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Streszczenie do komplementarrgp ssDNA  analizavanej
sekwenciji.

2. DNA-RNA. Sonda ktéra jest ssDNA moze
tworzyt dwuniciove hybrydy z komplementarna
czasteczcg RNA (RNA jest z reguly
jednoniciave).

Hybrydyzacja nothern jest standardwa technila
stosavara do identyfikacji oraz okreslania wielkosci
analizavarych transkryptéw RNA. Najistotniejsze
roznice odr&niajace northern od Southern to
elektroforezaw warunkachdenaturugg/ch strukture
drugorzedwva RNA, brak etapu denaturacji RNA 3. RNA-RNA
za pomo@ NaOH oraz powszechne stosavanie

formamiduw buforachdo hybrydyzaciji. Dwie waznewtasciwasci hybrydyzacii to:

1. Reakcja hybrydyzacji jest spegficzna - sonda

CZQ'SEZ I wiaze sie tylko do sekwencjkomplementarnej.
. 2. Hybrydyzacja jest wybiércza - czyli
Teona zachodzi pomiedzy komplementarpmi
molekutami RNA mimo obecnéci duzej

Metody takie jak Southerni northern oparte sa llosci niekomplementaych molekut.  Tak
na zdolndsci sondy do wybiérczggo wiazania wigc sonda moze wigz& sig wybiorczo go
sie z sekwencjami do niej komplementarymi. obiektu docelavego w roztworze bilionéw

interesugace nas sekwencje mimo obecn&ci duzej Techniki hybrydyzacji sa nieocenioneponievaz w
ilosci innych (nie komplementarych) molekut. komérceznajdujesie tysiacegenéwi tysiaceréznych
Komplementarn& w tym przypadku rozumiemy mRNA. Po uwolnieniu zavartosci komoérki podczas
jako zalezne od sekwencjirozpoznavanie sig molekut - ekstrakcjiDNA, RNA lub biatka ostateczniézolujemy
(ang.  “molecular recognition”) i ich wzajemne mieszaniniegenomaevego DNA lub catkawite RNA.
wiazanie. Na przyktad dwie nici dwuniciovego DNA  Analizaspegficznego genulub jego produktu(mRNA)
wigza sie ze sokn ponievaz maja komplementarne v takiej mieszaninienie bytaby mozliwa jesli techniki
sekwencje.Dzieki wiazaniusondyz komplementara ktérych uzywamy nie pozwalalyby na spegficzne

do niej sekwenci powstap kompleksy “sonda- wykrywaniekonkretnejmolekuty RNA lub DNA.
sekwencjakomplementarna”. Te kompleksy mozna

wykrywat dzieki temu, ze sondajest wyznakavana L.
(radioaktywnielub chemicznie). 1 Podstawowe definicje
W roztworze wystepup nasepupce kompleksy
réznych molekutzwanedalejhybrydami: Southem blot
¢ analizavary obiekt: DNA (np. genomavy DNA)
1. DNA-DNA. Jednonicisve DNA (ssDNA) moze po pocieciuenzymenrestrykgjnym
dzieki paravaniu zasad tworzyt dwuniciove

hybrydy w ktorych ssDNA sondy wiaze sie e sonda: radioaktywnie wyznakavane DNA o

sekwencji komplementarnejdo analizavaneyo
INaOHhydrolizujeRNA DNA.
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3.2 Transfemamembrag

Northern blot:

¢ analizavary obiekt: RNA (np. catkowite RNA z
lici Arabidopsis thaliana)

e sonda: wyznakavary radioaktywnie DNA
lub RNA o sekwencji komplementarnejdo
analizavaneyo RNA

2 Opis hybrydyzacji

Tworzeniehybrydw roztworzenie mawigkszgo sensu
- poniewvaz po zmieszaniuoztworuRNA z roztworem
radioaktywnejsondyuzyskamyradioaktywry roztwér
w ktérym nie bedziemoznaokresli€ ktére transkrypty
tworza hybrydy z sonda. Dlatego przedhybrydyzaca
RNA rozdzielasie na zelu a nasgpnie unieruchamia
na podiazu statym (immobilizacja) dzieki czemu
pozostajeono na swoimmiejscupodczasybrydyzacii
i odplukiwania niezwiazanej sondy Ostatnim
etapem northerna jest detekcja miejsc wiazag/ch
sonce odpaviadapg/ch potozeniu sekwencji RNA
komplementarych do sondy

3 Etapy hybrydyzacji
1. Elektroforezaw zelu.

2. Transfernamembrae nylonowa (ktéra petnirole

"solid support").

. Blokowanie miejsc niespegficznie wiazag/ch
sonce.

. Przygotavaniesondy
. Hybrydyzacja.

. Odptukanieniespegficznie zwiazanegondy

N o 0o b

. Detekcjahybrydsondyz molekul docelava.

