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Ozet: Sunulan bu derlemenin amaci diagnostik mikrobiyoloji alaninda
yaygin olarak kullanilan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) tipleri hakkinda
kisa bilgi verilmesidir. ilk olarak 1985 yilinda Kary Banks Mullis tarafindan
DNA arastirmasi igin kesfedilen PZR, belirli bir DNA segmentinin primerler
aracihgiyla enzimatik amplifikasyonunu saglayarak ¢ok sayida kopyasini
olusturan in vitro bir yontemdir. Ginimulzde PZR ve PZR tabanh tani
yontemlerine ilgi giderek artmakta ve PZR, insan ve hayvanlarin infeksiyoz
hastaliklarinin tanisinda ve epidemiyolojik arastirmalarda en yaygin
kullanilan molekiler tani yéntemi olarak gincelligini korumaktadir. Strekli
gincellenen ve yeni teknikler eklenen molekiler tani yontemleri rutin
tanida daha ekonomik, ulasilabilir ve uygulanabilir hale geldiginde tanisal
mikrobiyoloji alaninda bu tekniklerin kullanim sikligi ve cesitliligi ayni
oranda artacaktir.

Anahtar Kelimeler: Diagnostik mikrobiyoloji, Molekiiler tani, PZR, PZR
tipleri.

The Most Common Molecular Diagnostic Method in
Microbiology: Polymerase Chain Reaction

Abstract: This review briefly explains Polymerase Chain Reaction (PCR)
types commonly used in diagnostic microbiology. PCR, first discovered by
Kary Banks Mullis in 1985 for DNA search, is an in vitro method involving
the enzymatic amplification of a specific DNA segment by primers, creating
many copies. Today, interest in PCR and PCR-based diagnostic methods is
increasing, and PCR remains up-to-date as the most widely used molecular
diagnostic method in the diagnosis of infectious diseases of humans and
animals and epidemiological studies. When molecular diagnostic
procedures are constantly updated, new techniques are added, and
become more affordable, accessible, and applicable in routine diagnosis,
the frequency and equality of use of these techniques in diagnostic
microbiology will increase at the same rate.

Keywords: Diagnostic microbiology, Molecular diagnosis, PCR, PCR types.
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Her gecen giin yeni bir teknigin eklendigi molekiler tani
yontemleri; infeksiy6z hastaliklara tani konma hizini ve
dogruluk oranini artiran, biyoteknolojinin mikrobiyolojik
identifikasyon metotlarina sundugu givenilir yontemlerdir
(Gursoy ve Otlu, 2017). Molekiler tani yodntemlerinin
baslangici, Francis Crick ve James Dewey Watson tarafindan,
daha sonralari "Watson-Crick DNA modeli" olarak bilinecek
olan DNA ¢ift sarmalinin ilk aciklandigi 1953 vyilina
dayanmaktadir (Watson ve Crick, 1953). O dénemden 1985
yilina kadar olan silirecte biyoteknoloji alaninda pek ¢ok
degerli kesif yapilmis olmakla birlikte, molekiiler tani
yontemlerinin  gelistiriimesinde en 6nemli donem,
oligonikleotid sentezi ve proteinler Gizerine ¢alismalar yapan
Kary Banks Mullis tarafindan 1985 yilinda Polimeraz Zincir
Reaksiyonu'nun (PZR) kesfi olarak kabul edilmektedir (Mullis,
1990; Zhu ve ark., 2020). Kary Banks Mullis'e 1993 yilinda
Nobel Kimya Odili'nii kazandiran PZR tekniginin kesfini
takiben, diagnostik mikrobiyolojide yeni bir stirece girilmis,
mikroorganizmalarin fenotipik identifikasyon yontemlerinin
yerini ndkleik asit amplifikasyon teknikleri almaya
baslamistir. Glinimizde pek ¢ok alanda kullanilan PZR ve
PZR tabanli teknikler, insan ve hayvanlarin infeksiyoz
hastaliklarinin teshisi ve epidemiyolojik arastirmalarda da en
yaygin kullanilan molekiiler tani yontemleri olarak
glincelligini korumaktadir (Seker ve ark., 2019; Seker ve ark.,
2022; Seker ve Kus, 2019; Simsek ve ark., 2021; Zhu ve ark.,
2020).

Sunulan bu derlemede, diagnostik mikrobiyoloji
alaninda yaygin olarak kullanilan PZR tipleri hakkinda kisa
bilgi verilmesi amaglanmigtir.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR): DNA'nin spesifik
olarak tespit edilmesi amaciyla ilk kez 1985 yilinda Kary
Banks Mullis tarafindan kesfedilen Polimeraz Zincir
Reaksiyonu (PZR); insan, hayvan ve bitki gibi organizmalara
ait nukleik asit yapilar Gizerindeki 6zglin bolgeleri, primerler
aracihgiyla ve i1siya dayanikh enzimler kullanilarak in vitro
ortamlarda cogaltilmasini saglayan glvenilir bir molekiler
tani yontemidir (Buckingham ve Flaws, 2007; Garibyan ve
Avashia, 2013; Green ve Sambrook, 2019a; Zhu ve ark.,
2020). Hedeflenen DNA veya Riboniikleik asit (RNA)
dizilerinin sayisal olarak artiriimasi esasina dayanan PZR’nin
en 6nemli avantaji, hedef genetik materyal ¢ok az sayida olsa
bile DNA veya RNA dizisinin ¢ogaltilarak milyonlarca
kopyasinin ¢ikarilmasina ve boylece istenilen dizinin
kolaylkla identifiye edilmesine olanak tanimasidir (Garibyan
ve Avashia, 2013; Green ve Sambrook, 2019a; Lorenz, 2012).

Klasik PZR isleminin agamalari

1-Niikleik asit eldesi: Nukleik materyallerin elde
edilmesi baslarda zaman alan ve toksik, tehlikeli reaktiflerin
kullaniimasini gerektiren bir islemdi. Hizh ve glivenilir ticari
ekstraksiyon kit tekniklerinin ortaya cikmasiyla, ilk teknikler
yerini buyuk olgude tarih kitaplarina birakti. Artik kan, serum,
tukarak, idrar, diski, beyin omurilik sivisi, dokular ve
hiicrelerden, daha kisa sirede vyiksek kaliteli nikleik
materyaller elde edilebilmektedir (Price ve ark., 2009).

