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Ozet

Kary Mullis’in 1984 vyilinda buldugu ve kendisine Nobel 6dili kazandiran polimeraz zincir
reaksiyonu (PCR), spesifik DNA sekanslarinin in-vitro DNA sentezi yoluyla eksponensiyel (Ustel) olarak
codaltilabildigi hizhi ve duyarhihdi yiksek bir tekniktir. PCR temel olarak bir DNA ¢odaltma yéntemidir, bu
yontemle RNA codaltilmak istenirse 6nce "revers transkriptaz" enzimi kullanilarak hedef RNA
sekanslarinin DNA kopyalari (komplementer DNA, cDNA) cikartilir ve PCR ile bu cDNA molekilleri
codaltilir. PCR"In kullaniimasiyla belirli bir genetik segmentin, birkacg kalip DNA molekiliinden baslayarak
milyonlarca kopyasi Uretilebilmektedir. Kromozomal DNA'nin in-vivo replikasyonu milyonlarca
nukleotidin replikasyonunu kapsar, PCR amplifikasyon Urtnleri ise genellikle 1000 bp'den (baz cifti, base
pair; bp) daha kisa olacak sekilde dizayn edilir. Bununla beraber ekstrem durumlarda 6zel termostabil
DNA bagimh DNA polimeraz kombinasyonlar kullanilarak 35000 bp'den daha uzun PCR amplikonlarinin
basarili olarak godaltilabildigi bildirilmistir. Ginimizde bu yéntemin cesitli varyasyonlari mikrobiyoloji,
adli tip ve genetik bilimlerinde arastirma ve tani amaciyla yaygin olarak kullanilmaktadir. PCR temelli
yontemlerin 6nemli kullanim alanlan arasinda dizi analizi, klonlama, kantitatif hasta izlemi, molektler
ilag direng testleri, filogenetik analizler ve salgin yénetimi ve doku uyumluluk testleri gibi uygulamalar
yer alir. Bu makalede PCR ydnteminin temel prensipleri ele alinmistir.

Anahtar kelimeler: Amplifikasyon, DNA, Polimeraz, PCR tamponu, Master miks.

Abstract

The polymerase chain reaction (PCR) discovered by Kary Mullis in 1984, which earned him the
Nobel prize, is a fast and highly sensitive technique in which specific DNA sequences can be exponentially
amplified via in-vitro DNA synthesis. PCR is basically a DNA amplification method, if it is desired to
reproduce RNA; DNA copies (complementary DNA, cDNA) of the target RNA sequences are firstly
produced by using the enzyme "reverse transcriptase" and these cDNA molecules are amplified by PCR.
Using PCR, millions of copies of a specific genetic segment can be produced, starting with several target
DNA molecules. In-vivo replication of chromosomal DNA involves replication of millions of nucleotides,
while PCR amplification products are generally designed to be less than 1000 bp (base pair; bp).
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However, in extreme cases it has been reported that PCR amplicons longer than 35000 bp can be
successfully amplified using special thermostable DNA-dependent DNA polymerase combinations. Today,
various variations of this method are widely used in microbiology, forensics and genetics for research
and diagnosis purposes. Important uses of PCR based methods include sequence analysis, cloning,
quantitative patient monitoring, molecular drug resistance tests, phylogenetic analysis, and epidemic
management and tissue compatibility tests. In this article, basic principles of PCR method are discussed.

Keywords: Amplification, DNA, Polymerase, PCR buffer, Master mix.

Giris

Canli  hlicrelerde DNA replikasyonu son
derece karmasik bir sliregte gercgeklesir. DNA
replikasyon isleminin ¢ok az hata orani ile ylksek
etkinlikli (high fidelity) bir sekilde
gergeklesebilmesi ve dizenlenmesi igin ok sayida
hicresel proteinin ve diger molekullerin (RNA
primerleri gibi) uyumlu bir sekilde calismasina
gereksinim  duyulur. Basitge tanimlayacak
olursak, ilk olarak hicrelerdeki cift zincirli DNA
yapisi ¢ozillir ve ana molekllin "her bir zinciri"
tamamlayici  yeni bir DNA (iplikcigi)
iretmek icin bir kalip olarak kullanilir. yi bilinen
Watson ve Crick modellemesine gbére bu
kopyalama ntkleotidlerin birbirlerine hidrojen
badlar ile baglanabilme yeteneklerine dayanir:
Adenin (A) her zaman Timin (T) ile ve Guanin de
(G) her zaman Citozin (C) ile cift olusturur. Bu
nedenle hedef iplikgigin 6zglin dizisi yeni DNA
iplikciginin baz dizisini belirler [1,2]. PCR’da
laboratuvarlarda her gin kullandigimiz birkag
basit komponent vyardimiyla, dodal DNA
replikasyon sureglerinin temel unsurlari bir test
tipl icinde taklit edilerek hedef DNA sekanslari
(60-30000 bp) edilmektedir [3].
Gorlnlste basit bir metot gibi algilanmasina
ragmen, gercekte cok sayida parametrenin test
sonucunu etkileyebildigi karmasik bir
reaksiyondur. Sicaklik, pH, baslangic kalip DNA
konsantrasyonu, reaksiyona eklenen
deoksinikleotid trifosfatlar (dATP, dCTP, dGTP ve
dTTP), DNA polimeraz ve Mg** miktarlarindaki
dedisiklikler ve reaksiyon karisimini olusturan
komponentler arasindaki molekiler etkilesimler
PCR reaksiyonunun dinamigini etkileyen
parametrelerin en 6nemlileridir. PCR ile reaksiyon
baslangicinda ¢ok distk sayida bulunan
molekillerden ¢ok miktarda DNA amplifiye
edilebildigi igin reaksiyon karisimi birkag DNA
molekll ile kontamine oldugunda teorik olarak
yanlis pozitif alinabilecegi dikkate

