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Abstract

Molekiiler tekniklerdeki son gelismeler sayesinde elde edilen
orneklerdeki genomik degisiklikleri hizli ve dogru bir bigimde
Olgebilme olanagi dogmustur. DNA ve RNA’dan sayisal veya nitelige
yonelik olarak elde edilen yeni belirtegler morfolojik kullanima
girmig; medikal tanida son kararn konulmasmna dogru uzanan bir
yaptya buriinmiistir. Gerek DNA gerekse de RNA’ya yonelik
sayimsal ¢alismalar biyolojide ve biyomedikal arastirmalarda genis bir
bigimde kullanilmaktadir. Insan Genom Projesi’nin uygulandig:
cagimizda, hiicerelerdeki gen anlatiminin sayimina yonelik caligmalar,
gen anlatim kaliplarinin saptanmasinda ¢ok yiiksek diizeyde oneme
kavusmustur. ‘Ger¢ek zamanli sayimsal polimer zincir reaksiyonu’
son yillarda ortaya c¢ikan ve biyolojik enstriimanlarin rutin
kullanimiyla  duyarhilik, tekrarlanabilirlik ve kolay kullanimin
saglandig1 bir teknolojidir. Bu teknoloji niikleik asidlerin sayimiyla;
mutasyon saptamasi, genotipleme, simerizm analizleri yapabilen
yaratict bir yontemdir. Birden fazla kullanim 6zelligine sahip olan bu
yontem, yasam bilimleri ve molekiiler tipta ‘Ger¢cek zamanli sayimsal
polimer zincir reaksiyonu’ kullaniminin biiyilk Onemini acikca
sergilemektedir. Bu yazida bu yontemin ayrintilar1 gozden gegirilmis
ve hematolojik alanda kullanimi taranmustir.

Anahtar Kelimeler: Polimer zincir reaksiyonu,
hematoloji, gen anlatimi
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Recent advances in molecular techniques have provided the
opportunity to assess genomic alterations comprehensively and rapidly
in acquired samples. New markers derived from qualitative and
quantitative DNA and RNA have served to extend morphologic
interpretations and have thus been increasingly integrated into the final
medical diagnosis. DNA and RNA quantifications are widely used in
biological and biomedical research. In the era of the Human Genome
Project, quantitation of gene expression by cells is of paramount
importance in the investigation of gene patterns. Quantitative real
time-polymerase chain reaction (RT-PCR) technology has recently
reached a level of sensitivity, accuracy and practical ease that supports
its use as a routine bioinstrumentation for gene level measurement. It
has evolved into the state-of-the-art technique for the quantification of
nucleic acids for mutation detection, genotyping and chimerism
analysis. The extremely versatile technique of quantitative RT-PCR
has had an enormous impact on the life sciences and molecular
medicine. In this article, details of this method are reviewed and its
haematological usage is examined.

Key Words: Polymerase chain reaction,
hematology, gene expression

Sayimmsal ‘Gercek Zamanli-Polimer

Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)’ Nedir?
loresan 1s1ma tekniklerinin  kullanima
girmesiyle kinetik RT-PZR’de bir devrim
yasanmaktadir. Sayimsal RT-PZR, bilinen
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PZR teknolojisinin gelistirilmis bir bi¢imidir
denilebilir. Son yillarda giindeme
heyecan veren bu gelisim sayesinde artik gen
kopya {iriinlerinin diizeylerini sayisal degerlere
doniistiirerek 6l¢mek miimkiin olmaktadir. Ustelik
siiregelen PZR reaksiyonunu ekranda izleyerek
gercek “Real Time (RT)” olarak
reaksiyonun gidisine miidahale etmek ve PZR
dongiilerinin ~ sayisiyla ~ oynayabilmek  de
miimkiindiir. Bircok adlandirmayla anilan bu
teknolojiye floresan okuma yapmasi nedeniyle
yabanct yayinlarda Floresan Sayimsal RT-PZR,

bilimsel

zamanli

653



Savli ve ark.

Tibbi Biyoloji-Genetik

Sayimsal-kinetik PZR gibi ¢esitli adlar altinda
rastlamak miimkiindiir. Biz bu yazimizda sayimsal
RT-PZR deyisini kullanacagz.

