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ABSTRACT

Untranslated regions (UTRs) of virus genomes are known to play crucial roles in the post-transcriptional
regulation of gene expression, including modulation of the transport of mRNAs out of the nucleus and of
translation efficiency, subcellular localisation and stability. Extensive research on the molecular profiling of
various diseases has revealed that the significance of untranslated regions of messenger RNAs (mRNAs) in
disease progression and susceptibility is greater than previously understood. Therefore, the methods utilised in
mapping and detecting these regions have aroused significant interest. Inevitably, further research is needed to
acquire a more comprehensive understanding of the mutations in these regions and their potential effects on
the progression of the disease. In this review, we focused on highlighting the methodologies used for detection
of untranslated regions. These tests are mainly Primer Extension Assay, S1 Nuclease Assay, RNAse Protection
Assay, and Rapid Amplification of cDNA Ends Assay. These assays serve the purpose of mapping the 5' and 3'
termini of an RNA and quantifying the amount of RNA by extending a primer using reverse transcriptase.
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Protein Kodlanmayan Bolgelerin (Utr) Rolii ve Bu Bolgelerin Haritalanmasinda
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oz

Viris genomlarinin protein kodlanmayan bdlgelerinin (UTR'ler), mRNA'larin ¢ekirdek disina tasinmasindan
translasyonun etkili gegmesine kadar ki stirecte ve gen ifadesinin transkripsiyon sonrasi diizenlenmesinde 6nemli
roller oynadigi bilinmektedir. Birgok viral hastaligin molekuler profilinin ortaya g¢ikarilmasi, mRNA'larin protein
kodlanmayan bélgelerinin predispozisyon ve patogenezde distinilenden daha 6nemli oldugunu gostermistir. Bu
nedenle, bu bolgelerin haritalanmasi ve tespitinde segilecek yéntemler 6nem kazanmaya devam etmektedir.
UTR’de meydana gelen mutasyonlar ve bunlarin hastalik olusumuna etkileri hakkinda daha detayli bilgi
edinilmesi gerekmektedir. Bu ¢alismada, protein kodlanmayan bdlgeler ve bu bolgeleri haritalandirmak igin
kullanilan testler anlatilmaktadir. Bu testler Primer Extension Testi, S1 Nuclease Testi, RNAse Protection Testi ve
Rapid Amplification of cDNA Ends Test'i igermektedir. Bu testler, bir RNA'nin 5' ve 3' terminalini haritalamak ve
ters transkriptaz kullanarak bir primeri uzatarak belirli bir RNA miktarini 6lgmek igin kullaniimaktadir.
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Giris

5' ve 3' protein kodlanmayan bolgeler (UTR'ler),
hicresel homeostazin sirdirilmesi igin gerekli olan

transkripsiyon sonrasi gen diizenlemesinin  6nemli
noktalarinda goérev almaktadir. Bu siregler, belirli
dizenleyici unsurlarin mutasyonu veya vyanlis ifade

edilmesi sebebiyle ters gittiginde, gen ekspresyonunun
sonraki asamalarinda degisimlere yol agmaktadir
(Schuster ve Hsieh, 2019). Transkripsiyon sonrasi siiregler,
protein ekspresyonundaki varyasyonun yaklasik %60’ini
olusturmaktadir (Schwanhdausser ve ark.,2011).

5' ve 3' protein kodlanmayan bolgeler (UTR'ler), kritik
transkripsiyon sonrasi gen diizenleme siireglerini kontrol
eden mRNA alanlaridir. Transkribe edilen, ancak nadiren
translasyona ugrayan bolgeler olarak, 5' ve 3' UTR'ler, pre-
mMRNA isleme, mRNA stabilitesi ve translasyon baslatma
ile ilgili sayisiz diizenleyici unsur igerir.UTR'lerin gen
ekspresyonunu diizenlemedeki 6nemi, UTR'yi degistiren
mutasyonlarin  ciddi patolojiye yol acabileceginin
bulunmasiyla vurgulanmaktadir (Matoulkova ve ark.,
2012).
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5' ve 3' UTR'lerin niikleotid kaliplari veya motifleri
spesifik RNA-baglayici proteinlerle etkilesime girebilir.
Bununla birlikte, DNA aracili diizenleyici sinyallerin aksine,
aktivitelerine esasen birincil yapilari aracilik eder. 5'
UTR'lerin ortalama uzunlugu cesitli taksonomik siniflarda
kabaca sabittir ve 100 ila 200 niikleotid arasinda degisirken,
3' UTR'lerin ortalama uzunlugu ¢cok daha degiskendir; bitki
ve mantarlarda yaklasik 200 nikleotidden insan ve diger
omurgalilarda 800 niikleotide kadar degisir. Hem 5' hem de
3' UTR'lerin uzunlugunun bir tdr icinde bir dlzine
nikleotitten birkag bine kadar ¢ok degiskenlik gostermesi
dikkat cekicidir (Pesole ve ark., 2001).

