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Amag: Bu calismada mikroRNA (miRNA) hedeflerinin spesifik ola-
rak belirlenmesi ve ekspresyon 6l¢timiiniin yapilmasina yonelik tek
basamakli ters transkripsiyon kantitatif polimeraz zincir reaksiyo-
nu (RT-gPZR) yonteminin, secilen iki farklh miRNA (hsa-miR-145-5p
ve hsa-miR-146a-5p) icin arastirilmasi ve slirecin optimizasyonu
amaclanmistir.

Gereg ve Yontem: RNA eldesi HEK293T hiicre hattindan yapilmis-
tir. Calismada secilen her iki miRNA hedefi icin uygun primerler ta-
sarlanmis, tek basamakli RT-qPZR yontemi ile optimizasyon islemi
gerceklestirilmistir. Hedef amplikonlarin spesifiklik dogrulamalari
agaroz jel elektroforezi ve konvansiyonel dizileme yontemi ile ger-
ceklestirilmistir.

Bulgular: Tek basamakta gerceklestirilen RT-qPZR calismasinin her
iki primer icin de yuiksek spesifiklikte ve hassasiyette sonug verdigi
qPZR erime egrisi analizi ve agaroz jel goriintlileme sistemi ile g&s-
terilmistir. gPZR sirasindaki baglanma sicakliklarindan en diistik Ct
degerinin 54°C'de elde edildigi gorulmustir. Ayrica konvansiyonel
Sanger dizileme sonucunda yalnizca ilgili miRNA dizilerinin hedef-
lendigi ve spesifik olmayan herhangi bir cogaltma isleminin olma-
dig1 gosterilmistir.

Sonug: Sunulan calismada deneysel tasarim her iki miRNA hedefi
icin de optimize edilerek spesifik olarak yalnizca hedef miRNA mo-
lekullinlin tespitinin yapilabildigi gosterilmistir. Bu yaklasim, iler-
leyen calismalarda miRNA tespit ve ekspresyon analizlerinde gu-
venilir olarak kullanilabilecektir. Sunulan yaklagim, duistik maliyetli,
zamandan ve is glicinden tasarruf saglayan bir alternatif olmasi
sebebiyle benzer tiim ¢alismalarda degerlendirilebilir.

Anahtar Kelimeler: miRNA, RT-qPZR, miR-145, miR-146a

ABSTRACT

Objective: We aimed to investigate and optimize the one step re-
verse transcription quantitative polymerase chain reaction (RT-qP-
CR) method for specific detection and quantitation of two selected
microRNA (miRNA)s, namely hsa-miR-145-5p and hsa-miR-146a-5p.

Material and Method: RNA was extracted from HEK293T cell
line. Primers were designed and experimentally optimized to be
compatible with with one step RT-qPCR method for two select-
ed miRNAs. Targeted amplicons were visualized with agarose
gel electrophoresis and sequenced using the Sanger method
for specificity verification.

Results: High specificity of one step RT-qPCR amplification was
demonstrated using melt curve and agarose gel electrophoresis
analyses for both miRNA targets. It was shown that the earliest
cycle threshold (Ct) values were obtained at the annealing tem-
perature of 54°C. Also, target specificity was confirmed by con-
ventional Sanger sequencing.

Conclusion: In this study, one-step RT-gPCR design was optimized
for both miRNA targets and target specificity was verified. Our
study showed this approach to be a good candidate for miRNA
detection and quantitation as a cost-effective alternative method.
Furthermore, the approach is highly suitable for research projects
as it is both low-cost and fast, involving less hands-on time.
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GiRIS

