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Ozet: Gen ekspresyon galismalarinda farkli deneysel veya klinik kosullar altinda genlerin ekspresyon seviyelerinin
karsilastiriimasi igin kullanilan en yaygin teknik Kantitatif Gergek Zamanl Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-gPCR)’dur.
RT-qPCR’da glvenilir sonuglar elde etmek igin verilerin housekeeping genler (HKG) ile normalizasyonunun yapilmasi
gerekmektedir. Bununla birlikte; galisma tasarimina uygun en stabil HKG’nin kullaniimasi, galisma sonuglarinin giiveni-
lirligini artirmaktadir. Guvenilir veri elde etmek igin galisma tasarimina uygun stabil HKG’nin segimi ve validasyonu
onemli bir adimdir ki bu ekspresyon bazli ¢alismalarda butlnleyici bir adim olmustur. HKG segimi igin farkl yazilim
programlari gelistirilmistir. Normalizasyon igin segilecek en stabil HKG'nin segilmeden 6nce deneysel calismalar ile
dikkatli bir sekilde degerlendirmesinin yapilmasi gerekmektedir. Bu derlemede; Kantitatif Gergek Zamanl PCR Deney-
lerinin Yayinlanmasi igin Asgari Bilgi (MIQE), HKG'lerin genel 6zellikleri, RT-gPCR calismalarinda kullanimlari ile ¢alis-
ma dizaynina goére en uygun ve stabil olan HKG’lerin segimi ve validasyonu hakkinda bilgiler 6zetlenmistir.

Anahtar kelimeler: Gen ekspresyonu, housekeeping gen, kantitatif RT-PCR, referans gen

Selection and Validation of Suitable Housekeeping Genes (HKGs) in Quantitative RT-PCR (RT-qPCR) Studies
Summary: The quantitative Real-time Polymerase Chain Reaction (RT-qgPCR) is the most common technique used to
compare the expression levels of genes under different experimental or clinical conditions. Data should be normalized
with housekeeping genes (HKGs) to obtain reliable results in RT-qPCR. Likewise, the use the most stable and suitable
HKG for the study design improves the reliability of the study results. The selection and validation of a stable HKG
according to the study design to obtain reliable data is an essential and integral step in expression-based studies. The
several software programs have been developed for HKG selection. The most stable HKG to be selected for normali-
zation needs to be carefully evaluated by experimental studies before selection. In this review, summarized Minimum
Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments (MIQE), characteristics of HKGs, selection and
validation of most suitable and stable HKGs according to study design and, usage in RT-qPCR.
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Girig

