Infeksiyon Hastaliklarinin Tamsinda Kullanilan DNA Problari ve Niikleik
Asid Cogaltma (Amplifikasyon) Yontemleri
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Giiniimiizde, DNA problart ve niikleik asit amplifikasyon (NAC) yontemleri, ézellikle kiiltiir ve serolojik
testleri zor, pahali veya bulunmayan mikroorganizmalarin ozelliklerini tammlamada ¢ok yararlidir. Bu
testlerden DNA prob temelli olanlar, ézellikle dokuda mikroorganizmanin lokalizasyon ve dagilimint tespit
etmek icin uygundur. NAC vontemleri ise klinik ornekte, belirli bir mikroorganizmanin DNA veya RNA sinin
bulunup bulunmadiZini tesbit i¢in kullanilir. NAC véontemleri oldukca komplekstir. Bu komplekslikten dolayi, bu
yontemler 3 grupta incelenir; 1) hedef amplifikasyon yontemleri: polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), kendinden
devamli sekans amplifikasyon (3SR) veya iplik¢ik uzaklastirarak amplifikasyon (SDA); 2) prob amplifikasyon
yontemleri: B replikaz ve ligaz zincir reaksiyonu (LCR); 3) bilesik prob veya dallanmis prob (bDNA)
yontemleri. Molekiiler yontemlerdeki bu ilerlemeler, klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda devrim niteligindedir.
Bu derlemede; yeni yontemler ile bunlarin avantaj, dezavantaj ve uygulama alanlari tartislmistir. [Turgut Ozal
T1p Merkezi Dergisi 1997,4(3):329-344]
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DNA probes and nucleic acid amplification technigues to diagnose infectious diseases

At present, DNA probes and nucleic acid amplification techniques are most useful for the characterization of
microorganisms for which culture and serological methods are difficult, extremely expensive, or unavailable.
DNA-probe based assays are particularly well suited for in situ hibridization in tissue in which the localization
and distribition of the microorganisms must be ascertained. Nucleic acid amplification procedures are complex
methods that determine whether DNA or RNA from a particular organism is present in the clinical specimen.
Because of this complexity, it is useful to assign such methods to one of three general categories; 1) target
amplification systems such as polymerase chain reaction (PCR), self-sustaining sequence amplification (3SR), or
strand displacement amplification (SDA); 2) probe amplification systems, which incideplizase or ligase
chain reaction (LCR); and 3) signal amplification, in which the signal generated from each probe molecule is
increased by using compound probes or branched-probe technology (bDNA). Recent advances in molecular
technology may revolutionize the clinical microbiology laboratory. These new techniques, their advantages and
disadvantages, and some of the recent applications have been discussed in this review. [Journal of Turgut Ozal
Medical Center 1997;4(3):329-344]
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Mikrobiyoloji laboratuvarlarinda DNA problarinin ~ sonra infeksiyon hastaliklarinin tanisi daha kisa
ve NAC yontemlerinin kullanilmaya baslanmasindan ~ zamanda yapilmaya baglanmistir (1,2). Giiniimiizde
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DNA problar1 (Tablo 1), genellikle laboratuvarda
tretilen mikroorganizmalarin hizli tanimlanmasi
amaciyla kullanilmasma ragmen polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR), ligaz zincir reaksiyonu (LCR)
transkripsiyon bazli amplifikasyon sistemleri (TAS)
hizh  tanimlama  yontemleri  olarak  kabul
edilmemektedir. Niikleik asitlerin in vitro ¢ogaltilmasi
(Tablo 2) amaciyla hedef, prob veya sinyal
amplifikasyon yontemleri olmak tzere baslica 3
yontem kullanilmaktadir (3). Bu yontemlerden, hedef
niikleik asit dizisinin ve bu diziye 6zgiin primer’larin

¢ofaltilmasinda  veya  enzim/radyoaktif  olarak
isaretlenen problarm hedefe baglandiktan sonra
yaydigi sinyallerin tespit edilmesinde

yararlanilmaktadir. Su anda sadece kiiltiir ve serolojik
testleri zor, pahali veya mevcut olmayan bazi
mikroorganizmalarm tespiti amaciyla kullanilan bu
yeni ve giiclii yontemler ile ilgili bazi problemler
agilabilirse gelecek yillarda, basta viroloji laboratuvari
olmak tizere diagnostik laboratuvarlarin vazgecilmez
bir pargast olacaktir.

DNA PROBLARI

Prob, spesifik DNA baz ciftlerine baglanan ve
tipik olarak 6-18 baz uzunlugunda kiiciik bir DNA
(oligoniikleotid) pargasidir. Oligontikleotidler,

radyoaktif izotop veya bir boya ile etiketlenerek direktpNA  fragmanlarinin ~ ¢apmin  tespit
olarak spesifik baz dizilerinin tespit edilmesindegsaglayan kati faz

kullanilmaktadir. DNA problarn, o&zellikle klasik
yontemler kullamilarak tiretilen mikroorganizmalarin
hizli tammlanmas1 amaciyla klinik mikrobiyoloji
laboratuvarinda dnemli bir rol oynamaya baslamistir.

DNA problari; kati, sivi ve insitu hibridizasyon
yontemleri seklinde uygulanmaktadir (Tablo 1).

1. in situ hibridizasyon: infekte dokuda yapihr.

doku kesitleri kullanilir. Bu ydntemde probla
reaksiyona girebilmesi icin doku kesitlerindeki hedef
DNA denatiire edilmeli ancak hiicre yapilari

vekorunmalidir. Denatiirasyon sirasinda hiicre yapilari

da etkilenebildigi icin in situ
yontemlerinin sensitivitesi diistiktiir.

hibridizasyon

2. Kati faz hibridizasyon yéntemleri: Slot ve dot
blot yontemleri sadece arastirma amaciyla bazi
laboratuvarlarda kullanilan DNA prob hibridizasyon
yontemleridir. Bu yontemlerde 6nce saglam hiicre
pargalanir. DNA denatiire edilir, dot veya slot
pozisyonunda vakum altinda naylon membrandan
gecirilirek membrana tespit edilir. Bu membran
DNA’y1 gosteren prob kapsayan hibridizasyon
solusyonuna daldirilir. Baglanmayan raportdr problar
yikanarak uzaklastirilir ve baglanan problar tespit
edilir. Dot veya slot blotun avantajlari; multipl
orneklerin bir defada c¢alisilarak bir tek filtrede
taranabilmesidir. Sandwich veya capture
hibridizasyon ile birlikte modifiye edilebilir. Bu
durumda hedef niikleik asitte farkli yerlere baglanan
iki prob kullanilir. Bir prob membrana baglanir ve
ornekteki hedef niikleik asiti baglar. Ikinci prob
etiketlidir ve niikleik aside baglandiktan sonra sinyal
yayict  olarak  goérev  yapar. Bazi  human
papillomaviriislerin taranmast ve tespit edilmesi
amacityla slot blot testleri kullanilmaktadir. Southern
veya Northern prob’lar raportdr problara baglanan
edilmesini
hibridizasyon yontemleridir.
Northern blot, Southern blot'un bir varyasyonu olup
burada kullanilan raportér prob DNA yerine RNA’y1
tespit etmektedir. Bu ydntemlerin uygulanabilesi igin
DNA veya RNA’nin saflagtirilmast gerekir. Southern
blot'ta oOrnekteki DNA izole edildikten sonra
restriksiyon endonikleaz enzimleri ile parcalanarak
agaroz jel elektroforez yapilip fragmanlarina ayrilir.
Northern blot’ta ayni iglemler RNA i¢in yapilir. Her

Genellikle parafine gomulup formalinle fikse edilen ki yontemde de nikleik asitlerin spesifik bir probla

Tablo 1. Mikroorganizmalarin  tespit  edilmesi  ve
Ozelliklerinin ~ tanimlanmasinda  kullanilan
hibridizasyon yontemleri

in situ hibridizasyon

Kati-faz hibridizasyon

. Slot blot

. Dot blot

. Southern blot

. Northern blot

Sivi-faz hibridizasyon

. Hibridizasyondan korunma (HPA)

hibridize olabilmesi icin nitroselliléz veya naylon

membrana transfer edilir. Bu prosedirlerin
dezavantajlary: fazla kompleks olmalar, Ornekte
btiyik  miktarda  niikleik asid  bulunmasin

gerektirmeleri ve testin tamamlanmasinin uzun zaman
almasidir.