MikroRNA'lar (miRNA) ilk olarak 1993 yilinda Caenorhabditis ele-
gans'da kesfedilmis (1) ve ardindan hiz kazanan calismalar so-
nucunda miRNA’larin neredeyse tim okaryotik hiicrelerde bu-
lundugu belirlenmistir (2). miRNA'lar evrimsel olarak korunmus
genetik diziler olup, protein kodlamayan RNA'lardir (3). Onciil
miRNA'lar niikleer ve sitoplazmik islemlerden DROSHA ve DICER
endoribonuikleazlari araciligiyla gecer ve nihayetinde olgunla-
san miRNA'lar RNA kaynakli susturma kompleksi (RNA-induced
silencing complex, RISC)'e dahil olurlar. Bu kompleks icerisinde
miRNA'lar hedeflerine eslenerek baglanir ve biyolojik fonksi-
yonunu gerceklestirir (4). miRNA'lar, RNA susturma mekaniz-
masinda rehber molekdil olarak bulunur ve genellikle protein
kodlayan transkriptleri hedefleyerek (mRNA), neredeyse tiim
gelisimsel ve patolojik mekanizmalarda post-transkripsiyonel
diizenleyici olarak gorev alir (3). miRBase veri tabaninin son
glincellemesiyle (v22.1) birlikte 271 organizmada 48.885 olgun
miRNA tanimlanmistir, insanlarda ise 1.917 6ncdl ve 2.654 ol-
gun miRNA bilgisi bulunmaktadir (5,6).

Klinik 6rneklerden alinan parafine gomulu dokularda ve plaz-
mada miRNA'larin yiiksek stabilite gosterdigi ve ifade diizeyin-
de degisiklikler olduguna dair bulgular miRNA'lari hastaliklarin
tanisinda umut verici biyobelirte¢ adaylar yapmistir (7). Bu-
gline kadar miRNA'larin ifade diizeyindeki degisimler kanser,
diyabet, immiin sistem hastaliklari, kas hastaliklari ve nérodeje-
nerasyon gibi bircok hastalik ile iliskilendirilmistir (8).

miRNA tespiti ve ekspresyon analizi icin ¢cok sayida yontem ge-
listirilmistir ancak her yontemin sinirliliklari bulunmaktadir (9).
Northern blot ve microarray analizleri konvansiyonel olmakla
birlikte miRNA konsantrasyonlarinin yetersiz oldugu durum-
larda istenen hassasiyeti gosterememektedir (7). Hassasiyeti ve
spesifikligi arttirmak adina nanopartikiil amplifikasyon metodu,
konjuge-polimer bazli yontem, ters transkripsiyon polimeraz
zincir reaksiyonu (Reverse Transcription Polymerase Chain Reac-
tion, RT-PZR), ribozim amplifikasyon yontemi, izotermal ampli-
fikasyon, elektrokimyasal metot gibi ¢ok sayida yontem gelis-
tirilmistir (10). Bu metodlar arasinda RT-PZR y&ntemi en pratik
olanidir ancak miRNA'lar icin zaman alici bir ters transkripsiyon
adimini icermeleri ve kullanilan bazi problarin maliyetleri nede-
niyle yine de tam olarak istenen 6zellikleri tasimamaktadir. Bu
dezavantajlari ortadan kaldirmak amaciyla Yan ve ark. tarafin-
dan “Tek basamakli gercek zamanli ters transkripsiyon PZR” (RT-
gPZR) yontemi gelistirilmistir. Gelistirilen bu sistemde tek bir tiip
icerisinde tim bilesenler bulunmakta ve reaksiyonlar bir gercek
zamanli PZR cihazinda ardisik olarak yurittlmektedir (8).

Sunulan calismamizda tek basamakli RT-qPZR yontemi ele alin-
mistir. Deney ve primer tasarimlar tarafimizca yapilarak gele-
cek miRNA calismalarinda kullanilmak tizere kendi laboratuvar
sistemimizde optimize edilmeye calisiimistir. Bu amacla; RNA
kaynagi olarak HEK293T hiicre hatti kullanilmistir ve iki farkli
mMiRNA (miR-145-5p ve miR-146a-5p) icin tek tip icerisinde ar-
disik ters transkripsiyon ve PZR basamaklari optimize edilmis-
tir. Bu calismadan elde edilen sonuglara gore, deneysel olarak
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kalitatif ve kantitatif dogrulamasi da yapilan bu yaklagimin, di-
ger hedef miRNA'lar icin de uyarlanabilmesi olanaklidir ve bu
sayede hizli, kolay ve dusiik maliyetli olarak miRNA tespiti ve
ekspresyon ol¢limiiniin gerceklestirilmesi mimkin olacaktir.

