Polimeraz Zincir
Reaksiyonu
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62-Arber-Restriksiyon enzimleri hakkinda
kanitlarr buluyor, daha sonra Nathans ve
ith bu enzimleri purifiye ediyor.

966-Nirenberg Ochoa ve Khorana; genetik
kodu aydinlatiyor.

1967-Gellert; DNA ligazi buluyor.

1972-1973- Boyer, Cohen, Berg; ilk defa DNA
klonlama teknikleri gelistiriyorlar.

1975-Southern: Jel transfer hibridizasyon
teknigini gelistiriyor.

1975-1977-Sanger ve Barell ayrica Maxam ve
Gilbert DNAdizi analizi yontemi gelistiriyor.

1981-1982- Palmitter ve Brinster; transgenik
fare Spradling ve Rubin; transgenik sirke
sinegl uretiyor.
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® Genom: Genlerin toplamini veya tum DNA'yl ifade eden
terimdir.

® Genomik: Rekombinant DNA teknikleri, DNA dizi analizi
metotlari ve genomun (bir hicredeki tim DNA) dizilenmesi,

yapisal ve fonksiyonel analizi konularini inceleyen, genetik
bilimi icerisinde yer alan bir disiplindir.




Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

® Genetik materyal ile calismada DNA'nin
saflaslastiriimasi (izolasyonu) yeterli degildir.

® DNA'nin saflastiriimasinin yani sira DNA'nin bol sekilde
elde edilmesi baska bir deyisle analiz edilebilir
konsantrasyona gelene kadar cogaltiimasi
(amplifikasyonu) gerekir.

® Bu amacla kullanilan yontemlerden biri polimeraz zincir
reaksiyonudur (Polymerase Chain Reaction, PCR).




Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

® Polimeraz zincir tepkimesi DNA icerisinde yer alan,
dizisi bilinen iki segment arasindaki 6zgun bir bolgeyi
enzimatik olarak ¢cogaltmak icin uygulanan tepkimelere
verilen isimdir.

® Metod basitce tup igerisinde nukleik asitlerin uygun
kosullarda ¢ogaltilmasi esasina dayanir. Bir cesit "In
vitro klonlama.



http://tr.wikipedia.org/wiki/DNA
http://tr.wikipedia.org/wiki/Enzim
http://tr.wikipedia.org/wiki/Tepkime
http://tr.wikipedia.org/wiki/N%C3%BCkleik_asit
http://tr.wikipedia.org/wiki/%C4%B0n_vitro

Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)

® PCR, hucrede dogal olarak meydana gelen
replikasyona benzer sekilde, istenilen bir DNA
parcasinin kopyalarinin enzimatik olarak
sentezlenmesini saglayan hizli in vitro bir yontemdir.

® Kopyalama, kalip DNA uzerindeki hedef dizilerde
kendilerine komplementer bolgelere baglanan primer
denilen oligonukleotitler tarafindan yonlendirilir.




Polimeraz zincirleme tepkimesi
(Polymerase Chain Reaction - PCR)

Kary Mullis 1980’li yillarda yaptigi
PCR calismalari ile 1993 yilinda
Kimya alaninda Nobel odili
almistir.



http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Termal_cycler&action=edit&redlink=1

® Bu yontemin tepkime karisimi igerisinde temel olarak
. DNA 6rnegi (kalip DNA),

. 4 tane serbest dNTP(deoksiribonukleozit trifosfatlar,
dATP, GTP, CTP, TTP),

. DNA polimeraz enzimi (taq polimeraz),
. Primerler (hedef DNA'ya spesifik oligonukleotitler)
. MgCl, ve tampon bulunmaktadir.

PCR yonteminin gelismesinde en buyuk katkiy1 Tag
Polimeraz enziminin bulunmasi yapmistir, cunku bu
enzim yuksek sicakliklara dahi dayanabilen bir
enzimdir.

