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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-qPCR 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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ÖZ

Amaç: Bu çalışmada mikroRNA (miRNA) hedeflerinin spesifik ola-
rak belirlenmesi ve ekspresyon ölçümünün yapılmasına yönelik tek 
basamaklı ters transkripsiyon kantitatif polimeraz zincir reaksiyo-
nu (RT-qPZR) yönteminin, seçilen iki farklı miRNA (hsa-miR-145-5p 
ve hsa-miR-146a-5p) için araştırılması ve sürecin optimizasyonu 
amaçlanmıştır.

Gereç ve Yöntem: RNA eldesi HEK293T hücre hattından yapılmış-
tır. Çalışmada seçilen her iki miRNA hedefi için uygun primerler ta-
sarlanmış, tek basamaklı RT-qPZR yöntemi ile optimizasyon işlemi 
gerçekleştirilmiştir. Hedef amplikonların spesifiklik doğrulamaları 
agaroz jel elektroforezi ve konvansiyonel dizileme yöntemi ile ger-
çekleştirilmiştir. 

Bulgular: Tek basamakta gerçekleştirilen RT-qPZR çalışmasının her 
iki primer için de yüksek spesifiklikte ve hassasiyette sonuç verdiği 
qPZR erime eğrisi analizi ve agaroz jel görüntüleme sistemi ile gös-
terilmiştir. qPZR sırasındaki bağlanma sıcaklıklarından en düşük Ct 
değerinin 54°C’de elde edildiği görülmüştür. Ayrıca konvansiyonel 
Sanger dizileme sonucunda yalnızca ilgili miRNA dizilerinin hedef-
lendiği ve spesifik olmayan herhangi bir çoğaltma işleminin olma-
dığı gösterilmiştir.

Sonuç: Sunulan çalışmada deneysel tasarım her iki miRNA hedefi 
için de optimize edilerek spesifik olarak yalnızca hedef miRNA mo-
lekülünün tespitinin yapılabildiği gösterilmiştir. Bu yaklaşım, iler-
leyen çalışmalarda miRNA tespit ve ekspresyon analizlerinde gü-
venilir olarak kullanılabilecektir. Sunulan yaklaşım, düşük maliyetli, 
zamandan ve iş gücünden tasarruf sağlayan bir alternatif olması 
sebebiyle benzer tüm çalışmalarda değerlendirilebilir.
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GİRİŞ

MikroRNA’lar (miRNA) ilk olarak 1993 yılında Caenorhabditis ele-
gans’da keşfedilmiş (1) ve ardından hız kazanan çalışmalar so-
nucunda miRNA’ların neredeyse tüm ökaryotik hücrelerde bu-
lunduğu belirlenmiştir (2). miRNA’lar evrimsel olarak korunmuş 
genetik diziler olup, protein kodlamayan RNA’lardır (3). Öncül 
miRNA’lar nükleer ve sitoplazmik işlemlerden DROSHA ve DICER 
endoribonükleazları aracılığıyla geçer ve nihayetinde olgunla-
şan miRNA’lar RNA kaynaklı susturma kompleksi (RNA-induced 
silencing complex, RISC)'e  dahil olurlar. Bu kompleks içerisinde 
miRNA’lar hedeflerine eşlenerek bağlanır ve biyolojik fonksi-
yonunu gerçekleştirir (4). miRNA’lar, RNA susturma mekaniz-
masında rehber molekül olarak bulunur ve genellikle protein 
kodlayan transkriptleri hedefleyerek (mRNA), neredeyse tüm 
gelişimsel ve patolojik mekanizmalarda post-transkripsiyonel 
düzenleyici olarak görev alır (3).  miRBase veri tabanının son 
güncellemesiyle (v22.1) birlikte 271 organizmada 48.885 olgun 
miRNA tanımlanmıştır, insanlarda ise 1.917 öncül ve 2.654 ol-
gun miRNA bilgisi bulunmaktadır (5,6).

