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OZET

Tanisal virolojide PCR disi molekiler araclar arasinda ilk sirada
sinyal amplifikasyon yéntemleri yer almaktadir. Sinyal amplifi-
kasyon testlerinde klinik érneklerdeki hedef DNA veya RNA'nin
dogrudan kopyalanmasi yerine, bu molekillerden elde edilen
sinyallerin yikseltilmesi ve dl¢tlmesi amaclanir. Bu 6zellikleri ile
sinyal amplifikasyon ydntemleri incelenecek émekler, kullanilan
geregler veya calisma ortaminin amplifiye Urinlerle kontamine
olmasi bakimindan risk tasimazlar. HIV-1, HCV ve HPV nukleik
asitlerinin saptanmasi ve kantitasyonu ve HPV genotip analizi igin
onayli sinyal amplifikasyon testleri ticari olarak kullanima sunul-
mustur. ilk olarak 1990'l yillanin baslarinda kullaniimaya baslanan
ve farkli calisma prensipleri ve dzel tasanimlara sahip olan sinyal
amplifikasyon testleri glinimiizde real-time PCR, rolling circle
yontemi, luminex xMAP, DNA biyosensér teknolojisi ve dizi ana-
lizi gibi yeni tanisal tekniklerle kombine edilerek viral etkenlerin
saptanmasl, genotiplendirilmesi, multipleks analizleri ve bilin-
meyen yeni viruslarin kesfedilmesinde kullaniimaktadir. Onayli
sinyal amplifikasyon testleri yeni gelistirilen test tasanimlar igin
standart kontrol yontemleri olarak da kullanilmaktadir. Bu derle-
mede sinyal amplifikasyon temelli testlerin ¢alisma prensipleri ve
tanisal virolojideki kullanimlari detayli olarak ele alinmis ve diger
platformlardaki kullanimlarina dair érnekler sunulmustur.

Anahtar Kelimeler: Dalli DNA, Hibrid yakalama, invader

ABSTRACT

Signal amplification methods are the most preferred non-PCR
molecular tools in diagnostic virology. The aim of signal amplifi-
cation tests is to amplify and measure the signals obtained from
the target DNA or RNA in clinical samples, instead of directly
copying these molecules. With these characteristics, signal am-
plification methods do not pose any risk of contamination of the
test samples, laboratory devices or working environment with
amplified products. Approved signal amplification tests have
been commercially available for detection and quantitation of
HIV-1, HCV and HPV nucleic acids, as well as genotyping analy-
sis of HPV. Signal amplification tests were first used in the early
1990s and have different working principles and special designs.
These tests are now combined with new diagnostic techniques
such as real-time PCR, the rolling circle method, luminex xMAP,
DNA biosensor technology and sequence analysis, in the detec-
tion and genotyping of viral agents, multiplex analysis and the
discovery of new and unknown viruses. In addition, approved
signal amplification tests are used as the standard control meth-
ods for newly developed test designs. In this review, the working
principles of signal amplification-based tests and their use in di-
agnostic virology are discussed in detail and examples of their
use in other platforms are presented.
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GiRiS

Enfeksiyonlar veya genetik hastaliklarla iligkili nikleik asit-
ler klinik materyallerde ¢cogu kez disik kopya sayilarinda
bulunurlar (1). Bu hastaliklarin tanisi ve takibi icin ya da
herhangi bir numunedeki nikleik asit varliginin saptan-
masi ve kantitasyonu i¢cin amplifikasyon temelli yaklagim-
lara gereksinim duyulur (1-3). Amplifikasyon yaklagimlari
calisma prensiplerine gore genel olarak Ug¢ farkl grupta
incelenir; (i) dogrudan hedef nikleik asitlerin cogaltildig
yontemler, (i) hedef nikleik asitlere baglanan problarin
amplifiye edildigi yaklagimlar ve (iii) hedef nikleik asitler-
den Uretilen sinyallerin amplifiye edilmesine dayali teknik-
ler (1, 4). Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), loop-mediated
amplifikasyon (LAMP), nikleik asit sekans bazl amplifikas-
yon (NASBA) ve transkripsiyon aracili amplifikasyon (TMA)
teknikleri nukleik asit sekanslannin kopyalarini ¢cogalt-
mada kullanilan hedef amplifikasyon yontemlerinden en
yaygin kullanilanlandir (5, é). Ligaz zincir reaksiyonu (LCR),
Qb replikaz ve strand displacement amplifikasyon (SDA)
teknikleri ise spesifik olarak hedef nikleik asit sekanslarina
baglanan problarin kopyalanmasi prensibiyle ¢alisan prob
amplifikasyon yontemleridir (1, 5, 7). Sinyal amplifikasyon
tekniklerinde ise hedef niikleik asitlerin veya spesifik prob-
larin ¢ogaltiimasi yerine, her bir hedef nikleik asitlerin
sekansindan Uretilen sinyalin yikseltiimesi hedeflenir (1,
5). Bu amagla ilk olarak nikleik asitlerin 6zglin problarla
hibridizasyonu gerceklestirilir ve sonrasinda bu kompleks-
lerden elde edilen sinyalin derecesi arttirilir (1).

