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HYBRIDIZACNI TECHNIKY

Hybridizaéni techniky jsou vyuZivany k detekci cilovych gen(. Existuje nékolik zplsobl wvyuZiti
hybridizace, ale vSechny tyto zplsoby jsou variacemi na jedno téma.
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Pfi  hybridiza¢nich technikach je

testovand molekula nukleové kyseliny

chemicky ¢i teplem denaturovana (z dvouretézcové molekuly vznikaji dvé jednoretézcové) a je
nanesena na membranu. Vzorek nukleové kyseliny imobilizovany na membrané je nasledné
hybridizovan se znacenou sondou.

IMEMBRANA. Pro imobilizaci nukleové kyseliny jsou vyuzivdny membrany nylonové, nitrocelulosové
nebo polyvinyliden difluoridové (PVDF), a u kazdé znich jsou dostupné dalsi typy s rlznymi
specifikami. Volba druhu membrany se odviji od zplsobu detekce sondy, tj. doporuceni vyrobce.
V soucasné dobé se nejcastéji pouzivaji pozitivné nabité nylonové membrany.

HYBRIDIZACNI SONDA. Jako sonda je vyuZfivand nukleova kyselina, kterd je komplementdrni
k sekvenci testované molekuly. Sonda je znacend, a to bud radioaktivné ¢i neradioaktivné. Sonda
muze byt pfimo ve formé jednoretézcové molekuly ¢i mize byt i jako dvouretézcova. Pokud je jako
sonda vyuZivana dvouretézcovd molekula, je nutné ji pred pouzitim denaturovat.

Jako hybridiza¢ni sondy jsou vyuzivany:
e dvouretézcové molekuly DNA

e jednoretézcové molekuly DNA

* molekuly RNA
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e syntetické oligonukleotidy

Dvouiretézcové DNA sondy

Jako hybridizac¢ni sonda muzZe byt vyuZita jakdkoliv dvouretézcovd molekula DNA ziskana napf.
zaklonovanim do klonovaciho vektoru nebo pomoci PCR. Znaceni dvouretézcovych sond se provadi
pomoci:

¢ nick-translace pomoci komeréné dostupnych kit

e primer extension pomoci komercéné dostupnych kit

* PCR

Jednoretézcové DNA sondy

Jednoretézcové DNA sondy mohou byt syntetizovany z mRNA pouZitim reverzni transkriptdzy nebo
z fragmentd klonovanych do specialisovanych M13 nebo fagemidovych vektord, které obsahuji misto
podatku replikace jednoretézcové bakteriofagni DNA. VyuZitim radioaktivné znacenych *°P pfi syntéze
vznikd radioaktivné znacend sonda. Vyuziti jednoretézcové DNA sondy na rozdil od dvouretézcovych
sond eliminuje riziko re-asociace denaturovanych jednovlaknovych molekul sondy.

RNA sondy

RNA sondy jsou ziskdvany ze zaklonovanych fragment( v klonovacich vektorech. Tyto vektory
obsahuji promotorové sekvence z bakteriofagli SP6 nebo T7, které priléhaji ke klonovacimu mistu.
Transkripce klonovanych dsek(l v pfitomnosti rNTP znacenych **P davé vznik znacené RNA sondé.
Templatovd DNA je odstranéna jednoduchym Stépenim DNazou. RNA sondy maji mnohé uplatnéni,
ovsem jejich velkou nevyhodou je riziko degradace RNA pti kontaminaci RNdzami.

Syntetické oligonukleotidy jako sondy
Syntetické oligonukleotidy mohou byt pfipraveny mnohymi komercnimi firmami. Znaceni se provadi
pomoci koncového znaceni, napf. T4 DNA polymerazou.

RADIOAKTIVNI VERSUS NERADIOAKTIVNI ZNACENI SOND. Standardné se vyuZivaji sondy zna¢ené
radioaktivné prostfednictvim **P. V poslednich letech je oviem zvysujici se zajem o neradioaktivni
znaceni, jako predevsim znaceni digoxigeninem (DIGem) nebo biotinem. PFi neradioaktivnim znaceni
jsou sondy detekovany pomoci protilatky s navazanou napft. alkalickou fosfatazou. Alkalickd fosfatdza
reaguje s pridanym substratem jako napt. NBT / BCIP (nitro blue tetrazolium/5-bromo-4-chloro-3-
indolyl-phosphate) s vyslednou kolorimetrickou ¢i chemiluminiscenéni reakci. Vzhledem

k radioaktivnimu znaceni, je neradioaktivni znaceni nepopiratelné vyhodnéjsi co do bezpecnosti a
stability, ale na druhou stranu je mnohem méné citlivé.

STRINGENCE (STRINGENCITA). Podminky hybridizace urcuji tzv. stringencitu. Stringencita udava,
v jaké intenzité bude dochdzet k formaci hybridnich molekul nebo naopak do jaké miry se budou
hybridni molekuly rozpadat. Cim vy$si stringencita (stringentn&jsi podminky), tim bude vznikat méné
hybridnich molekul a naopak vice hybridnich molekul se bude rozpadat na jednoretézcové molekuly.
A naopak to plati pfi niZsi stringencité. Mira stringencity je dana v podminkdch hybridizace i
nasledném posthybridizacnim promyvani. Jedna se predevsim o teplotu a koncentraci iontdl, které
udavaji, do jaké miry dochazi k hybridizaci, jestli dochazi k hybridizaci specifické (pouze mezi
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komplementarnimi bazemi) ¢i jiz nespecifické (mezi nekomplementarnimi bazemi). Se zvysujici se
teplotou a snizujici se koncentraci soli vzrista stringence a klesd pravdépodobnost nespecifické
hybridizace. Pokud jsou podminky pfili§ stringentni, nedochazi jiz ani k hybridizaci specifické. Se
stringenci souvisi teplota tani dvousroubovice a teplota hybridizace.

