Identifikace chromozomu

Barveni chromosomu

Klasické barveni

Chromosomy obarvené roztokem podle Giemsy-Romanovského jsou homogenné tmavé. Tento typ barveni
umozriuje hodnotit pocet a hrubou stavbu chromosoma, zlomy a nestabilni prestavby (u jedincl vystavenych
plsobeni klastogennich ¢initeld). Klasické barveni se pouziva i u pacientll s poruchami reparace poskozené DNA
(Fanconiho anémie, ataxia-telangiectasia, Nijmegen-breakage syndrom).
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Klasické barveni

G pruhy

G pruhovani je nejcastéji rutinné pouzivané barveni v cytogenetickych laboratofich. Vzor tvoreny pricnymi pruhy se
objevi na chromosomech inkubovanych v trypsinu po obarveni roztokem podle Giemsy-Romanovského. Pocet
pruh{ zavisi na stupni kondenzace chromosomu. V metafazi je na chromosomech 400-450 pruhl. V prometafazi je

v karyotypu identifikovatelnych okolo 850 pruhd. Tmavé se barvi heterochromatinové oblasti tvorené DNA bohatou
na adenin a thymin. Svétlé pruhy odpovidaji euchromatinu bohatému na guanin a cytosin.

Karyotyp G-pruhy

R pruhy

Metoda R pruhovani je zaloZzena na plsobeni vysoké teploty (87 °C) a nasledném obarveni roztokem podle Giemsy-
Romanovského. Vysledny pruhovy vzor je reverzni k G pruhovani (G negativni).

AgNOR barveni

Toto barveni se vyuziva ke sledovani variant sekundarni konstrikce akrocentrickych chromosomd. Dusi¢nan
strfibrny se selektivné vysrazi v oblasti nukleoldrniho organizatoru.

C barveni
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Metoda slouzi ke zobrazeni konstitutivniho heterochromatinu - satelitni DNA. U ¢lovéka je variabilita ve velikosti
konstitutivniho heterochromatinu na dlouhych ramenech chromosom@ 1, 9, 16 a Y.
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C-barventi, t(X,Y)

Specialni metody
SCE (Sister Chromatide Exchange)

Symetrickad vyména Gsek( DNA mezi sesterskymi chromatidami pozorovatelnd na metafaznich chromosomech. Za
fyziologickych podminek dochazi pri kazdé replikaci ke 4-6 SCE. UV zareni a plsobeni genotoxickych latek indukuje
zvyseni poctu SCE v bunkéch.

K vizualizaci SCE se vyuzivd ,harlequinskd” technika, zaloZzend na rozdilném zbarveni sesterskych chromatid.
Lymfocyty periferni krve se kultivuji v mediu s BrdU (5-bromo 2-deoxyuridin - analog thyminu). Pfi replikaci se BrdU
inkorporuje do nové vznikajicich retézcl DNA namisto thyminu. V metafazi nasledujiciho bunécéného cyklu maji
chromosomy v jedné sesterské chromatidé v obou vldknech DNA substituovany BrdU a ve druhé chromatidé jedno
vldkno plvodni a druhé s BrdU. Pritomnost BrdU v DNA snizuje jeji schopnost vazat néktera barviva a po barveni
napr. Giemsovym barvivem jsou svétlejSi chromatidy s BrdU.

Podle zbarveni chromatid je v kulture mozné odlisit metafaze 1., 2. a 3. déleni.

Test SCE /n vitro na lidskych lymfocytech se vyuziva k testovani klastogennich G¢inkd latek. Tento test je citlivéjsi
nez hodnoceni ZCHA. /n vivo zplsobuje zvy$eni po¢tu SCE napr. koureni, a nékterd cytostatika (na bazi alkyla¢nich
latek). U jedincl s Bloomovym syndromem je vysSetfeni SCE rutinné pouzivanou vysSetrovaci metodou (pocet vymén
i vice nez 100 na mitézu).

