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Abstrakt

Cytogenectika je véda zabyvajici se strukturou a funkci chromosomi a to zejména v
prubéhu bunécného déleni. Chromosomalni abnormality, které pii tomto déleni mohou
vznikat, jsou ¢asto spojeny se vznikem riznych onemocnéni. Cytogenetické metody slouzi tak
predevsim k detekci téchto abnormalit. Zatimco klasické metody umoznovaly po dlouha Iéta
rozliSeni na urovni celych chromosomt, zavedeni novych molekularnich metod vedlo k
vyraznému zpiesnéni téchto analyz. DneSni metody umoziiuji snadnou analyzu chromosomu
az na urovni jednotlivych sekvenci. I pies zna¢né rozdily mezi klasickymi a modernimi
cytogenetickymi metodami, nejsou klasické cytogenetické metody zatracovany, ale stéle jsou
Siroce pouzivany. Vyjimkou neni ani kombinovani klasickych a molekularnich metod s cilem

ziskani komplexni analyzy chromosomovych piestaveb.
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hybridizace, komparativni genomova hybridizace, polymerazova fetézova reakce, multiplex

ligation-dependent probe amplification, onkocytogenetika

Abstract

Cytogenetics is a branch of genetics that is concerned with the study of the structure
and function of chromosomes, especially during the cell division. Chromosomal abnormalities
that may occur during this process are often associated with the emergence of various
diseases. Cytogenetic methods are primarily used to detect these abnormalities. Traditional
methods allow resolution at the level of whole chromosomes, the introduction of new
molecular methods led to a significant refinement of these analyzes. Today's methods allow
easy analysis of chromosomes to the level of individual sequences. Despite significant
differences between classical and modern cytogenetic techniques, classical cytogenetic
methods are not evil, but they are still widely used. Combining classical and molecular
methods in order to obtain a comprehensive analysis of chromosomal rearrangements is no

exception.
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1. Uvod

Cytogenetika, stejné jako ostatni obory biologie, zejména pak molekuldrni biologie,
prodélala za poslednich 50 let mnoho technologickych zmén. Rychlost a ptesnost
diagnostickych metod cytogenetické analyzy umoznily identifikaci mnoha chromosomalnich
abnormalit. Tyto abnormality jsou Casto také diagnostickymi markery v oblasti onkologie, kde
byva prave rychlost analyzy v mnoha ptipadech kli¢ova. Nepostradatelnou ulohu nehraji vsak
pouze Vv diagnostice v Klinické praxi huménni mediciny, ale i v mnoha dalSich odvétvich
ptirodnich véd. Moderni molekularni metody jsou nyni schopné identifikovat chromosomalni
dysbalance na trovni sekvence DNA. Nebylo tomu vSak vzdy. Nasledujici text méa za ukol
popsat vyvoj téchto technik, zmapovat jejich klinické vyuziti a zhodnotit jejich klady ¢i
zapory. Kotevieni dveii do svéta cytogenetiky bylo potieba odemknout mnoho zamkd.
K zékladnimu pochopeni bylo potieba sezndmit se blize s chromosomy a ziskat lepsi znalosti
o jejich struktufe a funkci.

Prvni je zjisténi, ze pravé chromosomy jsou nositeli genetické informace, druhym jaka
je jejich struktura a tfetim, ze jejich pocet je neménny. VSechny vyse zminéné objevy na sebe
v prubéhu let navazovaly. Jedinou zahadou zustaval po dlouhd léta jejich pfesny pocet.

Za pomyslnou startovaci ¢aru moderni cytogenetiky ¢loveéka lze tak bez pochyby
povazovat stanoveni spravneho po¢tu chromosomi v jadrech lidskych bunék (Homo sapiens).
Somatické (diploidni) buiky ¢lovéka maji 46 chromosomu. Tento zasadni objev se odehrél
v roce 1955 ve Svédském mésté Lund a stéla za nim dvé jména: Joe-Hin Tjio a Albert Levan
(P. S. Harper 2006). Zajimavou skute¢nosti je to, ze vyzkum nebyl primarné zaméten na
problematiku poctu lidskych chromosomi, nybrz na vyzkum néadorové transformovanych
bunék. K objevu vedlo nékolik technologickych C¢initelt, bez jejichz pfitomnosti by ke
stanoveni korektniho po¢tu chromosomi viibec nemohlo dojit (Kottler 1974).

Tijo a Levan pouzili kultury lidskych embryonalnich fibroblastii ptivodem z plic, které
predbézné osetfili hypotonickym roztokem chloridu draselného (KCI). Omyvani kultur timto
roztokem ma za nasledek zvétSeni objemu bun€k, vCetné jejich jader a zaroven separaci
chromosomii, které se tak stavaji Iépe detekovatelnymi (Hsu 1952; Arguello-Miranda and
Saenz-Arce 2008). Dalsim krokem kupfedu bylo znemoznéni klasického pribéhu mitozy
pomoci roztoku kolchicinu. K tomuto objevu dosel sam Levan, pfi sledovani prib&hu mitozy
V kotenovych Spickach cibuli po oSetieni riizné koncentrovanym roztokem kolchicinu. Dnes

jiz vime, ze kolchicin diky svym cytostatickym G¢inkdim brani ristu mikrotubulii a zpisobuje
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zastaveni rozchodu chromosomiui v metafazi. V praxi zaznamenal Levan tuto skute¢nost tak,
ze chromosomy namisto sefazeni do ekvatorialni roviny byly v bunce nesystematicky
roztrouseny. I pies to, Ze je kolchicin pro ¢lovéka vysoce nebezpecnym bunéénym jedem, u
rostlin buné¢nou smrt nezpusobuje ani louhovani kofenovych $picek v 2% roztoku kolchicinu
po dobu 72 hodin. (Levan and Ostergen 1943). Piitomnost kolchicinu vyvolava vznik
polyploidnich forem (Blakeslee, 1937).

Zasadni bylo taktéz nahrazeni klasického postupu piipravy sav¢ich bunék pouzitim
takzvané squash technique, kdy jsou celé bunky naneseny na podlozni sklo, piekryty sklem
krycim a pozorovany ve svételném mikroskopu. Dusledkem toho se chromosomy srovnaji do
jedné optické roviny, coz znatelné usnadiiuje jejich pozorovani. Poslednim faktorem bylo
pouziti mikrofotografie, namisto ru¢nich vykrest chromosomu (P. S. Harper 2006). Spravnost
tohoto zjiSténi, byla potvrzena jest¢ v témze roce kdy pii sledovani meiotickych bunck
z lidskych vaje¢nikti, bylo detekovano 23 part chromosomu (Ford and Hamerton 1956).
Definitivné se tak podafilo vyvratit 30 let staré dogma o Cisle 48 a oteviely se dvefe dalsimu
detailnimu zkoumani lidského karyotypu (Painter 1923).

O tfi roky pozd¢ji si Jerome Lejune pii pozorovani kultur fibroblastl pti mitdze vSiml
strukturni zmény - pfitomnosti malého nadpocetného chromosomu. Vzorky pochazely od
oznacil jako puvodce tohoto onemocnéni pravé trisomii 21. chromosomu (Lejeune, Gautier,
and Turpin 1959).Ve stejném roce byla indikovana piitomnost nadbyte¢ného X chromosomu
u muzskych pacientti trpicich Klinefelterovym syndromem (Ford et al. 1959).Vyznamnym
objevem, ktery zna¢né piispél ke zjednoduSeni dalsi prace na zkoumani lidského karyotyp,
byl objev phytohaemagglutininu (PHA), jakozto vhodného substratu pro rist a kultivace
bunék, (Anders, Moores, and Emanuel 1966).

Pozornost se tak postupné zacala obracet na aplikaci téchto vysledkli do klinické
cytogenetiky. S ptibyvajicimi objevy bylo zapotiebi dale zlepsit techniky identifikace

chromosomui.



2. Barveni a pruhovani chromosomi

V letech 1968-1970 byly objeveny a zavedeny metody pruhovani chromosomu, které
umoznily pozorovani nejen jednotlivych chromosomu, ale i jejich struktur a to az do rozliSeni
5 — 10 Mb. Vznikl tak novy systém klasifikace chromosomu. Pozd¢ji v ndvaznosti na tento
systétm vznikla norma pro popis zmén v karyotypu a chromosomovych aberaci ISCN
(International System of Cytogenetic Nomenclature), kterd s mensimi Gpravami plati dodnes
(Kosyakova et al. 2009).

2.1. Klasické barveni (solid staining)

Bez jakéhokoliv oSetfeni je velmi slozité detekovat pod svételnym mikroskopem
strukturni detaily chromosomalni stavby. Obarveni chromosomi se provadi roztokem
Giemsa-Romanowski. Tento zptsob barveni, ktery nese jméno némeckého chemika Gustava
Giemsy, byl piivodné ur¢en pro demonstraci parazitdi, zpusobujicich malarii. Pro vysokou
kvalitu barevni chromatinu zacal byt pouZivan i v histologii a nasledné cytogenetice. Zadné
dalsi chemikélie nejsou pouzivany. Po tomto oSetfeni jsou chromosomy rovnomérné
nabarveny, bez jakékoliv vizualizace prouzka. Diky tomu lze chromosomy pouze rozdélit do
skupin (A-G) dle jejich velikosti a umisténi centromery. Pouhym nabarvenim chromosomu
jsme schopni detekovat pouze numerické odchylky (O’Connor 2008; Barcia 2007). Jednotné
obarveni chromosomui vSak brani jednoznac¢né identifikaci jednotlivych chromosomu a
detekcei vétSiny strukturnich aberaci. Z tohoto diivodu bylo vyvinuto velké usili pro vynalezeni

techniky, ktera poskytne jasné rozliseni mezi riznymi pary chromosomi (Smeets 2004).
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A Obr. 1. Klasické barveni karyotypu jedince s trisomii chromosomu 21 (Downiv
syndrom); oznaceno ¢ervenou Sipkou. Chromosomy jsou rozdéleny na skupiny autosomi A-G
(na zakladg jejich celkové délky a umisténi centromery) a pohlavni chromosomy
— pfevzato z Smeets, 2004



2.2. Pruhovani chromosomi

Pruhovani chromosomu je zakladni metodou klasické cytogenetiky. Tato technika
produkuje fadu odpovidajicich orienta¢nich boda po celé délce chromosomu, které umoznuji
jak rozpoznani jednotlivych chromosomt v ramci celého genomu, ale i identifikaci
specifickych segmentd jako jsou mista chromosomalnich zlomd a zmén, ¢i umisténi
konkrétnich genti. Princip dale zminénych technik pruhovani je principielné srovnatelny, lisi
se ve slozeni barviv a oblasti, které zvyraziuji (Schreck and Distéche 2001).