Sayimsal RT-PZR’nin
Kullanim Alam Nedir?

Yapilan bir¢ok yayindan anlasilmaktadir ki
mRNA anlatim diizeylerinin saptanmasindan DNA
kopya numaralarinin sayimina, allelik
ayrismalardan viral titrasyonlarin Olclimiine dek
genisleyen uygulama alaniyla, bu teknoloji
bilimsel ¢alismalarda ana akimlardan biri haline
gelmektedir.' Fakat bugiin icin en cok uygulanan
kullanim alani gen anlatim analizleridir.

Gen anlatiminin analizi yasama ait biiyiime,
farklilasma ya da patolojik sapmalarin saptanmasi
icin ¢ok onemlidir. Sayimsal RT-PZR yontemiyle
spesifik  genlerin transkripsiyon diizeylerinin
saptanmasit gen anlatmini Slgme amaciyla
kullanilan yeni bir yaklagimdir. Bu sayede timor
hiicrelerinin  ilac  direnglerinden = kemoterapi
taramalarina ve tiimor evrelerinin molekiiler
saptanmasina kadar uzanan bircok farkli alanda
gen anlatimimi sayisal bir deger olarak olgmek
miimkiin olmaktadir.”*

Gen anlattimini 6lgmek amaciyla RNA’dan
cevrilen cDNA’nin yani baska bir deyisle
‘transkripsiyonun’ sayimi i¢in ge¢miste kullanilan
cesitli metotlar vardi. Bugiin de kullanimda olan bu
yontemler ic¢inde ‘Northern Blotting’ analizleri
ayrica mRNA’nin  boyutlaniyla ilgili  bilgi
vermesiyle dikkat ¢cekmektedir. Bir diger yontem
olan ‘RNA’se Protection Assay’ ise Ozellikle
transkripsiyonun baslangic ve sonlanis noktalariin
haritalanmas1 i¢in kullanilmaktadir. Cok etkileyici
olan ve bilimsel giindemi isgal eden “microarray”
(mikrodizilim) teknolojisi ise maddi yiikiiniin
biiylik olmasina karsin, gercek zamanli olarak
binlerce sekansi ayni anda analiz etme avantaji
vermektedir. Tiim bu tekniklerin  getirdigi
avantajlarina ragmen sayimsal RT-PZR’e karsi
goreceli olarak diisiik duyarlilikta kalmalari
transkripsiyon sayiminda ilk tercih olarak bu
teknolojiyi 6n plana ¢ikarmaktadir. Gen anlatimini
6lcmede son 20 yildir kullanilan klasik RT-PZR’de
duyarlilik alanimi arttirmak icin “iki basamakli”
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hatta “lic basamakli-nested” RT-PZR yaklasimi da
kullanilmakta fakat buna bagli olarak da
reaksiyonun spesifikligindeki azalmadan
yakinilmaktadir.>® Sonuc¢ olarak sayimsal RT-
PZR’nin son yillarda konvansiyonel ve modern
bir¢ok yonteme kars1 yildiz1 giderek parlamaktadir.
‘Gelecek donem, genetik camiasinin sayimsal RT-
PZR  teknolojisinin  standardizasyonuyla ve
mikroarray teknolojisiyle olan koordinasyonuyla
ugrasacagi bir donem olacak’ denilmektedir.”

Giincel Kullammmda En Sik Karsilasilan
Sayimsal RT-PZR Sistemleri Nelerdir?

Bugiin i¢in yaygin olarak kullanimda olan {ii¢
ayrt sistem piyasada mevcuttur. Bunlardan ilki
olan ABI Prism 7700 (Perkin Elmer Applied
Biosystems, USA) 96 delikli bir termal 1s1tict icerir
ve 500 nm-660 nm floresan araligini olgebilme
kapasitesindedir. Genelde 2 saatlik bir Ol¢lim
zamanm i¢inde sonug¢ verebilme ve fazla sayida
Ornegi ayni anda analiz edebilme 6zelligine karsin
tam olarak “RT” yontemi oldugunu soylemek
zordur ciinkii RT-PZR analizi ancak amplifikasyon
siireci sonunda yapilabilmektedir. Fakat Ornegin
LightCycler (Roche Molecular Biochemicals-
Mannheim, Germany)’da kullanilan kirilgan cam
tiiplere gore ince duvarlh plastik tiipler kullanilmasi
da bir bagka avantajdir. Sistem bu tiiplere eklenmis
bir kamera yardimiyla floresam algilamaktadir.
Piyasada yaygin olarak kullanilan ikinci yontem
LightCycler, sicak hava akimiyla 1sinan bir kapal
sistemdir. Performans olarak hem duyarliligi hem
ozgiilliigii. ABI Prism 7700 sistemine esit olarak
bildirilmistir.®

