APPLIED NAVOD K POUZITi PRO HYBRIDIZACI Pracovni bokvn
FJ’AEG%%AL JEDNOBAREVNE MALOVACi SONDY acovni pokyny

NAVOD K POUZITI PRO HYBRIDIZACI JEDNOBAREVNE
MALOVACI SONDY

Potrebné reagencie/nedodavané:

e 20XSSC

e Destilovana voda

e Formamid

e 70% Etanol skladovany pfti -20°C

e 80%, 100% Etanol skladovany pti pokojové teploté
e Tween 20

Priprava reagencii:

DEN 1

Etanolové rady Pripravte 70%, 80% a 100% etanol a skladujte
70% ethanol pri teploté -20 °Ca 80% a 100%
etanol pri pokojové teploté.

Denaturacni roztok (70% formamide /2SSC) Smichejte 35 ml formamidu, 10 ml destilované H»0
a 5ml 20XSSC. Upravte pH na 7.0 pomoci HCL,
zahrejte na 72°C.

DEN 2

Rychlé promyti ( roztok 0.4 X SSC) Smichejte 1 ml 20X SSC se

49 ml destilované vody
Celkem: 50 ml
Dobfte promichejte a zahtejte na 74°C.

Promyvaci roztoky II (4 X SSC/0.1%Tween 20) Smichejte 100 ml 20X SSC se
400 ml destilované vody a
0.5ml Tween 20
Celkem: 500 ml
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APPLIED NAVOD K POUZITi PRO HYBRIDIZACI Pracovni bokvn
FJE&L%AL JEDNOBAREVNE MALOVACi SONDY acovni pokyny

PROTOKOL
Den 1

A) Denaturace chromozomii

1. VloZzte sklicka do 2XSSC pri pokojové teploté na 2 minuty a poté vysusSte ve vzestupné etanolové
radé: 70 %, 80 % a 100 %, vZdy po 2 minutach. Nechte uschnout na vzduchu.

2. Zahrejte 40 ml denaturacniho roztoku na 70 °C (2 °C) ve sklenéné Coplinové nadobé. VloZte
sklicka do denaturacniho roztoku na 1,5 minuty. NEPREDENATURU]TE, nékteré vzorky se
denaturuji pouze 60 sekund. K denaturaci lze pouZit také ohrivaci plotynku: naneste 100 ml
denaturacniho roztoku na sklicko, prikryjte krycim sklickem a vloZte na 1,5 minuty do ohiivace
sklicek pri teploté 72 °C (£2 °C).

3. Sklitka okamZité vloZte do studeného 70% a 80% a 100% etanolu, vZdy na 2 minuty. Nechte
uschnout na vzduchu.

B) Denaturace a hybridizace sondy

1. Sondu kratce odstiedte, odeberte 10 pl na kazdé sklicko. Sondu denaturujte inkubaci pti 80 °C ve
vodni lazni po dobu 7 minut.

2. VloZte do vodni lazné pri teploté 37 °C na 10 minut.

3. Pridejte 10 pl denaturované sondy k denaturovanému chromozomovému preparatu.

4. Nasmeés sondy a preparatu poloZte kryci sklicko o rozmérech 18 x 18 mm? a davejte pozor, aby
se pod krycim sklickem nevytvorily vzduchové bubliny. Okraje utésnéte gumovym lepidlem.
Vlozte sklicko do zvlh¢ené komory nebo naddoby a vloZte do inkubatoru nebo pece nastavené na
37 °Cna 12-16 hodin.

Alternativné: Lze pouZit ko-denaturaci: naneste 10 pl sondy, prikryjte krycim sklickem
(18 x 18 mm) a utésnéte gumovym tmelem. Denaturujte vzorek a sondu spole¢né na
ohrivaci plotynce pri teploté 74 °C po dobu 4 minut. Umistéte do inkubatoru nebo pece
nastavené na teplotu 37 °C na 12-16 hodin.

Den 2

D) Detekce
Poznamka: Béhem celého postupu by méla sklicka ztistat vihka a chranéna pied
primym svétlem.

1. Vyjméte sklicka ze zvlhCené komory a opatrné odstrarite gumové lepidlo.

Preneste sklicka do Coplinovy nadoby obsahujici 0,4XSSC. Sklicka promyvejte ve 0,4XSSC pri
teploté 74 °C (2 °C) po dobu 3-5 minut. Sklicka ponofte do promyvaciho roztoku II
(4XSSC/0,1 %. Tween 20) po dobu 2 minut.

3. Naneste 20 pl roztoku DAPI/Antifade a prikryjte povrch krycim sklickem (24 x 60 mm?2). SnaZte
se odstranit vSechny vzduchové bubliny, které se mohly vytvofrit.
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