VIII. ULUSAL OLGUMBILIM KONGRESI, 26-28 Eylil 2013, Gebze-KOCAELI 1

COKLU RNA TRANSKRIPTLERININ OLCUMU
KARSILASTIRMASI

Sema AKYUREK*
Miislim AKGOZ**

TUBITAK UME, Baris Mah. Dr. Zeki Acar Cad. Pk54, 41470 Gebze/KOCAELI
Tel: 0262 679 50 00

E-mail* : sema.akyurek@tubitak.gov.tr

E-mail** : muslum.akgoz@tubitak.gov.tr

OZET

Bu galismada, LGC sirketi (ingiltere) tarafindan hazirlanan ve génderilen drneklerin igerdigi RNA
miktarlarn belirlenmistir. Orneklerin igerdigi RNA miktari, Gergek Zamanli Polimeraz Zincirleme
Tepkimesi (GZ-PZT) teknigi ve o&rneklerle birlikte génderilen, kopya sayilar bilinen kalibrantlar
kullanilarak belirlenmistir. Ulusal Metroloji Enstitlleri ve katilimci ézel laboratuvarlar arasinda yapilan
bu karsilastirma ¢alismasi sonucunda 6rneklerin icerdigi RNA transkript oranlarinin dlgimanin,
yUksek tekrarlanabilirlik ve dogrulukta yapilabildigi sonucuna variimistir.

Anahtar Kelimeler: RNA, Gergek Zamanl PZT (RT-PCR), Miktar tayini.

ABSTRACT

In this study, the measurements had been made to quantify RNA concentration in the samples that
had been prepared and send by LGC company (England). The concentration of the RNA in the
samples and calibrants was quantified by the Real Time Polymerase Chain Reaction Technique. As a
result, this study that was made among National Metrology Institutes and private laboratories showed
that all the RNA measurements were made with high reproducibility and accuracy.
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1. GiRiS

Biyolojik arastirmalarda gen anlatim analizlerinin énemi giinden gline artmaktadir. Gen anlatim
mekanizmalarinin anlasilmasi sayesinde hastaliklarla ilgili genlerin tanimlanmasi mimkin olacaktir

[1].

Gen anlatimi profil analizleri tipik olarak iki ya da daha fazla érnek icerisindeki ya da durumdaki
haberci RNA’larin (mRNA) bagil miktarlarinin dlgtilmesini icermektedir. Bu profil analizleri hastaliklarin
asamalarinin belirlenmesi ya da hucrelerin 6zel bir tedaviye nasil yanit verdiklerinin gdsteriimesi
amaclyla kullaniimaktadir. Bu nedenle RNA transkriptleri hastaliklarin tanisi ve seyri igin dnemli
biyobelirtegler olarak gérilmektedirler. Ancak RNA &lgimleri igin evrensel standartlarin olmayisi ve
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kullanilan tekniklerin karsilastiriimalarinin zorlu olusu nedeniyle RNA &lgiim yéntemleri ugrastirici ve
karmasgiktir [2].

2. RNA TRANSKRIPTLERININ BAGIL MIKTAR TAYiNi

Bu galismada farkl oranlarda sentetik RNA tarnskiptleri (ERCC, External RNA Control Consortium)
biyolojik 6rnekler lzerine eklenerek dlcimi yapilacak Ornek1 ve Ornek 2 olusturulmus ve kullanilan
sentetik RNA'lara ait konsantrasyonlari bilinen kalibrantlar ile birlikte katilimci laboratuvarlara
gdnderilmistir. Katiimci laboratuarlardan, uygun yéntemler kullanarak Ornek1 ve Ornek 2'nin igerdigi
sentetik RNA’larin élcimlerinin  gerceklestiriimesi ve bagil oranlarinin  belirsizlikleri ile birlikte
saptanmasi istenmistir.

Calismada 6lcimi yapilacak sentetik transkriptlere (ERCC Transkript) ait primer ve problarin dizileri
Tablo 1’de, ERCC kalibrantlarin konsantrasyon bilgileri Tablo 2’de ve kullanilan isil ddngi protokoll
ise Tablo 3’de verilmigtir.

