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Ozet: RNA kalitesi, RT-gPCR performansi ve giivenilirligi agisindan dikkat edilmesi gereken énemli bir husustur. RT-
gPCR calismalarinda RNA kalite degerlendiriimesine dikkat edilmemesi, yapilan bilimsel ¢alismalarin guvenilirligi agi-
sindan 6nemli bir risk olusturmaktadir. Bu noktada, RT-qPCR galismasinin her agsamasinda gerekli standartlara uyul-
mas! ve RNA kalite degerlendirmesinin mutlaka yapilmasi gerekmektedir. RNA kalitesinin galigmanin her agamasinda
yiksek tutulmasi, RT-qPCR verimliliginin ve elde edilen sonuglarin guvenilirliginin artirlmasina olanak tanimaktadir.
Yapilan ¢ok sayida ¢galisma RNA kalitesinin RT-gPCR sonuglari Gizerine olan etkisini ve RNA kalite degerlendirmesinin
gerekliligini ortaya koymaktadir. Bu derlemede, RNA kalitesi, RNA kalite degerlendirmesine kullanilan yoéntemler ve
RNA kalitesinin RT-gPCR performansi Gzerine etkilerinden bahsedilmistir.

Anahtar kelimeler: Gen ekspresyonu, MIQE, RNA kalitesi, RT-qPCR

Quality Controls and Importance of RNAs Used in Quantitative RT-PCR (RT-qPCR) Applications
Summary: RNA quality is an important consideration for RT-gPCR performance and reliability. The lack of attention to
RNA quality assessment poses a significant risk for the reliability of scientific studies in RT-qPCR studies. At this point,
the required standards must be followed, and RNA quality assessment must be performed at every stage of the RT-
gPCR study. Maintaining high RNA quality at each stage of the study enables to increase efficiency of RT-gPCR and
reliability of the results. Numerous studies have demonstrated the effect of RNA quality on RT-gPCR results and the
need for RNA quality assessment. In this review; RNA quality, methods used for RNA quality assessment and the ef-
fects of RNA quality on RT-gPCR performance are discussed.
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Giris (splicing) varyantlarinin ekspresyon analizleri (Sethi
ve Palefsky, 2004) gibi ¢ok farkl alanlarda kullanil-
maktadir. Ancak, RT-qPCR 6zellikle gen ekspresyon
calismalarinda daha yaygin kullanim alani bulmakta-
dir (Kozera ve Rapacz, 2013; Green ve Sambrook,
2018). RT-gPCR tekniginde; genetik bilginin transk-
miktarinin belirlenmesine olanak saglayan molekiler ripsiyonu sonucu olusan mesajci RNA (messenger
bir tekniktir (VanGuilder ve ark., 2008). RT-qPCR'da RNA; mRNA), reverse transkriptaz (reverse transcrip-
olusan PCR Urinlerinin gercek zamanl olarak gorin- tase; RT) enzimi ile komplementer DNA'ya
tilenmesi, cift iplikciki DNA'ya baglanan floresan  (complementary DNA; cDNA) doniistiriimektedir.

Gergek zamanl kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu
(Real Time Quantitative Polymerase Chain Reaction;
RT-gPCR); her bir PCR siklusu suresince olusan
PCR Urunlerin gercek zamanli olarak tespitine ve

boyalar yardimiyla mimkin olmaktadir. Bu amagla
en yaygin olarak kullanilan boyalardan biri Syber
Green I'dir (Li ve ark.,, 2016). Bunun yani sira,
TagMan prob ve molekiler boncuk (molecular bea-
con) gibi, yukseltgenen bdlgeye baglanarak floresan
ISima yapan daha gelismis ve spesifik oligonikleotid
temelli sistemler de bulunmaktadir (Kozera ve Ra-
pacz, 2013). RT-gPCR; gen ekspresyon calismalari
(Agaoglu ve ark., 2015; Agaoglu ve ark., 2016), ge-
nomik ve viral DNA kopya sayisi hesaplanmasi
(Ingham, 2005), allelik varyasyonlarin incelenmesi
(Johnson ve ark., 2004) ile genlerin spesifik siplays
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Olusan bu cDNA'lar gPCR reaksiyonunda hedef DNA
olarak kullaniimaktadir. Bu sayede ilgili genin eksp-
resyon dizeyinin tespiti miimkin olmaktadir (Valasek
ve Repa, 2005).