Bir mRNA'nin UTR'lerine karsilik gelen genomik bolge,
5' UTR'de 3' UTR'den daha sik olmak uzere intronlar
icerebilir. Bunlarin doku, gelisim asamasi veya hastalik
durumuna goére bol miktarda degistigi ve gen ifadesi
modelini 6nemli oOlclide etkileyebildigi gosterilmistir
(Grabowski ve Black, 2001).

5' ve 3' UTR dizilerinin baz bilesimi de farklidir; 5' UTR
dizilerinin G+C igerigi 3' UTR dizilerinden daha fazladir. Bu
fark, G+Cigerigi 5'UTR igin yaklasik %60 ve 3' UTR igin %45

olan sicakkanhh  omurgalilarin  mRNA'larinda daha
belirgindir (Pesole ve ark., 1997).
Tim mRNA boyunca bulunan 6zellikler c¢eviri

verimliligini etkileyebilir. 5' UTR'nin yapisal ozellikleri
mRNA translasyonunun kontroliinde o6nemli bir role
sahiptir. Hepsi glicli ve hassas bir sekilde dizenlenmesi
gereken bliylime faktorleri, transkripsiyon faktorleri veya
proto-onkogenler gibi gelisimsel siireglerde yer alan
proteinleri kodlayan haberci RNA'lar genellikle 5' UTR'leri
ortalamadan daha uzundur. 3' UTR, sira ve boyut olarak
degiskendir; durdurma kodonu ile poli(A) kuyrugu
arasinda uzanir. Daha da 6nemlisi, 3' UTR dizisi, mRNA
donlisimind, stabilitesini ve lokalizasyonunu belirleyen
birka¢ dlzenleyici motifi barindirir; bu nedenle,
transkripsiyon sonrasi gen diizenlemesinin birgok yoniini
diizenlemektedir (Kozak, 1987).

Temel olarak, 3' UTR'ler hicrelerde iki 6nemli islevi
yerine getirir: Birincisi, 3' UTR'ler, ortak transkripsiyonel
mRNA'nIn islenme asamasinda bolinme ve
poliadenilasyon olusumunu saglar. ikincisi ise 3' UTR'ler,
hicrelerin cesitli transkripsiyon sonrasi mekanizmalar
yoluyla bir mRNA'nin sonraki agamalarda kaderini belirler.
Bu sureci cis-etikili elemanlar ve mRNA stabilitesini ve
translasyon etkinligini modile edebilen RNA baglayici
proteinler ile ortak bir sekilde yiritmektedir. Bélinme ve
poliadenilasyon, birincil transkriptlerin olgun mRNA'larin
elde edilmesi ve protein ekspresyonu icin temel adimlardir
(Mitschka ve ark., 2021).

5' UTR , mRNA'ya ribozomlarin baglanmasi ve
translasyonu diizenleyen mekanizmalarla ilgili birgok
sirecte kritik bir role sahiptir. 5' UTR ile translasyon
kontroll, dogrudan indiiksiyonla veya RNA baglayici
proteinlere (RBP'ler) baglanma yetenegini yok ederek
kaynaklanabilir. Bazi RBP'lerin 5' UTR'lere veya 3' UTR'lere
baglanarak pozisyona bagli bir sekilde UTR dizileri
Gzerinde farkli sekilde hareket edebilecegine dair kanitlar
vardir. Bu mekanizmanin ornekleri metazoan demir
dizenleyici proteinlerdir (IRP'ler). Bunlar 5' UTR'lerle
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etkilesime girdiklerinde mRNA translasyonunu inhibe
ederken, 3'UTR dizisine baglandiklarinda mRNA'nin
stabilitesini artirarak onu degradasyona daha az duyarh
hale getirirler (Kiihn, 2015).

Mikrodizilerin ortaya ¢ikisi ve glgli biyoinformatik
analiz, yalnizca yeni genlerin kesfedilmesine yol agmamis,
ayni zamanda mevcut genlerin analizi icin araglar da
saglamistir. Bu derlemedeki amacimiz ise yukarida
anlatilmis  olan protein  kodlanmayan bdlgelerin
haritalandirimasinda kullanilan testler hakkinda kisaca
bilgi vermektir.

Primer Extension Testi

Primer extension analizi ilk olarak P.K. Ghosh ve S.M.
Weissman tarafindan kesfedilmistir. Yeni bir gen icin
baslangic bolgesini belirmek amaciyla kullanilabilecek bir
yontem olarak 6nermislerdir (Ghosh ve ark., 1978).

