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« GEN: Hicredeki
kalitim birimi: bir
RNA (ribozomal
veya transfer
RNA) veya bir
polipeptit olabilen
islevsel bir lrin
olusturabilen DNA
bélgesidir.



http://en.wikipedia.org/wiki/File:Gene.png

GENOM: Organizmanin haploid hicredeki tim
gen ve gendigi-baolgelerindenolusan-kalitsal

maddenin tamami
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/k@aweﬁr hicrelerdeki genom buyukligini—ve kromozem sayisini

gOsteren Tablo 1’e bakiniz. Ornegin Saccharomyces cerevisiae 12MB
genom buyukligune 16 kromozom sayisina sahiptir

TABLE 4.2 Chromosome Numbers of Eukaryotic Cells

Genome Chromosome
Organism size (Mb)“ number?
Yeast (Saccharomyces cerevisiae) 12 16
Slime mold (Dictyostelium) 70 7
Arabidopsis thaliana 125 5
Corn 5,000 10
Onion 15,000 8
Lily 50,000 16
Nematode (Caenorhabditis elegans) 97 6
Fruit fly (Drosophila) 180 4
Toad (Xenopus laevis) 3,000 18
Lungfish 50,000 17
Chicken 1,200 39
Mouse 3,000 20
Cow 3,000 30
Dog 3,000 39
Human 3,000 25

?Both genome size and chromosome number are for haploid cells.
Mb = millions of base pairs.

THE CELL, Third Edition, Table 4.2 ASM Press and Sinauer Associates, Inc
© 2003 All rights reserved



DNA (Deoksiriboniikleik Asit):
— S
— Bir canlinin genetik sifresi hiicreler
icerisinde bulunan DNA (Deoksiribontikleik
asit) molekilinde saklidir.

1 DNA birbirine baglanmis niikleotidlerden
meydana gelmektedir. Her bir nikleotid ise bir
baz (A, T, G, C), deoksiriboz sekeri, ve bir
fosfat grubundan meydana gelmektedir.

A Niikleotidler birbirlerine fosfodiester bagi
ile baglanmakta ve poliniikleotid zincir meydana
gelmektedir.

1 DNA molekild, tek sarmalli DNA'ya sahip
bazi virisler disinda, ¢ift sarmallidir, birbiri
tizerine sarilarak bir heliks olusturur. Zincirler
birbirlerine bazlar arasindaki hidrojen baglari
ile tutunurlar.
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Okaryot hiicrelerin DNA'si prokaryot
hiicrelerinkinden farkli organize olmustur.

Prokaryot genomlari genellikle dairesel DNA
molekili tek bir kromozomda bulunur.

Okaryot genomlar: her biri bir dogrusal DNA
molekiili kapsayan ¢ok sayida kromozomdan
olusur.



. o

Okaryotik hiicrelerin DNA'si bu DNA'y1 hiicre
nukleusunda dizenli bir sekilde paketleyen kigik
bazik proteinlere sikica baghdir.

Insan hiicresinde DNA'nin toplam agilmis uzunlugu
2 m'dir.

Bu DNA ¢api 5-10 mikrometre olan nukleusa
sigmasi igin histon proteinlerle paketlenir.
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DNA ftipleri

Genomik (Kromozomal)
Organeller (satellit)
Plazmit(ekstrakromozomal)
Faj/viral

cDNA



DNA ile calisirken g6z oniinde =
“bulundurmaniz gereken temel 6zellikler:

DNA ¢ok dayanikli bir molekildiir. Hafta sonu boyunca oda
isisinda biraktiniz mi? Sorun degil. Genellikle galigilmasi en
kolay olan biyolojik makromolekiildiir.

UNUTMAYINII

Bazi genel kurallar bitin DNA deneylerinde gegerlidir
‘Deneyin tiim basamaklarina iyi bilmek. Baska bir sekilde
sdylemek gerekirse, prosedirinizin kimyasim bilmeniz
gerekir.

