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ÖZET 

Çeşitli doku veya hücre serilerinde gözlenen biyolojik ve fizyopatolojik durumlar gen anlatımındaki kalitatif ve kantitatif 
farklılıklardan kaynaklanmaktadır. Gen anlatım analizlerinde kullanılan çeşitli yaklaşımlar ve teknikler mevcuttur. Bu yöntemler 
dizileme temelli, PZR temelli, hibridizasyon temelli ve kombine yöntemler olarak analizleri ile çok sayıda genin biyolojik ve 
patolojik olaylardaki transkripsiyonel yanıtları hızlı olarak araştalabilmektedir. Karşılaştırmalı gen anlatım analizi yöntemleri 
arasında çıkartılmış hibridizasyon kütüphanesi yöntemi, araştırılan doku veya hücre hatlarında farklı olarak ifade edilen genlerin 
belirlenmesi ve izolasyonunda uygulanan güçlü yaklaşımlardan birisidir. Ancak, farklı anlatımlı genleri belirlemede her tekniğin 
çeşitli üstünlükleri veya sınırlılıkları mevcuttur. Sonuç olarak bu makalenin konusu, gen ekspresyon analizi yöntemleri ve 
tekniklerin birbirleri ile karşılaştalmasıdır. 

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. 

Giriş 

Yaşam bilimleri araştırmacılarının moleküler tam, işlevsel 
genomik, ilaç hedefi keşfi ve farmakogenomik alanlarında 
başarıya ulaşmasında, aym anda çok sayıda farklı ifade edilen 
genin analiz edilebilmesi önem taşımaktadır. Günümüzde, 
hücre ve dokularda ifade edilen genlerdeki farklılıkların 
anlaşılması için geliştirilmiş birçok farklı teknolojik platform 
mevcuttur. Araştırılan genlerin normal ile hastalıklı doku 
arasında ifade düzeylerinin karşılaştırılması, hastalık 
patogenezinin anlaşılmasına ilişkin önemli ipuçları vermektedir. 
Sonuçta hastalık ile ilişkili gen ifade düzeylerindeki 

değişimlerin belirlenmesi, ileride yeni tedavi ve teşhislerin 
tanımlanmasına imkan verecektir. 

Yüksek ökaryotlarda biyolojik gelişim, hücresel büyüme 
ve organogenez farklı gen anlatımları ile meydana gelmektedir. 
Son dönemdeki teknolojik ilerlemeler, biyolojik ve patolojik 
durumlarla ilgili transkripsiyonel cevaplardan sorumlu binlerce 
genin hızla değerlendirilmesine imkan vermektedir (1). İşlevsel 
genomik alanında yapılan çalışmalarda iki temel yaklaşım 
vardır. Birincisi, RNA düzeyinde yapılan çalışmalarda, gen 
anlatımı analiz yöntemleri kullanılmakta olup, ikinci olarak 
proteom araştırmalarında kullanılan kütle spektrometri ("mass 
spectrometry") dizilemesi, iki boyutlu jel elektroforezi ("Two-
Dimensional Gel Electrophoresis") ve protein array gibi 
yöntemler kullanılmaktadır. RNA düzeyindeki gen anlatımı 
analiz yöntemleri genel olarak dört gruba ayrılabilir (Tablo 1) 
(2). Bu yöntemler, kodlanan proteinin fonksiyonu hakkında 
tek başına yeterli olmasa da, gen anlatım paternindeki 
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farkblıklarırı belirlenmesini sağlayarak biyolojik süreç hakkında 
bilgi verici olabilmektedir. 

Tablo 1: Gen Anlatımı Analiz Yöntemleri 

1- Dizileme Temelli Yöntemler 
EST ("expressed sequence tags") dizileme 
SAGE ("serial analysis of gene expression") 
MPSS ("massively parallel signature sequencing") 

2- PZR temelli teknikler 
Gerçek-zamanh kantitatif PZR 
DD ("Differential display") 

3- Hibridizasyon temelli teknikler 
DNA mikroarray 
Dot/Northern blot tekniği 
Nükleaz koruma analizi 
Ayırıcı plak hibridizasyonu 
İn Situ Hibridizasyon 

4- Hibridizasyon ve PZR kombinasyonundan oluşan teknikler 
RDA ("Representational difference" analizi) 
ESD ("Equalization of cDNAs, Subtractive hybridization and 
Differential display" yöntemlerinin baş harfleri) 
SHL ("subtractive" hibridizasyon kütüphanesi) 

Farklı gen anlatımlarının tanımlanmasında kullanılan 
yaklaşımlar geniş bir çeşitliliğe sahiptir. 

