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 ÖZET
Tanısal virolojide PCR dışı moleküler araçlar arasında ilk sırada 
sinyal amplifikasyon yöntemleri yer almaktadır. Sinyal amplifi-
kasyon testlerinde klinik örneklerdeki hedef DNA veya RNA’nın 
doğrudan kopyalanması yerine, bu moleküllerden elde edilen 
sinyallerin yükseltilmesi ve ölçülmesi amaçlanır. Bu özellikleri ile 
sinyal amplifikasyon yöntemleri incelenecek örnekler, kullanılan 
gereçler veya çalışma ortamının amplifiye ürünlerle kontamine 
olması bakımından risk taşımazlar. HIV-1, HCV ve HPV nükleik 
asitlerinin saptanması ve kantitasyonu ve HPV genotip analizi için 
onaylı sinyal amplifikasyon testleri ticari olarak kullanıma sunul-
muştur. İlk olarak 1990’lı yılların başlarında kullanılmaya başlanan 
ve farklı çalışma prensipleri ve özel tasarımlara sahip olan sinyal 
amplifikasyon testleri günümüzde real-time PCR, rolling circle 
yöntemi, luminex xMAP, DNA biyosensör teknolojisi ve dizi ana-
lizi gibi yeni tanısal tekniklerle kombine edilerek viral etkenlerin 
saptanması, genotiplendirilmesi, multipleks analizleri ve bilin-
meyen yeni virusların keşfedilmesinde kullanılmaktadır. Onaylı 
sinyal amplifikasyon testleri yeni geliştirilen test tasarımları için 
standart kontrol yöntemleri olarak da kullanılmaktadır. Bu derle-
mede sinyal amplifikasyon temelli testlerin çalışma prensipleri ve 
tanısal virolojideki kullanımları detaylı olarak ele alınmış ve diğer 
platformlardaki kullanımlarına dair örnekler sunulmuştur.

Anahtar Kelimeler: Dallı DNA, Hibrid yakalama, İnvader 

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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GİRİŞ

Enfeksiyonlar veya genetik hastalıklarla ilişkili nükleik asit-
ler klinik materyallerde çoğu kez düşük kopya sayılarında 
bulunurlar (1). Bu hastalıkların tanısı ve takibi için ya da 
herhangi bir numunedeki nükleik asit varlığının saptan-
ması ve kantitasyonu için amplifikasyon temelli yaklaşım-
lara gereksinim duyulur (1-3). Amplifikasyon yaklaşımları 
çalışma prensiplerine göre genel olarak üç farklı grupta 
incelenir; (i) doğrudan hedef nükleik asitlerin çoğaltıldığı 
yöntemler, (ii) hedef nükleik asitlere bağlanan probların 
amplifiye edildiği yaklaşımlar ve (iii) hedef nükleik asitler-
den üretilen sinyallerin amplifiye edilmesine dayalı teknik-
ler (1, 4). Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), loop-mediated 
amplifikasyon (LAMP), nükleik asit sekans bazlı amplifikas-
yon (NASBA) ve transkripsiyon aracılı amplifikasyon (TMA) 
teknikleri nükleik asit sekanslarının kopyalarını çoğalt-
mada kullanılan hedef amplifikasyon yöntemlerinden en 
yaygın kullanılanlarıdır (5, 6). Ligaz zincir reaksiyonu (LCR), 
Qb replikaz ve strand displacement amplifikasyon (SDA) 
teknikleri ise spesifik olarak hedef nükleik asit sekanslarına 
bağlanan probların kopyalanması prensibiyle çalışan prob 
amplifikasyon yöntemleridir (1, 5, 7). Sinyal amplifikasyon 
tekniklerinde ise hedef nükleik asitlerin veya spesifik prob-
ların çoğaltılması yerine, her bir hedef nükleik asitlerin 
sekansından üretilen sinyalin yükseltilmesi hedeflenir (1, 
5). Bu amaçla ilk olarak nükleik asitlerin özgün problarla 
hibridizasyonu gerçekleştirilir ve sonrasında bu kompleks-
lerden elde edilen sinyalin derecesi arttırılır (1).

Literatürde tanımlanmış olan sinyal amplifikasyon teknik-
lerinin en önemlileri; dallı DNA (bDNA; dallanmış DNA 
veya branched DNA), döngüsel prob (CP; cycling probe), 
hibrid yakalama (HC; hybrid capture), Invader yöntemi ve 
tiramid sinyal amplifikasyonu (TSA) teknikleridir (Tablo 1) 

(1, 8). Son yıllarda bu tekniklere nanopartiküllerin kullanıl-
dığı yeni sinyal amplifikasyon yöntemleri de eklenmiştir 
(9). Klinik örneklerde HIV (human immmunodeficiency vi-
rus), HBV (hepatitis B virus), HCV (hepatitis C virus), CMV 
(human cytomegalovirus) ve HPV (human papillomavirus) 
varlığının saptanması ve kantitasyonu için geliştirilmiş ve 
ticari olarak kullanıma sunulmuş çeşitli sinyal amplifikas-
yon testleri bulunmaktadır (1). Sinyal amplifikasyon yak-
laşımı ayrıca, mRNA kantitasyonu, bakteriyel antibiyotik 
direnç genlerinin gösterilmesi ve genetik hastalıkların 
tanısı (faktör V Leiden, kistik fibrozis ve Tay-Sachs tanısı, 
tek nükleotit polimorfizmlerinin saptanması) için de kul-
lanılmıştır (1). 

