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FLUORESCENČNÍ IN SITU HYBRIDIZACE (FISH) 
FISH je metoda, která umožňuje lokalizaci určitého úseku DNA přímo na chromosomech. V tomto případě použijeme hmyzí telomerickou sondu, kterou budeme hybridizovat s chromosomy zavíječe moučného (Ephestia kuehniella). Sonda byla vyrobena pomocí tzv. beztemplátové PCR (vzniká amplifikací komplementárních primerů), a značena nick translací, kdy byly do DNA sondy inkorporovány nukleotidy s navázaným červeným fluorochromem Cy3, tedy látkou, která při excitaci světlem určité vlnové délky emituje světlo jiné vlnové délky. 
Princip FISH 

Principem FISH je hybridizace (tvorba dvoušroubovice z vláken různého původu) sondy s komplementární oblastí na chromosomu. Sonda je molekula DNA nebo RNA (často uměle syntetizovaná, např. pomocí PCR), která na základě komplementarity vyhledá a nasedne na úsek na chromosomu. Musí být nějakým způsobem označena, buď přímo fluorochromem, který po excitaci svítí, nebo proteinem, který lze detekovat fluorescenčně značenou protilátkou. Jako sondu lze použít gen, kus chromosomu i celý chromosom, dokonce celý genom. Aby se mohly spojit vodíkovými můstky (zhybridizovat), DNA sondy i chromosomů musí být nejprve denaturované, což se zpravidla dělá tak, že se vystaví vysoké teplotě, při které zaniknou vodíkové můstky spojující báze vláken DNA. Vlákna DNA tak zůstanou jednořetězcová, což je stav, který je nestabilní a pokud se molekuly dostanou do vhodného prostředí, vyhledají molekuly s komplementární sekvencí a s nimi zhybridizují. Po skončení hybridizace se nezhybridizovaná sonda odmyje. Následně je potřeba obarvit chromosomy, které by ve fluorescenčním mikroskopu byly neviditelné. Používají se na to fluorescenční látky, které se nespecificky vmezeřují do libovolné DNA, nejčastěji modré DAPI (4',6-diamidino-2-phenylindole) a  červený propidium jodid. 
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Příprava sond

Protože sonda je naznačena fluorochromem, na přímém světle se vysvítí. Je proto potřeba pracovat v šeru. Sondu držíme neustále na ledu.

1)  V 1,5 ml zkumavce smícháme v uvedeném pořadí následující komponenty:
Hybridizační mix
telomerická sonda
6 μl

DNA z lososích spermií
2,5 μl

Octan sodný (1/10 objemu)
0,85 μl
100% chladný etanol (cca 2,5 x objem)
22 μl

2) Směs centrifugujeme 20 minut při 4°C na 13 000 rpm.
3) Po centrifugaci by měla být vidět DNA ze sondy a lososích spermií jako malý pelet na stěně zkumavky. Opatrně odstraníme supernatant (tekutou část) a k peletu přidáme 100 μl vychlazeného (-20°C) 70% etanolu. Zvortexujeme a centrifugujeme 5 minut při 13 000 rpm.
4) Opatrně odstraníme co největší množství supernatantu (pelet se snadno uvolní), zkumavku krátce stočíme a odstraníme zbytek supernatantu. Pelet necháme krátce oschnout.
5) Pelet zakápneme 5 μl deionizovaného formamidu a necháme inkubovat 30 minut při 37°C (nebo až se pelet rozpustí). Pozor! Formamid je jedovatý, takže je nutné používat rukavice.
6) Do zkumavky přidáme 5 μl 20% dextran sulfátu a zvortexujeme. Dextran sulfát je hodně viskózní, takže je ho potřeba nabírat pomalu.
7) Směs denaturujeme 5 minut při 90°C. Pak jí prudce ochladíme vložením na led na alespoň 3 minuty (při postupném zchlazování by sonda opět renaturovala, tj. obnovila by se dvoušroubovice.
Příprava chromosomálního preparátu

1) Na sklo kápneme 100 μl 70% deionizovaného formamidu v 2x SSC. Přikryjeme krycím sklem 24x50 mm. 

2) Denaturujeme při 68°C přesně 3 minuty a 30 vteřin. 

3) Sklo prudce ochladíme vložením do kyvety s předchlazeným 70% etanolem na 1 minutu. Poté postupně vložíme do 80% a 100% etanolu pokojové teploty, do každého na 30 vteřin. Skla necháme uschnout na vzduchu.

Hybridizace

1) Zdenaturovanou sondu kápneme doprostřed zdenaturovaného chromosomálního preparátu. 2) Přikryjeme krycím sklem 24x32 mm a počkáme, až se sonda rozlije. Případné bubliny vyženeme tupým koncem pinzety. 

3) Okraje krycího skla slepíme lepidlem Rubber cement, vložíme do vlhké komůrky. V temnu ve 37°C necháme hybridizovat 3 dny. 
PO 3 DNECH

Mytí
1) Preparát vyndáme z komůrky, opatrně pinzetou odstraníme Rubber cement a sklepneme krycí sklo. 

2) Ihned sklo vložíme do kyvety s 1% Tween v 0,1% SSC předehřátým na 62°C. Necháme třepat 5 minut. 

Barvení pomocí DAPI 
1) Preparát ihned vložíme do kyvety s 1% Triton X/PBS na 5 minut v 25°C. 

2) Preparát myjeme 1 minutu v 1% PhotoFlo/miliQ vodě při 25°C.

3) Preparát necháme mírně oschnout. Do prostřed preparátu kápneme Antifade s DAPI (0,5 μg DAPI na 1 ml). Přikryjeme krycím sklem 24x40 mm a přehnutým filtračním papírem vytlačíme přebytek tekutiny. Okraje krycího skla zalakujeme lakem na nehty. Až lak uschne, je možné preparát prohlížet.
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