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Özet: Gen ekspresyon çalışmalarında farklı deneysel veya klinik koşullar altında genlerin ekspresyon seviyelerinin 
karşılaştırılması için kullanılan en yaygın teknik Kantitatif Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu (RT-qPCR)’dur. 
RT-qPCR’da güvenilir sonuçlar elde etmek için verilerin housekeeping genler (HKG) ile normalizasyonunun yapılması 
gerekmektedir. Bununla birlikte; çalışma tasarımına uygun en stabil HKG’nin kullanılması, çalışma sonuçlarının güveni-
lirliğini artırmaktadır. Güvenilir veri elde etmek için çalışma tasarımına uygun stabil HKG’nin seçimi ve validasyonu 
önemli bir adımdır ki bu ekspresyon bazlı çalışmalarda bütünleyici bir adım olmuştur. HKG seçimi için farklı yazılım 
programları geliştirilmiştir. Normalizasyon için seçilecek en stabil HKG’nin seçilmeden önce deneysel çalışmalar ile 
dikkatli bir şekilde değerlendirmesinin yapılması gerekmektedir. Bu derlemede; Kantitatif Gerçek Zamanlı PCR Deney-
lerinin Yayınlanması için Asgari Bilgi (MIQE), HKG’lerin genel özellikleri, RT-qPCR çalışmalarında kullanımları ile çalış-
ma dizaynına göre en uygun ve stabil olan HKG’lerin seçimi ve validasyonu hakkında bilgiler özetlenmiştir. 
Anahtar kelimeler: Gen ekspresyonu, housekeeping gen, kantitatif RT-PCR, referans gen 
 
Selection and Validation of Suitable Housekeeping Genes (HKGs) in Quantitative RT-PCR (RT-qPCR) Studies 

Summary: The quantitative Real-time Polymerase Chain Reaction (RT-qPCR) is the most common technique used to 
compare the expression levels of genes under different experimental or clinical conditions. Data should be normalized 
with housekeeping genes (HKGs) to obtain reliable results in RT-qPCR. Likewise, the use the most stable and suitable 
HKG for the study design improves the reliability of the study results. The selection and validation of a stable HKG 
according to the study design to obtain reliable data is an essential and integral step in expression-based studies. The 
several software programs have been developed for HKG selection. The most stable HKG to be selected for normali-
zation needs to be carefully evaluated by experimental studies before selection. In this review, summarized Minimum 
Information for Publication of Quantitative Real-Time PCR Experiments (MIQE), characteristics of HKGs, selection and 
validation of most suitable and stable HKGs according to study design and, usage in RT-qPCR. 
Key words: Gene expression, housekeeping gene, quantitative RT-PCR, reference gene 

Giriş 

Çok hücreli organizmalara ait doku ve organlar birbi-
rinden farklı fenotipik özelliklere sahip olmalarına 
rağmen benzer gen kümelerine sahiptirler. Doku ve 
organlarda ki bu fenotipik farklılıklar ilgili genlerin 
ekspresyon profillerinin dokuya spesifik olarak düzen-
lenmesi ile ortaya çıkmaktadır (Goldman, 2001). Do-
ku ve organlardaki gen ekspresyonları Northern Blot, 
İnsitu Hibridizasyon, Kantitatif Gerçek Zamanlı Poli-
meraz Zincir Reaksiyonu (RT-qPCR) ve Mikroarray 
teknolojisi gibi çeşitli analiz yöntemleri ile gerçekleşti-
rilmektedir (Goldman, 2001; Segundo-Val ve Snaz-
Lozano, 2016). Kantitatif gen ekspresyon analizlerin-
de kullanılan bu analiz yöntemleri arasında bir gene 
ait hedeflenen mRNA’nın yüksek duyarlılıkta belirle-
nebilmesi, hedef bölge çoğaltımı ve kantitatif belirle-
me aşamasının tek bir cihaz ile yapılabilmesi yönün-
den en yaygın olarak kullanılan yöntem RT-qPCR’dır 

