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Ozbilgi/Amag: Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) son yillarda bilimsel ¢alismalarda oldukca yogun kullaniimaya baslanan 6zgiil ve
duyarh bir molekiler biyolojik bir tekniktir. PZR, enzimatik bir reaksiyon oldugundan inhibitérlere karsi oldukga duyarhdir. Bu in-
hibitorlerin olusmasi PZR’in dnemli bir dezavantajidir. Clinkd inhibitorlerin olusmasi sonuglarin duyarhhgini etkileyecegi gibi, yanlis
negatif sonuglara da neden olabilmektedir. Bu derleme’nin amaci PZR ¢alismalarinda karsimiza gikabilecek inhibitorler ve bunlarin

ortadan kaldirilmalari igin alinmasi gereken 6nlemler hakkinda bilgi verilmesidir.
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Backround/Aim: Polymerase chain reaction (PCR) is a specific and sensitive molecular biological technique that has been used in-
tensively in recent years in scientific studies. PCR is highly sensitive to inhibitors since it is an enzymatic reaction. The formation of
these inhibitors is a significant disadvantage of PCR. Because the formation of inhibitors can affect the sensitivity of the results, as
well as cause false negative results. The purpose of this review is to give information about the inhibitors that can be anticipated

in the intended PCR studies and the precautions that should be taken to remove them.
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1. Girig

Hedef nikleik asit zincirlerinin spesifik komplementer oligo-
nikleotidler ve i1stya dayanikh polimeraz enzimleri kullanilarak
in vitro olarak ¢ogalmasini saglayan Polimeraz Zincir Reaksiyo-
nu (PZR), oldukga guvenilir bir tekniktir (Erlich ve ark, 1991).
Teknik ilk defa Saiki ve ark. (1985) tarafindan hemoglobinopati-
lerin tanisinda kullanilmistir. Teknik stpheli hastalik materyalle-
rindeki mevcut niikleik asit pargaciklarinin sayisinin arttiriimasi
ya da amplifikasyonu temeline dayanmaktadir. PZR’nin genetik
ve enfeksiydz hastaliklar ile kanser vakalarinin teshisinde de
kullanilabilecegi bildirilmistir (Yetilmezer, 2010).

2. PZR inhibitorleri

Polimeraz zincir reaksiyonu enzimatik bir reaksiyon oldugun-
dan inhibitér maddelere karsi duyarlidir. PZR inhibitorlerinin
olusumu teknigin biyik bir dezavantajidir. PZR inhibitorleri,
numuneden kaynaklanabilecegi gibi, 6rneklerin islenmesi veya
nikleik asit ekstraksiyonu sirasinda da reaksiyona eklenebilir.
PZR’nin kismen veya tamamen inhibe olmasi, sirasiyla yon-
temin hassasiyetinin azalmasi veya yanlis negatif sonuglarin
ortaya ¢ikmasina neden olur. PZR, mikroorganizmalarin ve ge-
netik belirteglerinin saptanmasi ve tanimlanmasi igin standart
yontem olarak giderek daha fazla kullaniimaktadir. Bununla
birlikte, yontem, analiz edilen numunede bulunabilen ve tah-
lilin duyarhgini etkileyebilecek veya yanlis negatif sonuglara yol
acabilecek maddeler tarafindan inhibe edilebilir (Schrader ve
ark, 2012).