RT-gPCR caligmalarinin ilk adimini érneklerin toplan-
masi, saklanmasi ve RNA’nin izole edilmesi olustur-
maktadir. RNA izolasyonunda dikkat edilmesi gere-
ken baz kriterler bildirilmistir (Fleige ve Pfaffl, 2006)
(Sekil 1). Bu anlamda, izole edilen RNA’larin kalite ve
kantite kontrollerinin yapilmasi énemlidir (Green ve
Sambrook, 2018). Oyle ki, yapilan ¢ok sayida calis-
ma, RNA kalitesinin RT-gPCR sonuglarinin giivenilir-
ligi agisindan kritik éneme sahip oldugunu ortaya
koymaktadir (Imbeaud ve ark., 2005; Fleige ve ark.,
2006; Becker ve ark., 2010; Vermeulen ve ark., 2011;
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McGovern ve ark., 2018). RNA oldukga hassas bir
molekuldir (Becker ve ark., 2010). RNA'nin uzun
sire saklanmasli, olumsuz saklama kosullar, UV
Isinlar, alkalik pH, yuksek 1s1, metal iyonlari ve ortam-
da surekli olarak bulanabilen ribonikleazlar (RNaz)
RNA’nin kalitesi agisindan énemli bir risk olusturmak-
tadir (Becker ve ark., 2010; Nielsen, 2010; Vermeu-
len ve ark., 2011). Alkalik pH, nukleotidler arasindaki
fosfat gruplarinin yapisini bozarak, RNA’nin hizli bir
sekilde yikimlanmasina sebep olmaktadir. Bu neden-
le, RNA ile calisirken pH'nin nétral veya hafif asidik
degerlerde  bulunmasi gerekti§i  belirtiimektedir
(Nielsen, 2010; Nilsen, 2013). Benzer sekilde, ylksek
1Isi  RNA'nin yikimlanmasina sebep olmaktadir
(Nielsen, 2010). Bu nedenle, toplanan Ornekler sivi
nitrojen icerisinde dondurularak (Nilsen, 2013) veya
koruyucu soliisyonlar (RNALater) ile muamele edile-
rek 1siya bagli RNA kalitesinin dismesinin engellen-
mesi saglanabilmektedir (Nielsen, 2010). Ayrica, RT-
gPCR caligmalarinda kullanilan RNA’larin kalitesinin
korunabilmesi i¢in yapilan uygulamalarin buz uzerin-
de (0-4 °C) gergeklestiriimesi 6nerilmektedir (Das ve
ark., 2010; Nielsen, 2010). Pozitif yikli metal iyonlar
(Mg*2, Mn™2, Fe*?, Zn*? ve Pb*?) ise nétral pH'da fos-
fat gruplari ile etkilesim halinde bulunmaktadir. pH'nin
yukselmesi durumunda metal iyonlari hidrolizi tetikle-
yerek RNA zincirinin kirllmasina sebep olmaktadir
(Nilsen, 2013). Ancak, RNA kalitesine etki eden en
onemli faktér RNaz'dir (Nilsen, 2013). RNaz; yuksek
Isi ve kimyasal uygulamalara karsi oldukc¢a direngli
bir ribonukleazdir (Nilsen ve ark., 2013). RNaz; iyi
temizlenmemis cam malzemelerde, bakterilerde, in-
san derisinde, kontamine olmus pipet ve malzemeler-
de bulunmakta ve RNA molekdllerini hizl bir bigimde
yikimlayarak, RNA kalitesinin digsmesine neden ol-
maktadir (Nielsen, 2010; Green ve Sambrook, 2018).
Bu nedenle; RT-gPCR galismalarinda; cDNA asama-
sindan Once izole edilen RNA’nin yeterli kalitede ve
miktarda oldugunun kesin olarak belirlenmesi ve PCR
reaksiyonunun yuksek kalitedeki RNA ile strdirilme-
si gerekmektedir (Green ve Sambrook, 2018). Bu
sayede, RT-PCR g¢alismalarinda daha glvenli sonug-
larin elde edilmesi mimkin olmaktadir (Fleige ve

ark., 2006; Green ve Sambrook, 2018).
icermemeli icermemeli
olmamali \22 icermemeli igermemeli

Sekil 1. RNA izolasyonunda dikkat edilmesi gereken bazi
6nemli kriterler

Pozitif yiikli: metal iyonlarini
(Mg*, Mn*?, Fe*?, Zn*2 ve Pb*)
igermemeli

RT-gPCR uygulamalarinda; gen ekspresyon profilleri-
nin daha saglikli bir sekilde ortaya konulabilmesi icin
PCR asamalarinda izlenilmesi gereken temel gerek-
sinimleri iceren bir makale (Minimum Information for
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Publication of Quantitative Real Time PCR; MIQE
guidelines) yayimlanmistir (Bustin ve ark., 2009). RT-
PCR uygulamalari igin belirlenen bu standartlar saye-
sinde, yapilan g¢alismalarin guvenilirliginin ve verimlili-
gin artinlmasi ve farkh laboratuvarlar arasinda uygu-
lama birligi olusturulmasi hedeflenmistir (Becker ve
ark., 2010). MIQE standartlarinda, RNA kalite deger-
lendirmesi lGzerinde énemle durulmus ve dikkat edil-
mesi gereken hususlar belirtilmistir (Bustin ve ark.,
20009).

Bu derlemede, RNA'nin kalite kontroli, RNA’nin kali-
te kontroliinde kullanilan yontemler, RNA kalitesinin
RT-gPCR sonuglarinin guvenilirligi tzerine olan etki-
leri ve 6nemi hakkinda bilgiler 6zetlenmistir.

RNA izolasyonu

RNA izolasyonu amaciyla gelistirilmis farkli yontemler
bulunmaktadir. Genel olarak bu yéntemler; sollsyon
temelli yontemler (klasik RNA izolasyon yontemi) ve
kolon temelli yontemler (kati faz niikleik asit izolasyo-
nu) olarak siniflandinimaktadir ve bu yontemlerle ilgili
gelistiriimis ¢ok sayida ticari kit bulunmaktadir (Tan
ve Yiap, 2009).

