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Ozet

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction, PCR) temelli testlerin ilk drnekleri ve
denemeleri tGzerinden 40 yila yakin bir zaman gecti. Bu sliregte PCR temelli molekler testler gida glvenligi,
adli incelemeler, gevresel orneklerin incelenmesi, rekombinan gen teknolojisi, insan-hayvan-bitki-
mikroorganizma genetigi ve immdunoloji gibi alanlarda yaygin olarak kullanildigi gibi en 6nemli kullanim
alanlarindan biri de enfeksiyon hastaliklarinin tanisi ve takibi olmustur. 2020 yilinin ilk aylarindan itibaren tim
dunyay! etkisi altina alan SARS-CoV-2 pandemisi ile miucadelede Ulkelerin glnliuk test kapasiteleri 6n plana
cikmis ve bu kapasitenin bazi (lkelerin salgin yonetimindeki basarisi Gzerinde 6nemli etkileri oldugu tzerinde
durulmustur. Bu siliregte kisa bir zaman igerisinde gok sayida kullanici tasarimli (in-house) ve ticari SARS-CoV-
2 RNA testi dizayn edilirken, PCR temelli tani testleri belki de tarihte hic olmadigi kadar yodun bir sekilde
kullanilmistir. Tarkiye'nin de dahil oldugu gelismis saglik altyapisina sahip bircok Ulkede bu testlerin kullanim
onayi, tedarik ve pazarlama stiregleri siki denetimlere tabi tutulmustur. Bu makalede gevresel (kanalizasyon
sulari, gevresel ylzeyler, hava 6rneklemeleri ve gidalar) ve biyolojik érneklerde (hayvan oOrnekleri, hicre
kdltarleri, insanlardan alinan kan, solunum yolu, idrar, doku ve digki érnekleri gibi klinik 6rnekler) yapilan PCR
testleri igin 6nemli bir problem olan ve yanlis negatif sonuglarin dnemli bir nedeni olan inhibitér maddelere
dikkat gcekmek amaglanmistir. Makalede ayrica inhibitér maddelerin olumsuz etkilerini ortadan kaldirmak igin
gelistirilen gesitli dnlemler ve inhibisyon kontroliiniin énemi Gzerinde durulmustur.

Anahtar Kelimeler: Amplifikasyon, Floresan, Molekdiler tani, DNA polimeraz.

Abstract

Nearly 40 years have passed since the first trials and prototypes of Polymerase Chain Reaction (PCR)
based tests. In this period, PCR-based molecular tests have been widely used in the fields of food safety,
forensic examinations, examination of environmental samples, recombinant gene technology, human-animal-
plant-microorganism genetics, and immunology, as well as in diagnosis and monitoring of infectious diseases.
In the fight against the SARS-CoV-2 pandemic, which has globally impacted the world since the first months
of 2020, countries' daily testing capacities have gained importance and it was emphasized that this capacity
had important effects on the success of some countries in epidemic management. In this process, while many
in-house and commercial SARS-CoV-2 RNA tests were designed in a short time, PCR based diagnostic tests
were used more extensively than ever before. The usage approval, procurement and marketing processes of
these tests have been subjected to strict inspections in many countries, including Turkey, with advanced health
infrastructure. In this article we aimed to draw attention to inhibitory substances that are a major cause of
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false negative results in PCR assays carried out in environmental (sewage waters, environmental surfaces, air
samples and foods) and biological samples (clinical samples such as animal samples, cell cultures, blood
samples from human, respiratory tract, urine, tissue and feces) in this article. The article also focused on
various measures taken to eliminate the negative effects of inhibitory substances and the importance of

inhibition control.

Keywords: Amplification, Fluorescent, Molecular diagnosis, DNA polymerase.

Giris

Bakteriyel, fungal ve viral enfeksiyonlarin
tanisi ve izleminde, genetik hastalik tanisinda,
epidemiyolojik ve gevresel arastirmalarda, adli tip
incelemeleri ve biyoterérizm alanlarinda, gida
mikrobiyolojisi ve glvenliginde, tarimsal ve
veterinerlik uygulamalarinda, molekiler klonlama
ve gen ekspresyon calismalarinda yaygin olarak
kullanilan reaksiyonu (PCR)
testleri bilim dinyasina blyldk avantajlar ve
uygulama kolayliklari getirmistir. Bununla beraber
gesitli inhibitér etkiler PCR’In bu yararlihdini
sinirlamaktadir [1]. Amplifikasyonu inhibe eden
faktorlerin  varhiginda,
olmak

polimeraz zincir

basta testin
duyarhhd lzere, PCR
dogrudan etkilenmekte ve reaksiyon verimliligi
dismektedir [1]. Bu inhibitér etkiler ayni
zamanda PCR calismalarinda yanhs negatif test

sonuglarinin en énemli nedenlerinden biridir [2].

saptama
performansi

PCR inhibisyonu, iyi kontrol edilmemis
reaksiyon kosullarindan veya inhibitér maddelerin
varligindan kaynaklanabilir. Numune matrisinden
ve hedef hilicrelerden veya numune hazirlanmasi
sirasinda eklenen reaktiflerden gelen ve in vitro
DNA polimerizasyonunu veya floresan sinyalini
etkileyen molekdiller PCR inhibitorleri olarak
adlandinlir [3]. Farkh PCR protokolleri igin gok
sayida farkli  inhibitér etki
tanimlanmis ve bu inhibitér etkileri ortadan
kaldirmak icin gesitli uygulama ve yaklasimlar
gelistirilmistir. Bu makalede, reaksiyon
karisiminda bulundugunda PCR'I inhibe eden
maddeler ve inhibisyon mekanizmalan ile bu
maddelerin inhibitdér etkilerini ortadan kaldirmak
icin basvurulan temel uygulamalara deginilmistir.