1. Dizileme Temelli Yöntemler 
l . l .EST ("expressed sequence tags") Dizileme 
Bu yaklaşımda, dokuya özgü gen anlatımuun belirlenmesi 

amacıyla, dokuya ait tüm mRNA'lardan sentezlenen cDNA'lar 
(komplementer DNA) için oluşturulan kütüphanelerin dizileme 
analizi yapılmaktadır (3). Böylece tüm dizileme sonuçlarına 
bakılarak araştırılan dokuda hangi genin eksprese edildiği ve 
ne kadar sıklıkla bulunduğu belirlenebilmektedir. Geniş skalalı 
EST dizilemeleri ile, EST'lerin sıklığı transkriptin miktarım 
yansıtacak şekilde saptanabilmaktedir. Çeşitli kuruluşlar 
tarafından yapılmış büyük cDNA dizileme projeleri sayesinde 
pek çok EST ve bunların gen anlatım seviyeleri belMenmiştir 
(4,5). Biyoinformatik analizlerde, EST'ler kullanılarak, çeşitli 
hastalıklarda artmış anlatımlı yeni genleri tanımlamak mümkün 
olabilmektedir. Ayrıca bir EST dizisi, dokuların veya hücrelerin 
patolojik dönemlerinde ve farklı gelişim dönemlerinde ilgili 
olduğu varsayılan genin anlatım profillerinin belirlenmesinde 
kullanılabilmektedir. Örneğin bir çalışmada, kardiyak hipertrofı 
ile ilişkiH olduğu düşünülen genlerin, normal ve hasta dokuda 
sıklıkla görülen EST'lerle benzerlikleri özel yazılımlar 
kullanılarak kıyaslanmıştır (6). Başka bir çalışmada da, kalbin 
anatomik özelliklerinin belirlenmesinde, kalp odacıklan ve 
septumda farklı eksprese edilen genlerin transkripsiyonel 

profilleri karşılaştırmalı analizler ile incelenmiştir (7). 
Literatürde benzer yaklaşımın kullanıldığı pek çok çalışma 
bulunmaktadır. 

1.2. SAGE ("Serial Analysis of Gene Expression") 
Bu teknik, 1995 yılında Velculescu ve ark. tarafından 

transkript miktarım belirlemeyebilmek için geliştirilmiş DNA 
dizilemeye dayalı bir yöntemdir (8). Bir hücrede gen anlatımı 
olan her mRNA için oligonükleotid etiketleri (yaklaşık 10 baz 
boyunda) kullanılmakta ve bir seri işlemden sonra klonlanıp 
dizilenerek her bir ürün değerlendirilmektedir (9). Böylece 
her bir etiketli ürün bir mRNA'ya karşılık gelmekte ve etiketlerin 
sayısı da mRNA'nın miktarım vermektedir. Bu yöntem, dizisi 
bilinen genler için uygulanabilmektedir ve etiketlerin birbirleri 
ile benzeşmemesi önem taşımaktadır. İki farklı kaynaktan elde 
edilen gen anlatım verilerinin karşılaştırılmasına göre farklı 
eksprese edilen genlerin tanımlanmasında kullanılmaktadır. 
www.ncbi.nlm.nih.gov sitesinde GEO tarayıcısında çeşitli 
SAGE kütüphaneleri listelenmektedir. SAGE tekniğinin 
kullanımı ile ilgili çalışmalar çoğunlukla kanser üzerine olup 
CGAP ("Cancer Genome Anatomy Project") web sayfasında 
veri arşivi bulunmaktadır. Ayrıca henüz bir veribankası mevcut 
olmasada pek çok kardiyovasküler biyolojide SAGE çalışması 
mevcuttur (9). 

1.3. MPSS ("massively parallel signature sequencing") 
Büyük çaph paralel işaret dizilemesi (MPSS; "massively 

parallel signature sequencing") yöntemi, diğer boncuk-tabanh 
işlemlerden tamamen farklı bir mikroboncuk teknolojisidir. 
Bu yöntemde diğerleri gibi bir doku veya hücredeki tüm 
genlerin anlatımı analiz edilmekte ve mRNA moleküllerinin 
sayısının tüm sayı içerisindeki oranına göre anlatım sıklığı 
belirlenmektedir. MPSS ile mRNA'lann sayımı bir örneğin 
her mRNA'sını belirleme esasma dayanmaktadır. Bunun için 
her mRNA'dan sentezlenen cDNA'da poli(A) kuyruğunun 
yukarı kısmında belirli bir enzim kesim bölgesi kullanılarak 
17-20 bazhk diziler oluşturulur. Bu kısa diziler bir mRNA'nın 
belirlenmesinde işaret (etiket) olarak kuUanılmaktadır. Böylece 
herhangi bir gen için anlaüm seviyesi belirlenirken bu işaretlerin 
toplam sayısı hesaplanmaktadır. Bir örneğin mRNA'lan için 
MPSS işaretleri, Megaklon teknolojisi kullanılarak 
mikroboncuklar üzerine klonlanmış çift iplikti cDNA 
parçacıklarının dizilenmesi ile oluşturulmaktadır. MPSS işaret 
dizileri, mevcut genomik diziler ve EST databankalanndaki 
veriler ile karşılaştırılarak bilinen genlerin dizileri ile 
birleştirilmektedir (10,11). 

