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RT-PCR

(reverse transckripsiyon-polimeraz zincir reaksiyonu)

m MRNA ekspresyon seviyelerini belirlemek
icin sensitiv bir metod
m ki ana basamak icerir:

RT reaksiyonu
PCR amplifikasyonu



Dogal revers transkriptaz ornekleri:

m HIV-1 (human immunodeficiency virus)
m M-MLV (Moloney murine leukemia virus)
m AMV ( avian myeloblastosis virus)

m Eukaryotik kromozomlarda telomerlerin

devamliligini saglayan Telomeraz revers
transkriptaz
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m RT-PCR sensitivitesi yuksek bir deteksiyon teknigi
m Dusuk kopya sayisi iceren az miktarda RNA ile bu
yontemle detekte edilebilir

m MRNA’yI cDNA'ya cevirmenin amaci mRNA'yI daha
dayanikli cDNA sayesinde daha kolay ve ayrintili
iInceleyebilmek

m Genlerin incelenen hucredeki ekspresyon seviyesi
belirlenebillir.

m MRNA sekanslari cDNA formunda klonlanabilir ve
bir hucrede eksprese edilen tum genleri iceren
cDNA arsivleri olusturulabilir

m RT-PCR ile klonlanan cDNA sayesinde genlerin
ekspresyonu RNA ve protein seviyesinde daha
ayrintili incelenebillir.




cDNA (complementary DNA)

m CDNA tek veya cift sarmalli olabilir

m MRNA kalibindan revers transkriptaz
kullanilarak sentezlenir

m Bu proses RT reaksiyonu ve tek zincirli cDNA
sentezi olarak bilinir

m Eger yapilan deney cift sarmalli cDNA
gerektiriyorsa, bir bagska DNA sentez
basamagi ile gerceklestirilebilir



RT Reaksiyonu ( Reverse Transkripsiyon)

m Tek sarmallil RNA'nIn
Kalip RNA
Revers transkriptaz enzimi
Revers transkriptaz buffer
Primer
dNTP’ler
RNaz inhibitor
kKullanilarak cDNA’ya transkripsiyonu
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RT Reaksiyonu ( Reverse Transkripsiyon)

m Bir RT reaksiyon icin 1-2 ug RNA kullantilir

m Reaksiyon basamakiari:

RNA ve primer, RNA'nin sekonder yapisini denature
etmek icin 70C’ye 1sitilir, sonra hizlica buz Uzerine
alinarak primer'in DNA’ya baglanmasi saglanir

RT reaksiyonun diger komponentleri reaksiyona eklenir.
Bunlar: dNTPler, RNaz inhibitoru, revers transkiptaz ve
RT buffer

42C’de 1 saat RT reaksiyonun ekstansiyonu
70C’ye i1sitarak enzim inaktivasyonu
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m RT reaksiyonu icin ug tip primer
kullanilabillir:
oligo (dT) primerlar,
random (hexamer) primerlar
gen spesifik primerlar



m oligo (dT) primerlar mMRNA'nin poly(A)
kuyruguna hibridize olur. RNA yuksek kalitede
ise tercih edilirler. Cunku polimerizasyonun, 3
ucundan istenilen transkriptin sonuna dek
devamlilik gosteriyor olmali.

The structure of a typical human protein coding mRNA including the untranslated regions (UTRs)

; ' PolyA
y Coding sequence (CDS) J'UTR g
Cap tUTR o 9 Stop tail
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m random (hexamer) primerlar fragmente mRNA (<500 baz)
iIcin onerilir, cunku bu durumda istenen sekansla polyA
Kuyrugu arasinda kesinti olabilir.

m Random primerlar tek zincirli kiguk DNA fragmanlari (
oligonukleotidler). Bazlarin mumkun olan her
kombinasyonundan olgurlar

gcgtaa
tagcg gtaat

5 G;;;EEEUCGCAUUAUGCGAAGGGCL




m Ozellikle az miktarda olan transriptleri
amplifiye etmek icinse ilgilenilen gene
spesifik primerlari kullanmak daha iyi.



