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Ozet: Gen ckspresyonu galigmalariyla hiicre ve dokulardan RNA izole edilerek hiicrelerin fizyolojik ve biyolojik degi-
sikliklere verdikleri cevap mRNA diizeyinde incelenebilmektedir. Oldukca hassas bir molekiil olan RNA’nin stabilitesi
dokudan dokuya degisiklik gostermektedir. Dokulardaki RNA, ilgili canlidan alinmasindan itibaren niikleazlara maruz
kalarak hizli bir sekilde yikimlanmaktadir. Yikimlanmanin (degradasyon) kontrol altina alinmasi amaciyla ilgili do-
kunun dondurulmasi ya da bazi kimyasallarla muamele edilmesi gerekmektedir. Protein tabiatindaki niikleazlar diisiik
sicakliklarda inaktif olmakta ve bu yiizden birgok ¢aligmada bazi kimyasallar ile dogrudan -80°C’de dondurma ya da
snap frozen olarak bilinen s1v1 azotla dondurma yontemleri tercih edilmektedir. Bu arastirma, ratlarda iki farkli yontem
kullanilarak stoklanan karaciger dokularindan izole edilen RNA’larin konsantrasyon, saflik ve biitiinliik kriterlerinin de-
gerlendirilmesi amactyla yapilmistir. Calismada 6 aylik yasta 8 rata ait karaciger dokusu kullanilmistir. Dogrudan -80°C
ve snap frozen yontemiyle dondurulan karaciger dokularindan izole edilen RNA konsantrasyonlart sirasiyla 1039,64 ve
503,14 ng/ul, safliklar1 1,98 ile 1,97 ve referans gene (PPIA) ait Ct sonuglar1 16,537 ve 17,463 olarak bulunmustur. So-
nug olarak, gen ekspresyonu ¢alismalarinda kullanilacak RNA’nin kalite degerlendirmesinde konsantrasyon, agaroz jel
goriintiist, erime egrisi ve Ct degerleri bakimindan bir biitiin olarak degerlendirilmesi gerektigi ve snap frozen yontemin
halen en uygun yontemlerden biri oldugu ortaya konulmustur.

Anahtar kelimeler: Snap Frozen, Dogrudan -80°C, RNA kalitesi, Gen ekspresyonu

RNA Quality in Snap and Directly -80°C Frozen Liver Tissues

Abstract: Cells response can be analyzed at the level of mRNA with gene expression studies to physiological and
biological changes. The stability of RNA, a highly sensitive molecule, varies from tissue to tissue. The RNA in the
tissues can be rapidly degraded by exposure to nucleases after collecting from the species of animate. In order to cont-
rol the degradation, the tissue should be frozen or treated with some chemicals. Nucleases are protein nature and they
are inacitve at low temperatures so in many studies freezing method at directly -80°C with some chemical solutions or
snap frozen with using liquid nitrogen method are preferred. This study was conducted to evaluate the concentration,
purity and integrity criteria of nucleases from stock of liver tissues using different methods in rats. 8 rats which were six
months old rats used in the study. The RNA isolated from liver tissues for Directly -80°C and Snap Frozen groups and
examined of concentrations (1039,64 and 503,14 ng/ul), purity (1,98 and 1,97) and Ct values (16,537 and 17,463) of
RNA in PPIA as reference gene. Consequently, RNA used in gene expression studies should been evaluated as a whole
in terms of concentration, agarose gel image, melting curve and Ct values for quality assessment and the Snap Frozen
method has been still considered one of the most appropriate method.
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Giris