3. Siv1 faz hibridizasyon yontemleri : Nukleik
asid ve problar siv1 fazda hibridize edilir. Siv1 fazda
hibridizasyon hizi artmaktadir. Kullanilan prob tek
zincirli DNA (ssDNA)’dir. Solusyonda olusan
hibridlerin miktari, ssDNA'nin S1 nikleaz ile
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sindirilmesi ve arta kalan ¢ift zincirli raportér prob ayrilir. DNA-RNA hibridleri, bu ajandan etkilenmez
hibridlerin triklorasetik asitle presipitasyondan veyave kemiluminesan o6zellikleri devam eder. Absorbe
direkt olarak cift zincirli hibridlerin hidroksiapatid olan hibridler ise magnetik partikiillere baglandig1 i¢in
kolonlarina spesifik olarak baglanmasindan sonra  magnetik ayirma birimi tarafindan ayrilir. Etiketli
belirlenir. Hidroksiapatid kolonlarina selektif olarak ~ DNA-RNA hibridleri  tespit edilir ve bir
cift zincirli DNA (dsDNA) baglanmaktadir. Sivi faz ~ kemiluminometre kullanilarak kemiluminesans
hibridizasyon yontemlerinde en sik kullanilani,  6lg¢uldr.

hibridizasyondan korunma testidir (hibridization _

protection assay veya HPA). HPA'da akridinium / f;“-—*—'

ester, DNA probuna baglanir ve bu prob ile hedef X =

DNA hibridize olur. Daha sonra alkali ile muamele l dsDNA'y elde etmek igin

edilir. Peroksid eklendikten sonra akridinium esteri hiicreler pargalanr

tespit edilebilen 151k yayar. ESer akridinium ester- dsDNA == 'd,S,DNA
etiketli DNA probu serbest formda ise hidrolize olur l Denatiire edilir

ve 151k yaymayan bir forma doniiglir. HPA assay e — ssDNA
birkac saat i¢inde ve baglanmamis asi1 ssDNAnin .. ... ..  _....... sDNA
uzaklagtirilmasmi veya probun baglandigi dsDNA

komplekslerinin izolasyonunu gerektirmeden Etilcetli prob eldenir
uygulanabilir.

Avantaj ve dezavantajlarr: Prob yontemlerinin en ZL i - £
buyiik avantaji kiiltlir veya tanimlanmasi zor olan ) Hedef DN.A'ya
mikroorganizmalarm genomlarimi tespit edebilmesi l etiketh prob haglarr
veya bu mikroorganizmalar1 tamimlayabilmesidir. ’
Dezavantaji  ise; bir defada tespit edilebilen o .s...._._._u.’(
mikroorganizma say1sinin az.olmasg test .s'ures.mm | Serbest problar uzaldagtuir
uzun olmasi, nadir patojenlerin tanmimlanabilmesi ve ¥ ve prob sinyall tespit edilir
duyarlhilik paternlerinin ¢ikarilabilmesi icin birlikte § aaas e

kiilttir yapilmasimni gerektirmesi, yanlis negatif ve
pozitif sonuglar alinabilmesidir.

Bu konularda yeni ilerlemeler saglanmig ve DNA Sekil 1. DNA prob hibridizasyonunun temel basamaklari.

prob yontemleri, kdltirde Uretilebilen  birgok —_ I . .
mikroorganizmanm tanimlanmasimda siklikla Uygulamalarr: Akridinium etiketli prob yontemleri

uygulanmaya baslanmistir. Ancak, bu yontem halen gUnUmUzdg bir cok Ia}boratuvarlardimycobacter?um
direkt hasta srmeklerinden elde edilen tuberculosis kompleksi (MAC) ve Mycobacterium

mikroorganizmalarin tespitinde minér bir role sahiptir. avium-intracellulare (4)’den baska Histoplasma
capsulatumile Cryptococcus neoforman®,6) dahil
Acridinium  etiketli problar Molekiller tant  bazi funguslarin tanimlanmasinda kullamlmaktadir.
yontemlerindeki gelismelerden biri kemiluminesan  flave olarak, Streptococcus pneumonjalleisseria
ozellikteki akridinium ester ile etiketlenen tek zincirli gonorrhoeaeve Neisseria meningitidigibi daha sik
DNA (ssDNA) kullanan prob bazli bir yontemin  rastlanan mikroorganizmalar da hizh  olarak
gellstlrllmemdlr Bu yt')ntemde kullanilan ssDNA tanlmlanabﬂdigi glbl hasta orneklerinde hem
mikroorganizmanin ~ hedef ~ ribozomal =~ RNA  Chlamydia trachomatidiem deN. gonorrhoeagiin
(rRNA)’sinin komplemanteridir. Akridinium etiketli  tespitinde de kullanilmaktadir (7,8). Bu yéntem ¢ok
prob, ya hastadan elde edilen ve lize edileuyarli ve ¢ok spesifiktir. Klamidya prob assay’inin
materyallere direkt olarak ya da kultirde Uretilenduyarliligi %93.9 ve spesifikligi %99.1 iken gonokok
mikroorganizma  kolonileri tzerine eklenir. BU prob assay’inin sonuglari sirasiyla %93.3 ve %99
materyallerde hedef rRNA mevcutsa dayanikli bir  olarak saptanmistir. C. trachomatistanimlanmasinda
DNA-RNA  hibridi = olusur. DNA-RNA  hibridi by teknigin duyarliligi %75.5 ila %97.3 arasinda (9)
olugturamayan etiketli problar, hidrolizleyici bir ajanla  jken rutin kiltiir yéntemlerininki %80 ila %96.7
kombine edilen magnetik polikatyonik arasmdadir (10).
mikroboncuklar kullanilarak  hibridize DNA’dan
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Diger DNA problari:  Akridinium  etiketli  transkriptaz enzimi kullanilarak cDNA’ya ¢evrilmeleri
problardan bagka diger kemiluminesan 6zellikte  halinde dolayli olarak amplifiye edilebilir. PCR,
bilesikler de tanimlanmistir (11). Non-izotopik tespit  giiniimiizde bircok tibbi aragtirmalara muazzam
yontemlerinde enzim etiketli antikorlar katkilar saglamistir. Bunlardan biri zor iireyen ve
kullanilmaktadir. Etiketli antikorlar proba eklenen  kiiltirii yapilamayan mikroorganizmalarin tespit
veya baglanan bir bilesige baglanmaktadir. Non-  edilmesidir (12-15).
izotopik tespit sistemlerinin gelistirilmesi ile DNA

prob yontemlerinin uygulama alanlar1 genislemis, PCR, 3 basamakli bir islemin tekrarlanmasi
birgok mikroorganizmanin tespit ve/lveya ~ €sasina dayanir: 1) ornegin 1sitilmasi ile gift zincirli
tanimlanmasinda rutin  yontemlere alternatif bir ~ DNA (dsDNA)min tek zincirli DNA (ssDNA) haline
yontem haline gelmistir. getirilmesi (denatiirasyon), 2) 6rnegin sogutulmasi ile
primer’larin ssDNA’ya baglanmasi (annealing) ve 3)
primer’larin enzimatik olarak ssSDNA’nin

Nikleik asit amplifikasyon (NAC) yontemleri  komplemanteri olarak baglanip uzamasi (ekstansiyon)
(Sekil 2). Uzamadan sonra, orijinal DNA segmenti ve

A. Hedef amplifikasyon yoéntemleri Bu  yeni olusan komplemanter DNA zinciri yeni kaliplar
yontemler hedef molekulleri enzimatik olarak replikeglarak kullamilirlar. Bu nedenle, her PCR siklusu
ederek kolayca tesp|t edilebilir seviyelere getirirler.meycut spesifik DNA miktarmi iki katina gikarir.

Hedef amplifikasyon yontemlerinde, hedefe spesifik Amplifiye olan fdirtinlerin hizli tespit edilebilmesi
sekans bilgileri amplifikasyon iiriiniine taginmaktadir.  nedeniyle PCR  diagnostik amagla daha sk

Bu yontemlerle patojen tanimlanabilmekte ve  kullamimaya baslanmistir.
reaksiyon sonunda hedef sekansinda artma ortaya

cikmaktadir. Yukarida tanmimlanan teknige ilaveten ters

problama PCR (reverse-probing PCR), jel
. Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) Polimeraz  elektroforezi ve Southern hibridizasyon yapmadan
zincir reaksiyonu, DNA’nin hizli ¢ofaltilmasi i¢in  iiriinlerin hizh tespit edilebilmesini saglar (16). Bu
kullamilan bir tespit yontemidir. DNA kopyalarmmn  ygntemde problart yakalayip hibridize etmek igin
olusturulmasinda, kiigiik bir DNA primer®’1 ve DNA  etiketli primer’lar kullanihr, Bu nedenle amplifiye
polimeraZ enzimi kullamihr. RNA dizileri, bir  PCR driinleri etiketlidir. Kalorimetrik oligonikleotid
ligasyon assay denen diger bir yontemde ise yine

Tablo 2. In vitro NAC yontemleri etiketli problar kullanilmakta ancak bu problar

Yontemler _ Kullamlan enzim(ler) amplifiye {iriine baglandiktan sonra birlikte bagh
Hedef amplifikasyon . . .
. PCR Termostabil DNA polimeraz kalmaktadir. Daha sonra etiketli problar ve amplifiye
o TAS Revers Transkriptaz tiriinler elde edilir ve ELISA uygulamr (17)
RNA Polimeraz . . .
. 3SR Revers Transkriptaz Avantgjlar: PCR’mn avantaji, tim genom yerine
RNAse H sadece primer'a spesifik hedef baz ciftleri kullanarak
EHQ Polllmer:;lz doni spesifik DNA baz ciftlerini ¢ogaltmasidir. Bu
;DmbiaA”ﬁkas o pol., rest.endontideaz yontemle 25'ten daha az baz cifti 10.000 baz ciftine
. ch y Termostabil DNA Ligaz kadar ¢ogaltilabilmektedir (Tablo 2). Buna ilaveten
« QP replikaz QB replikaz PCR ¢ok hizli bir yéntemdir. Bir DNA pargasi, 3 saat
Sinyal amplifikasyon icinde 1 milyon kez kopyalanabilir.
. Bilesik prob Yok o .
«  BDNA prob Yok PCR’in spesifikligi “hot start” amplifikasyon ve

“nested” PCR denen bazi yontemlerle arttiriimistir,

Hot start amplifikasyon, reaksiyon tiip 1sis1
Amplifikasyon: spesifik DNA baz dizilerinin kopya sayilarinin yUkseIdikten sonra polimeraz enzimi, magnezyum
arttirlmast iglemidir. veya primerlar gibi esansiyel komponentlerden
Prime'r.: Proba ben.zer .fakat etiketli degildir. Primf':r"lar_, ~ herhangi birisinin eklenmesiyle uygulanmaktadir. Bu
amplifikasyon tekniklerinde DNA veya RNA baz dizilerinin nedenle nonspesifik baglanma ihtimali azalmaktadr
kopyalanmasint baglatmak i¢in kullanilan spesifik sentetik L . . . , .
oligoniikleotidlerdir. N.este_d PCR yontemmde ise orumal primer’lara ikinci
Polimerazz DNA polimeraz, PCR ve diger molekiler ~ Dir primer seti daha eklenmektedir. Bu nedenle hedef

metodlarda kullanilan 1siya dayanikli bir enzimdir. Hizla DNA
kopyalarmin olusmasmt ve zincirin uzamasmi saglar.
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ve boylece DNA polimeraz ile replike olamaz.