2. PZR Temelli Yöntemler 
2.1. Gerçek Zamanlı-Kantitatif PZR ("RT-QPCR") 
Gerçek zamanlı kantitatif PZR ile ilgili ilk çalışma 1993 

yılında Higuchi ve ark. tarafından yapılmıştır (12) ve günümüze 
kadar hızla çeşitlenerek gelişmiştir (13). 

Bu yöntemde, mRNA'dan ters transkripsiyon ile elde 
edilen cDNA, florokromlu bir prob varlığında araştırılan gene 
özgü primerler kullanılarak PZR ile amplifiye edilmekte ve 
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oluşan sinyal PZR işlemi esnasında ölçülmektedir. Bu yöntemde 
çeşitli örneklerden izole edilen RNA'ların tam olarak 
karşılaştırılabilmesi için, test probunun floresansı referans 
proba (18S rRNA, GAPDH vb.) karşı normalizasyonu 
yapılmaktadır. RT-QPCR ile ilgili çok çeşitli problar (TaqMan 
problan, SYBR Green I vb.) ve cihaz sistemleri (ABI7900, 
Lightcycler, ÎCycler vb.) mevcut olup genel uygulamalarında 
mRNA anlatım çalışmaları haricinde, DNA kopya sayısının 
ölçümünde, allelik ayırımda, mikroarray verilerinin 
doğrulanmasında da kullanılmaktadır (14). RT-QPCR'ın 
sonuçlan rölatif ve standart-eğri kantitasyonu olarak adlandırılan 
iki analitik yöntem ile analiz edilmektedir. Ancak analizinde, 
önemli sınırlamalar ve potensiyel güçlükler olabilmektedir 
(13, 14). Bu yöntemin önemli avantajları da bulunmaktadır. 
Hassas bir yöntemdir (<5 kopya), geniş bir dinamik aralığın 
üzerinde (7-8 log 10) kantitasyonu sağlar ve yüksek doğruluğa 
(<%2 standart sapma) sahiptir. Ayrıca, az miktardaki total 
RNA'dan iyi sonuçlar elde edilebilmekte ve PZR sonrası ek 
işlemlere gerek duyulmamaktadır (1, 15). Ticari olarak 
otomatize cihazlar kullanılabilmesine rağmen, bu yöntem 
araştırılan gen açısından sınırlı bir kapasiteye sahiptir. Deney 
başma bir kaç düzineden fazla uygulanmasına uygun değildir. 
Ancak RT-QPCR, gen anlatımlarının mikroarray analizleri ile 
bütünleştirilebilir. RT-QPCR, çok sayıdaki RNA örneğinde 
birkaç prob kullanılarak uygulanabilirken mikroarrayler, az 
sayıdaki RNA örneğinde çok sayıda prob kullanılarak 
uygulanmaktadır (1). 

2.2.DD ("Differential Display") 
"Differential Display" (DD) veya RNA "fingerprinting", 

iki veya daha fazla örnek arasında farklı eksprese edilen 
genlerin tanımlanmasında sıklıkla kullanılmaktadır. Bu 
yöntemde, mRNA'dan elde edilen cDNA, bir set rastgele 
seçilmiş primerler ile amplifiye edilmekte ve PCR ürünleri, 
jel elektroforezi ile incelenmektedir. Jel üzerindeki bantların 
yoğunluğuna göre transkriptlerin miktarı belirlenmekte ve 
örnekler karşılaştırılmaktadır. Farklı eksprese olmuş geni 
tanımlamak için, DNA bandı jelden kesilir, klonlanır ve dizilenir 
(16). Bu yöntem ile kardiyovasküler hastalıklı hayvan 
modellerinde (17, 18), insan kardiyomiyopatik dokularında 
(19) ve kardiyak gelişim döneminde (20) farklı eksprese olan 
genler tanımlanmıştır. 

3. Hibridizasyon temelli teknikler 
Tüm hibridizasyon yöntemlerinde, nükleik asid dizüerinin 

komplementerlik esasma dayalı olarak özgün problar ile hedef 
molekülü tanımlanmaktadır (21). Problar, kısa oHgonükleotidler, 
DNA parçacıkları, PCR ürünleri veya in vitro RNA transkriptleri 
olabilmektedir. Hibridizasyonun duyarlılığı, reaksiyon 
koşullarının katılığına ve hibrid kompleksinin kararlılığına 
bağlıdır. Hibrid kararlılığı, hibrid kompleksinin erime noktası 
(Tm) ile direkt ilişkilidir. Tm değeri, hibridize olan dizinin 
baz dizilimi ve uzunluğuna, tuz yoğunluğuna, formamid varlığı 
veya yokluğuna ve hibridize olan nükleik asitin türüne 
(DNA:DNA, DNA:RNA, RNA:RNA) bağlıdır (21). 