ve gen ekspresyon analizlerinde kullanılan doğru, 
hızlı ve hassas bir tekniktir (Jarczak ve ark., 2014; 
Tilli ve ark., 2016). Bunun yanında; gen ekspresyo-
nundaki nispi değişikliklerin eş zamanlı izlenmesini 
sağlayan ve mRNA ekspresyonu ile ilişkili “altın stan-
dart” olarak kabul edilen güçlü bir tekniktir 
(VanGuilder ve ark., 2008). Geleneksel RNA ölçüm 
yöntemlerine göre duyarlılığı, geniş dinamik aralığı ve 
yüksek verim potansiyeli gibi birçok avantajı nedeniy-
le, biyolojik araştırma alanlarında çeşitli gen ekspres-
yon profillerinin analizinde  önemli yaklaşım biçimidir 
(Fleige ve Pfaffl, 2006; Livak ve Schmittgen, 2001). 
Bununla birlikte; oldukça spesifik ve hassas ölçümler 
yapmasına karşın, hedeflenen genlerin ekspresyon 
seviyelerinin analizinde başlangıç numune miktarı ile 
incelenen numune miktarı arasında ki değişkenlikler, 
RNA’nın yapısal bütünlüğünün zayıf olması ve PCR 
etkinliği değerlerindeki farklılıklardan kaynaklanan 
sorunlar ile karşılaşılmaktadır. Bu tür sorunlar örnek-
lerin farklı zaman aralıklarında ve farklı bireylerden 
ve/veya doku örneklerinden elde edilmesi ile artmak-Geliş Tarihi/Submission Date  : 15.04.2019  
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tadır. Doku ve/veya organda gen ekspresyon analiz-
lerinde karşılaşılan sorunların ortadan kaldırılması ve 
güvenirliğinin arttırılması için qPCR deneylerinde 
dikkat edilmesi gereken asgari standartları konu alan 
bir dizi kurallar (MIQE) ortaya konmuştur. MIQE stan-
dartları; DNA mikroarray analizi, proteomik çalışma-
lar, genom sekanslama, RNA interferans ve metabo-
lomik çalışmalar ile birlikte MIBBI (Minimum Informa-
tion for Biological and Biomedical Investigations; Bi-
yolojik ve Biyomedikal Araştırmalar için Minimum 
Bilgi) çatısı altında koordine edilen bir modeldir 
(Bustin ve ark., 2009). MIQE standartları gereği elde 
edilen gen ekspresyon ürünlerinin analizinde meyda-
na gelebilecek sorunların en aza indirgenebilmesi için 
genlerin uygun referans genler ile normalizasyonu-
nun yapılması gerektiği bildirilmiştir (De Spiengelaere 
ve ark., 2015). Normalizasyon; güvenilir bir qPCR 
analizinin temel bileşenidir ki bu işlem izolasyon, ters 
transkripsiyon ve amplifikasyonun verimliliğindeki 
değişiklikleri ortaya koymaktadır ve böylece farklı 
örnekler arasında mRNA konsantrasyonlarının karşı-
laştırılmasını sağlamaktadır. Referans genler veya bir 
diğer adı ile Housekeeping genler (HKGs); hücrelerin 
fonksiyonel rollerinden bağımsız olarak, bir hücrenin 
varlığı için gerekli olan genlerdir (Eisenberg ve Leva-
non, 2003). Bu nedenle; bir organizmanın tüm hücre-
lerinde doku tipine, gelişim evresine, hücre döngüsü-
ne veya dış sinyallerine bakılmaksızın normal koşul-
lar altında da eksprese olmaktadırlar (Sikand ve ark., 
2012). HKG’ler bu avantajlı özelliklerinden dolayı 
çeşitli deneysel ve sayısal veri araştırmalarında yay-
gın olarak kullanım alanı bulmuştur (Sikand ve ark., 
2012; Tilli ve ark., 2016). Son zamanlarda yapılan 
çalışmalar ile birlikte housekeeping genlerin ekspres-
yon seviyelerinin; gene, hücre tipine ve deneysel 
koşullarına bağlı olarak değişebildiği ortaya konmuş-
tur. Örneğin; en sık kullanılan housekeeping genler-
den biri olan GAPDH’ın doku tipine (Sullivan-Gunn ve 
ark., 2011), metabolik sürece (Gong ve ark., 2016) 
veya belirli çalışma koşullarına (Mahoney ve ark., 
2004) bağlı olarak stabil olmadığı ortaya konmuştur. 
Bu nedenle; çalışma tasarımında ilgili hücrelerde 
normalizasyon için kullanılacak genin stabilitesinin 
belirlenmesi herhangi bir hedef genin ekspresyonu-
nun doğru analizi için bir ön koşuldur (Panina ve ark., 
2018). Normalizasyon; hedeflenen genlerin mRNA 
ekspresyon seviyelerinin referans genlere oran-
lanması ile ortaya konan verileri içermektedir. Refer-
ans genlerin mRNA'ları stabil bir şekilde eksprese 
olmalı ve oranları, numunelerde bulunan toplam 
mRNA miktarlarıyla pozitif bir korelasyon göster-
melidir. Çalışma tasarımına veya fizyolojik duruma 
yanıt olarak numuneler arasında ekspresyon seviye-
leri sabit olan iç kontrol genlerin (ICG'ler) veya refer-
ans genlerin (RG'ler) kullanılması, transkripsiyon ver-
ilerinin varyasyonun kontrol altına alınabilmesi için 
kullanılan en etkili yöntem olarak kabul edilmektedir 
(Kaur ve ark., 2018). Uygun HKG’lerin araştırılmakta 
olan her doku tipi ve qPCR veri analizinden önce 

doğrulanması gerekir (Klatte ve Bauer, 2009). Gen 
ekspresyon verilerinin hatalı yorumlanmasının 
önlenebilmesi için, birden fazla HKG'nin kullanılması 
gerektiği önerilmektedir (Chervoneva ve ark., 2010; 
Vandesompele ve ark., 2002). 

Bu derlemede; Kantitatif Gerçek Zamanlı PCR De-
neylerinin Yayınlanması için Asgari Bilgi (MIQE), 
HKG’lerin genel özellikleri, RT-qPCR çalışmalarında 
kullanımları ile çalışma dizaynına göre en uygun ve 
stabil olan HKG’lerin seçimi ve validasyonu hakkında 
bilgiler özetlenmiştir. 

