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EDTA’h Tam Kan Orneklerinden Otomatik DNA Izolasyonu: Manuel
DNA Izolasyonu ile Karsilastirma
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OZET

Son zamanlarda klinik laboratuarlarda PCR-tabanli molekiiler tekniklerin kullanimi artmustir.
Bununla birlikte, bu tekniklerden yararlanabilmenin 6n sarti, hizli ve verimli DNA izolasyon
yontemlerine gereksinim duyulmasidir. Bu amagla manyetik bilye teknolojisini kullanan otomatik DNA
izolasyon sistemleri gelistirilmistir. Ancak manyetik partikiiller eliisyon agamasinda DNA ¢ozeltisinden
yeterince uzaklastirilamazsa, bu manyetik bilyeler amplifikasyon reaksiyonunu bozabilmektedir. Bu
durum da PCR sensitivitesini azaltmakta veya yalanci negatif PCR sonuglarina yol a¢gmaktadir. Bu
caligmanin amaci manyetik bilye teknolojisini kullanan bir otomatik DNA izolasyon cihaziyla elde edilen
DNA’larmn saflik, verimlilik ve PCR-hibridizasyon performanslarini degerlendirmek ve manuel izolasyon
yontemiyle karsilasgtirmaktir. EDTA’ll tam kan Orneklerinden otomatik DNA izolasyon sistemiyle
(QuadroProbe QP10) elde edilen DNA konsantrasyonlari 28 — 74 ng/[ 11 araliginda ve A260/A280 orani
ortalama 2.5 + 0.73 idi. PCR-hibridizasyon islemlerinden elde edilen sonuglar gosterdi ki QuadroProbe
QP10 ile izole edilen DNA ¢ozeltisi, PCR-hibridizasyon reaksiyonlarini inhibe edebilecek herhangi bir
materyal igermemektedir. PCR laboratuarlarinda EDTA’l1 tam kan d6rneklerinden yiiksek kalitede DNA
ptrifikasyonu i¢in QuadroProbe QP10 izolasyon cihazi kullanilabilir.

Anahtar Kelimeler: Otomatik DNA izolasyonu, manyetik bilye, multipleks PCR, hibridizasyon

Automated Purification of DNA from EDTA-Preserved Whole-Blood
Samples: Comparison with Manual DNA Extraction

SUMMARY

In recent years, the use of PCR-based molecular techniques in the clinical laboratories has
increased. For this purpose, automated DNA isolation instruments using magnetic bead technology have
been developed. However, if magnetic particles are not removed sufficiently from DNA solution,
amplification reactions will be inhibited by the magnetic beads, which decrease PCR sensitivity or lead to
false negative PCR results. The aim of this study was to evaluate PCR-hybridization performance,
productivity and purity of genomic DNA extracted by the automated system based on magnetic
separation technology, and to compare these results with those obtained with manual DNA isolation
method. The yield of genomic DNA extracted by the automated system (QuadroProbe QP10) from human
EDTA-preserved whole blood samples was 28 to 74 ng/[]1 and the A260/A280 ratio was 2.5 + 0.73. The
results obtained from PCR-hybridization showed that the final solutions of DNA isolated by magnetic
bead technology did not contain any inhibitory material for the PCR-hybridization reactions. These
results show that QuadroProbe QP10 can be used for purification of good quality DNA from whole blood
samples in PCR laboratories.
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GIRIS baglamasindan giiniimiize kadar pek ¢ok

Biyolojik  drneklerden  genomik farkl DNA izolasyon metodu
DNA’nin  izolasyonu molekiiler tani yaymlanmistir (1-5). Fenol-kloroform eks-
yontemlerinin uygulamasinda gerekli ilk trasiyonu ve etanol presipitasyonuna
adimdir. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) dayanan yontemler geleneksel izolasyon
tabanli molekiiler tekniklerin kullanilmaya metotlarin  en ¢ok bilinenleridir (6).
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Bununla birlikte, saglik agisindan son
derece zararli olan fenol gibi toksik
maddelerin kullanilmasimin yani sira uzun
inkiibasyon basamaklarimin olmasi bu
metotlarin  dezavantajlarindan  bazilaridir
4,7).