Gen anlatım analizinde kullanılan çok çeşidi hibridizasyon 
temelli yöntem bulunmaktadır. 

3.1. DNA Mikroarrayleri 
DNA Mikroarrayler, yüksek-yoğunluklu gen arrayleridir 

ve tek bir deneyde binlerce genin anlatım profillerinin 
incelenmesine olanak vermektedir. cDNA arrayleri ve 
oligonükleotid arrayleri olarak iki tipi mevcuttur. Gen cipleri 
olarak farklı dizayn edilmelerine karşılık, prensipte her ikiside 
geniş-skalalı gen anlatım analizlerinde kullanılmaktadır (22). 
Bunun dışında mikroarrayler ayrıca genetik bağlantı veya 
ilişkilendirme çalışmalarında da kullanılmaktadır. 

Gen anlatım çalışmalarında kullanılan array setleri 60,000 
ve üzeri gen ve EST içerebilmektedir. Ancak sadece dizisi 
bilinen genlerin anlatım analizi yapılabilmektedir. Bu yöntem 
ile dizisi bilinmeyen genlerin keşfi ve anlatımlarının 
belirlenmesi mümkün olmamaktadır. Ancak, tüm genom 
dizisinin biliniyor olması yöntemin bu kısıtlılığını azaltmaktadır. 
Tüm genom anlatım analizlerine imkan veren arraylerin 
pahalılığı, yaygm olarak kullanılmasına engel olamaktadır (1). 
Ancak, çok çeşitli tüm-genom anlatan çalışmaları mevcuttur 
ve bu durum, klinik uygulamalarda rutin kullanıma imkan 
vermiştir (23). Gen çipleri ile elde edilmiş pek çok veri, 
www.ncbi.nlm.nih.gov sitesinde geniş kapsamlı gen anlatım 
(GEO, "gene expression omnibus") tarayıcısında 
araştırılabilmektedir. Ayrıca, mikroarray teknolojileri 
k u l l a n ı l a r a k y a p ı l a n C a r d i o G e n o m i k s 
(www.cardiogenomics.org) ve PhysGen (http://pga.mcw.edu) 
projeleri gibi geniş kardiyovasküler genomiks projeleri 
mevcuttur. Kardiyovasküler hastalıklarla ilgili çeşidi mikroarray 
çalışmaları bulunmaktadır (10,24). Ancak, farklı çalışmalardan 
elde edilmiş mikroarray verilerinin karşılaştırılması ve 
biyoinformatik analizleri, farklı paltformlann kullanımı ve 
farklı çalışma dizaynı nedeni ile kolay olmamaktadır (24). 

3.2. Dot Blot ve Northern Blot Analizi 
Dot veya slot blotlama, sıklıkla kullanılan yüklü naylon 

membran gibi solid destek üzerinde nüleik asidlerin 
immobilizasyonunun yapıldığı tekniklerdir. Araştırılan hedef 
diziye özgün problar ile, immobilize edilmiş örneklerin 
hibridizasyonu sonucu belirlenebilmektedir. Hedef dizinin 
miktarı, konsatrasyonu bilinen standartlarla test örneklerinin 
sinyal yoğunlukları kıyaslanarak ölçülebilmektedir. Membran 
üzerine örneklerin uygulamasında, ömek yükleme aparatı olan 
vakum cihazları kullanılmaktadır. Cihazlarda örnek yüklenen 
kısımlar, yuvarlak (dot) veya eliptik (slot) yapıda olabilir. 
Sonuçlar, densitometrik tarama, direkt fosfor-resimleme veya 
luminometri (kemiluminesans problar kullanıldığında) ile 
analiz edilebilmektedir (25). 

Northern blotlama, total RNA veya mRNA'nın, denature 
jelde yürütülmesi ardından bir membrana aktarılıp 
immobilizasyonunun yapılması ve sonuçta araştırılan RNA'nın 
göreceli pozisyonlarının incelenebildiği bir tekniktir. İlgili 
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mRNA'ya özgü işaretli bir prob ile hibridizasyonun ardından 
Northern blot sonucu elde edilir. Probun deteksiyonundan 
sonra oluşan sinyale göre hedef RNA' nın yoğunluğu ve boyutu 
tanımlanabilir. RNA dizilerin görüntülenmesinde kullanılan 
bu teknik, Alwine ve ark. tarafından 1977 yılında "Northern" 
olarak isimlendirilerek yayınlanmıştır (26). 