Klinik örneklerden alınan parafine gömülü dokularda ve plaz-
mada miRNA’ların yüksek stabilite gösterdiği ve ifade düzeyin-
de değişiklikler olduğuna dair bulgular miRNA’ları hastalıkların 
tanısında umut verici biyobelirteç adayları yapmıştır (7). Bu-
güne kadar miRNA’ların ifade düzeyindeki değişimler kanser, 
diyabet, immün sistem hastalıkları, kas hastalıkları ve nörodeje-
nerasyon gibi birçok hastalık ile ilişkilendirilmiştir (8).

miRNA tespiti ve ekspresyon analizi için çok sayıda yöntem ge-
liştirilmiştir ancak her yöntemin sınırlılıkları bulunmaktadır (9). 
Northern blot ve microarray analizleri konvansiyonel olmakla 
birlikte miRNA konsantrasyonlarının yetersiz olduğu durum-
larda istenen hassasiyeti gösterememektedir (7). Hassasiyeti ve 
spesifikliği arttırmak adına nanopartikül amplifikasyon metodu, 
konjuge-polimer bazlı yöntem, ters transkripsiyon polimeraz 
zincir reaksiyonu (Reverse Transcription Polymerase Chain Reac-
tion, RT-PZR), ribozim amplifikasyon yöntemi, izotermal ampli-
fikasyon, elektrokimyasal metot gibi çok sayıda yöntem geliş-
tirilmiştir (10). Bu metodlar arasında RT-PZR yöntemi en pratik 
olanıdır ancak miRNA’lar için zaman alıcı bir ters transkripsiyon 
adımını içermeleri ve kullanılan bazı probların maliyetleri nede-
niyle yine de tam olarak istenen özellikleri taşımamaktadır. Bu 
dezavantajları ortadan kaldırmak amacıyla Yan ve ark. tarafın-
dan “Tek basamaklı gerçek zamanlı ters transkripsiyon PZR” (RT-
qPZR) yöntemi geliştirilmiştir. Geliştirilen bu sistemde tek bir tüp 
içerisinde tüm bileşenler bulunmakta ve reaksiyonlar bir gerçek 
zamanlı PZR cihazında ardışık olarak yürütülmektedir (8).

Sunulan çalışmamızda tek basamaklı RT-qPZR yöntemi ele alın-
mıştır. Deney ve primer tasarımları tarafımızca yapılarak gele-
cek miRNA çalışmalarında kullanılmak üzere kendi laboratuvar 
sistemimizde optimize edilmeye çalışılmıştır. Bu amaçla; RNA 
kaynağı olarak HEK293T hücre hattı kullanılmıştır ve iki farklı 
miRNA (miR-145-5p ve miR-146a-5p) için tek tüp içerisinde ar-
dışık ters transkripsiyon ve PZR basamakları optimize edilmiş-
tir. Bu çalışmadan elde edilen sonuçlara göre, deneysel olarak 

kalitatif ve kantitatif doğrulaması da yapılan bu yaklaşımın, di-
ğer hedef miRNA’lar için de uyarlanabilmesi olanaklıdır ve bu 
sayede hızlı, kolay ve düşük maliyetli olarak miRNA tespiti ve 
ekspresyon ölçümünün gerçekleştirilmesi mümkün olacaktır.

GEREÇ VE YÖNTEM

RNA İzolasyonu
Çalışmamızda HEK293T (Human Embryonic Kidney 293T) hüc-
re hattı kullanılmıştır. RNA izolasyonları Qiagen RNeasy Tissue 
Mini Kit (QIAGEN, Hilden, Almanya) kullanılarak üreticinin pro-
tokolüne uygun olarak gerçekleştirilmiştir. RNA konsantrasyon-
ları ve saflıkları Multiskan GO (Thermo Fisher Scientific, Massa-
chusetts, ABD) cihazı ile değerlendirilmiştir. RNA için ölçülen 
A260/280 oranı ~2,0 ve A260/230 oranı ~2,0-2,2 olması durumunda 
örnekler 50 ng/µl konsantrasyonda olacak şekilde seyreltilerek 
-80°C’de saklanmıştır.

