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GIRIS VE AMAC

Genellikle oldiriici olmayan, kronik seyirli hastaliklara .yol agtify bildirilen parazitlerin
erigkinlerde is glicli kaybi, ¢cocuklarda zihinsel ve bedensel gelismeyi geciktirmesi nedeni
ile toplumsal tahribata ve biiylik ekonomik kayiplara etken oldugu belirtilmektedir. Son
yillarda sik kargilagtlan immiin yetersizlik olgularinda parazit hastaliklarimin- 6liimlere
neden olmasiyla 6nemi daha iyi anlagilan parazitoloji konusunda tip diinyasindaki

yeniliklerden ve geligmelerden yararlaniimast zorunlu hale gelmigtir.

i3ir eriskinin verimli, basarili yasayabilmesi, bir gocugun saglikli gelisebilmesi igin parazit
hastaliklarinin en kisa stirede tedavi edilmesi gerekmektedir. Tedavi i¢in dogru ve izl
taniya ulagmak onemli olup, bu yolda hekimin kargisina gesitli alternatif yontemler
sunulmaktadir. Tam, hastamin klinik durumunun, sosyo-ekonomik diizeyinin, yasadig
ekolojik ¢evrenin degerlendirilmesi sonrasinda hekimin belirleyecegi uygun yontemlerin
uygulanmas: ile mimkiindiir. Zamamnda ve dogru konamayan tam ile hasta magdur

oldugu gibi eradikasyon galigmalarinda da bagansizliklara yol agmaktadir.

Duyarliligs ve 6zgiinliigi yliiksek metodlarin gelistirilmesine yonelik galigmalaria etkene
ait genetik materyali saptamay1 hedefleyen hatta bu genetik materyali ¢oklastirarak ortaya

¢ikaran yontemlerle oldukga etkileyici sonuglara ulagtlmigtir.

Genetik molekiiler yontermlerin bir ¢ogu gibi polimeraz zincir reaksiyonu da gii¢lii ve yeni

bir yontem olarak parazitoloji alaninda kullamlmaktadir.

Calismamizda Polimeraz Zincir Reaksiyonunun parazit hastaliklaninin tamsinda
kullanlmasina olanak saglamak iizere anabilim dahmizda da uygulanabilmesi
hedeflenmistir. Polimeraz Zincir Reaksiyonu gibi ileri bir teknolojiyi uygulamama olanak
saglayan ve ¢aligmalarim swrasinda maddi ve manevi destegini de esirgemeyen sayin
hocam Prof. Dr. M. Ali Ozcel’e ve anabilim dalimizin yardimlarini unutamayacagim tiim
Ogretim Uyelerine, tez damgmamm sayin Dog. Dr. M. Ziya Alkan’a, birlik';e caligma

sansin yakaladigim sayin Uz. Bio. Aylin Babaoglu’na igten tegsekkiirlerimi sunarim.



KAYNAK BILGILER
1. PARAZIT HASTALIKLARINDA TANI YONTEMLERI

1.1 MUAYENE VE GENEL LABORATUVAR BULGULARI

Parazit hastabiklarinin tamusina giden yolda, hastanin yakinmalarimn yeterince belirgin ve
6zgiin olmamast nedeni ile, bu bilgilerin klinik bulgularla birlestirilmesi halinde dahi kesin
tam konulamayacagi bildirilmistir(12). Bu zorlugun nedenleri arasinda birgok parazit
hastaliginda prodrom doneminin uzun siirmesi, eklenen siper enfeksiyonlarin klinik
tabloyu saptirmasi, poliparazitizm hali ve immun yetersizlik gibi faktorler gosterilmekte
ancak, nadir de olsa Romano belirtisi, ¢ivi arazi gibi patognomik bulgulann varligindan

bahsedilmektedir (12, 48).

Kan tetkiklerinde anemi, eosinofili; idrar tetkikinde hematiiri; gaitada gizli kan;
ultrasonda organomegaliler, kistik yapilar, mikrosefali ve makrosefaliler; rontgende
serebral kalsifikasyonlar, kalsifiye kistik yapilar, kontrast radyografide barsak liimeninde
bulunan olugumlar; rektosigmoidoskopik incelemede zimba ile delinmis goriiniimii veren
lilserasyonlar; bilgisayarli tomografi ve magneﬁk rezonans gorintilemede yine
organomegaliler; kistik olusumlar genel kontrol amaci ile veya bazi hastaliklarin tanisi ya
da tedavisi esnasinda uygulanan basit ve ileri tetkiklerin sonuglan olarak hekimi, bir

parazit hastalifina yonlendirebilecek bulgular arasinda gosterilmistir(12, 17, 30, 48).
1.2 PARAZITOLOJIK LABORATUVAR YONTEMLERI

Parazitolojide tamt yontemleri direkt ve indirekt yontemler baghg altinda incelenmekte,
direkt yontemlerde, etkeni gdrmeye veya etkene ait antijen ve genetik materyali
saptamaya yonelik, indirekt yontemlerde ise alletjik, serolojik incelemelerle, allerjik
reaksiyonlart ve antikorlar tespit etmeyi hedefleyen metodlar tammlanmistir(12, 17, 30,

48). Son yillarda antijen veya antikorlarin arandigi immiinolojik yontemler spesifik



niikkleik asit saptanmas: amaciyla gelistirilen genetik yontemler ayn bagliklar altinda

incelenmeye baglanmigtir(32).
1.2.1 DIREKT YONTEMLER

Direkt yOntemlerde muayene materyalinin alimg zamamnin, laboratuvara ulagtirma
siresinin, incelemeye kadar gecen siirede muhafaza etme geklinin 6nemi tiizerinde

hassasiyetle durulmaktadir(6, 32).

@enellikle digki muayeneleri i¢in uygulanmast gereken makroskobik baki ile, gaitamn
kokusu, kivami, kan igerip igermedigi incelenerek fikir edinilecegi gibi, bazi helmintlerin

goriilerek tamya gidilebilecegi de bildirilmigtir(48).

Ozellikle, canli, hareketli trofozoidleri gérmek amaci ile uygulanan tuzlu su preparasyonu
ile, protozoon kistlerinin, helmint yumurta ve larvalariiin da gorilebilecegi, muayene
materyali olarak gaita, idrar, balgam, beyin omurilik sivisi, vaginal akinti, mide duedonum
sivisi, perianal bolge materyali, deri kazintisi, deri lezyonu, dalak, karaciger, akciger,
mide, intestinal sistem, mesane, kemik iligi, lenf bezi, kas, biopsisi ile alinan doku

Orneklerinin incelenebilecegi belirtilmektedir(6).

Gaita igin uygulanan sik olarak Modifiye d’Antoni ve Lugol yéntemlerinin kullamildig
basit boyamali direkt baki metodunda, trofozoidlerin bozulacag: i¢in goriilemeyecegi,
ancak niikleuslarinin belirgin hale gelmesiyle protozoon kistlerinin, daha kolay tamnacagi
vurgulanmaktadir(32). Bu yontemler disinda mertiolat-iyot-formaldehit (MIF) ve Nair’in

metilen mavisi soliisyonu da kullanilan uygulamalar arasinda tanimlanmigtir(6).

Yumurtalaruu perianal bolgeye birakan Enterobius vermicularis infeksiyonunun tansinda
etkili ve pratik bir yotem olarak anal bant metodu gosterilmigtir(19). Direkt inceleme ile
tespit edilemeyecek kadar az sayidaki parazitlerin veya bunlarin larva, kist ve
yumurtalanmn 6zgil agirhklanmin farklh olmasindan kaynaklanan ¢okme veya yilizme
dzelliklerinden yararlamlarak uygulanan ¢oklagtirma yontemleri, ylizdirme ve ¢oktiirme

metodlart baghklan altinda incelenmektedir(6, 12, 17, 30, 48).



Coktirme yontemlerinin kist ve abselerden alinan biopsi materyali, idrar, kan, balgam;
gaita Orneklerinde uygulanabilecegi bildirilmistir(17, 30). Kan tetkikleri igin
mikrohematokrit tipi, filtre kagidi gibi araglar kullanilarak gelistirilen gesitli yontemler
de yayimlanmgtir.(14, 27)

Digkt igin kullanilan yizdirme yontemleri arasinda doymus tuzlu su, seker, ¢inko siilfat
yardumi ile uygulanan metodlar bildirilmigtir(12, 48).

Direkt ‘metodlar ile tanimlanamayan organizmalar igin veya parazitlerin yapilarinin daha

3yr1nt1h incelenebilmesi amaci ile gelistiriien birgok boyama yontemi belirtilmigtir(6, 30).

Bu yontemler arasmdz; gaita incelemesinde oOzellikle barsak protozoonlart igin sik
kullamlan' trichrome, demir hematoksilen, asit-fast boyama yontemleri ve bunlarin gesitli
modifikasyonlar1 tanimlanmugtir(18, 21, 46, 55). Organ ve dokulardan alinan biopsi
materyalleri, viicut salgllann ve kan preparatlarinin incelenmesi i¢in Giemsa, Wright,
trichrome, Papanicolaou, methenamin-giimiig gibi boyama yontemleri tanimlanmug ve bu
yontemlerin de gesitli doku ve parazitlere yonelik modifikasyonlar bildirilmigtir(6, 10, 17,
30, 50).

Etkenin canli ve cansiz ortamlarda gogaltilmasina yonelik, kiltir yontemlerinin pratik
olmamalart nedeni ile birgok laboratuvarda rutin uygulamada kullamlmadigi, molekiiler
yontemlerin gelismesi ile, tam amagl kiltir yontemlerine daha az gereksinim duyuldugu

belirtilmistir(19).

Genellikle fare, sigan, hamster gibi kemirgenlerin kullanildigs in vivo kiiltiir yonteminin de
tani amaci ile kullanilabilecegi, ancak, konakta paraziteminin tespit edilebilecek diizeye

ulagmasi igin belli bir stirenin gerekli oldugu vurgulanmugtir(6, 17).

in vitro kiiltiir metodlarinin kullamlmasiyla, nematod larvalarinin sayilarnn arttirilarak,
yumurtalardan ¢itkan larvalann incelenerek, birinci evre larvalanin ikinci evrede
morfolojilerinin gozlenerek tamya gidilebilecegi, Entamoeba histolytica, Naegleria

Jfowleri, Acanthamoeba spp. Trichomonas vaginalis, Toxoplasma gondii, Trypanosoma



cruzi ve Leishmania’lar i¢in gelistirilen 6zel kiiltir yontemlerinin de kullanilabilecegi

bildirilmistir(17, 19).

Xenodiagnosis yonteminin Trypanosoma cruzi ve Trichinella spiralis infeksiyonlarinin
tamst - igin kullanldifi, bir ¢ok laboratuvar igin pratik olmadigi belirtilirken, Chagas
hastaliginda duyarlilig1 %67 olarak saptanmustir(6, 17).

1.2.2 IMMUNOLOJIK YONTEMLER

‘fmmﬁnolojik yontemler i¢inde, antijen ve antijene Ozgiin antikorun birlesmesi esasina
dayanan, Ozgiin antikorlar kullamlarak antijeni veya saflastirilmis antijen kullanilarak

ozgln antikorlan saptanmaya ¢alisan cesitli metodlar incelenmektedir(5, 6, 17, 30, 32).

Immiinolojik yamtin sadece parazitin tiirine gore degil, hastanin biyolojik yapisina,
infeksiyonu olusturan susa, hastalifin evrelerine gore de degistigi vurgulanmustir(17). -
Ozellikle antikor diizeyini saptamaya yonelik metodlar iizerinde yogunlasan gayretlerle
cesitli modifikasyonlar aragtinlarak daha 6zgiin ve daha duyarh yontemlerin gelistirilmeye
caligtldig belirtilmigtir(32).

’

Sik kullandan metodlardan,

a) Kiltiirden elde edilmis parazitlerin gesitli serum diliisyonlan ile kiimelenmesiyle
serumda antikor olup olmadigim saptayan direkt agliitinasyon testi (DAT),

b) Antijen antikor kompleksine baglanan komplemanin hemoliz yapamamasina dayali
kompleman fiksasyon testi (CF),

c) Antijen ve antikorun jel iginde pasif yayilmm sirasinda en yogun olarak
kargilagtiklar: bolgelerde presipitasyon ¢izgisi olugmasindan yararlanan jel difiizyon
yontemi, agarda double diffiizyon (DDA), immin difiizyon (ID), Ouchterlony
y6ntemleri,

d) Antikorlarin jel iginde elektrik akim yardimu ile yirGtilmesinden sonra hareket
yoniine paralel olacak gekilde eklenen antijenin dagilmasi sirasinda yiiriitiilmiig
vantikorlarla kargilastigi  bolgede presipitasyon ¢izgisi olusmasi prensibiyle

uygulanan immiin elektroforez (IE),



e) Antijen kaplanmig koyun eritrositlerinin antikor varlifinda agliitine olmas:
prensibine dayah indirekt hemagliitinasyon teknigi (IHA),

f) Bilinen partikiil antijen ve fluoresan isaretli konjuge yardim ile antikor varligim
gosteren indirekt fluoresan antikor teknigi (IFAT),

g) Fluoresan igaretli antikorlarin baglanmasi ile antijen saptayan direkt fluoresan
antikor teknigi (DFIT),

h) Partikiil araciligi ile antijen varh@inda agliitinasyon gortlmesi ilkesine dayanan
bentonite flokiilasyon (BF) ve latex agliitinasyon (LA) testleri,

i) th yiiklii proteinlerin elektrik akimi yardume ile yiritilmesi yolu ile gerceklesen
antijen-antikor birlesmesinin kullanildif: ters yonli immiin elektroforez (Counter
immunoelektrophoresis) (CIE),

j) Radyoaktif izotop ile igaretlenmis antijen veya antikorla yapilan radio immiinoassay
RIA),

k) Belirli bir antijene karg1 olusmus imminglobilin E (IgE) ve immunglobiilin G (IgG)
olgiimii i¢in kullanilan, sorbente baglanmug antijenle antikorlarin tutulup, radyoaktif
olarak igaretlendigi radioallergosorbent test (RAST),

1) Antijen antikor kompleksinin enzim ve substrat yardim ile boyanarak antijen veya
antikor aﬁzeyirxin renk Olgimi ile saptandidi, birgok modifikasyonu gelistirilen
enzyme linked immunosorbent assay (ELISA) yontemleri bildirifmistir( 6, 17.30,
32, 49).

Bazi protozoon hastaliklarinda antijen aranmasi ile uygulanan tesler tablo 1’de, yine aym

hastaliklarda antikor aranmas igin kullanilan testler tablo 2’de gosterilmistir(17).

'HASTALIKLAR KULLANILABILEN YONTEMLER
Amobiasis IFAT, ID, CIE, ELISA
Chagas ELISA
Giardiasis ID, DFAT, ELISA
Leishmaniasis
Malaria DFAT,
Pneumocystosis CIE, ELISA, IFAT
Toxoplasmosis DFAT, ELISA

Tablo 1: Bazi protozoon hastaliklarinda serumda, viicut sivilarinda ve biopsi
materyallerinde antijen aranmasi igin kullanilabilecek yontemler.



HASTALIKLAR| TANIDA DEGERLI |DENEYSEL OLARAK| DENENMIS
YONTEMLER  |UYGULANABILECEK DIGER
YONTEMLER YONTEMLER
Amobiasis CF, BF, IHA, LA, [FA,
1D, IE, CIE, ELISA
Chagas CF, IHA, LA, DAT, IE, ELISA D
IFAT CIE,
Giardiasis IFAT, ELISA 1D
Leishmaniasis CF, IHA, LA, DAT, ELISA ID, IE, CIE, RIA
IFAT,
Malaria IHA, IFAT, ID, ELISA |CF, LA, CIE IE, RIA
Pneumocystosis |CF, IFAT LA
[ Toxoplasmosis |CF, IHA, LA, IFAT, RIA
ELISA

Tablo 2: Bazi protozoon hastaliklarinda serumda 6zgiin antikor aranmasi igin

kullanilabilecek yontemlerin siniflandirilmasi (Kisaltmalar metin kisminda agiklanmgtir).

Antijenin deri igine verilmesinden sonra gelisen allerjik yarutin degerlendirildigi testlerden
Leishmanin (Montenegro) ve Casoni testlerinin antikor olusumuna neden olmasi ve asirt

duyarlilik reaksiyonlarina yol agmasi nedenleri ile 6nemlerini kaybettigi belirtilmigtir(17).

1.2.3 GENETIK MOLEKULER YONTEMLER

Genetik materyalin  aragtindldi®i  molekiller yontemlerin, serolojik ve kiiltir
yontemlerinden farkli olarak aranan organizmanin sadece niikleik asitlerinin varhigin

ortaya koydugu 6nemle vurgulanmaktadir(32).

Molekiiler yontemler amplifikasyonsuz klasik ve amplifikasyon yontemleri- baghklan altinda
incelenmektedir, bu yontemlerin duyarliliklar arasinda 6nemli farklar saptanmugtir (Tablo 3), (32).

UYGULANAN YONTEMLER DUYARLILIKILARI
Ethidium Bromide ile Direkt Boyama 10°
Radyoaktif Kisa Prob Yontemleri 10°
Radyoaktif Uzun Prob Yontemleri 10*
Enzime Bagli Prob Yéntemleri 10*
Istk Veren Kimyasal Maddelere Bagli Prob Yontemleri 10*
Birlesik ve Dalli Prob Yéntemleri 10*
Niikleik Asit Amplifikasyon Yontemleri <10

Tablo 3: Cesitli Yontemlerin Nukleik Asit Kopya Sayisi Cinsinden Duyarliliklar:.



1.2.3.1 KLASIK YONTEMLER

Klasik yontemler olarak herhangi bir g¢oklagtirma teknigi uygulanmayan, problarin
(Niikleik asit zincirinin belirli bir bolumiindeki niikleotidleri kargilayabilecek sekilde
uygun sirada dizilmis, iki ucu niikleotid baglantisina uygun olmayan, gesitli uzunluklarda
zincirler) hibridizasyonu (Problanin niikleik asit zincirinde spesifik oldugu niikleotid
dizisine baglanmasi) sonrasinda bu problarin isaretlenerek isaretin goériiliir hale getirildigi
metodlar  bildirilmis ise de duyarhlifin arttinlmas: amaciyla bu ySntemlere

uygula}labilecek isaret amplifikasyon teknikleri de tanimlanmigtir(32).

Klasik (Amplifikasyonsuz) yontemler:
a) Sivt faz hibridizasyonu,
b) Kati faz hibridizasyonu,
c) In-situ hibridizasyon bagliklar1 altinda incelenmistir(32).

Denattire (Kargiikli zincirlerin birbirinden ayrilmasi) edilmis deoksiriboniikleik asitin
(DNA) siv1 ortam iginde prob ile hibridizasyonundan sonra, ya hibridize olmamus
DNA’nin S1 niikleaz enzimi ile etkilenerek sadece hibridize olmus, yani ikili zincir haline
doniismiis DNA’min triklorasetik asit ile presipitasyonu, ya da dogrudan sadece hibridize
DNA’ya tutunan hidroksiapatit kolonlan ile isaretlenmesi esasina dayali sivi faz
hibridizasyonu yonteminin rutin uygulamada en popiiler modifikasyonu olarak, proba,
alkali ortamda peroksitlerin eklenmesi ile gtk yayan acridinium ester baglayarak

yliriitillen hybridization protection assay (HPA) yontemi tanumlanmigtir(32).

Sivi faz hibridizasyonu yontemlerinin avantajlart arasinda izl hibridizasyon nedeni ile
test stresinin kisa olmast ve hibridize olmamig DNA veya problan uzaklagtirmak igin

uygulanan yikama agamalarim gerektirmemesi gosterilmistir(32).

Slot blot veya dot blot hibridizasyonu olarak adlandirilan kati faz hibridizasyon
yonteminde, hiicreler pargalanip, DNA’nin denaturasyonundan sonra vakum yardimi ile
bir membrana aktarilmasi, bu membramn igaretli problar igeren bir soliisyonda

hibridizasyon igin inkubasyonunu takiben uygulanan yikama ile baglanmamig problarin



uzaklagtinlmas: seklinde yurutildigi belirtilmistir(32). Bu yontemin biri DNA’y1 kati
ortama yapigtiran, digeri ise isaretleyen iki prob ile geligtirilen modifikasyonu sandvig
hibridizasyonu olarak adlandirilmustir(31). Saflagtinlan DNA’nin endoniikleaz enzimleri
ile belirli yerlerden kesilerek uzunluklarma gore agaroz jel elektroforezinde
aynistinildiktan sonra, nitroselliloz tabakaya aktarlmasi ve spesifik problar ile
isaretlenmesi Southern blot, bu yéntemin riboniikleik aside (RNA) enzim kullanmadan

uygulanmast Northern blot adiyla tammlanmistir(32, 45).

