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Elektriksel ortamda jel uzerinde gog
ettirilen ve fraksiyonlarina ayrilan
protein veya nukleik asitlerin bir
destek tabakaya aktarildiktan sonra

ozgul olarak belirlenmesidir.
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Ik olarak 1975'te jel
transferi adiyla anilan DNA
nin transferinde kullanilan
yontem

Gelistiren kisi E.M.
Southern’ a atfen Southern

Blotlama adi verilmistir

1979’ da RNA nin kullanildigi
yontem bir onceki yontemin adina

gonderme yapilarak Northern

Blotlama denmistir (J. Alvine ve G.

Stark)

Son olarak proteinlerin belirleme
metodu, Western Blotlama olarak
aniimaktadir( HT Towbin 1979, WN
Burnette 1981)
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Nukleik asit ve protein fragmanlarinin
0zgul olarak belirlenmelerini saglar.
Niikleik asit

Agaroz gel

Poliakrilamid jel-yuksek rezollUsyon
Protein
SDS-PAGE-denature protein




Makromolekul bir membrana transfer edilir.
Daha sonra komplementeri bir nukleik asit yada spesifik

bir proteinin antikoru ile belirlenebilir.




Ozellikle gen yapisi, gen ifadesi, genom organizasyonu,haritalama ve
gen aktarimi calismalarinda (transformantlarin istenilen geni tasiyip
tasimadiginin,kopyasayisinin analizi vb) aranilan DNA dizisinin
saptanmasi icin kullanilan bir teknik

Bir fragmanin (genin) belirlenmesi

Fragmanlarin buyukligunun belirlenmesi

Target ve prob arasindaki sekans benzerligi



Herhangibir kaynaktan DNA eldesi

Restriksiyon enzimleri ile kesim

Jel elektroforezi ile ayrigtirma

Jeldeki DNA nin membrana aktarimi

DNA fragmanlarinin denatire edilmesi

Radioaktif probe (RNA veya ss DNA) ile hibridizasyon

Otoradyografi ile ilgilenilen fragmanlarin lokalizasyonlarinin belirlenmesi
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Figure 9-26 illustrates an alkaline southern blot.
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Bu amacla periferik kan veya solid
doku kullanilabilmekte

Bu izolasyon ic¢in her laboratuvarin
kendi belirlemis oldugu standart ve
yontemler mevcuttur

Onemli olan temiz ve saf DNA nin

kullaniimasi



Restriksiyon endontkleazlar,
DNA yi belirli dizilerinden ozgul
taniyip kesen bakteriyel
enzimlerdir

Bir veya birden fazla 6rnegin bir
arada kullanilmasi ile DNA

parcalarina bolunebilmektedir
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Kesilen DNA parcalari  ECNCHES
elektroforez kullanilarak e
fragmanlarina ayrilir
En cok tercih edilen

_ _ Electic Fil and
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elektroforezidir
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Agaroz lineer bir polimerdir
Agarozun elektroforez icin

uygun oldugu kontrol edilmeli

Kullanilan agarozun ekstra saf

) ) plate sizes 10.5 x 10cm
'Y 20.5 x 20cm
20.5 x 10cm

olani tercih edilmeli
(polisakkarit, protein ve tuz

kontaminasyonu minimum)
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DNA in aktariimasi igin
cogunlukla nitroselluloz (NC)
membran kullanilir

DNA, NC membrana hidrofobik
bagla sabitlenir: yuksek i1sidaki

yikamalarda bu baglar kopar
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NC membranlar kirilgandir

NC membranin por genigliginin
0,45 ym den kuguk olmasi
durumunda 300 nukleotidden
kigcUk DNA fragmanlari iginden
gecip gider: yalanci negatiflik
300 bp den kuguk ise 0,2 um

GLERIT
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Son yillarda NC membran
yerine naylon membran
kullaniimakta

Bunlar nukleik asitleri
iIrreversibl baglar

Cok sayida hibridizasyon
uygulanabilir

Yirtilma, kirilma olmaz

Naylon membranlarin tek
dezavantajl hibridizasyon sirasinda
fazla background vermesidir:
Blocking Agent ile onlenebilir
Modifiye edilmemis ve charge
modifiye seklinde iki ¢cesit naylon

membran var

l NA45 paper







Birden fazla yontem var
Kapliller transfer
Elektroforetik transfer

Vakumlu transfer
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Kapiller transferde, sivi bir akimda jeldeki DNA nin destek
tabakaya gecmesi saglanir
Sivi akimi, en ustteki emici kagitlar ile saglanmaktadir

