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SOUTHERNOVA HYBRIDIZACE

Existuje celd rada protokoll pro Southernovu hybridizaci. Tyto protokoly se do znaéné miry totozné
co se tyce Uvodnich fazi, jako je priprava vzork( elektroforetickou separaci, jejich denaturace, prenos
a imobilizace na membranu. Protokoly se rozchazi az co se tyce konkrétnich podminek hybridizace,
jako je sloZeni hybridizacniho roztoku ¢i podminek posthybridizacniho promyvani. Tyto rozdily
v protokolech nejsou ve vysledném efektu obvykle nijak dramatické, nehledé na to, Ze to zdsadni ve
vSech protokolech zlstava vidy stejné. Samoziejmé existuji odliSnosti, které bychom ve vlastnich
experimentech méli respektovat, jako je napt. teplota hybridizace v zavislosti na délce pouzité sondy
Ci je zplQsob znaceni sondy, ktery vede k odliSnému postupu pfi zavéreéné detekci sondy.

ELEKTROFORETICKA SEPARACE VZORKU A JEJICH PRiIPRAVA

e ELFO: DNA testovanych vzork( spole¢né se znadenym velikostnim markerem je separovana
standardné pouzitim agarosové elektroforézy.

e Depurinace DNA pro fragmentaci prilis dlouhych fragmenti: gel je ponofen do 0,25 M HCI na
10 min. Pokud je v nanasecim roztoku pfi ELFO pouZita bromfenolovd modf, pti depurinacnim kroku
by se méla modra barva bromfenolové modfi zménit na Zluto-zelenou. Gel je poté oplachnut v
destilované vodé.

Krok depurinace umozni fragmentaci dlouhych Usekd DNA na mensi a usnadni tak lepsi prenos
fragmentl na membranu.

e Denaturace: Gel je ponofen do denaturacniho roztoku (0,5 M NaOH, 1,5 M NacCl) na 2x 15 min,
poté je gel oplachnut v destilované vodé.
PFi denaturaénim kroku dochazi k rozpadu dvouretézcovych molekul DNA na jednofetézcové.

e Neutralizace: Gel je ponofen do neutralizac¢niho roztoku (0,5 M Tris-HCl, 3 M NacCl, pH 7,5) na 2x 15
min.

PRENOS DNA NA MEMBRANU

Existuji dva hlavni zpUsoby prenosu DNA z gelu na membranu, je to jednak pomoci osmozy a jednak
elektropfenos. My uvadime ten klasictéjsi, coZ je prenos osmdzou.

* Pfipravime si pfenosovy mustek. Jako mistek nam m(iZze poslouZzit elektroforeticka vani¢ka otocena
dnem vzhlru nebo krabicka od 3$pi¢ek otoéenda dnem vzhlru. Mustek polozime na dno vanicky.
Velikost vanicky, tj. jeji plocha, by méla byt alespor o 1/3 vétsi nez je plocha gelu.

* Na mustek poloZzime predvlhéeny (20x SSC) filtracni papir tak, aby jeho okraje dosahovaly na dno
vanicky. Dbame, aby pod filtracnim papirem nebyly bubliny, pokud tam bubliny jsou, tak je vytla¢ime.
(napf. vyhlazenim sklenénou tycinkou).
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* Na muastek s filtracnim papirem poloZzime gel, a to jeho spodni stranou nahoru (jamky dnem
nahoru). Opét odstranime veskeré bubliny, které se pod gelem pripadné vytvorily. 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 rohl byl ustfizen.
Membranu predvihéime a polozime na gel tak, aby se ustfizeny roh membrany prekryval s ufiznutym
rohem gelu. Opét odstranime bubliny.

Ptipadné bublinky by vadily vzorkim v pfenosu na membranu.

S membranou manipulujeme zasadné v rukavicich. Nejlépe membranu drZzime za jeji okraje pinzetou.
* Na membranu polozime dva kusy filtra¢niho papiru o stejném rozméru, jako ma gel. Filtrani papir
predem predvlhéime v 20x SSC. Odstranime veskeré bubliny.

* Poté poloZime 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.

mnip | Proti pfipadnému vzlinani pufru okolo gelu izolujeme vrchni stranu presahu filtracniho papiru, ktery
leZi na mustku, pomoci paskl alobalu.

