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Oz: Bu caligmada, geleneksel laboratuvar calismalarinda siklikla kullanilan ve ekonomik olan kimyasallar ile sarf malzemelerinden
faydalanilarak, polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) islemlerinde kullanilmak iizere dokulardan ve viicut sivilarindan, mevcut DNA izolasyon
yontemlerine alternatif bir gDNA izolasyon yontemi olusturmak amaglanmistir. Bu amagla model organizma olarak Galleria mellonella L.
(Lepidoptera: Pyralidae) kullanmilmistir. Calismada, olusturdugumuz yontemle karsilastirma yapabilmek i¢in iki farkli DNA izolasyon yontemi
de uygulanmistir. izolasyonu yapilan DNA’ larin miktar ve safligt 260 nm ve 260 nm/280 nm’ de spektrofotometrik dlgiimlerle belirlenmis ve
agaroz jel elektroforezi ile kontrolleri yapilmistir. Fenolsiiz ve santrifiijsiiz yontem, InstaGene matrix yontemi ve bazi modifikasyonlar yaparak
olusturdugumuz DNA izolasyon yontemi ile hemolenf 6rneginden elde edilen Azeo degerleri sirasiyla 0,032, 0,157, 0,432; doku 6rneginden elde
edilen Azeo degerleri ise sirasiyla 0,291, 0,121, 0,346 bulunmustur. Saflik degerleri ise hemolenf grubunda sirasiyla 1,030, 1,401, 1,878; doku
grubunda ise 1,785, 1,690, 2,011 olarak tespit edilmistir.

Sonug olarak modifiye edilerek olusturdugumuz yontem ile hem viicut sivisindan hem de dokudan yeterli miktar ve kalitede DNA elde
edilebildigi tespit edilmistir.

Anahtar sozciikler: DNA izolasyonu, Galleria mellonella, PZR.

Simple and Cost-efficient DNA Isolation Method from Hemolymph and Tissue
of Model Organism Galleria mellonella

Abstract: The aim of this work is to produce a cost-efficient gDNA isolation method from tissue and body fluid as an alternative to
current isolation protocols by using economic chemicals and materials that are often used in routine laboratory studies for use in a polymerase
chain reaction (PCR). For this purpose, Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) was used as a model organism. In this study, both of the
two different DNA isolation methods were applied to compare our developed method. The concentration and purity of the obtained DNA were
determined by measuring the purity spectrophotometrically at 260 nm and 260 nm/280 nm and validated by agarose gel electrophoresis.
Absorbances at 260 nm obtained from the hemolymph by the method of DNA isolation which was carried without phenol and centrifugation,
InstaGene matrix method, and the method developed by us were 0.032, 0.157, 0.432 respectively. The Azeo results of the isolated DNA obtained
from tissue samples were as 0.291, 0.121, and 0.346 in respect to the DNA isolation methodologies. The purity of DNA from hemolymph and
tissue were 1.030, 1.401, 1.878 and 1.785, 1.690, 2.011 respectively.

As a result, in a sufficient amount and quality gDNA was obtained from both the body fluid and tissue by the method that has been
developed.

Keywords: DNA extraction, Galleria mellonella, PCR.
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GIRiS

Molekiiler biyolojide ilk basamak olarak tanimlanan
genomik DNA’ nin saf ve yeterli miktarda elde edilebilmesi
daha sonraki basamaklar basarili bir sekilde yapilabilmesi
icin elzemdir. Bunun i¢in hiicrenin parcalanmasi, protein ve
yag kirliliginin uzaklastirilmast ve DNA’ nin ¢oktiiriilerek
saflagtirllmas1  gibi  basamaklar Hiicre
fosfolipidlerini  denatiire etmek icin ¢esitli anyonik
deterjanlar kullanilirken, proteinlerin pargalanmasi igin ise
siklikla Proteinaz K gibi gesitli proteaz enzimler kullanilir
(Bailes vd., 2007).

