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OZET

Cesitli doku veya hiicre serilerinde gozlenen biyolojik ve fizyopatolojik durumlar gen anlatimindaki kalitatif ve kantitatif
farkliliklardan kaynaklanmaktadir. Gen anlatim analizlerinde kullamilan cesitli yaklagimlar ve teknikler mevcuttur. Bu yontemler
dizileme temelli, PZR temelli, hibridizasyon temelli ve kombine yontemler olarak analizleri ile ¢ok sayida genin biyolojik ve
patolojik olaylardaki transkripsiyonel yanitlar hizli olarak aragtirilabilmektedir. Kargilagtirmali gen anlatim analizi yontemleri
arasinda ¢ikartilmig hibridizasyon kiitiiphanesi yontemi, aragtirilan doku veya hiicre hatlarinda farkl olarak ifade edilen genlerin
belirlenmesi ve izolasyonunda uygulanan giiclii yaklagimlardan birisidir. Ancak, farkli anlatimli genleri belirlemede her teknigin
cesitli iistiinliikkleri veya simirliliklan mevcuttur. Sonug olarak bu makalenin konusu, gen ekspresyon analizi yontemleri ve
tekniklerin birbirleri ile kargilagtirilmasidir.

ABSTRACT

The biological and pathophysiological conditions in several tissues or cell lines cause qualitative and quantitative differences
in gene expression. There are several approaches and techniques used in gene expression analysis. These techniques include
sequencing—based, PCR-based, hybridization-based and combined techniques. Recent technological developments in large-scale
expression analysis have made it possible to rapidly assess many genes for their transcriptional responses in biological and
pathological events. Subtractive hybridization library (SHL) technique among comparative gene expression analysis is one of
the powerful approaches for identifying and isolating genes that are differentially expressed in defined tissues or cell lines.
However, each technique has various strengths and weaknesses for determination of differentially expressed genes. Finally, the
gene expression analysis techniques and the comparison of these techniques with each other is the topic of this review.

Girig

Yagam bilimleri aragtirmacilarinin molekiiler tam, iglevsel
genomik, ila¢ hedefi kesfi ve farmakogenomik alanlarinda
bagartya ulagsmasinda, aym anda ¢ok sayida farkh ifade edilen
genin analiz edilebilmesi 6nem tagimaktadir. Giinlimiizde,
hiicre ve dokularda ifade edilen genlerdeki farkliliklarin
anlagilmasi i¢in gelistirilmis bircok farkl teknolojik platform
mevcuttur. Aragtirilan genlerin normal ile hastalikli doku
arasinda ifade diizeylerinin kargilastirilmasi, hastalik
patogenezinin anlagilmasina iligkin 6nemli ipuclan vermektedir.

Sonugta hastalik ile iligkili gen ifade diizeylerindeki
degisimlerin belirlenmesi, ileride yeni tedavi ve teshislerin
tanmlanmasina imkan verecektir.

Yiiksek Okaryotlarda biyolojik geligim, hiicresel biiyiime
ve organogenez farkh gen anlatimlan ile meydana gelmektedir.
Son dénemdeki teknolojik ilerlemeler, biyolojik ve patolojik
durumlarla ilgili transkripsiyonel cevaplardan sorumlu binlerce
genin hizla degerlendirilmesine imkan vermektedir (1). Islevsel
genomik alaninda yapilan caligmalarda iki temel yaklagim
vardir. Birincisi, RNA diizeyinde yapilan ¢aligmalarda, gen
anlatim analiz yontemleri kullamlmakta olup, ikinci olarak
proteom aragtirmalarmda kullamlan kiitle spektrometri (“mass
spectrometry”) dizilemesi, iki boyutlu jel elektroforezi (“Two-
Dimensional Gel Electrophoresis”) ve protein array gibi
yontemler kullanilmaktadir. RNA diizeyindeki gen anlatimi
analiz yontemleri genel olarak dort gruba ayrilabilir (Tablo 1)
(2). Bu yontemler, kodlanan proteinin fonksiyonu hakkinda
tek bagina yeterli olmasa da, gen anlatim paternindeki
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farkliliklarm belirlenmesini saglayarak biyolojik siire¢ hakkinda
bilgi verici olabilmektedir.

Tablo 1: Gen Anlatimi Analiz Yontemleri

1-Dizileme Temelli Yéontemler

EST (“expressed sequence tags”) dizileme

SAGE (“serial analysis of gene expression™)
MPSS (“massively parallel signature sequencing™)

2-PZR temelli teknikler
Gergek-zamanli kantitatif PZR
DD (“Differential display”)

3-Hibridizasyon temelli teknikler
DNA mikroarray

Dot/Northern blot teknigi

Niikleaz koruma analizi

Ayirici plak hibridizasyonu

In Situ Hibridizasyon

4- Hibridizasyon ve PZR kombinasyonundan olugan teknikler

RDA (“Representational difference” analizi)

ESD (“Equalization of cDNAs, Subtractive hybridization and
Differential display” yontemlerinin bag harfleri)

SHL (“subtractive” hibridizasyon kiitiiphanesi)

Farkli gen anlatimlarinin tanimlanmasinda kullanilan
yaklagimlar genis bir cgesitlilige sahiptir.

