
KUZEY BİYOTEKNOLOJİ
Yeni Nesil Dizileme Hizmetleri -Biyoinformatik Analiz Hizmetleri-Oligonükleotid Sentezi Hizmetleri

Örnek Gönderim Gereksinimleri

  Tel: 0 346 224 00 56    E-mail:admin@kuzeybio.com



KUZEY BİYOTEKNOLOJİ

İçindekiler 
 
1. Genom Dizileme .............................................................................................................. 1 

1.1 İnsan Tüm Genom Dizileme ....................................................................................... 1 
1.2 Ekzom Dizileme/Hedef Bölge Yakalama .................................................................... 1 
1.3 Bitki & Hayvan Genom Dizileme................................................................................. 2 
1.4 Mikrobiyal Genom Dizileme ........................................................................................ 3 
1.5 Pacbio Dizileme.......................................................................................................... 3 
1.6 Nanopore Dizileme ..................................................................................................... 4 
1.7 PCR ürünü Dizileme ................................................................................................... 4 

2. RNA  Dizileme .................................................................................................................. 5 
2.1 Transkriptom Dizileme ................................................................................................ 5 
2.2 Ökaryotik Küçük RNA Dizileme .................................................................................. 6 
2.3 Ökaryotik Uzun Kodlanmayan RNA Dizileme ............................................................. 6 
2.4 Ökaryotik CircRNA Dizileme ....................................................................................... 7 
2.5 PacBio Izoform Dizileme ............................................................................................ 7 

3. DNA Ekstraksiyon Notları ................................................................................................. 7 
3.1 Bitki Dokusu Örnekleri ................................................................................................ 7 
3.2 Hayvan Dokusu Örnekleri .......................................................................................... 8 
3.3 Mikrobiyal Örnekler .................................................................................................... 8 
3.4 Dışkı Örnekleri............................................................................................................ 9 
3.5 Su Örnekleri ............................................................................................................... 9 
3.6 Bakteri suşu ile hazırlanan kültür Örnekleri ................................................................ 9 
3.7 Kan Örnekleri ........................................................................................................... 10 

4. RNA Ekstraksiyon Notları ............................................................................................... 10 
4.1 Bitki dokusu Örnekleri .............................................................................................. 10 
4.2 Hayvan Dokusu Örnekleri ........................................................................................ 10 
4.3 Hücreler .................................................................................................................... 11 
4.4 Bakteri Kültür Örnekleri ............................................................................................ 11 
4.5 Kan Örnekleri ........................................................................................................... 11 

 
 

 



KUZEY BİYOTEKNOLOJİ

 
Kütüphane Tipi 

 

 
Örnek Tipi 

 
Miktar  
(Qubit) 

 
Hacim 

 
Konsantrasyon 

Saflık 
(NanodropTM/Agaroz 

jel) 

 
 
 
 
 

İnsan tüm 
genom dizileme  

(350 bp) 
 

 
Genomik DNA 

 
≥ 200 ng 

 
≥ 20 μL 

 
≥ 10 ng/μL 

 
 
 

OD260/280 = 1.8-
2.0; 

degredasyon yok, 
kontaminasyon yok 

 
Genomik DNA  

(PCR’sız) 

 
≥ 1.2 μg 

 
≥ 20 μL 

 
≥ 20 ng/μL 

 
FFPE* DNA 

 
≥ 800 ng 

 
- 

- 
 

Fragmanlar şundan 
daha uzun olmalıdır: 

1500 bp 

 

1. Genom D�z�leme

1.1 İnsan Tüm Genom D�z�leme

* FFPE: Formalin-Fixed, Parafin-Gömülü
Önerilen süspansiyon tamponu: TE, EB ve TB

1.2 Ekzom D�z�leme/Hedef Bölge Yakalama

 
Kütüphane 

Tipi 
 

 
Örnek Tipi 

 
Miktar  
(Qubit) 

 
Hacim 

 
Konsantrasyon 

Saflık 
(NanodropTM/Agaroz 

jel) 

 
 
 
 
 

DNA 
kütüphanesi 

(İnsan Ekzomu 
veya İnsan 

hedefi 
bölgesi) 

 
Genomik DNA 

 
≥ 300 ng 

 
≥ 15 μL 

 
≥ 20 ng/μL 

 
OD260/280 = 1.8-2.0; 

degredasyon yok, 
kontaminasyon yok 

 
FFPE 

 
≥ 500 ng 

 
- 

 
- 

Fragmanlar şundan 
daha uzun olmalıdır: 

1000 bp 

 
cfDNA/ctDNA 

 
≥ 30 ng 

 
- 

 
- 

Fragmanlar birden 
fazla olmalıdır 

170 bp, genomik 
kontaminasyon 

olmamalıdır. 
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* FFPE: Formalin-Fixed, Parafin-Gömülü
Önerilen süspansiyon tamponu: TE, EB ve TB

