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Özbilgi/Amaç: Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) son yıllarda bilimsel çalışmalarda oldukça yoğun kullanılmaya başlanan özgül ve 
duyarlı bir moleküler biyolojik bir tekniktir. PZR, enzimatik bir reaksiyon olduğundan inhibitörlere karşı oldukça duyarlıdır. Bu in-
hibitörlerin oluşması PZR’ın önemli bir dezavantajıdır. Çünkü inhibitörlerin oluşması sonuçların duyarlılığını etkileyeceği gibi, yanlış 
negatif sonuçlara da neden olabilmektedir. Bu derleme’nin amacı PZR çalışmalarında karşımıza çıkabilecek inhibitörler ve bunların 
ortadan kaldırılmaları için alınması gereken önlemler hakkında bilgi verilmesidir.
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Polymerase chain reaction (PCR) inhibitors
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. Giriş

Hedef nükleik asit zincirlerinin spesifik komplementer oligo-
nükleotidler ve ısıya dayanıklı polimeraz enzimleri kullanılarak 
in vitro olarak çoğalmasını sağlayan Polimeraz Zincir Reaksiyo-
nu (PZR), oldukça güvenilir bir tekniktir (Erlich ve ark, 1991). 
Teknik ilk defa Saiki ve ark. (1985) tarafından hemoglobinopati-
lerin tanısında kullanılmıştır. Teknik şüpheli hastalık materyalle-
rindeki mevcut nükleik asit parçacıklarının sayısının arttırılması 
ya da amplifikasyonu temeline dayanmaktadır. PZR’nin genetik 
ve enfeksiyöz hastalıklar ile kanser vakalarının teşhisinde de 
kullanılabileceği bildirilmiştir (Yetilmezer, 2010).  

2. PZR İnhibitörleri

Polimeraz zincir reaksiyonu enzimatik bir reaksiyon olduğun-
dan inhibitör maddelere karşı duyarlıdır. PZR inhibitörlerinin 
oluşumu tekniğin büyük bir dezavantajıdır. PZR inhibitörleri, 
numuneden kaynaklanabileceği gibi, örneklerin işlenmesi veya 
nükleik asit ekstraksiyonu sırasında da reaksiyona eklenebilir. 
PZR’nin kısmen veya tamamen inhibe olması, sırasıyla yön-
temin hassasiyetinin azalması veya yanlış negatif sonuçların 
ortaya çıkmasına neden olur. PZR, mikroorganizmaların ve ge-
netik belirteçlerinin saptanması ve tanımlanması için standart 
yöntem olarak giderek daha fazla kullanılmaktadır. Bununla 
birlikte, yöntem, analiz edilen numunede bulunabilen ve tah-
lilin duyarlığını etkileyebilecek veya yanlış negatif sonuçlara yol 
açabilecek maddeler tarafından inhibe edilebilir (Schrader ve 
ark, 2012).

PZR inhibitörleri farklı özelliklere ve etki mekanizmalarına sahip 
çeşitli maddeler grubudur. Bunlardan bazıları çoğunlukla belir-
li spesifik örneklerde bulunur. Bu nedenle PZR öncesi nükleik 
asitlerin hazırlanması için matris-spesifik protokoller gerektirir. 
PZR inhibitörleri çok heterojen kimyasal maddeler grubudur. 
Belirli bir matris, birçok farklı inhibitör madde içerebilir ve aynı 
inhibitörler birçok farklı matriste bulunabilir. PZR inhibitörleri, 
çözünen veya katı olabilen organik ve inorganik maddelerdir. 
Bilinen inhibitörlerin çoğu organik maddelerdir. Bu maddeler 
proteinazlar ve miyoglobin, hemoglobin, laktoferrin, hafifletil-
miş immunoglobin (IgG) ve kollajen gibi proteinlerin yanısıra, 
safra tuzları, üre, fenol, etanol, polisakkaritler, sodyum dodesil 
sülfat (SDS), humik asitler, tannik asit ve melanindir. Kalsiyum 
ise PZR üzerinde inhibitör etkisi olan inorganik bir maddedir 
(Rossen ve ark, 1992, Radström ve ark, 2004). Organik veya 
inorganik madde olmasının yanısıra bileşiğin konsantrasyonu 
da inhibitör etki açısından önemlidir. 

