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Ozet

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) temelli testler glinimizde enfeksiyon hastaliklarinin tani ve
izleminde en sik kullanilan molekiler yéntemlerdir. PCR'In farkli amaglar igin tasarlanmis nested PCR, ters
transkripsiyon PCR, multipleks PCR, real-time PCR ve kantitatif PCR gibi cok sayida farkli modifikasyonu
gelistirilmistir. Real-time PCR’In bile birbirinden farkli gériintileme y&ntemleri ve prob tasarimlarinin
kullanildigi gok sayida alt tipi vardir. PCR yontemi bu modifikasyonlari disinda yeni nesil dizi analizi, DNA cip
teknolojisi, ters hibridizasyon teknikleri, klonlama galismalari, lumineks teknolojisi, PCR-ELISA ve PCR-RFLP
gibi temel molekiler tekniklerin bir pargasi veya 6n basamadi olarak da yaygin kullanim alani bulmustur. Bu
onemli teknik cevresel, klinik, fosil, adli tip, gida, bitki, su ve in-vitro ortam 6rneklerinde baslica DNA veya
RNA varligini saptamayi ve analiz etmeyi hedefler. Bu érneklerin bazilari PCR lzerine dedisen derecelerde
inhibitor etkiler gosteren gok sayida kompleks biyolojik molekdil igeren karisimlardir. Bu heterojen karisimlar
icerisinde bulunan inhibitér maddelerin ve ayrica DNA ve RNA yapisini bozabilen enzimlerin uzaklastiriimasi
6nemlidir. NUkleik asit eldesi igin bazi durumlarda hicre duvari yapilarini parcalamak veya bu molekillere
bagh proteinleri uzaklastirmak gerekirken, tim islemleri DNA ve RNA bitinliginid bozmadan yapmak
onemlidir. Yetersiz niikleik asit ekstraksiyonu veya inhibitor maddelerin varligi 6zellikle az sayida hedef nikleik
asit iceren 6rneklerde yanlis negatif sonuglara neden olabilen 6nemli bir problemdir. Glintimizde DNA ve RNA
eldesi icin ¢ok sayida farkh ekstraksiyon ve saflastirma ydntemi tanimlanmis ve bu ydntemlerin farkh
kombinasyonlar otomatize sistemlere entegre edilmistir. PCR reaksiyonunun verimliligini artirmanin alternatif
bir yolu ise reaksiyon karisimina amplifikasyon kolaylastiricilari veya PCR giglendiricileri olarak adlandirilan
stabilizatdr katkilarin eklenmesidir. PCR temelli yeni bir protokol tasarlanirken veya yeni gelistirilen PCR temelli
bir teknikte farkli molekuller kullanilirken ortaya cikabilecek bilinmeyen yeni inhibitdr etkileri izleyerek PCR
oncesi kosullarin ve amplifikasyon slrecinin optimize edilmesi 6nem arz etmektedir. Bu makalede her biri farkl
avantaj ve dezavantajlara sahip PCR 06ncesi hazirhk islemlerinin ve yaygin kullanilan amplifikasyon
kolaylastinicilarinin genel 6zelliklerinin bir 6zeti sunulmustur.

Anahtar Kelimeler: Kolaylastirici, inhibitér, Amplifikasyon, Optimizasyon.

Abstract

Polymerase Chain Reaction (PCR) based tests are the most commonly used molecular methods in the
diagnosis and monitoring of infectious diseases today. Numerous different modifications of PCR have been
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developed and designed for different purposes, such as nested PCR, reverse transcription PCR, multiplex PCR,
real-time PCR and quantitative PCR. Even real-time PCR has many types using various imaging methods and
different probe designs. Apart from these modifications, the PCR method is also widely used as a part or a
preliminary step of basic molecular techniques such as next-generation sequence analysis, DNA chip
technology, reverse hybridization techniques, cloning studies, luminex technology, PCR-ELISA and PCR-RFLP.
This important technique aims to detect and analyze the presence of DNA or RNA in environmental, clinical,
fossil, forensic, food, plant, water and in-vitro media samples. Some of these samples are mixtures containing
many complex biological molecules with varying degrees of inhibitory effects on PCR. It is important to remove
inhibitory substances in these heterogeneous mixtures as well as enzymes that can disrupt DNA and RNA
structure. In order to obtain nucleic acids, in some cases, it is necessary to break down cell wall structures or
remove the proteins tightly bound to these molecules and it is important to carry out all these processes
without disrupting the integrity of DNA and RNA. Insufficient nucleic acid extraction or the presence of
inhibitory agents are important problems that can cause false negative results, especially in samples containing
a small number of target nucleic acids. Today, many different extraction and purification methods have been
defined for DNA and RNA extraction and different combinations of these methods have been integrated into
automated systems. An alternative way to increase the efficiency of the PCR reaction is to add stabilizer
additives called amplification facilitators or PCR enhancers to the reaction mixture. It is important to optimize
the pre-PCR conditions and amplification process by observing unknown inhibitory effects that may occur when
designing a new PCR protocol or using different molecules in a newly developed PCR-based technique. This
article provides a summary of the pre-PCR preparation processes, each with different advantages and
disadvantages, and the general features of commonly used amplification facilitators.