Günümüzde viral nükleik asitlerin amplifikasyonu ve kan-
titasyonunda geniş dinamik aralıkları ve üstün saptama 
duyarlılıkları ile real-time PCR temelli testler rutin viroloji 
laboratuvarlarında en sık kullanılan testler haline gelmiş-
tir (2). FDA (Food and Drug Administration, ABD) onaylı 
viral yük testlerin önemli bir bölümü yine real-time PCR 
temelli testler iken, onay alan diğer testler arasında TMA 
ve NASBA gibi izotermal amplifikasyon yöntemleri ve ay-
rıca bDNA, HC ve Invader gibi sinyal amplifikasyon test-
leri bulunmaktadır (10, 11). HPV, HIV-1 ve HCV tanısı için 
geliştirilmiş FDA onaylı sinyal amplifikasyon testleri belirli 
avantajlarıyla rutin tanıda tercih edilebildiği gibi, yeni ge-
liştirilen tanı tarama testleri için karşılaştırmalı analizlerde 
standart kontrol testleri olarak da kullanılmaktadırlar (11, 
12).

Branched (Dallı) DNA tekniği 
Bu yöntem hedef nükleik asitlerin immobilize edilmesi ve 
takiben çok sayıda dallı ve işaretli problar ile ardışık veya 
simultane hibridizasyonu sonrasında üretilen sinyalin öl-
çülmesi prensibi ile çalışır (8). Test genel olarak tamam-

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

Teknikler
Teorik 
amplifikasyon

Ticari formlar Uygulamalar alanları

Dallı DNA 
(Branched DNA)

11.564 kat Chiron, 
Bayer Healthcare 
Diagnostics Division 
(ABD).

HIV-1, HBV, HCV ve CMV viral yüklerinin saptanması; 
sitokin mRNA kantitasyonu; HIV-1 ve HPV’nin in situ 
saptanması.

Döngüsel prob 
(Cycling Probe)

Birbirinden 
farklı 
büyütmeler

ID Biomedical (Canada),
Excimus Biotech (ABD)

Bakterilerde antibiyotik direnci saptanması; 
Mycobacterium tuberculosis’de direkt tekrarların 
karakterizasyonu. PCR ile kombine edildiği 
uygulamalar var.

Hibrit Yakalama 
(Hybrid Capture)

3000 kat Digene Corporation 
(ABD)

HBV ve CMV viral yük kantitasyonu; HPV, Neisseria 
gonorrhoeae ve Chlamydia trachomatis saptanması.

Invader 106-107 kat Third Wave 
Technologies (ABD)

Genetik hastalıkların tanısı; SNP* analizi; HPV tanısı, 
HPV genotip tayini.

Tiramid Sinyal 
Amplifikasyonu

500-1000 kat Molecular Probes (ABD) HPV, HIV, 16S ribozomal RNA ve antimikrobiyal 
direnç genlerinin saptanması.

*SNP; single nucleotide polymorphism (tek nükleotid polimorfizmi)
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lanması 2 gün sürebilen 7 basamaktan oluşur (Şekil 1) (1, 
8). HIV-1, HBV, HCV ve CMV viral yüklerinin saptanması, 
mRNA kantitasyonu, HIV-1 ve HPV’nin in-situ saptanma-
sı için tasarlanmış bDNA testleri bulunmaktadır (1, 5, 13). 
Termal döngü cihazlarına gereksinim duyulmaması, dü-
şük kontaminasyon olasılığı, herhangi bir enzime gerek 
duyulmaması ve kantitasyona uygun olması gibi avantaj-
lara sahip olan bDNA testlerinin en önemli dezavantaj-
ları ise saptama duyarlılıklarının PCR temelli yöntemlere 
kıyasla daha düşük olması ve test süresinin uzunluğudur 
(1, 5, 14). Bununla beraber yeni nesil testlerin duyarlılıkları 
artırılmış, HIV-1 için plazmada 50-75 kopya/ml saptama 
duyarlılığı değerine ulaşılmıştır (1).

bDNA tekniği amplifikasyon basamakları
Birinci basamak: Nükleik asitlerin mikrokuyucuk yüzeyi-
ne sabitlendiği basamaktır. İlk olarak viral partiküllerden, 
hücrelerden veya fikse edilmiş dokulardan hedef nükle-
ik asitler (DNA veya RNA) serbestleştirilir ve nükleik asit 
içeren numuneler bu biyolojik materyallerdeki RNaz ve 
DNaz’ların inaktive edilmesi için proteinaz K ve deterjan-
larla muameleye tabi tutulur. Araştırılmak istenilen hede-
fe bakılmaksızın tüm bDNA testlerinde sabit prob olarak 
aynı oligonükleotitler kullanılır. Sabit probların serbest 
uçları yakalayıcı (capture) probların bağlanmasına uygun 
olarak dizayn edilmiştir. Yakalayıcı problar ise bir uçları 

