Experimentalni usporadani pri
hybridizacich
C.3
Hybridisace v roztoku, na pevném

podkladu, in situ hybridizace a jejich
vyuziti



Experimentalni usporadani u
hybridizaci

* Hybridizace se mohou provadet

* (1) v roztoku

* (2) na pevnych podkladech

* (3) v preparatech bunek Ci tkani (in situ)
* Obr.






Hybridizace v roztoku

* V tomto experimentalnim usporadani jak
cilova nukleova kyselina tak sonda volne
interaguji v reakcni smesi, coz urychluje
tvorbu ds molekul

* Postacuje relativhe malé mnozstvi vzorku



Optimalni vysledky jsou
dosahovany

» S dostatecné purifikovanou DNA
* A se sondou, ktera nevytvari vlasenky



Vzorek obsahujici hybridisované
molekuly

» Lze vystavit pusobenim S1 nukleazy, ktera
je specificka pro ss DNA a nestepi ds DNA

« ds DNA muze byt ve vzorku stanovena
kvantitativne po precipitaci kys.
trichloroctovou nebo po navazani na
hydroxyapaptitoveé kolonky, na nez se
vaze ds DNA.



Hybridizace v roztoku se da pouzit

» Ke stanoveni poctu kopii specifického
genu — Obr.

» K subtraktivni DNA/RNA hybridisaci, ktera
umoznuje zjistit rozdily v transkripci genu
pribuznych bunék napfr. T a B lymfocytu —
Obr.






Prisné podminky hybridizace

« Umoznuji vytvoreni duplexu z
jednoretézcu, jejichz sekvence jsou zcela
komplementarni nebo maji vysoky stupen
podobnosti

* Teplota, pri niz hybridizace probiha je asi
0 5°C nizSi nez je Tm.



Tvorba dvouretézcu

Je ovlivhena tim, zda vzajemne hybridizuji
molekuly DNA nebo RNA.

Stabilita hybridu klesa v poradi:
RNA/RNA
RNA/DNA
DNA/DNA



Provadeni hybridizace za méne
prisnych podminek

* Pokud neni sekvence sondy plne
komplementarni k vyhledavané sekvenci
(napr. pri vyhledavani pribuznych
sekvenci), provadi se hybridizace za malo
prisnych podminek

* Tech se dosahne snizenim teploty
hybridizace (asi 40°C pod hodnotu Tm)



K hybridizaci muze dojit

* | v pripade, je-li v roztoku sonda
iImobilisovana na pevny nosic (napr.
paramagnetickou kulicku)

* Vyuziva se v DNA diagnostice



Hybridizace na pevnych
podkladech

* Jsou nejvice pouzivany



Rozlisujeme

3 zakladni typy hybridizace na pevnych
podkladech

Hybridizace kolonii nebo fagovych plak
Teckova (kapkova) Ci carkova hybridisace
Hybridizace po prenosu NK na membranu



Hybridizace kolonii nebo plak

 Na membranu se prenasi nukleove
kKyseliny bezprostredne uvolnené z
bakterialnich kolonii nebo plak
bakteriofagu vyrostlych na agarovych
miskach

» Obr.






Teckova (kapkova) hybridizace

* Na hybridisaCni membranu je nanasen
vzorek denaturovane nukleove kyseliny ve
forme kapek nebo Carek (dot blot, slot blot
hybridisace)









Hybridizace po elektroforetické separaci
nukleovych kyselin a prenosu na membranu

* Nukleove kyseliny jsou zachyceny na
membrane v mistech odpovidajicich jejich
poloham v gelu po elektroforéze.

* Denaturovana DNA nebo RNA se prenasi

na pevny podklad (nitrocelulozovy filtr,
nylonova membrana)



Podle toho, jakym zpusobem k prenosu NK
na membranu dochazi rozliSujeme

« Kapilarni prenos — NK jsou unaseny
pufrem prostupujicim gelem a hybridisacni
membranou

* Pohyb pufru je zajisten kapilarnimi silami,
ktere vyvolava savy material navrstveny
na membranu

e Obr.



Elektroforeticky prenos

* Je podmineny viivem elektrickeho pole.
Pouziva se zejména pri prenosu
nukleovych kyselin a proteinu z
polyakrylamidovych gelu



Vakuovy prenos

Gel je polozen na membranu umistenou
na porovité podlozce a prelit roztokem,
ktery je pak nasavan pumpou.

Vyhodou je zejména rychlost prenosu.






Podle typu prenasenych molekul se
rozlisuje
* Prenos DNA neboli Southernuv pfenos
(podle E.M. Southerna)

* Prenos RNA neboli northernovy prenos
(slovni hricka)
* Prfenos proteinu neboli westernovy prenos



Po prenosu

» Jsou molekuly NK irreverzibilne navazany
na membranu (jednoretézce pristupne
sonde)



Hybridizace se sondou

Zahrnuje nasledujici kroky:

Prehybridizaci (pridavkem vhodnych latek —
heterologni DNA, tRNA, proteiny) se obsadi
volna mista na membrané a zabrani se tak
nespecifickému navazani sondy

Vlastni hybridizaci — po aplikaci roztoku se
sondou

Promyvani (odmyje se nenavazana sonda)

Detekce navazané sondy (podle zpusobu
znaceni napr. imunochemicky (s vyuzitim
protilatky)



Detekce specifického restrikcniho
fragmentu DNA

* po Southernové prenosu na membranu
Obr.






Rehybridizace

* VVzorky na membrane Ize po odmyti sondy

podrobit opakované hybridizaci s dalsimi
sondami

* Tento postup se oznacuje jako
rehybridizace.



Pouziti DNA/RNA hybridisace

« K urceni nekodujicich useku DNA (intronu)
ve fragmentu DNA

e Obr.



Vyuziti DNA/DNA hybridisace pro
RFLP analyzu
* Obr.






Hybridizace in situ

* Umoznuje detekovat pritomnost
specifickych NK na sklicku {j. v
cytologickych preparatech chromozomu,
bunek nebo v rezech tkani

* A s vysokou presnosti stanovit jejich
prostorovou lokalizaci



Metodu Ize pouzit

Pro detekci genu na polyténnich
chromosomech hmyzu

Na metafaznich chromosomech savcu a
rostlin

Pro lokalizaci interfaznich chromosomu v
b

Pro detekci specifickych molekul mRNA
uvnitr bunek a tkani



|dentifikace mMRNA pomoci

* In situ hybridisace — Obr.

« Puvodné byly sondy znaceny radioaktivhé
a jejich detekce byla provadena
alutoradiograficky






FISH

* Fluorescentni in situ hybridisace
* Sondy jsou primo znaceny fluorescencne
znacenymi nukleotidy

* Vizualizace navazanych sond se provadi
fluorescencni mikroskopii



Pouzitim specifickych sond

» Oznacenych ruznymi fluoreskujicimi
latkami Ize napr. na 1 chromosomu
identifikovat polohy nékolika genu
soucasnhe

« K znazorneni dalsich morfologickych
struktur se preparat obarvi beznymi
barvivy pouzivanymi v cytologil

* Obr.






? Dat do prednasky C. 2 Faktory
ovlivaujici stabilitu hybridu

Zejmena teplota

Délka hybridizujicich molekul

Stupen vzajemné komplementarity bazi
Zastoupeni GC a AT paru

Koncentrace soli v roztoku

OH roztoku

Pritomnost latek destabilizujicich vodikove
vazby mezi retézci (napr. denaturacni Cinidla
jako je formamid nebo mocovina)




