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GİRİŞ

Pek çok genetik hastalığın moleküler gelişim sürecinde, genetik ve epigenetik mekanizmaların önemli olduğu kabul edilen bir gerçektir. 
Bu olaylarda birçok gendeki kusur veya anomalilerin bu hastalıkların tetiklenmesinde rol aldıklarını bilmekteyiz. Bu anomalilerin başında 
ise mutasyonlar, tek nükleotit değişimleri (SNPs) ve metilasyon durumu önemli genetik değişikler arasında yer almaktadır. Bu genetik 
değişiklikler her zaman için anomali oluşturacağına dair kesin bir bilgi olmamakla birlikte, klinikte tanımlanmış bazı genetik değişimlerin 
rutinde hastalıkların tanısında kullanılmakta olduğunu bilmekteyiz. Bu yöntemle daha önce bazı tanımlanmış genler olmakla beraber 
(TP53, PIK3CA, CDH1 ve PTEN gibi) yeni tanımlanacak genlerdeki anormalliklerin hem tanıda hem de tedavide yönlendirici olabileceği 
düşünülmektedir. Bu tanı ve tedavideki doğru yaklaşımın hastalığın seyrini nasıl etkileyeceğini de düşündüğümüzde bu araştırmaların 
önemi ortaya çıkmaktadır. Bu yüzden bu derlemede, HRM analiziyle özellikle kanser ve birçok genetik hastalığın moleküler tanısında 
kullanılmış olan çalışmalar ile tedavide yol gösterici olduğunu gösteren uygulamalar derlenmiştir.

İnsan genomunun moleküler analizi için birçok pahalı teknolojik yönteme gereksinim duyulmaktadır. Bu yöntemlerin bütçesi yüksek 
olan araştırmaların dışında kullanımı, yani rutinde ve klinikte hastaların tanısında kullanımının zor olması hastaların tedavisine 
yardımcı olabilmemizi kısıtlamaktadır. Bu yüzden her geçen gün maliyeti düşürmek için tanı ve tedaviye yönelik yeni analiz yöntemleri 
geliştirilmektedir. Fakat doğru ve güvenilir yöntemlerin tanımlanması ve kullanılması bu hastalar için oldukça önemlidir. Biz de bu 
derlemede, moleküler tanıda rutin kullanımının artacağını beklediğimiz güvenilir ve hızlı analiz yapabilen HRM yöntemiyle önemli 

Öz
Her geçen gün moleküler biyoloji alanında teknolojinin gelişmesiyle para-
lel, birçok yeni moleküler analiz yöntemleri ortaya çıkmaktadır. Biz de bu 
derlemede, moleküler tanıda önemli olduğu gösterilmiş olan Yüksek Çözü-
nürlüklü Erime (High Resolution Melting) (HRM) analizini, uygulama alanla-
rını ve klinikte yapılmış çalışmalarla önemini anlatmayı amaçladık. HRM ka-
palı tüp sisteminde, Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR: PCR) sonrasına dayalı 
genetik varyasyonları belirlemek için kullanılan yeni bir yöntemdir. HRM’nin 
çalışma prensibi nükleik asit örneklerinin erime davranışına dayanmakta-
dır. Çift zincirli DNA’nın denatürasyonu erime sıcaklığının artmasıyla oluşan 
floresan değişikliklerinin saptanmasıyla belirlenir. Wild type (yaban tip) ve 
heterozigot örneklerinin farklılıkları erime grafiklerinde kolaylıkla saptana-
bilmektedir. Bu yöntemde erime eğrisi analiziyle daha fazla bilgi ve detay 
elde edilebilmektedir. HRM analizi, örneklerin sekans, uzunluk, guanin si-
tozin (GC) içeriğine göre ayrımını yapabilmektedir. Popülasyonda yaygın 
görülen tek nükleotit değişikliklerinin (SNP) tespiti, hastalıklarla ilişkili gen 
mutasyon taramaları ve DNA metilasyon analizleri HRM yöntemi ile hızlı ve 
güvenilir bir şekilde tanımlanabilmektedir. PZR ürünlerindeki nükleotit dizi 
değişimleri ve çeşitli varyasyonlar DNA erime eğrisi şekilleriyle HRM yönte-
minde saptanabilmektedir. Kombine yeni nesil DNA boyaları ve geliştirilen 
gen tarama yazılımları sayesinde güçlü analiz yapabilme kapasitesinin yanı 
sıra kolay uygulanabilirliği ve düşük maliyetli olma özelliği ile gerçek za-
manlı HRM yöntemi pek çok klinik uygulamada ön plana çıkmaktadır. 
Anahtar Kelimeler: Yüksek çözünürlüklü erime, tek nükleotit değişiklikleri, 
erime eğrisi, mutasyon, metilasyon