1. Dizileme Temelli Yontemler

1.1.LEST (“expressed sequence tags”) Dizileme

Bu yaklasimda, dokuya 6zgii gen anlatiminin belirlenmesi
amaciyla, dokuya ait tiim mRNA’lardan sentezlenen cDNA’lar
(komplementer DNA) i¢in olugturulan kiitiiphanelerin dizileme
analizi yapilmaktadir (3). Boylece tiim dizileme sonuclarina
bakilarak aragtirilan dokuda hangi genin eksprese edildigi ve
ne kadar siklikla bulundugu belirlenebilmektedir. Genis skalali
EST dizilemeleri ile, EST lerin siklif1 transkriptin miktarimi
yansitacak gekilde saptanabilmaktedir. Cesitli kuruluglar
tarafindan yapilmis biiyiik cDNA dizileme projeleri sayesinde
pek cok EST ve bunlarin gen anlatim seviyeleri belirlenmigtir
(4, 5). Biyoinformatik analizlerde, EST ler kullanilarak, cesitli
hastaliklarda artmig anlatimh yeni genleri tanimlamak miimkiin
olabilmektedir. Ayrica bir EST dizisi, dokularin veya hiicrelerin
patolojik dénemlerinde ve farkl gelisim dénemlerinde ilgili
oldugu varsayilan genin anlatim profillerinin belirlenmesinde
kullanilabilmektedir. Ornegin bir gahgmada, kardiyak hipertrofi
ile iligkili oldugu diigiiniilen genlerin, normal ve hasta dokuda
siklikla goriilen EST’lerle benzerlikleri 6zel yazilimlar
kullanilarak kiyaslanmistir (6). Bagka bir caligmada da, kalbin
anatomik 6zelliklerinin belirlenmesinde, kalp odaciklar1 ve
septumda farkli eksprese edilen genlerin transkripsiyonel

profilleri kargilagtirmal1 analizler ile incelenmistir (7).
Literatiirde benzer yaklagimin kullanildig1 pek ¢ok ¢aligma
bulunmaktadir.

1.2.SAGE (“Serial Analysis of Gene Expression”)

Bu teknik, 1995 yilinda Velculescu ve ark. tarafindan
transkript miktarim belirlemeyebilmek icin geligtirilmis DNA
dizilemeye dayal bir yontemdir (8). Bir hiicrede gen anlatimm
olan her mRNA icin oligoniikleotid etiketleri (yaklagik 10 baz
boyunda) kullanilmakta ve bir seri iglemden sonra klonlanip
dizilenerek her bir iiriin degerlendirilmektedir (9). Boylece
her bir etiketli iiriin bir mRNA’ya karsilik gelmekte ve etiketlerin
sayis1 da mRNA’nim miktarm vermektedir. Bu yontem, dizisi
bilinen genler i¢cin uygulanabilmektedir ve etiketlerin birbirleri
ile benzesmemesi 6nem tagimaktadur. Iki farkh kaynaktan elde
edilen gen anlatim verilerinin karsilagtirilmasina gore farkli
eksprese edilen genlerin tammlanmasinda kullanilmaktadir.
www.ncbi.nlm.nih.gov sitesinde GEO tarayicisinda cesitli
SAGE Kkiitiiphaneleri listelenmektedir. SAGE tekniginin
kullanimu ile ilgili caligmalar cogunlukla kanser iizerine olup
CGAP (“Cancer Genome Anatomy Project”) web sayfasinda
veri argivi bulunmaktadir. Ayrica heniiz bir veribankasi mevcut
olmasada pek ¢ok kardiyovaskiiler biyolojide SAGE caligmasi
mevcuttur (9).

1.3.MPSS (“massively parallel signature sequencing’)

