RESTRIKSIYON ENDONUKLEAZLAR

RE enzimleri, kisa DNA dizilerini 0zgul olarak taniyan ve bu
dizilimlere yakin bolgelerden veya bu dizilimler igcindeki spesifik
bolgelerden DNA'y1 kesen yapilardir. Gunumuzde 300’e yakin
farkli DNA dizilimini taniyan yaklasik 3000°den fazla RE
varligindan soz edilmektedir. RE enzimlerinin ¢cok buyuk bir kismi
bakterilerden, ¢ok az bir kismi da virus ve okaryotlardan izole
edilmistir.

1965'te Arber; DNA metilasyonunun bakteriyi restriksiyon
ajanlarina karsi korudugunu ortaya ¢ikarmigtir. Bakteri, kendi
DNA'siniI kendi endonukleazlarindan korumak icin metiller,
demistir.

1968’'de Meselson ve Yuan; ilk RE'l E.coli bakterisinden izole
etmislerdir. Fakat bu RE’ In spesifik tanima bolgesi
bulunmamaktaydi.

1970°’de Smith ve Wilcox; H.influenza’dan spesifik DNA sekansini
taniyan ve kesim yapan bir endonukleaz ( Hind Il ) izole ettiler.

Fen Edebiyat Fakultesi Biyoloji Bolim{




RE’larin dogal biyolojik fonksiyonu, bakteriyel savunma
mekanizmasinda oynadiklari roldur. Bakteriye giren yabanci
DNA'lari da kesebildiklerinden, intraselller bakteriyel patojenleri
inaktive edebilmekte ve bakteriyi virlslerden ve yabanci
DNA'lardan korumaktadirlar.

Ayni zamanda, bakterilerde bulunan spesifik metilaz enzimleri de,
restriksiyon bolgelerine metil gruplari ekleyerek, RE'larin
bakterinin kendi DNA'sini kesmesini engellemektedir.




1970°li yillardan sonra restriksiyon restriksiyon endonukleaz
kullanimina bagl olarak rekombinant DNA teknolojisi hizla gelismis ve
bu gelisme secilen bir genin ¢ogaltiimasini, genin kodladigi proteinin
proteinin uretilmesini, genin diziliminin belirlenmesini vomumkun hale
getirmistir. Bu teknolojideki merkezi konumu nedeniyle, RE enzimleri
enzimleri ozellikle zellikle klonlama klonlama calismalari arastirma
laboratuarlar laboratuarlarinda siklikla kullaniimistir. RE kullanim
alanlar m alanlarina ornekler:
- Rekombinant DNA elde edilmesi

DNA haritasi ¢ikariimasi

Polimorfizmlerin belirlenmesi

Problarin hazirlanmas

DNA modifikasyon durumlarinin analizi

Fen Edebiyat Fakultesi Biyoloji Bolim{



ISIMLENDIRME
Isimlendirmede 6nce enzimin elde edildigi bakteri cinsinin ilk

harfi, daha sonra bakterl tiriinin ilk iki harfi ve son olarak
da soya ait bir harf ile ilk izolasyondan baslayarak Romen
rakami ile enzimin izolasyon sirasi belirtilir.

* EcoRI

E = genus Escherichia

CO = species coli

R = strain RY 13

| = first RE to be isolated from this species

* Hind Il

H = genus Haemophilus

In = species influenzae

d = strain Rd

lIl = third RE to be isolated from this species

Fen Edebiyat Fakultesi Biyoloji Bolim{



RE’larin DNA'ya BAGLANMA ve KESME MEKANIZMALARI

RE’lar DNA tanima bolgesi ve katalitik alan olmak uzere iki
fonksiyonel alt birimden olusmaktadir. DNA tanima bolgesi spesifik
bolgeyi tanir ve katalitik alani buraya yerlestirir. Tanima sekansina
yerle sen katalitik alan heliksin fosfodiester baglarini kirar.

RE'lar, ¢ift sarmal DNA'ya tanima bolgelerinden baglanabildikleri
gibi, tanima bolgeleri digsindan da baglanabilmektedirler. Tanima
bolgeleri disindan baglandiktan sonra bu enzimler, gizgisel DNA
boyunca kaymaktadirlar. Bu islem esnasinda DNA ile enzim arasini
su molekulleri doldurmaktadir. Enzim tanima bolgeleri bulundugu
zaman su molekullerinin pek cogu uzaklastiriimaktadir. Enzim-DNA
kompleks formunda, hem enzimde hem DNA dizilerinde
konformasyonel degisiklikler meydana gelmektedir.

