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Chuwong 10: PHAN TiCH CAC BIEU HIEN CUA GEN
O CAP BO CHUC NANG CUA BO GEN
GIO1 THIEU

Lai Northern blot l1a mét ki thuat trong dé cac kich thuéc khac nhau cla cac
nhitng phan t&¢ RNA duwoc tach ra trong mot gel agarose, gilt ¢c6 dinh vao mang
nylon hodc nitrocellulose, va sau do lai véi mot DNA da dwoc danh dau hodc dau
do RNA. Khoéng giong nhu ky thuat Southern blot c6 lién quan dén su lai gitta
DNA-DNA, con lai Northern blot dé cap dén s lai gita RNA-DNA hodc lai gilra
RNA-RNA. Vé ky thuat, Northern blot khéng phai la mot tén nguoi; cling khong
phai la do mét vi tri dia ly. Thuc t€, k¥ thuat nay da duoc phat trién mudn hon cac
phuong phap Southern blot, va do dé dét tén la phuvong phép Northern blot.

K§ thuat Northern blot Ia mét trong nhitng céng cu co ban nhat va manh mé
duoc st dung trong phan tich céc biéu hién gen. Day la mot phrong phép rat nhay,
dang tin cay va dwoc st dung réng ré trong mo ta cac dac diém on dinh cla RNA.
Phan tich RNA la mdt phwong phap manh mé dé theo déi hoat dong cia mot gen
ndi sinh hodc gidi thiéu gen trong cac dong té bao dac biét hodc cdc mb. Mac du
thuc té 1a cac phwong phap khac nhu su bao vé RNase vacon lai dot/slot blot co thé
dwoc st dung cho phan tich RNA va nhay hon, phuvong phap northern blot c6 mét
s6 lgi thé. Nhu da dwoc chirng minh truéc day, cac sw biéu hién cla gen thuong
phtrc tap. Nhiéu phan tir RNA c6 thé dwgc thé hién tir mot gen don 1é va hang ngan
RNA duoc tao ra chi tr mot t€ bao, md hodc sinh vat. Northern blot phan tich déng
thoi co thé cung cap thong tin vé cac loai, kich ¢d va mirc do biéu hién cla sv da
dang clia cac RNA, co thé khong duoc hién thi bang cac k§ thuat thay thé nhu cac
dot/slot blot va thir nghiém bdo vé RNA. Ngoai ra, bd loc mang té bao chira mot
ban ghi cla cac loai khac nhau RNA c¢6 thé duoc tai st dung dé phan tich cic ban
sa0 RNA nhiéu tir mot s6 gen trong cung mdt mau RNA. Do d6, gia tri va cac ting
dung clia cong nghé northern blot larat Ion.

Chuwong nay cung cdp chi tiét cac giao thirc chuan northern blot va cho PCR
dinh lvong va phan tich dot blot biéu hién mRNA.

NGUYEN TAC VA LUU Y CHUNG
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Céc nguyén tac chinh va cac budc lai northern blot dugc minh hoa trong hinh
10.1. Cac RNA khéc nhau treéc tién & dwoc lam bién tinh bang formaldehyde va
sau do bi tach theo khdi lugng phan tir clia né theo tiéu chuén dién di agarose gel.
Mot gel agarose nhw la mot phan t loc, cac dién t&r van dong trong dién méi la
dong lwc cho s di chuyén clia cdc RNA mang dién tich am trong dién di. Cac RNA
sau do sé di chuyén va tach ra hodc chuyén vao mot mang nylon hodc mang
nitrocellulose. N6i chung, céc vi tri khac nhau ciia RNA trong gel agarose duoc ghi
lai trén mang. Sau khi cac t&r RNA lién két ngang trén mang, riéng biét hodc cac
chubi muc tiéu clia RNA c6 thé duoc lai véi mot dau do DNA hoic RNA quan tam,
ti€p theo latim ramot phwong phép thich hop dé phat hién.

M@t khai niém quan trong dé biét dwoc cac nguyén tic cia mRNA phién ma tir
gen hodc DNA ciia n6 la quy tic bd sung. Piéu do c6 nghfa la trinh tw clia mot
mRNA b8 sung cho cac mau DNA matlr dé nd da duoc sao chép, ngoai trir base T
duoc thay thé bang U. D6 chinh & base ghép ndi hodc b sung sé tao nén nhitng soi
don DNA hoéc dau do RNA dé lai v&i chubi muc tiéu clia mRNA bi bién tinh bang
lién két hydro. Ddi voi cac dau do, mot dau do RNA hodc riboprobe sao chép trong
ong nghiém da dwgc chirng minh la nhay cdm hon hodc néng hon mot dau do DNA.
Ngoai ra, quatrinh lai RNA-RNA s& on dinh hon so voi lai RNA-DNA. Vi vay,
gua trinh lai va rira phai dwoc thuc hién theo cac diéu kién nghiém ngat cao, do d6
lam giam kha nang phat trién ctia mdt loai nén khéng dac hiéu.

