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“Real Time PCR” Nedir?

1988 yilinda “thermus aquaticus” bakterisin-
den saflastirilan, 1siya dayanikli polimerazin (taq
polimeraz) kullanimi ile birlikte polimeraz zincir
reaksiyonlar1 icin (PCR) otomatize termal siklis
cihazlar1 gelistirilmeye baslanmistir. Floresan
1sima tekniklerinin de kullanima girmesiyle kine-
tik revers transkriptaz-PCR (RT-PCR)’da bir devrim
yasanmaktadir. Bu sayede timor hticrelerinin ilag
direnclerinden kemoterapi taramalarina ve timor
evrelerinin molektiler saptanmasina kadar uzanan
bir cok farkli alanda gen anlatimini sayisal bir
deger olarak 6l¢cmek mimktin olmaktadir.
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Bu gelisim sayesinde artik gen kopya Urtnle-
rinin dizeylerini sayisal degerlere doéntstirerek
6lcmek, devam eden PCR reaksiyonunu ekranda
izleyerek ‘Real Time’ (eszamanli) olarak reaksiyo-
nun gidisine mtidahale etmek ve PCR déngtleri-
nin sayisiyla oynayabilmek de mimktndtr. Bir-
cok adlandirmayla anilan bu teknolojiye floresan
okuma yapmasi nedeniyle yabanci yayinlarda
Floresan Kantitatif RT-PCR, Kantitatif-kinetik
PCR gibi c¢esitli adlar altinda rastlamak mtum-
kindur.

Buglin piyasada yaygin olarak kullanilan 3

sistem mevcut;
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e ABI Prism 7700 (Perkin Elmer Applied Biosy-
stems, USA) 96 delikli bir termal 1s1itic1 igcerir
ve 500nm-660nm floresan araligini él¢cebilme
kapasitesindedir. Genelde 2 saatlik bir 6lcim
zamani icinde sonug verebilme ve fazla sayi-
da Ornegi ayni anda analiz edebilme 6zelli-
gine karsin tam olarak “es-zamanli” yontemi
oldugunu sdylemek zordur ctiinkii RT-PCR
analizi ancak amplifikasyon slreci sonun-
da yapilabilmektedir. Fakat o6rnegin Light
Cycler’da (Roche Molecular Biochemicals-
Mannheim, Germany) kullanilan kirilgan
cam tuplere gore ince duvarl plastik tlipler
kullanilmasi da bir baska avantajdir. Sistem
bu ttplere konuslandirilmis bir kamera yar-
dimiyla floresani algilamaktadir.

Light Cycler, sicak hava akimiyla 1sinan bir
kapali sistemdir. Performans olarak hem
duyarliligi hem 6zgulltigt ABI 7700 sistemi-
ne esit olarak bildirilmistir. Yirmi dakikaya
kadar inebilen RT-PCR olanagina karsin yal-
nizca 32 reaksiyon gerceklestirebilen bir sis-
temdir. Uc foto saptama ucuyla farkli dalga
boylarina yayilabilen bir gorsellik avantaji
vardir ve PZR dongtlerinin her biri sonunda
ekrana bilgi yansimasiyla gercek bir “es-
zamanli” yontemidir.

BioRad Instrumentsin “i-cycler” adli yoén-
temiyse bir thermal-cycler cihazini optik
bir module baglayan, hem ABI 7700 hem
de Light Cycler’dan daha genis bir dalga
boyunda saptama yapabilme avantajina
sahiptir. Ayrica dort ayri floresan bildirici-
siyle alternatif RT-PCR seceneklerine imkan
saglar. Ustelik 96 érnegi ABI 7700 deki gibi
es zamanl degil ardisik olarak tarayabilme
imkani da saglamaktadir.

