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Molekuler biyolojik ¢alismalarin temeli
Watson ve Crick'in 1953 yilinda DNA
molekdl yapisini tanimlamalarina
dayanmaktadir. DNA yapisi tanimlandiktan
sonra llerlemeler bas déndiriicii bir hizla
gelismistir. Ters transkriptaz (RNA’dan
complementary DNA yapimi) enzimlerinin
tanimlanmasi, restriksiyon endonukleaz
enzimlerinin kesfi, klonlama teknolojisinin
gelismesi, DNA dizi analizinin basariimasi,
DNA problart ve Polymerase Chain
Reaction (PCR) gibi nukleik  asit
amplifikasyon tekniklerinin  gelistiriimesi
hizli  bir sekilde bir biri ardina ortaya
konmustur (1). PCR o6zellikle diger
molekuler ydntemlerden farkli  olarak
tagidigl potansiyel nedeniyle daha yaygin
kullanim alani bularak hemen hemen her
molekuler laboratuara girmigtir.

Molekuler yéntemler, 6zellikle mikroskopi
ile goérulmesi, kdltirde Uretiimesi uzun
zaman alan, zor veya olanaksiz
mikroorganizmalarin saptanmasinda
O6nemli rol oynamaktadir. Bu ydntemlerin
tani amaciyla bir baska kullanim alani,

hastaneye gelmeden once tedavi

baslandigi i¢in  kultirde Uretilemeyen
mikroorganizmalarin saptanmasidir.

Mycobacterium’lar tarih boyunca oldugu
gibi ginUmizde de salginlara yol agmakta,
yeni epidemiyolojik tipler veya ilaclara
direncli mikroorganizmalar olarak
karsimiza  ¢ikmaktadir.  Tuberkilozun
kontroli igin erken teshis esastir.
Ginudmuzde tiberkiloz tanisinda en kolay
ve hizli metot aside direncli basillerin Erlich
Ziehl Neelsen (EZN)

gosterilmesidir. Bununla beraber boyama

boyasiyla

ve yayma mikroskopisi i¢cin ml'de 5000-
10000 bakteri gerekmektedir. Tedavi
edilmemis hastalarda yapilan cesitli
calismalarda tliberkiloz hastalarinin % 50-
80’'inde yayma pozitifligi goOsterilebilmistir
(2). GunUimuzde hala altin standart
kulturdar. Kaltdr balgam, brons lavajindan
baska beyin omurilik sivisi ve idrar gibi
solunum sistemi disi o6rneklerde de
rahatlikla kullanilabilmektedir. Kultir ayni
sekilde yaklasik yaymadan 500 kez daha
duyarhdir ve duyarhlik saptanmasi gibi
daha ileri arastirmalar igin bakteriyi de
saglar. Mikroskopi ve kultur gibi klasik tani

yontemleri mycobacterium’lara bagh



infeksiyonlarin tanisinda dnemini eskisi gibi
korumakla birlikte daha uzun zaman
almakta ve yeni etkenlerin
tanimlanmasinda yetersiz kalabilmektedir.
Molekuler yéntemler oldukga hizli olmalari
genisligi
nedeniyle mycobacterium infeksiyonlarinin

ve tanimlama araliklarinin
tanisinda da yaygin kullanim alani
bulmustur (3).

Mycobacterium infeksiyonlarinin

tanisinda kullanilan molekuler
yontemlerin amaci, su ana baslklar
altinda toplanabilir:

1. Mycobacterium’larin klinik érneklerde
varliginin saptanmasi.

2. Klinik 6rneklerde bulunan veya
kiltirde Uretilen bakterilerin tirlerinin
saptanmasi veya tiplendiriimesi.

3. Mycobacterium’larin  antimikrobiyal
ilaclara karsi direngli olup
olmadiklarinin arastiriimasi.

4. Molekiler epidemiyolojik arastirmalar
ile  Mycobacterium infeksiyonlarinin

kaynaginin ortaya g¢ikartiimasi.

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

(Polymerase Chain Reaction, PCR)

PCR ilk defa Kary Mullis tarafindan 1985
yilinda tanimlanmigtir (1). Bu yontemde
¢ogaltiimasi (replikasyon) istenen DNA
ornegi, replikasyon icin gereken
maddelerle birlikte bir tlipe konarak, U¢
degisik 1sida bir dongu (siklus) icerisinde
tutulur. ik DNAnin

