Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)



PCR’In Hikayesi

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), dizisi bilinen herhangi bir
organizmaya ait genomik DNA’daki ozgun bolgelerin ¢ogaltiimasini
saglayan bir teknik olup ilk olarak Cetus firmasinin insan genetigi
departmaninda calisan arastirmaci Kary Mullis tarafindan 1985’ te
bulunmustur.

Polimeraz zincir tepkimesini kesfinden oturu 1993 yilinda Michael Smith
lle birlikte Nobel Kimya Odulune layik gorulmustur. Polimeraz Zincir
Reaksiyonunun (PCR) bulunmasi ile modern molekuler biyoloji ve molekuler
tiptaki gelismeler yenilenmistir. Molekuler fotokopiye benzeyen bu teknik,
Insan Genomu Projesinin tamamlanmasinda yer almistir. Yakin ge¢miste
molekuler tani alanlarinda ve Yeni Nesil Dizilimleme Teknolojisi
platformlarinda kullaniimasiyla PCR, genomik bilimin onemli basamagi
olarak kendini gelistirmistir.



PCR’In Hikayesi

1970 yilinda genleri yapay olarak sentezleyen ilk bilim insani olan H. Gobind
Khorana, calismalari ile genetik kodun desifre edilmesinde buyluk onem tasidi.
Boylelikle sentezledigi yapilar ile igerdikleri 6zgul kodun 1siginda Uretilen peptitleri
karsilastirarak kalitsal kodun hangi sira ile okundugunu, kodun baslangi¢c ve bitis
noktalarinin nasil belirlendigini buldu. H.Gobind Khorana, sentez yontemleri ile
kalitim _mekanizmasinin__aydinlida _kavusturulmasinda _etkili _olmustur. Protein
sentezinde genetik kod ve islevlerinin yorumlanmasi hakkinda
yaptigl arastirmalardan 6tird Nobel 6dulinu kazanmistir.




PCR’In Hikayesi

DNA polimeraz’in Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) i¢in onemli oldugunu
ve daha oncesinde yapilan arastirmalarin PCR'In kesfi icin gerekli oldugunu
soylemek pek hata sayilmaz. 1956 yilinda, Nobel odullu_Arthur Kornberg
ve arkadaslari tarafindan Escherichia coli'de yer alan DNA polimeraz | (Pol
) enzimi_kesfedilmistir. Ve bu kesif DNA nin_kendini nasil eslediginin
anlasiimasina_yol acmistir. Bununla birlikte laboratuvarlarda kullaniimak
uzere yeteri kadar anlamli sonucg verebilen stabil DNA polimerazin bir turinu
kesfetmek biyologlarin bir 20 yilini daha alacakti.
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PCR’In Hikayesi

1976 yilinda, Cincinnati Universitesinden bir grup arastirmaci kaplica ya da
hidrotermal bacalarda yasayan termofilik bir bakteri olan Thermus
aguaticus bakterisinden Taq polimeraz enzimini_kesfetti. Taq polimeraz
enzimi, PCR'da kullanilan, yuksek sicakliklara (94°C) ve denatlrasyon

sicakliklarina dayanabilen bir enzimdir.




PCR’In Hikayesi

1983 yillarinda, Nobel 6dullid Kary Mullis, California’da Cetus Corporation’da
oligonukleotit (kisa DNA parcalari) sentezi Uzerinde calisirken hucredeki
DNA sentezinin laboratuvar sartlarinda teknik olarak
gerceklesebilecegini gozlemler. Mullis, reaksiyonunda her adim
da (erime, baglanma ve sentez) sicakliklarin 6zenle kontrol edilmesini
ve buna ek olarak reaksiyonlarda DNA polimeraz kullanarak farkl
sicakliklardaki u¢ olayin cevrimler halinde tekrarinin yapilmasi
gerektigini bulur. Iki yil sonra Cetus ekibi, Amerikan Insan
Genetigi Derneginin yillik toplantisinda calismalarini sundular. Ayni yil
yontem ilk olarak Science dergisinde yayinlandi. Ancak yeni gelistiriimis
olan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) yontemi hakkindaki bu makale
yaklasik olarak 15 dergi tarafindan reddedildi ve 1987 ye kadar da
dergilerde yayinlanmadi.



PCR’In Hikayesi

Bilim insanlar1 tarafindan yeni yontemin yavas bulunmasi uzerine Cetus
arastirmacilari orjinal yontemi geligtirdiler. 1986 vyilinda, bilim insanlari
yontemde hatalari azaltip i1siya hassas olan DNA polimeraz yerine Taq
polimeraz kullanildi. Boylelikle bu enzimin uzun sicaklik derecelerine
oldukga dayanikli olmasi ile tum donguler boyunca verimli sekilde
DNA sentezi yapabiliyordu. Bir yil sonra, ABD kokenli uluslararasi bir girket
olan Perkin Elmer'’de calisan bilim insanlari PCR'da isitma ve sogutma
saglayan makine pargalari dizenlemek igin termal donguyu icat ettiler.

Sonugcta; 1988 vilinda “Thermus aquaticus” bakterisinden saflastirilan, 1siya
dayanikli polimerazin (tag polimeraz) kullanimi ile birlikte PCR
icin otomatize termal siklus cihazlari gelistiriimeye baslanmistir.




PCR (termal dongu cihazi)




PCR’In Hikayesi

PCR'In sahneye ilk ¢iktigi yillardan beri, yontemde bir takim degisiklikler
olmustur. Ornegin, 1991 yilinda, Tag polimeraz yerine hipertermofilik
bakteri olan Pyrococcus furiosus (Pfu) tanitildi. Tag polimeraz aksine, Pfu
eksonukleaz redaksiyon faaliyeti hatalarini duzeltmek icin imkan verdigi
gorulur. 1995 yilinda, PCR kullanicilari icin iki yeni gelisme tanitildi.

Ik yenilik olarak polimerazin aktif hale getiriimesini saglayan ilk 95°C kismi
eriyene kadar, polimeraz aktivitesini inhibe eden bir immunglobulinin
kullanilmasidir. Bu islemin PCR'In 6zgullugunu arttirmada etkili olmasina
ragmen, islem suresinde artis gozlenmis ve capraz kontaminasyon
gerceklestirdiginide pek cok arastirmaci kanitlamistir.



PCR’In Hikayesi

Ikinci yenilik ise, molekiiler biyoloji alani ve PCR kullanarak bagka alanlarda
devrim yapabilecek yontemler tanitiilmasidir. Floresan 1sima tekniklerinin
de kullanima girmesiyle kinetik revers transkriptaz-PCR (RT-PCR)'da bir
devrim yasanmaktadir.

Bu gelisim sayesinde artik gen kopya urunlerinin _duzeylerini sayisal
degerlere _donusturerek olgcmek, devam eden PCR reaksiyonunu ekranda
1zleyerek ‘Real Time’ (es zamanli) olarak reaksiyonun gidisine mudahale
etmek ve PCR dongulerinin sayisiyla oynayabilmek de mumkundur. Bir ¢ok
adlandirmayla anilan bu teknolojiye floresan okuma yapmasi
nedeniyle yayinlarda Floresan Kantitatif RT-PCR, Kantitatif-kinetik PCR
(gPCR) gibi cesitli adlar altinda rastlamak mumkandur.




PCR Tarihcesi

1962-Arber-RE hakkinda ilk kanitlari
buluyor, daha sonra Nathans ve Smith bu
enzimleri purifiye ediyor.

1966-Nirenberg Ochoa ve Khorana;
genetik kodu aydinlatiyor.

1967-Gellert; DNA ligazi buluyor.
1972-1973- Boyer, Cohen, Berg; ilk defa
DNA klonlama teknikleri geligtiriyorlar.
1975-Southern: Jel transfer
hibridizasyon teknigini gelistiriyor.
1975-1977-Sanger ve Barell ayrica
Maxam ve Gilbert DNA dizi analizi
yontemi gelistiriyor.

1981-1982-  Palmitter ve  Brinster;
transgenik fare Spradling ve Rubin;
transgenik sirke sinegi Uretiyor.
1985-Mullis  ve calisma arkadaslari:
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)nu
kesfediyor.

