Biyoteknoloji

4 POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYONU (PCR) VE PCR KLONLAMA

4.1 Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR) ve Uygulamalari

Polimeraz zincir reaksiyonu (PCR=Polymerase Chain Reaction) in vitro'da 6zel bir DNA
dizisini (molekiiliinii) biiyiik miktarlarda ¢ogaltmak (amplifikasyon) i¢in etkili bir islemdir.
Bir DNA dizisini bir milyar kat1 kadar ¢ogaltabilen bu islem {i¢ asamal1 devirsel bir siiregtir.
PCR reaksiyonlar1 i¢in ana gereklilikler sunlardir:
1. Yaklasik 20 niikleotit uzunlugunda iki adet sentetik oligonukleotit. Bu oligoniikleotitler
primer olarak is goriirler ve ¢cogaltilmasi istenilen hedef DNA zincirinin her iki ucu ile
5'-3' yoniinde homolog olmali ve bir 3'-OH grubu saglamalidir (Sekil 4.1). Homolog
primer tiretmek i¢in ve dolayisiyla bir PCR reaksiyonunu gergeklestirebilmek i¢in hedef
DNA'nin, primerin baglanacagi bdlgesinin baz dizisi bilinmelidir.
2. 100 ila 5 000 bp uzunlugunda olan ve primerlerin baglanabildigi bir DNA 6rnegi, kalip
DNA (saf veya karisik halde).
3. 95°C ve daha yiiksek sicakliklarda stabil (aktif) kalabilen bir DNA polimeraz.
4. Dort deoksiriboniikleotitler (AATP, dCTP, dGTP ve dTTP).

Bir DNA molekiiliiniin amplifikasyonu i¢in tipik bir PCR islemi 30 civarinda déngii
sonucu gergeklestirilebilir. Her dongii tic asamadan meydana gelir.

1. Denaturasyon: PCR amplifikasyon sisteminde ilk basamak bir reaksiyon tiipii iginde
stcakligt 95°C'ye yiikselterek DNA'y1 denatiire etmektir (Sekil 4.2a). Kaynak (hedef)
DNA'ya ilave olarak bu tiip biiyiik sayida, primer olarak adlandirilan oligoniikleotit,
sicaklik direngli bir DNA polimeraz (yiiksek sicakliklara sahip su kaynaklarinda
yasamaya uyum saglamis Thermus aquaticus'tan elde edilmis 7ag DNA polimeraz gibi)
ve dort deoksiriboniikleotiti igerir.

2. Renaturasyon (hibridizasyon, annealing): Ikinci asamada karisimin sicaklifi yavasca
55°C'ye indirilir. Bu basamakta primerler kaynak DNA'daki homolog bdlgeye baglanir.

3. Sentez: Ugiincii basamakta siklikla Tag DNA polimeraz igin optimum olan ~75°C'ye
cikarilir. DNA sentezi her bir primerin 3'-OH ucundan itibaren baslar.

Ik déngii sonunda test tiipiinde orijinal DNA zincirleri ve bu orijinal DNA'mn
primerin baglandig1 bolgesinden baglayarak iiretilen "uzun kalip" DNA zincirleri vardir.

Ikinci dongii sonunda kaynak DNA (orijinal DNA) uzun kalip DNA ve kisa kalip DNA
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mevcuttur (Sekil 4.1). Kisa kalip DNA zincirleri uzun kalip DNA'lar {izerinden {iretilmistir.
Uretilen biitiin zincirler yeni bir dongiide kalip isi goriir. Dolayisiyla dongii sayis1 arttik¢a kisa
kalip DNA molekiillerinin (iki primer arasindaki bolge) sayisi logaritmik olarak artar ve 13.
dongiiden sonra bu kisa zincirler diger zincirlerden (orijinal DNA ve uzun kalip DNA

zincirlerinden) bir milyon kat daha fazla sayiya ulasir (Sekil 4.2b).
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Sekil 4.1: PCR ile bir kaynak DNA'nin primerler arasindaki hedef bolgesinin amplifikasyonu.

PCR bilimsel, tibbi ve rekombinant DNA islemlerinde sagladigi kolayliklardan dolay1
biyoteknolojik amaglarla ¢cok yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.

PCR bilinen bir DNA dizisinin karigtk bir numune igerisinde mevcudiyetinin
belirlenmesinde etkili bir islemdir. Bu islem sirasinda hedef DNA'nin saflastirilmasina ihtiyag
yoktur. Bu nedenle PCR bir hastaligin belli bir virtis tarafindan mi olusturuldugunu
belirlemede kullanilabilir. Eger stipheli viriistin DNA dizisi biliniyorsa arastirmaci bu diziden
faydalanarak primerler tasarlayarak hasta dokuda bu DNA'nin (dolayisiyla viriisiin) varligini

PCR amplifikasyonu ile belirleyebilir.
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Sekil 4.2: a) Bir PCR dongiistindeki sicaklik degisimleri, b) PCR sirasinda zamana bagli tirtin

birikimi.

Ayrica adli olaylarda, suclunun kimliginin belirlenmesinde de bu metot bir ¢ok
kolaylik saglar. Bilindigi gibi, olay yerinde kalan doku kalintilarindan elde edilecek DNA'nin
analizi ile suglularin bulunmasi, etkili bir yoldur. Ancak bu yolu sinirlayan faktor, kalinti
halindeki dokularin ¢ok az olmasi ve yeterli DNA elde edilememesidir. PCR amplifikasyonu

ile iz miktarda da olsa bir DNA 6rnegi mevcutsa, bu tip analiz i¢in yeterli miktarda DNA
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tiretilebilir. S6zgelimi kiigiik bir kan izindeki 16kosit hiicreleri, kiigiik bir deri pargasi veya bir
sperm grubu gerekli DNA {iretimi i¢in yeterlidir.

