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OZET

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), DNA kompleks
havuzundan spesifik bir DNA parcasin1 cogaltmaya
olanak saglayan basit, etkin ve Ozellikle molekiiler
biyoloji alaninda yaygin olarak kullanilan enzimatik
bir tekniktir. PZR tekniginin kesfinden giiniimiize kadar
gelisen teknolojiyle birlikte pek cok PZR teknigi ortaya
cikmistir. Bu tekniklerden bazilari Gercek Zamanl
PZR, Kantitatif PZR, Ters Transkriptaz PZR, Nested PZR
ve Multipleks PZR dir. Glinumuze kadar gelistirilmis
PZR tekniklerinin cesitli zorluklann yuzinden PZR
tekniklerinin kullanim alanin1 genisletmek ve daha
ileri seviye PZR teknikleri bulmak arastirmacilarin
birinci onceligi haline gelmistir. Nadir mutasyonlarin,
kopya sayis1 varyasyonlarindaki ufak degisikliklerin,
gen ifadesi degisiklikleri arasindaki farkliliklarin veya
metilasyon durumunun degerlendirilmesine izin veren
yeni bir yontem olarak dijital PZR (dPZR) teknolojisi
gelistirilmistir. Dijital PZR, DNA kopya sayisinin hassas
olcumi icin PZR bazli yeni bir tekniktir ve ornekleri
az sayida seyrelterek cok sayida PZR gerceklestirmeye
olanak saglar ve her birinde ayr1 ayr1 PZR gerceklesen
cok sayida kugik bolimlere sahiptir. Ayn1 zamanda
dPZR; su an cok az miktardaki genetik materyalin
miktarin1 dakikalar icinde tespit etme performansiyla
bircok nicel yontemleri geride birakmistir. Tek molekulu
sayma stratejisi sayesinde bu yontem yuksek hassasiyet
gosterebilmektedir. Guvenilirlik ve tekrarlanabilirlik

ABSTRACT

Polymerase chain reaction (PCR), is a simple,
effective and widely used enzymatic technic especially
in the field of molecular biology which provides the
opportunity to amplify a specific DNA fragment from
DNA complex pool. Several PCR techniques such as real-
time PCR, quantitative and qualitative PCR, Reverse
Transcriptase PCR, Nested PCR and multiplex PCR have
been developed since the first invention of PCR. Due to
the various difficulties of the PCR techniques developed
so far, widening the application fields and finding out
more advanced level of PCR techniques have become
the first priority of the researchers. Digital PCR (dPCR)
technology has been developed as a new method to
permit the evaluation of the small changes in the copy
number variations of the rare mutations, differences
between the gene expression changes or state of
methylation. Digital PCR is a PCR based new technique
for the sensitive measurement of number of DNA copies,
it provides opportunity to do large number of PCR with
a few number of sample dilution and it has so many
small compartments where seperate PCRs are executed
in each. At the same time, dPCR leaves some of the
quantitative methods behind with the performance of
determining the quantity of small amount of genetic
material within seconds. This method shows high
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duzeyi oldukca yuksek bir yontem olmasiyla da dikkat
cekmektedir. Bu derleme, digital PZR yonteminin
glinumuze kadar olan siirecteki gelisimine ve ilerleyen
gunlerde ¢ozim bulunmasi gereken eksik yonlerine
dikkat cekmeyi amaclamaktadir.

Anahtar Kelimeler: Dijital PZR, Nadir Mutasyon,
dMIQE Kurallan

sensitivity with the strategy of counting single molecule.
It also attracks the attention as a method having quite a
high reliability and repeatability level. This review aims
to give insight for dPCR development history and the
possible difficulties came across in its application.

Key Words: Digital PCR, Rare Mutation, dMIQE
rules

GIRIS

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) kesfedildiginden
bu yana biyoloji bilimi kokten degismistir (1). Bu teknik
adini, DNA Polimeraz enzimi kullanilarak DNA’nin
bir parcasint in vitro yontemle cogaltilmasindan
almaktadir. PZR sayesinde birkac farkli diizenlemeyle
uretilen DNA parcasinin  milyonlarca kopyasi
arasindan, istenilen bir DNA parcasinin bir tek veya

birkac kopyasini laboratuvar ortaminda ¢ogaltabilmek

miimkundir.
PZR genetik islemlerin genis bir yelpazede
degistirebilmesine olanak saglar (2). Yaygin kullanimi

nedeniyle PZR’nin temel prensiplerini, genomun
ve genlerin gelismis sekilde analizini nasil modifiye
ettigini anlamak onemlidir (3).

PZR, ozellikle molekiiler biyoloji alaninda yaygin
kullanilan bir tekniktir (2). PZR hedefli

stratejiler ile insan Genom Projesi gibi kapsamli

olarak

arastirmalar yurutilmus, tibbi alanda da klinisyenler
ve arastirmacilar tarafindan gen dizileri, hastaliklarin
teshisi gibi nitel-nicel ve genomik calismalarda
kullamlmistir. Yontemin hassas ve hizli olmasi buyuk
avantaj saglamaktadir. Klasik PZR, mikrobiyolojide
tespiti ve adli tipta
tanimlanmasi gibi alanlarda da kullanilmaktadir (3).

PZR ile ilgili bilgiler ilk olarak 1985’de rapor
bildirilmistir (4). 1993 yilinda, Mullis PZR Uzerine

patojenlerin suclularin
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calismalarindan dolay1 Nobel Kimya Odiili’'ne layik
gorulmustur. DNA'nmin belirli bir parcasini izole etmek
icin kullanmlan tekniklerin zaman alici olmasi nedeniyle
PZR yontemine ihtiyac duyulmustur. Diger bilim
adamlar da sinirsiz ve kusursuz bir sekilde genetik
materyali elde etmek icin gliclu bir teknik arayisina
girmislerdir. Bu amac dogrultusunda Polimeraz Zincir

Reaksiyonunu gelistirerek basarli olmuslardir (5).

PZR’nin Genel Mekanizmasi

PZR, DNA kompleks
DNA parcasin1 ¢cogaltmaya olanak saglayan basit ve
PZR
islemini kavramsallastiran Kary Mullis PZR yontemini
“DNA’nin
istediginiz kadar almamza olanak sagliyor” seklinde

havuzundan spesifik bir

neredeyse kusursuz, enzimatik bir islemdir.

yalnizca ilgilendiginiz  bir parcasim
aciklamistir. PZR yonteminde periferik kan, deri, sac,
tukurik ve mikroorganizma olmak lzere farkli tipte
hayvansal ve bitkisel kokenli materyal DNA kaynagi
olarak kullanilmaktadir. PZR icin gerekli olan DNA
miktarinin elde edilmesi ve yalnizca yeterli miktarda
kopyanin analiz edilmesi geleneksel laboratuvar
yontemleri ile saglanir. Bu nedenle PZR hassas bir
yontemdir (3).

termal cihazi

PZR  yontemlerinde dongii

kullanilmaktadir. Termal dongu belirli bir diziye



sahip PZR 0Orneginin 1sitilmast ve sogutulmasidir.
PZR’nin termal dongiisii; DNA erime sicakligi ve
DNA replikasyon enzimleri icin 1sitma ve sogutma
reaksiyonlarinin tekrar tekrar uygulanmasiyla 1siya
dayanikli DNA Polimeraz, primer dizi (tamamlayici
hedef bolge) ve dNTP karisimi kullanilmasina dayanir.
Boylelikle, milyonlarca kopya DNA’nin cogaltilmasi
gerceklestirilmis olur. Denatiirasyon, baglanma ve
uzatma islemleriyle hem orjinal DNA sablonuna ve
hem de tamamlayici bolgeye baglanabilen primer ile
yeni iplikler sentezlenmesine devam edilir ve DNA
yeni kopyalar uretmek icin uzatilir. Sonuc olarak
PZR primer dizileri iceren DNA parcalan ustel olarak
artmis olur (6-8).