Abstract
Along with the development of technology in the field of molecular biol-
ogy, many new molecular analyses are being developed each day. In this 
review, we aim to explain high-resolution melting (HRM) analysis, which 
has been shown to be important in molecular diagnostics, its applications, 
and its importance in the areas of clinical practice. The HRM system in a 
closed tube is used to determine post-polymerase chain reaction (PCR)-
based genetic variations as a new method. The working principle of HRM is 
based on the melting behavior of nucleic acid samples. The denaturation of 
double-stranded DNA is determined by detecting the fluorescence change 
caused by increased melting temperature. The differences between wild-
type and heterozygous samples may be easily detected in melting graph-
ics. Using this method, melting curve analysis can be performed with more 
precision. In HRM analysis, the samples can be distinguished according to 
the guanine cytosine (GC) content and sequence length. Thus, the detec-
tion of common single-nucleotide polymorphisms (SNPs) in the popula-
tion, scanning of gene mutations associated with diseases, and analysis 
of DNA methylation can be performed quickly and reliably using the HRM 
method. Nucleotide sequence variations and several variations in the PCR 
products can be detected with the DNA melting curve shape using the 
HRM method. In addition to being low-cost and easily implementable, the 
real-time HRM method enables powerful analysis because of the combined 
new-generation DNA dyes and developed gene scanning software, there-
by standing out in many clinical applications.
Keywords: High-resolution melting, single-nucleotide polymorphism, 
melting curve, mutation, methylation
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verilerin elde edilebileceğine dair hem kendi yaptığımız çalışmamızı 
ve hem de klinikte rutinde kullanılabileceğine dair önceden yapılmış 
bilimsel çalışma verilerini paylaşmayı hedefledik.

HRM yöntemi 1997 yılında Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksi-
yonu (real time PCR: RT-PZR) yönteminin kullanıma girmesiyle geliş-
tirilmiş otomatize bir yöntemdir. HRM, DNA‘nın ayrışma (melting) ki-
netiğini görüntülemek için geliştirilen bir yöntemdir. HRM tamamen 
kapalı tüp sisteminde gerçekleşen ve sadece genel DNA interkalas-
yon boyalarının araya girdiği bir sürece sahiptir. Bu kapalı tüp sistemi 
sayesinde kontaminasyon riski azaltılmaktadır ve bu HRM yöntemine 
önemli bir avantaj sağlamaktadır. Çift zincirli DNA örnekleri sıcaklığın 
artmasıyla ayrışır, boya salınır ve floresan azalır. Bu floresandaki azalış 
DNA’nın %50’sinin denatüre (Tm) olmasıyla giderek daha hızla artar 
(1). Floresan ölçüm ‘erime eğrisi (melt curve)’ olarak kaydolur. Aynı 
zamanda bu eğriler ‘denatürasyon eğrileri’ olarak da ifade edilmek-
tedir. Bu eğriler HRM’den elde edilen ham veriyi bize vermektedir. Bu 
veri, aslında belli zaman dilimlerinde, sıcaklık artışına karşılık floresan 
sinyal şiddetindeki değişim olarak tanımlanmaktadır. Bu erime eğri-
leri 65oC’den 95oC’ye kadar olan her 0.5oC’lik sıcaklık artışlarını kapsa-
maktadır. Her bir örneğin analizi, eğrinin şekli ve pozisyonuna göre 
yapılır (Resim 1). Örnekler arasındaki her bir bazlık değişiklik hızlı 
bir şekilde saptanır ve tanımlanır (1). Ayrıca HRM yönteminin süre-
sinin 2 saatten az olması da önemli bir kolaylık sağlamaktadır. Kısaca 
HRM yöntemi PZR işleminden sonra gerçek zamanlı PZR cihazında 
aynı tüpte otomatize ve programlamayla takip eden bir prosedüre 
sahiptir. Bu yüzden veri eldesi gerçek zamanlı PZR’den sonra 10-15 
dk. içinde gerçekleşebilmektedir. Bu veriler 2 saniyedeki 0,1-1,0°C 
sıcaklık artışına karşılık oluşan floresan sinyal şiddeti değişiminin öl-
çülmesiyle elde edilmektedir (2, 3). Bu yöntemin önemli bir yanı ise 
hem parafinli hem de taze dokuda analiz yapmaya imkan vermesidir 
(4-6). HRM yönteminin bu önemli avantajlarının yanında az da olsa 
bazı dezantajları da bulunmaktadır. Bunlardan biri, 150-250 baz çif-
lik (bç) gibi küçük amplifikasyonlarda spesifitesinin yüksek olmasıdır. 