mekanizmasi

Bilinen PCR Inhibitorleri ve Kaynaklari

Calisilan drnekten veya PCR dncesi hazirlikta
kullanilan maddelerden alabilen PCR
inhibitdrleri amplifikasyonun etkinligi azaltmak
veya tamamen engellemek suretiyle PCR
sonuglarini  dogrudan etkileyebilirler. Biyolojik

orijin

orneklerin bircogunun; icerdigi kompleks biyolojik
yapilar nedeniyle PCR reaksiyonlarini inhibe ettigi
gosterilmistir. Bununla beraber, PCR
inhibitérlerinin az bir kismi tanimlanabilmis ve
bazi bilesikler cesitli calismalarda (hatta ayni
sistem iginde) hem inhibitér hem de ve
kolaylastirici  olarak rapor edilebilmektedir.
Ornegin, bazi calismalarda spermidinin
inhibitorleri cokelterek amplifikasyonu
kolaylastirdidi rapor edilmisken, bazi
arastirmacilar ise poliaminlerin (spermin ve
spermidin) PCR verimliligi ve 6zglnligu Gzerine
konsantrasyon-bagimh  bir etkisi  oldugunu
bildirmistir. Bilinen PCR inhibitérlerinin bir bélima
Tablo 1'de listelenmistir. Inhibitdr
reaksiyon bilesenleri de dahil
endojen (6rnedin; numune, enzim ve tlpler) veya
eksojen (6rnedin, bakteri, toz ve polen) kaynakli
olabilirler.  Ornegin, polimeraz
icerdikleri  duslik-seviye-DNA
urtnleri de dahil olmak Uzere, Escherichia coli ve
Thermus aquaticus disi ©6bakteriyel DNA ile
kontamine olabildigi gosterilmistir. Bu
kontaminasyon nedeniyle olusan vyanlis pozitif
reaksiyonlar, broad-range 0&bakteriyel primerler
ile gergeklestirilen PCR'In etkinligini azaltabilir.
Daha spesifik hedeflerin secilmesiyle bu problem
dnemini yitirebilir. Iyi laboratuvar uygulamalari ve
aseptik teknigin titizlikle uygulanmasi inhibitor
kontaminasyonunu o6nledigi gibi hedef dizilerin
gapraz bulasinin 6nline gegilmesine de olanak
sadlar. Laminer-flow kabinlerin kullanimi hava
kontaminasyonunu 6nlemede vyararli olabilir ve
kontaminasyonu en aza indirmek igin UV 151k
kaynadi ile donatilmis 6zel kabinler kullanilabilir
[1,2,4,5].

Nukleik asit saflastiriimasi igin kromatografik
prosedirlerin  kullanildi§i  calismalarla kandaki
hemoglobin, IgG ve laktoferrin en o6nemli (g
inhibitér olarak tanimlanmistir [6,7]. IgG'nin tek
zincirli DNA ile etkileserek inhibitdr etki gosterdigi

maddeler
olmak Uzere

ticari Tag
preparatlarinin
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bulunmustur [3]. Bu etkilesim kan orneklerinin
Isitilmasiyla 6nlenebilir, ancak kaynatma yoluyla
on hazirhk yapilabilecek kosullarin bulunmadigi
laboratuvarlarda hot-start PCR metodu bu
inhibisyonu o6nlemek igin yeterli olmaktadir.
Hemoglobin ve laktoferrin ise PCR karisimi
icerisine serbest demir iyonlari birakmalari
nedeniyle inhibitér etki gdésteren, eritrosit ve
I6kositlerde bulunan major inhibitérlerdir. Serbest
demirin DNA sentezini engelledidi bilinmektedir.
BilirGibin, safra tuzlari ve hemin gibi hemoglobin

Tablo 1. Bilinen PCR inhibitérleri ve kaynaklari.

yan (rlnlerinin  de PCR
gosterilmistir [1]. Kan

inhibitérd  oldugu

varligi  farkli  DNA

polimerazlari farkli dizeylerde etkilemektedir.
Dokuz termostabil DNA polimeraz icin kanin
inhibitor etkisinin arastinldigi  bir c¢alismada

AmpliTag Gold ve Tag DNA polimeraz enzimleri
PCR karisiminda 0.004% oraninda kan varliginda
tamamen inhibe olurken, HotTub, Pwo, rTth, ve
Tfl DNA polimeraz enzimleri %20 kan varliginda
bile reaksiyon sensitivitesinde azalmaya neden
olmadan DNA'y1 amplifiye edebilmislerdir [8].

Inhibitér kaynadi

Ornek igerigi

Ornek alimi veya
islenmesi sirasinda
veya PCR dncesi
hazirlikta kullanilan
materyaller

Inhibitér madde ile
kontaminasyon

[1,3,5,9-20].