Tablo 1. ERCC transkrpitlerin primer ve probe dizileri

ERCC # | Forward Primer Reverse Primer Hydrolysis probe Ampllcon
size (bp)

13 CGGACATGGTGT | TTGTTGGGCGGACC | TGCATGAGGACCCGCAAAT | 66
TGGTCAAG GTAA TCCTC

o5 CGGTCGTGAACT | GGTAGTTTCGCTGGT | AGCCTGATACGAGCGCAC | 67
GCTATAGGA TCGTT AACA

42 AGAGAGCTTTTG | TCATTTGCTAAGGCA | TCACCAGTTCCCATGAATG | 73
GCAATCCT GTTAAAGA TTCCAC

99 TCGTCCATCCCTC | CGCAATCGCGTGTG | CATGGAAAGAGCTCGACAA | 71
AAGAGAGA AATG AATTTACTC

113 GCGACACCAACA | CCGCGCGTGAGCAC | ACACACCGGACGCTTGGA |65
TCGTTACG 1T TCAGTG

171 TTAGTTTCGTGGC | CACGAATCGCACGG | AGGAAAACTGCGACTGTTC | 67
GGGATTT ATGTT TTTAACC

Tablo 2. Kalibrantin icerdigi ERCC transkriptleri ve kopya sayilari

ERCC # Transkriptin adi Kopya/ul
1 ERCC13 948.000
2 ERCC25 1.000.000
3 ERCC42 1.000.000
4 ERCC99 986.000
5 ERCC113 938.000
6 ERCC171 939.000
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Tablo 3. PCR Isil déngu protokoli

Step Sicaklik Sare Doéngl Sayisi
rt(reverse 45C 10 min 1
Transcription)
rt inactivation / Taq 95C 10 min 1
activation
PCR 95C 15s 40
60C 45 s

3.1. Deney Parametrelerinin Belirlenmesi
3.1.1. Deneylerde Kullanilan Cihazlar

Gergek Zamanlh Polimeraz Zincirleme Tepkime cihazi

3.2. RNA Olciimleri

Yapilan deneylerde deneyin Olgim blyUkligd hedef genlerin kopya sayilarinin orani olarak
hesaplanmistir. Ornek 1 ve Ornek 2'nin igerdigi sentetik RNA’larin bagil miktar tayinlerini yapabilmek
icin kopya sayilar bilinen kalibrantlar kullaniimistir. Calisma yapilacak cihaz igin optimize edilmis bir
kit ile tek seferde hem RNAdan cDNA sentezi hem de cDNA’larin c¢ogaltiimasi islemi
gerceklestirilmistir.

GZ-PZT cihazina ait yazilim, ¢alisma tamamlandiginda érnekler ve kalibrantlar icin bir Cq (esik déngu
sayisi) degeri belirlenmistir. Kalibrantlar igin girilen konsantrasyon degerinin logaritmasi ve cihazin
verdigi Cq degerleri kullanilarak Excel tizerinde DOT fonksiyonu yardimiyla kalibrasyon egrisi gizilip,
egrinin formala belirlenmistir. Bu formdillerden yararlanarak Orneklerin igerdigi sentetik RNA kopya
sayllar hesaplanmistir. Ornek 1 ve Ornek 2'nin igerdidi sentetik RNA miktarlari oranlanarak istenen
bagil miktar tayini yapilmistir. Bunlara ek olarak sentetik transkriptlerin miktart E“C4""™Y) formiili [3,4]
ile de hesaplanmistir.

Guln i¢i ve gunler arasi tekrarlanabilirligi gdsterebilmek icin deneyler (¢ ayri giinde, her bir sentetik
transkript igin Ug tekrarli olarak ¢alisiimistir.

SONUC

Ornek 1 ve Ornek 2'nin igerdigi sentetik RNA transkriptlerinin bagil miktar tayini igin yapilan calismaya
ait 6rnek Olgim sonuglari Tablo 4 ve 5'te, tim katiimcilara ait 6lcimi yapilan tim sentetik RNA
oranlari Tablo 6’da; ERCC13 standardina ait 6rnek kalibrasyon egrisi ise $ekil 1’de verilmisgtir.
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Tablo 4. ERCC transkriptlerine ait gun ici ve gunler arasi tekrarlanabilirlik