Kantitatif Gerçek Zamanlı PCR Deneylerinin    
Yayınlanması için Asgari Bilgi (MIQE)  

MIQE; qPCR yönteminin yeniden yapılandırılmasını 
ve deneysel ayrıntıların, veri analizlerinin ayrıntılı 
denetimini sağlamaktadır. qPCR analizleri ile doğru 
ve güvenilir sonuçların alınabilmesi için bu kuralların 
dikkate alınmasının gerekli olduğu bildirilmektedir 
(Bustin ve ark., 2010). qPCR yöntemini tanımlayan 
dört ana standardizasyon adımı bulunmaktadır ki 
bunlar; çalışmanın tasarımı, teknik detaylar, analiz 
yöntemleri ve istatistik analizlerden oluşmaktadır 
(Şekil 1). 

Çalışmanın Tasarımı 

qPCR çalışmalarında genellikle oldukça düşük verimli 
ve farklı örneklem tipinde çok çeşitli hedeflerin analizi 
gerçekleştirilmektedir. Ele alınması gereken ana pa-
rametreler testin analitik duyarlılığı ve özgüllüğü ile 
ilgilidir. Bu bağlamda testin kaç tane hedef bölgeyi 
algılayabileceği ve kontrollerin çalışma ile ilişkili so-
nuçlarda doğruluğu önceden belirlenmeli ve öngörül-
melidir (Bustin ve ark., 2010).  

Teknik Detaylar 

Tasarlanan çalışmada; numunelerin toplanması ve 
saklanması oldukça kritik bir aşamadır (Bustin ve 
ark., 2009). Bu aşama boyunca oldukça dikkatli dav-
ranılmalı ve numuneler soğuk zincirde taşınmalıdır. 

Nükleik asit analizleri için toplanan örnekler için en 
sık kullanılan saklama yöntemleri arasında 
“dondurma” yöntemi bulunmaktadır. Ayrıca numune-
lerden kaliteli RNA elde etmek için RNAse aktivitesi 

Şekil 1. MIQE’de tanımlanan dört ana standardizas-
yona göre RT-qPCR yönteminin iş akışı 
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mümkün olduğunca çabuk önlenmelidir. Bunun için 
sıvı azotta ani dondurma, fenol veya kontrol edilen 
pH ve çevre sıcaklığındaki dokuların sulu sülfat tuzu 
çözeltilerinde (amonyum sülfat gibi)  saklanması veya 
taşınması önerilebilir. Sulu sülfat tuzu çözeltileri RNA-
se’ların ve diğer çözünmüş proteinlerin çökelmesine 
neden olmaktadır. Bu saklama tekniği; ticari olarak 
temin edilebilen RNA laters çözeltisinin temelini oluş-
turmaktadır. Alınan numuneler TRIZOL içerisine ko-
nularak -80 oC’de RNA saflaştırma işlemine kadar 
bekletilebilir (Nolan ve Bustin., 2008). Saflaştırma 
işleminden sonra; RNA bir diğer işlem aşamasına 
kadar -80 oC’de saklanabilir (Hashemipetroudi ve 
ark., 2018). İkinci en kritik aşama; RNA izolasyon 
aşamasıdır. RNA izolasyonunun etkinliği; numunenin 
homojen yapıda olup olmadığı, numune tipi, yoğunlu-
ğu ve fizyolojik durumuna (örneğin, sağlıklı, kanserli 
veya nekrotik) bağlı olarak değişebilmektedir. İzole 
edilen numunelerdeki RNA miktarı önemlidir. Bu ne-
denle; elde edilen RNA’nın kalite ve kantite kontrolleri 
yapılmalıdır. RNA kalite kontrolü; RNA saflığı ve RNA 
bütünlüğünün analizini kapsamaktadır. RNA saflığı-
nın belirlenmesi; NanoDrop veya diğer hassas spekt-
rofotometreler kullanılarak fotometrik olarak ölçülebil-
mektedir. Bu değerlendirme yönteminde; optik yoğun-
luk (OD) farklı dalga boyları ile saptanmaktadır. Bu 
dalga boylarından 230 nm; farklı kontaminant madde-
lerin maksimum absorbans değerini, 260 nm; nükleik 
asit  kontaminasyonunun maksimum absorbans de-
ğerini, 280 nm; protein-fenol kontaminasyonun mak-
simum absorbans değerini ve 320 nm ise; farklı kon-
taminant maddelerin maksimum absorbans değerini 
işaret etmektedir. OD260/280 oranı RNA saflığının 
belirlenmesi için tercih edilmektedir (Becker ve ark., 
2010). OD260/280 oranı, RNA saflığı için gösterge 
olarak kullanılır. Gen ekspresyon ölçümleri için 
1.8'den yüksek bir oranın uygun olduğu varsayılmak-
tadır (Nolan ve Bustin, 2008; Becker ve ark., 2010). 
Nükleik asitlerin kalite kontrolü; ribozomal RNA 
(rRNA) alt birimlerinin farklı fraksiyonlarını (5S, 18S, 
28S) ayırmak için agaroz jel elektroforezi kullanılarak 
yapılmaktadır. İyi kalitedeki RNA için 28S/18S oranı 
2.0 olarak kabul edilmektedir (Becker ve ark., 2010). 
Total RNA bütünlüğünün (RNA integrity) kontrolü için; 
farklı otomatize sistemler kullanılmaktadır. Bu sistem-
ler ile RNA bütünlük değeri (RNA Integrity Number; 
RIN) ve RNA kalite indeksi (RNA Quality Index; RQI) 
değerleri belirlenmektedir (Nolan ve Bustin, 2008; 
Becker ve ark., 2010). Bu değerler; 1 ile 10 arasında 
değişmektedir. Kaliteli bir RNA eldesi için bu değerin 
en az 8 olması istenmektedir (Nolan ve Bustin, 2008). 
Bununla birlikte; farklı numuneleri karşılaştırırken 
yaklaşık olarak aynı miktarda RNA kullanılması öne-
rilmektedir (Bustin ve ark., 2010; Huggett ve ark., 
2005). Uygun sulandırma işlemlerinden sonra; olası 
DNA kontaminasyonu için cDNA analizinden önce 
DNAse I ile DNA digestion işlemi uygulanmalıdır 
(Bustin ve ark., 2009). DNAse I ile muameleden son-
ra, saflaştırılmış RNA numunesinin kalite kantite kont-
rolleri yanında, spesifik ribozomal DNA (rDNA) pri-

