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Ozet

Bu calismada, tibbi arastirmalarda ve molekller biyoloji alaninda kullanima girmesi ile bilimsel
calismalara ivme kazandiran polimeraz zincir reaksiyonunun (PCR), teknolojik degisimler ve ilerlemeler ile
birlikte gelistirilen farkl tipleri ve uygulama alanlarina glincel bir bakis sunmak amacglanmistir. PCR temelli
yontemler genel olarak enfeksiydz hastaliklarin tanisinda, mikroorganizma tiplendirmesinde, gen ekspresyonu
analizinde, epidemiyoloji ve taksonomi alanlarinda, onkolojik calismalarda, DNA klonlanmasinda, nokta
mutasyonlarinin analizinde, transpozon elemanlarinin yerlestiriimesinde, polimorfizm ¢alismalarinda,
poptlasyon tiplendirmesinde, filogenetik analizlerde, ilag diizeyi analizinde ve otoantikor tespitinde olmak
Uzere bircok alanda kullanilmaktadir. Coklu hedeflerin goklu primer ciftleri kullanilarak ayni anda
amplifikasyonu igin multipleks PCR, genetik olarak birbiri ile iliskili mikroorganizmalarin ortak gen bdlgelerinin
amplifikasyonu icin konsensus PCR, mikrobiyal genomlardaki tekrarlayan parmak izi DNA dizilerinin
amplifikasyonu igin rep-PCR, nonspesifik primer baglanmalarini azaltmak ve sensitiviteyi arttirmak icin nested
PCR, istenmeyen yan Urlnlerin ve primer dimerlerinin olusumunu azaltmak igin hot start PCR, spesifik olmayan
capa primerleri kullanilarak bilinmeyen gen bélgelerinin amplifikasyonunu saglamak igin anchored PCR, bilinen
tek bir primer baglama boélgesi ile bir DNA pargasinin amplifikasyonu igin ligasyon aracili ve homopolimerli
PCR, baglanma sicakligini diizenleyerek yanlis eslesmeleri 6nlemek icin touch-down ve touch-up PCR, abazik
primerler kullanilarak gen klonlamak amaciyla DNA pargalarinin amplifikasyonu igin autosticky PCR, sitozin
rezidllerinin metilasyon paternlerini tanimlamak igin metilasyon spesifik PCR, bilinmeyen yan DNA bdlgelerin
sekans analizi igin ters (invers) PCR, farkli konsantrasyonlarda primerler kullanilarak tek zincirli DNA
sentezlemek igin asimetrik PCR, doku kesitlerindeki hicre igi amplifikasyonu goériintilemek igin in-situ PCR,
random primerler kullanilarak rastgele DNA segmentlerini amplifiye etmek ve popltlasyon analizi igin RAPD,
ELISA ve PCR yontemleri kombine edilerek disik konsantrasyondaki amplikonlarin saptanmasi igin immiino-
PCR, amplifikasyonun gercek zamanh floresan sinyaller ile takip edilmesi ve kantitasyon igin real-time PCR,
mutlak kantitatif amplifikasyon igin dijital PCR, uzun hedef DNA bdlgelerinin amplifikasyonu igin long-range
PCR, RNA’dan ters transkriptaz enzimi ile cDNA sentezlenerek hedef amplifikasyonu saglamak igin de reverse
transkripsiyon PCR ydntemi kullanilmaktadir. Tarih boyunca hizli bir gelisim gdsteren PCR modifikasyonlari
hakkinda bilgi sahibi olmak, yapilacak analizlere gére uygun yéntemin secilerek reaksiyonun sensitivite ve
spesifitesini ve elde edilen Urinlerin kalitesi ve miktarini arttirmaya ve bu sayede calismalarin basariyla
sonuglanmasina katkida bulunacak, teknolojik gelismelerle beraber kesfedilecek yeni yontemler igin ise ufuk
acicl nitelikte olacaktir.

Anahtar Kelimeler: Polimeraz zincir reaksiyonu, PCR, PCR tipleri, PCR modifikasyonlari.
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Abstract

In this study, it is aimed to provide an up-to-date overview of different types and application areas of
polymerase chain reaction (PCR) developed with technological advances. PCR has accelerated scientific studies
with its use in medical research and molecular biology. PCR based methods are used in many fields such as
diagnosis of infectious diseases, microorganism typing, gene expression analysis, epidemiology and taxonomy
fields, oncological studies, DNA cloning, analysis of point mutations, insertion of transposon elements,
polymorphism studies, population typing, phylogenetic analysis, drug level analysis, and autoantibody
detection. Multiplex PCR is used for simultaneous amplification of multiple targets using multiple primer pairs,
consensus PCR is used for amplification of common (conserved) gene regions of genetically related
microorganisms, rep-PCR is used for amplification of repetitive fingerprint DNA sequences in microbial
genomes, nested PCR is used to reduce non-specific primer binding and increase sensitivity, hot start PCR is
used to reduce the presence of non-specific products and primer dimers, anchored PCR is used to enable
amplification of unknown gene regions using non-specific anchor primers, ligation mediated and homopolymer
PCR is used for amplification of a DNA segment with a single known primer binding site, touch-down and
touch-up PCR is used to prevent mismatches by regulating annealing temperature, autosticky PCR is used for
amplification of DNA fragments for gene cloning using abasic primers, methylation specific PCR is used to
determine the methylation patterns of cytosine residues, inverse PCR is used for sequence analysis of unknown
flanking DNA regions, asymmetric PCR is used to synthesize single-stranded DNA using primers of different
concentrations, in-situ PCR is used to visualize intracellular amplification in tissue sections, RAPD is used for
amplifying random DNA segments using random primers and for population analysis, immuno-PCR is used for
detection of low concentration amplicons by combining ELISA and PCR methods, real-time PCR is used for
quantitation and monitoring of amplification with real-time fluorescent signals, digital PCR is used for absolute
quantitative amplification, long-range PCR for amplification of long target DNA regions, and reverse
transcription PCR is used to provide amplification by synthesizing cDNA from RNA with reverse transcriptase
enzyme. PCR modifications have developed rapidly throughout history. Having knowledge about these
modifications will be an eye-opener for new methods to be discovered with technological developments, will
contribute to selection of appropriate methods, and will increase the sensitivity and specificity of the reactions.

Keywords: Polymerase chain reaction, PCR, PCR types, PCR modifications.

Giris

DNA sekanslarinin in-vitro olarak amplifiye
edilmesi amaciyla gelistirilen polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR), fen bilimleri alaninda devrim
niteligindeki degisikliklerin 6nanli acan yuksek
duyarliliga sahip bir molekdler tani teknigidir [1].
Biyomedikal bilimlerde, genetik ve biyoteknoloji
alanlarinda, adli arastirmalarda ve enfeksiyon
hastaliklarinin tanisinda yaygin olarak kullanilan
onemli bir molekiler tani ve uygulama araci olan
PCR yonteminin ayrica, antropoloji ve arkeoloji
gibi bilim alanlarinda kullanilan farkli uygulamalari
da mevcuttur [1].

Panet ve Khorana'nin basarili in-vitro DNA
amplifikasyonu calismalarina dayah olarak Mullis
ve ark. tarafindan 1980'lerin basinda gelistirilen
ve arastirmacilara Nobel 6dilid kazandiran PCR
gunimizde cok cgesitli laboratuvar ve/veya klinik
uygulamada sik tercih edilen bir molekiler teknik
haline gelmistir [2]. PCR'In belirli 6zel amaglara

yOnelik ve spesifik kosullarda ylksek duyarllik ve
6zgullikte calisabilmesi igin cesitli uygulamalari
ve modifikasyonlari gelistirilmis ve ayrica bu
yontemin diger birgok molekdler teknikle kombine
edildigi prosedlrler tanimlanmistir. Bu derleme
makalede PCR'In yaygin kullanilan veya spesifik
uygulamalarda tercih edilen 06zglin tasariml
modifikasyonlarina (tiplerine) glncel bir bakis
sunulmasi amaglanmistir.

