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OZET Amag: RNA, DNA’ya gore daha diisiik kalimliliga sahip bir
molekiildiir. RNA analizine dayali molekiiler biyoloji ¢alismalarinda
siklikla 6zel sollisyonlar veya 6zel sartlar kullanilmaktadir. Bu calis-
mada, ddH20 igerisinde ¢oziilmiis, 10 y1l boyunca -40 °C’de saklanmis
RNA 6rneklerinin gen ekspresyon analizi agisindan performansinin de-
gerlendirilmesi amaglanmistir. Gereg¢ ve Yontemler: 40 meme doku-
sundan RNA izole edildi, cDNA sentezinin ardindan, es zamanl
kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu ile beta-aktin geninin ekspres-
yonu incelendi. Ornekler 10 y1l boyunca -40 °C’de sakland: ve 10 yil
sonra deneyler tekrar edildi. Elde edilen esik dongii (ct) degerleri ara-
sindaki fark GraphPad Prism istatistik paket programi kullanilarak in-
celendi. Veriler normal dagilima uygunluk gosterdiginden eslestirilmis
t-testi ile incelendi ve istatistiksel anlamlilik i¢in p<0,05 smnir degeri
kullanildi. Bulgular: Kirk RNA &rneginin tiimiinde beta-aktin eks-
presyonu saptand1. Taze 6rneklerde elde edilen en diisiik ve en yiiksek
ctdegerleri 16,17 ve 26,34 iken, 10 y1l bekletilmis 6rneklerde 15,66 ve
26,95°tir. Taze 6rneklerin ortalama ct degeri 20,20 iken, 10 y1l sonra ya-
pilan deneylerde elde edilen ortalama ct degeri 20,84 olmustur. iki grup
arasinda anlamli fark gézlenmemistir. Sonug: Elde edilen sonuglar
RNA 6rneklerinin 10 y1l boyunca -40 °C’de saklanmasinin ekspresyon
deneylerinde anlaml farka neden olmadigini, su igerisinde ¢oziilmiis
RNA 6rneklerinin -40 °C’de saklanarak 10 yil boyunca kullanilabile-
cegini gostermistir. RNA ornekleri 10 y1l sonra yeniden incelenmek
iizere argivlenmistir.

Anahtar Kelimeler: Meme kanseri; RNA; arsiv;
gergek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu

ABSTRACT Objective: RNA is not stable as DNA. Special solutions
or special conditions are often used in molecular biology studies based
on RNA analysis. In this study, it was aimed to evaluate the perfor-
mance of RNA samples eluted with ddH20 and stored at -40 °C for 10
years in terms of gene expression analysis. Material and Methods:
RNA was isolated from 40 breast tissues. After cDNA synthesis, ex-
pression of beta-actin gene was examined by quantitative polymerase
chain reaction. The samples were stored at -40 °C for 10 years and the
experiments were repeated 10 years later. The difference between the
obtained treshold cycle (ct) values was analyzed using the GraphPad
Prism statistical package program. Since the data were in accordance
with the normal distribution, they were analyzed with a paired t-test
and a cut-off value of p<0.05 was used for statistical significance. Re-
sults: Beta-actin expression was detected in all 40 RNA samples. While
the lowest and highest ct values obtained in fresh samples were 16.17
and 26.34, they were 15.66 and 26.95 in samples that were kept for 10
years. While the average ct value of the fresh samples was 20.20, the
average ct value obtained in the experiments performed after 10 years
was 20.84. No significant difference was observed between the 2
groups. Conclusion: The results showed that storing RNA samples at
-40 °C for 10 years did not cause a significant difference in expression
experiments, and RNA samples dissolved in water could be used for
10 years by storing them at -40 °C. RNA samples were archived for re-
examination 10 years later.
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Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) en sik kulla-
nilan molekiiler biyolojik yontemlerden biridir.! PZR
reaksiyonunda kalip olarak DNA kullanililir, gen eks-
presyon ¢alismalarinda ise RNA 6rneklerinden cDNA
sentezi yapilip es zamanl kantitatif PZR ile gen eks-
presyonunun incelenmesi rutin olarak kullanilan bir
molekiiler biyolojik yontemdir. Gen ekspresyonunun
hesaplanmasi i¢in ¢esitli matematiksel formiiller ge-
listirilmistir.>* Bu yontemlerde hedef gen ekspres-
yonu, yapisal (house keeping) gen olarak adlandirilan,
hiicrede daima eksprese edilen bir gene kiyasla belir-
lenir. Yapisal genler oldukga fazladir, farkli dokularda
farkl1 yapisal genler kullanilabilir ancak beta-aktin en
sik kullanilan yapisal genlerden biridir.* Hangi yon-
tem kullanilirsa kullanilsin RNA kalimliligi ekspres-
yon ¢alismalarinda sinirlayic: faktérlerdendir. Biyo-
bankalarda uzun siireler saklanan RNA drneklerinin
kalimlilig1 rutin olarak kontrol edilir, RNA izolasyonu
ve saklanmasinda 6zel soliisyonlar, dzel kriyo saklama
yontemleri kullanilir.’ Ozel kosullara ihtiyag duyul-
mas1 hem maliyet artiricidir hem de yontemlerin her
laboratuvarda uygulanabilmesini kisitlar. Bu calig-
mada, rutin izolasyon yontemleri ile izole edilmis, 6zel
bir kimyasal kullanilmadan 10 y1l boyunca, -40 °C’de
saklanmigs RNA 6rneklerinin es zamanl kantitatif PZR
etkinligindeki degisimini inceledik.

