CYTOGENETICKE METODY

analyza mikroskopické struktury chromozomdu
pojem ,,chromozom® - 1888 Wilhelm Waldeyer

chromozomalni teorie dedicnosti: 1. pol. 20. stol. -
Theodore Boveri, Walter S. Sutton, Thomas H.
Morgan

studium chromozomu: karyologie, cytogenetika

karyotyp = usporadany obraz sady chromozomu v
bunce




Struktura metafazniho chromozomu
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CYTOGENETICKE METODY

 Kklasifikace typu chromozomu podle polohy
centromery:

— metacentricky, submetacentricky,
subtelocentricky, akrocentricky, telocentricky
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Historie cytogenetiky

role vyznamnych technologickych inovaci - v
moderni ére 4-5 takovych prilomovych momentu:

objev hypotonického pusobeni — rozprostreni
metafaznich chromozomu

kultivace leukocytt periferni krve a fibroblasti
metody prouzkovani chromozomu
metody hybridizace in situ (ISH)

vyuziti imunochemickych metod spolu s ISH —»
moznost neradioizotopové detekce
hybridizovanych sond (NISH) pomoci riznych
fluorochromu (,,chromosome painting“)
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Priprava mitotickych preparatu

vybér tkané s vysokou mitotickou aktivitou
korenova cepicka, embrya, larvy, regenerujici
tkane

dospeéli obratlovci: kostni dren, ledviny, slezina,
gonady, intersticialni epitelium, epitelium rohovky
nekdy stimulace subkutanni, nebo
intraperitonealni injekci fytohemaglutininu,
vytazku z licidla amerického nebo aktivované
suspenze kvasinek




Priprava mitotickych preparatu

2 zastaveni mitotického deéleni in vivo, nebo in vitro
cytostatikum: kolchicin, kolcemid, vinblastin

LIV 4

« invivo: vyhoda - levnéjsi, jednodussi
nevyhoda - nutnost usmrceni organismu

 in vitro: kultivace periferni krve (kratkodoba) a
fibroblastl (dlouhodoba)

vyhoda - moznost synchronizace
mitotického déeleni —» snizeni variability v
kondenzaci chromozomu, zvysSeni kvality preparatu,
shizeni spotreby cytostatika




hypotonizace bunék
destilovana voda, nebo 0,075 M KCI

fixace

,Carnoyova smes‘“ = metanol : kyselina octova
(ledova) 3:1

nekolikrat vymenit
pro skvasove preparaty misto metanolu etanol




5 zhotoveni preparatu
« v zasade 2 zakladni techniky:

« skvas (,,squash“ = rozmackani): macerace nebo
jemné rozemleti kousku tkané na podloznim skle a
rozmacknuti silikonovym krycim sklem

* nakapani (,,splash®): bunécna suspenze nakapana
Pasteurovou pipetou z vysky na podlozni sklo —»
roztahnuti chromozomu povrchovym napétim;
po nakapani bud’ vyschnuti na vzduchu (,,air-
dried”), nebo zapaleni suspenze (,,flame-dried*)
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Priprava meiotickych preparatu

+ testes, pylové matecné bunky

* hypotonizace citronanem sodnym, postup
obdobny jako u mitotickych preparatu

« prubéh meiézy a vyznam jednotlivych stadii;
synaptonemalni komplexy (SC), stetkovité
(lampbrush) chromozomy



Prouzkovani chromozomu (,,banding*)

 Q-, G-, R-, C- prouzkovani

« AgNOR

« fluorescencni barveni: chromomycin A3,
Hoechst 33258, DA/DAPI

« specificka barveni: diferencneé-replikacni
prouzkovani = BrdU (bromodeoxyuridin)

« pouziti restrikEnich endonukleaz



Prouzkovani chromozomu (,,banding‘)

« Q-prouzkovani (quinacrine):
 diferencialni excitace a extinkce fluorochromu v
zavislosti na zastoupeni AT bazi

« barveni chinakrinem, UV svétlo = kratka doba
viditelnosti




Prouzkovani chromozomu (,,banding*)

« G-prouzkovani (Giemsa):
« ucinek denaturacnich cinidel na stabilitu proteinovych
a nukleovych slozek chromatinu

« pozitivni (tmave) prouzky ~ oblasti (izochory) bohaté na
AT baze

« pusobeni trypsinu ss o8 B %
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Prouzkovani chromozomu (,,banding*)

* R-prouzkovani (reverse):
« denaturace pri alkalickém pusobeni

za vysokeé teploty (80-90°C) ‘N 12 .
a nasledna renaturace DNA : e
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Prouzkovani chromozomu (,,banding*)

« C-prouzkovani (constitutive heterochromatin):

» postupné pusobeni silné kyseliny (1M HCI) a zasady
(Ba(OH),) a renaturaci heterochromatinu v solném
pufru (2xSSC) za vysoké teploty (60°C)

* rozpustéeni euchromatinu
* barveni Giemsou (vizualizace satelitni DNA)
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Prouzkovani chromozomu (,,banding*)

 Ag-NOR
 Zzelatina + kyselina mravenci, barveni AgNO;
« barveni organizatoru jadérek (pouze aktivni)
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Cryptomys mechowi
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Prouzkovani chromozomu (,,banding*)

e BrdU:

* replikace za pritomnosti umeélého prekurzoru (5-bromo-
2 -deoxyuridin) —» sledovani vymeén sesterskych

chromatid
a) chromozom DNA b)
' pred replikaci nereplikovany =
chromozom
replikace
U + BrdU 4

repllkace
po 1 replika¢nim / \
cyklu
replikace
’ o X % g
po 2 replikacnich
cyklech

BrdU pritomen BrdU pritomen
béhem casné faze béhem pozdni faze
replikace DNA replikace DNA




Prouzkovani chromozomu (,,banding*)

« C-prouzkovani (constitutive heterochromatin):

« postupné pusobeni silné kyseliny a zasady a
renaturaci heterochromatinu v solném pufru (2xSSC)
za vysoke teploty

« barveni Giemsou (vizualizace konstitutivniho
heterochromatinu)

Cryptomys mechowi



Fluorescence in situ hybridization (FISH)

 hybridizace chromozomu in situ se znaenou sondou
moznost pouziti i néekolika sond soucasne (az 7) u FISH
sondy znacene biotinem

* vizualizace: protilatky specificke pro biotin (avidin,
streptavidin), ktere jsou konjugovany bud’s
fluorochromem (napr. fluorescein izothiokyanat, FITC),
nebo s enzymatickymi Cinidly (napr. alkalinfosfataza,
peroxidaza) reakce se specifickym substratem

CISS, chromosome in situ supression hybr.,

PRINS, primed in situ labelling,

GISH, whole genome in situ hybridization,

FACS, fluorescence activated cell sorting,
vybarvovani chromozomu = ,,chromosome painting*“



Fluoresence In Situ Hybridization

Labeling with
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