PCR TEKNIKLERI
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Immunolojik Substanslarin
Saptanmasi

AJ;
ELISA, RIA, FA, IP, Immunblot, Protein.Dot
Blot, In Situ Immunperoksidaz

Ab:
ELISA, RIA, FA, IP, Immunblot



Genetik Materyallerin

Saptanmasi

A)Niikleik Asit Hibridizasyon Tek.
-Southern Blot Teknigi

-Dot Blot Teknigi

-In Situ Hibridizasyon

B)Niikleik Asit Amplifikasyon Tek

a) Transkripsiyonla Amplifikasyon Teknikleri
b)Prob Molekiillerinin Amplifikasyon Teknikleri
c)DNA Amplifikasyon Teknikleri




a) Transkripsiyonla Amplifikasyon Teknikleri
-Transkripsiyona Dayali Amplifikasyon(TAS)
-Self-Sustained Sequence Replication (SSSR)
-Standart Displacement Amplification(SDA)
b)Prob Molekiillerinin Amplifikasyon Teknikleri
-Ligaz Zincir Reaksiyonu(LCR)

-RNA Prob Molekiillerinin Q Beta Replikaz ile
Amplifikasyonu

c)DNA Amplifikasyon Teknikleri
-Polimeraz Zincir Reaksiyonu



PCR bakteri, virus, mantar, parazit ve
protozoon gibi hastalik etkenlerine ait hedef
niikleik asit zincirlerinin primer adi verilen
spesifik komplementer oligoniikleotidler ve
1siya dayanikli polimeraz enzimleri (Taq)
kullanilarak mvitro olarak ¢ogaltilmasina
saglayan; oldukc¢a 0zgun ve glivenilir
molekuler biyolojik bir tekniktir.

Bu hedef genetik materyaller ¢cok az sayida ve
hatta bir¢ok 1lgisiz DNA’lar arasinda olsalar
bile ¢cogaltilabilir, homojen bir DNA materyal
naline getirilip kolayca identifiye edilebilir




Genetik Materyaller

Nikleik asitler niikleotid ad1 verilen alt birimlerden
olustugu icin poliniikleotid olarakta adlandirilirlar

Niikleotid=seker+baz+fosfat

DNA eslesmis 1ki1 polintikleotid zincirinden 1baret
ikil1 sarmaldir.

Hidrojen baglari ile bir arada tutulurlar
Denature ve renaturasyon ozelligi vardir

Niikleik asitlerin kendi kendini ¢ogaltma yetenegi
vardir
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The components of nucleotides

+ sugar + phosphate

4 different dNTP's (deoxynucleoside triphosphate) :

deoxvadenosine triphosphate = dATP deoxvguanosine triphosphate = dGTP
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DNA'nin Yapisi

© DNA=baz+seker+fosfat
-Baz=Piirin bazlar(A, G),Pirtimidin bazlar(
-Seker=2-deoksi D riboz
-Fosfat

o Cift iplik¢ikli yapidadir




From nucleotide to DINA
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© RNA=baz+seker+fosfat
-Baz=Piirin bazlar(A, G),Purimidin b
-Seker=D riboz
-Fosfat

o Tek 1plik¢ikli yapidadir




PCR'In Tarihcesi

1971 yilinda Khorana ve ark.dizayn ettikler1 primer
1le DNA’y1 ¢ogaltabileceklerini tanimladilar

Fakat kullanilan yontemle amplikonlari
cogaltmadilar

1983°te Karry Mullis PCR’1 kesfett1

1985°te Saiki ve ark. DNA polimeraz I’1n Klcnow
fragmentini PCR 1ile tanimladilar

1986°da Cetus Corp ve Perkin Elmer Corp, Perkin
Elmer Cetus adi altinda birleserek alet ve kimyasal
uretmeye baslad.



1987°de Cetus ortag1 Kodak ile PCR temeline dayali
teshis metodu gelistirdi.

1988°de Saiki ve ark. PCR’da Taq DNA polimerazi
1lk defa kullandilar.

1993°te PCR muciti Karry Mullis Kimya alaninda
Nobel odiilu kazanda.

Bugtin i¢in onlarca ticari firma PCR urtinler
uretmektedir
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PCR’In Temel Mekanizmasi

Hedef DNA sekansinin invitro olarak enzimatik
amplifikasyonunu saglayan oldukc¢a giivenilic
molekuler biyolojik bir tekniktir

“Bakterisiz klonlama teknig1”

PCR islemi ile DNA amplifikasyonunun pensibi
sicaklik, zaman ve siklus sayilari 1stenildigi sekilde
ayarlanabilen 0zel cihazlarda 3 asamada gerceklesir.




1.FAZ:Ayrisma(Denaturasyon)

Cift iplik¢iklit DNA’nin denatiirasyonu saglanir.
Ortamda buffer, ANTPs, primerler ve enzim vardir.
Is1 91-94 ©C olup, reaksiyon 1-2 dakika siirer.

Denatiirasyon suresinin uzun olmasi, Taq polimeraz
enzim aktivitesinin kaybini hizlandirir



2.FAZ:Birlesme(Annealing)

DNA tek iplikcikli hale doniismiistiir.
Primerler bu asamada hedef DNA’ya baglanar.
Reaksiyon 1s1s1 50 °C civarina duistrtilir.