B&i vi cac RNA khi so véi DNA thi chang la cac phan ti rat linh hoat cho nén
& bi kiem ham bang RNases, qua trinh ndy nén duoc thuc hién nham dé duy tri do
tinh khiét va toan ven cla cac RNA. Diéu nay réat trong cho lai northern blot. Hoat
déng RNase 1a khong dé dang bat hoat. Hai nguyén nhan chinh |1am cho RNase mét
tinh sach la tir tay clia nguoi dung va tir vi khuan va ndm moc cé mat trén céc hat
bui trong khong khi. D& tranh bi tap nhiém RNase, nén deo ging tay va thudng
xuyén thay doéi khi xtr ly cdc RNA. plasticware dung mot 1an nén dwoc hap tiét
trung. Cac dung cu khong phai la thiy tinh va plasticware can duoc xtr ly voi
pyrocarbonate diethyl 0,1% (DEPC) trong dd.H,O va dugc hap trwéc khi st dung.

DEPC lamdt chat trc ché RNase manh.
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Thy tinh c6 thé dwoc dat & 250°C sudt dém. Hé théng gel can dwgc ngadm véi
SDS 0,2% qua dém va rira sach bang chét tdy ria tiét tring theo sau véi nwéc da xr
ly DEPC. Thiét bi dién di RNA, néu cd thé, nén duoc tach ra st dung cho dién di
DNA hay protein. Héa chat dwoc st dung phai tinh khiét va RNase-tinh sach. Hon
hop gel, dung dich dém dé chay dién di, phuong phap lai tao varira phai dwoc thuc
hién voi nuéc daxir ly DEPC hodc xt ly bang mot vai giot DEPC.

Tuwong tw nhu lai Southern blot, mot Northern blot tiéu chuan bao gom nam yéu
t6: (1) chuan bi cac RNA dugc phan tich, (2) dién di trén agarose gel clia cac phan
tr RNA, (3) thdm clia RNA vao mdt mang ran; (4) lai ctia RNA véi mdt DNA c¢6
nhan hodc dau do RNA, va (5) phét hién cac tin hiéu lai. ) Dién di trén agarose gel
lamot cong cu pho bién dé tach cac RNA khéc nhau. Agarose duoc chiét sudt tir tdo
rong bién va la mot loai polymer vé co ban bao gom céc D-gaactose va L-
galactose. Khi agarose dang bot duoc ndu chay va sau dé dong cling, né hinh thanh
mbdt hé thdng cé tac dung nhu mét mang loc phan t&r voi nhiéu kich thuéc khac
nhau ctia nhitng RNA duoc tach ratrong trong dién di.

Mot sb yéu té chung can dwgc lwu y khi thue hién dién di RNA trén agarose gel:
modt agarose siéu tinh khiét la RNase tinh khiét rat duoc khuyén khich st dung cho
northern blotting va nong doé agarose sé &nh hudng dén su phan tach RNA. Thong
thudng, nhitng phéan tr RNA cé kich thuéc 16n cling sé nhé hon agarose cho nén né
s8 duoc str dung dé co dugc cac bang hinh sac nét.

Trong dién di, RNA di chuyén qua hé thong gel vai mot tée do ti 1é nghich voi
trong lvgng phan ti ctia chiing . RNA nhd di chuyén nhanh hon so véi cac phén ti
RNA 16n hon
CO LAP TOAN BO RNA VA THANH LOC CAC mRNA

Chi tiét dwgc mo ta trong Chuong 3.

DIEN DI RNA SU DUNG FORMALDEHYDE AGAROSE GEL

1. Lam sach khay chtra gel va lvgc bang cach ngam ching trong dung dich 0,2%
SDS qua dém varira ching bang chét tdy. Hoan tit qua trinh tdy rira bang nuéc may
varda lai bang nwoc cét 3-5 lan.

2. Chuén bi hon hop formaldehyde agarose gel trong mdt chai sach ho3c trong

mot coc nhu sau:
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Lwu y: nong d6 agarose thong thuong la 1% (w / v), nhing né cé thé duoc diéu
chinh véi cac kich thuwdc cla cac RNA duoc tach ra. DEPC nén dugc pha voi dd
H,0. Vi agarose la chiém mot lvgng nhé nén thé tich clia né cé thé duoc bd qua
trong tinh toan téng thé tich.

3. Dat chai (v&i nap roi) hodc cée trong 10 vi song va lam ndng hon hop agarose
trong 1 phut. Sau do 1&c nhe lo dé rira bot agarose bi dinh vao thanh binh thay tinh.
Pé lam tan agarose hoan toan, tién hanh dun sbi nhe tir 1 dén 3 phat, tuy thudc vao
thé tich ctia hdn hop agarose. L&c nhe hén hop, mé nép va dé cho hon hop dé ngudi
tlr 50 dén 60°C.

4. Trong khi hén hop gel dwoc lam mét, lau sach khay gel, tai hai dau diing bang
keo hoac dém bit kin lai va chén lwgc dang vi tri.

5. Thém céc thanh phan sau vao hon hop gel da ngudi:

6. Nhe nhang chuyén hon hop gel vao trong khay chira gel. Gel sé cirng sau khi
dé & nhiét dd phong khoang 30 phuit.

Chua y: Formaldehyde la chat doc hai; ca DEPC va EtBr déu la chat gay ung
thu. Nhirng héa chat can dugc x( ly can than. Phai mang gang tay khi lam viéc voi
cac héa chat nay. Gel c6 chira EtBr phai duoc tap trung trong mot thung chira dac
biét dwoc chi dinh dé xi ly chét thai doc hai. Formaldehyde nham dé lam bién tinh
cdu trdc phu cla cac RNA. EtBr dwoc st dung dé nhudm cac phan tlr RNA, duoc
xen ké trong cac vung clia cdu tric thr cdp cla nhitng RNA va phat huynh quang
mau da cam khi duoc chiéu sang véi tia UV. Mot cach khac la dua vao cac vét gel
sau khi dién di hoan tat. Cac mau gel c6 thé dwoc nhudm véi EtBr trong vong 10
dén 30 phut sau dé rira trong nuwéc cat tir 3 dén 5 phat. Ngoai ra, cd thé bd sung
truc tiép mot lwong thich hop EtBr vao cac mau RNA.