Chromosomy jsou tak vizualizované za pomoci pruhii. Za pruh je povazovana Cast
chromosomu, ktera je jasné rozeznatelna tim, ze se jevi tmavsi ¢i svétlejsi od sousednich
segmentt. Celé chromosomy se tak v kone¢ném dusledku sestavaji z nepteruSované tady
svétlych a tmavych prouzka ptipominajicich ¢arové kody. Az na vyjimky je pro tyto ucely
nutné ziskat chromosomy metafaznich bunék. Buriky jsou nejdiive kultivovany. Jednotlivé
kultivaéni protokoly se vzajemné 1isi v zavislosti na ptivodu bunék, ale i na jejich dalSim
osudu a vybaveni cytogenetické laboratofe.

K zastaveni bunééného cyklu v metafazi se obecné pouzivaji inhibitory tubulinu jako
je vySe zminény kolchicin nebo méné toxicky demekolcin. Takto pfipravené bunky se
nanesou na podlozni skli¢ko, jsou obarveny vhodnym barvivem a vizualizované pomoci
svételného mikroskopu, ktery je i pfes nové technologie dne$ni doby nenahraditelnym
vybavenim cytogenetické laboratote (Yang, Ganguly, and Cabral 2010).

Kone¢né rozliSeni zavisi na kondenzaci chromosomu a stadiu mitozy, ve které jsou
chromosomy zachyceny. Rozliseni 350 pruhti odpovida chromosomim zachycenym v pozdni
metafazi (Bickmore 2001).

Aplikace pruhovacich technik na jiz dobfe znamé klinické syndromy poskytla v
minulosti zcela jiny pohled na skute¢né pficiny téchto onemocnéni. Syndromy jako jsou
Prader-Willi syndrom (PWS), Smith-Magenis syndrom (SMS) ¢i VKF syndrom (Velo Kardio
Facial) byly spojeny s konkrétnimi genovymi mutacemi, které je zpisobuji. Byl také vytvoren
zakladni koncept mikrodelece (Smeets 2004).

Zasadni nedostatek pruhovani chromosomi spociva v jeho znac¢né limitujicich
moznostech rozliseni (5-8 Mb) a neschopnosti tak detekovat mnohé komplexni
chromosomalni piestavby. Zejména tak na poli onkocytogenetiky, brani $patna ¢itelnost
karyotypt se $patnou kvalitou metafazi Casto samotné pocate¢ni detekci chromosomalnich

pfestaveb a jejich naslednému objasnéni (Karoly Szuhai et al. 2000). Vyuziti dodnes nachazi



naptiklad v detekci aneuploidii, které vznikaji v dusledku neptitomnosti nebo nadpocetnosti
chromosomtl a jsou tak snadno detekovatelné i pomoci pruhovani.

I ptes vySe zminéné nedostatky je pruhovani chromosomt hojné pouzivanou metodou.
Priimérné doba zpracovani jednoho vzorku se pohybuje od jednoho dne az do jednoho tydne.
Vyhodou je bezpochyby i cena vztazena na jeden vzorek, snadna piiprava a technicka

nenaro¢nost (Salman, Jhanwar, and Ostrer 2004).

2.3. G-pruhovani (G-banding, GTG)

Giemsa se stala nejpouzivanéjs§im barvivem pro analyzu lidského karyotypu zejména
pro svou spolehlivost, jelikoz s ni Ize ve vysledku dosédhnout vysoce specifickych pruhd.
Vyhodou je bezpochyby i nizka finan¢ni ndkladnost metody (Barcia 2007).

Pii G-pruhovani jsou chromosomy nejcastéji vystaveny ucinkum trypsinu, ktery
jakozto proteolyticky enzym, z ¢asti natravi chromosomalni proteiny. Tim dochazi k uvolnéni
struktury chromatinu a umoznéni lepsiho piistupu barviva. Tato procedura je nejen rychld, ale
také finan¢n¢ nenaroc¢na (Seabright 1971).

Proteolytické enzymy nejsou vsak jedina ¢inidla, kterd se k denaturaci chromosomu
pouzivaji. Casté jsou také metody jako je napiiklad SSC-technique, pii které se denaturace
dosahuje pomoci pisobeni slanych roztoki a vysoké teploty. Je dolozeno také pouzivéani
chelataénich ¢inidel, mocoviny, nebo roztokd deficitnich dvojmocnych kationtti Ca®* a Mg?*.
To vse s cilem zménit strukturu chromosomi pied barvenim. (Ozkinay and Mitelman 1979;
Sun, Chu, and Chang 1974). Ziskané pruhy v charakteristickych oblastech ramen
chromosomi nam umoziuji identifikace strukturnich i numerickych abnormalit. To je

uzite¢né pro detekci malych strukturalnich zmén chromosomu.

2.4. Ostatni techniky pruhovani

R-pruhovéani (reverse banding)

produkuje prouzky komplementarni s G-pruhovanim. Metoda je zaloZena na pisobeni
vysoke teploty a inkubace ve fosfatovém pufru. Vysoka teplota (85°C) puisobi na tiseky DNA
bohaté na adenin a thymin a rozpousti je. K obarveni proto dochazi jen v mistech bohatych na
cytosin a guanin. Vzorky jsou barveny akridinovou oranzi, nebo klasicky Giemsou. Vyhodou
oproti GTG je lepsi vizualizace koncti chromosomt, podava proto detailnéjsi informace o
Usecich v blizkosti telomery (Verma 1975). Je také velmi pouZivanou metodou pro

identifikace pozdné se replikujiciho inaktivniho chromosomu X.



Q-pruhovani (quinacrine banding)
je metodou, zahrnujici pouziti fluorescen¢niho barviva chinakrinu, ktery alkyluje
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téch, které souviseji s chromosomem Y. Ve srovnani s G-barvenim je tato metoda finan¢ni

naro¢néjsi vzhledem k nutnosti vizualizace za pomoci fluorescen¢niho mikroskopu. Dalsi

nevyhodou je, ze pii delsi expozici UV svétlem dochazi ke slabnuti fluorescenc¢niho signalu
(Baj et al. 2005).

T-pruhovéani (terminal banding)
zahrnuje barveni telomerickych oblasti chromosomti za pouziti bud’® Giemsy nebo
akridinové oranze. T pruhy ptfedstavuji podskupinu R pasem (80 % T pruhli koresponduje

S pozici R pruhil) a jsou striktné telomerické (Mezzelani et al. 1996).

C-pruhovani (centromeric banding)

detekuje pfitomnost konstitutivniho heterochromatinu, proto jsou pruhy vizualizované
v centromerickych oblastech chromosomu. Vyjimku tvofi lidsky chromosom Y, kde je tento
typ heterochromatinu lokalizovan na distalni ¢asti dlouhych ramének chromosomu. Procedura
zahrnuje oSetfeni HCl, Ba(OH), a horkym pufrem. Metoda je ziidkakdy vyuZzivana pro
diagnostické ucely (Bickmore 2001).

Ag-NOR pruhovani (NOR banding)

je obdobou C pruhovéni. Dochazi k vizualizaci oblasti organizéatoru jadérka (nucleolus
organizing region) zvanych NORYy. Proces barveni probiha za pfitomnosti roztoku dusi¢nanu
stiibrného. Vysledny karyotyp je charakteristicky ptitomnosti ¢ernych srazenin v oblastech
akrocentrickych chromosomu, k jejichz vySetfenim je tato metoda vyuzivana (Wang 2002;

Salman, Jhanwar, and Ostrer 2004).
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A Obr. 2. Metody pruhovani chromosomi
a) G-pruhovani (Sandberg and Meloni-Ehrig 2010); b) R-pruhovani (Verma 1975); ¢) Q-pruhovani (Baj et al.
2005); d) C-pruhovani (Ozkinay and Mitelman 1979)

3. Fluorescen¢ni in situ hybridizace FISH

Jak jiz bylo zminéno, pruhovaci techniky vyzaduji chromosomy v metafazi a rozdily
mezi vizualizovanymi chromosomy jsou ¢asto velmi obtizné rozliSitelné. Bylo proto potieba
ptijit s metodou, kterd nevyzadovala pravé se délici buniky a zaroven zlepsit i metody barveni
a nasledné vizualizace. ReSenim se stala fluorescenéni in situ hybridizace — metoda, ktera
povysila klasickou cytogenetiku na molekularni védu.

FISH umoznuje zviditelnéni sekvenci nukleovych kyselin pfimo na chromosomovych
preparatech a to i interfaznich bunék (I-FISH). Mize byt pouzita k identifikaci jednotlivych
chromosomii, piestaveb mezi nimi a jejich ¢asti jako jsou centromery, telomery, nebo
dokonce i jednotlivé geny. FISH je schopna detekovat ptestavby vétsi nez 0,5 kbp (Salman,
Jhanwar, and Ostrer 2004).

Za pouziti jednotfetézcové hybridizacni sondy, je mozné fluorescenéné oznacit

specifickou oblast DNA. Sondou je myslen oligonukleotid, ktery se sklada ze sekvence bazi,
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komplementarnich se sekvenci cilovou, tedy tou, kterou méa sonda oznacit a pii parovani bazi
se s ni hybridizuje. Diky tomu, Ze je sonda oznaCena piimo pomoci fluorochromt, Ize za
pomoci fluorescen¢niho mikroskopu detekovat signal v misté, kde k navazani doslo, tjn. misto
vazby sondy detekujeme jako fluorescencni signal. Dle poctu a mista jednotlivych signala
odvozujeme piipadné numerické ¢i strukturni odchylky chromosomu. Pokud dany signal ve
vysledku nelze detekovat, znamena to, ze sonda nemohla byt navazana a cilovy Usek tak
v daném Useku genomu chybi.