Isinin aniden diismesiyle primerler DNA matrisi
uzerinde yogunlasir.

Is1 yiiksek oldugunda baglanma sekillenmezken, 181
cok dusuk oldugunda da primerler yanlis yere
baglanabilir ve primer dimerler1 olusur

Is1 37-65 °C arasinda degismekte olup, reaksiyon
2-5 dakika stirer.



3.FAZ:Uzama (Polimerizasyon)

Isiya dayanikli polimeraz enzimi, primerler ve
kalip olarak tek 1plik¢ikli DNA’nin kullanilarak
invitro kosullarda cift iplikcikli DNA nin
sentezlenmesidir (Elongation, extension).

Reaksiyon 70-72 °C’de 2-3 dakikada
tamamlanmakta olup, enzim 5>—3’ yoniinde
aktivite gostererek primerlerin 3’ uclarindan
baslayarak ortamdaki niikleotidler: kullanarak

hedef DNA diziliminin kopyasini yapar.

Reaksiyon 1s1s1 tekrar 94 °C’ye cikarilarak bir
siklus tamamlanmis olur.



Denaturation 94°C
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Her siklusta DNA’nin miktar1 bir kat artar.

3 asamadan olusan ve yaklasik 10-15 dakika
stiren birinci amplifikasyon agsamasi
tamamlanmais olur.

Etkin bir DNA amplifikasyon i¢in gerekli siklus
sayis1 genellikle 25-40 arasindadr.

25 siklusta DNA bolgesi yaklasik 1 milyon Kat,
30 siklus sonra 270 milyon kat arttirilmis olur,

Deneysel kosullarda verim oran1 % 85 kadardir.
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PCR’In Temel Bilesenleri

Matris veya Kalip DNA (Template)
Primerler (oligonitikleotidler)
Polimeraz enzimleri
Deoksiniikleotid-trifosfat (dNTPS)

Tampon solusyonlar (Buffer)



Matris veya Kalip DNA (Template)

Cogaltilacak olan genetik materyaldir.

Bakteri, virus, genomik DNA, plazmid ve faj
DNA’s1, cesitli genler olabilir

Kan, serum, viicut sivilari, dokular, organlar,
fikse edilmis dokular ¢ok kullanilir.

Hedef zincir olarak RNA kullanilacaksa,
reaksiyon baslamadan once revers transkriptaz
enzimi kullanilarak RNA cDNA’ya ¢evrilir ve
bu kalip olarak kullanilir.



Primerler (Oligonukleotidler)

Hedef DNA’dan yen1 DNA sentezini baslatan ufak
DNA par¢aciklaridir.

[saretlenmis niikleotidlerden olusmus sekanslar
olup sentez 1¢in basamak olusturan, DNA’y1 PCR
teknigi 1le amplifiye edebilmek i¢in kullanilan,
baslatici yardimci oligoniikleotidlere primer denis.

Primer DNA matrisinin belli bir boliimiiniin sonu
1le komplementer bir yapiya sahiptir.

Primerler1 5° ucu hedef DNA’nin 3’ ucu 1le birlesir
ve polimerizasyon i¢cin 5’— 3’ yoniinde uygun
bir ortam saglar.



Primerlerin uzunlugu en az 16, ortalama 20-24 baz
uzunlugunda olmalidir.

Primer tasarlanirken 4 bazin esit dagilimina
Hedetf DNA’nin 100-1000 bp uzunlukta olmasina
10-12 adet G veya C olmasina

Tm degerinin 60 °C olmasina

Sekonder yapilar icermemesine

3’ ucunda dimer olusumuna 1imkan vermemesine

AAA-3’ ve TTT-3’ 1le sonlanmamasina 0zen
gostermelidir.

30 siklus i¢in 1puM konsantrasyon yeterlidir.



Diustuik konsantrasyon az tirtin olusmasina, ytiksek
konsantrasyon 1se diisiik spesifiteye neden olur ki
bu durum jelde ¢ok farkli amplikonlarin tespiti ile
mumkiindiir.

Yine yliksek primer konsantrasyonu primer-dimer
artifaklarinin olusmasina neden olur.

Primerlerde polibaz(poly G) veya tekrarlayan
diziler olmamasina dikkat edilmelidir.

Primer tasariminda % 50-60 G+C bilesimine
sahip ve 18-28 baz uzunlugunda niikleotidlerden
olusmalidir

Bilgisayar programlar1 primer tasariminda yaygin
olarak kullanilmaktadir



Bir primer ¢iftinin Tm’s1 hesaplamis olmali
ve pratik olarak A veya T 1¢in 2.°C, G veya
C 1¢1n 4 °C hesaplama kullanilabilir.

Uygulamaya bagli olarak 55-80 °C arasinda
Tm istenir.



Polimeraz Enzimleri

[1k kullanilan enzim E.coli’den elde edilen DNA
polimeraz enzimidir.

Termolabil bir enzimdir

1987 yilinda T.aquaticus’tan elde edilen Tag DNA
polimeraz kullanildi, termostabildir.

