Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)



PCR’In Hikayesi

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR), dizisi bilinen herhangi bir
organizmaya ait genomik DNAG6Gdakpg¢bn® | gel-eorjfiad t &€
s a] | alyirateknik olup ilk olarak Cetus f | r ma Insamégne n e |
depart man&@inhégmankt é Kanallidlis t ar af €1A8ba@ta
bul unmuktur

Polimeraz zincir tepkimesini k e K f 1 9td 1993 y € | éMictdaal Smith
lle birlikte Nobel Kimya ¥ d ¢ | ¢lnaey@kr ¢ | mPalimgraz Zincir
Reaksiyonunun (PCR)b u | u nieaesdeérnmo | e khiyblgive mo | e k
téeptgaki Kk gne het e il etk ifgtbkepiye benzeyen bu teknik,
Kn s &@momu Projesinint a ma ml an mearsaélndéak & kg e - mi
mol ek ¢tlaenr@l anl| a weé rwehia Nesil Diziimleme Teknolojisi
pl at f or rklud rl G@amdedPGR géngniika bilimin ©° ne ndas a m
olarak kendinige |l I Kt i rmi Kt ir



PCR’In Hikayesi

1970 y € | égerded yapay olarak sentezleyen ilk bilim i n s alare H. Gobind
Khorana, - a |l €& k nia pematile kodun d e K i efdilmesinde b ¢y £l e ma K
Beyl edarktlezy ®amgalfar er do kdketlun € Kk € ] € n d apeptigen
kar K €l alka |ééakadurmhngi s é tleao k u n d u jkadunub,a K | avedé -
nokt al ma €mdelni r | déuldd.i H.Golnind Khorana, sentez y ° nt e nd
Kal éeméknani zmayareédk ayakt ur uletkila & nndi &« Pratein
sentezinde genetik kod ve | Kl evl ewadarnuml anrmhak& €
yaptagjakt ér md lssogal®ade, | k@zanmeékt ér




PCR’In Hikayesi

DNAp ol i meRolneraz Zmcir Reaksiyonu (PZR)i - ¢ me mollid uj
vedaha® ncesy aplelraank t € rPnCaR 'lacené 1z igereklio | d uj
Ss°yl epalehkata s ay €l 19562y € | éNoded® d ¢ |Afthyur Kornberg
vear Kkadawrlrarf &sohdrighia colid dyer alan DNA polimeraz | (Pol
) enzimi Kk e Kf e d.i Venbu KkteiKk DNFA'n € Rendini nas&Kk | ed
anl akél yolass-éméaxkBunanla birlikte laboratuvarlarda k ul | ar
¢, Z eyeteri kadar a n | asnol néuerebilen stabil DNAp o | | mebrta g 1€

kekfetbhimekl dog20y € édaha@&| acakt é

DNA polimera=
alfa ve prirma=
protein kompleksi

SSB proteinleri

fragmentleri Helika=

DNA polimera=
{delta)
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PCR’In Hikayesi

1976y € | éQindimati; ni v er s i bdirgrep anrdaeknt &rarmpd yadaac
hidrotermal bacalarda y a k a ytarmofilik bir bakteri olan Thermus
aguaticus bakterisinden Taq polimeraz _enzimini k e K f @&af tpolimeraz
enzimi, PCRda kul | agygkam&c ak | (84d) aag chenat ¢r
S € c a k| éedydnabiled mranzimdir.




PCR’In Hikayesi

1983y & | | aNoleh®ddas, KdrydMullis,Cal i f o Cetus @drdmo r a
ol i gon¢ kkéeldNAphar - aderderzig, )z er i-rad &€ Kled Kree
DNA sentezinin laboratuvar Kart |l ar é&kndka olarak
ger - ekl ekebgq z2zlcenMdalis, reaksiyonunda her adé
da (erime, b aj | a wensantez) s € c a k| & k ke akbrérol edilmesini
ve buna ek olarak reaksiyonlarda DNA polimeraz kullanarak f ar
sécakl ékdaodak€avr i mblede t e kr a ryéanpéeénl

ger ekt ibjilurniKk iy é Isonra Cetus ekibi, Amerikan Kn's
Genethejrinejyiéenitimekl a n t-éd éxkdreslindufae A § nyee
y °© nt ik wlarak Science dergisinde y ay € n.lAacakdyénige | 1 Kt
olan Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PZR) y ° nt & mk k é rba makale
y a k | aolarakk 15 dergi t ar af @eddbdildi ve 1987 ye kadar da
dergilerdey ay énl anmadé



PCR’In Hikayesi

Bilmi nsanlaarad genidyé@@mt eymavndk | unma € & Cetue
arakt ér opnal éyl°anrtég mil | K.t 1986dy d leé& bilanai, n s a |
y°nt emdeaé aa lEtséémassas olan DNA polimeraz yerine Tag
polimeraz k ul | aB® ¥ O é bu dénkimin uzun s & c a kidreedkerine
ol dulkd-ay anekm&igét ¢ nd°® ng ¢bownca verimli kK e K |
DNA sentezi yapabiliyordu. Biry &bonra, ABD k © k eunlluis | abrar a
olan Perkin El me r-Oadleébdlimn ns a iPCRda& s € tvanaao ] u i
saj |l amknepar - @lgarealie-nemkald °© n g icat ettiler.

Sonu:-1988y é | &laelmus aquaticusobakterisindens af | a K& $£8
davanebll ¢ me r(tagz @olimeraz) k ul | a nfeg midikte PCR
| - otamatizetermals | kdicslsagbehr gt baK|l mamékt ér




PCR (termal dongu cihazi)




PCR’In Hikayesi

PCR'salmeye ilk - é kty @] & deridya’nnt elbbrdtea k @ en] i K |
ol muk¥mume 1991,y é| & Mhad golimeraz yerine hipertermofilik
bakteri olan Pyrococcus furiosus (Pfu) t a n & Tag poldn&raz aksine, Pfu
e Ks on ¢ kebdasayan faaliyeti hat al dag Zelét menkkan v e r
g°r ¢l9¥%y el eRCRIaVIT | an é &kigénegred | tkanreét é1 d

K lyénilik olarak polimerazin aktif hale getiriimesinis aj | dll9%AC k € s
eriyene kadar, polimeraz aktivitesini inhibe eden bir i mm¢ ng !l ok
Kull anéBmiaskdReR %% €mg ¢ | | @ tt nhe etkliaodlama s
raj meink,| epresiamd@&kz | e nwveni- & p r leoataminasyon
ger - ekl ekpek-r adrja knti @dremad @ a mékt ér



PCR’In Hikayesi

Kk iyenlikise, mo | e khiyblagi a | ava BCR kullanarak b a k &lanlarda
devrim yapabilecek y ° nt emba r €t €.l Hoeesae @ & E taleniklerinin
de k u |l | agwrmasige kinetik revers transkriptaz-PCR (RT-PCR)0 d lar
devrimy akanmakt adeér

Bu gel | sayesinde ar tgerk kopya ¢ r ¢ nl edrsizneiyn searyi €
de] erd®%mrekt 21l e medkam eden PCR reaksiyonunu ekranda
izleyerek 6 R e Ril me é x a ma mlarak) reaksiyonun gi di m¢§ o & h
etmekve PCRd° ngy¢ | ay & owmayabamek de me, mk ¢ n Birg- ro
adl andeéramag/ll @n teknolojiye floresan okuma y a p m:
nedeniyle y a y & n IFlaresanaKantitatif RT-PCR, Kantitatif-kinetik PCR
(QPCR) gibi - e k adlarlail t &asthmakm¢ mk ¢ nd ¢ r