merleri ile test edilmeleri sonuçların güvenilirliği açı-
sından gereklidir. Analiz sırasında DNA içermeyen 
RNA numunelerinde amplifikasyon sinyali tespit edil-
memelidir. Buna dayanarak, qPCR'de bir amplifikas-
yon sinyali tespit edilirse veya agaroz jelde bir bant 
tespit edilirse bunun DNA kontaminasyonundan kay-
naklandığı sonucuna varılabilir (Hashemipetroudi ve 
ark., 2018). Bu işlemlerden sonra;  cDNA sentezi 
yapılmalı ve uygulanan protokoller ayrıntılı bir şekilde 
açıklanmalıdır. Ayrıca elde edilen RNA’nın cDNA’ya 
dönüştürülmesi yani ters transkripsiyon aşamasının 
iki veya üç kez tekrarlanması önerilmektedir 
(Ståhlberg ve ark., 2004). RT-qPCR için hedeflenen 
primer dizileri, amplikon için veritabanı erişim numa-
raları, herhangi bir boya ve/veya modifiye edilmiş 
bazların bilgileri ve konumlarının kontrol edilmesi 
önemlidir (Bustin ve ark., 2010). Çalışmada kullanıla-
cak olan primer dizilerinin özgüllüğü; jel elektroforez 
ve erime profilleri kullanılarak doğrulanmalı, erime 
sıcaklıkları ve döngü sayısı (Cycle threshold; Ct) be-
lirlenmelidir. Ayrıca çalışmada kullanılacak her bir 
primerin etkinlik (primer efficiency) değerleri, 
özgüllüğü ve duyarlılığı belirlenmelidir (Bustin ve ark., 
2010b). RT-qPCR’ın optimizasyonunun yanı sıra 
istenmeyen amplifikasyon ürünlerinin oluşumunun 
önlenebilmesi için bazı kontrol ürünleri veya kali-
bratörler kullanılabilir (Bustin ve ark., 2010). Kontrol 
ürünleri PCR’da oluşan ikincil yapıları tespit ederek, 
kullanılan reaksiyonda az miktardaki PCR ürünlerini 
saptamaktadır. Kalibratörler; sentetik RNA veya DNA 
oligonükleotitleri, plazmid DNA yapıları, plazmidlere 
klonlanmış cDNA, in vitro kopyalanan RNA, referans 
RNA havuzları, spesifik biyolojik numunelerden RNA 
veya DNA gibi saflaştırılmış hedef moleküllerden 
tercih edilebilir (Bustin ve ark., 2009).  

qPCR analizlerinin doğruluğu ve güvenirliği qPCR’nin 
etkinliği ile ilişkilidir. qPCR etkinliği; özellikle hedef 
genin mRNA ekspresyon seviyesinin referans gen ile 
karşılaştırıldığı zaman anlaşılmaktadır. Bu doğrultu-
da; örnekler arasındaki konsantrasyon farkının ortaya 
konmasında, dolayısı ile qPCR verilerinin analizinde 
yaygın olarak  “2-∆∆Ct” yöntemi kullanılmaktadır 
(Bustin ve ark., 2009; Livak ve Schmittgen, 2001). 2-

∆∆Ct metodu; bir kalibratör yardımı ile hedef genin ve 
HKG’nin karşılaştırılması yapılarak oransal gen anla-
tım düzeylerinin aritmetik formülle hesaplanması te-
meline dayanmaktadır (Livak ve Schmittgen, 2001). 
Hedeflenen genin HKG ile normalizasyonu için reak-
siyonun etkinliği (E) belirlenmeli ve genler arasındaki  
Ct değerlerine dayalı farklılıklar göz önünde bulundu-
rulmalıdır. Etkinlik değerleri arasındaki fark 2-∆∆Ct me-
todu ile saptanmaktadır (Livak ve Schmittgen, 2001). 
Bununla birlikte, referans gen ile çalışılan genler ara-
sında benzer PCR etkinliğine 2-∆∆Ct metodu ile nadi-
ren ulaşılmaktadır, bu nedenle genler arasındaki et-
kinlik farkını azaltan başka bir matematiksel model 
geliştirilmiştir. Referans gen ile normalizasyonu sağ-
layan matematiksel model; R: (Eçalışılan gen) 

