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ÖZET 

 

RAPD-PZR yöntemi DNA değiĢikliklerini çeĢitli açılardan tespitte 1990‟dan beri 

kullanılan moleküler bir tekniktir. Birçok avantajı olan ve genomik dizileri bilmeden de 

sadece kısa rastgele dizayn edilmiĢ primerler kullanılarak elde edilen DNA parmak 

izlerinin doğru Ģekilde analiz edilmesi esasına dayalı çok verimli, ucuz bir metottur. 

Ancak PZR parametrelerinin bu tür çalıĢmaların sağlıklı yürütülmesi için optimizasyonu 

çok önemlidir. Hem deneylerin tekrarlanabilirliği, hem güvenilirliği açısından özellikle 

DNA konsantrasyonu ve primer bağlanma sıcaklığı (AT: Annealing Temperature) ile 

ilgili optimizasyonlar çok önemlidir. Ancak literatürde bilgimiz dahilinde deneysel 

olarak bu parametrelerle ilgili kapsamlı bir çalıĢma mevcut değildir. Bütün 

araĢtırmacılar bu tip optimizasyonların farkında olduklarını bildirseler de metodun 

optimizasyonu ile ilgili bu tür genel bir araĢtırma yapmaksızın çalıĢtıkları canlı sistemin 

deneysel optimizasyonuna yönelik çalıĢmıĢlardır. Bu eksikliklerden yola çıkarak 

metodun geliĢtirilmesinde çeĢitli canlı ve dokuların DNA‟sında var olan ya da sonradan 

oluĢmuĢ DNA değiĢikliklerini tespit ederken, primer AT ve DNA 

konsantrasyonlarındaki değiĢikliklerin etkisinin gösterilmesi ısı gradyan PZR cihazı 

kullanılarak yapılmıĢtır. Isı gradyanlı sistem sayesinde 96 örnek kapasiteli PZR bloğu 

ve uyumlu tabak yardımıyla RAPD-PZR yönteminde hem primer bağlanma derecesinin, 
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hem de DNA konsantrasyonlarının her çalıĢmanın amaç ve kapsamı doğrultusunda çok 

ciddi bir Ģekilde optimizasyonunun Ģart olduğu aksinin, yani varolan optize edilmiĢ ve 

RAPD-PCR kullanıcıları tarafından kabul görmüĢ optimize Ģartlarla çalıĢmanın hatalı 

sonuçlar verebileceği gösterilmiĢtir. ÇalıĢmamız sonuçları açısından bundan sonra 

yapılacak RAPD-PZR çalıĢmaları için ciddi bir prosedüral katkıda bulunmuĢtur. 

 

Anahtar Kelimeler: RAPD-PCR optimizasyonu, ısı gradyanlı PZR, primer bağlanma 

sıcaklığı, 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
o
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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BÖLÜM 1 

 

GĠRĠġ 

 

1.1 Amaç ve Kapsam 

 

RAPD-PZR yöntemi DNA değiĢikliklerini çeĢitli açılardan tespitte 1990‟dan beri 

kullanılan moleküler bir tekniktir. Birçok avantajı olan ve genomik dizileri bilmeden de 

sadece kısa rastgele dizayn edilmiĢ primerler kullanılarak elde edilen DNA parmak 

izlerinin doğru Ģekilde analiz edilmesi esasına dayalı çok verimli, ucuz bir metottur. 

Ancak PZR parametrelerinin bu tür çalıĢmaların sağlıklı yürütülmesi için optimizasyonu 

çok önemlidir. Hem deneylerin tekrarlanabilirliği, hem güvenilirliği açısından özellikle 

DNA konsantrasyonu ve primer bağlanma sıcaklığı (AT: Annealing Temperature) ile 

ilgili optimizasyonlar çok önemlidir. Ancak literatürde bilgimiz dahilinde deneysel 

olarak bu parametrelerle ilgili kapsamlı bir çalıĢma mevcut değildir. Bütün 

araĢtırmacılar bu tip optimizasyonların farkında olduklarını bildirseler de metodun 

optimizasyonu ile ilgili bu tür genel bir araĢtırma yapmaksızın çalıĢtıkları canlı sistemin 

deneysel optimizasyonuna yönelik çalıĢmıĢlardır. Bu eksikliklerden yola çıkarak 

metodun geliĢtirilmesinde çeĢitli canlı ve dokuların DNA‟sında var olan ya da sonradan 

oluĢmuĢ DNA değiĢikliklerini tespit ederken, primer AT ve DNA 

konsantrasyonlarındaki değiĢikliklerin etkisinin gösterilmesi ve bu gösterimler 

çerçevesinde yapılacak optimizasyonlara yönelik bir çalıĢma amaçlanarak, 

planlanmıĢtır. 

 

Bu tür optimizasyon çalıĢmarı birçok farklı çalıĢmanın altyapısı için son derece 

önemlidir. Bu sebeple yapılan her optimizasyon denemesinin detaylı anlatımı yapılarak 

metodun doğru ve en verimli Ģekilde kullanılabilmesi düĢünülmüĢtür. 
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1.2 PZR ve RAPD-PZR Yöntemi 

 

PZR, bir çeĢit "in vitro klonlama" tekniğidir. PZR, DNA‟nın iki zincirinin yüksek 

sıcaklık ile birbirinden ayrılması (denaturation=denatürasyon), daha sonra sentetik 

oligonükleotidlerin hedef DNA‟ya bağlanması (annealing=bağlanma), ve son olarak 

zincirin uzaması (extension=uzama) (çift iplikçikli DNA‟ların sentezi) ile bu siklusların 

belirli sayıda (25-60 kez) tekrarlanması esasına dayanır. Bu üç basamak 

(denatürasyon/bağlanma/uzama) bir PZR siklusunu oluĢturur. Her basamak farklı 

sıcaklıklarda gerçekleĢtirilir (Sırasıyla 94-98°C; 37-65°C; 72°C). PZR tekniği tek veya 

çift iplikçikli DNA‟yı ya da RNA‟yı hedef olarak kullanabilir. 

 

PZR yaygın olarak tıbbi ve biyolojik araĢtırma laboratuvarlarında kalıtsal 

hastalıkların teĢhisi, genetik parmak izlerinin oluĢturulması, babalık testi, bulaĢıcı 

hastalıkların teĢhisi, genlerin klonlanması gibi değiĢik konularda yaygın bir Ģekilde 

kullanılmaktadır. 

 

Bu teknikle, bir DNA hedefini 2
30

 tane çoğaltmak mümkündür. Yöntemin temeli, 

çoğaltılmak istenen DNA bölgesinin iki ucuna özgü, bu bölgelerdeki baz dizilerini 

tamamlayıcı bir çift sentetik oligonükleotid primer (20 bç.) kullanılarak, bu iki primer 

ile sınırlandırılan DNA bölgesinin enzimatik olarak sentezlenmesine dayanır. 

 

PZR tekniği, çok az miktarda örnekten DNA ile çalıĢmaya olanak sağlamaktadır. 

Laboratuvar tanısında çok büyük bir hız ve kesinlik kazanılmıĢ; birçok durumda 

radyoaktivite kullanımı gereksiz hale gelmiĢtir. Thermus aquaticus‟dan elde edilen Taq 

DNA Polimerazın kullanılmaya baĢlanması ve gerekli olan reaksiyon bileĢenleri içeren 

tek bir tüp içerisinde, reaksiyonu gerçekleĢtiren, basit ve kendi kendine çalıĢan 

“Thermalcycler" denilen cihazın geliĢtirilmesiyle PZR‟da çok büyük geliĢmeler 

olmuĢtur. Taq DNA Polimeraz ile sentezlenen ürünlerin uzunlukları yaklaĢık 10 kb 

kadar olabilmektedir (Erlich ve ark., 1991). 

 

PZR tekniğinin uygulanabilmesi için, bir thermalcyclera yerleĢtirilen reaksiyon 

tüpünde cihazda temel olarak aĢağıda sıralanan bileĢenler olmalıdır: 

- Çoğaltılacak (amplifiye edilecek) olan kalıp DNA, 

- Bu DNA‟da çoğaltılması planlanan bölgenin iki ucundaki (5‟→3‟) DNA dizisini 

özgül olarak tanıyıp bağlanacak olan oligonükleotid primerler, 
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- Primerlere bağlanarak bunlara 3‟ ucundan nükleotidleri ekleyerek sentez 

yapabilecek olan Taq DNA Polimeraz, 

- Sentezde kullanılacak olan deoksiribonükleotid trifosfatlar (dNTP‟ler), 

- Taq DNA Polimeraz enziminin çalıĢması için gerekli olan tampon maddeler ve 

tuzlar, 

- Enzimin çalıĢması için önemli bir kofaktör olan Mg
+2

 tuzu. 

 

PZR 'ın keĢfi ile farklı amaçlar için DNA‟ daki polimorfizimleri araĢtıran yeni 

belirteç sistemleri ortaya konulmuĢtur. Bunlardan birisi olan RAPD belirteçleri, 

Williams ve ark. (1990) ve Welsh ve Mc Clelland (1990) tarafından geliĢtirilen, rastgele 

kısa oligonükleotid primerler kullanılarak genomik DNA'nın uygun segmentlerinin 

enzimatik amplifikasyonu olarak tanımlanmaktadır. 6–10 nükleotid uzunluğundaki 

baĢlatıcı DNA primerler kullanılarak genom üzerinde ilgili bölgelerin DNA 

amplifikasyonu gerçekleĢtirilir. Polimorfik DNA'nın PZR tabanlı çoğaltımı (RAPD-

PZR), bir genomik DNA üzerinde rastgele belirlenmiĢ primerler kullanılarak, yani belli 

bir hedef bölge tanımı olmaksızın yapılmaktadır. KarĢılıklı iki zincir üzerine nispeten 

yakın (10kb) Ģekilde bağlanabilen primerlerle, DNA dizileri çoğaltılmaktadır. Bütün bu 

iĢlemlerde primer dizayn ve PZR koĢullarının ayarlanması sırasında, çalıĢılan canlının 

genomu hakkında ön bir DNA dizi bilgisine ihtiyaç yoktur. RAPD-PZR bantlarının var 

olup olmaması ya da bu bantların konsantrasyonlarının farklılığı vasıtası ile 

polimorfizim, monomorfizim, mutasyon ve hatta tipleri ile ilgili yorumlar 

yapılabilmektedir (Atienzar ve ark., 2006). 

 

Bantların çoğaltılıp çoğaltılamaması, primerlerin bağlanma bölgesine ait 

DNA‟daki olası değiĢikliklerin bir iĢaretidir. Amplifikasyon yoğunluklarındaki 

farlılıklar ise DNA‟daki genetik değiĢikliklerden çok epigenetik değiĢikliklere iĢaret 

edebilmektedir. Bütün bu değiĢikliklerin gerçek mahiyetinin belirlenebilmesi  için ise 

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

 

RAPD-PZR metodunu anlatan ġekil 1.1‟de DNA‟nın, 2 no‟ lu bağlanma 

bölgesinde oluĢan bir DNA değiĢikliğinin, ürün A‟nın amplifikasyonunu nasıl 

engellendiği gösterilmektedir. 
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ġekil 1.1: RAPD-PZR metodunun anlatımı. 
 

