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OZET

Polimeraz zincir reaksiyonu (PZR), istenilen gen bolgelerinin in-vitro kosullarda kopyalan-
masi, gogaltilmasi ve elde edilen riinlerin gozle goriilebilir bir hale getirilerek saptanmas:
prensibine dayanan bir yéntemdir. PZR’ nin hizli ve primerlerinin ozelligine gore spesi-
fik olmasi, duyarhligmnin yiiksek olmasi gibi avantajlarinin yaninda bazi dezavantajlar1 da
bulunmaktadir. Bunlardan en 6nemlileri; sonuglarin degerlendirilmesinde karsilagilan gig-
likler, yanlis pozitiflikler ve yanlis negatifliklerdir. Yanls negatifliklerin en 6nemli sebebi
de PZR inhibitorleridir. Veteriner hekimliginde, basta tan1 amagh olmak tizere molekiiler
incelemeler amaciyla siklikla incelenen 6rnekler diski, kan ve i¢ organlardir. Bu derlemede,
bahsedilen 6rnekler igerisinde yer alan inhibitér maddeler, bu maddelerin etki mekanizma-
lar1 ve son olarak da bunlarin eliminasyonu i¢in 6nerilen yontemler agiklanacaktir.
Anahtar kelimeler: Polimeraz Zincir Reaksiyonu, PZR, PZR inhibitorleri, eliminasyon yon-
temleri, veteriner mikrobiyolojisi

ABSTRACT

Polymerase chain reaction (PCR) is a method which is based on the principle that the de-
sired gene regions are copied and reproduced in-vitro conditions and that the obtained
products are made visible. PCR has advantages such as rapidity and specificity related with
selected primers and high sensitivity. However, it has some disadvantages. The most import-
ant disadvantages are; difficulties encountered in evaluating the results, false positives and
false negatives. And the most important cause of false negatives is the PCR inhibitors. In
veterinary microbiology, major samples sent for diagnostic purposes and molecular exam-
inations are blood, necropsy materials and stool samples. In this review, the major inhibitory
substances in the samples for molecular examinations, their action mechanisms and the
methods recommended for the elimination of these substances will be explained.
Keywords: Polymerase Chain Reaction, PCR, PCR inhibitors, elimination methods, veter-
inary microbiology

* Bu galisma 19. Uluslararasi Veteriner Hekimligi Ogrencileri Bilimsel Arastirma Kongresinde poster olarak sunulmustur
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GiRis
Nobel 6diilldi bilim insani olan Kary Mullis tarafin-
dan 1983 yilinda gelistirilen Polimeraz Zincir Re-
aksiyonu (PZR), istenilen gen bolgelerinin in-vitro
kosullarda kopyalanmasi, ¢ogaltilmas: ve elde edi-
len tdriinlerin gozle goriilebilir bir hale getirilerek
saptanmas! prensibine dayanan bir yontemdir.”
Ozellikle tip biliminin uygulamali alanlarinda, gen
regiilasyonu ¢alismalari, infeksiyonlarin, neoplastik
ve kalitsal hastaliklarin tanisinda kullanilmaktadir.”
1121726 Veteriner hekimligi mikrobiyolojisinde de
son yillarda, izolasyon ve identifikasyon protokol-
leri uzun ve zahmetli olan etkenlerin ya da kiiltiirii
yapilamayan bakterilerin saptanmasinda ve mole-
kiiler tiplendirme gibi bir¢ok farkli alanda PZR kul-
lanimi artmigtir.” %13

Hizly, sensitivitesi ve spesifitesi yiiksek bir yon-
tem olarak kabul géren PZR, mikrobiyoloji alanin-
da tanida birgok avantaja sahiptir. Ornegin organ
ve dokularda etkenin sayica az oldugu durumlarda,
inceleme Orneginin kiltiir icin uygun olmayacak
dercede eski oldugu durumlarda PZR ile etkenin
DNA’sin1 saptamak ve tani mimkiin olmakta-
dir.® Ayrica, kiltiréi zor ve uzun olan infeksiyon-
larin tanisini kolay ve kisa siirede sonuglandirmak
miimkiindiir.”” Ayni zamanda mikroorganizmalar,
tiimorler ve diger hastaliklarda da gen ekspresyon
seviyelerinin degisikligini analiz etmekte kullanila-
bilmektedir. ' '>262