LightCycler 20 dk.’ya kadar inebilen RT-PZR
olanagina  karsin  yalmzca 32  reaksiyon
gerceklestirebilen bir sistemdir. Ug foto saptama
ucuyla farkli dalga boylarina yayilabilen bir
gorsellik avantaji vardir ve PZR dongiilerinin her
biri sonunda ekrana bilgi yansimasiyla tam bir
“RT” yontemidir.

Sisteme daha sonradan katilan BioRad
Instruments’in  i-cycler adli yOntemiyse bir
‘thermal-cycler’ cihazimm optik bir modiile
baglayan, hem ABI 7700 hem de LightCycler’dan
daha genis bir dalga boyunda saptama yapabilme
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avantajina sahiptir. Ayrica dort ayrt floresan
bildiricisiyle alternatif RT-PZR secgeneklerine
imkan saglar. Ustelik 96 ornegi ABI 7700’deki
gibi gercek zamanli degil ardisik olarak
tarayabilme imkan1 da saglamaktadir. Her ii¢ cihaz
da kullanicilarinin elinde basariyla
uygulanmaktadir.

Ayrica kullanirmda SmartCycler, Rotor-gene
gibi bagka markalarda olup her gecen giin bunlara
yenileri de eklenmektedir.

Saymimsal RT-PZR Yontemi
Nasil Uygulanir?
Orneklerin hazirlanmasi

Kantitasyondaki ana hedef, gen anlatiminin
Olciilmesi oldugunda sayimsal PZR yontemi,
mRNA {izerinden gerceklestirilir. RNA, her tiirlii
dokudan elde edilmekle birlikte hematolojide
kullanim1 en kolay materyaller kan ya da kemik
iligidir. Kan/kemik iligi materyalinden beyaz
hiicreler aynistirilir. Daha sonra ¢esitli yontemlerle
total RNA elde edilir. Total RNA elde edilirken
kullanilan yontemlerde genellikle DNA bulasig
saptanir. 1ki farkli 6rnek arasinda gozlenen farkli
degerler, oOrneklerin DNA bulasiklik seviyeleri
arasindaki farkliliktan kaynaklanabilir. Bu nedenle
elde edilen total RNA ornekleri DNase enzimi ile
muamele edilerek DNA bulasimi giderilmelidir.
DNase enziminin cDNA sentezi Oncesi ortamdan
uzaklastirilmas1 da reaksiyon 6zgiilliigli acisindan
onemlidir. Elde edilen RNA’nin kalitesi agaroz jel
elektroforezi  ile  konsantrasyonu ise UV
spektrofotometresiyle tespit edilebilir.
Kantitasyonun basarili olmasi kullanilan en ¢ok
RNA’nin kalitesine baglidir.

Kantitasyon islemi genellikle DNase enzimi
ile islemis 1 pg total RNA {izerinden sentezlenen
cDNA ile gerceklestirilir. cDNA sentezi icin Ters
Transkriptaz PZR yontemi kullanilir. Bu yontemde
ozgilin primerler ve ‘Revers Transkriptaz’ enzimi
kullanilarak total RNA’dan cDNA elde edilir.

