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Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Mikrobiyoloji Anabilim Dali




Sunu igerigi
PCR’in tanimi
PCR’in kisa tarihcesi
Htcre ici DNA replikasyonu
PCR bilesenleri
PCR temel prensipler
PCR’in kullanim alanlari
PCR’in avantajlari ve dezavantajlari
PCR optimizasyonu
PCR inhibitorleri ve enhanserleri
Karsilasilabilecek sorunlar ve ¢bztim onerileri

Biz Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Servisi olarak
neler yapabiliriz?



PCR’In tanimi;

spesifik bir DNA pargasinin kopyalari
primerler tarafindan yonlendirilerek in vitro
ortamda enzimatik olarak sentezlenmesi

nukleik asitlerin in vitro olarak ¢ogaltilmasi
DNA fotokopisi

samanlikta igne aramak yerine samanliktaki
ignelerin sayisini gcogaltmak



PCR’In kisa tarihcgesi:

1971 Khorana ve ark. 3’ uglari birbirine
yonlendiriimis iki DNA sentez primeri
kullanarak cift iplikcikli DNA’nin spesifik
bir bolgesini replike eden bir metot
gelistirdiler

* 1983 Kary Mullis (Cetus firmasi) PCR’I
gelistirdi




1985 PCR’in DNA polimeraz I'in Klenow
fragmentiyle gerceklestirimesine yonelik ilk rapor
(Saiki ve ark., 1988).

1988 PCR’In Taqg polimeraz enzimi kullanilarak
Ilk kez gerceklestiriimesi

1993 Kary Mullis buluguyla Kimya dalinda Nobel
Odlili aldr

1993---- PCR teknolojisi ve Taqg polimeraz enzimi
lisanslarinin onde gelen sirketler tarafindan
alinmasi



Hucre ici DNA replikasyonu

DNA replikasyonu 37°C’de gerceklesir
Replikasyonda; “tek zincir baglayan proteinler”
gibi yardimci proteinler bu amacla kullanilir

Replikasyonun baslatilacagi bolgede 12
nikleotid uzunlugunda bir RNA primeri, “primaz”
adi verilen enzim tarafindan yapilir

DNA polimeraz bu primere baglanip, 3 ucuna
nukleotidleri ekleyerek DNA sentezini yapar



Reaksiyon bilegenleri

— Reaksiyon tamponu
—  Template (kalip) DNA
—  Primerler

* Forward ve reverse
— Nukleotidler

*  DNAnin sentezinde
— Polimeraz

+ Taq DNA polymerase
- MgCl,

* Enzim aktivitesinde

PCR

e Sicaklik kontrolu

— PCR cihazlarn (thermal
cycler)
— Sicakhgin adimlar ve

sikluslar halinde
otomatik reglilasyonu




PCR karisim bilesenleri

Tag DNA Polymerase

rTth DNA Polymerase

dCTP

Template DNA
dGTP

dUTP )
Primer

dATP




Primerlerin ozellikleri

18-30 nukleotidden olusurlar

F ve R primerleri benzer Tm degerlerine sahip
olmal

G+C igerigi ~ 50%

G veya C 3" sonda bulunmal

Primerler A ya da T ile sonlanmamal

hairpin olusumuna yol agacak sekanslar engellenmeli
Primerler birbirine komplementer olmamali



PCR

94° 94°

 PCR nasil calisir?:

— ki iplikgigin birbirinden 72°

ayrilmasi (94°C)

— Primerlerin baglanmasi (55°C)
» Replikasyonun baslangici

— Ekstensiyon

(uzama, polimerizasyon) (72°C)
« = replikasyon

— 20 — 30 kez tekrarla

55°



SIKLUS PARAMETRELERI

Denaturasyon; 93°C - 95°C
30 sn - 1dk

Baglanma; 37°C - 65°C
30 sn - 1dk

Ekstansiyon; 72°C

1dk
(Her 500 bp’lik DNA icin + 30sn)

25-35 siklus
Final ekstansiyon 2-10dk




DENATURASYON
93°C - 95°C

BAGLANMA

37°C - 65°C

25-35 SIKLUS

DENATURASYON EKSTANSIYON

93°C - 95°C 72°C



Temel PCR kosullart

» 100 pl reaksiyon hacmi

» Template 1-1000ng

* Primerler 10 -20 pmols

* 10mM Tris-CL pH 9.0, 50 mM KCl (10xPCR tamponu)
* MgCl, 0.5 -3.0 mM

* her birinin final konsantrasyonu 200 yM olacak
sekilde dNTP'ler: dATP, dGTP, dTTP, dCTP