Primer extension analizi, RNA transkriptlerinin 5'
uglarini haritalamak, RNA seviyelerini 6lgmek ve az
yogunlukta olan RNA tirlerini tespit etmek icin
kullanilmaktadir. Yontem, RNA'ya bagimli DNA polimeraz
olarak da bilinen ters transkriptazi kullanir. Tim DNA
polimerazlari gibi, bu enzim de hem kopyalanacak bir
sablona hem de genisletilecek bir primere ihtiyag
duymaktadir (Shumaker ve ark., 1996).

Primer extension testi, RNA yapisini ve ekspresyonunu
analiz etmek i¢in kullanilan bir tekniktir. Bu teknikle RNA
analizi dort temel adimi igerir; (1) ilgilenilen transkriptleri
tamamlayici radyoaktif olarak isaretlenmis bir primerin
secilmesi ve hazirlanmasi, (2) bu primerin RNA'larin
tamamlayici bolgesine hibritlenmesi, (3) RNA'yl sablon
olarak kullanarak reverse transkriptaz ile katalize edilen
primerin uzatilmasi ve (4) poliakrilamid jel elektroforezi
(PAGE) ve ardindan otoradyografi kullanilarak uzatiimis
DNA dridnlerinin analizi. Primerin 5' ucundan sablonun
sonuna kadar olan nikleotit sayisi, bir jel lizerindeki
genisletilmis DNA'larin go¢ hizindan belirlenebilir. Primer,
bu RNA transkriptlerinin yogunlugunun dogru bir sekilde
Olcilmesini saglamak icin tamamlayici RNA'dan fazla
olmaktadir (Boorstein ve Craig, 1989).

Primer extension testindeki en buylk zorluk, ters
transkriptazin duraklamasina veya sonlanmasina neden
olan RNA bolgeleriyle karsilasilmasidir. Ortaya cikan "kisa
duraklar", jel lzerinde orta buyuklikte bantlar olarak
ortaya c¢ikar hem yorumlamayi giglestirir hem de
tamamen uzatilmig primerin verimini azaltir. Bu tir
sonlandirma bolgelerine, genis G-C bakimindan zengin
RNA uzantilari veya RNA icindeki ikincil yapilar neden
olabilir (Careyve ark., 2013).

S1 Niikleaz Testi

Aspergillus oryzae’den izole edilen S1 niikleaz, tek
sarmall niikleik asitleri 5'-fosfat ve 3'-hidroksil gruplari ile
mono ve oligoniikleotitlere spesifik olarak hidrolize eden bir
endodeoksiriboniikleaz ve bir endoribonikleazdir. Baz giftli
DNA ve RNA sarmallarinin fosfodiester baglari, tek sarmalli
nukleik asitlere gore daha yavas pargalanir (Berk, 1989).
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Temel S1 niikleaz haritalama teknigi, bir RNA ile etiketli
bir DNA probunun o RNA tiirliyle hibridize edilmesinden
ve hibridize olmayan bdlgeleri pargalamak igin Sl niikleazin
kullanilimasindan olusmaktadir. S1 nikleaz, eslesmemis
DNA ve RNA'yi pargalayarak, transkripsiyonel baslangig
bolgesinden ilk ekzon bdlgesine kadar RNA'nin
uzunluguna karsilik gelen bir parca ortaya cikaracaktir
(Smith, 1993).

Bu teknik, RNA transkriptlerini 6lcmek ve haritalamak
icin kullanilir. Ozellikle intronlari ve kopyalanan gen
bolgelerinin 5' ve 3' uglarini haritalayabilir. mRNA
miktarini  Olgebildiginden dolayr hiicredeki genin
transkripsiyon seviyesini belirleyebilir. Bunun disinda gift
sarmalli RNA'nin varligini algilayabildigi icin RNA girigsimini
de belirleyebilir (Clark ve Pazdernik, 2013).

Testin mantigi su sekildedir: Toplam hiicresel RNA gibi
karmasik bir RNA numunesi, kodlama dizisinin timana
veya bir kismini iceren, radyoaktif olarak isaretlenmis,
saflastirlmis  bir DNA parcgasina hibridize edilir.
Hibridizasyonun o6zgulliglinden dolay;, DNA "probu"
kompleks karisimda vyalnizca tamamlayici RNA'ya
hibritlenir. Hibridizasyonun ardindan reaksiyon Uriinleri,
hibrit yapilari stabilize eden tuz ve sicaklik kosullari altinda
niikleaz S1 ile parcalanir. S1 hem bir ribonilikleaz hem de
bir deoksiriboniikleaz oldugu icin hibritlesmemis RNA da
parcalanir. S1 direngli RNA etiketli DNA hibritleri daha
sonra etanol ¢okeltmesi ile geri kazanilir (Smith, 1993).