Multipleks PCR

Standart bir PCR testi bir cift oligonlkleotit
primerin kullanilmasi ile belirli bir gen bdlgesinin
milyonlarca kopyasinin codaltilmasi prensibi ile
cahsir. Farkh spesifik 06zelliklere sahip gesitli
primer giftlerinin ayni reaksiyonda kullanilabilmesi
(multipleks PCR), PCR'In tanisal potansiyeline gok
boyutlu bir perspektif kazandirmistir [3]. Bu
uygulama ile bir klinik érnekte iki veya daha fazla
sayida mikrobiyal etkenin veya ayni etkenin farkli
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alt tiplerinin varligi ayni anda arastirilabilmekte,
hatta reaksiyon karisimina internal kontroller
eklenerek tim amplifikasyonlar ayni reaksiyon
kosullarinda tek tlp igerisinde ve tek basamakta
gergeklestirilebilmektedir [3-5]. Multipleks PCR,
tek asamal klasik PCR’dan ¢ok daha fazla sayida
kompleks reaksiyonu igerdigi icin bu sistemin
calismasi 6ngérilenden daha zordur ve bu testler
ancak uzun denemeler ve optimizasyon galismalari
sonrasinda basarili olarak uygulanabilmektedir
[3,4]. Bu nedenle kullanicilar prensipte bu paralel
amplifikasyon reaksiyonlarinin her birinin kendi
kinetigi ve etkinligi ile ilerleyecedini ve bu duruma
badh olarak bir reaksiyonda her hedef icin farkh
duyarliik ve 6zgilligin ortaya cikabilecegini
bilmelidirler [3]. Farkli organizmalara veya gen
bolgelerine ait farkli hedefleri kapsayan multipleks
test tasarimlarinda ortaya cikabilecek en dnemli
sorunlar; (i) amplifikasyon etkinligi ve hedefin
blyUkligl arasinda Ussel olarak ters yonlu bir
iliskinin olmasi, (ii) iki veya daha fazla hedef gen
bdlgesinin  homolog segmentleri veya benzer
dizileri paylasmasi durumunda farkh amplikonlar
arasinda heterodubleks formasyonlarin meydana
gelebilmesi, (iii) tasarlanan primerlerin birbiri ile
etkilesebilmesi ve bu durumun test performansi
Uzerine olumsuz etkilere yol acabilmesi olarak
siralanabilir [3]. Basarili bir multipleks PCR testi
icin primerlerin nispi konsantrasyonlari, PCR test
tamponunun konsantrasyonu, magnezyum klortr
ve dNTP konsantrasyonlari arasindaki denge,
termal déngl sicakliklari ve hedef DNA ve Taq
DNA polimeraz miktarlarinin optimizasyonu en
onemli dediskenlerdir [4,6]. Tek primer ciftinin
kullanildigi simpleks PCR ile karsilastirildiginda
multipleks PCR’da zincir sentezinin tamamlanmasi
daha uzun siirmekte ve bu ylizden de multipleks
test tasarimlarda ekstensiyon (zincir uzamasi)
basamadi genellikle daha uzun sireli olacak
sekilde programlanmaktadir [3]. Test etkinligini
etkileyen dider ©6nemli parametreler arasinda
badlanma isisi (Tann) ve reaksiyon tamponunun
yodunlugu yer alir [3]. Multipleks PCR testlerinde
PCR Urlnlerini saptamak ve goériuntilemek igin
spesifik problar, fakli floroforlar veya SYBR green
gibi nonspesifik boyalar kullanilabilmektedir [5,7].

Multipleks PCR testlerinin tek
tiplnde birden fazla etkenin veya genin varhgini
saptama prensibi ile temelde isglicii ve maliyetin

reaksiyon

azaltilmasi hedeflemektedir [7]. Multipleks PCR
yaklasimi, bu avantajlarn ile hem klinik hem de
arastirma laboratuvarinda hizli ve kullanigh bir
arag haline gelmistir [4]. Multipleks PCR temelli
tani-tarama test panellerinin olusturulmasinda
enfeksiyondan etkilenen sistem (etken dagilimi),
testin kullanilacagi popilasyonun yas grubu ve
epidemiyolojik ozellikleri gibi farkli parametreler
dikkate alinir [8,9]. GlUnUmizde kullanici tasariml
veya ticari olarak kullanima sunulan multipleks
PCR testleri tanisal mikrobiyolojide solunum yolu
enfeksiyonlari, santral sinir sistemi enfeksiyonlari,
cinsel yolla bulasan hastaliklar ve gastroenterit
etkenlerinin laboratuvar tanisinda yaygin olarak
kullanilmakta ve ayrica bazi etkenler igin tarama
testi olarak tercih edilmektedir [5,8,10-12].

Konsensus (Broad-Range) PCR

Herhangi bir patojenin veya enfeksiy6z bir
etkenin tanimlanamadigi numunelerde muhtemel
etkeni saptayabilmek igin genis kapsamli tarama
testlerine ihtiyac duyulur [13]. Konsensus PCR
ayni ailede yer alan (panflavivirus) veya farkli
cinslerde siniflandirilan  birden fazla
(panfungal) ya da bir tirian farkli genotiplerinin
(HPV MY09/11, HPV GP5/6) kapsamli (konsensus,
universal) genel tarama primerleri ile saptanmasi
prensibine dayanir [7,14,15]. Konsensus dejenere
primerlerin (farkli baz varyasyonlarini iceren goklu
primer seti [16]) kullanildii pan-viral grup PCR
testleri bilinen veya henlz kesfedilmemis yeni
virls tdrlerini tanimlamada kullanilmistir [13].
Dejenere primer setlerinin (MY09/11 primer seti
gibi) kullanildigi konsensus PCR yaklagiminin bir
ornedi olan HPV genel tarama testleri ise diinya
genelinde yaygin olarak kullanilmaktadir [7].
Konsensus PCR metodu, tim bakteriler icin ortak
olan korunmus gen (16S RNA) bdlgelerinin
amplifikasyonu ve sonrasinda elde edilen PCR
drdnlerinin nikleotit dizi analizi ile tanimlanmasi
yaklasimi ile hemen her bakteri tlrind saptama
potansiyeline sahiptir [17]. Literatlrde yer alan
gesitli calismalarda broad range PCR'In kalp
kapakgiklari, beyin omurilik sivisi (BOS), eklem
sivisi ve eklem dokusu 6rnekleri, kan ve apseler
de dahil olmak tzere farkli 6rneklerdeki bakteriyel
ve fungal enfeksiyon etkenlerini saptamadaki
etkinligi test edilmistir [17,18]. Bununla beraber,
Konsensus PCR testlerinin bazi dezavantajlar da

tlrdn
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bulunmaktadir. Bu yaklasimin kisitlihklari; tir-tip
spesifik PCR ile kiyaslandiginda daha disuk
duyarlihkta sonuglar vermesi, dejenere primerler
basta olmak Uzere konsensus primer tasariminin
daha zor olmasi ve spesifik tanimlamaya imkan
vermedigi icin konsensus PCR ile pozitif olarak
dederlendirilen 6rneklerde dizi analizi ya da cins-
tlr-tip spesifik testler gibi ikincil metotlarla
yeniden tanimlamanin gerekli olmasidir [7,16,19].

Tekrarlayici Sekans Temelli PCR (rep-PCR)

Okaryotik genomlarin biiyiik béliimii, RNA'lar
ve proteinleri kodlayan benzersiz (unique) DNA
dizilerinden olusur, ancak tek kopya fragmanlar
arasina serpistirilmis cok sayida tekrarlayici gen
bolgeleri icerirler [20]. Benzer sekilde farkl gram
negatif ve gram pozitif bakteri tirlerini kapsamak
Uzere prokaryotik genomlarda da tekrarlayan gen
dizilerinin varhdi gosterilmis ve bu dizilerin cesitli
siniflari tanimlanmistir [20,21]. Bu tekrarlayan
dizilerin hedeflendigi tekrarlayici intergenik PCR
(repetitive intergenic PCR, rep-PCR) bakteriyel
genomlarda bulunan bu sekanslarinin analizi ile
bakterilerin DNA parmak izlerinin belirlenmesinde
kullanilmaktadir [21,22]. rep-PCR teknigi, ayni
tarin vyakin iliskili serovarlar arasinda ayirim
yapmada ve filogenetik ve epidemiyolojik iliskileri
analiz etmede basan ile kullaniimistir [20].

Farkli bakteri
tiplendirilmesi icin ydntemin farkli uygulamalari
gelistirilmis olup, ERIC1 PCR, ERIC2 PCR, BOX-
PCR ve (GTG)5-PCR bunlardan bazilandir [22].
Bakteri tiplendirmede yaygin kullanilan sekanslar
tekrarlayici ektragenik palindromik (repetitive
extragenic palindromic, REP) ve enterobakteriyel
tekrarlayici intergenik konsensis (enterobacterial
repetitive intergenic consensus ERIC) dizileridir
[20,22]. Enterobacteriaceae ailesi Uyeleri de dahil
olmak lizere ¢ok sayida bakteri tlirinde bulunan
ERIC sekanslar birgok gelismis molekiler-
genomik teknigin varligina ragmen glinimiizde
halen farkl bakteri suslarini (6rn., Escherichia
coli) saptamak ve tanimlamak icin hizli ve uygun
maliyetli bir parmak izi (fingerprint) ydntemi
olarak kullanilmaya devam etmektedir [23].
Clostridium difficile izolatlarinin tiplendirilmesinde
rep-PCR'Iin uygulanabilirliginin degerlendirildigi bir
calismada [21], rep-PCR ile elde edilen sonuglarin
darbeli alan jel elektroforezi (pulsed-field gel

tirlerinin tanimlanmasi ve

electrophoresis, PFGE) yontemi ile Uretilen model
farkhlasmalari ile yiksek diizeyli uyum sergiledigi,
PCR ribotipleme yéntemine goére ise daha ylksek
diizeyde bir ayrim gici gosterdigi bildirilmistir.