Literatlrde tanimlanmis olan sinyal amplifikasyon teknik-
lerinin en énemlileri; dalli DNA (bDNA; dallanmig DNA
veya branched DNA), déngusel prob (CP; cycling probe),
hibrid yakalama (HC; hybrid capture), Invader yontemi ve
tiramid sinyal amplifikasyonu (TSA) teknikleridir (Tablo 1)

(1, 8). Son yillarda bu tekniklere nanopartikillerin kullanil-
digr yeni sinyal amplifikasyon yontemleri de eklenmistir
(9). Klinik érneklerde HIV (human immmunodeficiency vi-
rus), HBV (hepatitis B virus), HCV (hepatitis C virus), CMV
(human cytomegalovirus) ve HPV (human papillomavirus)
varliginin saptanmasi ve kantitasyonu igin gelistirilmis ve
ticari olarak kullanima sunulmus cesitli sinyal amplifikas-
yon testleri bulunmaktadir (1). Sinyal amplifikasyon yak-
lasimi ayrica, mRNA kantitasyonu, bakteriyel antibiyotik
direng genlerinin gosterilmesi ve genetik hastaliklarin
tanisi (faktor V Leiden, kistik fibrozis ve Tay-Sachs tanisi,
tek nikleotit polimorfizmlerinin saptanmasi) icin de kul-
lanilmistir (1).

Gunumuzde viral nikleik asitlerin amplifikasyonu ve kan-
titasyonunda genis dinamik araliklar ve Ustin saptama
duyarliliklari ile real-time PCR temelli testler rutin viroloji
laboratuvarlarinda en sik kullanilan testler haline gelmis-
tir (2). FDA (Food and Drug Administration, ABD) onayli
viral yik testlerin dnemli bir b&limi yine real-time PCR
temelli testler iken, onay alan diger testler arasinda TMA
ve NASBA gibi izotermal amplifikasyon yontemleri ve ay-
rica bDNA, HC ve Invader gibi sinyal amplifikasyon test-
leri bulunmaktadir (10, 11). HPV, HIV-1 ve HCV tanisi icin
gelistirilmis FDA onayli sinyal amplifikasyon testleri belirli
avantajlanyla rutin tanida tercih edilebildigi gibi, yeni ge-
listirilen tani tarama testleri icin karsilastirmali analizlerde
standart kontrol testleri olarak da kullanilmaktadirlar (11,
12).

Branched (Dalli) DNA teknigi

Bu yontem hedef nikleik asitlerin immobilize edilmesi ve
takiben cok sayida dalli ve isaretli problar ile ardisik veya
simultane hibridizasyonu sonrasinda Uretilen sinyalin 4l-
culmesi prensibi ile ¢alisir (8). Test genel olarak tamam-

Tablo 1: Sinyal amplifikasyon tekniklerine genel bakis (1,4,11).

Teknikler Teorl!(. Ticari formlar
amplifikasyon
Dalli DNA 11.564 kat Chiron,
(Branched DNA) Bayer Healthcare
Diagnostics Division
(ABD).
Dongusel prob Birbirinden ID Biomedical (Canada),
(Cycling Probe) farkli Excimus Biotech (ABD)
bayutmeler
Hibrit Yakalama 3000 kat Digene Corporation
(Hybrid Capture) (ABD)
Invader 10-107 kat Third Wave
Technologies (ABD)
Tiramid Sinyal 500-1000 kat Molecular Probes (ABD)

Amplifikasyonu

Uygulamalar alanlan

HIV-1, HBV, HCV ve CMV viral yUklerinin saptanmasi;
sitokin mRNA kantitasyonu; HIV-1 ve HPV'nin in situ
saptanmasi.

Bakterilerde antibiyotik direnci saptanmasi;
Mycobacterium tuberculosis'de direkt tekrarlarin
karakterizasyonu. PCR ile kombine edildigi
uygulamalar var.

HBV ve CMV viral ylik kantitasyonu; HPV, Neisseria
gonorrhoeae ve Chlamydia trachomatis saptanmasi.

Genetik hastaliklarin tanisi; SNP* analizi; HPV tanisi,
HPV genotip tayini.

HPV, HIV, 16S ribozomal RNA ve antimikrobiyal
direnc genlerinin saptanmasi.

*SNP; single nucleotide polymorphism (tek nikleotid polimorfizmi)
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lanmasi 2 giin stirebilen 7 basamaktan olusur (Sekil 1) (1,
8). HIV-1, HBV, HCV ve CMV viral yiklerinin saptanmasi,
mRNA kantitasyonu, HIV-1 ve HPV'nin in-situ saptanma-
st icin tasarlanmig bDNA testleri bulunmaktadir (1, 5, 13).
Termal déngl cihazlarina gereksinim duyulmamasi, du-
stk kontaminasyon olasiligi, herhangi bir enzime gerek
duyulmamasi ve kantitasyona uygun olmasi gibi avantaj-
lara sahip olan bDNA testlerinin en 6nemli dezavantaj-
lari ise saptama duyarliliklarinin PCR temelli yontemlere
kiyasla daha distk olmasi ve test stiresinin uzunlugudur
(1,5, 14). Bununla beraber yeni nesil testlerin duyarliliklar
artinlmig, HIV-1 icin plazmada 50-75 kopya/ml saptama
duyarlihgr degerine ulasilmistir (1).