Biiyiik caph paralel isaret dizilemesi (MPSS; “massively
parallel signature sequencing”) yontemi, diger boncuk-tabanh
iglemlerden tamamen farkli bir mikroboncuk teknolojisidir.
Bu yontemde digerleri gibi bir doku veya hiicredeki tiim
genlerin anlatimi analiz edilmekte ve mRNA molekiillerinin
sayisimn tiim say1 icerisindeki oranina gore anlatim siklif1
belirlenmektedir. MPSS ile mRNA'larin sayimi bir 6rnegin
her mRNA’sim belirleme esasina dayanmaktadir. Bunun i¢in
her mRNA’dan sentezlenen cDNA’da poli(A) kuyrugunun
yukar1 kisminda belirli bir enzim kesim bolgesi kullanilarak
17-20 bazlik diziler olugturulur. Bu kisa diziler bir mRNA’nin
belirlenmesinde igaret (etiket) olarak kullamilmaktadir. Boylece
herhangi bir gen icin anlatim seviyesi belirlenirken bu igaretlerin
toplam sayis1 hesaplanmaktadir. Bir 6rnegin mRNA’lar i¢in
MPSS isaretleri, Megaklon teknolojisi kullanilarak
mikroboncuklar iizerine klonlanmig ¢ift iplikli cDNA
pargaciklarinin dizilenmesi ile olugturulmaktadir. MPSS igaret
dizileri, mevcut genomik diziler ve EST databankalarindaki
veriler ile kargilagtirilarak bilinen genlerin dizileri ile
birlestirilmektedir (10, 11).

2. PZR Temelli Yontemler

2.1.Gercek Zamanh-Kantitatif PZR (“RT-QPCR”)

Gergek zamanli kantitatif PZR ile ilgili ilk ¢caligma 1993
yilnda Higuchi ve ark. tarafindan yapilmgtir (12) ve giiniimiize
kadar hizla gegitlenerek geligmigtir (13).

Bu yontemde, mRNA’dan ters transkripsiyon ile elde
edilen cDNA, florokromlu bir prob varhginda aragtirilan gene
ozgii primerler kullamilarak PZR ile amplifiye edilmekte ve
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olusan sinyal PZR iglemi esnasinda &lciilmektedir. Bu yontemde
¢esitli orneklerden izole edilen RNA’larin tam olarak
karsilagtirilabilmesi igin, test probunun floresansi referans
proba (18S rRNA, GAPDH vb.) kars1 normalizasyonu
yapilmaktadir. RT-QPCR ile ilgili ¢cok gegitli problar (TagMan
problari, SYBR Green I vb.) ve cihaz sistemleri (ABI7900,
Lightcycler, ICycler vb.) mevcut olup genel uygulamalarmda
mRNA anlatim ¢aligmalar1 haricinde, DNA kopya sayisinin
Olctimiinde, allelik ayirimda, mikroarray verilerinin
dogrulanmasinda da kullanilmaktadir (14). RT-QPCR’1n
sonuglan rolatif ve standart-egri kantitasyonu olarak adlandirilan
iki analitik yontem ile analiz edilmektedir. Ancak analizinde,
onemli simirlamalar ve potensiyel giicliikkler olabilmektedir
(13, 14). Bu yontemin 6nemli avantajlar1 da bulunmaktadir.
Hassas bir yontemdir (<5 kopya), genis bir dinamik aralifin
tizerinde (7-8 log10) kantitasyonu saglar ve yiiksek dogruluga
(<%?2 standart sapma) sahiptir. Ayrica, az miktardaki total
RNA’dan iyi sonuglar elde edilebilmekte ve PZR sonrasi ek
iglemlere gerek duyulmamaktadir (1, 15). Ticari olarak
otomatize cihazlar kullanilabilmesine ragmen, bu yontem
aragtirilan gen acisindan simirh bir kapasiteye sahiptir. Deney
bagina bir kag diizineden fazla uygulanmasina uygun degildir.
Ancak RT-QPCR, gen anlatimlarimin mikroarray analizleri ile
biittinlestirilebilir. RT-QPCR, ¢ok sayidaki RNA 6rneginde
birkag prob kullanilarak uygulanabilirken mikroarrayler, az
sayldaki RNA Orneginde cok sayida prob kullanilarak
uygulanmaktadir (1).

2.2.DD (“Differential Display”)

“Differential Display” (DD) veya RNA “fingerprinting”,
iki veya daha fazla 6rnek arasinda farkli eksprese edilen
genlerin tamimlanmasinda siklikla kullanilmaktadir. Bu
yontemde, mRNA’dan elde edilen cDNA, bir set rastgele
secilmig primerler ile amplifiye edilmekte ve PCR iiriinleri,
jel elektroforezi ile incelenmektedir. Jel iizerindeki bantlarin
yogunluguna goére transkriptlerin miktar1 belirlenmekte ve
ornekler karsilagtirilmaktadir. Farkli eksprese olmug geni
tanumlamak i¢in, DNA bandu jelden kesilir, klonlanir ve dizilenir
(16). Bu yontem ile kardiyovaskiiler hastalikli hayvan
modellerinde (17, 18), insan kardiyomiyopatik dokularinda
(19) ve kardiyak gelisim doneminde (20) farkl eksprese olan
genler tanimlanmigtir.