∆Ct çalışılan gen 

(kontrol-örnek)/(Ekontrol gen) 
∆Ct kontrol gen (kontrol-örnek) olarak bildi-
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rilmiştir (Pfaffl, 2001). PCR amplifikasyon ürünlerinin 
etkinliği, kalibrasyon eğrisi ile göreceli olarak ortaya 
konmaktadır. Kalibrasyon eğrisinin <101 ile 1010>  
dinamik sulandırma aralığında olması istenmektedir. 
Bu doğrultuda; kalibrasyon eğrisi ile ilişkili regresyon 
katsayısı hesaplanmaktadır (Pfaffl, 2001). Bu regres-
yon katsayısı; PCR’nin logaritmik artış bölümünün 
eğimine eşit olmakla birlikte amplifikasyon ürünlerinin 
etkinliği ile de ilişkilidir (Burns ve ark., 2005). Kalib-
rasyon eğrisinin eğimi E= 10(-1/eğim) ile hesaplanmakta 
ve optimal qPCR etkinliğin E=1.60 ile 2.10 olması 
istenmektedir (Pfaffl ve ark., 2002). Ayrıca mutlak 
gen ekspresyon analizinde kullanılan referans gen ve 
primerlerin etkinliğinin belirlenmesinde bir dizi dilüs-
yon serilerinin oluşturulması ve değerlendirilmesi 
çalışma sonucunun doğruluğunu ve güvenirliğinin 
arttırılması yönünden önerilmektedir (Bustin ve ark., 
2009).   

qPCR analizinin temel bir bileşeni olan normalizas-
yon ile izolasyon, ters transkripsiyon ve amplifikasyon 
ürünlerinin etkinlik değerleri arasında değişikliklerin 
kontrol edilebilmesinin yanısıra farklı örnekler arasın-
daki mRNA konsantrasyonları da karşılaştırılabilmek-
tedir. Bu doğrultuda normalizasyon için referans gen-
ler yani HKG’ler tercih edilmektedir  (Bustin ve ark., 
2009; Ståhlberg ve ark., 2004). Normalizasyon için 
kullanılacak olan referans genler çeşitli deneysel ça-
lışmalar ile ilgili doku ve/veya organ için uygunluğu 
belirlenmelidir. Ayrıca kullanılması planlanan HKG’le-
rin üçten daha az olması önerilmemektedir (Huggett 
ve ark., 2005).  

HKG’ler ve HKG’lerin Genomik Yapısı 

Bütün doku ve/veya organlarda eksprese olan 
HKG’ler; hedeflenen gen diziliminden farklı bir geno-
mik organizasyona sahiptir (Goldman, 2001). Ayrıca 
bu genler; DNA sentezi, protein sentezi ve transkrip-
siyon gibi hücresel metabolik olaylarda da rol oyna-
maktadır (Farre ve ark., 2007). HKG’lerin dokuya 
spesifik eksprese olan genlerden farklı bir promotör 
bölgelerine sahip oldukları ve CpG adaları ile ilişkili 
oldukları bildirilmiştir (Farre ve ark., 2007; Goldman, 
2001). Diğer genlerin aksine HKG’lerin promotör böl-
gelerinde TATA ve CAAT kutusu bulunmamaktadır, 
bunun yerine promotör bölgelerinde GC’ce zengin 
diziler içermektedirler. Promotör bölgelerinde bulunan 
GC dizileri, TATA kutusu gibi transkripsiyonun başla-
tılmasından sorumlu olmakla birlikte, Sp1 gibi GC 
dizilerini tanıyan transkripsiyon faktörlerin promotör 
bölgelerine bağlanmasını sağlamaktadır (Goldman, 
2001). Ayrıca farklı genomik organizasyona sahip 
organizmalarda yapılan çalışmalarda referans genle-
rin kısa ve uzun intron ve ekzon bölgelerine, tüm ge-
noma dağılmış tekrar dizilerine, düşük korunumlu 
promotör bölgelerine sahip oldukları, ayrıca histon 
proteinlerine karşı daha az ilgi gösterdikleri saptan-
mıştır (Farre ve ark., 2007).   

HKG’ler kantitatif analizlerde yaygın olarak kullanıl-
maktadır (Tilli ve ark., 2016). Yapılan çalışmalarda 
yaygın olarak kullanılan HKG’lerin; glisealdehit-3-
fosfat dehidrojenaz (GAPDH), Beta aktin (β-Aktin), 
TATA bağlanma proteinleri (TBP), hipoksantin-
guanidin fosforibozil transferaz (HPRT), tubulinler, 
siklofilin (CyP), albümin, 18S rRNA ve 28S rRNA 
olduğu bildirilmektedir.  