bDNA teknigi amplifikasyon basamaklari

Birinci basamak: Nukleik asitlerin mikrokuyucuk yizeyi-
ne sabitlendigi basamaktir. ik olarak viral partikillerden,
hicrelerden veya fikse edilmis dokulardan hedef niikle-
ik asitler (DNA veya RNA) serbestlestirilir ve nikleik asit
iceren numuneler bu biyolojik materyallerdeki RNaz ve
DNaz'larin inaktive edilmesi igin proteinaz K ve deterjan-
larla muameleye tabi tutulur. Arastinlmak istenilen hede-
fe bakilmaksizin tim bDNA testlerinde sabit prob olarak
ayni oligontkleotitler kullanilir. Sabit problarnn serbest
uclart yakalayici (capture) problarin baglanmasina uygun
olarak dizayn edilmistir. Yakalayici problar ise bir uglar
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sabit problara diger uclar da hedef nikleik asitlerde yer
alan spesifik sekanslara komplementer diziler icerecek
sekilde tasarlanmistir. Yakalayici problar dogrudan sabit
problara bagl olarak bulunabilecegi gibi solisyon ice-
risinde serbest olarak da bulunabilirler. Nukleik asitlerin
daha iyi sabitlenebilmesi icin bu problar bir hedef nikleik
asidin birden c¢ok bélgesine baglanabilecek cesitlilikte
tasarlanirlar. ikinci basamak: Hedef (target) problarin mik-
rokuyucuk ylzeyine sabitlenen nikleik asitlerle hibridize
oldugu basamaktir. Yakalayici problara benzer olarak he-
def problar da bir hedef nikleik asidin birden ¢ok bdlge-
sine hibridize olabilecek sekilde tasarlanir. Hedef nikleik
asitlerdeki korunmusg bolgeler ne kadar fazla sayida he-
def prob tasarlamaya uygunsa test sonunda elde edilme-
si beklenen teorik sinyal artisi o kadar yiiksek olacaktir.
Uglincii basamak: Preamplifiyer prob hibridizasyon basa-
magidir. Bir gecelik inklibasyon sonrasi hibridize olmamig
target problarin, lizis reaktiflerinin ve hicresel debrisin
ortamdan uzaklastinlmasi icin mikrokuyucuklar yikanir ve
kuyucuklara her biri 14 adet tekrarlayici sekans iceren pre-
amplifiyer prob karigimi eklenir. Her bir preamplifiyer pro-
bun nikleik asit-prob kompleksine baglanabilmesi igin iki
adet hedef proba ayni anda baglanmasi gerekmektedir.
Bu tasarim spesifik olmayan hibridizasyonlar minimize
etmek icin gelistirilmistir. Dérdincl basamak: Amplifi-
yer prob hibridizasyon basamagidir. Amplifiyer problar

L J
Viral genomun
(RNA - DNA)
serbestlestirilmesi 1
P T g
(DNA denature edilir)

NS
yakalayici probj| \|| sabit prob

I ]

hedef problar

Sekil 1: Ornek bir bDNA testinde reaksiyon basamaklari.
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preamplifiyer problarla hibridize olarak nikleik asit-prob
kompleksine baglanirlar. Bdylece sinyal amplifikasyon
multimeri ya da bDNA kompleksleri olarak adlandirlan
yapilar olusur. Her amplifiyer Gzerinde enzim isaretli prob-
larin baglanmasi icin ¢ok sayida baglanti bélgesi bulunur.
Besinci basamak: Hibridize olmamis amplifiyer problar
uzaklastinldiktan sonra numunelere enzim isaretli prob-
lar olarak adlandirlan alkalen fosfat-modifiye oligomer-
ler eklenir ve bu problarin amplifiyer problar Gzerindeki
tekrarlayan sekanslar ile hibridize olmasi saglanir. Altinci
basamak: Hibridize olmayan isaretli problar uzaklastiril-
diktan sonra ortama eklenen dioksetan subsrat, isaretli
probdaki alkalen fosfataz ile kimyasal reaksiyona girerek
kemiliminesan sinyal Uretimine neden olur. Test sonun-
da elde edilen sinyal miktari hedef nikleik asit miktari ile
lineer olarak iliskilidir. Yedinci basamak: Bu basamakta
dretilen kemiliminesan sinyal bir fotomultiplier tip ara-
ciligiyla 6lculir ve elde edilen sinyal egrisi miktari bilinen
bir drnede ait sinyal egrisi ile karsilastinhr ve rélatif 1gik
Uniteleri (RLU) belirlenerek numunedeki hedef nikleik
asit miktarinin kantitatif analizi yapilir (1, 5, 8).

Birinci nesil bDNA testleri 1990'larin baslarinda Chiron
(ABD) tarafindan gelistirilmistir. Ginimuzde Uctnci nesil
teknoloji kullanilarak Uretilen testlerde prob dizayni ge-
listirilmis ve duyarlilik artigi saglanmuistir (8). Preamplifiyer
problar iki hedef proba baglanacak sekilde dizayn edilmis
ve boylece nonspesifik baglanmalarla iliskili arka plan sin-
yalleri azaltilmistir. Ayrica izositozin (Iso5MeC) ve izogu-
anozin (IsoG) gibi dogal olmayan izomerik bazlar iceren
ve hedef nikleik asitlere ya da bDNA kompleksinin diger
Unitelerine (hedef problar, preamplifiyerler, amplifiyerler
ve isaretli problar) baglanmayan spesifik problar dizayn
edilmistir (8). Ayrica hedef digi nukleik asitlerle nonspe-
sifik baglanma olasihigr azaldidi igin testin sensitivite ve
spesifitesi artarken sinyal/arka plan kirliligi orani 30 kat
kadar arttinlmistir (15). Uzun problarin nikleik asitlere
daha stabil olarak baglanacagdi dusinilerek her biri 30
nikleotit uzunlugunda coklu yakalayici ve hedef problar
da dizayn edilmis ve denenmistir, ancak uzun problarin
yanlis eslesmelere neden olabildigi gorilmistdr (1). Yan-
lis eslesmelerin dniine gecilmesinde uygun prob tasarimi
onemli olup, bDNA testlerinde prob dizayni icin gelistiri-
len bir yazilim programi da bulunmaktadir (16).

