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Slayt 3: 
PCR nedir?
	PCR küçük miktardaki spesifik DNA dizilimini kullanarak ve daha sonraki testlerde kullanımı için bu DNA miktarının çoğaltılmasını esas alan bir sistemdir.
	In vitro (vücut dışı) çalısan bir tekniktir.
Slayt 4, 5 ve 6: 
PCR’ın kısa tarihi
1983 yılında Dr. Kary Mullis tarafından bulunmuştur. 1985 yılında Cetus firması Science dergisinde ilk makaleyi yayınlamıştır. 1986’da saflaştırılmış olan Taq polimeraz enzimi ilk kez kullanılmıştır. 1988 yılında perkin elmer firması atomasyon bir termal döngü sistemini piyasaya sürmüştür. 1989 yılında Taq polimeraz yılın molekülü olarak Science dergisi tarafından seçilmiştir. 1990 yılında Real Time veya Kinetik PCR’ın oluşmasına öncü olacak olan çoğaltma ve spesifik DNA sekansının florosans bir boyaya bağlayarak tespiti sağlanmıştır. 1991 yılında RT-PCR tek bir tip termal kararlı polimeraz kullanılarak geliştirildi ve bu sistem, RNA viruslerinin tespitinin yapılabilmesini sağlamıştır. Bu önemli bir gelişme. 1993 yılında Kary Mullis Nobel ödülünü kimya alanından kazanmıştır. 1999 yılında Doku tiplemesi için PCR kitlerini piyasaya sürmüştür. 2003 yılında HIV-1 için monitor kiti geliştrildi. 
Slayt 7: 
PCR’ın prensipleri
Amacı
Koşulları
Bileşenleri
Slayt 8: 
Amaç:
Aynı sekans ve boyuttaki bir çok çift sarmallı DNA moleküllerinin bir enzimatik metot ve döngü koşulları ile çoğaltılması amaçlanır.
Slayt 9: 
Koşulları: 
1) Çift sarmallı DNA’nın çözdürülmesi/denaturasyonu
2) Primerlerin bağlanması/yapıştırılması
3) Çift sarmallı DNA moleküllerinin uzatılması
Slayt 10: 
Denaturasyon/Çözdürme
92-94 derece sıcaklıkta eritilir
Çift sarmallı DNA eritilerek tek sarmallı DNA ya dönüştürülür. 
Slayt 11: 
Bağlanma/Yapıştırma
Sıcaklık: 50-70 C (ikili sarmal oluşabilmesi için gerekli olan erime sıcaklığına bağlı olarak değişir)
Primerler eşleniği oldukları sekansa bağlanırlar.
Slayt 12: 
Uzatma:
Sıcaklık 72 derece
Süre 0.5-3.0 dk
DNA polimeraz enzimi yapışmış olan primere bağlanır ve DNA zinciri ortamdaki nükleik asitleri kullanılarak uzatılmaya başlanır. 
Slayt 13: 
Sıcaklık döngüsü
Slayt 14: 
Uzatma ürünleri 
Slayt 15: 
Toplam PCR prensipi
1 kopya DNA dan yola çıkarak, bir cok DNA zincirinin oluşması sağlanır. 
Slayt 16: 
Kimyasal bileşenler 
Slayt 17 ve 18: 
PCR reaksiyonu için gerekli basit gereksinimler
1) Hedef bölgenin DNA diziliminin bilinmesi zorunludur
2) Primerler 20-30 baz boyutunda olmalıdır. Bu primerler firmalarca hazır olarak satılmaktadır. DNA sentezleyiciler kullanılarak hazırlanabilirlerde. 
3) 95 C sıcaklığa ısıtılarak aktivitesini kaybetmeyen bir termal kararlı DNA polimeraz (Taq polimeraz gibi) gereklidir.
4) DNA termal döngü sistemi/makinası programlanarak ısıtma ve soğutma işlemlerini istenilen sayılarda döngüyü yapacak şekilde yapabilmelidir. 
Slayt 19-24
Cihaz
Slayt 25:
PCR 3 önemli özelliği
Spesifiklik
Effektiflik
Doğruluğu
Slayt 26:
PCR çalışmıyor ise uygulanacak çözümler
a) Eğer hiç ürün (istenilen boyutta) oluşmamışsa:
1) DNA örneğinin kalitesini kontrol edin
2) Bağlanma sıcaklığıını düşürün
3) Magnezyum konsantrasyonunu arttırın
4) DMSO ekleyin %10 civarında
5) Farklı bir termalkararlı enzim kullanın
6) Primerleri atın ve yeni bir stoktan hazırlayın
Slayt 27: 
b) Ekstra yalancı ürün bantları mevcutsa
1) Bağlanma sıcaklığını arttırın
2) Magnezyum konsantrasyonunu azaltın
3) Döngü sayısını azaltın
4) Farklı bir enzim kullanın
Slayt 28: 
Örnek bir PCR programı
Slayt 29: 
PCR’ın avantajları
· Küçük bir miktar DNA test için yeterli
· Sonuçlar hızlı alınabilir-1 gün içerisinde PCR için
· Radyoaktif malzeme kullanımını gerektirmez
· Bazı bozuklukların temeli olan allellerin boyutlarının belirlenmesinde çok kesin sonuç verir
· Nokta mutasyonlarının belirlenmesi için PCR kullanılabilir.
Slaty 30 ve 31: 
PCR ın kullanım alanları
RNA viruslerinin tespiti ve Adli tıp gibi bir çok alanda kullanılabilir.
3 grupta sınıflandırılabilir
Moleküler Tespit, Sekanslama ve Genetik Mühendisliği
Slayt 32: 
Sonuç
PCR, klinik laboratuvarlarda cinsel yolla bulaşan hastalıkların belirlenmesinde küçük miktarlardaki DNA çoğaltılmasında hayati öneme sahip olduğu gibi genetik problemlerin belirlenmesinde ayrıca önemli bir tekniktir.
[bookmark: _GoBack]PCR teknolojisi hayvan ve sebze meyve stoklarındaki genetik testlerde, adli kullanımlarda ve ilaç görüntüleme gibi bir çok farklı alanda da kullanılabilirler. 
 