zinciri

amplifiye

sonuglar

alinmahdir. Tim bunlara ragmen, ¢ok yonli bir
yontem olan PCR; DNA manipilasyonu ve analizi
icin muazzam bir glice sahiptir [1,4].

Basit bir tampon sistemi
gergeklestirilen PCR  reaksiyonlarinda  DNA

polimeraz tarafindan serbest deoksintkleotidler

icerisinde

kullanilarak yeni zincir sentezi gergeklestirilir,
boylece hedef DNA molekilinlin bilinen bir
bélgesi kopyalanir (Sekil 1). DNA polimerazlarin
zincir uzamasini baslatabilmesi icin codgaltilacak
sekans Uzerindeki 6zgin bélgelere baglanacak
primer denilen ¢ok kisa nikleotid dizilerine ihtiyag
vardir. Hilcresel DNA sentezinde primaz (DNA
bagimli RNA polimeraz) enziminin sentezledigi
yaklasik 10 uzunlugundaki RNA
oligonilkleotidler (Okazaki fragmanlari) replike

nikleotid

olacak bolgeye baglanirlar ve polimerazlar (DNA
bagimh DNA polimerazlar) aracilidi ile yeni zincir
sentezlenir. PCR’da ise DNA polimerazin senteze
baslayabilmesi icin otomatize makinelerde
Uretilen bir gift sentetik primere (oligontlkleotid)
ihtiyag duyulur. Primerlerden biri sens (kodlanan)
zincire komplementer iken digeri antisens

(kodlanmayan) zincire komplementer olarak
sentezlenir. Bu primerler kalip DNA segmentinin
uc bolgelerindeki komplementer bdélgeler ile
hibridize olarak yeni zincir sentezi icin baslangig
noktalarini olustururlar ve amplikon blyuklugiana
belirlerler. Tek zincirli DNA sekanslari olan bu
primerler 6 ila 30 niikleotid arasi uzunluga sahip
olabilirler. Fakat optimal primer uzunlugu 16-24
nlkleotiddir. PCR aracii DNA amplifikasyonu
"déngusel enzimatik reaksiyon" esasina dayal bir
islemdir ve her ddngide bir dnceki ddéngunin
amplifikasyon drinleri substrat olarak kullanilir.
Klasik bir PCR’da reaksiyonun her bir dénglsu
farkh sicakliklarda gergeklesen denatirasyon,
baglanma ve uzama olmak Uzere (¢ basamaktan

olusur [1,2,4,5] (Sekil 2).
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Sekil 1. PCR’da primer-hedef baglanmasi ve yeni zincir sentezi [6-9].

Birinci basamak

Ayrilma
basamadidir.

veya
Canl

denatirasyon
hicrelerde

sirasinda DNA cesitli enzimler (helikazlar, girazlar
ve ligaz) ve cgesitli yardimci 6gelerin (DNAa, DNADb,
DNAc, tek zincir baglayan protein ve bir grup
polimeraz subunit proteinleri) katkisi ile ikiye
ayrilmaktadir.
proteinler DNA'dan (genellikle kimyasal vyolla)
uzaklastirildiktan reaksiyon karisiminin
Isitilmasi ile kalip DNA'nin sekonder ve tersiyer
yapilari ortadan kaldirilir ve iplikgikler birbirinden
ayrilir. Bu basamakta reaksiyon karisimi 91-
97°C'ye 1sitilarak, cift zincirli DNA'nin karsilikli
bazlari arasindaki hidrojen baglar parcalanir ve
her bir kalip DNA'dan iki adet tek zincirli DNA

