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Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Mikrobiyoloji Anabilim Dal6
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Sunu Ieeri!i
PCROGN tandma
PCROON kdsa tariheesi
HYcre isi DNA replikasyonu
PCR bilelenleri
PCR temel prensipler
PCROGN kullandm alanlard
PCROON avantajlard ve dezavantajlaro
PCR optimizasyonu
PCR inhibitSrleri ve enhanserleri
Kar!dla!dlabilecek sorunlar ve «3zYm 3Sneriler

Biz Mikrobiyoloji ve Klinik Mikrobiyoloji Servisi olarak
neler yapabiliriz?



PCROGN tandm

¥ spesifik bir DNA pareasdndn kopyalar T
primerler tarafondan ysSnlendirilerek in vitro
ortamda enzimatik olarak sentezlenmesi

¥ nYkleik asitlerin in vitro olarak #o!altdlmaso
¥ DNA fotokopisi

¥ samanlokta i'ne aramak yerine samanloktaki
I'nelerin sayosono eo!altmak




PCROON kosa tariheesi:
¥ 1971 Khorana ve ark. 30 uelard birbirine
ysSnlendirilmi! iki DNA sentez primeri
kullanarak eift iplikeikli DNAONSN spesifik
bir bSlgesini replike eden bir metot
geliltirdiler

¥ 1983 Kary Mullis (Cetus firmasd) PCROG
geli"tirdi

Kary B.
Mullis



¥ 1985 PCRO®&N DNA polimeraz 10in Klenow
fragmentiyle gereekle!tiriimesine ysnelik ilk rapor
(Saiki ve ark., 1988).

¥ 1988 PCROGN Taq polimeraz enzimi kullandlarak
Ilk kez gereekle"tiriimesi

¥ 1993 Kary Mullis bulu!uyla Kimya dalonda Nobel
...dYlY aldo

¥ 1993---- PCR teknolojisi ve Taq polimeraz enzimi
lisanslaronon Snde gelen "irketler tarafondan
alonmaso



HYcre isi DNA replikasyonu

¥ DNA replikasyonu 37;COde gerseklelir

¥ Replikasyonda; Otek zincir bal!layan proteinlerO
gibi yardomco proteinler bu amaela kullanolor

¥ Replikasyonun ballatolaca"o bslgede 12
nYkleotid uzunlu"unda bir RNA primeri, OprimazO
ado verilen enzim tarafondan yapolor

¥ DNA polimeraz bu primere ballandp, 3 ucuna
nYkleotidleri ekleyerek DNA sentezini yapar



¥  Reaksiyon bile"enleri

VA VEURU,

)}

Reaksiyon tamponu
Template (kaldp)DNA
Primerler

¥  Forward ve reverse
Nukleotidler

¥ DNAONBN sentezinde
Polimeraz

¥ Taq DNA polymerase
MgCl,

¥ Enzim aktivitesinde

"% $
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, 71,0518
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PCR kard"om bile"enleri

Tag##LMK#)A07651%7?5#

1Tth #LMK#)A07651%?5#

H56N0%45#FMK

)1-651#
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Primerlerin Szellikleri

18-30 nukleotid den olulurlar

F ve R primerleri benzer Tm de"erlerine sahip
olmald

G+Cieeri"i ~ 50%

G veya C 3G&sonda bulunmal6

Primerler Aya da T ile sonlanmamalo

hairpin olulumuna yol asacak sekanslar engellenmeli
Primerler birbirine komplementer olmamalo



PCR

94

¥ PCR nasol «alb"or?:

Bl #Kki iplikeilin birbirinden

ayrolmasd94°C)

Bl Primerlerin ballanmas6 (55°C)
¥ Replikasyonun ba'"langoco

Bl Ekstensiyon

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

Bl 20 b 30kez tekrarla

12j

94



SIKLUS PARAMETRELER!

DenatYrasyon ;  93iC - 95;C
30snbldk

Ballanma 37;iC - 65;C
30snbldk

Ekstansiyon; 72iC

1dk
(Her 500 bpOlik DNA isin

25-35 siklus
Final e kstansiyon 2-10 dk

+ 30s n)



DENATTRASYON
93iC - 95;C

BA"LANMA
37iC - 65;C

25-35 SIKLUS

DENAT T RASYON
93;C - 95;C

EKSTANSIYON

72iC



Temel PCRko!ullaro

¥100 #l reaksiyon hacmi

¥Template 1-1000ng

¥Primerler 10 -20 pmols

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

¥her birinin final konsantrasyonu 200 #M olacak
lekilde dNTPOler: dATP, dGTP, dTTP, dCTP

¥1 Yhit e Tag polimeraz enzimi



REAKS!'YON KARIS$SIMI
25 or 50 pl final hacim Eppendorf (0. 2 ml)t YpY

Bile#enler Hacim Final
Konsantrasyonu

10 X PCR Buffer 5ul 1X
10 X dNTPs (2mM) 5l 200 pM
Forward primer (10pmols/  pl) 5 Ul 1uM (50pmols/50 ul)
Reverse primer (10pmols/ i) 5 l-ll 1uM (50pmols/50 pl)
Genomi k DNA template 2 ul 1ug
Tag polymerase (2U/ pl) 0.5 pl 1 unit

H,O (to 50 plFinal hacim ) 27.5 |l



JIft iplikeikli
template DNA !

