POLIMERAZ ZINCIR

REAKSIYONU




* Polimeraz Zincir Reaksiyonu, DNA'nin belirli
bir bélgesinin tip iginde gogaltilmasi islemidir.

+ Bu teknik ile DNA molekiliinin milyonlarca
hatta milyarlarca kopyasini yapmak
mumkundir.

+ PCR, 1985 vyilinda Cetus adli biyoteknoloji
firmasinda ¢alisan Kary Mullis adli arastirmaci
tarafindan bulunmustur. Bu bulusu, Kary
Mullis'in 1993 yilinda Nobel 6diliinid almasini
saglamigtir.




PCR,

- DNA dizi analizinde ve DNA haritalanmasinda,
»+ Genetik hastaliklarin teshisinde,

* DNA parmakizi analizinde,

+ Insan Genom Projesi ve diger Genom Projelerindeki
arastirmalarda,

* Adli t1p 6rneklerinin genetik tiplendirilmesinde,
» Tarimda,

- Sistematik ve evrim calismalarinda kullaniimaktadir.




+ PCR  tekrarlanan 3 basamak seklinde
gercgeklesir. Bu basamaklar;

1.Amplifiye edilecek DNA'nin yiiksek sicaklikta
denatiirasyonu (94°C),

2.Primerlerin DNA Ulzerindeki hedef bdlgelerle
6zgll  hibridizasyonuna olanak  verecek
sicakliktaki annealing-birlesme reaksiyonu,

3. Tag DNA polimeraz enziminin yiiksek aktivite
gosterdigi sicaklik olan 72°C'de primerlerin
uzamasi-tamamlayici  zincir sentezi olarak

tanimlanabilir.




Polimeraz zincir reaksiyonu igin,

» Kalip DNA molekiiliine,

+ 20-25 baz uzunlugunda ve kalip zincirin 5ve 3
u¢larindaki DNA dizilerine komplementer olan
sentetik oligonikleotitlere,

+ Serbest dNTP'lere (dATP, dCTP, dGTP, dTTP)
* Taq DNA polimeraz enzimine

* Enzimin ¢alisacagr uygun kosullari saglayan tampon
sistemine ihtiyag vardir.




PCR : Polymerase Chain Reaction

30 - 40 cycles of 3 steps :
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Step 1 : denaturatiﬂ%

1 minut 94 “C

Step 2 : annealing ‘g
45 seconds 54 °C

forward and reverse
primers !!!

Step 3 : extension g

2 minutes 72 °C
only ANTP's
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Denaturation 94°C
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Tek ornek icin PCR  karisiminin
hazirlanmasi (100ul toplam hacim):

+ DNA 100 ng
» 10xTampon 10
- dNTP 2 1l (200 pmol olacak sekilde)

+ 25mM MgCl, 6 pl

* F primer 100 pmol
* R primer 100 pmol
» sdH, O 80 pul

* Taq polimeraz 2.5 Unite




PCR kosullar::

» 94°C denatirasyon
+ 55-60 °C  annealing
- 72 °C polimerizasyon

Annealing derecesi primerin  baz
icerigine ve uzunluguna bagh olarak
degisken bir dederdir. Her primer igin
hesaplanmasi gerekmektedir.




Primerlerin  annealing
hesaplanmasit:

. 2 (A+T)+4 (G+C)
Ornek dizi:

5'-ccttaagctggtgtccaaat-3'
- 2(11AT)+4(96C)=58°C

5'-gctagcaatatttgtaagcat-3’
-+ 2(14AT)+4(76C)=56 °C

derecelerinin




PCR Aleti-Thermal Cycler
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