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Pravodce laboratori

NORTHERNOVA HYBRIDIZACE

Vzhledem k tomu, Ze se pti Northern hybridizaci pracuje s RNA a RNA je extrémné citlivda na
plGsobeni RNaz, je zapotfebi se vyvarovat jakékoliv kontaminace RNazami. Pro sniZeni rizika
kontaminace RNdzami vSechny roztoky, které jsou pouzity pro Northernovu hybridizaci, musi byt
osetfeny dietylpyrokarbonatem (DEPC), ktery RNazy inaktivuje. Pokud se vyskytne kontaminace
RNazami v pribéhu experimentu, bud ve formé pouZivanych roztokd, ¢i pfitomnosti RNaz pfimo ve
vzorku, zvySuje se nebezpeci degradace vzorku RNA.

INAKTIVACE RIBONUKLEAZ POMOCIi DEPC

DEPC (dietylpyrokarbonat) je pouZivan k inaktivaci RNaz, a to prostfednictvim modifikaci, které se u
téchto enzym vytvafi plsobeni DEPC na histidinu, lysinu, cysteinu a tyrosinu. Pro inaktivaci RNaz se
vyuziva 0,1% DEPC (v/v).

Ve vodnych roztocich DEPC rychle hydrolyzuje na CO, a etanol. Polocas rozpadu DEPC je ve
fosfatovém pufru pfi pH 6 asi 20 min. Tato hydrolyza je zesilovana roztokem Tris a dalSich amind,
proto plsobeni DEPC neni doporucované za pfitomnosti téchto latek. DEPC, ktery je uchovavan bez
pritomnosti nukleofilnich latek (napf. H,O nebo etanol), je perfektné stabilni, nicméné pfitomnost i
malého mnoiZstvi téchto latek vede k rychlému rozpadu DEPC. Proto je tfeba DEPC chranit pred
vlhkosti. Uchovavejte DEPC v malych alikvotech a suchu. Pfed otevienim nechte vidy nddobu s DEPC
vytemperovat na teplotu prostredi.

Osetfeni roztokti 0,1% DEPC:

1 ml DEPC pridejte k 1 litru roztoku, nechte puUsobit alesport 1 hodinu pfi 37 °C a poté DEPC
inaktivujte autoklavovanim. Pfi autoklavovani se DEPC rozkladd na etanol a CO2. Pokud v roztoku
zUstanou zbytky DEPC, m(ize dojit k nékterym modifikacim RNA a inaktivaci nékterych biochemickych
reakci.

PRIPRAVA ELEKTROFORETICKE SEPARACE VZORKU RNA

Prvnim krokem je elektroforeticka separace vzorkl v agarosovém gelu. Co se tyce rizika degradace
vzork( pfitomnymi ribonukledzami, je to nejkritic¢téjsi faze celé metody. RNazy mohou byt pritomné
nejen v pouzivanych roztocich, ale také elektroforetické aparature. Ztohoto dlvodu je velmi
doporucéovano pouzivani jen elektroforetické aparatury s ,RNA statusem®, tj. aparatury, kterd slouzi

vyhradné jen pro separaci vzorkd RNA, stejné tak pouzivani roztokd vyhrazenych jen k tomuto Gcelu.
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Priprava elektroforetické aparatury: Umyjte elektroforetickou vanu, vanicku a hifeben roztokem
saponatu, oplachnéte vodou, poté etanolem a vysuste. Poté ponorte do roztoku 3% H,0, a nechte

plsobit 10 min. DUkladné oplachnéte v DEPC-H,0.

Priprava denaturacniho gelu s 2,2 M formaldehydem:

RNA je ve formé jednoretézcovych molekul, které tak hybridizuji samy se sebou a vytvari tak vice i
méné sloZité sekunddarni struktury. Vzhledem ktomu, Ze tyto struktury mohou ovlivnit
elektroforetickou separaci, je tfeba molekuly RNA denaturovat. Denaturace se provadi v prlbéhu

elektroforézy, a to prostfednictvim dodaného formaldehydu.