(melting)
replikasyon

PCR’da ise ilk olarak hicresel

sonra

iplikcigi elde edilir. Tekrarlayan her Isitma
asamasinda yeni sentezlenen cift zincirli
molektller (amplimer veya amplikon olarak

bilinirler) de denatlire olurlar ve her tek iplikgik
(orijinal sentezlenmis
iplikler) yeni bir primer baglanma bodlgesi saglar
(yani daha fazla DNA sentezi igin yeni bir kalip
olarak goérev alr) [1,2,4,9]. Denatlrasyon
basamadi icin genel olarak 30-60 sn'lik sire
yeterli olmaktadir. Ancak daha uzun tutulmasi
durumunda DNA yapisinda
bozulmaya yol acabilecedi unutulmamahdir [10].
Hot start DNA polimerazlarin kullanildigi bazi
protokollerde 8-10 dakika siren bir baslangig
denatlrasyon basamadi uygulanabilmekte ve
takip eden ddéngllerde vyine 30-60

denatirasyon sireleri yeterli olmaktadir [8].

kalip DNA'lar ve vyeni

polimerazlarin

sn'lik

Ikinci basamak

Baglanma (annealing) basamadidir. 1lk
basamakta sitilan  karisimin  sicakligi  bu
basamakta 56-62°C'ye dlsurallr. Boéylece, 6zgin
primerlerin  kalip DNA  zinciri  Uzerindeki
tamamlayici dizilere baglanmasi (hibridize olmasi)
saglanir [1,4]. Bu basamadin siiresi ve sicaklik
derecesi primerlerin uzunluklarina, baz
iceriklerine ve konsantrasyonlarina gére ayarlanir.
Uzunlugu 18-30 baz ve G/C orani yaklasik olarak
%50 olan primerlerin kullanildigi bir reaksiyonda
55°C'de 1 dakika sireli bir baglanma basamagi
baslangig igin yeterli olmaktadir. Bazen 1-2°C'lik
bir fark bile non-spesifik amplifikasyon Grinlerinin
olusmasina yol acabilmektedir. Eger badlanma
sicakhdi 60°C’In lizerinde ise baglanma ve uzama
basamaklari  birlestirilerek  tek

gerceklestirilebilir [8].

basamakta

Uciincii basamak

Ekstansiyon (zincir uzamasi) basamadidir. Bu
basamakta reaksiyon karisimi genel olarak 68-
73°C’ye sitilir, bdylece DNA polimerazin yeni
zincir sentezini katalize edebilmesi igin uygun
sicaklik ortami saglanmis olur. Deoksinlkleotid
trifosfatlar DNA polimerazin katalize ettigi bir
reaksiyonla kalip DNA'ya badli durumdaki
primerlerin serbest 3’ hidroksil uglarina eklenirler.
Yeni zincir kalip DNA Uzerinde 3'—5’ ydninde
saniyede yaklasik olarak (kullanilan enzime gére
dedismek lizere) 35-100 baz uzar ve boéylece cift
zincirli yeni molekdaller Gretilmis olur [1,4,11]. Bir
dakikalik zincir uzama suresi 2 kb uzunlugunda bir
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Urin elde etmek igin genellikle yeterli olmaktadir.
Kalip DNA kopya sayisinin dislik oldugu ilk
basamaklarda ve kalip DNA konsantrasyonunun

enzim konsantrasyonuna goére cok fazla oldugu
son doéngllerde uzama slrelerinin uzun tutulmasi
(3 dakika gibi) faydah olabilir [8].

sicaklik birinci déngii ikinci déngii
(°C) - A N
100 91-97°C denatiirasyon
90 — ba§!ang|§:
denatlirasyonu "
2-3 dakika uzama 5
80 68-73°C <
1 dakika =
70— g
60 £
baglanma 56-62°C baglanma 56-62°C =
50 — 30-60 saniye rampa 30-60 saniye =
Zdmanj Termal dongi cihazlar f
T T T T | T T (thermal cycler) £
stire (dakika) 1 2 3 4 6 7 8 =

Sekil 2. Ornek bir PCR dénguisii ve reaksiyon basamaklari [6,9,12-15].

Rampa zamani, 1si déngl (termal cycler)
cihazinin sicaklidi artirma ve azaltma hizini
(°C/sn) ifade eder. Hizlari 1-20°C/sn araliklarinda
dedisebilen cesitli cihazlar bulunmaktadir. PCR
optimizasyonu igin gesitli
arastirildigi bir calismada [16] rampa zamani
8°C/sn olan SmartCyclerR cihazi ile HSV-1 ve 2
icin gelistirilmis bir PCR protokolld igin rampa
zamani 4°C/sn'ye dlsurilince daha iyi sonuglar

