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Abstract

Gergek zamanl kamatif PCR nukleik asitlerin miktarlarin
belirenmesinde ginumizde kullanilan bir metotdur. Bkinodoji
“kinetic PCR” ve “homogenous PCR” isimleriyle deitaedilmekte-
dir. “Real-time PCRHa olwan triin miktar reaksiyon boyunca gin
Urtin miktariylaorantili olarak artan floresan boya ve problarirdig
sinyalin izlenmesiyle angdir ve amplifikasyonun devir sayisi bel
miktardaki DNA molekidillerinin elde edilmesi acisenda gereklidir
Cift zincirli DNA'ya baglanan“SYBR-Green |” floresan boyan éasi
metotdur. “SYBR-Green I"boya ile belirleme c¢ok iyisleyen bii
metotdur fakat reaksiyon ortaminda herhangi bit gifcirli DNA
bulundiunda floresansima yapabilir. Bu primedimer olusumu de
olabilir. Bunda bska givenilir birsekilde kullanin U¢ adet flores:
1Isima yapabilensaretli prob vardir. Bunlar “TagMan ® prdbeeya
hidroliz prob, molekiiler boncuk yéntemi ve hibrid&ym problarin
iceren problardir. “Real-time PCRY kullaniminda birgok avantajl
vardir. “Real-time PCR”In tipik Wllanim alanlari patojen saptanm
gen anlatiminin analizi, kromozomlardaki sayisghgal bozuklukla-
rin analizi ve son zamanlarda “real-time” imnali PCR ile protei
belirlemesidir. Ticari olarak satilan bir¢ok “re@ie” cihazi vardn
Birbirleri arasindaki temel farkliliklar “eksitasgb ve “emisyn”
dalga boylari, hizi ve ayni anda paralel gidebikaksiyon kapasitele-
ridir. “Real-time PCR” teknolojisinin, kullanicilar tarafinda ter
edilen caitli alanlardaki 6nemi gittikce artmaktadir. Genspkesyo-
nunda daha hassas, verimli, hizli ve daha Uretkeas tercih edil-
mesinin sebebidir.

Anahtar Kelimeler: Polimerize zincir reaksiyonu;
sayisal analiz
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Real-tire quantitative PCR is the current method of chdic
quantfying nucleic acids. Other descriptions of thishrealogy includ:
“kinetic PCR” and “homogeneous PCR”. In ré¢iate PCR, the amou
of product formed is monitored during the coursetha reactin by
monitoring the amount of fluorescence from stainghe amount ¢
probes introduced into the reaction, that incregasgotional to the
amount of product formed and the number of amplifi cycle:
required to obtain a particular amount of DNAlewules is registere
The simplest method involves the detection of DblAding fluorescet
stain, such as SYBR Green. This stain binds to @gowblestrande
DNA in the reaction. Although SYBR Green detectioorks very well
it may give rise to fluoresmce signal in the presence of any do
stranded DNA including primer-dimers product. Thkeo three meth-
ods rely on the hybridization of fluorescerabeled probes to tl
correct amplicon. These include real-time amplidetection technolo-
gies such as Tagman or hydrolysis probes, molet@acon technol-
ogy and hybridization probes. Reahe technology has a number
advantages. Typical uses of réate PCR include pathogen detect
gene expression analysis, single nucleotide polghism (SNP) analy-
sis, analysis of chromosome aberrations, and mestntly protei
detection by real-time immuno PCR. There are ctlyreseveral real-
time thermocyclers on the market. The main diffeesnbetween the
are the excitation and emission wavelengths #natavailable, spet
and the number of reactions that can be run inllparéhe importanc
of realtime PCR is increasing in various fields of invgation. Thi
major reason of choice is that it is one of the nsesisitive, efficien
rapid, and reproducible methods of measuring gepeession.

Key Words: Polymerase chain reaction;
quantitative structure-adgvielationship

Real-Time PCR
eal-time PCR DNAnin c¢galtimini ve
drtnlerini tek bir tipte belirlemeyi mim-

kin kilan ¢ok yakin bir zamanda uygula-
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maya konulan popiiler bir metotduGen anlatimi-
nin analizini dgistiren bu metot ile geleneksel PCR
yontemi ve gen analizi bigerilmistir. PCR c¢gal-
timini goriindr hale getiren ve monitorize edebilen
floresan garetli prob ve boyalarin kullanilgl,
floresanin olgan DNA ile dgru orantih olarak
arttigi bir ¢cgzaltma yontemidir. Bircok isimlendi-
rilme yapilan bu teknoloji yabanci yayinlarda “kine
tik PCR”, “homojen PCR”, “kantitatif Real-time
PCR” gibi caitli adlarla da isimlendirimektedit.
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Biyolojik drneklerden elde edilen DNA’nin
kopya sayisini sayisal ghrlere dongtirme ve
MRNA’nin dizeyini sayisal olarak belirleyebilme
en cok kullanilan alanlarini giturmaktadir. Bu
amaclarla kullaniminin yani sira tek nokta mutas-
yonlarini belirleme, patojen belirleme, DNA hasari
belirleme, metilasyon tespiti, SNP analizi, kromo-
zom bozukluklarinin tespiti gibi camalarda da
kullanim alanlari mevcuttut.