sabit problara diğer uçları da hedef nükleik asitlerde yer 
alan spesifik sekanslara komplementer diziler içerecek 
şekilde tasarlanmıştır. Yakalayıcı problar doğrudan sabit 
problara bağlı olarak bulunabileceği gibi solüsyon içe-
risinde serbest olarak da bulunabilirler. Nükleik asitlerin 
daha iyi sabitlenebilmesi için bu problar bir hedef nükleik 
asidin birden çok bölgesine bağlanabilecek çeşitlilikte 
tasarlanırlar. İkinci basamak: Hedef (target) probların mik-
rokuyucuk yüzeyine sabitlenen nükleik asitlerle hibridize 
olduğu basamaktır. Yakalayıcı problara benzer olarak he-
def problar da bir hedef nükleik asidin birden çok bölge-
sine hibridize olabilecek şekilde tasarlanır. Hedef nükleik 
asitlerdeki korunmuş bölgeler ne kadar fazla sayıda he-
def prob tasarlamaya uygunsa test sonunda elde edilme-
si beklenen teorik sinyal artışı o kadar yüksek olacaktır. 
Üçüncü basamak: Preamplifiyer prob hibridizasyon basa-
mağıdır. Bir gecelik inkübasyon sonrası hibridize olmamış 
target probların, lizis reaktiflerinin ve hücresel debrisin 
ortamdan uzaklaştırılması için mikrokuyucuklar yıkanır ve 
kuyucuklara her biri 14 adet tekrarlayıcı sekans içeren pre-
amplifiyer prob karışımı eklenir. Her bir preamplifiyer pro-
bun nükleik asit-prob kompleksine bağlanabilmesi için iki 
adet hedef proba aynı anda bağlanması gerekmektedir. 
Bu tasarım spesifik olmayan hibridizasyonları minimize 
etmek için geliştirilmiştir. Dördüncü basamak: Amplifi-
yer prob hibridizasyon basamağıdır. Amplifiyer problar 

Şekil 1: Örnek bir bDNA testinde reaksiyon basamakları.



294

Sinyal amplifikasyon teknikleri
İstanbul Tıp Fakültesi Dergisi • J Ist Faculty Med 2020;83(3):291-301

preamplifiyer problarla hibridize olarak nükleik asit-prob 
kompleksine bağlanırlar. Böylece sinyal amplifikasyon 
multimeri ya da bDNA kompleksleri olarak adlandırılan 
yapılar oluşur. Her amplifiyer üzerinde enzim işaretli prob-
ların bağlanması için çok sayıda bağlantı bölgesi bulunur. 
Beşinci basamak: Hibridize olmamış amplifiyer problar 
uzaklaştırıldıktan sonra numunelere enzim işaretli prob-
lar olarak adlandırılan alkalen fosfat-modifiye oligomer-
ler eklenir ve bu probların amplifiyer problar üzerindeki 
tekrarlayan sekanslar ile hibridize olması sağlanır. Altıncı 
basamak: Hibridize olmayan işaretli problar uzaklaştırıl-
dıktan sonra ortama eklenen dioksetan subsrat, işaretli 
probdaki alkalen fosfataz ile kimyasal reaksiyona girerek 
kemilüminesan sinyal üretimine neden olur. Test sonun-
da elde edilen sinyal miktarı hedef nükleik asit miktarı ile 
lineer olarak ilişkilidir. Yedinci basamak: Bu basamakta 
üretilen kemilüminesan sinyal bir fotomultiplier tüp ara-
cılığıyla ölçülür ve elde edilen sinyal eğrisi miktarı bilinen 
bir örneğe ait sinyal eğrisi ile karşılaştırılır ve rölatif ışık 
üniteleri (RLU) belirlenerek numunedeki hedef nükleik 
asit miktarının kantitatif analizi yapılır (1, 5, 8). 

Birinci nesil bDNA testleri 1990’ların başlarında Chiron 
(ABD) tarafından geliştirilmiştir. Günümüzde üçüncü nesil 
teknoloji kullanılarak üretilen testlerde prob dizaynı ge-
liştirilmiş ve duyarlılık artışı sağlanmıştır (8). Preamplifiyer 
problar iki hedef proba bağlanacak şekilde dizayn edilmiş 
ve böylece nonspesifik bağlanmalarla ilişkili arka plan sin-
yalleri azaltılmıştır. Ayrıca izositozin (Iso5MeC) ve izogu-
anozin (IsoG) gibi doğal olmayan izomerik bazlar içeren 
ve hedef nükleik asitlere ya da bDNA kompleksinin diğer 
ünitelerine (hedef problar, preamplifiyerler, amplifiyerler 
ve işaretli problar) bağlanmayan spesifik problar dizayn 
edilmiştir (8). Ayrıca hedef dışı nükleik asitlerle nonspe-
sifik bağlanma olasılığı azaldığı için testin sensitivite ve 
spesifitesi artarken sinyal/arka plan kirliliği oranı 30 kat 
kadar arttırılmıştır (15). Uzun probların nükleik asitlere 
daha stabil olarak bağlanacağı düşünülerek her biri 30 
nükleotit uzunluğunda çoklu yakalayıcı ve hedef problar 
da dizayn edilmiş ve denenmiştir, ancak uzun probların 
yanlış eşleşmelere neden olabildiği görülmüştür (1). Yan-
lış eşleşmelerin önüne geçilmesinde uygun prob tasarımı 
önemli olup, bDNA testlerinde prob dizaynı için geliştiri-
len bir yazılım programı da bulunmaktadır (16). 

Üçüncü nesil bDNA testlerinden Versant HIV-1 RNA 3.0 
(Siemens Healthcare, ABD) ve Versant HCV RNA 3.0 (Sie-
mens Healthcare, ABD) FDA tarafından onay almıştır (2). 
Versant HIV-1 RNA 3.0 testinde teorik olarak 11.564 kat 
artmış sinyal (59 preamplifiyer molekül × her preamplifiyer 
molekülde amplifiyer problar için 14 bölge × her amplifi-
yer molekülde işaretli problar için 14 bölge) elde edilir ve 
testin saptama duyarlılığı 50-75 kopya/ml değerine ulaşır 
(1). Versant HCV RNA 3.0 ve Versant HBV 3.0 testlerinde 
ise teorik olarak sırasıyla 2352 ve 7448 kat sinyal artışı bek-
lenir ve her iki testin saptama duyarlılıkları sırasıyla 615 IU/