3.1 Elektr oforezaw zelu

Technika ta stizy do rozdzialu molekut na
podstavie ich wielkosci. WiaSciwdsci uzytego do
elektroforezy buforu i jego pH sa dobrane,tak ze
rozdzielane molekuly maja ujemry wypadkavy
tadunek elektryczly.  RNA przemieszczasie w
polu elektrycztym od negatywnej elektrody (-) do
dodatniejelektrody (+) i przeciskaic sie przez pory

zelu rozdziela sie pod wzgledem wielkosci.  Aby
zapobiecrdznica wielkosci struktur drugorzdovych
tworzorych przez RNA nalezy go zdenaturwat.
Rézne techniki sa stosavane przy usuwaniustruktur
drugorzdavychi trzecioradavych RNA i DNA (np.
podczagprzygotavywanie DNA do Southernanie sie
go enzymenrestrykgjnym nafragmentyrestrykgjne
majace tylko strukture pierwszoredava). RNA do
Northernamimo, ze RNA jestjednoniciaveto poprzez
paravanie komplementarych zasadtworzy struktury
drugorzdove (zwykle mniej niz 50% czasteczki
RNA pozostajejednoniciava). Aby temu zapobiec
denaturujemyRNA w obecné&ciformaldehydu.

Pozbavione struktur drugorzedwych probki
rozdzieliap sie pod wzgledem masy czasteczkwej,
poniavaz  bez  struktur drugorzdavych i
trzeciorzdavych ich jest proporcjonalnado masy
czasteczkwej. Odlegtost na jaka sie przemieszaz
jestproporcjonalnav przyblizeniudo log odwrotndci
masyczasteczkwej (logarytm1l/MW).

Masa molekularna rozdzielarych
mierzongestw:

czasteczek

DNA: bp(parachzasad) kbp (1kbp=1000bp)
RNA: nt(nucleotydach) knt

W wigekszdéci elektroforezdo jednejstudzienkidodaje
sie mieszanig DNA lub RNA lub biatka o znanej
masieczasteczkwej. Tego rodzajustandardyvielkosci

(masy czasteczkwej) uzywane sa do kalibracji

danejelektroforezy(umazliwiaja okresleniewielkosci

naszychmolekut poprzezporéwnanieze standardami,
bo “masa naszej molekuty” “masa molekuty
standarduktéry przemiécit sie o ten sam dystans
w trakcie elektroforezy”). Probki na zelu wybarwia
sie bromkiem etydyry ktory wiaze sie w sposéb
niespegficzny (niezaleny od sekwencji)z naszymi
RNA (zauwa, zesondawiazesie alew sposélralezny

od sekwencji). Kompleks DNA-EtBr fluoryzuje w

Swietleultrafioletovym.

3.2 Transfer namembrane

Po rozdziale RNA Ilub DNA na podstavie réznic
W masie czasteczkwej, musimy je unieruchomt
przenosac na membrae. Robimy to dlatego,
ze hybrydyzacjaw zelu nie zachodzizbyt dobrze.
Ta proceduranazywanajest blotowaniem (dlatego
maéwimy northernblot lub Southerrblot). Zwykle jako
"solid support"wykorzystujesie membrag nylonowe
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3.5 Hybrydyzacja

lub filtry nitrocelulozave (nazywandiltrami ponievaz
pierwotnie byty one uzywane jako papier filtruj agy).
DNA i RNA bardzodobrzewiaze sie do powierzchni
membrag w sposémiezal&ny od sekwenciji.

DNA i RNA przenosisie na membrag najczsciej
poprzez transfer kapilarry, w ktorym molekuty
przemieszczaj sie wraz z strumieniem buforu
przeptywapceo przezzel.

Zauwa, ze w Southernie, DNA w zelu jest
dwuniciowve, tak wiec trzeba go zdenaturwat, bo
sondamoze wiaza sie tylko do jednoniciavego DNA.

RNA juz podczas elektroforezy znajduje sie w
postaci jednoniciavej umazliwiajacej wiazanie sie
sondy

3.3 Blokowanie
wiazacychmiejsc)

(niespecyficznie

Na tym etapie, na powierzchni filtra znajdup sie
molekuly rozdzielongo pod wzgledem wielkosci
RNA oraz miejsca ktore jeszcze nie zwiazaly
(niespegficznie) zadrych molekut. Gdybysmy
dodali sond: do takiego filtra, to zwiazata by sie
ona niespegficznie do wolnych miejsc na filtrze,
tak jak to zrobity molekuty transferevane z zelu
na filtr.  Otrzymalibysmy filtr catkowicie pokryty
sonda tak, ze detekcjahybryd sonda-RM nie bytaby
mozliwa. Z tego powodu filtry przed hybrydyzacg
inkubuje sie w roztworze zawierajapoym stezory
DNA lub RNA blokujagy niespegficznie wiazace
miejsca. Takie traktovanie optaszczdiltr i zapobiga
niespegficznemuwiazaniusie sondy z powierzchna
filtra.

3.4 Przygotowaniesondy

RadioaktywnesondyDNA dla hybrydyzacjiSoutherni
Northern

Naszym celem jest w tym wypadku stworzenie
radioaktywnejkopii dwuniciovego fragmentu DNA.
Do tej procedury uzywa sie wyciety z plazmidu
fragmentrestrykgjny zawierajag/ naszgen.