2-PZR amplifikasyonu: Donglisel enzimatik reaksiyon
esasina dayali olan amplifikasyon islemi, her dongtide bir

onceki donginin amplifikasyon Urinlerini substrat olarak
kullanir. Klasik bir PZR’da, reaksiyon lg¢ basamaktan olusur:
denatiirasyon, baglanma ve uzama. Her bir dongiide bu Ug
asama farkli sicakliklarda gergeklestirilir (Tekin ve ark., 2020).
3-Elektroforez: Elektroforez, elektrik alaninda hareket
eden yukli molekilleri ayirmak icin kullanilan bir tekniktir.
Genellikle DNA, RNA veya protein gibi biyomolekillerin
ayirilmasi igin kullanihir (Kavsaoglu ve Mersinkaya, 2019). PZR
Urlinleri, agaroz jel elektroforezi veya poliakrilamid jel
elektroforezi ile gorintilenebilir. Bu goriintileme islemi,
etidyum bromid ve SYBR green gibi cesitli boyalarla
boyanarak veya radyoaktif veya nonradyoaktif maddelerle
isaretlenerek gerceklestirilebilir (Tekin ve ark., 2020).
Konvansiyonel PZR isleminde c¢ogaltiimak istenen
bolgenin iki ucuna 6zgl, bu bolgedeki baz dizilerini
tamamlayici olan bir ¢ift sentetik oligonlkleotid primer
kullanilarak, bu iki primerle sinirlandirilan genin enzimatik
olarak sentezlenmesi esasina dayanan PZR
amplifikasyonunun temel mekanizmasi; denatiirasyon,
primerlerin baglanmasi (annealing) ve uzama (extension,
polymerization) olmak lzere l¢ asamadan olusmaktadir.
Denatiirasyon, kalip DNA'nin 92-95 °C'de 1-2 dakika
tutulmasi ile ¢ift iplikcikli yapisini saglayan hidrojen
baglarinin kopmasi ve tek iplikgik olusturmak lzere DNA
sarmalinin agilmasini ifade etmektedir. Denatiirasyon
sureleri degisebilir. Bu siire, DNA'nin tam olarak tek zincirli
hale gelmesine yeterli olmalidir. Ancak, bazi spesifik
uygulamalar icin farkli sicakhk ve slreler gerekebilir. Bu
nedenle, denatiirasyon siiresi konusunda genel bir kural
yoktur ve kullanilacak kosullar deneysel olarak optimize
edilmelidir (Buckingham ve Flaws, 2007; Green ve Sambrook,
2019a; Wang ve ark., 2014). DNA tek iplik¢ik haline
donistikten sonra, oligoniikleotid primerler hedef DNA'da
kendilerine tamamlayici olduklari bdlgeler ile kurulan
hidrojen baglari araciligiyla birlesirler. Primer baglanmasi
(annealing) olarak isimlendirilen bu basamakta en verimli
sonucun alindigl baglanma sicakhgl genel olarak 50-65 2C
arasindadir. Primer baglanma sicakhgini hesaplayan basit
formil vardir. Tm = 4(G+C)+2(A+T) Bu formdl, adenin-timin ve
guanin-sitozin baz ciftleri arasindaki hidrojen bagi sayisinin
etkisini hesaba katmayan daha basit bir yaklasimdir. Bu
nedenle, T degeri deneysel olarak optimize edilmelidir
(Kahya ve ark., 2013). Baglanma islemi primerin uzunluguna
ve kompozisyonuna bagh olarak 30-60 saniyeden 5 dakikaya
kadar degisebilir. Uciincii asama olan polimerizasyon ise,
DNA'nin tek iplik¢igi tizerine baglanan primerlerin sentez icin
baslangic teskil ettigi DNA segmentinin kalan kisminin, isiya
dayanikli DNA polimeraz enzimi aracilig ile gift iplikgik haline
donistirilmesi asamasidir (Buckingham ve Flaws, 2007;
Green ve Sambrook, 2019a; Lorenz, 2012). DNA polimeraz
enzimi, 5'->3"' yéniinde aktivite gbstererek, uygun tampon ve
dort cesit (dATP, dGTP, dTTP, dCTP) deoksiribonlkleotid
trifosfat (dNTP) varliginda primerlerin 3' hidroksil uglarindan
baglanarak DNA’nin  karsit ipliginin uzamasini saglar.
Boylelikle, ortamdaki niikleotidleri kullanarak hedef DNA'nin
kopyasi olusturur. Polimerizasyon igin en uygun isi, Thermus
aquaticus'tan (Taq) elde edilen Tag DNA polimerazin
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aktivitesini en iyi gosterdigi i1si olan 65-72 °C olup, reaksiyon
sliresi 2-3 dakikadir. Bu asamada en yaygin kullanilan DNA
polimeraz enzimi Tag DNA polimeraz olmakla birlikte,
Thermus thermophilus'dan (Tth), hipertermofilik Pyrococcus
furiosus'tan (Pfu), termostabil Thermococcus
gorgonarius'tan (Tgo) ya da hipertermofilik Thermotoga
maritima'dan (Tma, Ultma™) elde edilen DNA polimerazlar
da kullanilabilir (Buckingham ve Flaws, 2007; Cadirci ve ark.,
2017, Kengen, 2017). Bir PZR doéngusuni olusturan
polimerizasyon asamasi (denatiirasyon, primer baglanmasi
ve uzama) ardi ardina 25-40 kez tekrarlanarak, baslangigtaki
hedef DNA segmentinin milyonlarca kopyasi elde edilmis
olur (Buckingham ve Flaws, 2007; Lorenz, 2012; Wang ve
ark., 2014).

PZR'nin kesfinden bugiine, biyoteknoloji alanindaki hizl
gelismelere bagh olarak c¢ok farkli PZR yontemleri
gelistirilmistir (Green ve Sambrook, 2019a).