3.3. Nükleaz Koruma Analizi ve Ayırıcı Plak 
Hibridizasyonu 

Nükleaz koruma analizi, araştırılan mRNA'nın dizisi ile 
dizisi bilinen işaretlenmiş cDNA'lann hibrid oluşturduktan 
sonra tek ipliğe özgü nükleaz ile RNA degredasyonu ve jel 
elektroforezinden oluşmaktadır. Ayırıcı plak hibridizasyonu 
ise klonlanan cDNA'lann gen anlatımına özgü farklılıklann 
tanımlanmasını sağlar. Bu teknikler, sadece bilinen genlerin 
anlatım paternlerinin araştırılmasına olanak vermektedir (27). 

3.4. İn Situ Hibridizasyon 
İnsan hastalıklarına sebep olan gen anlatım 

farklılıklarından kaynaklanan morfolojik değişimleri saptamada 
kullanılan in situ hibridizasyon (ISH) tekniği, hücresel 
biyolojinin anlaşılmasında önemli rol oynamaktadır. Doku 
kesitlerinde nükleik asid dizilerinin tespit edilmesi için 
geliştirilen bu yöntem, klinik veri ile morfolojik değişimlerin 
karşılaştırılarak gen anlatımı hakkında bilgi edinilmesini 
sağlamaktadır. 

Nükleik asidlerin ISH analizi ilk kez 1969 yılında 
tammlanmıştır (28). ISH tekniği, doku içinde hücre bütünlüğünü 
koruyan gen anlatım ürünlerinin görüntülenmesi ve in situ 
olarak gen dizilerinin lokalize edilerek sonuçlann, anatomik 
olarak ortaya çıkmasını sağlamaktadır. Nükleik asid problan 
ve onların hedefleri arasındaki hibridizasyon, genom düzeyinde 
yapısal değişiklikler için yapılıyor ise DNA-ISH, özgün 
transkriptlerin anlatım seviyelerindeki değişiklikler için ise 
RNA-ISH olarak adlandırılmaktadır (28). 

Kromojenik ISH (KISH)'da tiramid sinyal çoğaltımı, in 
situ-PCR ve in situ ters transkripsiyon gibi teknikler ile nadir 
mRNA'lan saptamada duyarlılık arttmlabilmektedir. ISH çeşitli 
hücre tiplerine (smear, hücre pelleti vb.) ve doku kesitlerine 
(donmuş, parafin, yarıince ve ultraince plastik kesitler) 
uygulanabilmektedir. İn situ hibridizasyonda uygulama 
yöntemleri çeşitlilik göstermektedir ve tercih edilen yöntemlere 
göre duyarlılık değişmektedir. Riboproblann, cDNA ve sentetik 
oligomerlere göre , radyoaktif i şa re t lemenin , 
biotin/digoksigenine göre ve donuk kesit almanın, parafinden 
kesit almaya göre göreceli olarak daha fazla duyarlılığa sahip 
olduğu belirtilmektedir (29). 

3.5. Doku Mikroarrayleri 
Doku mikroanayleri, patoloji alanında yapılmış bir 

yeniliktir. Yüzlerce doku örneği üzerinde, hedef gen 
anlatımlannın incelenmesine olanak veren ve 1998 yılında 
Kononen ve ark 'nın öncüsü olduğu yüksek-verimli bir yaklaşım 

olarak dizayn edilmiştir (30). Doku areayleri çok çeşitlidir, 
otopsi materyalleri, parafin bloklan veya fonnalin-fiksh donör 
biyopsilerini içeren araştırma amaçlı doku bankalarından veya 
patoloji arşivlerinden oluşturulabilmektedir (31, 32). Bu 
yöntem, işlevsel genomik araştırma teknikleri ile gen ürünlerinin 
tanımlanmasında ve araştırılan genin in situ anlatımının 
belirlenmesinde lmUanılmaktadır. Ancak, laboratuvar içi kalite 
kontrol, kontrol standartlannın geliştirilmesi ve doku-temelli 
tanılar için kimyasallann optimizasyon uygulamalarında, 
duplike edilmiş doku örneklerinin pek çok sefer laıUanılmasıyla 
fazla efor sarfedilebilmektedir. Buna rağmen bu yöntem, çok 
sayıdaki klinik ömek üzerinde, çoklu gen ve protein anlatımını 
tayin edilebilmekte, tek bir doku kesiti, tüm-yüzey ve geleneksel 
patolojik inceleme yöntemine göre zaman ve kimyasal sarfı 
açısından çok daha etkin olduğu belirtilmektedir (31). 

4. Hibridizasyon ve PZR kombinasyonundan oluşan 
teknikler 

4.1. RDA ("Representational Difference" Analizi) 
cDNA'nın "Representational Difference" Analizi (RDA), 

aday genlerin sayısını azaltmak için alternatif bir yaklaşımdır. 
cDNA-RDA tekniği, çıkartılmış hibridizasyon basamağının 
PZR amplifikasyonundan oluşan, 2 kompleks genom arasındaki 
genomik DNA (2) veya mRNA (33) farklılıkların izolasyonunda 
kullanılan bir yöntemdir. 