PCR Tarihcesi

1962-Arber-RE hak k énlkd & an é
buluyor, daha sonra Nathans ve Smith bu

enzimleri purifiye ediyor. 2 Hidrojen
1966-Nirenberg Ochoa ve Khorana; 5 gf;‘ge”
genetik koduaydénl at éyor ® Karbon
1967-Gellert; DNA | i g laulmyer. Q Fosfat

1972-1973- Boyer, Cohen, Berg; ilk defa
DNA klonlama tekniklerige | i K t.i r
1975-Southern: Jel transfer
hibridizasyont e k nigjeilnikt i r i
1975-1977-Sanger ve Barell avyr
Maxam ve Geé | b BNMAt dizi analizi
yentgmil i Ktiriyor
1981-1982-  Palmitter ve  Brinster;
transgenik fare Spradling ve Rubin;
transgenik sirkes i ngjriet i yor
1985-Mullis ve - al eékalak ada
polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)nu
kekfediyor

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
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seklinde dizilir. Adenin (A) daima Timin (T} ile eslesir; Guanin (G)
ise Sitazin (C) le eslesir,
H )
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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TRANSKRIPSIYON TRAMSLASYON
DMA'min tek bir zincirindeki bazlar bir ekods gibi davramr. Ug harflik /
niikleotidlix dizilere «kodons denir, ve kodonlar proteinleri olusturan farkh
amino asitleri kodlar.
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N H ’ Bir enzim olarak, RNA polimeraz, DMA'dan mRNA {mesajol ribonikleik asit)
e i R O A M S T T g W e A e olusturur. Bunu, ¢ift sarmal clusturan iki ipligi ayinp, sonra bir iplikgik
. okumak ve nikleotid dizisini |sekans) kopyalamak suretiyle yapar. RNA ve
a arijinal DNA arasindaki tek fark, Timin (T) yerine benzer yapida bir baz olan

Urasil (L) kullanidmasidir,

brasekanst HHOOOO000000000
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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

¥karyoGanl!l el @ganio hayvan, Dbitki mantar ve
protistalar) DN AG | alr ¢ecnréee ki r d e ji inkdilandururken,
Prokaryot Ca n | é | @anidbakieri ve arkelerde) DNA, h ¢ cr e
sitopl az mars @ h d&maomozomlarda bulunan kromatin
proteinleri (histonlar gibi) DN AO0sy&k é wkotganizes qrlerler. Bu

s € k eykaepké DNArile di | proteinler ar as éred &kk il e K i
d¢zenl eByNeAGenkamg késéml ak@emar akpnéal é
eder.



? Genetik Bilginin Transferi
o N 2 (D

= S *
o mztew ~(2)

Hucre Cekirdegi

Kromozom

Nukleozomlar
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DNA’nin Replikasyonu

DNA mo |l e k ¢ | ¢ al Ina gkeejiké bilgilerin sonraki nesillere
aktar el hemd$keopyaosleum<et ur maseéeder

Genetik bilginina k t a r & @ éf nadriakekl | é@ramiudur.
Replikasyon
Transkripsiyon
Translasyon

Replikasyon e s nas &n dpékli bir n¢ k| &sit knol e k g k
kopyalar verebilmek | - binebir - o] a.lBu & Ik & genetik bilginin
de] | K mMeodmanaks ¢ r ek lisialf il jair ni

Transkripsiyon D N A 0 shklanan genetik bilgilerin bir RNAmo | e k
(MRNA, tRNA, rRNA) Ke k| itknodpey al aneysa y @ z € |
ol ayédeéer

Translasyon transkripsiyonla R N A 0 koayalanan genetik bilginin bir
protein veya polipeptit zincirihalined ®° n ¢ Kt ¢r ¢ mesi di



DNA’nin Replikasyonu

DNA replikasyonu PCR amplifikasyonununday ande] e€.md i

Replikasyon s ér as @©NA ano | ek ¢ |l -¢infggmal yapés
- 0z ¢ | ae-r éavkker iplik, yeni birt a ma ml iafy |lesej@ezini - 1 n
ata olur. Her yavru mo | elkr gdki bir de yeni DNA1T p | 1 Jjoil nudkeur
veanamo | eklygrebgkhopyasédeér



DNA Replikasyonu Basamaklari

1) ¥k ar ylhog a rke Ireplikadyen,uzun DNAGOC b é m hakt a sag/n
anda b a k.Buanoktalardan e Kk | e DNAmM a r - adha solra birbirleriyle
bi r | erepkkasgoku tamamlar.

e Replikasyon orjini Parental (kalip) zincir

el 0.25 pm

| Daughter (yeni) zincir

@ Replikasyon iki parental zincirin & - = . e - ' e ‘ xS AN &
aynidig1 ve raplikasyon balonlannin = s AT el PP PRt SRSy
olusturduklar spesifik bolgelerde — e S b g

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 molekuli boyunca bircok yerde () BU Mikiogratia, Chinese hamsier cel

kaltarane ait DNA boyunca uc
replikasyon balonu
Gorulebilir.

DNA replikasyou baslar

Bir okaryotik kromozomu yitizlerce replikasyon orjini icerebilir



DNA Replikasyonu Basamaklari

2) Replikasyon - at al
zincirlerden biri 53 30 y © n ¢ n (
kesintisiz bir bi - I memike

edilir. Di ] el u kyam zincir ise

replikasyon - at al eémd&ha K
bi - i kasingli olarak replike edilir. °
Bu kesintii k¢ - ¢bar - al
okazaki par - al aread
verilir¥ k ar y ot 10&20@ a r a

end © DA pol Ill sadece
; §' = 3'yOniinde DNA zincirlerini uzatir

QI

¥ @ Bir yeni zincir-leading strand,
replikasyon catal ilerledikce devamlt
surefle '=» 3" yoniinde uzar

Atasal DNA

7 Okazak

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

et parcactklart adli kisa segmentlerin
3" = §' yoniinde eklenmesiyle olusur

= ran MI

olan ar aslam bu par - DNA NDNAgal
ligaz enzimiy ar d € mé kfeshat ‘
ba] | abriéerylleakt i ri | ir Kalp zincir

3) DNAmo | e k ¢ Ikigzmcirini bir
arada tutan b a] | DNA helikaz
enzimi ile kopaEwkl €m me
ol achflkgel DA del ek
bir fermuar bi -1 mian @éBar
a - € | sonacunda her iki zincirde
bulunan pg¢riwme périomi |
bazl| au-eln@m@k aheér €~ Replikasyonun nihai yoni
DNA zincirlerinin kesintili ve kesintisiz replikasyonu
Copyright © 2005 PearsonEducation, Inc. publishing as Benjamin Cummings

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

~ o gere e s € DNA pol IIl sadece
4) DNAO raée re like zinciri 5' = 3 yoniinde DNA zincirlerini uzatir

(', y4 _e _r I RI'\H\ polim_eraz ¥ @ Bir yeni zincir-leading strand,
enzimi gellr. RNA primaz Atasal DNA / WSl replikasyon catah ilerledikce devamh
t ar af [ﬂ’llﬂﬂ&jl ahukKkt.us AR suretle 5'=+ 3" yoninde uzar

x
| '+ Okazaki

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

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

'
5 A- él lemn iki zincirin
¢ zer i DNA polimeraz

enzimi gelir. Bu enzim “NDNApol
h¢credi@a ©°nced \ i

sent ez | @ammienbest
ne¢ kl eoa-ialdnearr il a

Kalip zincir

uygun b i - 1 makleyerek L 0....
denin kar kK é& stiEnm.a Yea p— DNA ligaz serbest uclari arasinda
(a Eenm, ‘ Okazaki fragmentlerini bir bag

—lagging strand
NP 10 olugturarak birlestirir ve bu devaml bir
TRIRT zincir meydana getirir.