Klasik RNA Izolasyon Yéntemi

Nukleik asitlerin izolasyonu; hucrenin ve hicresel
bilesenlerin pargalanmasi, niikleaz aktivitesinin en-
gellenmesi ve istenilen nikleik asit molekdillerinin
hlcresel bilesenlerden ayrilarak saflastiriimasi asa-
malarindan olusmaktadir (Nilsen ve ark., 2013). izo-
lasyon iglemi, RNA’nin izole edilecegi materyalin or-
ganik bir ¢6zlcl de yikimlanmasi ile baglamaktadir
(Li ve ark., 2016). Guanidin izotiyosinat ve sodyum
dodesil silfat (Sodium Dodecyl Sulfate; SDS) gibi
kimyasallar, RNA izolasyonu amaciyla kullanilan ma-
teryalin yikimlanmasi ve RNaz aktivitesinin engellen-
mesi amaciyla yaygin olarak kullaniimaktadir (Nilsen,
2013).

Guanidin izotiyosinat kullanilarak RNA izolasyonu, ilk
olarak Ullrich ve ark., (1977) tarafindan yapilmistir.
Daha sonra bu ydntem Chomczynski ve Sacchi,
(1987) tarafindan modifiye edilerek, tek bir adimdan
olusan bir izolasyon yontemi gelistiriimistir. Bu yonte-
min prensibi, RNA'nin guanidin izotiyosinat, fenol ve
kloroformdan olusan asidik sollisyon icerisinde,
DNA’dan ve diger hiicresel bilesenlerden ayriimasi
prensibine dayanmaktadir (Chomczynski ve Sacchi
2006). Fenol, proteinlerin hizl bir sekilde yikimlanma-
sini saglamaktadir (Sambrook ve Russel, 2001). Klo-
roform ise RNA’nin, DNA ve diger hiicresel molekiil-
lerden ayristiriimasi igin gerekli faz olusumunu sagla-
maktadir. Kloroform, sollisyonda (¢ ayr faz olustur-
maktadir (Li ve ark., 2016). Alt kisimda proteinleri
iceren organik faz (organic phase), tst kisimda izole
edilecek RNA'yi iceren sivi faz (aqueous phase) bu-
lunmaktadir (Nilsen ve ark., 2013; Li ve ark., 2016).
iki faz arasinda ise (interfaz) DNA ve bazi denatiiras-
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yona ugramis proteinler bulunmaktadir (Nilsen,
2013). Kloroform ayni zamanda sivi faz igerisindeki
fenoliin uzaklastirimasini saglamaktadir (Nielsen,
2010). izolasyon sirasinda kontaminasyonu engelle-
mek icin sadece RNA'y! iceren Ustteki sivi fazin alin-
masi ve kullanilan pipetin diger fazlara temasindan
kacinilimasi gerekmektedir (Nilsen ve ark., 2013). Sivi
faz alindiktan sonra izopropanol ile muamele edilerek
izole edilen RNA'nin safligi artinlabilmektedir
(Sambrook ve Russel, 2001).

RNA izolasyonunda fenol ve guanidin izotiyosinat
iceren TRIzol sollisyonu yaygin olarak kullaniimakta-
dir (Li ve ark.,, 2016; Green ve Sambrook; 2018).
TRIzol, hicreleri ve hicresel bilesenleri hizl bir se-
kilde yikimlayarak total RNA’nin izole edilmesine
olanak tanimaktadir. (Nilsen, 2013). RNA izolasyo-
nunda TRIzol kullaniminin; kullanilan kimyasallarin
hazir olmasi, elde edilen RNA miktarinin ylksek ol-
masi, uygulamasinin kolay ve hizli olmasi gibi avan-
tajlari bulunmaktadir (Nilsen, 2013; Green ve Samb-
rook, 2018). Ancak TRIzol solisyonunda bulunan
fenolik bilesikler, RT-gPCR’in inhibisyonuna neden
olabilmektedir (Nilsen, 2013). Bu nedenle, izole edi-
len RNA’daki tim fenol bilesiklerinin kesin olarak
uzaklastirimasi gerektigi belirtiimektedir (Green ve
Sambrook, 2018). RNA izolasyonu sonrasinda, RNA
peletini iceren sivi kismin berrak olmasi gerekmekte-
dir. Herhangi bir bulaniklik, RNA’'nin kontamine oldu-
guna isaret etmektedir. Bdyle bir durumda izolasyon
isleminin  tekrarlanmasi  gerektidi  bildiriimektedir
(Nilsen, 2013).

Kati Faz Niikleik Asit izolasyon Yéntemleri

Kati faz nikleik asit izolasyonu, ¢ogu ticari RNA izo-
lasyon kitinin temel prensibini olusturmaktadir (Tan
ve Yiap, 2009). Bu yéntem, klasik izolasyon yéntemi
ile kiyaslandiginda nikleik asitlerin hizli ve etkili bir
sekilde izolasyonuna olanak tanimaktadir (Esser ve
ark., 2005). Ayrica klasik yontemde karsilagilan faz
olusumu ile ilgili problemleri de ortadan kaldirmakta-
dir (Tan ve Yiap, 2009). Kati faz nukleik asit izolasyo-
nunda, nukleik asitleri (RNA ve DNA) bir silika memb-
ran Uzerinde toplayan saflastirma kolonlari yaygin
olarak kullaniilmaktadir (Rio ve ark., 2010a; Li ve ark.,
2016). Kolon igerisindeki membranlar nukleik asitleri
tutarken, nukleik asitler disindaki diger molekillerin
gecisine izin vermekte ve bu sayede RNA’nin saflag-
tinlmasini saglanmaktadir (Li ve ark., 2016). Ancak
cam partikll, diyatomlu toprak ve manyetik boncuk
gibi farkh prensiplerde galigsan kati faz niikleik asit
izolasyon sistemleri de bulunmaktadir (Tan ve Yiap,
2009; Rio ve ark., 2010a).

