Northern blot
protokoll
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Felhasznalas: RNS/mRNS kimutatasa,
valamint méeret és mennyiseg
meghatarozasa 6sszetett mintabol
RNS nagyon bomlékony - RNaz
mentesséeg
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1., RNS izolalas:
Modszerekkel szembeni elvarasok:
Sejtlizis €és membranroncsolas
Ribonukleaz aktivitas gatlasa
Fehérjementesites
Ep RNS kinyerése
2., Izolalt RNS felvitele gélre/gélen

szeparalas
Denaturalo agarozgelben valasztjuk el > RNS

masodlagos szerkezetét bontja
Denaturadlé agensek: formaldehid, glioxal



3., Blottolas

SzUropapir szivija a nedvességet > RNS vele
mozog - filteren megkdotodik.

Idotartam: 1 éjszaka
Filtert szaritjuk, ho vagy UV kezeléssel rogzitjuk

500 g - suly
papintorolkozs - uveglap
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4., Elohibridizacio, hibridizacio,
autoradiografia

A filtert egy mlanyag tasakba tessziik, és
hozzaadjuk az elohibridizacios oldatot (42 °C-os
vizfirdoben razatva 30 percig elohibridizalunk)

Hozzaadjuk az elkészitett probat, és egy
ejszakan at 42 °C-os termosztatban hibridizalunk
Filtert mossuk, szarijuk.

Filter kazettaba helyezziik( tetejére rontgen-
filmet teszunk)

A filmet 24-48 ora elteltével elohivjuk.




16 késziilékek

, Szaraz, puffermentes transzfer
Nukleinsavak, fehérjék blottolasa

- Atviteli id6: 7 perc a sajatontés(i gélek,

2 perc az E-Gel® gélek esetén

2., Félszaraz transzfer
- To6bb gél egyszerre
- Atviteli id6: 60 perc

3., Nedves transzfer
- Atviteli idé: 60-120 perc
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