Tak wiec, trawimy plazmid odpaviednimenzymem
restrykgjnym, a produkty trawienia rozdzielamyna
zelu. Poniavaz plazmid ma zwykle mniej niz 20
kbp i znamy jego mape restrykgjna, wiec jest&smy
w stanie zidentyfikovaC prazek na zelu zawierajag
interesu@a nassekwenag. Ten prazek wycinamy z
zelu i ekstrahujemyz niego DNA. Ponievaz prazki
sa dobrze od siebie oddzielonena zelu DNA jakie

Z nich wyizolowalismy zawiera identycznefragmenty
dwuniciovego DNA.

Fragmenty restrykgjne (matryca) sa nasgpnie
znakavanez uzyciemlosowvych heksamerév('random
hexamer"):

1. Denaturujemy matrycave DNA -

rozdzielamyprzezgotowvanie.

helisy

2. Dodajemy mieszanig losonvych heksamerow
(6-cio nukleotydave fragmenty ssDNA) o
sekwencjaclzavierajag/ch wszystkiekombinacije
6 nukleotyddw Te heksamery parug ze
wszystkimi  komplementargmi  miejscami na
matryg.

w

. Dodajemy: DNA polimeraz, dATR, dGTR
dTTPi radioaktywnedCTR Zazwyczaj,fosforan
zwiazary z cukrem(fosforana jestwtaczay do
nici DNA) jest radioaktywrym izotopem(fosfor-
32).

4. Mieszanie  reakgjna  gotujemy  przed
hybrydyzaca aby zdenaturaat zsyntetyzavara
sonce.

5. W ten sposéb otrzymujemy radioaktywry
jednoniciovy DNA, ktéry jest kopia obydwu nici
matryg i nadajesie do uzyciajako sonda

Ta procedurgest przedstaiona na schemacigonizej
(wyznakavaneDNA jestnarysavanegrubsalini a).

3.5 Hybrydyzacja

We wszystkichrodzajachblotéw, wyznakavanasonda
jest dodavana z buforem do wyblokowaneo filtra
(membraw) i jestinkubovanaprzezkilka godzinaby
sondaodnalazteswoja molekuke docelava

3.6 Odptukiwanie

Po utworzeniu hybryd pomiedzy sonda a molekui
docelava musimy usurgt niezwiazam (z molekul
docelava) sonde ktdéra jest w roztworze ktérym
nasiekniety jestfiltr. J&li nie usuniemyniezwiazanej
sondyto caly filtr bedzieradioaktywry i spegficzne
hybrydy beda niewykrywalne (na tak duzym sygnale
tta).

Niezwiazarm sond odptukujemyprzemywagc filtr
kilkakrotnie buforami.



Uwaga: W Southerniei Northerniehybrydy moga
sie tworzyt pomiedzy RNAmi o zblizonej lecz nie
identycznej sekwencji (np.: z tym samym genem
z dwoch réznych gatunkéw). Ta wiasciwast jest
wykorzystywanaw badaniu genéw z innych (niz
sonda)organizmowlub do badaniamutacji. Dlatego
stosujemyodptukovaniew warunkacto réznejostrdsci
("stringeng") tak aby w zalezndsci od potrzeb
odptuka mniej lub silniej zwiazara sonce (0 ré6znym
stopniuhomologii). Kontrolujacw ten sposo6bostrast
ptukania (Piotr : dla mnie stowo "stringeng" jest
OK) poprzez na przyktad zwigkszanietemperatury
zwigkszamy ostraést  ptukania tak, ze po ptukaniu
zosta hybrydy o mniejszejiloscimismaczy(mismacz
to miejsceniekomplementarne).

3.7 Detekcjahybryd sonda-RNA

Na tym etapie mamy filtr nylonowy z miejscami
w ktérych sondazwiazata sie z komplementarpmi
sekwencjamRNA. Taki filtr wygladajak czystakartka
papieru i trzeba w jakis sposéb okreslic miejsca
wiazaniasondy

Autoradiografia Jesli sonda jest radioaktywna
to mozna wykryE promieniavanie radioaktywne
ponievaz naéwietla ono klisze rentgenwska (tak
jak film czarno-bialy w aparacie fotograficzrym

tylko, ze wiekszy grubszyi czulszy). Taki film

naswietlamy przyktadagc do niego (w ciemndsci)
filtr po hybrydyzacji. Najczé&ciej naswietla sie go od
kilku minut do kilku tygodni. Po wywofaniu miejsca
nie naéwietlone sa przezroczystea w miejscachw

ktérychpromieniavaniez radioaktywrych punktéwna
filtrze nawietlito film zaobserwujemyiemneplamy,

ktorych intensywnd@&t bedzie proporcjonalnado iloci
wiazaceyo songe RNA.

Detekcja enzymatyczna Jeststosavanejesli sonde
wyznakavaliSsmy chemicznie dioksygenim (DIG).
Taka sonde wykrywa sie za pomo@ koniugatu
przeciwciatlo-enzym ktéry rozklada substrat na
nierozpuszczain barwry produkt (chromogeniczn
substrat) lub produkt ktérego rozkiad wywotuje
fluoresceng.