PZR Cesitleri

PZR tekniginin bulunmasindan giinimiize kadar
gelisen teknolojiyle birlikte pek cok PZR teknigi
ortaya cikmistir. Bunlardan en sik kullanilanlar Gercek
Zamanli PZR, Kantitatif PZR, Ters Transkriptaz PZR,
Nested PZR ve Multipleks PZR’dir.

Gercek Zamanli PZR tekniginin kullanmimison derece
yaygin olup, DNA ya da mRNA gibi makromolekuillerin
cogaltilmasina ve riinlerin tek bir tiipte tespit
edilmesine olanak saglar (9). Bu metot sayesinde
cok az miktardaki biyolojik bir oOrnegin hedef

bolgesinin  varligina/yokluguna veya miktarina
hizli, guivenilir ve hassas bir sekilde ulasilabilmektedir

(10).

Gercek Zamanli PZR (gPZR)’nin normal PZR’den
farki, baslangic DNA miktarinin hesaplanabilmesidir.
Bu metot ile DNA amplifikasyonu, artan floresan
olcumleri ile iliskilendirip kantitatif sonuclar elde
edilir (11).

Ters Transkriptaz PZR ise RNA molekillerinden
komplementer DNA (cDNA) sentezini, retroviruslerden
izole edilen Revers Transkriptaz enzimi ile
gerceklestirilmesidir. Hassas ve hizli bir yontemdir.
cDNA sentezlendikten sonra DNA-RNA sarmali ayrilir,
ayrilan DNA dizisi kalip olarak kullanilarak cift zincirli

DNA dizisi ¢cogaltilir (12).

Nested PZR metodu PZR’nin
arttirmak icin gelistirilmis olup, birbirini takip eden

spesifikligini

iki polimeraz zincir reaksiyonu ile karakterizedir. ilk
amplifikasyonda, hedef DNA dizisinin dis bolgesine
ozgu iki dis primer kullamlir ve uzun bir bolgenin
cogaltilmas1 gerceklestirilir. ikinci amplifikasyonda
ise ilk amplifikasyondan gelen bdlgenin i¢c kismina
baglanan iki i¢ primer kullamlarak kisa bolgenin de
cogaltilmasi gerceklestirilir (11).

Multiplex PZR (mPZR) metodunda ise kalip DNA
uzerinde birden fazla bolge icin coklu primer cifti
tasarim1 gerceklestirilir. Sonuc itibariyle ayn1 ornek
tizerinde coklu bolgenin cogaltilmasina imkan saglar.
Net, hizli ve glivenilir bir metottur (13).

Dijital PZR
PZR tirlerindeki
zorluklar ve kullanim alanlarinin daha da genisletilmek

Simdiye kadar gelistirilmis

istenilmesi ile ileri teknoloji PZR gelistirilmesi

arastirmacilarin oncelikli hedefi haline gelmistir.

Son yillarda dijital PZR olarak bilinen yeni
versiyon PZR, yaygin olarak nikleik asit miktarinin
belirlenmesinde kullanilan bir yontemdir. Orneklerin
mikrolitrenin altinda porsiyonlanip niikleik asit
Olciimlerinde kesinligin, giivenilirligin, dogrulugun
ve tekrarlanabilir dl¢iimlerin arttirildigr bir sistemdir.
Bu yontem analog qPZR’nin aksine, cogaltma
isleminin nerede yapildigina dair logaritmik sinyali,
dis kalibrasyona dayali miktar tayinini, dogrusal ve
dijital miktar tayininin say1 olarak pozitif ve negatif
reaksiyonlarinin sayisini, Poisson dagilimlarin dikkate

alarak, hesaplamaya olanak saglar (48).

gPZR ile kiyaslandiginda sonuglar daha diisiik
analitik hassasiyette olabilmesi gibi dPZR metodunda
reaksiyon hacmine bagli olarak bazi kisitlamalar
olmasina ragmen, diisik DNA konsantrasyonlarini
olcmeye ve tekrarlanabilir olciimler yapmaya
olanak saglar. dPZR’nin bu avantajlar goz oniinde
bulunduruldugunda, kendisine bir¢ok kullamim alam
bulmustur ve biiyiik potansiyale sahiptir. Ornegin; bitki

patojenleri, genetigi degistirilmis organizma testleri,
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direncli bakterilerin tespiti, viral teshisler, nadir
mutasyonlarin tespiti ve kopya sayisi varyasyonlari
alanlarinda kullanilmaktadir (48).

Ornegin; qPZR teknigindeki standartlar araciligiyla
kalibrasyonunda teknik sinirlamalar
mevcuttur. Bu tekrarli is akisi arastirmaciya vakit
kaybettirmektedir (14). Standart analog Olciimlerde
ayni analiz belirteclerini kullanacak bir yontem

analizlerin

gelistirmek amaciyla yola ¢ikan arastirmacilar, kisitl
orneklerde bile calisan ve dijital formatta bilgi veren
dPZR’yi gelistirmislerdir (23).

Klasik genetikte, germ hatti mutasyonlarn sadece
kabul
gerceklesmesi

hastaligi anlamak icin onemli edilmistir.

Somatik  mutasyonlarin kanserin
birincil nedenidir ve ayn1 zamanda yaslanmada rol
oynayabilecegi yeni genetik prensipler olarak ortaya
cikmistir. Bu kesifler hastaligin yonetilmesine fayda
saglarken aym zamanda neoplazi patojezinin temel
arastirmalarina da olanak saglar. Bununla birlikte bu
firsatlar cok fazla miktardaki normal hiicre arasindan

bir miktar mutant hiicrenin tespitine baglidir (23).

DNA
saptanmasi

dizilemesi, germ-line  mutasyonlarin
icin altin standart ama mutasyona
ugramis aleller yaklasik %20 daha biyiik oldugu
zaman kullamshdir.  Mutantlara spesifik olan
oligoniikleotitler bazen kiicik miktardaki hiicrelerde
tespit

fakat mutant ve vahsi tip (WT) sablonlarin ses

mutasyonlar etmek icin  kullanilabilir

sinyali oran1 degiskendir. Mutantlara spesifik

primerlerin kullanilmas1 ve spesifik restriksiyon
endoniikleazlar ile PZR urlnlerinin parcalanmasi
gibi yontemler mutasyonlarin saptanmasi icin cok
hassas yontemlerdir ama bu tekniklerle baslangic
populasyonlarinda mutant molekullerin bolumlerini
nicelendirmek zordur. = Somatik  mutasyonlarin
saptanmasi icin diger yaklasimlar gozden gecirilmistir.
Bu yontemler ile ilgili genel sorun bagimsiz bir sekilde
herhangi bir mutasyonun varliginin teyit edilmesinin
zor veya imkansiz olmasidir. Bu nedenle belirtilen
gucliklerin ustesinden gelmek icin bazi yaklasimlar

gelistirilmistir. Elde edilen PZR Urinleri tamamen
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mutant ya da tamamen WT’dir. Boylece bu makalede

anlatilan strateji ayn aymn sablon molekillerin
amplifikasyonunu icerir. PZR Griinlerinin homojenligi
mevcut olan tekniklerin ayirt edilmesini kolaylastirir.
Bu gibi ayr1 amplifikasyonlar pratik anlamda yararlidir.
Bununla birlikte cok sayida basit ve giivenilir tespit
elde edilebilir. Bu tiir degerlendirmeler icin kullanilan
tekniklerde analizi yapilan popiilasyonlarda mutant
allel formlarimin ¢ikt1 veren dijital okumasi saglanarak
gelistirilmistir. Bu uygulama teknolojileri icin cesitli
ongortler bulunmaktadir (23).

