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Southern blot

Edwin Southern fejlesztette ki 1975-ben

Felhasznalas: - specifikus DNS
szegmensek kimutatasa és lokalizalasa
egy osszetett DNS mintabdl



A modszer |épései

1. Elokészités és elektroforézis




1. Elokészités és elektroforezis

* A vizsgalt genomikus DNS emésztése restrikcios endonuklazzal
Elvarasok: A DNS mintat kis méret(l darabokra hasitjuk (4000kb)
Leggyakrabban alkalmazott endonukleazok: EcoRl, Hindlll

» Agaroz gélelektroforézis
6-16 ora
A DNS fragmentumok méret szerinti elvalasztasa standard DNS létra mellett

Szukség esetén (15 kb folott) kezelés HCl-al, vagy hosszabb UV besugarzassal
a DNS fragmentumok jobb tapadasaért a membran fellletén.



2. Denaturacio és Blotting

* NaOH-os kezelés, a DNS denaturacidja
Maradvany RNS nyomok eltavolitasa

* Atvitel a membranra (blotting)

Southern Blot Tray Lid

Absorbent Paper

Filter Paper

T ...
Filter P Bridge
:‘ ST == P
B0 e, \

Southern Blot Tray



Membranok

Kétféle membrant hasznalnak a protokollokban:

=nitrocelluldz




3. Hibridizacios proba

* A vizsgalt cDns szegmensrdl komplementer probat készitunk
ezt a probat jelodljuk

Radioaktiv




4. El6hivas, ertekelés

A radioaktiv vagy fluoreszcens jelOlt probat Rontgen
el6hivaasal (autoradiografiaval) tesszuk lathatova
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Irodalom jegyzek:

* Robert F. Weaver, Philip W. Hedrick : Genetika (Panem kiado, 2000)

* Protocol-online.org :Analys of Genomic DNA by Southern Hybridization (Southern Blot)
http://www.protocol-online.org/cgi-bin/prot/view_cache.cgi?ID=2746

« Cornell University - Southern Blot technology:
http://escience.ws/b572/L22 /south.html

om : Encyclopedia, Southern Blot