-Orneginizi olabildigi kadar saf elde edin. Sunu aklinizdan
¢tkarmayin: Herhangi bir safsizlik birgok soruna davetiye
Gglkarir. Eger kontaminasyonunuz varsa takip eden
asamalarinizda kotid sonuglar elde edebilir hatta 6rneginizi
bile kaybedebilirsiniz.



* Mimkiin oldugunca her zaman dikkatli ve sakin olun.

mn, her seyi sogukta tutun giinkii enzimler
fizyolojik sicakliklarinda daha gok aktiftir (soguk buz
kullanin). Eldiven giyin. DNA'y1 hizli vorteklemeyin ya
da kuvvetli bir sekilde pipetaj yapmayin. Mutlaka
onliik giyin. Sollsyonlarin ve lab ekipmanlarinin

otoklavlanmasi. Dnaz'lari inaktive etmek igin
Lab. da bir seyler yemeyin igmeyin.
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DNA izolasyonunda temel prensip

3 Basamaktan olusur.

. 1) Hicrelerin pargalanmasi

- 2) Protein ve diger kontaminantlardan (RNA
veya makromolekiiller) uzaklastirilmasi icin
kimyasal veya enzimatik yontemler

- 3) DNA /RNA saflastiriimasi



~—6Genomik DNA izolasyonu =

1) Hiicrelerin pargalanmasi

Hiicre zarinin veya duvarinin pargcalanmasi (Hiicre Lizisi)

a) Hiicre duvari/membrani mekanik gti¢ kullanarak pargalanmasi
(parcalayici, ultra ses dalgalari(sonikator))

b) Havan ve eli

Ornek olarak olduk¢a sert bir doku ile (misir bitkisi gibi)
calisiyorsaniz. Igerisinde sivi azot bulunan havan ve havan tokmagi
kullanmalisiniz. Akilda tutmanizda yarar vardir; bu asama hicreler:i
lizise etmekten ziyade, bitki hicrelerinin duvarlarini yikmaya
yoneliktir ve boylece hiicreler serbest kalir.



~

Tablo 2: Cesitli materyallere uygulanabilecek bazi par¢alama teknikleri

Ozmatik Sok

Enzim Uygulamasi

Deterjan Uygulamasi

El homojenizatorii (veya havan)
Dograma (kesme, pargalama)

Bicakli homojenizator
Kum vb. ile ezme

Ultrasonikasyon
Bilyeli mil
Manton-Gaulin homojenizatorii

Hafif

Eritrosit

Bakteri, maya

Doku kiiltiirti hiicreleri
Karaciger vb. yumusak dokular
Kas vb. dokular

Orta siddette

Yogun

Hayvansal ve bitkisel dokular
Bitkisel dokular, Bakteri

Hiicre siispansiyonlari
Hiicre siispansiyonlari
Hiicre siispansiyonlari



Hicre duvari/membrani hedef alarak
bozulmasini saglamak

Hlcre duvari = lizozim, EDTA veya her ikisi
beraber

Hicre membrani = deterjanlar (SDS)
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Genellikle tim metotlarda hiicrelerin birbirinden
ayrilmasi ve lizis basamagi benzerdir.

- SDS, alkali, 1sitma olabilir

Proteinlerden uzaklastirilmasi da enzimatik olabilir
proteinaz K kullanilir.

Ayrica DNA izolasyonunda RNAaz, RNA izolasyonunda
DNAaz kullanilabilir.



* Tris (famponlama maddesi pH 6-8)

‘EDTA Dnase aktivitesi igin gerekli kofaktorler olan
divalent katyonlar: selatlar (nikleazlar: kapatma yolu)

*NaCl fizyolojik gartlarda (genellikle 100-150 mM
olmasi gerekir). Istenmeyen ¢okelmeleri onler.
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(a) Cell lysis

Disrupt cell wall

Disrupt cell
membrane

Sy

A
/

S
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( Cell extract




(b) Centrifugation to remove cell debris

- _
o I
Cell /_“e_jj Centrifuge -2 -
extract ‘..l

Cell debris




2) Protein ve leam‘lardan (RNA%
— —makromolekiiller) uzaklagtirilmasi icin kimyasal
veya enzimatik yontemler

DNA eksraksiyonu (Fenol/kloroform ile)

Dikkat!lll Fenol oldukc¢a tehlikelidir. Yanicidir.
(Eger viicudunun %'5 ni kaplarsa éldiiricidiir) _

Ancak az miktarlarda ve ¢ceker ocak icerisinde
kullaniimahdir.