parametrelerin

alindidi bildirilmistir. Bu parametre isi doéngl
cihazlarinda kolayca konfiglre edilebilmektedir
[15]. Rampa zamaninin kisa tutulmasi hem
zaman kaybini azaltir hem de nonspesifik
baglanmalar gibi hatalarin olusmasini
Doénglsel reaksiyonlar devam ederken istenilen
uzunluktaki ilk beklenen PCR drunand, ilk
dénglde  birinci  primerin  hedef DNA'ya
baglanmasiyla olusan yeni iplikgik Gzerine ikinci
dongide diger primerin baglanmasi ve zincir
uzamasinin tamamlanmasiyla olusur [1]. ikinci
déngl sonunda olusan PCR Urininin sadece tek
zinciri uzunluktadir.
buyuklukteki ilk cift zincirli Grlnler ise Uglnci
dongli tamamlandiginda ortaya cikar (Sekil 3).
Her bir PCR d6éngusiinde ¢ogaltilan hedef DNA
sayisinin teorik olarak iki katina gikmasi beklenir.

onler.

istenen Istenilen

Bir baska deyisle reaksiyon verimliligi %100
oldugunda reaksiyonun baslangicinda var olan her
kalip DNA molekilinden PCR’In 20. déngulistinden
sonra 2?9 (yaklasik olarak 108) vyeni iplikgik
olusmasi beklenir. Ancak, stirecin verimliligi hicbir
zaman %100 olmaz ve genellikle istenilen
miktarda Urin elde etmek igin daha ¢ok reaksiyon
doénglisine gereksinim duyulur. Baslangig hedef
konsantrasyonu ve uygulama sekline bagh olarak
degismekle beraber, hedef DNA bolgesini
amplifiye etmek icin ddngl bahsi gegen
sicakliklarda genellikle 25-35 kez tekrarlanir [1].

Gerekli déngl sayisi temel olarak kalip DNA
kopya sayisina baghdir ve bu miktar géz 6nine
alinarak ayarlanmahdir. Pratik bir kural olarak
etidyum bromid ile boyali bir jelde géruntr bir
sinyal olusturan 10° hedef kopya sayisina ulagsmak
icin 25 PCR ddngistne ihtiyag duyulur.

Genellikle 25-35 ddéngu ile istenilen miktarda
PCR UrUnd elde edilmekle beraber, kalip DNA
kopya sayisl az ise dongl sayisi 40'a gikarilabilir.
Bir bagka ifadeyle, tahminen 104, 103 ve 102 kalip
DNA kopya sayisina sahip ornekler igin sirasiyla
30, 35 ve 40 PCR donglsinin gerekecegini
soyleyebiliriz [8].
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Sekil 3. Zincir uzarken DNA sentezi diger uctaki primer bolgesini gecince (polimerazin sentezi ne kadar
devam ettirecedi kesin olarak belli dedildir ve enzimden enzime dedisiklik gosterir) uzunluklar kesin
olarak belli olmayan ve hedeflenen sekansa gére daha blylk olan "uzun iiriinler" olusur. Bir sonraki
donglide asil kalip DNA ile beraber bu uzun Urlnler de primerlerin baglanabilecedi yeni kaliplar olarak
gorev alirlar. Her déngi sonunda uzun drinlerin kopya sayisi aritmetik olarak artarken kisa Grinlerinin
sayisi logaritmik (Ustel) bir artis gésterir [8,12,17,18].

Tum bu islemler syl hizla degistirebilen ve
onceden belirlenmis bir tlpleri
istenilen sicaklikta tutabilen programlanabilir isi
déngl cihazlan kullanilarak yapilir. Isi déngi
cihazlari kullanima girmeden &nce, belirlenen
sicakliklarda Uc¢ su banyosu hazirlanir ve PCR
reaksiyon-tipleri sicak su banyolari arasinda elle
tasinir ve bu durum bircok zorlugu beraberinde
getirirdi. Bu nedenle yeni gelistirilen otomatize
sistemlerin kazandirdidi kolayliklar, PCR'In yaygin
olarak kullanilabilir olmasindaki en 6nemli
ilerlemelerden biri olmustur. Diger bir 6nemli
ilerleme de yontemin tanimlandidi ilk zamanlar
kullanilan ve her denatiirasyon basamadinda
yapisl bozuldudu icin reaksiyona yeniden eklenen
ve asiri miktarlarda denatire enzim molekdllerinin
birikimi nedeniyle reaksiyon dengesini olumsuz
etkileyen ve ayrica her ekleme sirasinda reaksiyon
tiplnidn agilmasi nedeniyle kontaminasyon riskini
arttiran Klenow polimerazlarin yerine PCR
doéngulerindeki ylUksek sicakliklarda inaktive
olmayan termostabil DNA polimerazlarin (Tag
DNA polimeraz gibi) kullanilmaya baslanmasi

zaman igin

olmustur. Buna ek olarak reaksiyonun uzama
basamadinin ylksek sicakliklarda yuritilmesinin
reaksiyon 06zgullugunt arttirici ek yararlar da
vardir. Mesela, Klenow polimerazin en iyi calistigi
37°C gibi dustk sicakhklarda, primerler
nonspesifik eslesmeler gdsterebilirler ve bu da
testin spesifitesinde dismeye
Termostabil DNA polimerazlarin sl
cihazlarinda kullaniimasiyla reaksiyonlar
tamamen kapall bir icerisinde
gergeklestiriimis ve PCR’In en dnemli dezavantaji

neden olur.
déngl

sistem

olan kontaminasyon sorunu blUyldk ©&lglde
asitimistir [1,15].
PCR’da Reaksiyon Karisimi

