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SĠMGE VE KISALTMALAR 

 

 
A  : Adenin  

AS-PCR : Allele Spesifik Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

BrdU   : Bromo-deoksi-uridin  

C  : Sitozin  

Cobra-FISH : Combined Binary Ratio Floresan In Situ Hibridizasyon 

DAPI  : 4,6-diamidino-2-phenylindole  

DEPC  : Dietilpirokarbonat  

DNA  : Deoksiribonükleik asit 

dNTP  : Deoksiribonükleotid tri fosfat 

EDTA  : Etilen Diamin Tetra Asetik Asit  

EtBr  : Etidyum Bromür 

FISH  : Floresan In Situ Hibridizasyon 

G  : Guanin  

ISH  : In Situ Hibridizasyon  

M-FISH : Multiplex Floresan In Situ Hibridizasyon 

NOR  : Nükleer Organizer Bölgeler  

PBS                : Fosfat Tampon Solüsyonu 

PCR  : Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

PHA  : Fitohematoglutinin  

RAPD PCR : Rastgele ÇoğaltılmıĢ Polimorfik DNA PCR 

RCF  : Rölatif Santrifüj Kuvveti  



 

 

 

2 

RE  : Reskriksiyon enzimleri  

RFLP  : Restriction Fragment Length Polymorphism  

RNA  : Ribonükleik asit 

RNaz  : Ribonükleaz  

rpm  : Revolutions per minute  

RT-PCR : Reverse Transcriptase PCR 

SCE  : KardeĢ Kromatid DeğiĢimi  

SDS  : Sodyum Dodesil Sülfat  

SKY  : Spektral Karyotipleme  

SSC  : Salin Sodyum Sitrat 

T  : Timin 

U  : Urasil  
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GĠRĠġ VE AMAÇ 

 

AraĢtırmanın amacı tıbbi tanıda güncel olarak kullanılan moleküler genetik ve 

sitogenetik laboratuvar tekniklerinin tanıtılması ve bu tekniklerin metodolojileri, kullanım 

alanlarının sınırlarının ortaya konmasıdır. 

Tıbbi tanıda kullanılan çok sayıda moleküler ve sitogenetik teknik bulunmaktadır. 

Bunların bazıları aynı amaçla kullanılabilirken, bazıları da birbirlerine alternatif 

oluĢturmaktadır. Bu teknikler Ģöyledir: 

Moleküler genetik teknikler: 

Moleküler genetik tekniklerin temelini polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) 

oluĢturmaktadır. PCR ile incelenecek olan bir Deoksiribonükleik asit (DNA) bölgesinin çok 

miktarda kopyası elde edilebilir. PCR ürünü olan bu kopyalar çeĢitli elektroforez yöntemleri 

ile ve kimyasal uygulamalarla yapısal veya kantitatif olarak incelenebilmektedir. Farklı PCR 

teknikleri vardır örneğin; RT-PCR, Real-time PCR, AS-PCR, vs (1).   

Sitogenetik teknikler: 

 Konvansiyonel sitogenetik teknikler  

 Moleküler sitogenetik teknikler 

Konvansiyonel sitogenetik teknikler ile mikroskopik olarak her türlü kromozom 

aberasyonunun varlığı veya yokluğu metafazdaki hücrelerde farklı boyama teknikleri ile 

ortaya konabilmektedir. Örneğin; G bantlama, C bantlama, R bantlama, vs. 

Moleküler sitogenetik tekniklerde ise floresan iĢaretli sentetik DNA dizileri aracılığı 

ile kromozomal aberasyonlar daha yüksek duyarlılıkta hem metafaz hem de interfaz 
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hücrelerinde tespit edilebilmektedir. Örneğin; Floresan in-situ hibridizasyon (FISH), Spektral 

karyotipleme (SKY), vs. 

Sitogenetik teknikler hücrenin genetik materyalinin makro boyutta incelenmesine 

olanak sağlarken moleküler genetik tekniklerle DNA ya da Ribonükleik asit (RNA) 

üzerindeki tek bir nükleotid değiĢimini saptamak mümkün olmaktadır (2).  

Tanıda kullanılacak tekniği hastalığa yol açan mutasyonun tipi belirlemektedir. 

Örneğin;  kronik miyeloid lösemi (KML)‟de gözlenen Philadelphia kromozomu [t(9:22)] 

makro boyutta bir aberasyon olduğundan dolayı DNA kullanılan PCR tabanlı bir teknik ile 

tespit edilmesi zordur. Beta talasemi gibi etiyolojisinde tek nokta mutasyonlarının hakim 

olduğu bir hastalıkta da sitogenetik teknikler tanıda kullanılamamaktadır (3).  

ÇeĢitli moleküler ve sitogenetik tekniklerin tanıtıldığı kaynaklara rastlanılmakla 

birlikte, her gün geliĢen teknoloji ile kullanım alanları çeĢitlenen ve geniĢleyen moleküler ve 

sitogenetik yöntemler hakkındaki bilgilerin güncellenmesi amacıyla bu çalıĢma yapılmıĢtır. 

ÇalıĢma sonucunda,  tıbbi tanı amacıyla bu yöntemleri kullanacak olan kiĢiler için, yukarıda 

bahsedilen teknikler hakkında temel bilgi ve uygulama süreçlerini içeren güncellenmiĢ 

bilgilerin bir arada bulunduğu bir kaynak oluĢturulmuĢ olacaktır. 
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GENEL BĠLGĠLER 

 

MOLEKÜLER GENETĠK LABORATUVAR TEKNĠKLERĠ 

Moleküler genetik laboratuvarında yapılan testlerde incelenen materyal DNA ya da 

RNA‟dır. Yapılan incelemeler niteliksel ya da niceliksel özellikte olabilir. DNA ve RNA‟yı 

inceleyebilmek için bu molekülleri hücrenin diğer bileĢenlerinden ayırarak analize hazır hale 

getirmek gerekir. Bu hazırlık aĢamaları aĢağıdaki gibi sıralanabilir. 

 1.DNA ya da RNA Ġzolasyonu  

2.PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) 

3.Elektroforez Yöntemleri 

 

DNA ve RNA Ġzolasyonu 

Ġlk aĢama incelenecek DNA ya da RNA molekülünün hücrenin diğer bileĢenlerinden 

ayrıĢtırılarak saf bir halde elde edilmesidir. Her iki molekülün izolasyonunun da önkoĢulu 

çalıĢılacak ortamda yabancı DNA veya RNA molekülünün bulunmamasıdır. Dikkat edilmesi 

gereken noktaları kısaca sıralayacak olursak: 

1. Genel çalıĢma ortamının sterilizasyonu için UV kullanılmalıdır. 

2. ÇalıĢma yapılacak yüzeyler yabancı DNA ve/veya RNA‟ları uzaklaĢtıracak bir 

solüsyon ile fiziksel olarak temizlenmelidir. 

3. ÇalıĢmada kullanılacak olan her türlü plastik ve diğer sarf malzemeler uygun bir 

yöntemle (Otoklav, kuru ısı,vs.) önceden steril edilmiĢ olmalıdır. 

4. ÇalıĢmada kullanılan pipet, santrifüj vb. aletler de uygun temizleme yöntemi ile 

DNA ve/veya RNA‟dan arındırılmıĢ olmalıdır. 
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5. ÇalıĢma esnasında mutlaka steril eldiven giyilmelidir. 

6. ÇalıĢma esnasında çalıĢan kiĢi maske kullanmalıdır. 

 

DNA izolasyonu: Ġnsan genomik DNA‟sı 3x10
9
 nükleotid uzunluğundadır. Nükleusa 

sahip tüm hücreler genomik DNA içerir ve DNA analizi çalıĢmalarında kullanılabilir. Rutin 

çalıĢmalarda en sık kullanılan DNA kaynağı dolaĢan kandaki çekirdekli lökositlerdir. Bunun 

dıĢında örneğin prenatal tanı için amniyon sıvısındaki fetal hücreler veya koryonik hücreler de 

DNA kaynağı olarak kullanılabilir. Daha nadir olmakla birlikte rutin çalıĢmalarda diğer 

çekirdekli vücut hücreleri de kullanılabilmektedir. Ġnsana yönelik rutin çalıĢmaların bir kısmı 

da mikrobiyoloji çalıĢmalarıdır. Moleküler mikrobiyolojide DNA kaynağı bakteriler, DNA 

virüsleri ve diğer mikroorganizmalara ait tüm DNA içeren hücreler olabilir (4). 

Bundan sonra rutin çalıĢmalarda en çok kullanıldığı için lökositler temel alınarak 

DNA‟yı elde etme yöntemleri anlatılacaktır.  

DNA izolasyonu yapılacak kan örneklerinin Etilen Diamin Tetra Asetik Asit 

(EDTA)‟lı tüplere alınması gereklidir. Çünkü EDTA, DNA degradasyonu yapan enzim olan 

DNaz‟ın yapısındaki Mg
+2

 ile Ģelasyon (kıskaçlama) yaparak DNaz aktivitesini bozar. Bu 

nedenle DNA elde edilecek örnekler için tercih edilen bir antikoagülandır. Yaygın olarak 

kullanılan bir diğer antikoagülan olan heparin ise PCR‟yi inhibe ettiği için moleküler genetik 

çalıĢmalarda tercih edilmez (5,6).   

EDTA‟lı tüp içine alınan 10 ml kadar kan yaklaĢık 10
8
 lökosit içerir. Laboratuvar 

çalıĢmalarında ortalama bir genetik incelemede baĢlangıç için 200 μl kan örneği yeterli 

olmaktadır (4). ÇalıĢmalarda kullanılacak DNA, su veya Tris-EDTA(TE) tampon çözeltisi 

gibi bir sıvı ile çözülmelidir. Verimli bir sonuç alabilmek için kullanılan konsantrasyonlar 

genomik DNA miktarı için genelde 1-10 μg/ml arasında değiĢmektedir (7).  

DNA izolasyonu hücre zarının sodyum dodesil sülfat (SDS) gibi deterjanlarla 

zayıflatılıp parçalanması ile baĢlamaktadır. Ardından hücre zarının parçalanması ve 

sitoplazmanın uzaklaĢtırılması ile hücre çekirdeği açığa çıkmaktadır. DNA üzerindeki protein 

ve polisakkarit gibi ek yapıların fenol-kloroform gibi organik çözücüler kullanılarak ve 

RNA‟nın da RNaz enzimi kullanılarak uzaklaĢtırılmaları sağlanmaktadır. Son olarak da DNA 

tuz ortamında alkol ile çöktürme basamaklarından geçirilir. ÇalıĢılan organizmaya göre bazı 

küçük değiĢiklikler olsa da genel iĢleyiĢ bu Ģekilde olmaktadır (8). 

DNA izolasyonu için birçok teknik vardır. Geleneksel izolasyon tekniklerinin yanı sıra 

artık pek çok ticari izolasyon kitleri de sıklıkla rutin çalıĢmalarda kullanılmaktadır (9).  
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Fenol-kloroform yöntemi ve tuzla çöktürme yöntemi en yaygın kullanılan geleneksel 

DNA izolasyon yöntemleridir (10). AĢağıda her iki yönteme de örnek birer protokol 

verilmiĢtir. 

 

1) Fenol-kloroform yöntemi: 

Gerekli malzemeler:  

Distile su 

Tris-EDTA (TE) tampon çözeltisi (10 mM Tris, 1mM EDTA) 

Sodyum dodesil sülfat (SDS, sulu çözelti) %10‟luk, 

NaCl 1 M 

Proteinaz K 10 μg/ml (Stabil bir duruma sahip olmadığından taze olarak hazırlanmalı 

ya da küçük hacimlerde -20
o
C‟de saklanmalıdır.) 

Fenol-kloroform (1:1) (v:v) 

Saf etanol 

Etanol %70‟lik 

 

Protokol: 

1. EDTA‟lı tüplere alınmıĢ olan kan örneklerinden 500 μl‟lik periferik kan örneği 

eppendorf tüpüne aktarılır.  

2. Kan örneklerinin üzerine 500 μl TE (10 mM Tris, 1mM EDTA) tampon çözeltisi ilave 

edilir, kısaca vortekslenerek karıĢtırılır ve 16.060xg‟de (13.000 rpm) 1 dakika santrifüj 

edilir. 

Not: Revolutions per minute (rpm): rötorun dakikadaki dönme sayısı. 

Gravite (g): yerçekiminin katı. Santrifüjlerdeki rpm ve g hesabı sayfa 12‟de detaylı olarak 

aktarılmıĢtır. 

3. Dipte 100 μl kalacak Ģekilde süpernatant atılır. KarıĢımın hacmi 1ml‟ye tamamlanacak 

Ģekilde TE tampon çözeltisi eklenir ve 16.060xg‟de 1 dakika santrifüjlenir. Bu yıkama 

iĢlemi 3 kez tekrar edilir. 

4. Son yıkama iĢleminden sonra süpernatant uzaklaĢtırılır ve pellet üzerine 80 μl 

%10‟luk SDS, 90 μl 1 M NaCl ve 10 μg/ml Proteinaz-K ilave edilir. Son hacim 500 μl 

olacak Ģekilde TE tampon çözeltisi kullanılarak tamamlanır. 

5. Hazırlanan karıĢım 56
o
C‟de 90 dakika inkübe edilir. 
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6. Ġnkübasyon tamamlandıktan sonra tüplerin içine içindeki hacimle eĢit oranda fenol-

kloroform (250 μl fenol ve 250 μl kloroform) ilave edilir. Kısaca vortekslenerek 

karıĢması sağlanır. 

7. Tüpler 3088xg‟de (2500 rpm) 2 dakika santrifüjlenir. 

8. Üstte kalan DNA içeren tabaka yeni ve temiz bir eppendorf tüpüne aktarılır.  

9. Üzerine DNA‟nın çökmesi için 50 μl saf etil alkol ilave edilir. 

10. Santrifüj edilip DNA çöktürüldükten sonra üzerindeki alkol tamamen uzaklaĢtırılır ve 

bu kez %70‟lik 50 μl etil alkol ilave edilir. 

11. Santrifüj edilip DNA çöktürüldükten sonra DNA pelletinin büyüklüğüne göre 100-500 

μl steril distile su veya TE tampon çözeltisi içinde çözdürülür (11). 

Elde ettiğimiz DNA genetik çalıĢmalar için kullanılmaya hazırdır ya da daha sonra 

yapılacak çalıĢmalar için -20
o
C‟de bekletilebilir (12).  

DNA‟da bozunma olmaması için defalarca dondurup çözdürme iĢleminden 

kaçınılmalıdır. 

 

2) Tuzla çöktürme yöntemi 

Gerekli malzemeler: 

Solüsyonlar: 

Eritrosit parçalama solüsyonu (hipotonik solüsyon): 

20 x eritrosit lizis tamponu                 3.1 M NH4Cl, 0,2 M KHCO3 

20 mM EDTA                                     pH: 7.4 

 

Nükleus lizis solüsyonu: 

Tris EDTA                                           1 ml (pH: 8.0)  (10 mM Tris, 1 mM EDTA) 

NaCl                                                     8 ml (5 M) 

EDTA                                                   0.4 ml (0.5 M)  

Not: Steril distile su ile 100 ml‟ye tamamlanır. 

 

Protokol: 

1. EDTA‟lı tüplere alınmıĢ kan örneğinden 1 ml alınarak 8-12 ml eritrosit lizis 

solüsyonunun içine ilave edilir ve yavaĢça vortekslenerek karıĢtırılır. 

2. 3000-4500 rpm‟de 5 dakika santrifüj edilir. 
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3. Süpernatant uzaklaĢtırılır ve üzerine 850 μl nükleus lizis solüsyonu ilave edilir. 

(Bunun yerine 10 μg/μl proteinaz K‟da kullanılabilir) 

4. 20 dakika süresince her 4 dakikada bir vortekslenir ya da buna alternatif olarak 10-15 

dakika süreyle pipetaj yapılır veya 40-60
o
C‟de inkübe edilebilir. 

5. ĠĢlem tamamlandıktan sonra karıĢımın üzerine 850 μl kloroform eklenir ve yavaĢça 

vortekslenir. 

6. KarıĢım 2 ml‟lik ependorf tüplerine aktarıldıktan sonra 12.000-13.000 rpm‟de 

santrifüj edilir. 

7. Süpernatant alınır ve çökelti üzerine 1 ml %100 etil alkol ilave edilir. 

8. Ependorf tüpü ardı ardına alt üst edilerek DNA gözle görülür hale getirilir. 

9. 13.000 rpm‟de 3 dakika santrifüj edilir. 

10. Süpernatant uzaklaĢtırılır ve tüpler kurutma kağıdı üzerinde ters çevrilerek ya da 

37
o
C‟de 30 dakika bekletilerek kurutulur. 

11. Üzerine 200-300 μl steril distile su veya 10 mM TE tampon çözeltisi (Tris EDTA) 

eklenir. 

12. Birkaç kez vortekslenir ve oda ısısında 1-2 saat inkübe edilir. 

13. Tekrar vortekslenir ve kullanılıncaya kadar -20
o
C‟de muhafaza edilebilir (11). 

 

3) Alternatif fenol –kloroform yöntemi: 

Gerekli malzemeler: 

20 X SSC (salin sodyum sitrat) tamponu, pH 7.0 

NaCl 3M 

Trisodyum sitrat 0.3 M 

Sodyum asetat, 0.2 M, pH 5.2 

SDS %10‟luk 

Proteinaz K 20 μg/ml  

Fenol/kloroform/izoamil alkol 25/24/1 (v:v:v) 

Soğuk saf etanol 

TE tamponu pH, 8.0  

Etanol %80‟lik 

 

Protokol: 

1. EDTA‟lı kan örneğinden 1 ml alınarak eppendorf tüpüne aktarılır.  
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2. Kanların üzerine 800 μl 1xSSC tampon çözeltisi eklenerek vorteksle iyice karıĢtırılır.  

3. Mikrosantrifüjde 12.000 rpm hızda, 1 dakika santrifüjlenir. 

4. Süpernatant uzaklaĢtırılır. Çökelti üzerine 1 ml 1xSSC tamponu eklenerek karıĢtırılır.  

5. Mikrosantrifüjle 12.000 rpm hızda, 1 dakika santrifüjlenir. 

6. Çökelti üzerine 375 μl 0.2 M sodyum asetat eklenip karıĢtırıldıktan sonra 2 ml 

%10‟luk SDS ve 5 μl Proteinaz K çözeltisi eklenir ve 55
o
C‟de 1 saat bekletilir. 

7. 1 saat bekledikten sonra 120 μl fenol/kloroform/izoamil alkol karıĢımı eklenir ve 

karıĢtırdıktan sonra mikrosantrifüjde 12.000 rpm hızda 2 dakika santrifüjlenir.  

8. Süpernatant yeni bir mikrosantrifüj tüpüne aktarılır, 1 ml soğuk saf etanol eklenip 

karıĢtırıldıktan sonra -20
o
C‟de 15 dakika bekletilir. 

9. Mikrosantrifüjde 12.000 rpm hızda, 2 dakika santrifüjlenir. Süpernatant uzaklaĢtırılır, 

çökelti üzerine 180 μl TE tamponu eklenip karıĢtırıldıktan sonra 55
o
C‟de 10 dakika 

bekletilir. 

10. Önce 20 μl 2 M sodyum asetat eklenerek karıĢtırılır. Daha sonra 500 μl soğuk saf 

etanol eklenerek karıĢtırılır ve mikrosantrifüjde 12.000 rpm hızda 1 dakika 

santrifüjlenir. 

11. Üst sıvı uzaklaĢtırılır, çökelti 1 ml %80‟lik alkol ile mikrosantrifüjde 12.000 rpm 

hızda 1 dakika santrifüjlenir. 

12. Süpernatant uzaklaĢtırılır, çökelti vakumlu kurutucuda 10 dakika kadar kurutulur. 

13. Çökelti 200 μl TE tamponu içerisinde belirli aralıklarla karıĢtırılarak çözündürülür ve 

55
o
C‟de bir gece bekletilir. Çözünen DNA -20

o
C‟de saklanabilir (10). 

 

4) Ticari kit (EZNA) izolasyon protokolü: 

Gerekli Malzemeler: 

 Proteinaz K (20 mg/ml) 

 Tampon çözeltisi (buffer) BL 

 Ġzopropanol 

 DNA yıkama tampon çözeltisi ya da steril distile su  

Protokol: 

1. Periferik kan örneğimizden 250 μl alınarak steril 1.5 ml‟lik mikro tüpe aktarılır. 

2. Tüp içindeki örneğin üzerine 25 μl Proteinaz K eklenerek 10 sn kadar vortekslenir.  

3. Vortekleme iĢleminin ardından örneğe 250 μl BL tampon çözeltisi eklenip 15 sn 

vortekslenerek iyice karıĢması sağlanır. 
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4. 70
o
C‟de 10 dakika inkübe edilir ve inkübasyon sırasında kısaca vortekslenir. 

5. 260 μl izopropanol inkübe edilmiĢ lizata eklenip vorteklenerek karıĢtırılır.  

6. Tüm örnek 2 ml‟lik kolonlu tüplere aktarılır ve 8000 rpm‟de 1 dakika santrifüjlenir.  

7. Kolon yeni bir 2 ml‟lik tüpe aktarılır ve üzerine 650 μl DNA yıkama tampon 

solüsyonu ilave edilerek 8000 rpm‟de 1 dakika santrifüjlenir. 

8. Tüpün içinde kalan materyal tüm çalıĢmalar için uygun hale getirilmiĢ DNA‟dır (13). 

Yukarıda bahsedilen klasik yöntemlerden ve ticari kitleri bulunan spin kolon gibi 

protokollerden baĢka otomatik sistemlerle yapılan manyetik boncuklu yöntem gibi DNA 

izolasyon teknikleri de vardır. Bu sistemlerin prensibi DNA‟nın belli aĢamalarda yüzeye 

bağlanıp sonra tekrar sökülerek artık maddelerden arındırılarak saf bir DNA eldesidir.  

DNA degredasyona dayanıklı bir polimerdir. Uygun koĢullarda saklanıldığında 

yıllarca tekrar tekrar genetik tahlillerde kullanılabilir. Bu nedenle elde edilen DNA‟nın,  

RNA, protein ve polisakkarit gibi kirleticilerden iyice arındırılmıĢ olması gerekmektedir (10).  

DNA‟nın temizliğini tayin etmek için spekrofotometrik ölçüm yapılmalıdır. 

Spektrofotometre ile 260 nm ve 280 nm dalga boylarında ölçümler yapılarak 260nm/280nm 

oranlaması ile DNA‟nın saflığı tespit edilebilir. Bunun yanı sıra DNA içinde herhangi bir 

partikül bulunup bulunmadığını tespit etmek amacıyla 325 nm‟de absorbans ölçümü 

yapılabilir.  

DNA‟ların konsantrasyonları aĢağıdaki formüle göre hesaplanabilir: 

DNA (ng/ml)= A260 x 50 ng/ml x Seyreltme Faktörü  

Temiz bir DNA‟nın A260/A280 oranı 1.75 – 2.0 aralığında olmalıdır (14). 

 

Sorunlar ve çözümleri: 

I.  Yeterli miktarda DNA elde edilememesi 

II. Ġstenilen kalitede DNA elde edilememesi 

Çözümler I: 

1. BaĢlangıç örneğinin miktarını arttırarak elde edilecek DNA miktarı arttırılabilir. 

2. BaĢlangıç örneğinde kullanılacak hücre miktarının tayini yapılabilir. 

3. BaĢlangıç örneği yoğunlaĢtırılarak (kan için santrifüjleme iĢlemi) kullanılabilir. 

Çözümler II: 

1. DNA izolasyonu yapılacak örneğin alım aĢamasında yabancı DNA bulaĢması 

olasılığını en aza indirmek gereklidir. 

2. Mümkünse taze örneklerden DNA izole edilmelidir. 
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3. Ġzolasyonda kullanılacak tüm materyalin son kullanma tarihleri kontrol edilerek 

çalıĢılmalıdır. 

4. Ġzolasyonda kullanılması gereken sarf malzemenin steril olmasına dikkat 

edilmelidir. 

5. ÇalıĢma esnasında tüm hijyen kurallarına uyulmalıdır. 

6. Ġzolasyon öncesi bekletilmek durumunda kalan örnekler uygun Ģartlarda muhafaza 

edilmelidir (En az +4
 o

C). 

7. -20
 o

C‟de uzun süre saklanan DNA örnekleri defalarca dondurma ve çözme 

iĢlemine tabi tutulmamalıdır. Uzun süreli depolanacak örnekler 15-20 μl‟lik 

hacimlere bölünerek ve düzgün etiketlenerek saklanmalıdır. 

 

RNA izolasyonu: RNA, DNA gibi her hücrede benzer bir dağılım göstermemektedir. 

Bu nedenle ilgilendiğimiz RNA türünün hangi hücreye özgül olduğunun bilinmesi gerekir. 

Örneğin; bir epitel hücresine özgül bir proteinin RNA‟sı normal Ģartlarda sadece o epitel 

dokusundan izole edilebilir. Fakat her hücrede meydana gelen krebs siklusu enzimlerine ait 

RNA‟lar her tip hücreden elde edilebilir (15). 

Ökaryot hücrelerde total RNA oranın hücre ağırlığının %1 civarında olduğu 

bilinmektedir. Yani bir ökaryot hücre yaklaĢık 10-15 μg toplam RNA içermektedir. Total 

RNA‟ya oranla mRNA‟nın hücre içinde dağılımı %5 civarında olduğundan saf olarak elde 

edilebilen mRNA 2-3 μg‟dır. 

RNA çalıĢmalarının hepsinde en önemli koĢul hasar görmemiĢ ve en saf haliyle 

RNA‟nın izolasyonudur. Ġzolasyon sırasında en sık karĢılaĢılan sorun aktivitesini uzun süre 

koruyan, ribonükleaz (RNaz) kontaminasyonudur. Çok az miktarda RNaz kontaminasyonu 

bile RNA‟nın bütün olarak eldesini engelleyebilir. RNaz kontaminasyonunu engellemek için 

bütün çözelti ve sarf malzemeleri uygun Ģekilde steril edilmelidir. ÇalıĢma RNaz 

kontaminasyonunu en aza indirgeyecek koĢullarda baĢlatılmalıdır. RNA izolasyon 

çalıĢmalarında mutlaka steril eldiven kullanılmalı ve çalıĢma esnasında konuĢmamaya özen 

gösterilerek maske takılmalıdır. Böylece kontaminasyon riski en aza indirgenmiĢ olmaktadır.  

Ġzolasyonda kullanılacak çözeltiler RNaz‟ın aktivitesini yok edecek dietilpirokarbonat 

(DEPC) ile hazırlanmalıdır. Bunun dıĢında Tris DEPC‟yi inaktive ettiği için Tris içeren 

çözeltiler DEPC ile hazırlanmamalıdır (16). 

Steril ve tek kullanımlık plastik eĢyalar RNaz kontaminasyonu taĢımadıklarından 

RNA izolasyonu ve saklanması aĢamalarında herhangi bir hazırlık gerektirmeden 
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kullanılabilirler. Fakat bu malzemelerin kullanımı da eldiven ile olmalıdır. Elektroforez 

tankları da DEPC ile yıkanmalı ya da buna alternatif olarak %30‟luk H2O2 ile yaklaĢık 30 

saniye ve birçok kez saf su ile durulamadan sonra 6 saat 180
o
C‟de tutmakta yeterlidir.  

RNA izolasyonu protokollerinin tümünde ilk aĢama ökaryot hücreler için hücre 

membranının parçalanmasıdır. Bunun ardından gerçekleĢen hücre lizatının santrifüjlenmesi 

iĢlemi ile RNA diğer hücresel makromoleküllerden ayrılır. 