PZR asamasi

Kantitasyonda anlatim miktar1 belirlenmek
istenen ornekler, icerdigi cDNA miktar1 bilinen
standartlarla PZR sonunda Kkarsilastirilir. Bu
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standartlar genellikle 10’lu diliisyonlar halinde
hazirlanir ve amplifikasyonlari, her dokuda ayni

diizeyde anlatima girdigi bilinen genlerle
(‘housekeeping gen’ler) gergeklestirilir.  Dis
kontrol olarak da adlandirilan bu standart

orneklerin esik degerine girdikleri dongli PZR aleti
tarafindan saptanir. Bu dongii, ortam kirliliginden
kaynaklanan floresan sinyalinin {stiinde bir
floresan sinyalin alindigr dongiidiir. Reaksiyon
sonunda, standartlarin esik degerleri belirlenerek
bir egri olusturulur. Miktarlar1  bilinmeyen
orneklerin bu egriyi kestigi dongiiler belirlenerek
miktar sayim1 yapilabilir.

Eger yapilacak olan goreceli gen sayimu ise,
calisilacak her ornek icin iki farkli karisim
hazirlanir. Karigimlardan ilki “house keeping gen”
adi verilen anlatimi sabit gen primerlerini
icerirken, ikincisi anlatimi Olgiilecek gene ait
primerleri icerir. Yani tiim Ornekler hem
incelenecek genle hem de ‘housekeeping gen’le
amplifiye edilir. Bu ikinci 6rnek i¢ kontrol olarak
da adlandirilmaktadir. PZR sonunda arastirilan
genin degeri, i¢ kontrol genin degerine oranlanarak
oOlciiliir ve normalize edilir.

Kisisel deneylerimizde yararlandigimiz SYBR
Green I boyasi floresan 1s1may1 saptamak i¢in en
stk kullamlan boyadir.”!' SYBR Green I disinda
isaretli problardan da yararlanilabilir. Bu daha
masrafli  bir yaklasimdir. SYBR Green I, cift
iplikli DNA’ya baglanir. Ortamdaki cift iplikli
DNA sayisi arttikga, yani amplifiye olan cDNA
miktar1 arttikca elde edilen floresan miktar1 da
artacaktir.

PZR sonucu elde edilen iiriinlerin gercek PZR
tiriinii olup olmadigi “‘erime egrisi” yontemi ile
kontrol edilmelidir. Erime 1sis1 (Tm), bir
amplifikasyon {iriinii genin %350’sinin denatiire
oldugu sicaklik degeridir ve bu deger genin
dizisine ve %GC oranina bagli olarak faklilik
gosterir. Erime egrisi yontemi de bu ozellikten
yararlanarak, @ PZR  sonunda elde edilen
amplifikasyon egrilerinin gen {iriini mii yoksa
primer dimer ya da ortam kirliligine bagli bir egri
olup olmadigini belirler.
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Sayimsal RT-PZR Uygulamasinda
Dikkat Edilmesi
Gereken Noktalar Nelerdir?

Sayimsal RT-PZR uygulamalar1 teknigin asiri
duyarliligindan dolayr ayn1 zamanda ¢ok risklidir.
Elde edilen sonuglar1 giivenilir kilabilmek icin
gerek kendi deneyimlerimizden gerek bagka
uygulamalardan  sonuglar  cikardik.”" Su
diizenlemelerin yapilmasi 6nemlidir.

a) Hedef bolge uzunluklarimin diizenlenmesi:
ABI Prism 7700 ile 400 bp’e kadar varan kopyalar
elde edilebildigi bildirilmesine karsin RT-PZR’de
optimal hedef uzunlugunun 100 bp’den daha kisa
olmasi1 hedeflenir ve 80 bp civarina diismesi arzu
edilir.”> Bunun nedeni, 92-95°C arasina diisen
denatiirasyon araligim1  gerek primer
problarla yakalayabilme arzusudur.

gerek

b) Primer diizenlenmesi: Iyi diizenlenmis
primerler dogru bolgelere baglanarak
amplifikasyon ya da genomik DNA
kontaminasyonundan kaynaklanan yanlis pozitif
sonuclar1 6nleyebilir. Ideal bir amplifikasyon icin,
primer secimi Tm sonucuna bakilarak yapilmalidir
ve primer boylart birbirine yakin olmalidir.
Genomda hedeflenenden baska bolgelere uyumlu
olup olmadiginin tiirler arasinda da kontrol
edilmesi ~ 6nemlidir. Bu nedenle  primer
diizenlenmesi i¢in hazirlanmis cesitli bilgisayar
programlart  kullanilmaktadir ki bunlarin  bir
boliimiinii sistem liretici firmalar da saglamaktadir.
Genel olarak tek zincirli primerler 15-20 baz
uzunlugunda ve G/C igerikleri arasindaki fark
%20-%70 arasinda olmalidir. Tm dereceleri 1-
2°C’den fazla olmamali ve maksimum Tm 58-
60°C olmalidir.