%:I-|l|-|||||l|-|-||3|,dSDNA e e qe . . . .
5 Timidin yerine urasil ile olugan amplikon veya
lDenaturasynn: zincitler ayrir sentezlenen DNA primer’t urasil DNA glikozilat
eklenerek sterilize edilebilir ve daha sonra normal
Y e ssDNA PCR silarinda inaktive edilirler (19).
U 5 ssDNA Uygulamalar:: PCR, kontaminasyonu o6nleme
Annealing: primer'lar yontemlerinih gelistirilmesi ve non-izotopik tespit
l hedef DNA'ya baglarur yontemlerinin iyilestirilmesi sonucu mikrobiyoloji
. laboratuvarlarmmda daha biiyilkk rol oynamaya
ST 3'-““'3 baglamigtir. Zor {tretilen birgok mikroorganizmanin
5 tesbit ve tanimlanmasinda  kullanilir. DNA
I i g amplifikasyon yontemleri, basta PCR olmak {izere,
Ekstansivan: nitkleotidlerin Ozellikle virus yukinun kantitatif ~ dlctilmesinde
l enzimatile olarak eldenmesi (20,21), mRNA’larinin  gosterilmesinde  (22),
. . antiretroviral tedavide direncin genetik belirteclerinin
5 TTTT '3: LT '4L"3’,-|-|-|-|45'.3 incelenmesinde (23,24), epidemiyolojik arastirmalar
%: Nixnn dwewn SESTRRUSTTRETIN ve tiplendirmelerde (25,26) ve yeni vuus.larql ortaya
¢ikarilmasinda (27,28) uygulama alanina girmislerdir.
l PCR uygulanarak balgam ve beyin omurilik

T T T T T T T T T T T T T 05D A stvisinda M. tuberculosi&n duyarli ve spesifik hizli
tanist  yapilabilmektedir. Yapilan bir ¢aligmada
kulturde pozitif bulunan 51 balgamdan 50’sinde
PCR’1n da pozitif oldugu buna karsilik kiiltiir negatif

T T T T T T T o T dsDN A

Sekil 2. ilk PCR siklusu DNA baz giftlerinin iki katina

ulasmasina neden olur. Bunlar sonraki siklus sirasinda 68 balgam orneklerinden sadece birinde PCR’m
daha fazla DNA kisimlarinin sentezlenebilmesi igin pozitif oldugu tespit edilmistir (29).
kalip olarak kullanilir.

Glintimiizde viroloji laboratuvarlarinda  doku
kaltari  gibi identifikasyon yodntemlerinin yerine
ekonomik olmasi nedeniyle PCR bazli kitler

Dezavantajlari: PCR’1in yanlis negatif ve yanhs  kullamlmaya baglanmistir. PCR ile HIV-1 (human
pozitif sonuglar verebilmesi dezavantajlarim teskil  immunodeficiency virus type-1) (30-32), hepatitis C
eder. Yanhs negatif sonuglar ortamda bulunabilen  virus (33), cytomegalovirus (34), papillomavirus (35),
inhibitorlere ~ veya  yetersiz  sayida  primer  ve klamidya tiirlerinin (36) tespit ve tammlanmasi
kullanilmasina baghdir. yapilabilmektedir.

fragmana cevap veren amplifikasyon drlnlerinin
subseti tanimlayict kabul edilmektedir.

PCR uygulamalarinda sakinilmasi gereken en Kiiltiirti yapilamayan patojenlerin tespit edilmesi
onemli problem yanlis pozitifliklerdir. Yanhs pozitif  gmaciyla PCR'w kullanilmasi: PCR ile birlikte 16S
sonuglar, ozellikle bir onceki deney swasinda  ribozomal RNA (16S rRNA) bazli molekiiler
amplifiye edilen ve ortamda kalan DNA kalintilarinin = yontemlerin kullanilmas1, kiltiirii yapilamayan bazi
(bunlara amplikon adi veriliry veya yabanct DNA’nin - mikrobiyal patojenlerin tamimlanmasini saglamistir.
(kontaminasyon) amplifikasyonuna sekonder olaralBu teknik ilk kez, basiller angiomatosis etiyolojik
meydana gelir. Laboratuvar prosedurlerinin titizlikle etkenini tespit etmek amactyla Relman ve arkadaslari
uygulanmasi ve yeni gelistirilen gesitli yontemlerin  tarafindan tamimlanmistir (37). Kisaca ozetlenecek
uygulamaya girmesi sonucunda amplikonlar veolursa, infekte dokudan DNA ekstrakte edilir ve
yabanct  DNA ile kontaminasyon problemi  bakteriyel 16S rRNA genleri, “broad-range”
azaltilabilmektedir. Bu yontemlerden biri, fotoaktif  primer’lar kullamlarak amplifiye edilir. Daha sonra
primidinler  ile  reaksiyon veren izopsoralen amplifiye edilen trtnlerin baz dizileri tespit edilir ve
derivelerinin kullanilmasidir. Bu islem sonunda olusan ~ 16S  rRNA'nin  degisken  bolgelerinin  analiz
capraz baglanmalar polimeraz uzamasini bloke eder  edilmesiyle diger mikroorganizmalarla iliskileri tayin
(18). Diger bir yontemde ise urasil DNA glikozilaz ~ edilir (38). Bu yontem ile Whipple hastahginm
enzimi kullanilir. Bu enzim urasil bazimin ssDNA veya  etiyolojik etkeni tanimlanabilmektedir (39).
dsDNA seker fosfat iskeletindeki urasil bazint ayirir
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2. Transkripsiyona dayali amplifikasyon
yontemleri (TAS/3SR} TAS, ilk kez 1989 yilinda
Kwoh ve arkadaslari tarafindan tanimlanmis ve HIV-1
RNA’sinda  vif genlerini saptamak amaciyla
kullanilmigtir (40). TAS, revers transkriptaz (RT) ve
RNA polimeraz enzimleri kullanilarak DNA sentezi
ve RNA transkripsiyonun gergeklestirilmesi esasina
dayanan 2 basamakli bir tespit yontemidir. Ilk

amplifiye edilebilir. TAS reaksiyonunda olusan RNA-
DNA dupleksleri RNase H ile pargalanir ve her iki
ucunda bir polimeraz baglanma yeri olan dsDNA elde
edilir. dsDNA, reaksiyona tekrar giren RNA sentezi
icin bir kalip olarak kullanilarak reaksiyonu devam
ettirir (Sekil 3).

Avantaj ve dezavantajlarr: 3SR’nin esas avantaji

basamakta; hedef niikleik aside komplementer olan biizlt olmasi (PCR’dan ¢ok daha hizlidir) ve direkt

DNA molekiilii (cDNA) sentezlenir. ikinci basamakta
ise yeni olusan cDNA Kkalip olarak kullamilarak in

olarak RNA’y1 amplifiye etmesidir. Buna ilave olarak
termal dongli aygiti (thermocycler) gerekli degildir.

vitro transkripsiyon meydana gelir. Bu yontemde Hedef RNA’nin DNA’dan  tiimiiyle armndirilmasi

hedef olarak denatiire edilen DNA veya RNA zincirigerekmez — (3).

ve bir ucunda hedefe spesifik sekanslar ve diger
ucunda polimeraz baglanma yeri bulunan primerlar
kullanilir. Bu primerlarm 5' ucunda T7, T3 ya da SP6
RNA fajlarinin polimeraz enzimlerinin promoter

bdlgelerini iceren diziler bulunur (41). Primer’lar

hedefe baglandiktan sonra RT enzimi araciligi ile
hedef baz dizisini uzatmaya baglar. Hedef niikleik
asite komplementer (tamamlayici) bir DNA molekiilii
(cDNA) sentezlenir. Ikinci basamakta; RNA-DNA
veya DNA-DNA dubleksleri 1s1 ile denatiire edilerek