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

RAPD-1, RAPD-2 reaksiyoları iki farklı RAPD reaksiyonunda, (DNA‟ları farklı) 

primerlerin bağlanma durumlarına göre nasıl bant profilleri oluĢacağını göstermektedir. 

a) Oklar reaksiyona katılmıĢ olan aynı diziye sahip primerleri ifade ediyor. 

b) Okların yönü DNA sentez yönünü belirlemektedir (5‟→3‟) 

c) Sayılar kalıp DNA‟da primerlerin bağlanma bölgelerini göstermektedir 

1. RAPD reaksiyonunda 2 ve 5 pozisyonlarına bağlanan primerler arasındaki DNA 

dizisinin çoğaltılmasıyla ürün A, 3 ve 6 pozisyonlarına bağlanan primerler arasındaki DNA 

dizisinin çoğaltılmasıyla ürün B oluĢmaktadır. 

2. RAPD reaksiyonunda sadece 3 ve 6 pozisyonları arsındaki bölgedeki DNA dizisinin 

çoğaltılabilmesi ile ürün B oluĢmaktadır. 

Reaksiyon 1 ve reaksiyon 2‟ ye eklenen ve bağlanabilen primerlerin tümünden PCR 

sonucu amplifikasyon elde edilemez. Elde edilebilen amplifikasyon bantları agaroz jelde 

görüntülenmektedir. 

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

 

1985'de bilim dünyasına sunulduğundan itibaren polimeraz zincir reaksiyonu (PZR); hem 

araĢtırmada hem de klinik tanı uygulamalarında yeni bir çığır açmıĢtır. Bu buluĢundan dolayı 

Kary Mullis, 1993 yılı Nobel Kimya Ödülü‟ne hak kazanmıĢtır. Yöntem ABD'de Cetus 

Corporation'da çalıĢan Henry A. Erlich, Kary Mullis ve Randall K. Saiki tarafından 

geliĢtirilmiĢtir. 

 

RAPD-PZR yöntemi PZR temelli bir yöntemdir ancak PZR yönteminin yaygın 

kullanımının aksine RAPD 1991‟ den 2011 yılları arasında yapılan ve Web Of Science‟ da 

yayınlanan makalelere göre, ġekil 1.2‟ de gösterildiği Ģekliyle PZR çalıĢmalarının ancak %10‟ 

unu kapsamaktadır. Buradan anlaĢıyor ki araĢtırmacılar RAPD-PZR çalıĢmalarını faydalı 

Ģekilde ve üretken olarak kullanamamaktadırlar. 

 

 

ġekil 1.2: bb Web Of Science‟ da yayınlanan makalelere göre 1991‟den 2011 yılına 

kadar yapılan PZR araĢtırmalarının sayısal değer grafiği. aa Web Of Science‟ da 

yayınlanan makalelere göre 1991‟den 2011 yılına kadar yapılan RAPD-PZR 

araĢtırmalarının sayısal değer grafiği.  
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a) 

 
b) 

ġekil 1.3: Web Of Science‟ da yayınlanan makalelere göre 1991‟den 2011 

yılına kadar yapılan a) PZR araĢtırmaları. b) RAPD-PZR araĢtırmaları toplam 

sayı, basım yılına göre sayı, konu baĢlıklarına ve doküman tiplerine göre 

kategorize ediliĢlerini gösteren Web Of Science sayfa görüntüsü. 
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1.2.2 RAPD-PZR Kullanım Alanları 

 

PZR temelli bir yöntem olan RAPD-PZR ile yapılan çalıĢmaların Web of Science 

tabanlı değerlendirilmesi ġekil 1.2‟ de yapılmıĢtır. Bu karĢılaĢtırılmalı grafik, RAPD-

PZR‟ ın optimizasyon ve yorumlama zorunlulukları yüzünden, çok rahat uygulanabilir 

bir metot olduğu halde yaygınlaĢamadığını göstermektedir. 

 

RAPD yönteminin kabul gördüğü ve yaygın olarak kullanıldığı alanlar Tablo 1.1‟ 

de gösterilmiĢtir. Yerli kaynaklar özellikle Türkiye‟ de uygulanabilirliği açısından 

ağırlıklı olarak verilmiĢtir. 

 

Tablo 1.1: RAPD-PZR yönteminin yaygın olarak kullanım alanlar. 
 

RAPD-PZR’IN KULLANIM ALANLARI: REFERANSLAR: 

Genetik çeĢitlilik araĢtırmalarında, (Balcıoğlu ve ark., 2010) 

Polimorfizmin belirlenmesinde, (Bharmauria ve ark., 2009) 

Soy ağacı çıkarılmasında (akrabalık iliĢkilerinde), (Mestev ve ark., 2007) 

Genetik haritalamada, (Erdem ve ark, 2007) 

Genotipik farklılaĢmada, (Yüksekkaya ve ark., 2011) 

Moleküler taksonomide, (Babaoğlu ve ark., 2004) 

Zararlı genlerin belirlenmesinde, (Martínez ve ark.,  2006) 

Cinsiyet belirteçinde, (Akhan ve ark.,  2005) 

Organizmanın farklı doku, organ ve kısımları 

arasında farklılaĢma ve farklılaĢma kapasitesinde, 
(ġenel, 2010) 

Parmak izi belirleme ve çeĢit tanımlamada, (Cambazoğlu, 2008) 

Taksonomik ve filogenetik çalıĢmalarda, (El-Fadly ve ark., 2008) 

Genomik kararsızlığa sahip kanser hücrelerini 

bulma ile ilgili çalıĢmalarda, 
(Uzonur ve ark., 2004) 

Bitki ıslahı çalıĢmalarında, (Yesbek, 2007) 

Ekotoksikolojik çalıĢmalarda, (Koyuncu ve ark, 2010) 

 

Canlılardaki genetik polimorfizm çeĢitliği saptamak için çok sayıda DNA 

belirteçleri geliĢtirilmiĢtir. PZR ile DNA çoğaltımına dayalı olan DNA analiz 

tekniklerinin en önemlileri arasında gelen ve diğer bazı metotlar olan RAPD (Random 

Amplified Polymorphic DNA; Rasgele ÇoğaltılmıĢ Polimorfik DNA), RFLP 

(Restriction Fragment Length Polymorphism; Restriksiyon Parça Uzunluk 

Polimorfizmi), AFLP (Amplified Fragment Length Polymorphism; ÇoğaltılmıĢ Parça 

Uzunluk Polimorfizmi), STS (Sequence Tagged Site; Dizisi EtiketlenmiĢ Alanlar), STR 
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(Short Tandem Repeats; Basit Dizi Tekrarları), mikrosatellit analizi ve SNP (Single 

Nucleotide Polymorphism; Tek Nükleotid Polimorfizmi) (BinbaĢ 2006)‟ ın Budak ve 

ark., (2004), avantaj ve dezavantajlarını Tablo 1.2 karĢılaĢtırılmıĢtır. 

 

Tablo 1.2: Moleküler markör tekniklerinin avantaj ve dezavantajları. 
 

 

 

 

 

MARKÖR ADI AVANTAJLARI DEZAVANTAJLARI 

R
es

tr
ic

ti
o
n

 F
ra

g
m

en
t 

L
en

g
th

 P
o
ly

m
o
rp

h
is

 

(R
F

L
P

) 

1. Bol genetik bilgi verir.  

2. Ko-dominant markör  

3. Yüksek tekrarlanabilirlik  

4. Genomu iyi ifade eder  

5. Bütün türlerde uygulanabilir  

6. DNA dizi bilgisi gerektirmez  

7. Güvenli  

8. Harita tabanlı klonlama için 

kullanılabilir 

1. Yüksek kalite ve miktarda 

DNA gerektirir  

2. RAPD‟de göre zor.  

3. Otomasyonu zor  

4. Radyoaktif etiketleme 

gerektirir.  

5. Probların klonlanması ve 

tanımlanması gerekir 

R
a
n

d
o
m

 A
m

p
li

fi
ed

 

P
o
ly

m
o
rp

h
ic

 D
N

A
 

(R
A

P
D

) 

1. Bol genetik bilgi verir.  

2. Genomu iyi ifade eder.  

3. DNA dizi bilgisi gerektirmez.  

4. Otomasyon için uygun.  

5. Az miktar ve orta kalitede 

DNA gerektirir.  

6. Radyoaktif iĢaretleme 

gerektirmez.  

7. Göreceli olarak kolay 

1. Dominant markör.  

2. DüĢük tekrarlanabilirlik.  

3. KarıĢık türler için 

uygulanamaz 

A
m

p
li

fi
ed

 

F
ra

g
m

en
t 

L
en

g
th

 

P
o
ly

m
o
rp

h
is

m
 

(A
F

L
P

) 

1. Yüksek genetik bilgi verir  

2. Yüksek polimorfizm.  

3. DNA dizi bilgisi gerektirmez.  

4. Bütün türlerde uygulanabilir.  

5. Küçük RFLP parçacıkları ile 

çalıĢabilir. 

6. Kontig haritaları hazırlamaya 

uygun 

1. Çok hassas olması, bant 

desenlerini etkileyebilir.  

2. Kararlı haritalar oluĢturmaz.  

3. Ġyi seçilmiĢ primerler 

gerektirir. 

Ġz
o
 E

n
zi

m
le

r 1. Ġzolasyonu, DNA 

izolasyonundan kolay.  

2. Bütün türlerde uygulanabilir.  

3. Radyoaktif iĢaretleme 

gerektirmez.  

4. DNA dizi bilgisi gerektirmez 

1. Tekniğin uygulaması zor 
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1.2.3 RAPD-PZR’ın Avantajları ve Dezavantajları 

 

1.2.3.1 Avantajları 

 

PZR temelli çalıĢmaların en büyük avantajları: seçicilik, duyarlılık/hassasiyetve 

hız yönleri iledir. 

 

Bu çalıĢmalarda çok küçük miktarlardaki DNA örnekleri veya ham, iĢlenmemiĢ 

hücre lizatları da mükemmel kalıplar olarak is görmektedir (Olgun, 2007). 

 

RAPD-PZR yöntemi diğer PZR temelli çalıĢmalara göre kolay uygulanabilir ve 

çok daha ucuz bir yöntemdir. 

 

RAPD-PZR yönteminin en önemli avantajı çalıĢılan canlıların DNA dizisinin 

önceden bilinmesine ihtiyaç olmamasıdır. Bundan dolayı rastgele seçilen RAPD 

primeri, canlının DNA‟sını amplifiye etmek için kullanılabilir. RAPD primerleri 

deneysel olarak seçilebilir ve çalıĢılan taksonlar arasında polimorfik olan RAPD 

bantlanma modelini bulmak için deneysel olarak test edilebilir. RAPD yöntemi türlerin 

ayırt edilmesinde, populasyon içi ve populasyonlar arası genetik çeĢitlilik tespitinde 

baĢarılı bir Ģekilde kullanılmıĢtır (Kılıçoğlu ve Özkoç, 2008). 