PZR inhibitörleri çeşitli biyolojik materyallerde, çevresel numu-
nelerde ve gıdada bulunabilir. Buna ek olarak, inhibitör madde-
ler, taşıma, örnek işleme veya nükleik asit ekstraksiyonu sırasın-
da istem dışı bir şekilde ilave edilebilir (Schrader ve ark, 2012). 
Dışardan ilave edilen maddelere örnek olarak fazla miktardaki 
KCl, NaCl ve diğer tuzları, sodyum deoksikolat, sarkosil ve SDS 
(Weyant ve ark, 1990), etanol ve izopropanol (Bessetti 2007) ve 
fenol (Katcher ve Schwartz, 1994) verilebilir.

PZR inhibitörleri etkilerini genellikle DNA ile doğrudan etkile-
şim göstererek veya termostabil DNA polimerazlara müdahale 
ederek gösterirler. Etkenlerin DNA’ya doğrudan bağlanması 
amplifikasyonu önleyebilmekte ve inhibitör madde ile DNA’nın 
birlikte saflaştırılmasını kolaylaştırabilmektedir. İnhibitörler 
maddeler, doğrudan DNA polimeraz ile etkileşime girerek en-
zim aktivitesini bloke edebilirler. DNA polimerazlar magnezyum 
gibi inhibisyon hedefi olabilecek kofaktörlere ihtiyaç duyarlar. 
Mg2+’yi indirgeyebilen veya DNA polimerazın Mg2+’yi bağlaması-
na müdahale eden ajanlar PZR’yi engelleyebilir (Bessetti, 2007).

2.1.İşlenen Numunelerdeki İnhibitörler

2.1.1.Kan, serum ve plazmadaki inhibitör maddeler

Kan, serum veya plazma örneklerindeki inhibitör maddeler IgG, 
hemoglobin ve laktoferrindir (Al-Soud ve ark, 2000, Al-Soud ve 
Radström, 2001). Heparin gibi antikoagülanlar da PZR’yi inhibe 
edebilir (Costafreda ve ark, 2006). Bu inhibitörlerin birçoğunun, 
reaksiyonun enzimlerini değil doğrudan RNA’yı etkilediği düşü-
nülmektedir. RNA serumdan ekstrakte edildiğinde solüsyondaki 
inhibitörlerin varlığının RT-PZR ile viral RNA’nın amplifikasyonu-
na ciddi bir engel oluşturabileceği bildirilmektedir (Konet ve 
ark, 2000). Hormonlar ya da asiklovir gibi antiviral maddeler 
de amplikasyonu etkileyebilmektedir (Burkardt, 2000). Kanda 
bulunan ve yukarıda ifade edilen inhibitörlerin yanısıra proteaz 
aktivitesi de PZR etkinliğinin azalmasına yol açabilir (Kermekc-
hiev ve ark, 2009).

Heparin’in inhibitör etkisi DNA ile arasındaki etkileşime dayan-
makta ve buna Mg’nin aracılık ettiği düşünülmektedir. Heparin 
geleneksel fenol-kloroform ekstraksiyonunda DNA ile birlikte 
işlem görür. İnhibisyonun, tekrar eden etanol presipitasyonu, 
kaynatma ve pH değişikliklerini takiben jel filtrasyon ile tersine 
çevrilmemesi, heparin ile DNA arasında bir benzerlik olduğu-
nu göstermektedir. Bu nedenle heparin inhibisyonunun hedef 
nükleik asitlerle rekabet etme yeteneğine bağlı olabileceği dü-
şünülmektedir (Al-Soud ve Radström, 2000).