Bu enzim termofilik bir bakteriden (Thermus aquatlcus)
,|zole edilmigtir.



http://tr.wikipedia.org/wiki/Taq_Polimeraz
http://tr.wikipedia.org/w/index.php?title=Termofilik&action=edit&redlink=1

PCR

1- KALIP DNA MOLEKULU

2- HEDEF BOLGEYE OZGUL DNA
OLIGONUKLEOTIDLERI (F ve R PRIMERLER)
(forward ve reverse primer)

3- DNA POLIMERAZ ENZIMI
4- SERBEST NUKLEOTIDLER

5- MAGNEZYUM (Kofaktor) ve TAMPON SOLUSYONU




PCR Asamalari

Bir PCR dongusu
1. Denatlrasyon,
2. Baglanma (annealing),
3. Uzama (ekstensiyon, elongasyon)

diye adlandirilan u¢g asamadan olusur.

® Bir dongu 25-35 kez tekrar edilerek DNA amplifiye edilir




1. Denaturasyon, yuksek sicaklik uygulanarak cift zincirli
DNA'nin tek zincirli hale getirildigi asamadir (94-
98° C’da yaklasik 5 dakika sUreyle).

* (Cift iplikli DNA molekulu 1s1 ile denature edilir. Sure ve
ISt DNA'nin buyuklugu ve Hedef bolgenin “G+C”
oranina bagli olarak artar).

2. Baglanma, asamasinda sicaklik 50-70 ° C arasinda
bir degere dusurulir ve boylece primerlerin tek zincirli
DNA'ya baglanmasi saglanir.

. Uzama asamasi, (72 "C) yuksek sicakliga dayanikli bir
DNA polimeraz (genelde tag polimeraz enzimi
kullanilir) tarafindan hedef bolgenin sentezlenmesini




Polimeraz Zincir Reaksivonu
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® PCR’de yeni DNA zincirlerinin sayisi her dongude 2
katina cikar ve yeni zincirler bir sonraki dongude kalip
gorevi gorur.

25-35 dongu ile birka¢ saat gibi kisa bir surede
Istenilen DNA kisminin milyarlarca kopyasi elde
edilebilir.

DNA'nin PCR ile cogaltilabilmesi, hedef DNA'nin
nukleotit dizisi hakkinda bazi bilgilerin bilinmesini
gerekli Kilar.




SEMATIK OLARAK PCR

A. Cift iplik
DNA

B.Denaturasyon
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C. Primer
baglanmasi
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D.Taq Polymeraz
takilmasi
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E.Kopya iplikler

F.Denatilirasyon
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PCR Optimizasyonu

Standart bir PCR Amplifikasyon Protokoli

0.5 (veya 0,2) ml eppendorf tliplinde 20-50 ul/100 pl

reaksiyon + 50-75 pl mineral yagi (opsiyonel).

Kalip DNA (10°-10° hedef molekdil) (0.5-1 uM)

Insan: 1 pg tek kopya genomik DNA= 3x10° hedef
Maya: 1ng maya DNA= 3x10° hedef
E. coli: 1 ng E.coli= 3x10° hedef




® DNA miktari 6nemlidir. Oncelikle DNA’ nin iyi izole edilmis oldugundan emin
olunmalidir.

PCR calismiyorsa ilk akla gelen soru DNA' nin yeterli olup olmadigidir.

® Negatif kontrol yapiimahdir: mix icerisine DNA konmadan PCR caligtirilir ve
primerlerin jelde nasil gorunduagine bakilir. Boylece daha sonra DNA ile
calistirdigimiz PCR sonucunun jeldeki gorunttsu primerlerin mi yoksa gercekten
DNA mi net bir sekilde anlasilir.

Anneling sicakhgi kontrol edilmelidir. Gradiyent uygulamasi yapilabilir.(Tm
degerinin altinda ve Uzerindeki degerlerle denemeler yapilir)

PCR optimizasyonunda diger onemli bilesen ise kullanilan tampondur.
Amonyumsulfatli ya da potasyum karbonatli tamponlar kullanilabilir.

