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PCR VE REAL-TIME PCR HAKKINDA GENEL BILGI

DOC. DR. AHMET PINAR
04 HAZIRAN 2012, 09:00-09:30

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR) yénteminin Kary Mullis tarafindan
1985 vyilinda tanimlanmasindan sonra nlkleik asit amplifikasyon
yontemleri hizla tani laboratuvarlarina girmistir. Hizli sonug vermesi,
konvansiyonel  yontemlerle saptanmasi zor vya da imkansiz
mikroorganizmalari saptayabilmesi ve yliksek duyarlihdi nedeniyle klinik
mikrobiyoloji alaninda édnemli bir tanisal yéntem haline gelmistir.

Rutin mikrobiyolojik tanida PCR ydnteminin kullanim amaci,
hastalardan alinan &rnekler icinde, hastalik etkeni mikroorganizmanin
nlkleik asitlerinin varliginin saptanmasidir. PCR yontemi, nikleik asitlerin
in vitro olarak cgogaltiimasini ve boylece ylksek duyarlihkta saptanmasini
saglayan bir yodntemdir. Bir baska deyisle, canli bir hiicre icinde
gerceklesen DNA replikasyonu, PCR ydnteminde bir tip icinde taklit edilir.
Bu amacla, bakteri hiicresinde DNA replikasyonu igin kullanilan enzimlerin
islevleri, farkh sicakliklar  kullanilarak  gergeklestirilir. Bakteri
replikasyonunun baslayabilmesi icin ilk basamak, DNA cift zincirlerinin
birbirinden ayrilmasidir. Bakterilerde bu islem helikaz enzimi tarafindan
gerceklestirilirken, PCR yénteminde 94°C gibi yuksek bir i1si uygulanarak,
zincirlerin birbirlerinden ayrilmasi saglanir. Bakterilerde primaz enzimi ile
gercgeklestirilen DNA (zerinde polimerazin baglanacagi RNA dizisi yerine
sentetik olarak olusturulmus yaklasik 20 nikleotit uzunlugunda DNA
primer dizileri kullanilir. Bakteriyel replikasyon, uygun calisma sicakhgi
37°C olan DNA polimeraz enzimi tarafindan yapilirken, PCR ydnteminde
yuksek sicakliklarda calisabilen Tag polimeraz enzimi kullanihr.

Buradan anlasilacagi gibi PCR’In gergeklesmesi icin reaksiyon
tiplinde aranan mikroorganizmaya ©zgul primer dizileri, DNA zincir
sentezinde kullanilacak nukleotitler (A, G, C, T), nukleotitlerin
komplementer badlanmasi igin bir ko-faktér olan Mg iyonlari, Taq
polimeraz enzimi ve enzimin tamponu bulunmahdir. Buna ek olarak iginde

nikleik asit aranacak 6rnek de eklenmelidir. In vitro DNA gogaltmasi igin



gerekli sicakhk kontroli “thermal cycler” denilen otomatize isi kontrol
cihazlarinda gergeklestiriimektedir.

PCR (g degisik sicaklikta calisan basamaklarin bir dongi halinde
tekrarlanmasi ile gerceklestirilir. Ilk basamak denatiirasyondur ve 94°C’ye
isitilan DNA’nin iki zincirinin birbirinden ayrilmasi sdéz konusudur. Ikinci
basamak birlesmedir (annealing). Sicakhdin dustrilmesi ile primerler
cogaltilacak bolgenin uglarinda yer alan kendilerine 6zgul dizileri taniyarak
hidrojen baglar ile baglanirlar. Primerlerin 6zgll olarak baglanmasi igin
kullanilan sicaklik genellikle 50-70°C arasindadir. Uclincli basamak
polimerizasyon ya da sentez asamasidir. Reaksiyon karisimi sicakliga
direngli DNA polimerazin cgahlstigi optimum sicaklk olan 72°C'ye
getirildiginde, primerlere baglanan enzim molekdlleri dizinin 3’ ucuna kalip
DNA'ya uygun nuUkleotitleri ekleyerek DNA sentezi yaparlar. Bu g
basamak bir dénglyl olusturur ve her tekrarlanista iki primer arasinda
kalan 6zgul DNA parcgasinin birer kopyasi gikartilarak baslangigtaki DNA
miktari her doénglde geometrik olarak c¢ogaltiir. Cogaltilan DNA
parcalarinin (amplikon) goésterilmesi igin agaroz ya da poliakrilamit jel
elektroforezi (PAGE) yapilir. Elektroforez ile boylarina gére ayristirilan DNA
dizileri etidyum bromur gibi cift zincirli DNA boyalar ile boyanarak
mordtesi 1sik altinda goérintulenir.

Anlasilacagi gibi konvansiyonel PCR ydnteminin bazi avantajlari ve
dezavantajlari bulunmaktadir.

Konvansiyonel PCR’In avantajlari:

1- Oldukca duyarhdir.

2- Ucuzdur.

3- Protokol standardize edildikten sonra uygulanmasi kolaydir.

4- Duyarlk ve 6zgulliga artirmak igin “nested PCR” ya da hot-start

PCR”, RNA cogaltmak igin “rt-PCR"”, cok sayida mikroorganizmay!
ayni tupte saptamak icin “multipleks PCR”, genel enfeksiyon
varligini saptamak igin “broad-range PCR” gibi modifikasyonlar
yapmak mumkundar.

Konvansiyonel PCR’In dezavantajlar:

1- Kontaminasyon riski ytksektir.

2- Emek yogundur.

3- Zaman alicidir.



4- Analitik 6zgulligu distk olabilir.
5- Cok sayida hasta 6rneginin galisiimasina uygun degildir.
6- Saglikl kantitasyon yapmak miamkuin degildir.

Konvansiyonel PCR’In dezavantajlarinin ortadan kaldirmak igin
1990'larin ikinci yarisinda cesitli teknolojik ilerlemeler kaydedilmistir.
Elektroforez asamasinin ortadan kaldirilarak islem siresinin kisaltiimasi
ve PCR'In kapali bir sistem icinde daha az kontaminasyon riskine maruz
birakilmasi amaciyla yari otomatize “Cobas Amplicor” sistemi
gelistirilmis ve klinik mikrobiyoloji laboratuvarlarinda yaygin olarak
kullanilmaya baslanmistir. Bu sistemde cihaz iginde isaretli primerler ile
gercgeklestirilen PCR sonrasi cogaltilan Grinler ELISA formatiyla
saptanmaktadir.

Konvansiyonel PCR ve PCR+ELISA formatlarinda yapilan kantitasyon
“end-point kantitasyon” seklindedir (Bkz. Kantitatif Real-time PCR). Bu
yontem ilk 6rnekteki mikroorganizmma miktarini saptamakta cok saglikli bir
yaklasim degildir. Saglkl kantitasyon yapmak, kontaminasyonu en aza
indirgemek, hizla sonuca ulasmak, 6zgulliga ylkseltmek ve c¢ok sayida
klinik 6rnegi calisabilmek igin real-time PCR formati gelistirilmistir.

Real-time PCR ydntemi, nukleik asit amplifikasyonu ile es zamanl
olarak artis gosteren floresan sinyalinin o6lcilmesiyle, kantitatif sonug
alinabilen bir PCR ydntemidir. Sicaklik dénguleri ve floresan okunmasi ayni
cihaz iginde ve ayni tip icinde gerceklesmektedir. Bdylece hedef bdlge,
elektroforeze gerek kalmadan kisa bir sure iginde saptanabilmektedir. Ayni
cihaz icerisinde hem c¢ogaltma isleminin, hem de cogaltilan drtnleri
saptama isleminin yapilabilmesi, bu yéntemi gok pratik bir yéntem haline
getirmistir. Ayrica tlpler acilmadan test tamamlandigi icin kontaminasyon
riski de azalmaktadir. Real-time PCR’da amplifikasyon sonrasinda elde
edilen Grdn varlidginin saptanmasi cesitli sekillerde yapilabilir. Bunlardan
birincisi 6zgul olmayan bir ydntem olan cift zincirli DNA boyalarinin
kullanilmasidir. Bu amagla en sik kullanilan boya SYBR Green I'dir.
Primerlerin  baglanmasini  takiben  gergeklestirilen  polimerizasyon
asamasinda hedef DNA'nin cift sarmal hale gelmesiyle DNA'ya baglanan
boya miktari artar ve buna baglh olarak yayilan floresans miktarinda artis
gozlenir. Elde edilen floresansin istenen hedef bélgenin amplifikasyonuyla
mi gergeklestigi, yoksa non-spesifik bir triin md oldugunu anlayabilmek
icin “melting curve” (erime egrisi) analizi yapilir. Cogdaltilan hedefin 6zgll

olarak saptanmasi amaciyla isaretli problar kullanilir. Prob formatlari



arasinda en siklikla FRET (Fluorescens Resonance Energy Transfer),
Tagman ve “Molecular Beacons” yer almaktadir (Bkz. Real-time PCR
Problari ve Floresan Kimyasi).

Bu kursta, katihmcilarin hicre parcalama ve nuikleik asit saflagtirma
ybntemlerinden baslamak Uzere, real-time PCR problari ve floresan
kimyasi, klinik mikrobiyoloji laboratuvarinda kullanilan real-time PCR
testlerinde internal ve eksternal kontroller, kantitatif real-time PCR, real-
time PCR ile mutasyon saptanmasi ve Hacettepe Universitesi Tip Fakdiltesi
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali denetiminde yuUratllen
real-time PCR testleri konusunda teorik bilgi edinilmesi yaninda

laboratuvar uygulamalari ile pratik donanim kazandirilmasi amacglanmistir.
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‘ Polimeraz Zincir Reaksiyonu
Is) déngiileri ve polimeraz yardimiyla hedef dizi
amplifikasyonu saglar

REAKSIYON KARISIMI

> Hedef DNA

> Oligoniikleotitler (Primerler)
> Deoksiniikleotitler (dNTP)

> Reaksiyon tamponu

> Isiya dayanikli DNA Polimeraz
> Magnezyum iyonu

REAL-TIME PCR KURSU

PCR ve Real-time PCR Yontemleri
Konusunda Genel Bilgi

04 Haziran 2012
09:00 — 09:30

Dog. Dr. Ahmet PINAR

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

“Thermal cycler” (Is1 Déngii Cihazi)

1993 NOBEL ODULU

1985 “Kary Mullis” Polimeraz zincir reaksiyonu: PCR

“ Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Cift Zincirli DNA

Sicaklik
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0 Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Denaturasyon

L T gl N7l N

a4y, 7

94°C

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Polimerlesme

72°C

“ Polimeraz Zincir Reaksiyonu

iki adet cift zincirli DNA

72°C

0}

Polimeraz Zincir Reaksiyonu

4. dongii
—— " Istonen béige <=<§ Geometrik
/T NZ2.= amplifikasyon
——{ 2.dongii -
1.déngi - [p— -3 . 35. dongil
Kalip DNA
235 = 34 milyar
2= kopya
2kopya 4kopya 8kopya 16 kopya

i Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Uriin Saptanmasi:
Amplifiye edilmis diziler
agaroz ya da poliakrilamid
jel elektroforezi (PAGE) ve
hoyama sonrasi
gorilebilirler. Amplifiye
edilen dizinin

tanmlanmasi uzunlugunz
gore yapilmalktadir.

1800 bp
1500 bp

Konvansiyonel PCR’1n

Avantajlan
Duyarlilig: yiiksek
° Ucuz

D

D

Protokol standardize edildikten sonra uygulamasi
kolay

Duyarlilik ve 6zgilligii
PCR” ya da “hot-st

D

tmak icin
“rt-PCR”, birden ¢ok sayida mikroorganizmayi

ayni tiipte saptamak icin “multiplex-PCR”, genel
enfeksiyon saptanmasi icin “broad-range PCR”
uygularnalar miimkiin.
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Konvansiyonel PCR’1n
Dezavantajlarn

° Zaman alicy

> Emek yogun

> Ozgilliigi diisiik

> Kontaminasyon riski yiiksek

> Cok sayida 6rnek galigmak icin uygun degil

> Saglikli kantitasyon yapmak miimkiin degil

SORUN!!

» SAGLIKLI KANTITASYON
> DAHA OTOMATIZE SISTEMLER

+ DAHA GOK ORNEGIN AYNI ANDA
CALISILABILMESI

PCR dezavantajlarinin
azaltilmasi

1- Streyi kisaltrak
2- Kontarninasyonu azaltmak
3- Daha az emesk harcarmak

4- Cok sayida 6rnedin calisiimasina
olanak saglamak

5- Saghkl kantitasyon yapabilmek

Real-time PCR

PCR sonucu olusan niikleik asit tirtinlerin
¢ift zincirli DNA arasina giren floresan bir
boya ya da floresan ile isaretli problar
aracihgiyla reaksiyon sirasinda
izlenebilmesidir.

Sinonimleri: Homogenous PCR
Kinetik PCR
gPCR

COBAS Amplicor

° PCR + ELISA

 Elektroforez ortadan kalktigi icin siire kisaldi.

* Kapal sistemn oldugu icin kontaminasyon riski
azaldl.

= Yari otornatize bir sistem oldugu igin emek
azaldi, gok sayida 6rnek galigilabildi.

Real-time PCR

» Termal dongii cihazi ve florimetre aym
cihaz iizerinde bulunur.

_
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Real-time PCR

> Bilgisayar programu ile sicaklik dongiileri
ayarlanir ve izlenir.

Tenperause, T
i<t

SYBR Green | ile Saptama

SYBR Green

g f{g f 4 o®
iy e ss DNA
. WB‘ L A AR A ANN N

‘Ck‘ 0 L G G
AN ‘f’:;%f] ? o I
Mlﬁrﬁ (ERHRYE 1xa e nw I ”grf{'? f?hﬁ!dh

T
ds DNA

Taq polymerase

Real-time PCR

» PCR iiriinii ile floresan yogunlugu arasinda
korelasyon vardir.

v - Ampiisaen urves
/ / .
/

Erime Egrisi

Real-time PCR’da Uriin
Saptanmasi

(i) Floresan boyalarla diziye 6zgiil olmayan sapiama

SYBR Green |

(if)  Diziye 6zgiil problar

HybProbes (FRET)
Dual-Labeled Probes (TagMan probes)
Molecular Beacons

Floresan rezonans enerji transferi
(FRET) problan ile santama

Transfer
Emilim

Yayihm

IR O Ry W g
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Dual-labeled (TagMan) problar
ile saptama

Reporter (bildirici) Quencher (engelleyici)

Taq polimeraz

Real-time PCR’1n Avantajlar

4- Kapasitesi artinlrmis cihazlarla ok
sayida 6rnek calismak mirmkanddr.

5- Kullarmlan problar yardimiyla ézgullik
oldukca artinlmistir.

6- “Log faz analizi” ile kantitasyon daha
saglkli ve daha genis bir arahkta
yapilabilmektedir.

7- Rekabet nedeniyle ucuzlarmistir.

Molecular beacons araciligi ile
saptama

i

ASM News: Kasim 2001

Nucleic Acid-Based Tests Move Slowly
into Clinical Labs

Sample preparation problems, contamination, and entrenched attitudes
Slow but cannot stop adoption of analytically diagnostic methods

William Check

Kantitasyon

St B[Sz |
B

ASM News: Subat 2002

Rapid-Cycle Real-Time PCR: a
Revolution for Clinical Microbiology

sel o4 PCR . and other
improvements yield easy-to-run diagnostic tests

Real-time PCR’1n Avantajlar

1- Dongllerin izl uygulanmasi ve
saptamanin floresan élgiimi yardirmyla
es zamanl yapilabilmesi nedeniyle
toplarm test sresi kisaltilrmistir.

2- Test igin gereken emek azalmistir.

3- Cogaltrna ve saptamanin ayni tip
icinde gerceklesmesi nedeniyle

3
©

Kurs Amagclan

Hiicre parcalama ve nikleik asit saflastirma
yonternlerinden baslamak lzere, real-time
PCR problan ve floresan kimyasi, klinik
rnikrobiyoloji laboratuvannda kullarmlan real-
time PCR testlerinde internal ve eksternal
kontroller, kantitatif real-time PCR, real-time
PCR ile mutasyon saptanmas! ve Hacettepe
Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji ve
Klinik Mikrobiyoloji Anabilirm Dall denetiminde
yuritilen real-time PCR testleri konusunda
teorik bilgi edinilmesi yaninda laboratuvar
uygularnalan ile pratik donanirm kazandirmak.
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KLINIK ORNEK TOPLAMA, ISLEME, HUCRE PARCALAMA VE
NUKLEIK ASIT SAFLASTIRMA YONTEMLERI

DOC. DR. OZGEN ESER

04 HAZIRAN 2012, 09:30-10:00

Molekiler mikrobiyoloji laboratuvarinda yapilacak testlerin uygulanacagi
ornegin hazirlanmasi sirasinda kullanilacak yontemin secgimi, optimal bir teknik
icin gerekli olan malzemelere, klinik 6érnege ve secilen hedef bdlgeye baghdir.
Hedef mikroorganizmanin belirlenmesinin ardindan infeksiyon patogenezinde rol
oynayan etkenin c¢ok sayida bulundugu disinilen klinik 6rnedgin secgilmesi
gerekmektedir. Teknige ait istenilen duyarhlida ulasiimasi igin test edilecek klinik
ornek yeterli hacimde olmaldir. Ornek hazirlama yénteminin secimi sirasinda;
secilen yontemin yeterli duyarliliga sahip olmasi, hedef bélgenin cogaltiima
etkinligi, 6érnek Uzerinde uygulanacak test sayisi, hedef nilikleik asitin stabilize
edilmesi, toksik g¢oOzeltilerin ve santrifigasyonlarin dnlenmesi, ortaya c¢ikan

inhibitdrlerin uzaklastirilmasi gibi bazi diger kriterler de g6z éniine alinmaldir.

Klinik 6érneklerden bakteriyel ve viral nukleik asitlerin saflastiriimasi
amaciyla bircok ydntem kullanilabilmektedir. Ancak, klinik mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda her érnek tipi igin kullanilabilecek genel otomatize bir ydntem
bulunmamaktadir. Tani amaciyla yapilacak molekiler teste kullanilan klinik
Ornekte aranan mikroorganizmanin miktari, hidcre yapisi, uygulanan ydnteme
hassasiyeti  kullanilan  ydntemin segilmesinde 6nemli parametrelerdir.
Arastirilacak mikroorganizma tirl nukleik asit izolasyonunda segilecek ydntemin
belirlenmesinde 6énemli rol oynamaktadir. Hedef molekulin tipi de kit segimine
dogrudan etki eden bir faktdrdlir. Molekllin RNA ya da DNA olmasi, DNA'nin cift
ya da tek zincirli saflastirilacak olmasi, RNA'nin DNA kontaminasyonu olmadan
saflastirlma gerekliligi 6nemli degiskenlerdir. DNA goreceli olarak daha
dayanikhyken RNA, klinik 6rnegin saklanmasi, hiicre parcalama ve nilkleik asit
saflastirma islemleri ve daha sonraki saklama sirasinda kaybedilebileceginden

dayanikhligi diaslktar.

Bu bolimde molekiler bir ydntem igin ideal bir 6rnegin hazirlanmasi

amaclyla gerekli optimal basamaklarin neler olabilecegi hakkinda bilgi
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verilmektedir. Nikleik asitlerin elde edilmesinde hedefe ydnelik dért basamak yer
almaktadir. Bunlardan birincisi niikleik asitin serbestlestirilmesidir. Ikinci
basamak nukleik asitin dayanikhliginin artiriimasi, bunu takip eden Uglncl
basamak inhibitdrlerin uzaklastirlmasidir. Son basamak ise nukleik asitin
yogunlastirilarak sivi ortama yerlestirilmesidir. Nikleik asit izolasyonunda temel
prensiplerin anlasilmasi amaciyla konvansiyonel ydntemler ile bakteri hlcre

DNA’sinin ekstraksiyonu 6rnek olarak anlatilacaktir.
1.1 Hiicre kiiltiiriiniin hazirlanmasi

Bakteri DNA’sinin elde edilmesinde dncelikle bakteri sivi besiyerinde Uretilir.
Besiyeri esansiyel besin maddeleri icermelidir. Bu amacgla iki farkl besiyeri tercih
edilmektedir. LB (Luria-Bertani) ve M9 besiyerlerinin igerikleri tabloda

verilmektedir.

