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OZET

RAPD-PZR yontemi DNA degisikliklerini cesitli agilardan tespitte 1990’dan beri
kullanilan molekiiler bir tekniktir. Bircok avantaji olan ve genomik dizileri bilmeden de
sadece kisa rastgele dizayn edilmis primerler kullanilarak elde edilen DNA parmak
izlerinin dogru sekilde analiz edilmesi esasina dayali ¢ok verimli, ucuz bir metottur.
Ancak PZR parametrelerinin bu tiir ¢alismalarin saglikli yiiriitiilmesi i¢in optimizasyonu
cok dnemlidir. Hem deneylerin tekrarlanabilirligi, hem giivenilirligi agisindan 6zellikle
DNA konsantrasyonu ve primer baglanma sicakligi (AT: Annealing Temperature) ile
ilgili optimizasyonlar ¢cok Onemlidir. Ancak literatiirde bilgimiz dahilinde deneysel
olarak bu parametrelerle ilgili kapsamli bir ¢alisma mevcut degildir. Biitiin
arastrmacilar bu tip optimizasyonlarin farkinda olduklarimi bildirseler de metodun
optimizasyonu ile ilgili bu tiir genel bir aragtirma yapmaksizin ¢alistiklar1 canli sistemin
deneysel optimizasyonuna yonelik calismislardir. Bu eksikliklerden yola ¢ikarak
metodun gelistirilmesinde cesitli canli ve dokularin DNA’sinda var olan ya da sonradan
olusmus DNA  degisikliklerini  tespit ederken, primer AT ve DNA
konsantrasyonlarindaki degisikliklerin etkisinin gosterilmesi 1s1 gradyan PZR cihazi
kullanilarak yapilmigtir. Is1 gradyanli sistem sayesinde 96 6rnek kapasiteli PZR blogu
ve uyumlu tabak yardimiyla RAPD-PZR yonteminde hem primer baglanma derecesinin,



hem de DNA konsantrasyonlarinin her ¢alismanin amag¢ ve kapsami dogrultusunda ¢ok
ciddi bir sekilde optimizasyonunun sart oldugu aksinin, yani varolan optize edilmis ve
RAPD-PCR kullanicilar1 tarafindan kabul gérmiis optimize sartlarla ¢alismanin hatali
sonuglar verebilecegi gosterilmistir. Calismamiz sonuglart agisindan bundan sonra
yapilacak RAPD-PZR calismalari i¢in ciddi bir prosediiral katkida bulunmustur.

Anahtar Kelimeler: RAPD-PCR optimizasyonu, 1s1 gradyanli PZR, primer baglanma
sicakligi, DNA konsantrasyonu.
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ABSTRACT

Despite having potential for many applications, the arbitrary nature of the RAPD
method has drawn criticism owing to the low stringency conditions and dependance on
DNA quality and concentration. Relatively low annealing temperatures (34-36°C) are
used in RAPD to ensure a maximal number of primer binding events and consequent
generation of a large number of amplified DNA fragments for analytical purposes.
However, the low stringency of the accompanying DNA hybridisation can result in the
formation of spurious, unpredictable amplifications. HAT-RAPD applications are also
not enough to provide reliable, efficient and effective amplified DNA fragments. In this
thesis aim is to show there is a need for right AT optimizations suitable for primer type,
primer melt temperature, sample DNA type, quality and quantity and to provide a
methodology to make more feasible, reliable, reproducible, repeatable assay designs.

A thermal cycler with a gradient temperature property has been used to show the
necessary optimizations in RAPD-PCR AT’s for different assay design parameters like
DNA type, quality, quantity, primer type and primer Tm. The results are evaluated to
provide a methodology for efficient RAPD assay designs with AT and DNA
concentration parameters in focus.

Keywords: RAPD-PCR optimization, gradient PCR, annealing temperature, AT, DNA
concentration.
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BOLUM 1

GIRIS

1.1  Amac¢ ve Kapsam

RAPD-PZR yontemi DNA degisikliklerini cesitli acilardan tespitte 1990’dan beri
kullanilan molekiiler bir tekniktir. Bircok avantaji olan ve genomik dizileri bilmeden de
sadece kisa rastgele dizayn edilmis primerler kullanilarak elde edilen DNA parmak
izlerinin dogru sekilde analiz edilmesi esasina dayali ¢ok verimli, ucuz bir metottur.
Ancak PZR parametrelerinin bu tiir ¢aligmalarin saghkli ytiriitiilmesi i¢in optimizasyonu
cok onemlidir. Hem deneylerin tekrarlanabilirligi, hem giivenilirligi agisindan 6zellikle
DNA konsantrasyonu ve primer baglanma sicakligi (AT: Annealing Temperature) ile
ilgili optimizasyonlar ¢ok Onemlidir. Ancak literatiirde bilgimiz dahilinde deneysel
olarak bu parametrelerle ilgili kapsamli bir c¢alisma mevcut degildir. Biitiin
arastirmacilar bu tip optimizasyonlarmn farkinda olduklarmi bildirseler de metodun
optimizasyonu ile ilgili bu tiir genel bir arastirma yapmaksizin ¢alistiklar1 canli sistemin
deneysel optimizasyonuna yonelik c¢alismislardir. Bu eksikliklerden yola ¢ikarak
metodun gelistirilmesinde ¢esitli canli ve dokularin DNA’sinda var olan ya da sonradan
olusmus DNA  degisikliklerini  tespit ederken, primer AT ve DNA
konsantrasyonlarindaki degisikliklerin etkisinin gosterilmesi ve bu gosterimler
cergevesinde yapilacak optimizasyonlara yonelik bir ¢alisma amacglanarak,

planlanmustir.

Bu tiir optimizasyon ¢alismari bir¢cok farkli ¢alismanin altyapisi i¢in son derece
onemlidir. Bu sebeple yapilan her optimizasyon denemesinin detayli anlatimi yapilarak

metodun dogru ve en verimli sekilde kullanilabilmesi diislintilmiistiir.



1.2 PZR ve RAPD-PZR Yontemi

PZR, bir gesit "in vitro klonlama" teknigidir. PZR, DNA’nin iki zincirinin yiiksek
sicaklik ile birbirinden ayrilmasi (denaturation=denatiirasyon), daha sonra sentetik
oligoniikleotidlerin hedef DNA’ya baglanmas1 (annealing=baglanma), ve son olarak
zincirin uzamasi (extension=uzama) (¢ift iplik¢ikli DNA’larmn sentezi) ile bu sikluslarin
belirli sayida (25-60 kez) tekrarlanmas: esasina dayanir. Bu ii¢ basamak
(denatiirasyon/baglanma/uzama) bir PZR siklusunu olusturur. Her basamak farkli
sicakliklarda gerceklestirilir (Sirasiyla 94-98°C; 37-65°C; 72°C). PZR teknigi tek veya
cift iplik¢ikli DNA’y1 ya da RNA’y1 hedef olarak kullanabilir.

PZR yaygin olarak tibbi ve biyolojik arastirma laboratuvarlarinda kalitsal
hastaliklarin teshisi, genetik parmak izlerinin olusturulmasi, babalik testi, bulasici
hastaliklarin teshisi, genlerin klonlanmasi gibi degisik konularda yaygm bir sekilde

kullanilmaktadir.

Bu teknikle, bir DNA hedefini 20 tane ¢ogaltmak miimkiindiir. Yontemin temeli,
cogaltilmak istenen DNA boélgesinin iki ucuna 6zgili, bu bolgelerdeki baz dizilerini
tamamlayici bir ¢ift sentetik oligoniikleotid primer (20 bg.) kullanilarak, bu iki primer

ile sinirlandirilan DNA bélgesinin enzimatik olarak sentezlenmesine dayanir.

PZR teknigi, ¢cok az miktarda 6rnekten DNA ile ¢alismaya olanak saglamaktadir.
Laboratuvar tanisinda ¢ok biiylik bir hiz ve kesinlik kazanilmis; bircok durumda
radyoaktivite kullanim1 gereksiz hale gelmistir. Thermus aquaticus’dan elde edilen Taq
DNA Polimerazin kullanilmaya baslanmas1 ve gerekli olan reaksiyon bilesenleri igeren
tek bir tiip icerisinde, reaksiyonu gerceklestiren, basit ve kendi kendine calisan
“Thermalcycler" denilen cihazin gelistirilmesiyle PZR’da ¢ok biiyiik gelismeler
olmustur. Tag DNA Polimeraz ile sentezlenen iiriinlerin uzunluklar1 yaklasik 10 kb

kadar olabilmektedir (Erlich ve ark., 1991).

PZR tekniginin uygulanabilmesi i¢in, bir thermalcyclera yerlestirilen reaksiyon
tiipiinde cihazda temel olarak asagida siralanan bilesenler olmalidir:

- Cogaltilacak (amplifiye edilecek) olan kalip DNA,

- Bu DNA’da ¢ogaltilmasi planlanan bdlgenin iki ucundaki (5’—3”) DNA dizisini

0zgiil olarak taniyip baglanacak olan oligoniikleotid primerler,



- Primerlere baglanarak bunlara 3’ ucundan niikleotidleri ekleyerek sentez
yapabilecek olan Taqg DNA Polimeraz,

- Sentezde kullanilacak olan deoksiriboniikleotid trifosfatlar (ANTP’ler),

- Tag DNA Polimeraz enziminin ¢aligmasi i¢in gerekli olan tampon maddeler ve
tuzlar,

- Enzimin ¢aligmasi i¢in 6nemli bir kofaktor olan Mg+2 tuzu.

PZR 'm kesfi ile farkli amaglar icin DNA’ daki polimorfizimleri arastiran yeni
belirteg sistemleri ortaya konulmustur. Bunlardan birisi olan RAPD belirtegleri,
Williams ve ark. (1990) ve Welsh ve Mc Clelland (1990) tarafindan gelistirilen, rastgele
kisa oligoniikleotid primerler kullanilarak genomik DNA'nin uygun segmentlerinin
enzimatik amplifikasyonu olarak tanimlanmaktadir. 6—10 niikleotid uzunlugundaki
baglatict DNA primerler kullanilarak genom {izerinde 1ilgili bolgelerin DNA
amplifikasyonu gergeklestirilir. Polimorfik DNA'nin PZR tabanli ¢ogaltimi (RAPD-
PZR), bir genomik DNA {izerinde rastgele belirlenmis primerler kullanilarak, yani belli
bir hedef bolge tanim1 olmaksizin yapilmaktadir. Karsilikli iki zincir lizerine nispeten
yakin (10kb) sekilde baglanabilen primerlerle, DNA dizileri ¢ogaltilmaktadir. Biitiin bu
islemlerde primer dizayn ve PZR kosullarinin ayarlanmasi sirasinda, ¢alisilan canlinin
genomu hakkinda 6n bir DNA dizi bilgisine ihtiya¢ yoktur. RAPD-PZR bantlarinin var
olup olmamasi ya da bu bantlarin konsantrasyonlarmm farkliligi vasitasi ile
polimorfizim, monomorfizim, mutasyon ve hatta tipleri ile ilgili yorumlar
yapilabilmektedir (Atienzar ve ark., 2006).

