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DNA izolasyonunda Fenol-Kloroform Yerine Potasyum Asetat Kullaniminin

DNA Miktari ve Kalitesi Uzerine Etkisi
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Ozet: Bu ¢alismanin amaci polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) islemlerinde kullaniimak Uzere kandan genomik DNA
izolasyonu amaciyla fenol-kloroform ydntemi yerine potasyum asetat g¢ozeltisi kullaniminin elde edilen DNA miktari ve
kalitesi Uzerine etkisini arastirmaktir.

Bu amagla Kilis kegilerinden toplanmis olan 13 adet kan 6rnegi kullanilmistir. Her bir 6rnekte proteinaz K uygulamasini
ardindan fenol-kloroform ile DNA izolasyonu veya potasyum asetat ile ¢oktlirme islemi uygulanmistir. Elde edilen DNA
cozeltilerinin konsantrasyonlari ve safligi sirasiyla 260 nm ve 260nm/280nm de spektrofortometre ile 6l¢ilmustir. Fenol-
kloroform ve potasyum asetat grubunda ortalama DNA konsantrasyonu sirasiyla 0,4185+0,2368 ve 0,275310,0846
bulunmustur. Absorbans oranlari ise fenol-kloroform ve potasyum asetat grubunda sirasiyla ortalama 1,6380+0,1817 ve
1,7435+0,0659 olarak tespit edilmistir. Gruplar arasindaki fark istatistiksel agidan 6nemli bulunmustur.

Sonug olarak DNA izolasyonunda proteinleri ortamdan uzaklastirmak amaciyla potasyum asetat kullanildiginda fenol-
kloroform grubuna gore daha disiik diizeyde DNA elde edilmis olsa da yeterli miktar ve kalitede DNA elde edilebildiginden
arastiricinin sagligl ve gevreye zararh olan fenol yerine potasyum asetatin DNA izolasyonunda kullanilabilecegi kanaatine
varilmistir.

Anahtar kelimeler: DNA izolsayonu, fenol-kloroform, potasyum asetat, DNA konsantrasyonu

Effect of Using Potassium Acetate Instated of Phenol-Chloroform for DNA Isolation on DNA Yield
and Quality

Abstract: The objective of this study was to investigate the effect of using potassium acetate instead of phenol-chloroform
on the yield and quality of DNA used for polymerase chain reaction (PCR) assays. For this purpose 13 blood samples
collected from Kilis goats were used. After proteinase K digestion, phenol-chloroform extraction or treatment with
potassium acetate was performed on aliquots of each sample. Concentration and purity of DNA samples were measured at
260 nm and 260nm/280nm by using a spectrophotometer, respectively. Concentration of DNA in phenol-chloroform and
potassium acetate groups were found to be 0.4185+0.2368 and 0.2753+0.0846 respectively. Absorbance ratio values of
phenol-chloroform and potassium acetate groups were 1.6380+0.1817 and 1.743510.0659 respectively. Differences
between groups were statistically significant.

The results suggested that sufficient amount of DNA were obtained by using potassium acetate in order to remove
proteins. Therefore potassium acetate can be used instead of phenol-chloroform which is more hazardous for the health of
researchers or for the environment, although DNA yield obtained by using potassium acetate was lower than that obtained
by using phenol-chloroform.

Keywords: DNA isolation, phenol-chloroform, potassium acetate, DNA concentration

Giris Ortamda bulunan pargalanmis proteinleri
uzaklastirmak amaciyla c¢esitli denatiire edici
maddelerden yararlanilir. Bunlarin basinda gicli
bir denatiire edici olan fenol gelmektedir. Ancak
fenol ayni zamanda yakici ve irkiltici bir 6zellikte
oldugundan uygun olmayan sartlarda
kullanildiginda insan saghgini tehdit
edebilmektedir. Diger taraftan DNA izolasyonu
sonucunda ortaya ¢ikan atik fenol uygun bir sekilde
bertaraf edilmediginde gevre i¢in de oldukga zararli
bir maddedir. Proteinler lizat UGzerine esit miktarda
doymus sodyum klorlir c¢ozeltisi eklenerek de
coktlralebilir (Lahiri ve ark., 1992).

