Enfeksiyon Hastaliklari:

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

Yillardan beri, biyoloji ve genetik alanindaki ge-
lismelerle, medikal alanlardaki gelismeler birbirle-
riyle etkilesim halinde olmuslardir. Zaman iginde
ortaya ¢ikan hastaliklar ve saglik problemleri, arasti-
ricilart yeni tani ve tedavi yontemlerini arastirmaya
itmigtir. Bu bulunan yeni yOntemler, daha sonra
baska problemler i¢cin de kullanilabilecek sekilde
modifiye edilmislerdir.

Onceden sadece kendi alaninda sinirli olan ve
daha ¢ok biyolojik arastirmalarda kullanilan mole-
kiiler genetik alaninda son yillardaki gelismeler de

medikal arastirmacilar tizerinde etkili olmustur.

PCR Nedir?

PCR, spesifik DN A sekansini amplifiye eden
yeni bir tekniktir.”"~Erlich, Mullis ve arkadaslar: ta-
rafindan 1985 yilinda gelistirilmistir. Ozelligi az bir
zaman gereken tam otomatik uygulamada, kii¢ciik bir
DN A sekansinin bir milyon sarmaldan ¢ok spesifik
DN A sekanslarina genisletilebilme imkanidir. Uste-
lik ¢ok kiigiik miktarlardaki DN A sekanslarini am-
plifiye edebilme yetenegi nedeniyle; Agiz c¢alkanti
sivisindaki biikkal hiicrelerden, insan sag¢indan, tek
bir lenfoid hiicreden, kadavradan ve ya sperm hiicre-
lerinden DNA'nin analiz edilebildigi gii¢li ve ¢ok
duyarli bir metoddur.

PCR teknigi, molekiiler biyolojideki hizli ge-
lisimin ve teknolojik yeniliklerin bir sonucudur. Son
yillarda immunoblot, ¢cDNA klonlama ve hibridiza-
syon gibi tekniklerin gelismesine en son olarak da
PCR eklenmistir.'”

Teknik immiinoloji, mikrobiyoloji, genetik, he-
matolji ve adli tip alanlarinda genis kullanim imkani
bulmustur/"™'
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Polimeraz

Zincir Reaksiyonu
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PCR'nun Prensibi Ve Uygulamasi

PCR, ii¢ basit reaksiyonun tekrarlama dénemin-
den olusmustur. Bu donemlerdeki enkiibasyon isila-
r1 farkli oldugundan reaksiyon kiigiik tiplerde 1s1
sabit kitlerle olusturulur. Tekrarlama donemleri ise
otomatize edilmistir.

Reaksiyonda Kullanilan Kitler

(1) Primerler: Hedef DNA'nin bilinen sekansla-
rina  komplamenter olarak Onceden sentezlenmis
olan spesifik oligoniikleotid zincirleridir.

(2) Deoksiriboniikleozid Trifosfat Molekiilleri:
Dort farklt dTP molekiilleri kullanilir. Bunlar dATP,
dGTp, dCTP, ve dTTP'dir.

(3) Taq DNA Polimeraz: Erlich ve Mullis
PCR'nu ilk uyguladiklarinda her siklusta E.coli
DNA polimeraz I'in Klenow fragmanini kullan-
mislardir. Bu enzim termolabil oldugu i¢in her siklus-
ta reaksiyon karisimina bu enzimin eklenmesini ge-
rekli kilmistir. Bu durum uygulamanin hizini azalttig:
gibi otomasyonunu da giiglestirmistir.

