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Sayımsal ‘Gerçek Zamanlı-Polimer  
Zincir Reaksiyonu (RT-PZR)’ Nedir? 

loresan ı�ıma tekniklerinin kullanıma 
girmesiyle kinetik RT-PZR’de bir devrim 
ya�anmaktadır. Sayımsal RT-PZR, bilinen 

PZR teknolojisinin geli�tirilmi� bir biçimidir 
denilebilir. Son yıllarda bilimsel gündeme 
heyecan veren bu geli�im sayesinde artık gen 
kopya ürünlerinin düzeylerini sayısal de�erlere 
dönü�türerek ölçmek mümkün olmaktadır. Üstelik 
süregelen PZR reaksiyonunu ekranda izleyerek 
gerçek zamanlı “Real Time (RT)” olarak 
reaksiyonun gidi�ine müdahale etmek ve PZR 
döngülerinin sayısıyla oynayabilmek de 
mümkündür. Birçok adlandırmayla anılan bu 
teknolojiye floresan okuma yapması nedeniyle 
yabancı yayınlarda Floresan Sayımsal RT-PZR, 
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Özet 
Moleküler tekniklerdeki son geli�meler sayesinde elde edilen 

örneklerdeki genomik de�i�iklikleri hızlı ve do�ru bir biçimde 
ölçebilme olana�ı do�mu�tur. DNA ve RNA’dan sayısal veya niteli�e 
yönelik olarak elde edilen yeni belirteçler morfolojik kullanıma 
girmi�; medikal tanıda son kararın konulmasına do�ru uzanan bir 
yapıya bürünmü�tür. Gerek DNA gerekse de RNA’ya yönelik 
sayımsal çalı�malar biyolojide ve biyomedikal ara�tırmalarda geni� bir 
biçimde kullanılmaktadır. �nsan Genom Projesi’nin uygulandı�ı 
ça�ımızda, hücerelerdeki gen anlatımının sayımına yönelik çalı�malar, 
gen anlatım kalıplarının saptanmasında çok yüksek düzeyde öneme 
kavu�mu�tur. ‘Gerçek zamanlı sayımsal polimer zincir reaksiyonu’ 
son yıllarda ortaya çıkan ve biyolojik enstrümanların rutin 
kullanımıyla  duyarlılık, tekrarlanabilirlik ve kolay kullanımın 
sa�landı�ı bir teknolojidir. Bu teknoloji nükleik asidlerin sayımıyla;  
mutasyon saptaması, genotipleme, �imerizm analizleri yapabilen 
yaratıcı bir yöntemdir. Birden fazla kullanım özelli�ine sahip olan bu 
yöntem, ya�am bilimleri ve moleküler tıpta ‘Gerçek zamanlı sayımsal 
polimer zincir reaksiyonu’ kullanımının büyük önemini açıkça 
sergilemektedir. Bu yazıda bu yöntemin ayrıntıları gözden geçirilmi� 
ve hematolojik alanda kullanımı taranmı�tır.   

Anahtar Kelimeler: Polimer zincir reaksiyonu, 
                                  hematoloji, gen anlatımı 
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 Abstract 
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. 
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Sayımsal-kinetik PZR gibi çe�itli adlar altında 
rastlamak mümkündür. Biz bu yazımızda sayımsal 
RT-PZR deyi�ini kullanaca�ız.  

Sayımsal RT-PZR’nin  
Kullanım Alanı Nedir? 

Yapılan birçok yayından anla�ılmaktadır ki 
mRNA anlatım düzeylerinin saptanmasından DNA 
kopya numaralarının sayımına, allelik 
ayrı�malardan viral titrasyonların ölçümüne dek 
geni�leyen uygulama alanıyla, bu teknoloji 
bilimsel çalı�malarda ana akımlardan biri haline 
gelmektedir.1 Fakat bugün için en çok uygulanan 
kullanım alanı gen anlatım analizleridir.  