Kati faz hibridizasyon yontemlerinin bir test iginde birgok ornegi inceleme firsati

vermesine ragmen, bol nukleik asit gerektirmesi, karmagsik olmasi ve uzun stirmesi gibi

dezavantajlan da belirtilmistir(32).

Infeksiyonun dokularda bulundugu yerleri ortaya koyabilen in situ hibridizasyon metodu
DNA prob yontemlerinin en verimli uygulama sekli olarak iddia edilmektedir(32).
Formalin ile fikse edilerek parafinlenmis dokularin hassaslagtirilmasiyla nikleik asit
denatiirasyonundan sonra, probun butinligi bozulmamug hiicre iginde hibridizasyonu
prensibine dayali bu yOntemin, kisa problar kullanimasiyla daha basarili oldugu

bildirilmistir(32).
1.2.3.2 AMPLIFIKASYON YONTEMLERI

Niikleik asit amplifikasyon tekniklerinin bir tam yontemi olmayip, sadece ¢ogaltma
yontemleri oldugu, amplifikasyon teknikleri konusunda unutulmamasi gereken onemli bir

ayrint: olarak nitelenmektedir(32, 43, 47).

Hedef niikleik asit amplifikasyon tekniklerinin duyarhligirun ¢ok yiiksek olmasi sayesinde,
igaretli problarn kullanimina gerek kalmadan basit boyama yontemleri ile sonuca
gidilebilecegi, ancak karmagik olmalari nedeni ile standardizasyonun giiclestigi
vurgulanmugtir(32).



10

Hedef niikleik asit amplifikasyon teknikleri:
a) Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR),
1. Nested PCR,
2. Multiplex PCR gibi modifikasyonlar,
b) Self-Sustaining Sequence Replication (3SR)
c) Strand Displacement Amplifikasyon (SDA) baghklant altinda incelenmektedirler
(32).

1k kez?i' 1983 yilinda Kary Mullis tarafindan diisiiniilen, 6rekteki tek bir niikleik asidi bile
:éésterebﬂecek kadar gliglii olan PCR g¢ogaltma yonteminin tammlanmasi, belirli bir nikleik
asit dizisinin, in vitro sartlarda, enzimatik olarak gogaltilmas: seklinde yapilmaktadir(3, 7, 42).
Bu iglemler i¢in belirlenen niikleik asit kismumn herbir zincirinin 3’ ucuna tutunacak ve 5’
istikametinde uzayacak iki kisa nukleotid dizisi (primer), uzamay1 saglayacak olan DNA
polimeraz enzimi ile yeni zincirlerin yapisinda yer alacak niikleotidler ve reaksiyon icin gerekli
tuzu igeren tampon soliisyonlardan yararlamldlgl bildirilmigtir(7, 42). Standart bir PCR
uygulamasinin sonucunda 100 pl reaksiyon sivisinda 10" kopya niikleik asit bulundugu ve bu
miktarin olimpik olgiilerde bir yiizme havuzuna kangtinlmasi sonucu havuz suyunun her 100
ul’sinde ortalama 400 adet niikleik asit kopyasmmn bulunacad, ayrica kullamlan bir pipet
ucunda kalan 0.1 ul drekte bile 10° adet kopya bulunacag belirtilerek, PCR’1n giiciiniin,
kontaminasyon riskini arttirmasindan s6z edilmistir(26).

PCR’in tam metodu olmayip sadece bir amplifikasyon yontemi o-lma51 nedeni ile PCR 6ncesi
ve sonrast islemlerden bahsediimekte, PCR 6ncesinde, materyalin protein gibi PCR igin
inhibitor maddelerden armdinlmas: ve niikleik asidin saflagtmlmas: (ekstraksiyon), PCR
sonrasinda ise amplifiye olmus niikleik asidin analizinin yapildigi, bu agsamalarn giivenli olarak
uygulanabilmesi i¢in en az i¢ ayrt oda gerektigi, bu odalar arasi izolasyonun yeterli kalitede
olmasi, kontaminasyona karst zorunluluk olarak gosterilmistir(47).

PCR asamasinda DNA’mn ¢ift sarmal yapisiu bozup, tek zincir haline getirmek
(denatiirasyon) igin 92-95°C, primerlerin hedef bélgelere tutunmalan (annealing, priming)

i¢in 37-72°C, primerlerin 3’ yoniine dogru uzayarak (ekstensiyon) tutunduklan tek zincir
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DNA’nin kargtligin (komplementer) olugturmalan igin 72°C 1s1 gerektigi ve bu ¢ farkl
isinin ardarda uygulanmasindan olugan siklusun 25-45 tekrarlanmasinin termal blok

(thermocycler) ad1 verilen cihazla saglanabilecegi bildirilmigstir (Sekil 1), (7, 26, 42, 43).

DNA
5 DENATURASYON }\,
3' 5’
5! N ANNEAL]NG
3" — fz KOPYA
, . EKSTENSIYON :
TT— = — — —» n. SIKLUS 2" KOPYA
5  DENATURASYON
3
—— — m— — — -
51
————— —
31
____ ANNEALING
’ —
enmams e — — — — . ﬂ'
>2.SIKLUS —— T —
_____ —— 4 KOPYA — s o
— ~—— . =l
EKSTENSIYON '
— — —— — — ————
_.__ e T T T

Sekil 1 : PCR’1n denaturasyon, annealing ve ekstensiyon agamalarindan olugan sikluslar
ile “n” kez tekrarlanan sikluslar sonucu 2n sayisina ulagan DNA miktari.
Asil DNA zincirn.

—— == = : Uretilen DNA znciri.
P wmemel  Primerler.
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Birinci PCR sonrast {rtiniin ikinpi PCR i¢in omek olarak kullanildigi Nested PCR
yonteminde, son Uriinde bulunan niikleik asit miktarinin direkt boyama ile tespit
edilebilecek kadar bol oldugu, tek tiip veya iki tiip kullamlarak uygulanabilecegi iki
yontem tanumlanmustir(}5, 32). Kontaminasyon riskinin az oldugu, daha karmasik olan
tek tiip uygulamasinin ikinci PCR agamasinda, ilk PCR’a ait primerlerin aktif hale gelmesi
ihtimalinin bulundugu, daha basit olan, inhibitér faktdrlerin de diliile olarak etkisini
azaltmasi avantajim tagiyan iki tiip yonteminde ise kontaminasyon sorunu oldugu
géstefilnﬁstir. Tek tiip yonteminde iki komponent arasinda mineral oil ile fiziksel bir
ayrim séglanmakta ve birinci asamadan sonra santrifiij ile iki komponent birlestirilmekte,
\;eya yapisma 1silart farkli primer gruplan kullamlarak once birinci gruba ait 1s1, sonra

ikinci gruba ait 1s1 uygulanarak ¢aligildid: belirtilmistir(15 , 32).

Ayni anda yapisma 1silan birbirine yakin, hedefleri farkli, birden fazla primer grubu ile
aym nitkleik asidin farkh bolgelerinin veya farkli patojen organiznfalarin niikleik
asitlerinin amplifikasyonuna gidildigi Multiplex PCR yénteminin karsilagtirmali PCR
olarak tanimlanan modifikasyonunda, bilinen konsantrasyonda DNA’nin referans kabul
edilmesi ile diger DNA’'nin miktan saptanmaya ¢absilmig ve amplifikasyon irtinleri

arasinda saptanabilir bir uzunluk farkinin olmasi gerektigi vurgulanmigtir(32, 38).

Transkripsiyona dayal: amplifikasyon sisteminden yola ¢ikilarak gelistirilen 3SR
y(')nteininde kuslara ait, myeloblastosis viriis reverse transkriptaz, Rnase H ve bakteriofaj
T7 DNA’ya bagli RNA polimeraz enzimleri ve bir primer ¢ifti kullanilanularak, bir niikleik
asidin ilk on dakika boyunca her 2,5 dakikada on kat, 1-2 saat sonunda ise 10 milyon kat
¢ogalabilecegi bildirilmistir(11 | 32).

RNA igin daha uygun oldugu belirtilen bu yontemde, DNA’ya uygulanmas: halinde
saflagtirma iglemi gerekmemesi, 37-42°C arasinda isty1 konrol edecek bir sistemden bagka
donarum gerektirmemesi, ¢ok hizli olmast gibi avantajlarin yaminda birden fazla enzim

igermesi ve tek agsamali olmasi dezavantaj olarak gosterilmigtir(32).
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Yine izotermal sartlarda yiiriitilen SDA yontemi ile, spesifik primerler, DNA polimeraz
ve kesici endoniikleaz kullanarak, bir niikleik asidin, iki saatte, yaklagtk 10" katina kadar
cogaltilabilecegi belirtilmistir(31, 32).

1.2.3.3 PROBE AMPLIFIKASYON YONTEMLERI

Probe amplifikasyon teknikleri ise
a) QB Replicase Yontemi,
b) Eigaz Chain Reaction (LCR) olmak tizere iki grupta incelenmektedir(32).

I

QB replicase enziminin, 200 niikleotidlik bir zinciri, 10> katina sadece 13 dakikada
ulagtirabilme hizindan yararlanarak, probe amplifikasyonu yapilan bu sistemde serbest ve
nonspesifik baglanan problann uzaklastirlamamasindan kaynaklanan sorunlarla

kargilagildig: vurgulanmustir(32).

Tek zincir DNA {izerine yanyana hibridize olan iki probun, DNA ligaz enzimi ile birbirine
baglanmas: ve bu problarin primerlerle ¢ogaltilmas: sonucu lineer, DNA’nin her iki zinciri
i¢in ayn problar ve bu problara gore primerler kullaniimas: ile logaritmik amplifikasyon
saglayabilen LCR yOnteminin, problarin birlesme yerinde tek niikleotidlik uyumsuzlugu
tespit edebilme yeteneginde oldugu bildirilmistir(8, 32).

1.2.3.4 SINYAL AMPLIFIKASYON TEKNIKLERI

Klasik amplifikasyonsuz yontemlerin duyarliligint arttirmak amact ile prob ve niikleik asit
diginda, igaretli probdan elde edilen sinyalin ¢ogaltilmas: yoluna gidilerek gelistirilen
cesitli metodlarda kontaminasyon riskinin artmadig ve duyarliigin 10°-10° niikleik asidi

saptayabilecek diizeye ulastig: bildirilmistir(16, 32).

Sinyal amplifikasyon tekniklerinin, niikleik asidin farklt bolgelerine baglanan ¢ok sayida
problarla igaretlerin sayisinin arttinlmast seklinde basit olabilecegi gibi, ¢esitli enzimlere

baglanmig, kombine problann kullamildigi metodlardaki gibi karmagsik da olabilecegi,
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nonspesifik hibridizasyondan kaynaklanan yaygin sinyal yogunlugunun azaltilmasi igin de
cesitli uygulamalar igerdigi agiklanmustir(16, 23, 32).

Hedef niikleik aside tutunan isaretsiz probun bir kismu ile hibridizasyon yaparak ag
seklinde bir yapr olusturan, ¢ok sayida isaretsiz kiigitkk problarin kullanildigi sistem
birlesik probe ag1 yontemi adiyla tanimlanmugtir(32).

Bu yontemlerin en giiglii modifikasyonu olarak gosterilen dallanmig DNA (Branched
DNA);' (bDNA) 'prob sisteminde, igaretsiz probun bir kismu hedef niikleik aside
Baglamrken diger kismina, bDNA (Bir oligoniikleotid omurga boyunca diizenli araliklarla
birlestirilmig isaretli problarin hibridizasyonuna uygun- dallar igeren yapi) tutunarak bir
igaretsiz probla igyiize yakin isaretli probun baglanmasimin saglandigi, 6zgiil olmayan
hibridizasyonlarin ¢ok nadir oldugu, hedef niikleik asidin degisik bélgelerine duyarli
gesitli yakalayici problarla mutasyonlarin sonuca etkisinin azaltildii ancak, sinyal
amplifikasyonu baglamadan oOnce yakalayici ve isaretsiz problarin hibridizasyonunun

gerceklesmis olmast gegektigi de belirtilmigtir(32).
1.2.4 ISARET MOLEKULLERi

Hedef niikleik aside tutunmug problarin varligimin tespiti igin, gézle veya cihazlarla -tespit
edilebilir sinyaller yayan cesitli molekiillere bagl problar kullamldigr belirtilerek, en
duyarli sonuglann ise radyoaktif izotop molekiillerle (32P, 35S, 125I) elde edildigi
gosterilmistir(32, 54). Radyoaktivitenin sakincalari nedeni ile, biotin, digoksigenin,
horseradish peroksidase (HRP) molekiilleri gelistirilmig, bu molekiillerin, konjuge
yardimiyla renk degistirdigi veya HRP’in katalizasyonu sonucu 1tk salimmina neden

oldugu bildirilmigtir(32, 54)
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2. POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU (PCR)

2.1 PCR ONCESI YAPILAN ISLEMLER

PCR igin kullanilacak her tirli materyalin igerebilecegi gesitli maddeler amplifikasyon
agamasinda inhibisyona neden olacagindan DNA’nin saflagtinilmas: igin gesitli yontemler
yayimlanmugtir(7, 40, 42). Bu yontemlerin omek materyale, aranan nukleik asidin
buytkligine ve yapisina gore farkli uygulamalanndan bahsedilicken, Gross-Bellard ve
g.rkadaslannm 1973’de bulduklar yontemin 1976’da Blin ve Stafford tarafindan proteinaz K,
sodyum dodecilsulfat (SDS), fenol kullamlarak gelistirilen modifikasyonu, Kupiec ve
arkadaglarimin 1987°deki’ proteinaz K, formamid ve dializ iglemi iceren yontemi, Bowtell’in
1987’ de bildirdigi guanidin HCL kullanilan metodu 6rnek gosterilmistir(42).

Saﬂas‘arma isleminin, bu i§ i¢in aynimug bir laboratuvarda, kontaminasyona karst alinmg
Onlemler altinda, eppendorf ttpler kullanilarak, soliisyonlarin kiigiik miktarlarda bolintp,
tiipler, eldivenler ve pipet uglar gibi steril edilerek yapiimasi, bazt maddelerin mutlaka maske
takilarak geker ocak iginde kullanimasi dnemli noktalar olarak vurgulanmustir(7, 26, 42, 47).

Fenol ekstraksiyon etanol presipitasyoh metodu Blin ve Stafford yonteminin gesith
modifikasyonlant  geklinde yaygmn olarak uygulanmakta ve klasik yontem olarak
tanimlanmakta, ornek, deterjan ve proteinaz enzim ile muamele edildikten sonra, fenol,
kloroform, izoamil alkol yardimu ile ayngtinlip, etanol ile presipite edilmektedir. 260 nm’de
absorbans degeri 1 olan solisyonun her mililitresinde yaklagik 50 plg DNA oldugu
belirtilmistir(42).

Snounou ve arkadaglan tarafindan Plasmodium tiirlerinin tams1 amaci ile gelistirilen yontem de
klasik yontemin modifikasyonu olup, gesitli aragtrmalarda basanyla uygulandig
gorilmiistiir(36, 44).

Wataya tarafindan Pl falciparum tamsi igin double PCR tekniginde kullanimak tzere

uygulanan saflagtirma yéntemihde deterjan ile yikama agamalanndan sonra proteinaz enzim
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kullanilmamgtir(51). Wataya metodunun referans olarak gosterildigi diger bir galismada
proteinaz enzimin kullamldig bildirilmistir(29).

Genis saha caligmalarinda kolaylik sagladigi bildirilen Chelex metodunun filtre kagitlarina
emdirilmig kan 6meklerinde de uygulanabilecegi, muayene materyalinde bulunan ve PCR’1
inhibe eden demir gibi metalleri baglayabilen Chelex 100 kullanildigz gortilmektedir(4, 24, 25,
34).

Hepariﬁli kemik iligi aspirasyon materyalinde leishmaniasis tams igin yapilan bir galismada da
Chelex 100 kullanilmugtir(37).

Yine Pl falciparum tams: igin yapilan bir ¢ahigmada, sodyum fosfat ve kaynatma islemi ile
saflagtirma yapildig1 gorilmiistiir(34).

Omegin -20°C’de bekletilip, dondurulularak, oda 1sisinda ¢ozillmesi ve bu islemin ii¢ kez

tekrar edilmesine dayal yontem ise, dondurma gézdiirme metodu olarak tanimlanmugtir(9).

Saflagtirma iglemi igin, kullamlacak 6rnegin, tiirli, muhafaza edilme sekli, aranilan parazitin
turd, uygulanacak PCR modeline gore yukandaki metodlann bazi agamalarimin birlikte
kullanildigz yontemlerden ve gesitli firmalara ait kitlerden de bahsedilmistir(3, 34, 53).

2.2 PCR’DA KULLANILAN MADDELER

Primerlerin tekrarlanan dizilerden olugmayan, uzuntugu bilinen spesifik bir DNA kesitini
amplifiye edecek sekilde secilmesi gerektigi, birbirlerinin 3’ uglarina tutunamayacak sekilde
dizayn edilerek isténilmeyen reaksiyonlarin (primer-dimer, self-priming) &nlenebilecegi, en az
16, tercihan 20-24 niikleotid uzunlugunda olmasmn uygun olacag belirtilirken, arzu edilen
siraya gore nitkleotidleri birlestirerek primer sentezleyen cihazlardan da séz edilmektedir(32,
41, 42, 47).

Her primer steril distile su ile 50pmol/ul konsantrasyonda hazirlamp -20°C’de muhafaza

edilerek, amplifikasyonda 1’er uM konsantrasyonun en az 30 siklus i¢in yeterli olacag,
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yiksek konsantrasyonlarin primerlerin spesifik olmayan bolgelere yapismasina yol agacag,
amplifikasyon Uriiniinde spesifik olmayan sekanslarin fazlaligi veya istenilen sekansin azhi
halinde bir dizi test yapilarak minimum primer konsantrasyonunun saptanmasi gerektigi

bildirilmistir(7, 42).

Plasmodium’larin tamsinda 21-bp (base pair) tekrar kismu, circumsporozoite (CS) proteini
kodlayan kisimlari (CS ve SSP2DNA), 18S ribozomal riboniikleikasiti (rRNA) kodlayan
DNA §egrnenti, small subunit ribosomal RNA’y1 (ssfRNA) kodlayan gen, dihydrofolate
reductaise—thymidylate synthase (DHFR-TS) sentezleten gen gibi gesitli spesifik sekanslar
i%ullamlnnstlr(%, 34, 39, 44, 51, 53).

Leishmania’larn tamusinda her ne kadar rDNA gibi hedefler amplifiye edilmis ise de
kinetoblast DNA’siin (kDNA) bir hiicrede birgok kopyast olmast nedeni ile tercih edilen
sekans oldugu bildirilmigtir(28, 53).

Mullis ve Saiki tarafindan yapilan ilk PCR uygulamalaninda Escherichia coli DNA polimeraz I
enziminin Klenow fragmanmm kullamldii, denaturasyon isisiun enzimi etkiledigi ve her
siklusda tekrar enzim ilavesi gerektigi, 200 bp’den kisa sekanslarda daha iyi sonuglar alindig
belirtilmigtir(42).

Thermus aquaticus adli termofilik bir bakteriden saflagtinlan veya FEscherichia coli’ye
sentezletilen DNA polimeraz enzimi (7ag DNA polimeraz) kullaniimas ile hem her siklusda
enzim ekleme sorununun ¢ozllmis, hem de spesifik olmayan Uriinlerin azaldig

gosterilmigtir(42).

Sadece 5’ ucundan 3’ istikametine dogru polimerizasyon yetenegi olan 7aq DNA polimeraz
enziminin 72°C’de maksimum aktivasyon gosterdigi, ancak annealing 1sisinda da zayif bir
etkinligi oldugu, 70-80°C’de 30-60 baz/saniye olan ekstensiyon hizinin 55°C’nin altinda ve
85°C’nin istiinde 6nemli oranda diitiigii, aktivitesinin yarlanma 6mriniin 100°C’de 5
dakikamn altinda iken 95°C’de 40 dakikaya ¢iktif, ¢alismast i¢in ortama MgCl, eklenmesi
gerektigi bildirilmigtir(3, 42).
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Piyasada mevcut olan 7ag DNA polimerazlann %50 gliserol iginde genellikle S U/ul
konsantrasyonunda, diliisyon tamponu ile birlikte satildig1 ve -20°C’de muhafaza edilmesinin
onemli oldugu vurgulanmaktadir(42).

