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1. Genom Dizileme

1.1 insan Tim Genom Dizileme

Saflik
Kitiphane Tipi Ornek Tipi Miktar Hacim Konsantrasyon |(NanodropTM/Agaroz
(Qubit) jel)
Genomik DNA =200 ng =20 uL =10 ng/uL
0D260/280 = 1.8-
) 2.0;
Insan tim Genomik DNA >1.2 ug >20 uL > 20 ng/uL degredasyon yok,
genom dizileme (PCR’siz) kontaminasyon yok
(350 bp)
- Fragmanlar sundan
FFPE* DNA =800 ng - daha uzun olmalidir:
1500 bp
leFPE: Formalin-Fixed, Parafin-Gomuli
Onerilen stispansiyon tamponu: TE, EB ve TB
1.2 Ekzom Dizileme/Hedef Bolge Yakalama
_ Saflik
Kitiiphane Ornek Tipi Miktar Hacim Konsantrasyon | (NanodropTM/Agaroz
Tipi (Qubit) jel)
Genomik DNA =300 ng 215 L > 20 ng/pL 0D260/280 = 1.8-2.0;
degredasyon yok,
kontaminasyon yok
DNA
kitliphanesi
(Insan Ekzomu
vez:dlgzan Fragmanlar sundan
bélgesi) FFPE =500 ng - - daha uzun olmahdir:
9 1000 bp
Fragmanlar birden
cfDNA/ctDNA =30 ng - - fazla olmahdir
170 bp, genomik
kontaminasyon
olmamalidir.
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Saflik
Kitiphane Ornek Tipi Miktar Hacim Konsantrasyon | (NanodropTM/Agaroz
Tipi (Qubit) jel)
0OD260/280 = 1.8-2.0;
Genomik DNA = 300 ng =15 L = 20 ng/uL degredasyon yok,
Fare Ekzom kontaminasyon yok
Kitlphanesi Fragmanlar sundan
FFPE* =500 ng - - daha uzun olmalidir:
1000 bp
f_FFPE: Formalin-Fixed, Parafin-Gomdli
Onerilen siispansiyon tamponu: TE, EB ve TB
1.3 Bitki & Hayvan Genom Dizileme
) Saflik
Kutiphane Tipi Ornek Tipi Miktar Hacim Konsantrasyon |(NanodropTM/Agaroz
(Qubit) jel)
Genomik DNA =200 ng =20 L =10 ng/pL
Bitki ve
hayvan tim
genom 0D260/280 = 1.8-
kitiphane : 2.0;
(=500 bp) Gen(()lgnclzlEDNA degredasyon yok,
icermeyen 350 25 ug =20 uL = 30 ng/uL kontaminasyon yok
bp olmayan)
Genomik DNA
(PCR'siz 350 21.2 ug =20 uL = 20 ng/pL
bp)

Onerilen siispansiyon tamponu: TE, EB ve TB
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1.4 Mikrobiyal Genom Dizileme

Saflik
Kitiiphane Ornek Tipi Miktar Hacim Konsantrasyon | (NanodropTM/Agaroz
Tipi (Qubit) jel)
Shotgun
metagenomik Total DNA =200 ng =20 pL = 10 ng/pL
kutiphane
Amplikon
metagenomik Total DNA =200 ng =20 L = 10 ng/pL
kutiphane
0D260/280 = 1.8-2.0;
Mikrobiyal tim degredasyon yok,
genom kontaminasyon yok
kutiphane Genomik DNA =200 ng =20 L =10 ng/uL
(350 bp)
Mikrobiyal tim
genom
kutiphane Genomik DNA 21.2 ug 220 uL =10 ng/uL
(PCR’siz 350
bp)
Onerilen siispansiyon tamponu: TE, EB ve TB
1.5 Pacbio Dizileme
Saflik
Kitliphane Tipi Ornek Tipi Miktar Hacim Konsantrasyon | (NanodropTM/Agaroz
(Qubit) jel)
HMW Genomik 0D260/280=1.75~2.0;
DNA 0OD260/230=1.5~2.6;
(Hayvan ve =5 ug =50 uL = 70 ng/uL NC/QC=0.95~3.00
Pacbio Sequel Bitki) Fragmanlar = 30K
] olmalidir
k'?t’f‘AhC'-R | HMW Genomik 0D260/280=1.7~2.2;
utuphanest DNA 0D260/230=1.3~2.6;
(Bakteriyel ve NC/QC=0.95~3.00
Fungus) 2219 = SOl 2 70 ng/uL Fragmanlar = 20K
olmaldir
. 0D260/280=1.75~2.0;
HMWD?\I?W“"‘ 0D260/230=1.5~2.6:
NC/KK=1.00~2.20
Pacbio Sequel (Hay_va.n ve A =elUps = AU e Fragmanlar 2 30K
Bitki)
1] olmalidir
k.ETT‘AhHr']F' . 0D260/230=1.3~2.6;
utuphanest | yvw Genomik 0D260/280=1.7~2.0;
DNA =8 ug =50 uL =70 ng/uL NC/KK=1.0~2.2
(Bakteriyel ve Fragmanlar = 20K
Fungus olmalidir

