PCR ve PCR TIPLERI

PCR : Denaturation 94°C
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PCR

Hedef nlikleik asit dizisinin, baslatici 6zelligi olan
iki oligonukleotit primer kullanilarak enzimatik
olarak cogaltilmasi esasina dayanur.

 |lk olarak 1985 yilinda Kary Mullis tarafindan
bulunmustur.

*1993 vyilinda da Kary Mullis NOBEL odulunu
kazanmistir.
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PCR 3 temel islem basamaginda gerceklesir;

« Denatiirasyon: ilk asamada DNA molekilinin cift zincirli
yapisi yuksek i1si yardimiyla birbirinden ayrilir (denattirasyon).
Cogunlukla 94°C- 97°C arasinda 15-60 sn sliresince uygulanir.

 Baglanma (Annealing): Denatilirasyonu takiben daha dusik
1silarda oligonukleotid primerler, ayrilmis olan tek zincirli DNA
uzerinde kendilerine o6zgul bolgelere baglanirlar. Bu olay
cogunlukla 47°C- 60°C arasinda 30-60 sn’de gerceklesir.



Uzama (Extension-Elongation):
72°C’ye kadar arttirllarak DNA polimeraz enziminin
tamamlayici DNA zincirini uzatmasi saglanir.

Elongasyon basamaginin siresi kullanilan polimerazin
cinsine ve amplifiye edilecek DNA'nin uzunluguna gore
degisir. 70-74 °C"de, 2 dakika






PCR : Polymerase Chain Reaction
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30 - 40 cycles of 3 steps :

Step 1 : denatutg
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5tep 1. Denature the template DMNA

Cycle 1

Raise temperature 1o 92-94=C

2'-CTAGAATATGARACCTATAGGTACGGTGGECATTCTATGTCTGATCCEGGTACTACCTACAGAA-3'

Lerrrerrrerrrerrrerrreerrrerrrrrrrrerrrer et ettt
3'-GATCTTATACTTTGGATATCCATGCCACCGGTARGATACAGAC TAGGGCCATGATGGATGTCETT-5
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Cycle 1

2'-CTAGARTATGAARCCTATAGGTACGGTGGCCATTCTATGTCTGATCCCGGTACTACCTACAGARA-3'

3'-GATCTTATACTTTGGATATCCATGCCACCGGTARGATACAGACTAGGGCCATGATGGATGTETT -5



Cycle 1

3'-CTAGAATATGRAARCCTATAGGTACGGTGGCCATTCTATGTCTGATCCCGGTACTACCTACAGAR-3"
FEEEETTETTT
3'-GGGCCATGATGG-5

5'-ATGARACCTATAG-3"
NERRRRRAARnY
3'-GATCTTATACTTTGGATATCCATGCCACCGGTARGATACAGAC TAGGGCCATGATGGATGTETT-5"
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" Cogalacak Bolgs

\CTGCGCTAGGATCAGCCTAAAACGATGCTACGTA3'

“TACGATGS'

5" GCGCTAG3'
'GACGCGATCCTAGTCGGATTTTGCTACGATGCATS'

5" -GCGCTAG-3' FORWARD PRIMER
5" -GTAGCATC-3" Reverse primer




" Cogalacak blge ————

5-/ ACTGCGCTAGGATCAGCCTAAAACGATGCTACGTA-3'

3" -TGACGCGATCCTAGT CGGATTTTG
CTACGATG-5'

GATCAGCCTAAAACGATGCTACGTA-3'

5" GCGCTAG
3-" TGACGCGATCCTAGTCGGATTTTGCTACGATGCAT-5"




Cift zincirli
Kalip DNA

(Cogalacak bolge




Bu dizi bilgisine sahip dizayn edilmis primerler
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Primerler
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—Forward primer alttaki zincire baglantyor
< Reverse primer iistdeki zincire baglaniyor
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Tag DNA sentezi 5’ 3’ yoniinde ilerler
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Two single strands
of correct length
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Amplimer 1

Amplimer 2










A




'

»
»
<
<
»
»
P
<
[
»
<
<
[
»
P
<
[
L
P
<

\ 4




2,3,4

5,0,7




4th cyele

—— wanted gene

3th eyele

A

2nd evele
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Ist cyele

template DNA
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B copies
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16 copies 32 copies

= 35th cvele

36
2 =68 hillion copics

{Andy Vierstraete 1999)
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Verimli bir PCR

e icin ;
-Denaturasyon,
-Primerlerin baglanmasi,
-Primerlerin uzamasi,
-Dongu sayisl,

-Thermal cycler’in inis-cikis  strelerinin,
optimizasyonu ve standardizasyonu
vapilmalidir.




