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OZET: Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) DNA polimeraz enzimi araciligiyla suni sartlarda DNA’nin ¢ogaltilmasi
islemidir. Yaygin ve genis bir kullanim alant olan PCR, molekiiler ¢aligmalara biiyiik bir hiz ve kesinlik kazandirmustir.
Olduk¢a kompleks olan bu teknik optimize edilerek basarili bir sekilde kullanildiginda arastirmacilarin  isini
kolaylastirmaktadir. Ancak zayif, istenmeyen ve spesifik olmayan iirlin olusumundan kaginmak igin kullanici gereken
optimum konsantrasyon ve sartlar1 kendisi ayarlamalidir.

Bu ¢alisma, PCR’de kullanilan temel bilesenlerden DNA, MgCl,, dNTP ve primer konsantrasyonlarinin optimize edilmesi
ve karsilasilan sorunlarin ortaya konulmasi amaciyla yapilmistir. Bu bilesenler PCR sonucunu etkileyen kritik faktorlerdir.
Diger bilesenler sabit tutularak her bir bilesen i¢in farkli konsantrasyonlar denenmis ve dogru amplifikasyon i¢in gerekli
optimum konsantrasyonlarin DNA (100 ng), MgCl,, dNTP ve primer igin sirastyla 1 pl, 2-2.25 mM, 200-400 pM ve
0.25 uM oldugu saptanmistir. Ayrica reaksiyon karigimimna mineral yag koymanin PCR {iriiniine etkisinin bulunmadig1 da
tespit edilmistir.

Anahtar Sézciikler: Polimeraz Zincir Reaksiyonu, PCR, DNA, MgCl,, dNTP, Primer, Optimizasyon

POLYMERASE CHAIN REACTION IN WHEAT
AND OPTIMIZATION OF THE POSSIBLE PROBLEMS

ABSTRACT: Polymerase Chain Reaction (PCR) is a process of DNA amplification via DNA polymerase enzyme under
artificial conditions in a thermal cycler. PCR, which has very common use in a wide range of different diciplines, has
provided high speed and certainty for molecular studies. If this complex technique is used effectively after optimization, it
makes studies easy for researchers. However, researcher should optimize the PCR conditions before any specific study to
avoid from poor and nonspecific PCR products.

The aim of this work was to put forward the problems encountered in a PCR and show how to optimize concentrations of
DNA, MgCl,, dNTPs and primers. These are the critical components for a successful PCR process. By keeping other factors
stable, it was determined that optimum DNA (100 ng), MgCl,, dNTPs and primer amounts were 1 pl, 2-2.25 mM, 200-400

UM and 0.25 uM, respectively. In addition, mineral oil addition to the mix had no effects on PCR product.
Key Words: Polymerase Chain Reaction, PCR, DNA, MgCl,, dNTP, Primer, Optimization

1. GIRIS

Molekiiler ¢aligmalarin temeli DNA’nin yapisimin
tanimlanmasina dayanmaktadir. Kesim enzimlerinin
kesfi (Roberts, 1987), DNA dizi analizinin basarilmasi
(Maxam ve Gibert, 1977), rekombinant DNA
teknolojisinin gelistirilmesi (Watson ve ark., 1992) ve
Polimeraz Zincir Reaksiyonu (Anonim, 2004) gibi
o6nemli bir¢ok teknigin bulunmasinin birbiri ardina
hizli  bir sekilde  gerceklesmesi,  molekiiler
biyoteknolojide hayal bile edilemeyen basarilarin elde
edilmesini saglamistir (Southern, 1975; Sanger ve
ark., 1977; Sambrook ve ark., 1989).

Yiizyilin en 6nemli buluslarindan olan Polimeraz
Zincir Reaksiyonu (Polymerase Chain Reaction, PCR)
ilk kez 1985 yilinda kullanilmaya baslanmistir
(Anonim, 2004). Molekiiler biyoloji alaninda oldukga
fazla kullanilan bu teknik, kisaca, niikleik asitlerin
uygun kosullarda cogaltilmasi olarak tanimlanabilir.
Temel olarak DNA’nin iki zincirinin yiiksek 1s1 ile
birbirinden ayrilmasi (denatiirasyon), daha sonra
primerlerin (sentetik oligoniikleotidler) hedef DNA’ya
baglanmasi (yapisma) ve zincirin uzamasidan olusan
dongiiniin belirli bir sayida tekrarlanmasina dayanir.

