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Cytogenetické a molekularné genetické vySetieni

1. Geneticka informace buriky

Autor: Sarka PospiSilova

Lidsky jaderny genom je tvofen molekulami DNA o celkové velikosti 3,2 miliardy para bazi
(bp) a obsahuje piiblizné 24 tisic genii. Tyto geny kodujici proteiny zaujimaji pouze 1,5%
genomu, zbyvajici ¢ast tvoii sekvence, které proteinové produkty nekoduji, napiiklad geny pro
nekodujici RNA molekuly, introny, regulacni sekvence, repetitivni a rozptylené sekvence,
transpozony a dalsi slozky (Obr. 1, 2). Krom¢ jaderného genomu se v lidskych buiikach nachazi
DNA také v mitochondriich (mtDNA), ktera je v§ak vyznamné mensi (pfiblizn€ 17 tisic bp, které
koduji 37 genti) a dédi se po matetské linii. Kompletni sekvence lidského genomu byla
publikovana v tinoru 2001 tymy J. D. Watsona (,,Human genome project®) a J. C. Ventera
(spolecnost Celera) (1, 2). V roce 2007 byla nastartovana éra sekvenovani individuélnich
lidskych genomt pomoci vysokokapacitnich sekvenacnich technologii — tzv. DNA sekvenovani
nové generace (3, 4, 5). Tyto metodiky v budoucnu umozni sekvenovani genomu jednotlivych
pacientil a rozvoj personalizované a prediktivni mediciny.

Geneticka informace ¢loveéka obsazena v jadre bunky je rozdélena do 23 chromozomii, které se
v somatickych bunkach nachéazeji ve dvou sadach (kazda diploidni buiika obsahuje 46
chromozomt, tj. 6,4 miliardy bp). Z toho 22 pari chromozom tvoii autozomy a jeden par
pohlavni chromozomy — gonozomy (heterochromozomy). Chromozomy se vyznamné 1isi
obsahem DNA 1 poctem kodovanych genti, nejvice genetické informace obsahuji chromozomy 1
a 2, naopak nejmén¢ chromozomy 21, 22 a pohlavni chromozom Y. Podrobnym studiem
struktury chromozomt a jejich fyziologickych i patologickych zmén se zabyva obor cytogenetika
—viz kap. 3.

Gen je charakterizovan jako tsek DNA se specifickou funkci, ktery je pfepisovan do RNA a nese

informaci pro urcitou dédi¢nou vlastnost. Je povazovan za zakladni jednotku dédi¢né informace.



Podle struktury délime geny na jednoduché (obsahuji pouze exony, tj. iseky kodujici protein
nebo jeho ¢ast) a sloZené (obsahuji krom¢ exont také introny, tj. useky nepiekladané do proteinu
vystiizené pii tvorbé¢ mRNA) (Obr. 3). Geny se li$i poctem exont / intronii i jejich délkou (mayji
min. 1 exon, max. az 178 exont). Primérna celkova velikost genu se pohybuje kolem 27 tisic bp,
primérnd velikost kodujici oblasti prekladané do proteinu je vSak pouze 1300 bp (vzniklé
proteiny maji tedy primérnou velikost 430 aminokyselin). Podle funkce rozliSujeme geny
strukturni kédujici mRNA, ktera je ptelozena do proteinu, geny pro nekodujici RNA (napf.
rRNA, tRNA, snoRNA, microRNA...) a geny regulaéni.

Genova exprese neboli vyjadieni genetické informace vychdzi z ,,centralniho dogmatu
molekularni biologie*. Toto dogma charakterizuje cestu pienosu informaci mezi DNA, RNA a
proteiny a fikd, Ze informaci lze ptenést z nukleovych kyselin do proteinti, av§ak nikoli naopak.
Mezi zakladni cesty pienosu genetické informace patii proces replikace (pfenos DNA — DNA
umoznujici vznik identické kopie DNA pfi d€leni buiiky), proces transkripce (piepis informace
z DNA do mRNA) a proces translace (pieklad informace z mRNA do aminokyselinové
sekvence proteinu na zékladé tripletového genetického kodu) (Obr. 4). Predpoklada se, ze lidsky
genom muze kodovat az 100 tisic raiznych mRNA diky alternativnimu sestiihu sloZenych genti.
Pocet moznych forem proteind je jesté n€kolikanasobné vyssi diky riznym post-translaénim
modifikacim. Je vSak zfeymé, Ze konkrétni buniky v tkédnich jsou diferencovany a specializovany
na urcitou funkci, a proto v dané butice nejsou exprimovany vSechny geny, které jsou v jadre
bunky k dispozici, ale pouze jejich ¢ast.