TEPLOTA TANi DVOUSROUBOVICE A TEPLOTA HYBRIDIZACE. Teplota tani dvousroubovice (Tm)
souvisi s teplotou hybridizace a naopak.

Teplota tani je ovlivnéna:

» Koncentraci monovalentnich kationtd (M)

* Slozenim sekvence (procentuelnim zastoupenim GC parU ¢i naopak AT par()
* Délkou molekuly, tj. poctem bazi (L)

e Mnozstvim formamidu v reakci (F)

Teplotu tani u sond delSich nez 50 nukleotidi Ize vypocditat dle:
Tm =81,5°C+ 16,6 logM + 0,41 (%G+C) - 0,61 (%F) — 500/L
Hybridizacni teplota je o 25 °C nizsi, nezZ je teplota Tm.

Pro ilustraci - v reakci, kterd je provadéna v roztoku 6X SSC, bez formamidu, s 50% GC obsahem a
délkou sondy 500 bp, Tm je 101 °C a hybridizacni teplota je 75 °C.

Pokud nahradime 6X SSC roztokem 1X SSC, dochazi k redukci teploty o 13 °C. Pokud déle zahrneme
50% formamid, dochazi ke snizeni o dalSich 30,5 °C. Kratsi délka sondy (50 bp) redukuje Tm o dalSich
10 °C.

V praxi ovéem neni tfeba pocitat Tm pro kazidy experiment, protoZe standardni hybridizacni
podminky funguji vSeobecné dost dobre.

Teplota tani u kratkych sond (< 50 bp) je mnohem nizsi nez u téch delSich. Tm kratkych sond lze
vypocitat dle:

Tm = 2x (pocet AT paru) + 4x pocet GC parl

Hybridizac¢ni teplota je 0 5 °C, niZsi nez je Tm.

Obecné, hybridizace se provadi pfi nizsi stringenci, vyssi stringenci pouzivame pfi promyvacich
krocich.

PODMINKY HYBRIDIZACE
Teplota. Hybridizacni teplota je nejkritictéjsSim faktorem, ktery ovliviiuje tvorbu vodikovych vazeb
mezi fetézci DNA. Se zvysujici se teplotou, se zvysuje stringence.

Koncentrace iontl. ZvySovani koncentrace monovalentnich kationtli umoznuje retézcim DNA jejich
snadnéjsi vzajemné parovani.

SloZeni bazi. Na sparovani G-C bazi se podili tfi vodikové vazby, na sparovani A-T pouze dvé. Sondy
bohaté na G-C tedy hybridizuji mnohem efektivnéji nez sondy bohaté na A-T pary, ovSsem také
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mnohem méné specificky. Proto by sonda méla byt, co se ty¢e G-C a A-T obsahu, vyvazena a méla by
obsahovat 50-60% G-C.

Formamid. Formamid funguje jako destabilizujici Cinidlo, které redukuje formaci vodikovych vazeb.
Hybridizace s pouZitim formamidu je proto provadéna pfi nizsich teplotach.

Délka sondy. Dlouhé sondy hybridizuji pomaleji nez kratké sondy.

Dextran sulfat. Dextran sulfat funguje jako urychlovac hybridizace. Dextran sulfat vytésnuje molekuly
sondy od zbytku hybridiza¢niho roztoku, tzn., tim zvySuje koncentraci sondy.

Blokovaci latky. Napf. sonikovana DNA lososich spermii, Denhardt(iv roztok. Blokovaci latky se vazi
na membranu a vyvazuji mista, na kterd by se sonda vdzala nespecificky.

Detergenty. Napf. SDS. Detergenty zvysuji stringencitu hybridizace a rovnéz funguje jako blokovaci
latky.

pH. Pro optimalni vysledky by méla byt hybridizace provadéna pfi pH=5-9.

Tetrametyl amonium chlorid (TMAC). A-T pary jsou mnohem méné stabilni neZ pary G-C. TMAC pfi
koncentraci 3 M posouva teplotu tani A-T pard k teploté tani G-C pard. Toho lze vyuZit pfi
stanovovani hybridiza¢ni teploty u kratkych sond, kde se s vyuzitim TMAC hybridiza¢ni teplota odviji
pouze od délky sondy a ne délky sondy a obsahu G-C.

VYUZITi HYBRIDIZACE

Dot/Slot Blot hybridizace: vzorek neseparovanych molekul DNA ¢i RNA je imobilizovan na membranu
a poté sondou detekovan.

Colony/Plague Blot hybridizace: na membrdnu je prenesena DNA z kolonii baktérii ¢i plakd
bakteriofagl primo z kultury

Southernova/Northernova hybridizace: vzorek DNA/RNA je nejprve separovan elektroforetickou
separaci a poté prenesen zgelu na membranu. Northern blot a Northernova hybridizace jsou
ekvivalenty k Southern blotu a Southernové hybridizaci, jen misto DNA je detekovana RNA.
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