Istenilen gen nasil tanimlanir ve
klonlanir?
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* Polimeraz zincir tepkimesi
— 1980’lerde gelistirildi — hucre disi DNA sentez yontemi

— Belirli bir DNA dizisinin kisa surede pek ¢ok kopyasini
uretmek icin bir teknik

— Yontem

« Cogaltilacak DNA, nukleaotitler (dATP, dCTP, dGTP, dTTP),
tampon ve DNA polimeraz bir tupe eklenir.

« lleri ve geri primerler eklenir — cogaltiimasi istenilen bolgeye
o0zgu tamamlayici kicuk DNA parcalari (20—30baz
uzunlugunda)

» TUp termal dongu cihazi (PCR cihazi) olarak adlandirilan
cihaza yerlestirilir ve tepkime gerceklesir. ThermoFisher




3.3 Istenilen gen nasil tanimlanir ve

klonlanir?
 PCR cihazi DNA'yi bir dizi tepkimeden gecirir — PCR
donguleri
— Her dongu 3 basamaktan olusur
1. Denaturasyon (ayriima) — 94 °C - 96 °C isitma
2. Birlesme (hibridizasyon) — Primerler 55 °C - 65 °C'de
hedef DNA dizisindeki tamamlayici bazlarla H-bagi
yapar
3. Uzama — DNA Pol hedef DNA'y1 70 - 75 °C’de kopyalar
— Her dongu sonunda DNA miktari 2'ye katlanir

— Ayni dongu 20-30 defa tekrarlanir
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E1 Primerler (Forward ve Reverse

Primer)

L] dNTP’ler (Deoksintiikleotid
trifosfatlar: dATP, dTTP. dCTP,. dGTP)

L} DNA Polimeraz (genellikle Taq

Polimeraz)

L) MgCl; (Magnezyum klortir)

I3 Tampon (Buffer)

Hedef DNA bélgesinin iki ucuna
baglanan kisa DNA dizileri
(genellikle 18-25 baz)

DNA sentezinde kullanilacak yapi

taglan

Thermus aquaticus bakterisinden

elde edilen isiya dayanikli enzim

Polimeraz enziminin kofaktori

Genellikle Tris-HCI, KCl ve Mg”

igeren gozelti

DNA polimerazin senteze baglayacagi
noktay: belirler, 6zgulligu saglar.

Yeni DNA zincirinin sentezi igin gereken

nikleotidleri saglar.

Her dongude DNA sentezini yapar;

yuksek sicakliklarda bozulmadan galigir.

Enzimin aktif hale gelmesini ve DNAya

baglanmasini saglar.

pH ve iyonik ortami sabit tutar; enzimin

optimum kogullarda galigmasini saglar.



Tris HCI (pH 8.3-8.8) \

Reaksiyonun pH’sini sabit tutar.
KCl (veya NaCl)

Primerlerin hedef DNA’ya 6zgul
sekilde baglanmasini
kolaylastirir (iyonik denge).

MgCl,

DNA polimerazin ¢alismasi icin
zorunlu kofaktordir. Mg?* iyonu
olmazsa polimeraz DNA sentezi

yapamaz. /




» https://www.youtube.com/watch?v=V2JYy
6-DE9c
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3.3 Istenilen gen nasil tanimlanir ve
klonlanir?

PCR avantajlari:

« Kisa bir zaman iginde ¢cok az bir baslangic
orneginden milyonlarca kopya DNA uretir

* 1 molekul DNA ile baslanan bir PCR tepkimesinin
sonunda kac kopya oldugunun hesaplanmasi: 2N
N: dongu sayisi
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PCR Turu

RT-PCR (Reverse
Transcription PCR)

gPCR (Real-Time PCR)

Multiplex PCR

Nested PCR

Digital PCR
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Ozelligi

RNA’yi DNA'ya cevirip
cogaltir

DNA miktarini anlik olarak
Olcer

Ayni anda birden fazla geni
tespit eder

Hassasiyeti artirir

Cok diistik DNA kopyalarini
bile sayisal olarak tespit eder
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Kullanim Alani

RNA viriisleri (COVID-19, HIV)

Viral yuk tayini, gen
ekspresyon analizi

Panel testler, patojen
kombinasyonlari

Disik DNA iceren ornekler

Kanser biyobelirtecleri, likit
biyopsi

roFlex
nnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

yyyyyyy
nnnnnnnnn



3.3 Istenilen gen nasil tanimlanir ve
klonlanir?

« Uygulamalar
— Gen ifadesi galismalari
— Bakteri ve virus enfeksiyonlarinin tespiti
— Genetik hastalik tanisi

— Olay yerinde bulunan az miktarda dokudan elde edilen
DNA'nin tespiti

— Fosillerden elde edilen DNA tespiti
— Tarimda tohum safliginin belirlenmesi

— Sistematik ve evrim calismalarinda (dogadaki ¢esitli canli
tiirlerinin tanisi, tiirler arasindaki farkliliklarin belirlenmesinde)



3.4 Rekombinant DNA teknolojisinde laboratuvar
teknikleri ve uygulamalar

Protein Uret ve yapi ve
islevini arastir |

Saflagtinlmis proteini
antikor veya agi Uretimi
icin kullan
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Gen yapisi, dizisi, organ, doku ve
hicrelerde ifadesini arastir ;

Gen islevini calismak icin
transgenik hayvanlar Uret

insanlara verilmek iizere proteini
yuksek miktarlarda uret
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