LED’ lerle (SunLED Corporation)
devam edilmesi karagarildi.

4.4 Jelin Borulgerisine Dokiulmesi ve Elektroforez

Jel elektroforezin boruda gercegtieimesi icin 10cm boylarinda ve dsik
caplarda(ds capi 7,95, i¢c capi 4,88mm;sdzapi 6,15, i¢ capi 3,62mm;sdzapi 4,01,
ic cap! 2,45mm olan cam borular ile @¢api 4,49, i¢ capl 2,40mm ves@api! 3,85, i¢
capl 3,08mm olan plastik) borular kullanildi. Buntaicine %1-1,2’ lik agaroz,
nuSive agaroz ve %5-6-8’ lik poliakrilamid jelleplduruldu ve elektroforezler bu

jellerde gerceklgirildi.

%1 veya %1,2 agaroz jeller, yeterli miktarda agarotartilip uygun miktar 1
birimlik TAE(Tris Asetikasit EDTA) ve bazi ¢aimalarda 0,5 birim TBE (Tris-Borik
asit EDTA) icerisinde, mikrodalga firinda eritil@rec6zilmesiyle elde edildi. Jel
katilasmadan, cam borulara dokuldu.
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NuSieve agaroz (FMC BioProducts) dan %3 ve agé@IBCO BRL) dan
%1 olacaksekilde agaroz tartilip uygun miktar 1 birimlik TAETis-Asetikasit
EDTA) ve bazi cadmalarda 0,5 birim TBE (Tris-Borik asit EDTA) iceirnsle,

mikrodalga firinda eritilerek ¢ézuldi. Jel kagtreadan, cam borulara dékaldu.

0,5M EDTA’ nin hazirlanmasi icin, 186,1 gram
disodyumetilendiamintetraasetatZZH dan (MERCK) 800ml damitik suya
karstirildi ve bu co6zelti miknatishi katirici Gzerine kondu. pH 8,08 olarak
ayarlanana kadar NaOH (MERCK) cokglekullanildi. Otoklavlandi (121°C’ ta
15dakika).

TAE, 2429 Tris Base (MERCK), 57,1ml asetik asitM@ml pH’ sI 8,0 olan
0,5M EDTA (MERCK) kullanilarak 50 birimlik degik halde hazirlandi. Bu
¢Ozeltinin son pH' si 8,11' di. 1 birimlik olan ¢élti, bu dergik ¢ozeltiden 1/50

oraninda damitik su ile seyreltilerek elde edildi.

TBE, 54g Tris Base (MERCK), 27,5g borik asit (MERGCROmI pH’ si 8,0
olan 0,5M EDTA (MERCK) kullanilarak 5 birimlik deik halde hazirlandi. Bu
cOzeltinin son pH’ s1 8,47 idi. 1 birimlik olan gélti, bu degik ¢ozeltiden 1/5; 0,5
birimlik olan ise 1/10 oraninda damitik su ile sdtjierek elde edildi.

%5-6-8’ lik poliakrilamid, Cizelge 4.1." de yer alanalzemelerden yine burada

belirtilen miktarlarda katilarak hazirlandi.

Cizelge 4.1.Poliakrilamid jellerin hazirlanmasirkddianilan kimyasallar.

Malzeme %5 %6 %8
H20 6,27 ml 53 ml 6,4 ml
Akrilamid (%30) 1,66 mi 2,1 ml 3,2ml
5 Birimlik TBE 2ml 2,5ml 2,4 ml
%10 APS 0,07 mi 0,1 ml 0,2 ml
TEMED 0,0037 ml 0,008 ml 0,01 mi
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%30’ luk akrilamidin hazirlanmasi i¢in 29 gram &mnid (GIBCO BRL) ve 1
gram bis-akrilamid (N, N’-methylenebisacrylamide)B&O BRL)) toplamda 60ml
olacak sekilde damitik suda cozuldi. Kimyasalin ¢6zinmesi i37°C’ a kadar
Isitildi. Erime tamamlandiktan sonra hacim yine dé&msu ile 100ml’ ye

tamamlandi.

