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PROBLEM GOZME
TEMEL NEDEN ONERILER
DUSUK VERIM Homojenizasyon veya numune parcalama yetersiz. Baslangic materyalini arttirin,
RNA pelletinin ¢oziilmesinde problem var Daha giigli homojenizasyon uygulaym.
TEMEL NEDEN ONERILER
Numuneler uygun hacimde muamele edilmedi. Numuneyi daha fazla hacimde sulandirin ya da 50-60 C de inkiibe edin
Organik fazin uzaklagtmimasi. Numune tipine uygun hacimde IMMUDol kullanin.
DUSUK A260/A280 DEGERI |RNA peleti kismen gozindii. Ust fazin tamamini almaya alismayi.
Homojenizasyondan sonra sogutma yapiimadi. Numuneyi daha fazla sulandirin ve karistirmay! arttirin,
inkilbasyon, Niikleoprotein komplekslerini ayrmak icin &nerilir.
TEMELNEDEN ONERILER
RNA DEGREDASYONU Yetersiz doku 6rneklemesi. Taze doku kullanimali yada hizlica dondurulmug dokular kullaniimalidir,
Uygun olmayan saklama kogullar. Ornekler -80 C de muhafaza edilmelidir.
TEMEL NEDEN ONERILER
Faz ayinimi pipet ile alinmadi. Ust fazin tamamini almaya calismayin.
DNA KONTAMINASYONU |Numune materyalleri organik goziiciiler ve tuzlar iyi goktiriilmedi. [Santrifij hizini 16,000 g' de 15 dakika yapin.
Dnase uygulamasiyapilmad. Calismaniza uygun Dnase uygulamasi kullanin.
GUVENLIK

. Solusyonu igeren kimyasal bilesikler cilt ile temasinda cilt yaniklarina ve tahriglerine neden olmaktadir.

. Solusyonunun solunmasi toksiktir.
. Uriin asitler ile tepkimeye sokuldugunda zehirli gaz gikartir.

. izopropanol ve etanol yanicidir. Solunum yollarinda tahrise neden olabilir, uyusukluk ve bas dénmesi

yapabilir.

. i(;ilmesi ve yutulmasi ciddi saglik problemlerine sebebiyet verir.
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Korteks Bilim® IMMUDol™ Protokol

Sadece Arastirma Amagli Kullanim igindir
Katalog No: IMD0100
100 ml/ 4°C

GONDERiIM VE MUHAFAZA

Korteks Bilim® IMMUDol™, transport siirecinde oda sicakligina karsi bir haftaya kadar stabildir. Uriin teslim
alinmasindan itibaren uzun sureli saklamalar igin 2-8°C de muhafaza ediniz.

URETIM AMACI

IMMUDol™, insan, hayvan, bitki ve bakteri kkenli biyolojik drneklerden toplam RNA, DNA ve proteini izole
etmek igin 6zel olarak tasarlanmistir. Yerli ve milli imkanlar ile gelistirilmis olan IMMUDol™ in Vitro
Diagnostik (VD) statiisiinde Uretilmemis olup arastirma amagl kullanimlar igin tretilmistir. Uriin 6zellikle
belirtilen biyolojik 6rneklerden total RNA izolasyonun yapilabilmesi amagla tretilmistir.

URUN BILGISI

Korteks Bilim® IMMUDol™ insan, hayvan, bitki ve bakteri kokenli biyolojik érneklerde hiicrelerin
parcalanmasi ve hiicre igerisinde var olan toplam RNA’nin yiksek saflik ve kalitede elde edilmesi igin
gelistirilmistir. RNA yapisi geregi genel izolasyon asamalarinda kolayca degrede olabilecek bir yapidadir.
IMMUDol™ ile gerceklestirilen lizis agamalarinda RNA stabilitesi korunarak RNA’nin yapisinin bozulmadan
elde edilmesini saglayacak 6zel prosesler ile tasarlanmigtir. IMMUDol™ ile gergeklestirilen izolasyon
yontemi fenol/kloroform ile monofazik bir prosedtir sunmaktadir.