Yuvalanmis (Nested) PCR

Enfeksiyon hastaliklarinin tanisinda dlsik
kopya sayili hedef nlkleik asitlere karsin ylksek
miktarda istenmeyen konak DNA’siI bulunan klinik
orneklerde veya godrece yluksek miktarda DNA
polimeraz inhibitdri(leri) iceren gesitli biyolojik ve
cevresel oOrneklerde hedef gen amplifikasyonu
istenilen dilizeylerde gerceklesemeyebilecedi icin
hedef genomlarin saptanmasinda karsilasilan
problemleri ¢ézmek icin nested PCR protokolleri
tanimlanmistir [3]. Nested PCR’In tipik protokoll
"bir cift" dis (outer) primer ile 30-35 siklustan
olusan ilk amplifikasyon basamadgi ile baslar,
reaksiyon donglleri tamamlandiginda elde edilen
arnler "bir cift" ic (inner) primerin kullanildid
ikinci bir ardisik amplifikasyon islemine tabi
tutulur ve bdylece iki asamali PCR protokoli
tamamlandiginda hedef gen bdélgesi yliksek kopya
sayllarinda elde edilmis olur [3,24]. Yontemin
duyarlihdini ve 6zgullagana siklikla ic primerlerin
pozisyonlari belirlemektedir [3]. Nested PCR’da ilk
asamada ve ikinci asamada kullanilan primerler
farkh oldugu icin nonspesifik Grilinlerin istenmeyen
amplifikasyonu ve kontaminasyonlar minimalize
edilir ve boylece reaksiyon 6zgulliga gelistirilmis
olur [3,24,25].

Nested PCR ydntemi tuberklloz, leptospiroz,
Q hummasi, laysmanyazis, fungal
enfeksiyonlar gibi hastaliklarin tanisi, genetigi
degistirilmis organizmalarin belirlenmesi ve gen
ekspresyonu calismalarinda kullaniimistir [24-
27]. Nested PCR yaklasimi PCR duyarhhdini
artirmak igin kantitatif real-time prosediirlerine de
adapte edilmistir. Bunun bir 6rnedi SARS-CoV-
2'nin ORF1lab ve N genlerini hedefleyen tek tipte
tek basamakl yeni bir kantitatif gercek zamanlh
nested PCR protokolidiir [28]. Nested PCR ayrica
gen ekspresyonu galismalarinda bir polimorfik gen
ailesinin belirli bir tiyesini secici olarak codaltmada
veya heterojen hicre tipi popllasyonu igeren
klinik ¢ok dusuk miktarlarda
bulunan spesifik mRNA'larin cDNA kopyalarini
cogaltmada PCR duyarlilidini ve/veya 6zgulligina
arttirmak icin kullanilabilmektedir [24].

ve viral

numunelerde
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Nested PCR’in farkli bir uygulama 6érnedinde
dis primerlerin baglanma bdlgeleri bir grup
organizma igin "familya, cins veya tlr dlizeyinde
ortak (konsensus)" bir segmentten, i¢ primerlerin
baglanma yerleri ise "tlir, serovar veya biyovarlar
icin spesifik” genomik bolgelerden secilerek ayni
reaksiyonda hem saptama hem de tiplendirme
yapilmistir [3]. Nested PCR yontemi bu 6zellidi ile
molekiler epidemiyoloji ve taksonomi alanlarinda
yeni verilerin elde edilmesinde kullaniimigtir [3].

Nested PCR'in ikinci gogaltma basamadinda
dis primerlerden sadece birinin dedistirildigi,

digerinin ise bir i¢ primer gibi kullanildigi (Sekil 1)
semi-nested PCR protokolleri de tanimlanmistir.
Literatlirde bu yaklagimin kullanildigi yakin tarihli
cok sayida arastirma bulunmaktadir. Semi-nested
PCR ile fungal keratit etkenlerinin tanimlanmasi
(ITS1/1TS4 ve ITS1/ITS2 primer ciftleri ile) [29],
multipleks semi-nested PCR yaklasimi ile Grup A
rotaviruslarin G ve P genotiplerinin tanimlanmasi
[30], ve ayrica Leishmania tirleri [31] ve Borrelia
tarleri [32] gibi cgesitli paraziter ve bakteriyel
etkenlerin semi-nested PCR ile tanimlanmasi bu
calismalara birer 6rnek olarak verilebilir.

Nested PCR Semi-nested PCR
Cift sarmali 3 5 3 ——— — 5
hedef DNA 5 3 5 — ) 3
"I)kls prlrlefgkrler ile <«—p2 Amplifiye edilmek istenilen -
TRmpreoyon Pl1—» hedef DNA sekansi P5—»
basamag! — =
) 1.ve 2.
Ilk basamak (ara) — basamakta
amplifikasyon uriinleri — ayni primer
(P6)
kullanilir
1 W =
I¢ primerler ile ikinci <+«—p4 Tt e -«
amplifikasyon P3—» Ikinci basamak amplifikasyon "
IEEE————
Final amplifikasyon Urtnleri
3 5 3’ r— o 5’
5‘ 3 5' — l 3v
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Sekil 1. Nested PCR ve semi-nested PCR ydntemlerinde reaksiyon basamaklar [33].

Demirlenmis (Anchored) PCR

PCR yonteminin temel prensibi oligonilkleotit
primerlerin badglanma bodlgeleri arasindaki hedef
DNA'ylI amplifiye etmek icin bir gift spesifik primer
setinin kullanilmasidir. Birgok durumda, bilinen bir
DNA segmentine bitisik olarak bulunan bilinmeyen
dizilerin karakterize edilmesi istenir, ancak bu
durumda reaksiyonun yuratilebilmesi igin gerekli
olan iki spesifik primerden biri mevcut degildir. Bu
sinirlamanin Ustesinden gelebilmek igin gesitli
stratejiler gelistirilmistir. Bu stratejilerden biri
olan "demirlenmis-anchored PCR" yénteminde,
reaksiyon karisimina bilinmeyen gen bdlgelerine
badlanabilen bir capa primeri (spesifik olmayan
primer) eklenir ve bdylece reaksiyonun ilgilenilen
gen bdlgesini amplifiye edecek sekilde yurimesi
muamkadn olur [34,35].

Tek yonli PCR (single sided PCR) olarak da
adlandirilan bu teknik ile, sadece N-terminal dizisi
bilinen bir proteini kodlayan bir genin tam dizisinin
amplifikasyonu yapilabilmektedir. Capa primeri
olarak "terminal deoksinukleotidil transferaz ile
hedef cDNA'nin 3' ucuna sonradan eklenen poli G
bolgelerini" hedeflemek lGzere poli C primerleri de
(homopolimerler) tasarlanabilmektedir [34]. Nihai
PCR (rlnleri, bir restriksiyon enzimi ile kesilerek
dizi analizi icin bir bakteri vektérine klonlanabilir.
Alternatif olarak, elde edilen PCR
dogrudan dizilenebilir [34]. Bazi durumlarda Grin
verimliligini arttirmak adina bir nested primer ile
ikinci bir amplifikasyon gerekebilir [34]. Anchored
PCR yaklasimi multipleks PCR sistemi olarak da
tasarlanmis ve codaltilan gen bdlgeleri yeni nesil
tekniklerle sekanslanarak tanimlanmistir [36].

drinleri
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Ligasyon Aracili PCR (LM-PCR)

LM-PCR (ligation-mediated PCR), anchored
PCR’a benzer sekilde, tek bir primer baglanma
bdlgesi bilinen bir DNA pargasinin amplifikasyonu
icin tasarlanmis bir diger PCR yontemidir [37].
LM-PCR’da ilk olarak total genomik DNA bir veya
iki restriksiyon enzimi ile kesilir veya kirilir (bu
yaklasim ayrica Maxam-Gilbert reaksiyonunda da
kullanilir), kirlma sonrasinda 5' ve/veya 3' yapisik
uclari olan kor uclu bir dubleks DNA elde edilir
[1,37,38]. ikinci adimda, komplementer yapiskan
uglara sahip cift sarmalli baglayicilarin (sentetik
DNA adaptérieri) restriksiyon fragmanlarina
baglanmasi gercgeklesir [37]. Hedef DNA'nin her
iki ucu adaptérlere baglandiktan sonra, entegre
DNA dizisine 6zgU bir primer ve adaptére 6zgu bir
baska primer kullanilarak "hedef bélge" genomun
geri kalanindan badimsiz olarak amplifiye edilir
[38]. Sonraki asamada bir internal (nested)
primer kullanilarak amplifikasyon
gergeklestirilebilir ve nihai PCR Urlnleri Southern
blotlama ile veya etidyum bromid ile boyanarak
gorintulenebilir [1]. PCR sonucunda elde edilen
farkli uzunlukta DNA
seperasyona tabi tutuldugunda benzersiz (uniq)
bir bant deseni veya kapiler jel elektroforezi
goérintileri elde edilebilir (parmak izi desenleri)
[37]. Bu parmak izi deseni farkhliklari, genetik
farklihk géstergeleri olarak yorumlanir.

ikinci  bir

Urtnleri elektroforetik

Cok sayida basamak icermesi, reaksiyon
basina analiz edilebilen dizilerin kisa boyutlarda
olmasi (~ <200 bp), restriksiyon fragmanlarinin
sirkllerlestiriimesi-multimerlestiriimesi nedeni ile
dasuk basari orani LM-PCR ydnteminin en énemli
kisithhklaridir [38,39]. Bu sorunlari asmak adina
yontemin farkli modifikasyonlari gelistirilmistir
[37-39]. Bu modifikasyonlarin bazilari gok sayida
farkl bakteri tirindn tiplendirilmesi ve molektler
epidemiyolojik analizlerde kullaniimigtir [37].