RNA, genden protein sentezi sirasindaki mekaniz-
malarda en 6nemli rolii oynayan araci molekiildiir.
mRNA’nin transkripsiyonunun ve translasyonunun
regiilasyonu ile protein sentezi mekanizmasi siirdii-
rilmektedir. Bu siirecin tamamina ise Gen Ekspres-
yonu denilmektedir [16]. Biyolojik olaylara ait me-
kanizmalarin agiklanabilmesi i¢in son yillarda ¢ok
sayida gen ekspresyonu c¢alismasi yapilmaktadir.
Gen ekspresyonu ¢aligmalarimin ana molekdilii olan

mRNA’lar molekiiler yapilarindan dolay1 in-vitro
kosullarda niikleazlardan ¢ok kolay etkilenebilmek-
tediler. Bu sebeple, gen ekspresyonu calismalarinda
mRNA ekstraksiyonu yapilana kadar gegen siirede
niikleazlarin aktivitelerini durdurmak gerekmekte-
dir [3, 6]. Aksi halde hiicrede RNA yikimlanmasi
baslayacak ve bu durum da gen ekspresyonu seviye-
sinde hatali sonuclara yol acabilecektir [4, 7].

Biyolojik mekanizmalarin agiga kavusturulma-
st amaciyla yapilan ¢alismalarda RNA yikimlanma
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durumu calisma bulgularinin dogrulugu bakmindan
biliylik 6nem tasirken, diger taraftan postmortem
6lim zamanimin belirlenmesinde de kritiktir. Zira
yapilan bir ¢ok ¢alismada [5, 10, 12, 17] postmor-
tem Olim zamanimin RNA yikimlanma seviyesinin
belirlenmesi ile tespit edilebilecegi bildirilmektedir.
Zhao ve ark. (2006), VEGF ve HIF1A genlerinin
oda 1sisinda (24°C) postmortem 72. saate kadar
mRNA transkripsiyonunu saglayabilecek miktarda
bulunabildigini, ancak EPO geninin postmortem y1-
kimlanmasinin zaman ile stabil olarak meydana gel-
digini bildirmislerdir. Bdylece, postmortem RNA
yikimlanmasinin incelenecegi calismalarda gen se-
¢iminin de 6nemli oldugu ortaya konulmustur. Ben-
zer durum Sampaio-Silva ve ark. (2013) tarafindan
da bildirilmektedir.

Gen ekspresyonu caligmalari igin hiicre meta-
bolizmadan alindiktan sonra RNA ekstraksiyonuna
kadar olan asama igin RNA stabilitesinin saglanma-
st olduk¢a 6nemlidir. Bu kapsamda arastirmalarda
farkli yontemler kullanilmaktadir. Bunlardan en
yaygin kullanilan ve en stabil kabul edileni hiicre-
nin derhal siv1 azot i¢ine daldirilmasi (snap frozen)
ile niikleazlarin aktivitelerinin aniden durdurulma-
sidir [8, 11]. Diger taraftan snap frozen ile birlikte
RNAlater [3], formaline ve ethanol gibi fiksatorler
ile parafine gomme [2, 11], AMeX (acetone-methy-
Ibenzoate-xylene) ve HOPE (hepes-glumatic acid
buffer-mediated organic solvent protection effect)
[14] gibi yontemler de kullanilmaktadir. Ancak, bu
yontemlerin hemen hepsi snap frozen yontemine
kars1t hem RNA yikimlanmasi bakimindan hem de
ekstradan is giicii ve masraf olusturmasi bakmin-
dan dezavantajlar tagimaktadirlar. Diger taraftan,
-196°C’de sivi formda olan azot depolanmasi ve
tasinmasindeki zorluklar ile temas halinde canli-
ya verebilecegi zarardan dolay1 kullaniminda bazi
sinirlamalar olusturmaktadir. RNA molekiiliiniin
stabilitesini saglamak i¢in niikleazlarin aktivitesini
durduracak yukarida bahsedilen yontemlerin her-
hangi birisi uygulandiktan sonra tiim 6rnekler niik-
leazlarin aktivite gosteremedigi -80°C’deki derin
dondurucularda saklanmaktadir [1, 2, 11, 14].

Bu c¢alismada, enzimatik aktivitenin en yiiksek
oldugu doku olan karacigerde snap frozen yonte-
mine karst dogrudan -80°C’ye konulan dokular-
dan gen ekspresyonu c¢aligmasi i¢in elde edilecek
RNA’daki degisimin tespit edilmesi amaglanmistir.