Gilinlimiizde klinik laboratuarlarda
PCR tabanli molekiiler tan1 yontemlerinin
kullanimi hizla artmaktadir. Kan, idrar,
BOS, gaita gibi ¢ok sayida farkli biyolojik
Ornegin analizinizin yapildigi rutin klinik
laboratuarlarda molekiiler tan1 ydntem-
lerinin kullanim1 hizli ve verimliligi yiiksek
DNA izolasyon metotlarim1 gerektirmek-
tedir. Verimliligi yiiksek bir DNA
izolasyon metodu basit, hizli, yiiksek
kalitede DNA eldesine ve multipleks PCR,
real-time PCR, DNA dizi analizi gibi
gelismis molekiiler tekniklerin
uygulamalarina imkan verecek Ozellikte
olmalidir. Bu amacgla standart DNA
izolasyon metotlarinin cesitli
modifikasyonlar1 ve yeni hizli izolasyon
protokolleri literatiirde yayinlanmistir (7,8).
Hatta reaktif hazirlamay1r gerektirmeyen
kullanima hazir ve izolasyon islemini
oldukca kolaylastiran ticari manuel DNA
izolasyon kitleri gelistirilmistir. Bununla
birlikte artan test sayist ve ¢esitliligi
molekiiler tani laboratuarlarinda otomatik
DNA izolasyonu ihtiyacini  giindeme
getirmis ve bu amacla otomatize cihazlar
gelistirilmigtir. Otomatik DNA izolasyonu
sistemlerinde genellikle manyetik bilye
teknolojisi kullanilmaktadir (9). Ancak bu
manyetik partikiiller eliisyon basamaginda
yeterince uzaklastirilamazsa PCR
amplifikasyon reaksiyonunu etkileyebil-
mekte ve yalanci negatif PCR sonuglarina
yol agabilmektedir (9, 10).

QuadroProbe QP10 (Bee Robotics,
UK) cihazi, manyetik bilye ydntemiyle
DNA izolasyonu yapan otomatize bir
sistemdir. Ancak, bu cihazin analitik
Ozelliklerini  gdsteren  dokiimanlarinda,
multipleks PCR, mikroarray hibridizasyon
gibi ileri molekiiler tekniklerde kullanilan
DNA performanslarin1 gosteren verilere
rastlayamadik

Bu c¢aligmanin amaci, sonuglarimi
bildigimiz bir manuel DNA izolasyon
yontemini referans metod kabul ederek,
manyetik bilye teknigiyle otomatik DNA

izolasyonu yapan QuadroProbe QP10 cihazi
ile elde edilen DNA’larin safligini,
verimliligini, multipleks PCR-hibridizasyon
performanslarii karsilastirmakt.

GEREC VE YONTEM

Sekiz saghkli goniilli kisiden
K;EDTA’I tiiplere 2 ml vendz kan 6rnegi
alindi. Alinan kan O&rnekleri + 4 °C de
bekletildi ve 1 saat igerisinde DNA’lari
izole edildi. Her kan Orneginden, asagida
detay1 verilen iki farkli yontemlerle DNA
izolasyonu yapildi.

Otomatize DNA izolasyonu

Tam kan Orneklerinden DNA
izolasyonu otomatize sistem (QuadroProbe
QP10, Bee Robotics, UK) kullanilarak
yapildi. Bu sistemin izolasyon prensibi,
0zel polimerle kapli manyetik bilye
teknolojisine dayanmaktadir. Lokositlerden
aciga ¢ikan DNA’nin baglama tamponuyla
manyetik bilyelere baglanmasi saglanir ve
daha sonra proteinler, tuzlar ve alkoliin
uzaklastirilmasindan sonra DNA, manyetik
rak  lizerinde  eliisyon  tamponuyla
bilyelerden sivi faza alimir. Kisaca bu
amagla, cihazin kendi 0Ozel kartusu
(QuadroPak) igine 250 (11 EDTA’l1 tam kan
omegi ve 350 1 lizis tamponu
pipetlendikten sonra kartus, cihaza ytiklendi
ve otomatik izolasyon prosediirii baslatildi.
Bu siirecte cihaz kendi ticari kit reaktiflerini
kullanarak izolasyon islemini gereklestir-
mektedir. Islem sonunda QuadroPak
kartuglar cihaz {izerinden alinarak manyetik
raka aktarild1 ve sivi fazdan 300 (01 DNA
ornegi alindi.

