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OZET

Admin da belirttigi gibi ger¢ek zamanli PZR sistemi bir PZR reaksiyonu olusurken monitérden izlenilmesidir.
Kantitatif ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu teknolojisi ¢ok sayida cihaz segenegi ve flouresan prob sistemi ile
son zamanlarda gelismistir.

Gergek zamanli PZR teknolojisinin sahip oldugu teknik 6zellikler onu genis bir uygulama alaninda kullanim imkani
saglamistir. Kapali bir tiipte gerceklesen polimeraz zincir reaksyonu igin floresan yontemlerinin gelistirilmesi niikleik asit
miktarini belirlenme siirecini ¢ok biiyiik 6l¢iide basitlestirmistir. Gergek zamanli PZR reaksiyonu uygulamalari: kantitatif
mRNA anlatim ¢aligmalarini, gonomik veya viral DNA’larin DNA kopya sayist Ol¢iimlerini, allellerin ayirimini veya
SNP genotiplemelerini, ilag tedavisinde etkinligi, DNA hasar 6l¢iimlerini igermektedir.

Anahtar Kelimeler: Gergek zamanli PZR, flouresan boyalar, uygulamalar

Real-Time PCR and Applications Area
ABSTRACT

As the name suggest, real-time PCR is a technique used to monitor the progress of a PCR reaction in real-time.
Quantitative real-time-polymerase chain reaction (RT-PCR) technology is many alternative instruments and fluorescent
probe systems have been developed recently. The technique of real-time PCR has features that make its use
advantageous in a wide range of applications. The development of fluorescent methods for a closed tube polymerase
chain reaction has greatly simplified the process of nucleic acid quantification. Real-time PCR applications include:
quantitative mRNA expression studies, DNA copy number measurements in genomic or viral DNAs, allelic
discrimination assays or SNP genotyping, drug therapy efficacy, DNA damage measurement.
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GIRiS

“Real-time PCR” teknolojisi DNA’nin ya da mRNA “PCR” ¢ogaltimini goriiniir hale getiren ve monitorize

orneklerinin gogaltimini ve iriinlerinin miktarim1 tek bir
tiipte tespit edebilen son yillarda popiiler olmus bir
yontemdir (Sekil 1). Floresan 1s1ma tekniklerinin
molekiiler genetik yontemlerde kullanima girmesi ile
birlikte bilinen “PCR” gelistirilerek olusturulan teknik gen
anlatim ¢aligmalarinin hizina ivme kazandirmistir[1].

edebilen floresan igaretli prob ve boyalarin kullanildigi,
floresanin olusan DNA ile dogru orantili olarak arttig1 bir
cogaltma yontemi olmasi dolayisiyla “Sayimsal Gergek
Zamanli —Polimer Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)”,
“Izlenebilir Polimeraz Zincirleme Tepkimesi (PZT)”,
“Floresan Sayimsal RT-PZR” gibi farkli adlarla da
isimlendirilmektedir [2].
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Sekill. Real-Time PCR ¢aligma akist

Gen anlatiminin belirlenmesi, farklilagsma ve patolojik
durumlarin saptanmasi i¢in ¢ok Onemlidir. Medikal
aragtirmalarda ve molekiiler tan1 ¢aligmalarinda biyolojik
materyalle ¢alisirken ¢ok sayida doku 6rnegine veya hiicre
miktarina ihtiyag duyulur. “Real-time PCR “ metodu ile
¢ok az miktardaki biyolojik bir drnegin ozelligini hizl,
giivenilir ve hassas bir sekilde ortaya koyulabilmektedir.
Gen anlatimlarinin sayisal bir degerle belirtilmesi bir
hiicre  toplulugundaki  heterojeniteden  dolay1  bu
teknolojinin kesfinden 6nce giivenilir degildi. Cok farkl
hiicre tiplerinden olusmus dokularin dis uyaranlara farkl
sekilde yanit verdigi ve hastaliklardan farkli sekillerde
etkilendigi disiinilmektedir. Biyolojik fonksiyonlarin
yaninda karmasik diizenleme mekanizmalarinin ardindaki
fizyolojiyi tam olarak anlayabilmek i¢in her hiicre tipinin
ayri olarak calisilmast gerekmektedir. Hiicrelerin bireysel
olarak transkripsiyon aktivitesi ancak ¢ok yiiksek
duyarlilik iceren yontemler ile ortaya ¢ikarilmaktadir.
“Real-time PCR” teknolojisinin son 5 yilda kullanimi
muazzam bir sekilde artmistir (Sekil 2).
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Sekil2. Real-Time PCR’1n uygulama alanlari