Keywords: Facilitator, Inhibitor, Amplification, Optimization.

Giris

PCR genel olarak; (i) 6rnek alma-toplama, (ii)
PCR dncesi 6rnek hazirlama, (iii) amplifikasyon ve
(iv) amplifikasyon Urlnlerinin analizi olmak Uzere
dort ana basamada ayrilabilir. Reaksiyon karisimi
icerisine eklenecek amplifikasyon kolaylastiricilari
ve reaksiyonda kullanilacak DNA polimerazin
segimi de PCR oncesi 6rnek hazirlama basamagdina

dahildir [1]. Reaksiyon optimize edilmesine
ragmen PCR’In basarili olmasi dikkat isteyen bir
slreci gerektirir. Hatta bazen kompleks
orneklerdeki inhibitorlerin  varhgr ile ilgili

problemlerin Ustesinden gelinemez. Bu nedenle,
rutin uygulamalar igin bir engel
olusturmasina ragmen cesitli PCR oncesi 6rnek
hazirlama stratejilerine gereksinim duyulur [2].
Rutin analizlerde kullanilan bir PCR ydnteminin
glivenilir sonug vermesi ve test performansinin
reaksiyon siresince yuksek dlizeyde tutulmasi

ve zorluk

icin PCR oncesi 6rnek hazirlama kritik 6nem
tasimaktadir [1].

Oncelikle calisilacak 6rnek karisimi PCR
inhibitorlerinin varhdi ve hedef nikleik asit (NA)
konsantrasyonunun acisindan
dederlendirilir. Boylelikle numunenin PCR analizi

yeterliligi

icin uygun olup olmadigi éngoriilebilir. Ornekler

yapisal igeriklerine gbére heterojen veya homojen
olarak basamakta ¢odu
kompleks biyolojik 6rnedin heterojenéz yapida
oldugu dikkate alinmalidir [1]. Ornegin, viskoz
balgam 6rneklerinin otomatize sistemlerde
dogrudan ekstraksiyona tabi tutulmasi glctlr ve
durum; balgam o6rnekleri gercek zamanli PCR ile
analiz edilirken nukleik asit izolasyonu 6ncesinde
normal tuz, ditiyotreitol
muamele gibi bir 6n homojenizasyon islemi
gerektirir [3]. Son asamada ise PCR oOncesi etkili
6rnek hazirlama kullanilarak DNA
amplifikasyon edilir [1].
Reaksiyon kosullarinin optimizasyonu igin; (i)
O0rnek alma-toplama metodunun optimizasyonu,
(i) PCR oncesi 6rnek hazirlama metodunun
optimizasyonu, (iii) farkli DNA polimeraz ve/veya
amplifikasyon kolaylastiricilari ile amplifikasyon
kosullarinin ~ optimizasyonu, (iv) veya bu
stratejilerin farkli kombinasyonlarinin beraber
kullanilmasi gibi stratejilere bagvurulabilir [1,4].

gruplandirilir.  Bu

ve proteinaz K ile

metotlan

kosullari  optimize

Kompleks biyolojik numunelerde bulunan
inhibitér maddeler hicre parcalanmasinin yetersiz

olmasina, termostabil DNA polimerazin
inaktivasyonuna ve nlkleik asitlerin bloke
edilmesine neden olarak PCR etkinligini
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bozabilmekte ve sonugta 6zellikle diisik hedef
nikleik asit iceren o&6rneklerde yanhs negatif
sonuglara neden olabilmektedir [5,6]. Bu sorunu
asmak ve PCR uyumlu oérnekler elde edebilmek
igin gesitli 6n islemlere basvurulmaktadir. Bununla
beraber, PCR 6ncesi 6rnek hazirlama tekniklerinin
karmasikligi, deneyim gerektirmesi ve ¢ok sayida
ornedin test edildigi durumlar icin kullaniminin zor

ve zaman alicc  olmasi sebebiyle; PCR
inhibisyonunun Ustesinden gelmek igin
kullanilabilecek alternatif bir strateji olarak

kompleks biyolojik numunelerin varlifinda PCR
etkinligini arttirma stratejisi gelistirilmistir [5,7].
Bu strateji inhibitoérlere daha dayanikh alternatif
bir termostabil DNA polimeraz secilmesi veya sigir
serum albimini (BSA, bovine serum albumin) ve
gp32 gibi amplifikasyon kolaylastiricilarinin
kullanilmasi gibi segenekleri igerir.

Bu makalede PCR 6ncesi hazirlikta kullanilan
6n hazirlik islemlerinin avantaj ve dezavantajlari
ele alinmis ve amplifikasyon kolaylastiricisi ve
stabilizatér olarak PCR karisimina eklenebilen
maddelere ve etki mekanizmalarina deginilmistir.

PCR Oncesi Ornek Hazirlama Stratejileri

Ornek hazirlamanin temel amaclari su sekilde
siralanabilir; amplifikasyon kapasitesini distren
inhibitdér maddeleri azaltmak, kalip-hedef DNA
oranini  arttirarak PCR testinin  uygulama
pratikligini arttirmak, heterojen bir 06rnedin
homojenitesini arttirarak testi tekrarlanabilir hale
getirmek.