Cok hucreli organizmalara ait doku ve organlar birbi-
rinden farkli fenotipik 6zelliklere sahip olmalarina
ragmen benzer gen kimelerine sahiptirler. Doku ve
organlarda ki bu fenotipik farkliliklar ilgili genlerin
ekspresyon profillerinin dokuya spesifik olarak dizen-
lenmesi ile ortaya ¢ikmaktadir (Goldman, 2001). Do-
ku ve organlardaki gen ekspresyonlari Northern Blot,
insitu Hibridizasyon, Kantitatif Gergek Zamanlh Poli-
meraz Zincir Reaksiyonu (RT-qPCR) ve Mikroarray
teknolojisi gibi ¢esitli analiz yontemleri ile gerceklesti-
rilmektedir (Goldman, 2001; Segundo-Val ve Snaz-
Lozano, 2016). Kantitatif gen ekspresyon analizlerin-
de kullanilan bu analiz yéntemleri arasinda bir gene
ait hedeflenen mMRNA’nin yiksek duyarlilikta belirle-
nebilmesi, hedef bdlge ¢ogaltimi ve kantitatif belirle-
me asamasinin tek bir cihaz ile yapilabilmesi yénin-
den en yaygin olarak kullanilan yoéntem RT-gPCR’dir
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ve gen ekspresyon analizlerinde kullanilan dogru,
hizli ve hassas bir tekniktir (Jarczak ve ark., 2014;
Tilli ve ark., 2016). Bunun yaninda; gen ekspresyo-
nundaki nispi degisikliklerin es zamanlh izlenmesini
saglayan ve mRNA ekspresyonu ile iligkili “altin stan-
dart” olarak kabul edilen gigli bir tekniktir
(VanGuilder ve ark., 2008). Geleneksel RNA o6lgim
yontemlerine gore duyarlihdi, genis dinamik arahgi ve
yuksek verim potansiyeli gibi birgok avantaji nedeniy-
le, biyolojik arastirma alanlarinda gesitli gen ekspres-
yon profillerinin analizinde 6nemli yaklasim bigimidir
(Fleige ve Pfaffl, 2006; Livak ve Schmittgen, 2001).
Bununla birlikte; oldukga spesifik ve hassas dlguimler
yapmasina karsin, hedeflenen genlerin ekspresyon
seviyelerinin analizinde baslangic numune miktari ile
incelenen numune miktar arasinda ki degiskenlikler,
RNA'nin yapisal bitinliginin zayif olmasi ve PCR
etkinligi degerlerindeki farkhhklardan kaynaklanan
sorunlar ile karsilasiimaktadir. Bu tir sorunlar érnek-
lerin farkli zaman araliklarinda ve farkli bireylerden
ve/veya doku Orneklerinden elde edilmesi ile artmak-
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tadir. Doku ve/veya organda gen ekspresyon analiz-
lerinde karsilasilan sorunlarin ortadan kaldiriimasi ve
guvenirliginin  arttirilmasi igin qPCR deneylerinde
dikkat edilmesi gereken asgari standartlari konu alan
bir dizi kurallar (MIQE) ortaya konmustur. MIQE stan-
dartlar;; DNA mikroarray analizi, proteomik galisma-
lar, genom sekanslama, RNA interferans ve metabo-
lomik galismalar ile birlikte MIBBI (Minimum Informa-
tion for Biological and Biomedical Investigations; Bi-
yolojik ve Biyomedikal Arastirmalar icin Minimum
Bilgi) catisi altinda koordine edilen bir modeldir
(Bustin ve ark., 2009). MIQE standartlari geregi elde
edilen gen ekspresyon urinlerinin analizinde meyda-
na gelebilecek sorunlarin en aza indirgenebilmesi i¢in
genlerin uygun referans genler ile normalizasyonu-
nun yapilmasi gerektigi bildiriimistir (De Spiengelaere
ve ark., 2015). Normalizasyon; guvenilir bir gPCR
analizinin temel bilesenidir ki bu islem izolasyon, ters
transkripsiyon ve amplifikasyonun verimliligindeki
degisiklikleri ortaya koymaktadir ve bdylece farkli
ornekler arasinda mRNA konsantrasyonlarinin kargi-
lastinimasini saglamaktadir. Referans genler veya bir
diger adi ile Housekeeping genler (HKGs); hicrelerin
fonksiyonel rollerinden bagimsiz olarak, bir hicrenin
varligi icin gerekli olan genlerdir (Eisenberg ve Leva-
non, 2003). Bu nedenle; bir organizmanin tim hicre-
lerinde doku tipine, gelisim evresine, hiicre déngusu-
ne veya dis sinyallerine bakilmaksizin normal kosul-
lar altinda da eksprese olmaktadirlar (Sikand ve ark.,
2012). HKG'ler bu avantajli 6zelliklerinden dolayi
cesitli deneysel ve sayisal veri arastirmalarinda yay-
gin olarak kullanim alani bulmustur (Sikand ve ark.,
2012; Tilli ve ark., 2016). Son zamanlarda yapilan
calismalar ile birlikte housekeeping genlerin ekspres-
yon seviyelerinin; gene, hicre tipine ve deneysel
kosullarina bagli olarak degisebildigi ortaya konmus-
tur. Ornegin; en sik kullanilan housekeeping genler-
den biri olan GAPDH’in doku tipine (Sullivan-Gunn ve
ark., 2011), metabolik siirece (Gong ve ark., 2016)
veya belirli ¢caligma kosullarina (Mahoney ve ark.,
2004) bagh olarak stabil olmadigi ortaya konmustur.
Bu nedenle; galisma tasariminda ilgili hiicrelerde
normalizasyon igin kullanilacak genin stabilitesinin
belirlenmesi herhangi bir hedef genin ekspresyonu-
nun dogru analizi i¢in bir 6n kosuldur (Panina ve ark.,
2018). Normalizasyon; hedeflenen genlerin mRNA
ekspresyon seviyelerinin referans genlere oran-
lanmasi ile ortaya konan verileri icermektedir. Refer-
ans genlerin mRNA'lar stabil bir sekilde eksprese
olmali ve oranlari, numunelerde bulunan toplam
mRNA miktarlariyla pozitif bir korelasyon goster-
melidir. Calisma tasarimina veya fizyolojik duruma
yanit olarak numuneler arasinda ekspresyon seviye-
leri sabit olan i¢ kontrol genlerin (ICG'ler) veya refer-
ans genlerin (RG'ler) kullanilmasi, transkripsiyon ver-
ilerinin varyasyonun kontrol altina alinabilmesi icin
kullanilan en etkili ydontem olarak kabul edilmektedir
(Kaur ve ark., 2018). Uygun HKG’lerin arastiriimakta
olan her doku tipi ve qPCR veri analizinden 6nce
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dogrulanmasi gerekir (Klatte ve Bauer, 2009). Gen
ekspresyon verilerinin  hatali  yorumlanmasinin
Onlenebilmesi icin, birden fazla HKG'nin kullaniimasi
gerektigi onerilmektedir (Chervoneva ve ark., 2010;
Vandesompele ve ark., 2002).

Bu derlemede; Kantitatif Gergek Zamanlh PCR De-
neylerinin Yayinlanmasi igin Asgari Bilgi (MIQE),
HKG'lerin genel 6zellikleri, RT-gPCR ¢alismalarinda
kullanimlari ile calisma dizaynina gbére en uygun ve
stabil olan HKG'lerin segimi ve validasyonu hakkinda
bilgiler 6zetlenmisgtir.