Tekrarlanan dongiiler sonunda DNA’nin milyarlarca
kopyas1 iretilebilir. Bu teknik ile kisa zamanda
laboratuvar ¢aligmalarinda biiylik bir hiz ve kesinlik
kazanilmigtir. Hemen hemen her molekiiler
laboratuvarda kullanilan Polimeraz Zincir Reaksiyonu
molekiiler biyoloji ve biyomedikal arastirmalardan,
adli tip, bitki ve hayvan 1slahi, genetik teshis gibi ¢ok
farkli alanlara yayilan olduk¢a genis bir kullanim
alanma sahiptir (Weining ve Langridge, 1991; Akar,
1999).

Polimeraz Zincir Reaksiyonu, ¢ogaltilmak istenen
bolgenin iki ucuna 6zgii primerler kullanilarak, bu
bolge DNA’sinin suni olarak sentezlenmesi islemidir.
Reaksiyon karigiminda kullanilan temel bilesenler
kalip DNA (template), primerler, niikleotidler (ANTP),
DNA Polimeraz Enzimi, Tampon ¢dzelti (Buffer) ve
Magnezyumdan (MgCl, veya MgSO,) olugmaktadir.
Kullanilan bu temel bilesenlerin miktar1 ve kalitesi
reaksiyon sonucunu Onemli Olciide etkilemektedir.
Temel bilesenlerin yani sira kullanilan Thermal
Cycler, primer hatta mikrofiij tiiplin bile sonucu
etkiledigi bilinmektedir (Anonim, 2005; Karcicio,
2007). Bu nedenle kullanilan bilesenlerin miktart
deneylerle optimize edilmeli ve kullanici optimum



kosullar1  kendisi  ayarlamalidir.  Optimizasyon
yapilmadigi takdirde spesifik olmayan amplifikasyon
(non spesifik), PCR iiriiniiniin zayif olmasi, daha dnce
calisan reaksiyonun c¢aligmamasi ve beklenmedik
tirlinlerin ortaya ¢ikmasi gibi sorunlar ortaya ¢ikabilir.
Herhangi bir bilesenin fazla ya da eksik konulmasi
istenmedik ya da yaniltict sonuglarin ortaya ¢ikmasina
neden olabilir.

Reaksiyon sonucunu etkileyen en Onemli
bilesenler ~kalip DNA, primer, dNTP ve
Magnezyumdur. Bu calismada diger faktorler sabit
tutularak bu bilesenlerin farkli konsantrasyonlari
denenmis ve istenen liriiniin elde edildigi optimum
miktarlar tespit edilerek karsilasilan sorunlar ortaya
konulmustur. Ayrica yapilan caligmada PCR tiiplerine
yag konulmasinin reaksiyon fizerine etkili olup
olmadigi da test edilmistir.

2. MATERYAL VE YONTEM

DNA izolasyonu, gen¢ bugday yapraklarindan
DNA ekstraksiyon kiti kullanilarak (Fermentas Life
Sciences  Genomic  DNA  Purification  Kit)
gerceklestirmigtir.  Her  bir  Polimeraz  Zincir
Reaksiyonu karigimi; toplam hacim 40 pl olacak
sekilde 250 nM primer, deoksiniikleotidlerin her
birinden 0.2 mM, 2.0 mM MgCl,, 1 inite Tagq
Polimeraz enzimi ve 1 pl kalip DNA’dan (100 ng)
olusmaktadir. Diger bilesenler sabit tutularak farkli
DNA (0.2-12 pl), MgCl, (1-20 mM), dNTP (20-1200
uM) ve primer (0.05-2 pM) konsantrasyonlari
denenmistir. Bir PCR islemi; 94 °C’de bir dakika
denatiirasyon, Xgwm798 primerinin yapigma sicakligi
olan 60 °C’de bir dakika yapigsma, 72 °C’de bir dakika
uzatma ve 72 °C’de bes dakika son uzatma
sirkiilasyonundan olugmaktadir. Elde edilen PCR
iirtinleri yiiksek ¢oziiniirliige sahip % 3’liik metaphore
agaroz jelde, 100 V’lik elektrik akiminda kosulmustur.
Reaksiyonda net firiinler verdigi daha Onceden
belirlenmis olan bugdaya 06zgli Xgwm798 primeri
(Somers ve ark., 2004) kullanilmistir.

