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DNA replikasyonu yani DNA'nin kendini eglemesi, DNA ipliginin kalip
olarak kullanihp ¢ogaltiimasidir. Prokaryot hicrelerde replikasyon, halkasal
bakteri kromozomunda belirli bir noktadan baglar. Replikasyon orjini adi
verilen bu noktadan baglayarak, DNA kendini tumuyle esleyene kadar, iki
yonde ve ayni hizda sentezlenir. Okaryotlarda ise DNA replikasyonu bir gok
bdlgede baslar ve her iki yone dogru komsu bdlgeler birlesene kadar devam
eder. Replikasyon catalinda, iki DNA ipliginin her biri yeni DNA sentezi i¢in
kalip olarak iglev gorur. Replikasyon sadece bir iplikte kesintisiz ilerler.
Kesintili iplikte yeni DNA 1000-2000 bazlik kisa DNA parcalari seklinde
sentezlenir (Okazaki fragmenti). Bu islemde replikasyonun baslamasi igin
primer olarak kisa bir RNA gereklidir. RNA primeri sonradan uzaklastirilir, yeri
polimeraz | tarafindan nikleotitler ile doldurulur ve doldurulan boélgeler DNA
ligazca birlestirilir. Replikasyon sirasinda olugsan hatalar karmasik bir
duzeltme mekanizmasiyla diizeltilir’.

A) POLIMERAZ ZiNCIR REAKSIYONU

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), DNA replikasyonunun taklit edilmesi
olarak kisaca tanimlanir. Bu islemin tlp icerisinde hizli bir sekilde ard arda
olarak tekrarlanmasiyla baglangic DNA miktarinin milyon kat artirimasi s6z
konusudur.

*Ege Universitesi, Fen Fakiiltesi, Biyokimya Boliimii, Bornova-iZMiR
**Ege Universitesi, Fen Fakiiltesi, Molekiiler Biyoloji ABD, Bornova-iZMiR
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PCR’'da yer alan bilesenler; amplifiye (¢ogaltilacak) hedef DNA dizisini
iceren kalip DNA, amplifiye edilecek kalip DNA’nin komplementeri olacak
sekilde secilmis yaklasik 20 bazlik sentetik kisa tek zincirli DNA molekdilleri
oligonukleotid primerler, termostabil karakterli Taq DNA polimeraz, enzimidir.
Taq DNA polimerazin goérevi DNA molekillerinin  komplementerleriyle
eslenmesine yardimci olup onlarin gogaltiimasini  saglamaktir. islemin
baglamasi icin kisa DNA dizilerine ihtiyag vardir. Bunun iginde primerler
kullanilir. dNTP'ler (ATP,GTP,TTP,CTP) Tag DNA polimerazin substratlaridir.
Primerler ile baslatilan ¢ift sarmal olusumu hedef zincirin DNA polimeraz
tarafindan dNTP'leri kullanilarak uzatilmasiyla devam eder. Mg+2 iyonu da
islemde kofaktér olarak dnemlidir. Konsantrasyonu belli oranlarda (her primer
icin farkl) olmahdir. Konsantrasyonu asiri olursa hatali eslesmeler olur. Az
olursa da yeterli miktarda eslesme olmaz

PCR isleminde hedef DNA’nin ¢ogaltiimasi 20-40 dbéngl arasinda
gerceklesir. Her dongl farkli sicakliklardan olusan 3 bolim igerir. Bunlar
denatiirasyon, kalip DNA cift zincirinin acilmasi olup DNA tek zincirli haline
gelir. Annealing (birlesme) tek zincirli kalip DNA'nin primerlerle birlesme
adimidir ve 50-60°C arasinda gergeklesir. Extension (uzama) DNA polimeraz
enziminin maksimum aktiviteye sahip oldugu 72°C de gerceklesir. Tek sarmal
hedef DNA'nin komplementeri primerle zincir baslar ve Taq polimeraz
ortamdaki dNTP’leri kullanarak zinciri uzatir. Tek iplikli DNA cift iplikli forma
gelir. islem 20-40 déngli olarak bu 3 adimin tekrariyla devam eder.