RNA yikimlanmasi enzimatik (niikleaz) aktivite ile
oldugu i¢in en yiiksek enzimatik aktiviteye sahip
olan karaciger secilmistir.

Materyal ve Metot

Calisma Diizeni ve Hayvan Materyali

Calisma, Mustafa Kemal Universitesi Deneysel
Arastirmalar Uygulama ve Arastirma Merkezinde
yetistirilen yaklasik 6 aylik yasta, 8 adet erkek Wis-
tar Albino ratlardan alinan karaciger dokularinda
yapilmustir. Bu ¢alisma, Mustafa Kemal Universite-
si Hayvan Deneyleri Yerel Etik Kurulunun 2016/2-
8 sayili karart ile yiriitilmiistir.

Ratlar 6tenaziye edildikten sonra karaciger do-
kusunun Lobus heparis dexter’inden yaklagik 3 gr
alman ornekler ikiye boliinmiis ve bir pargasi der-
hal s1v1 azot igine daldirilarak 5 dk beklenmis (Snap
Frozen grubu) ardindan analizler yapilana kadar
-80°C’lik derin dondurucuda saklanmustir. Ikinci
karaciger pargasi ornekleri ise dogrudan -80°C’lik
derin dondurucuda (Dogrudan -80°C grubu) saklan-
mistir.

RNA izolasyonu, ¢cDNA Sentezi ve RT-qPCR
Uygulamasi

Gruplardaki ornekler total RNA izolasyonu ig¢in
-80°C’den ¢ikartildiktan sonra her doku 6rneginden
yaklasik 50 mg alinarak TRI Reagent (Sigma-Ald-
rich) kit protokoliine gore total RNA izolasyonu
yapilmistir. izolasyon amaciyla TRI Reagent soliis-
yonu igerisindeki doku drnekleri doku homojeniza-
toriinde soguk sartlara uyarak homojenize edilmis-
tir. Izole edilen RNA’lar, pellet biiyiikliiklerine gore
30-50 pl DEPC’li su ile sulandirilmistir. izolasyon
prosediiriindeki uygulamalardan dolayi saflik (<1,7)
ve konsantrasyon (<125 ng/ul) parametreleri baki-
mindan uygun olmayan 6rnekler i¢in ilgili 6rnek ya
da o6rneklerden RNA izolasyon protokolii tekrarlan-
mistir.

Saflik, konsantrasyon ve kalite bakimindan
uygun olan 6rnekler olast DNA kontaminasyonuna
kars1 DNaz ile muamele edilmistir. Daha sonra her
ornekten 1pug RNA alinarak cDNA sentez kiti (Re-
vertAid First Strand cDNA Synthesis, ThermoFis-
her Scientific) ile cDNA sentezi yapilmistir.
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Doku stoklarken Dogrudan -80°C ve Snap Fro-
zen yontemlerinin drneklerdeki etkilerini degerlen-
dirmek amaciyla 6rneklerden elde edilen cDNA’lar-
dan PPIA (Cyclophilin A) referans geni (Tablo 1)

Tablo 1. Calismada kullanilan referans gene ait bilgiler

kullanilarak RT-qPCR uygulamasi yapilmistir. RT-
gPCR protokolii 95°C’de 10 dk denatiirasyon son-
ras1 95°C’de 15 saniye, 60°C’de 60 saniye, 72°C’de
30 saniye 40 siklus olacak sekilde gerceklestirilmis-
tir.

Gen Genbank kodu

Dizi

bp Kaynak

F: 5’-CAGACAAAGTTCCAAAGACAGCA-3’

PPIA NM_017101.1

R: 5’-CACCCTGGCACATGAATCCT-3’

117 Santos ve ark., 2016

Verilerin Degerlendirilmesi

Calismada konsantrasyon, saflik ve Ct degerleri
bakmindan gruplar arasindaki farklilik t- testi ile
SPSS 22.0 paket programinda analiz edilmistir.