LM-PCR bilinmeyen bir lokusta bilinen bir DNA
dizisinin entegrasyon bdlgelerinin belirlenmesinde;
(*) insersiyonal mutajenlerin, entegre vektérlerin
ve dodal olarak olusan mobil genetik elemanlarin
entegrasyon bdlgelerinin tanimlanmasi veya (e)
mobilize edilmis endojen genetik
elementlerin timér gelisimine nasil katkida
bulundugunun arastiriimasi gibi gesitli uygulama
alanlarina sahiptir [40]. LM-PCR yontemi ayrica

yeniden

bir genomik analiz teknigi olarak; DNA'nin kisa
uzantilarinin  (stretches) karakterize edilmesi,
sitozin metilasyon paternlerinin belirlenmesi, DNA
hasari olusumu ve onariminin
protein-DNA ayak izlerinin in-vivo belirlenmesi
calismalarinda kullanim alani bulmustur [1,38].

izlenmesi ve

Homopolimerli PCR

LM-PCR ve anchored PCR’a benzer bir diger
PCR modifikasyonu olan bu yéntemde cift iplikgikli
ve uglan kesilerek kiintlestirilmis DNA'nin 5’ ucu
fosforile edilip 3’ ucuna sentetik poli dC igeren
homopolimer kuyruklar eklenir. Boylece 5’ ucunda
"bu dizilere komplementer" deoksiguanozin dizisi
iceren oligonukleotit primerlerin kalip DNA'ya
badglanmasi saglanir [41]. Boylece primer bolgesi
olarak sadece bir sekansin bilindigi, 1 nanogram
ya da daha az miktarda DNA iceren 6rneklerde
PCR amplifikasyonu gergeklestirilir. Bu yaklasim
Vibrio cholerae ve Streptococcus pneumoniae
genomlari icin basari ile uygulanmistir. Uygun
maliyetli olmasi ve minimal is glcl gerektirmesi
bu yéntemin avantajlarindandir [41].

Ters (Iinvers) PCR

Ilk kez Ochman ve ark. tarafindan 1988
yilinda tanimlanan bu yéntemde [42], bilinen DNA
dizisi kullanilarak hedef disi yan
bélgelerin amplifikasyonu gergeklestirilir [43].
Klasik PCR’da reaksiyon iki primer arasindaki
bolge boyunca igeriye dogru gergeklesirken,
geometrik olarak cogaltilan hedef gen bélgesinden
farkli olarak, hedeflenmeyen yan bdlgelerdeki
DNA sekanslari sadece lineer cogalma goésterdigi
icin bu bdlgelerin DNA sekansina erisim mimkun
olmamaktadir [43]. Invers PCR ydntemi bilinen
DNA boélgesini kesmeyen buna karsin bilinmeyen
gen bdlgesinde yapiskan uclar olusturan RE
enzimlerinin kullaniimasi ile baslar [44]. Olusan
yapiskan uclar midahalesiz olarak gergeklesen
ligasyon siireci ile birbirine baglanir ve sirkiler
formda monomerik DNA vyapilari olusur [42,43].
Sonrasinda oligonikleotit primerler, bilinen diziye
baglanarak DNA bilinmeyen vyan
bolgelere dodgru (ters yonde) uzamasini saglar
(Sekil 2). Bu yéntem sayesinde bilinmeyen yan
bolgelerin hizli ve geometrik amplifikasyonu
gergeklestirilir [43]. Amplifikasyon drinu olarak
reaksiyon sonunda uglarinda kisa bilinen DNA

primerleri

sentezinin
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uzantilari ve en ortada restriksiyon enzimi kesim
bélgesi olan ve bilinmeyen dizileri iceren dogrusal
molekdller elde edilir [44]. Bu Urdnlerin sekans
analizi ile bilinmeyen DNA dizisi belirlenerek ileri
analizlerde ve karsilastirmalarda kullaniir [45].
Basta genom dlizenleme, insersiyon bdlgelerinin

Ters (invers) PCR

belirlenmesi, metagenomdaki mobil genetik
elementleri ve bunlarla iliskili genleri tanimlama,
transpozon vyerlestirilmesi ve nokta mutasyonu
analizi olmak Uzere ilgili bircok alanda ydratllen
bu analizlerde invers PCR &nemli bir yardimci
teknik olarak goérilmektedir [43,45,46].

Klasik PCR’dan fakli olarak reaksiyon

primerlerin birbirine dogru degil o

Bilinen DNA

L . birbirinden ters yonlere dogru PCR ™\
Bilinen dizinin sag ve sol yan ilerlemesi ile gerceklesir el dizisi
bolimlerinde yer alan gergekles primerleri
bilinmeyen diziler
3’ e B 5
i = 3
| Bilinmeyen Bilinmeyen
Bilinen DNA dizisi Restriksiyon dizi (sol) = dizi (sag)
enzimleri kesim l
oo e g ; sonrasl olugan
Restriksiyon enzimi kesim bélgeleri vaoIskan uckan yapiskan ug ligasyon bélgesi &
miidahalesiz olarak l
l birlesmesi (ligasyon) 5
ve sirkiiler formda PCR dongileri ve amplikonlar E
lazmit benzeri =
Restriksiyon enzimleri ile kesim ve o hedef DNA ) : 2
yapiskan uglarin olugsmasi formasyonu l 5
L L =
' - Bilinmeyen sekansin belirlenmesi igin dizi analizi

Sekil 2. Ters (invers) PCR reaksiyonunun galisma prensibi ve reaksiyon basamaklari [47].

Autosticky PCR

Molekdller biyolojide merkezi 6neme sahip bir
yontem olan PCR, klonlama amach kullanilacak
DNA parcalarinin amplifiye edilmesinde kullanilir.
Sik kullanilan deneysel bir yaklasim amplifikasyon
primerleri tasarlanirken primer dizisi igerisine
restriksiyon endonuikleaz (RE) enzimleri icin kesim
bélgelerinin eklenmesi ve takiben PCR Urininidn
ilgili enzimler ile parcalanmasi ile amplifikasyon
arintnun dodrusallastirilmis (lineerize edilmis)
bir klonlama vektériine ligasyonunu igerir [48]. Bu
yaklasimin bazi énemli dezavantajlari vardir. RE
kesim bdlgesi(leri)nin DNA fragmaninin sonlanma
bélgesine ¢ok yakin olmasi durumlarinda RE
enzimlerinin verimliligi disebilmekte, ve ayrica
DNA fragmaninin i bolgelerinde bulunan diger RE
kesim bdlgeleri klonlamayr komplike hale
getirebilmektedir [48]. Restriksiyon enzimlerinin
uc duyarhligi ve amplifiye diziler Gzerindeki dahili
restriksiyon kesim alanlarindan kaynaklanan
sorunlarin Ustesinden gelmek igin tasarlanan
autosticky PCR istenilen 5' gikintilarin Uretilmesini
hedefler [49].

Nukleik asitlerde, seker-fosfat omurgasinda
eksik baz igeren (abazik) gen bdlgeleri bulunur.
DNA kalibindaki abazik bélgeler DNA polimeraz
enzimi igin bir bilgi icermezler ve tamamlayici
iplikcik sentezini engelleyici veya yavaslatici bir rol
oynarlar. Autosticky PCR’da amplifikasyon abazik
bélgeler iceren primerler ile gergeklestirilir. Ilk
olarak, PCR Urinu olan iplikgiklerden biri icerisine
abazik oligonukleotitler dahil edilir. Bu iplikgik
PCR’In ilerleyen doénglleri sirasinda kalip olarak
kullanildiginda, polimerazin zincir uzamasi primer
kaynakli abazik pozisyonda durur ve bu durum
autosticky PCR Urinldnidn ucu Uzerinde tek iplikli
5' gikintilar olusmasina yol agar. Bu cikintilar
amplifikasyon Grtnindn ilgili enzimler tarafindan
kesilen bir vektdore 6zgin olarak baglanmasina
olanak verir [48].

