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Etidyum bromiir (EtBr), DNA ve PZR iriinlerinin agaroz jel -elektroforezinde
goriintiilenmesinde yaygin olarak kullanilan temel bir jel boyasidir. Ancak g¢evre ve
saglik acisindan kanserojen ve mutajenik etkilerinden dolayi farkli alternatif boyalar
arastirilmaktadir.

Bu calismada Etidyum bromiir boyasma alternatif olarak elektroforez jellerinin
boyanmasinda alt1 farkli boyanin kullaniminin arastirilmasi ve EtBr ile karsilastirilmasi
amaglanmistir. Bu amagla; SYBR® Safe, SYBR® Green |, GelRed™, Metilen Blue ve
Kristal Viyole boyalar1 kullanilmis ve bu boyalarin bitki DNA’s1 ve PZR {iriinlerinde
boyama etkinligine bakilmistir. Ayrica, goriiniir boya tiirlerinden N719 olarak bilinen
organik boya da DNA goriintilemede kullanilmigtir. Boyama islemi jel igi ve
elektroforez sonrasi jel boyanmasi seklinde yapilmistir. Cikan sonuclar EtBr boyasi
sonuclartyla karsilastinlmistir. Calisma sonucunda jel i¢i ve elektroforez sonrasi
boyamada GelRed, SYBR Safe ve N719 boyalarinin EtBr yerine basar ile
kullanilabilecegi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Agaroz Jel Elektroforezi, DNA, EtBr, GelRed, Organik Boya,
SYBR Green |, SYBR Safe
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Ethidium bromide (EtBr), a basic gel dye has been widely used for imaging of DNA
and PCR fragments in the agarose gel electrophoresis. However, hazardous effects to
environment and health due to carcinogenic and mutagenic activity, there is need to
work out for alternative dye.

The study was designed to investigate to check six different dyes for staining of
electrophoresis as an alternative to Ethidium bromide and to compare it with Ethidium
bromide. For this purpose, SYBR® Safe, SYBR® Green I, GelRed™, Methylene Blue
and Crystal Violet dye were used and staninig activity in plant DNA and PCR products
were analyzed. Furthermore, a kind of visible organic dye known as N719 being was
also used for DNA imaging. The staining process were used as precast in gel and post-
stain electrophoresis. The results were compared with the results of EtBr dye. GelRed™,
SYBR® Safe and N719 dyes could be used for post-stain electrophoresis and precast in
gel instead of EtBr.

Keywords: Agarose Gel Electrophoresis, DNA, EtBr, GelRed, Organic Dye, SYBR
Safe, SYBR Green |
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1. GIRIS

Molekiiler biyoloji ve genetik miithendisligi ¢aligmalarinda niikleik asitlerin saptanmasi
icin elektroforez yontemi kullanilmaktadir. Niikleik asitlerin jellerde goriintiilenmesinde
hizli, hassas, etkili ve kismen ucuz bir teknik olmasi nedeniyle Etidyum Bromiir (EtBr)
ile boyama kullanilmaktadir. Ancak Etidyum Bromiiriin mutajen ve kanserojen olmasi
nedeniyle gerek saglik acisindan gerekse cevresel agidan Onemli dezavantajlari
bulunmaktadir. Etidyum Bromiir DNA’ya baglandiginda yandaki baz giftlerini
kaydirmaya ve ¢ift zincirin uzamasina neden olmaktadir. Bu durum DNA replikasyonu
sirasinda ekstra baz hatalarina neden olabilir ve ayrica EtBr ile DNA’y1
goriintiileyebilmek igin zararli olan kisa dalga boylu UV 15181 gerekmektedir (Lunn ve
Sansone, 1987).

Laboratuarin bir alaninda Etidyum Bromiir ile caligiliyorsa kolaylikla genis alanlara
kontamine olabilir. Laboratuari bu kontaminasyondan arindirmak oldukc¢a dikkat ve
caba gerektirmektedir. Bu nedenle 6zel ekipmanlarla tehlikeli atik olarak imha edilmesi
gerekmekte bu da ¢alisma sonrasinda ayr1 bir maliyete neden olmaktadir. Atiklar1 imha

teknikleri yiiksek maliyet yaninda yogun bir is giicii gerektirmektedir.

Bu dezavantajlar1 gidermek icin bilim insanlar1 ¢alismalarinin giivenli ve saglikli
olabilmesi i¢in farkli niikleik asit jel boyasi arayisina girmislerdir. Giintimiizde EtBr
disinda jel elektroforezlerinde kullanilmaya baglanmis giivenli ve hassas goriintii veren
floresan boya ¢esitleri bulunmaktadir. Bu boyalar son zamanlarda biyoloji, tip ve ilag
sanayisinde hiicre diizeyinde floresans etiketleme ve problama islemlerinde; yapisal
calismalarda floresans enerji aktariminin saptanmasinda; jel elektroforezi ile niikleik
asitlerin Ol¢limiinde; proteinlerin saptanmasinda ve DNA dizi analizi gibi ¢esitli

alanlarda kullanilmaktadir (Hilal ve Taylor, 2007).

GelRed™ yiiksek derecede toksik olan Etidyum Bromiiriin yerine gegmek igin
gelistirilmis yeni bir floresans niikleik asit boyasidir. GelRed™ boyasinin diisiik toksik
konsantrasyonu, yiiksek hassasiyeti ve stabilitesi ile Etidyum Bromiir ve diger

alternatiflerinden daha istiin oldugu bildirilmistir. Genomik DNA, PZR amplikonlar1 ve



metilasyona duyarli PZR iriinleri ile restriksiyon enzimleriyle kesilmis genomik
DNA’nin GelRed™ ile etkin boyama aktivitesi bulunmaktadir. Ames testi ile de

GelRed’1n jel boyamada kullanilan konsantrasyonunun mutajenik olmadigi saptanmistir

(Anonim, 2012a).

SYBR® Safe agaroz ve poliakrilamid jellerde DNA’y1 goriintiilemek i¢in iiretilmis bir
boyadir. EtBr’den daha hassas ve alternatif bir boya oldugu ileri siiriilmektedir. Bu
boyanin iiretiminde ki amag; EtBr’nin yiiksek mutajenik etkilerinin azaltilmasi, UV
isinlarina maruz kalma siiresinin azaltilmasi, spesifik olmayan arka planin floresans
ozelliginin azaltilip duyarliliginin arttirtlmasi ve RNA da dahil olmak iizere biitiin
boyamalarda EtBr’e alternatif olmasidir (Anonim, 2006a, 2011a). Ames testinin de
bulundugu pek ¢ok mutajenite testi ile Salmonella typhimurium SYBR® Safe boyasinin
mutajen riski agisindan Etidyum Bromiir’den daha giivenli oldugu tespit edilmistir.
Ayrica SYBR® Safe boyast RCRA (Resource Conservation and Recovery Act)

tarafindan tehlikeli atik olarak siniflandirilmamistir (Anonim, 2006a).

SYBR® Green I niikleik asit jel boyasi ise siyanin grubu bir boya olup, agaroz ve
poliakrilamid jellerde, dsDNA’nin hassas bir sekilde tespitinde kullanilmaktadir
(Anonim, 2007a, 2011b). Ayrica Ames testi sonuclarina gore de EtBr’den daha az

mutajenik oldugu saptanmistir (Anonim, 2008).

Metilen blue boyasi, Etidyum Bromiir’e alternatif olarak kullanilan en yaygin
boyalardan biridir. Ancak Metilen Blue, EtBr ile karsilastirildiginda daha az hassasiyete
sahiptir ve Metilen Blue ile boyanacak DNA o6rneklerinin 2-3 kat fazla kullanilmasi
onerilmektedir. Ekonomik anlamda EtBr’den daha ucuz bir madde olup toksisitesi azdir
(Herrin ve Schmidt, 1988; Anonim, 2000, 2006b, 2011c; Soto ve Draper, 2012).
Etidyum Bromiir ile Kristal Viyole DNA’ya benzer sekilde baglanmaktadir. Kristal
Viyole’'nin hassasiyeti disiiktir ve c¢ok fazla miktarda baglanacak DNA
gerektirmektedir. Kristal Viyole giin 1s18inda goriinebildigi i¢in (zararli UV 1518min
gerektirmedigi i¢in) Etidyum Bromiir kadar tehlikeli bir mutajen degildir (Rand, 1996).

Bu caligmada; bitki DNA’sinin goriintiilenmesi i¢in yaygin olarak kullanilan ancak

kanserojen ve mutajen Ozellikleri olan Etidyum Bromiir boyasina alternatif olarak



elektroforez jellerinin boyanmasinda alti1 farkli boyanin kullaniminin arastirilmasi ve
Etidyum Bromiir ile karsilastirilmasi amaglanmistir. Bu amagla; SYBR® Safe, SYBR®
Green |, GelRed™, Metilen Blue ve Kristal Viyole boyalar1 ile N719 organik boyasi
kullanilmistir. Boyar maddelerden hazirlanan farkli konsantrasyonlardaki boyalar ile
bitki DNA’larinin ve PZR iiriinlerinin yiiklendigi elektroforez jelleri boyanmis ve her
bir boya i¢in optimum konsantrasyonlar belirlenerek ¢alismada kullanilmistir. Boyama
islemi elektroforez islemi bitiminde jelin boyanmasi ve boyanin agaroz jel igine
katilmas: olmak tizere iki farkli sekilde uygulanmistir. Aynmi 6rneklerin yiiklendigi
agaroz jeller farkli boyalarla boyanmis ve Etidyum bromiir boyasi ile boyanmis olan
kontrol jeli ile karsilastirilmigtir. Boylece ¢alismada kullanilan boyar maddelerin DNA
bantlarinin gozlenmesi i¢in elektroforez jellerinin boyanmasindaki kullanilabilirligi ve
bitki biyoteknolojisindeki kullanim olanaklari tespit edilmistir. Kullanilan boyalarin
goriintii kalitesindeki etkinliginin yani sira jel basina boya maliyeti de incelenmis ve bu
kapsamda da bir karsilastirma yapilmistir. Bylece bitki biyoteknolojisi ¢alismalarinda
EtBr yerine kullanilabilecek alternatif boyalarin avantaj ve dezavantajlar1 ortaya

konularak daha sonraki ¢calismalara bir 6nveri hazirlanmistir.



2. KURAMSAL TEMELLER VE KAYNAK ARASTIRMASI

Elektroforez yonteminde en yaygin kullanilan boya Etidyum Bromiirdiir (EtBr9-8).
Etidyum Bromiir (C,;H20BrN3) interkalator bir boyadir, pozitif yiikli bir bilesik olup
DNA’nin baz ¢iftleri arasina yerleserck DNA’ya baglanir (Sharp ve ark., 1973; Turmer
ve ark., 2005). Etidyum Bromiir ile boyanan DNA’larin ultraviyole 1sik altinda
parlamasi1 niikleik asit bantlarmin goriintiilenmesini ve tanimlanmasini saglamaktadir.
EtBr niikleik asit bantlarinin goriintiilenmesinde kismen ucuz oldugu icin ¢ok kullanilan
bir boya olmasina karsin olduk¢a mutajenik ve kanserojenik bir maddedir. DNA
bantlarinin agaroz jellerde goriintiilenebilmesi amaciyla bir¢ok laboratuarda rutin olarak

kullanilmaktadir.

Etidyum Bromiir etkili ve kismen ucuz bir teknik olmasina karsin 6nemli dezavantajlar
vardir (Cerutti, 1985; Marks, 1995). DNA bantlarinin arasina eklenmesinden dolayi cilt
tarafindan absorbe edilebilir, gbz, agiz ve iist solunum yollarim tahris edebilir. Bu
nedenle Etidyum Bromiir tehlikeli bir mutajendir. Etidyum Bromiir DNA’ya
baglandiginda yandaki baz ciftlerini kaydirir ve ¢ift zinciri uzatir. Bu durum DNA
replikasyonu sirasinda ekstra baz hatalarina neden olarak EtBr boyasinin mutajenik
etkisine neden olur. Ayrica EtBr ile DNA’y1 goriintiileyebilmek i¢in zararli olan kisa
dalga boylu UV 15181 gereklidir (Cerutti, 1985; Marks, 1995). Yapilan bir ¢aligmada
EtBr ve UV 1s18in bulundugu ortama konulan E. coli hiicrelerinde kimyasal mutagenez

ile genotoksisitenin arttig1 saptanmistir (Ohta ve ark., 2001).

