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Buňky se odd ělí od média, fixují na 
mikroskopické sklí čko, barví se 
různým zp ůsobem  a prohlížejí se 
pod mikroskopem

Fixace a barvení buněk

Centrifuga

MikroskopMikroskopické sklíčko



R-pruhy

Klasické barvení chromosom ů

mitotických chromosom ů

Chromosom 11 
barvený Giemsou 

G-pruhy



Karyotyp
Karyotyp člověka sestává ze 46 chromosom ů. Klasicky byl po dlouhou 
dobu studován pomocí pruhování barvivem Giemsou. Sv ětlejší pruhy 
odpovídají euchromatinu
tmavé heterochromatinu.

Chromosomy se d ělí podle
velikosti, podle polohy 
centromery a podle pruh ů.



Karyotyp
Karyotyp člověka sestává ze 46 chromosom ů. Pomocí multicolor FISH 
techniky lze obarvit každý chromosom jinou barvou. Změny genomu lze 
pak snadno sledovat a 
detekovat každou aberaci.
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Druhy sond pro FISHDruhy sond pro FISH

a) Sondy specifické pro určité geny (sekvence)
b) Sondy specifické pro repretitivní sekvence v okolí centromer
c) Sondy specifické pro telomery
d) "Paintingové" sondy pro celé chromosomy



Chromosomální aberace
Numerické aberace:

Genom obsahuje 46 chromosom ů, 22 párů autosom ů a 1 pár pohlavních 
chromosom ů buď XX nebo XY. Euploidní sada chromosom ů jich má 23.

Polyploidie je pojem, který se vztahuje k násobku euploidního p očtu. U 
člověka je diploidní sada 46 chromosom ů, triploidní 69 atd. Polyploidie 
vzniká v d ůsledku poruch meiozy apod. Vede ke smrti jedince.

Aneuploidie je jakýkoliv po čet chromosom ů, který není násobkem 
euploidní sady. Monosomie – je p řítomný pouze 1 chromosom z dvojice. 
Člověk s monosomií by m ěl 45 chromosom ů. Trisomie – jsou p řítomny 3 
chromosomy ur čitého typu, u člověka – 47 chromosom ů. Všechny 
autosomální monosomie a trisomie s výjímkou trisomi 13, 18 a 21 vedou 
ke spontánním potrat ům. Uvedené trisomie mají za následek t ěžké
poškození organismu (deformity kon četin, nervového systému, srdce a 
mentální retardaci). Trisomie 13 a 18 vede ke smrti brzo po narození. 
Trisomie 21 je jediná autosomální trisomie, p ři níž se člověk dožívá
dosp ělého v ěku. Pravd ěpodobnost trisomie siln ě závisí na v ěku matky –
pro 20-letou je četnost 0.05%, pro více než 40 letou je to 3%. 



Chromosomální aberace
Numerické aberace:

Aneuploidie pohlavních chromosom ů jsou četnější, monosomie X je 
slu čitelná s životem. 

Monosomie X – Turner ův syndrom – malý vzr ůst, záhyby k ůže na krku, 
nedostate čný sexuální vývoj, vyvíjí se recesivní onemocn ění vázaná na X 
chromosom, nebo ť chybí druhá kopie X chromosomu, která by 
maskovala ú činek chybných alel p řítomných v genech. 

XXY – Klinefelter ův syndrom – muži s nedostate čným sexuálním 
vývojem, sníženým intelektem. Po čet X chromosom ů může být i v ětší –
nemoc je pak výrazn ější.

XYY syndrom – tento karyotyp byl objeven u v ězňů. Výskyt je asi 0.1% v 
normální populací, ale u v ězňů je to  4.5 %. U tohoto onemocn ění
pozorujeme sklon k násilí, nižší intelekt.

XXX syndrom – klinicky normální, vyšší četnost mentálních retardací a 
sterility. Více X chromosom ů – výrazn ější manifestace onemocn ění.



Chromosomální aberace
Strukturální aberace: důsledek zlomu a následného špatného spojení
nebo ztráty fragmentu – m ůže nastat spontánn ě při replikaci a m ůže být 
indukovaná chemicky, ionizujícím zá řením a UV zářením. Důsledky 
vzniku aberace závisí na tom, jak je rozsáhlá, kde n a chromosomu a kde 
ve tkání vznikne.

Inverse – rotace zlomeného chromosomového fragmentu a spojen í v 
obrácené poloze

Duplikace – chromosomální segment je opakován

Translokace – transfer části chromosomu na nehomologní jiný 
chromosom.

Reciproká translokace – bez ztráty genetického materiálu (m ůže 
a nemusí mít fenotypický projev), m ůže se přenášet z generace na 
generaci. V meioze m ůže dojít k duplikacím nebo delecím, což vede ke 
spontánním potrat ům.