Daha sonralar1t Thermus aquaticus adi verilen
bir termofilik bakteri tiirinden elde edilen Taq poli-
meraz kullanima sokulmustur. Bu enzimin 6zelligi
termostabil olmasidir. Bu durum, enzimin her siklus-
ta eklenme geregini ortadan kaldirmis ve ayni za-
manda testin otomasyonunu kolaylastirmis ve hizini
arttirtmstir. Yine, Taq polimeraz enzimi, Onceden
kullanilan termolabil enzimlere oranlar daha uzun
DNA fragmanlarinin amplifikasyonuna izin vermek-
tedir. Termolabil enzimle yaklasik 20 siklusta iriin-
lerin birikiminde bir plato mevcutken, Taq polime-
raz ¢ok daha fazla sikluslarda bu platoya sebep
i (1,2,3,4) ' ! )
olur/ v

PCR u¢ adimda gergeklesir: *"*°)
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Dogal Isi ile Primer Primer
DRA denatiirasyon baglanmasi UZAMNAs1
Sekil 1. Polimeraz Zincir Reaksiyonun'uu ilk sikhisi. (2)

(1) Muayene materyalinden isleme alinan g¢ift
iplik¢ikli DNA'nin denatiirasyonu,

(2) Primerlerin hedef DNA'ya baglanmasi1 (Tav-
lanma),

(3) Primerlerin uzamasi.

ilk adimda; Materyalden isleme alinan ¢ift ipli-
kli DN A yiksek 1s1 (95-100°C) ile denatiire edilir.
Yani, Hedef DN A ipliklerini birlikte tutan hidrojen
baglar1 kirilir ve erir. Sonugta; kendisine kargsi cDNA

olusturacak iki ayri tek DN A iplik¢igi olusur.

Azaltilmis 1silarda gergeklestirilen ikinci adim-
da iki kisa DNA primeri hedef DNA'nin karsit

ipligindeki komplemanter sekanslara baglanir.

Uglincii adimda; ortama katilan biiyiik miktar-
lardaki deoksiriiboniikleozid trifosfatlar, yine orta-
ma katilan Taq polimerazla primerler, yeni bir DN A
¢ift zincir formuna uzarlar (Sekil 1).

Sonra primerlerin uzama donemleri tekrarlanir.
ilk énce 1s1 arttirilarak tiim ¢ift iplik¢ikli DN A'lar tek
iplik¢ikli DNA'lara dontustirilirler, daha sonra 1s1
azaltilarak baglanma (tavlanma) ve uzama donemle-
rine izin verilir. Reaksiyon ilerleme adiinlarmday-
ken, genelde 30 doneme kadar gider. Primerler ve
deoksiriiboniikleozid trifosfat molekiilleri progres-
sif olarak tiiketilir ve yeni DN A ipliklerinin sayis1

< 0
artar. '

Bu reaksiyonda primerler tim yeni DN A iplikle-
rinin esasini olusturduklari i¢in; deoksiriiboniikleo-
zid trifosfatlarin yanisira iki farkli primerin herbiri,
baslangi¢cta hedef DNA'nin miktarina oranla fazla

miktarda verilmelidir/"

PCR'nun esas 6zelligi, dnceden sentezlenen ya-
pilarin herbirinin, birbirini takip eden doénemlerde
yeni primer uzama reaksiyonlarinda rol oynamasin-
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dandir. Yani, zincir reaksiyonu denilen bu reaksiyon,
yeni DN A yapilarinin geometrik olarak biiylimesi-
dir"'" (Sekil 2).

Metodun basari sirr1 kisa idiriinlerin miktarlarim

daki geometrik artmadadir. Bu kisa iriinler; DNA -
fit
'ninesg¢ift iplikleridir® '(Sekil 3).

Son yillarda RN A viruslarimn tespitinde de PCR
modifiye edilerek kullanilmistir. Burada reverse
transkriptaz ile Taq polimeraz birlikte kullanilmistir.
Elde edilen komplemanter DN A (¢cDNA) amplifiye
edilmistir

Amplifiye Edilmis DNA'nm
Saptanmasi

PCR ile aniplifiye edilmis olan DNA'nin en sik
tespit edilme metodu Southern blotting'dir. Bu me-
todda, DN A o6rnegi agar jelde elektroforetik olarak
ayrilir ve nitroselliilloz bir kagit tizerine kapiller etki
ile aktarilir. DN A, 1s1 veya u.v. 151k uygulanarak nitro-
selliiloza baglanir. Sonra bilinen radyoaktif DNA
problar: ile hibridize edilir. Daha sonra da otoradyo-
grafi uygulanarak ¢cDNA'mn pozisyonu saptanir.
Standart niikleik asitler paralelde hareket eder ki
boylece DN A bantlarinin biyikligi ve uzunlugu sap-

tanabilir O

Son zamanlarda PCR iiriinlerini saptamada yeni
kolorimetrik bir test de tanimlanmistir ®

PCR'nda Karsilasilan Problemler

PCR, konvensiyonel tani yontemlerine, hizli ve
ileri derecede duyarli bir alternatif olarak umut veri-
ci gozikmekteyse de rutin kullanima gegilmeden
6nce ¢Oziime kavusturulmasi gereken Onemli sorun-
lar vardir.”