Yani 500-600 bç’lik büyük amplifikasyonlarda veriminin düşebildiği 
söylenmektedir. Bu dezavantajında sürekli gelişen teknolojiyle be-
raber yeni bir programlamayla giderilebileceği tahmin edilmektedir.

Daha önceki paragraflarda HRM yönteminde sıcaklık artarken, 
DNA’nın tek zincirli konformasyona dönüşünü ve floresan şiddetinde 
azalma meydana geldiğini vurgulamıştık. HRM yönteminde floresan 
sinyallerin oluşması için çeşitli boyalar (SYBR Green gibi) kullanılmak-
tadır. HRM yönteminde birçok farklı boya çeşidi kullanılabilmekle 
beraber birçok farklı gerçek zamanlı PZR cihazında da yapılabilen bir 
tekniktir. Bu yüzden cihazın kitine özgü kullanılan toksik etkisi dü-
şük olan boyalar bulunmaktadır (LCGreens1 (Idaho Technology Inc, 
Salt Lake City, Utah), Syto9s (Invitrogen; Carlsbad, CA, United States), 
SYBR Green BioRad iQ™5 USA, EvaGreens (Biotum) (Inc. Corporate 
Place, Hayward, CA) and LightCyclers 480 ResoLight Dye (Roche, Indi-
anapolis, IN)) (7). Bu boyalardaki farklılıklar aynı zamanda farklı karak-
terizasyonun ortaya çıkmasında da önemlidir. Bu boyalar sayesinde 
DNA denatürasyonu izlenmekte ve kaydedilmektedir (Resim 2). Bu 
boyaların konsantrasyonundaki yüksekliklerin baskılayıcı (inhibitör) 
olumsuz durumları tetikleyebildiği bilinmektedir (8). Bununla birlikte, 
HRM yönteminin yapıldığı kitin de önemli olduğu unutulmamalıdır. 
Çünkü farklı kitler aynı örnek için farklı Tm değeri verebilmektedir. Bu-
nun sebebi olarak; özellikle kullanılan master mixin (reaksiyon solüs-
yonu) farklı olması vurgulanmıştır. Bunlar dışında moleküler tanıda 
ilgilenilen kanser türü ve ilgilenin genin bölgesi (ekzon, intron veya 
splice bölgesi) de çok önemlidir. Çünkü genetik değişiklik beklenen 
genin kodlayıcı bölgesi (ekzon) mi yoksa başka bir bölgesinde mi ol-
duğu doğru hedeflenmiş olmalıdır. Bu bölgeler, çoğunlukla kodlayıcı, 
regülatör veya intronik bölgeleri kapsamaktadır (9).

HRM yönteminin analizinde örneklerdeki heterodupleks ve homo-
dupleks DNA türlerinin varlığını yansıtan erime eğrilerinden yarar-
lanılmaktadır. Böylece analiz sırasında normal olduğu kabul edilen 
örneğin eğrisiyle hasta bireyin eğrileri karşılaştırılarak değerlendirme 
yapılır (10). Bu yüzden farklı genotipe sahip bireylerin farklı denatü-