1.3 B�tk� & Hayvan Genom D�z�leme

2

 
Kütüphane 

Tipi 
 

 
Örnek Tipi 

 
Miktar  
(Qubit) 

 
Hacim 

 
Konsantrasyon 

Saflık 
(NanodropTM/Agaroz 

jel) 

 
 
 

Fare Ekzom 
Kütüphanesi 

Genomik DNA ≥ 300 ng ≥ 15 μL ≥ 20 ng/μL 
OD260/280 = 1.8-2.0; 

degredasyon yok, 
kontaminasyon yok 

 
FFPE* 

 
≥ 500 ng 

 
- 

 
- 

Fragmanlar şundan 
daha uzun olmalıdır: 

1000 bp 

 

 
Kütüphane Tipi 

 

 
Örnek Tipi 

 
Miktar  
(Qubit) 

 
Hacim 

 
Konsantrasyon 

Saflık 
(NanodropTM/Agaroz 

jel) 

 
 
 
 
 

Bitki ve 
hayvan tüm 

genom 
  kütüphane 
( ≤ 500 bp) 

 
Genomik DNA 

 
≥ 200 ng 

 
≥ 20 μL 

 
≥ 10 ng/μL 

 
 
 
 
 
 
 

OD260/280 = 1.8-
2.0; 

degredasyon yok, 
kontaminasyon yok 

 
 

Genomik DNA 
(PCR 

içermeyen 350 
bp olmayan) 

≥ 5 μg ≥ 20 μL ≥ 30 ng/μL 

Genomik DNA 
(PCR'sız 350 

bp) 
≥ 1.2 μg ≥ 20 μL ≥ 20 ng/μL 

 
Önerilen süspansiyon tamponu: TE, EB ve TB
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1.4 M�krob�yal Genom D�z�leme

3

 
Kütüphane 

Tipi 
 

 
Örnek Tipi 

 
Miktar  
(Qubit) 

 
Hacim 

 
Konsantrasyon 

Saflık 
(NanodropTM/Agaroz 

jel) 

Shotgun 
metagenomik 

kütüphane 

 
Total DNA 

 
≥ 200 ng  

 
≥ 20 μL 

 
≥ 10 ng/μL 

 
 
 
 
 
 
 

OD260/280 = 1.8-2.0; 
degredasyon yok, 

kontaminasyon yok 

Amplikon 
metagenomik 

kütüphane 

 
Total DNA 

 
≥ 200 ng  

 
≥ 20 μL 

 
≥ 10 ng/μL 

Mikrobiyal tüm 
genom 

kütüphane 
(350 bp)   

 
 

Genomik DNA  

 
 

≥ 200 ng  

 
 

≥ 20  μL  

 
 

≥ 10 ng/μL 

Mikrobiyal tüm 
genom 

kütüphane 
(PCR’sız 350 

bp) 

 
 

Genomik DNA  

 
 

≥ 1.2 μg 

 
 

≥ 20  μL  

 
 

≥ 10 ng/μL 

 
Öner�len süspans�yon tamponu: TE, EB ve TB  

1.5 Pacb�o D�z�leme

 
Kütüphane Tipi 

 

 
Örnek Tipi 

 
Miktar  
(Qubit) 

 
Hacim 

 
Konsantrasyon 

Saflık 
(NanodropTM/Agaroz 

jel) 

 
 
 
 

Pacbio Sequel 
II 

DNA CLR 
kütüphanesi 

 
HMW Genomik 

DNA  
(Hayvan ve 

Bitki) 

 
≥ 5 μg 

 
≥ 50 μL  

 
≥ 70 ng/μL 

 
OD260/280=1.75~2.0; 
OD260/230=1.5~2.6; 
NC/QC=0.95~3.00 
Fragmanlar ≥ 30K 

olmalıdır 
HMW Genomik 

DNA  
(Bakteriyel ve 

Fungus) 

 
≥ 2 μg 

 
≥ 50 μL  

 
≥ 70 ng/μL 

OD260/280=1.7~2.2; 
OD260/230=1.3~2.6; 
NC/QC=0.95~3.00 
Fragmanlar ≥ 20K 

olmalıdır 
 
 
 

Pacbio Sequel 
II 

DNA HiFi 
kütüphanesi 

HMW Genomik 
DNA  

(Hayvan ve 
Bitki) 

 
≥ 15 μg 

 
≥ 50 μL 

 
≥ 70 ng/μL 

OD260/280=1.75~2.0; 
OD260/230=1.5~2.6; 

NC/KK=1.00~2.20 
Fragmanlar ≥ 30K 

olmalıdır 
 

HMW Genomik 
DNA  

(Bakteriyel ve 
Fungus 

 
 

≥ 8 μg 

 
 

≥ 50 μL 

 
 

≥ 70 ng/μL 

OD260/230=1.3~2.6; 
OD260/280=1.7~2.0; 

