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ÖZET Amaç: RNA, DNA’ya göre daha düşük kalımlılığa sahip bir 
moleküldür. RNA analizine dayalı moleküler biyoloji çalışmalarında 
sıklıkla özel solüsyonlar veya özel şartlar kullanılmaktadır. Bu çalış-
mada, ddH2O içerisinde çözülmüş, 10 yıl boyunca -40 °C’de saklanmış 
RNA örneklerinin gen ekspresyon analizi açısından performansının de-
ğerlendirilmesi amaçlanmıştır. Gereç ve Yöntemler: 40 meme doku-
sundan RNA izole edildi, cDNA sentezinin ardından, eş zamanlı 
kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu ile beta-aktin geninin ekspres-
yonu incelendi. Örnekler 10 yıl boyunca -40 °C’de saklandı ve 10 yıl 
sonra deneyler tekrar edildi. Elde edilen eşik döngü (ct) değerleri ara-
sındaki fark GraphPad Prism istatistik paket programı kullanılarak in-
celendi. Veriler normal dağılıma uygunluk gösterdiğinden eşleştirilmiş 
t-testi ile incelendi ve istatistiksel anlamlılık için p<0,05 sınır değeri 
kullanıldı. Bulgular: Kırk RNA örneğinin tümünde beta-aktin eks-
presyonu saptandı. Taze örneklerde elde edilen en düşük ve en yüksek 
ct değerleri 16,17 ve 26,34 iken, 10 yıl bekletilmiş örneklerde 15,66 ve 
26,95’tir. Taze örneklerin ortalama ct değeri 20,20 iken, 10 yıl sonra ya-
pılan deneylerde elde edilen ortalama ct değeri 20,84 olmuştur. İki grup 
arasında anlamlı fark gözlenmemiştir. Sonuç: Elde edilen sonuçlar 
RNA örneklerinin 10 yıl boyunca -40 °C’de saklanmasının ekspresyon 
deneylerinde anlamlı farka neden olmadığını, su içerisinde çözülmüş 
RNA örneklerinin -40 °C’de saklanarak 10 yıl boyunca kullanılabile-
ceğini göstermiştir. RNA örnekleri 10 yıl sonra yeniden incelenmek 
üzere arşivlenmiştir. 
 
Anah tar Ke li me ler: Meme kanseri; RNA; arşiv;  

                gerçek zamanlı polimeraz zincir reaksiyonu 

ABS TRACT 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 ddH2O 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 sık kulla-
nılan moleküler biyolojik yöntemlerden biridir.1 PZR 
reaksiyonunda kalıp olarak DNA kullanılılır, gen eks-
presyon çalışmalarında ise RNA örneklerinden cDNA 
sentezi yapılıp eş zamanlı kantitatif PZR ile gen eks-
presyonunun incelenmesi rutin olarak kullanılan bir 
moleküler biyolojik yöntemdir. Gen ekspresyonunun 
hesaplanması için çeşitli matematiksel formüller ge-
liştirilmiştir.2,3 Bu yöntemlerde hedef gen ekspres-
yonu, yapısal (house keeping) gen olarak adlandırılan, 
hücrede daima eksprese edilen bir gene kıyasla belir-
lenir. Yapısal genler oldukça fazladır, farklı dokularda 
farklı yapısal genler kullanılabilir ancak beta-aktin en 
sık kullanılan yapısal genlerden biridir.4 Hangi yön-
tem kullanılırsa kullanılsın RNA kalımlılığı ekspres-
yon çalışmalarında sınırlayıcı faktörlerdendir. Biyo- 
bankalarda uzun süreler saklanan RNA örneklerinin 
kalımlılığı rutin olarak kontrol edilir, RNA izolasyonu 
ve saklanmasında özel solüsyonlar, özel kriyo saklama 
yöntemleri kullanılır.5 Özel koşullara ihtiyaç duyul-
ması hem maliyet artırıcıdır hem de yöntemlerin her 
laboratuvarda uygulanabilmesini kısıtlar. Bu çalış-
mada, rutin izolasyon yöntemleri ile izole edilmiş, özel 
bir kimyasal kullanılmadan 10 yıl boyunca, -40 °C’de 
saklanmış RNA örneklerinin eş zamanlı kantitatif PZR 
etkinliğindeki değişimini inceledik.  