Laboratuarda Etidyum Bromiir ile caligiliyorsa kolaylikla genis alanlara kontamine
olabilir. Laboratuar1 bu kontaminasyondan arindirmak oldukc¢a dikkat ve c¢aba
gerektirmektedir. Ayrica EtBr ile boyanan jellerin imha edilmesi 6zel islemleri
gerektirmektedir. Etidyum Bromiir’iin topraga goémiilmesi veya ¢Ope atilmasi
kanserojen etkinin yayilmasina neden olabilir. Bu nedenle 6zel ekipmanlarla tehlikeli
atik olarak imha edilmesi gerekmekte bu da ¢alisma sonrasinda ayr1 bir maliyete neden
olmaktadir. Atiklar1 imha teknikleri yliksek maliyet yaninda yogun bir is giicii

gerektirmektedir.



Tiim bu dezavantajlarindan dolay1 DNA’da istenmeyen mutasyonlara neden olan EtBr
yerine alternatif boyalarin denenmesi ve kullanilmasi gerektigi bildirilmistir (Lunn ve

Sansone, 1987; Anonim, 2012b: Saeidnia ve Abdollahi, 2013).

Gliniimiizde EtBr’den sonra yaygin olarak kullanilan diger niikleik asit boya
orneklerinden bazilar1 sunlardir; SYBR® Green |, GelStar, DAPI, SYBR® Gold,
SYBR® Safe, GelGreen™, GelRed, GoldView™, GeneFinder® ve PicoGreen
boyalaridir (Tuma ve ark., 1999; Diggle ve ark., 2003). Ayrica agaroz ve poliakrilamit
jellerde DNA saptanmasi i¢in Metilen blue, Brilliant cresyl blue, Kristal viyole (Yang
ve ark., 2001), Etil viyole (Cong ve ark., 2010) ve Nil mavisi boyalar1 kullanilarak
cesitli protokoller denenmistir (Adkins ve Burmeister, 1996). Bu c¢alismada EtBr’e
alternatif olarak kullanilan GelRed™, SYBR® Green |, SYBR® Safe, Kristal Viyole,
Metilen Blue ve N719 organik boyasina ait genel bilgiler asagida verilmistir.

GelRed™ ve GelGreen™ vyiiksek derecede toksik olan Etidyum Bromiir’iin yerine
geemek icin gelistirilmis yeni birer floresans niikleik asit boyasidir. GelRed™ ve
GelGreen™’in diisiik toksik konsantrasyonu, yiiksek hassasiyeti ve stabilitesi ile
Etidyum Bromiir ve diger alternatiflerinden daha {istiin oldugu ileri siiriilmiistiir
(Anonim, 2012a). Ames testi ile de GelRed™ ve GelGreen™’in jel boyamada kullanilan
konsantrasyonunun mutajenik olmadigi saptanmistir. Ayrica ¢evresel giivenlik testleri
de akuatik yasam igin tehlikesiz ve toksik olmadigini ortaya koymustur (Anonim,
2012a). GelRed™ ve GelGreen™ clektroforez 6ncesi ve sonrasi boyamalarda basariyla
kullanilmaktadir. 312/302 nm dalga boyunda UV goriintiileme cihazinda kullanim i¢in
tasarlanan GelRed™’in Etidyum Bromiir’den daha hassas oldugu ifade edilmistir.
Genellikle kullanilan jel boyama prosediirlerinde GelRed™ boyasinin elektroforez

sonrasi kullaniminin, bant boyanmasinda daha etkili oldugunu belirtmislerdir (Anonim,
2007b, 2012b).

SYBR® Green I niikleik asit jel boyasi dsDNA’nin hassas bir sekilde tespitinde
kullanilan, siyanin grubu bir boyadir. Ozellikle dsDNA’ya yiiksek afiniteyle baglanir ve
ortamdaki RNA-ssDNA kalintilarindan etkilenmez (Anonim, 2007a). Ayrica SYBR®
Green I boyast hiicre iginde DNA etiketlenmesinde de kullanilmaktadir (Anonim,

2014a). Genellikle elektroforez sonrasi jel boyamada kullanilmasi tavsiye edilir


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Adkins%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8811874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Burmeister%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=8811874

(Anonim, 2007a, 2011b). Niikleik asitlere baglanan SYBR® Green I boyast 497 nm’de
maksimum bir emisyona ve 284-302 nm’de ise maksimum floresans uyarima sahiptir
(Anonim, 2007a, 2011b, 2014a). Ayrica Ames testi sonucunda, SYBR® Green I’in

EtBr’den daha az kanserojen ve alternatif olarak kullanilabilir oldugu tespit edilmistir.

Etidyum Bromiir gibi interkalatorler temel DNA reaksiyonlarini birkag yolla etkilerler.
Ornegin EtBr’nin RecA proteininin ¢ift zincirli DNA’ya hizli baglanmasini azalttig1, tek
zincirli DNA’ya baglanmasini ise inhibe ettigi saptanmistir (Thresher ve Griffith, 1990;
Nath ve ark., 2000). Bu dezavantajlar1 gidermek i¢in yapilan bir calismada PZR
tiriinlerinin kosuldugu jellerde SYBR® Green I boyasit EtBr ile karsilastirilmis ve
EtBr’den daha az mutajenik olan SYBR® Green I boyasinin Etidyum Bromiir’in PZR
iriinleri lizerindeki olumsuz etkilerini gostermedigi ve DNA saptanmasinda EtBr’den

daha hassas ve etkili oldugu ifade edilmistir (Nath ve ark., 2000).

SYBR® Safe DNA jel boyasi EtBr yerine kullanilabilecek alternatif ve giivenli bir
boyadir (Anonim, 2006a). SYBR® Safe boyast ile boyanan DNA bantlari standart bir
UV Transilliminator kullanilarak tespit edilebilir. Niikleik asitlere baglanan SYBR®
Safe boyast 530 nm’de maksimum bir emisyona ve 280 ve 502 nm’de ise maksimum
floresans uyarima sahiptir. Ames testinin de bulundugu pek ¢ok mutajenite testi ile
SYBR® Safe boyasinin mutajen riski agisindan Etidyum Bromiir’den daha giivenli
oldugu tespit edilmistir. Ayrica SYBR® Safe boyasi RCRA (Resource Conservation
and Recovery Act) tarafindan tehlikeli atik olarak smiflandirilmamistir (Anonim,
20063).

Etidyum Bromiir’e alternatif olarak kullanilan en yaygin boyalardan biri de Metilen
Blue ve Azure A, B ve C, Toluidine blue O, Thionin ve Brillant cresyl blue gibi
Metilen Blue’nun oksidasyon iiriinleridir (Yung-Sharp ve Kumar, 1989; Flores ve ark.,
1992; Santillan Torres ve Ponce-Noyoia, 1993). Bu boyalarin gercek fonksiyonlar: tam
olarak bilinmemekle beraber niikleik asitlerin dis yilizeyleriyle (negatif yiiklii fosfat
gruplariyla) dogrudan iyonik bag kurmaktadirlar. Bu nedenle hem DNA’nin hem de
RNA’nimn tespitinde kullanilabilirler. Ancak Metilen Blue EtBr ile karsilastirildiginda
daha az hassasiyete sahip oldugu ifade edilmekte ve Metilen Blue ile boyanacak DNA

orneklerinin 2-3 kat fazla kullanilmasi1 onerilmektedir. Ayrica Metilen Blue ekonomik

6



anlamda EtBr’den daha ucuz bir madde olup toksisitesi azdir (Herrin ve Schmidt, 1988;
Anonim, 2000, 2006b, 2011c; Soto ve Draper, 2012).

Kristal Viyole DNA’ya Etidyum Bromiir ile benzer sekilde baglanir ve giin 1s1ginda
goriinebildigi i¢in (zararli UV 1s1gmin gerektirmedigi i¢in) Etidyum Bromiir kadar
tehlikeli bir mutajen degildir (Rand, 1996). Ancak jelin goriintiilenmesinde yeterli

netlikte goriintii vermedigi i¢in giinlimiizde pek tercih edilen bir boya degildir.

Etidyum Bromiir yerine kullanilabilecek alternatif boyalarin denenmesi ve

kullanilmasina iliskin literatiir calismalar1 asagida verilmistir.

Miiller ve Gautier (1975), niikleik asitler ile heteroaromatik bilesiklerin etkilesimini
belirlemek i¢in sekiz boyanin (p-Fuchsin, Malahit Yesili, Metil Green, Auramine, Di-t-
butylproflavine Monoacetate, Di-t-butyl-acriflavine ve Kristal Viyole) kullanildig: bir
calisma yiiriitmiislerdir. Calisma sonucunda Kristal Viyole ve Hochst 33258 boyalarinin

DNA’nin digina baglanarak, goriintillemeye imkan sagladigini belirtmislerdir.

Jin ve Choi (2004), elektroforezde protein ve DNA’nin boyanmasi igin yeni yontemler
gelistirmek i¢in bir dizi deneme yapmislardir. Denemelerinde DNA’nin boyanmasinda
karsi-iyon boyama mekanizmasi gelistirmislerdir. Bunun igin Kristal Viyole ve Metil
Orange kullanilmigtir. Sonug olarak Kristal Viyole-Metil Orange karsi-iyon boyama

mekanizmasi, EtBr kadar hassas sonu¢ vermedigi ortaya konulmustur.

Kristal Viyole ve Metil Orange boyasinin birlikte kullanildigi bir diger ¢alismada,

agaroz jel iizerinde gilivenilir ve hassas sonuclar elde edilmistir (Yang ve ark., 2001).

Farkli bir arastirmada Etidyum Bromiir’iin DNA’ya baglanma ve ayrilma o6zellikleri
Acridine Orange ve Metilen Blue boyalariyla karsilastirilmistir. Calisgma sonucunda
Metilen Blue boyasmin Etidyum Bromiir’e alternatif olabilecegi ifade edilmistir (Nafisi
ve ark., 2007).

Tsui ve Law (2012), insan genomu flizerinde yaptiklart DNA parmak izi analizi

calismalarinda agaroz jel elektroforezinde Metilen Blue ve SYBR® Safe boyalarini



karsilagtirmiglardir. Sonug olarak her iki boyamada da DNA bantlar1 boyanmis olup,
SYBR® Safe boyasinda bantlarin daha belirgin oldugu tespit edilmistir.

Huang ve ark. (2010), agaroz jel {lizerinde daha basit ve pratik boyama yapabilmek icin
GelRed™, SYBR® Gold ve SYBR® Green I boyalarinin karsilagtirildigr bir ¢alisma
yirtitmislerdir. Calismada GelRed™ boyasinin ¢alismada kullanilan diger boyalardan

daha etkili ve Etidyum Bromiir boyasindan daha giivenli oldugu tespit edilmistir.

HIV tasiyan Ruanda kadinlarinda anemi bulagimi ve ferroportin polimorfizmi etkileri
lizerine yapilan bir arastirmada ise Etidyum Bromiir ve GelRed™ boyalari
karsilastirilmistir (Breman 2011). Arastirma sonucunda EtBr’nin, GelRed™ boyasina

gore agaroz jeli daha iyi ve hassas boyadigi tespit edilmistir.

GelRed™ boyasi bir¢cok ¢alismada DNA ve RNA bantlarinin goriintiilenmesinde yaygin
olarak kullanilmistir. Dong ve ark. (2012), yeni gelistirdikleri hassas RTL-P (diisiik
deoksiriboniikleosid trifosfat) konsantrasyonlarinda RT-PZR (ters transkripsiyonun
takibi) yontemi ile RNA molekiillerinde 20-0-metilasyon bdélgelerinin tespitinin

gorsellestirilmesinde, GelRed™ boyasini tercih etmislerdir.

