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PCR nedir?

* Spesifik bir DNA parcasinin kopyalarinin primerler tarafindan
yonlendirilerek in vitro ortamda enzimatik olarak sentezlenmesi

* Nukleik asitlerin in vitro olarak ¢ogaltiimasi
* DNA fotokopisi

* Samanlikta igne aramak yerine samanliktaki ignelerin sayisini
cogaltmak



Tarihce

* 1971 Khorana ve ark. 3’ uclari birbirine yonlendirilmis iki DNA sentez primeri
kuII[anaclj‘;}k cift iplikcikli DNA’nin spesifik bir bdlgesini replike eden bir metot
gelistirdiler

* 1983 Kary Mullis PCR’I gelistirdi

* 1985 PCR’In DNA polimeraz I’in Klenow fragmentiyle
gerceklestiriimesine yonelik ilk rapor (Saiki ve ark.1988)
* 1988 PCR’In Taqg polimeraz enzimi kullanilarak

ilk kez gerceklestirilmesi

* 1993 Kary Mullis bulusuyla Kimya dalinda Nobel
Odiili ald

* 1993 PCR teknolojisi ve Taq polimeraz enzimi
lisanslarinin dnde gelen sirketler tarafindan alinmasi




Hacre ici DNA replikasyonu

* DNA replikasyonu 37°C’de gerceklesir

* Replikasyonda; “tek zincir baglayan proteinler” gibi yardimci
proteinler bu amacla kullanilir

* Replikasyonun baslatilacagi bolgede 12 nukleotid uzunlugunda bir
RNA primeri, “primaz’ adi verilen enzim tarafindan yapilir

* DNA polimeraz bu primere baglanip, 3’ ucuna ntkleotidleri
ekleyerek DNA sentezini yapar



PCR

Sicaklik; PCR cihazlar
(thermal cycler)

Sicakligin adimlar ve
sikluslar halinde
otomatik regulasyonu



PCR Bilesenleri
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Primerlerin Ozellikleri

* 18-30 nukleotidden olusurlar

* Forward (F) ve Reverse (R) primerleri benzer Tm degerlerine sahip
olmal

* G+Cicerigi ~50%

* G veya C 3’ sonda bulunmal

* Primerler Aya da T ile sonlanmamali

* Hairpin olusumuna yol acacak sekanslar engellenmeli

* bir mRNA sarmalinin katlanip ayni sarmalin baska bir bolimuyle baz ciftleri
olusturmasiyla olusan, eslenmemis bir mMRNA dongtistidir. Ortaya ¢ikan yapi bir
dongu veya U sekli gibi gorundr.

* Primerler birbirine komplementer olmamali



PCR nasil calisir?

« Iki iplikcigin birbirinden ayrilmasi (94°C)
* Primerlerin baglanmasi (55°C)
* Replikasyonun baslangic

 —Ekstensiyon (uzama, polimerizasyon) (72°C)
* =replikasyon

* 20 — 30 kez tekrarla



PCR nasil calisir?



Siklus Parametreleri

 Denatiirasyon; 93°C - 95°C 30 sn - 1dk
* Baglanma; 37°C- 65°C 30 sn — 1dk

e Ekstansiyon; 72°C 1dk

(Her 500 bp’lik DNA icin + 30sn)

* 25-35 siklus

* Final ekstansiyon 2-10dk



PCR Bilesenlerinin Ozellikleri

* 10-25 ul reaksiyon hacmi

* Template DNA 1-1000ng

* Primerler 10 -20 pmoils

* 1omM Tris-CL pH 9.0, 50 mM Kl (10xPCR tamponu)
* MgCl2 0.5-3.0 MM

* Her birinin final konsantrasyonu 200 uM olacak sekilde dNTP’ler:
dATP, dGTP, dTTP, dCTP

* 1 Unite Taq polimeraz enzimi



PCR Analizi

* https://www.youtube.com/watch?v=iQsu3KzgNYo
* https://www.youtube.com/watch?v=co7 5BfIDTw


https://www.youtube.com/watch?v=iQsu3Kz9NYo
https://www.youtube.com/watch?v=c07_5BfIDTw

PCR Analizi

3. Siklus istenen trdnlerin olustugu ilk siklus
Bir dongu sonucunda baslangicta n olan DNA zincir sayisi 2n’ e yikselir

Donguler arka arkaya cok kez tekrarlanirken her bir dongtintin Grting, bir sonrakinde
kalip olarak kullanildigricin her déngulde istenen DNA fragmenti miktari 2 katina ¢ikar

Matematiksel olarak amplifikasyon ; (2n-2n)Xile ifade edilir.
n=dongu sayisl

2n= birinci ve ikinci dongu sonucunda olusan boylari bilinmeyen trinler
X= orijinal kalibin kopya sayisi

Her dongl %100 verimle calissa 20 dongu sonunda 220 kat trtn olusur

Reaksiyon icin 1stya dayanikli bir enzim Taq DNA polimeraz “Thermus
aquaticus’adli termofilik bakterisinden izole edilen ve 1siya dayanikl
enzim olan Taq polimeraz kullanilmaktadir. Ciinkd bu enzim 94°C’de
inktibe edildikten sonra bile aktivitesini kaybetmez



* PCR cok duyarli bir teknik — istenmeyen bir DNA ile meydana gelen
kontaminasyon onemli olabilmektedir