GEREC VE YONTEM

RNA izolasyonu

Calismamizda HEK293T (Human Embryonic Kidney 293T) hiic-
re hatti kullaniimistir. RNA izolasyonlari Qiagen RNeasy Tissue
Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Almanya) kullanilarak Greticinin pro-
tokolline uygun olarak gerceklestirilmistir. RNA konsantrasyon-
lari ve safliklari Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific, Massa-
chusetts, ABD) cihazi ile degerlendirilmistir. RNA icin Ol¢lilen
Azs0/280 Orant ~2,0 ve Ayg0/230 Orani ~2,0-2,2 olmasi durumunda
ornekler 50 ng/ul konsantrasyonda olacak sekilde seyreltilerek
-80°C'de saklanmistir.

Primer Dizayni

Tek basamakli RT-gPZR primerleri Yan ve ark. (8) tarafindan
gelistirilen yontem temel alinarak tasarlanmistir. Bu amagla
oncelikle calisilacak miRNA'lara ait dizi bilgileri (hsa-miR-145-
5p #MIMAT0000437 ve hsa-miR-146a-5p #MIMAT0000449)
miRBase veri tabanindan alinmistir (5). Tek basamakli RT-qPZR
yonteminde iki cift olmak tizere toplamda dort primer gerek-
mektedir (Sekil 1). Buna gore ilk cift primer (RP1 ve RP2) miR-
NA spesifiktir, her miRNA icin 6zel olarak tasarlanmistir. RP1
primeri; P1 primerinin dizisini ve R1 olarak belirtilen hedef
miRNA'nin 3'ucuna komplementer dizi icerir. RP2 ise P2 prime-
rinin dizisini ve R2 olarak adlandirilan hedef miRNA'nin 5'ucuna
komplementer dizi icerir. RP1 ve RP2 primerleri ters transkrip-
siyon islemi icin kullaniimistir. ikinci cift P1 ve P2 primerleri ise
sabit dizili primerlerdir, gPZR islemi icin gereklidir ve literatiir-
de daha 6nce bildirilen primer dizileri kullanilmistir (11). Tim
primer tasarimlari SRNAPrimerDB online biyoinformatik araci
kullanilarak yapilmistir (11). miRNA spesifik RP1, RP2 primerleri
ile evrensel P1 ve P2 primerlerinin dizileri Tablo 1'de verilmistir.

Tek Basamakli RT-qPZR Yonteminin Uygulanmasi ve Uriin-
lerin Konfirmasyonu

Tek basamakli RT-gPZR yénteminde hazirlanan reaksiyonlar
Tablo 2'de, uygulanan kosullar Tablo 3'te sunulmustur. Tek ba-
samakli RT-gPZR yontemi temelde iki asamadan olusmakta-
dir; ters transkripsiyon ve PZR. Kullanilan PZR master karisimi
25 pl'lik reaksiyonda 100 U PrimeScript Reverse Transcriptase
(Takara Bio, ABD) 1,25 U TaKaRa Taq HS (Takara Bio, ABD), RNaz
inhibitorl, dNTP ve bu enzimlerin tampon ¢ozeltisini icerecek
sekilde hazirlanmistir.

Birinci asamada ters transkripsiyon reaksiyonu 52°C'de 5 dakika
ve 95°C'de 10 saniye olacak sekilde gerceklestirilmistir. Bu asa-
mada; RP1 primerinin R1 dizisi hedef miRNA'nin 3’'ucuna bagla-
nir, ters transkriptaz enzimi ve dNTP'ler varliginda uzama reak-
siyonu gerceklesir. Ayni zamanda olusan bu cift zincirli yapilara
RP2 primerinin komplementer R2 dizisi baglanir ve ortamda
bulunan Hot-Start Taq polimeraz (HS-Tag) enzimi sayesinde
uzama gerceklesir. Ardindan 95°C'de reaksiyondaki ters trans-
kriptaz enzimi inhibe edilir ve gPZR asamasina gecilir.
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Sekil 1. Tek basamakli RT-qPZR yonteminin ¢alisma prensibi.