Bantlarin ¢ogaltilip ¢ogaltilamamasi, primerlerin baglanma bdlgesine ait
DNA’daki olas1 degisikliklerin bir isaretidir. Amplifikasyon yogunluklarindaki
farliliklar ise DNA’daki genetik degisikliklerden cok epigenetik degisikliklere isaret
edebilmektedir. Biitiin bu degisikliklerin ger¢ek mahiyetinin belirlenebilmesi igin ise

DNA dizi analizi gibi ileri metodlar1 gerekmektedir (Atienzar ve ark., 2006).

RAPD-PZR metodunu anlatan Sekil 1.1°de DNA’nin, 2 no’ lu baglanma
bolgesinde olusan bir DNA degisikliginin, {iriin A’nin amplifikasyonunu nasil

engellendigi gosterilmektedir.
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Sekil 1.1: RAPD-PZR metodunun anlatima.
(http://avery.rutgers.edu/WSSP/StudentScholars/project/archives/onions/rapd.html)

RAPD-1, RAPD-2 reaksiyolar1 iki farklit RAPD reaksiyonunda, (DNA’lar1 farkli)
primerlerin baglanma durumlarina gore nasil bant profilleri olusacagini géstermektedir.

a) Oklar reaksiyona katilmis olan ayni diziye sahip primerleri ifade ediyor.

b) Oklarin yonii DNA sentez yoniinii belirlemektedir (5°—3”)

c¢) Sayilar kalip DNA’da primerlerin baglanma bolgelerini gostermektedir

1. RAPD reaksiyonunda 2 ve 5 pozisyonlarina baglanan primerler arasindaki DNA
dizisinin ¢ogaltilmasiyla iiriin A, 3 ve 6 pozisyonlarina baglanan primerler arasindaki DNA
dizisinin ¢ogaltilmasiyla iiriin B olusmaktadir.

2. RAPD reaksiyonunda sadece 3 ve 6 pozisyonlar1 arsindaki bolgedeki DNA dizisinin
cogaltilabilmesi ile iirlin B olusmaktadir.

Reaksiyon 1 ve reaksiyon 2’ ye eklenen ve baglanabilen primerlerin tiimiinden PCR
sonucu amplifikasyon elde edilemez. Elde edilebilen amplifikasyon bantlar1 agaroz jelde

goriintiillenmektedir.


http://avery.rutgers.edu/WSSP/StudentScholars/project/archives/onions/rapd.html

1.2.1 Tarihge

1985'de bilim diinyasina sunuldugundan itibaren polimeraz zincir reaksiyonu (PZR); hem
arasgtirmada hem de klinik tam uygulamalarinda yeni bir ¢igir agmistir. Bu bulusundan dolay:
Kary Mullis, 1993 yili Nobel Kimya Odiilii'ne hak kazanmustir. Yontem ABD'de Cetus
Corporation'da ¢alisan Henry A. Erlich, Kary Mullis ve Randall K. Saiki tarafindan

gelistirilmistir.

RAPD-PZR yontemi PZR temelli bir yontemdir ancak PZR yonteminin yaygin
kullaniminin aksine RAPD 1991° den 2011 yillar1 arasinda yapilan ve Web Of Science’ da
yayinlanan makalelere gore, Sekil 1.2 de gosterildigi sekliyle PZR ¢aligmalarinin ancak %10’
unu kapsamaktadir. Buradan anlasiyor ki arastirmacilar RAPD-PZR c¢aligmalarmi faydali

sekilde ve tiretken olarak kullanamamaktadirlar.

RAPD/PZR Calismalarinin Yillara Gore Sayilari

3000

2500
2000
1500

Yayin Sayisi

1000
500

1991 1983 1995 1997 1999 2001 2003 2005 2007 2009 2011

Yillar W RAPD-PZR M PZR

Sekil 1.2: . Web Of Science’ da yayinlanan makalelere gore 1991°den 2011 yilina
kadar yapilan PZR arastirmalarinin sayisal deger grafigi. . Web Of Science’ da
yayinlanan makalelere goére 1991°den 2011 yilina kadar yapilan RAPD-PZR
arastirmalarinin sayisal deger grafigi.
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Sekil 1.3: Web Of Science’ da yayinlanan makalelere gére 1991°den 2011
yilma kadar yapilan a) PZR aragtirmalari. b) RAPD-PZR arastirmalar1 toplam
sayl, basim yilina gore sayi, konu basliklarma ve dokiiman tiplerine gore
kategorize edilislerini gosteren Web Of Science sayfa goriintiisii.



1.2.2 RAPD-PZR Kullanim Alanlar

PZR temelli bir yontem olan RAPD-PZR ile yapilan ¢alismalarin Web of Science
tabanli degerlendirilmesi Sekil 1.2” de yapilmistir. Bu karsilastirilmali grafik, RAPD-
PZR’ 1 optimizasyon ve yorumlama zorunluluklar: yiiziinden, ¢ok rahat uygulanabilir

bir metot oldugu halde yayginlasamadigini gostermektedir.

RAPD yonteminin kabul gordiigii ve yaygin olarak kullanildig: alanlar Tablo 1.1’
de gosterilmistir. Yerli kaynaklar 6zellikle Tiirkiye’ de uygulanabilirligi acisindan

agirhikl olarak verilmistir.

Tablo 1.1: RAPD-PZR yonteminin yaygin olarak kullanim alanlar.

RAPD-PZR’IN KULLANIM ALANLARI: REFERANSLAR:
Genetik ¢esitlilik arastirmalarinda, (Balcioglu ve ark., 2010)
Polimorfizmin belirlenmesinde, (Bharmauria ve ark., 2009)
Soy agaci ¢ikarilmasinda (akrabalik iliskilerinde), | (Mestev ve ark., 2007)
Genetik haritalamada, (Erdem ve ark, 2007)
Genotipik farklilasmada, (Yiksekkaya ve ark., 2011)
Molekiiler taksonomide, (Babaoglu ve ark., 2004)
Zararl genlerin belirlenmesinde, (Martinez ve ark., 2006)
Cinsiyet belirteginde, (Akhan ve ark., 2005)

Organizmanin farkli doku, organ ve kisimlar1

arasinda farklhilasma ve farklilagsma kapasitesinde, (Senel, 2010)
Parmak izi belirleme ve ¢esit tanimlamada, (Cambazoglu, 2008)
Taksonomik ve filogenetik ¢aligmalarda, (El-Fadly ve ark., 2008)

Genomik kararsizliga sahip kanser hiicrelerini
bulma ile ilgili ¢calismalarda,

Bitki 1slah1 ¢aligmalarinda, (Yesbek, 2007)
Ekotoksikolojik ¢aligmalarda, (Koyuncu ve ark, 2010)

(Uzonur ve ark., 2004)

Canlilardaki genetik polimorfizm cesitligi saptamak icin cok sayida DNA
belirtecleri gelistirilmistir. PZR ile DNA c¢ogaltimmna dayali olan DNA analiz
tekniklerinin en onemlileri arasinda gelen ve diger bazi metotlar olan RAPD (Random
Amplified Polymorphic DNA; Rasgele Cogaltilmis Polimorfik DNA), RFLP
(Restriction Fragment Length Polymorphism; Restriksiyon Par¢ca Uzunluk
Polimorfizmi), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism; Cogaltilmis Parga
Uzunluk Polimorfizmi), STS (Sequence Tagged Site; Dizisi Etiketlenmis Alanlar), STR



(Short Tandem Repeats; Basit Dizi Tekrarlar1), mikrosatellit analizi ve SNP (Single
Nucleotide Polymorphism; Tek Niikleotid Polimorfizmi) (Binbas 2006)’ m Budak ve

ark., (2004), avantaj ve dezavantajlarini Tablo 1.2 karsilastirilmstir.

Tablo 1.2: Molekiiler markor tekniklerinin avantaj ve dezavantajlari.

MARKOR ADI AVANTAJLARI

Restriction Fragment
Length Polymorphis

(RFLP)

Random Amplified
Polymorphic DNA

(RAPD)

Fragment Length
Polymorphism

Amplified
(AFLP)

1zo Enzimler

. Bol genetik bilgi verir.

. Ko-dominant markor

. Yiiksek tekrarlanabilirlik

. Genomu iyi ifade eder

. Biitiin tiirlerde uygulanabilir
. DNA dizi bilgisi gerektirmez
. Guivenli

tabanl klonlama i¢in
kullanilabilir

1. Bol genetik bilgi verir.
2. Genomu iyi ifade eder.

N O LB WN

3. DNA dizi bilgisi gerektirmez.

4. Otomasyon i¢in uygun.

5. Az miktar ve orta kalitede
DNA gerektirir.

6. Radyoaktif isaretleme
gerektirmez.

7. Goreceli olarak kolay

1. Yiiksek genetik bilgi verir
2. Yiiksek polimorfizm.

3. DNA dizi bilgisi gerektirmez.

4. Biitiin tiirlerde uygulanabilir.
5. Kiicilik RFLP parcaciklar ile
calisabilir.

6. Kontig haritalar1 hazirlamaya
uygun

1. Izolasyonu, DNA
izolasyonundan kolay.

2. Biitiin tiirlerde uygulanabilir.
3. Radyoaktif isaretleme
gerektirmez.

4. DNA dizi bilgisi gerektirmez

DEZAVANTAJLARI

1. Yiiksek kalite ve miktarda
DNA gerektirir

2. RAPD’de gore zor.

3. Otomasyonu zor

4. Radyoaktif etiketleme
gerektirir.

5. Problarm klonlanmasi ve
tanimlanmasi gerekir

1. Dominant markér.

2. Diisiik tekrarlanabilirlik.
3. Karisik tiirler igin
uygulanamaz

1. Cok hassas olmasi, bant
desenlerini etkileyebilir.

2. Kararli haritalar olusturmaz.
3. Iyi segilmis primerler
gerektirir.

1. Teknigin uygulamasi zor



1.2.3 RAPD-PZR’1n Avantajlar ve Dezavantajlari

1.2.3.1 Avantajlan

PZR temelli ¢aligmalarin en biiyiik avantajlari: segicilik, duyarlilik/hassasiyetve

hiz yonleri iledir.

Bu c¢alismalarda ¢ok kiiclik miktarlardaki DNA Ornekleri veya ham, islenmemis

hiicre lizatlar1 da miikemmel kaliplar olarak is gormektedir (Olgun, 2007).

RAPD-PZR yontemi diger PZR temelli ¢alismalara gore kolay uygulanabilir ve

cok daha ucuz bir yontemdir.