%10’ luk Amonyum Per Siilfat (BioRAD), galikca %10 olacaksekilde
hazirlandi. N,N,N’,N’-tetramethylenediamine &&eN2,) = TEMED (Amresco)

kullanildi.

Bunlarin doldurulmasinda, 5mm’ lik plastik enjelkéir ve pastor pipetleri
kullanildi. Jelin, sivi haldeyken akip gitmesinilémek icin borular dipten parafilm
ile kapatildi. Jel doldurulduktan sonra cam borwiey konumda yerlgirildi ve
uzerlerine izopropil alkol konuldizopropil alkol, jelin Gist yiizeyinin duzriimesi
ve akrilamitlerin polimerlgmesi icin gerekliydi. Cam boru icerisine dokulefige
hazirlandgl tampon icerisinde, oda sicgkhda bekletildi ve kullanilaga zaman

tamponun iginden alindi.

Jeller dokuldikten sonra gigik agirliklara sahip standart DNA molekulleri
(100bp DNA Ladder[Promega]pX174 Hindlll [Promega]) icin elektroforez

denemeleri gercekdarildi.

Bazl calgmalarda etidyum bromir (SIGMA) Quf/ml olacak sekilde ve
bazilarinda ise SYBR Green | (FMC BioProducts)u,Inl olacak sekilde jele
eklendi. Ancak bu caimalarda bantlar net olarak ayirt edilemedi. Bu nésle
SYBR Green | (FMC BioProducts) ve DNA, yiukleme Gsiode kamtirilarak
calsildi. Bu karsim, 1Qul DNA, 5ul H,O, 5ul 6X-Orange Loading Buffer
(Promega), 0,5l SYBR Green-I (FMC BioProducts) ile hazirlandi.

Jele, bu hazirlanan DNA-boya kamindan 1@l yuklenerek (0,025ng DNA)
agaroz ve NuSieve icin grik gerilim uygulamalari denendi. Ancak, akim, 500mA
gibi yuksek bir dgere ayarlansa bile jel tizerinde okunageteOOmA’ den yukari
ctkmadi. Molekullerin ayrimi bu yolla yapilamadiol@krilamid jel ile de ayni

calismalar gerceklgirildi. 500V’ luk gerilim uygulamasi, jelin 1sinngana yol acti.
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Denemeler bu nedenle bu gerilimggenin altinda gercek$érildi. En gilizel sonug,
150V-200V/ 500mA ile elde edildi. Bu gerilimin Ustdeki deerlerde, kiguk

bantlarin ayirt edilemegii gozlendi.

%5’ lik poliakrilamid jel dolu, 4,88mm i¢ capa sphtam boruda, 1 birimlik
TBE c¢Ozeltisinde, 200V gerilim, okunan 003mA akismm@01W gug ile 100bp DNA
Ladder (Promega)’ In bant bicemlerinin 20 dakikanwsuala kaydetgji ilerleme

sonuclarl Fotgraf 4.2." te verilmstir.

: ;

1mm

Tmm
9 5mem

1 Qe
11mm
12mim
13mm
15mm
34mm

YWilkleme Alani

Fotagsraf 4.2.100bp DNA Ladder (Promega)’ in jel doludmbaki gorintisu.

%6’ lik poliakrilamid jel dolu, 4,88mm i¢ capa sphgam boruda, 1 birimlik
TBE cozeltisinde, 150V gerilim, okunan 002mA akira Q00W guc ile6X174
Hindlll (Promega)’ iUn bant bicemlerinin 90 dakikansinda kaydetti ilerleme

sonugclari Fotgraf 4.3." te verilmgtir.

