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Genom ve proteomdaki biyolojik belirtecleri analiz etmek icin, molekuler biyoloji
yontemlerinin tip alaninda uygulanmasidir.
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Sinha and Pati, 2019; https://doi.org/10.1007/978-981-13-5877-7_6’dan uyarlanmistir.
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Molekiiler Tani Sistemlerinin Ozellikleri (3S Kurah) TEyoesam ensrirost

Duyarlilik (Sensitivity)

Hedef, ortamda diger molekiller varken oldukca distik miktarlarinda bile belirlenmelidir.
Duyarlihk = Toplam Gergek Pozitif

(Toplam Gergek Pozitif) + (Toplam Gergek Negatif)
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Ozgiilliik (Specificity)

FREKANS

Uygulanan test sadece hedef molekuli tespit etmelidir.

Dogru
Negatif

Ozgullik = Toplam Gercek Negatif

TEST SONUCLARI

(Toplam Gercek Pozitif) + (Toplam Gercek Negatif)

Basitlik (Simplicity)

Uygulanan test rutin bir temelde verimli ve ucuz olmalidir.

Kiel, 2018’dan uyarlanmuistir.
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Siklikla kullanilan molekiler tani yontemleri: B oEsam enstitisy

Dusuk konsanstrasyonda kictk molekulleri tespit ederler.
- PCR tabanli enzim-baglh immunsorbent calismalar (PCR-ELISA)

- Florasan in situ hibridizasyon (FISH)
- PCR
- Dogrudan dizileme (Sanger DNA dizileme)

- Mikroarrayler

|
luel ljuegel-wouao

- Yuksek-verimli DNA dizileme (Yeni Nesil Dizileme, NGS)
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Molekiiler Biyoloji'nin “Santral Dogma”si
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DNA Replikasyonu
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Polimeraz Zincir Reaksiyonu (PCR)@ B oesaw enstirusi

DNA replikasyonunun in vitro tasarlanmis seklidir.
Molekuler biyolojinin en gucli teknolojisidir.

DNA ve cDNA'yi kalip olarak kullanarak istenilen hedef bolgeye ait dizinin milyonlarca kat
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PCR ile istenilen gen bolgesi cogaltilabilir
PCR ile iki primer arasinda kalan DNA bdlgesi cogaltilir.

Bu bolgenin spesifik olmasi ve primerlerin genom Uzerinde baska bir DNA bodlgesine
baglanmamalari gerekir.

PCR amplifiasyonu icin referans DNA dizisinin bilinmesi 6nemlidir.
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Allele-specific PCR * Nanoparticle-Assisted PCR (nanpoPCR)
Assembly PCR (Polymerase Cycling Assembly) * Nested PCR

Asymmetric PCR * Overlap-extension PCR (Splicing by overlap
Convective PCR extension (SOEing))

Dia-out PCR " PAN-AC

Digital PCR « guantitative PCR (Real Time-PCR; RT-gPCR)

* Reverse transcription PCR (RT-PCR)

* Rnase H-dependent PCR(rhPCR)

 Single Specific Primer-PCR (SSP-PCR)

e Solid Phase PCR

e Suicide PCR

* Thermal assymmetric interlaced PCR( TAIL-PCR)

* Touchdown PCR (Step-down PCR)
* Universal Fast Walking

Helicase-dependent amplification
Hot start PCR

in silico PCR
Intersequence-specific PCR (ISSR)
Inverse PCR

Ligation-mediated PCR
Methylation-specific PCR (MSP)
Miniprimer PCR

Multiplex ligation-dependent probe amplification
(MLPA)

Multiplex PCR



Gercek Zamanli-PCR (RT-PCR) M Esam ENsTiTisd
Kantitatif PCR

Geleneksel PCR’da, amplifiye edilmis sekansin tespiti ve kantifikasyonu ancak son PCR
dongusiinden sonra ve jel elektroforezi gibi gorintt analizi ile gerceklestirilebilir.