Reaksiyon sonunda, kalan DNA-RNA hibritleri daha
sonra jel elektroforezi ile ayrilir ve otoradyografi ile
gorsellestirilir.  Yontem, RNA'lari 6lgmek, intronlarin
konumlarini haritalamak ve klonlanmis DNA sablonlari
Gzerindeki mRNA’larin 5' ve 3' uglarinin konumlarini
belirlemek i¢in kullanilabilir (Green ve Sambrook, 2021).

S1 niikleaz bazen RNA/DNA hibridinin uglarini hafifce
bozabilir veya tek sarmalli bolgeleri tam olarak
parcalamayabilir. Sonug¢ olarak, S1 nikleaz yontemi,
primer extension testi kadar dogru sonug¢ vermeyebilir.
Bununla birlikte, primer extention testi bir transkriptin 3'
ucunu tespit edemez ve bunun igin en iyi yol S1 niikleaz
haritalamasidir.

RNASE Protection Testi

RNase Protection testi, 1980'lerin basinda, belirli bir
nikleotitte baslatilan MmRNA transkriptlerinin
nicellestirilmesinin tespiti icin gelistirilmistir. Metodun
daha sonraki yillarda transkripsiyon baslangi¢ yerlerini
tanimlamak icin de yararli oldugu kanitlanmis ve ayrica
RNA 3' uglarinin tasviri icin de kullanilabildigi tespit
edilmistir (Gilman, 1993).

RNase protection testi (RPA) sadece diisiik yogunlukta
ve dokuya 6zgli mRNA ekspre-syonunun kantitasyonu igin
degil, ayni zamanda ekzon - intron sinirlarinin
haritalanmasi, tran-skripsiyon baslatma ve sonlandirma
yerlerinin tespiti icin de kullanilan bir yontemdir. RPA
nispeten basit, ylksek oranda tekrarlanabilir ve son
derece hassastir. En 6nemlisi, hedef mRNA seviyelerinin
tespiti ve miktarinin belirlenmesi igin en glvenilir ydntem
olarak kabul edilmektedir. RPA'nin bir diger 6nemli

avantaji, coklu mRNA transkriptlerini ayni anda saptama
ve niceleme kapasitesi olmasidir. Ayni numunede birkag
MRNA'nin  eszamanh  6lgimi,  gelisim-sel  olarak
diizenlenen gen ekspresyonu calismalari ve koordineli
hicre igi sinyal yolaklarinin transkripsiyonel kontroliiniin
anlasilmasi icin yararli bir ara¢ saglamaktadir (Emery,
2007).

RNase (RPA), spesifik hiicresel mRNA'larin hizh tespiti,
haritalanmasi ve miktarinin belirlenmesi icin 6nemli bir
teknik olarak kullanilmaktadir. Bu teknik, ribonikleazlarin,
ayni kokenli hedef mRNA'ya hibridize edilmis bir radyo-
etiketli antisens RNA probunu bozulmamis halde
korurken, bir hiicresel mRNA havuzundan hibritlesmemis
tek sarmalli RNA'yl indirgeme yetenegine baglidir (Belin,
1996).

ilgili geni veya bunun bir kismini iceren bir DNA
segmenti, antisens RNA'nin sentezine yol agan bir plazmid
vektoriiniin klonlama bélgesine klonlanir. Plazmid, bir
restriksiyon enzimi ile ayrilir ve lineerlestirilmis plazmit
daha sonra uygun bakteriyofaj polimeraz ile kopyalanir.
Dahil edilmemis radyoetiket, amonyum asetat varliginda
tekrarlanan etanol ¢okeltmesiile RNA probundan cikarilir.
Antisens radyoetiketli RNA probunun fazlasi daha sonra
hicresel mRNA'ya hibridize edilir. Hibritlesmemis RNA,
serbest probu ¢ikarmak icin bir RNAse A ve T1 karisimi ile
parcalandiktan sonra, radyo-etiketli RNA:RNA hibriti,
denatlire edici poli-akrilamid jel elektroforezi ve
otoradyografi ile tespit edilir (Carey ve ark.,2013).

Bu teknigin, parvovirisler tarafindan Uretilen gesitli
alternatif olarak eklenmis RNA'lari haritalamak ve 6lgmek,
alternatif ekleme ve alternatif poliadenilasyon arasindaki
baglantilari anlamak icin kolay bir yontem oldugu
gosterilmistir Enfeksiyon sirasinda parvovirisler taraf-
indan Uretilen pre-mRNA'larin alternatif eklenmesi ve

poliadenilasyonunun incelenmesi icin RPA'lar
kullaniimaktadir (Venkatesh ve ark., 2012).