RAPD-PZR ydnteminin en O6nemli avantaji ¢alisilan canlilarm DNA dizisinin
onceden bilinmesine ihtiya¢ olmamasidir. Bundan dolay1 rastgele secilen RAPD
primeri, canlinin DNA’smi1 amplifiye etmek i¢in kullanilabilir. RAPD primerleri
deneysel olarak secilebilir ve calisilan taksonlar arasinda polimorfik olan RAPD
bantlanma modelini bulmak i¢in deneysel olarak test edilebilir. RAPD yontemi tiirlerin
ayirt edilmesinde, populasyon i¢i ve populasyonlar arasi genetik c¢esitlilik tespitinde

basaril bir sekilde kullanilmistir (Kiligoglu ve Ozkog, 2008).

1.2.3.2 Dezavantajlar

Diger yontemlere gore daha kolay uygulanmasina ragmen, RAPD analizinin bazi
dezavantajlar olabilir. Ornegin standart reaksiyon kosullar1 uygulanmasina ragmen, ayn1
RAPD sablonlarmin olusturulmasit ve bunlarin giivenilirligi agisindan farkh
laboratuvarlardan elde edilen sonuglar her zaman uyumlu olmayabilir (Sharon ve ark.,
2006). Tekrarlanabilirligi diisiiktiir. Ayrica RAPD ile DNA ¢ogaltiminda, saf DNA
kalibina ihtiya¢ duyulmasi nedeniyle, karigsik numuneden istenilen 6rnegin belirlenmesi

amactyla kullanilamaz (Majer ve ark., 1996; Kiligoglu ve Ozkog, 2008).
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1.2.4 RAPD-PZR Optimizasyonuna iliskin Parametreler

RAPD-PZR, PZR temelli bir ¢calisma oldugundan birgok parametre optimizasyonu
PZR ile ayn1 parametrelerdir. Ancak primerlerin durumu ve AT ayarlanmas1 daha farkl
olmakradir. Basarili bir PZR i¢in en kritik parametre primer tasarimidir. Tiim kosullarin
uygun oldugu durumda, sadece zayif tasarlanmis bir primer PZR reaksiyonunun
calismamamsina neden olabilir. Primer sekansi iirliniin gen iizerindeki pozisyonunu ve
gen uzunlugu, erime sicakligi ve nihayetinde PZR verimi dahil pek ¢ok parametreyi
etkiler. Zayif tasarlanmis bir primer, iiriin olusumunu bastiracak bigimde rakip olabilen
primer-dimer olusumu ve/veya 6zel olmayan amplifikasyon sonucu ¢ok az veya hig

tirtin iiretilmemesine neden olabilir (Querci ve ark., 2010).

Primer Secimi

. Primer uzunlugu
. Specifity (Ozgiinliik)
. Erime Sicaklig1 (Tp)

. Primer Dizilerinin Eslenik Olusturma Potansiyeli
. G/C igerigi
. 3’-ucu

Bu parametrelerden asagida belirtilenleri RAPD-PZR optimizasyonuna yonemlik
calismamizda daha detayli degerlendirildigi i¢in bu bolimde daha genis bilgiye yer

verilmistir.
a. Primer uzunlugu

PZR hassasiyeti, baglanma sicaklig1 ve baglanma siiresi primer uzunluguna bagl
oldugundan bu parametre basarili bir PZR i¢in ¢ok 6nemlidir. Genel olarak, baglanma
sicakligr uygun oldugunda 18 ve 24 bazlik oligoniikleotidler belli bir sekansla 6zel
olarak baglanirlar. Primer uzunlugu ayni zamanda baglanma verimi azalir. Her
basamakta daha az ana molekiil pirmerle baglandigindan c¢ogaltilan iirlinde Onemli

derecede azalmaya neden olur.

Uygulama 6zellikle gerekmedikge, primerler ¢ok kisa olmamalidir. Amag¢ uygun

baglanma sicakligina sahip bir primer tasarlanmaktir. Baglanma sicakligi ile erime
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sicaklig1 arasindaki baglanti1 PZR’nin kara kutularindan biridir. Genel kural baglanma

sicakligini erime sicakligindan 5°C daha diisiik olarak kullanmaktir.
b. Specifity (Ozgiinliik)

Primer hassasiyeti, primer uzunluguna baglhdir. 24 bazlik oligo sekanslar1 15
bazlik oligo sekanslarindan daha hassastir. Primer kismi olarak ¢ogaltilacak hedef DNA
icinde 6zgiin bir sekans tasityacak bi¢cimde tasarlanmalidir. Tekrarlanan sekanslar igceren
primer ile genomic DNA ¢ogaltilmasi bulaniklik ile sonu¢lanacaktir (birden fazla {iriin
tiirl)). Taq polimeraz genis bir sicaklik araliinda aktif oldugu icin primer uzamasi
disik baglanma sicakliklarinda meydana gelebilir. Sicaklik c¢ok diisiik oldugunda
pirmer ile 6zgiin olmayan sicaklik gergeklesebilir. Eger 3* ucunda kisa da olsa homoloji

varsa polimeraz bu noktadan ¢alismaya devam eder.
C. Erime Sicakhgi (Tr)

Hedef/bdlge yonlii PZR reaksiyonunda kullanilan her iki oligoniikleotid primerde
benzer erime sicakliklarma sahip olacak sekilde tasarlanmalidir. Eger primerler Tm
nedeni ile yanlis baglanirsa, amplifikasyon daha az verimli olacaktir.diisiik sicaklikta
Tm’ye sahip primer yiiksek sicaklikta, yiiksek sicaklikta Tm’ye sahip primer diisiik

sicaklikta calismayacaktir.

Hyperchromic adim & Erime Sicakligi (Tr) ve Primer Baglanma Sicakligi (AT)

Annealing
temperatures

Relative absorbance at
260nm

Erime Sicakhg:

40 50 60 70 80 90
Sicaklik(°C)

Sekil 1.4: AT ve Ty, degerlerinin iligkisinin grafiksel gosterimi.
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Oligolarin erime sicakligi en yakin yakin komsu termodinamik hesaplamalari

kullanilarak hesaplanabilir.

TmP™": AH[AS+R In(c/4)]-273,15°C+16,6l0g10[K ']
Primer tasarimi yazilim paketleri kullanilarak yapilabilir. Bu degerin iyi ¢alisan
yaklagik hesabi (genellikle 18-24 baz araliginda oligolar i¢in) asagidaki formiil

kullanilabilir.

Tm = 4x (#C+4G) + 2x (#A+#T) °C

Genel olarak, 100-600 bg. arasindaki triinler PZR reaksiyonlarinda etkili olarak

cagaltilabilir. Eger kusku varsa iirlinlin Tm’I asagidaki formiil ile hesaplanmalidir.

Tm: 81,5+16,6(log10[K']+0,41(%G/C)-675/uzunluk

d. Primer Dizilerinin Eslenik Olusturma Potansiyeli

Primerler 3 bazdan daha fazla i¢ primer homolojisine sahip omayacak sekilde
dizayn edilmelidir.primer kendi i¢inde homolojiye sahip olursa, “snap back” veya
“hairpin” (sag¢ tokasi) tabir ed,len, primerin homolog sekanslar1 sebebiyle kendi iizerine
katlanarak ¢ift zincir olusturmasi goriilebilir. Bu da primerin hedef DNA’ya
baglanmasini etkileyecektir. Diger bir tehlike primer aras1 homolojidir. IKi pirmerin orta
boliimiindeki kismi homoloji hibridizasyonu engelleyebilir. Eger homoloji primerlerden
birinin 3° ucuna karsilik geliyorsa primer-dimerleri (birbirine baglanmmis iki pirmer
molekiilii) olusur. Bu da elde etmek istenen iirlinle yarigacagi ic¢in istenilen {iriiniin

olugmasini engelleyecektir.
e. G/C igerigi

Primerlerin baz kompozisyonu %45 ile %55 arasinda GC tasiyacak sekilde
olmalidir. Primer sekansi 6zel olmayan baglantilar1 arttiracagi poliG ve poliC uzamalari
olmayacak sekilde secilmelidir. Primer-hedef kompleksinde gevsemeye yol agacak
poliA ve poliT uzantilarindan da kagmilmaldir. Bu amplifikasyonun verimini
diisiirebilir. Polipirimidin (T,C) ve polipurin (A,G) uzantilarindan da kaginilmahdir.
Ideal olarak bir primer %50 GC igerigi tasiyyan 20 bg. uzunlugunda niikleotidlerin

rastgele karigimina sahipitir. Bu yap1 erime sicakligi Tm’yi 56-62°C’lik aralikta tutar.
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f. 3’- ucu

3’ terminal pozisyonu yanlis baglanmay1 control i¢in ¢ok dnemlidir. Primerlerin
3’ ucuna G ve C bazlarmin eklenmesidir. Bu GC kiskaci1 G/C niikleotidlerinin daha
kuvvetli hidrojen baglarla baglanmasi1 nedeni ile 3’ ucun sonuna dogru baglanmay1
garanti eder. Bu ayn1 zamanda primer-hedef kopleksinde gevsemelere bagli olarak
reaksiyon hizinin yavaglamasinin Oniine gecerek sure kaybini azaltir ve reaksiyon

arttirnr.

1.2.5 RAPD Konulu Optimizasyon Calismalarinin Degerlendirilmesi

RAPD-PZR yontemi tekrarl olarak yapilamamasindan dolay1 cok ciddi elestiriler
almaktadir. Bu sebepten optimizasyona yonelik ¢ok caligmalar yapilsa da ¢ok basarili
sonuglar ve yaygin kullanimi destekleyici alt yap1 olusturulmamistir. Metodun kesfi ile
baglayan siire¢ icerisinde metodun sikintilarmi giderecek ydnde optimizasyon
caligmalar1 erken donemde baslamistir. Williams ve Welsh makalelerle 1992 yilinda
yapilan ¢alismada, metodun ¢ok uzun siirebilmesi dezavantaji ortadan kalkmasi amagli
optimizasyonla 5 saatlik RAPD-RZR protokolii 2,5 saate indirilmistir (Yu ve Paul,
1992). Bu optimizasyonlarin ¢ogunlugu; belli bir tiir tizerinden (Shalin ve ark., 2007;
Harini ve ark., 2008), belli bir metodoloji (Harini ve ark., 2008), belli bir PZR Kkiti
(Harini ve ark., 2008; Das ve ark., 2009) ve belli farkliliklarin veya benzerligin
gosterilmesi ve PZR’ de kimyasallarin etkilerinin gosterilmesi ve kimyasal etkinin DNA
istiinde gosterimi kullanilan (Butovskaya ve ark., 2007; Butovskaya ve ark., 2009;
Cambiera ve ark. 2010; Alpsoy ve ark., 2010) yoniinden ¢ok kapsamli olmayan
calismalardir (Shalin ve ark., 2007).