 

1.2.3.2 Dezavantajları 

 

Diğer yöntemlere göre daha kolay uygulanmasına rağmen, RAPD analizinin bazı 

dezavantajlar olabilir. Örneğin standart reaksiyon koĢulları uygulanmasına rağmen, aynı 

RAPD Ģablonlarının oluĢturulması ve bunların güvenilirliği açısından farklı 

laboratuvarlardan elde edilen sonuçlar her zaman uyumlu olmayabilir (Sharon ve ark., 

2006). Tekrarlanabilirliği düĢüktür. Ayrıca RAPD ile DNA çoğaltımında, saf DNA 

kalıbına ihtiyaç duyulması nedeniyle, karıĢık numuneden istenilen örneğin belirlenmesi 

amacıyla kullanılamaz (Majer ve ark., 1996; Kılıçoğlu ve Özkoç, 2008). 
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1.2.4 RAPD-PZR Optimizasyonuna ĠliĢkin Parametreler 

 

RAPD-PZR, PZR temelli bir çalıĢma olduğundan birçok parametre optimizasyonu 

PZR ile aynı parametrelerdir. Ancak primerlerin durumu ve AT ayarlanması daha farklı 

olmakradır. BaĢarılı bir PZR için en kritik parametre primer tasarımıdır. Tüm koĢulların 

uygun olduğu durumda, sadece zayıf tasarlanmıĢ bir primer PZR reaksiyonunun 

çalıĢmamamsına neden olabilir. Primer sekansı ürünün gen üzerindeki pozisyonunu ve 

gen uzunluğu, erime sıcaklığı ve nihayetinde PZR verimi dahil pek çok parametreyi 

etkiler. Zayıf tasarlanmıĢ bir primer, ürün oluĢumunu bastıracak biçimde rakip olabilen 

primer-dimer oluĢumu ve/veya özel olmayan amplifikasyon sonucu çok az veya hiç 

ürün üretilmemesine neden olabilir (Querci ve ark., 2010). 

 

Primer Seçimi 

• Primer uzunluğu 

• Specifity (Özgünlük) 

• Erime Sıcaklığı (Tm)  

• Primer Dizilerinin EĢlenik OluĢturma Potansiyeli 

• G/C içeriği 

• 3‟- ucu 

 

Bu parametrelerden aĢağıda belirtilenleri RAPD-PZR optimizasyonuna yönemlik 

çalıĢmamızda daha detaylı değerlendirildiği için bu bölümde daha geniĢ bilgiye yer 

verilmiĢtir. 

 

a. Primer uzunluğu 

 

PZR hassasiyeti, bağlanma sıcaklığı ve bağlanma süresi primer uzunluğuna bağlı 

olduğundan bu parametre baĢarılı bir PZR için çok önemlidir. Genel olarak, bağlanma 

sıcaklığı uygun olduğunda 18 ve 24 bazlık oligonükleotidler belli bir sekansla özel 

olarak bağlanırlar. Primer uzunluğu aynı zamanda bağlanma verimi azalır. Her 

basamakta daha az ana molekül pirmerle bağlandığından çoğaltılan üründe önemli 

derecede azalmaya neden olur. 

 

Uygulama özellikle gerekmedikçe, primerler çok kısa olmamalıdır. Amaç uygun 

bağlanma sıcaklığına sahip bir primer tasarlanmaktır. Bağlanma sıcaklığı ile erime 
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sıcaklığı arasındaki bağlantı PZR‟nin kara kutularından biridir. Genel kural bağlanma 

sıcaklığını erime sıcaklığından 5
0
C daha düĢük olarak kullanmaktır.  

 

b. Specifity (Özgünlük) 

 

Primer hassasiyeti, primer uzunluğuna bağlıdır. 24 bazlık oligo sekansları 15 

bazlık oligo sekanslarından daha hassastır. Primer kısmi olarak çoğaltılacak hedef DNA 

içinde özgün bir sekans taĢıyacak biçimde tasarlanmalıdır. Tekrarlanan sekanslar içeren 

primer ile genomic DNA çoğaltılması bulanıklık ile sonuçlanacaktır (birden fazla ürün 

türü). Taq polimeraz geniĢ bir sıcaklık aralığında aktif olduğu için primer uzaması 

düĢük bağlanma sıcaklıklarında meydana gelebilir. Sıcaklık çok düĢük olduğunda 

pirmer ile özgün olmayan sıcaklık gerçekleĢebilir. Eğer 3‟ ucunda kısa da olsa homoloji 

varsa polimeraz bu noktadan çalıĢmaya devam eder. 

 

c. Erime Sıcaklığı (Tm)  

 

Hedef/bölge yönlü PZR reaksiyonunda kullanılan her iki oligonükleotid primerde 

benzer erime sıcaklıklarına sahip olacak Ģekilde tasarlanmalıdır. Eğer primerler Tm 

nedeni ile yanlıĢ bağlanırsa, amplifikasyon daha az verimli olacaktır.düĢük sıcaklıkta 

Tm‟ye sahip primer yüksek sıcaklıkta, yüksek sıcaklıkta Tm‟ye sahip primer düĢük 

sıcaklıkta çalıĢmayacaktır.  

 

Hyperchromic adım & Erime Sıcaklığı (Tm) ve Primer Bağlanma Sıcaklığı (AT) 

 

ġekil 1.4: AT ve Tm değerlerinin iliĢkisinin grafiksel gösterimi. 
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Oligoların erime sıcaklığı en yakın yakın komĢu termodinamik hesaplamaları 

kullanılarak hesaplanabilir. 

 

Tm
primer

: ∆H[∆S+R In(c/4)]-273,15
o
C+16,6log10[K

+
] 

Primer tasarımı yazılım paketleri kullanılarak yapılabilir. Bu değerin iyi çalıĢan 

yaklaĢık hesabı (genellikle 18-24 baz aralığında oligolar için) aĢağıdaki formül 

kullanılabilir. 

 

Tm = 4x (#C+#G) + 2x (#A+#T) °C  

 

Genel olarak, 100-600 bç. arasındaki ürünler PZR reaksiyonlarında etkili olarak 

çağaltılabilir. Eğer kuĢku varsa ürünün Tm‟I aĢağıdaki formül ile hesaplanmalıdır. 

 

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

 

d. Primer Dizilerinin EĢlenik OluĢturma Potansiyeli 

 

Primerler 3 bazdan daha fazla iç primer homolojisine sahip omayacak Ģekilde 

dizayn edilmelidir.primer kendi içinde homolojiye sahip olursa, “snap back” veya 

“hairpin” (saç tokası) tabir ed,len, primerin homolog sekansları sebebiyle kendi üzerine 

katlanarak çift zincir oluĢturması görülebilir. Bu da primerin hedef DNA‟ya 

bağlanmasını etkileyecektir. Diğer bir tehlike primer arası homolojidir. Iki pirmerin orta 

bölümündeki kısmi homoloji hibridizasyonu engelleyebilir. Eğer homoloji primerlerden 

birinin 3‟ ucuna karĢılık geliyorsa primer-dimerleri (birbirine bağlanmmıĢ iki pirmer 

molekülü) oluĢur. Bu da elde etmek istenen ürünle yarıĢacağı için istenilen ürünün 

oluĢmasını engelleyecektir. 

 

e. G/C içeriği 

 

Primerlerin baz kompozisyonu %45 ile %55 arasında GC taĢıyacak Ģekilde 

olmalıdır. Primer sekansı özel olmayan bağlantıları arttıracağı poliG ve poliC uzamaları 

olmayacak Ģekilde seçilmelidir. Primer-hedef kompleksinde gevĢemeye yol açacak 

poliA ve poliT uzantılarından da kaçınılmalıdır. Bu amplifikasyonun verimini 

düĢürebilir. Polipirimidin (T,C) ve polipurin (A,G) uzantılarından da kaçınılmalıdır. 

Ideal olarak bir primer %50 GC içeriği taĢıyan 20 bç. uzunluğunda nükleotidlerin 

rastgele karıĢımına sahipitir. Bu yapı erime sıcaklığı Tm‟yi 56-62
0
C‟lik aralıkta tutar. 
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f. 3’- ucu 

 

3‟ terminal pozisyonu yanlıĢ bağlanmayı control için çok önemlidir. Primerlerin 

3‟ ucuna G ve C bazlarının eklenmesidir. Bu GC kıskacı G/C nükleotidlerinin daha 

kuvvetli hidrojen bağlarla bağlanması nedeni ile 3‟ ucun sonuna doğru bağlanmayı 

garanti eder. Bu aynı zamanda primer-hedef kopleksinde gevĢemelere bağlı olarak 

reaksiyon hızının yavaĢlamasının önüne geçerek sure kaybını azaltır ve reaksiyon 

arttırır. 

 

1.2.5 RAPD Konulu Optimizasyon ÇalıĢmalarının Değerlendirilmesi 

 

RAPD-PZR yöntemi tekrarlı olarak yapılamamasından dolayı çok ciddi eleĢtiriler 

almaktadır. Bu sebepten optimizasyona yönelik çok çalıĢmalar yapılsa da çok baĢarılı 

sonuçlar ve yaygın kullanımı destekleyici alt yapı oluĢturulmamıĢtır. Metodun keĢfi ile 

baĢlayan süreç içerisinde metodun sıkıntılarını giderecek yönde optimizasyon 

çalıĢmaları erken dönemde baĢlamıĢtır. Williams ve Welsh makalelerle 1992 yılında 

yapılan çalıĢmada, metodun çok uzun sürebilmesi dezavantajı ortadan kalkması amaçlı 

optimizasyonla 5 saatlik RAPD-RZR protokolü 2,5 saate indirilmiĢtir (Yu ve Paul, 

1992). Bu optimizasyonların çoğunluğu; belli bir tür üzerinden (Shalin ve ark., 2007; 

Harini ve ark., 2008), belli bir metodoloji (Harini ve ark., 2008), belli bir PZR kiti 

(Harini ve ark., 2008; Das ve ark., 2009) ve belli farklılıkların veya benzerliğin 

gösterilmesi ve PZR‟ de kimyasalların etkilerinin gösterilmesi ve kimyasal etkinin DNA 

üstünde gösterimi kullanılan (Butovskaya ve ark., 2007; Butovskaya ve ark., 2009; 

Cambiera ve ark. 2010; Alpsoy ve ark., 2010) yönünden çok kapsamlı olmayan 

çalıĢmalardır (Shalin ve ark., 2007). 

 

1.2.6 RAPD-PZR’ da Primer Bağlanma Sıcaklığı (AT) 

 

Primer Bağlanma Sıcaklığının (AT), RAPD profilleri üzerinde çok büyük etkisi 

vardır. RAPD metodundaki geleneksel olarak düĢük AT (34-38ºC) kullanımı 

maksimum sayıda primer bağlanabilmesi destekleyen, ancak gerçek olmayan 

amplikasyonları deneylerin tekrarlanabilirliğinin olmasını beraberinde getirir. Bu 

sebepten Ģartların zorlaĢtırılması AT yükseltilerek amplikasyon ürünlerinin daha kararlı 
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olmasıyla sonuçlanacaktır. Bu durum PZR ve RAPD-PZR‟ de bilinen ve uygulanan bir 

optimizasyon Ģeklidir (Atienzar ve ark., 2006; Rychlik ve ark., 1990). 