Kantitatif Gergek Zamanli PCR Deneylerinin
Yayinlanmasi igin Asgari Bilgi (MIQE)

MIQE; gPCR ybnteminin yeniden yapilandiriimasini
ve deneysel ayrintilarin, veri analizlerinin ayrintili
denetimini saglamaktadir. gPCR analizleri ile dogru
ve guvenilir sonuglarin alinabilmesi icin bu kurallarin
dikkate alinmasinin gerekli oldugu bildiriimektedir
(Bustin ve ark., 2010). gPCR yodntemini tanimlayan
dort ana standardizasyon adimi bulunmaktadir ki
bunlar; calismanin tasarimi, teknik detaylar, analiz
yontemleri ve istatistik analizlerden olugmaktadir

(Sekil 1).
Calismanin Tasarimi

gPCR calismalarinda genellikle oldukga diiglik verimli
ve farkh 6rneklem tipinde gok gesitli hedeflerin analizi
gerceklestiriimektedir. Ele alinmasi gereken ana pa-
rametreler testin analitik duyarliligi ve 6zgullugu ile
ilgilidir. Bu baglamda testin ka¢ tane hedef bdlgeyi
algilayabilecegi ve kontrollerin calisma ile iligkili so-
nuclarda dogrulugu énceden belirlenmeli ve dngoriil-
melidir (Bustin ve ark., 2010).

RT-qPCR

NUMUNE RNA RNA KALITE/ DNAse | cDNA/
TOPLANMASI | | IZOLASYONU KANTITE UYGULAMASI TRANSCRIETON

RTGPCR ON PRIMER RTqPCR
[ HAZIRLIK }[ TASARIMI PROTOKOL || VALIDASYON

VERI ANALIZI

Sekil 1. MIQE’de tanimlanan dort ana standardizas-
yona gore RT-qPCR yd6nteminin is akigi

PRIMER
ETKINLIK

Teknik Detaylar

Tasarlanan calismada; numunelerin toplanmasi ve
saklanmasi oldukg¢a kritik bir asamadir (Bustin ve
ark., 2009). Bu asama boyunca oldukga dikkatli dav-
raniimali ve numuneler soguk zincirde tasinmalidir.

Nukleik asit analizleri igin toplanan drnekler icin en
sik  kullanilan  saklama yontemleri arasinda
“‘dondurma” yontemi bulunmaktadir. Ayrica numune-
lerden kaliteli RNA elde etmek icin RNAse aktivitesi
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mimkin oldugunca ¢abuk 6nlenmelidir. Bunun igin
sivl azotta ani dondurma, fenol veya kontrol edilen
pH ve cevre sicakligindaki dokularin sulu siilfat tuzu
cOzeltilerinde (amonyum siilfat gibi) saklanmasi veya
tasinmasi 6nerilebilir. Sulu silfat tuzu ¢ozeltileri RNA-
se’larin ve diger ¢ézlinmis proteinlerin ¢okelmesine
neden olmaktadir. Bu saklama teknigi; ticari olarak
temin edilebilen RNA laters ¢ozeltisinin temelini olus-
turmaktadir. Alinan numuneler TRIZOL igerisine ko-
nularak -80 °C’de RNA saflastirma islemine kadar
bekletilebilir (Nolan ve Bustin., 2008). Saflastirma
isleminden sonra; RNA bir diger igslem asamasina
kadar -80 °C'de saklanabilir (Hashemipetroudi ve
ark., 2018). ikinci en kritik asama; RNA izolasyon
asamasidir. RNA izolasyonunun etkinligi; numunenin
homojen yapida olup olmadigi, numune tipi, yogunlu-
gu ve fizyolojik durumuna (6rnegin, saglikh, kanserli
veya nekrotik) bagli olarak degisebilmektedir. izole
edilen numunelerdeki RNA miktari dnemlidir. Bu ne-
denle; elde edilen RNA’nin kalite ve kantite kontrolleri
yapilmalidir. RNA kalite kontroli; RNA safligi ve RNA
bitinlGginin analizini kapsamaktadir. RNA safligi-
nin belilenmesi; NanoDrop veya diger hassas spekt-
rofotometreler kullanilarak fotometrik olarak o6lgulebil-
mektedir. Bu degerlendirme yonteminde; optik yogun-
luk (OD) farkli dalga boylari ile saptanmaktadir. Bu
dalga boylarindan 230 nm; farkli kontaminant madde-
lerin maksimum absorbans degerini, 260 nm; nukleik
asit kontaminasyonunun maksimum absorbans de-
gerini, 280 nm; protein-fenol kontaminasyonun mak-
simum absorbans degerini ve 320 nm ise; farkh kon-
taminant maddelerin maksimum absorbans degerini
isaret etmektedir. OD260/280 orani RNA safliginin
belirlenmesi icin tercih edilmektedir (Becker ve ark.,
2010). OD260/280 orani, RNA saflidi icin gOsterge
olarak kullanilir. Gen ekspresyon olgimleri igin
1.8'den yuksek bir oranin uygun oldugu varsayilmak-
tadir (Nolan ve Bustin, 2008; Becker ve ark., 2010).
Nikleik asitlerin kalite kontroll; ribozomal RNA
(rRNA) alt birimlerinin farkh fraksiyonlarini (5S, 18S,
288S) ayirmak igin agaroz jel elektroforezi kullanilarak
yapilmaktadir. lyi kalitedeki RNA igin 28S/18S orani
2.0 olarak kabul edilmektedir (Becker ve ark., 2010).
Total RNA butunluginin (RNA integrity) kontroli igin;
farkli otomatize sistemler kullaniimaktadir. Bu sistem-
ler ile RNA butunlik degeri (RNA Integrity Number;
RIN) ve RNA kalite indeksi (RNA Quality Index; RQlI)
degerleri belilenmektedir (Nolan ve Bustin, 2008;
Becker ve ark., 2010). Bu degerler; 1 ile 10 arasinda
degismektedir. Kaliteli bir RNA eldesi igin bu degerin
en az 8 olmasi istenmektedir (Nolan ve Bustin, 2008).
Bununla birlikte; farkh numuneleri karsilastirirken
yaklasik olarak ayni miktarda RNA kullaniimasi 6ne-
rilmektedir (Bustin ve ark., 2010; Huggett ve ark.,
2005). Uygun sulandirma islemlerinden sonra; olasi
DNA kontaminasyonu igin cDNA analizinden 6nce
DNAse | ile DNA digestion iglemi uygulanmalidir
(Bustin ve ark., 2009). DNAse | ile muameleden son-
ra, saflastirlmis RNA numunesinin kalite kantite kont-
rolleri yaninda, spesifik ribozomal DNA (rDNA) pri-
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merleri ile test edilmeleri sonuglarin guvenilirligi agi-
sindan gereklidir. Analiz sirasinda DNA icermeyen
RNA numunelerinde amplifikasyon sinyali tespit edil-
memelidir. Buna dayanarak, gPCR'de bir amplifikas-
yon sinyali tespit edilirse veya agaroz jelde bir bant
tespit edilirse bunun DNA kontaminasyonundan kay-
naklandigi sonucuna varilabilir (Hashemipetroudi ve
ark., 2018). Bu islemlerden sonra; cDNA sentezi
yapilmali ve uygulanan protokoller ayrintili bir sekilde
aciklanmalidir. Ayrica elde edilen RNA’nin cDNA’ya
donustirilmesi yani ters transkripsiyon asamasinin
iki veya Uc¢ kez tekrarlanmasi &nerilmektedir
(Stahlberg ve ark., 2004). RT-gPCR icin hedeflenen
primer dizileri, amplikon igin veritabani erisim numa-
ralari, herhangi bir boya ve/veya modifiye edilmis
bazlarin bilgileri ve konumlarinin kontrol edilmesi
O6nemlidir (Bustin ve ark., 2010). Calismada kullanila-
cak olan primer dizilerinin 6zgulligu; jel elektroforez
ve erime profilleri kullanilarak dogrulanmali, erime
sicakliklari ve dongii sayisi (Cycle threshold; Ct) be-
lirlenmelidir. Ayrica calismada kullanilacak her bir
primerin  etkinlik (primer efficiency) degerleri,
0zgulligu ve duyarhhgi belirlenmelidir (Bustin ve ark.,
2010b). RT-gPCR’in optimizasyonunun yani sira
istenmeyen amplifikasyon Urlnlerinin  olusumunun
Onlenebilmesi icin bazi kontrol Urtnleri veya kali-
bratorler kullanilabilir (Bustin ve ark., 2010). Kontrol
Uriinleri PCR’da olusan ikincil yapilan tespit ederek,
kullanilan reaksiyonda az miktardaki PCR Urlnlerini
saptamaktadir. Kalibratorler; sentetik RNA veya DNA
oligonukleotitleri, plazmid DNA yapilar, plazmidlere
klonlanmis cDNA, in vitro kopyalanan RNA, referans
RNA havuzlari, spesifik biyolojik numunelerden RNA
veya DNA gibi saflastinlmis hedef molekillerden
tercih edilebilir (Bustin ve ark., 2009).

