Gish protokol
preparácia chromozómov z živých rýb - príprava suspenzií

- rybu zvážime a napichneme colchicínom (1ml colchicínu/100g živej hmotnosti)

- colchicín picháme za brušnú plutvu, pozdĺžne s osou tela

- colchicín necháme pôsobiť podľa experimentálne zistenej doby, napr. cobitis – 45min, karas – 60min

- ryby vložíme do 2-phenoxyethanolu, uspíme (usmrtíme)

- zo zabitých rýb vypreparujeme cez brušnú dutinu ledviny a dáme na sieťku
- zakvapneme ½ pasterky hypotonickým roztokom (0,075M KCl) a zahnutou pinzetou dôkladne prepasírujeme ledviny cez sieťku (sieťku potom opäť prepláchneme KCl pomocou pasterky

- suspenziu sklenenou pasterkou prenesieme do skúmavky, zapíšeme si čas pôsobenia hypotonického roztoku (má byť presne 8 min!)

- skúmavku doplníme do 5ml hypot. roztokom KCl a necháme stáť pri laboratórnej teplote
- po uplynutí 8 min prikvapneme 2-3 kvapky čerstvo pripraveného fixatíva (metanol:kys. octová – 3:1) a dobre pasterkou premiešame (probubláme) a dáme centrifugovať 10min, 1200 ot., 4°C
- opatrne sklenenou pasterkou odsajeme (asi do ½ 1ml) KCl, resuspendujeme, doplníme fixatívum na 5ml, dôkladne premiešame a uložíme do chladničky na 20-30min, potom opäť scentrifugujeme 10min, 1200 ot., 4°C
- predchádzajúci bod zopakujeme 3x, pričom fixatívum si musíme pripraviť vždy čerstvé

- po tretej fixácii odsajeme fixatívum (asi do ½ 1ml), premiešame a môžeme kapat na predom omyté (10 min v denaturovanom EtOH s kvapkou HCl) a suché sklíčka
izolácia DNA (chloroform-fenolovou metódou)

- odobrať tkanivo, max 300mg, dať do 2 ml eppendorfky a nožničkami rozstrihať na kúsky 
- dodať 1ml pufru TNES-u a pomiešať v ruke

- dodať 15μl proteinázy K a pomiešať v ruke

- dať do vodnej lázne na 50°C, aj cez noc

- dodať 500μl fenolu, dať veľký pozor, aby sa nenabrala horná fáza z fľaše, prípadne najprv odliať a nechať, kým sa oddelí

- premiešať v ruke a scentrifugovať na 10min/13000 otáčiek

- následne odobrať supernatant, dať pozor, fázy sa miešajú

- dodať 500μl chloroformu (chloroform:isoamylalkohol; 24:1)

- premiešať v ruke a scentrifugovať na 10min/13000 otáčiek

- odobrať supernatant

- pridať 1ml čistého etanolu z mrazničky, pretrepať v ruke, kým sa nezačne zrážať DNA, dať do mínus 20°C na 30min

- centrifugovať na 10min/13000 otáčiek 
- zliať etanol, pozor na paletku, dodať 200μl nového etanolu, krátko stočiť (na 5sek)
- zliať etanol, pozor na paletku, dodať 200μl nového etanolu, krátko stočiť (na 5sek)
- odpipetovať etanol koľko sa dá a dať osušiť do vodného kúpeľa nastaveného na 37°C
- keď je etanol úplne odparený dodať 50μl TE pufru a dať do chladničky

značenie DNA sondy s Nick translation mixom

- PRACOVAŤ NA ĽADE A V TME!!

- podľa koncentrácie DNA treba určiť dané množstvo DNA potrebného na reakciu (potrebná koncentrácia je 1000 ng/µl) a do 14,3 μl doplniť vodou
- následne pridať 1 μl dNTP mix (zmes nukleotidov, dATP, dGTP, dTTP, dCTP, pridáva sa 3,5μl, alebo 1μl, záleží na type použitej farbičky)
- pridať 4μl Nick translation enzým-mixu a 0,7 μl farbičky (s farbičkou sa musí pracovať v tme, v prípade nepriameho značenia nie je nutné pracovať v tme)
- jemne centrifugovať a inkubovať 90 min pri 15°C
- zastaviť reakciu na ľade pridaním 1μl stop pufru (0,5 M EDTA, pH 8, RT), veľmi krátko zvortexovať a dať na 10 min do termobloku na 65°C
- pre overenie, či sa označenie podarilo treba spraviť elektroforézu, použiť 2-3μl označenej sondy (sonda na agarózovom géle má mať dĺžku 200-500 bp)
-, výsledný objem by mal byť po elektroforéze 17-18μl sondy, nechať v mrazáku pri mínus 20°C
hybridization mix

- stále robím na ľade
- zmiešať dohromady označenú sondu, sonikovaný kompetitor (rádovo 10x viac, pre rod Cobitis, ale táto hodnota je variabilná a druhovo špecifická) a 5μl salmon sperm (používa sa ako univerzálny kompetitor)
- namiešať mix zvlášť pre každé sklíčko do rôznej eppendorfky
- pridať 1/10 objemu 3 M NaOH a 2,5x objemu 100% etanolu
- nechať zrážať 60-120min pri mínus 20°C