ml ve 3300 kopya/ml’dir. Bu testler için beklenen teorik 
amplifikasyonun HIV-1 testine göre daha düşük olması-
nın nedeni hedef nükleik asitler içerisindeki iyi korunmuş 
sekanslardan üretilebilen hedef prob sayısının HIV-1 ile 
kıyaslandığında göreceli olarak daha az olmasıdır (1, 2). 
Bir çalışmada PCR ve Versant HCV RNA 3.0 yöntemlerinin 
HCV genotipleri (genotip 1-5) için kantitasyon kapasitele-
ri değerlendirilmiş ve bDNA yönteminin genotip 1, 2 ve 
3 için daha düşük kantitasyon değeri verdiği tespit edil-
miştir (17). Bir diğer ticari test olan Quantiplex CMV 2.0 
kantitatif bDNA testinin saptama duyarlılığı 900 kopya/106 
lökosit iken, testin yürütülmesi için çok sayıda lökosit elde 
edilmesinin gerekmesi ve testin 24 saatte tamamlanabil-
mesi gibi dezavantajları bulunmaktadır (1, 14, 18). Bilinen 
ticari testler dışında bDNA testlerinin yeni tekniklerle 
kombine edildiği tanısal uygulamalar da denenmiştir. Bir 
araştırmada H5 ve H7 alt tipi avian influenza suşlarının sap-
tanması ve eşzamanlı tanımlanması için bDNA sinyal amp-
lifikasyon teknolojisinin süspansiyon platformdaki etkinliği 
incelenmiştir (19). bDNA ve luminex xMAP teknolojisinin 
kombine edildiği multipleks testler (QuantiGene Plex as-
say; Affymetrix, Fremont, CA) ayrıca gen ekspresyonu ça-
lışmalarında da kullanılmıştır (20, 21).

Döngüsel prob (Cycling Probe, CP) tekniği
CP tekniği bir izotermal lineer sinyal amplifikasyon reaksi-
yonudur (1). Bu testte tek zincirli hedef DNA molekülü sen-
tetik olarak üretilen ve hedef DNA ile spesifik komplemen-
ter sekans içeren bir adet kimerik DNA-RNA-DNA probu 
ile hibridize edilir (1). Kimerik probdaki RNA kısmının ide-
al uzunluğunun hedef DNA molekülündeki 4 baz ile tam 
komplementer 4 pürin rezidüsü içerecek şekilde olduğu 
gösterilmiştir (22). Bu tekniğin bazı uygulamalarında DNA-
RNA-DNA probundaki DNA parçalarından biri florofor ile 
işaretlenir ve diğer DNA parçası florofora yakınlığı nede-
niyle florofordan yayılan ışımayı (bütünlüğü bozulmamış bir 
probda) absorbe eden bir quencher içerir. Ortama RNaz H 
ilave edildiğinde hedef DNA ile hibridize durumdaki pro-
bun RNA kısmı bu enzim tarafından parçalanır ve probun 
diğer iki parçası (DNA kısımları) hedef DNA’dan ayrılır ve 
böylece hedef DNA bir sonraki kimerik prob ile hibridize 
olmaya hazır hale gelir (1). Bu arada her hedef DNA’dan 
sabit sıcaklıkta lineer olarak çoğalan DNA fragmanları 
oluşturulur (Şekil 2). Hedef nükleik asitlerin varlığı bu DNA 
parçalarının jel elektroforezinde yürütülmesi ile veya bir im-
münoassay (lateral-flow strip) testi ile saptanabilir (1). 

Yöntem bakteriyel genomik sekansların saptanması, 
Staphylococcus aureus metisilin direncinin ve çoklu ilaç 
direncinin gösterilmesi, enterokoklarda vankomisin di-
rencinin saptanması (vanA ve vanB genleri) ve Mycoba-
cterium tuberculosis direkt tekrarların karakterizasyonu 
için kullanılmıştır (1). ID Biomedical (Canada) ve Excimus 
Biotech (ABD) firmaları tarafından ticari testler de üretil-
miştir (1). Bu teknik ayrıca PCR gibi real-time hedef amp-
lifikasyon sistemlerinde veya rolling circle yöntemi gibi 
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prob amplifikasyon sistemlerinde amplifikasyon ürünü 
birikimini saptamak üzere modifiye edilmiştir (1). Human 
herpesvirus 6A ve B saptanması için geliştirilen CP temelli 
real-time PCR testi bunun bir örneğidir (23). CP real-time 
PCR tekniği vahşi-tip varicella-zoster virus (VZV) ve Oka 
aşı kökenlerinin birbirinden ayırt edilmesi ve kantitasyo-
nu için de kullanılmıştır (24). CP real-time PCR tekniği ile 
dizi analizi yönteminin kombine edildiği bir çalışmada ise 
NS5A inhibitörlerine dirençli HCV varyantlarının saptan-
ması ve kantitasyonu başarılı bir şekilde test edilmiştir 
(25). Aynı yöntem amantadin ve oseltamivir dirençli inf-
luenza suşlarının saptanmasında ve tiplendirilmesinde de 
kullanılmıştır (26, 27). RCA (random-primed rolling circle 
amplification) tekniği ve elde edilen ürünlerin dizi analizi 
yaklaşımı ise yeni polyomavirus türlerinin keşfedilmesin-
de kullanılmıştır (28).