Nonspesifik bantlar varsa jelde, amonyum sulfath tampon kullanilir.

Potasyum klorurlt tampon (KCI2); Normal sartlarda bu tampon kullanilir. Jelde zayif
bantlar varsa potasyum klorurlt tampon kullanilir.

MgCI2 miktari ise PCR’ In igleyisini dUzenleyen diger bir faktordur.




Enzim Konsantrasyonu:

Unite enzim: Standart kosullarda 25°C de 1uM substrati 1 dakikada driine
ceviren enzim miktari.

Tavsiye edilen Taq polimeraz konsantrasyonu

1-3 Unite/100 ul reaksiyon arasindadir. Tabii diger parametrelerin optimize

edilmis olmalar %erekm Bununla beraber enzim miktari sizin kalip DNAniza ve
rimerlere gore Tarklilik gosterir. Bunu test ederken enzim konsantrasyonunu
.5-5 unite/100ul olarak denemiz faydali olur.

Eger enzim konsantrasyonu ¢o
spesific background), eger cok

Iayijksek ise istemediginiz bantlar olusabilir (non
u

suk ise yeterli urtuin elde edemeyebilirsiniz.

Enzimler firmalara gore farkhilik gésterir: aktivite, formulasyon, calisma
kosullari, Unite ifadeleri farkli olabilir.




PCR’da kullanilan ilk enzim E.coli DNA Polimeraz | den elde edilmis olan Klenow
parcasidir. Bu enzim yuksek sicakliklarda kararli olmamasi nedeniyle her
dongude yeniden eklenmesi gerekiyordu ve tabii bu nedenle kullanisli degildi.

Bakteriyofaj T4 DNA polimeraz da PCR’da ilk kullanilan enzimlerdir. Replikasyon
esnasinda Klenow parcasina gore daha yuksek dogruluga sahiptir ama bu da
Istyla parcalanmaktadir. Thermus aquaticus (Taq)’dan izole edilen DNA
polimeraz PCR’da kullanilan ilk termostabil enzimdir ve hala daha da en yaygin
kullanilan enzimdir. Enzim orijinal kaynagindan izole edilebilecegi gibi E.coli'ye
klonlanip ekspresyonu yapilan kaynaktan da izole edilebilir.

Stoffel parcasi E.coli’de ekspresyonu yapilan Taqg polimeraz kesilmis genininden
elde edilir. 5'-3" eksonukleaz aktivitesi yoktur ve yaban tip enzime gore daha
uzun hedeflerin amplifikasyonunu (¢cogalmasini) saglayabilir.

Faststart polimeraz Taq polimerazin degisik bir formudur ve kuvvetli isi
aktivasyonuna ihtiyac¢ duyar ve boylece dusuk sicakliklardaki polimeraz
aktivitesine bagli non-spesifik Griinlerin olusmasi engellenir.




* Pfu DNA polimeraz, bir arke olan Pyrococcus furiosus dan
izole edilmistir. Hata okuma (proofreading) aktivitesi
oldugu icin Taq polimeraza gore yanlislik yapma orani bes
misli daha dusutktir. PCR ilerledikce hatalar arttigi icin dizi
analizi veya ekspresyon icin klonlanacak Grtnlerin
cogaltilmasinda Pfu tercih edilir.

Vent polimeraz, Thermococcus litoralis’den izole edilen
asiri derecede termostabilite gosteren bir DNA
polimerazdir.

Tth polimeraz, Thermus thermophilus’dan izole edilen
termostabil bir polimerazdir. Mn*? iyonlari varhiginda ters
transkriptaz aktivitesi gosterir ve boylece direk hedef
RNA’dan PCR amplifikasyonu yapilabilir.