LB besiyeri

g/l
Tripton 10
Yeast extract 5
NaCl 10
M9 besiyeri

g/l
NazHPO4 6.0
KH>PO4 3.0
NaCl 0.5
NH4ClI 1.0
MgSO4 0.5
Glukoz 2.0
CaCl, 0.015

M9 besiyeri inorganik besinler igerir. Nitrojen, magnezyum, kalsiyum gibi
esansiyel elementler vyanisira karbon ve enerji kaynagi olarak glukoz
bulundurmaktadir. LB besiyeri ise aminoasit ve kiliglik peptit kaynagi olarak
tripton ve nitrojen, glukoz, organik/inorganik besin kaynagi olarak maya ekstresi

icermektedir.

Hlcrelerin hazirlanmasi basamadinda DNA ekstraksiyonu yapilacak bakteri
LB agara tek koloni ekilir. Bir gece 37 °C’da inklibe edilir. Ertesi gun tek bir
koloni alinarak LB buyyona ekim vyapilir. LB buyyona ekilen bakteri 150-250
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rpom’de horizontal platforma sahip bir calkalayicida 37 °C’da inkUbe edilir.
Bakteri, 18 saat sonra gec¢ logaritmik veya erken duragan faza geldiginde ve
bakteri konsantrasyonu 2-3x10° hiicre/ml’ye ulastiinda ekstraksiyona hazirdir.
Bakteri konsantrasyonu bakteri sispansiyonunun optik dansitesi okunarak da
belirlenebilir. Bu amacla bakteri stspansiyonu OD 600 nm’de okunur. 1 OD
tnitesi = 0.8x10° hiicre/ml’dir. 2-3 OD Unitesine sahip olan bakteri siispansiyonu
hlcre ekstraksiyonu icin uygun kabul edilir. Daha sonra hicreler 1500-3000xg’de

santrifij yapilarak ¢coktardalar.
1.2 Hiicre parcalama yontemleri
Hicre parcalama ydntemleri iki tiptir.

1.2.1 Enzimlerle parcalama yoéntemleri: Hlcre kimyasal maddelerle

parcalanir. Bakteri hlicre parcalanmasinda en ¢ok tercih edilen yéntemdir.
1.2.2 Fiziksel parcalama yontemleri: Hicre mekanik guglerle pargalanir.

1.2.1 Hiicreleri enzimlerle parcalama yontemleri:

Hicre parcalanma ydnteminde ilk basamak hicre duvarinin zayiflatiimasidir.
Bu islem enzimlerle yapilabilir. Enzimler &zellikle hicre duvarinda yer alan
peptidoglikan tabakayi zayiflatmaya yonelik islev goérirler. Enzimlerle hlicrelerin
parcalanmasinda en siklikla kullanilan enzim lizozimdir. Gram-negatif (06r:
Escherichia coli) ve gram-pozitif bakteri hicrelerinin hlicre duvarina etkili bir
enzimdir. Hucre duvarina sertlik veren polimerik bilesikleri pargalar.
Peptidoglikan tabakada yer alan muramik asit arasi ¢capraz baglari kirar. Yumurta
beyazi, gbzyas! ve tiklrikte dogal olarak bulunur. pH 4-10 arasinda enzim iyi
aktivite géstermesine ragmen optimum pH araligi 6,7-8.0'dir. Sogukta iyi galisir.
Bu nedenle lizozim konuldugunda islem buz lzerinde yapilmalidir. Lizostafin ise
gram-pozitif bakterilere 6zellikle stafilokoklara etkili bir enzimdir. Mantarlardan

elde edilir ve pahaldir.

Hlcrenin parcalanmasi sirasinda ikinci basamak dis membran gegirgenliginin
artinlmasidir. EDTA (Ethylenediamine tetraacetic acid), hlicre duvarinda bulunan
magnezyum iyonlarini baglayarak ortamdan uzaklastirir. DNA'y1 sindiren hiicresel
enzimleri (DNAz) inhibe eder. TRIS ise tampon goérevi goérir. pH ayar yapar.
Membran stabilitesini bozar. Ortam ozmalaritesini artirarak da hiicre membranini
parcalamak midmkuindir. %10 sukroz bu amagla kullanilabilir. Yumusak bir

sekilde hiicreyi patlatir. Bu nedenle, DNA ve organeller korunur.
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Hlcrenin parcalanmasi sirasinda dglnci basamak i¢ membranin
parcalanmasidir. -80°C’de dondurma ve 37°C’de ¢6zme, kuru buzlu
etanol banyosu, sonikasyon veya deterjanlar ile yapilabilir. Deterjanlar bu
amagla en sik kullanilan kimyasal maddelerdir. Deterjan orijinal kiltir hacminin
1/10'u kadar eklenir. Bu amacgla iyonik (6r; sodium dodecyl sulphate, SDS) veya
non iyonik (6r; Triton X100) deterjanlar kullanilabilir. SDS 100ml’ye 20g kadar
tartilarak %20 stok c¢ozelti hazirlanir, son konsantrasyon %1 olacak sekilde

kullanilir. TritonX100 ise lipid molekulleri ayirip hicrenin lizisine neden olur.
1.2.2 Hiicreleri fiziksel parcalama yontemleri

Hucreleri fiziksel parcalama yontemlerinde mekanik guig¢ kullanilmaktadir.

Bunlar tge ayrilmaktadir.

1. Basingla Patlatma (French pressure): Pistonlu bir silindir kullanihr.
On ton basing uygulanir. Genis alandan dar alana gecen hiicreler kenarlara ve
birbirlerine sirtiinerek pargalanir.

2. Sonikasyon (ultrasonik ses dalgalari): Sonikatdér kullanilir. Sivida
kavitasyonlar olusur, cok hizli hareket eden kabarciklar hicreleri pargalar.

3. Cam boncukla parcalamak: Gram-pozitif bakterilere etkilidir, gram-

negatiflere zarar verir. Kullanilan cam boncuklar 100 um biyuikligindedir.

Fiziksel parcalama ydntemlerinin avantajlari kimyasallara gerek olmamasi,
blylk miktarlarda DNA elde edilebilmesi, bakteri turleri arasinda farkhlk
gbstermemesi ve ekonomik olmasidir. Dezavantajlari ise islem sirasinda Isi1 agiga
¢gilkmasi, olusan oksidasyon nedeniyle asiri képlirmenin meydana gelmesi,
bunlarin neden oldugu denatlrasyondur. Bu durumdan kurtulmak amaciyla

ortamin sogutulmasi veya rediktan madde eklenmesi yararli olabilir.
1.3 DNA disi hiicresel bilesenlerin uzaklastirilmasi

Hicresel bilesenlerin uzaklastiriilmasinda kullanilan kimyasal maddelerden
biri fenoldldr. Fenol tehlikeli organik bir g¢6zlcudiur. Her zaman eldiven
kullanilarak calisiimali, temas halinde soguk su ile eller yikanmalidir. Fenol igeren
cozeltilerin ortadan kaldirilmasi icin 6zel islemler gereklidir. Fenol genellikle
tamponlanmis halde bulunur. Cézelti iki tabakaldir. Ust tabaka tampon fazlasi,
alt tabaka ise doymus fenoldlir. Fenol kullanimi sirasinda pH &6nemli bir
basamaktir. Saflastirma basamaginda fenol nétral pH’da olmalidir, asidik pH

DNA'nin fenol iginde g¢bzinmesine neden olmaktadir. Fenol proteinleri denatire
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ederken bu proteinleri interfazin alt kisminda beyaz koagule olmus bir kitle
halinde c¢oékturir. Kloroform fenol benzeri gérev gorir, ayrica akéz ve organik

tabaka arasinda stabil olmayan baglari sabitlestirir.

Siklikla kullanilan nukleik asit ekstraksiyon ydntemlerinden biri fenol-
kloroform yéntemidir. Bu ydntemde nikleik asit karisimi igine esit hacimde fenol
konarak nazikce vortekslenir. Mikrosantrifijde 2 000 rpm’de 5 dakika veya 8 000
rpm’de 1 dakika santrifij edilerek DNA iceren akdz faz organik fazdan ayristirilir.
Akoz faz dikkatle yeni bir tipe aktarlir. Esit hacimde 24:1 (v/v) kloroform-
izoamil alkol eklenir. DNA"y1 ¢oktirmek icin 0.1 hacim 3M sodyum asetat, pH 5.5
ve 2 hacim saf etanol eklenir. Daha sonra -20 °C’da bir gece veya daha kisa slre
ile -80 °C’da inklUbe edilir. 10 000 rpm’de 5-15 dakika santrifij yapilarak DNA
gokturdlur. Etanol dikkatle uzaklastirilir ve gokelti 50 © C'da 5 dakika kurumaya
birakilir. %70'lik etanol ile ek ylkama yapilarak cokeltide bulunan tuz fazlaligi
uzaklastirilir. Kuruyan DNA Uzerine steril TE, pH 5.0 veya su eklenir. Kisa sureli
olarak 4 °C’da veya uzun sureli olarak —-20 °C’da saklanir. Bu islem ile nikleik

asitin kontamine ve denatlire eden proteinlerle iliskisi engellenir.

Fenol ve kloroform ekstraksiyon ydnteminde islemin 2-3 kez tekrarlanmasi
halinde daha saf nlkleik asit elde edilebilmektedir. Ancak, bu tekrarlar niukleik
asit kaybina neden olabilir ve yikim artar. Bu nedenle yéntem sirasinda ek bir
basamak olarak bir proteazin kullanilmasi proteinleri daha kuglk peptitlere
parcalayarak fenoliin gdérevini kolaylastirabilir ve nikleik asit yikimi dnler. Bu
amacla Pronaz veya Proteinaz K kullanilabilir. Proteinazlar yliksek sicaklikta
cgalsir. Bu nedenle hem lizozim hem de proteinaz birlikte kullanilacaksa 37 °C
optimal sicaklik tercih edilebilir. Bunun yanisira lizozim igin 4 °C’da inkibasyonu
takiben 50-60 °C’da proteinaz K ile inklibasyon daha dogru bir yaklasim olabilir.
DNA izolasyonunda RNA'nin 6zellikle mRNA'nin uzaklastiriimasi gerekebilir. DNA
saflastirlmasi sirasinda RNA akdéz fazda birikir. Bu amagla ribonlkleaz

kullanilarak RNA'nin ribonikleotit altiinitelerine ayrilmasi saglanmalidir.
1.4 DNA'nin yogunlastirilmasi

Bazi hicre ekstraksiyon yontemleri nikleik asit yogunlastirma basamagdini
gerektirmeyebilmekle birlikte bazen 6rnekteki DNA miktarini artirmak amaciyla
uygulanmalari daha dogru bir yaklasim olur. Bu amacgla en sik kullanilan
yogunlastirma yontemi etanol presipitasyonudur. DNA’'nin  etanol ile

presipitasyonu sicaklik, sire ve DNA miktar ile iliskilidir. Tuz varhdinda ve
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sicaklk -20 °C veya daha az oldugunda saf etanol DNA'yl ¢oktiirmede iyi bir
secenektir. DNA %65 Uzerinde etanol konsantrasyonlarinda presipite olmaktadir.
Yogun bir DNA 6rneginde etanol ile ¢oktlirme sonucu nikleik asit bir cam pipet
yardimiyla toplanabilir. Daha dustk konsantrasyonda DNA iceren 6rneklerde ise
etanol DNA'ya 2.5:1 oraninda eklenerek DNA c¢okturdlir ve kisa bir santriflj
sonrasinda ust sivida kalan DNA toplanabilir. Santrifij sonrasinda DNA %70
etanol ile yikanmalidir. Etanol presipitasyonu sonrasi ¢dzelti iginde kisa zincirli
ve monomerik nikleik asit bilesikleri kalir. Bu nedenle, ribontkleaz eklenen

orneklerde ribonukleotitler bu basamakla uzaklastirilabilir.

DNA'nin yogunlastirimasinda kullanilan diger bir ajan amonyum asetattir.
DNA'nin etanol iginde presipitasyonuna yardimci olur. NaCl de DNA'nin negatif
yUkUnl notralize ederek yodunlastirici etki gosterir. Tuz su ile etkilesime girer.
izopropanol RNA'nin iginde ¢dziiniir halde kalmasindan dolayi genellikle DNA’ya
0zgll secici presipitasyona neden olur. DNA, %50'nin Gzerinde yodunluga sahip

izopropanol ile presipite olur.

1.5 Niikleik asit kantitasyonu

Bazi molekller yontemlerin uygulanmasi sirasinda test edilecek 6rnekteki
ntkleik asit miktarini bilmek gerekebilir. Nukleik asit miktari ultraviyole (UV)
absorbansi gosteren spektrofotometri ile okunabilmektedir. UV absorbans okuma
ile DNA/RNA miktari saptanabilir. Halka yapilar UV dalgalari absorbe eder.
Nukleik asitler disinda, proteinler, organik maddeler, deterjanlar ve lipidler de
halka yapiya sahiptir. Or: DNA ve RNA ~ 260nm and ~280nm’de en iyi
absorbans gosterirler. Proteinler ve bazi amino asitler de ~ 260nm and
~280nm’de iyi absorbans gosterirler. pH degisiklikleri de absorbansi etkiler, bu
ylzden spektrofotometrik délcimler sirasinda DNA dilisyonlari TE tamponu ile

yapiimahdir. Nikleik asitlerin safligi A260/A280 orani ile de saptanabilir.
DNA A260/A280 ~1.8
RNA A260/A280 ~2.0

Bu oranlar iyi ise, nukleik asit kantitasyonu yapilabilir. Oran 1.8‘in altinda

oldugunda o6rnek protein veya fenol ile kontamine kabul edilmelidir. Absorbsiyon
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oranlari ile ntkleik asit miktarinin belirlenmesi icin, 260nm’de okunan deger DNA

icin 50ug/ml, RNA icin 40ug/ml ile garpilir.

1.6 Ticari kitler ve otomatize sistemler

Ticari kitler ve otomatize sistemler, konvansiyonel sistemlerde oldugu gibi
nitkleik asitin organizmadan cikartilmasi ve serbestlesen nulkleik asitlerin
stabilizasyonu ile  beraber inhibitérlerin  uzaklastirlmasi  asamalarini
gercgeklestirmektedirler. Nukleik asitlerin organizmadan cikartiimasi igin Kitler
daha cok guanodin tiosiyanat, lizozim, proteinaz K, SDS gibi kimyasal yontemleri
icermektedirler. Nukleik asitlerin saflastirilmasi ve inhibitérlerin uzaklastiriimasi
asamasi ise tris, proteinaz K, guanidin-HCI gibi kimyasal yontemlerle yapilabildigi
gibi vakum ya da spin-kolon ve nukleik asitin silica ya da manyetik boncuklara
yapistiriilmasi seklinde fiziksel yéntemlerle de yapilabilmektedir.

Ticari olarak bulunan manuel kitlerden IsoQuick nukleik asit izolasyon Kkiti
(Orca), Puregene izolasyon Kkiti (Gentra) ve Master Pure ekstraksiyon Kiti
(Epicentre) tamamen kimyasal yontemleri kullanirken, QIAmp (QIAGEN) ve High
Pure saflastirma kitleri (Roche) spin-kolon, Nuclisens izolasyon kiti (bioMerieux
Suisse) ise silika boncuklara yapistirma yontemlerini kullanmaktadirlar. Spin-
kolon yonteminde nulkleik asitler santrifljle bir membran filtreye tutturularak
saflastinilmaktadir. Boom silica yénteminde ise nlkleik asitler silika boncuklara
tutturularak saflastiriimaktadir.

Manuel kitlerin islem suresi 1 saat 55 dakika ile 4 saat 39 dakika arasinda
degismektedir. Bu kitler konvansiyonel yontemlere gére uygulanmasi daha kolay
ve duyarliigi daha ylksek sistemler olsalar da otomatize sistemlere gbre daha
emek-yogun ve kontaminasyona acik sistemlerdir.

Piyasada bulunan otomatize cihazlardan ABI 6700 (PE Biosystems
Genomics), BioRobot (QIAGEN), Nuclisens Extractor (bioMerieux Suisse), X-
Tractor Gene (Sigma-Aldrich), tip icindeki ntkleik asitin vakum altinda membran
ya da silika ortama badlanmasi prensibi ile calismaktadirlar. MagNa Pure
(Roche), BioRobot (QIAGEN) ve Nuclisens miniMag (bioMerieux Suisse) ise
nlkleik asitin manyetik boncuklara baglanmasi prensibi ile calismaktadir.

MagNa Pure LC Cihazi (Roche) 1-32 farkh 6rnegin ayni anda calisiimasina
imkan veren bir sistem olup 32 6rnek 50-180 dakika iginde isleme tabi
tutulmaktadir. Tam kan, serum/plazma, kan-kulttr hicreleri, insan ve hayvan
dokusu, bakteri veya mantar dérneklerinde tim nukleik asit, DNA, RNA, mRNA
izolasyonu yapilabilmektedir. Tamamen kapali bir sistem icerisinde otomatik
olarak calisan MagNa Pure LC cihazi filtrasyon, santrifligasyon ve diger tim
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manuel basamaklardan arindiriimis durumdadir. Ornekler arasindaki capraz
kontaminasyon riski son derece dusuktir.

QIAGEN otomatize sistemleri iginde yer alan BioRobotM48 manyetik
boncukla ayirim prensibine sahip olan ve her testte 6-48 6rnek calisma imkani
veren ve RNA hilcre-doku, DNA kan-doku ve viral nukleik asit izolasyonu
yapabilen otomatize bir sistemdir. Alti 6rnegi 20 dakikada, 48 o6rnegi 2.5-5
saatte calisabilme imkanina sahiptir. Hepa filtrasyonu ve UV sterilizasyonu ile
kapall bir sistem olup capraz kontaminasyona izin vermemektedir. BioRobotMDx
(QIAGEN) ise ayni test igcinde 96 6rnek cgalisabilmekte ve testi 2.5 saat icinde
tamamlayabilmektedir.

Cobas AmpliPrep Cihazi (Roche) ise 72 6rnek calisabilme kapasitesi, 4
farkli testi ayni anda uygulayabilme ve kalitatif-kantitatif sonug verebilme 6zelligi
ile yine kolay érnek hazirlayan, givenilir, kapali otomatize bir sistemdir.

Molekiller mikrobiyoloji laboratuvarlarinda 6rnek hazirlamada kullanilan
otomatize sistemlerde islem siliresi 20 dakika ile 2 saat arasinda degismektedir.
Otomatize 0&rnekleme sistemleri, uygulamada emek-yogun olmamalari ve
kontaminasyon riskini en aza indiren kapal sistemler olmalari gibi avantajlara
sahiptirler. Bu nedenle, pahal sistemler olmalarina ragmen, yogun is ytkiine
sahip tani laboratuvarlarinda kullanilmalari guvenilirlik ve hizli tani agisindan

6nem tasimaktadir.

1.7 Infeksiyon hastaliklarinin molekiiler tanisinda 6rnek hazirlama

yontemlerinin temel prensipleri

infeksiyon hastaliyinin tanisinda altin standart olarak kabul edilen kiiltiir
yontemi igin alinan klinik érnek tipi genel olarak molektler yéntemler icin de en
uygun oOrnektir. Amplifikasyona dayali molekiler tani ydntemlerinde klinik
ornekte patojene ait hedef genin bulundugu tek bir kopya dahi tani igin yeterli
olabilmektedir. Genel olarak, klinik érnedin yiksek hacimde alinmasi infeksiyon
hastaliginin tani sansini artirmak agisindan dodgru bir yaklasimdir. Ne var ki,
molekiler yéntemlerde kullanilan 6rnek hacmi 100 ul'yi gegmediginden, hedef
boélgenin yodunlastiriimasi asamasinda karmasik basamaklarin kullaniimasi ile
duyarhhdin daslridlmesi arasinda bir segim yapilmasi gerekmektedir. Uygun
ornek hazirlama yontemiyle blylk hacimlerdeki o6rneklerde hedefi cogaltip
gostermek mimkin olabilmektedir. Bununla birlikte bazi diger faktorler de g6z
ardi edilmemelidir. Ornedin, pirilan bir balgam ml'de 14 mg DNA

icerebilmektedir. Bu durum, blytk 6rnek hacimlerinde ektraksiyon sirasinda
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DNA'nin ylksek miktarda bulunmasina badli olarak 6zgil olmayan primer

baglanmasina dolayisiyla duyarlilhigin dismesine neden olabilmektedir.