NC/KK=1.0~2.2 
Fragmanlar ≥ 20K 

olmalıdır 

 
**HMW: Yüksek Moleküler Ağırlık  
***NC/QC: NanoDrop konsantrasyonu/Qub�t konsantrasyonu  
Öner�len süspans�yon tamponu: EB  
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1.6 Nanopore D�z�leme
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**HMW: Yüksek Moleküler Ağırlık  
***NC/QC: NanoDrop konsantrasyonu/Qub�t konsantrasyonu  
Öner�len süspans�yon tamponu: EB  

 
Kütüphane Tipi 

 

 
Örnek Tipi 

 
Miktar  
(Qubit) 

 
Hacim 

 
Konsantrasyon 

Saflık 
(NanodropTM/Agaroz 

jel) 

 
 
 
 

Pacbio Sequel 
II 

DNA CLR 
kütüphanesi 

 
HMW Genomik 

DNA  
(Hayvan ve 

Bitki) 

 
≥ 5 μg 

 
≥ 50 μL  

 
≥ 70 ng/μL 

 
OD260/280=1.75~2.0; 
OD260/230=1.5~2.6; 
NC/QC=0.95~3.00 
Fragmanlar ≥ 30K 

olmalıdır 
HMW Genomik 

DNA  
(Bakteriyel ve 

Fungus) 

 
≥ 2 μg 

 
≥ 50 μL  

 
≥ 70 ng/μL 

OD260/280=1.7~2.2; 
OD260/230=1.3~2.6; 
NC/QC=0.95~3.00 
Fragmanlar ≥ 20K 

olmalıdır 
 
 
 
 

Pacbio Sequel 
II 

DNA HiFi 
kütüphanesi 

 
HMW Genomik 

DNA  
(Hayvan ve 

Bitki) 

 
≥ 15 μg 

 
≥ 50 μL 

 
≥ 70 ng/μL 

OD260/280=1.75~2.0; 
OD260/230=1.5~2.6; 

NC/KK=1.00~2.20 
Fragmanlar ≥ 30K 

olmalıdır 
 

HMW Genomik 
DNA  

(Bakteriyel ve 
Fungus 

 
≥ 8 μg 

 
≥ 50 μL 

 
≥ 70 ng/μL 

OD260/230=1.3~2.6; 
OD260/280=1.7~2.0; 

NC/KK=1.0~2.2 
Fragmanlar ≥ 20K 

olmalıdır 
 

 
Kütüphane Tipi 

 

 
Örnek Tipi 

 
Miktar  
(Qubit) 

 
Hacim 

 
Konsantrasyon 

Saflık 
(NanodropTM/Agaroz 

jel) 

 
PCR’sız 

Kütüphane 

 
PCR ürünü 

 
≥ 1.5 μg 

 
≥ 20 μL  

 
≥ 50 ng/μL 

 
OD260/280 = 1.8-

2.0; 
degredasyon yok, 

kontaminasyon yok  
Kütüphane  
(PCR ile) 

 
PCR ürünü 

 
≥ 200 ng 

 
≥ 20 μL  

 
≥ 50 ng/μL 

 

1.7 PCR Ürünü D�z�leme

 

Recommended suspens�on buffer: TE, EB and TB
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2. RNA  D�z�leme
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2.1 Transkr�ptom D�z�leme

 
Kütüphane Tipi 

 

 
Örnek 

Tipi 

 
Miktar  
(Qubit) 

 
Hacim 

 
Konsantrasyon 

 
RNA Integrity 

Number 
(RIN; Agilent 

2100) 

Saflık 
(NanodropTM/Agaroz 

jel) 

 
 

Ökaryotik mRNA 
kütüphanesi 

(polA 
zenginleştirme) 

Total 
RNA 

(Hayvan) 
≥ 200 ng ≥ 10 μL ≥ 20 ng/μL ≥ 4.0, düz 

taban çizgisi 

OD260/280 ≥ 2.0; 
OD260/230 ≥ 2.0; 
degredasyon yok, 

kontaminasyon yok 

Total 
RNA 

(Bitki ve 
Fungus) 

≥ 200 ng ≥ 10 μL ≥ 20 ng/μL ≥ 4.0, düz 
taban çizgisi 

Total 
RNA 
(Kan) 

≥ 400 ng ≥ 20 μL ≥ 20 ng/μL 
≥ 5.8, düz 

taban çizgisi 

Amplifiye 
edilmiş 
cDNA 
(çift 

zincirli) 

≥ 100ng ≥ 10 μL ≥ 10 ng/μL 

Fragmanlar 
zirve noktası 

~2000bp 
olacak 
şekilde  
400bp-

5000bp arası, 
dağılım 

göstermelidir. 