" A
RT-PCR Prosedurleri

m |ki TUpte, Iki basamakli prosedur:

RT optimal kosullarda yapildigi icin RT-PCR urunu daha
uzun

RT urunu farkli transkriptlerin analizi icin kullanilabilir.

m Bir tupte iki basamakli prosedur:

lIk basamakta c-DNA sentezlenir , sonra tupe PCR
reagentleri eklenir ve PCR reaksiyonu ilerler

Az miktarda ornek varliginda faydall

RT ve PCR reaksiyonu kendi optimal kosullarinda yapilir
Uzun sekanslar amplifiye edillebilir

Multiple transkipt incelenebilir
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RT-PCR Prosedurleri

m Bir tupte bir basamakli prosedur
cDNA sentezi ve PCR amplifikasyon ayni buffer,
bolgeye spesifik primerlarla yapilir.
Reaksiyon boyunca tupu agmak gerekmez,
kontaminasyon riski azalir.

Sekans spesifik primerlar kullanildigi igin spaesifik bir
transkpitin incelenmesine olanak verir.

Bu metodda kullanilan 50-72C’de calisan termoaktive
revers transkriptaz yanlis primer baglanmalarini azaltir.

Bu sicaklik sekonder mRNA yapilarinin olusmasini
onler

Daha kisa surer
Az pipetleme oldugu icin pipetleme hatalari azalir
Tum cDNA PCR icin kullanilir



RT-PCR primer dizayni

RNA DNA ile kontamine olabilir. Bu nedenle RT-PCR
primerlari ya bir intronu da icermeli ya da iki farkli ekzonu
icermeli

Oncelikle geninizi eksprese eden bir 6rnekden RNA
ektrakte edip cDNA sentezlemeli ve primerlarinizi kontrol
etmelisiniz.

1-2 ug RNA RT reaksiyonu icin, tek basamakli RT-PCR
icin 50 ng gerekli

RT ve PCR reaksiyonlari igin her zaman kontrollerin
olmali.

RNA’'dan arindiriilmis ortamda calisiimali

RNA loading kontrol olarak beta-aktin, GADPH gibi bir
‘housekeeping’ geni hedefleyen primerlar da
amplifikasyon yapilmali



Primer spans an intron/exon boundary
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Figure 1. Primer design to IEY eliminate or Bl detect amplification from contaminating genomic DNA
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‘Hot Start’ PCR

m PCR reaksiyonun hazirlanmasi sirasinda
polimeraz aktivitesinin inhibisyonunu saglar.
PCR sikluslari oncesi polimeraz reaksiyonun
engellenmesi non-spesifik amplifikasyonlari
azaltir ve PCR hedef urununu artirir.

m Manuel olarak (Tum diger reagentler 95C'ye
ulastiktan sonra polimeraz eklenmesi), \Wax-
barier yontemi ve tag'a yonelik antikorlarla
gerceklestirilir..

m Ama en sik kullanilan yuksek isilara
ulasmadan calismayan bir DNA polimeraz
kullanmak
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m Parafin altnda temlate primerlar, buffer ve su, Ustiinde enzim, nukleotidler, buffer ve
su. Wwax 60-70C’de erir ve buzda solidifiye olur
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‘Touchdown’ PCR

m Touchdown PCR nonspesifik amplifikasyonun
azalmasini saglar.

m PCR’In erken sikluslarinda hedef optimum
annealing Isisinin daha yuksek 1si ile baslanir.
Annealing i1sisI her siklusda yavas yavas
azaltilarak optimum isiya kadar ulasilir ve kalan
sikluslar bu 1si ile tamamlianir.

m Bu yaklasim ilk sikluslarda daha spesifik
baglanma sagladigindan dogru urunun non-
spesifikler aleyhine artiriimasini saglar



‘Touch-Down’ Protokol

95° C 10 min

95°C 45 sec 15 cycle

71°C 45 sec every step in cycle

720 C 1 min temperature decrese 0,5°C
95° C 45 sec

64° C 45 sec 20 cycle

72°C 1 min

72°C 10 min