Feges

Balgam

BOS

Semen

Dokular ve kemik
Toprak, gevresel 6rnekler
Bitkisel materyaller

Sag ve deri

Kas dokusu

Bitkiler

Sit ve sit rdnleri

Kemik
Gidalar
idrar
Kan

Su

Kumas

Diger

Aliminyum sapl svaplar
Kalsiyum aljinatli svaplar

Kan alma tiplerindeki
antikoagulan maddeler

PCR tilplerinin UV ile muamelesi

Saptayici boyalar
DNA ekstraksiyonu

Koruyucu
Cogaltma medyumu

Polimerik ylzeyler

Su

Kumas
Diger
Reaksiyon tlipl

Laboratuvar malzemeleri

Hicresel kontaminasyon

Inhibitér maddeler

Safra tuzlari (kolik ve deoksikolik asit), kompleks polisakkaritler,
selliloz, bilirtibin

Kompleks polisakkaritler

Hucresel yikim urdnleri

Spermin ve spermidin

Kollajen, DNA baglayici proteinler

Humik asit (fenolik igerikler), agir metaller

Kompleks polisakkaritler, humik asit, tannik ve fulvik asit
Melanin ve 6melanin

Miyoglobin

Polisakkaritler

Proteinazlar (plazmin), Ca**, termonikleaz, proteinler, bakteriyel
debris

Kalsiyum iyonlari

Organik ve fenolik icerikler, glikojen, yaglar, Ca**

Ure

Hem, hemoglobin, laktoferrin, IgG, DNA baglayici proteinler

Formaldehit, potasyum dikromat, selliiloz ve nitroselliloz filtreler,
Humik-benzeri maddeler

indigo boyasi

Antibiyotikler

A|+3

Alginate, Ca**

Heparin, EDTA

Polimeraz ile etkilesime giren serbest radikaller

SYBR Green I, SYTOX Orange, TO-PRO-3

KAc/K2Cr207 (iyon kompozisyonunu bozar), NaOH, NH4Ac, fenol,
etanol, etidyum bromid, izopropanol, PEG,

KAc/K2Cr207, formaldehit

LiCl, MgCl2

Minyatirize real-time PCR cihazlarinda SYBR Green gibi boyalari
baglayabilirler.

Formaldehit, potasyum dikromat, selliiloz ve nitroselliloz filtreler,
Humik-benzeri maddeler

indigo boyasi

Antibiyotikler, NaCl

Dnaz, Rnaz, Proteaz

Eldiven pudrasi, plastik laboratuvar malzemeleri, polen, selliiloz ve
nitroselltoz filtreler

Bakteriyel hicreler, hedeflenmeyen DNA
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PCR inhibitérlerinin Etki Mekanizmalari

PCR inhibitorlerinin  etkileri, reaksiyon
karisimindaki saf DNA konsantrasyonu arttirilarak
veya inhibitor etkisi oldugu dislinilen maddelerin
farkli konsantrasyonlari reaksiyon karisimina
eklenerek, ya da her iki ydntem beraber
kullanilarak belirlenebilir. Isi déngl (thermal-
cycler) cihazlari ile yapilan gercek zamanli (real-
time) analizler sayesinde inhibitérlerin kantitatif
etkileri de  dederlendirilebilmektedir.  PCR
inhibitérlerinin o6zellikleri, inhibisyon kapasiteleri
ve etki mekanizmalari ile ilgili detayl bilgiler, bu
inhibitor etkileri ortadan kaldirmak igin 06rnek
hazirlama basamaklarinda neler yapmamiz
gerektigi konusunda o6nem tasimaktadir. Codu
PCR inhibitériiniin hangi mekanizmalarla etki
ettigi heniiz agik olarak bilinmemektedir. Ancak,
PCR inhibitorlerinin genel olarak; termostabil DNA
polimeraz aktivitesinin ntkleik
asitleri yakalama-tutma veya pargalama, DNA

inhibisyonu,

ekstraksiyonu icin gerekli olan hicre lizisinin
engellenmesi, reaksiyon  komponentlerinden
birinin engellenmesi ve real-time PCR’da floresans
inhibisyonu mekanizmalarindan bir veya daha
fazlasi ile etki gosterdigi belirlenmistir [1,5,21].

1. DNA Polimeraz inhibisyonu

Inhibitérler reaksiyonun bir veya daha fazla
basamadini etkileyebilirler, ancak en 6énemli etki
polimeraz aktivitesinin inhibisyonu seklindedir ve
bu nedenle amplifikasyon siresince polimerazlar
DNA sentezi ve inhibitérlere direng agisindan
anahtar fonksiyona sahiptir. Termostabil DNA
polimerazlar biyolojik cesitli
komponentlere gbére ¢ok c¢esitli performanslar
ortaya koyarlar ve cok farkli 6zellikler tasirlar.
Bazi DNA polimerazlar, 6rnedin Tag DNA
polimeraz; klinik, cevresel ve gida 6rnekleri (kan,
peynir, diski ve et gibi) de dahil olmak (izere

orneklerdeki

birgok biyolojik numune ve gesitli iyonlar ile
inhibisyona duyarlidir [1,2]. GuUnimizde DNA
polimerazlar ve inhibisyon &zellikleri dikkate
alinarak farkh oranlarda inhibitor iceren 6rnekler
icin 6zel polimerazlar tasarlanmis ve bu enzimler
ticari olarak kullanima sunulmustur. Numune
matrisi ile uyumlu bir DNA polimeraz ve tampon
tasarlamak igin, farkhh molekdillerin
polimerizasyonu nasil etkiledigini anlamak bu

nedenle biyuk énem tasimaktadir [3].

sistemi

Farkli  biyolojik &6rneklere uygun DNA
polimerazlarin segilmesi ile PCR 6ncesi uzun érnek
hazirlama basamaklarina gerek duyulmaksizin
reaksiyon inhibisyonu azaltilabilir veya ortadan
kaldinlabilir. Inhibitériin varligi ve yoklugunda
DNA polimeraz etkinligi arastirilarak, farkh
inhibitorlerin etkileri karsilastirilarak veya sigir
serum albimini (BSA) gibi maddelerin inhibisyonu
engelleme gigleri degerlendirilerek inhibitdrlerin
DNA polimeraz aktivitesi Uzerine olan etkileri
arastinilabilir [1,2]. DNA polimerazi etkileyen
birgok inhibitér faktér ve madde bulunmaktadir,
bunlardan bazilarina Tablo 2’de yer verilmistir.