Resim 1. HRM analizinde homozigot ve heterozigot denatürasyon 
eğrileri

Resim 2. a-c. HRM yönteminin reaksiyon mekanizması. (a) Sıcaklık 
arttıkça çift iplikli DNA’nın denatüre olması, (b) HRM analiziyle normal-
ize eğrilerin oluşması, (c) Amplikonların melting (erime) eğrisi, erime 
sıcaklığına karşı negatif türev eğrisi (dF/dT)

a

b c
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rasyon eğrisi profili sergilemesi beklenir. Özetleyecek olursak; hetero-
zigot ve homozigot bireylerin eğrileri farklılığı ortaya çıkarmaktadır 
(Resim 3). Böylece, HRM analizi, DNA erime eğrisi profilini göstermey-
le ortaya çıkmış olup, nükleik asitlerdeki küçük bir sekans farklılığını 
saptama özelliğine sahip sensitivitesi ve spesifitesi yüksek; mutas-
yonları saptama, metilasyon analizi ve genotiplemede kullanılan yeni 
önemli bir konvansiyonal gerçek zamanlı PZR yöntemi olarak bilime 
hizmet etmektedir (11). HRM yöntemi tek bir bazlık bilinen bir varyas-
yonu saptamak için veya bilinmeyen bir genetik mutasyonu keşfet-
mek için kullanılabilmektedir.

KLİNİK ve ARAŞTIRMA ETKİLERİ

Yüksek çözünürlüklü erime yöntemi mutasyon tarama, metilasyon, 
genotipleme ve tür tanımlama gibi birçok amaçla kullanılmasına 
karşın, literatüre baktığımızda daha çok mutasyon, mikrobiyal tanı 

ve metilasyon analizleriyle ön plana çıktığı görülmektedir (Tablo 1). 
2014 yılında Marmara Üniversitesi Pendik Eğitim ve Araştırma Hasta-
nesi’ne gelmiş olan 101 meme kanseri hastasında PI3K sinyal yolağın-
daki meme kanserinde frekansı yüksek olan PIK3CA gen mutasyon-
larını HRM (LightCycler 480 System) yöntemiyle analiz ettiğimizde, 
PIK3CA mutasyon frekansını %31 (31/101) olarak saptadık (Tablo 2). 
HRM yönteminin sonuçlarını Sanger dizilemeyle doğruladığımızda 
%87 spesifitesinin olduğunu belirledik (12).

Yapılmış diğer çalışmalara baktığımızda, 2016 yılında 27 Fanconi 
anemili hastada HRM yöntemiyle mutasyon taraması yapıldığında, 
hastaların 6’sında mutasyon saptanmıştır ve araştırmacılar HRM 
yönteminin dizi değişikliklerinin araştırılması için yararlı olabile-
ceğini vurgulamışlardır (13). Bir başka çalışmada ise 75 meme kan-
ser hastasında PIK3CA, AKT1 ve PTEN gen mutasyonları HRM ile 
taranmıştır. PIK3CA mutasyonları 21 vakada görüldüğü ve frekan-
sının %28 olduğu gösterilmiştir. AKT1 ve PTEN mutasyonlarının 
frekansları ise sırasıyla %4 ve %3 olarak saptanmıştır (14). Başka 
bir araştırmacı grup ise, 89 meme kanser hastasında ve 50 kontrol 
bireyinden alınmış periferal kanda HRM yöntemiyle APC geninde 
SNP taraması yapmıştır. Bu bireylerin 1’inde yeni bir mutasyon 
saptanmıştır ve 13 bireyde ise bilinen SNP’lerden tanımlanmıştır 
(15). Diğer bir çalışmada ise, BRCA1 ve BRCA2 genlerindeki sık 
görülen germline mutasyonların HRM yöntemiyle hızlı bir şekilde 
saptandığı gösterilmiştir. Fakat doğrulamak için sekansa gönde-
rilmesi gerektiği ifade edilmiştir (16). Tan ve ark.(17) ise normal 
karyotipli 44 akut miyeloid lösemi hastasında HRM yöntemiyle 
NPM1 ve FLT3-ITD mutasyonlarını analiz etmiştir. Hastaların 8’inde 
yalnızca NPM1 mutasyonu ve hastaların 4’ünde hem NPM1 hem 
de FLT3-ITD mutasyonları saptanmıştır. FLT3-ITD genin 14. ekzo-
nunda Y572C (c.1715A>G) olarak tanımlanan yeni bir mutasyon 
belirlenmiştir. Do ve ark. (18) 219 küçük hücreli olmayan akciğer 
kanser parafinli dokuda E17K mutasyonunu HRM yöntemiyle tara-
mışlar ve sadece 4 hastada bu mutasyon olduğunu saptamışlardır. 
Lin ve ark. (19) 122 hemofili A hastasında multiplex PZR yönte-
miyle tüm ekzonları taramışlar ve 29 yeni mutasyon saptamışlar-
dır. Sonra da HRM analiziyle mutasyon taraması yaptıklarında 28 
hastanın 25’inde mutasyonlar belirlenmiş ve HRM yönteminin 
%89 doğrulukta saptama yapabildiğini göstermişlerdir. HRM’nin 
sensitivitesinin ise % 93 olduğunu bildirmişlerdir. Bir çalışmada 
ise 75 Zellweger sendromlu hastada HRM analiziyle PEX geninde 
mutasyon taraması yapılmıştır. Elde ettikleri sonuçlara göre 77 
farklı mutasyon tanımladıkları ve 47 mutasyonun daha önce hiç 
rapor edilmediği vurgulanmıştır (20). Kolorektal kanserde yapılan 
HRM mutasyon analizinde ise MUTYH geninde hastaların %15,8 
(13/82)’inde mutasyon saptanmıştır (21).