Tablo 1. Tek basamakli RT-gPZR ydnteminde kullanilan primer dizileri.

Primer 5’-3' primer dizisi

hsa-miR-145-5p RP1

GGACGGTAGCAAGCAAAGAGTGTGAGGGATTCCTG

hsa-miR-145-5p RP2

GGGATTCTGGAAGATGATGATGACGTCCAGTTTTC

hsa-miR-146a-5p RP1

GGACGGTAGCAAGCAAAGAGTGTGAACCCATGGAA

hsa-miR-146a-5p RP2

GGGATTCTGGAAGATGATGATGACTGAGAACTGAA

P1 GGACGGTAGCAAGCAAAGAGTGTG (11)

P2 GGGATTCTGGAAGATGATGATGAC (11)

ikinci asama konvansiyonel PZR yéntemidir. Ters transkripsiyon
asamasindan gelen cift zincirli yapilara eklenen evrensel diziler
sayesinde P1 ve P2 primerleri kullanilarak, HS-Taq polimeraz ve
dNTP’lerin varhginda 95°C'de 10 saniye ve erime sicakhginda
(gradiyent olusturularak calisilmistir) 30 saniye olacak sekilde
40 donglide PZR gerceklestirilmistir. Bu PZR karisimina ek ola-
rak floresan bir DNA boyasi olan LC Green eklenmistir, bu sa-
yede cDNA amplifikasyonu gercek zamanli olarak izlenmis ve
erime egrisi analizi yapilmistir.

PZR dongusuniin bitmesini takiben yapilan erime egrisi anali-
zi sayesinde hedeflenmeyen amplifikasyon riinlerinin varhg
arastinlmistir. Erime egrisi analizi; 65°C'den 95°C'ye yavas Isit-
mayla elde edilmis ve her 0,5°C sicaklik artisinda floresan &l-
ctimleri ahinmistir. RT-gPZR ¢alismalari Bio-Rad CFX96 Connect

(Bio-Rad Laboratories, Inc., California, ABD) 1s1 dongii cihazinda
yapilmistir. Ek olarak, RT-qPZR sonrasinda elde edilen Uriinler
%2'lik agaroz jel yardimiyla incelenmis ve amplifiye edilen or-
neklerin uzunluklan kontrol edilmistir. ileri konfirmasyon ama-
ciyla hsa-miR-145-5p'ye ait tek 6rnekte konvansiyonel Sanger
dizileme islemi yapilmistir (Macrogen Inc., Seul, Gliney Kore).

BULGULAR

Calisma kapsaminda ilk olarak her iki miRNA icin de tek basa-
makl gradiyent gercek zamanl RT-PZR yapilarak primerlerin
baglanma sicakliklari belirlenmis ve erime egrisi analizi ya-
piimistir. Sekil 2'de dort farkh sicaklik icin (58,6°C/57,6°C/56°-
C/54°C) elde edilen Ct (Cycle threshold) degerleri ve erime
egrileri verilmistir. Buna gore primerlerin optimum baglanma
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Tablo 2. Tek basamakl RT-qPZR icin hazirlanan reaksiyon
bilesenleri ve miktarlari.
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sicakligr en disik Ct degerinin alindigr ve hedef disi amplifi-
kasyon gorilmeyen 54°C olarak belirlenmistir. Erime egrileri
dikkate alindiginda tek bir noktada erime piki alindigi goriin-