Gen anlatımının analizi ya�ama ait büyüme, 
farklıla�ma ya da patolojik sapmaların saptanması 
için çok önemlidir. Sayımsal  RT-PZR yöntemiyle 
spesifik genlerin transkripsiyon düzeylerinin 
saptanması gen anlatımını ölçme amacıyla 
kullanılan yeni bir yakla�ımdır. Bu sayede tümör 
hücrelerinin ilaç dirençlerinden kemoterapi 
taramalarına ve tümör evrelerinin moleküler 
saptanmasına kadar uzanan birçok farklı alanda 
gen anlatımını sayısal bir de�er olarak ölçmek 
mümkün olmaktadır.2-4 

Gen anlatımını ölçmek amacıyla RNA’dan 
çevrilen cDNA’nın yani ba�ka bir deyi�le 
‘transkripsiyonun’ sayımı için geçmi�te kullanılan 
çe�itli metotlar vardı. Bugün de kullanımda olan bu 
yöntemler içinde ‘Northern Blotting’ analizleri 
ayrıca mRNA’nın boyutlarıyla ilgili bilgi 
vermesiyle dikkat çekmektedir. Bir di�er yöntem 
olan ‘RNA’se Protection Assay’ ise özellikle 
transkripsiyonun ba�langıç ve sonlanı� noktalarının 
haritalanması için kullanılmaktadır. Çok etkileyici 
olan ve bilimsel gündemi i�gal eden “microarray” 
(mikrodizilim) teknolojisi ise maddi yükünün 
büyük olmasına kar�ın, gerçek zamanlı olarak 
binlerce sekansı aynı anda analiz etme avantajı 
vermektedir. Tüm bu tekniklerin getirdi�i 
avantajlarına ra�men sayımsal RT-PZR’e kar�ı 
göreceli olarak dü�ük duyarlılıkta kalmaları 
transkripsiyon sayımında ilk tercih olarak bu 
teknolojiyi ön plana çıkarmaktadır. Gen anlatımını 
ölçmede son 20 yıldır kullanılan klasik RT-PZR’de 
duyarlılık alanını arttırmak için “iki basamaklı” 

hatta “üç basamaklı-nested” RT-PZR yakla�ımı da 
kullanılmakta fakat buna ba�lı olarak da 
reaksiyonun spesifikli�indeki azalmadan 
yakınılmaktadır.5,6 Sonuç olarak sayımsal RT-
PZR’nin son yıllarda konvansiyonel ve modern 
birçok yönteme kar�ı yıldızı giderek parlamaktadır. 
‘Gelecek dönem, genetik camiasının sayımsal RT-
PZR teknolojisinin standardizasyonuyla ve 
mikroarray teknolojisiyle olan koordinasyonuyla 
u�ra�aca�ı bir dönem olacak’ denilmektedir.7 

Güncel Kullanımda En Sık Kar�ıla�ılan 
Sayımsal RT-PZR Sistemleri Nelerdir? 

Bugün için yaygın olarak kullanımda olan üç 
ayrı sistem piyasada mevcuttur. Bunlardan ilki 
olan ABI Prism 7700 (Perkin Elmer Applied 
Biosystems, USA) 96 delikli bir termal ısıtıcı içerir 
ve 500 nm-660 nm floresan aralı�ını ölçebilme 
kapasitesindedir. Genelde 2 saatlik bir ölçüm 
zamanı içinde sonuç verebilme ve fazla sayıda 
örne�i aynı anda analiz edebilme özelli�ine kar�ın 
tam olarak “RT” yöntemi oldu�unu söylemek 
zordur çünkü RT-PZR analizi ancak amplifikasyon 
süreci sonunda yapılabilmektedir. Fakat örne�in 
LightCycler (Roche Molecular Biochemicals-
Mannheim, Germany)’da kullanılan kırılgan cam 
tüplere göre ince duvarlı plastik tüpler kullanılması 
da bir ba�ka avantajdır. Sistem bu tüplere eklenmi� 
bir kamera yardımıyla floresanı algılamaktadır. 
Piyasada yaygın olarak kullanılan ikinci yöntem 
LightCycler, sıcak hava akımıyla ısınan bir kapalı 
sistemdir. Performans olarak hem duyarlılı�ı hem 
özgüllü�ü ABI Prism 7700 sistemine e�it olarak 
bildirilmi�tir.8 

LightCycler 20 dk.’ya kadar inebilen RT-PZR 
olana�ına kar�ın yalnızca 32 reaksiyon 
gerçekle�tirebilen bir sistemdir. Üç foto saptama 
ucuyla farklı dalga boylarına yayılabilen bir 
görsellik avantajı vardır ve PZR döngülerinin her 
biri sonunda ekrana bilgi yansımasıyla tam  bir 
“RT” yöntemidir.  