° Hidrojen
© Oksijen
© Azt
© Karbon
© Fosfat

Primidinler Pirinler



DNA’nin Yapisi

Hicre -

DNA

(Deoksiribo NUkleik Asit)

o

Cekirdek:

Kromozom



DNA’nin KIMYASAL YAPISI

DNA (deoksiribonlikleik asit) her ¢ok-hiicreli organizmanin genetik bilgisini tagir. Organizmalarin yapitas proteinlerin yapilmasi icin gerekli talimatlar barindirir.

SEKER-FOSF AT ISK E LETI DNA ZINCIRLERI NASIL BIR ARADA DURUR

DNA zincirleri hidrojen baglan ile bir arada tutulur ve merdiven
0 ﬁ ﬁl' )5
----—F—D h"o—f—n =0 ) —

seklinde dizilir. Adenin (A) daima Timin (T} ile eslesir; Guanin (G)
ise Sitazin (C) le eslesir,
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DNA, nutleutld adl I:unrnIErln olusturdugu bir pullmerdw Nikleatidler
3 farkh kompenentten olusur: bir geker grubu, bir fosfat grubu, ve bir
baz. 4 farkh baz vardir: Adenin, Timin, Guanin & Sitozin
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DMA'min tek bir zincirindeki bazlar bir ekods gibi davramr. Ug harflik /
niikleotidlix dizilere «kodons denir, ve kodonlar proteinleri olusturan farkh
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Gok-hicreli organizmalarda, mRNA genetik kedu hicrenin cekirdeginden disan
ikarir, sitoplazmaya dogru. Protein sentezi burada gerceklesir, «Translasyons
mRNA'Tin tasidifl kodun proteinlere gevrilme sirecidir. Ribozom adh
malekiller aminoasitlerden proteinleri olugturarak bu sireci yonetir.
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?DL;TE E{Eﬁﬁsmﬁ)r — MNukleotidler

Seker Organik Baz
Bir Nikleotidin Yapis

—» Sekerler

—» Bazlar

— Frimidinler

— Fiboz (RNAdS)

—p Deoksiriboz (DNA d3)

—» Fosfat — Fosforik Asit (DNA ve RNAdE)

Adenin
—» FUrinler [ (DNA ve RNAda)

Guanin
(DNA ve RNAdS)

_p SitOFin
(DNA ve RNAda)

s Timin (DNA da)

_» Urasil (RNA da)



DNA’nin Yapisi

Okaryot Canlilar” (yani hayvan, bitki mantar ve
protistalar) DNA’larini hucre cekirdegi icinde bulundururken,
“‘Prokaryot Canhlilarda” (yani bakteri ve arkelerde) DNA, hucre
sitoplazmasinda yer alir. Kromozomlarda bulunan kromatin
proteinleri (histonlar gibi) DNA'y1 sikistirip organize ederler. Bu
sikisik yapilar DNA ile diger proteinler arasindaki etkilesimleri
dizenleyerek DNA’nin hangi kisimlarinin okunacagini kontrol
eder.



? Genetik Bilginin Transferi
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Kromozom

Nukleozomlar



DNA’nin Replikasyonu

DNA molekulunun, sakladigi genetik bilgilerin sonraki nesillere
aktarilmasi icin kendi kopyasini olusturmasidir

Genetik bilginin aktarimindan ug farkli islem sorumiudur.
Replikasyon
Transkripsiyon
Translasyon

Replikasyon esnasinda cift iplikli bir nukleik asit molekulu, es
kopyalar verebilmek igin birebir cogaltilir. Bu islem genetik bllglnln
degismeden korunarak surekliligini saglar.

Transkripsiyon DNA'da saklanan genetik bilgilerin bir RNA molekulu
(MRNA, tRNA, rRNA) seklinde kopyalanmasi veya yazilmasi
olayidir.

Translasyon transkripsiyonla RNA'ya kopyalanan genetik bilginin bir
protein veya polipeptit zinciri haline donusturulmesidir



DNA’nin Replikasyonu

DNA replikasyonu PCR amplifikasyonunun dayandigi islemdir.

Replikasyon sirasinda, DNA molekulinin c¢ift sarmal yapisi
cozulerek acilir ve her iplik, yeni bir tamamlayici ipligin sentezi igin
ata olur. Her yavru molekul bir eski bir de yeni DNA ipliginden olusur
ve ana molekulun birebir kopyasidir.



DNA Replikasyonu Basamaklari

1) Okaryotik hiicrelerde replikasyon,uzun DNA'nin birka¢ noktasinda ayni
anda baslar.Bu noktalardan eslenen DNA parcalari daha sonra birbirleriyle
birleserek replikasyonu tamamlar.

e Replikasyon orjini Parental (kalip) zincir

Soieeia 0.25 pm

| Daughter (yeni) zincir

@ Replikasyon iki parental zincirin w e =5 £ _’ — =
aynidig1 ve raplikasyon balonlannin = s Y Toshl N it My
olusturduklari spesifik bolgelerde — i <o gt ’

baslar Balon l Replikasyon catal
@ Balonlar lateral olarak genislerler
DNA replikasyonu her iki yonde / < \ / \
ilerler W
QSonunda, replikasyon balonlarn birlesir, l
ve yeni zincirlerin sentezi
tamamianir iki yeni DNA molekaili
(a) Okaryotlarda, her kromozomun kocaman DNA molekilt boyunca bircok yerde (b) Bu mikrografta, Chinese hamster cell

kaltarane ait DNA boyunca uc
replikasyon balonu
Gorulebilir.

DNA replikasyou baslar

Bir okaryotik kromozomu yitizlerce replikasyon orjini icerebilir



DNA Replikasyonu Basamaklari

2) Replikasyon catalinda yeni O Didplllsadece
zincirlerden biri 5> 3’ yénﬁnde §' = 3'yoniinde DNA zincirlerini uzatir

TR . . x ¥ @ Bir yeni zincir-leading strand,
kesintisiz  bir blglmde repllke Atasal DNA Wil replikasyon catal ilerledikce devamlt

edilir. Diger olusan yeni zincir ise
replikasyon catalindan uzaklasacak °
bicimde kesintili olarak replike edilir.
Bu kesintili kugUk parcalara

surefle '=» 3" yoniinde uzar

7 Okazak

<. s - M .
fragmentleri 0 Diger veni zincir-lagging  strand,
{Q) /\ 5" = 3' yoniinde biiytiyen ve Okazaki

Okazakl pargala" adi - iy =0 parcactklart adlt kisa segmentlerin

verilir.Okaryotlarda 100-200 arasi 9 AL N
= §' yoniinde eklenmesiyle olugur

olan arasi olan bu parcalar DNA “NONApol

ligaz enzimi yardimiyla seker-fosfat ‘

baglariyla birlestirilir. Kalp zinci

3) DNA molekulunun iki zincirini bir
arada tutan baglar DNA helikaz
enzimi ile koparilir.Eslenmenin
olacagi bolgelerde DNA molekuli
bir fermuar biciminde acilir. Bu
acllma sonucunda her iki zincirde
bulunan  purin  ve  purimidin | .

bazlarinin uglari acikta kalir. — D DR
DNA zincirlerinin kesintili ve kesintisiz replikasyonu
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0 DNA ligaz serbest ulari arasinda
Okazaki fragmentlerini bir bag
olusturarak birlestirir ve bu devaml bir
zincir meydana getirir.

Yeadmg strand

> Lagging st rand

Kalip zincir DNAligaz



DNA Replikasyonu Basamaklari

4) DNA'nin acilan iki zinciri
uzerine RNA polimeraz
enzimi gelir. RNA primaz
tarafindan primeri olusturulur.

5) Acilan her iki zincirin
uzerine DNA polimeraz
enzimi gelir. Bu enzim
hucrede daha  oOnceden
sentezlenmis olan serbest
nukleotitleri acik olan uclara
uygun bigcimde ekleyerek
(adenin  karsisina  timin,
sitozinin  kargisina guanin
nukleotidi) yeni DNA
zincirlerini olusturur. Boylece
acilan zincirin her biri yeni
olusacak DNA molekulu
icin kalip gorevi gordur.

