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Real-time quantitative polymerase chain reaction (q-PCR) is an advanced molecular method for 

determining the amount of nucleic acid in both gene expression analysis and routine Deoxyribo 

Nucleic Acid (DNA) measurement. An accurate measurement method is essential given that the 

labelling threshold for genetically modified organisms (GMO) residues in food and feed products is 

5% in Japan and 0,9% in the European Union. Determination of GMO components, quantification 

of exact amount and determination of trace amounts in food matrices are possible in q-PCR. Various 

q-PCR chemicals are used for this purpose. These; intercalation dyes, primary based, chemicals and 

probe based chemicals. With the increasing number of GMO products in the grocery stores, the 

number of analyses performed per sample and thus the cost of analysis increase. For this purpose, in 

GMO studies, improved detection methods are needed to determine the presence of GMOs in order 

to perform fast and economically feasible scans. In this study, q-PCR chemistries were compared in 

terms of cost, efficiency and applicability.  
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Gerçek zamanlı kantitatif polimeraz zincir reaksiyonu (q-PCR), hem gen ekspresyonu analizinde 

hem de rutin Deoksiribo Nükleik Asit (DNA) ölçümünde nükleik asit miktarının belirlenmesi için 

kullanılan ileri moleküler bir yöntemdir. Gıda ve yem ürünlerinde genetiği değiştirilmiş organizma 

(GDO) kalıntıları için etiketleme eşiğinin Japonya’da %5, Avrupa Birliği’nde ise %0,9 olduğu göz 

önüne alındığında, doğru bir ölçüm metodu şarttır. GDO bileşenlerinin tespiti, kesin miktar tayini 

ve besin matrislerinde eser miktardaki kalıntısının tespit edilmesi q-PCR’da mümkündür. Bu amaçla 

çeşitli q-PCR kimyasalları kullanılmaktadır. Bunlar; interkalasyon boyaları, primer bazlı 

kimyasallar ve prob bazlı kimyasallar olarak üç gruba ayrılmaktadır. Marketlerde GDO ürünlerinin 

artan sayısıyla birlikte, her örnek için gerçekleştirilen analiz sayısı ve bu nedenle analiz maliyetleri 

artmaktadır. Bunun için GDO çalışmalarında, GDO’ların varlığının miktarını belirlemede hızlı ve 

ekonomik olan uygulanabilir taramalar yapılabilmesi için geliştirilmiş tespit yöntemlerine ihtiyaç 

duyulmaktadır. Bu çalışmada, q-PCR kimyaları ekonomikliği, verimliliği ve uygulanabilirliği 

açısından karşılaştırılmıştır. 
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Giriş 

 

Genomik faaliyetlerin yürütülmesinde anahtar rol 

oynayan transkripsiyion metabolizması in vitro taklit 

edilerek polimeraz zincir tepkimesi (PCR: polymerase 

chain reaction) yöntemi geliştirilmiştir. Bu yöntemde, 

hücre içerisinde gen ifadesi için gerekli reaksiyon olması 

için PCR tüpü içerisinde gerekli reaktiflerden 

yararlanılarak başarılabilmektedir. Bu yöntemde temel 

amaç; hedef DNA dizisini yeterli seviyede çoğaltmaktır. 

Hedef dizi, DNA taq polimeraz enzimi kullanılarak 

spesifik DNA parçasının çoğaltılmasına imkân 

vermektedir. İlk kez 1985 yılında restriksiyon enzimlerinin 

keşfi ile (Roberts, 1985), PCR’ın temelleri atılmış; daha 

sonra Kary Mullis ve arkadaşları tarafından PCR ile ilgili 

çalışmalar yapılmıştır (Mullis ve ark., 1986; Lee ve ark., 

2019). Bu yöntem ile kalıtsal hastalıkların tanısı, prenatal 

tanı, klinik örneklerde patojen organizmaların 

belirlenmesi, adli tıp, filogenetik araştırmalar, nokta 

mutasyonlarının belirlenmesi ve DNA dizi analizi gibi 

birçok amaç için tercih edilmektedir (Cockerill, 2003; 

