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Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

Mikrobiyoloji Anabilim Dalõ 



Sunu i•eri!i 
¥! PCRÕõn tanõmõ 
¥! PCRÕõn kõsa tarih•esi 
¥! HŸcre i•i DNA replikasyonu 
¥! PCR bile!enleri 
¥! PCR temel prensipler 
¥! PCRÕõn kullanõm alanlarõ 
¥! PCRÕõn avantajlarõ ve dezavantajlarõ 
¥! PCR optimizasyonu 
¥! PCR inhibitšrleri ve enhanserleri 
¥! Kar!õla!õlabilecek sorunlar ve •šzŸm šnerileri 
¥! Biz Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Servisi olarak 

neler yapabiliriz? 



PCRÕõn tanõmõ: 

¥! spesifik bir DNA par•asõnõn kopyalarõnõn 
primerler tarafõndan yšnlendirilerek in vitro 
ortamda enzimatik olarak sentezlenmesi 

¥! nŸkleik asitlerin in vitro olarak •o!altõlmasõ 

¥! DNA fotokopisi 
¥! samanlõkta i!ne aramak yerine samanlõktaki 

i!nelerin sayõsõnõ •o!altmak 



PCRÕõn kõsa tarih•esi: 
 ¥! 1971 Khorana ve ark. 3Õ u•larõ birbirine 

yšnlendirilmi! iki DNA sentez primeri 
kullanarak •ift iplik•ikli DNAÕnõn spesifik 
bir bšlgesini replike eden bir metot 
geli!tirdiler 

¥! 1983 Kary Mullis (Cetus firmasõ) PCRÕõ 
geli"tirdi 

Kary B. 
Mullis   



¥! 1985 PCRÕõn DNA polimeraz IÕin Klenow 
fragmentiyle ger•ekle!tirilmesine yšnelik ilk rapor 
(Saiki ve ark., 1988). 

¥! 1988 PCRÕõn Taq polimeraz enzimi  kullanõlarak 
ilk kez ger•ekle"tirilmesi  

¥! 1993 Kary Mullis bulu!uyla Kimya dalõnda Nobel 
…dŸlŸ aldõ 

¥! 1993---- PCR teknolojisi ve Taq polimeraz enzimi 
lisanslarõnõn šnde gelen "irketler tarafõndan 
alõnmasõ 



HŸcre i•i DNA replikasyonu 
¥! DNA replikasyonu 37¡CÕde ger•ekle!ir 
¥! Replikasyonda; Òtek zincir ba!layan proteinlerÓ 

gibi yardõmcõ proteinler bu ama•la kullanõlõr 
¥! Replikasyonun ba!latõlaca"õ bšlgede 12 

nŸkleotid uzunlu"unda bir RNA primeri, ÒprimazÓ 
adõ verilen enzim tarafõndan yapõlõr 

¥! DNA polimeraz bu primere ba!lanõp, 3 ucuna 
nŸkleotidleri ekleyerek DNA sentezini yapar  



!"# $
¥! Reaksiyon bile"enleri   

Ð! Reaksiyon tamponu 
Ð! Template (kalõp) DNA 
Ð! Primerler 

¥! Forward ve reverse 
Ð! Nukleotidler 

¥! DNAÕnõn sentezinde 
Ð! Polimeraz 

¥! Taq DNA polymerase 
Ð! MgCl2  

¥! Enzim aktivitesinde  
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PCR karõ"õm bile"enleri 
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Primer lerin  šzellikleri  

¥! 18-30 nukleotid den olu!urlar  
¥!  F ve R primerleri benzer Tm de"erlerine sahip 

olmalõ 

¥! G+C i•eri"i   ~ 50% 
¥! G veya C 3Õ sonda bulunmalõ 

¥! Primerler A ya da T ile sonlanmamalõ  
¥! hairpin olu!umuna yol a•acak sekanslar engellenmeli  

¥! Primerler birbirine komplementer olmamalõ  



PCR 

¥! PCR nasõl •alõ"õr?: 
Ð! #ki iplik•i!in birbirinden  
ayrõlmasõ (94oC) 
Ð! Primerlerin ba!lanmasõ (55oC) 

¥! Replikasyonun ba"langõcõ 
Ð! Ekstensiyon  
(uzama, polimerizasyon) (72oC) 

¥! = replikasyon 
Ð! 20 Ð 30 kez tekrarla 

94¡ 

55¡ 

72¡ 

94¡ 



S!KLUS PARAMETRELER!  