€ DNA pol IIl sadece

§5'—p 3' yoniinde DNA zincirlerini uzatir

¥ @ Bir yeni zincir-leading strand,

Atasal DNA / Do replikasyon catalt lerledikce devaml
AR suretle 5'=» 3’ yoniinde uzar

x
'+ Okazaki

«N . - . . .
fragmentleri ® Diger yeni zincir-lagging strand,
/\ 5" —p 3' yoniinde biiyiiyen ve Okazaki

parcaciklart adli kisa segmentlerin
3" = 5' yoniinde eklenmesiyle olusur

\ "NDNApol I

Kalip zincir

)

~ ¥ L) -

LI ;/ 3
Yeading strand
1> Lagging strand

o DNA ligaz serbest uclari arasinda
Okazaki fragmentlerini bir bag
olugturarak birlestirir ve bu devaml bir
zincir meydana getirir.

Kalip zincir DNA ligaz
< Replikasyonun nihai yonu

DNA zincirlerinin Kesintili ve Kesintisiz replikasyonu
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DNA Replikasyonu Basamaklari

6) Eslenmenin tamamlandigi DNA bolumleri zincirler arasinda kurulan H
baglarn ile tekrar sarmal yapiya doner. Butun nukleotitler eslendiginde
nitelik ve nicelik bakimindan birbirinin aynisi iki DNA molekult olusur. Yeni
DNA molekullerinde biri eski digeri yeni olmak Uzere iki zincir bulunur.

DONA halikaz
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DNA replikasyonunun ozeti

e Replikasyonun esas yonu

Leading Lagging
@ Helikaz parental strand Origin of replication strand
ikili sarmall acar -

Lagging Leading
stand  Genel bakis strand

@ Tek-zincir baglama
proteini acilan kalip
zincirlere baglanarak
sabitler

9Ieading zincir DNA pol Il tarafindan
5'= 3’ yonunde kesintisiz olarak
sentezlenir

DNA pol i

Leading
strand

Replikasyon catall DNA pol | DNA ligaz

anF?r?me Lagging \
O

. DNA pol i

icin RNA primerinin sentezini
baslatir

e

© DNApol lll 4. fragmentin sentezini @DNA pol | ikinci fragmentin 5' ucundan primeri
Bitiriyor, 3. fragmetteki RNA primerine  Ayinr, ve dclinci fragmentin 3' ucuna tek tek DNA
Ulastiginda ayriacak, replikasyon catalina nikleofitlerini yerine yerlestirir. Son RNA
yonelecek, ve 5. fragment primerinin 3'  Nikleotidinin DNA ile yer degistirmesi seker-fosfat
Ucuna DNA niikleotitlerini ekleyecek Iskeletinde serbest 3' ucu birakir

DNA ligaz ikinci fragmentin
3" ucunu ilk fragmentin 5' ucuna
baglar
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PCR;

DNA’' nin dizi analizi ve DNA haritalamasinda,

Genetik hastalik teshisinde (orak hucre anemisi, kistik
fibrozis, fragile X sendromu, AIDS, Iosemi v.b.),

DNA parmak analizinde,
Insan evrimi arastirmalarinda,
Insan Genom Projesi’ ndeki arastirmalarda,

Allellik dizi varyasyonlarinin gosterilebilmesi ile doku
transplantasyonu icin doku tipinin belirlenmesinde,

Adli tip orneklerinin genetik tiplendiriimesinde, (analik
babalik tayini ),

Tarimda ( tohum safliginin belirlenmesi ) gibi alanlarda
kullanilir.



PCR’nun Avantajlari
Cabuk
Duyarli
Yuksek ozgulluge
sahip

PCR’nun Dezavantajlari

Pahali

Kros
reaksiyonlar/non-
spesifik DNA
amplifikasyonu :
Sterilite

Yalanci pozitif/negatif
degerlendirme
Deneyimli personel



PCR’nin igleyisi

Verimli bir PCR i¢in;

1. Denaturasyon

2. Primerlerin baglanmasi

3. Primerlerin uzamasi

4. Dongu sayisi

5. PCR makinesinin sicaklik inis ve cikis
sureleri onemlidir.




PCR icin gerekli olanlar;

1. Distile su

2. Buffer (tampon ¢ozeltisi-1XTBE) ve MgCI2
3. Dinukleotittrifosfatlar (ANTP)

4. Primerler (forward ve revers)

5. Taq DNA polimeraz

6. Cogaltiimak istenen DNA (kalip-template DNA)



PCR’da Onemli Bilesenler

1. Kalip DNA

Cogaltilacak bolgeye Uzerinde tasiyan DNAdir. Bu bolge i¢in kalip olma
gorevi vardir. PCR’de; genomik DNAlar, plazmid ve faj DNA'lari cesitli
genler ve hatta herhangi bir DNA parcasi kalip olarak kullanilabilir. PCR’de
kalip olarak DNA'nin yani sira RNA'da kullanilabilir. Bu kalip DNA'lar amaca
gore cDNA, genomik DNA, genom Kkitapliklari seklinde ya arastirma
laboratuarlari yada kliniklerden ticari olarak temin edilebilir.



PCR’da Onemli Bilesenler

2.DNA POLIMERAZLAR

Bu enzimler kalip DNA'ya baglanmayi kolaylastirip, yeni bir iplik olusturmak
Uzere uzun polipeptidten zincirin sentezini kataliz eder. Sentezi baslatmak
icin primerlere intiya¢c duyarlar. 5 ugtan 3" uca dogru, primerin serbest 3’
hidroksil ucuna ortamdaki dNTP’lerin nukleofilik etki yapmalariyla,
fosfodiester baglarinin katalizi ve yeni DNA ipliginin polimerizasyonu
saglanmis olur.



PCR’da Onemli Bilesenler

3.PRIMERLER

Reaksiyonun ozgulugu primer oligonukleotidlerin secilmesiyle saglanir.
Bunlar amplifiye edilecek DNA' ya baglanacak olan baglanma bolgesine
komplementer yapida kisa tek sarmal DNA molekulleridir.

Primerler ciftler halinde biri ¢ift zincir DNA'y1 olusturan zincirlerinden birine,
digeri de o zincirin komplementerine eslesecek sekilde farkli dizilimlerde
tasarlanirlar. Amplifikasyon icin DNA dizisinin bilinmesi gerekli degildir.
Birlesme bolgelerinin dizisinin bilinmesi yeterlidir.

Reaksiyon icin i1sitya dayanikli bir enzim Taq DNA polimeraz Klenow
fragmenti kullanilirken gunumuzde “Thermus aquaticus” adli termofilik
bakterisinden izole edilen ve isiya dayanikli enzim olan Taq polimeraz
kullaniimaktadir.



Cunku bu enzim 94C’de inkUbe edildikten sonra bile aktivitesini kaybetmez.
Fakat E.coli'den elde edilen DNA polimeraz | yuksek sicaklikta inaktive olur
ve her dongude enzimi yenilemek gerekir. Bu yol hem yavas hem pahalidir.
O yuzden Taqg polimeraz kullanilr.

DNA polimeraz enzimleri bir DNA sentezleyebilmek icin komplementerini
sentezleyecegi bir kalip DNA molekulune, substrat olarak dNTP’ lere ve
kalip zincirine eslesmis primerin 3'OH grubuna ihtiya¢c duyarlar. Enzim bu
bilesenlerin bir araya geldigi uygun tampon sisteminde ve uygun sicaklikta
primerin 3'OH grubuna serbest dNTP’ lerin 5'a -fosfat gruplarini 3'-5
fosfodiester bagi ile kovalent olarak baglar



PCR PRIMERLERININ SECIMI VE DIZAYNI

PCR icin primerlerin dizayninda asagidaki basamaklar/yollar test edilmistir
ve yararli olduklari kanitlanmistir.

Primerlerin boyutlari 18-24 bp arasindadir. Buyuk primerler (30-35 bp) kisa
primerler ile karsilastirildiginda bunlarin daha benzer dongu sartlarinda
calistiklari gorulur ve bu durum PCR’1I daha da kolaylastirir.

