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19807 |erin BasiL...

@ Bir yontem dusunin...

@ Tepkimeyi gerceklestirmek kolay midir?

@ Bu yontem ¢ok mu karmasiktir, yoksa basit mi?

@ Yontemde kullanilan érnek, saf mi ya da son derece karmagsik mi?
@ Kullanilacak érnek gesitlilik gésterir mi?



What, if we want £o
have a moment, of solitude?



@ "Genetik materyal DNA’nin tek bir molekilu ile baslayan PCR, bir 6gleden sonra
100 milyar benzer molekul olusturabilir. Tepkimeyi gerceklestirmek kolaydir. Bir
test tupu, birkag basit ayira¢ ve bir 1s1 kaynagindan baska bir seye gereksinim
yoktur. DNA ornegi, saf ya da biyolojik materyalin son derece karmasik
karisiminin kuguk bir parcasi olabilir. DNA, hastane doku 6rneginden, tek bir
insan sagindan, su¢ mahallindeki kurumus bir damla kan érneginden,
mumyalanmis beyin dokusundan ya da buzda donmus 40.000 yasindaki kilh bir
mamuttan gelebilir. “

Kary Mullis, "Scientific American"



Nicin PCR?

Degisken PCR

Son Uriin Ozgiin dizinin secici amplifikasyonu  Ozgiin dizinin segici amplifikasyonu
Calistirma In vitro In vitro ve In vivo

Karmagsik DNA'dan 6zgin Birinci basamak Son Basamak

parganin segiciligi

Baslangi¢ materyalin miktari Nanogram (ng) Mikrogram (ug)

Gerekli biyolojik ayiraglar DNA polimeraz (Taq polimeraz) Restriksiyon enzimleri, Ligaz, vektor, bakteri
Otomasyon Evet Hayir

Emek yogunlugu Hayir Evet

Hata olasilig Daha az Daha fazla

Uygulamalar Daha fazla Daha az

Maliyet Daha az Daha fazla

Kullanicinin becerisi Gerekmez Gerekli

Tipik bir deney i¢in sure 4 saat 2ile 4 gun



PCR’nin Tarihsell@ykuss

1953

DNA cift sarmal

yapisinin
kesfi

r~
S

Thomas Brock
ekstremofilik
bakteri
“Thermophilis
aquaticus'un
eldesini
bildirir

Taq polimeraz (termofilik
bakteri Thermus
aquaticus'dan sonra
~.isimlendirilen 1siya

LN 7% Kararl DNA polimeraz)

elde edilir

(9]

198

Mikroarray teknolojisinin kulaniminin ilk kez & PCR

alintilanmas! (Augenlicht LH, Kobrin D. “Fare ¥ teknig

kolon timoriinde ifade edilen dizilerin Science'de

taranmasi ve klonlanmasi”. Cancer yayinlanan
o Research 42 (3): 1088-1093. bir makalede
A PMID, 7059971, 1982. http:// tanimlanir

b cancerres.aacrjournals.org/ (Saiki ve ark.)
2 content/42/3/1088.long

1950

1955 1960 1965

1970

Kleppe ve calisma
arkadaslari il kez
in vitro'da primerler
ile kisa DNA kalibini
¢ogaltan enzimatik
test kullanan bir
yontem tanimlar

1971

Frederik Sanger ve arkadaslari
DNA dizilemesi igin dideoksi
zincir sonlandirma yontemi
tanitir (“Sanger dizileme " olarak
da bilinir). DNA polimeraz,
nukleotit dncdilleri ve bir
oligonikleotit primer

kullanir.

1977

Cetus igin ¢aligan Kary Mullis,
bir yerine iki oligonikleotit

- karsit ipliklerde - kullanarak
genomda tek, 6zgiin konumdan
sentezlenecek olan DNA'ya
olanak taniyani kesfeder.
PCR'ye uygun teknik
olusturulur.