1 inite 7ag DNA polimerazin 74°C’de 30 dakikada 10 nmol dezoksiniikleotidtrifosfat
(dNTP) baglayarak ekstensiyon yapabildigi, 100ul PCR hacminde 2,5 iinite enzimin 25-30
siklus i¢in yeterli olacagy, belli bir konsantrasyonun ustiinde ise istenilmeyen triinlerin ortaya
QlkmaS}na yol actign saptanmustir(2, 3, 42). Diger bir termofilik bakteri olan Thermus
themzobhilus’ dan elde edilen 7th DNA polimerazin yanlanma émriiniin kisa oldugu ve MnCl,
:/arhgmda 3’ den 5’ yoniine ekstensiyon yapabildigi, Pyrococcuc woesei’den elde edilen Pwo
DNA polimerazin MgSO4 varliginda daha etkili oldugu ve 95°C’de aktivitesinin %95’ini bir
saatten fazla koruyabildigi, bu enzimlerin gesiti PCR modifikasyonlarinda kullanildig
belirtilmigtir(3, 32).

FOSFAT BAZ (GUANIN)

Sekil 2 : Baz grubu guanin olan bir nukleotid.

Bir niikleotidin, bir baz, bir geker, bir de fostatdan olustugu (Sekil 2), baz grubunun piirin
veya pirimidin yapisinda oldugu, pirinlerin, Adenin (A) ve Guanin (G) olarak adlandirilmug iki
farkli gekli, pirimidinlerin ise, Sitozin (C), Timin (T), Urasil (U) adlan ile tanman G¢ farkl
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molekiilii tammladig: bildirilmistir (Sekil 3). Seker grubunun da riboz ve deoksiriboz adiyla iki
sekli tanimlanmugtir(52).

PURINLER
° _H 0 H
P T
-/ / \
N c—N — c— N
\C / \H ! N\C _ N/ N\ q
/ /
H H— N |
ADENIN (A) N ., GUANIN (G)
PIRIMIDINLER
H H
H\ H_\C / )
H N—H
\c —C 4 C/
/ \ / \
H—C N . ) H— C\ /N —H
>N— <\ \c—c/ /N——C\
H ° a— c/ \N —u H 0
SITOZIN (C) \N L C/ TIMIN (T)
/ \O
H
URASIL (U)

Sekil 3 : Bazlar.



20

Fosfat grubu olarak trifosfat ve geker olarak deoksiriboz igeren her tirli baz igin,
deoksiriboniikleozid trifosfat (ANTP) ad: kullanilmaktadir(7, 42). Baz grubunun yapisina
gore her bir INTP igin ayr isimler kullanilmaktadir (Tablo 4), (42).

FOSFAT SEKER BAZ ADI KISALTMASI
Adenin |2'-Deoksiadenozin 5'-trifosfat | dATP
Guanin |2’-Deoksiguanozin 5'-trifosfat | dGTP

Trifosfat [2’-Deoksiriboz | Sitozin [2'-Deoksisitidin 5’~trifosfat dCTP
Timin  |2’-Deoksitimidin 5’-trifosfat dTTP
Urasil  |2’-Deoksiuridin 5’-trifosfat dUTP

Tablo 4 : Niikleotidlerin yapilarina gére adlandiriliglar.

PCR’da her bir dNTP’nin son konsantrasyonunun 200uM olmasi gerektigi, dUTP’nin
kullamldig modifikasyonlarda ise farkl: olarak bu niikleotidin 600uM konsantrasyonunda
olacak sekilde kullamlmasmin gerektigi belirtilmistic(1, 7, 42). Kullamlacak dort
dNTP’nin karisimindan olugan stok soliisyonlarin genellikle asiditesinin ayarlanmadan

piyasaya siraldiigu ve 1N NaOH ile pH’in 7.0’a ayarlanmast gerektigi belirtilmistir(42).

Standart tampon gozelti olarak 50mM KCl, 10mM Tris Cl (pH 8,3), %0,001 (w/v)
jelatin, 1,5mM MgCl,, kullanilmasina ragmen g¢esitli modifikasyonlara rastlanmakta,
ozellikle farkh primerlerin veya dNTP’lerin kullanlmast durumunda Mg™ iyon
konsantrasyonun 0,05-5mM arastnda 0,5mM hassasiyette bir seri test yapilarak tekrar
optimize edilmesi gerektigi izerinde 6nemle durulmaktadir(42).

Ek olarak C ve G’den zengin zincirlerin amplifikasyonunda %3-5 konsantrasyonda
dimetilsiilfoksid (DMSO) ile daha iyi sonuglar al{ndlglm, ancak %10 oraminda DMSO’in
Taq DNA polimeraz enzimini yariyariya inhibe ettigini bildiren, tetrametilamonyum klorid
(TMAC) varliginda ise istenmeyen amplifikasyonlarin Onlendigini ve inhibisyon
olmadigim gosteren galigmalar yayimlanmistir(22, 40).

Tampon soliisyonun on kat konsantre olarak hazirlamp, steril olarak -20°C’de muhafaza
edilmesi gerektigi, hazir olarak satilan kitlerde bulunan soliisyonlarin da bu

konsantrasyonda hazirlandig: belirtilmektedir(1, 2, 3, 7, 42).
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DNA’min yapisinda bulunan niikleotidlerde, bazlardan U bulunmazken, RNA’da T
bulunmadigi, Gerek DNA, gerekse RNA’nin yanlizca dért farkli baz kullanan
nitkleotidlerden olugacag, seker olarak DNA’da deoksiriboz, RNA’da riboz bulundugu,
fosfat grubunun fosfodiester baglanyla iki nikleotidi birlestirdigi (Sekil 4), seker gruplar
arasindaki farkin niikleik asitlerin isimlendirilmesinde kullanldig bildirilmigtir(52).

5" UCU
OH
l 5
4 O=P—-0— CH,
|

o

9) Baz

31
—» O H
| 57
O=P—-0— CH, 0 Baz

o
3/
FOSFODIESTER - A
BAGLARL o _p_o— cli,  Ba
|
o
' 3’

] 57
O=P—-0— CH,

OH
3’ UCU

Sekil 4 : Bir DNA zincirinde fosfat ve seker gruplan arasinda fosfodiester baglar.
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DNA’nun iki zincirden olugtugu, iki zincirin birbirine bir piirin ve bir pirimidin arasinda
olusan hidrojen baglaryla tutundugu, A ve T arasinda iki, C ve G arasinda ii¢ hidrojen
bag bulunmasi nedeni ile C/G baz giftlerinin daha dayamkli oldugu saptanmustir (Sekil 5),
(52).

TIMIN (T) .
H H H ADENIN (A
SN VAN
\C—— C/O H \ /N \C - H
N foN |
H—C N—H-1--- N —N
\/ AN\ /
G C\ | /C — N (Deoksiribo
O H
Deoksiribo
HIDROJEN BAGLARI
SITOZIN (C) H\ GUANIN (G)
Y |
H\ /N———H 1T 0\ /N\ P

H—C/c—c\ }/H—— /c—c\ /!I
\ /T N/
\ /

C=—=N .
Deoksiriboz

Deoksiribo \

Sekil 5 : Adenin ve timin arasindaki iki, guanin ve sitozin arasindaki tig hidrojen
baginin yerleri.
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Omek DNA’nin ¢ok uzun olmasi halinde bazi enzimlerle belirli yerlerden kesilerek
kullanilmasinin daha uygun olacagy, ¢esitli testlerle PCR’in tamyabilecegi minimum DNA

miktarinin saptanabilecegi bildirilmigtir(42).

Tani amaci ile aramlacak DNA segmentini igeren materyalin saflagtirilma metodlarinda
belirtilen yontemlerin uygulanmasi ile bir ¢ok inhibitér faktorden amnarak PCR’da
kullanilabilecek hale getirilebilecegi ve 50ul PCR hacmi igin Sul 6rnegin kullanildig
gorilmektedir(7, 40, 42, 47).

ﬁenaturasyon, annealing ve ekstensiyon igin kullanilacak isilar PCR sivisinda bulunan
maddelerin cinslerine ve konsantrasyonlarma gore degismekle birlikte 7ag DNA
polimeraz enziminin optimal aktivasyon isis1 72°C olarak belirlendiginden ekstensiyon
asamast icin 7aq DNA polimeraz kullamldiginda 72°C’nin tercih edildigi
gorilmektedir(24, 25, 33, 34, 36, 44, 51).

Annealing 1sistmn diigitk olmasi istenilmeyen kisimlarin amplifikasyonuna, yitksek olmast
ise yetersiz amplifikasyona neden oldugundan en uygun annealing 1sisiun (t,)
kullanilmasiun 6nem tasidify, t, degerinin, erime (melting) 1sist olarak tamimlanan,
komplementer niikleotidlerin % 50’sinin birbirinden ayrildig: t,, degerine bagimli oldugu

bildirilmigtir(41, 54).

Termodinamik yasalara ait formuller ile hesaplanabilen t, ve t,, degerleri igin gelistirilmis
cesitli bilgisayar programlarindan da bahsedilmekle birlikte t,’nin hesaplanmasi igin
primer ve irine ait iki tn degerinin kullamldigi bir formil deneysel olarak

gelistirilmigtir(41). Buna gore,
t,=0,3t,.(primer)+0, 7t,(tiriin)-14,9

olarak hesaplanabilmekte, t,(primer) ve ty(liriin) degiskenléri i¢in agagidaki formiiller

kullaniimaktadir(41).
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tn(primer)= AH / [AS + R X In(c/4)]-273,15 + 16,6 log [K"]

[(AH=entalpi degeri, AS=entropi degeri, R=molar gaz sabiti (1,987 cal / °C X mol),
c=primer konsantrasyonu (genellikle c=250 pM olarak kullanilmaktadir)]

toftiriin)= 0,41 (%G+%C) + 16,6log [K']- 675 /1
(1= triintin niikleotid cinsinden uzunlugu)

Bu formiillerde annealing 1sisiun K iyon konsantrasyonuna, C ve G yogunluguna, primer
konsantrasyonuna bagl oldugu gosterilmekle birlikte, primer-dimer olusturmayacak

primerlerin secilmesi iizerinde Gnemle durulmustur(41).

Her siklusda primer konsantrasyonunun azalmasi dikkate alinarak yapilan hesaplamada
farkli annealing isilan ortaya g¢ikacagi, 1 kb’den kisa triinlerin amplifikasyonunda
degisken annealing 1sian kullanlmasiyla % 33 oraminda daha iyi sonug alindigi da
belirtilmistir(41).

Niikleotid ¢iftlerinin % 50’sinin birbirlerinden aynldig: t, 1sisinda reversibl denaturasyon
saglanabildigi t,, degerinin lizerindeki 1siarda denatlirasyonun sabit oldugu belirtilmekle
birlikte farkli degerler yerine 94°C’nin denaturasyon isist igin yaygin olarak kullamldig
gorilmiistiir(4, 7, 25, 33, 36, 42, 44, 54).

Denaturasyon, annealing ve ekstensiyon agamalarindan olusan sikluslara uzun siireli bir
denaturasyon 1sis1 uygulanarak oncelikle tam bir denaturasyon olugmasinin hedeflendigi,
sonuncu siklusun son asamasi olan ekstensiyonun siiresinin de uzatilarak

polimerizasyonun ve hibridizasyonun saglamlagmasinin amaglandig: belirtilmigtir(42).

Sikluslarin 25-45 kez tekrarlanabilecegi bildirilmekle birlikte, ¢esitli c¢aligmalarda,
genellikle 30 siklusun tekrarlandigi, 120-800 bp arasinda tiriin amplifikasyonu igin
uygulanan sikluslarin her {i¢ asamasinda kullanilan 1silar igin farkl siirelerin tercih edildigi

gorilmiistir, (Tablo 5), (4, 24, 36, 51).
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SIKLUSLAR | DENATURASYON(dak.) | ANNEALING(dak.) |[EKSTENSIYON(dak.)
Ik Siklus 1-5,5 0,5-3 2-5
Ara Sikluslar 0,5-1 0,5-3 2-5
Son Siklus 0,5-1 0,5-3 - 2-10

Tablo 5 : PCR’da 120-800 bp arasinda triin amplifikasyonu i¢in uygulanan sikluslarin
cesitli agamalari igin tercih edilen siirelerin en kisa ve en uzunlari.

2.3 AMPLIFIKASYONUN UYGULANMASI

Amplifikasyon igin 0,5 ml hacminde diiz ve ince cidarli 6zel PCR tiipleri kullaniimas:
gerektigi belirtilmistir(3). DNA’dan arindinilmig bir odada, laminer akimli kabin iginde
PCR tiipu igine, steril sartlar altinda, toplam hacmin 50 veya 100ul olmasim saglayacak
miktarda, deiyonize ve’steril, bidistile su, 10X stok soliisyondan 1X konsantrasyonda
olacak miktarda tampon soliisyon, tampon soliisyonda yoksa gerekli konsantrasyonu
(genellikle 1,5mM) saglayacak kadar MgCl,, 1pM son konsantrasyonda olacak sekilde 1
veya 2ul primer 1, esit konsantrasyonda primer 2, 100ul toplam hacim igin 2,5 Gnite
(0,5ul) 7ag DNA Polimeraz, sikluslar srrasinda buharlagmayr 6nlemek amaci ile S0pl
mineral oil eklenerek, tiiplerin kapaklarinin kapatilmasindan sonra saflagtirilmig muayene
materyalinin ilavesi i¢in saflagtirmanin yapildig: odaya alinmasi gerektigi bildirilmistir(3,

7, 42, 47).

Bu asamaya kadar, bidistile su ve mineral oil disinda kullanitan her maddenin bir buz kabi
iginde muhafaza edilerek, igleri biter bitmez derhal -20°C’lik derin dondurucuya
aktarlmasin 6zellikle 7ag DNA polimeraz igin son derece énemli bir zorunluluk
oldugu, amplifikasyon Oncesi ve sonrasi galigmalarin yapildigi odalardan hi¢ bir

malzemenin temiz odaya taginmamasi tizerinde durulmustur(47).

Saflagtinlmig ornek, saflagtirmamn yapildigi laboratuvarda, bazi galigmacilar tarafindan
100°C’de 5 dakika siire ile denatiire edilerek, bazilarinca da dogrudan mineral oil
tabakasinin altina pipet yardimu ile eklenmekte, tami amagl galigmalarda 50ul toplam

hacimde Sul’lik miktann tercih edildigi goérulmektedir(4, 24, 47).
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Birden fazla ornekle g¢aligilan testlerde PCR tiiplerinin 6ncelikle numaralanmasi,
saflagtirilacak 6rneklere pozitif kontrol ve belirli araliklarla negatif kontroller eklenmesi,
orneklerin bulundugu tiiplerin ‘klsa bir santriflije tabi tutulmasi, tiiplerin kapaklarinin agik
birakilmamasi, kapaklarin agilmasi sirasinda sigrama olmamasina dikkat edilmesi,
orneklerin eklenmesi agamasinda her 6rnek igin ayn eldiven kullamilmasi, saflagtirma
islemine eklenen pozitif kontrol diginda amplifikasyonun g¢aligmasini denetlemek igin ayn
bir pozitif kontrol (genellikle amplifikasyon sonrast iiriin kullanilmaktadir) eklenmesi gibi

onlemlerle kontaminasyonlara engel olunmast gerektigi bildirilmistir (26, 47).

/PCR tiiplerindeki karigimin saglanmasi igin termal bloga konmadan 6nce tiiplerin kisa bir
santrifiij edilmesi Onerilmektedir(47). Termal blogun, arzu edilen isilarda ve siirelerde
programlanarak saglkli ve pratik bir amplifikasyonu gergeklestirecek sekilde
dﬁzeniendigi belirtilmigtir(3, 42).

PCR’mn 6zgiinliigini ve duyarliigim arttirmak amaci ile gelistirilen yontemlerden sicak
baglama yontemi ve urasil N-glikosilaz (UNG) ile dekontaminasyon metodunun en sik

kullanilan modifikasyonlar oldugu goériilmektedir(33, 51).

PCR sivist igeren tiiplerin 70°C’ye kadar wsitilip, denatiire edilmis 6rnegin tiipe
eklenmesiyle yurittlen sicak baglama yontemi, amplifikasyon oncesi 1sitma tamm ile
yayimlanmig olup, diigik miktarli amplifikasyon uriinlerinde % 400 artis sagladigi
gosterilmigtir(13).

Sicak baglama yoénteminin geligtirilmig bir seklinde, primerlerin tizeri parafin ile ortiilerek
enzim ve niikleotidlerden fiziksel olarak ayrilmakta, isinin 95°C’ye ¢ikarilmasindan sonra
ornek DNA eklenmesi sirasinda parafinin de erimesi sonucu tim komponentlerin

denaturasyon 1s1sinda karigmasimn saglandigi bildirilmektedir(3).

UNG’nin urasil ve geker arasindaki bagi hidrolize ederek bazik ortamda 1s1 etkisiyle
kolayca kopabilecek hale getirdigi, 20°C’de maksimum aktivite gostererek 2 iinite ile 10
dakikada 10° kopya urasil igeren DNAy1 etkileyebildigi, 55°C’nin iizerinde etki
gostermedigi, 95°C’de 10 dakikada inaktive edilebilecegi belirtilmigtir(3).
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dT'TP yerine dUTP kullamlarak yapilan amplifikasyon sonucu olusgan uriinlerde, adenin’in
kargilig1 olarak timin yerine urasil gegmesiyle, drnek DNA ve amplifikasyon {iriinii olan
DNA arasinda fark ‘olustugu belirtilerek, daha oOnceki amplifikasyon ({irinleri ile
kontamine olmug 6rnegin igerdigi hedef DNA'min korunarak UNG yardum ile sadece

kontamine eden DNA’nin pargalanmasinin miimkin oldugu belirtilmigtir(3).

50ul PCR hacmi igin 1 iinite UNG eklenerek 20°C’de 1-10 dakika inkiibasyonun yeterli
olacagi ancak bu isimn primer-dimer olusumunu arttiracagi, onlem olarak primerlerin
{izerinin parafinle kapatimasindan sonra diger maddelerin UNG ile inkiibasyonu

/6nerilmi$tir(3).

UNG’nin 95°C’de 10 dakika siirede tamamen etkisiz hale gelemeyebilecegi nedeni ile
annealing 1sistmin 55°C’nin altina digmemesi ve amplifikasyon sonunda PCR tiiplerinin -

20°C veya 72°C’de muhafaza edilmesi gerektigi vurgulanmugtir(, 3).
2.4 AMPLIFIYE URUNUN INCELENMES]

PCR’in, 6rnek DNA’y1, genellikle daha ileri gorintiileme y6ntemlerinin uygulanmasina
gerek duyulmadan, direkt boyama yontemi ile gorilebilecek miktarda gogaltabildigi
bildirilmigtir (Tablo 3), ( 7 3%, 42).

Primerlerin simirladig: sekansin uzunlugu bilindiginden, amplifiye Griiniin uzunluklarina
gore ayrigtirilmasi amact ile uygulanan jel elektroforezinin, agaroz ve poliakrilamid olmak

iki farklt sekli tanimlanmugtir(42).

Poliakrilamid jelin genellikle disey konumda kullamildig1, hazirlanmasimn daha zor ancak,
5-500bp -arasinda kullamgh oldugu ve 1bp’i dahi ayirabildigi bildirilirken, agaroz jelin de
yatay konumda kullamlmasi, 200-50000bp arasinda uygun olmast, 4-30°C gibi genis bir

18t diliminde uygulanabilmesi gibi 6zelliklerinden s6z edilmistir(42).

Elektrik akimt uygulandiginda negatif yiikli DNA’nin nétral pH’da anoda dogru hareketi

esasina dayandify belirtilen elektroforezde kullanilmak tizere iiretilen saf agarin
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elektroforez kalitesini 6rlemli dlgiide arttirdig1 ve hareket hizinin, gesitli- faktorlerin etkisi

altinda oldugu saptanmustir(42).

Hareket hizinin, uzun zincirlerin jel i¢inde yol bulabilmesinin zorlugu nedeni ile, DNA’nin
biiytikliigiine yogun ortamda hareketin zorlagmast nedeni ile agaroz konsantrasyonuna,
uygulanan voltaja (Dugtik voltajda, hareket hiz1 uygulanan voltajla orantili olarak, yliksek
voltajda ise farkh olarak anmakta(ilr), tampon solisyonun konsantrasyonuna (Tamponda
iyon yetersizliginde iletkenlik azalarak hiz diigmekte, fazlalifinda iletkenlik artarak isi
olusméktadlr) gore degistigi belirtilirken, 1siin 4-30°C arasinda hiz1 etkilememesi agaroz

jél elektroforezi i¢in avantaj olarak gosterilmisgtir(42).

Agaroz jel elektroforezinde Tris-asetat (TAE), tris-fosfat (TPE), tris-borat (TBE), ve
alkalin gibi EDTA igeren tampon soliisyonlar en sik kullamlanlar olarak tammlanmigtir

(Tablo 6) (42).