501

301

«0"altolacak bslgé

30!
50!



Jft iplikeikli

template DNA !

501

sahip primerleri sentezld

Bu DNA sekansdna !

301

/ AN

30!
50!




PCR S#KLUS1!

_ or! JIft iplikeikli
Primerler! template DNA !
e
-
564 | 30!

301 50!



PCR S#KLUS1!

Primerler!
<=

501

Denat Yrasyon
950C
#plikeikler ayrolor!

30!

30!

50!

Tag polymerasetermostabil (0sOya dayanokld) karakterdedir



PCR S#KLUS1!

Ballanma
Hedef DNA ~550C

l : Primer ler ballanor!

50!

! : . 50!

|

Hedef DNA

—Forward primer alttaki iplikei"e ba“lanorken !
< Reverse primerYstteki iplikei"e ba"lanor!



PCR S#KLUS1!

Ballanma
~550C
Taq iplikeiklere
ballanor !

50! — 30!

30! 50!



Ekstansiyon

72°C

Tag dNTPOler yarddmdyla
DNAOy®S kopyalar!

50!

50! @

50!

30!

Taq5Qlen 3@e do"ru DNAOyYS sentezler



PCR S#KLUS1!

Ekstansiyon
72°C
Tag DNA ipliketlini
kopyalar !
50! @ 30!
(Tagh -

30!

Taq5Qlen 3@e do"ru DNAOyYS sentezler



PCR S#KLUS1!

Ekstansiyon

72°C
Taqg DNA iplikeilini
kopyalar !

30! @ 50!

Taq5Qlen 3@e do"ru DNAOyYS sentezler



PCR S#KLUS1! Ekstansiyon

72°C
Tag DNA iplikeilini
kopyalar !

30 @ 50

Taq5Qlen 3@e do"ru DNAOyYS sentezler



PCR S#KLUS1!

30!

50!

Siklus 10in sonu

30!

30!

50!

50!

30!

50!
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PCR S#KLUS2! )
Denat Yrasyon

950C
#plikeikler ayrolor!

50! 30!

30! 50!
50! 30!

30! 50!




PCR S#KLUS2! Ballanma
~550C
Primer ler bal!lanor !

50! 30!

50! - 30!

30! 50!




PCR S#KLUS?2!

Ekstensiyon
~72°C
!




PCR S#KLUS?2!

Vet




PCR S#KLUS3! DenatYrasyon

95°C




PCR S#KLUS3!
Ballanma
550C




Uzama
720C

PCR S#KLUS3!

tryYn 1!

trYn 2!




3. Siklus istenen YrYnlerin olu"tu'u ilk siklus

Bu a"amadan sonra amplifikasyon Yssel olarak gereekle"ir

Bu amplimerler a"al0daki denkleme gsre "ekillenir

n sayGdaki Yssel art6"on gsrYIdY!'PCR siklusunun ardéndan
No(1+Y)™! kadar YrYn kopyaso olacaktor

No hedeflerin ba"langbe saydso
Y PCR reaksiyonunun etkinli!i
n siklus say0so



3. S#KLUSOun sorlu

o —
o s




Denat Yrasyon
950C

PCR S#KLUSA4!




— Ballanma
550C
PCR S#KLUS4! —




Ekstansiyon
72°C

PCR S#KLUSA4!




1!

PCR S#KLUSA4!

2,3,4]

5,6,7!

8!




Varsayaldm ki sadece tek bir DNA molekYlY mevcut

¥ 4. siklus
¥ 5 siklus
¥ 6. siklus

1(1+1)=8
1(1+1}=16
1(1+1y=32

No(1+Y)nL

¥ Belirli sayddaki siklusun ardondan etkinlik

dYler

Number of
templates

1013

1011

107

10°

Exponential
phase

Plateau
phase

| H

20 30
Number of cycles

40 50
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PCR Agaro z jel ele ktroforezi

3-4 saat

Reliable PCR from Every Sample —

Son YrYn UV gsrYntYleme



UNUTULMAMASI GEREKENLER —

PCR <ok duyarlo bir teknik B istenmeyen bir DNA ile
meydana gelen kontaminasyon snemli
olabilmektedir

Her zaman  negatif kontroller teste eklenmeli
Pozitif kontrol da unutulmamalo

Uygun filtreli uslar ve sadece PCROa $zgY otomatik
pipetler kullan6imald

BSIYmler ayrd olmald

UV lamba ieeren kabinler kullandlmalod



g

Pcr.exe

Polimerizasyon

Polimeraz

36 aT

A

Wikleofilik etki

Yosfodiester ba"larinin katalizi

aT
AD



PCRO®&N Kullandm Alanlard

¥(en ya da gen fragmentlerinin klonlanmaso
¥Geneti k te"his - Muta syonlardn te"hisi
¥Analok-babaldk tayini

