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PCR UYGULAMALARI

• Polimorfizmlerin tespiti

• Genetik hastalık tanısı

• GDO tespiti

• Virüs, bakteri, parazit varlığı

• Sekanslamayla mutasyon araştırması, filogenetik

• Gen ekspresyonu

• İlgili amplikonla ileri tekniklerin uygulanması



HOT START PCR

• sensitivite ve spesifiteyi artırmak için

• RT’da reaksiyonu inhibe eden ajanlar kullanılır

• Taq DNA pol ve dNTPler



TOUCHDOWN PCR

• Termal siklus kondisyonları değiştirilerek 
primer bağlanması etkinleştirilir. Spesifite
artar.

• İlk sikluslarda Ta, Tm’den birkaç derece 
yüksektir. İleri sikluslarda kademeli olarak 
düşürülür.



NESTED PCR

• Hassasiyeti artırmak için 2 çift primerle geliştirilmiş PCR 
tekniğidir. Hassasiyeti 104 kat artırır.

• Hedef DNA bölgesinin 2 aşamada amplifikasyonuna
dayanır. 1.de dış primer çifti, 2.de iç primer çifti 
reaksiyonda yeralır.

• Non-spesifik bağlanları ortamdan uzaklaştırmak için 
kullanılan popüler yöntemlerden biridir.



MULTIPLEX PCR

• Birden fazla hedefin aynı reaksiyonda 
amplifikasyonunda

• Primer setlerinin Tm’leri ile Ta optimizasyonu 
önemlidir.

• Amplikon büyüklükleri farklı tasarlanır veya 
floresan boyalı primerler kullanılabilir.



IN SITU PCR

Hedef DNA veya RNA’nın 
hücre organellerinde doku 
kesitlerinde lokalizasyonunu 
sağlayan histolojik bir tekniktir.

digoksigenin etiketli 
nükleotitler (digoksigenin-11-
dUTP) kullanılır.



REVERS TRANSKRİPTAZ PCR= RT-PCR

• Retroviruslarda bulunan RTase enzimi RNA’yı 
kalıp olarak kullanarak cDNA sentezi yapar.

• Revers transkriptazın 3 enzimatik aktivitesi:

Ø RNA-bağımlı DNA polimeraz: RNA’nın DNA’ya 
dönüşmesi

Ø DNA-bağımlı DNA polimeraz: Tek iplikli DNA’nın 
çift iplikli DNA’ya dönüşmesi

Ø RNaz H: RNA-DNA hibritinden RNA’nın selektif
olarak uzaklaştırılması
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KANTİTATİF REAL-TIME PCR= QPCR

• SYBR Green dsDNA floresan boyası.

• Hibridizasyon probları PCR ürünü üzerinde yanyana gelecek 
şekilde sekans spesifik tasarlanır. 3’ uç florosein (Floresans
Rezonans Enerji Transfer donörü) ile; 5’ ucu LC Red gibi 
akseptör bir boya ile etiketlenir.

• TaqMan probları Taq’ın 5’-3’ ekzonükleaz aktivitesiyle 
hidrolizinden gelen floresan sinyalle çalışır. Hidrolizle 
quencher boyadaki floresein ayrılır ve sinyal oluşturur.
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