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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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ÖZ 
Virüs genomlarının protein kodlanmayan bölgelerinin (UTR'ler), mRNA'ların çekirdek dışına taşınmasından 
translasyonun etkili geçmesine kadar ki süreçte ve gen ifadesinin transkripsiyon sonrası düzenlenmesinde önemli 
roller oynadığı bilinmektedir. Birçok viral hastalığın moleküler profilinin ortaya çıkarılması, mRNA'ların protein 
kodlanmayan bölgelerinin predispozisyon ve patogenezde düşünülenden daha önemli olduğunu göstermiştir. Bu 
nedenle, bu bölgelerin haritalanması ve tespitinde seçilecek yöntemler önem kazanmaya devam etmektedir. 
UTR’de meydana gelen mutasyonlar ve bunların hastalık oluşumuna etkileri hakkında daha detaylı bilgi 
edinilmesi gerekmektedir. Bu çalışmada, protein kodlanmayan bölgeler ve bu bölgeleri haritalandırmak için 
kullanılan testler anlatılmaktadır. Bu testler Primer Extension Testi, S1 Nuclease Testi,  RNAse Protection Testi ve 
Rapid Amplification of cDNA Ends Test'i içermektedir. Bu testler, bir RNA'nın 5' ve 3' terminalini haritalamak ve 
ters transkriptaz kullanarak bir primeri uzatarak belirli bir RNA miktarını ölçmek için kullanılmaktadır. 
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Giriş 

5' ve 3' protein kodlanmayan bölgeler (UTR'ler), 
hücresel homeostazın sürdürülmesi için gerekli olan 
transkripsiyon sonrası gen düzenlemesinin önemli 
noktalarında görev almaktadır. Bu süreçler, belirli 
düzenleyici unsurların mutasyonu veya yanlış ifade 
edilmesi sebebiyle ters gittiğinde, gen ekspresyonunun 
sonraki aşamalarında değişimlere yol açmaktadır 
(Schuster ve Hsieh, 2019). Transkripsiyon sonrası süreçler, 
protein ekspresyonundaki varyasyonun yaklaşık %60’ını 
oluşturmaktadır (Schwanhäusser ve ark.,2011).  

5' ve 3' protein kodlanmayan bölgeler (UTR'ler), kritik 
transkripsiyon sonrası gen düzenleme süreçlerini kontrol 
eden mRNA alanlarıdır. Transkribe edilen, ancak nadiren 
translasyona uğrayan bölgeler olarak, 5' ve 3' UTR'ler, pre-
mRNA işleme, mRNA stabilitesi ve translasyon başlatma 
ile ilgili sayısız düzenleyici unsur içerir.UTR'lerin gen 
ekspresyonunu düzenlemedeki önemi, UTR'yi değiştiren 
mutasyonların ciddi patolojiye yol açabileceğinin 
bulunmasıyla vurgulanmaktadır (Matoulkova ve ark., 
2012).  
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5' ve 3' UTR'lerin nükleotid kalıpları veya motifleri 
spesifik RNA-bağlayıcı proteinlerle etkileşime girebilir. 
Bununla birlikte, DNA aracılı düzenleyici sinyallerin aksine, 
aktivitelerine esasen birincil yapıları aracılık eder. 5' 
UTR'lerin ortalama uzunluğu çeşitli taksonomik sınıflarda 
kabaca sabittir ve 100 ila 200 nükleotid arasında değişirken, 
3' UTR'lerin ortalama uzunluğu çok daha değişkendir; bitki 
ve mantarlarda yaklaşık 200 nükleotidden insan ve diğer 
omurgalılarda 800 nükleotide kadar değişir. Hem 5' hem de 
3' UTR'lerin uzunluğunun bir tür içinde bir düzine 
nükleotitten birkaç bine kadar çok değişkenlik göstermesi 
dikkat çekicidir (Pesole ve ark., 2001). 

