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Hybridizace
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Postup hybridizace

N
www‘m\ vysoka dlﬂm,,m\\ pomalé wwwm
teplota ochlazeni
—_— —s
vysoké snizeni
pH pH
dvojsroubovice DNA denaturace renaturaci se obnovi
na jednoduché retézce dvojsroubovice DNA
(po naruseni nukleotidovych (znovu se spoji nukleotidové pary)

pard)

1) Zvyseni teploty (90°C) nebo pH (13) na hodnotu, pfi niz dojde
K denaturaci

2) Michani za stalé teploty

3) Proces renaturace - snizeni teploty nebo pH -

komplementarni fetézce se opét spoji vodikovymi mustky na
zaklade komplementarity bazi




Vysledek hybridizace

* Hybridni molekuly DNA - renaturované
molekuly, v nichz se spojily retezce pochazejici
z molekul DNA ruznych zdroju.

 Homoduplex - hybridni molekula DNA, jejiz
retezce se vyznacuji uplnou komplementaritou

* Heteroduplex - hybridni molekula DNA, jejiz
retézce se vyznacuji neuplnou
komplementaritou




Sondy

 Zakladem hybridizace je vzdy znaCena sonda o
zname nukleotidove sekvenci

 DNA sonda je kratka jednoretezcova DNA (10-
1000 nukleotidu), ktera slouzi k nalezeni NK
obsahujici komplementarni sekvenci

* sondy jsou znaceny radioaktivnimi nebo
neradioaktivnimi markery

Typy sond

 restrikCni fragmenty dvouretéezcove DNA (cDNA)
 mMRNA izolovana z bunék nebo tkani

* RNA transkripty in vitro

» synteticke oligonukleotidy (pripravené podle sekvence
aminokyselin)
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Usporadani hybridizacniho experimentu je
rozmanite
podle povahy prostredi, ve kterém probiha

HYBRIDIZACE NK

) —_

VROZTOCICH NAFILTRECH VELEKTRONOVEM IN SITU
| MIKROSKOPU

KOLONIf APLAK TECKOVA PRESAVKY Z GELU (BLOTTINGY)
¢
SOUTHERNUV BLOTTING - DNA
NORTHERNOVY BLOTTING - RNA
WESTERNOVY BLOTTING - PROTEINY




ISH a FISH

e |ISH « FISH

-in situ hybridization - fluorescent in situ

-umoznuje detekci hybridization
specifickych -sonda znacena
sekvenci v flourescencnim

biologickem barvivem
materialu -'




Pouziti FISH pro detekci genu
na chromosomech

» Pouzito 6 ruznych
sond pro analyzu
sekvenci v lidskem
metafaznim
chromozomu 5

« Kazda sonda vytvari
2 teCky na kazdem
chromozomu




Vyznam hybridizace

» prenatalni diagnostika genetickych chorob

* urceni polohy sekvenci NK v bunkach
nebo na chromozomech

» moznost identifikovat jediny gen mezi
miliony fragmentu lidské DNA — vysoce
specificka metoda