Primerler konsantrasyon olarak genelde 50-
200 nm arasinda ortamda bulunur ve daha fazla ya
da daha diisik konsantrasyonlar nonspesifik
triinler veya hedef kopya sayisinda goreceli
diisiikliikle analizlerde zorluga yol acabilir. Ayrica
3’ ucundaki son 5 bazda G-C bazlarinin sayisini bir
ya da ikiden fazla olmayacak gsekilde
bicimlendirmek de faydalidir. Boylece DNA
polimerazin non-spesifik uzantilandirmalarinin
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Oniine gecilebilir.

¢) Sayimmsal RT-PZR’de esik degerlerin ve
dis standart egrilerinin diizenlenmesi: Floresan
bazli RT-PZR’de esikler, dogru ve yenilenebilir
kantifikasyon yapmada en 6nemli noktalardir."
RT-PZR’de floresan degerler her déngii sonunda
Olciilerek kopyalanip iiriin miktar1 hakkinda bilgi
Fakat  baslangictaki
kirliliginin yarattig1 sinyal karmasasini devredist
birakarak 6lgmek icin esik noktasinin tayini ¢ok
Oonemlidir.

edinilmektedir. ortam

Bir diger 6nemli nokta da standart egrilerinin
dogru diizenlenmesidir. Bu amacla ‘goreceli’ ya da
‘saf’ kantifikasyon yaklasimlarindan birini se¢mek
miimkiindiir. Baslangic ve dolayisiyla sonug
miktari1  bildigimiz standartlar cesitli seyreltiler
halinde reaksiyona konulur. Amplifikasyon sonucu
ortaya c¢ikan matematik egri sayesinde diger
iriinlerimizin  de  matematik  kantifikasyonu
miimkiin olacaktir.

‘Goreceli kantifikasyon’da bilinen bir ampli-
konun varliginda bir niikleik asidin kalibrator olarak
kullanilist s6z konusudur. Elde edilen sonu¢ bu
bilinen amplikonla kiyaslanarak hesaplanir. Baska
bir deyisle hedef genin esik degerini asan kopyalar1
kalibratér genin esik degerini asan kopyalariyla
deney sonunda kiyaslanir. ‘Saf kantifikasyon’daysa
hiicre tam sayis1 Ol¢iilmektedir ve bu nedenle saf
standart egri konsantrasyonlarinin 6l¢timii her bir
amplikonun icerdigi hiicre sayisin1 anlamak igin
Onemlidir.

d) Saymmsal RT-PZR sonuclarmin
normalizasyonu: RT-PZR’de mRNA
kantifikasyonuna  ait  yanhsliklar  baslangi¢

materyaline ait kiiciik farkliliklarin amplifikasyon

tiriinde katlanarak yansimasindan da
kaynaklanabilir. Bu durum ozellikle farkli
bireylerden alinan orneklerle baslanan

reaksiyonlarda izlenir. Bir i¢ kontrol kullanilarak bu
baglangic farkliliklarimi standardize etmek ve elde
edilen sonucun normalizasyonu bu yiizden cok
faydalidir. Ideal bir i¢ kontrol (ya da genel tammyla
internal standart) farkli doku ve organizmalarda
belli bir bicimde anlatima girmeli ve terapilerden
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etkilenmemelidir. Bu amacla kullanilan
‘housekeeping gen’ler Okaryotlarda c¢ok cesitli
olmakla birlikte en iinlilleri GAPDH, B actin ve
rRNA’dirlar. Oysa 6zellikle hematolojide bu
genlerin kararli davraniglar1 hakkinda ©6nemli
kuskular olugsmustur. GAPDH yillardir 6nerilmekle
birlikte buna ciddi itirazlar da gelmistir."*"* B actin
ise daha eski ve c¢ok kullanilmig bir internal
standarttir.’®  Ama B mRNA’sinin
kolaylikla bulasik DNA’yr da amplifiye ettigi
bildirilmistir."” Ribozomal RNA’lar ise 6zellikle
insan caligmalarinda daha giivenilir olmakla
birlikte biyolojik faktorlerden etkilenebildigi de
rapor edilmistir.'®'” Son zamanlarda ozellikle

hematolojide B2 mikroglobulin ve ABL genleri

actin’in

izerinde bir uzlasmaya varilmis ve internal
housekeeping kullaniminda yalnizca bu genlerin
kullanilmasi bigciminde bir ortak diisiinceye
ulastlabilmistir.”

