Hybridizace in situ

Hybridizace in situ patfi mezi molekuldrné cytogenetickd vySetreni. Jedna se o metodu, kterd umoznuje lokalizaci
a identifikaci specifické sekvence nukleotidl v DNA, popr. RNA. Metoda vyuZiva procesu denaturace a reasociace
DNA. Pojem hybridizace znamend, Ze se podle pravidel komplementarity spoji vldkno vysetifované DNA s druhym
vldknem, kterym je sonda, ktera byva oznacena. K hybridizaci dochazi prfimo ve vySetfovaném biologickém
materialu, tedy na misté (/n situ), nikoli na izolované DNA. Jako vySetfovany vzorek mohou byt vyuzity chromozomy
z bunék v metafézi, interfazni jaddra nebo celé buriky napriklad z histologickych rezd. Nej¢astéji vyuzivanou
metodou hybridizace in situ je metoda FISH, pri které se pouzivaji fluorescenc¢né znacené sondy.

Princip

VySetfovana nukleové kyselina nejprve musi byt denaturovéna. Dojde k rozruseni vodikovych mistk( mezi bazemi
a oddéleni retézcl. Timto zplsobem ziskdme z plvodni dvousroubovice DNA dva jednoduché polynukleotidové
retézce. Po navozeni reasociacnich podminek je na né poté podle pravidel komplementarity bazi navazan kratky a
znaceny Usek nukleové kyseliny, tzv. sonda. Navdzani sondy na vysetfovanou DNA se projevi jako hybridizacni
signal, ktery mlzeme pozorovat ve fluorescen¢im mikroskopu.

Denaturace

Denaturaci neboli oddéleni polynukleotidovych

retézcl Ize vyvolat plsobenim zvysené teploty FISH (Fluorescent In Situ Hybridization)
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Postup

1. Priprava materidlu (kultivace, izolace jader, resp. chromozomu atd.)

2. Denaturace sondy a cilové DNA - vysokou teplotou (spole¢né nebo oddélené)

3. Hybridizace sondy a cilové DNA - ochlazenim (37 °C)

4. Odstranéni nespecifickych signall (stringent washing)

(Provadi se plisobenim formamidu nebo roztoku o nizké iontové sile za sou¢asného zvyseni teploty a sonda se
tak odstrani z mist, k nimz neni zcela komplementarni.)

5. Counterstaining (fluorescen¢ni obarveni vSech chromozomd, resp. jader)

6. Vyhodnoceni pod fluorescenc¢nim mikroskopem s vyuzitim specializovaného pocitacového programu

Sondy

Sonda (préba) je uméle pripraveny, obvykle oligo- nebo polynukleotidovy retézec, ktery se navaze na cilovou DNA.
Mdize jit o Usek DNA klonované pomoci vektord nebo amplifikované pomoci PCR. Aby bylo mozné pozorovat
hybridizac¢ni signal, musi byt sonda znacena.

Znaceni sond

= Pfimé znaceni:
= Umoznuje pozorovat hybridiza¢ni signal ihned po skonceni hybridizace. Nevyhodou je, Ze signal nelze
zesilit.
= K pfimému znaceni se nejcastéji vyuziva:
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= fluorescencni barvivo - fluorochrom (metoda FISH)
= radioaktivni izotop
= NepFimé znaceni:
= Sonda je znacena haptenem (latkou s antigennimi vlastnostmi), ktery je ndsledné detekovan pomoci
znacené protilatky.
= Hybridizacni signdl je mozné zesilit (amplifikovat).
= Je také mozné protilatku konjugovat s enzymem, ktery katalyzuje
vznik barevné reakce.
= Prikladem haptenu je biotin, ktery se detekuje pomoci avidinu
konjugovaného s fluorochromem nebo enzymem.

Typy sond

= Satelitni sondy (telomerické nebo centromerické)
= Hybridizuji s oblastmi obsahujicimi satelitni sekvence.
= pouZiti: vysetreni aneuploidii, identifikace plivodu marker chromosomu
= Lokus specifické sondy
= Hybridizuji s jedinenymi sekvencemi DNA (jednotlivymi geny, popf.
skupinami genu).
= pouZiti: vySetrfeni mikrodeleci u mikrodele¢nich syndrom@ a malignit a
nékterych specifickych translokaci
= Malovaci sondy (celochromozomové, parcialni)
= Hybridizuji s mnohocetnymi chromosomovymi sekvencemi, Ize jimi oznacit cely chromosom.
= Nelze pouzit na interfaznich jadrech.
= pouZiti: vySetreni chromosomovych prestaveb
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