Molekiler genetik arastirmalarin ilk adimi
genomik DNA’nin saf bir sekilde elde edilmesidir.
Genomik DNA’nin elde edilmesi hiicre zarinin
eritilmesi, proteinlerin pargalanmasi, proteinlerin
ortamdan uzaklastiriimasi ve DNA'nin ¢oktlrilerek
saflastirilmasi gibi baslica adimlari igerir. Hiicre zari
lipid yapisinda oldugundan hiicre zarini eritmek igin
cesitli  anyonik  deterjanlar  kullaniimaktadir.
Proteinlerin  parcalanmasi amaciyla genellikle
Proteinaz K ya da ¢esitli proteaz enzimler (Pronase
E gibi) kullanilmaktadir (Bailes ve ark., 2007).
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Bu ise 1,5 ml’lik mikrosantrifij tupleri ile
¢alisildiginda DNA izolasyonu yapilacak olan
baslangic ¢ozeltisinin  miktarinin  olduk¢a az
olmasini gerektirmektedir.

DNA izolasyonu amaciyla slika jel teknolojisi
kullanan hazir DNA izolasyon kitlerinden de
yararlanilabilir. Ancak bu tir yontemler yiksek
maliyetlidir. Kiigik miktarlarda doymus potasyum
asetat ¢ozeltisi de proteinleri ¢oktiirmek amaciyla
kullanilabilir. Proteinler uzaklastirildiktan sonra
elde edilen ¢ozelti icerisindeki DNA, izopropanol ile
presipite edilerek saflastirilabilir (Sambrook ve ark.
1989).

Tirkiye’de yapilmis olan ¢alismalarda DNA
izolasyonu amaciyla genellikle fenol-kloroform
yontemi (AkylUz ve ark., 2008; Akylz ve Ertugrul,
2008; Bozkaya ve ark., 2011; Korkmaz-Agaoglu ve
ark., 2010) ya da hazir DNA izolasyon kitleri
(Ozsensoy ve ark., 2008; Balcioglu ve ark., 2010;
Budak-Yildiran ve ark.,, 2010) kullaniimistir.
Proteinlerin potasyum asetat ile ¢oktirilerek
ortamdan uzaklastirilmasini  saglayan ydntem
kullanim alani bulamamistir. Bu yontem c¢ok az
miktarda potasyum asetat ¢Ozeltisi
gerektirdiginden ve kolayca uygulanabildiginden
fenol-kloroform ile saflastirma islemi icin alternatif
olarak kullanilabilir.

Bu c¢alismanin  amaci polimeraz zincir
reaksiyonu (PZR) islemlerinde kullaniimak Uzere
kandan genomik DNA izolasyonu amaciyla fenol-
kloroform yerine potasyum asetat c¢ozeltisi
kullaniminin elde edilen DNA miktari ve kalitesi
Uzerine etkisini arastirmaktir.

Materyal ve Metot

Calismada, baska bir ¢alisma kapsaminda Kilis
kecilerinden toplanmis olan tam kan oOrnekleri
(n=13) olusturmustur (Bozkaya ve ark., 2008;
Bozkaya ve Girler, 2011). Her bir hayvana ait
400’er pL tam kan oOrnegi iki ayri mikrosantrifiij
tiplne alinmis ve (izerine 1000 puL 20 mM Tris-Cl
(pH 8.0) eklenmistir. Eritrositlerin hemolize olmasi
icin 5 dakika bekletildikten sonra 12000xg de 5
dakika santriflij edilmistir. Lokositlerin yikanmasi
amaciyla ayni islem ikinci bir kez daha
tekrarlanmistir.  Stpernatant  uzaklastirildiktan
sonra lokosit peleti Gzerine 600 L lizis ¢ozeltisi (10
mM Tris-Cl, 1 mM EDTA ve %1’ sodyum dodesil
sulfat, pH 8.0) ve 20 pL proteinaz-K (10 mg/mL)
¢cOzeltisi eklenmistir. Hiicrelerin pargalanmasi
amaciyla 56 °C’'de 90 dakika inkube edilmistir.
Ortamda bulunan RNA kalintilarinin
uzaklastiriimasi amaciyla her bir 6rnek lizerine 5 pL
RNase c¢ozeltisi eklenerek (Fermentas, Vilnius,
Litvanya) 37 °C’de 30 dakika inkube edilmistir.