Kanın PZR üzerindeki inhibe edici etkisi henüz tam olarak anla-
şılmamıştır. Ancak bu durumun öncelikli olarak DNA polimera-
zın inaktivasyonu ve/veya hedef DNA ve primerlerin tutulması 
veya parçalanması ile ilişkili olduğu ortaya konmuştur (Kermek-
chiev ve ark, 2009). Kandaki PZR inhibitörlerinin başlıca etkileri 
Taq polimerazın inaktivasyonu ve inhibisyonu ile ilişkilidir. Taq 
DNA polimeraz ve Ampli Taq Gold gibi yaygın olarak kullanılan 
DNA polimerazları insan tam kanının %0.2’sinden daha az oldu-
ğunda tamamen inhibe edilebilir. Bununla birlikte Tth, Tf1, Hot 
Tub ve Pwo gibi bazı Taq dışı DNA polimerazları daha yüksek 
kan konsantrasyonlarına direnç gösterebilir (Kermekchiev ve 
ark, 2009).

Immunoglobulin G’nin tek sarmallı DNA ile etkileşime girerek 
PZR’yi inhibe ettiği belirlenmiştir. Ayrıca, ısıtma işleminin bu et-
kileşimi arttırdığı tespit edilmiştir. Ig G’nin farklı spesifik klonları 
test edilmiş ve bunun sonucunda, tek sarmallı hedef DNA’nın 
etkileşimi yoluyla amplifikasyonun bloke edilmesinde Ig G’lerin 
genel bir etkisi olduğu bulunmuştur. Bu nedenle kan numune-
leri hazırlanırken kaynatma ve hot-start PZR protokolleri kulla-
nılmamalıdır (Radström ve ark, 2004).

2.1.2.Doku örneklerindeki inhibitör maddeler

Kas dokusundan PZR ile küçük seviyedeki nükleik asitlerin 
saptanması çeşitli nedenlerle zordur. Nükleik asitler zayıf 
üretim veya bozulma ya da değişkenlik düzeyinin yüksek 
olması nedeniyle çok az miktarda saptanabilir. Örneğin; bazı 
sitokin mRNA’ları için zayıf üretim ve belirgin değişkenlik bil-
dirilmiştir. Doku inhibitörleri Taq polimerazın kısmen ya da 
tamamen inhibisyonunu sağlayarak yanlış negatif sonuçlara 
neden olmaktadır. İskelet kas dokuları geleneksel nükleik asit 
ekstraksiyon yöntemleri ile ekstrakte edilen PZR inhibitörlerini 
içerir. İskelet kasları yapısında heme molekülünü içeren yüksek 
konsantrasyonda miyoglobin kapsar. Bu maddenin Thermus 
aquaticus DNA polimeraz inhibitörü olarak görev aldığı ve bu-
nun da kas dokusuna bağlı PZR inhibisyonuna karıştığı belirlen-
miştir. Bu nedenle kas dokusundan PZR işlemi yapılacağı zaman 
Taq polimeraz yerine Thermus thermofilus DNA polimerazın 
kullanılması gerektiği bildirilmiştir. Bu enzim, kas dokusuna 
bağlı PZR inhibisyonunu önlemektedir (Belec ve ark, 1998).
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2.1.3.Dışkı örneklerindeki inhibitör maddeler

Dışkı PZR inhibitörleri açısından oldukça zengin bir mater-
yaldir. Dışkı ve fekal numuneler, beslenme, bağırsak florası, 
yaşam biçimi ve hastanın çevre koşullarına bağlı olarak oldukça 
değişken bileşenleri içerir (Oikarinen ve ark, 2009). Otlar ve 
sebzelerden kaynaklanan polisakkaritler veya klorofil, yağlar, 
selüloz, glikojen, safra tuzları, üre glikolipidleri, hemoglobin 
ve heparin, bakteri hücresi bileşenleri, hedef olmayan nükleik 
asitler ve ağır metaller dışkıda bulunabilen inhibitör maddeler-
dir (Lantz ve ark, 1997, Monteiro ve ark, 1997, Oikarinen ve ark, 
2009, Pontiroli ve ark, 2011).  