PCR’ in Uygulama Alanlari

PCR; molekuler genetik calismalarda yer alan DNA klonlanmasindan daha
az zahmetli ve kisa slirmesi sebebiyle gelistirilen bir aractir. Cogaltilan DNA
parcasi, DNA dizi analizi, Southern yada Northern Blotting (DNA yada RNA
hibridizasyonunda) prob olarak kullanilabilir. PCR yalniz farmasotik ve klinik
alanda degil antropoloji, arkeoloji ve ziraat gibi birgok uygulama alanina
sahiptir’. Bunlar 6zetlendiginde;
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1. Kalitsal hastaliklarin teshisi; (6rn; hemofili) PCR ile gen dizileri
cogaltilir ve hasta genlerindeki bozukluk tespit edilir. Tasiyicilarda da
erken teshis saglanir.

2. Kanser arastirmalarinda; onkogen ve tumoér supresdr genlerdeki
mutasyonlar PCR temelli stratejiler kullanarak aydinlatilir.

3. Adli tip calismalarinda; DNA'daki tekrar dizilerinin PCR ile ¢ogaltilarak
suclu Kigilere ait yada babalik testi icin gerekli olan DNA analizleri
yapllabilir.

4. Biyoteknolojik alanda PCR; rekombinant proteinlerin (insulin yada
billyime hormonu) ve rekombinant asilarin gelistirimesinde kullanilir.

5. Bakteri ve virlslerin tespitinde; gelistiriimis 6zel PCR ydntemleriyle
karisimdan dahi tire spesifik bir se¢im yapilmasina olanak saglar. Bu
da hastaliklarin teshisinde hiz ve duyarlilik kazandirir.

B) REVERS-TRANSKRIPTAS POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU (RT-
PCR)

Revers-Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-PCR); hicrelerden
izole edilen RNA molekillerinin retrovirislerden izole edilen Revers
transkriptaz enzimi yardimiyla komplementer DNA (cDNA) sentezini
gergeklestirmesi sonucu, gen ekspresyonu analizlerinin yapilabildigi hizli ve
hassas bir yontemdir. Bu yontemle ile ¢ok az miktarda RNA ile olusan
mesajlar saptanabilir, ekspresyon miktari da tesbit edilebilir. Olusan RT-PCR
urinleri klonlama da vektdr olarak kullanilabilir, bu Urinlerden cDNA
katiphaneleri olusturulur ki bunlar daha sonra gen kitiphaneleri olarak
deg@erlendirilir. RNA analiz tekniklerinden; RNA hibridizasyonu, RNaz koruma
yontemleri, in situ hibridizasyon ve Sl nlkleaz yontemleri ile kiyaslandiginda
daha hassas, hizli, givenilir ve kolay bir y6ntemdir3.

RNA’'nin bulundugu ve en c¢ok calisildigi drnekler kan, serum, hicre
kilturleri, dokular (hayvan yada bitki) ve bakteri kltirleri olarak siralanabilir.
Lifli dokular ve proteince zengin dokulardan (kalp, beyin ve timustan) elde
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edilen RNA izolasyonunda problemlerle karsilasilir. Bunlar ortamdan protein,
lipid, DNA ve nukleazlarin uzaklastirlamamasidir. Bu nedenle DNaz
parcalamasi, fenol:kloroform ekstraksiyonunun tekrarlamali yapilmasi ve LiCl
coktiirmesi ile bu sorunlarin tistesinden gelinmesi gereklidir (Sekil 1)°.

Hicre yada doku

RNA izolasyonu

)
l cDNA JT“‘_A'& y . l

Gen spesifik primerlar Oligo dT primer Rastgele hekzamer
primerlar
- = Y A —————
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e el et R ",
e —ap | PAAMRANAL Fom i il e MM

'

PCR amplifikasyonu

Sekil 1. RT-PCR iglem adimlari.

izolasyonda dikkat edilecek noktalar; galisma steril kabinde yapilmali,
+4°C’'de calisiimah (yada buz Uzerinde), steril ve filtreli pipet ugclar
kullaniimali, mutlaka eldiven kullaniimasi gerekir ¢lnku derideki RNazlar
RNA’larin pargalanmasina neden olur.

lyi bir cDNA sentezi icin yilksek safllkta RNA ile caligiimalidir. RNA
spektrofotometrik olarak olcllerek saflik miktari kontrol edilir. Ayrica RNA
calismaya uygun uzunlukta olmali ve EDTA (etilen diamin tetra asetik asit)
yada SDS(Sodyumdodesilsiilfat) gibi revers transkriptaz enzimini inhibe eden
inhibitorleri icermemelidir.
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Genelde oligo (dT) poli A* RNA primer olarak tercih edilmez. Sebebi RNA
izolasyonu sirasinda drnekler arasinda mRNA igerigi farklanir ve olusan son
drtnlerin kantitasyonunda hatalara yol acar (histon mRNA'lari ve bazi
interferonlar poli A igermez). Ama poli A* RNA ender olusan son riinlerin
analizinde hassasiyeti artinr®.

