DNA, RNA sondy

Co je to sonda a k cemu je dobra?
Sonda - molekula nukleovée kyseliny,pouzitelna k vyhledani urcité
sekvence ve vzorku testovane DNA nebo RNA.

Princip: schopnost jednovlaknovych molekul nukleovych kyselin
hybridizovat, pokud obsahuji sekvence.

Hybridizace — vznik stabilnich mezi sondou a
vySetrovanou molekulou DNA
Komplementarna sekvencia - vzdy se paruje adenin v jednom retézci
s tyminem ve druhém fetézci ( )

guanin v jednom retezci s cytosinem ve druhém retezci ( ).
Vyznam a pouzitie:

Sondu si muzeme uméle pfipravit tak, aby méla nami zvolenou sekvenci.
potom touto sondou mizeme dokazat pritomnost komplementarnej
sekvencie ve vySetrovaném vzorku nukleovych kyselin.

Pritomnost komplementarnej sekvencie =
pfitomnost chorobné nebho zdravé alely genu




Priprava sond

1.1zolacia DNA zo zdroja
zdroje: BAC (bacterial artificial chromosome)

struktura odvodena od F- plazmidu
baktéerie E. Colli

PAC - od temperovaného faga P11
YAC - yeast - kvasinka




2.0znacenie:

znacené nukleotidy = pouzity uz pfi pfipravé (syntéze)
spusoby znaceni:

-znaCime 1 nukleotid (napr. tymin)
2 typy znadek: l.radioaktivni fosfor-v nukleotidu ako fosfat
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2. antigen rozpoznatelny'protilatkami

(na protilatke naviazana fluorescencna latka)

Zpusoby detekce: 1. vyzafuje radioaktivitu - staci v temnu pfiloZit
citlivy film, nechat ho exponovat a pak vyvolat.
Radioaktivita vyvola vznik tmave.skvrny
2. pouzijeme protilatku, ktera se na molekulu navaze
- sama je oznacena - fluorescencnim barvivem (fluorescencny mikroskop
s — FISH)

¥

enzymem - pritomnost detekujeme chemickou reakci
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Typ sondy

Lokalizace
hybridiza¢niho signalu
na chromozomu
nebo interfaznim jadie

Vyuziti

satelitni

(,centromerické®)
hybridizuji s repetitivnimi
satelitnimi sekvencemi
piredevsim
centromerickych
oblastech

vySetreni aneuploidii
chromozomt, detekce
chromozomi
neznamého puvodu;
moznost interfazni
FISH; vyuziti

v prenatalni a
preimplantacni
diagnostice

lokus-specifické
(,genové®)
hybridizuji s jedine¢nymi
sekvencemi DNA
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G1-faze G2-faze

vySetieni mikrodeleci u
mikrodelecnich
syndromut a malignit,
zjisteni amplifikace
onkogenii a n¢kterych
specifickych
translokaci; moznost
interfazni FISH

celochromozomové

(tzv. malovaci)
hybridizuji
s mnohocetnymi
chromozomovymi
sekvencemi, Ize jimi
oznacit cely chromozom

i

vySetreni
chromozomalnich
prestaveb; k praci

s malovacimi sondami
|ze vyuzit pouze
chromozomy