Klasik yöntemlerin yanı sıra son zamanlarda ticari RNA izolasyon kitleri de yaygın 

olarak kullanılmaktadır (10).  

 

Total RNA izolasyonu: 

Gerekli malzemeler:  

 Gerekli materyal: Ökaryot hücre içeren herhangi bir doku 

 Parçalama tampon çözeltisi (pH 7.0) 

 Guanidin tiyosülfat                              4 M  

 Sodyum sitrat (pH 7.0)                        25 mM 

 2-Merkaptoetanol (2-ME)                   0.1 M 

 N-Laurilsarkosin (sarkosil, sulu çözelti)   %0.05 

 HazırlanıĢı: 250 gr guanidin tiyosülfat 293 ml su içinde çözündürülür, 17.6 ml 0.75 M 

sodyum sitrat (pH:7.0) ve 26.4 ml %10 sarkosil eklenerek 60-65
o
C‟de karıĢtırılır. Bu 

stok çözelti 3 ay kadar oda sıcaklığında tutulabilir. Deney sırasında 50 ml stok 

çözeltiye 0.35 ml 2-ME eklenir. Bu hazırlanan çözelti 1 ay kadar saklanabilir ve diğer 

çalıĢmalarda da kullanılabilir. 

 Sodyum asetat pH 4.0                           2 M  

 Fenol (Su ile doyurulmuĢ,  4 mg/l) (133). 

 Kloroform/izoamil alkol                        49:1  (v:v) 

 Ġzopropanol                                          %100 

 Etanol                                                   %75 

 SDS                                                      %0.5 
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Protokol: 

1. 100 mg doku üzerine 1 ml parçalama tampon çözeltisi eklenerek el veya otomatik 

olarak çalıĢan pistonlu homojenizatör ile parçalanır. 

2. Elde edilen homojenat 5 ml falkon tüpe aktarılır ve 0.1 ml 2 M sodyum asetat eklenip 

vortekslenerek karıĢtırılır. 

3. 1 ml fenol eklenip vorteksle karıĢtırılır ve 0.2 ml kloroform:izoamilalkol (49:1) 

eklenerek 15 dakika +4
o
C‟de bekletilir. 

4. 10.000 × g‟de 20 dakika +4
o
C‟de santrifüjleme yapılır. 

5. Üst sıvı yeni bir tüpe alınır 1 ml izopropanol eklendikten sonra 30 dakika -20
o
C‟de 

bekletilir.  

6. 10 dakika 10.000 × g‟de +4
o
C‟de santrifüjlenerek RNA çöktürülür. 

7. RNA 0.3 ml parçalama tamponu içerisinde çözdürüldükten sonra mikrosantrifüj 

tüpüne aktarılır. 

8. Üzerine 0.3 ml izopropanol eklenip 30 dakika -20
o
C‟de bekletildikten sonra 10 dakika 

10.000 × g‟de +4
o
C‟de santrifüjlenerek RNA çöktürülür. 

9. RNA %75‟lik etanolde süspansiyon haline getirilir. Vortekslenir ve 10-15 dakika oda 

sıcaklığında bekletilir. 10.000 × g‟de 5 dakika +4
o
C‟de santrifüjlenerek RNA 

çöktürülür. 

10. RNA çökeltisi vakumda kurutulur. 100-200 μl DEPC‟li suda çözündürüldükten sonra  

-70
o
C‟de saklanır. 

Ayrıca hazırlanan RNA %75‟lik alkol içerisinde -20
o
C‟de en az 1 yıl saklanabilir (10). 

 

Sorunlar ve çözümler: 

I: Yeterli miktarda RNA elde edilememesi 

II: Ġstenilen kalitede RNA elde edilememesi 

Çözüm I:  

1. BaĢlangıçta kullanılan hücre miktarının arttırılmalıdır. 

2. Reaksiyon tüpüne konulması gereken maddelerden birinin eksik ya da miktarının 

az olmamasına dikkat edilmelidir. 

Çözüm II:  

1. Ġzolasyonda kullanılan baĢlangıç materyali uygun Ģartlarda saklanmalıdır. 

2. Solüsyonların hazırlama ve saklama koĢulları kontrol edilmelidir. 

Ġzolasyonlar esnasında vorteks, termal blok, santrifüj gibi cihazlar kullanılır.  
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Vorteksler izolasyonda karıĢtırma iĢlemlerinde kullanılır. Cihaz üzerinde tüp içeriğinin 

karıĢmasını sağlayan dairesel olarak hareket eden ve hızı “revolutions per minute (rpm, 

dakikadaki dönme sayısı)” cinsinden ayarlanabilen mekanik bir parça bulunur. 

 

 

ġekil 1. Vorteks (TTS 2) 

 

Termal bloklar izolasyonda uygulanan ısı basamaklarını gerçekleĢtirmek için 

kullanılmaktadır. Bloğun üzerinde farklı hacimlerdeki izolasyonda kullanılan tüplerin 

yerleĢtirilebileceği, tüpü kapak hariç her yönden ısıtabilen kuyucuklar vardır.    

 

 

ġekil 2. Termal blok ( Eppendorf Thermomixer comfort) 
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Santrifüjler de izolasyon iĢlemi yapılırken farklı basamaklarda örnek materyal içindeki 

partikülleri çöktürmek için kullanılmaktadır. Santrifüj farklı moleküler ağırlığa sahip 

maddelerin yerçekimine bağlı olarak ayırımını hızlandıran bir araçtır. Tüm santrifüjler rotor, 

çevirme mili, motor ve bazı modellerinde soğutma ünitesinden oluĢur. Üzerlerinde mutlaka 

bir kapak bulunur. Cihazın dıĢında bir açma-kapama tuĢu, zaman ayarı, hız ayarı ve çok 

hızlandığında durdurmak için bir fren görevi gören tuĢlara sahiptirler. Santrifüje yerleĢtirilen 

örnekler eĢ ağırlıkta ve simetrik olmalıdır.  

Santrifüjleme iĢlemi baĢladığında tüpte bulunan partiküller, uygulanan santrifüj 

alanına (merkezkaç kuvvet), partikülün Ģekline, yoğunluğuna ve ortamın yoğunluğuna bağlı 

olarak değiĢen hızlarda çökerler (17,18). 

Herhangi bir santrifüj cihazında iki fazın ayrılması için gerekli güç, rölatif santrifüj 

kuvveti (RCF) olarak tanımlanır. RCF, yerçekiminin (gravite:g) katı olarak 3000xg, 5000xg, 

10000xg gibi ifade edilir (19).   

Bir santrifüjün maksimum rölatif santrifüj gücü(RCF) Ģöyle hesaplanır: 

RCF = 1,118 x 10
-5

x r x n
2
 = RCF(g)= 0,00001118 x r x RPM

2
 

 RCF →yerçekiminin (g) katı olarak maksimum rölatif santrifüj gücü  

 r →cm olarak dönme merkezinden tüpün dibine kadar olan horizontal mesafe 

(yarıçap) 

 n →rotorun dakikadaki dönme sayısı (rpm)  

 1,118 x 10
–5

 →deneylerle tes edilmiĢ sabit değer 

Günümüzde pek çok santrifüj cihazının üzerindeki hız ayarı rpm cinsinden 

verilmektedir. Fakat rpm değeri rotor çapına göre farklılıklara gösterdiğinde aynı örnek farklı 

rotor çaplarına sahip santrifüjlerde farklı rpm değerinde santrifüjlenmektedir. RCF ve rpm 

arasındaki çevirimi gösteren bir formül bulunmaktadır. Bu formül sayesinde her cihaz için 

gerekli rpm ayarlanabilir.  

RCF = r (2πN)
2 

(g cinsinden)
  

RCF = 1.118 x 10
-5 

x r cm  x n
2
(rpm cinsinden) 

Yukarıdaki formüllerle RCF g ya da rpm cinsinden hesaplanabilir. Her örnek grubu ve 

çalıĢma için farklı büyüklükte ve rotor çapında santrifüj cihazları bulunmaktadır. Genellikle 

bunlar rotor çapı ve hızlarına göre üç grupta incelenmektedir. DNA izolasyon çalıĢmalarında 

kullanılan santrifüj cihazları orta hızlı santrifüjler olarak tanımlanır. Bu cihazlarda hız 

20000xg hıza kadar çıkabilmektedir (17,18). 
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Klinik laboratuvarlarda santrifügasyonun kullanım amaçları: 

 Partikülleri süspanse oldukları solüsyondan ayırma  

 Kandan hücreleri ayırma 

 Biyolojik sıvıların hücresel elemanlarını ve diğer kısımlarını konsantre etme 

 Numuneden proteinleri uzaklaĢtırma 

 Ġmmünokimyasal ölçümlerde serbest ligantları ayırma 

 Farklı yoğunluktaki iki likit fazı ayırma 

 

  

ġekil 3. Normal santrifüj, soğutmalı santrifüj  

 

PCR (Polimeraz Zincir Reaksiyonu) 

PCR; DNA veya RNA üzerinde seçilmiĢ, bir veya birden fazla bölgenin, invitro 

Ģartlarda ısısal döngüler ve enzimler kullanılarak çoğaltılması iĢlemidir (4). 

PCR ilk defa Kary B. Mullis tarafından 1983 yılında tanımlanmıĢtır. Aynı yıl R. Saiki, 

K. Mullis ve arkadaĢları tarafından orak hücre anemisinin tanısının konulmasında uygulamaya 

sokulmuĢtur (20). 
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PCR iĢlemiyle her iki ucundaki dizilimi bilinen hedef DNA bölgesi çoğaltılabilir. Isı 

yardımıyla kalıp DNA üzerinde iki oligonükleotidin ve dört deoksiribonükleotidin (dNTP) 

varlığında denatürasyon baĢlatılır. Denatürasyon gerçekleĢtikten sonra tepkimenin ısısı 

oligonükleotid primerlerin kalıp DNA‟ ya bağlanabilmesi için düĢürülür. Primerlerin 

bağlanmasının ardından uygun bir ısıya çıkarılarak DNA polimeraz yardımıyla uzama iĢlemi 

baĢlar. DNA çift zincirinin ayrılması (Denatürasyon), primer yapıĢması (Anneling), ve zincir 

uzaması (Extension) döngüleri bu Ģekilde birçok kez tekrarlanır. Herbir döngü çoğaltılmakta 

olan DNA ürününün miktarını ikiye katlar (20,21,22). 

 

  

ġekil 4. PCR cihazları (Gene Amp. PCR systems 9700, Corbett) 

 

Yukarıda kısaca anlatılan PCR iĢlemleri ve prensipleri detaylı olarak aĢağıda 

anlatılmıĢtır. 

 

1) PCR iĢlemlerinin basamakları: Polimeraz zincir reaksiyonunun bir döngüsü üç 

aĢamadan meydana gelir. 

 Denatürasyon 

 Primer yapıĢması 

 Zincirin uzaması 
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   ġekil 5. PCR ana iĢlem basamakları (23) 

 

a) Denatürasyon: Denatürasyon çift zincirli DNA moleküllerinin gerekli sıcaklığa 

ulaĢtıktan sonra açılmasıdır. DNA çift zinciri genellikle 94-97
o
C sıcaklık aralığında açılır. 

Burada meydana gelen kimyasal olay hidrojen bağlarının kırılmasıdır (21,24). Bir hidrojen 

bağını kırmak için gerekli olan enerji 436 kj/mol‟dür (25). Guanin ve sitozinden (G+C) 

zengin diziler, sahip oldukları üçlü hidrojen bağları nedeniyle denatürasyon sıcaklığı 

artabilir. Denatürasyonun tam olmaması durumunda primer yapıĢması 

gerçekleĢemeyeceğinden ya da primer yapıĢsa bile uzama istenildiği gibi olmayacağından 

PCR‟nin gerçekleĢmesi mümkün olmayabilir (21,24). Bu nedenle denatürasyon sıcaklığının 

dikkatli seçilmesi gerekir. Her PCR reaksiyonunda tüm genomik DNA‟nın yeterince 

açılabilmesi için döngüsel basamaklardan önce 5-10 dakikalık ve tek adımlık bir 

denatürasyon basamağı uygulanmalıdır. 

b) Primer yapıĢması (Anneling): Denatürasyon aĢamasından sonra tek zincirli DNA 

dizisi elde edilir. Sıcaklığın 50-70
o
C‟ye düĢürülmesiyle ortama konulan ve çoğaltılmak 

istenen DNA bölgesine özgül iki oligonükleotid primer tek zincirli DNA dizisine bağlanır. 

Primerin hedef diziye bağlanabilmesi için gerekli olan sürenin uzunluğu, uygulanacak olan 

ısı ve amplifikasyon primerlerinin baz içeriğine, uzunluğuna ve deriĢimine bağlıdır (21,26). 
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c) Zincirin uzaması (Extension): Primer bağlanmasının devamında ortamdaki Mg
+2

 ve 

Taq Polimerazın yardımı ile dNTP‟ler primerin ardına 5‟-3‟ yönünde eklenirler. Yeni oluĢan 

DNA zincirinin baz sırasını belirleyen, kalıp DNA‟daki baz dizilimidir. Yeni sentezlenen 

DNA‟nın uzama hızı 35-100 nükleotid/ saniyedir. Uzama zamanı hedef dizideki baz deriĢimi 

dizinin uzunluğu ve ısıya bağlıdır. Genellikle tercih edilen en uygun sıcaklık 72
o
C‟de 1 

dakikadır. Döngüler genellikle 30-40 kez gerçekleĢtirilir. Bu kadar döngüden sonra ortamda 

reaksiyon bileĢenlerinin miktarı azalacağından reaksiyona devam etmek gereksizdir. Sonuçta 

elde edilen PCR ürün miktarı baĢlangıçta kalıp olarak kullanılan DNA‟nın konsantrasyonuna 

bağlıdır (20,21).  

PCR bir zincir reaksiyonudur ve oluĢan her yeni DNA zincir sayısı her döngüde iki 

katına çıkar ve oluĢan yeni zincirle beraber eski zincirler de kalıp olarak kullanılmaya devam 

eder. Ortalama 5 dakika kadar süren bir döngü birçok kez tekrar edilir ve yaklaĢık 3 saatlik bir 

sürede 25-30 döngü sonunda DNA miktarı milyon katından daha fazla artar. Bu iĢlem ısı 

döngü cihazı denilen makinelerde önceden döngü sayısı ve sıcaklığı belirtilmiĢ programlarla 

otomatik olarak gerçekleĢtirilir. Elde edilen PCR ürünleri klonlama, dizi analizi, enzim kesimi 

gibi bir sonraki aĢamaya geçmeye artık hazır hale getirilmiĢ olur. Buraya kadar klasik 

uygulamasını anlattığımız PCR‟nin pek çok modifiye türü de vardır. Bunlardan bazıları daha 

sonra uygulama alanları ile birlikte detaylı olarak anlatılacaktır (21,24,27). 

 

 

     ġekil 6. PCR ürünlerinin aritmetik olarak kopyalanması (28)  
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2) PCR temel bileĢenleri: Yukarıda reaksiyon Ģartları anlatılan PCR‟nin 

gerçekleĢebilmesi için gerekli olan maddeler; kalıp genetik materyal (DNA ya da RNA), 

çoğaltılmak istenen bölgeye özgül bir oligonükleotid çifti, DNA polimeraz enzimi, Mg
+2

, 

çeĢitli elektrolitleri içeren PCR tampon çözeltisi ve sudur. Bahsedilen PCR bileĢenlerinin 

genel özellikleri ve PCR reaksiyonu esnasındaki davranıĢları aĢağıda detaylı olarak 

açıklanacaktır. 

 

Kalıp genetik materyal (DNA ve RNA): Kalıp olarak kullanılacak DNA ve RNA iki 

farklı nükleik asit molekülüdür. Bu nükleik asitlerin temel yapılarını anlattıktan sonra PCR‟de 

genetik materyal olarak kullanılan DNA‟nın yapısından ve RT-PCR ile DNA‟ya çevirilen 

RNA‟nın yapısından kısaca bahsedebiliriz. 

 

DNA (Deoksiribonükleik asit): DNA molekülü canlılar için esas kalıtım materyali 

olan ve genetik özelliklerin ebeveynden yavruya geçiĢini sağlayan moleküllerdir. Ġlk kez 

Ġsviçre‟li bir bilim adamı olan Friederic Mischer tarafından, 1869 yılında tanımlanmıĢtır. 

ÇalıĢmalarında iltihabi lökositlerde proteinlerin yapısından farklı olarak asit karakterde bazı 

maddelerin varlığını saptayan araĢtırmacı, bunlara nüklein ismini vermiĢtir (29). Friederic 

Mischer ile benzer konuda çalıĢmalarını sürdüren bilim adamı Richard Altman (1889), asit 

karakterleri nedeniyle nükleinleri “nükleik asit” olarak adlandırmıĢtır (30). 1920‟de ise Alman 

Kimyacı Robert Feulgen, nükleik asitleri, kendi adı ile anılan spesifik bir boyama yöntemi ile 

boyamayı (Feulgen) baĢarmıĢtır (31). Ardı ardına gerçekleĢtirilen benzer çalıĢmalar 

neticesinde 1953 yılında Watson ve Crick DNA materyalinin çift sarmallı bir yapıya sahip 

olduğunu ortaya koymuĢlardır (32,33). Bu yapının keĢfinden sonra yapılan araĢtırmalar 

sonucunda nükleik asitlerin yapısına iliĢkin pek çok bilgiye ulaĢılmıĢtır. 

Watson ve Crick‟in çalıĢmaları birçok bilim insanının çalıĢmalarına kaynaklık etmiĢ 

ve sonuçta kimyasal olarak birbirinden farklı iki değiĢik nükleik asit molekülü olduğu 

açıklanmıĢtır. Bunlar: Deoksiribonükleik asit (DNA) ve Ribonükleik asittir (RNA) (21,34). 

DNA, ökaryotik hücrelerin çekirdeğinde, mitokondrilerinde ve bitkilerin 

kloroplastlarında bulunur. Ayrıca prokaryot hücrelerin sitoplazmasında halkasal DNA olarak, 

kromozom yapısında olmayan “plazmid” adı verilen lineer parçalar Ģeklinde ve genetik 

materyali DNA olan virüslerde bulunur (35). 

Çift dallı bir yapıya sahip olan DNA molekülünün üç temel yapıtaĢı bulunmaktadır.  
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Bunlar; 

Organik bazlar (pürin ve pirimidin bazları) 

5 karbonlu pentoz Ģekeri 

Fosforik asit molekülüdür (21,33). 

 

   

ġekil 7. Fosfat Ģeker ve organik bazlar (36)  

 

Organik bazlar: DNA‟da iki çift organik baz bulunmaktadır. Bunlar azotlu bazlar 

olarak da bilinmektedir. Halkasal yapılarına ve içerdikleri atom sayılarına göre iki ayrı grupta 

incelenirler: Pürinler ve Pirimidinlerdir. 

 

Pürin bazları: Pürinler biri 6 diğeri 5 atomdan oluĢan iki halkasal yapının 

kaynaĢmasından ortaya çıkmıĢtır. DNA‟da iki tür pürin bazı vardır bunlardan biri adenin 

diğeri guanindir. 

Adenin: 6-amino pürin 

Guanin: 2-amino-6-oksi pürin (37). 

Adenin ve guanin bazlarının moleküler ağırlıkları A=135.13 dalton, G=151.13 dalton‟dur. 

(1 dalton: 1.67x10
-24

 gr) 
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Adenin 
 

Guanin 

ġekil 8. Adenin bazının yapısı (38)                         ġekil 9. Guanin bazının yapısı (39)  

 

Pirimidin bazları: Pirimidinler 4 karbon ve 2 azottan oluĢmuĢ tek halkasal yapıya 

sahiptirler. DNA‟da iki tip pirimidin bazı vardır bunlardan biri sitozin diğeri timindir (37). 

Urasil nükleik asitlerin yapısına katılan ancak sadece RNA‟nın yapısında bulunan bir 

primidin bazıdır. Sitozin ve timin bazlarının moleküler ağırlıkları C=111.10 dalton, T=126.12 

dalton‟dur. 

Pirimidinler: 

Urasil: 2-4 dioksi pirimidin 

Timin: 2-4-dioksi-5-metil pirimidin 

Sitozin: 2-oksi-4-amino Pirimidin 

 

 

Timin 

 

Sitozin 

 

Urasil  

ġekil 10. Timin, sitozin, urasil bazlarının yapısı (40) 

                                                                                        

DNA‟nın yapısı hakkında en önemli ipucu Erwin Chargaff ve meslektaĢlarının 1940 

sonlarındaki çalıĢmalarında bulundu. Erwin Chargaff ve meslektaĢları, DNA‟daki dört 

nükleotid bazının, farklı organizmaların DNA‟larında farklı oranlarda bulunduğunu ve bazı 

bazların miktarları arasında iliĢkiler olduğunu buldular ki bu çalıĢmaların sonuçları, Chargaff 

kuralları diye bilinmektedir.  

Bu kurallara göre; 

1. DNA‟nın baz kompozisyonu genellikle türden türe değiĢir.  
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2. Aynı türlerin farklı dokularından izole edilen DNA örnekleri aynı baz 

kompozisyonuna sahiptirler.  

3. Belli bir türdeki DNA‟nın baz kompozisyonu yaĢ, beslenme durumu ve çevre değiĢimi 

ile değiĢmez.  

4. Türler ne olursa olsun bütün DNA‟larda adenin (A) bazlarının sayısı timin (T) 

bazlarının sayısına eĢittir ve guanin (G) bazlarının sayısı sitozin (C ) bazlarının 

sayısına eĢittir (A = T ve G = C). Buna göre pürin kalıntılarının toplamı pirimidin 

kalıntılarının toplamına eĢittir (A+G = T+C) (37). 

 

Nükleozidler: Bir pürin ya da pirimidine riboz veya 2-deoksiriboz Ģekerlerinden biri 

eklenirse nükleozid adı verilen bileĢikler meydana gelir. Nükleozitlerde Ģekerin 1. karbon 

atomu pürin bazlarının 9. azot atomuna ve pirimidin bazlarının 1. azot atomuna N-glikozitik 

bağ ile bağlıdır. Bağlanma sonucu oluĢan nükleozid pürinlerde: pürin adına ilaveten –ozin 

(adenozin, guanozin), pirimidinlerde; pirimidin adına ilaveten –idin (timidin, sitidin) ekleri ile 

isimlendirilirler. ġekerin 2-deoksiriboz Ģekeri olduğu nükleozid isminden önce “d-“ Ģeklinde 

gösterilerek belirtilir. Eğer hiçbir Ģey yoksa bu riboz Ģekeri olarak kabul edilir (21).     

 

Nükleotidler: Nükleik asitlerin yapısında bulunan üçüncü yapıtaĢı fosfat molekülü 

(H3PO4) olup, hem DNA hem de RNA‟da bulunmaktadır. 

Nükleozidlerin riboz veya deoksiriboz gruplarına bir veya birden fazla fosfat grubunun 

bağlanmasıyla nükleotidler meydana gelir. Genellikle fosfat grubu Ģekerin 5‟ karbonuna ester 

bağı ile bağlıdır. Eğer birden fazla fosfat grubu bulunursa bunlar birbirlerine yüksek enerjili 

asit anhidrit bağı ile bağlanırlar (21).   
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adenozin monofosfat 

AMP 

 

adenozin difosfat 

ADP 

 

adenozin trifosfat 

ATP 

 

guanozin monofosfat 

GMP 

 

guanozin difosfat 

GDP 

 

guanozin trifosfat 

GTP 

 

timidin monofosfat 

TMP 

 

timidin difosfat 

TDP 

 

timidin trifosfat 

TTP 

 

uridin monofosfat 

UMP 

 

uridin difosfat 

UDP 

 

uridin trifosfat 

UTP 

 

sitidin monofosfat 

CMP 

 

sitidin difosfat 

CDP 

 

sitidin trifosfat 

CTP 

          ġekil 11. Nükleozid oluĢum Ģeması  (41) 
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Polinükleotidler: Nükleotidler 3‟-5‟ fosfodiester bağları ile polimerize olarak 

polinükleotidleri oluĢtururlar. Ribonükleotidlerin polimerizasyonu RNA oluĢumuna yol 

açarken, deoksiribonükleotidlerin polimerizasyonu ile DNA oluĢur (21,34). DNA ve RNA 

arasındaki temel farkları tablo halinde inceleyecek olursak aralarındaki farkları görebiliriz.  

 

 

ġekil 12. Hidrojen bağlarının ve fosfodiester bağlarının oluĢumu (42) 
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Tablo 1. DNA ve RNA temel farkları 

 DNA RNA 

Ġçerdiği Ģeker grubu Deoksiriboz Riboz 

Azotlu bazlar Adenin,Guanin,Sitozin,Timin Adenin,Guanin,Sitozin,Urasil 

Sarmal yapı Çift zincir Tek zincir 

Türler Nükleer, Mitokondrial,          

Plazmid DNA‟lar 

tRNA, mRNA, rRNA,vs. 

DNA: Deoksirobonükleozidtrifosfat; RNA: Ribonükleozidtrifosfat 

 

DNA genel olarak çift sarmal bir yapıya sahip olmasına karĢın birkaç virüs tek zincirli 

bir DNA yapısı gösterirler. Sarmal yapıyı oluĢturan iki zincir ortak bir nokta etrafında 

dönerek çift heliks yapısını oluĢturur. Çift heliks yapıda zincirler birbirlerine anti paralel 

uzanırlar. DNA heliksin en sık rastlanan Ģekli B-DNA modelidir. B-DNA Ģeklinde hidrofilik 

deoksiriboz fosfatlar ana yapının dıĢ kısmında yer alırken hidrofobik bazlar ana eksenin iç 

kısmına konumlanmıĢtır (35). Heliks yapıdaki bu yerleĢim zincirde major ve minör olukların 

oluĢmasına yol açar (35,43).  

Çift zincirli DNA molekülü, pürin ve pirimidin bazlarının birbirleri ile H bağları 

oluĢturması sonucu meydana gelmektedir. Pürin ve pirimidin bazları arasındaki eĢleĢmeler 

son derece spesifiktir bunun nedeni moleküler büyüklükleridir. Bu diziliĢ A karĢısına T; G 

karĢısına C olacak Ģekilde düzenlenmiĢtir. Böylece tek bir zincire ait baz dizilimi bilindiğinde 

DNA molekülünün diğer zincirindeki baz dizilimi de saptanır (35).        

 

                                                                                                    

       ġekil 13. DNA’nın çift sarmal yapısı (44) 
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DNA‟nın içinde bulunduğu ortamın ısısı arttırılır ya da pH değiĢtirilirse çift zincirli 

DNA molekülünün yapısında bozulmalar meydana gelmeye baĢlar. Bunun nedenin bazların 

arasında bulunan hidrojen bağlarının ısı ve pH değiĢimlerinden çabuk etkilenmeleridir. ġeker 

ve fosfat grupları aralarında bulunan fosfodiester bağları bu değiĢimlerden çok kolay 

etkilenmezler. Bu Ģekilde bir değiĢimle DNA çift zincirinin birbirinden ayrılarak heliks 

yapısının yarısının açıldığı ısıya, DNA‟nın erime derecesi (melting temperature, Tm) denir. 

DNA‟nın çift sarmal yapısının bozularak tek zincir haline dönüĢmesi olayına denatürasyon 

denir.  