Tipik bir PCR reaksiyon karisimi  DNA

polimeraz, spesifik olarak dizayn edilmis bir
primer seti, kalip DNA, dNTP’ler ve bir reaksiyon
tamponundan (Tris-HCI, KClI ve Mg**) olusur.
Reaksiyon karisiminin igerigi secilen enzim, hedef
DNA sekansinin baz igerigi ve uzunlugu, PCR
kolaylastiricilarinin  kullanihp kullanilmamasi ve
inhibitér maddelerin  varligi gibi reaksiyon
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spesifitesini etkileyebilen faktorlere gore optimize
edilmelidir.

Ayrica karisima EDTA, BSA (sidir serum
albimini-bovine albumin) ve baz
deterjanlar (Tween 20 ve Triton X) gibi ilave

serum

maddelerin eklenmesiyle bazi enzimler igin
inhibitdr etkili maddeler elimine edilebilir, primer
baglanmasinin spesifitesi arttirilabilir ve enzim
aktiviteleri maksimum dlzeylere c¢ikarilabilir
[4,5,15].

Tablo 1. Ornek bir PCR karisiminin bilesenleri (total hacim 50 ul) [4,6,13-15,19].

Bilesen Final miktar-konsantrasyon
Kalip DNA 10 fg - 10 pg*
Oligonulkleotid primerler (her birinden) 0.1-1puM

dNTP'ler (her birinden) 20 - 200 uM

Tag polimeraz 0.2 - 2.0 Unite**

Tris-Cl (pH 8.3) 10 mM

KCI 50 mM

BSA veya jelatin 100 - 1000 pg

MgCl,
PCR kolaylastiricilari

0.5 -5 mM (genelde 1.5 - 2.5)
Reaksiyon protokoliine gore degisir

Su 50 pl'ye tamamlanir

*1-10 pl rehidrasyon tamponu veya su icerisinde.

** Cesitli termostabil polimerazlarin farkl 6zelliklerine gére miktar dedisebilir.

Konvansiyonel PCR genel olarak 5-100 ul'lik
bir volimde gergeklestirilir. Bununla beraber,
nanoteknolojinin gelisimi ile PCR reaksiyonlarini
minyaturlestirme edilimi ortaya cikmis ve PCR
reaksiyonunun mikro kuyucuklarda basariyla
yapilabildigi bildirilmistir [8,15,20]. PCR
reaksiyonu igin ilk olarak ana (master) miks
hazirlanir. Ana miks PCR reaksiyonunun kalip DNA
disindaki diger tum komponentlerini iceren
karisimdir ve tek tip igerisinde hazirlanip
homojenize edildikten sonra numaralandiriimis
tiplere daditihir. Daha sonra bu tlplere, kalip
DNA-RNA iceren (veya varhidi arastirilan) 6rnekler
ayri ayri eklenir. Ana miks hazirlanmasinin
mantigi tim reaksiyon tiplerindeki karisimin ayni
olmasini saglamaktir. Boylece bir cihazda ayni
anda calisilan tdpler arasinda reaksiyonun tek
dedisken komponentinin arastirilan 6rnek olmasi
pipetaja  bagl
kontaminasyon riski de en aza indirgenmis olur

[4].

sadglanir. Ayrica tekrarlayan

DNA polimerazlar

PCR reaksiyonlarinda genellikle Tag
polimeraz tercih edilir ve reaksiyon basina 0.2-
2.0 Unite kullanilabilir. Diger ticari termostabil

polimerazlar da kullanilabilir, fakat proofreading
(diizeltme) kabiliyetleri ve diger 6zellikleri ayrica
degerlendirilmelidir [15]. Ornedin, genel olarak
50 pl'lik bir PCR karisimi igin 1-1.5 Unite Tag DNA
polimeraz gerekirken, 1.25-2.5 (nite Pfu DNA
polimeraz gerekmektedir [10].