1983



PCR’nin Tarihsell@ykuss

D
[co)
D
-

Science
Dergisi

ona ilk kez
“Yilin
Molekali"
Taq polimeraz
ismini verdi

1993

Kary Mullis
Nobel Odiiliinii
ald

IIk kez “real-time” PCR

aleti tanimland

1995

ilk kez bagimsiz
yasayan bir orga-
nizmanin (Haemo-
philus ifluenzae)
tim genomu Venter
ve arkadaslari
tarafindan dizilendi

2000

“Lynx Therapeutics”,
“next generation” dizeleme
MPSS'yi - Massively parallel
signature sequencing, a
parallelized, adapter/ligation
-mediated, bead-based
sequencing teknolojisi -
ayiniadi ve satiga cikardi

2007

ilk tam
insan
genomu
Levy ve ark.
tarafindan
dizilendi

Gibson ve ark.

kimyasal olarak
sentezlenmig bir

genomla denetlenen ilk
bakteri hlicresini olugturur
(Phusion High Fidelity
DNA Polimeraz kullanarak)

2010

1988

Taq DNA polimeraz
patenti, Mullis ve ark
tarafindan kayda alindi

ilk otomatiklesmis
PCR déngiileyici
Perkin Elmer ve Cetus
tarafindan markete
sunuldu

1991

Ilk yiiksek
verimlilikte DNA
polimeaz Matilla
ve ark.
tarafindan
tanimlandi

Mumlu
Hot Start PCR

1994

Antibodi
tabanl
hot start
teknoloji
tanimlandi

lIk kez okaryotik Phusion High-
organizmanin genomu, Fidelity DNA
Saccharomyces Polimeraz, -
cerevisiae, dizilendi fuzyon protein
teknojisine dayali

iki ticari real-time ilk PCR enzimi,
PCR cihazi Finnzymes Oy

&8 piyasaya surlldi &3 tarafindan piyasaya

= & sriildi

L
MIQE (Minimum
Information for Publication
of Quantitative Real-Time
PCR Experiments) kilavuzu
Bustin ve ark. tarafindan
yayinlandi)



Nicin PCR?

@ Bir son

2 PCR, bir soruyu analiz etmede ya da yanitlamada son basamak olabilir. Buna
bir 6rnek, gida numuneleridir. PCR, genetik degisimi ya da bakteri ile bulasiy
gosteren bir DNA pargasini tanimlayabilir.

@ Bir yol/arac
» PCR, daha ileri gaigmalar ya da klonlama igin bir geni ampliye edebilir.



Nicin PCR"a GenelfBakis

In vivo protein ifadesi ve
protein yapi! ile iglevi caligmasi;
in vivo protein yapi ile iglevini
galigmak igin protein elde etme
ve saflagtirma.

Tibbi amagh antibadi yapacak
saflagtirimig protein kullanma
ve/veya hastalik sagaltimi igin \1

agl yapma. \Iﬁ ((

Organlar, dokular ve bireysel hiicrelerde
gen yapisini, gen dizilimini ve gen

ifadesi galigma. . @ \

Klonlanmig genin yerini
bulma, gen kopya sayisini
belirleme ve gen yapisini

caligma.

Geni mutasyona ugratma
ve Uretilmig, degismis

/ protein iglevini ¢caligma.

2 Atik aynigtirici mikroorga-
& o~ igil mmﬂ—m”' nizmalardan hastaliga direcli
islevini i O itki ve h | d
Ay s 2 smeste™ | S yguama copteyon
geni susturuimus rekambinan uygu cesitligi; yeni,
hayvanlar olugturma. ~ plazmitier genetik olarak dizenlenmisg
. mikroorganizmalar,
hayvanlar ve bitkiler
olugturma.
Toksik atig
arntmak igin
Rekombinan DNA drdnleri olarak o :‘k“’"y'le kﬁ:g:f;
insanlarda kullanim amagh sagaltic Bitk o>2| 1an gen
proteinlerin (8rnek, insdlin, insan blyame DI;liA Z:rmamzl soktllylv:lus Pl
hormonu ve kalp krizlerini sagaltmak igin gibi a ae
kullanilan pihti ¢dziict proteinler) ireti insan gen sagalti- uygulamalarda :f::g;m =)
eldesi ve saflagtirmasini artirma. minda kullanma. kullanma.