* 1 Uinite Taq polimeraz enzimi



REAKSIYON KARISIMI
25 or 50ul final hacim Eppendorf (0.2 ml) tupd

Bilesenler Hacim Final

Konsantrasyonu

10 X PCR Buffer Sul 1X

10 X dNTPs (2mM) Sul 200uM

Forward primer (10pmols/ul) 5M| 1uM (50pmols/50ul)

Reverse primer (10pmols/ul) 5M| 1uM (50pmols/50ul)

Genomik DNA template 2ul 1ug

Taq polymerase (2U/ul) 0.5ul 1 unit

H,O0 (to 50ul Final hacim) 27.5ul



Cift iplikcikli
template DNA

cogaltilacak bolge




Cift iplikgikli

template DNA

sahip primerleri sentezle

Bu DNA sekansina

/

7T ~




PCR SIKLUS 1

. Cift iplikcikli
Primerler template DNA
o
—




PCR SIKLUS 1

Denaturasyon
95°C
Iplikcikler ayrilir

Primerler ::

Taq polymerase termostabil (1s1ya dayanikh) karakterdedir



PCR SIKLUS 1

Baglanma
Hedef DNA ~550C

l :  Primerler baglanir
' '

|

Hedef DNA

— Forward primer alttaki iplikcige baglanirken
<— Reverse primer ustteki iplikcige baglanir



PCR SIKLUS 1

Baglanma
~55°C

Taq iplikciklere
baglanir




Ekstansiyon

72°C

Taq dNTP’ler yardimiyla
DNA'’y1 kopyalar

Taq 5’ den 3’ne dogru DNA’y1 sentezler



PCR SIKLUS 1
Ekstansiyon

72°C
Taq DNA iplikgigini
kopyalar

Taq 5’ den 3’ne dogru DNA’y1 sentezler



PCR SIKLUS 1

Ekstansiyon

72°C
Taq DNA iplik¢igini
kopyalar

; (Tag>

Taq 5’ den 3’ne dogru DNA’y1 sentezler



PCR SIKLUS 1 EkStanSiyon

72°C
Taq DNA iplikgigini
kopyalar

Taq 5’ den 3’ne dogru DNA’y1 sentezler



IKLUS 1
PCR SIKLUS Siklus 1’in sonu
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PCR SIKLUS 2
Denaturasyon

950C
Iplikcikler ayrilir

5’ 3’




PCR SIKLUS 2 Baglanma
~550C
Primerler baglanir




PCR SIKLUS 2

Ekstensiyon
~72°C




PCR SIKLUS 2

bl




PCR SIKLUS 3 Denatiirasyon

95°C




PCR SIKLUS 3

Baglanma
55°C




Uzama
720C

PCR SIKLUS 3

Uriin 1

Uriin 2




3. Siklus istenen urunlerin olustugu ilk siklus

Bu asamadan sonra amplifikasyon ussel olarak gerceklesir

Bu amplimerler asagidaki denkleme gore sekillenir

n sayidaki ussel artisin goruldugu PCR siklusunun ardindan
No(1+Y)™1 kadar urin kopyasi olacaktir

No hedeflerin baslangi¢ sayisi
Y PCR reaksiyonunun etkinligi
n siklus sayisi



3. SIKLUS’un sonu
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Denaturasyon
95°C

PCR SIKLUS 4




— Baglanma
55°C
PCR SIKLUS 4 —




Ekstansiyon
72°C

PCR SIKLUS 4




PCR SIKLUS 4

234

5,6,7




Varsayalim ki sadece tek bir DNA molekili mevcut
* 4. siklus 1(1+1)3=8 -~

+ b, siklus 1(1+1)=16 No(1+Y)

* 6. siklus 1(1+1)5=32

« Belirli sayidaki siklusun ardindan etkinlik
diser

10131

Plateau
phase

10" Exponential

phase

Number of
templates

107 [
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PCR Agaroz jel elektroforezi

3-4 saat

Reliable PCR from Every Sample —

Son urdn UV goruntuleme



UNUTULMAMASI GEREKENLER —

| S—

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

Her zaman negatif kontroller teste eklenmeli_
Pozitif kontrol da unutulmamali

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

BoliUmler ayri olmali
UV lamba iceren kabinler kullaniimali



Polimerizasyon

dT
B e
Pcr.exe dP&
Polimeraz do
5¢ 3¢ dT
3¢ A
*Niikleofilik etki

*Fosfodiester baglarimin katalizi



PCR'In Kullanim Alanlari

eGen ya da gen fragmentlerinin klonlanmasi
eGenetik teshis - Mutasyonlarin teshisi
eAnalik-babalik tayini