gPCR analizlerinin dogrulugu ve givenirligi gPCR’nin
etkinligi ile iliskilidir. gPCR etkinligi; 6zellikle hedef
genin mMRNA ekspresyon seviyesinin referans gen ile
karsilastirildigi zaman anlagiimaktadir. Bu dogrultu-
da; ornekler arasindaki konsantrasyon farkinin ortaya
konmasinda, dolayisi ile gPCR verilerinin analizinde
yaygin olarak  “2**°” yéntemi kullaniimaktadir
(Bustin ve ark., 2009; Livak ve Schmittgen, 2001). 2
A% metodu; bir kalibratér yardimi ile hedef genin ve
HKG'nin karsilastirnimasi yapilarak oransal gen anla-
tim dizeylerinin aritmetik formille hesaplanmasi te-
meline dayanmaktadir (Livak ve Schmittgen, 2001).
Hedeflenen genin HKG ile normalizasyonu igin reak-
siyonun etkinligi (E) belirlenmeli ve genler arasindaki
Ct degerlerine dayali farkhiliklar g6z éniinde bulundu-
rulmalidir. Etkinlik degerleri arasindaki fark 2*“! me-
todu ile saptanmaktadir (Livak ve Schmittgen, 2001).
Bununla birlikte, referans gen ile galigilan genler ara-
sinda benzer PCR etkinligine 222 metodu ile nadi-
ren ulasiimaktadir, bu nedenle genler arasindaki et-
kinlik farkini azaltan bagka bir matematiksel model
gelistiriimistir. Referans gen ile normalizasyonu sag-
layan matematiksel model; R: (Ecansian gen) *~* *"5"@" 9°"