Birbirine eklenen (spliced) ve eklenmeyen (unspliced) viral RNA ve konak U6 - 7SL
RNA viriisii partikiilleri iginde HIV-1 RNA’s1 ve proteinlerinin belirleyici rolii lizerine
yapilan ¢alismada GelRed™ boyas1 basarilt bir sekilde kullanilmistir (Didierlaurent ve
ark., 2011).

Chappell ve ark. (2013), sentetik biyoloji igin DNA diizenleyici elemanlarin hizli
prototiplenmesi i¢in tamamen in vitro bir yaklasimin dogrulanmasi tlizerine yaptiklari
calismada tirettikleri DNA sablonlarinin gériintiilenmesinde GelRed™ boyasindan etkin

bir sekilde faydalanmislardir.

Couto ve ark. (2013), DNA fragmanlarini agaroz jelde boyamak i¢in GelRed™ ve EtBr
boyama tekniklerini karsilastirmiglardir. Bunun i¢in Cryptosporidium numunelerini
kullanarak DNA ekstraksiyonu yapmislardir. Sonug olarak GelRed™ boyasinin DNA
bantlarin1 EtBr’den daha hassas bir sekilde boyadigini tespit etmislerdir.



Mikrosatellit DNA’larin izolasyon sonrast poliakrilamid jelde goriintiilenmesi i¢in iki
goriintii  teknigi (Floresans goriintilleme teknigi ile Giimiis boyama teknigi)
karsilastinlmistir.  1ki  goriintiileme sisteminin karsilastirilmasinda GelRed™ ve

GelGreen™ boyalarindan etkin bir sekilde faydalanilmistir (Mengpei ve ark., 2011).

Yapilan bir diger ¢alismada da Etidyum Bromiir’e karsi DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole) ve SYBR® Green 1 boyalarmin giivenlik ve hassasiyetleri
karsilastirilmistir. Calisma sonucunda SYBR® Green I’in, Etidyum Bromiir’den daha

hassas sonug verdigi saptanmistir (Bourzac ve ark., 2003).

Huang ve Fu (2005), SYBR® Gold, SYBR® Green |, GoldViewm™, GeneFinder® ve
GoldStar® boyalarinin Etidyum Bromiir’e kars1 verimliligini arastirdiklar: bir ¢aligma
yirtitmislerdir. Calisma sonucunda SYBR® Gold ve SYBR® Green I boyalarinin
giivenlik ve hassasiyet agisindan Etidyum Bromiir’den daha giivenilir oldugunu tespit

etmislerdir.

Singer ve ark. (1999), SYBR® Green I ve EtBr’yi mutajenitelerine gore karsilastiran bir
calisma ylriitmislerdir. Calisma sonucunda SYBR® Green I’in EtBr’ye gore yiiklenen
DNA’da nokta mutasyonlarini daha basarili bir sekilde engelledigini saptamislardir.

Bir diger arastirmada g¢erceve kaymasi mutasyonunda SYBR® Green I'in zayif bir
mutajen oldugu, ama UV nedeniyle olusan DNA hasarinin (ekleme-¢ikarma) tamirinde

EtBr’den daha fazla engelleyici oldugu belirlenmistir (Ohta ve ark., 2001).

Kiltre ve Ryan (1997), degisken alanli (pulsed field) jel elektroforezinde kullandiklar
SYBR® Green I'in EtBr’ye gore daha basit ve dogru kantitatif sonuglar ortaya
koydugunu belirtmislerdir.

Zipper ve ark. (2004), SYBR® Green I’in tek mi yoksa ¢ift iplikli DNA’da mi1 daha iyi
bir performans gosterdigini arastirmak ic¢in yiiriittiikleri ¢aligma sonucunda SYBR®
Green I'in ¢ift iplikli DNA’ya daha iyi baglandigin1 ve bu sayede DNA’nin 6zellikleri
hakkinda daha iyi veriler elde edildigini ifade etmislerdir.



Toprak ve su sedimentlerinde bulunan DNA’larin analizi i¢in H 33258, PicoGreen ve
SYBR® Green I’in karsilastirildigi bir c¢alismada, DNA'min geri kazaniminda,
standartlar ve cevresel numune konsantrasyonlarinin belirlenmesinde SYBR® Green

I’in performansinin daha iyi oldugu saptanmistir (Zipper ve ark., 2003).

Martineau ve ark. (2008), SYBR® Safe boyama tekniginin gelistirilmesi iizerine bir
calisma yapmuslardir. Calisma sonucunda SYBR® Safe boyasinin Etidyum Bromiir

boyasindan daha giivenli ve daha hassas oldugunu ifade etmislerdir.

Gibson ve ark. (2010), multipleks PZR iiriinlerinin diizgiin bir sekilde yiiriitiilmesi ve
yeniden izole edilip, saflagtirilmasi ilizerine gelistirdikleri yeni jel teknolojisin de,
SYBR® Safe boyasin1 kullanmislardir. Arastirmacilar  SYBR® Safe boyasinin
multipleks PZR ¢alismalarinda basari ile kullanilabilecegini bildirmislerdir.

DNA origami nano yapilarinin rate-zonal santrifiijle saflastirilmasi sonucu elde edilen
DNA yapilarinin agaroz jel elektroforezinde boyanmasin da SYBR® Safe boyasindan
etkin bir sekilde yararlanilmigtir (Lin ve ark., 2012).

Organik boya temelli giines pillerinde (DSCC) c¢ok ¢esitli sinifa ait boyalar
kullanilmaktadir. Polipiridiller, porfirinler, ftalosiyaninler, kumarinler, indolinler,
trifenilaminler, konjlige polimerler, perilenler bu siniflar i¢inde yer almaktadir. En

yiiksek verim rutenyum polipiridil tiirevleri yapilaridir.

Rutenyum boyalari, organometalik kompleks gurubuna bagli gilines pilinde yiiksek
verimlilikle kullanilan organik boya grubunu olusturmaktadir (Tekoglu, 2009;
Karmakar ve Ruparelia, 2011). Rutenyum polipiridil boyalari, sentezlerinin zor olmasi
ve ¢ikis maddelerinin pahali olmasi gibi dezavantajlara sahip olmasina ragmen
(Anonim, 2013) bu yapilar, metalden liganda yiik transfer (MLCT - metal to ligand
charge transfer) ozellikleri sayesinde genis sogurma araligi, yiiksek 151k sogurma
kapasitesi ve kararli yap1 gibi 6zelliklerinden dolayr basta gilines pili yapimi olmak
tizere pek ¢ok endiistriyel alanda dnemli bir yere sahiptir (Tekoglu, 2009; Ryan, 2009;
Ludin ve ark., 2013).
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Rutenyum bazli polipiridil boyalarin N-3, N-719 ve Z-907 olarak adlandirilan iig
¢esidi bulunmaktadir (Anonim, 2014b). Bunlarin igerisinden N-719 (CsgHgsNgOgRUS)
boyasi, N-3 boyasmin bis(tetrabutilamonyum) tuzu olup ¢ tane TBA
(tetrabutilamonyum) yapist ile bir tane H* kars1 iyonuna sahiptir (Sekil 2.1) (Tekoglu,
2009; Ito, 2011).

O OTBA

Sekil 2.1. N719 boyasinin kimyasal yapisi

N719 boyasi diger rutenyum bazli boyalar ile karsilastirildiginda; 1) ¢ok diisik pH
degerlerinde DNA yiizeyine elektrostatik baglanma aktivitesinin yiiksek olmasi, ii)
sogurulan boya birimleri arasindaki elektrostatik itme kuvveti zayif oldugu i¢in yogun
boyama aktivitesi gOstermesi ve iii) su bazli yapisi ile yilizeyden kopmaya
(desorpsiyona) kars1 kararliliginin (stabilitesinin) gii¢lii olmasi1 gibi 6nemli avantajlara
sahiptir (Anonim, 2014b). Ayrica, N719 organik boyasinin, 313 nm’de yiiksek sogurma
piki verirken, 393 ile 533 nm’deki Ol¢iimlerde zayif sogurma pikleri verdigi
belirlenmistir (Anonim, 2014b).

Gill ve ark. (2009), rutenyum (II) polipiridil kompleksini 1sildayan prob seklinde
kullanarak canli hiicre DNA yapisin1 gegirimli (transmission) elektron mikroskobunda
goriintliileme caligmasi gergeklestirmislerdir. Calisma sonucunda niikleer DNA basarili

bir sekilde goriintiilenmistir.
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3. MATERYAL VE METOD

Bu c¢alismada Etidyum Bromiir (Sigma Aldrich, E7637) boyasina alternatif olarak,
GelRed™ (10.000 x DMSO’lu, Biotium, 41002), SYBR® Safe (10.000 x DMSO’lu
Invitrogen, S33102), SYBR® Green I (10.000 x DMSO’lu Sigma Aldrich, S9430),
Kristal Viyole (Merck, 42555) ve Metilen Blue (Merck, 52015) boyalar1 ile N719 [Di-
tetrabutylammonium cis-bis (isothiocyanato) bis (2,2’-bipyridyl-4,4> dicarboxylato)
ruthenium(I1)] organik boyas1 kullanilmistir. Elektroforez dncesi ve elektroforez sonrasi

boyama islemi her bir boya ve yontem igin ii¢ tekerriirlii olarak yapilmustir.

3.1. DNA izolasyonu

DNA izolasyonu i¢in bugday ve misir tohumlari petrilere ekilerek iki yapraklt doneme
kadar biiyiitiilmiis, yaprak ornekleri alinmis ve genc¢ yapraklarda DNA izolasyonu
gerceklestirilmistir. Baz1 degisikliklerle standardize edilerek calismada kullanilan DNA
ekstraksiyonu metodu asagida verilmistir (Doyle ve Doyle, 1990).

1. 1,5 cm boyunda bir yaprak dnce ependorf tiipte sivi azotla icinde ogiitiiliir ve
daha sonra iizerine 500 pl buffer ilave edilir.

* 100 ml buffer hazirlamak igin

. 65 ml saf su,

. 10ml 1M Tris (pH: 7,5),

. 14 ml 5M NaCl ve

. 10ml 0,5M EDTA (pH: 8,0) karistirilarak 65 °C’de 1sitilir ve buna

. 1grCTABI le

. 1 ml 14 M Beta MerkaptoEtanol (BME) eklenir.

2. Bir tnite Proteinase K eklendikten sonra (bir iinite 5 ul konsantrasyon)
vorteksde karistirilir.
3.80 ul % 10 SDS eklenerek 65 °C’deki su banyosunda 3 saat tutulur ve ara

sira alt iist edilerek karistirilir.
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4. Su banyosundan ¢ikarilan tiiplere 2 / 3 hacim (400 ul) kloroform:isoamil alkol
(24:1) eklenir. 10-15 dakika alt iist edilerek karistirilir.

5. 10,000 rpm’de 15 dakika santrifiij edilir.

6. Stipernatant 2 / 3 hacim yani 400 ul 2-propanol i¢eren yeni bir tiipe alinir. Alt
tist edilerek DNA gozle goriiliir hale getirilir.

7. 15 dakika 10,000 rpm’de santrifiij edilir.

8. Siv1 dokiiliir. Pelet kuruduktan sonra 400 ul 1 x TE eklenir. Peleti eritmek
icin tiipler 65 °C’deki su banyosunda 2 saat tutulur ve ara sira alt iist edilerek karistirilir.

9. 1 ul RNase (10 mg / ml) eklenir. DNA 60 °C’deki su banyosunda 1 saat
eritilir.

10. 400 pl kloroform:isoamil alkol (24:1) eklenir. Tipler 10-15 dakika alt iist
edilerek karistirilir.

11. 15 dakika 10,000 rpm’de santrifiij edilir.

12. Siipernatant 26 pl 5 M NaCl igeren yeni bir ependorf tiipe alinir. Hafifge
karigtirilir.

13. 800 pl % 96 soguk etil alkol ilave edilir. Alt iist edilip karistirilarak DNA
cokeltilir.

14. 10,000 rpm’de 20 dakika santrifiij edilir ve s1v1 dokiiliir.

