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Streszczenie

Hybrydyzacja nothern jest standardową techniką
stosowaną do identyfikacji oraz okréslania wielkości
analizowanych transkryptów RNA. Najistotniejsze
rożnice odró̇zniające northern od Southern to
elektroforezaw warunkachdenaturuj̨acych struktur̨e
drugorzedową RNA, brak etapu denaturacji RNA
za pomocą NaOH1 oraz powszechne stosowanie
formamiduw buforachdo hybrydyzacji.

Część I

Teoria
Metody takie jak Southern i northern oparte są
na zdolnósci sondy do wybiórczego wiązania
się z sekwencjami do niej komplementarnymi.
Hybrydyzacja pozwala specyficznie wykrywać
interesuj̨ace nas sekwencje mimo obecnósci dużej
ilości innych (nie komplementarnych) molekuł.
Komplementarnósć w tym przypadku rozumiemy
jako zalėzneod sekwencjirozpoznawaniesię molekuł
(ang. “molecular recognition”) i ich wzajemne
wiązanie.Na przykładdwie nici dwuniciowego DNA
wiążą się ze sobą ponieważ mają komplementarne
sekwencje.Dzieki wiązaniusondyz komplementarn̨a
do niej sekwencj̨a powstają kompleksy “sonda-
sekwencjakomplementarna”. Te kompleksy można
wykrywać dzieki temu, że sondajest wyznakowana
(radioaktywnielub chemicznie).

W roztworze wyst̨epują nast̨epujące kompleksy
różnychmolekułzwanedalejhybrydami:

1. DNA-DNA. Jednoniciowe DNA (ssDNA) może
dzięki parowaniu zasad tworzyć dwuniciowe
hybrydy w których ssDNA sondy wiąże się

1NaOHhydrolizujeRNA

do komplementarnego ssDNA analizowanej
sekwencji.

2. DNA-RNA. Sonda którą jest ssDNA może
tworzyć dwuniciowe hybrydy z komplementarna
cząsteczk̨a RNA (RNA jest z reguły
jednoniciowe).

3. RNA-RNA

Dwie ważnewłaściwóscihybrydyzacji to:

1. Reakcja hybrydyzacji jest specyficzna - sonda
wiążesię tylko do sekwencjikomplementarnej.

2. Hybrydyzacja jest wybiórcza - czyli
zachodzi pomįedzy komplementarnymi
molekułami RNA mimo obecnósci dużej
ilości niekomplementarnych molekuł. Tak
więc sonda może wiązác się wybiórczo do
obiektu docelowego w roztworze bilionów
spokrewnionychlecznie identycznychmolekuł.

Techniki hybrydyzacji są nieocenioneponieważ w
komórceznajdujesię tysiącegenówi tysiąceróżnych
mRNA. Po uwolnieniu zawartósci komórki podczas
ekstrakcjiDNA, RNA lub białkaostatecznieizolujemy
mieszaniniegenomowego DNA lub całkowite RNA.
Analizaspecyficznego genulub jegoproduktu(mRNA)
w takiej mieszaninienie byłaby możliwa jeśli techniki
których używamy nie pozwalałyby na specyficzne
wykrywaniekonkretnejmolekułyRNA lub DNA.

1 Podstawowe definicje

Southern blot
� analizowany obiekt: DNA (np. genomowy DNA)

po pocįeciuenzymemrestrykcyjnym

� sonda: radioaktywnie wyznakowane DNA o
sekwencji komplementarnejdo analizowanego
DNA.
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3 ETAPY HYBRYDYZACJI 3.2 Transfernamembran̨e

Northern blot:

� analizowany obiekt: RNA (np. całkowite RNA z
li ściArabidopsis thaliana)

� sonda: wyznakowany radioaktywnie DNA
lub RNA o sekwencji komplementarnej do
analizowanego RNA

2 Opis hybrydyzacji

Tworzeniehybrydw roztworzeniemawiększegosensu
- ponieważ po zmieszaniuroztworuRNA z roztworem
radioaktywnejsondyuzyskamyradioaktywny roztwór
w którym nie będziemożnaokréslić które transkrypty
tworzą hybrydy z sondą. Dlatego przedhybrydyzacj̨a
RNA rozdzielasię na żelu a nast̨epnieunieruchamia
na podłȯzu stałym (immobilizacja) dzięki czemu
pozostajeononaswoimmiejscupodczashybrydyzacji
i odpłukiwania niezwiązanej sondy. Ostatnim
etapem northerna jest detekcja miejsc wiążących
sond̨e odpowiadających położeniu sekwencji RNA
komplementarnychdo sondy.

