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Dot Slot/Blot hybridizace

Pti Dot Slot/Blot hybridizaci se DNA obvykle nakape pipetou na membranu, kde se imobilizuje UV ¢i
teplem a standardné se provadi hybridizace a detekce.

Imobilizace vzorkii na membrané

Vzorky DNA jsou nejprve pro ziskani jednovldknovych molekul
denaturovany, a to zahratim na 100 °C, po dobu 5 min a nésledné
rychlym zchlazenim prenesenim na led, kde jsou wvzorky Naneseni roztoku DNA

na membranu

inkubovany alespon 3 min.

Denaturovana DNA je pipetou v kapkach o 1-2 pl nanesena na \/
membranu. Vzorky na membrdné fixujeme pomoci UV bud pfimo v sonda®P l
UV crosslinkeru nebo 3 min na transiluminatoru, alternativné 30- \./
60 min pfi 120°C.

S membranou manipulujeme zdsadné v rukavicich. Nejlépe membranu drZzime za jeji okraje pinzetou.

Hybridizace

Suchou nylonovou membranu navlhéime ponofenim do vody. Pfeneseme membranu do
0,1X SSC/0,5% SDS. Inkubujeme pti 65°C 1 hodinu.

Membranu vloiime do prehybridizaéniho roztoku predehiatého na 65 °C. Na kaidy 1lcm’
membrdny pouzZijeme alespoi 100 ul prehybridizaéniho roztoku. Inkubujeme za stalého
promichavdanim pfi 65 °C 2 hodiny.

Prehybridizace a hybridizace mohou byt provddény v hybridizacnich valcich nebo vhodnych
plastovych nadobach nebo také igelitovych pytlicich, jejichz okraje jsou utésnény zavarenim nebo
zalepenim (vyuZiti igelitovych pytlik( je vyhodné, pokud prehybridizujeme/hybridizujeme v malych
objemech roztok).

Prehybridizac¢ni roztok*

6X SSC 30 ml (20X SSC)
10X Denhardtlv roztok 10 ml (100X)
1% SDS 10 ml (10%)
H,0 47,5 ml
250 pg/ml denaturované DNA lososich 2,5 ml (10 mg/ml)
spermii**
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* skladovano v alikvotech v -20 °C, pred pouZitim pridejte denaturovanou DNA lososich spermii a
temperujte na 65 °C.

** do roztoku se pridava az pred pouzitim. Pfed pridanim se DNA lososich spermii denaturuje
zahtatim na 95 °C 5 min a poté prudkym zchlazenim uloZzenim na led na min. 1 min.

Prehybridizacni roztok vymeénime za hybridizaéni roztok, ktery jsme predem vytemperovali na
65 °C a pridali jsme denaturovanou sondu. MnoZstvi pfidavané sondy se odviji od zplsobu znaceni.
Pokud je sonda znalend *2P, obvykle pfiddvame tolik sondy, aby vyslednd koncentrace byla
2 x 10° cpm/ml (mdzZe byt v rozmezi od 0,5 x 10° a7 3 x 10° cpm/ml). Pokud je sonda znacena
neradioaktivné, fidime se doporucenim vyrobce znaciciho systému.

Hybridizaci provadéjte 12-16 hod pfi teploté:
u vétsiny dlouhych sond (>100 bazi) 65-68 °C
u kratkych/oligo sond (< 50 b) je hybridizaéni teplota o 5 °C nizi nez je teplota Tm.
Teplota Tm = 4x pocet GC parQ + 2x pocet AT paru

Hybridiza¢ni roztok*

6X SSC 30 ml (20X SSC)

5 % dextran sulfat 5g

1% SDS 10 ml (10%)

H,0 doplnite do finalniho objemu 97,5 ml
250 pg/ml denaturované DNA lososich 2,5 ml (10 mg/ml)

spermii**

* skladovano v alikvotech v -20 °C, pred pouZitim pridejte denaturovanou DNA lososich spermii a
temperujte na 65 °C.

** do roztoku se pridava az pred pouzitim. Pfed pridanim se DNA lososich spermii denaturuje
zahtatim na 95 °C 5 min a poté prudkym zchlazenim uloZenim na led na min. 1 min.