- centrifugovať 15min/15000 RPM pri 4°C
- odobrať supernatant, dávať pozor na paletku DNA na dne eppendorfky, pridať 200μl 70% etanolu z mrazáku
- centrifugovať 10min/15000 RPM pri 4°C

- opäť odobrať opatrne supernatant a nechať uschnúť, kým sa odparí VŠETOK etanol, dať do termobloku na 37°C, nesmie byť prítomná ani jedna kvapka etanolu

- ak nie je úplne zreteľná paletka, môžme to stočiť znova

- pridať 20μl hybridizačného mixu, aby sa paletka rozpustila, inkubovať v termoboxe na 37°C za stáleho miešania cez noc
príprava a denaturácia sklíčok

- pred samotným pokusom nechať sklá inkubovať 7 dní pri RT (room temperature) = aging
- RNázovanie:
- 10µl (25mg/1,25ml H2O) RNázy pridám do 1ml 2xSSC
- na sklíčko dať 500µl z roztoku, prekryť krycím sklom a nechať inkubovať 90 min v termostate na 37°C
- potom nasleduje alkoholová rada: studený z mrazáku 70% etanol, 80% etanol a 100% etanol, každý 3 min, sklíčka nechať sušiť min 20min 
- pepsinizácia:
· zmiešať 100 ml H2O a 1 ml 1M HCl a nechať temperovať vo vodnom kúpeli pri 38°C
· prejsť sklami cez alkoholovú radu: studený z mrazáku 70% etanol, 80% etanol a 100% etanol, každý 3 min, sklíčka nechať sušiť min 20min
· ponoriť sklíčka na 5 min do PBS (phosphate buffer solution)
· tesne pred samotnou pepsinizáciou pridať do roztoku vody a HCl 50 µl (250mg/do 2,5 ml H2O) pepsínu a poriadne premiešať
· sklíčka ponoriť na 3 min do roztoku pepsínu do vodného kúpeľa prednastaveného na 38°C
· ponoriť sklíčka na 5 min do PBS (phosphate buffer solution)
· opäť prejsť sklami cez alkoholovú radu: studený z mrazáku 70% etanol, 80% etanol a 100% etanol, každý 3 min, sklíčka nechať sušiť min 20min
- denaturácia:

· nechať vytemperovať vodný kúpeľ na 76°C a sklíčka inkubovať 3 min v 75% formamide/2xSSC  
- po denaturácii dehydratovať sklíčka na 3min v 70% etanolu schladeného na mínus 20°C,  80% etanole a potom v 100% etanole, všetko robím na ľade
- nechať vysušiť min 20min

denaturácia sondy a hybridizácia

- tesne pred hybridizáciou denaturovať sondu 5min pri 90°C 

- schladiť na ľade min na 10min (prípadne uschovať na ľade, kým sa použije)
- dať 20μl sondy na sklíčko

- zakryť krycím sklíčkom, pozor na vzduchové bubliny, prípadne sa ich snažiť dostať ku kraju pomocou špičky
- pomocou gumového cementu zatrieť okraje sklíčka, aby nevyschlo

- inkubovať (2-3dni) pri 37°C v termostate, pozor na vlhkosť, použiť 2x SSC pufor, naliať na spodok nádoby, kde sú uložené sklíčka, aby boli stále vo vlhkom prostredí
premývanie a farbenie sklíčok po hybridizácii

- jemne odstrániť gumový cement na okrajoch, aj krycie sklíčko (aby to šlo ľahšie, namočiť krátko celé sklíčko do 4xSSC/0,1Tween, RT)

- premyť 2x 10 min v 50% formamide vo vodnom kúpeli vytemperovanom na 44°C

- premyť 3x 7 min v 1x SSC pufri vo vodnom kúpeli vytemperovanom na 44°C
- potom krátky oplach v 2x SSC, 30 sek., RT
- osušiť sklíčko priložením jeho okrajov o buničinu
priame značenie:

- kvapnúť na podložné sklíčko 25μl DAPI a prikryť krycím sklíčkom

- počkať chvíľu, kým farbička spraví disperziu a rozšíri sa, príp. použijem kúsok filtračného papiera na odstránenie prebytočnej tekutiny spod krycieho sklíčka
- nakoniec zalakovať okraje obyčajným lakom na nechty

- pred mikroskopovaním dať ešte na cca 10-20min do chladničky
nepriame značenie:
-  z 2,5 % BSA/4x SSC/0,1% Tween dať 700µl na sklíčko, prikryť krycím sklíčkom a dať do termostatu na 37°C, 20 min
- od tohto bodu práca v TME!

- protilátku (anti-hapten) scentrifugovať pri 8000 RPM, 5 min, 10°C
- pridám 2µl protilátky (streptavidín-Cy3) do 200µl 10%GNS/PBS a celú zmes kvapnem na sklíčko a nechám inkubovať 80 min na 37°C
- vytemperujem vodný kúpeľ na 44°C a prepláchnem sklíčko 4 x po 7 min v 4xSSC/ 0,1% Tween
- potom kvapnem na podložné sklíčko 25μl DAPI a prikryť krycím sklíčkom

- počkať chvíľu, kým farbička spraví disperziu a rozšíri sa, príp. použijem kúsok filtračného papiera na odstránenie prebytočnej tekutiny spod krycieho sklíčka

- nakoniec zalakovať okraje obyčajným lakom na nechty

- pred mikroskopovaním dať ešte na cca 10-20min do chladničky