 

Her ne kadar standart olarak düĢük AT (34-38ºC) Williams‟ ın da önerdiği Ģekilde 

yaygın olarak kullanılsa da 2000 yıllı itibarı ile HAT-RAPD yöntemini ve 48ºC üzeri 

AT kullanılmasının avantajlı olduğunu ortaya koyan çalıĢmalar yapılmıĢtır (Atienzar ve 

ark., 2000; Anuntalabhochai ve ark.,2000; Wangspaa ve ark., 2005). 

 

Daha sonra araĢtırmacıların kimileri yüksek sıcaklıkta, kimileri düĢük sıcaklıkta 

çalıĢarak, herhangi bir farklı optimizasyonuna gitmeksizin, RAPD çalıĢmalarını 

tamamlamıĢlardır (Sripalwit ve ark., 2007). 

 

En doğru uygulama Ģekillerden biri ise çalıĢılan canlı ve yapılması istenilen 

tespite yönelik her PZR parametresi açısından ve dolayısı ile de AT optimizasyonu da 

yapılmıĢtır. Burada elde edilen sonuçlar ise, o laboratuar için kullanılan malzeme ve 

Ģartlarla sınırlıdır (Padmalatha ve ark., 2006; Vural ve Dağeri, 2009). 

 

1.2.7 RAPD-PZR’ da DNA Kalitesi ve Konsantrasyonu 

 

DNA‟ nın saflığı ve konsantrasyonu, baĢarılı bir PZR için çok önemlidir. Kirletici 

baĢka makro moleküllerin olması ve olası PZR inhibitörü olan kirleticiler; temiz güzel 

ve teĢhise yönelik RAPD profili eldesini zorlaĢtırmaktadır. 

 

Amplikasyonun yoğun ve saf olmayan bir DNA kullanımı baĢlangıç adımlarında, 

primer ve genomik DNA dizisinin uygun Ģekilde de bağlantısını zorlaĢtıracağı için, eğer 

DNA uygun Ģekilde pürifiye edilmediyse, saflaĢtırılmadıysa, PZR reaksiyonu çok 

olumsuz bir Ģekilde sonuçlanacaktır. Bu durumda DNA‟nın izolasyon aĢamasındaki 

metotlar, kimyasallar ve hazır kitlerle ilgili optimizasyonlar çok önemlidir. Ancak bu 

tarz çalıĢmalar da çok az sayıdadır ve tabi ki kullanılmakta olan her tip DNA için ayrı 

olarak düĢünülmesi gerekir (Atienzar ve ark., 2006; Padmalatha ve ark., 2006; Vural ve 

Dağeri, 2009). 

 

DNA konsantrasyonu da tekrarlanabilirlik, genomik profil eldesi açısından çok 

önemli kontrol edilmesi gereken bir parametredir. Atienzar‟ ın RAPD ile alakalı review 

çalıĢmasında PZR reaksiyonlarının tekrarlanabilirliğini teyit için deneylerin her zaman 
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iki farklı konsatrasyon ile yapılmasının ve bunlar içinde teklif edilen değerlerin 5-20ng 

olduğu söylenmiĢtir. (Padmalatha ve ark., 2006) aslında en optimal aralığın 0.05-100ng 

olsa da uygulanabilirliği açısından 5-20ng uygulanılmasını önermektedir. 
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BÖLÜM 2 

 

MATERYAL ve METOD 

 

2.1 Materyal 

 

2.1.1 ÇalıĢmada Kullanılan DNA Örnekleri 

 

ÇalıĢmamızda kullandığımız örnek DNA‟lar daha önceki çalıĢmalar kapsamında 

DNA izolasyonları yapılmıĢ ve konsantrasyon tayinleri Tablo 2.1‟ de bilgileri verilen 

arĢiv örnekleridir. 

 

Tablo 2.1: ÇalıĢmamızda kullanılan ve daha önceki çalıĢmalar kapsamında izole edilen 

DNA örneklerine ait bilgiler. 
 

Örneğin 

Alındığı Canlı: 
Kod: Doku: 

DNA Konsantrasyonu 

(µg/mL): 
Açıklama: 

Ġnsan DNA‟sı Tox 11 Kan 20,6 µg/mL 
CCl4 „e maruz kalmıĢ 

lenfosit hücre kültürü 

Ġnsan DNA‟sı Tox 12 Kan 5,25 µg/mL 
Normal kontrol (hiçbir 

Ģeye maruz kalmamıĢ) 

lenfosit hücre kültürü 

Sparus auratus 1-SA1 Böbrek 54,1 µg/mL 
Bodrum Sonbaharda 

Tutuldu 

Sparus auratus 2-SA1 Böbrek 220 µg/mL Bodrum KıĢda Tutuldu 

Urtica dioica UD-8 

Kök 23,7 µg/mL 
Mersin‟den 
Ġlkbaharda toplandı 

Gövde 0,010 µg/mL 

Yaprak 23,7 µg/mL 

Urtica dioica UD-9 

Kök 10,8 µg/mL 
Tokat‟ dan 
Ġlkbaharda toplandı 

Gövde 4,65 µg/mL 

Yaprak 32,7 µg/mL 
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2.1.2 RAPD-PZR Cihaz ve Sarfları 

 

i. Cihazlar: 

 

Tablo 2.2: RAPD-PZR denemeleri yapılırken kullanılan cihazlar. 
 

Termal Döngü Cihazı (Gradyan) TC-512(UK), TECHNE 

Santrifüj Mikro 22, Hettich 

Derin Dondurucu BEKO 

Buzdolabı Philips, (+4
o
C, -20

o
C) 

Elektroforez Mupid-One 

Translüminatör GelDoc 2000, Bio-Rad 

Hassas Terazi Scaltec SPB 54, Sartorius, 

Pipetler Electron Corporation CH57666-4500, 

Thermo, 

Pipet Uçları (Sarflar) BT brand barrier tips, Neptune 

Isıtıcı WiseStir Wisd Laboratory 

Instruments MSH- 20A 

 

2.1.3 RAPD-PZR’ da Kullanılan Kimyasal ve Primerler 

 

Kimyasal: 

 

 Fermentas DreamTaq™  PZR Mastermix (2X) 

 

Polimeraz Zincir Reaksiyonu için gerekli DNA Polimeraz enzimi (hot start), 

tampon çözelti, MgCl2 ve dNTP‟leri içeren formülasyona sahip solüsyondur. 

ÇalıĢmamızda RAPD-PZR protokolünde kullanılmıĢtır. 

 

Primerler: 

 

RAPD-PZR yöntemi için kullanılan10 bç. uzunluğundaki primerler ve ilgili 

bilgiler Tablo 2.3‟ deki gibidir. 

 

Primerlerin Tm ve GC(%) değerlerini bulabilmek için, sürekli güncellenen NCBI 

veri tabanı pirimer-blast programı kullanılmıĢtır. 

 

 



19 

 

 

Tablo 2.3: ÇalıĢmada kullanılan 10 bç.‟lik oligonükleotid primerler, Tm ve GC 

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

Primer Sekans (5'->3') Uzunluk Tm GC (%) 

OPA-08 GTGACGTAGG 10 24.27 60 

OPA-09 GGGTAACGCC 10 29.70 70 

OPA-14 TCTGTGCTGG 10 26.71 60 

OPA-18 AGGTGACCGT 10 28.14 60 

OPB-01 GTTTCGCTCC 10 26.79 60 

OPB-05 TGCGCCCTTC 10 33.27 70 

OPB-06 TGCTCTGCCC 10 31.40 70 

OPB-07 GGTGACGCAG 10 30.85 70 

OPB-08 GTCCACACGG 10 29.83 70 

OPB-10 CTGCTGGGAC 10 28.61 70 

OPB-11 GTAGACCCGT 10 25.03 60 

OPB-12 CCTTGACGCA 10 28.68 60 

OPB-17 AGGGAACGAG 10 25.47 60 

OPB-18 CCACAGCAGT 10 27.28 60 

OPB-20 GGACCCTTAC 10 22.06 60 

 

2.1.4 Jel Elektroforezi ve Görüntüleme Cihazı, Kimyasal ve Sarfları 

 

 Görüntüleme Cihazı 

 

Elektroforezde (10 volt/cm‟de) yürütülen DNA‟ları görüntülemek için bir UV ıĢık 

kaynağı kullanılmaktadır. Fotoğraflar Geldoc 2000 sistemi ile çekilmiĢtir. 

 

 Jel Elektroforez Kimyasal ve Sarfları 

 

i. Agaroz  

Sigma, Prona marka agarozlar kullanılmıĢtır.  

 

ii. 10X TBE Tampon Çözeltisi  

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

dH2O‟da çözülmüĢtür. 

 

 

 

 

http://www.ncbi.nlm.nih.gov/tools/primer-blast
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iii. 6X Yükleme Boyası 

0.5 mM Tris-HCl (pH 7.6), % 0.03 bromofenol mavi, % 0.03 xylene cyanol FF, % 

60 gliserol, 1 mM EDTA. 

 

iv. GeneRuler™ 100 bp DNA Ölçü Standardı 

100 - 1000 bp. ölçü aralığında (100 μl, 0.5 μg/μl), 10 mM Tris-HCl (pH 7.6), 1 

mM EDTA. 

 

 

ġekil 2.1: DNA ölçü standardı band boy karĢılıkları. 
 

v. SafeView™   DNA Boyası 

SafeView™, agaroz jel görüntülemede ssDNA (tek zincirli DNA), dsDNA (çift 

zincirli DNA) ve RNA tespit etmeye yarayan yeni ve güvenli nükleik asit boyasıdır. 

Etidyumbromür (EtBr) yerine kullanılabilecek, karsinojenik olmayan, daha hassas yeni 

bir görüntüleme boyasıdır. SafeView™ agaroz jel görüntülemede bağlandığı nükleik 

asitten (ssDNA, dsDNA, RNA) yeĢil floresan ıĢık yayılmasını sağlar. 
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2.2 Metod 

 

2.2.1 DNA Örneklerinin Kalitatif ve Kantitatif Değerlendirmesi 

 

Qubit™ Fluorometer ve Quant-iT™ analiz kitleri kullanılarak daha önceki 

çalıĢmalarda kullanılan DNA örneklerinin kantitatif değerlendirmeleri teyit edilmiĢtir, 

kalitatif değerlendirmeler de %1‟lik agoroz jel elektroforezi yapılmıĢtır. 

 

2.2.2 RAPD-PZR Optimizasyonları Stratejisi 

 

ÇalıĢmamızda baĢarılı RAPD-PZR sonuçları için hangi parametrelerin 

optimizasyonunun yapılması gerektiği netleĢtirilmiĢtir. Atienzar‟ ın RAPD ile alakalı 

review çalıĢmasına göre Tablo 2.4„ deki parametrelerden, uygun primerlerin, daha sonra 

bu primerlere göre AT‟ lerin belirlenmesi, daha sonra DNA konsantrasyon 

parametrelerin önceki listeye eklenmesi yapılmıĢtır. 

 

Bu çalıĢmada 3 farklı grup örnek ile çalıĢılmıĢtır. 

