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Real-Time PCR nedir? Ne için 

kullanılır?



Real-Time 
PCR nedir?

Işıma özelliğine sahip moleküller 

kullanarak PCR’ı oluşurken izleme 

ve miktar belirleme yöntemidir.



Real-Time 
PCR ne için 
kullanılır?

• Gen ekspresyon analizlerinde

–Kanser araştırmasında

–İlaç araştırmasında

• Hastalık teşhisinde

–Virüs miktarının saptanmasında

• Gıda testlerinde

–Gıdada bulunda GDO yüzdesini saptamada



Gen 
ekspresyon 
analizinde 
Real-Time 
PCR in

Örnek: BRCA1 Ekspresyon Profili

BRCA1, tümör supresyonunda rol oynayan bir 

gendir. BRCA1 diğer genlerin ekspresyonunu 

kontrol eder. BRCA1'in ekspresyon seviyesini 

izlemek için gerçek zamanlı PCR kullanılır. 

DNA

mRNA

Protein

BRCA1



Viral
Hastalıklarda 
Real-Time 
PCR

Örnek: HIV teşhisi

HIV enfeksiyonu için ilaç tedavisi genellikle “viral

yükün” izlenmesine bağlıdır. Gerçek Zamanlı PCR, 

hastadaki virüs RNA miktarının doğrudan 

ölçülmesine izin verir. 

Virus

RNA



Gıda 
testlerinde 
Real-Time 
PCR

Örnek: GDO'lu gıda içeriğinin yüzdesini 

belirleme

Laboratuvarlar, transgenik ve yabani tip 

DNA’nın miktarını ölçmek için Gerçek 

Zamanlı PCR kullanır.

Seed

wt DNA

GMO DNA



Klasik PCR-
Real-Time 
PCR

KLASİK PCR 
PCR sonundaki ürünler (amplikonlar) 

saptanır; analiz edilir.

“REAL TIME PCR”
(GERÇEK ZAMANLI PCR) 

 PCR devam ederken ortaya çıkan 
ürünler saptanmaya başladığı anda 

değerlendirmeye alınır.



Real Time PCR
• Kısa sürede sonuç 

elde edilir (yaklaşık 
1 saat)

• PCR sonrası işlem 
yoktur.

• Mutajen olmayan 
floresan boyalar 
kulanılır.

• Kantitatif sonuç 
alınır.

• İlgili gene 
Spesifikliği 
yüksektir.

Klasik PCR
• Yaklaşık 4-5 saat 

sürede sonuç elde 
edilir.

• PCR sonrası 
elektroforezle
görüntüleme yapılır

• Etidyum bromür 
mutajen boyası 
kullanılır.

• Kalitatif sonuç 
alınır.

• İlgili gene 
spesifikliği Real-
Time PCR’ye oranla 
daha düşüktür.



REAL-TIME 
PCR  Tüp içinde oluşan

fluorescence 

saptanır

 Amplifikasyon

sırasında

saptama yapılır



PRENSİP •Real-time PCR’ın
Prensipleri

 Bir flöresan raportörin

kantitasyonu ve tanısı 

üzerine kuruludur.

 PCR ürünlerinin 

miktarındaki  ilk önemli artış

(CT - threshold cycle) hedef 

template’in başlangıç miktarı 

ile orantılıdır.



Floresan 
Prob 
Sistemleri

 Hidrolizasyon problar
• (TaqMan (PE Biosystem), 
Beacons, Scorpions) 
 Hibridizasyon problar

(Light Cycler (Roche)
 DNA’ya bağlanan (binding)
boyalar
(SYBR Green)



Sybr Green
Floresan
boya

Yalnızca çift zincirli DNA’ya
bağlandıklarında floresans veren
boyalar (Cyber green I) kullanılarak,
amlifikasyona bağlı DNA artışı, ortaya
çıkan floresansın miktarı ile
ölçülmektedir.

Primerin bağlanmasını takiben
gerçekleştirilen uzama aşamasında
hedef DNA’nın çift sarmal hale
gelmesiyle DNA’ya bağlanan “cyber
green” miktarı artmakta ve buna bağlı
olarak yayılan floresans miktarında
artış gözlenmektedir.