Dijital PZR, kendi giiciiniin baska bir &rnegini
temsil etmektedir, son zamanlarda gelistirilen tespit
teknolojileri ile birlikte genetik analizler icin firsatlar

saglamaktadir (23).

Nadir
varyasyonlarindaki ufak degisikliklerin, gen ifadesi

mutasyonlarin, kopya say1sl
degisiklikleri arasindaki farkliliklarin veya metilasyon
durumunun degerlendirilmesinin tespitine izin veren
yeni bir yontem olarak dPZR teknolojisi gelistirilmistir
(15).

Tek bir molekuliin sayimiyla nikleik asitlerin
mutlak olcumiu simirlayici dilisyon (seyreltme) ve
Poisson istatistiksel analizine olanak saglamasi
1992 yilinda Sykes ve arkadaslan tarafindan rapor
edilmistir (16).

Dijital PZR, DNA kopya sayisimin hassas olcumu
icin PZR bazli yeni bir tekniktir ve ornekleri az
sayida PZR

gerceklestirmeye olanak saglar (17). Bu teknikte,

sayida seyrelterek cok reaksiyonu
her biri ayr1 ayr1 PZR reaksiyonu geciren cok sayida
kiicuk bolimler bulunmaktadir (18). Yontem, bircok
ayn PZR reaksiyonunun sinirli seyreltilmesi temeline
dayanir (19). Aym zamanda dPZR; su an cok az
miktardaki genetik materyalin dakikadaki miktarin
tespit etme performansiyla bircok nicel yontemleri
geride birakan guclu ve uygun tek molekulu sayma
stratejisidir (15).

Droplet dijital PZR (ddPZR) standart bir egriye
ihtiyac duymadan nukleik asitlerin mutlak kantitatif
olclimiine olanak saglar. Bu teknik 20.000 ve hatta



cok daha kucuk droplet adi verilen reaksiyon kaplan
icinde nukleik asitlerin porsiyonlanmasi temeline
dayanir. Standart bir PZR reaksiyonu daha sonra her
bir droplet hedefini cogaltmak icin kullanilabilir,
boylelikle ayrn ayn pozitif ve negatif sekilde hedef
bagimli floresan sinyali odlcilebilecektir. “1” olan
sinyal pozitif, “0” olan sinyal negatif olmak uzere
ikili kod teknigin dijital kismin1 temsil eder ve veriler
Poisson dagilimina uygun olarak hesaplanabilmektedir.
Bu da standart egriye gerek kalmadan herhangi bir
ornekten DNA kopya sayilarinin dogrudan ve basit bir
sekilde hesaplanmasina olanak saglar (21).
Seyreltilmis ornek tek tek PZR reaksiyonlarina
dagitilir ve orjinal 6rnek miktar analiz bélimlerinin
toplam sayis1 acisindan olumlu bir buyitme ile
bolimlerin sayisina gore olculur. Bolimlerin icindeki
molekiillerin dagilimi bagimsiz ve rastgele bir islemdir
(22). Dijital PZR bir numunedeki niikleik asitlerin,
kesin olarak miktarinin saptanmasinm saglar. Dijital
PZR uygulamas1 icin pratik ve oOlceklendirilebilen
teknolojilerin eksikligi bu giicli teknigin yaygin
olarak benimsenmesini engelliyordu. Burada yuksek
verimli damlacik dijital PZR sistemi 96 kuyulu bir
plaka ile geleneksel TagMan problan kullanilarak
~ 2 milyon PZR reaksiyonu islenmesini saglar (20)
(Sekil 1). Ayrica 6rnegin uygun bir sekilde seyreltilmesi
genellikle reaksiyon bolumi basina sadece bir hedef
molekulun incelenmesini garanti eder. Daha yuksek

konsantrasyonda kalip kullanilirken, molekiillerin

DENEY

Sekil 1. Dijital PZR’a genel bakis (20)

DONGU REAKSIYONU

gercek sayis1 gozden kacabilir cinku bazi bolumler
birden fazla kalip molekil icerir. Kullanilan Poisson
istatistigi bu bozulmay: bir dereceye kadar onleyebilir
(23).
driniin varligim veya yoklugunu algilamak (izere
gPZR’da da oldugu gibi dPZR’da da kullamlmaktadir.
Sonucta

Floresan kimyas1 teknolojisi o6zgul bir PZR

verilerin yorumlanmasi karmasik
biyoinformatik analizlere siki sikiya bagl degildir.
Baz1 uygulamalarda, ardisik olasilik oran testi allel
dagiimi normalden farkli oldugu icin kanitlarin

glicuni olcmekte kullanmilabilir (24).

Ornegin Sekil 2’de;

(A) Master mix iceren 20 pL numune, primerler,
TagMan problari ve hedef DNA, sekiz kanalli damlacik
jenerator kartusunun orta kuyularina yiklenir.
Emdulsiyon stabilize edici ylzey aktif madde iceren
damlacik olusturma yagi (8 x 60 uL) daha sonra damla
reteci kartusunun solundaki kuyunun icine yiiklenir.
Bir vakum bir basin¢c farki olusturmak icin cikis
kuyusuna (sagdaki kuyu) otomatik olarak uygulanir,
bu arada mikroakiskan dongii geometrisi sulu 6rnegin
icinde istikrarli hale donisiir. Tek dagilimli olarak su
icindeki yag emiilsiyon damlaciklar ve yag fazindaki
farkliliklan

kartusun damlacik toplama kuyusunda toplanir. Her

yogunluk nedeniyle  yogunlasarak
bir kuyudaki damlaciklar daha sonra 96 oyuklu, folyo
ile kapatilmis plakaya aktarilir ve son olarak termal

dongliye girer (25).

SONUC OKUMA
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(B) Amplikasyon sonrasinda plaka damla okuyucuya
yuklenir ve burada otomatik olarak damlaciklar
mikroakiskan singulator kullanilarak aspire edilir.
Ornekler 100 kHz mzinda tek sira halinde FAM/VIC iki
renkli floresan dedektorinden gecirilir.