PZR inhibitorleri farkl 6zelliklere ve etki mekanizmalarina sahip
cesitli maddeler grubudur. Bunlardan bazilari gogunlukla belir-
li spesifik 6rneklerde bulunur. Bu nedenle PZR 6ncesi nikleik
asitlerin hazirlanmasi igin matris-spesifik protokoller gerektirir.
PZR inhibitorleri ¢ok heterojen kimyasal maddeler grubudur.
Belirli bir matris, birgok farkli inhibitér madde igerebilir ve ayni
inhibitorler birgok farkli matriste bulunabilir. PZR inhibitorleri,
¢Ozlinen veya kati olabilen organik ve inorganik maddelerdir.
Bilinen inhibitérlerin ¢ogu organik maddelerdir. Bu maddeler
proteinazlar ve miyoglobin, hemoglobin, laktoferrin, hafifletil-
mis immunoglobin (IgG) ve kollajen gibi proteinlerin yanisira,
safra tuzlari, Ure, fenol, etanol, polisakkaritler, sodyum dodesil
sulfat (SDS), humik asitler, tannik asit ve melanindir. Kalsiyum
ise PZR (izerinde inhibitor etkisi olan inorganik bir maddedir
(Rossen ve ark, 1992, Radstrom ve ark, 2004). Organik veya
inorganik madde olmasinin yanisira bilesigin konsantrasyonu
da inhibitor etki agisindan énemlidir.

PZR inhibitorleri gesitli biyolojik materyallerde, ¢evresel numu-
nelerde ve gidada bulunabilir. Buna ek olarak, inhibitér madde-
ler, tasima, drnek isleme veya niikleik asit ekstraksiyonu sirasin-
da istem disi bir sekilde ilave edilebilir (Schrader ve ark, 2012).
Disardan ilave edilen maddelere 6rnek olarak fazla miktardaki
KCl, NaCl ve diger tuzlari, sodyum deoksikolat, sarkosil ve SDS
(Weyant ve ark, 1990), etanol ve izopropanol (Bessetti 2007) ve
fenol (Katcher ve Schwartz, 1994) verilebilir.

PZR inhibitorleri etkilerini genellikle DNA ile dogrudan etkile-
sim gostererek veya termostabil DNA polimerazlara midahale
ederek gosterirler. Etkenlerin DNA'ya dogrudan baglanmasi
amplifikasyonu 6nleyebilmekte ve inhibitér madde ile DNA'nin
birlikte saflastiriimasini  kolaylastirabilmektedir. inhibitérler
maddeler, dogrudan DNA polimeraz ile etkilesime girerek en-
zim aktivitesini bloke edebilirler. DNA polimerazlar magnezyum
gibi inhibisyon hedefi olabilecek kofaktorlere ihtiya¢ duyarlar.
Mg?"'yi indirgeyebilen veya DNA polimerazin Mg*"'yi baglamasi-
na midahale eden ajanlar PZR'yi engelleyebilir (Bessetti, 2007).

2.1.islenen Numunelerdeki inhibitérler
2.1.1.Kan, serum ve plazmadaki inhibitor maddeler

Kan, serum veya plazma 6rneklerindeki inhibitor maddeler IgG,
hemoglobin ve laktoferrindir (Al-Soud ve ark, 2000, Al-Soud ve
Radstrém, 2001). Heparin gibi antikoagulanlar da PZR’yi inhibe
edebilir (Costafreda ve ark, 2006). Bu inhibit6rlerin birgogunun,
reaksiyonun enzimlerini degil dogrudan RNA'yi etkiledigi dusu-
nilmektedir. RNA serumdan ekstrakte edildiginde sollisyondaki
inhibitorlerin varhiginin RT-PZR ile viral RNA’'nin amplifikasyonu-
na ciddi bir engel olusturabilecegi bildiriimektedir (Konet ve
ark, 2000). Hormonlar ya da asiklovir gibi antiviral maddeler
de amplikasyonu etkileyebilmektedir (Burkardt, 2000). Kanda
bulunan ve yukarida ifade edilen inhibit6rlerin yanisira proteaz
aktivitesi de PZR etkinliginin azalmasina yol agabilir (Kermekc-
hiev ve ark, 2009).

Heparin’in inhibitor etkisi DNA ile arasindaki etkilesime dayan-
makta ve buna Mg’nin aracilik ettigi diisiinilmektedir. Heparin
geleneksel fenol-kloroform ekstraksiyonunda DNA ile birlikte
islem gériir. inhibisyonun, tekrar eden etanol presipitasyonu,
kaynatma ve pH degisikliklerini takiben jel filtrasyon ile tersine
cevrilmemesi, heparin ile DNA arasinda bir benzerlik oldugu-
nu gostermektedir. Bu nedenle heparin inhibisyonunun hedef
niikleik asitlerle rekabet etme yetenegine bagh olabilecegi du-
sunllmektedir (Al-Soud ve Radstrom, 2000).