Uclincii nesil bDNA testlerinden Versant HIV-1 RNA 3.0
(Siemens Healthcare, ABD) ve Versant HCV RNA 3.0 (Sie-
mens Healthcare, ABD) FDA tarafindan onay almistir (2).
Versant HIV-1 RNA 3.0 testinde teorik olarak 11.564 kat
artmis sinyal (59 preamplifiyer molekil x her preamplifiyer
molekilde amplifiyer problar i¢in 14 bolge x her amplifi-
yer molekilde isaretli problar icin 14 bélge) elde edilir ve
testin saptama duyarliligi 50-75 kopya/ml degerine ulagir
(1). Versant HCV RNA 3.0 ve Versant HBV 3.0 testlerinde
ise teorik olarak sirasiyla 2352 ve 7448 kat sinyal artisi bek-
lenir ve her iki testin saptama duyarliliklari sirasiyla 615 1U/

ml ve 3300 kopya/ml'dir. Bu testler icin beklenen teorik
amplifikasyonun HIV-1 testine goére daha disik olmasi-
nin nedeni hedef nikleik asitler icerisindeki iyi korunmus
sekanslardan Uretilebilen hedef prob sayisinin HIV-1 ile
kiyaslandiginda goreceli olarak daha az olmasidir (1, 2).
Bir calismada PCR ve Versant HCV RNA 3.0 yontemlerinin
HCV genotipleri (genotip 1-5) igin kantitasyon kapasitele-
ri degerlendirilmis ve bDNA y&nteminin genotip 1, 2 ve
3 icin daha dusuk kantitasyon degeri verdidi tespit edil-
mistir (17). Bir diger ticari test olan Quantiplex CMV 2.0
kantitatif bDNA testinin saptama duyarliigi 900 kopya/10°
[6kosit iken, testin yuritilmesi igin cok sayida |6kosit elde
edilmesinin gerekmesi ve testin 24 saatte tamamlanabil-
mesi gibi dezavantajlari bulunmaktadir (1, 14, 18). Bilinen
ticari testler disinda bDNA testlerinin yeni tekniklerle
kombine edildigi tanisal uygulamalar da denenmistir. Bir
aragtirmada H5 ve H7 alt tipi avian influenza suslarinin sap-
tanmasi ve eszamanli tanimlanmasi icin bDNA sinyal amp-
lifikasyon teknolojisinin sispansiyon platformdaki etkinligi
incelenmistir (19). bDNA ve luminex xMAP teknolojisinin
kombine edildigi multipleks testler (QuantiGene Plex as-
say; Affymetrix, Fremont, CA) ayrica gen ekspresyonu ca-
lismalarinda da kullanilmistir (20, 21).

Déngiisel prob (Cycling Probe, CP) teknigi

CP teknigi bir izotermal lineer sinyal amplifikasyon reaksi-
yonudur (1). Bu testte tek zincirli hedef DNA molekild sen-
tetik olarak Uretilen ve hedef DNA ile spesifik komplemen-
ter sekans iceren bir adet kimerik DNA-RNA-DNA probu
ile hibridize edilir (1). Kimerik probdaki RNA kisminin ide-
al uzunlugunun hedef DNA molekilindeki 4 baz ile tam
komplementer 4 pirin rezidlsu icerecek sekilde oldugu
gosterilmistir (22). Bu teknigin bazi uygulamalarinda DNA-
RNA-DNA probundaki DNA parcalarindan biri florofor ile
isaretlenir ve diger DNA parcasi florofora yakinligi nede-
niyle florofordan yayilan isimayi (bitlinligu bozulmamis bir
probda) absorbe eden bir quencher icerir. Ortama RNaz H
ilave edildiginde hedef DNA ile hibridize durumdaki pro-
bun RNA kismi bu enzim tarafindan parcalanir ve probun
diger iki parcasi (DNA kisimlar) hedef DNA'dan ayrilir ve
boylece hedef DNA bir sonraki kimerik prob ile hibridize
olmaya hazir hale gelir (1). Bu arada her hedef DNA'dan
sabit sicaklikta lineer olarak cogalan DNA fragmanlar
olusturulur (Sekil 2). Hedef nikleik asitlerin varligi bu DNA
parcalarinin jel elektroforezinde yiritilmesi ile veya bir im-
munoassay (lateral-flow strip) testi ile saptanabilir (1).

Yontem bakteriyel genomik sekanslarin  saptanmasi,
Staphylococcus aureus metisilin direncinin ve ¢oklu ilag
direncinin gosterilmesi, enterokoklarda vankomisin di-
rencinin saptanmasi (vanA ve vanB genleri) ve Mycoba-
cterium tuberculosis direkt tekrarlarin karakterizasyonu
icin kullanilmistir (1). ID Biomedical (Canada) ve Excimus
Biotech (ABD) firmalari tarafindan ticari testler de Uretil-
mistir (1). Bu teknik ayrica PCR gibi real-time hedef amp-
lifikasyon sistemlerinde veya rolling circle yontemi gibi
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kalipp DNA

prob eklenmesi ve
prob-kalp
hibridizasyonu

RNaz H eklenmesi

probun RNA kisminin
parcalanmasi ve
floresans olusumu

yeni bir probun
baglanmasi i¢in
uygun hale gelen
kalip DNA doéngtisel
slirece girer

’
-

Sekil 2: Déngusel prob testinin reaksiyon prensibi.

prob amplifikasyon sistemlerinde amplifikasyon Grini
birikimini saptamak Uzere modifiye edilmistir (1). Human
herpesvirus 6A ve B saptanmasi icin gelistirilen CP temelli
real-time PCR testi bunun bir érnegidir (23). CP real-time
PCR teknigi vahsi-tip varicella-zoster virus (VZV) ve Oka
asl kékenlerinin birbirinden ayirt edilmesi ve kantitasyo-
nu i¢in de kullanilmistir (24). CP real-time PCR teknigi ile
dizi analizi ydnteminin kombine edildigi bir calismada ise
NS5A inhibitorlerine direngli HCV varyantlarinin saptan-
masi ve kantitasyonu basarli bir sekilde test edilmistir
(25). Ayni yontem amantadin ve oseltamivir direncli inf-
luenza suslarinin saptanmasinda ve tiplendiriimesinde de
kullanilmistir (26, 27). RCA (random-primed rolling circle
amplification) teknigi ve elde edilen Grinlerin dizi analizi
yaklagimi ise yeni polyomavirus tirlerinin kesfedilmesin-
de kullanilmigtir (28).