Resim 3. a, b. HRM analiz sonucunun değerlendirilmesi. (a) Normalize 
eğriler, (b) HRM analizinden sonraki türev eğriler ile wild tip (yabanıl tip) 
ve mutasyonların tanımlanması

a

b

Mutasyon Tarama	 Tür tanımlaması

Heterozigot Kaybı Görüntüleme	 Aday genlerin belirlenmesi

DNA parmak izi	 Popülasyon allel frekasının belirlenmesi

SNP Genotipleme	 HLA eşleştirmesi

Haplotip karakterizasyonu	 Genotipik benzerliğin kanıtlanması 

DNA metilasyon analizi	

DNA haritalama	

SNP: tek nükleotit değişikliklerinin; HLA: insan lökosit antijeni; DNA: deoksiribonükleik asit

Tablo 1. HRM analizinin araştırma alanları
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HRM yöntemi mutasyon analizlerinin dışında sıklıkla epigenetik araştır-
malarda metilasyon analizlerinde de kullanılmaktadır (Tablo 2). Khor ve 
ark. (22) oral hücre karsinomalarında CELSR3 gen metilasyon profilini 
HRM yöntemiyle analiz etmişlerdir ve bu genin %86 yüksek metilasyon 
profiline sahip olduğunu belirlemişlerdir. Bir başka çalışmada ise 250 
servikal lezyonda DAPK1, MGMT ve RARB genlerin promotor bölge me-
tilasyonunu Metilasyona Spesifik HRM (MS-HRM) ile analiz etmişlerdir. 
MGMT geninin DNA metilasyonunu belirlemede HRM yönteminin etkin 
olduğu rapor edilmiştir (23). Shao ve ark. (24) bir yeni tümör süpressör 
gen olan BLU geninde 100 gastrik, 100 kolorektal ve 70 pankreas kan-
serli hastada HRM ile metilasyon analizi yapmışlardır ve BLU geninin bu 
üç kanserde de anlamlı şekilde yüksek metile olduğunu saptamışlardır. 
Ayrıca BLU geninin metilasyonu ile ekspresyon durumu karşılaştırıldığın-
da negatif bir korelasyon olduğunu da rapor etmişlerdir. Heitzer ve ark. 
(25) bazal hücre karsinomalarında PTCH hallmark geninin metilasyon 
durumunu üç farklı yöntemle; HRM, bisülfit modifikasyon ve MethyLight 
yöntemleriyle değerlendirmişlerdir. Bu üç yöntem arasında HRM yönte-
minin taze dokuda metilasyonu belirlemede en etkin yöntem olduğunu 
göstermişlerdir. Başka bir çalışmada ise, duktal meme kanser hastalarda 
BRCA1 ve FHIT promotor bölgelerinin metilasyon analizi HRM yöntemiy-
le yapılmıştır ve her iki genin yüksek metilasyon profili sergilediği sap-
tanmıştır (34). Runov ve ark. (35) telomerin metilasyon durumunu HRM 
ile çok hızlı bir şekilde analiz ettiklerini ifade etmişlerdir. Qiu ve ark. (36) 
114 HPV-16 infekte olan serviks kanser hastasında HPV-16L1 genin me-
tilasyon durumunu merak etmişler ve HRM ile değerlendirmişlerdir. MS-
HRM yönteminin HPV-16L1 gen metilasyonunu analiz etmede güçlü bir 
yöntem olduğunu bildirmişlerdir.