Ornek hacmi, infeksiyon etkeni olan mikroorganizma sayisinin test hacmi
basina disik oldugu durumlarda 6énem kazanmaktadir. Uygulanan molekiler
yontemin duyarliigina bagli olarak, bir molekiler mikrobiyoloji laboratuvari
infeksiyon etkenine ait tek kopya sayisini saptayabilmekteyken, diger bir
laboratuvar 20-50 kopyadan daha azini saptayamamaktadir. Bu durum,
uygulanan yontemler optimal kosullara sahip olmasina ragmen, farkl

laboratuvarlara ait sonuclar arasinda uyumsuzluga neden olabilmektedir.

infeksiyon hastaliklarinin tanisinda en uygun 6rnek hazirlama yéntemini
belirlemek icin gerekli kosullar 6rnek, mikroorganizma ve hedef nlkleik asitin
dzelliklerine gore gelistirilmelidir. Ornek tipi (kan, serum, plazma, balgam, beyin
omurilik sivisi, vs.), 6rnek hacmi, 6rnegin fiziksel 6zellikleri (sivi, doku, strintd,
vs.), Ornegin vizkozitesi, amplifikasyon inhibitorlerinin varligi érnek hazirlama
yonteminde dikkate alinmasi gereken o&zelliklerdir. Ornekte bulunan
mikroorganizma yukl yani birim 6rnek hacmi iginde bulunan patojen
mikroorganizma sayisi, etkenin hlicre duvar vyapisi, etkenin kendiliginden
hicresel lizise ugramasi gibi ozellikler ydntem sirasinda degerlendiriimesi
gereken diger unsurlar arasinda bulunmaktadir. Hedef nikleik asitin 6zellikleri
ornegin; RNA veya DNA olmasi, cift zincirli veya tek zincirli olusu, DNA
kontaminasyonu olmaksizin RNA izolasyonu gerekliligi uygun 6rnek secgiminde

onem kazanmaktadir.

1.8 Infeksiyon hastaliklarinda molekiiler tani icin alinan klinik

orneklere yaklasim

Kan ornegi: Kan ornekleri tam kan, plazma, serum ve I6kosit fraksiyonu
seklinde olabilir. Plazma 6rnekleri ise EDTA, heparin veya sitrat igerebilir. Bunlar
PCR igin inhibitdr maddelerdir. Heparin Tag DNA polimeraz inhibitéridir. EDTA
iceren tlplerde EDTA konsantrasyonu kan érnedinde 1-2 mg/ml’yi gegmemelidir.
Heparin iceren tlplerde ise heparin konsantrasyonu 0.1-0.2 mg/ml’yi
asmamalidir. Tam kan da icerdigi hem ve/veya porfirin nedeniyle Taqg DNA

polimerazi inhibe etmektedir.

Kan o&rnekleri igin eritrositlerin parcalanmasi sonrasinda DNA’nin izole

edildigi bircok sayida yontem bulunmaktadir. Bu amagla tam kan 0.32 M siikroz,
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10 mM Tris-HCI (pH 7.5), 5 mM MgCI2, %1 Triton X-100 igeren bir lizis tamponu
ile islem goérdikten sonra santrifij edilir. Tampon ¢ozelti tim hdcreleri
ntkleuslarini bozmmadan pargalar. Santriflij sonrasi elde edilen ¢dkelti daha sonra
lizis tamponu ile iki kez daha yikanarak iyonsuz deterjan ve proteinaz K iceren
PCR tamponu ile sispanse edilir. Amplifikasyon dncesi 6érnek kaynatilarak teste

hazir hale getirilir.

Plazma ve serum ornegi: Molekiler yoéntemde hedef mikroorganizma
hicre disi yerlesimli oldugunda tam kan 6rnegi yerine plazma veya serum tercih
edilmelidir. Ornegin; Hepatit B (HBV) DNA, Hepatit C (HCV) RNA, HIV RNA
ornekleri plazma veya serumdan hazirlanmalidir. HCV hedef RNA'nin izolasyonu
icin plazma ornegdinin fenol, fenol-kloroform-izoamil alkol ve/veya kloroform-
izoamil alkol ile etanol presipitasyonunu uygun olmaktadir. Ornedin oda
sicakhdinda saklanmasi HCV izolasyon sanisin azaltmaktadir. Ayni sekilde
ornedin tekrarlayan dondurulmasi ve c¢ozdirilmesi de izolasyon olasilidini
azaltmaktadir. Pargalanmis hlcrelerde kontamine DNA’'nin miktari da sakanma

ve ekstraksiyon sekline gore degisiklik gostermektedir.

Idrar ornegi: Idrar 6rneginin saklanmasi sirasinda olusan ¢dziinmeyen
amorf tuzlarin ¢dkmesi nedeniyle nlkleik asidin saflastirlmasi zorlasabilir.
Santrifiij islemi sirasinda bu tuzlar bakteri veya hicreler ile birlikte ¢dker. idrarin
depolanmasi sirasinda yine bazi bakteriler pargalanabilir. Bu durum, ekstraksiyon
isleminin basinda yapilan bir santriflij islemi sirasinda nukleik asitlerin Ustte
kalan sivi ile birlikte atilmasina yol acabilir. Normal idrar 6rnekleri ile yapilan
calismalar idrarda bulunan inhibitérlerin insandan insana hatta ayni insanda
ginden gune farklilik gdésterdigini ortaya cikarmistir. Bu durum didger tani
yontemleri ile karsilastirildiginda idrarda negatif molekiler tani sonuglarinin
yluksek olmasina neden olmaktadir. Bu nedenle tekrarlayan negatif sonuglar

ciktiginda testler mutlaka pozitif kontrol 6rnegdi eklenerek tekrarlanmalidir.

Beyin omurilik sivisi 6rnegi (BOS): Herpes simpleks virus, enterovirus B,
Borrelia burgdorferi, sitomegalovirus, Treponema pallidum ve bazi bakterilerin
BOS’dan izolasyonunda molekuller tani yontemleri kullaniimaktadir. BOS 10 pl
veya altinda oldugunda amplifikasyonda dogrudan kullanilabilir. Ekstraksiyon
yontemi olarak standart fenol-kloroform yontemi, etanol presipitasyonu, cam

matriks kullanimi kullanilabilir.
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Endoservikal siiriintii 6rnegi: Ozellikle Chlamydia trachomatis'in
endoservikal érnekten izolasyonunda basit ve hizli bir yéntem kullaniimaktadir.
Deterjan iceren ¢oOzelti icine alinan sirintl 6rnegi laboratuarda ikinci bir deterjan
ile karistirilarak 5 dakika bekletilir. Ornek PCR icin hazir hale gelmis olur. Ornegin

icerdigi kan ve mukus genellikle yontemi etkilememektedir.
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SLAYTLAR

KLINIK ORNEK TOPLAMA,
ISLEME, HUCRE
PARCALAMA VE NUKLEIK
ASIT SAFLASTIRMA
YONTEMLERI

Ozgen ESER, MD/PhD

Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD

Uygun Ornekleme Y énteminin
Seciminde Onemli Noktalar

NUKLEIK ASITLE ILISKILI

v RNA veya DNA
v Cift zincirli veya tek zincirli olmasi

v DNA kontaminasyonu olmaksizin RNA
izolasyonu gereksinimi

Uygun Ornekleme Y énteminin
Seciminde Onemli Noktalar

ORNEKLE ILISKILI

v Ornek tipi (kan, plazma, serum, BOS, idrar)
v Ornek prosesi
v Ornek hacmi

v Oregin fiziksel 6zellikleri(siiriintii, stvi, doku,
viskozite)

v Amplifikasyon inhibitérlerinin varlig:

Uygun Ornek Hazirlama Y 6ntemi
KRITERLER

v'Uygun klinik rnegin se¢imi

v Yontemin duyarlihigi

v'Ornegin hacmi

v Cogaltilacak hedef bolgenin etkinligi
v Ornege uygulanacak farkli test sayist

v'Ornegin toplama ve islenme sirasinda
hedefin stabilizasyonu

Uygun Ornekleme Y énteminin
Seciminde Onemli Noktalar

MIKROORGANIZMA ILE ILISKILI

v Ornekte bulunan bakteri yiikii
v’ Lizise kars1 hiicre duvarinin dayaniklilig
v Mikroorganizmanin spontan lizise yatkinligi

v Ornek hazirlama sirasinda drnegin sterilizasyonu

Uygun Ornek Hazirlama Y 6ntemi
KRITERLER

v'Toksik ¢ozeltilerin uzaklastiriimasi

v Santrifiigasyonun engellenmesi

v Amplifikasyon inhibitérlerinin
uzaklastirilmasi

v'Ornek miktariin minimuma indirilmesi

v Ozgiil ekipman gerektiren islemlerin
olmamasi
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Nukleik asit eldesi

1. Niikleik asitin serbestlestirilmesi
2. Niikleik asitin dayanikliliginin saglanmasi
3. Inhibitérlerin uzaklastiriimast

4. Yogunlastirma ve s1vi ortama yerlestirme

Enzimlerle Parcalama
Yontemleri

v Dis membranin gegirgenliginin artirilmast:
v EDTA: Ethylenediamine tetraacetic acid

v Hiicre duvarinda bulunan magnezyum iyonlarini baglar, ortamdan
uzaklagtirir.

v DNAy1 sindiren hiicresel enzimleri(DNAse) inhibe eder.
v' TRIS: Tampon gérevi goriir. pH ayari yapar.
v/ Membran stabilitesini bozar.
v Ortam ozmalaritesinin artirilmasi:
v %10 siikroz
v Yumusak bir sekilde hiicreyi patlatir.
v DNA ve organeller korunur.

Hiicre Parcalama Y Ontemleri

1. Enzimlerle pargalama yontemleri
— Hiicre kimyasal maddelerle pargalanir

— Bakteri hiicre pargalamasinda en gok tercih
edilen yontem

2. Fiziksel pargalama yontemleri

- Hiicre mekanik giiglerle pargalanir

Enzimlerle Parcalama
Yontemleri

I¢ membranin pargalanmast:
1. Dondurma-¢6zme: -80°C ve 37°C’de
2. Kuru buzlu etanol banyosu
3. Sonikasyon
4. Deterjanlar: (orijinal kiiltiir hacminin 1/10 kadarr)
1. Iyonik (SDS=Sodium dodecyl sulphate)
(%20 stok ¢ozeltiden-100 mI’ye 20 g- %1 konsantrasyon olacak
sekilde eklenir)
2. Non iyonik (Triton X100)
Lipid molekiilleri ayirip hiicrenin lizisine neden olur.

Enzimlerle Parcalama
Yontemleri

Fiziksel Par¢alama Y Ontemleri

Lizozim
v Gram negatif (6r: E.coli)
v Hiicre duvarma sertlik veren polimerik bilesikleri par¢alar
v Peptidoglikan tabakada muramik asit aras1 baglari kirar.
v Yumurtada beyazinda, gz yagi/tiikiiriikte.
v pH: 4-10, optimum:6,7-8,6.
v Sogukta iyi ¢alisir. Buz iizerinde ¢aligilmalidir.

Lizostafin
v' Gram pozitif bakteriler; stafilokoklar
v Mantarlardan elde edilir.
v Pahalidir.

1. Basingla Patlatma (French pressure)

v’ Pistonlu bir silindir kullanilir.

v' 10 ton basing uygulanir.

v Genis alandan dar alana gegen hiicreler kenarlara ve birbirlerine
siirtiinerek parcalanir.

2. Sonikasyon (ultrasonik ses dalgalar)

v Sonikatér kullantlir.

v Sivida kavitasyonlar olusur, ok hizli hareket eden kabarciklar
hiicreleri pargalar.

3. Cam boncukla pargalamak

v Gram-pozitiflere etkili, gram-negatiflere zarar verir.

v 100 pm cam boncuklar kullanilir.
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Fiziksel Parcalama Y Ontemleri

DNA kantitasyonu

Avantajlart:
v Kimyasallara gerek yoktur.
v Ekonomiktir.
v Biiyiik miktarlarda DNA elde edilebilir.
v Tiirler arasinda yontemin farki yoktur.

Dezavantajlari:
v Ist
v Oksidasyona neden olan képiirme
v Denatiirasyon
v Onlemek igin ortam sogutulabilir ve rediiktan eklenebilir

Spektrofotometrik okuma
DNA ve RNA ~ 260nm ve ~280nm

TE tamponu ile yapilmalidir

Niikleik asitlerin saflig1 A260/A280 orani ile de saptanabilir.
DNA A260/A280 ~1.8
RNA A260/A280 ~2.0

Absorbsiyon oranlarinin DNA miktarina gevrilmesi
260nm’de okunan deger 50ug/ml DNA,
260nm’de okunan deger 40pg/ml RNA ile garpilir.

Inhibitdrlerin Uzaklastirilmasi

- Fenol

- Kloroform

- Proteaz (Pronaz veya proteinaz K)

- Niikleik asitlerin silika ya da manyetik boncuklara
baglanmas1

- Riboniikleaz

Niikleik asit saflagtirma
yontemleri

» Konvansiyonel yontemler
* Ticari kitler
* Otomatize sistemler

DNA Presipitasyonu

- Amonyum Asetat A
- Sodyum kloriir
-Etanol
-Izopropanol

-Cam pastor pipeti
-Santrifiij

Konvansiyonel yontemler

» Kaynatma yontemi
* Fenol-kloroform yontemi
* CTAB (Cetyltrimethylammonium bromide)
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Kaynatma Y ontemi

. Bir gece sivi besiyerinde inkiibasyon
. 3000xg’de santrifiij

. TE eklenmesi

Vorteks

. 12000xg’de santrifiij ve tst stvinin uzaklastirilmasi
. 3-5 g kez tekrar

. TE eklenmesi.

. Kaynatma-10-15 dakika

9. 12000xg’de 5 dakika santrifiij

10. Ust sivinin toplanmast

11. -20°C’da saklama

CTAB Yontemi-II

(Cetyltrimethylammonium bromide)

6. Ust kisim temiz bir tiipe aktarihr,
Fenol/kloroform/izoamilalkol (24:23:1) esit hacimde
eklenir. 5 dakika spin vorteks yapilir.

7. Ust kistm temiz bir tiipe aktarilir.
0.6 hacim izopropanol eklenir.

8. 10 dakika spin vorteks ile niikleik asit ¢oktiiriiliip
%70 etanol ile yikanir.

9. 5 dakika santrifiij sonrasi ¢okelti 2.5 saat kurutulur.
10. 100 pl TE i¢inde ¢dzdiiriiliir
11. -20°C’da saklama

Fenol-kloroform yontemi

piontsss iogspotcom

Ticari Kitler

IsoQuick niikleik asit izolasyon kiti(Orca)

Puregene izolasyon kiti (Gentra) e |
Master Pure ekstraksiyon kiti (EPICENTRE) »
QIAmp (QIAGEN)

High Pure PCR saflagtirma kitleri (Roche)
NucliSENS izolasyon kiti (BioMerieux)

CTAB Yontemi-I

(Cetyltrimethylammonium bromide)

1. Bir plak yiizeyinde iireyen koloniler 400 ul TE
igine alinir

2.30 ul %10 SDS ve 3 pl 20mg/ml proteinaz K
eklenir.

3. Bir gece inkiibe edilir

3. 100 ul 5M NaCl eklenir ve vortekslenir.

4. 100 ul CTAB/NaCl eklenir. 65 °C’da 10
dakika inkiibe edilir.

5. Esit miktarda kloroform/izoamil alkol eklenir,
1600 rpm’de 4-5 dakika spin vorteks yapilir.

High Pure PCR saflastirma kiti

. Bir gece siv1 besiyerinde inkiibasyon QlAamp DNA Micro
recedure

. Lizozim Samete

. Baglama tamponu ve proteinaz K, 70°C
. [zopropanol

. Santrifiij, 1 dk 8000 rpm

. Inhibitor uzaklastirma tamponu

. Santrifiij, 1 dk 8000 rpm

. Yikama tamponu, 2 kez

9. Santrifiij, 1 dk 8000 rpm

10. Eliisyon tamponu, 70 °C’da

11. Santrifiij, 1 dk 8000 rpm

Bind DNA

[l = R R N

Elute

6@?&#@%%«@«
i

se DNA

[

Ready-to-

12. -15/-25°C’da saklama.

48




Ornek hazirlamada otomasyon
sistemleri

Tiip igindeki niikleik asitin

Senapte
+
vakum altinda membran ya da 4
silika ortama baglanmas1 = E
prensibi ile caligir.

acium

st fid e

BioRobot 9604

BioRobot EZ1/EZ1 DSP QIACEN

B Manyetik boncukla ayirim prensibi

1.6 Srnek

Avantajlart
mKolay kullanim
M Standart

W Hizli ve giivenilir
Uygulanim alani

BWRNA hiicre ve dokulart
BMRNA iiniversal doku
MgDNA kan ve doku

W Viral niikleik asit

Ornek hazirlamada otomasyon

1 1 00000
sistemleri sssse
QIAGEN

BioRobot MDx

BioRobot EZ1 BioRobot M48

b
g g |

Niikleik asitin manyetik boncuklara
baglanmasi prensibi ile ¢alisir

A B C D E

|
H

G

BioRobot EZ1/EZ1 DSP 3343

(]
QIAGEN

BioRobot® EZ1

Liquid Crystal Display
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: QIAGE BioRobot M48
Kartuj ve Program Kartlari Pipetleme ve Manvetik Avirm

BioRobot EZ1

Basit ve kolay Protokoller 6nceden program
Giivenli r olarak meveut

Hizli

BioRobot M48 Platform

BioRobot M48 000

00000
— *.l = Manyetik boncukla ayirim prensibi Uglar Omek Hazirlama QmEN
M Her test sirasinda 6 - 48 6rnek Plaklar
cahsilabilmekte

Avantajlart
B Genis protokol ve kit imkani

Uygulanmim Arahgi

™ RNA hiicre ve dokulari
.

M RNA iiniversal doku
M gDNA kan ve dokulari
W Viral niikleik asitler

Omek tiipleri Eliisyon tiipleri

Tampon yiikleme kaplart

BioRobot M48 : :
Kullanilabilir Kitler =~ QIAGEN

gerekli siire
20 dakika/6 k

2.5 - 5 saat /48 6rnek

DNA Mini M48 kit

DNA Blood M48 kit

Giivenlik 6zellikleri

UV steriliza RNA M48 kit
Hepa filtr BioRobot M48

Virus Mini M 48 kit
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The MagAttract Virus Mini M48 Procedure
Bind, Wash, Elute

The MagAttract Procedure T Mogeic
|

s MagnaPure LC Cihazi

i :‘:‘"’f’“ »;%;W‘ i
fapir ‘1 i =

B Niikleik asitin manyetik boncuklara
baglanmasi prensibi ile aligir.