Fen Edebiyat Fakultesi Biyoloji Bolim{




« REFE’lar sadece bazlar arasinda yatay konumda bulunan
fosfodiester baglarini kirarlar. Karsilikli iki baz arasindaki
hidrojen baglarinin kesilmesinden sorumlu degildirler. Hidrojen
baglari, fosfodiester baglarinin kirilmasiyla ve ¢ozeltideki termal
hareketten dogan enerjinin etkisiyle kendiliginden Kirilirlar.

RE’larin TANIMA SEKANS OZELLIKLERI

« RE’lar i¢in substrat olan spesifik veya nonspesifik ¢ift zincir DNA
sekanslarina tanima sekanslari denilmektedir.

* Restriksiyon tanima bolgelerinin uzunlugu degisebilmektedir.

Fen Edebiyat Fakultesi Biyoloji Bolim{




ENZIM TANIMA SEKANSI

Farkli RE’lar ayni tanima

sekansina sahip olabilirler. BamHlI
Ayni sekansi taniyan

ve farkli organizmalardan

elde edilmis RE’lara izosizomer

denir (Or: Sac | ve Sst | ).

 |zosizomerler siklikla farkli Notl
optimum reaksiyon kosullarina
ve stabiliteye sahiptirler.

* |zosizomerler ayni sekansi Sau3Al
tanimalarina karsin, kesimi sekansin
farkli bolgelerinden de yapabilirler. Sac |

Bunlara ise neosizomerler denir

(Or: Smalve Xmal). Smal---CCC | GGG
Xmal----C | CCGGG
Psp Al ---- C | CCGGG

GGATCC
CCTAGG

GCGGCCGC
CGCCGGCG

GATC
CTAG
GAGCTC
CTCGAG



RE’larin TEPKIME SARTLARI RE’lar gerek uzun sureli saklanirken,
gerekse aktivite gosterirken uygun sartlara intiyac duymaktadirlar. Bir
enzimden en iyi sekilde yararlanabilmesi icin gerekli sartlar uretici
firmalar tarafindan kullaniciya bildirilmelidir. RE’larla calisirken, bu
sartlara uyulmadigi takdirde sikca problemlerle karsilagilir. Enzimlerin
star aktiviteleri, DNA ve enzim konsantrasyonunun uygun olmamasi,
PH ve iyonik dengenin uygun olmamasi, ¢aligilan enzimin diger
enzimlerle kontaminasyonu gibi problemler uygun olmayan kesimlere
neden olabilmektedir.

1) Tampon kompozisyonu: Tampon ¢ozeltisinin fonksiyonu yeterli
iyonik gucu (tuz konsantrasyonu), major katyonlari ( sodyum,
potasyum ) ve uygun pH ortamini olusturmaktir. Pek cok RE
genellikle pH 8.0°de aktiftir. RE’larin cogu 50-150 mM NaCl veya KC|
ortaminda kesim yapmaktadir.

2) Enzim kofaktorleri: Ticari olarak mevcut RE’lar kofaktor olarak

sadece magnezyuma (Mg) ihtiyac duymaktadir. Diger divalent

katyonlarin varligi problemlere neden olmaktadir.

3) Gliserol: RE'lar -20 oC’de saklanirken saklama tamponu igerisine

g|iser0| (%50) katiifakistcl Rz i Garnnmas in| enge”emektedir_

Boylece, enzimin dondurulup ¢ozulmesi sirasinda gorecegi zarar




4) Inkiibasyon sicakhgi: Cogu RE maksimum aktivitesini 37 oC’de
gostermektedir. Fakat daha dusuk veya daha yuksek sicakliklarda
aktivitelerini gdsteren RE’lar da vardir. Or: Apa | — 30 oC , Bel | — 50
oC, Tag |l — 650C

5) Enzim konsantrasyonu: 1 aktivite unitesi, 1ug DNA'y1 50 L total
reaksiyon hacmi igcinde 1 saatte hidrolize edebilen enzim miktaridir.
Kullanilan enzim konsantrasyonlari substrata gore ayarlanmakla
birlikte, cok yuksek enzim konsantrasyonlari star aktiviteye neden
olabilmektedir.

