Hybridizace nukleovych kyselin

1. Pienos DNA na hybridiza¢ni membranu (Southerniiv pienos)

Southerntiv pfenos (Southern blotting) je Siroce uzivana analyticd metoda piivodné vyvinuta Southernem
(1975). Jednotlivé fragmenty DNA, obvykle vzniklé po §té€peni restrikénimi endonukledzami se rozdéli
pomoci gelové elektroforézy a potom jsou pieneseny na inertni nosi¢ (nitrocelul6zovou nebo nylonovou
membranu).

A. Pfiprava gelu pro kapildrni pifenos

1.

Agarozovy gel obsahujici rozdélené restrik¢éni fragmenty DNA se po obarveni v ethidiumbromidu a
vyfotografovani ponofi do roztoku 0,25 M HCI (5 - 10 nasobny objem) a inkubuje se za mirného
ttepani 15 minut pii pokojové teploté. Dochdzi k depurinaci DNA a tim k fragmentaci restrik¢ich
fragmentti na krat$i Useky, které se snadnéji pfenaSeji. Tento krok miiZze byt vynechan, jsou-li
prenaseny fragmenty mensi nez 5 kb.

Roztok HCI se nahradi stejnym objemem denaturacniho roztoku (0,4 N NaOH - 0,6 M NaCl) a gel se
inkubuje 30 min pii pokojové teploté za mirného tiepani.

. Denaturaéni roztok se nahradi neutralizacnim roztokem (1,5 M NaCl - 0,5 M TRIS.CL, pH 7.5), v

némz se gel inkubuje dalSich 30 min za mirného tfepani.

B. Pfiprava membrany pro pfenos DNA z gelu (pfi praci s membranoua papirem Whatman pracujeme v

rukavicich)

1.

2.

7.

8.
9.

Ustfihneme membranu piesné o velikosti gelu, namocime ji v deionizované vodé€ a poté pfeneseme na
15 min do roztoku 10xSSC (1,5 M NacCl - 0,15 M Na;Citrat).

Pfipravime mustek (tj. 3 pruhy filtra¢niho papiru Whatman 3) pro ptfenos pufru z rezervoaru na gel.
Velikost mistku se fidi rozmérem gelu a pouzitého zatizeni pro pfenos. Mustek se poté podle nakresu
ptilozi na podptrné sklo, na mistek se ptilozi dalsi 2 filtracni papiry Whatman a celé se namoci do
roztoku 10xSSC. Do rezervoaru se naleje 1-2 1 roztoku 10xSSC. Po namoceni (1 min) se pipetou
(vélcovitym pohybem) odstrani vzduchové bubliny mezi jednotlivymi vrstvami filtraéniho papiru.

. Na mistek se polozi gel po neutralizacnim kroku a odstrani se vzduchové bubliny. Doporucuje se

polozit gel hladkou spodni stranou, kterd byla na podloZce, nahoru, aby ptipadné nerovnosti na horni
stran¢ nesnizily uc¢innost prenosu.

Okraje gelu se oblozi parafilmem nebo potravinaiskou polyetylénovou folii, aby se zamezilo
faleSnému nasavani pufru okolo gelu.

. Na gel se ptilozi membrana a popisovacem se oznaci polohy jamek a orientace membrany (membranu

ptilozit pokud mozZno napoprvé, po piilozeni neodlepovat z gelu).

. Na membranu se polozi 2-3 vrstvy filtraniho papiru Whatman o velikosti gelu a dale pak vrstva

savého materialu (napf. 10 cm vysoka vrstva buniCité vaty), zatizi se sklem a zavazim o hmotnosti asi
1 kg.

Pienos probiha 16-24 hodin; podle potieby je mozné dopliiovat roztok 10xSSC v rezervoaru a ménit
vrstvu bunicité vaty.

Po ukonceni presavky odstranime bunicitou vatu a filtracni papir a membranu sejmeme.

Mmebranu ponoifime na 30 sec do 0,4 M NaOH. Zajisti se tak kompletni denaturace imobilizované
DNA

10. Membranu pfeneseme do neutralizacniho roztoku (0,2 M Tris.Cl [pH 7,5] - 2xSSC).
11. Membranu mirn¢ (nikoli UpIn€) osusime na filtracnim papiru a ozafime 3 min na transiluminatoru

(strana obsahujici ptenesenou DNA sméfuje k UV lampam).

12. Membranu mizeme nechat uschnout nebo pokracujeme hybridizaci.



Hybridizace DNA se znacenou sondou

A. Neradioaktiktivni nazna¢eni DNA digoxigeninem.

1.

7.
8.

Stanovi se koncentrace templatové DNA, urcené k ptipravé sondy. Piipravi se 15 ul roztoku DNA o
koncentraci 0,5 - 3 pg/ml.

DNA se denaturuje 10 min pfi 100°C ve vodni lazni a rychle se zchladi na led€ (chladici smés
led/NaCl).

