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Modern tıbbın gelişmesi sonucunda “patoloji” ayrı bir uzmanlık alanı olarak orta-
ya çıkar. Patoloji bilimi gelişimini, hastalıkların canlı vücudunda meydana getir-
diği değişiklikleri klinik bulgularla beraber ele alıp, hastalıkların tanımlanmasına 
yardım eden otopsi ile sağlar. Otopsi sonucu elde edilen bilgiler ışığında bir bilim 
disiplini olarak patolojinin başladığı söylenebilir(1).

Patoloji biliminin rutinini, formalin ile tespiti yapılan, sonrasında parafine gö-
mülen dokulardan elde edilen kesitlerin, Hematoksilen-Eozin(H&E) ile boyanıp 
mikroskop ile incelenmesi oluşturmaktadır. Bu rutinin uygulanmasında dokuya 
parafinin infiltrasyonu ve boyanması gibi yöntemler, kesitler için mikrotom, de-
ğerlendirme yapabilmek için mikroskop gibi cihazlara ihtiyaç duyulmaktadır(2).

Patolojinin başlangıcından günümüze kadar olan gelişiminde, rutinde ihtiyaç 
duyulan yöntem ve ekipmanlardaki yenilikler şeklinde çıkmaktadır. Tespit so-
lüsyonlarının çeşitlenmesi, mikroskop teklonojisinin gelişmesi, doku bloklama 
tekniklerinin yenilenmesi, frozen, histokimya, immunohistokimya, floresan mik-
roskopi, elektron mikroskopi ve bunlara ek olarak moleküler patoloji bugünkü 
patoloji biliminin basamak taşlarını oluşturmaktadır(2).
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Problar, cihaz içerisinde gerçekleştirilen çoğaltma işlemi sonrasında, ürün-
lerin gözle görülür hale getirilmesini sağlayan, belirli dalga boylarında floresan 
ışıma yapabilen florofor yapısında sentetik oligonükleotitlerdir. Probların doğru 
şekilde çalışıp ışıma verebilmeleri için hedef DNA’ya özgü dizayn edilmeleri ge-
rekmektedir (23).

Real-time PCR yönteminde floresan kimyası, genel yöntemler ve zincire özgül 
yöntemler olarak iki sınıf altında incelenebilir:

Genel yöntemlerde DNA’ya spesifik olmadan eşleşen problar kullanılır. Bu 
amaçla kullanılan problar, tüp içerisinde çoğaltılan bütün çift zincirli DNA yapı-
larına bağlanarak floresan ışıma verirler. Bu yöntem için tercih edilen en yaygın 
boya SYBR Green I’dır.

Zincire spesifik yöntemlerde tercih edilen problar ise, primer bağlanma böl-
geleri içerisindeki hedef DNA’nın komplementer bir bölgesine eşlenerek floresan 
ışık saçarlar. Bu yöntemleri öne çıkaran neden, spesifik olmayan primer-dimer 
bağlanması gibi çoğaltma ürünlerinde floresan ışıma olmamasıdır. Bu yüzden 
spesifiklikleri daha fazladır ve sinyal oluşumu daha güzel elde edilir. Bu yöntemde 
en sık TaqMan Prob yöntemi, Moleküler Boncuk yöntemi, Hibridizasyon Prob 
yöntemi gibi floresan işaretli boyalar kullanılır(23,28).

Tablo 2. Real Time PCR’ın avantaj ve dezavantajları.
Avantajlar Dezavantajlar
Eş zamanlı Amplifikasyon

Analize özgü Reaktifler

Geliştirilmiş Standardizasyon

PCR sonrası elektroforez gerekmez

Floresan temelli tespit

Hızlı

Nicel

Yüksek Ekipman İhtiyacı.

Alanında uzman personele gerek vardır.

Cihaz, alet ile ekipmanları pahalıdır.

Laboratuvar alt yapısı gerektirir.
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