DENEY NO: 5

GSTP1 (Ala114Val) KESIM URUNUNUN iINCELENMESI

A) Genel Bilgiler

Genetik polimorfizmlerin  birgogunun belirlenmesinde, kesim bdlgesi uzunluk

polimorfizmi; ingilizce adiyla restriction fragment length polymorphism (RFLP) analizi
kullaniimaktadir. Bu teknikte, PCR Urunu, kesim enzimi araciligi ile kesilir. Kesim enzimleri
cift sarmal DNA’nin spesifik bir dizilimini (genellikle dort ya da alti baz ciftlik) tanir ve keser.
Bu bélge, kesim bélgesi olarak adlandirilir. iigilenilen DNA bélgesinin dizilimine gore kesim
sonucunda kesilen veya kesilmeyen DNA Urini ortaya ¢ikacaktir.

B) Deneyde Kullanilan Cozeltiler, Malzemeler ve Cihazlar:

Kesim igin:

1)
2)
3)
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7

PCR Grini

Kesim enzimi
Reaksiyon tamponu
Isitici blok
Mikropipet

Santrif(j

PCR tupleri

Jel igin:

1)
2)
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Elektroforez Tanki

Agaroz jel

Elektroforez tamponu (TBE)
DNA markir

Elektroforez gug kaynagi
Jel gérintileme sistemi

C) Deneyin Yapihisi:

Reaksiyon tamponu, PCR drini ve Alw26l kesim enzimini iceren reaksiyon ortami PCR
tipiinde hazirlanir ve isitici bloga konur. Isitici blok, 37°C sicakliga ayarlanir ve 5 dakika
sonunda olusan kesim Urunleri, agaroz jele uygulanir.

1)

2)

3)

4)

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

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

Nikleik asit jel boyasi ile DNA kesim Urunlerinin gorinur hale getiriimesi: Tanktan
cikarilan jel, 1/10000 oraninda seyreltiimis SYBR Green nukleik asit jel boyasi iceren
bir kapta dusuk hizdaki ¢alkalayici yardimiyla, 30 dakika inkibe edilerek jeldeki PCR
urtnlerine ait bantlarin UV i1s1ginda gorunur hale gelmesi saglanir.

Jel gorintileme: inkliibasyon siiresi sonunda jel dikkatlice UV tablaya yerlestirilir ve
UV 1sikta gorinur hale gelen DNA kesim Urtnlerine ait bantlarin fotografi ¢ekilir. Daha
sonra bantlar, DNA markir ile karsilastirilarak kullanilan 6rneklerin hangi genotipe
sahip olduklari belirlenir.