Elde edilmig protein S=2~
arin( kopyalari \

& larina tani koyma

&=

insan genetik bozukluklarina
enfeksiyon hastalik durum-




PCR Uygulamalarie

@ Organizmalan siniflandirma @ Patojenlerin belirlenmesi
@ Genotipleme @ DNA parmakizi

@ Molekuler arkeoloji @ llag kesfi

@ Mutagenez @ Genetik eslesme

@ Mutasyon belirleme @ Genetik muhendislik

@ Dizileme @ Prenatal tani

@ Kanser arastirmasi



PCR Uygulamalari?

Temel Arastirma Uygulamah Arastirma
@ Mutasyon taramas @ Mutasyon taramasi

9 llag kesfi @ Patojenleri saptam

@ Organizmalan siniflandirma atojeniern saptama

@ Molekiler Arkeoloji @ DNA parmakizi

@ Molekiiler Epldemly0|Ojl Q@ Gen Saéa'“m'

@ Molekuler Ekoloji

@ Biyoinformatik

@ Genomik klonlama

@ "Site-directed" mutagenez
@ Gen ifade ¢aligmalar



PCR Uygulamalarie

Molekiiler Genetik

Tanimlama Dizileme Mihendislik

Arkeoloji 2 -

] Site-directed”

Epldilnly:lrojl PArnfOITE RIS ~ Mutagenez
= Ekoloji
DNA
| rysnizma - . B~

Prenatal Tan ':am |
liag Kesfi
Patojenleri




VolekUler fTanimiama

@ DNA, organizmanin her bir tiru icin benzersizdir.

!

@ DNA, bir organizmanin tanimlamasi igin kullanilabilir.

!

@ Organizmalar, PCR kullanilarak tanimlanabilir.

!

@ PCR, DNA'nIn kolayca kullanimina olanak saglar.



ViolekUler Tanimiama

PFGE RFLP REP-PCR
Agaroz tikagda PCR PCR
gomild organizmalar  Ampiifikasyonu  Amplifikasyonu,
REP ya da
Proteaz sindirimi RE sindirimi ERIB primerleri ile
A4
./ 1-— Jel Jel
RE éindirie Elektroforez Elektroforez
' '
Elektroforez Jel Boyama Jel Biyama
Yorum Yorum Yorum

RAPD AFLP
PCR Restriksiyon
Amplifikasyonu, Enzim
tek bir Sindirimi
primer ile v
Baglayiciy!
Baglama
Jel ‘
Elektroforezi Segic
l PCR
JelBoyama o1 matiklegmis DNA
Dizileyici
Yorum Aracﬂlﬁlyla
Jel
Elektroforezi

Jel Yorumu

“SEQUENCING”

PCR Dizileme
tepkimeleri

Jel
Elektroforezi

Bilgisayar Destekli
Dizi analizi

Yorum



Tum
Genomik
DNA

PCR

Bir mutasyon
icerebilen ¢ok blyuk >5CP

sayida istenen DNA
parcalari



Bilinmeyen Mutasyonl e EldERnES]

@ SSCP jel, amplifiye edilmis DNA
parcasindaki bir mutasyonu
gosteren degisimleri sunar.




