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NÜKLEIK ASIT IZOLASYON YÖNTEMLERI

BÖLÜM 4   

Günümüzde enfeksiyon etkeni mikroorganizmala-
rın tanısı, karakterizasyonu ve epidemiyolojik özel-
liklerinin belirlenmesinde yoğun olarak başvurulan 
nükleik asit temelli analizlerin performansını etki-
leyen önemli faktörlerden biri de kullanılan deoksi-
ribonükleik asit (DNA) ve ribonükleik asit (RNA)’nın 
kalitesi ve miktarıdır. Bu bölümde, nükleik asitlerin 
izolasyon ve analiz yöntemleri hakkında teorik ve 
pratik bilgiler yer almaktadır.

Nükleik Asitlerin Yapısı

Her canlının özgün olmasını sağlayan genetik 
bilginin depolanması, ifade edilmesi ve hücre içi 
metabolik işleyişin yönetiminden sorumlu nükleik 
asit molekülleri nükleotit adı verilen monomerler-
den oluşan polimer yapısına sahiptir. Bir nükleotit 
monomeri ise fosfat grubu, beş karbonlu pentoz 
şeker ve azotlu organik baz olmak üzere üç farklı 
bileşen içerir. Nükleotitlerin polimerizasyonu, bir 
nükleotidin şekerinin 3’ karbonuna bağlı hidrok-
sil grubu ile onu takip eden nükleotidin şekerinin 
5’ karbonuna bağlı fosfat grubu arasında oluşan 

“fosfodiester bağı” ile sağlanır. İki çeşit pentoz 
şekeri (deoksiriboz ve riboz) ve buna bağlı olarak 
DNA ve RNA olmak üzere iki farklı nükleik asit po-
limeri vardır. Organik bazlar da çift-halkalı pürin 
[Adenin (A) ve Guanin (G)] ve tek-halkalı primidin 
[Sitozin (C), Timin (T) ve Urasil (U)] olmak üzere iki 
çeşittir ve nükleotitlerin pentoz şekerinin 1’ karbo-
nuna “glikozidik bağ” ile bağlanırlar. DNA polimeri 
A, G, C ve T, RNA ise A, G, C ve U bazları taşır. DNA 
ve RNA arasındaki yapısal farklardan bir diğeri de 
DNA’nın çift zincirli, RNA’nın ise tek zincirli olma-
sıdır (Şekil 1). Prokaryotik ve ökaryotik canlılarda 
nükleotit çeşitleri aynı olmasına rağmen DNA ve 
RNA moleküllerinin nükleotit sayı ve dizilişleri canlı 
türüne göre farklılık gösterir 1, 2.

RNA virüsleri dışında, canlıların tümünde ge-
netik bilgiyi taşıyan nükleik asit DNA molekülüdür. 
DNA’nın birbirine zıt yönde uzanan çift zinciri, pü-
rin ve primidin bazları arasında oluşan “hidrojen 
bağları” ile bir arada tutulmaktadır. Nükleotitler 
arasındaki eşleşmeler son derece spesifik olup, A 
bazı T ile eşleşirken, G bazı da C ile eşleşir. DNA’nın 
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leotit uzunluğunda, stabil olmayan, homopolimerik 
ve heteropolimerik (A, U, G, C) tiplerden oluşur ve 
mRNA’ların yıkımında rol almaktadır 41, 42.

Ökaryotik mRNA izolasyonu oligo(deoksiTimin) 
afinite kromotografisi yöntemi ile manuel veya 
kit kullanılarak i) saflaştırılmış total RNA çözelti-
sindeki mRNA’ların poli A kuyrukları ile oligo (dT) 
reçine içeren kolonlara özgün olarak bağlanması,  
ii) oligo(dT) kolona bağlanmayan rRNA ve tRNA’la-
rın yıkama çözeltisi ile kolondan uzaklaştırılması  
ve iii) mRNA’ların oligo(dT) kolondan elüsyonu ol-
mak üzere üç aşamada gerçekleştirilir 20.

