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* Materyallerde (doku, organ, hiicre kiltiir(i, eksret, sekret, vs.) bulunan hastalk
ajanlarinin veya bu dokulara ait hiicre DNA’larindaki spesifik genlerin isaretli
problarla ortaya konmasi

* Prob hibridizasyon yontemleri olarak tanimlanmaktadir
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Southern Blot Hibridizasyon
Northern Blot Hibridizasyon
Dot Blot Hibridizasyon

. In situ Hibridizasyon
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Southern Blot

* DNA daki delesyonlarin saptanmasinda ve 6zellikle DNA finger
printing yonetminde basvurulan tekniklerden biridir

* Genetik hastaliklara sahip bireylerin ve tasiyicilarin saptanmasinda
ayrica adli vakalarda sikca kullanilmaktadir

* Edwin Southern tarafindan gelistirilmis



Southern Blot

1. Genomik DNA’nin izolasyonu

2. Spesifik restriksiyon
endonukleaz (RE) enzimi ile
kesim

3. Fragmentlerin elektroforezi

4. Bantlarin membran tizerine
transferi (Southern transfer)

Denaturasyon ve fikzasyon
6. Hibridizasyon
7. Otoradiografi
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1. Genomik DNA’nin izolasyonu

* Lizozim ve diger enzimlerden faydalanilarak
m.o.larin hiicre duvarlari ve dis membranlari lize
edilir

* Ekstraksiyon soliisyonuna SDS (sodyum dodesil

sijlfa;cj), proteinaz K ve Rnase’lar katilarak DNA
disindaki komponentler giderilir

* DNA’nin endojenik nukleaz’lardan korunmasi icin
EDTA katilir

« Okaryotiklerde fenol kloroform ekstraksiyonu

* Polisakkaritleri gidermek icin caesium chloride
density gradient santrifugasyon

* DNA’nin konsantrasyonu; spektrometrik veya
elektroforetik yontemler

 Doku veya organ hiicre DNA’lar1 uygun
ekstraksiyon yéntemi

* Plasmid, faj ve viruslara ait genetik materyaller
uygun yontemlerle



2. Spesifik RE ile kesim

» EcoRlI, Hind IIl, BamH]I gibi
enzimler

* Denemede tek ya da iki veya
daha fazla enzim

» 37°C’de 4-6 saat kadar

 DNA belli bazlarindan kesilerek,
farklh uzunluklarda DNA
fragmentleri elde edilir



3. Fragmentlerin elektroforezi

* Bir gece 40-50 V’ta, agaroz jelde elektroforez
* Fragmentler buylkten kii¢ige dogru siralanir

* Jel Gzerinde olusan bantlar ethidium bromide ile boyanarak UV-
Isinlar altinda gorulebilirler

* lyi bir kesimde 20 kb’dan bliyiik 100’e yakin bant

* DNA’lardaki farkliliklari ortaya koymada

* Restriksiyon analizleri yapmada RFLP, RAPD teknikleri
* Agaroz jel yanisira PAGE de kullanihr



4. Southern transfer

* Agaroz jel Gzerinde bulunan DNA parcalari
bazik bir sollsyon icinde bekletilerek
denature olmalari saglanir. Boylece DNA
parcalari tek zincirli hale gecerler

* Agaroz jel Gzerinde bulunan bantlarin
naylon veya nitroselliil6z membran Gzerine
transferleri

* DNA parcalarinin naylon membrana
akatariimasi islemi su sekilde olmaktadir:
dncelikle naylon membranin izerine konan
kagit peceteler suyu kendine dogru ceker ve bu
sirada agaroz jel Gizerinde bulunan DNA
par%alarl tampondaki Na iyonlarinin etkisiyle
naylon membrana dogru itilir. (+) ylikld olan

membran (-) yiikli DNA parcalarini kendine

baglar. Boylece DNA naylon membrana
aktarilmis olur

* Daha ¢ok naylon membranlar tercih edilir



5. Denaturasyon ve fikzasyon

* Naylon Gzerine transfer edilen DNA bantlan kurutulur

* 0.5 N NaOH ile denature edilir

* 80°C’ye kadar isitilir, tek iplikciklerin membran Gzerine fikse
edilmesi saglanir

* Fiksasyonu saglamlastirmak icin tespit islemi vakum icinde yapilir



6. Hibridizasyon

* 60-65°C’de 2-4 saat prehibridizasyon
* Yikama

* [saretli DNA prob (32P veya biotin)
veya RNA prob ilavesi

* Membran Uzerindeki tek iplik¢ik ve
isaretli prob, kendine komplementer
olan tek iplikcik DNA segmenti ile
nonkovalent baglarla karsilikli olarak
birlesir ve cift iplikcikli DNAXDNA
dubleksi olusur (hibridizasyon)

* Bir gece
* Yikama



7. Otoradiografi

* Naylon membran tzerine X-isinlarina
duyarli bir film kapatilir

* 70°C’de 1 gece tutulur
* Filmin banyosu

. Baretli roblarla birlesmis hedef
NA sekanslarmin bulundugu
bolgeler siyah renkte gorulur. Bu
bdlgeler aralarinda genin lokalize
oldugu yerleri ifade eder