PCR o6ncesi hazirik asamasinda ilk olarak
nikleik asit ekstraksiyon metotlari ile hiicrelerden
DNA ve RNA serbestlestirilir ve ilave purifikasyon
metotlari ile ekstraktlar daha da saflastirilabilir.
DNA ve RNA eldesi; Chelex (iyon degisim regine)
ekstraksiyonu, katyonik manyetik boncuklar ve
silika esash filtreler (silika degisim reginesi),
organik ve non-organik ekstraksiyon yéntemleri,
cevresel DNA'nin seliiloz nitrat filtreler Gzerinde

yakalanmasi-konsantrasyonu ve ardindan
filtrelerden DNA ekstraksiyonu, gibi farkh
prosedirlerle  gergeklestirilebilir  [8-10]. Bu
yontemler nikleik asitlerin etkili bir sekilde

eldesini saglar ve bircok otomatize sistemde
kullanilmaktadir. DNA ekstraktinin yliksek basinca
maruz birakilmasi ve DNA'nin bir jel Uzerinde
kiguk bir alanda toplanmasi gibi ekstraksiyon

yontemleri de tanimlanmistir [8]. Bahsedilen
yontemlerle yapilan kapsamli saflastirmanin en
onemli dezavantaji, genellikle %10 ila %80 gibi
geri kazanim oranlar ile énemli miktarda DNA

kaybina yol agmasidir. PCR ©&ncesi hazirlikta
kapsamli saflastirmanin yerine, numune
hazirlama adiminin en aza indirildigi hizh

ekstraksiyon yaklasimlari veya tamamen disarida
birakildigi dogrudan PCR (direct PCR) protokolleri
de kullaniilmaktadir. Ticari testlerde sikga sunulan
bu alternatif yaklasimin zaman ve is yiki avantaji
yaninda DNA kaybinin minimalize edilmesi gibi
6nemli bir avantaji da bulunmaktadir. Bununla
beraber, 6nemli bir dezavantaj olarak hizl
ekstraksiyon ve direkt PCR ydntemleri ile galisilan
ornekler yliksek miktarda PCR inhibitora
icerebilmektedir [8].

Sik kullanilan PCR 6ncesi 6rnek hazirlama
metotlari, (i) biyokimyasal, (ii) immunolojik, (iii)
fiziksel ve (iv) fizyolojik yoéntemler olmak Uzere
dort ana kategoriye ayrilabilir [1].

1. Biyokimyasal metotlar

Biyokimyasal yontemler organik ve non-
organik ekstraksiyon yontemleri ile RNA veya DNA
ekstraksiyonunu kapsar. Organik yéntem olarak
fenol-kloroform ekstraksiyon yodntemi ve non-
organik yéntem olarak proteinaz K uygulamasi
veya proteinlerin NaCl, LiCl, Na-asetat, amonyum
asetat  gibi uzaklastiriilmasi  gibi
yaklagimlar tanimlanmistir. Biyokimyasal DNA
ekstraksiyon metotlarinin en énemli avantaji PCR
icin yiksek kalitede homojen o6rnek eldesine
imkan vermeleridir. Bu islem igin birgok ticari kit
hazirlanmistir, hatta glinimuzde bu
kullanan otomatize ve etkinligi gticll ekstraksiyon
metotlari girmistir. DNA
ekstraksiyonunun kalitesini karsilastiran ¢esitli
galismalar, bu yuksek saflikta ve
konsantrasyonda DNA elde edilmesine olanak
sagladigini gostermistir. Ancak bu yoéntemler
genel olarak zaman alicidir ve ticari kitler genel
olarak daha pahalidir. Biyokimyasal yéntemlerle
DNA ekstraksiyonu vyapildiktan sonra PCR

tuzlarla

sistemi

kullanima

kitlerin

kosullarini iyilestirmek igin manyetik yakalama ve
DNA silis badlayicilarin kullanilmasi gibi bazi ek
On-islemler de gergeklestirilebilir [1,11].

RNA eldesi igin tasarlanmis biyokimyasal
ekstraksiyon metotlari da bulunmaktadir. RNA
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eldesi DNA ekstraksiyonuna c¢ok benzer sekilde
fenol-kloroform ekstraksiyonu ile yapilabilir.
Ancak bu prosedir bazi temel farklliklar igerir.
Ornegin, DNA pH 8 fenolde, RNA ise pH 4.5
fenolde sivi fazda kalir. RNA eldesinde genomik
DNA'nin elimine edilmesi de 6nemlidir ve bu islem
calisilan oOrnegdin asidik solUsyonlarla muamele
edilmesi ile saglanir [12]. RNA ekstraksiyonu igin
gelistirilen ydéntemlerinin en 6nemli dezavantaji
ise htcre lizisi sirasinda mRNA yikimi nedeniyle
total RNA eldesinin istenilen dizeyde
olmamasidir. Bu nedenle total RNA eldesi igin
hiicreleri cam boncuklar ile mekanik olarak
parcalama vyaklasimi enzimatik parcalamaya
tercih edilebilmektedir [1,11].