OD260/230 ≥ 2.0; 
degredasyon yok, 

kontaminasyon yok 

 
 

Ökaryotik yönlü 
mRNA 

kütüphanesi 
(polA 

zenginleştirme) 

Total 
RNA 

(Hayvan) 
≥ 400 ng ≥ 20 μL ≥ 20 ng/μL ≥ 5.8, düz 

taban çizgisi 

 
OD260/280 ≥ 2.0; 
OD260/230 ≥ 2.0; 
degredasyon yok, 

kontaminasyon yok  
Total 
RNA 

(Bitki ve 
Fungus) 

≥ 400 ng ≥ 20 μL ≥ 20 ng/μL ≥ 5.8, düz 
taban çizgisi 

Total 
RNA 
(Kan) 

≥ 400 ng ≥ 20 μL ≥ 20 ng/μL ≥ 5.8, düz 
taban çizgisi 

OD260/280 ≥ 2.0, 
OD260/230 ≥ 

2.0;degredasyon yok, 
kontaminasyon yok 

Prokaryotik RNA 
kütüphanesi 

Total 
RNA ≥ 1 μg  ≥ 20 μL  ≥ 50ng/μL ≥ 6.5, düz 

taban çizgisi 

OD260/280 ≥ 2.0; 
OD260/230 ≥ 2.0; 
degredasyon yok, 

kontaminasyon yok 

Metatranskriptom 
kütüphanesi 

Total 
RNA ≥ 1 μg  ≥ 20 μL  ≥ 50ng/μL ≥ 6.5, düz 

taban çizgisi 

OD260/280 ≥ 2.0; 
OD260/230 ≥ 2.0; 
degredasyon yok, 

kontaminasyon yok 

Çift RNA 
kütüphanesi 

Total 
RNA ≥ 1 μg  ≥ 20 μL  ≥ 50ng/μL ≥ 6.5, düz 

taban çizgisi 

OD260/280 ≥ 2.0; 
OD260/230 ≥ 2.0; 
degredasyon yok, 

kontaminasyon yok 
 
Öner�len süspans�yon tamponu: RNaz �çermeyen ddH2O
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2.2 Ökaryot�k Küçük RNA D�z�leme
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Öner�len süspans�yon tamponu: RNaz �çermeyen ddH2O 

 
Kütüphane Tipi 

 

 
Örnek 

Tipi 

 
Miktar  
(Qubit) 

 
Hacim 

 
Konsantrasyon 

 
RNA Integrity 

Number 
(RIN; Agilent 

2100) 

 
Saflık 

(NanodropTM/Agaroz 
jel) 

 
 
 
 
 
 
 

Küçük RNA 
kütüphanesi 

(18-40 bp 
insert) 

Total 
RNA 

(Hayvan) ≥ 2 μg ≥ 20 μL ≥ 50 ng/μL 
≥ 7.5, 

pürüzsüz 
taban çizgisi 

ile 

 
 
 
 
 
 

OD260/280 ≥ 2.0; 
OD260/230 ≥ 2.0; 
degredasyon yok, 

kontaminasyon yok 

Total 
RNA 

(Bitki ve 
Fungus) 

 
≥ 2 μg 

 
≥ 20 μL 

 
≥ 50 ng/μL 

≥ 7.5, 
pürüzsüz 

taban çizgisi 
ile 

Ekzom 
RNA ≥ 10 ng ≥ 20 μL - 

25-200nt 
arasında 
dağılan 

fragmanlar 
(Agilent 2100 
Bioanalyzer), 
FU> 10, pik > 

2000nt 
olmadan 

 
Öner�len süspans�yon tamponu: RNaz �çermeyen ddH2O 

2.3 Ökaryot�k Uzun Kodlanmayan RNA D�z�leme

 
Kütüphane 

Tipi 
 

 
Örnek Tipi 

 
Miktar  
(Qubit) 

 
Hacim 

 
Konsantrasyon 

RNA Integrity 
Number 

(RIN; Agilent 
2100) 

Saflık 
(NanodropTM/Agaroz 

jel) 

 
 
 
 
 
 

Yönlü RNA 
dizileme  
(rRNA 

kalıntısı 
olmadan) 

 

Total RNA 
(Hayvan) 

 
≥ 500 ng 

 
≥ 10 μL 

 
≥ 50 ng/μL 

 
 

≥ 6.5, düz 
taban çizgisi 

 
 
 
 
 
 

OD260/280 = 1.8-
2.0; 

degredasyon yok, 
kontaminasyon yok 

Total RNA 
(Bitki ve 
Fungus) 

≥ 500 ng ≥ 10 μL ≥ 50 ng/μL ≥ 6, düz 
taban çizgisi 

Ekzom RNA ≥ 5 ng ≥ 10 μL - 
 

25-200nt 
arasında 
dağılan 

fragmanlar 
(Agilent 2100 
Bioanalyzer), 
FU> 10, pik > 

2000nt 
olmadan 

Çift RNA 
kütüphanesi Total RNA ≥ 1 μg  ≥ 20 μL  ≥ 50ng/μL ≥ 6.5, düz 

taban çizgisi 

OD260/280 ≥ 2.0; 
OD260/230 ≥ 2.0; 
degredasyon yok, 

kontaminasyon yok 
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2.4 Ökaryot�k C�rcRNA D�z�leme
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Öner�len süspans�yon tamponu: RNaz �çermeyen ddH2O 