Cevresel 6rneklerde en sik bildirilen inhibitér
grubu olan humik bilesikler (6zellikle humik asit
ve fulvik asit) halk saghdgi ve ekolojik arastirma
sonuglarini olumsuz olarak etkileyebilmektedir.
Humik bilesiklerin litik enzimlere engel olarak ya
da DNA ve proteinlere baglanarak polimerazlarin
hedef DNA'yl gbérmesini engellemek suretiyle
inhibisyona neden oldugu belirlenmistir. Ayrica
proteolitik enzimler ve
polimerazlari inaktive edebilirler.
parcalama islemlerinde
halinde bu maddelerin ve enzimlerin mutlaka
gerekir [1,21]. Mesela,
numunenin kendisinde bulunan ya da organik
DNA saflastirma islemi sirasinda tasinan fenolik
bilesikler polimerazlara baglanarak ya da onlar
denatire ederek reaksiyonu inhibe edebilirler [3].
Farkli DNA polimerazlarin fenole farkl derecelerde
duyarhlik gosterdigi ortaya konmustur. Bir
calismada [22], %5 fenol varlidinda Tth
polimerazin DNA ve RNA bagiml
aktivitelerini strdurilebildigi, ancak Tag DNA
polimerazin ¢ok az bir miktar fenol varliginda bile
inhibe oldugu gosterilmistir. Digki igindeki
bakteriyel proteazlar ve nikleazlar, hicresel
debris, safra asitleri ve diger faktérler de hem
fiziko-kimyasal yolla hem de enzimatik etki ile
amplifikasyonu Onleyebilirler [1,21]. Diskidaki
safra tuzlarinin ve fitik asidin de DNA polimeraz
Gzerinde dogrudan etkisi olan DNA polimeraz
inhibitorleri olarak islev gordigi ve kan
O0rneklerinde bulunan hemoglobin ve hematinin
DNA polimerizasyonunu inhibe ettigi gosterilmistir
[3]. Kazanilmis
(AIDS) ve organ transplantasyonlu hastalarda
antiviral tedavide kullanilan nlkleotid analogu

denatliranlar da
Bu nedenle

hicre kullaniimalar

inaktive edilmeleri

polimeraz

immin yetmezlik sendromlu
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asiklovir trifosfatin DNA polimeraz inhibisyonuna
sebep oldugu da gosterilmistir [23].

Bir diger inhibisyon mekanizmasi ise uygun
primer-hedef eslesmesinin olmamasi ve bu
durumla iliskili olarak DNA polimerazin dogru
galisamamasidir. Bu sorun primer tasariminin
dikkatli  yapilmasi ile  &nlenebilir.  idrar
Orneklerinde  bulunan lre ise polimeraz
denatlrasyonuna yol agarak inhibisyona neden
olabilmektedir [1,21]. Cesitli melanin tilrevleri
DNA polimeraz ile geri dénusumll (reversible)
kompleks yapilar olusturarak, polisakkaritler ise
nukleik asit yapisini taklit ederek enzimatik sureci
bozabilmektedir [24].

2. Niikleik asitlerin yakalanmasi (tutulmasi) veya
parcalanmasi

Hedef (kalip) veya primer DNA'nin bozulmasi
veya sekestrasyonu da basarisiz reaksiyonlara
neden olabilmektedir. Nukleik asitlerin bloke
olmasi veya bozulmasi ile iligkili olan bu etkiler
fiziksel, kimyasal veya enzimatik slregler
tarafindan meydana getirilebilir [5]. Ornegin,
DNA'nin  birincil yapisi hidroliz, non-enzimik
metilasyon, oksidatif hasar ve enzimatik bozulma
nedeniyle dagilmaya karsi hassastir [25]. Hedef
nikleik asit olarak RNA arastirilacaksa, bu
molekllin bazi kosullarda DNA'ya goére daha az
DNA'nin alkali
ortamda denattre olmasina ragmen stabil kaldig,

ancak RNA'nin yliksek pH'da kolayca bozuldugu

stabil oldugu unutulmamalidir.

bilinmektedir.

Nukleik asit kaybinin énemli bir nedeni de
nikleazlarin neden oldugu enzimatik bozulmadir.
NuUkleazlar gesitli bakteriler, test edilecek humune
veya dikkatsiz kullanim nedenleri ile numunenin
kontamine edilmesi yoluyla, bazi durumlarda ise
calisilan hedef organizmalar aracilidi ile reaksiyon
karisimina bulasabilirler.  Ornedin, stafilokok
termontikleazinin termal déngl esnasinda tahrip
olmadigi ve PCR duyarhlidini  sinirladigi
go6sterilmistir. Ayrica, restriksiyon endonlkleaz
nonspesifik DNA

enzimlerinin varliginda

otodegradasyonu meydana gelebilmektedir [5].

