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OZET

Polimeraz zincir reaksiyonunun (PCR) kullanildigi ¢calis-
malarda optimizasyon énemlidir. Touchdown PCR (TD-
PCR), optimizasyonda farkl: bir yaklasimi temsil etmekte-
dir ve optimizasyon primerlerin annealing (yapisma) 1sisi
lizerine odaklanmaktadir. Annealing 1sis1, tek bir siklusun
seyri siiresince, ardisik olarak azalarak diizenlenmektedir.
Calismamizda, 97 kronik karaciger hastasinda, hepatit G
virusu' nun (HGV) 5"-non-coding bdlge (5’-NCR) ve non-
striiktiirel-5a (NS5a) kodlayict genom bolgelerine yonelik
primerler kullanilarak reverse transcriptase PCR (RT-
PCR) yontemi ile serumda HGV-RNA varlig arastirilmis-
tir. NS5a bolgesine yonelik iki primerin erime (Tm) dere-
celeri birbirinden ¢ok farkli oldugu icin ¢ok sayida nons-
pesifik band olusmugstur. Bunun iizerine touchdown PCR
(TD-PCR) teknigi kullanmilarak testler tekrarlanmig, nons-
pesifik bandlarin olduk¢a azaldigi veya kayboldugu ve is-
tenilen iiriinlere ait bandlarin daha belirgin oldugu goz-
lenmigtir.

Termal cycler programinda TD-PCR tekniginin kullanil-
mast tirtin verimini ve 6zgiilltigiinii arttirmaktadir.

Anahtar Kelimeler : Touchdown-PCR, optimizasyon

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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GIRIS

Kompleks DNA kaliplarindan polimeraz zincir reak-
siyonu (PCR) ile amplifikasyonu etkileyen bircok
degisken vardir. Reaksiyon sonuglari, Mg++, H+,
dNTP ve primer kaliplarinin konsantrasyonlar1 ve
buna ilave bir¢ok parametre tarafindan etkilenmekte-
dir (1). PCR’ la optimum sonug, arzu edilen iiriiniin
kuvvetli, tek band halinde boyanmig halde jelde tes-
biti ile miimkiin olmaktadir. Fakat, zayif band, bir-
den fazla band veya band yoklugu siklikla gozlene-
bilmektedir. Bu nedenle testlerin iyi optimize edil-
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mesi gerekmektedir. Touchdown-PCR (TD-PCR)’da
optimizasyon, kullanilan tamponlar ve siklik sartlar-
dan ziyade, annealing (yapigma) 1sisi lizerine odakla-
narak gerceklestirilmektedir. Tek bir siklus progra-
minin seyri siiresince yapigma dereceleri ardisik ola-
rak degisecek sekilde diizenlenmektedir (1).

Bu calismada, birbirlerinden oldukga farkli erime
(Tm) derecelerine sahip primer kaliplarini kullandi-
gimiz durumda, klasik PCR yonteminde goézlenen
nonspesifik iiriinlerin kaybolmasinda, TD-PCR tek-
niginin etkinligi arastirilmigtir.

GEREC ve YONTEM

Kronik karaciger hastaligi olan 97 hastadan alinan
serum orneklerinde reverse transkriptaz PCR yonte-
mi ile hepatit G virus RNA'st (HGV-RNA) varlig1
arastirlldimistir. 200 ml serum 6rneginden guanid-

247



rum tiyosiyanat - fenol kloroform chloroform yonte-
mi (2,3) ile RNA ekstraksiyonu yapilmistir. Elde edi-
len RNA ekstraktlari, hemen calisilmayacaksa
-20°C’de saklanmistir. PCR c¢aligmasinda Once
90°C’ de 2 dakika RNA denatiirasyonundan sonra,
Non-striiktiirel-5a (NS5a) kodlayict genom bolgesi
ve 5’ non-coding bolge (NCR)’ ye yonelik iki farkli
antisense primerler kullanilarak komplemanter DNA
elde edilmistir. Komplemanter DNA 94°C’ de 1 da-
kika denatiire edildikten sonra, NS5a ve 5’ NCR bol-
gelerine yonelik sens ve antisens primerler kullanila-
rak her bir bolge icin ayr1 ayrt olmak tizere, 30 sik-
luslu bir amplifikasyon programu ile iki kez PCR ya-
pilarak komplemanter DNA’ nin amplifikasyonu ger-
ceklestirilmistir.

Kullanilan primerler (2):NS5a sense primer
5’-TCTTTGTGGTAGTAGCCGAGAGAT-3' NS5a
antisense primer:

5’ CGAATGAGTCAGAGGACGGGGTAT-3!
5’NCR sense primer :

5> CGGCCAAAGGTGGTGGATG 62-3'

5’NCR antisense primer:

5’-GACGAGCC62 TGACGTCGGG-3'.

NS5a bolgesi icin kullanilan sense ve antisense pri-
merlerin erime dereceleri birbirlerinden oldukga

Siklus programi (NS5a bolgesi) (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 programi (5"NCR bolgesi) (2,3) :

94°C .......... 4 dakika : 1 defa

94°C .......... 75 saniye

59°C .......... 75 saniye > 30 siklus
72°C .......... 60 saniye /

72°C ..o 7 dakika : 1 defa

farkli oldugu i¢in, yapilan PCR sonucunda ¢ok sayi-
da non-spesifik bandlar gozlendi. Bunun iizerine,
NS5a bolgesi primerleri ile yapilan PCR, her bir 6r-
nek icin daha once elde edilmis komplemanter
DNA’lar kullanilarak TD-PCR siklus programi ile
yeniden yapilmistir (1). TD-PCR yonteminde, an-
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nealing 1s1s1 6zel olarak, ayni program igerisinde git-
tikce azalacak sekilde diizenlenmistir. Annealing de-
receleri, herbir derece i¢in iki siklus uygulanarak
63°C’ den 56°C’ ye kadar birer derece (1°C/2siklus)
diisiiriilmiis ve son boliimiinde 52°C’de 24 siklus
iceren tek agsamali bir amplifikasyon programi uygu-
lanmastir (1,2).