3 Etapy hybrydyzacji

1. Elektroforezaw żelu.

2. Transferna membran̨e nylonową (którapełni rolę
"solid support").

3. Blokowanie miejsc niespecyficznie wiążących
sond̨e.

4. Przygotowaniesondy.

5. Hybrydyzacja.

6. Odpłukanieniespecyficzniezwiązanejsondy.

7. Detekcjahybrydsondyz molekułądocelową.

3.1 Elektr oforezaw żelu

Technika ta służy do rozdziału molekuł na
podstawie ich wielkości. Właściwósci użytego do
elektroforezy buforu i jego pH są dobrane, tak że
rozdzielane molekuły mają ujemny wypadkowy
ładunek elektryczny. RNA przemieszczasię w
polu elektrycznym od negatywnej elektrody (-) do
dodatniejelektrody (+) i przeciskaj̨ac się przez pory

żelu rozdziela się pod względem wielkości. Aby
zapobiecróżnicą wielkości struktur drugorz̨edowych
tworzonych przez RNA nalėzy go zdenaturować.
Różne techniki są stosowaneprzy usuwaniustruktur
drugorz̨edowych i trzeciorz̨edowych RNA i DNA (np.
podczasprzygotowywanieDNA do Southernatnie się
go enzymemrestrykcyjnym na fragmentyrestrykcyjne
mające tylko struktur̨e pierwszorz̨edową). RNA do
Northernamimo, żeRNA jest jednonicioweto poprzez
parowanie komplementarnych zasadtworzy struktury
drugorz̨edowe (zwykle mniej niż 50% cząsteczki
RNA pozostajejednoniciowa). Aby temu zapobiec
denaturujemyRNA w obecnósci formaldehydu.

Pozbawione struktur drugorzedowych próbki
rozdzieliają się pod względem masy cząsteczkowej,
ponieważ bez struktur drugorz̨edowych i
trzeciorz̨edowych ich jest proporcjonalnado masy
cząsteczkowej. Odległość na jaką się przemieszcz̨a
jestproporcjonalnaw przybliżeniudo log odwrotnósci
masycząsteczkowej (logarytm1/MW).

Masa molekularna rozdzielanych cząsteczek
mierzonajestw:

DNA: bp(parachzasad)i kbp(1kbp=1000bp)

RNA: nt (nucleotydach)i knt

W większósci elektroforezdo jednejstudzienkidodaje
się mieszanin̨e DNA lub RNA lub białka o znanej
masiecząsteczkowej. Tegorodzajustandardywielkości
(masy cząsteczkowej) używane są do kalibracji
danejelektroforezy(umȯzliwiają okrésleniewielkości
naszychmolekuł poprzezporównanieze standardami,
bo “masa naszej molekuły” = “masa molekuły
standarduktóry przemiéscił się o ten sam dystans
w trakcie elektroforezy”). Próbki na żelu wybarwia
się bromkiem etydyny który wiąże się w sposób
niespecyficzny (niezalėzny od sekwencji) z naszymi
RNA (zauwȧz, żesondawiążesięalew sposóbzalėzny
od sekwencji). Kompleks DNA-EtBr fluoryzuje w
świetleultrafioletowym.

3.2 Transfer na membranę

Po rozdziale RNA lub DNA na podstawie różnic
w masie cząsteczkowej, musimy je unieruchomíc
przenosz̨ac na membran̨e. Robimy to dlatego,
że hybrydyzacjaw żelu nie zachodzi zbyt dobrze.
Ta procedura nazywana jest blotowaniem (dlatego
mówimy northernblot lub Southernblot). Zwykle jako
"solid support"wykorzystujesię membrany nylonowe
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3 ETAPY HYBRYDYZACJI 3.5 Hybrydyzacja

lub filtry nitrocelulozowe(nazywanefiltrami ponieważ
pierwotnie były one używanejako papier filtruj ący).
DNA i RNA bardzodobrzewiąże się do powierzchni
membrany w sposóbniezalėzny odsekwencji.

DNA i RNA przenosisię na membran̨e najcz̨ésciej
poprzez transfer kapilarny, w którym molekuły
przemieszczaj̨a się wraz z strumieniem buforu
przepływaj̨acego przezżel.

Zauwȧz, że w Southernie, DNA w żelu jest
dwuniciowe, tak więc trzeba go zdenaturować, bo
sondamożewiązác się tylko do jednoniciowegoDNA.

RNA już podczas elektroforezy znajduje się w
postaci jednoniciowej umȯzliwiającej wiązanie się
sondy.

3.3 Blokowanie (niespecyficznie
wiążącychmiejsc)

Na tym etapie, na powierzchni filtra znajdują się
molekuły rozdzielonego pod względem wielkości
RNA oraz miejsca które jeszcze nie związały
(niespecyficznie) żadnych molekuł. Gdybýsmy
dodali sond̨e do takiego filtra, to związała by się
ona niespecyficznie do wolnych miejsc na filtrze,
tak jak to zrobiły molekuły transferowane z żelu
na filtr. Otrzymalibýsmy filtr całkowicie pokryty
sondą tak, że detekcjahybryd sonda-RNA nie byłaby
możliwa. Z tego powodu filtry przed hybrydyzacj̨a
inkubuje się w roztworze zawierającym st̨eżony
DNA lub RNA blokujący niespecyficznie wiążące
miejsca. Takie traktowanieopłaszczafiltr i zapobiega
niespecyficznemuwiązaniusię sondyz powierzchnią
filtra.

3.4 Przygotowaniesondy

RadioaktywnesondyDNA dlahybrydyzacjiSoutherni
Northern

Naszym celem jest w tym wypadku stworzenie
radioaktywnejkopii dwuniciowego fragmentuDNA.
Do tej procedury używa się wycięty z plazmidu
fragmentrestrykcyjny zawierający naszgen.