 

- Birinci grup örneğimiz; insan lenfosit kan kültür örneğinde aynı kiĢinin CCl4‟ e 

maruz kalmıĢ DNA‟sı ile kontrol DNA‟sının farklılıklarını gösteren grup (Kimyasallara 

maruziyetin DNA üstündeki etkisi, genotoksisite çalıĢmaları için). 

 

- Ġkinci grup örneğimiz, iki farklı Sparus auratus (Çupra) örneğinin böbrek doku 

DNA‟sının farklılığının gösterildiği (Çevresel toksikoloji, ekotoksikoloji ve genetik, 

epigenetik etkilerin hayvanlar açısından değerlendirmesi için). 

 

- Üçüncü grup örneğimiz ise; Urtica dioica (Isırgan Otu) bitkisinin 2 farklı 

bölgeden toplanan 2 örneğin kök, gövde ve yaprak DNA‟sının farklılıklarını göstermeye 

yöneliktir (Taksonomi, sistematik, çevresel toksikoloji, ekotoksikoloji ve genetik, 

epigenetik etkilerin bitkiler açısından değerlendirmesi için). 

 

Bu örnekler kullanılarak primerlerin bağlanma sıcaklıklarının önemi ve kullanılan 

DNA‟ların konsantrasyondaki rolü gösterilmiĢtir. 
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Gradyanlı kalite ve miktarlarını optimizasyonlardaki PZR cihazıı kullanılmıĢtır. 

Bu sayede değiĢik sıcaklıktaki kuyucuklar ile bir deney aĢamasında birden farklı 

sıcaklık denemesi yapılabilinmiĢtir. 

 

Tablo 2.4: Yüksek primer bağlanma sıcaklığında iyi kalitede RAPD ürün profilleri 

üretmek için gereken optimizasyon Ģarlarının tablosu (Atienzar ve ark., 2006). 
 

HAT RAPD-PZR parametreleri Optimizasyon Ģartları 

Primer bağlanma sıcaklığı (AT) 50-54 
o
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 µM (2.0) 

Taq DNA polimerazın birimleri 2.0-3.0 U (2.0) 

DNA miktarı 0.005-100 ng (1-2) 

DNA buffer 
1x(25

0
C‟de 10m tris-HCl pH8.8, 50Mm 

KCl,%0.08 Nonidet P40) 

Bovin serum albumin 2.5 µg 

Sıcaklık döngü koĢulları 

1. döngü: 95 
o
C‟de 4 dak., 39. döngü: 

95
o
C‟de 1 dak., 50 

o
C‟de 1 dak., 74 

o
C‟de 1 dak., 

 

2.2.2.1 Primer Seçimi 

 

2006 yılında yayınlanan Atienzar‟ ın RAPD ile alakalı review çalıĢmasındaki 

çeĢitli canlılarda iyi çalıĢan ve daha önce yapılan çalıĢmalarımızda teyit edilen primerler 

seçilerek, çalıĢmara baĢlanmıĢtır. Ġlk aĢamada OPA8, OPB5, OPB6, OPB7, OPB18 VE 

OPB20 primerleri daha sonra OPA9, OPA14, OPA18, OPB1, OPB8, OPB10, OPB11, 

OPB12 ve OPB17 primerleri kullanılmıĢtır. Primer deneleri yapılırken Tablo 2.5„ deki 

genel protokole uygun RAPD-PZR yapılmıĢtır ve Tablo 2.6„da bileĢenler belirtilen 

hacimlerde kullanılmıĢtır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



23 

 

 

Tablo 2.5: RAPD-PZR koĢulları. 

 

Basamak Sıcaklık (°C) Süre Döngü Sayısı 

Ġlk Denatürasyon 94 5 dakika 1 

Denatürasyon 95 30 saniye 

40 Bağlanma 36 30 saniye 

Uzama 72 20 saniye 

Sonlanma 72 5 dakika 1 

 

 

Tablo 2.6: RAPD-PZR bileĢenleri 

 

RAPD-PZR BileĢenleri Son Hacim 

DreamTaq™  PCR Mastermix(2X) 12.5 µl 

Primer (12,5 µM) 4.0 µl 

Örnek DNA‟sı 0.5 µl 

Taq DNA Polimeraz (ekstra)(Fermentas) 0.1 µl 

ddH2O 7.9 µl 

Toplam hacim 25 µl 

 

2.2.2.2 Gradyanlı RAPD-PZR 

 

Primer denemelerin sonucunda çalıĢan primerlerin yanı sıra çalıĢmayan 

primerlerin tespiti gradyanlı RAPD-PZR‟ da sıcaklık ayarlaması yapılarak yapılmıĢtır. 

Gradyan PZR‟ de 12 sütun arasında Tablo 2.7 „de ki gibi 5 sıcaklık derecesi seçilmiĢ ve 

Tablo 2.8‟ de gösterilen prosedüre uygun PZR yapılmıĢtır. 

 

Tablo 2.7: ÇalıĢmamızda gradyanlı RAPD-PZR yapılırken seçilen sıcaklık 

değerleri. 
 

Sıcaklık: Derece: Kuyucuk 

1. Sıcaklık 34,6 ºC 2. Kuyucuk 

2. Sıcaklık 38,2 ºC 4. Kuyucuk 

3. Sıcaklık 42,4 ºC 7. Kuyucuk 

4. Sıcaklık 46,3 ºC 9. Kuyucuk 

5. Sıcaklık 50,3 ºC 12. Kuyucuk 
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ġekil 2.2‟ de olduğu gibi normal prosedürden farklı olarak bağlanma derecesi 

36ºC‟ den 42 ºC‟ ye çıkarılmıĢ ve gradient aralığı 20 ºC‟dir. 

 

Tablo 2.8: Gradyanlı RAPD-PZR koĢulları. 
 

Basamak Sıcaklık (°C) Süre Döngü Sayısı 

Ġlk Denatürasyon 94 5 dakika 1 

Denatürasyon 95 30 saniye 

40 Bağlanma 36.6-42-50.3 30 saniye 

Uzama 72 1 dakika 

Sonlanma 72 1 dakika 1 

 

Gradyan RAPD-PZR yapılırken ayarlanacak sıcaklık bloğun ortasındaki sıralar 

için gereken sıcaklık olmalıdır. ġekil 2.2‟ de olduğu gibi gradyan, bloğun iki ucu 

arasındaki örnekler arasındaki değiĢimin dağılımıdır; cihazın ön yüzüne göre sol alt 

bölümü en soğuk, sağ üst bölümü en sıcak kısım olmaktadır. 

 

 

ġekil 2.2: Gradyanlı RAPD-PZR cihazı bloğunun sıcaklık dağılımı. 
 

Örneklerimiz için çoğu zaman; 20°C gradyan ile blok ortası sıcaklık 42°C „ye 

ayarlandığında en düĢük sıcaklık 30°C ve en yüksek sıcaklık 50°C Ģeklinde bir 

ayarlama ġekil 2.3‟ e göre yapılmıĢtır. 
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ġekil 2.3: Gradyan hesaplanmasını gösterimi. 
 

96 kuyucuklu tabak (ġekil 2.4) kullandığımızda, A‟ den H‟ ye kadar sıcaklık her 

sütun boyunca 8 örnek için aynıdır. A sırasında 1. ve 12. Örnekler arasında verilen 

gradyan doğrultusunda bir sıcaklık artıĢı olacaktır. 

 

Aynı primerleri aynı sıcaklıkta farklı canlı türlerinde kullanabiliriz. 

 

 
 

ġekil 2.4: 96‟lık PZR tabağı. 
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2.2.2.3 Primer Bağlanma Derecesi Denemeleri Sistematiği 

 

Ön primer seçimi sonrasında, primer bağlanma derecelerini termal döngü cihazı 

(gradyan) RAPD-PZR Tablo 2.7‟ de gösterildiği gibi sıcaklık ayarlanması yapılarak 

deneyler yapılmıĢtır.  

 

Primer AT optimizasyon denemelerinde çalıĢmayan primelerin gradyanlı PZR‟ de 

çalıĢmaya baĢladığı AT‟ ler belirlenmiĢtir. 

 

2.2.2.4 DNA Konsantrasyon Denemeleri Sistematiği 

 

Primer denemeleri ve primer bağlanma sıcaklıkları, optimizasyonları ve uygun 

AT tespiti sonrasında Tablo 2.1‟ deki örnekler ile 1/1000 µl, 1/100 µl, 1/10 µl, 1 µl, 2 µl 

ve 3 µl seyreltme ve konsantrasyonlarında Tablo 2.5‟deki prosedür ile RAPD-PZR 

yapılmıĢtır. 

2.2.2.5 Farklı Doku ve Canlı Denemeleri Sistematiği 

 

Optimizasyon çalıĢmamızda, AT ve konsantrasyon denelerinde önceki 

çalıĢmalarda kullanılan, insan DNA‟sı (Tox11 ve Tox12), balık DNA‟sı (Sparus 

auratus – 1-SA1 ve 2-SA1) ve bitki DNA‟sı (Urtica dioica – UD8 ve UD9) 

kullanılmıĢtır. 

 

2.2.3 Jel Elektroforezi, Görüntüleme ve Dökümantasyon 

 

 Agaroz Jel Hazırlanması ve Jel Elektroforezi 

 

PZR ürünlerin incelenebilmesi için % 2‟lik agaroz jel hazırlanır. Bunun için 2 g 

Agaroz 100 ml 1xTBE konsantrasyonunda tampon çözeltisi içerisinde çözünür ve 

manyetik karıĢtırıcı ile beraber ısıtıcı yardımıyla homojen halde erimesi sağlanır. 

Hazırlanan solüsyon kaynama derecesine geldiğinde ısıtıcıdan alınır ve 65-70 
o
C‟ ye 

soğuması beklenir. Birkaç dakika sonra içine 12,5 μl/100 ml konsantrasyonunda 

SafeView floresan boyası karıĢtırılır. SafeView floresan boyası DNA bazları arasına 

girebilen ve bu sayede DNA‟yı UV ıĢığı altında görebilmemizi sağlayan, bilinen 

kanserojenik ve mutajenik boyalara göre insan sağlığı açısından güvenli olduğu iddia 

edilen bir boyadır. 
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Sıcaklığı 65-70 
o
C‟ ye düĢürülen jel hazırlanan kalıba dökülür ve soğuması 

beklenir. Soğuma sırasında dökülen kalıbın Ģeklini alan jele, yerleĢtirilen tarak 

sayesinde örneklerin yüklenebileceği 20–22 kuyu açılması sağlanmıĢtır. Örnekler bu 

kuyulara yükleme tamponu ile karıĢtırılarak yüklenir. Bu tampon örneklerin 

yüklenebilmesini, örneklerin yürümesinin takibini yapabilmemizi sağlarken, hem de 

yerine göre bir çeĢit standart boy markörü gibi kullanılmaktadır. 

 

Yürütme iĢlemi 10 v/cm‟ de örnekler uygun Ģekilde gözlenene kadar yapılır. 