95 °C’de yarilanma omrt 40 dakikadir
72 °C’ de maksimum aktivasyon

70-80 °C’de saniyede 30-60 baz ekstensiyon hizi 535
°C altinda ve 85 °C uizerinde duser

Enzim konsantrasyonu 1-2,5 U/ 100ul arsindadir.



Enzim konsantrasyonu yiiksek oldugunda
nonspesifik eslesme, diisiik oldugunda ise zayif
amplifikasyon gozlenir.

Piyasada mevcut Tag DNA polimeraz enzimleri %
50 gliserol 1¢inde 5 U/ ml konsantrasyonda,
dilisyon tamponu ile birlikte — 20 °C’de
satilamkatadir.

1 unite enzim 74 °C’de 10 nmol dANTP’y1
baglayarak ekstensiyon yapar.

10 ml PCR hacminde 2,5 ml enzim 25-30 siklus
i¢in yeterli olur.



Diger polimeraz enzimlert;

T.aquaticus - Amplitag
T.flavis - Hot Tub ve Pyrotase
T.thermophilus . Tth

Pyrococcus furiosus —— Pfu
Thermococcus literalis — Vent polimeraz
B.stearothermophilus —— DNA polimeraz
Thermus brockianus —— DNA polimeraz
"hermus litorais - DNA polimeraz




Deoksinukleotid-Trifosfat (dNTP)

DNA sarmallarinin sentezlenebilmesi icin dATP,

dTTP, dGTP, dCTP olarak bilinen 4 tip dNTP
gereklidir.

Primerler ve dNTP’ler hedef DNA’nin
amplifikasyonu 1¢in gerekli hammaddey1 saglar.

Genelde dNTP konsantrasyonu 20-200 mM
arasindadir.

dUTP konsantrasyonu 600 mM konsantrasyonda
olmalidir.

Normal PCR 100 uM dNTP konsantrasyonu
yeterlidir.




Kullanilirken pH kontrol edilerek pH’s1 1 N NaOH
ile pH 7,0’a ayarlanmalidir.

Optimal dNTP konsantrasyonu;

— MgCl, konsantrasyonu,

— Reaksiyon kosullari,

— Primer konsantrasyonu,

— Cogaltilmis urtin boyuna,

— PCR dongu sayisina baghdir



Tampon Solusyonlar (Buffer)

En ¢ok kullanilan Tag/Amplitaq enzimlerine 0zgi
olandur.

Standart tampon soliisyonunda;
— 10 mM Tris CI (pH 8,4)

-~ 50 mM KClI

- 1,5 mM MgCl,

~ 9% 0,001(w/v) jelatin

~ %0,01 NPO,O

— Tween 20 olmakla beraber ¢esitli modifikasyonlar
mevcuttur.



Mg onemli bir enzim kofaktori olup, ANTP’ler ile
¢Ozunebilir kompleksler olustururlar ve ¢ift
iplik¢iklt DNA’nin Tm degerini arttirirlar.

Teorik olarak ntikleotidler testteMg 1le 1/1 oraninda
baglandigindan niikleotidin 1ki katt Mg
konsantrasyonu olmasi gerekir.

Mg Iyon konsantrasyonu 0,05-5 mM arasinda
olmalidir.

Yuksek Mg konsantrasyonu zayif reaksiyon
spesifitesine, duisik Mg konsantrasyonu 1se zayif
reaksiyon etkinligine neden olmaktadir.

Dondurma ¢ozme neticesinde Mg presipite oldugu
icin buzdolabinda saklanmalidar.



Reaksiyon Kosullari ve
Kullanilan Ekipmanlar

PCR laboratuvari, DNA’nin saflastirma islemlerinin
yapildig1 amplifikasyon oncesi odasi, PCR
karisiminin hazirlandigi temiz oda ve DNA’ nin
analizinin yapildig1 amplifikasyon sonrasi edasi adi
verile u¢ farkli odadan olusmalidir.

Ozellikle temiz odaya diger odalardan malzeme
tasinmamasi, odalar arasinda direk gecis olmamasi
kontaminasyonu onlemede onemli hususlardir.

PCR oncesinde kullanilacak materyalin yapisina
gore ekstraksiyonu yapilarak inhibitor maddelerden
ayiklanir ve PCR sonras1 amplifiye nukleik asit
analiz edilir.



Gerekli aletler;

— Thermal cycler - Steril eldiven
— Mikrosantrifiij - Saf steril su
— Otomatik pipetler - Pipet uclar
— Derin dondurucu - Agaroz

— Analitik terazi - Ethidium bromit
— UV laminar flow

— Agaroz jel elektroforez sistemi

— UV transimiilator

— \orteks

— Mikrodalga firin

— Fotograf makinesi






Amplifiye Urinun Incelenmesi

Amplifiye trtn jel elektroforezi 1le agaroz veya
poliakrilamid olmak tuizere 1ki farkli sekilde
ayristirilabilir.

Poliakrilamid jel genellikle diisey konumda
kullanildig1, hazirlanmasi daha zor ancak 5-500 bp
arasinda kullanisli oldugu ve 1 bp’1 dah1 ayarabildig:
bildirilirken, 200-50 000 bp arasinda uygun olmasi,
4-30 °C gibi genis bir 1s1 diliminde uygulama bulma
ozellig1 vardir.