7. Trong khi dé gel cirng, chuan bi cac mau RNA trong &ng vo tring nhu sau:

Tong s6 RNA (10 dén 35 pg/lane)

hoéc poly (A) + RNA (0,2-2 pg/lane), 6 ul

10X MOPS buffer, 3,5 ul

Ultrapure formaldehyde (37%, 12.3 M) ,6.2 [l

Ultrapure formamide (50% v/v), 17.51

Thém DEPC da xt ly dd.H20 cho du thé tich 35 pl
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8. Bun néng 6ng & 55°C trong 15 phtt va lanh nhanh trén da dé lam bién tinh
cac RNA. DE nhiét do ha xudng tr tir.

9. Thém 3,5 ul dung dich dém 5X DEPC cho cac mau RNA. Tién hanh load
mau.

10. Tir tir vakéo theo chiéu doc lvgc trong gel valoai bd cac bang dan hodc dém
tir khay gel. Dat khay gel trong may dién di va thém mét thé tich dém MOPS 1X
cho dén khi bé mat gel ngap tir 1,5 dén 2 mm .

Luu y: Cac lvge phai dugc kéo ra khéi gel tir tir theo chiéu doc béi vi bét ky vét
nirt Xay ra bén trong cac giéng cla gel sé gay ra sv ro ri cia mau khi load mau.
Phia trén cung cta gel noi dat giéng phai duoc dat & phia trén trong bd may vi
phan t RNA mang dién tich am sé di chuyén vé phia cwc duong. Néu bat ky giéng
nao co bot khi, ching can dwoc tach ra khdi giéng bang cach st dung mét meo nhod
la dé pipette [én xudng nhiéu lan. Cac bot khi c6 thé gay anh hwdng bat loi dén qua
trinh load mau va dién di cac mau nay. Nong do dung dich dém TBE khong bao gity
duoc thdp hon 0.4X. Néu khong, cac gel cé thé tan chay trong quéa trinh dién di.
Truwéc khi chay gel thi nén chay & hiéu dién thé khong doi trong 10 phat la tiy chon
hiru hiéu.

11. C&n than load c&c mau, tirng mau mot, vao giéng thich hop trong gel ngap
nwoc.

Ghi chd: (1) Mot dau pipette khong dwoc s dung cho tat ca cac giéng vi diéu
nay co thé lam anh hwdng dén dén sw ro rT clia cac mau dong thoi gay tap nhiém.
Nhifng dau tip ¢ chita cac mau RNA dwoc dit vi tri theo chigu doc bé mat 12 t6t
hon, 6n dinh béng mot ngdn tay clia ban tay kia va tlr tir chuyén vao. (2) Cac dung
dich dém phai c6 ndng do cudi cung it nhat 1a 1X, néu khéng, cac mau co thé néi ra
khoi giéng.

12. Sau khi tat ca cac mau duoc load, woc tinh do dai cha gel gilra hai dién cuc
vathiét 1ap viéc cung cép dién 5 dén 15 V/cm. Cho phép dién di tién hanh trong 2
gio hodc cho dén khi khodng cach dau tién ctia thuéc nhudém mau xanh con céch 1
cm tlr cudi gel. Néu can thiét tién hanh dién di thi tong so dién 4p nén dwoc xac dinh

bang thwc nghiém.
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13. Dirng dién di va kiém tra sy xuét hién cla cac bang RNA trong gel duéi tia
UV. Chup &nh gel v&i mét may anh Polaroid.

Chu y: Mang kinh an toan va gang tay bao vé dé chdng lai tia UV.

Ghi chi: Muc dich cla viéc chup anh la dé ghi lai cac phan t&r RNA khac nhau
tai cac vi tri khac nhau sau khi dién di, né rat hiru dung khi mét tin hiéu lai dwoc
phét hién. Hinh anh dugc chup voi thuée do huynh quang dwgc dat bén canh gel.
Mot tiép xdc d&c biét 1a can thiét dé co dwoc hai bing rRNA twong ddi sac nét va
lam cho nén cé mau den. DGi voi tach RNA thanh cong trén gel, cac vét mRNA bi
nhoe va céc vét rRNA sic nét ban nhac sé hién thi trén mdi dudng. Hai bang rRNA
Ssac nét 1a 28S va 18S cho RNA dong vat hodc 25S va 18S cho RNA thurc vat.

Vit liéu can thiét

May ly tam

Ong nghiém ly tam (0,5 hoac 1,5 ml)

Pipette hodc pipetman (0-200ul, 0-1000ul)

Pau pipette vo trung (0-200ul, 0-1000ul)

Khay gel

luvoc gel

Thiét bi dién di

Ngudn dién DC

Kich thwdc cia thiét bi dién di RNA vira vanhd, tdy thudc vao mau

Agarose tinh sach dang bot.