15. Pelet 1200 pul % 70 soguk etil alkol ile dikkatlice yikanir. Ters ¢evrilmis
halde 2 saat kurutulur.

16. Kuruyan pelet 100 pl 1 x TE’ de ¢6ziiliir. Toplam 20 pg civarinda DNA elde
edilebilir.

Bu ¢alismada DNA orneklerinin yiiriitiilmesinde Sekil 3.1°deki jel elektroforez sistemi
(Thermo Scientific Owl™ A1l Large Gel System) kullanilmigtir. Jel i¢i boyama
protokollerinde 220 ml’lik % 1°lik agaroz jel [2,25 g agaroz, 44 ml 5 x TBE buffer ve
176 ml dH,0] kullanilmigtir. Elektroforez sonrasi boyama protokollerinde ise 100
ml’lik % 1’lik agaroz jel [1 g agaroz, 20 ml 5 x TBE ve 80 ml dH,0] kullanilmistir.
Tiim boya denemelerinde DNA’nin agaroz jelde yiiriitiilmesi i¢in 5 x Tris-Borat-EDTA
(TBE) tamponu [54 g Tris-base, 27,5 g Borik Asit ve 20 ml 0,5 M EDTA (pH:8,0) ]

kullanilmistir.
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Sekil 3.1. Agaroz jel elektroforezi

Genomik DNA’nin miktarim1 ve safligini belirlemek i¢in spektrofotometre (Optizen

3220UV, Kore) ile drneklerin absorbans (A260 /A280) degerleri dl¢iilmiistiir.

3.2. Polimeraz Zincir Reaksiyonu

DNA izolasyonunun tamamlanmasindan sonra Xwmc 312 ve Xwmc 93 primerleri
(Somers ve ark., 2004) kullanilarak polimeraz zincir reaksiyonlari (PZR) yapilmistir.
PZR isleminin gergeklestirildigi Thermal Cycler (Bioneer MyGenie 96 Thermal Block)
Sekil 3.2°de verilmistir.
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Sekil 3.2. PZR’de kullanilan thermal cycler

Her bir reaksiyonda; 250 nM primer, deoksiniikleotidlerin her birinden 0.2 mM, 2.0
mM MgCl,, bir iinite Taq Polimeraz enzimi ve 50-100 ng kalip DNA kullanilmustir.
Kalip DNA olarak her iki primer i¢in de swrasiyla T1, T2, T3, Gediz, UC1113
makarnalik bugday ¢esit ve hatlarima ait DNA’lar kullanilmistir. Bir PZR islemi;
94 °C’ de 5 dakika On denatiirasyondan sonra; 37 sirkiilasyondan (cycle) olusan
94 °C’ de bir dakika denatiirasyon, 61 °C’de bir dakika primerlerin baglanmasi
(annealing), 72 °C’ de bir dakika uzatma (ekstensiyon) basamagii takiben 72 °C’ de
bes dakika son uzatma asamalarindan olusmaktadir. Elde edilen PZR {iriinleri Etidyum
Bromiir, GelRed™, SYBR® Safe, SYBR® Green |, Kristal Viyole, Metilen Blue ve
N719 organik boyasiyla boyanan agaroz jellerde yiiriitiilmiis ve jel imaj sisteminde
(Biorad ChemiDoc MP) goriintiilenmistir (Sekil 3.3).

Jeller UV transilliminatdrde (Bio Rad, ChemiDoc™ MP Imaging System) Etidyum
Bromiir, SYBR® Safe, SYBR® Green I, GelRed™ ve Organik boya icin floresans
absorbanslarina gore, Kristal Viyole ve Metilen Blue boyalarinda kolorimetrik ve fast

blast olarak goriintiilenmistir.
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Sekil 3.3. Elektroforez goriintiileme cihazi

3.3. Jel ici Boyama islemi

Hazirlanan 220 ml % 1°lik agaroz jelin, jel i¢i (precast stain) boyanmasi i¢in; 10 mg/ml
seklinde hazirlanan Etidyum Bromiir boyasindan 14 pl, GelRed™ (10.000 x DMSO)
boyasindan 13.2 ul (Zafrin, 2013), SYBR® Safe (10.000 x DMSO) boyasindan 11 pl
(Anonim, 2011d), SYBR® Green | (10.000 x DMSO) boyasindan 22 ul (Anonim,
2011b) kullanilmistir. Kristal Viyole ve Metilen Blue boyasinin jel i¢i boyanmasiyla
ilgili yeterli literatiir bulunmadigindan jel i¢inde bulunan 5 x TBE ve dH,O toplam
miktarina boya miktari oranlanarak jel i¢ine boya eklenmistir. Buna gore, Kristal Viyole
(% 0.025 Kristal Viyole boya soliisyonu; 100 ml dH,0, 0.025 g Kristal Viyole) boya
soliisyonundan 22 pl ve Metilen Blue (% 0.025 Metilen Blue boya soliisyonu; 100 ml
dH,0, 0,025 g Metilen Blue) boya soliisyonundan 22 pl jel i¢ine eklenmistir. Boyama

islemi her bir boya i¢in ii¢ tekerriirlii olarak yapilmistir.
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N719 [Di-tetrabutylammonium cis-bis (isothiocyanato) bis (2,2’-bipyridyl-4,4’
dicarboxylato) ruthenium(II)] organik boyasmin agaroz jellerde kullanimina dair
literatiir bilgisi bulunamadig1 i¢in 6n deneme ¢alismalar1 yapilmistir. Bunun i¢in % 1°lik
agaroz jel kullamilmustir. Jel i¢i boyamada 25 - 150 ul arasinda degisen miktarlarda

organik boya denenmistir.

Jel i¢i boyamada bazi makarnalik bugday cesitleri ve misir DNA’lar1 kullanilmastir.
Tim jel i¢i boyamalarda kullanilan jel yiikleme siralamasi su sekilde diizenlenmistir:
Ik tarak icin; 1-8 nolu kuyucuklara makarnalik bugday hat ve gesitleri (1: T1, 2:
UC1113, 3: Gediz, 4: T3, 5: T1, 6: Gdem, 7: Sarigcanak, 8: Salihli), 9-12 nolu
koyucuklara ise misir bitkisi DNA’lar1 yiiklenmistir. ikinci tarakta ilk kuyucuga 50 bg
(baz cifti) ladder (Thermo Scientific, SM0373) sonraki kuyucuklara ise PZR {iriinleri
yiiklenmistir. Xwmec 312 primeriyle iiretilen PZR tirtinleri jelde ilk 7 kuyucuga, Xwmc

93 primerleriyle iiretilen PZR {irlinleri ise son 6 kuyucuga yiiklenmistir.

Ayrica her boya i¢in hazirlanan % 2’lik mini jellere (45 ml) sirasiyla 2,5-2,0-1,5-1,0
- 0,5 ve 0,2 pl miktarlarda 50 b¢ ladder (Thermo Scientific, SM0371) yiiklenerek

boyalarin boyama kalitesinin DNA miktarlarina goére de degisimide incelenmistir.

Elektroforez sonras1 boyamalarda ise yine bazi makarnalik bugday c¢esit ve hatlarinin
DNA’lar1 kullamilmistir. Yiiklemede 15 kuyucuklu tek tarak tercih edilmistir. Yiikleme
siras1 su sekildedir; 1-6 numarali kuyucuklara makarnalik bugday hat ve cesitleri, 7.
kuyucuga 50 bg¢ ladder sonraki 5 kuyucuga ise Xwmc 93 primerleriyle iiretilen PZR

tirtinleri yliklenmistir.
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3.4. Elektroforez Sonrasi Jel Boyama Islemi

3.4.1. Etidyum Bromiir Boyasiyla Elektroforez Sonrasi Boyama Protokolii

1. DNA ornekleri ve PZR iiriinleri % 1’lik agaroz jele yiiklenir ve elektroforez islemi
100 voltta 1 saat gerceklestirilir.

2. 200 ml dH,0 igine 20 ul EtBr eklenerek boyama soliisyonu hazirlanir. Elektroforez
isleminden sonra yatay seffaf plastik bir kaba jel alinir ve iistiine boya soliisyonu
dokiiliir. Uzeri 151k gdrmemesi igin aliiminyum folyo ile kapatilir.

3. Yarim saat calkalayict (Labnet ORBIT 1000) iizerinde 50 rpm’de calkalamaya
birakilir.

4. Bir saat sonra jel, UV transilliminatorde (Bio Rad, ChemiDoc™ MP Imaging

System) 360 nm’de goriintiilenir.

3.4.2. GelRed™ Boyasiyla Elektroforez Sonrasi Boyama Protokolii

Bu boyama isleminde GelRed™ boyasini iireten Biotum sirketinin onerdigi boyama

protokolii optimize edilerek kullanilmistir (Anonim, 2012c).

1. % 1’lik agaroz jel hazirlanir. Daha sonra DNA Ornekleri ve PZR firiinleri
yiiklenerek, 100 V’de 1 saat elektroforez islemi baglatilir.

2. Elektroforez isleminin bitimine yakin 3 x GelRed™ Boya soliisyonu; 250 ml
dH,O’ya 76 ul GelRed™ boyasi olacak sekilde hazirlanir.

3. Jel bir cam kaba alinir ve iistiine 3 x Gelred™ boya soliisyonu dokiiliir.

4. Jeli 1siktan korumak amaciyla tlizeri aliiminyum folyo ile kapatilir ve kap oda
sicakliginda 50 rpm’de 30 dakika ¢alkalanmaya birakilir.

5. Boyama islemi sonunda jel, distile suya batirtp c¢ikarilarak, UV
transilliminatorde (Bio Rad, ChemiDoc™ MP Imaging System) 300 nm’de

gorilntiilenir.
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3.4.3. SYBR® Safe Boyasiyla Elektroforez Sonrasi Boyama Protokolii

Bu boyama isleminde SYBR® Safe boyasini iireten Invitrogen sirketinin &nerdigi

boyama protokolii modifiye edilerek kullanilmistir (Anonim, 2006a).

1. SYBR® Safe boyasi 1:10.000 sulandirilarak; 250 ml 5 x TBE tampon [1 litre
i¢in; 54 g Tris-Base, 27,5 Borik Asit, 20 ml 0,5 M EDTA (pH:8,0)] i¢ine 25 ul
SYBR Safe boyas1 olacak sekilde, boyama soliisyonu hazirlanir.

2. DNA o6rnekleri ve PZR iirlinleri hazirlanan % 1°lik jele yiiklenir ve 100 V’de 1
saat elektroforezde yiiriitiiliir.

3. Elektroforez sonrasi jel seffaf plastik bir kaba alinir ve iistiine hazirlanan boya
sollisyonu dokiiliir.

4. Boya soliisyonunu 1siktan korumak amaciyla, kabin {stii aliiminyum folyo ile
kapatilir.

5. Dabha sonra oda sicakliginda 50 rpm’de 30 dakika calkalanmaya birakilir.

6. Yikama islemine gerek olmadigindan direk jel kaptan alinip UV transilliiminator
(Bio Rad, ChemiDoc™ MP Imaging System) kullamlarak 530 nm’de

goriintlilenir.

3.4.4. SYBR® Green I Boyasiyla Elektroforez Sonrasi Boyama Protokolii

Bu boyama isleminde SYBR® Green I boyasim iireten Sigma-Aldrich firmasinin

onerdigi boyama protokolii optimize edilerek kullanilmistir (Anonim, 2011b).

1. SYBR Green I boyasi 1:10.000 kez seyreltilerek; 20 ul SYBR® Green I boyasi
ve 200 ml 5 x TBE olacak sekilde hazirlanir.

2. % 1’lik agaroz jele yiiklenen DNA ornekleri ve PZR firtinleri, 100 voltta 1 saat
elektroforez edilir.

3. Yiiriitme sonrasi jel plastik yatay bir kaba alimir ve istiine 200 ml boya
soliisyonu dokiiliir. Kabin iistii aliiminyum folyo ile kapatilir.

4. 30 dakika oda sicakliginda 50 rpm’de ¢alkalanmaya birakilir.