Saymmsal RT-PZR
Teknolojisinin Hematolojide Kullanim
Ozellikle son 2 yilda hematolojide bir patlama
biciminde genisleyen hematolojik gen
kantifikasyonlarin birkag baslik altinda
siniflandirmak gerekirse:

Minimal rezidiiel hastaliklar

Sayimsal RT-PZR  yardimiyla
rezidiiel hastaliklarla baglantili  6zgiin  gen
diizeylerinin saptanmas1 16semi kliniklerine bilyiik
bir katki saglayacak potansiyeldedir. Bu amagla
diizeyleri saptanan BCR/ABL, AMLI1/MTGS,
PML/RARalpha, CBFbeta/MYHI11, TEL/AMLI,
E2A/PBX1, MLL/AF4, MLL/AF9 gibi bir¢ok gen
mevcuttur.

minimal

Farkli merkezlerde yapilan bircok gene ait
diizey saptama calismasint bir ag
iligkilendirerek yontemin standardizasyonu ve
tedavi protokollerinin giincellenmesi
amaclanmaktadir.”’ Sayimsal ~RT-PZR’le ilgili
karsilastirmali caligsmalar gerek klasik RT-PZR
gerek FISH yoOntemine gore minimal rezidiiel
hastalik takibinde bu teknolojinin {istiinligiinii
kanitlamaktadir.”*>  Ozellikle kronik miyelositik

iizerinden
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losemilerde minimal rezidiiel hastalik takibinde
p210 ve pl90 proteinlerini kodlayan mRNA
BCR/ABL diizeylerinin bu yontemle
kantifikasyonu %100 spesifiklik ve %0.0001
diizeylerine varan duyarlilik alam icinde miimkiin
olabilmektedir.* BCR/ABL diizeylerinin bu
yontemle takibindeki yararlar AML’de de
tanimlanmstir.*® Allojenik kemik iligi
transplantasyonu hastalarda da remisyon izlemede
rutin kemik iligi takip islemlerinde bu yiizden goz
dolduran bir teknolojidir.”” Minimal rezidiiel
hastalik takibinde AMLI/ETO t(8;21)(q22;q22)
flizyonuna denk gelen bilesik {iriiniin saptanmasi
Sayimsal RT-PZR
kullanimi, ALL’ye ait minimal rezidiiel hastalik
takibinde de dikkat gekicidir.*

PML/RARalpha

Akut promiyelositik l6semi (APL) 15.
kromozomdaki (PML) ve 17. kromozomdaki
(RARalpha) genleri arasinda bir translokasyonla
karakterizedir. Sayimsal RT-PZR yardimiyla, bu
flizyona ait mRNA’sinin saptanmast APL’nin
tanisinda (ATRA ve Arsenik gibi tedavi edici
ajanlara olan yanmitin Olclilmesinde, minimal
rezidiiel hastalik takibinde ve relapslarin
belirlenmesinde giivenli ve hizli bir
yardimeidir.”®*' Ayrica  APL  hastalarimn
prognozunda ve risk Ol¢iimiinde faydaliligim

.. 28
s0z konusu olmaktadir.

gosteren ¢ok genis Olgekli calismalar da
bulunmaktadir.”
Wilms tiimor geni (WT1)

WT1 geninin kantifikasyonu bircok ekip
tarafindan basariyla uygulanmustir.”>** Ozellikle
AML’de anlatimu izlenen bir pan-losemik belirteg
olarak amilmaktadir ve KML’de terapiye yanit
olciiminde de  kantifiye  edilmektedir.’>*®
Calismalar sonucunda bu genin anlatiminin
AML’de ¢ok diisiik diizeylerde izlenmesinin iyi
prognoz oldugu
MDS’ye ait risk Olciimiinde giivenli bir belirteg

belirtisi anlagilmaktadir.”’