Nonspesifik  blokaj sekestrasyon
nedeniyle hedef veya DNA'nin
kullanilamamasi amplifikasyonu inhibe edebilen
diger bir Cok sayida calismada
bakteriyel veya hicresel debrisin,

veya
primer

durumdur.
hiicreler

proteinlerin ve polisakkaritlerin; polimerazlarin
hedef DNA'y1 kullanmasini engellemek gibi fiziksel
etkilerle inhibisyona neden oldugu gdésterilmistir.
PCR icin inhibitér oldugu rapor edilen sit
proteinleri ayni zamanda DNA ile ylksek molekil
agirlikli kompleksler olusturarak kisitlayici etki
gosterebilir. Benzil klorid kullanilan bir
ekstraksiyon prosedlrl veya DNA ve
polisakkaritlerin diferansiyel ¢6zinme ve
cokeltilmesi ydntemleri ile mantar hicrelerinde
bulunan yiliksek molekll agirlikli polisakkaritlere
bagh inhibisyonun etkin olarak 6nlenebildigi
gésterilmistir [5]. Immiinoglobulin G'nin (IgG) tek
genomik DNA'ya baglanarak
polimerizasyonu inhibe ettigi ve dolayisiyla primer
baglanmasina midahale ettigi 6ne strdlmustir
[3]. Nukleik asit inhibitdérid olarak tanimlanan bir
diger molekll de kemik polimeri kollajendir.
Kollajen DNA polimerazin kalip DNA le
etkilesiminin énlenmesine neden olur. Selilloz ve
bilirbin, DNA'ya badlanarak polimerizasyona
mudahale ettidi belirtilen diger bilesiklerdir [3].

sarmalli

Bir calismada vajinal mikroorganizmalarin
varlii nedeniyle sperm genotipleme testlerinin
inhibe oldugu gosterilmis ve iki olasi mekanizma
ileri strdlmuastldr [26]. S6z konusu galismada ilk
olarak kuglk, kirpilmig, tek iplikli mikrobiyal
DNA'larin hedef sekanslara baglanarak primer-
hedef baglanmasini engellemis olabilecedi ve
ikinci olarak da hedeflenmeyen
mikrobik DNA'lara baglanmasi nedeniyle etkin
primer konsantrasyonunun azalmis olabilecedi
dasunulmastldr. Bununla beraber, yiksek sayida
hedeflenmeyen mikroorganizma varliginin PCR
icin zararli olmadigini gosteren calismalar da
bulunmaktadir [5].

Hedef  DNA

primerlerin

hicre lizisi  sonrasinda
fizikokimyasal metotlar uygulanarak yikici
bilesiklerden muimkin olan en kisa sirede
ayristirilirsa, nikleik asit sekestrasyonu ve yikimi
sorununun Ustesinden gelinebilir. Ayrica
nikleazlarin yok edilmesi igin is1 ve proteazlar da
kullanilabilir. Ancak, proteazlar kullanildiginda bu
enzimlerin inaktive  etmesini
engellemek amaciyla polimerazlar eklenmeden
Once bu proteazlar ortadan kaldinimalidir. Serum
proteinleri de bloke edici ajanlar gibi hareket
edebilir ve polimerazin hedef DNA'ya erisimini
engelleyebilirler [5]. Otoklavlama, UV isimasi ve

polimerazlari
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patolojik 6rneklerin fiksasyon islemleri de nikleik
asitlerin yapisini bozabilmektedir [27].

3. Basarisiz hicre parcalanmasi

Amplifikasyonda kalip olarak kullanilacak
nikleik asitlerin agiga gikarilmasi (ekstraksiyonu)
PCR'In temel basamaklarindan biridir. Nikleik asit
ekstraksiyonu genel olarak hlcre c¢eperinin
yikilmasi ve nikleik asitlerle kompleks yapilar
olusturan proteinlerin (DNA-badlayici proteinler
gibi) aynistiriimasini kapsar. Bu basamadi inhibe
eden faktorler baslangic hedef kopya sayisinin
dislik olmasina ve amplifikasyonun basarisizlikla
gelistirilen protokoller fiziksel, kimyasal ve
enzimatik yéntemlerin bazilarini veya tamamini
icerebilir. Yetersiz hiicre lizisi uygun olmayan
reaksiyon kosullari ve enzim inaktivasyonundan
kaynaklanabilecedi gibi, litik enzimin dislk kaliteli
olmasindan veya disik
kullanilmasindan da kaynaklanabilir. Lizis igin
kullanilan enzimlerin inhibe olmasi nikleik asit
ekstraksiyonundaki onemli
nedenlerinde biridir. Proteolitik enzimler ve

yogunlukta

basarisizligin

denatlranlar bu enzimleri yikabilirler. Numunede
bulunan ya da organik DNA saflastirma isleminden
tasinan fenolik bilesikler polimerazlarda oldugu
gibi hucre lizisi icin kullanilan enzimleri de
denatlre edebilirler. Basarili DNA amplifikasyonu
icin hiicre duvari yapilarinin pargalanmasinin
yeterli olmayabilecedi ve PCR'l inhibe ettigi bilinen
hlcresel enzimatik yolla yikilarak
gerekli oldugu da akilda
tutulmahdir [5]. Sonug olarak litik enzimler igin
tim bu inhibitér etkiler PCR
veya reaksiyonun
tamamen inhibe olmasina neden olabilmektedir.