Bunun yaninda ilk kurulumunun masrafli ol-
masi, ekonomik yonden atlanmamasi gereken bir
durumdur. Atlanmamasi gereken bir diger nokta
caligma esnasinda en kii¢itk DNA kontaminasyonu-
nun dahi yanls sonuglarin alinmasina sebep olabi-
lecegi durumudur.”” Test sonuglarinin yorumlama
agamasinda deneyimli personel gerekmektedir. Pri-
merlerin spesifitesindeki sorunlar nedeniyle yanlis
pozitif sonuglar olusabilmekte, ya da istenilenin di-
sinda farkli bantlar olusabilmektedir. Hedef DNA’
da yer alan benzer fakat tamamen ayni olmayan gen
dizilerine primerlerin baglanmasi da yanls negatif-
liklerin sebeplerinden birisidir.> > '”*! Yanlis nega-
tifliklerin en 6nemli sebeplerinden biri de inceleme
orneklerinde ya da niikleik asit ekstraksiyonunda
bulunan PZR inhibitérleridir.'” 2%

Veteriner hekimligi mikrobiyolojisinde bas-
ta tan1 amacli olmak iizere; molekiiler incelemeler
igin diski, kan ve nekropsi materyalleri (i¢ organ)
siklikla gonderilmektedir. Bu derlemede de siklikla
kullanilan bu inceleme 6rneklerinde bulunan PZR
inhibitorleri, etki mekanizmalar1 ve son olarak da
bunlarin eliminasyonu igin 6nerilen bazi1 yéntemler
aciklanmaktadr.

PZR inhibitérleri Nelerdir?

PZR inhibitérleri, organlar, kan, viicut sivilari
gibi biyolojik materyal ¢esitlerinde; su, toprak ve
hava gibi ¢evresel 6rneklerde; et, siit, meyve, sebze,
deniz iiriinleri gibi cesitli gida maddelerinde bulu-
nabilirler. Bunlara ek olarak materyallerin labora-
tuvara taginmasi sirasinda, laboratuvar drneginin
hazirlanis1 agamasinda veya niikleik asit ekstraksi-
yonunda istenmeden de olsa inhibitér maddeler ka-
tllabilmektedirfl’ 9, 10, 16, 18, 22, 23, 29, 33, 37

Bir inceleme ornegi bir¢ok farkli inhibitori
igerebildigi gibi, ayni inhibitorler farkli materyal
kaynaklarinda da bulunabilmektedir. Kalsiyum
iyonlar1 inorganik materyallerde bulunan inhibitor-
lere ornektir, organik materyallerdeki inhibitorler
arasinda ise; safra tuzlari, iire, fenol, etanol, poli-
sakkaritler, SDS, humik asitler, tannik asit, melanin
ve bunlarin yani sira bazi farkli proteinler kollajen,
myoglobin, hemoglobin, laktoferrin, IgG ve protei-
naz yer almaktadir.** %

Kan, serum ya da plazma 6rneklerinde bulunan
IgG, hemoglobin ve laktoferrin, heparin gibi anti-
koagtilantlar, hormonlar ve baz: antiviral maddeler
(asiklovir v.b.), inhibitérler arasinda yer almaktadir.’
Kan ve kas dokusu gibi klinik érneklerinin icinde
yer alan laktoferrin ve myoglobin de inhibitor etki-
ye sahiptir.>®?*3” Digki 6rneklerinin etkisi icerigine
baghdir ki bu da hastanin beslenmesine, yasadig
cevreye ve sindirim sisteminin var olan mikroorga-
nizma florasina baghdir. Diski 6rneklerindeki bas-
lica inhibitorler; kompleks polisakkaritler, bitki ve
sebze orjinli klorofil, safra tuzlari, tire, glikolipidler,
hemoglobin ve heparindir. En 6nemlileri ise safra
asitleri ve onlarin tuzlaridir.” * * Idrar 6rnekle-
rindeki en kritik bilesen ise tiredir ve polimerazin
bozulmasina neden olmaktadir.*® Urenin inhibitér
etkisi konsantrasyonuna baglidir ve konsantrasyon
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50 mmol” olmast durumunda inhibitor etkisi bas-
lamaktadir.'

Peynirde ve siitte proteaz (plazmin) ve kalsiyum
iyonlar1 gibi inhibitér maddeler saptanmugtir.* 2>

Inceleme érneklerinin yapisinda bulunan mad-
delerin diginda, bir de o6rnekleme islemleri veya
niikleik asit ekstraksiyonu asamasinda PZR’ ye da-
hil olan maddelerin de bir kisminin PZRde inhibi-
tor ozellikleri bulunmaktadir. NaCl, KCl gibi tuzlar,
deterjanlar (iyonik ve non-iyonik), organik mole-
kiiller, EDTA, etanol, izopropil alkol ya da fenol gibi
maddeler hiicre lizisi ve saf niikleik asit hazirlanma-
s1 i¢in gereklidir, ancak ayni zamanda bu bilegen-
lerin belirli konsantrasyonlar1 inhibitér etkiye de
sebep olmaktadir.”"* Bununla birlikte ekstraksiyon
islemleri sirasinda kullanilan eldivenlerin pudra
icerigi de inhibitor etki gostermektedir.” Wadowsky
ve ark. (1994), Bordetella pertusis tanisi i¢in kullan-
diklar1 nazofaringeal sivablarin yapisinda yer alan
kalsiyum aljinat fiber maddesinin, inhibitor etkiye
sebep oldugu saptanmis ve Dacron sivab kullanimi
onerilmistir.* Konsantrasyonuna bagli olmak ko-
sulu ile UV 1sinlamasi etkisine maruz kalan, plastik
PZR tiipleri ve mineral yaglar da inhibitor etkiye
sahiptir.”