Deoksintikleotid Trifosfatlar

pH: 7.0
primer stok: 100 mM (-20°C)

20-200 uM/reaksiyon
Dort detgl sik ANTP (dATP dGTP, dCTP dTTP)nln de esit oranlarda

ar 1la r| masi gerekir, bu yanlis d%\Ianma |ht|maI|n| minimuma
ind |r|r Ku lanabifeceginiz en dusu TP konsantrasyonunu
kullanmalisiniz.

Or: 20 uM her bir dNTP/100 pl total hacim
2-6 ug DNA yi1 sentezlemek igin yeterli olmaktadir.

Fazla ANTP Mg* u da ¢oktlirlr (selasyon) ve Mg* konsantrasyonunu
dusardar.




® dNTP konsantrasyonu da dogru ayarlanmis olmalidir. dNTP
miktari ;

Cogaltilacak DNA 'nin boyutuna
PCR’In dongu sayisina
MgClI2 konsantrasyonuna

Primer konsantrasyonuna

Reaksiyon kosullarina bagl olarak degistirilmelidir.




Magnezyum konsantrasyonu

® Mg konsantrasyonunu neleri etkiler?

Primer baglanmasini
Zincir acilmasini
Urtintin ézgulligin
Enzim aktivitesini

Kullanilmasi gereken konsantrasyon araligi: 0.5-2.5
mM/reaksiyon




PRIMERLER

® 0.1-0.5 uM arasinda primer konsantrasyonu genelde
optimaldir. Fazla primer konsantrasyonu primerlerin yanlis
baglanmasini ve non-spesifik Urlnlerin olusmalarina neden
olabilir buna ilaveten primer-dimerlerin olusmasina da yol
acabilir.

Ozgil olmayan drinler ve primer-dimer artefaklari PCR
reksiyonu icin kendileri substrat olustururlar ve istenilen
urunle enzim, dNTP, primer icin yarisa girerler ve sonucta
istenilen Urtnden disik miktarda elde edilir. Primerler
yuksek konsantrasyonda olursa, primerler aralarinda
bag yaparak dimerler olusturabilirler.

~ ® Primerler (F,R) ikisi de ayni miktarda mi1? Kontrol




Primer dizayni

Tipik bir primer 18-28 baz uzunlugunda olur.

%50-60 oraninda G+C icerir.

Tm’si 55-70°C arasinda tercih edilir.




® 3’ ucunda komplementer bazlar tercih edilmez bu primer
dimer olusumuna neden olur.

Primer dimer formation
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® Arka arkaya 3 veya daha fazla G,C istenmez, bu G + C’ce
zengin dizilerde yanlhs baglanmaya neden olabilir.

® Palindromik diziler olmamasina 6zen gosterilir ctinkd bunlar
da sac tokasi yapisi olusturarak baglanmayi engeller.




® Tum bunlara dikkat edilerek tasarlanmis bir primer hala
istenilen sonucu vermiyorsa, kalip DNA’ daki ikincil
yvapilara bagl olabilir ve primeri yeniden dizayn etmek
faydalidir.




Denatiirasyon Zamani ve Sicaklik

PCR da sonu¢ alamamanin en 6nemli nedenlerinden biri
hedef kalip DNA'nin tamamen denatlire olamamasidir.

Tipik denatiirasyon sartlari:
959C- 30 saniye
97°C -15 saniye dir.

Hedef DNA da G+C orani ¢cok yuksek ise bu
yukseltilebilir.




DNA’y1 danatire etmeye zincirlerin ayrilmasina yeterli olmaktadir
(strand-separation) temperature-Tss).

Yetersiz denatirasyon DNA zincirlerinin tam acilmamasina, hatta
tekrar birlesmesine neden olur ve yeterince urun elde edilmez.

Bunun tersine, cok yuksek sicaklikta veya cok uzun denatirasyon
gereksiz enzim aktivite kaybina neden olur. Tag DNA polimerazin

Earl omri hakkinda bir fikir sahibi olmak icin asagidaki degerler
akabilirsiniz. Degerler yaklasik degerlerdir.

