6. Hafta



PCR Cesitleri

Mikrobiyoloji Anabilim Dali



Nested PCR

*Nested PCR’da 2 farkli PCR uygulanir
*Bunlar 2 farkli primer ¢ifti kullanilarak yapilir

o[Ik PCR’da hedef DNA bélgesini de igeren daha uzun bir
DNA dizisi ¢ogaltilirken, ikinci PCR’da direkt hedef

bolgesi ¢ogaltilir.

*PCR sensitivitesi artirilmis olur!!!
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RT-PCR

 Reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-PCR)

*RNA genomuna sahip viruslar1 saptamak ve RNA
transkriptlerini saptamak i¢in kullanilir

Oncelikle RNA izolasyonu gerceklestirilir.

Method:
mRNA

FIG. 1. RNA template. Prior 1o initiating reverse transcription the tem-
plate RNA must be isolated from the sample to be tested. This figure

shows a polyadenylated mRNA.

oligo-dT primer

FIG. 2. Priming for reverse uanscription. To generate cDNA using the
cnzyme reverse transceriptase (RT), a primer is annealed to the template
RNA. The primer can be gene specific primers, random primers or oligo-
dT primers for mRNA. In this example, oligo-dT primers are used o
initiate ¢cDNA synthesis from mRNA.

Daha sonra buradan reverse
transcriptase enzimi
kullanilarak cDNA sentezi
gerceklestirmek i¢in bir
primer template RNA’ya
baglanir.



RT-PCR

RT-PCR’1n ilk asamasinda RT

enzimi 1le cDNA 1plikg¢igi

A Reverse Transcriptase sentezlenir. RT enzimi mRNA
iplik¢igine komplementer
nukleotid bazlarini primerin

mulﬂm“" _ Oniine ekleyerek cDNA’y1

FIG. 3. First strand synthesis. The first strand of ¢DNA is synthesized SGntCZler.

using RT. Beginning at the primer annealing site (A). RT adds comple-
mentary nucleotide bases to the mRNA strand creating a sirand of cDNA
(B).
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mRNA

Bunun i¢in spesifik primer,
rastgele primerler ya da oligo
dT primerler kullanilr.



RT-PCR

4 /
cDNA

FIG. 4. Removal of RNA, The template strand of RNA is removed by
weatment with RNAse H. The ¢DNA can now be used for .nnplili(';uiml
by PCR.

mRNA RNAse H

Daha sonra RNA template 1plik¢ik RN Ase H enzimi
kullanilarak uzaklastirilir. Simdi cDNA PCR 1ile
amplifikasyonda kullanilabilir.



TN Sy FIG. 5. The PCR reaction. The

‘ w oligonucleotide primer is al-
B

lowed to anncal to the template
cDNA (A). Taq polymerase
adds complementary nucle-
otides beginning at the primer
anncaling site (B). The result-
ant product is a double
stranded ¢cDNA (C). The three
step process of denaturation,
primer anncaling and exten-
sion are repeated 1o yield a
detectable PCR product (D).
The product can be visualized
on an ethidium bromide
stained agarose gel following
electrophoresis.
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Bundan sonra oligonukleotid primer cDNA’ya
baglanarak Taq polymerase enzimi ortamdaki
nukleotidler1 ekleyerek cift 1plik¢ikli cDNA’y1 sentezler.
Bundan sonraki olaylar ayn1t PCR’da oldugu gibi
gerceklestr.



RT-PCR’'In avantaj ve dezavantajlari

Avantajlari * Dezavantajlari
Yuksek sensitivite  PCR'In dezavantajlari
Yiiksek spesifite 6z. ile ayn

de spesifik primerler  RT-PCR fonksiyonel
kullanildiginda!!! proteinleri deqil,

1-2 glin icerisinde transkriptleri belirler.
sonuc alinir.



Touchdown PCR

Bu metotta, primerlerin baglanma sicakliklari her bir siklusun
primer baglanma adiminda 1 derece (ya da 0.1-1°C) diisiiriilerek
daha spesifik baglanmalarin olusturulmasi saglanur.

Touchdown PCR tekniginin ilk sikluslarinda yuksek baglanma
sicakliklari uygulanir. Bu sikluslarda primerler hedef DNA dizileri ile
daha spesifik baglanmalar gerceklestirir, ancak sensitivite dusuktur.
Daha sonraki sikluslarda primer baglanma sicakliklari dizenli olarak
azaltilarak primerlerin optimal baglandiklari sicakliklara degin
indirilir. Boylelikle onceki sikluslarda non-spesifik baglanmalar
engellenmis olur. Izleyen sikluslarda optimal baglanma sicakliklarina
yaklasan primerler spesifik hedeflerine daha duyarl baglanmaya
baslarlar. Bu da test duyarliligini artirir.

Bu teknikte non-spesifik diziler primer baglanma sicaklhigina bagli bir
yarisma ile diglanirlar.

Avantajl yuksek spesivite
Dezavantaji 0zel thermal cyclerlar gerektirmesi



RAPD-PCR

 Random Amplification of Polymorphic DNA

* DNA dizi segmentlerinin rastgele amplifiye
edildigi PCRdIr.
« RAPD’de 8-12 nukleotidlik kisa primer dizileri,
Kullanilarak uzun genomik DNA templateleri
PCR’a tabi tutulur. Fazla sayida fragmentlerin
amplifiye olmasiyla olusan bantlar incelenerek
molekuler teshis ya da tiplendirme
gerceklestirilir.




RAPD-PCR Elektroforez Sonucu
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Similar Strains
—>» Dissimilar Strain