denatirasyonudur. 94-95 °C'ye sitilan

basamak

DNA' nin iki zinciri birbirinden ayrilir
(denatiirasyon). ikinci basamak

baglanmadir (yapisma = annealing).
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Ortama konmus ve sadece ¢ogaltiimak
istenen DNA bdlgesine 6zgul iki primer,
sicakligin (50-70°C' ye) dusurulmesiyle, ilk
basamakta ayriimig olan kalip DNA’nin
6zgul olduklari bdlgelerine baglanirlar.
Uglincli basamak primerlerin uzamasidir
(sentez = extension). Ortama konmus ve
optimum sentez sicakhgi 72-74 °C olan
Thermus aquaticus (Taq) polimerazi (ya da
Istya dayanikh bagka polimerazlar) bu
Isida hedef DNA’ya yapismig primerlerin 3’
ucundan  baglayarak  istenen = DNA
bdlgesinin sentezini yapar. Bu U¢ basamak
bir donguyu olusturur ve her
tekrarlanisinda iki primer arasinda kalan
6zgll DNA pargasi c¢ogaltilarak iki katina
cikarilmis olur. Yeni sentezlenen DNA da
bir sonraki déngide kalip olarak kullanilir
ve bu DNA parcalari geometrik olarak
artar. Teoride 6zgul DNA pargasi; siklus
sayisi (n) ve baslangictaki hedef sayisina
(t) bagh olarak vyaklagik tx2" sayisina
ulagir. Hedef sayisi, enzim, dNTP, primer
konsantrasyonu ve ¢ogaltilan bdlgenin
birikmesi gibi nedenlerle Urin miktari
formildeki sayiya ulasmaz. Fakat yinede
milyonlarca kopyalik ¢ok yiuksek yogunluga
ulasan hedef DNA molekllinin PCR
sonrasi agaroz jel elektroforezi gibi bir
yontemle gosterilmesi oldukga kolaydir
(4,5).

PCR'In ticari olarak ilk defa Roche firmasi
tarafindan kullaniimigtir. Roche firmasinin
Amplicor sisteminde tiberkiloz tanisida

mumkUindar.

PCR’In farkl

kullaniimasinin ve gelistiriimesinin lisans ile

firmalar tarafindan
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sinirlanmasi  nedeniyle diger firmalar
tarafindan alternatif amplifikasyon teknikleri

geligtirilmistir.

Transcription mediated amplification (TMA)
retroviral replikasyona benzer gsekilde
PCR’dan farkli olarak RNA'y1r hedef alir.
TMA izotermaldir ve thermal cycler cihazi
gerektirmez. Bu metot  tlberkiloz
teshisinde kullaniimak (zere Gen-Probe
firmasinda mevcuttur.

Strand displacement amplification (SDA)
amplikonun  tek  zincirli  kopyalarinin
cogaltiimasina dayanir ve izotermaldir. Bu
metotu kullanan sistem Backton-Dickenson

firmasi tarafindan saglanabilir.

Ligase chain reaction (LCR) Abbott firmasi
tarafindan gelistiriimistir. LCR PCR’ye
benzer sekilde sikluslar kullanir. LCR hedef
DNA’'ya 6zgu problarin birlestirilebilmesi
icin termostabil ligaz enzimini kullanir. Bu
islemin sikluslar seklinde tekrarlanmasiyla
her siklusta yeni hedef DNA’lar elde

edilmis olur.

PCR ve bu yeni amplifikasyon tekniklerinin
rutin uygulamalardaki de@eri (teshis igin
gereken surenin  kisalmasi) bir ¢ok

¢alismada gosterilmistir (6,8)

PCR Uygulamasinda Karsgilagilan Sorunlar

PCR’deki sorunlarin ana nedeni testin
yuksek duyarlihgi; ideal sartlarda bir tek
genomu (bakteri veya virls,...vb.) dahi
tespit edebilmesine dayanmaktadir.

Hassas calisma metotlar ile dahi PCR

laboratuarinda karsilasilan sorunlar
astlamamisgtir. Daha glvenilir, standart,
uygulamasi kolay, az emek ve maliyet
gerektiren tekniklere rutin uygulamada

bayuk inhtiyac vardir (1,3).

En sik kargilasilan Sorunlar Asagida

Siralanmistir.

1. Yalanci pozitif ve negatiflik

2. Deneyimli personel ve hassas calisma
gerektirme

3. Uzun slre ve is yogunlugu

4. Ozel laboratuar alt yapisi ve ekipman
gerektirme

5. Sonuglarin deneyimli kigiler tarafindan
yorumlanmasi

6. Standardizasyon gerekliligi

7. Maliyet

Bu sorunlarin ¢bézimi veya en aza
indirilebilmesi igin érnek alimindan PCR’nin
son asamasina kadar bir dizi uyar ve
onlemlere siki bir sekilde uyulmalidir.
Ornek Alma, Tagima ve isleme

PCR i¢in vucut sivi (serum, vb.) ve
sekresyonlari veya dokular gibi her tarld
materyal bir drnek olabilir.  Fakat
hemoglobin ve heparin gibi inhibitdrlerden
mumkun oldugu kadar kaginiimahdir. PCR
icin en uygun ornekler; etkenin yogun
bulundugu, elde edilmesi kolay, en az
kompleks ve yeterli miktarda elde
edilebilen  6rneklerdir.  Ornek usuliine
uygun olarak alindiktan sonra; uygun érnek
kabina (mimkinse RNAse ve DNAse
bulunmayan) konularak tasinmal ve

saklanmaldir. Bazi &rneklere gerekirse
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dekontaminasyon ve  homojenizasyon

islemleri uygulanabilir.