2.5 PacB�o Izoform D�z�leme

 
Kütüphane Tipi 

 

 
Örnek 

Tipi 

 
Miktar  
(Qubit) 

 
Hacim 

 
Konsantrasyon 

 
RNA 

Integrity 
Number 

(RIN; Agilent 
2100) 

 
Saflık 

(NanodropTM/Agaroz 
jel) 

CircRNA 
kütüphane 

Total 
RNA 

(Hayvan) 
≥ 2 μg ≥ 20 μL  ≥ 50 ng/μL ≥ 7.0, düz 

taban çizgisi OD260/280 ≥ 2.0; 
OD260/230 ≥ 2.0; 
degredasyon yok, 

kontaminasyon yok 
Total 
RNA 

(Bitki ve 
Fungus) 

≥ 2 μg ≥ 20 μL  ≥ 50 ng/μL ≥ 6.5, düz 
taban çizgisi 

 

 
Kütüphane Tipi 

 

 
Örnek 

Tipi 

 
Miktar  
(Qubit) 

 
Hacim 

 
Konsantrasyon 

 
RNA 

Integrity 
Number 

(RIN; Agilent 
2100) 

 
Saflık 

(NanodropTM/Agaroz 
jel) 

PacBio sequel 
II/IIe RNA 

kütüphanesi 

Total 
RNA ≥ 600 ng  ≥ 15 μL ≥ 40 ng/μL  ≥ 6.5 

OD260/280=1.8-2.2; 
OD260/230=1.3-2.5; 

NC/QC ≤ 2 
 
***NC/QC: NanoDrop konsantrasyonu/Qub�t konsantrasyonu  
Öner�len süspans�yon tamponu: RNaz �çermeyen ddH2O 

3. DNA Ekstraks�yon Notları

3.1 B�tk� Dokusu Örnekler�

1. B�tk�ler�n genç kısımları g�bi nispeten yüksek nükleik asit içeriğine sahip taze toplanmış 
dokular tercih edilmelidir.

2. Kriyoprezervasyon gerekiyorsa, örneklerin ayırmadan hemen sonra sıvı nitrojen ile don-
durulması önerilmektedir. Dondurmadan önce, toplanan örnekleri steril su veya %75 
etanol ile dezenfekte edilmeldir.

3. 3. Örnek yüzeyini kurutmak için kurutma kağıdı kullanılabilir. Örneği yaklaşık 100 mg'lık
4. küçük parçalar halinde kesilmeli ve sıvı nitrojen ile hemen dondurulmalıdır.
5. 4. Dondurulmuş örneği önceden soğutulmuş kriyoprezervasyon tüplerinde, 15 mL/50 

mL santrifüj tüplerinde veya kilitli torbalarda -80°C'de saklanmalıdır. 
6. Doku örnekleri folyo ile paketlenmişse, katlarken dokuya zarar verilmemeli ve folyo açıl-

dığında örneğin dökülmes�ni önlemek için folyo kilitli bir torbaya yerleştirilmelidir.
7. Örnekleri toplarken, ekstraksiyon sırasında ikincil ayrılma ve birleştirme nedeniyle örnek 

degredasyonunu önlemek için örneklerin birincil ekstraksiyon miktarına göre ayrı tüpler-
de saklanması öner�lmekted�r.
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3.2 Hayvan Dokusu Örnekler�

1. DNA ekstraks�yonu �ç�n taze toplanmış örnekler terc�h ed�lmel�d�r. Nükle�k as�t �çer�ğ� 
yüksek dokuların (hayvan karac�ğer� veya d�ğer dokular g�b�) seç�lmes� öner�lmekted�r.

2. Kan ve d�ğer kontam�nantları uzaklaştırmak �ç�n toplanan örneğ�n soğuk tuzlu su �le 
durulanması tavs�ye ed�lmekted�r. İstenmeyen dokular (bağ dokusu ve saç g�b�) tem�z-
lenmel�d�r.

3. Örnekler� yaklaşık 50 mg'lık küçük parçalara buz üzer�nde bölünmel�d�r (doku ne kadar 
küçükse koruma etk�s� o kadar �y�olacaktır). 

4. Dondurarak saklama gerek�yorsa, hayvanlardan alınan taze örnekler sıvı n�trojen �le 
hemen dondurulmalıdır. Örnekler 1,5 mL veya 2,0 mL önceden soğutulmuş epedorf tüp 
veya v�dalı kapaklı kr�yoprezervasyon tüpüne koyup, sızdırmaz f�lmle kapatılmalı ve 
-80°C'de saklanmalıdır. 