1. DNA Dizisinin Sirasi Bilindiginde Kullanilan PZR
Metotlar

1.1. Konvansiyonel PZR (Conventional PCR): Yukarida
da bahsedildigi sekilde konvansiyonel PZR, kalip DNA, DNA
polimeraz enzimi, primerler, dNTP karisimi, tampon
¢Ozeltiler ve MgCl> gibi bilesenlerden olusan temel PZR
mekanizmasini  iceren ve DNA'nin denatiirasyonu,
primerlerin baglanmasi ve zincir uzamasi asamalarinin ardi
ardina 25-40 kez tekrarlanmasi sonrasi hedef DNA
segmentinin ¢ogaltilmasi esasina dayanan standart PZR
cesididir (Buckingham ve Flaws, 2007, Mohammed ve ark.,
2015; Porta ve Enners, 2012). Genelde tek hedef boélgenin
amplifiksyonunu saglayacak bir primer cifti kullanilarak
gerceklestirilen bu PZR, monopleks PZR veya single-step PZR
olarak da adlandirilir.

1.2. Geri Transkriptaz PZR (Reverse Transcriptase PCR,
RT-PCR): Reverz transkriptaz enzimi araciligiyla hedeflenen
RNA'nin tamamlayici DNA'ya (complementary DNA, cDNA)
cevrilmesi ve tamamlayici DNA'nin konvansiyonel PZR ile
¢ogaltilmasi esasina dayanan bir yontemdir. Bu yontem,
mRNA veya viral RNA varligi ve miktarlarinin belirlenmesi ile
RNA diizeyinde gen ekspresyonu calismalarinda ve cDNA
kiitiphanelerinin olusturulmasinda da kullanilabilen duyarl
bir PZR tipidir (Buckingham ve Flaws, 2007; Mo ve ark.,
2012).

1.3. Multipleks (Coklu) PZR (Multiplex PCR): Ayni
ornekte ¢oklu hedeflerin tek bir reaksiyon igerisinde es
zamanli tespiti amaciyla, reaksiyon karisimina farkli hedef
DNA sekanslarina spesifik birden fazla primer ¢iftinin ilave
edilmesiyle  gergeklestirilen ve temel mekanizmasi
konvansiyonel PZR'a ¢ok benzeyen bir yontemdir
(Buckingham ve Flaws, 2007).

1.4. immuno-PZR (Immuno-PCR, iPCR): Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay (ELISA) ve PZR tekniklerinin
avantajlarini bir araya getiren ve antijen-antikor etkilesimini
gorsellestiren bu teknik, marker DNA'nin daha fazla
amplifikasyonu ile bir DNA-antikor konjugati kullanimi
esasina dayanir. Hem antikora hem de DNA'ya baglanabilme
ozelligi gosteren baglayici molekiller (linker) araciligiyla,
DNA'nin  spesifik olarak antijen-antikor kompleksine
baglanmasi ve baglanmis DNA'nin uygun primerler
kullanilarak PZR ile gogaltiimasi olarak tanimlanan yéntem,

ELISA gibi klasik antijen belirleme yontemlerine gore ¢ok
daha duyarli ve glvenilir bir antijen saptama yontemidir
(Ryazantsev ve ark., 2016).

1.5. Yuvalanmisg PZR (Nested PCR): PZR'nin sensitivite
ve spesifitesini artirmak icin tasarlanmis bu teknik, iki cift
amplifikasyon primeri ve iki ardisik PZR reaksiyonunun
kullanimini iceren bir PZR modifikasyonudur. PZR'nin 15-30
dongulik ilk turunda bir primer seti kullanilarak, ilk
amplifikasyonda hedef DNA’nin uzun bir dizisi gogaltilir. ilk
amplifikasyon sonucu elde edilen urinlerle kalip DNA olarak
kullanilir ve ikinci primer seti kullanilarak ikinci bir
amplifikasyon gerceklestirilir ve ilk amplifikasyon Grini olan
DNA’nin kiglik bir bolgesi cogaltilir (Hirschhorn ve ark.,
2022). ilk primer seti hedef DNA’nin dis ve biiyiik bélgesine
baglanirken, ikinci primer seti hedef DNA’dan Uretilen Griin
DNA’nin i¢ kismina baglanir (Carr ve ark., 2010). Bu
uygulamada  ¢ogaltilmasi  istenen  hedef DNA’nin,
konvansiyonel PZR sonucu elde edilen DNA’dan 10* kat daha
hassas oldugu, boylece istenmeyen dizi elde edilme
durumunun ortadan kalktigi belirtilmektedir (Sevindik,
2013).

1.6. Sicak baslangigh PZR (Hot-start PCR): Bu yontem,
PZR'nin ilk asamalarinda oda 1sisi veya daha dusik
sicakliklarda spesifik olmayan DNA amplifikasyonu nedeniyle
olusacak istenmeyen uriinlerin ve primer dimerlerin varhgini
azaltan, konvansiyonel PZR'nin modifiye edilmis bir seklidir.
Spesifik olmayan baglanmalari 6nlemek ve PZR'de verim
kaybini en aza indirmek icin, Tag DNA polimerazin
inaktivasyonu veya baglanmasinin inhibe edilmesi ve Tagq
polimerazin reaksiyona gec¢ eklenmesi gibi ek isitma ve
separasyon yontemleri kullanilir. Reaksiyon karisimlarinin
yuksek sicakliklarda tamamlanmasinin saglanmasi igin diistik
sicakliklarda Tag DNA polimeraz aktivitesini bloke eden
modifikasyonlar, modifiye edilmis dNTP'lerin kullanimini
veya temel reaktiflerden birinin denatiirasyondan sonra
eklenmesi gibi uygulamalar tercih edilir. Bu ek uygulamalar,
reaksiyon karisimindaki  spesifik enzimlerin  optimal
baglanma sicakligina ulasilana kadar inaktif kalmasini veya
inhibe edilmesini saglar (Hirschhorn ve ark., 2022).