Primer Dizaynı
Tek basamaklı RT-qPZR primerleri Yan ve ark. (8) tarafından 
geliştirilen yöntem temel alınarak tasarlanmıştır. Bu amaçla 
öncelikle çalışılacak miRNA’lara ait dizi bilgileri (hsa-miR-145-
5p #MIMAT0000437 ve hsa-miR-146a-5p #MIMAT0000449) 
miRBase veri tabanından alınmıştır (5).  Tek basamaklı RT-qPZR 
yönteminde iki çift olmak üzere toplamda dört primer gerek-
mektedir (Şekil 1). Buna göre ilk çift primer (RP1 ve RP2) miR-
NA spesifiktir, her miRNA için özel olarak tasarlanmıştır. RP1 
primeri; P1 primerinin dizisini ve R1 olarak belirtilen hedef 
miRNA’nın 3’ucuna komplementer dizi içerir. RP2 ise P2 prime-
rinin dizisini ve R2 olarak adlandırılan hedef miRNA’nın 5’ucuna 
komplementer dizi içerir. RP1 ve RP2 primerleri ters transkrip-
siyon işlemi için kullanılmıştır. İkinci çift P1 ve P2 primerleri ise 
sabit dizili primerlerdir, qPZR işlemi için gereklidir ve literatür-
de daha önce bildirilen primer dizileri kullanılmıştır (11). Tüm 
primer tasarımları sRNAPrimerDB online biyoinformatik aracı 
kullanılarak yapılmıştır (11). miRNA spesifik RP1, RP2 primerleri 
ile evrensel P1 ve P2 primerlerinin dizileri Tablo 1’de verilmiştir.

Tek Basamaklı RT-qPZR Yönteminin Uygulanması ve Ürün-
lerin Konfirmasyonu
Tek basamaklı RT-qPZR yönteminde hazırlanan reaksiyonlar 
Tablo 2’de, uygulanan koşullar Tablo 3’te sunulmuştur. Tek ba-
samaklı RT-qPZR yöntemi temelde iki aşamadan oluşmakta-
dır; ters transkripsiyon ve PZR. Kullanılan PZR master karışımı 
25 µl’lik reaksiyonda 100 U PrimeScript Reverse Transcriptase 
(Takara Bio, ABD) 1,25 U TaKaRa Taq HS (Takara Bio, ABD), RNaz 
inhibitörü, dNTP ve bu enzimlerin tampon çözeltisini içerecek 
şekilde hazırlanmıştır.

Birinci aşamada ters transkripsiyon reaksiyonu 52°C’de 5 dakika 
ve 95°C’de 10 saniye olacak şekilde gerçekleştirilmiştir. Bu aşa-
mada; RP1 primerinin R1 dizisi hedef miRNA’nın 3’ucuna bağla-
nır, ters transkriptaz enzimi ve dNTP’ler varlığında uzama reak-
siyonu gerçekleşir. Aynı zamanda oluşan bu çift zincirli yapılara 
RP2 primerinin komplementer R2 dizisi bağlanır ve ortamda 
bulunan Hot-Start Taq polimeraz (HS-Taq) enzimi sayesinde 
uzama gerçekleşir. Ardından 95°C’de reaksiyondaki ters trans-
kriptaz enzimi inhibe edilir ve qPZR aşamasına geçilir.
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İkinci aşama konvansiyonel PZR yöntemidir. Ters transkripsiyon 
aşamasından gelen çift zincirli yapılara eklenen evrensel diziler 
sayesinde P1 ve P2 primerleri kullanılarak, HS-Taq polimeraz ve 
dNTP’lerin varlığında 95°C’de 10 saniye ve erime sıcaklığında 
(gradiyent oluşturularak çalışılmıştır) 30 saniye olacak şekilde 
40 döngüde PZR gerçekleştirilmiştir. Bu PZR karışımına ek ola-
rak floresan bir DNA boyası olan LC Green eklenmiştir, bu sa-
yede cDNA amplifikasyonu gerçek zamanlı olarak izlenmiş ve 
erime eğrisi analizi yapılmıştır.

PZR döngüsünün bitmesini takiben yapılan erime eğrisi anali-
zi sayesinde hedeflenmeyen amplifikasyon ürünlerinin varlığı 
araştırılmıştır. Erime eğrisi analizi; 65°C’den 95°C’ye yavaş ısıt-
mayla elde edilmiş ve her 0,5°C sıcaklık artışında floresan öl-
çümleri alınmıştır. RT-qPZR çalışmaları Bio-Rad CFX96 Connect 

(Bio-Rad Laboratories, Inc., California, ABD) ısı döngü cihazında 
yapılmıştır. Ek olarak, RT-qPZR sonrasında elde edilen ürünler 
%2’lik agaroz jel yardımıyla incelenmiş ve amplifiye edilen ör-
neklerin uzunlukları kontrol edilmiştir. İleri konfirmasyon ama-
cıyla hsa-miR-145-5p’ye ait tek örnekte konvansiyonel Sanger 
dizileme işlemi yapılmıştır (Macrogen Inc., Seul, Güney Kore).