Kati faz izolasyon ydntemi; hlicrenin parcalanmasi,
nikleik asitlerin adsorpsiyonu, ylkama ve eliisyon
asamalarindan olugsmaktadir (Kojima ve Ozawa,
2002). ilk asamada biyolojik materyal bir lizis soliis-
yonu kullanilarak yikimlanmakta ve saflastirma kolon-
larina aktariimaktadir. Daha sonra, ylksek pH ve tuz
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konsantrasyonunun yardimiyla nikleik asitler kolon-
lardaki membranlara tutunmaktadir (Gjerse ve ark.,
2009). Nikleik asitlerin yani sira proteinler de memb-
ranlara tutunabilmektedir (Tan ve Yiap, 2009). Bu
nedenle, proteinler cesitli yikama adimlariyla uzaklag-
tinimaktadir. Proteinler uzaklastirildiktan sonra, ellis-
yon sollsyonlari ile niikleik asit membranlardan ayril-
maktadir (Gjerse ve ark., 2009). Yikama ve eltsyon
asamalarinda yuksek devirlerde santrifuj uygulanarak
RNA izole edilmektedir (Tan ve Yiap, 2009).

Kati faz RNA izolasyonu amaciyla farkli firmalar tara-
findan gelistirilmis ticari kitler kullaniimaktadir (Tan ve
Yiap, 2009; Rio ve ark., 2010a). Bu RNA izolasyon
kitlerinin bazilar total RNA izolasyonu amaciyla kulla-
nilirken, bazilar da istenilen spesifik RNA fragment-
lerinin [microRNA (miRNA), small interfering RNA
(siRNA), transfer RNA (tRNA), small nuclear RNA
(snRNA), small nucleolar RNA (snoRNA), mRNA]
izolasyonu amaciyla kullaniimaktadir (Rio ve ark.,
2010a).

RNA [zolasyonu Sonrasi RNA Kalitesinin Artiril-
masi Igin Yapilan Uygulamalar

RNA safliginin artiriimasi igin izolasyon sonrasi ilave
protokollerin uygulanmasi gerekebilmektedir (Nolan
ve Bustin, 2008). RNA hidrofilik bir yapidadir ve suda
kolayca ¢ozinebilmektedir (Rio ve ark., 2010b). Bu
nedenle, RNA'nin hidrofilik yapisinin azaltiimasi ve
RNA safliginin artirlmasi igin érneklere etanol presi-
pitasyonu yapilmasi Oneriimektedir (Rio ve ark.,
2010b; Nilsen, 2013; Walker ve Lorsch, 2013). Etanol
presipitasyonunda, RNA’nin hidrofilik yapisinin azal-
tilmasi igin pozitif yukli tuz molekilleri (sodyum ase-
tat, amonyum asetat, lityum klorid) kullaniimaktadir.
Pozitif yiklu tuz molekilleri RNA’nin negatif yikini
nétralize etmektedir. Etanol ise tuz molekilleri ile
RNA’nin daha rahat bir sekilde etkilesime ge¢cmesini
saglayarak, RNA'nin santrifiij sonrasi rahat bir sekil-
de cokturilmesine olanak tanimaktadir (Walker ve
Lorsch, 2013). Etanol presipitasyonunda, tuz moleki-
U olarak sodyum asetat yaygin bir sekilde kullanil-
maktadir (Nilsen, 2013; Walker ve Lorsch, 2013).
Sodyum asetat RNA molekullerinin etkili bir sekilde
¢cokturtlmesine yardimci olurken, herhangi bir reaksi-
yonun inhibisyonuna neden olmamaktadir (Walker ve
Lorsch, 2013). Etanol presipitasyonu sayesinde, 15
nikleotid ve daha blyik RNA fragmentleri kolayca
cokturtlmekte ve RNA safligi artirilabilmektedir (Rio
ve ark., 2010b). Ancak etanol presipitasyonu igin
RNA 6rneklerinin konsantrasyonunun en az 10 ug/mL
olmasi gerektigi belirtimektedir (Rio ve ark., 2010b;
Nilsen, 2013).

RNA izolasyonu sonrasinda, RNA’nin safliginin arti-
rilmasi igin yapilan bir diger islem genomik DNA’'nin
uzaklastiriimasidir (Nolan ve Bustin, 2008; Green ve
Sambrook; 2018). Genomik DNA, PCR sirasinda
hedef mRNA ile birlikte ylUkseltgenerek yaniltici so-
nucglara sebep olabilmektedir. Hedef mRNA miktari-
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nin yuksek olmasi durumunda, genomik DNA’nin
yukseltgenmesi 6nemsiz olarak degerlendirilebilmek-
tedir. Ancak hedef mRNA miktarinin disik olmasi
durumunda genomik DNA'nin yikseltgenmesi, hedef
mRNA'nin yikseltgendigi seklinde degerlendirilebil-
mektedir (Green ve Sambrook, 2018). Bu nedenle,
genomik DNA’'nin uzaklastiriimasi ve RNA safliginin
artinlmasi icin RNA o6rneklerine DNaz uygulamasi
yapilmasi 6nerilmektedir (Nolan ve Bustin; 2008;
Bustin ve ark., 2009).