Sisteme daha sonradan katılan BioRad 
Instruments’ın i-cycler adlı yöntemiyse bir 
‘thermal-cycler’ cihazını optik bir modüle 
ba�layan, hem ABI 7700 hem de LightCycler’dan 
daha geni� bir dalga boyunda saptama yapabilme 
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avantajına sahiptir. Ayrıca dört ayrı floresan 
bildiricisiyle alternatif RT-PZR seçeneklerine 
imkan sa�lar. Üstelik 96 örne�i ABI 7700’deki 
gibi gerçek zamanlı de�il ardı�ık olarak 
tarayabilme imkanı da sa�lamaktadır. Her üç cihaz 
da kullanıcılarının elinde ba�arıyla 
uygulanmaktadır.  

Ayrıca kullanımda SmartCycler, Rotor-gene 
gibi ba�ka markalarda olup her geçen gün bunlara 
yenileri de eklenmektedir. 

Sayımsal  RT-PZR Yöntemi  
Nasıl Uygulanır? 

Örneklerin hazırlanması 
Kantitasyondaki ana hedef, gen anlatımının 

ölçülmesi oldu�unda sayımsal PZR yöntemi, 
mRNA üzerinden gerçekle�tirilir. RNA, her türlü 
dokudan elde edilmekle birlikte hematolojide 
kullanımı en kolay materyaller kan ya da kemik 
ili�idir. Kan/kemik ili�i materyalinden beyaz 
hücreler ayrı�tırılır. Daha sonra çe�itli yöntemlerle 
total RNA elde edilir. Total RNA elde edilirken 
kullanılan yöntemlerde genellikle DNA bula�ı�ı 
saptanır. �ki farklı örnek arasında gözlenen farklı 
de�erler, örneklerin DNA bula�ıklık seviyeleri 
arasındaki farklılıktan kaynaklanabilir. Bu nedenle 
elde edilen total RNA örnekleri DNase enzimi ile 
muamele edilerek DNA bula�ımı giderilmelidir. 
DNase enziminin cDNA sentezi öncesi ortamdan 
uzakla�tırılması da reaksiyon özgüllü�ü açısından 
önemlidir. Elde edilen RNA’nın kalitesi agaroz jel 
elektroforezi ile konsantrasyonu ise UV 
spektrofotometresiyle tespit edilebilir. 
Kantitasyonun ba�arılı olması kullanılan en çok 
RNA’nın kalitesine ba�lıdır. 

Kantitasyon i�lemi genellikle DNase enzimi 
ile i�lemi� 1 �g total RNA üzerinden sentezlenen 
cDNA ile gerçekle�tirilir. cDNA sentezi için Ters 
Transkriptaz PZR yöntemi kullanılır. Bu yöntemde 
özgün primerler ve ‘Revers Transkriptaz’ enzimi 
kullanılarak total RNA’dan cDNA elde edilir.  

PZR a�aması 
Kantitasyonda anlatım miktarı belirlenmek 

istenen örnekler, içerdi�i cDNA miktarı bilinen 
standartlarla PZR sonunda kar�ıla�tırılır. Bu 

standartlar genellikle 10’lu dilüsyonlar halinde 
hazırlanır ve amplifikasyonları, her dokuda aynı 
düzeyde anlatıma girdi�i bilinen genlerle 
(‘housekeeping gen’ler) gerçekle�tirilir. Dı� 
kontrol olarak da adlandırılan bu standart 
örneklerin e�ik de�erine girdikleri döngü PZR aleti 
tarafından saptanır. Bu döngü, ortam kirlili�inden 
kaynaklanan floresan sinyalinin üstünde bir 
floresan sinyalin alındı�ı döngüdür. Reaksiyon 
sonunda, standartların e�ik de�erleri belirlenerek 
bir e�ri olu�turulur. Miktarları bilinmeyen 
örneklerin bu e�riyi kesti�i döngüler belirlenerek 
miktar sayımı  yapılabilir.  