Jednotlivé procesy genové exprese jsou velmi piesné regulovany fadou mechanismu
umoznujicich realizovat buné¢nou diferenciaci (rozriznéni bungk) a reagovat na aktualni potieby
bunky a mezibunécnou signalizaci (Obr. 4). Tyto mechanismy tedy zajiSt'uji, Ze se RNA a
proteiny vznikajici transkripci a translaci nachdzeji v buiice ve spravném misté a koncentraci a ve
spravny cas. Specificky jsou regulovany procesy transkripce, post-transkrip¢ni modifikace
(naptiklad modifikace 3"a 5 konciit mRNA, sestith mRNA slozenych gentl), transport RNA

z jadra do cytoplasmy, translace a post-transla¢ni modifikace a degradace proteina (napiiklad
modifikace aminokyselinovych zbytki proteinu funkénimi skupinami nebo proteiny -
fosforylace, acetylace, alkylace, glykosylace, ...).

U nadorovych onemocnéni Casto dochazi k ovlivnéni procesii regulace transkripce, coz se

projevuje nedostatecnou kontrolou bunééného cyklu. Regulace transkripce je realizovana vazbou



proteinovych transkrip¢nich faktoria (aktivatord nebo represoril) na regulacni oblasti genu
(napf. promotory, zesilovace transkripce). V lidském genomu je kddovano piiblizné 2,5 tisice
proteinit s DNA-vazebnou doménou, které mohou fungovat jako transkripcni faktory.

V nadorovych bunkach jsou transkripéni faktory Casto mutovany nebo jinak zménény, mezi
nejvyznamngéj$i patii transkripcni faktory ze skupiny nadorovych supresori (napt. p53, Rb,
PTEN, APC) a onkogenti ( RAS, MYC, SRC, ABL). Tyto proteiny, vyskytujici se v mutované
form¢ u urcitych typt nadorovych bunék, se stavaji vhodnym cilem protinddorové terapie (napf.
fazni protein Ber/Abl u chronické myeloidni leukémie). Ke zméné regulace transkripce také
muze dochazet v disledku chromozomovych translokaci a dalSich pfestaveb, které umozni vznik
nefyziologickych kombinaci genti a regula¢nich sekvenci vedoucich k nekontrolované expresi.
Vyznamnymi reguldtory genové exprese jsou také malé nekddujici RNA (zejména microRNA),
které plsobi prostfednictvim specifické degradace mRNA cilovych genii nebo ovlivnénim
procesu translace (6). Predpoklada se, ze microRNA ovliviiuji expresi tfetiny lidskych genti a
jsou ¢asto aberantné exprimovany nebo mutovany u fady zavaznych onemocnéni véetné

nadorovych (napf. chronické lymfocytarni leukémie, lymfoma, nadort tlustého stieva).

2. Zmény genetické informace

Autor: Sarka PospiSilova

Genetickd informace zakodovand v nukleovych kyselindch mize byt ménéna vznikem mutaci,
které mohou vznikat bud’ spontdnng, nebo jsou indukovany fyzikalnimi vlivy a chemickymi
latkami s mutagennim U¢inkem nebo vnitrobunéénymi procesy. Tyto mutace mohou vznikat
v diploidnich télnich bunkach (mutace somatické) nebo v haploidnich bunikach zarodecné linie
(mutace gametické), které jsou prenaSeny na dalsi generaci. VéEtSina mutaci ma neutrdlni nebo
negativni vliv na fenotyp, jsou vSak zdrojem genetické variability a mohou podilet na selekci
v prib¢hu evoluc¢niho procesu.