RT-qPCR Uygulamalari igin Kullanilan RNA’nin
Kalite Kontrolleri ve Onemi

RNA Kkalitesi, izole edilen RNA'nin bitinligine (RNA
integrity) ve safligina (RNA purify) bakilarak deger-
lendiriimektedir (Becker ve ark., 2010). RNA'nin safli-
g1 ve bltunligu farkh kavramlardir. Bu nedenle, RNA
safligi ve butinligu ile ilgili élguimlerin birbirinden
bagimsiz bir bicimde degerlendirilmesi gerekmektedir
(Die ve Roman, 2012). Guvenilir RT-gPCR c¢alismala-
ri icin RNA btinligindn ve safliginin iyi olmasi ge-
rekmektedir (Fleige ve Pfaffl, 2006; McGroven ve
ark., 2018). Bu nedenle de galisma 6ncesi RNA kali-
tesinin belilenmesi 6nem tasimaktadir (Green ve
Sambrook, 2018).

RNA Kalite ve Kantite Kontrolleri

RNA'nin kalite kontroll igin farkli yontemler kullanil-
maktadir. Ancak RNA Kkalite kontrolleri genel olarak;
klasik jel elektroforezi, spektrofotometrik yontemler,
mikrofluidik kapiller elektroforez sistemi ve 3':5’ orani
kullanilarak yapilmaktadir (Fleige ve Pfaffl, 2006;
Becker ve ark., 2010; Green ve Sambrook, 2018).

Agaroz Jel Elektroforezi

Agaroz jel elektroforezi, RNA kalitesinin degerlendiril-
mesinde kullanilan klasik bir ydntemdir. Bu yontem,
ribozomal RNA (rRNA) kalitesinin ayni zamanda
mRNA kalitesini yansittigi prensibine dayanmaktadir
(Die ve Roman, 2012). Bu yontemde, rRNA bantlari-
ninin yogunluklari birbirine oranlanarak (28S/18S)
degerlendirme yapilmaktadir. Bu oranin 2’'ye yakin
olmasi; RNA biitlinliginin iyi olduguna dair bir gos-
terge olarak kabul edilmektedir (Becker ve ark., 2010;
Nilsen, 2013). Ancak bu yéntemde rRNA bantlarinin
gOrunimu; elektroforez sartlarina, yuklenen rRNA
miktarina ve floresan isima amaciyla kullanilan kim-
yasala gore degisebilmektedir. Bu nedenle, bu yén-
tem diger yéntemlere kiyasla daha az guvenilir kabul
edilmektedir (Die ve Roman, 2012). Ayrica hassasi-
yet ve spesifitenin disiik olmasi (Fleige ve Pfaffl,
2006) ve etidyum bromid gibi toksik kimyasallarin
kullaniimasi bu yéntemin diger dezavantajlarindandir
(Huang ve Fu, 2005). Buna ragmen RNA jel elektro-
forezi, RNA Kkalitesinin degerlendiriimesinde diger
yontemlerin dogrulugunun teyit edilmesi ve guvenilirli-
gin artinlmasi icin kullanilmaya devam edilmektedir
(Die ve Roman, 2012).
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Spektrofotometrik Yontemler

RNA kalitesinin degerlendiriimesinde kullanilan bir
diger yontem, RNA Kkalitesinin optik yodunlugun
(optical density; OD) olgimudur (Becker ve ark.,
2010). Bu yontemde RNA’nin safligi, érneklerin farkl
dalga boylarindaki élgiimlerine bakilarak yapilmakta-
dir (Die ve Roman, 2012). Nukleik asitler 260 nm ve
proteinler 280 nm dalga boyunda maksimum absor-
bans degerine sahipken, kontamine edici faktorler
230 nm ve 320 nm dalga boyunda maksimum absor-
bans degerine sahiptir (Becker ve ark., 2010). RNA
safliginin degerlendiriimesinde ¢ogunlukla, érneklerin
260 nm dalga boyundaki absorbans degerinin 280
nm dalga boyundaki absorbans degerine orani
(ODgeor280) dikkate alinmaktadir. Bu oranin 1.8-2,0
arasl olmasi durumunda, fenol ve protein kontami-
nasyonunun olmadigi ve RNA safliginin iyi oldugu
kabul edilmektedir (Taylor ve ark., 2010). Ancak bu
yontemin, RNA'nin batdnlagundn ve yikimlanma du-
rumunun (degradation) tespiti noktasinda yetersiz
kaldigi belirtiimektedir (Nolan ve Bustin, 2008).

Mikrofluidik Kapiller Elektroforez

Bu sistem, total RNA butiunluginin oélciimesinde
kullanilan kapiller elektroforez temelli otomatize bir
sistemdir (Becker ve ark., 2010). RNA kalite kontrolu
amaciyla, farkli firmalar tarafindan gelistiriimis ticari
Uriinler (Agilent Technologies; 2100 Bioanalyzer ve
Bio-Rad Laboratories; Experion) bulunmaktadir
(Becker ve ark., 2010; Die ve Roman, 2012). Bu sis-
temde, bir ¢ip Uzerine ylklenen drneklerin elektrofe-
rogramdaki pik degerleri kaydedilerek degerlendirme
yapillmaktadir. Sistem ayni zamanda o&rneklerin jel
benzeri bir gortntisini olusturmaktadir. Elde edilen
pik degerleri kullanilarak Orneklerin 28S/18S orani
hesaplanmaktadir. Orneklerin bitiinligini degerlen-
dirmek icin ise RNA butunlik degeri (RNA Integrity
Number; RIN) ve RNA kalite géstergesi (RNA Quality
Indicator; RQI) degerleri hesaplanmaktadir (Becker
ve ark., 2010).