Bulgular

Total RNA izolasyonundan sonra 6rneklerin saflik
(A260/A280 orani) ve konsantrasyon degerleri niik-
leik asit dlger (Merinton SMA-1000) ile tespit edil-
mistir (Tablo 2). Daha sonra 6rnekler kabaca deg-
radasyonun kontrolii i¢in %1°lik agaroz jel elekt-
roforezinde 100 V’da yaklasik 30 dk kosturularak
28S ve 18S bant biitlinliikleri bakimindan kontrol
edilmistir (Resim 1).

Tablo 2. Total RNA izolasyonundan sonra belirlenen konsant-
rasyon ve saflik degerleri (Ort=S, )

Ozellik
Konsantrasyon (ng/nl) Saflik (A260/A280)

Grup

Dogrudan -80°C 1039,64+118,63 1,98+0,01
Snap Frozen 503,14+84,87 1,97+0,01
P 0,002 0,398

RPN 5 6 7 8,

PeiPr 34 050160 57818

Dogrudan -80 °C Snap Frozen

Resim 1. Total RNA izolasyonu Sonrasindaki Agaroz Jel
Elektroforezi Goriintiisii

Kullanilan primer dizisinin c¢ogalttig1 bolge/
bolgeler ve primer-dimer olusumu Ct grafigi ve eri-
me egrisi tizerinden de kontrol edilerek, primerin
ilgili gen bolgesine baglandiklari, primer dimerleri-
nin olusmadig1 ve DNA kontaminasyonunun bulun-
madigi teyit edilmistir (Resim 2 ve 3).

12

s 10 15 20 25 30 35 40 |
Cycle

Resim 2. Dogrudan -80°C Grubu a) Ct Grafigi, b) Erime Egrisi
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Resim 3. Snap Frozen Grubu a) Ct Grafigi, b) Erime Egrisi

PPIA’nin RT-qPCR uygulamasi sonucunda elde
edilen Ct degerleri Tablo 3’de gosterilmistir. Dog-
rudan -80°C grubunun snap frozen grubuna gore
yaklasik 1 kat daha erken Ct degeri verdigi tespit
edilmistir. RT-qPCR sonras1 elde edilen tirtinler %
1,5’luk agaroz jel elektroforezinde 100 V’da yakla-
sik 40 dk kosturularak kontrol edilmistir (Resim 4).

Tablo 3. Dogrudan -80°C ve Snap Frozen Gruplarinda PPIA
Referans Genine ait Ct Degerleri (Ort+S, )

. Grup
Ozellik P
Dogrudan -80°C Snap Frozen

Ct degeri 16,537+0,18 17,463+£0,26 0,013

Ladder

Snap Frozen

Dogrudan -80 °C

Resim 4. PPIA Geni igin Rt-qPCR Uriinii Agaroz Jel
Elektroforezi Goriintiisii

Tartisma ve Sonug¢

Gen ekspresyonu caligmalarinda materyal olarak
kullanilan RNA’nin biitlinliigli ¢alismanin sonug-
larin1 dogrudan etkileyebilmektedir. Bu sebeple il-
gili dokunun toplanmasi, saklanmasi ve RNA izo-
lasyonu basamagi biiylik dnem tasimaktadir [15].
RNA’nin yikimlanmadan elde edilebilmesi i¢in
hiicredeki niikleaz aktivitesinin hizli bir sekilde dur-
durulmasi gerekmektedir. Yapilan birgok ¢alismada
[8, 11, 14] bu aktivitenini Snap Frozen yontemi ile
stv1 azotta hizlica durdurulabildigi bildirilmektedir.
Ancak, sivi azotun herzaman temin edilemedigi
durumlar olabilmektedir. Bunun igin gen ekspres-
yonu c¢alismalarinda kullanilmak tizere RNA later
ve bazi fikzasyon soliisyonlarinin kullanildigi bilin-
mektedir [14]. Zira Perlmutter ve ark. (2004) insan
prostat dokusunda yaptiklari ¢aligmada, bu ¢aligma
ile uyumlu olarak Snap Frozen yonteminin diger
yontemlere (fiksativlerin kullanildigi saklama ko-
sullar1) gore daha avantajli oldugunu gdstermistir.
Ancak, dokularin Dogrudan -80°C’de saklanmasi
ile gen ekspresyonu calismalarinda kullanilabilme
olanaklarmin da tespit edilmesi 6nemlidir. Postmor-
tem RNA yikimlanmasi doku ve genlere bagl ola-
rak farklilik gdsterdigi icin bu ¢alismada enzimatik
aktivite bakimindan en ¢ok tehdit altinda olan kara-
ciger dokusu ve stabilitesi tespit edilmis olan PPIA
geni [13] kullanilmistir.

