DNA, RNA
SONDY




SONDA, VYUZITI

= Molekula NK slouzici k vyhledani urcité sekvence ve
vzorku DNA, RNA

» Vyuzivame pii tom schopnost jednovlaknovych
molekul nukleovych kyselin tvorit hybridni molekuly
(pouze pokud obsahuje komplementarni sekvenci)

» Sonda je uméle pfipravena s presn¢ zvolenou sekvenci
( metodou PCR — namnoZeni useku DNA) — vySetieni
konkrétni sekvence ve vzorku

— pritomnost chorobné nebo zdrave alely genu

— Intenzita exprese urCitého genu v urcité polulaci bunék




PODMINKY HYBRIDIZACE

» Pouze jednovlaknové molekuly

» Pokud jsou sonda nebo vySetfovana NK
dvojvlaknové, musi byt nejdiive
denaturovany

» Vznik stabilnich H-mustkt mezi sondou-
NK

» !Vliv teploty a koncentrace iont{!

» Nizké hodnoty — hybridizace 1 ne piesné
komplementarnich molekul — H-mustky
budou stabilnéjsi




PODMINKY HYBRIDIZACE

» P11 vysokych hodnotach bude hybridizace probihat
pomaleji nebo vibec — malo stabilni H-mustky

» Teplota se odvozuje od teploty tani sondy
(mnozstvi energie nutné€ k uvolnéni H-mustku)

» Teplota je zavisla na délce molekuly a sekvenci
» Prisné podminky zajisti stabilitu jen piesné

» sparovanych hybridnich molekul—l1ze vyvodit
zaver o pritomnosti €1 nepritomnosti
komplementarni sekvence ve vySetfované NK




PROVEDENI

» Dvojvlaknova molekula — denaturace
(vysoka T, denaturacni ¢inidlo — mocCovina,
formamid)

» Smiseni sondy s vySetfovanou NK

» Z.ajisténi podminek pro hybridizaci

» Odmyti nenavazané sondy pufrem, udrzi se
jen dokonale komplementarni sondy




DETEKCE

Pro zjiSténi probéhlé hybridizace musime mit

y

2)

oznaceny molekuly pouzité sondy:

Radioaktivnim P znacené nukleotidy —

radioaktivita — expozice a vyvolani filmu,
vznik tmavych skvrn

- citlivost, jednoduchost

Pouziti antigenu — vazba znaCené
protilatky (fluorescencni barvivo, enzym)
— chemicka reakce

- bez radioaktivity




FISH

» Fluoresc. barvivem znacené sondy —
pozorovani fluoresc. mikroskopem

» Hybridizace se sekvenci v centromere
chromosomu — ureni genetické aberace
(monosomie, trisomie)




CENTR OMER IOKE SONT¥Y

LOKUS-SPECIFICKE SONDY

Edhrail+




»Pro kazdy chromosom jiné barvivo — pozorovani
vSech chromosomu souc¢asn€ — snadna identifikace,
posouzeni morfologie, lokalizace genu, organizace
chromosomu

MALOVACT SONDY