I GEREG VE YONTEMLER

DOKU ORNEKLERI

2010 Temmuz-2012 Ocak araliginda, Marmara Uni-
versitesi Pendik Egitim ve Arastirma Hastanesinde
meme kanseri tanist almig kadinlara ait 40 meme
dokusu ¢alismaya dahil edildi. Dahil edilen doku 6r-
neklerinden 18’1 kanser dokusu, 22’si komsu sag-
likli dokudur. Caligma, Helsinki Deklarasyonu
prensiplerine uygun olarak yiriitiilmiis, yontem
Marmara Universitesi Tip Fakiiltes Arastirma Etik
Kurulu tarafindan (tarih: 20 Ocak 2011, no:
B.30.2.MAR.0.01.02/AEK/15) onaylanmig ve tiim
katihmeilarin yazili onami alimmustir.

RNA IZOLASYONU, SAKLANMASI VE ES ZAMANLI
KANTITATIF PZR ILE BETA-AKTIN GENININ
AMPLIFIYE EDILMESI

Doku orneklerinden RNA izolasyonu High Pure
RNA Tissue Kit (Roche, Mannheim, Almanya) kul-
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lanilarak {iretici firma yonergeleri dogrultusunda ya-
pild1. Eliisyon, kit i¢erisinde bulunan ddH,O ile eliis-
yon hacmi 100 pL olacak sekilde yapildi. Elde edilen
RNA’larin konsantrasyonlart Nano Drop (Thermo
Scientific, A.B.D) ile dl¢iildii.

RNA’dan cDNA sentezi, High-Capacity cDNA
Reverse Transcription kiti (Thermo Scientific, A.B.D)
ile 10 pL RNA kullanilarak, 20 pL son hacimde, kit
yonergeleri dogrultusunda gergeklestirildi. Reaksiyon
kosullar sdyledir, 25 °C’de 10 dk, 37 °C’de 120 dk ve
85 °C’de 5 dk. Reaksiyon sonrasinda cDNA’lar -20
°C’de saklandi ve 6 hafta igerisinde kullanildi.

Es zamanli kantitatif PZR Ampigene qPCR
Green mix (Enzo, ABD) ve uygun primerler kullani-
larak, 20 pL son hacimde, Light Cycler 480 real time
PCR (Roche, Almanya) cihazinda ger¢eklestirildi.
Tiim deneylerde kontaminasyonun diglanmasi igin
negatif kontroller de kullanildu.

