OT1T10 Sclentific™

OttoNA-ZOL (Niikleik Asit izolasyon Reaktifi)
Cat. No. OttoP1862

Teknik destek icin bize ulasabilirsiniz info@ottosci.com

Ozet ve Aciklama

OttoNA-Zol, insan, hayvan, bitki, maya veya bakteri kokenli hiicre ve doku 6rneklerinden bir saat i¢inde yiiksek
kaliteli total RNA’nin (ayrica DNA ve proteinlerin) izole edilmesi i¢in tasarlanmis, kullanima hazir bir reaktiftir.
OttoNA-Zol fenol, guanidin izotiyosiyanat ve biiyiik ya da kiiciik molekiiler boyuttaki ¢esitli RNA tiirlerinin
izolasyonunu kolaylastiran diger tescilli bilesenlerden olusan monofazik bir ¢ozeltidir. Ornek homojenizasyonu
sirasinda hiicreleri pargalar ve hiicresel bilesenleri ¢ozerken RNaz aktivitesini ¢ok etkili bicimde inhibe ederek RNA
biitiinligiinii korur. Cok sayida 6regin es zamanli islenmesine olanak verir ve tek asamali RNA izolasyon yonteminin
gelistirilmig bir bigimidir.

OttoNA-Zol, tek bir rnekten RNA, DNA ve proteinlerin ardisik olarak ¢oktiiriilmesini saglar. OttoNA-Zol ile
homojenize edildikten sonra kloroform eklenir; homojenat, RNA igeren berrak {ist sulu faza, interfaz tabakasina ve
DNA ile proteinleri igeren kirmizi alt organik faza ayrilir. RNA sulu fazdan izopropanol ile, DNA interfaz/organik
fazdan etanol ile, protein ise fenol-etanol siipernatantindan izopropanol ile ¢oktiiriiliir. Coktiiriilen RNA, DNA veya
protein safsizliklar1 uzaklagtirmak i¢in yikanir ve sonraki uygulamalarda kullanilmak iizere yeniden ¢oziiliir.

*]zole RNA; RT-PCR, Northern blot analizi, dot blot hibridizasyonu, poly(A)+ secimi, in vitro translasyon, RNaz
koruma testi ve molekiiler klonlamada kullanilabilir.

*{zole DNA; PCR, restriksiyon enzimi sindirimi ve Southern blotlarda kullanilabilir.

*]zole protein; Western blotlarda, baz1 enzimatik aktivitelerin geri kazanilmasinda ve bazi immiinopresipitasyon
uygulamalarinda kullanilabilir.

OttoNa-Zol Reaktifi Ambalaj miktar. Saklama kosulu
Kat No. OttoP1862-100 100ml (100test) +4°C
Kat No. OttoP1862-200 200ml (200test) +4°C
Uriin miad1 12 aydir

Saglanmayan gerekli malzemeler

12.000 x g ve 4°C’ye ulasabilen santrifiij ve rotor, Polipropilen mikrosantrifiij tiipleri, Kloroform, 55-60°C su
banyosu veya 1s1 blogu, %100 Izopropanol, %75 etanol, RNaz icermeyen su veya %0,5 SDS

Giivenlik Uyarilan
e Koruyucu gozliik, laboratuvar 6nliigii ve kimyasala dayanikli eldiven kullanin.
e Islemleri ceker ocak iginde gerceklestirin. Atiklar1 uygun kimyasal atik kaplarinda toplayn.
o Cilt ve goz temasindan kaginin. Buhar ve aerosolleri solumaym. Kimyasallar1 yutmayin.
o Temas veya dokiilme halinde laboratuvar giivenlik prosediiriinii uygulayn.

Numune Tipi Iml OttoNA-Zol i¢in 6nerilen miktar
Doku 50mg
3,5 cm kiiltiir kabinda (10 cm?) yetistirilen 1 x 10°—1 %
107 hiicre
Hayvan, bitki veya maya kokenli 5-10 x 10° hiicre ya
da bakteri kokenli 1 x 107 hiicre

NUCLEIK ACID EXTRACTION-2025-V.1 RESEARCH USE ONLY

Monolayer kiiltiir hiicreleri

Siispansiyon hiicreleri
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ONEMLI! RNA izolasyonunu 6rnek alinir alinmaz yapin veya &rnekleri hemen hizli bicimde dondurup RNA
izolasyonuna kadar —80°C’de ya da siv1 azotta saklayin.

Ornek hazirh@ ve faz ayirma

Baslangi¢ materyaline gore 6rnekleri OttoNA-Zol Reaktifi iginde pargalayin ve homojenize edin.