Bir mRNA'nın UTR'lerine karşılık gelen genomik bölge, 
5' UTR'de 3' UTR'den daha sık olmak üzere intronlar 
içerebilir. Bunların doku, gelişim aşaması veya hastalık 
durumuna göre bol miktarda değiştiği ve gen ifadesi 
modelini önemli ölçüde etkileyebildiği gösterilmiştir 
(Grabowski ve Black, 2001). 

5' ve 3' UTR dizilerinin baz bileşimi de farklıdır; 5' UTR 
dizilerinin G+C içeriği 3' UTR dizilerinden daha fazladır. Bu 
fark, G+C içeriği 5'UTR için yaklaşık %60 ve 3' UTR için %45 
olan sıcakkanlı omurgalıların mRNA'larında daha 
belirgindir (Pesole ve ark., 1997). 

Tüm mRNA boyunca bulunan özellikler çeviri 
verimliliğini etkileyebilir. 5' UTR'nin yapısal özellikleri 
mRNA translasyonunun kontrolünde önemli bir role 
sahiptir. Hepsi güçlü ve hassas bir şekilde düzenlenmesi 
gereken büyüme faktörleri, transkripsiyon faktörleri veya 
proto-onkogenler gibi gelişimsel süreçlerde yer alan 
proteinleri kodlayan haberci RNA'lar genellikle 5' UTR'leri 
ortalamadan daha uzundur. 3' UTR, sıra ve boyut olarak 
değişkendir; durdurma kodonu ile poli(A) kuyruğu 
arasında uzanır. Daha da önemlisi, 3'  UTR dizisi, mRNA 
dönüşümünü, stabilitesini ve lokalizasyonunu belirleyen 
birkaç düzenleyici motifi barındırır; bu nedenle, 
transkripsiyon sonrası gen düzenlemesinin birçok yönünü 
düzenlemektedir (Kozak, 1987). 

Temel olarak, 3' UTR'ler hücrelerde iki önemli işlevi 
yerine getirir: Birincisi, 3' UTR'ler, ortak transkripsiyonel 
mRNA’nın işlenme aşamasında bölünme ve 
poliadenilasyon oluşumunu sağlar. İkincisi ise 3' UTR'ler, 
hücrelerin çeşitli transkripsiyon sonrası mekanizmalar 
yoluyla bir mRNA'nın sonraki aşamalarda kaderini belirler. 
Bu süreci cis-etikili elemanlar ve mRNA stabilitesini ve 
translasyon etkinliğini modüle edebilen RNA bağlayıcı 
proteinler ile ortak bir şekilde yürütmektedir. Bölünme ve 
poliadenilasyon, birincil transkriptlerin olgun mRNA'ların 
elde edilmesi ve protein ekspresyonu için temel adımlardır 
(Mitschka ve ark., 2021). 

5' UTR , mRNA'ya ribozomların bağlanması ve 
translasyonu düzenleyen mekanizmalarla ilgili birçok 
süreçte kritik bir role sahiptir.  5' UTR ile translasyon 
kontrolü, doğrudan indüksiyonla veya RNA bağlayıcı 
proteinlere (RBP'ler) bağlanma yeteneğini yok ederek 
kaynaklanabilir. Bazı RBP'lerin 5' UTR'lere veya 3' UTR'lere 
bağlanarak pozisyona bağlı bir şekilde UTR dizileri 
üzerinde farklı şekilde hareket edebileceğine dair kanıtlar 
vardır. Bu mekanizmanın örnekleri metazoan demir 
düzenleyici proteinlerdir (IRP'ler). Bunlar 5' UTR'lerle 

etkileşime girdiklerinde mRNA translasyonunu inhibe 
ederken, 3'UTR dizisine bağlandıklarında mRNA'nın 
stabilitesini artırarak onu degradasyona daha az duyarlı 
hale getirirler (Kühn, 2015). 