1.7. Kademeli Sicaklik Diisiirme PZR (Touchdown PCR):
PZR'de sikga karsilasilan sorunlardan biri, diistk sicakliklarda
primerlerin daha az spesifik olarak baglanmasi ve non-
spesifik bant gérintisu ile PZR sonuglarini yaniltmasidir. Bu
sorunun ¢6zUmi amaciyla gelistirilen bu teknikte,
primerlerin  baglanmasi asamasi i¢in segilen sicaklik
baslangicta primerlerin hesaplanan erime sicakhgl (Tm)
degerinden 5°C-10°C daha yiliksege ayarlanir ve bu kosullar
altinda mikemmel primer-kalip hibritlerinin  olusumu
saglanir. Sonraki doéngllerde yani PZR'nin sonlarina
baglanma sicakligi, primerler icin hesaplanan T, degerinin
2°C-5°C altinda olacak sekilde kademeli olarak dustrilir.
Buradaki amag, PZR sonuna kadar hedef dizinin birkac
geometrik amplifikasyon donglistinden gececek olmasi ve bu
nedenle PZR'nin baskin Urind haline gelecek olmasidir.
PZR'nin erken asamalarinda karsilagilacak hatalari en aza
indirmek icin bu yéntemin her zaman bir sicak baslatma
protokollt ile birlikte gergeklestiriimesi 6nerilmektedir
(Green ve Sambrook, 2018).
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1.8. Kolorimetrik PZR (Colorimetric PCR): Kolorimetrik
PZR'da, belirli bir DNA dizisi ¢ogaltilir ve sonugta olusan
Grlnler bir renk 6lcitl ile tespit edilir. Bu yeni yaklasim RT-
PZR'nin spesifitesini ve ELISA'nin kullanim kolayligini bir
araya getirmektedir. Reaksiyonda heminin baglanmasi
lizerine peroksidazin katalitik aktivitesini taklit eden
DNAzimler gibi biyokatalizorlerin  kullanildigi ve bu
biyokatalizérler  tarafindan  olusturulan  kolorimetrik
tepkimelerin 6l¢lildigi bir PZR yontemidir. PZR hedef DNA
dizisini c¢ogalttikca, boya maddesi c¢ogaltiimis DNA'ya
baglanir ve DNA'nin gogaltilmis miktarina bagl olarak renk
degisir. Hedef genin gogaltildigl, reaksiyon tiiplerindeki renk
degisikligi ile anlasilir (Seok ve ark., 2014).

1.9. Dijital PZR (Digital PCR, dPCR): Uciincii nesil PZR
olarak da tanimlanan dijital PZR, DNA veya RNA
molekiillerinin, rastgele ¢ok sayida kiigiik hacimli bélmelere
(nanometre hassasiyetinde) ayrildigi ve amplifikasyon
sonrasinda her bolmedeki molekiillere ait absorbansin
hesaplandigi bir yontemdir (Mao ve ark., 2019). Konvansiyo-
nel PZR'nin biyoteknolojik olarak iyilestirilmis ve gelistirilmis
sekli olan dijital PZR ile konvansiyonel PZR arasindaki temel
fark, nikleik asit miktarlarini  6lgme  ydnteminde
yatmaktadir. Dijital PZR daha fazla sayida kopyasi olusmasi
nedeniyle daha yiksek spesifite ve sensitiviteye sahiptir
(Perkel, 2015). Bitki patojenleri, genetigi degistirilmis
organizmalar, direngli bakteriler, viruslar, nadir gorilen
mutasyonlarin tespitinde ve yeni nesil dizileme analizlerde
yaygin olarak kullanilmaktadir (Pavsic ve ark., 2016).

1.10. Gergek zamanh PZR (Real-Time PCR) veya
Kantitatif PZR (Quantitative PCR, qPCR): Bu teknik, PZR ile
¢ogaltilan DNA pargalarinin gogaltimini gérunir hale getiren
ve monitdrize edebilen floresan isaretli problar ve boyalarin
kullanildigi, floresanin olusan DNA ile dogru orantili olarak
arttigi, amplikon konsantrasyonundaki degisiklikleri gercek
zamanl olarak algilayabilen ve tespit edebilen PZR tabanl bir
tekniktir (Kralik ve Ricchi, 2017). Test, birbirlerinden
reaksiyon sayisi kapasiteleri, eksitasyon-emisyon dalga boyu
farkliliklari, hizlari ve kanal sayilari ile ayrilan ve farkhlik
gosteren Real-Time PZR cihazlarinda gergeklestirilir. Real-
Time PZR temelde; spesifik olmayan ¢ift iplikgikli DNA’nin
cogaltilmasinda kullanilan "SYBR Green I" tabanli gPCR ve
spesifik DNA bolgesinin ¢ogaltilmasi ve saptanmasinda
floresan isaretli problarin kullanildigi "TagMan®" tabanli
gPCR olarak ikiye ayrilir. SYBR Green | yonteminde
reaksiyonun basinda reaksiyon karisiminda cift iplikcikli DNA,
primerler ve SYBR Green | floresan boyasi bulunur. Primerler
baglanip uzama basladiginda SYBR Green | boyasi gift
iplikcikli DNA'ya baglanir ve floresan yayilim baslar. DNA
miktarindaki artisa paralel olarak, yayilan floresan sinyalin
Real-Time PZR cihazi monitoriinde okunan miktari da es
zamanli olarak artar. TagMan® prob ydnteminde ise,
¢ogaltiimak istenilen DNA’ya komplementer olan ve 5' ucu
"fluorophore (6-karboksifloresin, 6-FAM)" ve 3' ucu
"quencher (6-karboksitetrametil-rodamin, TAMRA)" floresan
boya ile isaretlenmis tek zincirli bir prob kullanihr.
Amplifikasyon sirasinda hedef nikleik asit dizisi izerinde
primer baglanma boélgeleri arasina TagMan® problar
baglanirlar. Primerlerin baglanmasinin ardindan yeni zincir
olusmaya baslar ve probun bagh oldugu bolgeye

ulasildiginda Tag DNA polimeraz enzimi 5'->3' nikleaz
aktivitesi ile FAM’1 probdan ayirir. Serbest hale gecen FAM
sinyal olusturur. DNA zincir sentezi uzamaya devam eder.
Her bir donglide Urin artisi oldukga, floresan da ona paralel
olarak artmaya devam eder (Cao ve Shockey, 2012; Kralik ve
Ricchi, 2017).

1.11. In situ PZR (In situ PCR): In situ PZR, lam Uzerine
fikze edilmis hiicre, doku veya doku parcalarindaki hedef
DNA veya RNA'nin kolorimetri veya floresan kullanilarak
belirlenmesinde kullanilan semikantitatif bir yontemdir.
Dokulardaki veya tek hiicrelerdeki transkript seviyelerinin
kesin olarak dlgimiinde, in situ PZR'nin RT-PZR gibi kantitatif
bir transkript saptama teknigi ile birlikte kullaniimasi
gerekmektedir (Bagasra, 2007).

