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Molekularis morfologiai m ddszerek:
azon eljarasok, amelyekkel a DNS-struktura, s ezalt al a
genetikai Kod valtozasait mikroszkopos moifologial

modszerekkel @zonositjuk/vizualizaljuk.

fluores'zcencia In situ hibridizacio (FISH_),'
komparitiv genomialis hibridizacio (CGH).




In situ hibridizacios technikak:

Ezekkel a m 6dszerekkel sejtek és szbvetek (kdztik
tumorok) kromoszom alis szint G vizsgalata valosithato
meg.

Elonyei: 'h
v' akar egy (de legfeljebb néhany) nap, .

v nincs szikség arra a sejteket mesterséges

kordlm ények K6zott tenyesztenenk/manipulalnank, és

igy az erreqe_ti genetikai elteréseket esetlegs
megvaltoztatnank, i %
v genetikal betegségek terapiat kdvet & monitorozas is
lehetséges T

v’ kornyezeti hatasok altal indukalt kromoszom  alis
elterések gyors kimutatasara.




Fluoreszcencia in situ hibridizacio:

FISH alapja:

a. A dupla szalu DNS-molekula megfelel 6 denaturalasi
homersekleten egyszaluva alakul at. *

b. A denaturdlt tatget-DNS az ugyancsak denaturalt,
kémiailag m odositott DNS-prébaval a renaturacios
hoémersekleten hibridizalodik. A fluoreszcensen jelzet
hibridizalodott DNS-proba, s ezaltal az altala jelz ettt

norm al-wagy karosodott DNS-szakasz a mikroszkop:
‘alatt lathatéva valik.

jelzett
DNS-probak
target-DNS- /mb
denaturacic
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o kromoszomak renaturacio
= interfazisos sejtek
s sOveti metszetek




DNS probak / target DNS / DNS-szonda:

* agenom egy-egy kis szakaszat jelenitik meg.
 nemcsak targylemezre fixalt kromoszomapreparatum
lehet, de intelrfézieban lev 6 sejtek magjai, vagy akar

szoveti metszetekben l[év 0 sejtek magjai.is. *
o Jelzése fluoreszcensen m odositott dUTP=vel torténik,

jelzetlen dNTP-k, DNA -az I- és polimeraz I-enzimek
jelehlétérben, megfelel 6 reakciokortilm ények biztositasa
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Alkalmazasai:

a kromoszom alis rendellenessegek kimutatasa,
géntérképezés, :
genetikal bétegségek diagnozisa,
radioaktiv sugarzas altal el  Gidézett genetikal
karosodasok kimutatasaa, .

kromatin organizaciojanak és struktirajanak
‘tanulm anyozasa.
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Komparativ genomialis hibridizacio

A CGH modszerevel a tumorsejtek genomjaban el  6forduld
kromoszom alis‘eltéresekr Ol (DNS-amplifikaciokroél és
-deletiokrol) nyertink inform  aciot.




a kisérleti korilm ények a FISH -hez hasonloak,

a jelzett DNS-probakat a tumoros €s norm  alis sejtek
teljés genomialis DNS-ei helyettesitik,

a norm lis sejtekb 6l szarmazé genomidlis DNS
referer,mci'a DNS-ként szolgal,

target-DNS minden esetben nem tumoros eéyént ol
szarmazo, targylemezen fixalt kromoszoma-

preparatum.
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A tumorszovetb 6l szarmazd DNS-t zdlden fluoreszkalo
festékkel, m ig a norm alis sejtekb 6l szarmazd DNS-t
pirosan fluereszkalo festékkel jeldljuk meg. Ezt kov etéen a
jelzett DNS-ek 411 aranyu keverékét, a FISH -hez hasonléan,
a norm alis kromoszomakat tartalmazo preparatumra
hibridizaljuk.
Tumor-DNS Normal-DNS
zold fluoreszcencia piros fluoreszcencia
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A renaturacio soran a fluoreszcensen jelzett norm  al- és
tumor-DNS-fragmentek mennyiségtkt 6l fligg 6 mertékben
a norm alkkomoszémakhoz hibridizalodnak,_

Ahol az adott D.NS,-szakaszon: :

> norm al- és tumor-DNS k§z6tt nincs genetikal
ktlonbseg: narancssarga (piros+zold) fluoreszcencia :
» tumor-DNS-;ben a norm al-DNS-hez viszonyitva DNS-,
tobblet.van: er §s z0ld fluoreszcencia,

> atumor-DNS-ben lév 6 hiany: piros fluoreszcencia.
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