Agaroz Jel Elektroforezi

Elektrik akimi uygulandiginda negatif ytiklu
DNA’nin notral pH’da anoda dogru hareketi esasina
dayanan elektroforezde kullanilan saf agar
elektroforez kalitesini arttirir.

En sik kullanilan tampon soliisyonlar; Tris
asetat(TAE), tris-fosfat(TPE), tris-borat( TBE),
alkalin gib1 EDTA iceren tampon soliisyonlardir.

Tamponda 1yon yetersizliginde iletkenlik azalarak
hiz diismekte, fazlaliginda 1letkenlik artarak 1s1
olusmaktadir.

TAE tercih edilen soliisyon olmasina ragmen uzun
surel1 elektroforezde tiikkenerek anodun bazik,
katodun asidik hale gelir



TAE’den biraz pahali olan TPE ve TBE uzun siireli
elektroforeze dayanikli oldugu ve hiz1 % 10
arttirdig: bildirilmaistir.

DNA uzunlugu(bp) %(w/v) Agaroz Konst.
5 000-60 000 0,3
1 000-20 000 0,6

800-10 000 0,7

500- 7 000 0,9

400- 6 000 1,2

200- 3000 1,5

100- 2 000 2,0



Eritilen agaroz 60 °C’ye sogutularak jel tabakasina
dokulir.

3-5 mm kalinlikta dokiilir ve 0,5-1 mm tabla ile
bosluk kalacak bicimde tarakla delikler acilir.

Elektroforez isleminde, jelin delikli kismi katoda
gelecek bicimde yerlestirilir ve jelin 1 mm iizerine
kadar tampon soliisyonlar eklentr.

Amplifikasyon tlrtinlerinin jeldeki ¢ukurlara
yerlestirilmeden once yogunluklarinin arttirilmast,
boyanmasi ve jelde ilerleme hizinin gortilmesi amaci
1le karistirildiklar: soltisyon yukleme tamponu
olarak adlandirilir.

5 farkli tip yukleme tamponu vardir.



Boyama ve Goruntileme Islemleri

Boyamada floresan boya olan Ethidium bromit
kullanilir.

Boya DNA zincirindeki bazlarin arasina girerek
etkili oldugu, 254 nm dalga boyunda merotesi
1sinlarin DNA tarafindan absorbe edilerek ethidium
bromide aktarildigi, 302 ve 366 nm dalga boyundaki
1sinlarin 1se dogrudan boyay1 etkiledigi, sonucta
boyanin 590 nm boyunda kirmizi turuncu 1s1n
yaydigi belirtilmastir.

Son konsantrasyonu 0,5 mg/ml olacak miktarda
ethidium bromitin 60 °C’ye sogutulmus jelde
kullanilmas1 yaygindir.




Bazlarin arasina giren Ethidium bromit, DNA nin
uzunlugunu ve kirilganligini arttirdigi, hareket hizim
%15 azalmasina yolactigi, elektroforez sirasinda
DNA’nin ters yonde hareket ettigi bildirilmaistir.

Karsinojen oldugu icin kullanilirken dikkatl
olunmalidir.

Boyama sonrasi jel mor otesi1 bir 151k kaynagi
(transsimilator) uzerine konularak boyanmais
DNA’larin gorulerek fotograt makinasiyla fotografi
cekalir.



START WELLS FILLED
WITH SAMPLE

.




Venfication of PCR product on
agarose or separide gel

ladder PCR fragments




PCR'in Modifikasyonlar

[nverse (Tersine Dénmiis) PCR;

— Bilinen bir diziye komsu olarak bulunan fakat bilinmeyen
bazlara sahip olan DNA segmentlerini
amplifikasyonunda kullanilir.

— Bilinen sekansin ik1 ucunda bulunan ve baz siralari
bilinmeyen segmentler belli bir uzakliktan restriksiyon
endoniikleaz enzimleri 1le kesilir ve 1ki tarafta yapiskan
uclar meydana getirilir.

— Kesim sonunda molekiiler lineer forma doniistir.

— Iki yapiskan ug¢ birlestirilerek molekiil sirkiiler hale
getirilir.

— Ortada bulunan ve bilinmeyen sekanslara sahip DNA

segmenti tekrar kesilerek linear forma dontsturiliur ki bu
molekiiliin ik1 ucunda bilinen sekanslar bulunmaktadir.



Bu 1ki1 ucta bulunan bilinen sekanslara
komplementer 1ki ayr1 primer hazirlanarak
reaksiyon ortamina atilir.

PCR 1¢in gerekli bilesenlerde ortama
konarak konvansiyonel PCR basamaklart
takip edilir



Asimetrik PCR

Sekans analizi protokollerinde onemli bir gelisme
DNA’nin tek sarmalinin ¢ogalmasina yol acan ve
farkli miktarlarda primer DNA kullanilarak
gerceklestirilen Asimetrik PCR’dir.

Ornegin 50 pmol bir primer,0,5 pmol diger

primerdir.Jki
Once c¢ift ipli

pasamakta yapilir.
k¢cikli DNA c¢ogaltilir. Az olan primer

tamamen kullanildiktan sonra fazla olan primer tek
DNA zincir1 ¢ogaltilir.