RNase protection prosedirli, primer extension
testine bir alternatif olarak o6nerilmektedir. Primer

extension ve RNase protection testi farkh prensiplere
dayandigindan ve farklh tipte den-eysel Uriinlere duyarh
oldugundan, bir transkripsiyon baslangic yerinin
belgelenmesi icin genel-likle her ikisinin de kullanilmasi
onerilmektedir. RNase protection testi, primer extension
testin-den daha fazla zaman alir, ancak 5' Rapid
Amplification of cDNA Ends testi (RACE) haricinde,
genellikle baslangi¢ yeri lokalizasyonu igin en hassas
yontemdir (Ma ve ark., 1996).

RNase protection testi prosediriinin birincil
dezavantaji, hibridizasyon ve parcalama kosullarinin
ampirik olarak belirlenmesi gerektiginden, yeni bir gen igin
tahlilin olusturulmasinin zor olabilmesidir. Ayrica radyo-
etiketli prob, istenmeyen RNase'a direngli drinler
Uretebilen kararh ikincil yapilarin olusumuna karsi
hassastir. Son olarak, yliksek spesifik aktiviteye sahip
radyoaktif isaretli problar, hizla radyolize maruz kalma
egiliminde olduklarindan yalnizca birkag giin kullanilabilir.
Bunun aksine, primer extension testi icin isaretlenmis
oligonikleotit primerleri genellikle bir aya kadar
kullanilabilir (Zhao ve ark., 2020).
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Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE) Testi

RACE testini 1988 vyilinda Frohman ve arkadaslari
gelistirmistir. Bir cDNA molekiilin-deki tek bir kisa sekans
ile bunun bilinmeyen 3' veya 5' ucu arasindaki boélgenin
amplifikasyo-nunu ve klonlanmasini saglayan bu teknigin
bir uygulamasini tasarlamislardir. Burada, "cDNA uglarinin
hizli  amplifikasyonu" (RACE) olarak adlandirilan bu
stratejinin faydasini, erken fare embriyosunda dusik
yogunlukta eksprese edilen int-2 geninin transkriptlerini

temsil eden klon-lari elde etmek igin kullanarak
gostermislerdir (Zhang ve Frohman, 1997).
RACE, sirastyla mRNA ve cDNA ile baslayan

transkriptlerin uglarini ¢ogaltmak igin oncelikle RT-PZR
(Ters Transkriptaz-Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ve PZR
(Polimeraz Zincir Reaksiyonu) reaksiyonlarini kullanir.
RACE gerceklestirmek icin ilgili mMRNA'nin kismi veya tam
dizisi bilinmelidir. Bu, amplifikasyonlar i¢in kullanilacak
Gene Spesifik Primerleri (GSP'ler) olusturmak icin
gereklidir. Mesajin bilinmeyen ucundan 3' ucunun bilinen
bolgesine uzanan ikinci bir primer seti, poli (A) kuyrugu
(veya ekli bir homopolimer) tarafindan saglanirken, 5'
sonu ekli homopolimer kuyrugu igin kullanilir. “Klasik” ve
“yeni” RACE arasindaki ilk ve belki de en 6nemli fark
burada yatmaktadir. Klasik RACE'de, homopolimer, mRNA
ters kopyalan-diktan sonra eklenirken, "yeni" RACE'de
homopolimer, ters transkriptaz reaksiyonundan once
eklenir. Bu basit fark, tam uzunlukta olmayan Urinlerin
amplifikasyonunu ortadan kaldirir ve bu da transkripsiyon
baslangic yerlerini belirleme yetenegini bliyik o6lgude
gelistirir. MRNA, cDNA'ya ters transkribe edildikten sonra,
5' ve 3' uglari, gene 6zgii primerler ve RNA oligonikleotid
dizisinden (eklenmis homopolimer) tiretilen primerler
kullanilarak iki nested PZR kullanilarak amplifiye edilir.
Ardisik nested PZR kullanilmasi istenmeyen Urinlerin
amplifikasyonunu azaltmak igin 6nemlidir, ¢linkii her
reaksiyonda primerlerden sadece biri ilgilenilen gene
6zgl-dur ve digeri baslangic karisiminda bulunan tim
cDNA'lara baglanir (Yeku ve Frohman, 2011).