Elute
DNA binds
1o magnetic Avantajlari
particles i i ; ; 3 ; B Yiiksek giivenilir lik
Pure nucleic cids B Basit ve standardize

™ 32 niikleik asit 50-180 dakikada
B 8 niikleik asit 20-40 dakikada izole edilebilir

MagnaPure LC

Uygulanim Araligi

W Viral bakteriyel, fungal total niikleik asit,
DNA, RNA veya mRNA izolasyonu

Cobas AmpliPrep Cihazi

MagNa Pure Compact

B Kolay 6rnek hazirlanimi

Avantajlar

B Giivenilir

™ Basit ve standardize

W 72 6rnek galigabilme kapasitesi

W 4 farkli test ayni anda galisabilir

B Kalitatif ve kantitatif sonug verebilme
B 6 basamakl iglem

Uygulanim Aralig

B RNA

B DNA

M Viral niikleik asit (plazma, serum, viicud
sivilari)

Cobas AmpliPrep

BioRobot MDx

M 96 6rnek kapasiteli

M Basit ve standardize
W 2.5 saatte 96 6rnek galisabilme kapasitesi

Uygulanim Arah@

M PAXgene RNA

B oDNA (tam kan)

B Viral niikleik asit (plazma, serum, viicud sivilari)
B Real time PCR setup

BioRobot MDx
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REAL-TIME PCR PROBLARI VE FLORESAN KIMYASI
DOC. DR. ALPASLAN ALP

04 HAZIRAN 2012, 10:00-10:30

Real-time PCR ydntemi gesitli amaclarla nikleik asitlaerin kalitatif veya
kantitatif olarak saptanabilmesi amaciyla kullanilabilmektedir. Real-time PCR
ybntemini, daha 6nceden gelistirilmis olan standart PCR ydnteminden ayiran iki
Onemli 6zellik vardir: Birincisi, real-time-PCR ydonteminde termal déngu cihaziyla
birlestirilmis bir optik okuma sisteminin kullanilmasidir. Ikincisi ise, PCR islemi
sirasinda amplifikasyonu bilgisayar ekranina yansitacak bir probun veya problarin
bulunmasi geregidir. Bu nedenle 6zellikle uygun prob secimi, real-time PCR
isleminin verimliligini etkileyen en dnemli basamaklardan biridir. Probun islevi,
cihaz igerisinde gergeklestirilmis olan gogaltma isleminin, gézle gorulir hale
getirilmesidir. Prob kullanilmadan da, PCR tlpu igerisinde uygun primerlerin,
dNTP’lerin ve enzimin kullanimiyla PCR islemi gergeklesecektir. Ancak prob
kullanilmadan sonucun real-time PCR cihazinin bilgisayarinda gérintilenmesi
mimkUin olmayacaktir.

Problar, florofor denen ve belirli dalga boyundaki isikla uyarildiginda
floresan I1sima yayabilme o0zelligine sahip sentetik oligontkleotidlerdir. Genel
olarak bakildiginda prob dizileri, PCR tlpl igerisinde g¢odgaltma islemi
gerceklesirken, cogaltilmis olan hedef DNA zincirlerine baglanarak floresan isima
olusmasina neden olurlar. Bu islemin gergeklesebilmesi icin problar, hedef
DNA'nin belirli bir dizisine komplementer olacak sekilde dizayn edilmelidirler.
Prob, tek zincirli hedef DNA (izerinde komplementer oldugu bdlgeye baglandiktan
sonra, real-time PCR cihazinin 1sik kaynadi, PCR tipl igine uyaric kisa dalga
boylu 1sik génderir. Kisa dalga boylu i1sigin absorpsiyonu sonrasinda, uzun dalga
boylu 1sik salinimi olusur. Bdylece gerceklesen floresan isima, cihaz tarafindan
algilanir. PCR tlUpU icerisinde ne kadar cok hedef DNA varsa o kadar cok prob
baglanacak ve floresan isima miktari da o derecede fazla olacaktir.

Real-time PCR islemi ile ¢cogaltiimis olan hedef dizilerin goérintilenebilmesi
amaciyla kullanilan gesitli problar mevcuttur. Buradaki temel amag, cogaltiimis

olan PCR d(runleriyle, kullanilan probun etkilesime girmesinin saglanmasidir.
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Bunun sonucunda hedef DNA’ya floresan veren boyalarin baglanmasiyla DNA
kantitasyonu mimkin olabilmektedir.

Real-time PCR yoénteminde floresan kimyasi, iki sinif altinda incelenebilir:
Jenerik (genel) ydntemler ve zincire 6zgul ydntemler. Jenerik ydntemlerde
DNA'ya 6zgul olmadan baglanan problar kullanilir. Bir baska deyisle bu yéntemde
kullanilan problar PCR tlpl igerisindeki her cift zincirli DNA’ya baglanarak
floresan olusmasina neden olurlar. Zincire 6zgul yéntemlerde kullanilan problar
ise, primer baglanma bdlgeleri arasindaki hedef DNA'nin komplementer bir
bolgesine baglanarak floresan isimaya neden olurlar. Bu yéntemlerin avantaji,
primer-dimer badlanmasi gibi 6zgll olmayan g¢odaltma Urilnlerinin floresan
Isimayla sonuglanmamasidir. Bu nedenle 6zgullikleri daha ylksektir ve daha iyi
sinyal olusumu saglarlar.

DNA’ya Ozgiil Olmadan Baglanan Boyalarla Jenerik Saptama

Bu yontemde, cift zincirli DNA’'ya 06zgil olmadan badlanan o&zel
boyalar prob gorevi goérirler. Bu amagla en sik kullanilan boya molekdilleri "SYBR
Green I” ve “SYBR Gold”dur. Bu boyalarin ¢ift zincirli DNA arasina girerek
baglanmasi sonucunda 20-100 katlik bir floresan i1sima artisi olur ve bu isima
real-time PCR cihazi tarafindan algilanir.

Primerlerin baglanmasini takiben gergeklestiriien uzama asamasinda hedef
DNA'nin cift sarmal hale gelmesiyle DNA'ya baglanan “SYBR green” miktari
artar ve buna bagli olarak yayilan floresan miktarinda artis gozlenir. “SYBR
green”, yalnizca cift zincirli DNA'ya baglandiginda floresan veren bir boyadir.
Ancak floresan artisi her zaman 6zgul amplifikasyonu gdstermeyebilir. Cinku
ortamda hedef DNA bulunmadigi durumlarda “SYBR green”, primerlerin kendi
aralarinda gercgeklesebilecek baglanmalar (primer dimerleri) sonucunda bu
yapilara katilarak floresan olusumuna neden olabilmektedir. Béyle durumlarda
elde edilen floresan i1simanin istenen hedef bdlgenin amplifikasyonuyla mi
gerceklestigi, yoksa primer dimer olusumu ile ortaya ¢cikmis 6zgul olmayan bir
arin mid oldugunu anlayabilmek igin “melting curve” (erime edrisi) analizi
yapilir. Her cift sarmal DNA kendine 6zgl “melting temperature, Tm” (gift
sarmal DNA'nin %50’sinin tek sarmal hale gecmesi igin gerekli sicaklik)
dedgerine sahiptir. PCR amplifikasyonu sonrasinda sicaklik yavas yavas
yukseltilerek, belirli araliklarla tipteki floresan miktari kaydedilir. Cift sarmal
DNA zincirleri birbirlerinden ayrilmaya baslayinca "SYBR green” boyasi serbest

kalir ve floresan miktari azalmaya baslar. Erime egrisinden yararlanilarak Tm
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derecesi hesaplanir. Klinik 6rnege ait Tm derecesi, ayni kosullarda isleme
alinan pozitif kontroliin Tm derecesiyle karsilastirilarak PCR sonucu elde edilen
arinlin 6zgll Grin olup olmadidina karar verilir. Tm dereceleri ayni ise, aranan
hedef bdlgenin amplifikasyonu gergeklestirilmis demektir. Farkhh Tm dereceleri
saptanmasi durumunda, elde edilen amplifikasyonun 6zgul olmayan bir Grine
ait oldugu sonucuna varilir.

DNA’ya Ozgiil Olarak Baglanan Problarla Saptama

Bu tlr yontemlerde prob, ¢ogaltiimis olan triinin tamamina degil, Grin
icindeki 6zgil bir bolgeye baglanir. Bir baska deyisle, floresan isima olusmasi
aslinda tam olarak hedef bélgenin degil, hedef bolge icindeki proba
komplementer dizinin varligini géstermektedir. Boylece hedef bélgenin varligi
dolayh yoldan gdésterilmis olmaktadir. Bu yontemde problarin verimliligi cok
onemlidir. Kullanilan problar, codaltma isleminin baslangic asamasindaki az
sayidaki hedef bdlge varlidini da saptayabilmelidir. Farkli sekilde islev géren
degisik problar mevcuttur.

Ozgiil problar kullanilarak real-time PCR ile amplifikasyonun saptanmasi
(FRET: Fluorescence Resonance Energy Transfer): Ozgiil problardan biri 3’
ucundan floresan boya ile isaretli (dondér boya), digeri 5 ucundan alici boya
(acceptor dye) ile isaretlidir. Bu tlr problara dual hibridizasyon problari adi
verilir ve uzunluklari 30 nikleotide kadar olabilir. Lineer hibridizasyon problari
kullanilarak real-time PCR ile amplifikasyonun saptanmasi, direkt hibridizasyon
esasina dayanir. Baglanma sonrasinda ikinci probun 5’ ucundan sentez olmamasi
icin bu uca bir fosfat baglanmistir. Problar hedef bdlge (zerinde birbirine yakin
yere (1-5 niikleotid uzaklikta) baglanir ve isaretli uclar yanyana gelmis olur. Iki
boyanin yanyana gelmesiyle acida gikan enerji, ikinci prob lizerindeki alici boyayi
etkileyerek floresan olusumuna neden olur. Olusan floresan miktari, ortamdaki
hibridizasyonun derecesine (PCR ile olusan Uriin miktarina) bagh olarak artar.
Her PCR doéngusunin dustk sicaklik basamaklarinda prob hedef DNA'ya
baglanarak 1sima sadlar, yiksek sicaklik basamaklarinda hedeften ayrilir. Her
doénglde, problarin baglanabilecedi hedef DNA miktari arttidi icin, sinyal miktari
da artar.

TagMan problari kullanilarak real-time PCR ile amplifikasyonun saptanmasi
(5’ ekzonlikleaz aktivitesi): Bu sistemde 5’ ve 3’ uglarindan florokrom maddelerle
isaretli TagMan problan kullanihr (“dual labelled probe”). Probun 5’ ucunda

raportdr florokrom, 3’ ucunda ise baskilayici florokrom bulunur. Prob, tek sarmal

66



hale getirilen hedef bdélge Uzerinde, primerlerin baglanma bdlgesinin arasinda
kalan yere baglanir. Prob ile hedef bdlge arasindaki hibridizasyon devam ettigi
suirece raportdr florokrom maddenin sinyal olusturmasi, 3’ ucundaki baskilayici
florokrom madde tarafindan engellenir. Primerlerin hedef nukleik asite
baglanmasini takiben baslatilan primer uzamasi probun badlandigi noktaya
geldiginde, sentezin devam edebilmesi icin TagDNA polimeraz enzimi 5'-3’
ekzonilkleaz aktivitesini kullanarak probu 5’ ucundan itibaren yikmaya baglar.
Boylece raportor florokrom serbest hale gecger ve sinyal olusturur. Her déngude
Uretilen Urdn arttikca, floresan miktarinda artma gdézlenir. Bu yéntemde dikkat
edilmesi gereken nokta, i1simanin probun DNA’ya badlanmasiyla olusmadidi,
probun kirillarak ayrilmasini saglayan 5’-3’ ekzonlkleaz aktivitesi ile olustugudur.
Bu nedenle bu tur problara hidroliz problari adi verilir.

Gerek hibridizasyon problari kullanildiginda, gerekse hidroliz problari
kullanildiginda, her PCR dénglisiinde olusan floresan i1sima miktari artar. Ancak
floresan sinyali olusumu, hibridizasyon problarinda hedef DNA’ya baglanma
sonucunda olusurken, hidroliz problarinda hedef DNA’dan ayrilma sonucunda
olusur. Hibridizasyon problari 6zellikle mutasyonlarin saptanmasina ydnelik erime
edgrisi analizi icin uygunken, hidroliz problari erime edgrisi analizinde
kullanilamazlar.

“Molecular beacon” ve diger konformasyonel problar kullanilarak real-time
PCR ile amplifikasyonun saptanmasi: Konformasyonel problarla PCR Urindndn
saptanmasi, DNA’ya baglandiktan sonra meydana gelen yapisal degisiklik
sonucunda i1sima olusmasi esasina dayanir. “"Molecular beacon” yapilari, TagMan
problarindan gelistirilmistir. Bu nedenle kimyasal yapisi, 5’ ve 3’ uclarinda
raportér ve baskilayici florokrom bulunmasi nedeniyle 5’ niikleaz aktivitesinde
kullanilan problara benzerdir. Ancak saptama asamasi, probun kirilmasiyla
Isimanin olusmasi esasina dayanmaz. Bu yapilar 5" ve 3’ uglari bir firketenin iki
ucunu olusturacak sekilde, bikidlmdus bir yapida dizayn edilmislerdir. Raportér ve
baskilayici molekiillerin komsulugunda birbirine komplementer diziler vardir.
"Molecular beacon” yapisinin komplementer oldugu hedef DNA’ya tam olarak
baglanabilmesi icin, bu yapinin dogrusal olarak acilmasi ve bu sekilde baglanmasi
gereklidir. Bu agilarak baglanma sonucunda iki florokrom birbirinden uzaklasir ve

baskilayici etki ortadan kaltigi icin 1ssma olusur.
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SLAYTLAR

REAL-TIME PCR PROBLARI
ve
FLORESAN KIMYASI

Dog.Dr. Alpaslan Alp
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Anabilim Dali

DNA Izolasyonu
* Isi etkisiyle

+ Kimyasal madde etkisiyle

Real-Time PCR

+ Real-Time PCR, PCR sonucu olugan niikleik asit trinlerinin
Gift zincirli DNA arasina giren floresan bir boya ya da
floresan ile isaretli problar araciligiyla reaksiyon
sirasinda izlenebilmesidir.

+ Termal déngii cihazi ve florimetre ayni cihaz lizerinde
bulunur.

+ PCR iiriinii ile floresan yogunlugu arasinda korelasyon
vardir.

[A]PROCARYCTIC BACTERIAL) CELL

Nucear mateial (nucloid)

Hasta 6rnegi

68



Hasta 6rnegi

DNA izolasyonu
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Floresan maddeyle isaretli problarla DNA saptanmasi
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Real-Time PCR ile amplifikasyonun izlenmesi

konvansiyonel PCR Real-Time PCR amplifikasyon egrisi
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I. 'SYBR green’ boyasi kullanilarak amplifikasyonun
saptanmasi (diziye 6zgiil degil)

II. Ozgil hibridizasyon problari kullanilarak
amplifikasyonun saptanmasi
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SYBR Green Boyasi Kullanilarak
Amplifikasyonun Saptanmasi
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input radiation
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output radiation
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5’ ekzonlikleaz aktivitesiyle PCR (iriinii saptanmasi

p— .
= Tagman probu
Denature
L. e e
Anneal
~ ®
Extend

5’ ekzoniikleaz aktivitesiyle PCR (iriinii saptanmasi

Probe
1) Heat denaturation g%
_PI”;“;'_I_ Fluorescent

substance  F @) Quencher
Lol 311

2) Primer annealing/
Probe hybridization

Poymerase  ®)  lybrdices @

Hibridizasyon ve Hidroliz Problarinin Karsilasgtiriimasi

. N
1. Hibridizasyon Problar - —

Her dongiide floresan 1gima artar
Sinyal hibridizasyona bagh
Erime egrisi analizi igin ideal (mutasyon analizi)

"

" vt
2. Hidroliz Problari (TagMan) @ . N

Polymersse .

Her dongiide floresan igima artar
Sinyal izasyon sonrasindaki hidrolize bagl
Erime egrisi analizi igin uygun degil

“Molecular Beacons”

Complementary to
target DNA

v’ TagMan problanndan gelistirilmis

¥ Firkete konfigiirasyonu: raportr ve
e - Self-complementary

baskilayici in s arm

birbirine komplementer uglar

¥' Multipleks PCR igin uygun

Spacer

4o
(Polymethylene-) § ;
S

Reporter L
fluorophore ( 0 Quencher

DS

EDANS  DABCYL

F
3) Extension
t—_ 1
1 111 1 111 1111111
F a
Lo L
1 rrrri LI 1 1
1 111 1 111 1111111
TagMan probes
Annealing
5 3 quencher
Flyorescent dyeSppesmmmmmmll
= :
—
fluorescence
Elongation
Tagpol exonuclease wt
°
= £
=3 8
§ 8
g mutant
3 3 <2
R unbound probe
Number of PCR
. A — cycles
LAY L
mutation

“Molecular Beacons”

I ’

Molecular beacons
in solution
loop
stem 3
Fluorescent dye quencher
fluorescence
5 a
Annealing \ 6o mgion/o
— )
—
" wt
iz
unbound 23
, beacon 38 oot
i 3 g=
i Number of PCR
Annealing haces
= L .
; 7~ -
mutation

70




KANTITATIF REAL-TIME PCR
DOC. DR. AHMET PINAR

04 HAZIRAN 2012, 11:00-11:30

Kesfedildigi 1985 yilindan sonra c¢odu arastirma laboratuvarinin 6nemli bir
yontemi haline gelen PCR, 1990°h yillarda tanisal amagla da kullaniimaya
baslandi. Yontemin yiksek duyarhligi nedeniyle kalitatif tani koyma yetenegi
oldukga ustindi. Ote yandan yiksek duyarlilik nedeniyle kontaminasyon
sonucu yalanci pozitiflik oranlarinin ylksekligi ve nikleik asit amplifikasyon
yontemi oldugu icin 6l0 ve latent mikroorganizmalari da gosterme yetenedi,
yontemin dezavantajlari olarak glindeme geldi.

Klinik 6rnekte bulunan mikroorganizma sayisinin bilinmesi, izleyen 6rneklerde
canli ile 6l ve latent mikroorganizmalarin ayrilmasi ve tedavinin izlenmesi,
prognozun belirlenmesi gibi olanaklar saglamaktadir. Klasik PCR y&ntemiyle
kantitasyon yapilmasi ilk dnceleri bir “oksimoron” (zit anlamli kavramlarin
birlikte kullaniimasi) olarak degerlendirilmistir. Usli niikleik asit cogaltmasi
yapan PCR, dodasi geredgi kantitasyon icin uygun bir ybdntem gibi
gorinmemistir. Amplifikasyon etkinliginin o6rnekler arasinda ¢ok kugik
degisimler gostermesi, sonuglarda c¢ok blyldk farklara neden olmaktadir.
Herseye ragmen 1991-1998 yillari arasinda kantitatif PCR yayinlarinda 10 kat
artis olmustur. Bunun nedeni PCR duyarhhidinin en iyi hibridizasyon
yontemlerinden 5 kat fazla olmasi, dinamik araliginin da 10 kat fazla olmasidir.

PCR sirasinda Ug¢ ayrn faz goéralir. Birinci faz birkag déngl sltren ve
saptanabilir oranda Uriiniin ortaya cikmadigi arkaplan fazidir. Ikinci faz Usli
cogalma (log) fazidir. Uriin miktarinin saptanabilir en alt diizeye gelmesiyle
baslar. Bu fazda urinler Gsli sekilde codalirlar. Uglincii faz ise plato fazidir.
Bunun nedeni reaksiyon ortaminda enzim, primer ve nulkleotitlerin tikenmesi,
drdnlerin birbiriyle esleserek yapismasi, ylksek sicakliklar nedeniyle hidroliz ve
egzonukleaz aktivitesi nedeniyle bir kisim urtintin kaybedilmesidir.

Konvansiyonel PCR ile kantitasyonda plato fazinda elde edilen Grin miktari
standartlarla karsilastirilarak ilk bastaki kopya sayisi tahmin edilmeye calisilir
(“end-point” kantitasyon). Bu nedenle 0&rnekteki inhibitér miktarina,
amplifikasyonun etkinligine ve reaksiyon kosullarina bagimli ve hatalara oldukga

acik bir yéontemdir.
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Daha dogru kantitasyon amaciyla PCR kinetigini diizeltmek igin iki yaklasim
vardir:

1- Kompetitif PCR: Kantitasyon yapilacak hedef ile ayni primer baglanma

bdlgelerine sahip ve miktari bilinen baska bir dizi de reaksiyona katilir.
PCR tamamlandiktan sonra her iki tGrinin miktarlarn karsilastirilarak
daha saglikh bir kantitasyon bilgisine ulasilir. Aranan hedefin ilk miktari
ile kompetitif dizinin ilk miktari birbirine yakinsa daha dogru sonuglara
ulasilir. Aradaki fark blylkse kantitasyonun dogrulugu azalir.

