PCR (Polymerase chain reaction) = PZR (Polimeraz zincir

reaksiyonu)

PCR, 1985 yilinda Cetus sirketinden Kary Mulis tarafindan ilk uygulamasi yapilan bir teknik
olup, belirli bir DNA pargasinin kopyalanmasina ve ¢ogaltilmasina olanak saglayan in vitro

bir yontemdir.

DNA ikili sarmalinin yiliksek sicaklikla birbirinden ayrilmasindan sonra sicaklik diistiriiliir,
ve bu sayede oligoniikleotid primerler ¢ogaltilacak olan DNA pargasi lizerinde karsilikli
olarak eslenik sekanslara baglanirlar. PCR soliisyonundaki DNA polimeraz enzimi yiiksek
sicakliklarda ¢alisabilen bir enzimdir ve PCR dongiileri arasinda ikili sarmalin agilmasi i¢in
kullanilan yiiksek sicakliga dayanabilir. Primerlerin baglanmasindan sonra sicaklik
polimerizasyonun gerceklesmesi icin uygun bir sicakliga diisiirtiliir: Primerler uzatilir ve
primerlerin arasinda kalan bolge sentezlenir. Sarmallar tekrar denature edilir, yeni primerler
baglanir ve DNA sentezi tekrar tekrar gerceklesir; Bu islem genelde 20 ila 50 dongii arasinda

tekrarlanir.

Bir 1s1l dongiileyici ve programlanabilir su banyosu sayesinde siire¢ i¢in gerekli olan sicaklik
degisimleri ayarlanabilir. Bu siirecte, DNA polimeraz olarak termofil bakteri Thermus
aquaticus’dan izole edilen ve yiiksek sicakliklarda caligabilen Taqg DNA polimeraz enzimi
kullanilir. Siire¢ oldukga basittir, ancak kontaminasyon yaratan herhangi bir DNA da bu

sekilde cogaltilabilir.

DNA’nin bagka bir DNA ile kontaminasyonu PCR kullanicisi i¢in istenmeyen bir olaydir.
Cok kiicik DNA miktarlar1 bile amplifikasyon i¢in yeterli oldugu i¢in, drnek hazirlanmasi
sirasinda yanliglikla karisan DNA’dan dolayr bir ¢ok yanlis DNA bandinin elde eldemesi

miumkindir.

PCR laboratuarlarinda kontaminasyonun en yaygin sebebi PCR yOnteminin bir iiriinii olarak
elde edilmis DNA’dan kaynaklanir. Bu kontaminasyon pipetleme ve PCR orneklerinin
manipiilasyonu esnasinda olusan areosollardan olusur. Bu sebeple bir ¢cok laboratuarda PCR
makinasindan, ve PCR sonrasi tiliplerin acildig1 yerlerden uzak, ayri bir 6rnek hazirlama
boliimii bulunur. Memeli DNA’s1 kontaminasyonun diger bir kaynagi da deri hiicreleridir. Bu
nedenle deney sirasinda ve en Onemlisi 6rnek hazirlanmasi asamasinda eldiven giyilmesi

gereklidir.



Temel PCR Kurallar::

Orneklerinizi PCR makinasindan uzakta hazirlaym. Birgok laboratuarda 6rnek
hazirlamak i¢in PCR makinasindan ve PCR sonrast tiiplerin acildig1 yerden uzakta ayr1
bir bolim bulunur. Ornek hazirlamak igin ayrilmis biryer olsun ya da olmasin
orneklerinizi kesinlikle PCR makinasinin veya PCR irlinlinlin daha sonra
maniplasyonunun yapilacagi yere yakin bir yerde hazirlamaym. Ornek hazirlama
konusunda kesin kurallar koymak i¢in fikir birligine varmaya calisin.

PCR reaksiyonu hazirlamak i¢in kullandiginiz pipetleri ve diger malzemeleri ayirin.
Pozitif tasinimli bir pipet (positive displacement pipettor) aerosollart dnleyecegi gibi
orneklerin birbirine taginmasi ihtimalini de azaltir. Filtreli pipet uclari da 6rnekten
Ornege tasinmayi engeller.

Eldiven giyin ve siklikla degistirin. Bu Orneklerin elden gelebilecek  epitel
hiicreleriyle kontaminasyonunu engeller.

DNA’y1 tiim PCR tiiplerine en son koyun.

Cogaltilacak DNA pargasina ve kullanilan primerlere gore degisiklik gosteren PCR

ayarlar1 genelde asagida belirtilen sicakliklar gibi ayarlanir.

1.Denatiirasyon (94-97°C, 15 s. 1lk denatiirasyon basamag1 daha uzun olmalidir)
2. Primer baglanmasi (55-72 °C, 30 s.)
3. Primerlerin uzatilmas1 (72°C, 1.5 dk. )

Belirli bir DNA pargasimin PCR ydntemi ile ¢ogaltilmast. Ilk iki veya ii¢ siklustan
sonra tek sarmalli ¢ikintilar yok sayilir ve iirliniin biiylik cogunlugu cift sarmalli hedef

sekanstan olusur. (Zyskind ve Bernstein 1992’nin izni ile yeniden ¢izilmistir.)