3. Hibridizasyon temelli teknikler

Tiim hibridizasyon yontemlerinde, niikleik asid dizilerinin
komplementerlik esasina dayalh olarak 6zgiin problar ile hedef
molekiilii tanimlanmaktadir (21). Problar, kisa oligoniikleotidler,
DNA parcaciklari, PCR iiriinleri veya in vitro RNA transkriptleri
olabilmektedir. Hibridizasyonun duyarliligi, reaksiyon
kosullarimin katilifina ve hibrid kompleksinin kararliliina
baghdir. Hibrid kararlilifi, hibrid kompleksinin erime noktasi
(Tm) ile direkt iligkilidir. Tm degeri, hibridize olan dizinin
baz dizilimi ve uzunluguna, tuz yogunluguna, formamid varlig
veya yokluguna ve hibridize olan niikleik asitin tiiriine
(DNA:DNA, DNA:RNA, RNA:RNA) baglidir (21).

Gen anlatim analizinde kullanilan ¢ok cesitli hibridizasyon
temelli yontem bulunmaktadar.

3.1.DNA Mikroarrayleri

DNA Mikroarrayler, yiiksek-yogunluklu gen arrayleridir
ve tek bir deneyde binlerce genin anlatim profillerinin
incelenmesine olanak vermektedir. cDNA arrayleri ve
oligoniikleotid arrayleri olarak iki tipi mevcuttur. Gen ¢ipleri
olarak farkl dizayn edilmelerine kargilik, prensipte her ikiside
genig-skalali gen anlatim analizlerinde kullanilmaktadir (22).
Bunun diginda mikroarrayler ayrica genetik baglanti veya
iligkilendirme c¢aligmalarinda da kullanilmaktadir.

Gen anlatim ¢aligmalarinda kullamlan array setleri 60,000
ve lizeri gen ve EST icerebilmektedir. Ancak sadece dizisi
bilinen genlerin anlatim analizi yapilabilmektedir. Bu yontem
ile dizisi bilinmeyen genlerin kegfi ve anlatimlarinin
belirlenmesi miimkiin olmamaktadir. Ancak, tiim genom
dizisinin biliniyor olmasi yontemin bu kisithlifim azaltmaktadir.
Tiim genom anlatim analizlerine imkan veren arraylerin
pahaliligi, yaygin olarak kullanilmasina engel olamaktadir (1).
Ancak, cok cesitli tiim-genom anlatim ¢aligmalar1 mevcuttur
ve bu durum, klinik uygulamalarda rutin kullanima imkan
vermigtir (23). Gen ¢ipleri ile elde edilmis pek cok veri,
www.ncbi.nlm.nih.gov sitesinde genig kapsamli gen anlatim
(GEO, “gene expression omnibus”) tarayicisinda
aragtirilabilmektedir. Ayrica, mikroarray teknolojileri
kullanilarak yapilan CardioGenomiks
(www.cardiogenomics.org) ve PhysGen (http://pga.mcw.edu)
projeleri gibi genis kardiyovaskiiler genomiks projeleri
mevcuttur. Kardiyovaskiiler hastaliklarla ilgili ¢esitli mikroarray
caligmalar1 bulunmaktadir (10, 24). Ancak, farkh ¢aligmalardan
elde edilmis mikroarray verilerinin kargilagtirilmasi ve
biyoinformatik analizleri, farkli paltformlarin kullanimi ve
farkli ¢aligma dizayni nedeni ile kolay olmamaktadir (24).

3.2.Dot Blot ve Northern Blot Analizi

Dot veya slot blotlama, siklikla kullamlan yiiklii naylon
membran gibi solid destek iizerinde niileik asidlerin
immobilizasyonunun yapildig: tekniklerdir. Aragtirilan hedef
diziye 6zgiin problar ile, immobilize edilmig 6rmeklerin
hibridizasyonu sonucu belirlenebilmektedir. Hedef dizinin
miktari, konsatrasyonu bilinen standartlarla test rneklerinin
sinyal yogunluklar kiyaslanarak 6l¢iilebilmektedir. Membran
tizerine 6rneklerin uygulamasinda, 6rnek yiikleme aparati olan
vakum cihazlar1 kullamlmaktadir. Cihazlarda 6rnek yiiklenen
kisimlar, yuvarlak (dot) veya eliptik (slot) yapida olabilir.
Sonugclar, densitometrik tarama, direkt fosfor-resimleme veya
luminometri (kemiluminesans problar kullanildiginda) ile
analiz edilebilmektedir (25).

Northern blotlama, total RNA veya mRNA’nin, denatiire
jelde yiiriitiilmesi ardindan bir membrana aktarilip
immobilizasyonunun yapilmasi ve sonugta aragtirilan RNA’nin
goreceli pozisyonlarinin incelenebildigi bir tekniktir. Tlgili
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mRNA’ya 6zgii igaretli bir prob ile hibridizasyonun ardindan
Northern blot sonucu elde edilir. Probun deteksiyonundan
sonra olugan sinyale gére hedef RNA’min yogunlugu ve boyutu
tamimlanabilir. RNA dizilerin goriintiilenmesinde kullanilan
bu teknik, Alwine ve ark. tarafindan 1977 yilmda “Northern”
olarak isimlendirilerek yayinlanmistir (26).