Mikrodizilerin ortaya çıkışı ve güçlü biyoinformatik 
analiz, yalnızca yeni genlerin keşfedilmesine yol açmamış, 
aynı zamanda mevcut genlerin analizi için araçlar da 
sağlamıştır. Bu derlemedeki amacımız ise yukarıda 
anlatılmış olan protein kodlanmayan bölgelerin 
haritalandırlmasında kullanılan testler hakkında kısaca 
bilgi vermektir. 

Primer Extension Testi 

Primer extension analizi ilk olarak P.K. Ghosh ve S.M. 
Weissman tarafından keşfedilmiştir. Yeni bir gen için 
başlangıç bölgesini belirmek amacıyla kullanılabilecek bir 
yöntem olarak önermişlerdir (Ghosh ve ark., 1978). 

Primer extension analizi, RNA transkriptlerinin 5' 
uçlarını haritalamak, RNA seviyelerini ölçmek ve az 
yoğunlukta olan RNA türlerini tespit etmek için 
kullanılmaktadır. Yöntem, RNA'ya bağımlı DNA polimeraz 
olarak da bilinen ters transkriptazı kullanır. Tüm DNA 
polimerazları gibi, bu enzim de hem kopyalanacak bir 
şablona hem de genişletilecek bir primere ihtiyaç 
duymaktadır (Shumaker ve ark., 1996). 

 Primer extension testi, RNA yapısını ve ekspresyonunu 
analiz etmek için kullanılan bir tekniktir. Bu teknikle RNA 
analizi dört temel adımı içerir; (1) ilgilenilen transkriptleri 
tamamlayıcı radyoaktif olarak işaretlenmiş bir primerin 
seçilmesi ve hazırlanması, (2) bu primerin RNA'ların 
tamamlayıcı bölgesine hibritlenmesi, (3) RNA'yı şablon 
olarak kullanarak reverse transkriptaz ile katalize edilen 
primerin uzatılması ve (4) poliakrilamid jel elektroforezi 
(PAGE) ve ardından otoradyografi kullanılarak uzatılmış 
DNA ürünlerinin analizi. Primerin 5' ucundan şablonun 
sonuna kadar olan nükleotit sayısı, bir jel üzerindeki 
genişletilmiş DNA'ların göç hızından belirlenebilir. Primer, 
bu RNA transkriptlerinin yoğunluğunun doğru bir şekilde 
ölçülmesini sağlamak için tamamlayıcı RNA'dan fazla 
olmaktadır (Boorstein ve Craig, 1989). 

Primer extension testindeki en büyük zorluk, ters 
transkriptazın duraklamasına veya sonlanmasına neden 
olan RNA bölgeleriyle karşılaşılmasıdır. Ortaya çıkan "kısa 
duraklar", jel üzerinde orta büyüklükte bantlar olarak 
ortaya çıkar hem yorumlamayı güçleştirir hem de 
tamamen uzatılmış primerin verimini azaltır. Bu tür 
sonlandırma bölgelerine, geniş G-C bakımından zengin 
RNA uzantıları veya RNA içindeki ikincil yapılar neden 
olabilir (Careyve ark., 2013). 

S1 Nükleaz Testi 

Aspergillus oryzae’den izole edilen S1 nükleaz, tek 
sarmallı nükleik asitleri 5'-fosfat ve 3'-hidroksil grupları ile 
mono ve oligonükleotitlere spesifik olarak hidrolize eden bir 
endodeoksiribonükleaz ve bir endoribonükleazdır. Baz çiftli 
DNA ve RNA sarmallarının fosfodiester bağları, tek sarmallı 
nükleik asitlere göre daha yavaş parçalanır (Berk, 1989).  
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Temel S1 nükleaz haritalama tekniği, bir RNA ile etiketli 
bir DNA probunun o RNA türüyle hibridize edilmesinden 
ve hibridize olmayan bölgeleri parçalamak için Sl nükleazın 
kullanılmasından oluşmaktadır. S1 nükleaz, eşleşmemiş 
DNA ve RNA'yı parçalayarak, transkripsiyonel başlangıç 
bölgesinden ilk ekzon bölgesine kadar RNA'nın 
uzunluğuna karşılık gelen bir parça ortaya çıkaracaktır 
(Smith, 1993).  