Eger lizerinize dokulurse paniklemeyin. Hemen soguk su
ile durulayin. , -
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~ » Organik ekstraksiyon geleneksel metotlardandir.

Fenol proteinleri denatiire edici bir ajandir.

Ham ekstrakt elde edildikten sonra fenol/Kloroform/Izoamil
alkol ile karistirilir.Dogru tuz konsantrasyonu ve pH saglandiginda
DNA lst fazda, denatiire edilen protein orta fazda

fenol/kloroform/izolamil alkol alt fazda birikir.

Dezavantaji: Bu prosediirle elde edilen DNA fenol kloroform
artiklari icerirse daha sonra basamaklarda enzimatik

reaksiyonlarda kullanilamaz .



Zollextrakt \ -~
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—Kloroform, fenolle genel olarak benzer ozelliklere
sahiptir (¢ozlcu ozellikleri), ayrica sulu ve organik
fazlar arasindaki dayanikli olmayan baglar: stabilize
eder. Izoamilalkol de ara fazin stabilizasyonuna katki
saglar ve ayni zamanda kabarcik olusumunun
onlenmesine yardim eder.

Genellikle bu basamak 2 ya da 3 kez tekrarlanir. Daha
fazla tekrar edilmesi, 6rnegi daha temiz hale getirir (her
tekrarda ara fazin daha temiz hale geldigini
gozlemleyebilirsiniz). Bu prosedir oldukga glvenilirdir ve
DNA verimi fazladir. Bu nedenle halen laboratuvarlarin
¢ogunda kullanilmaktadir.



3. DNA'nin Saflagtiriimasr ——

3.a. DNA'nin ¢oktirdlmesi

Alkol ve Tuz ile Coktiirme

‘Hacmin yarisi kadar amonyum asetat ekleyin. Etanol varliginda
DNA'nin ¢okmesine yardimci olur. NaCl'de kullanilabilir, ya da
tamamen bu basamagi atlayabilirsiniz (DNA konsantrasyonuna
bagli olarak). Tuz DNA'nin negatif yiikinin nétralize olmasina
yardim eder (boylece ¢6ziici molekillerden ayrilir-bu durumda
¢oziici sudur). Tuz ayni zamanda su ile etkilesime girerek
DNA'nin ¢ozinirligunid zayiflatir. Bu "saltingout” olarak bilinir.

- %100'lik etanol kullanilir. Etanol su kadar iyi bir ¢oziici
degildir. %65'den daha ¢ok etanol iceren ¢ozeltilerde DNA
¢ozinmez. Ancak etanolle ¢oktirmenin etkinligi ¢ok sayida
etkene baglidir: sicaklik, zaman, DNA miktari.



/
< Coktirme basamagq: igin izopropanol de kullanilabilir.Bu
cozicl icinde RNA da stabil kalabilir (segici ¢oktiirme). Bu
hedenle bazen bu amacla da kullanilir.%50'den daha ¢ok

izopropanol varliginda DNA ¢okelti halinde kalir.

DNA %70'lik etanolle muamele edilir ve TE ¢ozeltisi
igerisinde ¢ozilir. %70'lik etanol yikamasiyla ortamda
bulunan fazla tuz uzaklastirilir.

ALTERNATIF. Bazi laboratuvarlarda DNA santrifiij
edilerek ¢oktirdlir. Bu az miktarda DNA'nin oldugu
durumlarda daha etkili sonu¢ verir.Ancak %70 etanol ile
pellet yine yikanir ve 6rnek tekrar spin edilir.