**HMW: Yiksek Molekiler Agirlik

***NC/QC: NanoDrop konsantrasyonu/Qubit konsantrasyonu

Onerilen siispansiyon tamponu: EB
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1.6 Nanopore Dizileme

Saflik
Katiphane Tipi Ornek Tipi Miktar Hacim Konsantrasyon | (NanodropTM/Agaroz
(Qubit) jel)
HMW Genomik 0D260/280=1.75~2.0;
DNA 0D260/230=1.5~2.6;
(Hayvan ve =5 ug =50 pL = 70 ng/uL NC/QC=0.95~3.00
Pacbio Sequel Bitki) Fragmanlar = 30K
Il olmahdir
ONACR T HMW Genomik 0D260/280=1.7~2.2;
utuphanesi DNA 0D260/230=1.3~2.6;
(Bakteriyel ve NC/QC=0.95~3.00
Fungus) 2219 =elms 2 70 ng/uL Fragmanlar = 20K
olmahdir
0D260/280=1.75~2.0;
HMW Genomik 0D260/230=1.5~2.6;
DNA NC/KK=1.00~2.20
(Hayvan ve = T 250 uL 270 ng/uL Fragmanlar = 30K
Pacbio Sequel Bitki) olmalidir
Il
- 0D260/230=1.3~2.6;
k[?tg&ggzsi HMW Genomik 0D260/280=1.7~2.0;
DNA NC/KK=1.0~2.2
(Bakteriyel ve 28 g 250 uL 2 70 ng/uL Fragmanlar = 20K
Fungus olmahdir
**HMW: Yiksek Molekuler Agirlik
***NC/QC: NanoDrop konsantrasyonu/Qubit konsantrasyonu
Onerilen siispansiyon tamponu: EB
1.7 PCR Uruinii Dizileme
Saflik
Katiphane Tipi Ornek Tipi Miktar Hacim Konsantrasyon |(NanodropTM/Agaroz
(Qubit) jel)
PCR’siz PCR Grdni =1.5 ug =20 uL = 50 ng/uL 0D260/280 = 1.8-
Katiphane 2.0;
degredasyon yok,
Kitiphane | PCR driini > 200 ng > 20 plL >50ng/uL | Kontaminasyon yok
(PCRile)

Recommended suspension buffer: TE, EB and TB
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2. RNA Dizileme