Bu teknik, RNA transkriptlerini ölçmek ve haritalamak 
için kullanılır. Özellikle intronları ve kopyalanan gen 
bölgelerinin 5' ve 3' uçlarını haritalayabilir. mRNA 
miktarını ölçebildiğinden dolayı hücredeki genin 
transkripsiyon seviyesini belirleyebilir. Bunun dışında çift 
sarmallı RNA'nın varlığını algılayabildiği için RNA girişimini 
de belirleyebilir (Clark ve Pazdernik, 2013).  

Testin mantığı şu şekildedir: Toplam hücresel RNA gibi 
karmaşık bir RNA numunesi, kodlama dizisinin tümünü 
veya bir kısmını içeren, radyoaktif olarak işaretlenmiş, 
saflaştırılmış bir DNA parçasına hibridize edilir. 
Hibridizasyonun özgüllüğünden dolayı, DNA "probu" 
kompleks karışımda yalnızca tamamlayıcı RNA'ya 
hibritlenir. Hibridizasyonun ardından reaksiyon ürünleri, 
hibrit yapıları stabilize eden tuz ve sıcaklık koşulları altında 
nükleaz S1 ile parçalanır. S1 hem bir ribonükleaz hem de 
bir deoksiribonükleaz olduğu için hibritleşmemiş RNA da 
parçalanır. S1 dirençli RNA etiketli DNA hibritleri daha 
sonra etanol çökeltmesi ile geri kazanılır (Smith, 1993).  

Reaksiyon sonunda, kalan DNA-RNA hibritleri daha 
sonra jel elektroforezi ile ayrılır ve otoradyografi ile 
görselleştirilir. Yöntem, RNA'ları ölçmek, intronların 
konumlarını haritalamak ve klonlanmış DNA şablonları 
üzerindeki mRNA’ların 5' ve 3' uçlarının konumlarını 
belirlemek için kullanılabilir (Green ve Sambrook, 2021). 

S1 nükleaz bazen RNA/DNA hibridinin uçlarını hafifçe 
bozabilir veya tek sarmallı bölgeleri tam olarak 
parçalamayabilir. Sonuç olarak, S1 nükleaz yöntemi, 
primer extension testi kadar doğru sonuç vermeyebilir. 
Bununla birlikte, primer extention testi bir transkriptin 3' 
ucunu tespit edemez ve bunun için en iyi yol S1 nükleaz 
haritalamasıdır. 

RNASE Protection Testi 

RNase Protection testi, 1980'lerin başında, belirli bir 
nükleotitte başlatılan mRNA transkriptlerinin 
nicelleştirilmesinin tespiti için geliştirilmiştir. Metodun 
daha sonraki yıllarda transkripsiyon başlangıç yerlerini 
tanımlamak için de yararlı olduğu kanıtlanmış ve ayrıca 
RNA 3' uçlarının tasviri için de kullanılabildiği tespit 
edilmiştir (Gilman, 1993). 