Hibrit yakalama (hybrid capture, HC) teknigi

HC sistemi RNA: DNA hibridlerinin poliklonal antikorlar
ile yakalanmasi ve olusan komplekse baglanan isaretli
monoklonal antikorlarla kemiliminesan sinyal Gretilmesi
prensibi ile calisan bir yéntemdir (8). HC testinin numune
hazirlama basamaginin kolay olmasi sayesinde numune-
lerin islenmesi ve test edilmesi hizli ve verimli olarak yapi-
labilmektedir. Tim sireg yaklasik U¢ bucuk saat stirmekte
ve ayni gln igerisinde sonug alinabilmektedir (8). Testin
metodolojisi DNA hedefleri tespit etmek icin bir RNA
probun kullanildigi bes sirali basamak icerir (Sekil 3). Bu
yontemle RNA hedefler tespit edilmek istendiginde ise
DNA problar kullanilir (8). Teorik olarak 3000 kat amplifi-
kasyon saglayan HC sistemi (Digene Corporation, ABD),
HBV ve CMV viral yiklerinin tespiti, HPV tanisi, Neisseria
gonorrhoeae ve Chlamydia trachomatis varliginin goste-
rilmesi icin kullanilmistir (1, 11, 14).

HC teknigi amplifikasyon basamaklari

Birinci basamak: Hedef DNA'nin hiicrelerden serbestles-
tirilmesi ve nikleik asitlerin denatiire edilmesiislemlerinin
yapildigi basamaktir. Bu basamakta viral veya bakteriyel
hedef DNA'lar hicrelerden serbestlestirmek ve hibridi-

zasyona uygun olan tek zincirli hale getirmek icin numune-
ler bir denatlran ile muamele edilir. Bu amacla kullanilan
alkali bir madde olan sodyum hidroksit solisyonu ile hem
hicreler parcalanir hem de DNA kimyasal olarak denati-
re edilir (1, 8). ikinci basamak: Tek zincirli hedef DNAlarin
tek zincirli RNA problar ile hibridize oldugu basamaktir.
Numune bir kaba transfer edilir ve ¢ozeltiye hedef DNA
sekansi ile komplementer RNA problar ilave edilerek in-
kibe edilir ve ¢ift-zincirli RNA:DNA hibridleri olusur. RNA
problar tam genom (HPV i¢in 8 kb ve HBV icin 3,2 kb) veya
kismi genom uzunlugunda (CMV genomunun %17'sini
iceren 4 prob) tasarlanabilmektedir (1). Uciincl basamak:
RNA:DNA hibridlerinin yakalanarak kati faz tzerine bag-
lanmasi basamagidir. Bu adimda numuneler RNA:DNA
hibridlerine spesifik olarak baglanan yakalayici (capture)
poliklonal anti-RNA-DNA hibrid antikorlar ile kaplanmig
olan ikinci bir kaba (mikrotitre kuyucuklara) transfer edi-
lir. Boylece coklu RNA:DNA hibridleri mikroplak ylzeyini
kaplayan spesifik antikorlar tarafindan yakalanir ve kati
ylUzeye baglanir (1, 8, 29). Dérdinci basamak: Yakalama
isleminden sonra mikrokuyucuklar yikanir ve ortama yaka-
lanmis DNA-RNA hibridlerine baglanma 6zelligine sahip
konjuge enzim (alkalen fosfataz) isaretli monoklonal anti-
korlar ilave edilir ve karigim inkibe edilir. Alkalen fosfataz
enzimi kemiliminesan substrat (Emerald Il ve LumiPhos
530 gibi) varliginda sinyal amplifikasyonuna neden olan
bir isik Uretir (1, 8). Her isaretli antikora birkac alkalen fos-
fataz molekill konjuge edilmistir ve her yakalanan hib-
ride birden fazla konjuge antikor baglanir. Teorik olarak
hedef genom basina en az 1000 antikor baglanir ve her
antikora 3 alkalen fosfataz baglandiginda 3000 kat gore-
ce sinyal amplifikasyonu Uretilir. Besinci basamak: Ampli-
fiye kemiliminesan sinyalin bir luminometre ile 6l¢tldugu
son basamaktir (1, 8). Tim baglanmamis veya serbest bi-
lesenleri uzaklastirmak icin mikroplak yikanir. RNA:DNA
hibridleri ile isaretli antikorlar kabin yizeyine bagl kalir-
lar. Kuyucuklara alkalen fosfataz ile parcalanabilen kemi-
[Gminesan dioksetan substrat ilave edilir. Bu substratin
parcalanmasiyla 1sik emisyonu olusur ve bu emisyon bir
luminometre ile saptanarak dlcdldr.
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Sekil 3: HC testinde temel reaksiyon basamaklari.

HC teknigi HBV, HPV ve CMV tanilari icin ayrintilariyla ta-
nimlanmistir (1, 11, 14). HPV tanisi icin gelistirilen ilk ticari
test 1995'de Digene tarafindan kullanima sunulan HC1
testidir (11). Sonraki yillarda, mikrotitre plaklan yerine
tuplerde calisilan ve sivi bazli servikal numunelerde yuk-
sek riskli (HR) HPV tiplerinin saptanmasina olanak veren
FDA onayli yeni nesil testler (HC2) gelistirilmistir (8, 11).
HPV icin tasarlanan HC2 yéntemi HPV L1 gen bdlgesini
hedefleyen nonradyoaktif bir sinyal amplifikasyon testidir
(30). Dustk riskli (LR) bes HPV tipi [6, 11, 42, 43 ve 44] ve
13 adet HR-HPV tipine [16, 18, 31, 33, 35, 39, 45, 51, 52,
56, 58, 59 ve 68] ait iki prob kokteyli icerir. Bu test FDA
tarafindan onaylanan (1999 yilinda) ilk HPV yardimci ta-
ni-tarama testidir (11).