Priprava 100 ml agarosového gelu s 2,2 M formaldehydem:

e pridejte 1,5 g agarosy do 72 ml sterilni DEPC-vody a rozpustte v mikrovinné troubé,
 nechejte ochladit na 55 °C,
e v digestofi pridejte 10 ml 10X MOPS elektroforetického pufru a 18 ml formaldehydu. Promichejte a

nalije do pfipravené elektroforetické vanicky.

1,5% agarosovy gel je vhodny pro separaci RNA o velikosti 0,5 - 8 kb. Vétsi RNA by méla byt

separovana v agarosovém gelu o koncentraci 1 - 1,2%.

Priprava 10X MOPS elektroforetického pufru:

e rozpustte 41,8 g MOPS v 700 ml sterilni DEPC vody,

e upravte pH na 7,0 pomoci 2 M NaOH,

e pridejte 50 ml 1 M octanu sodného (s pisobenim DEPC) a 40 ml 0,5 M EDTA (s plisobenim DEPC).

e doplnite objem roztoku na 1 litr pomoci DEPC-H,0. Sterilizujte roztok pomoci filtrace pres 0,45 um
Milipore filtry a uchovavejte pfi pokojové teploté chranéné pred svétlem. Pokud roztok ¢asem zméni

barvu na tmavsi nez je slamové Zluta, nelze poufit.

VZORKY RNA A RNA VELIKOSTNI MARKER

MnoiZstvi celkové RNA, které je nanaSeno na jednu jamku by obvykle mélo byt do 20 pg v objemu
1 - 2 pl. Naneseni vétsiho mnozstvi RNA do jamky vede k vytvoreni Smouhy na gelu misto ostrého
prouzku, stejné tak jako v pfitomnosti soli €i SDS. Pro spravné odhadnuti velikosti separované RNA, je
tfeba nanést i RNA velikostni marker. Molekuly DNA a RNA, a¢ stejné velikosti, nebézi pfi ELFO stejné.
Vzorky RNA jsou smichdny s denaturaéni smési. S denaturacni smési je smichan i velikostni marker.
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RNA (do 20 pg) 2 ul

10x MOPS elektroforeticky pufr 2 ul
Formaldehyd 4 pl

Formamid 10 pl

Voda Doplnte do 20 pl

Inkubujte vzorky 60 min pfi 55 °C. Zchladte vzorky 10 min na ledu a kratce zcentrifugujte.

Ke kazdému vzorku pfidejte 2 pl 10X nanaseciho pufru a ulozte na led.

50 % glycerol 5 ml

10 mM EDTA 200 ul 0,5 M EDTA, pH 8, pfipravena z DEPC-H,0
0,25% (w/v) bromfenolova modf 0,025 g

DEPC-H,0 doplrite na finalni objem 10 ml

ELEKTROFORETICKA SEPARACE RNA

Pfripravte elektroforézu, vloZte pfipraveny gel a zalijte dostate¢nym mnoZstvim 1X MOPS
elektroforetickym pufrem. Nechte elektroforézu bézZet nejprve bez vzork( na prazdno, a to 5 min pfi
5 V/cm. Poté naneste vzorky a zapnéte elektroforézu. V pribéhu elektroforézy nékolikrat (napf.
kazdou hodinu) promichejte elekroforeticky pufre, eventuelné pro promichavani pufru poufzijte
elekroforetickou vanu s peristaltickou pumpou.

Po ukonceni elektroforézy promyvejte gel nejprve ve vodé po dobu 15 min, poté 2x 15 min v 10X SSC.

PRENOS RNA NA MEMBRANU

PFenos RNA z gelu na hybridiza¢ni membranu je v podstaté identicky tomu, jakym je pfenos DNA na
membranu pfi Southernové hybridizaci. Existuji dva hlavni zptsoby pfenosu nukleovych kyselin z gelu
na membranu, je to jednak pomoci osmdzy a jednak elektropfenos. My uvadime ten klasictéjsi, coZ je
pfenos osmdzou.

