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analyza mikroskopické struktury chromozomu
pojem ,chromosom” — 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
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Struktura metafazniho chromozomu
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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

B~ W N

metody hybridizace in situ (ISH)

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



Priprava mitotickych preparatu

1. Vybér tkané s vysokou mitotickou aktivitou

korenova cepicka, embrya, larvy, regenerujici tkane

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

nekdy 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 —
snizeni variability v kondenzaci chromozomu, zvySeni
kvality preparatu, snizeni spotreby cytostatika

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



Priprava mitotickych preparatu

3. Hypotonizace bunék

0,075 M roztok KCI, muze i destilovana voda

4. Fixace

,Carnoyova smés” = metanol : kyselina octova (ledova) 3:1
nekolkrat vymenit

pro skvasove 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”)
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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) "y
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Prouzkovani chromozomu (,,banding®)

R-prouzkovani (reverse banding):

denaturace pfi alkalickém pusobeni za vysokeé teploty

(80-90°C) a nasledna renaturace DNA

tmavé prouzky ~ izochory bohaté

na GC baze

barveni Giemsou nebo
akridinovou oranzi
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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)

rozpusteni euchromatinu
barveni Giemsou (vizualizace satelitni DNA)
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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 | nekolika sond soucasné

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

s enzymatickymi Cinidly (napfr. alkalinfosfataza, peroxidaza),
reakce se specifickym substratem



Fluorescencni hybridizace in situ (FISH)

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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ELEKTROFOREZA
enzymu a neenzymatickych bilkovin
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elektroforéza: z fecCtiny = transport pomoci elektriny
obecné = pohyb nabitych castic v meédiu vlivem el. pole

do konce 50. let geneticka promeénlivost v populacich
studovana pouze na zakladé mendelovskych
morfologickych znaku nebo polytennich chromozomu —
otazka, do jake miry tyto jevy reprezentuji skuteCnou miru
genetické promenlivosti v prirode

substituce aminokyselin muzeme zjistit sekvenovanim —
pokud to neni mozné, lze nahradit elektroforézou proteinu



z 20 AA 3 nesou kladny naboj (Arg, Lys, His), 2 zaporny
naboj (Asp, Glu)

krome naboje i velikost a konformace makromolekuly (-S-S-
mustky, van der Waalsovy sily, vodikové vazby,
elektrostaticke sily); pH pufru

stabilizace el. naboje — specificky pufr s vysokou iontovou
silou a pH co nerozdilnéjsi od pl daneho proteinu: pH 3-
10, nejCasteji 6,5-9,5

naboj vétsiny proteinu pfi pH 8-9 zaporny — migrace k
anode



Princip ELFO znam jiz od konce 19. stol.
1937 - Thisselius: metoda ,pohyblivého rozhrani*

1949 - Linus Pauling: papirovy nosic - abnormalni Hb
srpkovite anémie

1955 - O. Smithies: Skrob

1957 - Hunter a Moeller: uziti katalytickych shopnosti
enzymu (histochemické barveni)

1966 - aplikace ELFO na prirodni populace: Harry
Harris (Clovék), Richard Lewontin a John Hubby
(octomilka)



NosiCe (média):

Skrob (starch gel el., SGE): velikost molekuly + velikost
naboje

celulozoacetat (CAGE): naboj

agar, agaroza (AGE): naboj

polyakrylamid (PAGE): velikost molekuly + naboj



Metody elektroforezy
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Metody elektroforezy

1. ELFO v kontinualnim pufru

2. ELFO v diskontinualnim pufru (multifazicka ELFO):

2 gely o riznych koncentracich - koncentrujici a separujici

na rozhrani ,sendvicovani“ proteinu mezi ,vedoucim® a ,tazenym®“

iontem; pokud jen tento krok = izotachoforeza

Sample
wells

Cathode | - /

o : E}EJ Buffer
Stacking—_ ==

gel |

Running —__||
gel

Anode + \L?

W
| L=
\“-—\ R
—~ o T3 | =
- o .

| Plastic
frame




Metody elektroforezy

3. I1zoelektricka fokusace (isoelectric focusing, IEF):

v gelu syntetické polyamino polykarbonatové skupiny = nosne
amfolyty s rozsahem pl

pripojenim el. pole — stabilni gradient pH; amfolyty drzeny v gelu
silnou kyselinou pri anodé a silnou zasadou pri katode

stable pH gradient
ISOELECTRIC FOCUSING g B 3 B

For any protein there is a characteristic

pH, called the isoelectric point, at which (5 TR S L. T !
the protein has no net charge and 4557 s

therefore will not move in an electric S) e o . 7

field. In isoelectric focusing, proteins __!___"' o0 e e

are electrophoresed in a narrow tube of " '
at high pH, at low pH, —

polye_lcryl_amlde gfal in which a_pH s sl the protein o s e e —— o
gradient is established by a mixture of is negatively is positively ‘ — it
special buffers. Each protein moves to a charged charged T
point in the gradient that corresponds -
to its isoelectric point and stays there.
©
©

The protein shown bere has an isoelectric pH of 6.5,



Metody elektroforezy

4. ELFO v mocovineé a SDS:

SDS = sodium dodecyl sulphate (= aniontovy detergent):
schopnost rozpoustet nekteré proteiny a Stepit nékteré polymery
SDS zpusobuje silny zaporny naboj proteinu, migrace jen podle
hmotnosti molekuly

mocovina: podobné jako SDS, ale naboj proteini normalni -
migrace podle celkového naboje

(podobné moznost tepelné denaturace proteinu a nasledna ELFO)

5. Dvousmeérna (2-D) ELFO:

pripojeni el. pole postupné ve dvou na sebe kolmych smérech
napr. 1. faze = IEF, 2. faze = SDS ELFO - kombinace pl a
molekulové hmotnosti



Metody elektroforezy

Schopnost separace proteinu krevni plazmy:

CAGE: 5 pruhu
SGE: 15
PAGE: 19

IEF > 30

2-D ELFO ca. 300 skvrn
~ 75-100 polypeptidu




Detekce proteinu

nespecificka: amidogerii, Coomassie Brilliant Blue R

SpeCifiCkéZ barviva pro glykoproteiny, lipoproteiny
histochemické barveni enzymu: sprazeni katalyzy pfemény
specifického substratu s barvici reakci - nitrotetrazoliové
soli (MTT, NBT) + PMS (phenazin methosulfat); Fast Blue RR,;
Fast Garnett GBC, Fast Black K
- redukce NAD*, NADP*

laktit formazan
p) mmeer X X - nékdy nutno dodat dalSi enzymy
MPI
pyruvit NADH MTT, NBT

v
fru-6-P

GPI inozin

orthofosfit
v
glu-6-P NADP formazan
G6PD PMS
ribézo-1-P
6-fosfoglukon:it NADPH MTT hy pm.mthm

xanthin
oxiddza | PMS

) svétlo N
MTT PMS \ » formazan
o

formazan

xanthin



obarveny gel = obecné elektroforetogram,
jestlize obarveny enzymy = zymogram (enzymogram)

prouzky = ,elektromorfy”, ,alely”, ,alelomorfy”

izozymy, alozymy

homozygot heterozygot homozygot
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