3.3.Niikleaz Koruma Analizi ve Ayiric1 Plak
Hibridizasyonu

Niikleaz koruma analizi, aragtirilan mRNA’nin dizisi ile
dizisi bilinen isaretlenmig cDNA’larin hibrid olugturduktan
sonra tek iplige 6zgii niikleaz ile RNA degredasyonu ve jel
elektroforezinden olusmaktadir. Ayirici plak hibridizasyonu
ise klonlanan cDNA’larin gen anlatimina 6zgii farkliliklarin
tamimlanmasim saglar. Bu teknikler, sadece bilinen genlerin
anlatim paternlerinin aragtirilmasma olanak vermektedir (27).

3.4.In Situ Hibridizasyon

Insan hastaliklarina sebep olan gen anlatim
farklihklarmdan kaynaklanan morfolojik degigimleri saptamada
kullanilan in situ hibridizasyon (ISH) teknigi, hiicresel
biyolojinin anlagilmasinda 6nemli rol oynamaktadir. Doku
kesitlerinde niikleik asid dizilerinin tespit edilmesi i¢in
geligtirilen bu yontem, klinik veri ile morfolojik degigimlerin
kargilagtinlarak gen anlatimi hakkinda bilgi edinilmesini
saglamaktadir.

Niikleik asidlerin ISH analizi ilk kez 1969 yilinda
tanimlanmugtir (28). ISH teknigi, doku iginde hiicre biittinliigtinii
koruyan gen anlatim iiriinlerinin goriintiilenmesi ve in situ
olarak gen dizilerinin lokalize edilerek sonuglarin, anatomik
olarak ortaya ¢cikmasim saglamaktadir. Niikleik asid problari
ve onlarin hedefleri arasmdaki hibridizasyon, genom diizeyinde
yapisal degigiklikler icin yapiliyor ise DNA-ISH, 6zgiin
transkriptlerin anlatim seviyelerindeki degisiklikler i¢in ise
RNA-ISH olarak adlandirilmaktadir (28).

Kromojenik ISH (KISH)’da tiramid sinyal ¢cogaltimi, in
situ-PCR ve in situ ters transkripsiyon gibi teknikler ile nadir
mRNA’lar1 saptamada duyarhilik arttirilabilmektedir. ISH cesitli
hiicre tiplerine (smear, hiicre pelleti vb.) ve doku kesitlerine
(donmusg, parafin, yariince ve ultraince plastik kesitler)
uygulanabilmektedir. In situ hibridizasyonda uygulama
yontemleri cesitlilik géstermektedir ve tercih edilen yontemlere
gore duyarlilik degismektedir. Riboproblarin, cDNA ve sentetik
oligomerlere gore, radyoaktif isaretlemenin,
biotin/digoksigenine gore ve donuk kesit almanin, parafinden
kesit almaya gore goreceli olarak daha fazla duyarlihfa sahip
oldugu belirtilmektedir (29).

3.5. Doku Mikroarrayleri

Doku mikroarrayleri, patoloji alaninda yapilmig bir
yeniliktir. Yiizlerce doku 6rnegi iizerinde, hedef gen
anlatimlarinin incelenmesine olanak veren ve 1998 yilinda
Kononen ve ark.’nin 6nciisii oldugu yiiksek-verimli bir yaklagim

olarak dizayn edilmigtir (30). Doku arrayleri ¢ok cesitlidir,
otopsi materyalleri, parafin bloklar1 veya formalin-fiksli donor
biyopsilerini iceren aragtirma amach doku bankalarindan veya
patoloji argivlerinden olugturulabilmektedir (31, 32). Bu
yontem, iglevsel genomik aragtirma teknikleri ile gen iiriinlerinin
tanimlanmasinda ve arastirilan genin in situ anlatiminin
belirlenmesinde kullamlmaktadir. Ancak, laboratuvar ici kalite
kontrol, kontrol standartlarinin geligtirilmesi ve doku-temelli
tanilar icin kimyasallarin optimizasyon uygulamalarinda,
duplike edilmis doku &rneklerinin pek ¢ok sefer kullanilmasiyla
fazla efor sarfedilebilmektedir. Buna ragmen bu yontem, ¢ok
sayidaki klinik 6rnek tizerinde, coklu gen ve protein anlatimim
tayin edilebilmekte, tek bir doku kesiti, tiim-yiizey ve geleneksel
patolojik inceleme yontemine gére zaman ve kimyasal sarfi
acisindan ¢ok daha etkin oldugu belirtilmektedir (31).