Mikrobiyal genotipleme için birçok yöntem olmasına karşın, HRM 
yöntemi var olan yöntemlere kıyasla daha hızlı ve kolay analiz im-

kanı sağlamaktadır. HRM teknolojisi bakteriyal, viral ve parazitik pa-
tojenlerdeki direnç gelişiminden sorumlu spesifik mutasyonların 
analizi için de önemli bir yöntemdir. Yapılmış mikrobiyoloji çalışma-
larında, bilinen mutasyonlarla mikrobiyal fenotipleri karşılaştırma-
da HRM yönteminin değerli olduğu gösterilmiştir. HRM ile yapılmış 
mikrobiyal uygulamalarin sayısının 2006 yılından 2012 yılına kadar 
59’dan 125’e çıktığı rapor edilmiştir ve bu çalışmaların sayısının gi-
derekte artması beklenmektedir. Yapılmış ilk çalışmalara baktığımız-
da Mycobacterium chelonae-M. abscessus türleri HRM yöntemiyle 
tanımlanmaya çalışılmıştır (37). Başka bir çalışmada ise ribozomal 
DNA’dan 100 bç’lik fragmentten Cryptococcus neoformans ve Cryp-
tococcus gattii türlerinin ayrımının yapıldığı gösterilmiştir (38). HRM 
yöntemi antimikrobiyal direnç mekanizmalarını göstermek için de 
kullanılmaktadır ve Plasmodium falciparum’da ilaç direnç mutasyon-
ları HRM analizi ile saptanmıştır. Yapılmış başka bir çalışmada ise, 6 
gendeki çoklu mutasyonların bu mikroorganizmanın ilaç direnciyle 
ilişkili olduğu gösterilmiştir (39). Ayrıca HRM yöntemi enfeksiyon has-
talıkların tedavisiyle ilgili araştırmalarda da kullanılmaktadır. Kronik 
hepatit C virüs enfeksiyonlarında interferona dayalı tedaviye yanıtta 
rs126979860 polimorfizmin ilişkili olduğu HRM analiziyle belirlen-
miştir (40). Wu ve ark. (41) HRM yöntemiyle HCV virüsünü genotiple-
mede %97,5’lere varan doğrulama gücüne ulaştıklarını rapor etmiş-
lerdir. Bezdicek ve ark. (42) ise invazif mantar hastalıkların tedavisine 
karar vermede önemli olan türlerin tanımlanmasında HRM yönte-
mini kullanmışlardır. Aspergillus spp., Candida spp. ve Mucormycetes 
türlerini analiz etmişlerdir. 18 hastanın 13’ünde pozitif sonuç elde 
etmişlerdir. Elde ettikleri sonuçlara göre, HRM yönteminin sensitivi-
tesi, spesifitesi, pozitif tahmin gücü ve negatif tahmin gücü sırasıyla 
% 67, % 100, % 100 ve %94 olarak saptanmıştır. Böylece bu yöntemin 
mantar patojenlerinin tanımlanmasında ne kadar etkin bir yöntem 

				    Saptama (n/%)  
Referans	 Hastalık	 İncelenen Gen	 Analiz	 veya sonuç

Nicoś ve ark. (26)	 Küçük olmayan akciğer kanseri	 PIK3CA	 Mutasyon	 30/145 (2,1)

Moghadam ve ark. (13)	 Fankoni anemisi	 FANCA	 Mutasyon	 6/27 (22)

Draht ve ark. (27)	 Kolon kanseri	 RET	 Metilasyon	 33/239 (13,8) metile

Chang ve ark. (28)	 Oral skuamöz karsinoma	 TNFAIP3	 SNPs ve mutasyon 	 3/81 (3,7)