(kontrol—ornek)/(Ekontrol gen) ACt kontrol gen (kontrol-ornek) olarak bildi-
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rilmistir (Pfaffl, 2001). PCR amplifikasyon Grtnlerinin
etkinligi, kalibrasyon egrisi ile goreceli olarak ortaya
konmaktadir. Kalibrasyon egrisinin <10 ile 10">
dinamik sulandirma araliginda olmasi istenmektedir.
Bu dogrultuda; kalibrasyon egrisi ile iligkili regresyon
katsayisi hesaplanmaktadir (Pfaffl, 2001). Bu regres-
yon katsayisi; PCR’nin logaritmik artis bolimdnin
egimine esit olmakla birlikte amplifikasyon Urunlerinin
etkinligi ile de iligkilidir (Burns ve ark., 2005). Kalib-
rasyon egrisinin egimi E= 10°"%9™ jle hesaplanmakta
ve optimal qPCR etkinligin E=1.60 ile 2.10 olmasi
istenmektedir (Pfaffl ve ark., 2002). Ayrica mutlak
gen ekspresyon analizinde kullanilan referans gen ve
primerlerin etkinliginin belirlenmesinde bir dizi dills-
yon serilerinin olusturulmasi ve degerlendiriimesi
¢alisma sonucunun dogrulugunu ve glvenirliginin
arttirlmasi yéniinden 6nerilmektedir (Bustin ve ark.,
2009).

gPCR analizinin temel bir bileseni olan normalizas-
yon ile izolasyon, ters transkripsiyon ve amplifikasyon
urinlerinin etkinlik degerleri arasinda degisikliklerin
kontrol edilebilmesinin yanisira farkli 6rnekler arasin-
daki mRNA konsantrasyonlari da karsilastirilabilmek-
tedir. Bu dogrultuda normalizasyon igin referans gen-
ler yani HKG'ler tercih edilmektedir (Bustin ve ark.,
2009; Stahlberg ve ark., 2004). Normalizasyon igin
kullanilacak olan referans genler gesitli deneysel ca-
lismalar ile ilgili doku ve/veya organ igin uygunlugu
belirlenmelidir. Ayrica kullaniimasi planlanan HKG’le-
rin Ggten daha az olmasi 6nerilmemektedir (Huggett
ve ark., 2005).

HKG’ler ve HKG’lerin Genomik Yapisi

Batiin doku ve/veya organlarda eksprese olan
HKG'ler; hedeflenen gen diziliminden farkh bir geno-
mik organizasyona sahiptir (Goldman, 2001). Ayrica
bu genler; DNA sentezi, protein sentezi ve transkrip-
siyon gibi hlcresel metabolik olaylarda da rol oyna-
maktadir (Farre ve ark., 2007). HKG'lerin dokuya
spesifik eksprese olan genlerden farkl bir promotor
bolgelerine sahip olduklari ve CpG adalari ile iligkili
olduklari bildirilmistir (Farre ve ark., 2007; Goldman,
2001). Diger genlerin aksine HKG’lerin promotor bol-
gelerinde TATA ve CAAT kutusu bulunmamaktadir,
bunun yerine promotér bélgelerinde GC’ce zengin
diziler icermektedirler. Promotdr boélgelerinde bulunan
GC dizileri, TATA kutusu gibi transkripsiyonun basla-
tilmasindan sorumlu olmakla birlikte, Sp1 gibi GC
dizilerini taniyan transkripsiyon faktorlerin promotor
bdlgelerine baglanmasini saglamaktadir (Goldman,
2001). Ayrica farkli genomik organizasyona sahip
organizmalarda yapilan galismalarda referans genle-
rin kisa ve uzun intron ve ekzon bélgelerine, tim ge-
noma dagilmis tekrar dizilerine, disuk korunumlu
promotdr bdlgelerine sahip olduklari, ayrica histon
proteinlerine kargi daha az ilgi g6sterdikleri saptan-
mistir (Farre ve ark., 2007).
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HKG’ler kantitatif analizlerde yaygin olarak kullanil-
maktadir (Tilli ve ark., 2016). Yapilan ¢alismalarda
yaygin olarak kullanilan HKG'lerin; glisealdehit-3-
fosfat dehidrojenaz (GAPDH), Beta aktin (B-Aktin),
TATA baglanma proteinleri (TBP), hipoksantin-
guanidin fosforibozil transferaz (HPRT), tubulinler,
siklofilin (CyP), albimin, 18S rRNA ve 28S rRNA
oldugu bildirilmektedir.

