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BLOTLAMA VE HIBRIDIZASYON TEMELLI MOLEKÜLER 
YÖNTEMLER: SOUTHERN-, DOT-, WESTERN-BLOTLAMA
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Blotlama ve hibridizasyon temelli yöntemler temel 
bilimlerin birçok alanında araştırma veya tanı amaç-
lı kullanılagelmiş yöntemlerdir. Jel elektroforezinin 
tamamlayıcısı, devamı olan bu yöntemler jelde ay-
rıştırılan spesifik DNA, RNA ve proteinlerin saptan-
masını olanaklı kılarak tanımlanmalarını sağlar.

İlk tanımlanan blotlama tekniği “Southern” blot-
lamadır ve DNA’nın ayrıştırılması ve saptanmasın-
da kullanılır. Yöntem 1975 senesinde Southern ta-
rafından tanımlanmış, kendisine ithafen Southern 
olarak isimlendirilmiştir 1. “Dot-blot”, shouthern 
blot tekniğinin bir modifikasyonu olup membran 
üzerinde yapılan konvansiyonel hibridizasyon yön-
temidir 2. “Western Blot” yönteminde proteinlerin 
tanımlanması söz konusu olup, saptama aşaması 
nükleik asit probları yerine işaretli antikorlar aracı-
lığıyla yapılır.

Southern Blot

Southern blot, DNA örneklerindeki spesifik dizileri 
saptamak için kullanılan bir yöntemdir. Southern 
Blot yöntemi (1) restriksiyon enzimleri ile DNA’nın 
kesilmesi, (2) jel elektroforezi ile DNA fragmentle-

rinin ayrıştırılması, (3) DNA fragmentlerinin jelden 
bir membrana transferi, (4) spesifik dizilerin işa-
retli problarla hibridizasyonu ve (5) görüntüleme 
basamaklarını içerir. Standart kullanımının dışında 
somatik yeniden düzenlemeye uğramış genleri ta-
nımlamak için de Southern Blot kullanılır. DNA üze-
rinde (1) delesyon, (2) duplikasyon, (3) insersiyon 
ve (4) yeniden düzenlenmeye bağlı restriksiyon 
bölgeleri arasındaki uzaklık farklılaşabilir, işaretli 
problarla yapılan hibridizasyon ile bu tip dizi deği-
şikliklerini ortaya koymak mümkün olmaktadır 2, 3.

Orijinal Southern Blot protokolünde birinci aşa-
ma DNA’nın restriksiyon enzimleri ile kesilmesidir. 
Bir veya daha fazla restriksiyon enzimi ile kesim 
sonucu oluşan DNA fragmentleri standart agaroz 
jel elektroforezi ile boyutlarına göre ayrıştırılır 2. 
Jel elektroforezinde DNA fragmanları kuvvetli bir 
elektrik alanda büyükleri ile ters orantılı olarak göç 
ederler. Elektroforez aşamasında uygun DNA bo-
yut işaretleyici (moleküler belirteç) de jele yüklenir. 
Elektroforez bittiğinde jel etidyum bromür veya 
SYBR Gold ile boyanarak yanında transparan bir 
cetvel yerleştirilip fotoğrafı çekilir. Böylelikle yükle-
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Hepatit B için doğrulayıcı bir test olarak uygulan-
ması da bildirilmiştir 18. WB viral olmayan, bakte-
riyel, parazitik ve fungal enfeksiyonların tanısında 
da kullanılmıştır 18.

Lyme hastalığı (Borrelia burgdorferi) tanısında 
WB doğrulama testi olarak kullanılır 18. IgG avidite 
WB testi ile hastalığın evresi hakkında bilgi sahi-
bi olunabileceği de gösterilmiştir 20. Melioidozlu 
(Burkholderia pseudomallei) hastaların serum ör-
neklerinin analizi ile hastalığa neden olan bakteri 
proteinleri tanımlanabilir 19. Mycobacterium tuber-
culosis’in karakteristik antijenlerini tanımlayarak 
akciğer tüberkülozunun tanısını doğrulamak için 
kullanılmıştır 18. Ayrıca tüberküloz menenjiti tanısı 
için WB ile ELISA karşılaştırıldığında, WB’ın spesifik-
liğinin daha yüksek olduğu gösterilmiştir 21. Asemp-
tomatik çocukların örneklerinde konjenital sifilizin 
saptanmasında yüksek duyarlılığa sahiptir. Ayrıca 
Helicobacter pylori’nin de tanısında kullanılmıştır 19.

Paraziter hastalık tanısında ise, WB ile, viseral 
Layşmanyazisde parazit proteinlerinin tanımlana-
bileceği gösterilmiştir. Konjenital toksoplazmoz 
tanısında, toksoplazma parazitine karşı immün 
yanıtta yer alan proteinlerin tanımlanmasına ola-
nak sağlar 22. Son zamanlarda %100’lük yüksek 
duyarlılık ile Echinococcus granulosus’un neden 
olduğu kist hidatiği saptamak için cerrahi öncesi 
ve sonrası tanı testi olarak kullanılmaktadır 19.

