prepiT-L2P

0,5 mL numuneden maniiel DNA piirifikasyonu icin laboratuar protokolii
Oragene® ve ORAcollect” ailesi toplama kitleriyle toplanan genomik DNAnin piirifikasyonu igin.
Diger dillerdeki siiriimleri ve diger protokoller i¢cin www.dnagenotek.com adresinden web sitemizi ziyaret edin.

Asagida adim adim verilen protokol, DNAnin 500 pLlik numune boliimiinden piirifikasyonunu agiklamaktadir.

Uriinle verilen reaktifler

o prepIT®.L2P (katalog #: PT-L2P)

Ekipmanlar ve reaktifler

o 15.000 x g devirde ¢aligma kapasitesine sahip mikrosantrifiij

o 1,5 mLlik mikrotiipler (6rn., Axygen #MCT-150-C)

o 50°Cde havali veya sulu inkiibator

o Oda sicakliginda etanol (%95 ila %100)

o Oda sicakliginda etanol (%70)

o DNA saklama tamponu: TE (10 mM Tris-HCI, 1 mM EDTA, pH 8,0) veya benzeri bir ¢6zelti

Prosediir
Piirifikasyon adimlari Notlar
1. Numuneyi DNA Genotek kitinde ters cevirerek « Buislem viskoz numunelerin gerektigi gibi
ve birkag saniye hafifce calkalayarak karistirin. karismasini saglar.

2. Numuneyi 50°C'de sulu inkiibatérde enaz 1 saat | » Busil islem adimi, DNA'nin yeterince agiga ¢ikmasi
boyunca veya havali inkiibatérde en az 2 saat ve niikleazlarin kalici olarak inaktif hale getirilmesi
boyunca inkiibe edin. icin gereklidir.

+ Buinklibasyon adimi, numune toplandiktan

sonra plrifikasyondan 6nce istenildigi zaman
gerceklestirilebilir.

« TUm numune, numune homojenliginin saglanmasi
icin mutlaka icerisinden bir bolim alinmadan 6nce
orijinal toplama tliptinde inklibe edilmelidir.

« Daha uygun olmasi halinde, numune gece
boyunca 50°C'de inkibe edilebilir.

« Sicaklik dengelenmesi sulu inkiibatorlere kiyasla
daha yavas oldugundan havali inkiibatorlerde
daha uzun bir slre gerekir.

Not: Numune tiipleri su banyosunda ytizebileceginden
havali inkiibator kullanimi tercih edilebilir. Su banyosu
kullanilmasi gerekiyorsa, tiiplin numuneyi iceren
boliminin su icerisinde kaldigindan emin olun.

3. Karistirilan numunenin 500 pLlik kismini « Numunenin geri kalan bolimi oda sicakliginda
1,5 mLlik mikrosantrifiij tipine aktarin. saklanabilir veya dondurulabilir (-15°C ila -20°C).

4. Numunenin 500 pLlik bolima icin mikrosantrifij | « Safsizliklar ve inhibitérler ¢okeldikge numune
tlplne 20 pL (hacmen 1/25) PT-L2P ilave edin ve bulaniklasir.
birkag saniye boyunca vorteks yaparak karistirin.

5. 10 dakika boyunca buz tizerinde inkiibe edin. + Oda sicakliginda inkiibasyon yontemi kullanilabilir,
ancak bu durumda safsizliklarin temizlenme verimi
bir miktar disecektir.
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Piirifikasyon adimlari

6. Oda sicakhginda 5 dakika boyunca 15.000 x g
devirde santrifuje tabi tutun.

Notlar

Nihai DNA ¢6zeltisinin bulanikliginin (yiksek A35q)
azaltilmasi icin daha uzun (15 dakikaya varan) bir
santriftj islemi yararli olabilir.

7. Seffaf siizlintlyl bir pipetin ucuyla yeni bir
mikrosantrifij tiplne dikkatlice aktarin.
Safsizliklari iceren pelleti atin.

Pellet bulanik safsizliklar icerir. Kazara etkilenmesi
durumunda, tliptin yeniden santrifiije tabi
tutulmasi gerekir.

