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Nested PCR

* Nested PCR’da 2 farkli PCR uygulanir
* Bunlar 2 farkli primer cifti kullanilarak yapihlr

* ilk PCR’da hedef DNA bolgesini de iceren daha uzun bir DNA dizisi
cogaltilirken, ikinci PCR’da direkt hedef bdlgesi cogaltilir

* PCR sensitivitesi artirilmis olur!!!



* https://[www.google.com/search?q=nested+pcr&source=Inms&tbm
=vid&sa=X&ved=2ahUKEwjKsdvg5Pv9AhVxcfEDHW-
iD UQ AUOAnOECAEQBA&biw=1600&bih=757&dpr=1#fpstate=ive
&vld=cid:51972fa3,vid:2M EJnCpGrM



RT-PCR

* Reverse transcriptase polymerase chain
reaction (RT-PCR)

* RNA genomuna sahip viruslari saptamak ve
RNA transkriptlerini saptamak icin kullanilir

* Oncelikle RNA izolasyonu gerceklestirilir

* Daha sonra buradan reverse transcriptase
enzimi kullanilarak cDNA sentezi
gerceklestirmek icin bir primer template
RNA’ya baglanir



* RT-PCR’In ilk agsamasinda RT enzimi ile cDNA iplik¢igi sentezlenir

* RT enzimi mRNA iplikcigine komplementer nukleotid bazlarini primerin onlne
ekleyerek cDNA’yI sentezler

* Bunun icin spesifik primer, rastgele primerler ya da oligo dT primerler kullanilir



* Daha sonra RNA template iplik¢cik RNAse H enzimi kullanilarak
uzaklastirihir

* Ve cDNA PCR ile amplifikasyonda kullanilabilir



* Bundan sonra oligonukleotid primer cDNA’ya
baglanarak Taq polymerase enzimi ortamdaki
nukleotidleri ekleyerek cift iplik¢ikli cDNAy1
sentezler

* Bundan sonraki olaylar ayni PCR’da oldugu gibi
gerceklesir



RT-PCR’In avantaj ve dezavantajlari

* Yuksek sensitivite * PCR’In dezavantajlari ile ayni

* Yuksek spesifite dzellikle * RT-PCR fonksiyonel proteinleri
spesifik primerler degil, transkriptleri belirler
kullanildiginda!!!

* 1-2 gun icerisinde sonug alinir



Touchdown PCR

* Bu metotta, primerlerin baglanma sicakliklari her bir siklusun primer
baglanma adiminda 1 derece (ya da 0.1-10C) diisiiriilerek daha spesifik
baglanmalarin olusturulmasi saglanir

* Touchdown PCR tekniginin ilk sikluslarinda ytksek baglanma sicakliklar
uygulanir. Bu sikluslarda primerler hedef DNA dizileri ile daha spesifik
baglanmalar gerceklestirir, ancak sensitivite disuktlr

* Daha sonraki sikluslarda primer baglanma sicakliklari dizenli olarak azaltilarak
primerlerin optimal baglandiklari sicakliklara degin indirilir. Boylelikle 6nceki
sikluslarda non-spesifik baglanmalar engellenmis olur.

* izleyen sikluslarda optimal baglanma sicakliklarina yaklasan primerler spesifik
hedeflerine daha duyarli baglanmaya baslarlar. Bu da test duyarliligini artirir.




* Avantaji yuksek spesivite
* Dezavantajl 0zel thermal cyclerlar gerektirmesi

* Bu teknikte non-spesifik diziler primer baglanma sicakhgina bagl bir yarisma ile
dislanirlar



RAPD-PCR

* Random Amplification of Polymorphic DNA
* DNA dizi segmentlerinin rastgele amplifiye edildigi PCR’dir

* RAPD’de 8-12 nukleotidlik kisa primer dizileri kullanilarak uzun
genomik DNA templateleri PCR’a tabi tutulur. Fazla sayida
fragmentlerin amplifiye olmasiyla olusan bantlar incelenerek
molekuler teshis ya da tiplendirme gerceklestirilir



* https://[www.youtube.com/watch?v=i5_ecgyY3dY