Ptiprava sond miize probihat dvéma zpiisoby: prvnim zplsobem je piima amplifikace
metodou PCR. Druhym zptisobem je klonovani prostfednictvim vektort, jako jsou plazmidy,
kosmidy, bakteriofagy (BAC), nebo umélé kvasinkové chromosomy (YAC). Vybér vektoru
zavisi na délce klonovaného Useku. Délka sondy pro FISH se pohybuje v rozmezi od 300 —
600 bp. Spravna délka pouzité sondy zasadné ovliviiuje spravnost celého experimentu.
V praxi je Casto cilovy tsek delsi nez délka sondy, feSenim je sondu naStépit na useky mensi
nez 200 nukleotidii. V opa¢ném piipadé by takto dlouhd sonda generovala matouci signal,
protoze tak velky pocet fluorochromti by zptsobil intenzivné fluoreskujici signal.
Koncentrace sond vzdy pfevysuje koncentraci cilové DNA.

Pouzitim piili§ kratké sondy zvysujeme riziko zachyceni stejnych sekvenci i na dalSich
mistech genomu, klesa tak celkova specifita analyzy. Tyto sondy disponuji také velmi slabym,
Casto nedetekovatelnym, fluorescenénim signadlem. Pouzitim naopak piili§ dlouhé sondy
riskujeme, ze cilova DNA nebude sondou viibec zachycena (Pinkel, Straume, and Gray 1986;
Lawrence et al. 1988).

Podle cilové sekvence, na kterou se sonda vaze, délime sondy na:

lokus-specifické sondy (,genové*) — tyto sondy hybridizuji s jednotlivymi geny ¢i
skupinami geni. Jsou pouzivany k identifikaci translokaci, inverzi, duplikaci a deleci, ale také
syndromu pfilehlych genti nebo marker chromosomu. V cytogenetické analyze jsou

nejpouzivanéjsi ze vsech typt sond (Pinkel et al. 1988).

sondy pro repetitivni sekvence (;,satelitni) — tyto sondy hybridizuji s repetitivnimi
sekvencemi chromosomu a to zejména v subtelomerickych, telomerickych a centromerickych
oblastech. Centromerické sondy umoziuji detekovat pivod derivovanych chromosomt (zejm.
marker chromosomu) a aneuploidii interfaznich jader. Jsou neodmyslitelnou soucasti
diagnostiky v lékafské genetice, onkologii a reprodukéni mediciné (zejm. PDG).

Subtelomerické sondy odhaluji nepatrné chromosomalni piestavby, nejéastéji translokace.
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Sondy jsou vyuzitelné i pro analyzu interfaznich bunék, a tak nachdzeji své uplatnéni

v metodé¢ I-FISH (Michalové and Zemanové 2005).

celochromosomové sondy (,,malovaci®) — tyto sondy hybridizuji s mnohocetnymi

chromosomovymi sekvencemi, a tak umoziuji oznacit témét cely chromosom (s vyjimkou

centromerickych a telomerickych tseku). Prakticky vyznam maji zejména v onkologii, kde se

pouzivaji pro vySetfeni chromosomovych piestaveb v nadorovych buikach. (Salman,

Jhanwar, and Ostrer 2004). Modifikacim FISH vyuZzivajicim malovaci sondy je dale vénovana

samostatna kapitola.

celochromosové sondy subtelomerické sondy

N/ N

centromerické sondy

lokus-specifické sondy

sondy pro repetitivni sekvence

A

lokus-specifické sondy
(kombinace dvou sond)

A Obr. 3. Schematické znazornéni typa sond
— upraveno dle Waters et al. 1998
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A Obr. 4. Schematické znazornéni postupu pri klasické FISH
— upraveno dle Waters et al. 1998




Zavedenim FISH do laboratofi klinické cytogenetiky dosSlo k vyznamnému zvySeni
rozliSeni analyzovanych vzorkt. Klasicka FISH umoznila vznik $irokého spektra vlastnich
modifikaci, diky kterym mtzeme hovofit o vSudy ptitomnosti této techniky. I kdyz zakladni
princip in situ hybridizace zlstal nezménén, zasadnim pokroky se odehraly a dodnes
odehravaji na poli citlivosti detekce, sbéru dat ¢i celkové automatizace analyzy. (Pinkel,
Straume, and Gray 1986; M. E. Harper, Ullrich, and Saunders 1981).

Jako ptiklad zasadnich objevi, jichz bylo dosazeno pomoci této metody, lze uvést
napiiklad dukaz, ze akutni myeloidni leukémie (AML) je spojena s inverzi v blizkosti
centromery lidského chromosomu 16, ktera vede k fuzi dvou chromosomu 16 geni: CBFB a
MYH11. Zlepsilo se tak nase chapani abnormalni klonalni tvorby zahrnujici rizné oblasti
genu (Liu et al. 1993).

Studie diagnostiky melanocytarnich lezi taktéz zajistuje ¢asnou a piesnou diagnostiku
zejména nejednoznaénych nalezl téchto 1ézi (Dvorackova et al. 2013).

FISH je ve srovnani s cytogenetickymi metodami dnesni doby jiz ptili§ ¢asoveé naroény
a cileny zpusob analyzy, ktery vyzaduje ptedchozi znalost chromosomalni oblasti zajmu.
Neposkytuje celogenomovy piehled ptipadnych genetickych nestabilit, vraci pouze vysledek,

o ktery je pfimo pozadan (na ktery cili sonda) (Salman, Jhanwar, and Ostrer 2004).

3.1. Metody vyuZivajici celogenomové (malovaci) sondy

Celogenomové sondy piedstavuji komplexni DNA sondy, které jsou vytvafeny pomoci
PCR iniciované degenerovanymi primery (DOP-PCR). Vzorky DNA pro néslednou
amplifikaci pochazeji nejcastéji ze specifickych knihoven DNA nebo jsou ziskany za pomoci

mikrodisekce pozadované ¢asti chromosomu.

3.1.2. M-FISH a SKY

Dv¢ nejrozvinutéj$i modifikace FISH, které vyuzivaji malovaci sondy, jsou M-FISH
(Multicolor Flourescent In Situ Hybridization) a SKY (Spectral Karyotyping). Zavedeni
téchto technik se poji s rokem 1996 (M. R. Speicher, Ballard, and Ward 1996; Schrock et al.
1996). Ruznymi modifikacemi téchto metod se v prubéhu let podatilo vytvofit impozantni
arzenal dostupnych technologii vicebarevneé-FISH.

Ob¢ tyto metody umoznuji simultanni vizualizaci kazdého z 24 lidskych chromosomu
(22 autozomt + 2 pohlavni chromosomy X a Y) jinou barvou. Kazda sonda je znacena riiznou

kombinaci a koncentraci jednoho az péti fluorescenénich barviv (fluorochromi). Vysledkem
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je unikatni kombinace barviv pro kazdy chromosom. V prvnich experimentech s M-FISH
byly pouzivany nésledujici fluorochromy: FITC (excitatni maximum 490 nm; emisni
maximum 520 nm) a kyanidova barviva Cy3 (554 nm; 568 nm), Cy3.5 (581 nm; 588 nm),
Cy5 (652 nm; 672 nm) a Cy7 (755nm; 778 nm). V dnesni dob¢ je k dispozici mnohonasobné
veétsi a rozmanitéjsi nabidka fluorochromu (Michael R Speicher 2001).

K rozliSeni sond, které jsou znaceny stejnou kombinaci fluorochromt, dochazi pomoci
porovnani riznych rozmérti a pomeért pouzitych fluorochromu. Pocet cilovych sekvenci, které
je mozné identifikovat, odpovida 2"-1, kde n oznacuje pocet fluorochromi (Kakazu and Abe
2006; Macville et al. 1997).

Kombina¢ni a pomérové znaceni vyuziva princip Booleovo proménné pro kazdou

jednotlivou sondu. Vypocet se fidi nasledujicim vzorcem:

r*n! : r
Pocet barev = n = T2 kde n = pocet fluorochromu, r = pocet kombinaci.

Pouzitim 3 fluorochromii lze vytvotit 12 barev, pouzitim 5 fluorochromt 24 barev (Fauth and
Speicher 2001).

Hlavni rozdil mezi metodami M-FISH a SKY je zptisob snimani obrazu:

Pti M-FISH se zachycuji jednotlivé snimky pro kazdy z péti fluorochromd pomoci 6
specialnich filtra s Uzkou propustnosti. Pét filtrti na kazdy fluorochrom + $esty filtr na barvivo
DAPI (4',6-diamidino-2-fenylindol), které slouzi k podbarveni vSech chromosomi. Tyto
snimky jsou posléze zpracovany pocitacovym programem, ktery generuje celkovy obraz a na
na zaklad¢ intenzity fluorescence piitadi prislusnym chromosomim pseudobarvy, které slouzi
ke snadn¢jsi klasifikaci (Salman, Jhanwar, and Ostrer 2004; Wang 2002).

Snimani obrazu u SKY probiha na rozdil od M-FISH synchronné v jednom kroku,
nikoliv po jednotlivych filtrech. Pouzivana kombinace fluorescen¢niho mikroskopu, chlazené
CCD kamery (charge-coupled device) svysokym rozlisenim a Fourierova spektroskopu
umoznuje méteni celého emisniho spektra pouze s jednou expozici na vSech bodech obrazu
(M. R. Speicher, Ballard, and Ward 1996).