5. Yikama yapiimadan, UV transilliminatorde (Bio Rad, ChemiDoc™ MP

Imaging System) 520 nm’de goriintiilenir.
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3.4.5. Metilen Blue Boyasiyla Elektroforez Sonrasi Boyama Protokolii

Bu boyama isleminde Southern Biological firmasinin oOnerdigi protokol optimize

edilerek kullanilmistir (Anonim, 2010).

1. Metilen Blue’nun % 0,025°lik soliisyonu; 200 ml dH,O iginde 0,05 g Metilen
Blue ile hazirlanir.

2. DNA ornekleri ve PZR fdiriinleri, dnceden hazirlanan % 1°lik agaroz jele
yiiklenir.

3. Elektroforez sonrasi jel plastik yatay bir kaba alinir ve iistiine 200 ml’lik
% 0,025°1ik boya soliisyonu dokiiliir.

4. Isiktan soliisyonu korumak i¢in kabin {istii aliiminyum folyo ile kapatilir. Jel
boya soliisyonunda 6 saat bekletilir.

5. Daha sonra jel yikama islemi i¢in distile su dolu ayr1 bir yatay kaba alinir. Kap,
calkalayict (Labnet ORBIT 1000) iizerinde 40 rpm’de birakilir ve her 30
dakikada bir distile su tazelenir. Yikama islemi 1 giin siirdiiriiliir.

6. Yikama isleminden sonra UV transilliiminatérde beyaz zemin tizerinde jelin Fast

Blast 6l¢iimii yapilarak goriintiilenir.

3.4.6. Kristal Viyole Boyasiyla Elektroforez Sonrasi Boyama Protokolii

Bu boyama isleminde Southern Biological firmasmin o6nerdigi protokol optimize

edilerek kullanilmistir (Anonim, 2010).

1. Kiristal Viyole’nin 6nce % 0,025’lik soliisyonu; 200 ml dH,0O iginde 0,05 g Kristal
Viyole ile hazirlanir.

2. DNA ornekleri ve PZR iirlinleri, 6nceden hazirlanan % 1°lik agaroz jele yiiklenir.

3. Elektroforez sonrasi jel plastik yatay bir kaba alinir ve istiine 200 ml’lik
% 0,025’1ik boya soliisyonu dokiiliir.

4. Soliisyonu 1siktan korumak icin kabin iistii aliminyum folyo ile kapatilir. Jel boya

soliisyonunda 6 saat bekletilir.
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5. Daha sonra jel yikama islemi i¢in distile su dolu ayri bir yatay kaba alinir. Kap
calkalayict (Labnet ORBIT 1000) {izerinde 40 rpm’de birakilir ve her 30 dakikada
bir distile su tazelenir. Yikama islemi 1 giin siirdiirtilir.

6. Yikama isleminden sonra UV transilliiminatorde beyaz zemin iizerinde jelin Fast

Blast dl¢iimii yapilarak goriintiilenir.

3.4.7. N719 Organik Boyasi ile Elektroforez Sonras1 Boyama Protokolii

Bu boya DNA goriintiilemede ilk defa kullanildigi igin literatiir bulunamamuistir. Farkli
optimizasyon denemelerinden jelin hacmine bagl olarak kullanilacak olan boya miktari

belirlenerek elektroforez sonrasi boyama islemi gergeklestirilmistir.

1. Organik boya soliisyonu hazirlanir ve ¢alkalamaya birakilir; 100 ml dH,0 igine
60 ul Organik boya eklenir.

2. Hazirlanan % 1’lik agaroz jele DNA ve PZR &rnekleri yiiklenir ve 100 V’da 1
saat elektroforezde yiiriitiiliir.

3. Elektroforez sonrasi jel 100 ml boya soliisyonu bulunan yatay plastik kaba
alinir. Kabin agz1 aluminyum folyo ile kapatilir.

4. 30 dakika 50 rpm’de ¢alkalanmaya birakilir.

5. Daha sonra jel kaptan alinarak UV transilliiminatérde 312 nm absorbansta

gorlntiilenerek fotografi cekilir.
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4. BULGULAR VE TARTISMA

Bu ¢alismada bitki DNA’sinin ve PZR iiriinlerinin goriintiilenmesi i¢in agaroz jellerin
boyanmasinda Etidyum Bromiir boyasina alternatif olarak SYBR® Safe, SYBR® Green
I, GelRed™, Metilen Blue ve Kiristal Viyole boyalar1 ile N719 organik boyasi
kullanilmistir. Boyama islemleri elektroforez Oncesi ve sonrasi olarak iki sekilde

gerceklestirilmistir.

4.1. Etidyum Bromiir ile Boyama

EtBr boyasi jel i¢ine ilave edilmis ve 2 saatlik elektroforez sonrasi jel fotografi UV
transilliiminatér de (Bio Rad, ChemiDoc™ MP Imaging System) 360 nm’de ¢ekilmistir
(Sekil 4.1.a). EtBr ile boyanan jelde DNA ve PZR iiriinleri hassas ve net bir sekilde
goriintiilenmistir. Ayrica konsantrasyonu yiikksek DNA’larin bantlarmin daha parlak
oldugu gozlemlenmistir. Sonug olarak jeldeki DNA miktar1 ne kadar fazla ise EtBr’nin

baglanma aktivitesi o kadar fazla olmustur.
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Genomik DNA

PCR Uriinleri

1 2 3 - 5 6

50 bp Ladder

Sekil 4.1.a. Etidyum Bromiir’iin agaroz jel i¢ine eklendigi jel goriintiisti

Matselyukh ve ark. (2003) EtBr ile 15 polimetil siyanin boyasinin, DNA boyama
etkinliklerini karsilastiran bir calisma gerceklestirmislerdir. Calisma sonunda EtBr’nin
daha kiiciik miktarlardaki DNA’lar1 daha hassas boyadigi, ancak 15 polimetil siyanin
boyasinin daha fazla DNA miktarinda boyama gerceklestirdigini tespit etmislerdir.

Bagka bir ¢alisma da ise ¢ift iplikli DNA’nin saptanmasi i¢in 23 adet siyanin boya
denenmis ve EtBr ile karsilastirilmistir. Sonug olarak bes siyanin boyasinin EtBr’den
daha fazla hassasiyet gostererek cift iplikli DNA’y1 boyadiklart bildirilmistir (Hilal ve
Taylor, 2007).

Cong ve ark. (2013), agaroz ve poliakrilamit jellerde DNA saptanmasi i¢in yeni
sentezlenen organik boya olan Victoria Pure Blue BO (VPBBO) boyasini, EtBr ve Nil
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Mavisi ile karsilastirildigr bir ¢alisma yiiriitmiislerdir. Calisma sonucunda VPBBO
boyasinin DNA tespit duyarliliginin EtBr ile esdeger oldugu tespit edilmistir.

Etidyum Bromiir boyasinin ortamdaki DNA miktar arttikca aktivitesinin arttig1 25 bg
ladder ile yapilan miktar denemesi ile bir kez daha tespit edilmistir (Sekil 4.1.b).
EtBr’in 2,5 pl ladder1 daha iyi boyarken, 0,2 ul ladder1 yeterli netlikte boyamadigi

gbzlenmistir.

20ul 15 10p 05p 02u

Sekil 4.1.b. Etidyum Bromiir ile boyanan farkli miktarlardaki ladder bantlar

EtBr ile yapilan elektroforez sonras1t boyamada DNA bantlar1 ve PZR iirlinleri net bir
sekilde boyanmistir (Sekil 4.1.c). Ayrica yine DNA yogunlugu fazla olan 6rneklerde
boyama aktivitesi fazla gerceklesmistir. Boyama siiresi uzatildikca DNA bantlarina

baglanan EtBr’nin floresans parlakliginin da artig1 gézlemlenmistir.
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Genomik DNA PCR Uriinleri

50 be Ladder “

Sekil 4.1.c. Etidyum Bromiir ile agaroz jelin elektroforez sonras1 boyama goriintiisii
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4.2. GelRed™ ile Boyama

Dimetil stilfoksit (10.000 x DMSO) iginde gelen GelRed™ boyasi, higbir seyreltme
islemine tabi tutulmadan, jel i¢inde kullanilmistir. Uretici firma (Biotium) tarafindan
GelRed™ boyasinin elektroforez sonrasi jel boyamada kullanilmasi iiriin protokoliinde
ozellikle tavsiye edilmistir (Anonim, 2012c). Ancak bu calismada yapilan jel igi
boyamada da izole edilen bitki genomik DNA’lar1 ve PZR iiriinleri, basaril1 bir sekilde
boyanmustir (Sekil 4.2.a). GelRed™ boyasinin da boyama aktivitesi, EtBr gibi ortamdaki
DNA yogunluguna gore artmis ya da azalmistir. Sonug olarak GelRed’n bant boyama
duyarliligi, EtBr ile benzer 6zellikleri gdstermis; goriintii netligi bakimindan EtBr’den

daha iistiin oldugu saptanmistir.

GelRed™ ile yapilan diger calismalarda benzer sonuglarla karsilagiimistir. Ornegin,
Couto ve ark. (2013), Cryptosporidium ornekleri iizerinde uyguladiklar1 farkli DNA
izolasyonu protokollerini, EtBr ve GelRed™ boyalariyla birlikte jel i¢i boyama yaparak
karsilastirmislardir. Sonug olarak GelRed™ boyasinin, EtBr’den daha hassas ve bantlari
daha yogun bir sekilde goriintliledigini tespit etmislerdir. Diger bir calismada
mikrosatelit DNA’lar1 GelRed™ goriintileme teknolojisi ile en 1iyi sekilde
goriintlileyebilmek icin jel i¢i boyama (Precasting Gel), drnek boyama (Staining
Sample) ve batik jel (Immersion Gel) yontemleri olmak iizere li¢ boyama ydntemi
kullanilmistir (Yue ve ark., 2012). Sonug¢ olarak agaroz jel elektroforezinde DNA
bantlarinin GelRed™ ile en iyi goriintii verdigi protokoliin jel i¢i boyama protokolii
oldugu tespit edilmistir. Bununla birlikte polyacrylamide jeller (PAGE) i¢in batik jel
(Immersion Gel) yontemiyle GelRed™ ile boyamanin daha avantajli oldugu ifade

edilmistir.

Huang ve ark. (2010), agaroz jel elektroforezinde DNA bantlarinin goriintiilenmesinde
GelRed™ boyasini EtBr, SYBR® Gold ve SYBR® Green I boyalari ile karsilagtiran bir
arastirma yapmislardir. Calisma sonucunda GelRed™ boyasinin kullanilan diger
boyalara gore boyut belirlemede daha duyarli bir alternatif boya oldugunu
belirtmiglerdir.
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Bununla birlikte, Breman (2010), Ruanda kadinlarinda Ferroportin polimorfizmi ve
anemi HIV bulagiminin etkileri tizerine yiiriittiigii doktora tezinde GelRed™ ile EtBr’yi
karsilastirmis, GelRed™ boyasinin jel i¢i boyamada basarili ancak EtBr’e gore yetersiz

bir boyama gerceklestirdigini belirtmistir.
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Genomik DNA

-

PCR Uriinleri

1 2 3 4 5§

50 bp Ladder

Sekil 4.2.a. GelRed™ ’in agaroz jel i¢ine eklendigi jel goriintiisii
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DNA miktar1 ve boyama aktivitesi arasindaki iligkiyi gostermek amaciyla 50 bg ladder
ile cesitli miktarlarda % 2’lik jele yiikkleme yapilmis ve elektroforeze tabi tutulmustur
(Sekil 4.2.b). Sonu¢ olarak GelRed™ boyasimnin da ayni EtBr gibi yiiklenen DNA
miktar1 arttik¢a boyama etkinliginin arttig1 tespit edilmistir. Fakat Candace Breman’in
(2010), elde ettigi verilerin aksine hassasiyet bakimindan GelRed™ boyast 0,2 ul’lik
yiiklenen DNA’y1 (Sekil 4.2.b), EtBr boyasina gore daha net boyamistir (Sekil 4.1.b).