PCR oOncesi ornek hazirhdinda
adsorbsiyonu (kan oérneklerinde) ve lektin bazl
seperasyon (sigir eti iceren Orneklerde) gibi
adsorbsiyon prensibine dayali biyokimyasal

metotlar da kullanilabilir [1,11].

protein

2. Immiinolojik metotlar

Bu kategori baslica antikor kapli manyetik
boncuklarin kullaniimasi temeline dayali
yoéntemleri igerir. immin-yakalama
sonrasi lizis ve ylkama islemleri gerekir, ancak bu
yontemle virlsler direkt olarak galisilabilmektedir.
Yakalama sonrasi gergeklestirilen islemlere gore

Genellikle

dedismekle beraber yontem genel olarak uygun
kalitede (kalip nukleik asit orani ylksek) homojen
ornek eldesine olanak saglamaktadir. Fakat bu
yéntem bircok laboratuvar icin pahali ve zaman
alcidir. Ayrica, yontemin spesifitesi bir bakimdan
kullanilan antikorlara bagli oldugundan capraz
reaksiyon durumlarinda yanlis negatif sonuclar
alinabilmektedir. Ayrica, karmasik matrisler (fekal

materyaller gibi) antijen-antikor etkilesimini
engelleyebilmektedir [1].
3. Fiziksel metotlar

PCR o6ncesi 06rnek hazirlama amaciyla

kullanilan fiziksel metotlar; sivi-sivi (gift sivi) fazli
sistemler, santrifijleme ile yogunluk farkina goére
yluzdirme (buoyant density centrifugation),
santriftijleme, filtrasyon ve dilisyon gibi gesitli
ybntemleri icermektedir. Bu metotlarin galisma
prensipleri hedef hiicreleri yogunluk ve buyuklik
gibi fiziksel dzelliklerine gére ayirmaya dayanir.
Bu ydntemlerden biri olan gift sivi fazli sistemler
hedef hicrelerin birbiri ile karismayan iki faz

arasinda ayristirlmasini amaclar [1]. Ornegin,
fekal 6rneklerde Helicobacter pylori arastiriimasi
igin polietilen glikol ve dekstran temelli bir sistem
kullanilmistir [13].

Bir diger fiziksel metot olan buoyant-density
santrifljleme yoénteminin avantaji hedef
organizmay! konsantre etmesi ve bdylece hizl
saptamaya imkan vermesidir. Bu nedenle hizl
saptamanin 6nemli oldugu durumlarda tercih
edilebilir bir ydntemdir. Bu islem sonucunda
PCR’da direkt olarak kullanilabilen tam (whole)

hiicreler elde edilir. Numunenin homojenligi
biyolojik 6rnek matrisinin tliriine goére farkliliklar
gbsterebilir. Numune matrisini olusturan

bilesenlerin ve elde edilmek istenilen hicrelerin
ayni  yogunluga sahip
amplifikasyon inhibe olabilir. Fiziksel metotlar,
immiunolojik ve fizyolojik
karsilasilabilen PCR protokoliintiin duyarhligini
etkileme problemini tagimadiklari igin daha tercih
edilebilir ydntemlerdir. Ayrica bu ydntemler
nispeten kullanici dostudur [1].

olmasi durumunda

metotlarda

4. Fizyolojik metotlar

bakteriyel codaltma veya
hicresel komponentlerin (genom, sitoplazma ve
hicre ylzeyinin butinlt gibi) biyosentezi
prensipleri ile calisir. Selektif (segici), non-selektif
ve zenginlestirici besiyerleri (sivi veya agar-plak)
kullanilarak ~ PCR
konsantrasyonlarinin amaglanir.
Diasuk maliyetli ve kolay uygulanabilir olmalari bu
yontemlerin 6nemli avantajlaridir. Fakat elde
edilen yogun canl yuksek
konsantrasyonda makromolekdller igerdiginden,
bu durum DNA polimeraz fonksiyonlarini veya
primer-hedef baglanmasini  etkileyerek PCR
biyokimyasal dengelerinde
kaymalara yol acgabilir. Bu nedenle bu tir
orneklerin calisma Oncesi dilie edilmesi Onerilir
[1,11].

Bu yontemler,

oncesi canli hicrelerin

arttirilmasi

hlcreler

reaksiyonunun

Sonug olarak PCR 6ncesi 6rnek hazirlama
metotlarinin her biri PCR testinin duyarlihik ve
O0zgulligunt farkli derecelerde etkiler. Bazi
metotlar ylksek maliyetli veya zaman alicidir, ya
da istenilen kalitede 6rnek saglayamaz (Tablo 1).
Ornek metodunun  segimi  ve
optimizasyonunda o6zellikle ydntemin inhibitér
maddeleri uzaklastirabilme 6zelligi dikkate alinir.

hazirlama
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ornek DNA
amplifikasyonunu ayni anda yapabilen otomatize
sistemler dizayn edilmis olup daha yaygin olarak
kullanilmalari beklenmektedir [1]. Codu PCR
protokold farkl kategorilerden 6rnek hazirlama
metotlarini kombine eder [7]. Bir fizyolojik 6n-
zenginlestirme isleminden sonra ikinci bir metot
olarak biyokimyasal DNA ekstraksiyonu veya
fiziksel ydntemlerden birini kullanmak yaygin
basvurulan kombinasyon stratejileridir [1]. Ticari
DNA ekstraksiyon kitlerinde ise tipik olarak