1.2.6 RAPD-PZR’ da Primer Baglanma Sicakhg (AT)

Primer Baglanma Sicakliginin (AT), RAPD profilleri iizerinde ¢ok biiyiik etkisi
vardr. RAPD metodundaki geleneksel olarak diisik AT (34-38°C) kullanimi
maksimum sayida primer baglanabilmesi destekleyen, ancak gercek olmayan
amplikasyonlar1 deneylerin tekrarlanabilirliginin olmasmi beraberinde getirir. Bu

sebepten sartlarin zorlagtirilmas: AT yiikseltilerek amplikasyon tiriinlerinin daha kararh
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olmasiyla sonuglanacaktir. Bu durum PZR ve RAPD-PZR’ de bilinen ve uygulanan bir
optimizasyon seklidir (Atienzar ve ark., 2006; Rychlik ve ark., 1990).

Her ne kadar standart olarak diisitk AT (34-38°C) Williams’ 1n da dnerdigi sekilde
yaygin olarak kullanilsa da 2000 yilli itibar1 ile HAT-RAPD yontemini ve 48°C iizeri

AT kullanilmasinin avantajli oldugunu ortaya koyan galismalar yapilmistir (Atienzar ve
ark., 2000; Anuntalabhochai ve ark.,2000; Wangspaa ve ark., 2005).

Daha sonra arastirmacilarin kimileri ytiksek sicaklikta, kimileri diisiik sicaklikta
calisarak, herhangi bir farkli optimizasyonuna gitmeksizin, RAPD c¢aligmalarini

tamamlamislardir (Sripalwit ve ark., 2007).

En dogru uygulama sekillerden biri ise calisilan canli ve yapilmasi istenilen
tespite yonelik her PZR parametresi agisindan ve dolayisi ile de AT optimizasyonu da
yapilmistir. Burada elde edilen sonuglar ise, o laboratuar i¢in kullanilan malzeme ve

sartlarla sinirhdir (Padmalatha ve ark., 2006; VVural ve Dageri, 2009).

1.2.7 RAPD-PZR’ da DNA Kalitesi ve Konsantrasyonu

DNA’ nin saflig1 ve konsantrasyonu, basarili bir PZR i¢in ¢ok énemlidir. Kirletici
baska makro molekiillerin olmasi1 ve olasi PZR inhibit6rii olan kirleticiler; temiz giizel

ve teshise yonelik RAPD profili eldesini zorlastirmaktadir.

Amplikasyonun yogun ve saf olmayan bir DNA kullanim1 baslangi¢ adimlarinda,
primer ve genomik DNA dizisinin uygun sekilde de baglantisini zorlastiracagi igin, eger
DNA uygun sekilde piirifiye edilmediyse, saflastirilmadiysa, PZR reaksiyonu ¢ok
olumsuz bir sekilde sonuglanacaktir. Bu durumda DNA’nin izolasyon asamasidaKki
metotlar, kimyasallar ve hazir kitlerle ilgili optimizasyonlar ¢ok 6nemlidir. Ancak bu
tarz calismalar da ¢ok az sayidadir ve tabi ki kullanilmakta olan her tip DNA i¢in ayr1
olarak diisiiniilmesi gerekir (Atienzar ve ark., 2006; Padmalatha ve ark., 2006; Vural ve
Dageri, 2009).

DNA konsantrasyonu da tekrarlanabilirlik, genomik profil eldesi agisindan ¢ok
onemli kontrol edilmesi gereken bir parametredir. Atienzar’ in RAPD ile alakali review

calismasinda PZR reaksiyonlarmin tekrarlanabilirligini teyit icin deneylerin her zaman
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iki farkli konsatrasyon ile yapilmasimin ve bunlar i¢inde teklif edilen degerlerin 5-20ng
oldugu soylenmistir. (Padmalatha ve ark., 2006) aslinda en optimal araligin 0.05-100ng

olsa da uygulanabilirligi agisindan 5-20ng uygulanilmasini 6nermektedir.



BOLUM 2

MATERYAL ve METOD

2.1 Materyal

2.1.1 Cahsmada Kullanilan DNA Ornekleri

Calismamizda kullandigimiz 6rnek DNA’lar daha 6nceki ¢alismalar kapsaminda
DNA izolasyonlar1 yapilmis ve konsantrasyon tayinleri Tablo 2.1’ de bilgileri verilen

arsiv Ornekleridir.

Tablo 2.1: Calismamizda kullanilan ve daha 6nceki ¢alismalar kapsaminda izole edilen
DNA o6rneklerine ait bilgiler.

Ornegin DNA Konsantrasyonu

Alndig1 Canh: Kod: Doku: (ng/mL): Aqiklama:

. , CCl; ‘e maruz kalmus

Insan DNA’s1 | Tox 11 Kan 20,6 pg/mL lenfosit hiicre kiiltiirii
Normal kontrol (higbir

Insan DNA’s1 | Tox 12 Kan 5,25 pg/mL seye maruz kalmamis)

lenfosit hiicre kultiuru

Sparus auratus | 1-SAl Bobrek | 54,1 pg/mL Bodrum Sonbaharda

Tutuldu
Sparus auratus | 2-SAl Bobrek | 220 pg/mL Bodrum Kisda Tutuldu
Kok 23,7 pg/mL Mersin'd
. .. . ersi daen
Urtica dioica uUD-8 Govde 0,010 pg/mL ilkbaharda topland:
Yaprak | 23,7 pg/mL
Kok 10,8 pg/mL Tokat® d
. _ ” okat’ dan
Urtica dioica uD-9 Govde 4,65 pg/mL flkbaharda toplands

Yaprak | 32,7 pg/mL

17
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2.1.2 RAPD-PZR Cihaz ve Sarflan
i. Cihazlar:

Tablo 2.2: RAPD-PZR denemeleri yapilirken kullanilan cihazlar.

Termal Dongii Cihazi (Gradyan) TC-512(UK), TECHNE

Santrifiij Mikro 22, Hettich

Derin Dondurucu BEKO

Buzdolab1 Philips, (+4°C, -20°C)

Elektroforez Mupid-One

Transliminator GelDoc 2000, Bio-Rad

Hassas Terazi Scaltec SPB 54, Sartorius,

Pipetler Electron Corporation CH57666-4500,
Thermo,

Pipet Uglar1 (Sarflar) BT brand barrier tips, Neptune

Isitic WiseStir Wisd Laboratory

Instruments MSH- 20A

2.1.3 RAPD-PZR’ da Kullanmilan Kimyasal ve Primerler

Kimyasal:

e Fermentas DreamTag™ PZR Mastermix (2X)

Polimeraz Zincir Reaksiyonu icin gerekli DNA Polimeraz enzimi (hot start),
tampon ¢ozelti, MgCl, ve dNTP’leri ig¢eren formiilasyona sahip soliisyondur.

Calismamizda RAPD-PZR protokoliinde kullanilmstir.

Primerler:

RAPD-PZR yontemi i¢in kullanilan10 bg¢. uzunlugundaki primerler ve ilgili
bilgiler Tablo 2.3” deki gibidir.

Primerlerin T, ve GC(%) degerlerini bulabilmek i¢in, siirekli giincellenen NCBI

veri tabani1 pirimer-blast programi kullanilmistir.



Tablo 2.3: Calismada kullanilan 10 bg.’lik oligoniikleotid primerler, Tm ve GC

(%) degerleri. (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast)

Primer
OPA-08
OPA-09
OPA-14
OPA-18
OPB-01
OPB-05
OPB-06
OPB-07
OPB-08
OPB-10
OPB-11
OPB-12
OPB-17
OPB-18
OPB-20

Sekans (5'->3")
GTGACGTAGG
GGGTAACGCC
TCTGTGCTGG
AGGTGACCGT
GTTTCGCTCC
TGCGCCCTTC
TGCTCTGCCC
GGTGACGCAG
GTCCACACGG
CTGCTGGGAC
GTAGACCCGT
CCTTGACGCA
AGGGAACGAG
CCACAGCAGT
GGACCCTTAC

Uzunluk
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10
10

Tm
24.27
29.70
26.71
28.14
26.79
33.27
31.40
30.85
29.83
28.61
25.03
28.68
25.47
27.28
22.06

GC (%)
60
70
60
60
60
70
70
70
70
70
60
60
60
60
60

2.1.4 Jel Elektroforezi ve Goriintiileme Cihazi, Kimyasal ve Sarflan

o Goriintiileme Cihazi
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Elektroforezde (10 volt/cm’de) yiiriitiillen DNA’lar1 goriintiilemek igin bir UV 151k

kaynag1 kullanilmaktadir. Fotograflar Geldoc 2000 sistemi ile ¢ekilmistir.

. Jel Elektroforez Kimvasal ve Sarflar

i. Agaroz

Sigma, Prona marka agarozlar kullanilmistir.

ii. 10X TBE Tampon Cozeltisi

Her litre igin 108 g Tris base, 55 g Borik Asit, 40 ml 0.5M EDTA (pH 8.0)

dH,0O’da ¢6ziilmiistiir.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast
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iii. 6X Yiikleme Bovasi
0.5 mM Tris-HCI (pH 7.6), % 0.03 bromofenol mavi, % 0.03 xylene cyanol FF, %
60 gliserol, 1 mM EDTA.

iv. GeneRuler™ 100 bp DNA Olcii Standardi
100 - 1000 bp. 6l¢ii arahiginda (100 pl, 0.5 pg/ul), 10 mM Tris-HCI (pH 7.6), 1
mM EDTA.

be.
s LD (10 ngfal)
-— 1.000 (10 Nngfsl)
- 800 (10 ngul)
— 800 (10 ngfpil)
— 500 (20 ngfpal)
— 400 {10 ngil)
—_— 300 (10 ngfl)
—' 200 {10 ngfal)
— O (10 ngspl)

2.0% agarose gel

Sekil 2.1: DNA 6l¢ii standardi band boy karsiliklari.

v. SafeView™ DNA Boyasi
SafeView™, agaroz jel goriintiilemede ssDNA (tek zincirli DNA), dsDNA (¢ift

zincirli DNA) ve RNA tespit etmeye yarayan yeni ve giivenli niikleik asit boyasidir.
Etidyumbromiir (EtBr) yerine kullanilabilecek, karsinojenik olmayan, daha hassas yeni
bir goriintiileme boyasidir. SafeView™ agaroz jel goriintilemede baglandigi niikleik

asitten (ssDNA, dsDNA, RNA) yesil floresan 151k yayilmasini saglar.
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2.2 Metod

2.2.1 DNA Orneklerinin Kalitatif ve Kantitatif Degerlendirmesi

Qubit™ Fluorometer ve Quant-iT™ analiz kitleri kullanilarak daha Onceki
caligmalarda kullanilan DNA orneklerinin kantitatif degerlendirmeleri teyit edilmistir,

kalitatif degerlendirmeler de %1°’lik agoroz jel elektroforezi yapilmistir.