Manuel DNA izolasyonu

Manuel DNA izolasyonu ticari bir
kit kullanilarak, {iretici firmanin y&nergeleri
dogrultusunda yapildi (Invisorb Spin Blood
Kit, Inviek GmbH, Germany). Bu izolasyon
metodu spin-kolon yontemine dayanmak-
tadir. Kisaca, 200 [J1 EDTA’lh tam kan
ornegi tlizerine 200 (1 lizis tamponu ve 20
[l proteinaz K pipetlenerek 56 °C’de 10
dakika inkiibasyona birakildi. Daha sonra
bu karisim spin filter kolona aktarilarak
DNA’nin kolon membranina baglanmasi
saglandi. Yikama basamaklarindan sonra
200 1 eliisyon tamponuyla 10,000 rpm’de
1 dakika santrifiij edilerek DNA izole edildi
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izole edilen DNA’larin Kontrolii

Izole edilen DNA’larmn konsantras-
yon ve safliklarn 260 / 280 nm dalga
boylarinda absorbanslarinin 6l¢iilmesiyle
belirlendi. Ayrica DNA ¢ozeltisi i¢erisinde
partikiil bulunup bulunmadigini belirlemek
icin 325 nm’de de absorbans oOl¢iimii
yapildi. Bu amagla Cecil CE3041 model
spektrofotometre ve quartz kiivet kullanildi.
Mikro quartz kiivet i¢ine 195 1 ultrasaf su
ve 5 [J1 DNA 6rnegi pipetlenerek 260, 280
ve 325 nm dalga boylarinda kore (ultrasaf
su) karsi absorbans degerleri okutuldu.
Izole edilen DNA’larmn konsantrasyonlart
asagidaki formiile gore hesaplandi (11):

DNA (ng/[11)= Azs0x 50 ng/[11 x
SeyrelmeFaktorii (40)

Keza izole edilen DNA’lar, 0.125
ug/ml etidyum bromiir igeren % 0.7’lik
agaroz jelde yiritilerek teyit edildi
(1xTBE tamponda, 80 volt, 45 dakika). Bu
amacla jele DNA oOrneklerinden 5’er ul
yiiklendi ve elektroforez sonrasi olusan
bantlar UV transilliminatérde (Whatman
T12, Biometra, Germany ) goriintiilendi.

PCR ve Hibridizasyon islemleri

Manuel ve otomatik izolasyon
islemleri ile elde edilen DNA’larin
amplifikasyon ve hibridizasyon perfor-
manslart su sekilde degerlendirildi. PCR-
strip hibridizasyon yontemi ile DPYD
(dehidroprimidin dehidrogenaz) IVS14+1
G>A mutasyon analizi yapildi. Ticari kitle
(PGX-5FU Strip Assay, ViennaLab GmbH,
Austria) DPYD gen sekansina ait primerler
kullanilarak T Gradient Termal Cycler
(Biometra, Germany) cihaziyla PCR
amplifikasyonu yapildi [15 1 aplifikasyon
karisimi, 1 (11 Taq DNA polimeraz (10), 4
01 Taq diliisyon tamponu ve 5 (01 DNA
(150 ng)]. PCR sartlar1 asagidaki gibiydi:
94 °C‘de 2 dk pre-PCR; 94 °C‘de 15 sn, 58
°C‘de 30 sn ve 72 °C‘de 30 sn olmak {izere
toplam 30 siklus; 72 °C ‘de 3 dk. 187 bp’lik
PCR irini % 3’lik agaroz jelde
goriintiilendi. Referans olarak 50 bp’lik
DNA standardi kullanildi. PCR
amplifikasyon iiriinleri otomatize
hibridizasyon cihazt (ProfoBlot T48,
TECAN, Austria) kullanilarak
oligoniikleotid ~ problar  iceren  test
stripleriyle hibridize edildi.

