
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)



Á Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), dizisi bilinen herhangi bir
organizmaya ait genomik DNAôdakiºzg¿nbºlgelerin­oĵaltēlmasēnē
saĵlayanbir teknik olup ilk olarak Cetus firmasēnēninsan genetiĵi
departmanēnda­alēĸanaraĸtērmacēKary Mullis tarafēndan1985ôte
bulunmuĸtur.

Á Polimeraz zincir tepkimesini keĸfindenºt¿r¿1993 yēlēndaMichael Smith
ile birlikte Nobel Kimya ¥d¿l¿nelayēkgºr¿lm¿ĸt¿r. Polimeraz Zincir
Reaksiyonunun (PCR) bulunmasēile modern molek¿lerbiyoloji ve molek¿ler
tēptakigeliĸmeleryenilenmiĸtir. Molek¿lerfotokopiye benzeyen bu teknik,
ĶnsanGenomu Projesinin tamamlanmasēndayer almēĸtēr. Yakēnge­miĸte
molek¿lertanēalanlarēndave Yeni Nesil Dizilimleme Teknolojisi
platformlarēndakullanēlmasēylaPCR, genomik bilimin ºnemlibasamaĵē
olarak kendini geliĸtirmiĸtir.



Á 1970 yēlēndagenleri yapay olarak sentezleyen ilk bilim insanēolan H. Gobind

Khorana, ­alēĸmalarēile genetik kodun deĸifreedilmesinde b¿y¿kºnemtaĸēdē.

Bºyleliklesentezlediĵiyapēlarile i­erdikleriºzg¿lkodun ēĸēĵēnda¿retilenpeptitleri

karĸēlaĸtērarakkalētsalkodun hangi sēraile okunduĵunu,kodun baĸlangē­ve bitiĸ

noktalarēnēnnasēlbelirlendiĵinibuldu. H.Gobind Khorana, sentez yºntemleriile

kalētēmmekanizmasēnēnaydēnlēĵakavuĸturulmasēndaetkili olmuĸtur. Protein

sentezinde genetik kod ve iĸlevlerininyorumlanmasēhakkēnda

yaptēĵēaraĸtērmalardanºt¿r¿Nobel ºd¿l¿n¿kazanmēĸtēr.



Á DNA polimerazôinPolimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) i­inºnemliolduĵunu

ve daha ºncesindeyapēlanaraĸtērmalarēnPCR'ēnkeĸfii­ingerekli olduĵunu

sºylemekpek hata sayēlmaz. 1956 yēlēnda,Nobel ºd¿ll¿Arthur Kornberg

ve arkadaĸlarētarafēndanEscherichia coliôdeyer alan DNA polimeraz I (Pol

I) enzimi keĸfedilmiĸtir. Ve bu keĸifDNA`nēnkendini nasēleĸlediĵinin

anlaĸēlmasēnayol a­mēĸtēr. Bununla birlikte laboratuvarlarda kullanēlmak

¿zereyeteri kadar anlamlēsonu­verebilen stabil DNApolimerazēnbir t¿r¿n¿

keĸfetmekbiyologlarēnbir 20 yēlēnēdaha alacaktē.
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Á 1976 yēlēnda,Cincinnati ¦niversitesindenbir grup araĸtērmacēkaplēcaya da

hidrotermal bacalarda yaĸayantermofilik bir bakteri olan Thermus

aquaticus bakterisinden Taq polimeraz enzimini keĸfetti. Taq polimeraz

enzimi, PCR'da kullanēlan,y¿kseksēcaklēklara(94ÁC) ve denat¿rasyon

sēcaklēklarēnadayanabilen bir enzimdir.



Á 1983 yēllarēnda,Nobel ºd¿ll¿Kary Mullis, CaliforniaôdaCetus Corporationôda

oligon¿kleotit(kēsaDNA par­alarē)sentezi ¿zerinde­alēĸērkenh¿credeki

DNA sentezinin laboratuvar ĸartlarēndateknik olarak

ger­ekleĸebileceĵinigºzlemler. Mullis, reaksiyonunda her adēm

da (erime, baĵlanmave sentez) sēcaklēklarēnºzenlekontrol edilmesini

ve buna ek olarak reaksiyonlarda DNA polimeraz kullanarak farklē

sēcaklēklardaki¿­olayēn­evrimlerhalinde tekrarēnēnyapēlmasē

gerektiĵinibulur. Ķkiyēlsonra Cetus ekibi, Amerikan Ķnsan

GenetiĵiDerneĵininyēllēktoplantēsēnda­alēĸmalarēnēsundular. Aynēyēl

yºntemilk olarak Science dergisinde yayēnlandē. Ancak yeni geliĸtirilmiĸ

olan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yºntemihakkēndakibu makale

yaklaĸēkolarak 15 dergi tarafēndanreddedildi ve 1987 ye kadar da

dergilerde yayēnlanmadē.



Á Bilim insanlarētarafēndanyeni yºnteminyavaĸbulunmasē¿zerineCetus

araĸtērmacēlarēorjinal yºntemigeliĸtirdiler. 1986 yēlēnda,bilim insanlarē

yºntemdehatalarēazaltēpēsēyahassas olan DNA polimeraz yerine Taq

polimeraz kullanēldē. Bºyleliklebu enzimin uzun sēcaklēkderecelerine

olduk­adayanēklēolmasēile t¿mdºng¿lerboyunca verimli ĸekilde

DNA sentezi yapabiliyordu. Bir yēlsonra, ABD kºkenliuluslararasēbir ĸirket

olan Perkin Elmerôde­alēĸanbilim insanlarēPCR'da ēsētmave soĵutma

saĵlayanmakine par­alarēd¿zenlemeki­intermal dºng¿y¿icat ettiler.

Á Sonu­ta; 1988 yēlēndañThermus aquaticusòbakterisinden saflaĸtērēlan,ēsēya

dayanēklēpolimerazēn(taq polimeraz) kullanēmēile birlikte PCR

i­inotomatize termal sikl¿scihazlarēgeliĸtirilmeyebaĸlanmēĸtēr.





Á PCR'ēnsahneye ilk ­ēktēĵēyēllardanberi, yºntemdebir takēmdeĵiĸiklikler

olmuĸtur. ¥rneĵin,1991 yēlēnda,Taq polimeraz yerine hipertermofilik

bakteri olan Pyrococcus furiosus (Pfu) tanētēldē. Taq polimeraz aksine, Pfu

ekson¿kleazredaksiyon faaliyeti hatalarēnēd¿zeltmeki­inimkan verdiĵi

gºr¿l¿r. 1995 yēlēnda,PCR kullanēcēlarēi­iniki yeni geliĸmetanētēldē.

Á Ķlkyenilik olarak polimerazin aktif hale getirilmesini saĵlayanilk 95ÁC kēsmē

eriyene kadar, polimeraz aktivitesini inhibe eden bir imm¿nglobulinin

kullanēlmasēdēr. Bu iĸleminPCR'ēnºzg¿ll¿ĵ¿n¿arttērmadaetkili olmasēna

raĵmen,iĸlems¿resindeartēĸgºzlenmiĸve ­aprazkontaminasyon

ger­ekleĸtirdiĵinidepek ­okaraĸtērmacēkanētlamēĸtēr.