Avyrica jel i¢i agaroz miktar1 arttikga, GelRed™ ile boyanan jellerde bant yapilarinin
DNA miktar1 yogunluguna gore bozuldugu gozlemlenmistir (Sekil 4.2.a ve Sekil 4.2.b).
% 2 lik jele yiiklenen ladderda; 1,0 - 0,5 - 0,2 pl yiiklenen DNA bantlariin gayet
diizgiin boyandig1 saptanirken, 1,5 - 2,0 - 2,5 ul yiiklenen DNA bantlarinin yapilarinin
bozuldugu saptanmistir (Sekil 4.2.b). Ancak Sekil 4.2.a’da goriintiilenen % 1°lik jele
yiikli olan 2 pl’lik ladder bantlarinda bozulma meydana gelmemistir. Sonug olarak
agaroz miktar1 arttik¢a yiiklenen DNA miktarinin azaltilmasi ile net boyanan bant

goriintililerinin elde edilebilecegi sonucuna varilmistir.

15p0 10p 05pl 02u

Sekil 4.2.b. GelRed™ ile boyanan farkli miktarlardaki ladder bantlari
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GelRed™ boyast ile elektroforez sonrasi jel boyama ¢alismasinda DNA ve PZR tiriinleri
basarili bir sekilde boyanmustir (Sekil 4.2.c). Gelred™ boyasinin zaman igindeki
aktivitesi 30 dakika ve 1 saat olacak sekilde karsilastirilmistir. Sonug olarak iki zaman
diliminde de boyama aktivitesi degisiklik gostermemistir. Ancak boyama siiresi arttik¢a

bantlarin soliisyon i¢inde goriintiisiiniin bozulmaya basladig1 gézlemlenmistir.

PCR Uriinleri

50 bg Ladder

Sekil 4.2.c. GelRed™ ile agaroz jelin elektroforez sonrasi boyama goriintiisii

GelRed™ boyasinin jel i¢i (precast boyama) ve elektroforez sonrasi (post boyama)
boyama aktivitesini karsilastirdigimiz da ise; genomik DNA ve PZR iiriinlerine ait jel
icindeki bant siiriiklenmeleri ve istenmeyen (non-spesifik) bant yapilari hafif
boyanmistir. Ayrica asil bantlar net bir sekilde boyanmustir. Elektroforez sonrasi
boyama da ise genomik DNA’lar net boyanmistir ancak elektroforez sirasinda olusan
stiriklenmeler de bantla birlikte belirgin bir sekilde boyanarak goriintiileme kalitesini
azaltmistir. Ladder’in yiiklendigi jelde ise yogun ve dejenere bir boyama

gozlemlenmistir. Sonug¢ olarak GelRed™ boyasinin jel i¢i boyamada daha basarili
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oldugu ve en kiigiik DNA miktarlarin1 bile EtBr’ye gore daha hassas boyadigi tespit

edilmistir.

Yapilan literatiir arastirmalarinda da GelRed™ igin jel i¢i boyama, elektroforez sonrasi
boyamaya gore daha fazla tercih edildigi goriilmistiir (Huang ve ark., 2010; Dong ve
ark., 2012: Couto ve ark., 2013). Hem zamandan tasarruf etmek i¢in hem de boyama
kalitesi ve hassasiyeti acisindan GelRed™ boyasinin jel i¢i boyama aktivitesi daha

basarili bulunmustur.

Holloway ve ark. (2011) Friedreich ataksi hastaligina sebep olan FXN genindeki GAA
triniikleotid tekrar dizilerinin inhibesi lizerine yiiriittiikkleri ¢calismalarinda elde ettikleri
PZR iriinlerini agaroz jel icinde EtBr ve GelRed™ boyalarint kullanarak
goriintliilemisglerdir. Calisma sonucunda GelRed boyasinin PZR firiinlerini EtBr’den

daha yogun ve net boyadigini ifade etmislerdir.
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4.3. SYBR® Safe ile Boyama

SYBR® Safe boyasi, 10.000 x DMSO (Dimetil siilfoksit) i¢inde ¢oziilmiis sekilde,
(Invitrogen) temin edilmis ve boya jel i¢ine seyreltilmeden ilave edilmistir. Yiiklenen
bitki genomik DNA’s1 ve PZR iiriinlerine 100 voltta iki saatlik elektroforez islemi
uygulanmustir. Jel fotografi UV transilliiminatérde (Bio Rad, ChemiDoc™ MP Imaging
System) c¢ekilmistir. Yapilan boyama sonucunda SYBR® Safe boyasinin DNA ve PZR
trtinlerini, EtBr kadar basarili bir sekilde boyadigi gozlemlenmistir (Sekil 4.3.a).
SYBR® Safe ile yogun DNA barindiran bantlarin goriiniimii daha parlak, az DNA
barindiran bantlarin goriiniimii daha mat boyanmistir. Yani SYBR® Safe boyasinin
ortamdaki DNA miktar arttik¢a, baglanma ve floresans aktivitesinin arttigi sonucuna

varilmstir.

Yapilan diger arastirmalarda da benzer sonuglar elde edilmistir. MIT (Massachusetts
Institute of Technology) Universitesi bilim adamlari lisans laboratuarlarinda EtBr yerine
SYBR® Safe boyasinin kullaniminin avantajlar1 iizerine bir ¢alisma yiiriitmiislerdir.
SYBR® Safe boyasinin DNA bantlarin1 EtBr’den daha iyi boyadigini, ancak RNA
boyamada yeterli olmadigini belirtmislerdir. Ayrica maliyet agisindan da pahali bir boya

oldugunu belirtmislerdir (Anonim, 2006c¢).
Martineau ve ark. (2008), SYBR® Safe boyama tekniginin gelistirilmesi iizerine bir

calisma yapmuglardir. Calisma sonucunda SYBR® Safe boyasinin Etidyum Bromiir

boyasindan daha hassas boyama gerceklestirdigini tespit etmislerdir.
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Genomik DNA

5

PCR Uriinleri

1 2 3

50 bp Ladder

Sekil 4.3.a. SYBR® Safe’in agaroz jel i¢ine eklendigi jel goriintiisii
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SYBR® Safe boyasinin ilave edildigi jellere farkli miktarlarda ytiklenen 25 bg ladder’in
baglanma aktivitesini karsilagtiran bir ¢alisma yapilmistir. Calisma sonucunda DNA
miktar1 artttkca SYBR Safe’in boyama etkinliginin de arttigi tespit edilmistir (Sekil
4.3.b). Ayrica SYBR® Safe boyast 0.2 ul yiiklenen 25 b¢ ladder’s EtBr’ye gore daha
belirgin bir sekilde boyamistir. Bu sonu¢ SYBR® Safe boyasinin EtBr boyasina gore

daha hassas oldugunu gostermistir.

15p0  10u  05ul 02p

Sekil 4.3.b. SYBR® Safe ile boyanan farkli miktarlardaki ladder bantlar
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SYBR® Safe boyasi ile agaroz jelin elektroforez sonrasi boyama yontemi de
denenmistir. Yiiklenen DNA ve PZR iiriinleri net bir sekilde boyanmistir (Sekil 4.3.c).
Ayrica 30 dakika ile 1 saat boyama aktivitesi karsilastirilmasi da yapilmis olup netlik
bakimindan fark gozlenmemistir. Aksine boya soliisyonunda jelin daha uzun siire
durmasimnin boyanan DNA bantlarinin bozulmasina neden oldugu saptanmigtir.
Elektroforez sonrast boyama da DNA siiriiklenmeleri ve non-spesifik DNA bantlarin da

net bir sekilde boyandigi tespit edilmistir.

-
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Sekil 4.3.c. SYBR® Safe ile agaroz jelin elektroforez sonrasi boyama goériintiisii
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SYBR® Safe boyasmnin jel i¢i ve elektroforez sonrast boyama aktiviteleri
karsilastirildiginda, jel i¢ci boyama da hem genomik DNA hem de PZR iiriinleri basarili
bir sekilde boyanirken, elektroforez sonras1 boyama da genomik DNA numuneleri net
bir sekilde boyanmig, PZR {irlinlerine ait bant yapilar1 net boyanmamustir. Sonug olarak
SYBR® Safe jel ici boyama etkinligi, elektroforez sonrast boyamadan daha basaril
oldugu saptanmistir. EtBr ile karsilastirildiginda jel i¢i boyama aktiviteleri ayni olup,

elektroforez sonras1 boyama da ise EtBr boyasi daha net boyama gerceklestirmistir.
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4.4. SYBR® Green | Ile Boyama

Temin edilen SYBR® Green I boyasi jel i¢inde seyreltilmeden kullanilmigtir. Jel
fotografi 2 saatlik elektroforez sonras1 UV transilliiminatérde (Bio Rad, ChemiDoc™
MP Imaging System) ¢ekilmistir. SYBR® Green I boyasiyla yapilan jel i¢i boyama
sonucunda (Sekil 4.4.a) DNA ve PZR iirlinleri boyanmistir. Ancak SYBR® Green |
boyama sirasinda DNA bantlarinin seklini degistirmis ve bantlarin diizgiin ilerlemesini
engellemistir. Bunun sebebinin SYBR® Green I’in DNA’ya baglanma afinitesinin ¢ok
yiiksek olmasi oldugu ifade edilmistir (Anonim, 2011a). Boyanin jel i¢i kullaniminda
seyreltilmesi gerektigi iiriin protokoliinde bildirilmistir. Jel fotografinda (Sekil 4.4.a)
goriildiigh tizere, DNA yogunluk derecesine gore bantlar ya ¢ok parlak ya da mat bir
sekilde goriintii vermistir. DNA bantlar1 diiz ve uglari ¢ikintili olmas1 gerekirken bantlar

basik ve daginik sekilde gdzlemlenmistir.

Huang ve Fu (2005), SYBR® Green I, SYBR® Gold, GoldView™ boyalarin1 Etidyum
Bromiir ile karsilastiran bir ¢alisma yiirlitmiislerdir. Calisma sonucunda SYBR® Green |
ve SYBR® Gold boyalarinin en kii¢ciik DNA parcalarint bile tespitte EtBr’den daha
hassas olduklari saptanmistir. Bir diger calismada da SYBR® Green I’de dsDNA ve
ssDNA parcalarin1 boyamasi yaninda RNA elektroforezinde de kullanilan hassas ve

giivenilir boyalar arasinda gosterilmistir (Farrell, 2010).

Yapilan bir diger caligmada da Etidyum Bromiire karsi DAPI (4',6-diamidino-2-
phenylindole) ve SYBR® Green [ boyalarmin giivenlik ve hassasiyetleri
karsilagtiritlmistir. Calisma sonucunda SYBR® Green I’in, Etidyum Bromiir’den daha

hassas sonug verdigi saptanmistir (Bourzac ve ark., 2003).

Kiltre ve Ryan (1997), degisken alanli (pulsed field) jel elektroforezinde kullandiklar:
SYBR® Green I'in EtBr’ye gore daha basit ve dogru kantitatif sonucglar ortaya
koydugunu belirtmislerdir. Zipper ve ark. (2004), SYBR® Green I’in tek mi yoksa cift
iplikli DNA’da m1 daha iyi bir performans gosterdigini aragtirmak igin yiiriittiikleri
calisma sonucunda SYBR® Green I’in ¢ift iplikli DNA’ya daha iyi baglandigin1 ve bu
sayede DNA’nin 6zellikleri hakkinda daha iyi veriler elde edildigini ifade etmislerdir.
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Sekil 4.4.a. SYBR ® Green [’in agaroz jel i¢ine eklendigi jel goriintiisii
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SYBR® Green I boyasi 1/3 oraninda seyreltilip jel iginde tekrar kullanilmistir.
Elektroforez sonrasi ¢ekilen jel fotografinda DNA bantlarmin boyandigi ancak yine
DNA gogiinde boya tarafindan engellemenin ve sekil bozukluklarinin devam ettigi
tespit edilmistir (Sekil 4.4.b.).