4. Hibridizasyon ve PZR kombinasyonundan olusan
teknikler

4.1.RDA (“Representational Difference” Analizi)

cDNA’mn “Representational Difference” Analizi (RDA),
aday genlerin sayisim azaltmak icin alternatif bir yaklagimdur.
cDNA-RDA teknigi, ¢ikartilmig hibridizasyon basamaginin
PZR amplifikasyonundan olugan, 2 kompleks genom arasindaki
genomik DNA (2) veya mRNA (33) farkliliklarmn izolasyonunda
kullanilan bir yontemdir.

4.2.ESD yintemi

ESD teknigi 1996 yihinda tamimlanmig, cDNA’larin enzim
kesimiyle Egitlenmesi, “Subtractive” hibridizasyon ve
“Differential display” tekniklerinin bag harflerine gore
adlandirilmigtir. Bu yontem adini aldigi tekniklerin
kombinasyonundan olugmaktadir ve jel sisteminde olusan
yanhs pozitiflikleri elimine ederek giivenilirligini kanitlamigtir
34).

4.3.Cikartilmis (“Subtractive’”) Hibridizasyon
Kiitiiphanesi Teknigi

Hiicresel biiyiime ve farklilagmada rol alan ve farkli gen
anlatim1 olan hedeflerin belirlenmesinde c¢ikartilmig
hibridizasyon teknikleri (“subtractive hybridizatin library”,
“subtractive cDNA cloning” veya “suppression subtractive
hybridization” vb.) giiniimiize kadar pek ¢ok ¢aligmada
kullamlmigtir. Bu y6ntem, birbirine ¢ok benzeyen iki DNA
(genomik veya komplementer) 6rnegi arasinda, farkli DNA
molekiillerinin ayrimim saglayabilecek hassasiyettedir. Farklh
eksprese edilen genlerin tanimlanmasi ve klonlanmasinda ilk
yaklagimlar ¢ikartilmig (“subtractive”) hibridizasyon esasina
dayanmaktadir. Bir mRNA havuzu ile farkh orjinli bagka bir
mRNA havuzu arasinda hibridizasyon esasina dayanan
¢ikartilmig cDNA kiitiiphanelerinin geligmesiyle gen ekspresyon
paternlerinin analizinde Onemli bilgiler elde edilmigtir.

4.3.1.Tamim ve kullanildig1 caligmalar
Cikartilmis cDNA kiitiiphaneleri, doku veya hiicre
dizilerinde (diger doku veya hiicre dizilerinden) farkli olarak
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eksprese edilen genlerin izolasyonu ve tanimlanmasinda, giiclii
bir yaklagim saglar. Bu yontemle, kanserli dokulardaki farkl
ekspresyonlara sahip olan genler ayirt edilebildigi gibi (35-
37), insan blastositlerine 6zgii transkriptlerin incelenmesi
sonucunda, insan preimplantasyon gelisimi hakkinda da bilgiler
edinilmigtir (38). Ayrica genetik hastaliklara yol agan germline
mutasyonlarin veya kanser gelisimine neden olan somatik
mutasyonlarin, benzer iki genom arasinda farklilifa neden
oldugu belirlenmistir. Bu yontemin bir varyasyonu, Duchenne
muskiiler distrofili (DMD) kigilerde delesyona ugramms DMD
lokusunun fragmanlarinin klonlanmasinda kullamlmigtir (39).
Ayrica iki DNA populasyonu arasindaki farkliliklarin
tammlanmasinda ilk gelistirilen yontemde, Y kromozomundaki
gen dizilerini klonlanmas i¢in kullamlmgtir (40). Literatiirde
bu teknigin kullamildifi cok cesitli ¢caligma mevcuttur.

Cikartilmig hibridizasyon teknigi hizly, etkili ve hassas
bir yontem olup 6zellikle nadir goriilen transkriptlerin meydana
¢ikarilmasinda gii¢lii bir yaklagim saglamaktadir.

4.3.2. Uygulamasindaki Farkhhklar

Cikartilmg hibridizasyon tekniginin uygulamasinda cesitli
farkhiliklar mevcuttur. Yapilan ¢aligmaya ve mevcut olanaklara
gore en uygun yontem belirlenmelidir.

Karsilagtirma yapilacak kaynaklar, genomik DNA veya
mRNA olabilmektedir. Iki genomik DNA populasyonu,
¢ikartilmig hibridizasyon teknigi ile kargilagtirilabilmektedir.
Ancak ¢ogunlukla doku veya hiicre dizilerine ait iki farkli
mRNA populasyonu arasinda kargilagtirma yapilarak farkl
anlatimhi genler belirlenmigtir.

Cikartilmig hibridizasyon esnasinda farkh gen anlatimina
sahip niikleik asidleri digerlerinden ayirmak icin farkh sistemler
kullanilmaktadir. Bunlar, hidroksiapatit (42) ve avidin-biotin
kromotografisi (43), paramagnetik boncuklar (Dynabeads-

oligo(dT),s) (44) veya solid substratlar (Oligo(dT);q-lateks)
(35) olabilir.

