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Ozet: Trizol gibi asit guanidium fenol kimyasallari, birgok numuneden yiiksek-kalite total RNA izolasyonu igin
olanak saglar. Inek plasentomundan (total, maternal ve fetal) ekonomik ve tekrar edilebilir bir metotla, yiiksek-
kalite RNA izolasyonu yapabilmek i¢in, total RNA 1 ml guanidin tiyosiyanat igeren asit soliisyonu, sodyum
asetat, fenol ve kloroform ile santrifiij edilmistir. Total RNA isopropanol ile ¢oktiiriilmiis ve hicbir saflastirma
kiti kullanilmamugtir. Izolasyonlar iki farkli protokole gére yapilmustir. isopropanol fazina kadar galisma (a) oda
1s1sinda (20-22°C) ve (b) buz lizerinde (0-4°C) yapilmistir. RNA kalitesi spektrofotometrik olarak, optik dansite
(OD) dlglimii ile yapilmigtir (OD260 nm/OD280 nm > 1.7). RNA biitiinliigii agaroz jel elektroforezi ile kontrol
edilmistir. Elektroforezis sonug¢larma gore (a) protokoliine gore 28s, 18s ve 5s rRNA bantlar gozlenirken, (b)
protokoliine gére cogu zaman degrade RNA bantlar1 gézlenmistir. Total RNA konsantrasyonu (b) protokoliine
gore belirgin Sl¢lide yiiksek bulunurken, (a) protokoliine gore safligi ve biitiinliigii ¢ok iyi kaliteli RNA elde
edilmistir. Elde edilen total RNA’dan cDNA doniisiimii yapilarak PCR yapilmistir. RT-PCR iiriinleri (a) proto-
koliine gore izole edilen RNA’dan basariyla elde edilmistir. (a) protokolii, inek plasentomunun total, maternal ve
fetal dokularindan, hicbir saflagtirma kiti kullanmadan, yiiksek-kalite RNA izolasyonu igin ekonomik ve tekrar
edilebilir bir metod oldugunu goéstermektedir.
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Trizol RNA Extraction Method: Evaluation of a Highly Efficient Method For
Bovine Placentom”

Abstract: Acid guanidium phenol preparations such as Trizol allow the reproducible isolation of high-quality
total RNA from various sources. In order to establish an economical and reproducible method for the high-
quality RNA extraction from bovine total, maternal and fetal placenta, total RNA was isolated with 1 ml acidic
solution containing guanidinium thiocyanate, sodium acetate, phenol and chloroform, followed by centrifuga-
tion. Total RNA was precipitated with isopropanol and no purification kit was used. The isolation was tested
with two different protocols. Until isopropanol phase the isolation was carried out either a) at room temperatue
(20-22°C) or b) on ice (0-4°C). The RNA quality was determined by spectrophotometry, optical density (OD)
absorption ratio (OD260 nm/OD280 nm > 1.7). Integrity of the RNA was verified by agarose-gel electrophore-
sis. The results of electrophoresis showed three clear bands of 28s, 18s and 5s rRNA, respectively with protocol
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(a), whereas degraded RNA bands were mostly observed with protocol (b). Although the RNA concentration
was significantly higher with protocol (b), the integrity and puririty were better with protocol (a). First strand
cDNAs were amplified with extracted RNA using a kit, followed by basic PCR. The RT-PCR products were
successfully derived from the extracted RNA. RNA extraction method with protocol (a) suggested an economi-
cal and reproducible method in obtaining high-quality RNA from fetal, maternal parts of bovine placenta with

Trizol, without any purification method.
Key Words: Placentom, cattle, Trizol, RNA.

Giris

Doku ya da hiicrelerin lizis soliisyonu ile
parcalanip, fenol yardimiyla total RNA’nin
ekstrakte edilmesi prensibine dayanan protokol,
ilk kez Chomczynski ve Sacchi tarafindan
1987°de tammlanmistir’. Sonraki yillarda bu
protokol, siispansiyon yada tek tabakada ¢ogal-
tilmig kiiltiir hiicrelerinden, dokulardan ve bitki-
lerden yapilacak izolasyonlarda kullanilmak