RNA’nin, RNazlarca zengin kaynaklardan (pankreas) elde edilmesi
durumunda pargalanmasini  6nlemek amaciyla ©6rnegin formamidde
saklanmasi gerekir dort kilobazdan buydk transkripler yikilmaya daha
dayanikhidir®.

Genel RNA izolasyon ydntemi guanidyum izotiyosiyanat/fenol yontemidir.
Tim doku ve diger RNA kaynaklarina da uygulan|r7. Kisaca Ozetlendiginde;

8M LiCl + RNA érmegi (1:10)

l

2 saat buz Ustlinde presipitasyon
15000g'de 20 dakika 4°C’de santrifiij cokelek DEPC-suda ¢ozulir

LiCl ile 2. presipitasyon

%70'lik etanol iki 2 kez ylkama

Cokelegi DEPC-suda ¢dzme
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Maya ve gram + ve gram - bakterilerden RNA izolasyonuna yodnelik
yontem <'jze’(lendigjinde8

Farkli bakteri tlrlerinden(gram + veya gram -), S.cerevisiae ve
R.muciloginasodo mayalarindan birer koloni segilir.

Segilen her koloni sivi YED ortaminda (%0,5 Glukoz, %0,5 maya ekstrakti)
sadece E.coli %0,4 laktoz iceren N.Broth’ da 28°C’de 24 saat inokiile edilir.

e Her kultdr ortamindan alinan 1ml hicre 6rnegi

e 10000g’de 5 dakika oda sicakliginda santrifijleme

¢ RNA-SDS muamelesi

o 10000g’'de 5 dak. santrifij

o Asetat/SDS solisyonuyla (pH 5,1) 100°C’de 5 dakika 1sitma

e Silspansiyon sulandirilir, 7000g’de 5 dakika santrifij

o RNA 6rnegi -80°C’de RNAZz larin degradasyonuna kargsi saklanir.

Son zamanlarda ydntemlerde kullanilan kimyasallarin bazilarinin zararl
olmasi ve hassas calismalar yapilabilmesi icin genelde diagnostik
¢alismalarda kitler kullaniimaya baglamistir. Kitlere 6rnek verdigimizde;

e EZ-RNA (Biological Industries Co.) kitiyle tam kandan RNA izolasyonu

e mRNA monolayer hicreleri + EZ-RNA denatlrasyon solisyonu ile

hicreleri pargalama

o Farkh rpm’lerde 4°C’'de santrifijleme ve Ust fazlarin atiimasi RNA

¢Ozeltisi Gizerine (alt faz) izopropanol ekleme 12000g’de 4°C santrifij, -
20°C ‘de bir gece bekletme Ornek santrifiijlenir ¢ékelegi 2 kez %75
etanol ile yilkama

o (Cokelek kurutulur. Eger hemen kullanilacaksa nikleaz igermeyen su

eklenir, etanol eklenirse 4 °C’de bir hafta -20 °C’de bir yil saklanabilir.

RT-PCR iki agamadan olusur;

a) cDNA sentez reaksiyonlari; random-hegzamer primerler, oligo (dT)
primerler veya gen spesifik primerler (GSP) kullanilabilir ve sentez igin
Retrovirislerden elde edilen AMV (Avian Myleoblastosis Virus) ve MMLV
(moloney murine leukemia virus) viriise ait revers transkriptas enzimleri
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kullanihr (Sekil 1).

b) RT-PCR tek yada iki adiml olarak gergeklestirilebilir. iki adimli RT-
PCR’da; RT tamponunda cDNA sentezi gercgeklestirilir. Sentez edilen
cDNA’nin 1/10°u PCR igin kullanilir. Kullaniimayan cDNA ise —80 °C’de
saklanmalidir (9). iki yada tek adimli olarak PCR islemi gergeklesir. iki adimli
RT-PCR tek RNA o&rneginden coklu mesajlarin saptanmasi igin kullanilan
yaygin ve kullanish bir yontemdir. Yontemde tek zincirli cDNA oligo (dT),
random hekzamer veya GSP primerlerle eslesir (Sekil 1). Faydalarn ise
amplifikasyon enziminin ve primerlerin secilebilmesi, tek ©6rnekten olusan
farkli mesajlarin saptanmasi ve kantitasyonuna uygundur.