Bilimsel amaglar i¢in PCR dogal olarak olusmus mutasyonlarin belirlenmesinde ve
in vitro mutant {iretiminde yaygin olarak kullanilir.

Biitiin organizmalarin 6zellikle yiiksek organizmalarin genomunda tekrarlayan diziler
denilen DNA bolgeleri vardir ve bu bolgelerin niikleotit dizileri hemen hemen daima aynidir.
Dolayisiyla bu bolgenin niikleotit dizisinden faydalanilarak primerler {iretilebilir ve bu
bolgeler arasindaki DNA bolgeleri ¢ok degisik amaglarla analiz edilebilir. Primerlerin

saglanabildigi her durumda bir DNA bolgesi PCR amplifikasyonu ile ¢ogaltilabilir.

4.2 PCR Klonlama

Klonlanacak gen veya DNA boélgesinin niikleotit dizisi biliniyorsa PCR daha etkili ve kolay
bir klonlama yontemi saglar. Klonlanmak istenen gen bdlgesinin her iki tarafindaki bolgeler
ile homolog, iki PCR primeri tasarlanarak sadece bu hedef bolge amlifiye edilebilir. Bu
amplifikasyon trtinti, uygun bir vektore baglanarak elde edilen klonlarin tagidigi DNAnin
dogru DNA olup olmadig test edilir. Amplifiye edilen fragment karisimda, hemen hemen saf
olarak bulundugundan, elde edilen klonlarin hemen tamami hedef DNA bdlgesini tasiyor
olmalidir. Bu teknik bir gen kiitiiphanesi i¢inde nadir olarak mevcut olan, 6zel bir klonu
aramaktan ¢ok daha kolay ve etkilidir. Ancak bu yontem i¢in simrlayici faktor, hedef DNA
bdlgesinin, en azindan primerlerin baglanacag niikleotit dizisinin bilinmesi zorunlulugudur.

PCR amplifikasyonu ile hedef bolge amplifiye edilerek triin elde edilir. Eger
istenmeyen bantlar varsa dogru {iriin jel elektroforez ile saf olarak elde edilir. Bu {iriin uygun
bir klonlama vektoriine baglanir. PCR klonlamada kullamlmak itizere farkl tip vektorler
gelistirilmistir. Bu vektorlerden bazilar1 klonlamaya hazir hale getirilmistir. Yani kesilerek 5°
fosfat gruplar1 koparilmistir. Dolayisiyla PCR {irtinii dogrudan bu vektorlere baglanabilirdir.
Temelde iki tip PCR klonlama vektorii vardir: T/A PCR klonlama vektorleri ve kér u¢ PCR
klonlama vektorleri.

T/A PCR klonlama vektorleri kesilerek kor uclu dogrusal hale getirilir, sonra zincirin
her iki 3’ ucuna birer adet T niikleotiti eklenir (Sekil 4.3). Bu vektorler 7ag DNA polimeraz
gibi baz1 enzimler kullanilarak elde edilen PCR fiirtinlerinin klonlanmasi i¢in kullanilir. Bu
enzimler {irlintin her iki 3" ucuna birer adet A niikleotiti ekler. Dolayisiyla T/A vektorleri
1 bp’lik dahi olsa bir yapiskanlik saglamaktadir. Ayrica A ekleyen enzimlerle elde edilen

trtinlerin kor uglu vektorlere baglanmasi i¢in ilave bir A koparma isleminin yapilmasi
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gerekmektedir. Bu isleme gerek kalmamasindan dolayr da T/A vektorleri oldukga
kullanighdir.

Taqg DNA polimeraz gibi hizli enzimler dogruluk kontrolii yapmazlar ve diistik bir
oranda da olsa sentezde hata yapabilirler. Bu hatalar sonraki uygulamalarda sorunlara neden
olabilir. Bu olumsuzlugun tstesinden gelmek iizere dogruluk kontrolii yapan sicaklik
dayanikli polimerazlar kullanilir (Pfu DNA polimeraz, Ventile DNA polimeraz gibi). Bu
polimerazlar, trtinlerin 5° ucuna herhangi bir niikleotit eklemezler, dolayisiyla da T/A
vektorlerine baglanamazlar. Kor uglu PCR iirtinlerini klonlamak tizere kesilerek kor uglar
olusturulmus vektorler kullanilir (Sekil 4.3).

Hangi vektor kullanilirsa kullanilsin sonugta vektor ve hedef DNA molekiillerinin
uclart kovalent olarak birbirlerine baglanmalidir. Bunun i¢in genellikle DNA ligaz enzimi
kullanilir ve molekiiller kovalent olarak birlestirilir. Ancak bazen DNA ligaz yerine
topoizomeraz enzimleri de kullanilabilmektedir. Bu enzim dogrusallastirilmis vektoriin ug
kismina kovalent olarak tutturulur. Hedef DN A molekiiliiyle karistirildiklarinda, bu molekiilii
etkili bir sekilde vektore baglayarak kendileri ayrilirlar. Her nasil olursa olsun, vektor ve
hedef DNA birbirine baglandiktan ve konak hiicreye transferden sonra, restriksiyon

endoniikleaz, PCR ve Southern blot analizleriyle klonun dogrulugu arastirilir.
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Sekil 4.3: T/A ve kor uglu PCR klonlama vektorleri kullanilarak kor uglu veya ucuna A

eklenmis bir PCR {irliniiniin klonlanmasi.
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