SESTAVA PRO KAPILARNI PRENOS Zavasi
Z GELU NA MEMBRANU

Absorbéni vrstva

Membrana N
%ﬂ"rﬁém papir
20X'SSC
Vaniéka / Stojanek \ |

PROMYTi MEMBRANY A IREVERZIBILNI IMOBILIZACE DNA NA MEMBRANE

V této fazi mame membranu s navdzanymi vzorky DNA. Vazba DNA na membrdné je pouze na
zakladé slabych iontovych interakci. Proto membranu s DNA exponujeme UV zafeni, které mezi DNA
a membrdnou vytvofi pevné kovalentni vazby. Postupujeme takto:

* Rozebereme prenosovou sestavu
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* Preklopime membranu s gelem na suchy filtracni papir (gelem nahoru). Abychom ziskali orientaci o
horni/spodni strané membrany a poloze vzork(, mékkou tuzkou propiseme jamky v gelu na
membranu.

* 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
p¥i 120 °C.

Membrana je v tomto kroku pfipravena pro hybridizaci, alternativné muizZe byt zabalena do plastové
folie a uchovana ve +4 °C pro pozdéjsi pouziti.

HYBRIDIZACE

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

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

e Membranu vlozime do prehybridizaéniho roztoku predehfatého na 65 °C. Na kazdy lcm?’
membrdny pouzZijeme alespoi 100 pl prehybridizaéniho roztoku. Inkubujeme za stalého
promichavani pfi 65 °C 2 hodiny.

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

Prehybridizac¢ni roztok*

6X SSC 30 ml (20X SSC)
10X Denhardtuv 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**

* 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 pfidanim se DNA lososich spermii denaturuje
zahtatim na 95 °C 5 min a poté prudkym zchlazenim uloZenim na led na min. 1 min.
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e Prehybridiza¢ni roztok vyménime za hybridizacni 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 (mdze byt vrozmzi od 0,5 x 10° aZ 3 x 10° cpm/ml). Pokud je sonda znadena
neradioaktivné, fidime se doporuéenim vyrobce znaciciho systému.

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 neZ je teplota tani (Tm). Pfi¢emi

Tm = 4x pocet GC pard + 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

Z membrany se pti tomto promyvani odmyva nespecificky navdzana sonda (tzn. molekuly sondy
navazany jinde nez k cilové sekvenci). Membrana je promyvana nizko-stringentnimi podminkami,
pokud ocekdavame, Ze sonda neni Uplné identicka s cilovou sekvenci. V opacném ptipadé pouzivdme
vysoce-stringentni podminky.

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

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

P¥i nizko-stringentnich podminkach:
Pro promyvani s nizko-stringentnimi podminkami se vyuZzivd pouze 2x SSC/0,1% SDS, teplota je
urcena empiricky, kdy jako nejnizsi je pouzita 37 °C.
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DETEKCE SONDY
ZpUsob 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 membrany se provadi pro opétovné pouZiti membrany pro hybridizaci. Nylonové
membrany mohou byt pouZity 10 - 30x. Suchd membrana mUze byt uskladnéna pfi pokojové teploté.
Postupujte takto:

* VloZzte membrdnu do roztoku 0,2 M NaOH a za konstantniho promichavani inkubujte 10 min.
Pouzijte cca 1 - 2 ml NaOH na kazdy 1cm?. Odstrarite NaOH.

e 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 HYBRIDIACNI 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 Denhardtuv roztok 10 ml (100X)

50 mM fosfat sodny 5ml (1M, pHB6,7)
2,5 % dextran sulfat 5 ml (50%)

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

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

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

Hybridiza¢ni roztok s formamidem*

50% deionizovany formamid 50 ml
5X SSC 25 ml (20X)
1X Denhardtiv roztok 1 ml (100X)
20 mM fosfat sodny 2ml(1M,pHB6,7)
10 % dextran sulfat 20 ml (50 %)
voda 1ml
100 pg/ml denaturované DNA lososich spermii** 1 ml (10 mg/ml)
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* skladovano ve 4 °C, délka skladovatelnosti je max. 4 mésice, pred pouZitim pfidejte 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.

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 fosfore¢né a
doplnime do 100 ml.

> www.labguide.cz Protokol: Southernova hybridizace
LAB.? Guide

Privodes laboratofi