Hibrit yakalama (hybrid capture, HC) tekniği 
HC sistemi RNA: DNA hibridlerinin poliklonal antikorlar 
ile yakalanması ve oluşan komplekse bağlanan işaretli 
monoklonal antikorlarla kemilüminesan sinyal üretilmesi 
prensibi ile çalışan bir yöntemdir (8). HC testinin numune 
hazırlama basamağının kolay olması sayesinde numune-
lerin işlenmesi ve test edilmesi hızlı ve verimli olarak yapı-
labilmektedir. Tüm süreç yaklaşık üç buçuk saat sürmekte 
ve aynı gün içerisinde sonuç alınabilmektedir (8). Testin 
metodolojisi DNA hedefleri tespit etmek için bir RNA 
probun kullanıldığı beş sıralı basamak içerir (Şekil 3). Bu 
yöntemle RNA hedefler tespit edilmek istendiğinde ise 
DNA problar kullanılır (8). Teorik olarak 3000 kat amplifi-
kasyon sağlayan HC sistemi (Digene Corporation, ABD), 
HBV ve CMV viral yüklerinin tespiti, HPV tanısı, Neisseria 
gonorrhoeae ve Chlamydia trachomatis varlığının göste-
rilmesi için kullanılmıştır (1, 11, 14).

HC tekniği amplifikasyon basamakları
Birinci basamak: Hedef DNA’nın hücrelerden serbestleş-
tirilmesi ve nükleik asitlerin denatüre edilmesi işlemlerinin 
yapıldığı basamaktır. Bu basamakta viral veya bakteriyel 
hedef DNA’ları hücrelerden serbestleştirmek ve hibridi-

zasyona uygun olan tek zincirli hale getirmek için numune-
ler bir denatüran ile muamele edilir. Bu amaçla kullanılan 
alkali bir madde olan sodyum hidroksit solüsyonu ile hem 
hücreler parçalanır hem de DNA kimyasal olarak denatü-
re edilir (1, 8). İkinci basamak: Tek zincirli hedef DNA’ların 
tek zincirli RNA problar ile hibridize olduğu basamaktır. 
Numune bir kaba transfer edilir ve çözeltiye hedef DNA 
sekansı ile komplementer RNA problar ilave edilerek in-
kübe edilir ve çift-zincirli RNA:DNA hibridleri oluşur. RNA 
problar tam genom (HPV için 8 kb ve HBV için 3,2 kb) veya 
kısmi genom uzunluğunda (CMV genomunun %17’sini 
içeren 4 prob) tasarlanabilmektedir (1). Üçüncü basamak: 
RNA:DNA hibridlerinin yakalanarak katı faz üzerine bağ-
lanması basamağıdır. Bu adımda numuneler RNA:DNA 
hibridlerine spesifik olarak bağlanan yakalayıcı (capture) 
poliklonal anti-RNA-DNA hibrid antikorları ile kaplanmış 
olan ikinci bir kaba (mikrotitre kuyucuklara) transfer edi-
lir. Böylece çoklu RNA:DNA hibridleri mikroplak yüzeyini 
kaplayan spesifik antikorlar tarafından yakalanır ve katı 
yüzeye bağlanır (1, 8, 29). Dördüncü basamak: Yakalama 
işleminden sonra mikrokuyucuklar yıkanır ve ortama yaka-
lanmış DNA-RNA hibridlerine bağlanma özelliğine sahip 
konjuge enzim (alkalen fosfataz) işaretli monoklonal anti-
korlar ilave edilir ve karışım inkübe edilir. Alkalen fosfataz 
enzimi kemilüminesan substrat (Emerald II ve LumiPhos 
530 gibi) varlığında sinyal amplifikasyonuna neden olan 
bir ışık üretir (1, 8). Her işaretli antikora birkaç alkalen fos-
fataz molekülü konjuge edilmiştir ve her yakalanan hib-
ride birden fazla konjuge antikor bağlanır. Teorik olarak 
hedef genom başına en az 1000 antikor bağlanır ve her 
antikora 3 alkalen fosfataz bağlandığında 3000 kat göre-
ce sinyal amplifikasyonu üretilir. Beşinci basamak: Ampli-
fiye kemilüminesan sinyalin bir luminometre ile ölçüldüğü 
son basamaktır (1, 8). Tüm bağlanmamış veya serbest bi-
leşenleri uzaklaştırmak için mikroplak yıkanır. RNA:DNA 
hibridleri ile işaretli antikorlar kabın yüzeyine bağlı kalır-
lar. Kuyucuklara alkalen fosfataz ile parçalanabilen kemi-
lüminesan dioksetan substrat ilave edilir. Bu substratın 
parçalanmasıyla ışık emisyonu oluşur ve bu emisyon bir 
luminometre ile saptanarak ölçülür.

Şekil 2: Döngüsel prob testinin reaksiyon prensibi.
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HC tekniği HBV, HPV ve CMV tanıları için ayrıntılarıyla ta-
nımlanmıştır (1, 11, 14). HPV tanısı için geliştirilen ilk ticari 
test 1995’de Digene tarafından kullanıma sunulan HC1 
testidir (11). Sonraki yıllarda, mikrotitre plakları yerine 
tüplerde çalışılan ve sıvı bazlı servikal numunelerde yük-
sek riskli (HR) HPV tiplerinin saptanmasına olanak veren 
FDA onaylı yeni nesil testler (HC2) geliştirilmiştir (8, 11). 
HPV için tasarlanan HC2 yöntemi HPV L1 gen bölgesini 
hedefleyen nonradyoaktif bir sinyal amplifikasyon testidir 
(30). Düşük riskli (LR) beş 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 içerir. Bu test FDA 
tarafından onaylanan (1999 yılında) ilk HPV yardımcı ta-
nı-tarama testidir (11).