5. Dondurma sırasında çatlamayı ve örnek kontam�nasyonunu önlemek �ç�n tüpü örnekler-
le aşırı doldurmaktan kaçınılmalıdır.

6. Doku örnekler�n�n korunması �ç�n b�r nükle�k as�t stab�l�zatörü kullanılıyorsa, lütfen kes�n-
l�kle reakt�f spes�f�kasyonunun gerekl�l�kler�ne uygun olarak yer�ne get�r�lmel�d�r. Bozul-
mayı önlemek �ç�n örnekler�n reakt�f tarafından tam olarak nüfuz etmes�n� sağlamak �ç�n 
doku bloğunu reakt�f�n gerekt�rd�ğ� boyut aralığında tutulmalıdır.

7.  Örnekler� toplarken, ekstraks�yon sırasında �k�nc�l ayrılma ve b�rleşt�rme neden�yle örnek 
degredasyonunu önlemek �ç�n örnekler�n b�r�nc�l ekstraks�yon m�ktarına göre ayrı tüpler-
de saklanması öner�lmekted�r.

3.3 Mikrobiyal Örnekler

1. 5~20 cm der�nl�ğ�ndek� toprağı kazmak ve toplamak �ç�n alkolle ster�l�ze ed�lm�ş b�r kürek 
kullanın, görünen kökler� çıkarın ve toprağı 2 mm'l�k b�r elekle süzün. Her örnek üç farklı 
örnek alma noktasından toplanır ve b�r araya toplanır.

2. Örnek ster�l santr�füj tüpler�nde toplanır ve DNA ekstraks�yonu �ç�n laboratuvara ger� gön-
der�lmek üzere 0°C'n�n altına yerleşt�r�l�r. Ekstraks�yon hemen yapılamıyorsa, toprak 
örnekler� -80°C veya -20°C'de dondurucuda dondurulmalıdır.

3. Toprak örnekler�n�n taşınması �ç�n 5 mL ependorf tüp veya 15 mL/50 mL santr�füj tüpünün 
kullanılması ş�ddetle tavs�ye ed�l�r. Tüpler� paraf�lm �le kapatın. Kend�nden kapanan 
torbaların kullanımının örneklerde çapraz kontam�nasyon r�sk�n� arttırdığını unutmayın.

4. Tekrarlanan donma-çözülme neden�yle örnek degredasyonunu önlemek �ç�n örnekler� 
b�rkaç tüpe bölün ve saklayın.

 !! B�tk� kökü m�krob�yal araştırması �ç�n lütfen bu makaleye bakınız:
Edwards J, Johnson C, Santos-Medellín C, vd. Structure, var�at�on, and assembly of the 
root-assoc�ated m�crob�omes of r�ce[J]. Proceed�ngs of the Nat�onal Academy of Sc�ences, 
2015, 112(8).
 !! Ekstraks�yon �ç�n t�car� k�t kullanmıyorsanız, lütfen bu makaleye bakınız:
Clegg C D, R�tz K, Gr�ff�ths B S. D�rect extract�on of m�crob�al commun�ty DNA from hum�f�ed 
upland so�ls[J]. Letters �n Appl�ed M�crob�ology, 1997, 25(1):30-33. 
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3.4 Dışkı Örnekler�

Ayrıntılı basamaklar �ç�n referans çalışma: 
Kyle G. Bowel care. Part 3--obta�n�ng a stool sample[J]. Nurs�ng t�mes, 2007, 
103(44):24-25. 
Temel basamaklar aşağıdak� g�b�d�r:
a. Eller�n�z� defente ed�n�z, eld�ven g�y�n�z ve dışkı kabını hazırlayınız.
b. Örneğ� spatula �le alab�l�rs�n�z (1 g toplanab�l�r ve her tüpte ayrı ayrı paketleneb�l�r) ve 5 

mL, 15 mL veya 50 mL santr�füj tüpler� terc�h ed�lmel�d�r. Topladıktan sonra kapağı sıkıca 
kapatılmalı ve paraf�lm �le kapak çevres� sarılmalıdır. 

c. Tekrarlanan donma ve çözülmey� önlemek �ç�n dışkı kabını ve eld�venler� atın ve örnek-
ler�  -80°C'de saklayın. Eğer dışkı örnekler� çok büyükse veya hemen alınamıyorsa, 
toplama en fazla 4 saat �ç�nde tamamlanmalıdır.

d. Tekrarlanan donma ve çözülme neden�yle bozulmayı önlemek �ç�n örneğ�  b�rkaç tüpe 
bölün ve saklayın.

Dışkı ekstraks�yonu �ç�n t�car� k�t� kullanmazsanız, aşağıdak� l�teratüre bakınız: 
Furet JP, F�rmesse O, Gourmelon M, et al. Comparat�ve assessment of human and farm 
an�mal fecal m�croorgan�sms us�ng real-t�me quant�tat�ve PCR. FEMS M�crob�ology Eco-
logy, 2009.