Czext
Czest praktyczna

Aby zapobiec degradacji RNA stosujemy w
northernie naczynia i roztwory wolne od RNaz.
Szczgollnie nalezy unikaE rzeczy uzywarych do
miniprepéw (w ktérych stosuje sie RNaze). Do
przygotavania roztworéw do northerna stosujemy

sterylrna dejonizavara wode (swieza MiliQ jestwolna

od RNaz). Do dezaktywacjiRNaz uzywamy DEPC

(nie stosujemydo roztwordw zawierajag/ch tris, bo  UWAGA!
DEPCreagujez grupamiaminovymi).

TechnikidezaktywacjiRNazsa szczgotowo
omowionew rozdzialepoSwigcorym izolacji
RNA.

Ewentualne problemy: Jednoniciszee RNA moze
tworzyt struktury drugorzdave zakidcagce rozdziat
nazelu. Aby temuzapobiecelektroforez probekRNA
przepravadzamyw warunkachdenaturuag/ch. Do
denaturacjRNA powszechniestosujesie formaldehyd,
glyoxal/DMSO lub (silnie trujagy) methylmercuric
chloride.

Czestonaautoradiogramiépojawia sig stabysygnat
hybrydyzacji lezagy na wysokdsci rybosomalngo
RNA. W takiej sytuacji, aby miec pewnost, ze nie
jest to niespegficzna hybrydyzacjado rRNA nalezy
zamiastcatkovitego RNA uzyt mRNA.

Grani@ czutdsci northernajest detekcjaokoto5 pg
analizavaneyo transkryptu.W przypdkutranskryptow
gendw o wysokim poziome ekspresji5 pg znajduje
sie ' w mniej wiecej 100ng catkavitego RNA. Do
hybrydyzacji uzywa sie zwykle 10ug RNA, tak
aby mozliwe bylo wykrycie rzadkich transkryptow
(stanaviag/ch nie mniej niz 0,01% mRNA). Do
analizybardzorzadkichtranskryptowuzywasie frakcji
poli(A)+. 3ug poli(A)+ powinno pozwolic nadetekcg
transkryptu mRNA stanaviacgjo powyzej 0,0002%
frakcji poli(A)+ RNA.

Do badaniapoziomu ekspresjigenéw niezedne
jest dodavanie rownej ilosci RNA do kazdej
prébki. Okreslenie stezenia catkavitego RNA

2DEPC(ang. “diethylpyrocartonate”) - dwuetylopiroveglanjest
kancerogenem.

SAutoradiogram pokazuje rozmieszczenie prazkow RNA
hybrydyzujagych do radioaktywniewyznakavanejsondy

4Northern pozwalana okreslenie poziomu danegotranskryptu,
ktory jestwypadkavaszybkdcijegotranskrypcjii degradacii.
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4.2 PrzygotavanieprobekRNA

nie jest proste ponievaz zwykle zawiera ono
zanieczyszczeniautrudniapce preg/zyjny pomiar
spektrofotometryczy?.  Aby potwierdzt, ze do
naktadagch na zel prébek dodalémy identyczra
ilo& RNA puszczamydodatkava elektroforez z
taka sana ilosciaRNA jaka planujemydo wiasciwe;j
elektroforezy Jesli natym testavym zeluilosci RNA
w poszczgélnych prébkach nie sa réwne to przy
korygowaniuiloscinaktadang nazel RNA nalezy:

¢ Dostosovywat ilo&€ odpipetavaneyo do prébki
RNA w mniejszym stopniu niz wynikatoby
to z zaobserwwarych na zelu réznic
(zaobserwwvarych “na oko” lub analizupc
komputeravo fotografie takiego zelu).  Np.
zamiastdodac 40% wiecej RNA nalezy dod&
tylko 20% wigce;.

e J&li roznice w stezeniu RNA sa ogromne, tak
ze do jedrnych prébekdodajemyutamekul RNA
a do innych kilkadziesiat ul RNA, to nalezy:
odpipetavat po réwnej ilosci RNA do kazdej
probki (np. po 200 ug), stracic RNA i zawiesic
w identycznejobjetdsci (wody lub formamidu).

4 Szczegotwy opis hybrydyzacji
northern

Odczynniki i aparatura

agarozawoda,10xMOPS-EDA (0.2MMOPS,50mM
octan sodu, 10mM EDTA pH7.0) formaldehyd,
formamid, glicerol , barwnik bromophenol blue,
bromeketydyry,1M NaOH, 10xSSC,zasilacz,aparat
do elektroforezy (najlepiej z chtodzeniem), taznia
wodnalub thermoblok,kohcowki do pipet, probowki
Eppendorfa.

4.1 Przygotowaniezelu (1,3%, 30ml)

1. Rozpust 0,39g5wiezej agarozyw wodziewolnej
od RNaz. Wsyp agaroe do 26,1 ml wody i
rozpust w kuchencemikrofalowej mieszagc co
kilkadziesat sekund. Po rozpuszczeniwagarozy
pozosta jana5 minutw temp.90-1000C0/mozna
w kuchence nastavionej na najmniejsa moc
lub wstawiajac do zlewki ze Swiezo zagotavara
woda).

5Absorpcg RNA badamy przy diugosci fali réwnej 254 lub
260nm.