On Dbes dakika icinde siklus
gerektirmeden 1kopya meydana gelmekte ve yarim
saatte hedef niikleik asit 4Rez cogaltilabilmektedir
(41). Tum amplifikasyon yontemlerinde oldugu gibi,

3 Y HedefRNA
L Annealing : primer A hedefe
hibridize olur
TTTTTTTT T TTT T IIT] |.g' asD A
T :
Elstansiyon | niikdeotidlerin
enzimatils olarak eklenmest

RNA’ 5' 11T 11 | 3'
T e e T

RMa 5
DA

yeni iretilen cDNA’lar ayrilir ve kalip olarak Sinditim - RN A zincir, RMase H
kullanilir. Yeniden RT enzimi eklenir ve ikinci ip¢igin ile sindirilir
olugmasi saglanir. Bu ipgiklerin birlesmesi ile bir DNA 0 LU g 5
dsDNA olusur. Daha fazla dsDNA iiretebilmek igin | #nnealing - Brimer B DNA'ya
daha cok RT eklenir. RNA polimeraz eklenmesi . . hibridize olur
multipl RNA kopyalarinin ¢ikarilmasimi gﬁi gﬂ'l"?n LU LU gy 5
saglamaktadir. Cogaltilmig RNA dizileri ¢esitli | Ekstansiyon : Enzimatik olarak
hibridizasyon yéntemleri ile saptanabilir. v nuldeotidler eldenir

TAS yo6nteminde ortaya c¢ikan RNA-DNA ggi 3 S et
duplekslerinin  ayrilmasinda  1s1  denatiirasyonu l RNA polimeraz
kullanildig1 i¢in 1siya dayaniksiz enzimlerin her yeni RNA 3 T S
dongtide tekrar eklenmeleri gerekir (40). 1991 yilinda,
Jean Compton (42) ve Thomas R.Gingeras ve Ria& 3 Litlllliiiiid

arkadaglar1 (43), RNA-DNA duplekslerini ayirmak
icin Escherichia colRNAse H enziminin kullanilmasi
ile bu problemin ortadan kalktigin1 bildirmislerdir.
TAS’1 modifiye eden Jean Compton, gelistirdigi

Sekil 3. 3SR amplifikasyonunun ilk siklusu. A ve B primer’lar
hedefe spesifik baz dizilerine ve revers transkriptazin
etkisi icin T7 RNA polimerazi kodlayan bolumlere
sahiptir. Revers transkriptaz ve RNA polimeraz, DNA
veya hedef RNA’y1 amplifiye etmek i¢in birlikte caligir.

teknolojiye NASBA (Nucleic Acid Sequence-Based

Amplification) (42), Thomas R.Gingeras ve 3SR de kontaminasyondan etkilenir. Proseduriin
arkadaslar1 (43,44) ise 3SR (Self Sustained Sequence  spesifikligi  disiiktir. ~ Ciinkii ~ reaktanlar  diger
Replication) adim1  verdiler. NASBA ve 3SR amplifikasyon yontemlerinden daha azdir. Bunun
yontemleri,  birgok  agidan  retroviral RNA  nedeni enzimlerin isiya dayaniksiz olmasidir.

replikasyonuna benzemektedir (45). 3SR, TAS'tanlermostabl RNA polimeraz ve RT kulanilabilirse 3SR

farkl olarak, siklus halinde uygulanmaz, ¢ok hizhdir yontemi seckin diagnostik hedef amplifikasyon
ancak PCR ve LCR’dan daha az duyarhdir. Reaksiyon ~ YOntemi olarak PCR’dan daha Gstln hale gececektir.
izotermal kosullarda gergeklesir ve hedef RNA,
Escherichia coliRNase H’1 ile pargalanir. Reaksiyon
basinda denatiirasyon etabir uygulanirsa DNA da

Uygulamalari: GuUnumizde 3SR amplifikasyon
yontemi HIV tespiti icin odaklanmistir (40,46).
Periferik kan monositlerinde HIV tespiti yoninden
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3SR ve PCR’in sensitivitesi birbirine yakindir  kesilmesi saglanmis olur. Ayrica, SDA tekniginde
(srrasiyla %93 ve %95) (46). HIV RNA’y1 tespit  kullanilan restriksiyon enzimlerinin
edebilmek icin 3SR, nadir bir element ile amplifiye hemiphosphorothioate’l1 bélgelerde DNA ipgiklerini
olan hedefin polistiren boncuk capture uygulanarkesme o6zellikleri vardir. Bu 6zellikteki restriksiyon
tespit yontemi ile, kelat etiketli oligonikleotid enzimleri arasinda Hinc II, Hind II, Ava Nci I ve Fnu
problarla ve zamanla azalan floresan tespit yontemledHI yer almaktadir (48). Bunlardan en sik kullanilani
ile kombine edilmistir (47). Bu teknik plazmada HIV-  Hinc Il enzimidir.

1 RNA tespiti i¢in plazma kdltiiriinden ¢ok daha hizli

ve onun kadar sensitiftir. Sensitivitesinin, 12 HIV-1
RNA kopyasindan daha az oldugu tespit edilmistir.
Cocuklarda, 3SR kullanilarak plazmadaki viral
RNA’nm tespit edilmesi ¢ok kolaylasacaktir. Ciinkii
infantlardan toplanan ¢ok kuguk hacimdeki brneklerleﬁ
calisilabilmektedir. Ayrica, RNA &lglimleri, viral
aktivite ve replikasyonu ¢ok daha dogru bir sekilde

Kesi yerinde hemifosforotioate’l1 ip¢ik
ekzoniikleaz negatif Klenow fragmani tarafindan kalip
olarak kullanilarak DNA sentezlenir (Sekil 4).
SDA’nin son versiyonunda reaksiyon iki adimda
erceklestirilmistir (49). Birinci reaksiyonda orijinal
edef sekansinin her iki ucunda bulunan kesilebilen
Hincll yeri ile hemifosforotioate formuna cevrilir.
Ikinci basamakta transforme hedef sekansinda

yansitmaktadir (47). . o .
. eksponansiyel amplifikasyon meydana gelir.
3. Iplikcik  uzaklastirarak amplifikasyon o o
(Strand Displacement Amplification, SDA) Bu Tekrarlanan, kesme/polimerizasyon-iplik¢ik
yontem ilk kez 1991 yilinda “Becton Dickinson”  Uzaklastirma basamaklari sonunda, hedef DNA’nin

firmasi tarafindan  gelistirilmistir  (48,49). SDA, ¢ogaltilmas1 saglanmis olur. Bu yontemle 5 saat iginde
hedefin eksponansiyel olarak ¢ogaltilmast igin spesifik ~ hedef DNA bir milyon kez gogaltilabilmektedir (48).
primerlar, bir DNA polimeraz ve restriksiyon Ozetle, tipik bir SDA tepkimesi su basamaklardan
endonikleazlar  kullanan  izotermal ~ DNA olusmaktadir; 1)  primer’larm  hedef DNA'ya
amplifikasyon yontemidir. iki saatlik bir siirede hedefi baglanmasi 2) polimerizasyon 3)

10" katma cogaltigi bildirilmistir (49). SDA hemiphosphorothioate Hinc Il bdlgesinden kesik
yonteminin temeli, restriksiyon endoniikleaz Hincll ile ©lusumu 4) Hinc [I'nin kesik bolgesinden ayrilmast 5)
spesifik yerlerin kesilmesine dayanir. Primer’larm 5'  Kesik bolgesinin ekzonikleaz negatif Klenow enzimi
uclarinda yaklasik 20 niikleotidlik herhangi bir DNA tarafindan tamiri ve arkadaki iplik¢igin
dizisi ve bunu izleyen uygun bir restriksiyon enzimuzaklastiriimasi.

bolgesi yer alirken 3' ucuna yakin boélgede hedef Avantaj ve dezavantajlari. SDA  reaksiyonu
DNA'ya komplementer nukleotid dizisi bulunur. kompleks olmasina ragmen her reaksiyon basamag
Restriksiyon enzimlerinin ¢ogu ¢ift iplikgikli DNA ayn1 zamanda maydana gelir ve reaksiyonu baslatmak
molekiilii tizerinde kendilerine 6zgt dizileri tanir ve icin ilave bir islem gerekmez. Baslangicta 95°C’de
bu bolgelerden DNA'y1 keserler. Kesilen DNA ipgigi, denatiirasyon yapma disinda SDA  reaksiyonlart
ekzonlkleaz negatif DNA polimeraz (KIenow j;gtermal kosullarda gerceklesir. 37°C’lik 1s1 kontrol
fragmani) ~trafindan kullamlarak uzaklastirilir - ve  cihazi diginda 6zel laboratuvar donanimi gerekmez.
primer igin tek ipcikli hedef DNA olugur. Aynmi  Ayrica SDA tek ya da cift ipgikli DNA ile yapilabilir.
zamanda, geride kalan kalip iplikcik ekzoniikleaz — gpp ile, yeterince amplifiye edilen hedef DNA’nm
negatif Klenow fragmani tarafindan kullamlarak yeni  ,iktart kisitlanabilic. Hedef uzunlugundaki her 50
DNA ipgigi olusur. Normal olarak, restriksiyon  nikjeotid artigi amplifikasyon seviyesini yaklasik 10
enzimlerinin parcalanma GrGnleri cift ipcikli DNA ot azaltr. Yontemi gelistirenler bu olaym tek ipgikli
tiretir. Bunlar SDA i¢in uygun kahiplar degildir. DNA kaliplara (burada ayrilma gerekmez) gore cift ipeikli
polimerazin iplik¢ik uzaklagtirma ve DNA sentezi  yalplar (burada bir ipeigin uzaklastirilmasi gerekir)
yapabilmesi igin reaksiyon ortamma dNTP ler yanisira icin DNA polimerazin daha az etkin olmasi ile ilgili
alfa-thio (alfaS) dNTP de konur. Tipik bir SDA oldugunu  belirtmektedirler. Bu olay SDA’nmn
reaksiyonunda dCTF, dGTP, dTTP ve dATP (alfas)fonksiyonelligini ciddi olarak etkilemezken
kullanilir, Béylece polimeraz enzimi kesigi onarirken amplifikasyondan sonra dekontaminasyon islemlerini
“adenin” yerine alfa-thio adenin kullanir ve komsu  etkilemektedir. Tiim enzimle katalizlenen niikleik asid
niikleotid ile phosphorothioate baglari olusmus olur. amplifikasyon islemlerinde oldugu gibi, SDA
Alfa-thio nikleotidler endoniikleazlar ile reaksiyonunda da, kullanilan drneklerin daha dnceden
kesilemediklerinden, ~yalmzca tek bir iplik¢igin  amplifiye edilen DNA ile kontamine olmasi ciddi bir
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problemdir. PCR ile karsilastirilinca SDA’da
dekontaminasyon daha zor olabilir. Ciinkii daha kisa
hedef sekanslarinm (50-100 bp) inaktive edilmesi
daha zordur.