6) Substrat konsantrasyonu: Substrat olarak kullanilan DNA'nin miktari
RE kesimini etkilemektedir. Az bir hacim igerisinde ¢ok miktarda DNA
bulunmasi enzimin diflzyonunu engellemekte ve etkinligini
dusurmektedir. Cok disuk DNA konsantrasyonlari da kesimin verimini
etkilemektedir.

Fen Edebiyat Fakultesi Biyoloji Bolim{



STAR AKTIVITE

» RE'larin 6zelliklerinden en dikkate deger olani, bu enzimlerin optimal
sartlarda 6zgul DNA'y1 en yakin dizilimden kesebilme basarilarinin optimal
olmayan sartlarda oldukca degismesidir. Optimal olmayan sartlarda
enzimin tanima sekansina olan spesifisitesi degismektedir. Ornegin; Bam
HI enzimi i¢in tanima sekansi (G|GATCC) iken, optimal olmayan sartlarda
(GJGATCN) veya (G|RATCC) seklinde benzer bolgelerden de kesim
yapabilmektedir.

* Bu duruma “ star aktivite ” veya “ relaxed specificity ” denilmektedir. Bu
durum, calismalarda olduk¢a onemli olmakta ve calismanin basarisinda
belirleyici konuma gelebilmektedir. Bu nedenle, kullanilan RE’larin star
aktiviteye sahip olup olmadiklari bilinmeli, tretici firmalar tarafindan da
bildirilmelidir.

Fen Edebiyat Fakultesi Biyoloji Bolim{




Star aktiviteye neden olan durumlar

« Yuksek gliserol konsantrasyonu (> % 5 v/v)
» Cok yuksek enzim konsantrasyonu ( genellikle > 100 U/ug DNA )
« Dusuk iyonik gug (<25 mM)
* Yuksek pH ( genellikle > 8.0)
* Organik maddelerin varhgi ( DMSO, etanol, dimetilasetamid vb.)
« Kofaktor Mg'un yerine diger divalent katyonlarin varhgi

(Mn+2,Cu+2 vb.)

Fen Edebiyat Fakultesi Biyoloji Bolim{u




RE’larin SINIFLANDIRILMASI

RE’lar; metilaz aktivitelerine, alt unite yapilarina, kesim 6zgulluklerine
ve kofaktor ihtiyaglarina gore siniflandiriimiglardir.

Tip | RE’lar: Endonukleaz aktiviteleri icin ATP, S-adenozilmetionin ve
Mg+2'a ihtiyag duyarlar. Bilinen tum tip | RE’lar tanima sekansindaki
adenin rezidulerini metilasyona ugratmaktadir. Bu enzimler tanima
sekanslarina baglanmalarina ragmen, kesimleri sekans disinda
tesadufi olarak gerceklestirmektedirler. 3 altiniteden olusurlar.
Birincisi, tanima sekansini tanir; ikincisi, adenin rezidulerini metiller;
ucuncusu ise kesimden sorumludur.

Tip Il RE’lar: RE’lar denildiginde ilk akla gelen ve en cok calisilan
gruptur. Izole edilen RE’larin ¢ok buiylik kismi bu gruptadir. CUnkii
tip Il RE’lar, tam hedef nukleotitten veya ¢ok yakinindan kesim
yapma oOzellikleri nedeniyle arastirmalar icin ideal enzimlerdir. Mg+2
iyonlarinin varliginda cift zincir DNA Uzerindeki palindromik
sekanslari tanir ve bu sekans icindeki ozel bolgeden kesim yaparlar.
Kesimleri ATP’ye bagl degildir. Restriksiyon fragmanlari ve jelde
band paternleri olusturmalari bakimindan diger tip RE'lara gore ¢cok
ustundurler ve hemen hemen sadece bu grup RE'larla
calisiimaktadir.



Tip lll RE’lar: Tip | RE’lar gibi metilasyon modifikasyon fonksiyonuna sahip
olup, Mg+2 ve ATP’ye bagli kesim gerceklestirirler. Cok altiniteli enzimlerdir ve
tam bir kesim yapma ozellikleri zayiftir. DNA'ya tanima sekanslarindan
baglanmalarina ragmen, kesimi tanima bolgesinden farkl bir yerden
gerceklestirirler.