HKG'lerin ekspresyon seviyelerinin tiire, doku tipine,
organizmanin gelisim dénemine, hastalik ve enfeksi-
yon durumuna gére degistigi ortaya konmustur. Orne-
gin; GAPDH yapilan bazi ¢alismalarda en stabil gen
olarak bildiriimesine ragmen; bu HKG’nin eksternal
ve internal faktorlerden énemli 6lglide etkilendigi gos-
terilmistir. Oyle ki; Barber ve ark. (2005) insanlarda
72 farkli doku 6rneginde GAPDH mRNA ekspresyon
seviyesinin énemli dlclide degistigini bildirmislerdir.
incelenen doku drneklerinde; GAPDH’nin iskelet kas-
larinda en yiksek, meme dokusunda ise en dusuk
ekspresyon profiline sahip oldugu ortaya konmustur.
Morfolojik degisikliklere ugrayan doku ve farkli geli-
sim evrelerini iceren calismalarda B-aktin’lerin, HKG
olarak kullanimlari énerilmemektedir (Zhong ve Si-
mons, 1999). RT-gPCR analizlerinde yaygin olarak
kullanilan HKG’lerden biri olan ribozomal RNA’larin
da ¢ogu hucre tipinde ekspresyon seviyelerinin yuk-
sek olmasindan dolayi, bazi gen ekspresyon analizle-
rinde HKG olarak kullaniimalari 6nerilmemektedir
(Kozera ve Rapacz, 2013). Ornegin; hiicre oksidatif
stres altindayken 18S rRNA ekspresyonlarinin azal-
digi (Hayashi, 2014); 28S rRNA’nin ise hipoksik ko-
sullar altinda ekspresyonunun; GAPDH, B-aktin ve
CyP’ye gore daha stabil oldugu ortaya konmustur
(Zhong ve Simons, 1999). Elde edilen bu verilerin
normalizasyon igin tek bir referans genin kullaniima-
sinin ¢alisma sonuglarinin hatali yorumlanmasina
neden olacagini gostermektedir (Vandesompele ve
ark., 2002). Bu nedenle; yapilacak olan ¢alismada iki
veya daha fazla referans genin tanimlanmasi ve kul-
laniimasi 6nerilmektedir (Bustin ve ark., 2009). Bu
anlamda; evcil memeli hayvanlarda ve insan gibi ge-
sitli thrlerin farkl dokularinda en stabil HKG’lerin be-
lirlemesi Uzerine cesitli calismalar yapilmaktadir. Ud-
din ve ark. (2011) yenidogan, gen¢ ve yetigkin do-
muzlardan toplanan farkl doku (servikal ve mezente-
rik lenf bezleri, duodenumdan bagdirsak mukozasi,
jejunum ve ileum, mide, karaciger, dalak, timus, akci-
ger, bobrek, kalp ve kulaktan alinan dokular) érnekle-
rinde yaygin olarak kullanilan dokuz tane referans
genin (B2M, BLM, GAPDH, HPRT1, PPIA, RPL4,
SDHA, TBP ve YWHAZ) mRNA ekspresyon stabilite-
sini arastirmiglardir. Bu amagla; geNorm, NormFinder
ve BestKeeper yazilimlarini kullanmislardir. geNorm
yazilimi ile yapilan analizlerde; yenidogan ve yetiskin
domuzlarda RPL4, PPIA ve YWHAZ'In yiiksek stabili-
te gosterdigi, geng domuzlarda ise B2M, YWHAZ ve
SDHA'nin yiksek stabilite goésterdigi belirlenmistir.
Tidm durumlarda; GAPDH’nin en az stabilite gdsterdi-
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gi bildirilmigtir. Cinar ve ark. (2012) lipopolisakkarit
ve lipoteikoik asite kargl olusan immun yanitta gorev
alan domuz alveolar makrofajlarinda gen ekspres-
yon calismalari i¢in uygun referans genlerin deger-
lendirilmesi i¢in yaygin olarak kullanilan B2M, BLM,
GAPDH, HPRT1, PPIA, RPL4, SDHA, TBP and
YWHAZ HKG'lerin stabilitesini degerlendirmek igin g
farkh algoritma (geNorm, Normfinder ve BestKeeper)
uygulamistir. Tim genlerin mRNA ekspresyon sevi-
yelerinin, stimilasyon tipinden ve stimilasyon sure-
sinden etkilendigi belirtiimisti. geNorm yazilimi,
SDHA, B2M ve RPL4'Un, stimilasyon grubundan
bagimsiz olarak yuksek ekspresyon stabilitesi gdster-
digini, SDHA, YWHAZ ve RPL4'lUn, stimlle edilmemis
kontrol grubunda yiksek stabilite gésterdigi belirlen-
migtir. Tum durumlarda; GAPDH'nin en az stabilite
gosterdigi belirlenmistir. NormFinder ile yapilan ana-
lizlerde SDHA'nin tim gruplarda en stabil gen oldu-
gunu ortaya konulmustur Ayrica, geNorm yazilimi
sonucu elde edilen verilerden; en kararli U¢ genin
(SDHA, YWHAZ ve RPL4) geometrik ortalamasinin,
gen ekspresyonu galismasinin dogru normalize edil-
mesi i¢in uygun kombinasyon olacagini dnermislerdir.
Du ve ark. (2016) piyometrali ve saglkli kdpek uterus
doku Orneklerinde GeNorm, Normfinder, BestKeeper
ve RefFinder yazilim programlarini kullanarak en
stabil referans geni belirlemek igin yedi farkh HKG
(18SrRNA, ACTB, B2M, GAPDH, HPRT, RPL13A ve
YWHAZ)'nin stabilitesini degerlendirmislerdir. Sonug-
lar incelendiginde; YWHAZ disinda diger HKG’lerin
piyometra ve saglikli dokulardaki ekspresyon stabili-
telerinin farkh oldugunu saptamiglardir. Agaoglu ve
ark. (2017) tedavi amaciyla presynch-10+ovsynch
uygulanan repeat breeder ineklerin endometriyumla-
rinda Toll (TLR-2, TLR-4) ve Nod (NOD-1, NOD2,
IPAF ve NALP3) benzeri reseptorlerin ekspresyon
seviyelerinin arastirdiklari calismalarinda; referans
genin belirlenmesi amaciyla (B2-GAPDH, Beta-Aktin,
HPRT1, YHWAZ, SDHA, SUZ12, TUBA1, 18S) ge-
Norm, NormFinder ve BestKeeper algoritmalarindan
yararlanarak en uygun ve stabil referans geni
YHWAZ olarak belirlemiglerdir. Korkmaz Agaoglu ve
ark. (2017) kedilerde gebeligin farkli dénemlerinde
IGF ailesinin (IGF-1, IGF-2, IGF1R, IGF2R, IGFBP1,
IGFBP2, IGFBP3, IGFBP4, IGFBP5 ve IGFBP6) ute-
rustaki ekspresyon seviyelerinin nasil bir degisim
gOsterdigini arastirdiklari galismalarinda; 8 farkli HKG
(GAPDH, 18S, TUBA1, UBB, HPRT1, Beta Aktin,
SDHA, YWHAZ)'i geNORM, NormFinder ve BestKee-
per algoritmalar ile degerlendirmislerdir. Calisma
tasarimina gore en uygun ve stabil referans genin
GAPDH oldugunu bildirmiglerdir. Kaur ve ark. (2018)
mandalarda on adet aday referans gen (GAPDH,
ACTB, UXT, RPS15, RPL4, RPS9, RPS9, RPS23,
HMBS, p2M ve EEF1A1)'in bobrek, dalak, karaciger,
kalp, bagirsak, ovaryum, akciger, kas, beyin, deri alti
yagi ve testislerde stabilitesini analiz etmislerdir. Ge-
norm (UXT/RPS9> RPL4> RPS23> EEF1A1>
ACTB> HMBS> GAPDH> B2M> RPS15), Normfin-
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der (UXT> RPS23> RPL4> RPS9> EEF1A1>
HMBS> ACTB> 2M> GAPDH> RPS15) ve BestKe-
eper (RPS9> RPS23/UXT> RPL4> GAPDH>
EEF1A1> ACTB> HMBS> 32M> RPS15) programlari
temel alinarak yapilan calismada RPS23, RPS9,
RPL4 ve UXT genlerinin mandalarda cgesitli doku
Orneklerinde transkripsiyonel verilerin normalizasyo-
nunda kullanilabilecek en stabil HKG’ler olarak tanim-
lanmiglardir.

