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NUKLEIK ASIT [ZOLASYON YONTEMLERI

Gunudmuzde enfeksiyon etkeni mikroorganizmala-
rin tanisi, karakterizasyonu ve epidemiyolojik 6zel-
liklerinin belirlenmesinde yogun olarak basvurulan
nikleik asit temelli analizlerin performansini etki-
leyen onemli faktorlerden biri de kullanilan deoksi-
ribontkleik asit (DNA) ve riboniikleik asit (RNA)'nin
kalitesi ve miktaridir. Bu bolumde, nukleik asitlerin
izolasyon ve analiz yontemleri hakkinda teorik ve
pratik bilgiler yer almaktadir.

Niikleik Asitlerin Yapisi

Her canlinin 6zgin olmasini saglayan genetik
bilginin depolanmasi, ifade edilmesi ve hicre igi
metabolik isleyisin yonetiminden sorumlu niikleik
asit molekulleri niikleotit adi verilen monomerler-
den olusan polimer yapisina sahiptir. Bir nikleotit
monomeri ise fosfat grubu, bes karbonlu pentoz
seker ve azotlu organik baz olmak Uzere Ug farkli
bilesen igerir. Nukleotitlerin polimerizasyonu, bir
nukleotidin sekerinin 3" karbonuna bagl hidrok-
sil grubu ile onu takip eden nukleotidin sekerinin
5" karbonuna bagl fosfat grubu arasinda olusan
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“fosfodiester bagi” ile saglanir. ki gesit pentoz
sekeri (deoksiriboz ve riboz) ve buna bagl olarak
DNA ve RNA olmak Uzere iki farkl nikleik asit po-
limeri vardir. Organik bazlar da gift-halkali plrin
[Adenin (A) ve Guanin (G)] ve tek-halkali primidin
[Sitozin (C), Timin (T) ve Urasil (U)] olmak (izere iki
gesittir ve nikleotitlerin pentoz sekerinin 1" karbo-
nuna “glikozidik bag” ile baglanirlar. DNA polimeri
A, G, CveT RNAise A G, Cve U bazlar tasir. DNA
ve RNA arasindaki yapisal farklardan bir digeri de
DNAnin gift zincirli, RNANnin ise tek zincirli olma-
sidir (Sekil 1). Prokaryotik ve okaryotik canlilarda
nikleotit gesitleri ayni olmasina ragmen DNA ve
RNA molekullerinin ntkleotit sayi ve diziligleri canli
tdrine gore farkhlik gosterir 2.

RNA virusleri disinda, canlilarin timunde ge-
netik bilgiyi tasiyan nukleik asit DNA molekultddr.
DNA'nin birbirine zit yonde uzanan ¢ift zinciri, pu-
rin ve primidin bazlari arasinda olusan “hidrojen
baglan” ile bir arada tutulmaktadir. Nukleotitler
arasindaki eslesmeler son derece spesifik olup, A
bazi T ile eslesirken, G bazi da C ile eslesir. DNAnIn
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leotit uzunlugunda, stabil olmayan, homopolimerik
ve heteropolimerik (A, U, G, C) tiplerden olusur ve
mRNA'larin yikiminda rol almaktadir 442,

Okaryotik mRNA izolasyonu oligo(deoksiTimin)
afinite kromotografisi yontemi ile manuel veya
kit kullanilarak i) saflastiriimis total RNA ¢ozelti-
sindeki mRNA'larin poli A kuyruklari ile oligo (dT)
recine igeren kolonlara 6zgun olarak baglanmasi,
ii) oligo(dT) kolona baglanmayan rRNA ve tRNA'la-
nn yikama ¢ozeltisi ile kolondan uzaklastiriimasi
ve iii) mRNA'larin oligo(dT) kolondan ellsyonu ol-
mak Uzere Ug asamada gergeklestirilir 2°.

Bakteriyel mRNA izolasyonu ise oldukga zor-
lu bir islemdir ¢unkl saflastinimis total RNA
ornedinde zaten orani gok distk (~%5) olan
mRNA'larin ¢ok az bir kisminda (~%1-10) bulunan
ve oldukga kisa poli A kuyrugu nedeniyle izolasyon
kapasitesi son derece yuksek yontemler kullanil-
masi gerekmektedir. Bakteriyel mRNA izolasyonu
igin oligo(dT),, bagl manyetik boncuklar igeren
“Dynabeads mRNA direct kit" yonteminin poli A
kuyruklu mRNA'larin izolasyonunda hayli etkin ol-
dugu bildirilmektedir 2. Ancak bu yontemle 6rnek-
teki tim mRNA populasyonunun elde edilemedigi
goz onunde bulundurulmaldir.

MRNA'larin timune gerek duyulan galismalar-
da ise bu amaca yonelik tasarlanmis bir Urlin olan
‘MICROBExpress™ Bacterial mRNA Enrichment
Kit" kullanilabilir. Yontem, farkli gram pozitif ve
gram negatif bakteri tirlerinden izole edilmis total
RNA orneklerinden 16S ve 23S rRNA'larin “capture
oligonucleotides” taslyan manyetik partikdller ile
yakalanmasi, rRNA hibritleri taslyan partikullerin
miknatisla toplanmasi ve sivi kisim yeni tlipe akta-
rildiktan sonra mRNA'larin EtOH ile ¢okturdlmesi
esasina dayanmaktadir %°.

Viral RNA izolasyonu (Hepatit C Viriis
Ornegi)

Bu “in-house” protokol ile elde edilen RNAdan
beklemeden revers transkripsiyon PCR (RT-PCR)
ile komplementer DNA (cDNA) olusturulduktan
sonra cDNA ve hedef viriise 6zgu bir primer gifti
kullanilarak standart PCR yontemi ile gogaltilan ve
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jelde yurUttlen PCR Urunu degerlendirilerek RNA
virUslerinin tanisinda kullanilabilir.

RNaz igermeyen steril mikrosantrifij tlpu-
ne 800 pl izolasyon reajeni (RNAzol) ve 100 pl
kloroform:izoamil alkol (24:1) karigimi konulduk-
tan sonra Uzerine 200 pl hasta serumu, plazma
veya homojenize edilmis karaciger biyopsi ma-
teryali eklenir. Tup kisa sureli vortekslenir, 15 da-
kika buz iginde bekletilir ve +4°C'de 13.000 rpm'de
15 dakika santrifijj edilir. Ust faz yeni tipe alinr,
600 pl izopropanol ve ¢gokelmeyi arttici olarak 2 pl
glikojen (8 pg/uL) eklenir, kisa streli vortekslenir,
-70°C’de minimum 1 saat (-20°C'de 16 saat) bek-
letildikten sonra +4°C’de 13.000 rpm’'de 15 dakika
santrifij edilir. Ust sivi atilir, ¢okelti tzerine 600
ul %70'lik soguk EtOH eklenir ve +4°C'de 13.000
rpm'de 10 dakika santriflj edilir, EtOH dokulir ve
steril kurutma kagidi ile dogrudan temas etmeden
gokelti kisa surede kurutulur ve 20 pl RNaz iger-
meyen steril saf su ile ¢ozdurilir. Ornek bekletil-
meden RT-PCR islemine alinir *°.

Son olarak, nikleik asit temelli galismalarda
basarinin, nukleik asit izolasyonu ve takip eden
analizlerde kullanilacak dogru yontemlerin segil-
mesi kadar ornek alimi, transportu, saklanmasi ve
deneylerin uygun kosullarda ve deneyimli personel
tarafindan gergeklestirilmesi ile dogrudan iliskili
oldugu unutulmamalidir.
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