Á Ķkinciyenilik ise, molek¿lerbiyoloji alanēve PCR kullanarak baĸkaalanlarda

devrim yapabilecek yºntemlertanētēlmasēdēr. Floresan ēĸēmatekniklerinin

de kullanēmagirmesiyle kinetik revers transkriptaz-PCR (RT-PCR)ôdabir

devrim yaĸanmaktadēr.

Á Bu geliĸimsayesinde artēkgen kopya ¿r¿nlerinind¿zeylerinisayēsal

deĵerleredºn¿ĸt¿rerekºl­mek,devam eden PCR reaksiyonunu ekranda

izleyerek óRealTimeô(eĸzamanlē)olarak reaksiyonun gidiĸinem¿dahale

etmek ve PCR dºng¿lerininsayēsēylaoynayabilmek de m¿mk¿nd¿r. Bir ­ok

adlandērmaylaanēlanbu teknolojiye floresan okuma yapmasē

nedeniyle yayēnlardaFloresan Kantitatif RT-PCR, Kantitatif-kinetik PCR

(qPCR) gibi ­eĸitliadlar altēndarastlamak m¿mk¿nd¿r.



Á 1962-Arber-RE hakkēndailk kanētlarē

buluyor, daha sonra Nathans ve Smith bu

enzimleri purifiye ediyor.

Á 1966-Nirenberg Ochoa ve Khorana;

genetik koduaydēnlatēyor.

Á 1967-Gellert; DNAligazēbuluyor.

Á 1972-1973- Boyer, Cohen, Berg; ilk defa

DNA klonlama tekniklerigeliĸtiriyorlar.

Á 1975-Southern: Jel transfer

hibridizasyon tekniĵinigeliĸtiriyor.

Á 1975-1977-Sanger ve Barell ayrēca

Maxam ve GēlbertDNA dizi analizi

yºntemigeliĸtiriyor.

Á 1981-1982- Palmitter ve Brinster;

transgenik fare Spradling ve Rubin;

transgenik sirke sineĵi¿retiyor.

Á 1985-Mullis ve ­alēĸmaarkadaĸlarē:

polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)nu

keĸfediyor.









Á ¥karyotCanlēlarò(yani hayvan, bitki, mantar ve

protistalar) DNAôlarēnēh¿cre­ekirdeĵii­indebulundururken,

ñProkaryot Canlēlardaò(yani bakteri ve arkelerde) DNA, h¿cre

sitoplazmasēndayer alēr. Kromozomlarda bulunan kromatin

proteinleri (histonlar gibi) DNAôyēsēkēĸtērēporganize ederler. Bu

sēkēĸēkyapēlarDNA ile diĵerproteinler arasēndakietkileĸimleri

d¿zenleyerekDNAônēnhangi kēsēmlarēnēnokunacaĵēnēkontrol

eder.





Á DNA molek¿l¿n¿n,sakladēĵēgenetik bilgilerin sonraki nesillere
aktarēlmasēi­inkendi kopyasēnēoluĸturmasēdēr

Genetik bilginin aktarēmēndan¿­farklēiĸlemsorumludur.
× Replikasyon
× Transkripsiyon
× Translasyon

Replikasyon esnasēnda­iftiplikli bir n¿kleikasit molek¿l¿,eĸ
kopyalar verebilmek i­inbirebir ­oĵaltēlēr. Bu iĸlemgenetik bilginin
deĵiĸmedenkorunarak s¿rekliliĵinisaĵlar.

Á TranskripsiyonDNAôdasaklanan genetik bilgilerin bir RNAmolek¿l¿
(mRNA, tRNA, rRNA) ĸeklindekopyalanmasēveya yazēlmasē
olayēdēr.

Á Translasyon transkripsiyonla RNAôyakopyalanan genetik bilginin bir
protein veya polipeptit zinciri haline dºn¿ĸt¿r¿lmesidir



Á DNA replikasyonu PCR amplifikasyonunun dayandēĵēiĸlemdir.

Á Replikasyon sērasēnda,DNA molek¿l¿n¿n­iftsarmal yapēsē

­ºz¿lereka­ēlērve her iplik, yeni bir tamamlayēcēipliĵinsentezi i­in

ata olur. Her yavru molek¿lbir eski bir de yeni DNAipliĵindenoluĸur

ve ana molek¿l¿nbirebir kopyasēdēr.



Á 1) ¥karyotikh¿crelerdereplikasyon,uzun DNAônēnbirka­noktasēndaaynē

anda baĸlar.Bu noktalardan eĸlenenDNA par­alarēdaha sonra birbirleriyle

birleĸerekreplikasyonu tamamlar.



Á 2) Replikasyon ­atalēndayeni
zincirlerden biri 5ôĄ3ôyºn¿nde
kesintisiz bir bi­imdereplike
edilir. Diĵeroluĸanyeni zincir ise
replikasyon ­atalēndanuzaklaĸacak
bi­imdekesintili olarak replike edilir.
Bu kesintili k¿­¿kpar­alara
okazaki par­alarēadē
verilir.¥karyotlarda100-200 arasē
olan arasēolan bu par­alarDNA
ligaz enzimi yardēmēylaĸeker-fosfat
baĵlarēylabirleĸtirilir.

Á 3) DNA molek¿l¿n¿niki zincirini bir
arada tutan baĵlarDNA helikaz
enzimi ile koparēlēr.Eĸlenmenin
olacaĵēbºlgelerdeDNA molek¿l¿
bir fermuar bi­imindea­ēlēr. Bu
a­ēlmasonucunda her iki zincirde
bulunan p¿rinve p¿rimidin
bazlarēnēnu­larēa­ēktakalēr.



4) DNAônēna­ēlaniki zinciri
¿zerineRNA polimeraz
enzimi gelir. RNA primaz
tarafēndanprimeri oluĸturulur.

5) A­ēlanher iki zincirin
¿zerineDNA polimeraz
enzimi gelir. Bu enzim
h¿crededaha ºnceden
sentezlenmiĸolan serbest
n¿kleotitleria­ēkolan u­lara
uygun bi­imdeekleyerek
(adenin karĸēsēnatimin,
sitozinin karĸēsēnaguanin
n¿kleotidi)yeni DNA
zincirlerini oluĸturur. Bºylece
a­ēlanzincirin her biri yeni
oluĸacakDNA molek¿l¿
i­inkalēpgºrevigºr¿r.



6) EĸlenmenintamamlandēĵēDNA bºl¿mlerizincirler arasēndakurulan H

baĵlarēile tekrar sarmal yapēyadºner. B¿t¿nn¿kleotitlereĸlendiĵinde

nitelik ve nicelik bakēmēndanbirbirinin aynēsēiki DNA molek¿l¿oluĸur. Yeni

DNAmolek¿llerindebiri eski diĵeriyeni olmak ¿zereiki zincir bulunur.