2. Dodaj 3ml buforu 10xMOPS-EDR[3] (trzeba
miesz& i/lub dodavat lekko ogrzaly bufor aby
uniknat krzepngciazelu).

3. Schtéd zel do temp. ok. 500C (nie jest zbyt
goraca aby przylozyc do policzka). Najlepigj
schitadzé w wodzie w styropianavym pudetku
(dodaj do pudeltkatyle wody ile w zlewce jest
zelu).

4. Pod wyciagiem dodaj dwa razy 0,76ml 37%

formaldehyd@(wtym  stezeniu zwary jest
formalina).
5. Wylej zel do doktadnie wypoziomavanej

wanienki. (Zele do northern’anie powinny byé
grubszeniz 3mm, dlatego wazne jest dokltadne
wypoziomavaniewanienkinazel).

6. Zel powinien powoli zastygé wiec trzeba
wylewat gow cieptymmiejscu(alenie cieplejniz
370C).

4.2 Przygotowanieprobek RNA
Przygotujswiezy bufor dodapc:

¢ 0,75 ml zdejonizavango  formamidu
(niezdejonizavary pachnie amoniakiem i/lub
jestzétty).

0,15ml buforu 10xMOPS-EDR

e 0,24ml formaldehydu

0,1 ml wody wolnejod RNaz

0,1ml 80%glicerolu
0,08ml 10%lub 2% w/v Bromophenoblue.

Taki bufor niektérzyprzechavujaw -200Cw
ependorfowkachale tak przechavywary
bufor nie zavszedziala.

DenaturacjprobekRNA.

¢ Dod& 15ul buforu do 5ul probki RNA (nie mniej
niz10ug RNA)

o Inkubowat 15 minutw 650C.
e Przeni&t dolodu.

Tak zdenatursvaneRNA moznaprzecheavywat przez
kilka mieseg/ w -800C.

80paryformaldehydusa toksyczne.

Uwagal
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4.4 TransferRNA z zelunamembrag

4.3 Elektr oforeza

Probki na zel mozna nani&t w sposobstandardary
(Lul bromkuetydyry dodajemibezp&redniodokazdej
prébki) lub jesli mamybardzoduzo prébekto:

1. Pod wyciagiem, gdzie krzepnie zel, do kazdej
kieszonki dodajemy 10ul dziesgciokrotnie
rozciehczongo bromkuetydyry.

2. Zel z bromkiem wktadamy ostraznie do buforu
(1XMOPS-EDR) do aparatudo elektroforezyi
taki pustyzel puszczamyv odwrotmastrore (+ od
strory studzienek)czekamy2-5 minutaz bromek
przejdzieze studzienekwv zel ponize;.

3. Zamieniamyelektrody(- od strory studzienek).

4. Nanosimy prébki (bez bromku) i wiaczamy
elektroforee (bromekidzie w przeciwra strore
niz RNA i DNA, wiec bromek idac do (-)
wymieszasie z RNA idag/m do (+).

Elektroforez prowadzimy przy niskim napieciu (np.

18 godzin5-20V, czyli najmniejszenapieciejakie daje

zasilaczdo elektroforezy), mieszagc bufor co kilka

godzini najlepiejz chtodzeniemod dotu (puszczanie
elektroforezyw chtodninie ma sensubo bufor bedzie
bardzointensywnieparovat). Aby uzysk& chtodzenie
aparatuod dotu mozna wtozy¢ aparatz buforem do

kuwety i wsypa& do kuwety pod aparat,|6d z woda.

Moznatez po wiozeniuaparatuz buforemdo kuwety

zamiastwsypywanialodu z woda mozna umiescic te

kuwet na zlewie i doprovadzic do niej rurka zimna

wode (zimnawodaz kranuwptywa do kuwetyobmywa
aparat wylewasie z drugiejstrory kuwetydo zlewu)

J&li nie zalezy nam na jakosci rozdziatuto mozna
puszcza elektroforez przy napieciu5Vv/cm odlegtosci
miedzy elektrodami. Nalezy pamite, aby aparat
do elektroforezybyt bardzodobrzewypoziomavary,
ponievaz optymalniepowinno by¢ okoto 1mm buforu
nadzelem.

Elektroforez prowadzimy az barwnik
(bromophenol blue) przemiéci sie do 1/2-2/3
diugosci zelu. Zel z rozdzieloym RNA mozna
oglada& na transiluminatorzeUV (oczywyscie jesli
wczesniej dodalmy do RNA bromku etydyry). Nie
zalecasie barwieniazelu po elektroforeziebromkiem
etydyry. Formaldehyd powoduje bardzo wysokie
tto jesli dodamybromek etydyry do zelu i utrudnia
odbarwianie (odbarwianie zelu utatwiaja substancje
zawierajacegrupuaminone, np. triss,mocznik,itp).

4.4 Transfer RNA z zeluna membrang

Po elektroforezie zel ptuczemy 2 razy po 20 min
w 10xSSC(aby usuret formaldehyd). Jesli zel byt
barwiory bromkiem inaczejniz to opisanopowyzej,
to zapevne przed transferemnalezy go tez inaczej
traktowat.

Transferdownwoard(“w dét”) uktadasiew wysokiej
wanience plastikavej i sklada sie z nasepupo/ch
warstw:

1. Wanienkaz 10xSSC

N

. Whatman3Mpo ktérym sptywal0xSSC.