3. BULGULAR VE TARTISMA
3.1. DNA Miktar1 Optimizasyonu

Basarili bir amplifikasyon (¢ogaltim) DNA miktar1
ve kalitesi ile yakindan ilgilidir (Promega, 2004).
DNA miktar1 ile ilgili yapilan en temel yanlis
reaksiyona konulan DNA miktar1 arttkga PCR
iiriiniiniin de artacagi kanisidir. Genel olarak ¢ok
kiigiik miktarlarda kalip DNA kullanimi istenen
iiriiniin  yeterince sentezlenememesine dolayisiyla
zaylf amplifikasyona neden olurken, c¢ok fazla
miktarda DNA kullanimi ise non spesifik {iretime
neden olmaktadir.

Bu ¢alismada 100 ng kalip DNA’dan her bir tiipte
0.2, 05,1, 3,5, 7,9 vel2 ul DNA olacak sekilde
hazirlanan reaksiyon karisimlart amplifiye edilmistir.
Diisik  miktarlarda (0.2 ve 0.5 pul) DNA
kullanildiginda  amplifikasyonun  gerceklesmedigi
gdzlenmistir (Sekil 1). Istenen iiriiniin en net olarak 1
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pl’de elde edildigi ve kullanilan DNA miktari
artirildikca PCR  iiriiniinden elde edilen bandin
yogunlastig1 ancak ozellikle 12 pl’lik miktara dogru
cikildikca non spesifik iirlinlerin ortaya c¢iktigr ve
istenen {iriin miktarinin azaldig tespit edilmistir.

02 05 9

12 ul

Sekil 1. Farklt DNA miktarlarinin PCR firlinlerine etkisi

Az miktarda DNA kullanilan PCR’lerde karisimin
toplam hacminin diisiik tutulmasi yararli olabilir.
Genelde boyle diisitk DNA miktarlarinda hacmin fazla
oldugu reaksiyonlarda bantlar gdriinmezken, toplam
hacim azaltildiginda PCR firiinleri goriintiilenebilir
(Anonim, 2005). Bu durumun temel nedeni toplam
hacmin diisik oldugu durumlarda, reaksiyonun her
mikrolitresindeki PCR iiriin miktarmin daha yiiksek
olmasidir.

3.2. Magnezyum Konsantrasyonu Optimizasyonu
Tag DNA polimerazin ideal kosullarda c¢aligmasi

icin gerekli olan magnezyum (Mg) amplifikasyon

basarisin1 etkileyen kritik bir faktordiir. Bununla

birlikte  magnezyum  konsantrasyonu;  primer
baglanmasi, denatiirasyon, iiriin spesifikligi, primer
dimer olusumu ve enzim aktivitesini de

etkilemektedir. Kalip DNA ve dNTP konsantrasyonu
ile DNA’da proteinlerin ve EDTA gibi kimyasallarin
varlig1 reaksiyonda kullanilmasi gereken magnezyum
miktarin1 etkilemektedir. Gereginden fazla miktarda
magnezyumun ortamda bulunmast non spesifik
iiriinlerin olusumuna yol acarken (Promega, 2004);
gerektiginden az miktarlar ise istenen iriiniin
yeterince sentezlenememesine neden olmaktadir
(Sekil 2). Reaksiyon karisiminda magnezyumun
yeterli miktarda bulunmamasi 7ag DNA polimeraz
enziminin inaktif olmasina neden olurken; yiiksek
magnezyum konsantrasyonu enzimin verimliligini
azaltmakta (Eckert ve Kunkel, 1990) ve non spesifik
amplifikasyonu giderek artirmaktadir (Williams,
1989; Ellsworth ve ark., 1993). Bu nedenlerden otiirii
yapilan deneylerle her bir reaksiyon igin optimum
magnezyum konsantrasyonu belirlenmelidir.