* Ham ekstrakdaki protein ve diger kirleticiler
yuksek konsantrasyonda amonyum asetata ve

potasyum asetat kullanilarak ¢

« Etanol presipitasyonuyla da n
ayrilir.

* Buyontemde proteinler ve diger
uzaklastirilmasi cok etkili degild
RNAz uygulanmasi ya da tekrar]

okturulebilir.
tukleik asitler

kirleticilerin
ir. Bu nedenle
anan ethonol

presipitasyonuna ihtiyac duyulal

bilir.



Ekstraksiyon/Coktiirme Metodu ==

Step 3: Organik ekstraksiyon

E§It hacimde Aqueous
organik ¢ozuclu ile /
o o
karistir £ Santriflj Berrak fazi topla R
e.g. phenol, chloroform,
\/ or phenol:chloroform \/ Interphase \/
? 4 0 Organic E

Hucre pargalarini ve Berrak faz suda ¢oziilen molekdlleri
nukleik asitleri iceren icerir, nukleik asitleri. Proteinler ve
karigim lipidler organik fazda kalirlar, ve

bdylelikle ayrigirlar. Cozilmeyen
hicre kalintilar interfazda kalirlar.




/ Ekstraksi okturme Metodu “

~

Step 4: Nukleik Asit Presipitasyonu

Bef re After

Supernataql 70% EtOH
Centrifuge > Wash [* Centrifuge
—_——— — B —_——— —_—

pellet —<g7” N o

Dissolve pellet
(H,O, TE, etc.)
Nukleik asitleri berrak

fazdan ¢oktlirmek igin

alkol ve tuz eklenir.

Tuz, su ve DNA molekulleri arasindaki hidrojen bagini kirar

Ortamda catyonlar varken etanol DNA'da yapisal degisiklige sebep olur
ve ¢okelti olugturmasini saglayarak solusyondan DNA'y1 ayirir.



DNA'NIN SAFLASTIRILMASI

~

Cut out bamd and .
transfer into tube el shice

insert into bigger tube

!

=

_plug of filtration paper

“little hole

Oﬁ resuspend in bidest precipitate and wash

|

\/

\/

Centrifuge
maximum speed




Cell extract

K

Ethanol

precipitation,
ribonuclease

treatment

Centrifuge = _ _ Carbohydrates,
- _  T~{ proteins, etc.
Discard
supernatant Resuspend
pellet in
ﬁ_ IM NaCl

_

DNA'’sinin saflastiriimasi
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Nukleik asitlerin hiicrenin diger bélimlerinden ayristiriimasi

Nkleik asitlerin hiicrenin diger bdlimlerinden ayristiriimas:.
- Ekstraksiyon/¢oktirme metodu

3b. Adsorbsiyon Kromotografi Metodu

Adsorpsiyon: molekiillerin bir ylizeye baglanmasi



Temel Prensip

Lizatin icinde bulunan nukleik
asitler bir silika yuzeye baglanir

!

Silica yuzey nukleik asitleri bagh tutup,
geri kalan materyali yikayan bir ¢ozelti ile
yikanir

!

Silika yuzey DNA veya RNA'yI tutup asagiya
cekecek baska bir solusyon ile yikanir ve nukleik
asitler elde edilir.



Sor

Step 1: Lizati hazirla

afi Metoo

Step 2: Silika yuzeye bagla

Kolona yukle

v

Ekstraksiyon ¢ozeltisinin icerigi DNA
ve RNA'nin silika yuzeye
tutunmasini saglayacaktir.

» Duguk pH

* Yuksek iyonik gug

* Tuz

Cation

Bridge DNA

o/

o Chaotropic Salt

-O"Na'0=p-0O-
bog Base
O~-2ugar

Santrifujle

v

b1 ; ;
o——— Nucleic acids

Silica-gel membrane J

'R Flow through
u‘} (discard)

Nukleik asitler membrana
baglanirken kontaminantlar
kolondan akar gider.