Bakteriyel mRNA izolasyonu ise oldukça zor-
lu bir işlemdir çünkü saflaştırılmış total RNA 
örneğinde zaten oranı çok düşük (~%5) olan  
mRNA’ların çok az bir kısmında (~%1-10) bulunan 
ve oldukça kısa poli A kuyruğu nedeniyle izolasyon 
kapasitesi son derece yüksek yöntemler kullanıl-
ması gerekmektedir. Bakteriyel mRNA izolasyonu 
için oligo(dT)25 bağlı manyetik boncuklar içeren  
“Dynabeads mRNA direct kit” yönteminin poli A 
kuyruklu mRNA’ların izolasyonunda hayli etkin ol-
duğu bildirilmektedir 21. Ancak bu yöntemle örnek-
teki tüm mRNA popülasyonunun elde edilemediği 
göz önünde bulundurulmalıdır.

mRNA’ların tümüne gerek duyulan çalışmalar-
da ise bu amaca yönelik tasarlanmış bir ürün olan 
“MICROBExpress™ Bacterial mRNA Enrichment 
Kit” kullanılabilir. Yöntem, farklı gram pozitif ve 
gram negatif bakteri türlerinden izole edilmiş total 
RNA örneklerinden 16S ve 23S rRNA’ların “capture 
oligonucleotides” taşıyan manyetik partiküller ile 
yakalanması, rRNA hibritleri taşıyan partiküllerin 
mıknatısla toplanması ve sıvı kısım yeni tüpe akta-
rıldıktan sonra mRNA’ların EtOH ile çöktürülmesi 
esasına dayanmaktadır 29.

Viral RNA İzolasyonu (Hepatit C Virüs 
Örneği)

Bu “in-house” protokol ile elde edilen RNA’dan 
beklemeden revers transkripsiyon PCR (RT-PCR) 
ile komplementer DNA (cDNA) oluşturulduktan 
sonra cDNA ve hedef virüse özgü bir primer çifti 
kullanılarak standart PCR yöntemi ile çoğaltılan ve 

jelde yürütülen PCR ürünü değerlendirilerek RNA 
virüslerinin tanısında kullanılabilir.

RNaz içermeyen steril mikrosantrifüj tüpü-
ne 800 µl izolasyon reajeni (RNAzol) ve 100 µl  
kloroform:izoamil alkol (24:1) karışımı konulduk-
tan sonra üzerine 200 µl hasta serumu, plazma 
veya homojenize edilmiş karaciğer biyopsi ma-
teryali eklenir. Tüp kısa süreli vortekslenir, 15 da-
kika buz içinde bekletilir ve +4°C’de 13.000 rpm’de 
15 dakika santrifüj edilir. Üst faz yeni tüpe alınır, 
600 µl izopropanol ve çökelmeyi arttıcı olarak 2 µl 
glikojen (8 µg/µL) eklenir, kısa süreli vortekslenir, 
-70°C’de minimum 1 saat (-20°C’de 16 saat) bek-
letildikten sonra +4°C’de 13.000 rpm’de 15 dakika 
santrifüj edilir. Üst sıvı atılır, çökelti üzerine 600 
µl %70’lik soğuk EtOH eklenir ve +4°C’de 13.000 
rpm’de 10 dakika santrifüj edilir, EtOH dökülür ve 
steril kurutma kâğıdı ile doğrudan temas etmeden 
çökelti kısa sürede kurutulur ve 20 µl RNaz içer-
meyen steril saf su ile çözdürülür. Örnek bekletil-
meden RT-PCR işlemine alınır 39.

Son olarak, nükleik asit temelli çalışmalarda 
başarının, nükleik asit izolasyonu ve takip eden 
analizlerde kullanılacak doğru yöntemlerin seçil-
mesi kadar örnek alımı, transportu, saklanması ve 
deneylerin uygun koşullarda ve deneyimli personel 
tarafından gerçekleştirilmesi ile doğrudan ilişkili 
olduğu unutulmamalıdır.
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