¥DNA sekans analizi

¥Forensik te"his

¥EndYstriyel kalite kontrolY ortaya konmas®

¥Doku transplantasyonu iein doku tipinin belirlenmesi
¥TYrler arasdndaki polimorfizmin belirlenmesi
¥MolekYler tiplendirme

¥Patojenlerin saptanmaso



Forensik te#histe PCR:

Example 3: Multilocus
Fingerprinting

Multilocus fingerprinting to match
trace evidence from a crime with
suspects. Which suspect matches the
specimen?

Specimen
v
E’
1]

Victim
—
N
W

i
3 =

s,
T = S EREE B

BT 3




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?
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PCRO®SN avantaj ve dezavantajlard

yYksek $zgYIlYk ve duyarldlok ¥ Kesin te"histe

Saptama ve tand h6z6 izolasyonun yerini
cans0z etkenleri saptayabilme tutmamakta; kros-
yetene'l kontaminasyona ba!lé
Nazld Yreme Szellilinde ve yanld" pozitiflik

sevre "artlarona kar"d hassas o
etkenler ¥ Laboratuvar altyaposo
gee Yreyen etkenler gereksinimi

#leri eald"malara (tiplendirme, ¥ Yeti"mi" eleman
sekans analizi, klonlama) ¥ YYksek sarf maliyetleri

olanak sallamaso



PCR OPT#M#ZASYONU



Magnezyum lyonlaro

¥ dNTP-Mg2+ kompleksleri

¥ Nukleik asitlerin "eker-fosfat omurgaso lile
etkile"ime girer

¥ Taq polimeraz aktivitesini etkiler

¥ 0.5 veya 1mMOIdk oynamalarla MgCI2
konsantrasyonu 0.5-5 mM arasonda de!i"tir

¥ dNTP kons. De"llirse MgCI2 da de"i'tir
¥ MgCI ise bantyo!. #se non-spesifik YrYn

‘1



Optimal =~ Mg ?* Konsantrasyonu |

Normal olarak , 1.5mM MgCI , optimal
Ayro olarak temin edilmeli
MgCI, kullandlmadan $nce *$zdYrYIYp vortekslenmeli

Mg?* konsantrasyonu DNA, primer ve nukleotid
miktarona bal!lo olarak belirlenmelidir



Primer ballanma (a nnealing )
socaklo!onon optimizasyonu
¥ Primerlerin Tm
delerleri
hesaplanabilir
(Srn. 54;C).
¥ Touchdown-PCR

¥ Gradient thermal
cycler kullanomo

M 50 52 54 56 58 60
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PCR etkinlitini artoran kimyasallar

DMSO (dimetil sYIfoksit)

%50lik formamid

10-100#M trimetilamonyum klorYr

%0.1-2.5016k Tween 20 gibi deterjanlar

%5-150lik polietilen glikol (PEG) 6000

Tek iplikeikli DNA ballayan proteinler

7 deaza-dGTP G-C baz -iftlerinin gYcYnY azaltmak iin
Taqg extender (Stratagene)

Perfect Match PCR Enhanser (Stratagene)

Q-Solution (Qiagen)



PCR inhibitSrleri

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

¥ DNA ekstraksiyon metodu

¥ DNA izolasyonunda kullanolan reaktifler
¥ Kan---- heparin, porfirin bile"ikler

¥ SDS

¥ Proteinaz-K



SzYm:

¥ materyalin sulandorolmaso

¥ #zolasyon a"amasdnda ya da PCROa
Internal kontrollerin eklenmesi

¥ Uygun DNA ekstraksiyon ysntem ve
Kitleri

¥ Ekstraksiyonu takiben fenol-kloroform +
etanol uygulamaso



Zayof bantlar ya da bantén gsrYImemesi

¥ Eklenmemi" bile"en ¥ TemplateOe ba!ld
Bl PCR kard"domo tekrar hazorlanor sorun

¥ Yanl0" yo!unlukta bile"en
Bl Template DNA
Bl Primer kon.
Bl Taq polimeraz

Pl TemplateOi jelde
kontrol et
¥ Fragmentasyon

PIPCR inhibitsSrleri

Bl MgCl, y -
. - M Daha Snce «al0"an
¥ Primer hatasod PCROa ekle
Bl Sekanslard kontrol et (Blast) B ok fazla DNA

Pl Alternatifi kullan
Pl Pozitif kontrol ile test et

M Hataldo PCR ko"ullard

¥ Bg!lgnma sOcakld!ono
dY"Yr
¥ MgCl,



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

template DNA
konsantrasyonu

«—— PCR YrYnleri

— ArtefaktYel YrYnler



Thermal Cycler Modelleri







Portatif MolekUler Biyoloji
aboratuvarlari!!!