Fragilni-X

V lidském karyotypu je zndama rada fragilnich mist - oblasti ¢astého vzniku zlom(. Objevuji se na metaféaznich
chomosomech po expozici urcitymi latkami nebo pfi rlstu v deficitnich médiich. Vétsinou jejich pritomnost
nesouvisi s patologickym fenotypem. Urcitou vyjimku tvori fragilni misto Xq27.3 (FRAXA) u pacientd se syndromem
fragilniho X.

Xg27.3 je foldt senzitivni misto, kreré je mozno vizualizovat po kultivaci v mediu s nizkym obsahem kyseliny listové,
prip. za pritomnosti antagonistd kys. listové FudR (5 -fluoro 2 -deoxyuridin) nebo metotrexatu.

Cytogeneticky Ize za optimalnich laboratornich podminek (a pri trose Stésti) diagnostikovat pritomnost fra Xg27.3
jak u postizenych muzl tak u Zen prenasecek.

Syndrom fragilniho X je podminén expanzi tripletové repetice CGG v prvnim exonu genu FMR1 (Fragile X Mental
Retardation 1). V sou¢asné dobé se pro diagnostiku FRAXA cytogeneticka diagnostika jiz nevyuziva a dava se
prednost primé DNA diagnostice zamérené na pocet repetic v daném genu.

V oblasti Xq28 lezi jesté dalsi folat senzitivni fragilni mista; FRAXE - spojené s mirnéjsi mentalni retardaci a snad
benigni FRAXF.

X2 Podrobnéjsi informace naleznete na strance Syndrom fragilniho X.

HRT (High Resolution Technique)

Metoda HRT umoznuje analyzovat velmi dlouhé jen ¢astecné spiralizované chromosomy. Specialni kultivaéni
technika zahrnuje synchronizaci déleni bunécné kultury methotrexatem a nasledné zastaveni déleni v prometafazi.
Na chromosomech je mozné identifikovat az 850 G-pruhd. Tato metoda je vhodna pro analyzu strukturnich
prestaveb malého rozsahu (napr. mikrodeleci), v rdémci rutinni diagnostiky se s ni ovSsem dnes jiz nesetkdme, nebot
byla kompletné nahrazena (jesté presnéjsi) metodou microarray.
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FISH (Fluorescent in situ hybridization)

Metoda FISH vyuziva DNA sondy znacené fluorescen¢nim barvivem k detekci specifickych Gsekl DNA. FISH Ize
pouzit jako doplhkovou metodu pri cytogenetickém vySetreni. Sondy se aplikuji pfimo na bunécny material
(chromosomy v metafazi a prometafazi nebo interfazni jadra), neni nutna izolace DNA. Preparaty se hodnoti pod
fluorescenénim mikroskopem.
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FISH - lokus FISH - lokus FISH - Schema FISH - Malovaci Interfézni FISH - a-
specificka sonda, specificka sonda, lokus specificka sonda t(5;7) satelitni sonda,
Prader-Willi delece 15q11-ql13, sonda, Prader-Willi mozaika 46XX/45X

Prader-Willi

Typy sond

= Lokus-specifické sondy je mozné pouzit pro jaddra v interfazi i pro metafazni chromosomy. Slouzi k
vysSetrfovani mikrodeleci, subtelometrickych prestaveb a amplifikaci.

= Satelitni (centromerické, telometrické) sondy je mozné pouzit pro jadra v interfazi i pro metafazni
chromosomy. Uzivaji se k ur¢eni poctu jednotlivych chromosomU a k vySetrovani mozaicismu.

= Celochromosomové (malovaci) sondy jsou vhodné pouze pro metafdzni chromosomy. Slouzi k hodnoceni
prestaveb chromosomd.

Nejcastéji pouzivana fluorescencni barviva

= DAPI (4',6-diamidino-2-fenylindol) - k podbarveni preparatl (counterstaining).
= FITC (fluorescein-5-isothiokyandt) - zeleny signdl.
= TRITC (tetramethylrhodamin-5-isothiokyanat) - ¢erveny signal.
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Chromosomy
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Prenatalni diagnostika
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