Kahya ve ark., 2013). Gelişen teknoloji ile birlikte birçok 

organizma üzerinde genetik modifikasyon çalışmaları hızla 

devam etmekte (James, 2011) ve besin zinciri boyunca 

GDO ürünlerinin izlenebilirliği ve/veya etiketlenmesi 

önem kazanmıştır. Genetiği değiştirilmiş organizmalarda 

(GDO: Genetic Modified Organisms) hedef genlerin 

varlığı ve gen ifadesinin belirlenmesi için kantitatif PCR 

(q-PCR) kullanılmaktadır (Huang ve Pan 2005; Lee ve 

ark., 2019). İnsan gıdası ve hayvan yemi için genetiği 

değiştirilmiş bitkisel ürünlerin kabul sınırı dünya genelinde 

belli oranlarda standartlaştırılmıştır. Örneğin Japonya’da 

%5, Avrupa Birliği üye ülkelerinde %0,9 (Zhang ve Guo, 

2011) ve ülkemizde ise %0,9 (Arslanhan, 2010; Kıran ve 

Osmanağaoğlu, 2011) GDO kabul üst sınırı olarak kabul 

edilmiştir. Genetiği değiştirilmiş ürünün tüketimini 

tüketicinin tercihine bırakmak için ürün paketlerinin 

üzerine oran yazılmalıdır. Ancak, birçok numunede GD 

materyali belirleyebilmek için tam nicelik ve yeterlilik 

gerekmektedir. Ürünlerin içerdiği oranı belirlemek için 

ELISA, Southern -Western blot, LUC ve GFP gibi 

biyokimyasal yöntemler kullanılmaktadır. Aynı zamanda 

ürünlerde GDO miktarının belirlenmesi için q-PCR 

kimyasalları kullanılmakta ve büyük kolaylıklar 

sunmaktadır (James, 2005). q-PCR, GDO oranının 

belirlenebilmesi, tarama ve izlenebilmesi için 

kullanılmaktadır (Holst-Jensen, 2003; Holst-Jensen 2007; 

Gašparič ve ark., 2010). Analizler için geliştirilmiş 

yaklaşık 20 farklı q-PCR bileşeni bulunmaktadır. Ancak 

uluslararası geçerliliği olan sadece birkaç bileşeni 

bulunmasına rağmen (Deisingh ve Badrie, 2005) 

TaqMan/MGB probları ve SYBR Green en çok tercih 

edilen bileşenlerdendir (Hernandez ve ark., 2004; 

Taverniers ve ark., 2004; Terry ve ark., 2002). GDO miktar 

tayini sürecinde q-PCR’da; SYBR Green, ampli fluor, 

uzatma, florojenik primerler, TaqMan ve MGB probları, 

moleküler işaretçiler, LNA ve CPT probları kullanılan 

kimyasallardandır (Holland ve ark., 1991; Koshkin ve ark., 

1998; Kutyavin ve ark., 2000; Nazarenko ve ark., 2002; 

Costa ve ark., 2004; Andersen ve ark., 2006; Gasparic ve 

ark., 2008). 

 

 

İnterkalasyon Boyaları 

 

Kantitatif PCR uygulamalarında ilk zamanlarda PCR 

bileşenlerine etidium bromür eklenerek floresan ışıma 

sağlanmştır (Higuchi ve ark., 1993). Genetiği değiştirilmiş 

ürünlerde GDO miktarını belirlemek için SYBR Green 

interkalasyon boyama işleminden faydalanılarak 

yapılmaktadır (Schneeberger ve ark., 1995).  Herhangi çift 

zincirli DNA ölçümüne olanak sağlayan SYBR Green 

(Peng ve ark., 2018), spesifik olmayan amplikonlardan 

spesifik olanları ayırma işleminde kullanılabilmektedir 

(Schneeberger ve ark., 1995). SYBR Green, moleküler 

çalışmalarda hassasiyet gerektiren düşük konsantrasyonlar 

da iyi sonuçlar vermesine rağmen (Gasparic ve ark., 2008), 

yüksek konsantrasyonlardaki PCR reaksiyonlarını inhibe 

etme eğilimi ve spesifik DNA dizilerine belirli 

bölgelerinden bağlanma gibi dezavantajlara sahiptir 

(Gasparic ve ark., 2008) (Tablo 1). Tek iplikçikli DNA’ya 

düşük ilişki gösterebilmekte ve DNA erime eğrilerinin 

yorumlanması her zaman kolay olmamaktadır.  