HKG’lerin ekspresyon seviyelerinin türe, doku tipine, 
organizmanın gelişim dönemine, hastalık ve enfeksi-
yon durumuna göre değiştiği ortaya konmuştur. Örne-
ğin; GAPDH yapılan bazı çalışmalarda en stabil gen 
olarak bildirilmesine rağmen; bu HKG’nin eksternal 
ve internal faktörlerden önemli ölçüde etkilendiği gös-
terilmiştir. Öyle ki; Barber ve ark. (2005) insanlarda 
72 farklı doku örneğinde GAPDH mRNA ekspresyon 
seviyesinin önemli ölçüde değiştiğini bildirmişlerdir. 
İncelenen doku örneklerinde; GAPDH’nin iskelet kas-
larında en yüksek, meme dokusunda ise en düşük 
ekspresyon profiline sahip olduğu ortaya konmuştur.  
Morfolojik değişikliklere uğrayan doku ve farklı geli-
şim evrelerini içeren çalışmalarda β-aktin’lerin, HKG 
olarak kullanımları önerilmemektedir (Zhong ve Si-
mons, 1999). RT-qPCR analizlerinde yaygın olarak 
kullanılan HKG’lerden biri olan ribozomal RNA’ların 
da çoğu hücre tipinde ekspresyon seviyelerinin yük-
sek olmasından dolayı, bazı gen ekspresyon analizle-
rinde HKG olarak kullanılmaları önerilmemektedir 
(Kozera ve Rapacz, 2013). Örneğin; hücre oksidatif 
stres altındayken 18S rRNA ekspresyonlarının azal-
dığı (Hayashi, 2014); 28S rRNA’nın ise hipoksik ko-
şullar altında ekspresyonunun; GAPDH, β-aktin ve 
CyP’ye göre daha stabil olduğu ortaya konmuştur 
(Zhong ve Simons, 1999). Elde edilen bu verilerin 
normalizasyon için tek bir referans genin kullanılma-
sının çalışma sonuçlarının hatalı yorumlanmasına 
neden olacağını göstermektedir (Vandesompele ve 
ark., 2002). Bu nedenle; yapılacak olan çalışmada iki 
veya daha fazla referans genin tanımlanması ve kul-
lanılması  önerilmektedir (Bustin ve ark., 2009). Bu 
anlamda; evcil memeli hayvanlarda ve insan gibi çe-
şitli türlerin farklı dokularında en stabil HKG’lerin be-
lirlemesi üzerine çeşitli çalışmalar yapılmaktadır. Ud-
din ve ark. (2011) yenidoğan, genç ve yetişkin do-
muzlardan toplanan farklı doku (servikal ve mezente-
rik lenf bezleri, duodenumdan bağırsak mukozası, 
jejunum ve ileum, mide, karaciğer, dalak, timus, akci-
ğer, böbrek, kalp ve kulaktan alınan dokular) örnekle-
rinde yaygın olarak kullanılan dokuz tane referans 
genin (B2M, BLM, GAPDH, HPRT1, PPIA, RPL4, 
SDHA, TBP ve YWHAZ) mRNA ekspresyon stabilite-
sini araştırmışlardır. Bu amaçla; geNorm, NormFinder 
ve BestKeeper yazılımlarını kullanmışlardır. geNorm 
yazılımı ile yapılan analizlerde; yenidoğan ve yetişkin 
domuzlarda RPL4, PPIA ve YWHAZ'ın yüksek stabili-
te gösterdiği, genç domuzlarda ise B2M, YWHAZ ve 
SDHA'nın yüksek stabilite gösterdiği belirlenmiştir. 
Tüm durumlarda; GAPDH’nin en az stabilite gösterdi-
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ği bildirilmiştir. Cinar ve ark. (2012) lipopolisakkarit 
ve lipoteikoik asite karşı oluşan immun yanıtta görev 
alan domuz alveolar makrofajlarında gen ekspres-
yon çalışmaları için uygun referans genlerin değer-
lendirilmesi için yaygın olarak kullanılan B2M, BLM, 
GAPDH, HPRT1, PPIA, RPL4, SDHA, TBP and 
YWHAZ HKG'lerin stabilitesini değerlendirmek için üç 
farklı algoritma (geNorm, Normfinder ve BestKeeper) 
uygulamıştır. Tüm genlerin mRNA ekspresyon sevi-
yelerinin, stimülasyon tipinden ve stimülasyon süre-
sinden etkilendiği belirtilmiştir. geNorm yazılımı, 
SDHA, B2M ve RPL4'ün, stimülasyon grubundan 
bağımsız olarak yüksek ekspresyon stabilitesi göster-
diğini, SDHA, YWHAZ ve RPL4'ün, stimüle edilmemiş 
kontrol grubunda yüksek stabilite gösterdiği belirlen-
miştir. Tüm durumlarda; GAPDH’nin en az stabilite 
gösterdiği belirlenmiştir. NormFinder ile yapılan ana-
lizlerde SDHA'nın tüm gruplarda en stabil gen oldu-
ğunu ortaya konulmuştur Ayrıca, geNorm yazılımı 
sonucu elde edilen verilerden; en kararlı üç genin 
(SDHA, YWHAZ ve RPL4) geometrik ortalamasının, 
gen ekspresyonu çalışmasının doğru normalize edil-
mesi için uygun kombinasyon olacağını önermişlerdir. 
Du ve ark. (2016) piyometralı ve sağlıklı köpek uterus 
doku örneklerinde GeNorm, Normfinder, BestKeeper 
ve RefFinder yazılım programlarını kullanarak en 
stabil referans geni belirlemek için yedi farklı HKG 
(18SrRNA, ACTB, B2M, GAPDH, HPRT, RPL13A ve 
YWHAZ)’nin stabilitesini değerlendirmişlerdir. Sonuç-
lar incelendiğinde; YWHAZ dışında diğer HKG’lerin 
piyometra ve sağlıklı dokulardaki ekspresyon stabili-
telerinin farklı olduğunu saptamışlardır. Agaoglu ve 
ark. (2017) tedavi amacıyla presynch-10+ovsynch 
uygulanan repeat breeder ineklerin endometriyumla-
rında Toll (TLR-2, TLR-4) ve Nod (NOD-1, NOD2, 
IPAF ve NALP3) benzeri reseptörlerin ekspresyon 
seviyelerinin araştırdıkları çalışmalarında; referans 
genin belirlenmesi amacıyla (B2-GAPDH, Beta-Aktin, 
HPRT1, YHWAZ, SDHA, SUZ12, TUBA1, 18S) ge-
Norm, NormFinder ve BestKeeper  algoritmalarından 
yararlanarak en uygun ve stabil referans geni 
YHWAZ olarak belirlemişlerdir. Korkmaz Agaoglu ve 
ark. (2017) kedilerde gebeliğin farklı dönemlerinde 
IGF ailesinin (IGF-1, IGF-2, IGF1R, IGF2R, IGFBP1, 
IGFBP2, IGFBP3, IGFBP4, IGFBP5 ve IGFBP6) ute-
rustaki ekspresyon seviyelerinin nasıl bir değişim 
gösterdiğini araştırdıkları çalışmalarında; 8 farklı HKG 
(GAPDH, 18S, TUBA1, UBB, HPRT1, Beta Aktin, 
SDHA, YWHAZ)’i geNORM, NormFinder ve BestKee-
per algoritmaları ile değerlendirmişlerdir. Çalışma 
tasarımına göre en uygun ve stabil referans genin 
GAPDH olduğunu bildirmişlerdir. Kaur ve ark. (2018) 
mandalarda on adet aday referans gen (GAPDH, 
ACTB, UXT, RPS15, RPL4, RPS9, RPS9, RPS23, 
HMBS, β2M ve EEF1A1)’in böbrek, dalak, karaciğer, 
kalp, bağırsak, ovaryum, akciğer, kas, beyin, deri altı 
yağı ve testislerde stabilitesini analiz etmişlerdir. Ge-
norm (UXT/RPS9> RPL4> RPS23> EEF1A1> 
ACTB> HMBS> GAPDH> B2M> RPS15), Normfin-