Kanin PZR uzerindeki inhibe edici etkisi heniiz tam olarak anla-
siimamistir. Ancak bu durumun 6ncelikli olarak DNA polimera-
zin inaktivasyonu ve/veya hedef DNA ve primerlerin tutulmasi
veya pargalanmasi ile iliskili oldugu ortaya konmustur (Kermek-
chiev ve ark, 2009). Kandaki PZR inhibitorlerinin baslica etkileri
Taqg polimerazin inaktivasyonu ve inhibisyonu ile iligkilidir. Taq
DNA polimeraz ve Ampli Taqg Gold gibi yaygin olarak kullanilan
DNA polimerazlari insan tam kaninin %0.2’sinden daha az oldu-
gunda tamamen inhibe edilebilir. Bununla birlikte Tth, Tf1, Hot
Tub ve Pwo gibi bazi Taq digsi DNA polimerazlari daha ylksek
kan konsantrasyonlarina direng gosterebilir (Kermekchiev ve
ark, 2009).

Immunoglobulin G’nin tek sarmalli DNA ile etkilesime girerek
PZR’yi inhibe ettigi belirlenmistir. Ayrica, 1sitma isleminin bu et-
kilesimi arttirdigi tespit edilmistir. Ig G’nin farkli spesifik klonlari
test edilmis ve bunun sonucunda, tek sarmalli hedef DNA'nin
etkilesimi yoluyla amplifikasyonun bloke edilmesinde Ig G’lerin
genel bir etkisi oldugu bulunmustur. Bu nedenle kan numune-
leri hazirlanirken kaynatma ve hot-start PZR protokolleri kulla-
nilmamalidir (Radstrém ve ark, 2004).

2.1.2.Doku orneklerindeki inhibitor maddeler

Kas dokusundan PZR ile kiigik seviyedeki niikleik asitlerin
saptanmasi cesitli nedenlerle zordur. Nukleik asitler zayif
Uretim veya bozulma ya da degiskenlik dizeyinin yiksek
olmasi nedeniyle cok az miktarda saptanabilir. Ornegin; bazi
sitokin mRNAlari igin zayif Gretim ve belirgin degiskenlik bil-
dirilmistir. Doku inhibitorleri Taq polimerazin kismen ya da
tamamen inhibisyonunu saglayarak yanls negatif sonuglara
neden olmaktadir. iskelet kas dokulari geleneksel niikleik asit
ekstraksiyon yontemleri ile ekstrakte edilen PZR inhibitorlerini
icerir. iskelet kaslari yapisinda heme molekiiliinii iceren yiiksek
konsantrasyonda miyoglobin kapsar. Bu maddenin Thermus
aquaticus DNA polimeraz inhibitori olarak gorev aldigi ve bu-
nun da kas dokusuna bagli PZR inhibisyonuna karistigi belirlen-
mistir. Bu nedenle kas dokusundan PZR islemi yapilacagi zaman
Taq polimeraz yerine Thermus thermofilus DNA polimerazin
kullanilmasi gerektigi bildirilmistir. Bu enzim, kas dokusuna
bagli PZR inhibisyonunu 6nlemektedir (Belec ve ark, 1998).
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2.1.3.Digki 6rneklerindeki inhibitor maddeler

Diski PZR inhibitorleri agisindan oldukga zengin bir mater-
yaldir. Diski ve fekal numuneler, beslenme, bagirsak florasi,
yasam bicimi ve hastanin ¢evre kosullarina bagli olarak oldukga
degisken bilesenleri igerir (Oikarinen ve ark, 2009). Otlar ve
sebzelerden kaynaklanan polisakkaritler veya klorofil, yaglar,
sellloz, glikojen, safra tuzlar, Ure glikolipidleri, hemoglobin
ve heparin, bakteri hiicresi bilesenleri, hedef olmayan nikleik
asitler ve agir metaller diskida bulunabilen inhibitér maddeler-
dir (Lantz ve ark, 1997, Monteiro ve ark, 1997, Oikarinen ve ark,
2009, Pontiroli ve ark, 2011).

