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Uvod

In situ hybridizace muze byt histologickym, cy-
tologickym a jinym nastrojem pro detekci RNA ne-
bo DNA buné&ného plvodu. Zakladem této meto-
dy je vazba komplementarniho prébu (sondy) na
cilovou nukleovou kyselinu. K vizualizaci této vaz-
by Ize pouzit fluorochrom nebo enzym (napi'. per-
oxidazu, ktera oxiduje 3,3°-diaminobenzidin a vy-
sledny substrat se projevi hnédym zbarvenim v
misté pfitomnosti enzymu). Pokud je pr6b piimo
konjugovan s fluorochromem nebo enzymem, jedna
se o pfimou in situ hybridizaci. Pokud je vazba
zprostifedkovana chemickou vazbou avidin-biotin
(kdy je biotin pfedem konjugovan na préb a avidin
je spojen budto s fluorochromem, nebo enzymem)
¢i digoxigenin-antidigoxigenin, mluvime o in situ
hybridizaci nepfimé.

V tomto &lanku popisujeme detekci centromery
17. chromozomu perifernich lidskych lymfocytil ve
stadiu metafaze (1).

Material a metoda

Na predem vycisténa sklicka napiSeme dia-
mantovou tuzkou typ tkané, typ prébu aj. Pokud
uzivame sklicka s jednim nehladkym koncem,
vpisujeme udaje béZnou grafitovou tuzkou. Pro
barveni buhék tkafovych kultur pouzivdme nasle-
dujici postup.

Fixace

Buiiky naneseme na sklitko a nechame je 30
minut fixovat (a permeabilizovat) v kyveté obsahu-
jici 3 dily 99% metanolu a 1 dil 98% kyseliny octo-
vé pii pokojové teploté.

Priprava tkani

Dalsim krokem je priprava bunék k hybridizaci
spodivajici v rozpusténi buné&né i jaderné mem-
brany pomoci detergentu. PouZivame 0,5% roztok
Tritonu X-100 (firma Merck) v dvojnasobné kon-
centrovaném citratovém pufru (2xSSC). V zavis-
losti na typu tkdné a bunék pouzivame jiné fedéni
Tritonu X-100. Tento roztok nechame pisobit 30
minut v prostfedi o teploté 37 °C v termostatu, in-
kubatoru nebo vodni lazni. Citratovy pufr (2x SSC)

piipravime nafedénim 20nasobné koncentrované-
ho SSC (viz tab. 1).

Tabulka 1
20x SSC
Chilorid sodny 17539
Citronan sodny 882g
Deionizovand voda ad 800 mi
Pomoci 10 N NaOH vyrovnat pH na 7,0!
Deionizovana voda ad 1000 ml

Roztok se sterilizuje v autokldvu a jeho trvanli-
vost je 1 mésic pii uchovavani v lednici pfi teplote
-4°C.

Odvodnéni

Po aplikaci detergentu je nutné bufiky odvodnit
ve vzestupné alkoholové fadé. Vzorky vkladame
postupné do etanolu o koncentraci 70 %, 80 % a
95 %. V kazdém roztoku ponechame sklicka 2 mi-
nuty. Poté sklitka nechame schnout.

Denaturace tkané

Nyni je nutné denaturovat dvou3roubovici DNA
buriky, ¢imZ dojde k cilené a specifické vazbé
prébu a DNA. Po odvodnéni vloZzime vzorky do
roztoku sloZzeného ze 7 dili Formamidu (firma
Merck) a 3 dili 2x SSC. Kyveta s timto roztokem
se nachazi ve vodni l4zni o teplot& 70-74 °C (je
nutné piesné dodrzovat teplotni rozmezi). Pii této
teploté nechame buriky inkubovat 2 minuty. K de-
naturaci bez pfitomnosti Formamidu je potiebna
teplota 100 °C. To by oviem znamenalo ztratu
morfologické architektoniky tkéni. Proto se pouZi-
va kombinace Formamidu a vodni lazné o teploté
70-74 °C. Elektricky potencial cilové DNA i prébu
je negativni. Roztok 2x SSC se vyuZivé ke sniZeni
tohoto negativniho potencialu formou dodani sodi-
kovych iontd DNA i prébu. To zvySuje pravdé-
podobnost bezproblémového navazani prébu na
cilovy usek DNA. Po denaturaci opét provadime
odvodnéni pouzitim 3 kyvet s obsahem 70%, 80%
a 95% etanolu. Vzorky nechame ponoiené v kaz-
dé kyveté 2 minuty. Tentokrat v3ak jsou kyvety
vioZzené do ledové tfisté. Poté nechdme vzorek
vysusit.

