DENEY NO: 4

GSTP1 (Ala114Val) TEK NUKLEOTID POLIMORFiZMININ (SNP) SAPTANMASI

A) Deneyde Kullanilan Gozeltiler, Malzemeler ve Cihazlar

PCRigin:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7

PCR ana karisimi: PCR tamponu, MgCl,, nikleotid karigimi, Taq polimeraz enzimi.
Primerler: Cogaltilacak gen bdlgesine spesifik olacak sekilde sentezlenir.

DNA c¢ozeltisi

Thermal Cycler

Mikropipet

Santrif(j

PCR tupleri

Jel igin:

1)
2)
3)
4)
5)
6)

Elektroforez Tanki

Agaroz jel

Elektroforez tamponu (TBE)
DNA markir

Elektroforez gli¢ kaynag
Jel goruntileme sistemi

B) Deneyin Yapihigi

Polimeraz zincir reaksiyonu: PCR ana karisimina primerler ve DNA ¢dzeltisi ilave edildikten
sonra thermal cycler (sicaklik déngil) cihazi, 95°C’ de 2 dakikalik ilk denatiirasyonu takiben
40 PCR dénglisii erime (94°C 30 saniye), yapisma (59°C 30 saniye) ve sentez (72°C 30
saniye) olacak sekilde programlanir. Program stresinde PCR urUnlerinin uygulanacagi jel
hazirlanir. Stre sonunda PCR urunleri jele uygulanir.

1)

2)

3)

4)

5)

Jelin hazirlanmasi: 40ml tampon ¢dzeltide %1.5 olacak sekilde agaroz hesaplanarak
tartiir. Tartilan miktar, bir erlen icerisine konan 40ml TBE tamponuna ilave edilip
karistiriir. Daha sonra 1sI uygulamasi ile agarozun jellesmesi saglanir. Berrak hale
gelen agaroz jeli, kalibba dokalir ve Uzerine PCR Urdnlerinin  uygulanacagi
kuyucuklarin olusmasini saglayacak olan tarak yerlestirilir. Jel donduktan sonra tanka
tampon ¢ozelti doldurulur.

Elektroforez: PCR Urunlerinin jele uygulamasinin ardindan tankin kapagi kapatilarak
gl¢ kaynagina baglanir. 65 dakika 100V elektrik uygulandiktan sonra jel
zedelenmeden dikkatlice tanktan cikarilir.

Nikleik asit jel boyasi ile PCR Urunlerinin gérindr hale getirilmesi: Tanktan gikarilan
jel, 1/10000 oraninda seyreltiimis SYBR Green nikleik asit jel boyasi iceren bir kapta
distk hizdaki calkalayici yardimiyla, 30 dakika inkibe edilerek jeldeki PCR
urtnlerine ait bantlarin UV i1s1ginda gorunur hale gelmesi saglanir.

Jel gériintiileme: Inkiibasyon siiresi sonunda jel dikkatlice UV tablaya yerlestirilir ve
UV isikta goértnir hale gelen PCR drtnlerine ait bantlarin fotografi ¢ekilir. Daha sonra
bantlar, DNA markir ile Kkargilastirilarak istenen gen bdlgesinin ¢ogaltilip
cogaltiimadigi anlasilir.

istenen gen bélgesi codaltildiktan sonra, mutasyon bolgesine dzel DNA kesim enzimi
ile muamele edilir.