92.50C >2 saat
950C 40 dakika
97.59C 5 dakika




DONGU SAYISI

e Karry Mullis cok fazla dongu sayisi
kullanmanin yanligshgini soyle ifade ediyor
tek kopya bir geni 40 siklusdan fazla
amplifiye ediyorsaniz PCR reaksiyonunuzda
bir seyler ciddi anlamda yanlis gidiyor
demektir.’

® Cok fazla dongu ozgul olmayan arka plan
urunleri artinir. Gok az dongu de az sayida
urun elde etmenize neden olur. Yaklasik su
degerleri vereblliriz,




3x10° hedef molekiil sayisi
(1pg insan DNAs!)

(10 ng maya DNAsI)

(1 ng E.coli DNAs!)

1,5 x 10* hedef molekdl

1 x 103 hedef molekil

50 hedef molekiil

25-30 siklus

30-35 siklus

35-40 siklus

40-45 siklus




Plato Etkisi

®Bu terim Urunun belli bir siire sonra, yanj gec PCR dongulerinde, ~0.3-1 pmol
urtn, biriktirdikten sonra, Gridn birikiminde™ bir yavaslamanin veya durmanin
oldugu durumlarr ifade eder.

®Bunun nedeni:
®Substratlarin (primer ve dNTP) tiikenmesi
®dNTP ve enzim stabilitesi

®(Ozil olmayan uriin veya primer-dimer olusmasi ve bunlarin reaksiyon girdileri
icin yarisa girmesi.

®Yiksek Urin konsantrasyonunda, yeterli denatlirasyon/zincir ayrilmasinin
gerceklesememesi olabilir.

ada, basta cok az amplifiye olan 6zgul olmayan urtnler, terci
R dongu sayisinin iyi optimize edilmesi gerekir.




PCR CESITLERI




Multipleks PCR

Iki veya daha fazla farkli PCR amplifikasyonunun ayni
reaksiyonda gerceklestiriimesine dayanur.

Bir ornekde bulunan degisik ajanlara ait DNA’lar ayni tupte
ayni anda cogaltilabilir.

Klasik PCR ile ayni basamaklarda gergeklesir fakat ¢oklu
primer setleri kullanilir.

Primer baglanma sicakliklarinin birbirine uygun olmasi
gereklidir.

Primerlerin birbirleriyle dimerizasyona girmemeleri gerekir.

Onemli derecede optimizasyon gerektirir.




Yuvalanmis (Nested) PCR

® Bu metot; klasik PCR’a farkli primer takimlariyla ikinci bir
amplifikasyon uygulamaktan olusur.

® Birinci amplifikasyondan elde edilen Urun ikinci icin kalip olarak
kullanilr.

® Kullanilan ikinci primer takimi diziye 6zgludur. Olusan urtnler jel
elektroforezi ile incelenir.




Unwanted product

Second PCR run.
No second run primer Cycle 1 DNA melting and primer binding.
annealing




Ters (Inverse) PCR

¢ Bilinen DNA dizileri kullanilarak, bilinmeyen DNA dizilerinin
cogaltilmasinda kullanilmaktadir.

® Teknigin temeli; bilinen sekanslara bitisik olarak bulunan fakat
bilinmeyen bazlara sahip olan DNA bazlarinin ¢ogaltilmasinda
kullanilmaktadir.

® Bilinen diziler ters cevrilerek ice alindigr icin bu sekilde
adlandirilmaktadir.
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Hot Start PCR

PCR’in ilk asamasinda non-spesifik
amplifikasyonlari azaltmayi
amaclayan bir yontemdir.
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Hot Start PCR dusuk sicakliklarda Tag polimerazi inaktive
ederek 6zgul olmayan baglanmalarin engellenebildigi bir PCR
yontemidir.

Bu metotda; Ornekler (cift zincirli DNA) kendi denatiirasyon
sicakliginda denatlire edilir ve sicaklik aniden 55°C’'ye
dustrulip primer ve Taq polimeraz eklenir.