Homing endonukleazlar: Protein yapilari bakimindan diger RE’lardan farkhlik
goOsteren, uzun ve asimetrik bolgeleri taniyip kesen, aktivitesi icin protein ve
RNA'ya ihtiya¢ duyan enzim grubudur. Daha az tanima ozgullugu gostermekte
ve tanima bolgelerindeki tek baz degisimlerini tolere edebilmektedirler.

Nicking endonukleazlar: RE’lar ¢ift zincir DNA'ya baglanip kesim yaparlar. Tek
zincire baglanip endonukleaz aktivitesi gosteren enzim grubuna da “ nicking ”
endonukleazlar denilmektedir.

Fen Edebiyat Fakultesi Biyoloji Bolim{



M-RNA larin Saflastiriimasi ve cDNA hazirlanmasi

Onemli bir Griini veya antijenik faktori kodlayan genler her zaman DNA
uzerinde bulunmayabilirler. RNA karakterinde genetik materyal tagiyan
viruslarda antijenik olan kapsid proteinini kodlayan genler RNA Uzerinde
lokalize olmuslardir (ayrica, hucre icindeki mMRNA'da bulunurlar).
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IvVersl

Tek asamali uygulama (RT ve PCR reaksiyonu tek
asamali ayni tup icerisinde yapilir

1-35 siklus 94 °C 15 saniye, 55 °C 30
saniye, 68 °C 1 saniye, 68 °C 1-5 dk
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1) Once virus bolca dretilir. Ozel yéntemlerle genetik materyali olan RNA'lari cikarilir ve
saflastirilir.

2) RNA'nin 3'-ucuna enzimatik olarak poli A nukleotidleri ilave edilir (bu amagla terminal
nukleotid transferaz enziminden yararlanilir).

3) Poli A'larin kargisina, bunun komplementeri olan Poli T'ler ilave edilir ve kisa bir primer
taban nukleotidleri olusturulur. Bu, iglem transferaz enzimi yardimiyla gergeklestirilir.

4) Poli T primerleri basamak olarak kullanilarak, revers transkriptaz enzimi yardimiyla, RNA'ya
komplementer bir DNA (cDNA) sentezlenir ve bunun 3'-ucu da ¢engel tarzinda kivrilir.

Boylece RNA-DNA hibrid molekulu olusur.

5) Sentezlenen tek iplikcikli cDNA'dan RNA, NaOH'le muamele edilerek giderilir ve sadece
cengel uclu tek iplikcikli cDNA kalir. Bu ¢engel ug¢, Pol.l'in sentezi i¢in primer basmak
olusturur.

6) Pol. | enzimi ¢gengel ucgtan bagslayarak ilk cDNA'ya buna komplementeri olan ikinci
DNA'yisentezler. Boylece DNA-DNA cift iplikcikli molekulu olusur.

7) Sonra ¢gengel ug kisim S1 nukleaz enzimi ile kesilerek ¢ikarilir.

8) cDNA'nin 5'-ucundaki poli T'ler de S1 nukleaz enzimi ile c¢ikarilir. Boylece kut uclar
meydana getirilir.

9) Terminal transferaz enzimi yardimiyla cDNA'larin 3'-uglarina poli A'lar ilave edilir. Bu
islemsonunda iki ucunda poli A'dan olugan yeni uglar meydana gelmis olur.

Boylece cift iplikcikli DNA olusturulduktan sonraki asamalar onceden bildirildigi tekniklerle
yuratular. Soyle ki, bu amacla, plasmid DNA's1 Pst | ile kesilerek iki yapiskan u¢ meydana
getirilir. Yapiskan uglar enzimatik olarak giderilerek (giderilmese de olur), yerlerine terminal
transferaz yardimiyla poli T'ler ilave edilir. Boylece, plazmid ile gen DNA'sI birbirinin
komplementeri haline getirilir. Bu uclar birlestirildikten sonra bir bakteriye (E.coli 'ye) aktarilir.
Yukarida bahsedilen islem aynen mRNA ic¢in de uygulanabilir.

Fen Edebiyat Fakultesi Biyoloji Bolim{



DNA SEKANS 'DIZI’ ANALIZI

 DNA dizi analizleri yada sekanslama DNA birincil yapilarinin tayininde ve
nukleotid baz diziliminin belirlenmesinde kullanilan yontemdir. Analiz bir nukleik
asit dizisinin digerine hibridizasyonuna dayanir.