P — Adsorbsiyon-Kroemotografi Metodu

Step 3: Kalan kontaminantlarin yikanmasi

Santrifu;
Wash buffer - >
Nucleic acids ———e v R Nucleic acids
‘.a". \""‘— Flow through
Step 4: Niikleik asitlerin eldesi -' Skt
‘.0
: Santrifu;
Elution buffer ) >
Nucleic acids ——e §~
ElGsyon ¢oOzeltisinin igerigi yuzeye l
baglanmaya uygun degildir. ,
Yiksek pH

Dustlik iyonik gli¢ \l-‘— Nucleic acids



Hucre duvari
ve

membraninin
parcalanmasi

DNA Ekstraksiyonu

Cozunmus
DNA’dan sivi
kismin
santrifuj ile
ayrimi

DNA
¢ozunmesi

izopropanol
kullanarak
DNA'nin
coktlrdlmesi

¢cOzinmemis
tuz ve
sekerlerden
DNA’nin
ayrilmasi icin
Etanol ile santrifuj
DNA
pellet’in

yikanmasi ve
kurumasi



DNA Miktar Tayinine
(Kantitasyon) Genel Bakis
Nigin kantitasyon yapilir?
Kantitasyon, miktarin tayin edilmesidir
Kantitasyon yontemleri
*Spektrofotometre

*Slot Blot (Quantiblot)

*Microplak okuyucu
*Real Time PCR
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DNA Kantitasyonu DNA izolasyonunu takiben, DNA
konsantrasyonunun ve diger maddelerin varliginin
belirlenmesi amaciyla yapilir.

Ornegimde ne kadar DNA var?
Neden onemli?

Kantitasyon ekstraksiyonun basarisi hakkinda ipucu
verir.



Kantitasyonun temel nedeni:

Cogu PCR yontemi DNA yeterli diizeydeyse en iyi
sonucu verir.

DNA ekstraksiyonun ¢ok az olmasi:
UDNA amplifikasyonunda basarisizlik ®
UAllel drop out (famamlanmamis amplifikasyon) ile

sonuclanir

DNA ekstraksiyonunun ¢ok fazla olmasi:
OPCR inhibitorlerinin artmasi
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DNA saflig

- Saflik belirlemede 260/280 nm sonucuna
bakilir.

- Saf bir DNA 260/280= 1.8 olmalidir.
260/280>1.8 ise RNA kontaminasyonu

260/280¢< 1.8 ise protein kontaminasyonu



~ DNA-Miktar Tayini— -

«Spektorfotometrik okumalar: UV absorbansi kullanilarak DNA/RNA
miktar: ve safligi belirlenebilir. Halkali yapilar UV dalga boylarini
absorbe edebilir. Ancak pek ¢ok molekil halkali yapi igerir
(nikleikasitler, proteinler, organikler, deterjanlar, lipidler, ve liste
siirer...)

*Hem DNA hem de RNA halkali yapilar: yaklagik 260 nm'de gligli
absorbans verir.

‘Proteinler, bazi amino asitler fenilalanin, triptofan ve tirozin 280
nm'de maksimum absorbans verir.

*Alt gizgi tuz taneciklerinin miktari ile iliskilidir. Kaba hesapla, pek
cok sey UV absorblar. Ayni zamanda pH“a oldukga duyarlidir, bu
nedenle sulandirmada kullanilan TE tamponu ile spektrofotometre
kalibre edilmelidir.



/
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260nm'deki absorbansin 280nm’'deki absorbansa
oraniyla saflik degeri elde edilebilir

‘DNA =A260/A280 yaklasik 1.8
‘RNA= A260/A280 yaklasik 2.0

*Bunlar saflastirma irinleri igin iyi sonuglardir ve ayni
zamanda iyi kantitasyon degerine de sahip olacaktir.