Degisik yaklasimlar kullanilabilir 6r; baglanma sicakliginda Taq
polimerazi durduran 6zgul antikorlar kullanilabilir. Sicaklik
72°C’ye yani uzama sicakligina ulastigl zaman bu antikorlar
Tag polimerazdan ayrilir ve daha yiuksek oranda ozgullik ile
amplifikasyon baslar.




Touchdown PCR

Bircok tlp kullanilmasi yerine bir tlipe ve ya da birkac tlpte
degisik dongu sartlari denenir.

Optimal amplikasyona ulasiimak hedeflenir.

Primer ve kalip arasindaki kimligi tam olarak bilmiyorsaniz
kullanirsiniz.

Burada degistirilen annealing sicakligi ilk sikluslarda primer
tmsinin Uzerinde baslatilan annealing siklus sayisi arttikca
dusuralir ve sonucta tm degerinin altinda bir degere iner.




Asimetrik PCR

®  Orijinal DNA'nin tek zincirini diger zincirden daha ¢ok ¢ogaltmaya dayanir.
Farkli oranda(1:50) primer kullanilir ve iki asamada gerceklesir.

Yavas (aritmetik) amplifikasyondan sonra sayisi az olan primerler (sinirlayici primerler)
tukenmektedir.

S|r1||rlay|C| primerler daha yliksek Tm sicakliginda kullanilir. Fazla primerlerle reaksiyonun devami
saglanir.

Reaksiyonun ortalarinda sinirlayici primerlerin konsantrasyonu duser.

Dna dizi analizi, hibridizasyon problama , tek zincir konformasyon analiz tekniklerine hazirlik olarak
yapilmaktadir.




Real-Time PCR

¢ Real-time PCR’da urunlerin analizi reaksiyon sirasinda
yapilmaktadir. Bu nedenle, agaroz jel elektroforezi,
DNA bantlarinin mor otesi 1sik altinda goruntulenmesi
gibi igslemlerin uygulanmasina gerek kalmamaktadir.

Real-time PCR Urunlerinin kalitatif ve kantitatif
analizlerinde, diziye ozgun olmayan floresan
boyalardan ya da diziye ozgun problardan
yararlaniimaktadir.

Real-time PCR Reaksiyon esnasinda her bir PCR
siklusunde yeterli miktarda Grunun verdigi floresans
~__Isiga gore calisip reaksiyonu asama asama sonuna
~ kadar olusan irlini kontrol eden bir sistemdir.




Real-Time Monitoring of PCR

.j' Lower
Concentration

Fluorescence

Time (Cycle Number)




RT-PCR (REVERS TRANSKRIPTASE, TERS TRANSKRIPTAZ)

RNA PCR olarak da adlandirilan RT-PCR iki asamali olup,
RNA'dan tamamlayici DNA sentezi (geri transkripsiyon) ve
tamamlayici DNA'nin da standart PCR yoluyla ¢ogaltiimasi
asamalarini kapsar.

RT-PCR tek asamali bir reaksiyonla da gerceklestirilebilir. T.
thermophilus DNA polimerazi gibi bazi polimerazlar mangan
varliginda hem RNA hem de DNA kalip ipliklerini
kullanabildiginden tum islem ayni tupte tek asamada
yapilabilmektedir.

RT-PCR, mRNA veya viral RNA miktarlarinin belirlenmesi ile RNA
duzeyinde gen anlatimi ¢galismalarinda oldukg¢a duyarl bir
yontemdir. Ayni zamanda “Message amplification phenotyping-
MAPPIng” olarak da bilinen bu yontem az sayidaki hucreden ayni
anda fazla miktarda RNA'nin analizini de mumkun kilar.