Metilasyon Spesifik PCR

insan genomunda CpG dinikleotitlerinin
varlidi acgisindan zengin DNA bdlgelerinde sitozin
rezidileri siklikla metilasyona ugramaktadir [48].

CpG adalart boyunca sitozin nukleotidlerinde
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olusan promotér DNA metilasyonu, gen
susturulmasi ile sonuglanir ve kanser gelisiminde
blyik bir epigenetik degisikligi temsil eder [50].
YUksek dlzeyde metilize olan (methylated) genler
genel olarak eksprese edilmezler ve siklikla
timoral hlcrelerdeki genlerin asin ekspresyonu
veya baskilanmasi ile iligkilidirler [48]. Metilasyon
spesifik PCR genomik DNA yapisindaki metilasyon
paternlerini tanimlamada ve bu paternleri kanser
hicreleri icin belirtec olarak cogaltmada kullanilir
[50]. Cesitli vicut sivilarinda promotdér DNA
metilasyonunun tespiti, perioperatif klinik tedavi
periyotlari sirasinda kanser hicrelerinin erken
tespitine izin vermesi nedeniyle dederlidir [50].

Metilasyon spesifik PCR yontemi ozellikle
promotor gen bdlgeleri gibi
regllatér gen bolgelerindeki sitozin rezidllerinin
metilasyon paternlerini
[48]. Metilasyon paternleri siklikla karsiligi olan
genin transkripsiyonel durumu ile koreledir.
Metilasyon spesifik PCR’In  galisma prensibi
sodyum bisllfit ile muamele edildikten sonra
metilize olan ve olmayan DNA'lar arasinda ortaya
cikan sekans farkliliklarinin saptanmasi (zerine
kuruludur. Bisllfit, metilize olmayan sitozinleri
urasile doénustlrirken, metilize sitozinlerde bir
dénisim gerceklesmez. Ilgili gen bélgesindeki
metilize olan ve olmayan DNA’lar igin spesifik
primerlerin kullanildigi PCR yaklasimi ile hedef
DNA amplifiye ve analiz edilir [48].

veya enhancer

tanimlamada kullanihr

Asimetrik PCR

3 5

5 3

Primerler icin baglanma bdlgeleri iceren kalip DNA

denatiirasyon

hedeflenmeyen diistik miktarl primer

zincir -—

«—

bag «— P2
P1 aglanma

. —

yiksek f— hedeflenen tek zincir
konsantrasyonlu >
primer ——

Asimetrik PCR

Asimetrik PCR, tek iplikgikli DNA'nin tercihli
sentezi (bir DNA zincirini ylksek kopya sayilarinda
amplifiye etmek) amaciyla gelistirilen bir PCR
yontemidir. Tek iplikgikli DNA eldesi; sekanslama,
hibridizasyon probu olusturma ve DNA-aptamer
seciminde oldudgu gibi, iki tamamlayici diziden
sadece birine ihtiyac duyuldugunda faydalidir. Bu
PCR yontemi tersiyer yapilar icindeki hedeflere
ylksek spesifite ile baglanma kapasitesine sahip
oligonukleotitlerin (aptamer) sentezinde kullanilir
[51]. Bu ydntemde simetrik PCR’dan farki olarak
primerler konsantrasyonlari farkli olacak sekilde
kullanilir (Sekil 3). Dusuk konsantrasyona sahip
primer cift iplikgikli DNA sentezinde rol oynarken
reaksiyon ilerledikge
konsantrasyona sahip primer

tikenir ve  ylksek
"diger primerin
limitleyici etkisinden kurtuldugu icin" hedef DNA
bélgesini lineer olarak sentezlemeye devam eder
[51]. Test optimizasyonu oldukga zor ve reaksiyon
etkinligi dusltik bir yontem olan asimetrik PCR’da
sik karsilagilan bir diger sorun da non-spesifik
drdnlerin ortaya c¢ikmasidir ve bu dezavantajlari
nedeni ile bu yéntem ginumizde yaygin olarak
kullanilmamaktadir [52]. Bununla beraber, hedef
DNA'nin ve primerlerin nihai konsantrasyonlari,
PCR dongiilerinin sayisi ve baglanma sicakhdi gibi
parametrelerin optimizasyonlar ile bu sorunlari
¢cdzmeye vyobnelik yeni
devam etmektedir [53].

arastirmalar yapilmaya

amplifikasyon driinleri

Primer 1'in yogun
konsantrasyonu ile
yonlendirilen reaksiyon Ur{ini
asimetrik PCR'da hedeflenen
tek zincir DNA'lar

Klasik PCR iriinii ¢ift zincirli
hedef DNA kopyalari
(simetrik PCR’a kiyasla
diisiik kopya sayilarinda)

tek zincirli DNA

Vol Virol Immunol

Dizi analizi
Hibridizasyon probu olugturma
DNA-aptamer secimi

Unat

Sekil 3. Asimetrik PCR’da reaksiyon basamaklari ve elde edilen tek zincirli tGrlnlerin kullanim alanlar [54].
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Asimetrik primerlerin tasariminda primer
konsantrasyonundan ziyade genellikle %GC ya da
2(A+T)+4(G+C) dederleri dikkate alinmaktadir.
Primerlerden birinin dustk konsantrasyonda
olmasi ilgili primer igin erime (melting) sicakliginin
hedef bolgeye badlanma (annealing) sicakhdinin
altina dismesine neden olur [52]. Bu sorunun
onine gegcmek igin eksponansiyel amplifikasyon
sonrasi lineer PCR (Linear-After-The-Exponential,
LATE-PCR) adi verilen farkli bir asimetrik PCR
yaklasimi dnerilmistir. Bu tasarimda primerlerin
erime sicakliklari primer konsantrasyonlarina goére
ayarlanarak asimetrik PCR’In kantitatif real-time
temelli simetrik PCR’a yakin diizeyde bir etkinlik
gostermesi saglanmistir [52]

RAPD

Random amplifiye edilmis polimorfik DNA
(RAPD) yontemi ile random primerler kullanilarak
genom Uzerindeki rastgele hedeflenmis bdlgelerin
amplifikasyonu gergeklestirilir (Sekil 4) [55]. Cok
sayida farkl konsantrasyonlarda elde edilen PCR
drdnlerinin (amplikonlar) agaroz ya da akrilamid
jel elektroforezi ile gorintilenmesiyle elde edilen

RAPD (Random Amplifiye Edilmis Polimorfik DNA )

sonuglar; popllasyon tiplendirilmesinde, soyagaci
analizlerinde, filogenetik arastirmalarda ve
genetik haritalamada kullaniimaktadir [55-57].
RAPD 6zellikle polimorfizm calismalarinda genom
sekansinin dnceden bilinmesine gerek olmadigi
icin oldukga avantajli bir yontemdir [58]. Fakat
¢ok sayida random primer kullanildigi igin
reaksiyon kosullarindaki en ktictik dedisimler dahi
amplifikasyon sonuglarini etkileyebilmektedir, bu
nedenle glvenilir sonuglar elde edebilmek igin
reaksiyon optimizasyonu oldukga énemlidir [58].

RAPD'ye kiyasla daha gelismis bir teknik olan
AFLP (amplified fragment length polymorphism),
yakin iliskili tirler veya suslar arasindaki genomik
varyasyonlarin tanimlanmasi igin kullanilir. AFLP
teknigi, RAPD ve RFLP (restriction fragment length
polymorphism) yéntemlerinin bir kombinasyonu
olup, ilk olarak genomik DNA'nin pargalanmasi
icin restriksiyon enzimlerinin kullaniimasini ve
ardindan bu fragmanlarin PCR ile segici olarak
amplifikasyonunu igerir [59]. AP-PCR (arbitrarily
primed PCR) yontemi ve DAF (DNA amplification
fingerprinting) yontemi RAPD benzeri diger PCR
modifikasyonlaridir [60].

Agaroz jel elektroforezi

— 5

L B R R L RN R e N N RN RN N N RN RN RN IR RRRRRRRERRRRRY!

9 veya 10 baz uzunlugunda

DNA  Hedef Hedef
marker DNA1 DNA2

-~ 3

rastgele dizi primerleri

—
R R RN ERRRRORERARNRY

3 —_— .
5 +—— D
Hedef DNA 1
Ornek hazirlama ve
DNA ekstraksiyonu
RAPD primerlerinin
tasarimi
PCR reaksiyonunun g
optimizasyonu
3 —
—
Hedef DNA 2

amplifikasyon
triinleri

9-176.