2.2.2 RAPD-PZR Optimizasyonlar Stratejisi

Calismamizda Dbasarili RAPD-PZR sonuglar1 igin hangi parametrelerin
optimizasyonunun yapilmasi gerektigi netlestirilmistir. Atienzar’ in RAPD ile alakali
review ¢alismasina gore Tablo 2.4 deki parametrelerden, uygun primerlerin, daha sonra
bu primerlere gore AT’ lerin belirlenmesi, daha sonra DNA konsantrasyon

parametrelerin 6nceki listeye eklenmesi yapilmistir.

Bu ¢aligmada 3 farkli grup 6rnek ile ¢alisilmstir.

- Birinci grup 6rnegimiz; insan lenfosit kan kiiltiir 6rneginde ayni kisinin CCly’ e
maruz kalmis DNA’s1 ile kontrol DNA’smin farkliliklarini gosteren grup (Kimyasallara

maruziyetin DNA istiindeki etkisi, genotoksisite caligmalari igin).

- ikinci grup drnegimiz, iki farkli Sparus auratus (Cupra) drneginin bobrek doku
DNA’smin farkliliginin gosterildigi (Cevresel toksikoloji, ekotoksikoloji ve genetik,

epigenetik etkilerin hayvanlar agisindan degerlendirmesi igin).

- Ugiincii grup 6rnegimiz ise; Urtica dioica (Isirgan Otu) bitkisinin 2 farkh
bdlgeden toplanan 2 6rnegin kok, govde ve yaprak DNA’smin farkliliklarini gostermeye
yoneliktir (Taksonomi, sistematik, ¢evresel toksikoloji, ekotoksikoloji ve genetik,

epigenetik etkilerin bitkiler agisindan degerlendirmesi igin).

Bu 6rnekler kullanilarak primerlerin baglanma sicakliklarinin 6nemi ve kullanilan

DNA’larin konsantrasyondaki rolii gdsterilmistir.
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Gradyanl kalite ve miktarlarini optimizasyonlardaki PZR cihazu kullanilmistir.
Bu sayede degisik sicakliktaki kuyucuklar ile bir deney asamasinda birden farkli

sicaklik denemesi yapilabilinmistir.

Tablo 2.4: Yiiksek primer baglanma sicakliginda iyi kalitede RAPD iiriin profilleri
iretmek i¢in gereken optimizasyon sarlarinin tablosu (Atienzar ve ark., 2006).

HAT RAPD-PZR parametreleri Optimizasyon sartlan
Primer baglanma sicakligi (AT) 50-54 °C (50)
Mg™" konsantrasyonu 3-6 mM (3)
dNTP konsantrasyonu 0.33-0.44 mM (0.33)
Primer konsatrasyonu (10-mer) 1.0-4.0 uM (2.0)
Taq DNA polimerazin birimleri 2.0-3.0U (2.0)
DNA miktar1 0.005-100 ng (1-2)
0 .
e o e TS o
Bovin serum albumin 2.5 g
1. dongii: 95 °C’de 4 dak., 39. dongii:
Sicaklik dongii kosullar: 95°C°de 1 dak., 50 °C’de 1 dak., 74
°C’de 1 dak.,

2.2.2.1 Primer Secimi

2006 yilinda yaymlanan Atienzar’ in RAPD ile alakali review c¢alismasindaki
cesitli canlilarda iyi ¢alisan ve daha 6nce yapilan ¢alismalarimizda teyit edilen primerler
secilerek, calismara baslanmistir. {lk asamada OPAS, OPB5, OPB6, OPB7, OPB18 VE
OPB20 primerleri daha sonra OPA9, OPA14, OPA18, OPB1, OPB8, OPB10, OPB11,
OPBI12 ve OPB17 primerleri kullanilmistir. Primer deneleri yapilirken Tablo 2.5¢ deki
genel protokole uygun RAPD-PZR yapilmistir ve Tablo 2.6°da bilesenler belirtilen

hacimlerde kullanilmustir.



Tablo 2.5: RAPD-PZR kosullari.

Basamak

Ik Denatiirasyon
Denatiirasyon
Baglanma
Uzama
Sonlanma

Sicakhik (°C)
94
95
36
72
72

Tablo 2.6: RAPD-PZR bilesenleri

RAPD-PZR Bilesenleri

DreamTag™ PCR Mastermix(2X)

Primer (12,5 uM)
Ornek DNA’s1

Taq DNA Polimeraz (ekstra)(Fermentas)

ddH,0
Toplam hacim

2.2.2.2 Gradyanh RAPD-PZR
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Siire Dongii Sayisi
5 dakika 1
30 saniye
30 saniye 40
20 saniye
5 dakika 1
Son Hacim
12.5 ul
4.0 ul
0.5 ul
0.1 ul
7.9 ul
25 ul

Primer denemelerin sonucunda c¢alisan primerlerin  yani sira calismayan

primerlerin tespiti gradyanli RAPD-PZR’ da sicaklik ayarlamasi yapilarak yapilmustir.

Gradyan PZR’ de 12 siitun arasinda Tablo 2.7 ‘de ki gibi 5 sicaklik derecesi se¢ilmis ve

Tablo 2.8” de gosterilen prosediire uygun PZR yapilmaistir.

Tablo 2.7: Calismamizda gradyanli RAPD-PZR yapilirken segilen sicaklik

degerleri.

Sicakhk:
1. Sicaklik
2. Sicaklik
3. Sicaklik
4. Sicaklik
5. Sicaklik

Derece:
34,6 °C
38,2°C
42,4 °C
46,3 °C
50,3 °C

Kuyucuk
2. Kuyucuk
4. Kuyucuk
7. Kuyucuk
9. Kuyucuk
12. Kuyucuk
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Sekil 2.2° de oldugu gibi normal prosediirden farkli olarak baglanma derecesi

36°C’ den 42 °C’ ye cikarilmis ve gradient araligi 20 °C’dir.

Tablo 2.8: Gradyanli RAPD-PZR kosullari.

Basamak Sicakhk (°C) | Siire Dongii Sayis1
[k Denatiirasyon 94 5 dakika 1
Denatiirasyon 95 30 saniye

Baglanma 36.6-42-50.3 | 30 saniye 40
Uzama 72 1 dakika

Sonlanma 72 1 dakika 1

Gradyan RAPD-PZR yapilirken ayarlanacak sicaklik blogun ortasindaki siralar
icin gereken sicaklik olmalidir. Sekil 2.2’ de oldugu gibi gradyan, blogun iki ucu
arasindaki Ornekler arasindaki degisimin dagilimidir; cihazin 6n yiiziine gore sol alt

bolimii en soguk, sag list boliimii en sicak kisim olmaktadir.

Sol el tarafi Blogun ortasi Sag el tarafi
o
S 60°C En yuksek sicaklik
[
O
= o
a 55°C I Ayarlanan sicaklk
k o
©
! ©
e
I O
o
k 50°C Endustk sicaklk

1 2 345678 91011 12

Sutunlar

Sekil 2.2: Gradyanlt RAPD-PZR cihazi blogunun sicaklik dagilimi.

Orneklerimiz i¢in ¢ogu zaman; 20°C gradyan ile blok ortasi sicaklik 42°C ‘ye
ayarlandiginda en disiik sicaklik 30°C ve en yiiksek sicaklik 50°C seklinde bir
ayarlama Sekil 2.3’ e gore yapilmistur.



Gradient Calculator
Temperature 42 Gradient 20°c
34.6°C 38,2°C 42,4°C  46,3°C 50.3°C
Gradient g :
e Print Exit
Temperature

Sekil 2.3: Gradyan hesaplanmasini gosterimi.
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96 kuyucuklu tabak (Sekil 2.4) kullandigimizda, A’ den H’ ye kadar sicaklik her

siitun boyunca 8 &rnek i¢in aymidir. A srasinda 1. ve 12. Ornekler arasinda verilen

gradyan dogrultusunda bir sicaklik artis1 olacaktir.

Ayni1 primerleri ayni sicaklikta farkli canli tiirlerinde kullanabiliriz.

e
—

COOO00O0COR
QOOO00O0OER
000000ee]
QOO0O00O00 R
COO0O00O0COR
0/000/0.0/00]
@000000e]
00@00.00e]
COO0O0000OE
QOOO00O00 =

QOOO0O0O00
OQO000000R

Sekil 2.4: 96’1k PZR tabagi.
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2.2.2.3 Primer Baglanma Derecesi Denemeleri Sistematigi

On primer segimi sonrasinda, primer baglanma derecelerini termal déngii cihazi
(gradyan) RAPD-PZR Tablo 2.7’ de gosterildigi gibi sicaklik ayarlanmasi yapilarak
deneyler yapilmustir.

Primer AT optimizasyon denemelerinde ¢alismayan primelerin gradyanli PZR’ de

calismaya basladigi AT’ ler belirlenmistir.

2.2.2.4 DNA Konsantrasyon Denemeleri Sistematigi

Primer denemeleri ve primer baglanma sicakliklari, optimizasyonlar1 ve uygun
AT tespiti sonrasinda Tablo 2.1” deki 6rnekler ile 1/1000 pl, 1/100 pl, 1/10 pl, 1 pl, 2 pl
ve 3 ul seyreltme ve konsantrasyonlarinda Tablo 2.5’deki prosediir ille RAPD-PZR
yapilmistir.

2.2.2.5 Farkh Doku ve Canh Denemeleri Sistematigi

Optimizasyon calismamizda, AT ve konsantrasyon denelerinde oOnceki
calismalarda kullanilan, insan DNA’s1 (Tox11 ve Tox12), balik DNA’s1 (Sparus
auratus — 1-SA1 ve 2-SAl1) ve bitki DNA’st (Urtica dioica — UD8 ve UD?9)

kullanilmastir.

2.2.3 Jel Elektroforezi, Goriintiileme ve Dokiimantasyon

° Agaroz Jel Hazirlanmasi ve Jel Elektroforezi

PZR iiriinlerin incelenebilmesi i¢in % 2’lik agaroz jel hazirlanir. Bunun i¢in 2 g
Agaroz 100 ml 1XTBE konsantrasyonunda tampon ¢ozeltisi igerisinde ¢oziniir ve
manyetik karistirict ile beraber 1sitici yardimiyla homojen halde erimesi saglanir.
Hazirlanan soliisyon kaynama derecesine geldiginde 1siticidan alinir ve 65-70 °C’ ye
sogumas1 beklenir. Birka¢ dakika sonra ig¢ine 12,5 pl/100 ml konsantrasyonunda
SafeView floresan boyasi karistirilir. SafeView floresan boyast DNA bazlar1 arasina
girebilen ve bu sayede DNA’yr UV 15181 altinda gorebilmemizi saglayan, bilinen
kanserojenik ve mutajenik boyalara gore insan sagligi agisindan giivenli oldugu iddia

edilen bir boyadir.
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Sicaklig1 65-70 °C’ ye diisiiriilen jel hazirlanan kaliba dokiiliir ve sogumasi
beklenir. Soguma sirasinda dokiilen kalibin seklini alan jele, yerlestirilen tarak
sayesinde orneklerin yiiklenebilecegi 2022 kuyu agilmasi saglanmustir. Ornekler bu
kuyulara yiikleme tamponu ile karigtirilarak yiliklenir. Bu tampon &rneklerin
yiiklenebilmesini, 6rneklerin yiiriimesinin takibini yapabilmemizi saglarken, hem de

yerine gore bir ¢esit standart boy markorii gibi kullanilmaktadir.

