Southernuv blotting

Vyuziti a odvozené metody

Vykonnym nastrojem pro rozdélovani makromolekul s rliznou velikosti a ndbojem je gelova elektroforéza. Molekuly
DNA maji v podstaté stejny ndboj na jednotku hmotnosti, takze se déli na agarézovych nebo polyakrylamidovych
gelech témér vyhradné na zékladé své velikosti nebo konformace. Agarézové a polyakrylamidové gely pdsobi jako
velké molekuly (nad nékolik set nukleotid(), zatimco polyakrylamidové gely jsou lepsi pro rozdélovani malych
molekul DNA.

Analyza DNA pomoci Southernova blottingu

V roce 1975 publikoval E. M. Southern ddlezity novy pracovni postup, ktery umoznil zjistit umisténi gent a jinych
sekvenci v restrikénich fragmentech separovanych gelovou elektroforézou. Zakladnim rysem této metody je prenos
molekul DNA separovanych gelovou elektroforézou na nitrocelulé6zovou nebo nylonovou membranu. Takovy pfenos
DNA je nazyvan Southernlv prenos. DNA je bud pred, nebo béhem prenosu denaturovana tim, Ze je gel umistén do
z4saditého roztoku. Po prenosu je DNA imobilizovdana na membrané vysuSenim nebo ozarenim UV svétlem a
hybridizovéna s radioaktivni DNA-sondou obsahujici studovanou sekvenci. Sonda bude hybridizovat pouze s
molekulami DNA, které obsahuji nukleotidovou sekvenci komplementarni k sekvenci sondy.

Nehybridizované sondy jsou pak vymyty z povrchu membrany a takto
upravend membrana je exponovana na rentgenovy film, aby mohla byt
detekovana pritomnost radioaktivity. Po vyvolani filmu ukazuji tmavé
prouzky pozici sekvenci DNA, které se sondou hybridizovaly. Schopnost
prenosu molekul DNA separovanych gelovou elektroforézou na nylonové
membrany za G¢elem hybridiza¢nich studii a jinych druhd analyz se
ukdzala jako neobycejné uzitecnd. Lze ji napriklad vyuzit pfi detekci genu
cystické fibrézy atd.

Analyza RNA pomoci northernového

blottingu Southern blot membréana
Jednd se o prenos molekul RNA po jejich separaci elektroforézou. Tento
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molekuly RNA. Molekuly RNA jsou vSak velmi citlivé na degradaci RN- e
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denaturacniho Cinidla do pufru pouzivaného pfi elektroforéze.
Detekce RNA pomoci northernového

Po prenosu na membranu RNA hybridizuje bud's DNA, nebo RNA-sondami, blottingu

stejné jako je to u Southernova prenosu. Northernova hybridizace je

nesmirné uzite¢na pfi studiich genové exprese. Mize se pouzit k uréeni,

kdy a kde se jednotlivé geny exprimuji. Nicméné northernova hybridizace stanovuje pouze miru akumulace RNA-
transkriptl a neposkytuje zadnou informaci o tom, pro¢ k akumulaci doslo. Zmény akumulace transkriptd mohou
byt zplsobeny zménami rychlosti transkripce nebo naopak rychlosti degradace transkriptd.

Analyza proteinii westernovym prfenosem

Nékdy oznacovan také jako imunoblot. Protoze je mnoho funkcnich proteind slozeno ze dvou nebo vice
podjednotek, jsou jednotlivé polypeptidy separovany v pritomnosti detergentu dodecylsulfatu sodného (SDS), ktery
denaturuje proteiny. Po probéhnuti elektroforézy se proteiny detekuji barvenim Coomassie modri nebo znacenim
stribrem. Rozdélené polypeptidy Ize ale také prenést z gelu na nitrocelulézovou membranu a jednotlivé proteiny
detekovat pomoci protilatek. Pfenos se oznacuje jako westernovy prenos a uskutec¢nuje se pomoci elektrického
proudu

Po tomto prenosu se specificky protein identifikuje tak, ze se membrana s imobilizovanymi proteiny umisti do
roztoku obsahujicim protildtku k tomuto proteinu. Nasledné se nenavdzané protilatky z membrany odstran{
vymytim. Pritomnost prvni (primérni) protildtky se detekuje inkubaci se sekundarni protilatkou. Tato sekundarni
protildtka obecné reaguje s imunoglobuliny. Sekundarni protilatka je spojena (konjugovana) bud's radioaktivnim
izotopem nebo enzymem.
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