(C) Damlaciklar
farkliiklar amplifikasyon varsa veya hic olusmadig
tipik Fam/Vic dubleks calismalar
icin tum damlacik populasyonunu dort ayrn kime

icin floresan genliklerindeki
durumlarda

halinde boler. Bu dort popiilasyonlar hicbir hedefin
bulunmadig1 (F -/ V -), hedeflerin birinin (F -V+/ F
+V-) veya hedeflerin her ikisini de (F +/ V +) iceren
damlaciklar vardir. Damlaciklar siniflandiran dijital
yontemde her algilama kanali icin bir floresan esigi
ayarlanmistir ve damlacik basina dusen ortalama
kopya sayisinin hesaplanmasi pozitif damlaciklarin
fraksiyonu ve Poisson modelleme ile bulunabilir (25)
(Sekil 2).

dPZR’nin yukanda belirtilen ozellikleri diger
yontemlerin tespit yeteneklerinden farklidir, bu da
cesitli arastirma uygulamalar icin dPZR yaklasimin
Son zamanlarda dPZR’nin DNA
mutlak olcumu kapasitesi, yeni nesil DNA dizileme

essiz kilar (15).

[A] 8]

Dropletler iginde Boligtiirme

ve Omejin Handanmas: ve Dropletierin Okunmasi

ONA
primerleri/ _/O
MasterMix

'L
problan ‘

2 kuyucuklu tek kullanimisk
damiacik jenerator kartugu

l
&

- —
y*d
\_aP
et }z@
yad

iginde 40-50

kuyucuklu plaka l

weoee

iki renkli FAM VIC detektorinun 100

kHI'da numune almass

Sekil 2. ddPZR’nin genel calisma prensibi (25)
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ddngu olan 36 Igeren
damlaceklar
Roresanda

singulate damlaciklar tespit edilmeden

@ance otomatik olarak okunmas

kutuphanesinin hazirlanmasinda

(26).

kullamlmistir

Dijital PZR’nin diger PZR teknolojilerine gore
tistlinliikleri

Dijital PZR, gPZR’a kiyasla daha yiiksek hassasiyet
gosteren PZR bazli mutlak ol¢iim teknigidir. Bugiine
kadar yapilan kanser ve viral enfeksiyonlar tzerindeki
cesitli calismalar dPZR’nin gPZR’a gore duyarliiginin
ve hassasiyetinin daha yiiksek oldugunu gostermistir
(17). Bu avantajin asil nedeni, reaksiyonlarin tek tek
boliimlendirilebilmesidir (20). Geleneksel gPZR ile
karsilastirirsak ddPZR daha disiik saptama limitlerine
ve daha biiylik dinamik araliga sahiptir (21).

Dijital PZR teknik olarak Gercek Zamanli PZR’den
cok daha basittir ve esik (threshold) verilerini
yorumlayabilmek icin standart diliisyon egrilerine
gerek duyulmamaktadir (19). Boylelikle gPZR ile tespit
edilemeyen biyolojik ve translasyonel potansiyele
sahip cok diisiik diizeyde aciklanan genlerin varligi
ddPZR ile tespit edilebilmektedir. Buna ek olarak,
dPZR’nin bir Ustiinliigi de mutlak lciim saglamasidir.
qPZR kullanilarak tespit edilemeyen dusiik veya limitli
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miktardaki hedefleri tespit etmek icin kullanilmasi
calismalara avantaj saglar (27).

dPZR’nin daha kesin sonu¢ vermesindeki en
onemli 6zellik metot saglamligindan (robustness) ileri
gelmektedir. gqRT-PZR daha yiiksek bir dinamik araliga
sahip olmasina ragmen dijital PZR 6rnekler arasindaki
en ufak degisiklikleri bile saptamaya olanak saglar.
gRT-PZR’nin aksine dijital PZR, azaltilmis PZR
verimliligi karsisinda daha direnclidir. qRT-PZR ile

o Orneklerin ve yagin jeneratdr kartusunda
tek kullanimhk dropletlere yliklenmesi

A B cC O E F G H
ye8 — .

omelder —

damiacikder

o Dropletierin olugturulmas:

yei ar
yeg

° Dropletierin 96'Iik PCR wellplate'lere aktanimas

Grnek —* —

o Son noktaya kadar termal ddngi

o Floresan okuma

PCR sonras: damiacidar floresan tespit
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Spacer O

o EZim genigliginin uygulanmasi ve
konsantrasyonun hesaplanmasi

- o -

FAM yosuniuk (a.u)

~N

VIC yoguniuk (a.u)
FAM-VIC FAM-V

Sekil 3. dDroplet dijital PZR’ 1n calisma prensibi (20)

karsilastinldiginda dezavantaj olarak daha diisiik bir
dinamik araligi vardir (18).

dPZR Avantaj ve Dezavantajlar

Dijital PZR’da daha disik maliyetlerde yiiksek
verimlilik mumkundir (17). Yeterli seyreltmeler ile,
bircok reaksiyon standart bir egriye ihtiyac duymadan
Poisson istatistikleri kullanilarak sablon bir DNA
icermeden olcum gerceklestirilir (19). Bu yeni metot
analizin daha uygulanabilir ve tekrarlanabilir olmasina
olanak saglar (28).

Droplet dijital PZR (ddPZR), teorik olarak tek
saptanabilmesine olanak
sagladigindan dolay1 hassasiyeti yiiksek olan bir
metottur (18). ddPZR son derece dusiik frekansli
durumlarda bile efektif calisir (29).

bir hedef molekiliin

PZR verimliligin hesaplanmasi icin seyreltme
egrilerine ve mutlak olciim icin DNA standartlarina
gerek yoktur (18). dPZR hedef RNA miktar cok dusuk
olsa bile gen ekspresyonunun saptanmasina olanak
saglar (27).

kullamlmast  qPZR’da

noktadir.

standartlarin
olcmede merkez

Harici
analitik performans
Harici kalibratorlere dPZR’da gerek duyulmamasi
ve enzim inhibisyonuna yol acacak maddelere kars
tolerans sahibi olmasi, niikleik asit kantifikasyonunda
kullanilmasinin temel sebebidir (26, 30). Her iki
teknoloji de nukleik asitlerinin kesfinde ayni floresan
kimyasim kullansa bile; dPZR dinamik diziyi es
zamanli etkileyerek aym anda kalibin cogaltilmasi
icin partikil sayimina izin vererek daha kesin bir
dPZR teknolojisindeki
son gelismeler reaksiyon bolumlerinin binlerden

Olcim saglayabilmektedir.
milyonlara kadar olmasiyla olceklenebilir bir ortam
saglar (20). Sonuc¢ olarak dPZR, gPZR’a gore daha
Ustin hassasiyet gostermekte olup, duyarliik ve
tekrarlanabilirlik acisindan da nikleik asit olcim
imkan1 sunmaktadir. Lakin dusik maliyetli olmasi
acisindan Kantitatif Gercek Zamanli PZR gilinimizde
hala en ¢ok kullanilan niikleik asit 6lcum yontemidir
(15). Teknik on amplifikasyon adimina gerek kalmadan
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nikleik asitlerin izlerini tespit etmede son derece
gucludir boylece tahlile 6zgu onyargili bir giris
onlenmis olur (31).
Analitik  kesinligine
“coefficient” varyasyon degeri, qPZR’a gore dPZR icin
onemli olclide daha diisiik oldugu gosterilmistir (15).

karsibk gelen katsay

Dahasi, kalip bolmeleri azaltilarak arka plandaki DNA
ve kirleticilerin seviyeleri dusurulur, pozitif reaksiyon
bolimlerinin sinyal sesi arttirilmis ve boylece algilama
hassasiyeti arttinnlmis olmaktadir (32).