ǐDNAônēndizi analizi ve DNAharitalamasēnda,

ǐGenetik hastalēkteĸhisinde(orak h¿creanemisi, kistik
fibrozis, fragile X sendromu, AIDS, lºsemiv.b.),

ǐDNA parmak analizinde,

ǐĶnsanevrimi araĸtērmalarēnda,

ǐĶnsanGenom Projesiôndeki araĸtērmalarda,

ǐAllellik dizi varyasyonlarēnēngºsterilebilmesiile doku
transplantasyonu i­indoku tipinin belirlenmesinde,

ǐAdli tēpºrnekleriningenetik tiplendirilmesinde, (analēk
babalēktayini ),

ǐTarēmda( tohum saflēĵēnēnbelirlenmesi ) gibi alanlarda
kullanēlēr.



PCRônunAvantajlarē

ü¢abuk

üDuyarlē

üY¿ksek ºzg¿ll¿ĵe 

sahip

PCRônunDezavantajlarē

üPahalē

üKros 

reaksiyonlar/non-

spesifik DNA                     

amplifikasyonu : 

Sterilite

üYalancē pozitif/negatif 

deĵerlendirme  

üDeneyimli personel



ÁVerimli bir PCR i­in; 

Á1. Denat¿rasyon

Á2. Primerlerin baĵlanmasē 

Á3. Primerlerin uzamasē 

Á4. Dºng¿ sayēsē 

Á5. PCR makinesinin sēcaklēk iniĸ ve ­ēkēĸ 

s¿releri ºnemlidir.



1. Distile su

2. Buffer (tampon ­ºzeltisi-1XTBE) ve MgCl2

3. Din¿kleotittrifosfatlar(dNTP)

4. Primerler (forward ve revers)

5. Taq DNA polimeraz

6. ¢oĵaltēlmak istenen DNA (kalēp-template DNA)



Á1. KalēpDNA

¢oĵaltēlacakbºlgeye¿zerindetaĸēyanDNAôdēr. Bu bºlgei­inkalēpolma

gºrevivardēr. PCRôde; genomik DNAôlar,plazmid ve faj DNAôlarē­eĸitli

genler ve hatta herhangi bir DNA par­asēkalēpolarak kullanēlabilir. PCRôde

kalēpolarak DNAônēnyanēsēraRNAôdakullanēlabilir. Bu kalēpDNAôlaramaca

gºrecDNA, genomik DNA, genom kitaplēklarēĸeklindeya araĸtērma

laboratuarlarēyada kliniklerden ticari olarak temin edilebilir.



Á2.DNAPOLĶMERAZLAR

Bu enzimler kalēpDNAôyabaĵlanmayēkolaylaĸtērēp,yeni bir iplik oluĸturmak

¿zereuzun polipeptidten zincirin sentezini kataliz eder. Sentezi baĸlatmak

i­inprimerlere ihtiya­duyarlar. 5ôu­tan3ôuca doĵru,primerin serbest 3ô

hidroksil ucuna ortamdaki dNTPôlerinn¿kleofiliketki yapmalarēyla,

fosfodiester baĵlarēnēnkatalizi ve yeni DNA ipliĵininpolimerizasyonu

saĵlanmēĸolur.



Á3.PRĶMERLER
ü Reaksiyonun ºzg¿l¿ĵ¿primer oligon¿kleotidlerinse­ilmesiylesaĵlanēr.

Bunlar amplifiye edilecek DNAôya baĵlanacakolan baĵlanmabºlgesine

komplementer yapēdakēsatek sarmal DNAmolek¿lleridir.

ü Primerler ­iftlerhalinde biri ­iftzincir DNAôyēoluĸturanzincirlerinden birine,

diĵeride o zincirin komplementerine eĸleĸecekĸekildefarklēdizilimlerde

tasarlanērlar. Amplifikasyon i­inDNA dizisinin bilinmesi gerekli deĵildir.

Birleĸmebºlgelerinindizisinin bilinmesi yeterlidir.

ü Reaksiyon i­inēsēyadayanēklēbir enzim Taq DNA polimeraz Klenow

fragmenti kullanēlērkeng¿n¿m¿zdeñThermus aquaticusòadlētermofilik

bakterisinden izole edilen ve ēsēyadayanēklēenzim olan Taq polimeraz

kullanēlmaktadēr.



ü ¢¿nk¿bu enzim 94Côdeink¿beedildikten sonra bile aktivitesini kaybetmez.

Fakat E.coliôdenelde edilen DNA polimeraz I y¿kseksēcaklēktainaktive olur

ve her dºng¿deenzimi yenilemek gerekir. Bu yol hem yavaĸhem pahalēdēr.

O y¿zdenTaq polimeraz kullanēlēr.

ü DNA polimeraz enzimleri bir DNA sentezleyebilmek i­inkomplementerini

sentezleyeceĵibir kalēpDNA molek¿l¿ne,substrat olarak dNTPôlere ve

kalēpzincirine eĸleĸmiĸprimerin 3ôOHgrubuna ihtiya­duyarlar. Enzim bu

bileĸenlerinbir araya geldiĵiuygun tampon sisteminde ve uygun sēcaklēkta

primerin 3ôOHgrubuna serbest dNTPôlerin 5ôa-fosfat gruplarēnē3ô-5

fosfodiester baĵēile kovalent olarak baĵlar



Á PCR i­inprimerlerin dizaynēndaaĸaĵēdakibasamaklar/yollar test edilmiĸtir

ve yararlēolduklarēkanētlanmēĸtēr.

Á Primerlerin boyutlarē18-24 bp arasēndadēr. B¿y¿kprimerler (30-35 bp) kēsa

primerler ile karĸēlaĸtērēldēĵēndabunlarēndaha benzer dºng¿ĸartlarēnda

­alēĸtēklarēgºr¿l¿rve bu durum PCRôēdaha da kolaylaĸtērēr.

Á Tm derecesi ya da erime sēcaklēĵēyakēnolan iki primerin kullanēlmasē

faydalēdēr. Ķkiprimer arasēndakiTm farklēlēĵēy¿ksekise; d¿ĸ¿kTm derecesi

5ôya da 3ôu­tayeralan primerin uzunluĵununartērēlmasēyoluyla

y¿kseltilebilir.P¿rin: pirimidin i­eriĵi1 : 1 civarēndaolmalēdēr(%40-60

olabilir).Primer sekansē1-2 p¿rinbazēylabaĸlamalēve bitirilmelidir.



Á Her primer ­iftiprimer-primer etkileĸimibakēmēndantest edilmelidir.
Bu ama­lakullanēlabilecekyararlēMacintosh programēñCPrimeròdir.
Bu program sekansa giriĸi­inerime sēcaklēĵēnēda verir. Bu ĸekilde
PCR programlarēnēndizaynēnayardēmcēolur. Bazēweb sitelerinin
direkt olarak kullanēlabilenprogramlarēaynēfonksiyonu yapabilir
(erime sēcaklēĵēnēn,uygun primerlerin se­ilmesigibi).