Tak więc, trawimy plazmidodpowiednimenzymem
restrykcyjnym, a produkty trawienia rozdzielamyna
żelu. Ponieważ plazmid ma zwykle mniej niż 20
kbp i znamy jego map̨e restrykcyjną, więc jestésmy
w stanie zidentyfikować prążek na żelu zawierający
interesuj̨acą nassekwencj̨e. Ten prążek wycinamy z
żelu i ekstrahujemyz niego DNA. Ponieważ prążki
są dobrze od siebie oddzielonena żelu DNA jakie

z nich wyizolowaliśmy zawiera identycznefragmenty
dwuniciowegoDNA.

Fragmenty restrykcyjne (matryca) są nast̨epnie
znakowanez użyciemlosowychheksamerów("random
hexamer"):

1. Denaturujemy matrycowe DNA - helisy
rozdzielamyprzezgotowanie.

2. Dodajemy mieszanin̨e losowych heksamerów
(6-cio nukleotydowe fragmenty ssDNA) o
sekwencjachzawierających wszystkiekombinacje
6 nukleotydów. Te heksamery parują ze
wszystkimi komplementarnymi miejscami na
matrycy.

3. Dodajemy: DNA polimeraz̨e, dATP, dGTP,
dTTP i radioaktywnedCTP. Zazwyczaj,fosforan
związany z cukrem(fosforana jest włączany do
nici DNA) jest radioaktywnym izotopem(fosfor-
32).

4. Mieszanin̨e reakcyjną gotujemy przed
hybrydyzacj̨a aby zdenaturować zsyntetyzowaną
sond̨e.

5. W ten sposób otrzymujemy radioaktywny
jednoniciowy DNA, który jest kopią obydwunici
matrycy i nadajesię do użyciajako sonda

Ta procedurajest przedstawiona na schemacieponi̇zej
(wyznakowaneDNA jestnarysowanegrubsz̨a lini ą).

3.5 Hybrydyzacja

We wszystkichrodzajachblotów, wyznakowanasonda
jest dodawana z buforem do wyblokowanego filtra
(membrany) i jest inkubowanaprzezkilka godzinaby
sondaodnalazłaswojąmolekuł̨edocelową

3.6 Odpłukiwanie

Po utworzeniu hybryd pomįedzy sondą a molekułą
docelową musimy usunąć niezwiązan̨a (z molekułą
docelową) sond̨e która jest w roztworze którym
nasiąknįety jest filtr. Jésli nie usuniemyniezwiązanej
sondy to cały filtr będzieradioaktywny i specyficzne
hybrydy będą niewykrywalne (na tak dużym sygnale
tła).

Niezwiązan̨a sond̨e odpłukujemyprzemywaj̨ac filtr
kilkakrotniebuforami.
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Uwaga: W Southerniei Northerniehybrydy mogą
się tworzyć pomįedzy RNAmi o zbliżonej lecz nie
identycznej sekwencji (np.: z tym samym genem
z dwóch różnych gatunków). Ta właściwósć jest
wykorzystywana w badaniu genów z innych (niż
sonda)organizmówlub do badaniamutacji. Dlatego
stosujemyodpłukowaniew warunkacho różnejostrósci
("stringency") tak aby w zalėznósci od potrzeb
odpłukác mniej lub silniej związan̨a sond̨e (o różnym
stopniuhomologii). Kontrolującw ten sposóbostrósć
płukania (Piotr : dla mnie słowo "stringency" jest
OK) poprzez na przykład zwiększanietemperatury
zwiększamy ostrósć płukania tak, że po płukaniu
zostaj̨a hybrydyo mniejszejilościmismaczy(mismacz
to miejsceniekomplementarne).

3.7 Detekcja hybryd sonda-RNA

Na tym etapie mamy filtr nylonowy z miejscami
w których sonda związała się z komplementarnymi
sekwencjamiRNA. Taki filtr wyglądajak czystakartka
papieru i trzeba w jakiś sposób okréslić miejsca
wiązaniasondy.

Autoradiografia Jésli sonda jest radioaktywna
to można wykryć promieniowanie radioaktywne
ponieważ náswietla ono kliszę rentgenowską (tak
jak film czarno-biały w aparacie fotograficznym
tylko, że większy, grubszy i czulszy). Taki film
náswietlamy przykładaj̨ac do niego (w ciemnósci)
filtr po hybrydyzacji. Najczésciej náswietlasię go od
kilku minut do kilku tygodni. Po wywołaniu miejsca
nie náswietlone są przezroczystea w miejscachw
którychpromieniowaniez radioaktywnychpunktówna
filtrze náswietliło film zaobserwujemyciemneplamy,
których intensywnósć będzieproporcjonalnado ilości
wiążącego sond̨eRNA.

Detekcja enzymatyczna Jeststosowanejeśli sonde
wyznakowaliśmy chemicznie dioksygenin̨a (DIG).
Taką sonde wykrywa się za pomocą koniugatu
przeciwciało-enzym który rozkłada substrat na
nierozpuszczalny barwny produkt (chromogeniczny
substrat) lub produkt którego rozkłąd wywołuje
fluorescencj̨e.

