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G‹R‹fi

Kompleks DNA kal›plar›ndan polimeraz zincir reak-
siyonu (PCR) ile amplifikasyonu etkileyen birçok
de¤iflken vard›r. Reaksiyon sonuçlar›, Mg++, H+,
dNTP ve primer kal›plar›n›n konsantrasyonlar› ve
buna ilave birçok parametre taraf›ndan etkilenmekte-
dir (1). PCR’ la optimum sonuç, arzu edilen ürünün
kuvvetli, tek band halinde boyanm›fl halde jelde tes-
biti ile mümkün olmaktad›r. Fakat, zay›f band, bir-
den fazla band veya band yoklu¤u s›kl›kla gözlene-
bilmektedir. Bu nedenle testlerin iyi optimize edil-

mesi gerekmektedir. Touchdown-PCR (TD-PCR)’da
optimizasyon, kullan›lan tamponlar ve siklik flartlar-
dan ziyade, annealing (yap›flma) ›s›s› üzerine odakla-
narak gerçeklefltirilmektedir. Tek bir siklus pro¤ra-
m›n›n seyri süresince yap›flma dereceleri ard›fl›k ola-
rak de¤iflecek flekilde düzenlenmektedir (1).

Bu çal›flmada, birbirlerinden oldukça farkl›  erime
(Tm) derecelerine sahip primer kal›plar›n› kulland›-
¤›m›z durumda, klasik PCR yönteminde gözlenen
nonspesifik ürünlerin kaybolmas›nda, TD-PCR tek-
ni¤inin etkinli¤i araflt›r›lm›flt›r.

GEREÇ ve YÖNTEM

Kronik karaci¤er hastal›¤› olan 97 hastadan al›nan
serum örneklerinde reverse transkriptaz PCR yönte-
mi ile hepatit G virus RNA's› (HGV-RNA) varl›¤›
araflt›r›ld›m›flt›r. 200 ml serum örne¤inden guanid-
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ÖZET

Polimeraz zincir reaksiyonunun (PCR) kullan›ld›¤› çal›fl-
malarda optimizasyon önemlidir. Touchdown PCR (TD-
PCR), optimizasyonda farkl› bir yaklafl›m› temsil etmekte-
dir ve optimizasyon primerlerin annealing (yap›flma) ›s›s›
üzerine odaklanmaktad›r. Annealing ›s›s›, tek bir siklusun
seyri süresince, ard›fl›k olarak azalarak düzenlenmektedir.
Çal›flmam›zda, 97 kronik karaci¤er hastas›nda, hepatit G
virusu’nun (HGV) 5'-non-coding bölge (5’-NCR) ve non-
strüktürel-5a (NS5a) kodlay›c› genom bölgelerine yönelik
primerler kullan›larak reverse transcriptase PCR (RT-
PCR) yöntemi ile serumda HGV-RNA varl›¤› araflt›r›lm›fl-
t›r. NS5a bölgesine yönelik iki primerin erime (Tm) dere-
celeri birbirinden çok farkl› oldu¤u için çok say›da nons-
pesifik band oluflmufltur. Bunun üzerine touchdown PCR
(TD-PCR) tekni¤i kullan›larak testler tekrarlanm›fl, nons-
pesifik bandlar›n oldukça azald›¤› veya kayboldu¤u ve is-
tenilen ürünlere ait bandlar›n daha belirgin oldu¤u göz-
lenmifltir.
Termal cycler program›nda TD-PCR tekni¤inin kullan›l-
mas› ürün verimini ve özgüllü¤ünü artt›rmaktad›r.
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SUMMARY