3.5 Su Örnekler�

1. Toplanan suyu f�ltre membranlarından f�ltreley�n. Su örnekler�n�n bulanıklığına göre 
uygun gözenek boyutlarına sah�p f�ltre membranları seç�lmel�d�r. Bulanık sularda askıda-
k� part�küller� çıkarmak �ç�n önce 0,45 μm gözenek boyutlu b�r f�ltre membranı kullanıl-
maktadır. Daha sonra tortusuz su örnekler�n� f�ltrelemek �ç�n küçük gözenek boyutlarına 
(0.22 μm) sah�p f�ltre membranları seç�lmel�d�r. M�krob�yal olarak zeng�nleşt�r�lm�ş b�r f�ltre 
membranı elde etmek �ç�n en az 10 L tem�z su �şlemlere tab� tutulmalıdır.

2. F�ltrelemeden sonra, m�krob�yal zeng�nleşt�r�lm�ş f�ltre membranı 50 mL'l�k b�r santr�füj 
tüpüne yerleşt�r�lmel�d�r (f�ltre membranının alanı çok büyük olmamalıdır, m�kroorgan�z-
malar açısından zeng�n 3~4 cm çapındak� parçalar hal�nde olması avantaj sağlayacak-
tır). 

3.6 Bakter� Suşu �le Hazırlanan Kültür Örnekler�

1. Bakter� örnekler� �ç�n, logar�tm�k büyüme aşamasında bakter�ler�n toplanması tavs�ye 
ed�lmekted�r.

2. Suşlar düşük hızda santr�füj �le toplanab�lmekted�r. Santr�füj sonrasında süpernatantı 
uzaklaştırılır. Sonrasında bakter� peletler� ster�l suyla veya PBS �le yıkanab�l�r. 1,5 veya 
2 mL ependorf tüplerde saklanab�lmekted�r. Sızdırmazlık f�lm� �le kapatın ve -8°'de sakla-
nab�lmekted�r. 

3. Örnekler�n donma ve çözülme neden�yle bozulmayı önlemek �ç�n numuney� b�rkaç tüpte 
bölmek ve farklı tüplerde saklamak avantaj sağlayacaktır.
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3.7 Kan Örnekler�

1. EDTA ant�koagülasyon kan toplama tüpler� �le tam kan örnekler� �le çalışılmalıdır (Hepa-
r�n ant�koagülanından kaçınılmalıdır).

2. Kan örnekler� tekrarlanan donma-çözülme döngüler�ne tab� tutulmamalıdır. Taze kan 
4°C'de 12~24 saat süreyle tututab�l�r. Ancak donmuş örnekler düşük sıcaklıklarda (-20° 
ve -80°C) saklanmalıdır.

4. RNA Ekstraks�yon Notları

1. B�tk�ler�n genç kısımları g�b� n�speten yüksek nükle�k as�t �çer�ğ�ne sah�p taze dokuların 
kullanılması tavs�ye ed�l�r.

2. Taze toplanmış b�tk� örnekler�n�n RNaz �çermeyen su �le hızlı b�r şek�lde muamele ed�ld�k-
ten sonra kurutma �şlem� yapılması öner�lmekted�r.

3. Dokuları küçük parçalara (~100 mg) buz üzer�nde bölünmekted�r. 
4. Örneğ� sıvı n�trojen �le dondurun ve önceden soğutulmuş Rnaz �çermeyen 1,5 mL/2.0 mL 

ependorf tüpler�nde saklanmalı veya v�dalı kapaklı tüplerde muhafaza ed�lmel�d�r.
5. Tüpler� paraf�lm �le kaplayıp -80°C'de saklanmalıdır.
6. Tekrarlanan donma ve çözülme neden�yle degredasyonu önlemek �ç�n örnekler b�rkaç 

tüpte salkanmalıdır.

1. RNA ekstraks�yonu �ç�n taze toplanmış örnekler�n kullanılması terc�h ed�lmel�d�r. Örnek 
toplama �ç�n yüksek nükle�k as�t �çer�ğ�ne sah�p dokuların (hayvan karac�ğer� veya d�ğer 
dokular g�b�) seç�lmes� öner�lmekted�r.

2. Canlı hayvanlardan alınan taze doku örnekler�n�n hemen önceden ısıtılmış RNaz �çerme-
yen su �le durulanması tavs�ye ed�lmekted�r. Kanın g�b� �stenmeyen dokuların (saç ve bağ 
dokusu g�b�) ve d�ğer kontam�nantlar uzaklaştırılmalıdır.

3. Dokuları buz üzer�nde hızlıca daha küçük parçalara (50~100 mg) ayrılmalıdır ve sıvı 
n�trojen kullanarak dondurun. Örneğ� önceden soğutulmuş Rnaz �çermeyen 1,5 mL/2,0 
mL ependorf tüpler�nde veya v�dalı kapaklı dondurma tüpler�nde saklayın. Tüpler� para-
f�lm �le kapatın ve hemen -80°C'de saklayın. 