debrisin
uzaklastirilmasinin

gegerli olan

duyarliiginda azalmaya

Hicre parcalanmasi farkl etkenler tarafindan
inhibe edilebilmektedir. Bir calismada, Listeria
segici besiyeri igindeki ylksek tuz
konsantrasyonunun hicre pargalanmasina engel
oldugu ve AccuProbe DNA prob testinde yanlis-
negatif reaksiyonlara yol actigi tespit edilmistir

[28]. PCR'In da benzer sgsekilde etkilenmesi
muhtemeldir. Wilson IG [5], laboratuvar
tecriibelerini  de aktardigi bir derlemede

Staphylococcus aureus ile galisilirken lizostafin ile
tutarsiz lizis olabilecedini bildirilmistir. Ayrica, bazi
hicreler igin biyime dénglsi asamasi ve besin

kosullari da pargalanma duyarliigi icin 6nemli
olabilir. Bazi PCR protokolleri ekstraksiyonun
verimli olabilmesi igin sivi besiyerlerinde Uretilmis
taze hicrelerin kullaniimasini 6nermektedir. Fakat
bu faktérler cok az galisilmistir [5].

Hicre lizisinde kullanilan diger bir yéntem de
hicrelerin kaynatilma vyoluyla parcalanmasidir.
Kaynatma ile purifikasyon asamasina gerek
kalmadan PCR'In saflastiriilmamis DNA (izerinden
basariyla yapilabildigini gosteren calismalar
bulunmaktadir [29]. Bu yaklasim ekstraksiyon
protokolleri ile kiyaslandiginda 6nemli olglde
zaman kazandirir. Ancak, reaksiyon tlpU igine
yuklenen hicreler yeterince pargalanamamissa ve
kaynatma islemi sonunda DNA “yapisal ve DNA-

baglayici proteinlerden” yeterli derecede
ayristirlamazsa PCR inhibe olabilir [5].
4. Reaksiyon komponentlerinden birinin

engellenmesi

PCR karisiminda yer alan maddelerden
polimeraz, kalip DNA ve primerleri etkileyen
inhibitérlerden yukarida
dedinildigi icin bu baslikta diger komponentleri
(dNTP’ler ve Mg** gibi) etkileyen inhibitérlere
dedinilecektir. Tag polimeraz icin kritik bir
kofaktér olan Mg** iyonlarinin konsantrasyonu
amplifikasyonun basarisini ve 6zgulligiani énemli
Olglide etkilemektedir. Mg** iyonlarinin gesitli
bilesikler tarafindan sekestrasyonu veya Ca**
tarafindan interfere edilmesi
(engellenmesi) amplifikasyonu inhibe edebilir.
Mesela, slt igcinde yodun olarak bulunan Ca**
iyonlari sttlin PCR igin inhibitdr etkili olmasinin bir
nedeni olabilir [5]. Bir cgalismada kollajenin
amplifikasyon karisimi icindeki magnezyum iyon
konsantrasyonunu kismi olarak degdistirdigi ve
PCR'l inhibe ettigi gosterilmistir [13]. Serbest
Mg**'a 1:1 molar oranda badlanan dNTP'ler
yuksek konsantrasyonlarda Mg** iyon
konsantrasyonunu [2]. Yine
nazofaringeal 6érnek aliminda kullanilan kalsiyum
aljinath swaplardaki Ca**'un ve Mg** asorbsiyonu
yapan aljinatin da Mg**
degistirerek PCR inhibisyonuna neden olabildigi
bilinmektedir [20].

5. Floresans inhibisyonu

bazilarina kisaca

iyonlari

dusurebilirler

konsantrasyonunu

Teknolojik gelismelere bagli olarak geleneksel
PCR testlerinin yerini ginimuzde gercek zamanli
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(real-time) PCR temelli testler almistir. Floresan
boyalarin kullanildigi bu yéntemde amplifikasyon
drdnleri reaksiyon devam ederken gergek zamanli
olarak gorintllenebilmekte ve amplifiye Grinlerin
miktar tayini (kantitasyonu) vyapilabilmektedir
[30]. Floresan sinyal PCR riin miktariyla dogru
orantil olarak artmaktadir [31]. Bu teknik,
otomasyon derecesini blylk 6lgide gelistirirken
analiz slresini kisaltmis, ancak beraberinde
floresan sinyalini etkileyen yeni PCR inhibitérlerini
ortaya cikarmistir [20]. Florofor boyanin islevini
bozan herhangi bir madde sinyali séndirme yolu
ile, analize zarar verebilmektedir [3]. Floresans
sondidrme, carpismali (collisional) séndirme ve
statik séndirme mekanizmalar ile gelisebilir.
Carpismali  séndirmede, inhibitér  molekdl
uyarilmis durumlu floroforla temas ederken, statik
sdndirmede sdndirici madde florofor ile non-
floresan bir kompleks olusturur [3].

