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Tamkan Genomik DNA izolasyon Kiti
Cat. No. OttoP9510

Teknik destek i¢in bize ulasabilirsiniz info(@ottosci.com

Ozet ve Aciklama

Tam Kandan Genomik DNA Ekstraksiyon Kiti, 200 uL’ye kadar tam kan ve periferik kan mononiikleer
hiicrelerinden (PBMC) yiiksek kaliteli genomik DNA’nin hizli ve etkin bir sekilde saflagtirilmasi i¢in
tasarlanmustir.

Genomik DNA saflagtirma islemi, silika membranli spin kolon teknolojisine dayanir. Bu yontem; tehlikeli
fenol/kloroform ekstraksiyonu, zaman alan alkol ¢oktiirme islemleri veya maliyetli recine bazli saflagtirma
yontemlerine duyulan gereksinimi ortadan kaldirir.

Spin kolonlar, optimize edilmis yiiksek tuz konsantrasyonlu kosullar altinda DNA’y1 secici olarak baglar.
Yikama basamaklariyla kontaminantlarin uzaklastirilmasiin ardindan, kolona bagli DNA diisiik tuz
konsantrasyonlu ve hafif alkali kosullarda etkin bir sekilde eliie edilir.

Hiicre lizisinin ardindan Ana Protokol 30 dakikadan kisa siirede tamamlanabilir ve 30 kb’den biiyiik
fragman boyutlarina sahip saflastirilmis genomik DNA elde edilir.

Saflagtirilan genomik DNA; PCR, qPCR, Southern blotlama ve enzimatik reaksiyonlar dahil olmak {izere
¢ok cesitli ileri molekiiler biyoloji uygulamalarinda dogrudan kullanima uygundur.

Saklama

e Kit icerisinde bulunan tiim soliisyonlar, siselerin hava ile temasini dnleyecek sekilde sikica kapali
tutulmasi kosuluyla oda sicakliginda (15-25°C) 12 aya kadar saklanabilir.

e Proteinaz K’nin belirtilen raf dmrii boyunca stabilitesini ve aktivitesini korumak i¢in Proteinaz K
Soliisyonu agildiktan sonra 2-8°C’de saklanmalidir. (iki giinden daha fazla siire bekleyecekse -
20°Cye alinmalidir)

ONEMLI NOTLAR

e DNA degradasyonunu en aza indirmek i¢in, numunelerin tekrarlayan dondurma—¢6zme dongiilerine
maruz kalmasindan kagmin. Optimum ekstraksiyon verimi i¢in taze materyal veya alindiktan hemen
sonra dondurularak —20°C ya da —80°C’de saklanmis numuneler kullanin.

e Yikama Soliisyonu 1 (Wash Solution 1) ve Yikama Soliisyonu 2 (Wash Solution 2) konsantre
tamponlar olarak saglanmaktadir ve kullanimdan 6nce absolute ethanol (99.9%) ile seyreltilmelidir.
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SORUN GIiDERME

Problem Possible Causes and Solutions

Numune tekrarlayan dondurma—¢ézme dongiilerine maruz
kalmustir.

Tekrarlayan dondurma—¢6zme dongiilerinden kaginin. DNA
izolasyonu i¢in taze numune kullanin. Miimkiin oldugunda
ekstraksiyon islemini taze materyal kullanarak gergeklestirin.
Uygun olmayan saklama kosullari

Tam kan numuneleri 4°C’de en fazla 1-2 giin saklanabilir. Daha
uzun siireli saklama i¢in kan numunelerini 200 pL’lik alikotlara
ayirin ve —20°C’de saklayin.

DNA Degradasyonu

Yiiksek diizeyde rezidiiel RNA bulunmaktadir.

RNA Kontaminasyonu Planlanan uygulama i¢in RNA icermeyen DNA gerekiyorsa, lizis
tamponunu eklemeden 6nce numuneye 20 pLL RNaz A soliisyonu
(10 mg/mL) ekleyin.