(kagit havlu)

nitrocellulose or
nylon membrane
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Nukleik asitlerin tek yonlu ve
hizl olarak yuksek voltajda

transferi teknigi




Vakum Transfer
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Molekuler hibridizasyondur
Bazlarin karsilikli gelerek ikili
sarmali olusturmasidir
Gerceklestirildikleri ortama
gore Iki cesit vardir:

Sivi ve Kati Faz hibridizasyon
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Blotlama isleminde kullanilan kati faz
hibridizasyonudur

Burada yakalanan nukleik asitler once destek
tabakaya sabitlenmekte ve kati faz

olusturulmaktadir



Hibridizasyon sirasinda radyoaktif probe ( RNA
veya ss DNA) kullanilir

Radyoaktivite P32 ile saglanir.

Non radyoaktif isaretleme i¢in ise Digoksigenin

kullanilabilmektedir.



http://images.google.com.tr/imgres?imgurl=www.genescreen.co.uk/images/gtxhybcassette.jpg&imgrefurl=http://www.genescreen.co.uk/microarraying_products.htm&h=322&w=262&prev=/images?q=HYBRIDISATION&svnum=10&hl=tr&lr=&ie=UTF-8&oe=UTF-8&sa=G

Genomik DNA'nin izolasyonu

Spesifik RE ile sindirim

Fragmentlerin elektroforezisi

Bantlarin membran uzerine transferi (Southern transfer): Agarose jel (veya PAGE)
uzerinde bulunan bantlarin naylon veya nitroseliloz membran Uzerine transferleri.
Naylon uzerine transfer edilen DNAnin denatirasyonu ve fiksasyonu:
Denatlrasyondan sonra naylon membran, 80°C’ ye kadar isitilarak, tek iplikgiklerin
membran Uzerine fikse edilmesi saglanir.

Hibridizasyon: Naylon membran once, pre hibridizasyon sollisyonu icinde 60-65°C’de
2—4 saat kadar bulundurulduktan sonra yikanir. Membran Uzerine konulan tek iplikgikli
isaretli prob, kendine komplementer olan tek iplikgik hedef DNA ile non kovalent baglarla
birlesir ve cift iplikcik DNA x DNA dubleksi (eger RNA prob kullanilirsa DNA x RNA
dubleksi) olugur .

Otoradyografi: Naylon membran Gzerine, X-isinlarina duyarh bir film kapatilarak -70°C’

de bir gece tutulur ve radyoaktivitenin film Uzerine etkilemesi saglanir



Bu sirenin sonunda film banyo edilir. Bu film UGzerinde, isaretli
problarla birlesmis hedef DNA sekanslarinin bulundugu
bolgeler siyah renkte gorulurler. Bu bolgeler, aranilan etkene

ait spesifik genin lokalize oldugu yerleri ifade eder.
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Bu teknik ayni Southern gibi yapilir. Ancak burada DNA'nin degil
RNA'nin icindeki gen parcaciklarinin yerinin belirlenmesi amaclanir
Klonlanan bir genin belli bir doku ya da hucre tipinde

A

transkripsiyon acisindan aktif olup olmad
Dokuda bulunan RNA nin tespiti
Ekspresyon duzeyinin belirlenmesi

MRNA nin buyuklugu
Northern Blot yontemi cogunlukla teshise yonelik amaclar
iIcin degil, genelde arastirma maksadiyla kullanilir



llgilenilen doku ya da hucre orneklers
saglanir.

Yuksek hizda santrifugasyon ile ornekten
MRNA izolasyonu yapillir.

Is1 kullanilarak ornek denature edilir.



MRNA, bir floresan boya olan etidyum
bromur ile isaretlenir.

o Agaroz el elektrofrezi yapilir!



MRNA ornegi formaldehid ve glioksal igeren bir yukleme tamponu ¢ozeltisiyle
karistirilir.

Ornek ve ardindan marker bir siituna transfer edilir

Ornek jel boyunca ilerler ve mRNA asagi dogru hareket eder (negatiften
pozitife)

Daha kuguk olan mRNA'lar, pozitif uca daha yakin bir yerde sonlanir ¢uinku

daha buyuk mRNA'lara gore daha hizli hareket ederler ve daha c¢ok yol alirlar
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Secilen membran nitroseluloz, naylon ya da kimyasal olarak yuklu
membranlardandir.

Bu tip membranlar, fragmanlarin olgcimu igin yuksek hassasiyet
gosterirler ve ¢ok iyi calisirlar.