* Biotinle isaretli problarda, avidin,
peroksidaz ve kromojen madde
yardimi ile olusan renk degisimi
aranilan hedef DNA segmentinin
bulundugu yeri gosterir



Northern Blot

* Southern blot'a cok benzer, ancak bu yontemde DNA yerine mRNA
veya virtis RNA'si kullanilarak islem yarataltr

* RNA’nin jel lizerinde seperasyonu, filtreye transferi, spesifik probla
(RNA veya DNA) hibridizasyonu ve otoradiografisi

* Genlerin transkripsiyon duzeyinde iken analizlerini yapmak, doku ve
organlardaki mRNA seviyesini belirlemek ve viral RNA’lar arasindaki
farkin saptanmasinda kullanilir



Northern Blot
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RNA’nin izolasyonu

RNA’nin elektroforez ile seperasyonu

RNA’nin naylon membran (izerine transferi (Northern transfer)
Isaretli DNA veya RNA problarla hibridizasyon

Otoradiografi ile gortuntlleme



* RNA’lar DNA’dan selektif olarak lithium chloride veya sodium
acetate ile presipitasyon yontemiyle cokturtlerek ayrilir

* RNA molekdllerinin agaroz jelde separasyonundan once RE ile
kesime gerek yoktur

* [stenirse MRNA veya viral RNA, reverse transkriptaz enzimi ile
cDNA’ya cevrilerek Southern blotting yapilabilir



Dot Blot

* Patolojik materyallerden etkene ait nukleik asitler ekstre edilerek
cikarilir ve konsantre edilir

* Ornekler x2 veya x5 dilue edilir

* Her bir dilusyondan naylon veya nitrosellil6z membran Gzerine bir
damla damlatilir

* Denatirasyonla membran Gzerine fikse edilir

* 32P ile isaretli spesifik tek iplik¢ik prob ilave edilir

* Sonraki islemler Southern Blot’taki gibidir

* Film Gzerindeki koyu lekeler hibridizasyon bdlgesini gdsterir



In Situ Blot

e Infekte doku kiilttirleri, biyopsi materyalleri, doku siispansiyonlari,
periferal kandan bir damla lam Gizerine alinir

 Denaturasyondan sonra isaretli (32P, biotin-avidin) cDNA prob
eklenerek hibridizasyon saglanir

* M.o.larin DNA’larinin bulundugu yer kolayca belirlenir



IMMUNOJENIK SUBSTANSLARIN
SAPTANMAS]

* Hastalik etkenlerinin, bunlardan elde edilen antijenik substanslarin
(protein, glikoprotein, vs.) ortaya konmasi

1. Immuno (Western) Blotting

Protein Dot Blot Deneyi

In Situ Immunoperoksidaz Deneyi
Monoklonal Antikorlarin Kullaniimasi
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Western Blot

* Etkenlere ait proteinler saf olarak elde edilip, SDS ile muamele
edildikten sonra SDS poliakrilamid jel elektroforezi ile molekiler
agirliklarina gore separe edilir

* Elektrotransfer ile nitroselltl6z kagitlarina aktarilir ve havada
Kurutulur

 Kagit seritler poliklonal veya monoklonal antikorlarla muamele
edilerek, antikorlarin proteinlerle (antijenle) birlesmesi saglanir



e Yikama

* Yikanan kagit seritler Gzerine birinci antikorlara karsi hazirlanmis ve
isaretlenmis (32P, biotin) keci anti-IgG spesifik antikorlari konur

* Eger 32P isaretli ab’ler kullaniimissa sonuc¢ otoradiografi ile, biotinli
ab kullanilmissa avidinperoksidaz konjugati 4-chloro-1-naphtol
substratiilave edilerek renk degisikligine gore degerlendirme yapilir



Protein Dot Blot

* Hedef etkene karsi spesifik monoklonal ab’lar nitrdselltldz
kagitlarina konur ve 10-15 dk. kurutulur

* Infekte dokulardan hazirlanan mikroorganizmalara ait
slispansiyonlarin (protein antijen) supernatantlari, filtre kagidinda
kurutulmus olan antikorlarin Gzerine damlatilir

* 2 saat bekleme (ab-ag konjugati)

* Filtre yikanir, etkene karsi hazirlanmis ve biotinle isaretli antiserum,
konjugat Uzerine damlatilir ve 2 saat inkube edilir ve yikanir

* Avidin enzim konjugati ve substrati eklenir



In Situ Immunoperoksidaz

* Formalinle fikse edilmis infekte doku kesitlerinde poliklonal veya
monoklonal antikorlar kullanilarak, bakteriyel veya viral proteinler
saptanir

 Kesitler spesifik ab’lar ile inkube edilir, substrat olarak amino ethyl-
carbazole katilir

* Dokularda bulunan mikrobial proteinler renk degisikligine gore
saptanir



Monoklonal Antikorlarin
Kullanilmasi

* Dokularda, doku kiltirlerinde, embriyolu yumurtalarda tremis olan
m.o.larin saptanmasinda, fluorescein, peroksidazantiperoksidaz,
biotin-avidin, radioizotop, enzimler, vs. ile isaretlenmis monoklonal
antikorlar kullanilirlar