Pargalanan proteinlerin ortamdan
uzaklagtirilmasinda ise genellikle giiglii bir denatiirasyon
ajani olan fenol kullanilmaktadir (Lahiri vd., 1992). Ancak
fenoliin ¢evre ve insan saglig1 acisindan zararl etkilerinden
dolay1 alternatif denatiirasyon ajanlari i¢in gesitli ¢alismalar
yapilmaktadir (Bozkaya, 2012; Lahiri vd., 1992). Proteinleri
uzaklagtirilan ¢dzeltideki DNA izopropanol ile ¢oktiiriilerek
saflagtirilabilir (Sambrook vd., 1989). DNA izolasyonunda
¢esitli manuel yontemlerin yani sira yiiksek maliyetli hazir
DNA izolasyon kitleri de kullanilmaktadir.

Bu c¢alismada, laboratuvar ¢alismalarinda
siklikla kullanilan ve ekonomik olan kimyasallar1 kullanarak
mevcut izolasyon yontemlerine alternatif, dokudan ve viicut
gDNA izolasyonu yoOntemi olusturmak
amaglanmigtir. Bu amagla, hizli yasam dongiisti, larva
biiylikliigii ve yapay besinlerle kolay olarak iiretilebilmesi
nedeniyle bir¢ok fizyolojik, immiinolojik, biyokimyasal ve
parazitolojik ¢aligmalarda model organizma olarak kullanilan
Galleria mellonella L. (Lepidoptera: Pyralidae) (Emre vd.,
2013; Kayis vd., 2015) kullanilmigtir.

Bocekler agik dolagim sistemine sahip olduklari igin
omurgalilardaki gibi kan ve lenfatik sivilarin ayrimi yoktur
ve viicut sivilar1 hemolenf olarak adlandirilmaktadir (Rowley
ve Ratcliffe, 1981). Boceklerdeki immiin sisteminin
memelilerle olan benzerligi (Strand, 2008; Zasloff, 2002)
ortaya konduktan immiin yanit patojenite
calismalarinda  (Ponnuvel ve  Yamakawa,  2002),
antimikrobiyal peptid c¢alismalarinda (Mak vd., 2010;
Cytrynska vd., 2007) ve genom c¢alismalarinda (Kim vd.,
2004) model organizma olarak kullanilmasi 6nemli 6lgiide
artmistir.

Literatiirde G. mellonella” dan DNA izolasyonu ile
ilgili gesitli caligmalar mevcuttur. Mukherjee vd., (2010)
Listeria patojenitesini ortaya koyduklari ¢aligmada G.
mellonella’ kit DNA
izolasyonunu gerceklestirmiglerdir. Cherepenko vd., (1982)
G. mellonella’ nin hiicre ¢ekirdeginden DNA elde etmede
kullandiklar1 yontemin fenol metoduna gore daha yiiksek
verimle c¢alistigint  sdylemislerdir. Nale vd., (2016)
Clostridium difficile patojen enfeksiyonunu arastirdiklari
caligmalarinda model organizma olarak kullandiklart G.
mellonella hemolenfinden ticari kit yardimiyla DNA
izolasyonunu gerceklestirmiglerdir. Barwise ve Walker

izlenir. zarl

rutin

sivilarindan
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nin  hemolenfinden hazir ile
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(1970) ise G. mellonella’ dan Galleria viriisiit DNA’ sin1 izole
etmede fenol ekstraksiyon yontemini kullanmislardir.
Wagley vd., (2018) Vibrio parahaemolyticus virulansinda G.
mellonella’ nin model organizma olarak kullanilabilecegini
gosterdikleri caligmalarinda G. mellonella’ dan DNA
izolasyonunu kit i
gergeklestirmiglerdir.