sitozinin  k ar K é guwmmmn
n¢egkl eotyedii ) DNA
zincirlerini o | u K tBuCryulre Kalp zincir
a - € lziacrin her biri yeni
ol uk ad®dBAk mol ek
| - kalgepr g\ir. ¢ r

DNAligaz
< Replikasyonun nihai yonu

DNA zincirlerinin Kesintili ve Kesintisiz replikasyonu

Copyright © 2003 PearsonEducation, Inc. publishing asBenjamin Cummings



DNA Replikasyonu Basamaklari

6) EK|l enmeaamaim| aDNA 6 P € ¢ nzinarleria r a s &uardlan H
baj | ibkertékrar sarmal y a p édy®an.eBr¢, t o3 k| e cetkil telnadr
nitelik ve nicelik b a k € mébrldriaima y n &isD&8IA mo | e kogd luékrenr
DNAmMo | e k ¢ | bireeski chidjgem olmak ¢ z e iki 2incir 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

Copyright © 2005 PearsonEducation, Inc. publishing as Benjamin Cummings






PCR;

DN AYedizianalizive DNAhar 1t al amas é

Genetk hast aé klki @naknhd¢ec anemisi, kistik
fibrozis, fragile X sendromu, AIDS, | ° s e.lm)i

DNA parmak analizinde,

Knsemmiar akt ér mal ar énd a,

KnsG@nomPr ojndekia@ akt ér mal ar c

Allellik dizivar yasyog?® atr €niénle dokul
transplantasyonu i - doku tipinin belirlenmesinde,

Adli t é°pr n e k | gemetik tiplemdiriimesinde, ( a n &
b a b atayiail,

Tar e (Mtaham s a f | éoglidenngeni ) gibi alanlarda
kul l.aneéel ér



PCR;

PCRONWnaNnt aj | alP&ROonuenzavant aj

¢ abuk
Duyarl é
Y¢ ks ek
sahip

°©zg¢ |

Pahal é
Kros
reaksiyenlar/non-
spesifik DNA
amplifikasyonu :

Sterilite

Yal ancé pozi
dejerl endi ri
Deneyimli personel



PCR’nin igleyisi

Ver i ml | bi r PCR 1 -1 n;
.Denat ¢rasyon
.Primerlerinbaj | anmasé
. Primerlerinu z a ma s €
D°ng¢ Ssayeéese
PCR makinesi ni
crel er °neml i1 di

O oL WDN PR

n St
I



PCR icin gerekli olanlar;

1. Distile su

2.Buffer( t ampon -1IXTBEgvie MgCR1

3.Di ngkl eot I(dNTR)1 f osf at | ar
4. Primerler (forward ve revers)

5. Taq DNA polimeraz

6. C¢ojalteéel mak tenplaaenDdNA) DI



PCR’da Onemli Bilesenler

1. Ka | [BNA

¢tcojaltbPhgagkeritmkeDMAGB&b° | gekaldma
g°r enair.dPe&rR 0, dgenomik DN A O Iplazmid ve fa DNAOG |- a&rKi
genler ve hatta herhangi bir DNAp ar -kaslempkk ul | anRCR®
kaloBmkDNAOyans& RANAOK@l | a nBulkalbaNoA ddmaaa
g ° r édDNA, genomik DNA, genom ki t aplkekll ayaghe a Kt
| a b or a tyadakiiniklardea ticari olarak temin edilebilir.



PCR’da Onemli Bilesenler

2DNAPOLKMERAZLAR

Bu enzimler k a IDENpAOlyaj | a nknoal yaéy | weri bigiplikeopl, u K t
¢, Z e uzan polipeptidten zincirin sentezini kataliz eder. Sentezib a Kk | a
| - primerlere i ht idyyarlar. 50u - t d0mca d o] rpumerin serbest 30
hidroksil ucuna ortamdaki d NTPOIlreghklne oetkii y a b ma |l
fosfodiester b aj | a rkagahize me yeni DNA | p | | jpalimerizasyonu
saj |l aoumeé K



PCR’da Onemli Bilesenler

S3PRKMERLER

Reaksiyonun © z g ¢ Ipéilmeg ol 1 gon¢ k| escet-ii d Inme&ij dy. &
Bunlar amplifiye edilecek DNAya baj | anclac b & | alminmlag e
komplementery a p ke aecksarmalDNAmol ek ¢l I er i dir

Primerler - i1 f halingerbiri - | zintir D N A 6oyl éu K tzunairlarinden birine,
d i ] éeroizincirin komplementerine e K | e K e € le kfl adrekzilinderde
t as ar |. Ampéfikasyar i - DMNA dizisinin bilinmesi gerekli d e ] i. |
Bi r |l &R ing e [deisininmilinmesi yeterlidir.

Reaksiyon | - i3 édyay a nbir kehzenm Taqg DNA polimeraz Klenow
fragmenti K ul | an@¢ @ ¢ hk efildeenus aquaticuso a d keanofilik
bakterisinden izole edilen ve &€ s édyaay a neazkm aéan Taq polimeraz
kKul |l anél makt adeéer



¢ ¢ n lbgenzim 94C 0 d en k gdilégikten sonra bile aktivitesini kaybetmez.
Fakat E.c o | i @dd ediien DNA polimeraz |y ¢ k sseékc a kidaldive tolar
ve herd ° n g emzieni yenilemek gerekir. Buyolhemy a v hemnp a h a l
Oy ¢ z dlagmolimerazk ul l.anél ér

DNA polimeraz enzimleri bir DNA sentezleyebilmek i - komplementerini
sentezl biylealdNd mo | e k ¢ substrag olarak dNTPGlere ve
k alze@rine e K | e wmmemn 30 Ogrubuna i h t idyyarlar. Enzim bu
bi | ek ebimdraya g enl diygilinitampon sisteminde ve uyguns € ¢ a k
primerin 30 O Hyrubuna serbest dNTPO lerin 50 a-fosfat gr up | acb
fosfodiester b a jileekovalentolarak b aj | ar



PCR PRIMERLERININ SECIMI VE DIZAYNI

PCRi1 - primerlerindi z ay m&mad a&hsakaklar/yollar teste d i | r
veyaraftdakbhaeél anméexkt ér

Primerlerin b oy u t18-24 bpga r a s € nBlsayd grkmerler (30-35 b
primerler ile kar k él aktleurll adadd Eenzdrad ° n Keéa
é

-al exkd @k dvéahp@durumP CRdabadak ol ayl akt

p) k é
rtil
r ér

Tm derecesi ya da erime s € ¢ a i la&jelan ki primerin Kul | an
f aydaHKkrdnérrar as é Mndfa&n ky &k @@ ¢ Kk {m derecesi
50 ya da 30 u - tyeralan primerin uz unl ujaurntuénr &oluyla
yéksel Pgtemrimidint - erli:jlici varceclndal (%4080
olabilir).Primer s e k alnZspé;, rbi anz ébyal kal avmlaitiril@elidir.



PCR PRIMERLERININ SECIMI VE DIZAYNI

Her primer - | primer-primer e t kK i | be Ki ermn étastd editmelidir.
Buama-kual | anélab dMacn@shlp r o g ritaPnmgerodir.
Bu program sekansa g i n i- kerime s € c a k dJIaevgerié BLEK e K |
PCRprogramdarzaygwamndaéeluc B a zweb sitelerinin
direkt olarak k ul | a n éplraobgirlaesmy @e@niksiyonu yapabilir
(erimes é ¢ a k | uyguepmir@enlerins e - 1 Igiig s |

Primer s e k a n;sstealenéDNA s e k a n s |va gegoyntlaab a kK
yerdeki gen b ° | g elé ga da s & r sekapslar ile benzerlikleri
b a k & mékontkad edilmelidir. E] dakigenb ° | g eodd@nziyor ise (
°r negcrosst ¢ r;lamaplifiye olangenb ° | g e 30oucuna spesifik
olan primer en az 1-2 baz fazla olacak k e k | dizayreedilir.