Tek adimli PCR’da ise revers transkripsiyon ve PCR ayni tlipte optimize
edilen kosullarda gerceklesir. Bu yontem fazla miktarda RNA &érnegi varken
daha kullanighidir. cDNA sentezi ve amplifikasyon arasinda tiplerin
kapatiilmasina gerek yoktur ¢linkii adimin azaltilmasi kontaminasyon riskini
en aza indirir. Tek zincirli RNA GSP primerleriyla eslesir. Daha az pipetleme,
daha az kontaminasyon riski vardir. Kantitatif PCR’a uygundur. Revers
transkriptaz ile amplifikasyon enzimleri birlikte c¢ahsir ve yiksek
hassasiyetlidir.

Uygun RT-PCR sonuglarina ulasabilmek igin; deneysel islem adimlarinin
dikkatli yapilmasi, uygun enzimlerle ¢alisiimasi, uygun primer segilmesi, farkli
tampon ve ilave ajanlarin kullaniimasi, dongl parametrelerinin iyi ayarlanmasi
ve en dnemlisi ylksek kalite ve saflikta kaliplarin (6érneklerin) hazirlanmasi
gerekmektedir.

C) RT-PCR’in YENi UYGULAMALARI

Yeni bir RT-PCR yéntemi: 5’ ve 3’ RACE (Rapid Amplification of cDNA
Ends)

RACE ender bulunan mRNA’larin ¢ogaltilip, klonlanmasinda kullanilir.
RACE drinleri tek bir Griin yada c¢oklu drinler olabilir. 5’RACE isleminin
duyarliigini tek sarmal sentez igleminde kullanilan GSP’lerin spesifikligi,
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hedef molekiilde bulunma miktari ve olusan Urinidn uzunlugu etkiler. Nested
primerlerle amplifikasyon hedef olarak sec¢imli boyutlu amplifiye Urlnlerin
kullaniimasi da duyarhhdr artirir. 5° RACE hassasiyeti kullanilan revers
transkriptaz ve cDNA uzantisinin olusumunu da inhibe eden cDNA’nin 3’
ucundaki sekonder yapidan da etkilenir®. Transkriptlerin 3’ yada 5’ ucunda
bilinmeyen dizilerin yakalanmasi igin cDNA ugclarinin hizli amplifikasyonudur.
Bilinen RT-PCR protokollerinde iki dizi spesifik primer kullanilirken, RACE’de
tek dizi spesifik primer ve poli(A) uclu mRNA’lar (3’RACE) veya
homopolimerik ug eklenmis cDNA’lar kullanilir (Sekil 2).

islem sonrasinda klasik yéntemlerle (Poliakrilamid yada agaroz jeller)
goruntileme yapilmazsa, urlinlerin belirlenmesi igin Nourthern hibridizasyonu
kullanilir bu durumda Urlnlerin prob olarak kullanilabilmesi i¢inde dizi bilgisine
ihtiyag duyulur®.

mFNA {Aln primer GAP s mRNA

biplagiv
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mRNA e DNAya gavriliv
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5 G-I , 30 uey eklenmy o DINA AP ve
|5
patact iy — nested FSPL primen hullamlarak
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ATTdp hasaE '*
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h diriinleri reampifive ediliv

Sekil 2.5RACE iglem adimlari
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RT-PCR yardimiyla mRNA Ekspresyonunun Kantitasyonu

RT-PCR, Northern hibridizasyon yada ribonlkleaz koruma analizlerinden
daha hassas, daha az RNA ve dizi bilgisine ihtiyag duyar. mRNA
kantitasyonunda iki populer PCR metodu kullanilir