The Importance of Touchdown-PCR  in Detection of
HGV-RNA
Optimization is important in studies by using PCR. Touch-
down (TD) PCR represents a fundamentally different ap-
proach to PCR optimisation. The optimisation is accomp-
lished by focusing on a single variable, primer's annealing
temperature. Moreover, a range of annealing temperatures
is sequentially sampled during the course of a single
cycling program.
In this study, hepatitis G virus RNA (HGV-RNA) was de-
tected  by using a RT-PCR with primers for 5'-non-coding
region (5'-NCR) and (Non-structural-5a) NS5a genom re-
gion of HGV in 97 patients with chronic liver disease. We
used TD-PCR technique to eliminate the non-spesific
bands, because these had been seen in the PCR tests for
primers of NS5a region whose melting temperatures were
rather different from each other were used. Non-specific
bands were quite decreased or disappeared, and bands be-
longing to desired products were clearly seen by the TD-
PCR cycle profile used.
The use of thermal cycler programming using of TD-PCR
technique induces specificity and maximal productivity. 
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rum tiyosiyanat - fenol kloroform chloroform yönte-
mi (2,3) ile RNA ekstraksiyonu yap›lm›flt›r. Elde edi-
len RNA ekstraktlar›, hemen çal›fl›lmayacaksa
–200C’de saklanm›flt›r. PCR çal›flmas›nda önce
90°C’ de 2 dakika RNA denatürasyonundan sonra,
Non-strüktürel-5a (NS5a) kodlay›c› genom bölgesi
ve 5’ non-coding bölge (NCR)’ ye yönelik iki farkl›
antisense primerler kullan›larak komplemanter DNA
elde edilmifltir. Komplemanter DNA 94°C’ de 1 da-
kika denatüre edildikten sonra, NS5a ve 5’ NCR böl-
gelerine yönelik sens ve antisens primerler kullan›la-
rak her bir bölge için ayr› ayr› olmak üzere, 30 sik-
luslu bir amplifikasyon pro¤ram› ile iki kez PCR ya-
p›larak komplemanter DNA’ n›n amplifikasyonu ger-
çeklefltirilmifltir.

Kullan›lan primerler (2):NS5a sense primer
5’-TCTTTGTGGTAGTAGCCGAGAGAT-31 NS5a
antisense primer:
5’ CGAATGAGTCAGAGGACGGGGTAT-31

5’NCR sense primer :
5’ CGGCCAAAGGTGGTGGATG 62-31

5’NCR antisense primer:
5’-GACGAGCC62 TGACGTCGGG-3’.

NS5a bölgesi için kullan›lan sense ve antisense pri-
merlerin erime dereceleri birbirlerinden oldukça

farkl› oldu¤u için, yap›lan PCR sonucunda çok say›-
da non-spesifik bandlar gözlendi. Bunun üzerine,
NS5a bölgesi primerleri ile yap›lan PCR, her bir ör-
nek için daha önce elde edilmifl komplemanter
DNA’lar kullan›larak TD-PCR siklus pro¤ram› ile
yeniden yap›lm›flt›r (1). TD-PCR yönteminde, an-

nealing ›s›s› özel olarak, ayn› pro¤ram içerisinde git-
tikçe azalacak flekilde düzenlenmifltir. Annealing de-
receleri, herbir derece için iki siklus uygulanarak
63°C’ den 56°C’ ye kadar birer derece (1°C/2siklus)
düflürülmüfl ve son bölümünde 52°C’de 24 siklus
içeren  tek aflamal› bir amplifikasyon pro¤ram› uygu-
lanm›flt›r (1,2).

Elde edilen ürünlerin de¤erlendirilmesinde, etidyum

bromid ile boyanm›fl agaroz jel elektroforezi kulla-
n›lm›flt›r. NS5a  bölgesi için 135 ve 5’-NCR bölgesi
için 185 baz çifti büyüklü¤ündeki ürünlere ait band
saptanan örnekler pozitif olarak de¤erlendirilmifltir.
PCR çal›flmas› kros kontaminasyondan kaç›narak ve
her 20 örnek için 1 pozitif, 2 negatif kontrol al›narak,
Kwok ve Higuchi (4) taraf›ndan  önerilen koflullar
alt›nda yap›lm›flt›r.

BULGULAR 

Klasik PCR yöntemi ile TD-PCR yöntemi karfl›laflt›-
r›ld›¤›nda HGV-RNA saptanma oran›nda de¤ifliklik
gözlenmemifl, ancak klasik PCR yönteminde, zaman
zaman arzu edilen ürüne ait bandlardan bile daha

Siklus program› (NS5a bölgesi) (2,3) :

94°C .......... 4 dakika : 1 defa

94°C .......... 75 saniye

55°C .......... 75 saniye 30 siklus

72°C .......... 60 saniye

72°C .......... 7 dakika : 1 defa

Siklus program› (51-NCR bölgesi) (2,3) :