RIN degeri; 28S pikinin yukseklidi, 18S ve 5S pikleri
arasindaki alanin orani (fast area ratio) ve belirte¢
pikinin yuksekligi dikkate alinarak hesaplanmaktadir.
RQI degeri ise; 28S, 18S ve pre-18S alanlari deger-
lendirmeye alinarak hesaplanmaktadir. Elde edilen
RIN/RQI degerleri 1-10 arasinda siniflandiriimaktadir
(Die ve Roman, 2012). En disik RIN/RQI degeri
olan 1; tim RNA'nin yikimlandigini gésterirken; RIN/
RQI degeri 10; RNA o6rneklerinin butinliginin iyi ve
RNA’nin kaliteli oldugunu gostermektedir (Becker ve
ark., 2010; Die ve Roman, 2012). Bu iki RNA kalite
degerlendirme sisteminin de benzer guvenilirlik orani-
na sahip oldugunu bildiriimektedir (Riedmaier ve ark.,
2011). RIN degerlerinin 8’in Gzerinde olmasi sadlam,
yuksek kaliteli RNA orneklerini, 5 ile 8 arasinda olma-
sI orta derecede bozulmus 6rnekleri, 5'in altinda ol-
masi ise yikimlanmis RNA 6rneklerini isaret etmekte-
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dir (Fleige ve Pfaffl, 2006; Pazzagli ve ark., 2013).
Buradan hareketle, RIN degerleri 5'in Gzerinde olan
RNA &rneklerinin kullaniimasi, RT-gPCR ile guvenilir
bir sekilde sonuglarin elde edilmesini saglayacaktir
(Fleige ve Pfaffl, 2006; Pazzagli ve ark., 2013).

Genel olarak, trtin boyutu 400 baz ciftinden (bg) da-
ha uzun olan RNA fragmentlerinin yukseltgenmesin-
de RNA butunluginin énemli oldugu ve bdyle bir
durumda &rneklerin RIN degerlerinin en az 5 olmasi
gerektigi ifade edilmektedir. Uriin boyutunun 70-250
b¢ arasi olmasi durumunda ise RNA butunlagindn
daha az 6nem tasididi belirtimektedir. RNA kalitesi-
nin RT-qPCR lzerine olan etkisinin azaltiimasi igin
primerlerin genin daha i¢ bolgelerinden dizayn edil-
mesinin bir ¢ézim yolu olabilecegi belirtiimektedir
(Fleige ve Pfaffl, 2006).

RNA Kalitesinin Degerlendirilmesinde 3’:5’° Orani

RNA kalite degerlendirmesinde kullanilan 3':5" orani,
bir referans genin cDNA sentezi sonucu olusan amp-
likonlarinin ttm mRNA kalitesini yansittigi prensibine
dayanmaktadir (Nolan ve ark., 2006; Die ve Roman,
2012). Buna gore, bir referans genin mRNA'sinin 3’
ucundaki poli A kuyruguna baglanan RT enzimi, 5’ug-
ta herhangi bir yilkimlanma olmasi durumunda bu
bblgeyi atlamaktadir. Bunun sonucunda 5 ucuna
yakin olan dizilerin cDNA urun miktari, 3’ ugtaki poli A
kuyruguna yakin dizilere gére daha az olmaktadir
(Nolan ve ark., 2006; Die ve Roman, 2012). Bu ora-
nin 1 olmasi durumunda RNA kalitesinin iyi oldugu, 5
Uzeri olmasi durumunda RNA Kkalitesinin disuk oldu-
gu kabul edilmektedir (Nolan ve ark., 2006; Nolan ve
Bustin, 2008). Bu ydntemin avantaji, RNA kalitesinin
rRNA bitinligine goére degil, direkt olarak mRNA
kalitesine gore degerlendiriliyor olmasidir (Vermeulen
ve ark., 2011; Die ve Roman, 2012). Dezavantaji ise,
cDNA sentezinde kullanilan oligo dT primerlerin bir-
den fazla diziyi hedef almasidir. Béyle bir durumda,
hedef mRNA kismen yikimlanmis olsa bile, hedef disi
dizilerin ylikseltgenmesine bagli olarak RNA kalitesi-
nin yanlis yorumlanabilecegi belirtimektedir (Die ve
Roman, 2012).