8. 500 pLlik stiziintliye oda sicakligindaki 600 pL
%95 ila %100'liik etanol ¢ozeltisi ekleyin. 10 defa
ters cevirerek nazik sekilde karistirin.

Etanolle karistirma sirasinda DNA ¢okelir. Bu
durum, numunedeki DNA miktarina bagl olarak
DNA fiberleri pihtisi olarak veya ince bir ¢okelti
olarak goriinebilir.

Pihti goriilmese dahi DNA sonraki adimlar
dikkatlice takip edilerek kazanilr.

9. DNA'nin tam olarak ¢okelmesi icin numunenin oda
sicakhginda 10 dakika kalmasini saglayin.

Safsizliklar DNA ile birlikte ¢okelebileceginden
-20°C'de inklibasyon 6nerilmez.

10. TUpu mikrosantrifje belirli bir yonde yerlestirin.
Oda sicakhginda 2 dakika boyunca 15.000 x g
devirde santrifuje tabi tutun.

Ornegin; her bir tiipti mikrosantrifiije kapagin
mentese bolimi rotor merkezinin aksi yoniine
bakacak sekilde yerlestirebilirsiniz. Boylece santrifij
sonrasi pelletin konumu belirlenebilir (kolayca
gorilemeyecek kadar kiiciik olsa dahi); mentesenin
altinda, tipln ucunda bulunacaktir.

11. Stizlintly{ bir pipet ucuyla dikkatlice alin ve atin.
DNA pelletinin etkilenmemesine dikkat edin.

Bu pellet DNA icerir. Pellet kaybi, DNA kaybina
yol acar.

« Tupun pellet Gst duvarda olacak sekilde

dondurilmesi, pipet ucunu alt duvar boyunca
glvenli sekilde hareket ettirmenize ve tim
stzlintlleri toplamaniza imkan verir.

Suzlintd, safsizliklar icerebilir ve bu nedenle
mumkan oldugunca tamami temizlenmelidir.
Pelletin asirt kurutulmasi, DNA'nin daha zor
¢6zlinmesine neden olabilir.

12. Etanolle yikama:
250 pL %70'lik etanol ¢ozeltisini dikkatlice
ekleyin. Oda sicakliginda 1 dakika bekletin.
Pelletin etkilenmemesine dikkat ederek
etanolii tamamen alin.

Numunedeki tiim etanoliin temizlenmesi
onemlidir. Etanol artiklari, test (assay)
performansini etkileyebilir.

DNA pelletinin etkilenmemesine dikkat edin.

DNA pelleti kuiglik olabilir.

Pelletin ayrilmasi durumunda, numuneyi 5 dakika
boyunca 15.000 x g devirde santrifije tabi tutun.
%70'lik etanol ¢ozeltisini temizledikten sonra, artik
etanollin temizlenmesi icin tlpu yuksek devirde
cevirebilirsiniz.
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Purifikasyon adimlari Notlar

13. DNA pelletinin ¢6ziinmesi icin 100 uL TE ¢ozeltisi | « Daha yliksek bir DNA konsantrasyonu isteniyorsa,
(bkz. Sayfa 1) ilave edin. En az 5 saniye boyunca 50 pL TE kullaniimahdir.
vorteks yaparak karistirin. + Not: daha fazla miktarda yiiksek molekler agirlikli
DNA'nin tamamen hidre olmasi (¢6ziinmesi)
yavas olabilir.
DNA'nin yetersiz hidrasyonu, DNA konsantrasyonu
tahmininde hatalara ve PCR vb. gibi downstream
uygulamalarda basarisizliklara neden olabilir.

14. DNA'nIn (pellet ve simir) tamamen « DNA'nin yetersiz rehidrasyonu DNA konsantrasyonu
rehidrasyonunu saglamak icin oda sicakliginda tahmininde hatalara ve PCR vb. gibi downstream
gece boyunca inkibe ettikten sonra vorteks yapin uygulamalarda olasi basarisizliklara neden olabilir.
veya 50°C'de kesikli vorteks yontemiyle 1 saat
boyunca inkiibe edin.

