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Toplam RNA Izolasyonu:
Yiiksek Saflikta RNA Elde Etmenin Kolay Yontemleri

DNA uzun yillar uygun kosullarda saklandiginda stabil kalabilirken RNA
kisa dmiirliidiir. Clinki her tirlii kosulda bulunabilen “RNaz" adi verilen TR

enzimler RNA'nin bozulmasina sebep olur. Bu nedenle hiicrelerden

toplam RNA'nin izolasyonunu yliksek verimle yapabilecek ayni zamanda e DUNA
RNA'nin bozulmasini da engelleyecek bir yontem gereklidir. . Protein
(organic)

Toplam RNA nedir? RNA

Toplam RNA, bir hiicrenin icinde bulunan tiim RNA molekiilleridir. Tiim prokaryot ve 6karyot hiicreleri

asagidaki tiirleri icerir:

Belirli kosullar altinda hiicresel gen ekspresyonunun anlik okunmasi
> Messenger RNA (mRNA): olarak hizmet eden uzun protein kodlayan ve DNA'ya tasiyan
haberci RNAdr.

> MikroRNA (miRNA): Bircogu gen ekspresyonunun diizenlenmesi ve susturulmasinda
yer alan sayisiz diger kodlayici olmayan RNA molekilidiir.

> Ribozomal RNA (rRNA): Ribozomlarin 6nemli bir bilesenidir ve protein sentezi icin kritiktir.

Protein sentezi icin baska bir kritik bilesendir. Bir 6ncii molekiiliin
niikleusta islenmesiyle olusur. Bu RNA molekiilleri, sentezlenen
proteine dogru amino asidin eklenmesini saglamak icin amino
asitleri ribozoma ve baz ciftine mRNA ile tasir.

RNaZ Nedir? +Trizol +Chloroform .
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Riboniikleazlar (RNazlar), RNA'yI parcalayan enzimlerdir. |

> Transfer RNA (tRNA):

Bu enzimler RNA izolasyonu sirasinda ¢cok sorun yaratirlar,
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cok zordur. Toplam RNA izolasyonu yaparken RNazi ele- ?:. Incubate | ﬁ Centrifuge ‘J

mine ettiginizden emin olmaniz gerekir.

Toplam RNA izolasyonunda RNAzlar Trizol Kullanarak Uzaklastirmak

RNaz'lan etkisiz hale getirmek elbette ki imkansiz dedildir. RNaz'lari inhibe ederken ayni zamanda RNA'lari da
glivenli bir sekilde izole etmeyi saglayan ilk yontemi Piotr Chomczynski ve Nicoletta Sacchi tarafindan uygulanan
Guanidinium tiyosiyanat-fenol-kloroform izolasyon yontemidir. Bu yéntem, protein hiicre bilesenlerini parcalayan
ve RNazlar dahil tim enzimleri inaktive eden gicli bir protein denatilire eden kimyasal bilesenlerden olusan bir
formdur. izolasyonu tipik olarak toplam RNA'yi berrak bir sulu fazda sinirlamak icin asidik fenol-kloroform kullanilr,
proteinler ve hiicre kalintilari ise pembe organik katmanda son bulur. RNA, izopropanol ile ¢cokeltilerek geri
kazanilabilir, yikanabilir ve daha sonra suda yeniden ¢6zilebilir. Bu yéntemin hazir formda olan bircok markasi

vardir. Ve kendi fenol guanidin izotiyosiyanat karisiminizi da yapmaniz mimkuinddr.

Toplam RNA izolasyonu icin Trizol Kullanmanin
Trizol'lin Faydalar Dezavantajlari
-RNazlarin denatiire edilmesi, -Diger RNA izolasyonu
-miRNA gibi kiiciik molektler yontemleriyle karsilastirildiginda
agirlikli RNA'lar da dahil toplam maliyetli olabilir,
RNA'nin izolasyonu, -Tehlikeli ve toksiktir,
Yiksek kaliteli RNA, -Dikkatli calisiimaz ise izole
-Kullanimi nispeten basit, edilmis RNA faz ayrimi esnasinda
Bir numuneden ayni anda DNA fenol ile kontamine olabilir,
protein ve RNA izolasyonuna «Zaman alici olabilir.
izin verir.

RNA izolasyonu icin Trizole Alternatif Olarak Kullanilan
Ticari Kitler

Trizol veya diger tehlikeli kimyasallari kullanmayan bircok ticari kit vardir. Bugiin glinimuzde neredeyse tim uygu-
lamalar icin uygunluk gosterebilen ticari kitler mevcuttur. Bu kitler RNA'y1 yakalamak icin spin kolon ya da manyetik
boncuk yontemlerini kullanabilir. miRNA veya diger kictk molekiler agirlikli RNA tirleri icin de 6zel olarak tasar-
lanmis kitler bulunmaktadir. Kit metotlari cogu zaman farkl kaynak ve materyallerden RNA ¢ikarmak i¢in optimize
edilmis olduklari icin Trizole gére daha gtivenli ve stabildirler.

OZET
Trizol ve ticari olarak temin edilebilen kit metotlarinin maliyet, tehlikeli kimyasallarin kullanimi ve uygunluk
acisindan artilari ve eksileri vardir ve bunlarin her biri secilmeden 6nce dikkatlice disuntlmelidir.
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