Formidil
Konsantrasyon = 260nm okuma * Absorbans birimi *
Dillisyon faktoru
Bir optik yogunluk birimi ya da 260 nm'de absorbans
birimi:

DNA igin 50 ug/mL

RNA igin 40 ug/mL
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~ DNA Kantitasyonu

[IDNA agaroz jelde ayrilir
UEtidyum bromdr ile boyanir

Ayrica DNA miktarini belirlemek igin genellikle DNA
miktariyla iligkili olarak yapiya baglanan Etidyum bromdir
ve sybrgreen boyalari da kullanilir. Daha gii¢li bir
yontemdir, ancak daha pahalidir. Etidyum bromiirle
boyanmig bir jelde bant yogunluklar: karsiklastirilarak
DNA fragmentlerinin kantitasyonu yapilabilir, 6lgi
olarak bir marker kullanilir.



DNA IZOLASYONU

©



Funguslar icin DNA izolasyon Yoéntemi

Gerekli Malzemeler

Tris-EDTA tamponu (TE), pH8.0 Tris HCI pH8.0 10 mM
EDTA pH8.0 imM

LiCl 0.4 M

CTAB

B-merkaptoetanol

Kloroform/izoamil alkol 24:1 (v:v)

Isopropanol

Etanol (%70)




1.Izole edilecek olan fungus érneginden 0.1g alinarak sivi azotta toz
haline gelinceye kadar ezilir.———— =

2.0rneklere 1ml ekstraksiyon tamponu (50 mM Tris-HCl (pH 8), 50
mM EDTA, 10 ml LiCl (4 M), %1 CTAB, %2 PVPP) eklenir.

3.0rnekler 1.5 ml' lik ependomC ’ruplerme i

koyulduktan sonra lizerine

7% 0.2 p-merkaptoetanol eklenir.

4 Ornekler 65°C'de 15 dk sicak su banyosunda inkiibe edilir.

5.Inkiibasyon periyodunu takiben érnekler oda sicakliginda sogutulup
tzerine 0.5 ml kloroform/izoamil alkol (24:1 [v/v]) eklenerek yavasca
karistirilir.

6.Daha sonra ornekler 14,000 rpm'de 2dk santrifiij edilir ve
siipernatant temiz bir tipe transfer edilir.

7.Supernatanta esit hacimde isopropanol eklenerek birkag kez ters
diz edilerek karistirilir. DNA urdnunin etkinligini arttirabilmek igin
ornekler buz lizerinde 15 dk inkiibasyona birakilir.



. R AR et
8.0rnekler 14,000 rpm'de 2 dk santrifiij edilir.
9.Supernatant uzaklastirilir.
10.%70Q'lik etanol eklenir.
11.0rnekler 14,000 rpm'de 1 dk santrifiij edilir.
12.0rnekler %70Q'lik etanol ile tekrar yikanir ve etanol uzaklasana
kadar oda kosullarinda kurutulur.
13.Elde edilen pellet TE (Tris - EDTA) tamponu iginde ¢ozilir (30-
60 pl).
14.10 mg/ml RNaz eklenerek 37°C" de 30dk bekleftilir ve kullanilana
kadar -20 °C'de saklanir.

Elde edilen DNA orneklerinin miktar tayinleri (260 nm) ve saflik
dereceleri (260 nm/ 280 nm) spektrofotometrik (NanoDrop ND-1000
Spectrophotometer) dlgimler ile belirlenmis, ayrica DNA kalitesi
etidyum bromdir varliginda %1'lik agaroz jelde de gériintilenmistir.



Bakteri htcreleri santrifijleme ile toplanir




/Otganizma: S CHE T Gl S O e ey

A Gerekli Malzemeler

LuriaBertani (LB) besiyeri, pH7.3 Tripton % 1
Maya oziti % 0.5
NacCl % 1

Tris-EDTA tamponu (TE), pH8.0 TrisHCI pHS8.0 10 mM
EDTA pHS8.0 1mM

SDS % 10

Lizozim

Proteinaz K 20 mg/ml

NaCl 5M

CTAB/NacCl CTAB %10
NacCl 0.7 M

Kloroform/izoamil alkol 24:1 (v:v)

Fenol

Fenol/kloroform/izoamil alkol 25:24:1 (v:v:v)

izopropanol

Etanol %70




Yontem: /

B besiyerine tek koloniden ekim yapilir-1560-devir/dakika hizda, 37°C’de bir gece

1
boyunca tiretilir.