 GEREÇ VE YÖNTEMLER 

DOKu ÖRNEKLERİ  
2010 Temmuz-2012 Ocak aralığında, Marmara Üni-
versitesi Pendik Eğitim ve Araştırma Hastanesinde 
meme kanseri tanısı almış kadınlara ait 40 meme 
dokusu çalışmaya dâhil edildi. Dâhil edilen doku ör-
neklerinden 18’i kanser dokusu, 22’si komşu sağ-
lıklı dokudur. Çalışma, Helsinki Deklarasyonu 
prensiplerine uygun olarak yürütülmüş, yöntem 
Marmara Üniversitesi Tıp Fakültes Araştırma Etik 
Kurulu tarafından (tarih: 20 Ocak 2011, no: 
B.30.2.MAR.0.01.02/AEK/15) onaylanmış ve tüm 
katılımcıların yazılı onamı alınmıştır. 

RNA İzOLASYONu, SAKLANMASI VE EŞ zAMANLI 
KANTİTATİf PzR İLE BETA-AKTİN GENİNİN  
AMPLİfİYE EDİLMESİ  
Doku örneklerinden RNA izolasyonu High Pure 
RNA Tissue Kit (Roche, Mannheim, Almanya) kul-

lanılarak üretici firma yönergeleri doğrultusunda ya-
pıldı. Elüsyon, kit içerisinde bulunan ddH2O ile elüs-
yon hacmi 100 µL olacak şekilde yapıldı. Elde edilen 
RNA’ların konsantrasyonları Nano Drop (Thermo 
Scientific, A.B.D) ile ölçüldü.  

RNA’dan cDNA sentezi, High-Capacity cDNA 
Reverse Transcription kiti (Thermo Scientific, A.B.D) 
ile 10 µL RNA kullanılarak, 20 µL son hacimde, kit 
yönergeleri doğrultusunda gerçekleştirildi. Reaksiyon 
koşulları şöyledir, 25 °C’de 10 dk, 37 °C’de 120 dk ve 
85 °C’de 5 dk. Reaksiyon sonrasında cDNA’lar -20 
°C’de saklandı ve 6 hafta içerisinde kullanıldı.  

Eş zamanlı kantitatif PZR Ampigene qPCR 
Green mix (Enzo, ABD) ve uygun primerler kullanı-
larak, 20 µL son hacimde, Light Cycler 480 real time 
PCR (Roche, Almanya) cihazında gerçekleştirildi. 
Tüm deneylerde kontaminasyonun dışlanması için 
negatif kontroller de kullanıldı.  

Reaksiyon içeriği kit kılavuzunda belirtildiği 
gibi 10 µL 2X qPCR mix, 0,8 µL forward ve reverse 
primer, 2 µL cDNA ve 6,4 µL ddH2O kullanılarak 
hazırlandı. Kit yönergeleri doğrultusunda 2 dk 95 
°C’de polimeraz aktivasyonu gerçekleştirildikten 
sonra 40 döngü amplifikasyon yapıldı. Beta-aktin 
geni için kullanılan primer dizileri Forward: 
5’AGACCGCGTCCGCCC3’ ve Reverse: 5’TAT-
CATCATCCATGGTGAGCTGG3’ ve bağlanma sı-
caklığı 58 °C’dir. Amplifikasyon sonrasında erime 
eğrisi analizi yapılarak özgül olmayan bağlanma olup 
olmadığı incelendi.  

İSTATİSTİKSEL ANALİz 
2012 ve 2022 yıllarında elde edilen eşik döngü (ct) 
değerleri GraphPad Prism (GraphPad, A.B.D) paket 
programı ile değerlendirildi, normal dağılıma uygun 
oldukları belirlenen ct değerleri arasındaki farkın an-
lamlılığı parametrik yöntemlerle incelendi. Bu 
amaçla, eşleştirilmiş t-testi kullanıldı ve istatistiksel 
anlamlılık için sınır değer p<0,05 kullanıldı.  

 BuLGuLAR 
Kırk doku örneğinin tümünden başarılı bir şekilde 
RNA izole edildi. En düşük konsantrasyon 3,61 ng/µL 
ve en yüksek konsantrasyon 925,10 ng/µL ölçüldü. 
Konsantrasyonların dağılımı Şekil 1’de gösterilmiştir.   
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Gerçek zamanlı PZR sonucunda tüm örnekler-
den kabul edilebilir aralıkta ct değeri elde edildi. 
Elde edilen en düşük ct değeri 15,66 en yüksek ct 
değeri ise 26,95 olarak belirlendi. Ct değerlerine ait 
ayrıntılar Tablo 1’de verilmiştir. 2012 ve 2022 yıl-
larında elde edilen ct değerlerinin normal dağılıma 
uygun olduğu belirlendi ve eşleştirilmiş t-testi ile 
aradaki farkın anlamlılığı incelendi. İki grup ara-
sındaki farkların ortalama değerinin 0,64 olduğu ve 
%95 güven aralığında bu farkın anlamlı olmadığı 
belirlendi (p=0,12). Elde edilen ct değerleri eşleşti-
rilmeden incelendiğinde de farkın anlamlı olmadığı 
belirlendi (p=0,29). Örnekler kanser dokuları ve 
sağlıklı dokular olarak ayrı ayrı incelendiğinde de 
ct değerlerindeki değişimin anlamlı düzeyde farklı 
olmadığı belirlendi. Şekil 2’de örneklerin 10 yıl ön-
ceki ve 10 yıl sonraki ct değerleri eşleştirilmiş, 
artma azalma eğilimleri gösterilmiştir. Şekil 3’te ise 
dağılımlardaki farkın gözlenmesi için ct değerleri 
saçılım grafiği olarak verilmiştir.  