Dışkıda PZR uygulamasında, kullanılacak DNA ekstraksiyo-
nu yöntemi ve PZR inhibitörlerinin uzaklaştırılması oldukça 
önemlidir (Yılmaz, 2004). Dışkıdan DNA ekstraksiyonu için çe-
şitli yöntemler önerilmekte olup, bu yöntemlerin hemen hepsi 
zor ve zaman alıcıdır. Bu yöntemlerin hemen hepsinde fenol 
gibi yüksek toksisite gösteren kimyasallar kullanılmaktadır (Oi-
karinen ve ark, 2009). Dışkı filtrasyon yöntemi, polipropilen 
membran ile dışkıların süzülmesi, immunmanyetik ayırma gibi 
yöntemler inhibitörlerin uzaklaştırılması için kullanılan yöntem-
lerdir. Biyokimyasal saflaştırma, dışkıdan DNA ekstraksiyonu 
için kullanılan başka bir yöntemdir (Yılmaz, 2004).

2.1.4.Toprak örneklerindeki inhibitör maddeler

Tarımsal amaçlar, enfeksiyöz hastalıkların kontrolü ve biyoterö-
rizm ile ilişkili patojen testleri, topraktaki mikroorganizmaların 
hassas PZR ile tespitini gerektirmektedir. Humik asit, toprak 
örneklerinde bulunduğu bilinen en güçlü PZR inhibitörüdür. 
Topraktan yapılan direkt total DNA ekstraksiyonu sırasında bu 
madde de ekstrakte edilebilir. Taq DNA polimeraz tipik olarak 
bir PZR reaksiyonunda 1 ng’dan daha düşük humik asit varlığın-
da inhibe edilir (Kermekchiev ve ark, 2009).

Toprak örneklerindeki diğer inhibe edici bileşenler fulvik asit, 
polisakkaridler ve metal iyonlarıdır. Bu maddeler yanında 
yüksek moleküler ağırlıklı PZR inhibitörü de tespit edilmiştir. Bu 
inhibitör, proteinler ile kompleks oluşturur ve Taq DNA polime-
raz ile etkileşime girerek PZR’yi inhibe edebilir. Bazı durumlarda 
PZR’ye sığır serum albumininin eklenmesi inhibe edici etkiyi ha-
fifçe azaltabilir (Kermekchiev ve ark, 2009).

Toprak numuneleri ile ilgili genel problem toprak kaynağına 
bağlı olarak inhibitör konsantrasyonlarında yüksek varyasyona 
bağlı tutarsız verilerdir. Bu gerçek, PZR öncesi örneklerin işlen-
mesi için standart DNA saflaştırma protokollerinin gelişimini 
önemli ölçüde zorlaştırmaktadır (Kermekchiev ve ark, 2009).

2.1.5.İdrar örneklerindeki inhibitör maddeler

İdrar numunelerindeki en kritik bileşen üre olup, polimerazın 
bozulmasına yol açabilir (Wilson, 1997). Bununla birlikte etki, 
numunedeki üre konsantrasyonuna bağlıdır ve yaklaşık 50 
mmol konsantrasyonda başlar (Khan ve ark, 1991). PZR reaksi-
yonunun iyon içeriğini değiştiren tuz kristalleri idrarda bulunan 
muhtemel inhibitör maddelerdendir (Hedman ve Radström, 
2013). Mutlu ve ark, (2013) idrar örneklerinde %1.1 oranında 
inhibitör madde tespit ettiklerini ve inhibitör madde tespit edi-
len idrar örneklerinin çalışmalarda göz önüne alınmaması ge-
rektiğini ifade etmişlerdir.