Genomik DNA

| p

P b |

-~

50 bp Ladder

Sekil 4.4.b. SYBR ® Green I’in % 1°lik agaroz jel igine seyreltilerek eklendigi jel goriintiisii

SYBR® Green I boyasi ile yapilan DNA boyama c¢alismasinda % 2’lik agaroz jele 25 bg
ladder ile belirli oranlarda yilikleme yapilarak, DNA miktar1 ile boyama aktivitesi
karsilastirilmistir. Sonug olarak EtBr’ye benzer sekilde SYBR® Green I’in de DNA
miktar1 arttikca boyama aktivitesi artmistir. Ayrica bu ¢alismada % 2’lik jelde, boya
DNA bantlarinin yapisint bozmamis olup diizgiin bir boyama gostermistir (Sekil 4.4.c.
A). Boyanin afinitesinin jel i¢i artan agaroz miktariyla dengelenip, DNA bantlarinin
daha saglikli boyanmasina sebep oldugu diisiiniilmektedir. Ayn1 ¢alisma % 1’°lik agaroz
jelde tekrar edilmis olup, DNA miktar1 arttik¢a, boyanin yiiksek afinitesi bant
yiiriitmesini engellemis ve DNA bantlarinin bozuk boyanmasina neden olmustur (Sekil
4.4.c. B). DNA miktart en az olan 0,2 mikrolitrelik DNA bantlari daha net ve diizgiin
boyandig1 gozlemlenmistir. Sonug¢ olarak % 1°lik agaroz jeli yerine % 2’lik agaroz

jelinin SYBR® Green I ile DNA boyama islemlerinde kullanilabilecegi sonucuna
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vartlmistir. Ayrica SYBR® Green | boyast 0,2 mikrolitre DNA bantlarini % 1°lik jelde
daha net boyarken, % 2’lik jelde daha hafif boyamistir. EtBr boyasiyla
karsilastirildiginda SYBR® Green I boyasi (% 2’°lik agaroz jel goriintiisiine gére) ayni

hassasiyeti gostermistir.

15p 1opl  o05pl o02pl 25p0 20 15p 10pt  05pl  02ul
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Sekil 4.4.c. SYBR® Green | boyasi ile boyanan farkli miktarlardaki ladder bantlar
(A) % 2’lik agaroz jel goriintiisii ve (B) % 1°lik agaroz jel goriintiisii

Bir diger boyama teknigi ise SYBR® Green | ile elektroforez sonrasi agaroz jel boyama
calismasi olmustur. Jele yiiklenen genomik DNA’lar ve PZR firiinleri boyanmistir.
SYBR® Green I boyasi elektroforez sonrast boyamada jel i¢i boyamada gozlendiginin
aksine DNA bantlarinin seklinde degisiklige sebep olmamustir. Ancak elektroforez
sonrast boyamada EtBr kadar net bir boyama performansi da gostermemistir (Sekil
4.4.d). Ayrica diger boyalarda elektroforez sonrast boyamada uygulanan zaman araligi
(30 dakika — 1 saat) SYBR® Green I boyasma da uygulanmistir. Boya soliisyonunda
uzun siire jelin durmasi sonucu bantlarin deforme oldugu gozlemlenmistir. Sonug olarak
agaroz jelin uzun siire boya soliisyonunda tutulmasinin boyama aktivitesinde olumlu bir
degisiklik saglamadig1 saptanmistir. Elektroforez sonrasi boyamada jel i¢i boyamaya

kiyasla non-spesifik bantlar ve siiriiklenmeler daha net gézlemlenmistir.
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Sekil 4.4.d. SYBR® Green | ile agaroz jelin elektroforez sonrasi boyanma goriintiisii

SYBR® Green I boyasinin jel i¢i ve elektroforez sonrast boyama ¢alisma goriintiileri
incelendiginde, jel i¢i boyama aktivitesi daha basarili olmustur. Ama jel i¢i boyamada
kullanilan boya miktarinin daha da azaltilmasi gerektigi 1/3 oraninda seyreltilerek
hazirlanan jel goriintiisiinde (Sekil 4.4.b) ortaya konulmustur. SYBR® Green |
boyasimnin EtBr boyasi ile karsilastirildiginda boyama aktivitelerinin ayni oldugu
sonucuna varilmistir. Ancak EtBr elektroforez sonrasi boyamada SYBR® Green |

boyasindan daha basarili ve net boyama gergeklestirmistir.
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4.5. Metilen Blue ile Boyama

Metilen Blue’nun % 0.025 olacak sekilde seyreltilmis boya soliisyonundan jel igine
eklenmistir. Elektroforez 2 saat gergeklestirilmis olup, kolorimetrik ¢ekimle jel fotografi
goriintiilenmistir. Sonug¢ olarak Metilen Blue ile boyanan jelde DNA ve PZR firiin
bantlarinin boyanmadigi tespit edilmistir (Sekil 4.5.a). Yapilan literatiir taramasinda da

jel i¢i boyamayla ilgili bir literatiir bulunamamastir.

Sekil 4.5.a. Metilen Blue’nun agaroz jel icine eklendigi jel goriintiisii
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Metilen Blue boyasi farkli miktarlardaki 25 b¢’lik ladder’in yiiklendigi jelde de jel ici
boyamada (Sekil 4.5.a) oldugu gibi herhangi bir banti boyamamis ve goriintii
alinamamustir (Sekil 4.5.b).

Sekil 4.5.b. Metilen Blue ile boyanan farkli miktarlardaki ladder bantlari

Elektroforez sonras1 boyama da diger boyamalardaki miktarlarda DNA (4 ul ) ve PZR
drlinleri (15 pl) yiiklenmistir. Boyama ve yikama islemleri sonrasit cekilen jel
fotografinda DNA bantlarinin hafif boyandigi ve yogun olan PZR iiriinlerinin (Xwmc
93 primeri) daha net boyandigi saptanmistir (Sekil 4.5.c.A). Bu sonuca gore tekrar
agaroz jel hazirlanmis ve bu defa DNA miktar1 2.5 kat (10 ul) ve PZR dirtinlerinin
miktarlart 5 pl arttirilarak (toplam 20 ul) jele yiiklenmistir. Elektroforez sonrasi boyama
ve yikama iglemlerinden gecirilen jelin fotografi ¢ekilmistir. Sonug olarak DNA bantlar1
biraz daha belirgin hale gelirken, elektroforez sirasinda olusan siiriiklenmelerde
boyanmustir (Sekil 4.5.c.B). Miktar1 arttirllan PZR {irlinleri daha belirgin ve non-
spesifik bantlar da daha net boyanmistir. Metilen Bule boyasinin DNA miktar1 arttik¢a

boyama etkinliginin artig1 bu deneme ile tespit edilmistir.
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Metilen Blue boyasmin her iki boyama calismasi (jel ig¢i ve elektroforez sonrasi
boyama) karsilagtirildiginda elektroforez sonrasi jel boyama c¢alismasi daha basarili
olmustur. EtBr boyasi ile karsilastirildiginda ise boyama hassasiyeti, goriintii kalitesi
yetersizligi, yiikkleme i¢in fazla miktarda DNA gerektirmesi ve uzun zaman alan boyama

prosediirii gibi dezavantajlara sahiptir.

Jel goriintiileri incelendiginde boyama ve yikama islemleri sonrasi saglikli yorum
yapilacak bir goriintii ortaya ¢itkmamistir. Floresans boyalarda oldugu gibi net bir bant
yapisi goriilememistir. Ayrica tam boyanmis bir DNA bant yapist i¢in fazla miktarda
DNA kullanilmast gerekmektedir. Calismanin biitiiniine bakildiginda harcanan zaman,
is giicli ve hassasiyet diisiiniildiigiinde Metilen Blue boyasi diger floresans boyalarin

cok gerisinde kalmustir.

Soceoeedddes| oo es =

Sekil 4.5.c. Metilen Blue ile agaroz jelin elektroforez sonrast boyanma goriintiisii
(A) DNA ve PZR iiriinleri (B) Yiikleme miktar arttirtlmig DNA ve PZR iiriinleri

Tsui ve Law (2012), insan genomu flizerinde yaptiklart DNA parmak izi analizi
caligmalarinda agaroz jel elektroforezinde Metilen Blue ve SYBR® Safe boyalarini
karsilastirmislardir. Sonug¢ olarak her iki boyamada da DNA bantlar1 boyanmis olup,
SYBR® Safe boyasinda bantlarin daha hassas ve belirgin oldugu tespit edilmistir.
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4.6. Kristal Viyole ile Boyama

Kristal Viyole’nin % 0.025 olacak sekilde seyreltilmis boya soliisyonundan jel igine
eklenmistir. iki saatlik elektroforez sonrasi kolorometrik ¢ekimle jel gériintiilenmistir.
Sonug olarak DNA ve PZR f{iriin bantlarinin boyanmadigi tespit edilmistir (Sekil 4.6.a).

Literatiir arastirmasinda Kristal Viyole’nin jel i¢i boyamasi ile ilgili literatiire

rastlanmamustir.

Genomik DNA

-

Sekil 4.6.a. Kristal Viyole’nin agaroz jel i¢ine eklendigi jel goriintiisii
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Kristal Viyole ile boyanan farkli miktarlardaki 25 b¢’lik ladder’in yiiklendigi jelde de
(Sekil 4.6.b) DNA ve PZR firiinlerinin yiiklendigi jel i¢i boyamada oldugu gibi bantlarin

boyanmadig1 ve goriintiilenmedigi tespit edilmistir.

Sekil 4.6.b. Kristal Viyole ile boyanan farkli miktarlardaki ladder bantlar1

Elektroforez sonrasi boyama c¢alismasinda ise Oncelikle diger boya denemelerinde
kullanilan miktarlarda DNA (4 pul) ve PZR triinleri (15 pl) yiiklenmistir (Sekil 4.6.c.A).
Bir giinliik yikama isleminden sonra jel goriintiisii incelenmistir. Genomik DNA
ornekleri hafif boyanirken, yiiklenen PZR iriinleri daha iyi boyanmistir. Daha sonra
tekrar % 1’lik jel hazirlanmig, DNA (10 pl) ve PZR (20 pl) driinlerinin miktarlari
arttirtlarak jele yiliklenmistir (Sekil 4.6.c.B). Elektroforez ve boyama islemlerinden
sonra bir giinliik yikamaya birakilmistir. Yikama sonrasi genomik DNA’lar biraz daha
gorliniir hale gelmis, ancak EtBr gibi net bir bant yapisi gozlemlenemistir. Miktari

arttirilan PZR triinlerinin bant boyamalarinda ise degisiklik olmamuistir.

Rand (1996) tarafindan yiiriitillen Kristal Viyole ile jel elektroforezi sirasinda DNA
bantlarini gorsellestirmek ve klonlama verimini gelistirmeye yonelik ¢alismada, Kristal
Viyole’nin DNA bantlarinin gériintiilenmesinde EtBr kadar hassas olmadigi, bununla
birlikte jelden DNA’nin zarar gérmeden izolasyonu ve klonlanmasinda EtBr’den daha

verimli oldugu saptanmastir.
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Sekil 4.6.c. Kristal Viyole ile agaroz jelin elektroforez sonrasi boyanma goriintiisii
(A) DNA ve PZR tiriinleri (B) Yiikleme miktar1 arttirilmus DNA ve PZR firiinleri

Miiller ve Gautier (1975), niikleik asitler ile heteroaromatik bilesiklerin etkilesimini
belirlemek i¢in sekiz farkli boyanin (p-Fuchsin, Malahit Green, Metil Green, Auramine,
Di-t-butyl proflavine Monoacetate, Di-t-butyl acriflavine ve Kristal Viyole) kullanildig:
bir calisma gergeklestirmislerdir. Calisma sonucunda Kristal Viyole ve Hochst 33258
boyalarinin  DNA’nin  disgina baglanarak, goriintiilemeye imkan sagladigini

belirtmiglerdir.