15mm
17.5mm
22mm
29mm
4Bmm
53mm
62mm
69mm
S0mm

Yiikleme Alam

Fotagsraf 4.3.0X174 Hindlll (Promega)’ Un jel dolu borudaki goristi.
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4.5.0ptik Okuyuculu Jel Elektroforez Sisteminin On

Tasariminin Yapilmasi

Ik tasarim olarak, plastik 500mlI’ lik stiselerinin altlari kullanildi. Bir altlik,
ust tampon kabi der altlik ise alt tampon kabi olaraksdintildi ve her iki kaba da
platin elektrodlar vyerlgirildi. Uste konacak olan kabin ortasi, borunun
yerlestirilecegi blyuklikte delindi. Bu ilk aygit, Fofwaf 4.4." te verilmgtir.

Fotograf 4.4.Boruda elektroforez icin ggirilen ilk aygit.

Daha sonra, daha dizgun olmasi ve borularin dalzy erlatirilebilmesini
sgilamak amaciyla yeni bir ilkel elektroforez aygiapyldi. Bu, Fot@raf 4.5." da
verilmistir.
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Fotasraf 4.5.Boruda elektroforez icin ggirilen ikinci aygit.

Bu calgmalardan verimli sonuclar elde edildik¢e, eksiklgrderilmis daha
sabit yapilanmalari olan elektroforez aygitlari jédp Bu seyirde gedtirilen tclincu
elektroforez aygiti Foggraf 4.6." de verilmgtir.

© PS5 40102

Fotograf 4.6.Boruda elektroforez igin gglrilen Gglnct aygit.

En sorsekillenmis elektroforez aygiti ise, Fatoaf 4.7.” de verilmgtir
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Fotograf 4.7.Boruda elektroforez icin ggirilen dérdinct (son) aygit.

4.6.LED ve Okuyucularin Uygun Konumda Yerlstirilmesi

Okuyucu olaraksil-direnclerle (buyik ve kucuk kalip) veiltdiyotlarla; sik
kayna olarak da LED’ lerle yapilan 6n cginalardan sonra bunlarin elektroforez
sistemi icerisinde uygun konumda ystiglmesi calsmalari yapildi. Bu amacla ilk
olarak LED ve okuyucularin katkl olarak yerlgtiriimesi disuintldi. Bu yerlgimi

gosteren cizimSekil 4.5." te verilmitir.

H ELEKTROFOREZ TAHEI
151K KAYHAGI JEL DOLDURULMUG CAM BORU

OKUYUCU
L~ P
:E:'_OKU\'U_CUHUH YERLESTIRILDIGI
PLASTIK BORU

JEL DOLDURULMUG CAM BORU

Sekil 4.5.0kuyucu vesik kaynainin kaslilikli yerlestiriimesi.
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Ikinci olarak jelden dgabilecek gereksiz yansimalarin énlenmesi amaciyla
LED ve okuyucunun farkh konumlarda yegtieilmesine calgildi. Bu yerlgimi

gosteren cizimSekil 4.6." te verilmitir.

1

JEL DOLDURULMUS CAM BORU

ISIK KAYHAGI
OKUYUCU

L] ELEKTROFOREZ TAHKI

Sekil 4.6.0kuyucu vesik kaynainin farkli acilarda yerkgirilmesi.

Bu her iki dizenekle yagimiz ¢alsmalarda LDR, zeminsimasini daima en-
ust dizeyde alg icin, bu tur bir dizenekle, 6ninden gec¢en bamgerierini
algilamada LDR kullanilarak karili olunamadi. Ancak bu diizenek kullanilargik |
diyot karakterindeki okuyucular ile yapilan deneendlDR’ ye gore daha karil
oldu. kil-diyotlarla yapilan ¢catmalarda, kagnlikl yerlestirilen LED ve okuyucu ile
dizensiz dalgalanmalara rastlanmasa da ¢elikdokuma dizeyi elde edildi. Seri ve
birbirine 90™ lik acilarla yerlgtirilmis 3 sil-diyot ile, elektriksel sinyalin
arttirllabilecgi dusunuldd. Yapilan bu camayla, bantlarin gegerini belirli
oranlarda yakalayabilmek mumkin oldu. Ancak, buralike edilen sonug, net bir
ayrim yapilmasini kolayttiracak kadar buytk olmadi.