Hlavnim vyuzitim obou metod je rozsifené cytogenetické vyhodnoceni malignich
onemocnéni a to diky poskytnuti dodatecnych informaci a lepsi charakterizaci aberantnich
chromosomtl, obsahujicich sekvence DNA, které za pouziti konvencnich zptisobti pruhovani

neni mozné oznacit.
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Existuje mnoho studii potvrzujicich vyznam metody SKY pii identifikaci vSech
slozitych chromosomélnich piestaveb — balancovanych 1 nebalancovanych (véetné
kryptickych). Obzvlasté¢ uzitecna je i pii praci s komplexnimi aberacemi. Ty byvaji Casto
spojené s ruznymi typy pevnych nadoru, a tak nachazi praktické vyuziti v onkologii. (Smeets
2004). SKY byva aplikovana na rtizné nadorové skupiny, véetné hematologickych malignit,
sarkomtl, karcinomt a nadorti na mozku, se zamérem identifikovat specifické chromosomalni
abnormality, které mohou poskytnout vhled do genti zapojenych do procesu onemocnéni,
stejné jako identifikujici opakujici se cytogenetickych markerti pro klinickou diagnostiku a
posouzeni prognozy. Byva tak jiZz povaZzovana za soucast rutinniho cytogenetické diagnostiky,
napiiklad ALL (Akutni Lymfoblastické Leukémie) (Lu et al. 2002).

Stejné jako u ostatnich metod existuji i variace metody M-FISH vytvotfené za pouziti
specifickych setll sond, ne pouze malovacich sond, kter¢ byly pro M-FISH primarné
vyuzivany. Jedna se predevSim o specifické centromerické sondy, které nachdzeji své vyuziti
predevsim v klinické cytogenetice (cenM-FISH). Sub-centromerické sady sond (subscenM-
FISH) kter¢ jsou, na rozdil od ostatnich dostupnych setli sond pro klasickou FISH ¢i M-FISH,
schopny vizualizovat euchromatin v blizkosti centromer, jehoz signal byva casto
nedostatecny, nebo pfipadné dochazi k jeho piekryvu fluorescencnim signalem centromery.
Dale také sondy pro vizualizaci kratkych ramen chromosomil a centromer chromosomii
akrocentrickych (acroM-FISH, acro-cenM-FISH). Svou vyuzitelnost v analyze M-FISH nasly
i lokus-specifické sondy, jejichz komer¢né dostupné sety se jiz bézn¢ vyuzivaji v prenatalni
diagnostice zejména pro detekci trisomii chromosomii 13 a 21 a preimplanta¢ni diagnostice
v rdmci asistované reprodukce (Pietrzak et al. 2007; Liehr et al. 2004).

Pro specifické ucely, jako je napiiklad detekce lidského papillomaviru, lze k
témto malovacim sonddm piidat bonusovou sondu napiiklad single copy probe pro
specifickou sekvenci a vytvofit tak zcela jedine¢ny set (K Szuhai et al. 2001). Spojenim
specifickych centromerickych sond a jedné lokus-specifické sondy lze taktéz vytvorit
specificky sadu sond pro citlivou detekci urotelidlniho karcinomu, ktery je druhou nejéastéjsi

urologickou malignitou (Sokolova et al. 2000).
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A Obr. 5. Analyza SKY vyuzita pro prokazani

Wolfuv-Hirschhornovo syndromu.

A) G-pruhovani metafaznich chromosomt zna¢i mirnou
abnormalitu telomerické oblasti chromosomu 4 (ozna¢eno Sipkou).
B) SKY analyza potvrzuje nebalancovanou translokaci mezi
chromosomy 4 a 8 [46, XY, der (4) t (4; 8)]

- pfevzato z Ried et al. 1998

A Obr. 6. Analyza M-FISH vybranych chromosomti
A) G-pruhovani;
B) realné barvy;
C) klasifika¢ni ,,pseudobarvy*
- upraveno dle Uhrig et al. 1999

3.1.3. Mnohobarevné pruhovani (M-BAND)

Mnohobarevné pruhovani je modifikaci metody M-FISH. K analyze je zde vsak
vyuzivano parcialnich malovacich sond, které hybridizuji pouze se specifickymi oblastmi
chromosomu. Tyto parcialni DNA sondy jsou, stejné jako klasické malovaci sondy, ziskavany
mikrodisekci jednotlivych ¢asti daného chromosomu, amplifikovany pomoci DOP-PCR a
v nésledné PCR oznaceny tfemi az péti riznymi fluorochromy. Po uspé$né hybridizaci sond

dochazi k ¢astecnému piekryti signalti podél sledovanych chromosomu. V disledku toho
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dochazi ke snizovani intenzity fluorescence smérem k okraji signali a néslednym
pozorovatelnym zménam intenzity fluorescencnich signali podél svislé osy chromosomd.

Vyhodnoceni je provadéno na fluorescenénim mikroskopu, ktery je schopen
pocitacového sniméani obrazu. Na zdklad¢ zminénych zmén intenzity signalu je pocitaCovy
software schopen prifadit k jednotlivym ¢astem chromosomu klasifika¢ni barvy. V dnesni
dobe¢ je k dispozici mnoho komer¢né dostupnych sad parcialnich malovacich sond s rozdilnou
a to v rozmezi 80-90 pruhti na haploidni lidsky karyotyp. Naopak nejvysSiho rozliSeni
dosahuji sondy MCB / mBAND, které umoznuji rozliSeni az 550 pruhti na haploidni lidsky
karyotyp (Liehr et al. 2004).

Ackoliv je rozliSeni M-BAND o néco niz§i nez konvencni pruhovaci techniky
chromosomti, maji barevné pruhy znaény vyznam pro identifikaci chromosomalnich
abnormalit, zvlast¢ pak pro komplexni chromosomalni piestavby a interchromosomalni
prestavby (delece, duplikace, inverze, inzerce), jelikoz tyto abnormality jsou casto
konven¢nim pruhovanim obtizné¢ rozeznatelné. Ackoliv je tato metoda zndma jiz od roku
1999, kdy byla popsana na piikladu chromosomu 5 (Chudoba et al. 1999), nebyva Siroce
vyuzivana a slouzi tak spiSe jako dopliikova metoda klasické analyzy FISH (Su et al. 2015).

A Obr. 7. Mnohobarevné pruhovani
chromosomu 12 (vpravo) v porovnani s G-pruhovanim (vlevo)
- pfevzato z Bint et al. 2013
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3.1.4. COBRA FISH

COBRA FISH (Combined Binary Ratio labeling Fluorescence In Situ Hybridization)
je oznaceni pro metodu, ktera spojuje pomérové a kombinatorické znaceni s cilem dosahnout
co nejmens$iho poétu potiebnych fluorochroml a co nejvétsiho poctu vzorki analyzovanych
soucasné¢. COBRA FISH pracuje s n¢kolika sety sond. Tyto sety jsou znac¢eny pouhymi tfemi
fluorochromy a davaji tak vzniknout 12 rozdiln¢ barevnym sondam. Od druhého setu vyse je
k sondam ptidan étvrty fluorochrom, ktery slouzi jako binarni znacka k rozlieni sett. Prvni
set sond binarni znaceni nenese (Tanke et al. 1999). Pomoci 4 fluorochromi Ize tak pomoci
COBRA FISH analyzovat vSech 46 lidskych chromosomil, zatimco pifi metodach

S kombinatornim znacenim by bylo zapotiebi fluorochromt 5.

Druha binarné
. znacena sada
o L ® ® ® o ® /(48 barev)
00000 60000 606000 6000 0/

/" Prvni binarné
O . > znacena sada
a g o . ‘ (24 barev)

Zékladni sada
12 pomérovych barev

A Obr. 8. COBRA FISH: Schematické znazornéni znaceni jednotlivych sad sond
- upraveno dle Szuhai 2006

Samotny proces ptipravy vzorku ¢i hybridizace se vS§ak o mnoho nelisi od analyzy
FISH, vyuzivajici celogenomové sondy. Tato metoda vyzaduje pouziti digitalniho

fluorescen¢niho mikroskopu (Karoly Szuhai and Tanke 2006; Engels et al. 2003)
3.1.5. Colour changing karyotyping (CCK)

Metoda je primarné vyuzivana k analyze interchromosomalnich aberaci a stejné jako
predeslé metody, je zaloZzena na kombinatorickém znaeni. V tomto piipadé za vyuziti

pouhych 3 fluorochromu. Nevyhodou této metody je nutnost zachytit snimky metafazich

chromosomti dvakrat a z toho vyplyvajici casova naro¢nost (Maierhofer et al. 2002).
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3.2. Dalsi modifikace in situ hybridizace

Fiber-FISH je metodou, kde se fluorescen¢ni in situ hybridizace provadi na
denaturovaném a mechanicky natazeném vlaknu DNA a umoznuje vizualizaci jednotlivych
gentl nebo jinych malych DNA element na chromosomech s vysokym rozliSenim cca 1000
bp. Pomoci vldkna DNA jako templatu pro FISH, lze proto zachytit i drobné delece a
duplikace s mimofadnou presnosti. Pouzitelna je také k mapovani geni jakozto doplikova
metoda klasického genomového mapovani a to zejména u organismu s relativné malymi
genomy, naptiklad u parazitickych prvoki. I kdyz jeji uplatnéni v klinickych laboratotich
roste, pro slozitosti pfislusnych postupti, se pouziva hlavné v oblasti vyzkumu (Ersfeld 2004;

Wang 2002).

Q-FISH (quantitative FISH) je metodou vyvinutou k méieni délky telomer na
zakladé¢ poctu telomerickych repetic. Problémy s replikaci téchto koncovych Casti, zapti¢inéné
neschopnosti DNA polymerazy, vedou ke ztrat¢ malého mnozstvi telomerické DNA po
kazdém cyklu bunééného déleni. Dochazi proto k postupnému zkracovani telomer a nasledné
genetické nestabilité. Z tohoto divodu mulze zkracovani telomer hrat dilezitou roli
V nejrangj$i fazi karcinogeneze.