E�er yapılacak olan göreceli gen sayımı ise, 
çalı�ılacak her örnek için iki farklı karı�ım 
hazırlanır. Karı�ımlardan ilki “house keeping gen” 
adı verilen anlatımı sabit gen primerlerini 
içerirken, ikincisi anlatımı ölçülecek gene ait 
primerleri içerir. Yani tüm örnekler hem 
incelenecek genle hem de ‘housekeeping gen’le 
amplifiye edilir.  Bu ikinci örnek iç kontrol olarak 
da adlandırılmaktadır. PZR sonunda ara�tırılan 
genin de�eri, iç kontrol genin de�erine oranlanarak 
ölçülür ve normalize edilir. 

Ki�isel deneylerimizde yararlandı�ımız SYBR 
Green I boyası floresan ı�ımayı saptamak için en 
sık kullanılan boyadır.9-11 SYBR Green I dı�ında 
i�aretli problardan da yararlanılabilir. Bu daha 
masraflı  bir yakla�ımdır. SYBR Green I, çift 
iplikli DNA’ya ba�lanır. Ortamdaki çift iplikli 
DNA sayısı arttıkça, yani amplifiye olan cDNA 
miktarı arttıkça elde edilen floresan miktarı da 
artacaktır. 

PZR sonucu elde edilen ürünlerin gerçek PZR 
ürünü olup olmadı�ı  “erime e�risi” yöntemi ile 
kontrol edilmelidir. Erime ısısı (Tm), bir 
amplifikasyon ürünü genin %50’sinin denatüre 
oldu�u sıcaklık de�eridir ve bu de�er genin 
dizisine ve %GC oranına ba�lı olarak faklılık 
gösterir. Erime e�risi yöntemi de bu özellikten 
yararlanarak, PZR sonunda elde edilen 
amplifikasyon e�rilerinin gen ürünü mü yoksa 
primer dimer ya da ortam kirlili�ine ba�lı bir e�ri 
olup olmadı�ını belirler.  
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Sayımsal RT-PZR Uygulamasında  
Dikkat Edilmesi  

Gereken Noktalar Nelerdir?  
Sayımsal RT-PZR uygulamaları tekni�in a�ırı 

duyarlılı�ından dolayı aynı zamanda çok risklidir. 
Elde edilen sonuçları güvenilir kılabilmek için 
gerek kendi deneyimlerimizden gerek ba�ka 
uygulamalardan sonuçlar çıkardık.9-11 �u 
düzenlemelerin yapılması önemlidir.  

a) Hedef bölge uzunluklarının düzenlenmesi: 
ABI Prism 7700  ile 400 bp’e kadar varan kopyalar 
elde edilebildi�i bildirilmesine kar�ın RT-PZR’de 
optimal hedef uzunlu�unun 100 bp’den daha kısa 
olması hedeflenir ve 80 bp civarına dü�mesi arzu 
edilir.12 Bunun nedeni, 92-95°C arasına dü�en 
denatürasyon aralı�ını gerek primer gerek 
problarla yakalayabilme arzusudur.  

b) Primer düzenlenmesi: �yi düzenlenmi� 
primerler do�ru bölgelere ba�lanarak 
amplifikasyon ya da genomik DNA 
kontaminasyonundan kaynaklanan yanlı� pozitif 
sonuçları önleyebilir. �deal bir amplifikasyon için, 
primer seçimi Tm sonucuna bakılarak yapılmalıdır 
ve primer boyları birbirine yakın olmalıdır. 
Genomda hedeflenenden ba�ka bölgelere uyumlu 
olup olmadı�ının türler arasında da kontrol 
edilmesi önemlidir. Bu nedenle primer 
düzenlenmesi için hazırlanmı� çe�itli bilgisayar 
programları kullanılmaktadır ki bunların bir 
bölümünü sistem üretici firmalar da sa�lamaktadır. 
Genel olarak tek zincirli primerler 15-20 baz 
uzunlu�unda ve G/C içerikleri arasındaki fark 
%20-%70 arasında olmalıdır. Tm dereceleri 1-
2°C’den fazla olmamalı ve maksimum Tm 58-
60°C olmalıdır.  