Jin ve Choi (2004), elektroforezde protein ve DNA’nin boyanmast i¢in yeni yontemler
gelistirmek i¢in bir dizi deneme yapmislardir. Denemelerinde DNA’nin boyanmasinda
karsi-iyon boyama mekanizmasi gelistirmislerdir. Bunun i¢in Kristal Viyole ve Metil
Orange kullanilmistir. Calisma sonucunda Kristal Viyole-Metil Orange karsi-iyon
boyama mekanizmasi, EtBr kadar hassas sonu¢ vermedigi ortaya konulmustur. Kristal
Viyole ve Metil Orange boyasinin birlikte kullanildigi bir diger arastirmada ise agaroz

jel izerinde giivenilir ve hassas sonuglar elde edilmistir (Yang ve ark., 2001).

Kristal Viyole boyast ile jel i¢i ve elektroforez sonrasi yapilan jel boyama caligmalart
karsilastirildiginda, Kristal Viyole ile elektroforez sonrasi jel boyama basarili bir sonug
vermistir. Etidyum Bromiir boyasi ile yapilan karsilastirilmadaise; hassasiyeti diisiik ve
goriintii kalitesinin  kotii olmasi, fazla miktarda DNA gerektirmesi ve boyama
caligmasinin iki giin slirmesi Kristal Viyole boyasinin, EtBr boyasi karsisindaki

dezavantajlar1 olmustur.
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4.7. N719 Organik Boyas ile Boyama

Organik boyanin miktar denemeleri % 1°lik jel i¢inde gerceklestirilmistir. Yapilan
denemeler sonucunda 220 ml’lik % 1°lik jel i¢ine 60 pl organik boya ilave edilmesinin
yeterli oldugu sonucuna varilmistir. Yiiklenen DNA 6rnekleri net bir sekilde boyanmis
olup, DNA yogunlugu fazla olan 6rnekler daha basarili boyanirken, DNA yogunlugu az
olan 6rnekler hafif boyanmistir. Organik boyanin yiiklenen DNA o6rneklerini ve PZR
tiriinlerini net bir sekilde boyadigi gozlemlenmistir (Sekil 4.7.a). En son yiiklenen
Xwme 93 primerine ait PZR iiriinleri ¢ok yogun oldugu icin biraz daha net boyanirken,
Xwme 312 primerine ait PZR iiriinleri yogun DNA barindirmadigindan hafif bir

boyama aktivitesi gostermistir.
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Sekil 4.7.a. N719 organik boyasinin agaroz jel igine eklendigi jel goriintiisii
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Farklt miktarlarda ladder’in yiiklendigi % 2’lik jel icine eklenen organik boyanin
boyama aktivitesine bakilmistir (Sekil 4.7.b). Organik boya, boyama etkinligi gostermis
ve ayrica ladder miktarinin artmasi organik boyanin boyama aktivitesinde olumlu yonde
etkilemistir. Biitiin bantlar net bir sekilde boyanmustir (Sekil 4.7.b). Ayrica en kiiciik
miktarda yiiklenen 0,2 pl ladder bantt N719 organik boyasiyla EtBr’den daha net bir
sekilde boyanmustir.

250 20w 150 104 05u  02ul

Sekil 4.7.b. N719 organik boyasi ile boyanan farkli miktarlardaki ladder bantlar

Elektroforez sonrasi boyama isleminde ise diger boyalarda oldugu gibi organik boya
distile su ile seyreltilip jeli sonradan boyamada kullanilmistir. Calisma sonucunda
organik boyanin elektroforez sonrast da bantlar1 net bir sekilde boyadigi
gozlemlenmistir (Sekil 4.7.c.). Elektroforez sonras1i boyamada EtBr ile benzer goriintii

netligi alinmistir.
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Sekil 4.7.c. N719 organik boyast ile agaroz jelin elektroforez sonrasi boyama goriintiisii

Organik boyanin jel i¢i ve elektroforez sonras1 boyama aktivitesi karsilastirildiginda, jel
ici boyama aktivitesinin daha bagarili oldugu sonucuna varilmistir. Etidyum Bromiir
boyasi ile karsilastirildiginda ise kullanilan N719 organik boyasinin EtBr’ye alternatif

olabilecegi sonucuna varilmistir.
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5. SONUC

Bu tez c¢aligmasinda, bitki DNA’sinin goriintiilenmesi i¢in yaygin olarak kullanilan
ancak kanserojen ve mutajen 6zellikleri olan Etidyum Bromiir boyasina alternatif olarak
elektroforez jellerinin boyanmasinda; GelRed™, SYBR® Safe, SYBR® Green I, Metilen
Blue, Kristal Viyole boyalar1 ile N719 organik boyasinin kullaniminin arastirilmasi ve

Etidyum Bromiir ile karsilastirilmas1 amaglanmustir.

Calismada materyal olarak kullanilan boyalar hem elektroforez oncesi (jel i¢i boyama)
hem de elektroforez sonrasi agaroz jellerin boyanmasinda kullanilmistir. Elektroforez
oncesi boyama calismalarinda SYBR® Green |, SYBR® Safe, GelRed™ ve N719
boyalarit DNA ve PZR fiiriinlerini EtBr ile ayni netlikte boyamiglardir. Ancak SYBR®
Green I, DNA’lara ait bant sekillerini degistirmistir. Yapilan literatiir arastirmasinda bu
durumun SYBR® Green I'in DNAya yiiksek afinitesinden kaynaklandigi ve bu nedenle
jel i¢i kullanimlarda fazla oranda seyreltilmesi gerektigi bildirilmistir (Anonim, 2011b).
Ikinci kez hazirlanan jele, ilk kullanilan SYBR® Green I boya miktarmin 1/3’i kadar
boya ilave edilerek seyreltilmistir. Elektroforez islemi sonrasi goriintiilenen jel
fotografinda yine boya tarafindan DNA gég¢iiniin engellendigi tespit edilmistir. Metilen
Blue ve Kristal Viyole boyalart ile boyanan jellerde DNA ve PZR {iriin bantlart

gorlintiilenememistir. Bu iki boyanin jel i¢i boyama literatiiri de bulunamamastir.

Ayrica SYBR® Safe, SYBR® Green | ve GelRed™ boyalarinin, ortamda bulunan DNA
miktarina gére floresan aktivitesinin degistigi tespit edilmistir. Jelde kosulan DNA’nin
konsantrasyonu yiiksekse boyama aktivitesi artmakta, daha az miktarda DNA varsa
diisiik bir baglanma aktivitesi oldugu saptanmistir. Bunun sonucunda jelde bantlar daha
parlak ya da mat bir bant seklinde gézlemlenmistir. EtBr basta olamak ilizere SYBR®
Safe (Sekil 4.3.b), SYBR® Green | (Sekil 4.4.c), GelRed™ (Sekil 4.2.b) ve N719 (Sekil
4.7.b) boyalart ile yapilan farkli miktarlarda yiiklenen ladder denemesinde, 6rnek
miktarinin artigiyla birlikte boyama aktivitesinin de arttig1 daha kesin bir sekilde tespit

edilmistir. Ladder’in yiiklendigi jellerde, 0,2 pl yiiklenen iriinler N719, GelRed™ ve
SYBR® Safe boyalari tarafindan net boyanirken, SYBR® Green | ve EtBr boyalar ile
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net boyanmamuistir. Sonug olarak bu ¢alismada yapilan deneylerle boyama hassasiyeti

™

en yiiksek olan boyalarin GelRed™ ve N719 oldugu belirlenmistir.

Uygulanan jel i¢i boyama protokollerinden GelRed™, SYBR® Safe ve N719 boyama
protokollerinin bitki DNA’s1 boyamasinda, EtBr’ye alternatif olarak kullanilabilecegi
sonucuna vartmistir. SYBR® Green [ boyasinin da seyreltme optimizasyonu
belirlendikten sonra EtBr’ye alternatif olarak bitki DNA’larinin goriintiilenmesinde

kullanilabilecegi saptanmustir.

Ekonomik anlamda bu boyalar1 karsilagtirdigimizda, jel basina (220 ml’lik % 1°lik jel
icin) maliyetleri; SYBR® Green I boyasinin 47 Lira, GelRed™ boyasinin 10 Lira,
SYBR® Safe boyasinin 8 Lira, N719 organik boyasinin 0.0544 Kurus ve EtBr boyasinin
0.006 Kurus oldugu hesaplanmistir. Sonug¢ olarak seyreltilmeden kullanilan bu {ig
boyanin maliyet a¢isindan ekonomik olmadigi sonucuna varilmistir. Ancak bu boyalarin
kanserojen olmamalari nedeniyle tekrar kaynatilip kullanilabilme imkani vardir. Jellerin
bu sekilde tekrar kullanimiyla bu boyalarin maliyetleri diisiiriilerek, ekonomik agidan

dezavantajlariin azaltilabilinecegi diisiiniillmektedir.

Elektroforez sonrasi jellerin boyanmasinda kullanilan altt boya maddesi de DNA ve
PZR iriinlerinin boyama islemini gerceklestirmistir. Floresans boyalarla yapilan
boyama islemlerinde EtBr’den sonra net boyama yapan GelRed boyasi olmustur. Bunu
siras1 ile SYBR® Safe, N719 ve SYBR® Green I boyasi izlemistir. Metilen Blue ve
Kristal Viyole boyalarmin aktivitelerini iyi gosterebilmesi igin yiiklenen DNA
miktarinin fazla olmasi gerektigi saptanmigtir. Ancak Metilen Blue ve Kristal Viyole,
EtBr ile karsilastirildiklarinda hassas bir boyama aktivitesi gostermemislerdir.
Calismada kullanilan biitiin boyalarin jel boyamalarinda DNA yogunlugu ne kadar fazla
ise boyama aktivitelerininde arttig1 gozlemlenmistir. Ayrica SYBR® Green I boyasinin

elektroforez sonras1 boyamada DNA bant yapilarin1 bozmadigi saptanmustir.

Elektroforez sonrast boyamalarda kullanilan boya miktarlart ekonomik agidan
incelendiginde ise; GelRed™ boyasinin (250 ml soliisyon igin) 60 Lira, SYBR Green |
boyasinin (200 ml soliisyon i¢in) 43 Lira, SYBR Safe boyasinin (250 ml soliisyon i¢in)
18 Lira, Metilen Blue boyasinin (200 ml soliisyon i¢in) 0.106 Kurus, Kristal Viyole
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(200 ml boya soliisyonu i¢in) boyasinin 0.06 Kurus, Organik boyanin (200 ml boya
soliisyonu i¢in) 0.0748 Kurus ve EtBr boyasiin (200 ml boya soliisyonu i¢in) 0.0086
Kurus oldugu hesaplanmistir. Maliyet agisindan bakildiginda, EtBr ve Organik boyanin
diger boyalardan avantajli oldugu sonucuna varilmistir. Ancak hazirlanan boyama
soliisyonu tekrar kullanilarak maliyet acisindan goziiken dezavantajin giderilebilinecegi

distiniilmektedir.

Organik boya incelendiginde ise jel i¢i boyama aktivitesinin yeterli oldugu ve DNA
miktart arttikca kismen arttigt gozlemlenmistir. Elektroforez sonrast boyama
calismasinda ise DNA boyamada basarili oldugu goézlenmistir. Rutin elektroforez
uygulamalarinda EtBr yerine kullanilabilinecegi tespit edilmistir. Kullanilan organik
boyanin kimyasal yapisinin gelistirilip, DNA baglanma aktivitesinin arttirilabilinecegi

sonucuna varilmistir.

Jel i¢i ve elektroforez sonrasi boyama protokollerini hassasiyet, netlik, hiz, zaman ve is
giicii bakimindan karsilastirdigimizda jel i¢i boyama protokollerinin daha verimli ve
daha saglikli bilgiler verdigi tespit edilmistir. Her iki yontem icinde boyalar
karsilastirildiginda ise GelRed™, SYBR Safe ve N719 boyalar1 ¢alismada kullanilan

diger boyalar i¢inde 6ne ¢ikmistir.
Yapilan analizler sonucunda bitki biyoteknolojisi c¢alismalarinda EtBr yerine

kullanilabilecek alternatif boyalarin avantaj ve dezavantajlar1 ortaya konularak daha

sonraki ¢alismalara bir onveri hazirlanmistir.
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