Pi1 Q-FISH se vyuZivaji sondy, které se od sond pro klasickou FISH znac¢né 1isi. Jedna
se 0 PNA sondy (PNAs, peptide nucleic acid). PNA sonda je uméle syntetizovany polymer
podobny DNA/(RNA) s rozdilnym slozenim kostry. PNA sondy diky své vysoké vazebné
specifi¢nosti, afinité a citlivosti prevySuji DNA sondy a mohou tak tyto dlouhé sondy
nahradit. K dal$im benefitim patéi minimalni rusivé signaly na pozadi a vysoka stabilita
neutralni peptidové kostry sondy, zaru¢ujici odolnost vié¢i degradaci DN&zami, RNazami,
proteazami i peptiddzami (Pellestor and Paulasova 2004). Velikost tkanovych vzorku
vyuzitelnych pro Q-FISH se pohybuje v priméru 2-5 mikrometri. Vzorky mohou byt jak
archivni, tak Cerstvé, popt. zmrazené. Samotné méfeni délky telomer je mozné provést u
vSech proliferujicich typu bun¢k, nikoliv tedy u bunék v klidovém stadiu (Aida et al. 2014;
Perner et al. 2003).

Variace Q-FISH:
Flow-FISH je spojeni Q-FISH a priitokové cytometrie. Nevyzaduje pravé se délici

buriky, 1ze k ni diky tomu pouzit nejen metafazni, ale i intefazni bunky. Zasadni pozitiva jsou
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schopnost méfit délku telomer v jednotlivych bunkach, analyza malych populaci téchto
bunék. Flow-FISH ptevysuje Q-FISH i v celkovém pocet zpracovanych vzorki za den, kdy za
nékolik hodin Q-FISH muze byt zpracovano 15-20 vzorkd, zatimco pomoci Flow-FISH lze
analyzovat nékolik stovek vzorkd za méné neZz 1 hodinu (Slijepcevic 2001). Tato metoda
dosahuje v soucasné dobé nejlepSich a nejpiesnéjSich vysledki méfeni délky telomer
(Baerlocher et al. 2006).

PNA-FISH metoda vyuzivd vyhod vySe zminénych PNA sond. Primarné se tato
metoda pouziva opét k telomerickému méfeni, ale byla pouzita i v n€kolika onkologickych
studiich a experimentech pro vyzkum starnuti. (Pellestor and Paulasova 2004).

CO-FISH (chromosome orientation-FISH) je metodou, kterou je v kombinaci s

jednosmérnymi sondami, specifickymi pro centromerické ¢i telomerické repetice, je mozné

urcit orientaci DNA (5'—3'/ 3'—>5") (Falconer et al. 2010).

3. 3. Interfazni FISH

Vyse popsané metody FISH vyzaduji ke korektni analyze metafdzni chromosomy.
V disledku mnoha faktor, vcetné¢ Spatné morfologie, ¢i apoptickym sklonim bunék
Vv kultuie, dosahuje vsak cytogenetické selhani az 20 % (Kearney and Horsley 2005). Zejména
prenatalni vzorky, nadorové tkané ¢i hematologické malignity (vyjma tumorovych bunék,
postihujicich krevni elementy) se nedaji bézné pievadét na tkanové kultury a nasledné na
metafazni chromosomy s cilem vytvoteni karyotypu. Tento problém lze obejit analyzou FISH
provadénou na interfaznich, nedélicich se, chromosomech.

I-FISH je metoda, kterou lze provést na izolovanych celych bunénych jadrech,
pfipravenych z Cerstvych formaldehydem fixovanych ¢i1 zmrazenych, ale 1 archivnich
parafinovych vzorki. Jakakoliv tkain muze byt pouzita jako zdroj bunék. Kromé zminénych
nadorovych bunék jsou hojné analyzovany napiiklad buniky choriovych klki, plodové vody,
nebo fetalni bunky pfitomné v matetské krvi, jakoz i dal§i bunény material ziskany post
mortem. Analyza Cerstvych vzorki nachazi své uplatnéni v nadorové patologii, kde je I-FISH
schopna identifikace jak numerickych, strukturalnich chromosomalnich odchylek, tak i
aktualniho buné¢ného fenotypu a tkanové morfologie (Tibiletti 2004). Samotny interfazni
chromatin je spolehlivym ukazatelem morfologického a fyziologického stavu buiiky, jelikoz
specifické zmeény chromatinu koreluji s procesy, jako je proliferace, diferenciace ¢i apoptoza

(Koutna et al. 2000). Analyza histopatologickych parafinovych fezii naopak umoznuje mnohe
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retrospektivni studie a nasledné srovnani se zavedenymi nadorovymi markery (Su et al.
2015).

Uspé&snost hybridizace je z velké ¢asti zavisla na kvalitd vzorkd. Vzorky jsou pred
samotnou hybridizaci oSetieny RNAazou ve snaze zbavit se nativni RNA, kterd by mohla
interferovat se sodnou. Stejné tak je nutné odstranéni zbytkt cytoplasmy z okoli jader a
Vv ptipadé¢ fixovanych vzorki dikladné odmyti parafinu.

Stejné jako u metafaznich technik FISH, je i u i-FISH nutno klast diraz na peclivy
vybér typu a velikosti sondy v zavislosti na typu zkoumanych cilovych jader. Vzhledem
k faktu, ze kondenzovaného chromatinu v interfaznim jadie je v porovnani s metafaznim
jadrem pouha desetina, lze pouzit kratSich sond ve srovnani se sondami pro metafazni
techniky (Michael R Speicher and Carter 2005). Optimalni velikost sondy pro analyzu I-FISH
odpovida délce 300 pb. Pro uéely I-FISH lze rozdélit sondy do dvou skupin:

sondy s jedinecnymi sekvencemi a sondy s repetitivnimi sekvencemi, které slouZi
predev§im k oznaCovani konkrétnich chromosomi a pro rychlé urcovani pohlavi, nebo
aneuploidie. Do této skupiny fadime centromerické a telomerické typy sond.

Vyuzit Ize i dvou, odlisné znafenych, sond. Pro vyhodnoceni experimentu je v
tomto piipadé nutné pouzit fluorescenéni mikroskop, vybaveny tiemi filtry. Snimani a
archivace obrazu pak pomoci CCD kamery (charge-coupled device).

Reprezentativni vzorek by nemél obsahovat vice jak 10 % bunck bez fluorescencniho
signalu. Analyza takového vzorku mize vést k chybnému nadhodnoceni monosomii na ukor
trisomii (Tibiletti 2004). Pii spravné hybridizaci je vsak I-FISH v porovnani mnozstvi
falesnych/rusivych signala na pozadi s klasickou FISH o mnoho ¢&itelnéj$i metodou (Kearney
and Horsley 2005).

A Obr. 9. I-FISH

a) vyuziti centromerické FITC-znacené sondy pro analyzu vzorku karcinomu vajecnikti
b) vyuziti dvou rizné barevnych sond pro analyzu vzorku karcinomu prsu

- ptevzato z Tibiletti, 2007
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V néadorove cytogenetice je I-FISH vyuzivana zejména pro detekci onkogenti jako jsou
n-myc,c-myc, Her-2/neu onkogenu. Ale i v ptipadech detekce dalSich nadorovych markeri
(Michalova and Zemanova 2005). Bylo prokazano, ze u velké ¢asti solidnich nadort
pritomnost specifické genetické vady tzce souvisi S pozitivni 1é¢ebnou odpovédi na
biologickou 1é¢bu pomoci monoklonalnich protilatek. Analyza stavu genomu onkologickych
pacientli se z tohoto diivodu stala velmi pfinosnou (Tibiletti 2007).

V Kklinické cytogenetice je I-FISH zvlasté wuzite¢na pro rychlou identifikaci
chromosomalnich aberaci, ptitomnych pouze v malém procentu bunék, které jsou obtizné
detekovatelné, popiipadé s malou pravdépodobnosti zachytu. Konkrétné v prenatalni
diagnostice je vyuzivana pro detekci numerickych i strukturalnich chromosomalnich anomalii
a téz pro rychlé potvrzeni stupné mozaicismu plodu, kdy jsou buniky odebirany
amniocentézou (Chen et al. 2014). Své vyuziti nachazi i-FISH i v preimplanta¢ni diagnostice,
kde se odebira jen velmi malé mnozstvi genetického materialu (v fadu bunék) a ztrata bunék

pii piipadné nezdafené kultivaci ma tragicky dopad (Wilton 2002).

4. Komparativni genomova hybridizace (CGH)

Jako prvni predstavil svétu komparativni genomovou hybridizaci (CGH) jakoZzto novy
nastroj genetické analyzy Kallioniemi v roce 1992. CGH je modifikaci vySe popsané
fluorescenéni in situ hybridizace, ale na rozdil od metafazni FISH nevyZzaduje aktivné se
délici buiiky a poskytuje piehled numerickych zmén v celém genomu v jednom
hybridizaénim kroku. (Kallioniemi et al. 1992)

K experimentu je zapotiebi jen malé mnozstvi (0.5-1 pg) izolované DNA ze dvou
populaci bun€k (testované a referencni). DNA kazdého vzorku je nastépena, fluorescencné
oznac¢ena a vyuzita jako sonda. Stejn¢ jako u FISH, je i u CGH stanoveni spravné délky sondy
pro dany experiment klicové. Fragmenty obou sond musi byt stejné dlouhé. Minimalni délka
fragmentu je 500 bp. Kontrola probiha elektroforézou.

Testovand DNA je izolovana ptimo z Cerstvého ¢i zmraZzeného vzorku vySetfované
tkang, a tak neni zapotiebi zadna dal$i kultivace bun€k. DNA extrahovand z Cerstvé nebo
zmrazené tkané ma obvykle vysokou molekulovou velikost a je tak téZce degradovatelna, coz
je pro ucely CGH idealni. Stejn¢ tak lze ale pouzit archivni, parafinem nebo formalinem
fixované, vzorky (Isola et al. 1994). Tkan, na kterou CGH primarn¢ cili, je tkani nadorovou.
(Rickert and Paulus 2004; M R Speicher et al. 1993).
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Kritickym bodem metody je pozadavek na vysokou Cistotu vzorku. Nadorova tkan, ze
které se testovand DNA odebira, je vSak heterogenni tkan a obsahuje tak mnoho dalich
bunécnych skupin. Jejich pfitomnost vSak vyrazné snizuje citlivost CGH. Uvadi se, ze
zastoupeni patologickych bunék ve vzorku nesmi klesnout pod 50 % celkového objemu. Proto
je nutné klast diraz na snizeni kontaminace nadorového vzorku bunikami zdravé tkané na
minimum napiiklad za pomoci mikrodisekénich technik (Cummins et al. 2003; Wang 2002).
Referen¢ni sonda, taktéZ izolovana DNA, ale ze zdravého jedince, slouzi k porovnani.