2.1 Transkriptom Dizileme

Saflik
Katiphane Tipi Ornek Miktar Hacim | Konsantrasyon | RNA Integrity | (NanodropTM/Agaroz
Tipi (Qubit) Number jel)
(RIN; Agilent
2100)
Total .
24.0, duz
RNA 2200ng | 210 L | >20 ng/ulL taban cizgisi
(Hayvan)
Total 0D260/280 = 2.0;
RNA 4.0, diz 0D260/230 = 2.0;
(Bitki ve 2200ng | 2104k 2 20 ng/uL taban gizgisi | degredasyon yok,
Fungus) kontaminasyon yok
Total = 5.8, duz
Okaryotik mRNA RNA 2400ng | =220 pL =20 ng/uL taban cizgisi
kitliphanesi (Kan)
(polA Fragmanlar
zenginlestirme) zirve noktasi
Amplifiye ~2000bp
edilmig olacak 0D260/230 = 2.0;
cDNA =100ng | =210 L =10 ng/uL sekilde degredasyon yok,
(cift 400bp- kontaminasyon yok
zincirli) 5000bp arasi,
dagilim
gostermelidir.
ol > 5.8, diiz _
RNA 2400ng | 220 L > 20 ng/pL taban cizaisi 0D260/280 = 2.0;
(Hayvan) “129 0D260/230 = 2.0:
degredasyon yok,
. Total kontaminasyon yok
Okaryotik yonld | pNA | 2400ng | 2204l | 220nguL |, 228 diz
mRNA s taban gizgisi
- . (Bitki ve
kitiphanesi Fungus)
(polA 9
zenginlestirme) Total 0D260/280 = 2.0,
RNA | 2400ng | 220l | 220ngpL | 228 duz | OD260/230 =
taban cizgisi |2.0;degredasyon yok,
(Kan) -
kontaminasyon yok
0D260/280 = 2.0;
Prokaryotik RNA Total > 6.5, diz 0D260/230 = 2.0;
katdphanesi RNA 21ug 2 200 =0T taban ¢izgisi | degredasyon yok,
kontaminasyon yok
0D260/280 = 2.0;
Metatranskriptom | Total = 6.5, duz 0D260/230 = 2.0;
kUtlphanesi RNA 21 ug 220 WL = sl taban cizgisi degredasyon yok,
kontaminasyon yok
0D260/280 = 2.0;
Cift RNA Total > 6.5, diz 0D260/230 = 2.0;
katiphanesi RNA 21ug 220 L = gl taban cgizgisi | degredasyon yok,

kontaminasyon yok

Onerilen siispansiyon tamponu: RNaz igermeyen ddH20




2.2 Okaryotik Kiglik RNA Dizileme
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Kittiphane Tipi | Ornek Miktar Hacim | Konsantrasyon | RNA Integrity Saflik
Tipi (Qubit) Number (NanodropTM/Agaroz
(RIN; Agilent jel)
2100)
Total 275,
RNA purtzsiz
(Hayvan) 2219 220 pL = 50 ng/uL taban gizgisi
ile
Total =75,
Kigik RNA Fungus) ile 0D260/230 = 2.0;
kitiphanesi 9 degredasyon yok,
(18-40 bp 25-200nt kontaminasyon yok
insert) arasinda
dagilan
fragmanlar
Ekzom | > 10ng | 220pL . (Agilent 2100
RNA .
Bioanalyzer),
FU> 10, pik >
2000nt
olmadan

Onerilen siispansiyon tamponu: RNaz icermeyen ddH20

2.3 Okaryotik Uzun Kodlanmayan RNA Dizileme

RNA Integrity Saflik
Kitiphane | Ornek Tipi Miktar Hacim | Konsantrasyon Number (NanodropTM/Agaroz
Tipi (Qubit) (RIN; Agilent jel)
2100)
Total RNA
(Hayvan) = 500 ng =10 uL = 50 ng/pL 2 6.5, duz
taban gizgisi
Total RNA > 6. diiz
Yonli RNA (Bitki ve =500 ng > 10 pL = 50 ng/pL t 6 '~ | 0OD260/280 = 1.8-
dizileme Fungus) aban gizgisi 2.0:
(rRNA degredasyon yok,
kalintisi 25-200nt kontaminasyon yok
olmadan) arasinda
dagilan
fragmanlar
Ekzom RNA 25ng =210 uL ) (Agilent 2100
Bioanalyzer),
FU> 10, pik >
2000nt
olmadan
0D260/280 = 2.0;
ift RNA > 6.5, duz 0D260/230 = 2.0;
kugt;[]phanesi Total RNA 2 Tug = 2012 = 2071 taban gizgisi | degredasyon yok,
kontaminasyon yok

Onerilen siispansiyon tamponu: RNaz icermeyen ddH20
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2.4 Okaryotik CircRNA Dizileme