der (UXT> RPS23> RPL4> RPS9> EEF1A1> 
HMBS> ACTB> β2M> GAPDH> RPS15) ve BestKe-
eper (RPS9> RPS23/UXT> RPL4> GAPDH> 
EEF1A1> ACTB> HMBS> β2M> RPS15) programları 
temel alınarak yapılan çalışmada RPS23, RPS9, 
RPL4 ve UXT genlerinin mandalarda çeşitli doku 
örneklerinde transkripsiyonel verilerin normalizasyo-
nunda kullanılabilecek en stabil HKG’ler olarak tanım-
lanmışlardır.  

HKG’lerin Seçimi 

Kantitatif gen ekspresyon çalışmalarında; dokuya 
spesifik, ekspresyon profili değişmeyen tek bir refe-
rans genin tanımlanmasında ki zorluklardan dolayı, 
birden fazla referans gen kullanılarak en stabil genin 
belirlenmesi önerilmektedir (Bustin ve ark., 2009). Bu 
doğrultuda; kantitatif analizlerde kullanılacak olan bir 
genin güvenilir HKG olarak kabul edilebilmesi için; 
eksternal ve internal faktörlerden minimum düzeyde 
etkilenmesi, organizmanın fizyolojik durumuna ve 
farklı doku tipleri arasındaki ekspresyon seviyelerin-
deki değişkenliğin minimal seviyede olması istenmek-
tedir. Bu nedenle; dokularda ve hücrelerde aynı biyo-
kimyasal sinyal yollarına sahip olmayan ve farklı fe-
notipik fonksiyonlarda görev alan genler tercih edil-
melidir. Ayrıca seçilecek HKG’lerin, hedeflenen gen 
ile benzer/yakın döngü sayısında (Ct) eksprese olma-
sı önerilmektedir (Chervoneva ve ark., 2010). 
HKG’lerin seçiminde hedeflenen genin ekspresyonu-
nun, referans gene göre daha düşük veya daha yük-
sek Ct değerinde olduğunun saptanması, kantitatif 
analiz sonuçlarının hatalı yorumlanmasına neden 
olabilmektedir (Cross ve ark., 1994). Örneğin; Hipok-
santin-guanin fosforibozil transferaz (HPRT) geninin 
çeşitli hücre ve dokularda ekspresyon seviyesinin 
düşük olduğu belirlenmiştir. Bundan dolayı ekspres-
yon seviyesi düşük olan hedef genlerin, normalizas-
yonu için tercih edilmesi gerektiği önerilmiştir (Bär ve 
ark., 2009). Ayrıca, HKG’lerin promotör bölgelerinin 
düşük korunumlu olmasından dolayı çeşitli eksternal 
(radyasyon, çeşitli kimyasal maddeler ve mutasyon 
gibi) ve internal (farklı hücre ve/veya doku tipi gibi) 
faktörlere bağlı olarak ekspresyon seviyelerinin de-
ğiştiği ortaya konmuştur (Cross ve ark., 1994; Gold-
man, 2001; Zhong ve Simons, 1999). Örneğin; Blom-
berg ve ark. (1987) insanlarda referans gen olarak 
kullanmış oldukları β-aktin geninin farklı tümöral hüc-
relerde ekspresyonlarının değiştiğini bildirmişlerdir. 
Zhong ve Simons, (1999) GAPDH geninin ekspres-
yon seviyesinin hücrelerde hipoksi, insülin, deksame-
tazon, mitojenler ve EGF dahil olmak üzere çeşitli 
uyarıcılara yanıt olarak değiştiğini bildirmişlerdir. Ben-
zer şekilde; HKG genlerden biri olan melallotiyoninin 
ağır metallerin bulunduğu durumlarda ekspresyon 
seviyesinin arttığı saptanmıştır (Goldman, 2001). Bu 
nedenle; kantitatif analiz çalışmalarında kullanılması 
planlanan referans genlerin çalışmaya uygun seçil-
mesi ve değerlendirilmesi gerekmektedir. Çalışma 
tasarımına göre; en uygun ve stabil housekeeping 
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genin seçimi için çeşitli istatistiksel yaklaşım metotları 
bulunmaktadır. Bu yaklaşım metodları ile bir veya 
birden fazla referans genin optimal seçiminde; Ge-
Norm (Vandesompele ve ark., 2002), KH Sadek 
(Sadek ve ark., 2012), Normfinder (Andersen ve ark., 
2004), BestKeeper (Pfaffl ve ark., 2004) ve RefFinder 
(Xie ve ark., 2011) gibi çeşitli algoritmalar kullanıl-
maktadır (Şekil 2).  