- Ik dizi analiz ¢alismalari 1960 yillarin basinda 75-80 niikleotitlik tRNA"larla
baslanmistir.

« 1970%lerin sonlarina kadar 5-10 nukleotid iceren bir nukleik asit dizisinin elde
edilmesi bile zor ve ¢cok zahmetli idi.




lversitesi

Maxam ve Gilbert’in kimyasal kirillma yontemi (Maxam et al.,1977).

Manuel (Radyoaktif Isaretleme) Dizi Analizi

Sanger-Coulson’un zincir sonlanma yontemi (Enzimatik). (Sanger et al.,1977).

Otomatik (Fluorasan Isaretleme) Dizi Analizi
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Her iki teknik de li¢c temel basamaktan olugsmaktadir

1. DNA’nin hazirlanmasi

Her iki analiz sirasinda da tek iplikli DNA parcalari hazirlanir.DNA dizi analiz
yontemi sirasindaki temel fark DNA fragmentlerinin Uretilme bigciminden
kaynaklanir.

2. Reaksiyonlar

Hem Sanger hem Maxam-Gilbert tekniginde genel prensip, DNA"yi
isaretlenmis dort fragman grubuna ayirmaktir. « Her grubu olusturan
reaksiyon baza Ozeldir; belli bir bazin DNA dizisinde bulundugu pozisyona
uygun uzunlukta fragman olusturur. « Ornegin 51 -pAATCGACT-3 | bigciminde
bir oligonukleotid icin sadece C ile sonlanan fragmanlar olusturan bir
reaksiyon, dort ve yedi nukleotid uzunlugunda fragmanlar (pAATC ve
PAATCGAC) meydana getirir. « Ayni oligonukleotid i¢in G ile sonlanan
fragmanlar olusturan bir reaksiyon ise yalnizca bes nukleotidli bir fragman
(PAATCG) meydana getirir.

Fen Edebiyat Fakultesi Biyoloji Bolim{



Restriksiyon enzimleri, bakteriyel enzimlerdir; izole edildikleri bakteriye gbre
isimlendirilirler. = Her enzim, 4-7 baz ¢ifti uzunlugunda olan, palindrom diziler
diye adlandirilan spesifik bir ¢ift kollu DNA dizisini tanir ve ayristirir. « Bu DNA
ayrigsmalari, enzim tarafindan uygulanan mekanizmaya bagli olarak ya
yapiskan veya zikzakl uglar ya da kit uglar ile sonucglanir

3. Yilksek voltajli jel elektroforezi
DNA"da bulunan dort baza (A, G, C, T) uyan igaretlenmis fragman gruplari

elektroforetik olarak yan yana ayrildiklarinda dizinin dogrudan okunabildigi bir
bandlar merdiveni elde edilir ve boylece nukleotid dizisi tayin edilmis olur

Fen Edebiyat Fakultesi Biyoloji Bolim{u




Maxam ve Gilbert’in kimyasal kirllma yontemi (Maxam et al.,1977).

Ancak, zincir sonlandirma ydnteminin zaman iginde iyilestirilmesiyle
Maxam-Gilbert dizilemesi gézden disti, zira teknik karmasgikligi onun
standart molekiiler biyoloji kitlerinde kullanilmasina olanak vermiyordu,
ayrica zararli Kimyasallara gerek gosteriyordu ve 6lceklenmesi zordu.

Bu yontemin prensibi hidrazin, dimetil sulfat ya da formik asitin, DNA" da
bulunan bazlarn 0zgul olarak degistirmesine ve daha sonra eklenen
piperidinin degigiklige ugramis nukleotidlerin bulundugu noktalardan zinciri
Kirmasina dayanir.

Fen Edebiyat Fakultesi Biyoloji Bolim{




Nukleotid dizisi saptanacak olan DNA once 5°- ucundan 32P ile ya da
floresan bir boya ile isaretlenirDNA" nin iki iplikcigi birbirinden
ayrilarak ya da DNA uygun bir restriksiyon enzimi ile kesilerek DNA"
nin yalnizca bir ucundan isaretlenmesi saglantr.

- Isaretleme sonrasi DNA dort parcaya ayrilr.

* DNA molekulleri dort tupe ayrilir.