Yiriitme islemi 10 v/cm’ de Ornekler uygun sekilde gozlenene kadar yapilir.
Orneklerin gdzlenmesi icin Gel Doc 2000 cihazindan ve cihazin UV illiiminatdriinden
faydalanilmis ve yine ayni cihazin UV filtreli fotograf makinesi ile sonuglarin

dokiimantasyonu yapilmstir.



BOLUM 3

BULGULAR

3.1  DNA Orneklerinin Kalitatif ve Kantitatif Degerlendirme Bulgular

3.1.1 DNA Orneklerinin Kalitatif Degerlendirme Bulgulari

Onceki ¢alismalar sirasinda izole edilmis DNA 6rneklerinin (Sekil 3.1) Tox®,
Tox12, Sakarya, P10 ve P11 adl 6rnekler Kalitatif bir degerlendirme i¢in %1’ lika garoz
jelde yiiriitiilmesi yapilmis ve ilgili goriintiiden deneyin diger asamasinda kullanilabilir

olugu disiiniilen belirgin ve keskin bant verenler belirlenmistir.

Sekil 3.1: Calisilmas: diisiiniilen DNA 6rneklerinin %2’lik agaroz
jel ile kalitatif degerlendirme fotografi.
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3.1.2 DNA Orneklerinin Kantitatif Degerlendirme Bulgular

Caligilan 6rneklerin Qubit florometrik 6l¢iim sonuglar: Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1: Calisilan DNA’larin, ait olduklar1 canlilar ve kodlar1 ve
DNA o6rneklerinin Qubit florometrik konsantrasyon olglimleri.

Ornek Ad: (K);Zilﬁk POk Eglréantrasyonu:
Insan DNA’s1 Tox 11 Kan 20.6 pg/mL
Insan DNA’s1 Tox 12 Kan 5.25 pg/mL
Sparus auratus | 1-SA1l Bobrek 54.1 pg/mL
Sparus auratus | 2-SA1l Bobrek 220 pg/mL
Kok 23.7 ug/mL
Urtica dioica uUD-8 Govde 0.010 pg/mL
Yaprak 23.7 pg/mL
Kok 10.8 pg/mL
Urtica dioica uD-9 Govde 4.65 pg/mL
Yaprak 32.7 pg/mL

3.2  DNA Orneklerinde RAPD-PZR Uygunlugu Acisindan Primer
Tarama Bulgulan

RAPD-PZR yontemi, ayn1 canlinin DNA’sin1 farkli maruziyetler agisindan
degerlendirmek i¢in siklikla kullanilmaktadir; yapilan bu deneylerle ayni kisinin
belli doz kimyasala maruz lenfosit kan kiiltiir hiicre DNA’s1 (Tox 11) ve maruz
kalmamis kontrol DNA’sinin (Tox12) birbirinden farklilasan motiflerini
yakalayabilmek icin gereken optimizasyonlarin yapilacagi her iki 6rnek i¢in de

cevap veren primerlerin ilk etapta belirlenmesi sonuglaridir.

Calismaya baslanirken Tox11 ve Tox12 drnekleri, Atienzar’ m RAPD ile
alakali review ¢alismasinda kullanilan OPAS, OPB5, OPB6, OPB7, OPB18 VE
OPB20 primerleri kullanilarak RAPD-PZR’si yapilmistir. RAPD-PZR sonucu
Sekil 3.2a’ de gosterildigi gibidir.

Bu primerler, Atienzar’ mn RAPD ile alakali review c¢aligmasinda

belirlendigi gibi bir¢ok canlida iyi sonug¢ vermislerdir bu sebepten daha az 6n



30

deneme yaparak hedef primerler secilmis tekrarli ve teyit edilmis primerlerden

rastgele kalmadan baslanmstir.

Her iki 6rnekte de ¢alis primerler OPAS, OPB5’dir. OPB7 ve OPB20
yalnizca Tox11 i¢in ¢aligsa da en giizel an Tox12 i¢in ¢aligmamistir. OPB6 ise

her iki drnek icin calismamustir. Bu ilk denemeler 42°C AT’ de yapilmistir.

Sekil 3.2a: Toxll ve Toxl12 ornekleri ile OPA8, OPB5,0PB6,
OPB7,0PB18 ve OPB20 primerleri kullanilarak yapilan RAPD-PZR
sonuglari. 11k kuyu (M) boy markériinii gostermektedir.

Onceden belirledigimiz primerlere ilave olarak, DNA calisma ekibimizin

daha Once c¢alismalarinda kullanilan OPA9, OPA14, OPA18, OPB1, OPBS,
OPBI10, OPBI11, OPB12 ve OPB17 primerleri kullanilmistir.

Her iki 6rnek igin 42°C AT’ da ¢alisan primerler OPA9, OPBI1, OPBS,
OPBI11, OPB12 ve OPB17 dir. Caligmayan primerler ise OPA14, OPA18 ve
OPBI10 dir (Sekil 3.3b).
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Sekil 3.3b: Tox11 ve Tox12 ornekleri ile OPA9, OPA14, OPA1S,
OPB1, OPB8, OPB10, OPB11, OPB12 ve OPB17 primerleri
kullanilarak yapilan RAPD-PZR sonuglari. Ik kuyu (M) boy
markoriinii gostermektedir.

3.3  Gradyan PZR’1ile Primer Baglanma Derecesi Optimizasyon
Bulgulan

3.3.1 insan DNA’s1 ile

Tox11 ve Tox12 oérnekleriyle 36°C yapilan primer denemelerinde bazi
primerler ¢alismamistir. Yani bant profili gozlenmemistir (Sekil 3.2 — 3.3).
Bunun devaminda Gradyan RAPD-PZR yapilarak ¢aligmayan primerlerin farkli
AT’de calisma durumlarinin tespiti yapilmistir. Sekil 3.4 — 3.10 bu deneme
sonuglarini ilgili primeler ve ilk AT 36°C denemesi karsilastirilmal olarak

gostermektedir. Sekiller deney yapilis sirasindadir.

Sekil 3.4, 3.5, 3.8°de 3.6, 3.7, 3.9 a, b diye gosterilen kiiciik kisimlar c’de
AT gradyan calismasi yapilan primerlerin 36°C AT ilk deneme derecesini
gosterirken Sekil 3.6, 3.7 ve 3.9°daki a,b,c kiiciik pencereleri d seklindeki

siralara tekabiil eden primerlerin AT gradyan sonuglarini gostermektedir.
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Sekil 3.4: Tox11 ve Tox12 ornekleri ile OPA9 ve OPBL1 primerleri gradyan
AT calismas1 primeri kullanilarak normal prosediirde yapilan RAPD-PZR
amplifikasyon sonucunu gosteren %2’lik agaroz jel fotografi. ik kuyu (M)
boya markdriinii, son kuyu (B) DNA’s1z negatif kontrol.
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Ikinci deneme OPB6 ve OPBS ile yapilmis olup OPB6 normal prosediirlii
PZR’de ¢alismazken gradyan PZR de 50°C’ de galismustir.

c)

Sekil 3.5: Toxll ve Tox12 ornekleri ile OPB6 ve OPB8 primerleri
gradyan AT c¢alismasi primeri kullanilarak normal prosediirde yapilan
RAPD-PZR amplifikasyon sonucunu gosteren %2’lik agaroz jel fotografi.
Ik kuyu (M) boya markériinii, son kuyu (B) DNA’siz negatif kontrol.
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Ucgiincii deneme OPA18, OPB5 ve OPB7 ile yapilmistir. POA18 normal
prosediir PZR’ de calismazken gradienli PZR’ nin diisik derecelerinde
calismistir. OPBS ise Tox12 6rneginde normal prosediirde ¢calismazken gradienli

PZR’ de calismustir.

0) d)

Sekil 3.6: Tox11 ve Tox12 ornekleri ile OPA18, OPB5 VE OPB7
primerleri gradyan AT ¢alismasi primeri kullanilarak normal
prosediirde yapilan RAPD-PZR amplifikasyon sonucunu gdsteren
%?2’lik agaroz jel fotografi. ilk kuyu (M) boya markériinii, son kuyu (B)
DNA’s1z negatif kontrol.
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Dordiincii denemede OPB10, OPB11 ve OPB12, Toxll ve ToxI12
ornekleri ile denenmistir. OPB10 normal prosediirde ¢alismazken gradyan PZR’
nin yiiksek derecesi 50°C hari¢ ¢aligmustir.

C) » )

Sekil 3.7: Tox11 ve Tox12 ornekleri ile OPB10, OPB11 VE OPB12
primerleri gradyan AT caligmasi1 primeri kullanilarak normal prosediirde
yapilan RAPD-PZR amplifikasyon sonucunu gosteren %?2’lik agaroz jel
fotografi. Ik kuyu (M) boya markériinii, son kuyu (B) DNA’s1z negatif
kontrol.
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Besinci deneme Tox11 ve Tox12 ornekleri ile OPAS ve OPA14 primeri
kullanilarak gradyan PZR yapilmustir.

) : c)

Sekil 3.8: Tox11 ve Tox12 ornekleri ile OPA8, OPA14 primerleri gradyan
AT caligsmasi primeri kullanilarak normal prosediirde yapilan RAPD-PZR
amplifikasyon sonucunu gosteren %2’lik agaroz jel fotografi. i1k kuyu (M)
boya markdriinii, son kuyu (B) DNA’s1z negatif kontrol.



37

o d)

Sekil 3.9: Toxl1 ve Tox12 o6rnekleri ile OPB17, OPB18 ve OPB20
primerleri gradyan AT c¢alismasi primeri kullanilarak normal prosediirde
yapilan RAPD-PZR amplifikasyon sonucunu gdsteren %?2’lik agaroz jel
fotografi. Ilk kuyu (M) boya markériinii, son kuyu (B) DNA’s1z negatif
kontrol.
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3.3.2 Balik (Sparus auratus ) doku DNA’s1 ile

Iki farkli Sparus auratus orneginin (1-SAl ve 2-SAl) bdbrek doku
DNA’s1 ile OPAS,OPA9 ve OPBS5 primerlerinin gradyan AT deneme sonuglar1
Sekil 3.11 — 3.12°de verilmistir.