tizere kisaltilmis yada modifiye edilmistir
4,6,7,9,10

Yiiksek kaliteli ve biitlinliigli korunmusg
RNA izolasyonu, transkriptomal, fizyolojik ve
biyokimyasal analizlerin dogru degerlendirilme-
si i¢in 6nemlidir. Bu amagla farkl: bitki 6rnekle-
rinden ve dokulardan izolasyon yapabilmek
icin, farkli metotlar denenmistir. Bitkilerden
yapilan izolasyonlarda karsilagilan en 6nemli
problem; ortamda polisakkaritler, nisasta,
fenolik bilesikler ve flavonoidlerin bulunmasi
ya da erken presipite olmasidir' Molekiiler
caligmalar sirasindaki, mikroarray kullaniminda,
eksprese edilen genlerin tanimlanmasi igin,
biitiinliigii korunan RNA’nin kullanilmasi ol-
duk¢a Onemlidir. RNA degredasyonunun oldu-
gu durumlarda, elde edilen sonug gergek biyolo-
jik yamittan olduk¢a farklidir'. Basarili RNA
izolasyonu sadece mikroarray teknigi i¢in degil,
RT-PCR ve Real Time PCR gibi molekiiler
tekniklerde dogru sonuglarin alinmasi i¢in de
onemlidir. RNA degredasyonu kiiltiire edilen
hiicrelerde nadiren gdzlenir, ancak RNaz-zengin
dokulardan yapilan izolasyonlarda, RNA’nin
(;a‘tilék degrade olmasina ¢ok sik rastlanmakta-
dir.

DNA, RNA, ve protein ekstraksiyonlari,
molekiiler biyoloji laboratuarlarindaki ortak
uygulamadir. TRIzol®, bu izolasyonlar igin,
fenol ve guanidin isothiosiyanat’in monofazik
bir soliisyonu olarak hazirlanmistir™’.

Bu izolasyonlar i¢in ¢aligilmasi 6nerilen
sicaklik ortalama 18-22 °C’lik oda 1sisidir. An-
cak bu durum plasenta gibi, 6zelikle RNaz en-
zimince zengin dokularin enzim aktivitesini
artirir. Soguk zincirde yapilan izolasyonlarda,

Trizol, dokunun sadece dis ylizeyi ile temas
ederek, dokulardaki RNaz aktivitesini artirip,
RNA biitiinliigiinii 5nemli oranda etkiler'’.

Bu amagla RNaz’dan zengin inek
plasentomundan total, fetal ve maternal doku
ornekleri hazirlanmistir ve iki farkli protokole
gore total RNA elde edilmeye ¢aligilmigtir. (a)
Oda 1sisinda Trizol ile yapilan homo-
jenizasyondan elde edilen total RNA ve (b) 0-
4°C’de Trizol ile yapilan homojenizasyondan
elde edilen total RNA’lar kalite ve biitlinliik
acgisindan karsilastirilmustir.

Materyal ve Metod

Plasentomlarin alinmasi ve saklanma-
s1: Calisma materyali, Uludag Universitesi Ve-
teriner Fakdiltesi Arastirma ve Uygulama Ciftli-
ginde bulunan ve TUBITAK-DFG/
TOVAG1070259 nolu projeye ait 9 adet diive-
den toplandi. Caligma igin etik kurul onay1 alin-
di (26.03.2007- 401/1510). Gebeliklerinin 270.
giinlinde siirtiden ayrilarak dogum bokslarina
alman inekler, 8 saat araliklarla gézlemlendi.
Dogum siiresince hi¢bir problemle kargilagilma-
di ve buzagilarin dogumunun ardindan, vaginal
kanaldan bir aplikatdr araciligiyla plasentomlar
kesilerek uzaklagtirildi. Uterus i¢i 2000 mg
klortetrasiklin (Devamisin/Vetas, Tiirkiye) kul-
lanild.

Plasentomlar ikiye kesilerek yarisi (total
plasentom) direkt s1ivi azot iginde sok dondurul-
du. Kalan yaris1 ise manuel olarak ayrildi.
Kotilodon (maternal) ve karunkel (fetal) kisim-
lar1 siv1 azotta sok dondurularak, tim doku Or-
nekleri analiz yapilincaya kadar -80°C’de sak-
landi. RNA izolasyonu: (a) Doku ornekleri sivi
azot i¢inde seramik havan ve havaneli ile 6gii-
tilldii. Bir mililitre (ml) guanidin tiyosiyanat
(Trizol®Reagent, Invitrogen/Life Technologies,
Cat. No. 155961) igine 50-100 pg’lik doku tozu
konarak 10 dakika oda 1sisinda bekletildi. Ultra-
Turrax® (S8N-5g, IKA-Werke GmbH) ile 10
saniye homojenize edilerek, iizerine —20°C’de
sogutulmus 0.2 ml kloroform ilave edildi. Bes
dakikalik oda 1sis1 inkiibasyonu sonrasinda,
+4°C’de 15 dakika 14,000 x g’de santrifiij edil-