Örnekler RNA konsantrasyonlarının 25 ng/µL’den 
düşük ve yüksek olanlar şeklinde 2 gruba ayrıldı. 
Konsantrasyonu 25 ng/µL’den küçük olan RNA ör-
neklerinde 10 yıl sonra elde edilen ct’lerin genellikle 
yükselme eğiliminde olduğu gözlendi (Şekil 3). Kon-
santrasyonu 25 ng/µL’den büyük olan örneklerde 
gözlenen ct değişimi istatistiksel olarak anlamlı de-
ğilken, 25 ng/µL’den daha düşük konsantrasyondaki 
örneklerde gözlenen ct artışının istatistiksel olarak 
anlamlı olduğu belirlendi (p=0,0134 ve farkın ortanca 
değeri=1,75). Bu örneklerde elde edilen en yüksek ct 
değeri 26,95’tir. 

 TARTIŞMA 
Gen ekspresyon çalışmalarında, RNA’dan cDNA 
sentezlenir ve kantitatif PZR yöntemi ile hedef genin 
RNA miktarı tayin edilir.2 Gen ekspresyon çalışma-
larında kullanılacak örnekler doku veya RNA olarak 
saklanmaktadır, ancak saklama koşulları RNA deg-
radasyonuna sebep olabildiğinden en ideal saklama 
koşulu için çeşitli analizler yapılmaktadır. Bazı biyo-
bankalarda dokular ön muamele yapılmaksızın, bazı 
biyobankalarda özel solüsyonlar ile muamele edile-
rek saklanır. Bazı biyobankalarda ise dokular değil 
RNA örnekleri saklanmaktadır. Stephenson ve ark. 
kan örneklerini PAXgene blood RNA tüplerinde 
(Qiagen, Almanya) 3 yıl boyunca saklamış, RNA 
konsantrasyonu ve veriminde anlamlı düşüş olmadı-
ğını ancak izolasyon veriminin yıllar içerisinde azal-
dığını belirlemişlerdir.6 Benzer bir çalışmada, 
PAXgene tüplerde saklanmış RNA örneklerinin 7 yıl 
boyunca miktar ve kalımlılık açısından zarar görme-
diği belirlenmiştir.7 Yine benzer bir çalışmada, sıvı 
azot içerisinde saklanmış biyobanka örneklerindeki 
DNA, RNA miktarı ve kalitesi analiz edilmiş ve uzun 
süre kriyo saklamanın dokulardaki DNA, RNA mik-
tar ve kalitesine etki etmediği belirlenmiştir.8 -80 °C 
ve sıvı azotta uzun süre saklamanın RNA, DNA mik-
tarı ve kalımlılığı üzerine etkisinin incelendiği çalış-
mada, 250 ng/µL konsantrasyona sahip örneklerin 
RNA kalımlılığı arasında fark gözlenmemiş ancak 25 
ng/µL konsantrasyona sahip RNA örnekleri -80 
°C’de saklandığında RNA kalımlılığında anlamlı 
düşüş olduğu saptanmıştır.5 Kullandığımız RNA ör-
nekleri için bu bulgunun geçerli olup olmadığını test 
etmek amacıyla konsantrasyonları 25 ng/µL’den 
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ŞEKİL 1: Dokulardan izole edilen RNA’ların konsantrasyonları.

ng
/µ

L

2012 sonuçları 2022 sonuçları 
Örnek sayısı 40 40 
Minimum ct 16,17 15,66 
Maksimum ct 26,34 26,95 
Ortalama 20,20 20,84 
Ortanca 20,06 21,42 

TABLO 1:  Aynı RNA örnekleri kullanılarak, 2012 ve 
2022 yıllarında beta-aktin geni için yapılmış gerçek 

zamanlı PzR deneyleri sonunda elde edilen  
ct değerlerine ilişkin bilgiler.