4. RNA korumasını sağlamak �ç�n, canlı b�r vücuttan doku çıkarıldıktan sonra bu adımı 3 
dak�ka �ç�nde tamamlamanız öner�lmekted�r. Tekrarlı donma ve çözülme neden�yle deg-
redasyonu önlemek �ç�n örneğ� b�rkaç tüpe bölün ve saklayın.

Not: T�car� b�r RNA koruma reakt�f� kullanıyorsanız (RNAlater g�b�), lütfen b�z�mle �let�ş�me 
geç�n�z.

4.1 B�tk� dokusu Örnekler�

4.2 Hayvan Dokusu Örnekler�
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4.3 Hücreler

1. Hücre süspans�yonları: Alınmış hücreler� PBS (Potas�um Buffer Sal�ne) tamponu �le 
durulamanız gerekmekted�r. TRIzol reakt�f� ekley�n (5×10⁶ hücre başına 1 mL). Süspan-
s�yon berraklaşana kadar bar�z kümeler� parçalamak �ç�n b�r şırınga kullanarak hücre 
süspans�yonunu asp�re ed�n. -80°C der�n dondurucuda saklayın.

2. Yapışkan hücreler: Yapışkan hücreler� PBS tamponu �le durulayın. TRIzol reakt�f� ekley�n 
(10cm² kültür alanı başına 1 mL=6 oyuklu plaka kuyusu=35 mm çapında b�r petr� kabı). 
TRIzol'ün tüm hücre yüzeyler�yle temas etmes�n� sağlamak �ç�n p�petlemey� tekrarlayın. 
Süspans�yonları RNaz �çermeyen 1,5 mL veya 2 mL santr�füj tüpler�ne aktarın. Süspans�-
yon berraklaşana kadar bar�z kümeler� parçalamak �ç�n b�r şırınga kullanarak hücre süs-
pans�yonunu asp�re ed�n. -80°C dondurucuda saklayın.

3. Hücre örnekler�n� santr�füj tüpüne toplayın ve kültür ortamını çıkarın. Hücre peletler�n� 
PBS tamponu �le durulayın ve süpernatantı santr�füjle çıkarın. Sıvı n�trojen �le hızla don-
durun. L�zata gerek yoktur. -80°C dondurucuda saklayın.

4. Hücre örnekler� �ç�n RNAlater kullanmayın çünkü RNAlater yüksek b�r yoğunluğa sah�p 
olduğundan RNAlater reakt�fler�n� santr�füjle çıkarmak zordur.

5. Tekrarlanan donma ve çözülme neden�yle degredasyonu önlemek �ç�n örnekler� b�rkaç 
tüpe bölün ve saklayın.

1. Bakter� örnekler� �ç�n, logar�tm�k büyüme aşamasında bakter�ler�n toplanması tavs�ye 
ed�l�r.

2. Suşları düşük hızda santr�füjleyerek toplayın ve süpernatantı atın. Pelet� ster�l su veya 
PBS tamponu (1~3 kez) �le yıkayın. Örneğ� önceden soğutulmuş RNaz �çermeyen 1,5 
mL/2,0 mL EP tüpler�nde veya v�dalı kapaklı dondurma tüpler�nde saklayın. Tüpler� 
sızdırmazlık f�lm� �le kapatın ve hemen -80°C'de saklayın. Tekrarlanan donma ve çözül-
me neden�yle degredasyonu önlemek �ç�n örnekler� b�rkaç tüpe bölün ve saklayın.

3. TRIzol yöntem� bazı bakter�lerden nükle�k as�t ekstraks�yonunda başarısız olduğundan, 
TRIzol l�zat kullanan numuneler�n gönder�lmemes� öner�l�r.

4. Kütle yoğunluğu düşük olan örnekler�n RNAlater ve d�ğer dokularda RNA koruma reakt�f-
ler� �le saklanması öner�lmez. RNAlater'�n yoğunluğu b�raz yüksek olduğu �ç�n ekstraks�-

4.4 Bakter� Kültür Örnekler�

4.5 Kan Örnekler�

1. TRIzol yöntem�yle örnek hazırlama
2. 15 mL'l�k b�r tüpe 6 mL TRIzol ve 2 mL taze kan (TRIzol: kan=3:1) ekley�n. TRIzol'ün tüm 

hücre yüzey�yle temas etmes�n� sağlamak �ç�n p�petlemey� tekrarlayın.
3. Yoğun şek�lde çalkalayın ve topak tamamen er�yene kadar örneğ� b�r-�k� dak�ka karıştı-

rın.
4. Oda sıcaklığında 5 dak�ka �nkübe ed�n.
5. Örneğ� kr�yov�yal (2 mL) �ç�ne bölün ve saklayın. F�lmle kapatın ve -80°C'de saklayın. 