* Pfipravime si pfenosovy mustek. Jako mistek ndm muiZe poslouZit elektroforeticka vanicka otocena
dnem vzhlru nebo krabic¢ka od Spicek otocend dnem vzhiru. Mustek poloZzime na dno vanicky.

Velikost vanicky, tj. jeji plocha, by méla byt alespori 0 1/3 vétsi nez je plocha gelu.
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* Na mUstek poloZzime predvlhéeny (20x SSC) filtraéni papir tak, aby jeho okraje dosahovaly na dno
vanicky. Dbame, aby pod filtraénim papirem nebyly bubliny, pokud tam bubliny jsou, tak je vytlacime.

(napf. vyhlazenim sklenénou tycinkou).

* Na muastek s filtracnim papirem poloZime gel, a to jeho spodni stranou nahoru (jamky dnem
nahoru). Opét odstranime veskeré bubliny, které se pod gelem pfipadné vytvofily. Pro budouci

orientaci, jeden roh gelu odfizneme. Povrch gelu lehce zalijeme 20x SSC.

* Pfipravime si nylonovou membranu tak, aby méla velikost gelu a jeden z jejich rohG byl ustfiZen.
Membranu predvihéime a polozime na gel tak, aby se ustfizeny roh membrany prekryval s ufiznutym

rohem gelu. Opét odstranime bubliny.

E] Ptipadné bublinky by vadily vzorkiim v pfenosu na membranu.

TIP

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

* Na membranu polozime dva kusy filtra¢niho papiru o stejném rozméru, jako ma gel. Filtraéni papir

predem predvlhéime v 20x SSC. Odstranime veskeré bubliny.

* Poté poloZzime absorbentni vrstvu, napf. 6 — 10 cm vrstvu buniciny o rozmérech gelu.

* Absorbentni vrstvu zatizZime deskou (z libovolného materidlu) a zavazim o cca 0,5 kg (mlze

poslouzit 0,5 | lahev se Sroubovacim vickem, ktera je naplnéna 0,5 | vody.

* Do spodni misky nalijeme 20x SSC tak, aby hladina byla pod hornim okrajem mustku. Nechame

vzlinat 6-12 hodin.

Proti pfipadnému vzlinani pufru okolo gelu izolujeme vrchni stranu presah filtracniho papiru, ktery

lezi na mustku, pomoci paskl alobalu.
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SESTAVA PRO KAPILARNi PRENOS Zavazi
Z GELU NA MEMBRANU

Absorbéni vrstva

Membrana ™
/;\f/iltraéni papir
20X'SSC
Vanicka / Stojanek N\ |

PROMYTi MEMBRANY A IREVERZIBILNi IMOBILIZACE RNA NA MEMBRANE
V této fazi mdme membranu s navazanymi vzorky RNA. Vazba RNA na membrané je pouze na zakladé

slabych iontovych interakci. Proto membranu s RNA exponujeme UV zareni, které mezi RNA a

membranou vytvofi pevné kovalentni vazby. Postupujeme takto:

* Rozebereme prenosovou sestavu

e Preklopime membranu s gelem na suchy filtracni papir (gelem nahoru). Abychom ziskali orientaci o
horni/spodni strané membriny a poloze vzork(i, mékkou tuzkou propiseme jamky v gelu na
membrdanu.

* Membranu proplachujeme 5 min v 6x SSC.

* Membranu poloZime na suchy filtracni papir, nechdme osusit a vzorky na membrané fixujeme
pomoci UV bud’ pfimo v UV crosslinkeru, nebo 3 min na transiluminatoru, alternativné 30 - 60 min
pfi 120 °C.