* Her bir ornege A, C, G ya da T nukleotidlerinden birini degistirmek ve
kirmak icin gerekli kimyasallar eklenir.

« Genelde ilk pdrin ve pudrimidinlerin ayrimi, ardinda bazlarin ayrimi
seklinde olur.

« Dimetilsulfat ile mudahale puarunlerin; hidrozin ile mudahale de
purimidinlerin arasindaki glikozit baglarinin kirilmasi saglanir.

 Piperidin de fosfodiester baglarinin kirinimini katalizler
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Reaksiyon icin kisitli bir sture verilerek her tipde farkli pozisyonlardaki
hedef nukleotidlerden kiriimis DNA parcalari elde edilir. * Sonucta
Kirllmanin oldugu pozisyona gore hepsi 5°- pozisyonlarindan igaretli
ancak boylari birbirinden farklh bir dizi DNA fragmenti elde edilmis olur.

T C BASES
CHEMICAL CLEAVAGE OF A DNA SAMPLE A

End-labclled DNA sample
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Zp.A-p-T1-P




Maxam-Gilbert sequencing
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Sanger-Coulson’un zincir sonlanma yontemi (Enzimatik). (Sanger et al.,1977).

Tehlikeli kimyasallardan uzak, daha hizli bir yontem ve kitlere
uygulanilabilirligi oldugundan Maxam-Gilbert yontemine tercih
edilir.

Bu yontem igin:
* Tek iplikci kalip DNA'ya
*« ANTP « ddNTP
 Klenov, Tag DNA polimeraz, ters transkriptaz ya
da sekuenaz enzimlerinden biri
» Serbest OH grubu igeren primere ihtiyac vardir

Yontemin Temeli
DNA polimerazin dNTP® lerin (deoksiribonukleozit trifosfat) yanisira
deoksiribozun 3" OH grubu tasimayan ddNTP® leri de (dideoksiribonukleozit
trifosfat) substrat olarak kullanabilmesine dayanir; bunlarda ribozun tgtincu C
atomu deoksi halde bulundugundan fosfodiester bag olusumu engellenir ve
yaplya yeni nukleotit katilamadigindan zincir uzamasi sonlanir,bu durum
Sanger yonteminin kilit noktasidir.

Fen Edebiyat Fakultesi Biyoloji Bolim{
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Karisim dort
kisma ayrilarak dort tipe

konulur

TP’ler ayni

\ gunda aralarinda
ur.
kalip DNA \ larak dNTP'ler
L — oe
JI Stirece uzama devam

tezin herhangi bir
asinda yapiya dideoksi
'diginde reaksiyon durur.

* Her tiipte ayni anada
birbirinden bagimsiz bir¢cok
reaksiyon olmustur.

% Sonucta primer sonundan
baslayip pramtiire sonlanmalarin
oldugu bélgelere kadar cesitli
uzunlukta DNA parcalari olusur.

dNTP’ lerin

ddNTP’lerden

Fen Edebiyat Fakultesi Biyoloji B&lUmu



Reaksiyonlar sonucu elde edilen DNA parcalarina elektroforez uygulanarak jel

(Vg uzerinde yurutultr. Uygulanan elektiriksel alanin etkisi ile DNA parcaciklari en
Q kisasi en onde olmak Uzere jel Uzerinde bir merdiven goruntisu olusturur.
:': Isaretleme yontemine gore jel Uzerinde, tespit edilen parcaciklar reaksiyon
¥p) karisimina konulan ddNTP® nin tipine gore okunur
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Q
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Fluorescent Dyes Used in 4-Color Detection
Fluorescent

TAMRA
(Yellow)

Fen Edebiyat Fakultesi Biyoloji Bolim{
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PCR

In vitro DNA
Amplifikasyonu

DNA'nin ¢ogaltilabilecegi bir teknik, 1983 de Kary Mullis adl bir
biyokimyacinin gelistirdigi Polimeraz Zincir Reaksiyonu’dur. ilk kez
basarili in vitro DNA amplifikasyonu Saiki ve ark. Tarafindan 1985
yilinda gerceklestirildi.