Część II

Czę́sć praktyczna
Aby zapobiec degradacji RNA stosujemy w
northernie naczynia i roztwory wolne od RNaz.
Szczególnie nalėzy unikác rzeczy używanych do
miniprepów (w których stosuje się RNaze). Do
przygotowania roztworów do northerna stosujemy
sterylną dejonizowaną wodę (świėza MiliQ jest wolna
od RNaz). Do dezaktywacjiRNaz używamy DEPC2

(nie stosujemydo roztworów zawierających tris, bo UWAGA!
DEPCreagujez grupamiaminowymi).

TechnikidezaktywacjiRNazsą szczegółowo
omowionew rozdzialepoświęconym izolacji
RNA.

Ewentualne problemy: Jednoniciowe RNA może
tworzyć struktury drugorz̨edowe zakłócaj̨ace rozdział
nażelu.Aby temuzapobiecelektroforez̨epróbekRNA
przeprowadzamyw warunkachdenaturuj̨acych. Do
denaturacjiRNA powszechniestosujesię formaldehyd,
glyoxal/DMSO lub (silnie trujący) methylmercuric
chloride.

Częstonaautoradiogramie3 pojawia się słabysygnał
hybrydyzacji leżący na wysokósci rybosomalnego
RNA. W takiej sytuacji, aby mieć pewność, że nie
jest to niespecyficzna hybrydyzacjado rRNA nalėzy
zamiastcałkowitegoRNA użyć mRNA.

Granicą czułósci northernajest detekcjaokoło5 pg
analizowanego transkryptu.W przypdkutranskryptów
genów o wysokim poziome ekspresji5 pg znajduje
się w mniej więcej 100ng całkowitego RNA. Do
hybrydyzacji używa się zwykle 10ug RNA, tak
aby możliwe było wykrycie rzadkich transkryptów
(stanowiących nie mniej niż 0,01% mRNA). Do
analizybardzorzadkichtranskryptówużywasię frakcji
poli(A)+. 3ugpoli(A)+ powinno pozwolíc nadetekcj̨e
transkryptu mRNA stanowiącego powyżej 0,0002%
frakcji poli(A)+ RNA.

Do badaniapoziomu ekspresjigenów4 niezb̨edne
jest dodawanie równej ilości RNA do każdej
próbki. Okréslenie st̨eżenia całkowitego RNA

2DEPC(ang. “diethylpyrocarbonate”) - dwuetylopirowęglanjest
kancerogenem.

3Autoradiogram pokazuje rozmieszczenie prążkow RNA
hybrydyzującychdo radioaktywniewyznakowanejsondy.

4Northern pozwalana okréslenie poziomu danegotranskryptu,
który jestwypadkowąszybkóscijegotranskrypcjii degradacji.
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4 SZCZEGÓŁOWY OPISHYBRYDYZACJINORTHERN 4.2 PrzygotowaniepróbekRNA

nie jest proste ponieważ zwykle zawiera ono
zanieczyszczeniautrudniające precyzyjny pomiar
spektrofotometryczny5. Aby potwierdzíc, że do
nakładanych na żel próbek dodalísmy identyczn̨a
ilość RNA puszczamy dodatkową elektroforez̨e z
taką samą ilościa RNA jaką planujemydo właściwej
elektroforezy. Jésli na tym testowym żelu ilości RNA
w poszczególnych próbkach nie są równe to przy
korygowaniuilościnakładaneg nażel RNA nalėzy:

� Dostosowywać ilość odpipetowanego do próbki
RNA w mniejszym stopniu niż wynikałoby
to z zaobserwowanych na żelu różnic
(zaobserwowanych “na oko” lub analizując
komputerowo fotografįe takiego żelu). Np.
zamiast dodac 40% wiecej RNA nalėzy dodác
tylko 20%więcej.

� Jésli różnice w st̨eżeniu RNA są ogromne, tak
że do jednych próbekdodajemyułamekul RNA
a do innych kilkadziesiąt ul RNA, to nalėzy:
odpipetować po równej ilości RNA do każdej
próbki (np. po 200 ug), strącíc RNA i zawiesíc
w identycznejobjętósci (wody lub formamidu).

4 Szczegółowy opis hybrydyzacji
northern

Odczynniki i aparatura

agaroza,woda,10xMOPS-EDTA (0.2MMOPS,50mM
octan sodu, 10mM EDTA pH7.0) formaldehyd,
formamid, glicerol , barwnik bromophenol blue,
bromeketydyny,1M NaOH, 10xSSC,zasilacz,aparat
do elektroforezy (najlepiej z chłodzeniem), łażnia
wodnalub thermoblok,końcówki do pipet, probówki
Eppendorfa.

4.1 Przygotowanieżelu (1,3%, 30ml)

1. Rozpúsć 0,39gświėzej agarozyw wodziewolnej
od RNaz. Wsyp agaroz̨e do 26,1 ml wody i
rozpúsć w kuchencemikrofalowej mieszaj̨ac co
kilkadziesiąt sekund. Po rozpuszczeniuagarozy
pozostaw jąna5 minutw temp.90-100oC(można
w kuchence nastawionej na najmniejsz̨a moc
lub wstawiając do zlewki ze świėzo zagotowaną
wodą).

5Absorpcj̨e RNA badamy przy długósci fali równej 254 lub
260nm.