DNA
Hasarl

Buna bagli olarak primer ve prob gesitlerinin artmasi
ve kalitesinin iyilestirilmesini de s6z konusudur. Ticari
firmalar farkli flouresan tespit stratejileri gelistirmekte ve
olusturulan kit sayist hizla artmaktadir. Bu tekniklerin ve
kullanilan kimyasal belirteglerin ¢esitlenmesi arastirmalara
ve klinik ¢alismalara da yansimaktadir[3].

“Real-time PCR”

Alanlar

Teknolojisinin  Uygulama

Patojenlerin Tespiti: Viriisler, bakteriler, bazi mantar
tirleri insanda, hayvanlarda ve bitkilerde patojenite
yaratan ¢ok 6nemli bir gruptur. Enfeksiyon hastaliklarinda
patojenlerin saptanmasinda diziye 6zgii floresan problar
sayesinde “ Real time PCR “ klinik laboratuvarlarinda
tercih edilen ve rutin uygulamadakullanilan bir metot
haline gelmistir. Ayrica viral genomun sayisal degerinin
belirlenmesi hastaligin etki derecesinin saptanmasinda ve
tedavisinde ¢ok bilyiik 6nem tagimaktadir. Yontem kemik
iligi nakillerinde ve organ transplantasyonunda o6zellikle
cytomegalovirus (CMV), hepatit B, C ve HIV agisindan
taramalarda en giivenilir yontem olarak
kullanilmaktadir[4].

“Real-time PCR” teknolojisi ile ¢ok sayida 6nemli
mikrobial patojen tanimlanmistir. Antibiyotiklere direngli
olan baz tiirlerin tespiti yapilmistir. Vanamisine direngli
Enterococcus faecalis’den E. Faecium, c¢ok yaygin bir
patojenite etkeni olan Candida’nin bazi &nemli tiirleri
belirlenerek bu enfeksiyon ajanlarina 6zgii floresan primer
ve problar gelistirilmis ve tamida kullanilmaya
baslanmustir.

Besinlerin gesitli patojenlerle kontaminasyonu énemli
bir saglik sorunudur. Hizli ve giivenilir bir yontemle
besinlerde kontaminasyon varliginin belirlenmesi besin
kalitesi igin ¢ok Onemli kriterdir. Besin yoluyla bulasan
hastaliklarin dnlenmesinde bu yontem yaygin bir sekilde
kullanilmaktadir.

Onkolojik Calismalar: “Real-time PCR” kanser
aragtirmalarinda  ve tamisinda ¢ok Onemli bir yer
kaplamaktadir ve Onemi daha da artacaktir. Minimal
rezidiiel hastaliklarla baglantili 6zglin gen diizeylerinin
saptanmasi 16semi ile ¢alisan kliniklere biiyiik katki
saglamaktadir. Farkli ¢alismalardan elde edilen Ozgiin
genlerin diizeylerinin belirlenmesi ile tedavi protokolleri
degismektedir. Bazi 16semi tiirleri kromozomlar arasindaki
translokasyonlarla  karakterizedir. 15. kromozomun
iizerinde yer alan pml geni ve 17 kromozom iizerindeki
RaRalpha geni arasindaki bir translokasyon sonucunda
akut promiyelositik 16semi (APL) olustugu tespit
edilmistir. Bu hastalifa neden olan mRNA saptanmasi
APL hastalarinin tedavisine hiz kazandirmustir [5].

Genetigi Degistirilmis Organizmalar (GMO)
Marketlerde yer alan o6zellikle misir bugday ve soya
fasulyesi gibi besinlerin % 60‘min  GMO oldugu
tartistimaktadir.  Molekiiler ~ genetik  yontemlerle
organizmalara istenilen g¢esitli  genlerin  transferi
yiyeceklerin raf omriinii uzatabilmekte ve goriintiilerini
satis acisindan daha cazip kilmaktadir. Ticari olarak
mevcut olan “Real-Time PCR TagMan” prob ve “FRET”
prob kitleriyle transgenler basarili bir sekilde ozellikle
musirda ve soya fasulyesinde tanimlanabilmektedir[6].