Tm derecesi ya da erime sicakligi yakin olan iki primerin kullaniimasi
faydalidir. iki primer arasindaki Tm farkhih§ yiksek ise; diisik Tm derecesi
5 ya da 3 ugta yeralan primerin uzunlugunun artiriimasi yoluyla
yukseltilebilir.Purin : pirimidin igerigi 1 : 1 civarinda olmahdir (%40-60
olabilir).Primer sekansi 1-2 purin baziyla baslamali ve bitirilmelidir.



PCR PRIMERLERININ SECIMI VE DIZAYNI

Her primer cifti primer-primer etkilesimi bakimindan test edilmelidir.
Bu amagla kullanilabilecek yararli Macintosh programi “CPrimer” dir.
Bu program sekansa giris icin erime sicakhgini da verir. Bu sekilde
PCR programlarinin dizaynina yardimci olur. Bazi web sitelerinin
direkt olarak kullanilabilen programlari ayni fonksiyonu yapabilir
(erime sicakliginin, uygun primerlerin secilmesi gibi).

Primer sekanslari; istenilen DNA sekanslariyla ve genomda baska
yerdeki gen Dbolgeleri ile ya da sirali sekanslar ile benzerlikleri
bakimindan kontrol edilmelidir. Eger iki gen bolgesi gok benziyor ise (
ornegin across turler); amplifiye olan gen bolgesinin 3" ucuna spesifik
olan primer en az 1-2 baz fazla olacak sekilde dizayn edilir.

Dongu sartlari ve tampon konsantrasyonlari her primer cifti igin
ayarlanabilir. Sekonder urun olusturulmadan istenilen gen bolgesinin
amplifikasyonu spesifiklestiriimis olur. Bu durum mumkun degil ise,
primerlerin sekanslari (her ikiside) 4-5 baz uzatilir ya da primer g|ft|
tamamen degistirilir.
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Bad Primer Design —Primer Dimer

Step I: Two primers are attached at complementary bases at the 3’ end

5'

> 3
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Step lI: Primers are elongated by DNA polymerase

5'

5'

Step lll: The elongated primer dimer binds its complementary primer

with high affinity
S'J_“Uﬂu_uu_u o e S , ‘forforward prirmer
5 - r .'for reverse primer
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PCR’da Onemli Bilesenler

4. dNTP KARISIMI

DeoksirlUbonukleozid  trifosfatlar  (dATP,dGTP,dTTP,dCTP)
yuksek saflikta ya tek tek ya da dortlu karisim halinde ticari
olarak bulunur. DNA sentezi igin gereklidir.



PCR’da Onemli Bilesenler

5. TAMPONLAR VE MAGNEZYUM

Tamponlar, enzim icin gerekli olan elektrolitleri ve koenzimleri saglar. Yine polimeraz
enzimleri aktiviteler icin serbest magnezyum iyonlarina gereksinim duyarlar. Bu
yuzden magnezyum iceren tamponlar kullanilir.
Tampon c¢ozeltisinin icerigi kullanilan enzimin tipi ve ozelligine gore segcilir. PCR’'de
en ¢ok kullanilan tampon Tag/Amplitaq enzimlerine 6zgu olan tampondur.

Mg+2 iyonlart;

1.dNTP’ler ile ¢cozunebilir kompleksler olustururlar.

2. Polimeraz aktivitesini arttirir.

3. Cift iplikli DNA'nin Tm (erime noktasini) degerini arttirirlar.

4. Primer/kalip etkilesimini saglarlar.
Bu yuzden MgCI2'an PCR’nin 6zgulligu ve arun verimi Gzerinde ¢ok onemli bir etkisi
vardir. Genellikle optimum MgCI2 konsantrasyonu olarak 1,0-1,5 mM’lik degerler
tercih edilir. Dusuk Mg+2 konsantrasyonu; urun olusumunda azalmaya, yuksek
Mg+2 konsantrasyonu ise spesifik olmayan urun birikimine yol acar. MgCI2 igeren
tamponlar kullaniliyorsa, ayrica MgClI2 kullanimina gerek yoktur.



PCR’IN TEMEL PRENSIPLERI

Polimeraz zincir reaksiyonu
(PCR), in vitro kosullarinda
DNA dizilerinin c¢ogaltiimasi
esasina dayanmaktadir.
PCR; Dbasit, spesifik ve
hassas bir tekniktir. PCR

teknigi, temelde uc
asamadan olusmaktadir. Bu
asamalar;

DNA Zincirinin  Ac¢llmasi
(Denaturation)
Primerlerin  Ac¢illan DNA
Zincirlerine Yapismasi
(Annealing)

Primer Uzamasi (Primer

Extesion)

PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps :

%w%# ‘llb m“% Step 1 : denaturation

1 minut 94 °C
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DNA Zincirinin Acilmasi (Denaturation):

Kalip DNA (template DNA), 92-95°C’de 1-2 dakika tutularak cift sarmal
yapidaki DNA iplikcikleri birbirlerinden ayrilmaktadir. DNA zincirini ayirmak
icin, bazi durumlarda 5-10 dakika on isitma yapmak gerekebilir.

mww*mw mw m Step 1 : d(enaturation
Umrmwmmnmmrrmﬂ 94 °C
MWMMW



Primerlerin Acilan DNA Zincirlerine Yapismasi

(Annealing):

Reaksiyon sicakliginin, 37-65°C’ye dusurulerek oligonukleotid primerlerinin
acillan DNA zincirlerinin kendi baz dizilerine karsiik gelen bodlgeye
yapismasi islemidir. Bu iglem, Uretilecek baz uzunluguna baglh olarak 30-

60 saniyede gerceklesmektedir.

Wﬁﬂmmmmmmm‘rm‘rm Step 2 : annealing
Forward /I\

A o

/ Franer Reverse primer )4 °C
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Primer Uzamasi (Primer

Extesion):

DNA zincirleri Uzerine yapisan primerlerin DNA polimeraz enzimi (Tag DNA
polymerase) vasitasiyla uzatilmasidir. Tag DNA polymerase 72°C sicaklikta
daha 1yi calistigi icin genel olarak tum c¢ogaltma islemleri bu sicaklikta

yapiimaktadir.

WWWWW 3 Step 3 : extension
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PCR DONGUSU

Cogaltiimig ardn miktari bu uc adimin tekrarlanma sayisini baghdir.
DNA sarmalinin yuksek sicakliklarda birbirinden ayrilmasiyla denatlrasyona ugrar. Daha sonra
sicaklhik dusurulir. Bu sayede primerler cogaltilacak DNA parcasi Uzerindeki dizilere baglanirlar. DNA
polimeraz enzimi yuksek sicakliklarda calisabilir ve PCR dongusU sirasinda zincirin agilmasi igin
kullanilan sicakliga dayanabilir. Primerlerin baglanmasiyla sicaklik dusuralur ve polimerizasyon
tepkimesi gergeklesmesi saglanir. Bu polimerizasyon tepkimesi uzama evresidir. Primerler uzatilir ve
primerlerin arasinda kalan bolge sentezlenir. DNA zinciri tekrar deneture edilir, yeni primerler baglanir
ve DNA sentezi tekrar tekrar gergeklesir. Bu islemler 20 ile 50 dongu arasinda yapilir. Boylece her
PCR dongusu DNA parcgasi Uzerinde bulunan istenilen bolgenin iki katina gikmasiyla sonuglanir.

Cycher “1_ gl



PCR DONGUSU

PCR boyunca biriken trunlerin boyu, iki primerin boyu ve hedef DNA
bolgeleri arasindaki mesafelerin toplami kadardir.

Matematiksel olarak amplifikasyon; (2n -2n)X ile ifade edilir.

n= dongu sayisl

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

Her dongu %100 verimle calissa 20 dongu sonunda 220 kat Urtn olusur

4th CN clec

wanted gene

Exponential amplification

............. P 35th cvcle

1st cycle

template DNA

3
6 copics 2 34 billion copics

( Andy Vicrstrace 20001 )



PCR DONGUSU

Baslangictaki DNA molekulu sayisi PCR' in ka¢g dongu uygulanacagini
belirler. 1 — 100 kopya DNA molekulu ile baslaniyorsa 30 — 45 dongu, 1.000
— 100.000 ile baslaniyorsa 20 — 30 dongu yeterlidir. Bir dongl sonucunda
baslangicta n olan DNA zincir sayisi 2n’ e yukselir. Donguler arka arkaya
cok kez tekrarlanirken her bir dongunin Grdnd, bir sonrakinde kalip olarak
kullanildigi icin her dongtde istenen DNA fragmenti miktari 2 katina ¢ikar.