Bu DNA Taq

polimeraz veya modifiye olmus T7

polimeraz kullanilarak sekans analizine tabi1 tutulur



Homoopollmerll

Primer baglanma bol gesi olarak yalniz bir sekansin
bilindig1 durumlar 1¢in gelistirilmaistir.

Bu teknik amplifikasyonu yapilacak gen
molekiiliiniin 5- terminus kodunun degisken oldugu
veya bilinmedigl durumlarda basariyla kullanilmagtir

Bu yontemde mRNA revers transkriptaz kullanilarak
cDNA’ya transkripte edilmekte ve poly (dG)
kuyrugu deoksiniikleotidil transferaz 1le cDNAnin
3’- ucuna eklenmektedir.

Homopolimerli poly (dC) kuyrugu tasiyan bir
primer poly (dG) bolgesine baglanmakta ve 1kinei
iplik¢igin sentezi baslamaktadir.Daha sonra spesifik
3’-ucu primer1 ve homopolimerli primer kullanilarak
reaksiyon standart PCR’a gore devam ettirilir



In Situ PCR

Morfolojik olarak saglam doku ve hiicrelerden
DNA’nin amplifikasyonudur.

[n situ parafinlenmis veya arsivlenmis dokular icin
gelistirilmistir.

Mikroskop lami tizerine yapistirilmis saglamhiicre
ve dokular hedef DNA olarak kullanilir.

Uzerine proteaz ilave edilerek proteinler giderilir ve
%0,5 Nonidet P40’la permeabilitesi arttirilir.

Gerekli komponentler 1lave edilerek lamel kapatilir
ve thermal cyclere yerlestirilerek konvansiyonel

PCR’daki gib1 devam edilir.



Elde edilen urtiinun spesifitesini anlamak 1¢in
nonradyoaktif maddelerle (digoxigenin, biotin, vs.)
1saretli problatla 1n situ hibridizasyon yapilir.

In situ hibridizasyon sadece tek hiicre diizeyinde
niikleik amplifiye etmekle kalmaz, ayn1 zamanda tek
tek hiicrelerden hangisinin hedef DNA ‘sirasi
icerdigini veya 0zel bir geni eksprese ettigini tam
olarak identifiye edebilir.

Konvansiyonel PCR’da dokudaki spesifik birthuicre
1le PCR sonuglar arasinda korrelasyon kurmak tam
miuimkiin degildir.

In situ PCR’da kontaminasyonlar en aza
indirgenmustir.
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Hot Start PCR

Konvansiyonel PCR’da reaksiyona girecek
maddeler oda sicakliginda ve ayni zamanda
reaksiyona sokulur.

Ancak primerler daha reaksiyon baslamadan oda
1sisinda Taq polimerazin etkisiyle hedef DNA
disinda nonspesifik hedeflere baglandig: ve yanhs
sonu¢ (primer olgomerizasyonu, primer kaybi,
nonspesifik amplifikasyon vs.) elde edilir.

Hot start PCR’da reagentlerin bir kismi oda 1si1sinda
( primerler, dNTP, MgCl,, buffer), bir kismi ise
reaksiyonun optimal 1sisinda (Taq polimeraz, hedef
DNA, buffer) reaksiyona sokulur.



Bu yontemde birbiri 1le reaksiyona girerek
sakinca doguracak maddeler ayr fazlarda,
ayr1 zamanlarda ve optimal 1s1da reaksiyona
sokuldugundan nonspesifik reaksiyonlar,ve
kontaminasyonlar onlenmis olur.



Nested PCR

Bu yontemde ust uste 1k1 PCR raksiyonu

gercek

Bu ned

estirilir.

enle 1ki ¢ift primer seti kullanilar.

[k PC

R’da “outer” denilen dis primer kullanilarak

istenilen gen bolgesi cogaltildiktan sonra elde edilen
PCR {rliniinden “inner’” denilen ikinci primer seti ile

tekrar PCR yapilir.

Boylelikle PCR’da elde edilen uruntin, tekrar
mutasyona 0zgu daha spesifik bir bolgesi
cogaltilmis olur.



2001 yilinda FAT i1le kuduz miispet degerlendirilen
80 materyalden 49 (%61,25) adedinde RT-PCR ile
viral niikleik asit tespit edilirken heminested,PCR 1le
tamaminda (% 100) viral niikleik asit tespit edildi.

Calismada kullanilan 113 materyalden 53 adedinde
RT-PCR ile 86 adedinde de heminested PCR ile viral
ntikleik asit tespit edildi.



NESTED PRINER PCR

IF
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Arbitrarily Primed PCR (AP-PCR)

Rasgele secilen primerler kullanilarak genomlarin
fingerprintingler1 olusturulur.

Primerlerin eslesmesi tam degildir.

Bunlarin bazilar1 kars1 tarafta eslesir.

