11. Hafta



HIBRIDIZASYON
YONTEMLERI

Mikrobiyoloji Anabilim Dali



« Materyallerde (doku, organ, hucre kulturd,
eksret, sekret, vs.) bulunan hastalik
ajanlarinin veya bu dokulara ait hucre
DNA'larindaki spesifik genlerin isaretli
problarla ortaya konmasi

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

In situ Hibridizasyon
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Southern Blot Hibridizasyonu

Genomik DNA'nin izolasyonu

Spesifik restriksiyon endonukleaz (RE) enzimi
ile kesim

Fragmentlerin elektroforezi

Bantlarin membran uzerine transferi (Southern
transfer)

Denaturasyon ve fikzasyon
Hibridizasyon
Otoradiografi



« Southern tarafindan gelistirilmis

* Teshis materyallerinde bulunan m.o.larin
izole ve daha sonra da purifiye edilmis
DNA'larindaki spesifik sekanslar, isaretli
problar (DNA veya RNA prob) yardimi ile
ortaya konulur.



1. Genomik DNA'nin izolasyonu

Lizozim ve diger enzimlerden faydalanilarak
m.o.larin hucre duvarlari ve dis membranlari lize

edilir.
Ekstraksiyon solusyonuna SDS (sodyum dodesil

sulfat), proteinaz K ve Rnase’lar katilarak DNA
disindaki komponentler giderilir.

DNA'nin endojenik nukleaz'lardan korunmasi igin
EDTA katilir.

Okaryotiklerde fenol kloroform ekstraksiyonu

Polisakkaritleri gidermek icin caesium chloride
density gradient santrifugasyon



 DNA'nIn konsantrasyonu; spektrometrik
veya elektroforetik yontemler

* Doku veya organ hucre DNA'lar1 uygun
ekstraksiyon yontemi

* Plasmid, faj ve viruslara ait genetik
materyaller uygun yontemilerle...



2. Spesifik RE ile kesim

EcoRlI, Hind Ill, BamHI gibi enzimler

Denemede tek ya da iki veya daha fazla
enzim

37C’de 4-6 saat kadar

DNA belli bazlarindan kesilerek, kucuklu
buyuklu cok sayida DNA segmentleri



3. Fragmentlerin elektroforezi

* Bir gece 40-50 V'ta, agaroz jelde
elektroforez

* Fragmentler buyukten kucuge dogru
siralanir

» Jel uzerinde olusan bantlar ethidium
bromide ile boyanarak UV-isinlari altinda
gorulebilirler



lyi bir kesimde 20 kb’dan biyik 100’e
yakin bant

DNA'lardaki farkliliklari ortaya koymada

Restriksiyon analizleri yapmada RFLP,
RAPD teknikleri

Agaroz jel yanisira PAGE kullanilir



4. Bantlarin membran uzerine
transferi (Southern transfer)

» Agaroz jel uzerinde bulunan bantlarin

naylon veya nitroselluloz membran uzerine
transferleri

» Elektrotransfer, alkali kapillarite
* Daha cok naylon membranlar tercih edilir



5. Denaturasyon ve fikzasyon

Naylon uzerine transfer edilen DNA
bantlari kurutulur

0.5 N NaOH ile denature edilir

80C’ye kadar isitilir, tek iplikciklerin
membran uzerine fikse edilmesi saglanir

Fiksasyonu saglamlastirmak icin tespit
Islemi vakum icinde yapilir



6. Hibridizasyon

60-65C’'de 2-4 saat prehibridizasyon
Yikama

Isaretli DNA prob (32P veya biotin) veya RNA
orob ilavesi

Membran uzerindeki tek iplikgik ve isaretli prob,
Kendine komplementer olan tek iplikgcik DNA
segmenti ile nonkovalent baglarla karsilikli
olarak birlesir ve cift iplikcikli DNAXDNA dubleksi

olusur (hibridizasyon)
Bir gece
Yikama




/. Otoradiografi

Naylon membran uzerine X-isinlarina duyarli bir film
kapatilir

70C’de 1 gece tutulur
Filmin banyosu

Isaretli problarla birlesmis hedef DNA sekanslarinin
bulundugu bolgeler siyah renkte gorulur. Bu bolgeler
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 Hibridizasyon

 DNA yerine, mRNA, viral RNA veya total RNA

 RNA'niIn jel uzerinde seperasyonu, filtreye
transferi, spesifik probla (RNA veya DNA)
hibridizasyonu ve otoradiografisi Northern Blot
Hibridizasyonu...