Daha once yapilan ¢alismalarda G. mellonella’ da
DNA izolasyonunda genellikle hemolenften
yapilmis ve hazir izolasyon Kkitleri ve fenol-kloroform
yontemleri  kullanilmistir. Sunulan ¢aligmada oncelikle
bocegin hemolenfinin yan1 sira dokudan da izolasyonu
gerceklestiren, ticari kitlere gore maliyeti daha ucuz olan bir
yontem gelistirmek ve uygulamak amaglanmistir.

viicut sivisindan ticarl ile

izolasyon

MATERYAL ve METOT
DNA  Izolasyonu icin  Galleria mellonella
Bireylerinin Hazirlanmasi: DNA izolasyonu igin G.

mellonella bireylerinin taze doku ve hemolenfi kullanilmugtir.
Stok G. mellonella bireyleri, 30£2 °C ve % 75+5 bagil neme
sahip, 24 saat karanlik fotoperiyodu uygulanan laboratuvar
kosullarinda Bronskill (1961) tarafindan gosterilen besin ile
yetistirilen G. mellonella larvalarindan elde edilmistir.
Caligmalarda yaklasik 250-300 mg agirhigindaki son evre
larvalart kullanilmigtir. Doku 6rnekleri, 2 adet canli son
donem larvasi ezilerek dondurulmadan dogrudan isleme
almmustir. Hemolenf 6rneklerinin elde edilmesi i¢in ise dnce
bocekler 4 °C’ de 15 dakika bekletilerek hareketsiz kalmalari
saglanmig ve viicut yiizeyleri % 70 etanol ile sterilize
edilmigtir. Hemolenf 6rnekleri, larvanin 1. abdomen bacak
segmentinin dip kismina steril lanset batirilarak alinmis ve
melanizasyonu Onlemek icin hemen feniltiyoiire kristalleri
iceren sogutulmus steril ependorf tiiplerine aktarilarak
dondurulmadan igleme alinmistir (Cytrynska vd., 2007).

Genomik DNA Izolasyonu: Doku ve viicut
stvisindan genomik DNA izolasyonu ig¢in ii¢ farkli protokol
uygulanmigtir.  Bunlar; fenolsiiz ve santifiijsiz DNA
izolasyon yontemi (Laird vd., 1991) (protokol 1), InstaGene
Matrix ile DNA izolasyon yontemi (Bio-rad, 2018) (protokol
2) ve Sambrook vd., (1989) tarafindan tanimlanmis fenol-
kloroform ekstraksiyonu yonteminin modifiye edilmesi ile
gelistirdigimiz yontem (protokol 3) dir.

Fenolsiiz ve Santrifiijsiiz DNA Izolasyon Yontemi:
Laird vd., (1991) yonteminden uyarlanmistir. Bu yontemde
dokudan izolasyonda 0,5 mL liziz buffer (100 mM Tris-HCI,
pH 8,5 -5mL; 0,5M EDTA - 0,5 mL; % 10 SDS -1 mL; 5
M NaCl - 2 mL; 20 mg/mL Proteinaz K - 0,25 mL) konarak
son hacim 50 mL olacak sekilde distile su ile
tamamlanmigtir. Dokular 55°C* de 1-2 saatte g¢alkalanarak
pargalanmis, olusan lizata bir hacim izopropanol eklenerek

10 dakika vortekslenmistir. DNA’ nin verimli olarak
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almabilmesi i¢in pipet ucu yardimiyla toplanan c¢dokelti
uzaklastirilmigtir. DNA igerisinde 250 puL (10 mM Tris HCI,
0,1 mM EDTA, pH 7,5) iceren mikrosantrifiij tiiplerine
konulmus ve tam olarak ¢oziinmesi i¢in 55°C’° de bir saat
calkalama iglemine tabi tutulmustur.

InstaGene Matrix Yéntemi: Bocekler 1,5 mL’ lik
mikrosantrifiij tiiplerine alinarak iizerlerine her bir rnek igin
100 pL 1x PBS ecklenmis hafifce ezilmistir, daha sonra
iizerine 200 pL InstaGene Matrix eklenmistir. Bocegin iyice
parcalandigindan emin oluncaya kadar PBS ve InstaGene
Matrix islemleri sirastyla tekrar edilmistir. Parcalanan
ornekler 30 saniye vortekslendikten sonra 10 dakika 99°C’ de
sicak su banyosunda tutulmustur. Inkiibasyondan sonra
12000 rpm’ de 10 dakika santrifiij edilen 6rneklerden 100 pL
siipernatant alinmis ve -20°C’ de saklanmistir (Bio-rad
Laboratories, 2018).