Dogrudan -80°C grubunda izole edilen toplam
RNA miktar1 (1039, 64 ng/ul) Snap Frozen gru-
bundan (503,14 ng/ul) oldukga yiiksek bulunmus-
tur (P<0,01). Ancak bu durumun RNA Kkalitesi ile
iliskislendirilmesi miimkiin degildir. Izolasyon so-
nucundaki RNA miktarmin fazla olmasi izolasyo-
na baglamadan onceki hiicre sayisinin fazla olmasi
veya pellet biiytikliiklerine gore kullanilan DEPC’li
su miktarindaki farklilik ile iliskilendirilebilir. Zira
izolasyona sirasinda kullanilan dokudaki hiicre mik-
tarimi tespit edebilmek miimkiin degildir. RNA mik-
tart ile ilgili olarak dikkat edilmesi gereken husus
kullanilan kitin protokoliinde belirtilen miktara ula-
sabilmektir. Bu ¢alismada kullanilan kit en az 125
ng/ul total RNA protokoliine sahip oldugu i¢in her
iki gruptada tespit edilen miktar yeterli olmustur.
Diger taraftan RNA’nin kalitesini belirleyen énemli
bir deger saflik’tir. Bu ¢alismada her iki grupta elde
edilen deger beklenen sinirlar (>1,7) icindedir ve
gruplar arasinda bir fark olusmamistir. RNA izolas-
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yonundan sonra RNA kalitesinin ikinci tespit basa-
maklarindan biri olan agaroz jel goriintiisiinde (Re-
sim 1) Snap Frozen grubunda daha keskin 18S/28S
bantlar tespit edilirken, Dogrudan -80°C grubunda
bu bantlar bazi siiriintiiler ile tespit edilmistir. Ayn1
orneklerin RT-qPCR uygulamalar1 sonucunda elde
edilen Ct ve erime egrisi grafiklerinde (Resim 2) bir
farklilik olmadig1 goriilmiistiir.

Normal bir RT-gPCR reaksiyonunda Ct de-
gerinin 15-20 civarinda olmasi beklenir. Bu deger
biyolojik olaylar sonucu meydana gelebilen degi-
simler disinda, PCR kosullari, 6rnek miktari, kul-
lanilan kitin yapist gibi faktdrlere bagl olarak da
bir miktar degisebilmekte ancak referans gene gore
yapilan normalizasyon islemi bu farklilig1 ortadan
kaldirmaktadir [9]. Ancak, RNA yapisindaki bo-
zulmalar bu degeri yikimlanmanin boyutuna gore
az yada ¢ok degistirebilmektedir. Dogrudan -80°C
grubunda referans gen i¢in 1 Ct farklilik (P<0,05)
tespit edilmesi bu 6rneklerden yapilacak ¢aligmalar-
da bazi hatali yorumlamalara sebep olunabilecegini
diistindiirmektedir.

Biyolojik olaylarin aciga kavusturulmasi ama-
ciyla yapilan ¢alismalarda olusabilecek olast RNA
yikimlanmasi dezavantaj olarak ortaya cikarken,
adli olaylarda 6lim zamanin tespit edilebilmesi ba-
kimindan 6nem tagimaktadir [18, 19]. Bu ¢alismada
dokularm 6liim sonrasinda niikleaz aktivitesini der-
hal durduracak bir uygulamaya maruz birakilma-
malar1 durumunda klasik soguk zincirde dahi RNA
yikimlanmasmin baslayabilecegi diisiincesi olus-
mustur. Gonzales-Herrera ve ark. (2013) kardiyak
metabolizma ile iliskili genlerin ekspresyon seviye-
sinin miyokardiyal iskemi ve onun tamiri ile iligki-
sini belirlemek amaciyla yaptiklari calismada RNA
yikimlanmasmin miyokardiyal iskemide kisa siire-
de baslayabildigini gdstermistir. Bu durum mevcut
caligma bulgular ile uyum gostermektedir.