A ve T bazları arasında ikili hidrojen bağı; G ve C bazları arasında üçlü hidrojen bağı 

bulunduğundan G ve C arasındaki bağ A ve T arasındaki bağlara göre daha yüksek sıcaklık ve 

konsantrasyonda çözülebilir. Böylece G ve C‟ce zengin DNA molekülünün denatürasyonu 

daha zordur. Sıcaklık ve pH değiĢimleri ile birbirinden ayrılan DNA molekülü ortam koĢulları 

normale döndüğünde tekrar eski halini alır. Bu olaya renatürasyon adı verilir.  

DNA molekülü baĢlıca üç farklı Ģekil görülür. B-form DNA olarak tanımlanan yapı 

(Watson-Crick tarafından tanımlanan yapı), fizyolojik Ģartlar altında DNA molekülü için en 

stabil yapıdır ve bu nedenle DNA‟nın özelliklerinin herhangi birinin incelenmesi için standart 

referans noktasıdır. B-form DNA‟dan baĢka A- ve Z-form DNA‟lar da vardır (21,35). 

 

 

ġekil 14. DNA çeĢitleri (45)  

 

A-form DNA, nispeten susuz birçok çözeltide saptanır; belli bir DNA molekülü için 

B-form DNA‟dan daha kısa ve daha geniĢtir.  
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Z-form DNA, B-form DNA‟dan daha farklıdır; en belirgin farklılık, sola dönen 

helezon Ģekli ve iskeletinin zikzak görünümüdür.  

 

Tablo 2. DNA çeĢitleri ve özellikleri 

DNA tipleri A-DNA B-DNA Z-DNA 

ġekil En geniĢ Orta En uzun 

Baz uzaklığı 2.3 A° 3.4 A° 3.8 A° 

Heliks çapı  25.5 A° 23.7 A° 18.4 A° 

DönüĢ yönü Sağ Sağ Sol 

Glikozid bağ Anti Anti Anti:C T syn:G 

Bir heliks dönüĢü 

baz çifti 

11 10.4 12 

Büyük oluk  Dar, derin GeniĢ, derin Düz 

Küçük oluk Çok geniĢ, yayvan Dar, derin Çok dar, derin 

 

Bazı DNA‟lar olağan dıĢı yapılar gösterirler. Olağan dıĢı bir DNA yapısı H-DNA 

olarak bilinir ki bunun alıĢılmamıĢ özelliği, bir üçlü heliks oluĢturmak için DNA‟nın üç 

kolunun eĢleĢmesi ve birbirine dolaĢmasıdır. H-DNA üçlü heliksinin üç kolundan ikisi 

pirimidin içerir; üçüncüsü pürin içerir (21,34).  

 

RNA yapı ve özellikleri: RNA‟lar ribonükleotidlerin bir araya gelmesiyle oluĢan tek 

zincirli nükleik asitleridir. DNA‟daki genetik bilginin fonksiyonel bir proteine dönüĢümünde 

rol alan nükleik asit molekülüdür.  

RNA, bazı özellikleri bakımından DNA‟dan farklıdır:  

 RNA‟nın molekül ağırlığı, DNA molekül ağırlığından çok daha küçüktür. RNA, DNA 

ile kıyaslandığında çok kısa bir polimerdir. DNA molekülü çok uzun iplik Ģeklinde 

olduğu halde RNA‟nın molekülü yumak Ģeklindedir.  

 RNA molekülündeki pentoz 2-deoksiriboz değil, ribozdur.  

 RNA molekülü timin (T) içermez; timin yerine urasil (U) içerir.  

 RNA molekülünde guanin (G) sayısı sitozin (C ) sayısına eĢit olmayabilir; aynı Ģekilde 

adenin (A) sayısı urasil (U) sayısına eĢit olmayabilir.  

 RNA tek zinciri bazen firkete modeli gibi çeĢitli modeller oluĢturabilir. Firkete 

yapıdaki RNA‟larda molekülün komplementer baz içeren bölgelerinde çift sarmal 
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yapıya rastlanabilmektedir. RNA‟nın çoğu sitoplazmada, DNA ise nukleusta yer 

almaktadır (35).  

 Sadece DNA feulgen reaktifi ile boyanabilirken RNA boyanamamaktadır (35,46).  

DNA‟da olduğu gibi RNA‟nın da çeĢitleri vardır. Hücre içinde rol aldıkları görevlere 

göre incelenmiĢtir. 

 

Haberci RNA (mRNA): Protein sentezinde görev alır. Her mRNA bir polipeptit 

zincirine karĢılık gelir fakat prokaryotlarda bir polipeptit zincirine birden fazla RNA karĢılık 

gelebilir. Bunun sonucu olarakta RNA‟lar hücre de farklı boyutlarda bulunabilir. Bir 

hücredeki RNA‟ların %5‟ini mRNA‟lar teĢkil eder (43). DNA‟dan RNA sentezinin ilk 

basamağında yer alır ve DNA‟daki T bazına karĢılık A; C bazına karĢılık gelen G‟dir. 

DNA‟dan farklı olarak A bazına mRNA‟da karĢılık gelen U bazıdır. Nükleus ve sitoplazmada 

yer alır (47,48). 

 

Transfer RNA (tRNA): Amino asitleri ribozoma taĢımakla görevlidir. 20 farklı amino 

asidi taĢıyan en az bir tane tRNA vardır. tRNA‟lar 75-95 arası baza sahip olduklarından en 

küçük RNA‟lardır. YaklaĢık olarak hücredeki RNA‟ların %15‟ini oluĢtururlar (35). Hücrede 

sentezlenerek aktif hale getirilen amino asit molekülleri kendilerine spesifik tRNA 

moleküllerince aranıp bulunur ve tRNA moleküllerinin serbest ucu özgül aminoasitlerle 

birleĢir. tRNA molekülleri kendilerine bağlı olan aminoasitleri ribozom mRNA kompleksine 

bırakarak görevini tamamlamıĢ olur. Sitoplazmada yer alır (47). 

 

Ribozomal RNA (rRNA): Ribozomların bir parçasıdır. Diğer RNA tipleri gibi özgül 

değildir doğrudan doğruya DNA‟dan sentezlenir. 13, 14, 15, 21 ve 22. kromozomların kısa 

kollarında DNA bölgesi rRNA kodlayan genlerin kopyalarını sentezletir. Bir kısmı nükleusta 

diğer bir kısmı ise nükleolusta yer alır (47). Hücre içinde yaklaĢık %80 oranında bulunarak 

RNA tipleri arasında en çok olanıdır.  Prokaryotik ve ökaryotik hücre ribozomlarında farklı 

tipleri bulunur. Prokaryotlarda, 5S, 16S ve 23S ökaryotlarda ise 5S, 5.8S, 18S ve 28S‟lik 

RNA tipleri vardır (35,48). 

 

Heterojen nükleer RNA (hnRNA): Nükleusta bulunur. Yüksek moleküler ağırlığa 

sahip olan öncü mRNA‟lardır. Hücrelerdeki toplam RNA‟nın yarısını oluĢtururlar (35,47). 

 



 

 

 

29 

Küçük nükleer RNA (snRNA): Altı tip snRNA vardır. Herbirinde 100-215 nükleotid 

bulunur ve RNA‟da intronların kesilmesi iĢlemleri ile iliĢkilidirler (47,48). 

 

Küçük stoplazmik RNA (scRNA): Nükleusta bulunur. Transport fonksiyonlarında yer 

alan küçük RNA yapılarıdır (35,48). 

PCR reaksiyonlarında RNA esas olarak Reverse Transkriptaz enzimi ile cDNA elde 

etmek üzere kalıp olarak kullanılır. Yapısal değiĢiklikler ve diğer özellikler cDNA üzerinde 

incelenmektedir. 

PCR çalıĢmalarında klonlanmıĢ bir DNA parçası için nanogram, genomik DNA için 

ise mikrogram düzeyinde miktarlar kullanılır.  

 

Oligonükleotidler (Primerler): PCR ürününe özgül olan, daha önceden belirlenmiĢ 

uzunlukları 18-30 baz çifti arasında değiĢen dizileridir. Primer dizilimi yapılırken çoğaltılması 

istenen DNA dizisindeki iki ucu bilinen noktalar dikkate alınır. Bu bölgelere tamamlayıcı olan 

primerler tasarlanır (4). Primer hazırlamak için bilgisayar programları yapılmıĢ olmakla 

beraber genellikle araĢtırmacılar kendi primerlerini kendileri hazırlayabilirler. Dizilim 

yapılırken genellikle dört bazın eĢit oranda kullanımına dikkat edilir. Primerler, aralarında tek 

bir nükleotid farkı olan hedef dizileri birbirinden ayıracak Ģekilde tasarlanır ve böylece 

genetik testler için allele spesifik problar hazırlanabilir (21). En önemli nokta kullanılacak 

primerin amplifiye edilecek bölgeye spesifik olmasıdır. Konsantrasyonları 0,1 ve 0,5 μM arası 

değiĢir.  Primer tasarımı yapılırken dikkat edilmesi gereken önemli noktalar: 

 Genellikle en fazla 30 baz çifti uzunluğunda olmalıdır. 

 Özellikle G-C oranının %50‟nin altında kalmasına özen gösterilmelidir. 

 Tm sıcaklığı birbirine yakın primer çiftlerinin seçilmesine dikkat edilmelidir. 

 Seçilen primerin genomda baĢka bir bölgeye komplementer olup olmadığının NCBI, 

VEGA, ENSEMBL vb. genom veri bankalarından kontrolü yapılmalıdır. 

 Seçilen primer çiftlerinin primer-dimer yapma olasılıklarının olmamasına dikkat 

edilmelidir.  

Birçok araĢtırmacının Tm sıcaklığının belirlenmesi üzerine yapmıĢ oldukları çalıĢmalar 

neticesinde primerin sahip olduğu her çift bazın Tm sıcaklığını ortalama 6 
o
C arttırdığı tespit 

edilmiĢtir.   

Primer dizayn edilirken erime sıcaklığının hesaplanmasında komĢu bazların ne 

olduklarına dikkat edilmelidir. Bu aĢağıdaki formül ile hesaplanabilir. 
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Tm
primer

 = ∆H [∆S+ R ln (c/4)] –273.15°C + 16.6 log 10 [K
+
]  

H: Entalpy  

S: Entropy 

R: Molar gaz sabiti 

c: Primer konsantrasyonu 

Primer uzunluğu 18-30 baz arasında seçilmelidir. Genetik çalıĢmalarda sadece baz 

sayıları dikkate alınarak Tm sıcaklığını hesaplamanın basit bir formülü de bulunmaktadır. 

Tm = 2(A+T) + 4(G+C).  

Tabloda sıklıkla kullanılan primer uzunlukları ve bunların Tm değerleri gösterilmiĢtir. 

 

Tablo 3. %50 GC oranına göre primer uzunluk hesaplanması 

Primer 

uzunluğu 

Tm = 2(A+T) + 4(G+C).  Primer uzunluğu Tm = 2(A+T) + 4(G+C).  

4 12°C 16 48°C 

6 18°C 18 54°C 

8 24°C 20 60°C 

10 30°C 22 66°C 

12 36°C 24 72°C 

14 42°C 26 78°C 

 

Tm hesaplamasına alternatif diğer bir formül  ise; 

Tm = 81.5 + 16.6 (log10[K+] + 0.41 (%G+C)–675/ Primer uzunluğu.  

AĢağıda verilen formülde ise 50 mM KCL, PCR için sabitlenerek hesap yapılmıĢtır. 

Tm = 59.9 + 0.41 (%G+C) – 675/ Primer uzunluğu (49). 

 

DNA polimeraz enzimi: DNA polimeraz enzimleri kalıp ipliği tamamlayıcı bir DNA 

ipliği meydana getirmek için orijinal kalıp iplikteki baz dizisini kullanarak, 4 çeĢit 

deoksirbonükleozid trifosfatı ucuca ekleyerek uzun polinükleotid zincirin sentezini kataliz 

ederler. Bu enzimler sentezi baĢlatmak için kalıp moleküldeki tamamlayıcı diziye bağlanan 

kısa DNA parçalarına (primerlere) ihtiyaç duyarlar. Ortamdaki dNTP‟lerin 5‟ ucundaki 

fosfatın primerin serbest 3‟ hidroksil ucuna nükleofilik etki yapmalarıyla fosfodiester bağları 

oluĢarak yeni DNA ipliğinin polimerizasyonu sağlanır. Bu nedenle sentez daima 5‟ uçtan 3‟ 

uca doğru yapılır (50).  
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Ġlk zamanlarda kullanılanların aksine Ģuan kullanılmakta olan DNA polimeraz 

enzimleri ısıya daha dayanıklıdır. Daha önceleri kullanılan Escheria coli DNA polimeraz I 

enziminin Klenow fragmenti sıcaklığa dayanıklı olmadığından dolayı her PCR döngüsünün 

denatürasyon basamağından sonra yeniden enzim eklenmesi gerekmekteydi. Fakat 

günümüzde kullandığımız termostabil DNA polimerazlar bu zorunluluğu ortadan 

kaldırmaktadır. Termostabil olma özelliği enzimin ısı döngüleri sırasında aktivitesini 

kaybetmeden tüm basamakların aynı kalitede gerçekleĢmesini sağlamaktadır. Daha da 

geliĢtirilmiĢ hot-start DNA polimerazlar diziye özgül sıcaklıklarda çalıĢılmasını 

kolaylaĢtırarak PCR kalitesini yükseltmiĢtir. Reaksiyon baĢına eklenmesi gereken enzim 

miktarı 50 μl‟lik reaksiyon hacmi için ortalama 1-5 ünite arasında değiĢmektedir (27). Ticari 

olarak temin edilebilen pek çok DNA Polimeraz çeĢidi olmakla birlikte thermus aquaticus 

isimli sıcak su kaynaklarında bulunan bir bakteriden elde edilen taq polimerazlar pratikte 

sıklıkla tercih edilen DNA polimerazlardır. 

 

dNTP karıĢımı: Deoksiribonükleozid trifosfatlar (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) yüksek 

saflıkta ya tek tek ya da karıĢım halinde ticari olarak sağlanabilir. Stok konsantrasyonu 

genellikle 100 mM civarındadır. Kullanım aĢamasında 100 mM‟lık stoktan 2mM‟lık daha 

seyreltik çözeltiler hazırlanarak kullanılmalıdır. Çözeltilerin seyreltilip stoklanmasının diğer 

bir nedeni ise kontaminasyon olmasını engellemektir (51). 

M1.V1=M2.V2 formülü kullanılarak seyreltme iĢlemi yapılabilir. 

Örnek problem: 100 mM‟lık bir stok çözeltiden 2mM‟lık 500 μl yeni bir çözelti 

hazırlayabilmek için stok çözeltiden ne kadar kullanmak gerekir?  

M1.V1=M2.V2 ………………..  100.V1=2.500…………… 

  V1=1000/100=10 μl stok çözelti 490 μl distile su ile 500 μl‟ye tamamlanır.  

Yapılacak PCR için en uygun dNTP konsantrasyonunun belirlenmesi 5 faktöre 

bağlıdır  

 Magnezyum Klorür (MgCl2) konsantrasyonu 

 Reaksiyon koĢulları 

 Primer konsantrasyonu 

 Çoğaltılan ürünün boyu 

 PCR döngü sayısı  

PCR iĢlemine baĢlamadan önce en uygun dNTP konsantrasyonu deneysel olarak 

belirlenmelidir.  
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Mg
+2

 iyonu: Mg
+2

 iyonlarının esas iĢlevi DNA polimerazın aktivitesini baĢlatmak ve 

primer-kalıp DNA hibridizasyonunu sağlamaktır. Ayrıca çift iplikli DNA‟nın erime noktası 

(Tm) değerini arttırırlar. PCR ortamına MgCl2 tuz çözeltisi Ģeklinde eklenen Mg
+2

 iyonunun 

reaksiyon karıĢımındaki konsantrasyonu farklı PCR uygulamalarında değiĢiklik gösterebilir. 

Genellikle 0,5-5,0 mM‟lık değerler arası tercih edilmekle birlikte her PCR uygulaması için 

optimizasyon çalıĢması yapmak gerekebilir. DüĢük Mg
+2

 konsantrasyonu, ürün oluĢumunda 

azalmaya, yüksek Mg
+2

 konsantrasyonu ise istenmeyen ürün birikimine ve kirliliğe yol açar 

(4).  

 

PCR tamponu: PCR tampon çözeltisinin karıĢımı beraber kullanıldığı enzime ve PCR 

Ģartlarına göre değiĢiklik gösterebilir. Tris-HCl, Tris-Asetat, Taps tampon çözeltilerinde en 

sık kullanılan kimyasallardır. PCR tamponu olarak, Taq DNA polimeraza özgü olduğundan 

en çok tercih edilen, kullanım dozu 10-50 mM arası değiĢen Tris-HCl‟dir. Tamponun pH‟sı 

8,3-8,8 arası değiĢiklik gösterebilir. Bu tampona 50 mM kadar KCl çözeltisinin eklenmesi 

primer bağlanmasını kolaylaĢtırır. Fakat 50 mM üzerinde KCl veya NaCl çözeltilerinin 

eklenmesi Taq DNA polimeraz aktivitesini düĢürür (52). 

Trakya Üniversitesi Tıbbi Biyoloji Anabilim Dalında rutin çalıĢmalarda uygulanan 

PCR protokolü (3100 Avant-ABI, Roche): 

 

FMF Ekson 10 için PCR ile laboratuvar çalıĢma protokolü 

 

Tablo 4. PCR karıĢım protokolü 

PCR Ġçeriği Miktar (μl) 

Steril distile su 22.75 μl 

10 x PCR Buffer 5 μl 

dNTP 4 μl 

Forward Primer 5 μl 

Reverse Primer 5 μl 

MgCl2 3 μl 

Taq Polimeraz 0.25 μl 

Genomik DNA 5 μl 

TOPLAM 50 μl 
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PCR programı 

 

Tablo 5. Ekson 10 PCR standartları 

PCR Isısı (
o
C) Süre  

                 94
 o

C( 1 döngü) 10 dk 

94 
o
C 

                      58 
o
C     (40 döngü) 

72 
o
C 

30 sn 

30 sn 

1 dk 

                  4 
o
C (1 döngü) ∞ 

 

PCR aĢamasını da geçen ürünler dizileme iĢlemleri yapılmadan önce yapılmıĢ olunan 

ilk PCR iĢleminin baĢarılı olup olmadığını saptanması amacıyla bir elektroforez iĢlemine tabi 

tutulmalıdır. Ardında sağlıklı bantlar elde edilen ürünlere ikinci bir PCR iĢlemi uygulanabilir. 

 

PCR (dizileme) Protokolü 

 

Tablo 6. Dizileme için PCR iĢlem materyali 

PCR Ġçeriği Miktar (μl) 

Steril distile su 8 μl 

Big Dye 2 μl 

5 x Sequence buffer 3 μl 

Forward-Reverse primerler ( Ayrı 

tüplere) 

5 μl 

Pürifiye 1. PCR ürünü 2 μl 

TOPLAM 20 μl 

 

Tablo 7. Dizileme (Sekans) için PCR programı 

PCR Isısı (
o
C) Süre  

                 94
 o

C ( 1 döngü) 2 dk 

94
 o

C 

                      50
 o

C     (40 döngü) 

60
 o

C 

  10 sn 

   5 sn 

                                2.5 dk 

                   4
 o

C ( 1 döngü) ∞ 

 

10 X buffer: 100 mM Tris-HCl, pH 8.3 olacak Ģekilde ve 25°C; 500 mM KCl; 15 mM 

MgCl2; 0.01% gelatin karıĢtırılarak toplam stok 1.5 ml 

dNTP: Herbirinden 0.5 ml içerir. 10 mM dATP, dCTP, dGTP ve dTTP 

MgCl2: 25 mM  (± 1 mM) toplam hacim 1.5 ml (53).  
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PCR engelleyicileri ve arttırıcıları: ÇeĢitli maddelerin PCR basamaklarını engellemesi 

için tehlike oluĢturması, PCR‟de kullanılan biyolojik örneklerin çeĢitliliğinden ve DNA 

izolasyonunda kullanılan yöntem ve maddelerden kaynaklanmaktadır. Çok çeĢitli biyolojik 

materyal PCR‟de DNA kaynağı olarak kullanılabilir. Örneğin insan DNA‟sı periferal kan 

hücrelerinden, idrardan, feçesten, hücre döküntülerinden, saç kökünden, semenden, biyopsi 

materyalinden, amniyon sıvısı gibi değiĢik biyolojik kaynaklardan izole edilebilir.  

Bu doğal kaynaklar çok çeĢitli bilinmeyen engelleyiciler içerirler. Bunlara birkaç 

örnek vermek gerekirse: 

 UV ıĢık; birbirine komĢu pirimidin bazlar arasında verimli bir birleĢme olmasına engel 

olur. 

 Gamma radyasyon; deiyonize su içindeki serbest radikallere oluĢumuna neden olduğu 

için verimi düĢürür. 

 Restriksiyon enzim; PCR ürünlerinin parçalanmasına neden olur. 

 Hidroksilamin; sitozin nükleotidinin oksijen atomu ile birleĢerek kovalent bağlı bir ek 

oluĢturarak guanin bazı ile birleĢmesini engeller (54). 

 Guanin ve siztozince zengin bir primer tercih edildiğinde denatürasyon sıcaklığı 

artacağından DNA uzun süre yüksek sıcaklığa maruz kalır ve DNA polimerazın 

aktivitesi düĢer (21). 

 

Eğer PCR arttırıcıları birkaçını sıralayacak olursak: 

 Gliserol; polimeraz enzimini stabilize ederek denatürsayonu düzenler. 

 Formamid; denatürasyon sıcaklığını düĢürerek denatürasyonu kolaylaĢtırır. 

 Tween 20; iyonik deterjanların polimerizasyon sırasındaki olumsuz etkilerini inhibe 

eder. 

 Gen 32 protein; polimeraz aktivitesini arttırır (52).  

 

PCR ürünlerinin belirlenmesi ve analizi: PCR ürünleri boyları 100 ile 5000 baz çifti 

arasında değiĢen sentetik DNA parçalarıdır. Bu ürünlerin analiz edilebilmesi için çeĢitli 

tekniklerle görüntülenmeleri gerekmektedir. Bu görüntüleme teknikleri ile PCR ürününün 

kalitatif ya da kantitatif değerlendirmesi yapılabilir (55).   

Bu yöntemler arasında en basit ve en sık kullanılanı elektroforez yöntemleridir.  

 

3) Elektroforez Yöntemleri 
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a) Agaroz jel elektroforez 

b) Poliakrilamid jel elektroforezi 

c) Kapiller elektroforez  

Elektroforez ilk kez 1930 yılında, Ġsveçli kimyacı Tiselius tarafından keĢfedilmiĢtir. 

Elektroforez, elektriksel yük taĢıyan moleküllerin, bir elektrik alan içinde birbirinden 

ayrılmasını sağlayan bir analitik yöntemdir. Elektroforezin temel kuralı çalıĢılan maddelerin 

elektriksel olarak pozitif veya negatif yük taĢımasıdır. DNA da elektriksel olarak negatif 

yüklü olduğundan elektrik alanlarında pozitif kutba doğru hareket eder. Bu özelliği nedeniyle 

elektroforeze tabi tutulabilir. Elektroforez esnasında moleküller büyüklüklerine ve yapılarına 

göre farklı Ģekillerde hareket edebilirler. Büyük moleküller küçük moleküllerden daha yavaĢ 

hareket etmektedir. Bu kural DNA için de geçerlidir ve uygun destek ortamlarında farklı 

boylarda DNA örneklerini boylarına göre ayrıĢtırıp incelemek mümkün olabilmektedir.  

DNA‟daki yapısal farklılıklarda DNA‟nın hareket hızını etkileyebilmektedir. Örneğin, 

halkasal bir DNA molekülü eĢit kütledeki doğrusal bir DNA molekülünden daha yavaĢ ilerler 

(56). 

Jel elektroforezinde destekleyici ortam, molekülleri büyüklüklerine ve yapısal 

özelliklerine göre ayırmak için kullanılır. Ayrımı yapılacak molekülün türüne göre 

destekleyici madde, poliakrilamid, agaroz, agaroz-akrilamid gibi karıĢımlardan yapılabilir.  

Agaroz jel elektroforezi genellikle boyut olarak büyük olan DNA moleküllerinin 

ayırımı için tercih edilir. Poliakrilamid jel elektroforezi ise genellikle küçük DNA 

fragmentlerinin ve RNA moleküllerinin ayırımında kullanılır. Bu tür jellerin ayırım güçleri 

çok yüksek olduğundan genellikle birbirine çok yakın boyuttaki DNA moleküllerinin ayırımı 

için tercih edilebilirler (57). Kapiller elektroforez ise daha çok otomatik DNA cihazlarında 

kullanılır. Destek ortamı polikarbon bileĢikleri olan polimerlerdir. Bu polimerler 

yoğunluklarına göre farklı ayrım gücüne sahiptirler. Kullanılan polimer otomatik cihazlarda 

çapları milimetreden küçük olan cam kapillerler içine yüklenirler (24). Kapiller elektroforez 

(CE), elekroforetik hareket kabiliyeti, faz ayırımı ve moleküler boyuttaki farklılıklara göre 

elektrokinetik ayrım yapabilen bir tekniktir (58). 

 

a) Agaroz jel elektroforezi: Agaroz kırmızı bir alg olan Agar agar‟dan izole edilen 

doğrusal bir polisakkarittir. Agaroz ısı ile muamele edildiğinde sıcak su içinde çözünen ve 

soğutulduğunda jelimsi bir Ģekil alan bir yapıya sahiptir. Soğutulurken polimerlerindeki 

hidrojen bağlarının oluĢumu ile jel Ģeklini alır. 
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Ticari olarak hazırlandıklarından eridikleri sıcaklık dereceleri değiĢkenlik 

göstermektedir. Örneğin, DNA‟nın jelden geri kazanılması için oda sıcaklığında eriyebilen 

jeller üretilmektedir. Daha düĢük sıcaklıklarda eriyen agarozların hazırlanması da mümkün 

olup bu daha düĢük konsantrasyonlardaki maddelerin ayırımını yapmaya olanak 

sağlamaktadır (56).  

Agaroz jelin konsantrasyonu % 0.3-2.0 arasında değiĢtirilerek jelin por çapı 

ayarlanabilir. Böylece düĢük DNA fragmentleri için yüksek, büyük DNA fragmentleri için 

düĢük konsantrasyonlar hazırlanarak DNA‟nın jelde en iyi Ģekilde taĢınması sağlanabilir. 

 

Tablo 8. DNA molekülünün büyüklüğüne göre agaroz konsantrasyonunun ayarlanması                

              (52) 

Agaroz konsantrasyonu   % (ağırlık/hacim) Doğrusal DNA molekülünün                                                                                                                      

büyüklüğü (kbp) 

0.3 5.0 - 60.0 

0.6 1.0 - 20.0 

0.8 0.7 – 10.0 

1.0 0.5 – 7.0 

1.2 0.4- 6.0 

1.5 0.2 – 4.0 

2.0 0.1 – 3.0 

 

Klasik moleküler çalıĢmalar için jel hazırlanırken öncelikle kullanılacak agar agar  

ham maddesinden elde edilen agaroz hassas terazi ile tartılır. Daha sonra bu küçük bir beher 

içine konur ve üzerine gerekli miktarda TBE solüsyonu konularak mikro dalga fırında 

çözünmesi sağlanır. KaynamıĢ olan çözeltiye uygun miktarda (5 μg/ml‟lik stoktan 100 ml 

çözeltiye 5-10μl) etidyum bromür eklenip iyice karıĢtırılır. Sıvı haldeki agaroz jel, içine 

kuyucuk oluĢturmak üzere taraklar yerleĢtirilmiĢ tablaya dökülür. Jel katılaĢana kadar (30 

dakika - 1 saat arası) beklendikten sonra hazırlanmıĢ olan jel elektroforez tankına yerleĢtirilip 

tankın içerisine tampon çözeltisi jelin üzerini 1-2 mm geceçek Ģekilde eklenir. Ġncelenecek 

olan PCR ürünü yükleme tamponu ile kuyucuklara yüklenir ve elektroforez baĢlatılır. 
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ġekil 15. Elektroforez iĢlem basamakları  

A) Agaroz tartılması 

B) Agarozun TBE solüsyonunda ısı ile çözdürülmesi 

C) KarıĢımın jel tepsisine dökülmesi 
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D) DNA örneklerinin jele yüklenmesi 

E) Elektroforez tankı 

F) UV transiliminatör altında görüntüleme 

 

Agaroz jel elektroforezinde yürütme yapıldığı zaman iyi bir görüntü elde edebilmek 

için dikkat edilmesi gereken birkaç kural vardır.  