RNase protection testi (RPA) sadece düşük yoğunlukta 
ve dokuya özgü mRNA ekspre-syonunun kantitasyonu için 
değil, aynı zamanda ekzon – intron sınırlarının 
haritalanması, tran-skripsiyon başlatma ve sonlandırma 
yerlerinin tespiti için de kullanılan bir yöntemdir. RPA 
nispeten basit, yüksek oranda tekrarlanabilir ve son 
derece hassastır. En önemlisi, hedef mRNA seviyelerinin 
tespiti ve miktarının belirlenmesi için en güvenilir yöntem 
olarak kabul edilmektedir. RPA'nın bir diğer önemli 

avantajı, çoklu mRNA transkriptlerini aynı anda saptama 
ve niceleme kapasitesi olmasıdır. Aynı numunede birkaç 
mRNA'nın eşzamanlı ölçümü, gelişim-sel olarak 
düzenlenen gen ekspresyonu çalışmaları ve koordineli 
hücre içi sinyal yolaklarının transkripsiyonel kontrolünün 
anlaşılması için yararlı bir araç sağlamaktadır (Emery, 
2007). 

RNase (RPA), spesifik hücresel mRNA'ların hızlı tespiti, 
haritalanması ve miktarının belirlenmesi için önemli bir 
teknik olarak kullanılmaktadır. Bu teknik, ribonükleazların, 
aynı kökenli hedef mRNA'ya hibridize edilmiş bir radyo-
etiketli antisens RNA probunu bozulmamış halde 
korurken, bir hücresel mRNA havuzundan hibritleşmemiş 
tek sarmallı RNA'yı indirgeme yeteneğine bağlıdır (Belin, 
1996). 

İlgili geni veya bunun bir kısmını içeren bir DNA 
segmenti, antisens RNA'nın sentezine yol açan bir plazmid 
vektörünün klonlama bölgesine klonlanır. Plazmid, bir 
restriksiyon enzimi ile ayrılır ve lineerleştirilmiş plazmit 
daha sonra uygun bakteriyofaj polimeraz ile kopyalanır. 
Dahil edilmemiş radyoetiket, amonyum asetat varlığında 
tekrarlanan etanol çökeltmesi ile RNA probundan çıkarılır. 
Antisens radyoetiketli RNA probunun fazlası daha sonra 
hücresel mRNA'ya hibridize edilir. Hibritleşmemiş RNA, 
serbest probu çıkarmak için bir RNAse A ve T1 karışımı ile 
parçalandıktan sonra, radyo-etiketli RNA:RNA hibriti, 
denatüre edici poli-akrilamid jel elektroforezi ve 
otoradyografi ile tespit edilir (Carey ve ark.,2013). 

Bu tekniğin, parvovirüsler tarafından üretilen çeşitli 
alternatif olarak eklenmiş RNA'ları haritalamak ve ölçmek, 
alternatif ekleme ve alternatif poliadenilasyon arasındaki 
bağlantıları anlamak için kolay bir yöntem olduğu 
gösterilmiştir Enfeksiyon sırasında parvovirüsler taraf-
ından üretilen pre-mRNA'ların alternatif eklenmesi ve 
poliadenilasyonunun incelenmesi için RPA'lar 
kullanılmaktadır (Venkatesh ve ark., 2012). 

RNase protection prosedürü, primer extension 
testine bir alternatif olarak önerilmektedir. Primer 
extension ve RNase protection testi farklı prensiplere 
dayandığından ve farklı tipte den-eysel ürünlere duyarlı 
olduğundan, bir transkripsiyon başlangıç yerinin 
belgelenmesi için genel-likle her ikisinin de kullanılması 
önerilmektedir. RNase protection testi, primer extension 
testin-den daha fazla zaman alır, ancak 5' Rapid 
Amplification of cDNA Ends testi (RACE) haricinde, 
genellikle başlangıç yeri lokalizasyonu için en hassas 
yöntemdir (Ma ve ark., 1996). 