Toan bd RNA mau

DNA chuyén biét hodc dau do RNA

Mang nylon

Mang loc SMM

Khan gidy dé tham

UV may chup hinh tiaUV

Hybridization oven or shaker

Nuwéc rira voi nhiét do duoc diéu khién

Diethylpyrocarbonate (DEPC)

Formaldehyde (37%)
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Formamide

Nudc DEPC

0,1% DEPC trong dd.H,0, dwgc dat & nhiét dé6 phong qua dém véi mét thanh
khudy dé vo hiéu hoa bat ky RNases tiém nang. Autoclave dé loai bd cac DEPC.

Dung dich dém 10X MOPS

0.2M 3-(N-morpholino) propanesulfonic acid (M OPS)

80 mM sodium acetate

10 mM EDTA (pH 8,0)

Hoa vao giéng sau mdi lan thém vao DEPC- dd H,O.

Diéu chinh pH dén 7.0 voi NaOH 2N

Lw6i loc tiét trung vabao quan & nhiét dd phong.

Ethidium Bromide (EtBr)

10 mg / ml trong DEPC - dd.H,0, giir trong mét chai den hodc nau & 4°C.

Chay: EtBr lacuc ky doc hai vacan dugc xi ly can than.

5X Loading buffer

50% Glycerol

2mM EDTA

0,25% Bromphenol xanh

0,25% Xylen cyanol

Hoa tan t6t trong nwdc DEPC qua xU ly, lwdi loc tiét trung, valuwu trir tai 4°C.
KHA NANG THAM CUA MANG RNA TREN NYLON THEO PHUONG
PHAP MAO DAN

Céc buéc tién hanh chung dwgc trinh bay trong hinh 10.2 va hinh 10.3. Phuong
phép cling trong tw nhw ddi vai chuyén nap DNA, duoc mo ta chi tiét trong Chwong
7.
CHUAN B| CAC PONG VI HOAC KHONG PONG VI CUA CAC DNA/
DAU DO RNA
Phan A. CHUAN Bl CAC BDAU DO DNA

Phuong phap chi tiét dwgc mo ta trong Chuong 7.
Phan B. CHUAN B| DAU DO RNA PHIEN MA TRONG ONG NGHIEM


http://www.mientayvn.com/chat_box_sinh.html

Trao doi tryc tuyén tai: http://www.mientayvn.com/chat_box_sinh.html

Mot s6 vecto plasmid d& duwoc phat trién cho subcloning cDNA. Cac vecto ¢ cac vi
tri polycloning downstream tir vi powerful bacteriophage promoters, SP6, T7 hoac
T3 trong vector. Cac cDNA quan tam cé thé dwoc nhan ban vo tinh & cac vi tri
polycloning promoter gitta SP6 va T7 hodc T3, tao thanh mot plasmid tai to hop.
Céc cDNA chen vao co thé duogc sao chép lai & dng nghiém trong cac mach don
RNA hoac RNA tir plasmid DNA véi cac promoter SP6, T7 hodc T3. Trong sudt
qué trinh phién ma trong 8ng nghiém, mot trong nhitng rNTPs 1& phong xa ¢ gan
nhan va cé thé duoc két hop vao cdc RNA. Day la nhitng RNA ¢6 nhan. Céc dau do
RNA c6 nhan thwong c6 nhitng hoat dong chuyén biét va "néng" hon so véi dau do
ssDNA. So sanh véi DNA ghi nhan, hiéu qua clia cac dau do RNA thuong larat cao
b&i vi mau nay c6 thé dwoc sao chép nhiéu 1an. Cac dau do RNA co thé dé dang
chiét suft tir mdt mau DNA chi bang cach st dung RNase sach DNase |. Loi thé 16n
nhat ctia mot dau do RNA tso v&i dau do DNA la dau do RNA cd thé tao ra céc tin
hiéu manh mé hon trong mét loat cac phan ng lai tao khac nhau.

1. Chuén bi doan DNA khudn dé phién ma trong 6ng nghiém. Plasmid dwoc
téch rabang mot loai enzyme cit gi¢i han thich hop dé tao nén céc chubi "run-off".
Pé lam cho céac chudi RNA tir cac doan DNA chén vao, té t6 hop plasmid DNA s&
duoc phan gidi bdi mot enzyme cat han ché thich hop tai mot vi tri rat gan véi dau
két thiic ctia quatrinh chen.

a. Trén da lanh, thiét 1ap mot phan (rng tach plasmid:

DNA cua plasmid téi t6 hop (L g/(11), 5lg

Dung dich dém ctia enzyme cit gigi han thich hop 10X, 2,5 I

Enzyme cét gi¢i han thich hop, 3 [/Cig DNA

Thém dd.H,O cho du thé tich 25 ul

b. U & nhiét do thich hop tir 2 dén 3 gio.

c. Trich DNA véi mot thé tich TE- phenol bdo hoa / chloroform va tron déu
bang vortexing. Ly tam & t6c do 11.000 xg trong 5 phiit & nhiét do phong.

d. Céan than chuyén phan bén trén, dung dich nwédc pha vao mot tube sach va
thém mot thé tich chloroform: isoamyl alcohol (24:1). Tron déu va ly tdm nhw duoc

mo ta trong buéc truéc.
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e. Chuyén phan bén trén, dung dich nwéc pha vao mot tube sach. Thém 0,1 thé
tich mu6i NaCl 2M va hai thé tich 100 ethanol 100% lanh. Két tla DNA & -20°C
trong 30 pht.

f. Ly tdm & 12.000 xg trong 5 phut, hit phan ndi bén trén va rira céc két tla
trong mot thoi gian ngan bang 1 ml ethanol 70%. D& kho vién DNA trong 10 phtit
trong chan khéng va hoa tan cac doan plasmid trong 15ul dd.H,O

g. Ldy 2ul cla cac mau dé do nong d6 DNA & budc song A260nm va A280nm.
Trit mau & -20°C cho dén khi st dung.