Kullanim Alanlan

dPZR tekniginin kullanim alanlarindan bahsedecek
olursak; heterojen timorlerde ya da genetik kokenli
hastaliklarda nadir allel tespitlerinde (33), periferal
likit
invaziv olmayan prenatal tanida

vucut swvilanim1 kullanarak solid tumorlerin
biyopsisinde (34),
(20), viral yuk tespitinde (35), gen ekspresyonunda,
heterojen orneklerde kopya sayis1 varyasyonlarinda
(36) (Sekil 5), kisith miktardaki orneklerin analizinde,
ornegin FFPE 6rnekleri ve tek hiicre gen ekspresyonu
gibi, dizileme oncesi DNA kalite testlerinde (26,
37) (Sekil 4), gida alanminda Genetigi Degistirilmis
Organizma (GDO) (38) tespitinde kullanilmaktadir.
Ornegin Sekil 4’te goriildiigii iizere; DNA, daha
onceden arsivlenmis bir kanser numunesinden elde
edilir. Formalin ile parafin bloga fikse edilen mide
adenokarinoma ornegi beraberindeki lekeli bolim
ile gosterilmistir. DNA izolasyonundan sonra damlacik
PZR belirli bir gruba ait PZR primerleri ve floresan

| FFPE

g' W | DNA
-2
ddPCR
‘ % ara bosuktan
damlaciklarin

FEPE PCRdamlacik gegisi
KANSER uygulama
ORNEGI sonrasi

ve sayim

probu PZR sonrasi

damlaciklan iki renkli bir detektore acilan kilcalin

ile yapilmaktadir. emilsiyon
icine dogru tek tek akar; hedef ve referans genler
icin pozitif damlaciklar 6-FAM ve VIC gibi farkli
boyalarla kopya sayisi kantitatif olarak sayilabilir. Bir
boya kontrol bolimiine 6zgiildiir ve diger bolimleri
olcer. Mevcut 6rnek, eger timor hiicrelerinin sadece
kiicuk bir kismin iceriyorsa bile anormal genomik
amplifikasyonlar1 algilamak icin ddPZR kullanarak
FFPE tumor orneklerinde genomik amplifikasyonlan
olcmek icin guclu bir ¢cozum gelistirilmistir. ddPZR
metodunda genomik DNA’dan nanogram miktarda
olmas1 yeterlidir, boylece nadir numuneleri bile
calisilmas1 kolaylasmistir.  Hindson ve arkadaslan
tarafindan aciklandigi gibi ddPZR metodu belirli
genomik etkinliklerin son derece hassas ve spesifik
olarak saptanmasi icin érnegin emiilsifiye edilmesini
icerir (44).

Verimli c¢alisma platformlar icinde dPZR’yi
guclu potansiyele donustirmek icin, tek bir molekil
biiylitmesi siireci son derece istikrarli bir ortamda
gerceklesmelidir. Platformun secimi 6zellikle kesinlik
derecesi, sonuc, sistem ve tahlillerdeki maliyete
bagluidir (15).

itk nesil dPZR platformalari mikroakiskan kanallar
iceren ciplere dayanmaktadir (39). Hedef molekil
gercek zamanli olarak izlenebilir boylece yanlis
pozitif reaksiyonlar her bir reaksiyonunun biyiitme
Yiksek
hassasiyet ve kesinlik icin dijital platformlarin daha

(amflikasyon)  egrisinden  c¢ikanlabilir.

ddPCR
VERi -
ANALIZI

9 - = -

FAM ve VIC ile her
damlacigin yogunluk
olgimii

floresans ile tespit

Sekil 4. Formalinde sabitlenmis ve parafine yerlestirilmis (FFPE) kanser doku orneklerinin amplifikasyon analizinde droplet

dijital PZR’nin genel calisma prensibi (44)
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cok sayida numaralandinlmasina ihtiya¢ vardir. Bu
nedenle, sirketler her dPZR reaksiyonunu yagda
sulu damlaciklann icinde PZR okuma bitis noktasi ile
birlestiren sistemlerini baslatmislardir. Bu platformlar
Gercek Zamanli PZR olcumu gerceklestiremiyor
olmalarina ragmen cok biyiik sayidaki reaksiyon
bolimlerinin  birbirine benzer ebattaki dinamik
degerleri carpic1 bir artisa yol agmistir (25). Sysmex
Inostics tarafindan saglanan beaming dijital PZR

" - — Cilt 73 B Say1 2 B 2016

teknolojisi (boncuk, emiilsiyon, amplifikasyon ve
manyetik) klonal manyetik parcaciklarin varliginda
nikleik asitleri cogaltmaya ve sitometri akisi
kullamlarak da miktarnn degerlendirmeye olanak
saglar (40). Bu dPZR stratejisi, Ozellikle kanser
arastirmalarinda genis kullamim alanm bulmustur (15).

Ornegin Sekil 3’te goriildiigii lizere;
a) Ornekler ve damlacik olusturma yag sekiz
kanalli damlacik jenerator kartusu icine yuklenir.
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Sekil 5. Dolasan niikleik asit arastirmasinda cip veya droplet dijital PZR teknolojisinin sematik gosterimi (15)
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b) 1 nl’lik damlaciklar halinde 6rnegin ve yagin
akistyla vakum islemi gerceklesir. iki dakikadan az bir
sire icerisinde, sekiz ornek 20.000 damlacikli sekiz
sete donusur.

c) Satbilize olan damlaciklar 96’lik wellplate’lere
aktanlr.

d) Droplet PZR’nin cogaltma basamagindan son
asamaya kadar (3.545 dongu) termal dongu islemleri
gerceklesir.

e) Her bir kuyucuktan cekilen damlaciklar plaka
okuyucuya vyiiklenir, saniyede yaklasik 1.000 adet
gececek sekilde iki renkli dedektorden gecirilir.

f) Damlaciklar floresan genliklerine gore pozitif ve
negatif olarak atanir. Her kanal icerisindeki pozitif
ve negatif damlaciklar, %95 Poisson giiven araliginda
hedef ve referans DNA dizilerinin

kullamlir (20)

olmak Uzere,
konsantrasyonun hesaplanmasinda

(Sekil 3).
dPZR’nin  klinikte  RNA  biyobelirteclerinin
saptanmasinda ve miktarinin  belirlenmesinde

kullanisli olabilecegi belirtilmistir (27). dPZR’nin
analitik glicui bir kopya basina 100.000 yabanil
tip dizinin altinda tek bir niikleotid varyantinin
algilanmasini saglar (41).

Meme kanseri hicre hatti ile ilgili arastirmalar,
HER2 gen kopya sayisi varyasyonunda ince Kkat
farkliliklarinin saptanmasinda qPZR’a kiyasla dPZR’nin
daha Ustiin hassasiyet ve duyarlilik gosterdigi rapor
edilmistir (36). Dijital PZR kolorektal kanser ve
meme kanseri olan hastalarinin plazmasindaki belirli
bir lokusun metilasyon durumunun degerlendirilmesi
icin kullamlmistir (42, 43).

1999 yilinda kolorektal kanser ile iliskili ras
onkogen mutasyon miktarinin belirlenmesi icin
Vogelstein ve Kinzler oncii bir calisma yaparak
dPZR’nin klinik calismara yardimci bir program
olabilecegini vurgulamistir (23). Ancak zahmetli olusu
klinik ortamda rutin kullanimini engellemistir. Boylece
pratik gelisimine odaklanilmasi yoninde calismalar

yapilmas1 gerektigi belirtilmistir. Daha sonra mevcut
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gelistirilen platformlarin pratikligi kolaylastirilmis ve
bircok klinik alanda kullamimi saglamistir (20).