Primerler konsantrasyon olarak genelde 50-
200 nm arasında ortamda bulunur ve daha fazla ya 
da daha dü�ük konsantrasyonlar nonspesifik 
ürünler veya hedef kopya sayısında göreceli 
dü�üklükle analizlerde zorlu�a yol açabilir. Ayrıca 
3’ ucundaki son 5 bazda G-C bazlarının sayısını bir 
ya da ikiden fazla olmayacak �ekilde 
biçimlendirmek de faydalıdır. Böylece DNA 
polimerazın non-spesifik uzantılandırmalarının 

önüne geçilebilir.  

c) Sayımsal RT-PZR’de e�ik de�erlerin ve 
dı� standart e�rilerinin düzenlenmesi: Floresan 
bazlı RT-PZR’de e�ikler, do�ru ve yenilenebilir 
kantifikasyon yapmada en önemli noktalardır.13 
RT-PZR’de floresan de�erler her döngü sonunda 
ölçülerek kopyalanıp ürün miktarı hakkında bilgi 
edinilmektedir. Fakat ba�langıçtaki ortam 
kirlili�inin yarattı�ı sinyal karma�asını devredı�ı 
bırakarak ölçmek için e�ik noktasının tayini çok 
önemlidir.  

Bir di�er önemli nokta da standart e�rilerinin 
do�ru düzenlenmesidir. Bu amaçla ‘göreceli’ ya da 
‘saf’ kantifikasyon yakla�ımlarından birini seçmek 
mümkündür. Ba�langıç ve dolayısıyla sonuç 
miktarını bildi�imiz standartlar çe�itli seyreltiler 
halinde reaksiyona konulur. Amplifikasyon sonucu 
ortaya çıkan matematik e�ri sayesinde di�er 
ürünlerimizin de matematik kantifikasyonu 
mümkün olacaktır.  

‘Göreceli kantifikasyon’da bilinen bir ampli-
konun varlı�ında bir nükleik asidin kalibratör olarak 
kullanılı�ı söz konusudur. Elde edilen sonuç bu 
bilinen amplikonla kıyaslanarak hesaplanır. Ba�ka 
bir deyi�le hedef genin e�ik de�erini a�an kopyaları 
kalibratör genin e�ik de�erini a�an kopyalarıyla 
deney sonunda kıyaslanır. ‘Saf kantifikasyon’daysa 
hücre tam sayısı ölçülmektedir ve bu nedenle saf 
standart e�ri konsantrasyonlarının ölçümü her bir 
amplikonun içerdi�i hücre sayısını anlamak için 
önemlidir.  

d) Sayımsal RT-PZR sonuçlarının 
normalizasyonu: RT-PZR’de mRNA 
kantifikasyonuna ait yanlı�lıklar ba�langıç 
materyaline ait küçük farklılıkların amplifikasyon 
üründe katlanarak yansımasından da 
kaynaklanabilir. Bu durum özellikle farklı 
bireylerden alınan örneklerle ba�lanan 
reaksiyonlarda izlenir. Bir iç kontrol kullanılarak bu 
ba�langıç farklılıklarını standardize etmek ve elde 
edilen sonucun normalizasyonu bu yüzden çok 
faydalıdır. �deal bir iç kontrol (ya da genel tanımıyla 
internal standart) farklı doku ve organizmalarda 
belli bir biçimde anlatıma girmeli ve terapilerden 
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etkilenmemelidir. Bu amaçla kullanılan 
‘housekeeping gen’ler ökaryotlarda çok çe�itli 
olmakla birlikte en ünlüleri GAPDH, β actin ve 
rRNA’dırlar. Oysa özellikle hematolojide bu 
genlerin kararlı davranı�ları hakkında önemli 
ku�kular olu�mu�tur. GAPDH yıllardır önerilmekle 
birlikte buna ciddi itirazlar da gelmi�tir.14,15 β actin 
ise daha eski ve çok kullanılmı� bir internal 
standarttır.16 Ama β actin’in mRNA’sının 
kolaylıkla bula�ık DNA’yı da amplifiye etti�i 
bildirilmi�tir.17 Ribozomal RNA’lar ise özellikle 
insan çalı�malarında daha güvenilir olmakla 
birlikte biyolojik faktörlerden etkilenebildi�i de 
rapor edilmi�tir.18,19 Son zamanlarda özellikle 
hematolojide β2 mikroglobulin ve ABL genleri 
üzerinde bir uzla�maya varılmı� ve internal 
housekeeping kullanımında yalnızca bu genlerin 
kullanılması biçiminde bir ortak dü�ünceye 
ula�ılabilmi�tir.20 