PCR DONGUSU

PCR’a baslamadan 6nce primer dizayni yapilmaldir. Istenen bdlgenin
cogaltilmasi icin o bolgeye 6zgu primerler yapilir. Primer boyutu 18-22 baz
cifti arasindadir. Daha dusuk sayida primer uretilirse primerin ozgulligu
azalir, yukseltilirse de primerin baglanmasi kalip DNA'ya baglanmasi

guclesir.

Primerlerin annealing derecelerinin hesaplanmasi:

2(A+T)+4(G+C)

Ornek dizi: 5'-ccttaagctggtgtccaaat-3’
2(11AT)+4(9GC)=58°C 5’-gctagcaatatttgtaagcat-3’
2(14AT)+4(7GC)=56 °C



PCR Components PCR Process (ONE Cycle)
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> A T 1 95°C - Strands separate 1. Denaturing

DNA Sample Primers Nucleotides
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Taq polymerase  Mix Buffer PCR Tube J
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l 72°C - Synthesise new strand 3. Extension

PCR Cycle

Thermal Cycler



PCR DONGUSU

PCR sonucunda elde edilen arun, ¢ogaltiimasi hedeflenen DNA parcasi ile
iki primerin toplam uzunlugu kadardir .U¢ basamaktan (denaturation,
annealing, primer extension) olusan islem, bir PCR devrini temsil eder. Bu
islem, genel olarak 25 ile 40 defa tekrar edilerek baslangigtaki DNA
dizisinden milyonlarca yeni DNA parcacigi ¢ogaltilir. PCR sonucunda elde
edilen DNA parcgaciklari agaroz veya poliakrilamit jellerde yurutuldukten
sonra, ethidium bromide (EtBr) veya gumus nitrat (GN) ile boyanarak

gozlemlenir.



PCR Kontrolu

PCR vyapildiktan ve Jel Elektroforez ile

yurutuldukten

sonra ilgili bolgenin cogalip cogalmadigi UV isin ile
ortaya cikan bant boylari ile anlasilir. Bu bant boylari

cogaltilan bolgenin boyu (bp) ile belirlenir.
Her Jel yuklemesinde orneklerle bera
bilinen DNA Ladder da yurutulur. Ve ele
acillan DNA Ladder bantlarina gore ornek
bolge boyu tespit edilir ve buna gore
olmadigi anlasilir.

per uzunlugu
Ktrik akimi ile

erin ¢ogaldigi
PCR’'In olup



PCR’da Karsilasilan Sorunlar

1,200 bp

1,000 bp
900 bp
800 bp
700 bp
600 bp

500 bp

400 bp

300 bp

200 bp

100 bp

HERINIID

Ornek verecek olursak ilk sirada
yuruyen 1200bp DNA Ladder.

Bu Ladder’a gore A oOrneginin boyu
1000bp , B orneginin boyu 800bp ve C
orneginin  boyu 300 bp diye
yorumlayabiliriz. Fakat Jel
Elektroforez sonucu her zaman bu

kadar net ve dogru Dbolgede
olmayabilir.




1.Sorun: Teknik Sorunlar:

Teknik sorunlar ile karsilasildiginda ilk akla gelecek olan o jelde yuruttlen
tim orneklerde bant goruntistinun olup olmamasina bakilir.

Eger hicbir kuyuda yani ornekte baglanma olmadiysa 3 durum akla gelir.

1- Jel tamponu hazirlanirken floresan boya konulmamis yada uzun sure gun
IsIgina maruz kalmis etkisini yitirmistir.

2- Ayni PCR cihazinda calisiimis ise ornekler; PCR cihazinda calisma
esnasinda cihaz yada PCR programi kaynakli sorunlar yasanmis olabilir.

3- Pcr mixi hazirlanirken DNA, primerler vb. gibi PCR uUrunlerinden bir veya
bir kaci reaksiyona konulmayi! unutulmus ya da bozulmus, degrede olmus
vb. olabilir.



2.Sorun: Exon Delesyonlari:

Jel elektroforez ile yurutulme sonrasinda gene ait exonlarda bant olmamasi
ya da bazi exon veya exonlarda bant olmamasi durumunda;

Ik akla gelmesi gereken exonlara ait primerlerin bozulmus olmasi ya da tiip
icerisine konulmay! unutulmus olmasidir. Bu durumun en basit teyidi icin o
calismalardan sonraki calisiimis ayni genin ayni exonlarina ait bant olup
olmamasina bakilir. EQer ki sonraki ¢alismalarda da o exonlarda bant yok
Ise muhtemelen primer kaynakli bir bozulma s6z konusu olabilir. Fakat
sonraki calismalarda ayni genin ayni exonlarinda bant var ise o zaman ilk
calismadaki exon yada exonlarda delesyon suphesi akla gelmelidir. Bunun
teyidi icin ise o exonlarda calistigi bilinen bir pozitif kontrol ile pcr + jel
elektroforez yuklemesi yapllir.



Exon Delesyonlari

Yukaridaki jel elektroforez goruntusunde 6 exonluk bir gene ait gorinti
verilmektedir. 1l. Exonda bant olmamasi durumuna bir ornektir. Bu durumda

ayni gene ait Il. Exon c¢alistigi bilinen bir dna (optimizasyon dnasi) ile pcr + jel
elektroforez yapllir.

80O bp




Exon Delesyonlari

Calistigi bilinen DNA ile yapilan PCR da bant var fakat tekrar edilen calismanin
genine ait ayni exonda bant yok ise o exon yada exonlar icin delesyon var
denilebilinir.

PCR kucuk bir kontaminasyondan bile etkilenip yanhs sonucglar dogurabileceqi
icin delesyon suphesi pcr ve analiz yapanlarin aklindan gikmamasi gereken bir
durumdur. Delesyon olan bir bolge ile farkli pcr yontemleri denenerek ¢ogaltip
delesyon yokmus gibi sonu¢ vermek sik rastlanabilecek bir hatadir.

=200 Dp

=00 bp

=) D



3.sorun: Zayif Bantlar:

Zayif bant genelde pcr protokolindeki bir yanhshgin gostergesidir. Boyle durumlarda
sunlar uygulanabilir;

1- Genelde bu gibi durumlarda ilk 6nce yapilmasi gereken PCR anaeling (baglanma)
Isis1 ve suresini degistirmektir. Genelde 60°C olan anaeling sicakhgi 50°C ya da 70°C
kadar kademeli olarak dusurulip arttinilabilir. Suresi ise yaklasik 2.5 dk kadar
yukseltilebilir.

Kademeli olarak dusurulup veya artirilan sicakliktaki yapilan PCR islemine gradient PCR
denir. Ornek verecek olursak sicakligi 50 °C ile 60 °C arasinda ayarlanan PCR cihazinin
sicakhgi bilinen kuyularina, 4 tane ayni ornek (ayni exon, ayni enzim, ayni mix)
yerlestirilir ve her sicakliktaki calisma kalitesi jel elektroforez ile gozlenir.

2000 bp

1200 bp
800 bp

S00 bp



3.sorun: Zayif Bantlar:

2- PCR cycle (dongu) miktarini da artirmak ¢ozim olabilir. Fazla miktarda
cycle fazla urun baglanmasini saglar. Fakat yanlig bolgeleri de ¢ogaltabilir.

3- PCR mixi icerisindeki DNA, enzim ya da primer miktarlari artirilarak daha
saglikli bir PCR urunu beklenir.

4- Kullanilan mix igerisine MgCl, ilave edilerek daha saglkl bir PCR uruni
elde edilebilir. Dusuk MgCl, urun olusumunu azaltirken, yuksek
MgCIl, spesifik olmayan urun olugsumuna sebep olur. (Tavsiye edilen
konsantrasyon araligi 0.5-2.5 mM/reaksiyon MgCl,) Yine fazla dNTP
MgCl, konsantrasyonunu dugurecegdini de unutmamaliyiz.