2- Real-time PCR: Bu ydntemle klasik PCR’In tersine amplifikasyonun log

fazina gobre kantitasyon yapmak mimklindur. Log faz kantitasyonun
yarari, sonucun PCR dénguleri tamamlanmadan henlz log fazin basinda
yapilmasi, bu nedenle inhibitér miktarindan, reaksiyon kosullarindan ve
amplifikasyon etkinliginden daha az etkilenmesidir. Saptama ydntemi
olarak oldukca duyarlh floresan sinyalinin kullaniimasi bir diger
avantajidir.

Kantitasyon Hesaplamalari:

Usli cogalma (log) fazinda amplifikasyon kineti§i su denkleme uygun olarak
ilerler:

Tn = To(E)"

Burada T, n dongusiinde hedef dizinin ulastigi miktari, To hedefin ilk bastaki
miktarini ve E amplifikasyon etkinligini géstermektedir. PCR etkinligi en fazla 2
olabilir. Bu durumda her dongide Urinlerin iki katina ciktigi anlasiir. En az 1
olabilir. Bu durumda dongilerde hi¢c Grtn artisi olmadigi, yani amplifikasyon
olmadigi anlasilir. Kisa Grinler veren reaksiyonlarda etkinlik 2’ye yaklasir. Uzun
drdnlerde etkinlik duser.

Real-time PCR’da her déngl sonunda floresan Olgimi yapildigindan PCR
dongdleri bittiginde amplifikasyonun log fazi kolayca anlasilir. Log fazi sirasinda
reaksiyonun basindaki kalp sayisinin logi, dederi ile Urlnlerin belli bir esik
degerini astigi dongl sayisi arasinda dogrusal bir iliski vardir. Baslangicta icerdigi
hedef sayisi bilinen standartlar calisilarak bu dogrusal iliski yardimiyla “standart
egri” cizilir.

Standart edrinin cizilmesi: Esik dedger, baslangicta farkl sayida hedef dizi

iceren amplifikasyonlarin hepsinin ayni sayida Uriln igerdigi noktadir. Dolayisiyla
baslangicta az sayida hedef icerenler daha cok dongi ile esik degere ulasirken,

daha cok sayida hedef icerenler daha az dénglyle esik dedere ulasirlar. Eger esik

65



degerdeki PCR Urin sayisina K ve buraya ulagsmak igin gereken déngi sayisina C,
dersek yukaridaki denkleme goére:

K = To(E)P

Bunun dogrusal gésterimi igin:

logK = logTy + C,*logE

Baslangictaki hedef miktarini (To) bildigimizden ve esik dedere ulasmak igin
gegen dongu sayisini (C,) Olgtiigimizden dolayr denklemi su sekilde yazabiliriz:

Cp = - (1/logE)*log Ty + (logK/logE)

Bu denklem standart egri denklemidir. Baslangictaki hedef miktarinin
logaritmasi yatay eksende, esik dederin asildigi déngl sayisi dikey eksende
gosterilir. Egrinin egimi PCR etkinligini gdstermektedir.

Standartlarla gizilen bu egri lizerindeki pozisyonuna gore bilinmeyen drnekte
baslangicta bulunan hedef miktari saptanabilir.

Esik dederin belirlenmesi: Esik deder log faza gecen amplifikasyonda

Olgllebilen en dilslk floresan degeri olmaldir. Amplifikasyon egrisinin dogrusal
artis fazina gectigi en alt sinir, esik deger olarak kabul edilir. Bu amacla dogrusal
izdisUimler alinarak esik deger saptanabilir. Kullanimda olan yeni real-time
cihazlarinda bu esik deger otomatik olarak belirlenmektedir.

Standart ve Kontroller

Inhibisyon Kontrolleri: Orneklerden gelen inhibitdérler yogun miktarda

olduklarinda kantitasyon sonuglarini etkilerler. Az miktarda inhibitér bulunmasi
real-time kantitasyonu etkilemez. Bunun nedeni real-time kantitasyonun log faz
analizi ile yapilmasi ve log fazi basinda belirlenmis esik deger nedeniyle reaksiyon
tipl iginde henlz inhibitérlerin etkisini gostermeyecek kadar ¢ok enzim,
ntkleotit, vb. bulunmasidir. Her ne olursa olsun klinik sonuc¢ verilecek
kantitasyonlarda inhibisyon kontroli yapilmahdir. Bu amacgla iki tir kontrol
kullanilir:
1- Eksternal kontroller
Bunlar hedeflenen dizi ile ayni kosullarda amplifiye olan dizilerdir.
Bilinmeyen 6rnedin eklendigi tlipe ek olarak bir baska tlipe 6rnek ile birlikte
bu eksternal kontrol dizileri de eklenir. Aranan hedef dizi ile eksternal
kontrol dizilerinin ayni olmasi durumunda kontaminasyonun farkedilmesi
muUmkin degdildir. Bu nedenle eksternal kontrollerin aranan hedef dizide
insersiyon, delesyon ya da ufak dizi degisiklikleri olusturularak tasarlanmasi

daha mantikh bir yaklasim olacaktir. Eksternal kontrollerin avantaji érnegin
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calisildigi reaksiyonun kosullarini degistirmemesidir. Dezavantaji ise her
ornek igin iki reaksiyona gereksinim duyulmasidir.

2- Internal kontroller

internal kontroller &rnedin calisildigi reaksiyon tipiine eklenen, ayni
kosullarda amplifiye olan, fakat aranan hedeften farkh dizilerdir.
Amplifikasyondan sonra iki farkh urtn, farkh problarla saptanir. Burada
dikkat edilecek nokta internal kontrolin saptanabilecek en az miktarda
olmasidir. Aksi durumda aranan hedefle etkilesime girerek onun
amplifikasyonunu baskilayabilir. Ayni durum aranan hedef miktarinin ¢ok
olmasi durumunda internal kontrol icin de gecerlidir. Ancak bu durumda
aranan hedef amplifiye olacagindan internal kontroliin amplifikasyonuna
gerek kalmaz.

Eksternal Kantitasyon Kontrolleri: Kantitasyonun saglikli yapilabilmesi ve

standart egrinin cizilebilmesi icin ne kadar hedef igerdigi bastan bilinen eksternal
kantitasyon kontrollerine gerek vardir. Bu kontrollerin dizileri aranan hedef
bélgeyle ayni olmak durumundadir. Ancak bir kontaminasyon durumunu
ayirabilmek igin 6zellikle probun baglanma bdlgesinde kiicik dizi modifikasyonlari
yapilabilir.

Real-time ile kantitasyonun dogrulugu cizilen standart edrinin kalitesine
baglidir. Calisilan standartlardaki kopya sayisi, klinik 6rneklerde beklenen kopya
sayisinl icerecek dagiimda olmaldir. Standart egirinin yukari ya da asadi
uzatilmasi sonuglarin yanlis verilmesine neden olabilir. Calisilan standartlarin
icerdikleri kopya sayilari arasindaki fark logio’'u asmamalidir. Saghkh bir standart
edri en az 4 standart kullanilarak cizilebilir.

Her calismada 4 standart da calismak pratik ve ekonomik olmayabilir. Belli
araliklarla standartlarin galisiilmasi ve standart egri gizilmesi, her galismada ise bir
tek standart calisilarak varyasyonlarin denetlenmesi daha pratik olabilir.

Problar

Kantitatif real-time PCR SYBR Green I gibi cift zincirli DNA’ya baglanan
boyalarla da uygulanabilir. Ancak boya artefaktlari kopya sayisi gibi
algilandigindan sonuglar dogru olmayabilir. Bu sorun isaretli problar ile
¢ozUlmustar.

Cift zincirli DNA boyalari ile yapilan kantitasyonun avantaji sinyalin gok
ylksek olmasidir. Dolayisiyla sinyal/arkaplan guriltisd orani yuksektir. Bu da

sonuglarin daha dogru alinmasini sadlar. Kantitasyonda kullanilan prob
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sistemlerinin de bu ylzden ylksek sinyal tretecek sekilde tasarlanmasi gereklidir
(Bkz. Real-time PCR problari ve floresan kimyasi).

Kantitasyon igin kullanilacak problarin tasarimi sirasinda dikkat edilecek
noktalar sunlardir:

1- Problarin baglanacaklari bélgenin primerlerden uzakta olmasi tercih
edilmelidir. Primer bodlgesinden amplifikasyon basladigi sirada
probun baglanacagi hedef bdlgesi kapatilabilir.

2- Problarin T, degerleri primerlerin T,, dederlerinden 5-10°C yliksek
olmaldir. Eger problarla primerlerin baglanma dederleri ayni olursa
primerler problardan daha hizl bir baglanma gosterirler.

3- Problarin T, dederleri “annealing” dedgerinden ylksek olmak
zorundadir. Sinyal “annealing” sirasinda okundugundan daha Once
probun baglanmasi gereklidir.

4- Problarin T,, dederleri primerlerden baslayan yeni DNA sentezi
(amplifikasyon) sicakhigini asmamalidir. Bagli kalan problar sentezi
engelleyebilir.

Dinamik Ara (Dynamic Range)

Real-time yontemiyle oldukgca genis bir aralikta dodgru kantitasyon
yapilabilmektedir. Saptanabilen Ust sinir PCR urin birikimi baslamadan &nce
saptanan floresan dlizeyine baghdir. Cok yliksek miktarda bulunan hedef DNA,
prob baglayarak yiksek floresan sinyaline neden oldugu icin kantitasyon
glvenilir olmayabilir. Saptanabilen alt sinir ise PCR duyarhhdina baglidir. PCR
duyarliigi nested-PCR ydntemiyle pre-amplifikasyon uygulanarak artirilabilir. Bu
on amplifikasyon log fazi asmayacak sekilde sinirli sayida doéngl ile
uygulanmahdir. Hangi ydntemle olursa olsun c¢ok dlsik hedef sayilari, klinik
ornek varyasyonlari nedeniyle glvenilir kantitasyon yapilmasina izin vermez.

Dogruluk (Accuracy)

Real-time kantitasyonda iki ana hata kaynadi vardir:

1- Esik dedger: Burada hatalar sinyal/arkaplan girilti oranina baghdir.
Arkaplan gurdltd arttiginda esik deger amplifikasyon egrisinin Ust
kisimlarina yukseltilir. Bu da guvenilir kantitasyonu riske atar. Bu
hatalari en aza indirmek igin ylksek sinyal Ureten problarla

calisilmasi gereklidir.
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2- Klinik érnek varyasyonlari: Klinik érnekten kaynaklanan nedenlerle
esik dederin bir dongl sonra ya da 6nce asilmasi kantitasyonda iki
kat yukari ya da asagi sonuglarin alinmasina neden olur.

Hatalar 6rneklerin tekrar tekrar calisiimasiyla fark edilebilir. Ayni érnegin
minimum 3 kez calisiimasiyla hatalar saptanabilir. Ayni hastaya ait tekrarlayan
orneklerdeki sonuglarin takip edilmesi, ydntem hatalarinin fark edilmesi igin iyi
bir yoldur.

Sonug olarak glinimizde real-time ile kantitasyon 6zellikle bazi virus
enfeksiyonlarinin tanisi, tedavisi ve prognozunu belirlemede gok dnemli
gorevler Ustlenmistir. Hastaligin ilk tanisinda viral ytikin ne oldugu, verilen
tedaviye yanitin ne oldugu, relaps ve reinfeksiyonlarin izlenmesi ve viral ylike
gore prognozun tahmin edilmesi konularinda bize essiz bilgiler saglamaktadir.
Daha iyi bir ydntem bulununcaya kadar real-time kantitasyon yéntemi yaygin

kullanim alani bulmaya devam edecektir.
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SLAYTLAR

REAL-TIME PCR KURSU

Kantitatif Real-time PCR
4 Haziran 2012
11:00—11:30

Dog. Dr. Ahmet PINAR

PCR Fazlan

DNA Miktar
10

T Usli | l

o Arkaplan Fazi (log) |! -—"}
Faz e I

I

- oo ul
A I

| It | Plate Fazi I

: I I
I I

] I

2 ] I
] I

] I

o[ = I I
I I

I

y )
: 1234656 7 8 910111213141516 17181920 21 22 23 24 25 26 27 28 29 30 31 32 33 34 35 36 37 36 30 40

Dingli Sayisi

Kantitasyon Neden Gerekli?

»  Ozsllikle virus enfeksiyonlarinda gok énemli
bir parametre.

Enfeksiyonun baslangicinda belirlenen virus
yukil p rwgn«:)/ ha !\Klrld’l JUJ verebilir.
Tac

i

Konvansiyonel PCR
“End-point” Kantitasyon

*Plaito fazindaki Urlin miktar! standartlarla
karsilastinlarak ilk bastaki kopya sayisi
tahrin edilir.

-Ornekieki inhibitor miktarina, amplifikasyon
etkinligine ve reaksiyon kosullarina
bagdimlhidir.

Kantitasyon nasil yapilir?

- Killtiir ydbntemleriyle
*Kiltiri yapilarnayan rikroorganizralar?
- Hibridizasyon yéntemleriyle
*Duyarhihigi diistik, dinamik araligi dar.
- PCR yoéntemiyle
*En iyi hibridizasyon yontemine gore 5 kat
daha iyi duyarliiga sahip. Dinamik aralig
daha genis.

ozum
*Kompetitif PCR

*Kantitasyon yapilacak hedef ile ayni primer
baglanma bolgelerine sahip ve miktar bilinen
bagka bir dizi de reaksiyona katilir.

*PCR tamamlandikian sonra her iki Griintin
miktarlan karsilastinlarak kantitasyon yapilir.

*Real-time PCR

» |

JJ faz l{JrlfJf.J.»/Jrl
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“Log faz” Kantitasyon

Ko:ﬁull rng JJn Ve amp Iersn,/Jn

S ml anJer
daha az etkilenir.

*Kapal sistern icinde floresan yardimiyla
oldukga duyarli saptama yapilir.

. Standart Egri Cizilmesi

wru

10°-1

PRI

Threshold
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yqseirj;e 1( I
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LIS
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o w1y

Cyele

Kantitasyon Hesaplamalari

Log fazinda amplifikasyon kinetigi denklemi:
N TO(E)n

T, : n dénglstinde hedef dizinin ulastig

miktar

30
T, : hedefin ilk bagtaki miktari ¢ .;
E : amplifikasyon eJ\mJgJ 2

0 20 %0 40 50
Amplification cycles

. Standart Egri Cizilmesi

2
&

tandart egri ¢iziminde kullanilan denklem:
= ¢
K=Ty(E)®

K: esik degerdeki PCR iiriin sayist

f

C, : esik degere ulagmak igin gereken dongii sayx

Dogrusal gosterim igin:

logK = logT, + C,*logE

Sl

Standart E

gri Cizilmesi

> Log fazi sirasinda reaksiyonun bagindaki
hedef sayisimn log, , degeri ile iiriinlerin

0
belli bir egik degeri agtigi dongii sayist
arasinda dogrusal bir iligki vardir.

o

sik deger baglangicta farkli sayida hedef
iceren (unplmlmuyonld rin hepsinin ayni
ayida tiriin igerdigi noktadir.

lus]

%]

Standart Egri Cizilmesi

> Reaksiyonda hedef miktarini JNJ'g'mu
standartlar kullandigirmizdan T degerini
biliyoruz.

¢

Esik degere ulagmak i¢in gereken dongii
degeri) cihazda Slgiiyoruz.

C, = - (1/logE)*log T, + (logK/logE)
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Standart Egri Cizilmesi

> Baglangictaki hedef miktarimin logaritmas:
yatay eksende, esik degerin agildig dongii
sayisi dikey eksende gosterilerek standart egri
grafigi cizilir. _« : :

Threshhold Cycle (Cy)
8 8 &

*

3 2 = 0
Log ul template

&

Standart ve Kontroller

» Inhibisyon Kontrolleri:

— Eksternal Kontroller:

 Hedeflenen dizi ile aym kogullarda amplifiye olur.

* Bilinmeyen 6mekle birlikte farkh tiipte amplifiye
edilir.

° Avantaji: Sadece drnegin galisildig: tiipte reaksiyon
kogullarim etkilemez.

* Dezavantaji: Her 6rnek igin iki ayn tiipte ¢aligilmasi
gerekir.

Standart Egri Cizilmesi

£.
g - Porrtuk
Cyste
Correlation Coefficient: 0.999 Slope: -3.19
FCR Efficlency: 100% r——
1 10 (13 "

0 1o ]
Log Starting Quantity, Copy Humber

Standart ve Kontroller

» Inhibisyon Kontrolleri:

— Internal Kontroller

> Ornekle aym tiipe eklenen, aym kogullarda
amplifiye olan, ancak farkh dizilere sahip kontroller.

» Amplifikasyon sonrasi iki farkli tiriin farkli problarla
saptanir.

* Avantaji: Tek tiipte hem arana hedef hem de kontrol
amplifiye edilir.

° Dezavantaji: Reaksiyon kogullarim etkileyebilir.

Esik Degerin Belirlenmesi

® Esik deger log faza gecen amplifikasyonda
olciilebilen en diigiik floresan degeri olmalidir.

® Amplifikasyon egrisinin dogrusal artig fazina
gectigi en alt sinir, egik deger olarak kabul edilir.

®Cihazlarin cogu esik degeri otomatik olarak
belirlemektedir.

Standart ve Kontroller

> Kantitasyon Kontrolleri (Standartlar):
— Icindeki hedef miktan bilinen standartlardir.
— Aranan hedef ile aym diziye sahiptir.

— Standartlardaki kopya sayilan, klinik 6rneklerde
beklenen kopya sayisim icerecek dagilimda
olmalidir.

— Standartlarin igerdikleri kopya sayilan arasindaki
fark log,,"u agmamalidir.

— Standart egri en az 4 standart ile gizilmelidir.
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Kantitasyon Standartlar

Fluorescence (F1/F2)

Cycle Number

Kantitasyon Probu Tasarlanirken
Dikkat Edilecek Noktalar

3-Problarin T, degerleri “annealing” degerinden yiiksek
olmak zorundadir. Sinyal “annealing” sirasinda
okundugundan daha 6nce probun baglanmas: gereklidir.

4-Problarin T, degerleri primerlerden baglayan yeni DNA
sentezi (amplifikasyon) sicakligim agmamalidir. Bagh
kalan problar sentezi engelleyebilir.

Problar

° Kantitasyonda ana sorun sinyal miktan ile
arakaplan floresan giiriiltii miktarn oraninin
diisiik olmasi durumunda ortaya gikar,

° Cift zincirli DNA boyalari ile uygulanan
kantitasyonda bu oran yiiksektir, ancak
boya artefaktlar1 da kopya sayisi olarak
algilanir,

> Bu sorun yiiksek sinyal miktarina sahip
problarla ¢oziilmiigtiir,

Dinamik Ara (Dynamic Range)

Saglikh kantitasyon yapilabilen hedef
araligini belirlemektedir. Real-time PCR’da
genig bir dinamik arada kantitasyon
yapilabilir. S

Kantitasyon Probu Tasarlanirken
Dikkat Edilecek Noktalar

1-Problarin baglanacaklan bolgenin primerlerden uzakta
olmas tercih edilmelidir. Primer bélgesinden
amplifikasyon bagladigi sirada probun baglanacag: hedef
bolgesi kapatilabilir.

2-Problarin T, degerleri primerlerin T, degerlerinden 5-
10°C yiiksek olmalidir, Eger problarla primerlerin
baglanma degerleri aym olursa primerler problardan
daha hizli bir baglanma gosterirler.

Sinirlar

1- Kantitasyonla saptanabilen iist simir log
faza gecilmeden 6nce saptanan arkaplan
floresan miktarma baghdir. Cok yitksek
miktarda bulunan hedef DNA, prob
baglayarak yiiksek floresan sinyaline neden
oldugu icin kantitasyon giivenilir
olmayabilir.
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Simirlar

2-Saptanabilen alt sinir PCR duyarliligina
baglidir. PCR duyarliligi nested-PCR
yontermiyle pre-amplifikasyon uygulanarak
artirtlabilir. Bu 6n amplifikasyon log fazi
agmayacak gekilde sinirh sayida dongii ile
uygulanmalidir. Hangi yontemle olursa
olsun ¢ok diigiik hedef saylar, klinik 6rnek
varyasyonlari nedeniyle giivenilir
kantitasyon yapilmasina izin vermez.

