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analyza mikroskopické struktury chromozomu
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 burice
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Struktura metafazniho chromozomu

AR A< telomera
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Klasifikace typu chromozomu podle polohy centromery:

metacentricky

submetacentricky

Secondary
Satellite consiriction

(subtelocentricky)

akrocentricky

telocentricky
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Historie cytogenetiky

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

1 objev hypotonického pusobeni — rozprostreni
metafaznich chromozomu

kultivace leukocytu periferni krve a fibroblastu
metody prouzkovani chromozomu

metody hybridizace in situ (ISH)

g B~ W0 DN

vyuziti imunochemickych metod spolu s ISH —
moznost neradioizotopove detekce hybridizovanych
sond (NISH) pomoci ruznych fluorochromu
(,chromosome painting*)



Priprava mitotickych preparati

1. Vybér tkané s vysokou mitotickou aktivitou

korenova CepiCka, embrya, larvy, regenerujici tkane

dospeli obratlovci: kostni dren, ledviny, slezina, gonady,
intersticialni epitelium, epitelium rohovky

nékdy stimulace subkutanni, nebo intraperitonealni
injekci fytohemaglutininu, vytazku z licidla
americkeho (pokeweed, Phytolacca americana) nebo
aktivované suspenze kvasinek



Priprava mitotickych preparatu

2. Zastaveni mitotického déleni in vivo nebo in vitro

cytostatikum: kolchicin, kolcemid, vinblastin

In Vivo: vyhoda: levngjsi, jednodussi
nevyhoda: nutnost usmrceni organismu
in vitro: kultivace periferni krve (kratkodoba) a

fibroblastu (dlouhodoba)

vyhoda: moznost synchronizace déleni —
sniZzeni variability v kondenzaci chromozomu, zvySeni
kvality preparatu, snizeni spotreby cytostatika

nevyhoda: vétsi pracnost, financni a Casova
naro¢nost, méné chromozomu



Priprava mitotickych preparati

3. Hypotonizace bunék

0,075 M roztok KCI, muze i destilovana voda

4. Fixace

,Carnoyova smes" = metanol : kyselina octova (ledova) 3:1
nekolkrat vymenit

pro skvasoveé preparaty misto metanolu etanol



Priprava mitotickych preparatu

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”)



Kultivace krve
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Priprava meiotickych preparatu

testes, pylové mateCné bunky

hypotonizace citronanem sodnym, postup obdobny jako u
mitotickych preparatu

prubéh meidzy a vyznam jednotlivych stadii;
synaptonemalni komplexy (SC), stétkovité (lampbrush)
chromozomy



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, GTG-banding):

ucinek denaturacnich Cinidel na stabilitu proteinovych a
nukleovych slozek chromatinu

pozitivni (tmave) prouzky ~ oblasti bohaté

na AT baze (izochory) o e T

pUsobeni trypsinu (chymotrypsin, NaOH) Ws :

barveni Giemsou B EE
& . ¥ 8 9 10
rypos obfi 1 92 48

(Fukomys mechowi)

-

16 17 18



>

)
L
7=
nn
=D

8
g
e

a™p mihq
B
- f
i 4"
71" - 54

R Hi .
T BT T

R
o
>3

an,

n
»
e

Whe

40"

XX

rejsek obecny
(Sorex araneus)

D

XYY

&xo



»onsa
narag

aX

6-12

22

21

Homo sapiens

19



Prouzkovani chromozomu (,,banding®)

R-prouzkovani (reverse banding):

denaturace pfi alkalickém pusobeni za vysoké teploty
(80-90°C) a nasledna renaturace DNA
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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)

rozpusténi euchromatinu
barveni Giemsou (vizualizace satelitni DNA)

- . o ¥
w
. B : : s ®
- : ™ -
. »
Y -
. o B\ iong
psik myvalovity .
p B
(Nyctereutes procyonides) *, P . '~



» & . & »
b W : 3
1 2 3 a4 5
1 2 3 4 5
ﬁ& o *’ w . ® # A
23 %2 B3 X% aé
6 7 3 5 55 6 7 8 9 10
A—ts g;: " *e $§ L h o " & &
11 12 13 14 11 12 13 1a o °

16 17 18 19 16 17 18 19 XY

rypo$ obfi ’! AT @g)'

(Fukomys mechowi) : it A
1 2 3 4 5 1 2
' Ve

LTI o i

6 7 8 9 6 7

}Y AL 4B AR i 0l

10 11 12 13 o
§ _ 18 ¥ T T THRL
kolCava a hranostaj i o g o 15
e L L 2e g b

b 18 19 20 XY b 18 19



Prouzkovani chromozomu (,,banding®)

Ag-NOR:

zelatina + kyselina mravenci, barveni AQNO,
barveni organizatoru jadérek (pouze aktivni)
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Prouzkovani chromozomu (,,banding‘)

BrdU:

replikace za pritomnosti umelého prekurzoru (5-bromo-2°-
deoxyuridin) — sledovani vymén sesterskych chromatid

chromozom DNA
a) b)
: pied replikaci nsll;il;ﬂi:,oz‘;amny =
replikace
Y + BrdU 4

replikace

po 1 replikaénim
cyklu
replikace
’ o X % g
po 2 replikacnich
cyklech

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




Fluorescencni hybridizace in situ (FISH)

hybridizace chromozomu in situ se znacenou sondou
moznost pouziti i nekolika sond souCasnée

vizualizace: protilatky specifické pro biotin (avidin, streptavidin),
které jsou konjugovany bud' s fluorochromem (napfr. fluorescein
izothiokyanat, FITC), nebo s enzymatickymi Cinidly (napf.

alkalinfosfataza, peroxidaza), reakce se specifickym substratem

CISS, chromosome in situ supression hybridization
PRINS, primed in situ labelling

GISH, whole genome in situ hybridization

FACS, fluorescence activated cell sorting
vybarvovani chromozomu = ,chromosome painting”



Fluoresence In Situ Hybridization
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FISH (Fluorescent In Situ Hybridization)
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(on slides)
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Mikrodisekce
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