Ayrica RNA PCR, hucresel bir RNA ornegindeki tum RNA'lardan
PCR yoluyla cDNA kitapliklarinin olusturulmasi iginde yararh bir




® Ters Transkriptaz Polimeraz Zincir Reaksiyonu

'

5 mRNA 3
CTTTTETTTTTTTETTOT TR RRETECTETTTTITT AAAA,

lv Anneal primer

mRNA
LTTECCTERETETTECTTTETCTTECTTTITITTINT AnA,

dTTTT15
lReverse transcriptase
mRNA
LEECTTETTETTRETTETTETTRTTETTTTTTTUTT ARAA,

L L dTTTTas
cDNA

Alkali

cDNA




® Degisik ters transkripsiyon enzimileri
bulunmaktadir.

* MMLYV enzimi RNA da bulunan ikincil yapilari
asamaz.

® SS Il (Superscript) RNA da bulunan ikincil
yapllari acarak senteze devam edebilir.




Ornek Ters Transkripsiyon Reaksiyonu

|. Denatlrasyon

Primer (50ng/ul rastgele heksamer)
RNA (100pg- 5ug)

10mM dNTP

DEPC ile muamele edilmis H20




RT karisiminin hazirlanmasi

95X cDNA sentez tamponu
0.1 MDTT
RnaseOUT (40 U/ul)

DEPC ile muamele edilmis su...1ul

Ters transcriptaz (15units/ul)..1ul

Denature RNA ve primerler 12ul




Ornek 1s1 dongu cihazina yerlestirlir.

25°C’de 10 dakika
Takiben 50°C’de 60 dakika
85°C’de 5 min bekletilerek reaksiyon sonlandirilir.

Sentezlenen cDNA -20° C'de saklanabilir veya
PCR reaksiyonlari icin hemen kullanilabilir.




10X PCR tamponu

50mM MgCI2.......ccooiiii 1.5ul
10mM dNTP

10uM sense primer

10uM antisense primer

Taq polimeraz (5U/ul)................ 0.4ul




® PCR reaksiyonu gerceklestirilir.

® Agaroz jel elektroforezi ile sonucglar degerlendirilir.




RFLP (Restriction Fragment
Length Polymorphism PCR)

Restriksiyon Fragment Uzunluk Polimorfizmi

Restriksiyon endonukleaz enzimlerinin kullanildigi bu
yontemde, Restriksiyon endonukleazlar, restriksiyon
bolgeleri olarak bilinen cift zincirli DNA'nin sadece
spesifik baz dizilerini tanimakta ve diziyi bu bolgelerden
kesmektedir.

RFLP uygulamalarinda kullanilabilecek 3000 civari
restrtiksiyon enzimi bulunmaktadir.

Calisilan gen bolgesine ait farkli organizmalardan
alinan baz dizilimlerine ait bilgiler (Gen Bankalarindan)
kullaniimalidir.

RFLP an_aI|Z| SNP analizlerinde, Mutasyon




AFLP (Amplified Fragment Lenght Polymorphism,
Cogaltilmis Fragment Uzunluk Polimorfizmi)

® Bu yontem restriksiyon enzimleriyle kesilmis DNA parcalarini
PCR cogaltimiyla belirleyen DNA parmak izi teknigidir.

® AFLP analizi yapabilmek icin DNA dizi bilgisine gerek yoktur.

* AFLP, kesilmis genomik DNA parcalarini tespit eden ve RFLP ye
benzeyen bir DNA parmakizi teknigidir. RFLP (Kesilmis parca
uzunluk polimorfizmi) ye benzerligi nedeniyle AFLP adini

almistir.

* Cunku bu teknik uzunluk farkhliklarindan ziyade kesilmis DNA

parcalarinin varligini ya da yoklugunu gosterir.




AFLP analizi asagidaki basamaklardan olugur

Genomik DNA bir nadir kesim yapan birde sik kesim

yapan restriksiyon enzimle kesilir.

Genellikle bu is icin EcoRlI, Pst | ve Mse |

restriksiyon enzimleri tercih edilir.