Baslangic mRNA karisimi, shrimp alkalin fosfataz
(SAP) ile defosforile edilir. Bu, bo-zulmus ve kapaksiz
mRNA'lari defosforile ederek, metillenmis "G" basliklari
bozulmamis tam uzunluktaki mRNA'lari  birakir.
Metillenmis "G" bashg daha sonra titlin asidi
pirofosfataz (TAP) ile gikarihr. TAP ile yapilan islem,
mRNA'nin fosforile edilmis 5' ucunu agiga ¢ikarir ve onu
baglayiclya veya homopolimere ligasyon igin hazirlar.
Dogrusallastirilmis bir plazmidin in vitro transkripsiyonu
ile hazirlanan kisa bir sentetik RNA, T4 RNA ligaz
kullanilarak kapaksiz 5' ve 3' uca baglanir. Bozunmus
veya diger tam uzunlukta olmayan mRNA, fosforile
edilmedik-leri  igcin  sentetik  oligonikleotid ile
baglanmayacaktir. mRNA-RNA oligonikleotit hibritleri
daha sonra bir GSP kullanilarak ters kopyalanir. Onceki
adimdan Uretilen tam uzunluktaki cDNA daha sonra 5' ve
3'uclarinda tam uzunluktaki cDNA uglarini ¢cogaltmak igin
kullanilabilen spe-sifik diziler igerir. Tam uzunluktaki
cDNA GrianlnlG yuksek ozgullikle cogaltmak icin iki
Nested PZR kullanilir (Frohman, 1990).
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Klasik RACE; 3' ug kismi cDNA klonlari olusturmak igin,
MRNA, 17 nt oligo (dT) ve ardindan birgok raporda bir
"anchor" primeri olarak gosterilen 6zglin bir 35 bazli
oligoniikleotit dizisi iceren bir "hibrit" primer kullanilarak
ters transkripsiyona tabi tutulur.Daha sonra amplifi-
kasyon, artik her bir ¢cDNA'ya 3' ucunda baglanan bu
sekansin (Qo) bir kismini iceren bir pri-mer ve ilgili genden
turetilen bir primer (GSPI) kullanilarak gergeklestirilir
(Fromont-Racine ve ark., 1993). Daha sonra spesifik
olmayan drinlerin  amplifikasyonunu bastirmak icin
"nested" primerler (Qr ve GSP2) kullanilarak ikinci bir
amplifikasyon donglisi gergeklestirilir. 5' uglu kismi cDNA
klonlari Gretmek, birinci sarmal Uriinleri olusturmak igin
gene 0zgli bir primer kul-lanilarak ters transkripsiyon
gerceklestirilir. Ardindan, terminal
deoksinlkleotidiltransferaz (TdT) ve deoksiadenozin
trifosfat (dATP) kullanilarak bir poli (A) kuyrugu eklenir.
Amplifikas-yon daha sonra, cDNA'nin ikinci sarmalini, Qo
primerini ve ters transkripsiyon icin kullanilanin
yukarisinda gene spesifik bir primeri olusturmak igin hibrit
primer QT kullanilarak gergeklestiri-lir. Son olarak,
0zgllligu artirmak icin nested primerler (Qr ve GSP2)
kullanilarak ikinci bir PZR donglisi seti gergeklestirilir
(Frohman, 1994).

Yeni RACE, "anchor" primerinin ters transkripsiyon
adimindan 6nce mRNA'nin 5' ucu-na baglanmasiyla Klasik
RACE'den ayrilir; dolayisiyla anchor sekansi, ancak ve
ancak ters transkripsiyon ilgili mRNA'nin tim uzunlugu
boyunca ilerlerse birinci sarmal cDNA'ya dahil olur. Yeni
RACE'e baslamadan 6nce, mRNA, buzagi bagirsak fosfatazi
(Crp) kullanilarak bir fosforilasyon adimina tabi tutulur. Bu
adim aslinda ugclarinda metil-G bashklari bulunan tam
uzunluktaki mRNA'lara higbir sey yapmaz; ancak uglarinda
kapaksiz olan bozulmus mRNA'lari defosforile eder. Bu,
sonraki ligasyon adimi sirasinda bozulmus RNA'y1 biyolojik
olarak inert hale getirir, clinki reaksiyonu yiritmek igin
fosfat grubu gereklidir. Tam uzunluktaki mRNA'lar daha
sonra tiitlin asidi pirofosfataz (TAP) kullanilarak agilir ve bu
da onlari aktif ve fosforile edilmis bir 5' ucuyla birakir. T4
RNA Ligaz kullanilarak, bu mRNA daha sonra lineer-
lestirilmis bir plazmitin in vitro transkripsiyonu ile
Uretilmis kisa, sentetik bir RNA oligo'ya baglanir. RNA
oligo-mRNA hibritleri daha sonra birinci iplikcikli cDNA'y
yaratmak icin gene 6zgli bir primer veya rastgele primerler
kullanilarak ters kopyalanir. Son olarak, 5' cDNA ugla-ri,
ilave gen-spesifik primerler ve RNA oligo dizisinden
turetilen primerler kullanilarak iki nes-ted PZR ile
amplifiye edilir (Volloch ve ark., 2011).