Gen Ekspresyonu Calismalarinda RNA Kalitesinin
Onemi

RNA Kalitesinin RT-qPCR Performansi Uzerine
Etkisi

Yapilan ¢ok sayida galismada, RNA kalitesinin RT-
gPCR performansini énemli dlglide etkileyebilecegi
ortaya konmustur (Imbeaud ve ark., 2005; Fleige ve
ark., 2006; Vermeulen ve ark., 2011; McGovern ve
ark., 2018). Imbeaud ve ark. (2005) insanlarda farkh
dokulardan RNA'yi izole etmis ve RNA kalitesinin RT-
gPCR performansi Uzerine etkilerini incelemislerdir.
Yuksek RIN degerine sahip 6rneklerin ekspresyon
dizeyinin daha digsik RIN degerine sahip 6rneklere
gore daha yuksek oldugunu belirlemislerdir. Bu ne-
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denle, RNA butinliginin RT-gPCR sonuclarina
onemli bir etkisi oldugunu ve farkh RNA butlnlik
degerlerinin gen ekspresyon seviyesinin 2-7 kata
kadar etkileyebilecegini bildirmiglerdir. Fleige ve ark.
(2006) sigirlara ait farkli doku 6rneklerinden RNA'yi
izole etmisler ve RNA kalitesinin RT-gPCR perfor-
mansi Uzerine etkilerini incelemiglerdir. Bu amagla
deneysel olarak belli oranlarda RNA’yI yikimlamislar-
dir. Calisma sonunda RIN degerleri ile Cq
(quantification cycle) degerleri arasinda negatif bir
korelasyon oldugunu belirlemigler ve dusuk kalitedeki
RNA’nin Cq degerini artirdigini bildirmislerdir. Bu
nedenle, RT-gPCR calismalarinda RNA kalite deger-
lendirmesinin gerekli oldugunu ifade etmislerdir.
Hammerle-Fickinger ve ark. (2009) sigir kan érnekle-
rinden farkli izolasyon yoéntemlerini kullanarak total
RNA izole etmigler ve RNA kalitesinin RT-gPCR Ulze-
rine etkilerini incelemiglerdir. Yiksek RIN degerine
sahip 6rneklerde RT-gPCR etkinliginin daha ylksek
oldugunu bildirmiglerdir. Becker ve ark. (2010) farkli
sigir dokularinda (karaciger, kas ve akyuvarlar) yap-
tiklan calismada, RNA yikimlanmasinin RT-qPCR
performansi uzerine etkilerini incelemiglerdir. Yikim-
lanma oraninin artmasiyla, 6rneklerin RIN degerleri-
nin azaldigini tespit etmiglerdir. RIN degeri ve Cq
arasinda negatif bir korelasyon oldugunu belirlemigler
ve disik RNA Kalitesinin RT-gPCR performansini
olumsuz etkiledigini bildirmiglerdir. Vermeulen ve ark.
(2011) noéroblastoma hicre hatti ve biyopsilerinden
izole edilen RNA o&rneklerinin kalitesinin RT-gPCR
performansi uzerine etkilerini incelemislerdir. Yiksek
RNA kalitesinin RT-gPCR performansini artirdigini ve
bu nedenle RNA kalite kontroliniin, daha givenli
sonuglar icin gerekli oldugunu bildirmislerdir. Karls-
son ve ark. (2016) ratlarda yaptiklar ¢alismada don-
mus ve stabilizatoér kullanilmis doku orneklerindeki
(oda sicakliginda) RNA kalitesini ve bu RNA kalitesi-
nin RT-gPCR performansi Uzerine etkilerini incele-
miglerdir. Donmus doku 6rneklerinde RIN degerinin
stabilizator kullaniimis érneklerden 1 birim daha ylk-
sek oldugunu tespit etmislerdir. Ayrica spektrofoto-
metrik 6lgimlerde de RNA kalitesinin stabilizator kul-
lanilan 6rneklerde daha disik oldugunu bildirmigler-
dir. Bunun sebebinin stabilizator kullanilan érneklerde
devam eden RNaz aktivitesinden kaynaklanmis olabi-
lecegini bildirmiglerdir. Ancak her iki ydntemde de RT
-gPCR performansi arasinda énemli bir farklihk bu-
lunmadigini rapor etmislerdir. McGovern ve ark.
(2018) kuzularda yaptiklari galismada, 6lim sonrasi
surenin (karaciger, dalak, iskelet kasi, ileum, tiroid)
farkli post-mortem dokularda RNA Kkalitesi (izerine
olan etkilerini incelemiglerdir. Surenin artmasiyla bir-
likte dokularin cogunda RNA 6&rneklerinin RIN deger-
lerinin dustugind (karaciger hari¢), buna bagl olarak
tiroid, iskelet kasi ve ileum 6rneklerinde RT-qPCR
performansinin azaldigini bildirmislerdir.

RNA butinliginin, gen ekspresyon ¢aligmalarindan
elde edilecek sonuglarin guvenilirligi agisindan 6nem-
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li oldugu vurgulansa da, kismi olarak yikimlanmig
RNA drnekleri ile de guvenilir sonuglarin elde edilebi-
lecegdi belirtiimektedir (Ozalp ve ark., 2010; Die ve
Roman, 2012; Romero ve ark., 2014). Ozalp ve ark.
(2010) sicakligin RNA safligi ve batinligind olum-
suz etkiledigini ancak buna kargin butinligi iyi olma-
yan RNA oérnekleri ile de RT-gPCR uygulamasinin
basarli bir sekilde yurutilebilecegini bildirmiglerdir.
Benzer sekilde, Romero ve ark. (2014) da disik kali-
tedeki RNA ile gen ekspresyon galismalarinin yuratu-
lebilecegini ifade etmislerdir.