PCR Bilesenleri “

+ DNA (ng veya seyreltme)

« Primer (pmol=mM)

« dNTP (mM)

* Enzim=Tagpolimeraz

« MgCl, (mM)

+ Tamponlar (10x veya 5X -1x)

Toplam hacim 10-50 ul



Kalip DNA
Arkeolojik, patolojik, histolojik
materyaller, dokulardan izole edilmis
butunlugunu korumus veya degrade
olmus DNA ornekleri ile RNA (cDNA
elde edilir) kalip olarak kulanilabilir.
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« Deoksiribonikleozid trifosfatlar (dATP, dGTP, dTTP,
dCTP) yiliksek saflikta ya tek tek ya da dortli karisim
halinde ticari olarak saglanir.

* Tag DNA polimeraz dusuk dNTP konsantrasyonlarinda
(10-100 pM) kaliba uygun dogru bazlari secmede daha
basarili olmakla beraber, normal kosullarda PCR 100 uM
dNTP konsantrasyonu ile gerceklestirilir.




konsantrasyonu; \

* MgCl2konsantrasyonuna,
* Reaksiyon kosullarina,

* Primer konsantrasyonuna,
* Cogaltilmis Grinlerin

(amplikonlarin) boyuna, B
* PCR dongl sayisina,

Primer

Nucleotides

DNA

©e



http://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=p4hzAsckpfC3XM&tbnid=b2edwXxocRD-3M:&ved=0CAUQjRw&url=http%3A%2F%2Fwww.extension.org%2Fpages%2F32364%2Fthe-polymerase-chain-reaction-pcr&ei=J0Y_UvGKMMrTtAbm6YHgBQ&bvm=bv.52434380,d.Yms&psig=AFQjCNFlVPiz45kXWcHPgDG0CxKyLnHMJw&ust=1379964827820584
http://www.google.com.tr/url?sa=i&rct=j&q=&esrc=s&frm=1&source=images&cd=&cad=rja&docid=JFgVZoLwwB5y0M&tbnid=wMyj7_HD5-p0CM:&ved=0CAUQjRw&url=http%3A%2F%2Fwww.facultystore.co.uk%2Fcatalog%2Fproducts_new.php%3Fpage%3D38%26osCsid%3Da8f38fb38e44c859c170a720bbbb72b4&ei=H_I_UqeHNoay0QXHuYCwCw&bvm=bv.52434380,d.d2k&psig=AFQjCNHwslk-99fseV7uB3jll3P9xR4eIg&ust=1380008848020162

e Mg+2 iyonlari dNTP’ler ile gsz!sler

olusturarak, polimeraz aktivitesini stimule ederler
ve cift iplikcikli DNA'nin Tm degerini arttirirlar.

* Dusuk Mg+2 konsantrasyonu urun olusumunda
azalmaya neden olurken  yuksek  Mg+2
konsantrasyonu ise spesifik olmayan Urunlerin
birikimine neden olur.

 MgCl, in reaksiyon karisimindaki final
konsantrasyonu degisebilmekle beraber genellikle
0.5-5.0 mM’lik degerler arasinda c¢alisir.
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Primerler
¢17-30 nukleotid uzunlugunda hedef diziye
komplementer spesifik dizilerdir.

eideal primer yapisinda;

* %50 G+C bulunmasi

*  Poliplirin, polipirimidin ve tekrar
olmamasi

* Sadece bir bolgeye spesifik olmalari

* Erime 1s1s1 cok dustk olmamalidir.

bolgelerinin



Tm (Temperature melting: Erime si erini

hesaplamada;

[(A+T"lerin sayisi)x2°C + (G+C"lerin sayisi)x4 °C]
+ (20 niikleotid olan primerler icin gecerlidir)

# Cogu zaman bu formiille hesaplanan Tm degerinin 3-5°C
altindaki sicakliklar baglanma sicakhgr olarak secilir ve
daha sonra optimum sicaklik degeri denenerek saptanir.



ejencreprimerer

* Amino asit sekanslarindan primer sekanslarinin tahmin
edilmesinde,

* Bilinen bir gen ailesinin yeni tUyelerinin arastiriimasinda,
* Tirler arasindaki homolog genlerin arastiriimasinda,
kullaniimaktadir.