Sekil 3.10: 1-SA1 ve 2-SA1l oOrnekleri OPA8 ve OPA9 primeri
kullanilarak yapilan gradyan RAPD-PZR amplifikasyon sonuglarini
gosteren %?2’lik agaroz jel fotografi. 1-SALl ve 2-SAl orneklerinin
belirtilen pirmere, hangi sicaklikta ¢alisip calismadigini gostermek. Ilk
kuyu (M) boy markoriinii, son kuyu (B) DNA’s1z negatif kontrol.

Sekil 3.11: 1-SAl1 ve 2-SAl Ornekleri OPBS primeri kullanilarak
yapilan gradyan RAPD-PZR amplifikasyon sonuglarini gésteren %2’lik
agaroz jel fotografi. 1-SAL ve 2-SA1 Orneklerinin belirtilen pirmere,
hangi sicakhkta calisip calismadigini gostermek. Ik kuyu (M) boy
markoriini, son kuyu (B) DNA’s1z negatif kontrol.
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3.4  RAPD-PZR ile DNA Konsantrasyon Farkhhk Etkilerini Gostermeye
ait Bulgulan

Primer OPAS8 ile Tox11 ve Tox12 DNA’lar1 arasindaki farkliligi en iyi
gosteren AT olarak seg¢ilmisti (Sekil 3.9). Bu grup DNA konsantrasyonu etkisi
degerlendirme denememizde Tox1l ve Tozl2 DNA’larinin 1/10, 1/100 ve
1/1000 pl dHO seyreltileri ve daha 6nce ¢alisan konsantrasyonlarini x2 ve x3
katlar1 ¢aligmig ve elde edilen profillerdeki degisim sekli Sekil 3.12°de

gosterilmistir.

Sekil 3.12: Tox11 ve Tox12 ornekleri OPA8 primeri kullanilarak,
1/1000p1, 1/100pl, 1/10 pl, 1pl, 2pl ve 3pl konsatrasyon ile yapilan
RAPD-PZR amplifikasyon sonuglarini gosteren %2’lik agaroz jel
fotografi. Tox11 ve Tox12 &rneklerinin belirtilen pirmerde, konsantrasyon
farkma gore ¢ahsip calismadigim gostermek. {1k kuyu (M) boy markériinii
ornegini gostermektedir.

= N
EEaaessEsS

b)

Sekil 3.13: a) OPA8 primeri kullanilarak, 1/100ul ve 1ul Tox11 DNA’s1
ile X8tekrarli yapilan RAPD-PZR amplifikasyon sonucunu gosteren
%?2’lik agaroz jel fotografi. b) Ayni deneyin Tox12 DNA’s1 ile sonuglart.
Ik kuyular (M) boy markériinii, son kuyu negatif kontrol &rnegini
gostermektedir.



40

DNA konsantrasyonunun RAPD-PZR deneyler de tekrarlanabilir sonuglar
vermesi ile ilgili denemelerde aynt DNA’lar1 tamamen ayni sartlarda verdigi

degisik profiller gdzlenmektedir.

DNA konsantrasyon farkliliklart kaynakli RAPD-PZR profillerini tespit
icin iki farkli Sparus auratus baliginin bobrek doku DNA’s1 ¢caligsma sonuglari da
OPAS ve OPA9 primerleri ile Sekil 3.14’de verilmistir.

Sekil 3.14: 1-SAl ve 2-SA1 o6rnekleri OPA8 ve OPA9 primerleri
kullanilarak, 1/1000ul, 1/100ul, 1/10 pl, 1upl, 2ul ve 3pl
konsatrasyon ile yapilan RAPD-PZR amplifikasyon sonuglarmni
gosteren %?2’lik agaroz jel fotografi. 1-SA1 ve 2-SAL 6rneklerinin
belirtilen pirmerde, konsantrasyon farkina gore calisip ¢alismadigini
gostermek. 11k kuyu (M) boya markériinii drnegini gdstermektedir.

DNA konsantrasyonunun RAPD-PZR deneylerindeki tekrarlanabilirligi
tizerine etkisini gosteren 2 baligin bobrek doku DNA’larmm 1/100 pl ve 1ul
koyularak x8 tekrarli yapilan (OPAS) sonuglar1 Sekil 3.15°de verilmistir.



Sekil 3.15: a) OPA8 primeri kullanilarak, 1/100ul ve 1ul 1-SAl
DNA’s1 ile X8’li yapilan RAPD-PZR amplifikasyon sonucunu gosteren
%2’lik agaroz jel fotografi. b) Ayni deneyin 2-SA1 DNA’s1 ile
sonuglar. ilk kuyular (M) boy markériinii, son kuyu negatif kontrol
ornegini gostermektedir.

Farkli primer (OPA) ile ayni tip deney sonuglarinin gdsterilmesi

Sekil 3.16: a) OPA9 primeri kullanilarak, 1/100pul ve Ipl 1-SAl
DNA’s1 ile X8’li yapilan RAPD-PZR amplifikasyon sonucunu gosteren
%?2’lik agaroz jel fotografi. b) Ayni deneyin 2-SAl DNA’s1 ile
sonuglari. Ik kuyular (M) boy markériinii, son kuyu negatif kontrol
Ornegini gostermektedir.

41
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Sekil 3.17: 1-SAl ve 2-SA1l ornekleri OPBS5 primeri kullanilarak,
1/1000ul, 1/100ul, 1/10 pl, 1pl, 2ul ve 3ul konsatrasyon ile yapilan
RAPD-PZR amplifikasyon sonuglarin1 gosteren %?2’lik agaroz jel
fotografi. 1-SA1 ve 2-SAl o6rneklerinin belirtilen pirmerde, konsantrasyon
farkina gore cahsip c¢alismadigini gostermek. Ik kuyu (M) boya
markoriinii 6rnegini gostermektedir.
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3.5 Farkh DNA Konsantrasyonlarinin Degisik AT’lerde Etkisini
Gosteren Sonuclar

1-SA1 ve 2-SAl o6rnek DNA’larinin  belirtilen pirmere ve
konsantrasyonlarda degisen AT lara gore ne sekilde galistigi i¢in yapilan ¢alisma

sonuclar1 Sekil 3.18° de verilmistir.gdstermek.

Sekil 3.18: 1-SAl ve 2-SA1 ornekleri OPBS primeri kullanilarak, 1/100ul
ve lpl konsatrasyonalar ile yapilan gradyan RAPD-PZR amplifikasyon
sonuclarmi gosteren %?2’lik agaroz jel fotografi. 1-SAl ve 2-SAl
orneklerinin belirtilen pirmerde, konsantrasyon farkini degisen sicaklik
derecelerine gore c¢alisip calismadigmi gdstermek. ik kuyu (M) boya
markoriinii 6rnegini gostermektedir.



3.6

Primer AT’larina Gore AT Optimizasyon Bulgulan

Sekil 3.19: Tox12 6rnegi OPBS primeri kullanilarak yapilan gradyanli
x3 tekrarl RAPD-PZR amplifikasyon sonuglarini gosteren %2’lik
agaroz jel fotografi. Ik kuyular (M) boya markériinii, son kuyu negatif
kontrol 6rnegini gdstermektedir.

Sekil 3.20: Tox12 ornegi OPB11 primeri kullanilarak yapilan
gradyanli x3 tekrarli RAPD-PZR amplifikasyon sonuglarini gosteren
%2’lik agaroz jel fotografi. ilk kuyular (M) boya markériinii, son
kuyu negatif kontrol 6rnegini gostermektedir.
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Sekil 3.21: Tox12 o6rnegi OPBI11 primeri kullanilarak yapilan
gradyanli x3 tekrarl RAPD-PZR amplifikasyon sonuglarini
gosteren %2’lik agaroz jel fotografi. Ik kuyular (M) boya
markoriinii, son kuyu negatif kontrol 6rnegini gostermektedir.
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3.7  Gradyanh RAPD-PZR ile Ayni Tiire Ait Farkli/Benzer Doku
Karsilastirmalar

Sekil 3.22: UD-8 ve UD-9 ornekleri ile OPBI12 primeri
kullanilarak yapilan gradyanli RAPD-PZR ile ayni tiire ait
farkli/benzer doku karsilastrmalar1 amplifikasyon sonuglarini
gosteren %2’lik agaroz jel fotografi. Ik kuyular (M) boya
markoriinii, son kuyu negatif kontrol 6rnegini géstermektedir.
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BOLUM 4

TARTISMA

SCI (Science Citation Index) kapsaminda yaptigimiz bir arastirmada 39 000’e
yaklasan PZR baslikli calismanin yaninda veya i¢inde yer alan sadece 3800 RAPD-PZR
baslikli ¢alisma oldugunu gordiik. Bu tespit RAPD-PZR gibi ¢ok farkli uygulamalarda
kullanilabilen, ¢cok az ekipman ve ucuz bir bedel karsilig1 bol veri iiretilebilecek bir
metodun ne gibi sebeplerden bu derece geri planda kaldiginin arastirilmasini
gerektirmektedir. Ustelik yapilan yaymlarin ¢ogunlugunun da impact faktorii diisiik
(<2.0) dergilerde yer almasi da ikinci 6nemli bir tespit olup yaptigimiz bu tez ¢alismasi

ile sebepleri biraz olsun netlestirilmistir (Aydin ve ark., 2004).