Örneklerin gözlenmesi için Gel Doc 2000 cihazından ve cihazın UV illüminatöründen 

faydalanılmıĢ ve yine aynı cihazın UV filtreli fotoğraf makinesi ile sonuçların 

dokümantasyonu yapılmıĢtır. 
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BÖLÜM 3 

 

BULGULAR 

 

3.1 DNA Örneklerinin Kalitatif ve Kantitatif Değerlendirme Bulguları 

 

3.1.1 DNA Örneklerinin Kalitatif Değerlendirme Bulguları 

 

Önceki çalıĢmalar sırasında izole edilmiĢ DNA örneklerinin (ġekil 3.1) Tox6, 

Tox12, Sakarya, P10 ve P11 adlı örnekler kalitatif bir değerlendirme için %1‟ lika garoz 

jelde yürütülmesi yapılmıĢ ve ilgili görüntüden deneyin diğer aĢamasında kullanılabilir 

oluğu düĢünülen belirgin ve keskin bant verenler belirlenmiĢtir. 

 

 

ġekil 3.1: ÇalıĢılması düĢünülen DNA örneklerinin %2‟lik agaroz 

jel ile kalitatif değerlendirme fotoğrafı. 
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3.1.2 DNA Örneklerinin Kantitatif Değerlendirme Bulguları 

 

ÇalıĢılan örneklerin Qubit florometrik ölçüm sonuçları Tablo 3.1‟de verilmiĢtir. 

 

Tablo 3.1: ÇalıĢılan DNA‟ların, ait oldukları canlılar ve kodları ve 

DNA örneklerinin Qubit florometrik konsantrasyon ölçümleri. 

 

Örnek Adı: 
Örnek 

Kodu: 

Doku: DNA 

Konsantrasyonu: 

Ġnsan DNA‟sı Tox 11 Kan 20.6 µg/mL 

Ġnsan DNA‟sı Tox 12 Kan 5.25 µg/mL 

Sparus auratus 1-SA1 Böbrek 54.1 µg/mL 

Sparus auratus 2-SA1 Böbrek 220 µg/mL 

Urtica dioica UD-8 

Kök 23.7 µg/mL 

Gövde 0.010 µg/mL 

Yaprak 23.7 µg/mL 

Urtica dioica UD-9 

Kök 10.8 µg/mL 

Gövde 4.65 µg/mL 

Yaprak 32.7 µg/mL 

 

3.2 DNA Örneklerinde RAPD-PZR Uygunluğu Açısından Primer 

Tarama Bulguları 

 

RAPD-PZR yöntemi, aynı canlının DNA‟sını farklı maruziyetler açısından 

değerlendirmek için sıklıkla kullanılmaktadır; yapılan bu deneylerle aynı kiĢinin 

belli doz kimyasala maruz lenfosit kan kültür hücre DNA‟sı (Tox 11) ve maruz 

kalmamıĢ kontrol DNA‟sının (Tox12) birbirinden farklılaĢan motiflerini 

yakalayabilmek için gereken optimizasyonların yapılacağı her iki örnek için de 

cevap veren primerlerin ilk etapta belirlenmesi sonuçlarıdır. 

 

ÇalıĢmaya baĢlanırken Tox11 ve Tox12 örnekleri, Atienzar‟ ın RAPD ile 

alakalı review çalıĢmasında kullanılan OPA8, OPB5, OPB6, OPB7, OPB18 VE 

OPB20 primerleri kullanılarak RAPD-PZR‟si yapılmıĢtır. RAPD-PZR sonucu 

ġekil 3.2a‟ de gösterildiği gibidir. 

 

Bu primerler, Atienzar‟ ın RAPD ile alakalı review çalıĢmasında 

belirlendiği gibi birçok canlıda iyi sonuç vermiĢlerdir bu sebepten daha az ön 
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deneme yaparak hedef primerler seçilmiĢ tekrarlı ve teyit edilmiĢ primerlerden 

rastgele kalmadan baĢlanmıĢtır. 

 

Her iki örnekte de çalıĢ primerler OPA8, OPB5‟dir. OPB7 ve OPB20 

yalnızca Tox11 için çalıĢsa da en güzel an Tox12 için çalıĢmamıĢtır. OPB6 ise 

her iki örnek için çalıĢmamıĢtır. Bu ilk denemeler 42
o
C AT‟ de yapılmıĢtır. 

 

 

ġekil 3.2a: Tox11 ve Tox12 örnekleri ile OPA8, OPB5,OPB6, 

OPB7,OPB18 ve OPB20 primerleri kullanılarak yapılan RAPD-PZR 

sonuçları. Ġlk kuyu (M) boy markörünü göstermektedir. 
 

Önceden belirlediğimiz primerlere ilave olarak, DNA çalıĢma ekibimizin 

daha önce çalıĢmalarında kullanılan OPA9, OPA14, OPA18, OPB1, OPB8, 

OPB10, OPB11, OPB12 ve OPB17 primerleri kullanılmıĢtır.  

 

Her iki örnek için 42
o
C AT‟ da çalıĢan primerler OPA9, OPB1, OPB8, 

OPB11, OPB12 ve OPB17 dir. ÇalıĢmayan primerler ise OPA14, OPA18 ve 

OPB10 dir (ġekil 3.3b). 
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ġekil 3.3b: Tox11 ve Tox12 örnekleri ile OPA9, OPA14, OPA18, 

OPB1, OPB8, OPB10, OPB11, OPB12 ve OPB17 primerleri 

kullanılarak yapılan RAPD-PZR sonuçları. Ġlk kuyu (M) boy 

markörünü göstermektedir. 
 

3.3 Gradyan PZR’ı ile Primer Bağlanma Derecesi Optimizasyon 

Bulguları 

 

3.3.1 Ġnsan DNA’sı ile 

 

Tox11 ve Tox12 örnekleriyle 36
o
C yapılan primer denemelerinde bazı 

primerler çalıĢmamıĢtır. Yani bant profili gözlenmemiĢtir (ġekil 3.2 – 3.3). 

Bunun devamında Gradyan RAPD-PZR yapılarak çalıĢmayan primerlerin farklı 

AT‟de çalıĢma durumlarının tespiti yapılmıĢtır. ġekil 3.4 – 3.10 bu deneme 

sonuçlarını ilgili primeler ve ilk AT 36
o
C denemesi karĢılaĢtırılmalı olarak 

göstermektedir. ġekiller deney yapılıĢ sırasındadır. 

 

ġekil 3.4, 3.5, 3.8‟de 3.6, 3.7, 3.9 a, b diye gösterilen küçük kısımlar c‟de 

AT gradyan çalıĢması yapılan primerlerin 36
o
C AT ilk deneme derecesini 

gösterirken ġekil 3.6, 3.7 ve 3.9‟daki a,b,c küçük pencereleri d Ģeklindeki 

sıralara tekabül eden primerlerin AT gradyan sonuçlarını göstermektedir. 
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a) 

 

b) 

 

 

 

 

 

 

   c) 

ġekil 3.4: Tox11 ve Tox12 örnekleri ile OPA9 ve OPB1 primerleri gradyan 

AT çalıĢması primeri kullanılarak normal prosedürde yapılan RAPD-PZR 

amplifikasyon sonucunu gösteren %2‟lik agaroz jel fotoğrafı. Ġlk kuyu (M) 

boya markörünü, son kuyu (B) DNA‟sız negatif kontrol. 
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Ġkinci deneme OPB6 ve OPB8 ile yapılmıĢ olup OPB6 normal prosedürlü 

PZR‟de çalıĢmazken gradyan PZR de 50ºC‟ de çalıĢmıĢtır. 

 

 

 

 

 

 

a) 

 

b) 

 

 

 

 

 

 

 

   c) 

ġekil 3.5: Tox11 ve Tox12 örnekleri ile OPB6 ve OPB8 primerleri 

gradyan AT çalıĢması primeri kullanılarak normal prosedürde yapılan 

RAPD-PZR amplifikasyon sonucunu gösteren %2‟lik agaroz jel fotoğrafı. 

Ġlk kuyu (M) boya markörünü, son kuyu (B) DNA‟sız negatif kontrol. 
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Üçüncü deneme OPA18, OPB5 ve OPB7 ile yapılmıĢtır. POA18 normal 

prosedür PZR‟ de çalıĢmazken gradienli PZR‟ nin düĢük derecelerinde 

çalıĢmıĢtır. OPB5 ise Tox12 örneğinde normal prosedürde çalıĢmazken gradienli 

PZR‟ de çalıĢmıĢtır. 

 

 

 

 

 

a) 

 

 

 

 

 

b) 

 

 

 

 

 

c)  d) 

ġekil 3.6: Tox11 ve Tox12 örnekleri ile OPA18, OPB5 VE OPB7 

primerleri gradyan AT çalıĢması primeri kullanılarak normal 

prosedürde yapılan RAPD-PZR amplifikasyon sonucunu gösteren 

%2‟lik agaroz jel fotoğrafı. Ġlk kuyu (M) boya markörünü, son kuyu (B) 

DNA‟sız negatif kontrol. 
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Dördüncü denemede OPB10, OPB11 ve OPB12, Tox11 ve Tox12 

örnekleri ile denenmiĢtir. OPB10 normal prosedürde çalıĢmazken gradyan PZR‟ 

nin yüksek derecesi 50
0
C hariç çalıĢmıĢtır. 

 

 

 

 

 

a) 

 

 

 

 

 

b) 

 

 

 

 

c)  d) 

ġekil 3.7: Tox11 ve Tox12 örnekleri ile OPB10, OPB11 VE OPB12 

primerleri gradyan AT çalıĢması primeri kullanılarak normal prosedürde 

yapılan RAPD-PZR amplifikasyon sonucunu gösteren %2‟lik agaroz jel 

fotoğrafı. Ġlk kuyu (M) boya markörünü, son kuyu (B) DNA‟sız negatif 

kontrol. 
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BeĢinci deneme Tox11 ve Tox12 örnekleri ile OPA8 ve OPA14 primeri 

kullanılarak gradyan PZR yapılmıĢtır. 

 

 

 

 

 

 

 

 

a) 

 

 

 

 

 

 

 

b)   c) 

ġekil 3.8: Tox11 ve Tox12 örnekleri ile OPA8, OPA14 primerleri gradyan 

AT çalıĢması primeri kullanılarak normal prosedürde yapılan RAPD-PZR 

amplifikasyon sonucunu gösteren %2‟lik agaroz jel fotoğrafı. Ġlk kuyu (M) 

boya markörünü, son kuyu (B) DNA‟sız negatif kontrol. 
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a) 

 

 

 

 

b) 

 

 

 

 

 

c)  d) 

ġekil 3.9: Tox11 ve Tox12 örnekleri ile OPB17, OPB18 ve OPB20 

primerleri gradyan AT çalıĢması primeri kullanılarak normal prosedürde 

yapılan RAPD-PZR amplifikasyon sonucunu gösteren %2‟lik agaroz jel 

fotoğrafı. Ġlk kuyu (M) boya markörünü, son kuyu (B) DNA‟sız negatif 

kontrol. 
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3.3.2 Balık (Sparus auratus ) doku DNA’sı ile 

 

Ġki farklı Sparus auratus örneğinin (1-SA1 ve 2-SA1) böbrek doku 

DNA‟sı ile OPA8,OPA9 ve OPB5 primerlerinin gradyan AT deneme sonuçları 

ġekil 3.11 – 3.12‟de verilmiĢtir. 