3. Kilka warstwWhatman3M, tak abyroztworSSC
sptywagg/ z wanienki réwnomierniezwil zat zel
lezagy ponizej.

4. Zel obtozory dookota parafilmem. Parafilm
uniemaliwia przeptywroztworupozazelem.

5. Filtr nylonowy (na nim zatrzymuje sie RNA
przemieszczage sie z buforem przeptywagg/m
przezzel).

6. Kilka warstw Whatman 3M (umazliwia
réwnomierty odptyw buforu 10xSSC, ktory
przegczasie z membrag powyzej).

~

. Szeroki pasek Whatmana 3M umazliwiajagy
sptywaniebuforu nadnowanienki.

8. Stolik (np. plastikove pudetko lub warstwa
celulozavych gabek) dostateczniewysoki, aby
spltywagey z gory bufor nie zatopitnamtransferu.

4.4.1 Etapy uktadania transferu (downword).

1. Na dnie plastikovej wanienki (najlepiej o
stromych brzegach) potéz prostolatra pieluche
lub kilkucentymetrava warstwe bibuly lub
plastikave pudetko.

2. Na pieluche (lub pudetko) potéz 2-3 dosyt duze
(znaczniewigkszeod zelu) kawaitki zwilzoneo
(10x SSC)papieruwhatman3M.

3. Potéz namoczow przez5 minut (w wodzie)filtr
nylonowy z obcietym rogiem, filtr powinien by¢
wiekszyod zeluo okoto Imm.

"WhatmarBM jestwysokiejjakosci papiereniltracyjnym

Pomidzy
warstwami
nie

moze

byt

ani

jedneyo
pecherzyka
powietrza.
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4.6 Prehybrydyzacja

4. Nafiltr nylonowy potéz zel, w tej samejorientacji
co w aparaciedo elektroforezy Na zdjeciu
zelu ktére uprzedniozrobites zaznaczpotozenie
obcietego rogu filtru. Zel lepiej sie uktadajesli
polejemyfiltr nylonowy odrobirabuforu10xSSC.

5. Przebijapc studzienki zelu, zaznaczotéwkiem
(najlepiej o diugim cienkim rysiku) potozenie
studzienek(jest to bardzowazne, jeSli o tym
zapomniaté to dalszeetapynie maja sensu).

6. Na zel potéz kilka warstw zwilzoneyo (w 10x
SSC)papieruWhatman3M (doktadnietej samej
wielkoscico zel).

7. Wytnij kilka paskow papieru Whatman 3M o
szerok&ci rownej diugosci zelu. Pasekpapieru
musiby¢ natyle dtugi, abypotozory nazelusiegat
obydwomakohcami do stojacego nad wanienla
pojemnikaz buforem(10x SSC).

8. Zwilz te dlugie paskiWhatman’a3M w buforze
(10x SSC)i potdz je nazelu. Potdéz tak aby zel
lezatw potowie ich diugosci.

9. Na wanience z transferem postav mniejsa
wanienle nabufor (10x SSC).

10. Wi6z kohce diugich paskéw Whatman'a do

wanienkinabufor i nalejdo niej 10xSSC.

Tak ustaviony transfer idzie przez 1-3 godziry w

chtodni. Czaszalezy od grubdscii stezeniazelu oraz
od wielkosci analizavarych transkryptow(im wieksze
transkryptytym dtuzszyczastransferu).Pamietaj, aby
w czasietrwania transferu nie zabrakto buforu 10x

SSC!

4.5 Zapiekanie (immobilizacja)

1. Filtr po transferze(jeszczewilgotny) potéz na
czystejpowierzchnitransiluminatordJV (mozna
naprzezroczystefolii typu Saran)strora z RNA
dogéryi wtaczUV na5min. UwaganaUV, trzeba
przestrzgat zasadprag z transiluminatorem!

2. Po zapiekaniu na UV filtr potéz filtr na
papierzeWhatman3M i pozwol mu wyschret na
powietrzu.

3. Suchyfiltr z RNA zawih w papierWhatman3M
i zapieczw 800C przezokoto 45 minut (min. 30
min, max. 2 godz.).

Taki filtr gotowy jest do prehybrydyzacji. Moznago
przechavywat alenie jestto wskazane.

4.6 Prehybrydyzacja

1. Przygotuj bufor do prehybrydyzacji[], dodapc
Swiezo zdenaturavane DNA ze spermy tososia
(lub jakiekolwiek pofragmentwane genomave
DNA, np. Ze spermysledzia,z grasiy cielecej,
itp.)

2. Do suchej,czystejbutelki do hybrydyzacjiwt6z
filtr z zapieczogm RNA. Stronaz RNA jest
skieravanado wnetrzabutelki. Kohcefiltra moga
sie minimalnie zazbig. J&li filtr jest zbyt
duzy, to nalezy potozyt go nasiateczcaylonowej
(nylon mesh)ktora umazliwi dosep buforéow do
wszystkichmiejscfiltra.