PCR wuygulamalarinin son yillarda ¢ok artmis
olmasi, bir ¢ok arastirmacida bu testin tasariminin ve
yuriitilmesinin yeterli bir dikkatle uygulanip uygu-
lanmadi1g1 endisesini uyandirmistir. Testin ¢ok fazla
duyarll‘ olmaIS} yararlarl' ”)'/Ialr%llnzdell ()blafllygliyUk pro-
blemleri de giindeme getinnistir.

PCR uygulamasinin en biiyiilk problemi, once-
den amplifiye edilmis DNA'nin aktarilmasinda do-
gru pozitif oOrneklerle gecirilen kontaminasyondan
kaynaklanan yalancit pozitif reaksiyonlardir. Buna
HIV arastirmalarinda rastlanan durum Ornek verile
bilir. Onceden test edilen dogru &6rneklerden HIV
DNA'sinin PCR ile amplifikasyon daha Onceden ay-
n1 laboratuvarlarda yapildig: i¢cin daha sonraki tes-

tlerde HIV DNA's1 ile kontaminasyonlar ve yalanci
1) "
pozitiflikler gorilmiistir.
Kontaminasyon ve yalanci pozitiflik durumunun

onlenmesi i¢in bir ¢ok onlemler Onerilmistir. Bun-
lar
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(1) PCR preparasyonlarmin fiziksel olarak ayril-
mis bolimlerde yapilmasi.

Onceden amplifiye edilmis DN A sekansinin ak-
tarilmasini onlemek i¢in, ayr1 odalarda ya da biosafe-
ty hood adi verilen u.v. germisid lambalar1 bulunan
6zel bolmelerde oOrneklerin prepare edilmesi Oneril-
mektedir.

(2) Solusyonlarin ve kutlanilan bazi malzemele-
rin otokla/da steril edilmesi.

Deiyonize su ve tampon soliisyonlar: rutin olarak
otoklavda steril edilmelidir. Yine tek kullanimlik pi-
pet uglart ve mikrosantrifiij tiipleri otoklavda steril
edildikten sonra atilmalidir.

Primerler, dTP molekiilleri ve Taq DNA poli-
meraz kesinlikle otoklavda steril edilmemelidir.

(3) Tek kullanimlik eldivenler kullanilmasi

Arastirmacilar eldiven giymeli ve izolasyon bo-
limine her giris ¢ikista eldivenlerini degistirmeli-
dirler. Eldivenlerin degistirilmesi, izolasyon bdlgesi
disindan ve oOrnekler arasindan amplifiye olabilen
DNA'nin transferi olasiligini distrir.

(4) Tek kullanimlik pipet u¢larinin kullanilmasi.
(5) Sigramalarin 6nlenmesi.

Bazi tip kapaklarinin zor ag¢ilmasi ve bu nedenle
zorlama ile acildiginda tiip dibindeki sivinin disari
sigramas1 nedeniyle, kolay agilabilen tiiplerin kulla-
nilmas1 Onerilmektedir. Ayrica, eldivenler ¢ikarilir-
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Siklus 2

Sekil 2. Polimeraz zincir reaksiyonu'nim 2. siklusi. (2)
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Siklus 3

v kil 1. Im. 1 it akmw it 3. siklisu ve kisa diriinlerin onaya gikmasi. (2)

keti meydana gelebilecek sigramalara da dikkat edil-
melidir.

(6) Kullanilan kitlerin ihtiyaca gdre belli miktar-
larda bolinerek saklanmasi.