Dogruluk (Accuracy)

Ayni 6rnegin minimum 3 kez caligilmasiyla
hatalar saptanabilir. Ayni hastaya ait
tekrarlayan orneklerdeki sonuclarin takip
edilmesi, yontern hatalanmn fark edilmesi
i¢in iyi bir yoldur.

Dogruluk (Accuracy)

Real-time kantitasyonda iki ana hata kaynagi
vardir:

1-Esik deger: Burada hatalar sinyal/arkaplan
giiriiltii oranina baghdir. Arkaplan giiriiltii
arttiginda egik deger amplifikasyon
egrisinin iist kisimlarina yiikseltilir. Bu da
giivenilir kantitasyonu riske atar.

SONUC

Daha iyi bir yontem bulununcaya kadar
real-time kantitasyon yOntemi yaygin
kullanmim alani bulmaya devam edecektir.

Dogruluk (Accuracy)

2-Klinik 6rnek varyasyonlar: Klinik 6rnekten
kaynaklanan nedenlerle egik degerin bir
dongii sonra ya da 6nce agilmasi
kantitasyonda iki kat yukar ya da agag
sonuglarin alinmasina neden olur.

85



IC VE DIS KALITE KONTROLLERI
DOC. DR. KORAY ERGUNAY

04 HAZIRAN 2012, 11:30-12:00

Molekiiler yontemlerin sorunlari — Yalanci pozitiflik ve negatiflik

Tam molekdiler tani testlerinde oldugu gibi Gercek Zamanli (Real-time, GZ)
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) temelli testlerde de yalanci pozitif ve yalanci
negatif sonuclar, testin glvenilirligini olumsuz ydnde etkilemektedir. Molekiler
testlerdeki yalanci pozitiflikler testlerin sahip oldugu vylksek duyarhihdinin
olumsuz bir sonucu olup cogu kez amplifikasyon Urlnleri ya da baslangig
ornekleri ile kontaminasyona bagl olarak ortaya cikmaktadir. Molekiler test
uygulamalari icin O6nerilen standart kural ve bazi dnlemler ile (saflastirma,
cogaltma ve saptama basamaklarinin fiziksel olarak ayrilmasi, bariyerli pipet ucu
kullanma, eldiven/6nlik vb. kisisel koruyucular, UV, urasil glikozilaz sistemi vb.)
yalanci pozitiflikler en aza indirilebilmektedir. Gergcek zamanh PZR, cogaltim ve
analiz basamaklarini birlestiren kapali bir sistem olmasinin avantaji ile standart
kosullarda yuUksek duyarhlik ve daha dusuk kontaminasyon riski tasiyan bir
yontemdir. Otomatize saflastirma ydntemlerinin tanisal molekiler mikrobiyoloji
laboratuvarlarinda yayginlik kazanmasi da kontaminasyon ve yalanci pozitifligin
Onlenmesinde katkida bulunmaktadir. Buna karsin gerekli o6nlem ve
uygulamalarin aksamasi durumunda GZ-PZR testlerinde de yalanci pozitiflik
6nemli bir sorun olarak ortaya cikabilmektedir.

Molekiler tani testlerinde yalanci negatiflik de hem varliginin saptanmasi
hem de en aza indirilmesi gereken bir sorundur. Yalanci negatiflik sebepleri
arasinda teknik ve/veya cihaz hatalari, uygun olmayan  drnek
alimi/saklanmasi/iletimi, hedef primer dizilerinde varyasyon/mutasyonlar,
ornekte disik kopya sayisinda hedef nukleik asit varligi, ntkleik asitlerin
izolasyon sirasinda kaybedilmesi, DNaz/RNazlarla hedefin parcalanmasi gibi
nedenler sayilabilir. Ancak sorun codu kez amplifikasyonu saglayacak DNA
Polimerazi inhibisyonuna neden olacak heparin, hemoglobin, etanol gibi
maddelerin ortamda bulunmasidir. Bu durumlar énlemek igin antikoagulan olarak
heparinin kullanimindan kacinilmasi, kan drneklerinin dondurulmamasi ve organik

gozUculerin ntkleik asitlerden kullanilan saflastirma yéntemi ile etkin bicimde
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uzaklastiriimasi gereklidir. Tim bu 6énlemlere ragmen inhibisyon goérildtiginde (-
ki dlstk bir oranda da olsa belirli sayida calismada mutlaka gdérulecektir), bunun
saptanmasi ve testin uygun kosullarda yeniden calisiimasi guvenilir sonug igin
gereklidir.

Internal Kontrol (IK): Tanim ve Genel Ozellikler

Tanisal ya da arastirma amach molekiler yéntemlerde reaksiyon
karisimindaki inhibisyonun ortaya konulmasi amaciyla Internal Kontrol (IK)
yaklagimi kullaniimaktadir. iK ayni tipte hedef niikleik asit gibi amplifiye olan
ancak ondan ayirt edilebilen ikinci bir hedeftir. ideal bir IK, hedef niikleik asitlere
uygulanan saflastirma, amplifikasyon vb. tim asamalardan gecmelli, pozitif
sonug vererek tim bu basamaklarin inhibisyona neden olmadigini ortaya
koymali, ayni zamanda da testin duyarhhdini etkilememelidir. GZ-PZR floresan
bazli saptama yaklasimi ile ayni tipte cgoklu amplifikasyonlara imkan vermesi
sayesinde IK’larin kullanimini cok kolaylastiran bir sistemdir. Giinimiizde hemen
her ticari GZ-PZR cihazi en az iki hedefin kalitatif/kantitatif amplifikasyon ve
saptamasini sadlayacak teknik donanima sahiptir. Ancak IK’larin dizayni ve
reaksiyonun optimizasyonu her sistem ve hedef icin 6zellik gostermektedir. Yine
ticari olarak pazarlanan tanisal kit sistemlerinin neredeyse tamami, yéntem igin
secilmis ve optimize edilmis; kullaniciya belirli bir kalite glivencesi garanti eden
iK'lara sahiptir. Bunun disinda kalan arastirma amach ve/veya laboratuvarin
kendi gelistirdigi tanisal sistemlerde uygun IK gelistiriimesi ve kullaniimasi séz
konusudur. Kantitatif testlerde, kalitatiflerde oldugu gibi IK kullanimi gereklidir
ancak IK'nin test sartlari ve ortaminin hedefin saptanmasina uygunlugunu
saptamasi amaglandigindan kalitatif olmasi yeterlidir.

IK'lar hedef bélgeleri ve yapilarina gére homolog-heterolog ve endojen-
ekzojen olarak gruplanabilir. Bu tanimlamada IK olarak kullanilan niikleik
asitlerin kaynagi ve hedefe benzerligi belirleyici olmaktadir. Endojen IK olarak,
cahsilan  Ornekteki hulcrelerde bulunan “housekeeping” genleri hedef
secilmektedir. “Housekeeping” genler tim cekirdekli hlcrelerde aktif olarak
bulunan genlerdir ve hlicre igeren klinik 6rneklerde saflastirma sonrasinda secilen
hedef gene 6zgll primerlerle amplifiye edilerek saptanirlar. Kullanilan gen
bélgeleri arasinda albumin, p-globin, 18S/28S rRNA, pB-aktin, gliseraldehit-3-
fosfat dehidrogenaz, hipoksantin fosforibozil transferaz sayilabilir. Genellikle
hicre/doku 6rneklerinde uygulanan arastirma amach PZR’lerde hedef alinan

“housekeeping” genlerin endojen olmalari dolayisiyla o6rnege eklenmesi
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gerekmez, ayrica ornekteki nikleik asitlerin durumu konusunda daha gergekgi
bilgi saglarlar. Ancak amplifikasyonda hedefin yani sira secilen bdlgeye uygun ek
primer ve/veya prob seti gerektirirler. Ek olarak tim deneysel kosullarda optimal
calisan tek bir “housekeeping” gen yoktur; bunlarin farkli kosullarda farkh
etkinlikte amplifiye oldugu gosterilmistir.

Eksojen IK ise, érnekte dogal olarak bulunmayan, dolayisiyla disaridan
eklenen kontrol niikleik asitlerini tanimlar. Eksojen IK, homolog veya heterolog
dzellikte olabilir. Heterolog iK, érnede eklendikten sonra endojen IK gibi hedeften
farkli bir primer seti ile c¢ogaltlan ve saptanan DNA’lardir. Neomisin
fosfotransferaz geni ve bakteriyofaj DNA’si bu amagla kullanilan nlkleik asitler
arasinda yer alir. Homolog IK ise, hedef niikleik asitleri cogaltmak icin kullanilan
primerlerle amplifiye olur, ancak amplikon dizileri hedeften farkhlik icerir ve
molekulin farkh isaretli prob vb. ile segici olarak saptanmasini mimkun kilar.
Ticari tanisal GZ-PZR sistemlerin bircogu, saflastirma asamasindan o6rneklerle
birlikte isleme giren sentetik homolog IK’lar icerir. Bunlar, PZR igin hedefle ayni
primer baglanma dizilerini tasiyarak hedefle birlikte amplifiye olurlar ancak
primerlerin arasinda kalan bélgede, IK sinyalini secici olarak saptamaya
yarayacak, codu kez farkli isaretli ikinci bir probun baglanacagi dizi farkliliklari
tasirlar. Istenilen patojeni hedefleyen bir test icin sentetik homolog IK
gelistirilmesi muUmkuindldr. Bu amagla hedef amplikonlarin bir vektore
yerlestirilerek istenilen delesyon/insersiyonlarin olusturulmasi, “site-directed”
mutagenez, Ust Uste binen ve “tailed” PZR gibi cesitli yaklasimlar bulunmakla
birlikte homolog IK gelistiriimesi ve validasyonu genellikle tanisal molekiler
mikrobiyoloji laboratuvarinin olanaklarini Uzerindedir. Bununla birlikte birgok
arastirma ve deneysel calismada endojen/heterolog IK’lar sonuglarin
glvenilirligini garantilemek icin kullanilmakta, ayrica gereklilik halinde hedef ve
yénteme uygun olacak sekilde homolog iK’lar gelistiriimektedir.

IK Negatifligi: Nedenleri ve Yapilmasi Gerekenler

Test sonugclar dederlendirilirken IK'nin negatif olarak izlenmesi, klasik
olarak tlip igerisindeki reaksiyonun herhangi bir nedenle inhibisyona ugradigini
ifade eder. Bu durum siklikla asagida belirtilen faktorlerden birisi veya birkacina
baghdir:

- Amplifikasyonu engelleyen teknik sorun varlgi: “Thermal cycler”
isleyisi/programlama, reaksiyon karisiminda yer alan kimyasallar veya uygun

olmayan saflastirma bagh olarak IK negatif olarak izlenebilir. Bu gibi durumlarda
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IK test kalite kontrolii etmeni olarak gérev alir ve teknik sartlardaki
olumsuzlugun ortaya konulmasini saglar.

- Hedef fazlaligi: Reaksiyon karisiminda hedefe yonelik primerlerle amplifiye olan
IK'nin (homolog 1K) kullanildi§i durumlarda; hedef DNA’nin miktarinin fazlaligi
(6rn. yuksek virus yiiki), hedef ve IK amplifikasyonu arasinda bir yarisma
durumu ortaya cikarip IK sinyalinin negatif olarak izlenmesine neden olabilir. Bu
gibi durumlarda eger hedef sinyali pozitif ise, negatif IK sinyali gbzard! edilerek
ornek icin kalitatif/kantitatif sonu¢ rapor edilir. Ancak birden fazla hedefin
amplifiye edildigi multipleks bir test s6z konusu ise, sadece pozitif sonug alinan
hedef rapor edilir, diger hedefler icin yorum yapiimaz.

- Inhibitér varhgi: Bircok kimyasal madde hedef/iK amplifikasyonun
baskilanmasina neden olabilir. Bunlar arasinda saflastirma basamagindan
kaynaklanabilecek etanol, SDS gibi c¢o6zlculler/deterjanlar, klinik 6rnekteki
hemoglobin, heparin, bazi hormonlar, reaksiyona havadan karisan partikuller vb.
sayilabilir.

IK'nin negatif olmasi durumunda, ayni calismada elde edilen diger
orneklere ait sonuclarla geneli etkileyecek teknik sorunlar ekarte edilebiliyor ve
ornekteki negatif sonucun inhibitér varligina bagh oldugu distntliyorsa,
yapllmasi gereken testin tekrarlanmasidir (aksi halde 6nce teknik sorunun
saptanmasi ve c¢o6zllmesi gerekir). Bu yaklasimda; 6rnekteki inhibitérlerin az
miktarda ve/veya esit olarak dagiilmamis durumda bulundugu varsayilarak; ikinci
bir reaksiyonda inhibitér dagilimi/distk miktarina bagh olarak inhibisyonun
ortadan kalkacagi beklenmektedir. Ek olarak érneklerin dilie edilmesi (1:5-1:20)
de inhibitérlerin etkilerinin ortadan kaldirilmasinda etkili olabilmektedir.
Inhibitérlerin bir bélimiin dayaniksiz oldugu gézlemi, bazi arastirmacilarin isitma,
dondurma/gc6zme, oda isisinda bekletme vb. yéntemleri de 6nermesine katkida
bulunmustur. Ancak tim bu uygulamalarin hedef nikleik asitleri de etkileyecegi
akilda tutulmal, en uygun yaklasim duruma goére secilmelidir. Bir diger yaklasim
ise saflastirma asamasinin ayni veya farkli bir yéntemle tekrarlanmasidir. Bu
durumda da kararlar, kullanilan testin 6zellikleri ve laboratuvarin deneyimlerine
gore alinmalidir.

Eksternal Kontroller ve Kullanimi

Eksternal kontrol (EK)'ler, calismada dederlendirilen 6rneklerin haricinde

testin degerlendiriimesi amaciyla calismaya alinan; kullanilan yontemin referans

nikleik asitleri etkin bir sekilde saptama vyetenegini ve/veya hedef DNA
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icermeyen Ornekler Uzerindeki etkilerini ortaya koyan kontrollerdir. Klasik olarak
kullanilan pozitif ve negatif kontroller, ayrica referans DNA’lar ve kantitasyon igin
kullanilan standartlar da EK kapsamina girmektedir.

Molekiler calismalarda negatif kontrol olarak siklikla reaksiyon karisimini
iceren ancak nukleik asit 6rnegi yerine su ya da tampon eklenen “batch, blank”
kontroller kullanilmaktadir. Bu yaklasim reaksiyon karisimindan kdken alan
kontaminasyonlarin ortaya konulmasinda faydali olmakla birlikte, érnek kaynakh
sorunlar veya non-spesifik amplifikasyonlarin saptanmasina katkisi sinirhdir.
Tanisal testlerde kullanilmasi dénerilen optimal negatif kontrol, hedef nukleik
asidin bulunmadigi gosterilmis hasta 6rnedidir. Bunun disinda 6rneklerden ayni
yontemle saflastirilarak test sonucu negatif olarak bulunan nukleik asitler de
sonraki calismalarda negatif kontrol olarak kullanilabilmektedir. Ancak bu
yaklasim, dogal olarak saflastirma islemlerinden kaynaklanan kontaminasyonlarin
saptanmasinda vyetersiz kalacaktir. Yukaridakilere ek olarak “blank” negatif
kontroller de ayrica calismaya eklenebilir. Standart PZR uygulamalarinda
kontaminasyonun takibi igin ©Onerilen “her bes 6rnede bir” negatif kontrol
yaklasimi, kapali sistem GZ-PZR igin gerekli olmayabilir.

Pozitif kontrol olarak ideal 6rnek ise, tanisal testte kullanilan 6érnek tipi
(serum, doku vb.) icerisinde etkene ait nikleik asidi bulunduran, diger bir deyisle
diger bir hastaya ait pozitif 6rnektir. Ancak codu kez bu uygulama cgesitli
nedenlerle pratik olmamaktadir. Calismalarda siklikla negatif érneklerin referans
mikroorganizma veya hedef nukleik asitleri tasiyan plazmid vb. ile inokile
edilmesi ile hazirlanan pozitif kontroller tercih edilmektedir. Bu yaklasimin da
mumkidn olmadigi  durumlarda referans organizmadan/pozitif Ornekten
saflastirlmis nikleik asit 6rnedi veya PZR amplikonlari pozitif kontrol olarak
kullaniimaktadir. Genel olarak calismada kullanilan pozitif kontrollin icerdigi hedef
nukleik asit miktari, kullanilan testin alt saptama sinirina sinirina yakin olmasi
tercih edilmelidir. Béylece hem testin duyarhligi her galismada sinanmis olacak,
hem de dlstk miktarda inhibitérlerin varligi saptanarak yalanci negatiflikler
azaltilmis olacaktir.

Tanim olarak standart veya kantitasyon standartlari, icerdigi hedef nikleik
asit miktari ve/veya 6zellikleri bilinen 6érneklerdir. Kantitasyon standartlar siklikla
her kantitatif PZ-PZR c¢alismasinda o6rnekler ve negatif kontrollerle birlikte

calismaya alinir, icerdigi hedef miktarlari GZ-PZR'in logaritmik faza gectigi dongi
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sayisina gore hesaplanir ve bu sekilde elde edilen grafik sayesinde 6rneklerdeki
nukleik asit miktarlari saptanir.

Tanisal amagla kullanilan kalitatif veya kantitatif testler igin IK’ya ek olarak
ozellikleri bilinen veya referans 6zelligi tasiyan EK’larin da mutlaka kullaniimasi
Onerilmektedir. Molekiler tani testlerinde standardizasyon ve kalite kontrold,
Ozellikle son yillarda glincellik kazanan bir konudur. Glinumuizde molekuler tani
testlerinde kullaniimak Gzere o6zellikleri ve/veya miktarlari standardize edilmis
EK’lar veya serum panelleri gérece az sayida olmasina karsin, gelistirme
calismalar hizla ilerlemektedir. Bircok ticari sistemde de, standart olarak Dinya
Saglik Orgiitii (DSO) veya baska kuruluslar tarafindan gelistirilen referans niikleik

asitler kullanilmaktadir.
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SLAYTLAR

Doc. Dr. Koray Ergiinay

"7 Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji AD.

- Dustik kopya sayisi / saflagtirma sirasinda kayip
- DNaz / RNaz kontaminasyonu

- Testte uygun pozitif kontrollerin kullanimi

- Testte uygun internal Kontroller (IK)'in kullanimi
- inhibitérlerin etkin olarak uzaklastiriimasi

- Uygun saflastirma yonteminin uygulanmasi

Molekiler Testlerde Yalanci Negatiflik : 8

Molekiiler Tani Yontemleri

Yiiksek duyarilik mm)p Yalanci pozitiflik mm)  Eksternal
ve

internal

Hassas, enzimatik mm) Yalanci negatiflik = ontroller Y
cogaltma / saptama

?‘

internal Kontrol (iK):

Hedef DNA/RNA gibi islemlere alinir.

Hedef DNA/RNA ile aym tiipte amplifiye olur,
farkl sinyal olusturur.

Testin duyarhihigim belirgin olarak degistirmez.

Her tiip icin yalanci negatiflik / inhibisyon varhgim

gosterir...

- Pozi rnek ile kontaminasyon

- Amplifikasyon Griinleri ile kontaminasyon

Molekiiler Testlerde Yalanci Pozitiflik By

- Non-spesifik amplifikasyonlar
- Testte uygun negatif kontrollerin kullanimi

‘ - PZR 6ncesi / sonrasi islemlerin fiziksel olarak ayriimasi

- Kontaminasyon onleyici genel tedbirlerin uygulanmasi
‘ - Urasil gl z siste

‘-Kapalls emler / otomatizasy

Kaynak ve ozelliklerine gore internal Kontroller:

Endojen 116l Calis orneginde |

diger niikleik asitler

4

“Housekeeping” genler...

Albumin, B-globin, 18S/28S rRNA, B-aktin,
gliseraldehit-3-fosfat dehidrogenaz vb....