2.1.6.Safra örneklerindeki inhibitör maddeler

Safra örneklerinde bulunan en önemli inhibitör faktörler saf-
ra asitleri ve bunların karşılık gelen tuzlarıdır. Bununla birlikte, 
etkili çoğaltma, bu maddelere duyarlı olmayan bir polimeraz 
kullanılarak başarılabilir (Al-Soud ve ark, 2005). 

3. PZR aşamaları sırasında devreye giren inhibitör maddeler

PZR inhibitörleri örnek işleme sırasında veya nükleik asit eks-
traksiyonu sırasında numuneye eklenebilir. Bunlar eldiven toz-
ları (Demeke ve Jenkins, 2010), sodyum klorid ya da potasyum 
klorid gibi değişik tuzlar, deterjan ya da EDTA, etanol, fenol gibi 
organik moleküllerdir (Katcher ve Schwartz, 1994, Burkardt, 
2000, Peist ve ark, 2001, Demeke ve Jenkins, 2010). Bu madde-
lerden bazıları etkili hücre lizisi veya saf nükleik asit elde edil-
mesi için gerekli olmakla birlikte, bazı konsantrasyonlarda PZR 
inhibisyonuna da neden olabilmektedir. İyonik deterjanlar PZR 
üzerinde önemli derecede inhibitör etki gösterirken, non-iyonik 
deterjanlar sadece nispeten yüksek konsantrasyonlarda kulla-
nıldıklarında PZR inhibisyonuna neden olmaktadır. DNA’nın 
korunması için ekstraksiyon kitlerinin yıkama solüsyonlarının 
bazılarında bulunan EDTA, belirli konsantrasyonlarda Mg iyon-
larını tüketerek, DNA polimeraz aktivitesini inhibe edebilmek-
tedir. Ditiotreitol, dimetil sülfoksit veya merkaptoetanol gibi 
PZR karışımının katkı maddeleri belirli konsantrasyonlarda inhi-
bitör etki gösterebilir (Schrader ve ark, 2012).

UV ile ışınlanmış plastik tüpler ve polimer yüzeylerin, PZR kim-
yasallarıyla temas ettiklerinde PZR’nin duyarlılığını azalttığı bil-
dirilmiştir (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 olmadığını ifade etmiş-
lerdir. Bu durumun kullanılan UV ışık dozajı ile ilgili olabileceği 
belirlenmiştir (Burgess ve Hall, 1999). Genellikle, svap malze-
mesinin bileşimi veya taşıma ortamı da PZR duyarlılığını etkile-
yebilir (Wadowsky ve ark, 1994).

4.PZR İnhibitörlerinin Etki Mekanizmaları

PZR inhibitörleri, hücre lizis basamağını engellemeleri, nük-
leik asitleri degrade ederek veya tutarak, ısıya dirençli DNA 
polimerazı inaktive ederek PZR üzerinde etkili olmaktadır 
(Wilson, 1997). İnhibitör maddeler, PZR reaksiyonunun farklı 
aşamalarını etkileyebilmektedir. Genellikle, birkaç PZR bileşe-
ni, özellikle de DNA, numunenin işlenmesi, ekstraksiyon veya 
PZR sırasında polimer yüzeylere, örneğin kapların ve reaksiyon 
tüplerinin duvarına adsorbe edilebilir (Butot ve ark, 2007b, Fox 
ve ark, 2007, Gassilloud ve ark, 2007, Gonzalez ve ark, 2007). 
Numunenin işlenmesi ve nükleik asit ekstraksiyonu etkilene-
bilir. Nükleazlar RNA veya DNA kalıbını bozabilir. Fenoller ok-
sitleyici koşullar altında RNA’yı çapraz bağlayabilir ve böylece 
RNA izolasyonunu engeller (Su ve Gibor, 1988). Buna ek olarak, 
polisakkaritlerin varlığı, çöktürülmüş RNA’yı yeniden süspanse 
etme kapasitesini düşürebilir (Sipahioğlu ve ark, 2006). Ters 
transkripsiyon, örneğin enzimin melanin ile doğrudan etkileşi-
mi engellenebilir (Eckhart ve ark, 2000). PZR şablonu olarak kul-
lanılan DNA, nükleazlar ve diğer maddeler tarafından modifiye 
edilebilir veya parçalanabilir.