— 3 amplifikasyon drinlerinin

bant modelleri

Unat |. J Mol Virol Immunaol 2022; 3(4): 15

Sekil 4. Random amplifiye edilmis polimorfik DNA (RAPD) ydntemi ile genomik varyasyon analizi [61].

Immiino PCR (iPCR, PCR-ELISA)

PCR, ylksek duyarhligi ile viral ve bakteriyel
enfeksiyonlarin ve kalitsal hastaliklarin klinik
tanisinda ve genetik haritalamada yaygin olarak
kullanilirken, klinik tanida bir enfeksiyon etkeninin

DNA veya RNA'sI disinda etkene 6zgl proteinlerin
ve bu proteinlere karsi Uretilen antikorlarin, ve
ayrica toksin varhidinin, timor ile ilgili antijen ve
biyime faktdrlerinin, hastalik iliskili protein
faktorlerin, hormonlarin, ilag dizeylerinin ve
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otoantikorlarin tespitine de gereksinim duyulur ve
bu amag icin en ¢ok tercih edilen yéntem Enzime

bagh imminosorbent testi (enzyme-linked
immunosorbent assay, ELISA) teknigidir [62]. Ik
olarak 1992 vyiinda tanimlanan PCR-ELISA

yonteminde ELISA testi ile PCR teknigi kombine
edilmis ve her iki ydntemin avantajlari ve gugleri
birlestirilmistir [63].

Immiino PCR’da hedef DNA, mikrotitre plaka
kuyucuklari Gzerinde immobilize edilmis antijen-
antikor (monoklonal) kompleksine spesifik olarak
badlanir ve yakalanir. Amplifiye hedef DNA'nin
saptanmasi igin hem biyotinlenmis DNA hem de
immiunoglobulin G (IgG) igin gugli ve spesifik
baglanma afinitesine sahip bir streptavidin-
protein A kimerasi kullanihr [63]. Streptavidin
bagh DNA (biyotinlenmis) ve protein A bagh
antikor (IgG-Fc bdélgesi) ile olusturulan antikor-
DNA konjugati, hedef nlkleik asitlerin gok dislk
konsantrasyonlarda (femtogram/ml) olduklarinda
bile saptanabilmesine imkan verir. Reaksiyon
geleneksel ELISA'da oldugu gibi direkt, indirekt,
sandvic veya kompetitif iPCR testleri olarak
gercgeklestirilebilmektedir [62]. Protein yerine
nukleik asit tespiti yapilan yéntem, konvansiyonel
PCR yontemine gdre ¢ok daha hassas, analitik
suresi daha kisa ve saptama limiti daha disuk bir
yéntemdir.

Yiksek 6zgullik ve duyarlihdi ve yari (semi)
kantitatif analiz yetenediyle, tip, veterinerlik ve

tarim endulstrisi gibi cesitli alanlarda gigli bir
saptama araci olarak kullanim igin biylk bir
potansiyel tasimaktadir [64]. Cok dlslUk
konsantrasyonlardaki nikleik asitleri tespit
edilebilmesi sayesinde viral enfeksiyonlarin erken
tanisinda etkin bir test oldugu goésterilmistir [62].
Kompleks optimizasyon, deneyimli calisanlara
ihtiyac duyulmasi ve reaksiyon siiresinin uzunlugu
gibi dezavantajlari olmakla beraber, ydntemin
otomatize sistemlere adapte edilmesiyle bu
dezavantajlarin azaltilarak test proseddurlerinin
kolaylastirilabilecegi 6ngorilmektedir [62].

Dijital PCR

Geleneksel kantitatif real-time PCR’dan farkl
olarak dijital PCR ile amplifikasyon drinlerinin
kantitasyonu yuksek duyarllikla yapilabilmekte ve
Olgumler kalibrasyon gerektirmedidi icin sonuglara
cok daha hizli ve kesin bir sekilde ulasiimaktadir
[65]. Islem, temelde amplifiye edilecek érnedin
dilisyonuna ve binlerce sayida bagimsiz kuyucuda
veya damlaciga ayrilmasina dayanir. Bu kuyucuk
veya damlaciklardan hedef molekill icerenlerde
amplifikasyon gergeklesmekte ve pozitif sinyaller
alinmakta, buna karsilik hedef molekil icermeyen
kuyucuk-damlaciklardan sinyal alinmamaktadir
(Sekil 5). Amplifikasyon sonunda kuyucuk sayisi
ve pozitif sinyallerin sayisi analiz edilerek hedef
molekdllerin baslangic miktari ylksek dogrulukta
(mutlak kantitasyon) tayin edilmektedir [65,66].

Dijital PCR Mikrokuyucuklara dagitim veya damlacik PCR reaksiyonlari ve  Sonuglarin okunmasi
olusturma floresans olugumu ve analizi
Hedef DNA Mikroakigkan bazh dijital PCR;
Primerler mikro kanalli bir gip lizerinde
Problar binlerce kuyucuk ¢ . .(. | c
Master miks L = g
: < p ==
D g L 4] ® 9 mutlak kantitasyon
e bagimsiz L3 3
boliimlerde /\/\/\/\J\ =
gerceklesen PCR
i €
i WV ;glfusylzgztlz reakslyoniar Hedef sekans 1'e
N c yyag — plakoya . e [ ait floresans 2
s transferi ¥ (4 = E
» PCR Karigimi > o »_@ , .0 a /\/\A/\-A S
| - e :
| 3 - o @ =

Emiilsiyon bazl dijital PCR; yag iginde
su emillsiyonu, ~20.000 damlacik

Hedef sekans 2'ye
ait floresans =

Sekil 5. Emulsiyon bazl ve mikroakiskan bazli dijital PCR yéntemlerinin galisma prensipleri [67].
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Hedef molekll miktarinin (kopya sayisinin) az
oldugu 6rneklerde amplifikasyon ve kantitasyonu
yapabilmesi ve kolay uygulanabilir olmasi gibi
avantajlari bulunan dijital PCR yéntemi, bir hlicre
popullasyonunun sadece kiiclik bir béliminde
bulunmasi beklenen dnceden tanimlanmis nadir
mutasyonlarin (tek nokta mutasyonlari da dahil
olmak Uzere) secici tespiti, bakteri ve virlslerin
kantitatif analizi ve prenatal fetal DNA tarama
testlerinde kullanilmaktadir [65,68-70].

In-situ PCR

In-situ PCR ydntemi doku kesitlerinin lam
Uzerinde fikse edilerek, hedef gen bdlgelerinin
(DNA veya RNA) fikse edilmis hicreler igerisinde
(in-situ) codaltilmasina dayal bir tani yontemidir
[71]. In-situ PCR’da amplifikasyon Urinleri isaretli
nikleotitlerin kullanildidi direkt saptama yontemi
ile (immdnohistokimyasal) ya da sentetik problar
indirekt in-situ hibridizasyon ile
gorintulenebilmektedir [72].

kullanilarak

Klasik PCR’da nukleik asit izolasyonu igin
hiicreler ve dokularin pargalanmasindan dolayi
amplifikasyon Urinlerinin hicre ici kantitasyonu
bilinememekte ve histolojik hicre tipleri ile ve
hlcrelerin histopatolojik dzellikleri ile bu trtnlerin
ilgisi kurulamamaktadir [72]. In-situ PCR ile hedef
nikleik asitlerin hicre iginde cogaltilarak lokalize
edilebilmesi ile; viral ylk tayini, hlicre igi yabanci
DNA lokalizasyonu, timor genleri-metastazlarini
saptama ve dodal gevresel ortamda bakteri tiri
tanimlamasi gibi birgok islem kolaylastiriimistir
[71,72]. In-situ PCR"In bir diger kullanim alani da
viral enfeksiyonlarda histolojik incelemelerde ilgili
hlcrelerde viral gen ekspresyonunun veya viral
nikleik asit varhginin saptanmasi ile viral hiicre ve
doku tropizminin gésterilmesidir [73,74].

Yéntemin en dnemli dezavantajlari ise hicre
fiksasyonu optimizasyonunun zorlugu sebebiyle
islem sirasinda doku tahribati gergeklesebilmesi,
distk amplifikasyon etkinligi, amplifikasyonun
kantite edilmesinin zor olmasi ve nitelikli isglcu
gerektiren bir yéntem olmasidir [72].