Elde edilen iiriinlerin degerlendirilmesinde, etidyum

TD PCR yonteminde uyguladigimiz siklus programi :

94°C’de 1 dk

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

59°C’de 75 sn 2’ser siklus
58°C°de 75 sn (Toplam 16 siklus)
57°C’de 75 sn

56°C’de 75 sn

52°C’de 75 sn 24 siklus
72°C’de 60 sn

Denatiirasyon =
Denatiirasyon -

Annealing =

Ekstension -

Toplam: 40 siklus

bromid ile boyanmig agaroz jel elektroforezi kulla-
nilmistir. NS5a bolgesi i¢in 135 ve 5°-NCR bolgesi
icin 185 baz cifti biiyiikliigiindeki iiriinlere ait band
saptanan Ornekler pozitif olarak degerlendirilmigtir.
PCR c¢aligmasi kros kontaminasyondan kaginarak ve
her 20 6rnek i¢in 1 pozitif, 2 negatif kontrol alinarak,
Kwok ve Higuchi (4) tarafindan onerilen kosullar
altinda yapilmistir.

BULGULAR

Klasik PCR yontemi ile TD-PCR yontemi karsilasti-
rildiginda HGV-RNA saptanma oraninda degisiklik
gozlenmemis, ancak klasik PCR y6nteminde, zaman
zaman arzu edilen iiriine ait bandlardan bile daha

Resim 1: HGV NS5a bolgesine ait iiriinlerin %1.5 lik
agaroz jeldeki goriintiisii




A. Pekbay ve ark., HGV RNA’ min Saptanmasinda Touchdown-PCR’ in Onemi

giiclii olusabilen non-spesifik bandlar TD-PCR yon-
temi ile ¢ok zayif bandlar halinde goriilmiis ya da ta-
mamen kaybolmustur (Sekil 1).

TARTISMA ve SONUC

PCR reaksiyonunda spesifite igin iic duruma ihtiyag
duyulmaktadir: “Hot start = Sicak baslangi¢”, “to-
uchdown siklus profili” ve “hafif derecede azaltilmig
spesifik primer ve dNTP molar konsantrasyonlar1”.
Bu durumlar altinda yapilan PCR y&nteminde, yeter-
li diizeyde iiriin elde edilir ve hatali primer yapisma-
lar1 en az diizeye inerek spesifik amplifikasyon sag-

lanir (5).

TD-PCR, primer kaliplarinin derecesi tam olarak bi-
linmese bile, PCR optimizasyonu i¢in ¢ok yonlii, tek
agsamali bir yontemi sunmaktadir. Yontem, optimi-
zasyon icin farkli bir yaklagim getirmekte ve buffer
ve siklus kosullarindan ziyade, tek degisken olarak
annealing 1s1s1 esas alinmaktadir (1).

Protokolde annealing 1sis1 primerlerin erime 1sisina
(Tm) uygun gelecek sekilde ilerleyen sikluslarda
azalarak diizenlenmektedir. Optimum annealing 1s1s1
lizerinde reaksiyona baslanmaktadir; bu durum, he-
def amplikonlar i¢in karsilagtirmal1 bir avantaj sagla-
maktadir. Ancak spesifik {riinlerin verimi yiiksek
annealing 1silarinda azalir ve Tm'’i asan 1silarda kay-
bolabilir. Hecker ve Roux (1) , her iki siklusta 1°C
azaltarak 60°C’den 46°C’ye kadar annealing sicak-
liklarm azalttiklar1 ve ek olarak 50°C’de 10 siklus
uyguladiklar1 TD-PCR c¢alismasinda tek ve giiclii
bandlarin olustugu iirtinleri elde etmislerdir. Sonug-
lar 40 siklusun en az 30’unun, klasik PCR’da nons-
pesifik iiriinlerin yaygin olarak olustugu annealing
1s1sinin altindaki derecelerde gerceklestigini goster-

mektedir. Yine bu ¢alismada, yapilan karsilagtirmali
calisma sonuglari, son sikluslarda diisiik 1s1 uygulan-
masinin yiiksek 1s1 uygulanmasina oranla verimi art-
tirdigint gostermistir. Calismamizda da Tm derecesi-
nin iizerinde siklus programi baglatilmis ve her iki
siklusta 1°C 1s1 diisiilerek, Tm'in altinda annealing
1s1s1 ile (52°C’de) 24 siklus uygulanmistir; sonugta
istenmeyen bandlar azalmis, spesifik iiriinlere ait tek
ve giiclii bandlar elde edilmistir.

Sonug olarak TD-PCR’1n, diisiik annealing 1silarin-
daki olusabilen yalanci yapismalarin ve yiiksek an-
nealing 1silarinda gozlenebilen iiriin yoklugunun iis-
tesinden gelebilecek ve tek ve giiclii iirtinlerin elde
edilebilecegi, etkili bir teknik oldugunu diistinmekte-

yiz.
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