di. RNA igeren iist siv1 faz1 dikkatlice uzaklasti-
rild1 ve yeni bir ependorf tiip igine alinarak klo-
roform fazi tekrar edildi. Santrifiij sonrasinda
iist faz alinarak esit hacimde izopropanol eklen-
di ve RNA’y1 ¢oktiirmek icin 30 dakika -
20°C’de bekletildi. +4°C sicaklikta 14,000 x
g’de 10 dakika santrifiij sonrasinda RNA topak
haline getirildi. Olusan RNA c¢dokeltisi 0.5 ml
70%’lik soguk ethanol ile 10 dakika +4°C’de
bekletilerek 14,000 x g’de 10 dakika santrifiij
edildi. RNA’y1 ethanol ile yikama asamasi 2 kez
yapildi. Santrifiij sonunda olusan pelletlerden
etanol dikkatle ¢ekildikten sonra, 37°C’lik etiiv-
de 20 dakika kurutuldu. Uzerine 50 ul otoklav-
da sterilize edilmig distile su eklendi ve
70°C’lik su banyosunda 10 dakika bekletilerek
suda c¢ozdirildi. Tiipler kisa siireli vortexle
karistirildiktan sonra 1.25 ul RNaz Inhibitorii
(RiboLock™  RNase  Inhibitor  40u/ul,
Fermentas) eklenerek —20°C’de saklandi.

(b) Doku ornekleri siv1 azot iginde sera-
mik havan ve havaneli ile 6giitiildi. Bir ml
guanidin tiyosiyanat i¢ine 50-100 pg’lik doku
tozu konarak 10 dakika 0-4°C’de bekletildi.
UltraTurrax ile 10 saniye buz lizerinde
homojenize edilerek iizerine —20°C’de sogutul-
mus 0.2 ml kloroform ilave edildi. Buz iizerinde
bes dakikalik inkiibasyonu sonrasinda +4°C’de
15 dakika 14,000 x g’de santrifiij edildi. RNA
iceren ist sivi fazi dikkatlice uzaklastirildi ve
yeni bir tiip igine alinarak kloroform fazi tekrar
edildi. Santrifiij sonrasinda iist faz alinarak esit
hacimde izopropanol eklendi ve RNA’y1 ¢ok-
tirmek icin 30 dakika -20°C’de bekletildi. +4°C
sicaklikta 14,000 x g’de 10 dakika santrifiij
uygulanarak RNA topak haline getirildi. Olusan
RNA ¢okeltisi 0.5 ml 70%’lik soguk ethanol ile
10 dakika +4°C’de bekletilerek 14,000 x g’de
10 dakika santrifiij edildi. RNA’ nin ethanol ile
yikama asamasi 2 kez yapildi. Santrifiij sonunda
olusan pelletlerden etanol dikkatle gekildikten
sonra 37°C’lik etiivde 20 dakika kurutuldu.
Uzerine 50 pl otoklavda sterilize edilmis distile
su konarak 10 dakika 70°C’lik su banyosunda
bekletilerek RNA suda ¢ozdiiriildii. Tiipler kisa
vortexlendikten sonra 1.25 ul RNAse Inhibitorii
eklenerek —20°C’de saklandi.

RNA Kalite Kontrolii (Puririty
Control) & Spektrofotometrik Olgiimler: 5 pl
RNA, 995 ul otoklavda sterilize edilmis distile
su ile karistirildi (1/200 dilusyon) ve 260nm,
280nm’de optik dansite Slgiimii yapildi. (A260 /
A280). Tiim RNA’larin 260 nm’deki absorbans
degeri

[ng/mL]= OD degeri x 200 x 40 pg/mL

formiilii kullanilarak RNA konsantrasyonlari
hesaplandi.