4.2. ESD yöntemi 
ESD tekniği 1996 yılında tanımlanmış, cDNA'lann enzim 

kesimiyle Eşitlenmesi, "Subtractive" hibridizasyon ve 
"Differential display" tekniklerinin baş harflerine göre 
adlandırılmıştır. Bu yöntem adını aldığı tekniklerin 
kombinasyonundan oluşmaktadır ve jel sisteminde oluşan 
yanlış pozitiflikleri elimine ederek güvenilirliğini kamüamıştrr 
(34). 

4.3. Çıkartılmış ("Subtractive") Hibridizasyon 
Kütüphanesi Tekniği 

Hücresel büyüme ve farklılaşmada rol alan ve farklı gen 
anlatımı olan hedeflerin belirlenmesinde çıkartılmış 
hibridizasyon teknikleri ("subtractive hybridizatin library", 
"subtractive cDNA cloning" veya "suppression subtractive 
hybridization" vb.) günümüze kadar pek çok çalışmada 
kullanılmıştır. Bu yöntem, birbirine çok benzeyen iki DNA 
(genomik veya komplementer) örneği arasında, farklı DNA 
moleküllerinin ayrımım sağlayabilecek hassasiyettedir. Farklı 
eksprese edilen genlerin tanımlanması ve klonlanmasında ilk 
yaklaşımlar çıkartılmış ("subtractive") hibridizasyon esasına 
dayanmaktadır. Bir mRNA havuzu ile farklı orjinli başka bir 
mRNA havuzu arasında hibridizasyon esasına dayanan 
çıkartılmış cDNAkümphanelerinin gelişmesiyle gen ekspresyon 
paternlerinin analizinde önemli bilgiler elde edilmiştir. 

4.3.1.Tanım ve kullanıldığı çalışmalar 
Çıkartılmış cDNA kütüphaneleri, doku veya hücre 

dizilerinde (diğer doku veya hücre dizilerinden) farklı olarak 
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eksprese edilen genlerin izolasyonu ve tanunlanmasında, güçlü 
bir yaklaşım sağlar. Bu yöntemle, kanserli dokulardaki farklı 
ekspresyonlara sahip olan genler ayırt edilebildiği gibi (35¬
37), insan blastositlerine özgü transkriptlerin incelenmesi 
sonucunda, insan preimplantasyon gelişimi hakkında da bilgiler 
edinilmiştir (38). Ayrıca genetik hastalıklara yol açan germline 
mutasyonlann veya kanser gelişimine neden olan somatik 
mutasyonlann, benzer iki genom arasında farklılığa neden 
olduğu belirlenmiştir. Bu yöntemin bir varyasyonu, Duchenne 
musküler distrofili (DMD) kişilerde delesyona uğramış DMD 
lokusunun fragmanlarının klonlanmasmda kullanılmıştır (39). 
Ayrıca iki DNA populasyonu arasındaki farklılıkların 
tanımlanmasında ilk gekştirilen yöntemde, Y kromozomundaki 
gen dizilerini klonlanması için kuUanılmıştır (40). Literatürde 
bu tekniğin kullanıldığı çok çeşitli çalışma mevcuttur. 

Çıkartılmış hibridizasyon tekniği hızlı, etkili ve hassas 
bir yöntem olup özellikle nadir görülen transkriptlerin meydana 
çıkarılmasında güçlü bir yaklaşım sağlamaktadır. 

4.3.2. Uygulamasındaki Farklılıklar 
Çıkartılmış hibridizasyon tekniğinin uygulamasında çeşitli 

farklılıklar mevcuttur. Yapılan çalışmaya ve mevcut olanaklara 
göre en uygun yöntem belMenmelidir. 

Karşılaştırma yapılacak kaynaklar, genomik DNA veya 
mRNA olabilmektedir. İki genomik DNA populasyonu, 
çıkartılmış hibridizasyon tekniği ile karşılaştınlabilmektedir. 
Ancak çoğunlukla doku veya hücre dizilerine ait iki farklı 
mRNA populasyonu arasında karşılaştırma yapılarak farklı 
anlatımlı genler belirlenmiştir. 

Çıkartılmış hibridizasyon esnasmda farklı gen anlatımına 
sahip nükleik asidleri diğerlerinden ayırmak için farklı sistemler 
kullanılmaktadır. Bunlar, hidroksiapatit (42) ve avidin-biotin 
kromotografisi (43), paramagnetik boncuklar (Dynabeads-

oligo(dT)25) (44) veya solid substratlar (Oligo(dT)30-lateks) 
(35) olabilir. 