Á Primer sekanslarē; istenilen DNA sekanslarēylave genomda baĸka
yerdeki gen bºlgeleriile ya da sēralēsekanslar ile benzerlikleri
bakēmēndankontrol edilmelidir. Eĵeriki gen bºlgesi­okbenziyor ise (
ºrneĵinacross t¿rler); amplifiye olan gen bºlgesinin3ôucuna spesifik
olan primer en az 1-2 baz fazla olacak ĸekildedizayn edilir.

Á Dºng¿ĸartlarēve tampon konsantrasyonlarēher primer ­iftii­in
ayarlanabilir. Sekonder ¿r¿noluĸturulmadanistenilen gen bºlgesinin
amplifikasyonu spesifikleĸtirilmiĸolur. Bu durum m¿mk¿ndeĵilise,
primerlerin sekanslarē(her ikiside) 4-5 baz uzatēlērya da primer ­ifti
tamamen deĵiĸtirilir.





Á4.dNTP KARIķIMI

Deoksir¿bon¿kleozidtrifosfatlar (dATP,dGTP,dTTP,dCTP)

y¿kseksaflēktaya tek tek ya da dºrtl¿karēĸēmhalinde ticari

olarak bulunur. DNA sentezi i­ingereklidir.



5. TAMPONLAR VE MAGNEZYUM 
Tamponlar, enzim i­ingerekli olan elektrolitleri ve koenzimleri saĵlar. Yine polimeraz

enzimleri aktiviteler i­inserbest magnezyum iyonlarēnagereksinim duyarlar. Bu

y¿zden magnezyum i­eren tamponlar kullanēlēr.

Tampon ­ºzeltisinini­eriĵikullanēlanenzimin tipi ve ºzelliĵinegºrese­ilir. PCRôde

en ­okkullanēlantampon Taq/Amplitaq enzimlerine ºzg¿olan tampondur.

Mg+2 iyonlarē;

1.dNTPôlerile ­ºz¿nebilir kompleksler oluĸtururlar.

2. Polimeraz aktivitesini arttērēr.

3. ¢ift iplikli DNAônēn Tm(erime noktasēnē) deĵerini arttērērlar.

4. Primer/kalēp etkileĸimini saĵlarlar.

Bu y¿zdenMgCl2ô¿nPCRôninºzg¿ll¿ĵ¿ve ¿r¿nverimi ¿zerinde­okºnemlibir etkisi

vardēr. Genellikle optimum MgCl2 konsantrasyonu olarak 1,0-1,5 mMôlēkdeĵerler

tercih edilir. D¿ĸ¿kMg+2 konsantrasyonu; ¿r¿noluĸumundaazalmaya, y¿ksek

Mg+2 konsantrasyonu ise spesifik olmayan ¿r¿nbirikimine yol a­ar. MgCl2 i­eren

tamponlar kullanēlēyorsa,ayrēcaMgCl2 kullanēmēnagerek yoktur.



Polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR), in vitro koĸullarēnda
DNA dizilerinin ­oĵaltēlmasē
esasēnadayanmaktadēr.
PCR; basit, spesifik ve
hassas bir tekniktir. PCR
tekniĵi,temelde ¿­
aĸamadanoluĸmaktadēr. Bu
aĸamalar;

× DNA Zincirinin A­ēlmasē
(Denaturation)

× Primerlerin A­ēlanDNA
Zincirlerine Yapēĸmasē
(Annealing)

× Primer Uzamasē(Primer
Extesion)



Á KalēpDNA (template DNA), 92-95ÁCôde1-2 dakika tutularak ­iftsarmal

yapēdakiDNA iplik­ikleribirbirlerinden ayrēlmaktadēr. DNA zincirini ayērmak

i­in,bazēdurumlarda 5-10 dakika ºnēsētmayapmak gerekebilir.



Á Reaksiyon sēcaklēĵēnēn,37-65ÁCôyed¿ĸ¿r¿lerekoligon¿kleotidprimerlerinin

a­ēlanDNA zincirlerinin kendi baz dizilerine karĸēlēkgelen bºlgeye

yapēĸmasēiĸlemidir. Bu iĸlem,¿retilecekbaz uzunluĵunabaĵlēolarak 30-

60 saniyede ger­ekleĸmektedir.



Á DNA zincirleri ¿zerineyapēĸanprimerlerin DNA polimeraz enzimi (Taq DNA

polymerase) vasētasēylauzatēlmasēdēr. Taq DNA polymerase 72ÁC sēcaklēkta

daha iyi ­alēĸtēĵēi­ingenel olarak t¿m­oĵaltmaiĸlemleribu sēcaklēkta

yapēlmaktadēr.



Á ¢oĵaltēlmēĸ¿r¿nmiktarēbu ¿­ adēmēntekrarlanma sayēsēnēbaĵlēdēr.

DNA sarmalēnēny¿kseksēcaklēklardabirbirinden ayrēlmasēyladenat¿rasyonauĵrar. Daha sonra

sēcaklēkd¿ĸ¿r¿l¿r. Bu sayede primerler ­oĵaltēlacakDNA par­asē¿zerindekidizilere baĵlanērlar. DNA

polimeraz enzimi y¿kseksēcaklēklarda­alēĸabilirve PCR dºng¿s¿sērasēndazincirin a­ēlmasēi­in

kullanēlansēcaklēĵadayanabilir. Primerlerin baĵlanmasēylasēcaklēkd¿ĸ¿r¿l¿rve polimerizasyon

tepkimesi ger­ekleĸmesisaĵlanēr. Bu polimerizasyon tepkimesi uzama evresidir. Primerler uzatēlērve

primerlerin arasēndakalan bºlgesentezlenir. DNA zinciri tekrar denet¿reedilir, yeni primerler baĵlanēr

ve DNA sentezi tekrar tekrar ger­ekleĸir. Bu iĸlemler20 ile 50 dºng¿arasēndayapēlēr. Bºyleceher

PCR dºng¿s¿DNApar­asē¿zerindebulunan istenilen bºlgeniniki katēna­ēkmasēylasonu­lanēr.



Á PCR boyunca biriken ¿r¿nlerin boyu, iki primerin boyu ve hedef DNA 
bºlgeleri arasēndaki mesafelerin toplamē kadardēr. 

Á Matematiksel olarak amplifikasyon; (2n -2n)X ile ifade edilir. 
Á n= dºng¿ sayēsē 
Á 2n= birinci ve ikinci dºng¿ sonucunda oluĸan boylarē bilinmeyen ¿r¿nler. 
Á X= orijinal kalēbēn kopya sayēsē 
Á Her dºng¿ %100 verimle ­alēĸsa 20 dºng¿ sonunda 220 kat ¿r¿n oluĸur



Á Baĸlangē­takiDNA molek¿l¿sayēsēPCRôēnka­dºng¿uygulanacaĵēnē

belirler. 1 ï100 kopya DNAmolek¿l¿ile baĸlanēyorsa30 ï45 dºng¿, 1.000

ï100.000 ile baĸlanēyorsa20 ï30 dºng¿yeterlidir. Bir dºng¿sonucunda

baĸlangē­tan olan DNA zincir sayēsē2nôe y¿kselir. Dºng¿lerarka arkaya

­okkez tekrarlanērkenher bir dºng¿n¿n¿r¿n¿,bir sonrakinde kalēpolarak

kullanēldēĵēi­inher dºng¿deistenen DNA fragmenti miktarē2 katēna­ēkar.