Viroloji ve bakteriyoloji alaninda, Cytomegalovirus
(CMV), Hepatit B virls, HIV-1 virls, metisilin-direncli
Staphylococcus aureus tespitinde ve viral yukin
ortaya konmasinda dPZR kullamlmistir (49, 50-52).
HIV-1 icin yapilabilen dusiik dizeydeki viral yuk
tespiti retroviral tedaviye faydali olabilecegine isaret
etmektedir (53-55).

Mikroakiskan cipler kullanilarak mikrodropletler
sayesinde binlerce ya da milyonlarca reaksiyon dijital
PZR ile ayr1 ayn bir ornek halinde incelenir. ddPZR
ornekleri nanolitreden pikolitreye kadar minimalize
edilmis hacimlerde calismaya olanak saglamistir.
Reaksiyon PZR‘nin son noktasina ulastiginda; damlalar
ilgili hedef dizinin kopyalarin1 icermeyebilir ya da
bazi kopyalarini icerir (27). ddPZR spesifik viruslerin
dusuk kopyalarinin saptanmasinda kullanisli olabilir
(21).

ddPZR yiiksek miktardaki orneklerin ol¢limine de
uygulanabilir. ddPZR yaklasik 45 dakika numunenin
islenmesine ve sonrasinda numune sayisina bagli
droplet okuma vakti olarak 1-2 saat daha ek sureye
ihtiyac duyar (21).

Kantitatif Dijital PZR Deneylerinin
Yayinlanabilmesi icin Gerekli Olan Minimum Bilgi
(dMIQE) Kurallan

Dijital PZR icin ilk ticari platform 2006 yilindan
beri piyasada olmasina ragmen, zaten iyi kurulmus
bir gPZR ile karsilastirildiginda klinik ortamda
tam potansiyele sadece baslangicta sahip oldugu
Klinik dPZR
uygulanmasi yolundaki ilk adim farkli laboratuvarlar

gosterilmistir. uygulama icinde
arasinda tekrarlanabilirligi gelistirmek icin deneysel
ayrintilari
(Minimum Information for Publication of Quantitative
Dijital
alinmistir

bildiren bir cerceve saglayan dMIQE

PZR Experiments) kurallan
(45). MIQE kurallarim
listesi, qPZR analizlerinin gelistirilmesi, verilerin

yayinlayarak
iceren kontrol

tekrarlanabilmesi ve karsilastirilabilmesi amaciyla



2009 yilinda yayimlanmistir. Tiim 6geler temel olanlar
(E-Esansiyel) ya da istege bagli olanlar (i-istege bagli)
seklinde kategorize edilmistir (45).

Sonug¢

Dijital PZR yeni uygulamalar ve arastirmalar icin
gelismekte olan yeni bir PZR teknigi olarak karsimiza
ctkmistir.  Glvenilirlik ve tekrarlanabilirlik diizeyi
oldukca yiiksek bir yontemdir. Cok dusuk hacimlerde
ve tek molekiil konsantrasyonunda calisilabildiginden
dolay1, yontem yiiksek hassasiyet gerektirmektedir.
Deney tasarimi yapilmadan once tek bir hedef
Birden cok hedef
oldugu takdirde ise, her hedef farkli bir kuyucukta
islem gorir (46).

oldugundan emin olunmalidir.

Nadir allel tespiti durumunda, yanlis pozitiflerin
Cok olduklar taktirde
gercek pozitiflerin sayisint maskeleyebilirler. Kalibin

oran1 oldukca onemlidir.
baslangic konsantrasyonu da oldukca onemlidir,
numunenin uygun seyreltilmesi bu konsantrasyona
gore belirlenir. Daha 6nce de bahsettigimiz gibi dijital
PZR teknolojisinde, standart egriye gerek duyulmadan
DNA parcalar arasinda hassas molekiiler olciimler
gerceklestirilebilir, yuksek ozgulluk hassasiyeti gorulur
ve yiksek tekrarlanabilirlik mimkiindur. dPZR’nin en
biylik giicli kalibrator referansa ihtiyac duymadan,

kantitatif olclimler ile hassas bir sekilde dogrudan

sayim yapabilmesidir (46).

dPZR’nin
ragmen,

hakkinda
tasariminda

Arastirmacilar potansiyeli
istekli deney
dikkatli olunmasi hususunda uyarida bulunmaktadir.
Teknolojinin olgunlasip olgunlasmayacagi, maliyetin

olmalarina

de azalip azalmayacagi su an bircok arastirmaci icin
merak konusudur. Su an az miktarda uygulama alani
olsa da yarin cok daha fazla kullanim sahasinin olmasi
beklenmektedir (47).
dPZR’nin diger PZR yontemlerinin yerini alabilecegini
soyleyebiliriz, fakat bunun ne zaman gerceklesecegini

Gelismis dizileme yontemi ile

tahmin etmek zordur (31).

Bu tartismalar Uzerine, bu derlemede dPZR’nin
bilinirligini Ulkemiz bilim camiasinda arttirmak, bu
teknigin gida ve saglik alanlarinda nadir allel tespiti
ve dusuk duzey genetik analizlerde uygulanmasinin
tesvik edilmesi amaclanmustir. ilgili teknolojinin kabul
edilebilirligini arttirmak ancak bu teknigin kullaniminin
yayginlastinlmas1 ile mumkundur.  Laboratuvar
calismalarinda kullanimda olan molekdler teknikler
tek basina biitun sorularimiza cevap verememektedir.
Metotlar birbirinin tamamlayicilar1 durumundadir.
Dolayist ile dPZR, kullanim alanlarinda hassasiyeti
yakalamak isteyenlere daha dogrulayici bir yaklasim

saglayabilecektir.

Tablo 1. Tim kullamailar icin Kantitatif Dijital PZR deneylerinin yaynlanabilmesi icin gerekli olan minimum bilgi (dMIQE) kurallan listesi (45)