Modifiye Edilerek Gelistirilen DNA Izolasyon
Yontemi: Dokudan izolasyon igin, bocekler ezilerek 1,5 mL’
lik ependorf tiiplerine, hemolenften izolasyon igin ise 20 puL
kadar hemolenf 6rnegi alinip 1,5 mL’lik ependorf tiiplerine
konulmustur. Uzerine 500 uL 1x SSC tamponu ilave edilerek
vortekslenenen tiipler 2 dakika 12000 rpm’de santrifiij
edilmistir. Siipernatant uzaklagtirilmis ve bu islem bir kez
daha tekrar edilmistir. Tiiplerin lizerlerine 6nce 100 uL 0,2 M
NaOAc ilave edilerek vortekslenmis daha sonra 10 pL %10’
luk SDS ve 5 pL proteinaz K (20 mg/mL) eklenip
calkalanmig ve 55°C’ de 30 dakika inkiibe edilmistir. 100 pL
fenol-kloroform-izoamil alkol (25:24:1) eklenerek 30 saniye
vortekslenenen tiipler, sonrasinda 5 dakika 12000 rpm’ de
santrifiij edilmistir. Olusan {i¢ farkli fazdan istteki faz
ependorf tiipline alinmis ve lizerine 20 pL 2 M NaOAc ve
300 pL % 100 etanol (sogutulmus) konulup vortekslendikten
sonra -20°C’de 10 dakika bekletilmistir. Bu siire sonunda
ornekler 12000 rpm’de 1 dakika santrifiij edilerek
siipernatant uzaklagtirilmig ve 500 pL % 70 etanol eklenerek
1 dakika daha 12000 rpm’de santrifiij edilmistir. Tiipte kalan
pellet 15 dakika kurutulmus ve iizerine 100 uL. TE tamponu
ilave edildikten sonra vortekslenerek 55°C’de bir gece
inkiibe edilmistir.

DNA Orneklerinin  Safik ve Miktar Tayini:
Izolasyonu yapilan DNA jel
elektroforezinde yiiriitillerek yapilmistir. Bunun ig¢in % 1
agaroz jel elektroforezi kullanilmistir. Elde edilen gDNA’ nin
miktariin belirlenmesi i¢in spektrofotometre ile 260 nm’ de,
safliginin belirlenmesi igin ise 260/280 nm’ deki absorbans
orani ile belirlenmistir. Elde edilen DNA ¢ozeltisi distile su
ile 1/10 oraninda seyreltilmistir. DNA konsantrasyonu (DNA
konsantrasyonu (pg/mL) = OD 260 x 50 pg/mL x diliisyon
faktoril) hesaplanmistir (Sambrook vd., 1989).

Orneklerinin  kontrolii

SONUC ve TARTISMA

G. mellonella’ nin doku ve hemolenfinden izolasyon
yontemiyle elde edilen gDNA’lar % 1’lik agaroz jelde

136

J. Anatolian Env. and Anim. Sciences, Year:4, No:2, (134-138) 2019

yiriitiilmiistir (Sekil 1). Spektrofotometrede 260 nm deki
absorbans degerleri ve saflik dereceleri (Azs0/A230) Tablo
1’de gosterilmistir.

Tablo 1. DNA konsantrasyonlar1 ve safligin1 belirten absorbans
degerleri.

Absorbans (260) Absorbans (A260/A280)
Ornek Pr1 Pr2 Pr3 Pr1 Pr2 Pr3
Hemolenf 0,032 0,157 0,432 1,030 1,401 1,878
Doku 0291 0,121 0346 1,785 1,690 2,011

Prl: Fenolsiiz ve santifiijsiiz DNA izolasyon yontemi (Laird vd., 1991),
Pr2: InstaGene Matrix ile DNA izolasyon yontemi (Bio-rad, 2018),
Pr3: Modifiye edilerek gelistirdigimiz yontem.

