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Kegi Siitii Somatik Hiicrelerinden Genomik DNA izolasyonunda
Fenol-Kloroform ve Chelex® 100 Ekstraksiyon Yontemlerinin
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Oz: Bu galismada, Ankara Universitesi Ziraat Fakiiltesi Zootekni Béliim Isletmesinde yetistirilen Saanen—Kilis
melezi Akkeci'lerden ve Konya—Ermenek yoresi 6zel isletmelerdeki Kil kegi'lerden temin edilen toplam 30 adet sit
orneginden genomik DNA izolasyonu yapilmistir. Genomik DNA izolasyonu, fenol—kloroform ile Chelex® 100
ekstraksiyon yontemleri kullanilarak yapilmistir. Her iki yontemle elde edilen genomik DNA'nin konsantrasyonu ve saflik
derecesi, 260 ve 280 nm UV 1511 altinda absorbans degerlerinden hesaplanmis ve karsilastiriimistir. Fenol—kloroform
ekstraksiyon yontemi ile elde edilen DNA konsantrasyonu ortalama, 2406+322 ug/mL ve saflik derecesi Azso/Azso
oraninda ortalama, 1.816+0.038 olarak bulunmustur. Bu durum fenol-kloroform ekstraksiyon ydntemiyle genomik
DNA'nin saf olarak elde edildigini gostermektedir. Chelex® 100 ekstraksiyon ydnteminde ise DNA konsantrasyonu
ortalama, 590.0+54.9 pg/mL ve elde edilen genomik DNA'nin saflik derecesi ortalama, 1.311+0.012 olarak bulunmustur.
Bu sonug Chelex® 100 ekstraksiyonu ile elde edilen DNA 6rneklerinde protein kontaminasyonu oldugunu gostermekte
ve DNA'larin ¢ok saf elde edilemedigini ifade etmektedir. Fenol-kloroform ekstraksiyon yontemi ile elde edilen genomik
DNA, % 1.0 ’lik agaroz jelinde tek bant olarak goérilmustir. Ancak Chelex® 100 ekstraksiyon yontemi ile elde edilen
DNA miktari az oldugu i¢in agaroz jelinde gériinti alinamamustir.

Anahtar Kelimeler: Genomik DNA izolasyonu, sut, somatik hiicre, Chelex® 100, fenol-kloroform ekstraksiyonu

The Comparison of Phenol-Chloroform and Chelex® 100 Extraction Methods
for the Isolation of Genomic DNA From Goat Milk Somatic Cells

Abstract: In this study, the isolation of genomic DNA was carried out by using a total of 30 Akkeci and native hair
goat milk samples that were collected from Konya-Ermenek region and University of Ankara, Faculty of Agriculture,
Department of Animal Science. The isolation of genomic DNA was performed by using phenol—-chloroform and Chelex®
100 extraction methods. The concentration and the purity of genomic DNA obtained with both methods, were
determined by spectrophotometric absorption of UV light at 260 nm and 280 nm wave length and the results were
compared. The mean DNA concentration obtained from phenol—chloroform extraction method was 2406+322 pg/mL and
the mean purity of genomic DNA (Agso/Azs ratio) was 1.816+0.038. These results indicate good deproteinisation in
phenol-chloroform extraction method. The mean DNA concentration obtained from Chelex® 100 extraction method was
590.0+£54.9 pg/mL and the mean purity of genomic DNA was 1.311+£0.012. These results showed that there were some
protein contaminations in DNA samples by using Chelex® 100 extraction method. The genomic DNA obtained from
phenol—-chloroform extraction method, appeared to be a single band on 1 % agarose gel but due to the less amount of
genomic DNA obtained in Chelex® 100 extraction method, there was no signal on agarose gel.