* Genlerin transkripsiyon duzeyinde iken
analizlerini yapmak, doku ve organlardaki mRNA
seviyesini belirlemek ve viral RNAlar arasindaki
farkin saptanmasinda kullantlir.



Northern Blot Hibridizasyonu

. RNAnIn izolasyonu
. RNA'nin elektroforez ile seperasyonu

. RNA'nin naylon membran uzerine
transferi (Northern transfer)

. Isaretli DNA veya RNA problarla
hibridizasyon
. Otoradiografi ile goruntuleme



 RNA'lar DNA'dan selektif olarak lithium chloride
veya sodium acetate ile presipitasyon yontemiyle
cokturulerek ayrilir.

 RNA molekullerinin agaroz jelde
separasyonundan once RE ile kesime gerek
yoktur

» |stenirse mRNA veya viral RNA, reverse
transkriptaz enzimi ile cONA'ya cevrilerek

Southern blotting yapilabilir.



3. Dot Blot Hibridizasyon

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

Ornekler x2 veya x5 dilue edilir

Her bir dilusyondan naylon veya nitroselluloz
membran uzerine bir damla damilatilir

Denaturasyonla membran uzerine fikse edilir
32P ile isaretli spesifik tek iplik¢ik prob ilave
edilir

Sonraki islemler Southern Blot'taki gibidir

Film uzerindeki koyu lekeler hibridizasyon
bolgesini gosterir



4. In Situ Hibridizasyon

» Infekte doku kdlturleri, biyopsi materyalleri,
doku suspansiyonlari, periferal kandan bir
damla lam uzerine alinir.

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

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



IMMUNOJENIK SUBSTANSLARIN SAPTANMASI

 Hastalik etkenlerinin, bunlardan elde
edilen antijenik substanslarin (protein,
glikoprotein, vs.) ortaya konmasinda
biyoteknolojik yontemelerden yararlanilir.

Immuno (Western) Blotting

Protein Dot Blot Deneyi

In Situ Immunoperoksidaz Deneyi
Monoklonal Antikorlarin Kullanilmasi

e



Immuno (Western) Blotting

« Etkenlere ait proteinler saf olarak elde edilip,
SDS ile muamele edildikten sonra SDS-
poliakrilamid jel elektroforezis’i ile molekuler
agirliklarina gore separe edilir.

« Elektrotransfer ile nitroselluloz kagitlarina
aktarilir ve havada kurutulur

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



 Yikama

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

* Eger 32P igaretli ab’ler kullaniimigsa sonug
otoradiografi ile, biotinli ab kullaniimissa avidin-
peroksidaz konjugati 4-chloro-1-naphtol
substrati ilave edilerek renk degisikligine gore
degerlendirme yapllir.



Protein Dot Blot Deney!

Hedef etkene karsi spesifik monoklonal ab’lar
nitroselluloz kagitlarina konur ve 10-15 dk.
Kurutulur

Infekte dokulardan hazirlanan
mikroorganizmalara ait suspansiyonlarin (protein
antijen) supernatantlari, filtre kagidinda
kurutulmus olan antikorlarin uzerine damlatilir.

2 saat bekleme (ab-ag konjugati)

Filtre yikanir, etkene karsi hazirlanmig ve
biotinle isaretli antiserum, konjugat Uzerine
damlatilir ve 2 saat inkube edilir ve yikantr.

Avidin enzim konjugati ve substrati eklenir.



In Situ Immunoperoksidaz
Deneyi

* Formalinle fikse edilmis infekte doku
kesitlerinde poliklonal veya monoklonal
antikorlar kullanilarak, bakteriyel veya viral
proteinler saptanir. Kesitler spesifik ab’lar
lle inkube edilir, substrat olarak amino
ethyl-carbazole katilir. Dokularda bulunan
mikrobial proteinler renk deqgisikligine gore
saptanir.



Monoklonal Antikorlarin
Kullaniimasi

* Dokularda, doku kulturlerinde, embriyolu
yumurtalarda uremis olan m.o.larin
saptanmasinda, fluorescein, peroksidaz-
antiperoksidaz, biotin-avidin, radioizotop,
enzimler, vs. ile isaretlenmis monoklonal
antikorlar basari ile kullanilirlar.