94°C .......... 4 dakika  : 1 defa

94°C .......... 75 saniye

59°C .......... 75 saniye 30 siklus

72°C .......... 60 saniye

72°C .......... 7 dakika : 1 defa

TD PCR yönteminde uygulad›¤›m›z siklus program› :

Denatürasyon 94°C’de 1 dk

Denatürasyon 94°C’de 75 sn
63°C’de 75 sn
62°C’de 75 sn
61°C’de 75 sn
60°C’de 75 sn

Annealing 59°C’de 75 sn 2’fler siklus
58°C’de 75 sn
57°C’de 75 sn
56°C’de 75 sn
52°C’de 75 sn 24 siklus

Ekstension 72°C’de 60 sn

Toplam: 40 siklus

(Toplam 16 siklus)

Resim 1: HGV NS5a bölgesine ait ürünlerin %1.5 lik

agaroz jeldeki görüntüsü
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güçlü oluflabilen non-spesifik bandlar TD-PCR yön-
temi ile çok zay›f bandlar halinde görülmüfl ya da ta-
mamen kaybolmufltur (fiekil 1).

TARTIfiMA ve SONUÇ

PCR reaksiyonunda spesifite için üç duruma ihtiyaç
duyulmaktad›r: “Hot start = S›cak bafllang›ç”, “to-
uchdown siklus profili” ve “hafif derecede azalt›lm›fl
spesifik primer ve dNTP molar konsantrasyonlar›”.
Bu durumlar alt›nda yap›lan PCR yönteminde, yeter-
li düzeyde ürün elde edilir ve hatal› primer yap›flma-
lar› en az düzeye inerek spesifik amplifikasyon sa¤-
lan›r (5).

TD-PCR, primer kal›plar›n›n derecesi tam olarak bi-
linmese bile, PCR optimizasyonu için çok yönlü, tek
aflamal› bir yöntemi sunmaktad›r. Yöntem, optimi-
zasyon için farkl› bir yaklafl›m getirmekte ve buffer
ve siklus koflullar›ndan ziyade, tek de¤iflken olarak
annealing ›s›s› esas al›nmaktad›r (1).

Protokolde annealing ›s›s› primerlerin erime ›s›s›na
(Tm) uygun gelecek flekilde ilerleyen sikluslarda
azalarak düzenlenmektedir. Optimum annealing ›s›s›
üzerinde reaksiyona bafllanmaktad›r; bu durum, he-
def amplikonlar için karfl›laflt›rmal› bir avantaj sa¤la-
maktad›r. Ancak spesifik ürünlerin verimi yüksek
annealing ›s›lar›nda azal›r ve Tm’i aflan ›s›larda kay-
bolabilir. Hecker ve Roux (1) , her iki siklusta 1°C
azaltarak 60°C’den 46°C’ye kadar annealing s›cak-
l›klar›n› azaltt›klar› ve ek olarak 50°C’de 10 siklus
uygulad›klar› TD-PCR çal›flmas›nda tek ve güçlü
bandlar›n olufltu¤u ürünleri elde etmifllerdir. Sonuç-
lar 40 siklusun en az 30’unun, klasik PCR’da nons-
pesifik ürünlerin yayg›n olarak olufltu¤u annealing
›s›s›n›n alt›ndaki derecelerde gerçekleflti¤ini göster-

mektedir. Yine bu çal›flmada, yap›lan karfl›laflt›rmal›
çal›flma sonuçlar›, son sikluslarda düflük ›s› uygulan-
mas›n›n yüksek ›s› uygulanmas›na oranla verimi art-
t›rd›¤›n› göstermifltir. Çal›flmam›zda da Tm derecesi-
nin üzerinde siklus pro¤ram› bafllat›lm›fl ve her iki
siklusta 1ºC ›s› düflülerek, Tm'in alt›nda annealing
›s›s› ile (52ºC’de) 24 siklus uygulanm›flt›r; sonuçta
istenmeyen bandlar azalm›fl, spesifik ürünlere ait tek
ve güçlü bandlar elde edilmifltir.

Sonuç olarak TD-PCR’›n, düflük annealing ›s›lar›n-
daki oluflabilen yalanc› yap›flmalar›n ve yüksek an-
nealing ›s›lar›nda gözlenebilen ürün yoklu¤unun üs-
tesinden gelebilecek ve tek ve güçlü ürünlerin elde
edilebilece¤i, etkili bir teknik oldu¤unu düflünmekte-
yiz.
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