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BLOTLAMA VE HIBRIDIZASYON TEMELLI MOLEKULER
YONTEMLER: SOUTHERN-, DOT-, WESTERN-BLOTLAMA

Blotlama ve hibridizasyon temelli yontemler temel
bilimlerin birgok alaninda arastirma veya tani amag-
I kullanilagelmis yontemlerdir. Jel elektroforezinin
tamamlayicisi, devami olan bu yontemler jelde ay-
nistinlan spesifik DNA, RNA ve proteinlerin saptan-
masini olanakli kilarak tanimlanmalarini saglar.

ilk tanimlanan blotlama teknigi “Southern” blot-
lamadir ve DNAnin aynistiriimasi ve saptanmasin-
da kullanilir. Ydntem 1975 senesinde Southern ta-
rafindan tanimlanmis, kendisine ithafen Southern
olarak isimlendirilmistir . “Dot-blot”, shouthern
blot tekniginin bir modifikasyonu olup membran
uzerinde yapilan konvansiyonel hibridizasyon yon-
temidir 2. “Western Blot" yonteminde proteinlerin
tanimlanmasi s6z konusu olup, saptama asamasi
nukleik asit problari yerine isaretli antikorlar araci-

igiyla yapilir.

Southern Blot

Southern blot, DNA orneklerindeki spesifik dizileri
saptamak icin kullanilan bir yontemdir. Southern
Blot yontemi (1) restriksiyon enzimleri ile DNANIN
kesilmesi, (2) jel elektroforezi ile DNA fragmentle-
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rinin ayristiriimasi, (3) DNA fragmentlerinin jelden
bir membrana transferi, (4) spesifik dizilerin isa-
retli problarla hibridizasyonu ve (5) gorintileme
basamaklariniigerir. Standart kullaniminin disinda
somatik yeniden dizenlemeye ugramis genleri ta-
nimlamak igin de Southern Blot kullanilir. DNA Uze-
rinde (1) delesyon, (2) duplikasyon, (3) insersiyon
ve (4) yeniden dizenlenmeye bagl restriksiyon
bolgeleri arasindaki uzaklik farklilasabilir, isaretli
problarla yapilan hibridizasyon ile bu tip dizi degi-
sikliklerini ortaya koymak mimkin olmaktadir 22,

Orijinal Southern Blot protokolunde birinci asa-
ma DNA'nin restriksiyon enzimleri ile kesilmesidir.
Bir veya daha fazla restriksiyon enzimi ile kesim
sonucu olusan DNA fragmentleri standart agaroz
jel elektroforezi ile boyutlarina gore ayristirilir 2.
Jel elektroforezinde DNA fragmanlari kuvvetli bir
elektrik alanda buyukleri ile ters orantili olarak gog
ederler. Elektroforez asamasinda uygun DNA bo-
yut isaretleyici (molekiler belirtec) de jele yiklenir.
Elektroforez bittiginde jel etidyum bromdr veya
SYBR Gold ile boyanarak yaninda transparan bir
cetvel yerlestirilip fotografi ¢ekilir. Boylelikle yikle-
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Molekuler Mikrobiyoloji Tani ve Epidemiyoloji

Hepatit B igin dogrulayici bir test olarak uygulan-
masl da bildirilmistir '®. WB viral olmayan, bakte-
riyel, parazitik ve fungal enfeksiyonlarin tanisinda
da kullaniimistir '8,

Lyme hastali§ (Borrelia burgdorferi) tanisinda
WB dogrulama testi olarak kullanilir 8. IgG avidite
WB testi ile hastaligin evresi hakkinda bilgi sahi-
bi olunabilecedi de gdsterilmistir 2. Melioidozlu
(Burkholderia pseudomallei) hastalarin serum or-
neklerinin analizi ile hastalia neden olan bakteri
proteinleri tanimlanabilir '°. Mycobacterium tuber-
culosis’'in karakteristik antijenlerini tanimlayarak
akciger tuberkdlozunun tanisini dogrulamak igin
kullanilmigtir '8, Ayrica tlberkdloz menenjiti tanisi
icin WB ile ELISA karsilastinldiginda, WB'In spesifik-
liginin daha yuksek oldugu gosterilmistir 2'. Asemp-
tomatik ¢ocuklarin 6rneklerinde konjenital sifilizin
saptanmasinda ylksek duyarlilija sahiptir. Ayrica
Helicobacter pylori'nin de tanisinda kullaniimistir ™°.

Paraziter hastalik tanisinda ise, WB ile, viseral
Laysmanyazisde parazit proteinlerinin tanimlana-
bilecedi gosterilmistir. Konjenital toksoplazmoz
tanisinda, toksoplazma parazitine karsi immun
yanitta yer alan proteinlerin tanimlanmasina ola-
nak saglar 2. Son zamanlarda %100'ltk yuksek
duyarlilik ile Echinococcus granulosus'un neden
oldugu kist hidatigi saptamak icin cerrahi oncesi
ve sonrasl tani testi olarak kullaniimaktadir '°.

WB, bir prion hastaligi olan deli dana hastaligi-
nin saptanmasinda da yararhdir 7.

b. Enfeksiy6z olmayan hastaliklar icin WB

WB yontemi, sistemik lupus eritematozus, Sjog-
ren sendromu, sistemik sklerozis, paraneoplastik
norolojik sendromlar, miks konnektif doku hasta-
li§1 ve miyozitlerde olusan otoantikorlarin gosteril-
mesinde kullanilabilir 8.
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