D° ngk,ar tvdedaamgon Kkonsant r ahngerypoimer ar & ¢

ayarlanabilir. Sekonder ¢, r ¢od ukt ur usltetmmendgenio © | g e

amplifikasyonu s pe s i f I k olwe Bt durumimpimk gre Jise|

primerlerin s e kK a n éhér &iside) 4-5 baz u z a tya dagmnmer - |
|

tamamendej] I Kt i1 r i | r



5'

3'

NI

5'

" T

3'

< 5’

Bad Primer Design —Primer Dimer

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

5'

> 3

3 &

5'

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

5'



PCR’da Onemli Bilesenler

4JdNTPKARI k| M

Deoksir ¢ bonyifesfadao z (dATP,dGTRP,dTTP,dCTP)
y ¢ k sseakf | yakek ek ya da d ° r k A ¢ € halende ticari
olarak bulunur. DNA sentezi | - gereklidir.



PCR’da Onemli Bilesenler

5. TAMPONLAR VE MAGNEZYUM

Tamponlar, enzim i - gerekli olan elektrolitleri ve koenzimleri s a j .IYiaa polimeraz
enzimleri aktiviteler i - isembest magnezyum i y o n | gereksmim duyarlar. Bu
yézden magnezyum | - er en tamponlar kKul I.
Tampon - © z e | tii- ®ikmui] 1 aemz@Minatipi ve ° z el 1 g°rsea e |PIC|Rro
en- ok ul | atampdn dag/Amplitag enzimlerine © z golan tampondur.

Mg+2i yon;l ar é

ldNTPOll @er -°z¢nebi lir kompleksl er ol ukt
2.Polimeraza kti vitesini artteéereéer.

3. ¢i ft ir]'ﬂn(kflm@Nthéasené) dejerini
4.Primer/ kal ép et kil exki mini sajl arl ar.

Buy ¢ z dMgBI26 ¢(mMCRONE Q¢ Vel arimig z er + 0 #® B e il atkisi

v a r. dsenellikle optimum MgCI2 konsantrasyonu olarak 1,0-1,5 mMO ldéek e
tercih edilir. D ¢ Kk ¢Mg+2 konsantrasyonu; ¢ r ¢onl u K U mazalehaya, y ¢ k s
Mg+2 konsantrasyonu ise spesifik olmayan ¢ r ¢pmikimine yol a - aMgCI2 i - e |
tamponlark ul | a n éalyé& yWwwCHskau, | | a ngérek aktar.



PCR’IN TEMEL PRENSIPLERI

Polimeraz zincir re aksiy()n u PCR : Polymerase Chain Reaction
(PCR), In VltrO k O K U I I a 30 - 40 cycles of 3 steps :
DNA dizilerinin - o] al t é

esasen aj a y an mak t %w%ﬂ'm m“l')% Step 1 : denaturation

1 minut 94 °C

PCR; basit, spesifik ve WWWWH
hassas bir teknikti., PCR | "'l
t ek ni | temelde i -

a Kamaaduk ma.kBua d*mmmmm D © i anncaling
akamal ar My, yf My e
DNA Zincirinin A- &l ma| mm : - _

é ’ forward and reverse
I EIMMMMML 5 :1'imlmi 'dHL o
(Denaturation) g s primers
Primerlerin A - & | aDNA -
Zincirlerine Yapeékma -~ J“lwgmul T2 Step3 : extension
. ) ~T . |/\ ;! minutes 72 °C
I(:')A\nnea“ng) F§ W : [\ - l--' I_ |\' > iulyd\"l'lzs ‘
rimer Uz a ma gRFimer i T

Extesion)



DNA Zincirinin Acilmasi (Denaturation):

Kal BNA (template DNA), 92-95AC06 d €l-2 dakika tutularak - i datmal
yapeéeddaXiipl i kbirbirleringen ay r €1 maDNA andiénra y ér
| - b a dwumlarda 5-10 dakika® né s & yapmaak gerekebilir.

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



Primerlerin Acilan DNA Zincirlerine Yapismasi

(Annealing):

Reaksiyon s & ¢ a k | 3ypHE0&/ s, K ¢ r ¢d leirgedkn ¢pkinhedeairtini
a - é | DINA zincirlerinin kendi baz dizilerine k ar kK gelee b ° | ¢
yapékmabeBuidklrear et i dazuwzekn | ubj auj olaak 30-

60 saniyedeger - ekl exkmekt edir

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

A o

/ Franer Reverse primer )4 °C

W%MMMW ;



Primer Uzamasi (Primer

Extesion):

DNA zincirleri ¢, z e r yi anpeé primearlerin DNA polimeraz enzimi (Tag DNA
polymerase)v as ét a g ay b h.magORAIpdlymerase 72ACs é c a k
daha iyi - al é kKt ggmndéd olarak t ¢ mo ] alitkrae ol £ € ¢ a k
yapél makt adeéer

WWWWW 3 Step 3 : extension

N | Taq Pol‘.mera<e (L) il |UL_|.UJ-LU—M-L
4 | ‘__-_._-‘}“—-ﬁ__}:)‘ ! | \ J
o P L 4 127G
e 158
e N

L
3 Ll ||‘|||||



PCR DONGUSU

¢cojalteéelgmgwmm mi kt arhbe e - a d € meé nekrarlanma sayés éemaj .
DNA sar malygrkesme&c a k| dikirirmlendaay r é | mde agt ar ag y.addalaa sonra
s écakd rwekr Bulsgyede primerler- o] al t[@ENIAp a a k¢azsedr | dizlezekbia J | a.rDaIA
polimeraz enzimi y ¢ k se&c a k|l ekl @ kK\&&8CR d? ng ey asznarthaa - €1 ma ¢
kul | asect akda@mfahilr. Primerlerin baj | anmae&wnlkd & kK r vel pplimerizasyon
tepkimesig er - e k | £ ajmle 8un golimerizasyon tepkimesi uzama evresidir. Primerler u z a tvé
primerlerina r a s &alad b ° | gem@ezlenir. DNA zinciri tekrar d e n e tedjlir, geni primerlerb aj |
ve DNA sentezi tekrar tekrarger - e kBue kil e 20lile 50d° n@a¢ as mmdpaBl°érl bet
PCRd®° ng PNAp ar -¢azseer buludaa istenilenb © | g &irkiart e a8 kR mas éyba.l ané

Cycher “1_ gl



PCR boyunca Dbir i keprimegimnhoyuleshedefidNA
bl gel er i araseéendaki mesafel eri
Matematiksel olarak amplifikasyon; (2n -2n)X ile ifade edilir.

n= d°ng¢, Sayéseé

2n= Dbirinci ve 1 kinci d°ng¢ son
X= orijinal kal ebén kopya sayeés
Her d°ng¢ %100 verimle -al éksa

wanted gene

Ist cycle

template DNA

(Andy Vicr

o

u
e
2

34 billion copics

C

0

/ —< th cycle Z: Exponential amplification
2nd cycle ———
e et P 35th cycle
o < e S—

stracte 200

u

1)



PCR DONGUSU

Bakl angDNAMaK ie kscdyeLReénk ad®°ngugygul an.
belirler. 17 100 kopya DNAmo | e klgh a;k | a n 80yl @5 ds®an ¢g1:000
I 100.000ileb ak | an 20yio30 d & n gyeterlidir. Bir d °© n ganucunda
bakl| anngoan DNA zincirs ay 8ms@y ¢ k s ®P n g ¢arka arkaya
- okezt ekr ar |lharrbied K aq¢ ot o ig sonrakinde k a | ok
Kul I an éheddé® nég sstereen DNA fragmentimi k 2&a & € 8 k a