4.sorun: Artefaktuel urunler/Primer
dimer/Smear

Jel elektroforezindeki bu  goruntd  bize
baglanmasi gereken bolge ile birlikte baska
bolgelerinde baglandigini gosterir.



Her ne kadar istedigimiz boyda bant elde etmis olsak bile bir smear’li
PCR sanger sekanslamada asla calisamazken yeni nesll
sekanslamada da calismasi ¢ok zor bir ihtimaldir.

Bu durumlarda yapilmasi gerekenler sunlardir,

1- PCR cihazindaki anaeling sicakligi ve suresini degistirmek.

2- Cycle (dongu) miktarini azaltmak gerekir. Fazla miktarda dongu
Istenmeyen urun elde ettirir.

Birden fazla farkli enzimler ile de PCR yapmak istenmeyen bantlarin
olusumunu engelleyecektir. Ayrica primer tasarimlari, dna kaliteleri,
primer saklama kosullari da pcr daki sorunlarin kaynagini
olusturabilmektedir.



PCR OPTIMIZASYONU

PCR teknolojisinin gelismesiyle c¢ok farkli PCR uygulamalari da
ortaya cikmistir. Bu nedenle, yeni PCR uygulamasinin duzenli ve
optimum bir sekilde gallgma3| icin her laboratuarda yeniden
ayarlanmasi gerekmektedir. EQer PCR sartlari yeni PCR uygulamasi
icin uygun bir sekilde yeniden ayarlanmazsa bazi problemlerle
karsilasilabilmektedir.

Bu problemler,

PCR’'dan beklenen urun ya az alinir yada hi¢ alinmaz.

Primerlerin yanlhs baglanmasindan dolayi spesifik olmayan bantlar
olusabillir.

Primerler yanlis sekilde uzayabillir.

Primer-dimer olusumu ortaya cikabilir ve bu olusumlar cogaltma
iIslemini yavaslatir.

Yeni sentezlenen DNA dizilerinde mutasyon veya istenilenden farkl
diziler ortaya c¢ikabilir.



PCR Calisma Sartlarini Etkileyen

Faktorler:

1. Enzim Konsantrasyonu

2. Magnezyum Konsantrasyonu

3.Deoksinukleotid Trifosfatlar (Deoxynucleotide
Triphosphates=dNTPs

. Diger Reaksiyon Unsurlari

. DNA Zincirinin Agilmasi Icin Gerekli Zaman ve Sicaklik
Primerlerin Acilan DNA Zincirlerine Yapismasi

Primer Uzunlugu, Konsantrasyonu ve Yapisi

Primer uzamasi

. Devir sayisi
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1. Enzim Konsantrasyonu

Diger PCR sartlari optimum seviyede oldugu zaman 100 ul reaksiyon igin
onerilen Tag DNA polimeraz enzim konsantrasyonu 1-2.5 unitedir. Fakat
enzim gereksinimi kullanilan kalip DNA veya primere gore degisebilir.
Enzim konsantrasyonu dusuk olursa elde edilecek urun (DNA) az olur.
Enzim konsantrasyonu yuksek olursa spesifik olmayan bantlar ortaya
cikabilir.




2. Magnezyum Konsantrasyonu

PCR uygulamalarinda magnezyum (Mg) iyon konsantrasyonunu ayarlamak
cok onemlidir. Cunkl Mg konsantrasyonu,

primerlerin agilan DNA zincirlerine yapismasini,

kalip DNA'nin ac¢ilma sicakligini,

PCR sonucunda elde edilen DNA kalitesini,

primer-dimer bag olusumlarini,

enzim aktivitesi ve guvenilirligini etkilemektedir.

Ayrica, Tag DNA polimeraz enziminin iyi bir _sekilde calisabilmesi icgin;
kalip DNA, primerler ve nukleotid bazlar__uzerinde serbest Mg
iyonlarinin _bulunmasi_gerekir. Bu yuzden 0.5-2.5 mM arasinda Mg
iyonlarinin dNTP konsantrasyonu icerisinde bulunmasi gerekmektedir.




3. Deoksinukleotid Trifosfatlar

(Deoxynucleotide Triphosphates=dNTPs)

Her bir deoksinukleotid (A, G, C, T) konsantrasyonu 20- 200 uM arasinda
oldugunda genellikle PCR uygulamalarindan iyi sonu¢ alinabilmektedir. Bu
dort bazin konsantrasyon icerisindeki orani esit olmalidir. Baslangi¢c stok
solusyonu 10 mM kadar seyreltildikten sonra, kuguk hacimlere ayrilarak —
20°C de saklanmalidir. dNTP konsantrasyonunun yuksek olmasi yeni
sentezlenen DNA dizilerinde istenilenden farkh dizilerin (misincorporation)
hatali olarak ortaya ¢ikmasina sebep olabilir. Bu yuzden mumkun oldugu
kadar dusuk konsantrasyonda dNTP’leri kullanmak PCR spesifikligini ve
guvenilirligini artirmaktadir.



4. Diger Reaksiyon Unsurlari

PCR uygulamalarinda genel olarak 10-50 mM arasinda Tris-HCI| tampon
cozeltisi (pH 8.3-8.8) kullanilir. Bu tampon ¢ozeltinin 20°C’de pH’si 6.8 ile
7.8 arasinda degisir. PCR karisimi icerisine 50 mM KClI ilave edilirse primer
baglanmasini kolaylastirir. Fakat 50 mM’'in uzerindeki KCI veya 50 mM
NaCl Tag DNA polimeraz aktivitesini engeller. Ayrica, PCR solusyonuna
Jelatin (gelatin), bovine serum albumin veya Tween 20 deterjani eklenirse
enzimin daha 1yi calismasina yardimci olurlar. Fakat bu maddeler
eklenmeden de PCR protokolleri ¢cok iyi bir sekilde calisabilmektedir.



5. DNA Zincirinin Acilmasi Igin

Gerekli Zaman ve Sicaklik

PCR uygulamalarinda sistemin calismamasinin en onemli sebeplerinden
birisi kalip  DNA zincirinin veya uretilen DNA parcaciginin yeterince
aclilmamasidir.

Genel olarak DNA molekullerinin 95°Cde 2 dakika tutulmasi zincirin
acllmasi icin yeterli olmaktadir. Fakat GC bazlarinca zengin kalip DNA
zincirlerinde bu sure ve sicakligin fazla olmasi istenmektedir.



6. Primerlerin Acilan DNA

Zincirlerine Yapismasi

Primerlerin acilan DNA zincirlerine yapismasi igin gerekli sicaklik derecesi
ve zaman araligi primerlerin konsantrasyonu, elde edilecek DNAnin
uzunlugu ve kullanilan bazlarin kompozisyonuna gore degisir. Primerlerin
kalip DNA'ya baglanmasi 37- 65°C sicakliklarda gerceklesir. Primerler
acillan DNA'ya baglanmasi sirasinda sicakligin artiriilmasi DNA segiciligini
artirmaktadir. Dolayisiyla primerlerin yanlis yerlere baglanmasi ve hatali
DNA dizilerinin elde edilmesi énlenmis olmaktadir. Ozellikle PCR isleminin
Ilk birka¢ devrinde sicakligin artirlmasi PCR uygulamasinin hassasiyetini
cok vyukseltmekte ve spesifik olarak beklenen DNA parcgaciklari
sentezlenmektedir. Sicakhgin dasurtilmesi primerlerin  hatali sekilde
uzamasina ve yeni sentezlenen DNA dizilerinde hatali baz baglanmalarina
sebep olmaktadir.