2. Lam bang dau 3’ nho ra sir dung st hoat dong clia cac exonuclease tir dau 3’
dén dau 5’ cla cac Klenow DNA polymerase. Luwu y: Mdc du day la tay chon,
chang tdi dé nghi rang dau 3’ nhd ra s& duoc chuyén déi thanh dau thang bdi vi
mot s6 chudi RNA s& b sung cho DNA vector. thirng. Vi vy, cac enzyme nhu
Kpnl, Sacl, Pst 1, bgl I, Sac II, Pvu I, Sfi va Sph 1 s& khong duoc st dung dé tach
DNA plasmid cho phién ma trong dng nghiém.

3. Thue hién tdng hop RNA thong qua phién méa trong ong nghiém.

a. Thiét 1ap mot phan (rng nhuw sau:

5X dung dich dém cho phién ma, 8ul

0.1IM DTT, 4ul

chat trc ché rRNasin ribonuclease, 40 don vi

Boan DNA khuon (0,2-1,0 g /ul), 2ul

Thém dd.H,0 dén cho du thé tich 15,2ul

b. Thém Klenow DNA polymerase (5 u/ug DNA) cho phan (ng va i & 22°C
trong 15 dén 20 phat

c. D€ phan (rng, thém céc thanh phan sau:

Hon hop ATP, GTP, CTP, hoic UTP (2,5 mM each), 8 I

120 mM UTP hoac CTP, 4,8 lu

[a-*P] UTP hoac [a-*P] CTP

50 pl Ci & 10ul Ci/ml), 10 ul

SP6, T7, hodc T3 RNA polymerase (15-20 u/ul), 2 ul

d. U céc phan (tng & 37 dén 40°C trong 1 h.
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e. Loai bd miu DNA st dung DNase I, s dung 1 u/ug DNA mau. U trong 15
phtt & 37°C.

f. Trich xuat RNA v&i mot thé tich TE -phenol bdo hoa/chloroform. Tron déu
bang vortexing va ly tam trong 11.000xg trong 5 phut & nhiét dé phong.

g. Can than chuyén giai doan, dau dich nwéc vao mot ong twoi va thém mot
lvgng chloroform: isoamyl alcohol (24:1). Tron déu do vortexing va may ly tam &
11.000 xg trong 5 phtt.

h. Can than giai doan chuyén giao, dung dich nwéc pha vao mot tube sach, thém
0,5 thé tich clia 7,5 ammonium acetate hoa tan va 2,5 khoi lvgng ethanol 100%
lanh. Tia RNA & -80°C trong 30 pht.

i. Ly tm & 12.000xg trong 10 phdt. Can than loai b nhirng phan ndi bén trén va
rira nhanh RNA véi 1 ml ethanol 70% valam kho két tla trong chan khong trong 15
phut.

j. Hoatan dau do RNA trong 20-50 pl dung dich dém TE vatrir & -20°C cho dén
khi str dung.

4. Tinh toan ty I& hinh thanh va hoat dong cu thé clia cac dau do RNA.

a. Uéc tinh cpm duwoc st dung trong phan tng phién ma. Vi du: néu 50ul Ci clia
NTP duoc st dung, cpm béng 50x2.2x10° cpm/uCi=110x10°cpm trong 40 pl phan
(tng hodc 2.8x10°cpm/pl

b. Thuc hién mét TCA khao nghiém bang cach st dung pha lodng 1:10 trong
dd.H,0 nhu mé tra trwéc day.

c. Tinh toan ty Ié phan tram cua su hinh thanh: % hinh thanh = TCA két tla cpm
/ tbng cpm x 100

d. Tinh todn céc hoat dong cu thé ctia dau do. Vi du néu 1ul cla chét pha lodng
1/10 duoc st dung cho TCA két tla, 10 x cpm két tha. Trong 40 phan ¢ng, 40 x
cpm/ ul la tong thé cac két hop cpm. Néu 50 uCi cla UTP dugc ghi nhan &
400uCi/mol dwoc str dung, sau dé 50/400 = 0,125 nmol ctia UTP dugc thém vao
hon hop phan ¢ng. Néu c6 100% hinh thanh va UTP dai dién cho 25% cla céc
nuclectide trong cac dau do RNA, 4x0.125 = 0,5 nmol cac nucleotide duoc két hop,
va 0.5x330 ng/nmol = 165 ng clia RNA duwoc tong hop. Sau do, tong sd ng dau do
RNA = % hinh thanh x 165 ng. Vi du, néu phaloang 1:10 mau RNA c6 nhan c6 2,2
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x 105 cpm, tdng cla cac cpm dwgc két hop 1a 10 x 2,2 x105 cpm x 40ul (tdng sO
phan (ng) = 88 x 106 cpm. % Két hop = 88 x 106 cpm/110 x 106 cpm (50/uCi)=
80% tong s6 RNA tong hop = 165 ng x 0.80 =132 ng RNA. Céc hoat dong cu thé
clia dau do = 88 x 106 cpm/0.132ug = 6.7 x 108 cpm/ug RNA

Lwu y: MOt cach khac la tong hop ARN ma khong sir dung mot dong vi. Cac
RNA tdng hop cé thé dwoc gan nhan bang céach st dung phwong phap tiép can
khéng phdéng xa nhv md t& trong Chuong 7.