Bunlar: 

 Yeterli konsantrasyonda DNA yüklenmesi (Maksimum: 50 ng/band.) 

 Nükleazlarla kontamine olup degrade olmamıĢ DNA kullanılması 

 Jel konsantrasyonuna uygun voltaj ve zaman ayarı yapılması (Maksimum: 20 V/cm)  

 Elektroforez tampon solüsyonunun pH ve ısısının uygun aralıklarda olması (ısı<30
o
C) 

 Elektroforez tampon solüsyonunun yeterli miktarda olması (Elektroforez esnasında  

jelin üzerinde en az 1-2 mm yükseklikte tampon solüsyonu olmalıdır.) 

 Görüntüleme için kullanılan floresan boyanın yeterli miktarda ve kalitede olması Örn: 

Etidyum konsantrasyonu 5 μg/ml (50 mg EtBr, 10 ml distile su) (59). 

Yukarıda belirtilen tüm kurallara dikkat edildiğinde dahi jel görüntüsünde;  

Sürüklenme izi, beklenenden fazla sayıda bant, zayıf bant ve bant görememe gibi 

durumlarla karĢılaĢılabilir. Jelin tamamına aynı güçte elektrik akımı verilemediği durumlarda 

da aynı miktar ve büyüklükte yüklediğimiz DNA örneklerini jelin farklı bölgelerinde değiĢik 

hızda göç etmelerine yol açarak yanlıĢ değerlendirmeler yapılabilir. Hazırladığımız agaroz 

konsantrasyonundaki tuz miktarı DNA‟nın jelde yürümesini etkilemektedir. Ġyonik 

yoğunluğun artması küçük moleküllerin hareketini yavaĢlatmaktadır. Bunun nedeni ortamda 

bulunan ekstra iyonların DNA‟nın parçalarını çevreleyerek elektriksel alanda hareketlerini 

kısıtlayarak engellemeleridir.  

Jel üzerinde yürüterek DNA boyutunu belirleme çalıĢmalarında ortaya çıkan bazı 

aksaklıklara nedeniyle farklı sonuçlara elde edilebilir. Bunu çözümlemek için boyutu bilinen 

standart DNA molekülleri ile örnekler aynı tuz konsantrasyonlu jellerde yürütülmeli ve elde 

edilen bantlar kıyaslanarak sonuca varılmalıdır (60).  
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Tablo 9. Elektroforezde rastlanabilecek olası problemler ve çözümleri 

Jel görüntüsü Olası sorun  Çözüm  

Sürüklenme izi Yüklenen DNA ya da RNA 

örneğinin parçalanmıĢ olması 

PCR‟de uygun koĢullarda 

saklanıp bozulmamıĢ DNA 

ya da RNA kullanılması 

Ortamda nükleazların varlığı ÇalıĢma ortamının nükleaz 

kontaminasyonundan arınmıĢ 

olması 

Beklenenden fazla sayıda 

bant 

Primerlerin birden fazla 

bölgeyi tanıyarak çoğaltması 

Primer dizilerinin gözden 

geçirilerek uygun hale 

getirilmesi 

Primer-dimer oluĢumu Primer-dimer yapmayan 

Primer çiftlerinin seçimi 

Zayıf bant Mg
+2

 konsantrasyonun uygun 

olmaması 

Mg
+2

 konsantrasyon 

optimizasyonu 

Hiç bant görememe PCR ortamında kullanılan 

malzeme birinin eksik ya da 

yetersiz olması 

Kullanılan malzemenin 

kontrol edilip PCR tekrarının 

yapılması 

 

Elektroforezde kullanılan kimyasallar: 

TBE: 5 x TBE (TRIS+Borik Asit+EDTA) hazırlanıĢı: 

54 gr TRIS,  

27.5 gr Borik Asit  

3.72 gr EDTA   

Final pH 8.0 

Hazırlanan karıĢımın üzerine 1 lt steril distile su eklenir. KarıĢımın içine konulan 

maddeler (su hariç) 2 katına çıkarılırsa karıĢımın oranı 10 x TBE olur. Genellikle hazırlanan 

jellerde % 0.5‟lik TBE çözeltisi kullanıldığından hazırlanan 5 x TBE‟lik stok solüsyondan 

100 ml alınır üzerine 900 ml distile su eklenerek % 5‟lik TBE solüsyonu hazırlanır.  

 

TBE‟nin özellikleri: 

Küçük DNA fragmanlarının yüksek rezolüsyonda ayrımında kullanılır. 

 <1 kb DNA ayrıĢtırmada faydalıdır. 
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Tampon kapasitesi TAE‟den yüksektir. 

Uzun elektroforezler için uygundur. 

Yüksek iyonik güç ister. 

Tamponun tekrar sirkülasyonuna gerek yoktur. 

 

1 x TAE Tamponu (Tris –Asetat-EDTA) :  

242 g. Trizma-base 

57,1 ml. Glasiyel asetik asit 

100 ml. 0,5 M EDTA  

Final pH 8.0 

 

TAE‟nin özellikleri: 

DNA‟nın jelden ayrıĢtırılmasında ve jel içi manipülasyonlarda uygundur. 

Büyük DNA fragmanlarının daha iyi rezolüsyonunu verir. 

>12 kb DNA ayrıĢtırılmasında uygundur. 

DüĢük tamponlama kapasitesine sahiptir. 

DüĢük iyonik güce sahiptir. 

Tamponun tekrar sirkülasyonu gerekli olabilir. 

 

Tablo 10. Elektroforezde sıklıkla tercih edilen boyalar 

GümüĢ Boyama DNA 

Syber safe DNA 

Syber gren DNA 

Radiant Red RNA RNA 

Ethidium Bromid DNA 

GümüĢ Boyama DNA 

Amidoblack Genel 

Bromophenol Blue Ġzleme Boyası 

Xylene Cyanol FC Ġzleme Boyası 

 

b) Poliakrilamid jel elektroforezi: Genellikle daha küçük moleküler ağırlığa sahip ve 

boyları arasında çok küçük farkları olan DNA ürünlerinin ayırımında tercih edilen bir 



 

 

 

41 

sistemdir.  Poliakrilamid jeller aralarında yapısal ya da sayısal tek baz çifti fark bulunan 

ürünleri birbirlerinden ayırabilme özelliğine sahiptirler. 

Poliakrilamid jeller farklı Ģekillerde hazırlanabilirler. Jel kalınlığı 0.1 - 0.5 mm arası 

değiĢebilir. Poliakrilamid jeller yüksek ayrım gücüne sahiptir ve 1-500 bp arasındaki 

değiĢimleri saptayabilmektedir (61). Bu jeller elle DNA dizi analizini çıkarmak için ve sadece 

birkaç tekrarlı dizi bakımından farklı olan mikrosatellit DNA moleküllerini ayırmak için de 

kullanılırlar. Jeldeki gözenek büyüklükleri kullanılan monomerlerin deriĢimi ile ayarlanabilir. 

ÇalıĢmanın amacına ve örneğin büyüklüğüne uygun bir tampon sistemi seçilebilmektedir.  

 

 

ġekil 16. Poliakrilamid jelde ürün yükleme (62) 

 

Tablo 11. DNA molekülünün büyüklüğüne göre poliakrilamid konsantrasyonunun                     

ayarlanması (52) 

Poliakrilamid konsantrasyonu (%w/v) Doğrusal DNA molekülünün                                                                                                                      

büyüklüğü (bp) 

20.0 5-100 

15.0 20-150 

12.0 40-200 

10.0 50-300 

8.0 60-400 

6.0 70-500 

4.0 500-1500 

3.0 1000-2500 

 

Standart poliakrilamid jellerde gümüĢ nitrat ve EtBr kullanılarak nükleik asitlerin 

görüntülenmesi sağlanır.  Fakat her jel için DNA molekülünün 10 ng‟dan az olduğu 
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durumlarda boyama görüntüleme için çok etkili olmayabilir. Bu durumda daha hassas olan 

otoradyografik teknikler kullanılarak elektroforez öncesi DNA molekülleri radyoaktif olarak 

iĢaretlenir (63).  

Agaroz ya da poliakrilamid jellerde, bir floresan boya yardımıyla renklendirilmiĢ 

DNA iplikçikleri UV ıĢık altında gözlenebilir. Kanserojen potansiyeli çok yüksek bir madde 

olmasına rağmen tercih edilen floresan boya etidyum bromürdür (EtBr). Diğer bir alternatif 

boyama gümüĢ boyamadır. GümüĢ boyamada UV transilüminatöre gerek kalmadan bantlar 

gözlenebilir (64). 

EtBr DNA dizisindeki bazların arasına girip 302-546 nm arası ıĢığı absorblayarak 

floresan etki gösterebilir. Bu floresan ıĢıma DNA konsantrasyonuna bağlı olarak kuvvetli ya 

da zayıf olabilir (63).  

 

ġekil 17. A) Etidyum Bromürün genel yapısı 

                      B) Etidyum bromürün DNA çift sarmalına bağlanması (65) 

 

Nükleik asit / Protein boyaları: 

Nükleik asit ve proteinleri direkt olarak göremediğimiz için DNA‟yı görünür hale 

getiren bileĢikler kullanılır: 

1. Nükleik asitleri görüntülemede sıklıkla kullanılan bir floresan boya Etidyum 

bromürdür. (C21H20BrN3 ) MW. 394.32 0.5 mg/ml konsantrasyonda agaroz ve 

akrilamid jellerinde 312 nm dalga boyunda (UV ıĢığı ) 10 ng nükleik asit 



 

 

 

43 

görüntülenebilir. Konsantrasyon arttırıldığında (0.5-1.0 mg/ml) sezyum klorürden 

(CsCl) DNA pürifikasyonunda kullanılabilir. 

2. Sybr Green Nükleik Asit Boyaları: Etidyum bromürde kullanılan DNA miktarından 25 

kat daha az DNA‟nın görüntülenebilmesine olanak sağlar. Bu boya ve özel filtre ile 

254 nm„de görüntüleme yapılabilir. 

 

c) Kapiller Jel Elektroforezi: Bu konu hakkında DNA dizileme baĢlığı altında daha 

detaylı bilgi verilecektir. 

 

PCR Temelli Laboratuvar Uygulamaları 

Restriction Fragment Length Polymorphism (RFLP) 

DNA üzerinde ardarda gelen nükleotid monomerlerin 3‟ hidroksil grubu ile diğerinin 

5‟ hidroksil grubunun fosfat köprüsü kurması ile fosfodiester bağları oluĢur. Bu fosfodiester 

bağlar çeĢitli kimyasal reaksiyonlarla koparılabilir. Bunlardan biri de enzimler yardımıyla bu 

bağların koparılmasıdır. Bu enzimler iki gruba ayrılır: endonükleazlar, ekzonükleazlar (18). 

Endonükleazlar DNA‟yı iç kısımlarından keserken ekzonükleazlar 3‟ veya 5‟ uçlarından 

kesmektedirler. Restriksiyon enzimleri de endonükleazlar grubuna dahildirler. 

Reskriksiyon enzimleri (RE) DNA üzerindeki belirli noktalara spesifik olup bu 

bölgelerden DNA‟yı keserek, genomik DNA‟dan 1000-20000 baz çiflik diziler veya PCR 

ürünlerinden ürünün özelliğine göre farklı boylarda diziler elde etmemizi sağlayan 

enzimlerdir. Çok sık kullanılan RE arasında EcoRI, ClaI, HintIII ve HinfI sayılabilir. Bu 

enzimler yardımıyla DNA‟daki istenilen bölgelerin kesilerek ardından agaroz jel 

elektroforezine tabi tutulması ve kesilen parçaların Etidyum Bromür gibi bir boya ile UV ıĢık 

altında görülür hale getirilmesi ve diğer parçalarla kıyas yapılarak incelenmesi iĢlemine 

“restriction fragment length polymorphism (RFLP)” denir (58). Restriksiyon endonükleazın 

tanıma dizisinde meydana gelebilecek küçük delesyonlar-insersiyonlar veya tek nükleotid 

değiĢimleri sonucu ortaya çıkan herhangi bir mutasyon durumu, ilgilenilen baz dizisinin 

kesilmesini önler. Örneğin GAATTC, Eco R I tarafından kesilir. Ama GTATTC kesilmez.  

RFLP analizi incelenecek DNA bölgesi ya da RNA‟nın restriksiyon enzim profilinin 

ortaya çıkmasını sağlar. RFLP iĢlemi baĢlıca beĢ basamaktan meydana gelir. Bunlar; 

1. DNA‟nın izolasyonu 

2. PCR ile istenilen gen bölgesinin çoğaltılması 

3. Enzim kesimi 
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4. Jel elektroforezinde yürütme 

5. Jel elektroforezi ile görüntüleme 

Bu yöntem genomik DNA‟ların enzim profillerinin tespit edilmesinde veya PCR ile 

çoğaltılmıĢ DNA bölgelerinde aranan mutasyonların tespitinde kullanılabilir. 

 

 

ġekil 18. Restriksiyon enzim kesim Ģeması (66) 

 

Bu enzimlerle sıklıkla iki farklı Ģekilde kesim yapabilirler. En sık kullanılan 

endonükleazlardan EcoRI ile yapılan kesimde aĢağıdaki Ģekildeki gibi olmaktadır. Böylece 

kesilen bölgeye daha sonra uygun bir DNA parçası bağlanabilmektedir. 

 

Fakat SmaI enzimi ile yapılan kesimde aĢağıda görüldüğü gibi küt bir kesim yapmakta 

ve  buraya daha sonrada herhangi bir DNA parçası bağlanamamaktadır. 

 

Ġlgilenilen herhangi bir dizinin restriksiyon enzim profilinin tespit edilmesi için bazı 

bilgisayar programları kullanılabilinir. Bunlardan ücretsiz olarak faydalanılabilinir. Örneğin; 

http://www.biophp.org/minitools/restriction_digest/demo.php 
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En sık kullanılan restriksiyon endonükleazlar ve bunların kesim bölgeleri DNA'daki 

aktivitelerine göre baĢlıca 4 kategoriye ayrılmaktadırlar: 

 

1)YapıĢkan uç oluĢturanlar: DNA‟da kesim yaptıkları bölge üzerinde yapıĢkan uçlar 

(komplementer uçlar) oluĢturan enzimlerdir. 4-7 bazlık bir mesafeden asimetrik olarak sağdan 

sola veya soldan sağa doğru kesim etkinliğine sahiptirler. 

AĢağıdaki tablo 12‟de, DNA üzerinde özgül yerlerden kesim yapan bazı enzimler ile 

bunları sentezleyen mikroorganizmalar gösterilmiĢtir. 

 

Tablo 12. YapıĢkan uç oluĢturan enzimler etken maddeleri ve kesim bölgeleri 

Etken Enzim  Tanıma ve Kesme  

Haemophilus influenzae Hin PI 5'...G/CGC.......3' 

Haemophilus parainfluenzae Hpa II 5'...C/CGG.......3' 

Moraxella bovis Mbo I 5'.../GATC........3' 

Anabaena variabilis Ava I 5'..G/GACC..... 3' 

Escherichia coli EcoRI 5'../CC(AT)GG..3' 

Haemophilus influenzae Hinf I 5'...G/ANTC..... 3' 

Bacillus amyloliquefaciens Bam HI 5'...G/AATCC...3' 

Caryophanon latum Cla I 5'...AT/CGAT.... 3' 

E.coli EcoRI 5'...G/AATTC... .3' 

Haemophilus influenzae Hind III 5'...A/AGCTT.....3' 

Providencia stuartii Pst I 5'...CTGCA/G... 3' 

Streptomyces albus Sal I 5'...G/TCGAC.... 3' 

Xanthomas badrii Xba 5'...T/CTAG........3' 

Bacillus stearothermophilus BstE II 5'...G/GTNACC..3' 

Staphylococcus aureus Sau I 5'.. CC/TNAGG..3' 

 

Hazırlanan tabloda, enzimlerin kestikleri özgül bölgeler DNA parçasının  5'-3' 

yönünde iĢaretlenmiĢtir. Pst I enzimi  6 bazlık kesim bölgesine sahip olup, diğerlerine göre 

ters yönde (5'¬3' yönde olmayan) bazları tanıyarak keser. 

5'...... CTGCA ¯ G ......3' 

3'...... G _ ACGTC......5' 
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Meydana gelen kesim sonucu DNA segmentinin iki ucunda birbirleriyle veya uygun 

uçlara sahip baĢka DNA segmentleriyle birleĢebilecek iki yapıĢkan uç meydana gelmektedir.  

 

2)Küt uç oluĢturanlar: Bazı enzimler ise DNA üzerinde kesim yaparak küt uçlar 

oluĢturduğu tespit edilmiĢtir. Yukarıda oluĢumu anlatılan bu enzimleri sıralamak gerekirse; 

 

Tablo 13. Küt kesim oluĢturan enzimler etken maddeleri ve kesim bölgeleri 

Etken Enzim Tanıma ve kesme 

Acinetobacter calcoaceticus Acc II 5'...CC/CG.......3' 

Aerobacter luteus Alu I 5'...AG/CT....... 3' 

Haemophilus aegipticus Hae III 5'...GG/CC.......3' 

Rhodopseudomonas 

sphaeroides 

Rsa I 5'...GT/AC...... 3' 

 

Brevibacterium albidum Bal I 5'...TGG/CCA..3' 

Deinococcus radiophilus Dra I 5'...GTT/AA.....3' 

Haemophilus 

parainfluenzae 

Hpa I 5'...GTT/AAC...3' 

Proteus vulgaris Pvu II 5'...CAG/CTG..3' 

 

3)ĠzoĢizomerler (isoschizomer):  Bazı enzimler ise DNA üzerindeki aynı bölgeyi 

tanıyarak burada hem yapıĢkan uç hem de küt uçlar meydana getirebilirler. Bunlar;  

 

Tablo 14. ĠzoĢizomer oluĢturan enzimler etken maddeleri ve kesim Ģekilleri 

Enzim Tanıma ve kesme Kesim Ģekli 

Bam HI 5'... G/GATCC ... 3' YapıĢkan uçlar (5' ucundan kesim) 

Bst I 5'... G/GATCC ...3' YapıĢkan uçlar (5' ucundan kesim) 

Pal I 5'... GG/CC ....... 3' küt uçlar 

Tha I 5'... GG/CC ........3' küt uçlar 

Pst I 5'... CTGCA/G ... 3' YapıĢkan uçlar (3'-ucundan kesim) 

Xma II 5'... CTGCA/G .. 3' YapıĢkan uçlar (3'-ucundan kesim) 

  

4)DeğiĢik tanıma yapanlar: bazı restriksiyon endonükleazlar ise birden fazla tanıma ve 

kesme bölgesine sahiptirler. Bunlar; 
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Tablo 15. DeğiĢken tanıma bölgesine sahip enzimler ve tanıma bölgeleri 

Enzim  Tanıma ve kesme 

Hind II 5'... GTC¯AAC ...3' 

5'... GTC¯GAC ...3' 

5'... GTT¯AAC ... 3' 

5'... GTT¯GAC ...3' 

Hea I 5'... AGG¯CCA ...3' 

5'... AGG¯CCT ...3' 

5'... TGG¯CCA ...3' 

5'... TGG¯CCT ...3' 

 

Herhangi bir RE tarafından kesilerek oluĢturulan DNA parçaları diğer bir RE ile 

kesilmiĢ kopmlementer bir DNA parçası ile birleĢtirilirse, meydana gelen yeni hibrit molekül, 

hibritleĢme öncesi kesimde rol oynayan RE tarafından tanınamaz ve kesilemez.  

Buna örnek vermek gerekirse; Sal I enziminin kesimi sonucu ortaya çıkan yapıĢkan uç (5'... 

G/TCGAC ...3') ve Xho I enzimi ile kesim sonucu oluĢan uç (5'... C/TCGAG ...3'). Bu iki 

parçanın hibrit oluĢturması sonucu meydana gelen DNA segmentini Sal I ya da Xho-I 

tanıyamaz ve kesemez. 

 Sal I                Xho I 

5'... G/ T/ CGAG ... 3' 

3'... CAGTC + /C ... 5' 

5'... GTCGAG ........ 3' 

3'... CAGCTC ......... 5' 

Klinikte kullanımı; tek nokta mutasyon tespitinde kullanılmaktadır (67). 

 

PCR Çesitleri 

1) AS-PCR (Allele spesifik PCR): Allel spesifik PCR‟ın klasik PCR uygulamasından 

farkı,  reaksiyon ortamına konan oligonükleotid primerlerin farklı dizayn edilmesidir. Bu 

reaksiyonda 2 ayrı primer seti kullanılır. Birinci primer setinde öncül primerin 3‟ ucunda 

araĢtırılan SNP‟ye komplementer nükleotid bulunur. Ġkinci sette ise 3‟uçta mutant allele 

komplementer nükleotid bulunmaktadır. Primerler eğer kalıp DNA dizisi ile eĢleĢiyorsa 

primer bağlanması gerçekleĢmekte ve PCR çalıĢmaktadır. Mutasyonun varlığı bu Ģekilde 

tespit edilmektedir. AS- PCR Ģekil-x‟ Ģematik olarak açıklanmıĢtır (68).  
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ġekil 19. AS-PCR iĢlem mekanizması (Kaynak 68) 

 

2) ARMS PCR ( Amplification Refractory Mutation System): Allel Spesifik 

PCR‟nin özelleĢmiĢ bir Ģeklidir. Ġlgilenilen bölgeyi çoğaltan 2 takım primer bulunur. Ġç 

kısımda yer alan primerleri 3‟ ucu aranılan SNP‟ye komplementer olarak dizayn edilir. DıĢ 

kısımda bulunan primerler uzun bir bant oluĢturur. Ġç kısımdaki primerler ise taĢınan allele 

göre farklı boylarda bant oluĢumuna sebep olurlar. Allelik ayrım bu farklı boylardaki 

bantların varlığına göre yapılır (69).  
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ġekil 20. ARMS-PCR iĢlem mekanizması (Kaynak 69) 
  

3) YuvalanmıĢ (Nested) PCR: YuvalanmıĢ (Nested) PCR özgün olmayan ürünlerin 

oluĢumunu engelleyen bir PCR yöntemidir. Bu yöntemde klasik PCR‟den farklı olarak ardı 

ardına iki PCR yapılır. Ġlk amplifikasyondan elde edilen ürün ikinci PCR için kalıp olarak 

kullanılır. Kullanılan ikinci primer takımı ilk primerlerden dah iç kısımda yer alır ve istenilen 

hedef bölge daha özgün bir Ģekilde elde edilir (70). Bu yöntemin kullanılmasındaki temel 

amaç tüm özgün olmayan bölgelerden kurtularak hedef DNA bölgelerinin çoğaltılmasıdır 

(71). Bazı mikrobiyal popülasyonların klasik PCR‟le amplifikasyonunun olamadığı 

durumlarda sıklıkla tercih edilir (72).  
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ġekil 21. Nested-PCR iĢlem mekanizması (Kaynak 73) 

 

4) Asimetrik PCR: Bu yöntemde iki çeĢit primer vardır fakat biri miktar olarak 

diğerinden daha fazla kullanılır. Buna bağlı olarak simetrik PCR sonucunda oluĢan DNA 

ipliklerinden biri diğerine göre daha fazla miktarda çoğaltılır. Bu yöntem daha fazla çoğaltılan 

tek iplikli ürünün dizilenmesi için kullanılır (74). 

 

5) Hot-Start PCR: Hot-Start PCR, baĢlangıç aĢamasında özgül olmayan PCR 

ürünlerinin oluĢmasını azaltan bir metodtur. Primer bağlanma ısısından daha yüksek ısılarda  

amplifikasyon reaksiyonunun baĢlatılmasını esas alır.  

Bu iĢlem için, düĢük sıcaklılarda primerin kalıp DNA ile hibridize olmasını ve 

polimerizasyonu engelleyen, aktivitesi yüksek sıcaklıklarda baĢlayan Taq polimerazlar 

kullanılır (52). 

 

6) Ters (Inverse) PCR: Ters PCR bilinen bir DNA dizisinden faydalanılarak 

bilinmeyen bir dizinin çoğaltılması için kullanılan bir tekniktir. Bilinen diziyi içeren DNA 

önce restriksiyon enzimi ile kesilip doğrusal hale getirilir. Ardından bilinmeyen DNA dizisini 

içerecek Ģekilde halkasal hale getirilir. Halkasal yapıyı elde ettikten sonra tekrar bir 

restriksiyon enzim kesimi uygulanır ve doğrusal bir DNA dizisi elde edilir. DNA molekülü 
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bilinen dizilere uygun olarak tasarlanmıĢ primerler ile çoğaltılır. Böylece dizisi bilinmeyen 

DNA bölgeleri de çoğaltılmıĢ olur (75). Yeni çoğaltılan bölgeye DNA dizileme yapılarak 

bilinmeyen DNA parçasının nükleotid dizilimi tespit edilebilinir. 

 

 

ġekil 22. Ters (Inverse) PCR iĢlem mekanizması (Kaynak 76)  

 

 

7) Ġnsitu PCR: Lam üzerindeki hücre içindeki DNA‟nın çoğaltılması iĢlemidir. Hücre 

membranları yarı geçirgen hale getirildikten sonra hücre içine PCR bileĢenlerinin giriĢine izin 

verilmiĢ hücre veya dokulara in situ PCR yapılır. 

Viral DNA‟nın tek kopyalı genlerinin saptanmasında veya RT-PCR ile birlikte RNA 

belirlenmesinde kullanılır (77). 
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8) Multiplex PCR: Bu yöntemle bir PCR ile birden fazla hedef bölgenin 

çoğaltılabilmesi mümkündür. Multipleks PCR‟da birden fazla primer seti bir arada kullanılır. 

Bu primer setlerinin bir arada kullanılabilmesi birtakım kurallara bağlıdır. Örneğin; bütün 

primerlerin bağlanma sıcaklığının birbirine yakın olması, benzer PCR koĢullarında 

çoğalabiliyor olması, agaroz jelde tanımlayabilmek için amplikonların farklı boylarda olması,  

gerekmektedir.  Bu PCR, SNP tespitinde, delesyonların haritalanmasında küçük delesyonların 

ve çerçeve kayması gibi mutasyonların saptanmasında tercih edilen bir tekniktir (70). 