Cq Kopya sayisi/ul) Slope ve intercept degerleri
Excel Uzerinde grafiklerden
o anici an ici hesaplatiimistir
Ornek Gun ici tekrar Standart Gin ici tekrar Standart pl $!
Ortalama Sapma Ortalama Sapma
1 | 2 3 1 ‘ 2 3 slope (m) | intercept | R?
ERCC-13
?{”gﬁr: 2569 25.83 258 25.77 0.07 130998 | 118903 | 121397 | 123766 6386 -3.328 42719 | 0.999
?ngh; 25.65 25.71 25.72 25.69 0.04 114456 | 109791 | 109032 | 111093 2937 -3.32 42.443
?g”gﬁ n1 2565 25.71 25.75 257 0.05 132640 | 127366 | 123967 | 127991 4370 -3.405 43.093
?{”gﬁ nz 25.2 25.22 25.21 25.21 0.01 183872 | 181345 | 182604 | 182607 1264 -3.328 42.719
?2'”53 nz 252 25.18 25.18 25.19 0.01 156385 | 158570 | 158570 | 157841 1261 -3.32 42.443
%’”gﬁ nZ 25.2 25.16 25.19 25.18 0.02 179818 | 184748 | 181038 | 181868 2568 -3.405 43.093
Tablo 5. ERCC transkriptlerine ait belirsizlik hesaplamalari
Kalibrasyon o Tekrar . s Genigletilmis
ERCC13 Ortalama | egrisinden gelen | Tokraranabiinikten | greijepiliriikten | Bjrestiimie U1U2 belirsizlik, | % Belirsizlik
belirsizlik g gelen belirsizlik k=2
Ui 120950 0.0306 0.0395 0.0399
U2 174106 0.0315 0.0104 0.0466
u1/u2 0.69 0.09 0.69 ‘ 0.12 17.15
4 _ N
326.00 y=-3,3276667x+42,7185534
L
34,99 RZ= 0.9993998
34,00 .\
32,00 31,93
30,00 \
28,00 28,63
Cd 600
% 25,10
24,00
22,00 \0 21,76
20,00 T T T 1
2,00 3,00 4,00 5,00 6,00 7,00
N Log (Standard Con.) cp/ul Y,

Sekil 1. 1.0rnek, 1.giin, ERCC 13’ e ait 6rnek standart egri
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Tablo 6. Sentetik RNA’lara ait O1/02 kopya sayi oranlari (Tiim katiimcilara ait sonuglar)

ERCC- 00013 00025 00042 00099 00113 00171
Laboratory Ratio mu? Ratio MU Ratio MU Ratio MU Ratio MU Ratio MU
1 0.78 0.21 1.01 0.17 0.16 0.09 0.96 0.02 3.27 0.03 6.06 0.04
2 0.72 0.16 0.98 0.09 0.17 0.02 0.99 0.25 3.01 0.58 5.23 1.01
3 0.69 0.22 1.01 0.28 0.14 0.04 0.88 0.33 2.88 0.95 5.11 1.73
4 0.75 0.07 0.95 0.13 0.13 0.03 0.90 0.06 2.78 0.48 6.15 1.02
5 0.66 0.03 0.98 0.03 0.13 0.01 0.93 0.07 291 0.09 4.84 0.39
6 0.69 0.12 0.91 0.16 0.13 0.02 0.92 0.13 3.13 0.34 5.19 0.66
7 0.67 0.21 0.93 0.14 0.10 0.02 0.89 0.17 2.74 0.34 5.15 1.14
B 0.677 0.028 0.953 0.046 0.124 0.014 0.943 0.049 2.94 0.19 4.61 0.22
9 0.77 0.08 1.05 0.13 0.14 0.01 0.93 0.14 3.21 0.39 5.62 0.73
10 0.71 0.11 1.03 0.16 0.25 0.10 1.14 0.20 1.91 0.80 3.41 1.40
+0.09 +0.20 +0.43 +0.10 +0.67 +1.71
11 0.84 _0.08 1.15 017 0.67 _0.28 1.06 ~0.09 3.05 053 9.07 136
12 0.68 0.06 0.96 0.07 0.13 0.01 0.96 0.10 2.99 0.29 5.86 0.54
13 0.66 0.15 0.94 0.08 0.09 0.03 0.98 0.04 2.83 0.53 5.28 0.37
14 0.79 0.15 ND? ND* 0.11 0.03 0.96 0.36 2.40 0.76 5.64 1.41
| Assigneds 0.67 0.14 1.00 0.20 0.143 0.029 1.00 0.20 3.00 0.60 5.0 1.0
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