HC2 sinyali bir luminometrede goreceli 1sik birimlerinde
(RLU) okunur. Pozitif kontrol numunesi olarak 1 pg/ml HPV
tip 16 iceren bir tip kullanilirken, test edilecek érnekler
bu tip ile kargilagtirlir. Test drnegi RLU/kontrol (RLU / CO)
oranlari 1'den buyik olan test numuneleri pozitif olarak
degerlendirilir (31). Bu kesim noktasi 5000 genoma esde-
Jerdir ve yaygin HSIL prevalansinin tespiti icin optimum
dlzeyde duyarlilik ve 6zgullik saglamasi nedeniyle tercih
edilmistir (30,31). HC2 saptama tarafindan kaciriimasi sa-
dece HPV viral yikiu cok dusik oldugunda muhtemeldir
(31). HC2 klinik calismalarda diinya ¢apinda yaygin olarak
kullanilan ve saglam ve tekrarlanabilir oldugu gosterilmis
olan bir tarama testidir (30). Diger taraftan, HPV tanisin-
da kullanilan HC2'nin bazi sinirlamalar bulunmaktadir. Bu
yontem HR ve LR gruplari ayirt edebilirken spesifik HPV
genotip identifikasyonuna izin vermez. Tespit sinin yak-
lagtk 5000 genoma esit oldugundan PCR’a gére daha az
duyarlidir ve prob kokteylleri arasinda capraz reaktivite
gorulebilmektedir (30). NextGen (Qiagen) ydnteminin
calisma prensibi HC2 testine benzerdir ve test profiline
eklenen tip 66 ve 82 ile saptanabilen HR tip sayisi artinl-
mistir (11, 32).

Tam kan 6rneklerinde caligilan ve kantitatif veriler suna-
bilen HC CMV DNA (Digene) testinin ilk versiyonunda
saptama duyarliligi 5000 kopya/ml iken, ikinci versiyonun-
da bu deger 700 kopya/ml olacak sekilde gelistirilmistir
(14). Bu yontemde hedef DNA'yi iceren drnekler, CMV
genomunun yaklasik olarak %17'sine denk gelen 40.000
bp uzunlugunda spesifik bir CMV RNA probu ile hibri-
dize edilir (1,14). i§|emin hizhlig (6 saat) ve basit 6rnek
isleme gibi avantajlari yaninda, kantitatif test icin bircok
kontrollin gerekli olmasi gibi dezavantajlar da vardir (14).
Gunumuizde HBV, HCV ve HPV enfeksiyonlarinin tani ve
takibinde saptama duyarliliklari cok daha Gstln olan (1-
10 kopya/ml) ve ayni zamanda kantitatif sonug verebilen
tip-genotip spesifik molekdler tani testleri tercih edilmek-
tedir (6, 33, 34).

Invader teknigi

Invader yontemi calisma prensibi HC2 sisteminden ta-
mamen farkli olan ve HC2'den daha giicli amplifikasyon
saglayan (10°-107 kat) bir sinyal amplifikasyon teknigidir
(11). NUkleik asitlerin hem saptanmasinda hem de kanti-
tasyonunda kullanilan bu yéntem tip spesifik hibridizas-
yon, hibridize problarin cleavase enzimi ile parcalanmasi
ve olusan floresansin Slctlmesi esasina goére cahsir (1).
Third Wave Technologies (ABD) tarafindan gelistirilen
bu yontem klinik pratikte faktor V Leiden, faktor I, ApoE
saptanmasi, kistik fibrozis ve Tay-Sachs hastaliklarinin ta-
nisi, tek nikleotit degisikliklerinin (single nucleotide po-
limorphism, SNP) analizleri ve HPV, HCV, HBV ve HIV gibi
viral etkenler de dahil olmak Uzere spesifik nikleik asit
kantitasyonu veya genotip tayini icin de kullanilmistir (1,
35-38).

Invader teknigi amplifikasyon basamaklan

Invader yontemi tek zincirli hedef DNA'nin iki farkl oli-
gonukleotit ile hibridize edilmesine dayalidir. Nukleik
asitlerden elde edilen sinyal iki ayr basamakta gercek-
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lesen simultane zincirleme reaksiyonlar ile amplifiye
edilir. Birinci oligonikleotit olan primer prob 3" ucunda
hedef spesifik bolge (target-specific region, TSR) icerir
ve 5 ucunda hedefle hibridize olmayan bir kanat icerir.
ikinci oligontikleotit olan invader prob ise primer probun
5" ucuna dogru uzanarak hedefe hibridize olur. Hatta in-
vader probun 3’ ucu primer probun 5" ucuyla bir bazlik
olmak Uzere Ust Uste cakigir. Yani adindan da anlasilaca-
g1 Uzere invader prob primer prob-hedef hibridini invaze
eder. Termofilik arkebakterilerden elde edilen cleavase
enzimi invader prob, primer prob ve hedef DNA (¢l par-
casini tanir ve primer probu kanat bolimuinin baslangig
noktasindan Ust Uste ¢akisan tekli bazi da icermek Uzere
koparir. Bdylece primer probun 5" ucundaki kanat TSR
bolgesinden bir nikleotidi de alarak serbest kalir. Serbest
kalan bu flep (kanat + tek nukleotit) simultane gelisen se-
konder reaksiyonlar icin anahtar rol oynar. Bu flepler bir
invader prob gibi hareket eder ve sa¢ tokasi seklindeki
FRET kasetler (hairpin FRET cassette) ile hibridize olurlar.
Yani yeni olusan bu flepler sa¢ tokasi FRET problari invaze
ederler. Saglam durumdaki FRET kaset bir floresan boya
ve bu floresan boyadan yayilan emisyonu absorbe eden
bir non-floresan quencher icerir. Primer reaksiyondaki
ayni cleavase enzimi sekonder reaksiyonda olusan yeni
Ucll invader yapiyi da pargalar, boylece floresan boya ve