RNase protection testi prosedürünün birincil 
dezavantajı, hibridizasyon ve parçalama koşullarının 
ampirik olarak belirlenmesi gerektiğinden, yeni bir gen için 
tahlilin oluşturulmasının zor olabilmesidir. Ayrıca radyo-
etiketli prob, istenmeyen RNase'a dirençli ürünler 
üretebilen kararlı ikincil yapıların oluşumuna karşı 
hassastır. Son olarak, yüksek spesifik aktiviteye sahip 
radyoaktif işaretli problar, hızla radyolize maruz kalma 
eğiliminde olduklarından yalnızca birkaç gün kullanılabilir. 
Bunun aksine, primer extension testi için işaretlenmiş 
oligonükleotit primerleri genellikle bir aya kadar 
kullanılabilir (Zhao ve ark., 2020). 
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Rapid Amplification of cDNA Ends (RACE) Testi 

RACE testini 1988 yılında Frohman ve arkadaşları 
geliştirmiştir. Bir cDNA molekülün-deki tek bir kısa sekans 
ile bunun bilinmeyen 3' veya 5' ucu arasındaki bölgenin 
amplifikasyo-nunu ve klonlanmasını sağlayan bu tekniğin 
bir uygulamasını tasarlamışlardır. Burada, "cDNA uçlarının 
hızlı amplifikasyonu" (RACE) olarak adlandırılan bu 
stratejinin faydasını, erken fare embriyosunda düşük 
yoğunlukta eksprese edilen int-2 geninin transkriptlerini 
temsil eden klon-ları elde etmek için kullanarak 
göstermişlerdir (Zhang ve Frohman, 1997). 

RACE, sırasıyla mRNA ve cDNA ile başlayan 
transkriptlerin uçlarını çoğaltmak için öncelikle RT-PZR 
(Ters Transkriptaz-Polimeraz Zincir Reaksiyonu) ve PZR 
(Polimeraz Zincir Reaksiyonu) reaksiyonlarını kullanır. 
RACE gerçekleştirmek için ilgili mRNA'nın kısmi veya tam 
dizisi bilinmelidir. Bu, amplifikasyonlar için kullanılacak 
Gene Spesifik Primerleri (GSP'ler) oluşturmak için 
gereklidir. Mesajın bilinmeyen ucundan 3' ucunun bilinen 
bölgesine uzanan ikinci bir primer seti, poli (A) kuyruğu 
(veya ekli bir homopolimer) tarafından sağlanırken, 5' 
sonu ekli homopolimer kuyruğu için kullanılır. “Klasik” ve 
“yeni” RACE arasındaki ilk ve belki de en önemli fark 
burada yatmaktadır. Klasik RACE'de, homopolimer, mRNA 
ters kopyalan-dıktan sonra eklenirken, "yeni" RACE'de 
homopolimer, ters transkriptaz reaksiyonundan önce 
eklenir. Bu basit fark, tam uzunlukta olmayan ürünlerin 
amplifikasyonunu ortadan kaldırır ve bu da transkripsiyon 
başlangıç yerlerini belirleme yeteneğini büyük ölçüde 
geliştirir. mRNA, cDNA'ya ters transkribe edildikten sonra, 
5' ve 3' uçları, gene özgü primerler ve RNA oligonükleotid 
dizisinden (eklenmiş homopolimer) türetilen primerler 
kullanılarak iki nested PZR kullanılarak amplifiye edilir. 
Ardışık nested PZR kullanılması istenmeyen ürünlerin 
amplifikasyonunu azaltmak için önemlidir, çünkü her 
reaksiyonda primerlerden sadece biri ilgilenilen gene 
özgü-dür ve diğeri başlangıç karışımında bulunan tüm 
cDNA'lara bağlanır (Yeku ve Frohman, 2011). 