CALISMA STOK KONSANTRASYONU VE
SOLUSYONLAR [KONSANTRASYONU HAZIRLANISI (1 LITRE)
Tris-asetat 1X: 0,04M Tris-asetat [50X: 242g Tris base
(TAE) 0,00IM EDTA 57,1m Glasial asetik asit
l 0,5M EDTA(pH 8,0)
10ml
Tris-fosfat 1X: 0,09M Tris-fosfat | 10X: 108g Tris base
(TPE) 0,002M EDTA 15,5m %85 Fosforik asit (1,679g/ml)
: 1 0,5M EDTA(pH 8,0)
40ml
Tris-borat 0,5X 0,045M Tris-borat| 5X:54g  Tris base
(TBE) : 0,001M EDTA 27,5g Borik asit
20ml 0,5M EDTA(pH 8,0)
Alkalin | 1X: 50mNNaOH ‘ "TAZE OLARAK HAZIRLANIP
0,001M EDTA KULLANILMALIDIR

Tablo 6 : En sik kullanilan tampon soliisyonlarin galisma ve stok konsantrasyonlari ile
hazirlanma gekilleri.

TAE’nin tercih edilen soliisyon olmasina ragmen, uzun siireli elektroforezde tikenerek
anodun bazik, katodun ise asidik halegeldigi, TAE’den biraz daha pahal olan TPE ve
TBE’nin uzun siireli elektroforeze dayamkl oldugu gibi, hizlanimin da %10 oraninda fazla

oldugu belirtilmistir(42).
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Agaroz jel konsantrasyonlarinda yapilacak degisikliklerle oldukga farkli uzunluklarda
DNA ayrigmasinun saglikl olarak yapilabilecegi bildirilmistir (Tablo 7). (42).

DNA UZUNLUKLARI (bp) % (w/v) AGAROZ KONSANTRASYONU
5000-60000 0,3
1000-20000 0,6
800-10000 0,7
500-7000 | 0,9
400-6000 12
200-3000 15
100-2000 2,0

Tablo 7 : Ayngtinlacak DNA uzunluklarina gore tercih edilmesi gereken agaroz
konsantrasyonlart

Segilen konsantrasyona gore tartilan elektroforez agarimn, elektroforezde hangi tampon.
soliisyon kullanilacak ise o soliisyondan hazirlanan ¢alisma konsantrasyonunda eritilmesi
gerektigi, ¢ok dugiuk dizeyde de olsa pH ve iyon konsantrasyonu degisikliklerinin DNA

hareketlerini dnemli oranda etkiliyebilecegi tizerinde 6nemle durulmustur(42).

Eritilme igleminin, agaroz hacminin iki katindan fazla hacimli, gevsek kapakli bir cam kap
kullanilarak, kaynar su banyosu veya mikrodalga firnda yapilabilecegi, arasira
kangtinlarak erimenin kolaylagtirilabilecegi, erimemiy agar taneciklerinin kalmamasi
gerektigi, yiiksek 1silarda uzun siire kaynamamasinin 6nemli oldugu vurgularurken, erimisg
agarozun 60°C’ye sogutularak hazirlanan jel tablasina dokilmesi sirasinda olusabilecek

hava kabarciklarimn pastor pipeti yardin ile alinabilecei belirtilmigtir(42).

Tabla tamamen yere paralel bir konumda iken disleri ile jelde belirli hacimde delikler
olusturacak bigimde imal edilen tarak, tabla ile arasinda 0,5-1 mm bosluk kalacak sekilde
tablamn uzerine birakildiktan sonra 3-Smm kalliginda bir tabaka olusturacak sekilde

agarozun dokiilmesi gerektigi bildirilmistir(42).

Agar konsantrasyonunun %2 oldugu durumda jel iginde erken katidagan boliimlerin
olugmamast igin eriyen agarin hizla 70°C’ye sogutularak bekletilmeden tablaya dokilmesi
seklinde bir degisiklik dnerilmigtir(42).
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Jelin tamamen kurumasi igin 30-45 dakika gegmesi gérektigi, bu stire sonunda jeli
destekleyen kisimlarin ve taragin jele zarar vermeden ¢ikartilmasiun Snemli oldugu

belirtilmigtir(42).

Agaroz jel elektroforezinin daha hizli yirttilmesi igin dizayn edilen ve minijel ad ile
taninan gesitli minyatiir jel diizeneklerinin varligindan bahsedilmistir(42). Bu minijellerin
jel dokmek tizere tablasmin ve jelde istenilen hacimde delikler olusturmak amac ile

tablaya uygun taraklarimn kullamilabilecegi bildirilmistir(Sekil 6) (42).

3-5mm

0,3';1 mm J,

Sekil 6: Bir minijel aparatinin tabla, tarak kisimlar ve agaroz jelin uygulanisi.
A: Tarak hizasindan kesit gérinimi, tarak yuksekligi ve jel kalinligi. B: Jel
donduktan sonraki gorintm. C: Tarak gikarildiktan sonra kullanilmaya hazir
agaroz jel. .
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Jelin, elektroforez tankina, delikli kismu katoda gelecek bigimde yerlestirilmesinden sonra,
seviyesi, jelin, yaklagik 1mm ustiinde olacak miktarda tampon soliisyonun tankin igine

eklenmesi gerektigi belirtilmigtir(42).

Amplifikasyon trinlerinin jeldeki qukurlara yerlestirilmesinden once yogunluklarinin
arttirilmasi, boyanmasi ve jelde ilerleme hzinin goriilmesi amact ile karistirildiklar

soliisyon, yiikleme tamponu adiyla tanimlanmigtir(42).

5 farkls tip yiikleme tamponu tanumlanmus olup, besinci tip tamponun alkalin soliisyonda
kullamlmak uzere gelistirildigi belirtilerek stoklarimin hazirlanma sekilleri ve muhafaza

edilme 1silari tablo 8’de gosterilmistir(42).

TIP NO 6 X STOK SOLUSYON KORUNMA ISTLARI
1 %0,25 bromofenol blue 4°C

%0,25 ksilen siyanol FF

%40 (w/v) sikroz (suda)

2 %_0,25 bromofenol blue

%0,25 ksilen siyanol FF

%15 fikol (suda)

3 %0,25 bromofenol blue 4°C

%0,25 ksilen siyanol FF

%30 gliserol (suda)

4 %0,25 bromofenol blue 4°C

%40 (w/v) siikroz (suda)

5 300mN NaOH 4°C

6mM EDTA

%18 fikol (suda)

%0, 15 bromocresol green

%0,25 ksilen siyanol FF

Tablo 8 : Yiikleme tamponlarinin 6 X stok konsantrasyonda igerikleri ve saklama

kosullart.

Bromofenol blue’nun, ksilen siyanole oranla 2,2 kat hizli oldugu (0,5 X TBE tampon
soliisyonda, bromofenol blue 300bp, ksilen siyanol 2kb uzunlugunda DNA hizi ile
ilerlemektedir), yiikleme tamponlarnun  %0,5-1,4 arasinda  degisen agar

konsantrasyonundan etkilenmedigi bildirilmigtir(42).
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Amplifiye 6rneklerin iginden alinacak 10ul Grin ile 2ul yiikkleme tamponu (6 X) bir tiip
iginde veya parafin tabakas: tzerinde karstirlarak, bu kanigimdan alinacak 10ulP’lik
miktarin jel izerindeki gukura aktarilmasi sirasinda, amplifikasyon tiiplerinin kapaklarinin
agilmadan Once santrifiij edilmesi, 6rnegin yan gukurlara tasinlmamasi, biitiin bu
iglemlerin amplifikasyon ve saflagtirma iglemlerinin yapildigi odalarin disinda bir yerde

yapilmasi onerilmigtir(26, 47).

Jelin genellikle iki kenar gukuru, bilinen uzunluklarda band olusturan ve “size marker”
adi verilen cesitli enzimlerle kesilmiy DNA pargalanim igeren isaretleyiciler igin
,icullamlmakta olup, bu drtinler “DNA’nin tanimu / kullanilan enzim” ( ADNA/HindIII )
kisaltmasi ile tanumlanmuglardir( 3 42).

Iginde orneklerin yerlestirilmis oldugu jel ve jelin tistiini 6rtecek miktarda elektroforez
tampon soliisyonu bulunan elektroforez tankinin kapag: kapatilarak, elektrodlara dogru
akim veren gii¢ kaynag1 baglanmasi sirasinda hareket yoniiniin anoda dogru olacagi, akim
guciinin iki elektrod arast uzakligin her santimetresi igin 1-5 volt olarak hesaplanmasi
belirtilirken, diger bir kaynakda bu deger 1-10 V/cm. olarak gésterilmigtir(7, 42). Minijel
kullamlmas: halinde voltajin 5-20 V/cm olarak uygulanabilecegi, bromofenol blue’nun
jelin 2/3’tine ulagmasiyla akimin durdurularak elektroforez igleminin tamamlanmasi,
tankin kapagimin agilip jelin digart alinmasindan once gii¢ kaynagmn devreden

¢ikartilmasi gerektigi bildirilmigtir(7, 42).

Boyama igleminde floresan boya olan ethidium bromide kullaruldigi, bu boyamin DNA
zincirindeki bazlarin arasina girerek etkili oldugu, 254nm dalga boyunda morétesi
isinlarin DNA tarafindan absorbe edilerek ethidium bromide’a aktanldig, 302 ve 366nm
dalga boyundaki 1sinlarin ise dogrudan boyayr etkiledigi, sonugta boyamn 590nm dalga
boyunda (kirmizi-turuncu renkde) 15in yaydig: belirtilmigtir(42).

Ethidium bromide’in 10mg/ml konsantrasyonda stok soliisyonu hazirlanarak 11k
gecirmeyen bir cam kapta, oda isisinda muhafaza edilmesi, boyama icin jelin 30-45

dakika 0,5 pg/ml (suda) konsantrasyonda ethidium bromide iginde bekletilmesinin yeterli
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olacagy, fazla boyamn genellikle sorun olmadifs, boya giderme islemi i¢in su veya 1mM

MgSO; iginde 20 dakika bekletmenin yeterli olacag bildirilmigtir(42).

Son konsantrasyonu 0,5pg/ml olacak miktarda ethidium bromide’in 60°C’ye sogutulmus
jel iginde karigtinlmastyla elektroforez sirasinda boyanmanin saé,lanmém sik kullanilan bir
yontem olarak gosterilmistir(42). Ethidium bromide’in jel igine eklenmesiyle bazlarin
arasina girdigi, DNA'nin uzunlugunu ve kirilganligini arttirdigi bdylece hareket hizinin
yaklas;}( %15 azalmasina yol agtifi, ayrica elektroforez sirasinda ethidium bromide’in

DNA’ nin ters yoniinde (katoda dogru) hareket ettigi belirtilmigtir(42).

Ethidium bromide’in ileri derecede karsinojen olmasi nedeni ile kullanulirken mutlaka
eldiven giyilmesi iizerinde durulmus, atlimindan o6nce uygulanmasi gereken gesith

inaktivasyon metodlar tammlanmugtir(42).

Boyama isleminden sonra jelin bir morétesi isitk kaynag: (transilliiminator) iizerine
yerlestirilmesiyle jel iginde bulunan boyanmig DNA’larin gériinmesinin mimkiin oldugu
belirtilmig, goriintinin fotograf filmine aktarilmasi i¢in bu amagla dizayn edilmis polaroid

fotograf makineleri gelistirilmistir(42).

2.5 PCR’DA KULLANILAN MALZEMELER VE LABORATUVAR
SARTLARI

Bir PCR laboratuvartmn, DNA'nin saflagtinimast iglemlerinin yapildigi amplifikasyon
oncesi odasi, PCR kangimmnin hazirlandigi temiz oda ve DNA’min analizinin yapildig:
amplifikasyon sonrast odasi adit verilen aralarinda izolasyon saglanmg g farkli odadan
olugmas: gerektigi belirtilirken, odalarda bulunmasi gereken malzemeler tablo 9’da

gosterilmigtir(47).
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Malzemelef :

. Amplifikasyon 6cesi

Temiz oda

Amplifikasyon sonrasi

Otomatik pipet seti

X

Buzdolab1

X

Mikrosantriflij

Derin dondurucu

Vorteks

eliailattalle’

Su banyosu

Ceker ocak

Bek

e iteitaibaliaitattalls

Laminer akimh kabin |

Termal blok

Mikrodalga firin

Transilliiminator

Fotograf makinast

bl tatlet

Tablo 9 : PCR laboratuvarinda bulunmas: gereken baslica malzemeler ve yerleri.

Ozellikle temiz odaya, diger odalardan malzeme tasinmamasi, odalarin arasinda direkt

gecis olmamasi énemli ayrintilar olarak gosterilmis olup, PCR laboratuvarinin dizayninda

en bityiik sorun olan kontaminasyonun engellenmesinin amaglandigt belirtilmistir(47).

2.6 PCR’DA KONTAMINASYONA KARSI ONLEMLER

PCR’da hatal pozitif sonuglarin temel kaynagini amplifikasyon triiniiniin olusturdugu,

alinan 6nlemlerin ¢gogunlugunun ve ¢aligma sartlarinin diizenlenmesinin kontaminasyonu

engellemek amaci tagidig: bildirilmistir(26).

Gerek amplifiye iriin kontaminasyonunu, gerekse Orneklerin arasinda olugabilecek

kontaminasyonu ¢nlemek amact ile:

a) Tim soliisyonlarin ufak hacimlere boliinerek steril edilmis gekilde muhafaza

edilmesi,

b) Pipet uglarmin ve diger kaplarin otoklavianmasi,

¢) Her odada bir onliik bulunmas1 ve bu 6nliklerin digan ¢ikartilmamast,

d) Pipetleme igleminde sigratma yapilmamasi,
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e) Tiplerin kapag: agilmadan kisa bir santriflij uygulanmasi, bir tipiin isi bitip kapag1
kapatilmadan diger tiipiin agilmamasi,

f) Saflagtirma igleminde filtre kagidina emdirilmig 6rnekler kullaniliyorsa, her érnegin
kesiminden sonra kullarulan aletin kizarincaya kadar ategte tutulmasi, bos kagitlara
kesim yapilmasi,

g) Her 3-5 ormnek arasmna bir negatif kontrol yerlestirerek saflastirma islemine

- baglanmas,

h) Amplifikasyon agamasinda DNA igermeyen negatif konrol ilave edilmesi,

i) Saflagtrilous DNA’nin tiplere eklenmesinin en sona birakilmasi ve bu iglem
sirasinda her tiip igin yeni eldiven kullanilmast,

j) Segilecek pozitif kontroliin zayif olmast,

k) Hig bir odaya digerinden malzeme taginmamasi énerilirken UNG kullamminin da

oldukga etkili oldugu gosterilmistir(3, 26, 47).



GEREC VE YONTEM

1. KULLANILAN TAMPON VE SOLUSYONLARIN
HAZIRLANMASI

PBS: NaCl 8,0g
KCIl- 0,2g
‘NaHPO, 1,44g

KH,PO, 0,24g

800 ml distile su iginde ¢ozulerek, pH 7,4’e ayarlanip distile su ile 1 It’ye tamamlandiktan

sonra sterilize edilmigtir(42).

IM TRIS CL (TRIS HCL): 121,1 g Tris base (5504UA, Bethesda Research Lab.)
tartilarak 800 ml distile su eklenmis, pH 7,4 e ayarlanip, distile su ile 1 1t’ye

tamamlandiktan sonra sterilize edilmistir(42).

0,5 M EDTA: 186,1 g disodyum etilendiamintetraasetat-2H,0 (E-5143, Sigma), 20 g
NaOH tablet, 800 ml distile su iginde, manyetik karistirici (izerinde pH 8.0’a ayarlanarak

kanigtirihip, distile su ile 1 It’ye tamamlandiktan sonra sterilize edilmigtir(42).

TRIS EDTA (TE) (10mM Tris -Cl, ImM EDTA):

1M Tris -Cl (pH 7,4) 10ml

0,5M EDTA (pH 8,0) 2,0ml

kanigtirilip, distile su ile 1 1t’ye tamamlandiktan sonra sterilize edilmistir(42).

LiZi$ BUFFER (50mM NaCl, S0mM Tris C1, 10mM EDTA)(10X stok)
IM Tris Cl 50ml
0,5M EDTA (pH:8,0) 20ml
NaCl 2,9
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eritilerek distile su ile 100ml’ye tamamlandiktan sonra otoklavlanarak 4°C’de muhafaza

edilmistir(42).

SDS: %10’luk konsantrasyon igin 10 g SDS tartilarak 90ml distile su iginde ¢ozilditkten
sonra pH 7,2’ye ayarlanarak hacim 100 ml’ye tamamlanmigtir(42).

FENOL: 65°C’lik su banyosu iginde eritilen 100g kristalize fenol (Sigma, P1037) iizerine
esit miktarda 1M Tris Cl (pH 8,0) eklenerek karigtirilmig ve 4 °C’de bekletilerek iki fazin
aynsmam saglanmugtir. Ust siv1 atilarak tekrar Tris Cl eklenmis, kanstinlmis ve iki fazin
;yrlgmam beklenmig, tist fazin asiditesinin (pH 7,8) yeterli gériilmesiyle kiigitk hacimlere

ayrilmus, -20 °C’de muhafaza edilmigtir(42).

FENOL / KLOROFORM / IZOAMILALKOL.: 25 birim fenol, 24 birim kloroform, 1

birim izoamilalkol karistirilarak hazirlanmigtir(42).

3M SODYUM ASETAT: 40,81g Sodyum Asetat (6267, Merck) tartilarak 80ml distile
su iginde 3M Asetik asit ile pH 5,2’ye ayarlanip, distile su ile 100ml’ye tamamlandiktan

sonra sterilize edilmistir(42).
%70 ETANOL: 70ml saf etanol alinarak steril distile su ile 100ml’ye tamamlanmustir(42).

%5 CHELEX 100 : 0,5g Chelex 100 (142-2832, Bio-Rad) tarttlip, steril distile su ile 10
ml’ye tamamlanarak olusturulmustur(42).

%10 STOK SAPONIN: 1g Saponin (Merck 7695) tartilarak 10ml PBS iginde
eritilmigtir(42).

PROTEINAZ K: 20mg Proteinaz K (P-2308, Sigma) tartiip, 1ml steril distile suda

eritilerek stok soliisyon olusturulmugtur(42).
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Amplifikasyon agamasinda PCR Core Kit Plus kullamilmigtir. PCR. tiiplerine konulus

siralarina gére maddeler ve ozellikleri tablo 10°dadir(42).

MADDE ICERIGI KULLANIM
MIKTARI (ul)
Urasil DNA glikosilaz |1 tinite/ul yogunlukda 50mM Tris-HCI(pH 1
8,0), 0,3M KCI, lmM EDTA, ImM
dithiothreitol, 0,1 mg/ml bovin serum
A albiimin, %50 (v/v) gliserol
Taq DNA polimeraz 5 unite/pl yogunlukda 20mM Tris-HCl(pH 0,25
8,0), 0,1mM KCl, 0,1mM EDTA, 20mM (1,25 Unite)
A dithiothreitol, %0,5 (v/v) Nonidet P40,
%0,5 (v/v) Tween 20, %50 (v/v) gliserol
dNTP karigimi 10mM dATP, 10mM dCTP, 10mM dGTP, 1
30mM dUTP,
PCR reaksiyon tamponu {100mM Tris-HCI(pH 8,9), 500 mM KClI, 5
PCR reaksiyon tamponu |{100mM Tris-HCI(pH 8,9), 500 mM KCI 5
MgCl,’siiz 10X*
MgCl, * 25mM MgCl, -

Tablo 10: PCR Core Kit Plus’da bulunan maddelerin 6zellikleri ve 50ul toplam hacim
i¢in kullanim miktarlari.

(*) 2,5mM diginda bir konsantrasyonda MgCl,’e ihtiyag duyuldugunda MgCl,’li tampon
yerine kulllanilmiglardir. Konsantrasyon MgCl, miktart degistirilerek ayarlanmugtir.

Pl vivaxa AIT PRIMERLERIN SECIMI VE KONSANTRASYONLARININ
AYARLANMASI: AL60 ad: verilen primer 5'-GTC GGA ATT CAT GAA GAA CTT
CAT TCT C-3’ dizininden olusan, 30,3nmol miktarda olup, 606ul TE (10mM Tris Cl,
1mM EDTA) eklenerek 50pmol/ul konsantrasyon elde edilmigtir. AL61 ikinci primer
olup 5'-CAG CGG ATC CTT AAT TGA ATA ATG CTA GG-3’ dizininden olugmakta,

50,2nmol miktar 1004l TE ile diltie edilerek esit konsantrasyon saglanmugtir.

TBE (0,5X : 45mM Tris, 1mM EDTA, 45mM borik asit): 5X stok konsantrasyon igin
54g Tris, 27,5g borik asit, 20 ml 0,5M EDTA distile su ile 1t’ye tamamlanmustir.