Koochak ve ark. (29)	 Kolon kanseri	 KRAS ve BRAF	 Mutasyon	 KRAS: 336/1000 (33,6) 
				    BRAF: saptanmadı

Sun ve ark. (23)	 Serviks lezyon	 DAPK1, MGMT ve RARB	 Metilasyon	 MGMT: %48 metile 
				    DAPK1: %38 metile 
				    RARB: %31.2 metile

Zhao ve ark. (30)	 Osteogenez bozukluğu	 COL1A1 ve COL1A2	 Mutasyon	 COL1A1: 74/200 (37) 
				    COL1A2: 51/200 (25.5)

Tian ve ark. (31)	 Hepatoseller karsinoma	 GSTP	 Metilasyon	 48/90 (53,3) metile

Spitzwieser ve ark. (32)	 Meme kanseri	 CCND2, DAPK1, GSTP1, HIN-1, 	 Metilasyon	 RASSF1A: %94 metile 
		  MGMT ve RASSF1A		  HIN-1: %82 metile 
				    MGMT: %65 metile

Dirican ve ark. (12)	 Meme kanseri	 PIK3CA	 Mutasyon	 31/101 (31)

Destouni ve ark. (33)	 Kistik fibrozis	 CFTR	 Haplotip analizi	 88/93 (94,6)

PIK3CA: fosfatidil inozitol-3-kinaz katalik alfa; FANCA: fankoni anemisi komplemantasyon grup A; RET: ret proto-onkogen; TNFAIP3: TNF (tümör nekroz faktör) alfa tetikleyici 
protein 3; KRAS: KRAS proto-onkogen, GTPase; guanozin trifosfataz; BRAF: B-Raf proto-onkogen, serin/treonin kinaz; DAPK1: ölüm ilişkili protein kinaz 1; MGMT:O-6- metilgu-
anin- DNA metiltransferaz; RARB: retinoik asid reseptör beta; COL1A1/2:  kolajen tip 1 alfa  1 / 2  zincir; GSTP: glutatyon S-transferaz pi; CCND2: siklin D2;HIN-1: “high in normal” 
-1; RASSF1A: Ras ilişkili (RalGDS/AF-6) domain ailesi üyesi 1; CFTR:  kistik fibrozis transmembran iletkenlik regülatör

Tablo 2. HRM yönteminin klinik uygulamaları
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olduğuna işaret etmişlerdir. HRM analiziyle tüberküloz menenjit geni 
olan rhoB’de mutasyon taraması yapılmıştır ve 516. kodonda 2 has-
tada ve 531. kodonda ise 1 hastada mutasyon saptanmıştır (43). Aynı 
çalışmada HRM analizinin rhoB geninini saptamada oldukça hızlı 
olduğunu ve ilaç direncini değerlendirmede iyi bir yöntem olabile-
ceği vurgulanmış. 2016 yılında yapılmış bir çalışmada ise Leishmania 
türlerinin tanımlanması amacıyla hsp70 (ısı şok protein 70)’i amplifiye 
ederek HRM yöntemiyle analiz etmişler ve yöntemin etkinliğinin 
oldukça yüksek olduğunu saptamışlardır (44). Özetleyecek olursak; 
HRM yöntemi epidemiyolojik çalışmaların uygulamaları için önemli 
olabileceği ve mikroorganizmaların tanısında ve bunlarla ilişkili 
hastalıklardaki gelişmelere yardımcı olabileceğini görmekteyiz.