Reaksiyon tamponu

PCR tampon uygun
primer/kalip DNA hibridizasyonuna (optimum
o6zgullik) ve ayni anda termostabil DNA
polimerazin optimum amplifikasyon aktivitesine
(optimal hassasiyet) imkan
Termostabil DNA polimeraz aktivitesinin en
yuksek verimlilikte devami icin, enzime uygun pH
kosullarinin genis bir sicaklik aralidinda korunmasi
ve PCR termal-déngusu ilerledikge reaksiyon
karisiminda meydana gelen
degisikliklerden (mevcut dNTP konsantrasyonu
gibi) etkilenmemesi gerekir. Birgok termostabil
DNA polimeraz kullanilarak yapilan karsilastirmali
analizler basit tris-HCI tampon sisteminin en iyi
performansi  gosterdigini ve  gliserin/NaOH
sistemlerinin ikinci en iyi secenek oldugunu ortaya
koymustur. Fosfat tamponlari zayif
performanshidir, c¢inkld fosfat iyonlari ile PCR
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karisiminda bulunan fosforlu bilesikler arasinda
(primerler ve dNTP) herhangi bir olumsuz fiziksel
etkilesim meydana gelmesi blylk bir olasiliktir ve
fosfat iyonlari magnezyum iyonlar ile gselat
olusturabilir ve sonugta termostabil DNA
polimeraz inhibe olabilir. Oncelikli tercih edilse de,
tris-HCI 1si1 degisikliklerine oldukca hassas olma
edilimindedir, her 5°C sicaklhk artisi ile birlikte
tampon pH'sinda 0.1 birim bir azalma meydana
gelir. Bu nedenle, tris-HCI PCR tamponlari oda isisi
derecesinde 8.4'lik bir pH sergilemek icin formtle
edilmistir, bu 74°C'de (termostabil DNA
polimerazlarin  gogu icin  optimum DNA
amplifikasyon sicakhdi) PCR karisimi pH'sinin
yaklasik olarak 7.4 (termostabil DNA
polimerazlarin ¢odu icin optimum pH) olabilecedi
anlamina gelmektedir [19].

PCR tamponlari genel olarak Tris, KCI ve
MgCl;igerirler. Tris; Tris-HCI, TE (Tris-EDTA), TAE
(Tris-asetat-EDTA) ve TBE (Tris-Borat-EDTA)
seklinde farkh kombinasyonlar halinde
kullanilabilmektedir. Tris-HCI (pH 8.3-8.4) son
konsantrasyonu 10 mM olacak sekilde kullanilir.
Ornek bir reaksiyon karisimi hazirlama: 100 mM
Tris-HCI (pH 8.3), 500 mM KCI, 15 mM MgCl;
iceren 10X konsantre tampon 6nce sulandirilarak
2X konsantrasyonda tampon elde edilir. PCR
karisiminda final konsantrasyonlari 50 mM KClI, 10
mM Tris-HCI, 1.5 mM MgCl, olacak sekilde
ayarlanacaksa 25 pl'lik bir PCR karisimi igin 2X
konsantre karisimdan 12.5 pl alinir [15,19,21].

Sodyum (Na™*), potasyum (K*) ve amonyum
(NH4%) (tek degerli katyonlar) PCR
karisiminda bulunduklarinda DNA'nin negatif
yukli fosfat omurgasini kaplayarak primer ve
hedef DNA arasindaki itici elektrik glgleri zayiflatir
ve bdylece termostabil DNA polimeraz aktivitesini
uyarirlar. K*'un DNA polimeraz aktivitesini
uyardidi optimum konsantrasyon dederi yaklasik
50 mM’dir. K* konsantrasyonu 75 mM’In {zerine
ciktiginda DNA polimerazi stimiile edici etkisi
ortadan kalkar ve 100 mM’in Uzerinde ise DNA
polimerazi inhibe eder. amplikonlar
cogdaltilmak istendiginde (>1000 bp) dusiik, klgik
amplikonlar codaltiimak istendiginde ise ylksek

iyonlari

Blylk

K* konsantrasyonlari ile daha iyi sonuglar
alinmaktadir. NH4* iyonlari ise DNA iplikleri
arasindaki hidrojen badlar icin primerlerle

yarigirlar ve bdylece hedef DNA hibridizasyonu

daha yuksek baglanma sicakhklarinda
gergeklesebilir. Bu durum, yanlis eslesmeleri ve
nonspesifik amplifikasyon drinlerinin olusmasini
durumlarda PCR karisiminda
potasyum ve amonyum iyon konsantrasyonlari
optimum oranda oldugunda magnezyum
konsantrasyonun optimizasyonuna gerek
kalmayabilmektedir [19].