Her bir drnege ait iki tupten biri tGzerine 200
uL distile su ve 400 pL fenol + 200 pL kloroform,
digerine ise 200 pL 5 M potasyum asetat ¢ozeltisi
eklenmistir. Tupler iki dakika ¢alkalandiktan sonra
10000xg’de 10 dakika santriflij edilmistir. Fenol-
kloroform grubundaki 6rneklerde Ustteki sulu
fazdan, potasyum asetat grubundaki 6érneklerde ise
sipernatant kismindan 600 pL vyeni bir tiipe
aktarilmistir. Fenol-kloroform grubundaki érnekler
Gzerine 60 puL 3 M sodyum asetat ¢ozeltisi ve 660
UL izopropanol eklenmistir. Potasyum asetat
grubundaki 6rnekler Gzerine ise 60 uL distile su ve
660 L izopropanol eklenmistir.

13000xg’'de 15 dakika santrifiij edildikten
sonra Ustteki kisim atilmis ve Uzerine %75’lik soguk
etanol eklenerek 13000xg’de 5 dakika santrifij
edilmistir. Ustteki kisim dékiilerek kalan etanol
tamamen uzaklastiriimis ve peletlerin kurumasi icin
oda sicakliginda yaklasik 15 dakika bekletilmistir.
Pelet 50 pL nikleaz icermeyen su icerisinde
¢Ozllmustir.

Cozelti icerisindeki DNA konsantrasyonu bir
spektrofotometre yardimiyla 260 nm UV ile
Olgllmus, ¢ozeltinin saflig ise 260 nm ve 280
nm’de 6lciilen absorbans degerleri arasindaki oran
(absorbans orani; 0D260/280) ile
degerlendirilmistir. Olciim amaciyla DNA ¢6zeltisi
distile su ile 20 kat sulandirnlmigtir. DNA
konsantrasyonu;

DNA konsantrasyonu (ug/uL) = OD260 x 50 x SO/1000
formali ile hesaplanmistir. Burada;

0D260: 260 nm olclilen absorbans degerini

SO: Sulandirma oranini géstermektedir

izole edilen DNA &rneklerinin PZR islemine
uygunlugunu belirlemek amaciyla alfa-S1-kazein
geninin (CSN1S1) 9. exonu ile bunu takip eden
intronu igine alan DNA bdlgesi Ramunno ve ark.
(2000) tarafindan bildirilen primer cifti kullanilarak
cogaltilmistir.  Elde edilen genomik DNA
orneklerinin kalitesi  %1,5’lik  agaroz  jel
elektroforezi ile, PCR urinleri ise %3’lik agaroz jel
elektroforezi ile kontrol edilmistir.

Verilerin normal dagihma uygunlugu
Kolmogrov-Smirnov testi ile kontrol edilmistir. DNA
konsantrasyonlari ve absorbans oranlari agisindan
fenol-kloroform ile potasyum asetat gruplari
arasindaki farkin 6nem dizeyi bagimh t-tesit ile
belirlenmistir. Verilerin analizinde Minitab 12 paket
programi kullaniimigtir.

Bulgular

Hem fenol-kloroform hem de potasyum asetat
grubunda yliksek molekil agirligina sahip genomik
DNA elde edilmistir (Sekil 1). Fenol-kloroform ve
potasyum  asetat grubunda Olglilen DNA
konsantrasyonlari (OD260) ve absorbans oranlari
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(OD260/280) Tablo 1’'de gosterilmistir. DNA
konsantrasyonlari fenol-kloroform grubunda 0,112
ile 0,802 arasinda potasyum asetat grubunda ise
0,118 ile 0,433 arasinda degismistir. Absorbans
oranlari ise fenol-kloroform grubunda 1,379 ile
2,056 arasinda potasyum asetat grubunda ise
1,587 ile 1,837 arasinda degismistir.