| enzimin tanidig t¢lu yapi
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quencher birbirinden ayrilir ve floresan emisyon artarak
dlcllebilir seviyeye gelir. Birinci ve ikinci reaksiyonlardaki
parcalanma olaylar simultane olarak gerceklesir ve izo-
termaldir. Birinci reaksiyondaki parcalanma isleminden
sonra primer prob yerinden ayrilir ve ikinci bir primer pro-
bun cleavage'i igin yer acilmig olur (Sekil 4). Tahmini ola-
rak primer reaksiyonlarla dakikada 30-50 prob parcalan-
masi olayi gerceklesir. Bir saat sonunda yaklasik olarak 10°
kat amplifikasyon artisi saglanir. Sekonder reaksiyonlarla
ise 10°-10* kat ilave amplifikasyon artigi elde edilir. Teorik
olarak 10%-10" kat sinyal artisi elde edilen bu testin sapta-
ma duyarliigr 1000-10.000 kopya/ml araligindadir (1).

Invader teknigi ile gelistirilen Invader ASRs (Hologic,
ABD) sinyal amplifikasyon yéntemi HPV tanisinda kulla-
nilmaktadir. Bu metot L1 gen bolgesi disinda diger gen
bolgelerini de hedeflemektedir. Tip 82 digindaki diger 14
HR HPV tipini saptar ve 3 farkl prob kokteyli icerir (11,
39). “Cervista HR-HPV (Hologic)” ve “Cervista HPV-16/18
(Hologic)” testleri invader prensibi ile calisan ve FDA
onayli ticari testlerdir (39, 40).

Invader yonteminde cesitli kiclk degisiklikler yapilarak

RNA saptanmasi ve kantitasyonu da yapilabilmektedir.
DNA hedeflerin saptanmasinda kullanilan enzim RNA

primer probun serbest kanadi
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Sekil 4: Invader yonteminde allel spesifik prob dizayni ve farkli floresan boyalarin

kullaniimasi ile tek ntkleotit farkliliklarinin belirlenmesi.
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Uclt yapilarini taniyamadidi icin RNA hedefleri arastiran
uygulamalarda 6bakteriyumlardan elde edilen farkli bir
cleavase enzimi kullanili. RNA hedefler icin primer ve in-
vader problar dizayn edilirken mRNA'daki splice baglanti
bolgeleri gbz ontine alinmalidir, ¢linkl intron sekanslar
iceren DNA'lara gore dizayn edilen oligolar cleavase en-
zimi tarafindan taninmayacaktir (1).

Tiramid sinyal amplifikasyon teknolojisi

TSA teknigi spesifik nikleik asitlerin veya proteinlerin
saptanmasi ve lokalizasyonlarinin belirlenmesine yénelik
uygulamalar icerir. CARD (catalyzed reporter depositi-
on) olarak da adlandirilir. Tiramid ile isaretli veya isaretli
tiramidin baglanabilecegi 6zel bir parcasi olan modifiye
nikleik asit problarindan biri kullanilabilir. Bu problar
DNA veya RNA hedeflerle hibridize olmaya uygundurlar
(genellikle in situ hibridizasyon gerceklesir). Bu yontem
ortama horseradish peroksidaz ve hidrojen peroksit ek-
lenince aktive olan tiramid (quinone benzeri yapi) form-
larinin komsu fenol gruplari ile (esasen komsu proteinle-
rin tirozin rezidileri ile) kovalen baglar olusturmasi esasi
Uzerine caligir. Sinyal olusumu direkt veya tiramid ile kon-
juge edilmis molekdller (biyotin, trinitrofenol gibi hap-
tenler veya florokromlar) araciligi ile indirekt olarak elde
edilebilir. Sinyal dar bir alanda sinirlandidi igin yogunlasir
ve sensitivitesi in situ hibridizasyon tekniklerindeki gele-
neksel biyotin-avidin komplekslerine gére 500-1000 kat
daha arttirilmig olur (1). Yontem HPV, HIV, 16S ribozomal
RNA ve antimikrobiyal diren¢ genlerinin saptanmasi
amaciyla kullanilmistir (1).

TSA teknigi amplifikasyon basamaklan

Horseradish peroksidaz modifiye streptavidin (HPMS) ile
bagdli biyotin isaretli problar kullanilarak lokalize sinyal
Ureten kompleksin bulydkligd arttinlabilir. Biyotin mo-
difiye tiramid molekillerinin hedef Gstinde birikimi ile
olusan ilk kompleks HPMS tarafindan taninan lokalize bir
depozit vazifesini gorlr ve ilk kompleks Gzerinde biriken
HPMS'ler ayri bir katman olusturur. Son olarak ortama 3,3’
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diaminobenzidin gibi bir substrat ilave edilince ¢dziinme-
yen kahverengi bir ¢cokelti olusur (Sekil 5). TSA ydntemi
ile virls veya diger mikroorganizmalarin hicre ve doku
preparatlarindaki tek kopyalarinin bile tespiti mimkin

olabilir (1).

