Molekularni cytogenetika

Mezi metody molekuldrni cytogenetiky patfi vysetreni, kterd zkoumaji DNA na chromosomalni Grovni na
zakladé molekuldrné genetickych principd. Tyto metody jsou predevsim FISH, CGH, a rizné druhy array. Jejich
hlavnim Gcelem je tedy zjistit rlizné submikroskopické chromosomalni aberace, které jsou Spatné zachytitelné
klasickym vySetrenim karyotypu v optickém mikroskopu.

Fluorescencni in situ hybridizace (FISH)
2 Podrobnéjsi informace naleznete na strance FISH.

Pfi tomto vySetreni pouzivdme fluorescencné znacené sondy, které hybridizujeme s ¢dste¢né denaturovanym
vysetrovanym chromosomem. Sondy délime na centromerické, lokus specifické a telomerické. Obvykle
vySetrujeme metafdzni chromosomy, které jsou nejlépe kondenzované, mizeme tedy popsat vzajemny vztah
lokust. Vysetreni Ize ovSem provést i na interfaznich jadrech.

Napriklad chceme-li prokdzat pritomnost translokace na chromosomu 16,
pouzijeme lokus specifické sondy pro danou oblast chromosomu a
centromerické sondy pro chromosomy 16, ¢imz zjistime, jestli jsou vSechny 4
alely (2 kopie maternalni a 2 paternéalni) na metafdznich chromosomech na
svych mistech. Pokud vSak chceme prokazat napriklad jen trisomii chromosomu
21, stadi pouzit centromerické sondy v interfazi - vidime tfi signaly,
nepotrebujeme znat umisténi.

Obecné plati, Zze ¢im méné jsou chromosomy pfi vysetieni kondenzované, tim je
pfi vySetfeni mozno vyssi rozliSeni, ale stdvd se méné prehlednym.

FISH lokus specifickd sonda, M.
Prader-Willi, delece 15911-q13

Pro prokazani slozitéjSich prestaveb lze pouzit metodu mnohobarevné FISH
(multicolour FISH, M-FISH) nebo spektralniho karyotypovani, pfi kterych je
pouzito vice sond znacenych rliznymi fluorochromy.

Komparativni genomova hybridizace (CGH)

£ Podrobnéjsi informace naleznete na strance CGH.

Pri tomto vysetreni hybridizujeme na standardni chromosom dvé rlizné znacené skupiny sond. Jednou barvou je
znacend standardni chromosomalni vybava, tedy stejnd, jako je chromosom, na néjz hybridizujeme. Druhou barvou
je znacena DNA z vySetfované tkané. Za normalnich podminek na vzorovy chromosom hybridizuji oba znacené
vzorky stejné. Pokud je ve sledované tkani dana oblast chromosomu duplikovand, je vétsi pravdépodobnost, ze se
prichyti na vzorek nez u znacené standardni DNA. Proto v tomto pripadé sviti vice v dané oblasti barva testovaného
vzorku. Pokud je v daném Useku delece, DNA testované tkdné nebude v daném Useku hybridizovat. Proto bude
prevazovat ve fluorescenc¢nim mikroskopu barva standardni chromosomalni vybavy.

Tato metoda jiz byla dnes jiz prakticky opusténa, nebot byla nahrazena presnéjsi array-CGH.
Metoda hybridizaénich ¢&ipu (array)

Metoda mikrocipd spociva v tom, ze jsou v jednotlivych jamkach &ipu fixovany
sondy se znamou sekvenci DNA. Pfi pfidani znacené vysetifované DNA se
fragmenty vazi k sonddm se zndmym umisténim. Pokud dojde k hybridizaci DNA
z vySetrovaného vzorku s danou sondou na desti¢ce mikrocipu - je nasledné ve
scanneru pomoci laseru detekovan signal, ktery je analyzovan prislusnym
softwarem primo v pocitaci.

Jednou z moznosti vyuziti této metody je array-CGH, vysSetreni vychazejici z
principu CGH. Porovnavdme zde mnozstvi kopii lokusu na vysetifovaném a Protokol array-CGH metody
standardnim genomu ne na celém chromosomu, ale po jednotlivych Usecich dle

jamek v Cipu.

Druhou platformou je tzv. SNP-array, kterd je zalozena na detekci SNP, tedy jednonukleotidovych polymorfismd,
opét na principu hybridizace oligonukleotidovych sond na Cipu. Tato metoda umi oproti array-CGH i blize rozlisit
napriklad uniparentdlni disomii (UPD) ¢i ztratu heterozygozity (LOH), oproti array-CGH vSak ma o néco horsi
rozlisent.

Array metody jsou dnes metodou volby pfi vySetfeni osob s podezienim na néktery z mikrodeleénich syndromu,
tedy napfiklad u déti s psychomotorickou retardaci (PMR) a nespecifickou kraniofacidlni dysmorfii.
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Denaturace nukleovych kyselin, molekularni hybridizace
Hybridizace in situ — FISH

Komparativni genomové hybridizace — CGH
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