GALISABILIR ORNEK TiPLERI VE HACIMLERI

Ornek Tipi Ornek Miktar Elde Edilen RNA Miktari
Kalp 100mg ~10pg
Karaciger 100mg ~20ug
Hayvan Dokusu Bagirsak 100mg ~20pg
Kas 100mg ~15ug
Bobrek 100mg ~10pg
Yaprak 100mg ~15p¢g
Bitki Dokusu Govde 100mg ~12pg
Kok 100mg ~10pg
Hucre Kaltira 1x10.000.000 ~50pg
Bakteri E.Coli O‘D6°°pzltf)(1‘5 mt ~100pg
Kan Tam Kan 200pl ~20ug

iZOLASYON CALISMASINDA GEREKLIi MATERYAL VE KIMYASALLAR

1. Santrifij: 4C%ye kadar sogutma islemi saglayabilen ve 12.000 x g'ye ulasabilen ozellikler
tasimalidir.

2. Isitici Blok: Minimum 60C° sicaklik saglayabilen 6zellik tagimalidir.

%75’lik Etanol: Olusturulan peletin kirliliklerden arindirilmasi igin %75’lik etanol ¢ozeltisi

®

bulunmalidir.

Vorteks: Kurulan reaksiyonlarin hizli ve homojen sekilde karismasinin saglanmasi igin gereklidir.
Kloroform: Protokoluin 2. adiminda yer alan islevin yerine getirilmesi igin gereklidir.

izopropanol: Protokoliin 6. adiminda yer alan islevin yerine getirilmesi igin gereklidir.
RNase-free/%0,5 SDS Solsiiyonu/DEPC ile islenmis Su: Elde edilen son RNA peletinin
¢ozdurulmesi igin gereklidir.
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IMMUDol Kullanim Protokolii

1)

Ornek lizerine asagida belirtilen hacimlerde IMMUDol™ eklenir. Ornek ile

IMMUDol™ homojenize edilir.
Hayvan Dokusu: Calisilacak doku e 10mg ile 100mg dlizeyinde olmalidir. Doku 6rnegi reaksiyon
tip igerisine aktariir. Ornek Gzerine 1ml IMMUDol™ eklenilir ve doku kimyasal igerisinde
homojenizator yardimi ile homojenize edilir. Dokunun kimyasal igerisinde tamamen homojenize
oldugundan emin olunuz.
Hiicre Kultiira: Hicre kultirande yer alan hiicreler besiyeri ortaminda uzaklastirilir (Opsiyonel!
Besiyerinin  uzaklastirlmasi asamasinda hicrelerin PBS ile yikanmasina gerek yoktur). 1x1 08
konsantrasyondaki hiicre peleti izerine Tml IMMUDol™ eklenilir ve vorteks yardimi ile hiicreler
kimyasalile homojenize edilir.
Bitki Dokusu: Caligilacak bitki dokusu 1mg ile 100mg dlizeyinde olmalidir. Bitki dokusu sivi azot
yardimi ile hizli sekilde dondurulur ve bir havan yardimi ile iyice ezilir. Toz formuna dénuisen bitki
dokusu érnekleri reaksiyon tiip igerisine aktarilir ve her bir érnek tizerine Tml IMMUDol™ eklenilir.
Bitki 6rnekleri kimyasal icerisinde vorteks yardimi ile kisa stirede homojenize edilir.
Bakteri Ornegi: Siispanse haldeki bakteri érnegi goktiriliir ve besiyeri uzaklastinlir. Kati
besiyerinde yer alan bakteri kolonilerinden surlntu yontemi ile bakteriler toplanarak reaksiyon
tipine aktanilir. Orneklerin tizerine 1ml IMMUDol™ eklenilir ve Tissuelyser da 1 dk da 50 vurum
ile homojenize edilir.
Tam Kan: Tam kan érneginden 250 pl reaksiyon tiip igerisine aktarilir. Uzerine 750ul IMMUDol
eklenir. 1 dk glglu vorteks ile kan homojenize edilerek 5 dk oda isisinda inkiibasyona birakilir. 2.
Adimdan devam edilir.

(30 dakikaya kadar oda sicakliginda bekletilebilir. Daha uzun bekleme sliresi tavsiye edilmemektedir.)

2)

3.)

4.