2. Dodaj 3ml buforu 10xMOPS-EDTA[3] (trzeba
mieszác i/lub dodawać lekko ogrzany bufor aby
uniknąć krzepnįeciażelu).

3. Schłód́z żel do temp. ok. 50oC (nie jest zbyt
gorąca aby przyłożyć do policzka). Najlepiej
schładzác w wodzie w styropianowym pudełku
(dodaj do pudełka tyle wody ile w zlewce jest
żelu).

4. Pod wyciągiem dodaj dwa razy 0,76ml 37%
formaldehydu6(wtym st̨eżeniu zwany jest
formaliną). Uwaga!

5. Wylej żel do dokładnie wypoziomowanej
wanienki. (Żele do northern’anie powinny być
grubszeniż 3mm, dlatego ważne jest dokładne
wypoziomowaniewanienkinażel).

6. Żel powinien powoli zastygác więc trzeba
wylewać gow ciepłymmiejscu(aleniecieplejniż
37oC).

4.2 Przygotowaniepróbek RNA

Przygotujświėzy bufor dodając:
� 0,75 ml zdejonizowanego formamidu

(niezdejonizowany pachnie amoniakiem i/lub
jestżółty).

� 0,15ml buforu10xMOPS-EDTA

� 0,24ml formaldehydu

� 0,1ml wody wolnejodRNaz

� 0,1ml 80%glicerolu

� 0,08ml 10%lub 2% w/v Bromophenolblue.

Taki bufor niektórzyprzechowująw -20oCw
ependorfówkach,ale takprzechowywany
bufor niezawszedziała.

DenaturacjapróbekRNA.
� Dodác 15ul buforu do 5ul próbki RNA (nie mniej

niż 10 ug RNA)

� Inkubować 15 minutw 65oC.

� Przeniésć do lodu.

Tak zdenaturowaneRNA można przechowywać przez
kilka miesįecy w -80oC.

6Oparyformaldehydusą toksyczne.
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4 SZCZEGÓŁOWY OPISHYBRYDYZACJINORTHERN 4.4 TransferRNA z żelunamembran̨e

4.3 Elektr oforeza

Próbki na żel można naniésć w sposóbstandardowy
(1ul bromkuetydyny dodajemubezpósredniodokażdej
próbki) lub jeśli mamybardzodużopróbekto:

1. Pod wyciągiem, gdzie krzepnie żel, do każdej
kieszonki dodajemy 10ul dziesįeciokrotnie
rozciénczonego bromkuetydyny.

2. Żel z bromkiem wkładamy ostrȯznie do buforu
(1xMOPS-EDTA) do aparatudo elektroforezyi
taki pustyżel puszczamyw odwrotnąstron̨e(+ od
strony studzienek),czekamy2-5 minut aż bromek
przejdziezestudzienekw żel poni̇zej.

3. Zamieniamyelektrody(- od strony studzienek).

4. Nanosimy próbki (bez bromku) i włączamy
elektroforez̨e (bromek idzie w przeciwną stron̨e
niż RNA i DNA, więc bromek idąc do (-)
wymieszasię z RNA idącym do (+).

Elektroforez̨e prowadzimy przy niskim napįeciu (np.
18 godzin5-20V, czyli najmniejszenapįeciejakie daje
zasilaczdo elektroforezy), mieszaj̨ac bufor co kilka
godzin i najlepiej z chłodzeniemod dołu (puszczanie
elektroforezyw chłodni nie ma sensubo bufor będzie
bardzointensywnieparował). Aby uzyskác chłodzenie
aparatuod dołu można włożyć aparatz buforem do
kuwety i wsypác do kuwety pod aparat,lód z wodą.
Można też po włożeniuaparatuz buforemdo kuwety
zamiastwsypywanialodu z wodą można umiéscíc tę
kuwet̨e na zlewie i doprowadzíc do niej rurką zimną
wodę(zimnawodaz kranuwpływadokuwetyobmywa
aparati wylewasięz drugiejstrony kuwetydo zlewu)

Jésli nie zalėzy nam na jakości rozdziałuto można
puszczác elektroforez̨eprzynapįeciu5V/cmodległości
między elektrodami. Nalėzy pamįetác, aby aparat
do elektroforezybył bardzodobrzewypoziomowany,
ponieważ optymalniepowinno być około 1mm buforu
nadżelem.

Elektroforez̨e prowadzimy, aż barwnik
(bromophenol blue) przemiésci się do 1/2-2/3
długósci żelu. Żel z rozdzielonym RNA można!!!
oglądác na transiluminatorzeUV (oczywýscie jeśli
wczésniej dodalísmy do RNA bromku etydyny). Nie
zalecasię barwieniażelu po elektroforeziebromkiem
etydyny. Formaldehyd powoduje bardzo wysokie
tło jeśli dodamybromek etydyny do żelu i utrudnia
odbarwianie (odbarwianie żelu ułatwiają substancje
zawierającegrupuaminowe,np. triss,mocznik,itp).

4.4 Transfer RNA z żeluna membranę

Po elektroforezie żel płuczemy 2 razy po 20 min
w 10xSSC(aby usunąć formaldehyd). Jésli żel był
barwiony bromkiem inaczej niż to opisanopowyżej,
to zapewne przed transferemnalėzy go też inaczej
traktować.