Dokular: 50 mg doku basina 1 mL OttoNA-Zol Reaktifi ekleyin ve homojenizatorle homojenize edin.
Monolayer kiiltiir hiicreleri: Besiyerini uzaklastirin. Hiicreleri parcalamak i¢in 3,5 cm kiiltiir kabindaki 1 x
10°—1 x 107 hiicreye dogrudan 1 mL OttoNA-Zol ekleyin. Homojenizasyon i¢in lizat1 birka¢ kez pipetleyin.
Stispansiyon hiicreleri: Hiicreleri santrifiijle toplayip stipernatanti atin. Pellet tizerine 0,25 mL 6rnek basina 1
mL OttoNA-Zol ekleyin (hayvan, bitki veya maya kokenli 5—10 x 10° hiicre ya da bakteri kokenli 1 x 107
hiicre). Hiicreleri OttoNA-Zol eklemeden 6nce yikamaym; bu mRNA bozulmasina yol agabilir. Lizat1 birkag
kez pipetleyerek homojenize edin.

Not: Ornek hacmi, lizis i¢in kullanilan OttoNA-Zol Reaktifi hacminin %25’ini asmamalidir.
Saklama: Ornekler 4°C’de bir gece veya —20°C’de bir yila kadar saklanabilir.

b.

g.

Alternatif: Yag icerigi yiiksek 6rneklerde lizat1 12.000 x g’de, 4-10°C’de 5 dakika santrifiijleyin ve berrak
siipernatant1 yeni bir tlipe aktarin.

Niikleoprotein kompleksinin tamamen ayrigsmasi i¢in 5 dakika inkiibe edin.

Liziste kullanilan her 1 mL OttoNA-Zol i¢in 0,2 mL kloroform ekleyin; tiipiin kapagin1 sikica kapatin ve
calkalayarak iyice karistirin.

2-3 dakika inkiibe edin.

Ornegi 12.000 x g’de, 4°C’de 15 dakika santrifiijleyin. Karisim alt fenol-kloroform fazina, interfaz tabakasina
ve renksiz st sulu faza ayrilir.

Tiipii 45° egerek RNA iceren sulu fazi pipetle yeni tiipe aktarm. ONEMLI: Sulu faz aliirken interfazin veya
organik tabakani pipete gegmesini 6nleyin.

Dogrudan RNA izolasyonuna ge¢in. DNA veya protein izolasyonu yapilacaksa interfaz ve organik fazi saklayin.
Organik faz 4°C’de bir gece saklanabilir.

Not: DNA izolasyonu i¢in iiriiniin web sitesinde bulunan protokole bakin.
Not: Protein izolasyonu i¢in iiriiniin web sitesinde bulunan protokole bakin.
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Ornek Hazirligi ve Faz Ayirma

(6 Lizis ve homojeniiasyon

7 Doku: Monolayer: [ Siispansiyon:
%, 50mg+1mL 1x105-1x107 hiicre 5-10 x 10° hiicre
OttoNA-Zol ;N +1 mL OttoNA-Zol // g + 1 mL OttoNA-Zol
/ m = 745 S
- == = —7 OttoNA-Zol
Z - OttoNA-Zol Q/ ) J\é’ . 0
- | ) qq\’/ A
(@
Srnedi A Besiyerini uzaklastirin. Hucreleri Hucreleri santrifiijleyip siipernatant
mned| pgrgalay nve parcalayin ve 1 mL OttoNA-Zol atin. Pellet Gizerine 1 mL OttoNA-Zol
homojenize edin. ekleyin. Homojenize edin. ekleyin ve homojenize edin.

A Ornek hacmi, OttoNA-Zol hacminin %25’ini asmamalidir.

* Saklama: Ornekler 4°C’de bir gece veya —20°C’de bir yila kadar saklanabilir.

= ¥
l Alternatif: Yagh orneklerde — —
12.000 x g, 5 dk, 4-10°C
Yag icerigi yiiksek drneklerde 12.000 x g'de, - [ -
4-10°C’de 5 dakika santrifijleyin ve berrak 12.000 x g
stipernatanti yeni bir tlipe aktarin. 5 dk, 4-10°C

4
O =e —
| O 5 dk 'nkUbasyon } 5 dk Nukleoprotein kompleksinin
tamamen ayrismasi igin
5 dakika inkiibe edin.

| o 0,2 mL kloroform /1 mL OttoNA-Zol

0,2 mL Her 1 mL OttoNA-Zol i¢in

kloroform 0,2 mL kloroform ekleyin;
tipun kapadini sikica kapatin
ve calkalayarak iyice karistirin.