Bu primer eslesmesinin en bliytik etkisi, bilinen
100°den fazla PCR turuntunden birkacinin

fingerprintinginin o

Fingerprintten RFL
filogenetik, klinik e

lusmasidir.
P genetik haritalama, taksonomi,

nidemiyoloji, kanserlerde

mutasyon belirlenmesinde kullanilir.



rep PCR

Repetitive DNA dizilerinin amplifikasyonuyla
mikroorganizma soylarinin belirlenmesine
(fingerprintinge) dayali bir yontemdir.

PCR primerleri, DNA’da dagilmis olan tekrarlayan
dizilere spesifik diizenlenir ve 18-22 bp uzunluktadir

Amplifikasyon sonrasi elde edilen farkli boylardaki
multibil amplikonlar elektroforezde gozlenir.

Bu seklide mikroorganizma soylarina ait spesifik
DNA fingerprint bantlar1 ayirt edilir.



rep-PCR genomic fingerprinting protocol
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RT-PCR

mRNA’dan DNA polimeraz enzimiyle cDNA
sentezlenir. Elde edilen cDNA PCR ic¢in kullanilir

Bu yontem doku veya hiicrelerde spesifik dizinin
ekspresyonunun tayini i¢in ¢ok duyarlidir.

En az bir y1l dondurulan kan 6rneklerinde BV.DV
virusunun tespitinde 3 Immunperoksidaz test
modifikasyonu ile RT-PCR karsilastirildi.45 ‘adet
pozitif ornekte RT-PCR 42 adedinde (% 93,3);
Immun peroksidaz modifikasyonlari ise sirayla
41(% 91,1), 40 (% 88,8) ve 37 (% 82,2) adedinde
pozitif bulundu




Differantial Display (DD PCR)

Farkli dokularda eksprese olan genlerin
belirlenmesinde kullanilir.

[k basamak RT-PCR’dr.

Amplifikasyon i¢in kisa nonspesifik primerles
kullanilarak PCR yapilir.

Yiiksek resoliisyonlu bir jel ile bant seriler1 elde
edilir.

Bant hangi dokuya ait ise o dokuda ekspresyonun
varligim gostertr.



Multipleks PCR

Ayni ornekte 1ki veya daha fazla hedef DNA
dizisinin amplifiye edilmesidir.

Farkli hedef DNA sekanslarina spesifik multiple
primer ciftlerinin kullanilmasi 1le gergeklestirilir.

Degisik hedef sekanslarin koamplifikasyonu bircok
amagc 1¢in kullanilma olanagi bulunmaktadir.

— DNA sekanslarinin buiytik bir boliimii, bunlarda
bulunmasi1 muhtemel alterasyonlar yoniinden incelenir

— Hedef DNA’nin farkli segmentleri arastirilabilir.
— Sekanslarin amplifiye olabilirliginin internal kontroller:
yapilabilir.

— Bir numunede bulunan degisik ajanlara ait DNA’lar ayni
tiipte ayn1 anda amplifiye edilebilir.
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Amplifikasyon Refractory Mutation

Systems (ARMS)

1989 yilinda Newton ve ark. Herhangi bir nokta
mutasyonunun veya kiiciik delesyonlarin
tanimlanmasina olanak saglayan ARMS’y1 gelistirdi

ARMS’de 1ki komplementer reaksiyon soz
konusudur.

— Birinci reaksiyon normal DNA dizisine spesifik olan ve
belirli bir lokalizasyondaki mutant DNA bolgesint
amplifiye edemeyen ARMS primerini igerir.

— Ikinci reaksiyon ise benzer olarak, mutant bolgeye
spesifik primerleri i¢erir ve bu primerler normal DNA’ya
amplifiye edemez.



Bir kisinin mutasyona sahip olup olmadigi,
heterozigot veya homozigot oldugu gibi durumlar,
diger bir deyisle kisinin genotipi, bu amplifikasyon
urtinlerinin analizi ile tanimlanabilir.

ARMS diger PCR bagimli yontemlere karsi bazi
avantajlar1 vardir.

— Izotipik madde kullanilmamaktadir.

— Hizli ve guivenilirdir.

— Her 1ki reaksiyon i¢inde internal kontrollerin kullanilmasi
yanlis negatif sonug olasiligini ortadan kaldirir.

— ARMS testi aslinda herhangi bir mutasyonun
tanimlanabilmesi i¢in gelistirilmis ve ¢esitli genetik
polimorfizmlerin saptanmasinda kullanilmastir.



Touchdown PCR

PCR sirasinda giderek annealing 1sisinin
diisiiriilmes1 yontemin esasidir.

Yaklasik 10 dongiiden sonra her dongilide annealing
15181 2-4 derece diisuriliir.

Bu teknigin avantajlar1 primerler ile kalip DNA
arasinda dogru eslesme 1le Urtin miktarini
artirmaktir.

Ayrica bu teknik bilinen peptid dizisinin DNA
dizisim tayin etmede kullanilir.

Ozellikle de serin, leucine ve arginin (her biri 6
kodonlu) peptid dizileri 1¢in kullanilmakyadir.



Real Time PCR

Syber green boyasi cift ipliklit DNA’nin minor
cukuruna baglanir. Floresan sinyali bu baglanma ile
cok artar. PCR’1n degisik asamalarinda olusan cift
iplik¢iklit DNA miktarina farkli ol¢ulerde floresan
sinyaller1 olusur.