3. Naskpnieostraznie (aby sig nie pienit) wlewamy
bufor do prehybrydyzacji. Zwijamy pesea
filtr i przechylagc butelke pozwalamy filtrowi
nasiekret buforem. Nasgkanie rozpoczynamy
od krawedzi lezacej od strory butelki i powoli
przekecagac butelke i odwijajacfiltr dochodzimy
z nasiczaniemdo krawedzi lezacej od wewnatrz
butelki.

4. Butelke wkladamy do pieca na hybrydyzaciji
nastavionego na 420C (uwaga jesli po
kilkudziesieciu minutach filtr sie zwinie w
rulonik, to trzeba wyjat butelke i wlozy¢ ja
odwrotnie).

Prehybrydyzagj prowadzimynie krécejniz 2 godziry
i nie diuzej niz przez noc (optymalnie 4-6 godzin).
Dobrze jest wstawit do tego samgo pieca bufor
do hybrydyzaciji- tak aby w chwili, gdy bedzie on
potrzebly miatjuz odpoviedniatemperatug.

4.7 Znakowaniesondy

Uwaga. Wszystkie czynndéci z  izotopem
przepravadzamy  w pokoju izotopovym.
Eppendorféwkiz izotopemtrzymamyw statywachz
pleksi,caty czasnosimyfartuchi dwie paryrekaviczek
gumonych (zewvnetrzra par jesli sie zabrudzizotopem
zasgpujemy nowvymi rekawiczkami, eppendorfowki
przenosimy pesea (nie reka), wszystko robimy za
ekranamiz pleksi). Przestrzgamy wszystkichzasad
prag/ z izotopemw pracavni izotopowej klasylll.
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4.7 Znakavaniesondy

Zmodyfikowana metoda z kitu Fermentasa

Zmieszaj:

e 5ul DNA (150ng- taki prazekjuz wyraznie widat
nazelu)

¢ 5ul primeréw(hexanukleotydéw)

e 10ulH20

Zwiruj przezkilka sekundDenaturufgotovanie)przez
5-10 min, gwaltownie schtéd nalodziei zwiruj przez
kilka sekund.

Dodaj:

e 1,5ul MixA (bezdATP)
e 1,5ulH20
¢ 1,5ulpolimerazyKlenowa

e Na kohcu tuz po dodaniu Klenowa dodaj
przestrzgajac BHP izotop 32P[dATP]

Wymieszaji zwiruj przezkilka sekundjnkubacjaprze
10 minut w 370C (w ogrzalym wczeniej statywie z
pleksi).

Dodaj:

e 3uldNTPI inkubuj przez5 min. w 370C

Zatrzymajreakcg przezdodanielul 0,5M EDTA (pH
8). Takwyznakavama sonde oczyszczaie nakolumnie
z Sephade G-50

4.7.1 Oczyszczaniavyznakowanejsondy

Sona odczyszczamyaby pozbye sie niewtaczongo

do DNA izotopu i zbyt krétkich radioaktywrych
fragmentowktére moglybywiaza sie niespegficznie
do membragy. Wszystkierzeczy niezledne podczas
oczyszczaniasondy musa zost& przygotovane i

poustavianewczesnie;.

1. Do strzykavki (mata cieniutka strzykavka
"insulinébwka") wktadamy na dno (przy wylocie
do igly) kawatek waty szklanej. Tioczek
odktadamynabok (bedziepotrzeby pézniej).

2. Tak zatkaa strzykavke po umocavaniu w

3. Podstrzykavke wstaviamy statywlitego pleksia
w nim kilka eppendorfowek Catcst staviamy za
ekranenochronrym z pleksi.

4. Obokstrzykavki staviamy mala ptytkez pleksize
szczelim. Plytkata postizy namdo spravdzania
radioaktywn&ci na roznych  poziomach
strzykavki (promieniavanie przechodzi tylko
przezszczelirg (najlepiejustavit ptytke tak, aby
do licznika docierato tylko promieniavanie z
dolnego kohcastrzykawki).

5. Nanosimy radioaktywra sonde (z dodatkiem
kilkunastu ul blue dextran'u) na sephade w
strzykavce i po wsiaknieciu tego roztworu w
sephade, dodajemy matymi porcjami roztwor
TE. Po dodaniupierwszejporcji TE powinnismy
poczeké az wsiaknieonacatkawvicie w sephade.

6. Przeplyw dodavanggo TE przez sephade
powoduje, ze duze czasteczki DNA szybko
sie przemieszczaj wraz z jego strumieniem
a male wolniej.  Powvoduje to rozdzielenie
duzych czasteczek DNA od malych i od
niewtaczongo do DNA izotopu. Z chwila,
gdy duze czasteczki wyznakavango DNA
znajda sie u wylotu strzykawki, licznik G-
M zarejestrig zwiekszom liczbe rozpadow
radioaktywrych. W tym momencie trzeba
przesuat statyw z eppendorfowkamitak aby
wyplywajagy ze strzykavki roztwor zbierat sie
do nowej probéwki. W zalezncsci od wielkosci
wyznakavarych fragmentéwkolokalizuja sie one
w roztworzezabarwiolym blue dextranem.

7. Z chwila gdy zaczynaspadé ilo& zliczeh na
liczniku G-M, przesuwamystatywi wyptywajacy
roztwor zbieramy do nowej probowki az do
momentuw ktorym ilo&t zliczeh zacznierosret
(jesli w ogdletaki momentnasapi).