Real Time-PCR’da kullanilan prob
sistemleri ve boyalar
A. Ozgiil Floresan Isaretli Problar

FRET (Fluorescence Resonance Energy
Transfer)

Tagman
Molecular Beacons
Scorpion Primerleri
Hibridizasyon Problar:
B. Ozgil Olmayan Floresan Isaretli Problar
Syber Green I
Etidyum Bromid
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“Real Time PCR” Genel Kullanim Alanlari
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Gen ekspresyonunun kantitasyonu (Giuli-
etti, 2001)

. Viral kantitasyon (Niesters, 2001; Men-

gelle, 2003)

Patojenlerin tespiti (Uhl, 2002; Mackay,
2004; Perandin, 2004) CMV (Kearns,
2001a; Kearns, 2001b; Kearns, 2002;
Mengelle, 2003), meningokok infeksiyonla-
r1 (Bryant, 2004), “Streptococcus pneumo-
niae” penisillin duyarhiligi (Kearns, 2002),
Mycobacterium tuberculosis ve direncli
suslarinin tespiti (Kraus, 2001; Torres,
2003; Cleary, 2003; Hazbon, 2004).

DNA hasar1 (mikrosatellit instabilitesi)
tespiti (Dietmaier, 2001)

Metilasyon tespiti (Trinh, 2001; Cottrell,
2004; Lehmann & Kreipe, 2004)

. KIT sonrasi kimerizmin izlenmesi (Elma-

agacli, 2002; Alizadeh, 2002; Thiede,
2004)

KIT sonrast MRD izlenmesi(Elmaagac-
li, 2002; Cilloni, 2002; Sarris, 2002;
Gabert, 2003; Van der Velden, 2003)
Genotipleme -melting-curve analizi
(Donohoe, 2000; Lyon, 2001; Waterfall
& Cobb, 2002; Bennett, 2003; Witt-
wer, 2003) spesifik prob/“beacon”(Tapp,
2000; Mhlanga, 2001; Solinas, 2001;
Song, 2002; Gupta, 2004)

Anne kanindan izole edilen tek htcre-
de prenatal tani(Hahn, 2000; Bischoff,
2002; Bischoff, 2003; Bischoff, 2002;
Hwa, 2004)

Hemoglobinopatilerin  prenatal tanisi

(Kanavakis, 1997; Vrettou, 2003;
Vrettou, 2004)

“Real Time” PCR avantajlar1

1.

Konvansiyonel PCR “plato fazinda” yani
son noktada degerlendirilebilinir, real
time PCR esnasinda “ekponansiyel blyu-
me fazinda” data gézlemlenebilir.

. Floresan sinyalin glicti dogrudan cogalti-

lan Girin miktan ile orantilidir.

Konvansiyonel o6l¢timlerden 1000 kat
daha az RNA ile calisilabilinir.

4. PCR sonrasi elektroforez gerektirmez.

Iki kat artmis degisimi belirleyebilme has-
sasiyetindedir.
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“Real Time PCR”
Hematolojide Kullanimi

A. Isaretli Problar ve “Melting Curve Analizi”
Kullaniularak Yapilan Calismalar

Venoz tromboza yatkinlikta en sik karsilasilan
koagtilasyon anomalisi APC direncidir. Fatér IV
Leiden mutasyonu da APC direncine neden olur.
Genetik calismalar populasyonda %85-95 bireyin
APC direnci tasidigini goéstermistir. APC diren-
ci ya da Faktér V mutasyonu tasiyan bireylerin
diger yaygin trombofili ile 6rtiisen fenotiplerine de
bakilmalidir. Faktér II (G20210A) populasyonda
%1-2 siklikta bulunur. MTHFRC677T polimorfik
varyanti ailesel tromboemboli ve hiperhomosistei-
nemiye yatkinhik enlerden bir digeridir. “Real time
PCR” ile isaretli problar kullanarak ve “melting
curve” analizi ile cok kisa bir stire icinde Faktor V,
Faktor II ve MTHFR C677T mutasyonlarinin tespiti
mumkUtndur.

Hemoglobinopatilerde gézlenen yaygin B-globin
mutasyonlarinin (HbS, Hb G (kodon 6)ve Hb E
(kodon 26)) farkli problar kullanilarak, tek reaksi-
yon tipu icinde (multipleks) tespiti mtimkuindtr.
“Real time PCR” rutinde kullanilan HPLC ve izoe-
lektrik fokus y6ntemlerine alternatif bir uygulama-
dir. Ayn1 sekilde hemokromatoz mutasyonlarinin
(C282Y ve H63D) tespitinide en sik kullanilan
PCR-restriksiyon enzim analizine alternatif bir
teknolojidir.