Á PCRôabaĸlamadanºnceprimer dizaynēyapēlmalēdēr. Ķstenenbºlgenin

­oĵaltēlmasēi­ino bºlgeyeºzg¿primerler yapēlēr. Primer boyutu 18-22 baz

­iftiarasēndadēr. Daha d¿ĸ¿ksayēdaprimer ¿retilirseprimerin ºzg¿ll¿ĵ¿

azalēr,y¿kseltilirsede primerin baĵlanmasēkalēpDNAôyabaĵlanmasē

g¿­leĸir.

Á Primerlerin annealing derecelerinin hesaplanmasē:

Á Å2(A+T)+4(G+C)
Á

¥rnek dizi: 5ô-ccttaagctggtgtccaaat-3ô

2(11AT)+4(9GC)=58ÜC 5ô-gctagcaatatttgtaagcat-3ô

2(14AT)+4(7GC)=56 ÜC





Á PCR sonucunda elde edilen ¿r¿n,­oĵaltēlmasēhedeflenen DNA par­asēile

iki primerin toplam uzunluĵukadardēr.¦­basamaktan (denaturation,

annealing, primer extension) oluĸaniĸlem,bir PCR devrini temsil eder. Bu

iĸlem,genel olarak 25 ile 40 defa tekrar edilerek baĸlangē­takiDNA

dizisinden milyonlarca yeni DNA par­acēĵē­oĵaltēlēr. PCR sonucunda elde

edilen DNA par­acēklarēagaroz veya poliakrilamit jellerde y¿r¿t¿ld¿kten

sonra, ethidium bromide (EtBr) veya g¿m¿ĸnitrat (GN) ile boyanarak

gºzlemlenir.



ÁPCR yapēldēktanve Jel Elektroforez ile y¿r¿t¿ld¿kten
sonra ilgili bºlgenin­oĵalēp­oĵalmadēĵēUV ēĸēnile
ortaya ­ēkanbant boylarēile anlaĸēlēr. Bu bant boylarē
­oĵaltēlanbºlgeninboyu (bp) ile belirlenir.

ÁHer Jel y¿klemesindeºrneklerleberaber uzunluĵu
bilinen DNA Ladder da y¿r¿t¿l¿r. Ve elektrik akēmēile
a­ēlanDNA Ladder bantlarēnagºreºrneklerin­oĵaldēĵē
bºlgeboyu tespit edilir ve buna gºrePCRôēnolup
olmadēĵēanlaĸēlēr.



Á ¥rnekverecek olursak ilk sērada

y¿r¿yen1200bp DNA Ladder.

Á Bu LadderôagºreA ºrneĵininboyu

1000bp , B ºrneĵininboyu 800bp ve C

ºrneĵininboyu 300 bp diye

yorumlayabiliriz. Fakat Jel

Elektroforez sonucu her zaman bu

kadar net ve doĵrubºlgede

olmayabilir.



Á Teknik sorunlar ile karĸēlaĸēldēĵēndailk akla gelecek olan o jelde y¿r¿t¿len

t¿mºrneklerdebant gºr¿nt¿s¿n¿nolup olmamasēnabakēlēr.

Á Eĵerhi­birkuyuda yani ºrnektebaĵlanmaolmadēysa3 durum akla gelir.

Á 1- Jel tamponu hazērlanērkenfloresan boya konulmamēĸyada uzun s¿reg¿n

ēĸēĵēnamaruz kalmēĸetkisini yitirmiĸtir.

Á 2- AynēPCR cihazēnda­alēĸēlmēĸise ºrnekler; PCR cihazēnda­alēĸma

esnasēndacihaz yada PCR programēkaynaklēsorunlar yaĸanmēĸolabilir.

Á 3- Pcr mixi hazērlanērkenDNA, primerler vb. gibi PCR ¿r¿nlerindenbir veya

bir ka­ēreaksiyona konulmayēunutulmuĸya da bozulmuĸ,degrede olmuĸ

vb. olabilir.



Á Jel elektroforez ile y¿r¿t¿lmesonrasēndagene ait exonlarda bant olmamasē

ya da bazēexon veya exonlarda bant olmamasēdurumunda;

Á Ķlkakla gelmesi gereken exonlara ait primerlerin bozulmuĸolmasēya da t¿p

i­erisinekonulmayēunutulmuĸolmasēdēr. Bu durumun en basit teyidi i­ino

­alēĸmalardansonraki ­alēĸēlmēĸaynēgenin aynēexonlarēnaait bant olup

olmamasēnabakēlēr. Eĵerki sonraki ­alēĸmalardada o exonlarda bant yok

ise muhtemelen primer kaynaklēbir bozulma sºzkonusu olabilir. Fakat

sonraki ­alēĸmalardaaynēgenin aynēexonlarēndabant var ise o zaman ilk

­alēĸmadakiexon yada exonlarda delesyon ĸ¿phesiakla gelmelidir. Bunun

teyidi i­inise o exonlarda ­alēĸtēĵēbilinen bir pozitif kontrol ile pcr + jel

elektroforez y¿klemesiyapēlēr.



Yukarēdakijel elektroforez gºr¿nt¿s¿nde6 exonluk bir gene ait gºr¿nt¿

verilmektedir. II. Exonda bant olmamasēdurumuna bir ºrnektir. Bu durumda

aynēgene ait II. Exon ­alēĸtēĵēbilinen bir dna (optimizasyon dnasē) ile pcr + jel

elektroforez yapēlēr.



¢alēĸtēĵēbilinen DNA ile yapēlanPCR da bant var fakat tekrar edilen ­alēĸmanēn

genine ait aynēexonda bant yok ise o exon yada exonlar i­indelesyon var

denilebilinir.

PCR k¿­¿kbir kontaminasyondan bile etkilenip yanlēĸsonu­lardoĵurabileceĵi

i­indelesyon ĸ¿phesipcr ve analiz yapanlarēnaklēndan­ēkmamasēgereken bir

durumdur. Delesyon olan bir bºlgeile farklēpcr yºntemleridenenerek ­oĵaltēp

delesyon yokmuĸgibi sonu­vermek sēkrastlanabilecek bir hatadēr.



Zayēfbant genelde pcr protokol¿ndekibir yanlēĸlēĵēngºstergesidir. Bºyledurumlarda

ĸunlaruygulanabilir;

1- Genelde bu gibi durumlarda ilk ºnceyapēlmasēgereken PCR anaeling (baĵlanma)

ēsēsēve s¿resinideĵiĸtirmektir. Genelde 60ÁC olan anaeling sēcaklēĵē50ÁC ya da 70ÁC

kadar kademeli olarak d¿ĸ¿r¿l¿parttērēlabilir. S¿resiise yaklaĸēk2.5 dk kadar

y¿kseltilebilir.