SDA yontemi, kompleks reaksiyonlardan olusur.
Yontemin etkin kullanilabilmesi i¢in hedef DNA’da
kullanilan restriksiyon enzim bolgesini igermemesi,
¢ofaltilacak bolgenin 40-50 baz ¢iftinden uzun
olmamasi gerekir (3). Reaksiyonlar genellikle 37-
42°C arasinda yiirtitiildiigtinden, bu 1silarda non-
spesifik amplifikasyonlar olasidir. Bu dezavantaji
ortadan kaldirmak igin genellikle reaksiyonlara

Ancak, patojenler icin 6zgiin dizilerin varligini
saptayarak tani konulmasini saglar.

1. Ligaz zincir reaksiyonu (LCR): Ligaz veya
DNA ligaz, birlesme sonlarinda DNA’nin 2 pargasini
birlestirmede kullanilan 1stya dayanikli bir enzimdir.

Ligaz zincir reaksiyonu, ilk kez 1988 wilinda
Landegren ve arkadaslari (51) tarafindan tanimlanan
PCR gibi hedef baz dizilerinin tespit ve amplifiye
edilmesini  saglayan bir yontemdir. Bu islem
sonucunda reaksiyon Urtnleri eksponansiyel olarak
birikir (52). Bu yontemde, 2 kiigiik DNA primer’1 ve

katilmaktadir.

termostabil ligaz enzimi kullanihr. Denatiirasyon,
annealing ve ligasyon (baglama) sikluslarindan sonra

Son zamanlarda, SDA yontemi, klinik drneklerdepNA kopyasi olusur. Ist ile denatiire edilip kalip

ve alkali ile muamele edilen balgam 6rnekleride
tuberculosis  DNA’sin1 amplifiye etmekte
kullanilmaktadir  (50). SDA yontemi ile M.
tuberculosigin 40 farkli izolatinin hedef sekansi

DNA’dan oligoniikleotidlerin ayrilmasi saglanir. Daha
sonraki siklusta birbirine baglanan oligoniikleotid
ciftleri ve orijinal baz dizileri kahp olarak kullantlir
(Sekil 5). LCR yonteminde kullanilan ilk primer’lar

ko'_ayca tespit ed“mekte_ ve balg"am brneklerinde_r_] ?Idﬁahp olarak kullanmildig1 igin ikinci primer’lar birinci
edilen hedef DNA icin mikemmel sensitiflik orimer’lara tamamen komplemanterdir. i1k primer’lar

gostermektedir. Gelecek yillarda SDA’nin
mikrobiyolojik uygulamalarinin artmasi
beklenmektedir.

B. Prob amplifikasyon yoéntemleri Prob

amplifikasyon yodntemlerinde,
dizileri yerine bu dizileri saptamak icin kullanilan
oligontikleotid problar ¢ogaltilmaktadir. Bu nedenle,
hedef niikleotid dizilimi hakkinda bilgi vermez.

hedef nikleik asit

amplifiye edilemezse ikinci primerlar da amplifiye
edilememektedir. Bu nedenle, LCR ydntemi 6zellikle
hedef niikleik asitlerdeki nokta mutasyonlarin
saptanmasi igin yararhdir.

PCR ve LCR ile ilgili yeterli klinik g¢alisma
olmamasina ragmen bu iki teknik karsilastirilinca,
diagnostik caligmalarda LCR, PCR’dan daha yararli
olabilir. PCR ile olusturulan yeni DNA veya RNA

A B
o Tl — Sekil 4. SDA. Reaksiyonun ilk
BN T -5}52 yarisinda (A) orijinal hedef baz dizisi,
...—L..- her iki ugta bulunan kesilebilir Hincll
Ekzonmdeazneg_‘Klenow+dNTP'ler yeri ile hemifosforothioat formuna
H = - | ,5_1.‘___ —— doniigtir.  Bunlar reaksiyonun ikinci
“'_\ _—— E"IA 1 -—-gziklsmma katilir ve transforme hedef
! 52 L — sekansinm  eksponansiyel  olarak
Bl Ekzonifldear n;é amplifiye olmasmi saglarlar.
e 1 i Klenow + dNTP ler Reaksiyonun ilk (A) kisminda 6rmek
Bl 1 { Hine 11 DNA, hedef sekansini taniyan 4
m - Peta e spesifik primer ile birlikte 95°C'de
E'—_- - } ver defistinici denatiire edilir. 5 ucunda modifiye
} B2 s enzimler (displaz) | Hinell ¢ ) 3
Bl @ : — olmamig Hincll tanima yeri ve
“'m‘ ucunda spesifik hedefi baglama yeri
#}32“ olan iki primer (S1 ve S2) kullanilir.
————-_ﬂ_— Verdegigtiren iplikpiklere hibridize olan prirer'lar S1 ve S2 DNA iplikgiklerine zit
al 2d yonlerde baglanir. Diger iki primer (B1
-_E ve B2) sadece hedefe baglanan
primerlardir.  Restriksiyon endoniik-

leaz1 tantyan sekanslar1 yoktur.
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S1 ve S2 primerlarina bagagagi zit DNA ipgiklerine baglanirlar. Bl ve B2 primerlarinin birlikte baglanmasi ile reaksiyonun sonunu belirleyen
bir iirtin ortaya ¢ikar ve SDA’ya gore 6rnek DNA nin restriksiyon enzim klevaji igin ihtiyaci ortadan kaldirir. Primerlarin eklenmesinden sonra
reaksiyon karigimi 37°C’ye sogutulur ve ekzoniikleaz negatif Klenow fragmani ve Hincll ile birlikte dGTP, dCTP, TTP, ve dATPa’lar
(dNTP’lar) eklenir. Ekzontikleaz negatif Klenow fragmaninin DNA polimeraz aktivitesi ile 4 primer ayni zamanda uzamaya baglar (A). S1 ve
S2 primerlar,, 5’ ucunda modifiye olmamis Hincll yeri olan modifiye DNA’nin komplemanter ipgikleri olusur. B1 ve B2 ayni ipgikleri
kullanuma hazirlar. S1 ve S2 tarafindan kullarilarak yeni sentezlenen ipgikleri uzaklastirirlar. S1 ve S2’nin baglanma yerlerinin uzamasini
baslatan tanimli uglar ile yeni DNA ipgikleri tretilir. Baglangigta S2 ile kullanilip uzaklastirilan ipgiklere S1 ve B1 baglanirken S2 ve B2
baslangicta S1 ile kullanilip uzaklastirilan ip¢iklere baglanir (A). Bu kalipta ortaya ¢ikan uzama ve uzaklastirma reaksiyonlart sonunda, her
ucta hemifosforothionate HinclIl yeri ile tanimlanan iki fragman olusur. Simdi, hemifosforothionate Hincll uglari bulunan orijinal hedef
DNA’nin kopyalar1 olugur (A, alt kisim). Bu kopyalar, SDA reaksiyonunun ikinci kismina girer (B). S1 ve S2°de baglanma ve uzama
adimlarindan sonra ¢ift ipgikli, belirli uzunlukta, her ucunda Hincll yeri olan ve kesilmeye yatkin (S1 ve S2’nin u¢larinda moditiye olmamis
Hincll yerleri vardir) ipgikler olusur. Tekrarlanan kesilme, DNA polimerizasyonu ve zincir uzaklastirilmasi sikluslarindan ve S1 ve S2 ile
uzaklastirilan tek ipgiklerin baglanmasindan sonra hedef DNA’da eksponansiyel amplifikasyon meydana gelir.

molekiillerinin DNA’ya  spesifik olup olmadigini
tespit etmek i¢in dogrulama ve tanimlama yapilmasini
gerektirir. Bunun aksine, LCR sadece tespit amaciyla
bilinen baz dizileri kullanilarak uygulanir. Problar
birbirine baglanma sirasinda bitisik yerlere hibridize
olur (53).