HKG’lerin Seg¢imi

Kantitatif gen ekspresyon calismalarinda; dokuya
spesifik, ekspresyon profili degismeyen tek bir refe-
rans genin tanimlanmasinda ki zorluklardan dolayi,
birden fazla referans gen kullanilarak en stabil genin
belirlenmesi 6nerilmektedir (Bustin ve ark., 2009). Bu
dogrultuda; kantitatif analizlerde kullanilacak olan bir
genin guvenilir HKG olarak kabul edilebilmesi igin;
eksternal ve internal faktorlerden minimum diizeyde
etkilenmesi, organizmanin fizyolojik durumuna ve
farkh doku tipleri arasindaki ekspresyon seviyelerin-
deki degiskenligin minimal seviyede olmasi istenmek-
tedir. Bu nedenle; dokularda ve hucrelerde ayni biyo-
kimyasal sinyal yollarina sahip olmayan ve farkl fe-
notipik fonksiyonlarda goérev alan genler tercih edil-
melidir. Ayrica secilecek HKG’lerin, hedeflenen gen
ile benzer/yakin déngu sayisinda (Ct) eksprese olma-
si  Onerilmektedir (Chervoneva ve ark., 2010).
HKG’lerin segiminde hedeflenen genin ekspresyonu-
nun, referans gene gore daha disuik veya daha ylk-
sek Ct degerinde oldugunun saptanmasi, kantitatif
analiz sonuglarinin hatali yorumlanmasina neden
olabilmektedir (Cross ve ark., 1994). Ornegin; Hipok-
santin-guanin fosforibozil transferaz (HPRT) geninin
cesitli hucre ve dokularda ekspresyon seviyesinin
disiik oldugu belirlenmigtir. Bundan dolay! ekspres-
yon seviyesi dugik olan hedef genlerin, normalizas-
yonu igin tercih edilmesi gerektigi onerilmistir (Bar ve
ark., 2009). Ayrica, HKG’lerin promotdr bolgelerinin
distk korunumlu olmasindan dolayi cesitli eksternal
(radyasyon, cesitli kimyasal maddeler ve mutasyon
gibi) ve internal (farkli hiicre ve/veya doku tipi gibi)
faktorlere bagll olarak ekspresyon seviyelerinin de-
gistigi ortaya konmustur (Cross ve ark., 1994; Gold-
man, 2001; Zhong ve Simons, 1999). Ornegin; Blom-
berg ve ark. (1987) insanlarda referans gen olarak
kullanmig olduklari B-aktin geninin farkli timéral hic-
relerde ekspresyonlarinin degistigini bildirmiglerdir.
Zhong ve Simons, (1999) GAPDH geninin ekspres-
yon seviyesinin hiicrelerde hipoksi, instlin, deksame-
tazon, mitojenler ve EGF dahil olmak (izere gesitli
uyaricilara yanit olarak degistigini bildirmislerdir. Ben-
zer sekilde; HKG genlerden biri olan melallotiyoninin
agir metallerin bulundugu durumlarda ekspresyon
seviyesinin arttig1 saptanmigtir (Goldman, 2001). Bu
nedenle; kantitatif analiz ¢alismalarinda kullaniimasi
planlanan referans genlerin calismaya uygun segil-
mesi ve degerlendiriimesi gerekmektedir. Calisma
tasarimina goére; en uygun ve stabil housekeeping