Reaktifler 1X (ul) mektedir dolayisiyla hedef disi PZR rliniiniin olmadigi yorumu
yapilabilmektedir.
PZR master karisimi (2X) 10
. Ardindan elde edilen Urilinler %2’'lik agaroz jel yardimiyla go-
P1 evrensel primer (2,5 uM) 16 rintlenmistir (Sekil 3). Son olarak, ileri konfirmasyon amaciyla
P2 evrensel primer (2,5 uM) 1,6 hsa-miR-145-5p icin tek basamakli RT-qPZR Uriinii Sanger dizi-
) . T lemeye tabi tutulmustur. Sanger dizileme sonuglari CLC Main
miRNA spesifik RP1 primeri (2,5 uM) 0,4 Workbench v5.0.2 (QIAGEN, Hilden, Almanya) programi kul-
miRNA spesifik RP2 primeri (2,5 pM) 0,4 lanilarak analiz edilmistir. Sekil 4'te gosterildigi haliyle verilen
dizi sonuclarina gére amplifiye edilen uriln dizisi miRBase veri
Kalip RNA (50 ng/ul) 1.5 tabanindan alinan hsa-miR-145-5p dizisi ile aynidir.
dH;0 22 miRNA'lar neredeyse tiim Okaryotik hiicrelerde bulunan kodla-
Toplam 20 pl mayan RNA molekiilleridir ve miRBase veri tabaninin son sir-
miine gore (v22.1) insanlarda 6ncil miRNA sayisi 1.917 olarak
belirtilmistir ancak yapilan deneysel konfirmasyon calismalari
Tablo 3. Tek basamakli RT-qPZR kosullari. ile bu sayinin ¢ok daha ytiiksek olabilecedi 6ngorilmustir (6).
Sicakhik Siire Déngii Sayisi Yontem Klinik 8rneklerde miRNA'larin yiiksek stabilizasyon géstermesi
52°C 5 dk ve bu sayede biyobelirte¢ olma potansiyelleri miRNA ekspres-
1 Ters transkripsiyon yon gal|§malar|né .|vme kazandirmistir. Bu anla'n.1da yapilan kilit
95°C 10sn calismalardan biri 2005 yilinda Nature dergisinde yayimlan-
mistir. Buna goére, 217 memeli miRNA’si ele alinmis ve timor
95°C 5sn Polimeraz zincir df)kL.J.Su, S'ag|lk'|l doku, karlser hiicre hatlarl, klinik drnekler, fare
. 40 Ksivonu timorleri dahil 334 farkh 6rnekte yapilan incelemeler sonucun-
54°C 30sn feaksly da miRNA'larin biiyiik kisminin enformatif oldugu ve hatta tii-
65°C-95°C  0,5°C/sn 1 Erime egrisi analizi moriin gelisimsel asamasini dahi gtivenilir bir sekilde yansittigi
belirlenmistir (12).
hsa-miR-145-5p
Amplifoation . e ik
000 J i w
ace0 }: s000 4.
2 ' / S v g e
& 2000 4 / Bl £ 200
—rhry - 3000 4 - ! g :
hsa-miR-146a-5p
Amplification Melt Curve Melt Peak
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_ on i A e 3 "j;”m’
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Sekil 2. Tek basamakli gradiyent RT-PZR sonuglari.
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200 bp

100 bp
50 bp

71 bp

Sekil 3. Tek basamakli RT-PZR drinlerinin agaroz jel
gorintileri.

hsa-miR145-5p RNA GUCCAGUUUUCCCAGGAAUCCCU

hsa-miR145-5p DNA GTCCAGTTTTCCCAGGAATCCCT

NA145 MI3Frev € 6 T C CA G TTTTCCCAGGAATCCCT

Sekil 4. hsa-miR-145-5p PZR uriiniiniin Sanger dizileme
kromatogrami.

Bugline kadar yapilan ¢ok sayida ¢alisma bu verileri dogrular
niteliktedir. insan miRNA-iliskili hastalik veri tabaninin (The hu-
man miRNA-associated disease database-HMDD) son stirim{in-
de (v3.2) 1.206 miRNA'nin 893 hastalikla iliskilendirildigi 19.280
yayin bulunmaktadir. Bu bilgiler isiginda miRNA'larin cesitli
kritik biyolojik stireclerde 6nemli roller oynadigini séylemek
mumkundur (13).