YUKLEME TAMPONU 25mg bromofenol blue, 25 mg ksilen siyanol FF tartilarak, 3 ml

gliserol eklenmis ve distile su ile 10ml’ye tamamlanmgtir.
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ETHIDIUM BROMIDE 10mg/ml konsantrasyonda stok igin 20mg ethidium bromide (E-
7637, Sigma) tartilarak 2ml distile su i¢inde eritilmistir.

2. Plasmodium vivax ILE YAPILAN CALISMALAR

Mikroskobik olarak PL vivax tespit edilmis 5 hastadan EDTA’l1 tiiplere alinip -20°C’de
muhafaza edilmekte olan ve saglikh tg kisiden yine EDTA’ll tiiplere alinan kanlar veya
bu sekiz kiginin parmak uglarindan filtre kagidina (Whatman 3mm, 3030917) damlatilip
kuruduktan sonra 4°C’de bekletilen kan 6rnekleri kullamlmugtir. Olusturulan seride 1, 4, 8
No.lu kanlar negatif, 2, 3, 5, 6, 7 No.lu kanlar pozitif olacak sekilde diizenlenmistir.

EDTA’l kanlar kullanilarak Wataya metodu (51) ile yapilan saflagtirma isleminde,

Her orekden 500ul’lik miktar eppendorf tiiplere alinarak iizerlerine 8ul %10’luk

saponin (son konsantrasyon %0,016) eklenmigtir.

Vorteks yardimu ile hiicreler pargalanarak, 10 dakika 10000 d/dak. hizda santrifiij edilmis

ve (st stvi atilmagtir.

Dipte kalan pellet 1ml PBS ile sulandirilarak, vortekslendikten sonra, 5 dakika 10000
d/dak. hizda santrifiij edilmig ve tst stvi atilmug, PBS ilavesi, vorteks, santrifiij tist sivinn
atilmasi agamalan tekrar edilerek dipte kalan kisim -20°C’de muhafaza edilmeden 6nce

tipler (W1-W8) numaralandinlmigtir.

Chelex metodu (4) ile yapilan saflagtirmada, %5’lik Chelex 100, 5 dakika siireyle kaynar
su banyosunda tutulmug, daha sonra her EDTA’I kan 6rnedinden 20 pl konmus olan
tiplere 100°er pul eklenerek vortekslenmis ve 10 dakika daha kaynar su banyosunda
bekletilmigtir. 10000 devirde 10 dakika santriflij edilen tiiplerden iist siv1 gekilerek yeni
tiplere alinmug ve renklerinin koyu, bulamk olmalari nedeniyle Chelex 100’le kaynatma,

santrifiij, Gist siviyr yeni tipe alma agamalan tekrar edilmigtir. Ttpler numaralandirilarak
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(C1-C8)  kullanihncaya kadar -20°C’de muhafaza edilmiglerdir. ~ Ornekler
amplifikasyondan 6nce 1,5 saat 60 °C’de inkiibe edilmiglerdir. '

Snounou metoduna (36) gore, 200ul EDTA’I kan 600l lizis buffer ile karigtinilarak 3
dakika c¢alkalanmus, 10 dakika oda 1sisinda inkiibe edilmistir. Ttupler 1500 d/dakika hizla
10 dakika santrifiij edildikten sonra st sivi atilmug, dipteki pellet Gzerine 141ul TE, 1,5ul
proteinaz K, 7,5ul SDS (son konsantrasyonlari, SDS: %0,5 ; proteinaz K: 200ug/ml)
eklenerek vortekslendikten sonra 37°C’de bir gece inkiibe edilmiglerdir.

Inkiibasyonu tamamlanan tiipler {izerine 25 birim fenol, 25 birim kloroform, 1 birim
izoamilalkol kansxmmdén 300’er ul eklenerek 10 dakika galkalanmug, 20 dakika siireyle
5000 d/dakika hizla santrifiij edildikten sonra genis agizli ug takilmig pipetle Ust sivilar
yeni tiiplere aktarilmugtir. Fenol / kloroform / izoamilalkol ekleme, ¢alkalama ve santrifiij
islemleri bir kez daha uygulandiktan sonra yine aym tip pipetle st sivilar, iglerinde 20’ser
ul 3M sodyum asetat bulunan tiiplere alinmugtir. Uzerlerine 600’er pl soguk, saf etanol
eklenen bu tiipler hafifce kangtinlarak bir gece -20°C’de bekletilmislerdir. Bu siire
sonunda 13000d/dakika hizla 20 dakika sanrifiij edilen tuplerin tist sivilan dokilerek
dipte kalan pellet %70’lik soguk etanol ile kanstirip aym iz ve siirede santrifly
uygulanrms, iist stvilan dokiilmiig, pelletin kurumasi igin tipler filtre kagidi Gzerine ters
cevrilerek birakilmiglardir. Kuruyan pelletler 50’ser pl TE ile sulandinldiktan sonra
numaralandirilarak (TB1-TB8) -20°C’de muhafaza edilmislerdir.

Fenol / Etanol yontemi (42) modifikasyonu igin her ornege ait kan damlatilmus filtre

kagltlamdan lcm gapinda daire seklinde bir parga kesilerek tiplere yerlestirilmigtir.

2ml lyzis buffer igine 20ul Triton-X 100 (son kons.:%]1), 20ul stok proteinaz K (son
kons.:200ug/ml) ilave edilerek kanstrilmig ve her tiipe bu kangimdan 250°ser ul
eklendikten sonra 3 saat 60 °C’de inkiibe edilmiglerdir. Tiplere 250°ser ul fenol eklenip
10 dakika calkalanmig, 10 dakika 12000 devirde santriftij edilmiglerdir. Yeni tiplere

aktarilan tist stvilarin tizerlerine 250’ ser pl kloroform eklenerek galkalama santrifiyj ve tist
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sivilar1 yeni tiipe aktarma islemleri tekrar edilmistir. Her tiipe 25ul 3M sodyum asetat
ilave edilerek kangtinldiktan sonra 550ul soguk saf etanol eklenip bir gece -20°C’de
bekletilmiglerdir.

13000 d/dakika hizla 20 dakika santrifijden sonra ist sivilart dokilen tiipler kurutma
kagidi1 tizerine ters gevrilerek pelletin kurumast saglanmigtir. Kuruyan pelletler iizerine
50°’ser ul TE eklenerek vortekslendikten sonra numaralandirilip (Y1-¥8) -20°C’de
muhafaza edilen tipler amplifikasyondan hemen once 1,5 saat 60 °C’de inkiibe

edilmiglerdir.

Chelex metodu modifikasyonu uygulamas: amaci ile 1cm gapinda filitre kagitlar bulunan
tiplere 1’er ml %0,5’lik saponin eklenerek filtre kagitlari ezilmig, hava kabarcif
kalmayacak sekilde 37 °C’de 1 saat inkiibe edilmislerdir. 12000 d/dakika hizla 5 dakika
santriftj edilen tﬁplerdefd st sivilar atidmis dipteki kisim tizerine 1ml PBS ilave edilerek
hafif¢e galkalamp 4 °C’de 20 dakika bekletildikten sonra aym hiz ve siirede santrifiyj
edilip tist sivilar1 atilmug, bu PBS ile yikama agamast iki kez daha tekrarlanmgtir, Dipteki
kagitlar tizerine 200’er pl 1sitilmug %5°lik Chelex 100 eklenip pipet ucu ile kagitlar
ezildikten sonra vortekslenmis ve 10 dakika 100 °C’de inkiibe edilmislerdir. Bu siire
sonunda 10000 d/dakika hizla 5 dakika santrifiyj edilen tiiplerdeki iist -sivilar yeni tiiplere
aktanlarak tekrar santriflj edilmiy ve st sivilan yeni tiiplere alinmugtir. Tipler

numaralandirilip (S1-S8) buzdolabinda veya derin dondurucuda muhafaza edilmislerdir.

2.1 AMPLIFIKASYON

Amplifikasyon i¢in temiz odada bulunan laminar akimhi kabin iginde saflagtirma
agamalarinda olusturulan serilere uygun sekilde numaralandirilmig steril PCR tiiplerine
Tablo: 11°de gosterilen maddeler (6rnek harig) sirasi ile konularak tiplerin kapaklar
kapatilmig ve saflagtrmanin yapildigi odada tiiplere, {izerindeki numara ile uyumlu
orneklerden 5’er ul eklenmistir. PCR komponentlerinin eklenmesi igleminde, tiipler buz

kabi iginde muhafaza edilirken, 6rnek ilavesi sirasinda ornek tiipleri kisa bir santrifiij
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yapilmug, bir tipden Ornek alinarak kapag: kapatiip PCR tipiine eklenmis ve o PCR
tlpiiniin kapag kapatildiktan sonra diger tipler igin aym uygulama strdiirilmistiir.
Amplifikasyonun galismasinin kontrolii amaci ile pozitif kontrol olarak bir ticari kit
(Perkin Elmer N801-0055) i¢inde bulunan lambda DNA ve bu O6rnege spesifik
primerlerden olusan kontrol grubu (Perkin Elmer, N808-008) kullanulmustir.

No MADDELER MIKTARLARI (ul)
ORNEK KONTROL
1 |Bidistile su ‘ 36,75 37,75
2 |PCR reaksiyon tamponu MgCly’lii 10X 5 | 5
"3 |Primer 1 ’ 1 2,5
4 |Primer 2 1 2,5
S |dNTP kangmmu - 1 1
6 |Taq DNA polimeraz 0,25 0,25
7 |Ornek 5 1
TOPLAM 50 50

Tablo 11: Amplifikasyon igin PCR tiiplerine konulan maddeler ve miktarlari sirasina
gore gosterilmistir. '

Maddelerin eklenmesinden sonra vortekslenen tiipler kisa bir santrifiij yapilarak termal
bloga (Biometra, 050-100) konmusgtur. Termal Blok 94 °C’de 2 dakika, 25 siklus
94°C’de 1dakika, 55 °C’de 2 dakika, 72 °C’de 3 dakika, son olarak 72 °C’de 7 dakika
olacak sekilde programlanmustir.

Agaroz jel elektroforezi igin stok TBE’den 30ml almp distile su ile 300mi’ye
tamamlanarak agar eritmek ve elektroforez tanki igin yeterli miktarda, 0,5X TBE elde

edilmigtir.

500mg agar tartilarak, 50ml 0,5X TBE i¢inde mikrodalga finn kullamlarak eritilmis,
yaklagik 60°C’ye kadar sofumasi beklendikten sonra 8’li tarak konulmug, minijel
(Biometra, 020-000) tablasina hava kabarcigi kalmayacak gekilde dokalmistir. %1’lik
agarnn tamamen donmasindan sonra jele zarar vermemeye dikkat edilerek tarak ve

tamponlar gikarilmistir.
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Tabla, jelin delikli tarafi katoda gelecek sekilde tankm igine yerlestirildikten sonra kalan
0,5X TBE ile tank doldurulmustur.

Bir parafin film Gzerinde 3 no.lu yiikleme tamponu .(%0,25 bromofenol blue, %0,25
ksilen siyanol FF, %30 gliserol (suda)) ile olusturulan 2 ser pl’lik sekiz damlamn ilki 8yl
markir (DNA Molecular Weight Marker II, 236250, Boehringer Mannheim) ile, ikincisi,
pozitif kontrolden, digerleri EDTA’l1 kanlarla Chelex yonteminin denendigi “C” serisinin
2-7 no.lu PCR tiplerinden sirastyla alinan 10ul amplifiye drtnlerle ¢ekip birakmak
suretiyle karigtiriimug, bu kangimlardan alinan 10puPlik miktar jeldeki gukurlara sirasiyla

yerlestirilmigtir.

Gii¢ kaynag (Biometra, 040-800) ile 30 V dogru akim uygulanmis ve yaklagik 3 saat
sonra bromofenol blue’nun jelin 2/3’lik kismina ulagtigi gortlerek elektroforez

durdurulmustur.

Boyama iglemi, 200ml distile suya 10pl stok ethidium bromide kanstirilip, i¢inde tabladan
¢ikartilan jeli 10 dakika bekletmek seklinde uygulanmus, fazla boyann yikanmasi igin, jel

5 dakika distile suda bekletilmigtir. Boyanan jel morotest 15tk kaynaginda incelenmigtir.

2.2 DIGER SERILERIN INCELENMESI

Agaroz jel elektroforezi daha sonra fenol/etanol yonteminin modifikasyonunun denendigi
“Y” serisi tiipler i¢in (2-7 nolu) uygulanmig ve boyanan jel morotesi g1k kaynaginda

incelenmigtir.

Markir, pozitif kontrol ve her serinin 2nolu tiipleri ile bir yliritme daha yapilmug, boyanan

jel mordtesi 191k kaynaginda incelenmugtir.
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3. Leishmania ~ PROMASTIGOTLARI ILE  YAPILAN
CALISMALAR

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dal’nda RPMI besiyerinde
devamlilig saglanan Leishmania infantum susundan alinan promastigotlar ve Kraliyet

Tropikal Hastaliklar Enstitiisit Hollanda’dan temin edilen primerler kullanilmugtir.

Primer 1, R174 5'-GGT TCC TTT CCT GAT TTA GG-3' ve
Primer 2 R798 5'-GGC CGG TAA AGG CCG AAT AG-3’ dizinlerinden olugmakta,
ssrRNA’y1 kodlayan gen tizerinde 650bp’lik bir sekansi hedeflemektedirler.

3.1 KLASIK SAFLASTIRMA YONTEMININ
MODIFIKASYONLARININ DENENMESI]

i¢inde 3 X 10° promastigot bulunan 5 tip santrifiij edilerek hiicreler dipte toplanmus, iist
sivilar atillarak 250°ser ul lyzis buffer + %1 Triton-X 100 + 200ug/ml proteinaz K
eklenip 3 saat 60 °C’de inkiibe edilmiglerdir. Her tiipe 250ul fenol eklenerek 10 dakika
calkalanmis ve 8000 d/dakika hizla 5 dakika santrifij edildikten sonra st sivilar yeni
tiplere aktanlmigtir. Bu agamadan itibaren her tip i¢in fenol ekstraksiyon etanol
presipitasyon metodunun farkli varyasyonlart uygulanmus, galkalama stiresi 10 dakika,
santrifiij 8000 d/dakika 1le 5 dakika olarak sabit tutulmugtur. Kloroform ve
fenol/kloroform/izoamilalkol (F/C/I) miktarlari 250ul, 3M sodyum asetat (NaAc)
miktarlar eklenilen stvinin 1/10°u (25ul), soguk saf etanol miktarlar ise eklenilen sivimun
iki kat1 (550pl) olarak ayarlanmustir. Bu uygulamanun tiiplere gore farkliliklari tablo:12°de

gosterilmigtir.
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ASAMALAR TUPLER

. 1123|415
Lyzis buffer eklenmesi ve inkiibasyon X1 X1 X[X|X
Fenol eklenmesi ¢alkalama santrifiij iist sivinin alinmasi XX X[ XX
Fenol eklenmesi galkalama santriftij st stvinin alinmasi (Tekrar) X1 XXX
F/C/1 eklenmesi ¢alkalama santrifiij iist sivimin alinmast X | X
Klorofom eklenmesi galkalama santrifiij Gst sivinin alinmasi X[ X
NaAc eklenmesi X[ X1 XXX
Etanol eklenmesi X1 X[X | XX
-20°C’de bir gece inkiibasyon X[ X|X|X|X

Tablo 12: Fenol ekstraksiyon etanol presipitasyon yonteminin tiiplere gore uygulanan
farkli agamalart.

Inkiibasyonun sonunda tiipler iki kez %70’lik etanol ile yikandiktan sonra agizlan toplu
igne ile birkag delik agilmug parafilimle kapatilarak kurumasi beklenmis, kuruyan tiipler
100ul TE ile siispanse edilip -20 °C’de muhafaza edilmiglerdir.

Bu ornekler amplifikasyondan énce 60 °C’de 2 saat bekletilmiglerdir.
Amplifikasyonda tiiplere pozitif kontrol kitinin kullanildig1 bir tiip daha eklenmistir.

Tiiplerde bulunan maddelerin miktarlar tablo:13’de gosterilmistir.

No MADDELER MIKTARLARI (ul)
ORNEK(1-5) KONTROL(6)

1 [Bidistile su 36,75 37,75

2 [PCR reaksiyon tamponu MgCl,’lii 10X 5 5

3 [Primer 1 1 2,5

4 |Primer 2 1 2,5

5 [dNTP kangimu 1 1

6 |Taq DNA polimeraz 0,25 0,25 .

7 {Ornek 5 1
TOPLAM 50 50

Tablo 13: Amplifikasyon hazirhinda tiiplere sirasiyla eklenen maddeler ve miktarlari.
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Amplifikasyona 94 °C’de 10 dakika ile baslanmus ve 94 °C’de 75 saniye, 60 °C’de 1
dakika, 72 °C’de 2 dakikadan olusan 38 siklusdan sonra 72 °C’de 6 dakika tutularak

tamamlanmugtir.

Elektroforezde 0,5 X TBE ile %1’lik agaroz jel 8’li tarakla hazirlanmus, ilk gukura DNA
Molecular WM V (8217085, Boehringer Mannheim), 2-6. ¢ukurlara sirasiyla 6rnekler, 7.
cukura pozitif kontrol, 8. gukura DNA Molecular WM II yiikleme tamponu ile kangtirilip
yerlestirilmistir.

Elektroforez sonunda jel ¢ikarilarak boyandiktan sonra transluminatérde incelenip,
fotografi ¢ekilmigtir. Fofograf ¢ekimi polaroid makina (Polaroid DS-34) ile enstantanesi
1/15sn, diaframu 4,8’e ayarlanarak yapilmustir.

3.1.1 KONTROL CALISMASI

Bu agamada yeni bir jel hazirlanarak amplifiye olmamig, ancak saflagtirma islemi
tamamlanmis olan 5 6rnekden 1’er ul alinmg, distile su ile 10ul’ye tamamlanmis ve
yiikleme tamponuyla kanstirilarak gukurlara yerlestirilmis, bir gukura da 10ul lyzis buffer
ile inkiibe edilmig promastigotlar yiikleme tamponu ile karigtinlarak yerlestirilmis son
olarak markir da eklenerek yiiritme islemi yapilmustir. Orneklerin yeterli mesafeye

ulagmasiyla jel ¢tkarilarak boyanmig ve incelenmistir.

3.2 DUYARLILIK CALISMASI

Kullamlmakta olan 7agDNA polimeraz tiikendiginden yenisi temin edilerek ¢alismalara
devam edilmigtir. 7agDNA polimeraz enzimi (1418 432, Boehringer Mannheim) 5 U/ul
konsantrasyonda oldugundan, kitin iginde bulunan enzim gibi 0,25ul miktarda

kullanilmugtir.
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Bu galigmada yeni bir seri olugturularak 400000, 4000 ve 40 promastigot igerecek sekilde
Gg diliisyon elde edilmis ek olaral visceral leishmaniasis’li bir hastamun kemik iligi

aspirasyon materyalinin ve kanimn filtre kagidina emdirilmis 6rnekleri kullanilmugtir.

Beg ornekden olusan yeni seriye bir onceki galigmada denenen yontemlerden iki kez
fenollii ekstraksiyonu takiben F/C/I ve kloroformlu sekil uygulanmis, amplifikasyonda
pozitif konrol tiipt seriye eklenmis. Amplifikasyon sonrasi trtinler %1 ve %2’lik agaroz
jellerde iki kez yirutiilmis, usuliine uygun boyanan jeller morétesi g1k kaynaginda

incelenmislerdir.
3.2.1 SDS ETKINLIGININ ARASTIRILMASI

Bir onceki galigma lyzis buffera eklenen %1 Triton-X 100 yerine son konsantrasyon %1

olacak sekilde SDS kullanilarak tekrarlanmugtir.

Su ana kadar yapilan galigmalardan sonra kullamlan tiim maddelerin asiditeleri olgiilmiis
ve bazi maddelerin niteliklerinin degistiginin anlagilmas: Gzerine kullanian distile sular iki
kez daha damutilarak tridistile su elde edilmis, fenol, EDTA, TE, TBE stok soliisyonlar

tridistile su ile yeniden hazirlanmugtir.