Robertsonová translokace – zlom krátkých ramínek dvou 
chromosom ů s následným spojením velkých ramínek a ztrátou 
fragment ů malých. U chromosom ů 14 a 21  - Downův syndrom

Delece – segment chromosomu je ztracen. Pouze malé delece js ou 
tolerovány (Cri-du-chat syndrom – delece malé části chromosomu 5)









Vznik aberací
Detekce aberací (standardní experiment):

1) izolace lymfocyt ů (odběr od donora, centrifugace a separace na 
ficolu, p říprava na oza řování

2) resuspendování do média, stimulace k d ělení, kultivace 48-72 h, 
zastavení cyklu colcemidem, hypotonický roztok, fixa ce kyselinou 
octovou a metanolem, kapání na vymražené sklí čko, BUdR – lze 
odlišit první mitózu (sv ětlá a tmavá část chromatidy)

3) barvení (Giemsa nebo FISH) pozorování pod mikroskop em, vyhledání
mitóz a jejich vyhodnocení

Na obrázku je p říklad aberace
typické pro zá ření – dicentrik
se dvěma páry fragment ů.

Dole – translokace v interfázi.



Vznik aberací
Mechanismy vzniku vým ěn.

1) NHEJ – nehomologní spojení konc ů DSB

2) Rekombina ční chybná reparace

3) Ze dvou poškození (nemusí to být DSB) vznikne rekom binační
reparací vým ěnná aberace



Vznik aberací po ozá ření
Dávkové závislosti. Pro mechanismy 1 a 3 dostáváme kvadratické

závislosti na dávce, pro mechanismus 2 dostaneme li neární závislost. 
Dávkové závislosti se dají popsat lineárn ě-
kvadratickou funkcí

X = ααααD+ββββD2

kde kvadratická komponenta mizí postupn ě

pro zá ření s vyšším LET.



Vznik aberací po ozá ření
Kinetika vzniku a dávkové závislosti vzniku chromoso málních aberací :

aberace vznikají velmi krátce po ozá ření, což lze
prokázat PCC technikou. Tato technika 
spo čívá ve fúzi mitotické bu ňky s G1-bu ňkou,
v níž chromosomy p ředčasně zkondenzují.

Aberace v lymfocytech v krvi s časem mizí. Pokles 
počtu dicentrik ů je daleko rychlejší než pokles 
počtu translokací.



Vznik aberací po ozá ření
Komplexní p řestavby. Po ozáření často vznikají velmi komplexní

přestavby chromosom ů. Dříve je nebylo možné pozorovat, nyní se 
dají zachytit pomocí FISH techniky. Tyto zm ěny nejsou slu čitelné s 
dalším životem bu ňky.



Vznik stabilních aberací po ozá ření
Intrachromosomální aberace. Multicolor FISH se dá použít pro bandování

uvnit ř chromosom ů (dříve se nedalo). Bylo zjišt ěno, že radiace 
zanechává dlouhodob ě změny v podob ě stabilních 
intrachromosomálních aberací. 

Pracovníci ozá ření před mnoha lety p ři práci s plutoniem mají v krvi 
aberace v lymfocytech – více než polovina lymfocyt ů nese p řestavby 
(>6 Mb). Počty těchto p řestaveb koreluje s dávkou na kostní d řeň. 

Tyto aberace lze registrovat po dlouhé dob ě, mají nízké pozadí a metoda 
má velkou citlivost pro hust ě ionizující zá ření. 



Vznik aberací po ozá ření
Multicolor FISH se dá použít pro bandování uvnit ř chromosom ů. Na 

obrázku je použito 6 fluorochrom ů (DAPI, FITC, Gold, Texas Red, Cy5 
a Aqua. Složený obraz se dále analyzuje tak, aby je dnotlivé oblasti 
byly lépe rozlišitelné (p řiřazují se pseudobarvy). 



Vznik aberací po ozá ření
Multicolor FISH u pracovník ů s plutoniem (Majak). V krvi byla detekována 

komplexní p řestavba spo čívající v inter- a sou časně
intrachromosomální vým ěně. U řady t ěchto pracovník ů došlo ke 
vzniku nádor ů na plících nebo kostí, tento pracovník byl relativn ě

zdravý. 



Vznik aberací po ozá ření
Intra- a interchromosomální aberace. Pracovníci s Pu (hust ě ionizující

záření) nesou v krvi intra-chromosomové p řestavby, zatímco 
pracovníci na reaktoru (ozá ření γγγγ-zářením) nesou interchromosomové
přestavby. Vidíme, že v kontrole prakticky nejsou det ekovány intra-
chromosomové p řestavby. 



Vznik aberací po ozá ření
Biologická dosimetrie – cytogenetická analýza lymfocyt ů – od po čátku 

70. let používána, stadardizována – existují kalibra ční křivky po čtu 
dicentrik ů na dávce pro r ůzné doby od ozá ření. Předpokládá se 
souvislost s nádory. Krom ě záření jsou však aberace indukovány 
širokým spektrem jiných klastogen ů. 

FISH technika o čividn ě rozší řila možnosti detekce r ůzných druh ů
aberací, jednak o stabilní aberace, což umož ňuje biologickou 
dosimetrii i po dlouhé dob ě po ozá ření a jednak o 
intrachromosomové aberace, které jsou typické pro hust ě ionizující
záření. 

Problémy – závislost pozadí na v ěku, individuální citlivost k ozá ření, 
vznik klon ů, které je nutno detekovat a vylou čit.  