. " Onemlilik . " Onemlilik
Kontrol edilecek dge derecesi Kontrol edilecek oge e
Deneysel Tasarim Deneysel Tasarim
Deney ve kontrol gruplarinin tanimlanmasi B i AU ST LT e E
Mikro ya da makrodiseksiyon E
Her grup icindeki numaralar E
islenis prosediirii E
Analizler merkezi labda mi yoksa arastirmacinin i
kendi labinda m gerceklestirilecek? Eger dondurulma varsa-nasil ve hangi hizda? E
Gu¢ analizi [ Fikse edilecekse, ne ile ve hangi hizda? E
Ornek tamm E Ornegin saklanma kosullari ve siiresi E
Turk Hij Den Biyol Derg
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Tablo 1. Devam
Kontrol edilecek oge 0neml1l|!( Kontrol edilecek oge Onemllll!(
derecesi derecesi
Niikleik asit ekstraksiyonu dPZR hedef bilgisi
Miktar tayini-Gerecler/Yontem E Sekansin katiim numarasi E
Saklama kosullari: sicaklik, E Amplikon konumu i
konsantrasyon, siire, tampon cozelti
Amplikon uzunlugu E
DNA veya RNA miktar tayini E
BLAST vs gibi veritabanlarindaki E
Kalite/butunluk, cihaz/yontem B ozgulluk ekrani
Kalibin yapisal bilgisi E Pseudogenler, retropseudogenler veya i
diger homologlar
Kalip modifikasyonu (sindirim, E )
sonikasyon, preampflifikasyon, vs) Sekans hizalama |
Kalip iyilestirme (ilk 1sitma ya da E Amplikonun ikinci yap1 analizi ve GC icerigi i
kimyasal denatiirasyon)
Ekzon veya intron tarafindan olusturulan
. . A E
Seyreltmenin engellenmesi E her primerin konumu (varsa)
RNA 6rneginde DNA kontaminasyonun Nerede uygundur, hangi ek varyantlar
= L . E > E
degerlendirilmesi hedeflenmistir?
DNAaz ile muamelenin detaylan E dPZR Oligoniikleotitleri
Kullanilan reaktiflerin ureticisi ve Primer dizileri ve/veya amplikon icerik dizisi E
katalog numaralar
RTPrimerDB (real-time PZR primer ve prob i
Nikleik asitlerin saklama kosullari: sicaklik, E veritabam
konsantrasyon, sire, tampon cozelti )
Prob dizileri |
RT (Eger gerekliyse)
Konum ve kimlik degisimleri E
cDNA olusturma yontemi ve konsantrasyonu E )
Oligoniikleotitlerin Ureticisi |
Bir ya da iki-basamak protokolii B o . . .
Piirifikasyon yontemi |
Reaksiyon basina kullanilan RNA miktar E dPZR Protokolii
Reaksiyon bilesenlerinin ve kosullarinin E Reaksiyon kosullarinin tamamlanmasi E
ayrintilan
Reaksiyon hacmi ve RNA/cDNA/DNA E
RT Ver]ml]l]é] miktan
RT ile birlikte ve RT olmadan olcllen Primer, (Prob), Mg2+ ve dNTP :
tahmini kopyalar konsantrasyonlari
Reaktiflerin Ureticisi ve katalog numaralar Polimeraz kimligi ve konsantrasyonu E
Reaksiyon hacmi (2 basamakli RT Tampon/Kit katalog numaralan ve ireticileri E
reaksiyonu icin)
Tampon ¢ozeltinin kimyasal icerigi i
cDNA’nin saklanma kosullar: sicaklik,
konsantrasyon, siire ve tampon cozelti ilaveler (SYBR gren |, DMSO, vs) E
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Tablo 1. Devam

Kontrol edilecek oge (Zlnemth.( Kontrol edilecek oge
lerecesi
dPZR Protokolii Veri analizi
Plate/Tup katalog numaralan ve ireticileri | Bsliim basina ortalam kopya (veya esdegeri)
Tam termodongileme parametreleri E . . .
dPZR analiz programi (kaynagi, versiyonu)
Reaksiyon kurulumu i
Uyumsuz tanimlama ve diizen
Gravimetrik ya da hacimsel seyreltmeler i
(manuel/robotik) Kalip olmayan kontrollerin sonuclan
Hazirlanan total PZR reaksiyon hacmi i Ek veri olarak pozitiflerin ve negatif test
sonuclarinin ornekleri
Bolustiirme sayisi B
Referans genlerin sayisinin ve seciminin
Bireysel boliistiirme hacmi E gerekgesi, uygunlugu
Olciilen béliistiirme hacimleri E Yontemin normalizasyonu ve tanimi
Bdl'd§tiirme hacmi de§1§1kl1kler1/SD i B]yo[o]]k kopya[ar]n uyumu ve sayisi
Kontrollerin kapsamli ayrintilari ve uygun E Tekniksel kopyalarin basamagi (RT veya
kullamm dPZR) ve sayisi
dPZR gereclerinin ureticisi E Tekrarlanabilirlik
dPZR test sonucu kontrolii Cogaltilabilirlik
Deney icin optimizasyon verileri i Deneysel varyans
Ozgiinliik ( nadir mutasyonlar, patojen E Analiz icin kullanilan istatistiksel yontemler

dizileri vs olculirken)

Kalibrasyon kontroliiniin saptama limiti

RDML kullanilarak verileri gonderme
(Real-time PZR Data Markup Language)

Tiim 6geler temel olanlar (E-Esansiyel) ya da istege bagli olanlar (i-istege bagli) olarak kategorize edilmistir.

CIKAR CATISMASI

Yazarlar herhangi bir ¢ikar catismasi bildirmemektedir.

Turk Hij Den Biyol Derg

195



KAYNAKLAR

1.

10.

11.

12.

196

Mullis KB. The unusual origin of the polymerase
chain reaction. Sci Am, 1990; 262: 56-61, 64-5.

Bottero MT, Civera T, Nucera D, Rosati S, Sacchi
P, Turi RM. A multiplex polymerase chain reaction
for the identification of cows’, goats’, and sheeps’
milk in dairy products. Int Dairy J, 2003; 13: 277-
82.

Garibyan L, Avashia N. Polymerase Chain Reaction.
J Investig Dermatol, 2013; 133 (3): e6.

Erlich HA, Gelfand D, Sninsky JJ. Recent Advances
in the Polymerase Chain Reaction. Science, 1991;
252: 1643-51.

Gibbs RA, DNA Amplification by the Polymerase
Chain Reaction. Analytical Chemistry Anal Chem,
1990; 62 (13): 1202-14.

Arnheim N, Erlich H. Polymerase Chain Reaction
Strategy. Annu Rev Biochem, 1992; 61: 131-56.

Sharkey DJ, Scalice ER, Christy KG, Atwood SM,
Daiss JL. Antibodies as thermolabile switches: High
temperature triggering fort he polymerase chain
reaction. Biotechnol, 1994; 12: 506-509.

Elizabeth G. How widespread is adult neurogenesis
in mammals? Nat Rev Neurosci, 2007; 8: 481-8.

Klein D. Quantification using real-time PCR
tecnology: Applications and limitations. Trends Mol
Med, 2002; 8: 257-60.

Bustin SA, Mueller R. Real-time reverse
transcription PCR (qRT-PCR) and potential use in
clinical diagnosis. Clin Science, 2005; 109: 365-79.

Karatas M. Molekiiler Biyoloji. Nobel Akademik
Yayincilik. 2012; 288-90.

Santagati S, Garnier M, Carlo P, Violani E, Picotti
GB, Maggi A. Quantitation of low abundance
mRNAs in glial cells using different polymerase
chain reaction (PCR)-based methods. Br Res Prot,
1997; 1 (3): 217-23

Turk Hij Den Biyol Derg

13.

14.

15.

16.

17.

18.

19.

20.

21.

22.

23.

Auckenthaler R, Risch M. Do Multiplex PCR
techniques  displace classical cultures in
microbiology? Ther Umsch, 2015; 72 (2): 77-85.

Karlen Y, McNair A, Perseguers S, Mazza C, Mermod
N. Statistical significance of quantitative PCR. BMC
Bioinformatics, 2007; 8: 131.

Hudecova |. Digital PCR analysis of circulating
nucleic acids. Clin Biochem, 2015; 142 (15): 9.

Sykes PJ, Neoh SH, Brisco MJ, Hughes E, Condon
J, Morley AA. Quantitation of targets for PCR by
use of limiting dilution. Biotechniques, 1992; 13:
444-9.

Kim TG, Jeong SY, Cho KS. Comparison of droplet
digital PCR and quantitative real-time PCR for
examining population dynamics of bacteriain soil.
Appl Microbiol Biotechnol, 2014; 98 (13): 6105-13.