3.2.2 CHELEX VE FENOLLU EKSTRAKSIYON METODLARININ
DUYARLILIKLARININ KARSILASTIRILMASI

RPMI besiyerinde tiretilmis promastigotlar serum fizyolojikle yikanarak sayilmig ve yine
serum fizyolojikle 10° promastigot/ml olacak sekilde diliie edilmigtir. Ornek, ml’de 10°,
10, 10* ve 10® promastigot igerecek sekilde onar kez diliie edilerek bes farkli
konsantrasyon olugturulmustur. Her tipden 100°’er ul alinarak 1’den 5’e kadar
numaralandirilmss tiiplere konulmustur. Béylece 1 nolu tiipte 10, 2 nolu tiipte 10%, 3 nolu
tiipte 10%, 4 nolu tipte 10*, 5 nolu tipte 10° promastigot olmast saglanmistir. Bu bes tiip,

Triton-X 100 ve proteinaz K igeren lizis bufferla intibasyonu takiben fenol, F/C/i,
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kloroform, sodyum asetat, etanol agamalar ile devam eden fenolli ekstraksiyon yontemi

ile saflagtinlarak son inkiibasyonla amplifikasyona hazir hale getirilmistir. Pelletlerin

resiispansiyonu igin 50’ser pul TE kullamlmugtir. Diger taraftan ilk bes tiple aym

miktarlarda promastigot igeren ikinci bir beg tip hazirlanarak Chelex yontemi ile

saflagtinlmugtir. Her iki serideki tiplerden S’er pl alinarak, SmM MgCl, son

konsantrasyonu olugturulan PCR tiiplerinde amplifiye edilmistir.

12°1i tarak kullamlarak hazirlanan %1’lik agaroz jelin 1. ve 12. gukurlarina 650 bp’de

bant gérﬁnﬁmﬁ veren amplifiye Leishmania DNA’s1, 2-5. ¢ukurlara Chelex yontemi ile

saflagtirilan seri, 7-11. gukurlara fenol yontemi ile safalagtinlan grup yerlestirilirken, 6.

gukur bog birakilmig, Chelex yontemi uygulanan 5. tip (10° promastigot igeren)

kullamlmanugtir. Tablo 14’de ¢ukurlara konulan amplifiye 6rneklerin kaynaklan

gosterilmigtir.

CUKURLAR

3

4

6

7

8 9. | 10.

11.

SAFLASTIRILAN
PROMASTIGOT
SAYISI

102

10°

10*

BOS

10°

10* | 10° | 10°

10

UYGULANAN
SAFLASTIRMA
YONTEMI

CHELEX

FENOL/ETANOL

Tablo 14: Cukurlarda bulunan amplifikasyon Griinlerine amplifikasyon 6ncesi ugulanan
metodlar ve promastigot miktarlart (M: markir).

Boyanan jelin morétesi 15tk kaynag) tzerinde 8 enstantane, 4,5 diafram ayan ile fotografi

cekilmigtir.
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4. LITYUM TUZLU NUKLEOTID SOLUSYONLARININ
KULLANILMASI |

4.1 NUKLEOTID SOLUSYONLARININ UYGUN
KONSANTRASYONDA BIRLESTIRILMES]

Kullanilmakta olan dNTP soliisyonu tiikendiginden yenileri temin edilerek calismalara
devam edilmigtir. Niikleotidlerin lityum tuzlu soliisyon formlarindan, dATP (1051 440,
Boehringer Mannheim), dCTP (1051 458, Boehringer Mannheim) ve dGTP’den (1051
466, Boehringer Mannﬁeim) 25umol igeren 250ul’lik birer tiip, dUTP’den (1420 470,
Boehringer Mannheim) G¢ kati konsantrasydnda kullandldigindan  25umol igeren
250ul’lik ¢ tip alnmustir. 10ul dATP, 10ul dCTP, 10ul dGTP, 30ul dUTP bir tupte
toplanarak 40pl tridistile su ile 100ul’ye tamamlanmugtir. Bdylece yeni dNTP kangiminda
dATP, dCTP ve dGTP’nin 10mM konsantrasyonda, dUTP’nin isé 30mM

konsantrasyonda olmasi saglanmistir.
4.2 KONSANTRASYONLARIN AMPLIFIKASYONDA DENENMESI

Yeni dNTP kangimu ile pozitif kontrol kiti kullanilarak yapilan ¢aligmada 1, 2,5, 5 ve
10l dNTP miktarlann denenmis, amplifikasyon sonrast Grunlerin yuritaldagu jel

boyanarak mordtesi 15tk kaynaginda incelenmistir.
4.3 KONSANTRASYONLARIN VE B]RLESH\/ILERIN DENENMESI

Yeni bir begli seri olusturularak amplifikasyon denenmis olup, bu serideki tuplerin

igerdikleri maddeler ve konsantrasyonlan tablo :15’de gosterilmistir.
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1. TUP 2.TUP | 3.TUP | 4. TUP 5. TUP
dATP* 1ul(100nmol) 1pl(100nmol)
dCTP* 1ul(100nmol) 1ul(100nmol)
dGTP* 1pl(100nmol) 1u1(100nmol)
dUTP* 3ul(300nmol) 3ul(300nmol)
dNTP** 10ul 20ul 30ul
Tampon soliisyon*** | 5pul 5ul 5ul 5ul 5ul
TagDNA polimeraz | 0,25ul 0,25ul 0,25ul 0,25ul 0,25ul
Su
Primer 1%**** 2,5ul 2,5u 2,5ul 2,5ul
Primer 2%*** 2,5ul 2,5ul 2,5ul 2,5ul
Ornek DINAX*** 1ul 1ul 1l 1ul
Primer 1**%** Tul
Primer 2%*#** 1ul
Ornek DNA ###k* 1l
TOPLAM 50ul 50ul 50ul 50ul 50ul

Tablo 15: dNTP konsantrasyonlarinin kontrol kiti ile (1.-4. tiip) ve amplifiye Leishmania
DNA’s1 (5. tiip) kullanilarak denenmesi.

*) Dilie edilmeden, tiplerden alintmstir.

(**) 100nmol dATP+100nmol dCTP+100nmol dGTP+300nmol dUTP/10pul
(***) 25mM MgCl, icermektedir

(****)  Kontrol kitine ait maddelerdir.

(*****)  Leismania DNA’sinun amplifikasyon Griinti, spesifik primerleri ile 6rnek olarak

kullanilmugtir.

Amplifikasyon ve elektroforezden sonra boyanan jel morétesi itk kaynaginda

incelenmigtir.

4.4 TIMIN’LI VE URACIL’LI dNTP’LERIN IKI FARKLI DNA
ORNEGI KULLANILARAK KARSILASTIRILMASI*

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Mikrobiyoloji A. D.’ndan temin edilen 4’er mM
kosantrasyonda dATP, dCTP, dGTP ve dTTP igeren kanigim ve Istanbul Universitesi
Deneysel Tip ve Arastirma Merkezinden alinan plazmid DNA ve spesifik primerleri ile

yapilan galismada dTTP’h ve dUTP’l kanigimlar karstlagtirilmustir.
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Plazmid DNA’mn 1l kullanildigy 2. ve 3. tiiplerden 2. sine 4mM dNTP’den (dTTP’li)
2,5ul, 3.siine 10/30mM konsantrasyonda hazirladiimiz dUTP’li soliisyondan 1pl
konulmugtur. 1. tipte yine 4mM dNTP kullanilmis, ancak 6rnek olarak amplifiye
Leishmania DNA’s1  denenmigtir. Diger maddeler standartlara uygun sekilde
hazirlanmigtir (Toplam hacimler 50°ser ul, MgCl, konsantrasyonu 2,5mM, TagDNA
polimeraz 1,250).

Amplifikasyondan sonra %2’lik agaroz jel 0,5X TBE ile hazirlanmug 1. gukura daha 6nce
amplifiye edilmis Leismania DNA’sindan 10pl, 2. gukura 1. tiipten 10ul, 3. gukura 1.
tipe koyulan 6rnegin 1/50’si, 4. gukura 2. tiipten 10ul, 5. gukura 3. tipten 10ul, 6.
cukura 2. ve 3. ’a’iplere~ koyulan 6rnegin (plazmid DNA) 1/50’si yiikleme bufferleri ile

kangtinilarak yerlestirilmigtir. Jele yerlestirilen amplifikasyon triinlerine ait detaylar tablo

16’da 6zetlenmigtir.
CUKURILAR 1. 2. 3. 4, S, 6.
TUPLER | MARKIR | 1. TUP | NEGATIF | 2. TUP 3.TUP | NEGATIF
564bp KONTROL KONTROL
dNTP . - TIMIN - | TIMIN | URACIL -
DNA Leishmania|Leishmania|Leishmania| Plazmid Plazmid Plazmid

Tablo 16: Cukurlara yerlestirilen markirin, amplifikasyon tiriinlerinin ve negatif
kontrollerin 6zellikleri. Negatif kontrol olarak PCR tiiptine konulan DNA miktarnnin jele
yanstyan oran (1/50) kullanilmugtir,

1 saat siire ile yuriitilen amplifikasyon tirinleri boyanarak mor otesi ik kaynagi

tzerinde 30 enstantane, 5,6 diafram ayan ile fotografi gekilmistir.
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5. MgCl, KONSANTRASYONLARININ DENENMESI

5.1 AMPLIFIYE Leishmania DNA’SI ILE YAPILAN CALISMADA
TE’NIN MgCl, KONSANTRASYONUNA ETKISININ
ARASTIRILMASI

Ornek olarak 2ul amplifiye edilmiy Leishmania DNA’smun 3ul TE ile kanstirilarak
kullamldig: 8 ﬁipte MgCl, son konsantrasyonlar1 1-8 mM arasinda degistirilmig, 9. tiipte
ise 2l DNA, TE ile kangtnlmadan 2,5 mM MgCl, konsantrasyonuyla denenmistir.
Diger komponentleri standartlara uygun yiriitilen amplifikasyon elektroforez ve boyama

agamalarindan sonra jel morétesi 15tk kaynaginda incelenmistir.

5.2 CHELEX YONTEMI ILE ELDE EDILEN ORNEKDE MgCl,
KONSANTRASYONLARININ DENENMESI

?

Leismania promastigotlan Chelex yontemi ile saflagtinlarak MgCl, son konsantrasyonlari
1-8 mM arasinda 1mM araliklarla degisen 8 tiip i¢inde amplifiye edilmislerdir. %1 agaroz
jel 12°1i tarak kullamilarak hazirlanmus, 1., 11. ve 12. gukurlar bog birakilmug, 2. gukura
DNA M WM II, 3-10. gukurlara sirast ile 1-8‘. tiiplerden alnan urunler ylikleme
tamponlari ile kangtirilarak yerlegtirilmigtir. Jele yerlestirilen amplifikasyon iriinlerine ait

ozellikler tablo 17’de gosterilmistir.

CUKUR NO 2. 3. 4. 5. 6. 7. 8. 9. 10.
| TOPNO | DNA | L | 2 | 3 | 4 5. 6. | 7. 8.
MgCl, KONS. MWMI| 1mM | 2mM | 3mM | 4mM | 5mM | 6mM | 7mM | 8mM
Tablo 17: Jeldeki cukurlara yerlestirilen 6rneklerin numaralari ve amplifikasyonlarinda
kullanilan MgCl, konsantrasyonlari. Gosterilmeyen gukurlar bog birakilmugtur.

Elektroforez sonrasi boyanan jelin transluminatérde 4 enstantane, 5,6 diafram ayar ile

fotografi ¢ekilmigtir.
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6. Plasmodium yoelii ILE YAPILAN CALISMALAR

Plasmodium yoelii’ye ait primerler Birlesik Devletler Deniz Kuvvetleri Tibbi

Aragtirma Enstitiisi’nden temin edilmis,
Primer 1, PyDx1, 5’ -GCC CAA AGA AAC TTA AAC G-3' ve

Primer 2, PyDx2, 5" -GCC ACT ACT GGT TGA TTC-3' dizininden olugmakta

circumsporozid proteini kodlayan gen iizerinde 300bp’lik bir sekans hedeflemektedirler.

6.1 ORNEKLERIN ALINMASI

Ege Universitesi Parazitoloji A. D.’nda, fareden fareye pasajlarla surdirilen PL yoelii
kiltiirinden, %15, %10 ve %0,04 parazitemisi giemsa ile boyanmig ince yayma
preparatta tespit edilen 3 farenin kuyruklarindan, filtre kagitlanina damlatilmak suretiyle
alinan kan ornekleri kullamlmugtir. Filtre kagitlart 5 cm ¢apinda daire seklinde kesilerek

kullamlincaya kadar 4°C’de muhafaza edilmiglerdir.

6.2 CHELEX YONTEMI KULLANILARAK DUYARLILIK VE MgCl,
KONSANTRASYONLARININ INCELENMESI

6.2.1 % 10 PARAZITEMILI ORNEKLERLE YAPILAN CALISMA

Ilk caligmada sadece %10 parazitemili 6rnekler kullanilmus, 3 tiipe sirasi ile 1, 2 ve 3 adet

filtre kagidi koyularak Chelex yontemi ile saflastirma iglemi yapilmustir.-

Amplifikasyonda her tiip i¢in 2,5 ve 5 mM MgCl, son konsantrasyonlarn galigilmus,

trtnlerin elektroforezi yapilip, boyanarak incelenmistir.
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6.2.2 %0,04 PARAZITEMILI ORNEKLERLE YAPILAN CALISMA

Parazitemisi %0,04 olan 6rneklerden 3 filtre kagid1 bir tiipe konulmug ve Chelex ydntemi
ile saflagtirilarak MgCl, konsantrasyonlar1 2-6 mM arasinda degisen 6 tiip hazirlanarak
amplifiyve edilmiglerdir. Elektroforez ve boyama asamalari tamamlandiktan sonra jel

mordétesi 151k kaynaginda incelenmigtir.

6.3 FENOL / ETANOL YONTEMI ILE TE’NIN ETKISININ VE
DUYARLILIGIN ARASTIRILMASI

1. ve 2. tiipe %0,04 parazitemili, 3. ve 4. tlpe ise %15 parazitemili 6rneklerden 2’ser
filtre kagidi konularak fenol ekstraksiyon, etanol presipitasyon yontemi ile DNA’lar
saﬂaétmlrmghr. Saflagtirma igleminde fenol asamasi bir kez uygulanmug, F/C/1 ve
kloroform uygulanmig, presipitasyondan sonra kurutulan pelletlerin siispanse edilmesi

icin 1. ve 3. tiiplerde 50°ger ul TE, 2. ve 4. tuplerde 50’ser pl tridistile su kullanilmustir.

Ornekler, MgCl, son konsantrasyonlarn 5 mM olacak sekilde amlifiye edilmis,

elektroforez ve boyama iglemlerinden sonra jel morétesi 151k kaynaginda incelenmistir.

6.4 FENOL / ETANOL YONTEMI ILE DUYARLILIGIN
ARASTIRILMASI

Giemsa ile boyanan ince yayma preparatin immersiyon objektifle yapilan incelenmesinde
her sahada ortalama 2 parazit gorilmilg, ayn1 kamn damlatildig: filtre kagidindan 1 cm
¢apinda daire geklinde kesilen 6rnekte bulunan kan miktari 20ul olarak degerlendirilmis

ve filtre kagidinda bulunan parazit sayis1 2X10* olarak hesaplanmistir(20).
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Fenol, F/C/I, kloroform asamalariyla fenollii ekstraksiyon ve etanollii presipitasyon
uygulanan 6rnek, 100ul TE ile restuspanse edilmig, 1ul 6rnegin 200 parazit DNA’st

igerdigi kabul edilmisgtir.

6 adet PCR tlipt hazirlanarak 1. tiipe 5, 2. tiipe 4, 3. tiipe 3, 4. tiipe 2, 5. tiipe 1, 6. tiipe

0,5ul ornek konulmus, her tiiptin toplam hacminin 50ul olmasi su miktarlar degistirilerek

saglanmustir.

Amplifikasyondan sonra %2’lik agaroz jel 0,SXTBE ile hazirlanmig, 50 ml hacmindeki
jele 2.5ul ethidium bromide eklenerek kanstirnlmustir. 8°li tarak kullanilarak dokiilen jelin
1. gukuruna DNA M WM 11, 2.-7. gukurlara 1.-6. tiipler, 8. ¢ukura DNA M WM V
yiikleme tamponlar ile karigtirlarak yerlestirilmistir. Boylece 2. sirada 1000, 3. sirada
800, 4. sirada 600, 5. sirada 400, 6. sirada 200, 7. sirada 100 parazit DNA’sina ait
amplifikasyon urtinleri bulunmaktadir. Elektroforezden sonra dogrudan morétesi 151k

kaynaginda incelenen jelin 8 enstantane, 4,5 diyafram ayan ile fotografi ¢ekilmistir.



BULGULAR
1. Plasmodium vivax ILE YAPILAN CALISMALAR

EDTA’lW kanlarin Chelex yontemi ile saflagtinildigi “C” serisinin yiiriitiildiigii jelde ilk
sirada markira ait bantlar, ikinci sirada pozitif kontrol kitine ait 500bp’lik bant gériilmiis,

3-8. siralarda bulunan 6rneklere ait bantlar goriilmemigtir.
1.1 DIGER SERILERIN INCELENMEST

Filtre kagitlarinda bulunan 6rneklerin fenol/etanol metodu modifikasyonu ile saflagtirildig
“Y” serisinin yiratildigi jelde markir, pozitif kontrol kitine ait bant gérilmiig, “Y”

serisine ait bant gozlenmemistir.

Marker, pozitif kontrol ve her serinin 2 nolu tiiplerinin yiritildagi jelde markurlara ait
bantlar, pozitif kontrol kitine ait 500bp’de bant go6zlenmis, Orneklere ait bant

goriilmemigtir.

2. Leishmania PROMASTIGOTLARI ILE YAPILAN
CALISMALAR

2.1 KLASIK SAFLASTIRMA YONTEMININ
MODIFIKAS YONLARININ DENENMESI

Leishmania promastigotlariin saflagtinlmasinda fenol / etanol metodunun farkh
uygulamalarinin  kargilagtirildigs galigmamn sonunda 1 ve 8. siralarda markirlara ait
bantlar, 7. sirada pozitif kontrole ait 500bp’lik bant, 2-6. siralarda 6rneklere ait 650bp’lik
bantlar gézlenmigtir(Fotograf 1).
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23130
9416
6557
4361
2322
2027

587

340 650

504

458 500

267

234

213

192

Fotograf 1 : Leishmania promastigotlan ile klasik saflagtirma
yonteminin modifikasyonlan (1:Marker II, 2-6:6rnekler,
7:poztif kontrol, 8: Marker V)

2.1.1 KONTROL CALISMASI

Kontrol ¢aligmasinin yapildig: jelde markira ait bantlar goriilmiig, saflagtinloug 6rneklerin
bulundugu stralarda ve saflagtinldiktan sonra inkiibe edilen 6rnegin bulundugu siralarda

bant goriilememigtir.

2.2 DUYARLILIK CALISMASI

°

Ug farklh miktarda Leishmania promastigotu ile kan ve kemik iligi orneklerinin
kullanild@ duyarliik ¢aligmasindan sonra %1°lik ve %2’lik jellerde 500bp’lik kontrol

bandi diginda bant goriilememistir.
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2.2.1 SDS ETKINLIGININ ARASTIRILMASI

Triton-X 100 yerine SDS’in kullaruldigi saflagtirma metodunun denendigi calisma

sonunda sadece pozitif kontrole ait bant gorilebilmistir.

2.2.2 CHELEX VE FENOLLU EKSTRAKSIYON METODLARININ
DUYARLILIKLARININ KARSILASTIRILMASI

/Chelex ve fenollii extraksiyon metodlarinin kargilastiriidig duyarlilik ¢aligmasi sonucunda
gorilen bantlar fotograf 2’dedir. Markarlara ait 1. ve 12. gukurlarin kulvarlarinda, Chelex
metodu uygulanan tiiplere ait cukurlardan sadece 10* promastigotun saflagtinidigs
gukurun (5. gukur) kulvaninda, fenollii metodun uygulandig: tiiplere ait gukurlardan 10°,
10*, 10° promastigotun bulundugu tiiplere ait siralarda (7., 8., 9. siralar) bant goriintimii

olugsmustur.

123456789 101112

650

uth

Fotograf 2 :Promastigotlarla yapilan Chelex ve Fenol/Etanol
yontemlerinin duyarliliklarinin kargilagtinlmasi.(1, 12;: Marker
olarak kullanilan amplifiye promastigot DNA’s1, 2-5:Chelex
ile 10, 102, 103, 10* promastigot, 6:bos, 7-11:Fenol/Etanol ile
103, 104, 103, 102, 10 promastigot)
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3. LITYUM TUZLU NUKLEOTID SOLUSYONLARININ
KULLANILMASI

3.1 KONSANTRASYONLARIN AMPLIFIKASYONDA DENENMESI

Pozitif kontrol kitinin kullanilarak dNTP konsantrasyonlarinin denendigi ¢alismanin
sonucunda 1, 2,5, 5 ve 10ul dNTP kangimu ile amplifiye edilen 6rnekler jelde bant

goriinlimi vermemigtir.
3.2 KONSANTRASYONLARIN VE BIRLESIMLERIN DENENMESI

dNTP konsantrasyonlarimin ve birlesimlerinin kontrol kiti ve amplifiye Leishmania

DNA’s1 ile denendigi ¢alismaya ait jelde Grneklere ait bant gériiniimii olugmanusgtir.