PCR'da codalan amplifikasyon
drdnlerini  saptayabilmek igin ilk dénemlerde
etidyum bromur kullanilmistir [32]. GUnUimduzde
ise prob temelli olmayan PCR uygulamalarinda bu
molekllin yerine bir siyanin boyasi olan SYBR
Green 1 kullanilmaktadir. Bununla beraber bu
boya disuk-orta konsantrasyonlarda
kullanildidinda dsDNA'ya vylksek afinite ile
badlanarak DNA cift sarmalinin erime 1sisini
yukseltmekte (10°C kadar) ve inhibisyona neden
olabilmektedir [3]. EvaGreen, SYTO-9 ve SYTO-
82 gibi alternatif boyalarin dsDNA’ya affinitesi ise
daha [33,34]. Yine toprak ve suda
bulunabilen humik bilesiklerden en bilineni olan
humik asidin DNA polimeraz Uzerinden PCR
inhibisyonuna sebep oldugu bilinmektedir [3]. Son
zamanlarda humik asidin floresan inhibisyonu ile
real-time PCR’da amplikon saptanmasini azalttigi
da gosterilmistir. Humik asit iligkili inhibisyon bu
molekdlin cift zincirli DNA’ya baglanan floresan
boyalar ile statik etkilesime girerek soéndiricu
(quencher) etki gbstermesi seklinde
gergeklestirmektedir [32]. Humik asidin bu
etkisini azaltmak igin SYBR Green I ve EvaGreen
gibi floresan boyalarin konsantrasyonlarinin
artirilabilecedi dusinllmus, fakat bu durumda da
amplifikasyon basamadinin  inhibe  oldudu
g6zlenmistir. Bu sorun da farkli floresan boyalarin
farkli  konsantrasyonlarda karnistiriimasi ile
¢bzalmustar.

Real-time

azdir

Real-time PCR’'In ginimizde en yaygin
kullanim sekli ise prob temelli sistemlerdir. Bu
sistemlerde floresan boya olarak 6-
karboksifluoresin (FAM) yaygin olarak
kullanilirken bu boya ile birlikte séndurici olarak
genellikle 6-karboksitetrametil-rodamin (TAMRA)
tercih edilmektedir [3]. Yaygin kullanilan hidroliz
problarinin  (TagMan probe) tasarimlarinda
oligoniikleotitlere bagh olarak bulunan boya ve
sondUlrtct birbirine yakin oldugu slrece floresan

iIsima engellenirken, DNA polimerazin 5'-3’
ekzonikleaz aktivitesine bagli olarak
oligonlikleotitlerdeki fosfodiester baglarinin

yikilmasi ile boya ve sondirict arasindaki
uzakhdin artmasiyla floresan i1sima gerceklesir.
PCR karisimindaki olasi iyon dengesizlikleri DNA
polimerazin
(polimerizasyon) inhibe etmesi yaninda 5'-3’
ekzonilkleaz aktivitesini de azaltarak TagMan
probunun hidrolizini inhibe edebilmekte ve
boylece reaksiyonu cift yénden olumsuz olarak
etkileyebilmektedir [20].

zincir sentezi aktivitesini

Hemoglobinin PCR boyunca DNA polimerazin
aktivitesini azaltmasi yaninda, floresan boyalara
baglanarak statik floresan sondlirmeye neden
oldugu ©6ne sirialirken, hematinin de benzer
etkilere neden oldugu ancak daha zayif bir
inhibitor oldugu dustnilmektedir. DNA
ekstraksiyon protokollerinde
ditiyotreitoliin (DTT) de,
olarak hareket ettigi bilinmektedir [3].

kullanilan
floresan sondulrici

PCR Inhibisyonunun izlenmesi

Tanisal PCR'de, rutin tanida bir numunenin
PCR inhibitérlerinden etkilenip etkilenmedigini
bilmek hayati 6nem tasir ve yanlis negatif sonug
riski, tanisal PCR'In en buylk dezavantajlarindan
biridir [3,20]. Metot validasyonu, gelistirilen
testlerin ilgili numuneler igin iyi performans
gostermesini saglamak igin uygulama o6ncesi bir
6n kosuldur. Bir validasyon ¢galismasinda
arastirilmasi gereken genel performans
karakteristiklerinin yani sira (saptama alt siniri,
0zgulllik, dogruluk ve kesinlik gibi), PCR
inhibisyonu da dodru bir sekilde ele alinmalidir
[3]. PCR inhibisyonu ayrica PCR ile iliskili standart
dizi analizi, MPS (massively parallel sequencing),
DNA ¢ip, PCR-RFLP (restriction fragment length
polymorphism), ters hibridizasyon testleri ve
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lumineks teknolojisi gibi PCR Urdnlerinin ileri
analizinin yapildigi testlerden elde edilecek
sonuglari da olumsuz olarak etkileyecektir [3].
Dusiik  bir  inhibisyon
amplifikasyon etkinligini ve saptama
etkileyerek DNA konsantrasyonlarinin oldugundan
daha dustk seviyelerde d&lgllmesine neden
olabilir. PCR inhibitérleri 6zelikle test edilecek
oérneklerin zorlu bir matrisle kombinasyon halinde
disik miktarlarda nikleik asit  icermesi
durumunda 6nem kazanmaktadir [3]. En basit
Onlem olarak gok az miktarda kalip DNA iceren

seviyesi bile,
sinirini

numunelerin konsantre edilmesi, inhibitor icerdigi
disinidlen numunelerin ise saflagtiriimasi gerekir
[20]. PCR inhibisyonunu dederlendirmek igin
cesitli proseddrler gelistirilmistir. Amplifikasyonun
izlenmesinde Internal  kontrol

verimliliginin

kullaniimasi,
amplifikasyon
amplifikasyon

hesaplanmasi ve
egrisinin modellenmesi bu
yontemlerden bazilaridir [20].