Thudc thir can thiét

RNase-free DNase |

2 M mubi NaCl

7,5M mubi Amonium acetate

Ethanol (100%, 70%)

TE-b&o hoa phenol / chloroform

Chloroform: isoamy! alcohol 24:1 (v / v)

bém TE

Transcription 5X Buffer

200 mM Tris-HCI, pH 7.5

30 mM MgCI2

10 mM Spermidine

50 mM NaCl

NTPs Stock Solutions

10 mM ATPtrong dd.H20, pH 7,0

10 mM GTPtrong dd.H20, pH 7,0

10 mM UTP trong dd.H20, pH 7,0

10 mM CTP trong dd.H20, pH 7,0

Radioactive NTP Solution

[a-32P]UTP or [a-32P]CTP (400 Ci/nmol)
LAl VA PHAT HIEN TIN HIEU

Céc phuong phap théng thwong chung, cling twong tw nhu doi véi lai DNA va
phét hién, ching dwgc mo ta chi tiét trong Chuong 7.
PHAN TICH BIEU HIEN mRNA BANG MOT PCR DINH LUONG
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Nhitng bat loi cta northern blot hybridization hodc of in situ hybridization cla
mMRNA la sy khé khan trong viéc cé dwgc mot két qua mong mudn khi phan tich
biéu hién cla nonconstitutively, gen chuyén biét cta té bao hoac md voi tinh da
dang thdp ctia ca&c mRNA hodc khi s6 Ivong han ché clia cac mRNA c¢6 san do s
phan ré& clia ching. D6 14 cac han ché, tuy nhién, co thé khac phuc bang cach st
dung PCR dinh Ivong. Cung mdt s6 luong RNA t6ng s6 hodc mRNA tir cac mau
khéac nhau & phién ma nguoc lai thanh cac cDNA trong cung diéu kién. Mot cDNA
dic biét dvoc quan tam trong téng sd cac cDNA trong moi mau sau dé s& duoc
khuéch dai bang PCR, st dung cac doan mdi chuyén biét. M6t hiéu qua cia qué
trinh khuéch dai cDNA tir mbi mau sau khi dwoc phén tich bang dot blotting hoic
Southern blotting s8 sir dung cac trinh tv muc tiéu gilta moéi va dau do. Trong
treong hop nay, sd lvgng khac nhau clia mRNA thé hién bdi mot gen cu thé trong
cac diéu kién khac nhau sé tao ra s6 lvgng khac nhau clia cDNA. Nhiing mirc do
biéu hién khéc nhau clia gen c6 thé dwoc phat hién dé dang bang céach so sanh céc
tin hiéu lai ctia cac mau khac nhau. Trong khi d6, mét mRNA diéu khién nhw actin
mMRNA s& phién ma nguoc va khuéch dai bang PCR, st dung mdi chuyén biét, dudi
cac diéu kién tvong tv dé theo d6i qué trinh phién ma ngwoc va khuéch dai bang
PCR.

1. Téng hop céc dau soi cDNA tir tdng s6 RNA bi ¢6 1ap hodc mRNA bang cach
st dung phuong phap sao ma nguoc va dung Oligo (dT) lam moi. Qua trinh nay
dwoc mo ta chi tiét trong Chuong 3.

2. Thiét ké mdi dé khuéch dai cac cDNA PCR dac biét. Thiét ké moi
oligonucleic acid dua trén trinh ty axit amin trong hai khu vuc khac nhau cia mét
cDNA cu thé. Vi du, hai moi oligonucleotide c6 thé dwoc thiét ké nhu sau doi voi
hai khu vuc trén chudi amino acid, NDPNG va DPCEW.

Mai xudi = 5" AAC(T)GAT(C)CCIAA(C)TGGI 3’ [ bat nguon tr NDPNG

Moi ngugc = 3’°GGTGAGCGTCCCTAG 5’ bat ngudn tir DPCEW

Lwu y: | 1aviét tat cho vi tri tht ba cta codon, c6 thé dwoc bat ky TCAG. Cac
mOi ¢ thé tao ra mot san pham cua 554 cap base.

Pé khuéch dai cua actin cDNA, mdi c6 thé duoc thiét ké nhw sau:

Moi xubi = 5’ATGGATGACGATATCGCTG 3
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Moi nguoc = 5’ATGAGGTAGTCTGTCAGGT 3’

Luu y: Cac moi co thé tao ra mot san pham clia 568 cap base.