BULGULAR

Çalışma kapsamında ilk olarak her iki miRNA için de tek basa-
maklı gradiyent gerçek zamanlı RT-PZR yapılarak primerlerin 
bağlanma sıcaklıkları belirlenmiş ve erime eğrisi analizi ya-
pılmıştır. Şekil 2’de dört farklı sıcaklık için (58,6°C/57,6°C/56°-
C/54°C) elde edilen Ct (Cycle threshold) değerleri ve erime 
eğrileri verilmiştir. Buna göre primerlerin optimum bağlanma 

Şekil 1. Tek basamaklı RT-qPZR yönteminin çalışma prensibi.

Tablo 1. Tek basamaklı RT-qPZR yönteminde kullanılan 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)
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sıcaklığı en düşük Ct değerinin alındığı ve hedef dışı amplifi-
kasyon görülmeyen 54°C olarak belirlenmiştir. Erime eğrileri 
dikkate alındığında tek bir noktada erime piki alındığı görün-
mektedir dolayısıyla hedef dışı PZR ürününün olmadığı yorumu 
yapılabilmektedir.

Ardından elde edilen ürünler %2’lik agaroz jel yardımıyla gö-
rüntülenmiştir (Şekil 3). Son olarak, ileri konfirmasyon amacıyla 
hsa-miR-145-5p için tek basamaklı RT-qPZR ürünü Sanger dizi-
lemeye tabi tutulmuştur. Sanger dizileme sonuçları CLC Main 
Workbench v5.0.2 (QIAGEN, Hilden, Almanya) programı kul-
lanılarak analiz edilmiştir. Şekil 4’te gösterildiği haliyle verilen 
dizi sonuçlarına göre amplifiye edilen ürün dizisi miRBase veri 
tabanından alınan hsa-miR-145-5p dizisi ile aynıdır.

TARTIŞMA

miRNA’lar neredeyse tüm ökaryotik hücrelerde bulunan kodla-
mayan RNA molekülleridir ve miRBase veri tabanının son sürü-
müne göre (v22.1) insanlarda öncül miRNA sayısı 1.917 olarak 
belirtilmiştir ancak yapılan deneysel konfirmasyon çalışmaları 
ile bu sayının çok daha yüksek olabileceği öngörülmüştür (6).

Klinik örneklerde miRNA’ların yüksek stabilizasyon göstermesi 
ve bu sayede biyobelirteç olma potansiyelleri miRNA ekspres-
yon çalışmalarına ivme kazandırmıştır. Bu anlamda yapılan kilit 
çalışmalardan biri 2005 yılında Nature dergisinde yayımlan-
mıştır. Buna göre, 217 memeli miRNA’sı ele alınmış ve tümör 
dokusu, sağlıklı doku, kanser hücre hatları, klinik örnekler, fare 
tümörleri dahil 334 farklı örnekte yapılan incelemeler sonucun-
da miRNA’ların büyük kısmının enformatif olduğu ve hatta tü-
mörün gelişimsel aşamasını dahi güvenilir bir şekilde yansıttığı 
belirlenmiştir (12).

Tablo 3. Tek basamaklı RT-qPZR koşulları.

Sıcaklık Süre Döngü Sayısı Yöntem

52°C 5 dk
1 Ters transkripsiyon

95°C 10 sn

95°C 5 sn
40

Polimeraz zincir 
reaksiyonu54°C 30 sn

65°C-95°C 0,5 °C / sn 1 Erime eğrisi analizi

Şekil 2. Tek basamaklı gradiyent RT-PZR sonuçları.

Tablo 2. Tek basamaklı RT-qPZR için hazırlanan reaksiyon 
bileşenleri ve miktarları.

Reaktifler 1X (µl)

PZR master karışımı (2X) 10

P1 evrensel primer (2,5 µM) 1,6

P2 evrensel primer (2,5 µM) 1,6

miRNA spesifik RP1 primeri (2,5 µM) 0,4

miRNA spesifik RP2 primeri (2,5 µM) 0,4

Kalıp RNA (50 ng/µl) 1,5

LC Green (10X) 2

dH20 2,5

Toplam 20 µl
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Bugüne kadar yapılan çok sayıda çalışma bu verileri doğrular 
niteliktedir. İnsan miRNA-ilişkili hastalık veri tabanının (The hu-
man miRNA-associated disease database-HMDD) son sürümün-
de (v3.2) 1.206 miRNA’nın 893 hastalıkla ilişkilendirildiği 19.280 
yayın bulunmaktadır. Bu bilgiler ışığında miRNA’ların çeşitli 
kritik biyolojik süreçlerde önemli roller oynadığını söylemek 
mümkündür (13). 