Avantaj ve dezavantajlari: LCR’in en Onemli
avantajlar1 yiiksek derecede spesifik olmasi ve PCR
gibi diger hedef amplifikasyon yontemleri (Tablo 3)
ile birlikte kullanilabilmesidir. Ayrica, LCR’m
diagnostik laboratuvarlarda kullanilmasimi  ¢ekici
yapan otomatik tespit sistemleri vardir (54). LCR’1n
dezavantajlart ise; her basamakta DNA ligaz ekleme
zorunlulugu, enzimin yiiksek 1silarda etkinligini
kaybetmesi,
olugabilmesi ve giiniimiizde henliz kontaminasyon
kontrol sistemlerinin olmamasidir. Termostabil DNA
ligaz kullanilarak, hibridizasyon yiiksek 1silarda
yapilabilmektedir (54)

LCR’1n bir varyasyonu, ayrik LCR (gapped LCR,
gap-LCR) olarak adlandirilir., Bu metotta hem
polimeraz hem de ligaz enzimi kullanildig1 i¢in gap-
LCR’in spesifikligi 4 nedenle daha da artmistir.

Birinci olarak; LCR oligonukleotidleri ancak uygun
hedef baz dizisi ile hibridize olur, ikinci olarak; DNA

polimeraz sadece uygun ¢iftlesmis 3’ uglarmin
uzamasini saglar, tiglincti olarak; gerekli niikleotid
trifosfatlar saglanirsa DNA polimeraz, birlesen
oligontikleotidler arasindaki boslugu (gap) tamamen
doldurmaktadir, ve dordiincii olarak; DNA ligaz,
sadece uygun sekilde ¢iftlesen ve yanyana gelen 3° ve
5’ uglarmi birbirine baglamaktadir. Bu nedenle, LCR,
N. gonorrhoeaeve N. meningitidisdde oldugu gibi
birbirine yakin baz dizilimi gosteren
mikroorganizmalarin ayirt edilmesinde daha tatmin
edici sonuglar vermektedir (53). Son yillarda, ayrik
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nonspesifik amplifikasyon Uriinlerinin

LCR diginda, LDR (Ligase Detection Reaction),
pLCR ve RPR (Repair Chain Reaction) adi verilen
LCR yo6ntemine benzer farkli teknikler; gelistirilmigtir
(55).

Uygulamalarr: LCR, Klinik  6rneklerde N.
gonorrhoeae (56) ve C. trachomatisn (57) tespit
edilmesinde kullanilmaktadir. Kiilttirle kargilastirmali
yapilan bir ¢aligmada 100 {irogenital 6rnekteki N.
gonorrhoeaénin tanimlanmasi amaciyla 3 prob ¢ifti
incelenmis ve yiiksek derecede sensitif (%100) ve
spesifik (%98.7) oldugu tespit edilmistir. Diger
Neisseriaetiirleri veya iirogenital drneklerde siklikla
rastlanan diger mikroorganizmalar ile kros reaktivite
goriilmemigtir (53).

C. trachomatisn tespit edilmesi yoninden PCR
ve LCR karsilagtirilmis ve her iki yonteminde 3
elemanter cisimcigi tespit igin yeterli sensitiflikte

5 3
3 crrrrrrrrrrrorerer), dsDNA
l Drenatiirasyon: zincirler ayriir

s A

gllliiiiniiiiiiiil . ssDNA

N RRRRERRnannnnnn skl

Annealing: primer'lar
l hedef DN A'va baglamr
5I||||| T V] |::|3I
3I SI 3| SI

5t
5 Ky 3!
3'|||IIIFI.!H5'

l Ligasyon : primer'lar arasmdald
pentidin enzimatile yapgtinlmas:

T Tt dsDMA
L1 L T ee—— | dsDMA

Sekil 5. LCR’daki ilk siklus. Bagli problar daha sonraki
amplifikasyonlarda kalip olarak kullanilir. Bu nedenle
orijinal hedef DNA amplifiye olur.
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Tablo 3. in vitro 3 amplifikasyon yonteminin karsilagtiriimasi

PCR LCR 3SR

Enzim tek etapta eklenebiliyor mu? Evet Evet Evet
Gerekli enzimler DNA polimeraz DNA ligaz RT, RNase H, RNA polimeraz
Spesifikligin yiiksek olmasi termostabil enzime bagli midir? Evet Evet Hay1r
Gerekli olan hedefe spesifik problarin sayisi 2 4 2
Termal sikluslar gerekir mi? Evet Evet Hayir
Kontaminasyon kontrol stratejileri mevcut mu? Evet Hayir Hayr
Uzun baz dizileri amplifiye edilebilir mi? Evet Hayir Hayir
Uranlerin tespit edilmesi kolay midir? Evet Evet Hayir
Urtinler klonlanmig veya baz dizilimleri belirlenmig midir? Evet Hayir Evet
Otomatik tespit sistemleri mevcut mudur? Evet Evet Hayr
RNA amplifikasyonu miumkin midir? Evet Hayir Evet

oldugu bildirilmistir., Hem major dis membran
proteinleri

oligontikleotidlerin kullanildig1 bir ¢alismada 15 C.

Birinci

hibridizasyon
Baglanma

Yilzama

Iagnetik bonculg

Serhest
lalma

flinci
hibridizasyon

Hedefe
reversibl
baglanma

IWagnetik bonculk

%’ %& Arrplifikasyon
S

(2,4, 8 16, 32, vs.)

Sekil 6. QR replikaz dual capture assay. Hedef DNA veya
RNA’y1 hibridize etmek igin hedefe spesifik capture
problar (poli G) ile birlikte bir MDV-1 (QR replikaz
substrati) probu kullanilir. MDV-1 probu, capture
probunu hedef DNA’ya baglar. Daha sonra bu
komplekse, bir ucuna magnetik boncuk baglannmus olan
capture problar (poli C) baglanmaktadir. Boncuklar
yikanarak MDV-1 problarinin hedeften ayrilmasi
saglanir. Bu igleme 3 veya daha fazla devam edilip
hedef-MDV-1 prob kompleksleri, QR replikaz iceren
amplifikasyon tampon sivis1 igine konur ve {zerine
yikanmis hedef-prob kompleksi eklenir. Bu karisim
37°C’'de inklibe edilerek prob amplifiye edilir.

trachomatisserovar’1 amplifiye ve tespit edilmis iken

hem de plazmidlerden derive edilen16 kontaminant mikroorganizma amplifiye olmamistir.

PCR’mn aksine, daha fazla spesifiklik elde etmek i¢in
LCR’1n ilave proba gereksinimi yoktur (57).

LCR, M. tuberculosiskompleksine spesifik bir
insersiyon sekansindan elde edilen floresanla
etiketlenmis oligoniikleotitler kullanilarak yapilirsa bu
mikroorganizma ile ilgisi olmayan DNA karisiminda
M. tuberculosis kompleksi tespit edilebilmektedir
(58).

2. QB replikaz amplifikayon yodntemi: QB
replikaz, ilk kez 1988 yilinda Prickard ve arkadagslari
tarafindan tanimlanan bir prob amplifikasyon
yontemidir (59,60). Bu yontem, Rreplikaz enzimi
tarafindan hedef  hibridizasyonundan sonra
eksponansiyel olarak amplifiye olan bir RNA
molekiline, tek iplikcikli oligoniukleotid probun
katilmasi temeline dayanir (61,62). Qp replikaz, (@
bakteriyofajinin replikasyonunda gorev alan bir RNA
bagimli RNA polimeraz enzimidir. Bu enzim, Qf
RNA genomunun molekil-ici baz ciftlerinin
olusturdugu 6zgiin sekonder yapiy1 tanir.

QB replikaz yonteminde 6nce hedef DNA’y1 tek
zincir haline getirmek icin 85°C’de denatlrasyon
vapilir (Sekil 6). Hedef, tek ipgikli RNA ise bu etaba
gerek  yoktur. Reaksiyon karisimi  sogutulur
sogutulmaz, QP replikaz i¢in dogal kalip gérevi yapan
midivariyant 1 (MDV-1) raportér probu (63) ve
spesifik capture problar eklenir.fQreplikaz enzimi
MDV-1 RNA’y1 substrat olarak kullanabilmektedir
(64). Yakalayici problar, bu islem sirasinda
baglanmayan raportor problarm ortamdan
uzaklastirilmasini saglar. Reaksiyon karisimi 37°C’de
30 dk inkiibe edilerek hibridizasyon gergeklestirilir.
Hibridizasyon sartlar1 reaksiyon spesifikligini etkiler.
Yani hibridizasyon, sadece bir tek baz ile ayrilan
hedefler arasinda ayirdedilen sartlarda meydana gelir.
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Ayrica, testin spesifikligini artirmak igin raportdr ve
capture problarm sekansi optimize edilir. Bdylece her
ikisi de sinyal olusturmak tizere hibridize olur.
Hibridizasyondan sonra, baglanmayan MDV-1
problart yikanarak uzaklagtirilirken baglh olan MDV-1
problart  uzaklastirilamaz  ve  arka  planda
amplifikasyon meydana gelir. Reaksiyon karigimi
daha sonra 37°C’ye 1sitilir ve MDV-1 amplifikasyon

muazzam miktarda amplifikasyon iirlinii olusturmasi
disinda  otomatize sistemleri de gelistirilmistir.
Ilaveten, multipl hedef tespit yontemleri yapilabilir
(59). Farkli MDV-1 raportér problar, bir deneyde
kullanilabilir. Hibridizasyon ve amplifikasyondan
sonra, bunlar farkli hedeflerin tanimlanmasmi
saglayan spesifik cDNA capture problarma gore
siralanabilir.

reaksiyonunu baglatmak i¢in QB replikaz eklenir. 15
dakikadan sonra, EDTA eklenerek amplifikasyon
reaksiyonu durdurulur. Amplifiye olan Urtnler, bu
tirtinleri tespit eden yontemlerden biri kullanilarak
Olculur. Prichard ve Stefano, RNA birikimini 6lgmek
icin niikleik asidlere baglanan bir floresan boya
kullanmiglardir.

