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PCR Ampliﬂkasyonunqz'u” ,
Optimize Etmekicin 4 Ipucu

PCR basarisi, deneysel tasariminiza bagli olarak degisebilir.

Kiglk hatalar genellikle diisiik verim veya yanlis negatif/
pozitif Grlnlerle sonuglanabilir.

PCR reaksiyonunuzun basarisini saglamak icin 4 temel
ipucu:

- Tehlikeli reaktifler PCR reaksiyonunuzun verimliligini
etkiler. Bircok laboratuvarda hazir ticari bilesenler kullanilsa
da bilinmesi gereken ve dikkate alinmasi gereken bilesenler:
DNA Polymerase, dNTP, magnezyum konsantrasyonu.
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« En uygun primer konsantrasyonunu bulun.

. Ikincil yapi olusumunu énlemek icin 18-30 niikleotid
uzunlugunda bir primer ve %40-60 GC icerigi 6nerilir.

« Primer homolojisini kontrol edin. Primerleriniz arasinda
veya dahili olarak herhangi bir baglanma, PCR verimliliginin
dismesine neden olacaktir.

« Primerlerin baglanma dereceleri 2 (A+T)+4 (G+C) formali
ile hesaplanir.

« Bir G veya C ile bitirin. Primer dizinizin 3' ucunu bir G
veya C ile kapatmak, uzatma bélgesinde primer uzamasini
glclendirecektir.

« Thermocycler protokolleri ve kosullari, PCR icin oldukca
standardize edilmistir. iste dikkate alinmasi gereken iic
ana husus:

» Modifiye edilmis PCR kosullan:

» Baglanma Sicakligi: primer diziliminizin erime sicakligindan
3 °C'de altinda ayarlamanizi en uygunu olacaktir. Daha

ileriki optimizasyon icin anneling sicakhgi 1-2 °C'lik adimlarla
arttinlabilir.

» Uzatma suiresi: Her 1 kb amplikon icin 1 dakikalk uzatma
sliresi ayarlamaniz onerilir. Optimal uzama oranlari, DNA
polimerazin islenebilirligine bagh olabilir.

94 - 98 °C

45-70°C

« Bir PCR reaksiyonu, DNA sablonunuzun hem kalitesinden
hem de miktarindan etkilenebilir.

- Kaliteli bir DNA dizisi, reaksiyonun 6zguliguni ve Grin
verimini arttiracaktir.

« Kontaminasyonu 6nlemek icin dikkatli olun! Protein ya da
kimyasal kontaminasyon, spesifik olmayan baglanmalara
neden olabilir veya PCR’I tamamen inhibe edebilir.

«DNA absorbansinizin 260nm/280nm oraninin >1.8
oldugunu kontrol edin.
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