4.3.3.0ligo(dT);4-lateks Kullanilarak Yapilan
Cikartilmis ¢cDNA Hibridizasyon Kiitiiphanesinin
Basamaklarn:

Nonpolar polistiren-lateks partikiillerinin 6zelligi, 1,1 m
capinda olmasi ve yiizeye kovalent baglanmaya egilimli
oligo(dT);g-oligoniikleotidlerini tagimasidir. Oligo(dT)sq-lateks
partikiillerinin mRNA ile hibridizasyon oraninm ¢ok yiiksek
olmas1 nedeniyle, ¢ikartilmig hibridizasyon kiitiiphanesi
yonteminde total RNA’dan mRNA izolasyonu ve cDNA sentezi
yapilabilmektedir. Bu partikiillerin yogunlugu yaklagik
suyunkine esit oldugundan istikrarli bir forma sahip olan
slispansiyon, santrifiij sonucu kolayca kiiciik bir pellet seklinde
¢oktiiriilebilmektedir.

Cikartilmig hibridizasyon kiittiphanesi yonteminin temel
agamalar sunlardir:

¢ Oligo(dT);q-lateks ile mRNA’larin saflagtirilmasi ve
cDNA sentezi

e 2 dongii PZR ile aym1 yonli DNA’'nin sentezi

o 1Iki farkli kaynaktan elde edilen cDNA’larin
hibridizasyonu

e PZR ile g¢ikartilmis DNA’nin amplifikasyonu ve
klonlanmasi

¢ cDNA klonlarinin karakterizasyonu

A ve B doku/hiicre arasimda yapilan B hiicre kaynaginda
farkli gen anlatimi olan transkritlerin segilerek klonlanmasi
ve bir cDNA kiitiiphanesinin olugturulmasinda kullanilan bu
yontemin basamaklar Sekil 1°de sematik olarak verilmektedir.
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5. Yontem Kargilagtirmalar

Gen anlatim analiz yontemlerinin birbirlerine gtre
iistiinliikleri veya smirhliklan mevcuttur. Ancak kullanilacak
yoOntemin segimi, genellikle caligmanin amacina ve biitgesine
gore olmaktadir,

Dizileme temelli ydntemler arasinda EST dizileme
yaklagiminda, geligmig dizileme teknolojilerine ragmen elde
edilen verilerin fazla olmasi ve analizlerindeki giicliikler nedeni
ile dokuya &6zgii farkl: gen anlatimimin belirlenmesi kelay
olmamaktadir. Ancak daha 6nce bahsedildigi gibi bir dokmda
ifade edilen tiim transkriptlerin belirlenmesi miimkiin
oldugundan bir genin biyoinformatik incelemeleri i¢in bilgi
vericidir. MSPP yonteminin ise difer dizileme temelli
yontemlere gbre bazi avantajlari mevecuttur. Direkt EST
dizilemesinden farki, cDNA klonlarindan bir kiitiiphane
olugturulmasi ardindan DNA’nin saflaghriimas: ve dizilenmesi
gerektirmemesidir. Bu yontemde en az bir milyon kisa cDNA
molekiilii ayn1 anda boncuklar iizerine klonlanarak
dizilenmektedir. Bu durum zaman, ¢aba ve maliyet kaybim
azaltmaktadir. SAGE yontemindeki 10-14 bazlik etiketlere
gore burada 17-20 bazlik igaretler mevcuttur. Bu durumun
belli bir oranda Gzgiinligl arttirdif: belirtilmektedir. Dier
yandan mikroarray platformlarinda homolog genlerin yanlig
hibridizasyon ihtimali bulunmaktadir ancak MPSS’de 3’-
translasyonu olmayan bolgelerin incelenmesi nedeniyle
genellikle farkl: gen aileleri ayirt edilebilmektedir (10, 11).
Ayrica SAGE analizinde sadece bilinen genler
aragtinlabilmektedir (27).

PZR temelli yontemlerde RT-QPCR yOnteminin avantaj
ve dezavantajlan ilgili kimmda kisaca agiklanmigtir. Bu
yontemde sadece dizisi bilinen genlerin anlatim diizeyleri
belirlenebilmekte ve doku/hiicreler arasindaki diizey farklan
kargilagtinlabilmektedir. DD y&ntemi ise, yaygm olarak
kullanilmasina rafmen, sistematik ve genig-skalali gen anlatim
profillemesi i¢in uygun degildir. Ayrica jelden liriiniin kesilerek
klonlama agamasinda problemler gozlenebilmektedir.