Diskida PZR uygulamasinda, kullanilacak DNA ekstraksiyo-
nu yéntemi ve PZR inhibitorlerinin uzaklastirilmasi oldukga
onemlidir (Yilmaz, 2004). Diskidan DNA ekstraksiyonu igin ge-
sitli yontemler onerilmekte olup, bu yontemlerin hemen hepsi
zor ve zaman alicidir. Bu yontemlerin hemen hepsinde fenol
gibi yuksek toksisite gosteren kimyasallar kullaniimaktadir (Oi-
karinen ve ark, 2009). Diski filtrasyon yontemi, polipropilen
membran ile digkilarin siiziilmesi, immunmanyetik ayirma gibi
yontemler inhibitorlerin uzaklastirilmasi igin kullanilan yéntem-
lerdir. Biyokimyasal saflastirma, diskidan DNA ekstraksiyonu
icin kullanilan bagka bir yontemdir (Yilmaz, 2004).

2.1.4.Toprak 6rneklerindeki inhibitor maddeler

Tarimsal amaglar, enfeksiyoz hastaliklarin kontrolii ve biyotero-
rizm ile iliskili patojen testleri, topraktaki mikroorganizmalarin
hassas PZR ile tespitini gerektirmektedir. Humik asit, toprak
orneklerinde bulundugu bilinen en giigli PZR inhibitoraddar.
Topraktan yapilan direkt total DNA ekstraksiyonu sirasinda bu
madde de ekstrakte edilebilir. Tag DNA polimeraz tipik olarak
bir PZR reaksiyonunda 1 ng’dan daha diisiik humik asit varhigin-
da inhibe edilir (Kermekchiev ve ark, 2009).

Toprak orneklerindeki diger inhibe edici bilegenler fulvik asit,
polisakkaridler ve metal iyonlaridir. Bu maddeler yaninda
yuksek molekdiler agirlikh PZR inhibitorl de tespit edilmistir. Bu
inhibitor, proteinler ile kompleks olusturur ve Tag DNA polime-
raz ile etkilesime girerek PZR’yi inhibe edebilir. Bazi durumlarda
PZR’ye sigir serum albumininin eklenmesi inhibe edici etkiyi ha-
fifce azaltabilir (Kermekchiev ve ark, 2009).

Toprak numuneleri ile ilgili genel problem toprak kaynagina
bagli olarak inhibitdr konsantrasyonlarinda yiiksek varyasyona
bagli tutarsiz verilerdir. Bu gercek, PZR dncesi 6rneklerin islen-
mesi igin standart DNA saflastirma protokollerinin gelisimini
onemli 6lgtide zorlagtirmaktadir (Kermekchiev ve ark, 2009).

2.1.5.idrar 6rneklerindeki inhibitér maddeler

idrar numunelerindeki en kritik bilesen iire olup, polimerazin
bozulmasina yol agabilir (Wilson, 1997). Bununla birlikte etki,
numunedeki Ure konsantrasyonuna baghdir ve yaklasik 50
mmol konsantrasyonda baslar (Khan ve ark, 1991). PZR reaksi-
yonunun iyon igerigini degistiren tuz kristalleri idrarda bulunan
muhtemel inhibitér maddelerdendir (Hedman ve Radstrom,
2013). Mutlu ve ark, (2013) idrar 6rneklerinde %1.1 oraninda
inhibitor madde tespit ettiklerini ve inhibitor madde tespit edi-
len idrar 6rneklerinin galigmalarda g6z 6niine alinmamasi ge-
rektigini ifade etmislerdir.