Priprava prébu
V tomto pfipadé se jednalo o préb specificky
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proti centromeie 17. chromozomu od firmy Oncor.
Po vyjmuti prébu z lednice jej vloZime do vodni
l4zné o teploté 37 °C na dobu 5 minut a to tak, aby
byl spodek zkumavky s prébem omyvéan vodou.
Tento postup je doporu&ovan pro préby firmy On-
cor. Poté préb napipetujeme v poZadovaném
mnozstvi (vétSinou 10 pl na 1 vySetieni) do mikro-
centrifugacéni zkumavky o objemu 0,5 ml. Mikro-
centrifugaéni zkumavku ponechame 5 minut ve
vodni lazni o teplot& 70-74 °C, pii¢emzZ je zku-
mavka zasazena do polystyrénové desky tak, aby
byla spodni ¢&ast zkumavky omyvéana vodou.
Timto postupem denaturujeme DNA prébu samot-
ného. Nasledujicim krokem je 2-3 sekundy trvajici
centrifugace pii pokojové teploté.

Pak zkumavku vloZzime do vodni l1azné o teploté
37 °C na dobu 5 minut aZ 2 hodin (nez denaturu-
jeme cilovou DNA na skli¢kach). Po vyjmuti z laz-
né je nezbytné opét centrifugovat 2-3 sekundy,
nez se piistoupi k hybridizaci samotné.

Hybridizace

Vlastni hybridizace, tj. navazani prébu na cilo-
vou DNA, spoéiva v inkubovani prébu s buiikami.
Ze zkumavky s prébem napipetujeme velmi po-
malu (asi 10 s) 10 pl suspenze na 25x25 mm plo-
chy kryciho skla a opét velmi pomalu (stejnou
rychlosti) nand$ime na sklicko do centraini &asti
vyskytu bunék. Poté pomoci kryciho sklicka za-
kryjeme poZadovanou plochu. Po pfiloZzeni kryciho
sklitka provizorné cely preparat zamontujeme te-
kutou gumovou smési (rubber cement), coZ za-
brani vysu$eni mixtury.

Nasledné vloZzime preparat do vihké komurky,
komurku i s preparaty do termostatu a pii teploté
37 °C je mozné inkubovat preparat po dobu mini-
malné 30 min, v béZné praxi pres noc (asi 16 h),
maximalné 3 dny. V mnichovském Institutu radio-
biologie se pouziva i inkubace pies cely vikend, tj.
od patku do pondéli nasledujiciho tydne.

Posthybridizaéni oplach

Po provedeni inkubace bunék s prébem zbavi-
me sklitka provizorni montaze sejmutim gumové-
ho poviaku pinzetou a sejmeme kryci skliCko tak,
aby nedo$lo k manudinimu po8kozeni bunék po-
suvem kryciho sklicka po podloZnim skli¢ku. To
Ize provést bud' potiepnutim ruky se sklitkem, ne-
bo ponoienim preparatu do kyvety s 1x SSC pii
pokojové teploté do té doby, nez se kryci sklitko
odloudi. Dale se preparat vioZi na dobu 5 minut do
kyvety s obsahem 40 ml 1x SSC ve vodni lazni o
teploté 70-74 °C. Tento krok slouZi ke zpevnéni
specifické, komplementarni vazby prébu a cilové
DNA a vymyti nespecifickych vazeb prostiednic-
tvim dodani malého mnozstvi sodikovych iontd.
Men3i mnozstvi sodikovych iontd u nespecifickych
vazeb zplsobi mensi pokles negativniho elektric-
kého potenciadlu, coz ma za nasledek odlouceni
probu v necilové oblasti a snizeni v mikroskopu

pozorovaného pozadi. Pak sklitka pfeneseme na
dobu 2 minut do roztoku 1x PBD (viz tab. 2) pii
pokojové teploté.

Tabulka 2
1x PBD
Triton X - 100 1g
PBS ad 100 ml

Roztok je potebné pripravovat viZdy Ccerstvy,
maximéliné viak 1krét denné. VV mnichovském In-
stitutu radiobiologie se pouZiva redénl 10x PBD
(firma Oncor) se sterilizovanou destilovanou vodou
1:9do 50 ml.