azaltir. Bazi

Mg** DNA polimerazin kofaktértidir ve
reaksiyon karisimindaki konsantrasyonu
polimerizasyonun basarili olabilmesi igin kritik
6neme sahiptir. Farkli PCR protokolleri igin
optimal magnezyum iyon konsantrasyonlari
arasindaki farkhliklar, farkli termostabil DNA
kullanilmasina ve/veya
magnezyum iyonlarini ayiran ya da yarismal etki
gosteren kimyasal maddelerin (6rnedin, EDTA ve
kalsiyum iyonlar) varligina bagh olabilir. MgCl,
son konsantrasyonu 0.5-5.0 mM (en sik 1.5-2.5
mM) araliinda olacak sekilde, magnezyum klorid
tuz sollisyonundan hazirlanarak kullanilir. Bu
deder farkh reaksiyonlar igin genellikle dNTP
konsantrasyonu ile kombine olarak optimize edilir
[15,19]. Farkli primerlerin kalip DNA’ya baglanma
etkinlikleri Mg*? konsantrasyonuna bagiml olarak
degisir. Mg** konsantrasyonu ne kadar yliksekse
primerler kalip DNA'ya o kadar kolay badglanirlar.
Bu nedenle farkh primerlerin kullanildigi her PCR

polimerazlarin

testi icin serbest Mg**'un optimum
konsantrasyonu dedismektedir. Bu durum
kullanicilar tarafindan bilinmeli ve reaksiyon

kosullari buna goére dizenlenmelidir [4]. Yliksek
konsantrasyonlardaki Mg** DNA'yl daha stabil
hale getirerek cift yapinin yetersiz
ayrismasina yol acar ve PCR'lI inhibe eder. Genel
olarak asirn miktardaki Mg** primer-kalip DNA
yanlis  eslesmelerini  arttirarak  nonspesifik
amplifikasyon drdnlerinin sentezine ve
birikmesine neden olurken, yetersiz miktarda
Mg** polimeraz aktivitesinin disik olmasina ve
amplifikasyonun ok zayif veya hi¢ olmamasina
yol acar. Bunun disinda termostabil DNA
polimeraz aktivitesi ylksek Mg**
konsantrasyonlari ile dogrudan inhibe olur, 10
mM'hk Mg**  konsantrasyonun
aktivitesini %50 azalttigi gosterilmistir. Son
olarak vyluksek Mg** konsantrasyonlari DNA
polimerazin  hatal sentez
arttirmaktadir [4,19].

zincirli

polimeraz

zincir oranini
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Gunumiizde termostabil enzim Ureticilerinin
hazir olarak sundugu spesifik tamponlar yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bu tamponlarin Tris, KCI
ve MgCl,'tn UglnU bir arada icerebilenleri oldugu
gibi, MgCl, tampondan ayrn olarak da
sunulabilmektedir [15]. Tamponun igerigine gére
her birinin son konsantrasyonlari reaksiyon
kosullarina uygun olarak ayarlanmalidir. Ornegin;
MgCl, standart reaksiyonlarda KCI'li Tag buffer ile
1.5 mM ve (NH4)2SO4'h Tag buffer ile 2.0 mM
konsantrasyonda kullanilir [10].

Oligoniikleotid primerler

PCR reaksiyonu primerlerin genis
konsantrasyon araliginda (0.1-1 puM) basarih
olarak calisabilmektedir. Genel olarak 0.4 uM’hk
bir konsantrasyon (10 pmol/25 ul) optimizasyon
icin iyi bir baslangic noktasidir. Ancak, hedef
bolgenin uzun oldugu veya dejenere primerlerin
kullanildigi reaksiyonlarda optimizasyon igin en az
0.5 pM’lik dederden baslanmalidir. Islemlerin
kolaylastirilmasi amaciyla calisma &ncesi her
primerin ayni konsantrasyonda
(6rnegin; 50 veya 100 pmol/ul) stoklanmasi
onerilmektedir [8,10,15].

seyreltilerek

Deoksiniikleotid-trifosfatlar

Deoksinlikleotid-trifosfat (dNTP)’ler nukleik
asit molekdillerinin ana yapi taslaridir ve yeni zincir
sentezi igin PCR karisiminda bulunmasi zorunlu
O0gelerden  biridir. DNA yapisinda
birbirinden ayri dért dNTP yer alir; deoksiadenozin
trifosfat (dATP), deoksitimidin trifosfat (dTTP),
deoksisitozin trifosfat (dCTP) ve deoksiguanozin
trifosfat (dATP). dNTP konsantrasyonu PCR
reaksiyonunun verimliligini ve spesifitesini etkiler.
Standart bir konvansiyonel PCR reaksiyonunda
dNTP’lerin her biri genellikle esit miktarlarda
olmak Gzere 20-200 pM konsantrasyonda
kullanihr.  dNTP konsantrasyonu c¢odaltilacak
amplikon uzunluguna ve baz igerigine gore
ayarlanabilir. Ticari formdaki dNTP’ler her
nikleotid icin 2, 10 veya 25 mM’lik hazir formlarda
sunulmaktadir. dNTP’ler serbest Mg*+*’a 1:1 molar
oranda badlandiklarindan cok ylksek
konsantrasyonda olduklarinda ortamdaki serbest
Mg** oraninin dismesine ve DNA polimerazin
hatali zincir sentezi yapmasina neden olabilirler
[4,8,10,15,19].

dizisinin

Bazi PCR uygulamalari ve protokollerinde,
dort dNTP'den birinin yerine bir dNTP analogu
(6rn., inozin, 7-deaza-2'-deoksiguanozin) ya da
modifiye edilmis bir dNTP (6rn., biotin, fluorofor
veya radyoaktif isaretli dNTP) kullanilabilir. Bu tar
modifikasyonlar, daha sonraki bazi post-PCR
uygulamalarinin  gergeklestirilebilmesine imkan
verir [19].