2.1.6.Safra orneklerindeki inhibitor maddeler

Safra orneklerinde bulunan en 6nemli inhibitor faktorler saf-
ra asitleri ve bunlarin karsilik gelen tuzlaridir. Bununla birlikte,
etkili cogaltma, bu maddelere duyarli olmayan bir polimeraz
kullanilarak basarilabilir (Al-Soud ve ark, 2005).

3. PZR agamalari sirasinda devreye giren inhibitor maddeler

PZR inhibitorleri 6rnek isleme sirasinda veya nikleik asit eks-
traksiyonu sirasinda numuneye eklenebilir. Bunlar eldiven toz-
lari (Demeke ve Jenkins, 2010), sodyum klorid ya da potasyum
klorid gibi degisik tuzlar, deterjan ya da EDTA, etanol, fenol gibi
organik molekillerdir (Katcher ve Schwartz, 1994, Burkardt,
2000, Peist ve ark, 2001, Demeke ve Jenkins, 2010). Bu madde-
lerden bazilari etkili hiicre lizisi veya saf nikleik asit elde edil-
mesi icin gerekli olmakla birlikte, bazi konsantrasyonlarda PZR
inhibisyonuna da neden olabilmektedir. iyonik deterjanlar PZR
lizerinde 6nemli derecede inhibitor etki gosterirken, non-iyonik
deterjanlar sadece nispeten yliksek konsantrasyonlarda kulla-
nildiklarinda PZR inhibisyonuna neden olmaktadir. DNA'nin
korunmasi igin ekstraksiyon kitlerinin yikama soliisyonlarinin
bazilarinda bulunan EDTA, belirli konsantrasyonlarda Mg iyon-
larini tiketerek, DNA polimeraz aktivitesini inhibe edebilmek-
tedir. Ditiotreitol, dimetil silfoksit veya merkaptoetanol gibi
PZR karisiminin katki maddeleri belirli konsantrasyonlarda inhi-
bitor etki gosterebilir (Schrader ve ark, 2012).

UV ile isinlanmis plastik tiipler ve polimer yiizeylerin, PZR kim-
yasallariyla temas ettiklerinde PZR’nin duyarliligini azalttigi bil-
dirilmistir (Butot ve ark, 2007b, Fox ve ark, 2007, Gassilloud ve
ark, 2007, Gonzalez ve ark, 2007). Tamariz ve ark, (2006) ise UV
radyasyonunun herhangi bir etkisinin olmadigini ifade etmis-
lerdir. Bu durumun kullanilan UV i1sik dozaji ile ilgili olabilecegi
belirlenmistir (Burgess ve Hall, 1999). Genellikle, svap malze-
mesinin bilesimi veya tasima ortami da PZR duyarliligini etkile-
yebilir (Wadowsky ve ark, 1994).

4.PZR inhibitérlerinin Etki Mekanizmalari

PZR inhibitorleri, hlcre lizis basamagini engellemeleri, nik-
leik asitleri degrade ederek veya tutarak, isiya direngli DNA
polimerazi inaktive ederek PZR (zerinde etkili olmaktadir
(Wilson, 1997). inhibitér maddeler, PZR reaksiyonunun farkli
asamalarini etkileyebilmektedir. Genellikle, birka¢ PZR bilese-
ni, 6zellikle de DNA, numunenin islenmesi, ekstraksiyon veya
PZR sirasinda polimer ylizeylere, 6rnegin kaplarin ve reaksiyon
tiplerinin duvarina adsorbe edilebilir (Butot ve ark, 2007b, Fox
ve ark, 2007, Gassilloud ve ark, 2007, Gonzalez ve ark, 2007).
Numunenin islenmesi ve nikleik asit ekstraksiyonu etkilene-
bilir. NUkleazlar RNA veya DNA kalibini bozabilir. Fenoller ok-
sitleyici kosullar altinda RNA'y1 ¢apraz baglayabilir ve boylece
RNA izolasyonunu engeller (Su ve Gibor, 1988). Buna ek olarak,
polisakkaritlerin varhgi, ¢oktiirilmis RNA’yi yeniden siispanse
etme kapasitesini disirebilir (Sipahioglu ve ark, 2006). Ters
transkripsiyon, 6rnegin enzimin melanin ile dogrudan etkilesi-
mi engellenebilir (Eckhart ve ark, 2000). PZR sablonu olarak kul-
lanilan DNA, niikleazlar ve diger maddeler tarafindan modifiye
edilebilir veya pargalanabilir.