Jahn M, Vorpahl C, Tirkowsky D, Lindmeyer M,
Bihler B, Harms H, et al. Accurate determination
of plasmid copy number of flow sorted cells using
droplet digital PCR. Anal Chem, 2014; 86 (12):
5969-76.

Wiencke JK, Bracci PM, Hsuang G, Zheng S,
Hansen H, Wrensch MR, et al. A comparison of
DNA methylation specific droplet digital PCR
(ddPCR) and real time gPCR with flow cytometry in
characterizing human T cells in peripheral blood.
Epigenetics, 2014; 9 (10): 1360-5.

Hindson BJ, Ness KD, Masquelier DA, Belgrader
P, Heredia NJ, Makarewicz AJ, et al. High-
throughput droplet digital PCR system for absolute
quantitation of DNA copy number. Anal Chem,
2011; 83: 8604-10.

Sze MA, Abbasi M, Hogg JC, Sin DD. A comparison
between droplet digital and quantitative PCR in the
analysis of bacterial 16S load in lung tissuesamples
from control and COPD GOLD 2. PLoS One, 2014;
9(10): e110351.

Bhat S, Herrmann J, Armishaw P, Corbisier P, Emslie
KR. Single molecule detection in nanofluidic digital
array enables accurate measurement of DNA copy
number. Anal Bioanal Chem, 2009; 394: 457-67.

Vogelstein B, Kinzler KW. Digital PCR. Proc Natl
Acad Sci USA, 1999; 96: 9236-41.



24,

2.5%

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34,

Zhou W, Galizia G, Lieto E, Goodman SN, Romans
KE, Kinzler KW, et al. Counting alleles reveals a
connection between chromosome 18q loss and
vascular invasion. Nat Biotechnol, 2001; 19: 78-81.

Pinheiro LB, Coleman VA, Hindson CM, Herrmann J,
Hindson BJ, Bhat S, et al. Evaluation of a droplet
digital polymerase chain reaction format for DNA
copy number quantification. Anal Chem, 2012; 84:
1003-11.

White RA, Blainey PC, Fan HC, Quake SR. Digital
PCR provides sensitive and absolute calibration for
high throughput sequencing. BMC Genomics, 2009;
10: 116.

Takahashi K, Yan IK, Kim C, Kim J, Patel T. Analysis
of extracellular RNA by digital PCR. Front Oncol,
2014; 4: 129.

Usmani-Brown S, Lebastchi J, Steck AK, Beam
C, Herold KC, Ledizet M. Analysis of B-cell
death in type 1 diabetes by droplet digital PCR.
Endocrinology, 2014; 155 (9): 3694-8.

White TB, McCoy AM, Streva VA, Fenrich J, Deininger
PL. Adroplet digital PCR detection method for rare
L1 insertions in tumors. Mob DNA, 2014; 5 (1): 30.

Dingle TC, Sedlak RH, Cook L, Jerome KR. Tolerance
of droplet-digital PCR vs real-time quantitative
PCR to inhibitory substances. Clin Chem, 2013;59:
1670-2.

Whale AS, Cowen S, Foy CA, Huggett JF. Methods
for applying accurate digital PCR analysis on low
copy DNA samples. PLoS One, 2013; 8: e58177.

Weisenberger DJ, Trinh BN, Campan M, Sharma S,
Long Tl, Ananthnarayan S, et al. DNA methylation
analysis by digital bisulfite genomic sequencing
and digital MethyLight. Nucleic Acids Res, 2008;
36: 4689-98.

Pekin D, Skhiri Y, Baret JC, Le Corre D, Mazutis
L, Salem CB, et al. Quantitative and sensitive
detection of rare mutations using droplet-based
microfluidics. Lab Chip, 2011; 11 (13): 2156-66.

Chen WW, Balaj L, Liau LM, Samuels ML,
Kotsopoulos SK, Maguire CA, et al. BEAMing and
Droplet Digital PCR Analysis of Mutant IDH1 mRNA
in Glioma Patient Serum and Cerebrospinal Fluid
Extracellular Vesicles. Mol Ther Nucleic Acids,
2013; 2: e109.

35.

36.

37.

38.

39.

40.

41.

42.

43.

44.

White RA, Quake SR, Curr K. Digital PCR provides
absolute quantitation of viral load for an occult
RNA virus. J Virol Methods, 2012; 179 (1): 45-50.

Whale AS, Huggett JF, Cowen S, Speirs V, Shaw
J, Ellison S, et al. Comparison of microfluidic
digital PCR and conventional quantitative PCR for
measuring copy number variation. Nucleic Acids
Res, 2012; 40: e82.

Didelot A, Kotsopoulos SK, Lupo A, Pekin D, Li X,
Atochin |, et al. Multiplex picoliter-droplet digital
PCR for quantitative assessment of DNA integrity in
clinical samples. Clin Chem, 2013; 59 (5): 815-23.

Dobnik D, Spilsberg B, Bogozalec Kosir A, Holst-
Jensen A, Zel J. Multiplex quantification of 12
European Union authorized genetically modified
maize lines with droplet digital polymerase chain
reaction. Anal Chem, 2015; 87 (16): 8218-26.

Spurgeon SL, Jones RC, Ramakrishnan R. High
throughput gene expression measurement with
real time PCR in a microfluidic dynamic array. PLoS
One, 2008; 3: e1662.

Dressman D, Yan H, Traverso G, Kinzler KW,
Vogelstein B. Transforming single DNA molecules
into fluorescent magnetic particles for detection
and enumeration of genetic variations. Proc Natl
Acad Sci USA, 2003; 100: 8817-22.

Heyries KA, Tropini C, Vaninsberghe M, Doolin C,
Petriv Ol, Singhal A, et al. Megapixel digital PCR.
Nat Methods, 2011; 8: 649-51.

Li M, Chen WD, Papadopoulos N, Goodman SN,
Bjerregaard NC, Laurberg S, et al. Sensitive digital
quantification of DNA methylation in clinical
samples. Nat Biotechnol, 2009; 27: 858-63.

Weisenberger DJ, Trinh BN, Campan M, Sharma S,
Long Tl, Ananthnarayan S, et al. DNA methylation
analysis by digital bisulfite genomic sequencing
and digital MethyLight. Nucleic Acids Res, 2008;
36: 4689-98.

Nadauld L, Regan J, Miotke L, Pai RK, Longacre TA,
Kwok SS et al. Quantitative and Sensitive Detection
of Cancer Genome Amplifications from Formalin
Fixed Paraffin Embedded Tumors with Droplet
Digital PCR. Transl Med (Sunnyvale), 2012; 2(2): .

Turk Hij Den Biyol Derg

197



45,

46.

198

Huggett JF, Foy CA, Benes V, Emslie K, Garson
JA, Haynes R, et al. The digital MIQE guidelines:
Minimum  Information  for  Publication of
Quantitative Digital PCR Experiments. Clin Chem,
2013; 59 (6): 892-902.

Manoj P. Droplet digital PCR technology promises

new applications and research areas. Mitochondrial
DNA, 2016; 27 (1): 742-6.

Turk Hij Den Biyol Derg

47.

48.

Baker M. Digital PCR hits its stride. Nature Methods,
2012; 9(6): 541.

Pavsic J, Zel J, Milavec M. Assessment of the real-
time PCR and different digital PCR platforms for
DNA quantification. Anal Bioanal Chem, 2016; 408
(1): 107-21.



