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Ek PCR Reaktifleri
Ne Yapar?
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Her PCR reaksiyonunun sorunu aynidir: Hedef DNA'nin ¢cok
az amplifikasyonuna ragmen hedef disi DNA'larin daha fazla
amplifikasyona ugramasi. Ancak bazi ek reaktifler kullanarak
PCR reaksiyonlarinizin sorununu ¢o6zebilirsiniz. Hangi
PCR reaktifinin ne ise yaradigini ve sizin icin en iyi kosulu
belirleyebilmek sizin elinizdedir.

PCR ek reaktifleri genellikle asagidaki
iki yoldan biri ile ¢calisir:

@ ikincil yapilan azaltip hedef DNA'nin amplifikasyonunu
arttirarak

@ Spesifik olmayan baglanmalari azaltip hedef disi
DNA'larin amplifikasyonunu azaltarak

- iyonik olmayan Deterjanlar

Triton X-100, Tween 20, NP-40 gibi kimyasal bilesenlerin
kullanimi da ikincil yapilari azalttigi distintlmektedir. Bu
reaktiflerin kullanimi PCR verimini arttirabilir fakat spesifik

0 Magnezyum Etkisi olmayan amplifikasyonlari da arttirabilir Bundan dolayi
dikkatli kullanilmahdir.

Polimeraz aktivitesi icin Mg*? gereklidir. Yeterli Mg*
olmadiginda taq polimeraz inaktif halde kalir Dogru
Mg*? konsantrasyonu &6zgunligla arttinr. Disik Mg*?
konsantrasyonu spesifik olmayan baglanmalari arttirir.

ikincil DNA yapilarini azalttigi distiniilir. Bundan dolayi
GC icerigi zengin yapilarin PCR analizi yapilirken eklenmesi
- BSA onerilebilir. Ancak DMSO, Taq polimeraz aktivitesinin
diismesine de neden olabilecedinden aralarindaki dengenin
kurulmasi son derece 6nemlidir.

Sigir  serum albimin, cesitli molekiler biyoloji
uygulamalarinda, ozellikle de restriksiyon enzim sindirimleri
ve PCR'de yaygin olarak kullanilan bir ilavedir. PCR'de BSA,
fenolik bilesikler gibi kirleticilerle miicadelede yardimci
olabilir. Ayrica reaksiyon bilesenlerinin tip duvarlarina
yapismasini 6nledigi de bildirilmektedir.

« Formamide

Organik bir PCR ek reaktifidir. Spesifik olmayan baglanmayi
azaltarak kirli PCR reaksiyonlarini temizlemek icin calisir.

Tim bu bilesenler PCR sonuglarini iyilestirse de analiziniz

GCagisindanzengin ve zor DNA hedeflerinde amplifikasyonu icin en iyisinin ne oldugunu ilk asamada tahmin etmek
gelistirir. Amplifiye edilmesi zor oldugu bilinen dizilerde mimbkiin degildir. Bir PCR reaksiyonunu optimize edebilmek
kullanimi idealdir. DNA Tm sicakligini diistirilmesini saglar. icin cok fazla deneme yapmak gerekir.
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