RAPD-PZR yontemi maalesef cogu arastirmacinin sadece adma bakarak hiikiim
verdigi bir metod olarak tarihe ge¢cmistir diyebiliriz, en biiyiik dezavantaji random yani
rastgele manasina gelen basharfinden kaynaklanmaktadir. Metodu sadece teorik bilgi
kapsaminda degerlendiren bir¢ok arastirmaci maalesef son derece yiizeysel ve sekilci
yaklasarak sadece adinda yer alan rastgele kelimesine dayanarak metodu “tu kaka” hale
getirmektedirler. Rastgele kelimesindeki rastgelelik ¢ok komik ve bilimsel dogruluktan
uzak sekillerle ifade bulmaktadir. Primerlerin rastgele baglanmasi, rastgele bolgeleri
cogaltmasi ve neredeyse yapilan ¢alismanin rastgele olmasma kadar degisik ve yanlis
rastgele acilimlar1 vardir. Bazen bizzat arastrmayi yapan arastirmacilar bile ne
yaptiklarint bilmez bir sekilde bu yanlis rastgele ifadelerini kullanmislardir ve metodu
yanlis ifade etmenin yani sira hakkini da veremedikleri i¢in hak ettigi yeri bulmasina
engel olmuglardir. Aslinda rastgele olan sadece primerlerin baglangi¢ asamasinda hedef
bir bdlgeye yonelik degil de hazir dizayn edilmis bir grup primer i¢inden rastgele bir
secimle baslaniyor olmasidir. Bunun sebebi de ¢ogu zaman ¢alisilan canlinin genom

dizisine dair ya hi¢bir 6n bilginin olmayis1 ya da ¢cok az ve yetersiz bilgilerin olusudur.
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Bu metod aslinda boyle bir 6n dizi bilgisi gerektirmeden arastirmacilarm bir
canlinin molekiiler derinliklerine gidebilmesini saglamasi agisindan essizdir. Metod
optimizasyonlar1 sirasinda Ozellikle ¢alisilmasi gereken parametreler primer segimi,
primer baglanma derecesi (AT), DNA konsantrasyonu’ dur, ancak bunlar da ¢ogu
caligma icin gercekten asli ihtiyaclar ve durum tespiti yapilmadan, optimizasyon degil
de tamamen ezberci yaklagimlarla giinii kurtarmak yonelisli sekillerde sabitlenmis ve
calisgiimigtir. Cilinkii 6yle ya da boyle bu yontem cok verimli niceliksel ve niteliksel
sonuglara dondiiriilebilir. Her ne kadar bu sonucglar ¢ogu zaman gercek anlamda bir sey
ifade etmese de istatiksel birtakim degerlendirmelere cevrilebilecek veri yogunlugu
icinde arastirmaci bir sey iirettigini diisiinerek tatmin olur, tabi ¢ogu zaman bu kuru veri
kalabalig1 ile ilgili yayinlar alt1 dolu olmadig1 ve ne ise hizmet ettigi bilinmeyen bir
halde oldugu i¢in impact faktorii yiiksek dergilerce kabul gormez, bu da metodun tercih
edilmeyen bir metoda doniismesine sebep olur. Bu tiir haksizliklar metodu hakkiyla
degerlendirmeye calisan az sayida bilim adaminin da 6niinii kapamaktadir ¢iinkii bir¢cok
dergi editorii bu tarz bir metodu Onyargilarla kapsam ve faaliyet alanlar1 disina ¢oktan
almistir ve daha ilk degerlendirmede bu metodu kullanma red sebebi olmaktadir. Primer
tayin asamasi bir¢ok yaymda sanki denenen primer sayisinin ¢ok olmasi isi bilimsel
acidan daha degerli kiliyor gibi lanse edilmekte hatta ¢ogu hakem bu tiir bir zihniyeti
yayin asamasinda bir cesit kabul goren kritere doniistiirmektedir. Oysaki denenen
primer sayisinin ¢oklugu degil bu primerlerle elde edilen profillerin bize ne gostermesi
ile ilgili dogru kararm verilmesidir 6nemli olan, bazen tek bir primer de sizin aradiginiz
profili daha ilk denemenizde verebilir. Ama ¢ogu bilim adami yanlis ve Onyargili
yonlendirmelerle hi¢ gerek yokken yiizlerce primer denemesi yapmakta ve bunlar i¢inde
en uygun profili (en ¢ok bant olusturan) veren ve tekrarli veren gibi yayinlarin ¢cogunda
kabul gormiis ifadelerle c¢alismalarinin devaminda kullanacaklar1 primere/primerlere
karar vermektedirler. Bu arada her primerin aslinda uygun bir baglanma 1sis1
optimizasyonu ile gostermek istedikleri her seyi gosterebilecegini, hatta hicbirsey
gostermedigini diisiindiikleri ve ilk etapta eledikleri primerlerin aslinda uygun AT’ lerde
cok sey gosterebilecegini yaptigimiz bu calismada ortaya koyduk. Yine calisilan
DNA’nin konsantrasyonunun optimizasyonunun da caligmada gdsterilmek istenilenin
ne oldugu dogrultusunda ¢ok onemli oldugu ve gerekirse konsantrasyon degistirilerek
gosterilmek istenen degisiklerin ve korunmusluklarin ayni primer ve DNA Ornegi ile

gosterilebilecegi yine ¢calismamizda ispatlanmistir.
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Tm ve AT arasindaki gegisle ilgili literatiirde belirsizlikler tagimaktadir. Bu
konuya yonelik optimizasyon ¢aligmalar1 yapilmakla beraber, yetersizdir. Bu durum
genel olarak PZR c¢alismalar1 ig¢inde zorlanilan, ancak gradient olarak sicaklik
ayarlanabilirligi PZR cihazlarinda 6nlenebilecek bir durumdur (Rychlik ve ark.,1990).
AT’ nin ¢ok disiik olmasi 6zglin olmayan ve istenmeyen DNA fragmanlarmin
cogaltilmasina sebep oluyor ve agoroz jellerde ¢ok fazla sayida bant seklinde
gostermektedir. RAPD-PZR i¢in bu sekilde fazla bantlasma ¢ogu zaman bir avantaj gibi
degerlendirilse de bu bantlarin ¢ogunlugu gercek bir primer temlate baglantisi ile

gerceklesmemektedir.

RAPD konulu optimizasyon ¢alismalarinin AT agisindan degerlendirdigimizde, J.
Welsh ve M.McClelland, ayni1 derginin ayni sayisinda farkli ¢calismalar: ile bagimsiz
olarak genomik parmakizi ¢alismalarinda rastgele primer dizileri kullanilarak RAPD
metodolojisini ortaya koymuslardir (Williams ve ark.,1990). RAPD-PZR nin adinin
konuldugu bu calisma 1990 yilinda yapilmis, gecen 21 sene bu konudaki ¢aligmalarin
gercekten net bir AT ilgili bilgi birikimi olusturmadigini ve gercekten bu durumun yol
gosterme sekliyle bile dogru sekilde tartisilmadigini bu tez sirasinda yaptigimiz literatiir

degerlendirmeleri ortaya koymustur.

Literatiir arastirmalarinin sonucunda RAPD-PZR konulu calismalarda AT 36
derece sabit tutularak;

- Farkli cinslerin ikili sekilde farkl tiirlerini gosteren profillerde,

- Farkli bireylerini farkli bir primer ile gosteren profillerde,

- Bakteri tilirlerinin ayn1 primer ile gésteren profillerde,

- Primer dizilimindeki her bir baz degisikliginin iki farkli tiir DNA’sinda ortaya
cikarttig1 farklilasmayi tespite yonelik profiller de,

- 3> ucundan primerler kisaltilarak yapilarak, primer uzunlugunun olusan RAPD-
PZR profillerindeki gidisat gosteren prifillerde,

- Primer G+C igerigi miktarma gore ¢ikan sonuglar degerlendirilmesinde G+C
icerinin %0 ile 100/100 oldugu primer dizayni ¢alismalar1 sekilde gosterilen prifillerde

calismalar yapilmistir.

1992 yilinda yapilan bagka bir ¢alismada ise; yine AT 36 derecede sabit tutularak,

denaturasyon zamanina, primer/DNA baglanma zamanina, primer ve G+C igeriklerine,
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DNA uzama siiresine ve PCR dongii sayisina yonelik optimizasyonlar yapilmistir (Yu
ve Paul, 1992).

1999°dan itibaren birkac¢ grup arastirmact HAT-RAPD adi altinda veya yeni bir
terminolojiye gitmeden yeni bir yaklagimla daha kararli ve 6zgiin RAPD bantlar1 elde
etmek icin daha zor sartlarda primer baglanmasinin saglanmasmin gerekliliginden yola
cikarak 48 derece ve tistii AT ’lerde RAPD yapmuglardir, bu da baska bir takim kabuldiir
ve bazen c¢alismakla birlikte diger AT derece kabuliinden ¢ok daha anlamli ve
optimizasyonlar acisindan faydali degildir (Atienzar ve ark., 2006). Arastirmaci yaptigi
cok cesitli RAPD-PCR temelli ¢alismasinda RAPDin durumunu ¢ok iyi kavramis ve bu
konuda 2006 yilinda kapsamli bir degerlendirme makalesi ¢ikartmistir. Bu review
makalede yiiksek AT sicakliginda (50-54) iyi kalitede RAPD profilleri elde etmek igin
gerekli olan optimize sartlarin1 degerlendirmistir. Ancak bu tabi ki cokga tarafgir

tamamen kendi HAT-PCR ¢alismalarindaki basarilar1 odakli bir degerlendirmedir.

2009 yilinda yapilan bagka bir c¢alismada ise, bir parazitin gesitli tiirlerini
belirlemede kullanimina yonelik bir uygulamada yiiksek AT de, 48 derecede kabuliiyle
calisilmistir (Wongsawada ve ark., 2009).

2011 yilinda yapilan calismalarda ise, bir optimizasyona gidilmeksizin &nceki
calismalarin 15181indan gidilerek AT 32 dereceden baglayarak 40 dereceye kadar farkl
farkli ¢aligmalar yapilmistir (Dhakshanamoorthy ve ark., 2011; Giiltekin ve ark., 2011;
Lee ve ark. 2011; Kesaria ve Rangan, 2011; Prasanthi ve ark., 2011; Raturi ve ark.,
2011; Reginensi ve ark., 2011; Sarmast ve ark., 2011; Sharmaa ve ark., 2011; Zhou ve
ark., 2011).



SONUC ve ONERILER

RAPD c¢alismalarina 1s1 gradyanli bir PZR ile baglamak ve AT optimizasyonu ve
konsantrasyon optimizasyonlar1 yapmak caligmalarin dogru sekillendirilmesi
acgisindan ¢ok onemlidir.
Iyi bir RAPD calismas icin 1s1 gradyan ozelli§i gdsteren PZR cihazi gok
gereklidir.
Gradyanli PZR cihazi, her tiirlii parametrenin 6zellikle AT’ a bagli degisimlerini
gostermek ve ¢alisma agisindan en uyumlu kosullar1 olusturacaktir.
RAPD ile ¢ok farkli pencereler agarak genom degerlendirmeleri yapilabilir,
bunun farkinda olmak ve gradyanli PZR c¢aligmalar1 ile yapilabilecek
optimizasyonlar1 dogru degerlendirmek ¢ok 6nemlidir.
Bir gradyan blogunda A dan H’a

o Ayni derecede farkli PZR bilesenleri,

o Farkli primerler

o Farkli canli ayn1 primerler

o Ayni canli farkl bireyler

o Aym1 DNA farkli konsantrasyonlar ve daha bir¢ok parametre

optimizasyonu uygun AT ler i¢in yapilabilir.

Biitiin bu denemeler i¢in multichannel ve multistep pipet kullanim1 ¢ok avantajh
olacaktir.
Biitiin bu triinlerin uygun bir jel diizeninde gosterilmesi de ¢ok anlamli olacagi
icin sonuglar1 en giizel sekilde gorebilmek ve gdsterebilmek icin ¢ok detayli

diistiinmek ve deney organizasyonu yapmak gereklidir.
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