1.12. COLD-PZR (COLD-PCR): COLD-PZR'nin temel
degerinden daha duslik olan kritik bir denatirasyon
sicakligina dayanir. Diistik denatilirasyon sicakligina dayah bu
teknik, mutasyon tipi ve konumundan bagimsiz olarak hem
bilinen hem de bilinmeyen azinlik alellerin birlikte
amplifikasyonu ile sonuglanan tek adimli bir amplifikasyon
yontemidir (Li ve Makrigiorgos, 2009; Phung ve ark., 2020).
COLD-PZR; diisiik diizeydeki somatik DNA mutasyonlarinin
belirlenmesinde ve mutasyon iceren bir DNA karisimindan
DNA parcalarinin ¢ogaltiimasinda yaygin kullanim alanina
sahiptir (Li ve Makrigiorgos, 2009).

2. DNA Dizisi Bilinmediginde Kullanilan PZR Metotlari

2.1. Polimorfik DNA'nin Rastgele Cogaltilmasi
(Random Amplified Polymorphic DNA, RAPD-PCR): RAPD-
PZR; ilgili tirin genomik DNA'sinin, 9-10 nikleotidli rastgele
segilmis tek primer esliginde ve disiik baglanma sicakhiginda
tesadifi olarak cogaltilmasi esasina dayanir. Bu teknigin
konvansiyonel PZR'den en énemli farki, hedef organizmanin
DNA dizisi hakkinda herhangi bir spesifik bilgi
gerektirmeksizin polimorfizmin belirlenmesini saglamaktir
(Buckingham ve Flaws, 2007; Oz Aydin, 2004). RAPD-PZR,
prokaryotik ve 0&karyotiklerin taksonomisinde, genetik
cesitlilik ¢alismalarinda, genom yapisinin arastirilmasinda,
evrimsel sorunlarin ¢6zlimlenmesinde, ebeveyn
belirlemede, genetik varyasyonun belirlenmesinde, baglanti
haritalarinin olusturulmasinda, 6zgiin bir gen lokusunun
belirlenmesinde, adli tipta, klinik tanida ve epidemiyoloji gibi
pek ¢ok alanda yaygin olarak kullaniimaktadir (Oz Aydin,
2004).

2.2. Asimetrik PZR (Asymmetric PCR): Asimetrik PZR;
sekanslama ve hibridizasyon problarinin  kullanimini
gerektiren durumlarda, DNA'nin ¢ift sarmalindan sadece
birinin amplifikasyonu saglayan bir PZR teknigidir.
Hedeflenen DNA sarmalinin sentezini desteklemek igin
molariteleri esit olmayan primerlerin eklenmesi disinda, tim
islem konvansiyonel PZR'ye benzerlik gosterir. Bu teknikte,
reaksiyonda kullanilacak primerlerden biri miktarca
digerinden yuksek tutularak, ¢ogunlukla o primerin
baglanacagl bolgenin gogaltilmasi saglanir (Nehdi ve ark.,
2020; Sanchez ve ark., 2004).

2.3. Ustel Sonrasi Dogrusal PZR (Linear-After-The-
Exponential (LATE)-PCR): LATE-PZR; Real-Time PZR temelli
bir amplifikasyon teknigidir. Asimetrik PZR arastirmacilar
tarafindan  optimizasyonu zor ve verimsiz oldugu
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dislinuldugi icin LATE-PZR teknigi gelistirilmistir. Asimetrik
PZR  tekniginde, bir primerin  konsantrasyonunun
sinirlandiriimasi, erime sicakhgini reaksiyon sicakligindan
daha dusik bir seviyeye cekerek verimi azaltabilir. Bu
nedenle, bu yontemde primerlerin optimize edilmesi
oldukga zordur. Ancak, LATE-PZR, yeni bir primer tasarimi
modeli sunarak, primer oranindan bagimsiz olarak simetrik
PZR deneyleri kadar verimli deneyler yapabilme imkani
saglar. Bu teknik, primerlerin belirli bir bolgesinin erken
asamalarinda hedefe 6zgli olmasini saglayarak, asimetrik
PZR'ye gore daha verimli ve dngorilebilir bir amplifikasyon
grafigi olusturur. Bu sayede, primerlerin konsantrasyon
oranlari ile ugrasmadan, daha az optimize edilmis
primerlerle bile yliksek verim elde etmek mimkindir. LATE-
PZR yonteminin, Ozellikle az miktardaki numunelerdeki
hedef sayilarin gergcek zamanli kantitatif analizi i¢in kullanigh
bir teknik oldugu, klinik teshis, biyosavunma, adli tip ve DNA
dizileme gibi alanlar igin verimliligi yiksek uygulamalara
uyarlanabilecegi vurgulanmaktadir (Pierce ve Wangh 2007;
Sanchez ve ark., 2004).

2.4. Demirlenmis PZR (Anchored PCR, A-PCR): Hedef
DNA'nin yalnizca bir ucundaki niikleotid sekansinin bilindigi
¢ift iplikgikli DNA fragmentlerine uygulanan, proteinin
yalnizca N-terminal sekansi bilindiginde bir genin tam sekans
amplifikasyonuna izin veren bir PZR modifikasyonudur.
Teknigin amaci, bilinen sekans bdlgesinden yararlanilarak
hedeflenen DNA sekansinin amplifikasyonudur. Amplifiye
edilecek DNA sekansi, bilinen bir diziye baglanir ve bilinen
dizi reaksiyonda ikinci primer olarak kullanilir (Zheng ve ark.,
2014).

2.5. Ters PZR (Inverse PCR, Inverted PCR, IPCR, Inside-
out PCR): Ters PZR, bilinen bir DNA dizisine yakin olarak
bulunan ve bilinmeyen bazlara sahip olan DNA
segmentlerinin  amplifikasyonunu amaglayan bir PZR
yontemidir. Bilinmeyen DNA bdlgesinin yakinindaki bilinen
konumu tanimlayarak, bilinen DNA bolgesini tamamlayici
primerlerin tasarlanmasi, bilinmeyen bélgenin amplifiye
edilmesine yardimci olur. Bu yéntemde, 6nce bilinen DNA
sekansi ve onun yan bolgesindeki baz siralari bilinmeyen
segmentler bir restriksiyon enzimi ile lineer olarak kesilir.
Ardindan restriksiyon fragmentleri ligasyonla sirkller hale
dénistirilir. Tekrar kesilerek lineer forma doénustirilir. iki
ucunda baz siralari bilinen sekanslar, ortada ise bilinmeyen
sekanslara sahip DNA segmenti tekrar restriksiyon enzimi ile
lineer olarak kesilir. Bilinen sekanslara komplementer olarak
tasarlanmig iki ayri primer yardimi ile amplifikasyon
gergeklestirilir (Green ve Sambrook, 2019b).