Organizmalarn SNl aReiFliEs )

@ Birbiriyle iliskisi @ Fosiller
@ Benzerlikler @ Eser miktarlar Yetersiz Bilgi
@ Farkhhklar @ Kuguk organizmalar

DNA



L I | Ozgiin PCR Urlnleri
restriksiyon enzimleriyle kesilir

DNA Pargalar

Buyuklukleri
temelinde
pargalar ayrisir



M1 2345678M 4 5725612

< R W UL

Rademaker et al. 2001




Patojenlerin Saptanmes)

—+ PCR Var » Patojen Var
Patojenik
DNA PCR
icerebilen 1
bir 6rnek
—+ PCR Yok » Patojen Yok




Patojenlerin Sapitannizs)

1.2 -3 4:-8 6,7 /8 9.10:11 12.13
100pg 10pg 1pg So0fg 100fg 10fg Sfg 2.5 1y 0.1fg

PCR ile amplifiye M. tuberculosis DNA’sinin saptama duyarhhgi. (Kaul et al.1994)



(A) PCR
amplifikasyonu
icin primerler
i

homolog
kromozomlar

———

g ¥ \/
Bir VNTR lokusun
tekrarlayan dizileri

paternal

maternal

~

<«— elektroforez —

JELDE PCR URUNLERINi AYIRMA



Genotipleme (VAINIIRSBEIECIENIE)

(B)

Birey A Birey B Birey C Birey D
ENGH R e SRR T m—— )
b i et S muiittag) S —— r R {iz i rint
VNTR 1
| ———m g —_E—— IR i == . S
b =Sl T ————R  iounrosi ——J o —
VNTR 2
EErE . eI e ¢ STt
b itaugaiaoinia SRR — Duamainisti == SRR —isaidisis =S — SluniuEmini-——== S
VNTR 3

R [
M At‘l B ﬂc m Dl‘

Tekrar sayilan
o

-«— glektroforez =——

3 ¢ift homolog kromozom



Prenatal Trani

@ Koriyonik Villus Otozomal resesif bir hastaliga sahip ailenin
molekuler analizi

@ Amniyon Sivisi D

M NN

—— 644 bg
—— 440b¢




"Sequencing”

153001
—-—-—h—-.

1 Sicaklik ile denatirasyon ve tek primer yapigmasi

m 2 B B BB B O
Asagidakilerin varhiginda bir termostabil polimeraz ile DNA
sentezi:
dATP 1
dCTP { DNA’nin uzamasina olanak
dGTP veren deoksin(ikleotitler
dTTP b
ggg:: : Birlestiklerinde uzamayi durduran bir renkli
) > belirteg ile eglesmis dideoksin(ikleotitlerin
ddGTP- kiigik miktar
ddTTP- K J %




"Seguencing”

L a. Gimb ¢ Polimerazla dideoksinikleotitlerin rasgele
PP birlegmesi, tamamen farkli olasi

T e biiytikliikte DNA pargalar {iretir.

|

DNA pargalarinin jel elektroforezi,
1L biiydklerine bagli olarak ayiklan-
- bayakidk - masina olanak tanir.

Jeldeki renkli belirteglerin analizi,
DNA’nin baglangi¢ parcasi dizisini
anlamamiza olanak verir.

TGTCAGTCAC



Bilimsel alanlarin sonsuz gesitliliginde bircok kullanimi vardir.
. DNA dizileme
. DNA profilleme ("fingerprinting")
- GDOQ’lar igin rekombinan DNA yapma
-~ Gidalarda yabanci organizmalan (Salmonella, E. Coli) saptama
. Enfeksiyon ya da hastalik nedenini belirleme (Lyme Hastalig|, Streptokoksik bogaz, CYH’lar, vd.)

Tip

Molekuler biyoloji
Hicre biyolojisi

Ziraat

Botanik

Arkeoloji

Tarihsel tibbi genetik...



Cok buyulk Amplifiye olmus

DNA Kaynagi — miktarda — DNA pargalarinin

istenen DNA daha ileri

parcalari islenmesi



@ Hizli ve kolay kullanimi, duyarlihgi, 6zgunligi ve saglamhgiyla PCR
molekuler ¢ahsmalarda devrim yapmistir. Ayrica arastirma ve tanisal
uygulamalardaki genis yelpazesiyle ¢ok yaygin olarak kullanilan gugla
bir tekniktir.