Uclincti denemede, LED’ ler cam borunun tam tepesingmlarini jelin tam
icine dagiru vereceksekilde yerlatirildi. Bu yolla, jelin ¢cok daha az parlatl
saptandi. LED’ ten gelersigin, kayip olmaksizin daha §on bir sekilde jele
ulastinlabilmesi icin LED, dgtan siyah elektrik bandiyla kaplanan bir cam borunu
icerisine sabitlendi. Bdylece, LED’ in tamponun rigsge daldiriimasi ile
dogabilecek bozulma vb. sorunlarin ortadan kaldiriintis olanakli hale geldi. Bu

dizenekle yapilan camalar sonunda sil-diyotlarin geriliminde, buitin DNA
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bantlarinin gesi boyunca herhangi bir ggim saptanmadi. Ancak, dnemli oranda
degisen direngc dgisiminin bilgisayar ekraninda atimlar halinde saphaingor
olmasi dolayisiyla, okuyucu olarak LDR’ lerin kulitmasi ve cadmaya bu

noktadan itibaren LDR ile devam edilmesi kargrltadi.

Arka-zemin gimasini en aza indirmek ve okuyucunun en alt vedaserler
arasinda ve alt sinira yakin birggede calabilmesini mumkin kilabilmek amaciyla
okuyucunun, gik kayn&ina ve jel boruya yakirdinda uygun mesafenin
yakalanmasina 0zen gdosterildi. Bu amacla, LED veRLin birbirlerine olan
uzakliklari; jel ile LDR arasindaki uzaglin en uygun hale getiriimesine galll.

Gereksiz parlamalarin dniine gecmek icin okuyucutium ciplakigi ile jele
bakmasi yerine belli bir araliktan jele bakmasimmantlarin dgru olarak
saptanabilmesinde 6nemli olglu distindldiu. Bu amacla, okuyucu, siyaha boyanan
bir plastik borunun icerisine yeslgrildi ve bu borunun, jele bakan kismi kapatildi.
Bu kapatilan kisimdan daha sonra yaiki&2,5mm genili ginde bir yarik acildi.shk
kaynal, en ustte sabit tutularak, LDR’ nin bu boru igerde ileri geri hareket
ettirilmesiyle, saptamanin en uygun yapgildmesafeye LDR’ nin yerigiriimesine

calisildi.

4.7.Bulgular

Okuyucu olarak kullangimiz sil-diyot ve sil-direncler ile yapilan ¢aimalar
sonucunda, bazgil-diyotlarin, sig1 ancak kagidan aldginda uyarilabildii, fakat bu
sekilde bile kiicik DNA molekdillerinin (soluk bantlaalinde beliren) ayrimini net
olarak yapamag ve bazi gil-diyot tlrlerinin ise 1siyla etkilenerek duzerlgdere
yol actgl saptannstir. Ayrica, zemin gimasini engellemek iginsik kaynainin
borunun dstiinden veya altindan verilmesi halinde gg-diyotlarin uyarilamadj
gozlenmgtir. Sonug olarak, sil-diyotlarla yapilan catmalarda, belirsiz, diizensiz
cizgeler elde edilmgi olup bu cakma kapsaminda, bu okuyucularla bir sistem

kurulamamgtir.
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Isil-direncler ile yapilan cajmalarda ise, sil-diyotlardan farkh olarak stk
yogunlugu daha iyi 6lculebilmi ve bu sayede daha duzenli bir ¢izge elde etmek
mamkuin olmygtur. Ancak, sil-diyotlarin aksine gil-direncler, fazla duyarli oldiu
icin zemin gimasindan @ri diizeyde etkilenmive sigin kagidan verilmesi halinde
bantlarin ayirt edilmesinde g@1siz olunmgtur. Bu nedenle, zemigimasinin az
olmasinin, sistemin duyarlkgh agisindan ¢ok 6nemli oldu anlgiimistir. Bunun
sgilanabilmesi icin gik kaynal, isinlarini tepeden ve cam borudaki jelin icine
dogrudan verebilecekekilde yerlatirilmistir. Agaroz yerine poliakrilamid jellerin
kullanilmasi da zemingimasini en aza indirgyi ayrica DNA’ larin iyi birsekilde
goruntulenebilmesini olanakh kilgtir. Bunun yani sira, okuyucunungigh -2mm
gibi- belli bir araliktan ve -5mm gibi- belli bir @esafe geriden alacakkilde karanlik
bir sistem icerisine yerjiriimesi ve sk kayn&ina -yaklalk 4cm gibi- uygun
uzaklikta konumlandiriimasi gou ve etkili algilamanin yapiimasi igin ¢ok 6nemli