3. PZR Sonrasi Genotiplendirme ve Sekans Analiz
Yoéntemleri

3.1. Genotiplendirme Yontemleri: PZR sonrasi
amplifiye edilmis DNA Uriinlerinin genotiplendirmesi igin
bircok yontem bulunmaktadir. Bu yontemler; Elektroforez,
Restriksiyon Fraksiyon Uzunlugu Polimorfizmi, Tek niikleotid
Polimorfizmi, Allel Spesifik PZR, Yiksek Coziunrlikli Erime
(HRM) Analizi gibi benzer veya kigik farkhliklart bulunan
yontemler gelistirilmistir.

3.1.1. Jel Elektroforez Yontemi: Jel -elektroforez
yontemi; DNA, RNA veya protein gibi makromolekiillerin
boyutlarina ve elektriksel ylklerine gore ayrilmasi ve analizi

icin kullanilan bir yontemdir. DNA jel elektroforez islemi,
¢ogu zaman DNA'nin PZR ile ¢cogaltiimasindan sonra yapilir.
Ayrica; kiutle spektrometresi, DNA sekans analizi, blotlama
tekniklerinde, 6zelliklede southern blotlama tekniginde
kullanilir. Molekiler teknikler bakimindan en ¢ok kullanilani
darbeli alan jel elektroforezidir (Drabik ve ark., 2016).

3.1.2. Restriksiyon fraksiyon uzunlugu polimorfizmi
(RFLP) Yontemi: RFLP tekniginin ilk olarak bitkilerde, DNA
dizilerindeki varyasyonlari incelemek igin kullanilan basarih
bir yontem olarak ortaya c¢ikmistir. Bu yontemde, bir
organizmanin DNA'si belirli restriksiyon enzimleri ile kesilir
ve kesilen parcalar jel elektroforezi kullanilarak boyutlarina
gore ayristirihr. Bu parcalar, farkli uzunluklarda olabilir ve
farkli organizmalar arasinda degisebilir. Bu nedenle DNA'daki
genetik farkhihklarin  tespitinde kullanilabilirler. RFLP
teknikleri dogasi geregi zorlayici, zahmetli ve zaman alici
olmasindan dolayl yerini daha az karmasik, daha uygun
maliyetli PZR tabanli tekniklere birakmistir. Cesitli PZR
tabanli teknikler arasinda; basit dizi tekrarlari (Single
sequence repeat, SSR), rastgele cogaltilmis polimorfik
DNA'lar (RAPD), dizisi karakterize edilmis ¢ogaltiimis bolge
(Sequence Characterized Amplified Region, SCAR), bélinmis
¢ogaltilmis polimorfik DNA'lar gibi ¢esitli belirtegler,
¢ogaltilmis fraksiyon uzunlugu polimorfizmleri (AFLPs) ve
SSR'ler arasi (ISSR) analizi gibi benzer bir¢ok yontem
gelistirilmistir (Bhatia ve ark., 2013; Deschamps ve ark.,
2012).

3.1.3. Tek niikleotid Polimorfizmi (Single nucleotide
polymorphisms, SNP) Yontemi: Tek Nukleotid Polimorfizmi
(SNP), DNA dizisinde bir niikleotidin diger bir niikleotid ile
degistirilmesi sonucu olusan en kiiclik genetik varyasyon
tiradir. insan genomunun yani sira diger organizmalarin
genomlarinda da en yaygin genetik varyasyon tiradar.
SNP'ler, genetik materyalin genomik varyasyonlarini
olusturur ve bireyler arasindaki genetik farkhliklarin ana
nedenlerinden biridir. SNP'ler, hem kodlayictc hem de
kodlamayan bolgelerde ortaya ¢ikabilir ve gen ekspresyonu,
protein fonksiyonu ve hastalik duyarliligi gibi bircok biyolojik
islevi etkileyebilir. SNP'ler, genetik iliski c¢alismalarinda
genetik isaretleyiciler olarak kullanilabilir ve o6zellikle
karmasik hastaliklarin genetik temellerinin anlasiilmasinda
onemli bir aragtir. SNP'ler, ylksek hizli DNA dizileme,
mikroarrayler, PZR tabanli yontemler gibi cesitli teknikler
kullanilarak  tespit edilebilir. SNP analizi, genomik
galismalarin yani sira, kisisellestirilmis tip, farmakogenetik ve
arastirma alanlarindaki diger bircok uygulamada da yaygin
olarak kullanilmaktadir. Genomdaki frekanslarinin uygun
maliyetli ve paralel bir sekilde belirlenmesindeki goreceli
kolayligi nedeniyle en yaygin kullanilan genotiplendirme
yontemi olarak ortaya ¢ikmistir (Deschamps ve ark., 2012).

3.1.4. Allel Spesifik PZR (AS-PCR) Yontemi: Alele 6zgi
polimeraz zincir reaksiyonu (AS-PCR), PZR drinlerinin
etidyum bromiir boyali agaroz veya poliakrilamid jelde analiz
edilmesiyle insan DNA'sindaki herhangi bir nokta
mutasyonunun dogrudan tespit edilmesine izin veren bir PZR
uygulamasidir. AS-PCR, DNA sablonu ile uyumsuzluk
olusturan bir oligoniikleotid primerin Tag DNA polimeraz
tarafindan primer uzatmasina direngli olacagi icin calisir. Bu
nedenle, bilinen tim alellere 6zgi oligonikleotid primerler
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sentezlenebilir ve bilinmeyen genotipteki DNA'lardaki alelleri
tespit etmek icin kullanilabilir. AS-PCR, genetik ve bulasici
hastaliklarin teshisini iceren DNA tabanli teshis tekniklerinde
kullanilmaktadir (Ugozzoli ve Wallace, 1991).