Rutin analizde PCR inhibisyonunu izlemenin
en hizh ve en kolay yolu, hedefle ayni anda
amplifiye edilen bilinen bir miktarda DNA
eklenmesini internal

fragmaninin iceren bir

kontrol kullanmak veya reaksiyon karisimina
ornekte var oldudu bilinen bir geni (human GAPDH
geni gibi) hedefleyen primerler ve prob eklemektir
[20,35]. Tum inhibisyon seviyelerini tespit etmek
icin, internal kontroliin amplifikasyonu en az hedef
kadar PCR inhibitérlerine duyarlh olmahdir. Bu
noktada internal kontrol olarak hedeflenen gen
bélgesinin boyutu énemlidir, ¢inkd inhibitdrlerin
varliinda kisa

fragmanlar genellikle

olanlardan daha kolay amplifiye edilir. Bu nedenle

uzun

inhibisyon kontroliiniin daha glvenilir olmasi
adina hedef moleklilden daha uzun bir internal
kontrol amplikonunun kullaniimasi énerilmektedir
[20].

Amplifikasyon verimliligi (AV), bir DNA
seyreltme serisi analizinden elde edilen standart
bir edgrinin ediminden hesaplanabilir. Hesaplanan
AV dederinin eksponensiyel (listel) amplifikasyon
gbstergesi olan 1.0'den sapmasi, numunedeki
PCR inhibisyon seviyesinin bir gdstergesidir. AV
dederi kullanilarak inhibisyonu 6lgcmenin en
sistematik yolu, numuneyi hedefin disindaki bir
kaynaktan farkli miktarlarda saf DNA ile

baglatarak bu yabanci DNA'ya ait standart bir egri

olusturmaktir. Bu sekilde PCR inhibitorlerinin
seviyesi tUm DNA seyreltmeleri igin sabit tutulur
ve inhibe edilmis bir érnek 1.0'dan daha disuk bir
AV dederi verir. Yabanci DNA kullanimi, sonuglarin
onyargili olmasini saglayacak olan DNA veriminin
etkisini ortadan kaldirir. Bir numunenin PCR
inhibisyonu, bilgisayar modellemesi kullanilarak
amplifikasyon edrisinin matematiksel olarak
yorumlanmasiyla da arastirilabilir. Bu yaklasim
reaksiyonun kinetiklerindeki farklliklar nedeniyle
inhibitorlerden etkilenen bir edrinin, saf bir
ornekten elde edilenden farkli olmasi prensibine
dayalidir. Inhibisyonlu bir numune genellikle daha
az “Ustel” bir egri verir. Ug nokta floresan dederi
de inhibitorler tarafindan dusuralebilir [20].

Alternatif DNA polimerazlarin ve tampon
sistemlerinin kullanimi ile zorlu numuneler igin
PCR Inhibisyonunun tstesinden gelinebilir. Ayrica,
PCR inhibitérlerine daha fazla tolerans elde etmek
igin, tamamlayici veya sinerjistik DNA
karisimlari  da  uygulanabilir.
Tampon kompozisyonu inhibitorlerin varlidinda
polimerizasyonu gelistirmek icin degistirilebilir
(6rnegdin yiksek bir pH uygulanmasi). Ayrica, iyon
icerigini degistirmek veya cesitli kolaylastiricilar
(bovine serum albimin; BSA gibi), eklemek de
PCR inhibitérlerine karsi daha ylksek bir direng

polimerazlarin

sadlayabilir. Aliminyum sapl ve kalsiyum aljinatli
gubuklar yerine, plastik sapli ve Dacron fiber uglu
svaplar kullanilarak vyapilan 06rneklemeler ile
inhibisyonun dniine gecilebilir [36].

Sonug

PCR temelli testlerde calisilan 6rnekten,
O6rnek hazirlama sirecinde kullanilan kimyasal ve
enzimlerden, testi c¢alisan kisilerin &rnekleri
kontamine etmesinden kaynakli inhibitér etkiler
Ozellikle disuk miktarlarda kalip DNA ve ylksek
miktarda istenmeyen matris iceren numunelerin
analizinde yanlis negatif test sonuglari seklinde
karsimiza cikabilmektedir. Inhibitér maddelerin
etkilerini ortadan kaldirmak veya en aza indirmek
icin PCR protokollerine stabilizatoér 6zelligi olan
veya inhibitorlerin spesifik etkilerini azaltan-
6nleyen bazi  katkilar eklenebilmekte ve
reaksiyonlar optimize edilmektedir. SARS-CoV-2
pandemisinde ayrica dnem kazanan molekdiler
testlerin sonuglarinin  yorumlanmasinda klinik
orneklerin dodgru alinip alinmadigi, hastanin
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enfeksiyonun hangi déneminde oldudu, calisilan
ornegdin tipi 6nemli oldugu gibi, PCR inbisyonuna
bagli yanlis negatif sonuclarin da dikkate alinmasi
ve test optimizasyonlari ile ilgili stireglerin dikkatle

gbzden gecirilmesi ©6nem arz etmektedir.
Toprakta, atik sularda, clrimis dokularda ve
sayisiz  inhibitér maddenin  yogun olarak

bulundugu insan badirsaklarinda trilyonlarca
bakteri DNA’sI kusursuzca ve bir denge icerisinde
replike olmaya devam ediyor. Bu hayranlk
uyandirici dizen ve denge bizlere her problemin
bir ¢6zimid oldugunu hatirlattigi gibi, bilim
dinyasini bu ¢ézimleri bulmak igin tesvik ediyor
diyebiliriz.

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