Metody chromosomalniho vysSetreni

Priprava cytogenetického materialu, kultivace bunék

= nedélici se bunka je ve stddiu interfaze - chromosomy despiralizovany jen s Useky heterochromatinu -
chromomerami, které jsou patrné

= chromosomalni vysSetreni jsou mozna jen v nékterych stadiich bunécného déleni, kdy jsou chromosomy
spiralizované a po zpracovani pozorovatelné v optickém mikroskopu

= pro kvalitni preparaty tfeba tkan s dostate¢nou prolifera¢ni intenzitou (vyssi mitoticky index - pomér poctu
bunék v mitdze : vSech bunék vzorku)

= v tkanich s pfirozené vysokou mitotickou aktivitou (kostni dierl, choriové klky, nddory) je mozné primé
zpracovani bunék

Ve vétsiné tkdni nutna kultivace (periferni krev 72 hodin, nékteré tkdné i tydny)
= v lahvi¢kach s kultivaénim médiem s pridavkem séra s rdstovymi faktory

= kultury vyzaduji konstantni teplotu 37°, konstantni pH, dlouhodobé kultury i 5% oxidu uhli¢itého v atmosfére
termostatu

Pro postnatalni analyzu se kultivuji lymfocyty periferni krve stimulované mitogenem (obvykle fytohemaglutinin)
- stimulace blastické transformace lymfocytd T. Prenatalné se nejcastéji vySetfuje plodova voda
(amniocentéza, 16.-20. tyden), fetalni krev (kordocentéza, po 20. tydnu) nebo choriové klky (okolo 12. tydne).

Bunky ziskané biopsii (fibroblasty, nddory) musi byt nejprve mechanicky nebo enzymaticky rozvolnény a jejich
mitotickd aktivita se vyvolavéa rastovymi faktory teleciho séra a byva pomalejsi.

= vySetreni chromosom{ v meiose je obtiznéjsi a standardné se neprovadi

= chromosomadlni vysetreni vaji¢ek, pdélovych télisek i bunék embryi je provadéno v souvislosti s
asistovanou reprodukcfi

Vlastni zpracovani bunéc¢né kultury

Zahajuje se pridanim mitotického jedu - kolchicinu (alkaloid) nebo jeho syntetickych derivatd (colcemid) -
nékolik minut ¢i hodin pred zpracovanim. Tyto slouceniny rozrusuji aparat vlaken déliciho vieténka, jez se
napojuji k centromerdm - zabrani se sefazeni v ekvatorialni roviné a oddéleni sesterskych chromatid = déleni se
zastavuje v metafazi (c-metafaze - kolchicin).

Dalsiho zlepseni rozlozeni chromosomd dosdhneme béhem zpracovani pdsobenim hypotonického roztoku 0,075
M KCI - kvali osmotickym jeviim dojde k rozvolnéni bunééného obsahu a individualizaci jednotlivych chromosom.

Néasleduje fixace smési kyseliny octové a metanolu (1:3) pro zachovani vnitfni struktury chromosom, ziskana
suspenze se nakape na podlozni sklo a preparaty se dale barvi.

Cytogenetické barvici metody
Z mnoha moznosti se v praxi uplatriuje jen nékolik postupt barveni

Klasické konvencni barveni

= barvenfi jednim, obvykle Giemsovym, barvivem

homogenné zbarvené chromosomy vhodné pro hodnoceni poctu, hrubsich strukturnich odchylek a ziskanych
chromosomalnich aberaci - chromosomalnich a chromatidovych zloma.

Pro identifikaci jednotlivych chromosom( v karyotypu a hodnoceni jejich struktury a prestaveb jsou vyuZivany:
Diferencidlni techniky barveni

- pruhovani (banding) - dosdhne se stfidani svétlych a tmavych prouzkut po celé délce chromosoma, pruhy jsou
rozsahlé struktury 5-10 Mb - stovky gen0.

Molekularni podstata pruhovani odrazi funkéni organizaci genomu, zastoupeni jednotlivych bazi a pfidruzenych
proteinovych molekul ve vnitrni strukture chromozomu. Strukturni prouzky je mozné vyvolat pouze u vysSich
obratlovc(, u jinych druhd zatim nelze vyuzit

Q pruhovani (quinacrine)

= barveni fluorescenénim barvivem chinakrinem bez predchoziho chemického plsobeni
= nejstarsi metoda, dnes jiz vyuzivana vyjimecné



= preparaty je nutno pozorovat pod fluorescenc¢nim mikroskopem a fotograficky dokumentovat

= rozlozeni jasné zéaficich Q prouzkt odpovida tmavym G pruhGim
G pruhovani (Giemsa)

= barveni Giemsovym barvivem po ovlivnéni chromosomU denaturac¢nim ¢inidlem, obvykle trypsinem

= tmavé G-pruhy odpovidaji oblastem relativné genové chudym s prevazujicim zastoupenim AT bdzi a pozdné
se replikujicim

= naopak G-negativni svétlé pruhy jsou oblasti bohaté na GC pary s ¢asnou replikaci a vyssi genovou
hustotou

= G pruhovani predstavuje zdkladni metodu vysetreni ¢lovéka

R pruhovani (reverse)

= vznikd po denaturaci a nasledné renaturaci DNA pri alkalickém plsobeni za vysoké teploty

= Giemsovym barvivem se poté barvi tmavé Useky pri G pruhovéani svétlé a svétle Useky pfi G pruhovani
tmavé

= Casto se uziva pro zvyraznéni telomer

Selektivni techniky barveni

= barveni specifickych oblasti chromosomu
C pruhovani

= barveni Giemsou po denaturace v alkalickém prostred{
= zvyraznuje oblasti konstitutivniho heterochromatinu - centromery a heterochromatinové Useky
chromosom® 1,9,16 a Y

Ag-NOR barveni

= dusi¢nanem strfibrnym
= zndzorfiuje oblasti organizatord jadérka na akrocentrickych chromosomech
= barvi se pouze organizatory, které se v pfedchozi interfazi aktivné Ucastnily formace jadérka

vymény sesterskych chromatid (SCE)

= umoznuje odlisit DNA syntetizovanou pred prvnim, druhym a dalSimi cykly buné¢ného délenfi

= inkorporace bromdeoxyuridinu (BrdU), analogu thymidinu, béhem S-faze do nové syntetizované molekuly
DNA, tedy do sesterské chromatidy béhem replikace

= nasledné barveni Giemsou zbarvi bledé chromatidu s BrdU (inhibuje barvitelnost) a tmavé chromatidu
pavodni

= metoda se uzivd pro testovani mutagennich uéinkl chemickych latek a pro diagnostiku syndromti s
vyraznou lomivosti chromosomu (Bloom{v syndrom)

Kvalita cytogenetického vysetfeni zavisi na stupni spiralizace pozorovanych chromosomd a jejich délce, poctu
hodnotitelnych pruhl apod. - rozliSovaci schopnosti vysetfeni

v c-metafazi rozli$ime 400-450 pruht v haploidni sadé pro orienta¢ni vySetfeni

presnéjsi analyza je mozna pri 550 pruzich

nékdy je tfeba az 850 pruht

vétsi pocet bunék v prometafazi ziskdme synchronizaci bunééného déleni a kratsim plsobenim kolchicinu
synchronizaci navodime plsobenim urcitych latek nebo zménou teploty

tento zplsob pripravy se oznacuje jako HRT - technika s vysokou rozliSovaci schopnosti - jemné
strukturdIni prestavby, zejména mikrodelece
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