olmustur. Bu yerlgimi goteren cgizimSekil 4.7.” da verilmgtir.

ISIK KAYHAGI

L ISIGIN ILERLEDIGI SivAH KAPLI BORU

OKUYUCU (LDR)
VUKLEME KUYUCUGU(1em)——1
o . f OKUYUCUNUN VERLESTIRILDIGH
YURUME MESAFESH 3emi) ——- PLASTIE BORU
OKUYUCUHUH CAM L —
BORUYA OLAN UZAKLIGI 9

JEL DOLDURULMUSG CAM BORU

ELEKTROFOREZ TAHEI

Sekil 4.7.0kuyucu vesik kaynainin en uygursekilde yerlgtiriimesi.

Elektroforez gleminin, yuklemenin ardindan timdyle karanlk biaraa
gerceklgtiriimesi de algilamanin gakh yapilabilmesinde 6nemli oldu. Bu amagcla,
elektroforez cihazi, ¢gima sirasinda gban sik almayacaksekilde, siyah bir kutu
icerisine yerlgtirildi. 6X174 HindIll (Promega) ve 100bp DNA Ladder (Promega
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ile yapilan calkmalarin sonucunda elde edilen cizgel8ekil 4.8. ve 4.9 da
verilmigtir. Sekil 4.8., 100bp DNA Ladder (Promega)’ la yapilaalignayi
icermektedir. Bweklin a-bélimu, gegtirilen cihazin saptadi cizgeyi, b-bolimunde
ise boru icerisindeki jelde yuriyen DNA molekullgn Gel-Doc (Molargen) resmini
gostermektedir. Bu sonug, %5’ lik poliakrilamid del 2 saat 15 dakikada elde
edilmistir. Soldan sga dgru bantlar, 100, 200, 300, 400, 500, 600, 700, 8800-
1000), 1500bg’ dir.Sekil 4.9., 6X174 Hindlll (Promega) le yapilan camayi
icermektedir. Bweklin a-bélimu, gegtirilen cihazin saptadi cizgeyi, b-boliminde
ise boru igerisindeki jelde yuriyen DNA molekullen Gel-Doc (Molargen) resmini
gostermektedir. Bu sonug, %6’ lik poliakrilamiddel 380 dakikada elde edilgtir.
Soldan sga dgru bantlar, 118, 194, 234, (281-271), 310, 603, &8, 1353b¢’
dir.
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Sekil 4.8.100bp DNA Ladder (Promega)’ In, géhlen cihazda alinan resmi.
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5. TARTISMA

Dirimbilimdeki (biyolojideki) pek ¢ok deney camasi, DNA molekdllerinin,
tekdiize (homojen) olmayan c¢ozeltiler icerisindeyisdiiklerine gore ayrilmasini
gerektirir. Bu dgerlendirme, yaygin olarak, jel elektroforezleri dergeklatirilir.
Bu yontemler, DNA molekillerinin bayuklukleri ileets orantili olarak go¢ etmesi
esasina dayanir. Jel elektroforezleri, oldukcdiatknasina kagin onlarin hala bazi
olumsuzluklari vardir. Bunlardan birkacsdyle siralanabilir: Buyuk DNA
molekdllerinin ayriminda Barisiz olunmasi; zahmetli ve zaman alici olmasio(Ch
ve ark., 1999).