DenatŸrasyon ;   93¡C - 95¡C   

    30 s n Ð 1 dk  

Ba!lanma ;   37¡C - 65¡C    

    30 s n Ð 1 dk  

Ekstansi yon;  72¡C   

    1dk  
   (Her 500 bpÕlik DNA i•in + 30s n) 

25-35 siklus  

Final e kstansiyon  2-10 dk  



BA"LANMA   
37¡C - 65¡C 

EKSTANS!YON   
72¡C 

25-35 S!KLUS 

DENAT † RA SYON  
93¡C - 95¡C   

DENAT†RASYON   
93¡C - 95¡C   



Temel PCR ko!ullarõ  

¥! 100 #l reaksiyon hacmi  

¥! Template 1-1000ng 

¥! Primer ler  10 -20 pmols 

¥! 10mM Tris-CL pH 9.0, 50 mM KCl  (10xPCR tamponu) 

¥! MgCl2 0.5 -3.0 mM 

¥! her birinin final konsantrasyonu 200 #M olacak 
!ekilde dNTPÕler: dATP, dGTP, dTTP, dCTP 

¥! 1 Ÿnit e Taq polimeraz enzimi  



    Bile#enler  
 

Hacim  
 

Final 
Konsantrasyonu  
 10 X PCR Buffer 

 
5 µl 
 

1X 
 

10 X dNTPs (2mM) 
 

5 µl 
 

200 µM 
 

Forward primer (10pmols/ µl) 
 

5 µl 
 

1µM (50pmols/50 µl) 
 

Reverse primer (10pmols/ µl) 5 µl 
 

1µM (50pmols/50 µl) 
 

Genomi k DNA template 
 

2 µl 
 

1 µg 
 

Taq  polymerase (2U/ µl) 
 

0.5 µl 1 unit 
 

H2O (to 50 µl Final hacim ) 
 

27.5 µl 
 

  

 

REAKS!YON KARI$IMI  

25 or 50 µl final hacim  Eppendorf (0. 2 ml) t ŸpŸ  



5Õ! 3Õ!

5Õ!3Õ!

‚ift iplik•ikli  
template DNA !

•o"altõlacak bšlge!



5Õ! 3Õ!

5Õ!3Õ!

Bu DNA sekansõna !
sahip primerleri sentezle!

Bu sekansla 
benzer olan!

Bu sekansõn 
komplementeri 
olan !

‚ift iplik•ikli  
template DNA !



5Õ! 3Õ!

5Õ!3Õ!

PCR  S#KLUS 1!

Primer ler!

Taq#

Taq#

‚ift iplik•ikli  
template DNA !



5Õ!

5Õ!3Õ!

3Õ!

PCR  S#KLUS 1!

DenatŸrasyon  
950C 
#plik•ikler ayrõlõr!

Primer ler! Taq#

Taq#

Taq polymerase termostabil (õsõya dayanõklõ) karakterdedir!



3Õ!5Õ!

5Õ!3Õ!

Ba!lanma  
~550C 
Primer ler  ba!lanõr !

Taq#

Taq#

Forward primer alttaki iplik•i"e ba"lanõrken !
Reverse primer Ÿstteki iplik•i"e ba"lanõr !

PCR  S#KLUS 1!

Hedef DNA 

Hedef DNA 



3Õ!5Õ!

5Õ!3Õ!

Ba!lanma  
~550C 
Taq iplik•iklere  
ba!lanõr !

Taq# Taq#

PCR  S#KLUS 1!



3Õ!5Õ!

5Õ!3Õ!

Ekstansiyon  
72oC 
Taq dNTPÕler yardõmõyla 
DNAÕyõ kopyalar !

Taq#

Taq#

Taq 5Õ den 3Õne do"ru DNAÕyõ sentezler!

5Õ!

5Õ!



3Õ!5Õ!

5Õ!3Õ!

Ekstansiyon  
72oC 
Taq DNA iplik•i!ini 
kopyalar !

Taq#

Taq#

Taq 5Õ den 3Õne do"ru DNAÕyõ sentezler!

PCR  S#KLUS 1!



3Õ!5Õ!

5Õ!3Õ!
Taq#

Taq#

PCR  S#KLUS 1!

Ekstansiyon  
72oC 
Taq DNA iplik•i!ini 
kopyalar !

Taq 5Õ den 3Õne do"ru DNAÕyõ sentezler!



3Õ 5Õ 

5Õ 3Õ Taq 

Taq 

PCR  S#KLUS 1! Ekstansiyon  
72oC 
Taq DNA iplik•i!ini 
kopyalar !

Taq 5Õ den 3Õne do"ru DNAÕyõ sentezler!



3Õ!