Gunldmiuizde hazirlama ve

proteinaz K sindirimi ile kati faz DNA saflastirmasi
kombine edilir [7]. Gelecekte hizli, glvenilir ve
kullanimi kolay PCR protokollerine karsi bliylyen
talebe cevap verebilmek amaciyla, tanisal PCR
testlerinin gelisimine ydnelik arastirmalar blyuk
olasilikla PCR &ncesi 6rnek isleme stratejileri
Gzerine yodunlasacaktir [1]. Halen devam
etmekte olan SARS-CoV-2 pandemisi bu blylyen
talebin bir 6rnedi niteliginde olup, PCR temelli
ticari tani kitleri hizli ekstraksiyon sistemlerini tani
kitinin bir pargasi olarak sunmaktadir.

Tablo 1. Cesitli PCR 6ncesi 6rnek hazirlama metotlarinin karsilastirmali performanslarn [4,14].

Ornek hazirlama metodu / alt - . Urtindin

. Urin T
kategori homojenligi
Biyokimyasal / DNA DNA iyi

ekstraksiyonu

Imminolojik /
Imminomanyetik yakalama
Fiziksel / Buoyant dansite

Hicre / DNA Orta

e Hucre Orta
santrifiigasyon
Fizyolojik / Zenginlestirme Hicre Dusuk
Hizli ekstraksiyon kitleri / -
Organik ekstraksiyon DNA /RNA - Dustk
PCR Kolaylastiricilar

Ana (master) miks basit olarak DNA

polimeraz, primerler, nikleotidler ve reaksiyon
tamponundan (Tris-HCI, KCI ve MgCl,) olusur. PCR
metodolojisi gelistirilirken amplifikasyonun
etkinligini arttirmak icin master miksin temel
icerigine cok sayida eklemeler yapilmistir. Bu ek
maddeler amplifikasyon kolaylastiricilari
(amplification enhancers, amplification
facilitators) olarak adlandinlirlar. Bu maddeler;
kalip DNA'nin termal stabilitesini arttirma veya

Uriin Inhibitdrlerin Gereken .

.. Maliyet
konsantrasyonu uzaklastiriimasi sire
Orta Evet 3-6 Saat Yuksek
Orta Orta 2-4 Saat Yuksek
Tyi Orta 30 dakika  Orta
Tyi Dusuk 6-24 Saat  Dusik
Orta Dusuk <15 dakika Orta

azaltma, DNA polimerazin hata oranini etkileme,
test sisteminin duyarhhidini etkileme ve kompleks
biyolojik 6rneklerden kaynaklanan amplifikasyon
inhibisyonunu 6nleme gibi reaksiyonun farkl
basamaklarini etkileyebilirler [1]. PCR
de kullanildiklan
konsantrasyona gore dedisiklik gésterir [5]. Bu
maddeler genel olarak (i) proteinler, (ii) organik

kolaylastiricilarinin  etkinlikleri

cozlcdller,

(iii) non-iyonik deterjanlar, (iv)
biyolojik-uyumlu c¢ézeltiler

ve (v) polimerler

olmak Uzere bes alt gruba ayrilir (Tablo 2).

Tablo 2. Amplifikasyon aktivatérleri (kolaylastiricilar, stabilizatérler, dengeleyiciler) [1,2,15-18]

Proteinler Organik solventler

Sigir -Bovine- Serum Albimin
(BSA)

gp32 (T4 bakteriyofaj proteini)

Dimetil stifoksit (DMSO)

Formamid

Tetrametilen sulfoksit
(sulfolan)

Tetrametil amonyum
klorid (TMAC)

A-makroglobulin

Kazein

Lima fasulyesi tripsin inhibitori
Soya fasulyesi tripsin inhibitori
Pitaz

Non-iyonik Biyolojik-uyumlu Polimerik yapili
deterjanlar ¢Ozeltiler bilesikler

Tween 20 Betaine Polietilen glikol 400
Tween 80 Gliserol Polietilen glikol 4000
Triton-X 100 Asetamid Dekstran 500
Laureth-12 Dekstran 40
Nonidet P-40
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1. Proteinler

Codu PCR tamponu termostabil DNA
polimerazlarin stabilizasyonuna yardim eden
proteindz bir bilesen icerir. BSA, jelatin ve T4
bakteriyofajin gen32’si tarafindan kodlanan DNA
badlayici bir protein olan gp32 amplifikasyon
kolaylastiricisi olarak yaygin kullanilan protein
yapida molekdillerdir. BSA'nin  amplifikasyon
karisimina eklenmesi; kan, fekal o6rnekler, kas
dokusu ve hem igeren maddelere bagh gelisen
inhibisyonu azaltir. BSA bu maddelere baglanarak
onlarin etkilerini nétralize eder ve bdylece PCR
inhibisyonunu engelleyebilir [1]. Bir calismada
rTth DNA polimerazin BSA ile kombine edilmesiyle
%20 oraninda kan igeren orneklerde bile PCR'In
amplifikasyon duyarlihiginda azalma olmaksizin