WB, bir prion hastalığı olan deli dana hastalığı-
nın saptanmasında da yararlıdır 17.

b. Enfeksiyöz olmayan hastalıklar için WB

WB yöntemi, sistemik lupus eritematozus, Sjög-
ren sendromu, sistemik sklerozis, paraneoplastik 
nörolojik sendromlar, miks konnektif doku hasta-
lığı ve miyozitlerde oluşan otoantikorların gösteril-
mesinde kullanılabilir 18.
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DIJITAL POLIMERAZ ZINCIR REAKSIYON YÖNTEMININ 
PRENSIPLERI VE AVANTAJLARI
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ya da “yok” gözlemi yapılabilmelidir; tarihsel 
olarak dijital teknolojiler, Claude	 Shannon’un	
1948’de	 geliştirdiği	 enformasyon	 teorisi	
çerçevesinde,	iki	değerli	bilişi	birimi	“bit”	[0,	1;	ileti	
var	 veya	 yok]	 temelinde	 kurgulanmıştır;	 sayısal/
dijital	adlandırmasının	rasyonelib),
b Bir laboratuvar testinde çıktı (“output”) olarak (açk. aslında herhangi bir 
bilimsel gözlem/deney sonucunda) elde edilebilecek veri (“data”) (açk. 
ham/işlenmemiş çıktılar/sonuçlar) türleri*:

• Kategorik Veri (Niteliksel) (“Categorical/Qualitative Data”)
o Binomial Kategorik Veri (Dikotomik veri; var/yok, 

pozitif/negatif)
o Multinomial (>2 Kategori; örn. Antimikrobiyal Duyarlılık 

Testi Sonuçları; Duyarlı, Arada -artmış maruziyetle 
duyarlı-, Dirençli)

• Sayısal Veri (Niceliksel) (“Numerical/Quantitative Data”)
o Ayrışık Sayısal Veri (“Discrete Numerical Data”; örn. 

1/10, 1/20, …; 1+, 2+, …; 0., 1, 2, …)
o Sürekli Sayısal Veri (“Continuous Numerical Data”; 

örn. 60 - 500 mg/dL arasında herhangi bir değer; 
110,50 mg/dL)

• Dijital PCR yönteminde, her bir bölüntüde amplifikasyon var/yok 
biçimindeki “binomial kategorik veri”, “ayrışık sayısal veri” (“binary 
discrete numerical data”; 0/1) biçiminde dönüştürülerek 
sayılaştırılmakta ve sayısallaştırılmaktadır (açk. “digitization”, 
“digitalization”; bu iki kavram/terim farklıdır; sırasıyla, kategorik 
verinin sayılaştırılması, sayılaştırılmış ham verinin sayısal 
işlenmesi; dPCR yönteminde her iki süreç de gereklidir ve 
uygulanmaktadır).

*Acuner İ.Ç., Gürol Y., Çelik G. “Klinik laboratuvarın klinik karar vermeye 
katkısı ve klinik mikrobiyoloji laboratuvarında yorumlayıcı raporlama.” 
Yeditepe Hastanesi Mikrobiyoloji Laboratuvarı, Bülten-2, İstanbul. (2011). 

   Kantitatif polimeraz zincir reaksiyonunun 
(qPCR), birçok bilim insanınca sanıldığından daha 
karmaşık olduğu bildirilmiştir1. Bu bölümde, 
geleneksel PCR ve gerçek zamanlı PCR’dan (Rt-
PCR) sonraki üçüncü nesil ve en güncel qPCR 
yöntemi olarak, dijital (sayısal) polimeraz zincir 
reaksiyonu (tepkimesi) (dPCR) yönteminin temel 
prensipleri ve göreceli avantajları açıklanacaktır. 
Dijital polimeraz zincir reaksiyonu yönteminina 
temel olarak dayandığı üç prensip şunlardır:  
1- klinik örnekteki sayımı yapılmak istenen
molekülün, sınırlayıcı seyreltme (“limiting dilution”,
bölümleme, bölüntü, “partition”) tekniğiyle birim
bölüntü hacmindeki sayısının azaltılması (açk.
dPCR için seyreltme birim bölüntü hacmi öylesine
küçük olmalıdır ki, ideal olarak her bir birim
hacimde ya tek molekül olmalı ya da hiç
olmamalıdır; böylelikle her bir birim hacimde “var”
a Laboratuvar yöntemi, tekniği, teknolojisi, deney, test, teknolojik platform 

(aygıt sistemi) tanımlarının ayrımı için bkz. Acuner İ.Ç. Laboratuvarda 
teknoloji seçimi. 4. Ulusal Viroloji Kongresi, 23-26 Haziran, Türk 
Mikrobiyoloji Cemiyeti ve Klinik Mikrobiyoloji       Uzmanları Derneği, 
İstanbul. Kongre Kitabı, s: (2011).