Bu calismada, 1, 2, 2.5, 3,3.5,4,45,5, 7,10, 15
ve 20 mM arasinda degisen farkhh MgCl,
konsantrasyonlart denenmistir. Arastirma sonuglaria
gore  (Sekil 2) c¢ok  disik magnezyum
konsantrasyonunda (1 ~ mM)  amplifikasyonun
gergeklesmedigi, ancak artan konsantrasyonlarda
ozellikle 2-2.25 mM arasinda istenen {iriiniin yeterince
sentezlendigi gorillmiistiir. Bes mM’nin istiindeki
konsantrasyonlarda spesifik olmayan iiriinlerin ortaya
¢iktig1 ve istenen iirliniin zayif bir sekilde elde edildigi
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tespit edilmistir. Yiiksek MgCl, konsantrasyonlari
polimeraz aktivitesini engellemekte dolayisiyla iiriin
miktarmni azaltmaktadir. Uriin miktarlar1 gz Oniine
alindiginda en ideal magnezyum konsantrasyonunun
2-3 mM arasinda oldugu gorilmiistiir. Yapilan
calismalarda diisik yapigsma sicakliginda c¢alisan
primerlerde magnezyum konsantrasyonlarina bagh
olarak ortaya cikan non spesifik iiriinlerin ¢ok daha
yaygin oldugu bildirilmistir (Promega, 2004).
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Sekil 2. Farkli MgCl, konsantrasyonlarinin PCR {iriinlerine
etkisi

3.3. dNTP Konsantrasyonu Optimizasyonu

Deoksi niikleotit trifosfat (dANTP)
konsantrasyonunun optimize edilememesi beklenen ve
istenen iriiniin yeterince sentezlenememesine neden
olmaktadir. 20, 50, 100, 200, 400, 600, 800 ve 1200
uM araliginda denenen dNTP miktarinda (Sekil 3)
200-400 uM konsantrasyonda istenen {irliniin sentezi
yeterince gergeklesmisken; konsantrasyon artirildikga
(800 uM’da) iiriin yeterince sentezlenememis 1200
uM’da (1.2 mM) ise amplifikasyon
gerceklesmemistir. Bununla birlikte 200 pM’dan daha
diisiik konsantrasyonlarda istenmeyen iiriinler ortaya
¢ikmis ve iirlin yeterince sentezlenememistir.

20

50 100 200 400 600 800 1200

Sekil 3. Farkli ANTP konsantrasyonlarinin PCR iiriinlerine
etkisi

Yapilan c¢alismada dNTP miktarindaki kii¢iik
farkliliklarin bile PCR reaksiyonunu engellerken,
magnezyum konsantrasyonundaki kiigiik artislarin
sonucu olumlu etkiledigi saptanmistir (Sekil 2).
Bunun temel nedeni Taq polimeraz i¢in gerekli serbest
magnezyumun dNTP ve DNA  tarafindan
baglanmasidir (Henegariu ve ark., 1997; Anonim,
2005).

3.4. Primer Konsantrasyonu Optimizasyonu
Basarili bir PCR i¢in primer konsantrasyonu kritik
bir parametredir. Primerlerin yiiksek konsantrasyonda
kullanilmas1 6zellikle primer dimer adi verilen
spesifik olmayan bantlarin olugsmasina neden
olmaktadir (Bock, 1997). Primer dimerler (Sekil 4)
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kiigik DNA diriinleri olup primerlerin birbirine
baglanmasi ya da DNA polimeraz enziminin spesifik
olmayan niikleotidleri, kullanilmayan primerlerin
uclarina baglamasi neticesinde olusan bantlardir.
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Primer dimer

Sekil 4. Primer dimer bantlarinin gériiniimii

Primer konsantrasyonunun ¢ok yiiksek tutulmasi
yanlis baglanma olasihigmi da artirmaktadir. Sekil
5’de 0.05, 0.1, 0.25, 0.4, 0.5, 1 ve 2uM arasinda
degisen primer konsantrasyonlariin kullanildigi PCR
iriinlerine ait bant profilleri verilmistir. Optimum
primer konsantrasyonu 0.25 pM olarak belirlenmis ve
belirli bir konsantrasyona kadar primer miktarinin
artirilmasinin PCR reaksiyonu sonucunu gelistirdigi
bu nedenle de primer miktarindaki ayarlamalarin PCR
reaksiyonlarmi optimize etmenin O6nemli bir yolu
oldugu tespit edilmistir. Ancak yiiksek primer
konsantrasyonlarinda istenmeyen bantlar ortaya
¢tkmig ve primer dimer olusumu giderek artmistir. Bu
durumun temel nedeni yiiksek primer miktarinda
primerlerin tamamlayici olmayan sekanslara da
yapismast sonucunda spesifik olmayan
hibridizasyonun ger¢eklesmesi ve olusan non spesifik
driinlerin asil {rilinle rekabete girerek verimliligi
diistirmesidir (Qiagen, 2005).