Dogum Oncesi (Prenatal) Tam Cahsmalar::
Prenatal Tani biiyiik oranda invaziv girisimler ile (
amniyosentez, CVS , kordosentez, fetal cilt biyopsisi )
elde edilen fetal doku orneklerinde yapilmaktadir. Bu
girisimlerin ¢ok az da olsa fetal kayip ( abortus , diisiik )
riskleri vardir. Bir riski arastirirken saglikli bir bebegin
kaybina neden olunmast aileleri ve doktorlari sikintiya
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sokmaktadir. Bu nedenler ile Prenatal Tani’y1 fetal
kayip riski olan invaziv bir girisim ile yapmak yerine ,
fetal kayiba yol agmayan ve ayni oranda giivenilir sonug
veren non-invaziv bir iglemle yapabilmek konusu uzun
yillardir ¢ok sayida arastirmanin konusu olmugtur[7].

Anne kanindan bebege ait (fetal) hiicre ve DNA’larin
elde edilerek Prenatal Tani’nin bu hiicre ve DNA’larda
koyulmasi bu alandaki biiyiik basarilardan biridir. Anne
kaninda dolasan bebege ait genetik materyalin invaziv
yontemlere gore daha kolay elde edilebilmesi ve
molekiiler yontemlerle incelenebilmesi bir takim genetik
hastaliklarin  erken donemde risksiz  bir  sekilde
taninabilmesinin yolunu agmistir[8].

“Real-Time PCR” ile maternal kandaki serbest fetal
DNA’da Y kromozoma o&zel gen dizilerinden olusan
floresan problar ile fetal cinsiyet tayini giivenilir bir

sekilde  yapilmaktadir.  Ozellikle cinsiyete  baglt
hastaliklarin tanisinda yontem kullanilmaktadir. Ozellikle
anne kanindaki fetal hiicrenin sayisal degerinin

belirlenmesi ile bazi gebelik komplikasyonlar: arasinda
baglanti kurulmustur. Anne ve bebek dliimlerinin en sik
sebeplerinden biri olarak goriilen peeklemside anne
kanindaki fetal hiicre artisina neden oldugu bir ¢ok
caligmayla ortaya koyulmustur. Bu teknoloji sayesinde
gebelerde preeklemsi gelisip gelismeyecegi hakkinda 6n
bilgi edinilebilmektedir[9].

Son yillarda, Rh uyusmazliginn dogum Oncesi
tanisinda da gelismeler olmustur. Real-time PCR’nin
gelistirilmesiyle, fetiisin RhD genotipinin hizl, glivenilir
ve hassas olarak belirlenmesi miimkiin hale gelmistir.
Yeni doganin hemolitik hastalig1 (eritroblastosis fetalis),
anne ve babanin kan gruplarmm Rh antijeni yoniinden
uyusmazligina baglh olarak gocuklarinda gelisen klinik bir
tablodur. 1. kromozomda bulunan RhD tarafindan
sifrelenen RhD antijeni, kisilerin Rh (-) negatif ya da Rh
(+) pozitif olmasini belirlerken, bu uyusmazlik, fetiisiin
anne rahminde dlmesi, anemi veya sarilikli olarak dogmasi
sonuglarini dogurabilir.

Real-time PCR analizi, esi RhD geni bakimindan
heterozigot olan Rh antijenine duyarli olan Rh (-) negatif
gebe kadinlarin tedavisi i¢in ¢ok yararhidir. Bu test
sonucunda, fetiisiin Rh (-) negative ¢ikmasi durumunda,
Rh immiinizasyonu agisindan risk altinda olmadigini
saptanabilir. Diger taraftan, fetiisiin Rh (+) pozitif ¢ikmasi
durumunda, tibbi agidan yapilacak uygulamalar planlanir.
Testin ¢ok kisa siirede sonug¢ veriyor olmasi, zamanla
yarisilan gebelik periyodunda bir avantajdir [10].
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