Chromosomy

Uvod - mitotické a interfazni chromosomy
Barveni chromosom u (klasika, FISH)
Vyznamné elementy chromosom u

CT ajejich ¢asti jsou disjunktni
Subdomeéeny CT

Uéinek za Feni na chromosomy

Biologicka dosimetrie




Fixace a barveni bunék

Buriky se odd &li od média, fixuji na
mikroskopické skli €ko, barvi se
ruznym zp usobem a prohlizeji se
pod mikroskopem

Mikroskopické skligko Mikroskop




Klasické barveni chromosom U
mitotickych chromosom U
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Karyotyp

Klasicky byl po dlouhou
dobu studovan pomoci pruhovani barvivem Giemsou. Sv étlejsi pruhy
odpovidaji euchromatinu
tmavé heterochromatinu.

Chromosomy se d éli podle
velikosti, podle polohy
centromery a podle pruh .




Karyotyp

Pomoci multicolor FISH
techniky Ize obarvit kazdy chromosom jinou barvou. Zmény genomu lze

ERRA

pak snadno sledovat a
detekovat kazdou aberaci.
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Denaturace DNA

Denaturace Renaturace




Fluorescen eni in situi Hybridizace (FISH)

Chromosomov a DNA

Denaturace

| Chromosomov & DNA
 Denaturace
 ——

| DNA proba (sonda)
Hybridizace
 ——

DNA proba (sonda)

Hybridizace




Druhy sond pro FISH

a) Sondy specifické pro utité geny (sekvence)

b) Sondy specifické pro repretitivni sekvence v okoli cearomer
c) Sondy specifické pro telomery

d) "Paintingove" sondy pro celé chromosomy




Chromosomalni aberace

Genom obsahuje 46 chromosom 1, 22 pari autosom 0 a 1 par pohlavnich
chromosom G bud’ XX nebo XY. chromosom 0 jich ma 23.

je pojem, ktery se vztahuje k nasobku euploidnihno p  oétu. U
¢lov éka je diploidni sada 46 chromosom , triploidni 69 atd. Polyploidie
vznika v d usledku poruch meiozy apod. Vede ke smrti jedince.

je jakykoliv po ¢et chromosom U, ktery neni nasobkem
euploidni sady. Monosomie — je p  Fitomny pouze 1 chromosom z dvojice.
Clov ék s monosomii by m &l 45 chromosom @. Trisomie — jsou p Fitomny 3
chromosomy ur ¢itého typu, u ¢lovéka — 47 chromosom 0. VSechny
autosomalni monosomie a trisomie s vyjimkou trisomi 13, 18 a 21 vedou
ke spontannim potrat Gm. Uvedené trisomie maji za nasledek t ézke
poskozeni organismu (deformity kon  €etin, nervoveho systemu, srdce a
mentalni retardaci). Trisomie 13 a 18 vede ke smrti brzo po narozeni.
Trisomie 21 je jedind autosomalni trisomie, p Fi niz se €lovék doziva
dosp éleho v éku. Pravd épodobnost trisomie siln & zavisi na v éku matky —
pro 20-letou je €etnost 0.05%, pro vice nez 40 letou je to 3%.




Chromosomalni aberace

Aneuploidie pohlavnich chromosom U jsou ¢etnéjSi, monosomie X je
slu €itelna s zivotem.

— Turner Giv syndrom — maly vzr uast, zahyby k Gze na krku,
nedostate €ény sexualni vyvoj, vyviji se recesivni onemocn  éni vazana na X
chromosom, nebo t chybi druha kopie X chromosomu, ktera by
maskovala U €inek chybnych alel p Fitomnych v genech.

— muzi s nedostate énym sexualnim
vyvojem, snizenym intelektem. Po ¢et X chromosom 0 muze byt i v étSi —
nemoc je pak vyrazn @jsi.

— tento karyotyp byl objeven u v éznau. Vyskyt je asi 0.1% v
normalni populaci, ale u v éznd je to 4.5 %. U tohoto onemocn éni

4

— klinicky normalni, vysSi  €etnost mentalnich retardaci a
sterility. Vice X chromosom 0 — vyrazn éjSi manifestace onemocn éni.




Chromosomalni aberace

dusledek zlomu a néasledného Spatneho spojeni
nebo ztraty fragmentu — m UZe nastat spontann & pfi replikaci a m Gze byt
indukovana chemicky, ionizujicim z4 fenim a UV zafenim. Dusledky
vzniku aberace zavisi na tom, jak je rozsahla, kde n a chromosomu a kde
ve tkani vznikne.

— rotace zlomeného chromosomového fragmentu a spojen
obracené poloze

— chromosomalni segment je opakovan

— transfer ¢€asti chromosomu na nehomologni jiny
chromosom.

— bez ztraty genetického materialu (m Gze
a nemusi mit fenotypicky projev), m UZe se prenaSet z generace nha
generaci. V meioze m uze dojit k duplikacim nebo delecim, coZz vede ke
spontannim potrat am.