miRNA'larin saptanmasi ve kantitasyonu icin cok sayida yontem
gelistirilmistir ancak optimum bir ydontem heniiz belirleneme-
mistir ve her yontemin kendine 6zgi avantajlari ile dezavan-
tajlar bulunmaktadir. Bunlar arasinda; mikroarray calismalari
yuksek ciktil miRNA ifade calismalarina imkan tanisa da du-
yarhlk ve 6zgiillik agisindan nispeten sinirlidir (14). Northern
blot yontemi gorece karmagiktir ve sinyal artefaktlari 6nemli
bir sorun teskil etmektedir (10). Ayni zamanda hibridizasyon
temelli calismalarda hem oncil hem de olgun miRNA'lara
problarin baglanma ve yanlis pozitiflik verme ihtimali vardir (7).
miRNA dizileme calismalar ytiksek ciktili olmasina ragmen veri
analizi icin yiiksek altyapi ve ekipman ile tecribeli arastirmaci
gerektirmektedir ve oldukca maliyetli bir yontemdir (15). Tim
sinirlayici parametreler goz 6niinde bulundurularak diisiik ma-
liyetli ve yliksek verimli olabilecek; nanopartikiil-aracili problar,
izotermal amplifikasyon, elektrokimyasal metot gibi ¢ok sayi-
da yontemin uygulanmasi mimkiindir (10). Gelistirilen bu
yontemlerden &zellikle ddPZR (droplet digital PCR) platformlari
olumlu sonuglari ile umut vaat etmektedir. Bu yontemde pozi-
tif ve negatif damlaciklardan gelen floresan sinyaller kullanila-
rak absolit kantitasyon yapilir. ddPZR'de referans gene ihtiyag
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duyulmaz, disiik miktarda 6rnekten yiksek hassasiyete sahip
sonuglar alinabilir. ddPZR yontemi RT-qPZR yéntemleri ile kar-
silastirildiginda dolasimdaki miRNA'larin analizinde hem teknik
performans hem de tani potansiyeli agisindan Usttinliik géster-
mistir (16). Fakat bu yontemde de kullanilmasi gereken cihazlar
uygulamaya 6zgi olup, qPZR cihazlari gibi yaygin olarak labo-
ratuvarlarda bulunmamaktadir. Cihaz ve sarf maliyetleri diisi-
nildiguinde kullanim alani genis olabilecek olsa dahi, maliyet
acisindan etkin bir yontem degildir.

Tum bunlarin yaninda gercek zamanli PZR yontemi gen eks-
presyonunun kantitasyonunda maliyet ve kolay uygulanabilir-
lik agisindan hala altin standart olarak kabul edilmektedir (14).
miRNA calismalarinda PZR temelli evrensel veya spesifik pri-
merlerle ters transkripsiyon yaklasimi bulunmaktadir (17,18).
Evrensel ters transkripsiyon yaklasiminda, tim miRNA mo-
lekullerine cDNA déniisimi icin bilinen tek 6zdes bir kuyruk
eklenmektedir. Bu kuyruk; 3" ucuna poly-A polimeraz ile poly-A
kuyrugunun eklenmesi (15), poly-U polimeraz yardimi ile poli-
uridilasyon (19), T4 RNA ligaz ile evrensel linkerlarin eklenmesi
(20) veya hem linker hem de kuyruk eklenmesi kombinasyonu
seklinde uygulanabilmektedir. Bu yaklagimlarin temel avantaj,
tim miRNA’larin ayni tiipte cDNA'ya donilisimiine olanak sag-
lamasidir ancak arka plan kirliligi bu yaklasimin sinirlayici para-
metresidir (21).

ikinci grupta ise spesifik lineer primerler, kiskac problari (pincer
probes) ve Stem-loop RT primerleri kullanilir. Stem-loop metodu
gliniimizde en sik kullanilan yontemlerdendir (22-24). Gele-
neksel Stem-loop yonteminde her miRNA icin yeni bir spesifik
Stem-loop primeri tasarlanmalidir, bu primer olgun miRNA'larin
3"ucuna baglanir ve ardindan cDNA sentezlenir. Buna ek olarak
evrensel Stem-loop primer kullanimi da gelistirilmektedir (14,15).