Denatilirasyon sonrasi biitiin DNA tek zincirli hale
gelir, bu durumda syber green boyast DNA’ya
baglanmaz ve floresan miktar: diiser.

Annealing basamaginda primerler hedef DNA
dizilerine baglanir ve boylece kugtlik parcgalar
halinde ¢ift iplik¢ikli DNA’lar olusur.



Bunlara syber green boyasinin baglanmasi ile
floresan miktar: artar.

PCR’1n elongation basamaginda primerler
uzamaya baslar ve daha fazla miktarda syber
green boyasi DNA’ya baglanir.

Uzama basamaginin sonunda biitlin DNA'¢ift
Iplikli olur ve maksimum miktarda boya
baglammuis olur.



Real Time PCR oldukg¢a kesin, hassas, baslangic
miktarini belirleyen ve son ¢ogaltilmis trlin
miktarini ortaya ¢ikaran kantitatif RT-PCR’1n diger
formlarina tercih edilebilir bir alternatiftir.

Konvansiyonel PCR metotlariyla endpoint
belirlenmesine karsi olarak, real time PCRuher bir
PCR dongilisiinde amplifikasyon tliretiminin bir
indikatori olarak reaksiyon siiresince disari ¢ikarilan
floresan1 takip eder.

Real time PCR amplikon biiytlikliiglinii ortaya
koymaz ve bu ytuizden DNA ve cDNA
amplifikasyonu arasindaki farka 1zin vermez.



Complexity of Gene Quantification:
Steps and variables of a successful
MRNA quantification using real-time RT-PCR (1)

tissue RNA cDNA PCR
sample

sampll_a nucleic acid RT = reverse real-time PCR
preparation isolation transcription amplification

* Sampling Isolation Efficiency of RT: Efficiency & Specificity
method: method: RT enzyme type of real-time PCR:
Biopsy tatal RMA RT temperature Primer design {multi-species)
stability of RMA R MA, poky-T Primer Primer specificity
Tissue storage ligguid-liquid Random Hexamers mRMA abundance
Liquid Mitrogen columns Specific primer cOMA input
RMNA Later RMNA storage One step RT-PCR Polymerase types & Mixtures
1t extraction buffer Two step RT-PCR

Gene.Quantifiaction @z tum.de @ 2003




Complexity of Gene Quantification:

Steps and variables of a successful

MRNA quantification using real-time RT-PCR (2)

RT-PCR product

detection

Detection method:

=vBR Green |

Frobes, Beacons, Scorpions etc.
Fit point method

Taghan fitting (10x S0

2 derivative maximum

other models (Log. or sig.)
brackground correction

3-step or 4-step PCR

quantification
strategy

software

Guantification strategy:

absolute quantification
normalization with HKEIG
relative quantification
narmalization with HKG
Mormalization wia index of
more (= 3) HkKGs
“Bestieeper” & “geNorm™

statistics

$ suUccess

/

Test method:

=AD, 5PSS, Excel, Sigma Stat
Moarmality of data (777

t-Test (?77)

AMONA (o the ranks 7977
Fermutation test
Fandomization test

Gene. Quantifiaction@waée um.de ©@ 2003




Konvansiyonel PCR’a oranla real time PCR 107 kata

kadar varan genislikte bir dinamik sunar
(konvansiyonel RT-PCR daki 1000 katla
kiyaslandiginda).

Real time PCR sistemi floresant reporterlarin tespiti
ve miktarinin ortaya konmasina dayanir.

Amplifikasyonun kantitatif tespiti i¢in 2 genel metot
vardir;

— 1) Floresan yayan problar

— 2) DNA baglayan ajanlar



Problar cDNA Orneklerindeki hedef sekanslarin
miktarini 6l¢gmek 1¢in Taq polimeraz’in flourogenic
5’ekzonukleaz aktivitesini kullanirlar.

Taq Man problar1 genellikle 5’bas’de floresan boya
ve tipik olarak 3’ base’de quenching boya
(genellikle TAMRA) ihtiva eden primerlerden daha

uzun oligontikleotidlerdir.

Rontgen 1sinlarina tutulunca harekete gecen floresan
boya, floresan vermekten ziyade enerjisini
yakinindaki quenching boya molektline transter
eder (Bu FRET olarak adlandirilir=Froster veya
floresanrezonanas enerji transferti).



Taq Man problar1 bir PCR {irtintintin bir dahili bolgesini
cogaltmak tizere dizayn edilmistir.

Molekiiler bakonlar her 1ki u¢larinda flouresans (FAM,
TAMRA, TET, ROX) ve quenching boyalar (tipik olarak
DABCYL) ihtiva ederler.

Molekiiler bakonlar PCR sturesince bozulmadan kalirlar ve
mutlaka flouresan yayimi 1¢in her siklusta hedefe
baglanirlar.

Hem Taq Man problar1 hem molekiiler bakonlar farkl
reporter boyalar kullanilarak ¢esitli DNA tirlerinin tespitine
olanak saglar.

dsDNA baglayici boya kimyasi daha ucuz bir alternatiftir ve
non sekans spesifik flouresant araya giren ajan (syber green
veya ethidium bromit) kullanilarak amplikon trtnler: tespit
edilir.