Dobarveni

K dobarveni byl pouzit etydium bromid o kon-
centraci 10 mg/ml (firma Sigma) a upraveny fedé-
nim 1:5000 aZ 1:10 000. Tato procedura je vhodna
pouze pro pozorovani v laserovém skenovacim
mikroskopu s argon-kryptonovym laserem. Pro
pozorovéani preparatu v konvenénim fluorescené-
nim mikroskopu se doporu€uje dobarveni pomoci
DAPI (4,6-Diamidine-2-phenylindol-Dihydrochlori-
de, firma Sigma) nafedéného deionizovanou vo-
dou v poméru 1:100. Pfi montovani kryciho skla
bylo pouZito Antifadu (viz tab. 3), ktery zabrariuje
poklesu intenzity signalu fluorochromu u zamonto-
vanych preparati (pii uchovavani v lednici o tep-
loté -20 °C) na dobu nékolika dnd aZ tydnl v za-
vislosti na intenzité signéalu. U nezamontovanych
preparatd je mozné, pfi stejném zplsobu sklado-
véni preparatu, zachovat méfitelny signél po dobu
nékolika tydnl aZ nékolika mésici.

Tabulka 3
Antifade
p-Phenylendiamin 97% 10 mg
PBS 1ml
Glycerol aml
Pomoci 10 N NaOH vyrovnat pH na 8 aZ 9!

Vysledny roztok rozdélime do mikrocentrifugac-
nich zkumavek po 0,3-0,5 ml. Antifade je fotosen-
zitivnl slouCenina, proto je nezbytné jej uchovévat
vtemnu, napl. zkumavky obalit hlinfkovou folil.
Zkug‘:avky se uchovévajl v mraznici pfi teploté cca
-20°C.

Vysledky

Vysledkem barveni je svétlezelené fluoreskujici
(pomoci FITC) cilovy usek DNA, v tomto pfipadé
centromery 17. chromozomu. Ostatni chromatin
se projevuje tmavé Cervenou barvou, v tomto pfi-
padé pouzitim ethidium bromidu.
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Obr. 1 Na tomto obrdzku miZeme pozorovat lidsky perifern!
lymfocyt ve stadiu metafdze s detekcl centromer 17. chromozo-
mu. Barvenl - FITC, dobarvenl - ethidium bromid. Méfitko ud4vé
vzdélenost 10 um.

Obr. 2 Tento obrdzek zachycuje dva perifernl lidské lymfocyty,
Jjeden ve stadiu metafdze (vpravo) a druhy v interfdzi. U obou
byly detekovény centromery 17. chromozomu vizualizované pou-
Zitim FITC. Dobarvenl - ethidium bromid. Méfitko uddvé vzdéle-
nost 10 um.

Diskuse

In situ hybridizace je v poslednich letech jiz ru-
tinnim néastrojem molekularni biologie. Pokud je
pouzivana metoda in situ hybridizace, je vZdy nut-
né si ovéfit spravnost barveni na burikach ve sta-
diu metafaze. V praxi, chceme-li kvantitativné a
kvalitativné posuzovat vysledny signal histologic-
kych &i cytologickych preparéatd, je nezbytné mit
konvenéni fluorescenéni mikroskop propojeny s
poc&itatem prostiednictvim &ernobilé kamery. Po-
¢ital dale musi obsahovat software pocitatové
analyzy obrazu, s jejiz pomoci miZeme piesné
méfit intenzitu vysledného signdlu. Timto zplso-
bem Ize napiiklad méfit expresi proteinu na trovni
mRNA,

V radiobiologickém vyzkumu Ize touto metodou
ziskat Gdaje o expresi jednotlivych &lend cytokino-
vé kaskady (jak proinflamatornich, tak profibrotic-
kych), kterd se spousti po expozici ionizujicim za-
fenim. Také Ize stanovit miru Géinnosti terapeu-
tickych zasaht, napfiklad na arovni mRNA.

S pomoci in situ hybridizace muzZeme také defi-
novat miru poSkozeni genetické vybavy (genomu)
ozafovanych tkani budto celych chromozomdi, ne-
bo jen samotnych genl. | zde by bylo mozné
stanovit miru protektivnich zasah, intenzitu re-
parace aj.

Souhrn

Prace uvadi zakladni postup detekce DNA pou-
Zitim metody in situ hybridizace na pfikladu bar-
veni centromer 17. chromozomu lidskych lymfo-
cytl ve stadiu metafaze. Autofi popisuji nejen
detailni pracovni postup, ale poskytuji i vysvétleni
opodstatnénosti zvolenych postupd.
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