Saflastirilmis DNA rezidiiel etanol icermektedir.
Son yikama basamagindan sonra kolonda rezidiiel alkol kalmasi
durumunda, kolonu yeni bir toplama tiipiine aktarin ve maksimum

Enzimatik Reaksiyonlarin hizda (>20.000 x g; >14.000 rpm) 1 dakika santrifiij edin.

Inhibisyonu
Saflastirllmis DNA rezidiiel tuz icermektedir.

Tiim yikama basamaklarinin, protokolde belirtilen yikama sayisi
ve hacimlere uygun olarak ger¢eklestirildiginden emin olun.

Lizat hazirlama basamaginda asir1 miktarda numune
kullanilmustir.

Kullanilan numune miktarini azaltin. Protokolde belirtilen
numune hacimlerini agmayin.

Sindirilmemis baslangi¢c materyali bulunmaktadir.

Proteinaz K sindiriminin 56°C’de gergeklestirildiginden emin
Diisiik DNA Verimi olun. Gerekirse, tam sindirim saglanana kadar inkiibasyon siiresini
uzatin.

Numune lizat icerisinde yeterince karistirilmamstir.
Vorteksleme sonrasinda igerik tamamen karismamissa, pipetaj
yaparak lizat1 homojenize edin.

Etanol eklenmemistir.

Lizata etanol eklendiginden ve iyice karistirildigindan emin olun.
Ayrica, kullanimdan 6nce yikama tamponlarma etanol eklendigini
dogrulaym.
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Yikama Soliisyonu Hazirlama

Etil Alkol (Mutlak, %99,9) Ekleme Kilavuzu

Yikama Soliisyonu-1 (WB-1)

Yikama Soliisyonu 1

Son Hacim

Kit Miktar1 (WB-1) Etanol (%99,9)
50 Test 18 mL 11 ml
100 Test 36 mL 22 ml
250 Test 80 ml 49 ml

Yikama Soliisyonu-2 (WB-2)

Yikama Soliisyonu-2

29 ml

58 ml

129 ml

Son Hacim

Kit Miktari (WB-2) Etanol (%99,9)
50 Test 17 mL 41 ml
100 Test 34 mL 82 ml
250 Test 77 ml 180 ml

58 ml

116 ml

257 ml

Not: ilk kullanimdan &nce, belirtilen hacimde mutlak etanolii yikama soliisyonu konsantresine ekleyin.

KiT ICERIGI
Tan]l)kli}z(]})glzmlk 250 Test 100 Test 50 Test
Kat. No.: OttoP9510 OttoP9510-250 OttoP9510-100 OttoP9510-50

Lizis Tamponu (LB) 65 mL 26 mL 13 mL
Proteinase K Tamponu 5 x1.30 mL 2 x 1.30 mL 1.30 mL
Yikama Tamponu-1
(WB-1) 80 mL 36 mL 18 mL
Yikama Tamponu -2
(WB-2) 77 mL 34 mL 17 mL
Spin Kolon 250 100 50
Eliisyon Tamponu (EB) 30 mL 14 mL 10 mL
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TAM KANDAN GENOMIK DNA iZOLASYONU
ANA PROTOKOL