Keza her iki metotla izole edilen
DNA’larin mutipleks PCR ve mikrogip
hibridizasyon performanslarin1 degerlendir-
mek icin, spesifik primerlerle 8 farkli gen
bolgesi PCR  multipleks  yontemiyle
cogaltildi. Bu amagla ticari bir kit kullanildi
(Osteocheck, Ogham Diagnostics GmbH,
Germany). Kit, kollajen tip 1 [J-1
(COLIA1) ostrojen reseptor [J- Pvull
(ESR- Pvull), ostrojen reseptor [J-Xbal
(ESR- Xbal), vitamin D resptor- Bsml
(VDR), laktaz ~ T-13910C  (LCT),
osteoprogetrin (OPG) G209A ve T245G ve
interlokin-6 G-174C (IL-6 G174C) gen
bolgelerindeki polimorfik yapilarin
multipleks PCR’la  analizine  olanak
saglayacak primerleri ve diger kimyasallar
iceriyordu (PCR mastermix). Multipleks
PCR protokolii asagidaki gibiydi: 40 [l
PCR mastermix ve 100 ng genomik DNA
veya kontrol DNA o6rnegi (toplam PCR
reaksiyon karigim hacmi 50 [J1); 95 °C ‘de
15 dk baslangi¢c aktivasyon basamagi, 94
°C’de 1 dk, 56 °C’de 2 dk ve 68 °C’de 2 dk
olmak iizere toplam 35 siklus; 68°C’de 5
dk. PCR amplikonlart oligoniikleotid
problar igeren mikrogiple, iiretici firmanin
yonergeleri dogrultusunda hibridize edildi
ve mikrogip okuyucu cihazda (Solas 1,
Ogham Diagnostics GmbH, Germany)
okutularak 8 farkli gen bdlgesinde
polimorfizm incelemesi yapildi.

Istatistiksel analizler

Tiim istatistiksel analizler SPSS for
Windows (versiyon 11.0) kullanilarak
yapildi. Sonuglar ortalama + standart sapma
olarak verildi.

BULGULAR

Bu c¢alismada 8 goniilli kisiden
alman EDTA’l tam kan orneklerinden
ticari kitle hem manuel olarak hem de
otomatize ekstraksiyon cihaziyla DNA
izolasyonu yapildi. Elde edilen DNA
konsantrasyonlar1 manuel kit yontemi i¢in
ortalama 28 =+ 11 ng/[1l, QuadroProbe
otomatik izolasyon cihaz1 ig¢in 42 + 14
ng/[1 idi (Tablo 1). Her iki yontemle izole
edilen DNA’larin safliklart  Ajg/Asso
orantyla degerlendirildi ve manuel kit
yontemi i¢in ortalama 1.86 + 0.32, otomatik
izolasyon cihazt i¢in 2.5 + 0.73 olarak
belirlendi (Tablo 1). Manuel kit ve otomatik
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izolasyon yontemiyle elde edilen DNA’lar,
spekrofotometrik Ol¢iime ilave olarak, %
0.7’lik agaroz jel elektroforeziyle de teyit
edildi. Bu DNA’lara ait jel goriintiileri Sekil
1’de goriilmektedir.

Tablo 1. EDTA’ll kan &rneklerinden hem manuel
spin-kolon kit yontemi hem de otomatik izolasyon
cihaziyla elde edilen DNA konsantrasyonlart ve
Ajyeo/Asgy oranlart. Sonug-lar ortalama =+ standart
sapma olarak verildi.