Hiicredeki RNA yikimlanma derecesinin tespit
edilebilecegi c¢alismalarin yapilmasi postmortem
Oliim siiresinin belirlenmesi bakimindan oldukca
onem tasimaktadir. Bu konuda yapilan ¢aligmalar
[1, 12, 17] RNA kalitesinin postmortem iskemiye
maruz kalma siiresine gore degisebildigini ancak
bu stirelerin kesin olarak heniiz tanimlanamadigini
bildirmislerdir. Bu ¢alismada RNA yikimlanmasi-
nin iskemiye maruz kalmanin hemen ardindan Snap

Frozen’e maruz birakilmama durumunda hemen
basladig1 (Resim 1) gosterilmistir.

Bu ¢alismada rat karaciger dokusunda Dogru-
dan -80°C’ye maruz birakmanin bir miktar RNA y1-
kimlanmasina sebep oldugu tespit edilmistir. Kara-
cigerde enzimatik aktivitenin fazla olmasi bu durum
icin Onciil olmus olabilir. Enzimatik aktivitenin ¢ok
fazla olmadigi1 dokularda (kas ve adipdz doku gibi)
bu yontemin uygunlugunun denenmesine ihtiyag
bulunmaktadir.

Gen ekspresyonu calismalarinda kullanilacak
RNA’nin kalitesini tespit etmek ic¢in konsantras-
yon ve saflik 6l¢timii, Ct ve erime egrisi grafigi ile
RT-gPCR firiinii agaroz jel gorlintiisiiniin yaniltici
olabilecegi, ayn1 zamanda yalin olarak Ct degerleri
izerinden degerlendirmeler yapilmasinin yaniltici
olabilicegi tespit edilmistir. RT-qPCR ile gen eks-
presyonu caligsmalarinda yukarida bahsedilen kri-
terler ile birlikte mutlaka total RNA agaroz jel go-
rintisiiniin de beraber degerlendirilmesi gerektigi
ortaya ¢ikmustir.

RNA yikimlanmasina bagli olarak postmortem
6lim zamani ya da iskemiye maruz kalma siireleri-
nin belirlenebilmesi i¢in ¢aligmalara ihtiya¢ oldugu
goriilmustiir.

Kaynaklar

1. Bao W, Zhang X, Zhang J, Zhou W, Bi T, Wang J, Yan W, Lin A
(2012): Biobanking of fresh-frozen human colon tissue: Impact of
tissue ex-vivo ischemia times and storage periods on RNA quality.
Ann Surg Oncol. DOI 10.1245/510434-012-2440-1.

2. Botling J, Edlund K, Segersten U, Tahmasebpoor S, Engstrom M,
Sundstrém M, Malmstrom P, Micke P (2009): Impact of thawing
on RNA integrity and gene expression analysis in fresh frozen tis-
sue. Diagn Mol Pathol, 18: 44- 52.

3. Faix PH (2008): Preventing RNA degradation is difficult, but newer
systems for protecting this molecule may lead the way to better
gene expression analysis. Drug Discovery and Development, 4:
44-47.

4. Fleige S, Pfaffl MW (2006): RNA integrity and the effect on the
real-time qRT-PCR performance. Molecular Aspects of Medicine,
27:126- 139.

5. Gonzales-Herrera L, Valenzuela A, Marchal JA, Lorente JA,
Villanueva E (2013): Studies on RNA integrity and gene expres-
sion in human myocardial tissue, pericardial fluid and blood, and
its postmortem stability. Forensic Science International, 232: 218-
228.