Podle trovné vzniku mutace d€lime na genové, které méni jednotlivé nukleotidy v fetézci
nukleové kyseliny (Obr. 5), chromozomové (n¢kdy nazyvané chromozomové aberace), které
meéni strukturu chromozomu (Obr. 6), a genomové, tj. mutace ménici pocet chromozomil (napf.

aneuploidie, polyploidie).



Genové mutace se mohou vyskytovat ve formé nukleotidovych substituci (Obr. 5), inzerci,
deleci nebo inverzi (zdména, vloZeni, odstranéni nebo ptehozeni nukleotidi). Mira dusledkt
téchto mutaci pro nositele je velmi variabilni, velky vyznam zpravidla maji mutace posunove,
kdy v disledku inzerce nebo delece 1 nebo 2 nukleotidl a jejich nasobkii dojde k posunu ¢teciho
ramce a vzniku nefunkéniho proteinu. Piikladem bodovych mutaci, které mohou vyznamné
ovlivnit zivot buniky i celého jedince, jsou mutace v antionkogenu TP53. Pokud vznikne
gametickd mutace v TP53 genu, dochazi ke vzniku dédi¢ného autozomalné-dominantniho
onemocnéni nazyvaného Li-Fraumeni syndrom, ktery se projevuje zvySenou néachylnosti ke
vzniku nadorovych onemocnéni v mladém véku. Somatické mutace v genu TP53 se vyskytuji ve
vice nez 50% lidskych nadorovych bun¢k a znamenaji horsi prognézu onemocnéni a reakci na
terapii.

Chromozomové mutace jsou strukturni aberace vzniklé v disledku chromozomovych zlomi a
prestaveb. RozlisSujeme chromozomové aberace balancované, které zachovavaji ptvodni
mnozstvi genetického materidlu, a nebalancované, u kterych dochazi ke ztraté nebo ziskani ¢asti
chromozomu. Mezi nejcastéjsi formy patii translokace, inzerce a delece, inverze a vznik
atypickych chromozom. Pfitomnost chromozomovych aberaci mize mit na buiku i jedince
zdsadni vliv - jsou Castou pfiCinou vrozenych vyvojovych vad a velmi Casto se nachézeji
v nddorovych bunkéch (napt. vznik Ph chromosomu translokaci t(9;22) dava vznik fiznimu genu
Ber/Abl, ktery je ptic¢inou chronické myeloidni leukémie — Obr. 6, 7, 8).

Genomové mutace se projevuji numerickymi zménami chromozomil. U cloveka se vyskytuji
predevs§im aneuploidie, tedy zmény poctu jednotlivych chromozomil (vzhledem k normalnimu
diploidnimu poctu 46 chromosomt). Pokud jsou tyto zmény dédicné, Casto se projevuji letalné jiz
béhem prenatalniho vyvoje, prezivaji plody s trizomiemi chromozomi 21 (Downlv syndrom), 18
(Edwardsiiv syndrom) a 13 (Patauliv syndrom) a numerickymi zménami pohlavnich chromosomt
(45,X Turnertiv syndrom, XXY Klinefeltertiv syndrom, syndromy XXX, XYY...).

Vzhledem ke kontinualni expozici jedincl spontanni i indukované mutagenezi a dal$im vliviim (u
lidskych bunék nastava fadové 10 zmén na nukleotid a generaci) miize denné vzniknout v kazdé
bunice ¢loveéka az milion postizeni DNA. Aby se tato postizeni nepfenasela do dalSich generaci
bunék, jsou rozpoznavana reparaénimi systémy buiiky, které zajisti opravu poskozené DNA,
pfipadné navodi programovanou bunécnou smrt. Odpovédi na poSkozeni DNA se tcastni fada

faktoril, pfevazné enzymd, které mohou vzniklé poskozeni DNA bud’ opravit, nebo odstranit. U



Clovéka se nejcastéji uplathuji opravy prostfednictvim vystépeni chybné baze nebo celého
nukleotidu, opravy chybného péarovani nebo opravy pomoci rekombinace fetézcit DNA. Piestoze
tyto mechanismy opravi vétSinu vzniklych poskozeni, ¢ast mutaci opravnym mechanismim

unikne a miize se stat pfi¢inou patologického fenotypu bunky.