PZR inhibit6rlerinin Etki Mekanizmalar

Her bir inhibitér madde, PZR’ nin farkli agama-
sinda dahil olabilecegi gibi, etki sekilleri de farkli
olmaktadir. Ayni kaynak materyalde yer alan fark-
i maddelerin inhibitdr 6zelligi benzer olabilecegi
gibi, farkli materyalde yer alip ayn1 etki sekillerine
sebep olabilen maddeler de mevcuttur.

Baslangic olarak, PZR’ de kullanilan kalip DNA;
niikleaz ve diger maddelerin etkilesimi ile degisime
ugrayabilmekte ya da indirgenebilmektedir. Bu etki
yitksek erime noktalarinda meydana gelen yaris-
mac1 baglanma sebebi ile gerceklesmektedir.! He-
matin, DNA nin erimesinin tamamlanmamasina
sebep olarak inhibitor etki gostermektedir (Melting
DNA).* Yedidag ve ark (1996), asiklovir gibi bazi
antiviral maddelerin niikleotitler ile yarigarak DNA’
nin uzamasini inhibe ettiklerini belirtmislerdir. ¥

DNA polimerazi, direkt ya da indirekt olarak
etkileyen bir¢ok PZR inhibitérii bulunmaktadir.

Ornegin proteaz, deterjanlar, iire ve fenol gibi mad-
deler DNA polimeraz enzimini indirgeyebilmek-
tedirler. Kalsiyum, kollajen, hematin ve tannik asit
ise polimeraz aktivitesini inhibe etmektedir. Ek-
zojenik DNA ise sablon ile yarigarak inhibitor etki
gosterebilmektedir.*"*> DNA muhafazasi i¢in kulla-
nilan baz kitlerin yikama solusyonlarinda bulunan
EDTA, belirli konsantrasyonlarda oldugunda mag-
nezyum iyonlarini tiiketebilmektedir ve bu sekilde
DNA polimeraz aktivitesinin inhibisyonuna sebep
olmaktadir.”” Deterjanlar, proteaz ve iire gibi mad-
deler polimerazin parcalanmasina sebep olmakta-
dirlar.* > 26 % Kalsiyum, kollajen, hematin, bitkisel
ara driinler, IgG, melanin, myoglobin, polisakka-
ritler, sodyum ve tannik asit; DNA polimerazin in-
hibisyonuna veya transkriptaz aktivitesini tersine
cevirerek inhibitor etki gostermektedirler.> > 1% 2% 2>
% Kalsiyum iyonlar: tiim bu etkilerinin yanisira po-
limerazin kofaktorleri ile de yarigsmaktadir.* !

RNA {izerine etkisi olan maddelerin basinda
gelen fenoller, oksitleyici kosullar altinda RNAy1
capraz baglayabilirler ve bu yetenekleri ile RNA izo-
lasyonuna engel olmaktadirlar.®® Polisakkaritlerin
varlig1 ise ¢oktiirtilmiis RNA kapasitesini azaltabil-
mektedir.*® Yapilan bircok calismada gorilmistiir
ki polifenoller ve polisakkaritler; niikleik asit ile
¢okelme asamasinda, ¢okeltilmis RNA nin tekrar
stispansiyon haline gelme ozelligini indirgemekte-
dirler’® 3

Polifenoller ve polisakkaritler bu etki meka-
nizmalarinin yaninda; kollajen, melanin ve humik
asitlerinin de sahip oldugu etki gibi niikleik asitle-
rin kimyasal 6zelliklerini de degistirebilmektedirler
(niikleik asitler ile ¢apraz baglanma ile).?*** Humik
asitler ayn1 zamanda niikleik asit ve enzimlere tu-
tunarak ya da onlara baglanarak inhibitor etki gos-
terebilmektedirler.! Bakteri hiicreleri ve hiicre ar-
tiklari, deterjanlar, PZR katki maddeleri, proteinler
ve polisakkaritler, tuzlar ve solventler ise niikleik
asitlerin par¢alanmasina sebep olarak inhibitor etki
olusturmaktadirlar.s 1522536

Metal iyonlar1 ise primerlerin 6zelliklerini in-
dirgeyerek inhibitér etkiye sahip olmaktadirlar.!
Polifenoller ve tannik asit ayn1 zamanda metal iyon-
larinin gelasyonuna da sebep olmaktadirlar.”* Ros-
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sen ve ark. (1992)nin ¢aligmasindan gortalmistir
ki; EDTA da magnezyum dahil olmak {izere metal
iyonlarinin selasyonuna sebep olarak inhibitor etki-
ye neden olmaktadir.”