HPV DNA varligini saptamak icin tiramid temelli in-situ
hibridizasyonun sinyal amplifikasyonuna dayali bir yéntem
gelistirilmistir. Ancak saptama esigi distk oldugundan bu
yontem tutarli sonuglar elde etmede yetersiz kalmistir. So-
nug olarak, sitolojistlerin ilgi duymasina ragmen, bu yéntem
blytk olcekli HPV tarama testleri icin kabul gérmemistir
(30). Literattirde HSV (herpes simplex virus), HHV-8 (human
herpes virus-8; Kaposi sarkomu iligkili herpesvirus) ve HIV
enfeksiyonlarinin tanisi icin TSA yénteminin kullanildigina
dair veriler bulunmakla beraber, standardize edilmis ticari
formatta testleri bulunmamaktadir (41-43). RSV (respiratory
syncytial virus) saptanmasi icin tanimlanan bir imminolojik
sinyal amplifikasyonu testinde altin nanopartikillerinin ve
tiramid molekdllerinin kullanildigi immuno-biyosensorler
ile klasik ELISA testlerine gore dnemli dlctide duyarlilik ar-
tigi elde edildigi bildirilmistir (44).

Diger sinyal amplifikasyon teknikleri

Yukarida agiklanan sinyal amplifikasyon tekniklerinin yani
sira, bazen "dogrudan saptama teknikleri” olarak da ad-
landirilan ve nukleik asitleri saptamak icin sinyal amplifi-
kasyon tekniklerinde oldugu gibi sinyal birikimine dayali
olarak calisan bagka teknikler de vardir. Sinyal amplifikas-
yon tekniklerinin aksine, dogrudan saptama teknolojileri
problarin hibridizasyonundan direkt sinyal Gretir. Bu tek-
niklerde alkalen fosfataz gibi enzimler kullanilarak sinyal
birikiminin gelistiriimesi veya diger sinyal arttirici meka-
nizmalar kullanilimaz (1).

Dogrudan saptama tekniklerden biri ince bir altin plaka
Uzerine sabitlenen DNA dubleksleri arasindan elektron
transportu ve transportun elektrokimyasal olarak go-
rintilenmesi prensibine dayanmaktadir (1, 45, 46). Bu

sinyal olusturucu reaktif eklenmesi

ve sinyalin saptanmasi

tiramid ve protein arasinda
kovalent bag olusur
e T

\/x‘

2 horseradish peroksidaz ve
hidrojen peroksit eklenmesi

Sekil 5: Tiramid sinyal amplifikasyonu.
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Sekil 6: Yizeyden DNA aracili elektron transportu.

teknik yanhs eslesmis hibridleri Watson-Crick eglesmeli
hibridlerden mikemmel bir sekilde ayirmaktadir. 5" ug-
larinda tiyol ile sonlandiriimis alkil zincirleri tiretilen mo-
difiye DNA problarinin hedef DNA ile ¢ozelti icerisinde
hibridize olmasina izin verilir (1). ilk olarak hedef DNA
ile komplementer sekanslara sahip tek zincirli modifiye
DNA problar sentezlenir ve altin plaka Gzerine sabitle-
nir. Bu problarin u¢ kisimlarina oksido-reduksiyona ve
olcllebilir elektron akimina neden olan redox parcalar
(metilen mavisi veya daunomisin) eklenir. Modifiye prob-
larin solisyonda bulunan hedef DNA molekdlleri ile hib-
ridizasyonu sonucunda cift-zincirli DNA formlari olusur
(1, 45-47). Bu hibridler altin ylzey Uzerinde tek tabakali
bir yapi halinde birikirler. Dizenli bir yapi olusturan tek
tabakalarda dubleksler ylzeye yaklasik olarak 70° yénel-
mistir (1). Metilen mavisi veya daunomisin DNA'ya ¢ok
glcli olarak baglanirlar ve normal yapili DNA'dan gegen
elektron akimina bagli olarak indirgenirler (45). Omegin,
DNA dubleksleri arasindan akan elektronlar interkale
durumdaki metilen mavisini [6kometilen mavisine indir-
ger, bu durum solisyondaki [Fe(CN)6]>'U (ferri-siyanir)
[Fe(CN)6]*e indirger (1, 46). Ortamda ferri-siyandr var
oldugu surece bu elektrokatalitik déngu icinde elektron
akisi devam eder. Prob ve hedef nikleik asit arasinda bir
baz uyumsuzlugu varsa ya da DNA hasarli ise elektron
akigi azalir. Otokatalitik déngiinin uzun siire devam et-
tirilmesi sinyal artigi ile sonuglanir (Sekil 6). Boylece tam
eslesen ve yanlis eslesen DNA problar arasinda daha
fazla farklilasma olusur (1).

Bir bagka umut verici teknoloji hedef nikleik asitlerin
altin nanopartikiller ile modifiye edilmis hedef spesifik
oligontkleotitler ile hibridizasyonu ve sonrasinda olusan
istk sacilma rezonansinin saptanmasi prensibine daya-
nir (1). Birkag farkli prob-modifiye nanopartikilin hedef
DNA'nin birbirine yakin bdlgelerine baglanmasi veya

coklu hedeflere baglanan nanopartikillerin kompleks
formlar olusturmasi sayesinde nanopartikiller birbirlerine
yakinlagirlar ve sacilan 1s1gin renginde bir kayma ortaya
cikar (1). Altin nanopartikillerinin kullanildidi sinyal ampli-
fikasyon yéntemlerin drnekleri HBV ve influenza gibi viral
enfeksiyonlar icin tanimlanmistir (9, 48). Ayrica, hairpin
DNA biyosensorleri ve sinyal amplifikasyon tekniklerinin
kombinasyonunun iceren yaklagimlarin HCV, HIV ve HTLV-
1 (human T-lymphotropic virus-1) gibi viral enfeksiyonlarin
tanisinda kullanilabilirligi ile ilgili calismalar da yapilmistir
(49, 50).
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