80



RT-gPCR galismalarinda housekeeping genler...

genin secimi icin cesitli istatistiksel yaklagim metotlari
bulunmaktadir. Bu yaklagim metodlari ile bir veya
birden fazla referans genin optimal segiminde; Ge-
Norm (Vandesompele ve ark., 2002), KH Sadek
(Sadek ve ark., 2012), Normfinder (Andersen ve ark.,
2004), BestKeeper (Pfaffl ve ark., 2004) ve RefFinder
(Xie ve ark., 2011) gibi cesitli algoritmalar kullanil-
maktadir (Sekil 2).
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Sekil 2. Referans gen segiminde kullanilan yazilimlar
[GeNorm (Vandesompele ve ark., 2002), BestKeeper
(Pfaffl ve ark., 2004), Normfinder (Andersen ve ark.,
2004)] ve ornekler (Agaoglu ve ark., 2017; Korkmaz
Agaoglu ve ark., 2017)

Bunlardan en yaygin olarak kullanilan metot; Ge-
Norm isimli bilgisayar algoritmasidir. Bu yazilim prog-
rami; HKG'yi belirli bir dokuda stabilitesine (M) gére
siralamaktadir. Yazilim programinda belirlenen M
degderi dusuk olan genlerin daha stabil oldugu varsa-
yilarak; sec¢im sirasinda ekspresyon stabilitesi daha
zayif olan HKG'ler ardisik olarak ortadan kaldiriimak-
tadir. Geriye kalan aday HKG’lerin geometrik ortala-
malari alinmakta ve hedef genin normalizasyonu igin
kullaniimaktadir (Vandesompele ve ark., 2002). Bir
diger metot olan KH Sadek analizi; farkli gruplar iceri-
sinde butln referans genlerin esik dongu sayilari (Ct)
arasindaki degisikliklerin karsilastiriimasina dayanan
bir yaklagim metodudur (Sadek ve ark., 2012). Norm-
finder yazilimi ise; aday referans genleri verilen 6rnek
numunedeki ve calisma tasarimindaki ekspresyon
stabilitesine gore siralamaktadir (Andersen ve ark.,
2004). Ayrica; bu yazilim algoritmasi hem aday
HKG’lerin genel ekspresyon varyasyonlarini hem de
Ornek setteki alt gruplardaki varyasyon icin de stabili-
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te analizi yapmaktadir. BestKeeper yazilm programi;
temel olarak tim referans genleri ¢ift yonli bir kore-
lasyon analizine tabi tutarak, aday genlerin stabilitesi-
ni dlgmektedir. Bu 6lgim sonucunda en stabil olan
HKG'lerin geometrik ortalamalari alinmakta ve sirala-
ma islemi yapilmaktadir (Pfaffl, 2001). Son olarak
RefFinder; stabil olan genlerin ortalama geometrik
oranlarini alarak HKG'leri siralamaktadir (Xie ve ark.,
2011). Referans gen seciminde kullanilan bu prog-
ramlar arasindan biri veya birkac¢i kullanilarak en
uygun ve stabil HKG'ler segilmektedir.

Sonug

Gen ekspresyonu analiz yontemleri cesitli molekiler
arastirmalarda yaygin olarak kullaniimaktadir. Hedef
genin mRNA ekspresyon analizlerinde guvenilir so-
nuglar elde etmek igin; RNA miktari ve cDNA miktari-
nin getirdigi 6rnekler arasi baglangi¢ farkliliklari, de-
neysel hatalar gibi degiskenler karsisinda ekspres-
yonlari stabil olan HKG’ler ile normalizasyonun yapil-
masi gerekmektedir. Bu nedenle; farkli doku ve hiicre
tiplerinde, hedef genlerin ekspresyon diizeyinin kanti-
tatif olarak belilenmesi amaciyla yapilan calismalar-
da, once referans olarak kullanilacak en uygun stabil
HKG'nin dogru secilmesi gereklidir. Ayrica segilecek
HKG icin daha 6nce yapilan pilot calismalardan refe-
rans alinmasi gen ekspresyon analizlerinde nispi
dogrulugunu artiracaktir. Daha o6nce belirlenen ve
yaygin olarak kullanilan ¢ok sayida HKG olmasina
karsin; yapilan calismalar ile birlikte HKG'lerin eksp-
resyon seviyelerinin tire, doku tipine, organizmanin
gelisim dénemine, hastalik ve enfeksiyon durumuna
gOre degistigi de ortaya konmustur. Bu nedenle;
HKG'lerin galigma tasarimina uygun olarak secilmesi
ve degerlendiriimesi gerekmektedir. Calismaya uy-
gun bir veya birden fazla referans gen cesitli istatistik-
sel yaklasim metodlari kullanilarak secilmektedir. Bu
yaklagim metodlari ile belirlenen HKG’ler, hedeflenen
genin ekspresyon seviyesine oranlanarak normali-
zasyon yapilmaktadir. Bu da ¢alismadan elde edilen
verilerin guvenirligini artiracaktir. Sonug olarak; calis-
malarda kullanilacak HKG’lerin ekspresyon seviyesi
ne kadar stabil olursa, hedef genin ekspresyon sevi-
yesinin kantitatif analizi de o kadar guivenilir olacaktir.
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