Kalip DNA

Ekstraktsiyon ile elde edilen veya reverse
transkripsiyon ile RNA'dan doénustlrilen DNA'nin
10 fg ila 10 pg’lik miktari 1-10 yl tampon veya su
icinde rehidrate edilerek kalip DNA olarak
kullanilabilir. Genel olarak 50 ul reaksiyon karisim
hacmi icin optimal kalip DNA; plazmid ve faj
DNA’'siigin 0.01-1 ng, bakteriyel DNA igin 1-10 ng,
genomik DNA icin 0.1-1 pg aralidinda olmahdir.
Bu degerlerin Uzerindeki miktarlarda nonspesifik
drdn olusma riski artmaktadir [10,15].

PCR kolaylastiricilari

Cesitli PCR'da
amplifikasyon etkinligini arttirmak icin istege bagh
olarak reaksiyon karisimina eklenebilir [22]. Cogu

proteinler ve kimyasallar

PCR tamponu termostabil DNA polimerazin

reaksiyon karisimi icerisinde stabilizasyonuna
yardim eden Jelatin veya BSA gibi proteindz bir
bilesen igerir. Jelatin veya BSA reaksiyon
karisimina her ml igin 100-1000 pg eklenebilir.
PCR reaksiyonlarinda kullanilabilen bir baska
protein olan gp32 (gene 32 protein) ise tek zincirli
DNA'ya badlanarak DNA yapisinin stabil olmasini
saglar ve reaksiyon verimliligini arttirir. gp32 0.5-
10 nM

hedeflenen

konsantrasyonlarda  kullanildidinda
bolgenin ¢ok  uzun oldugu
reaksiyonlarda PCR’lI stimule eder [19].

PCR kolaylastiricisi olarak organik solventler
de kullanilir. En sik kullanilanlar dimetil silfoksit
(DMSO) ve formamid’'dir. DMSO primer-kalip
yanlis eslesmelerini 6nlemeye yardimci olmak
amaciyla, konsantrasyonu % 2-10 (hacim/hacim)
olacak sekilde PCR tamponuna dahil edilebilir.
Formamid hatali baz eslesmelerini engelleyerek
non-spesifik amplifikasyon Urdnlerinin olusumunu
azaltr ve PCR icinde  %?2-5
(hacim/hacim) konsantrasyonlarda kullanilabilir
[23].

tamponu
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Dithiothreitol (DTT) gugli bir indirgeyici
ajandir. Termostabil DNA polimerazin aktif
konformasyonel yapisinin korunmasina yardim
eder ve Tag DNA polimeraz igcin 5 mM
konsantrasyonlarda kullanilabilir [19].

Bunlarin disinda non iyonik deterjanlardan
Tween 20, Triton-X ve Laureth-12, polimerik yapili
bilesiklerden polietilen glikol (PEG) ve dekstran,
biyolojik uyumlu (gegimli) ¢dzeltilerden betain ve
gliserol, ayrica a-2-Macroglobulin, pirofosfataz,
amonyum silfat veya spermidin, amplifikasyon
kolaylastiricisi olarak PCR tamponlarina
eklenebilecek diger maddelerdir. Ancak yine de
PCR karisimina bu maddelerden hangilerinin
eklenmesi gerektigi konusunda bir fikir birligi
yoktur. Farkh termostabil DNA polimerazlar igin
farkl ve bazen olumsuz etkiler gdsterebilirler. Bu
katki kullanildigi  tim  PCR
protokolleri igin dNTP ve Mg** konsantrasyonlari
ayrica optimize edilmelidir [19,23].

maddelerinin

Karisimda kontaminasyon kontrolii

Nakil (carry-over) kontaminasyonun
(reaksiyon  karisiminin  6nceki calismalarda
codaltilan  amplikonlarla kontamine olmasi)

kontrolid igin kullanilan uygulamalardan biri, PCR
karisimi igerisine urasil igeren cift zincirli DNA'yi
parcalayan bir DNA tamir enzimi olan urasil-N-
glikozilaz (UNG)'nin eklenmesidir. Ana miks igine
dTTP yerine dUTP katildiginda UNG dogal DNA'nIn

Cikar beyani: Yazarlar gikar gatismasi bildirmemistir.

verilmemistir.
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