(7) Kullanilacak olan karisimlarin her seferinde
tek tek hazirlanmasi yerine Onceden biiyiik miktar-
larda karisim hazirlanarak g¢esitli miktarlarda boliin-

mesi.

(8) Test Orneklerinin yaninda zaman zaman ne-
gatif kontrollerin devreye sokularak kontaniinasyoi1
olup olmadiginin arastirilmasi.

Fakat yine de bu Onerilerin tiimi uygulansa bile,
koitaminasyon sorunu, tam anlamiyla c¢odziimlene-
meyebilir. Hatta, PCR testinin, ayira¢larinin iretil-
digi binadan uzak bir binada yapilmas1 bile gerekebi-
lir. Bu durum bir ka¢ laboratuvarin saglayabilecegi
bir likstir.""

PCR'nda bir diger zorluk, pozitif bir sonucun
onemini belirlemededir. Sagliktaki ve hastaliktaki
DN A diizeyleri arasinda ayirim yapilamamistir. Bir
¢ok akut viral hastalik i¢in bu bir sorun olmasa da,
ayni sey kronik hastalik i¢in gegerli degildir. Papillo-

ma virus tip 16 iyi bir 6rnek olusturmaktadir: PCR
testi, normal servikal sitolojisi olan kadinlarin

%80"inden fazlasinin serviksinde ve servikal kanserli
kadinlarin biitiin biyopsi Orneklerinde bunun bulun-
dugunu gostermistir. Buradaki ikilem, yakin zaman-
da iglerinden birinin serviks karsinomu olan kadinla-
rin alinan Orneklerde giigli beraberlik gosterdigi pa-
pillomavirus tip 16 a ve b altgruplarinin bulunmasi ile
¢ozimlenmis goézikmektedir. Bununla beraber
boyle buluslarin yoklugunda pozitif bir PCR sonucu-
nun Onemi belirsiz kalabilir. Burada gii¢lendirilecek
spesifik DN A segmentinin se¢ilmesi kritik olacaktir.

Son bir zorluk, kitle taramalarinda PCR'nun po-
tansiyel uygiilaniminin, reaksiyon ve iriinlerini sap-
tamada kullanilan prosediirler zahmetli oldugu igin

(KX}

kisitli olmasidir.

PCR'nun Medikal Kullanim Alanlar:

Bilindigi gibi enfeksiy6z ve genetik hastaliklar
yabanci ya da aberan DN A'nin varlig1 ile karakterize
oldugu i¢in bununla ilgili medikal alanlar PCR'nun
diagnostik uygulamasindan faydalanmaya basla-
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mislardir. Bu teknigin baslica medikal kullanim alan-
lar1 su sekilde siralanabilir.

() HL A Tiplemesinde

Immiinolojiye PCR'nun girisi HL A tiplemesi ile
olmustur. HL A class-II antijenleri, allel spesifik oli-
gonukleotid problari kullanilarak saptanmistir. Yiik-
sek kopye miktar1, genellikle Southern blotting ile
saptanamayan sekanslarin basar1 ile tespitini sagla-
migtir."”

Ayrica, HL A Ag'leri ile hastaliklar aras1 iliskile-
rin saptanmasinda da kullanilabilmektedir."”" HL A
class -II genlerinin analizi simdi rutin olarak kullani-
labilmektedir. Bu hiz, hassasiyet ve maliyet voniin-
den serolojik tiplemeden iistiin bulunmustur.'"'

(2) Thiicre reseptdr ve ya antikor g¢esitliliginin
tanimlanmasi

T hiicre reseptdr repertuvarini saptamada, bu
stratejinin otoimmun hastaliklarda periferal kan, ti-
mus veya tutulan dokularin hiicrelerinden derive edi-
len niikleer materyale uygulanabilir olmasi geregi
agiktir. Ayrica, total DN A kullanildigr igin ilgili T
hiicre klonlarindan spesifik T hiicre reseptdrlerinin
amplifikasyonu simdi ¢ok kolay olmaktadir."""