1 23 4MS5 6 738

Sekil 1: Bazi 6rneklere ait genomik DNA nin agaroz jel
elektroforezi goriintlleri. 1-4: Fenol-kloroform ve 5-8
potasyum asetat ile elde edilen DNA oOrnekleri. M:
Molekdler buytklik belirteci (100 b¢ merdiven).

Fenol-kloroform grubunda &lglilen DNA
konsantrasyonu potasyum asetat grubunda
Olctilenden daha yuksek (p=0,02), 0D260/280 orani
ise daha dusilik (p=0,01) olarak bulunmustur. Her
iki gruba ait o6rnekler PCR isleminde benzer
sonuglar vermistir (Sekil 2).

2

o)

1 2 4 M S5 6 7 8

223 bg—»
212 b¢

Sekil 2: Bazi 6rneklere ait PCR Uriinlerinin %310k agaroz
jel elektroforezi gortintuisu. 1-4 fenol kloroform; 5-8 ayni
orneklere ait potasyum asetat grubundaki PCR drnleri.
M: Molekdler buytikliuk belirteci (100 b¢ merdiven)

Tablo 1: DNA konsantrasyonlari ve absorbans oranlari

DNA konsantrasyonu

Absorbans orani

(0D260) (0D260/280)

. Potasyum Potasyum
Ornek No Fenol-Kloroform asetat Fenol-Kloroform asetat
1 0,155 0,118 1,400 1,587
2 0,328 0,206 1,677 1,735
3 0,726 0,318 1,596 1,761
4 0,369 0,278 1,532 1,740
5 0,601 0,291 1,599 1,773
6 0,112 0,170 1,379 1,684
7 0,221 0,262 1,606 1,696
8 0,802 0,433 1,521 1,733
9 0,760 0,352 1,587 1,712
10 0,383 0,322 1,794 1,837
11 0,170 0,220 1,734 1,813
12 0,456 0,356 1,813 1,786
13 0,357 0,253 2,056 1,808
Ortalama 0,4185 0,2753 1,6380 1,7435
Standart sapma 0,2368 0,0846 0,1817 0,0659
P value 0,017 0,011
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Tartisma ve Sonug

Ayni hacimdeki kan 6rneklerinden elde edilen
DNA miktari bireylere gore degisebilmektedir
(Richardson ve ark., 2006). Sunulan ¢alismada
bireyler arasindaki varyasyondan kaynaklanan
farkin ortadan kaldirilmasi agisindan ayni bireye ait
kan ornekleri iki farkli yontemi karsilastirmak
amaciyla kullanilmis ve gruplar arasindaki farklilik
bagimli t-testi ile analiz edilmistir. Riemann ve ark.
(2007) 200 pL kan orneginden fenol-kloroform
yontemi ile yapmis olduklari bir ¢alismada elde
ettikleri DNA konsantrasyonunu (200 pL igerisinde
¢ozlinmls) ortalama 0,024 ug/uL  olarak
bildirmislerdir. Sunulan c¢alismada kullanilan kan
ornegi miktari ve DNA’yr ¢ozmek icin kullanilan
suyun hacmine goére duzeltildiginde bu miktar
0,191 pg/uL olarak bulunmaktadir. Bu miktar
sunulan ¢alismada fenol-kloroform
(0,4185+0,2368) ve potasyum asetat
(0,2753+0,0864) gruplarinda elde edilen DNA
konsantrasyonundan daha dusiktir. Riemann ve
ark. (2007) tarafindan bildirilen sonuglar ile
sunulan g¢alismanin  sonuglari arasindaki fark
arastirmada  kullanilan canli  tdrlerinin ~ farkl
olmasindan kaynaklanabilir.