Kittphane Tipi | Ornek Miktar Hacim Konsantrasyon RNA Saflik
Tipi (Qubit) Integrity | (NanodropTM/Agaroz
Number jel)
(RIN; Agilent
2100)
Total .
=27.0, duz
RNA 22 220 L > 50 ng/uLL .
Ha - = VNS Haban gizgisi | 0D260/280 2 2.0:
. (Hayvan)
CircRNA 0D260/230 = 2.0;
kutiphane ;?\t&' B 65 di degredasyon yok,
=9.9,4Uz | kontaminasyon yok
(Bitki ve 221g 220 L =20 iyt taban cizgisi yony
Fungus)
Onerilen siispansiyon tamponu: RNaz icermeyen ddH20
2.5 PacBio Izoform Dizileme
Kitiphane Tipi | Ornek Miktar Hacim Konsantrasyon RNA Saflik
Tipi (Qubit) Integrity | (NanodropTM/Agaroz
Number jel)
(RIN; Agilent
2100)
PacBio sequel Total 0D260/280=1.8-2.2;
[I/lle RNA RNA =600 ng =15 uL =40 ng/uL 26.5 0D260/230=1.3-2.5;
kutiphanesi NC/QC <2

***NC/QC: NanoDrop konsantrasyonu/Qubit konsantrasyonu
Onerilen stispansiyon tamponu: RNaz icermeyen ddH20

3.

DNA Ekstraksiyon Notlari

3.1 Bitki Dokusu Ornekleri

1.

Bitkilerin geng kisimlari gibi nispeten yuksek nukleik asit i¢erigine sahip taze toplanmig
dokular tercih edilmelidir.

Kriyoprezervasyon gerekiyorsa, orneklerin ayirmadan hemen sonra sivi nitrojen ile don-
durulmasi 6énerilmektedir. Dondurmadan 6énce, toplanan ornekleri steril su veya %75
etanol ile dezenfekte edilmeldir.

3. Ornek yiizeyini kurutmak igin kurutma kagidi kullanilabilir. Ornegi yaklagik 100 mg'lik
kUguk parcalar halinde kesilmeli ve sivi nitrojen ile hemen dondurulmalidir.

4. Dondurulmus 6rnegi onceden sogutulmus kriyoprezervasyon tuplerinde, 15 mL/50
mL santriflj tUplerinde veya kilitli torbalarda -80°C'de saklanmalidir.

Doku érnekleri folyo ile paketlenmisse, katlarken dokuya zarar verilmemeli ve folyo acil-
diginda érnegin dokulmesini dnlemek icin folyo Kkilitli bir torbaya yerlestiriimelidir.
Ornekleri toplarken, ekstraksiyon sirasinda ikincil ayriima ve birlestirme nedeniyle érnek
degredasyonunu onlemek igin orneklerin birincil ekstraksiyon miktarina gore ayri tupler-
de saklanmasi onerilmektedir.
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3.2 Hayvan Dokusu Ornekleri

1.

DNA ekstraksiyonu icin taze toplanmis ornekler tercih edilmelidir. Nukleik asit icerigi
yuksek dokularin (hayvan karacigeri veya diger dokular gibi) secgilmesi dnerilmektedir.

. Kan ve diger kontaminantlari uzaklagtirmak igin toplanan 6rnegin soguk tuzlu su ile

durulanmasi tavsiye edilmektedir. istenmeyen dokular (bag dokusu ve sac gibi) temiz-
lenmelidir.

Ornekleri yaklasik 50 mg'lik kiigiik pargalara buz tizerinde béltinmelidir (doku ne kadar
klcukse koruma etkisi o kadar iyiolacaktir).

Dondurarak saklama gerekiyorsa, hayvanlardan alinan taze ornekler sivi nitrojen ile
hemen dondurulmalidir. Ornekler 1,5 mL veya 2,0 mL énceden sogutulmus epedorf tip
veya vidali kapakli kriyoprezervasyon tupune koyup, sizdirmaz filmle kapatiimali ve
-80°C'de saklanmalidir.

Dondurma sirasinda gatlamayi ve érnek kontaminasyonunu onlemek igin tipu érnekler-
le asiri doldurmaktan kaginilmalidir.

Doku érneklerinin korunmasi igin bir ntikleik asit stabilizatorl kullaniliyorsa, lttfen kesin-
likle reaktif spesifikasyonunun gerekliliklerine uygun olarak yerine getirilmelidir. Bozul-
may! Onlemek igin drneklerin reaktif tarafindan tam olarak nifuz etmesini saglamak igin
doku blogunu reaktifin gerektirdigi boyut araliginda tutulmalidir.