Bugun bircok argtirma ve tani laboratuvarla-
rinda kullanilan real-time PCR cihazlari mevcuttur.
Bu cihazlar birbirlerinden reaksiyon sayisi kapasi-
teleri, eksitasyon-emisyon dalga boylarindaki fark-
llliklar, hizlari ve kanal sayilari ile ayrilirlaTica-
ri olarak satilanlar; “Stratagene M x 3000p, M x
3005p ve M x 4000”, “Applied Biosystems 7300
ve 75007, “Chromo4”, “Smart Cycler”, “Rotor-
Gene”, “LightCycler” en fazla kullanilanlardir.

Ozgil Olmayan Belirleme Sistemi

SYBR Green |

Spesifik olmayan cift zincirli DNA'nin ¢gal-
timinda “SYBR Green |” yontemi kullanilir. Bu
yontemde kullanilan floresan boya sadece c¢ift zin-
cirli DNA'ya baglandgindan ¢galan DNA mikta-
rindaki artga paralel olarak “real-time” PCR ciha-
zinda okunan floresanin miktari dg gamanli
olarak artar. “SYBR Green I” en fazla kullanilan
boya ceitidir ve 497 nm dalga boyunda yiikselt-
genir ve 520 nm dalga boyunda indirgenir. Cift
sarmal DNA'nin kiicik olguna bg&lanan boya 30
amplifikasyon dongust sonrasi yalnizca aktivitesi-
nin % 6’sini kaybederSekil 1).2

Cogaltimin baginda reaksiyon kanminda cift
zincirli DNA molekdild, primerler ve “SYBR Green
I” boyasi bulunmaktadir. Bh olmayan serbest
DNA molekili ¢ok az bir floresansima yapar.
Primerler bglanip uzama b#adiginda boya moleki-
It ¢ift zincirli DNA’nin arasina girer ve floresaya-
yihmi balar. Balangictaki dongi boyunca sinyal
zayiftir; 0riin miktari arttikca floresan miktarizla
artar ve bu arii“real-time” cihazinin monitérinden
izlenebilir®

Bu yontem optimize edilrgi PCR sartlarinda
ve dizayni iyi yapilmy primerler ile ¢ok fazla sayi-
da hedef genin @altilmasina olanak verir. Flore-
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Sekil 1. Asimetrik siyanin boya SYBR Green I'in kimyas
yapisi®

san garetli problara ihtiya¢ gostermedicin mali-
yeti ucuzdur. Bunun yani sira yontemin dezavan-
tajlari da vardiristenmeyen PCR urtnlerin gad-
masi ile yine floresan g@a cikacgindan her za-
man istediimiz DNA'nin ¢ogaldigini isaret etmez
yanli pozitif sonu¢ almak mimkindir. Ortamda
hedef DNA dizisi olmadinda primerlerin birbiri
ile bglanmalari sonucunda “primer dimer”leri
olarak adlandirilan ve cift zincirli DNA bdlgeleri-
nin olusumu ile floresansima gozlenebilir. Cgal-
tilan DNA'nin istenilen hedef bélge olup olmadi-
gini anlayabilmek icin DNA’larin erime geisi
analizleri (“melting curve”, “dissociation”) yapil-
mas! gerekmektedir. Erimergsi analizi yapilmak
istendginde cihaz PCR tiplerini yayga Isitmaya
baslar. Cift zincirli DNA birbirinden ayrilmaya
basladiginda (melting temperature= Tm) floresan
boya serbest kalir ve okunan floresan miktari da
diser. Her bir DNA'nin belirli bir erime sicald
(Tm) derecesi vardir. Bu erime sicaklcogalan
DNA parcalarinin uzunguna ve icerdii GC/AT
oranina bghdir. Spesifik olmayan urtnlerin ¢o-
galmasinda (primer dimer’lerinde) argomiz
DNA pargcasinin Tm derecesi arasinda farklilik
olacaktir. Tm derecesinin farkli olmasi her Grinin
kendine 6zgl uzunfiu ve gen dizisi icermesin-
dendir. Bu yiizden Tm sicagliher Griin icin 6zel-
dir. Cazunlukla bu yéntemle bilinmeyen iki DNA
dizisi kagilastiriimak istendginde yontem giiveni-
lir bir sekilde kullanilabilir §ekil 2).°
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“SYBR Green” boya DNA cift iplikli oldu-
gunda DNA'ya baglanabilir.

nin sinyal olgturmasini engellemektedir. Prob
hedef DNA'ya bglanma durumunda bile floresan

. sinyal 6lgumu dgiktir. Cgaltilma sirasinda hedef
. nikleik asit dizisi tzerinde primerler ganma
bolgeleri arasinda “Tag Man” problar gwanirlar.