PCR DONGUSU

PCRObaa k|l am@damimer di zayagéel m&Esédbkhg:

- 0] al tie-l onwe®sl ég ® ¥ gpgmerler y a p.&finger boyutu 18-22 baz

-1 At aséndahadcdg Kk slay épdmaer ¢ r et iptimenns®ez g ¢ |

azalyérk,sel del primeris daj | anknas@NAOCYa] | an
g¢-l.ekir

Primerlerin annealingder ecel eri nin hesapl anma

A2(A+T) +4( G+C)

e kK -dattaagctggtgicéaaat-3 6
1 AT) + 4 ( 9 Gcthgeaatstttg@agEan3 0
4 AT) +4(7GC) =56 UC

NN K
—~ A~ =
R = S5



PCR Components PCR Process (ONE Cycle)
: = >e

:

~
> A T 1 95°C - Strands separate 1. Denaturing

DNA Sample Primers Nucleotides

=

. m l 55°C - Primers bind template 2. Annealing

Taq polymerase  Mix Buffer PCR Tube J

li

lié

l 72°C - Synthesise new strand 3. Extension

PCR Cycle

Thermal Cycler



PCR DONGUSU

PCR sonucunda elde edilen ¢, r ¢-ng ] a |l t hedefieness BNAp ar - ile
ki primerin toplam uz un |l kiq diar.id-€basamaktan (denaturation,
annealing, primer extension) o | u K &l biIMPCR devrini temsil eder. Bu
| K| eemel olarak 25 ile 40 defa tekrar edilerek b a Kk | a n gDANA
dizisinden milyonlarca yeni DNA p a r - a-cogj] aél PCR soaucunda elde
edilen DNA p ar - a cag&dz aveya poliakrilamit jellerde y ¢ r ¢t ¢ |
sonra, ethidium bromide (EtBr) veya g ¢ m¢mtrat (GN) ile boyanarak
gzl emlenir



PCR Kontrolu

PCR yapél dve Bet Blektroforez lle y ¢r ¢t ¢ |
sonra ilgilh b° |l gemijmd @jpal maMd e Kk aa
ortaya - é kbant boy lilaea gl aBé baatrb oy |
- 0] albteell gaemyu (lop) ile belirlenir.

Her Jel vy ¢kl eme%$rT1 ndlklbarabéreu z unl
bilinen DNA Ladder da y ¢ r ¢ t\glelgktrik a k € e
a- é DMALadderbant | @Y @aame k4 ejral
b° 1l dayu tespit edilir ve buna g° r RCR 0 @up
ol maaa@a] akeéel ér




PCR’da Karsilasilan Sorunlar

¥r neverecek olursak iIlk s ér

1,200 bp y ¢ ¢ 3280bp DNA Ladder.

1,000 bp S Bu Ladd egroéraéze_o r n ej boyui
900 bp 1000bp ,B° r n e Jboyn 80@bp ve C
800 bp N °r nej it hoyun 300 bp diye

yorumlayabiliriz. Fakat Jel
Elektroforez sonucu her zaman bu

700 bp
600 bp

kadar net ve dojro°l g
olmayabilir.

500 bp

400 bp

HERINIID

300 bp

200 bp

100 bp



1.Sorun: Teknik Sorunlar:

Teknik sorunlar ile k ar kK € 1 a Kilk bkth@¢leeak dlan o jelde y ¢ r ¢t
t ¢e™Mr nek baatgd e ¢ nt omigonl¢ma malsa&knal ér

EJ] ehri - Kuyudayani® r n elkajel amlnma d &dursim akla gelir.

1- Jeltamponuh a z € r | #Honean lkogark o n u | my@ada@zns ¢ Ye
éKéjmarozk al mtRistniy i t 1 r mi Kt i r

2- AYynRCR ci hazéeéaldacxisel °ntérke;kPCR It i hazealda
e snas@umayadaPCRpr ogrkame sokuhlaZy a Kk a nohalglik
3-Pcrmixihazér | ®NAS prinexler vb. gibi PCR ¢ r ¢ n | e biriveyd
bir Kk a +e@ksiyona k onul may e u landa k 0 z ul degrede ol m
vb. olabilir.



2.Sorun: Exon Delesyonlari:

Jel elektroforeziley ¢ r ¢ t & d mrea geéna ataxonlarda banto | ma Ir
yadab a 2¥®n veya exonlardabanto | ma ndarsn@gunda;

K lalkla gelmesi gereken exonlara ait primerlerinb o0 z u | olumyasdat ¢
| -erkesnoéemay€&ub mhma sBud@umun en basit teyidii - ©
- al é Kk madormakid aan € K&y rgenirR a y reé& o n | air bam alup
ol mamals & k.&l] &kr sonraki - a |l & kK mdd ocaexomlarda bant yok
Ise muhtemelen primer k a y n @ik bo2zulma s © konusu olabilir. Fakat
sonraki- al ékmala@éthay re& on | abard vadise o zaman ilk
- a | & k mexah ggakla exonlarda delesyon k ¢, p hakla gelmelidir. Bunun
teyidi i - isen 0 exonlarda - a | € Billneénjbi pozitif kontrol ile pcr + jel
elektroforezy ¢ k| eynemal ér



Exon Delesyonlari

Yuk ar gda alekiroforez g°r ¢ nt (6 gxordug bir gene ait g°r ¢
verilmektedir. Il. Exonda bant o | ma mdusi@una bir ° r n e Bu durumda
ay mene ait ll. Exon - a | é lihed piedna (optimizasyon d n a) deépcr + jel
elektroforezy a p.é |l ér

80O bp




Exon Delesyonlari

¢ al € kilinen]DEAiley a p eHCR da bant var fakat tekrar edilen - a | € K |
genine ait a y reonda bant yok ise o exon yada exonlar i - deftesyon var
denilebilinir.

PCR k ¢ - birkkontaminasyondan bile etkilenipy ans érudlo@aur ab
| - delesyonk ¢ p hgersve analizy apanhhiIl éné&ma gaeken bir
durumdur. Delesyon olan birb © | ied a rpkrly@ nt e dehemerak - o] a
delesyony o k mgibks o n vermek s ér&stlanabilecekbirh at ad ér

=200 Dp

=00 bp

=) D



3.sorun: Zayif Bantlar:

Z a ylaimt genelde pcr pr ot o k o bigpynadrelké@ g P 8 f & n.gBe° syi ddeumlarda
K u n bygulanabilir;

1- Genelde bu gibi durumlarda ilk © n cyea p € | gereler®e PCR anaeling ( baj | &
essPer ed e jni kKt iGeneltlk @0ACrolan anaeling s é ¢ a BOA® jja @a 70AC
kadar kademeli olarak d ¢ Kk ¢ r alr g p é.r & d radiseilyiark | a2k edk kadar
yé¢kselti l ebilir

Kademeliolarakd ¢ K ¢ rvejagp t € &d akly @alp ttRCRIn K | e gradierd PCR
denir. ¥ r n eekecek olursaks & c a KOIA@ile80 A Car as @ayathman PCRc i h a z
sécalilnemnleuyul ada&neagy nér nélkyexen, ay ne@zim, ay nnéx)
yer | ewthars @ ¢ a k - @k € lkakimai jel elektroforezileg® zl.eni r

2000 bp

1200 bp
800 bp

S00 bp



3.sorun: Zayif Bantlar:

2- PCRcycle (d° nmi¢c Rt ala @mtéé r Pha kplabilir. Fazla miktarda
cyclefazla¢gr Hraj | anmag dFaa@aty anb €k g dd-eorjial .t ¢

3-PCRmixii - er I DONA dneirk ya da primermi k t aarrlt aérréaha .
saj IbeRARE r ¢ lbeklenir.