Yeni RACE yaklasimi ayrica 3' cDNA uglari olusturmak
icin kullanilabilir ve 6zellikle poliadenile olmayan RNA'lar
icin yararlidir. Kisaca, sitoplazmik RNA fosforile edilir ve
yuka-rida agiklandigi gibi kisa, sentetik bir RNA oligo'ya
baglanir. Oligonun RNA'nin 5' ucuna bag-lanmasi yukarida
vurgulanmis olmasina ragmen, RNA oligolari aslinda
sitoplazmik RNA'larin her iki ucuna da baglanir. Ters
transkripsiyon adimiicin, RNA oligo dizisinden tiretilen bir
primer kullanilir. Sitoplazmik RNA'larin 3' ucuna baglanan
RNA oligolarinin ters transkripsi-yonu, 3' ucuna eklenmis
RNA oligo dizisine sahip cDNA'larin vyaratimasiyla
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sonuglanir. 5"”ten 3’ yonine yonlendirilmis gene 6zgi
primerler ve Yeni RACE primerleri, 3'U ¢ogaltmak igin
nested PZR kullanilabilir (Tessier ve ark., 1986, Liu ve
Gorovsky 1993).

RACE klonlamasi birka¢ nedenden dolay avantajlidir.
ilk olarak, cDNA kitapliklarinin taranmasi, tek tek cDNA
klonlarinin elde edilmesi ve eksik dizinin mevcut olup
olmadiginin saptanmasi icin klonlarin analiz edilmesi
haftalar alir; bu metot kullanilarak, bu tir bilgiler birkag
glin icinde Uretilebilir. Sonug olarak, tam uzunluktaki
cDNA'lar retilip gozlemlenene kadar RNA hazirlama veya
ters transkripsiyon kosullarini degistirmek pratik hale
gelir. Ek olarak, genellikle bir ila birkag cDNA klonunun geri
kazanildigi kitaplik ekranlarinin aksine, RACE kullanilarak
esasen sinirsiz sayida bagimsiz klon dretilebilir (Wang ve
Young, 2003).

Sonug

Sonu¢ olarak, mRNA'larin protein kodlanmayan
bolgeleri gen diizenlemesinin birgok noktasinda énemli
rollere sahiptir. Belirli bir genin diizenlenmesinde rol
oynayan faktorlerin anlagilmasi, molekiler tedaviler
tasarlanirken veya bir genin ekspresyonunu belirlerken
blylik 6nem tasimaktadir. Bu sebeple bu bdlgelerin
haritalandiriimasi,  tespit  edilmesinde kullanilan
yontemler giin gectikce daha da 6nem kazanmaya devam
etmektedir. Dolayisiyla yukarida bahsedilen testler bu
bolgelerde meydana gelen mutasyonlar ve hastaligin
olusumu Uzerine etkilerini belirmek igin kullanilabilecek
metotlardir.

Cikar Catismasi
Yazarlar g¢ikar catismasi olmadigini beyan etmektedir.
Kaynaklar

Bartlett & D. Stirling (Eds.). PCR Protocols, Humana Press.,
Totowa, NJ. 105-115.

Belin, D. (1996). The RNase protection assay. In Basic DNA and
RNA Protocols, Springer, 131-136.

Berk, A. J. (1989). Characterization of RNA molecules by S1
nuclease analysis. In Methods in Enzymology, Academic
Press, 334-347. doi: 10.1016/0076-6879(89)80110-7.

Boorstein, W. R.,Craig, E. A. (1989). Primer extension analysis of
RNA. In Methods in En-zymology, Academic Press, 347-369.
doi: 10.1016/0076-6879(89)80111-9.

Carey, M. F., Peterson, C. L., Smale, S. T. (2013). The primer
extension assay, Cold Spring Harb Protoc, 164-173.
doi:10.1101/pdb.prot071902.

Clark, D. P., Pazdernik, N. J. (2013). Chapter 19 - Analysis of Gene
Expression. In D. P. Clark,N. J. Pazdernik (Eds.), Molecular
Biology (Second Edition), 581-614, Academic Press, Boston.

Emery, P. (2007). RNase Protection Assay. In E. Rosato (Ed.),
Circadian Rhythms: Methods and Protocols, Humana Press,
Totowa, NJ, 343-348.

Frohman, M. A. (1990). RACE: rapid amplification of cDNA
ends. PCR protocols. A guide to methods and applications,
28.

Fromont-Racine, M., Bertrand, E., Pictet, R., Grange, T. (1993).
A highly sensitive method for mapping the 5 termini of
mRNAs.  Nucleic Acids Res 21, 1683-1684.
doi:10.1093%2Fnar%2F21.7.1683.

Ghosh, P., Reddy, V., Swinscoe, J., Lebowitz, P., Weissman, S.
(1978). Heterogeneity and 5'-terminal structures of the
late RNAs of simian virus. Journal of molecular biology,
126(4), 813-846. doi:10.1016/0022-2836(78)90022-0.

Gilman, M. (1993). Ribonuclease protection assay. Current
protocols in molecular biology, 24(1), 4.7. 1-4.7. 8.
doi:10.1002/0471142727.mb0407s24.

Grabowski PJ, Black DL. (2001). Alternative RNA splicing in the
nervous system. Prog Neu-robiol, 65, 289-308.
doi:10.1016/S0301-0082(01)00007-7.