 

Primer Bazlı Kimyasallar 

 

Primer bazlı kimyasallar, GDO’yu belirlemede 

interkalasyon boyalarına göre daha güvenilirdir 

(Nazarenko ve ark., 2002). Bu yöntemde doğrudan 

karışıma ilave edilen reaksiyon boyası yerine floresan 

etiketli PCR primerleri kullanılabilmektedir. Bu 

kimyasalların çalışılması ve tasarımı oldukça ekonomik ve 

kolaydır (Tablo 1). Bunlardan Pleksor ve lux teknolojileri 

ayrışma eğrilerinin analiz edilmesini spesifik veya spesifik 

olmayan amplikonların ayırt edilmesine imkân 

sağlamaktadır (Nazarenko ve ark., 1997; Nazarenko ve 

ark., 2002). Lux teknolojisinde primerlerden biri DNA 3’ 

tarafından florofor ile işaretlenmesi (Nazarenko ve ark., 

2002) primerin PCR ürününe entegrasyonu ile saç tokası 

yapısından dolayı floresan ışımada artış gösterebilmektedir 

(Nazarenko ve ark., 2002). Lexor teknolojisi ise 

amplifikasyon sırasında PCR ürünlerinin sayısındaki 

artışına bağlı olarak floresan sinyalinde azalma (Tablo 1). 

Primerlerden biri, 5′ ucunda florofora bağlı sentetik bir baz 

olan izositozin içerir. Amplifikasyon sırasında, bu 

izositozin, tepkime çözeltisinden iso-dGTP’ye eşleşir ve 

böylece yeni sentezlenen diziye dahil edilmiş olur (Sherrill 

ve ark., 2004). Lux ve Lexor teknolojileri prob içermezler, 

primer yerine floresan işaret kullanılmaktadır (Gasparic ve 

ark., 2008).  

AmpliFluor, üç primere dayanmaktadır. Bu 

primerlerden ikisi hedefe özgü spesifik ve çift etiketli saç 

tokası primeridir. Bu spesifik primerlerden birincisi de 5′ 

ucunda Z sekans olarak adlandırılan bir diziye sahiptir ve 

bu dizi aynı zamanda saç tokası ucunda bir kuyruk olarak 

bulunmaktadır. PCR ürünleri oluşturulduğunda ve Z 

dizilerinin tamamlayıcı dizisi sentezlendiğinde, saç tokası 

primer kuyruğu yeni oluşan amplikonlara bağlanabilir ve 

uzatılabilmektedir. Böyle uzatılmış saç tokası primer 

kuyruğunun tamamlayıcı ipliği sentezlendiğinde hedefe 

özgü bir primerin saç tokası yapısı açılarak engelleyici 

(quenching) ortadan kaldırılabilmektedir (Huang ve Pan 

2005; Gasparic ve ark., 2010). 
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Tablo 1 Genetiği değiştirilmiş organizmaların belirlenmesinde kullanılan (q-PCR) kimyasallarının karşılaştırılması 

Table1 Comparison of (q-PCR) chemicals used to identify genetically modified organisms 