Ornekleri toplarken, ekstraksiyon sirasinda ikincil ayrilma ve birlestirme nedeniyle érnek
degredasyonunu onlemek igin orneklerin birincil ekstraksiyon miktarina gore ayri tupler-
de saklanmasi 6nerilmektedir.

.3 Mikrobiyal Ornekler

. 5~20 cm derinligindeki topragi kazmak ve toplamak igin alkolle sterilize edilmis bir kirek

kullanin, gérunen kokleri ¢ikarin ve topragi 2 mm'lik bir elekle stizun. Her 6rnek g farkli
ornek alma noktasindan toplanir ve bir araya toplanir.

Ornek steril santrifiij tiplerinde toplanir ve DNA ekstraksiyonu igin laboratuvara geri gon-
derilmek Uzere 0°C'nin altina yerlestirilir. Ekstraksiyon hemen yapilamiyorsa, toprak
ornekleri -80°C veya -20°C'de dondurucuda dondurulmalidir.

Toprak orneklerinin taginmasi igin 5 mL ependorf tip veya 15 mL/50 mL santrifuj tipundn
kullaniimasi siddetle tavsiye edilir. Tupleri parafiim ile kapatin. Kendinden kapanan
torbalarin kullaniminin érneklerde ¢apraz kontaminasyon riskini arttirdigini unutmayin.

Tekrarlanan donma-¢6zilme nedeniyle 6rnek degredasyonunu Onlemek igin drnekleri
birkag tipe bolin ve saklayin.

Il Bitki kokui mikrobiyal arastirmasi icin lutfen bu makaleye bakiniz:

Edwards J, Johnson C, Santos-Medellin C, vd. Structure, variation, and assembly of the
root-associated microbiomes of rice[J]. Proceedings of the National Academy of Sciences,
2015, 112(8).

Il Ekstraksiyon igin ticari kit kullanmiyorsaniz, liitfen bu makaleye bakiniz:

Clegg C D, Ritz K, Griffiths B S. Direct extraction of microbial community DNA from humified
upland soils[J]. Letters in Applied Microbiology, 1997, 25(1):30-33.
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3.4 Digki Ornekleri

Ayrintill basamaklar icin referans calisma:

Kyle G. Bowel care. Part 3--obtaining a stool sample[J]. Nursing times, 2007,
103(44):24-25.

Temel basamaklar asagidaki gibidir:

a.
b.

Ellerinizi defente ediniz, eldiven giyiniz ve digki kabini hazirlayiniz.

Ornegi spatula ile alabilirsiniz (1 g toplanabilir ve her tiipte ayri ayri paketlenebilir) ve 5
mL, 15 mL veya 50 mL santrif(jj tlpleri tercih edilmelidir. Topladiktan sonra kapagi sikica
kapatilmali ve parafilm ile kapak ¢evresi sariimalidir.

Tekrarlanan donma ve ¢dzulmeyi 6nlemek i¢in digki kabini ve eldivenleri atin ve 6rnek-
leri -80°C'de saklayin. Eger diski ornekleri cok blyukse veya hemen alinamiyorsa,
toplama en fazla 4 saat icinde tamamlanmalidir.

Tekrarlanan donma ve ¢o6zulme nedeniyle bozulmayi dnlemek igin 6rnegi birkag tupe
bolun ve saklayin.

Diski ekstraksiyonu igin ticari kiti kullanmazsaniz, asagidaki literatire bakiniz:

Furet JP, Firmesse O, Gourmelon M, et al. Comparative assessment of human and farm
animal fecal microorganisms using real-time quantitative PCR. FEMS Microbiology Eco-
logy, 20009.

3.5 Su Ornekleri

1.