* Her zaman negatif kontroller teste eklenmeli
* Pozitif kontrol da unutulmamal

* Uygun filtreli uclar ve sadece PCR’a 6zgu otomatik pipetler
kullaniimali

* Bolumler ayri olmali
* UV lamba iceren kabinler kullaniimali



PCR’In Kullanim Alanlari

* Gen ya da gen fragmentlerinin klonlanmasi

* Genetik teshis - Mutasyonlarin teshisi

* Analik-babalik tayini

* DNA sekans analizi

* Forensik teshis

* Endustriyel kalite kontrolt ortaya konmasi

* Doku transplantasyonu icin doku tipinin belirlenmesi
* Tlrler arasindaki polimorfizmin belirlenmesi

* Molekdler tiplendirme

* Patojenlerin saptanmasi



PCR’In avantaj ve dezavantajlari

* Yuksek o6zgullik ve duyarhlik * Kesin teshiste izolasyonun yerini

» Saptama ve tani hizi tutmamakta;

* kros-kontaminasyona bagl yanhs

* Cansiz etkenleri saptayabilme pozitiflik

yetenegi

- Nazli iireme &zelliginde ve cevre * Laboratuvar altyapisi gereksinimi
sartlarina karsi hassas etkenler * Yetismis eleman

* Ge¢ Ureyen etkenler * Yiuksek sarf maliyetleri

* lleri calismalara (tiplendirme,

sekans analizi, klonlama) olanak
saglamasi



PCR Optimizasyonu

 Orneklerde;
* inhibe edici maddelerin bulunmasi,
* cevresel kontaminasyon riski,
* kullanilan bilesenlerin miktarinin yanhs kullanilmasi,

* sicaklik parametrelerinin ayarlanamamasi gibi problemler PCR yapilirken
her zaman karsilasilabilecek sorunlardir

* Bunlar disinda, bahsedilen kullanilacak reagent ve malzemelerin
optimizasyonu i¢in bilinmesi gereken standartlar ve kurallar vardrr.



PCR Reaksiyonun Temel Bilesenleri ve
Optimizasyonlari

* PCR’da kullanilan temel bilesenler;
* hedef DNA veya RNA (template),
* taq DNA polimeraz enzimi,
 primerler,
» deoksinukleotitler,
* tampon sivi,
* PpH,
* Mg+2 iyonlari



Mg+2 Konsantrasyonu

* Mg+2 iyonlari enzim aktivitesine, primer baglanmasina ve DNA erime
Isisina etki edebilir.

* dNTP’ler Mg+2 iyonunu bagladiklari icin dNTP konsantrasyonundaki artis
serbest Mg+2 konsantrasyonunda azalmaya yol acabileceginden
optimizasyon bu durum g6z 6ntine alinarak yapiimalidir.

* Mg+2iyonlart dNTP’lerile ¢6zUnebilir kompleksler olustururlar,
polimeraz enzimi aktivitesini uyarir, cift iplikli DNA’nin erime derecesini
(Tm) arttirirlar ve primer-template DNA hibridizasyonunu saglarlar

* PCR reaksiyon karisiminda ortalama 0.5-2.5 mM Mg+2 olmasi gereklidir



Primerler

* Primerlerin tizerinde bulunan baz siralari, sadece hedef DNA (izerinde bir
bdlgede bulunmali, baska yerlerde veya baska hedef DNA sekanslarinda
bulunmamahdir

* DOrt bazin da esit oranda kullanimina 6zen gosterilmeli
* Tekrarli bolgeler icermemeli
* Primer ciftlerinin 3’ uclar birbirlerine komplementer yapida olmamalidir

* Primer konsantrasyonunun genel olarak 0.1-0.5 uM arasinda olmasi
tavsiye edilmistir.

* Ylksek primer konsantrasyonlari primer-dimer olarak adlandirilan
spesifik olmayan bantlarin olusumuna yol acmaktadir



dNTP’ler

* Geleneksel PCR’da ayri reagent olarak kullanilan dNTP’lerin final
konsantrasyonlari 20-200 uM arasinda olmali ve 4 nikleotit de ayni
oranda bulunmalidir



PCR Etkinligini Artiran Kimyasallar

* DMSO (dimetil siilfoksit)

e %5’lik formamid

* 10-100uM trimetilamonyum klordr

* %0.1-2.5’lik Tween 20 gibi deterjanlar

* %5-15’lik polietilen glikol (PEG) 6000

* Tek iplikcikli DNA baglayan proteinler

* 7 deaza-dGTP G-C baz ciftlerinin glictint azaltmak icin
 Taq extender (Stratagene)

* Perfect Match PCR Enhanser (Stratagene)

* Q-Solution (Qiagen)



PCR inhibitorleri

* Biyolojik materyaller (kan, idrar,
balgam, BOS,...vs.)

* DNA ekstraksiyon metodu

* DNA izolasyonunda kullanilan
reaktifler

* Kan heparin, porfirin bilesikleri
* SDS
* Proteinaz-K

Coziim
* Materyalin sulandiriimasi

* Izolasyon asamasinda ya da
PCR’a internal kontrollerin
eklenmesi

* Uygun DNA ekstraksiyon
yontem ve Kkitleri

* Ekstraksiyonu takiben fenol-
kloroform + etanol uygulamasi