 

 

ġekil 3.10: 1-SA1 ve 2-SA1 örnekleri OPA8 ve OPA9 primeri 

kullanılarak yapılan gradyan RAPD-PZR amplifikasyon sonuçlarını 

gösteren %2‟lik agaroz jel fotoğrafı. 1-SA1 ve 2-SA1 örneklerinin 

belirtilen pirmere, hangi sıcaklıkta çalıĢıp çalıĢmadığını göstermek. Ġlk 

kuyu (M) boy markörünü, son kuyu (B) DNA‟sız negatif kontrol. 
 

 

ġekil 3.11: 1-SA1 ve 2-SA1 örnekleri OPB5 primeri kullanılarak 

yapılan gradyan RAPD-PZR amplifikasyon sonuçlarını gösteren %2‟lik 

agaroz jel fotoğrafı. 1-SA1 ve 2-SA1 örneklerinin belirtilen pirmere, 

hangi sıcaklıkta çalıĢıp çalıĢmadığını göstermek. Ġlk kuyu (M) boy 

markörünü, son kuyu (B) DNA‟sız negatif kontrol. 
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3.4 RAPD-PZR ile DNA Konsantrasyon Farklılık Etkilerini Göstermeye 

ait Bulguları 

 

Primer OPA8 ile Tox11 ve Tox12 DNA‟ları arasındaki farklılığı en iyi 

gösteren AT olarak seçilmiĢti (ġekil 3.9). Bu grup DNA konsantrasyonu etkisi 

değerlendirme denememizde Tox11 ve Toz12 DNA‟larının 1/10, 1/100 ve 

1/1000 µl dH2O seyreltileri ve daha önce çalıĢan konsantrasyonlarının x2 ve x3 

katları çalıĢmıĢ ve elde edilen profillerdeki değiĢim Ģekli ġekil 3.12‟de 

gösterilmiĢtir. 

 

ġekil 3.12: Tox11 ve Tox12 örnekleri OPA8 primeri kullanılarak, 
1/1000µl, 1/100µl, 1/10 µl, 1µl, 2µl ve 3µl konsatrasyon ile yapılan 

RAPD-PZR amplifikasyon sonuçlarını gösteren %2‟lik agaroz jel 

fotoğrafı. Tox11 ve Tox12 örneklerinin belirtilen pirmerde, konsantrasyon 
farkına göre çalıĢıp çalıĢmadığını göstermek. Ġlk kuyu (M) boy markörünü 

örneğini göstermektedir. 
 

a)  b)  

ġekil 3.13: a) OPA8 primeri kullanılarak, 1/100µl ve 1µl Tox11 DNA‟sı 

ile X8tekrarlı yapılan RAPD-PZR amplifikasyon sonucunu gösteren 
%2‟lik agaroz jel fotoğrafı. b) Aynı deneyin Tox12 DNA‟sı ile sonuçları. 

Ġlk kuyular (M) boy markörünü, son kuyu negatif kontrol örneğini 

göstermektedir. 
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DNA konsantrasyonunun RAPD-PZR deneyler de tekrarlanabilir sonuçlar 

vermesi ile ilgili denemelerde aynı DNA‟ları tamamen aynı Ģartlarda  verdiği 

değiĢik profiller gözlenmektedir. 

 

DNA konsantrasyon farklılıkları kaynaklı RAPD-PZR profillerini tespit 

için iki farklı Sparus auratus balığının böbrek doku DNA‟sı çalıĢma sonuçları da 

OPA8 ve OPA9 primerleri ile ġekil 3.14‟de verilmiĢtir. 

 

 

ġekil 3.14: 1-SA1 ve 2-SA1 örnekleri OPA8 ve OPA9 primerleri 

kullanılarak, 1/1000µl, 1/100µl, 1/10 µl, 1µl, 2µl ve 3µl 

konsatrasyon ile yapılan RAPD-PZR amplifikasyon sonuçlarını 

gösteren %2‟lik agaroz jel fotoğrafı. 1-SA1 ve 2-SA1 örneklerinin 

belirtilen pirmerde, konsantrasyon farkına göre çalıĢıp çalıĢmadığını 

göstermek. Ġlk kuyu (M) boya markörünü örneğini göstermektedir. 
 

DNA konsantrasyonunun RAPD-PZR deneylerindeki tekrarlanabilirliği 

üzerine etkisini gösteren 2 balığın böbrek doku DNA‟larının 1/100 µl ve 1µl 

koyularak x8 tekrarlı yapılan (OPA8) sonuçları ġekil 3.15‟de verilmiĢtir. 
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a) .b)  

ġekil 3.15: a) OPA8 primeri kullanılarak, 1/100µl ve 1µl 1-SA1 

DNA‟sı ile X8‟li yapılan RAPD-PZR amplifikasyon sonucunu gösteren 

%2‟lik agaroz jel fotoğrafı. b) Aynı deneyin 2-SA1 DNA‟sı ile 

sonuçları. Ġlk kuyular (M) boy markörünü, son kuyu negatif kontrol 

örneğini göstermektedir. 
 

Farklı primer (OPA) ile aynı tip deney sonuçlarının gösterilmesi 

a)  b)   

ġekil 3.16: a) OPA9 primeri kullanılarak, 1/100µl ve 1µl 1-SA1 

DNA‟sı ile X8‟li yapılan RAPD-PZR amplifikasyon sonucunu gösteren 

%2‟lik agaroz jel fotoğrafı. b) Aynı deneyin 2-SA1 DNA‟sı ile 

sonuçları. Ġlk kuyular (M) boy markörünü, son kuyu negatif kontrol 

örneğini göstermektedir. 
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ġekil 3.17: 1-SA1 ve 2-SA1 örnekleri OPB5 primeri kullanılarak, 

1/1000µl, 1/100µl, 1/10 µl, 1µl, 2µl ve 3µl konsatrasyon ile yapılan 

RAPD-PZR amplifikasyon sonuçlarını gösteren %2‟lik agaroz jel 

fotoğrafı. 1-SA1 ve 2-SA1 örneklerinin belirtilen pirmerde, konsantrasyon 

farkına göre çalıĢıp çalıĢmadığını göstermek. Ġlk kuyu (M) boya 

markörünü örneğini göstermektedir. 
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3.5 Farklı DNA Konsantrasyonlarının DeğiĢik AT’lerde Etkisini 

Gösteren Sonuçlar 

 

1-SA1 ve 2-SA1 örnek DNA‟larının belirtilen pirmere ve 

konsantrasyonlarda değiĢen AT‟lara göre ne Ģekilde çalıĢtığı için yapılan çalıĢma 

sonuçları ġekil 3.18„ de verilmiĢtir.göstermek. 

 

 

ġekil 3.18: 1-SA1 ve 2-SA1 örnekleri OPB5 primeri kullanılarak, 1/100µl 

ve 1µl konsatrasyonalar ile yapılan gradyan RAPD-PZR amplifikasyon 

sonuçlarını gösteren %2‟lik agaroz jel fotoğrafı. 1-SA1 ve 2-SA1 

örneklerinin belirtilen pirmerde, konsantrasyon farkını değiĢen sıcaklık 

derecelerine göre çalıĢıp çalıĢmadığını göstermek. Ġlk kuyu (M) boya 

markörünü örneğini göstermektedir. 
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3.6 Primer AT’larına Göre AT Optimizasyon Bulguları 

 

 

ġekil 3.19: Tox12 örneği OPB5 primeri kullanılarak yapılan gradyanlı 

x3 tekrarlı RAPD-PZR amplifikasyon sonuçlarını gösteren %2‟lik 

agaroz jel fotoğrafı. Ġlk kuyular (M) boya markörünü, son kuyu negatif 

kontrol örneğini göstermektedir. 
 

 

ġekil 3.20: Tox12 örneği OPB11 primeri kullanılarak yapılan 

gradyanlı x3 tekrarlı RAPD-PZR amplifikasyon sonuçlarını gösteren 

%2‟lik agaroz jel fotoğrafı. Ġlk kuyular (M) boya markörünü, son 

kuyu negatif kontrol örneğini göstermektedir. 
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ġekil 3.21: Tox12 örneği OPB11 primeri kullanılarak yapılan 

gradyanlı x3 tekrarlı RAPD-PZR amplifikasyon sonuçlarını 

gösteren %2‟lik agaroz jel fotoğrafı. Ġlk kuyular (M) boya 

markörünü, son kuyu negatif kontrol örneğini göstermektedir. 
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3.7 Gradyanlı RAPD-PZR ile Aynı Türe Ait Farklı/Benzer Doku 

KarĢılaĢtırmaları  

 

 

ġekil 3.22: UD-8 ve UD-9 örnekleri ile OPB12 primeri 

kullanılarak yapılan gradyanlı RAPD-PZR ile aynı türe ait 

farklı/benzer doku karĢılaĢtırmaları amplifikasyon sonuçlarını 

gösteren %2‟lik agaroz jel fotoğrafı. Ġlk kuyular (M) boya 

markörünü, son kuyu negatif kontrol örneğini göstermektedir. 
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BÖLÜM 4 

 

TARTIġMA 

 

SCI (Science Citation Index) kapsamında yaptığımız bir araĢtırmada 39 000‟e 

yaklaĢan PZR baĢlıklı çalıĢmanın yanında veya içinde yer alan sadece 3800 RAPD-PZR 

baĢlıklı çalıĢma olduğunu gördük. Bu tespit RAPD-PZR gibi çok farklı uygulamalarda 

kullanılabilen, çok az ekipman ve ucuz bir bedel karĢılığı bol veri üretilebilecek bir 

metodun ne gibi sebeplerden bu derece geri planda kaldığının araĢtırılmasını 

gerektirmektedir. Üstelik yapılan yayınların çoğunluğunun da impact faktörü düĢük 

(<2.0) dergilerde yer alması da ikinci önemli bir tespit olup yaptığımız bu tez çalıĢması 

ile sebepleri biraz olsun netleĢtirilmiĢtir (Aydın ve ark., 2004). 