QB replikaz yonteminin en dnemdlezavantajlarr,
baglanmayan ya da nonspesifik olarak baglanan
raportdr problarin amplifikasyon i¢in kalip olarak
kullanilmas1 ve yanhs pozitifliklere neden olmasidir.
Bu nedenle maksimum duyarlilik elde edebilmek i¢in
amplifikasyon sirasinda ¢ok titiz davranmak ve
baglanmayan veya nonspesifik baglanan problarin

Bu yontemin duyarli bir test olarak kullanilmasint  ayrilmasmi saglayan etkili yontemlerin kullanilimasi
engelleyen tek problem arka planda amplifikasyorgerekir. @@ replikaz yonteminde baglanmayan MDV-
girtinlerinin ~ olusmasidir.  Arka planda olusan 1 problarinin basariyla ayrilmasmi saglayan geri
amplifikasyon  drlnleri  tespit  edilerek  net doniisiimlii hedef capture (60,66) veya ¢ift yakalama
amplifikasyon hesaplanabilir. Hibridizasyonu kontrol (dual capture) yontemleri gelistirilmistir. Sorunu arka
etmek icin (B substratinda RNAse III enzimine plan gurdltt ve 06zgul olmayan amplifikasyon
duyarli bir bolge eklenir (65). RNAse III igin ¢ift  triinlerinin olugsmasidir. Ancak, yukarida anlatilan
ipgikli RNA substratlar olusmadigi i¢in prob hedef  yollarla bu sorun ¢6zilebilir. MDV-1 cDNA dizilerini
nikleik aside hibridize olduktan sonra RNAse Il igeren plazmid ve @ replikaz enziminin ticari olarak
tarafindan tanmnamaz. RNA problar: hedef niikleik asit ~ satiginin =~ olmamas1  yontemin  yaygin  olarak
dizilerine hibridize edildikten sonra ortama eklenenkullaniimasi engelleyen diger sorundur. Test tamamen
RNAse |ll, tek iplik¢cikli RNA molekillerini  optimize edildigi zaman capture (veya recapture)’in
parcalayarak, nonspesifik amplifikasyon urtnlerininetkinligi her siklus i¢in yaklagik %65-75°dir. Arka
olusmasmi engeller. Oysa, hibridize olmus ¢ift  zeminde olusan hibridizasyon nedeniyle bu testin
iplikg¢ikli RNA molekiilleri saglam kalir, ve QB ticari versiyonlarinin tespit sinir1 yaklasik 600 hedef
replikaz icin substrat gérevi gorurler. Enzimin otuz molekuldir.
dakikalik bir tepkime sonunda, probu yaklagik 10° kez

cogaltabildigi bildirimektedir (3). Arka plan giiriiltii problemi ¢oziilebilirse, basitligi

ve muazzam amplifikasyon yapabilmesi nedeniyle QR
replikaz yéntemi, molekiler diagnostik laboratuvarlar
icin gekici bir yontem olacaktir. QB replikaz yontemi

ile M. tuberculosis (67), Plasmodium falciparum,
HIV-1, CMV, C. trachomatisre N. gonorrhoead€68)
dahil  gesitli  mikroorganizmalarm  tanimlayip
tanimlayamayacagi arastiriimaktadir.

Avantaj ve dezavantajlarr: QB replikaz yonteminin
en 6nemli avantaji ¢ok hizli olmasidir (59). 37°C’de
her 20 dk’da 200nukleotid RNA hedef meydana
¢ikar. Teorik olarak 200 niikleotid RNA hedef 13 dk
icinde 102 progeni ipgik ortaya ¢ikarir (62). Bilyiik
miktarda olusan bu driinler niikleik asid tespit
yontemlerinden herhangi biri ile incelenebilir. Deney
2-3 saat i¢inde tamamlanabilmektedir. Bir diger
onemli avantaji reaksiyonun izotermal sartlarda
gerceklesebilmesidir. Bu nedenle, 37°C’lik dis 1s1y1
kontrol eden cihaz disinda spesifik laboratuvar
donanmimina ihtiyag duyulmamaktadir. Reaksiyon
sonunda buydk miktarda amplifikasyon Grini
olustugu icin bu prosediir oldukca duyarli ve tatmin
edicidir. Cunku buyidk miktardaki amplifikasyon
Urdnleri nonradyoaktif yontemlerle kolayca tespit
edilebilmektedir. @ replikaz ydnteminin basit ve

C. Sinyal amplifikasyon yéntemleriSon yillarda
gelistirilen gesitli sinyal amplifikasyon yontemleri ile
prob bazli testlerin duyarlihgr arttirilmistir (69).
Sinyal amplifikasyon yontemlerinde hedef DNA veya
RNA’nmm spesifik baz dizilerine baglanan probun
yaydig1 sinyaller arttirilmaktadir. Bu yontemlerde,
farkli hedeflere karsi kullanilan multipl etiketli problar
veya prob sinyalini artirmak amaciyla multipl
enzimlerle birlestirilen primer ve sekonder prob
kombinasyonlar1  kullanilir ~ (69). Basit sinyal
amplifikasyon yontemlerinde bir tek hedef proba
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baglanan multipl raportér molekiiller kullanilir. Bu

durumda, sadece bir raportér molekulli proba goéreroblemlerinin
Bu gerekmemesi ve komplike deney kosullar1 veya atik

daha fazla sinyal elde edilebilmektedir.
yontemlerin en onemliavantajlarr;
hedefleri veya  problar1  amplifiye  etmeden
mikroorganizmanm tespitine imkan verdigi igin

kontaminasyon problemi yoktur. Kullanilan problar

enzimle birlestirilmistir. Dezavantajlart ise; raportor

problari nonspesifik baglanmasi sonucu ortaya ¢ikan
arka plan gdraltadar. Bu  problem
prosediirde modifikasyonlar yapilmig, hedef capture
problar kullanilarak arka plan giiriiltt azaltdmigtir
(66). Bir diger dezavantaji, duyarliliinm hedef ve
prob amplifikasyon yontemlerine goére daha diisiik
olmasidir.  Sinyal amplifikasyon yo6ntemlerinin
duyarlilig1 10°-10° molekiildiir (70).

Bu yontemde bazi iyilestirmeler yapilmistir. Bir

nikleik asid

nedeniyle

Nonradyoaktif sistemlerin avantajlari; yarilanma 6mrii
olmamasi, Ozel diizenlemelerin

imha problemlerinin olmamasidir.

Giintimiizde  kullanilan
yontemlerinde biotin,
peroksidaz (HRP) ile

nonradyoaktif  tespit

etiketleme yapilir. Bu

molekdller, enzimatik veya nonenzimatik yontemlerle

direkt olarak niikleik asid problara baglanabilmektedir
(74,75). Bu raportdr gruplar; 1) avidin, genellikle
peroksidaz veya alkali fosfataz gibi bir enzime
baglanir ve antidigoxigenin alkali fosfataz konjugat
kullanilirsa kromojenik olarak, veya 2) HRP ile
katalize olan 1gik {iretimi ile tespit edilebilir.
Giintimiizde DNA-RNA problarint etiketleme ig¢in
kullanilan bir ¢ok ticari hazirlanmis kromojenik veya
kemiluminesan substratli kitler bulunmaktadir. En son

tek prob Gzerinde multipl raportdér molekil kullanmak gelistirilen nonradyoaktif raportdr prob etiketleme

yerine multipl etiketli problar kullanilir. Etiketli
problar  hedef sekansmm  farkli  bolgelerine
yonlendirilmigtir. Boylece multipl hibridizasyon
sonucu bir probun irettiinden daha fazla sinyal

yontemi kemiluminesan yontemidir. Kemiluminesan
raportdrler, hibridizasyon reaksiyonu tamamlandiktan
sonra bazi substratlarla 151k salan kimyasal gruplardir
(76). Yayilan 151k birka¢ yontemle tespit edilebilir;

uretilir. Daha fazla sinyal Uretmek icin daha komplikeOtoradyografi, sintilasyon sayaci veya luminometre

sinyal amplifikasyon yontemleri gelistirilmistir. Bu
yontemlerin  birinde kullanilan etiketsiz hedefe
baglanan probda hem hedef sekansina komplementer
bir bolge hem de daha kiiciik hedeften bagimsiz
multipl raportér prob bolgeleri vardir. Bu ydntem
bilesik prob ag1 olusturur. Ozellikle multipl raportor
molekiiller raportér problara baglaninca sinyalde
anlamli artma meydana gelir.