15. Tamamen rehidre edilen DNA icin saklama « Pirifiye edilen DNA'nin TE icerisinde dondurulmasi,
secenekleri: DNA'nin ¢okelmesine neden olur. Dondurulmus
a) Uzun sireli saklama amaciyla -20°C'deki purifiye DNA numunesi ¢ozdurilirken, adim 14'te
numune boltimleri i¢cin TE icerisinde aciklandigi gibi rehidrasyona ¢ok dikkat edin.

saklanmasi Onerilir veya
b) TEicerisinde 4°C'de 2 aya kadar.

DNA ol¢iimii
Floresan yontemiyle

Bir DNA numunesindeki ¢ift zincirli DNA (dsDNA) miktarimin belirlenmesinde floresan boyalar kullanilan
testler, 260 nm'de absorbans olgiilen analizlerden daha spesifiktir. Kirletici RNA'ya daha az maruziyet sz
konusu oldugundan dsDNA 6l¢iimii i¢in PicoGreen® veya SYBR® Green I vb. gibi bir floresan boya
kullanilmasini 6neririz. SYBR Green I'nin kullanildig: diisiik maliyetli bir protokol, “PD-PR-075, SYBR Green I
Boya ve bir mikro plakali okuyucu kullanilarak DNA 6l¢iimii” baghgi altinda agiklanmistir.! Alternatif olarak,
ornegin Invitroger’in Quant-iT™ PicoGreen dsDNA Test Kiti (Kat. No. Q-33130) gibi piyasada satin kitler de
kullanilabilir. Her iki protokol i¢in de, piirifikasyona tabi tutulmus DNAnin TE ¢ozeltisi ile 1:50 oraninda
seyreltilmesini ve 6l¢iim testinde 5 pL kullanilmasini 6neririz.

Absorbans yontemiyle

DNA miktarini absorbans yontemiyle 6lgmek isterseniz 6ncelikle kirletici RNAnin sindirilmesi igin piirifiye
numunenin RNase ile muamele edilmesini ve ardindan RNA pargaciklarinin DNA etanol ¢okeltme islemiyle
giderilmesini 6neririz. “PD-PR-040, RNAnin ¢ift RNase sindirimiyle giderilmesi” bashig1 altinda ayrintili bir
protokol agiklanmuigtir. Liitfen, bir oral numuneden elde edilen DNAnin tipik olarak kan numunelerinde
bulunan RNA miktarina kiyasla ¢ok daha fazla miktarda RNA igerecegine dikkat edin. Absorbans degeri
okunmadan 6nce, alkolle ¢okeltilen DNAnin tamamen ¢oziindiigiinden emin olun.

Cevirme faktorii: 260 nmde 1,0 degerindeki absorbans, saf dsDNA igin 50 ng/uLlik (50 ug/mL) bir
konsantrasyona karsilik gelir.

Absorbans degerlerinin spektrofotometrenin dogrusal aralig1 igerisinde kaldigindan emin olun. Dogrusal
araligin disinda kalan numuneleri yeniden seyreltin ve yeniden 6l¢iin. Daha fazla bilgi icin cihazinizla birlikte
verilen kilavuzlara bakin.
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Yontem:
1. RNase ile muamele edilen purifiye DNAnin 10 pLlik boliimiinii 90 uL TE (1/10 seyreltme) ile seyreltin.
Pipetle ¢ekip birakarak nazikge karigtirin. Kabarciklarin kaybolmasini bekleyin.

2. Referans (bos) hiicresinde TE kullanin.
3. Absorbans degerini 320 nm, 280 nm ve 260 nmde 6l¢iin.

4. 320 nmdeki (As,g) absorbans degerini A,gy ve Aygo degerlerinden ¢ikartarak, diizeltilmis A,gg ve Ayg
degerlerini hesaplayin.

5. ng/uL cinsinden DNA konsantrasyonu = diizeltilmis A,y % 10 (seyreltme faktorii) x 50 (¢evirme faktorii).

6.  Ajgo/Ajgp orant: Diizeltilmis Aygg degerini diizeltilmis A,gy degerine bolin.

Ornek
1. Olgiilen Azyg= 0,025, Ayg0= 0,175 ve Aygo= 0,295 oldugunu varsayalim.