HC2 sinyali bir luminometrede göreceli ışık birimlerinde 
(RLU) okunur. Pozitif kontrol numunesi olarak 1 pg/ml HPV 
tip 16 içeren bir tüp kullanılırken, test edilecek örnekler 
bu tüp ile karşılaştırılır. Test örneği RLU/kontrol (RLU / CO) 
oranları 1’den büyük olan test numuneleri pozitif olarak 
değerlendirilir (31). Bu kesim noktası 5000 genoma eşde-
ğerdir ve yaygın HSIL prevalansının tespiti için optimum 
düzeyde duyarlılık ve özgüllük sağlaması nedeniyle tercih 
edilmiştir (30,31). HC2 saptama tarafından kaçırılması sa-
dece HPV viral yükü çok düşük olduğunda muhtemeldir 
(31). HC2 klinik çalışmalarda dünya çapında yaygın olarak 
kullanılan ve sağlam ve tekrarlanabilir olduğu gösterilmiş 
olan bir tarama testidir (30). Diğer taraftan, HPV tanısın-
da kullanılan HC2’nin bazı sınırlamaları bulunmaktadır. Bu 
yöntem HR ve LR grupları ayırt edebilirken spesifik HPV 
genotip identifikasyonuna izin vermez. Tespit sınırı yak-
laşık 5000 genoma eşit olduğundan PCR’a göre daha az 
duyarlıdır ve prob kokteylleri arasında çapraz reaktivite 
görülebilmektedir (30). NextGen (Qiagen) yönteminin 
çalışma prensibi HC2 testine benzerdir ve test profiline 
eklenen tip 66 ve 82 ile saptanabilen HR tip sayısı artırıl-
mıştır (11, 32).

Tam kan örneklerinde çalışılan ve kantitatif veriler suna-
bilen HC CMV DNA (Digene) testinin ilk versiyonunda 
saptama duyarlılığı 5000 kopya/ml iken, ikinci versiyonun-
da bu değer 700 kopya/ml olacak şekilde geliştirilmiştir 
(14). Bu yöntemde hedef DNA’yı içeren örnekler, CMV 
genomunun yaklaşık olarak %17’sine denk gelen 40.000 
bp uzunluğunda spesifik bir CMV RNA probu ile hibri-
dize edilir (1,14). İşlemin hızlılığı (6 saat) ve basit örnek 
işleme gibi avantajları yanında, kantitatif test için birçok 
kontrolün gerekli olması gibi dezavantajları da vardır (14). 
Günümüzde HBV, HCV ve HPV enfeksiyonlarının tanı ve 
takibinde saptama duyarlılıkları çok daha üstün olan (1-
10 kopya/ml) ve aynı zamanda kantitatif sonuç verebilen 
tip-genotip spesifik moleküler tanı testleri tercih edilmek-
tedir (6, 33, 34).

Invader tekniği 
Invader yöntemi çalışma prensibi HC2 sisteminden ta-
mamen farklı olan ve HC2’den daha güçlü amplifikasyon 
sağlayan (106-107 kat) bir sinyal amplifikasyon tekniğidir 
(11). Nükleik asitlerin hem saptanmasında hem de kanti-
tasyonunda kullanılan bu yöntem tip spesifik hibridizas-
yon, hibridize probların cleavase enzimi ile parçalanması 
ve oluşan floresansın ölçülmesi esasına göre çalışır (1). 
Third Wave Technologies (ABD) tarafından geliştirilen 
bu yöntem klinik pratikte faktör V Leiden, faktör II, ApoE 
saptanması, kistik fibrozis ve Tay-Sachs hastalıklarının ta-
nısı, tek nükleotit değişikliklerinin (single nucleotide po-
limorphism, SNP) analizleri ve HPV, HCV, HBV ve HIV gibi 
viral etkenler de dahil olmak üzere spesifik nükleik asit 
kantitasyonu veya genotip tayini için de kullanılmıştır (1, 
35-38). 

Invader tekniği amplifikasyon basamakları
Invader yöntemi tek zincirli hedef DNA’nın iki farklı oli-
gonükleotit ile hibridize edilmesine dayalıdır. Nükleik 
asitlerden elde edilen sinyal iki ayrı basamakta gerçek-

Şekil 3: HC testinde temel reaksiyon basamakları.
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leşen simultane zincirleme reaksiyonlar ile amplifiye 
edilir. Birinci oligonükleotit olan primer prob 3’ ucunda 
hedef spesifik bölge (target-specific region, TSR) içerir 
ve 5’ ucunda hedefle hibridize olmayan bir kanat içerir. 
İkinci oligonükleotit olan invader prob ise primer probun 
5’ ucuna doğru uzanarak hedefe hibridize olur. Hatta in-
vader probun 3’ ucu primer probun 5’ ucuyla bir bazlık 
olmak üzere üst üste çakışır. Yani adından da anlaşılaca-
ğı üzere invader prob primer prob-hedef hibridini invaze 
eder. Termofilik arkebakterilerden elde edilen cleavase 
enzimi invader prob, primer prob ve hedef DNA üçlü par-
çasını tanır ve primer probu kanat bölümünün başlangıç 
noktasından üst üste çakışan tekli bazı da içermek üzere 
koparır. Böylece primer probun 5’ ucundaki kanat TSR 
bölgesinden bir nükleotidi de alarak serbest kalır. Serbest 
kalan bu flep (kanat + tek nükleotit) simultane gelişen se-
konder reaksiyonlar için anahtar rol oynar. Bu flepler bir 
invader prob gibi hareket eder ve saç tokası şeklindeki 
FRET kasetler (hairpin FRET cassette) ile hibridize olurlar. 
Yani yeni oluşan bu flepler saç tokası FRET probları invaze 
ederler. Sağlam durumdaki FRET kaset bir floresan boya 
ve bu floresan boyadan yayılan emisyonu absorbe eden 
bir non-floresan quencher içerir. Primer reaksiyondaki 
aynı cleavase enzimi sekonder reaksiyonda oluşan yeni 
üçlü invader yapıyı da parçalar, böylece floresan boya ve 

