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Zakladni informace

Pojmenovani po E. Southernovi, ktery tento
postup zavedl r. 1975

Metoda, ktera ma vyznamnée uplatneni v
diagnostice

Umoznuje lepe vizualizovat vysledky
elektroforézy DNA

V doslovném pfekladu ,pijakovani*

Elektroforeticky gel neni vhodnym materialem
pro provadeni hybridizace DNA




Samotny proces

1.Vychazime ze situace, kdy probéhla elektroforéza DNA fragmentu

2.a)Pomoci alkalického pufru nechame vzlinat molekuly DNA z gelu na
folii (nejCastéji z nitroceluldzy), v alkalickem prostfedi zaroven DNA
denaturuje (vlakna se oddéli, aby mohlo v pfiStim kroku dojit k hybridizaci
se sondou).

2.b)Jednoretézcova viakna DNA, ktera jsou nha membranu prenesena ve
stejném poradi jako byla na elfor. gelu se fixuji (teplem, UV zarenim)

3. Na folii nechame pusobit dalSi pufr s nukleotidovymi sondami (v
nadbytku), které hybridizuji s komplementarnimi sekvencemi na folii
zachycenych fragmentu DNA. Sondy jsou znaceny radioaktivnim
izotopem nebo (nyni Casteji) fluorescencnim barvivem

4. Nenavazané proby (sondy) jsou odmyty.

5. Nyni jizZ muzeme vizualizovat sondou znacené fragmenty (podle

pouzitého znaceni sondy bud autoradiografii nebo detekci fluorescence)
v pripadé uspésné hybridizace sviti na membrane v urcité oblasti
dvousroubovice tvorena 1 vlaknem proby a 1 viaknem studovane DNA
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Eventuality

* Northern blotting - oznacujeme tak vizualizaci
elektroforézy RNA, ktera probiha obdobne jako v
pripade Southern blottingu.

 Western blotting - pouziva se pri elektroforéze bilkovin,
pro jejichz znacCeni se vyuzivaji imunochemicke metody.

* Elektroblotting — prenos na membranu neprobiha jen
kapilarnimi jevy, ale za pomoci elektrickeho proudu




Vyznam

V oblasti diagnostiky geneticky podminenych chorob

Je-li sonda kratka (okolo 20 nukleotidu) muze se stabilné
navazat pri vyssi teplote pouze pokud je s cilovou
sekvenci zcela komplementarni - timto zpusobem |ze
napriklad odhalit bodové mutace (zameny bazi) v
nekterych genech.

Pomoci Southern blottingu Ize studovat polymorfismus
DNA, {j. rozdily v nukleotidové sekvenci ruznych alel

Umoznuje z velkého mnozstvi fragmentu o podobnych
delkach (jez muzeme ziskat napr. po Stépeni celkove
DNA pomoci restrikCnich endonukleaz) specificky
detekovat DNA fragment