Başlangıç mRNA karışımı, shrimp alkalin fosfataz 
(SAP) ile defosforile edilir. Bu, bo-zulmuş ve kapaksız 
mRNA'ları defosforile ederek, metillenmiş "G" başlıkları 
bozulmamış tam uzunluktaki mRNA'ları bırakır. 
Metillenmiş "G" başlığı daha sonra tütün asidi 
pirofosfataz (TAP) ile çıkarılır. TAP ile yapılan işlem, 
mRNA'nın fosforile edilmiş 5' ucunu açığa çıkarır ve onu 
bağlayıcıya veya homopolimere ligasyon için hazırlar. 
Doğrusallaştırılmış bir plazmidin in vitro transkripsiyonu 
ile hazırlanan kısa bir sentetik RNA, T4 RNA ligaz 
kullanılarak kapaksız 5' ve 3' uca bağlanır. Bozunmuş 
veya diğer tam uzunlukta olmayan mRNA, fosforile 
edilmedik-leri için sentetik oligonükleotid ile 
bağlanmayacaktır. mRNA-RNA oligonükleotit hibritleri 
daha sonra bir GSP kullanılarak ters kopyalanır. Önceki 
adımdan üretilen tam uzunluktaki cDNA daha sonra 5' ve 
3' uçlarında tam uzunluktaki cDNA uçlarını çoğaltmak için 
kullanılabilen spe-sifik diziler içerir. Tam uzunluktaki 
cDNA ürününü yüksek özgüllükle çoğaltmak için iki 
Nested PZR kullanılır (Frohman, 1990). 

Klasik RACE; 3' uç kısmi cDNA klonları oluşturmak için, 
mRNA, 17 nt oligo (dT) ve ardından birçok raporda bir 
"anchor" primeri olarak gösterilen özgün bir 35 bazlı 
oligonükleotit dizisi içeren bir "hibrit" primer kullanılarak 
ters transkripsiyona tabi tutulur.Daha sonra amplifi-
kasyon, artık her bir cDNA'ya 3' ucunda bağlanan bu 
sekansın (Qo) bir kısmını içeren bir pri-mer ve ilgili genden 
türetilen bir primer (GSPI) kullanılarak gerçekleştirilir 
(Fromont-Racine ve ark., 1993). Daha sonra spesifik 
olmayan ürünlerin amplifikasyonunu bastırmak için 
"nested" primerler (Qr ve GSP2) kullanılarak ikinci bir 
amplifikasyon döngüsü gerçekleştirilir. 5' uçlu kısmi cDNA 
klonları üretmek, birinci sarmal ürünleri oluşturmak için 
gene özgü bir primer kul-lanılarak ters transkripsiyon 
gerçekleştirilir. Ardından, terminal 
deoksinükleotidiltransferaz (TdT) ve deoksiadenozin 
trifosfat (dATP) kullanılarak bir poli (A) kuyruğu eklenir. 
Amplifikas-yon daha sonra, cDNA'nın ikinci sarmalını, Qo 
primerini ve ters transkripsiyon için kullanılanın 
yukarısında gene spesifik bir primeri oluşturmak için hibrit 
primer QT kullanılarak gerçekleştiri-lir. Son olarak, 
özgüllüğü artırmak için nested primerler (Qr ve GSP2) 
kullanılarak ikinci bir PZR döngüsü seti gerçekleştirilir 
(Frohman, 1994). 

Yeni RACE, "anchor" primerinin ters transkripsiyon 
adımından önce mRNA'nın 5' ucu-na bağlanmasıyla Klasik 
RACE'den ayrılır; dolayısıyla anchor sekansı, ancak ve 
ancak ters transkripsiyon ilgili mRNA'nın tüm uzunluğu 
boyunca ilerlerse birinci sarmal cDNA'ya dahil olur. Yeni 
RACE'e başlamadan önce, mRNA, buzağı bağırsak fosfatazı 
(Crp) kullanılarak bir fosforilasyon adımına tabi tutulur. Bu 
adım aslında uçlarında metil-G başlıkları bulunan tam 
uzunluktaki mRNA'lara hiçbir şey yapmaz; ancak uçlarında 
kapaksız olan bozulmuş mRNA'ları defosforile eder. Bu, 
sonraki ligasyon adımı sırasında bozulmuş RNA'yı biyolojik 
olarak inert hale getirir, çünkü reaksiyonu yürütmek için 
fosfat grubu gereklidir. Tam uzunluktaki mRNA'lar daha 
sonra tütün asidi pirofosfataz (TAP) kullanılarak açılır ve bu 
da onları aktif ve fosforile edilmiş bir 5' ucuyla bırakır. T4 
RNA Ligaz kullanılarak, bu mRNA daha sonra lineer-
leştirilmiş bir plazmitin in vitro transkripsiyonu ile 
üretilmiş kısa, sentetik bir RNA oligo'ya bağlanır. RNA 
oligo-mRNA hibritleri daha sonra birinci iplikçikli cDNA'yı 
yaratmak için gene özgü bir primer veya rastgele primerler 
kullanılarak ters kopyalanır. Son olarak, 5' cDNA uçla-rı, 
ilave gen-spesifik primerler ve RNA oligo dizisinden 
türetilen primerler kullanılarak iki nes-ted PZR ile 
amplifiye edilir (Volloch ve ark., 2011). 