8. Nasepnie ttoczkiem od strzykavki zatykamyja
od géry (uwagana wyptywajace ze strzykawki
krople) i wyrzucamy ja do kosza na odpadki
radioaktywne.

Naszawyznakavanasondaznajdujesie w pierwszej
(a czasamitakze w drugiej) najbardziejradioaktywne;j
probéwce. Radioaktywn&t probdéwek spravdzamy

statywie,napetniamymatymi kroplamizawiesina wyciagapc je pese& na chwile ze statywu. Nalezy to

Sephadeu G-50 w buforze TE. Sephade

robi€¢ w tej samejodlegtosci od licznika (np. 30cm).

powinien osiast w strzykavce tak, aby pozostalo Zawszenajlepiejostonietaod promieniavaniapowinna

okoto 1-2 cm pusteyo miejscaod gory strzykawki.

by€ osobapracupcaz izotopem.

Uwagal
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4.8 Denaturacja sondyi hybrydyzacja.

Sonde oczyszczoa na Sephadeie denaturujemy
gotujac ja przez okoto 7 minut. UWAGA Nalezy
zabezpieczZy eppendorféwke przed samoczynym
otwarciem (np.  robiac dziurke w wieczku, lub
wzmacniagc zamkngcie eppendorfowki przez
wiasciwe i bardzomocneowinigcie folia aluminiova
- owijamy folia aluminiova i ubijamy te folie przez
wcisnigciedo statywu).

UWAGA! Otwarcie eppendorfowki
podczas denaturaciji spavoduje
rozprysniecie izotopu po calym

pomieszczeniu- zabezpieczsie przed
taka ewentualnécia!

1. Eppendorfowle zawieraja@ zdenaturavama sonde
dopetniamybuforemdo hybrydyzacji.

2. Wylewamy bufor do prehybrydyzacji i
zasepujemy go minimalra iloscia buforu do
hybrydyzacji. Im mniej buforu tym lepiej, ale
musiby€ godostatecznieluzozebyfiltr nylonowy
byt nim caly czasna catej diugosci obmywatry.
Musimy pamkete tez aby ilos¢ dodango z
buforem TE izotopu nie rozciehczytaw sposob
istotny buforu do hybrydyzacji.

3. Do hutelki wlewamy nasa sonc: (wlewary na
samodnobutelki, gdziezebralsie naszbufor). Nie
wolnowlewat sondybezp&rednionamembrae.

Hybrydyzacg w buforach zawierajag/ch formamid
prowadzimynie krécejniz 24 godziry (najlepiejprzez
36 godzin). Temperaturahybrydyzacji zalezy od
stopniahomologiii dlugoscisondy Zwykle wynosiona
420C.

4.9 Plukanie filtru po hybrydyzacji

Po hybrydyzacjisonce zlewamy do 15 ml plastikowvej
butelki i przechevujemy w -200C w lodéwce
zamraarcew pracavni izotopowvej (pametajo BHP).
Taka sonde mozna uzywat jeszczeprzez kilkanascie
dni, ale nie wiecejniz 3 razy Przedkazdym uzyciem
pametajo jej denaturacji{650C,10min).

Pluczemyw duzejilosci(okoto 25-50ml)roztworéw
0 roznej stringeng (ostrdsci). Roztwory musa miet
wiasciwa temperatug juz w chwili wlewania.

e 250C- 2x SSC;0,1%SDS-30 sekund(odptukuje
resztkiroztworudo hybrydyzacji)

e 250C- 2x SSC;0,1%SDS-dwarazy po 15 minut
(pierwszymi ostatnimstezeniem SSC ptuczemy
dwukrotnie)

e 250C- 1x SSC;0,1%SDS-20 minut
e 250C- 0,1xSSC;0,1%SDS- 20 minut.

e 420C - 0,1x SSC; 0,1%SDS- 20 minut (na
tym ptukaniu kohczymy dla sond dosy¢ dobrze
homologicziych).

e 650C- 0,1xSSC;0,1%SDS 20 minut- dwarazy
po 15 minut (dla sondo 100%homologii).

Po ostatnim plukaniu szybko zawijamy filtr w
cienka plastikova folie (nie wolno dopuscic do jego
wyschnicia)i ewentualnieprzyklejamydobrze(tasma
kleja@) do zafoliowanej tekturki z zaznaczoymi
radioaktywrym atramentenpunktamiodniesienia.

Tak przygotavary filtr spravdzamy wstepnie
licznikiem G-M. Nasgepnie w ciemni fotograficznej
kltadziemy go na kliszy rentgenavskiej, tak aby
stronafiltru z RNA stykatasie z klisza. Po drugiej
stroniekliszy ktadziemyekranswie@g/ podwptywem
promieniavania, ktére przeleciato przez klisze i
wzbudzanaekraniefluoresceng ktératakze zaczernia
klisze. Wzbudzonanaekraniefluorescencjarwa diuzej
w -800C, dlatego catdsC umieszczamyw specjalnej
kasecia eksponujemww REVCO.

Klisze rentgenwska wywolujemy  wedtug
dotaczongo do niej opisu.
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