Bunlardan en yaygın olarak kullanılan metot; Ge-
Norm isimli bilgisayar algoritmasıdır. Bu yazılım prog-
ramı; HKG’yi belirli bir dokuda stabilitesine (M) göre 
sıralamaktadır. Yazılım programında belirlenen M 
değeri düşük olan genlerin daha stabil olduğu  varsa-
yılarak; seçim sırasında ekspresyon stabilitesi daha 
zayıf olan HKG'ler ardışık olarak ortadan kaldırılmak-
tadır. Geriye kalan aday HKG’lerin geometrik ortala-
maları alınmakta ve hedef genin normalizasyonu için 
kullanılmaktadır (Vandesompele ve ark., 2002). Bir 
diğer metot olan KH Sadek analizi; farklı gruplar içeri-
sinde bütün referans genlerin eşik döngü sayıları (Ct) 
arasındaki değişikliklerin karşılaştırılmasına dayanan 
bir yaklaşım metodudur (Sadek ve ark., 2012). Norm-
finder yazılımı ise; aday referans genleri verilen örnek 
numunedeki ve çalışma tasarımındaki ekspresyon 
stabilitesine göre sıralamaktadır (Andersen ve ark., 
2004). Ayrıca; bu yazılım algoritması hem aday 
HKG’lerin genel ekspresyon varyasyonlarını hem de 
örnek setteki alt gruplardaki varyasyon için de stabili-

te analizi yapmaktadır. BestKeeper yazılım programı; 
temel olarak tüm referans genleri çift yönlü bir kore-
lasyon analizine tabi tutarak, aday genlerin stabilitesi-
ni ölçmektedir. Bu ölçüm sonucunda en stabil olan 
HKG’lerin geometrik ortalamaları alınmakta ve sırala-
ma işlemi yapılmaktadır (Pfaffl, 2001). Son olarak 
RefFinder; stabil olan genlerin ortalama geometrik 
oranlarını alarak HKG’leri sıralamaktadır (Xie ve ark., 
2011). Referans gen seçiminde kullanılan bu prog-
ramlar arasından biri veya birkaçı kullanılarak en 
uygun ve stabil HKG’ler seçilmektedir.  

Sonuç  

Gen ekspresyonu analiz yöntemleri çeşitli moleküler 
araştırmalarda yaygın olarak kullanılmaktadır. Hedef 
genin mRNA ekspresyon analizlerinde güvenilir so-
nuçlar elde etmek için; RNA miktarı ve cDNA miktarı-
nın getirdiği örnekler arası başlangıç farklılıkları, de-
neysel hatalar gibi değişkenler karşısında ekspres-
yonları stabil olan HKG’ler ile normalizasyonun yapıl-
ması gerekmektedir. Bu nedenle; farklı doku ve hücre 
tiplerinde, hedef genlerin ekspresyon düzeyinin kanti-
tatif olarak belirlenmesi amacıyla yapılan çalışmalar-
da, önce referans olarak kullanılacak en uygun stabil 
HKG’nin doğru seçilmesi gereklidir. Ayrıca seçilecek 
HKG için daha önce yapılan pilot çalışmalardan refe-
rans alınması gen ekspresyon analizlerinde nispi 
doğruluğunu artıracaktır. Daha önce belirlenen ve 
yaygın olarak kullanılan çok sayıda HKG olmasına 
karşın; yapılan çalışmalar ile birlikte HKG’lerin eksp-
resyon seviyelerinin türe, doku tipine, organizmanın 
gelişim dönemine, hastalık ve enfeksiyon durumuna 
göre değiştiği de ortaya konmuştur. Bu nedenle; 
HKG’lerin çalışma tasarımına uygun olarak seçilmesi 
ve değerlendirilmesi gerekmektedir. Çalışmaya uy-
gun bir veya birden fazla referans gen çeşitli istatistik-
sel yaklaşım metodları kullanılarak seçilmektedir. Bu 
yaklaşım metodları ile belirlenen HKG’ler, hedeflenen 
genin ekspresyon seviyesine oranlanarak normali-
zasyon yapılmaktadır. Bu da çalışmadan elde edilen 
verilerin güvenirliğini artıracaktır. Sonuç olarak; çalış-
malarda kullanılacak HKG’lerin ekspresyon seviyesi 
ne kadar stabil olursa, hedef genin ekspresyon sevi-
yesinin kantitatif analizi de o kadar güvenilir olacaktır.  
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