DNA polimerazını doğrudan veya dolaylı olarak hedefleyen 
birçok PZR inhibitörü bulunmaktadır. Reaksiyonda bulunan 
proteazlar veya deterjanlar, bu enzimi parçalayabilir (Powell ve 
ark, 1994). Örneğin üre (Wilson, 1997) ve fenol’ün (Katcher ve 
Schwartz, 1994) DNA polimerazını bozduğu bilinmektedir. Kal-
siyum, kollajen, hematin ve tannik asit polimeraz aktivitesini 
inhibe edebilir (Opel ve ark, 2010). Melanin DNA polimeraz ile 
tersine çevrilebilir bir kompleks oluşturur (Eckhart ve ark, 2000) 
ve polisakkaritler, nükleik asit yapısını taklit ederek enzimatik 
işlemi bozar (Peist ve ark, 2001). Humik asitler şablon DNA ve 
polimeraz ile etkileşime girer, böylece düşük konsantrasyonlar-
da bile enzimatik reaksiyonu engeller (Sutlovic ve ark, 2005). 
Diğer maddeler polimerazın kofaktörleri ile reaksiyona girer. 
Yüksek konsantrasyonda kalsiyum, magnezyum ile tannik asit 
ve tükenmiş magnezyum gibi kompleks yapıcı ajanlar yerine 
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DNA polimeraz ile rekabetçi bir bağlanmaya yol açabilir. Her iki 
olayda da, magnezyum artık polimeraz için bir kofaktör değildir 
ve aktivitesi azalmıştır (Opel ve ark, 2010). 

5. PZR İnhibitörlerinin Uzaklaştırılmasında Kullanılan 
Yöntemler

İnhibitör maddelerin etkileri numune işleme ve nükleik asit 
ekstraksiyonu sırasında uygun bir yöntem kullanmak, daha 
sağlam bir DNA polimerazının seçilmesi veya özel PZR kat-
kılarının kullanılmasıyla azaltılabilir (Al-Soud ve Radström, 
2001). Örneğin, guanidinyum tiyosülfat ekstraksiyonu, farklı 
numunelerdeki matrislerden gelen inhibitörleri diğer metot-
lardan daha etkili şekilde kaldırabilir (Shieh ve ark, 1995, Hale 
ve ark, 1996). İnhibitör lipidlerin çıkarılması için bir fenol-klo-
roform ekstraksiyonunun kullanılması veya üratlar gibi inhibe 
edici tuzları ortadan kaldırmak için aktive karbon eklenmesi et-
kili olabilecek diğer metodlardır (Wiedbrauk ve ark, 1995, Abol-
maaty ve ark, 2007, Chaturvedi ve ark, 2008). Bu yöntemlerin 
bazı çalışmalarda jel filtreleme, proteinaz K ile muamele veya 
ısıl işlemden daha başarılı olduğu rapor edilmesine rağmen 
(Huppertz ve ark, 1993, Bergallo ve ark, 2006), bazı çalışmalar 
fenol- kloroform ekstraksiyon yönteminin PZR inhibitörlerinin 
tamamen uzaklaştırılmasında yeterli olmadığını göstermekte-
dir (Pachner ve Delaney, 1993).