4- Ku | | amieil -aenr MgCll, ilaee edilerek daha s a ] |beg RARE:, r ¢
elde edilebilir D¢ kK ¢ KIgClL, ¢r ¢l ukumamral t ey Kles
MgCl, spesifik olmayan ¢ r ¢aml u k u megbe@ olur. (Tavsiye edilen
konsantrasyon a r a | 0853286 mM/reaksiyon MgCl,) Yine fazla dNTP
MgCI, konsantrasyonunud ¢ K ¢ r e deadjniuntima mal éy é z



4.sorun: Artefaktuel urunler/Primer
dimer/Smear

Jel elektroforezindeki bu g®°r ¢ n bize
baj | angesekeda b° | dlee birlikte b a Kk
bl gelleajilnadregl®©g teeréi r



Her ne kadari s t e d boyda bantzlde e t nalsek bile birs me a
PCR sanger sekanslamada asla - al é Kk a mayenk enesil
sekanslamada da- a | & k-noaksr Bir ihtimaldir.

Bu durumlarday a p é | geeekealerk unl gr dér

1-PCRc i haz amdiagksié c akelsgjrece jniikt i rm
2- Cycle ( d° nami k t azaltmalé gerekir. Fazla miktarda d © n
Istenmeyen ¢, r &lde ettirir.

Birden fazla f a rekzimder ile de PCR yapmak istenmeyenb ant |
ol u k u rmengellayecektir. Ay r @ranmeert a s ar édna kaliteleri,
primer saklama k ok ul daapcé daki s or u n |kaaryénna
ol ukturahi |l mektedir



PCR OPTIMIZASYONU

PCR teknolojisinin gel 1 Kk me ® Kylr RORéuy gu | a ma
ortaya - € k m.eButnédenle, yeni PCR uy gul amdg & pwe
optimum bir Kk ek i I d B &k ma shar Ilaboratuarda yeniden
ayar | ageralanekdedir. E] ePCR Kk ar tyéneRCRU Yy gu | @
| - luygun bir K e k I yedideen ayarlanmazsa b a zp&oblemlerle
karkél akél.abi |l mektedir

Bu problemler,

PCRO daekllenen¢r ymazal eyndahial € nma z
Primerlerin y anbak | anmad e In a@pgsfik olmayan bantlar
ol ukabi I | T

Primerlery a n k @ K iukagaeilir.

Primer-dimer o | uK wrtaya - € k a el Quiorl uk umb pa l
| K| eyyjgwma k| at ér

Yeni sentezlenen DNA dizilerinde mutasyon veya istenilenden f a r
dizilerortaya- é kabi | i r



PCR Calisma Sartlarini Etkileyen

Faktorler:

1
2
3

. Enzim Konsantrasyonu
. Magnezyum Konsantrasyonu
Deoksi n¢ k1 e orifosfadlar (Deoxynucleotide

Triphosphates=dNTPs

4
5

6
7
38
9

.Di1 JReaksiyonUnsur |l ar é

. DNA Zincirinin A - é | iKWa ®amekli ZamanveS écak | é
. Primerlerin A - &€ DMAYZIncirlerineYa p € K mas é
.Primer U z u n | KonsantrasyonuveYa p é s é

.Primeru z amas é

.Devirs ay és é



1. Enzim Konsantrasyonu

Di ] ROR k a r toptimuneéseviyede o | d wzaman 100 O Ireaksiyon i -
° ner iTag ®NA polimeraz enzim konsantrasyonu 1-2.5 ¢ n i t Eakat
enzim gereksinimi k ul | ak @1 [@N& veya primere g° rckeej | K.
Enzim konsantrasyonu d ¢ K olkirsa elde edilecek ¢ r ¢((DNA) az olur.
Enzim konsantrasyonu y ¢ k s @uksa spesifik olmayan bantlar ortaya
-ékabilir




2. Magnezyum Konsantrasyonu

PCRuUuy gul amarmagmesund(lsg) iyon konsantrasyonunu ayarlamak
- 0% ne ml¢d¢édn Mg konsantrasyonu,

primerlerina - & DNArzincirleriney ap ék mas én é |
kalDeENMAOmaealsmax akl é] éneé,

PCR sonucunda elde edilen DNA kalitesini,

primer-dimerba ol ukuml ar éné,

enzim aktivitesive g ¢ v e n | Ektkilemektedin. n i

Ay r €TacgaDNA polimeraz enziminin iyi birk e K i 4 alleé k a bii -l
k al ®NA, primerler ve n ¢ k|l e dbtaizd arv € r i gedbest Mg
Il vonl ab @inemmgereldr. Bu v ¢ zdem25 mM ar as éNgc
| y 0 n | dNTRkoresantrasyonui - e r ibsuil |l nudnegeeelsmektedir.




3. Deoksinukleotid Trifosfatlar

(Deoxynucleotide Triphosphates=dNTPs)

Her bird e o k s i n {A G,eCo T) kahsantrasyonu 20- 200 OMar a s ¢
ol duj gemdalikle PCRuy gul ama liyas gdmaltaégn a b i | Buc
d° mta z konsantrasyon i - er | soirnadne€loit ma.l Beadkélra stak
s ol ¢ s YO0oomMukadar seyreltildikten sonra, k ¢ - pakcimlere ay r é Ii
20/C de s a k| an mdNTR #ansantrasyonunun y ¢ k s @ lk mayere
sentezlenen DNA dizilerinde istenilenden f a r cizileen (misincorporation)
h at aeldra& ortaya - € k ma sebap alabilir. Buy ¢ z dmdiimk on d L
kadar d ¢ K kdnsantrasyonda d NT P Okulaammak PCR s pes i f vel
geveni bBrtEBrmakt adeéer



4. Diger Reaksiyon Unsurlari

PCRuUuygul amadgeael cdarekd 20-50 mM a r a s élnseH&l tampon
- % ze(pH 8.388) k ul | .aBudmpon - ° z e | 20AC dei pnH 6 68éle
78ar as@mrd aPCRk ar éik-€ e@é bOsmMKEI ilave edilirse primer
baj | an nkacsléanyél Bakat 8OrneMO &1z er i KOl evdya 50 mM
NaCl Tag DNA polimeraz aktivitesini engeller. Ay r eéRCR,s ol ¢ sy
Jelatin (gelatin), bovine serum albumin veya Tween 20 d e t e rekleairses
enzimin daha 1yi - al é Kk my 2 & ma&oludag. Fakat bu maddeler
eklenmeden de PCR protokolleri- oikibirk e K i-lade Kk abi.l mek



5. DNA Zincirinin Acilmasi Igin

Gerekli Zaman ve Sicaklik

PCRuygul amasistemianadaa € K ma nea § & e @skbeplerinden
birisi k a | BNA zincirinin veya ¢ r et DNAe par - ac gétegince
a-él mamaséder

Genel olarak DNA mo |l e k ¢ | 956Cde 2 idakika t ut u | zimairin:
a- el mageaerli ol ma k.tFakateGC b a z | a zenginclkaa | [ENA
zincirlerinde bu s ¢ wvees é ¢ a kfdzla ¢ € m aster@mektedir.