Toplanan suyu filtre membranlarindan filtreleyin. Su &rneklerinin bulanikhidina goére
uygun goézenek boyutlarina sahip filtre membranlari segilmelidir. Bulanik sularda askida-
ki partikulleri gikarmak icin dnce 0,45 um gdzenek boyutlu bir filtre membrani kullanil-
maktadir. Daha sonra tortusuz su 6érneklerini filtrelemek igin kiiciik gdézenek boyutlarina
(0.22 pm) sahip filtre membranlari segilmelidir. Mikrobiyal olarak zenginlestirilmis bir filtre
membrani elde etmek i¢in en az 10 L temiz su islemlere tabi tutulmalidir.

Filtrelemeden sonra, mikrobiyal zenginlestiriimis filtre membrani 50 mL'lik bir santrifuj
tipune yerlegtiriimelidir (filtre membraninin alani gok buyuk olmamalidir, mikroorganiz-
malar agisindan zengin 3~4 cm ¢apindaki parcalar halinde olmasi avantaj saglayacak-
tir).

3.6 Bakteri Susu ile Hazirlanan Kltir Ornekleri

1.

Bakteri 6rnekleri icin, logaritmik blyume agsamasinda bakterilerin toplanmasi tavsiye
edilmektedir.

Suslar dusuk hizda santrifljj ile toplanabilmektedir. Santriflij sonrasinda slpernatanti
uzaklastiriir. Sonrasinda bakteri peletleri steril suyla veya PBS ile yikanabilir. 1,5 veya
2 mL ependorf tlplerde saklanabilmektedir. Sizdirmazlik filmi ile kapatin ve -8°'de sakla-
nabilmektedir.

Orneklerin donma ve ¢dziilme nedeniyle bozulmayi énlemek icin numuneyi birkag tiipte
bolmek ve farkl tuplerde saklamak avantaj saglayacaktir.
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3.7 Kan Ornekleri

1.

2.

EDTA antikoagtlasyon kan toplama tlpleri ile tam kan drnekleri ile calisiimalidir (Hepa-
rin antikoagulanindan kaginiimalidir).

Kan ornekleri tekrarlanan donma-¢oziulme dongulerine tabi tutulmamalidir. Taze kan
4°C'de 12~24 saat sureyle tututabilir. Ancak donmus ornekler dusuk sicakliklarda (-20°
ve -80°C) saklanmalidir.

4. RNA Ekstraksiyon Notlari

4.1 Bitki dokusu Ornekleri

1.

Bitkilerin gen¢ kisimlari gibi nispeten yuksek nukleik asit igerigine sahip taze dokularin
kullaniimasi tavsiye edilir.

Taze toplanmig bitki orneklerinin RNaz icermeyen su ile hizl bir sekilde muamele edildik-
ten sonra kurutma islemi yapilmasi onerilmektedir.

Dokulari kiiguk pargalara (~100 mg) buz Uzerinde bolinmektedir.

Ornegi sivi nitrojen ile dondurun ve énceden sogutulmus Rnaz icermeyen 1,5 mL/2.0 mL
ependorf tlplerinde saklanmali veya vidali kapakli tiplerde muhafaza edilmelidir.

Tapleri parafilm ile kaplayip -80°C'de saklanmalidir.

Tekrarlanan donma ve ¢ozulme nedeniyle degredasyonu onlemek igin ornekler birkag
tupte salkanmaldir.

4.2 Hayvan Dokusu Ornekleri

1.

RNA ekstraksiyonu igin taze toplanmis drneklerin kullaniimasi tercih edilmelidir. Ornek
toplama igin yuksek nukleik asit icerigine sahip dokularin (hayvan karacigeri veya diger
dokular gibi) secilmesi onerilmektedir.

Canli hayvanlardan alinan taze doku o6rneklerinin hemen énceden isitilmis RNaz icerme-
yen su ile durulanmasi tavsiye edilmektedir. Kanin gibi istenmeyen dokularin (sag¢ ve bag
dokusu gibi) ve diger kontaminantlar uzaklastiriimalidir.

Dokulari buz Uzerinde hizlica daha kuguk parcalara (50~100 mg) ayriimahdir ve sivi
nitrojen kullanarak dondurun. Ornedi 6nceden sogutulmus Rnaz igermeyen 1,5 mL/2,0
mL ependorf tuplerinde veya vidali kapakli dondurma tuplerinde saklayin. Tupleri para-
film ile kapatin ve hemen -80°C'de saklayin.