SYBR 
GREEN



Taqman • TaqMan sisteminde 5’ ve 3’ uçlarından 
florokrom maddelerle işaretli prob
kullanılmaktadır. 

• Prob’un 5’ ucunda raportör florokrom (6-
carboxyfluorescein =6-FAM), 3’ ucunda ise 
baskılayıcı florokrom (6-carboxy-
tetramethyl-rhodamine =TAMRA) 
bulunmaktadır. 

• Prob, tek sarmal hale getirilen hedef 
molekül üzerinde, primerlerin bağlanma 
bölgesinin arasında kalan yere bağlanır. 
Prob-hedef molekül arasındaki hibridizasyon
devam ettiği sürece raportör florokrom
maddenin sinyal oluşturması, 3’ uçtaki 
baskılayıcı florokrom tarafından 
engellenmektedir. 

• Primerlerin hedef nükleik asite bağlanmasını 
takiben başlatılan primer uzaması prob’un
bağlandığı noktaya kadar geldiğinde, 
sentezin devam edebilmesi için Taq DNA 
polimeraz enzimi 5’→3’ nükleaz aktivitesini 
kullanarak probu 5’ uçtan yıkmaya başlar. 
Böylece raportör florokrom serbest hale 
geçer ve sinyal oluşturur 



Exponential Faz

Linear Faz (yüksek farklılık)

Plateu Faz (End-point)

PCR’ın
TEMEL 
FAZLARI





Exponential
Faz

PCR ürün miktarı her siklusta
tam olarak iki kat artar
Reaksiyon spesifik ve tamdır
Reaksiyonun Etkinliği %100 
dür
Reaksiyonun tüm bileşenleri 
tazedir.



Linear Faz 
(yüksek 
farklılık)

Reaksiyonun kompanenetleri
tükenmeye başlar
Reaksiyon yavaşlar
Oluşan PCR ürünleri değrade
olmaya  başlar



Plateu 
Faz (End-
point)

•Geleneksel PCR larda jel bazlı 
tanı

•Reaksiyon sonlanmakta
•PCR ürünleri değrade olması 
artmakta



Ct değerleri, 
numunenizdeki nükleik
asit miktarının ters
ilişkilidir. Düşük Ct 
değerleri yüksek
miktarda hedeflenen
nükleik asidi gösterirken, 
yüksek Ct değerleri
hedef nükleik asidin daha
düşük (ve hatta çok az) 
miktarlarını ifade eder. 
Tipik olarak, 29 
döngünün altındaki Ct 
değerleri bol nükleik asit
gösterir ve 38 döngünün
üzerindeki Ct değerleri
minimum miktarları
gösterir.

Threshold çizgisi



Imagining 
Real-Time 
PCR

Measuring
Quantities
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Imagining 
Real-Time 
PCR

Measuring
Quantities

What if YOU started with EIGHT times LESS 

DNA template than I did?

Cycle Me You

25 1,000,000 125,000

26 2,000,000 250,000

27 4,000,000 500,000

28 8,000,000 1,000,000

Cycle 25



Gerçek
Zamanlı
PCR ile Ne 
Tür Cihazlar
Kullanılır?

Gerçek zamanlı PCR cihazları ÜÇ ana 

bileşenden oluşur:

1. Termal Döngüleyici (PCR makinesi)

2. Optik Modül (çalışma sırasında tüplerdeki

floresanı tespit etmek için)

3. Bilgisayar (floresan verilerini anlamlı

sonuçlara çevirmek için)





Gerçek
Zamanlı
PCR ile Ne 
Tür Yazılım
kullanılır?

Gerçek zamanlı yazılım, her kuyucuktaki

floresan sinyalleri anlamlı verilere

dönüştürür.

1. PCR protokolünü ayarlama.

2. Plaka düzenini ayarlama.

3. Veri toplama.

4. Veri analizi.

1 2 3,4



Gerçek zamanlı veriler neye

benziyor?



Gerçek
Zamanlı PCR 

Gerçek
Veriler

• Bu grafik gerçek zamanlı PCR 
çalışmasından elde edilen bazı gerçek
verilerdir.

• Bunun gibi veriler, bir seyreltme DNA dizisi
hazırlanarak kolayca üretilebilir.

c366939

Gerçek Zamanlı PCR Gerçek Verileri