3.3 TIMIN’LI VE URACIL’LI dNTP’LERIN IKI FARKLI DNA ORNEGI
KULLANILARAK KARSILASTIRILMASI

Timinli ve Uracilli dNTP’lerin iki farkli DNA ormegi kullanilarak karsilastirnidig
caligmada, 1. (markir), 2. (timin/Leishmania), 4. (timin/plazmid) ¢ukurlara ait kulvarlarda
bant goériilmig, 3., 6. (negatif kontroller) ve 5. (uracil/plazmid) gukurlara ait bantlar

gortilememistir (Fotograf 3).



650 —=
500

60

Fotograf 3 : Timin ve Uracil kullanularak iki farkli 6rmekle yapilan
¢alisma (1:Marker olarak kullanilan amplifiye promastigot DNA’s1,

2:Timin/promastigot 3:Negatif kontrol, 4: Timin/plazmid,

5:Uracil/plazmid, 6:Negatif kontrol, 7, 8:Bos)

4. MgCl; KONSANTRASYONLARININ DENENMESI

4.1 AMPLIFIYE Leishmania DNA’SI ILE YAPILAN CALISMADA
TE NIN MgCl, KONSANTRASYONUNA ETKISININ ARASTIRILMASI

MgCl, konsantrasyonuna TE’nin etkisinin arastirildigi galigmada alinan sonuglar tablo

18’de agiklanmugtar.

TUPLER 1. |2 [ 3[4 ]s5 e | 7]s 9,
ORNEK DNA 2ul DNA + 3ul TE 2ul DNA
MgCl, KONS. 1mM [ 2mM | 3mM [ 4mM [ 5mM | 6mM | 7mM | 8mM | 2,5mM
BANT GORUNUMU | - - -+ P+ + ]+ ]+ +

Tablo 18:TE ile kanigtirilan 6rneklerde 4-8mM MgCl, konsantrasybnlarda pozitif sonug
alinabilirken, TE kullarulmayan 6rek igin 2,5mMMgCl, yeterli olmustur.
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4.2 CHELEX YONTEMI ILE ELDE EDILEN ORNEKDE MgCl,
KONSANTRASYONLARININ DENENMESI

Chelex yontemi ile saflagtinlan orneklerde MgCl, konsantrasyonlarinin incelendigi
caligmaya ait jel fotograf 4’de gosterilmigtir. 2. sirada markir, 6-10. siralarda 4-8mM
MgCl, konsantrasyonu ile amplifiye edilen tiiplere ait 650bp’e uyan bantlar goriilmekte,
3-5. élralarda, 1-3mM MgCl, kullarulan amplifikasyon iriinlerinin bant olugturmadig

izlenmektedir.

23130
9416
6557
4361
2322
2027

564 650

Fotograf 4 : MgCl, konsantrasyonlarinin denenmesit. (1, 11, 12:Bos,
2:Marker II, 3-11:Swrastyla 1, 2, 3, 4, 5, 6, 7, 8mM MgCl,)
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5. Plasmodium yoelii ILE YAPILAN CALISMALAR

5.1 CHELEX YONTEMI KULLANILARAK DUYARLILIK VE MgCl,
KONSANTRASYONLARININ INCELENMESI

5.1.1 % 10 PARAZITEMILI ORNEKLERLE YAPILAN CALISMA

Chelex yontemi ile duyarlilik ve MgCl, konsantrasyonlarimin incelendigi %10 parazitemili
filtre kagitlarinin kullamldigt galigmanin sonucunda, SmM MgCl, konsantrasyonu ve 3

filtre kagid1 bulunan érnek ile 2,5mM MgCl, konsantrasyonu ve 1 filtre kagid: bulunan
. ornege ait 300bp’lik bantlar gozlenmigtir.

5.1.2 %0,04 PARAZITEMILI ORNEKLERLE YAPILAN CALISMA

Parazitemisi %0,04 olan 6rnegin Chelex metodu ile saflagtinlarak 2-6mM MgCl,

konsantrasyonlarimin denendigi galigmada bant elde edilememigtir.

5.2 FENOL / ETANOL YONTEMI ILE TE’NIN ETKISININ VE
DUYARLILIGIN ARASTIRILMASI

TE’mn etkisinin ve duyarlilbigin incelendigi galigmada %15 parazitemili ornegin TE ile
resiispanse edileni (3. tiip) 300bp seviyesinde bant goriinimii olusturmus, distile su
kullanilan ve %0,04 parazitemili 6rneklere ait amplifikasyon urtnleri negatif sonug

vermigtir.

53 FENOL / ETANOL YONTEMI ILE DUYARLILIGIN
ARASTIRILMASI

Duyarliligin fenol etanol yontemi ile saflastirilan 6rneklerde incelendigi ¢alismarun jelinin

goriintisi fotograf 5’dedir. 1. ve 8. siralarda markrlar belirgin 7. siradan (1000 parazit
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DNA’st), 2. siraya (100 parazit DNA’st) dogru gittikge zayiflayan bant goriiniimleri

gozlenmektedir.
1 2 3 4 5 6 7 8
23130
9416
6557
4361
2322
2007 557
. 540
504
300 458
267
234
213
192

Plasmodium yoelii’e ait bantlar. (1:Marker II, 2:1000 parazit,
3:800 parazt, 4:600 parazit, 5:400 parazit, 6:200 parazit, 7:100
parazit)



TARTISMA VE SONUC

Kargilagtirmali galigmalar incelendiginde ¢esitli tam yontemlerinin halen altin standart
kabul edilen direkt mikroskobik inceleme ile karsilastirildig: goriilmekte, ancak
mikroskobik incelemenin basitligi, direkt yontem olmasi, morfolojinin degerlendirilmesi
gibi avantajlannin yannda zahmetli olusu, sensitivitenin parazitemi ile orantili olusu,
morfolojileri benzeyen yapilarin kangtinlmasi, deneyimli personel gereksinimi gibi

dezavantajlarindan bahsedilmektedir(53).

Malaria tanist i¢in direkt yontemlerde kullamlmak iizere alinacak 6rnegin lam iizerine
yayllmas: ve tespit edilmesi gerektigi bildirilirken, niikleik aside dayali yéntemlerde
kullamlacak orneklerin filtre kagidina damlatilarak naylon poset iginde laboratuvara
ulagtinldigy goriilmektedir (4, 6, 24, 25, 32). Leishmaniosis tamst igin de ayni sorunlar
gegerli olmakla birlikte ozellikle tedavi ile kanda bulunan parazit sayis1 azalacagindan
mikroskobik inceleme igin kemik iligi veya dalak aspirasyonu gibi invazif yéntemlerin
uygulamasimn  zorunlulugundan bahsedilmigtir(53). Parazit sayisiun  azligindan
kaynaklanan hatalar goklagtirma yontemleri ile de 6nlenmeye g¢aligiimakta olup, malaria

tarust i¢in bu amagla QBC yontemi gelistirilmigtir(27).

Mikroskobik inceleme i¢in Giemsa boyama yontemi ile boyanmig preparatlarin uygun'
kalitede bir mikroskopta, yetismis bir personel tarafindan incelenmesi gerektigi
belirtilirken leishmaniasis tanisinda amastigotlara benzer yapilardan kaynaklanan hatalara
rastlanabilecegi, sitma tamsinda tlir ayniminin yapilamayabilinecegi, ayrnica Plasmodium
tirlerine ait gesitli varyasyonlanin ve Leishmania tiirlerinin mikroskobik baki ile
belirlenmesinin mimkiin olmadig: bildirilmektedir(32, 53). PCR’da ise saflagtirma,
amplifikasyon ve goriintiileme iglemlerini uygulayacak personelin, titiz ve dikkatli olmasi

gerektigi tizerinde durulmustur(47).

Kiltiir yontemlerinin canli, iireyebilen parazitleri saptama 6zelligine karsilik pahali, yavasg
olusu, 6rnek materyalinde yeterli parazit gerektirmesi, in vivo yontemlerin deney

hayvanlan gerektirmesi ve zahmetli oldugu vurgulanmigtir(53).



65

Serolojik yontemlerin basit, hizli ve ¢ok sayida 6rnek inceleme avantajmna karsilik,
spesifite diistikligi, saptanan antikorlarin aktif hastaligi géstermemesi veya akut devrede
antikor saptanamamasi gibi olumsuzluklarindan s6z edilmistir(53). Ayrica immiin

yetmezlik olgularinda serolojik tam yéntemlérinin yetersiz kalacag da bildirilmistir(35).

Niukleik a§ide dayali yontemlerin hizli, yiksek duyarllik ve 6zgiillige sahip direkt
yontemler olmasi, farkl tiir ve varyantlari taniyabilmesi, bagigik yamt ve klinik tablodan
bagimsiz olmast gibi avantajlarna kargilik, pahal olmasi, 6lii organizmalari da tanumasi,
kontaminasyon . riskinin yiiksek olmasi gibi dezavantajlarndan so6z edilmistir. Bu
yéntenﬂeﬁn duyarliliklan probe hibridizasyon yéntemlerinde 6rnek bagma 10*-10° kopya,
probe amplifikasyon ve sinyal amplifikasyon yontemlerinde 10* kopya olarak belirtilirken
PCR’da 10 kopyanin altmna kadar inebildigi gésterilmistir, (Tablo 3) (32). Kullanilan
ampliﬁkasyon veya hibridizasyon yénteminin diginda duyarliigs etkileyen onemli bir
faktrin de gorintileme yontemi oldugu PL malaria ile yapilan bir duyarlilik
¢aligmasinda gosterilmis, PCR iiriinlerinin dogrudan agaroz jel elektroforezi ile yuratilip
ethidium bromide ile boyanmasiyla %0,001 paraziteminin, enzim isaretli prob

hibridizasyonu ile %0,0001 par'aziteminin saptanabildigi bildirilmigtir(34).

Cesitli deneysel PCR gahigmalarinda duyarlihigin amplifikasyon i¢in hedeflenen sekansa
gore degistigi belirtilmis, Leishmania tiirleri igin 16-18S rRNA geni hedeflendiginde 10
parazitin altina inildigi, L. donovani ve L. major igin tekrar eden sekans hedeflenerek yine
10 parazitin altina inildigi, L. major ve L. infantum ile kDNA hedeflenerek probe
hibridizasyonu yéntemiyle 10* parazit duyarliiga ulagtlabildigi bildirilmigtir(53).

Kala-azarl hastalarin kanlartyla kDNA hedeflenerek yapilan caligmada PCR’in 8ml kanda
bir enfekte makrofaji dahi taniyabildigi, testin duyarliligimn ise %90 oldugu saptanﬁns
olup, saptanamayan %10, biyolojik yanlis negatif (organlarda amastigot olmasina ragmen

periferik kanda yeterli enfekte makrofaj bulunmamast) olarak degerlendirilmistir(33).

Immiin yetmezlikli 73 hasta ile yapilan bir ¢alimada, Kala-azar tamsi igin, kemik iligi
aspirasyon materyalinin direkt bakisi ve kiiltiirii, dort farkli serolojik metot (IFA, CE,
ELISA,WB) ile tekrarlayan sekansi hedefleyen PCR karsilastirnlmig, PCR’in duyarhligs
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%82 iken, duyarlilik direkt bakida ve kiiltiirde %55, serolojik yontemlerde %80 olarak
belirtilmis, PCR’in 6zgiinliigiit %97 iken, direk bakinin ve kiiltiiriin %100, serolojik
yontemlerin %94 olarak saptandig1 bildirilmistir(37).

L. aethiopica promastigotlarmin kDNA’sim1 hedefleyen primerlerle yapilan duyarlilik
caligmasinda PCR riinii agaroz jel elektroforezi ile incelendiginde, 1 promastigotun,
radyoaktif igaretle hibridizasyonu ile incelendiginde ise 0,01 promastigotun saptanabildigi
gosterilmis, parafinli biopsi materyallerinin CL tamist igin PCR ile incelenmesinde 17 ve
22 omeklik iki seride galigilmuig yanlis pozitif ve yanlis negatif sonug¢ gorilmedigi
bélirtilmistir. Bu ¢aligmada kronik CL olgularinda direkt baki ve kiiltiir yontemleri ile
saptanamayacak kadar az parazit bulunduran lezyonlardan alinan ¢rneklerin PCR ile

incelenmesiyle daha saglikli sonuglar elde edilecegi sonucuna varilmigtir(28).

Pl falciparum tanisinda her bir preparat igin ti¢ saate varan stre gerektigi halde Nested
PCR teknigi ile ginde 20 ornegin incelenebildigi, DHFR-TS genini hedefleyen
primerlerle tedavinin dordiincii giintinde dahi pozitif sonug alinabildigi, bu duyarliligin,
%0,002 paraziteminin (100 parazit/ul) aitinda duyarllifi azalan mikroskobik baki
kargisinda 6nemli oldugu iddia edilmistir(51).

Plasmodium tiirlerinin sstRNA kodlayan gendeki degisken kisimlarn hedeflenerek PCR
ile dort farklt Plasmodium turinin varlig: arastinlmug, iki farkli saglk merkezinde
incelenen ince yayma preparatlarda 6zellikle miks enfeksiyonlarin saptanamadigi, PCR ile
gerek miks gerekse tek tirden kaynaklanan enfeksiyonlarin mikroskobik bakiya oranla
daha 1yi tespit edilebildigi gosterilmigtir(44).

Nested PCR teknigi ile Plasmodiunr’larda tiir tayini amaglanmig, mikroskobik olarak P/
vivax saptanan 37 6megin 33’nin PCR ile pozitif bulundugu ve hatali negatifler ile
parazit yogunlugu arasinda istatistiksel olarak anlaml bir iliskisi olmamast iizerine
sonucun, primerlerin taniyamadi1 genetik degisikliklerden, parazit yogunlugunun 6rnek
toplama ydnteminin neden oldugu limitin altinda olmasindan veya her hangi bir agamada

yapilan teknik hatadan kaynaklanabilecegi degerlendirilmistir(36).
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Benzer bir galismada PL falciparum ve Pl vivax’a 6zgiin, sssRNA’y1 kodlayan geni
hedefleyen enzim isaretli primerlerle elde edilen PCR iriinlerinin PL vivax’i ve Pl
Jalciparum’u tamyan iki prob yardimi ile hibridizasyonu gergeklestirilmis, sonuglar
mikroskobik baki ile karsilagtinlarak, PL falciparum igin duyarlilk %93,3 (14/15),
ozginlik %100, PL vivax i¢in duyarhilk (6/6) ve o&zginlik %100 olarak

@

duyurulmustur(29). .

Niikleik aside dayali yontemlerin son on yildaki gelisimi degerlendirilerek gelecekte
yaygin olarak kullanilacag savunulmaktadir(53).

PL vivax ile yapilan ¢alismalarda bes farkl saflagtirma yéntemi denenmis olup, bunlardan,
Wataya metodunun yetersiz kalarak inhibitor faktorleri uzaklastiramadigi, Chelex
yontemlerinde 1sitilmig %5°lik Chelex 100°in 6rnekler tizerine aktarilmasi sirasinda
konsantrasyonun veya 1sinin diismesinden kaynaklanan hatalar, Snounou ve fenol / etanol
yonteminde kullanilacak kristalize fenoliin ancak 160°C’de doyurularak quinonlar gibi
fosfodiester baglarim koparan oksidasyon iirtinlerinin uzaklagtirtlmasinin - miimkiin
oldugu, bu nedenle sivi fenoliin 6nerildigi ve hydroxyquinoline ile B-mercaptoethanol
yardim ile oksidasyonun Onlenmesine ¢aligildigi belirtilmesine ragmen sivi fenol
temininde karsilagilan sorunlar tizerine kristalize fenol kullanilmig olmasi, ¢alismamizda
beklenilen  sonuglara  ulagilamamasiin  muhtemel  nedenleri  olabilecegini
dusindirmistir(42). Amplifikasyonda kullarulan pozitif kontrollerin bant olusturmast
lizerine PL vivax’a ait primerler diginda tim amplifikasyon komponentlerinin ¢alistigs

anlagilmug, bdylece, primerlerde bir sorun olabilecegi ihtimali dogmustur.

Promastigotlarla klasik yontemin beg farkli modifikasyonunun da basarilt olmasi iizerine
2. tiipten kloroform, 4. tiipten F/C/I, 5. tiipten hem F/C/I hem de kloroform kullaniminin
sart olmadig: anlagimug, 1. tupten fenoliin yeterli ektraksiyon yapabildigi, 5. tiipten ise
inhibisyona neden olmadig: sonucu ¢ikartilmustir. Kontrol galigmasi ile bant gériilmemesi

amplifikasyonun gergeklestigini géstermistir.

Duyarlilik ¢aligmasinda 4X10° promastigotla dahi sonug¢ alinamamasi, ancak pozitif
y p p

kontroliin amplifikasyonun oldugunu gostermesi {izerine saflagtrma ydnteminin



68

optimizasyonu diigiinilerek, bir onceki ¢aliymada kullanlan detejan yerine SDS
denenmigtir. SDS kullammu ile de basanli sonu¢ alinamamasi tzerine bir kaynakta
belirtilen ©neri dikkate alinarak kullanilan solusyonlarin asiditeleri incelenmis ve bir
gogunun niteliklerinin degistigi gorilmistir(3). Bu sorunun ozellikle kullanilan distile
sudan kaynaklandiginin anlagilmast tizerine distilasyon cihazindan elde edilen suyun iki
kez daha damutimas: ile uygun nitelige ulagilabilmis, stok soliisyonlarda ve bu

solﬁsyonlarm sulandiriminda, PCR’da tridistile su kullamlmgtir.

Chelex ve fenollii ekstraksiyon metodlarimn karsilagtiriimasinda Chelex yontemi ile 107,
fenolli yé‘)nfem ile 10° promastigot duyarliliga ulasildiZ goriilmiistiir. Bir ¢alismada L.
infantum’un tekrarlanan kismu hedeflendiginden PCR’1n bir Leishmania’yi saptayabildigi
bildirilmig olmasina ragmen direkt kemik iligi aspirasyon materyali, kiiltiir ve seroloji ile
kargilagtirilan sonuglarda Chelex metodu ile uygulanan PCR’in duyarlih %82 olarak
bildirilmistir(37). Minicircle kDNA’y1 hedefleyen primerlerle yapilan PCR’in 8pl’de bir
enfekte makrofaji saptayabildigi belirtilirken saponin ve proteinaz K kullanilan saflastirma
metodu ile bir PCR tiipiine 1,5X10° mononiikleer kan hiicresi konularak amplifikasyon
yapumug, gérintiileme yontemi olarak da airekt boyamadan daha duyarli olan enzim
igaretli prob metodu kullamilmig ve duyarlihk %90 olarak saptanmustir(33). Saf genetik
materyal diliie edilerek yapilan duyarliik ¢aligmalan oldukga etkileyici olmakla beraber,
duyarhlik ¢alismalarina saflagtirma yontemi de dahil edildiinde oran beklenenden disiik
gorilmektedir. Caligmamiz fenollii yontemin daha duyarli olmast ile birlikte her iki
yontemin de yeterli duyarlilia sahip oldugunu ortaya koyarken, Chelex yonteminin,

sagladif1 zaman ve malzeme tasarrufu agisindan avantajlt oldugu degerlendirilmistir.

Caliymamzda kullarulan PCR Core Kit Plus i¢inde bulunan dNTP miks solisyonunda
dUTP konsantrasyonu diger niikleotidlerin ii¢ kat1 fazla oldugundan yeni hazirlanan
karigimda bu oran korunmustur. Ik yapilan galismada hazirlanan soliisyondan 1(dUTP
600pM, diger niikleotidlerin her biri 200’er M son konsantrasyonda), 2,5, 5 ve 10pl
kullanilmug, 1ul ile beklenen sonug¢ alinamadigindan konsantrasyonlarin bir kez daha
denenmesine karar verilmistir. Ikinci calimada kullanilan &rneklerin ve primerlerin

givenilir olmasina ragmen ¢esitli AINTP konsantrasyonlan ile sonug alinamamas! sonucu
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dTTP igeren farkli bir niikleotid soliisyonu ile elimizdeki soliisyon yine iki degisik 6rnekle
calismis ve sonuglar kullandigimz niikleotidlerle reaksiyonun olusmadigini ortaya
koymustur. Bu sartlar altinda PCR’in optimizasyonunun yapilmasi zorunlulugu dogmus
olup daha Onceki ¢aligmalarda siklus 1silarinin gesitli primerlerle denenmis olmasi goz

oniinde tutularak MgCl, konsantrasyonunun ayarlanmasina karar verilmistir.