 

 

ġekil 23. Duchenne Musculer Distofisi (DMD) için Distrofin geninde yapılmıĢ bir 

Multiplex PCR örneği. (Soldan) 1.ve 2. kuyucuk sağlıklı birey,  3.ve 4. 

kuyucuklar 1. hasta, 5.ve 6. kuyucuklar 2. hasta, 7.ve 8. kuyucuklar 3. hasta 

(1. ve 2. hastada 3. ve 6. eksonda delesyon, 3. Hastada 47. Ve 50. eksonda 

delesyon görülmektedir) (Kaynak 78) 

 

9) Ġmmuno PCR: Ġmmuno PCR bir antijen saptama yöntemidir. Spesifik olarak bir 

antijen-antikor kompleksine bağlanmıĢ bir iĢaretleyici DNA parçasının çoğaltılması için 

kullanılır. Ġmmuno PCR‟da hem antijene hem de antikora kolayca bağlanabilen primerler 

kullanılır. Bağlayıcı molekül aracılığı ile antijen-antikor kompleksine bağlanmıĢ olan DNA 

uygun primerler kullanılarak PCR ile çoğaltılır. Özgün PCR ürününün çoğaltılmıĢ olması 

antijen varlığını ispat eder.  
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Ġmmuno PCR, ELISA gibi klasik antijen belirleme yöntemlerinden çok daha yüksek 

duyarlılıkta antijen saptanmasını sağlar. Klinikte tanı ve adli tıpta genetik tiplendirme 

amacıyla kullanılmaktadır (79).  

 

 

ġekil 24. Ġmmuno PCR iĢlem mekanizması (Kaynak 80) 

 

10) Rastgele çoğaltılmıĢ polimorfik DNA (RAPD) PCR: RAPD nükleotid dizisi 

rastgele yapılmıĢ primerler kullanılarak yapılan bir PCR‟dir. Nükleotid dizi bilgisine sahip 

olmaksızın polimorfizmin belirlenmesini sağlar.  

Polimorfizmlerin belirlenmesinde genetik iĢaretçilerin elde edilmesinde ve genetik 

haritalama da kullanılır. RAPD yaklaĢık on nükleotid uzunluğunda ve nükleotid dizilimi 

rastgele seçilmiĢ tek çeĢit primer hazırlanarak yapılır. Genellikle primer hazırlanırken GC/AT 

oranının %50 olmasına özen gösterilir. Çoğaltılacak olan DNA‟da primerlerin kendilerine 

özgü olan bölgelere bağlanabilmeleri için sıcaklığın düĢürülmesi de önemlidir.  

En basit organizasyona sahip canlı olan bakterilerden insana kadar hemen hemen 

bütün organizmaların genomları 10 nükleotidlik kısa rastgele primerler için yeterli düzeyde 

birbirine ters konumlu bağlanma yerleri taĢırlar. Bu Ģekilde primerlerin birbirlerine birkaç bin 

baz çifti uzaklıkta farklı yerlere, birbirlerine ters konumlu bağlanmalarıyla iki bağlanma 

noktaları arasındaki bölge çoğaltılmıĢ olur. Her bireyin kendine ait bir nükleotid dizimi 

olduğundan, bireylerden birinde bir primer bağlanma yerinin kaybı ya da değiĢmesi çoğalan 

PCR ürünleri arasında özgün bant veya bantların kaybolmasına yol açar. PCR ile elde edilen 

ürünlerin elektroforez ile analizi sonucu jeldeki bantlardaki benzerlik ya da benzemezlik 
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dereceleri belirlenerek polimorfizmler hakkında fikir sahibi olunabilir. Bu yöntem adli tıpta 

da kullanılarak DNA parmak izi olarakta adlandırılabilir. Ayrıca kalıtsal hastalıklarla 

infeksiyon hastalıklarının tanısında, tarımda tohum saflığının ve seçilmiĢ genotiplerin 

belirlenmesinde tür tanısında, evrim ve arkeoloji gibi çeĢitli uygulama alanlarında 

kullanılmaktadır (81).  

 

 

ġekil 25. RAPD-PCR jel görüntüsü (Kaynak 82) 

 

11) Real-Time PCR: Sayımsal RT-PCR (Q-PCR) bilinen PCR teknolojisinin daha 

geliĢtirilmiĢ Ģeklidir. GeliĢtirilen bu teknolojiyle gen kopya ürünlerinin düzeyleri sayısal 

değerlere dönüĢtürmekte mümkün hale gelmiĢtir. Bunun dıĢında devam etmekte olan PCR 

iĢlemini ekranda izleyerek reaksiyon devam ederken iĢlem yapılabilmesi, döngü sayısının 

veya sıcaklığın değiĢtirilebilmesi sistemin daha çok tercih edilir hale gelmesini sağlanmıĢtır. 

Genel olarak real-time yöntemler amplifikasyon ve tayin iĢlemlerinin aynı reaksiyon tüpünde 

yer aldığı ve sıklıkla aynı anda yapılan homojen yöntemlerdir. Bu yöntem sayesinde 

amplifikasyonda el ile yapılması gereken iĢlemler tamamen azaltılmıĢ böylece kontaminasyon 

riski daha aza indirgenmiĢtir. Bu yöntem tipik olarak floresan ıĢıma değiĢiminin ölçülmesi 

esasına dayanır. DNA boyaları ya da diziye özgül problardan elde edilen floresans değiĢimi 

PCR‟nin her döngüsünde izlenebilir.  

Real-time PCR‟de kullanılan ilk boya etidyum bromür olmasına karĢın günümüzde 

SYBR Green I sıklıkla kullanılmaktadır. Hem etidyum bromür hem de SYBR Green I çift 

zincirli DNA‟ya özgül boyalar olup floresans bakımından aynı eksitasyon ve emisyon 

spektrumuna sahiplerdir. Etidyum bromür çift sarmalın arasına girerken, SYBR Green I 

küçük oluk bağlanıcısıdır. PCR iĢlemi süresince SYBR Green I, etidyum bromür göre çift 

sarmalı tek zincirden daha iyi ayırt edebilir (83). 
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PCR sonucu elde edilen ürünlerin gerçek PCR ürünü olup olmadığı “erime eğrisi” 

yöntemi ile kontrol edilmelidir. Erime ısısı (Tm), bir amplifikasyon ürünü olan genin 

%50‟sinin denatüre olduğu sıcaklıktır. Denatürasyon sıcaklığı gen dizisindeki GC baz 

çiftlerinin yüzde oranına bağlı olarak farklılık gösterir. Erime eğrisi yöntemi ile bu özellikten 

yararlanarak, PCR sonunda elde edilen amplifikasyon eğrilerinin gen ürünü, primer dimer ya 

da ortam kirliliğine bağlı bir eğri olup olmadığı belirlenir (84). Tek bir baza kadar dizilim 

değiĢimleri saptanabilir (85). Real Time PCR genellikle; gen ekspresyonunun kantitasyonu,  

DNA hasarı (mikrosatellit instabilitesi)tespiti, metilasyon tespiti, KĠT (Kemik Ġliği 

Transplantasyonu) sonrası kimerizmin izlenmesi, KĠT sonrası MRD (Minimal Rezidüel 

Hastalık) izlenmesi, genotipleme -melting-curve analizi gibi alanlarda kullanılabilir (86). 

 

 

ġekil 26. A) JAK-2 mutasyonunun Real-Time PCR değerlendirilmesi için Rotor-Gene                                       

6000 ekran görüntüsü  
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B) Sonuçların % olarak değerlendirilmesi 

 

Konvansiyonel PCR ile Real Time PCR arasındaki farklar: 

 Konvansiyonel PCR “plato fazında” yani son noktada değerlendirilebilinir, real-time 

PCR esnasında ”ekponansiyel büyüme fazında” data gözlemlenebilir. 

 Floresan sinyalin gücü doğrudan çoğaltılan ürün miktarı ile orantılıdır. 

 Konvansiyonel ölçümlerden 1000 kat daha az RNA ile çalıĢılabilinir. 

 PCR sonrası elektroforez gerektirmez. 

 Ġki kat artmıĢ (küçük değiĢimleri) değiĢimi belirleyebilme hassasiyetindedir. 

 

12) RT-PCR (Reverse Transcriptase PCR): RNA hedeflerini çoğaltmak için 

geliĢtirilmiĢ bir yöntemdir. Bu yöntemde önce RNA hedef dizileri reverse transkriptazlar 

yardımıyla cDNA‟ya çevrilir ardından PCR ile amplifiye edilir. RNA konvansiyonel 

PCR‟deki yüksek ısıları tolere edemez, bu da primer bağlanmasının özgüllüğünü 

sınırlandırabilir. Thermus thermophilus ve bunun gibi diğer organizmalardan elde edilen ısıya 

dayanıklı DNA Polimerazlar aynı zamanda etkin reverse transkripsiyon aktivitesine de 

sahiptirler. Bu enzimler sayesinde ayrı bir RT basamağına ihtiyaç duyulmayarak zaman alıcı 

ve kontaminasyona açık olan iĢlemlerden kaçınılmıĢ olur. Böylelikle RT-PCR tek aĢamalı bir 

reaksiyonla da yapılabilir. DNA polimeraz gibi bazı polimerazlar mangan varlığında 
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DNA‟nın yanı sıra RNA ipliklerini de kalıp olarak kullanabildiğinden tüm iĢlem aynı tüp 

içinde tek aĢamada gerçekleĢebilir. 

RT-PCR mRNA miktarlarının belirlenmesi ile RNA düzeyindeki gen anlatımı 

çalıĢmalarında tercih edilen bir yöntemdir. Bu yöntemle çok az sayıdaki hücreden aynı anda 

çok fazla miktarda RNA analizini olası kılar. Özellikle gen ekspresyon çalıĢmalarında ve 

mikrobiyolojik tiplendirme ve tespit çalıĢmaların önemli rol oynar (87,88). 

 

PCR kullanım alanları: 

 Polimorfizm araĢtırmaları 

 DNA haritalama 

 Adli tıp (DNA parmak izi analizi, kriminoloji) 

 Doku tipinin belirlenmesinde 

 Tarımda (Tohum saflığının belirlenmesi)  

 Sistematik ve evrim çalıĢmalarında (Doğadaki çeĢitli canlı türlerinin tanısı, türler 

arasındaki polimorfizmin belirlenmesinde) 

 Tıbbi tanı (Prenatal, postnatal sendromik tanıda ve mutasyon nedenli tabanlı 

hastalıkların tanısı, mikrobiyolojik tanı) 

 Çevre kirliliği araĢtırmalarında özellikle su kirliliğine neden olan mikrobiyal 

etkenlerin tanısının konulmasında (89). 

 

DNA dizileme: DNA dizisindeki nükleotidlerin tam sıralamasının belirlendiği bir 

tekniktir. Ġlk olarak 1940‟larda DNA baz kompozisyonu saptama yöntemleri bulunmuĢ fakat 

DNA‟daki nükleotid diziliĢlerinin kimyasal yöntemlerle analizi 1960‟larda geliĢtirilip 

kullanılmaya baĢlanmıĢtır. Örneğin, 1965‟te Robert Holley, 75 nükleotidlik bir tRNA 

molekülünün dizisini bir yıllık bir çalıĢma sonucu saptayabilmiĢtir (21). 

1970‟lerde daha kesin sonuçlar veren ve doğrudan nükleotid dizi analizine yönelik 

yöntemler geliĢtirilmeye baĢlanmıĢtır. Bunlara rekombinant DNA teknikleri adı verilmiĢ ve 

bu tekniklerle herhangi bir organizmadan çok miktarda saf DNA fragmanları elde edilmiĢtir. 

Bu analizi yaparken iki temel yöntem esas alınmıĢtır (90). 

Allan Maxam ve Walter Gilbert‟in kimyasal yöntemi DNA‟nın belirli bazlardan 

kırılmasına dayanmaktadır.  
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Fred Sanger ve arkadaĢlarının geliĢtirdiği ikinci yöntemde ise belirli bir bazda 

sonlanan bir DNA zinciri sentezi gerçekleĢtirilmektedir. Bu yönteme dideoksinükleotit 

yöntemi de denilmektedir (91). 

Her iki teknikte üç temel basamaktan oluĢmaktadır. 

DNA‟nın hazırlanması 

Reaksiyonlar 

Yüksek voltajlı jel elekroforezi 

Her iki teknikte de analiz sırasında tek zincirli DNA parçaları elde edilmeye 

çalıĢılmıĢtır. Temel fark ise DNA fragmanlarının üretilme biçimidir (21). 

 

Alan Maxam-Walter Gilbert kimyasal degredasyon yöntemi:  

Bu yöntemde bazı kimyasallarla DNA hedef baz dizilerinden kesilerek değiĢik 

uzunluktaki fragmentler elde edilmiĢtir. Bu teknikle yaklaĢık 500 baz çifti iĢaretlenip ayırımı 

yapılabilmiĢtir. Dizisi saptanacak DNA parçacığının komplementer zincirleri ayrılıp, 5‟- 

ucundan, polinükleotid kinaz enzimi kullanılarak radyoaktif 
32

P ile iĢaretlenir (92). Bu iĢaret, 

elektroforez sonrası belirli bir DNA parçacığının tanınmasını sağlamaktadır. Ġkinci adımda 

ise, dört ayrı tüpteki DNA örneğine, zinciri belirli nükleotidlerden kıran dört ayrı kimyasal 

reaksiyon uygulanır. Reaksiyon için kısıtlı bir süre verilerek her tüpte farklı pozisyonlardaki 

hedef nükleotidlerden kırılmıĢ DNA dizileri elde edilir. Sonuçta, kırıldığı noktaya göre, hepsi 

5‟- ucundan iĢaretli ancak boyları farklı bir dizi parçacık elde edilir (91,92).  

 

Tablo 16. Maxam Gilbert kimyasal degredasyon yönteminde kullanılan kimyasallar ve   

hedef bölgeleri 

Özgün hedef 

bölgeleri 

Baza özgül kimyasal  Baz ayırmada 

kullanılan kimyasal  

Zincir kırmada 

kullanılan kimyasal  

G  Dimetil sülfat  Piperidin  Piperidin  

A+G  Asit  Asit  Piperidin  

C+T  Hidrazin  Piperidin  Piperidin  

C  Hidrazin+Baz  Piperidin  Piperidin  

A>C  Baz  Piperidin  Piperidin  

 

Pürinlerin kırılmasında dimetil sülfat kullanılır. Dimetil sülfat ile metillenen DNA 

bazik ortamda piperidin ile muamele edilirse DNA guanin bazından kırılır.  Aynı iĢlem bazik 

ortamda gerçekleĢtirilirse bu kez DNA adenin bazından kırılır. 
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Pirimidin bazlarının kırılması hidrazin ile yapılır. Hidrazin DNA‟yı sitozin ve timin 

bazlarından kırar. Bu iki bazıda birbirinden ayırmak için iĢlemi bazik ortamda (NaOH) ile 

gerçekleĢtirdiğimizde DNA sitozin bazından kırılır. 

 

Tablo 17. Kimyasal kırılma yöntemi ile yapılan reaksiyonların elektroforez sonrası 

görüntüsü ve okuma sonucu;  3’-GCAGTACGAT-5’-
32

P (24) 

G G+A T T+C Dizi 

    G 

    C 

    A 

    G 

    T 

    A 

    C 

    G 

    A 

    T 

 

Bazları birbirinden ayırmak için uygulanan reaksiyonlar sonrası elde edilen 

parçacıklar elektroforez uygulanarak jel üzerinde yürütülür. Uygulanan elektriksel alanın 

etkisi ile en kısa DNA parçacıkları en önde olacak Ģekilde konumlanırlar (24). 

 

Maxam-Gilbert kimyasal degredasyon yönteminin prensipleri: 

1. Baz sıraları saptanması istenen DNA, spesifik bir restriksiyon endonukleaz (Örn. 

EcoRI) ile kesilerek değiĢik boylarda çift iplikçikli DNA fragmentleri elde edilir.  

2. Bu DNA segmentleri, 3' uçlarından radyoaktif bir madde olan 
32

P ile iĢaretlenirler.  

3. Radyoaktif fosforla iĢaretli olan bu çift iplikçikler çeĢitli yöntemlerle (ısı, NaOH, vs.) 

denatüre edilerek tek iplikçikli hale getirilirler.   

4. Bu denatüre süspansiyon, 4 eĢit kısma ayrılarak tüplere taksim edilirler. 

5. Tüplerin her birine, çok kontrollü miktar ve süre de spesifik bazları parçalayan bazı 

kimyasal maddeler (dimetil sulfat, hidrazin, formik asit, piperidin, vs.) katılarak 

etkilemeleri sağlanır. Bu maddeler, bir DNA segmentinde sadece bir tür baza 

etkileyecek tarzda ayarlanmıĢlardır.  
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 Birinci tüpteki iĢaretli ve tek iplikçik DNA fragment süspansiyonuna guanini (G) 

etkileyen dimetil sülfat (DMS) katılır bu madde bir segmentte bulunan guaninleri 

etkileyecek diğerleri ise sağlam kalacaktır.   

 Ġkinci tüpe hem guanin ve hem de adenini (A) etkileyen kimyasal maddeler katılır ve 

reaksiyonunun gerçekleĢmesi beklenir. Reaksiyonun sonunda DNA segmentlerindeki 

hem guanin ve hem de adenin bazları parçalanır.   

 Üçüncü tüpe sadece timine (T) etkileyen madde katılır. Bu baz parçalanır.   

 Dördüncü tüpe ise hem timin ve hem de sitozine (C) etkileyen maddeler katılarak 

reaksiyona bırakılır. Bu tüpte timin ile sitozin bazları parçalanır (93).   

Tüplerde ayrı ayrı noktalardan kırılan DNA parçaları jel ortamına yüklendiğinde 

guanin bazında bir kırılma meydana gelmiĢ ise tek baĢına guanini kıran kimyasalın eklendiği 

tüpün sırasında ve hem adenini hem guanini kıran kimyasalın olduğu tüpün sırasında bant 

gözlenecektir.  

 

 

ġekil 27. Maxam gilbert degredasyon yönteminin Ģematik açıklaması (94) 
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Sanger DNA dizi analiz yöntemi (1975):   

Sanger metodunun esasını spesifik zincir terminatörleri olan 4 tür 2 -3 

dideoksinükleotidlerin (ddATP, ddGTP, ddCTP, ddTTP) kullanılması oluĢturmaktadır. Bu 

maddelerin yapılarında bulunan deoksiribozlarda 2. ve 3. pozisyonlardaki OH 

moleküllerindeki oksijenleri yoktur sentez sırasında bu maddelerin yan yana gelmesiyle 

fosfodiester bağları oluĢamayacağından polimerizasyon durur (95). 

 

 

 

ġekil 28. Sanger kimyasal degredasyon yönteminde eksik olan O gruplarına fosfat 

moleküllerinin bağlanarak iĢaretlenmesi (96) 

 

Bu yöntemde laboratuvar ortamında: 

Kalıp DNA  

4 tür ddNTP 

4 tür dNTP 

DNA Polimeraz I 

Primer gereklidir (91). 
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Sanger dideoksi metodunun prensipleri: 

Baz sırası saptanacak olan DNA, özgül restriksiyon endonükleazlardan biri ile 

(örn.,EcoRI) kesilerek değiĢik boylarda DNA segmentleri elde edilir. 

Bu segmentler ısı (veya 0.5 N NaOH) ile denatüre edilerek tek iplikçikli hale getirilir. 

Denatüre edilen segmentler 4 eĢit kısma ayrılarak tüplere taksim edilirler.  

Kısa DNA primerleri (5'-uçlarından 
32

P ile iĢaretlenmiĢ) test ortamına ilave edilir. Bu 

primerler, baz sırası tayini yapılacak olan DNA segmentlerinin 3'-uçlarındaki 4 bazın 

komplementeri olduklarından bunlarla çok çabuk birleĢirler.  

Tüplerin her birine, primerlerin yanı sıra, yeterli miktarda ve polimerizasyonda 

kullanılacak olan 4 tür (normal) deoksinükleotid trifosfat, polimeraz I enzimi (klenow 

fragmenti) ile her tüpe ayrı tür ddNTP konur.  

Primer DNA segmentleri, tayini yapılacak DNA segmentinin 3'-ucundaki 4 nükleotide 

bağlanınca, polimeraz I enzimi, ortamdaki deoksinükleotidleri (DNA segmentini kalıp olarak 

kullanarak) primerlerin 3' -OH ucuna yerleĢtirerek zincirin büyümesini sağlar. Ancak, sıraya 

ortamdaki spesifik dideoksinükleotidlerin girmesi halinde sentez durur ve sonlanır.  

1. tüpte: Bu tüpe ddGTP konulduğunda: Tüpte polimerizasyon sırasında, baz sırası 

belirlenecek olan hedef DNA segmentinde sitozinin (C) sırada bulunduğu durumda, polimeraz 

enzimi bunun karĢısına guanini (G) getirerek primerin 3'-OH ucuna ilave etmesi gerekecektir. 

Ortamda, normal guanozin trifosfatlar (dGTP) ile birlikte dideoksinukleotid guanozin 

trifosfatlar (ddGTP) da bulunmaktadır. Eğer, polimeraz enzimi ddGTP'yi, normal dGTP 

yerine, sıraya koyarsa, sentez bu aĢamadan sonra daha ileri gidemez ve sonlanır.  

2. tüpte: Bu tüpe ddATP konulduğunda: Bu durumda, polimerizasyon sırasında,  

enzim, DNA segmentinde timinin (T) sırada olduğu durumda, primerin 3'-OH ucuna adenini 

(A) ilave etmesi gerekir. Eğer enzim, ddATP'yi primerin ucuna katarsa, buradan itibaren 

sentez durur.  

3. tüpte: Bu tüpe ddCTP konulduğunda, bu madde sentez sırasında DNA'daki guaninin 

karĢısında sıraya girerek sentezi durdurur.  

4. tüpte: Bu tüpe de ddTTP konulduğundan, sentez sırasında DNA'daki adenin 

karĢısında bu ddTTP gireceğinden sentez sona erecek ve değiĢik boylarda segmentler 

oluĢacaktır (97). 
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ġekil 29. Sanger dideoksi metodu (96) 

 

Bundan sonra, 4 tüp ayrı ayrı poliakrilamid jel elektroforeze tabi tutularak segmentler 

boylarına göre, ayrıma tabi tutulurlar. Sonra bunlar otoradyografi ile belirgin siyah bantlar 

haline getirilir ve aynen Maxam-Gilbert yönteminde olduğu gibi karĢılaĢtırılarak baz sıraları 

saptanmaya çalıĢılır.  

Ancak günümüzde her iki metot da ilk halleri ile kullanılmamaktadır. Onların yerini 

otomatize ve bilgisayar kontrollü, özelleĢmiĢ elektroforez ortamları kullanan sistemler 

almıĢtır. Sanger metodunun prensiplerinin kullanıldığı, radyoaktif iĢaretleyiciler yerine 

floresan boyalar kullanılan ve elektroforetik ortamın çok ince kapiller tüpler içine sığdırıldığı 

otomatik sistemler en yaygın olan DNA dizileme sistemleridir. 
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Otomatik DNA dizi analizi: Otomatik dizi analizinin elle yapılan dizilemeden ana 

temel farkı hedef DNA dizisini iĢaretlemek için radyoaktif madde kullanılmıyor oluĢudur. 

Bunun yerine floresan boyalar ile iĢaretleme yapılır. Ġkinci önemli fark ise agoroz jel ya da 

poliakrilamid jel yardımıyla yapılan otoradyogram analizinin yerini artık lazerli bir optik 

okuma sistemi alarak bilgilerin bilgisayara direkt aktarımı sağlanmıĢtır.  

Otomatik dizilemeye baĢlanılan ilk yıllarda her primer floresan boya ile 

iĢaretlenmesine rağmen artık bunun yerine floresan boyalı dideoksinukleotidler 

kullanılmaktadır. PCR ile çoğaltılan hedef DNA bölgesi temizlendikten sonra floresan iĢaretli 

dideoksi nukleotidlerin kullanıldığı ve I. PCR ürününün kalıp olduğu II. bir PCR reaksiyonu 

yapılır. Bu floresan iĢaretli reaksiyon ürünleri pürifikasyon iĢleminin ardından otomatik dizi  

cihazına yüklenir Cihaz örnekleri kapiller içine alıp otomatik olarak yürütür ve lazer okuyucu 

tarafından okunan floresans ıĢıma ham veri olarak bilgisayara aktarılır (98).  Ġkinci PCR‟de 

kullanılan her dideoksinükleotid, türüne göre farklı renklerde floresan boyalarla 

iĢaretlenmiĢtir. Bu farklı renklerde boyanmıĢ nükleotidlerden elde edilen floresan ıĢımalar 

kromatogram denilen görsel bir veri olarak bilgisayarda değerlendirilebilir.  

Örnek olarak; ABI Prism Big DyeTM terminatör reaksiyon kitinde ddNTP‟ lerin 

iĢaretlendikleri floresan boya isimleri ile bunlara karĢılık gelen renkler Ģöyledir.  

 

Tablo 18. ABI Prism Big DyeTM sisteminde kullanılan floresan boyalar  (99) 

ddNTP Florasan Boya Renk 

A dR6G YeĢil 

T dROX Kırmızı 

C dR110 Mavi 

G DTAMRA Siyah 
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ġekil 30. DNA dizileme cihazı genel yapısı  

 

Otomatik DNA dizi analiz cihazları basit olarak, sabit bilgisayarda yüklü programlar 

ile bu programların yönettiği elektroforez sistemini içerir. Elektroforetik ünitelerde bulunan 

lazer ıĢık kaynağı ile monokromatik bir ıĢık oluĢturulur. Söz konusu DNA‟nın bulunduğu 

jelmatriks bu monokromatik ıĢık ile taranır. Elektroforez süresince DNA‟ ya bağlanan 

floresan boya ıĢık ile taranan bölgeye geldiğinde uyarılır. Uyarılan boya kendi için 

karakteristik olan dalga boyunda ıĢığı geri yansıtır. Yansıyan bu ıĢık demeti bir detektör 

tarafından kaydedilir. Kaydedilen veriler bilgisayar programları ile değerlendirilerek sonuçlar 

grafiksel ya da matematiksel olarak bilgisayar ekranına aktarılır. DNA dizi analizi 

cihazlarında 6 bazdan 1000 baza kadar güvenli okuma yapılabilmektedir (24).  

Dizi analizi yapılarak elde edilen ham veriler Proseq ve BioEdit gibi programlarla ayrıca 

değerlendirilmek zorundadır. 

Proseq programında iki ayrı tüpte çoğaltılan bir dizinin ham görsel verilerinin 

değerlendirilerek referans dizi ile kıyaslanacak hale getirilmesini sağlar. Bu programda ham 

veriler aĢağıda Ģekilde görüldüğü gibi kromatogram görüntüsü üzerinden takip edilerek Ģeklin 

üst kısmında yer alan penceredeki nükleotid dizileri kontrol edilir. Görsel farklılıklar tespit 

edilip düzeltmeler yapılır ve ardıl primer ile elde edilen dizi program yardımıyla “reverse 

complementer” dizi Ģekline çevrilip iki dizinin ortak dizisi oluĢturulur. Bu ortak dizi artık 

bioedit programında referans dizi ile karĢılaĢtırılmaya hazırdır. 
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ġekil 31. Proseq programının ekran görüntüsü 

 

Bioedit programında porseq programı ile oluĢturulan ortak dizi referans dizi ile 

karĢılaĢtırılarak farklara saptanır. 

