GDO MULTIPLEKS REAL TIME PCR TARAMA KiTi

Kat. No:

GiRis

Cauliflower Mosaic Virus (CaMV) 35S promotor (p35S), Agrobacterium
tumefaciens nopaline synthase terminatdr (tNOS) ve Figwort Mosaic Virus
promotor (pFMV) gen dizileri, genetik modifiye organizmalar (GDO)'larda siklikla
kullanilan duzenleyici gen bolgeleridir. Gunlimiizde Avrupa Birligi onay almis
tim GDO 6rneklerinin bu gen bolgelerinden en az bir tanesini icermekte, bu ig
bolgenin test edilmesi ile GDO taramasina olanak vermektedir.

KIiT PRENSiBi

Test prensibi, Taq DNA polimerazin 5'-3’ exonuclease aktivitesine dayanmaktadir.
Probun 5’ ucunda bir reporter boya ve 3’ ucunda da bir quencer boya
bulunmaktadir. Quencer boya reporter boyanin isimasini baskilamakta ayni
zamanda da probun primer gibi davranarak uzamasina engel olmaktadir. PCR
esnasinda enzim aktivitesi ile birlikte reporter ve quencer arasinda bulunan prob
pargalanarak ayrilir, baskilanmanin ortadan kalkmasiyla isima meydana gelir. Bu
islem sadece hedef bolge (izerinde hibridize olmus problarda gergeklesir.
Amplifikasyon miktari arttikga, reporter boyanin agia gikmasiyla birlikte 1sima
dogrusal olarak artmakta ve bu artis cihaz tarafindan es-zamanli olarak tespit
edilmektedir.

URUN OZELLIKLERL
Kit, PCR igin gerekli tlim bilesenleri igerisinde bulundurur. Gen bdlgesine spesifik
primer ve problar yardimi ile 6rnegin igerigi tespit edilir. Kit ayrica internal

kontrol igerigi ile PCR reaksiyonunuzun galismasini da kontrol etmektedir.

Kullanidiginiz kit sistemi “ready to use” ozellijine sahiptir. Kit, Taq Polimeraz
dahil Real Time PCR reaksiyonu igin gerekli tim komponentleri igermektedir.

KiT iCERIGI

Bilesen 20 Test
e GDO Master Miks 400 pl
e Pozitif Kontrol DNA 20 ul
e Negatif Kontrol DNA 20 pl
Tiip Gen Bolgesi Boya
p35S FAM
GDO
tNOS HEX/JOE
Master
pFMV Texas Red
Miks
Internal Kontrol CY5

SAKLAMA KOSULLARI

e  TUm bilesenler —20°C de ve karanlikta saklanmalidir.

e TUm bilesenler, Griin kutusunun Uzerinde belirtilen son kullanma tarihine
kadar kullanilabilir.

e  Sirekli eritip gdzdiirmek, uriiniin hassasiyetinde azalmalara neden olabilir.
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DNA iZOLASYONU

Ornek DNA'sinin izolasyonu, manuel olarak ya da hazir kit yardimi ile yapilabilir.
Hangi yontemle yapilacadi kullanicinin segimine birakilmistir. GDO Multipleks
Real-Time PCR Tarama Kiti, CTAB bazli manuel izolasyon ydntemine gore
optimize edilmistir.

TEST PROSEDURU

e Mix gozildiikten sonra hafif pipetaj yaparak bir 6rnek igin, her optik kapakli
tlp veya strip’e, 20 pl master miks (Ready to use) kullanilir. Daha sonra
her tipe 5 pl (~ 0.1 - 100 ng ) 6rnek DNA ‘si eklenir.

e  Optik kapaklar kapatilir ve asagida belirtilen programla calistirilir.

PCR PROGRAMI
95 °C 3 dk. Taq Aktivasyonu
95 °C 15 sn.
30 Déngu
60 °C 1 dk.

Floresan boya olarak FAM, HEX/JOE, CY5 ve TEXAS RED segilmelidir.
Eger;
e ABI Prism® sistemi kullaniyorsaniz, litfen pasif referans olarak “none”

segenedini seginiz.

Bu sistemin calisabilecegi cihazlar;
ABI Prism ® 7000/7300/7500/7900
Bio-Rad CFX96
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ANALiZ

PCR islemi bittikten sonra, sonuglarinizi FAM, HEX/JOE, CY5 ve TEXAS RED
boyas! ile analiz edebilirsiniz.  Internal Kontrol pikleri CY5 boyasi ile, gen
bolgerine ait pikleri ise FAM, HEX/JOE ve TEXAS RED boyalari ile analiz

edilmelidir.
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internal Kontrol pikleri CY5 boyasi ile analiz edilmelidir. Tiim kuyularda internal
kontrol pikleri gozlenmelidir. CT degeri ise 20 < ct < 26 araliinda olmalidir
(Sekil: 1)
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FAM boyasi ile 6rneginiz pik vermigse sonucu “35S promotor pozitif ”, pik
vermemis ise “35S promotor negatif “olarak degerlendirmelisiniz (Sekil: 2).
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HEX/JOE boyasi ile 6rneginiz pik vermisse sonucu “FMV promotor pozitif ”,
pik vermemis ise “FMV promotor negatif "olarak degerlendirmelisiniz (Sekil:
3).
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TEXAS RED boyasi ile 6rneginiz pik vermigse sonucu “"NOS terminator pozitif
", pik vermemis ise “NOS terminator negatif “olarak degerlendirmelisiniz
(Sekil: 4).

Gen bolgelerine ait pikler igin de FAM, HEX/JOE ve TEXAS RED boyalari ile analiz
yapmaniz gerekmektedir. Bu boyalarda gérmeniz gereken CT deder aralidi ise 10
< X = 28 dir.
dedismektedir.

Bu deder, kullanilan DNA konsantrasyonuna bagli olarak

OLASI PROBLEMLER

Eder internal kontrol calismiyorsa,

o DNA eksikligi,

e  Test'te inhibitor varligi ,

s6z konusudur.

Eger pikler geg bashiyorsa,

Oncelikle 6rneklerinizin piklerini pozitif kontrol DNA pikleri ile kargilagtirin. Eger
pozitif kontrol DNA da bir sorun yoksa,

o Orneginizin DNA's! saf degildir veya az miktarda inhibitér iceriyor olabilir.
e Yeterli miktarda DNA elde edememis olabilirsiniz.

Boyle durumlarda galisma tekrar edilmeli eder ayni problem devam ediyorsa
yeniden DNA izolasyonu yapilmalidir.

Litfen sorulariniz igin bizimle temasa gegin. tech@snp.com.tr

UYARILAR

e  Saklama kosullarina uygun olarak saklanmalidir.

e Oda sicakliginda unutulmus PCR master miksleri kullaniimamalidir.

e PCR master miksi oda sicakliinda tamamen eritilip, bag asadi edilerek
hafifge karistirildiktan sonra tiiplere bolinmelidir.

e PCR master mikslerin raf édmri 12 aydir. Kullanmadan &nce uretim tarihine
dikkat edilmelidir.

e Yalnizca in-vitro tani amagh kullanilabilir.
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