(3) Patojenlerin tespitinde

PCR'nun duyarliligi, konvensiyonel kiiltiir tekni-
kleri ile identifiye edilmesi zor olan patojenlerin tes-
pitine izin verir. Klamidya ve mikobakteriler gibi
miiskiilpesent patojenlerin ve Ozellikle retroviruslar
olmak iizere bir¢ok viral patojenin saptanmasinda
kullanilabilme imkanini saglamistir.

Ayrica, romatoid artrit, multiple skleroz veya
diyabet gibi otoimmun bozukluklarda patojenlerin
roliiniin saptanmasinda ve yine patojenlere immiino-
lojik cevabin anlasilmasinda ¢ok genis kullanim alani
bulmustur.''

Kanser-virus iliskisinin arastirtlmasinda da kul-
lanilmistir. Bu testle saptanan kanser-virus iligkileri
sunlardir:

(1) HTLV-I ve losemi,
(2) Papillomavirus ve servikal Ca,

(3) EBV ve Hodgkin Hastalig1 121415

Bakterilerin siniflandirilmasinda ise, 16S rRNA-
'larinin saptanarak incelenmesi son zamanlarda
onemli bir geliyme olarak giindeme gelmistir. Bu
yolla bir ¢ok yeni tiir bakteri satpanmistir. Buna,
H.pylori'nin Campylobacter tiirleri ve diger bakteri-
lerden ayrimi i¢in yapilan bir ¢alismay1 6rnek verebi-
liriz. Bu c¢alismada diger bakterilerden H.pylori'yi
ayiran 16S rRNA genine kars1 spesifik primerler
dizayn edilerek PCR'nda kullanilmistir. Seri dilu-
syonlarda H.pylori genomik DNA'sinin 1 pg kadar az

ORAL ve Ark.
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miktarinda bile deneysel tespiti miimkiin olurken
Campylobacter spp., E.coli ve diger m.o.lardan am-

61

plifikasyon mimkiin olmamistir.'

Viruslara gelince, son yillarda immunosupressif
ve sitotoksikilaglarin gitgide artan kullanimina para-
lel bir sekilde, ayrica AIDS'in bir sonucu olarak, agir
viral enfeksiyonlar sik rastlanan komplikasyonlar ha-
line gelmislerdir. Spesifik etkenin bilinmesinin, daha
dogru prongoz, klinik arastirmalarin ve antibiyotik
kullaniminin azaltilmas: ve daha iyi tedavi ile uyum
acisindan belirgin yararlari vardir. Yine, antiviral ke-
moterapide de Onemli gelismeler olmustur. Bu ne-
denle hizli viral taniya talep, son yillarda 6nemli &l-
¢liide artmistir. Bu hizli viral tani1 yontemleri arasina
son yillarda PCR'da katilmistir.'r' bu arada uzun
siiredir etyolojik ajan saptanamayan bir ¢ok hastali-
klarla viruslarin iliskisi olabilecegi ortaya c¢ikmistir.
Ornegin: Bizim icin tarihi ve tibbi énemi olan Behget
Sendrom'lu hastalarin periferal kan 1dkositlerinde
HSV-1 DNA'si saptanmistir.'”'Yine, CMV ile ate-
rosklerozun iligkisi olabilecegi ileri strilmistiir.

PCR ile saptanabilen bazi ajanlar Tablo 1'de
0zetlenmistir.

(3) Hematolojik malignensilerde minimal has-
talign tespitinde

Lenfoid malignensiler, siklikla amplifiye edilebi-
len essiz sekanslara sahip olduklar:1 i¢cin PCR testiyle

Tablol. PCR ile saptanabilen bazi ajan-
lar:$2:3:19.20,21,22,23,24.25)

I.Viruslar
(1) 11V
(2) ITIL.V-1
3) CMV
(4) Hcpadnavinis
(5) Papillomavirus
(6) H.simplex vims
(7) V. .Josier vims
(8) Human parvovinis BI19
(9) Hepatitis B vims
(10) Yavas vimslar (BK ve JC)
(11) EBV
(12) Rotavirus
H.Bakteriler
(1) Hnleroloksijenik I:.coli
(2) L.pneumophila
(3) Mycobacterhim'lar
(4) Ohlamydia'lar
(5) H.pylori ve, Campylobacter Ter
(6) Mycoplasma'lar
(7) Borrelia'lar
(8) Toksijenik C. difficile
III.Parazitler
(1) Trypanosoma cnizi
(2) Toxoplasma gondii