PzR: Polimeraz zincir reaksiyonu; ct: eşik döngü.

https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/?sort=date&term=Stephenson+NL&cauthor_id=33259520
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büyük ve küçük olan örneklerimizi ayrı ayrı incele-
dik. Şekil 3’te görüldüğü üzere 25 ng/µL’den daha 
düşük konsantrasyona sahip örneklerin ct değerle-
rinde yükselme meydana gelmiştir. 

Biyobankalarda örnek saklanmasında özel şart-
lar ve teçhizatın kullanılması hem maliyeti artırır hem 
de yöntemi zorlaştırır. Bu nedenle biyobankalarda 
doğrudan -80 °C’de saklama, sıvı azotta saklama gibi 
yöntemler kullanılmakta ve farklı yöntemler arasında 
periyodik olarak kalite kontrol çalışmaları yapılmak-
tadır. Literatürde dokudan izole edilmiş RNA’ların 
uzun süre saklandıktan sonra analiz edildiği çalışma-

lar oldukça kısıtlıdır, örnekler genellikle izolasyon 
yapılmadan saklanmaktadır. İzolasyon yapılmadan 
saklanmış örneklerde zaman içerisinde verimin düş-
tüğüne dair çalışmalar olduğu gibi aksini gösteren ça-
lışmalar da mevcuttur.7,9 Ancak 4 yıl -80 °C’de 
saklanmış örneklerde DNA, RNA konsantrasyonu ve 
kalitesinde anlamlı bir kayıp olmadığı belirlenmiştir, 
bu çalışmada 10 yıllık arşivlemeye dair veri bulun-
mamaktadır.10 Elde ettiğimiz veriler bu bulguyu des-
tekler nitelikte olduğu gibi RNA örneklerinin daha 
uzun süre saklanması hakkında da bilgi vermektedir. 
Tüm örnekler bir arada değerlendirildiğinde -40°C’de 
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ŞEKİL 2: Örneklerin beta-aktin geni için elde edilen ct değerleri. A) 2012 ve 2022 yıllarında elde edilen ct değerlerinin dropline grafik ile gösterimi. 
B) Örneklerin 2012 ve 2022 yıllarında elde edilen ct değerlerinin dağılımını gösteren saçılım grafiği.   ct: eşik döngü 

ŞEKİL 3: Konsantrasyonu 25 ng/µL’den büyük ve küçük olan örneklerin ct değerlerindeki değişimlerin dropline grafikler ile gösterimi.  

Konsantrasyon >25ng/µL Konsantrasyon >25ng/µL
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10 yıl saklama sonucu RNA’lar degrade olmamış, ör-
neklerin eş zamanlı kantitatif PZR veriminde deği-
şiklik olmamıştır. Bu çalışmada, RNA kalımlılığının 
belirlenmesi için RNA lizatında daha fazla kopyası 
bulunan, yapısal genlerden olan beta-aktinin PZR ve-
rimliliği incelenmiştir. Yapısal olmayan genlere gö-
rece daha fazla miktarda bulunan beta-aktinin 
incelenmesinin RNA harabiyetini daha net ortaya ko-
yacağı, beta-aktin ct’lerinde gözlenen değişimin 
RNA harabiyetini yansıtacağı düşünülerek planlan-
mıştır. Ancak farklı klinik tablolarda ifadeleri deği-
şen, yapısal genlere göre daha düşük seviyelerde 
ifade edilen, yapısal olmayan genler için de analizle-
rin yapılması eş zamanlı kantitatif PZR deneylerinde 
kullanılacak RNA’ların saklama koşullarının belir-
lenmesi açısından önem arz etmektedir.  

 SONuÇ 
Elde ettiğimiz bulgular, meme dokusundan izole edil-
miş RNA’ların -40 °C’de, 10 yıl boyunca saklanma-
sının beta-aktin geni ct değerinde anlamlı bir artışa 
sebep olmadığını, dokulardan izole edilmiş RNA’la-
rın özel şartlar ve solüsyonlar gerekmeksizin -40°C’de 
saklanmasının uygun olacağını göstermektedir. Ancak 
konsantrasyonu düşük RNA örneklerinde 10 yıl so-
nunda elde edilen ct değerleri ilk değerlerden daha 
yüksek olduğundan, izolasyon sonrasında konsant-
rasyon ölçümü yapılıp düşük konsantrasyona sahip 
örneklerin konsantre edilmesi, doku varsa izolasyo-
nun tekrarlanması yerinde olacaktır.  
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Genel cerrahi uzmanı Prof. Dr. Bahadır Güllüoğlu’na hastaların 
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