Kademeli olarak d¿ĸ¿r¿l¿pveya artērēlansēcaklēktakiyapēlanPCR iĸleminegradient PCR

denir. ¥rnekverecek olursak sēcaklēĵē50 ÁC ile 60 ÁC arasēndaayarlanan PCR cihazēnēn

sēcaklēĵēbilinen kuyularēna,4 tane aynēºrnek(aynēexon, aynēenzim, aynēmix)

yerleĸtirilirve her sēcaklēktaki­alēĸmakalitesi jel elektroforez ile gºzlenir.



Á 2- PCR cycle (dºng¿)miktarēnēda artērmak­ºz¿molabilir. Fazla miktarda

cycle fazla ¿r¿nbaĵlanmasēnēsaĵlar. Fakat yanlēĸbºlgeleride ­oĵaltabilir.

Á 3- PCR mixi i­erisindekiDNA, enzim ya da primer miktarlarēartērēlarakdaha

saĵlēklēbir PCR ¿r¿n¿beklenir.

Á 4- Kullanēlanmix i­erisineMgCl2 ilave edilerek daha saĵlēklēbir PCR ¿r¿n¿

elde edilebilir. D¿ĸ¿kMgCl2 ¿r¿noluĸumunuazaltērken,y¿ksek

MgCl2 spesifik olmayan ¿r¿noluĸumunasebep olur. (Tavsiye edilen

konsantrasyon aralēĵē0.5-2.5 mM/reaksiyon MgCl2) Yine fazla dNTP

MgCl2 konsantrasyonunu d¿ĸ¿receĵinide unutmamalēyēz.



Jel elektroforezindeki bu gºr¿nt¿bize

baĵlanmasēgereken bºlgeile birlikte baĸka

bºlgelerindebaĵlandēĵēnēgºsterir.



Á Her ne kadar istediĵimizboyda bant elde etmiĸolsak bile bir smearôli

PCR sanger sekanslamada asla ­alēĸamazkenyeni nesil

sekanslamada da ­alēĸmasē­okzor bir ihtimaldir.

Á Bu durumlarda yapēlmasēgerekenler ĸunlardēr;

Á 1- PCR cihazēndakianaeling sēcaklēĵēve s¿resinideĵiĸtirmek.

Á 2- Cycle (dºng¿)miktarēnēazaltmak gerekir. Fazla miktarda dºng¿

istenmeyen ¿r¿nelde ettirir.

Á Birden fazla farklēenzimler ile de PCR yapmak istenmeyen bantlarēn

oluĸumunuengelleyecektir. Ayrēcaprimer tasarēmlarē,dna kaliteleri,

primer saklama koĸullarēda pcr daki sorunlarēnkaynaĵēnē

oluĸturabilmektedir.



PCR teknolojisinin geliĸmesiyle­okfarklēPCR uygulamalarēda
ortaya ­ēkmēĸtēr. Bu nedenle, yeni PCR uygulamasēnēnd¿zenlive
optimum bir ĸekilde­alēĸmasēi­inher laboratuarda yeniden
ayarlanmasēgerekmektedir. EĵerPCR ĸartlarēyeni PCR uygulamasē
i­inuygun bir ĸekildeyeniden ayarlanmazsa bazēproblemlerle
karĸēlaĸēlabilmektedir.

Bu problemler;

× PCRôdanbeklenen ¿r¿nya az alēnēryada hi­alēnmaz.
× Primerlerin yanlēĸbaĵlanmasēndandolayēspesifik olmayan bantlar
oluĸabilir.

× Primerler yanlēĸĸekildeuzayabilir.
× Primer-dimer oluĸumuortaya ­ēkabilirve bu oluĸumlar­oĵaltma
iĸleminiyavaĸlatēr.

× Yeni sentezlenen DNA dizilerinde mutasyon veya istenilenden farklē
diziler ortaya ­ēkabilir.



Á 1. Enzim Konsantrasyonu

Á 2. Magnezyum Konsantrasyonu

Á 3.Deoksin¿kleotidTrifosfatlar (Deoxynucleotide

Triphosphates=dNTPs

Á 4. DiĵerReaksiyon Unsurlarē

Á 5. DNA Zincirinin A­ēlmasēĶ­inGerekli Zaman ve Sēcaklēk

Á 6. Primerlerin A­ēlanDNA Zincirlerine Yapēĸmasē

Á 7. Primer Uzunluĵu,Konsantrasyonu ve Yapēsē

Á 8. Primer uzamasē

Á 9. Devir sayēsē



Á DiĵerPCR ĸartlarēoptimum seviyede olduĵuzaman 100 Õlreaksiyon i­in

ºnerilenTaq DNA polimeraz enzim konsantrasyonu 1-2.5 ¿nitedir. Fakat

enzim gereksinimi kullanēlankalēpDNA veya primere gºredeĵiĸebilir.

Enzim konsantrasyonu d¿ĸ¿kolursa elde edilecek ¿r¿n(DNA) az olur.

Enzim konsantrasyonu y¿ksekolursa spesifik olmayan bantlar ortaya

­ēkabilir.



Á PCR uygulamalarēndamagnezyum (Mg) iyon konsantrasyonunu ayarlamak

­okºnemlidir. ¢¿nk¿Mg konsantrasyonu;

× primerlerin a­ēlanDNA zincirlerine yapēĸmasēnē,

× kalēpDNAônēna­ēlmasēcaklēĵēnē,

× PCR sonucunda elde edilen DNA kalitesini,

× primer-dimer baĵoluĸumlarēnē,

× enzim aktivitesi ve g¿venilirliĵinietkilemektedir.

Ayrēca, Taq DNA polimeraz enziminin iyi bir ĸekilde­alēĸabilmesii­in;

kalēpDNA, primerler ve n¿kleotidbazlarē¿zerindeserbest Mg

iyonlarēnēnbulunmasēgerekir. Bu y¿zden0.5-2.5 mM arasēndaMg

iyonlarēnēndNTP konsantrasyonu i­erisindebulunmasēgerekmektedir.



Á Her bir deoksin¿kleotid(A, G, C, T) konsantrasyonu 20- 200 ÕMarasēnda

olduĵundagenellikle PCR uygulamalarēndaniyi sonu­alēnabilmektedir. Bu

dºrtbazēnkonsantrasyon i­erisindekioranēeĸitolmalēdēr. Baĸlangē­stok

sol¿syonu10 mM kadar seyreltildikten sonra, k¿­¿khacimlere ayrēlarakï

20ÁC de saklanmalēdēr. dNTP konsantrasyonunun y¿ksekolmasēyeni

sentezlenen DNA dizilerinde istenilenden farklēdizilerin (misincorporation)

hatalēolarak ortaya ­ēkmasēnasebep olabilir. Bu y¿zdenm¿mk¿nolduĵu

kadar d¿ĸ¿kkonsantrasyonda dNTPôlerikullanmak PCR spesifikliĵinive

g¿venilirliĵiniartērmaktadēr.