Key Words: Genomic DNA isolation, milk, somatic cells, Chelex® 100, phenol-chloroform extraction

Girig

Genetik, biyoteknoloji, molekiler biyoloji ve
biyokimya alanlarinda, genetik materyal (zerine yapilan
arastirmalarin 6n galismasi olarak DNA izolasyonu, blylk
Oneme sahip bir agsamadir. DNA yapisinin analizi, DNA
hibridizasyonu, DNA sira analizi, PCR ’a (Polimeraz Zincir
Reaksiyonu) dayanan metotlarla, polimorfizm c¢alismalari
ve gen klonlanmasi gibi genetik arastirmalarda dncelikle
buyik molekiler agirliktaki, saflastinlmis genomik
DNA’nin elde edilmesi gerekmektedir.

Genel olarak genomik DNA izolasyon protokolleri;
hicrelerin  lize  edilmesi ile baslar, ardindan
deoksiniikleoproteinler ve RNA’lar ortamdan uzaklastirilir
ve DNA’nin endonikleazlar tarafindan pargalanmasini
engellemek igin; selatlama yapan maddeler, yiksek tuz
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konsantrasyonu, deterjanlar ve kimyasal denaturantlarin
kullaniimasi ile son bulur (Chrispeels 1973, Silhavy ve ark.
1984).

Cesitli kaynaklardan DNA izolasyonu yapilabilmekte
Ozellikle havyan materyallerinde yaygin olarak kan
hicreleri kullaniimaktadir (Jeanpierre 1987, Ciulla ve ark.
1988, Johns ve Paulus-Thomas 1989, Montgomery ve
Sise 1990, Mullenbach ve ark. 1989). Bunun disinda st,
sperm, kil, kemik, deri vb. hiicrelerden de DNA elde etmek
mimkindudr (Goossens ve Kan 1981, Brown 1991).

Sit orneklerinin  toplanmasi, diger bazi biyolojik
materyallere gore kolay ve masrafsiz oldugu igin, genomik
DNA’nin sitten izolasyonu igin gelistiriimis olan yéntemler
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daha ¢ok tercih edilmektedir. Ornegin kan 6érneklerinin
temin edilebilmesi igin, bu konuda egitilmis personele ve
ekipmana ihtiyag vardir ve kanin alinmasi hayvanlarda
onemli bir stres faktoriidir. Bu nedenle verimlerde énemli
Olgtide gerilemeler saptanmistir (Lipkin ve ark. 1993). DNA
izolasyonunda kaynak olarak st érneklerinin kullaniimasi
ile bu sorun bulylk o6lgiide asilabilir. Cunki sitin temin
edilmesi gunlik islerden biridir ve egitilmis personel, 6zel
ekipman ya da yardim gerektirmemektedir (Lipkin ve ark.
1993).

Sitte yuksek ancak degisken sayida gkeg:i sutinde
yaklagik 10%-10"/ml; inek siitinde 10*-10"/ml) somatik
hiicre bulunmaktadir. Bu sayi sitin elde edildigi hayvanin
durumuna bagh olarak (mevsim, laktasyon doénemi,
hastalik vb.) farklilik gostermektedir. Sitteki somatik
hicreler; notrofiller, makrofajlar, lenfositler  gibi
Iokositlerden ve daha az oranda da (< % 2) epitel
hiicrelerinden olugmaktadir (Kehrli ve Shuster 1994). Bu
hicrelerin kullanimi ile siitten genomik DNA &rneklerinin
elde edilmesi mimkin olmaktadir (Lipkin ve ark. 1993, De
ve ark. 2000).

Bu calismada kegi suti somatik hicrelerinden
genomik DNA elde etmek amaciyla, giinimizde en
yaygin  olarak kullaniimakta olan fenol-kloroform
ekstraksiyon yontemi ile maliyetinin az olmasi ve daha az
is gucl gerektirmesi gibi avantajlara sahip olan ve giderek
yayginlasmakta olan Chelex® 100 ekstraksiyon yontemi

uygulanmistir.  Son yillarda gelistirilen yeni gen
teknolojileri, bircok alanda oldugu gibi tarimsal
arastirmalarda da buyiuk ©6nem kazanmistir. Bu tip

calismalarin ilk asamasi olarak da genetik materyalin izole
edilmesi 6nem kazanmaktadir. Belirli 6zellikleri tayin eden
genlerin izolasyonundan sonra, bunlarin s6z konusu
Ozelliklerin kalitimina iliskin bilgilerin elde edilmesinde ve
diger genetik uygulamalarda kullanilabilmeleri s6z konusu
olmaktadir.