Bunlar dışında başka birçok genetik hastalıkta HRM yöntemiyle mu-
tasyon, metilasyon ve genotipleme üzerine yapılmış çalışma bulma-
mız mümkündür. Örneğin; HRM yöntemiyle tip 2 diyabetli hastalarda 
SUMO4 gen polimorfizimleri analiz edilmiş ve rs237025 polimorfizi-
min tip 2 diyabetle ilişkili olduğu, fakat rs237024 ve rs600739 poli-
morfizimlerin ilişkili olmadığı saptanmıştır (45). Deng ve ark. (46) Y 
kromozomundaki kısa tekrar bölgeleri (STR) HRM yöntemi ile geno-
tiplemişler ve HRM yönteminin oldukça hızlı yaklaşık 2 saat gibi bir 
zamanda analizi başardığını rapor etmişlerdir. Yimniam ve Jindadam-
rongwech (47) tek nükleotit mutasyonların yaygın olmayan α-Hb he-
terozigot varyantlara sebep olduklarını HRM yöntemiyle belirlemişler 
ve bu yöntemin ucuz ve basit olmasından dolayı rutinde kullanımının 
mümkün olabileceğini ifade etmişlerdir. Başka bir çalışmada ise, 91 
hastada P-450 (CYP2D6) ilaç metabolize ile ilişkili olan polimorfizim-
ler HRM yöntemiyle analiz edilmiş ve 1846G>A, 2988G>A, 100C>T, 
2549delA, 2615_2617delAAG ve 1707delT polimorfizimlerini taşıyan 
hastaların zayıf ve orta metabolize eden bireyler oldukları saptanmış-
tır (48). Migren hastaları üzerine yapılmış bir çalışmada ise, GABRG2 
geninde (GABAA receptor gamma-2-subunit) SNP taraması yapılmış, 
ama herhangi bir korelasyon belirlenememiştir (49). Ailesel hiper-
kolesterolemi hastalarında HRM analiziyle LDL reseptör genleri olan 
APOB (p.R3527Q) genin ekzon 26 ve PCSK9 (p.D374Y) geninin ekzon 
7 bölgelerindeki genetik varyasyonlar araştırılmıştır. 28 hastanın 
17’sinde altı farklı varyasyon saptamışlar ve HRM yönteminin klinik 
uygulamalarda maliyeti ve zaman kaybını düşürmek için önemli ola-
bileceğini ve sonuçlarının spesifitesinin ve kuvvetinin yüksek olduğu-
nu vurgulamışlardır (50).

Bütün bu bilgiler bize; tanı ve tedavide önemli olan hastalıklı hücre-
de, mikroorganizmaların, mutasyonların ve metilasyon durumlarının 
gösterilmesi için, daha fazla çalışmada ve daha geniş hasta popülas-
yonunda, HRM yönteminin kullanımının ve geliştirilmesinin gelecek-
te kişiye özgü tıp alanında önemli olabileceğini göstermektedir.

SONUÇ

HRM yöntemi moleküler biyoloji çalışmalarında mutasyon (bilinen/
bilinmeyen), polimorfizm, epigenetik ve epidemiyolojik alandaki uy-
gulamalar için güvenilir ve güçlü bir teknik olarak karşımıza çıkmak-
tadır. Bu yöntem diğer genotipleme tekniklerine kıyasla özellikle çok 
verimli olması, basit çalışma prensibi, hızlı ve güçlü analiz imkanı ver-
mesiyle birçok avantajı yapısında barındırmaktadır. En önemli özellik-
lerinden birinin de kontaminasyon riskinin az olmasıdır ve düşük ma-
liyet, kullanım kolaylığı, yüksek sensitivite ve spesifiteye sahip olması 
da HRM yönteminin kullanımını yaygınlaştıracaktır. Günümüze kadar 
yapılmış çalışmalar göstermektedir ki; HRM yöntemi klinik moleküler 

tanıda büyük kolaylıklar ve doğru analize imkan sağlamaktadır. Ayrı-
ca bazı çalışmalarda % 100 sensitivitede saptama ve % 98 spesifitesi 
ve düşük yanlış pozitif sonuç verdiği gösterilmiştir. Bir diğer önemli 
nokta ise HRM yönteminin daha çok heterozigot varyantları sapta-
mada sensitivitesinin yüksek olduğunun bilinmesidir. Bu yüzden pa-
tojen ve non-patojen varyantların saptamasında büyük bir kolaylık 
sağlamaktadır.

Biz de bu derlemede HRM yöntemin çalışma prensipleri avantaj ve 
dezavantajları, uygulama alanları ve klinik tanıda yapılmış çalışma-
lar ışığında bazı bilgiler paylaşmaya çalıştık. HRM yönteminin rutin 
tanıda kullanımının ve veriminin arttırılmasıyla hem kanserde hem 
de diğer hastalıkların tanı ve tedavisinde yönlendirici olabileceğine 
inanmaktayız.
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