Green, M. R.,Sambrook, J. (2021). Mapping RNA with Nuclease
S1. Cold Spring Harb Pro-toc, 2021(5).
doi:10.1101/pdb.prot101824.

Kozak, M. (1987). An analysis of 5'-noncoding sequences from
699 vertebrate messenger RNAs. Nucleic acids research,
15(20), 8125-8148. doi:10.1093/nar/15.20.8125.

Kihn, L. C. (2015). Iron regulatory proteins and their role in
controlling iron metabo-lism. Metallomics, 7(2), 232-243.
doi:10.1039/c4mt00164h.

Liu, X., Gorovsky, M. A. (1993). Mapping the 5' and 3' ends of
Tetrahymena thermophila mRNAs using RNA ligase
mediated amplification of cDNA ends (RLM-RACE). Nucleic
Acids Res, 21,4954-4960. doi:10.1093/nar/21.21.4954.

Ma, Y. J., Dissen, G. A,, Rage, F., Ojeda, S. R. (1996). RNase
protection  assay. Methods, 10(3), 273-278.
doi:10.1006/meth.1996.0102

Matoulkova, E., Michalova, E., Vojtesek, B., Hrstka, R. (2012).
The role of the 3' untranslated region in post-
transcriptional regulation of protein expression in
mammalian cells. RNA Bio-logy, 9(5), 563-576.
doi:10.4161/rna.20231.

Mitschka, S., Fansler, M. M., & Mayr, C. (2021). Chapter
Eighteen - Generation of 3'UTR knockout cell lines by
CRISPR/Cas9-mediated genome editing. In B. Tian (Ed.),
Methods in Enzymology, Vol. 655, pp. 427-457.
doi:10.1016/bs.mie.2021.03.014.

Tessier, D. C., Brousseau, R., Vernet, T. (1986). Ligation of
single-stranded oligodeoxyribo-nucleotides by T4 RNA
ligase. Anal Biochem, 158, 171-178. doi:10.1016/0003-
2697(86)90606-8.

Pesole G, Mignone F, Gissi C, Grillo G, Licciulli F, Liuni S.
(2001). Structural and functional features of eukaryotic
mRNA untranslated regions. Gene, 276, 73-81.
doi:10.1016/50378-1119(01)00674-6.

Pesole G, Liuni S, Grillo G, Saccone C. (1997). Structural and
compositional features of unt-ranslated regions of
eukaryotic mMRNAs. Gene, 205, 95-102.
doi:10.1016/50378-1119(97)00407-1.

Schuster, S. L., Hsieh, A. C. (2019). The Untranslated Regions
of mRNAs in Cancer. Trends in cancer, 5(4), 245-262.
doi:10.1016/j.trecan.2019.02.011.

21


https://doi/
https://doi/

Gozel and Tamer / Turkish Veterinary Journal, 6(1): 17-22, 2024

Schwanhdusser, B., Busse, D., Li, N., Dittmar, G.,
Schuchhardt, J., Wolf, J., ... & Selbach, M. (2011). Global
quantification of mammalian gene expression control.
Nature, 473(7347), 337-342. doi:10.1038/nature10098.

Shumaker, J. M., Metspalu, A.,Caskey, C. T. (1996).
Mutation detection by solid phase pri-mer extension.
Human mutation, 7(4), 346-354.
doi:10.1002/(SICI)1098-1004(1996)7:4%3C346::AlD-
HUMU9%3E3.0.CO;2-6.

Smith, D. R. (1993). S1 Nuclease Protection Mapping. Transgenesis
Techniques: Principles and Protocols, Humana Press, Totowa,
NJ., 363-372.

Venkatesh, L. K., Fasina, O., Pintel, D. J. (2012). RNAse mapping
and quantitation of RNA isoforms. RNA Abundance Analysis,
Springer, 121-129.

22

Volloch, V., Schweitzer, B., Zhang, X., Rits, S. (1991).
Identification of negative-strand complements to
cytochrome oxidase subunit Il RNA in Trypanosoma
brucei. Proc Natl Acad Sci USA 88, 10671-10675.
doi:10.1073/pnas.88.23.10671.

Yeku, O., Frohman, M. A. (2011). Rapid amplification of
cDNA ends (RACE). In RNA, Springer, 107-122.

Zhao, J., Tang, J., Elfman, J,,Li, H. (2020). RNase Protection
Assay. In Chimeric RNA, Springer, 109-116.

Zhang, Y., Frohman, M. A. (1997). Using rapid
amplification of cDNA ends (RACE) to ob-tain full-
length cDNAs. In cDNA library protocols, Springer, 61-
87.

Wang, X., Scott Young, W. (2003). Rapid Amplification of
cDNA Ends. InJ. M. S.