 

 

ġekil 32. BioEdit ekran görüntüsü 

 

Dizileme sonrası yaĢanacak olası problemler ve çözümleri: 

Dizileme sonrasında sıklıkla yaĢanan ve sağlıklı değerlendirme yapmamızı engelleyen 

problemler, nedenleri ve çözümleri tablo 19‟da verilmiĢtir (100).                                       
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 Tablo 19. Dizileme sonrası yaĢanan sorunlar, nedenleri ve çözümleri 

Sorunlar  Nedenler Çözümleri 

Dizilerin geç okunmaya 

baĢlanması 

Protein veya tuz kalıntıları ile 

kontamine, kirli DNA 

Birkaç basamak geri dönüp iĢlem 

tekrarı 

Dizide keskin piklerin 

oluĢması 

Elektroforez esnasında 

kapillerden geçen çok küçük 

bir gaz oluĢumunun laser 

ıĢımasını CCD kameraya direkt 

yansıtması 

Kapillerdeki hava kabarcıklarının iyi 

temizlenmesi, tampon çözeltilerinin 

uygun seviyede olması  

Sinyalin kirli veya çok 

zayıf görünmesi 

II. PCR iĢleminin kısmen 

baĢarısız olması, çok fazla veya 

yetersiz DNA kullanımı 

Deneyin optimizasyonu ve tekrarı 

Sinyal kirliliği  Sefadeks uygulamasından 

geçerken DNA örneğinin 

kirlenmesi 

Sefadeksin daha temiz hazırlanması ve 

tekrarı, filtre temizliği ve 

sterilizasyonun tekrarı 

Kromotogramda birden 

fazla DNA analizi 

görüntüsünün olması  

  Yabancı DNA 

kontaminasyonu 

PCR ürününün agaroz jelde 

yürütülerek yabancı DNA 

kontaminasyonunun tespiti 

Çok yüksek piklerin 

oluĢması 

Ġlk PCR‟de 96
o
C 

dentürasyonun 20 siklustan az 

yapılması, DNA‟nın az ya da 

fazla konulması 

 Ġlk PCR Ģartları ve cihaza yüklenen 

DNA miktarı kontrol edilir. 

 

Bir veya daha fazla pikte 

geniĢlemeler görülmesi. 

II. PCR sonrası etanolle 

yapılan temizleme iĢleminde 

yanlıĢ konsantrasyonda etanol 

kullanılması, örnek sefadekse 

yüklenirken pipet ucunun 

sefadekse değmesi ve sefadeks 

kolonun çatlaması  

Sefadeks tekrarı 

Hedef dizinin 

istenilenden kısa 

okunması 

DNA, primer miktarının az 

olması veya kirli DNA 

kullanımı 

 DNA miktarının ve primer 

konsantrasyonunun kontrolu, PCR 

ürününün saflığının kontrolu 

 



 

 

 

68 

 
 

  

 

ġekil 33. Kötü kromatogram örnekleri (100).  

               A) Dizide kirlilik veya zayıf pikler  

               B) Dizide keskin pikler  

               C) Dizide oluĢan geniĢ pikler 

               D) Dizinin geç okunmaya baĢlaması 

               E) Birden fazla kontamine DNA örneği 

 

Klinik tanıda kullanımı: DNA dizilemenin amacı hedef DNA dizisindeki bazların yan 

yana doğru sıralanmıĢ Ģekline ulaĢmaktır. Yapılan çalıĢma sonunda bazlar incelenerek olması 

gerektiğinin aksi bir Ģekilde sıralanmıĢlarsa bu tespit edilebilir.  
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Bu yöntem ile daha çok tek nokta mutasyonları, tek bazlık ya da birkaç bazlık 

delesyon, inversiyon ve insersiyonlar tespit edilebilmektedir. Daha büyük çaptaki 

mutasyonların saptanabilmesi için çok uygun bir yöntem değildir.   

 

Tablo 20. Moleküler Genetik Laboratuvarı’nda sıklıkla kullanılan çözeltiler ve 

hazırlanıĢı 

TBE : TRIS, Borik Asit, EDTA 

 

54 gr TRIS + 27.5 gr Borik asit + 3.72 gr 

EDTA steril distile su ile 1 litreye 

tamamlanır. 

 

MgCl2: 

 

50 mM‟lık bir çözelti hazırlamak için 1.165 

gr‟lık MgCl2.6H2O 100 ml steril distile su 

içinde çözdürülür 

Proteinaz K çözeltisi (400 μg/ml) 4 mg proteinaz K, 10 ml TE tamponu içinde 

çözdürülerek hazırlanır. 

TE tampon çözelti: 10 mM Tris 1 mM EDTA 

pH:8 

Etidyum Bromür (5 mg/ml) 50 mg etidyum bromür 10 ml‟lik distile su 

içinde manyetik karıĢtırıcı üzerinde birkaç 

saat karıĢtırılarak çözünmesiyle hazırlanır. 

Hazırlanan bu çözeltiden her 100 ml‟lik 

agaroz çözeltisi için 10 μl kullanılabilir. 

Dietilpirokarbonat (DEPC H2O) 1000 ml deiyonize su içerisine 1 ml DEPC 

konulup karıĢtırılır. Birkaç saat oda ısıısnda 

bekletildikten sonra 60
o
C‟de 2 saat 

otoklavlanır. +4
o
C‟de 1 yıl saklanabilir. 
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SĠTOGENETĠK LABORATUVAR TEKNĠKLERĠ 

Sitogenetik, fenotipik özelliklerin kromozomlarla olan iliĢkisini incelemeyi konu 

edinen bilim dalıdır. Sitoloji ve genetik bilimlerinin birleĢmesiyle ortaya çıkmıĢtır. Genetik 

materyalin hücresel düzeyde incelenmesini esas alır. Amacı DNA‟da meydana gelen yapısal, 

sayısal değiĢiklikleri ve köken farklılıklarını saptayarak elde edilen sonuç ile fenotip ve 

genotip arasındaki iliĢkiyi değerlendirmektir (101,102). 

  Konvansiyonel sitogenetik analizler insan kromozomları üzerinde çalıĢılarak 

yapılmaktadır. Ġnsan kromozomları ilk kez 1857 yılında Virchow tarafında görülmüĢ fakat 

kromozom sözcüğü 1888 yılında Waldeyer tarafından kullanılmıĢtır. Tjio ve Levan 1956‟da  

insan fetal akciğer fibroblastları ile yaptıkları kültürlerde kolĢisin kullanarak insan 

kromozomlarının sayısının 46 olduğunu bulmuĢlardır (103,104,105).  

Kromozomlar bölünme halindeki bir hücreye ait olan kromonema ipliklerinin kısalıp 

kalınlaĢması ve spiralleĢerek etraflarında bir matrix oluĢturmasıyla meydana gelen genetik 

materyali taĢıyan yapılardır. Bölünme halindeki her kromozomda 2‟Ģer çift kromatid bulunur. 

Bu kromatid çiftleri sentromerde birbirleri ile birleĢirler. Kromozomlar ıĢık mikroskobu 

kullanılarak hücre bölünmesinin metafaz evresinde çok rahat incelenebilirler.   

Bir kromozom genel hatlarıyla Ģu bölgelere ayrılır: 

Sentromer (Primer boğum): Heterokromatin yapıda özel DNA dizisi içeren kısımdır.  

Kromozomlar sentromer bölgesinde boyuna bölünüp ayrılırlar. Sentromerlerin üzerinde uçları 

kutuplara dönük olan özelleĢmiĢ protein komplexlerine kinetokor denir. Bölünme esnasında 

kromatitler bu noktalardan kutuplara çekilirler.  

Satellit: Belirli bazı kromozomların kısa kollarına ince bir sapla bağlanan kromatin 

materyalidir.  

Sekonder Darlık: Sentromerden farklı olarak oluĢan küçük bir darlıktır. Özellikle 1, 3, 

6, 9, 11 ve 16. kromozomlarda görülürler (106). 
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ġekil 34. Kromozom genel yapısı (107) 

 

Kromozomlar sentromerlerinin lokalizasyonu dikkate alınarak sınıflandırılır. Buna 

göre tüm kromozomlar kendi içlerinde morfolojik olarak 3 gruba ayrılır:  

Metasentrik: Sentromeri ortada olan ve iki kolu birbirine eĢit olan kromozomlardır. 

Submetasentrik: Sentromeri merkezden uzak ve iki kolunun uzunluğu da birbirine eĢit 

olmayan kromozomlardır. 

Akrosentrik: Sentromer bölgesi kromozomun bir ucuna daha yakın olan 

kromozomlardır. 

Telosentrik: Sentromer kromozomun bir ucuna çok daha fazla yakın ve ikinci kolun 

görünmediği kromozomlardır (106). 

Sitogenetik incelemelere baĢlamadan önce alınan materyal bir takım iĢlemlere tabi 

tutulur. Bu iĢlemleri sıralamak gerekirse, öncelikle alınan kan örnekleri kültür ortamına 

alınarak hücrelerin bölünmeye devam etmesi ve metafaz evresinde durması sağlanır. 

Hücrelerin metafaz evresine gelmesi için uygun zaman beklendikten sonra materyal kültür 

ortamından çıkarılarak boyanıp incelenmeye hazır hale getirilir. ÇeĢitli boyalarla boyanan 

kromozomlar artık mikroskopta incelenebilirler. 
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Hücre Kültür Yöntemleri 

Hücre kültür çalıĢmalarında ökaryotik organizmalara ait farklı hücre tipleri 

kullanılabilir. Ġnsan hücrelerinden pek çoğu da kültür çalıĢmalarında kullanılmaktadır. Kültür 

ortamına alınan hücreler direkt olarak bireylerden temin edilebildiği gibi özellikle kanser 

hücre tipleri için daha önceden bir bireyden alınıp hücre serisi haline getirilmiĢ ticari olarak 

elde edilen hücreler de kültür için kullanılabilir. 

Ġncelenecek duruma göre farklı hücre tiplerinin kültürleri yapılabilir. Hücre seçimi 

yapılırken hücrenin döngü süresi, incelenecek klinik durumla ilgisi, hastadan elde 

edilebilirliği gibi bazı noktalara dikkat etmek gerekir. 

Burada rutin çalıĢmalarda en çok tercih edilen hücre tiplerinden biri olan periferik kan 

lenfositleri baz alınarak kültür aĢamalarından bahsedilecektir. Çünkü lenfositler hastadan elde 

edilmesi kolay, döngü süresi nispeten kısa, çoğaltılması kolay ve vücudumuzda bulunan 

kromozomal aberasyonları en kolay ortaya koyabileceğimiz genetik materyaldir.  

 

a) Lenfositlerden kromozom eldesi: Sitogenetik çalıĢmada kullanılacak olan kan 

örneği (lenfositler için) ya da kemik iliği (kan kök hücreleri için) hasta kiĢiden heparinle 

yıkanmıĢ enjektörle ya da direk heparinli tüplerin içine alınmalıdır (104,108). 

Kendiliğinden bölünme hızı yüksek olan hücrelerle direk olarak sitogenetik çalıĢma 

yapılabilirken bölünme hızı düĢük olan hücreler önce kültür ortamına alınarak yapay 

uyarıcılarla mitoz bölünmeye teĢvik edilir. Sonra çoğaltılır ve ardından sitogenetik çalıĢmada 

kullanılabilir.  

Hiçbir uyaran gerekmeksizin kendiliğinden bölünen hücreler: kemik iliği, lenf 

nodülleri, solid tümörler, fetus ya da yenidoğan kanı gibi dokuların hücreleridir. Bunların 

dıĢında kan lenfositleri, amniyon sıvısı, koryonik villus, deri ve fibroblast içeren dokuların ise 

kendiliğinden bölünme hızı çok düĢük olduğundan bir uyarıcı faktöre ihtiyaç duyarlar 

(109,110). 

 

b) Hücre kültürü: Kendiliğinden bölünme hızı düĢük olan hücreler kültür ortamına 

alınarak çoğaltılırlar. ÇalıĢılacak materyale ve yapılacak araĢtırmanın tipine göre uzun ya da 

kısa kültürler hazırlanır. Kısa süreli kültürler 24-48-72 ve bazen de 96 saat sürerken uzun 

süreli kültürlerin iĢlemleri 1-3 hafta arası değiĢebilir (102).  

Kültürlerde dikkat edilmesi gereken en önemli Ģeylerin baĢında pH ve kültürün içinde 

bulunduğu ortamın sıcaklığı gelmektedir. pH vücut sıvılarının değerine yakın olmalıdır. 7-7.4 
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kültür ortamı için en uygun aralıktır. Kültür için uygun olan ısı 37
o
C‟dir fakat bu ısı 36-39

o
C 

arasında değiĢmektedir. Isının çok fazla yükselmesi hücrelerin ölümüne neden olurken aĢırı 

düĢmesi de hazırlanan preparatların kalitesinin düĢmesine neden olmaktadır (111). Kültürleri 

inkübasyon için bıraktığımız etüvlerin CO2‟li olmasına özen gösterilmelidir. 

 

c) Kültür için gerekli materyaller: Yapılan çalıĢmalarda hücrelerin çoğalması için 

oluĢturulan kültürde mutlaka olması gereken malzemeler; besiyeri, serum, antibiyotik, L-

Glutamin ve mitoz uyaranıdır (108). 

Besiyeri için; öncelikli olarak besiyerleri dengelenmiĢ tuz solüsyonu ile 

hazırlanmaktadır. Ġçerisinde glikoz, aminoasitler ve mineraller gibi hücre metabolizması için 

gerekli materyaller bulunur. Besiyerlerine örnek vermek gerekirse: RPMI 1640, TC Medium 

199, Minimal Esential Medium (MEM), McCoy‟s 5A, Nutrient Ham‟s F-10, vb. 

Serum için; dana serumu (FBS) ya da sığır fetusu serumu (FCS) kullanılır. 

Serumlarda, hücre büyüme faktörleri, adezyon faktörleri, hormonlar ve vitaminler bulunur.  

Antibiyotikler için; en çok tercih edilen penisilin ve streptomisindir. Bunlar bakteri 

enfeksiyonlarına engel olmak amaçlı kullanılırlar. Ayrıca mantar enfeksiyonlarını engellemek 

için de amfoterisin ve nistatin kullanılabilir.  

L-Glutamin ; esansiyel amino asittir. Kültür ortamına mutlaka eklenmesi gerekir. 

Mitoz uyaranı olarak; en sık kullanılan fitohemaglütinindir (PHA). Periferik kanda 

lenfositleri uyararak onları bölünmeye teĢvik eder (102,108). Bunun dıĢında kullanılan 

mitojenler ise, Ebstein Barr Virüs (EBV), Pokeweed Mitojen (PWM), Phorbol Ester 

(TPA)‟dir. 

Rutin çalıĢmalarda kullanılan bazı sarf malzemeler ve cihazlar: 

Kültür kapları, falkon tüpler, pastör pipet, mikropipet, su banyoları, etüv, hot-plate, 

vorteks, santrifüj, lam, lamel, yapıĢtırıcı, steril eldiven.  

 

Kültür ekimi: Hücre kültür ekim iĢlemleri tamamen steril Ģartlarda mümkünse kapalı 

kabinde yapılmalıdır. Bu Ģekilde dıĢarıdan meydana gelebilecek kontaminasyona karĢı önlem 

alınmıĢ olunur. Ortamda bulunan yüzeyler uygun Ģekilde fiziksel olarak (%70‟lik alkol,  %8 

formaldehit, %6 -10 stabilize hidrojen peroksit, %5 fenol, %5 krezol, %3 lizol) 

temizlendikten sonra ayrıca UV ıĢıkla (210-300 nm dalga boyunda) sterilizasyon yapılmalıdır 

(112).  
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Tüm kültür malzemesi ve kan örneğinin steril kabine alınmadan önce %70‟lik alkolle 

dıĢ yüzeylerinin fiziksel olarak temizlenmiĢ olması gerekir. Ekimi yapacak kiĢi steril eldiven 

giyerek steril olan kültür kabına her bir örnek için aĢağıda verilen miktarlarda malzemeyi 

koyarak kültür medyumunu hazırlayabilir. Gerekli durumlarda kültür malzemesi filtre 

edilerek kültür ortamına konulmalıdır. 9.5 ml‟lik kültür mediumuna 0.5 ml‟lik kan ya da 

kemik iliği eklenerek ekim tamamlanır. Kültür kapları istenilen süre beklemek üzere 

(24,48,72 saat, vs) CO2‟li etüve kaldırılır.  

Periferik lenfositler için kültür mediumu: 

%87 RPMI 1640 

%10 Fetal Bovine Serum, 

%1 penicillin streptomycine, 

%1 L-glutamin, 

%1 Hepes Buffer içeren (113). 

 

Kültürün sonlandırılması: Kültür gerekmeyen hücrelere çalıĢmaya baĢlamadan iki saat 

önce ve kültüre alınmıĢ olan hücrelere de sonlanmaya 4 saat kala kolĢisin eklenerek mitoz 

durdurulur. Bekleme süresi tamamlandıktan sonra kültür kaplarının içindeki materyal tüplerin 

içine aktarılarak santrifüjlenir ve santrifüjlemenin ardından sıvı faz uzaklaĢtırılır. Altta kalan 

çökeltinin üzerine vorteksleyerek hipotonik çözelti (0.075 M KCl) eklenir ve 20 dakika kadar 

bekletilir. Hipotonik çözelti hücrelerin ĢiĢerek patlamasını ve hücre içindeki kromozomların 

serbestleĢmesini sağlar. Ardından tekrar santrifüj iĢlemi yapılır ve sıvı faz uzaklaĢtırılır. Daha 

sonra önceden hazırlanan (3 kısım etanol: 1 kısım asetik asit) fiksatif ile yıkanır. Yıkama 

sırasında her defasında yaklaĢık 10 cc fiksatife ihtiyaç vardır. Asetik asidin bu orandan fazla 

olması erken hücre zarı yırtılmalarına ve paralelinde kromozom kayıplarına yol açar. En son 

olarak elde edilen hücre fazı daha önceden fiziksel ve kimyasal olarak temizlenmiĢ lamlara 

yayılarak boya için hazır hale getirilir (108,111). 
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ġekil 35. Kültürde kullanılan malzeme ve cihazlar 

A)Kültür malzemesi (falkon tüp, flask, RPMI, L-Glutamin, penisilin 

streptomisin, fetal calf serum)  

B)Laminar air-flow ekim yapılır 

C)CO2’li etüvde inkübasyona bırakılır 

D)Ġnvert-Faz-kontrast mikroskobunda hücrelerin kontrolü 

 

Kültürü yapılan hücreleri incelemek için kullanılan teknikleri 2 ana baĢlık altında 

inceleyebiliriz: 

 Konvansiyonel sitogenetik teknikler  

 Moleküler sitogenetik teknikler  
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Konvansiyonel Sitogenetik Teknikler 

En sık kullanılan boyama yöntemleri: Kromozomlar üzerinde araĢtırmak istediğimiz 

bölgeye farklı tekniklerle boyama yapabiliriz. ÇeĢitli boyalar kullanılarak yapılan tekniklerin 

baĢında bantlama iĢlemleri gelir. Bu bantlama teknikleri kullanılan boyanın ya da boyanan 

bölgenin ismiyle adlandırılırlar. Klasik bantlama teknikleri oldukça basit ve fiyat olarak 

uygun olduğundan ilk basamakta bunlar tercih edilmektedir. Bantlama; kromozomların, 

açıklı-koyulu boyanarak, birbirleri ile bağlantılı segmentler Ģeklinde görünüp tanımlandığı bir 

tekniktir (114). 

 

1) Giemsa bantlama yöntemi (G bantlama): Giemsa kullanılarak yapılan boyama 

yöntemidir. Bu boyama yönteminin temelinde kromozomların yapısında yer alan proteinlerin 

tripsinizasyon yöntemi ile uzaklaĢtırılması yatar. Proteinleri uzaklaĢtırılmıĢ kromozomlar 

giemsa ile boyandıkları zaman enine açık ve koyu renkte bantlar elde edilir. AT‟ce zengin ve 

bölgeler koyu boyanırken GC‟ce zengin boyalar açık renk bantları meydan getirir. AT‟ce 

zengin bölgelerde transkripsiyon düĢük düzeydedir. GC‟ce zengin bölgeler ise korunmuĢ 

genleri içerir. Koyu renk bölgelerde paketlemenin daha sıkı olması nedeniyle, bu bölgede yer 

alan DNA‟ya bağlı proteinlerin tripsinizasyonla kaybolmadığı düĢünülmektedir 

(111,115,116,117,118,119,120). G bantlama ile 300-700 arasında bant değerlendirilebilir. 

Kromozomların idiogramları ilk kez Paris kongresinde belirlenmiĢ ve en son Ģekli 2005 

International System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN)‟de yayınlanmıĢtır. Bu 

yöntemle genom taranarak 10 Mb (1Mb:1.000.000 baz çifti) büyüklüğünde değiĢiklikler 

saptanabilir (121).  

G bantlama da en iyi sonucu elde etmek için 3-5 gün oda ısısında yaĢlandırılan 

preparatlar tercih edilmelidir. Bu uzun süreli yaĢlandırma iĢlemi yerine bir gece boyunca 56-

60
o
C arası sıcaklıkta bekletilerek yaĢlandırma da yapılabilir. Her ikisi de daha net bantlar elde 

etmemiz için tercih edilen uygulamalardır (111,114,122,123).  
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ġekil 36. Ġdiogram  (Kaynak 124) 
 

 

 

 

Tripsin –Giemsa Bantlama: 

Gerekli Materyal: 

 PBS (pH:7): 0.92 gr Na2HPO4, 8 gr NaCl, 0.2 gr KCl ve 0.2 gr KH2PO4 bütün 

maddeler 1 litre su içinde karıĢtırılarak hazırlanır. 

 %0.005 tripsin çözeltisi: 35 mg tripsin 1/250 (difco) 70 ml PBS  

Not: Çözelti yaklaĢık 1 gün stabil edilir. 

 Fosfat tampon çözeltisi (pH:6.8) : 0.025 M KH2PO4 (3.4g/1 litre) pH:6.8 olan %50‟lik 

NaOH ile titre edilmesiyle meydana gelir. 

 Giemsa boya: 2.5 ml giemsa boyaya 45 ml fosfat tampon solüsyonu (pH:6.8) ilave 

edilir. 

 

Protokol:  

1. Oda sıcaklığında 1-3 gün inkübe edilen slaytlar 20-40 saniye (Oda sıcaklığında) 

tripsin çözeltili jar içinde bekletilir. 

2. Slaytlar soğuk PBS çözeltisi ile tamamen durulanır. 

3. Slaytlar 8 dakika giemsa boyada bekletilir. 

4. Ardından 2 kez distile su ile durulanır. 
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5. Havada kuruması sağlanır. 

6. Üzerine 2-3 damla entellan damlatılır. 

7. Üzerine lamel kapatılır. 

Not: Slaytlar uzun süre muhafaza edilebilir. Sonuç olarak bu bantlama tekniği oldukça 

önemli bilgiler almamızı sağlayabilir. Eğer kromozomlar bulanık görünüyorsa, slaytların 

yaĢlandırma iĢleminde bir sorun vardır. Fazla tripsinlendiğinde kromozomlar üzerindeki 

bantların görüntüsü fazla geniĢ ve solgun olabilirken tripsin az geldiğinde bantlar koyu fakat 

ince görülmektedir. Eğer bantlar solgun ve mavi ise tampon solüsyonunun pH‟sını kontrol 

etmek gerekir. Kromozomlar genellikle çok koyu görülebilir böyle durumlarda distile su ile 

hafifçe durulamak sorunu çözmeye yardımcı olabilmektedir (125). 

 

 

 

 

ġekil 37. G bantlama  (Kaynak 126) 

 

Klinikte kullanımı: Bu teknikten faydalanarak kromozomlarda meydana gelen sayısal 

ve yapısal aberasyonlar tespit edilebilir. Öploidi, anöploidi, delesyon, duplikasyon, 

translakosyonlar idiogram grafikleri ile karĢılaĢtırılarak anomaliler saptanabilir. 
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2) Floresans bantlama (Kinakrin bantlama) yöntemi (Q bantlama):  Ġlk kullanılan 

bantlama Ģekillerinden biri kinakrin (Q band) bantlamadır. Sitolojide kullanılan bazı boyalar 

floresans ıĢıma yapar bunlara “fluorochrome” denir (111). Quinacrine mustard ve Quinacrine 

dihyrocloride gibi floresan boyalar kullanılarak yapılan bantlama Ģeklidir. Bunun dıĢında 

sıklıkla kullanılan floresan boyalar Floresan isothiocyanat (FITC), Tetramethyl rhodamine 

isothiocyanate (TRITC) ve 4,6-diamidino-2-phenylindole (DAPI)‟dir (127). Parlak ve soluk 

renkli bantlar elde edilir. Parlak renkler AT‟ce zengin bölgeleri iĢaret ederken soluk renkler 

GC‟ce zengin bölgelere karĢılık gelir. 1., 9., ve 16. kromozomların sentromer bölgelerinde, 

akrosentrik kromozomların satellit bölgelerinde ve Y kromozomunda farklılıklar 

göstermektedir (128). Dezavantajı floresan sinyalin uzun süreli dayanıklılık göstermemesidir. 

Buna çözüm olarak çalıĢılan materyale ait veriler hızlı bir Ģekilde tespit edilip fotoğraflanarak 

bilgisayar ortamında muhafaza edilebilir (119,123).  

 

Kinakrin bantlama: 

Gerekli Materyal: 

 Kinakrin dihidroklorid çözeltisi: 0.5 gr kinakrin dihidroklorid 100 ml su içine ilave 

edilir. Çözelti bir kap içinde folyoya sarılarak buzdolabında muhafaza edilebilir. 

 MacIlvaines tampon (pH:5.6): 0.1 M anhidrositrik asit (Çözelti A: 19.2 gr/1litre) ve 

0.4 M Na2HPO4 (Çözelti B: 56.8 gr/1litre) karıĢtırılır. Tampon çözeltisine 92 ml 

solüsyon A ve 50 ml solüsyon B ile pH:5.6 civarında ayarlanır. 

 

Protokol: 

1. Slaytlar kinakrin boyanın içinde 10 dakika bekletilir. 

2. Kısaca musluk suyuna tutularak fazla boyalar çıkartılır. 

3. Hazırlanan tampon çözeltisi içinde 1-2 dakika bekletilir. 

4. Slaytların üzerine birkaç damla tampon solüsyonu damlatılıp lamel ile kapatılır (Fazla 

gelen çözelti bir kağıt yardımıyla lamelin köĢesinde kağıdın fazla çözeltiyi emmesi 

sağlanarak uzaklaĢtırılır). 

5. Eğer istenirse slaytların kenarları su geçirmeyen bir lastikle kapatılıp hava alması 

engellenir (Isıya dayanıklı bir yapıĢkanda kullanılabilir). 

6. Mutlaka floresan mikroskop ile kromozomlar aranmalı ve uygun filtreler takılmalıdır.  

7. Tekrar çalıĢmalar için sinyal kaybı yaĢanacağında elde edilen görüntüler hızla 

fotoğraflanıp kaydedilmelidir. 
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Not: Kromozomlar düĢük floresan verdiğinde mikroskobun ıĢığı biraz düĢürülmelidir. 

Yapılan boyama iĢlemi çalıĢılan floresan mikroskop için uygun olup olmadığı kontrol 

edilmelidir. Ayrıca lamelin altına damlatılan tampon çözelti fazla geldiği durumlarda floresan 

ıĢık hızla geniĢleyebilir. Yüksek oranda bir siliklik varsa bunun nedenin yanlıĢ mercek ve yağ 

(Immersion oil) seçimi olabilir.  

Eğer slaytların çevresi bir yapıĢkan ile çevrelendiyse bunu çıkarma iĢlemi distile su 

içinde birkaç dakika bekletilerek yapılabilir böylece slaytların zarar görmesi engellenmiĢ olur 

(125). 

 

ġekil 38. Kinakrin bantlama (Kaynak 129)  

 

Klinikte kullanımı: Ġncelemeler floresan mikroskop altında yapılmak zorunda 

olduğundan tespit edilen veriler fotoğraflanarak bilgisayar ortamına aktarılarak saklanmalıdır. 

G bantlamada olduğu gibi sayısal ve yapısal anomalilerin tespitinde yardımcı olabilen 

alternatif bir tekniktir. 