7.Primer Uzunlugu,

Konsantrasyonu ve Yapisi

Primer konsantrasyonunun 0.1-0.5 pM arasinda olmasi sistemin iyi g¢alismasini saglamaktadir. Yuksek
primer konsantrasyonu primerlerin yanlis baglanmasina ve spesifik olmayan DNA bantlarinin Uretilmesine
sebep olur. Ayrica primer-dimer olusumunu tesvik ederek elde edilecek urinun (DNA) az olmasina sebep
olmaktadir. Tipik primer uzunlugu 16-30 baz arasinda degismekte fakat genel olarak 18-24 baza (nukleotid)
sahip primerler eger primer yapisma sicakhgl (Tm) da iyi ayarlanmis olursa cok spesifik Urin elde
edilebilmektedir. Ancak daha kisa (14 bazdan asagi) primerlerde bazi 6zel amaclar icin kullaniimaktadir
.Primerlerin baz dizilisinde Guanin, Citosin (GC) miktari ve primerlerin yapigmasi i¢in gerekli sicaklik miktari
(Tm) arasinda c¢ok iyi bir iligki kurmak gerekir. Bu denge saglanamadigi taktirde PCR uygulamalarindan iyi
sonu¢ almak mumkun olmamaktadir. Bu bakimdan primer dizilerinde GC bazlarinin toplam orani % 50 veya
daha yukari olmasi istenmektedir. Ornegin bir primerin baz dizisinde GC orani % 50 ve Tm degeri 56-62°C
arasinda olursa bu primerin sorunsuz bir sekilde calismasi beklenir. Primerlerin agilan DNA kaliplarina
hatasiz bir sekilde baglanabilmesi icin yapisma sicakliginin iyi hesaplanmasi gerekmektedir. Primerlerin
yapisma sicakligini hesaplamak icin bir formul geligtirilmistir. Bu formul Tm= 4 (G+C) + 2 (A+T) seklinde
ifade edilmigtir. Burada Tm yapisma sicakligini, G,C,A ve T ise nukleotid bazlarini ifade etmektedir.
Primerlerin 3’ uclarindaki baz dizilisi, primerin yanlis veya dogru yere baglanmasini belirlemektedir. Eger
asagl ve yukari yonlu (upstream ve downstream) pirmerlerin karsilikli olarak 3’ uclarinda birbirlerine
baglanabilecek baz dizilisi (complementarity) mevcut olur ise bu durum istenmeyen primerdimer
olusumlarina sebep olmaktadir .



8. Primer uzamasi

Primerlerin DNA polimeraz tarafindan uzatiimasi icin gerekli zaman,
cogaltiimasi hedeflenen kalip DNA parcasinin uzunlugu, kalip DNA'nin
konsantrasyonu ve ortam sicakligina bagli olarak degismektedir. Genel
olarak primer uzatilma islemi 72°Cde yapilmaktadir. Cunku bu sicaklik
Tag DNA polimeraz _enziminin _iyi _calismasi_icin_uygun bir_ ortam
olusturmaktadir. Primerlerin uzatiimasi ig¢in gerekli sure ise baz
uzunluguna bagl olarak degismektedir.




9. Devir sayisi:

PCR’Iin calisma sartlari iyi ayarlandigi taktirde 25-40 devir sayisi yeterl
olmaktadir. Devir sayisi cogaltilacak kalijp DNA miktar ile yakindan
liskilidir. Devir sayisinin fazla olmasi spesifik olmayan bantlarin ortaya
¢clkmasina, devir sayisinin az olmasi uretilen DNA miktarinin az olmasina
sebep olmaktadir.



PCR METOTLARI

PCR tekniginin bulunmasindan bu yana teknolojide c¢ok hizli
gelismeler olmus ve buna bagl olarak da cok farkli PCR metotlari
gelistirilmistir.

Cogaltilmasi Istenen DNA Dizisinin Bilindigi Durumlarda
Kullanilan PCR Metotlarz:

Bu tip PCR metotlarinda c¢ogaltiimasi hedeflenen DNA dizisinin
sekans yapisi bilimektedir. Oligonucleotide primer cifti kullanilarak
cift sarmal DNA dizileri Tag DNA polimeraz enzimi tarafindan 5 —3’
yonunde okunmaktadir (Innis ve Gelfand, 1990, Dieffenbach ve ark.,

1993).



PCR Metotlarn

1. Standart PCR

2. Ters Transkriptaz PCR (Reverse Transcriptase PCR, RT-
PCR)

3. Kath PCR (Multiplex PCR)

4. Antiserumla Sabitleme PCR (Immunocapture PCR)

5. Ic ice PCR (Nested PCR)

6. Renkli PCR (Colorimetric PCR)

7. Damlatma PCR (Spot PCR)

8. Kademeli Sicaklik Dusurme PCR (Touchdown PCR)

9. Canli Hucre Belirleyen PCR (Bio PCR)
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Neden RT-PCR?

<+  MRNA ifadeleri arasindaki farklarin tayini

<+ Cok az miktarda ornek saglanabilmesi -Lazer yakalama yontemi (lazer
capture microdissection) -Az miktarda doku -Primer hucreler -Degerli
materyal (kanser dokusu, hasta doku)

Klasik PCR icin
tespit bolgesi

PLa”t/eau

Ethidium -G el
Detection

qRT-PCR icin tespit
bolgesi
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RT-PCR

« Es zamanli RT-PCR, kalip DNA'nin baslangic miktarini spesifik,
hassas ve tekrarlanabilir sekilde tespit eder, tum bunlardan dolayi
son-noktada DNA miktari saptanabilen klasik PCR'ye gore daha
fazla tercih edilmektedir.

*Her bir dongude aciga c¢ikan floresan miktarini kaydedilir ve PCR
urunundeki ilk anlamli artisin gozlendigi eksponensiyal faz
goruntulenir. PCR urdnunun exponensiyel artis gosterdigi ilk dongu
baslangi¢c materyalinin miktari ile dogru orantilidir.

« Baslangictaki hedef DNA miktari ne kadar fazla ise ilk anlamli artis
o0 kadar erken olacaktir. PCR urunleri eksponensiyal faza o kadar
erken girecektir.

Es zamanli PCR’nin dinamik dagilimi 10”*7-kat kadar olabilirken
kisik PCR’de bu dagilim 1000-kat civarinda seyretmektedir.



- - -———— e ————— — —— S N YRS

(ponential Phase




(i\ o'g | /"\
Liph @

WL g C

Lﬂlf/" D DL DL

ML Gloss)  mix v Gt

ag Fopl Fopl - |
Foo llul Wik bl

'{'CC{M\ 3/4/, J/Vf‘




SYBR green ¢ift sarmal DNA'ya baglanabilen ancak tek zincirli DNA'ya
baglanamayan bir boyadir. Es zamanlh PCR reaksiyonlarinda ucuzlugu ve
hassasiyeti sebebi ile ¢ok tercih edilen bir boyadir. Cift sarmal DNA'ya
baglandigi zaman floresan 1simasi yapmaya baslar ve bu 1gsima etidyum
bromurden ¢ok daha gucgludur

O O O




* Spesifik degil

SYBR green herhangi bir cift sarmalli DNA'ya baglanabilir (PCR urunda,
primer dimerleri, spesifik olmayan PCR urunu)

DNA zincirlerinin arasina girmesi sadece vyapisaldir, sekansa bagiml
deqildir.

« Kantifikasyon ve karakterizasyon erime egrileri ile saptanabilir.
 Primer dimerlerinin engellenebilmesi igin dikkatli primer tasarimi
yapiimalidir.



Tagman ® probes

» Spesifik

e Sadece spesifik hedeflere baglanir.

 Oncelikle Tagman problar baglanir, sonra PCR evrelerinden biri olan
baglanma (annealing) evresinde primerler baglanir ve Tag polimeraz ile
uzama gercgeklesir. Tag polimerazin 5’Exonucleaz aktivitesi sayesinde
proba bagh florofor kesilir ve floresan ag¢iga cikar.

* En yuksek sinyali veren prob sistemidir.

e Kantifikasyon ve SNP tespiti yapilabilir.

e Tasarlamasi PrimerExpress™ ve BeaconDesigner gibi hazir
bilgisayar programlari ile gok kolaydir.



Es Zamanh PCR’de Onemli Noktalar

1- Primer Tasarimi
e Spesifik
e Yuksek verimli

 Primer dimer olmamali

* DNA kontaminasyonunu bertaraf edebilecek primerler tasarlanmal..
— exon/exon sinirlarindan

— Araya uzun bir intron koyarak

Primer Tasarimi Verimlilik Farkini Yaratir !