Reaksiyon igerigi kit kilavuzunda belirtildigi
gibi 10 pL 2X qPCR mix, 0,8 pL forward ve reverse
primer, 2 pL ¢cDNA ve 6,4 pL ddH,O kullanilarak
hazirlandi. Kit yonergeleri dogrultusunda 2 dk 95
°C’de polimeraz aktivasyonu gerceklestirildikten
sonra 40 dongii amplifikasyon yapildi. Beta-aktin
geni icin kullanilan primer dizileri Forward:
5’AGACCGCGTCCGCCC3’ ve Reverse: 5’TAT-
CATCATCCATGGTGAGCTGG3’ ve baglanma s1-
cakligr 58 °C’dir. Amplifikasyon sonrasinda erime
egrisi analizi yapilarak 6zgiil olmayan baglanma olup
olmadig1 incelendi.

ISTATISTIKSEL ANALIZ

2012 ve 2022 yillarinda elde edilen esik dongii (ct)
degerleri GraphPad Prism (GraphPad, A.B.D) paket
programi ile degerlendirildi, normal dagilima uygun
olduklar belirlenen ct degerleri arasindaki farkin an-
lamlilig1 parametrik yontemlerle incelendi. Bu
amacla, eslestirilmis t-testi kullanild1 ve istatistiksel
anlamlilik i¢in siir deger p<0,05 kullanildi.

I BULGULAR

Kirk doku 6rneginin tiimiinden basarili bir sekilde
RNA izole edildi. En diisiik konsantrasyon 3,61 ng/uL
ve en yliksek konsantrasyon 925,10 ng/uL 6lgiilda.
Konsantrasyonlarin dagilimi Sekil 1°de gosterilmistir.
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SEKIL 1: Dokulardan izole edilen RNA'larin konsantrasyonlari.

Gergek zamanli PZR sonucunda tiim 6rnekler-
den kabul edilebilir aralikta ct degeri elde edildi.
Elde edilen en diisiik ct degeri 15,66 en yiiksek ct
degeri ise 26,95 olarak belirlendi. Ct degerlerine ait
ayrintilar Tablo 1°de verilmistir. 2012 ve 2022 yil-
larinda elde edilen ct degerlerinin normal dagilima
uygun oldugu belirlendi ve eslestirilmis t-testi ile
aradaki farkin anlamlilig1 incelendi. iki grup ara-
sindaki farklarin ortalama degerinin 0,64 oldugu ve
%095 giiven araliginda bu farkin anlamli olmadig:
belirlendi (p=0,12). Elde edilen ct degerleri eslesti-
rilmeden incelendiginde de farkin anlamli olmadig:
belirlendi (p=0,29). Ornekler kanser dokular1 ve
saglikli dokular olarak ayri ayri incelendiginde de
ct degerlerindeki degisimin anlamh diizeyde farkl
olmadigi belirlendi. Sekil 2’de 6rneklerin 10 y1l 6n-
ceki ve 10 yil sonraki ct degerleri eslestirilmis,
artma azalma egilimleri gosterilmistir. Sekil 3’te ise
dagilimlardaki farkin gézlenmesi i¢in ct degerleri
sagilim grafigi olarak verilmistir.

TABLO 1: Ayni RNA 6rnekleri kullanilarak, 2012 ve
2022 yillarinda beta-aktin geni igin yapilmis gercek
zamanli PZR deneyleri sonunda elde edilen
ct degerlerine iligkin bilgiler.

2012 sonuglari 2022 sonuglari
Omek sayisi 40 40
Minimum ct 16,17 15,66
Maksimum ct 26,34 26,95
Ortalama 20,20 20,84
Ortanca 20,06 21,42

PZR: Polimeraz zincir reaksiyonu; ct: esik dongi.
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Ornekler RNA konsantrasyonlarmin 25 ng/uL’den
diisiik ve yiliksek olanlar seklinde 2 gruba ayrildi.
Konsantrasyonu 25 ng/uL.’den kiigiik olan RNA 6r-
neklerinde 10 yil sonra elde edilen ct’lerin genellikle
yiikselme egiliminde oldugu gozlendi (Sekil 3). Kon-
santrasyonu 25 ng/uL’den biiylik olan 6rneklerde
gozlenen ct degisimi istatistiksel olarak anlamli de-
gilken, 25 ng/pL’den daha diisiik konsantrasyondaki
orneklerde gozlenen ct artisinin istatistiksel olarak
anlamli oldugu belirlendi (p=0,0134 ve farkin ortanca
degeri=1,75). Bu 6rneklerde elde edilen en yiiksek ct
degeri 26,95°tir.