MgCl; konsantrasyonlari 6nce amplifiye Leishmania DNA’sinin 6rnek olarak kullanildig
galiymada denenirken, ornek, TE ile diliie edilerek fenollii ekstraksiyon driinine uygun
olmast saglanmugtir. Bu ¢alismada elde edilen sonuglar lityum tuzlu niikleotidlerle yapilan
PCR’m daha yiiksek MgCl, konsantrasyonu gerektirdigini gostermektedir. Ayrica TE ile
kanigtinlmayan érnegin (9. tip) 2,5mM MgCl, ile amplifiye olmasi, TE’nin varlifinda
MgCl, konsantrasyonunun arttirilmasinin  gerektigi ve optimizasyonun kullamlan

saflagtirma yontemine gore yapilmasi gerektigini ortaya koymaktadir.

Chelex yOntemi. ile saflagtinlan materyal kullanilarak yapilan MgCl, konsantrasyonlar
¢aligmasi ile alinan sonug, amplifiye Grtin kullamlan ¢alisma sonucu ile uyumlu olup, 3mM

ve daha diisiik MgCl, son konsantrasyonu ile PCR’in gergeklesemedigi gorilmustiir.

Kullanilan niikleotid soliisyonunda dTTP bulunmas: halinde MgCl, son konsantrasyonun
optimizasyonun 1,5mM’de saglanabilece8i, ancak bu degerin 1-5mM arasinda da
degisebilecegi belirtilirken, dUTP’nin kullamlmasiyla MgCl, ihtiyaciun arttigi, dUTP
konsantrasyonunda artigin da MgCl, konsantrasyonunun arttiriimastm gerektirdigi, 1-
10mM arasinda olabilen MgCl; konsantrasyonun genellikle 2,5mM’de optimizasyonu
sagladig bildirilmigtir(1, 3). Caligmamizda SmM MgCl, ile reaksiyonun optimize oldugu
ele alindiginda (fotograf 4), neden olarak, hazirlanan dNTP solisyonunda dUTP
konsantrasyonunun olmasi gefekenden daha yiiksek olabilecegi, bu aksakligin 100l
kadar diigiik miktarda dNTP hazirlamak yerine pipetlemede olabilecek hatanin oramm

diisiirecek kadar fazla miktarda soliisyon hazirlayarak giderilebilecegi degerlendirilmigtir.

Paraziteminin %0,04 oldugu Ornek Chelex metodu ile saflagtirlarak MgCl,

konsantrasyonlarimn incelendigi ¢aligmanin sonucunda higbir konsantrasyonda bant
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gﬁn‘ﬂememesi, Chelex metodu kullanldifinda duyarliligin  %0,04’e ulagamadigim

gostermektedir.

Fenolli ekstraksiyon sonunda pelletin resiispansiyonu igin TE ve distile su kullanularak
sonuca etkileri incelendiginde, %0,04 parazitemili 6rnegin Chelex’e gore daha etkili olan
fenolli yontemle saflastirilarak kullamimasina ragmen bant olusmamast duyarliligin
yetersiz kaldigim dustindiirmiig, %15 parazitemili 6rnegin sadece TE kullamlaninda bant
gorinmesi ise amplifikasyon igin saglanan optimizasyonun uygulanan saflastirma

metodundan bagimsiz olmadigini gdstermigtir.

Son yapilan duyarhilik ¢alismasinda lecm gapinda filtre kagidi kullamildigindan pelletin
resiispansiyonu 100ul TE ile yapilarak filtre kagidimn MgCl, konsantrasyonuna etkisi
kompanse edilmistir. Bu bolimde fakli bir uygulama yapilarak ethidium bromide jelin
icine eklenmis ve amplifikasyon iiriinlerinin elektroforez aninda boyanmas: saglanmustir.
Minijel tablasimn ultraviyole 1ginlarina gegirgen olmast nedeniyle elektroforezin yarida
kesilerek jelin tablas: ile birlikte transluminatére alinarak gerek markirlarin gerekse
amplifikasyon trtinlerinin konumlarinin incelenmesine, gerekirse elektroforeze devam
edilmesine firsat tantyan bu boyama yontemi, ayrica boyama asamast gerektirmemesi
nedeni ile zaman tasarrufu saglarken, ileri derecede kanserojen oldugu bildirilen ethidium

bromide’in elektroforez tertibatinu da kontamine etmesi gibi bir sakincasi bulunmaktadir.

Duyarlilik galigmasmin 100 parazitin fenollii ekstraksiyon yontemi ile saptayabilecegini
gosteren fotograf 6’da jelin bir bolimiinde gorilen beyazlik ethidum bromide olup,
elektroforez aninda boyanin hareketinden bahseden yayinlarla uyumludur(42).

Sonug olarak yapilan ¢alismalarda sadece L. infantum promastigotlar ve Pl yoelii ile
PCR gergeklestirilebilmis, P/. vivax ile bagaril olunamamugtir. Amplifikasyonu yapilabilen
tirlerle ulagtlan duyarliik ¢esitli yaymnlarda bildirilen g6z kamastinci sonuglara gore
oldukea diisiik olmakla birlikte, ¢aligmarmzda ulagilan degerler sadece PCR’a ait olmayip,
PCR’dan bagimsiz kabul edilmemesi gereken saflagtirma ve goriintiilleme yontemlerini de
kapsamaktadir. Bu degerlendirmeye uygun olarak, yeni bir PCR ¢aligmas1 gelistirilirken

takip edilmesi gereken agamalari gosteren gema gekil 7°de sunulmugtur(53).
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| Hedef DNA dizininin belirlenmesi |

{
| Primerlerin dizaym | | Ornek tiiriiniin segimi |
y
[ PCR komponentlerinin optimizasyonu I <« I Saflagtirma yonteminin geligtirilmesi 1
y
| Sikluslarin optimizasyonu | ; J
¥
Gorintiileme yonteminin se¢imi - Ornekte bulunan saptanabilir parazit
sayisinin tespiti
{
Duyarlihigin tespiti —> Uygulamanin tani amagli kullaniminun
uygunlugunun degerlendirilmesi.
: {
| Ozgiinliigiin incelenmesi |

Sekil 7: Bir niikleik asidi hedefleyen PCR gelistirilmeye karar verildiginde izlenmesi
Onerilen prosediir gemasi.

PCR’in caligmasina etki eden faktorlerin incelenerek iki farkli parazit ile suurli bir
duyarliliga ulagilabilen galigmalarimizda, sekil 7°de hedeflenen tani amagh kullanimun .
uygunlugu ve ozginlik galigmasi kapsam dist birakilarak duyarlibgin gelistirilmesi
hedeflendiyse de, ulagilan sonuglar, saflagtrma yonteminin her bir parazit tirit ve
inceleme materyaline gore gelistirilerek, PCR’in da bu 6rnekler igin optimizasyonu ile,

duyarliliin tam1 amagh ¢aligmalar igin yeterli seviyeye ulagabilecegi degerlendirilmektedir.



OZET

Genetik molekiiler yontemlerin yiiksek duyarhiliklarindan kaynaklanan gugleri, bu

yontemlerin yaygin olarak kullamlmasina ve stirekli gelistirilmesine neden olmusgtur.

Niikleik aside dayali tam metodlarindan yaygin olarak kullamlan Polimeraz Zincir
Reaksiyonunun (PCR) Ege Universitesi Tip Fakiiltesi Parazitoloji Anabilim Dalinda

uygulanmasi amaglanmugtir.

PL vivax, Pl. yoelii ve L. infantum parazitleri kullanilarak PCR i¢in uygun saflastirma
yontemlerinin, optimum amplifikasyon sartlarimin ve gorintileme yontemlerinin
laboratuvarimiz kosullarina uyarlanmasina galigilmus, farkli yontemlerin birbirlerine olan

stiinliikleri degerlendirilmigtir.

Pl yoelii ve L. infantum kullamlarak yapilan c¢aligmalarda ornek bagina 100 paraziti
saptayabilecek duyarliiga erigilmig, her bir parazit igin, ornegin alius sekline uygun
saflagtirma yonteminin, amplifikasyon igin en uygun kosullarin ayr1 ayn belirlenmesiyle

daha duyarl sonuglara ulagabilecegi degerlendirilmigtir.



SUMMARY

Genetic molecular technologies has been widely accepted and developed, because of

their high sensitivity.

This study aimed to establish the necessary conditions for Polymerase Chain Reaction
(PCR), the widely used. Nucleic acid-based diagnostic procedure, in Ege University

Medical Faculty Parasitology Department laboratories.

PL vivax. Pl yoelii and L. infantum parasites were used to determine the DNA

extraction, optimal amplification conditions and visualization procedures.

The sensitivity of 100 parasites per specimen was obtained for Pl yoelii and L. infantum.
It’s concluded that, DNA purifiaction and amplification procedures must be considered

individually for each parasite to determine the most sensitive method.



—

N

KAYNAKLAR
-, () PCR Core Kit Plus brogirii. Boehringer Mannheim GmbH Germany.

-, (1991) Perkin Elmer Cetus, Gene Amp PCR Reagent Kit with AmpliTag DNA
Polymerase brogiirii. Norwalk, USA.

-, (1995) PCR Applications Manual. Boehringer Mannheim GmbH Germany.

Alkan M Z, Hedstrom R, Ozcel M A, Hoffman S L. (1994) Kurutulmus Kan
Omeklerinde Plasmodium yoelii'nin Polymerase Chain Reactin (PCR) ile
Aragtirilmasi. Turkiye Parazitoloji Dergisi 18:386-390. .

Alkan M Z, Jones T R, Ozbilgin A, Ozbel Y, Ak M, Turgay N, Ozcel M A, Hoffman
S L. (1995) Detection of Polymorphism in the Circumsporozoite (CS) protein of
Plasmodium vivax in Turkey. Tirkiye Parazitoloji Dergisi 19 (2):386-390.

Ash L D, Orihel T C. (1987) Parasites: A Guide to Laboratory Procedures and
Identification. American Society of Clinical Pathologists, Chicago.

Ausubel F M, Brent R, Kingston R E, Moore D D, Seidman J G, Smith J A, Struhl
K. (1992) Short Protocols In Molecular Biology. Greene Publishing Associates and
John Wiley & Sons. New York.

Barany F. (1991). Genetic Disease Detection and DNA Amplification Using Cloned
Thermostable Ligase. Proc. Natl. Acad. Sci. USA. 88 : 189-193.

Barker R H, Banchongaksorn T, Courval J M, Suwonkerd W, Rimwungtragoon K,
Wirth D F. (1992). A Simple method to Detect Plasmodium falciparum Directly
from Blood Samples Using the Polymerase Chain Reaction. Am. J. Trop. Med. Hyg.
46 (4) : 416-426.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

I9.

75
Brinn N T. (1983) Rapid Metallic Histological Staining Using the Microwave Oven.

J. Histo-technol. 6 : 125-129.

Compton J. (1991). Nucleic Acid Sequence-based Amplification. Nature 350 : 90-
9l.

Cetin E T, Ang O, Toreci K. (1973) Tibbi Parazitoloji. Hilal Matbaaciik Koll. $ti.
Istanbul.

D’Aquila R T, Bechtel L J, Videler J A, Eron J J, Gorczyca P, Kaplan J C. (1991)
Maximizing Sensitivity and Specifity of PCR by Preamplification Heating. Nucleic
Acids Research. 19:3749. '

Dennis D T, Kean B H. (1971) Isolation of Microfilariae: Report of a New Method.
J. Parasitol. 57 : 1146-1147.

Erlich H A, Grlfand D, Sninsky J J. (1991) Recent Advances in the Polymerase
Chain Reaction. Science 252: 1643-1651.

Fahrlander P D, Klausner A. (1988). Amplifying DNA Probe Signals: A “Christmas
Tree” Approach. Bio/Technology 6 : 1165-1168.

Garcia L S, Bruckner D A. (1993) Diagnostic Medical Parasitology. Second Ed.
American Society for Microbiology Washington.

Gomori G. (1950) A Rapid One-step Trichrome Stain. Am. J. Clin. Pathol. 20 : 661-
663.

Graham J F. (1941). A Device for the Diagnosis of Enteobius infection. Am. J.
Trop. Med. 21 : 159-161.



20.

21.

22.

23.

24,

25.

26.

27.

28.

76

Greenwood B M, Armstrong J R M. (1991) Comparison of Two Simple Methods
for Determining Malaria Parasite Density. Transactions of the Royal Society of

Tropical Medicine and Hygiene. 85: 186-188.

Henriksen S A, Pohlenz J F L. (1981) Staining of Cryptosporidia by a Modified
Ziehl-Neelsen Technique. Acta Vet. Scand. 22 : 594-596.

Hung T, Mak K, Fong K. (1990) A Specifity Enhancer for Polymerase Chain
Reaction. Nucleic Acids Research. 18:4953.

Hunsaker W R, Badri H, Lombardo M, Collins M R. (1989) Nucleic Acid
Hybridization Assays Employing dA-Tailed Capture Probes. Analytical
Biochemistry. 181 : 360-370.

Kain K C, Brown A E, Lanar D E, Ballou W R, Webster H K. (1993). Response of
Plasmodium vivax Variants to Chloroquine As Determined by Microscopy and

Quantitative Polymerase Chain Reaction. Am. J. Trop. Med. Hyg. 49 (4) : 478-484.

Kain K C, Wirtz R A, Fernandez I, Franke E D, Rodriguez M H, Lanar D E. (1992).
Serologic and Genetic Characterization of Plasmodium vivax from Whole Blood-

Impregnated Filter Paper Discs. Am. J. Trop. Med. Hyg. 46 (4) : 473-479.
Kwok S, Higuichi R. (1989) Avoiding False Positives with PCR. Nature 339:237-238.

La Fuente C, Saucedo E, Urjel R. (1984) The Use of Microhaematocrit tubes for the
Rapid Diagnosis of Chagas’ Disease and Malaria. Transctions of the Royal Society
of Tropical Medicine and Hygene. 78 : 278-279.

Laskay T, Miko T L, Negesse Y, Solbach W, Rollinghoff M, Frommel D. (1995).
Detection of cutaneous Leishmania infection in paraffin-embedded skin biopsies
using the polymerase chain reaction. Transctions of the Royal Society of Tropical

Medicine and Hygene. 89 : 273-275.



29.

30.

31

32.

33.

34.

35.

36.

37.

77

Lokman Hakim S, Furuta T, Noor Rain A, Normaznah Y, Mohd Zamri M R,
Kojima S, Mak J W. (1995). Diagnosis of malaria using a plate hybridization method
for the detection of polymerase chain reaction products. Transctions of the Royal

Society of Tropical Medicine and Hygene. 89 : 271-272.

Markell E K, Voge M, John D T. (1992) Medical Parasitology 7th Ed. W. B.
Saunders Company Phildelphia.

Matthews J A, Kricka L J. (1988) Analytical Strategies for the Use of DNA Probes.
Analytical Biochemistry 169:1-25.

Murray P R, Baron E J, Pfaller M A, Tenover F C, Yolken R H (1995) Manual of
Clinical Microbiology 6th Ed. ASM Press, Washington DC.

Nuzum E, White IIT F, Thakur C, Dietze R, Wages J, Grogl M, Berman J. (1995).
Diagnosis of Symptomatic Visceral Leishmaniasis by Use of the Polymerase Chain

Reaction on Patient Blood. The Journal of Infectious Diseases. 171 : 751-754.

Oliveira D A, Holloway B P, Durigon E L, Collins W E, Lal A A. (1995).
Polymerase Chain Reaction and A Liquid-Phase, Nonisotopic Hybridization for
Species-Specific and Sensitive Detection of Malaria Infection. Am. J. Trop. Med.
Hyg. 52 (2) : 139-144.

Ozcel M A. (Ed.), (1995). Immun Yetmezlikte Onemi Artan Parazit Hastaliklari.
Tiir. Par. Der. Yay. No:12. Ege Univ. Basimevi Izmir.

Ozensoy S, Pinherio L, Alkan M Z, Ozbel Y, Ozcel M A, Snounou G, Rosario E V.
(1995). Identification of Plasmodium infections in Adana region in Turkey using

nested polymerase chain reaction. T. Parazitol. Derg. 19(2) s: 181-187.

Piarroux R, Gambarelli F, Dumon H, Fontes M, Dunan S, Mary C, Toga B, Quilici
M. (1994). Comparison of PCR with Direct Examination of Bone Marrow



38.

39.

40.

41.

42.

43.

44,

45,

78

Aspiration, Myeloculture, and Serology for Diagnosis of Visceral Leishmaniasis in

Immunocompromised Patients. Journal of Clinical Microbiology. 3 : 746-749.

Piatak M Jr,, Luk K, Williams B, Lifson J, D. (1993) Quantitative Competitive
Polymerase Chain Reaction for Accurate Quantitation of HIV DNA and RNA
Species. BioTecniques 14: 70-81.

Rogers W O, Rogers M D, Hedstrom R C, Hoffman S L. (1992). Characterization
of the gene encoding sporozoite surface protein 2, a protective Plasmodium yoelii

sporozoite antigen. Molecular and Biochemical Parasitology. 53 : 45-52.

Rolfs A, Schuller I, Finckh U, Weber-Rolfs I. (1992) PCR: Clinical Diagnostics and

Research. Springer-Verlag Berlin.

Rychlik W, Spencer W J, Rhoads R E. (1990) Optimization of the Annealing
Temparature for DNA Amplification in vifro. Nucleic Acids Research. 18:6409-6412.

Sambrook J, Fritsch E F, Maniatis T. (1989) Molecular Cloning. Second Ed. Cold
Spring Harbor Laboratory Press. USA.

Sandalci A. (-) Tamda Yenilikler I. Diagno Tibbi Cihaz ve Mlz. San. ve Tic.As.

Istanbul.

Snounou G, Viriyakosol S, Jarra W, Thaithong S, Brown K N. (1993).
Identification of the human malaria parasite species in field samples by the
polymerase chain reaction and detection of a high prevalence of mixed infections.

Molecular and Biochemical Parasitology. 58 : 283-292.

Southern E M. (1975). Detection of Specific Sequences Among DNA Fragments
Separated by Gel Elektrophoresis. J. Mol. Biol. 98 : 503-517.



46.

47.

48.

49.

50.

51.

52.

53.

54.

79

Tompkins V N, Miller J K. (1947) Staining Intestinal Protozoa With Iron-
hematoxylin-phosphotungstic Acid. Am. J. Clin. Pathol. 17 : 755-758.

Tirkoglu S, Badur S. (1995). Infeksiyon Hastaliklart Tamsinda PCR. Tirk
Mikrobiyoloji Cemiyeti Yayiu No:22 Tayf Ofset Istanbul.

Unat E K, Yiicel A, Altag K, Samast: M. (1991) Unat’in Tip Parazitolojisi Insamun
Okaryonlu Parazitleri ve Bunlarla Olusan Hastaliklan. Istanbul Universitesi
Cerrahpaga Tip Fakiiltesi Yayinlar.

Voller A, Barlett A, Bidwell D E. (1978) Enzyme Immunoassays with Special
Reference to ELISA Techiques. J. Clin. Pathol. 31 : 507-520.

Walker J, Conner G, Ho J, Hunt C, Peckering L. (1989) Giemsa Staining for Cysts
and Trophozoites of Pneumocystis carinii. J. Clin. Pathol. 42 : 432-434.

Wataya Y, Arai M, Kubochi F, Mizukoshi C, Kakutani T, Ohta N, Ishii A. (1993).
DNA diagnosis of falciparum malaria using a double PCR technique: a field trial in
the Solomon Islands. Molecular and Biochemical Parasitology.58 : 165 - 168.

Watson J D, Gilman M, Witkowski J, Zoller M. (1992) Recombinant DNA (Second
Ed.) W. H. Freeman and Company. New York.

Weiss J B. (1995). DNA Probes and PCR for Diagnosis of Parasitic Infections.
Clinical Microbiology Reviews. Jan. : 113-130.

Wetmur J G. (1991) DNA Probes: Applications of the Principles of Nucleic Acid

" Hybridization. Critical Reviews in Biochemistry and Molecular Biology. 26: 227-259. -

55.

Wheatley W. (1951) A Rapid Staining Procedure for Intestinal Amoebae and
Flagellates. Am. J. Clin. Pathol. 21 : 990-991.



OZGECMIS

1961 yilinda Ankara’da dogdum. Ilk ve orta 6grenimi Ankara’da liseyi Istanbul Kuleli
Askeri Lisesi’nde tamamladim. 1978 yilinda Istanbul Tip Fakiiltesi’'nde basladigim
yiksek 6grenimi 1985 yilinda GATA Askeri Tip Fakiiltesinde bitirdim.

Kuzey Kibris Tirk Cumhuriyeti’nde, Istanbul ve Kars’da gorev yaptim. Halen son

atandifim Ankara’da muvazzaf doktor olarak gorevimi siirdiirmekteyim.

Evliyim ve bir gocugum var.