2- Cogalma verimi

SYBR Green kullanilarak yapilan es zamanli PCR’de en yiiksek verimin
elde edilmesi i¢in hedef {iriin uzunlugu 100-200 b¢ civarinda olmalidir.

- Comparison two prnmer-probe sets 185 rRNA
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3- Referans Gen Secimi (GAPDH, ACTB)

Normalizasyon i¢in Dogru Referans Gen Secilmeli!
*Referans gen arastirilan dokularda ya da hucrelerde degisiklik

gostermemeli (kararhlik).
*En stabil olan minimum sayida gen kullaniimali.

Kullanilan referans gen sayisi birden fazla ise ortalama deger almak yerine
geometrik ortalama deger kullaniimahdir.



Ct (Treshold Cycle) ya da Cp

(Crossing Point) Nedir ?

Floresan degerlerinin esik degerini gectigi noktaya esik dongusu
(Ct, Cp) denir.

Ct degeri, sistemin floresan miktarindaki artisi farketmeye basladigi
ve PCR urununun log-lineer fazda eksponensiyal olarak artmaya

basladigl zamandir.
40 dongunun uzerindeki bir Ct degeri cogalma olarak
adlandirilamaz ve hesaplara katilamaz.
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Ct (Treshold Cycle) ya da Cp

(Crossing Point) Nedir ?

Bir primer seti ya da prob seti icin butun PCR Urunlerinin ayni
erime sicakligina sahip olmasi beklenir.

Kontaminasyon, spesifik olmayan bir gogalma ve primer dimer olusumu
gibi kalintilar farkh erime sicakligina sahiptirler.

Es zamanli PCR ile Jdrunleri agaroz jelde kosturmadan, erime
sicakligi grafiklerinden faydalanarak spesifik olmayan baglanmalari ve
primer dimerleri saptamak mumkuandur.
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mRNA seviyesinin qRT-PCR ile ol¢cimiu

« STANDART EGRI METODU
 Delta-Delta CT METODU (yaklasim
metodu)

 PFAFFL METOD



Standart Egri Metodu

Correlabdon Coefficient: 0,933 Slope: -3.488 Intercept: 39.204 Y =-3.483 ¥ + 3%.204 o Inknowns
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2- Kiyaslamah Ct Metodu
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3. Kath PCR (Multiplex PCR):

Molekuler bir yontemdir. Birden fazla bakteri, viris, fungal veya paraziter
etken tek bir calismada ortaya konulmaktadir.

1)Hizhdir

2)Duyarhdir

3)Antibiyotiklerden Etkilenmez

4)Cok Sayida Patojen Tek Calismada Saptanir

PCR. with all | Ccene W
Primer set A 4 primer sets T -
(A. 5, C, & D)
in a single
tube Gene
Primer set — &

Primer set
/ Gene
——
—— C

Primmer set D » :
——
— Gene ‘7£7L\ 7437&* d
——
D




PCR CESITLERI

Antiserumla Sabitleme PCR
(Immunocapture PCR):

PCR veya RT-PCR
yapiimadan once, geni
¢ogaltilacak virus steril kati bir
yuzey Uzerinde o0 viruse
spesifik antiserum kullanilarak
sabitlenir. Bu islemden sonra
PCR veya RT-PCR
metotlarina devam edilir ve
hedef virusun geni cogaltilir.
Bu metot Ozellikle bitki
viruslerinin hastalikl
dokulardan  veya  vektor
boceklerden izolasyonu ve
tanilanmasi Islemlerinde
kullaniimaktadir.

Ic ice PCR (Nested PCR):
Nested PCR metodunda iki
farkl set primer cifti kullanilir.
Ikinci set primerlerin gogalttig
DNA parcasi birinci  set
primerlerin  ¢ogalttigi  DNA
parcasindan daha kisa ve
birinci set primerlerin gogalttigi
DNA parcasinin icerisinde yer
alir.



PCR CESITLERI

RENKLI PCR

(COLORIMETRIC PCR): EéF'\{/')!-ATMA PCR (SPOT
Son zamanlarda RT-PCR Virls veya viroid igeren
Cpt rias hastalikli bitki 0z suyu ya
metodunun spesifikligini naylon membran (zerine
ve ELISA  serolojik bir damla damlatilir yada
yonteminin kullanma yeni kesilmis dal veya
o . . . yaprak pargasi membran
kolayligini birlestiren bir uzerine  bastirilarak 6z
metotdur. Eger sistem suyunun __membrana
hatasiz calisip hedef gen %?gggg:] SS()?]%?”'ETP(':BF%
parcasini ¢ogaltti ise tup islemi yapilir. Bu teknik
icerisinde renk degisimi ozellikle arazi

ortaya ¢ikmaktadir. g%’r%gﬁ;ndﬂ?”nda ¢ok yararll



Cogaltilmasi Istenen DNA Dizilerinin Bilinmedigi

Durumlarda Kullanilan PCR Metotlari

Bu tip PCR metodlarinda ¢cogaltiimasi amaclanan DNA dizisinin baz dizilimi
ya cok az bilinir veya hig¢ bilinmez. Bu tip baz dizilerini gogaltmak icin farkl
PCR metotlar gelistirilmistir.

1. Degisken DNA Dizilerinin Tesadufen Cogaltilmasi (Random Amplified
Polymorphic DNA; RAPDPCR)

2. Ters PCR (Inverse-PCR)

3. Kanca PCR (Anchored PCR)

4. Asymetric PCR



1. Degisken DNA Dizilerinin Tesadufen Cogaltiimasi

(Random Amplified Polymorphic DNA; RAPDPCR):

Bu teknik, DNA dizilisi bilinmeyen veya az bilinen DNA
fragmentlerinin analizlerinin yapiimasinda kullaniimaktadir. Rastgele
hazirlanmig 6-10 baz uzunlugundaki oligonukleotid primerleri ile PCR
yapilir ve PCR urunleri agaroz jelde yurutulup ethidium bromide ile
boyanir.  Karsilastirlan  ornekler arasinda gorunen  ayni
(monomorphic) ve farkli (polymorphic) DNA bantlari sayilarak
sonuclar degerlendiriimektedir. RAPD-PCR, genetik cesitliligin
arastirlmasinda, ¥ genom  haritalamalarinda  yogun  sekilde
kullaniimaktadir.



2. Ters PCR (Inverse-PCR)

Bilinen DNA dizileri kullanilarak, bilinmeyen DNA dizilerinin
cogaltiimasinda kullanilimaktadir .Teknigin temeli, bilinen sekanslara
bitisik olarak bulunan fakat bilinmeyen bazlara sahip olan DNA bazlarinin
cogaltiimasinda kullaniimaktadir. Bilinen diziler ters cevrilerek ice alindigi
icin bu sekilde adlandiriimaktadir.



3. Kanca PCR (Anchored PCR)

Bu metot, DNA fragmentinin sadece bir ucunun baz diziligi bilinip diger
ucunun bilinmedigi durumlarda kullaniimaktadir. Baz dizilisi bilinmeyen
tarafa universal primerler kullanilirken baz dizilisi bilinen tarafa bir primer
sentezlenerek PCR islemi yapilir. Bu teknik daha ¢ok virus ve viroidlerin
gen diziliglerinin tespit edilmesinde kullaniimaktadir.



4. Asymetric PCR

Bu PCR metodu, tek iplikcikli DNA dizilerinin Uretilmesinde kullanilir. Bu
amacla PCR reaksiyonunda kullanilan primerlerin konsantrasyonlari farkl
oranlarda (50:1, 100:1 gibi) tutulmaktadir. PCR reaksiyonunda baslangictaki
primerlerin oranlarinin farkli olmasi elde edilecek Urinunde farkli oranda
cogaltiimasina sebep olur ve uretilen DNA fragmentlerinden birinin miktari
(baslangicta fazla olan) c¢ok artar. Ayni zamanda ¢ok miktarda tek iplikgikli
DNA dizileri uretilmis olur. Bu tip tek iplikcikli DNA dizileri klonlama islemleri
ve farkli uygulamalarda kullanilabilir.



















