Sondy jsou zna¢eny odlisSnymi fluorochromy. Pro znaceni sondy testované se nejéastéji
vyuziva barvivo FITC (fluorescein-5-isothiokyanat), ktery produkuje zeleny signal. Cerveny
signél produkuje barvivo TRITC (tetramethylrhodamin-5-isothiokyanat) a je jim barvena
sonda referen¢ni (Tachdjian et al. 2000).

Sondy se posléze nechaji ko-hybridizovat na podloznim  sklicku s
metafaznimi chromosomy, které funguji jako substrat pro analyzu. Tyto chromosomy se
ptipravuji dle standardniho protokolu, a protoze pochazeji ze zdravého jedince, nedisponuji
zadnou genetickou odchylkou. Vzorek idealni pro CGH by mél obsahovat minimum
cytoplasmy, nizkou hustotu bunc¢k. Vzorky s piekryvajicimi se chromosomy jsou
z experimentu vylouceny. K tomu, aby se pfedeslo nechténé vazbé DNA vzorku na repetitivni
DNA oblasti (nespecifické hybridizaci), se na podlozni sklo ptidava navic Cot-1 DNA
(placentarni DNA s ptidanymi DNA repetitivnimi sekvencemi).

Znacené fragmenty DNA ,,soutéZi* o sva pivodni mista na metafazich chromosomech
a v pribéhu hybridizace je obsazuji. Po prob&hlé hybridizaci je nespecificka sonda odmyta,

vzorky odvodnény a obarveny pomoci DAPI (modry signal).

Testovana DNA Referencni DNA
Zelena: FITC Cervena: TRITC Pomeér fluorescence

Cervena Zelena
1.0
Cot-1 DNA |
/ / | )
Digitalni [ 1Amplifikace
zpracovani
obrazu S

| :

Hybridizace Fluorescencni
Y mikroskopie .

-
Delece:
’
¥ ]

Lidské metafazni chromosomy

A Obr. 10. Schematické znazornéni prabéhu komparativni genomové
hybridizace
- upraveno dle Weiss et al. 1999
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Analyza probiha pomoci fluorescenéniho mikroskopu a k vyhodnoceni zminéného
poméru fluorescenénich barviv je vyuzivan pocitacovy software, ktery je schopen s vysokou
pfesnosti vyhodnotit densitu barvy jednotlivého fluorescenéniho signalu. Pro kazdy
chromosom je vygenerovan vlastni kiivkovy graf, ktery vypovida o pfitomnych ztratach ¢i

nadbytku signalu jednoho z fluorochrom.

Pii vyhodnoceni pracujeme s jednim ze tii nasledujicich nalezu:

Normalni néalez je prezentovdn rovnomérnym obarvenim vSech chromosomu
fluorescenénimi barvivy. Pomér fluorescence testované (zelené) i referencni (Cervené) DNA
odpovida poméru 1:1. Jakakoliv dalsi odchylka poukazuje na vyskyt defektni genetické
informace ¢i nestandardnost genetické vybavy.

Amplifikace (nadbytek) se projevuje jako pievladajici signal fluorochromu testované

sondy, tj. izolované DNA z vysetfovaného vzorku. (zelena/Cervena >1)

Delece je charakterizovana ptevladajicim  signdlem  sondy  referenc¢ni.
(zelena/Cervena<l)(Rickert and Paulus 2004; van der Wal et al. 2003).

analyzovany ehremosem __

normalni amplifikace delece
signal

intensita
fluorescence

20 -
pomeér

fluorescence 1 |

cervena/ zelena

0.0
[l referenéni sonda [ testovana sonda [E mix éerveného a zeleného
s ¢ervenym se zelenym fluorochromu
fluorochromem fluorochromem (oranZovo-2Zluty signal)

A Obr. 11. Schematické znazornéni kfivkového grafu pro
modelovy chromosom

- upraveno dle Weiss et al. 1999
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CGH nabizi sirokou skalu uplatnéni ve védeckém vyzkumu i v klinické praxi —
zejména na poli nadorové genetiky. Aplikace CGH ve vyzkumu rakoviny zahrnuje jak
samotny screening pevnych nadort a hematologickych malignit, tak i vyhledavani gent
podilejicich se na karcinogenezi jednotlivych nadorovych onemocnénich.

Diikazem pfinosnosti této metody v praxi je vysoké mnozstvi studii, vyuzivajicich
CGH kanalyze nadort centralni nervove soustavy, které se vyskytuji v détském a
adolescentnim ve&ku a tvoii 20 % vSech nadort téchto veékovych skupin. Diky velkému
mnozstvi celosvétové publikovanych studii, bylo mozné vytvofit piehled nejcastéjSich
prognostickych genetickych znakli spojenych s jednotlivymi typy nadord CNS. Nejcastéji
vySetiovany byly embryonalni nadory, a to ve 30,3 % z celkového poctu studii (Rickert and
Paulus 2004). Nejfrekventovanéjsi typ embryonalnich nadord ptedstavuji neuroblastické
nadory, které jsou zarovenn vysoce variabilni. Data, ziskand pomoci CGH, tak mohou
v budoucnu slouzit k dalsi analyze zejména piechodnych stadii téchto proménlivych nadort
(Toraman et al. 2002). CGH se tak jakozto celogenomové metodé mapovani podafilo
postupem cCasu vytlac¢it FISH, kterd byla po dlouhd léta zlatym standartem v mapovani
genetickych abnormalit v onkologii (Mazanek et al. 2008).

Ptinos CGH tkvi nejen v nahrazeni konvenénich metod, nybrz i ve spolupraci s nimi.
Piikladem muze byt spojeni CGH a klasického G-pruhovani. Klasickymi cytogenetickymi
metodami jsme schopni zkoumat buiku po burice, véetné bunék s normélnim karyotypem,
které se v nadorové tkani mohou taktéz vyskytovat. Zatimco CGH analyza, jak jiz bylo
zminéno, je schopna detekovat chromosomalni aberace pouze v piipadé, kdy se vyskytuji v
podilu bunék vétsim jak 50 %. Spojenim téchto dvou metod lze dojit ke komplexnimu
cytogenetickému vyhodnoceni studovanych nadorovych tkéani. A to zejména v piipadech, kdy
se genetické abnormality, které nadory zpUsobuji, vyznacuji zna¢nou rozmanitosti a
proménlivosti. Jedna se naptiklad o osteosarkomy, postihujici zejména pediatrické pacienty
(Batanian et al. 2002) nebo karcinomy prsu (Teixeira et al. 2001).
karyotypizaci interfaznich bunék plodu (Wilton 2002).

Analyzy CGH vsak neni schopna detekce balancovanych piestaveb, jako jsou inverze
a reciproké translokace. Rozlisovaci schopnost CGH se pohybuje v rozmezi 3-10 Mb. I ptes
to, ze nedetekuje vSechny strukturalni prestavby, nabizi pfehled chromosomalnich abnormalit,
které jsou pfitomny ve vétsin€ nadorovych bunék. Mnohé nedostatky, které s sebou klasicka
CGH nese, tesi jeji modifikace aCGH (Salman, Jhanwar, and Ostrer 2004).
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4.1. Microarray analyza (aCGH), ,,technologie genovych ¢ipa“

Ve snaze piekonat nedostatky klasické CGH doslo k vytvoteni velmi nadéjné metody
mikro¢ipové CGH, ¢asto oznacované jako molekularni karyotypovani (Vissers et al. 2005).
Vyvoj takto ptesnych a citlivych metod k detekci malych chromosomalnich abnormalit (<3
Mb) se stal nesmirn¢ dulezitym v Klinické diagnostice i ve vyzkumu v oblasti genetiky
cloveka.

Princip metody je obdobou konvenéni komparativni genomové hybridizace (CGH).
Hybridizace stale probihd za pfitomnosti znacenych sond, avSsak misto na celych
metafaznich chromosomech, probiha na mikroc¢ipech s kratkymi fragmenty DNA o velikosti
200 nt. Ty jsou tvoteny podloznim sklickem (popf. jinym vhodnym pevnym podkladem)
s miizkou vytvarejici mikroskopické kapilarni oblasti. Do téchto mist jsou naneseny kratké
fragmenty DNA, piedstavujici sondy, a imobilizovany pomoci piimé syntézy sond na ¢ip ¢i
technikou spotovani, kdy je sonda nanesena ve formeé roztoku pomoci specialniho pfistroje —
spotteru (Gojova and Kozak 2006).

