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GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZINCiR REAKSIYONU
(REAL-TIME PCR)
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GIRiS

Modern tibbin gelismesi sonucunda “patoloji” ayr1 bir uzmanlik alani olarak orta-
ya ¢ikar. Patoloji bilimi gelisimini, hastaliklarin canl viicudunda meydana getir-
digi degisiklikleri klinik bulgularla beraber ele alip, hastaliklarin tanimlanmasina
yardim eden otopsi ile saglar. Otopsi sonucu elde edilen bilgiler 151g1nda bir bilim
disiplini olarak patolojinin basladig1 sdylenebilir(1).

Patoloji biliminin rutinini, formalin ile tespiti yapilan, sonrasinda parafine go-
miilen dokulardan elde edilen kesitlerin, Hematoksilen-Eozin(H&E) ile boyanip
mikroskop ile incelenmesi olusturmaktadir. Bu rutinin uygulanmasinda dokuya
parafinin infiltrasyonu ve boyanmasi gibi yontemler, kesitler igin mikrotom, de-
gerlendirme yapabilmek i¢in mikroskop gibi cihazlara ihtiya¢ duyulmaktadir(2).

Patolojinin baslangicindan giiniimiize kadar olan gelisiminde, rutinde ihtiyag
duyulan yontem ve ekipmanlardaki yenilikler seklinde ¢ikmaktadir. Tespit so-
lisyonlarinin gesitlenmesi, mikroskop teklonojisinin gelismesi, doku bloklama
tekniklerinin yenilenmesi, frozen, histokimya, immunohistokimya, floresan mik-
roskopi, elektron mikroskopi ve bunlara ek olarak molekiiler patoloji bugiinkii
patoloji biliminin basamak taglarini olusturmaktadir(2).
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Problar, cihaz icerisinde gerceklestirilen ¢ogaltma islemi sonrasinda, triin-
lerin gozle goriiliir hale getirilmesini saglayan, belirli dalga boylarinda floresan
1s1ma yapabilen florofor yapisinda sentetik oligoniikleotitlerdir. Problarin dogru
sekilde ¢alisip 151ma verebilmeleri i¢in hedef DNAya 6zgii dizayn edilmeleri ge-
rekmektedir (23).

Real-time PCR yonteminde floresan kimyasi, genel yontemler ve zincire 6zgiil
yontemler olarak iki sinif altinda incelenebilir:

Genel yontemlerde DNAYya spesifik olmadan eslesen problar kullanilir. Bu
amagla kullanilan problar, tiip igerisinde ¢ogaltilan biitiin ¢ift zincirli DNA yapi-
larina baglanarak floresan i1s1ma verirler. Bu yontem icin tercih edilen en yaygin
boya SYBR Green Idir.

Zincire spesifik yontemlerde tercih edilen problar ise, primer baglanma bol-
geleri icerisindeki hedef DNAnin komplementer bir bolgesine eslenerek floresan
151k sagarlar. Bu yontemleri 6ne ¢ikaran neden, spesifik olmayan primer-dimer
baglanmasi gibi ¢ogaltma triinlerinde floresan 1s1ma olmamasidir. Bu ytizden
spesifiklikleri daha fazladir ve sinyal olusumu daha giizel elde edilir. Bu yontemde
en sik TagMan Prob yontemi, Molekiiler Boncuk yontemi, Hibridizasyon Prob
yontemi gibi floresan isaretli boyalar kullanilir(23,28).

Tablo 2. Real Time PCR’1n avantaj ve dezavantajlari.

Avantajlar Dezavantajlar

Es zamanli Amplifikasyon Yiiksek Ekipman Thtiyaci.

Analize 6zgii Reaktifler Alaninda uzman personele gerek vardir.
Gelistirilmis Standardizasyon Cihaz, alet ile ekipmanlar1 pahalidir.
PCR sonrasi elektroforez gerekmez Laboratuvar alt yapisi gerektirir.

Floresan temelli tespit
Hizli
Nicel
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