6. Primerlerin Acilan DNA

Zincirlerine Yapismasi

Primerlerin a - € DdAnzincirlerine y a p € K ma geiekli s é ¢ adelea@¥
ve zaman a r a | pgmederin konsantrasyonu, elde edilecek DNAG

uzunlvakul | amaa l[akomponisyonuna g ° rdee | 1 Rimarlerin
kal BlWAOPa] |l andTa658C sécakl @lelraredkRrimerier
a- eDAAOl aj | a nsmBarsaéssééencdaakd réet] &rnbNAnsaes- & ¢

art ér mabkotl aadyéepangestelimy a n lyezlate b aj | a nveahsaéd
DNA dizilerinin elde edilmesi ® n| e mominka k.t¥aZ & é rPCKil kel e 1
Ik bi r klewrinde s € ¢ a kd rét] &rmBGRnmuaysgéu | a mhbassasiy&tini
- oky ¢ ks el t we lsgegfik olarak beklenen DNA par - ac
sentezlenmektedir. S é c a k Idé;jjkésnr ¢ Iprmeederin h at akleék i
Uz a ma yeyera sentezlenen DNA dizilerinde hat @k @aj | a n me
sebepo | mak.t adér



7.Primer Uzunlugu,

Konsantrasyonu ve Yapisi

Primer konsantrasyonunun 0.1-0.5 OMa r a s éonl dmaasstemin iyi - a | € k nsassjélna@ma K ¢ & d
primer konsantrasyonu primerlerin y an b a k | a n me spegifia olmayan DNAbant | gr e@mn &
sebep olur. Ay r @mmer-dimer o | u K u mwerk wderkk elde edilecek ¢ r ¢ N(RNA) az o | ma ssébepa
ol ma K.tTipildpgéimeru z u n 116-30bazar as @mrd a K niakdt genel olarak 18-24 baza( n ¢ k I
sahip primerler e ] eprimer y a p € ksneac a KTme¢ faéiyi ay ar | aolursed Kk o Ispesifik ¢ r ¢ahde

edilebilmektedir. Ancak daha k € 1@ bazdan a Kk a jprémerlerde b a 2& ealma - I akaol | anél
Primerlerinbazd i z i | GuaninnCaasin (GC) mi k tvaprireerleriny a p € K imagemklis € ¢ amkil kétl
(Tm)ar as e rodyiabir i | ikwrkak gerekir. Budenges aj | an atadirdeeHCRuy gul a ma liya

sonamakm¢ mk oh ma ma kBud @& & ©€ maimen dizilerinde GC b a z | atopéam 6 n a% %0 veya

dahay u k a t énastedmektedir. ¥ r n e piriprmerin baz dizisinde GCor a% ¥ ve Tmd e ] 66-62/C

ar as eolurdaabu primerin sorunsuz bir Kk e k i -l adleé k beldenieé Primerlerin a - € IDRAKk al ép
hat aBr&kz kibadjel anabiriympeiwma akliydghésapl amgerekmnsektedir. Primerlerin

yapeéewma ak heggplamalei - birnf or mell i Kt.iBuf b mmgt 4 (G+C) + 2 (A+T) K e k | |
ifade edi | mBuradai Tm vy a p € ksma a k |IGEG,Aéve &, ise n ¢ k | eboa zi | dafade etéektedir.

Primerlerin 30u - | ar ébaddika iptimesniy,a n vegakd o] yete b aj | a n nbelideenekidir. E] e
akKapyeey u k ayroén (ugstream ve downstream) pirmerlerin k a r k @larakk3dé a - | a r @riirigrane

baj |l anabbazd dc e k(tcompementarity) mevcut olur ise bu durum istenmeyen primerdimer

ol uKkuméehepé hma kt adér



8. Primer uzamasi

Primerlerin DNA polimeraz t ar af aredda re li magaekli zaman,
- 0] al t bedetiemenék al BNA par - augruan kp uUBNMAO
konsantrasyonu ve ortam s € c a k |Ibéjjdlaeak d e i K me Kkénel
olarak primeruz at dlkha@2Gdey ap él makt abkb@gs é c a
Tag DNA polimeraz _enziminin iyl - al & K ma suggun_bir_ortam
ol ukt ur maKkRrimedle&gin uz at élimagaekli s ¢ rise baz
uzunl ujauyolesdkde] I Kmektedir




9. Devir sayisi:

PCRO€éal exkmatiyiay ar | ataktdde j2®240 devir s a y §etedi
ol mak.tDedréessay ég al t ehheDNR mi ktieryéa k ér
| | 1 kK KOeviris @iy re sfa&zla @l maspesifik olmayan b a nt |oaaya
-ékmasdeurs ay é saemlémagg e t DNAenm kt aaz®mn én@a S
sebepo |l mak.t adeéer



PCR METOTLARI

PCR t ekni puhumn ma shknyhranteknolojide - o kh é .

gel 1 K mke maekbuna b ajdagk da- okarACR@met o't
gel i kKtaari I mi Ktir
¢toj alt éeKmaealNA Dizisinin Bi | i n @urgimlarda

Kul | akPEGRNent ot | ar é
Bu tip PCR met ot | arog rad @ Bddaflenané DNA dizisinin

sekans y a p ®dibmektedir. Oligonucleotide primer - 1 ktul | ar
- | darmal DNA dizileri Tag DNA polimeraz enzimit ar a f BOn&bD
y °n¢ od&ea n ma k(lhnes deeGelfand, 1990; Dieffenbach ve ark.,

1993).



PCR Metotlarn

1. Standart PCR

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

3. K a tPCR (Multiplex PCR)

4. Antiserumla Sabitleme PCR (Immunocapture PCR)

5.Kt -RECR (Nested PCR)

6. Renkli PCR (Colorimetric PCR)

7. Damlatma PCR (Spot PCR)

8. KademeliS é c alR{ ¥ &k rP@R (Touchdown PCR)

9. C a nH ¢ec Belirleyen PCR (Bio PCR)



CYCLE NUMEBER

== = Q) -SSR A P =

RERBLSBRENBERREBRREB S » S0 rnRn2S|e

AMOUNT OF DNA

131,072
262,144
924,288
1,048,576
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1,280,000,000

AMOUNT OF DNA

AMOUNT OF DNA

1600000000
1400000000
1200000000
1000000000
800000000
600000000
400000000
200000000

0 -

10000000000
1000000000
100000000
10000000
1000000
100000
10000

1000

100

10

1 4

L
=
=
]
|
mum-u-u-l—l-!—l-.
0 10 15 20 25 30 35
PCR CYCLE NUMBER
Il
-
i
[
-
.
ol
.l
-
"

10 15 20 29 30 35
PCR CYCLE NUMBER




Neden RT-PCR?

X MmRNA ifadeleriar as éindaktaanr € n

x ¢ olkz mktarda °r ne k] | anab-Lazemgakalama y °© nt @axar
capture microdissection) -Az miktarda doku -Primer h ¢ cr eD ejre
materyal (kanser dokusu, hasta doku)

Klasik PCR icin
tespit bolgesi

Pégﬂ;au

Ethidium -G el
Detection

qRT-PCR icin tespit
bolgesi

‘u\\

[DNA] “;\Expunential

Linear

s




RT-PCR

AEkz a ma RT-RCR, k a | ENAO @ | amiglé t aspesifik, é
hassas ve tekrarlanabilir kK e k | téspiteeder, t ¢ founlardan d o |
son-noktada DNA mi k t sapta@abilen klasik P CR O g & r daha
fazla tercih edilmektedir.

erbird® ngeqade i akfloresan mi k t &ayédedilE ve PCR
cnh¢ée¢ndkelanl amirég ég €©nl e nekgpgnensiyal faz
r ¢ nt BAResri¢rn saxpomensiyvel ar tg@ ks t eikkd P jn i
K | ammagg@alinin mi k tleadhkodf omant él édeéer

X

e, I
g (0]
b a
AB a k| an dqédefDEAMi k tna kadar fazla ise ilk a n | aanl t

0 kadar erken o | a c.aPCR @ r ¢ n éksponensiyal faza o kadar
erken girecektir.