Syber green IssDNA’y1 baglamaz. Syber green’e dayali
tespitte en onemli problem, nonspesifik amplifikasyonlar
spesifik amplifiksayonlardan ayirt edilemez.

Ikinci derecede 6nemli ve kontrol edilebilir bir problemde
daha uzun amplikonlarin daha kuvvetli sinyal
olusturmasidir.

Syber green sadece singleplex reaksiyonlarda kullanilabilir.

Tek basamak real time RT-PCR’da tek bir tampon sistemyve
bir tlip de ters kopyalama ve PCR olusturur.

Iki asamali RT-PCR’da bu iki asama farkli tiiplerde ayri bir
sekilde gerceklestirilir.

Multipleks Real time RT-PCR ic¢in tek asamali PCR
kullanilamaz.



PCR Product-Specific Nucleotides
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Falymericatien Strand Displacement
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PCR’in Baslica Kullanim Alanlari ve
Avantajlari

Kiltirinin yapilmasi, 1zolasyon, identifikasyonu
¢ok zor olan veya yapilamayan m.org. Teshisinde

Toksin olusturan ajanlar ve toksinlerinin
saptanmasinda

Antimikrobiyal diren¢liligin tespitinde
M.org alt tiplerinin belirlenmesinde

Molektuler immunoloj1 ve epidemiyoloji,
parazitoloji, bakteriyoloji, viroloji vs.

Adl tipta
Genetik bozukluklarin belirlenmesinde



PCR’In Dezavantajlari

Teknigin en blytik avantajrayni zamanda dezavantajini
olusturur. Soyle ki; tek bir kontaminant DNA eger
reaksiyonlarda kullanilan primer 1le ortak baz sirasina sahip
1se ayni oranda ¢ogalarak reaksiyon sonrasi elde edilecek
sonuclart olumsuz yonde etkileyecektir.

Deneyimli personel gerektirir, teknigin yeterince duyarl ve
0zgun olmasi, sonuc¢larin dogru bir sekilde yorumlanmasina
baglidr.

Y ontemin pahali olmasi kullanilan alet ve malzemeden
kaynaklanmaktadir.

PCR’da eger primer bolgeyi iceren DNA parcasi zarar
gormemis 1se canli veya cansiz m.org.lar arasinda bir ayrim
yapamamaktadir.



PCR'da Olusan Hata,
Kontaminasyon ve Alinmasi
Gereken Onlemler

[Laboratuvarda kullanilan bir cok bilesik PCR’da
amplifikasyonu onlemekte veya olumsuz yonde
gelisimini saglmaktadir.

Deterjanlar, chelating ajanlar(EDTA), proteinazlar,
kanser kmoterapotik ajanlari, RNA diizeyinin
yuksek olmasi, EDTA diizeyinin yuksek olmasi,
heparin, urasil, fenol kalintisinin yiiksek olmamasi
PCR duyarliligini olumsuz etkiler.



Kontaminasyonu onlemek amaciyla;

— Tum solusyonlar ufak hacimlere boliinerek steril edilmis
olarak saklanmali

— Pipet ucglar1 ve diger kapaklarin otoeklavlanmasi
— Her odada bir onlik bulunmasi

— Pipetleme 1sleminde sigratma yapilmamasi

— Tupler1 kullanmadan 6nce santrifiyy yapilmali

— Her 3-5 ornek arasina negatif 6rnek konularak
saflastirma 1slemine baslanmali

— Amplifikasyon asamasinda DNA i1¢ermeyen negatif
kontrol ilave edilmeli

— Secilecek pozitif kontroliin zayif olmasi



Yalanci pozitifligi onlemek 1¢in;

— Her calismada kullanilan malzemeler germisid etkili Uv

1sinlari 1le sterilize edilmelidir. Primerler UV 1sinina kalip
DNA’dan daha dayaniklidir

— Yuksek 1sidan etkilenmeyen, reaktiflerin hazirlanmasinda
kullanilan detyonize sular ve tampon ¢ozeltiler
sterilizasyon amaciyla otoklavlanabilir, primerler,ve
niikleotidler otoklavlanamaz.

— PCR 1¢1n 0zel hazirlanmis pipetler kullanilmali, reaksiton
sirasinda pozitif ve negatif kontroller kullanilmalidir.

— PCR iiriinlerinin incelenmesinde kullanilan aletler T M
HCl 1le yikanmalidir. Kontaminasyona karsi diger bir
uygulamada; UNG (Urasil N Glikolaz) sterilizasyonudur.



Yanlis negatiflige yol acan nedenler;

— Uygun olmayan bir ekstraksiyon islem1 ya da bunun
sonucu genetik materyalin kaybedilmesi

— Amplifiksayon 1sleminin uygun bir seklide
gerceklestirilmemesi

— Reaksiyonda ¢esitli nedenlerden kaynaklanabilecek PCR
inhibitorlerinin bulunmasi

— Primer se¢iminin dogru yapilmamasi

— Etken 0zellikle RNA oldugunda uygun saklanamamasi
nedeniyle genetik materyalin tahrip olmasi



Tesekkur
Ederim.