Niikleik Asitlerin izolasyonu

Bir 6rnegin PCR isleminde kullanilabilmesi
icin DNA veya RNA'nin izole edilmesi yani
diger maddelerden ayrilarak saflastiriimasi
(purifikasyon) gerekir. Bu islemde izole
edilecek hedefe (DNA veya RNA) uygun
metot kullaniimahdir. Hedef RNA ise
RNase inhibitéri ve RNase bulunmayan
su, tamponlar ve sarf malzemeleri
kullanilmahdir. Bu asamada Ornekten
(idrar, balgam ve hemoglobin,.. vb.) veya
metottan kaynaklanan inhibitorler (fenol,
SDS) elimine edilmelidir. Basit, etkili, hizli
ve glvenilir metotlar tercih edilmelidir.

Yuksek 1s1 (kaynatma metodu) veya pH

yapilacadi oda). Eder imkanlar yetersiz
ise 3 oda da yeterli olabilir. Termal
Cycler; hizl, kapaktan da isitmali, elektrik
kesildiginde kaldigi  siklustan tekrar
baslayabilen, 0.2 ml ve 0.5 ml'lik bloklari
degistirilebilen aletler tercih edilmelidir.
Reaktifler, diger tampon sivilari ve PCR
karisimi mimkinse klas | laminer
kabinde hazirlanmalidir.  Orneklerden
DNA izole edilirken klas Il laminer kabin
tercih  edilir. Kabin yoksa hava
sirkilasyonu olmayan sadece bir yuzi

acik camekanli bélmeler kullanilabilir.

Optimizasyon

In house (ev yapimi) PCR yapildiginda;
izole edilen hedef DNA miktari, primer
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(alkali lizis metodu) o6zgulligi ve DNA
kalitesini azaltabilir. Kullanilan malzemeler
(pipet, nikleaz bulunmayan tiup ve filtreli
uc¢) kaliteli olmalidir. Primer, prob ve
nikleotitler mumkinse High Pressure
Liquid Chromatography ile pirifiye edilmis
olmalidir. Kaliteli enzimler (taq polimeraz)
mumkinse oda isisinda inaktif olan ve
Isitildiginda

aktiffesen  modifiye  taq

polimerazlar kullaniimalidir.

Alet ve Alt Yapi

PCR uygulamasi yapilacak alan
mumkinse fiziksel olarak birbirinden
ayrilmis dort odaya ayriimalidir. 1. Reajant
hazirlama odasi, 2. Ekstraksiyon odasi, 3.
Nestet PCR vyapilacaksa 2. PCR’nin
pipetajinin yapilacag:i oda ve 4. Kirli oda
(agaroz jel elektroforezinin
konsantrasyonlari, Mgt miktar, taq
polimeraz miktari, uygulanacak siklus
sayisl, denatirasyon, baglanma, sentez
sure ve sicakliklari belirlenmeli ve testin
duyarhlik alt sinirt kopya sayisi bilinen
kullanilarak

standart ornekler

saptanmalidir.

Goriintiileme Asamasinda Karsilasilan

Sorunlar

Agaroz jelde bant gérilmemesi; etidyum
bromid katilmamasina, UV lambasinin
zayifigina  veya  spesifik  Grlnun
yokluguna bagh olabilir. Bu nedenle her
PCR uygulamasinda sistemin galistiginin
gOsterilmesi igin mutlaka pozitif kontrol

bulunmalidir.



Bantlar bozuk ise urin fazlalig

olabilir, agaroz jel iyi d6kilmemistir

veya elektrik siddeti fazla

uygulanmigtir.

Bantlar zayif goériluyor ise; Urin veya
etidyum bromid azdir, elektrik siddeti
fazladir.