TKlin Tip Bilimleri 7992, 12
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Tablo 2. Tani ve patogenezinin arastirilmasinda

1y

PCR kullanilan otoimmun hastaliklar:

[-Tam
(D Orak Hiicreli Auemi
) Beta-Talasemi vc Hemoglobin 11 Hastalig1
3) Feuilketoniiri
4) Diyabet
5) Hemofili A ve B
6) Faktér VIII mutasyenu
@) Alfa-1 Antilripsin Eksikligi
(8) Lelxr's Ilerediler Oplik Distrofisi
9) Apolipoprotein miilasyonlan

(10) Ducliene's Muskiiler Distrofisi
(11) I.eseli-Nylian Senidromn
(12) Inutington's Hastaligi
13) Résiduel Losemi
(14) Kislik Fibrozis
(15) Leufotria yay 1lim1
I1-Pulogcucz

(D Diabeles mellitis

) Pempliigus vulgaris

3) Myaslenia Gravis

4) Multiple selerozis

®) Onkojenlere bagli kanserler

saptanabilir. Bunun gibi sekanslar, siklikla folikiiler
lenfomadaki 14:18 translokasyon gibi bir transloka-
syon ile ilgilidir. Boyle bir translokasyona karsilik
gelen primerlerle, herhangibir diger yontemle tespit
edilmeyen bir timorin ayrilmast mimkiin olmakta-
dir. Yine KML'de 9:22 translokasyonun varligt PCR

ile tespit edilebilmistir. Ayrica, PCR ile minimal

residiiel 16semilerin saptanmasi da mimkiin ol-
C4)
mustur.

(4) Otoimmun hastaliklarin genetik haritasinin

¢ikarilmasinda

57

PCR, bir¢ok insan genetik hastaliginin tanisinda
ve patogenezinin arastirtlmasinda da rol oynamistir.
Bu hastaliklarin ve sendromlarin bazilar1 Tablo 2'de

12)

gosterilmistir.

(5) Lenfokin miktarlarinisaptamada

Immun cevaba yol agan tek tek hiicrelerden veya
hiicre gruplarindan lenfokin mRNA'sinin miktarinin
tayini; insitu hibridizasyon, Northern blot analizi gibi
standart tekniklerle zor yapilmaktadir. mRNA'da
gergeklestirilen PCR, bazi growth faktor kopyeleri-
nin diizeylerinin tayininde hassas bir indikatdrdiir.
Bu tek hiicrelerden, platelet-derived growth factor
(PDGF), transforming growth factor-alfa ve beta
(TGF-alfa ve TGF-beta) RN A fenotipine uygulan-
mistir. PCR'nda goriilen platodan dolay:r bu teknigin
tam olarak kantitatif sonu¢ vermesi zordur. Fakat,
onlar hiicrelerin kiigiik miktarlarinda, lenfokin
transkripsiyonu hakkinda faydali bilgiler verebilir-

)

Ter.

Sonug

PCR, son yillarda molekiiler biyoloji alanindaki
en heyecan verici gelismedir. Konvensiyonel meto-
dlarla saptanmasi zor olan DN A molekiil! rinin, sap-
tanabilecek diizeye getirilmesini saglayan PCR bir
¢ok alanlarda kullanim alani bulmustur.

Ancak, su anda bazi problemlerin tam olarak
ortadan kaldirilamamis olmasi1 bu yeni testin rutin
kullanimini O6nlemektedir ve konulan diger tani tes-

tleri ile konfirme edilmesi ihtiyact duymaktadir.

Cok yakin bir gelecekte, belki de 2.000 yilindan
da Once bu test rutin kullanima girecek, 0zellikle
referans laboratuvarlarinm vazgecilmez bir tan1 ara-
c1 olma 6zelligini tasiyacaktir.
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