Cytogenetické vySetieni

Autor: Petr Kuglik

Cytogenetika je samostatné odvétvi genetiky, které s pouzitim specifickych metod dokaze
sledovat zmény genomu na Grovni chromozomi. Nadorova cytogenetika se zabyva studiem
ziskanych chromozomovych odchylek nddorovych bun¢k. Historie nadorové cytogenetiky zacina
rokem 1914, kdy T. Boveri formuloval teorii, ve které povazuje chromozomové zmény

v nddorovych buinikach za zmény odpovédné za maligni zvrat. Tato teorie se pozdéji stava
zakladem mutacni teorie vzniku nadoru. Skutecnym zac¢atkem nadorové cytogenetiky je objev
prvni specifické chromozomové zmény, kdy v roce 1960 Nowel a Hungenford nalezli maly
atypicky chromozom a nazvali ho podle mista objevu Philadelphsky chromozom (Ph) u
nemocnych s chronickou myeloidni leukemii. Teprve v roce 1973 pomoci G-pruhovani bylo
zjisténo, Ze tento maly chromozom vznika pfestavbou mezi chromozomy 9 a 22. Dnes na zéklad¢
molekularné genetickych vySeteni vime, ze pfi translokaci t(9;22)(q34;q11) vznika fazni gen
BCR/ABL, jehoz produktem je chimericky protein, ktery je hlavni pfi¢inou tohoto onemocnéni
(Obr. 7, 8). Od objevu Ph chromozomu bylo postupné nashromazdéno mnoho poznatkii
dokazujicich, ze ziskané chromozomové zmény, které se vyskytuji u onkologickych onemocnéni,
jsou integralni soucasti procesu maligni transformace bunc¢k. Doposud byly shromazdény
cytogenetické nalezy zahrnujici charakteristické pocetni i strukturni chromozomové abnormality
z vice nez 56 000 naddorovych onemocnéni, které 1ze nalézt na internetu v ,,Databazi
chromozomovych aberaci u nadori“, zalozené a vedené profesorem Mitelmanem. Vice nez
dvé tfetiny z nich jsou zmény chromozom nalezené u pacientti s hematologickymi malignitami.
Cytogeneticka a molekularné cytogenetickd vysetfeni hematologickych malignit tak maji stale
vétsi vyznam, nebot’ slouzi k charakterizaci biologickych a klinickych vlastnosti téchto

onemocnéni pro ucely upfesnéni diagnodzy, stanoveni prognozy, volby zplisobu terapie ¢i



kontrole uc¢innosti 1é¢by.

Metody klasické cytogenetiky: G - pruhovani

Klasické cytogenetické vysSetieni je zalozeno na mikroskopické analyze metafazich chromozomu
— hodnotime strukturu a pocet chromozomi. Kone¢nym produktem vzdy karyotyp. Podminkou
cytogenetického vysetieni je v kazdém piipadé dostate¢né mnozstvi biologického materialu.
Vysettujeme-li karyotyp hematologickych malignit, zdrojem materialu je nejCastéji kostni dien.
Odbér materidlu (1-3 ml kostni den€) je provadeén sterilné do piipravené zkumavky s obsahem
malého mnozstvi (0,5 ml) heparinu. Zachovani sterility pfi odbéru a pouziti heparinu jsou
naprosto zasadni podminky, protoze se jedna o metodu kultivaéni. Kultivace probiha v rtiznych
kultiva¢nich mediich, nejcastéji RPMI v termostatu pii 37°C (miiZe to byt 1 Panserin, Cytogen
plus atd. dle nabidky jednotlivych firem, ale se stejnou nutri¢ni hodnotou). Vybér medii zavisi na
moznostech laboratofe a ucelu kultivace. Po 24-hodinové kultivaci (ale i 2 hodiny nebo 48 hodin,
podle typu vySetfeni a diagnozy) nastava proces zpracovani materialu a priprava preparati.
Nezbytnym krokem celého postupu je vyuziti schopnosti ptisobeni kolchicinu na funkci déliciho
vieténka tj. zastaveni procesu bunécného déleni v metafazi. Nasleduje pfidani hypotonického
roztoku (0,075 M KCl na 10-20 minut), ktery umoZni nabobtnani bunky, zvétSeni jejiho objemu
a rozlozeni chromozom v ekvatoridlni rovin€. Proces fixace bun¢k zahrnuje 3-4x opakované
ptfidavani fixa¢niho roztoku (metanol-kys. octova v poméru 3:1) vzdy po odstiedéni a odsati
supernatantu. Vykapanim bunécéné suspenze na piedem odmasténa a ditkladn€ omyta podloZni
skla ziskdme cytogenetické preparaty vhodné pro dalsi pouziti, tj. aplikaci riznych barvicich
metod, z nichZ je nejrozsifenéjsi tzv. G-pruhovani. Vlastni G—pruhovani chromozomi je
zalozeno na plsobeni proteolytického enzymu trypsinu a barveni barvivem Giemsa-
Romanowski. Princip vzniku stabilnich pruhti neni dostate¢né objasnén a kvalita takto
nabarvenych preparatii zavisi na fad¢ laboratornich podminek. Vyhodou této cytogenetické
metody je predevsim ziskani stabilnich preparatii vhodnych k rutinnimu vySetfeni s poctem pruhii
cca 300-500 na buniku. RozliSovaci schopnost metody se pohybuje kolem 5-10 Mb.
Chromozomy barvené G-pruhovaci technikou jsou snimany kamerou pfipojenou k mikroskopu a
karyotyp hodnotime pomoci pocitatové analyzy obrazu. Nalezené odchylky chromozom jsou