!y Ornege eklenmeleri gerekmez

'\ Ayr primer / prob seti gerektirir

1\ Ornekteki niikleik asitlerin durumunu daha iyi
gosterir

! Her deneye uygun, optimal bir bélge yoktur...
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Kaynak ve ozelliklerine gore internal Kontroller:

NGO B LGl Calisma drnegine disaridan eklenen niikleik asitler
“Homolog” ya da “Heterolog” ozellikte olabilir

IV 1 (¢ Hedeften farkh bir primer seti ile cogaltihir

Ornek: Neomisin fosfotransferaz geni, bakteriyofaj DNA’st

1NN 1l Siklikla hedefle aym primerlerle ¢ogaltihr
Amplikonlar hedeften farkhdir, farkh prob ile saptanir

1, Sikhkla sentetik olarak imal edilirler

1\, Cogu ticari si de h log iK kullnail

internal Kontrol Negatifligi
1 0 [
Teknik Sorunlar inhibitér Varhg Hedef Fazlahg

“Thermal Cycler” Klinik drnekten.. Homolog iK ve
yiiksek hedef yiikii
Saflagtirma yontemi Saflagtirmadan... l
Reaksiyon karigimi Cevreden... Hedef poritifse
sonug rapor edilir
'l 1 ¢ rapt
Sorun tammlanir ve 0 ilii

Coklu PZR veya
siipheli durumlar

l Yeniden saflastirma l

Testin Tekrar1

¢oziiliir

“Homolog” internal Kontrol - LightCycler™ :

Primer 1

F

Eksternal Kontrol (EK):

Teste klinik rneklerin disinda, ayr1 érnek olarak
eklenir.

Testin referans niikleik asitleri ¢ogaltma etkinligini
ve hedef icermeyen drneklerdeki sonuglarim gosterir

Pozitif / negatif kontroller, referans / standart
niikleik asitleri i¢erir

Hedef DNA = Amplifikasyon Bolgesi
T T | i
—
anz\
-
[ Fluoresein . .
> isaretli prob EEE Red-640 isaretii prob
—_— T T
Pozitif Sinyal —
Flucresein )
s isaretli prob Sa Eg Red-705 isaretli prob
| T T T
Internal Kontrol Sinyali g

internal Kontrol Negati

Reaksiyonun herhangi bir
nedenle inhibisyonu

Eksternal Kontroller

1174111 8 1) 1 () Bl Testin referans niikleik asitleri cogaltma

etkinligini gosterir

ideal PK: Testte kullanilan 6rnek tipinde hedef niikleik asidi

iceren ornek ... pozitif hasta 6rnegi

Negatif 6rneklerin referans susla inokiile edilmesi

Referans susta saflastirilmis niikleik asit

PZR iiriinleri

! Niikleik asit miktar testin saptama alt simirina yakin olmah
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Lo

Eksternal Kontroller — 2:

W21 8 G Bl Hedef niikleik asidi icermeyen, non-spesifik

amplifikasyonlar/ Kont: yonu sap
amaci tasiyan kontrol...

ideal NK... Testte kullamilan 6rnek tipinde hedef niikleik asidi

icermeyen ornek ... negatif hasta rnegi

I EL LR I Wl Yalnizea reaksiyon karisimini igeren,
niikleik asit icermeyen negatif kontrol

7

Tamsal amacla kullanilan kalitatif veya kantitatif testler
icin iK’ya ek olarak ozellikleri bilinen veya referans
ozelligi tastyan EK’lar da mutlaka kullamlmahdir

Molekiiler testlerde kalite kontrol programlari,
standardize EK’lar/paneller ve DSO standartlar:
yayginlasmaya baslamistir

Eksternal Kontroller — 3:

Standart / Referans Niikleik Asit:

Miktar / Ozellikleri bilinen niikleik asitler...

Kantitasyon standartlar
Genotip / alttiplere ait atandart niikleik asitler

Belirli diren¢ mutasyonlarim tasiyan niikleik asitler
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REAL-TIME PCR ILE MUTASYON SAPTANMASI
DOC. DR. ZEYNEP SARIBAS

05 HAZIRAN 2012, 09:00-09:30

Real-time PCR ginumuzde yaygin kullanim alani bulan, ucuz, kolay,
hizli, glavenilir bir yontemdir. Amplifikasyon tGrinin gézlenmesinin yanisira
kantitatif PCR sonucu alinmasina olanak sadglamasi, mutasyonlarin
gosterilebilmesi yéntemin Onemli avantajlaridir. Mutasyonlarin
saptanmasi, hastaliklarin tanisinda, diziler  arasi farkhliklarin
gosterilmesiyle epidemiyolojik verilerin elde edilmesinde, tir ayrimi
yapilmasinda, direngli mikrrorganizmalarin saptanmasinda
kullanilmaktadir. Bu amagla yapilmis ¢ok sayida ¢alisma sonucunda, real-
time PCR ile mutasyon saptanmasiyla elde edilen sonucglar duyarh ve 6zgul
bulunmustur. Real-time PCR, PCR sonrasi herhangi bir isleme gerek
kalmadigi icin kontaminasyon orani dislik, otomatize bir yontemdir.
Mutasyon saptanmasi amaciyla hibridizasyon problari, hidroliz problari,
molekdiler firketeler (beacon), akrep (scorpion) primerler ve minor oluga
baglanan (minor groove binding=MGB) problar kullanilmaktadir. Bu
yontemlerle, nokta mutasyonlari, translokasyonlar, inversiyonlar, eklenme
ve eksilme mutasyonlarinin saptanmasi mimkun olmaktadir.

Hibridizasyon problari:

Hibridizasyon problari kullanilarak floresan rezonans enerji transferi
(FRET) yoOntemiyle mutasyon saptanmaktadir. Saptama ve baglama
problari kullanilir. Saptama probu, mutasyon oldugu dislnilen bélgeyi
hedef alir. 15-30 baz bilylkligindedir. 3’ucu floresanla isaretlidir.
Baglama probu, saptama probundan 1-3 baz uzakhginda olacak sekilde
tasarlanir. Baglama probunun erime sicakhdi, saptma probu ve
primerleri erime sicakliklarindan 5-10°C yuksektir. 5'ucu Red640 veya
Red705 gibi floresan bir boya ile isaretlenir. LightCycler cihazinin verdigi
mavi i1sikla saptama probu direkt olarak uyarilamaz. Baglama probunun
uyarilmasi ve FRET ile enerjinin saptma probun aktarilmasi gerekir. Bu
sekilde uyarildiktan sonra, saptama probundan daha uzun dalga
boyunda (640nm veya 705nm) isik sacilir. Bu goézlenen floresanin

miktari elde edilen PCR Urind, dolayisiyla DNA miktariyla dogru
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orantilidir. Bu asamadan sonra mutasyon saptanmasi igin erime sicakligi
hesaplanmasi ve erime tepesi elde edilmesi islemine gegilir. Bunun igin
once erime sicakhdindan 5-10°C dislk sicaklik saglanir. Sonra 0.1-
0.2°C/s olacak sekilde sicaklik yavas artiriir ve bu arada floresan
miktari devaml izlenir. Saptama probunun %/50’sinin ayrildgi,
dolayisiyla floresan miktarinin belirgin azaldigi sicakhk, erime sicakligi
olarak belirlenir. Floresan miktarinin azalmasiyla elde edilen egri, erime
egrisi adini alir. Bu egrinin daha kolay yorumlanabilmesi igin negatif
tlrevi alinarak erime tepesi elde edilir. Mutasyon varliginda saptama
probu kalip DNA dizisiyle tam eslesmedigi icin, mutasyon olmayan
ornede gore daha dusik bir sicaklikta ayrilacaktir ve elde edilen erime
tepesi mutasyon olmayan 6rnedinkinden farkli olacaktir. LightCycler
cihazi kullanildiginda, birden fazla dalga boyunda floresan alinabilir.
Bdylece birden fazla prob cifti kullanilarak birden fazla bdélgede
mutasyon saptanabilir.

Hidroliz problari:

Hidroliz problariyla mutasyon saptanmasi igin iki prob gereklidir. Biri
mutasyon olmadigi bilinen kalip DNA'y1 hedeflerken digeri mutasyon
oldugu distnllen 6rnegi hedefler. Problarin 5'ucunda floresan raportér
molekil, 3" ucunda ise floresan salmayan baskilayici (quencher) molekdl
bulunur. Bu sekilde prob floresan 1sigi sacmaz. Taq polimeraz 5003’
yonliinde polimerizasyon yaparken ekzontlkleaz aktivitesiyle probu keser.
Baskilayici molekiilden ayrilan prob floresan sacar. Mutasyon varliginda,
probun hibridizasyonu tam olarak gerceklesmez. Taq polimeraz probu
kesmez ve floresan aciga cikmaz. Hidroliz problari, 20-40 nlkleotid
uzunlugunda, G-C igerigi %40-60 olan, tekrarlayan dizi icermeyen, erime
sicakhgi kullanilan primerlerin erime sicakligindan en az 5°C yliksek olarak
tasarlanan problardir.

Molekiiler (beacon) firketeler:

Firkete seklinde olan bu problarin 5" ucunda floresan boya, 3’ ucunda
ise baskilayici molekll bulunur. Baskilayici, proba yakin oldugu bu
durumda floresan acida c¢ikmaz. Probun ilmek seklindeki kismi,
mutasyon oldudgu duslnilen DNA boélgesine komplementer olarak
sentezlenir. Prob hedef dNA bdlgesiyle eslesince baskilayici molekilin

etkisi ortadan kalkar. Floresan aciga cikar. Molekiler firketeler, ilmek
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kismi 18-25 baz; kenar kisimlari 5-7 baz blylkliglinde tasarlanir.

Ilmegin orta kismi mutasyon bélgesiyle eslecek sekilde sentezlenir.

Akrep (scorpion) primerler:

Firkete seklindeki bu probun 5’ucunda florofor, 3’ucunda is baskilayici
molekdl bulunur. Primer ve PCR reaksiyonu durdurucu eklenmistir.
Baglanma asamasinda primer baglandiktan sonra, uzama asamasinda
prob ayni DNA zincirindeki komplementer bélgeye baglanir. Baskilayici
molekllin etkisinden kurtulan florofor floresan sik salar. Akrep
primerlerin mutasyon saptama kullanimi daha hizli ve daha iyi sonug
vermesi yontemin avantajlaridir.

Minor oluga baglanan problar:

14-15 baz uzunlugunda oligontkleotidlerdir. 5’'ucunda floresan boya,
3’ucunda floresan olmayan baskilayici molekil ve minor oluga baglanan
prob bulunur. Taq polimeraz, polimerizasyon asamasinda, ekzonlleaz
aktiviteyle 5’ ucu keser ve baskilayici molekllin etkisinin ortadan

kalkmasiyla floresan agiga cikar.
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SLAYTLAR

Real-time PCR

Hizli, duyarli, 6zgul, ucuz
PCR sonrasi isleme gerek yok (agaroz jel
elektroforezi gibi)

Ozellikle bilinen mutasyonlarin
saptanmasinda kullanilir

Hastalik tanisi
ilac direnci, ilag gelistiriimesi
Epidemiyoloji

Real-time PCR

dsDNA'ya 6zgll boyalar:
YOYO-I

TOTO-I

BEBO

SYBR Green I

LC Green

Real-time PCR

Floresan salmayan baskilayici molektiller
(quencher)

TAMRA
DABCYL
Black-hole quencher (BHQ)

Hibridizasyon problari

fluorophore

Donor
fluorophore

LR
Target

(B)

Acceptor Flourophore Donor Flourophore
FRET

LU

Hibridizasyon problari

Saptama probul (detection prob) (sensor
prob)(alici prob): mutasyenu hedefleyen
prob. 5" ucu Red640 veya Red705 isaretli

Baglamal probul (anchor prob) (vericil prob):

3" ucul floresanla isaretli .

Mavil isik floresan tarafindan absorbe edilir.
Yesil floresan isik salinir. Bujyesil isik
Red640 ve Red705'i uyarir. Daha blyik
dalga boyunda isik salinir.

Hibridizasyon problari, erime egrisi
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Hidroliz probu (Tagman)

Erime sicakligi/egrisi: re—

Baglama pr(_)bunun_ Tr_n degeri saptan_ja [ Faser
probul ve primerlerinkinden 5-10°C yiksek. = =
PCR sonrasi sicaklik artirilinca once

saptama probu ayrilir. Eloresan azalir.

Tm: Probun %50'sinin ayrildigi sicaklik

Hidroliz probu (Tagman)

5'ucta floresan raportor molekdl

3'ucta baskilayici molekdl

57" 3" yonunde eklenirken Tlag polimerazin
ekzonukleaz aktivitesi probu keser.
Baskilayici molekulinden ayrilan raportor
molekil floresan sacar.

Hidroliz probu Hidroliz probu (Tagman)

[T Io eI aT o

Forward primer
Reverse primer

|

[T TITTTITTTTTITTIOTo T |
polymerase Iu"IO"’“”""
flourophore

CLLECEEEE Ly
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Molekdler firkete (beacon)

flourophore _, /=N ___quencher
n

@
beacor

Molecular
L L e

Target

flourophore quencher
Hybrid
[

L

Molekdler firkete (beacon)

Molekdler firkete (beacon)

Hibridizasyon probu

Hedefe baglanmamisken baskilayici molekdl
floresan isaretli molekule yakin: floresan
yok

Prob hedef molekile tutununca floresan
acida cikar.

Akrep (scorpion) primer

Akrep (scorpion) primer

Elements of a Scorpions Primer

Step 1. Primer Estension on target DA

Step 2. Heat denaturation and dissociation of quencher
PP

Step 3. Binding of probe to target with increase in fucrescence

Akrep (scorpion) primer

Molekuler firketeye benzer yapi

5'ucunda florofor, 3'ucunda is baskilayici
molekil bulunur. Primer ve PCR reaksiyonu
durdurucu eklenmistir.

Uzama asamasinda prob ayni DNA
zincirindeki' komplementer bolgeye baglanir.
Baskilayici molekdltn etkisinden; kurtulan
florofor floresan isik salar.
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Minor oluga baglanan prob (MGB)

(fluorescence quenched) > %
o5
Pcumamnﬂ ]

N

Taq poly:

S'nuclease
cleavage : Z
(D)

5 Jie Cleaved probe
MMW.)}&.Y“‘ (liceacence fekssed)

Minor oluga baglanan prob (MGB)

5'ucta floresan boya
3'ucta baskilayici molekil ve MGB: prob

Ekstansiyonda Taqg polimerazin
5'ekzonukleaz aktivitesiyle 5'uc kesilir.
Floresan agiga cikar.

M.tb’de katG mutasyonlari

315 (AGC+AAC)
—— 315(AGC-HACC)
wr

M.tb’de /nhA mutasyonlari

M.tb’de ahpC mutasyonlari

- 8(GA)

M.tb’de rpoB mutasyonlari

. tuberculosis H3TR
‘odon 531 Mutant
“odon 526 Mutant
‘odon 516 Mutant

Codon 513 Mutant

M.tb’de rpoB mutasyonlari

——— M. wberculosis H3TR
+ =+ Codon 531 Mutant
Codon 526 Mutant
- Codon 516 Mutant
Codon 513 Mutant
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KLINIK LABORATUVARDA REAL-TIME PCR DENEYIMI

DOC. DR. ALPASLAN ALP

05 HAZIRAN 2012, 09:30-10:00

Son yirmi vyillik sureg igerisinde enfeksiyon hastaliklarinin rutin tanisinda
molekiler yoéntemlerin kullanilmaya baslamasi 6nemli bir dénim noktasi
olusturmustur. Cesitli boyama yontemleri sonrasinda mikroskopik inceleme ve
bunun yanisira kulttir yéntemleri, ginimulzde halen vazgecilmez standart tani
yontemleri olma o&zelliklerini korumaktadirlar. Ancak mikroskopik inceleme
duyarhhgdinin bazi mikroorganizmalar igin disik olmasi, kiltir yontemlerinin de
zaman alici ve kimi zaman yetersiz kalabilmesi nedeniyle, molekiler yéntemler
rutin kullanima girmeye baslamiglardir. Molekiler ydntemler 0&zellikle viral
etkenlerin saptanmasinda ve enfeksiyonlarin takibinde vazgecilmez ydntemler

haline gelmektedir.

Laboratuvar sonuglarinin klinige faydali olabilmesi igin, sonucun hizli
olarak ve gulvenilir bir sekilde elde edilebilmesi sarttir. GUnimuzde yaygin
kullanim alanlari bulmaya baslamis olan real-time PCR, bu gereksinimlere cevap
verebilecek verimlilie ulagmistir. Oncelikle, konvansiyonel PCR ydéntemlerine
gdre daha cabuk bir sekilde sonug alinabilmektedir. Bunun yanisira, standart PCR
ybntemlerine goére, uygulayicidan kaynaklanabilecek kontaminasyon riski daha
azdir. Ayrica real-time PCR ydntemiyle kantitasyon ¢ok daha hassas bir sekilde
yapilabilmektedir. Butin bunlara ek olarak, fazla sayida 6rnek akigi olan
laboratuvarlar disinlldiginde, real-time PCR yéntemlerinin rutin uygulama igin
uygun secenekler oldugu daha net olarak ortaya gikmaktadir.

Bircok arastirmada bakteriyel ve viral ‘in-house” real-time PCR
protokolleri tanimlanmistir. Bunun yaninda, rutin klinik laboratuvar uygulamalari
icin gelistirilmis bircok bakteriyel ve viral real-time PCR kiti mevcuttur.

Real-time PCR ile rutin laboratuvarda calisilabilecek ve klinige somut
faydasi olabilecek bakteriyel PCR parametreleri arasinda Mycobacterium
tuberculosis, Helicobacter pylori, MRSA (metisilin direngli Staphylococcus
aureus), VRE (vankomisin direncgli Enterokok) sayilabilir.

Klinik 6rneklerden M. tuberculosis saptanabilmesi amaciyla gelistirilmis gesitli

real-time PCR protokolleri mevcuttur. Ancak ginimiuiz sartlarinda tiberkiloz
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tanisinda kultir yontemleri ve 6zellikle de daha hizl tani saglayan sivi kiltlr
sistemleri, vazgecilmez ydntemler olarak goérinmektedirler. Molekller
ybntemler ise tani konma surecini belirgin derecede kisaltabilmelerine
ragmen, mikroskopik inceleme ve kiltlir yontemlerinin yerini alamamiglardir.
Buglin gelinen asamada molekiler yéntemlerin tuberkiloz tanisinda kaltir
yontemlerinin yerini almasi sézkonusu degildir. Bununla birlikte, molekdiler
yontemlerin tamamlayici testler olarak kullanilmalari daha uygun
goérinmektedir. Tuberkllozun laboratuvar tanisi amaciyla PCR sonuglarinin
degerlendirilmesinde, kullanilan yéntem ve incelenen 6rnegin tirl gézéninde
bulundurulmali, ézellikle solunum yolu disindaki érneklerde ve yayma negatif
orneklerde duyarlihdin daha duslik olabilecedi unutulmamalidir. Bunun
yanisira PCR sonuglari kdltir ve mikroskopik inceleme sonuglari ile bir bitin
olarak yorumlanmalidir. Klasik kultir yéntemlerinin yaninda, idantifikasyon,
genotiplendirme ve ilag direnci saptanmasinda molekller ydntemlerin
kullanimi en uygun secenek olarak gérinmektedir. M. tuberculosis’in 6zellikle
rifampin, izoniazid, etembutol ve kinolonlara karsi direncinin FRET problari
kullanilarak real-time PCR yodntemiyle saptanabildigi cgesitli calismalarda

gosterilmistir.

Ilag direncinin real-time PCR ile saptanmasi, dirence siklikla neden olan
mutasyonlarin bakteri genomunun belirli yerlerinde kimelenmesi durumunda
faydali olmaktadir. Boyle durumlarda mutasyon bdlgelerini kapsayacak sekilde
dizayn edilmis FRET problari veya diger problarla mutasyonun ve dolayisiyla ilgili
ilaca kars! direncin saptanabilmesi mimkin olmaktadir. Test sonucunda duyarli
suslar ile direncli mutant suslarin erime sicakliklari farkli olmakta ve bu farka
bakilarak test edilen izolatin ilgili ilaca karsi duyarli veya direngli oldugu
soylenebilmektedir. Bu strateji M. tuberculosis’te cesitli ilaglara karsl direncin
saptanmasi  yaninda, Helicobacter pylori‘’de Kklaritromisin  direnci ve
Staphylococcus aureus'ta metisilin  direncinin saptanmasi amaciyla rutin
laboratuvarlarda kullanim alani bulmaya baslamistir. Ayrica, vankomisin direngli
enterokok tasityan hastalarin belirlenmesi amaciyla da benzeri stratejiyle
cahlstirilan rutin real-time PCR uygulamalari kullanima girmeye baslamistir.