Fen Edebiyat Fakultesi Biyoloji B&lUmu




PCR’nun Kullanildigi Alanlar

PCR’nin gelistiriimesi, molekuler biyoteknolojinin  ve

kullanim alaninin da genislemesine yol agmistir

*Molekuler biyoloji ve biomedikal arastirmalar

-Bakteriyel, viral, fungal ve protozoal hastalik etkenlerinin
teshisi

*Gida, su ve yiyeceklerde bulunan mikroorganizmalarin

tanisi

*Genetik bozukluklar ve kanser taramalari

Fen Edebiyat Fakultesi Biyoloji Bolim{




ePrenetal tani ve cinsiyet belirlenmesi

eGen tedavisi ve DNA asilari

oAdli tip’da suclu teshisi

e Antropoloi
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« PCR icin gerekli malzemeler:
1- Hedef diziyi tagsiyan kalip DNA
(az miktarda ve ilgisiz DNA'larla kontaminasyon sorun
degildir)
2- Kalip DNA cift iplikleri ile eslesebilen 2 tur
oligonukleotid primeri  (15-30 bazlik ve tek iplikli)

3- Dorttur dNTP  (dATP,dCTP,dGTP,dTTP)

4- Termostabil DNA polimeraz enzimi (Tag, Vent)




e Bu materyaller bir tampon ¢ozeltisi icinde karistirilir.
MgCl2 gereklidir.
e Thermal Cycler adi verilen 6zel bir cihaz kullanilarak DNA'nin

amplifikasyonu gerceklestirilir.

Fen Edebiat Fakultesi BioIoi b'lm[j




e Her bir PCR dongusu u¢ asamada gercgeklestirilir,

1- Hedef DNA’'nin denaturasyonu (95 °C de 5 dak.)
ds DNA'’ nin birka¢ saniyede 1si1 ile ss DNA’ ya ayrilmasidir.
(donguye baslamadan 3-5 dk on isitma yapilabilir)

2- Primerlerin baglanmasi (42-52 °C de 5 dak.)

ornek 1-2dk bu isida tutularak primerlerin (spesifik sentetik
oligonukleotitler) ss DNA’ daki hedef bolgelere hibridizasyonu saglanir.

3- Polimerizasyon (65-72 °C de 5 dak.)

polimeraz enzimi yardimi ile ss DNA kaliplarina baglanan primerlerin 5° 3’
yonde uzatiimasidir.

e Her dongude elde edilen yeni DNA'lar bir sonraki icin kalip gorevi
gorduklerinden, 25-30 dongu sonunda, DNA'nin milyonlarca kopyasi elde

edilir.

Fen Edebiyat Fakultesi Biyoloji Bolim{



Taq DNA polimeraz optimal uzama sirasinda yani 72-78 °C arasinda 2000
nukleotid/dakika hizinda calisir.
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PCR’nun Avantajlari

° Cabuk
. Duyarli

° Yuksek ozgulluge sahip

Fen Edebiyat Fakultesi Biyoloji B&lUmu




PCR’nun Dezavantajlari

o Pahall

e Kros reaksiyonlar/non-spesifik DNA
amplifikasyonu = Sterilite

e Yalanci pozitif/negatif degerlendirme =
Deneyimli personel

Fen Edebiyat Fakultesi Biyoloji Bolim{u




PCR ile Saptanan Bakteriyel Patojenler

Bacillus antracis
«Corynebacterium diphtheriae
*Shigella sp

*Vibrio cholerae
*Mycobacterium avium

*Mycobacterium tuberculosis

Fen Edebiyat Fakultesi Biyoloji B&lUmu




PCR ile Saptanan Viral Patojenler

*Hepititis A,B,C,E,G
.Insan papillomavirus
HIV-I,lI

*Influenza virus
*Rubella virus

*Herpes simplex virus

>
Q
=
)
S
Q
2
-
D
(O
>
O
S
-’
4
-
&,

Fen Edebiyat Fakltesi Biyoloji Bolim{i




PCR ile Saptanan Fungal Patojenler

Blastomyces dermatitis
*Histoplasma capsulatum
*Candida albicans

*Pneumocyctis carinii

Fen Edebiyat Fakultesi Biyoloji B&lUmu




PCR ile Saptanan Protozoal Patojenler

*Plasmodium falciparum
L eishmania sp
*Toxoplasma gondii

*Trypanosoma sp.

Fen Edebiyat Fakultesi Biyoloji B&lUmu
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Fen Edebiyat Fakultesi Biyoloji Bolim{u




Thermal Cycler

Elektroforez
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Fen Edebiyat Fakltesi Biyoloji Bolim{i
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