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DUITAL PCR'NIN
GUCU

Dijital PCR Nedir? 5‘“:” : -
gPCR'ye Gore Avantajlari

Kantitatif PCR (qPCR), genis bir dinamik aralik, ytiksek verim ve ¢ok
saylda numunenin taranmasiyla sonuglanarak, zaman gerektiren
yonlendirme uygulamalarinda bagil él¢iim igin iyi yapilandirilmis ve
tercih edilen bir yontemdir.

dPCR'nin avantajlar géz 6niine alindiginda kendisine bir¢ok kullanim
alani bulmustur ve bu potansiyel hizla devam etmektedir. Mutlak
kantitasyon, karmasik arka plandaki diisiik hedef DNAlan yiksek
hassasiyetle tekrarlanabilir dlciimler yapmaya olanak saglamasi ile
gPCR'ye gore dnemli avantajlar sunar.

Cok az miktardaki hedef DNAnin dakikalar icindeki miktarini tespit
edebilme potansiyeli sayesinde diger bircok yontemi geride birakan
gugcla bir platformdur.

Ayrica, bolimleme sayesinde inhibitorlere karsi artan tolerans
ve amplifikasyon verimliligine veya qPCRde olusturulan standart
egrilerin kalibrasyonundaki teknik sinirlamalar nedeniyle dPCR'nin

NES Call§ll‘? geli§tirilmesir1e ol.an.ak saglamlstlr. TUn'!.bu .ézellikl(.er.i dPCR'yi basit
ve uygun maliyetli bir yeni nesil teknoloji haline getirir.

dPCR reaksiyonunda kullanilan test bilesenleri gPCR'da oldugu

gibi master miks, primerler, TagMan problari ve hedef DNAdan qPCR'nin Avantajlarl &, ="
ibarettir. [~

Her bir numuneyi ¢cok sayida ayri ve paralel reaksiyona ayirarak

Dijital PCR, gPCR'ye alternatif bir metottur ve benzer
karakteristige sahiptir. Dijital PCR (dPCR), nukleik asit ol¢imi
icin oldukga hassas bir yaklasimdir. Yaygin olarak nikleik asit
belirlenmesinde kullanilan bir yéntemdir. Bu ydontem numunedeki
hedef molekilin ilk miktarini belirlemek icin gPCR'de oldugu
gibi amplifikasyon déngdlerinin sayisina glivenmek yerine; hedef
molekullerin mutlak sayisiniistatistiksel ydontemlerle tahmin eder.
Dijital PCR, hassas ve tekrarlanabilir nikleik asit tespiti ve miktar
tayini icin oldukca hassas bir yaklasimdir. Olciimler, herhangi bir
bireysel reaksiyonda “sifir"" veya "bir"" hedef molekil mevcut
olacak sekilde numuneyi bélimlere ayirarak gerceklestirilir. Her
bolim, bir floresan sinyalin varligi veya yoklugu icin son nokta
PCR dongusinden sonra analiz edilir ve numunede bulunan
mutlak molekil sayisi hesaplanir. Numune hedef kantitasyonu
icin standart bir egriye gerek duymaz. Standart egrinin olmamasi
sayesinde hata payi azalir ve hassasiyet artar.

veya bolerek analizi gerceklestirir. Seyreltiimis numuneye sahip - lyi kurgulanmis protokol ve veri analiz teknikleri
master miks boliinerek tek tek PCR reaksiyonlarina daditilir. - Genis dinamik alan

Bolimlerin icindeki molekdillerin dagilimi bagimsiz ve rastgele - Ornek basina dustik maliyet

bir islemdir. Bazi bolimlerde bir veya daha fazla hedef molekiil . Yiuksek numune verimi

kalirken; digerlerihicbiriniicermeyebilir. Tipik olarak 20.000 blim

yapilir ve amplifiye edilir. B6lme islemi kanallar iceren mikroplaka
ya da damlacik ydntemi ile gergeklestirilir. Her boliim ug noktaya dPCR'nin Avantaj|ar| N>
kadar PCR amplifikasyonuna tabii tutulur. Amplifiye olmus N

numuneler ile olmayan bélimler ayri ayri sayilir. Endpoint tespit

yontemi ile her reaksiyon kuyucugu "evet” ya da ""hayir’’ cevabini - Standart egri ya da referans 6rnege ihtiyag
verir. Amplifiye edilmis Grlin iceren ve floresan sinyal gésterenler duyulmamasi