DNA polimerazini dogrudan veya dolayli olarak hedefleyen
bircok PZR inhibitdri bulunmaktadir. Reaksiyonda bulunan
proteazlar veya deterjanlar, bu enzimi pargalayabilir (Powell ve
ark, 1994). Ornegin ire (Wilson, 1997) ve fenol’iin (Katcher ve
Schwartz, 1994) DNA polimerazini bozdugu bilinmektedir. Kal-
siyum, kollajen, hematin ve tannik asit polimeraz aktivitesini
inhibe edebilir (Opel ve ark, 2010). Melanin DNA polimeraz ile
tersine gevrilebilir bir kompleks olusturur (Eckhart ve ark, 2000)
ve polisakkaritler, nukleik asit yapisini taklit ederek enzimatik
islemi bozar (Peist ve ark, 2001). Humik asitler sablon DNA ve
polimeraz ile etkilesime girer, boylece diisiik konsantrasyonlar-
da bile enzimatik reaksiyonu engeller (Sutlovic ve ark, 2005).
Diger maddeler polimerazin kofaktérleri ile reaksiyona girer.
Yiksek konsantrasyonda kalsiyum, magnezyum ile tannik asit
ve tikenmis magnezyum gibi kompleks yapici ajanlar yerine
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DNA polimeraz ile rekabetgi bir baglanmaya yol agabilir. Her iki
olayda da, magnezyum artik polimeraz igin bir kofaktor degildir
ve aktivitesi azalmistir (Opel ve ark, 2010).

5. PZR inhibitorlerinin Kullanilan

Yontemler

Uzaklastirilmasinda

inhibitér maddelerin etkileri numune isleme ve niikleik asit
ekstraksiyonu sirasinda uygun bir yontem kullanmak, daha
saglam bir DNA polimerazinin segilmesi veya 6zel PZR kat-
kilarinin  kullaniimasiyla azaltilabilir (Al-Soud ve Radstrom,
2001). Ornegin, guanidinyum tiyosiilfat ekstraksiyonu, farkli
numunelerdeki matrislerden gelen inhibitorleri diger metot-
lardan daha etkili sekilde kaldirabilir (Shieh ve ark, 1995, Hale
ve ark, 1996). inhibitér lipidlerin ¢ikarilmasi icin bir fenol-klo-
roform ekstraksiyonunun kullanilmasi veya Uratlar gibi inhibe
edici tuzlari ortadan kaldirmak igin aktive karbon eklenmesi et-
kili olabilecek diger metodlardir (Wiedbrauk ve ark, 1995, Abol-
maaty ve ark, 2007, Chaturvedi ve ark, 2008). Bu yéntemlerin
bazi ¢alismalarda jel filtreleme, proteinaz K ile muamele veya
isil islemden daha basarili oldugu rapor edilmesine ragmen
(Huppertz ve ark, 1993, Bergallo ve ark, 2006), bazi ¢alismalar
fenol- kloroform ekstraksiyon yonteminin PZR inhibitorlerinin
tamamen uzaklastirilmasinda yeterli olmadigini gostermekte-
dir (Pachner ve Delaney, 1993).

Tuzlar, kiglik proteinler, seminal sivi veya diski numunelerin-
den polisakkaritlerin ¢ikarilmasi icin sefakril S-400, sefadex
G-200, chelex veya santrimonyum bromdr kullanilarak kolon
kromatografisi yapilabilir (Da Silva ve ark, 1995, Schmidt ve ark,
1995, Hale ve ark, 1996, Croci ve ark, 2008). PZR inhibitorleri-
nin uzaklastiriimasi igin katyon degisim recineleri de basariyla
kullanilmistir (Jacobsen ve Rasmussen, 1992, Henson ve Fren-
ch, 1993). Nukleik asit izolasyonu sirasinda manyetik silika bon-
cuklarin kullanilmasinin, genis bir PZR inhibitor araligini etkin
bir sekilde ortadan kaldirilmasinda etkili oldugu bildirilmekte-
dir (Sur ve ark, 2010).