Homojenize edilmis 6rneklerin lizerine 200 pl Kloroform ilave edilir. 5-10 sn vorteks
uygulanilir. Oda isisinda 2 dk inkiibasyona birakilir.
Bu asamada saf kloroform kullanitmalidir. Kloroform faz ayrimi gergeklestirerek RNA’nin kolay
sekilde hicre artiklarindan ayrilmasini saglamaktadir.
Ornekler 12.000 x g +4°C de 15 dk santrifiij edilir. RNA iceren berrak iist sivi faz yeni
temiz bir tiipe aktarilir.
Kloroform ilavesiile 6rnekler 3 farkli faz ayrimina ugrayacaktir. Santriflij sonrasinda elde edilecek 3
farkli faz olusan sivinin en Ust fazinda RNA molekulleri bulunmaktadir. 1.5 mlyerine 2 mlreaksiyon
tip kullaniminda pelet toplanmasinda sorunlar yasanabilecegi i¢cin 1.5 ml reaksiyon tliplerde ile
calisitlmasi 6nerilmektedir.
Yeni tiuplere aktarilan sulu faz lizerine 500ul izopropanol eklenir ve 6rnekler 3-5
kere alt Gst edilerek karigtiriir. 10 dk oda isisinda inkiibasyona birakilir.
izopropanol muamelesi ile sulu fazda bulunan RNA molekiilleri gokelti olusturmaya baslayacaktir.
Bu asamada sulu faz igerisinde bulutsu yapilarin olustugunu gozlemleyebilirsiniz. Daha ylksek
saflik ve konsantrasyon isteniyor ise inklibasyon stiresi 1 saat olarak yapilabilir.
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5.)

6.)

7.)

8.)

Sadece Arastirma Amagli Kullanim igindir
Katalog No: IMD0100
100 ml/ 4°C

Ornekler 10.000 x g +4°C de 10 dk santrifijlenir ve siipernatant ortamdan
uzaklastirilir.

Mumkdin oldugunca olusan pelete dokunulmamasi gereklidir. Peletin yerinden kaldirilmasiile RNA
konsantrasyonlarinda disls 6ngorilmektedir.

RNA peleti Gizerine 1 ml %75 etanol eklenir ve peletin yerinden kaldirilmasi igin 2-3
saniye vorteks yapilir. Ornekler 7.500 x g +4°C de 5dk santrifiij edilir.

%75’lik etanol kullanilmasindaki temel mantik reaksiyon boyunca pelette olusan suda veya alkolde
¢Ozlinebilen kirliklerin arindinlmasinda igindir. %75 Etanol muamelesi sonrasinda pelet yerinden
kaldirilmasi ile daha temiz ve saf RNA elde edilmesine imkan verilir.

Siipernatant ortamdan uzaklastinlir. Ornekler kapag acik sekilde 5-10 dk oda
sicakliginda kurumaya birakilir

Orneklerin bulundugu reaksiyon tiiplerinden alkoliin hizli sekilde uzaklastirilmasi igin mimkiin
mertebede alkol uzaklastirilir. Bir sonraki basamaga gegmeden 6nce oOrneklerinizin alkolden
tamamen uzaklastigini teyit ediniz.

DiKKAT!!: Peletin tamamen kurumasina izin verilmemelidir.

RNA peleti Uizerine 20 - 50 ul RNase-free su eklenir ve 10-15 dk 60°C de RNA peleti
gozindiruliir.

RNA peleti DEPC ile islenmis su veya 0.5% SDS igeren solisyon igerisinde de g¢o6zilebilir.
Calismaya devam edilecek ise 6rnekler +4°C’de, uzun sureli saklamalar igin -80°C’de muhafaza
edilmelidir.

Homojenizasyon
Ornekler IMMUDol ile muamele edildikten sonra
homojenize edilirler. Uzerlerine 200ul Kloroform
eklenir.

> Faz Ayrimi Olusan sivi faz yeni tipe aktarilir ve zerine 500ul

!

wes  Goktiirme

l

Saf RNA Eldesi

izopropanol eklenir.

RNA peleti Tml %75 Etanol ile yikanir ve kurumaya
birakilir.

Elde edilen RNA peletleri tizerine 20 - 50 ul
arasinda RNase Free su eklenir ve RNA’lar
¢cozddrdildr.
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