Real-time PCR

Bu ybntem, her amplifikasyon ddéngisinde
gercek zamanh floresan sinyal 6lcimi yapilmasi
ve sinyal artis yogunluguna goére spesifik bir

zamandaki amplikon miktarinin tayinine dayanir
[75,76]. Amplifikasyon Urinlerinin es zamanl
(gercek zamanlr) goérintilenmesi iki ana yaklasim
ile gerceklestirilir; () nonspesifik floresan boyalar
(SYBR green, EvaGreen, etidyum bromdir) ve (e)
floresan etiketli sekans spesifik oligonlkleotit
problar [75,77,78]. Nonspesifik floresan boyalar,
cift iplikgikli DNA'ya badlandiklarinda aktiflesir ve
floresans verirler. Bu boyalar nonspesifik trlinlere
ve primer dimerlere baglandiklarinda da floresans
verebildikleri igin rutin tanisal kullanimda daha
ylksek spesifiteye sahip oligonikleotit problar
One gegmistir [75]. Oligontkleotit problar hedef
sekansla hibridize olabilen, 5" ucunda florofor ile
etiketli fakat 3’ ucundan uzama o6zelligi olmadigi
icin primer gibi etki etmeyen molekdillerdir [79].
Sekans spesifik problarin; hidroliz problari, sag
tokasi-hairpin problar ve hibridizasyon problar
gibi cok sayida farkl tipi bulunmaktadir (Sekil 6)
[76]. Floresan sinyalin saptanabilir diizeye geldigi
siklus (déngl) sayisina, literatiirde farkli isimler
de kullanilmakla beraber, "esik siklusu" (cycle
threshold, CT) adi verilmektedir [76].

Hidroliz problari, ya da bilinen ticari adi ile
TagMan problar, 5" ucunda raportér ve 3’ ucunda
séndlrdcd boya iceren yaygin kullanilan real-time
problardir [76,79] Sondulrlcli boya, prob intakt
oldugu stirece floresan enerjisini Isiya cevirerek
sinyali azaltmaktadir. Amplifikasyon Urinlerine
badlanan problar zincir uzamasi asamasinda Taq
DNA polimerazin 5-3’ ekzonlkleaz aktivitesine
substrat olduklarinda hidrolize olurlar. Problar
hidrolize olduklarinda soéndilridct boya islevini
kaybetmekte ve floresan sinyal yogunlugu
artmaktadir [76,79]. Prob hidrolizi sadece Taq
polimeraz ile hedef sekans codaltilmasi so6z
konusu oldugu zaman gergeklesmekte ve bdylece
Olgllen sinyal dizeyi amplifikasyon drinlerinin
miktarini géstermektedir [76].

Hairpin problar (sa¢ tokasi problar veya
molecular beacons) da hidroliz problarinda oldugu
gibi raportdér ve séndiritct boya icermekte fakat
tasarim Ozelliklerinde farklilk go6stermektedir
[76]. Sac tokasi benzeri yapida olmasi ve ters
terminal tekrarlar (inverted terminal repeat, ITR)
icermesi sebebiyle, problar hedef bélgeye bagh
olmadiginda raportér ve sondirlicti boya birbirine
yaklastigl icin floresan sinyali azalmakta, prob
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hedef bolgeye baglandiinda ise sondurici
boyanin  etkinligi azalarak floresan sinyal
yodunlugu artmaktadir [76]. Hairpin problar,
TagMan problara gére yanlis eslesmelerin daha az
olmasi ve bu sayede daha kesin sonug alinabilmesi
ve ayrica florofor/séndlrici boya cesitlerinin ve
seceneklerinin ¢cok daha fazla olmasi gibi bazi

avantajlara sahiptir [76].

Bir diger prob tasarimi olan floresan rezonans
enerji transferi (fluorescence resonance energy

transfer, FRET) problari hibridizasyon problari
olarak da bilinirler. Bu tasarimda biri donér
floresan digeri de alict boya olmak uzere iki
oligonukleotit prob bulunmaktadir [76]. Problar
hedef sekansa hibridize oldugunda, donér boya
enerjisini alici boyaya aktarir ve floresan sinyal
artar. Amplifikasyonun gerceklesmedigi durumda
ise hibridizasyon problari birlesemedidi icin enerji
transferi ve floresan sinyal ortaya ¢cikmamaktadir
[76].

Real-time (Gergcek Zamanl) PCR (Rt-PCR)
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Sekil 6. Real-time PCR testlerine adapte edilmis floresan boya ve gesitli prob sistemleri [80].

Real-time PCR testleri ylksek sensitivite ve
spesifiteleri, kisa slirede sonug¢ verebilmeleri ve
tekrarlanabilir sonuglar sunmalari gibi avantajlari
tanimlamada, sus
tiplendirmede, antimikrobiyal duyarhlik profillerini
tanimlamada, toksin tretimini saptamada, mRNA-
gen ekspresyon analizlerinde ve spesifik gen ve
alellerin tespitinde diinya genelinde sik kullanilan
glvenilir molekdiler tani testleri haline gelmistir
[75,79]. islemlerin kapali tiiplerde gerceklesmesi
ve jel elektroforezi gibi amplifikasyon sonrasi
tanimlama islemlerine gereksinim olmamasi gibi
gelistirmeler sayesinde kontaminasyon sorunu
geleneksel PCR’a gére blytk oranda azaltilmistir
[76]. Kantitatif real-time PCR glinimuizde rutin
mikrobiyoloji  laboratuvarlarinda basta viral
hepatitler, sitomegalovirus ve BK virus olmak

ile; enfeksiy6z patojenleri

Uzere ve birgok enfeksiyon etkeninin dogrulayici
tanisinda ve tedavi etkinliginin takibinde yaygin
olarak kullaniimaktadir [81].

Revers Transkripsiyon PCR (RT-PCR)

PCR yontemi temelde DNA cogaltma prensibi
ile galismakta olup, RNA hedeflerin dogrudan
cogaltilmasi icin ilk olarak RNA molekdllerinin DNA
komplementerlerinin (cDNA) eldesine gereksinim
duyulur. RT-PCR RNA'nin reverse transkripsiyon
ile cDNA’ya doéndstaraldaga  bir
baslangig basamaginin ardindan bu cDNA'nin PCR
ile cogaltildigi bir amplifikasyon yontemidir. RT-
PCR esas olarak klonlama ve gen ekspresyon
galismalarinda ve virlslere ait RNA genomlarin
saptanmasinda kullanilir [82]. Klasik RT-PCR’da
bir cift sekans spesifik primer kullanilarak test

reaksiyonu
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edilen ornekte spesifik bir gen bélgesinin varlidi
arastirilabilirken, konvansiyonel PCR’da oldugu
gibi farkli primer setlerinin beraber kullaniimasi ile
multipleks RT-PCR da yapilabilmektedir [82].

RT-PCR’'da ters transkripsiyon reaksiyonunu
gerceklestiren enzim olan RNA bagimh DNA
polimeraz optimal pH ve tuz konsantrasyonunda
ve deoksinikleotitlerin  (dNTP) varhidinda tek
iplikcikli hedef RNA molekillerini cift iplikgikli
cDNA’ya cevirmektedir. Olusan cDNA molekilleri
PCR icin sablon gérevi gérmektedir [83]. RNA
bagimh DNA polimeraz enzimi, ek olarak dilslk
diizeyde DNA bagimli DNA polimeraz ve RNA/DNA
hibridlerini parcalayan RNAz-H aktivitelerine de
sahiptir [84]. RT-PCR testlerinde ters (revers)
transkripsiyon igin en sik retroviruslardan elde
edilen ters transkriptaz enzimi, Moloney murine
leukemia virustan elde edilen M-MLV reverse
transkriptaz, avian myeloblastosis virustan elde
edilen AMV reverse transkriptaz ve M-MLV RT'nin

baska bir formu olan, daha ylksek termal
stabiliteye ve daha distk RNAz H aktivitesine
sahip SuperScript III enzimleri kullanilmaktadir
[84]. Molekuler biyolojide kullanim alani oldukga
genis olan RT-PCR ile elde edilen Grilinler ile cDNA
gen kltdphaneleri de olusturulabilmektedir [84].

Revers transkripsiyon igin mRNA'nin 3’
ucundaki poli-A kuyruguna badlanan oligo dT
primerler kullanilabildigi gibi, RNA’daki herhangi
bir bdlgeye badlanabilen random primerler
(hekzamer ya da dekamer) ya da gen spesifik
primerler kullanilabilmektedir (Sekil 7) [84]. Oligo
dT primerler kullanildiinda, hedef RNA sekansinin
genomun 3’ ucuna yakin olmasi olusan Urin
miktarini arttirmaktadir. Hicre ici RNA’larin gogu
(pre-mRNA, rRNA, intergenik RNA, antisense
RNA) ve bazi sentetik RNA molekdlleri poli-A
kuyrugu icermedigi icin oligo dT primerler ile
siklikla random ve gen spesifik primerler miks
edilerek bir karisim halinde kullanilmaktadir [84].
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Sekil 7. Revers transkripsiyon PCR’da kullanilan primerler ve tek ve iki basamakl reaksiyon sistemleri [85].