5Õ!

5Õ!

3Õ!

5Õ!

3Õ!

5Õ! 3Õ!

Siklus 1Õin sonu  
PCR  S#KLUS 1!





3Õ!5Õ!

5Õ!3Õ!

5Õ!

5Õ! 3Õ!

3Õ!

PCR  S#KLUS 2!
DenatŸrasyon  
950C 
#plik•ikler ayrõlõr!



3Õ!5Õ!

5Õ!3Õ!

5Õ!

5Õ! 3Õ!

3Õ!

Ba!lanma  
~550C 
Primer ler  ba!lanõr !

PCR  S#KLUS 2!



PCR  S#KLUS 2!

Ekstensiyon  
~720C 
 !



Do"ru uzunlukta !
iki tek iplik•ik !

PCR  S#KLUS 2!



DenatŸrasyon  
950C 

PCR  S#KLUS 3!



Ba!lanma  
550C 

PCR  S#KLUS 3!



Uzama  
720C 

†rŸn  1!

†rŸn  2!

PCR  S#KLUS 3!



3. Siklus istenen ŸrŸnlerin olu"tu!u ilk siklus  

Bu amplimerler a"a!õdaki denkleme gšre "ekillenir  

n sayõdaki Ÿssel artõ"õn gšrŸldŸ!Ÿ PCR siklusunun ardõndan 
No(1+Y)n-1 kadar ŸrŸn kopyasõ olacaktõr 
 
No hedeflerin ba"langõ• sayõsõ 
Y  PCR reaksiyonunun etkinli!i  
n  siklus sayõsõ 

Bu a"amadan sonra amplifikasyon Ÿssel olarak ger•ekle"ir  



3. S#KLUSÕun sonu!



PCR  S#KLUS 4!

DenatŸrasyon  
950C 



Ba!lanma  
550C 

PCR  S#KLUS 4!



Ekstansiyon   
720C 

PCR  S#KLUS 4!



8!

2,3,4!

5,6,7!

1!

PCR  S#KLUS 4!



Varsayalõm ki sadece tek bir DNA molekŸlŸ mevcut  

 ¥! 4. siklus   1(1+1)3=8   
¥! 5. siklus   1(1+1)4=16  

¥! 6. siklus   1(1+1)5=32 
¥! Belirli sayõdaki siklusun ardõndan etkinlik 

dŸ!er  

 

No(1+Y)n-1 



25 siklusluk amplifikasyon = 225  ~       1 x 106   kat 
 
30 siklusluk amplifikasyon = 230  ~    1 x 109 kat 



PCR Agaro z jel ele ktroforezi  

Son ŸrŸn  UV gšrŸntŸleme  

3-4 saat  



UNUTULMAMASI GEREKENLER  

 

                                                                             
PCR •ok duyarlõ bir teknik  Ð istenmeyen bir DNA ile 
meydana gelen kontaminasyon šnemli 
olabilmektedir  

Her zaman  negatif kontroller teste eklenmeli   

Pozitif kontrol da unutulmamalõ  

Uygun filtreli u•lar ve sadece PCRÕa šzgŸ otomatik 
pipetler kullanõlmalõ  

BšlŸmler ayrõ olmalõ  

UV lamba i•eren kabinler kullanõlmalõ  



Polimerizasyon��

Polimeraz 
dT 

dT 

5Ô 3Ô 

3Ô 5Ô A 

¥!Nükleofilik etki 

¥!Fosfodiester ba"larının katalizi 



¥!Gen ya da gen fragmentlerinin klonlanmasõ 

¥!Geneti k te"his - Muta syonlarõn  te"hisi 

¥!Analõk-babalõk tayini  

¥!DNA sekans analizi 

¥!Forensik te"his  

¥!EndŸstriyel kalite kontrolŸ ortaya konmasõ 

¥!Doku transplantasyonu i•in doku tipinin belirlenmesi 

¥!TŸrler arasõndaki polimorfizmin belirlenmesi 

¥!MolekŸler tiplendirme 

¥!Patojenlerin saptanmasõ  

PCRÕõn Kullanõm Alanlarõ  



Forensik te#histe PCR: 



Analık-babalık tayini: 



PCRÕõn avantaj ve dezavantajlarõ 

¥! yŸksek šzgŸllŸk ve duyarlõlõk 
¥! Saptama ve tanõ hõzõ 
¥! cansõz etkenleri saptayabilme 

yetene!i 
¥! Nazlõ Ÿreme šzelli!inde ve 

•evre "artlarõna kar"õ hassas 
etkenler  

¥! ge• Ÿreyen etkenler  
¥! #leri •alõ"malara (tiplendirme, 

sekans analizi, klonlama) 
olanak sa!lamasõ  

¥! Kesin te"histe 
izolasyonun yerini 
tutmamakta; kros-
kontaminasyona ba!lõ 
yanlõ" pozitiflik 