Tuzlar, küçük proteinler, seminal sıvı veya dışkı numunelerin-
den polisakkaritlerin çıkarılması için sefakril S-400, sefadex 
G-200, chelex veya santrimonyum bromür kullanılarak kolon 
kromatografisi yapılabilir (Da Silva ve ark, 1995, Schmidt ve ark, 
1995, Hale ve ark, 1996, Croci ve ark, 2008).  PZR inhibitörleri-
nin uzaklaştırılması için katyon değişim reçineleri de başarıyla 
kullanılmıştır (Jacobsen ve Rasmussen, 1992, Henson ve Fren-
ch, 1993). Nükleik asit izolasyonu sırasında manyetik silika bon-
cukların kullanılmasının, geniş bir PZR inhibitör aralığını etkin 
bir şekilde ortadan kaldırılmasında etkili olduğu bildirilmekte-
dir (Sur ve ark, 2010).

Immuncapture metodlar, patojenin numunelerden ve uyumlu 
inhibitörlerden spesifik olarak ayrılmasında çok etkilidir (Wi-
djojoatmodjo ve ark, 1992, Croci ve ark, 2008). Örneğin, anti-
jen yakalama PZR, deniz ürünlerinde hepatit A virüsünün has-
sas olarak saptanması için başarıyla kullanılmıştır (Arnal ve ark, 
1999). Bununla birlikte, spesifik antikorların kullanılması nede-
niyle, bu yöntem, nöroviruslar gibi oldukça değişken patojenler 
için geçerli değildir (Atmar ve ark, 1995). Bu durumda, nörovi-
rüslar için hücresel reseptörler olarak önerilen insan doku-kan 
grubu antijenleri veya domuz gastrik müsin, virus yakalama ve 
daha sonra algılama için başarılı bir şekilde kullanılmıştır (Can-
non ve Vinje, 2008, Tian ve ark, 2008).

Numunenin veya özümlenen nükleik asidin seyreltilmesi oto-
matik olarak PZR inhibitörlerinin seyreltilmesine neden olacak-
tır (Widjojoatmodjo ve ark, 1992, Monteiro ve ark, 1997, Eck-
hart ve ark, 2000, Scipioni ve ark, 2008a,b). Ancak seyreltme 
neticesinde testin duyarlılığıda azalır. 

Bir diğer strateji, betain, sığır serum albümini (BSA), dimetil 
sülfoksid, formamid, gliserol, iyonik olmayan deterjanlar, po-
lietilen glikol, toz süt, T4 bakteriyofaj geni 32 ürünü (gp32) ve 
proteinaz önleyicilerin PZR karışımına eklenmesidir (Frackman 
ve ark, 1998, Al-Soud ve Radström, 2000, Eckhart ve ark, 2000). 
Özellikle BSA ve gp32’nin demir klorür, hem, fulminik asit, hu-
mik asit, tannik asit, dışkı özleri ve melanine karşı etkili olduğu 
bildirilmektedir (Al-Soud ve Radström, 2000, Scipioni ve ark, 
2008b, Opel ve ark, 2010). Bununla birlikte, BSA safra tuzları, 
bilirubin, EDTA, sodyum klorid, SDS, triton X-100, kalsiyum ve 
kollajene karşı etkili değildir (Kreader, 1996, Opel ve ark, 2010). 

DNA polimerazın ve eğer varsa, uygun revers transkripsiyon 
sisteminin seçimi, PZR inhibitörlerinin etkilerini ortadan kal-
dırmak için büyük önem taşımaktadır (Al-Soud ve Radström, 
1998, Löfström ve ark, 2004). Kermekchiev ve ark, (2009), Taq 
DNA polimerazındaki belirgin mutasyonların, kan, plazma, he-
moglobin, laktoferrin, serum, IgG, toprak özleri ve humik asitler 
tarafından inhibisyonun üstesinden gelebileceğini göstermiştir. 
Baar ve ark, (2011) kemik tozu, fosilleşmiş dışkı, kömür katranı 
veya kil zengini topraklar gibi çeşitli organik ve inorganik öne-
yicilere karşı geniş bir direnç gösteren Thermus cinsinin farklı 
polimerazlarından oluşan bir kimerik polimeraz geliştirmiştir. 