popisovany podle mezinarodni nomenklatury ISCN.



Metody molekularni cytogenetiky

Klasicka cytogeneticka analyza umoziuje pomoci svételného mikroskopu studovat délici se
buniky v mitoze a stanovit odchylky v poctu a struktufe chromozomii. Nevyhodou této techniky je
ovsem skuteCnost, Ze pro potieby cytogenetickych analyz je nutno ziskat a hodnotit dostatecny
pocet mit6z s dobfe napruhovanymi chromozomy. Exaktnéjsi identifikace chromozomovych
zmén v karyotypu je moznd pomoci metod molekuldrni cytogenetiky, které se intenzivné
rozvijeji od pocatku 80. let. VEtSina konvecnich cytogenetickych vySetfeni v hematoonkologii
byva proto doplnéna vysetienim metodou fluorescenéni in situ hybridizace (FISH), ktera
napomaha zpiesnit cytogeneticky vysledek.

Molekularni cytogenetika vyuziva moderni poznatky molekularni biologie a jeji metody pro
studium struktury, vlastnosti ¢i poruch chromozom?. Pro lidskou cytogenetiku je z molekularné
biologickych metod nejvyznamnéjsi hybridizace in situ. Ta umoziuje zviditelnit sekvence
nukleovych kyselin pfimo na mikroskopickych preparatech obsahujici morfologicky zachovalé
chromozomy, jadra ¢i tkanové fezy. Molekularni hybridizace in situ je zalozena na pouziti
znacené jednofetézcové hybridizacni sondy, tj. kratkého useku DNA. Tato sonda se v dasledku
komplementarity bazi mize po denaturaci vazat k cilové sekvenci DNA bunék nachazejicich se
na mikroskopickém skle. Podle mista, kam DNA sondy hybridizuji, je rozdélujeme na
cetromerické, celochromozomové a genové specifické. V soucasné dob¢ se nejcastéji pouzivaji
sondy pfiblizné 200-300 kb velké, které jsou konjugovany s nékterymi z fluorochromt (napf.
SpectrumGreen, SpectrumOrange), a proto se tato technika oznacuje v praxi jako fluorescencni in
situ hybridizace (FISH). Mista, kam se sonda navazala, mizeme poté identifikovat za pouZiti
fluorescen¢niho mikroskopu. Pocet a poloha jednotlivych fluorescencnich signalii nas potom
informuje o moZnych pocetnich i strukturnich zménach chromozomi. Podle poctu cilovych
sekvenci, které 1ze simultanné detekovat na jednom preparatu, rozliSujeme jednobarevnou ¢i
vicebarevnou fluorescencni in situ hybridizaci. Velkym pfinosem techniky FISH je zejména
cytogenetika interfaze, ktera umoznuje pomoci DNA sond odhalovat pocetni i strukturni
odchylky chromozomt v ned€licich se jadrech. To mé velky vyznam pfi studiu chromozomovych
zmén v buiilkéch, jez se dlouho ¢i nesnadno déli nebo které je obtizné vykultivovat. Cytogenetika
interfaze tak pomohla piekonat nejvétsi uskali klasické cytogenetiky — nutnost dostatecného
poctu mitdz.