4.3.3.Oligo(dT)30-lateks Kullanılarak Yapılan 
Çıkartılmış cDNA Hibridizasyon Kütüphanesinin 
Basamakları: 

Nonpolar polistiren-lateks partiküUerinin özelliği, 1,1 m 
çapında olması ve yüzeye kovalent bağlanmaya eğilimli 
ougo(dT)3o-ohgonüMeoticUerini taşımasıdır. Oligo(dT)30-lateks 
partiküllerinin mRNA ile hibridizasyon oranının çok yüksek 
olması nedeniyle, çıkartılmış hibridizasyon kütüphanesi 
yönteminde total RNA'dan mRNA izolasyonu ve cDNA sentezi 
yapılabilmektedir. Bu partiküllerin yoğunluğu yaklaşık 
suyunkine eşit olduğundan istikrarlı bir forma sahip olan 
süspansiyon, santrifüj sonucu kolayca küçük bir pellet şeklinde 
çöktürülebilmektedir. 

Çıkartılmış hibridizasyon kütüphanesi yönteminin temel 
aşamaları şunlardır: 

• Oligo(dT)30-lateks ile mRNA'lann saflaştmlması ve 
cDNA sentezi 

• 2 döngü PZR ile aynı yönlü DNA'nın sentezi 
• İki farklı kaynaktan elde edilen cDNA'ların 

hibridizasyonu 
• PZR ile çıkartılmış DNA'nın amplifikasyonu ve 

klonlanması 
• cDNA klonlannın karakterizasyonu 
A ve B doku/hücre arasında yapılan B hücre kaynağında 

farklı gen anlatımı olan transkritlerin seçilerek klonlanması 
ve bir cDNA kütüphanesinin oluşturulmasında kullanılan bu 
yöntemin basamakları Şekil 1 'de şematik olarak verilmektedir. 
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5. Yöntem Karşılaştırmaları 
Gen anlatım analiz yöntemlerinin birbirlerine göre 

üstünlükleri veya sınırlılıkları mevcuttur. Ancak kullanılacak 
yöntemin seçimi, genellikle çalışmanın amacına ve bütçesine 
göre olmaktadır. 

%2'sinin doğrulama analizleri sonucunda farklı olarak gen 
anlatımına sahip oldukları rapor edilmiştir. Ancak bu durumun 
karşılaştırılması yapılan hücre/doku tiplerine bağlı olabileceği 
belirtilmektedir (50). Sonuçta bu yöntemin kullanıldığı 
çalışmalarda yeni ve bilinmeyen pek çok gen keşfedilmiştir. 

Dizileme temelli yöntemler arasında EST dizileme 
yaklaşımında, gelişmiş dizileme teknolojilerine rağmen elde 
edilen verilerin fazla olması ve analizlerindeki güçlükler nedeni 
ile dokuya özgü farklı gen anlatımının belirlenmesi kolay 
olmamaktadır. Ancak daha önce bahsedildiği gibi bir dokuda 
ifade edilen tüm transkriptlerin belirlenmesi mümkün 
olduğundan bir genin biyoinformatik incelemeleri için bilgi 
vericidir. MSPP yönteminin ise diğer dizileme temelli 
yöntemlere göre bazı avantajları mevcuttur. Direkt EST 
dizilemesinden farkı, cDNA klonlanndan bir kütüphane 
oluşturulması ardından DNA'nın saflaştırılması ve dizilenmesi 
gerektirmemesidir. Bu yöntemde en az bir milyon kısa cDNA 
molekülü aynı anda boncuklar üzerine klonlanarak 
dizilenmektedir. Bu durum zaman, çaba ve maliyet kaybım 
azaltmaktadır. SAGE yöntemindeki 10-14 b azlık etiketlere 
göre burada 17-20 bazlık işaretler mevcuttur. Bu durumun 
belli bir oranda özgünlüğü arttırdığı belirtilmektedir. Diğer 
yandan mikroarray platformlarında homolog genlerin yanlış 
hibridizasyon mtimali bulunmaktadır ancak MPSS'de 3'-
translasyonu olmayan bölgelerin incelenmesi nedeniyle 
genellikle farklı gen aileleri ayırt edilebilmektedir (10, 11). 
Ayrıca SAGE analizinde sadece bilinen genler 
araştırılabilmektedir (27). 

Tablo 2'de gen anlatım profillemesi için kullanılan bazı 
yöntemlerin karşılaştırmalı özeti verilmektedir (1). Ancak gen 
anlatımı analizi için RNA'nın kalitesi ve elde edildiği materyalin 
tipi (taze, donmuş, parafin blok vb.) analizlerde büyük önem 
taşımaktadır (51). 