Transferdownwoard(“w dół”) układasięw wysokiej
wanience plastikowej i składa się z nast̨epujących
warstw:

1. Wanienkaz 10xSSC

2. Whatman3M7po którymspływa10xSSC.

3. Kilka warstwWhatman3M, tak abyroztwórSSC
spływający z wanienki równomierniezwilżał żel
leżący poni̇zej.

4. Żel obłożony dookoła parafilmem. Parafilm
uniemȯzliwia przepływroztworupozażelem.

5. Filtr nylonowy (na nim zatrzymuje się RNA
przemieszczaj̨ace się z buforem przepływaj̨acym
przezżel).

6. Kilka warstw Whatman 3M (umȯzliwia
równomierny odpływ buforu 10xSSC, który
przes̨aczasięz membrany powyżej).

7. Szeroki pasek Whatmana 3M umȯzliwiający
spływaniebuforunadnowanienki.

8. Stolik (np. plastikowe pudełko lub warstwa
celulozowych gąbek) dostateczniewysoki, aby
spływający z górybufor niezatopiłnamtransferu.

4.4.1 Etapy układania transferu (downword). Pomįedzy
warstwami
nie
może
być
ani
jednego
pęcherzyka
powietrza.

1. Na dnie plastikowej wanienki (najlepiej o
stromych brzegach) połóż prostokątną pieluch̨e
lub kilkucentymetrową warstw̨e bibuły lub
plastikowepudełko.

2. Na pieluch̨e (lub pudełko)połóż 2-3 dosýc duże
(znaczniewiększeod żelu) kawałki zwilżonego
(10xSSC)papieruWhatman3M.

3. Połó̇z namoczony przez5 minut (w wodzie)filtr
nylonowy z obcįetym rogiem, filtr powinien być
większyod żeluo około1mm.

7Whatman3M jestwysokiejjakościpapieremfiltracyjnym
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4. Na filtr nylonowy połóż żel,w tej samejorientacji
co w aparaciedo elektroforezy. Na zdjęciu
żelu które uprzedniozrobiłés zaznaczpołożenie
obcįetego rogu filtru. Żel lepiej się układajeśli
polejemyfiltr nylonowy odrobinąbuforu10xSSC.

5. Przebijaj̨ac studzienki żelu, zaznaczołówkiem
(najlepiej o długim cienkim rysiku) położenie
studzienek(jest to bardzo ważne, jeśli o tym
zapomniałés to dalszeetapyniemają sensu).

6. Na żel połóż kilka warstw zwilżonego (w 10x
SSC)papieruWhatman3M (dokładnietej samej
wielkościco żel).

7. Wytnij kilka pasków papieru Whatman 3M o
szerokósci równej długósci żelu. Pasekpapieru
musibyć natyle długi, abypołożony nażelusięgał
obydwomakońcami do stojącego nad wanienk̨a
pojemnikaz buforem(10xSSC).

8. Zwil ż te długie paski Whatman’a3M w buforze
(10x SSC)i połóż je na żelu. Połó̇z tak aby żel
leżał w połowie ich długósci.

9. Na wanience z transferem postaw mniejszą
wanienk̨enabufor (10xSSC).

10. Włóż końce długich pasków Whatman’a do
wanienkinabufor i nalejdo niej 10xSSC.

Tak ustawiony transfer idzie przez 1-3 godziny w
chłodni. Czaszalėzy od grubósci i st̨eżeniażelu oraz
od wielkości analizowanych transkryptów(im większe
transkryptytym dłuższyczastransferu).Pamįetaj,aby!!!
w czasie trwania transferunie zabrakło buforu 10x
SSC!

4.5 Zapiekanie (immobilizacja)

1. Filtr po transferze(jeszczewilgotny) połóż na
czystejpowierzchni transiluminatoraUV (można
na przezroczystejfolii typu Saran)stroną z RNA
dogóryi włączUV na5min. UwaganaUV, trzeba
przestrzegác zasadpracy z transiluminatorem!

2. Po zapiekaniu na UV filtr połóż filtr na
papierzeWhatman3M i pozwólmu wyschnąć na
powietrzu.

3. Suchyfiltr z RNA zawiń w papierWhatman3M
i zapieczw 80oCprzezokoło 45 minut (min. 30
min, max.2 godz.).

Taki filtr gotowy jest do prehybrydyzacji. Można go
przechowywać alenie jestto wskazane.

4.6 Prehybrydyzacja

1. Przygotuj bufor do prehybrydyzacji[1], dodając
świėzo zdenaturowane DNA ze spermy łososia
(lub jakiekolwiek pofragmentowane genomowe
DNA, np. Ze spermyśledzia,z grasicy cielęcej,
itp.)

2. Do suchej,czystejbutelki do hybrydyzacjiwłóż
filtr z zapieczonym RNA. Strona z RNA jest
skierowanado wnętrzabutelki. Końcefiltra mogą
się minimalnie zaz̨ebiác. Jésli filtr jest zbyt
duży, to nalėzy położyć go nasiateczcenylonowej
(nylon mesh)która umȯzliwi dost̨ep buforów do
wszystkichmiejscfiltra.

3. Nast̨epnieostrȯznie(abysię nie pienił) wlewamy
bufor do prehybrydyzacji. Zwijamy pęset̨a
filtr i przechylaj̨ac butelkę pozwalamy filtrowi
nasiąknąć buforem. Nasiąkanie rozpoczynamy
od krawędzi leżącej od strony butelki i powoli
przekr̨ecając butelkę i odwijającfiltr dochodzimy
z nasączaniemdo krawędzi leżącej od wewnątrz
butelki.