Fazla sayida bant veya semear olusumu;
PCR optimize degil, agaroz jel ve elektrik
siddeti uygun degil.

sistemi  icerdikleri i¢cin carry over
kontaminasyon problemi en aza inmistir.
Bazilarinda Real-Time (her an izlenebilen)
olarak PCR Uriinunin artisi izlenebilir. Bu
sistemlerde ayni anda kalitatif ve kantitatif
deger elde edilebilmektedir. Ayrica bu
sistemler  6zel prob  dizayni ile
mutasyonlarin belirlenmesi icinde
kullanilabilir. ~ Sistemine  gére  DNA
izolasyonu dahil PCR 90-180 dakikada
tamamlanabilmektedir. Alet maliyet
katilmazsa test maliyeti klasik PCR ile
aynidir. Ayrica yeni sistemler daha az
flouresan boya kullandiklari igin ¢evreyi
daha az kirletmektedirler. Yeni sistemlerin
dezavantaji ise c¢ogunlukla cihaz ve sarf
malzemesi bagdimli olmalari ve heniiz tam
standardize edilememeleridir. Real-Time
PCR tekniklerinden Ulkemizde olanlar;
Perkin Elmerin Sequence Detection
System (5700, 7000, 7700)i, Roche
Diagnostics’in Lightcycler sistemi, Biorad’in
Icycler sistemidir. Bu sistemlerin hepsinde
bir flouresan boya olan SYBR Green I'in
nikleik asitlere baglanmasina dayanan
SYBR Gren | teknolojisi kullanilabilir.
SYBR Green’e ek olarak Lightcyclerda
flouresans rezonans energy transfer

(FRET) teknolojisi, Sequence Detection
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Sorunlara Coézim Olabilecek Yeni
Teknikler

PCR da yasanan sorunlarin ¢6zimu igin
Real-Time PCR teknikleri bir alternatif
olabilir. Yeni teknikler kapali tip veya
kapiller

System’inde ve Icycler'da Tagman

teknolojisi kullanilabilmektedir (9).

Restriction Fragment Length
Polymorphism (RFLP)

Restriksiyon  enzimlerinin  (RE)  kesfi
molekuler metotlarin gelisimini dahada
hizlandirmistir. RE’leri  ¢ift zincirli DNA
dizisini belli nukleotit dizelerinden (&r.
ATGC gibi) taniyan ve kesen enzimlerdir.
RE’leri  bakterilerin  kendilerini  yabanci
DNA’laradn
enzimlerdir. 1978 vyilinda RFE’lerini ilk
tanimlayan Aber W, Smith H ve Nathans D

korumasini saglayan

nobel 6dulu kazanmiglardir. GUnimuzde
yaklagik 1200 RE tanimlanmis ve
siniflandiriimistir.  Siniflandirmada ilk G¢
harf enzimin kaynagi olan bakteriyi ve
rakamda tanimlandikgca 1, 2 ve 3 gibi
numarayi ifade eder. Ornegin Pvul enzimi
Proteus vulgaris'ten elde edilen ilk RE’ni
ifade eder. RFE’lerinin DNA analizinde
kullaniimasi ile ayrim gucu olduk¢a yuksek
bir teknik olan RFLP ydntemi geligtirilmistir.
Bu ybntemin temeli tim kromozomal DNA
veya PCR sonrasi elde edilen DNA’nin
RE’leri ile kesilerek DNA pargalarinin

agaroz  jelde blykliklerine gore



ayrildiktan sonra etidyum bromid ile
boyanarak degerlendiriimesine dayanir. Bu
yontem oldukca spesifiktir ve komple DNA
analizlerine alternatif olabilir (3). Genomik
DNA’nin RE’leri ile kesilmesinde oldukga
uzun ve dederlendirmesi zor olan bu
yontem PCR sonrasi uygulamalarda
nispeten daha kolay ve kisa surede
uygulanabilir (10). Bu ydéntemin avantaj
¢cok az DNA ile galisiilmasi, kisa stlrede
sonu¢ vermesi ve radyoaktif madde
kullanilmamasidir. Yéntemin dezavantajlari
ise genomda ortaya c¢ikan dogal
mutasyonlarin kesim boélgelerinin
degistirebilmesi ve bazen kismi kesimlerin
olmasidir. RE’leri genellikle 10 unite/ml
konsantrasyonunda ve % 50 gliserolli
tamponda — 20 °C’de tutulur. Enzimler
oldukca pahali oldudu i¢in steril ortamlarda

cahsilmali ve enzimle c¢alisilirken buz
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Uzerinde tutulmalidir. Her enzimin optimum
tamponu Uretici firma tarafindan enzimle
birlikte veriimektedir. PCR Urlni, enzim ve
tamponu uygun konsantrasyonda
karistirildiktan  sonra enzime  uygun
sicaklikta belirli bir stre (enzime gore
degisir) tutulmalidir. Sonra ise kesilen Urln
agaroz jelde ydrdtulebilir. Glnimizde
RFLP teknigi insan genetik calismalar
(allelerin ayrimi vb.) basta olamk Uzere
bircok genetik calismada kullaniimakta ve
her gecen gun yeni Re’leri kesfedilmektedir

(3).