Sayımsal RT-PZR  
Teknolojisinin Hematolojide Kullanımı 

Özellikle son 2 yılda hematolojide bir patlama 
biçiminde geni�leyen hematolojik gen 
kantifikasyonlarını birkaç ba�lık altında 
sınıflandırmak gerekirse: 

Minimal rezidüel hastalıklar 

Sayımsal RT-PZR yardımıyla minimal 
rezidüel hastalıklarla ba�lantılı özgün gen 
düzeylerinin saptanması lösemi kliniklerine büyük 
bir katkı sa�layacak potansiyeldedir. Bu amaçla 
düzeyleri saptanan BCR/ABL, AML1/MTG8, 
PML/RARalpha, CBFbeta/MYH11, TEL/AML1, 
E2A/PBX1, MLL/AF4, MLL/AF9 gibi birçok gen 
mevcuttur. 

Farklı merkezlerde yapılan birçok gene ait 
düzey saptama çalı�masını bir a�  üzerinden 
ili�kilendirerek yöntemin standardizasyonu ve 
tedavi protokollerinin güncellenmesi 
amaçlanmaktadır.21 Sayımsal  RT-PZR’le ilgili 
kar�ıla�tırmalı çalı�malar gerek klasik RT-PZR 
gerek FISH yöntemine göre minimal rezidüel 
hastalık takibinde bu teknolojinin üstünlü�ünü 
kanıtlamaktadır.22 Özellikle kronik miyelositik 

lösemilerde minimal rezidüel hastalık takibinde 
p210 ve p190 proteinlerini kodlayan mRNA 
BCR/ABL düzeylerinin bu yöntemle 
kantifikasyonu %100 spesifiklik ve %0.0001 
düzeylerine varan duyarlılık alanı içinde mümkün 
olabilmektedir.23-25 BCR/ABL düzeylerinin bu 
yöntemle takibindeki yararlar AML’de de 
tanımlanmı�tır.26 Allojenik kemik ili�i 
transplantasyonu hastalarda da remisyon izlemede 
rutin kemik ili�i takip i�lemlerinde bu yüzden göz 
dolduran bir teknolojidir.27 Minimal rezidüel 
hastalık takibinde AML1/ETO t(8;21)(q22;q22) 
füzyonuna denk gelen bile�ik ürünün saptanması 
söz konusu olmaktadır.28 Sayımsal RT-PZR 
kullanımı, ALL’ye ait minimal rezidüel hastalık 
takibinde de dikkat çekicidir.29 

PML/RARalpha 
Akut promiyelositik lösemi (APL) 15. 

kromozomdaki (PML) ve 17. kromozomdaki 
(RARalpha) genleri arasında bir translokasyonla 
karakterizedir. Sayımsal RT-PZR yardımıyla, bu 
füzyona ait mRNA’sının saptanması APL’nin 
tanısında (ATRA ve Arsenik gibi tedavi edici 
ajanlara olan yanıtın ölçülmesinde, minimal 
rezidüel hastalık takibinde ve relapsların 
belirlenmesinde güvenli ve hızlı bir 
yardımcıdır.30,31 Ayrıca APL hastalarının 
prognozunda ve risk ölçümünde faydalılı�ını 
gösteren çok geni� ölçekli çalı�malar da 
bulunmaktadır.32 

Wilms tümör geni (WT1) 
WT1 geninin kantifikasyonu birçok ekip 

tarafından ba�arıyla uygulanmı�tır.33,34 Özellikle 
AML’de anlatımı izlenen bir pan-lösemik belirteç 
olarak anılmaktadır ve KML’de terapiye yanıt 
ölçümünde de kantifiye edilmektedir.35,36 
Çalı�malar sonucunda bu genin anlatımının 
AML’de çok dü�ük düzeylerde izlenmesinin iyi 
prognoz belirtisi oldu�u anla�ılmaktadır.37 
MDS’ye ait risk ölçümünde güvenli bir belirteç 
olarak anılmakta- 
dır.36 