. Primerlerin bglanmasinin ardindan yeni zincir
olusmaya balar. Probun bg oldugu bdlgeye
gelindiginde Tag DNA polimeraz enzimi'53

nukleaz aktivitesi ile FAM'I probdan ayirir. Ser-
best hale gecen FAM sinyal gturur. DNA zincir

DNA'nin iki zinciri birbirinden ayrildiginda “SYBR
Green” boya serbest hale gecer

— . sentezi uzamaya devam eder. Her bir dongtide trin
‘ cogalimi arttikca floresanda ona ghaolarak art-
' maya devam edef¢kil 3)°
W — “TagMan® probe” yonteminde mutasyon tes-

piti ile birlikte sayisal dgerlere de ulglabildigin-
den aratiricilar icin avantaj s#@ar. Bu yodntem
standart bir protokolt ve kolay bir dizayni ve gok
az bir optimizasyonla gercektesi icin hem allelik
diskriminasyon hem de ekspresyon profilinin ¢i-
kartilmasinda kolaylikla kullanilfr.

L

vew

Polimerizasyon tamamlandiginda “SYBR Green”
boya cift iplikli DNA'ya baglanir ve floresan isima
yapar.

Molekiler Boncuk Y&ntemi

Molekdler boncuk yontemi hem yapisi hem de
calsma prensibi ile “TagMan® probe” ve “SYBR
Green I” yénteminden cok farklidif. Sac tokasi

Sekil 2. “SYBR Green I” yonten.

Ozgiil Belirleme Sistemi

DNA parcasinin ggaltilmak istenilen bolgesi
Ozel bir bdlge ise bu bdlgenin saptanmasinda
floresan garetli problar kullanilir. Bu tekniklerin
basinda “TagMan” prob, “Molecular beacon”,
“Light-up” prob, hibridizasyon prob ve “Scorpion”
primer gibi floresan saretli problar kullanilarak
yapilanlardir.

“TagMan® Probe” Yontemi

“TagMan® probe” yontemi “Double-Dye
Oligonucleotide”, “dual labeled probe” veya'“5
nuclease probe” olarak da adlandiriimaktadir.
“TagMan® probe” yontemi ggaltilmak istenilen
DNA'ya komplementer olan ve floresagaretlen-
mis tek zincirli bir prob igerir. Floresamsaretli
probun 5 ucunda “fluorophore” (6-karboksiflo-
resin= 6-FAM) ve 3 ucunda “quencher” (6-
karboksitetrametil-rodamin= TAMRA). 3’ ugtaki
basilayici TAMRA boyasi '5uctaki FAM boyasi-

Sekil 3. TagMan prob yontenfi.
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Sekil 4. Molekiler boncuk ydntenfi.

seklindeki yapinin yuvarlak u¢ kismi galtilacak
DNA ile komplementer tek zincirli DNA dizisini

icerir. Bu yapinin diiz olan ug¢ kisimlarinda 2 adet

florokrom boya igermektedir. Bunlardan baskilayi-
ci florofor diger boyanin floresansini engeller.
Molekdler boncuk probu soliisyon igerisinde ser-
best halde ikensima yapmaz. Cgaltilmak isteni-
len DNA bolgesi PCR ile g@lmaya bgladiginda
prob hedef DNA dizisine gore dizayn edgotiden
birbirleri ile kasilastiklarinda konformasyonu
degisir ve duz, cift zincirli hale gecer. Cunkl bu
yapi termodinamik olarak sac¢ tokasgeklinden
daha kararlidir. Molekiler boncuk hedef nukleik
asit dizisi ile hibridize olur olmaz boncuk moleki-
lindn yapisi d@stiginden ve boyalarda birbirle-
rinden uzaklgtigindan floresan miktari artar. Bu
teknikte olgan floresanin dlgimine dayanmakta-
dir (Sekil 4)2
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Sekil 5. Hibridizasyon prob yontertf

Molekdiler boncuk yonteminin en fazla kulla-
nildig1 alanlar; genetik tarama, SNP gaialari,
farmakogenetik caimalardir. Bu yontemde prob
dizayni ¢ok 6nemlidir ve optimahrtlar sglanma-
diginda o6zellikle uygun sicaklik bulunamasa
probun sa¢ tokasgeklindeki yapisi dgésmeyece-
ginden ortamda hedef DNA dizisi bulunsa bile
floresan gyima elde edilemeyebilft®

Hibridizasyon Prob Yontemi

Bu yontem Roche tarafindan “LightCycler®”
PCR cihazinda kullaniimak utzere g8filmis-
tir.>*° iki farkli prob dizayn edilmitir. 3’ ucunda
floresansgaretli boya (donor), 'Gucunda alici boya
(acceptor) bulunmaktadir. PCR reaksiyonu sirasin-
da bu iki prob hedef nikleik asit dizisineganip
birbirine yaklgtiginda bir enerji yayillimi olur
(FRET: Fluorescence Resonance Energy Transfer).
Enerji “donor” boyadan “acceptor” boyaya transfer
olur. Bu enerji transferi sonucunda gn
floresans miktari PCR stresince @uo triin mik-
tari ile dagru olarak artar§ekil 5).°
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