2. Seyreltilmemis numunenin DNA konsantrasyonu su sekilde hesaplanir:
(Az60 - A320) x 10 [seyreltme faktorii] x 50 [¢cevirme faktorii]
= (0,295 - 0,025) x 10 x 50
=0.270 x 10 x 50
=135 ng/pL veya 135 pg/mL

3. Dizeltilmis A,g0/Aygo Orant:
(Az60 - A320) + (A2g0 - A320)
— (0.296 - 0.025) = (0.175 - 0.025)
=0.270 + 0.150
=1.80

Referanslar

! DNA quantification using the Fluorescence/DNase (F/D) assay. Replaced by DNA quantification using SYBR Green I dye
and a micro-plate reader. DNA Genotek. PD-PR-075.
2 RNA removal by double-RNase digestion. DNA Genotek. PD-PR-040.

Pazartesi ve Cuma giinleri arasinda (09:00 - 17:00 EST) teknik destek alinabilir:

« Ucretsiz (Kuzey Amerika): 1.866.813.6354, secenek 6
- Diger tim Ulkeler: 613.723.5757, secenek 6
«  E-posta: support@dnagenotek.com

Oragene®DNA ve ORAcollect®DNA, Amerika Birlesik Devletlerinde satilmamaktadir.

Oragene®DISCOVER yalnizca arastirma amagli kullanim iindir, teshis prosedrlerinde kullanim igin uygun degildir.

Bazi DNA Genotek Uriinleri bazi cografi bolgelerde bulunmayabilir.

®Oragene, preplT ve ORAcollect, DNA Genotek Inc. sirketinin tescilli ticari markalanidir. Burada sz edilen diger tim markalar ve adlar ilgili hak sahiplerinin malkiyetindedir.
Tum DNA Genotek protokollerine, raporlarina ve uygulama notlarina www.dnagenotek.com web sitesindeki destek bolimunden erisilebilir.
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prepiT-L2P

Hizl basvuru kilavuzu:

0,5 mL numuneden manuel DNA purifikasyonu icin laboratuar protokolii

Piirifikasyon adimlari
Numuneyi DNA Genotek kitinde ters cevirerek ve birkag saniye hafifce calkalayarak karistirin.

2. Numuneyi 50°C'de sulu inklibatorde en az 1 saat boyunca veya havali inkiibatorde en az 2 saat boyunca
inklibe edin.

3. Numunenin 500 pL'lik kismini mikrosantrifiij tiipiine aktarin.

4. 20 pL PT-L2P ilave edin ve birkag saniye boyunca vorteks yaparak karistirin.

5. 10 dakika boyunca buz tizerinde inkiibe edin.

6. Oda sicakhginda 5 dakika boyunca 15.000 x g devirde santrifiije tabi tutun.

7. Seffaf stizlintiniin blyuk bir bolimini bir pipet yardimiyla yeni bir mikrosantrifij tiipline dikkatlice
aktarin. Pelleti atin.

8. Oda sicakliginda 600 pL %95 ila %100'luk etanol ¢ozeltisini seffaf stizintliye ekleyin. 10 defa ters cevirerek
nazik sekilde karstirin.

9. DNA'nin tam olarak ¢okelmesi icin numunenin oda sicakliginda 10 dakika boyunca kalmasini saglayin.

10. TUpu santrifije belirli bir ydnde yerlestirin. Oda sicakliginda 2 dakika boyunca 15.000 x g devirde

santrifije tabi tutun.

11.

Suizintliyl bir pipetle dikkatlice alin ve atin. DNA pelletinin etkilenmemesine dikkat edin.

12.

250 pL %70 etanol ¢ozeltisi ekleyin ve oda sicakliginda 1 dakika birakin. Pelletin etkilenmemesine
dikkat ederek etanolii tamamen alin.

13.

100 pL TE ¢Ozeltisi ilave edin ve numuneyi en az 5 saniye boyunca vorteks yaparak karistirin.

14.

Oda sicakhginda bir gece boyunca veya 50°C'de 1 saat boyunca arada sirada vorteks yontemiyle
karistirarak inkiibe edin.

15.

Saklama: -20°C'de (6nerilen) uzun sureli veya 4°C'de 2 aya kadar saklanabilir.
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