*DNA sekans analizi

eForensik teshis

eEndustriyel kalite kontroll ortaya konmasi

eDoku transplantasyonu icin doku tipinin belirlenmesi
eTuUrler arasindaki polimorfizmin belirlenmesi
eMolekuler tiplendirme

ePatojenlerin saptanmasi



Forensik teshiste PCR:

Example 3: Multilocus
Fingerprinting

Multilocus fingerprinting to match
trace evidence from a crime with
suspects. Which suspect matches the
specimen?
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Analik-babalik tayini:

Example 2: Multilocus
Fingerprinting

Microsatellite fingerprinting to
establish parentage. The probe,
(CAG);,, recognizes a large number of

loci. Examine the bands detected in
DNA from the child that are not
detected with DNA from the mother.
Which male is the biologic father of
the child?




PCR'in avantaj ve dezavantajlari

yuksek ozgulluk ve duyarlilik
Saptama ve tani hizi

cansiz etkenleri saptayabilme
yeteneqi

Nazli ureme Ozelliginde ve

cevre sartlarina karsi hassas
etkenler

gec Ureyen etkenler

lleri calismalara (tiplendirme,
sekans analizi, klonlama)
olanak saglamasi

Kesin teshiste
Izolasyonun yerini
tutmamakta; kros-
kontaminasyona bagl
yanlis pozitiflik

Laboratuvar altyapisi
gereksinimi

Yetismis eleman
Yuksek sarf maliyetleri



PCR OPTIMIZASYONU



Magnezyum iyonlari

dNTP-Mg2+ kompleksleri

Nukleik asitlerin seker-fosfat omurgasi ile
etkilesime girer

Taq polimeraz aktivitesini etkiler

0.5 veya TmM’lik oynamalarla MgClI2
konsantrasyonu 0.5-5 mM arasinda degistir

dNTP kons. Degisirse MgCI2 da degistir
MgCl ise bantyod. Ise non-spesifik Grin

‘1



Optimal Mg2+* Konsantrasyonu!

Normal olarak , 1.5mM MgCl, optimal
Ayri olarak temin edilmeli
MgCl, kullanilmadan once ¢ozdurultp vortekslenmeli

MgZ+ konsantrasyonu DNA, primer ve nukleotid
miktarina bagl olarak belirlenmelidir



Primer baglanma (annealing)

sicakliginin optimizasyonu

* Primerlerin Tm
degerleri
hesaplanabillir
(Orn. 54°C).

* Touchdown-PCR

 Gradient thermal
cycler kullanimi.

M 50 52 54 56 58 60




PCR etkinligini artiran kimyasallar

DMSO (dimetil siilfoksit)

%5’lik formamid

10-100uM trimetilamonyum klordr

%0.1-2.5’'lik Tween 20 gibi deterjanlar

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

Tek iplikcikli DNA baglayan proteinler

/ deaza-dGTP G-C baz ciftlerinin glictnl azaltmak igin
Taq extender (Stratagene)

Perfect Match PCR Enhanser (Stratagene)

Q-Solution (Qiagen)



PCR inhibitorleri

biyolojik materyaller (kan, idrar, balgam,
BOS,...vs.)

DNA ekstraksiyon metodu

DNA izolasyonunda kullanilan reaktifler
Kan---- heparin, porfirin bilesikleri

SDS

Proteinaz-K



Cozum:

materyalin sulandiriimasi

Izolasyon asamasinda ya da PCR’a
Internal kontrollerin eklenmesi

Uygun DNA ekstraksiyon yontem ve
Kitleri

Ekstraksiyonu takiben fenol-kloroform +
etanol uygulamasi



Zayif bantlar ya da bantin gorulmemesi

» Eklenmemisg bilesen » Template’e bagl
— PCR karigimi tekrar hazirlanir sorun

* Yanlis yogunlukta bilesen

— Template’i jelde
— Template DNA

kontrol et

— I;’_rlmerllfon. « Fragmentasyon
: MaquIID; Imeraz — PCR inhibitorleri
| « Daha once calisan
* Primer hatasi PCR’a ekle
— Sekanslari kontrol et (Blast) — Cok fazla DNA

— Alternatifi kullan
— Poazitif kontrol ile test et

« Hatali PCR kosullari

« Baglanma sicakligini
dusur
+ MgCl,



Mw Mw 107 10° 10° 10° 10° 10° 20" 10' 10° 10" 10° NTC

template DNA
konsantrasyonu

«<— PCR irinlen

«— Artefaktiel tirunler



Thermal Cycler Modelleri







Portatit Molekuler Biyoloji
Laboratuvarlar!!!