DNA DNA Aj0/Azgo
izolasyonu Konsantrasyonu (n=8)
Yontemi (ng/U1) (n=8)

Kitle manuel 28+ 11 1.86 +0.32
izolasyon

(Invitek™)

QuadroProbe® 42+ 14 2.5+0.73
otomatize

sistem

Her iki yoOntemle izole edilen
DNA’larla yapilan 5-fluorourasil ilag
direnci DPYD IVS14+1 G>A mutasyon
analizi PCR’1 olumlu sonu¢ verdi ve
hedeflenen 187 bp’lik gen bdlgesi her iki
DNA i¢in de amplifiye edildi (Sekil 2A).
Daha sonra bu amplifikasyon iiriinleri
oligoniikleotid  problar  iceren  test
stripleriyle basarili bir sekilde hibridize
edildi (Sekil 2B). Ozellikle manyetik
bilyelerin muhtemel olumsuz etkilerini
degerlendirmek i¢in otomatik cihazla izole
edilen DNA’larla yapilan multipleks PCR
olumlu sonug¢ verdi ve amplifiye edilen 8
gen golgesi mikrogip ylizeyde hibridize
edildi.

TARTISMA

Son zamanlarda klinik
laboratuarlarda PCR tabanli molekiiler
yontemler kullanilmaya baslanmistir ve
yakin bir gelecekte bu yontemler standart
aplikasyon olacaktir. Bununla birlikte bu
tekniklerden faydalanabilmenin ©6n sarti
hizli  ve verimli DNA ekstraksiyon
protokollerinin olmasidir. Yapilacak
molekiiler testlerin sensitivitesini, niikleik
asit iiriinii, saflik derecesi ve amplifikasyon
reaksiyonuna katilacak DNA  miktari
belirlemektedir (12). Cok yorucu ve uzun
zaman  gerektirmelerinin  yan1  sira

kontaminasyon ihtimalinin daha yiiksek
olmasi, manuel islemlerdeki kisiye bagl
uygulama farkliliklar1 ve hatalar geleneksel
manuel  niikleik  asit  ekstraksiyon
yontemlerinin 6nemli dezavantajlarindan
bazilaridir (13). DNA izolasyonu igin
otomatik sistemlerin kullanilmasi, insan
kaynakli hatalar1 azaltmasi, testin dogruluk
derecesini artirmasi, tekrarlanabilir
sonuclarin elde edilmesi ve kisa siirede gok
sayida Ornegin analizine imkan vermesi gibi
Oonemli avantajlar saglamistir. Bu amagla,
son zamanlarda manyetik bilye
teknolojisiyle DNA izolasyonu yapan
otomatize sistemler gelistirilmistir (9, 12).

QuadroProbe QP10, 6zel polimerle
kapli manyetik bilye teknigini kullanarak,
taze veya dondurulmus tam kan
orneklerinden DNA izolasyonuna imkan
veren otomatize bir sistemdir. Bu cihazla
ayni anda 48 Ornekten yaklasik 50 dakika
gibi kisa bir slirede DNA izolasyonu
yapilabilmektedir. Geleneksel manuel DNA
izolasyon yontemleriyle karsilastirildiginda
bu 6nemli bir avantajdir. Bununla birlikte
manyetik bilye tekniginin  kullanildig1
yontemlerde ellisyon basamaginda
manyetik partikiiller yeterince ortamdan
uzaklastirilamazsa bu manyetik partikiiller,
stabilizerleri veya onlarm metal oksitleri
PCR reaksiyonunu interfere edebilmektedir.
Bu durum PCR sensitivitesini azaltir veya
yanlig negatif PCR sonuglarina yol agar (9,
10). Bu galismada biz, QuadroProbe QP10
izolasyon sisteminde kullanilan manyetik
partikiillerin PCR tabanli bazi molekiiler
teknikler {izerinde herhangi bir olumsuz
etkilerinin olup olmadigin1 arastirmayi
hedefledik. Bu amagcla ayn1 kisiye ait
EDTA’T  kan  numunelerinden  hem
QuadroProbe QP10 izolasyon sistemi hem
de manuel spin-kolon kit yontemiyle izole
edilen DNA orneklerini kullanarak PCR-
hibridizasyon teknigiyle mutasyon ve
polimorfizm analizi yaptik.