miRNA’ların saptanması ve kantitasyonu için çok sayıda yöntem 
geliştirilmiştir ancak optimum bir yöntem henüz belirleneme-
miştir ve her yöntemin kendine özgü avantajları ile dezavan-
tajları bulunmaktadır. Bunlar arasında; mikroarray çalışmaları 
yüksek çıktılı miRNA ifade çalışmalarına imkân tanısa da du-
yarlılık ve özgüllük açısından nispeten sınırlıdır (14). Northern 
blot yöntemi görece karmaşıktır ve sinyal artefaktları önemli 
bir sorun teşkil etmektedir (10). Aynı zamanda hibridizasyon 
temelli çalışmalarda hem öncül hem de olgun miRNA’lara 
probların bağlanma ve yanlış pozitiflik verme ihtimali vardır (7).  
miRNA dizileme çalışmaları yüksek çıktılı olmasına rağmen veri 
analizi için yüksek altyapı ve ekipman ile tecrübeli araştırmacı 
gerektirmektedir ve oldukça maliyetli bir yöntemdir (15). Tüm 
sınırlayıcı parametreler göz önünde bulundurularak düşük ma-
liyetli ve yüksek verimli olabilecek; nanopartikül-aracılı problar, 
izotermal amplifikasyon, elektrokimyasal metot gibi çok sayı-
da yöntemin uygulanması mümkündür (10). Geliştirilen bu 
yöntemlerden özellikle ddPZR (droplet digital PCR) platformları 
olumlu sonuçları ile umut vaat etmektedir. Bu yöntemde pozi-
tif ve negatif damlacıklardan gelen floresan sinyaller kullanıla-
rak absolüt kantitasyon yapılır. ddPZR’de referans gene ihtiyaç 

duyulmaz, düşük miktarda örnekten yüksek hassasiyete sahip 
sonuçlar alınabilir. ddPZR yöntemi RT-qPZR yöntemleri ile kar-
şılaştırıldığında dolaşımdaki miRNA’ların analizinde hem teknik 
performans hem de tanı potansiyeli açısından üstünlük göster-
miştir (16). Fakat bu yöntemde de kullanılması gereken cihazlar 
uygulamaya özgü olup, qPZR cihazları gibi yaygın olarak labo-
ratuvarlarda bulunmamaktadır. Cihaz ve sarf maliyetleri düşü-
nüldüğünde kullanım alanı geniş olabilecek olsa dahi, maliyet 
açısından etkin bir yöntem değildir.

Tüm bunların yanında gerçek zamanlı PZR yöntemi gen eks-
presyonunun kantitasyonunda maliyet ve kolay uygulanabilir-
lik açısından hala altın standart olarak kabul edilmektedir (14). 
miRNA çalışmalarında PZR temelli evrensel veya spesifik pri-
merlerle ters transkripsiyon yaklaşımı bulunmaktadır (17,18). 
Evrensel ters transkripsiyon yaklaşımında, tüm miRNA mo-
leküllerine cDNA dönüşümü için bilinen tek özdeş bir kuyruk 
eklenmektedir. Bu kuyruk; 3’ ucuna poly-A polimeraz ile poly-A 
kuyruğunun eklenmesi (15), poly-U polimeraz yardımı ile poli-
uridilasyon (19), T4 RNA ligaz ile evrensel linkerların eklenmesi 
(20) veya hem linker hem de kuyruk eklenmesi kombinasyonu 
şeklinde uygulanabilmektedir. Bu yaklaşımların temel avantajı, 
tüm miRNA’ların aynı tüpte cDNA’ya dönüşümüne olanak sağ-
lamasıdır ancak arka plan kirliliği bu yaklaşımın sınırlayıcı para-
metresidir (21).

İkinci grupta ise spesifik lineer primerler, kıskaç probları (pincer 
probes) ve Stem-loop RT primerleri kullanılır. Stem-loop metodu 
günümüzde en sık kullanılan yöntemlerdendir (22-24). Gele-
neksel Stem-loop yönteminde her miRNA için yeni bir spesifik 
Stem-loop primeri tasarlanmalıdır, bu primer olgun miRNA’ların 
3’ ucuna bağlanır ve ardından cDNA sentezlenir. Buna ek olarak 
evrensel Stem-loop primer kullanımı da geliştirilmektedir (14,15).