Nested Primerler

* Orijinal olmayan JUrunlerin daha ileri dizeyde
amplifikasyonunu en dusik seviyeye indirgemek icin
nested primerler kullanilabilir.



rimer Tasarimi \
—

Primer Tasariminda Dikkat Edilmesi Gereken Ozellikler

Oligonukleotid ciftleri dimer olusumuna neden olacak sekilde
birbirleri ile eslenik olmamali.

Oligonukleotidlerin uzunlugu 18-24 baz araliginda olmalidir.

Oligonukleotid ciftlerinin Tm’leri birbirine denk veya yakin
olmalidir.

Oligonukleotid dizilimleri icin Ugden fazla tekrar eden baz
olmamalidir.
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Primer Pearl: internetten Uicretsiz indirilebilir.
- GCG: Accelrys, ICBR
Primer3: MIT, web uygulama

http://www-genome.wi.mit.edu/cgi-
bin/primer/primer3_www.cgi

BioTools: BioTools, Inc. Lisans ICBR

Digerleri: GeneFisher, Primer!, Web Primer, NBI oligo
program.
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TM HESAPLAM

ALARI iCIN: “
- BIOMATH:

HTTP://WWW.PROMEGA.COM/BIOMATH/CALC11.HTM
PRIMER PEARL: INTERNETTEN UCRETSIZ iNDIRILEBILIR.
PRIMER DESIGNER

PRIMER3: MIT, WEB UYGULAMA

HTTP://WWW-GENOME.Wi.MIT.EDU/CGI-
BiN/PRIMER/PRIMER3_ WWW.CGI




Tablo 1: PCR Optimizasyonunda Onemli Degiske
‘

Primerlerin baglanmasi

Uzama

Denatlrasyon

Bir evreden digerine gecis zamani
Dongu sayisi
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-Hot-Start PCR

-Nested ve Semi-Nested PCR
-RNA*nin Amplifikasyonu (RT-PCR)
-Touchdown PCR

-In-Situ PCR

-Invers (Tersine donmus) PCR
-Asimetrik PCR

-gRT PCR

Multipleks PCR !‘!



I° Optimal primer baglanma smaMe

gelistirilen bu yontemde, baglanma sicakligi, sikluslar
arasinda 1-2°C duisurulerek uygun derece
belirlenmekte ve bu sicaklikta  amplifikasyon
vapilmakta,

* jlk siklusta hesaplanan Tm derecesinin 15°C (zeri
baglanma derecesi olarak kullaniimakta,

* Takip eden sikluslarda 1si 1-2°C dustrilerek Tm
derecesini takriben 5°C lizerine kadar gelinmektedir.

* Sonuc¢ olarak hedef bolgeye 6zgli amplikonlar elde
edilmektedir.
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Molekuler Biyolojide PCR Uygulamalari

-Bakteriyolojide PCR uygulamalari,

-Virolojide PCR uygulamalari,

-Mikolojide PCR uygulamalari,

-Genetik hastaliklarin tanisinda PCR kullanimi,
-Molekuler parazitolojide PCR uygulamalari.



Mikoloji“de PCR Uygulamalarﬁ“g

Cryptococcus neoformas,
Histoplasma capsulatum,
Blastomyces dermatidis,
Pneumocystis carini,
Candida albicans,
Coccoides immitis
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Uygulamalari-Orak hlicre anemisinin tanisinda

-Hemofilia

-Cystic fibrozis

-Genetik hastaliklari dogum o6ncesi tespitinde -
RFLP (Restriciton Fragment Lenght
Polymorphizm) ve PCR uygulamalari birlikte
genetik hastaliklar teshisinde basarili sonuclar
vermistir.