4. Butelkę wkładamy do pieca na hybrydyzacji
nastawionego na 42oC (uwaga jeśli po
kilkudziesįeciu minutach filtr się zwinie w
rulonik, to trzeba wyjąć butelkę i włożyć ją
odwrotnie).

Prehybrydyzacj̨e prowadzimynie krócejniż 2 godziny
i nie dłużej niż przez noc (optymalnie 4-6 godzin).
Dobrze jest wstawić do tego samego pieca bufor
do hybrydyzacji - tak aby w chwili, gdy będzie on
potrzebny miał już odpowiednią temperatur̨e.

4.7 Znakowaniesondy

Uwaga. Wszystkie czynnósci z izotopem
przeprowadzamy w pokoju izotopowym.
Eppendorfówkiz izotopemtrzymamy w statywachz
pleksi,całyczasnosimyfartuchi dwieparyrękawiczek
gumowych(zewnętrznąpar̨ejeśli sięzabrudziizotopem
zast̨epujemy nowymi rekawiczkami, eppendorfówki
przenosimypęset̨a (nie ręką), wszystko robimy za
ekranamiz pleksi ). Przestrzegamy wszystkichzasad
pracy z izotopemw pracowni izotopowej klasyIII.
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Zmodyfikowana metoda z kitu Fermentasa
Zmieszaj:

� 5ul DNA (150ng- taki prążek już wyraźniewidać
nażelu)

� 5ul primerów(hexanukleotydów)

� 10ulH2O

Zwiruj przezkilka sekund,Denaturuj(gotowanie)przez
5-10min, gwałtownie schłód́z na lodzie i zwiruj przez
kilka sekund.

Dodaj:

� 1,5ul MixA (bezdATP)

� 1,5ulH2O

� 1,5ulpolimerazyKlenowa

� Na końcu tuż po dodaniu Klenowa dodaj
przestrzegającBHP izotop32P[dATP]!!!

Wymieszaji zwiruj przezkilka sekund,inkubacjaprze
10 minut w 37oC (w ogrzanym wczésniej statywiez
pleksi).

Dodaj:

� 3ul dNTPi inkubuj przez5 min. w 37oC

Zatrzymajreakcj̨e przezdodanie1ul 0,5M EDTA (pH
8). Takwyznakowanąsond̨eoczyszczasięnakolumnie
z Sephadex G-50

4.7.1 Oczyszczaniewyznakowanejsondy

Sond̨e odczyszczamy, aby pozbýc się niewłączonego
do DNA izotopu i zbyt krótkich radioaktywnych
fragmentów, któremogłybywiązác się niespecyficznie
do membrany. Wszystkierzeczy niezb̨ednepodczas
oczyszczaniasondy musz̨a zostác przygotowane i
poustawianewczésniej.

1. Do strzykawki (mała cieniutka strzykawka
"insulinówka") wkładamy na dno (przy wylocie
do igły) kawałek waty szklanej. Tłoczek
odkładamynabok (będziepotrzebny później).

2. Tak zatkan̨a strzykawkę po umocowaniu w
statywie,napełniamymałymi kroplamizawiesiną
Sephadex’u G-50 w buforze TE. Sephadex
powinien osią́sć w strzykawce tak, aby pozostało
około1-2cmpustegomiejscaodgórystrzykawki.

3. Podstrzykawkę wstawiamy statywlitego pleksi a
w nim kilka eppendorfówek.Całósć stawiamy za
ekranemochronnym z pleksi.

4. Obokstrzykawki stawiamymałąpłytkęz pleksize
szczelin̨a. Płytka ta posłu̇zy namdo sprawdzania
radioaktywnósci na różnych poziomach
strzykawki (promieniowanie przechodzi tylko
przezszczelin̨e (najlepiejustawić płytkę tak, aby
do licznika docierało tylko promieniowanie z
dolnegokońcastrzykawki). Uwaga!

5. Nanosimy radioaktywn̨a sond̨e (z dodatkiem
kilkunastu ul blue dextran’u) na sephadex w
strzykawce i po wsiąknįeciu tego roztworu w
sephadex, dodajemy małymi porcjami roztwór
TE. Po dodaniupierwszejporcji TE powinniśmy
poczekác aż wsiąknieonacałkowicie w sephadex.

6. Przepływ dodawanego TE przez sephadex
powoduje, że duże cząsteczki DNA szybko
się przemieszczaj̨a wraz z jego strumieniem
a małe wolniej. Powoduje to rozdzielenie
dużych cząsteczek DNA od małych i od
niewłączonego do DNA izotopu. Z chwilą,
gdy duże cząsteczki wyznakowanego DNA
znajdą się u wylotu strzykawki, licznik G-
M zarejestruj̨e zwiększon̨a liczbę rozpadów
radioaktywnych. W tym momencie trzeba
przesun̨ać statyw z eppendorfówkamitak aby
wypływający ze strzykawki roztwór zbierał się
do nowej probówki. W zalėznósci od wielkości
wyznakowanych fragmentówkolokalizująsię one
w roztworzezabarwionym bluedextranem.