Geleneksel PCR’dan farkli olarak, RT-PCR’da, DNA miktari PCR ile cogaltilan molekullerin sayisiyla
dogru __?rglrp_tlll olarak artan floresan sinyali veren floresan boyalar araciligiyla her déngtiden
sonra dlculdr.

Unutmayin! PCR DNA’yi eksponensiyel olarak ¢cogaldir (2")

Reaksiyonun eksponansiyel asamasinda toplanan veriler, amplifikasyon hedefinin baslangic
miktari hakkinda kantitatif bilgi verir.

RT-PCR’Da kullanilan floresan belirleyiciler, gift-zincir DNA baglayici boyalari veya amplifikasyon
sirasinda PCR Uridni ile hibridize olan PCR primerlerine/ problarina baglanan boya
molekdullerini icerir.
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Reaksiyonun seyri boyunca floresandaki degisim, termal dongliyu floresan boya tarama
Ozelligiyle birlestiren bir cihazla olculur.

Floresan miktarinin dongu sayisina gore grafigini cizerek, tim PCR reaksiyonu stresince Urin
birikimini temsil eden bir amplifikasyon grafigi olusturur.
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RT-PCR’ in avantajlari

v'Gercek zamanli olarak meydana gelen PCR reaksiyonunun ilerleyisini izleme
kapasitesi

v'Her dongude amplikon miktarini kesin olarak dlcebilme 6zelligi

(numunelerdeki baslangic materyali miktarinin olduk¢ca dogru bir sekilde
Olcilmesine olanak tanir).

v’ Artirilmis dinamik algilama araligi

v’ Amplifikasyon ve tespit tek bir tlpte gerceklesir, boylece PCR sonrasi
manipulasyonlari ortadan kaldirir.
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Real-Time PCR basamaklarina Genel Bakis [ DESAM ENSTITUSL

1. Denatiirasyon (94-96°C)
2. Baglanma (primerlerin ¢coziinme sicakligindan (Tm) 5°C asagisi)
3. Uzama (68-72°C)
saniyede 100 baz uzar ve kiiclik amplikonlarda 60°C alinir.
100-150 b¢ uzunlugunda amplikonlar tercih edilir.

iki basamakli RT-qPCR

1. Basamak: Ters transkriptaz ile cDNA olusturulur. cDNA sentezi oligo(d)T, gene-spesifik
primerler ya da random primerler kullanilarak gerceklestirilir.

2. Basamak: Sentezlenen cDNA'nin %10’u ayri bit tipe RT-PCR islemi icin transfer edilir.

Tek basamakl RT-gPCR
Tek tlipte cDNA sentezi ve PCR amplifikasyonu gerceklestirilir.

cDNAI sentezi icin burada gene-spesifik primerler non-spesifik Grinler olusturmadiklari icin
onerilir.



PCR reaksiyonu icin gerekli olan kompanentler:

DNA polymeraz

Ters transkriptaz

dNTP’ler

MgCl, (3-6 mM)

DNA kalibi (100 pg -1ug gDNA veya cDNA -1 pg — 100 ng RNA’dan tiretilmis-)
6. Primer

a. 50-150 b¢c amplikon cogaltilacak sekilde %50 GC oranina sahip 18-24 b¢’lik
primerler

A S

b. Her bir primer igin final konsantrasyonu 200 nM
c. Sadece cogaltiimak istenilen bélgeye 6zel olmali (BLAST taramasi yapilmali)

7. lyi laboratuvar teknigi
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RT-PCR teknigi, PCR Urununu tespit etmek icin kullanilan kimyasala gore

siniflandirilir.
1. Spesifik olmayan tespit etme teknigi

DNA baglayici boya (SYBR Green, 497 nm) ile
PCR'da tum ds-DNA'va baglanarak boyanin
floresan kuantum verimini arttirir.
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RT-PCR analizi [E) DESAM ENSTITUSU
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RT-PCR Uygulamalari

v'Gen ekspresyon kuantifikasyonu

v’ Klinik kuantifikasyon ve genotipleme
v'Genetik modifiye organizmalarin tespiti
v'Fitopatojenlerin tespiti

v'Klinik mikrobiyolojik tani (6r: SARS-CoV-2)