3. Thuc hién khuéch dai PCR.

a. Trong mot tube ly tam 0,5 ml dwoc dat trén da, thém cac chat sau day theo thir
tw duoc lidt ké ddi véi mot mau khuéch dai:

10X dung dich dém cho khuéch dai, 10 pl

Hon hop clia bén ANTPs (1,25 mM moi loai), 17 ul

Moi xudi (100-110 pmol) trong dd.H,0, 4 pul

Moi nguoc (100-110 pmol) trong dd.H,0, 4 pul

cDNA t6ng hop = 6 pl (0.1-1 ng)

Thém dd.H,O cho du thé tich 100 ul

DPai voi cDNA khong kiém soat:

10X dung dich dém cho khuéch dai, 10 pl

Hon hop cta bén ANTPs (1,25 mM  lumbi), 17

Moi xubi (100-110 pmol) trong dd.H,0, 4 pl

Moi nguoc (100-110 pmol) trong dd.H,0, 4 pul

Thém dd.H,0 cho da thé tich 100 pl

b. Thém chinh x&c 2,5 don vi Tag DNA polymerase c6 do tinh sach cao (5 don
vi/ul) cho mdi mau vatron déu

c. Phii mot 16p dau khoang 30 pl dé ngén chan su béc hoi clia mau.

d. Thyc hién khuéch dai PCR 35 dén 40 chu ky trong chu ky PCR I&p trinh nhw
sau:

Lwu y: Cac diéu kién dé khuéch dai phai chinh xac nhu nhau cho moi mau -
actin cDNA ciing nhu khéng c6 cDNA.

e. 10 chu ky sau khi bt dau, cin than thém dau valoai bd 15 pl hon hgp phan
rng ctia moi mau va tir kiém soat moi 5 chu ky cho dén khi két thic. Dat tube &
nhiét d6 4°C cho dén khi sl dung.

Luu y: Khi 1dy mau can phai thyc hién trong 2 phat cho tat ca cac mau. C6 sau
lan 14y mau cho mo6i mau trong 40 chu ky. Dau nén dé cang it cang tét, tranh dé qua

nhiéu.


http://www.mientayvn.com/chat_box_sinh.html

Trao doi tryc tuyén tai: http://www.mientayvn.com/chat_box_sinh.html

4. Sir dung 15ul cDNA tir moi mau va diéu khién dé thrc hién cac quatrinh lai
dot blot sr dung cac doan oligonucleotides thich hgp nhw ¥p. d3 dwoc danh dau
hodc cac chubi muc tiéu (vi du, doan cDNA) gitra hai mdi dwoc st dung nhu mot
dau do.

a. Bién tinh DNA & 95°C trong 10-15 phtt va lam lanh ngay lap ttc trén da.
Cho nhiét do ha xu6ng va thém mat thé tich 20X SSC cho mbi mau. Mot cach khéac
la phrong phéap bién tinh kiém: thém 0,2 thé tich cia 2M NaOH vao mau, G & nhiét
dd phong trong vong 15 pht va thém mot thé tich clia dung dich dém trung hoa cé
chtra 0,5 M Tris-HCI (pH 7,5) va 1,5 M NaCl. U & nhiét do phong trong vong 15
phut.

b. C4t m6t manh nylon hodc mang loc nitrocellulose va dé cac bd loc & phia trén
clia mot may hut chan khong. Bat mdy chan khong mét chit dé cé dwgc mot lwc
hat thich hop dé gitr cac mang loc vao méy.

L&i khuyén: Néu chan khdng qua yéu, sy khuéch tan ctia cac mau dwoc load
thuwong la mdt kho khan. Tuy nhién, cac chan khong cé thé khdng duoc qua manh,
néu chan khong qua manh, hau qua la s& la gidam qua trinh tham. S¥ dung mot toc
dd chan khong thich hop, mot vét ctia moi giéng s& dwoc nhin thdy trén mang.

c. Nhan dién mau (khoang 2ul/loading ma khéng c6 chan khéng hodc khoang
5ul/loading du¢i chan khéng) vao mang loc dé 1a prewetted véi 10X SSC vakhong
khi kho.

d. Sau khi spotting hoan thanh, dé kho bd loc trong chan khong va dat né vao
mot t& gidy loc 3MM véi DNA dabién tinh & phia trén. U tir 5 dén 10 phut.

e. Chuyén cac mang loc, cd DNA & phia trén, t&¢i mdt manh gidy loc 3MM véi
dung dich trung hoa trong khoang 2 dén 5 phdt.

f. D& khd mang loc & nhiét do phong trong vong 20 phtit.

g. Goi bd loc v6i SaranWrap va dat DNA xudng mot transilluminator (buéc
song dé nghi [a312 nm) trong 4-6 phat cho lién két UV ngang.

h. Sdy céc bb loc trong 10 & 80°C trong 2 giv dudi chan khong. Tién hanh qua
trinh lai.

5. Thuc hién quatrinh lai nhv mé ta trong Chuong 7.
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6. Do cwdng do tin hiéu don clia cac dot spots v&i mot may do mat do. Boi véi
céc cDNA diéu khién, khéng ¢ tin hiéu nhin thdy duwoc. D6i vai cDNA actin, cac
cuong do tin hiéu sé tang véi chu ky khuéch dai, nhuwng khong co6 sw khac biét nén
dwoc nhin nhan déi véi bat ky loai t€ bao hodc md hodc tat ca cac giai doan phat
trién, hoac cac mo dwgc nghién clru va khéng dwgc nghién clru. Nguoc lai, néu cac
biéu hién ctia mot gen cu thé la khong co to chirc nhing cam (rng véi cac phuong
phdp nghién clru té bao hodc mo-cu thé hodc cac hda chat, mo hinh tin hiéu ré rang
clia cDNA khuéch dai c6 thé dwoc nhin thdy. Cac tin hiéu cho mbi mau s& xuét hién
[&n hon theo s6 chu ky khuéch dai (Hinh 10.4).