¥

a 2-3dk 2-3 dakika inklbe edin.

h-—-
— Sulu faz (RNA)
== - : interfaz
},3, ggo 4),‘°(g: { Organik faz (DNA + protein)

interfazi veya organik fazll

| e 2-3 dk inkiibasyon
| o 12.000 x g, 15 dk, 4°C /,

| e Ust sulu fazi 45° aciyla
yeni tiipe aktarin

pipete cekmeyin.

@ RNA izolasyonuna dogrudan gecin.

DNA/protein icin interfaz ve organik fazi saklayin.
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RNA izolasyonu

A. RNA’y1 ¢oktiirme
Alternatif: Baslangi¢ 6rnegi kiiciikse (<10° hiicre veya <10 mg doku), tastyici olarak sulu faza 5—-10 ug RNaz
icermeyen glikojen ekleyin. Glikojen RNA ile birlikte ¢oker ancak sonraki uygulamalar etkilemez.
e Liziste kullanilan her 1 mL OttoNA-Zol i¢in sulu faza 0,5 mL izopropanol ekleyin.
e (Oda sicakliginda (15-30°C) 10 dakika inkiibe edin.
12.000 x g’de, 4°C’de 10 dakika santrifiijleyin. Total RNA, tiipiin dibinde beyaz jel benzeri bir pellet
olusturur.
e  Siipernatant1 mikropipetle atin.

B. RNA’y1yikama

e Liziste kullanilan her 1 mL OttoNA-Zol icin pelleti 1 mL %75 etanol i¢cinde yeniden siispanse edin. RNA,
%75 etanol i¢inde —20°C’de en az 1 y1l veya 4°C’de en az | hafta saklanabilir.

e Kisa siire vorteksleyin; ardindan 7.500 x g’de, 4°C’de 5 dakika santrifiijleyin.

e Siipernatanti mikropipetle atin.

e RNA pelletini 5-10 dakika vakumda veya havada kurutun. ONEMLI: Pelleti vakum santrifiijiinde kurutmayin
ve tamamen kurumasina izin vermeyin. Kismen ¢oziinmiis RNA 6rneklerinde A260/A280 oran1 <1,6 olabilir.

C. RNA’y1 ¢ozme
Pelleti pipetleyerek 20—50 pL RNaz igermeyen su, 0,1 mM EDTA veya %0,5 SDS icinde yeniden stispanse
edin. RNA sonraki enzimatik reaksiyonlarda kullanilacaksa %0,5 SDS i¢inde ¢dzmeyin.

e 55-60°C’ye ayarlanmis su banyosu veya 1s1 blogunda 10—15 dakika inkiibe edin. Sonraki uygulamalara gecin
veya RNA’y1 —=70°C’de saklayin.

(q \
A. RNA’yi coktiirme ] B. RNA’yiyikama | C. RNA’yi cozme

0,5 mL izopropanol %75 etanol 20-50 pL ¢ozme

7

v v
\ 4 A 4

12.000 x g » 10 dk « 4°C 7.500x g « 5dk « 4°C

% 5-10 dk

havada kurutma

RNA pelleti

kurutmayin.

—_—

Pelleti tamamen ]
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Baslangi¢ materyali Miktar RNA verimi
Karaciger 1 mg ~10ug
Bobrek 1 mg ~4ug
Beyin 1 mg ~ lug
Epitel hiicre 1 x 107 cell ~ 15ug
E.coli 0.D600: 1.8 ~ 60pug
Plasenta 1 mg ~4ug

SORUN GIDERME

Muhtemel kaynak Diizeltici yaklasim

RNA miktari
beklenenden
diisiik

A260/A280 orani
diisiik

A260/A230 oran
diisiik

RNA biitiinliigii
zayif

 Ornek tam olarak pargalanmamis
veya lizis homojen degil

* Baslangi¢ materyali OttoNA-Zol
kapasitesini agsmis

* Kiigiik 6rnekte ¢okelti gdriinmeden
kaybedilmis

¢ RNA pelleti agir1 kurutuldugu igin
tam ¢Oziinmemis

e Lizis igin yetersiz OttoNA-Zol hacmi
kullanilmig

e Homojenizasyon sonras1 5 dakikalik
ayrisma siiresi uygulanmamis

e Pellet asir1 kurumus veya yalnizca
kismen ¢6ziinmiis

¢ Fenol ya da kloroform kalintis1 sulu
faza taginmis

* Guanidin, fenol, tuz veya etanol
kalintist

* Yikama yetersiz veya pellet
cevresinde sivi kalmig

* Polisakkarit/proteoglikan icerigi
yiiksek 6rnek

o Ornek alindiktan sonra geg islenmis
veya hizli dondurulmamig

¢ RNaz kontaminasyonu olugmus

* Hiicreler OttoNA-Zol eklenmeden
once yikanmis

* Homojenizasyon sirasinda drnek
1SImig

* Doku tamamen dagilana kadar kontrollii araliklarla
homojenize edin; islem sirasinda 1sinmay1 sinirlaym