Yeni RACE yaklaşımı ayrıca 3' cDNA uçları oluşturmak 
için kullanılabilir ve özellikle poliadenile olmayan RNA'lar 
için yararlıdır. Kısaca, sitoplazmik RNA fosforile edilir ve 
yuka-rıda açıklandığı gibi kısa, sentetik bir RNA oligo'ya 
bağlanır. Oligonun RNA'nın 5' ucuna bağ-lanması yukarıda 
vurgulanmış olmasına rağmen, RNA oligoları aslında 
sitoplazmik RNA'ların her iki ucuna da bağlanır. Ters 
transkripsiyon adımı için, RNA oligo dizisinden türetilen bir 
primer kullanılır. Sitoplazmik RNA'ların 3' ucuna bağlanan 
RNA oligolarının ters transkripsi-yonu, 3' ucuna eklenmiş 
RNA oligo dizisine sahip cDNA'ların yaratılmasıyla 
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sonuçlanır. 5'’ten 3’ yönüne yönlendirilmiş gene özgü 
primerler ve Yeni RACE primerleri, 3'ü çoğaltmak için 
nested PZR kullanılabilir (Tessier ve ark., 1986, Liu ve 
Gorovsky 1993). 

RACE klonlaması birkaç nedenden dolayı avantajlıdır. 
İlk olarak, cDNA kitaplıklarının taranması, tek tek cDNA 
klonlarının elde edilmesi ve eksik dizinin mevcut olup 
olmadığının saptanması için klonların analiz edilmesi 
haftalar alır; bu metot kullanılarak, bu tür bilgiler birkaç 
gün içinde üretilebilir. Sonuç olarak, tam uzunluktaki 
cDNA'lar üretilip gözlemlenene kadar RNA hazırlama veya 
ters transkripsiyon koşullarını değiştirmek pratik hale 
gelir. Ek olarak, genellikle bir ila birkaç cDNA klonunun geri 
kazanıldığı kitaplık ekranlarının aksine, RACE kullanılarak 
esasen sınırsız sayıda bağımsız klon üretilebilir (Wang ve 
Young, 2003). 

Sonuç 

Sonuç olarak, mRNA'ların protein kodlanmayan 
bölgeleri gen düzenlemesinin birçok noktasında önemli 
rollere sahiptir. Belirli bir genin düzenlenmesinde rol 
oynayan faktörlerin anlaşılması, moleküler tedaviler 
tasarlanırken veya bir genin ekspresyonunu belirlerken 
büyük önem taşımaktadır. Bu sebeple bu bölgelerin 
haritalandırılması, tespit edilmesinde kullanılan 
yöntemler gün geçtikçe daha da önem kazanmaya devam 
etmektedir. Dolayısıyla yukarıda bahsedilen testler bu 
bölgelerde meydana gelen mutasyonlar ve hastalığın 
oluşumu üzerine etkilerini belirmek için kullanılabilecek 
metotlardır.  
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