RNA Biitiinliigiiniin Kontrolii (Inte-
grity Control) & Agaroz Jel Elektroforezi:
1.5 ul RNA, 4.5 ul elektroforez boyasi (Loading
Dye) ile karistirilarak 5 dakika 65°C’de su ban-
yosundan sonra buz iizerinde bekletildi. 1.2 gm
agaroz, 84.7 ml DEPC (Diethylpyrocarbonate)
ile muamele edilmis distile su ve 10 ml MOPS
(3-(N-morpholino) propanesulfonic acid) soliis-
yonuna katilarak, 2 dakika mikrodalga iginde
eritildi. Jel birka¢ dakika sogumaya birakildik-
tan sonra, 5.2 ml 37%’lik formaldehit ve 4 pl
ethidium bromide katilarak jel tankina dokildi.
Yarim  saatlik  polimerizasyondan  sonra,
RNA’lar jele yiiklendi. 1kb biiyiikliigiinde mar-
ker kullanildi. Ornekler 100 V ve 300 mA’lik
giic kaynagi ile 1.2%’lik agaroz jelde 60 dakika
boyunca yliriitiildii.

RT-PCR

RNA 6rnekleri

200 ng x 30 pl = Olgiilen RNA miktar
(ng/pl) x X
formiilii kullanilarak, 200ng/ul konsantrasyo-
nunda hazirlandi. RT-PCR ig¢in, GeneAmp RNA
PCR Kit (Perkin Elmer, Foster City, CA) kulla-
nildi. 0.3 pug RNA 42°C’de 15 dakika ve
99°C’de 5 dakikalik programla cDNA’ya do-
niigtiiriildi. 10 pl’lik transkripsiyon soliisyonu,
toplam hacimde 2.5 pmol I”' random hekzamer,
1 mmol "' dNTPs, RNaz inhibitér ve murine
leukemia virus reverse transkriptaz igerecek
sekilde hazirlandi. Her 10ul cDNA, 15pmol
primer, 0.25 U/ul AmpliTaq DNA Polimeraz
iceren reaksiyon soliisyonuyla karistirilarak
amplifikasyonu tamamlandi.

Amplifikasyon programi 34 dongii olacak
sekilde programlandi. Her dongii, denatiirasyon
icin 94°C’de 1 dakika, primer baglanmasi i¢in
55°C’de 1 dakika ve DNA sentezi i¢in 72°C’de
1 dakika seklinde gergeklesti. Tiim {iriinler
2%°’1ik ethidium bromide ile hazirlanmis agaroz
jelde yiiriitiildii ve UV 1s181nda bantlar gézlendi.

Istatistiksel Degerlendirme

Calisilan 6rneklerin Trizol izolasyonu ile
elde edilen sonuglar, ¢ift yonlii varyans analizi
(MANOVA) ile test edildi ve fark gruplar
Tukey HSD testi ile belirlendi. Tiim testler
p<0.05 anlamlilik diizeyinde smand. Istatistik-
sel analizler SPSS 13.0 bilgisayar paket prog-
rami ile degerlendirildi.



Bulgular
A) RNA Kkalitesi kontrolii

Plasentomdan elde edilen total RNA’lar,
260 ve 280nm dalga boyunda spektrofotometre
ile olgiildii (UV-1601 UV-Visible Spectrophoto-
meter SHIMADZU, Japan). Optik dansite oran-
lar1 1.7°nin {izerinde olanlar degerlendirmeye
alindi. Yapilan istatistiksel analiz sonunda; (b)
protokoliine gore, 260/280 ortalama degeri, total
plasentomdan yapilan izolasyonlarda 1,82+0.15,
maternal dokudan yapilan izolasyonlarda
1,83+0.13, fetal dokudan yapilan izolasyonlarda
1,92+0.33 bulundu. (a) protokoliine gore ise
total plasenta dokusundan yapilan izolasyonlar-
da 1,79+0.06, maternal dokudan yapilan izolas-
yonlarda 1,80+0.74, fetal dokudan yapilan izo-
lasyonlarda  1,80+0.75  bulundu. Yapilan
varyans analiz sonucu, sicaklik uygulamasiin
260/280 degerleri iizerinde anlamli bir farklilik
(p<0.05) ortaya koyarken, total, maternal ve
fetal izolasyonlarin 260/280 degerleri iizerinde
anlamli bir farklilik belirlenemedi. 260/280
degerleri iizerine sicaklik ve farkli plasentom
bolgelerinin interaksiyonu ¢ift yonlii varyans
analizi ile degerlendirildiginde anlamli bir so-
nug belirlenemedi.