50bpL.0.05 0.1 025 04 05 2uM

——

Sekil 5. Farkli primer konsantrasyonlarinin PCR iiriinlerine
etkisi

3.5. Mineral Yagin PCR Uriiniine Etkisi

Yapilan deneylerde hot start yontemi diginda PCR
reaksiyon karigimlarini mikrofiij tiiplere dagittiktan
sonra mineral yag eklenmesinin reaksiyon sonucuna
herhangi bir etkisinin olmadigi saptanmistir (Sekil 6).
Caligmalarda eski model Thermal cycler kullaniliyorsa
(isitma  kapagi olmayan) reaksiyon karigimlarini
ortmek icin mineral yagn gerekli oldugu ve yagin
kullanilmasimin tiipteki stvinin hacmini artirarak az da
olsa sonucu etkiledigi bildirilmistir (Karcicio, 2007).
Ancak yapilan calismada Termal dondiiriiciilerin
1sitma kapag1 varsa mineral yag gereksinimi olmadigi
belirlenmistir.



Yag konulmayan Yag konulan

Sekil 6. Mineral yagin PCR iiriinlerine etkisi

3.6. PCR Spesifikliginin Artirllmasi

PCR’yi optimize etmenin bir yolu da touch down
veya gradient PCR yontemlerini kullanmaktir.
Optimizasyon primerlerin yapisma (baglanma) 1sis1
iizerine odaklanmaktadir. Touch down PCR programi
yapigsma 1sis1, her dongiide (yaklasik 0.5 °C) ardigik
olarak azalacak sekilde diizenlenmektedir. Gradient
PCR’de ise Thermal dondiiriiciiniin her bir blogundaki
kolonlara farkli yapigma sicakliklart (yaklasik 0.2-0.5
°C’lik  farkliliklarla) gelecek sekilde program
hazirlanir. Ozellikle ilk defa kullanilacak primerlerin
optimum yapisma sicakligmin tespit edilerek {iriin
verimliliginin ve spesifikli§inin artirilmasit  igin
gradient PCR yontemi kullanilmalhidir. Caligmada
SCAR C+D primeri igin 52-56.3 arasinda degisen
farkli  sicakliklarda  gradient =~ PCR  islemi
gerceklestirilmis ve optimum yapigsma sicakliginimn 53
°C oldugu tespit edilmistir (Sekil 7).

50 bp ladder

531 542 552 55.8
Yapigma sicakliklart (°C)

56.9

Sekil 7. Gradient PCR yontemi kullanilarak optimum
yapigsma sicakligimin belirlenmesi.

4. SONUC

PCR ile ilgili bircok arastirma yapilmis kullanim
amacina ve baslangic materyaline gore yeni
uygulamalar gelistirilmistir. Bu teknik optimize
edilerek  kullanildiginda molekiiler arastirmalari
oldukga kolaylastirmakta ve hizlandirmaktadir.

Bu c¢alismada denenen temel Dbilesenlerin
miktarindaki artiglarin istenmeyen driinlere neden
oldugu, optimum  sartlardan  daha  diisiik
konsantrasyonlarda ise iriiniin yeterince
sentezlenemedigi belirlenmigtir. Ayrica elde edilen
verilerden yola ¢ikilarak zayif, istenmeyen ve spesifik
olmayan firiin olusumu gibi olumsuz sonuglardan
kacinmak icin kullanicilarin reaksiyon karigiminda
kullanilan kimyasallarin optimum konsantrasyon ve
sartlarint mutlaka ayarlamalar1 gerektigi kanisina
varilmistir. Calisma sonuglarina bakilarak elde edilen
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iirlinlerde olusabilecek olumsuz durumlarin nedeni ve
¢ozim yolu kolaylikla anlasilabilir.  Ayrica
aragtirmada saptanan optimum verilerden yola
¢ikilarak istenen {irtiniin eldesi ¢ok daha kisa siirede
ve detayli deneylere gerek kalmaksizin saglanabilir.
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