5-fluorourasil (5FU), kanser
kemoterapi  protokollerinde en  ¢ok
kullanilan ilaclardan biridir.
Dihidroprimidin  dehidrogenaz (DPYD)
5FU’yu metabolize eden bir enzimdir ve
DPYD IVS14+1 G>A mutasyonu bu en-

Abdulkadir YILDIRIM ve ark. 35



1 2.2 wea A 7

P B w (EEmgy, g (N (Fuee

— e R . S

pe— L N

L R S e p—— "]

Sekil 1. Otomatik izolasyon cihaziyla ve maniiel spin-kolon kit yontemiyle elde edilen DNA’lar. Ayni kan
orneklerinden otomatik cihazla (1-8. bantlar) ve spin-kolon kit kullanilarak (9-16. bantlar) elde edilen DNA’lar %
0.7’lik agaroz jelde yiiriitiilerek, UV transilliiminatorde etidyum bromiirle gériintiilendi.

Red Marker Line (top)
Control

DPYD IVS14+1 mutant
DPYD IVS14+1 wild type

Green Marker Line (bottomn)

Sekil 2. Elde edilen DNA’larin PCR-strip hibridizasyon sonuglari. Otomatik izolasyon cihaziyla ve maniiel spin-
kolon kit yontemiyle elde edilen DNA’lardan DPYD IVS14+1’e ait 187 bp’lik amplikon iriinii PCR ile
cogaltildiktan sonra % 2’lik agaroz jelinde goriintiilendi (A). PCR iiriinleri test stripleriyle hibritlestirildi (B). A, 1.
bant, DNA standard; 2. bant, inviteck DNA PCR amplikonu; 3. bant, QuadroProb DNA PCR amplikonu. B, strip test

reverse-hibridizasyon

zimi kodlayan gende % 52 oraniyla en sik
gozlenen splice-site mutasyondur (14). Bu
mutasyonun normal populasyondaki
heterozigot tasiyiciik oram1 % 1.8 olarak
tespit edilmigtir (15). DPYD IVS14+1 G>A
mutasyonu kemoterapi alan hastalarda ciddi
SFU toksisitesine yol ag¢maktadir. Bu
caligmada biz her iki yontemle izole edilen
DNA oOrneklerini  kullanarak PCR-strip
hibridizasyon yontemiyle DPYD IVS14+1
G>A mutasyonu analizi yaptik. Mevcut
calismada manyetik bilye teknigiyle izole
edilen DNA’larin amplifiksyon ve strip
hibridizasyonu asamalarinda sorun
olusturmadig goriildii.

QuadroProbe QP10  izolasyon
sistemiyle ekstrakte edilen DNA’larin
multipleks PCR-mikrogip  hibridizasyon
performansini degerlendirmek igin ticari bir
kit kullanilarak osteocheck analizi yapildi.
Bu testte kemik yapim ve yikimiyla ilgili 8
gen bolgesi mutipleks PCR yoOntemiyle
cogaltild1 ve daha sonra PCR amplikonlari

mikrogip yoOntemiyle hibridize edilerek
genotipleme yapilidi. Her iki yontemle izole
edilen DNA Grnekleriyle yapilan multipleks
PCR-mikrocip  hibridizasyon isleminin
olumlu sonu¢ verdigi ve manyetik bilye
teknigiyle izole edilen DNA’larin sorun
olugturmadig gorildi.