* Doku, hiicre ve reaktif oranlarini protokoldeki
siirlar i¢inde tutun

* <10 mg doku veya <10¢ hiicre i¢in sulu faza 5-10 pg
RNaz igermeyen glikojen ekleyin

* Pelleti tamamen kurutmayin; 20—50 pul. RNaz
icermeyen suda pipetleyin ve 55-60°C’de 10-15
dakika bekletin

» Ornek miktarma uygun reaktif hacmi kullanin

¢ Kloroform eklemeden dnce homojenati 5 dakika oda
sicakliginda bekletin

* RNA’y1 tekrarli pipetleme ve 55-60°C
inkiibasyonuyla tamamen ¢6ziin

e Faz ayrimini 4°C’de gerceklestirin; siir tabakasina
yaklagsmadan sulu fazi alin. Gerekirse RNA’y1
yeniden ¢oktiirlip %75 etanol ile yikaym

* Pelleti %75 etanol ile ilave bir kez yikamay1
degerlendirin

* Son yikamadan sonra etanolii dikkatlice uzaklastirin;
pelleti asir1 kurutmaktan kaginin

* Zor matrikslerde laboratuvar dogrulamasi yapilarak
yiiksek tuzlu ¢oktiirme secenegini degerlendirin

e Numuneyi hemen isleyin veya hizla dondurun; izole
RNA’y1 —=70°C’de saklaym

e RNaz igermeyen sarf kullanin, eldivenleri sik
degistirin ve galisma yiizeylerini dekontamine edin

* Hiicre pelletini 6n yikama yapmadan dogrudan
OttoNA-Zol ile pargalaymn

* Homojenizasyonu kisa ag-kapa dongiileriyle ve
soguk kosullarda yiiriitiin
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SORUN GIDERME

Muhtemel kaynak Diizeltici yaklasim

Genomik DNA
kontaminasyonu

RNA pelleti
cOziinmiiyor

Fazlar net
ayrilmiyor

Pellet yikama
sirasinda
kayboluyor

¢ Sulu faz alinirken interfazdan
materyal ¢ekilmis

» Ornege gore yetersiz OttoNA-Zol
kullanilmig

¢ Kloroform miktar1 6nerilen orandan

fazla olmus

» Ik homojenizasyondan sonra
coziinmeyen materyal
uzaklastirilmamis

¢ Pellet tamamen kurumus

* Cozme hacmi yetersiz

e Pellet tiip duvarina yapigsmis veya
yogun bigimde sikismis

* Ornek hacmi reaktif hacminin
%25’ini agmig

¢ Kloroform orani veya karigtirma
siiresi uygun degil

* Yagl ya da partikiillii 6rnek
dogrudan faz ayrimina alimmuis

* Pellet ¢ok kiigiik veya gevsek

e Siipernatant dokiilerek
uzaklastirilmig

* Etanol dogrudan pelletin iizerine
basingla verilmis

Teknik destek i¢in bize ulasabilirsiniz info@ottosci.com
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* Sulu fazin tamamini almaya ¢aligmayin; interfaz
tizerinde giivenli bir hacim birakin

» Ornek/reaktif oranin1 diizeltin

¢ 0,2 mL kloroform / 1 mL OttoNA-Zol oranmni
koruyun

* Gerekli 6rneklerde kloroformdan 6nce 12.000 x g’de
berraklastirma yapin; hassas RT-qPCR
uygulamalarinda RNaz icermeyen DNaz islemi
diisiiniin

* Havada kurutmay1 5—10 dakika ile sinirlayin; vakum
santrifiijii kullanmaymn

* 20-50 uL RNaz igermeyen su veya uygun tampon
ekleyin

* Pelleti nazikge ve tekrarli pipetleyin; 55-60°C’de
10-15 dakika inkiibe edin

* Baslangi¢ 6rnegi hacmini OttoNA-Zol hacminin en
fazla %25’1 olacak sekilde ayarlaym

* 1 mL OttoNA-Zol basina 0,2 mL kloroform ekleyin;
tiipii iyice ¢alkalayip 2—3 dakika bekletin

* Yagli 6rneklerde lizat1 12.000 x g’de, 4—10°C’de 5
dakika berraklastirip iist faz1 yeni tlipe aktarin

* Kiigiik 6rneklerde glikojen tasiyici kullanin

* Stipernatanti dokmek yerine mikropipetle kontrollii
bigimde alin

* %75 etanolil tiip duvarindan yavasga ekleyin; pellet
bolgesine dogrudan pipetleme yapmayin
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