Materyal ve Yontem

Bu calismada materyal olarak Ankara Universitesi
Ziraat Fakiiltesi Zootekni Boliim isletmesinde vyetistirilen
Saanen—Kilis melezi 15 adet Akkegi ve Konya—Ermenek
yéresindeki 15 adet Kil kec¢i olmak lzere toplam 30 adet
kegi kullaniimistir.

Orneklerin toplanmasi ve hazirlanmasi:  Siit
ornekleri her hayvandan 10-15 ml olmak lizere koruyucu
olarak sodyum azid igeren kapakl cam tlplere alinmis ve
buz kutularinda laboratuara getirilmistir. Ornekler (yaklasik
1.5 ml) eppendorf tiiplere boélinmis ve kullanima kadar —
20 °C’da saklanmistir.

Keci sutl somatik hicrelerinden genomik DNA
izolasyonu, Chelex® 100 ve fenol-kloroform ekstraksiyon
yontemleri ile yapilmistir.

Chelex® 100 ekstraksiyon yontemi: Kegi sitl
somatik hicrelerinden genomik DNA izolasyonunda ilk
olarak Amills ve ark. (1997)'nin bildirdigi Chelex® 100
ekstraksiyon yontemi uygulanmistir. Bu yéntem asagida
Ozetlenmisgtir;

10 pl sat, steril su ile 1000 pl'ye tamamlanip, oda
sicakhdinda tipler ters c¢evrilerek 15-20 dakika
karigtinlmistir. Bu karisim 12.000 devir/dk.’"da santrifij
edildikten sonra slUpernatan uzaklastirilmistir. TUplerin alt
kisminda toplanan pelet (tortu), somatik hucreleri ve
kazeinleri icermektedir. Bu pelet, 200 pl Chelex® 100
recine (50 g/l) + 4 pl proteinaz K (10 mg/ml;) ile tekrar
suspanse edilmis ve protein partikillerinin regineye
baglanmasini saglamak icin 30 dakika 56 °C’da inkiibe
edilmistir. Son olarak proteinlerin denatlrasyonu ve regine
ile daha siki baglanip ¢okmesini saglamak amaciyla bu
karisim, su banyosunda 100 °C’da 8 dakika daha inkiibe
edilmistir. DNA 6rnekleri, vortekste ylksek hizda 5-10
saniye karigtirildiktan sonra 10.000-15.000 devir/dk.’da
santrifiij edilmistir. Elde edilen genomik DNA o&rnekleri
kullanima kadar —20 °C’da saklanmistir. Her kullanimdan
once oOrnekler, 10.000-15.000 devir/dk.’da santrif(j
edilmistir.

Fenol-kloroform ekstraksiyon yontemi: Kegi siiti
somatik hiicrelerinden genomik DNA izolasyonu igin ikinci
yontem olarak Lipkin ve ark. (1993)'nin bildirdigi fenol—
kloroform ekstraksiyon yontemi bu c¢alismada modifiye
edilerek uygulanmistir.

Daha kisa slren fenol-kloroform ekstraksiyon
protokolleri olmakla birlikte bu galismada uygulanan fenol—
kloroform ekstraksiyon yontemi, 3 giin siirmektedir.

1. giin: Yaklasik 2-3 ml sit, esit hacimde NaCl (%
0.9) ile seyreltilmig ve 4 °C’da 10 dakika 2.000 devir/dk.’da
santrifiij edilmistir. Sipernatan uzaklastirildiktan sonra
elde edilen pelet, tekrar 10 ml NaCl (% 0.9) ile
¢ozdiurldlmis ve ayni sartlarda santrif(ij edilmistir. Daha
sonra onceden isitilmis 2 ml liziz tamponunda (10 mM
Tris, pH 8.0, 100 mM NaCl, 10 mM EDTA, % 0.5 SDS, %
2 B—merkaptoetanol) pelet siispanse edilmis ve 50 °C'da
30 dakika inkiibasyona birakilmigtir. Her bir érnek icin son
konsantrasyon 0.2 mg/ml olacak sekilde tuplere Proteinaz
K (10mg/ml) ilave edilmis ve o&rnekler gece boyu
calkalanarak 42 °C’da su banyosunda birakilmistir.