1- Kompetetif PCR

2-Real-time PCR

1) Kompetetif PCR'da ekzojen RNA transkripti (internal standard RNA)
ornekler arasinda farklanmayi kontrol etmek i¢cin RT adimindan 6nce eklenir.
Internal standard RNA, cDNA c¢evrimi ve amplifikasyonundaki farklanmanin
etkinligini kontrol icin hedefle birlikte revers transkripte ve amplifiye edilir.
Kantitasyon, internal standard RNA'nin bilinen konsantrasyonlarinin spesifik
hedef diziyle birlikte amplifikasyonuyla olur. Internal standard RNA hedefle
ayni primer tanima bolgesini paylasir fakat uzunlugu farklidir. En basit
ydntemlerden biri spesifik olmayan spacer DNA’da PCR ile primer tanima
boélgeleri olusturmaktir. Olusan Uriin T7 yada SP6 RNA polimeraz promotoru
iceren bir vektére klonlanir. RNA standardlari in vitro transkripte edilerek
olusturulmus olur. Kompetetif PCR, GSP kullanarak tek adimli RT-PCR yada
GSP yada oligo dT kullanarak iki adiml RT-PCR olarak gerceklestirilir. Oligo
dT dizisi revers primere poli dT dizilerinin eklenmesiyle olusur.

Kompetetif RT-PCR, hedef ve internal standardin esit olarak amplifiye
etkinligine sahip olmasi sayesinde bir son-nokta analizidir. Bu ylizden hedefin
miktari ile ilgili bilgi sahibi olunmahdir ki internal standard konsantrasyon
aralidinin ona gére ayarlanmasi i¢in gerekmektedir4.

2) Real-time PCR

Uriin olustugu formatiyla dedekte edilir. Uriinlerin kantitasyonunda gesitli
yontemler kullanilir. Florogenik 5 niikleaz problari molekiiler markerlardir. ilk
method Taq DNA polimerazin 5 nlkleaz aktivitesi sayesinde hibridizasyon
probunu uzamanin dallanma noktasinda kesilmesine dayanir. Burada diger
yontemlerden farkli olarak floresan siddetinin baskilanmasi (sénuma) izlenir.
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Molekiler markerlarda 5’ ucu florofor 3'ucu da bastiricidir. Bu problar sag
tokasi seklindedir. Bas kismi 5-7 nikleotitli ve G-C igerigi fazladir. Dig
kisimda 25-30 nikleotit yeralir ve hedef dizinin komplementeri baz dizisine
sahiptir. Ortamda hedef dizi bulundugunda, molekiler isaretciler hedefle
hibridize olur, sa¢ tokasi sekli acilir ve floresan etki agiga cikar. Bunun
zamanla incelenmesiyle sonugclarin kantitasyonu olur.

Real-time RT-PCR’in, kompetetif PCR’a bazi Gstlnlikleri vardir. Floresan
goriintiileme hassas bir belirleme yoéntemidir. Orneklerin post-amplifikasyona
ihtiyaci yoktur. Hedef hakkinda fazla bilgi sahibi olmak yeterlidir“.

D) RT- PCR yénteminin gelecekteki yeri;

RT-PCR, son yillarin insan Genom Projesiyle kullanim amaglari giderek
artan bir tekniktir. Mikroarraylerin kullanim alanlarindan olan gen ekspresyon
calismalarinda ¢ikis noktasi mRNA'dir ¢linkii ekspresyon dlizeyindeki tim
farkliliklar bu sekilde saptanabilirm. Gen ekspresyon calismalari genel olarak
kanser ve SNP (Tek Nokta Polimorfizmler) gibi insan saghdini olumsuz
etkileyen durumlari en iyi aciklayan Qall§malard|r11'12.Mikroarraylerde prob
olarak kullanilan mRNA RT-PCR’la cDNA’ya gevrilir ki cDNA’lar daha sonraki
agsamalara daha dayanikhdir (isaretleme, hibridizasyon). Ayni anda
kantitasyonda yapilabildigi icin RT-PCR’a verilen énem giderek artmaktadir.
Ayrica sistemin hassasiyeti ve glvenirligi de kullanim oranini artmaktadir.
Gelecekte de yogun bigimde kullanilan Molekiler Genetik Yontemler arasinda
yerini koruyacad muhakkaktir.
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