Immuncapture metodlar, patojenin numunelerden ve uyumlu
inhibitorlerden spesifik olarak ayrilmasinda g¢ok etkilidir (Wi-
djojoatmodjo ve ark, 1992, Croci ve ark, 2008). Ornegin, anti-
jen yakalama PZR, deniz irlinlerinde hepatit A viriisiinin has-
sas olarak saptanmasi icin basariyla kullanilmistir (Arnal ve ark,
1999). Bununla birlikte, spesifik antikorlarin kullaniimasi nede-
niyle, bu yontem, noroviruslar gibi oldukca degisken patojenler
icin gecerli degildir (Atmar ve ark, 1995). Bu durumda, noérovi-
rslar icin hiicresel reseptorler olarak onerilen insan doku-kan
grubu antijenleri veya domuz gastrik mdsin, virus yakalama ve
daha sonra algilama igin basaril bir sekilde kullanilmistir (Can-
non ve Vinje, 2008, Tian ve ark, 2008).

Numunenin veya 6ziimlenen nikleik asidin seyreltiimesi oto-
matik olarak PZR inhibitorlerinin seyreltiimesine neden olacak-
tir (Widjojoatmodjo ve ark, 1992, Monteiro ve ark, 1997, Eck-
hart ve ark, 2000, Scipioni ve ark, 2008a,b). Ancak seyreltme
neticesinde testin duyarlhgida azalr.

Bir diger strateji, betain, sigir serum alblmini (BSA), dimetil
sulfoksid, formamid, gliserol, iyonik olmayan deterjanlar, po-
lietilen glikol, toz sut, T4 bakteriyofaj geni 32 Urlini (gp32) ve
proteinaz onleyicilerin PZR karisimina eklenmesidir (Frackman
ve ark, 1998, Al-Soud ve Radstrém, 2000, Eckhart ve ark, 2000).
Ozellikle BSA ve gp32’nin demir kloriir, hem, fulminik asit, hu-
mik asit, tannik asit, digki 6zleri ve melanine karsi etkili oldugu
bildiriimektedir (Al-Soud ve Radstrém, 2000, Scipioni ve ark,
2008b, Opel ve ark, 2010). Bununla birlikte, BSA safra tuzlari,
bilirubin, EDTA, sodyum klorid, SDS, triton X-100, kalsiyum ve
kollajene karsi etkili degildir (Kreader, 1996, Opel ve ark, 2010).

DNA polimerazin ve eger varsa, uygun revers transkripsiyon
sisteminin segimi, PZR inhibitorlerinin etkilerini ortadan kal-
dirmak igin blyiuk 6nem tasimaktadir (Al-Soud ve Radstrom,
1998, Lofstrom ve ark, 2004). Kermekchiev ve ark, (2009), Taq
DNA polimerazindaki belirgin mutasyonlarin, kan, plazma, he-
moglobin, laktoferrin, serum, 1gG, toprak 6zleri ve humik asitler
tarafindan inhibisyonun Ustesinden gelebilecegini gostermistir.
Baar ve ark, (2011) kemik tozu, fosillesmis diski, komur katrani
veya kil zengini topraklar gibi ¢esitli organik ve inorganik 6ne-
yicilere karsl genis bir direng gosteren Thermus cinsinin farkh
polimerazlarindan olusan bir kimerik polimeraz gelistirmistir.

