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Fluoresence In Situ Hybridization

Labeling with
flucrescent dye

http://www.accessexcellence.org/RC/VL/GG/fish.html



Fluorescencni in situ hybridizace
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Zdroje DNA pro pripravu sond

- BAC (Bacterial Artificial Chomosome) — struktura odvozena od F-plazmidd bakterie

Eschericha coli
— klonovaci kapacita 50-350 kb

— maly pocet kopii 1-2

« PAC (P1 Artificial Chromosome) — vektor odvozen od temperovaného faga P1

— klonovaci kapacita 130 - 150 kb
— pocet kopii 1-20

« YAC (Yeast Artificial Chromosome) — &asto vytvafi chiméry
— klonovaci kapacita az 500 kb

ucinna selekce transformovanych organismi — rezistence na antibiotika,
pritomnost lacZ, sacB ...



Priprava DNA sondy

— izolace DNA z prislusného BAC nebo PAC klonu E. coli
izolace klasickou metodou s vlastnimi roztoky nebo izolacnim kitem
izolace kitem je vyhodnéjSi (vetsSi vytézek, odstranéni bakterialni DNA)

overeni Cistoty a koncentrace vyizolované DNA

— oznaceni DNA - Nick-translace — nahrazenim nukleotidd DNA nukleotidy
nesouci reportéeroveé molekuly (Dig, Biotin)

— zvyseni specificnosti DNA sondy vystinénim repetitivnich sekvenci



QIAGEN Large-Construct Kit Procedure
Izolace DNA z prislusneho BAC nebo PAC

Pelleted bactera

klonu E. coli |
- resuspendace bakterii e
« kombinaci pufru lyza bakterii a H
precipitace jejich genomové DNA, proteinu, ‘1" Clear fysate
bunéénS/Ch Zbytklil Isopropanal precipthate

? Collect DMA by centrifugation
 oddéleni precipitatu centrifugaci a filtraci —% —
digestion

* vysrazeni DNA z roztoku izopropanolem,
presrazeni etanolem

» precisténi DNA od bakterialni DNA a
RNA (v kolonkach promyti pufrem s ATP-

= Bind DMA
WWash
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dependentn imi exonUkleézami a Isopropanal preci phhate
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? Collect DMA by centrifugation

viv s Genomic DMA-free
- rozpusténi DNA v TE pufru nebo H,O srapure plasmid DA

«ovéreni Cistoty a koncentrace DNA pomoci gelové elektroforézy a spektrofotometrie



Oveéreni cistoty a koncentrace DNA

DNA cyeD1 (1)03/2006

DNA cyceD1 (2)03/2006

DNA cyeD1 ($)03/2006

DNA p33 (1) 24/03/2006
DNA p53 (2) 24/03/2006
DNA p53 (S) 24/03/2006

1q21 (205M9) (S1)27/03/2006

1q21 (205M9) (S2)27/03/2006
1q21 (205M9) (S3)27/03/2006

Marker 1kb

o
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Nick translace (popsal Rigby et al., 1977)
DNaza | — vytvari zlomy v DNA

E. coli polymeraza | — v 5— 3’ sméru nahrazuje
umoznuje vlozeni reporterovych molekul do DNA

retézce (15°C)
kazdy 20.-25. nukleotid nese reporterovou

molekulu (digoxigenin, DIG-11-dUTP nebo
biotin, Biotin-16-dUTP)

vznik fragmentu o velikosti 200-500 bp

Cot-1 DNA (DNA lidské placenty)

- eliminuje repetitivni sekvence v DNA sonde
(v lidském genomu jsou rozptylené repetitivni
sekvence (napr. Alu-elementy))

- pusobi jako kompetitor vytvofené sondy —
— zvySeni specificnosti DNA hybridizace
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Ovéreni specificnosti DNA sondy na lokus 1921: chromozom 1
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Bunéecna linie ARH 77 + pacienti MM
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... dékuji za pozornost.