(b) protokoliine gore elde edilen RNA
konsantrasyonlarinin  ortalama degeri, total
plasentom dokusundan yapilan izolasyonlarda
5241.6+2357.44 maternal dokudan yapilan izo-
lasyonlarda 3922.40+1656.06, fetal dokudan
yapilan izolasyonlarda 2897.53+1609.50 bulun-
du. (a) protokoliine elde edilen RNA konsant-
rasyonlari, total plasentomdan yapilan izolas-
yonlarda 1244.0+575.17, maternal dokudan
yapilan izolasyonlarda 1483.80+£765.15, fetal
dokudan yapilan izolasyonlarda 1198.85+
836.72 bulundu. Yapilan varyans analizi sonu-
cunda hem sicaklik uygulamasinin hem de farkl
plasentom izolasyonlarinin, RNA konsantrasyon
verileri iizerinde anlamli bir farklilik bulundu
(p<0.001). RNA konsantrasyon verileri iizerine
sicaklik ve plasentom bolgelerinin interaksiyonu
¢ift yonlii varyans analizi ile degerlendirildigin-
de anlaml1 bir fark belirlendi (p<0.001).

B) RNA Biitiinliigiiniin Kontrolii

RNA’larn biitlinliigii (integrity) denature
agorose jel elektroforezi ile kontrol edildi. 28s,
18s ve 5s rRNA’lik 3 adet ribozomal bantlarin
varligt ve yogunlugu, caligmada izole edilen
RNA’larin  biitiinliigiinii korudugunu gdsterdi
(28S rRNA > 18S rRNA >5SrRNA). (b) proto-
koliine gore elde edilen RNA’lardan hazirlanan

jel goriintiilerinde yogunlugun 18S

rRNA>5SrRNA>28S rRNA oraninda oldugu
(Sekil 1), cogu zaman tiim bantlar, RNA’nin
degrade oldugunu gosterdi (Sekil 2). (a) proto-
koliine gore elde edilen RNA’nin daha stabil
izole edildigi gozlendi Total, maternal, fetal
plasentomlara ait RNA biitiinliigii arasinda be-
lirgin bir farklilik gézlenmedi.

Sekil 1:
(b) protokoliine gore izole edilen total RNA nin
agaroz jelde gériintiisii
Figure I:
Visualization of total RNA preparations on
agarose gel according to protocol (b)

Sekil 2:
(a) protokoliine gore izole edilen total RNA nin
agaroz jelde goriintiisii

Figure 2:
Visualization of total RNA preparations on
agarose gel according to protocol (a)



Tartisma

Kalite ve biitiinliigii yiiksek total RNA
eldesi i¢in iki farkli protokol, plasentomun fark-
I1 bolgelerinden alinan dokular (total, maternal
ve fetal) arasinda karsilastirildi. 11k protokolde
RNA peletleri olugsuncaya kadarki tiim agsamalar
oda 1sisinda (20-22 °C) caligilirken, ikinci pro-
tokolde tiim asamalar soguk zincir iizerinde
uygulandi. Her iki protokol sonunda elde edilen
total RNA o6rnekleri RNA saflagtirma protokolii
uygulanmadan test edildi.

(a) protokoliine gore izole edilen total
RNA’larin biitiinliigii, 3 farkli rRNA bantlarin
gozlenmesiyle kontrol edildi. Bantlarin goriiniir-
ligii ve yogunlugu istenilen diizeydeydi'>. (b)
protokoliine gore elde edilen 5S rRNA’nin ol-
duk¢a yogun olarak gozlenmesi, izole edilen
total RNA’nin DNA, fenol ve proteinden yete-
rince ayrilamadig1 ve saf olarak izole edilmedi-
gini gostermektedir. Buna karsilik RNA kalite
kontrollerine bakildiginda (b) protokoliine gore
izole edilen RNA konsantrasyonlarinin (a) pro-
tokoliine gore daha yiiksek oldugu bulundu.
RNA izolasyonu ile ilgili genel noktalardan biri
RNazin geri doniigiimsiiz bir bi¢imde guanidin
tiosiyanat tuzlari ile denatiirasyonudur. Optimal
miktarin kullanilmasi inaktif endojen RNaz’in,
RNA denatiirasyonunu da engeller®. Prosediir
sonunda az miktarda denatiire olmus RNaz bu-
lunsa bile, 6rnegi bozabilir. Soguk ortamda
guanidin tiosiyanat ile homojenize edilen doku-
lar, kimyasalin sadece dokunun dig yiizeyiyle
etkilestigi tim dokuya niifuz edemedigini gos-
termektedir. (b) protokoliine gore total RNA
konsantrasyonunun belirgin bir sekilde artisi,
soguk etkisiyle guanidin tiosiyanat’in etkisini
tam gosterememesinden kaynakli, protein-fenol
kompleksinin olusumuna baglanmaktadir. Bu
kompleksin RNA biitiinliigiinii bozarak yiiksek
konsantrasyona ragmen degredasyona yol actig1
diisiiniilmektedir'".