AEkzam

ma RPICR O dinamik d a] é I1@ M@t kadar olabilirken
KIsik PCROlel aj

elo@®#at c | v a rsé&retchaktedir.
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SYBR green - | datmal DNAO P aj | a n arcakltek reincirli DNAO
baj | an abwabyoayna H gzra ma RCR& ea ksi yowmnd @z |l&en
hassasiyeti sebebi ile - o kercih edilen bir boy a @ & farmal DNAOG
baj | azaman fleresan é K &€ my@a@EMaya b a K lveabbu é K é atidyum
brom¢r odahage¢ -1 ¢der

O O ©




* Spesifik degil

SYBR green herhangi bir - i $ar mdNRAépaj |l an@CR ¢rigi
primer dimerleri, spesifik olmayan PCR ¢ r ¢ n ¢ )
DNA zincirlerinin ar a s ginmasi sadece y ap é s adkahgarh aj é

dej il dir
AKantifikasyon ve karakterizasyon erime e | r i ille saptanabilir.
A Primer dimerlerinin engellenebilmesi i - idikkatli primer t a s a |

yapél mal édeér



Tagman ® probes

ASpesifik

ASadece spesifik hedeflereb aj | anér

A¥ n c e | Tagnhae problar b aj | asongar PCR evrelerinden biri olan
baj | a(ammaaling)evresinde primerlerb aj | aenTaq polimerazile
uzamager - ekTag p 0 I I me boaEzxéonn u @ktieitasz sayesinde
probab a j flo®for kesilir ve floresana - éJ @ak ar

AEny ¢ k ssnlali veren prob sistemidir.

AKantifikasyon ve SNP tespitiy ap él.abi | i r

A Tasar | aPniansrExpressE ve BeaconDesigner gibi ha z
bilgisayarpr ogr aiel-ak® | aydeér



Es Zamanh PCR’de Onemli Noktalar

1-PrimerTas ar é mé

A Spesifik

A Yiksek veri mli

APrimer dimero | mamal é

A D Kofitaminasyonunu bertaraf edebilecek primerlert as ar | a
I exonfexons énér | ar éndan

I Araya uzun bir intron koyarak
PrimerTasar émé Veri mlili k Farkéneé Ya



2- Cogalma verimi

SYBR Greenk u |l | a n @ lp @&tradgkmaPnd REoed ¥ ¢ k waxikin
eldeedilmesii - hedef;, r ¥ @ u n LOGPROOb ci vaokE mdhédeée

- Comparison two prnmer-probe sets 185 rRNA
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CYCLE AMOUNT OF DNA AMOUNT OF DNA AMOUNT OF DNA AMOUNT OF DNA

S WoNO O R WMo

MMMMMMEMMMM‘-E&-E““&
D WD 00 =] % n L B = DD 00~ N Wk =

1

2

4

8

16

32

64

128

256

512

1,024

2,048

4,096

8,192
16,384
32,768
65,536
131,072
262,144
524,288
1,048,576
2,097,152
4,194,304
8,388,608
16,777,216
33,554,432
67,108,864
134,217,728
268,435,456
536,870,912
1073 741 824

1

2

4

7

13

25

47

89

170

323

613

1,165
2,213
4,205
7,980
15,181
28,844
54,804
104,127
197,842
375,900
714,209
1,356,998
2,578,296
4,898,763
9,307,650
17,684,534
33,600,615
63,841,168

121,298,220
230 466 618

1

2

3

b

10

19

34

61

110

198

357

643

1,157
2,082
3,748
6,747
12,144
21,859
39,346
70,824
127,482
229,468
413,043
743,477
1,338,259
2,408,866
4,335,959
7,804,726
14,048,506
25,287,311
45 547 160

100% EFFICIENCY 90% EFFICIENCY | 80% EFFICIENCY 70% EFFICIENCY

1

2

3

5

8

14

24

41

70

119

202

343

583

990

1,684
2,862
4,866
8,272
14,063
23,907
40,642
69,092
117,456
199,676
339,449
577,063
981,007
1,667,711
2,835,109
4,819,686
B 143 466

1 dongu sonunda

100% = 2.00x
90% = 1.90x

80%
70%

1.80x
1.70x



10,000,000,000

1,000.000,000 H #100% EFF

100,000,000 1 :EEZ; EEE

10,000,000 1 400, £rr

1,000,000

100,000

10,000
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PCR Déngii Sayisi

DNA Miktari




3- Referans Gen Secimi (GAPDH, ACTB)

Normalizasyon K- Do j ReferansGenSe -1 | mel i |
MReferans gen ar akt édokdlardan ya da h¢ecr el @e jdiek

g°ster mikmelair | él e k)

AEn stabil olan minimums ay @eh& ul | anél mal é

AKul | areférdnsgen s a y kirded fazla ise ortalama d e | @mak yerine
geometrik ortalamad ej leul | anél mal edeér



PCR Base Ling Subtracted CF RFL

Ct (Treshold Cycle) ya da Cp

(Crossing Point) Nedir ?

FIl oresan dejerlerinin exi k dejer.

(Ct, Cp) denir.

Ctdejeri, sistemin f | darketrmegenb ankil katdaé

ve PCR ¢ log-lmgenfgazda eksponensiyal olarak artmaya

bakl adé]j é& zamandeér

40 d°nge¢negn Lrdeeajienrdiek-iojbalrma ol ar

adl andérélamaz ve hesaplara kat
11000 3 T 11000
10000 1 1 10000
SO0 T S0
sS000 + 1T &000
FOOO 1+ Fooo
S000 - e000
SO0 T S000
4000 T <000
EDDD: t:ZDDD
1000 T 1000

0 1o
:2.:,,:.,:, - ! ' ' ' { :ZDEIIII

O 2 <4 [ g8 10 12 14 16 18 20 2Z 24 26 28 30 32 34 36 38 40 <42 <44 <46 <48
_wele



Ct (Treshold Cycle) ya da Cp

(Crossing Point) Nedir ?

Bir primer setiyada probsetii -b nt ROR ¢ 1r ¢nl aynai n
erime s € ¢ a k kahip @& In ra deklenir.

Kontaminasyon, spesifik olmayan bir - o] a venpamer dimero | u K |
gibik al & h & ecknhels & c a k sahiptiden a

EkzamanCR ile ¢r ¢ nlagaroz jelde k okt ur maritha
S € c a lgrefiglgrieden faydalanarak spesifik olmayan b aj | a n ma
primer dimerleri saptamak m¢ mk ¢ nd ¢ r
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mRNA seviyesinin qRT-PCR ile ol¢cimiu

A STANDART EJRK METOI
A D®ktaa CT METODU (-

metodu)
A PFAFFL METOD



Standart Egri Metodu

Correlabdon Coefficient: 0,933 Slope: -3.488 Intercept: 39.204 Y =-3.483 ¥ + 3%.204 o Inknowns
Standards
401 ‘kopya sayis!’ kontrol
5 35§ F——— | '
g » =—= Hedef genin dili isi
S s g——__Hedefgenin dilisyon egrisi
o 207 = —
£ 1s] ‘kopya sayisi’ hedef gen =
10 ¥ ' ' ; ' '
0 1 2 3 4 5 & 7

Log Starting Quantty, copy number

NORTHERN

conbrod expl

Hedef gendeki kat-degisim=
Deney orneginin kopya sayisi
Kontrol kopya sayisi

= —target gene

| 4—internal control gene
actin, GAPDH, RPLPO etc
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2- Kiyaslamah Ct Metodu

ARN

—

ACt=24—-14 =10

Ct =14 Ct=24 Cycles

B Endogenous control
Bl Targetgene



Ct

35

30

25

20

154

10

Target gene
s =-3.2583

Endogenous i
Control ACt remains
s = .3.2876 constant!
2 4 6 8 10

Log (amount of cDNA)