I TARTISMA

Gen ekspresyon calismalarinda, RNA’dan cDNA
sentezlenir ve kantitatif PZR yontemi ile hedef genin
RNA miktar1 tayin edilir.> Gen ekspresyon g¢alisma-
larinda kullanilacak 6rnekler doku veya RNA olarak
saklanmaktadir, ancak saklama kosullart RNA deg-
radasyonuna sebep olabildiginden en ideal saklama
kosulu i¢in ¢esitli analizler yapilmaktadir. Baz1 biyo-
bankalarda dokular 6n muamele yapilmaksizin, bazi
biyobankalarda 6zel soliisyonlar ile muamele edile-
rek saklanir. Baz1 biyobankalarda ise dokular degil
RNA o6rnekleri saklanmaktadir. Stephenson ve ark.
kan orneklerini PAXgene blood RNA tiiplerinde
(Qiagen, Almanya) 3 yil boyunca saklamig, RNA
konsantrasyonu ve veriminde anlamli diisiis olmadi-
gin1 ancak izolasyon veriminin yillar i¢erisinde azal-
digin1  belirlemiglerdir.® Benzer bir ¢aligmada,
PAXgene tiiplerde saklanmis RNA 6rneklerinin 7 y1l
boyunca miktar ve kalimlilik agisindan zarar gérme-
digi belirlenmistir.” Yine benzer bir ¢aligmada, sivi
azot icerisinde saklanmis biyobanka &rneklerindeki
DNA, RNA miktar1 ve kalitesi analiz edilmis ve uzun
siire kriyo saklamanin dokulardaki DNA, RNA mik-
tar ve kalitesine etki etmedigi belirlenmistir.® -80 °C
ve s1v1 azotta uzun siire saklamanin RNA, DNA mik-
tar1 ve kalimlilif1 tizerine etkisinin incelendigi ¢alis-
mada, 250 ng/uL konsantrasyona sahip drneklerin
RNA kalimlilig1 arasinda fark gézlenmemis ancak 25
ng/pL konsantrasyona sahip RNA 0Ornekleri -80
°C’de saklandiginda RNA kalimliliginda anlamh
diistis oldugu saptanmustir.’ Kullandigimiz RNA o6r-
nekleri i¢in bu bulgunun gecerli olup olmadigini test
etmek amaciyla konsantrasyonlart 25 ng/uL’den
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SEKIL 2: Omeklerin beta-aktin geni igin elde edilen ct degerleri. A) 2012 ve 2022 yillarinda elde edilen ct degerlerinin dropline grafik ile gosterimi.
B) Orneklerin 2012 ve 2022 yillarinda elde edilen ct degerlerinin dagilimini gdsteren sacilim grafigi. ct: esik déngl
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SEKIL 3: Konsantrasyonu 25 ng/uL'den bilyiik ve kiigiik olan drneklerin ct degerlerindeki degisimlerin dropline grafikler ile gosterimi.

biiytik ve kiiciik olan 6érneklerimizi ayr1 ayr incele-
dik. Sekil 3°te gorildiigi lizere 25 ng/uL’den daha
diisiik konsantrasyona sahip orneklerin ct degerle-
rinde ylikselme meydana gelmistir.