Membrdana je v tomto kroku ptipravena pro hybridizaci, alternativné m(ze byt zabalena do plastové
folie a uchovana ve +4 °C pro pozdéjsi pouziti.

PREHYBRIDIZACE A HYBRIDIZACE

V tomto kroku je membrana s testovanymi vzorky nejprve inkubovdna v prehybridiza¢nim roztoku,
¢imz se snizi pozdéjsi nespecifické nasedani sondy, a poté se membrana inkubuje v hybridiza¢nim
roztoku obsahujicim znacenou sondu. V pribéhu hybridizace se sonda navaze na komplementarni
sekvenci vzorku. Postupujeme takto:

¢ Inkubujte membranu 2 hod pfi 68 °C v 10 - 20 ml prehybridizaéniho roztoku.
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e Inkubujte membranu v hybridizacnim roztoku s pridanou sondou. Pokud je sonda dvouretézcovi, je
tfeba ji pfedem denaturovat, a to zahfdtim na 100 °C po dobu 5 min a ndaslednym rychlym
zchlazenim, a to uloZenim na led minimalné na 3 min.

0,5 M pufru fosfatu sodného (pH 7,2)* 134 g Na,HPO,. 7H,0
4 ml 85% H;PO,
7 % SDS (w/v) 70g
1 mM EDTA (pH 7) 200 pl 0,5 M EDTA (pH 7), v DEPC
DEPC-H,0O doplnit do 1 litru

Ptiprava 0,5 M pufru fosfatu sodného: 134 g Na,HPO,. 7H,0 rozmichdame v DEPC-dH,0. Objem vody
by mél byt takovy, aby po pfidani dalsich komponent vznikl roztok o 1l. Pfiddme 4 ml 85% HsPO,,

e 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 niZsi ne? je teplota Tm. Pficem?

Tm = 4x pocet GC parQ + 2x pocet AT pard

Pro detekovani malého mnoZstvi mRNA pouZijte alespofi 0,1 pg sondy, jejiz aktivita presahuje 2 x 10°
cpm/pg.

Pro detekovani sondy, ktera neni plné homologni s cilovym Usekem, pouZivdme nizko-stringentni
podminky, tj. hybridizace je provadéna pfi 37 - 42 °C v hybridiza¢nim pufru obsahujicim 50%
deionizovany formamid, 0,25 M fosfat sodny (pH 7,2), 0,25 M NacCl a 7% SDS.

POSTHYBRIDIZACNi PROMYVANI
Z membrany se pti tomto promyvani odmyva nespecificky navdzana sonda (tzn. molekuly sondy
navazany jinde nez k cilové sekvenci).

Membranu promyvejte v:
* 100 - 200 ml 1X SSC, 0,1% SDS pfi pokojové teploté 10 min

¢ 100 - 200 ml roztoku 0,5x SSC, 0,1% SDS, pfedehfatého na 68 °C. Promyvejte pfi 68 °C po dobu 10

min. Tento promyvaci krok opakujte 2x.
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DETEKCE SONDY. Zplsob detekce sondy se provadi v zavislosti na typu znaceni sondy, a to bud
autoradiograficky v pfipadé radioaktivné znacené sondy, nebo jinym systémem dle zplsobu znaceni

sondy.

ODSTRANENi SONDY Z MEMBRANY

Odstranéni sondy z membrdany se provadi pro opétovné pouziti membrany pro hybridizaci. Nylonové
membrany mohou byt pouZity 10 - 30x. Suchd membrana muzZe byt uskladnéna pfi pokojové teploté.

Pro odstranéni navazané sondy z membrany pro opétovné pouZiti membrany lze vyuZzit inkubaci
membrany po 1 - 2 hod ve velkém objemu bud roztoku 10 mM Tris-Cl (pH 7,4) a 0,2% SDS
predehiatého na 70 — 75 °C, nebo roztoku 50% deionizovaného formamidu, 0,1x SSC, 0,1% SDS
predehratého na 68 °C.
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