Protokol 1 ile izole edilen DNA’nin hemolenf
orneginin saflik derecesi (Az60/Azso orani) 1,03 bulunmustur.
Bu deger Sambrook vd., (1989) belirttigi saf DNA oraninin
(1,8-2,2) altindadir. DNA miktari, spektrofotometrik olarak
belirlenebilmesine ragmen bu deger olduk¢a az oldugundan
(Az0: 0,032; 16 pg/mL) agaroz jelde goriintiilenememistir.
Ayn1 yontemle dokudan yapilan izolasyonda ise drnegin 260
nm deki absorbansi 0,291, saflig1 da 1,8 olarak bulunmustur.
Bu yontemi Laird vd., (1991) memeli doku ve hiicresini
kullanarak uygulamis ve biiyiik doku Ornegi gerektirmesi,
liziz sirasinda yetersiz ¢okelme, DNA’nin az ¢6ziilmesi gibi
olumsuzluklara ragmen fenol-kloroform izolasyon ydntemine
alternatif olarak kullanilabilecegini gdstermistir. Sunulan
calisma bu protokoliin doku 6rneginden DNA izolasyonunda
daha iyi sonug verdigini gostermistir.

InstaGene Matrix yontemi ile hemolenften izole
edilen DNA miktar1 (Azeo: 0,157; 78,5 nug/mL ) olarak tespit
edilmis ancak jel -elektroforezinde goriintiilenememistir
(Sekil 1). Elde edilen saflik orani da (Aazso/Azso: 1,401)
diisiiktiir. Bunun yaninda dokudan izolasyonda saf DNA
miktarma ¢ok yakin bir DNA elde edilmistir. Strem vd.,
(2014) InstaGene Matrix ile kuru kandan da DNA elde
edilebildigini géstermiglerdir.

Sambrook vd., (1989) fenol-kloroform yontemi
temelinde gelistirip uyguladigimiz yontemde elde edilen
gDNA o6rneklerinin agaroz jel goriintiileri (Sekil 1) ve UV
spektrofotometre absorbans degerleri (Tablo 1) gerekli
standartlara uygun bulunmustur.

Sekil 1. Galleria mellonella’ya ait gDNA’nin agaroz jel
elektroforezi goriintiileri (M. Marker, Pr. Protokol, H. Hemolenf, D.
Doku)
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Orneklerin ~ absorbans  degerleri  6lciildiigiinde
Asze0/Azgo oranmin hem doku (2,011) hem de hemolenf
(1,878) i¢in saf DNA degerinde oldugu tespit edilmistir ve jel
fotograflama ile net bir bant elde edilmistir (Sekil 1).

Gerek jel gorintisii gerek spektrofotometre
ol¢timleri bize elde edilen DNA’nin saf ve miktarinin yeterli
oldugunu gostermektedir.

Sonu¢  olarak  gelistirdigimiz ~ yontemin  G.
mellonella’dan  DNA  izolasyonunda  kullanilabilecegi
belirlenmistir. Laboratuvarda siklikla kullanilan, dolayistyla
kullanici acgisindan ulasimi kolay olan kimyasallar, sarf
malzemeler ve teknik ekipmanlarla yapilmasi, hem dokudan
hem de viicut sivisindan izolasyonun gerceklestirilebilmesi,
yogun DNA miktar1 gerektiren ¢alismalar i¢in uygun olmasi
ve daha az maliyet gerektirmesi yontemin olumlu yanlarimi
olustururken, diger protokollere gore izolasyonun daha uzun
sirmesi yontemin tek dezavantajidir. Yontemin farklh
organizmalarla daha ¢ok sayida Ornek kullanilarak
denenmesi, uygulanabilirliginin ve basarisinin arttirilmasinda
faydali olacaktur.
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