Á PCR uygulamalarēndagenel olarak 10-50 mM arasēndaTris-HCl tampon

­ºzeltisi(pH 8.3-8.8) kullanēlēr. Bu tampon ­ºzeltinin20ÁCôde pHôsē6.8 ile

7.8 arasēndadeĵiĸir. PCR karēĸēmēi­erisine50 mM KCl ilave edilirse primer

baĵlanmasēnēkolaylaĸtērēr. Fakat 50 mMôēn¿zerindekiKCl veya 50 mM

NaCl Taq DNA polimeraz aktivitesini engeller. Ayrēca,PCR sol¿syonuna

Jelatin (gelatin), bovine serum albumin veya Tween 20 deterjanēeklenirse

enzimin daha iyi ­alēĸmasēnayardēmcēolurlar. Fakat bu maddeler

eklenmeden de PCR protokolleri ­okiyi bir ĸekilde­alēĸabilmektedir.



Á PCR uygulamalarēndasistemin ­alēĸmamasēnēnen ºnemlisebeplerinden

birisi kalēpDNA zincirinin veya ¿retilenDNA par­acēĵēnēnyeterince

a­ēlmamasēdēr.

Á Genel olarak DNA molek¿llerinin95ÁCde 2 dakika tutulmasēzincirin

a­ēlmasēi­inyeterli olmaktadēr. Fakat GC bazlarēncazengin kalēpDNA

zincirlerinde bu s¿reve sēcaklēĵēnfazla olmasēistenmektedir.



Á Primerlerin a­ēlanDNA zincirlerine yapēĸmasēi­ingerekli sēcaklēkderecesi

ve zaman aralēĵēprimerlerin konsantrasyonu, elde edilecek DNAônēn

uzunluĵuve kullanēlanbazlarēnkompozisyonuna gºredeĵiĸir. Primerlerin

kalēpDNAôyabaĵlanmasē37- 65ÁC sēcaklēklardager­ekleĸir. Primerler

a­ēlanDNAôyabaĵlanmasēsērasēndasēcaklēĵēnartērēlmasēDNA se­iciliĵini

artērmaktadēr. Dolayēsēylaprimerlerin yanlēĸyerlere baĵlanmasēve hatalē

DNA dizilerinin elde edilmesi ºnlenmiĸolmaktadēr. ¥zelliklePCR iĸleminin

ilk birka­devrinde sēcaklēĵēnartērēlmasēPCR uygulamasēnēnhassasiyetini

­oky¿kseltmekteve spesifik olarak beklenen DNA par­acēklarē

sentezlenmektedir. Sēcaklēĵēnd¿ĸ¿r¿lmesiprimerlerin hatalēĸekilde

uzamasēnave yeni sentezlenen DNA dizilerinde hatalēbaz baĵlanmalarēna

sebep olmaktadēr.



Á Primer konsantrasyonunun 0.1-0.5 ÕMarasēndaolmasēsistemin iyi ­alēĸmasēnēsaĵlamaktadēr. Y¿ksek

primer konsantrasyonu primerlerin yanlēĸbaĵlanmasēnave spesifik olmayan DNA bantlarēnēn¿retilmesine

sebep olur. Ayrēcaprimer-dimer oluĸumunuteĸvikederek elde edilecek ¿r¿n¿n(DNA) az olmasēnasebep

olmaktadēr. Tipik primer uzunluĵu16-30 baz arasēndadeĵiĸmektefakat genel olarak 18-24 baza (n¿kleotid)

sahip primerler eĵerprimer yapēĸmasēcaklēĵē(Tm) da iyi ayarlanmēĸolursa ­okspesifik ¿r¿nelde

edilebilmektedir. Ancak daha kēsa(14 bazdan aĸaĵē)primerlerde bazēºzelama­lari­inkullanēlmaktadēr

.Primerlerin baz diziliĸindeGuanin, Citosin (GC) miktarēve primerlerin yapēĸmasēi­ingerekli sēcaklēkmiktarē

(Tm) arasēnda­okiyi bir iliĸkikurmak gerekir. Bu denge saĵlanamadēĵētaktirde PCR uygulamalarēndaniyi

sonu­almak m¿mk¿nolmamaktadēr. Bu bakēmdanprimer dizilerinde GC bazlarēnēntoplam oranē% 50 veya

daha yukarēolmasēistenmektedir. ¥rneĵinbir primerin baz dizisinde GC oranē% 50 ve Tm deĵeri56-62ÁC
arasēndaolursa bu primerin sorunsuz bir ĸekilde­alēĸmasēbeklenir. Primerlerin a­ēlanDNA kalēplarēna

hatasēzbir ĸekildebaĵlanabilmesii­inyapēĸmasēcaklēĵēnēniyi hesaplanmasēgerekmektedir. Primerlerin

yapēĸmasēcaklēĵēnēhesaplamak i­inbir form¿lgeliĸtirilmiĸtir. Bu form¿lTm= 4 (G+C) + 2 (A+T) ĸeklinde

ifade edilmiĸtir. Burada Tm yapēĸmasēcaklēĵēnē,G,C,A ve T ise n¿kleotidbazlarēnēifade etmektedir.

Primerlerin 3ôu­larēndakibaz diziliĸi,primerin yanlēĸveya doĵruyere baĵlanmasēnēbelirlemektedir. Eĵer

aĸaĵēve yukarēyºnl¿(upstream ve downstream) pirmerlerin karĸēlēklēolarak 3ôu­larēndabirbirlerine

baĵlanabilecekbaz diziliĸi(complementarity) mevcut olur ise bu durum istenmeyen primerdimer

oluĸumlarēnasebep olmaktadēr.



Á Primerlerin DNA polimeraz tarafēndanuzatēlmasēi­ingerekli zaman,

­oĵaltēlmasēhedeflenen kalēpDNA par­asēnēnuzunluĵu,kalēpDNAônēn

konsantrasyonu ve ortam sēcaklēĵēnabaĵlēolarak deĵiĸmektedir. Genel

olarak primer uzatēlmaiĸlemi72ÁCde yapēlmaktadēr. ¢¿nk¿bu sēcaklēk

Taq DNA polimeraz enziminin iyi ­alēĸmasēi­inuygun bir ortam

oluĸturmaktadēr. Primerlerin uzatēlmasēi­ingerekli s¿reise baz

uzunluĵunabaĵlēolarak deĵiĸmektedir.



Á PCRôēn­alēĸmaĸartlarēiyi ayarlandēĵētaktirde 25-40 devir sayēsēyeterli

olmaktadēr. Devir sayēsē­oĵaltēlacakkalēpDNA miktarēile yakēndan

iliĸkilidir. Devir sayēsēnēnfazla olmasēspesifik olmayan bantlarēnortaya

­ēkmasēna,devir sayēsēnēnaz olmasē¿retilenDNA miktarēnēnaz olmasēna

sebep olmaktadēr.



Á PCR tekniĵininbulunmasēndanbu yana teknolojide ­okhēzlē

geliĸmelerolmuĸve buna baĵlēolarak da ­okfarklēPCR metotlarē

geliĸtirilmiĸtir.