Ptipravi se smés pro znaceni DNA (v Eppendorfové zkumavce) na led¢€ se piida:

- 2 ul smési hexanukleotidll (smés nahodnych oligonukleotidii - primert)

- 2 pl smé&si ANTP a Dig-dUTP

- 1 pl Klenowovy polymerazy

Obsah zkumavky se kratce zcentrifuguje a inkubuje pies noc pii 37°C

Reakce se zastavi piidanim 2 pl 0,2 M EDTA

Naznacend DNA se vysrdzi pfidavkem 2,5 pl 4M LiCl a 75 pl 96% EtOH (vychlazeny na -20°C).
Dobfte promichat a ponechat 30 min pti -70°C nebo 2 hod pii -20°C.

Zcentrifugovat 15 min pfi 12 000 g, promyt 70% EtOH, osusit 96% EtOH, rozpustit v 50 ul TE pufru.
Uchovavat pfti -20°C.

B. Hybridizace

(Uvedené objemy roztoki jsou vypocéteny na 100 cm® memebrany).

1.

2.

3.

Membrana se prehybridizuje ve 20 ml hybridiza¢niho roztoku pii 68°C nejméné 1 hod. (vysyceni mist
na membran¢, na néz neni navazana DNA).

Hybridizace pii 68°C v 10 ml hybridiza¢niho roztoku s ptidavkem sondy (10-100 ng DNA/ml
roztoku).

Promyti membrany (odstranéni nespecificky navazané sondy)

- 2 x 5 minut pii pokojové teploté (asi 100 ml roztoku 2xSSC - 0,1% SDS)

- 2 x 15 minut pti 68°C (asi 100 ml roztoku 0,1xSSC - 0,1% SDS)

C. Imunologicka detekce navazané sondy

(VSechny reakce se provadéji pii pokojoveé teploté)

1.

2.

3.

Membréna se promyje 1 min promyvacim roztokem (0,1 M Kys. maleionova - 0,15 M NaCl - 0,3%
Tween 20, pH 7.5)

Membrana se inkubuje 30 minut v blokovacim rotzoku (0,1 M Kys. maleionova - 0,15 M NacCl - 1%
blokovaci reagens)

Anti-Dig konjugat (zasobni koncentrace 750 U/ml) se rozpusti v blokovaciho roztoku (objem podle
velikosti membrany) do kone¢né koncentrace 150 mU/ml. Membréna se v tomto roztoku inkubuje 30
min.

. Membréana se promyje promyvacim roztokem 2 x 15 minut a poté se pfenese na 2 minuty do

detek¢éniho roztoku (100 mM TRIS.CI - 100 mM NaCl - 50 mM MgCl,).

. Barevna reakce: Membrana se umisti do polyetylénového sacku nebo do vhodné vany. Ptida se 5 ml

detek¢niho roztoku obsahujiciho 22,5 ul NBT a 17,5 ul X-fosfatu a sacek se ponecha bez tiepani ve
tme. K barevné reakci dochazi béhem 30 minut (l1ze ponecht 12 hod).

Reakce se zastavi ponofenim mebrany do TE pufru (membranu udrzujeme vlhkou pro piipadnou
rehybridizaci).

. Membréna se vyfotografuje a vyhodnoti.



Aparatura pro Southerntv prenos: (1) miska s 10xSSC, (2) sklen¢na podlozka, (3) "mistek" ze 342 listi
papiru Whatman 3 MM (3 listy jsou namocené do rezervodru, 2 listy jsou pouze na horni plose), (4) gel, (5)
ramecek z Parafilmu, (6) 3 listy papiru Whatman 3 MM, (7) bunicita vata, (8) sklo, (9) zavazi 1 kg.
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Diagram jednotlivych reak¢énich kroku pri hybridizaci DNA se
sondou znacenou digoxigeninem

Reakce Teplota Cas Reagent
Prehybridizace 68° C 1-6hod hybridizaé¢ni pufr
Hybridizace 68° C 8-16 hod hybridiza¢ni pufr + sonda
Post-hybridiza¢ni promyti |20° C 2% 5 min 2xSSC - 0,1% SDS
Post-hybridiza¢ni promyti |68° C 2x 15 min 0,1xSSC - 0,1% SDS
ekvilibrace membrany 20° C 2 min pufr Bl
blocking 20°C 30 min pufr B2
navazani protilatky 20°C 30 min 150 mU anti-DIG AP v B2
promyti 20°C 2 x 15 min pufr B1 + 0,3% Tween 20
ekvilibrace 20°C 2 min pufr B3
barevna reakce 20°C 5 min - pres noc |barvici roztok
zastaveni reakce 20°C 5 min TE pufr
fotografovani

odstranéni navazané sondy a rehybridizace
odbarveni 50-60°C |2x1-2hod dimethylformamid
promyti 20°C 2 min redest. voda
odstranéni sondy 37°C 2% 20 min 0,2M NaOH - 0,1% SDS
(denaturace)
neutralizace 20°C 2 min 2xSSC
prehybridizace a hybridizace s dalsi sondou
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Molekula DIG-dUTP