PZR inhibitérlerinin Eliminasyon Yéntemleri

Genel olarak, kategorize edilmis belli bagh in-
hibitor maddelerin dikkatli kullaniminin yani sira,
bazi maddelere kars: spesifik eliminasyon yontem-
leri de mevcuttur.

Seminal siv1 ve digki 6rneklerinin matrislerinde
yer alan polisakkaritler gibi kii¢iik proteinler ve tuz-
lar1 elimine etmek i¢in Sephacryl S-400, Sephadex
G-200, Chelex, Sephadex ve cetrimonium bromide
kullanilarak kolon kromatografisi uygulanmakta-
dir.*"** Kromatografi hiicre ekstraktlarindan ntik-
leik asitlerin saflastirilmasi amaci ile kullanilan yon-
temlerden birisidir. Digk1 6rnekleri igin ekstraksiyon
agsamalari; Sedaphex G-200 kromatografi, PZR den
once 1s1l islem uygulamasi, BSA ya da gp32 eklen-
mesi, direngli polimerazlarin se¢ilimi, kloroform
ekstraksiyonu, aktif karbon ile isleme tutulmas: ve
laboratuvar 6rneginin seyreltilmesidir.>”'*"

Idrar 6rneklerinde yer alan iirenin inhibitér et-
kisi, dializ ya da ultrafiltrasyon ile elimine edilebil-
mektedir.'® Kalsiyum iyonlarinin inhibitor etkisi,
magnezyum iyonlarinin eklenmesi ile kompanse
edilebilmektedir.* Siit 6rneklerinde yer alan inhibi-
torler igin BSA, proteaz inhibitorii ve magnezyum
iyonlarmin eklenmesi 6nerilmektedir.** Peynir ve
et Girlinleri igin ise direngli polimerazlarin secilimi
ile inhibitor etki elimine edilebilmektedir.”

Niikleik asit izolasyonu i¢in kullanilan manyetik
silika boncuklarin kullaniminin, etkili bir sekilde
PZR inhibitorlerini kaldirabildigi bildirilmistir."®
Polifenollerin RNA ile etkilesimini ortadan kaldir-
mak amaciyla yiiksek konsantrasyonda borat eklen-
mesi ve fenollerin etkisini ortadan kaldirmak igin
ise polyvinylpyrrolidone kullanimi 6nerilmektedir.
30.34 35 Immunocapture yontemleri de PZR inhbi-
torlerinin eliminasyonunda etkilidir.?® Maher ve
ark.,'® hava ve gevre 6rneklerinde yer alan inhibit6r
maddeler i¢in Magnetic bead DNA capture method
kullanimini 6nermislerdir. Su ve ¢cevre 6rnekleri i¢in
Sedaphex G-100 ve Chelex-100’ iin kombine uygu-

lamasi, ¢oziiciilerin ekstraksiyonu, pozitif ytkli
membranlar ile ultrafiltrasyon ve UV 151 uygula-
mast kullanilabilmektedir."*

SONUC VE ONERILER

PZR inhibitorleri, yontemin farkli agamalarinda
degisik mekanizmalar ile etkilerini gosteren, birgok
inceleme 6rneginde bulunabilen maddelerdir. PZR’
nin duyarliligini olumsuz yonde etkiler ve yanlis ne-
gatifliklerin en 6nemli nedenleri arasindadir. PZR
nin ekstraksiyondan itibaren bir¢cok agamasinda
bu inhibitorlerin etkisini elimine etmek i¢in farkli
yontemler onerilmektedir. Onemli olan yapilacak
olan testin icindeki olasi inhibitorleri énceden be-
lirlemek ve 6nerilen yontemlerlerden birini uygula-
maktir. Ayrica PZR karisimi icerisine ilave edilecek
internal kontroller ile de reaksiyonun gerektigi gibi
calistiginin kontrol edilmesi de 6nemlidir. Veteriner
mikrobiyolojisinde yaygin kullanimi olan PZR’ nin
glivenilir bir gekilde kullanilmasi i¢in bu inhibitér-
lerin varlig1 unutulmamali ve her gegen giin yenile-
nen eliminasyon yontemleri takip edilmelidir.
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