ALL ve AML tedavisinde karsilasilan toksisite,
ilaca diren¢ ve duyarlihik kavramlarina aciklik
getirmek amaciyla, bu ilaclar1 metabolize eden
enzimlerdeki polimorfizmlerin, dolayisi ile enzim
aktivitelerinin arastirilmas: icin “real time PCR”
hizli bir tarama yoéntemidir. TPMT ve CYP2D6
enzim varyantlarinin bu teknikle arastirilmasi
mumkutndur.

B. Gen Ekspresyon Calismalar

Kantitatif “real time PCR” yardimiyla minimal
rezidiel hastaliklarla baglantili 6zglin gen duizey-
lerinin saptanmasi kliniklere buiytik katk: saglaya-
cak potansiyeldedir. Bu amacla dtizeyleri ekspres-
yon duzeyleri saptanan BCR/ABL, AML1/MTGS,
PML/RARalpha, CBFbeta/MYH11, TEL/AMLI,
E2A/PBX1, MLL/AF4, MLL/AF9 gibi bir ¢cok gen
mevcuttur. Kantitatif “real time PCR?” ile ilgili kar-
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silastirmali calismalar gerek klasik RT-PCR gerek
FISH yontemine gore minimal rezidiiel hastalik
takibinde bu teknolojinin Ustinligint kanitla-
maktadir. Ozellikle Kronik Myelositik Lésemilerde
mimimal rezidtiel hastalik takibinde p210 ve p190
proteinlerini kodlayan mRNA BCR/ABL dtizeyleri-
nin bu yoéntemle kantifikasyonu 100% spesifiklik
ve 0.0001% duzeylerine varan duyarlhilik alani
icinde mumkUn olabilmektedir. Allojenik kemik
iligi transplantasyonu hastalarda da remisyon
izlemede rutin kemik iligi takip islemlerinde ter-
cih edilmesi gereken bir teknolojidir. Akut prom-
yelositik 16semi (APL)nin tanisinda da t(15;17)
fizyon genine ait mRNA’nin saptanmasi (ATRA
ve arsenik gibi tedavi edici ajanlara olan yanitin
Olctilmesinde, mimimal rezidtiel hastalik takibinde
ve relapslarin belirlenmesinde gtivenli ve hizli bir
yardimcidir.

AML ‘de WT1 gen ekspresyon anlatimi bir pan-
16semik belirtec olarak anilmaktadir ve KML’de
terapiye yanit 6lcimunde de kantifiye edilmekte-
dir. Calismalar sonucunda bu genin anlatiminin
AML’de cok dtistik duzeylerde izlenmesinin iyi
progoz belirtisi oldugu anlasilmaktadir. MDS’ye
ait risk 6lciimtinde de gtivenli bir belirte¢ olarak
anilmaktadir.

Kantitatif “real time PCR” yardimiyla apoptozis
kantifikasyonu da apoptozisin su ana dek prote-
inden saptaniyor olmasina karsi getirilen 6nemli
bir gelismedir. bcl2, bax, dapkl, myc, bad, wtl,
mcll gibi genlere ait expresyon analizleri ve RNA
Y1 (hY1) gen kantifikasyonu bu amacla uygulanan
basarili calismalardandir.

Rutine yo6nelik uygulamalar icinde 6&zellikle
ALL takibinde klona spesifik immunoglobulin
(Ig) ve T-cell receptor (TCR) genine ait uygulama-
lar dikkati cekmektedir. Ozellikle konvasiyonel
PCR islemlerine gore PCR sonrasi basamaklarin
olmamas1 ve tanisal duyarlilik nedeniyle kan-
titatif PCR bir tercih sebebidir. Benzer sekilde
immunoglobulin agir CDRII ave CDRIII bolgeleri-
ni kantifikasyonu ile B hticreli-KLL takibinde de
kullanilabilmektedir. Bu 6l¢timlerin 5x10 normal
hiicre arasinda tek bir timoér hiicresini bile sap-
tayabilerek relapslarda cok erken tani olanagi
verdigi séylenmektedir.
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