Sondy, jsou zde stejné jako v ostatnich pfipadech, navrzeny k reakci s DNA fragmenty
zkoumanych vzorku. Velikost sond se lii v zavislosti na jejich typu. Vyuzit je mozné velké
umélé bakterialni chromosomy (BAC; nebo od bakteriofagu P1 odvozeny PAC), mensi
kosmidové vektory nebo nejmensi oligonukleotidy (cDNA) (Shaffer et al. 2007). V prvni
vin¢ experimentt s aCGH byly Siroce vyuzivany mikroCipy odvozené zumélych
bakteridlnich chromosomt (BAC) (Shen et al. 2007). BAC klony jsou vsak pomérné
naro¢né na vyrobu a disponuji nizkou pfesnosti, tudiz je nutné jednotlivé experimenty
opakovat pro ovéteni validace sond. RozliSovaci schopnost BAC ¢iptu se navic pohybuje
okolo 150kb a chromosomové aberace, které tuto velikost ptfesahuji, tak nemohou byt
detekovany. V poslednich letech jsou nejvice vyuzivany Cipy na bazi oligonukleotidd, které,
ve srovnani s BAC ¢ipy, nabizeji zvySenou citlivost a s tim spojenou schopnost detekce
mensich oblasti a zaroven lepsi Citelnost vysledkt. Vzhledem k tomu, ze sondy, které se pro
mikroCipy vyuzivaji, jsou n€kolikanasobné¢ mensi nez pro metafazni chromosomy, je
rozliSovaci schopnost aCGH proporcionalné vyssi nez konvenéni CGH. V oblasti detekce
nebalancovanych chromosomovych piestaveb je tak prdvem povazovana za jednu

Na mikrocCip je posléze stejné jako u konvenéni CGH pfidan vysetfovany vzorek DNA
(oznacen zelenym fluorochromem Cy3), referencni vzorek DNA (oznacen cervenym
fluorochromem CyS5), které se pied aplikaci na mikro€ip smisi. K zabranéni nechténé
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hybridizace repetitivnich sekvenci je ptidana Cot-1 DNA. Vzorky se nechaji hybridizovat se
sondou nanesenou na mikro¢ipu. Oblasti na snimku, které se jevi zelené, znac¢i zmnozeny
chromosomalni materidl (duplikace) v daném tuseku testovaného vzorku, naopak Cerveny
signal znaci ubytek chromosomalniho materialu (delece) (Shinawi and Cheung 2008).

Sniméni obrazu probihd pomoci specidlniho microarray skeneru, kde jsou sklicka
skenovana do obrazovych souborti. Nasledn¢ pomoci softwaru je provedena kvantifikace
intenzity fluorescence a interpretace vysledkd.

Shinawi & Cheung (2008) konstatuji, ze aCGH svou schopnosti detekce
chromosomalnich a strukturalnich aberaci (delece, duplikace, translokace, inverze a marker
chromosomii), které jsou primarni pfic¢inou vrozenych anomalii, dymorfismi, globalni
vyvojové zpozdéni (GDD), autismu a riznych syndromd, se stala spolehlivym pomocnikem
prenatalni diagnostiky.

Mezi dalsi aplikace aCGH patii objasnéni genetick¢ého profilu pacientd s
malformacemi ¢i mentalni retardaci. Tato onemocnéni jsou zpravidla zplsobena
mikrodelecemi a mikroduplikacemi, které neni konven¢ni cytogenetickda analyza schopna
odhalit (Thuresson et al. 2007).

Uplatnéni nachazi také v onkologickych studiich. Detekce chromosomalnich
abnormalit spojenych s tvorbou nadorovych bungk piispiva k lepsimu stanoveni progndzy
nebo reakci na terapii. To potvrzuji napiiklad rozsahlé studie vSech typt lidské leukémie (Van
Der Veken and Buijs 2011; Lundin et al. 2007).

PWS vs. Control

L 2 4 6 8 10 12 14 16 18 20 22

Log2 PWS/Control

1 3 5 T 9 1 130 15 17 19 21

-1,0

Clones ordered per chromosome by Mb position

A Obr. 12. Vysledek analyzy array-CGH DNA pacienta s PWS
Horni ¢ast grafu slouzi jako ¢ast kontrolni, dolni ¢ast grafu patii analyzované DNA. Dva vodorovné pruhy
ohraniCuji oblast normalni variace signalu, v dolni ¢asti grafu Ize jasné pozorovat signal mimo tuto oblast,
poukazujici na deleci chromosomu 15 (0znaéeno $ipkou) - pfevzato z Smeets 2004
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5. Metody zaloZené na amplifikaci nukleovych kyselin

5.1. Polymerazova retézova reakce (PCR)

Vyvoj polymerazové fetézové reakce (PCR) se stal jednou z inovaci, které zménily
vyvoj molekularnich véd a nespocet dil¢ich disciplin biologie. Citlivost metody je tak vysoka,
ze lze pomoci PCR detekovat jednotlivé molekuly DNA. Princip metody spociva na vyuziti
termostabilnich polymeraz k namnozeni vlakna DNA. Mnozstvi namnozené DNA se hromadi
vzrustajici geometrickou fadou, a tak je zhlediska celkového vytézku velmi vyhodnou
metodou (Sochivko et al. 2016).

Prvni, kdo tuto metodu publikoval a patentoval, byl Kary B. Mullis (Mullis 1990),
ktery byl za sviij objev ocenén Nobelovou cenou. Klicovym faktorem, ktery vedl
k automatizaci a vyraznéemu zdokonaleni PCR, byla izolace termostabilni DNA polymerazy z
bakterie Thermus aquaticus — Taq polymerazy. Taq polymeraza a dnes jiz znameé ostatni
termostabilni DNA polymerazy, nahradily diive pouzivanou polymerazu pivodem z
bakterie Escherichia coli.

Taq polymeraza, kromé své termostability, disponuje stejnymi vlastnostmi jako ostatni
DNA polymerazy a to véetné schopnosti oprav a replikace DNA (Eom, Wang, and Steitz
1996; Lee et al. 2010). Je tak schopna syntetizovat komplementarni vlakno dle templatové
jednovlaknové DNA a to ve sméru 5'— 3', ¢im dochazi k extenzi vlakna. Polymeraza sama o
sobé v8ak neni schopna syntézy vlakna DNA de novo, nybrz pouze od existujiciho 3' konce,
proto je nutné pouzit primer (kratky oligonukleotid), ktery udava polymeraze misto, kde ma
syntéza zapocCit. Sekvence primert jsou komplementarni k jednomu z fetézci DNA a
ohranicuji se jimi useky DNA, které maji byt zmnozZeny (amplifikovany). K zajiSténi
hromadéni produktu je vyuzivano dvou primert (paru primerti). Kazdy z paru primeri naseda
Ve vzajemné protismérné orientaci na své komplementarni misto na jednom ze dvou
templatovych vldken. Kodujici primer za¢ina na 5' konci vlakna a antikodujici primer na 3'
konci vlakna.

Hlavnimi komponenty PCR reakce tedy jsou: termostabilni DNA polymeraza,
templatovd DNA (obsahujici sekvenci DNA, kterou chceme amplifikovat), primery, reak¢ni

pufr, které pomaha stabilizovat DNA a dalsi slozky reakce.
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Reakce probiha v ttikrokovych cyklech:

Denaturace — Nasednuti primeri (annealing) — Extenze a syntéza

Pocdtecéni denaturace DNA probiha po dobu az 1 minuty pti 94-98°C v zavislosti na
teplotnim optimu zvolené DNA polymerézy. Doba trvani dal$ich denaturaci, probihajicich na
zacatku kazdého z cyklu, se zkracuje na 10-60 vtetin. Dochazi k rozpadu dvouvlaknové DNA
(dsDNA) na dv¢ jednovlaknové templatové DNA (ssDNA).

Nasednuti primerii na komplementarni sekvence templatovych vldken je umoznéno
znatelnym snizenim teploty.

Extenze probiha za teploty 72°C, ktera odpovida teplotnimu optimu DNA polymerazy.
DNA polymerdza prodluzuje primery, pfidani nukleotidii za pouziti cilové DNA jako
templatu. Zmény teplot jednotlivych ¢&asti cyklu jsou fizeny pomoci tenkosténnych

mikrozkumavek v termocykleru.

Navrh a optimalizace jednotlivych slozek reakce je pro cely experiment zasadni, proto
je zapotiebi vénovat témto tkontim dostate¢nou pozornost. Jednou z nejdulezitéjsich fazi je
navrh a optimalizace primerti. V dnesni dob¢€ existuje mnoho pocitacovych programu, jejichz
ucelem je pomoc pii navrhovani part primert (napiiklad NCBI Primer design tool; Primer3).
Z&kladni kriteria pro vybér primeru:

— velikost v rozmezi 15-30 part basi

—  pomér G-C part 40-60 %

— mit stejnou teplotu tani (Tt) v rozmezi mezi 52-58° C; popt. Tt lisici se maximalné o 5°C
— nasednout na své piesné komplementarni sekvence a to za stejné teploty

— netvofit sekundarni formace (naptiklad vlasenkové smycky), dimery a obsahovat

sekvence navzajem komplementarni ¢i koncové palindromické sekvence

Optimalizace teploty, pfi niz dochazi k nasednuti primert, je jednim z dalSich
teplota tani (Tt) jednoho z paru primera. Pti nizké teploté dochazi k nespecifické amplifikaci
produktu. Naopak vysoka teplota vede k nizkému vytézku reakce.

Templatovda DNA miZe pochazet jak z Cerstvych, tak fixovanych ¢i archivnich vzork.

Malé mnozstvi ¢i nizka kvalita templatové DNA neni pro PCR zasadnim problémem.
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S kriticky malym mnozZstvi templatové DNA Ize bojovat sniZzenim teploty pii
nasednuti primerti. Velmi nizké kvalité¢ vzorkl lze ptfizplsobit optimalizaci primeri —
amplifikaci krat$ich sekvenci (Lorenz 2012).

Slozeni a optimalizace reak¢éni smési muze také zvysit vytézek a specifi¢nost PCR.
Zakladni slozkou smési jsou deoxynukleosidtrifosfaty (dATP, dTTP, dCTP, dGTP), které
jsou termostabilni a slouzi jako pomyslné staveni kameny pro praci DNA polymerazy. Déle je
ptidavana pufrovaci slozka. Hodnota pH a teplota pufru zavisi na zvolené DNA polymeraze.
Naptiklad optimalni hodnota pH pro spravnou funkci Taq polymerazy ¢ini 7,4 (Eom, Wang,
and Steitz 1996); optimum Tpa polymerazy az 8,4 (Lee et al. 2010). DNA polymerazy
vyzaduji mimo jiné i piitomnost hofe¢natych ionti (Mg?*), které funguji jako kofaktor po
celou dobu reakce. Zména koncentrace hofeCnatych iontli je zaroven jednim z
nejjednodussich €inidel pro manipulaci s cilem zvySeni vytézku amplifikovanych produkta
(Lorenz 2012).