Apoptozis 
Sayımsal RT-PZR yardımıyla apoptozis 
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kantifikasyonu da apoptozisin �u ana dek 
proteinden saptanıyor olmasına kar�ı getirilen 
önemli bir geli�medir. Gerek bcl2, bax, dapk1, 
myc, bad, WT1, mcl1 gibi genlere ait ekspresyon 
analizleri gerek ba�ka ekiplerce yapılan RNA Y1 
(hY1) gen kantifikasyonu bu amaçla uygulanan 
ba�arılı çalı�malardandır.38 

�mmünglobulin (Ig) ve  
       T-cell reseptör (TCR) genleri 

Rutine yönelik uygulamalar içinde özellikle 
ALL takibinde klona spesifik Ig ve TCR genine ait 
uygulamalar dikkati çekmektedir ve rutindeki 
uygulamasıyla sonuçların do�rulu�undaki 
korelasyondan övgüyle söz edilmektedir.39 
Özellikle konvansiyonel PZR i�lemlerine göre 
PZR sonrası basamakların olmaması ve tanısal 
duyarlılık nedeniyle sayımsal  PZR bir tercih 
sebebidir.40 Yine benzer �ekilde Ig a�ır zincir 
CDRIII bölgelerinin kantifikasyonu ile B hücreli-
KLL takibinde çok elveri�li bir yönteme 
kavu�uldu�u söylenmektedir.41 Bu ölçümlerin 5 x 10 
normal hücre arasında tek bir tümör hücresini bile 
saptayabilerek relapslarda çok erken tanı olana�ı 
verdi�i söylenmektedir.4,42 

Sayımsal  PZR yöntemiyle hematolojide  
       incelenen di�er genler 

Yöntemin hızlı geli�imi nedeniyle bu genlerin 
tümünü sıralamak olanaksızdır. Ancak bazı ilgi 
çeken çalı�malara de�inmek gerekirse; AML’de 
mutasyon taramasına örnek olarak bu hastalarda 
%7 oranında izlenen “CCAAT/enhancer binding 
protein (CEBPA)” genine yönelik taramalar 
gösterilebilir ki bu teknoloji sayesinde iyi-risk 
atfedilen bir AML alt grubunun takibi münkün 
olacaktır denilmektedir.43 Lösemideki kritik rolü 
yeni tanımlanmı� olan HOX genine ait anlatım 
analizleri de dikkat çekmektedir. Bu gen grubu 
muhtemelen önümüzdeki dönemde çok çalı�an ve 
incelenen bir grup olacaktır.44 

“Multidrug resistance protein 1 (MDR1)” geni 
AML’deki tedavi �emalarını önemli ölçüde 
etkileyen bir moleküldür ve ba�arıyla 
kantifikasyonunun prognostik önemi büyüktür.45 
CDK molekülleri ve özellikle cyclin D1 gibi hücre 
siklusunda önemli rol oynayan moleküllerin 

düzeylerinin ölçülmesi kanserle�me mekanizmaları 
açısından da önemlidir.46 Ayrıca çe�itli 
hematopoetik malignensilerde  lymphotoxin beta 
gibi genlerin kantifikayonuyla tanı ve tedavide 
hızlı-etkin-güvenilir sonuçlara gidilmektedir.47 

�nfant AML olgularında sık izlenen MLL 
genine ait yeniden düzenlenmelerin de bu 
yöntemle tayini tedaviye yönelik yeni katkılar 
sa�lamaktadır.48 

Sonuç 
Sayımsal RT-PZR yeni bir teknoloji olmasına 

ra�men getirdi�i üstünlükler nedeniyle kullanımı 
hızla yaygınla�maktadır. Mutasyon ve 
translokasyonların tanısına hız ve yüksek  
duyarlılık getirmektedir. Gen anlatım analizinde 
kullanılan ilk seçenek haline gelmesi dikkat 
çekicidir. Hematolojide güvenle kullanılabilecek 
‘housekeeping gen’lerinin tanımlanmı� olması ve 
son yıllarda edinilen zengin deneyim önemli bir 
avantajdır.  
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