2) Bir gecelik 5 ml bakteri kiiltiirtiintin 1.5 ml’si mikrosantrifiijde (10.000 devir/dakika hizda 5
dakika) ¢okturulir.

3) Ust s1v1 uzaklastirildiktan sonra ¢okelti 567 ul TE tamponu igerisinde mikropipet yardimiyla
cOozundurilir.

4) Cozelti tizerine 30 ul SDS ve 3 uplproteinaz K ¢ozeltileri eklenerek karistirishir ve 37°C’de 1
saat bekletilir (Bu asamada hiicreler lizis olur ve tiip igerisindeki s1vi saydamlasir)

5) 100 ul 5 M NacCl eklenerek karistirilir. Daha sonra 80 nl CTAB/NaCl ¢ozeltisi eklenir ve
karistiritlip 65 °C’de 10 dakika tutulur.

6) Uzerine esit hacimde kloroform/izoamil alkol eklenir ve karistirilir. 10.000 devir/dakika
hizda, 5 dakika santrifiijlenir.

7) Ust faz temiz bir mikrosantrifiij tiipiine alinir ve esit hacimde fenol/kloroform/izoamilalkol
karisimindan eklenerek karistirilir. 10.000 devir/dakika hizda, 5 dakika santrifiijlenir.

8) Ust faz dikkatlice temiz bir mikrosantifuj tiipiine alinir ve 0.6 hacim izopropanol eklenir.
DNA ¢okiinceye kadar karistirilir.
*Bu asamada tiip alt Gist edilerek yavasca karistirilir ve bu anda DNA iplikc¢ikler seklinde
coOkeldigi gbzle goriilebilir.

9) DNA., 15.000 devir/dakika hizda 10 dakika santrifujlenerek c¢coktiirtuliir.

10) Cokelti tizerine 50 pl 270 etanol eklenerek DNA yikanir ve tiip hizlica ters ¢evrilerek alkol

uzaklastirilir.

11) Tup agz1 agcik durumda oda sicakliginda yaklasik 10-15 dakika veya 60 °C’de birka¢ dakika
bekletilerek alkol tamamen ucurulur.

12) Cokelti tizerine 50-100 ul TE eklenir ve tiipe parmakla yavasca vurularak DNA ¢oziundurulir.

* [zole edilen DNA -20 °C’de uzun siire saklanabilir.
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Viral DNA izolasyonu
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TEMEL PRENSIP

Viris kiti 8/96 viral DNA/RNA’ nin arindirilmasi
icin dizayn edilmistir. Silica membran tizerine
kurulmus tercihe gore; 8 kuyulu ve 96 kuyulu

kitler mevcuttur.
RNA virisleri buffer RAV1 tarafindan col

K hizh

ve etkili bir sekilde lizis olur. DNA viriislerinin lizis

olmasi daha zordur. Bunun i¢in kit solusyon]
Proteinaz K eklenir.

Tuz gibi potansiyel PCR inhibitorleri ve

arina

metabolitler yikama adiminda ethanolic yikama
tamponu RAW ve RAV3 tarafindan temizlenir.



Nucleospin kit 8 icin kit icerigi

12 x 8 preps 60 x 8 preps
Cat.No. 740643 740643,5
Lizis Tampon RAV1 = 2x40ml $ x40 ml
Yikama Tampon RAW 70ml 2x 150 ml
Yikama Tampon RAV3

40 ml 200 ml
(Konsantre)
H 20, RNAse licretsiz 30ml 125 ml
*k S &
Elution Tampon RE — 25ml 125 ml
*
Tastyict RNA () iyofilize 2x1mg 8x1mg
*
Proteinaz K () liyofilize 50mg 3x75mg
Proteinaz Tampon PB Smil 15ml
NucleoSpin ® Viriis
12 60

Seritler (mavi halkalar) Cilt



6 icin kit

Cat.No.