RNA korumasini saglamak igin, canli bir vicuttan doku ¢ikarildiktan sonra bu adimi 3
dakika i¢cinde tamamlamaniz dnerilmektedir. Tekrarli donma ve ¢dzulme nedeniyle deg-
redasyonu dnlemek igin 6rnegdi birkag tipe bdllun ve saklayin.

Not: Ticari bir RNA koruma reaktifi kullaniyorsaniz (RNAlater gibi), lutfen bizimle iletisime
geciniz.
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4.3 Hucreler

1.

Hucre suspansiyonlari: Alinmis hicreleri PBS (Potasium Buffer Saline) tamponu ile
durulamaniz gerekmektedir. TRIzol reaktifi ekleyin (5x108 hiicre basina 1 mL). Stspan-
siyon berraklagsana kadar bariz kimeleri pargalamak icin bir siringa kullanarak hucre
suspansiyonunu aspire edin. -80°C derin dondurucuda saklayin.

Yapigkan hdcreler: Yapiskan hucreleri PBS tamponu ile durulayin. TRIzol reaktifi ekleyin
(10cm? kultar alani bagina 1 mL=6 oyuklu plaka kuyusu=35 mm ¢apinda bir petri kabi).
TRIzol'4n tum hdcre ylUzeyleriyle temas etmesini saglamak igin pipetlemeyi tekrarlayin.
Suspansiyonlari RNaz igermeyen 1,5 mL veya 2 mL santrifij tUplerine aktarin. Stispansi-
yon berraklasana kadar bariz kimeleri pargalamak igin bir siringa kullanarak hicre sus-
pansiyonunu aspire edin. -80°C dondurucuda saklayin.

Hucre o6rneklerini santriflj tipline toplayin ve kilttr ortamini ¢ikarin. Hicre peletlerini

PBS tamponu ile durulayin ve supernatanti santrifiijle ¢ikarin. Sivi nitrojen ile hizla don-
durun. Lizata gerek yoktur. -80°C dondurucuda saklayin.

Hucre ornekleri icin RNAlater kullanmayin gunki RNAlater yuksek bir yogunluga sahip
oldugundan RNAlater reaktiflerini santrifijle gikarmak zordur.

. Tekrarlanan donma ve ¢6zulme nedeniyle degredasyonu onlemek icin ornekleri birkag

tUpe bolun ve saklayin.

4.4 Bakteri Kilttir Ornekleri

1.

2.

Bakteri ornekleri icin, logaritmik blylime asamasinda bakterilerin toplanmasi tavsiye
edilir.

Suslar dusuk hizda santrifujleyerek toplayin ve supernatanti atin. Peleti steril su veya
PBS tamponu (1~3 kez) ile yikayin. Ornegi 6nceden sogutulmus RNaz icermeyen 1,5
mL/2,0 mL EP tuplerinde veya vidali kapakli dondurma tuplerinde saklayin. Tupleri
sizdirmazlik filmi ile kapatin ve hemen -80°C'de saklayin. Tekrarlanan donma ve ¢ozul-
me nedeniyle degredasyonu onlemek icin ornekleri birkag tipe bolin ve saklayin.

TRIzol yontemi bazi bakterilerden nukleik asit ekstraksiyonunda basarisiz oldugundan,
TRIzol lizat kullanan numunelerin génderilmemesi dnerilir.

Katle yogunlugu dusuk olan érneklerin RNAlater ve diger dokularda RNA koruma reaktif-
leri ile saklanmasi onerilmez. RNAlater'in yogunlugu biraz yuksek oldugu i¢in ekstraksi-

4.5 Kan Ornekleri

. TRIzol yontemiyle 6rnek hazirlama

15 mL'lik bir ttpe 6 mL TRIzol ve 2 mL taze kan (TRIzol: kan=3:1) ekleyin. TRIzol'lin tim
hlcre yuzeyiyle temas etmesini saglamak igin pipetlemeyi tekrarlayin.

Yogun sekilde calkalayin ve topak tamamen eriyene kadar 6rnegi bir-iki dakika karigti-
rn.

Oda sicakliginda 5 dakika inktbe edin.
Ornegi kriyoviyal (2 mL) igine bélin ve saklayin. Filmle kapatin ve -80°C'de saklayin.
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