Cift zincirli adaptorlerin restriksiyon fragmentlerinin
uclarina baglanmasi (ligasyon).



* Adaptor ve kesilmis DNA parcalarina komplementer ki
primer kullanilarak bu parcalarin  ¢ogaltiimasi. Ik
gerceklestirilen islem on-amplifikasyondur. Boylelikle bir
sonraki yani secgici PCR icin kalip DNA'lar Uretilmis olur.

« y33 P-ATP ile primer isaretleme. Isaretleme icin genellikle

EcoRI ve Pst | primerleri (secici nukleotid uzantisi olan
primerler) tercih edilir. Isaretleme reaksiyonu T4
polinukleotid kinaz enzimi katalizorlugunde gercgeklestirilir.



On Secici PCR

Msel site

mer + 1
. ECORT PRE-SELECTIVE PRIMER ¥

GTAGACTGCGTACC AATT (CA

FTACC ARTT C TA CTC

SATGE TTAA A AT AL

| e
MseI PRE-SELECTIVE PRIMER =
Primetr

@ AT GAGTCCTGAGTA

pter | Fragment

EcoRlI site




 Bu basamak secici amplifikasyondur.

« Adaptor ve restriksiyon sekanslarina
komplementer ve 3’ uclarinda 3 selektif

nukleotit ile uzatilmig ki primer kullanilarak

restriksiyon fragmentlerinin gcogaltiimasi.




Secici PCR

el site
,FKL'

GTAGACTGCGTACC AATT CA® ;

/‘ Ada

Ec_:lc:R“I SELECTIVE PRIMER (labeled)

&
a
j GTAGACTGCGTACC AATT CA

FTACC ARTT C TA CTC

SATGE TTAA AL

pter Fra gment CA AT GAGTCCTGAGTA

—

GAC AT GAGTCCTGAGTA

EcoRls . MseI SELECTIVE PRIMER




Isaretsiz olsugu igin goriinemeyen Segici

EcoRI: 6bg kesici-> 4096 bg'inde bir
kesim PCR iiriinleri

/

/

MseIl: 4b¢ kesici 256 bg'inde bir kesici
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 DNA parmakizlerinin
otoradyograminin alinir.

S e+ Sonuglarin uygun istatistik
programliari ile

degerlendiriimesi.




Genemapper Applied

Biosystems

*AFLP reaksiyonlari sonucunda elde
e e - s edilen bantlar  uygun Istatistiki
b e Aodia b ot programlarla incelenir. Bantlar 1-0
olarak  degerlendirilerek  benzerlik
indeksleri elde edilir. Bunu takiben
genetik benzerlik veya farkliliklara gore
filogenetik agaclar elde edilir.

Bantlar incelenirken monomorfik ve
polimorfik olarak ayrilir. Boylece bu
belirteclerden yola cikilarak  tim
genomun ya da genomun Ozel bir
kisminin genetik haritasi cizilebilir.




AFLP teknigi cok sayida DNA parcaciginin birlikte
cogaltilabilmesi icin etkili bir yoldur. Cogaltilan DNA
parcalari sadece secilen enzimlerce olusturulmus kesim
parcalaridir.

® Elde edilen parcalarin sayisi genom buyukltgu ile iliskilidir

yvani genom boyutu arttikca elde edilen parca sayisi da
artar.




EcoRl adaptor

Msel cut

Msel adaptor

(c) Selective amplification (one of many pnmer combinations shown)

5'-

() Kesinction and ligation
T T T
T
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Nukleik asit analizleri icin kullanilan temel yontemler
Ornegin hazirlanmasi (DNA, RNA izolasyonu vs.),

Elektroforetik ayrim,

Amplifikasyon yontemleri (PCR, RT-PCR),

RFLP analizi,

AFLP (DNA parmak izi)

Hibridizasyon yontemleri

Dizi (sekans) analizi

Klonlama

1.
2.
3.
4.
S.
6.
1.
8.
Q

Rekombinant DNA teknolojisi