3.1. 5. Yiiksek Coziiniirliikli Erime Analizi (High
Resolution Melting Analysis, HRM): Klinik uygulamalar igin
ilk olarak Carl Wittwer ve ark. (1997) tarafindan tanimlanan
ylksek ¢ozinurlikli erime (HRM) analizi, Real-Time PZR
yonteminin uygulamaya girmesiyle gelistirilmis otomatize bir
yontemdir. PZR isleminden sonra Real-Time PZR cihazinda
ayni tlpte otomatize ve programlamayla takip eden bir
prosedire sahip HRM ydnteminde, verilerin elde edilmesi
Real-Time PZR'den sonra  10-15 dakika icinde
gerceklesebilmekte ve bu veriler 2 saniyedeki 0,1-1 °C
sicaklik artisina karsilik olusan floresan sinyal siddeti
degisiminin  dlclilmesiyle elde edilmektedir. ilgili DNA
bolgesinin Real-Time PZR ile gogaltilmasini takiben, Real-
Time PZR isleminde artan sicaklik ve azalan floresan boya
miktarina bagh olarak, HRM egrileri adi verilen sigmoidal
erime egrileri olusturulur. HRM, erime sicakliklarindaki
farkhhklara dayali olarak diziler arasindaki ince farklari
algilayabilen, Real-Time PZR sonuglarini analiz etmek igin
verimli, dogru ve hizli bir tekniktir. Mikrobiyal
genotiplendirme amaciyla kullanilan bircok yéntem olmasina
kargin, HRM y&ntemi var olan yontemlere kiyasla daha hizli
ve kolay analiz olanagi saglamaktadir. HRM egrileri analiz
edilerek; tir tanimlama, hedef dizideki tek nikleotid
polimorfizmi (SNP) farklari, nokta mutasyonlar, spesifik
genotiplerin ozellikleri dahil olmak Gzere nikleik asit
dizilerindeki genetik varyasyonlarin belirlenmesi
mimkindir. Ayrica, HRM teknolojisi bakteri, virus ve
parazitlerdeki direng gelisiminden sorumlu spesifik
mutasyonlarin analizi igin de 6nemli bir yontemdir. Bununla
birlikte, ozellikle tiir, 6rnek sayisi ve filogenetik yakinlik
arttikga siniflandirma siirecinin zorlastigr bildirilmistir (Erali
ve ark., 2008; Ozkok ve Celik, 2022; Zhou ve ark., 2022).

3.2. Sekans Analizi: Watson ve Crick'in 1953'te DNA’nin
Unli ¢ boyutlu yapisini kesfetmeleriyle birlikte, DNA
replikasyon islemlerinin ve nikleik asitleri kodlayan
proteinlerin kesifleri basladi. Ancak protein zincirlerinin
sirasini anlamak icin gelistirilen stratejiler, DNA molekiliiniin
cok daha uzun ve birbirine daha ¢ok benzeyen, ayirt etmeyi
zorlastiran daha az birimden olusmasi nedeniyle nikleik asit
arastirmalarina kolayca uygulanabilecek gibi gériinmiiyordu.
Bu yiizden ilk sekans uygulamalarinda daha saf olarak
bulunan tek zincirli RNA lzerine odaklanildi. Robert Holley ve
meslektaslari 1965 yilinda Saccharomyces cerevisiae'den ilk
tam nikleik asit dizisini ¢cogaltmayi basardilar. Daha sonra
Frederick Sanger ve arkadaslari, DNA dizisinin sekansini
belirleyen bir teknik gelistirdiler (Heather ve Chain, 2016).

DNA dizileme, DNA molekuliindeki nikleotitlerin (A, T,
C, G) kompozisyonunu ve dizilis sirasini belirleme olarak
tanimlanmaktadir. Temelde biri klasik zincir sonlandirma
yontemine dayanan Maxam-Gilbert ve Sanger sekanslama
metodu, digeri ise ¢ok sayida DNA molekilinld hizli bir
sekilde isleyebilen Yeni Nesil Sekanslama (Next Generation
Sequencing, NGS) yontemi olmak (zere iki ana DNA dizileme
yontemi bulunmaktadir.

3.2.1. Sanger Sekanslama: Zincir sonlandirma dizileme
yontemi olarak da bilinen Sanger sekanslama, Sanger ve ark.
(1977) tarafindan gelistirilmis, glinimizde de yaygin olarak
kullanilan  bir yontemdir. Bu teknikte amag, DNA
fragmanlarinin jel tGzerindeki uzunluklarinin dikkate alinarak
DNA molekilinin baz kompozisyonunu ve dizilisini ortaya
citkarmaktir. Sanger metodunda, tek iplikgikli kalip DNA,
serbest OH grubu iceren tek yonli primer, DNA polimeraz,
DNA zincirlerinin monomerleri olan deoksiriboniikleotit
trifosfatlar (dNTPs) ve dideoksiribonukleotit trifosfatlar
(ddNTPs) kullanir. Bu yontemde, kalip DNA'ya tamamlayici
bir DNA primeri, DNA sentezi i¢in bir baslangi¢ noktasi olarak
kullanilir. Dort dNTP varliginda, polimeraz enzimi, kalip DNA
zincirine tamamlayict dNTP'yi ekleyerek primeri uzatir.
Nikleotit zincirine hangi nikleotidin dahil edildigini
belirlemek igin, sentez reaksiyonunu sonlandirmada farkli bir
floresan boya ya da radyoaktif ile isaretlenmis dort ddNTP
kullanihr. Bu ddNTP'ler, dNTP'lerle kiyaslandiginda DNA
zincirlerinin uzatilmasi icin gerekli olan 3' hidroksil
grubundan yoksundur ve bu nedenle bir sonraki dNTP'nin 5'
fosfati ile bir baglanti olusturamaz ve sonugta zincir
sonlandirici olarak gorev yaparlar. Reaksiyon dort ayri tlipte
gerceklestirilir. Her bir tiipte dNTP’lerin tamami, ¢ok diisik
konsantrasyonda da farkli bir ddNTP kullanilir. Her tiipte
gerceklesen PZR reaksiyonunda kullanilan dNTP’ler eklenip
reaksiyon devam ederken, 3' hidroksil grubundan yoksun
olan ddNTP’ler zincire eklendiginde reaksiyon durur. Bu
ddNTP’lerin  baglandigi farkli konumlarda reaksiyon
sonlandigi i¢in farkli uzunluklarda DNA fragmanlari olusur.
PZR  sonrasinda  olusan  reaksiyon  drinleri  jel
elektroforezinde goérintilenir (Heather ve Chain, 2016).
Nikleotid dizisi belirleme islemi, jel elektroforez sonrasi
daha kugcilik olan parcalarin daha uzun mesafeler kat ettigi
prensibine dayanir. Sanger yontemi otomatize edildikten
sonra yaklasik 30 yil boyunca altin standart olarak kabul
edilerek kullaniimistir. ilk nesil DNA dizileme cihazlari, biraz
daha kisa dizileme okumalari yapabilen 1 kilobazdan (kb)
daha kuglik pargalar dizileme kapasitesine sahiptir. Daha
uzun bélgelerin dizilenmesi icin ise insan Genom Projesi'nde
kullanilan "shotgun dizileme" yontemi kullanilir. Bu
yontemde oOncelikle hedeflenen bdlge pargalara ayrilir ve
dizileme sonrasinda bu pargalar bir araya getirilerek biitiin
bir DNA dizisi olusturulur (Darcan ve Tiirkyillmaz, 2018).