6. Houseley J, Tollervey D (2009): The many pathways of RNA degra-
dation. Cell, 136: 763- 776.

7.LaCavaJ, Houseley J, Saveanu C, Petfalski E, Thompson E, Jacquiler
A, Tollervey D (2005): RNA degradation by the exosome is pro-
moted by a nuclear polyadenylation complex. Cell, 121: 713- 724.

Lalahan Hay. Arast. Enst. Derg.

http://arastirma.tarim.gov.tr/lalahanhmae

Cilt 58, Sayi1 1, 2018, 42-47



Yakan A ve Ozkan H. Snap Frozen ve Dogrudan -80°C’de Dondurulan Karaciger Dokularinda RNA Kalitesi

47

8. Li J, Smyth P, Flavin R, Cahill S, Denning K, Aherne S, Guenther

SM, O’Leary JJ, Sheils O (2007): Comparison of miRNA expres-
sion patterns using total RNA extracted from matched samples of
formalin- fixed paraffin-embedded (FFPE) cells and snap frozen
cells. BMC Biotechnology, 7(36): 1- 6.

9. Ma H, Shich K, Chen G, Qiao T, Chuang M (2006): Application of

Real-Time Polymerase Chian Reaction (RT-PCR). The Journal of
American Science, 2(3): 1- 15.

10. Ma J, Pan H, Zeng Y, Lv Y, Zhang H, Xue A, Jiang J, Ma K, Chen

L (2015): Exploration of the R code-based mathemetical model for
PMI estimation using profikling of RNA degradation in rat brain
tissue at different temperatures. Forensic Sci Med Pathol, 11: 530-
537.

11. Perlmutter MA, Best CJM, Gillespie JW, Gathright Y, Gonzales S,

Velasco A, Linehan WM, Emmert-Buck MR, Chuaqui RF (2004):
Comparison of snap freezing versus ethanol fixation for gene
expression profiling of tissue specimens. Journal of Molecular
Diagnostics, 6(4): 371- 377.

. Sampaio-Silva F, Magalhaes T, Carvalho F, Dinis-Oliveira RJ

(2013): Profiling of RNA degradation for estimation of Post
Morterm interval. PLOS One, 8(2): 1- 8.

13. Santos BP, Costa Diesel LF, Silva Meirelles L, Nardi NB, Camassola

M (2016): Identification of suitable reference genes for quantita-

tive gene expression analysis in rat adipose stromal cells induced
to trilineage differentiation. Gene, 594(2): 211-219.

. Srinivasan M, Sedmak D, Jewell S (2002): Effect of fixatives and

tissue processing on the content and integrity of nucleic acids.
American Journal of Pathology, 161: 1961- 1971.

. Vermeulen J, Preter K, Lefever S, Nuytens J, Vloed F, Derveaux S,

Hellemans J, Speleman F, Vandesompele J (2011): Measurable im-
pact of RNA quality on gene expression results from quantitative
PCR. Nucleic Acids Research, 39:1- 12.

. Watson JD (2004): Molecular biology of the gene. p: 97- 128. In:

The structures of DNA and RNA, 5th Edition, CSHL Press, USA.

. Wen-Can L, Kai-Jun M, Ping Z, Hui P, Heng Z, Hui-Jun W, Duan

M, Long C (2014): Postmortem interval determination using
18S-rRNA and microRNA. Science and Justice, 54: 307- 310.

. Zhao D, Zhu B, Ishikawa T, Quan L, li D, Maeda H (2006): Real-

time RT-PCR quantitative assays and postmortem degradation
profiles of erythropoietin, vascular endothelial growth factor and
hypoxia-inducible factor 1 alpha mRNA transcripts in forensic au-
topsy materials. Legal Medicine, 8: 132- 136.

19. Zhang H, Zhang P, Ma K, Lv Y, Li W, Luo C, Li L, Shen Y, He M,

Jiangle Q, Chen L (2013): The selection of endogenous genes in
human postmortem tissues. Science and Justice, 53: 115- 120.

Lalahan Hay. Arast. Enst. Derg.

http://arastirma.tarim.gov.tr/lalahanhmae

Cilt 58, Sayi1 1, 2018, 42-47