Nikleik asit aritimi ve PZR igin ticari olarak temin edilebilen
kitlerin Greticileri, PZR inhibitorlerinin uzaklastirilmasi ve PZR
enzimlerinin dayanikhliginin artiriimasi igin yukarida belirtilen
stratejilerin farkli gesitlerini kullanmaktadirlar. Birgok ¢alisma,
bu tir kitlerin performansini arastirmis (Ribao ve ark, 2004, Le-
vesque-Sergerie ve ark, 2007, Demeke ve Jenkins, 2010), ancak
etkinlik, kullanilan matrise biyik 6lgtide bagli oldugu igin, ge-
nel kullanima uygun olmadigi ifade edilmistir.

Spesifik inhibitor siniflarini ortadan kaldirmak igin gesitli yon-
temler gelistirilmistir. Cogunlukla deniz irrtinleri veya cileklerde
bulunan polisakkaritler, ¢okelti niikleik asitlerin yeniden sus-
pansiyonlanmasini engelleyebilir (Atmar ve ark,1993, 1995,
Butot ve ark, 2007a). Polisakkaritlerin RNA izolasyonu 6ncesin-
de ¢okeltilmesi veya herhangi bir polisakkarit kontaminasyonu
olmaksizin bir RNA izolasyon yénteminin uygulanmasi bu olum-
suz etkileri 6nlemek igin kullanilir (Fang ve ark, 1992). Buna
Tween 20, DMSO, polietilen glikol veya aktif karbon ile tedavi
dahildir (Demeke ve Adams, 1992, Abolmaaty ve ark,2007).

Fenoller dogrudan RNA ile etkilesime girebilir. Fenollerin gika-
rilmasi, polivinilpirolidon kullanilarak ¢ékeltme ile gergeklestiri-
lebilir (John, 1992). Yiiksek konsantrasyonlarda boratlar RNA’y!
polifenollerle etkilesime karsi korurlar (Wan ve Wilkins, 1994).
Sipahioglu ve ark, (2006) bu inhibitérleri yapraklardan 65°C’'de
2 giin boyunca kurutarak ve hermetik kosullar altinda 4°C’de
muhafaza ederek gikarmistir.

Olii biyokiitle, toprak ve su numunelerinde genellikle bulunan
humik ve fulminik asitler, diyaliz, sivi ekstraksiyonu, polivalan
katyonlar kullanilarak folikiilasyon, jel 6zlitleme, kolon esasl
yontemler ve ultrafiltrasyon ile ¢ikarilabilir; bu sonuncusu en
basarili olanidir (Tsai ve Olson, 1992, Abbaszadegan ve ark,
1993, Tsai ve ark, 1993, Braid ve ark, 2003). Queiroz ve ark,
(2001) kanalizasyon ve su 6rneklerinin analizinde, tercihen mik-
roorganizmalari baglayan ve inhibitér maddelerin ko-pirifikas-
yonunu 6nleyen elektropozitif filtreler kullanmiglardir.

Diger maddelerin spesifik olarak uzaklastiriimasi igin yalniz-
ca birkag yéntem yayinlanmistir (Khan ve ark, 1991). idrar
numunelerinde mevcut olan Ure, diyaliz veya ultrafiltrasyon
ile etkin bir sekilde alinabilir (Khan ve ark, 1991). Sltte ortaya
¢ikabilecek proteazlar, proteaz inhibitorleri veya BSA'nin eklen-
mesiyle ortadan kaldirilabilir (Powell ve ark, 1994). Kalsiyum
iyonlarinin neden oldugu inhibisyonun etkileri magnezyum
iyonlarinin eklenmesiyle telafi edilebilir. Bir baska olasilik, artan
amplifikasyon oranlarina neden olan, kalsiyum iyonlarini yaka-
layan farkli selatlayici maddelerinin kullaniimasidir (Bickley ve
ark, 1996).

Sonug olarak klinik érneklerde bulunabilen PZR inhibitorleri,
testlerde maliyet artisina, sonuglarin gecikmesine neden ol-
maktadir. Bu nedenle birgok ¢alismada bu PZR inhibitorlerin
ortadan kaldiriimasina yonelik arastirmalar yapiimaktadir.
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