Fenol-kloroform grubunda elde edilen yiksek
0OD260 degeri bu grupta potasyum asetat grubuna
gore daha fazla miktarda DNA elde edildigini
disiindirmektedir. Ortama potasyum asetat
eklendiginde suda ¢6zlinmeyen potasyum-SDS
bilesigi olusmakta ve proteinlere bagl olan bu
bilesik ¢cokmektedir (Demeke ve Jenkins, 2010). Bu
nedenle bir miktar DNA ¢okelen potasyum-SDS-
protein kompleksi igerisinde tutulmus olabilir.
Ancak sadece genomik DNA degil ayni zamanda
RNA, protein, serbest niikleotidler ve fenol de 260
nm’de yiliksek absorbans gostermektedir. Bu
durumda c¢ozelti icerisindeki DNA  miktari
oldugundan daha vyiksek olarak hesaplanabilir.
Hicre lizati proteinaz-K ile muamele edildikten
sonra RNase ile muamele edildiginden olgilen
0OD260 degerinin ¢ozelti igerisindeki RNA’dan
kaynaklanmadigi soylenebilir.

Saf DNA c¢ozeltisinin 0D260/280 oraninin 1,8
RNA c¢ozeltilerinin ise 2,0 ve lzeri olmasi gerektigi
bildirilmektedir (Sambrook ve ark., 1989). Bununla
birlikte Wilfinger ve ark. (1997) 0D260/280
oraninin  nikleik asitleri ¢dzmekte vya da
sulandirmakta kullanilan ¢oziicliniin pH’sina bagh
olarak degistigini bildirmistir. Bu nedenle sunulan
calismada gozlenen 1,8 den dusik 0OD260/280
degerleri kismen DNA o6rneklerini sulandirmakta
kullanilan saf suyun pH’sindan kaynaklanabilir.

Ancak sunulan ¢alismada 6rnekler ayni distile
su ile sulandirildiklarindan gruplar arasindaki farkin
kullanilan sulandiricidan kaynaklanmadigi
soylenebilir. Diger taraftan o0zellikle potasyum
asetat grubunda o6lgilen 0D260/280 degerleri DNA
icin bildirilen degerlere yakin bulunmustur. Cozelti
icerisindeki fenol yaklasik 270 nm’de yiiksek
absorbans gosterdiginden (Hiesinger ve ark., 2001)
DNA ¢oOzeltisi icerisinde fenol kontaminasyonu
bulundugunda OD260 degeri yiikselmesine ragmen
absorbans oraninda dismeye neden olur. Sunulan
¢alismada fenol-kloroform grubunda potasyum
asetat grubuna gore daha diisiik diizeyde bulunan
0D260/280 degerleri fenol-kloroform grubunda
fenol kontaminasyonu oldugunu
dusindiurmektedir (Anonim, 2012). Bu nedenle
fenol grubunda potasyum asetat grubuna gore
daha yuksek olarak olgiilen OD260 degeri DNA
¢Ozeltisi igerisindeki fenol kontaminasyonundan
kaynaklanabilir. Fenol kalintisinin uzaklastirilmasi
icin kloroform ile ikinci bir saflastirma islemi
gerekmektedir. Bu ise daha fazla is glicl, sarf
malzeme ve zaman gerektirmektedir. Agaroz jel
elektroforezinde iki farkli yontemle elde edilen
DNA orneklerinin birbirine benzer yogunlukta
bantlar gosterdikleri gortilmektedir (Sekil 1). Diger
taraftan her iki yontemle elde edilen DNA ornekleri
PCR isleminde benzer sonuglar vermistir (Sekil 2).

Sonug olarak DNA izolasyonunda proteinleri
ortamdan uzaklastirmak amaciyla potasyum asetat
kullanildiginda fenol-kloroform grubuna gére daha
diuslik diizeyde DNA elde edilmis olsa da yeterli
miktar ve kalitede DNA elde edilebildiginden
arastiricinin sagligr ve cevreye zararh olan fenol-
kloroform yerine potasyum asetatin DNA
izolasyonunda proteinleri uzaklastirmak amaciyla
kullanilabilecegi kanaatine varilmistir.
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