quencher birbirinden ayrılır ve floresan emisyon artarak 
ölçülebilir seviyeye gelir. Birinci ve ikinci reaksiyonlardaki 
parçalanma olayları simultane olarak gerçekleşir ve izo-
termaldir. Birinci reaksiyondaki parçalanma işleminden 
sonra primer prob yerinden ayrılır ve ikinci bir primer pro-
bun cleavage’ı için yer açılmış olur (Şekil 4). Tahmini ola-
rak primer reaksiyonlarla dakikada 30-50 prob parçalan-
ması olayı gerçekleşir. Bir saat sonunda yaklaşık olarak 103 
kat amplifikasyon artışı sağlanır. Sekonder reaksiyonlarla 
ise 103-104 kat ilave amplifikasyon artışı elde edilir. Teorik 
olarak 106-107 kat sinyal artışı elde edilen bu testin sapta-
ma duyarlılığı 1000-10.000 kopya/ml aralığındadır (1).

Invader tekniği ile geliştirilen Invader ASRs (Hologic, 
ABD) sinyal amplifikasyon yöntemi HPV tanısında kulla-
nılmaktadır. Bu metot L1 gen bölgesi dışında diğer gen 
bölgelerini de hedeflemektedir. Tip 82 dışındaki diğer 14 
HR HPV tipini saptar ve 3 farklı prob kokteyli içerir (11, 
39). “Cervista HR-HPV (Hologic)” ve “Cervista HPV-16/18 
(Hologic)” testleri invader prensibi ile çalışan ve FDA 
onaylı ticari testlerdir (39, 40).

Invader yönteminde çeşitli küçük değişiklikler yapılarak 
RNA saptanması ve kantitasyonu da yapılabilmektedir. 
DNA hedeflerin saptanmasında kullanılan enzim RNA 

Şekil 4: Invader yönteminde allel spesifik prob dizaynı ve farklı floresan boyaların 
kullanılması ile tek nükleotit farklılıklarının belirlenmesi.
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üçlü yapılarını tanıyamadığı için RNA hedefleri araştıran 
uygulamalarda öbakteriyumlardan elde edilen farklı bir 
cleavase enzimi kullanılır. RNA hedefler için primer ve in-
vader problar dizayn edilirken mRNA’daki splice bağlantı 
bölgeleri göz önüne alınmalıdır, çünkü intron sekanslar 
içeren DNA’lara göre dizayn edilen oligolar cleavase en-
zimi tarafından tanınmayacaktır (1).

Tiramid sinyal amplifikasyon teknolojisi 
TSA tekniği spesifik nükleik asitlerin veya proteinlerin 
saptanması ve lokalizasyonlarının belirlenmesine yönelik 
uygulamaları içerir. CARD (catalyzed reporter depositi-
on) olarak da adlandırılır. Tiramid ile işaretli veya işaretli 
tiramidin bağlanabileceği özel bir parçası olan modifiye 
nükleik asit problarından biri kullanılabilir. Bu problar 
DNA veya RNA hedeflerle hibridize olmaya uygundurlar 
(genellikle in situ hibridizasyon gerçekleşir). Bu yöntem 
ortama horseradish peroksidaz ve hidrojen peroksit ek-
lenince aktive olan tiramid (quinone benzeri yapı) form-
larının komşu fenol grupları ile (esasen komşu proteinle-
rin tirozin rezidüleri ile) kovalen bağlar oluşturması esası 
üzerine çalışır. Sinyal oluşumu direkt veya tiramid ile kon-
juge edilmiş moleküller (biyotin, trinitrofenol gibi hap-
tenler veya florokromlar) aracılığı ile indirekt olarak elde 
edilebilir. Sinyal dar bir alanda sınırlandığı için yoğunlaşır 
ve sensitivitesi in situ hibridizasyon tekniklerindeki gele-
neksel biyotin-avidin komplekslerine göre 500-1000 kat 
daha arttırılmış olur (1). Yöntem HPV, HIV, 16S ribozomal 
RNA ve antimikrobiyal direnç genlerinin saptanması 
amacıyla kullanılmıştır (1). 

TSA tekniği amplifikasyon basamakları
Horseradish peroksidaz modifiye streptavidin (HPMS) ile 
bağlı biyotin işaretli problar kullanılarak lokalize sinyal 
üreten kompleksin büyüklüğü arttırılabilir. Biyotin mo-
difiye tiramid moleküllerinin hedef üstünde birikimi ile 
oluşan ilk kompleks HPMS tarafından tanınan lokalize bir 
depozit vazifesini görür ve ilk kompleks üzerinde biriken 
HPMS’ler ayrı bir katman oluşturur. Son olarak ortama 3,3’ 

diaminobenzidin gibi bir substrat ilave edilince çözünme-
yen kahverengi bir çökelti oluşur (Şekil 5). TSA yöntemi 
ile virüs veya diğer mikroorganizmaların hücre ve doku 
preparatlarındaki tek kopyalarının bile tespiti mümkün 
olabilir (1).