RT-PCR igin, tek basamakh ve iki basamakl
tasarlanmig farkli test prosedurleri gelistirilmistir.
ki basamakli sistemde ilk olarak RNA’dan reverse
transkripsiyon ile cDNA sentezlenmekte, olusan
cDNA’lar da PCR ile amplifiye edilmektedir [83].
Bu metot, pipetleme hatalarina yol acabilmesine
ragmen hedef RNA'nin disik miktarda oldugu
durumlarda faydal oldugu bulunmustur [83]. Tek
basamakli RT-PCR prosedlirlerinde ise reverse
transkriptaz enzimi ve Taq DNA polimeraz tek

tipte ve tek tamponla miks edilerek reaksiyon
gerceklestirimektedir. Bu ydntemde reaksiyon
boyunca tipl acmaya gereksinim duyulmadigi
icin kontaminasyon riski azalmakta ve islem
suresi daha kisa sirmektedir [83].

Ters transkripsiyonun molektller biyoloji
alaninda kullanima girmesi yeni genlerin kesfinde,
gen klonlanma calismalarinda, gen ekspresyon
analizlerinde, mikrobiyal hastaliklarin tanisinda
cok onemli kullanim kolaylklari saglamistir [84].
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Reverse transkripsiyon reaksiyonunun etkinligi ve
RNA stabilitesini saglamak igin; kontaminasyonun
engellenmesi, RNAz icermeyen (RNAse-free) test
ortami, uygun primer segimi, ortamda uygun tuz
konsantrasyonunun sadglanmasi, reaksiyonlarin
sicakligina dikkat edilmesi ve uygun basamakli
prosedirlerin segilmesi dikkat edilmesi gereken
onemli noktalardir [84].

Diger PCR Modifikasyonlari
Touch-down PCR ve Touch-up PCR

Touch-down PCR modifikasyonu baslangig
dongllerindeki yanlis eslesmelerin neden oldugu
istenmeyen olumsuz etkilerin Gstesinden gelmek
icin basvurulan etkili bir yaklasimdir [86]. Bu
yaklasimda, ilk PCR dongusiindeki baglanma isisi
optimum test sicakhdina gore daha yiksek bir
dereceden baslatiir ve sonraki her dénglde
sicaklik kademeli olarak azaltilarak optimum isiya
ulasildiginda sabitlenir [3].

Hedef nulkleik asit kopya sayisinin dislik
oldugu durumlarda basvurulan touch-up PCR
yaklasiminda ise baglanma isisi ilk birkag déngtde
optimum dederin altinda tutularak saptama
duyarliiginin arttiriimasi hedeflenir [3]. Bu durum
eszamanli olarak c¢odalan nonspesifik Grlnlerin
belirli bir miktarinin tolere edilmesini gerektirir.
Sonraki dongllerde badglanma isisi optimum
dereceye kadar doéngller
optimum baglanma isisinda gergeklestirilir [3].
Ornegin, amplifikasyonun 6zgulligini arttirmak
icin PCR reaksiyonunun baglangi¢ ddngiilerinde,
baglanma sicaklifinin 60°C’den 72°C'ye yavas
yavas arttirildigi 5-6 dongulik bir diazenleme
yapilabilir. Her dénglide baglanma isisinin 1°C
arttirllmasi ile baglanma isisinin sabit tutuldugu
bir yontem karsilastiriimis ve baglanma isisinin
artirlldidi yaklasimla sabit 1sili yonteme gére daha
fazla PCR Urini elde edildigi bildirilmistir [87].

arttinhr ve kalan

Hot Start PCR

PCR testlerinde amplifikasyon karisiminin
hazirlandigi  baslangic asamalarinda primerler
arasinda veya primerler ile hedef sekansa benzer
Ozellikler gdsteren hedef disi bdlgeler arasinda
nonspesifik baglanmalar gergeklesebilmektedir.
Hot-start PCR vyaklasiminin temel amac ilk
denatirasyon asamasindan ©6nce gergeklesen
nonspesifik primer baglanmalari sonrasinda DNA

polimeraz enziminin aktiflesmesini ve istenmeyen
amplifikasyonlarin olusmasini ve ayrica baslangig
dénglsinde primer-dimer olusumunu azaltmaktir
[3]. Nonspesifik baglanmalarin ve reaksiyonlarin
cogu, amplifikasyon karisiminin hazirlanmasi ile
gergek reaksiyonun baslangici arasindaki slirede
meydana gelmektedir [3]. Hot-Start PCR’'In en
yaygin tipi, reaksiyon baslangicinda inaktif formda
olan ve 94-96°C’de 10 dakika isitildiktan sonra
aktiflesen i1siya dayanikh (termostabil) hot-start
DNA polimerazlarin kullanildigi PCR protokolleridir
[3]. Klasik PCR protokollerinin cogu ve kullanilan
reagenler hot-start protokollerin 6zel kosullarina
adapte edilebilecek sekilde gelistirilmistir [3]. Hot
start termostabil Taqg DNA polimeraz enziminin
kullanildigi bu PCR modifikasyonu SYBR Green
temelli multipleks real-time testlerinde ve TagMan
problarinin kullanildigi tip spesifik PCR testlerinde
basarili olarak kullaniimistir [5]

Bir diger uygulama ise, 5’ ucunda ortam
Isisinda kendi Uzerine badlanan veya oligomerize
olan ek oligonukleotit dizileri tasiyan ve halka
(loop) primerler olarak adlandirilan primerlerin
kullanilmasidir [3]. Bu primerler sadece reaksiyon
karisiminin isitildigi ylksek sicaklik derecelerinde
lineerize olurlar (dogrusal sekil alirlar) ve sonucta
hot-start baslangi¢ kosulu saglanmis olur [3].

COLD-PCR

COLD-PCR "duslik denatlirasyon sicakhdinda
ko-amplifikasyon" olarak tanimlanir. Bu ydntem
tek nukleotit uyumsuzluklarinin gift sarmalli DNA
molekilinin erime sicakhdini degistirecedi ve
amplifikasyon verimliligini disirecedi prensibi ile
gahlisir [88]. Yontem vahsi tip ve mutasyon igeren
sekanslari iceren karisimlarda mindr alelleri segici
olarak codaltmak igin tasarlanmis ve mutasyon
saptama duyarhligini 100 kata kadar artirabilecedi
bildirilmistir [89].

Long-Range PCR

Klasik PCR’da nukleotit polimerizasyonundaki
hatalar ve termal déngl sirasinda kalip DNA'nin
zamanla bozunmasi gibi sebepler nedeniyle
amplikon bilyldklagi/uzunlugu sinirlanmaktadir.
Long-range PCR modifikasyonu ile konvansiyonel
PCR protokollerine gbére gok daha uzun hedef gen
bélgeleri codaltilabilmektedir [90]. Long-range
PCR’da genellikle birden gok ve 6zel termostabil
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polimeraz enzimi (long-range DNA polimerazlar)
kullanilarak klasik PCR’da genellikle 1000 bp
uzunlukta olan amplikonlar yerine daha bulyuk
DNA pargalarinin (20.000 bp, 30.000 bp veya
daha uzun) amplifikasyonlari basarih olarak
gergeklestirilebilmektedir [90-92]. Long-range
PCR, 6zellikle yeni nesil dizileme platformlariyla
birlestirildiginde, diisiik kopya sayili 6rnek iceren
numunelerdeki hedef @ genomik  bdlgelerin
dizilenmesi ve bu dizilerdeki genetik varyasyonlari
saptamak icin esnek, hizli, verimli ve uygun
maliyetli bir secenek olmaya devam etmektedir
[91].

Sonug

PCR teknigi ginimuzde yaygin kullanim alani
bulan, farkh disiplinlerde en ¢ok onay almis tani
testini iceren, Uzerinde en gok cgalisiimis ve ¢ok

sayida alt tipi ve modifikasyonu bulunan dinya
genelinde kabul gérmis bir molekiler tani
yontemidir. Yontemin saptama duyarhlidi ve
reaksiyon verimliligi sirekli gelistirilirken, test
maliyetlerindeki dUslsler ve artan otomatize
sistemler ile PCR testlerinin kullanimi her gecgen
glin daha da yayginlasmaktadir. Cok sayida ticari
test alternatifini iceren bu yéntem ayni zamanda
arastirmacilarin kendi testlerini tasarlamalarina
yOnelik kolayliklar sunmaktadir. Strekli bir sekilde
gelistirilen alt sistemleri ile (otomatize izolasyon
sistemleri, farkli 6zelliklere sahip enzimler ve
boyalar, esnek primer ve prob tasarimlari, hassas
ve hizli taniya imkan sunan cihaz ve ekipmanlar)
genis bir Grin destedi imkani bulunmaktadir. Bu
makalede rutin molekiler tani laboratuvarlarinin
en etkili araglarindan biri olan PCR ydnteminin
farkh tiplerine genel bir bakis sunulmustur.
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