 

RAPD-PZR yöntemi maalesef çoğu araĢtırmacının sadece adına bakarak hüküm 

verdiği bir metod olarak tarihe geçmiĢtir diyebiliriz, en büyük dezavantajı random yani 

rastgele manasına gelen baĢharfinden kaynaklanmaktadır. Metodu sadece teorik bilgi 

kapsamında değerlendiren birçok araĢtırmacı maalesef son derece yüzeysel ve Ģekilci 

yaklaĢarak sadece adında yer alan rastgele kelimesine dayanarak metodu “tu kaka” hale 

getirmektedirler. Rastgele kelimesindeki rastgelelik çok komik ve bilimsel doğruluktan 

uzak Ģekillerle ifade bulmaktadır. Primerlerin rastgele bağlanması, rastgele bölgeleri 

çoğaltması ve neredeyse yapılan çalıĢmanın rastgele olmasına kadar değiĢik ve yanlıĢ 

rastgele açılımları vardır. Bazen bizzat araĢtırmayı yapan araĢtırmacılar bile ne 

yaptıklarını bilmez bir Ģekilde bu yanlıĢ rastgele ifadelerini kullanmıĢlardır ve metodu 

yanlıĢ ifade etmenin yanı sıra hakkını da veremedikleri için hak ettiği yeri bulmasına 

engel olmuĢlardır. Aslında rastgele olan sadece primerlerin baĢlangıç aĢamasında hedef 

bir bölgeye yönelik değil de hazır dizayn edilmiĢ bir grup primer içinden rastgele bir 

seçimle baĢlanıyor olmasıdır. Bunun sebebi de çoğu zaman çalıĢılan canlının genom 

dizisine dair ya hiçbir ön bilginin olmayıĢı ya da çok az ve yetersiz bilgilerin oluĢudur.  
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Bu metod aslında böyle bir ön dizi bilgisi gerektirmeden araĢtırmacıların bir 

canlının moleküler derinliklerine gidebilmesini sağlaması açısından eĢsizdir. Metod 

optimizasyonları sırasında özellikle çalıĢılması gereken parametreler primer seçimi, 

primer bağlanma derecesi (AT), DNA konsantrasyonu‟ dur, ancak bunlar da çoğu 

çalıĢma için gerçekten asli ihtiyaçlar ve durum tespiti yapılmadan, optimizasyon değil 

de tamamen ezberci yaklaĢımlarla günü kurtarmak yöneliĢli Ģekillerde sabitlenmiĢ ve 

çalıĢılmıĢtır. Çünkü öyle ya da böyle bu yöntem çok verimli niceliksel ve niteliksel 

sonuçlara döndürülebilir. Her ne kadar bu sonuçlar çoğu zaman gerçek anlamda bir Ģey 

ifade etmese de istatiksel birtakım değerlendirmelere çevrilebilecek veri yoğunluğu 

içinde araĢtırmacı bir Ģey ürettiğini düĢünerek tatmin olur, tabi çoğu zaman bu kuru veri 

kalabalığı ile ilgili yayınlar altı dolu olmadığı ve ne iĢe hizmet ettiği bilinmeyen bir 

halde olduğu için impact faktörü yüksek dergilerce kabul görmez, bu da metodun tercih 

edilmeyen bir metoda dönüĢmesine sebep olur. Bu tür haksızlıklar metodu hakkıyla 

değerlendirmeye çalıĢan az sayıda bilim adamının da önünü kapamaktadır çünkü birçok 

dergi editörü bu tarz bir metodu önyargılarla kapsam ve faaliyet alanları dıĢına çoktan 

almıĢtır ve daha ilk değerlendirmede bu metodu kullanma red sebebi olmaktadır. Primer 

tayin aĢaması birçok yayında sanki denenen primer sayısının çok olması iĢi bilimsel 

açıdan daha değerli kılıyor gibi lanse edilmekte hatta çoğu hakem bu tür bir zihniyeti 

yayın aĢamasında bir çeĢit kabul gören kritere dönüĢtürmektedir. Oysaki denenen 

primer sayısının çokluğu değil bu primerlerle elde edilen profillerin bize ne göstermesi 

ile ilgili doğru kararın verilmesidir önemli olan, bazen tek bir primer de sizin aradığınız 

profili daha ilk denemenizde verebilir. Ama çoğu bilim adamı yanlıĢ ve önyargılı 

yönlendirmelerle hiç gerek yokken yüzlerce primer denemesi yapmakta ve bunlar içinde 

en uygun profili (en çok bant oluĢturan) veren ve tekrarlı veren gibi yayınların çoğunda 

kabul görmüĢ ifadelerle çalıĢmalarının devamında kullanacakları primere/primerlere 

karar vermektedirler. Bu arada her primerin aslında uygun bir bağlanma ısısı 

optimizasyonu ile göstermek istedikleri her Ģeyi gösterebileceğini, hatta hiçbirĢey 

göstermediğini düĢündükleri ve ilk etapta eledikleri primerlerin aslında uygun AT‟ lerde 

çok Ģey gösterebileceğini yaptığımız bu çalıĢmada ortaya koyduk. Yine çalıĢılan 

DNA‟nın konsantrasyonunun optimizasyonunun da çalıĢmada gösterilmek istenilenin 

ne olduğu doğrultusunda çok önemli olduğu ve gerekirse konsantrasyon değiĢtirilerek 

gösterilmek istenen değiĢiklerin ve korunmuĢlukların aynı primer ve DNA örneği ile 

gösterilebileceği yine çalıĢmamızda ispatlanmıĢtır. 
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Tm ve AT arasındaki geçiĢle ilgili literatürde belirsizlikler taĢımaktadır. Bu 

konuya yönelik optimizasyon çalıĢmaları yapılmakla beraber, yetersizdir. Bu durum 

genel olarak PZR çalıĢmaları içinde zorlanılan, ancak gradient olarak sıcaklık 

ayarlanabilirliği PZR cihazlarında önlenebilecek bir durumdur (Rychlik ve ark.,1990). 

AT‟ nin çok düĢük olması özgün olmayan ve istenmeyen DNA fragmanlarının 

çoğaltılmasına sebep oluyor ve agoroz jellerde çok fazla sayıda bant Ģeklinde 

göstermektedir. RAPD-PZR için bu Ģekilde fazla bantlaĢma çoğu zaman bir avantaj gibi 

değerlendirilse de bu bantların çoğunluğu gerçek bir primer temlate bağlantısı ile 

gerçekleĢmemektedir. 

 

RAPD konulu optimizasyon çalıĢmalarının AT açısından değerlendirdiğimizde, J. 

Welsh ve M.McClelland, aynı derginin aynı sayısında farklı çalıĢmaları ile bağımsız 

olarak genomik parmakizi çalıĢmalarında rastgele primer dizileri kullanılarak RAPD 

metodolojisini ortaya koymuĢlardır (Williams ve ark.,1990). RAPD-PZR nin adının 

konulduğu bu çalıĢma 1990 yılında yapılmıĢ, geçen 21 sene bu konudaki çalıĢmaların 

gerçekten net bir AT ilgili bilgi birikimi oluĢturmadığını ve gerçekten bu durumun yol 

gösterme Ģekliyle bile doğru Ģekilde tartıĢılmadığını bu tez sırasında yaptığımız literatür 

değerlendirmeleri ortaya koymuĢtur. 

 

Literatür araĢtırmalarının sonucunda RAPD-PZR konulu çalıĢmalarda AT 36 

derece sabit tutularak;  

- Farklı cinslerin ikili Ģekilde farklı türlerini gösteren profillerde, 

- Farklı bireylerini farklı bir primer ile gösteren profillerde, 

- Bakteri türlerinin aynı primer ile gösteren profillerde, 

- Primer dizilimindeki her bir baz değiĢikliğinin iki farklı tür DNA‟sında ortaya 

çıkarttığı farklılaĢmayı tespite yönelik profiller de, 

- 3‟ ucundan primerler kısaltılarak yapılarak, primer uzunluğunun oluĢan RAPD-

PZR profillerindeki gidiĢat gösteren prifillerde,  

- Primer G+C içeriği miktarına göre çıkan sonuçlar değerlendirilmesinde G+C 

içerinin %0 ile 100/100 olduğu primer dizaynı çalıĢmaları Ģekilde gösterilen prifillerde 

çalıĢmalar yapılmıĢtır. 

 

1992 yılında yapılan baĢka bir çalıĢmada ise; yine AT 36 derecede sabit tutularak, 

denaturasyon zamanına, primer/DNA bağlanma zamanına, primer ve G+C içeriklerine, 
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DNA uzama süresine ve PCR döngü sayısına yönelik optimizasyonlar yapılmıĢtır (Yu 

ve Paul, 1992). 

 

1999‟dan itibaren birkaç grup araĢtırmacı HAT-RAPD adı altında veya yeni bir 

terminolojiye gitmeden yeni bir yaklaĢımla daha kararlı ve özgün RAPD bantları elde 

etmek için daha zor Ģartlarda primer bağlanmasının sağlanmasının gerekliliğinden yola 

çıkarak 48 derece ve üstü AT‟lerde RAPD yapmıĢlardır, bu da baĢka bir takım kabuldür 

ve bazen çalıĢmakla birlikte diğer AT derece kabulünden çok daha anlamlı ve 

optimizasyonlar açısından faydalı değildir (Atienzar ve ark., 2006). AraĢtırmacı yaptığı 

çok çeĢitli RAPD-PCR temelli çalıĢmasında RAPDin durumunu çok iyi kavramıĢ ve bu 

konuda 2006 yılında kapsamlı bir değerlendirme makalesi çıkartmıĢtır. Bu review 

makalede yüksek AT sıcaklığında (50-54) iyi kalitede RAPD profilleri elde etmek için 

gerekli olan optimize Ģartlarını değerlendirmiĢtir. Ancak bu tabi ki çokça tarafgir 

tamamen kendi HAT-PCR çalıĢmalarındaki baĢarıları odaklı bir değerlendirmedir. 

 

2009 yılında yapılan baĢka bir çalıĢmada ise, bir parazitin çeĢitli türlerini 

belirlemede kullanımına yönelik bir uygulamada yüksek AT‟de, 48 derecede kabulüyle 

çalıĢılmıĢtır (Wongsawada ve ark., 2009). 

 

2011 yılında yapılan çalıĢmalarda ise, bir optimizasyona gidilmeksizin önceki 

çalıĢmaların ıĢığından gidilerek AT 32 dereceden baĢlayarak 40 dereceye kadar farklı 

farklı çalıĢmalar yapılmıĢtır  (Dhakshanamoorthy ve ark., 2011; Gültekin 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). 
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SONUÇ ve ÖNERĠLER 

 

- RAPD çalıĢmalarına ısı gradyanlı bir PZR ile baĢlamak ve AT optimizasyonu ve 

konsantrasyon optimizasyonları yapmak çalıĢmaların doğru Ģekillendirilmesi 

açısından çok önemlidir.  

- Ġyi bir RAPD çalıĢması için ısı gradyan özelliği gösteren PZR cihazı çok 

gereklidir. 

- Gradyanlı PZR cihazı, her türlü parametrenin özellikle AT‟a bağlı değiĢimlerini 

göstermek ve çalıĢma açısından en uyumlu koĢulları oluĢturacaktır.  

- RAPD ile çok farklı pencereler açarak genom değerlendirmeleri yapılabilir, 

bunun farkında olmak ve gradyanlı PZR çalıĢmaları ile yapılabilecek 

optimizasyonları doğru değerlendirmek çok önemlidir. 

- Bir gradyan bloğunda A dan H‟a  

o Aynı derecede farklı PZR bileĢenleri, 

o Farklı primerler  

o Farklı canlı aynı primerler  

o Aynı canlı farklı bireyler 

o Aynı DNA farklı konsantrasyonlar ve daha birçok parametre 

optimizasyonu uygun AT‟ler için yapılabilir. 

- Bütün bu denemeler için multichannel ve multistep pipet kullanımı çok avantajlı 

olacaktır. 

- Bütün bu ürünlerin uygun bir jel düzeninde gösterilmesi de çok anlamlı olacağı 

için sonuçları en güzel Ģekilde görebilmek ve gösterebilmek için çok detaylı 

düĢünmek ve deney organizasyonu yapmak gereklidir.  
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