2. giin: Ornekler esit hacimde fenolle hazirlanmig
Tris-EDTA (TE) tampon ¢ozeltisi (10 mM Tris, pH 7.5 ve 1
mM EDTA) ile ekstrakte edilmistir. Bunun igin her bir tiipte
bulunan 2 ml liziz tampon ¢o6zeltisinin tzerine 2 ml TE
cozeltisi ile hazirlanmis fenol ilave edilmis; tlpler alt st
edilerek fazlarin karismasi saglanmistir. Karigan fazlarin
ayrilmasi igin 5 dakika beklenmis ve daha sonra tiplerin
Ustindeki sulu fazlar yeni tiplere alinmistir. Daha sonra
fenol:kloroform:izoamil alkol (25:24:1) ile ve son olarak da
24:1 kloroform:izoamil alkol ile ekstraksiyon asamalari
tekrarlanmigtir. Ekstraksiyondan sonra DNA'nin
cokturidlmesi icin tlplere 2.5-3 hacim saf etanol ve 1M
sodyum asetat ilave edilmis ve tlpler ters cevrilerek
karigtiniimistir. Ornekler derin dondurucuda —-20 °C’da
gece boyu bekletilmistir.

3. giin: Derin dondurucudan alinan érnekler, 4 °C’da
12.000 devir/dk.’da 15 dakika santrifiij edildikten sonra
supernatan uzaklastinimigtir. Her bir tipe yaklagik 3—4 ml
% 70’lik etanol ilave edilmis ve tlpler oda sicakhginda 5-
10 dakika daha inklbe edilmistir. Etanol ilave edilmis DNA
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ornekleri, 12.000 devir/dk.’”da 5 dakika daha santrif(j
edilmis, slpernatan dokulmis ve tlpler kadit pegete
Uzerinde ters olarak kurutulmustur. Tlplerin dibinde tortu
seklinde DNA iplikcikleri gorilmustir. Oda sicakliginda
kurutulduktan sonra genomik DNA, yaklasik 100 pl 10:0.1
TE tampon ¢ozeltisi icinde ¢ézindurilmastdr.

Genomik DNA izolasyonu tamamlandiktan sonra
ornekler % 1’lik agaroz jelinde kontrol edilmis ve jelin UV
goruntileme sisteminde fotografi gekilmistir. Her bir
kuyuya 9 pl DNA 6rnegi + 1 pl DNA yukleme tamponu
(DNA loading buffer) ilave edilmigtir. (Sekil 1). Bazi
orneklerde elde edilen DNA konsantrasyonu yiksek
oldudu igin jele daha az miktarda érnek yuklemek yeterli
bulunmustur. Bu nedenle agaroz jelinde 16. kuyuya 3 pl
DNA + 1 pl DNA yikleme tamponu yiklenmistir.

Calismada kullanilan ydntemlere goére elde edilen
genomik DNA konsantrasyonu ve saflik derecelerine iliskin
ortalamalar t-testi ile karsilastirilarak aralarindaki farkin
istatistik olarak 6nemli olup olmadigi kontrol edilmistir.

Bulgular

Calismada ele alinan her iki yontemle DNA
izolasyonu yapildiktan sonra orneklerin uv
spektrofotometre’de 260 ve 280 nm dalga boylarinda
absorbans degerleri 6lgilmus ve DNA miktarlari ile saflik
dereceleri saptanmigtir.

Fenol-kloroform ekstraksiyon yodntemi ile elde
orneklerin UV Spektrofotometre’de okunan degerlerine
gore ortalama DNA konsantrasyonu 2406+322 pg/ml ve
ortalama Azso/Azso orani 1.816+ 0.038 olarak bulunmustur.

