Priloha A: Protokoly k ISH

Priprava sondy

1 ng DNA som pridala do 16 pl redestilovanej vody, potom som pridala 4 pl
DIG-Nick (Biotin-Nick) Transla¢nej zmesi (Roche, USA) a centrifuguvala.
Nésledne som nechala zmes inkubovat 90 min pri tep. 15°C. Reakciu som
zastavila pridanim 1 pl 0,5 M EDTA (pH 8,0) a zahriatim na 10 min na 65°C.
Produkt som zliala do 1-2 sktimaviek, pridala som 1/10 z objemu vzorky 3 M
octanu sodného (pH 5,2) a zamieSala. Pridala som 2 objemy (vzorky DNA) ¢istého
alkoholu. DNA som nechala vyzrazat sa pri teplote -70 alebo -80°C polhodinu
alebo dlhsie. Potom som zmes centrifugovala 30 min pri teplote -4°C rychlostou
14.000 rpm, vyliala som supernatant a zvysky odstranila pipetou. Pelet som
premyla 70 % etanolom, nechala odstat 5-10 min, a znovu chvilu centrifugovala
pri 14.000 rpm. Vyliala som supernatant, odstranila zvysky pipetou a vysusila
DNA vo vakuu 5-10 min. DNA som rozpustila v TE, okolo 1/3 pociato¢ného
objemu oznacovacej reakcie.

Takto pripravend sonda sa moze skladovat pri teplote -20°C dlhsiu dobu.
Priprava chromozémovych roztlakov

Zber + fixacia

Najskor som odobrala konceky mladych koretiov (rdno/doobeda medzi
11:00-13:00) a dala na 27-40 hod do adovej vody. Korienky som néasledne fixovala
v 3:1 (96 % etanol: kys. octova) 7 dni pri teplote 37°C.

a. Pre okamzité pouzitie som korienky farbila 2 hod v 1 % acetokarmine
a roztlacila (squashing)

b. Na dlhsie uschovanie zamrazila pri -20°C a po uschovani farbila
v acetokarmine 2 hod, (pre d’alsie uschovanie znovu zafixovala v 3:1

a zamrazila)
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Squashing (roztlacenie)

Podlozné sklicko ulozené najmenej dva dni v etanole som dokladne
vylestila. Odstranila som koretiova ¢iapoc¢ku z korienka, odrezala asi %2 mm
meristému a roztlacila v kvapke 45 %-nej kyseliny octovej pokial neboli viditeIné
ziadne zvysky pletiva. Sklicko som mierne zohriala nad plameriom a potom
preparat roztlacila pomocou krycieho sklicka. Preparaty som nasledne zmrazila na
suchom l'ade. Odstranila som krycie sklicko a ihned’ vlozila do 45 %-nej kyseliny
octovej, ktort som nechala pdsobit par sekand pri izbovej teplote. Potom som
sklicka prelozila na 3 min do 45 %-nej kyseliny octovej s teplotou 50°C, vybrala ich
a nechala volne usus$it. Preparaty st v tomto $tadiu pripravené na okamzité
pouzitie alebo sa mozu niekol'ko dni skladovat v chladni¢ke alebo dokonca pri
izbovej teplote. Na dlhsie uschovanie je potrebné ich zamrazit pri -20°C v krabici

na mikroskopické skla.
Hybridizacia
Pripravila som (mnozstva na 1 ml):

hybridizaény roztok I (stringencia 77 %), bez DNA

e Formamid (deionizovany, bez nukledz a proteindz) 500 pl
e redestilovana voda 200 ul
e 50 % dextranzasobny roztok 50 %

(= 20 g na 40 ml roztoku /vody) 200 ul
e 20xSSC 100 pl

hybridiza¢ny roztok II (stringencia 87 %), bez DNA

e Formamid (deionizovany, bez nukledz a proteindz) 500 pl
e redestilovana voda 275 ul
e 50 % dextranzasobny roztok 50 %

(=20 g na 40 ml roztoku/vody) 200 pl
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e 20xSSC 25 pl

hybridiza¢ny roztok III (stringencia 98 %), bez DNA

e Formamid (deionizovany, bez nukleaz a proteinaz) 500 pl
e redestilovana voda 295 ul
e 50 % dextranzasobny roztok 50 %

(= 20 g na 40 ml roztoku/vody) 200 pl
e 20xSSC 5pul

Pripravila som velké mnozstvo tychto hybridizaénych roztokov
a skladovala zmrazené pri -20°C. Podla potreby sa moze pridat DNA alebo
pripravit aplnt hybridizaént zmes s DNA a niekolko mesiacov sa moze

skladovat zmrazena.

Pripravila som 20 ul* hybridiza¢nej zmesi:

e hybridiza¢ny roztok 16 pl
e DNA sondal 1ul
e DNA sondall 1l
e Redestilovana voda 2ul

*Dostatocné mnozstvo pre preparat prekryty krycim sklickom 22x40 mm

FISH

Prvy den:

Skor ako som zacala pracovat, nastavila som inkubator na 37°C
a termocycler na 80°C. Na preparat s roztlakmi chromozémov som napipetovala
20 pl hybridizaénej zmesi a prekryla krycim sklickom 22x40 mm. Skl som na

termocycleri zahrievala na 80°C pocas 2 min 30 s (denaturdcia), nasledne som ich

58



rychlo preniesla do vlhkej komorky (SM 30, Boekel Scientific, USA). V nej som ich

nechala inkubovat cez noc pri 37°C (max 16 h) - in situ hybridizacia.

Druhy den:

Po hybridizacii som najskor zmyla krycie sklicko destilovanou vodou
(strickou), potom som skld ponorila na 10 min do 2x SSC (aby sa odstrénil
dextran). Nasledne som skla premyla destilovanou vodou a usuSila. Na kazdé
sklicko som napipetovala 30 pl detekéného roztoku, ktory obsahujel,5 pl anti-DIG
FITC (1:200; 200 png/ml, Roche, USA) a 3 ul Cy3-Streptavidinu (1:100; 1 pg/ml,
Sigma Aldrich, USA) v 1x blokujucom reaktnate (Vector Laboratories, USA) a
prikryla krycim sklickom. Nasledne som nechala skla inkubovat 1-2 hodiny pri
37°C. Po inkubécii som pod pradom vody zmyla krycie sklicko, premyla
destilovanou vodou, ususila, a pridala 12 pl uzatvaracieho média Vectashield
(Vector Laboratories, USA). V tomto stave boli preparaty pripravené na

pozorvanie pod fluorescenénym mikroskopom.
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