basariyla uygulanabildigi go6sterilmistir [16].
Ayrica, DNA polimerazin fekal d&rneklerde
proteinazlara badh yikilmasi amplifikasyon

inhibisyonuna yol actigi icin, BSA ve gp32 bu
proteinazlar icin hedef substrat gibi davranarak
inhibisyonun etkisini azaltirlar. BSA siklikla 6zel
sollUsyonlar igerisindeki proteinlerin stabilizasyonu
icin de kullanilmaktadir ve bu 6zelligi ile DNA
polimerazlarin saglayarak
amplifikasyonu kolaylastirmaktadir. Protein gp32
ise tek zincirli DNA’ya badlanarak onu niikleazlar
tarafindan parcalanmaya karsi korur ve bdylece
blylik miktarda pihtilasmis organik materyal
iceren kan orneklerinde DNA polimerazlardan
faydalanilabilirligi arttirnir [1,2].

stabilizasyonunu

Reaksiyon karisimina her ml igin 100-1000 pg
otoklavlanmis jelatin veya nikleaz icermeyen BSA
eklenebilir. Yine gp32, 0.5-10 nM
konsantrasyonlarda kullanildiginda hedef
molekdullerin ¢cok uzun oldugu reaksiyonlarda PCR’I
stimlle etmektedir [15].

BSA humik maddelerin
Onleyici etkilerini azaltan guglu bir kolaylastiricidir.
Bununla birlikte, BSA humik asitin floresan
sbéndirme seklindeki inhibisyonunu &nlemede
yetersizdir. Ornegin, 2 ve 10 ug BSA ile yiritilen
reaksiyonlarda EvaGreen boyasinin floresans
séndirmesi birbirine benzer seviyelerde
g6zlemlenmistir. Bunun nedeni olarak, boyalar ve
humik asit arasindaki baglanmanin, BSA ve humik
asit ile karsilastirldiinda daha yiksek afiniteli
olmasi dastnulmustar [8].

polimerizasyon

Bir diger protein yapih kolaylastirici olan a-2-
makroglobilin ise termostabil DNA polimerazin
proteolizini dnlemek igin bazen islenmemis DNA
ekstraktlari ile kombine olarak kullanilabilen bir
proteaz inhibe edici enzimdir [15,19].

2. Organik solventler

PCR kolaylastiricisi olarak en sik kullanilan
organik solventler dimetil silfoksit (DMSO) ve
formamiddir. Bu solventlerin her ikisi de primer-
kalip yanhs eslesmelerini 6nleyerek amplifikasyon
spesifitesini  arttirirken,  primerlerin  termal
stabilitesini ve DNA polimerazlarin termal
aktivitesini de olumlu yénde etkilerler [1]. DMSO
termostabil DNA polimeraz aktivitesini az da olsa
inhibe etmesine ragmen, DNA zinciri icine
saniyede eklenen nikleotid sayisi bu bilesigin
varliinda énemli 6lglide gelistirilmistir. Reaksiyon
karisimina DMSO %?2-10 ve formamid %2-5
(hacim/hacim) konsantrasyonlarda
[15].

eklenebilir

Bir diger organik solvent olan tetrametilen
sllfoksitin ~ (sllfolan) ¢ift  zincirli DNA'nin
ayrilmasini kolaylastirmada DMSO ile
kiyaslandiginda daha glcli etkinlige sahip oldugu
gosterilmistir. Bu molekllin dldzlemsel yapisi
nedeniyle cift sarmalli DNA'nin hidrojen baglari ile
daha gugla etkilesime girdigi dustnulmektedir.
Tetrametilen silfoksit ayrica cift sarmal DNA
molekdlindn ki
elektrostatik
olabilir. Tetrametil amonyum klorid (TMAC) ise
formamide alternatif olarak kullanilabilen bir diger
kolaylastirncidir [15].

zinciri arasindaki sterik ve

itmeyi dlsirmeye de yardimci

3. Non-iyonik deterjanlar

Non-iyonik deterjanlar polimerazlarin fiziksel
yapisini proteazlarin etkilerinden veya isi kaynakli
inaktivasyondan korumak amaciyla PCR
tamponlarina eklenirler. Bu maddeler ayrica
primerler veya hedef DNA U(zerinde olusabilecek
sekonder yapilarin ayristirilmasina (¢gézilmesine)
da vyardim ederler. En sik kullanilan PCR
kolaylastiricisi non-iyonik deterjanlar tween 20,
triton-X ve Laureth-12'dir. Tween 20'nin
eklenmesinin Tag DNA polimerazin aktivitesini
stimille ettigi ve enzimin yanlis sonlanmalarini
azalttigr gosterilmistir. Fakat bunun mekanizmasi
ile ilgili bilgiler tam olarak agik degildir [1,15].
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4. Biyolojik-uyumlu ¢ézeltiler