Chelex® 100 ekstraksiyon yontemi ile elde edilen
Orneklerin UV Spektrofotometre’de okunan degerlerine
gore ortalama DNA konsantrasyonu 590.0+54.9 pg/ml ve
ortalama Agso/Azso orani 1.31120.012 olarak bulunmustur.
Bu oranlar, genomik DNA’larda protein kontaminasyonu
oldugunu goéstermekte ve DNA’larin ¢ok saf olmadigini
ifade etmektedir.
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Fenol-kloroform ekstraksiyon yontemi ile elde edilen
genomik DNA o6rnekleri, %1.0’'lik agaroz jelinde yatay
elektroforeze tabi tutulmus ve UV goéruntileme sisteminde
jelin fotografi cekilmigtir. Genomik DNA'nin beklendigi
Uzere tek bant olusturdugu gézlenmistir (Sekil 1).

Chelex® 100 ekstraksiyon yontemi ile elde edilen
genomik DNA miktari az oldugu igin agaroz jelinde
goranti ahinamamistir. Cesitli arastiricilar Chelex® 100
ekstraksiyon yontemi ile genomik DNA'yi izole ettikten
sonra, PCR (polimeraz zincir reaksiyonu) ile genomik
DNA’'nin Uzerinde durulan hedef bdlgelerini basariyla
¢ogaltmiglar ve gogalttiklari bu DNA pargaciklarini agaroz
jelinde goruntulediklerini bildirmigler (Singer-Sam ve ark.
1989, Amills ve ark. 1997).

Tartigma ve Sonug

Bu calismada fenol-kloroform ve Chelex® 100
ekstraksiyon ydntemleri ile genomik DNA elde etme ve her
iki yontemle elde edilen DNA’larin miktar ve saflik derecesi
bakimindan karsilastiriimasi ele alinmistir.

Fenol—kloroform ekstraksiyon yéntemi ile elde edilen
genomik DNA’nin miktar1 ve saflik derecesi bu konuda
calisan aragtiricilarin  bildirdigi  sonuglara benzerdir
(Sambrook ve ark. 1989, Lipkin ve ark. 1993). Gen
klonlanmasi ya da PCR’a dayanan RAPD, RFLP, AFLP,
SSR ve microsatellite gibi molekiler marker analizi
calismalarinda DNA saflik derecesi igin Aso/Azso Ooraninin
1.8-2.0 arasinda olmasi istenmektedir (Miller ve ark.
1988, Sambrook ve ark. 1989). Bu galismada elde edilen
ortalama saflik derecesi (1.816+0.038) literatlirde bildirilen
ideal saflik derecesi (1.8-2.0) ile karsilastirimis ve
istatistik olarak énemli bir fark bulunamamistir. Dolayisiyla
fenol-kloroform ekstraksiyon yontemi ile bu c¢alismada
bulunan DNA saflik derecesinin ideal oldugu sdylenebilir.
Ancak fenol-kloroform ekstraksiyon ydnteminin bazi
dezavantajlari bulunmaktadir. Fenol oldukga zehirli ve
asindirici bir maddedir. Dolayisiyla laboratuarda fenolle
cahisirken oldukga dikkatli olunmasi gerekmektedir. Ayrica
bu calismada uygulanan fenol—kloroform ekstraksiyon
yontemi U¢ gilin sliren, uzun bir ydontemdir ve ekstraksiyon

—»10 kb

Sekil 1. Fenol-kloroform ekstraksiyon yontemi ile elde edilen genomik DNA ve 1 kb DNA Ladder’'in % 1.0’lik agaroz jelindeki
gorinimda. 1. kuyuda 1 kb DNA Ladder (Sigma D 0428) bulunmaktadir
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asamalarinda ¢ok sayida tlip transferleri yapiimaktadir. Bu
durum fazla sayida DNA 6rnegi ile cahgilirken problem
yaratmaktadir. Bu gibi zorluklarinin yaninda fenol-
kloroform ekstraksiyon yonteminde fazla miktarda ve saf
DNA elde edildigi icin glnimizde vyaygin olarak
kullaniimaktadir.