Gen anlatum analizi yéntemleri arasinda sadece Northern
analizi, mnRNA’mn boyutu hakkinda bilgi vermektedir. Fakat
yontemin ¢ok agamali (RNA’'nmin membrana transferi,
membranda RNA’nin kovalent baglanmasi, bloklama,
hibridizasyon, yikama basamaklari) ve bu siiregte riboniikleaz
kontaminasyon ihtimalinin varlii, analizin hassasiyetinde
kayiba neden olabilmektedir. Dolayisiyla, ivi optimize edilmig
sistemlerin kurulmasi1 6nem tagimaktadir (453).

Cikartilmig hibridizasyon kiitiiphanesi yonteminde, nadir
anlatimm olan genlerin zenginlestirilmesi (1000 kat civarinda)
ve sik anlatimli cDNA’larin ise hibridizasyon esnasinda
dengelemesi miimkiin olmaktadir (46). Bu ybntemin bagar
oranlar ¢esitli calismalarda %84-94 oraninda saptanmigtir
(47-49). Ancak, bir calismada kiitiiphanedeki klonlarin
%?20’sinden az1 aragtinlabildiginden ve adaylardan sadece

%2’sinin dogrulama analizleri sonucunda farkl olarak gen
anlatimina sahip olduklan rapor edilmigtir. Ancak bu durumun
kargilagtirilmasi yapilan hiicre/doku tiplerine bagl olabilecegi
belirtilmektedir (50). Sonugta bu yéntemin kullamldig:
caligmalarda yeni ve bilinmeyen pek ¢ok gen kegfedilmigtir.

Tablo 2’de gen anlatim profillemesi i¢in kullamlan bazi
yontemlerin kargilaghrmah 6zeti verilmektedir (1). Ancak gen
anlatin analizi icin RNA’nin kalitesi ve elde edildigi materyalin
tipi (taze, donmug, parafin blok vb.) analizlerde biiylik 6nem
tagimaktadir (51).

Tablo 2: Gen anlatimm profillemesinde kullanilan yéntemlerin

kargilagtirilmas:

Yantem Gen Kesfi Gen Duyarlihk s Giicii  Deney
Kapsami Maaliveri

EST Dizileme Evel Az AZ Ona Azl
SAGE Evel Orta A Orta Azl
RT-QPCR Hayr Az Yiiksek Az Orin
Differantial Display = Evet Az Yiiksek Orta Az
cDNA mikroarray Evet Yilksek Orta Yilksek?  Yiiksek
Oligo mikroarray Hayir Yilksek Oria LFal Yiiksek?®

ldizileme kapasitesi nygun ise,

2cDNA kiitiiphanelerinde bilinmeyen genler var ise,
3arraylerin firetimi dahil ise,

4hazir arrayler kullaniliyorsa.

6. Farkh Gen Anlatim Analizlerinin Onemi

Giintimiizde geligim ve farkhilagsma mekanizmalarinin
anlagilmasi igin uygulanan farkli gen anlatim g¢aligmalan,
kompleks biyolojik siire¢lerin anlagilmasini ve ¢egitli
hastaliklann tedavisinde veni hedeflerin belirlenmesini
saglamaktadir. Yiiksek teknolojiler sayesinde bu konuda pek
¢ok veri elde edilmigtir. Ttim bu bilgiler 1s1finda kegfedilen
biobelirtegler, Sekil 2’de dzetlendigi gibi bir yol izlenerek
dogrulandiktan sonra klinikte yeni tam ve tedavilerin geligimine
katk: saflayacaktir (52).

HEDEF KESFI —

[ HEDEF
DOGRULANMASI

HEDEF
TANIMLANMASI

GENGMIK

GEN ANLATIM
PROFILLEMES]
Liefismik dediginle

Gen anlatim calismalan
Prubei ikalitns galigeualari
SN analigler!

Protein yolag analizlen

DBoluda dofrulama
Daku arvay
galigrmalari

Klinile ilisEkilendirme

PROTEOMIE

Sekil 2: Yapisal genomik, gen anlatum profillemesi ve
proteomiksten hastaliklar igin tamsal, prognostik ve
Ongordiiriicii hedef belirteclerin kegfi
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Sonug

Giiniimiize kadar ¢ok cesitli gen anlatim analiz yontemleri
gelistirilmigtir. Son dénemdeki teknolojik ilerlemeler biiyiik
Olcekli gen ifade analizlerinin yapilmasina imkan vermektedir.
Ozellikle hiicre/dokuya 6zgiin farkl: ifade edilen genlerin
belirlenmesinde ve kesfinde c¢ikartilmig hibridizasyon

kiitiiphanesi gibi yontemler, pahah ve yiiksek teknolojik cihaz
gerektirmediginden tercih edilebilir. Ancak her bir gen anlatim
analiz yontemi cesitli iistiinliiklere ve simirhiliklara sahiptir.
Sonug olarak uygulanacak yontemin seciminde biitge,
laboratuvar kosullar1 ve planlanan ¢aligmanin amaci 6nem
tagirmaktadir.
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