Betain ve gliserol PCR’da amplifikasyon
kolaylastiricisi  olarak en yaygin kullanilan
biyolojik-uyumlu c¢ézeltilerdir. Bu ¢oézeltiler 6zel
kosullarda organizmalarin veya hicresel
sistemlerin biyolojik aktivitelerini stirdirebilmeleri
icin kullanilirlar. Bu 6zellidi ile gliserol termostabil
enzimlerin saklama tamponlarinda da kullanilir
[15]. Gliserol ayrica protein domainleri arasindaki
hidrofobik etkilesimleri arttirir ve proteinlerin
denatlirasyona dayanabilecekleri sicakhigi
yukseltir. Gliserol amplifikasyonu kolaylastirici bir
Ozellik olarak DNA’nin zincir ayrilma 1sisini da
azaltabilir [1]. Betain ise hem asidik hem bazik
komponentleri olan bir molekuldir (zwitterion) ve
AT ve GC baz eslesmelerinin termodinamik
stabilitesini dengelemeye yardimci olur [15].
Betain ve gliserolin amplifikasyon karisiminda
spesifiteyi arttirdigi ve GC’den zengin bolgelerin
neden oldugu sekonder vyapilari azalttidi
belirlenmistir  [17]. Betainin  yiksek tuz
konsantrasyonlarinda termostabil DNA
polimerazin denatlirasyonunu
ozmotik-koruyucu olarak gorev
bildirilmistir [15].

engelleyen bir
yaptigi da

5. Polimerik yapil bilesikler

Polietilen  glikol (PEG) ve dekstran
amplifikasyon kolaylastiricisi olarak kullanilabilen
polimerlerdir. PEG’Un organik c¢bézlcullerinkine
benzer kolaylastirdigi
gosterilmistir. Ayrica PEG'Un fekal &rneklerdeki
inhibisyonu azalttigi da gosterilmistir. PEG BSA'ya
benzer olarak enzim stabilizasyonu vyoluyla
enzimatik  aktivitenin  slrdurllebilirligini  de
saglamaktadir. Bu 06zelligi ile DNA polimerazin
stabilizasyonunu  sadlayarak
arttirabilecedi bildirilmektedir [1].

yollarla amplifikasyonu

amplifikasyonu

Sonug

PCR temelli tanisal testlerin glvenilirligi ve
duyarliiginda kritik 6neme sahip parametreler
arasinda DNA veya RNA’'nin izolasyonu ve
saflastirlmasi  ve  inhibitér  etkinligi  olan
molekdllerin  uzaklastirlmasi  kritik ~ dneme
sahiptir. Bu amacla ¢ok sayida PCR éncesi hazirlik
prosedliri gelistirilmis ve gldnimizde bu
prosedurlerin bazilar otomatize sistemlere adapte
edilmis ve yaygin olarak kullaniimaktadir. Yine
SARS-CoV-2 pandemisi gibi yluksek kapasiteli test
calisiimasina gereksinim duyulan ve hizlh sonug
almanin 6nemli oldugu durumlarda tercih edilen
hizli ekstraksiyon kitlerinin ve yaklagimlarin hiz ve
kullanim kolayhdi gibi avantajlari  yaninda
inhibitorlerin yeterince uzaklastirlamamasi bazi
dezavantajlari oldugu da dikkate alinmalidir.

Tim canlilarda ve virldsler de dahil olmak
Uzere biyolojik varliklarda dikkati ceken bir nokta
her bir molekllin birden ¢ok isleve sahip
olmasidir. Bu noktadan biyolojik diinyada israf
yoktur diyebiliriz. PCR reaksiyonlarini inhibe eden
molektller de dahil olmak Uzere her biri ayri
gorevlere ve islevlere sahip olan bu molekiller
biyolojik dinyada DNA replikasyonu vyaninda
yuzlerce farkh reaksiyonda birbiri ile etkileserek
muikemmel bir nizam (dizen) ve hassas bir mizan
(6lgli) icinde gbérev yapmaktadir. Deneysel
kosullarda sadece DNA replikasyonu (zerine
odaklanmamiza ragmen PCR protokollerinin
optimizasyonunda zorlanmaktayiz. Cok isglevli bu
dengeleyici molektlleri amacimiza yénelik olumlu
ve olumsuz 6zelliklerini ve etkilerini dikkate alarak
kullanirken farkl dozlardaki etkinliklerini ve farkl
molekillerle olan etkilesimlerini dikkatli bir sekilde
incelemek ve reaksiyonlari optimize etmek biylk
6nem arz etmektedir.

Cikar beyani: Yazarlar gikar gatismasi bildirmemistir. Makalenin igeriginden ve yazilmasindan tek basina
yazarlar sorumludur. Finansal destek: Bu calismaya finansal destek verilmemistir.

Kaynaklar

1. Radstrém P, Knutsson R, Wolffs P, Dahlenborg M,
Lofstrom C. Pre-PCR Processing of Samples. In: Sachse
K, Frey J (eds), PCR Detection of Microbial Pathogens:
Methods and Protocols. 2003, Humana Press Inc,
Totowa, NJ, USA. pp:31-50.

2. Libeck PS,
Applications to

Hoorfar J.
Zoonotic

PCR Technology and
Food-Borne Bacterial

Pathogens. In: Sachse K, Frey ] (eds), PCR Detection of
Microbial Pathogens: Methods and Protocols. 2003,
Humana Press Inc, Totowa, NJ, USA. pp:65-86.

