
79

BÖLÜM 6   

Zekiye BAKKALOĞLU1 

İştar DOLAPÇI2

1 Dr. Bio., Halk Sağlığı Genel Müdürlüğü Mikrobiyoloji Referans Laboratuvarları ve Biyolojik Ürünler Daire Başkanlığı, zekiye.yb@gmail.com
2 Prof. Dr., Ankara Üniversitesi Tıp Fakültesi Tıbbi Mikrobiyoloji AD., dolapci@medicine.ankara.edu.tr

POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYON TEMELLI AMPLIFIKASYON YÖNTEMLERI:

MONOPLEKS-, MULTIPLEKS-, NESTED-, KONSENSUS-,  
IN SITU- VE TOUCHDOWN-PCR YÖNTEMLERININ PRENSIPLERI

Polimeraz zincir reaksiyonu [polymerase chain re-
action (PCR)], herhangi bir organizmaya ait belirli 
bir deoksiribo nükleik asit (DNA) bölgesinin hızlı ve 
doğru bir şekilde in vitro çoğaltılmasını sağlayan 
enzimatik bir yöntemdir. Bu yöntem, komplemen-
ter nükleik asit hibridizasyonunun ilkelerini, sayısız 
döngü boyunca tekrar tekrar uygulanan nükleik 
asit replikasyonu ilkeleriyle birleştirir. 1985 yılında 
Karry Mullis tarafından bilim dünyasına sunulma-
sından bu yana PCR, tıbbi ve biyolojik araştırma 
laboratuvarlarında birçok uygulama için yaygın 
ve vazgeçilmez bir teknik haline gelmiştir. Mullis, 
bu buluşundan dolayı, 1993 yılı Nobel Kimya Ödü-
lü’nü kazanmıştır. PCR adını, in vitro DNA sentezini 
gerçekleştiren polimeraz enziminden almıştır ve 
‘zincir reaksiyonu’ da üssel artış anlamına gelmek-
tedir 1.

Biyolojik bilimlerin farklı alanlarının değişmesi-
ne ve gelişmesine önemli katkılar sağlayan PCR 
yönteminin tıp, tarım, çevre ve biyo-endüstride te-
mel ve uygulamalı araştırmalarda sayısız kullanım 

alanı bulunmaktadır. Kültür yöntemine kıyasla kli-
nik örnekteki mikroorganizmaları yüksek duyarlılık 
ve özgüllükte daha hızlı, daha ucuz ve daha doğru 
olarak saptaması nedeniyle PCR yönteminin en 
önemli tıbbi uygulamalarından biri mikroorganiz-
maların tanımlanmasıdır 2.

Polimeraz Zincir Reaksiyonunun Temel 
Prensibi

PCR, hedeflenen nükleik asit dizisinin sınırsız mik-
tarlarda çoğaltılmasına (amplifikasyonuna) izin 
veren basit bir in vitro kimyasal reaksiyondur ve bu 
reaksiyon, doğru koşullar altında, bir DNA zincirini 
kopyalayabilen DNA polimeraz enzimi tarafından 
gerçekleştirilmektedir. PCR’de enzim katalizli DNA 
sentezini in vitro başlatmak ve sonlandırmak için 
sıcaklık döngüsü uygulanmaktadır ve her döngü 
üç aşamadan oluşmaktadır 3 (Şekil 1):

i). Kalıp çift zincirli DNA’nın ısı ile denatürasyonu 
(genellikle > 90°C) (denatürasyon, denaturati-
on)



96

Moleküler Mikrobiyoloji Tanı ve Epidemiyoloji

lanma derecelerinde farklı sayıda döngüler seçil-
mektedir. Teorik olarak özgül DNA eşleşmesinin 
olması için reaksiyonda kullanılan iki primerin Tm 
derecelerinin birbirlerine yakın olması ve PCR’de 
bağlanma derecesi olarak primer Tm dereceleri-
nin birkaç derece altının seçilmesi gerekmektedir. 
Primerlerin Tm derecelerinin birbirlerine yakın ol-
madığı durumlar gibi bazı durumlarda reaksiyo-
nun optimizasyonu için “touchdown” PCR tekniği 
uygulanabilmektedir 51,52.

Touchdown PCR’de ilk olarak uygulanan bağ-
lanma derecesi, kullanılan primerlerin Tm değe-
rinin üzerinde iken, daha sonra ardışık döngüler 
boyunca kademeli olarak düşürülerek primerlere 
uygun bir dereceye inilmektedir. Çift sarmal nükle-
ik asidin hibridizasyonuna dayalı tüm reaksiyonlar 
aslında erime sıcaklığına bağlı olarak gerçekleş-
mektedir. Tm, moleküllerin yarısının tek sarmallı, 
yarısının ise çift sarmallı olduğu sıcaklık derecesi 
olarak tanımlanmakta ve PCR’nin genel doğruluğu 
bu değişkenin doğru hesaplanmasına dayanmak-
tadır. Tm yanlış hesaplandığında, buna bağlı olarak 
ayarlanan bağlanma derecesi de hatalı olmakta ve 
bu da uygun olmayan hibridizasyona ve spesifik 
olmayan PCR ürünlerinin amplifikasyonuna yol 
açmaktadır. Özellikle düşük bağlanma dereceleri 
seçildiğinde özgül olmayan amplifikasyon ürünleri 
sıklıkla izlenmektedir 13,52.

Touchdown PCR’deki temel ilke, bağlanma 
aşamasının özgüllüğünü artırmak amacıyla, kul-
lanılan primerlerin Tm derecelerinin üzerinde bir 
bağlanma derecesi ile reaksiyona başlanıp son-
ra kademeli olarak sıcaklığın düşürülmesi ve en 
son 10-15 döngünün primerlerin Tm dereceleri ile 
uyumlu bir bağlanma derecesinde yürütülmesidir. 
Tm değeri, basit olarak 4 (G+C) + 2 (A+T) formü-
lüyle hesaplanabileceği gibi, uzun primerler için 
farklı formüller de uygulanabilmektedir 13. Touch-
down PCR, primerlerin Tm değerlerinin hesaplan-
ması sırasında yapılan yaklaşımları ampirik olarak 
ele alarak, yanlış hesaplamalardan kaynaklanan 
sorunları ortadan kaldırmaktadır 51.
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