Özellikleri 
Prob Bazlı Kimyasallar Primer Bazlı Kimyasallar 

İnterkalasyon 

Boyaları 

TaqMan MGB MB LNA CPT Plexor LUX AmpliFlour SYBR Green 

Kolay 

Tasarlanabilme 
+ + + + - + - - + 

Uygulama 

Kolaylığı 
+ + + + + + - - + 

Deney 

Uygulama 

Maliyeti 

Yüksek Yüksek Yüksek Yüksek Yüksek Orta Orta Orta Düşük 

Kantitatif 

Analiz 

Uygunluğu 

+ + + + + - + - + 

Kalititatif 

Analiz 

Uygunluğu 

+ + + + + + - + + 

Uygulanabilirlik 

ve Maliyet 

Etkinliği 

+ + + + - + - - + 

Çalışma 

Süresi(dk) 
120 120 120 120 84 87 144 140 120 

 

Prob Bazlı Kimyasallar 

Genetiği değiştirilmiş ürünün analizinin duyarlılığı 

arttırmak için, PCR primerleri arasında uzanan hedef dizinin 

tamamlayıcısı olan bir üçüncü oligonükleotid olan, floresan 

problar kullanılabilmektedir. Her probun bir ucuna kovalent 

olarak eklenmiş bir bildirici (raportor) florofor ve diğeri 

ucuna eklenmiş engelleyici bulunmaktadır. Her iki boyama 

yakın mesafede kaldığı süre boyunca bir sinyal oluşmaz ve 

boyalar sadece fiziksel olarak ayrıldığında serbest 

kalmaktadırlar (Holland ve ark., 1991).  

TaqMan prob tasarımı, minör oyuk bağlama (MGB; 

Minor Groove Binding) ve kilitli nükleik asit (LNA; 

Locked Nucleic Acid) gibi probları içerecek şekilde 

genişletilmiştir. LNA probu, taqman’ dan modifiye nükleik 

asit analoglarıdır. Bunlar, bağlandıktan sonra metilen 

köprüleri oluşturarak hedef DNA’nın yapısını 

kilitlemektedir.  Buna bağlı olarak probların erime 

sıcaklığı önemli ölçüde artmakta; böylece daha kısa olacak 

şekilde tasarlanabilmesi mümkün olmaktadır (Kutyavin ve 

ark., 2000). TaqMan, LNA ve MGB problarının 

uygulanabilirlik bakımından aralarında önemli bir fark 

bulunmaması nicel analizlerin tasarlama aşamasında diğer 

probların TaqMan’a alternatif olarak düşünülebilmektedir 

(Gasparic ve ark., 2010). MGB problarında, küçük bir oyuk 

bağlama grubu ile konjugasyon yapıldığında yüksek erime 

sıcaklığına ulaşmaktadır. LNA nükleotidleri bir 2′-O, 4′C 

metilen köprüsü ile modifiye edilmiş riboz parçasına 

sahiptirler. LNA nükleotidleri, hedef prob üzerine 

kilitlenmesinden dolayı LNA ile modifiye edilmiş 

probların, tamamlayıcı DNA’ya karşı gelişmiş 

hibridizasyon afinitesi gösterdiği bildirilmiştir (Koshkin ve 

ark., 1998; Costa ve ark., 2004; Gasparic ve ark., 2008). 

LNA ve MGB probları çok daha kısa tasarlanabildikleri 

için, hedef sekansta istenmeyen eşleşmelere karşı hassas 

olduklarından yüksek özgüllük için kullanılmasının uygun 

olduğu bildirilmiştir (Gasparic vd. 2010). 

Prob döngü teknolojisi (CPT; cycling probe 

technology), hibridizasyondan sonra RNA-DNA 

dupleksini oluşturan modifiye edilmiş RNA nükleotitini 

içermektedir. Reaksiyon sırasında bu dubleks, RNaz H 

(Ribonuclease H) tarafından algılanır ve kesilir, böylece 

bir floresans artışı eşliğinde engelleyicinin raportörden 

ayrılması sağlanmaktadır. Bu durumda, sinyalde bir artış 

elde etmek için Taq DNA polimerazının eksonükleaz 

aktivitesine ihtiyaç duyulmamaktadır (Duck ve ark., 1990; 

Gasparic ve ark., 2008; Gasparic ve ark., 2010). CPT 

probları daha kısa olarak tasarlanabilirler, ancak ekonomik 

olmamasından dolayı rutin kullanımı uygun olmamaktadır 

(Tablo 1). Moleküler beaconların uygulanabilirliği CPT’ye 

benzerdir ve her ikisinin de q-PCR ile karşılaştırıldığında 

izotermal koşullar altında ve düşük sıcaklıklarda nükleik 

asit belirlenmesinde avantajlı olmaktadır (Gasparic vd. 