Klinik laboratuvar uygulamalarinda rutin olarak kullaniimakta olan

parametreler arasina son yillarda Chlamydia pneumoniae, Mycoplasma
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pneumoniae ve Legionella pneumophilia tanisi igin gelistirilmis gesitli “in-house”
ve ticari real-time PCR y6ntemleri de girmeye baslamistir.

Enfeksiyon hastaliklarinin tanisinda molekller ydntemlerin rutin olarak
kullanilmaya baglamasi, 06zellikle viral enfeksiyonlarin tanisinda 6nemli bir
donim noktasi olusturmustur. Hedef dizilerin hastada genellikle dasuk
konsantrasyonlarda bulunmasi nedeniyle, nikleik asit ve hedef sinyal amp-
lifikasyonu yontemleri molekuller virolojide buylik énem kazanmistir. Yapilan
bircok calismadan elde edilen sonucglara dayanilarak yapilan yorumlar, PCR
yontemlerinin hicre kilturlerinde virus izolasyon yontemlerinden daha duyarli ve
daha 06zgil oldugu konusunda birlesmektedir. Buglin gelinen noktada hasta
orneklerinden, bilinen bircok insan virusu saptanabilmekte ve
tiplendirilebilmektedir. Bdylece elde edilen bilgiler profilaktik tedavi, tedavinin
sekillendirilmesi ve hastanin takibi konusunda belirleyici olabilmektedir.

Buglin gelinen asamada molekller yo&ntemlerin bakteriyel kaltur
yontemlerinin yerini almasi sdzkonusu degildir. Molekiler yéntemlerin kultlr
yontemlerine tamamlayici  testler olarak kullaniimalari daha uygun
goérinmektedir. Ancak viral enfeksiyonlarin tanisi icin durum farklidir. Molektler
ybntemler o&zellikle HIV, HBV, HCV, CMV, HSV, EBV ve Parvovirus
enfeksiyonlarinin tanisinda rutin kullanima girmislerdir. Ancak PCR sonuglarinin
degerlendirilmesinde her zaman, kullanilan yontem ve incelenen 6rnegin tiri
g6zoénunde bulundurulmali, tedaviye yodnelik kararin alinmasinda klinik
degerlendirmeler 1siginda yorum yapilmahdir.

Viral molekller tani amaciyla rutin laboratuvarlarda en sik test edilen
viruslar HBV ve HCV’'dir. HBV ve HCV tanisi amaciyla gelistirilmis gesitli “in
house” ve ticari real-time PCR kitleri rutin olarak kullaniimaktadir. Bunlar iginde
Tagman problari veya hibridizasyon problariyla saptama yapabilen farkl testler
bulunmaktadir. HBV ve HCV’'nin molekiler tanisi klinik agidan gok blyuk édnem
tasimaktadir. Onemli olan nokta real-time PCR ile klinik ®rnekte virusun
saptanmasinin 6tesinde, viral kantitasyonun yapilabilmesidir. HBV ve HCV viral
yukinin kantitasyonu, 6zellikle bu viruslarla enfekte hastalarin tedavilerinin
izlenmesi acgisindan ¢ok 6nemlidir. Verilen tedavinin basarili olup olmadiginin
anlasiimasinda en dikkate deder laboratuvar sonucu, viral ylk tayini haline
gelmigtir.

HIV  enfeksiyonu tanisinin  yapilabildigi  rutin  molekiler tani

laboratuvarlarinda da, real-time PCR yontemleri vazgegilmez testler halini
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almaya baslamislardir. GUnimizde eder bir rutin laboratuvarda klinik
orneklerden molekiller ydntemlerle HIV saptanacaksa, bunun real-time PCR
yontemleriyle yapilmasi neredeyse bir zorunluluk haline gelmistir. Hassas ve
dogru bir kantitasyon sonucu elde edilebilmesi icin en uygun secenek real-time
PCR olarak goértiinmektedir. HIV viral yukinun kantitatif olarak saptanmasi da,
Ozellikle verilen tedaviye cevabin anlasilabilmesi acisindan blydk ©6nem
tasimaktadir. Bu nedenle bu tir hastalara, tavsiye edilen belirli araliklarla viral
yUk tayini rutin olarak yapiimaktadir.

Real-time PCR ile rutin molekuler tani Cytomegalovirus (CMV), Herpes
simplex virus tip 1 ve 2 (HSV-1 ve 2), Insan Papilloma Virusu (HPV) ve
Parvovirus B19 tanisi amaciyla da birgok merkezde rutin olarak uygulanmaya
baslamistir. HSV 1 ve 2'nin tek bir reaksiyonla tanisini saglayan multipleks PCR
uygulamalari gesitli merkezlerde kullanilmaktadir. Hem HPV tanisini, hem de HPV
genotiplendirilmesini saglayan real-time PCR uygulamalari da kullanim alani
bulmaktadir.

Real-time PCR ydntemlerinin rutin laboratuvarlarda kullanimi konusunda
EBV tanisi ayri bir 6neme sahiptir. EBV viral yukinun real-time PCR ile kantitatif
olarak belirlenmesi, molekiiler viral taninin saglanmasiyla kalmamakta, 6zellikle
nazofarinks karsinomali hastalarin tedavi takibinde de kullaniimaktadir. Yapilan
son calismalarda EBV viral yuk tayininin, tani ve tedavi takibindeki faydalarinin
yanisira, nazofarinks timor gelisiminin erken bir habercisi olabilecedi de
bildirilmektedir.
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SLAYTLAR

KLINIK LABORATUVARDA

REAL-TIME PCR DENEYIMmI

Dog. Dr. Alpaslan Alp
Hacettepe Universitesi Tip Fakiiltesi
Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji

Anabilim Dal

Rutin Molekiler Tanidaki
Sorunlarin Kaynaklar
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Yéntem
Cihaz
Uygulayici
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Rutin Laboratuvarda
Real-Time PCR

‘Hizli tani
Kantitasyon
-Yiiksek 6zgiilliik
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Molekiiler Tani Laboratuvari

* Molekiiler yontem kullanimina karar verme asamasi
* Hangi yontem kullanilsin?

* Yalanci negatif /pozitif sonuglarla micadele

* Kalite kontrolii

Molekiiler Tani Laboratuvari

*Ayri mekan
‘Yontem segimi
*Uygulayici deneyimi
+Cihaz kullanimi

*Klinik yorum

Molekiiler Tani Laboratuvari

Haftalik Test Sayisi ile Rutin PCR Uygulamasi
Arasindaki Iligki:

-Ornek akigt fazla olan laboratuvarlarda rutin
PCR uygulamasi daha ekonomik.

Hazir ticari kitlerle haftada iki kez
galigilabilmeli.
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Hangi tiir PCR yontemi?

* "In house" yontemler:
-Optimizasyona agik
-Ucuz

* Hazir ticari kitler (gogunlukla real-time PCR):
-Ddsiik kontaminasyon riski
-Standardizasyon imkani
-Pahali

Rutin Laboratuvarda
Real-Time PCR

Testlerde kullanilan cihazlarin kalibrasyonlari belirli
araliklarla kontrol edilmeli, bakimlari yapilmalidir:

Alim agamasinda,

periyodik bakim anlasmasi.

Rutin Laboratuvarda
Real-Time PCR

‘Uygulamas: kolay,

+Kisa stirede sonug alinir,

+Kantitasyon sonuglari daha givenilirdir,
Kontaminasyon olasihgi distktir,

*Test protokolleri (izerinde degisiklige imkan
verdiginden, arastirmalara agik sistemlerdir,

+Pahali sistemlerdir.

Rutin Laboratuvarda
Real-Time PCR

* Sonuglarin dogru yorumlanmasi

Dogru yapilmig bir testle yanlis sonug

verilebilir!

+ Sirekli egitim ve glincelleme

Rutin Laboratuvarda
Real-Time PCR

Hazir ticari kitler kullaniliyorsa:

+ Son kullanim tarihlerine,
+ Uygun saklama kosullarina,
dikkat edilmeli.

H. U. Molekiiler Tani Laboratuvari

* Hepatit B virusu (HBV)

* HIV

* Herpes simpleks virus 1 & 2
* Epstein-Barr virus (EBV)

* Adenovirus

* Parainfluenza virus 1, 2, 3
* Rhinovirus

* Bocavirus

* Hepatit C virusu (HCV)

* Cytomegalovirus (CMV)

* Parvovirus

* Human Papillomavirus (HPV)
* Influenza virus A & B

* Coronavirus

* RSV

* Enterovirus

Mycobacterium tuberculosis
* Legionella pneumophilia
* Streptococcus pneumoniae
* Helicobacter pylori

* Translokasyonlar

* Chlamydia pneumoniae
* Mycoplasma pneumoniae
* Haemophilus influenzae
* VRE
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Tiiberkiloz
Laboratuvar Tanisi

* Mikroskopik inceleme

+ Kiltir yontemleri
- S
- Kah

* Molekiiler yontemler
Mikobakteriyel DNA'nin saptanmasi

PCR duyarhligini etkileyen faktéarler

+ Inhibitsr maddeler:
- Solunum yolu orneklerinde: % 4
- Solunum yolu-disi érneklerde: % 18

Boddinghaus B et al: R | of PCR inhibitors by silica
membranes. J Clin Microbiol 2001, 39:3750-3752.

Tiberkiiloz Laboratuvarinda
Molekiiler Yéntemlerin Kullanimi

+ Tiberkiloz tanisi

* Mikobakterilerin tiir diizeyinde tanimlanmasi
* M. tuberculosis suslarinin genotiplendirilmesi
* M. tuberculosise karsi ilag direncinin saptanmasi

PCR duyarlihgini etkileyen faktorler

Inhibitér maddelerden kurtulmak miimkiin mii?

+ Kaynatma yontemiyle DNA izolasyonu
+ Albumin eklenmesi
+ DNA’nin silikon membranlara baglanmasi

+ Ornegin 1/10 diliisyonu

PCR duyarlihgini etkileyen faktorler

+ Nikleik asit izolasyon yontemi
- Inhibitér maddeler
+ Basil atiliminin az olmasi

Tiberkiloz tanisinda
hangi tir PCR yontemi?

+ “In house” yéntemler
- Optimizasyona agik
- Ucuz
* Hazir ticari kitler
- Standardizasyon imkani
- Solunum yolu rnekleri igin optimize edilmis
- Pahal
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Hangi tiir PCR Yontemi?

- Birgok galismada “in house" yéntemlerle hazir ticari kitlerin
duyarlilik ve 6zgiilliikleri arasinda 6nemli bir fark olmadig
gosterilmis:

Huang TS et al: Comparison of the Amplicor assay and Digene system
with in house PCR... J Clin Microbiol 1996, 34:3092-3096.

Yuen KY et al: Comparison of two automated DNA amplification systems
with a manual one-tube nested PCR... J Clin Microbiol 1997, 35:1385-
1389.

Cohen RA et al: Diagnosis of pulmonary tuberculosis using PCR assays on
sputum... Am J Respir Crit Care Med 1998, 157:156-161.

Tlag Direnci Saptanmasinda Real-Time PCR

Rifampin direncine neden olan
mutasyonlarin gériildiigli gen balgeleri:

RNA polimeraz B dnitesine baglanir

Hizli bakterisidal etki

RNA polimeraz B initesini kodlayan rpoB'de
mutasyon: DIRENG

Mutasyonlarin %96's1, 507-533. kodonlar
arasindaki 81 baz giftlik bélgede

En sik mutasyon: 531, 526, 516. kodonlar

M. tuberculosis'te direng saptanmasinda
kullanilan yontemler

- Fenotipik Yéntemler:
- Kiiltir yontemleri
+ Lowenstein-Jensen besiyeri
+ Middlebrook agar
- Hizh tani sistemleri
+ Bactec 460
+ MGIT 960
+ Genotipik Yontemler:
- Mutasyon saptama ysntemleri
+ Heterodupleks analizi
+ Real-time PCR
+ DNA dizi analizi

Tlag Direnci Saptanmasinda Real-Time PCR

Izoniazid direncine neden olan
mutasyonlarin gériildiigli gen bélgeleri:

kat6: Katalaz-peroksidaz (%60)
inhA: Yag asidi uzamasi

(enoil rediiktaz: %30)

ahpC: Alkil hidroksiperoksit rediktaz
oxyR: Oksidatif stres regiilasyonu

M. tuberculosis'te direng saptanmasinda
kullanilan molekiiler yéntemler

Elektroforez esash yontemler
- SSCP (Single-Strand Conformation Polymorphism)
- Heterodupleks analizi

DNA dizi andlizi

Hibridizasyon esasli yontemler
- Real-time PCR

+ FRET problar:

+ TaqMan probu

* “Molecular beacon”

Tlag Direnci Saptanmasinda Real-Time PCR

Etambutol direncine neden olan
mutasyonlarin gériildigli gen bélgeleri:

Hiicre duvari sentezini bozar:

Mikolik asitlerin peptidoglikana baglanmalarinda kopri
gorevi (istlenen arabinogalaktanin hiicre duvarina
eklenmesini engeller,

+ Trehaloz mono ve dimikolatlar birikir.

Esas hedef: Arabinosil transferaz;
embA, embB, embC
embB 306. kodonda mutasyon (%70-90): DIRENC
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Tlag Direnci Saptanmasinda Real-Time PCR

Kinolon direncine neden olan
mutasyonlarin gériildiigli gen bélgeleri:

+ Nalidiksik asitin sentetik deriveleri olan
siprofloksasin ve ofloksasin

+ DNA giraz inhibisyonu: bakterisidal etki

- Direng: A ve B (nitelerini kodlayan gyrA ve gyrBde
mutasyonlar

* Mutasyonlarin %85'i 40 aa'lik gyrA bélgesinde

HIV Viral Yik Tayininin Onemi

+ Tedaviye baslandiktan sonraki siireg:
> 1-4 hafta: HIV RNA seviyesinde hizli
diisis.
> Daha uzun siireli (birkag ay), fakat daha
yavas bir disis.
> Maksimum antiviral etki 4-6 ayda saglanir.

Tedavi etkinliginin anlasilabilmesi amaciyla kullanilan en
onemli parametre:

Kantitatif HIV RNA olgiimii = Viral Yiik Tayini

J Infect Dis 2002; 185:178

* Viral yik saptanmasinin énemi

- Tani
- Tedavi etkinliginin izlenmesi
- Timor belirteci olarak kullanim olasiligi?

Tedavi Etkinliginin
HIV Viral Yik Olgimii ile Izlenmesi

+ HIV RNA;
> Tedaviye baslarken,
>3-4 aylik araliklarla, bakilmali.

> Anlamli degisim: Viral yiikte en az %50
azalma.

- Tedavi bagarisi:

> 24-48 haftada viral yiikiin 50 kopya/ml'nin
altina diistirdlmesi.

Scand J Infect Dis 2003: 35:155.

HBV ve HCV Molekiiler Tanisi

+ Klinik orneklerden tani ve
kantitasyon

+ Tedavi etkinliginin takibi

+ Dogru ve hassas kantitasyon igin:
- Verimli nikleik asit izolasyonu
- Real-time PCR

Tedavi Etkinliginin
HIV Viral Yik Olgimii ile Izlenmesi

+ Lancet 2003; 362:679

> Alti ay siireyle HAART uygulanan 9323
hastada,

> Klinik diizelmenin en 6nemli gostergeleri,
CD4 sayisi ve viral yiik.
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HIV ile Enfekte Hastalarin
Degerlendirilmesi

- Avrupa AIDS Klinik Birligi (EACS)
Kilavuzu:

» HIV Viral Yiiki:
v ilk vizitte,
v Tedavi almayan asemptomatik hastalarda 6 ayda
bir,
v Tedaviye baslarken,
v Tedavi siirerken 3 ayda bir, bakilmali.

Transplantasyon Hastalarinda
CMV Enfeksiyonu

* Transplantasyon hastalarinda organ reddini

dnlemek amaciyla uygulanan immiinsupresif
tedavi, CMV enfeksiyonu gelisme riskini
arttirie,

- Immiinsupresyon derecesi arttikga, CMV

enfeksiyonu gelisme orani da artar
(kemik iligi transplantasyonunda en yiiksek)

Sitomegalovirus (CMV)
Enfeksiyonlari Tanisinda
Real-Time PCR

+ Diinya niifusunun biyiik gogunlugu CMV
ile enfekte olmus durumda (%60-100)

+ Bitiin Herpesvirus ailesi lyelerinde
oldugu gibi, CMV de akut enfeksiyon
sonrasinda viicutta latent olarak
kalabilir.

CMV:
Molekiiler Tani

+ Kalitatif PCR ile aktif ve latent
enfeksiyon ayrimi yapilamiyor.

+ Kantitatif PCR: Real-time PCR ile
viral yik tayini.

Hastaligin takibinde onemli.

Sitomegalovirus Enfeksiyonlar
Tanisinda Real-Time PCR

+ En sik rastlanan firsatgi patojen
- Immiinsupresif hastalarda tehlikeli
enfeksiyonlar:
- Organ transplantasyonlari sonrasinda:
Bobrek, karaciger, kalp, akciger, kemik iligi.

* Viral yik saptanmasinin énemi

- Tani
- Tedavi etkinliginin izlenmesi
- Timor belirtegi olarak kullanim
olasiigi: EBV ornegi
+ EBV kantitasyonunda "Real-time PCR"
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Epstein-Barr Virus (EBV)
Enfeksiyonlari Tanisinda
Real-Time PCR

* Primer EBV enfeksiyonlarinin gogu
asemptomatiktir.

+ Neden oldugu hastaliklar:
- Akut infeksiy6z mononiikleozis
- Nazofaringial karsinom
- Burkitt lenfoma ve diger lenfomalar
- Immiinsupresif kisilerde diger

lenfoproliferatif hastaliklar

Ornek Hasta-1:

+ b6 yasinda erkek hasta.

+ Evre IIT nazofarinks karsinoma.

+ Kemo-radyoterapi uygulanmis ve tam cevap

alinmis.

+ Tedaviden 2 yil sonra, real-time PCR

sonucu: 518 kopya/ml EBV DNA saptanmis.

* Laboratuvar bulgulart normal.

+ PET-CT: Mediastinal, mezenterik,
reaortik lenf nodu metastazlari ile
epatik, pankreatik ve kemik metastazlar:

saptanmig.

+ Kombine kemoterapi baglanmis.

Epstein-Barr Virus (EBV) Enfeksiyonlar:
Tanisinda Real-Time PCR

+ Diinya nifusunun %90'dan fazlasi EBV ile
enfekte olmustur.

* Saglkh EBV tasiyicilarinda EBV DNA:
1-50 EBV genomu/10° mononiikleer hiicre
(¢ogunlugu B lenfositler)

Ornek Hasta-2:

57 yasinda erkek hasta.

Evre IV nazofarinks karsinoma.
Kemo-radyoterapi uygulanmis ve parsiyel cevap
alinmus.

Tedaviden 9 ay sonra, real-time PCR

sonucu: 180 kopya/ml EBV DNA saptanmis.
Laboratuvar bulgulari normal.

Iki hafta énceki MR sonucu normal.

PET-CT: Servikal lenf nodu metastazi
saptanmig.
Kombine kemoterapi baslanmis.

Epstein-Barr Virus (EBV) Enfeksiyonlar:
Tanisinda Real-Time PCR

* Kalitatif PCR ile aktif ve latent
enfeksiyon ayrimi yapilamiyor.

+ Kantitatif PCR: Real-time PCR ile viral
yik tayini.

Ozellikle EBV-iligkili timérlerin takibinde
gok dnemli.

Klinik Orneklerden
EBV Saptanmasinda Real-time PCR

* Nazofarinks karsinomali hastalarda plazma
EBV DNA izlenmesi, invaziv olmayan, hizli
sonug veren ve givenilir bir timor belirteci
olarak kullanilabilir.

+ Plazma EBV DNA (-) hastalikta prognoz
daha iyi olabilir.

+ Tedavi sonrasinda EBV DNA saptanmasi koti
prognoz isaretidir.
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