— zlom kratkych raminek dvou
chromosom 0 s naslednym spojenim velkych raminek a ztratou
fragment G malych. U chromosom @ 14 a 21 - Down Gv syndrom

— segment chromosomu je ztracen. Pouze malé delece js ou
tolerovany (Cri-du-chat syndrom — delece malé  €asti chromosomu 5)




Types of mutation
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Translocation
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1)

2)

3)

Vznik aberaci

(standardni experiment):

izolace lymfocyt G (odbér od donora, centrifugace a separace na
ficolu, p Fiprava na oza rovani

resuspendovani do média, stimulace k d éleni, kultivace 48-72 h,
zastaveni cyklu colcemidem, hypotonicky roztok, fixa ce kyselinou
octovou a metanolem, kapani na vymrazene skli €ko, BUdR - Ize
odliSit prvni mitézu (sv étla a tmava €ast chromatidy)

barveni (Giemsa nebo FISH) pozorovani pod mikroskop  em, vyhledani
mitdz a jejich vyhodnoceni

Na obrazku je p fiklad aberace

typickeé pro za feni —
se dvéma pary fragment Q.

Dole — translokace v interfazi.




Vznik aberaci

1) NHEJ — nehomologni spojeni konc G DSB
2) Rekombina éni chybna reparace

3) Ze dvou poskozeni (nemusi to byt DSB) vznikne rekom
reparaci vym énna aberace

A. Breakage-and-reunion
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two breaks aberration more than two breaks aberration

B. Recombinational misrepair (1-hit) C. Exchange theory

find local homologous reciprocal
homology
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Vznik aberaci po oza reni

Pro mechanismy 1 a 3 dostavame kvadratické

zavislosti na davce, pro mechanismus 2 dostaneme li
Davkove zavislosti se daji popsat linearn  é-
kvadratickou funkci

X = aD+BD2

kde kvadraticka komponenta mizi postupn
pro zareni s vysSim LET.

I:-I E:I'Eﬂlm on Quadratic &
dose-rate
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Vznik aberaci po oza reni

aberace vznikaji velmi kratce po oza Feni, coz Ize
prokazat PCC technikou. Tato technika

spo €iva ve fuzi mitotické bu nky s G1-bu nkou,

Vv niz chromosomy p redéasné zkondenzuiji.

Aberace v lymfocytech v krvis  €asem mizi. Pokles
po ¢tu dicentrik G je daleko rychlejSi nez pokles
po ¢tu translokaci.
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Vznik aberaci po oza reni

Po ozareni €asto vznikaji velmi komplexni
pfestavby chromosom . Drive je nebylo mozné pozorovat, nyni se
daji zachytit pomoci FISH techniky. Tyto zm ény nejsou slu ¢itelné s
dalsSim zivotem bu nky.

BL1481




Vznik stabilnich aberaci po oza reni

Multicolor FISH se da pouzit pro bandovani
uvnit F chromosom U (dfive se nedalo). Bylo zjist éno, Ze radiace
zanechava dlouhodob & zmeny Y podob é stabilnich
intrachromosomalnich aberaci.

Pracovnici oza feni pred mnoha lety p Fi praci s plutoniem maji v krvi
aberace v lymfocytech — vice nez polovina lymfocyt 0 nese p festavby
(>6 Mb). Poéty téchto p restaveb koreluje s davkou na kostnid  fen.

Tyto aberace Ize registrovat po dlouhé dob &, maji nizké pozadi a metoda
ma velkou citlivost pro hust €& ionizujici za Feni.

Breaks in
chromosomes




Vznik aberaci po oza reni
se da pouzit pro bandovani . Na
obrazku je pouzito 6 fluorochrom G (DAPI, FITC, Gold, Texas Red, Cy5
a Aqua. Slozeny obraz se dale analyzuje tak, aby je dnotlivée oblasti
byly Iépe rozliSitelné (p Fifazuji se pseudobarvy).




Vznik aberaci po oza reni

V krvi byla detekovana
komplexni  p festavba  spo €ivajici v inter- a sou €¢asné
intrachromosomalni vym éné. U fFady téchto pracovnik G dosSlo ke
vzniku nador G na plicich nebo kosti, tento pracovnik byl relativn e

zdravy.




Vznik aberaci po oza reni

Pracovnici s Pu (hust €& ionizujici
zareni) nesou Vv Kkrvi intra-chromosomove p Festavby, zatimco
pracovnici na reaktoru (oz& Feni y-zarenim) nesou interchromosomoveé
prestavby. Vidime, ze v kontrole prakticky nejsou det  ekovany intra-
chromosomove p Festavby.

Aberration frequency (%) Aberration frequency (%)
1 4 0 1 2 3 4 5 6

i ]

P jnter-chromosomal

B2/1,414




Vznik aberaci po oza reni

cytogeneticka analyza lymfocyt 0O — od po €atku
70. let pouzivana, stadardizovana — existuji kalibra  €éni kFivky po €tu
dicentrik 0 na davce pro r zné doby od oza feni. Predpoklada se
souvislost s nadory. Krom & zareni jsou vSak aberace indukovany
Sirokym spektrem jinych klastogen .

FISH technika o €ividn & rozSifila moZznosti detekce r uUznych druh
aberaci, jednak o stabilni aberace, coz umoz nuje biologickou
dosimetrii i po dlouné dob €& po ozadreni a jednak o
intrachromosomove aberace, které jsou typické pro hust € ionizujici
zareni.

Problemy — zavislost pozadi na v éku, individualni citlivost k oza Feni,
vznik klon 1, které je nutno detekovat a vylou €it.