HPV DNA varlığını saptamak için tiramid temelli in-situ 
hibridizasyonun sinyal amplifikasyonuna dayalı bir yöntem 
geliştirilmiştir. Ancak saptama eşiği düşük olduğundan bu 
yöntem tutarlı sonuçlar elde etmede yetersiz kalmıştır. So-
nuç olarak, sitolojistlerin ilgi duymasına rağmen, bu yöntem 
büyük ölçekli HPV tarama testleri için kabul görmemiştir 
(30). Literatürde HSV (herpes simplex virus), HHV-8 (human 
herpes virus-8; Kaposi sarkomu ilişkili herpesvirus) ve HIV 
enfeksiyonlarının tanısı için TSA yönteminin kullanıldığına 
dair veriler bulunmakla beraber, standardize edilmiş ticari 
formatta testleri bulunmamaktadır (41-43). RSV (respiratory 
syncytial virus) saptanması için tanımlanan bir immünolojik 
sinyal amplifikasyonu testinde altın nanopartiküllerinin ve 
tiramid moleküllerinin kullanıldığı immüno-biyosensörler 
ile klasik ELISA testlerine göre önemli ölçüde duyarlılık ar-
tışı elde edildiği bildirilmiştir (44).

Diğer sinyal amplifikasyon teknikleri 
Yukarıda açıklanan sinyal amplifikasyon tekniklerinin yanı 
sıra, bazen “doğrudan saptama teknikleri” olarak da ad-
landırılan ve nükleik asitleri saptamak için sinyal amplifi-
kasyon tekniklerinde olduğu gibi sinyal birikimine dayalı 
olarak çalışan başka teknikler de vardır. Sinyal amplifikas-
yon tekniklerinin aksine, doğrudan saptama teknolojileri 
probların hibridizasyonundan direkt sinyal üretir. Bu tek-
niklerde alkalen fosfataz gibi enzimler kullanılarak sinyal 
birikiminin geliştirilmesi veya diğer sinyal arttırıcı meka-
nizmalar kullanılmaz (1).

Doğrudan saptama tekniklerden biri ince bir altın plaka 
üzerine sabitlenen DNA dubleksleri arasından elektron 
transportu ve transportun elektrokimyasal olarak gö-
rüntülenmesi prensibine dayanmaktadır (1, 45, 46). Bu 

Şekil 5: Tiramid sinyal amplifikasyonu.
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teknik yanlış eşleşmiş hibridleri Watson-Crick eşleşmeli 
hibridlerden mükemmel bir şekilde ayırmaktadır. 5’ uç-
larında tiyol ile sonlandırılmış alkil zincirleri türetilen mo-
difiye DNA problarının hedef DNA ile çözelti içerisinde 
hibridize olmasına izin verilir (1). İlk olarak hedef DNA 
ile komplementer sekanslara sahip tek zincirli modifiye 
DNA problar sentezlenir ve altın plaka üzerine sabitle-
nir. Bu probların uç kısımlarına oksido-redüksiyona ve 
ölçülebilir elektron akımına neden olan redox parçalar 
(metilen mavisi veya daunomisin) eklenir. Modifiye prob-
ların solüsyonda bulunan hedef DNA molekülleri ile hib-
ridizasyonu sonucunda çift-zincirli DNA formları oluşur 
(1, 45-47). Bu hibridler altın yüzey üzerinde tek tabakalı 
bir yapı halinde birikirler. Düzenli bir yapı oluşturan tek 
tabakalarda dubleksler yüzeye yaklaşık olarak 70° yönel-
miştir (1). Metilen mavisi veya daunomisin DNA’ya çok 
güçlü olarak bağlanırlar ve normal yapılı DNA’dan geçen 
elektron akımına bağlı olarak indirgenirler (45). Örneğin, 
DNA dubleksleri arasından akan elektronlar interkale 
durumdaki metilen mavisini lökometilen mavisine indir-
ger, bu durum solüsyondaki [Fe(CN)6]-3’ü (ferri-siyanür) 

[Fe(CN)6]-4’e indirger (1, 46). Ortamda ferri-siyanür var 
olduğu sürece bu elektrokatalitik döngü içinde elektron 
akışı devam eder. Prob ve hedef nükleik asit arasında bir 
baz uyumsuzluğu varsa ya da DNA hasarlı ise elektron 
akışı azalır. Otokatalitik döngünün uzun süre devam et-
tirilmesi sinyal artışı ile sonuçlanır (Şekil 6). Böylece tam 
eşleşen ve yanlış eşleşen DNA probları arasında daha 
fazla farklılaşma oluşur (1). 

Bir başka umut verici teknoloji hedef nükleik asitlerin 
altın nanopartiküller ile modifiye edilmiş hedef spesifik 
oligonükleotitler ile hibridizasyonu ve sonrasında oluşan 
ışık saçılma rezonansının saptanması prensibine daya-
nır (1). Birkaç farklı prob-modifiye nanopartikülün hedef 
DNA’nın birbirine yakın bölgelerine bağlanması veya 

çoklu hedeflere bağlanan nanopartiküllerin kompleks 
formlar oluşturması sayesinde nanopartiküller birbirlerine 
yakınlaşırlar ve saçılan ışığın renginde bir kayma ortaya 
çıkar (1). Altın nanopartiküllerinin kullanıldığı sinyal ampli-
fikasyon yöntemlerin örnekleri HBV ve influenza gibi viral 
enfeksiyonlar için tanımlanmıştır (9, 48). Ayrıca, hairpin 
DNA biyosensörleri ve sinyal amplifikasyon tekniklerinin 
kombinasyonunun içeren yaklaşımların HCV, HIV ve HTLV-
1 (human T-lymphotropic virus-1) gibi viral enfeksiyonların 
tanısında kullanılabilirliği ile ilgili çalışmalar da yapılmıştır 
(49, 50).
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