3.2.2. Maxam-Gilbert Sekanslama: Maxam ve Gilbert
tarafindan; Sanger sekanslama yontemiyle ayni yil gelistirilen
bir DNA dizileme yontemidir. DNA'nin kimyasal modifikasyo-
nuna dayanir ve belirli baz dizilerinden kesilerek daha sonra
toplanir. Bu yontemde, bir dizileme jelinden kirk klon analiz
edilebilir. Ancak, tehlikeli kimyasallar kullanilabildigi icin
Sanger yontemine gore daha az tercih edilen ve daha yavas
bir yonteme sahiptir. Maxam-Gilbert ve Sanger yontemleri
birinci nesil dizileme olarak adlandirilir. Son 20 yilda birgok
insan, hayvan ve bitki genomu galismasinda kullanilmistir. Bu
yontemlerin zahmetli olmasi ve ideal DNA dizileme
teknolojisi gereksinimleri nedeniyle, yeni nesil dizileme
yontemleri gelistirilmistir (Kekec ve ark., 2022).

3.2.3. Yeni Nesil Sekanslama (Next Generation
Sequencing, NGS): insan genom projesinin tamamlanmasiyla
birlikte DNA dizileme alaninda birgok platform gelistirilmistir.

1
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Yeni Nesil Sekanslama, milyonlarca ornegi farkl platformlar
kullanarak ayni anda sekanslamak icin kullanilan tekniklere
verilen bir isimdir. Yeni Nesil Sekanslama yéntemleri, diger
analiz  yontemlerinde fark edilemeyecek duzeydeki
mutasyonlari tespit edebilmesi nedeniyle siklkla kullanilan
bir yontemdir. Yeni Nesil Sekanslama’da birbirinden farkli ve
cesitli platformlar kullanilsa da akis semasi temelde ilk olarak
bir kiitiiphane hazirlanmasi, ardindan sekanslama yapilmasi
ve son olarak da elde edilen verilerin cesitli biyoinformatik
yontemlerle analiz edilmesi olmak (izere U¢ ana kisimdan
olusmaktadir. Teknolojinin ilerlemesiyle her biri kendi yeni
yontemlerini barindiran, avantajlari ve dezavantajlari
bulunan Yeni Nesil Sekanslama platformlari ortaya
cikmaktadir. Sekanslama yéntemi kullanilan platforma gére
degisiklik gostermekle beraber, giincel olarak en ¢ok tercih
edilen platformlara 6rnek olarak Roche 454, Solexa, lllumina,
Pirosekanslama, iyon Yari iletken dizileme ve SOLID
(Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection)
verilebilir (Heather ve Chain, 2016, Luo ve ark., 2012;
Patrinos ve ark., 2016). Son nesil sekans yontemlerinden;
elektrik akisint  kullanarak sekanslari belirleyen yeni
gelistirilen Nanopore sekans teknolojisi, klasik florasan
okumalara alternatif bir segcenek sunar. Nanoporeler, her bir
bazin elektrik yukiuni belirlemek ve sekansi kaydederek
belirlemek icin kullanilir. Bu sayede, Nanopore sekanslama
yontemiyle daha uzun sekanslar okunabilmektedir (Wang ve
ark., 2021).

Sonug

Mikrobiyoloji alaninda kullanilan geleneksel teshis
yontemleri, yavas Ureyen ve teshisi uzun zaman alan
infeksiyoz etkenlerin ya da dogal konaklarinin disinda
tiretilmesi ¢cok zor olan ve bu nedenle izole edilemeyen
infeksiy6z ajanlarin tanisi gibi durumlarda sinirli bir kullanim
alanina  sahip  olabilmektedir. Bunun vyani  sira,
optimizasyonunun zaman almasi, optimizasyon igin
uzmanlasmis deneyimli personele ihtiya¢ duyulmasi, sarf
malzeme, alet ve ekipmanlarinin pahali olmasi gibi
dezavantajlarina ragmen giiniimizde PZR ve PZR tabanli
diagnostik teshis yontemlerine ilgi giderek artmakta ve PZR,
insan ve hayvanlarin infeksiy6z hastaliklarinin teshisi ve
epidemiyolojik arastirmalarda da en vyaygin kullanilan
molekiiler tani yontemi olarak gincelligini korumaktadir.
Siurekli olarak glincellenen ve yeni tekniklerin eklendigi
molekiler tani yontemleri daha ekonomik, daha ulagilabilir
ve rutin teshiste daha uygulanabilir oldugunda, bu
tekniklerin diagnostik mikrobiyoloji alaninda kullanim sikligi
ve gesitliligi de ayni oranda artacaktir.

Cikar ¢catismasi

Yazarlar bu makale igin gercek, potansiyel veya
algilanan cikar ¢atismasi olmadigini beyan etmislerdir.

Benzerlik Orani

Makalenin benzerlik oraninin, sisteme yilklenen
raporda belirtildigi gibi % 12 oldugunu beyan ederiz.

Etik izin

Bu calisma "Hayvan Deneyleri Etik Kurullarinin Calisma
Usul ve Esaslari Hakkinda Yonetmelik" Madde 8(k) uyarinca
HADYEK'in iznine tabi degildir.

Agiklama

Bu derleme, Oguz Kagan TUREDI’nin doktora
seminerinden 6zetlenmistir.
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