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POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYON TEMELLI AMPLIFIKASYON YONTEMLERI:
MONOPLEKS-, MULTIPLEKS-, NESTED-, KONSENSUS-,

IN SITU- VETOUCHDOWN-PCR YONTEMLERININ PRENSIPLERI

Polimeraz zincir reaksiyonu [polymerase chain re-
action (PCR)], herhangi bir organizmaya ait belirli
bir deoksiribo niikleik asit (DNA) bolgesinin hizli ve
dogru bir sekilde in vitro gogaltiimasini saglayan
enzimatik bir yontemdir. Bu yontem, komplemen-
ter nukleik asit hibridizasyonunun ilkelerini, sayisiz
dongu boyunca tekrar tekrar uygulanan nukleik
asit replikasyonu ilkeleriyle birlestirir. 1985 yilinda
Karry Mullis tarafindan bilim dinyasina sunulma-
sindan bu yana PCR, tibbi ve biyolojik arastirma
laboratuvarlarinda birgok uygulama igin yaygin
ve vazgegilmez bir teknik haline gelmistir. Mullis,
bu bulusundan dolay, 1993 yili Nobel Kimya Odu-
|U'nU kazanmistir. PCR adini, in vitro DNA sentezini
gergeklestiren polimeraz enziminden almistir ve
‘zincir reaksiyonu’ da Ussel artis anlamina gelmek-
tedir .

Biyolojik bilimlerin farkli alanlarinin degismesi-
ne ve gelismesine onemli katkilar saglayan PCR
yonteminin tip, tarim, gevre ve biyo-endustride te-
mel ve uygulamali arastirmalarda sayisiz kullanim
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alani bulunmaktadir. Kalttr yontemine kiyasla kli-
nik ornekteki mikroorganizmalari yuksek duyarlilik
ve Ozgullikte daha hizl, daha ucuz ve daha dogru
olarak saptamasi nedeniyle PCR yonteminin en
onemli tibbi uygulamalarindan biri mikroorganiz-
malarin tanimlanmasidir 2.

Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Temel
Prensibi

PCR, hedeflenen nukleik asit dizisinin sinirsiz mik-
tarlarda ¢ogaltiimasina (amplifikasyonuna) izin
veren basit bir in vitro kimyasal reaksiyondur ve bu
reaksiyon, dogru kosullar altinda, bir DNA zincirini
kopyalayabilen DNA polimeraz enzimi tarafindan
gerceklestiriimektedir. PCR'de enzim katalizli DNA
sentezini in vitro basglatmak ve sonlandirmak igin
sicaklik dongusU uygulanmaktadir ve her dongu
g asamadan olusmaktadir ® (Sekil 1):
i). Kalip gift zincirli DNA'nin 1sI ile denatlirasyonu
(genellikle > 90°C) (denatirasyon, denaturati-
on)
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lanma derecelerinde farkl sayida dongdler segil-
mektedir. Teorik olarak 6zgul DNA eslesmesinin
olmasi igin reaksiyonda kullanilan iki primerin Tm
derecelerinin birbirlerine yakin olmasi ve PCR'de
baglanma derecesi olarak primer Tm dereceleri-
nin birkag derece altinin segilmesi gerekmektedir.
Primerlerin Tm derecelerinin birbirlerine yakin ol-
madigi durumlar gibi bazi durumlarda reaksiyo-
nun optimizasyonu icin “touchdown” PCR teknigi
uygulanabilmektedir 5%,

Touchdown PCR'de ilk olarak uygulanan bag-
lanma derecesi, kullanilan primerlerin Tm dege-
rinin Uzerinde iken, daha sonra ardisik donguler
boyunca kademeli olarak dusurtlerek primerlere
uygun bir dereceye inilmektedir. Cift sarmal niikle-
ik asidin hibridizasyonuna dayali tim reaksiyonlar
aslinda erime sicakligina bagh olarak gercekles-
mektedir. Tm, molekdllerin yarisinin tek sarmalli,
yarisinin ise cift sarmalli oldugu sicaklik derecesi
olarak tanimlanmakta ve PCR’nin genel dogrulugu
bu degiskenin dogru hesaplanmasina dayanmak-
tadir. Tmyanlis hesaplandiginda, buna bagli olarak
ayarlanan baglanma derecesi de hatali olmakta ve
bu da uygun olmayan hibridizasyona ve spesifik
olmayan PCR Urlnlerinin amplifikasyonuna yol
acmaktadir. Ozellikle disik baglanma dereceleri
segildiginde 6zgul olmayan amplifikasyon drtinleri
siklikla izlenmektedir ™32,

Touchdown PCR'deki temel ilke, baglanma
asamasinin 6zgulligund artirmak amaciyla, kul-
lanilan primerlerin Tm derecelerinin Uzerinde bir
baglanma derecesi ile reaksiyona baslanip son-
ra kademeli olarak sicakhgin dustrdlmesi ve en
son 10-15 donglntn primerlerin Tm dereceleri ile
uyumlu bir baglanma derecesinde yurtttlmesidir.
Tm degeri, basit olarak 4 (G+C) + 2 (A+T) formU-
liyle hesaplanabilecedi gibi, uzun primerler icin
farkli formuller de uygulanabilmektedir 3. Touch-
down PCR, primerlerin Tm degerlerinin hesaplan-
masi sirasinda yapilan yaklasimlari ampirik olarak
ele alarak, yanlis hesaplamalardan kaynaklanan
sorunlari ortadan kaldirmaktadir °.
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