Z praktického hlediska zahrnuje hybridizace sond nukleovych kyselin s preparaty chromozomu



tyto obecné kroky: a) fixaci materialu a zhotoveni kvalitniho preparatu obsahujici cilové
misto (metafazni chromozomy, interfazni jadra, tkanové preparaty, celé buiiky); b) pfipravu a
znaceni DNA sond — ve vétsing piipadu ziskavame DNA sondy znacené ptisluSnymi
fluorochromy pfimo od vyrobce. VétSina sond byva dodavéana v koncentrované forme, takze se
ptred pouzitim musi nafedit v ptislusném hybridizacnim pufru; ¢) denaturaci sondy a cilového
mista - DNA sonda i cilova DNA musi byt pied hybridizaci denaturovany. Denaturace cilové
DNA na mikroskopickych preparatech se provadi kratkou inkubaci v horkém formamidovém
roztoku (70 % formamid); d) hybridiza¢ni reakci mezi sondou a cilovym mistem. Hybridizace
zavisi na schopnosti denaturované DNA se teplotn¢ renaturovat s komplementarnimi fetézci
DNA. Vlastni hybridizace obvykle probih4 ve vlhké komiirce pii teplotach 37 — 42 °C a

v zavislosti na typu pouzitych DNA sond se mohou doby hybridizace pohybovat v rozmezi
nckolika hodin az dnti; e) odmyti — tj.odstranéni nenavazané ¢i nespecificky vazané sondy; f)
barveni pozadi — barveni pozadi se provadi fluorochromem, jehoz emisni spektrum je odlisné od
spektra fluorochromu pouzitého pti znaceni DNA sondy. V praxi se nejcastéji pouziva barvivo
DAPI (4’,6- diamidin-2-phenylindol); g) vyhodnoceni a dokumentaci (mikroskopické
pozorovani, snimani obrazu a pocitacové zpracovani fluorescencnich signalit).

V dnesni dob¢ jsou neustale vyvijeny a zdokonalovany nové postupy a modifikace techniky
FISH, které umoznuji analyzovat cely genom a hledat zmény v poctu a lokalizaci genii ¢i DNA
sekvenci a expresi genll v jednom hybridiza¢nim pokusu. Na téchto technikéach se spolu

s pokroky molekularni biologie stale vice podileji i po€itacové analyzatory obrazu vybavené
specidlnimi programy pro cytogenetiku. K t€émto metodam patii napt. komparativni genomova
hybridizace (CGH), kterd umoziiuje detekovat relativni pocet kopii jednotlivych sekvenci mezi
riznymi genomy nebo moderngjsi array-CGH. Pfi této technice nevySetiujeme chromozomy,
ale DNA testovanych bun¢k ¢i tkani, abychom dle intenzity fluorescence na normalnich
chromozomech po kohybridizaci znac¢ené vySetiované a kontrolni DNA posoudili ztraty ¢i zisky
sekvenci DNA na vSech chromozomech. Pfi tomto vySetfeni je mozné analyzovat v nddorovém
genomu az tisice genil najednou. Obdobné se intenzivné rozvijeji 1 techniky, které dovoluji
barevné odlisit kazdy chromozomovy par v lidském karyotypu (mnohobarevna fluorescenéni
hybridizace in situ — mFISH, spektralni karyotypovani — SKY), event. barevné odlisit
jednotlivé pruhy na chromozomech (mBAND — mnohobarevné pruhovani). Tyto nové metody

umoznuji mnohem detailnéj$i analyzy jednotlivych strukturnich chromozomovych zmén typu



deleci, amplifikaci, translokaci, inverzi a inzerci a tim podstatn¢ zvySuji vyznam cytogenetiky

jako moderni diagnostické metody v oblasti hematologickych malignit.
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