Tek basamaklı RT-qPZR yöntemi ise miRNA çalışmalarında has-
sas ve spesifik kantitasyon sağlamaktadır. Bu yöntemde, tek tüp 
içerisinde ters transkripsiyon ve PZR aşamaları ardışık olarak, 
gerçek zamanlı PZR cihazında tek seferde yürütülür. Sistemin 
en büyük avantajı ayrı bir ters transkripsiyon aşamasına ihtiyaç 
duymaması ve çok kısa sürede sonuca ulaşmayı sağlamasıdır. 
Uygulama kolaylığının yanı sıra bu yöntem aynı zamanda iki 
basamaklı PZR temelli miRNA kantitasyon yöntemlerine göre 
kontaminasyon riskini azaltmakta ve bu sayede yüksek numu-
ne sayılı çalışmalar için daha verimli olmaktadır (8). Bununla 
birlikte, birçok avantajının yanı sıra yöntemin tek basamaklı 
olması beraberinde bazı sınırlamalar da doğurmaktadır; ters 
transkripsiyon ve PZR basamakları aynı tüpte gerçekleştirildi-
ği için ayrı ayrı optimize edilememektedir, bu durum ise her iki 
basamakta daha düşük verime yol açabilmektedir. Ek olarak, 
sentezlenen cDNA’ların tamamı hemen sonrasında PZR yön-
teminde kullanılmaktadır, bu nedenle herhangi bir sulandırma 
işlemi gerçekleştirilememektedir. Bir diğer kısıtlama ise so-
nuçlar açısından olumsuz bir durum sergilemese de başlangıç 
materyalinin daha stabil olan cDNA yerine kırılgan RNA olma-
sıdır. Tüm bu bilgiler göz önünde bulundurularak her çalışma 
için o deneye uygun yöntem tercih edilmelidir. Tek seferde ve 
RNA’dan gerçekleştirilen işlemler hem araştırma hem de tanı 

Şekil 3. Tek basamaklı RT-PZR ürünlerinin agaroz jel 
görüntüleri.

Şekil 4. hsa-miR-145-5p PZR ürününün Sanger dizileme 
kromatogramı.
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laboratuvarı pratiğinde aktif olarak kullanılmaktadır. Örnek ver-
mek gerekirse; bu yöntem günümüzde hızı ve uygulama kolay-
lığı nedeniyle COVID-19’un etiyolojik tespiti için kullanılmakta 
ve altın standart olarak kabul edilmektedir. Vakalardan alınan 
sürüntülerden izole edilen SARS-CoV-2 RNA genomu tek tüp 
içerisinde önce ters transkripsiyon sonra da PZR işlemine tabi 
tutularak hızlı bir şekilde analiz edilmektedir (25,26).

Sunulan çalışmada tek basamaklı RT-qPZR yönteminin seçilen 
hedef miRNA’lar için optimizasyonu denenmiştir. Çalışmamızın 
kısıtlılığı; az sayıda örnek kullanılması ve sınırlı sayıda miRNA 
için optimizasyonun gerçekleştirilmiş olmasıdır. Sunulan çalış-
mada deneysel optimizasyon için hsa-miR-145-5p ve hsa-miR-
146a-5p miRNA hedefleri seçilmiştir. Bu hedef miRNA’lar için 
alınan sonuçlar güvenilir şekilde deneysel olarak doğrulanmış 
olsa da bu dizaynın diğer hedef miRNA’lar için benzer hassasi-
yetlere sahip olma durumları ayrıca incelenmelidir. Bu sebep-
le her çalışılacak miRNA hedefi için deneysel optimizasyon ve 
doğrulamalara ihtiyaç duyulabilecektir.

Sonuç olarak, önerilen yaklaşım ile tek basamaklı RT-qPZR yak-
laşımı ile miRNA tespiti ve ekspresyon ölçülmesi mümkün hale 
gelmiştir. Bu yaklaşım ile yapılan dizayn hsa-miR-145-5p ve hsa-
miR-146a-5p miRNA hedef dizileri için denenmiş ve en az opti-
mizasyon ihtiyacı ile hassas sonuçlar alınabildiği görülmüştür. 
Bu sayede yüksek maliyetli miRNA tespit ve ölçümü yapan ticari 
kitlere olan bağımlılık azaltılabilecektir.
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