Nükleik asit arıtımı ve PZR için ticari olarak temin edilebilen 
kitlerin üreticileri, PZR inhibitörlerinin uzaklaştırılması ve PZR 
enzimlerinin dayanıklılığının artırılması için yukarıda belirtilen 
stratejilerin farklı çeşitlerini kullanmaktadırlar. Birçok çalışma, 
bu tür kitlerin performansını araştırmış (Ribao ve ark, 2004, Le-
vesque-Sergerie ve ark, 2007, Demeke ve Jenkins, 2010), ancak 
etkinlik, kullanılan matrise büyük ölçüde bağlı olduğu için, ge-
nel kullanıma uygun olmadığı ifade edilmiştir.

Spesifik inhibitör sınıflarını ortadan kaldırmak için çeşitli yön-
temler geliştirilmiştir. Çoğunlukla deniz ürünleri veya çileklerde 
bulunan polisakkaritler, çökelti nükleik asitlerin yeniden süs-
pansiyonlanmasını engelleyebilir (Atmar ve ark,1993, 1995, 
Butot ve ark, 2007a). Polisakkaritlerin RNA izolasyonu öncesin-
de çökeltilmesi veya herhangi bir polisakkarit kontaminasyonu 
olmaksızın bir RNA izolasyon yönteminin uygulanması bu olum-
suz etkileri önlemek için kullanılır (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 doğrudan RNA ile etkileşime girebilir. Fenollerin çıka-
rılması, polivinilpirolidon kullanılarak çökeltme ile gerçekleştiri-
lebilir (John, 1992). Yüksek konsantrasyonlarda boratlar RNA’yı 
polifenollerle etkileşime karşı korurlar (Wan ve Wilkins, 1994). 
Sipahioglu ve ark, (2006) bu inhibitörleri yapraklardan 65°C’de 
2 gün boyunca kurutarak ve hermetik koşullar altında 4°C’de 
muhafaza ederek çıkarmıştır.

Ölü biyokütle, toprak ve su numunelerinde genellikle bulunan 
humik ve fulminik asitler, diyaliz, sıvı ekstraksiyonu, polivalan 
katyonlar kullanılarak folikülasyon, jel özütleme, kolon esaslı 
yöntemler ve ultrafiltrasyon ile çıkarılabilir; bu sonuncusu en 
başarılı olanıdır (Tsai ve Olson, 1992, Abbaszadegan ve ark, 
1993, Tsai ve ark, 1993, Braid ve ark, 2003). Queiroz ve ark, 
(2001) kanalizasyon ve su örneklerinin analizinde, tercihen mik-
roorganizmaları bağlayan ve inhibitör maddelerin ko-pürifikas-
yonunu önleyen elektropozitif filtreler kullanmışlardır.

Diğer maddelerin spesifik olarak uzaklaştırılması için yalnız-
ca birkaç yöntem yayınlanmıştır (Khan ve ark, 1991). İdrar 
numunelerinde mevcut olan üre, diyaliz veya ultrafiltrasyon 
ile etkin bir şekilde alınabilir (Khan ve ark, 1991). Sütte ortaya 
çıkabilecek proteazlar, proteaz inhibitörleri veya BSA’nın eklen-
mesiyle ortadan kaldırılabilir (Powell ve ark, 1994). Kalsiyum 
iyonlarının neden olduğu inhibisyonun etkileri magnezyum 
iyonlarının eklenmesiyle telafi edilebilir. Bir başka olasılık, artan 
amplifikasyon oranlarına neden olan, kalsiyum iyonlarını yaka-
layan farklı şelatlayıcı maddelerinin kullanılmasıdır (Bickley ve 
ark, 1996).

Sonuç olarak klinik örneklerde bulunabilen PZR inhibitörleri, 
testlerde maliyet artışına, sonuçların gecikmesine neden ol-
maktadır. Bu nedenle birçok çalışmada bu PZR inhibitörlerin 
ortadan kaldırılmasına yönelik araştırmalar yapılmaktadır. 
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