olarak anilmakta-
dir.*®
Apoptozis
Sayimsal RT-PZR yardimiyla apoptozis
657
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kantifikasyonu da apoptozisin su ana dek
proteinden saptamiyor olmasina karst getirilen
onemli bir gelismedir. Gerek bcl2, bax, dapkl,
myc, bad, WT1, mcll gibi genlere ait ekspresyon
analizleri gerek baska ekiplerce yapilan RNA Y1
(hY1) gen kantifikasyonu bu amacla uygulanan
basarili calismalardandir.™

Immiinglobulin (Ig) ve
T-cell reseptor (TCR) genleri

Rutine yo6nelik uygulamalar icinde ozellikle
ALL takibinde klona spesifik Ig ve TCR genine ait
uygulamalar dikkati c¢ekmektedir ve rutindeki
uygulamasiyla sonuglarin dogrulugundaki
korelasyondan  ovgiiyle soz  edilmektedir.”
Ozellikle konvansiyonel PZR islemlerine gore
PZR sonrasi basamaklarin olmamasi ve tanisal
duyarlilik nedeniyle sayimsal PZR bir tercih
sebebidir.’ Yine benzer sekilde Ig agir zincir
CDRIII bolgelerinin kantifikasyonu ile B hiicreli-
KLL takibinde c¢ok elverigli bir yonteme
kavusuldugu séylenmektedir.*' Bu 6lgiimlerin 5 x 10
normal hiicre arasinda tek bir tiimor hiicresini bile
saptayabilerek relapslarda c¢ok erken tanmi olanagi
verdigi sdylenmektedir.***

Sayimsal PZR yontemiyle hematolojide
incelenen diger genler

Yontemin hizli gelisimi nedeniyle bu genlerin
timiinii siralamak olanaksizdir. Ancak bazi ilgi
ceken caligmalara deginmek gerekirse; AML’de
mutasyon taramasina Ornek olarak bu hastalarda
%7 oraninda izlenen “CCAAT/enhancer binding
protein (CEBPA)” genine yonelik taramalar
gosterilebilir ki bu teknoloji sayesinde iyi-risk
atfedilen bir AML alt grubunun takibi miinkiin
olacaktir denilmektedir.*’ Losemideki kritik rolii
yeni tanimlanmis olan HOX genine ait anlatim
analizleri de dikkat cekmektedir. Bu gen grubu
muhtemelen Oniimiizdeki donemde ¢ok calisan ve
incelenen bir grup olacaktir.**

“Multidrug resistance protein 1 (MDR1)” geni
AML’deki tedavi semalarim1i onemli oOlgiide
etkileyen  bir  molekiildir = ve  basariyla
kantifikasyonunun prognostik Gnemi biiyiiktiir.*’
CDK molekiilleri ve 6zellikle cyclin D1 gibi hiicre
siklusunda ©Onemli rol oynayan molekiillerin
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diizeylerinin 6l¢iilmesi kanserlesme mekanizmalari
acisindan  da  onemlidir.*  Ayrica  cesitli
hematopoetik malignensilerde lymphotoxin beta
gibi genlerin kantifikayonuyla tan1 ve tedavide
hizli-etkin-giivenilir sonuclara gidilmektedir.*’

Infant AML olgularinda sik izlenen MLL
genine ait yeniden diizenlenmelerin de bu
yontemle tayini tedaviye yonelik yeni katkilar
saglamaktadir.*®

Sonuc¢

Sayimsal RT-PZR yeni bir teknoloji olmasina
ragmen getirdigi iistiinlikler nedeniyle kullanimi
hizla yayginlagmaktadir. Mutasyon ve
translokasyonlarin  tamistna  hiz  ve  yiiksek
duyarlilik getirmektedir. Gen anlatim analizinde
kullamilan ilk secenek haline gelmesi dikkat
cekicidir. Hematolojide giivenle kullanilabilecek
‘housekeeping gen’lerinin tanimlanmi§g olmasi ve
son yillarda edinilen zengin deneyim Onemli bir
avantajdir.
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