pozitif olarak belirlenir ve “1" olarak numaralandiriir. Amplifiye - inhibitorlere karsi yiiksek tolerans

aranld olmayan ve sadece arka plan sinyali gosteren olanlar - Ustiin ve artan hassasiyet

negatif olarak belirtilir ve “0" olarak numaralandirilir. Ulasilan sayi - Yuksek tekrarlanabilirlik

ikili sistem oldugu icin dijital PCR olarak tanimlanmistir. Poisson - Az 6rnek icin bile basit is akisi

istatistiksel analizi ile daha sonra referanslara veya standartlara - Daha fazla PCR replikati kullanarak hassasiyeti
gerek duyulmadan ilk numunede bulunan hedefin mutlak DNA arttirma yetenegi

konsantrasyonunu dogrudan belirlenmesine olanak saglar. - Small-fold degisikliklerinin dogrusal tespiti

dPCR'nin Dezavantajlarn

« Henliz cok yayginlasmis olmamasi
« Valide edilmis metotlarin azligi
« Ticari kitlerin Uretilmemis olmasi

Teknolojinin olgunlasip olgunlasmayacagi, maliyetin de azalip
azalmayacagdi su an bircok arastirmaci icin merak konusudur. Su an
az miktarda uygulama alani olsa da yarin ¢ok daha fazla kullanim
sahasinin olmasi beklenmektedir.

Metotlar birbirinin tamamlayicilani  durumundadir. Dolayisi ile
dPCR, kullanim alanlarinda hassasiyeti yakalamak isteyenlere daha
dogrulayici bir yaklasim saglayabilecektir.

Preparation Distribution PCR reaction Readout

dPCR'nin Kullanim Alanlari

- Kopya sayisi varyasyonlari

OO0
OOO @ « Nadir Mutasyon Tespiti
~Kanserin mevcut tespit seviyelerinin altinda belirlenmesi

gDNA, cDNA, RNA, Sample partitioned @ Positive reactions Absolute ~Kanserde yeni mutasyonlari ve kopyalari tespit etmek
plasma into many reactions ~ © Negative reactions  quantification ~Nadir ila¢ direncli mutasyonlarin izlenmesi

- Viral yuk tespiti

0 . ; ~Bakteriyel yuk
Dijital PCR'nin Yillara Gore llerlemesi . Gen ekspresyonu

~mRNA seviyelerinin belirlenmesi
- Metilasyon olaylarinin incelenmesi
« NSG kutliphanelerinin kantitasyonu
» Absolit kantifikasyon (Var/yok analizleri)
- Tek nokta mutasyonlari (SNP)
« GDO analizleri
+ Genotipleme
- Enfeksiyon hastaliklari (FactorV, MTHFR vb.)
- Cevresel testler
* Prenatal diyabetik
- Organ nakilleri
« DNA ekstraksiyonunun etkinliginin belirlenmesi
« Dustlk dizeyli patojenlerin kantitasyonu
- Yeterlilik testlerinde referans metot olma ozelligi
« Laboratuvarlar arasi sonuglarin daha iyi karsilastirilabilmesi

Neden dPCR'ye gecelim?

Nukleik asit hedefleri arasinda standart egriye gerek olmadan
ylksek hassasiyetli kantitatif sonu¢ alabilme dPCR'nin en buylk
glci olarak goziikmektedir.

Patojen analizi ve GDO tespiti icin uygun maliyetli ydontem sunmasi.
inhibisyonlu 6rnek ve tohum orneklerinde yiiksek hassasiyet
saglamasi.

Basitlestirilmis sonug¢ yorumlama sistemi.

Optimal alti sayilabilecek testlerde gelistirilmis duyarlilik.

- 1992 ilk dPCR sistemi tasarlandi ve tanimlandi.

- 1999 ilk dijital PCR terimini kullanan makale yayinlandi.

- 2007 ilk ticari dPCR sistemi, mikroakiskan cipler ve mikrodiziye
dayali olarak tanitildi.

- 2010 ilk ticari dPCR sistemi, dénen mikroakiskan disklere dayali
olarak tanitildi.

- 2011 ilk su-yag emiilsiyonu/damlaciklara dayali ticari dPCR sistemi
tanitild.

- 2017 ilk ticari mikroplaka tabanli dPCR sistemi tanitildi.

- 2020 ik ticari nanoplate tabanli dPCR sistemi piyasaya surtildu.
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