¢oĵaltēlmasēĶstenenDNA Dizisinin BilindiĵiDurumlarda

KullanēlanPCR Metotlarē:

Á Bu tip PCR metotlarēnda­oĵaltēlmasēhedeflenen DNA dizisinin

sekans yapēsēbilimektedir. Oligonucleotide primer ­iftikullanēlarak

­iftsarmal DNA dizileri Taq DNA polimeraz enzimi tarafēndan5ôŸ3ô

yºn¿ndeokunmaktadēr(Innis ve Gelfand, 1990; Dieffenbach ve ark.,

1993).



Á 1. Standart PCR

Á 2. Ters Transkriptaz PCR (Reverse Transcriptase PCR, RT-

PCR)

Á 3. KatlēPCR (Multiplex PCR)

Á 4. Antiserumla Sabitleme PCR (Immunocapture PCR)

Á 5. Ķ­i­ePCR (Nested PCR)

Á 6. Renkli PCR (Colorimetric PCR)

Á 7. Damlatma PCR (Spot PCR)

Á 8. Kademeli SēcaklēkD¿ĸ¿rmePCR (Touchdown PCR)

Á 9. CanlēH¿creBelirleyen PCR (Bio PCR)





× mRNA ifadeleri arasēndakifarklarēntayini

× ¢okaz miktarda ºrneksaĵlanabilmesi-Lazer yakalama yºntemi(lazer

capture microdissection) -Az miktarda doku -Primer h¿creler-Deĵerli

materyal (kanser dokusu, hasta doku)



Á ÅEĸzamanlēRT-PCR, kalēpDNAônēnbaĸlangē­miktarēnēspesifik,
hassas ve tekrarlanabilir ĸekildetespit eder, t¿mbunlardan dolayē
son-noktada DNA miktarēsaptanabilen klasik PCRôyegºredaha
fazla tercih edilmektedir.

Á ÅHer bir dºng¿dea­ēĵa­ēkanfloresan miktarēnēkaydedilir ve PCR
¿r¿n¿ndekiilk anlamlēartēĸēngºzlendiĵieksponensiyal faz
gºr¿nt¿lenir. PCR ¿r¿n¿n¿nexponensiyel artēĸgºsterdiĵiilk dºng¿
baĸlangē­materyalinin miktarēile doĵruorantēlēdēr.

Á ÅBaĸlangē­takihedef DNA miktarēne kadar fazla ise ilk anlamlēartēĸ
o kadar erken olacaktēr. PCR ¿r¿nlerieksponensiyal faza o kadar
erken girecektir.

Á ÅEĸzamanlēPCRônindinamik daĵēlēmē10^7-kat kadar olabilirken
klsik PCRôdebu daĵēlēm1000-kat civarēndaseyretmektedir.







Á SYBR green ­iftsarmal DNAôyabaĵlanabilenancak tek zincirli DNAôya

baĵlanamayanbir boyadēr. EĸzamanlēPCR reaksiyonlarēndaucuzluĵuve

hassasiyeti sebebi ile ­oktercih edilen bir boyadēr. ¢iftsarmal DNAôya

baĵlandēĵēzaman floresan ēĸēmasēyapmaya baĸlarve bu ēĸēmaetidyum

brom¿rden­okdaha g¿­l¿d¿r



Á SYBR green herhangi bir ­iftsarmallēDNAôyabaĵlanabilir(PCR ¿r¿n¿,

primer dimerleri, spesifik olmayan PCR ¿r¿n¿)

Á DNA zincirlerinin arasēnagirmesi sadece yapēsaldēr,sekansa baĵēmlē

deĵildir.

Á ÅKantifikasyon ve karakterizasyon erime eĵrileriile saptanabilir.

Á ÅPrimer dimerlerinin engellenebilmesi i­indikkatli primer tasarēmē

yapēlmalēdēr.



Á ÅSpesifik

Á ÅSadece spesifik hedeflere baĵlanēr.

Á Å¥ncelikleTaqman problar baĵlanēr,sonra PCR evrelerinden biri olan

baĵlanma(annealing) evresinde primerler baĵlanērve Taq polimeraz ile

uzama ger­ekleĸir. Taq polimerazēn5ôExonucleazaktivitesi sayesinde

proba baĵlēflorofor kesilir ve floresan a­ēĵa­ēkar.

Á ÅEn y¿kseksinyali veren prob sistemidir.

Á ÅKantifikasyon ve SNP tespiti yapēlabilir.

Á Å TasarlamasēPrimerExpressÊ ve BeaconDesigner gibi hazēr

bilgisayar programlarēile ­okkolaydēr.



Á 1- Primer Tasarēmē

Á Å Spesifik 

Á Å Y¿ksek verimli 

Á Å Primer dimer olmamalē 

Á Å DNA kontaminasyonunu bertaraf edebilecek primerler tasarlanmalē. 

Á ïexon/exon sēnērlarēndan

Á ïAraya uzun bir intron koyarak 

Á Primer Tasarēmē Verimlilik Farkēnē Yaratēr !



Á SYBR GreenkullanēlarakyapēlaneĸzamanlēPCRôdeeny¿ksekverimin

eldeedilmesii­inhedef¿r¿nuzunluĵu100ï200b­civarēndaolmalēdēr.







Á Normalizasyon Ķ­inDoĵruReferans Gen Se­ilmeli!

Á ÅReferans gen araĸtērēlandokularda ya da h¿crelerdedeĵiĸiklik

gºstermemeli(kararlēlēk).

Á ÅEn stabil olan minimum sayēdagen kullanēlmalē.

Á ÅKullanēlanreferans gen sayēsēbirden fazla ise ortalama deĵeralmak yerine

geometrik ortalama deĵerkullanēlmalēdēr.



Å Floresan deĵerlerinin eĸik deĵerini ge­tiĵi noktaya eĸik dºng¿s¿ 

(Ct, Cp) denir. 

Å Ct deĵeri, sistemin floresan miktarēndaki artēĸē farketmeye baĸladēĵē 

ve PCR ¿r¿n¿n¿n log-lineer fazda eksponensiyal olarak artmaya 

baĸladēĵē zamandēr. 

Å 40 dºng¿n¿n ¿zerindeki bir Ct deĵeri ­oĵalma olarak 

adlandērēlamaz ve hesaplara katēlamaz. 



Bir primer seti ya da prob seti i­inb¿t¿nPCR ¿r¿nlerininaynē

erime sēcaklēĵēnasahip olmasēbeklenir.

Kontaminasyon, spesifik olmayan bir ­oĵalmave primer dimer oluĸumu

gibi kalēntēlarfarklēerime sēcaklēĵēnasahiptirler.

EĸzamanlēPCR ile ¿r¿nleriagaroz jelde koĸturmadan,erime

sēcaklēĵēgrafiklerinden faydalanarak spesifik olmayan baĵlanmalarēve

primer dimerleri saptamak m¿mk¿nd¿r.





ÁÅ STANDART EĴRĶ METODU 

ÁÅ Delta-Delta CT METODU (yaklaĸēm 

metodu) 

ÁÅ PFAFFL METOD 