Yuksek ayirma gucu, kolay miktar hesabi, kisa gdeitne siresi, ¢cok az
hacimde &rnek kullanilabilmesi ve sonuglari kegdlilen dgerlendirebilme
yetengi gibi kazanimlara sahip kilcal elektroforez yonterm(Yilmaz ve ark., 1999)
ise oldukca pahali sistemlerdir ve bu nedenle deigulaboratuar uygulamalarinda
yaygin olarak kullaniima olaga bulamamaktadir. Bu cama ile DNA
molekdllerinin  ayriminda, daha kolayca uygulanabileve dgerlendirmeyi
kendiliginden yapabilen ve de gk maliyetle edinilebilecek bir cihaz

gelistirilmi stir.

DNA’ nin incelenmesinde (6zellikle DNA arkgdmlamada) yaygin olarak
kullanilan ve iyi bilinen jel elektroforezleri, saclarin dgerlendiriimesinde
otomatik surecleri kullanan kilcal elektroforezlgy@e daha barisiz bulunmaktadir
(Mitchelson ve ark., 2001). Jel elektroforezinde blenzer sekilde, sonuclarin
degerlendiriimesi ve standart ayirma ortamlarinin &ailmasi ile hem maliyetler
azalabilir ve hem de sonuclarin dahglsd ve kolay dgerlendirilebilmesi mimkin
olabilir. Bu anlamda, bu cama ile bilgisayar programi sayesinde, sonuclari
disaridan muadahale olmaksizin gaelendirebilecek bir elektroforez sisteminin
gelistiriimesine gayret edilmgtir. Kanserojen olan etidyum bromir yerine DNA
molekdllerinin floresans vermesinde SYBR Green ydsonin kullaniimasi das i

glvenligi acisindan dnemli yararlar@amaktadir.
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DNA parmakizi caymalarinda c¢izge temelli veriler, geleneksel bamelli
yontemlerle elde edilenden daha kulidudir ve daha bilgilendiricidir (Ferris ve ark.,
2004). Bu calma icin 6zel olarak yazilan bilgisayar programiesagyde, elektriksel
verilerin, sayisal veriler halinde bilgisayar ekrada cizge olarak sunulabilmesi,
geleneksel elektroforez yontemlerine nazaran daftlarkshi ve bilgi verici olabilir.
Bu yontem, bant bicemlerinin (pattern), hem kegdlilen hem de daha duyarl bir
sekilde dgerlendirilebilmesini sglayabilir. Bu amacla programa bicem yorumlayici

bir kismin eklenmesi uygun olabilir.

Kilcal elektroforezde kullanilan vesik-Olgerli (fotometrik) saptayicilarin
tasarimindaki zorluklargigin 10um’ den daha kuicuk kilcallardan etkili kiekilde
geciriimesinde ortaya cikmaktadirsidin, deserinden bir sey kaybetmeden,
okuyucuya kadar utabilmesi icin odaklanmasi gerekebilmekte bunun idm
dizenge ek olarak lenslerin yegtrilmesi kacinilmaz olmaktadir. Bu ek hikn,
cihazin tainabilirligi gibi bazi sorunlari da beraberinde getirmektedyrica, sk
kaynainin uzun sire dgsmeden kalmasi da 6nemlidir. Bu nedenle de kilcal
elektroforezlerde, parlak LED’ leringsil-diyotlarla beraber, odaklanmaya gerek
kalmadan etkin bigekilde kullanilabilecgi gosterilmitir (Butler ve ark., 1997)Bu
calismada da LED’ lerin (5V, 105mW, 468nm) jel elektrado sistemleri igin birsik
kayna olabilecgi gosterilmitir. Ayrica, okuyucu olaraksil-diyot yerine sil-
direncglerin kullaniimasi, bu tur bir saptayiciyaeriiangi bgka bir elektroforez
sisteminde rastlanmagiolmasi da bu caimanin 6zglnlgini ortaya koymasi
bakimindan énemlidir. LED ve LDR’ nin jel elektraéx sistemlerinde, uygun bir
dizenekte bir araya getirilmesinin, yukarida baleed zorluklarin allmasi

konusunda, bir katkl giyabilecei distinulmektedir.