1,5 mL’lik mikrosantrifij tipline agagidaki bilesenleri belirtilen sirayla ekleyin:
:gylg[‘iMA a. PK Soliisyonu: 25 pL
b. Tam Kan: 200 pL
c. LB Soltisyonu (Lizis Tamponu): 250 uL
LlZl S @ Tiim bilesenler iyice karisana ve lizat homojen hale gelene kadar
:.’/ 15 saniye vorteksleyin.
i 1 56°C'de
B INKUBASYON @ 5 dakika inkibe edin.
L 4
f 250 pL mutlak etanol (Etil Alkol, %99,9) ekleyin.
n ETANOL EKLEME ﬁ @ Lizati pipetaj yaparak iyice karistirin.
\ 4
= Tum lizati spin kolona aktarin.
BAGLANMA ll 8.000 x g'de 1 dakika santrifijj edin.
———1 Akiskan fazi uzaklastirin ve toplama tiipiinii yenisi ile degistirin.
500 pL Yikama Tamponu-1 (WB-1) spin kolona ekleyin.
B YIKAMA 1 0 8.000 x g’de 1 dakika santrifij edin.
(WB']-) Akiskan fazi uzaklastirin ve toplama tiipiini yenisi ile degistirin.
L 4
500 pL Yikama Tamponu-2 (WB-2) spin kolona ekleyin.
YIKAMA 2 O 8.000 x g'de 1 dakika santrifij edin.
(WB-Z) Akiskan fazi uzaklastirin ve toplama tiiptinii yenisi ile degistirin.
4
S 500 pL WB-2 Soliisyonu ekleyin.
IKINCI YIKAMA / I‘ 8.000 x g’de 2 dakika santriflij edin.
KURUTMA SANTRIFUJU ———- Ardindan kolonu temiz bir mikrosantrifijj tlipline aktararak DNA ellisyonu
3 icin hazirlayin.
. 50-100 pL Elisyon Tamponu (EB) dogrudan spin kolon membraninin
a ELUSYON @} Pl
6 Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edin.
m SON SANTRiFﬂJ ﬁ “ 8.000 x g'de 1 dakika santrifiij edin.
]
GENOMIK DNA Eltat saflastirnimis genomllf I?NA yligerir ve
downstream uygulamalar icin hazirdir.

0 Tuim santrifilj adimlari: 8.000 x g (yaklasik 1 dakika = ~10.000 rpm, rotora bagli olarak degisebilir).
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Protokoliin A¢iklamasi

1. Numune Hazirlama

1,5 mL’lik bir mikrosantrifiyj tiipline asagidaki
bilesenleri belirtilen sirayla ekleyin:

a. PK (Proteinaz K) Soliisyonu: 25 pL

b. Tam Kan: 200 pL

c. LB Soliisyonu: 250 uL

Not: Bilesenleri a—b—c sirasina gore ardisik olarak
ekleyin. EDTA’l1 tiipe alinmig tam kan
kullanilmasi onerilir.

2. Lizis
Tiim bilesenler tamamen karisana ve lizat

homojen hale gelene kadar 15 saniye vorteksleyin.

3. Inkiibasyon
56°C’de 5 dakika inkiibe edin.

4. Etanol Ekleme

250 puL mutlak etanol ekleyin.

Lizat homojen hale gelene kadar pipetaj yaparak
iyice karistirin.

5. Baglama

Lizatin tamamini spin kolona aktarin.
8.000 x g’de 1 dakika santrifiij edin.
Akiskan faz1 (flow-through) uzaklastirin ve
toplama tiipiinii yenisiyle degistirin.

Teknik destek icin bize ulasabilirsiniz info(@ottosci.com

6. Yikama-1
Spin kolona 500 puL Yikama Tamponu-1 (WB-1)
ekleyin.

8.000 x g’de 1 dakika santrifiij edin.

Akiskan fazi uzaklastirin ve toplama tiiptinii
yenisiyle degistirin.

7. Yikama-2

Spin kolona 500 pL Yikama Tamponu-2 (WB-2)
ekleyin.

8.000 x g’de 1 dakika santrifiij edin.

Akiskan fazi1 uzaklastirin ve toplama tiiptinii
yenisiyle degistirin.

8. ikinci Yikama / Kurutma Santrifiijii
Spin kolona 500 nL. WB-2 Soliisyonu ekleyin.
8.000 x g’de 2 dakika santrifiij edin.

DNA eliisyonu i¢in spin kolonu temiz bir
mikrosantrifiij tiipiine aktarin.

9. Eliisyon

50-100 pL EB Soliisyonunu dogrudan spin kolon
membraninin merkezine ekleyin.

Oda sicakliginda 1 dakika inkiibe edin.

10. Son Santrifiij

8.000 x g’de 1 dakika santrifiij edin.

Elde edilen eliiat, saflagtirilmis genomik DNA’y1
igerir ve ileri molekiiler uygulamalarda
(downstream applications) kullanima hazirdir.
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