7. Z chwilą gdy zaczynaspadác ilość zliczén na
liczniku G-M, przesuwamystatywi wypływający
roztwór zbieramy do nowej probówki aż do
momentuw którym ilość zliczén zacznierosnąć
(jeśli w ogóletaki momentnast̨api).

8. Nast̨epnie tłoczkiem od strzykawki zatykamyją
od góry (uwaga na wypływające ze strzykawki
krople) i wyrzucamy ją do kosza na odpadki
radioaktywne.

Naszawyznakowanasondaznajdujesię w pierwszej
(a czasamitakże w drugiej) najbardziejradioaktywnej
probówce. Radioaktywnósć probówek sprawdzamy
wyciągaj̨ac je pęset̨a na chwile ze statywu. Nalėzy to
robić w tej samejodległości od licznika (np. 30cm).
Zawszenajlepiejosłonįetaodpromieniowaniapowinna
być osobapracującaz izotopem.
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4.8 Denaturacja sondyi hybrydyzacja.

Sond̨e oczyszczon̨a na Sephadex’ie denaturujemy
gotując ją przez około 7 minut. UWAGA Nalėzy
zabezpieczýc eppendorfówke przed samoczynnym
otwarciem (np. robiąc dziurkę w wieczku, lub
wzmacniaj̨ac zamknįecie eppendorfówki przez
właściwe i bardzomocneowinięcie foli ą aluminiową
- owijamy foli ą aluminiową i ubijamy tę folie przez
wciśnįeciedostatywu).

!!!
UWAGA! Otwarcie eppendorfówki

podczas denaturacji spowoduje
rozprýsnįecie izotopu po całym
pomieszczeniu- zabezpieczsię przed
taką ewentualnóscią!

1. Eppendorfówk̨ezawierającą zdenaturowanąsond̨e
dopełniamybuforemdohybrydyzacji.

2. Wylewamy bufor do prehybrydyzacji i
zast̨epujemy go minimalną ilością buforu do
hybrydyzacji. Im mniej buforu tym lepiej, ale
musibyć godostateczniedużożebyfiltr nylonowy
był nim cały czasna całej długósci obmywany.
Musimy pamįetác też aby ilość dodanego z
buforem TE izotopu nie rozciénczyła w sposób
istotny buforudo hybrydyzacji.

3. Do butelki wlewamy nasz̨a sond̨e (wlewany na
samodnobutelki, gdziezebrałsięnaszbufor). Nie
wolnowlewać sondybezpósrednionamembran̨e.

Hybrydyzacj̨e w buforach zawierających formamid
prowadzimynie krócejniż 24 godziny (najlepiejprzez
36 godzin). Temperaturahybrydyzacji zalėzy od
stopniahomologiii długóscisondy. Zwykle wynosiona
42oC.

4.9 Płukanie filtru po hybrydyzacji

Po hybrydyzacjisond̨e zlewamy do 15 ml plastikowej
butelki i przechowujemy w -20oC w lodówce
zamrȧzarcew pracowni izotopowej (pamįetaj o BHP).
Taką sond̨e można używác jeszczeprzez kilkanáscie
dni, alenie więcejniż 3 razy. Przedkażdym użyciem
pamįetajo jej denaturacji(65oC,10min).

Płuczemyw dużej ilości (około25-50ml)roztworów
o rożnej stringency (ostrósci). Roztworymuszą mieć
właściwą temperatur̨e już w chwili wlewania.

� 25oC- 2x SSC;0,1%SDS-30 sekund(odpłukuje
resztkiroztworudo hybrydyzacji)

� 25oC- 2x SSC;0,1%SDS-dwarazypo 15 minut
(pierwszymi ostatnimst̨eżeniemSSCpłuczemy
dwukrotnie)

� 25oC- 1x SSC;0,1%SDS-20 minut

� 25oC- 0,1xSSC;0,1%SDS- 20 minut.

� 42oC - 0,1x SSC; 0,1%SDS - 20 minut (na
tym płukaniu kończymy dla sond dosýc dobrze
homologicznych).

� 65oC- 0,1xSSC;0,1%SDS- 20 minut - dwarazy
po 15 minut (dla sondo 100%homologii).

Po ostatnim płukaniu szybko zawijamy filtr w
cienką plastikową folie (nie wolno dopúscíc do jego
wyschnįecia)i ewentualnieprzyklejamydobrze(taśmą
klejącą) do zafoliowanej tekturki z zaznaczonymi
radioaktywnym atramentempunktamiodniesienia.

Tak przygotowany filtr sprawdzamy wst̨epnie
licznikiem G-M. Nast̨epnie w ciemni fotograficznej
kładziemy go na kliszy rentgenowskiej, tak aby
stronafiltru z RNA stykała się z kliszą. Po drugiej
stroniekliszy kładziemyekranświecący podwpływem
promieniowania, które przeleciało przez kliszę i
wzbudzanaekraniefluorescencj̨e któratakżezaczernia
kliszę. Wzbudzonanaekraniefluorescencjatrwadłużej
w -80oC, dlatego całósć umieszczamyw specjalnej
kaseciei eksponujemyw REVCO.

Kliszę rentgenowską wywołujemy według
dołączonego do niej opisu.
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