2010). Moleküler beaconlar (MB) ise hidroliz probları 

değil hibridizasyon problarıdır. Bir saç tokası yapısı 

oluşturan iki ters çevrilmiş tekrarı çevrili bir diziye özgü 

saç tokası bölgesinden oluşmaktadırlar. Tamamlayıcı bir 

hedef diziye bağlanmak için işaretçi fluoroforun 

engelleyiciden ayrılmasına ve floresan ışımaya neden 

olmaktadır (Tyagi ve Kramer 1996; Andersen ve ark., 

2006). Genetiği değiştirilmiş bitki DNA’sı arasındaki bazı 

bağlantıların tespitinde daha fazla olasılık sunabilmektedir 

(Gasparic vd. 2010). Ayrıca prob bazlı AllGlo ve 

EasyBeacons teknolojileri geliştirilmiştir. EasyBeacons 

kendi floresan engelleyici yeteneğine sahip boyaları 

içermektedir. Probun enzimatik bozunmasından sonra, 

prob başına iki florofor salındığından AllGlo probları 

geleneksel tek-etiketli problardan daha parlak olması 

beklenmektedir. EasyBeacons, normal ve interkalasyon 

psödo nükleotidlerinden oluşmakta ve tek nükleotid 

polimorfizm (SNP) tespiti için özellikle uygun olduğu 

düşünülmektedir.  Bütün bu probların verimliliği, dinamik 

aralığı ve tekrarlanabilirliliği, Avrupa GMO 

Laboratuvarları Ağı (ENGL) tarafından belirlediği “kabul 

kriterlerine” göre yapılmaktadır (Broeders ve ark., 2014). 
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Sonuç 

 
Dünyada her geçen gün gıda güvenliği ve gıdaların 

içerdiği genetiği değiştirilmiş ürünler hakkında birçok 
tartışma yaşanmaktadır. Bu bağlamda ürünlerdeki GDO 
miktarının ölçülmesinde güvenilir ve etkin bir sonuç elde 
edebilmek için q-PCR’ da kullanılan kimyasallar oldukça 
önem arz etmektedir. q-PCR’a başlarken hem nitel hem de 
nicel analiz için prob bazlı kimyasalların kullanım 
sürecinde optimizasyonun iyi yapılması ve reaksiyon için 
gereken sürenin ayarlanması hassasiyet gerektirmektedir. 
Reaksiyon sırasında kullanılan kimyasallar çalışmalara 
özgün, duyarlı, tekrarlanabilir ve dinamik özellikte 
olmalıdır. Kullanılan prob bazlı kimyasallar arasında 
kantitatif ve kalitatif analize olanak sağlaması, kolay 
dizayn edilebilmesi ve iyi performans göstermesi 
bakımından TaqMan diğer problara göre daha üstün olarak 
değerlendirilmektedir.  Rutin teşhisler yapılırken hem 
performans hem de maliyet bakımından Plexor teknolojisi 
tercih edilirken, interkalasyon boyama sağlayan SYBR 
Green rekombinant olan hedef DNA’nın belirlenmesinde 
başarılı bir şekilde kullanılabilmektedir. Genetiği 
değiştirilmiş organizmaların teşhisi ile ilgili ürünleri 
kontrol etmek için daha ayrıntılı deneysel 
değerlendirmelere ihtiyaç duyulmaktadır. Bu ihtiyaçlar 
doğrultusunda her geçen gün gelişen moleküler genetik 
teknolojisi yakın gelecekte çok daha farklı ve efektif 
yöntemlerin ortaya çıkışına olanak sağlayacaktır.  
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