3.YuF, QiuT, Zeng Y, Wang Y, Zheng S, Chen X, et al.
Comparative Evaluation of Three Preprocessing
Methods for Extraction and Detection of Influenza A

17



Tekin K and Kocaman M. J Mol Virol Immunol 2020; 1(2): 11-18.

Virus Nucleic Acids from Sputum. Front Med (Lausanne)
2018; 5: 56. [Crossref]

4. R3dstrom P, Knutsson R, Wolffs P, Lovenklev M,
Lofstrom C. Pre-PCR processing: strategies to generate
PCR-compatible samples. Mol Biotechnol 2004; 26(2):
133-46. [Crossref]

5. Abu Al-Soud W, Radstrém P. Effects of amplification
facilitators on diagnostic PCR in the presence of blood,
feces, and meat. J Clin Microbiol 2000; 38(12): 4463-
70.

6. Dalla-Costa LM, Morello LG, Conte D, Pereira LA,
Palmeiro JK, Ambrosio A, et al. Comparison of DNA
extraction methods used to detect bacterial and yeast
DNA from spiked whole blood by real-time PCR. ]
Microbiol Methods. 2017; 140: 61-6. [Crossref]

7. Kapp JR, Diss T, Spicer J, Gandy M, Schrijver I,
Jennings LJ, et al. Variation in pre-PCR processing of
FFPE samples leads to discrepancies in BRAF and EGFR
mutation detection: a diagnostic RING trial. J Clin Pathol
2015; 68(2): 111-8. [Crossref]

8. Sidstedt M, Radstrom P, Hedman J. PCR inhibition in
gPCR, dPCR and MPS-mechanisms and solutions. Anal
Bioanal Chem 2020; 412(9): 2009-23. [Crossref]

9. Kumar G, Eble JE, Gaither MR. A practical guide to
sample preservation and pre-PCR processing of aquatic
environmental DNA. Mol Ecol Resour 2020; 20(1): 29-
39. [Crossref]

10. Zhou Y, Zhang Y, He W, Wang J, Peng F, Huang L,
et al. Rapid Regeneration and Reuse of Silica Columns
from PCR Purification and Gel Extraction Kits. Sci Rep
2018; 8(1): 12870. [Crossref]

11. R3dstrom P, Lovenklev M, Wolffs P, Lofstrém C,
Knutsson R. Pre-PCR processing strategies. In:
Weissensteiner T, Griffin HG, Griffin AM (eds), PCR
Technology: Current Innovations. 2003, 2nd,
CRC/Taylor & Francis, New York. pp:37-45.

12. Sigma-Aldrich, St. Louis, Missouri, USA. Phenol:
Product Information. Available at:
https://www.sigmaaldrich.com/content/dam/sigma-
aldrich/docs/Sigma-
Aldrich/Product_Information_Sheet/p3653pis.pdf
[Accessed May 22, 2020].

13. Lantz PG, Matsson M, Wadstrém T, Radstrém P.
Removal of PCR inhibitors from human faecal samples
through the use of an aqueous twophase system for
sample preparation prior to PCR. J Microbiol Methods
1997; 28(3): 159-67.

14. Thermo Fisher Scientific, Waltham, Massachusetts,
USA. RNA Rapid Extraction Solution. Available at:
https://www.thermofisher.com/order/catalog/product/
AM9775#/AM9775 [Accessed June 18, 2020].

15. van Pelt-Verkuil E, van Belkum A, Hays IJP.
Deoxynucleotide Triphosphates and Buffer Components
(Chapter 6). In: van Pelt-Verkuil E, van Belkum A, Hays
JP (eds), Principles and Technical Aspects of PCR
Amplification. 2008, Springer, New York. pp:91-102.

16. Al-Soud WA, Radstrém P. Capacity of nine
thermostable DNA polymerases To mediate DNA
amplification in the presence of PCR-inhibiting samples.
Appl Environ Microbiol 1998; 64(10): 3748-53.

17. Henke W, Herdel K, Jung K, Schnorr D, Loening SA.
Betaine improves the PCR amplification of GC-rich DNA
sequences. Nucleic Acids Res 1997; 25(19): 3957-8.
[Crossref]

18. Hedman J, R&dstrém P. Overcoming inhibition in
real-time diagnostic PCR. Methods Mol Biol 2013; 943:
17-48. [Crossref]

19. van Pelt-Verkuil E, van Belkum A, Hays JP. The PCR
in Practice (Chapter 3). In: van Pelt-Verkuil E, van
Belkum A, Hays JP (eds), Principles and Technical
Aspects of PCR Amplification. 2008, Springer, New York.
pp:17-24.

18


https://doi.org/10.3389/fmed.2018.00056
https://doi.org/10.1385/MB:26:2:133
https://doi.org/10.1016/j.mimet.2017.06.020
https://doi.org/10.1136/jclinpath-2014-202644
https://doi.org/10.1007/s00216-020-02490-2
https://doi.org/10.1111/1755-0998.13107
https://doi.org/10.1038/s41598-018-30316-w
https://doi.org/10.1093/nar/25.19.3957
https://doi.org/10.1007/978-1-60327-353-4_2