Kilcal elektroforez, yiksek ¢ozme gicu ve az Oreeghlsabilmeye imkan
vermesi bakimindan DNA molekullerinin ayriminda iriebir yontemdir (Odake ve
ark., 1998). Bu ¢cayma ile yaklaik 0,025ng DNA molekdillerinin ayirt edilebilmesi
mumkin olabilmgtir. Daha kiguk miktarlardaki DNA molekullerinin g@nmasinda
basarili olunamanmstir. Sinyal yikseltici elektronik donanimlar ekleek ve/ veya
lazer gibi daha guclisik kaynaklar ile bu sistemde daha az DNA @nm bile

saptanabilme olagaelde edilebilir.
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iki degerlikli arti yukli elementler, DNA molekiillerininiksiizlatiriimesinde
etkilidir ve bu nedenle de DNA’ nin jel elektrofaradeki goc¢uni azaltici yonde
etkili olur. Elektroforezde kullanilan TBE, sistefaismen yuksuzkgirir. Tris, borat
ve EDTA’ nin bu yik dengesi, tamponun molar gleri, pH ve sicaklik gibi birkac
etkene bgimhdir (Li ve ark., 1998). Tamponlarin, DNA moldlgiinin goc¢unu
etkileyen bu 6zelfii dikkate alindginda bu cakmada yer alan tamponun, alt ve Ust
kaplar arasinda, surekli olarak dolandiriimasi kjedabilir. Zira, yikli elementler,
bir uctan dgerine akabilir ve elektroforezin kadaki goc hiziyla ilerleni

zamanlardaki go¢ hizi ayni olmayabilir.

Jellerin yapisi, sicaklik, nem vegdr cevresel etmenlere #a olarak
desisebilir. Ozellikle, ayni anda dokilntive ayni cevresel kallara maruz
birakilms jellerle yapilan elektroforezde DNA molekulleringd¢inin ayni oranda
olmasi beklenir (Li ve ark., 1998). Bu @amda, bu ¢cajmayi temel alan ve uriine
donigen bir elektroforez sisteminde, ayniskbarda hazirlanng; ayni kaullarda
saklanmg ve tginmis jel ve tamponlarla standart laboratuvar guahlar
gerceklgtirilebilecektir. Bu da molekuler mikrobiyolojik it gergeklgtiren

laboratuvarlar arasindaki standagtteanin gektiriimesine katki sglayabilecektir.

Geleneksel yatay ve dikey jel elektroforezlerinddlanilan tampon miktari
(150 ml), bu calmada kullanilandan (toplam 80ml) ¢cok daha fazlddullanilan jel
miktari da kalip jellere gore cok daha azdir. Bamcboruya yakkak 2,5ml jel
gerekirken normal bir kalip jel icin- ki buna da &xla 13 6rnek yiklenebilgi
distunuldigiinde 6rnek bana yaklaik- bu miktar 3ml’ dir. Ancak kalip jeldeger
tek bir 6rnek yuklenecekse, yine toplam miktar kagani 40ml gibi bir jel

harcanmasi gerekecektir.

Agaroz jellerin poliakrilamid olanlara kiyasla dafazla zeminstmasi vermesi
nedeniyle ve iki kap arasina yettieldi ginde elektriksel akimin yeterince olmgiyi
(mA dizeyinde dahi olgclilemedi.) nedeniyle bu gahda kullanilamamasi bu tar
jellerin bu tur bir sistemde kullaniminaskin kisithliklardandir. Bu ¢cajmada
poliakrilamid jeller ile iyi sonuc¢ alinngtir. Bagska polimerler denenerek bu cihaza

uygun daha iyi ayirici sistemler ggiiilebilir. Cam borular iceirisine farkli
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derisimlerde jel dokulebilmesinin  mumkin olmasi, derecpbliakrilamid jel
elektroforez yontemlerinin uygulanabiliglne de katki sglayabilecektir.