7. Néu can thiét dé xac dinh kich thwdc clia sdn phdm PCR, cac cDNAs c6 thé
duoc phan tich bang 1,0-1,4% agarose gel dién di valai Southern blot s dung cac
chubi muc tiéu nhw 1a mdt dau do ndi bd (hinh 10.5).

Thudc thi can thiét

First-Strand 5X buffer

250 mM Tris-HCI, pH 8,3 (42°C)

50 mM MgCl,

250 mM KCI

2,5 mM Spermidine

50mM DTT

5mM moi dATP, dCTP, dGTP, dTTP

Hinh 10,4 Lai dot blot s& hién thi cac san pham PCR semiquantitative.

Hinh 10,5 Lai Southern blot lai s hién thi cac san phdm PCR semiquantitative.
HUONG DAN XU LY sy cO

1. Sau dién di, sy phan tach cla cac loai RNA duoc nhudém véi EtBr la gan phia
duwéi trong mot s6 nhitng lane thay vi mot vét dai tlr dau dén cubi lanes. Diéu nay la
do su phén ré clia cac RNA bdi RNase trong RNA ¢ 1ap, RNA luvu trir hodc dién
di. Chac chan rang RNA duoc xt ly makhong cé 1an RNase.

2. Hai bang rRNA khéng sic nét, nhwng thay vao dé 1a khuéch tan. Dién ap st
dung cho dién la qua thadp va gel dwoc chay qua lau. Dé co dwoc két qua tot nhat

(bdng séc nét) thi gel nén chay & dién ap thich hop.
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3. Sau khi chuyén tiép hoan thanh, thuc nhuém RNA van con trong gel
agarose. RNA chuyén tiép khdng hiéu qua hodc khdng hoan toan. C6 géng dé thiét
lap viéc chuyén ti€ép mot cach cén than va cho RNA thdmtrong mot thoi gian dai
hon.

4. Cac mang loc cho thdy mot s6 dau vét cla cac bot khi. R6 rang, van dé nay la
do bot khi tao ra giita nhitng miéng gel va mang. Can than lam theo huéng dan khi
|&p rap céc thiét bi tham.

5. Khong c6 bat ky tin hiéu duoc phét hién. Bay la tinh hudng toi té nhat trong
lai northern blot. Nhitng RNA c6 thé khéng c6 dwoc hiéu qua tham do hodc cac dau
do dsDNA cd thé khong duoc bién tinh trwde khi lai. Khi viéc nay xay ra, khongco
gi ngac nhién khi thay tin hiéu lai 1a con s6 0. Hay nhé rang cac dau do ssDNA va
nhirng RNA bién tinh larat quan trong cho quatrinh lai.

6. Tin hiéu lai dwgc ghi nhan kha yéu vao cac phim hodc cac bo loc. Cac hoat
dong clia nhitng dau do DNA c6 thé thip hodc hiéu qua lai 1a khéng cao. DE khac
phuc diéu nay, nén tién hanh quatrinh lai trong mot thoi gian dai hon hodc tang thoi
gian phoi sang Ién phim x-quang hodc r&ra phim trén bd loc 1au hon.

7. Phét hién cac tin hiéu khdng 1a cac bang sic nét, dang hon, 1a nhitng vét boi
dai xuét hién trong tirng lane. Van dé nay rat co6 thé la do lién két khong dac hiéu.
C8 gang thuc hién lai varira trong diéu kién nghiém ngit cao.

8. Nén den xuat hién trén phim x-quang nhw biéu hién clia sy phat hién céc
chemiluminescent. Théng thwdong nhiéu nhan t6 cé thé lién quan dén van dé nay.
Mang loc c6 thé da khd trong qua trinh lai tao hodc trong qua trinh rira. Céc tin hiéu
khong can thiét c6 thé da khong bi loai bd trwdce khi ti€p xtc. Thoi gian phoi sang
c6 thé laquadai. Céc giai phap cho van dé nay la ddm bao cho céc bd loc duoc gilr
am w6t va stk dung thude thr phét hién céc tin hiéu du thira, chiing phai dwoc loai bd
hoan toan bang céach lau. Thir giam thoi gian tiép xdc véi phim x-ray.

9. M6t nén mau xanh tim xudt hién trén cac bo loc nhu duoc thé hién bdi phat
hién mau. Lwrong thudc thir c6 thé qua nhiéu hodc mau lan ra qua dai. Hay thir st
dung mot so lwgng thich hop cua thudc thir dé phéat hién va chi y téi sy di chuyén
clia mau sic. Ngay khi bang 16n tré nén hitu hinh, ngirng ngay lap tirc bang céch rira

gidy loc bang nuéc cat nhiéu 1an.
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10. Nhirng bang béat ngd xuét hién trén phim x-quang hoac mang loc. Van dé
nay réat c6 thé lado lién két gitra dau do va cac loai DNA khong dac hiéu. DE giai
quyét hodc ngan chan cac van dé nhu vay, ta ¢ thé tang thoi gian chan mang va
nang cao cac dieu kién nghiém ngit trong quéa trinh lai va qua trinh rira mau.

V¥ VP LN CH U ¥ WYLy
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