¥! Laboratuvar altyapõsõ 
gereksinimi 

¥! Yeti"mi" eleman 
¥! YŸksek sarf maliyetleri 



PCR OPT#M#ZASYONU 



Magnezyum iyonlarõ 

¥! dNTP-Mg2+ kompleksleri 
¥! Nukleik asitlerin "eker-fosfat omurgasõ ile 

etkile"ime girer 

¥! Taq polimeraz aktivitesini etkiler 
¥! 0.5 veya 1mMÕlõk oynamalarla MgCl2 

konsantrasyonu 0.5-5 mM arasõnda de!i"tir 
¥! dNTP kons. De"i!irse MgCl2 da de"i!tir  

¥! MgCl  ise bant yo!.     #se non-spesifik ŸrŸn 



Optimal Mg 2+ Konsantrasyonu !  

         1   1.5   2   2.5   3   3.5   4  mM 

Normal  olarak , 1.5mM MgCl 2 optimal  

Ayrõ olarak temin edilmeli 

MgCl2 kullanõlmadan šnce •šzdŸrŸlŸp vortekslenmeli  

Mg2+  konsantrasyonu DNA, primer ve nukleotid 
miktarõna ba!lõ olarak belirlenmelidir  



Primer ba!lanma (a nnealing ) 
sõcaklõ!õnõn optimizasyonu  

¥! Primerlerin Tm 
de!erleri 
hesaplanabilir 
(šrn. 54¡C). 

¥! Touchdown-PCR 
¥! Gradient thermal 

cycler kullanõmõ. 



PCR etkinli!ini artõran kimyasallar 

¥! DMSO (dimetil sŸlfoksit) 
¥! %5Õlik formamid 
¥! 10-100#M trimetilamonyum klorŸr 
¥! %0.1-2.5Õlõk Tween 20 gibi deterjanlar 
¥! %5-15Õlik polietilen glikol (PEG) 6000 
¥! Tek iplik•ikli DNA ba!layan proteinler 
¥! 7 deaza-dGTP G-C baz •iftlerinin gŸcŸnŸ azaltmak i•in 
¥! Taq extender (Stratagene) 
¥! Perfect Match PCR Enhanser (Stratagene) 
¥! Q-Solution (Qiagen)  



PCR inhibitšrleri 

¥! biyolojik materyaller (kan, idrar, balgam, 
BOS,...vs.) 

¥! DNA ekstraksiyon metodu 
¥! DNA izolasyonunda kullanõlan reaktifler 
¥! Kan---- heparin, porfirin bile"ikleri 

¥! SDS 
¥! Proteinaz-K 
 



‚šzŸm: 
 
¥! materyalin sulandõrõlmasõ 
¥! #zolasyon a"amasõnda ya da PCRÕa 

internal kontrollerin eklenmesi 
¥! Uygun DNA ekstraksiyon yšntem ve 

kitleri 
¥! Ekstraksiyonu takiben fenol-kloroform + 

etanol uygulamasõ 



Zayõf bantlar ya da bantõn gšrŸlmemesi 

¥! Eklenmemi" bile"en  
Ð! PCR karõ"õmõ tekrar hazõrlanõr 

¥! Yanlõ" yo!unlukta bile"en  
Ð! Template DNA 
Ð! Primer kon. 
Ð! Taq polimeraz  
Ð! MgCl2 

¥! Primer hatasõ 
Ð! Sekanslarõ kontrol et (Blast) 
Ð! Alternatifi kullan 
Ð! Pozitif kontrol ile test et 

¥! TemplateÕe ba!lõ 
sorun 
Ð!TemplateÕi jelde 

kontrol et 
¥! Fragmentasyon 

Ð!PCR inhibitšrleri 
¥! Daha šnce •alõ"an 

PCRÕa ekle 

Ð! ‚ok fazla DNA  

¥! Hatalõ PCR ko"ullarõ 
¥! Ba!lanma sõcaklõ!õnõ 

dŸ"Ÿr 
¥! MgCl2  



PCR ŸrŸnleri 

ArtefaktŸel ŸrŸnler  

1 2 T M M 

X 

!  

template DNA 
konsantrasyonu 



Thermal Cycler Modelleri 





Portatif Moleküler Biyoloji 
Laboratuvarları!!! 