izole edilen DNA’nin
konsantrasyonu ve kalitesinin belirlenmesi,
daha sonra uygulanacak molekiiler teknikler
icin  gereklidir. Bu amagla DNA
konsantrasyonu, 260 nm dalga boyunda
absorbans  Ol¢limiiyle  spektrofotometrik
olarak belirlenebilir (11). Mevcut calismada
her iki yontemle izole edilen DNA
konsantrasyonlar1 spektrofotometrik olarak
ol¢iildii. Otomatik izolasyon cihaziyla ayni
ornekten daha yiiksek konsantrasyonda
DNA izole edildi. Ancak bu c¢alismada her
iki DNA izolasyon metodunu, elde edilen
DNA miktar1 yonilyle karsilagtirmak
yaniltict olabilir. Ciinkii eliisyon
basamaginda kullanilan ¢6zeltinin hacmi
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DNA konsantrasyonunu dogrudan
etkilemektedir. Bu ¢aligmada kullanilan
manuel kit yonteminde DNA, 30-200 (1
elisyon tamponuyla elde edilebilirken,
otomatize sistemde en az 300 [l eliisyon
tamponu kullanilmaktadir. Bundan dolay1
her iki prosediiri DNA konsantrasyonu
acisindan  karsilagtirmak, hem  yaniltict
olabilir hem de bu c¢alismanin amaci
disindadir.  Ayrica her iki izolasyon
yonteminde baglangicta kullanilan tam kan
miktarlar1 da farkliydi. QuadroProbe QP10
izolasyon sisteminde 250 [J1 antikoagiilanl
tam kan Ornegi kullanilirken, bizim
kullandigimiz manuel kit yonteminde 1-200
01 kullanilmaktaydi. Bundan dolay1 elde
edilen DNA’nin saflig1 yOniiyle
degerlendirilmesi daha dogru olacaktir.
Ajs0/Asgo orani, bir DNA 6rnegindeki protein
kontaminasyonunun bir Olgilisii  olarak
kullanilir. Genel olarak PCR aplikasyonlar1
icin 1.5’in lzerindeki Ajgy/Asgo orant kabul
edilebilir bir oran olsa da temiz bir DNA i¢in
bu oran, yaklasik 1.8’in {izerinde olmalidir
(11). Bu c¢alismada QuadroProbe QP10
izolasyon cihaziyla elde edilen DNA’larin
Ajg0/Asgo oranlart 1.75 — 4.20 araligindaydi.
Manyetik bilye teknigiyle izole
edilen DNA’larin konsantrasyon ve safligi
belirlenecegi zaman 260 ve 280 nm dalga
boylarina ilave olarak, ortamdaki
partikiillerin varligimi belirlemek amaciyla
325 nm’de de spektrofotometrik Olgliim
yapilmalidir (11) ve hesaplamalar yapilirken
325 nm’de elde edilen absorbans degerleri,
260 ve 280 nm degerlerinden g¢ikartilmalidir.
Bizim ¢aligmamizda QuadroProbe QP10
izolasyon cihaziyla elde edilen DNA’larin
325 nm dalga boyundaki absorbans degerleri
oldukga diisiiktii ki bu da ortamdaki partikiil
miktarmin ¢ok az oldugunu gostermektedir.
QuadroProbe QP10 izolasyon sisteminde
elisyon basamaginda QuadroPak kartuslar
manyetik rak {izerinde yaklasik 5 dakika
bekletilerek manyetik  bilyelerin  DNA
molekiiliinden uzaklagsmasi saglaniyor ve
yaklagik 300 [J1 DNA igeren eliisyon
¢ozeltisi alinabiliyor. Bu durumda az da olsa
manyetik partikiiller DNA eliisyon sivisina
karismaktadir. ikinci defe manyetik alanda
(6rnegin miknatis plaka tizerinde) DNA’lar1
bekletme ve sivinin iist kismimdan bir miktar
alip (ki biz 200 (1 aldik), OSlglimlerde

kullanma DNA safligin1 6nemli oranda
iyilestirmekte ve 325 nm dalga boyundaki
absorbans degerlerini diisiirmektedir.

Sonu¢  olarak, PCR tabanlh
molekiiler testlerde DNA izolasyonu o6n
basamaktir. Ozellikle is yiikii yogun klinik
laboratuarlarda islem siiresini kisaltmasi,
hata oranin1 ve kontaminasyon riskini
azaltmas1 bakimindan geleneksel manuel
yontemler yerine otomatik DNA izolasyon
sistemleri tercih edilebilir. Bu ¢alismanin
sonuglar1 gosteriyor ki, manyetik bilye
teknolojisini kullanan QuadroProbe QP10
otomatik izolasyon cihaziyla elde edilen
DNA’lar, PCR ve multipleks PCR-
hibridizasyon  yontemleriyle  ¢alisilan
molekiiler  testlerde  sorun  olustur-
mamaktadir. Bu otomatize sistem, EDTA’I1
taze ya da donmus tam kan Orneklerinden
yeterli konsantrasyon ve saflikta DNA
eldesine imkan vermektedir.
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