Nukleik asid hibridizasyonunun tespitinde
kullanilan raportor molekiiller

denen aletlerle 6lcilebilmektedir.
testlerinin duyarliligi hem 3P ile etiketli problar hem
de nonradyoaktif raportér yontemlerinin avantajlarina
sahiptir. In situ hibridizasyonla prob tespiti igin, en
popliler yo6ntem, o6rnek lami lizerine glimiis
emiilsiyonu yayilarak otoradyografik  tespit
yontemlerinin radyoaktif etiketlerle birlestirilmesidir
(77). Hibridizasyon tespitinde kullanilan kromojenik
prosediirlerin uygulandi81 testler, simdi ticari olarak
mevcuttur (78). Biotin, in situ hibridizasyonda
kullanilan nonradyoaktif bir etikettir. Digoxigenin,
artan siklikta kullanilmaktadir. Konjuge enzim

digoxigenin ve horseradish

Kemiluminesan

substratla inklibe edildikten sonra hibridizasyon
yerinde renkli bir presipitat meydana gelir. Radyoaktif
problar halen sensitivite yoniinden altin standart kabul

edilmekedir. Cunkld in situ hibridizasyon icin her

Gecmiste, genellikle raportér molekiiller olarak
radyoaktif izotop etiketler P, *S ve )
kullanilmaktaydi. Bu raportdrler, son etiketleme veya

random priming gibi teknikler kullanilarak niikleik ~ hiicrede en az 10 mRNA  kopyasin tespit
asid problarina dahil edilebilir (71-73). Hibridizasyon ~ edebilmektedir (79).

reaksiyonlarini  tespit etmek i¢in daha  sonra Kullanilan prob sayisma gore farkli sinyal
otoradyografi veya beta sayag¢lart kullanilir. Klinik amplifikasyon  yontemleri gelistirilmistir. Hedef

laboratuvarlarda rutin kullanim i¢in radyoizotop tespit
yontemlerinin bazi dezavantajlar1 vardir; izotopun
yartlanma siiresine bagimlidirlar, radyasyon tehlikesi
vardir, kullanici tarafindan uyulmasi gereken kurallari
ve atik imha problemleri vardir. Son yillarda bir¢cok
nonradyoaktif tespit yoOntemleri gelistirilmistir.
Spesifik aktivite,
olmasina ragmen diger jenerasyonlarda daha iyidir.

34

dizilere spesifik ¢ok sayida farkli prob kullanilan
sistemlerin duyarliligi, az sayida prob kullanilan
sistemlere gore daha fazladir. Bu durumda bir hedef
proba birden fazla probun baglanmasiyla probun
sinyali artmaktadir. Bu tstiinliik, 6zellikle HIV, HCV

A > .. gibi mutasyonlarn sik oldugu viral gen dizilerinin
ilk jenerasyon sistemlerde koti

saptanmasinda yararli olmaktadir.
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baglanan probla hibridizasyondan sonra istenen
niikleik asid sekansini izole etmek igin spesifik bir
hedef yakalayici prob kullanilir (Sekil 7). Once hedef
niikleik asit, 6zgiin problar ile hibridize kat1 faza
baglanir. Dallanmig DNA probu ile iglemden sonra
ortama haberci molekiiller (alkalen fosfataz) tagiyan
ve dallara {izgli diziler tasiyan problar eklenir.
Boylece her bir bDNA probuna yaklagik 3000 haberci
molekiil baglanmis olur. Haberci molekiillerin
olusturdugu sinyaller uygun bir substrat kullanilarak
luminometre ile 8lgiiliir. Yontemin duyarliligi 10° -10°
molekuldir.

Burada kullanilan hedef baglayan problar, iki
hibridizasyon  sekansi1 kapsayan bilesik prob
sisteminde kullanilan hedef baglayan problara benzer.
Bir bolimii hedef sekansin komplemanteri digeri ise
bDNA amplifikasyon multimeri ile hibridlesme
kapasitesindedir. Amplifikasyon  multimeri, bu
yontemin amplifiye edici glclni gosterir. Bu
multimerler, oligoniikleotidlere belirli araliklarla
katilan dallanan niikleozid analoglarindan yapilan
tarak seklinde iskelet iizerinde kimyasal olarak
sentezlenir. Multimerler, bir¢ok hedeften bagimsiz
raportdr problara baglanir, sinyalde anlamli artiglara
neden olurlar. Bu sistemde kullanilan raportor

Sekil 7. bDNA sinyal amplifikasyon yéntemi. Mikroorganizma molekiillerin tipine bagli olarak, her hede.f.sekansma
parcalanarak elde edilen hedef nikleik asid denatire3000 den fazla raportdr molekiil katilabilir. bDNA

edilir (1). Bu ntikleik asidler, kat1 faza baglanmis capture
problarla (a) hibridize edilir (2). Daha sonra komsu hedef
sekansla hibridize olan ve dallannmus DNA (amplifikasyon

multimerleri) ile hibridize olabilen ekstender problar (b)
eklenir. bDNA'ya (3) enzimle etiketli problar hibridize

edilir (4). Substrat (dioxetane) eklenip ortaya ¢ikan
kemiluminesans él¢dlur (5).

1. Bilesik problar: Bilesik problar iki islevsel
bilesenden olugur: birincil prob, hedef dizilere
O0zglindir ve aym zamanda ikincil problarmn
baglanabilecegi cok sayida bolge igerir. Ikincil problar
ise sinyal olusturan haberci gruplar (6rnegin, biotin)
tagir (80). Hedef DNA dizilerine baglanan birincil
problar ve bu yapilara baglanan ikincil problar bilesik
prob agi olusturur, ve boylece probun olusturdugu
sinyaller onemli ol¢iide cogaltilmis olur. Yontemin
duyarlilig1 10* -10° molekildr.

2. Dallanmis DNA (branched DNA, bDNA)
prob  yontemi:  Chiron firmasi tarafindan
gelistirilmistir.  Glintimiizde en  gli¢li  sinyal

prob yontemi yiiksek spesifiklige sahiptir. Ciinkii
sinyal amplifikasyonu meydana gelmeden dénce hem
capture hem de hedef problar baglanmaktadir. Bunun
aksine, nonspesifik hibridizasyonda ayni1 non-hedef
sekanslara hem capture hem de hedef problarin
hibridize olmasi nadiren ortaya ¢ikar.

bDNA’nimn prob yonteminin en énemli avantajlart,
uygulama kolaylig1 ve bir testte birka¢ farkli capture
ve hedef baglama problarmin kullanilabilmesidir.
Boylece anlamli sekans heterogeneitesi olan hepatit C
virist ve HIV gibi virlslerin hedef nikleik asidleri
tespit edilebilmektedir. Sekans farkindan dolay1
spesifik capture veya hedef problar hibridize olmazsa,
arta kalan prob komplekslerinden dolay1 sinyal tiretimi
tamamen kaybolmaz. Hepatit B ve C virusleri (82,83),
HIV-1 (84) ve CMV (85) icin bDNA prob yontemleri
gelistirilmektedir. bDNA prob yontemi viriisler
hakkinda kantitatif bilgi de sagladigi i¢in antiviral
tedavinin izlenmesinde de kullanilir. Antiviral
tedaviye cevabin belirlenmesi ile daha uzun siire
tedavi gerekip gerekmedigi veya antiviral ajan

amplifikasyon yontemi kabul edilen bu teknikte y,,, artirilip arttirilmamasina karar verilmektedir.

(70,73,81) bir ¢cok raportdrlerle birlikte multipl prob

kullanilir. Bu yontemde etiketlenmemis bir hedefe
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SONUC

Hedef  amplifikasyon  yontemleri,
mikroorganizmalarm varhigmi saptamalart ve gen
dizilerine iliskin bilgi verebilmeleri agisindan
yararhdir. Prob amplifikasyon yontemleri ise 6zellikle
nokta mutasyonlarin saptanmasinda ige yarayabilir. Bu
iki yontemin duyarliliklari, uygun kosullar altinda ¢ok
yiiksektir. Ancak bu avantajlari, aymi zamanda
dezavantajlar1 da olmaktadir. Gerekli 6nlemler
alinmazsa capraz bulaslara bagli yalanci pozitiflik
siktir. Sinyal amplifikasyon yontemlerinde niikleik asit
dizilerinin ¢ogaltilmas: s6z konusu olmadigindan
capraz bulaglara bagli yalanci pozitiflik ¢ok ender
goriiliir. Ancak, bu yontemlerin duyarlilig: ilk ikisine
gore daha diistiktiir. Bu nedenle klinik &rnekte patojen
say1s1 goreceli yliksek olmalidir.

Diger bazi  amplifikasyon yontemleri de
gelistirilmistir, ancak ticari kitleri henliz mevcut
degildir. Gelecekte bu yontemlerin rutin tamdaki
rollerinin ne olacagi bilinmemektedir. Niikleik asit
sekansma dayali amplifikasyon (nucleic acide-based
amplification, NASBA), @ replikaz amplifikasyonu
ve iplikcik uzaklastirarak amplifikasyon (strand-

displacement amplification, SDA) sistemleri ticari

kullanima uygundur ve gelecekte gelistirilmeleri
beklenmektedir (6).
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