Bu calsmada elde edilen cizgelerin diizensiz gitrdere sahip olmasi ¢6zim
bekleyen bir sorundur. Bu sorun, sinyal ceviricituga gelen elektriksehir
sebekesindeki dizensiz in¢ikislardan kaynaklaniyor olabilir. Bu dizensizliklen e
aza indirecek gerilim duzenleyicilerin bu kutuyarlggtiriimesi bu soruna ¢6zim
getirmede yarar gtayabilir. Ayrica, programlanabilir 6zel kartlarlaelektronik
katkilar s&lanarak, bu bgarisiz titrgimler duzenli cizgiler halinde sunulabilir.
Hatta, okuyucudan alinan elektriksel veriyi guclesctk bilgisayar verisi haline
donistirecek bir elektronik donanimgilkdiyotlarin sil-direnclerle elde edilenden

belki de daha bxarili sonuclarin elde edilmesine yardim edebilir.

Farkli mesafelerde yegtrilebilecek okuyucularla, bir borudan ayni anddee
edilebilecek farkli cizgeleri, 6zel bir program itarlestirerek degerlendirebilecek
sistemlerin  geftiriimesi, jelin dergimini derecelendirmeyi gereksiz hale

getirebilecektir.

Ayni anda alti kanaldan birden okuma yapabilecekel@ktroforez sisteminin
bu 6n tasarimi, birim zamanda daha cok elektrofoy@pilmasini olanakl
kilabilecesi icin tani laboratuarlarina zaman bakimindan Oneimr katki
saglayabilecektir. Bu say! istenglitakdirde arttirilabilir.

Jel elektroforezi, jel ve tampon c¢ozeltilerin hé&ammasi; EtBr gibi zararli
kimyasallarla glvenli calmalarin yapilabilmesi icin yatinis elemanin
bulundurulmasi; sonuglarin ancak bir uzman gartla dgerlendirilebilecek olmasi
gibi zorluklar nedeniyle, tani laboratuarlarindalgik kullanima girebilmy degildir.
Bu calsma ile gelstirilen cihaz, hazir tampon ve jel ve EtBr’ e gdtaha zararsiz
boyalarin kullanilabilecek olmasi; ayrica kengliiden dgerlendirme yapabilen
sistemlerin hayata gecirilebilmesi ve Ustelik denlaan kilcal elektroforez
sistemlerine gbre ¢ok daha ucuza uretilebilecek asimnedeniyle molekuler

mikrobiyolojik tani yapan laboratuarlara 6nemli katki sglamasi beklenmektedir.
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6.SONUC

Jel elektroforezinin geleneksel kullaniminin zaHmee uzmanlk isteyen
uygulamalarina; mikro-6lcekli elektroforez sisterméen kolay uygulanabilir ve
otomatik dgerlendirme yetengne kagin yiksek maliyetli olguna secenek
olusturan, jel elektroforez temelli ve fakat kengitiden dgerlendirme yapabilen,

ucuza mal edilebilen bir cihazin 6n-tasarimi gelesikildi.

Istk kaynai olarak LED’ lerin okuyucu olarak da LDR’ nin uyguizenek
icerisinde yerlgtiriilmesi ve bunlardan elde edilen elektroforez wgarini

gostermesi bakimindan 6zgin bir gada gerceklgtirildi.

Bu cihazla gercekigirilecek elektroforezde kullanilan jel ve tampodeeltiler
gibi sarf malzemelerinin, belirli hazirlanma,sitama ve saklanma kollari ile
standart hale getirilebilmesi ve béylece DNA moléinin jel icerisindeki gocini

etkileyebilecek di cevre etkenleri en aza indirilmektedir.

Gelistirilen bu sistem, ayni anda bircok kanaldan okuatabilecek olmasi
bakimindan, 6zellikle tani laboratuarlarinda bizamanda daha fazla elektroforez
yapilabilmesini sglayabilecek ve bdylece uygulayicilarina buylk koldgr

saglayabilecek bir sistemdir.
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