Biyobankalarda 6rnek saklanmasinda 6zel sart-
lar ve techizatin kullanilmasi hem maliyeti artirir hem
de yontemi zorlastirir. Bu nedenle biyobankalarda
dogrudan -80 °C’de saklama, s1v1 azotta saklama gibi
yontemler kullanilmakta ve farkli yontemler arasinda
periyodik olarak kalite kontrol ¢aligmalar1 yapilmak-
tadir. Literatiirde dokudan izole edilmis RNA’larin
uzun siire saklandiktan sonra analiz edildigi ¢aligma-
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lar oldukea kisitlidir, 6rnekler genellikle izolasyon
yapilmadan saklanmaktadir. izolasyon yapilmadan
saklanmis 6rneklerde zaman igerisinde verimin diis-
tiigline dair caligmalar oldugu gibi aksini gosteren ca-
lismalar da mevcuttur.”” Ancak 4 yil -80 °C’de
saklanmis 6rneklerde DNA, RNA konsantrasyonu ve
kalitesinde anlaml1 bir kayip olmadig1 belirlenmistir,
bu calismada 10 yillik arsivlemeye dair veri bulun-
mamaktadir.'® Elde ettigimiz veriler bu bulguyu des-
tekler nitelikte oldugu gibi RNA orneklerinin daha
uzun siire saklanmasi hakkinda da bilgi vermektedir.
Tiim 6rnekler bir arada degerlendirildiginde -40°C’de
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10 y1l saklama sonucu RNA’lar degrade olmamus, or-
neklerin es zamanl kantitatif PZR veriminde degi-
siklik olmamigtir. Bu ¢calismada, RNA kalimliliginin
belirlenmesi i¢in RNA lizatinda daha fazla kopyasi
bulunan, yapisal genlerden olan beta-aktinin PZR ve-
rimliligi incelenmistir. Yapisal olmayan genlere go-
rece daha fazla miktarda bulunan beta-aktinin
incelenmesinin RNA harabiyetini daha net ortaya ko-
yacagi, beta-aktin ct’lerinde gozlenen degisimin
RNA harabiyetini yansitacag diisiiniilerek planlan-
mustir. Ancak farkl klinik tablolarda ifadeleri degi-
sen, yapisal genlere gore daha diisiik seviyelerde
ifade edilen, yapisal olmayan genler i¢in de analizle-
rin yapilmasi es zamanli kantitatif PZR deneylerinde
kullanilacak RNA’larin saklama kosullarinin belir-
lenmesi a¢isindan 6nem arz etmektedir.

[l SONUC

Elde ettigimiz bulgular, meme dokusundan izole edil-
mis RNA’larin -40 °C’de, 10 y1l boyunca saklanma-
sinin beta-aktin geni ct degerinde anlamli bir artisa
sebep olmadigini, dokulardan izole edilmis RNA’la-
rin Ozel sartlar ve soliisyonlar gerekmeksizin -40°C’de
saklanmasmin uygun olacagini gostermektedir. Ancak
konsantrasyonu diisitk RNA 6rneklerinde 10 yil so-
nunda elde edilen ct degerleri ilk degerlerden daha
yiiksek oldugundan, izolasyon sonrasinda konsant-
rasyon Olciimil yapilip diisiik konsantrasyona sahip
orneklerin konsantre edilmesi, doku varsa izolasyo-
nun tekrarlanmasi yerinde olacaktir.
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Genel cerrahi uzmani Prof. Dr. Bahadwr Giilliioglu 'na hastalarin
organize edilmesi ve orneklerin toplanmasindaki katkilarindan

otiirii tesekkiir ederiz.

Finansal Kaynak

Bu ¢alisma sirasinda, yapilan arastirma konusu ile ilgili dogru-
dan baglantist bulunan herhangi bir ilag firmasindan, tibbi alet,
gereg ve malzeme saglayan ve/veya iireten bir firma veya herhangi
bir ticari firmadan, ¢alismanin degerlendirme siirecinde, ¢alisma
ile ilgili verilecek karari olumsuz etkileyebilecek maddi ve/veya

manevi herhangi bir destek alinmamgtir.

Cikar Catismast

Bu ¢aligma ile ilgili olarak yazarlarin ve/veya aile bireylerinin
¢tkar ¢atismasi potansiyeli olabilecek bilimsel ve tibbi komite iiye-
ligi veya iiyeleri ile iligkisi, danigsmanlik, bilirkisilik, herhangi bir

firmada ¢alisma durumu, hissedarlik ve benzer durumlari yoktur.
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