Posthybridizacni promyvani

Membrdéna je promyvana nizko-stringentnimi podminkami, pokud ofekavame, Ze sonda neni Uplné
identicka s cilovou sekvenci. V opacném pripadé pouzivame vysoce-stringentni podminky.

P¥i vysoce-stringentnich podminkach:
Promyjeme membranu v promyvacim roztoku | (2X SSC/0,1% SDS), pti pokojové teploté 5 min, za
konstantniho promichavani.

Promyvaci roztok | nahradime promyvacim roztokem Il (0,1x SSC/0,1% SDS). Promyvame pfi 65 °C
10 min. Tento promyvaci krok 1-2x opakujeme.

P¥i nizko-stringentnich podminkach:
Pro promyvani s nizko-stringentnimi podminkami se vyuzivd pouze 2x SSC/0,1% SDS, teplota je
urcena empiricky, kdy jako nejnizsi je pouzita 37 °C.
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Detekce signalu. Detekce sondy se provadi bud autoradiograficky v pfipadé radioaktivné
znacené sondy, nebo jinym systémem dle zplsobu znaceni sondy.

Odstranéni sondy navazané na membrané pro opétovné pouziti membrany

Nylonové membrany mohou byt pouZity 10-30x. Suchd membrana muze byt uskladnéna pfi pokojové
teploté.

VloZte membranu do roztoku 0,2 M NaOH a za konstantniho promichavani inkubujte 10 min.
Poufijte cca 1-2 ml NaOH na kazdy 1cm?. Odstrarite NaOH.

Promyjte membranu 3x v 0,1 SSC/0,1% SDS/50 mM Tris-HCI (pH 7,5) po 5 min. PouZijte cca 1-2 ml
roztoku na kazdy 1cm?. Monitorujte pH promyvaciho roztoku pomoci pH papirku. Pokud roztok neni
neutralni, opakujte promyvaci kroky.

Alternativni prehybridizacni a hybridizacni roztoky
Alternativné mohou byt pro prehybridizaci a hybridizaci pouzity roztoky s pridavkem formamidu,
ktery snizuje teplotu tani DNA. Timto mUzZe byt hybridizace provadéna pfi 42 °C.

Prehybridizac¢ni roztok s formamidem*

50% deionizovany formamid 50 ml

5X SSC 25 ml (20X)

10X Denhardtiv roztok 10 ml (100X)

50 mM fosfat sodny 5 ml (1M, pH 6,7)
2,5 % dextran sulfat 5 ml (50%)

0,5 mg/ml denaturované DNA lososich spermii** 5 ml (10mg/ml)

* skladovano ve 4 °C, délka skladovatelnosti max. 4 mésice, pred pouzitim pridejte denaturovanou
DNA lososich spermii a temperujte na 65 °C.

** do roztoku se pridava aZz pred pouzitim. Pfed pridanim se DNA lososich spermii denaturuje
zahtatim na 95 °C 5 min a poté prudkym zchlazenim uloZenim na led na min. 1 min.

Hybridizaéni roztok s formamidem*

50% deionizovany formamid 50 ml

5X SSC 25 ml (20X)

1X Denhardtdv roztok 1 ml (100X)

20 mM fosfat sodny 2ml (1M, pH 6,7)
10 % dextran sulfat 20 ml (50 %)
voda 1ml

100 pg/ml denaturované DNA lososich spermii** 1 ml (10 mg/ml)

* skladovano ve 4 °C, délka skladovatelnosti max. 4 mésice, pfed pouzitim pfidejte denaturovanou
DNA lososich spermii a temperujte na 65 °C.

** do roztoku se pridava az pred pouzitim. Pfed pfidanim se DNA lososich spermii denaturuje
zahtatim na 95 °C 5 min a poté prudkym zchlazenim ulozenim na led na min. 1 min.

Priprava 1 M fosfatu sodného (pH 6,7)
Rozpustime 14,196 g Na,HPO, v 80 ml vody. Upravime pH na 6,7 pomoci kyseliny fosforecné a
doplnime do 100 ml.
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