 

3) Reverse bantlama yöntemi (R bantlama): G bantlamadaki koyu renkli bantların 

açık, açık renkli bantların koyu boyandığı bir tekniktir. Bu bantlamaya G banlamanın tersi 

anlamına gelen “reverse” R bantlama denilmiĢtir. Yüksek ısı ve kontrollü pH ile muamele 

edilen preparatlar giemsa ile boyanır. G ve Q bantlama da soluk olarak boyanan telomerik 
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bölgelerin daha koyu boyanmalarına imkan vermektedir. Kromozomların uç kısımların 

bulunan anomalilerin tespitinde sıklıkla tercih edilir (111,115,123). 

 

R bantlama chromomysin A3 ile: 

Gerekli Materyal: 

 0.14 M fosfat tampon çözeltisi (pH:6.8) (500 μM MgCl2 içeren): 

Çözelti A: 19.3 gr NaH2PO4H2O (sodyum dihidrojen fosfat) 1 litre distile su içinde 

karıĢtırılır.  

Çözelti B: 19.9 gr Na2HPO4 1 litre su içinde karıĢtırılır.  

Çözelti B‟nin pH‟ı 6.8 olana kadar çözelti A ile titrasyon yapılır. pH 6.8 olan tampon 

çözeltisinin her 100 ml‟si için 10 mg MgCl2.H2O eklenir. 

 Fosfat tampon çözelti (pH:6.8) (100 μM kromomisin A3 içeren): 

1 mg kromomisin A3 yukarıda tanımlanan 1 ml tampon çözeltinin içinde eritilir. 

Ġstenirse bu stok solüsyon dondurulup saklanabilir. ÇalıĢma yapılacağı zaman 0.3 ml 

stok 0.2 ml fosfat tampon çözeltisi ile dilüe edilir. 

 0.005 Hepes tampon çözeltisi (pH:7) (0.15 M NaCl içeren): 

1.75 gr NaCl ve 238 mg Hepes final hacmi 200 ml olacak Ģekilde distile su içinde 

karıĢtırılır. 1M NaOH ile pH:7‟ye ayarlanır. 

 0.15 M NaCl/0.005 M Hepes (100 μM metil green içeren): 

2.6 mg metil green 50 ml NaCl/Hepes tampon çözelti içinde eritilir. Bu çözelti metil 

green‟in stabilitesi bozuluncaya kadar bir gün boyunca taze kalabilir. 

 

Protokol:  

1. Slaytlar 0.14 M fosfat tampon çözelti (pH:6.8) ve 50 μM MgCl2 içinde 10 dakika 

bekletilir. 

2. Slaytların üzerine 3-4 damla kromomisin A3 damlatılır. 

3. Üzeri lamel ile kapatılıp 10 dakika oda sıcaklığında bekletilir. 

4. Slaytlar 0.15 M NaCl/0.005 M Hepes ile durulanır. 

5. Slayların üzerine 4-6 damla civarında 100 μM metil green damlatılıp lamel ile 

kapatılarak 10 dakika oda sıcaklığında bekletilir.  

6. Slaytlar 0.15 M NaCl/0.005 M Hepes ile durulanır. 

7. Slaytların üzerine gliserol damlatılarak slaytların üzeri lamel kapatılır. 
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8. Floresan mikroskopta incelenmeye hazırdır. Gliserol, kromomisin A3‟ün daha iyi 

yayılmasını sağlayabilir bu nedenle en iyi floresan sinyal bir gün sonra alınır (125). 

 

 

 

ġekil 39. R bantlama  (Kaynak 130) 

 

Klinikte kullanımı: Sayısal ve yapısal anomalilerin tespiti için alternatif bir tekniktir. 

 

4) Sentromer bantlama yöntemi (C bantlama): Bu bantlama tekniği “yapısal 

heterokromatin bantlama” olarak da adlandırılır. C bant bölgelerinde bulunan histon olmayan 

proteinler bölge DNA‟sına çok sıkı bir Ģekilde bağlanmıĢlardır. Ayrıca tekrarlayan satellit 

DNA‟da histon proteinlerce sıkı bağlanmıĢtır. Bu DNA bölgeleri asit ve alkol ile muamele 

edildiğinde C bant içeren bölgelerin dıĢında kalan DNA bölgeleri kaybolurken, C bant 

bölgesindeki DNA korunarak saklı kalır. Ġnsan kromozomlarında koyu boyanan C bant 

bölgeleri sentromere lokalizedir. Bu durumun tek istisna olduğu bölge Y kromozomudur. 

Burada C bant bölgesi Y kromozomunun uzun koluna lokalizedir. Kromozom kayıpları bu 

yöntemle değerlendirilebilir (111,117,118,119,123).   

 

Sentromer bantlama: 

Gerekli Materyal: 

 Baryum hidroksid çözeltisi (Ba(OH)2: 0.07 M): 11.04 gr 1 litre su içinde karıĢtırılır, 

havası alınmıĢ bir ĢiĢe içinde depolanıp saklanabilir. 
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 2 x SSC çözeltisi: 0.3 M sodyum sitrat (17.4 gr/litre) 0.03 M NaCl (8.82 gr/litre) 

birebir oranında karıĢtırılarak hazırlanır. 

 Giemsa çözeltisi hazırlanır (G bantlamada anlatılmıĢtır bakınız). 

 0.2 M HCl 

Protokol: 

1. Önceden ısıtılmıĢ olan ısı banyolarına 37
o
C‟ye Ba(OH)2 ve 65

o
C‟ye 2 x SSC 

çözeltileri bir jar içinde konulur. 

2. Slaytlar 0.2 M HCl ile oda sıcaklığında 30 dakika muamele edilir. 

3. Slaytlar iki kez deiyonize su ile durulanır. 

4. Slaytlar 37
o
C‟de Ba(OH)2 solüsyonunda 10 dakika muamele edilir. 

5. Slaytlar üçüncü kez deiyonize su ile durulanır. 

6. Slaytlar 2 x SSC solüsyonunda 65
o
C‟de 2 saat inkübe edilir. 

7. Tekrar distile su ya da deiyonize su ile durulanır. 

8. Slaytlar giemsa solüsyonun içerisinde 1-2 saat boyanması için bekletilir. 

9. Distile su ile durulanıp havada kurutulur. 

Not: Eğer Ba(OH)2 solüsyonunun dibinde çökelme olmuĢsa bu kromozomların silik 

görünmesine neden olabilir ve tekrar boyamak gerekebilir (125). 

 

 

 

 

 

ġekil 40. C bantlama   

               A) Sentromer iĢaretleme (Kaynak 131) 

               B) Sentromer iĢaretleme (Kaynak 132) 
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Klinikte kullanımı: Tüm kromozom kayıplarında ya da trizomi Ģüphelerinde sıklıkla 

baĢvurulan bir tekniktir. 

 

5) GümüĢ-NOR bantlama yöntemi: rRNA‟ları kodlayan gen bölgeleri özellikle 

akrosentrik kromozomların kısa kollarında lokalize olmuĢtur. rRNA‟ların yoğunlukta olduğu 

bu bölgelere nükleer organizer bölgeler (NOR) denilmektedir ve bu bölgeler gümüĢ 

boyalarına karĢı yüksek afinite gösteren bölgelerdir. GümüĢ nitrat ile NOR siyah noktalar 

Ģeklinde boyanır (133). Bu afinite nonhiston proteinler olan Ag-NOR proteinlerin varlığına 

bağlıdır. Metafaz safhasındaki hücrelerde bulunan iki önemli Ag-NOR proteini 

transkripsiyonda görevli UBF (upstream binding factor) ve RPI (RNA polymerase I) 

proteinleridir. 

NOR: 18S ve 28S rRNA genlerini içeren bölgedir (134).  

 

NOR boyama gümüĢ nitrat ile: 

Gerekli Materyal: 

 %50 gümüĢ nitrat solüsyonu (10 ml distile su içinde 5 gr AgNO3). Solüsyon koyu renk 

bir ĢiĢenin içinde bir soğutucuda saklanabilir. 

 

Protokol: 

1.  Hafif nemli bir filtre kağıdı petrinin altına uygun bir Ģekilde yerleĢtirilir.  

2.  Slaytlar nemli filtre kağıt üzerine dikkatlice yerleĢtirilirken üzerleri gümüĢ nitrat 

solüsyonu ile kapatılır. Slaytların üzeri bir lamel ile kapatılır. Mümkünse ıĢığa maruz 

bırakmaktan kaçınarak 37
o
C‟de 1 gün inkübasyon için bırakılır. 

3. Slaytlar distile su ile iyice yıkanır. 

4. Giemsa ya da uygun olan baĢka bir boya seçilerek boyanır. 

Not: Uygulanması kolay olmasına rağmen çok güvenli bir method değildir. Boyama 

yapıldıktan sonra yapılan inceleme diğer bantlama tekniklerinden herhangi biri ile (Q 

bantlama, R bantlama, G bantlama) desteklenmelidir (123). 

 



 

 

 

85 

 

ġekil 41. GümüĢ-NOR boyama (Kaynak 133) 

 

Klinikte kullanımı: Bu sitogenetik çalıĢma ribozomal gen aktivitesinin tanımlanması 

hakkında fikir vericidir. 

 

6) KardeĢ kromatid değiĢimi (SCE): KardeĢ kromatidler arasında birbirine eĢ 

segmentlerin karĢılıklı olarak yer değiĢtirmesidir. Bu olay sonucunda kromozom morfolojisi 

kesin olarak değiĢmektedir. SCE analiz yönteminde tek bir kromozomun iki ayrı kolu farklı 

renkte boyandığından DNA‟daki bozukluk kolayca saptanabilir. Bu farklı boyamayı sağlamak 

için kültür ortamına eklenen bromo-deoksi-uridin (BrdU) hücre bölünmesinin sentez fazında 

kendini eĢleyen DNA‟nın yapısına girerek timin nükleotidinin yerini alır. Tekrar mitoza giren 

hücrelerde, birisi ana hücreden gelen ve diğeri yeni sentezlenen nükleotidler arasında parça 

değiĢimi meydana gelir. Parça değiĢimlerini saptamak için giemsa ile kromozom boyanır. 

BrdU bağlayan bölgeler boyayı tutmadıkları için kromozomlar üzerinde açıklı koyulu 

bölgeler oluĢur (111). 

SCE analizi DNA hasarını kromozomal düzeyde gösterebilen bir yöntemdir. 

Vücudumuzdaki toplam DNA‟nın %1‟inden daha azında bile meydana gelebilecek değiĢimler 

bu teknik ile ortaya konabilir. SCE replikasyonun farklı döngülerini saptama ve bir tek hücre 

döngüsünde erken ya da geç replikasyon arasında ayrımı fark etmemizde bize yardımcı olur 

böylece SCE yöntemi ile tüm genomun replikasyon takvimi öğrenilebilmiĢtir (128). 

 

KardeĢ kromatid boyama: 

Kültür: 

Standart 72 saatlik kültür yapılır. Tek farkı kültüre BrdU (Bromo-deoksi –uridin) 

eklenmesidir.  BrdU kültür ortamına eklenince yeni DNA„nın sentezi sırasında timidinin 
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yerine geçer. BrdU içeren yeni DNA Hoescht boyası ile boyanıp ardından Giemsa ile 

boyanırsa, BrdU bölgelerine daha sıkı bağlanan Hoescht boyası Giemsa‟nın bu bölgeleri 

boyamasına izin vermemektedir.  Böylece yeni ve eski DNA‟ları ayırd etmek mümkün 

olmaktadır.  

Gerekli Materyal: 

 BrdU stok çözeltisi: 15,37mg BrdU+ 10 ml steril distile su (-20°C‟de karanlıkta        

saklanır). 

 Hoescht 33258 stok çözeltisi: 1mg boya + 10ml steril distile su (Stok karanlıkta           

-20°C‟de saklanır). 

 Sorensen Tampon Çözeltisi: (pH:6.8) 9,94 gr /lt, Na2HP O4+ 9,53 gr/lt KH2PO4 

 Giemsa boyası:  5ml Giemsa +95 ml Sorensen çözeltisi 

 0,075 M KCl çözeltisi (0,056 gr KCl 100 ml distile suda çözünür). 

 Fiksatif (1kısım asetik asit+3 kısım metanol)(Yıkama baĢına yaklaĢık 10 ml). 

Hücre kültürü (72 saat): 

%87 RPMI 1640 

%10 Fetal Bovine Serum, 

%1 penicillin streptomycine, 

%1 L-glutamin, 

%1 Hepes tampon. 

NOT: 0,1 ml BrdU(stok çözeltiden) 0,5 ml kan ekilir. Kültür 37°C‟lik CO2„li etüve 

kaldırılır. 68. saatte kültüre 0,3 ml KolĢemid (10 mg/ml) eklenir. 72. saate kültür 

sonlandırılır.  

 

Protokol: 

1. Kültür süspansiyonu 800 rpm‟de 8 dk santrifüjlenir. 

2. Üstteki sıvı kısım atılır. Hücre pelleti kalır. 

3. Pellet kibarca vortekslenerek ( 750-800 rpm) dağıtılır. 

4. Peletin üzerine 10 ml‟ye tamamlanana kadar vorteksleyerek damla damla KCl eklenir. 

5. 20 dakika 37°C‟lik etüve kaldırılır. 

6. Daha sonra kültür süspansiyonu 800 rpm‟de 8 dk santrifüjlenir (Üstteki sıvının Ģeffaf 

kırmızı olması gerekir). 

7. Üstteki sıvı kısım atılır. Hücre pelleti kalır. 
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8. Pellet yavaĢça vortekslenerek dağıtılır. Pellet iyice dağılınca üzerine damla damla 

yavaĢça fiksatif eklenerek 10 ml‟ye tamamlanır. 

9. Fiksatifli kültür süspansiyonu 1000 rpm‟de 5 dk santrifüjlenir. 

10. Üstteki sıvı kısım atılır. Hücre pelleti kalır. Bu iĢlem 2 kez daha tekrarlanıp hücreler 

yıkanır. 

11. Yıkama iĢlemi bittikten sonra hücreler fiziksel olarak temizlenmiĢ lamların üzerine 

damlatılarak yayılır ve faz kontrast mikroskopta metafaz miktarı kontrol edilir. 

Boyadan önce en az 1 gece oda ısısında bekletilir. 

 

  Boya ( Karanlık Odada): 

1. ġaleye konulmuĢ 100 ml 2xSSC içine 50 µl stok Hoescht boyası eklenir. Önceden 

hücrelerin yayıldığı lamlar Ģalenin içine konur ve 10 dakika karanlıkta bekletilir. 

2. Lamlar distile su ile yıkanır ve havada kurutulur. 

3. Lamlar bir tepsiye hücre yayılı yüzeyleri üste gelecek Ģekilde dizilir ve üzerlerini 2-3 

ml geçecek Ģekilde 2xSSC çözeltisi konulur. 

4. Lam tepsisi 25 cm mesafeden ıĢınlanacak Ģekilde UV kaynağının altına konur. 40 dk. 

oda ısısında bekletilir. 

5.  UV‟den alınan lamlar Önceden 60°C‟ye IsıtılmıĢ su banyosundaki 2xSSC çözeltisi 

bulunan Ģaleye konur ve 1,5 saat bekletilir. 

6. Su banyosundan çıkarılan lamlar distile su ile yıkanır ve havada kurutulur. 

7. Kuruyan lamlar taze hazırlanmıĢ Giemsa ile 15 dk boyanır (ġale içinde).  

8. 2 kez distile su ile yıkanır ve dikey olarak havada kurutulur. 

9. Kuruyan lamların üzerine 2-3 damla entellan damlatılır ve 24x60 mm‟lik lamel 

kapatılır. Ġstenildiği zaman ıĢık mikroskobu ile inceleme yapılır. Lamlar oda ısısında 

muhafaza edilir. 

 

 Değerlendirme: IĢık Mikroskobunda önce küçük büyütmede 10x objektifle metafaz 

bulunur. Ardından 100 x immersiyon objektifi ile 46 kromozomlu metafazlarda değiĢimler 

sayılır. En az 20 metafaz sayılmalıdır (111).  
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ġekil 42. Bloom Sendromu 

               A) Bloom sendromlu hastalarda kardeĢ kromatid boyama (Kaynak 135) 

     B) KardeĢ kromatid boyama (Kaynak 108) 

 

Klinikte kullanımı: Bu teknik Bloom Sendromu ve çeĢitli genotoksiklerin etkilerinin 

araĢtırılması için kullanılmaktadır. 

 

7) Mikronükleus tekniği:  Mikronükleuslar hücre bölünmesi esnasında ortaya çıkan 

esas çekirdek dıĢındaki kromozomlar veya asentrik kromozom parçalarıdır. Mitotik iğdeki 

hatalar nedeniyle kutuplara çekilemeyen kromozomların sitoplazmada yoğunlaĢması sonucu 

oluĢurlar. Bu nedenle MN kromozomal fragment veya tüm bir kromozom içerebilir (136). 

Çok fazla hücre değerlendirmesine izin vermesi ve istatiksel olarak anlamlı sonuçlar 

vermesinden dolayı yaygın olarak kullanılan ve tercih edilen bir tekniktir (137,138).  

Bu metot, kültüre alınarak mitoz geçirmeye teĢvik edilmiĢ hücrelerin üzerine 

Cytochalasin-B (Cyt-B) eklenerek sitokinezi durdurma esasına dayanmaktadır. Standart 

lenfosit kültürlerine 1.mitozdan önce (44.saatte) uygun konsantrasyonda (0.6 μg/ml) 0.3 ml 

Cyt-B ilave edilmektedir. Böylece sitokinez tamamlanamayınca çekirdek bölünmesini 

tamamlamıĢ, ancak sitoplazmik bölünmesini gerçekleĢtirememiĢ iki nükleuslu (binukleat) 

hücreler sayılarak MN bulunduran hücrelerin oranı saptanabilmektedir (136). 

 

Mikronükleus yöntemi: 

Gerekli Materyal: 

 RPMI-1640, 
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 %10 Fetal Calf Serum, 

 %1 Penisilin/Streptomisin, 

 Phytohemaglutinin (PHA) (stok 1mg/ml), 

 Cytohalasin-B (DMSO içinde) (stok 0.1 mg/ml), 

10 ml medyum içine kültür ortamını zenginleĢtirmek amacıyla %10 Fetal Calf Serum 

ve bakteri kontaminasyonunu önlemek amacıyla %1 Penisilin/Streptomisin ilave edilmelidir. 

Medyuma en son 0,5 ml periferik kan, ve lenfositleri bölünmeye teĢvik etmek amacıyla 0.15 

ml PHA eklenir. Kültür iĢlemleri UV lambası ile steril edilen bir doku kültür laboratuvarında, 

laminar air flow kabini içinde gerçekleĢtirilmelidir. Hazırlanan kan örnekleri 37°C‟ de %5 

CO2‟li etüvde kültüre alınır. Kültüre 44.saatte 0,3 ml Cytohalasin-B ilave edilir. 72. saatte 

kültürler durdurularak fiksasyon iĢlemi baĢlatılır. 

 

Harvest: 

1. Kan örnekleri 15 ml‟lik falkon tüplerine aktarılır. 

2. 800 RPM‟de 5 dakika santrifüj edilir. 

3. Süpernatant atıldıktan sonra buz soğuğunda 0.075 M KCL çözeltisi ilave edilerek 

hipotonik Ģok uygulanır. 

4. Örnekler 800 rpm‟de 8 dakika santrifüj edildikten sonra süpernatant atılır. Pellet 

üzerine %1 oranında formaldehid içeren Carnoy Fiksatifi (3:1 (v/v) metanol:asetik 

asit) voerteks üzerinde damla damla eklenir 10 cc‟ye tamamlanır. 

5. Örnekler 1000 rmp‟de 5 dakika santrifüj edilir ve üstteki sıvı atılır. 

6. Pelletin üzerine bu kez formaldehitsiz fiksatif vorteks üzerinde damlatılarak 10 cc‟ye 

tamamlanır. 

7. Örnekler 1000 rmp‟de 5 dakika santrifüj edilir ve üstteki sıvı atılır. 

8. 6. ve 7. basamaklar tekrar edilir. 

9. Hücreler, önceden dondurulmuĢ slaytların üzerine 45ºC‟lik açı ile 30 cm yükseklikten 

damlatılarak yayılır ve kurumaya bırakılır. 

10. Ardından bir jar içinde distile su içine 5 ml giemsa boyası damlatılarak 10 dakika 

bekletilir. Slaytlar mikronükleus incelemesi için hazır hale getirilmiĢ olur (137). 
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ġekil 43. Mikronükleus genel yapısı (136)  

 

Klinikte kullanımı: Mikronükleus sayısındaki artıĢ anöploidiyi uyaran çeĢitli mutajen 

veya karsinojenlerin hücrede yol açtıkları sayısal ve yapısal kromozom anomalilerinin dolaylı 

olarak değerlendirilmesini sağlar. Genellikle genotoksisite değerlendirme testi olarak da 

isimlendirilir. Karsinojenlerin ve farmasötik ajanların yaptıkları sitogenetik harabiyetin 

tespitinde sıklıkla tercih edilir (137). Fiziksel ve kimyasal ajanların sebep olduğu sitogenetik 

hasarın tespitinde, radyolojik kazaların genetik materyal üzerine oluĢturduğu hasarı 

belirlemek için, iyonizan radyasyon gibi dıĢ etkenlerin mikronükleus oluĢumuna etkisi ve 

mikronükleus oluĢumunun sayısal ve yapısal kromozom anomalileri üzerine indirek etkisinin 

araĢtırılmasında kullanılabilir (138).  

 

8) Frajil bölge tespiti: Frajil bölgeler kromozomlar üzerinde yer alan, özel kültür 

koĢulları altında bazı faktörler tarafından baskılanınca boyanmadığı gözlenen kırıklar, 

aralıklar ve triradiyal bölgelerdir. Frajil bölgeleri görüntülemek için hücreleri değiĢik kültür 

ortamlarında çoğalmak ya da farklı kimyasallarla karĢı karĢıya bırakmak gerekir. Frajil 

bölgeler, baskılayıcı ajan tipi ve toplumda görülme sıklıkları dikkate alınarak sınıflandırılırlar.  

Nadir gözlenen frajil bölgeler: Ortalama % 2.5‟in altında gözlenirler. Folat stresi, 

BrdU veya distamsin-A ile baskılanırlar. 

Sık gözlenen frajil bölgeler: Hemen hemen tüm bireylerde gözlenir. Afidikolin, 5-

azasitidin, kafein ve etanol tarafından baskılanınca ortaya çıkarlar. 

Frajil bölgeler kalıtsal geçiĢ gösterebilirler. Örneğin klinik olarak anlamlı olduğu tespit 

edilmiĢ olan Frajil X sendromunun sorumlusu fra Xq27.1 bölgesidir (139).  
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Timidin indüksiyonlu Frajil bölge tespiti: 

Gerekli Materyal: 

 RPMI-1640  

 Fitohematoglutinin 

 L-Glutamin 

 Streptomisin 

 Penisilin 

 Fetal calf serum 

 Timidin 

 KolĢemid 

Lityum heparin içeren tüplerin içine alınmıĢ olan kandan, 5 ml RPMI-1640 içine 0.2 

ml eklenir. Üzerine 0.05 ml fitohematoglutinin, 1.4 mM/l L-Glutamin 50 μg/ml streptomisin 

50 IU/ml penisilin içeren %10‟luk fetal calf serum eklenir. Hazırlanan kültür 37
o
C‟de 72 ya 

da 96 saat harvest öncesi inkübasyona bırakılır. 24. saate 300 mg/l timidin eklenir ve harvest 

yapılmasından 4 saat önce 0.5  μg/ml kolĢemid ilave edilir (140). 

 

Harvest: 

1. Kültür içeriği santrifüj tüplerine aktarılarak 500 g‟de 5 dakika çevirilir. 

2. Süpernatant uzaklaĢtırılır ve karıĢımın üzerine 10 ml 0.075 M KCl eklenir. Ardından 

37
o
C‟de 10 dakika inkübasyona bırakılır. 

3. 500 g‟de 5 dakika santrifüjlenir. 

4. Süpernatant atılır altta çökelen hücreler bir kez vortekslenir (2-3 sn). Üzerine 3:1 

oranında hazırlanmıĢ metanol asetik asit fiksatifinden damla damla 10 ml eklenir. 

5. 500 g‟de 5 dakika santrifüjlenir. 

6. Süpernatant atılır altta çökelen hücreler bir kez vortekslenir (2-3 sn). Üzerine 3:1 

oranında hazırlanmıĢ metanol asetik asit fiksatifinden damla damla 10 ml eklenir. 

7. 500 g‟de 5 dakika santrifüjlenir. 

8. Tekrar süpernatant atılırken küçük bir miktar soğuk fiksatif eklenerek vortekslenir. 

Hazırlanan fiksatiften slaytların üzerine birkaç damla damlatılıp slayt temizlendikten 

sonra 2-3 damla hücreli çözeltiden damlatılarak incelenir (125). 
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ġekil 44. Frajil bölge (Kaynak 141) 

Klinikte kullanımı: Frajil bölgelere bağlı klink durumların tespiti için kullanılır 

Örneğin frajil x sendromu (105). 

9) X Kromatini tespiti: X kromatini, cinsiyet kromatini, sex kromatini gibi adlar 

verilen barr cisimciği yalnızca diĢi memeli hücrelerinde interfaz nükleusunda bulunan 

çekirdek zarına yapıĢmıĢ özel bir kromatindir. 1947 yılında diĢi ve erkek kedilerin sinir 

hücrelerinin morfolojik özeliklerini araĢtıran Barr ve Bertram tarafından bulunmuĢtur. Bu 

araĢtırmacılar Barr cisimciği adı ile anılan X kromatininin yalnızca diĢi kedilerin sinir 

hücrelerinde olduğunu erkek kedilerde olmadığını tespit etmiĢlerdir. Barr cisimciği diĢilerde 

X kromozomlarının yalnızca birinde, hücre siklusunda interfaz evresinin yalnızca S fazında 

rastgele yoğunlaĢmıĢ bir bölge olarak görülür (105,142,143). DiĢilerde 2 X kromozomunda 

birinde Barr cisimciği bulunur. Erkeklerdeki tek X kromozomunda barr cicimciği yoktur 

zaten barr cisimciği hayati fonksiyonlar üzerinde etkisi olmayan inaktif X‟i sembolize 

etmektedir. Bu rastgele yoğunlaĢmıĢ bölgeyi tespit etmek için farklı boyalar kullanılabilir. 

Sıkça kullanılan dört farklı boya vardır. Bunlar; hematoxylin-eozin, guard, feulgen, 

papnicolaou boyalarıdır. Hepsi Barr cisimciği tespitinde kullanılabilir (114). Sonuçları 

arasında büyük farklar yoktur. Barr cisimciği tayini cinsiyet fizyolojisi bozuklukları aramak, 

doğum öncesi cinsiyeti belirlemek, transplantasyonlarda alıcı verici hücreleri takip etmek ve 

adli tıpta cinsiyet belirlenmesi alanlarında kullanılır (144).  
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X kromatin iĢaretleme: 

Materyal: 

 %2‟lik aseto orsein boyası: 4 gr sentetik orcein 200 ml asetik asit içinde 80
o
C‟de bir 

karıĢtırıcı yardımıyla çeker ocakta 4-5 saat karıĢtırılır. 

 Toplam hacim 2 litre olacak Ģekilde ayarlanıp karıĢtırılır daha sonra filtre kağıdından 

geçirilerek süzülür. 