Bu galismada fenol—kloroform ekstraksiyon yontemine
alternatif olarak Chelex® 100 kullanimina dayanan yeni bir
yontem de denenmistir. Bu ydntemin uygulanmasi oldukga
kolaydir, 1-2 saat icinde DNA izolasyonu yapilabilmekte ve
izolasyonda zehirli maddeler ile ¢alisiimamaktadir. Ancak
bu calismada elde edilen genomik DNA’nin miktari ve
saflik derecesi bu konuda galisan arastiricilarin bildirdik-
lerine benzer sekilde oldukga disik bulunmustur (Walsh
ve ark. 1991, Yikseloglu 1996). Arastiricilar Chelex® 100
ekstraksiyon yontemi ile DNA saflastirmasi yaptiktan
sonra bu DNA preperasyonlarinin PCR igin uygunlugunu
test etmek amaciyla cesitli lokuslari cogaltmislar ve
PCR'da yaklagik 45-65 dongli sonunda bitin hedef
DNA’larin ¢ogaltildigini bildirmiglerdir. Bu sonugla PCR’la
DNA dizeyinde polimorfizm arastirmalarinda, Chelex®
100 ekstraksiyon metodunun kullanilabilecegini ve cesitli
ekonomik 6zellikler ile aralarinda iligkiler kurulabilecegini
bildirmiglerdir (Amills ve ark. 1997).

Bu calismada UV Spektrofotmetre’de okunan
sonuglara gore Chelex® 100 ekstraksiyon yontemi ile elde
edilen genomik DNA’nin ortalama saflk derecesi
1.311£0.012, fenol-kloroform ekstraksiyon yontemi ile elde
edilen ortalama safllk derecesi 1.816+0.038 ile
karsilastiriimis ve aralarinda istatistik olarak dnemli fark
bulunmustur. Dolayisiyla Chelex® 100 ekstraksiyon
yontemi ile elde edilen genomik DNA’larin ¢ok saf
olmadigi soOylenebilir. Ancak bu safliktaki genomik
DNA’larin ebeveyn analizleri ve babalik testlerine iligkin
DNA tiplendirme calismalarinda kullanilabilecekleri
bildiriimektedir Bu tip calismalarda kullanilabilecek
genomik DNA’larin saflik derecelerinin 1.2-1.8 arasinda
olmasi istenmektedir (Walsh ve ark. 1991, Yukseloglu
1996, Cerit ve Demir 1999). Ancak AFLP, RFLP, RAPD
gibi caligmalarda daha saf DNA o6rnekleri ile galigiimasi
gerektiginden Chelex® 100 ekstraksiyon yontemi, bu tip
analizler icin 6nerilmemektedir. Ayrica Chelex® 100
ekstraksiyonu sirasinda 6rnekler 100 °C isiya maruz
birakildiklarindan, DNA o6rnekleri denatiire olabilmektedir.
Bundan dolay1 Chelex® 100 ekstraksiyon yontemi ile elde
edilen DNA O&rneklerinin  RFLP analizleri icin uygun
olmayacagi bildiriimektedir (Singer-Sam ve ark. 1989,
Walsh ve ark. 1991).

Genomik DNA izolasyonu igin hangi yontemin
kullanilacagi, dogrudan DNA izolasyonundan sonra elde
edilen genomik DNA’nin hangi amag ve/veya amaglar igin
kullanilacagina baghdir. Uygun genomik DNA izolasyon
yontemlerini  belirlemek icin laboratuar kosullari ve
kullanilan kimyasal maddeler de dikkate alinmahdir.
Ayrica elde edilen genomik DNA’nin miktari ve saflik
derecesi de DNA izolasyon ydntemini belirlemede 6nemli
parametrelerdir. Bu nedenle arastiricilar daha sonra
yapilacak olan c¢alismalar temelinde hangi yontemi
kullanacaklarina karar vermelidirler.
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