Tablo 2: Gen a n l a t ı m ı profillemesinde kullanılan yöntemlerin 
karşılaştırılması 

Yöntem Gen Ktifi ı . , „ 

Kapsamı 

Duy arl ılık 1* Ciiitii I > Î I ı L > 

.MaaLIyotl 

F-ST Dizileme Bva A7 AT! Orta AZ1 

SAGE Evet ı im* Ona ÎÂF 

RT-QPCR Hayır Az Yüksek ~Âz Ona 

Di Mi1 rjDİ I Ü 1 Display Evci Az Yüksek Orta Az 

cDNA mıkroaıraı, Evel- Yüksek Ona Yüksek' Yüksek 

Oligu mikroarray Hayır Yüksek Otla Yüksek' 

I 
^zileme kapasitesi uygun ise, 
^DNA kütüphanelerinde bilinmeyen genler var ise, 
3arraylerin üretimi dahil ise, 
4hazır arrayler kullanılıyorsa. 

PZR temelli yöntemlerde RT-QPCR yönteminin avantaj 
ve dezavantajları ilgili kısımda kısaca açıklanmıştır. Bu 
yöntemde sadece dizisi bilinen genlerin anlatım düzeyleri 
belirlenebilmekte ve doku/hücreler arasındaki düzey farkları 
karşılaştınlabilmektedir. DD yöntemi ise, yaygın olarak 
kullanılmasına rağmen, sistematik ve geniş-skalah gen anlatım 
profillemesi için uygun değildir. Ayrıca jelden ürünün kesilerek 
klonlama aşamasında problemler gözlenebilmektedir. 

Gen anlatım analizi yöntemleri arasında sadece Northern 
analizi, mRNA'mn boyutu hakkında bilgi vermektedir. Fakat 
yöntemin çok aşamalı (RNA'nın membrana transferi, 
membranda RNA'nın kovalent bağlanması, bloklama, 
hibridizasyon, yıkama basamakları) ve bu süreçte ribonükleaz 
kontaminasyon ihtimalinin varlığı, analizin hassasiyetinde 
kayıba neden olabilmektedir. Dolayısıyla, iyi optrmize edilmiş 
sistemlerin kurulması önem taşımaktadır (45). 

Çıkartılmış hibridizasyon kütüphanesi yönteminde, nadir 
anlatımı olan genlerin zenginleştirilmesi (1000 kat civarında) 
ve sık anlatımlı cDNA'lann ise hibridizasyon esnasmda 
dengelemesi mümkün olmaktadır (46). Bu yöntemin başarı 
oranları çeşitli çalışmalarda %84-94 oranında saptanmıştır 
(47-49). Ancak, bir çalışmada kütüphanedeki klonlann 
%20 'sinden azı araştınlabildiğinden ve adaylardan sadece 

6. Farklı Gen Anlatım AnaJMerinin Önemi 
Günümüzde gelişim ve farklılaşma mekanizmalarının 

anlaşılması için uygulanan farklı gen anlatımı çalışmaları, 
kompleks biyolojik süreçlerin anlaşılmasını ve çeşitli 
hastalıkların tedavisinde yeni hedeflerin belirlenmesini 
sağlamaktadır. Yüksek teknolojiler sayesinde bu konuda pek 
çok veri elde edilmiştir. Tüm bu bilgiler ışığında keşfedilen 
biobelirteçler, Şekil 2'de özetlendiği gibi bir yol izlenerek 
doğrulandıktan sonra klinikte yeni tanı ve tedavilerin gehşimine 
katkı sağlayacaktır (52). 

GEN ANLATIM 
PROFJLLEMhSJ 

pmm:uMiK 
U ' M U l l l l k i l * ¿ l í H t l l í f 
C«r anUüım ( d i f m*Un 
PruLciıı jııİjLınııiJİLfnijtarı 
üNFiiuNıkıl 
\'nı\*ı iı ya\*SP JiuJızton 

l lnhu' l ' i ıln^ı-ııLıma 
l íuku J I I j y 
Çalli maları 
Klinik llfefcilı-nıllrnııı 

Şekil 2: Yapısal genomik, gen anlatım profillemesi ve 
proteomİksten hastalıklar İçin tanısal, prognostik ve 
öngördürücü hedef belirteçlerin keşfi 
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Sonuç 
Günümüze kadar çok çeşitli gen anlatım analiz yöntemleri 

geliştirilmiştir. Son dönemdeki teknolojik ilerlemeler büyük 
ölçekli gen ifade analizlerinin yapılmasına imkan vermektedir. 
Özellikle hücre/dokuya özgün farklı ifade edilen genlerin 
belirlenmesinde ve keşfinde çıkartılmış hibridizasyon 

kütüphanesi gibi yöntemler, pahalı ve yüksek teknolojik cihaz 
gerektirmediğinden tercih edilebilir. Ancak her bir gen anlatımı 
analiz yöntemi çeşitli üstünlüklere ve sınırlılıklara sahiptir. 
Sonuç olarak uygulanacak yöntemin seçiminde bütçe, 
laboratuvar koşulları ve planlanan çalışmanın amacı önem 
taşırmaktadır. 
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