 Hazırlanan solüsyon serin bir yerde koyu renk bir ĢiĢenin içinde kullanıncaya kadar 

saklanabilir. 

 

Protokol: 

1. Slaytların üzerine 3-4 damla serin bir yerde muhafaza edilmiĢ olan %2‟lik aseto orsein 

boyasından damlatılır. 

2. Bir lamel ile üzeri kapatılır. 

3. Slaytların üzerinden aĢırıya kaçmadan hafifçe bastırılır ve lam ile lamelin arasından 

akan fazla boya bir kurulama kağıdı ile alınır. 

4. Değerlendirme ıĢık mikroskobu altında yapılmalıdır ve en az 100 hücre sayılarak Barr 

cisimciği aranmalıdır (125). 

 

 

ġekil 45. Barr cisimciği  (Kaynak 145)  

 

Klinikte kullanımı: Basitçe X kromozomuna ait sayısal anomalilerin tespitinde 

kullanılır. Örneğin 45, X0 olan Turner Sendromlu diĢilerde Barr Cisimciği gözlenmezken, 47, 

XXX karyotipli süper diĢilerde 2 Barr Cisimciği, 47, XXY karyotipli Klinefelter Sendromlu 

erkeklerde bir adet Barr Cisimciği gözlenmektedir.  
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Moleküler Sitogenetik Teknikler 

Sitogenetik ve moleküler genetik teknikleri bir araya getiren teknolojiye moleküler 

sitogenetik denebilir. Moleküler sitogenetik teknikler denince de akla ilk gelen teknik 

FISH‟tir. Klasik sitogenetik yöntemlerle belirlenemeyen aberasyonların metafazla birlikte 

interfaz safhasında da değerlendirilebilmesine olanak sağladığından tıbbi tanıda kısa sürede 

önemli bir yer edinmeyi baĢarmıĢtır. Moleküler tekniklerin sitolojik preparatlara 

uygulanabileceği gerçeği ilk olarak 1969 yılında Gall ve Pardue tarafından ortaya atılmıĢtır 

(144). 

 

1) Floresans In Situ Hibridizasyon (FISH):  FISH, sentetik nükleik asit dizileri 

(Prob) hücre içinde genomik DNA‟ya hibridizasyonu aracılığı ile genomik DNA‟daki yapısal 

ya da sayısal değiĢmeleri tespit etmeyi sağlayan bir tekniktir. FISH tekniğinin moleküler 

tekniklerdeki ilerlemelere paralel olarak geliĢmesi ve geniĢ bir uygulama alanı bulmasının 

altında yatan gerçek, bu tekniğin kolay uygulanabilir olması, duyarlılığı ve güvenilirliğinin 

yüksek olması, diğer moleküler DNA hibridizasyon yöntemlerine göre rezolüsyon gücü, 

mozaisizm tanısı gibi avantajlarının olmasıdır. 

Kanserli hastalara ait hücrelerden kültür Ģartlarında metafaz kromozomları elde etmek 

çok zordur. Kültür sonrası elde edilen metafaz kromozomlarının morfolojilerinde meydana 

gelen bozukluk da bunların klasik sitogenetik tekniklerle incelenmesine engel olmaktadır. 

FISH tekniği ise bize Ġnterfaz evresinde inceleme imkanı sağlayarak özellikle hematolojik 

kanserli hastalarda hastalığın tanı ve seyrinde en çok tercih edilen teknik olmuĢtur 

(125,144,146). 
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ġekil 46. FISH tekniği genel yapısı (147) 

 

FISH tekniğinin kullanım alanlarına Ģunları örnek verebiliriz: 

1. Prenatal sendromik tanımlamalarda, 

2. Postnatal sendromik tanımlamalarda, 

3. Ġnterfaz ve metafaz hücrelerinde aberasyon tanımlamalarında, 

4. Dokuda enfeksiyon ajanlarının tanısında, 

5. Gen haritalamasında, 

6. Somatik hücre hibrit analizlerinde, 

Tüm In Situ Hibridizasyon (ISH) yöntemlerinde aynı prensip uygulanmaktadır. Prob 

olarak kullanılan DNA molekülü indirekt ya da direkt metoda uygun olarak iĢaretlenir. Prob 

iĢaretlendikten sonra lam/lamel üzerine fikse edilen metafaz ve/veya interfazdaki hücrenin 

proteinleri uzaklaĢtırılır. Çift sarmal halde bulunan gerek prob gerekse hedef DNA‟lar 

denatürasyon ile tek zincir haline getirilir. Önceden iĢaretlenmiĢ prob ile spesifik eĢleĢmenin 

olacağı uygun koĢullarda genomik DNA hibridize edilir.  

Hibridizasyonda üç temel aĢama önemlidir; 

1. Hedef dizilerin hibridizasyon sırasında yeterince açık olması ve bu açıklığın yeterli 

süre korunması, 

2. Probla hedefin yüksek affiniteyle birbirlerine bağlanması, 

3. Hibridizasyonun spesifik aktivitesi yüksek bir iĢaretleyici ile görüntülenmesidir. 
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Bir hibridizasyon reaksiyonunda tolere edilebilen yanlıĢ eĢleĢme derecesi „stringency‟  

olarak ifade edilir. Yüksek stringency koĢullarında, sadece hedef diziyle tam homolog olan 

problar stabil hibridler oluĢtururlar. DüĢük stringency koĢullarında ise prob sadece % 70–90 

homoloji gösteren diziler bağlanabilir. Bu spesifik olmayan sinyallerin oluĢumu, 

hibridizasyon sonrası yıkamalarda yüksek stringency koĢullarının (yüksek ısı + düĢük tuz 

konsantrasyonu) sağlanmasıyla engellenebilir. Daha sonra oluĢan hibrit özgül görüntüleme 

sistemleri ile belirgin hale getirilir (146). 

Preparatların hazırlanması 

↓ 

Materyalin preparat üzerinde sabitleĢtirilmesi (Fiksasyon) 

↓ 

Preparatların ön muamelesi 

↓ 

Prob ve hedef DNA denatüsayonu 

↓ 

Hibridizasyon 

↓ 

Hibridizasyon sonrası yıkama 

↓ 

Mikroskopi 

Yorumlama ve görüntüleme direk iĢaretleme 

 

ġekil 47. FISH tekniğinde uygulanan basamaklar (3) 
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ġekil 48. Ġndirekt ve direkt iĢaretleme  

 

a)FISH için hazırlanan DNA problarının farklı amaçları vardır. Hazırlanan problar             

hibridizasyonda iki farklı Ģekilde bağlanırlar. Bunlar direkt iĢaretleme ve indirekt iĢaretleme 

Ģeklinde ayrılırlar. 

b)Ġndirekt iĢaretleme için, prob hapten içeren modifiye nükleotidlerle oluĢturulurken 

direk iĢaratlemede ise hazırlanan prob florokromun direk bağlandığı nükleotidlerle 

oluĢturulur. Direk iĢaretleme yöntemi daha kısa sürede tamamlanmasına karĢın floresan 

sinyalin kalıcılığı indirek iĢaretlemeye nazaran çok daha kısa sürelidir. 

c)ĠĢaretli prob ve hedef DNA denatüre edilerek tek zincirli hale getirilir. 

d)Komplementer dizileri ile hibridize olmak üzere probun lam üzerindeki hücresel 

DNA ile birleĢir.  

e)Eğer prob indirekt iĢaretli ise görüntüleme için fazladan bir uygulama daha 

yapılmalıdır. Floresan iĢaretleyicileri taĢıyan ve haptenler tarafından yakalanacak olan 

antikorların ortama konulması gerekir (148). 
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FISH tekniğinde kullanılan problar ve özellikleri: 

Prob; örneklerde aranan genetik materyale (DNA veya RNA) komplementer, 

radyoaktif veya nonradyoaktif  (günümüzde floresan) madde ile iĢaretli DNA veya RNA 

segmentidir. 

FISH tekniği ile tanıda kullanılan baĢlıca problar Ģunlardır; (149). 

1. Lokusa spesifik problar 

 

 
ġekil 49. p 53 mutasyonu (spektrum orange) (Kaynak 150) 

 

2. Translokasyon probları 

 Tek füzyon (single fusion) 

 

 

ġekil 50. t(9:22) tek füzyon translokasyonu (Kaynak 151) 
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 Çift füzyon (dual fusion) 

 

 

ġekil 51. t(8:21) Çift füzyon translokasyon (Kaynak 152) 

 

 Tek füzyon ekstra sinyal (extra signal) 

 

 
ġekil 52. t(9:22) Tek füzyon ekstra sinyal translokasyon (Kaynak 153) 

 

3. Kırık noktası yeniden düzenlenme (break apart reaarangement) probları 

 

  
ġekil 53. Kırık noktası yeniden düzenlenme (Kaynak 154) 
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4. α-satellit probları 

 

 
ġekil 54. α satellit bölge (Kaynak 155) 

 

 

5. Tüm kromozom probları 

 

 
ġekil 55. Tüm kromozom boyama (Kaynak 156) 
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6. Telomer probları  

 

 

ġekil 56. Telomer bölge iĢaretleme (Kaynak 157) 

 

Klinikte kullanımı: Kromozomlarda meydana gelen yapısal ve sayısal anomalilerin 

belirlenmesinde kullanılır. Sayısal anomaliler bazı sendromlara sebep olmaktadır. Yapısal 

kromozomal anomaliler ise pek çok kanser türünün etyolojisinde önemli rol oynamaktadır.  

Lokusa spesifik problar ile istenilen kromozom bölgesi tespit edilebilir. En yaygın 

kullanıldığı tanısal alan, delesyon gibi kromozomlarda yapısal değiĢikliklere yol açarak gen 

fonksiyonlarını etkileyen aberasyonların tespitidir. Bu değiĢikliklerin tespiti özellikle bazı 

kanser türleri için tanısal olarak çok değerlidir. En önemli avantajı Ġnterfaz hücrelerinde de 

kullanılabilmesidir.  

Tekrarlayan dizi probları (satellit probları); kromozomların sentromerlerinde yer alan  

α satellit dizileri gibi özel dizilerin iĢaretlenmesinde kullanılır. Metafaz kromozomlarında bu 

bölgeler incelenerek tüm kromozom kayıpları ya da disentrik oluĢumlar tespit 

edilebilmektedir. 

Tüm kromozomu boyayan problar (library probları); metafaz plaklarında her 

kromozomun özgül olarak boyanmasını sağlarlar. Böylece incelenen kromozoma ait sayısal 

(örn; trizomi) ya da yapısal (örn; translokasyon) varlığı tespit edilebilir. 

Telomer bölgesine özgü problar; metafaz kromozomlarında sadece telomer bölgelerini 

iĢaretlerek bu bölgelerde meydana gelen yapısal değiĢikler tespit edilebilmektedir.  

Translokasyon probları; hem interfaz hemde metafaz hücrelerinde kromozomlar arası 

parçaların yer değiĢimlerinin tespiti için kullanılır. Bu yer değiĢtirmeler özellkle hematolojik 

kanserlerde tanısal değeri çok yüksek olan bulgulardır.  
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Kırık noktası düzenleme probları; 11q23 bölgesinde meydan agelne delesyon en sık 

rastlanılan mutasyondur. Sadece kırık noktası düzenleme probu ile bu bölge iĢaretlenerek 

anomali olup olmadığı saptanabilir.  

 

FISH protokolü: 

t(15,17) PML/RAR α (Cytocell) 

RAR kromozom 15. kromozomun PML bölgesi ile 17. kromozomun RAR α 

bölgesinin transalokasyonu incelenir. AML-M3 için tanı koydurucudur. Normal bir hücrede 

iki kırmızı iki sarı sinyal görülür. Resiprokal translokasyon varsa 2 sarı sinyal, tek taraflı 

translokasyon varsa 1 sarı, 1 kırmızı ve 1 yeĢil sinyal görünür. 

Dikkat edilmesi gerekenler: 

1. DNA prob ve DAPI yüklenirken eldiven kullanılmalıdır (Prob içerisine formamid gibi 

teratojen ve karsinojen özelliği olan maddeler bulunmaktadır). 

2. Sıcak su banyolarında yüksek sıcaklıkta bulunan materyal gerekirse ısı geçirmez bir 

malzeme ile transfer edilmelidir. 

3. Probların ıĢık ile temasından her aĢamada kaçınılmalıdır (ÇalıĢmalar loĢ bir ortamda 

yapılmalıdır). 

4. Kitler son kullanma tarihine kadar  –20
o
C‟de saklanabilir. Probların ve DAPI‟nin uzun 

süre oda ısısına maruz kalması önlenmelidir. 

 Gerekli materyal: 

1. Sıcak su banyosu 

2. Mikropipet 1-200 μl 

3. Su banyosunun sıcaklığı 72
o
C sabitlenmeli kontrol edilmelidir 

4. Plastik ya da bardak jar 

5. Pens 

6. Floresan ataçmanlı mikroskop 

7. Masa üstü santrifüj 

Solüsyon: 

1. Fiksatif için 3:1 metanol: buzlu asetik asit 

2. Etanol serileri %70, %85, %100 

3. 2x SSC 

4. 0.4xSSC (100 ml)+ Tween 20 (50μl) 

5. 2xSSC (100 ml)+ Tween 20 (50μl) 
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6. %100 metanol 

Slayt hazırlanması: Hücre kültürü yapılarak hazırlana hücre süspasiyonlar fiziksel ve 

kimyasal olarak temizlenmiĢ lamların üzerine damlatılarak (4-5 damla) yayılır ve lamlar 

kurutulur. Slaytların yaĢlandırılmasına gerek yoktur.  Faz-kontras mikroskobunda hücrelerin 

kalite ve sayı bakımından ön kontrolü yapılabilir. Uygun olan preparatlar boyaya alınabilir.  

1.GÜN 

Ön uygulama: 

1. Slaytları oda sıcaklığında 2xSSC‟de 2 dakika yıkanır  

2. Etanol serisinde (%70,%85,%100) herbiri için en az 2 dakika bekletilir. Kurumasına 

izin verilir.  

Pre-Denatürasyon (Prob hazırlanması): 

3. problar -20
o
C‟den çıkartılır ve oda ısınsa gelmesi sağlanır. 

4. Solüsyonlar pipetle tekrar tekrar ve düzenli olarak karıĢtırılması sağlanmalıdır. 

5. Sonraki aĢama 10 mikrolitre prob mikrosantrifüj tüplerine yerleĢtirilir . 

6. Slaytlardaki örneklere uygun problar hazırlanır ve 24x24 büyüteçle lameller ön ısınma 

olarak 37 derecede portatif ısıtıcıda 10 dakika ısıtılır. 

7. Hücre örneklerinin üzerine 10 mikrolitre prob karıĢtırılır ve lamel uygun Ģekilde ve 

dikkatlice kapatılır. Belirlenen lastik solüsyon yapıĢtırıcısı ile tamamının kurumasına 

izin verilir. Çünkü tampon solüsyon ve prob beraber bu nedenle pipetaj yapılmalıdır. 

Denatürasyon: 

8. Denatüre edilen örnekler ve prob aynı zamanda portatif ısıtıcıda 75
o
C 2 dakika 

ısıtılmalıdır. 

Hibridizasyon: 

9. (Üzerine prob uygulanmıĢ örnekler) Nemli ıĢık geçirmez bir kaba yerleĢtirilen problar 

37
o
C‟de bir gece bekletilmelidir. 

 

2.GÜN 

Hibridizasyon sonrası yıkama: 

10. Tüm yapıĢtırıcıyı ve lameli dikkatlice uzaklaĢtırılmalıdır. 

11. Yıkanan slaytlar 0,4xSSC içinde 72
o
C 2 dakika bekletilmelidir. 

12. 2xSSC‟de yıkanan ve suyu çekilen slaytlar, %0.05‟lik tween-20 (ph:7) ve 2xSSC‟de 

yıkanır oda sıcaklığında 30 saniye bekletilmelidir. 
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13. Slaytların suyu çekilir (distile su ve alkol serilerinde geçirerek olabilir) ve 10 

mikrolitre DAPI ile hücrelerin solması engellenebilir. 

14. Lamel ile kapatılır ve boyananların karanlıkta 10 dakika banyo edilmeye bırakılır 

15. Floresan mikroskopta bakılır 

Not: Slaytlar -20 kaldırılır ve istenildiği zaman floresan mikroskopta incelenir (158). 

 

 

ġekil 57. t(15,17) PML/RAR α (Kaynak 159) 

 

2) Fiber FISH: 

Standart FISH tekniğinden daha farklıdır. Ġnterfaz kromatin lifleri kullanılarak DNA 

fragmentlerinin floresan boyalarla iĢaretlenerek daha yüksek rezolüsyonlu haritalama 

gerçekleĢtirilir. Ġnterfaz evresinde kromozomlar daha az kondanse oldukları için yoğunlukları 

metafaz evresinden daha düĢüktür. Ġnterfaz durumunda birkaç yüz kb uzaklıkta olan 

belirleyiciler farklı renkteki boyalarla iĢaretlendiklerinde birbirlerine göre sıralarını 

belirlemek mümkün olmaktadır (160).  

 

   

ġekil 58: Fiber FISH’in Metafaz FISH ve Ġnterfaz FISH’ten farklı gösterimi (161) 



 

 

 

105 

 

Metafaz FISH çalıĢmaları yaklaĢık olarak 2Mbp‟lik kromozom bantlarını ayırmak 

için uygundur. 

Ġnterfaz FISH‟te ise bu değer aralığı 100 Kbp - 2 Mbp arası değiĢmektedir. 

Son olarak Fiber FISH için ayrım gücü 10 Kbp - 500 Kbp‟dir. Böylece Metafaz 

FISH ya da Ġnterfaz FISH teknikleri ile alamadığımız ayrıntılı sonuca Fiber FISH tekniği 

ile ulaĢabiliriz. 

Klinikte kullanımı: Fiber FISH tekniği genetik hastalıkların tanımlanmasında son 

derece yararlı olmuĢtur. Çünkü bu teknik bir hastalıkla ilgili genin çevresindeki farklı genlerin 

sırası ve aralarındaki uzaklıklar hakkında detaylı bilgi verebilmektedir.  

 

3) Multicolor-FISH: 

a) Spektral karyotipleme (SKY): Tekniğin esası beĢ farklı renkte florokrom boya 

kullanılarak 24 kromozomun eĢ zamanlı olarak farklı renklerde boyanması ve tek tip bir 

floresans mikroskoptan analizine dayanmaktadır. Aynı anda bir metafaz plağı üzerinde yer 

alan tüm kromozomların farklı renkte görüntülenmesine ve birbirinden ayrılmasına imkan 

verir. Her bir kromozom kendine ait farklı bir floresansta izlenir (162).  

 

 

ġekil 59. SKY FISH Tekniği (163)  

 



 

 

 

106 

Klinikte kullanımı: Bu teknik ile 1.5 Mb‟nın (1 Mb: 10000 bp) altındaki parça 

değiĢimleri saptanabilir. Klasik bantlama tekniklerinden üstünlüğü çok küçük boyutlardaki 

anomalilerin daha kolay tanımlanabilmesine olanak vermesidir (162). 

 

b) Multiplex FISH (M-FISH): SKY FISH‟te olduğu gibi 5 farklı florokromun çeĢitli 

kombinasyonları ile hazırlanmıĢ probların hibridizasyonuna ve farklı floresan sinyallerin 

analizine dayanan bir tekniktir. BeĢ farklı florokromdan yansıyan floresan ıĢığın 

bilgisayarda üst üste çakıĢtırılarak değerlendirilmesi esasına dayanır (161,162).  

 

 

ġekil 60. Multipleks FISH Tekniği (164) 

 

Klinikte kullanımı: Bu tekniğin sadece sentromer bölgesine özgü veya sadece telomer 

bölgesine özgü uygulanan tetkikleri de mevcuttur (speicher karyotipleme). Tüm kromozom 

kayıplarının belirlenmesinde tercih edilebilir. 

 

c) Cobra-FISH (Combined binary ratio FISH): Bu teknikte diğer FISH yöntemlerinde 

farklı olarak 4 florokrom kullanılmaktadır. 24 kromozom iki ayrı grupta 12‟Ģerli olarak 

incelenir. Birinci grup 3 farklı florokromla incelenirken diğer gruba 4. bir florokrom ilave 

edilir. Florokrom sayısının çok fazla önemi yoktur 5 tane de kullanılabilir.  
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ġekil 61.  Cobra FISH Tekniği  

                A) 12 farklı renk ile boyanan Metafaz hücreleri  

                B) diethylaminocoumarin (DEAC)  

                C) a ve b’deki kromozomların karyogramda otomatik sıralanmıĢ Ģekli (165) 

 

Klinikte kullanımı: Bu teknik genellikle kromozom kollarına özgü boyama sağladığı 

için tercih edilir (165,166). 

 

4) Akım karyotipleme (Flow karyotipleme): Flow sitometri temel olarak 5 

bölümden oluĢmaktadır. Bunlar; akıĢ sistemi, lazer kaynağı, filtreler, bilgisayar, ayırma 

mekanizması bileĢenleridir. Tekniğin temeli hücrelerin bir sıvını içinden teker teker 

geçmesine ve hücreler hakkındaki verilerin istatistiksel olarak bilgisayar ekranına 

yansımasına dayanır (167). Analiz hücre süspansiyonunun hazırlanması, hücrelere 

monoklonal antikorların bağlanması, cihazın kalibrasyon ve kontrolü ardından örneklerin 

cihaza yüklenmesi ve analizin yapılması verilerin eldesi ve en son olarak yorumlanması ile 

son bulur. Hücre süspansiyonu hazırlamak amacıyla çeĢitli, materyal kullanılabilir örneğin; 

kan, kemik iliği, beyin omurilik sıvısı, bronkoalveoler lavaj sıvısı, eklem sıvısı, plevral sıvı, 

asit sıvısı, doku biyopsi örnekleri, parafin bloktaki dokular ve hücre kültürü örnekleri 



 

 

 

108 

kullanılabilir. Bu teknik her hücre için ayrı ayrı ölçüm yapmamızı sağlar. Yapılan ölçümler 

sonucunda elde edilen veriler bir havuz içinde toplanarak araĢtırmacıya ortalama bir değerin 

sonucu aktarılmaktadır (168). Flow sitometri ile metafaz kromozomlarının analizi için iki 

lazerli floresan aktive edici hücre sayacı kullanılır. Her biri farklı dalga boylarında ıĢık dalgası 

göndererek kullanılan boyadan floresan ıĢıma sağlarlar. DNA florokromları Hoechst 33258 

AT zengin bölgelere bağlanırken, Chromomisin A3 ise GC zengin bölgelere bağlanmaktadır.  

Örneğin 21. kromozoma ait trizomi araĢtırılan vakalarda 21. kromozom artıĢ oranı 

grafik üzerinde %50‟nin üzerinde olduğunda tanı konmasına izin verilebilir. 

Translokasyonlarda meydana gelen değiĢim eĢ düzeyde ise kromozom içeriği aynı oranda 

kalacağından değiĢim fark edilemeyebilir (169).  

 

 

ġekil 62. Flow sitometri genel calıĢma prensibi. Örnek cihaza konur, boyalı 

hücreler borudan tek tek akarak lazer ıĢınından geçirilir ve hücreler 

ıĢık saçılımı ile floresan verir ve yüklerine göre ayrılırlar  (170)  
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Klinikte kullanımı: Hücre tiplendirme, apoptoz gibi çalıĢmalarda tercih edilmektedir 

(171,172). Örneğin; AIDS hastalarının kanında CD4 lenfosit seviyesinin izlenmesinde 

kullanılmaktadır (173). 
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ÖZET 

 
Bu çalıĢmanın amacı, Tıbbi Biyoloji ve Genetik laboratuvarlarında kullanılan 

moleküler genetik ve sitogenetik teknikleri tanıtmak,  klinikte kullanım alanları ile sınırları 

hakkında bilgi vermektir.  

ÇalıĢmanın ilk bölümünde öncelikle incelenecek genetik materyal olan 

deoksiribonükleik asit ve ribonükleik asit‟in yapısı hakkında temel bilgiler verilmiĢ, 

deoksiribonükleik asit ve ribonükleik asit‟in elde edilmesi için kullanılan yöntemlerin 

prensiplerinden bahsedilmiĢtir.  Ardından deoksiribonükleik asit ve ribonükleik asit‟in 

yapısal ve sayısal olarak incelenmesi için kullanılan moleküler teknikler, gereken temel 

bilgiler de verildikten sonra çeĢitli protokollerle desteklenerek anlatılmıĢ ve klinikte 

kullanım alanlarına örnekler verilmiĢtir. Ayrıca laboratuvar ortamında genetik bir 

çalıĢmaya baĢlamadan önce yapılması gereken iĢlemlere, kullanılan araç, gereç ve 

cihazların çalıĢma prensiplerine, çeĢitli kaza ve öncül korunmayla ilgili alınması gereken 

önlemlere de değinilmiĢtir.  

 Ġkinci bölümde ise, incelenecek materyal olan metafaz kromozomlarının ve 

interfazdaki hücre çekirdeklerinin elde edilmesi için kullanılan hücre kültür yöntemleri 

hakkında temel bilgi verilmiĢtir. Metafaz kromozomlarının incelenmesini sağlayan 

konvansiyonel sitogenetik ve interfazda inceleme yapmaya olanak sağlayan moleküler 

sitogenetik teknikler protokollerle desteklenerek anlatılmıĢtır.  Bu teknikler ile ilgili 

laboratuvar Ģartları, malzeme bilgisi ve her tekniğin kullanım amacı ve sınırları ayrıca 

örneklerle anlatılmıĢtır. 



 

 111 

  Her iki bölümde de tekniklerin uygulanması ve sonuçların değerlendirilmesi 

sırasında ortaya çıkabilecek olası problemler için çözüm yolları alternatifli olarak 

verilmiĢtir. 

 ÇalıĢmanın moleküler genetik ve sitogenetik laboratuvarlarında kullanılacak teknik 

bir rehber olması hedeflenmektedir. 

 

Anahtar kelimeler: Moleküler genetik, sitogenetik, laboratuvar teknikleri 
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CYTOGENETIC AND MOLECULAR TECHNIQUES IN CLINICAL 

APPLICATIONS 

 

SUMMARY 

 

The aim of this study is, to introduce techniques of molecular genetics and 

cytogenetics that are used in medical biology and genetics laboratories and to give 

information about usage areas in clinical application and limitations.  

In the first part of this study, it is given basic information about the structures of 

genetic materials deoxyribonucleic acid and ribonucleic acid which will be investigated with 

principles of methods that used for extracting deoxyribonucleic acid and ribonucleic acid. 

After giving basic information about molecular techniques that are utilized for structural and 

quantitative analysis of deoxyribonucleic acid and ribonucleic acid, the given information was 

supported with various protocols and many examples for clinical applications were stated. 

Moreover, at first part of this study, topics such as "actions that needs to be taken before 

starting a genetics study", "working principles of devices and equipments”,” preventive 

actions for possible accidents" were mentioned. 

The second part of this study, it is given many information about tissue culture 

methods that are using for obtaining of metaphase chromosomes and interphase cells‟ nuclei. 

Conventional cytogenetic techniques that are utilized for of metaphase chromosomes and 

molecular cytogenetic techniques that are utilized for investigation at interphase nuclei, were 

explained by supporting with protocols. Additionally, laboratory conditions for each 
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technique, material information and usage purpose and limitations of each technique were 

explained with related examples. 

In order to overcome possible problems that can occur during applications of these 

techniques that were mentioned at both first and second part, solutions were explained with 

alternatives for each possible problem. 

It is aimed that this study will be a technical guide for molecular genetics and 

cytogenetics laboratories. 

 

Key words: Molecular genetic, cytogenetic, laboratory techniques 
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