Lizis Tampon RAV1
Yikama Tampon RAW

Yikama Tampon RAV3
(Konsantre)

H .O. RNAse Uicretsiz

2
Elution Tampon RE —
TasyicsRNA. - () liyofilize
Proteinaz K * 0 yofilize
Proteinaz Tampon PB

NucleoSpin ® viris
Cilt Tabaklar (mavi halkalar)

Yuwvarlak iyi Blok
cap Serntiile

2 x 96 preps

7406912

3x40ml

150 ml

100 ml

65 ml

Z5ml

3x1lmg

2x50mg

Smil

4 x 96 preps

7406914

6x40ml

2x150ml

200 ml

125 ml

125 ml

6x1lmg

3x75mg

15ml



Kiti secim rehberi:

kullatum kilavuzu, santnfiy

kullanim klavuzu, vakum

otomatik kullanim

vakum veya santrifiij

ecim rehber]

Uyvgulama

low-/medium ¢kt

Yiiksek Verimli

low-/medium ¢ikts

Yiiksek Verimli

low-/medium ¢ikt1

Yiksek Veriml

Kiti tavsiyesi

NucleoSpin ® 8 Viriis
NucleoSpin ® 96 Viriis
NucleoSpin ® 8 Viriis
NucleoSpin ® 8 Viriis
Cekirdek Takim
NucleoSpin ® 96 Viriis
NucleoSpin ® 96 Viriis
Cekirdek Takim
NucleoSpin ® 8 Viriis
Cekirdek Takim
NucleoSpin ® 96 Viriis

Cekirdek Takim



Kit ozellikleri

Kurtarma oranlan

Analiz sinin

Elution hacmi

Kapasite Cilt

Zaman / 6 serit veya 1 tabak

Sttun tipi

NucleoSpin ® 8/ 96 viriis

100 -150 pd

>% 90
30-60 cp /ml

70-100 pd

40mg
60 dk

8-1vi seridi veya 96-1vi plaka



Kullanilabilecek numuneler

100-150pl plazma
Serum

Serbest biyolojik sivilar
Doku stispansiyonlar1
Digki ornekleri

Sulandirilmis kan ornekleri



il

Gerekli donanimlar

* Santriftj

* Vakum



=

Kit kullaniminin (santrifij altinda) protokolu

Standart protokol HCV yada HIV den viral RNA
arindirilma isleminde kullanilmasini tavsiye eder.
CMV gibi DNA virusleri de izole edilebilir fakat
Proteinaz K eklenmesi onerilir.

Izolasyon prosediiriine baslamadan 6nce 70 °C ‘de
buffer larin ve soliisyonlarin inkiibe edilmesi gerekir.



1 lizts

2 baglayict DNA ayatlayin
kosullar

it 8 icin (santrifli a

100 pl 6rnek
400 pl Buffer RAV 1
(20 pl proteinaz K)
mix

25°C-70°C,10dk

400 pl etanol

mix

S Yikama silika membran

6 Elution

ltinda)

500 pl RAW

5.600 x g, 2 dak
700 pl RAV3

5.600xg, 5dk
700 ul RAV3

X 5.600g,15dk
I00ulRE.70°C

5.600 xg, 2 dak

istege baglh: repeat elution adim

bir kez




Kit 8 icin (vakum altinda)

1 lizis

2 baglayici DNA ayarlayin
kosullar

3 Yuk omeklen

Silis i¢in 4 Bind DNA
membran

100 pl 6rnek
400 pl Buffer RAV 1
(20 pl proteinaz K)
mix

25°C-70°C,10dk

400 ul etanol

mix

Transfer numunelere
NucleoSpin ® Viriis
Seritler Cilt

-02 Bar *,5dk



= Lysis

¢ MucleoSpin
Virus Bindi
s F'E,J;"“ * Binding
; *\Washing
J-  MucleoSpin s Elution
Wirus Binding

Strips

Highly pure viral DNA/RNA