Kagit fitil, tamponu kapiller etki yoninde ceker ve ornegi jelden

membrana aktarir.

Remove the nylon with the mRNA bound




Problar, spesifik mMRNA dizilerini hedeflemek icin
kullantlirlar.

Kullanilan mRNA zincirinin komplementeri
olmalidirlar.

Radyoaktif ya da radyoaktif olmayan

iIsaretleyicilerle isaretlenmis olabillirler.



Membran, polietilen glikol iceren solusyonla
1slatilir.

Prob baglanmasindan sonra membran bir
solusyonla yikantr.

Bu yilkama, baglanmayan ya da zayif

baglanan problarin ayrilmasini saglar.
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Blotun fotografi cekilip,
x-ray filmi Uzerinden
MRNA bantlarina
eklenen probu gorme

Imkani saglanir
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Blot, eslesme bandi iceriyorsa “ilgilendigimiz
gen, bu doku ya da hucrede mRNA uretiyor”
sonucuna variriz!

Blot, eslesme bandi icermiyorsa ilgilendigimiz

gen eksprese olmamistir!



RNA kesinlikle bozulmamis ve tam olmalidir

RNA ornegi minimum 10-30 mikrogram olmalidir

Coklu problar, bir ornekte birden fazla diziyi belirlemek
icin kullaniimaz

Blot gen uzerinde ilgilendigimiz dizinin nerede oldugunu

belirtemez



Dogru ekipman ve solusyonlarla yapildiginda ¢cok kolay bir uygulamadir.
MRNA orneginin guvenilirligi ve membrana transferin verimliligi
degerlendirilebilir.

Radyoaktif ve non-radyoaktif problarin her ikisi de uygundur.

Bir cok kez yeniden kullanilabilen, ¢ok kontrollu bir uygulamadir.

Bir cok doku cesidini inceleme imkani vardir.

Farkl orneklerden olsa bile farkli dokular blotta kiyaslanabilir.



Northern blotting of human tissues
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Southern & Northern Blotting

Typical Southern Blot Using Biotinylated Probe

Mowh Sondh 5 d: Enzne

E COMjugate

Y/ DNA bound and fived to merdbrane

Morth2South ™ Blocke ™ and SuperBlock® are tradermarks of Plerce Chermical Corpany.




Bir protein solusyonunda, aranan
bir proteinin olup olmadigini ve
varsa ne kadar oldugunu anlamak
icin kullanilan bir yontemdir
Dokudaki proteinin tespiti
Ekspresyon duzeyi

Proteinin buyuklugu




Bir karisimdaki protein veya epitop tespiti
Az bulunan antijenlerin nicel analizi

Epitop haritalama

Protein yapisindaki bazi bolumlerin analizi

Liganda baglanma testleri

Epitop=Dbelirten grup = determinant grup ;Antijenlerin yuzeyinde bulunan ve kendi 6zgul antikorlari ile

birlesmeyi saglayan, boylece antijenin 6zgulligunu belirleyen kimyasal ug yapilar



1.0rneklerin Hazirlanmasi: Hiicreler veya kiiltiir hiicreleri parcalanarak proteinleri iceren kisim diger
kisimlardan ayristirilir.

2.Elektroforez ve Transfer: Oncelikle proteinler denattire edilip, elektroforez ydntemiyle molekdler
agirhklarina gore bantlar halinde ayristirilirlar ve sonrasinda bir membran Uzerine aktarilirlar
(transfer). Bu basamagin amaci antikorlarla isaretlenebilecek bir yapi elde etmektir .

2 tar transfer membrani vardir

*Nitroseltloz membran

*PVDF (Poli-viniliden florur)

3.ilgili Proteinin isaretlenmesi ve Boyanmasi: Blokaj (membranla antikorlar arasindaki nonspesifik
baglanmalari en aza indirmek igin uygulanir ve membran bir dilue protein ¢ozeltisi icinde (BSA-Bovin
Serum Albumin veya Yagsiz Suttozu-TBST karisimi) oda sicakliginda 1 saat tutularak
gerceklestirilir. ), birincil antikor, yikama, ikincil antikor ( Bu antikorlarin tespit edilmesiyle proteinin
olup olmadigi, ¢cikan bantlarin kalinhginin kontrol bantlariyla karsilastiriimasiyla da ne kadar oldugu
anlasilir) yikama ve boyama kisimlarindan olusur.

4.Goruntuleme ve Analiz: Analog olarak bir filme veya dijital olarak CCD chip uzerine yapilabilir.

Bantlar gorulebilir ve analiz edilebilir hale getirilir.