Tek basamakli RT-gPZR yontemi ise miRNA calismalarinda has-
sas ve spesifik kantitasyon saglamaktadir. Bu yontemde, tek tiip
icerisinde ters transkripsiyon ve PZR asamalari ardisik olarak,
gercek zamanl PZR cihazinda tek seferde yiritulir. Sistemin
en buylik avantaji ayr bir ters transkripsiyon asamasina ihtiyag
duymamasi ve ¢ok kisa siirede sonuca ulasmayi saglamasidir.
Uygulama kolayliginin yani sira bu yéntem ayni zamanda iki
basamakli PZR temelli miRNA kantitasyon yontemlerine gore
kontaminasyon riskini azaltmakta ve bu sayede yiiksek numu-
ne sayili calismalar icin daha verimli olmaktadir (8). Bununla
birlikte, bircok avantajinin yani sira ydntemin tek basamakli
olmasi beraberinde bazi sinirlamalar da dogurmaktadir; ters
transkripsiyon ve PZR basamaklari ayni tiipte gerceklestirildi-
di icin ayri ayri optimize edilememektedir, bu durum ise her iki
basamakta daha disiik verime yol acabilmektedir. Ek olarak,
sentezlenen cDNA’larin tamami hemen sonrasinda PZR y&n-
teminde kullaniimaktadir, bu nedenle herhangi bir sulandirma
islemi gerceklestirilememektedir. Bir diger kisitlama ise so-
nuglar acisindan olumsuz bir durum sergilemese de baslangi¢
materyalinin daha stabil olan cDNA yerine kirilgan RNA olma-
sidir. Tm bu bilgiler g6z 6niinde bulundurularak her calisma
icin o deneye uygun yontem tercih edilmelidir. Tek seferde ve
RNA'dan gerceklestirilen islemler hem arastirma hem de tani
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laboratuvari pratiginde aktif olarak kullanilmaktadir. Ornek ver-
mek gerekirse; bu ydntem giinlimiizde hizi ve uygulama kolay-
g1 nedeniyle COVID-19'un etiyolojik tespiti icin kullaniimakta
ve altin standart olarak kabul edilmektedir. Vakalardan alinan
surlintiilerden izole edilen SARS-CoV-2 RNA genomu tek tip
icerisinde dnce ters transkripsiyon sonra da PZR islemine tabi
tutularak hizh bir sekilde analiz edilmektedir (25,26).

Sunulan calismada tek basamakli RT-qPZR ydnteminin secilen
hedef miRNA'lar icin optimizasyonu denenmistir. Calismamizin
kisithlidi; az sayida ornek kullaniimasi ve sinirli sayida miRNA
icin optimizasyonun gerceklestirilmis olmasidir. Sunulan calis-
mada deneysel optimizasyon i¢in hsa-miR-145-5p ve hsa-miR-
146a-5p MiRNA hedefleri secilmistir. Bu hedef miRNA'lar icin
alinan sonuglar guivenilir sekilde deneysel olarak dogrulanmis
olsa da bu dizaynin diger hedef miRNA'lar icin benzer hassasi-
yetlere sahip olma durumlari ayrica incelenmelidir. Bu sebep-
le her calisilacak miRNA hedefi icin deneysel optimizasyon ve
dogrulamalara ihtiya¢ duyulabilecektir.

Sonug olarak, 6nerilen yaklasim ile tek basamakli RT-qPZR yak-
lagimi ile miRNA tespiti ve ekspresyon 6l¢lilmesi miimkin hale
gelmistir. Bu yaklasim ile yapilan dizayn hsa-miR-145-5p ve hsa-
miR-146a-5p miRNA hedef dizileri icin denenmis ve en az opti-
mizasyon ihtiyaci ile hassas sonugclar alinabildigi gorilmastir.
Bu sayede yliksek maliyetli miRNA tespit ve 6l¢imu yapan ticari
kitlere olan bagimllik azaltilabilecektir.

Etik Komite Onayi: Bu calismada, etik komite iznine gerek duyulacak
bir materyal ya da deney hayvani kullanilmamustir.
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