Total RNA izolasyon metodu dokularin
stv1 azot icinde homojenize edilmesinden sonra
ekstraksiyon sollisyonu iginde parcalanarak
hiicresel protein ve DNA’dan kloroform-alkol
muamelesi ve yiiksek devirli santrifiij islemle-
riyle ayirma prensibine dayanmaktadir. Proto-
koliin kilit noktalari; (a) kullanilan doku miktari
ve homojenizasyon soliisyonunun orani (b)
doku miktarina bagli homojenizasyon siiresi (c)
homojenizasyon ve faz ayirma islemlerinin uy-
gulandig1 sicaklik degerleridir. Bir mililitre
guanidin tiyosiyanat i¢ine 50-100 pg’lik sivi

azot i¢inde parcalanan doku tozu homojenize
edilmistir. Belirtilen miktarlardan fazla kullani-
lan dokularin homojenizasyonu tam olarak yapi-
lamamigtir ve santrifiij sonrasinda elde edilen
akoz supernatant miktar1 (350-420 pl), optimal
miktardan (600 pul) oldukg¢a azdir. Protokol igin-
de ikinci Oonemli nokta doku miktarina bagl
homojenizasyon siiresidir. Bu da fazla miktarda
dokunun iyi homojenize edilmesi i¢in uzun
stireli Ultraturrax muamelesidir ki bu durum
RNA’nin hizli degredasyonuna yol agmaktadir.

Siv1 azot i¢inde toz haline getirilen doku-
nun guanidin tiyosiyanat i¢inde iyi homojenize
olmasi i¢in oda sicakliginda (20-22 °C)
inklibasyonunun iyi kalite RNA eldesi igin
onemli oldugu sonucuna varilmistir. Doku ve
guanidin tiyosiyanat karigiminin buz iizerinde
inkiibe edilmesi durumunda homojenizasyon
stvisinin dokuya yiizeysel etkisi oldugu, oda
isisinda yapilan inkiibasyonda ise pargalanan
dokulara derin etkisiyle kalite ve stabilitesi yiik-
sek RNA elde edilebildigi sonucuna varilmistir.
Ayni 1s1 uygulamasinin kloroform faz ayriminda
da dikkate alinmas1 ve izopropil alkol ile ¢oktii-
riilen peletin eldesine kadar soguk uygulamalar-
dan kaginilmasi, iyi kalite RNA peletin olusma-
st i¢in 6nemli oldugu sonucuna varilmistir. So-
guk zincir ya da buz uygulamalar iizerinde tim
asamalarin yapildig1 protokol denemelerinde,
DNA ve proteinle kontamine pelet elde edilmis,
spektrofotometrik olarak yiiksek degerlerin elde
edildigi izolasyonlara ragmen saflik ve biitiinliik
acisindan istenen RNA Kkalitesine ulagilamamig-
tir.

izole edilen RNA’lardan cDNA ampli-
fikasyonu yapilmis ve RT-PCR ile test edilmis-
tir. Diisiik konsantrasyonuna ragmen, biitiinligii
yiiksek RNA’lar daha belirgin bantlar olustur-
mustur. Birinci protokole gore hazirlanan
RNA’lardan yapilan RT-PCR’da ise bantlara
rastlanamamustir.

Plasentanin maternal, fetal bolgeleri ve
total plasentomdan alinan doku oOrneklerinden
yapilan total RNA izolasyonlar arasinda istatis-
tiki olarak bir fark bulunmadi.

Bu sonuglar RNA peletinin gozlendigi
asamaya kadar, ortalama 20-22°C’lik sicaklik
uygulamasiyla yapilan mRNA izolasyonunun
standart bir protokol olabilecegi ve bu protokole
gore elde edilen RNA’nin biyolojik olarak aktif
ve in vitro translasyon ve revers transkripsiyon
icin bagartyla kullanilabilecek giivenilirlikte
olabilecegi sonucuna varilmistir.
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