RNA Kalitesinin Referans Gen Stabilitesi Uzerine
Etkisi

Referans genler veya diger bir adiyla housekeeping
genler; RT-gPCR sonuglarinin normalizasyonu ama-
ciyla kullanilan genlerdir (Bustin ve ark., 2009). RT-
gPCR calismalarinda, RNA butinligindeki varyas-
yonlarin normalizasyon ile birlikte elimine edilecegi
distnudlmektedir (Die ve Roman, 2012). Ancak Pérez
-Novo ve ark. (2005) RT-gPCR calismalarinda kulla-
nilan 10 farkli referans genin, kismen yikimlanmis ve
RNA kalitesi iyi olan drneklerdeki stabilitesini karsi-
lastirmislar ve bu referans genlerin ekspresyon sevi-
yelerinin, kismen yikimlanmis RNA 6rneklerinde da-
ha yuksek oldugunu tespit etmislerdir. Bu nedenle,
disik RNA kalitesinin RT-gPCR normalizasyonu
agisindan bir risk olusturdugunu belirtmiglerdir. Ver-
meulen ve ark. (2011) da benzer sekilde RNA kalite-
sinin referans gen stabilitesini etkiledigini ve dusuk
RNA kalitesinin referans gen stabilitesinde azalmaya
sebep oldugunu bildirmislerdir. McGovern ve ark.
(2018) post-mortem kuzu dokularinda RIN degerinin
dismesine bagli olarak referans gen stabilitesinin
azaldigini  belirlemiglerdir. RIN degerlerindeki ufak
disUslerin bile normalizasyon igin risk olusturdugunu,
bu nedenle daha givenilir RT-gPCR sonuglari igin
RIN degerlerinin de dikkate alinmasi gerektigini bildir-
mislerdir. Genel olarak RNA kalitesi diistik drneklerde
normalizasyon islemi yapmanin guvenilir sonuglar
vermeyecegdi ve bu 6rneklerin degerlendirmeden ¢i-
kariimasi gerektigi ifade edilmektedir (Pérez-Novo ve
ark., 2005; McGroven ve ark., 2018).

RNA Kalitesinin Tiim Genom Gen Ekspresyon
Profili Uzerine Etkileri

RNA kalitesi yalnizca RT-qPCR sonuglarini degil,
mikrogipler ile yapilan tim genom gen ekspresyon
profilleme sonuglarini da etkileyebilmektedir. Schoor
ve ark. (2003) RNA yikimlanmasinin tim genom gen
ekspresyon profili Gzerine etkilerini arastirmiglardir.
Kismi RNA yikimlanmasinin gen ekspresyon profilini
az bir oranda da olsa olumsuz etkiledigini belirlemis-
lerdir. RT-qPCR ile de gen ekspresyon profili sonug-
larint dogrulamiglardir. Buna karsin, kismi olarak
yikimlanmig RNA &rnekleri ile gen ekspresyon galis-
malarinin yapilabilecegini ve glivenilir sonuglarin elde
edilebilecegini bildirmiglerdir. Opitz ve ark. (2010)
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disutk RNA kalitesinin gen ekspresyon profili Gzerine
etkilerini arastirmiglardir. Deneysel olarak kanser
biyopsi 6rneklerini 60 ‘C’de farkh sirelerde tutarak,
RNA'y1 farkli derecelerde yikimlamiglardir. RNA yi-
kimlanmasinin artmasiyla RIN degerlerinde azalma
oldugunu ve RNA yikimlanmasinin ¢ip Uzerinde test
edilen 41000 probdan 275'ini etkiledigini belirlemisler-
dir. Yikimlanmis RNA 6rneklerinin gen ekspresyon
profili degerlendirmesinin yanlis yorumlamaya sebep
olacagini ve bu nedenle gen ekspresyon analizinde
dusuk kalitedeki RNA orneklerinin ekspresyon profil-
lerininin  degerlendirmeden c¢ikarilmasi gerektigini
bildirmislerdir. Romero ve ark. (2014) ise, savunma
sistemi hucrelerinden elde ettikleri RNA &rneklerini
farkh oranda yikimlayarak RNA kalitesinin tim ge-
nom gen ekspresyonu profili izerine etkilerini incele-
mislerdir. Oda sicaklijinda RNA 6rneklerini; 0-12, 12-
24, 24-48 ve 48-84 saat arasinda degisen farkh sire-
lerde yikimlamiglardir. Yikimlanma suresinin artma-
siyla orneklerin RIN degerlerinin azaldiini tespit
etmiglerdir. RIN degeri azalmasina bagli olarak eksp-
resyonu etkilenen gen sayisinda artis oldugunu ve
disiik RIN degerine sahip érneklerin tim genom gen
ekspresyon profilini olumsuz etkiledigini bildirmisler-
dir. Buna ragmen, farkli bir normalizasyon stratejisi
olusturarak, dusiik RIN degerine sahip drneklerin gen
ekspresyon profillerinin degerlendirilebilecegdini ortaya
koymuslardir.

Sonug

RT-gPCR sonuglarini  etkileyen RNA kalitesinin
onemli bir faktdr olmasi sebebiyle, calismanin her
asamasinda MIQE standartlarina uyulmasi ve galis-
ma oOncesinde guncel kalite kontrol yontemleriyle
RNA kalite degerlendiriimesinin yapilmasi énem tasi-
maktadir. Yapilan c¢ok sayida calisma, RT-gPCR
calismalarinda RNA kalite degerlendirmesinin gerek-
liligini ortaya koymaktadir. Bu nedenle, gen ekspres-
yon analizi ¢calismalarinin ylksek kalitede RNA ile
yuritilmesi gerekmektedir. Bu anlamda gen ekspres-
yonu c¢alismalarinda RT-qPCR performansinin artma-
sI ve daha guvenilir sonuglarin elde edilmesi mimkin
olacaktir.
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