Pro stabilizaci a ulehceni reakce je ptidavano dalsich soli (naptiklad KCI, NaCl). Pro
prevenci tvorby dimert primerd a zvySeni vytézku produktl 1ze pridat koagulacni proteiny
napiiklad hovézi trombin ¢i albumin (Zhang et al. 2014).

Kdyz je PCR dokoncena, jsou produkty reakce analyzovany gelovou elektroforézou
Casto nasledovanou Southernovo blottingem a hybridizaci (Baumforth et al. 1999).

Hlavni vyhodou PCR je zejména jeji vysoka citlivost. Ta je vSak zaroven spojena s
nachylnosti ke kontaminaci neboli k falesn¢ pozitivnim signalim. Ke kontaminaci dochazi i
extrémné malym externim materidlem napiiklad pfi michani reakénich cinidel, popiipadé
zbytkovym materialem z piedchoziho experimentu. Je proto zadouci dodrzovat opatieni jako
jsou oddélené mistnosti pro piipravu a samotnou analyzu. Samoziejmosti je sterilizace
nastroji. Dal$im opatfenim je pouziti negativnich ¢i pozitivnich kontrol. Pozitivni kontroly
jsou zalozeny na amplifikaci vzorku, ktery jisté obsahuje cilovou DNA. Pro ucely negativni
kontroly dochéazi k vynechani jedné ze slozek reakce (DNA polymerdzy, primeru, nebo
dokonce samotného templatu) (Banasik, Stanistawska-Sachadyn, and Sachadyn 2016).

Aplikace klasické PCR a jejich modifikaci lze uzit v mnoha rtznych oblastech
prenatalni diagnostiky (Langlois and Duncan 2011), onkologie (Raj, Moreno, and Gomella
1998), mikrobiologie (Lee et al. 2010) ¢i forenznich véd (Zubakov et al. 2010).
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5.1.1. Modifikace PCR

Vétsina modifikaci PCR se od vySe popsané¢ho protokolu standardni PCR o mnoho

nelisi. I malou zménou lze v§ak dosahnout konkrétniho cile.

Multiplex PCR reakci Ize na rozdil od klasické PCR dosédhnout amplifikace dvou nebo
vice cilovych sekvenci. To je umoznéno pfidanim vice nez jednoho paru primera do reakéni
smési. Metoda byla od svého zavedeni v roce 1988 uspé$né pouzita v mnoha oblastech
testovani DNA a to v¢etné analyzy deleci, mutaci a analyzy polymorfisma (Markoulatos,
Siafakas, and Moncany 2002). Multiplex PCR lze také pouzit detekci zmén koncentrace
jednotlivych molekul mRNA. Hovofime tak o semi-kvantitativni detekci (Baumforth et al.
1999).

PCR spojena s reverzni transkripci (RT-PCR) piedstavuje metodu pii které je reakce
reverzni transkriptazy nasledovana amplifikaci formou PCR. Jedna se o jednu z
nejsensitivnéj§ich a nejuniverzalnéjsich metodou vyvinutou pro analyzu genové exprese
v burikach a tkanich. Prabéh analyzy spoc¢iva v inicialni konverzi RNA na komplementarni
DNA (cDNA) pomoci reverzni transkriptazy, nejcastéji izolované z vira (napiiklad ptaci
myeloblastovy virus, AMV). Vysledna jednofetézcovd cDNA je posléze pomoci Taq-
polymerazy pii standartni PCR amplifikovana na dvoufetézcovou cDNA, kterd se pak
amplifikuje dale pii dalSich cyklech. Existuje mnoho strategii pro ziskani inicialni
jednofetézcové cDNA: za pomoci reakce sreverzni transkriptdzou, pouziti nahodného
hexameru jako antisense PCR primeru, nebo pfipojeni oligo d(T) primert na poly(A) konec
mRNA. Dnes jsou jiz k dispozici sety, které umoziuji provadét reakci reverzni transkriptazy a
naslednou PCR ve stejném pufru, coz vyrazné snizuje riziko kontaminace. Vyuziti nachazi
zejména zejména v onkologii pro detekci MRNA kddujici nadorové antigeny (Yamaguchi et
al. 2000).

Analyza sekvenci nukleovych kyselin ma dulezitou roli v mnoha oblastech
biologického vyzkumu. K tomuto uceld slouzi kvantitativni RT-PCR, ktera a je v mnoha
ptipadech jedinou metodou of vivo schopnou piesné kvantifikace mMRNA (Huggett et al.
2005; Heid et al. 1996). Zminit v tomto piipadé lze experiment zaméfeny na kvantifikaci
specifickeé antigenni mMRNA prostaty onkologickych pacientd (Gelmini et al. 2001).

Vysledky klasické analyzy PCR maji kvalitativni  charakter. Mnozstvi
amplifikovaného produktu na konci reakce 1ze obecné urcit dle intenzity pruhu ziskaného

elektroforézou, ale pfesnou hodnotu je mozné urcit pouze pomoci kvantitativni PCR (gPCR).
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Tato metoda umoznuje kvantifikaci mnozstvi cilové sekvence v celém vzorku. Velkého
uspéchu se pomoci qPCR podaftilo dosahnout naptiklad v detekci lidského genu HER2-neu,
ktery je amplifikovan ve 30 % piipada karcinomu prsu. Experiment tak dokézal spojitost
amplifikace genu s n¢kolika parametry tohoto onemocnéni v¢etné lepsi prognédzy (Slamon et
al. 1987).

Jedna se taktéz o velmi spolehlivou metoda pro detekci trizomii, ktera nahrazuje
konvencni cytogenetickou analyzu zejména v ptipadech, kdy je vysetieni provadéno z divoda
zvySen¢ho rizika vzniku aneuploidii chromosomu 13, 18, 21 a pohlavnich chromosomi
(Langlois and Duncan 2011).

Alelové specificka PCR (AS-PCR) je vyuzivana pro detekci predem znamé alely, ¢i
mutace. Pokud templatova DNA hledanou sekvenci obsahuje, na konci PCR reakce vznika
namnozeny produkt. AS-PCR se proto pouziva pro testovani trombofilnich mutaci jako jsou
Leidenské mutace a mutace G20210A (Hertzberg 2005). Nové také pro retrospektivni studie
mutace IDHI genu, ktery je fazen k novym nejslibnéj$im diagnostickym a prediktivnim
biomarkeram gliovych nadort (Loussouarn et al. 2012).

Nested PCR (nPCR) je uréena k minimalizaci nespecifickych vazeb produktu na
primer v priabéhu amplifikace. K vyuziti metody se pfistupuje zejména v piipadech, kdy
zkoumana DNA obsahuje velké mnozstvi paralognich gent. Pro potieby nPCR je nutné

pouzit dvé sady primeri

5.2. MAPH (Multilocus amplifiable probe hybridization)

MAPH je metoda odvozena od PCR, a tak zahrnuje pfisnou pifipravu a optimalizaci
sond i dalsich slozek reakce (Patsalis et al. 2005). Sondy mohou byt cileny velmi specificky
na jakoukoliv oblast chromosomu, cely chromosom a dokonce i cely lidsky genom. Velikost
sond pro MAPH se pohybuje v rozmezi 140-600 nt a poskytuje tak extrémné vysoké rozliSeni
a je schopna detekovat i velmi malé delece ¢i duplikace. Délka jednotlivych sond musi byt
rozdilna, jelikoZ slouZi k rozdéleni sond pti zavérecné elektroforéze.

Hybridizace probiha na nylonovych mftizkach, kde je denaturovana templatova DNA
imobilizovana (Sellner and Taylor 2004; J. a Armour et al. 2000). Celkové mnozstvi
templatové DNA potiebné k analyze (0,5-1 pg) je srovnatelné s mnozstvim potiebnym
napiiklad pro komparativni genomovou hybridizaci, se kterou je MAPH casto porovnavana
(Rooms, Reyniers, and Kooy 2005). Pti hybridizaci se navazi pouze sondy komplementarni se

sekvencemi imobilizované DNA. Ostatni, nenavazané, sondy jsou po probéhlé hybridizaci
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dukladné¢ odmyty a na vzorku tak zustavaji sondy specificky navazané. Nedostatecné omyti
nespecificky vdzanych sond vede ¢asto ke kontaminaci reakce, proto tomuto kroku potieba
vénovat dostateénou pozornost (Sellner and Taylor 2004). Navédzané jsou amplifikovany
pomoci PCR a kvantifikovany gelovou elektroforézou. Vsechny sondy jsou ohrani¢eny
stejnou sekvenci, a tak lze pro jejich amplifikaci pouzit PCR pouze s jednim parem primert
(Sellner and Taylor 2004). Tato amplifika¢ni schopnost sond je pro MAPH kli¢ova. Mnozstvi
jednotlivych amplifikovanych sond jsou pifimo umérné poctu kopii sekvenci analyzované
DNA a slouzi tak ke kone¢nému vyhodnoceni experimentu (J. A. L. Armour et al. 2002).

Limitujicim prvkem MAPH mize v nékterych piipadech byt skute¢nost, Ze zavére¢na
detekce gelovou elektroforézou je schopna vyhodnotit v praméru pouhych 40 vzorku. Tento
problém fe$i nahrazeni gelové elektroforézy technologii mikro¢ipi. Obnovené a
amplifikované specifické sondy jsou znovu hybridizovany na mikro¢ipu s komplementarnimi
sekvencemi, naskenovdny microarray skenerem a vyhodnoceny pocitaovym softwarem.
ArrayMAPH je tak kombinaci vysoké citlivosti a specifity a mozZnosti analyzy velkého
mnozstvi sekvenci DNA. Nabizi se tak potencionélni alternativa k analyze arrayCGH
(Patsalis et al. 2005).

Klasicka technika MAPH neni naro¢na na piipravu ani provedeni a komplikace
v pribshu reakce nejsou ¢asté. Uspéch zaznameniavda MAPH zejména ve screeningu
subtelomerickych oblasti chromosomt. Tyto oblasti jsou obecné¢ vysoce polymorfni a
s nejvyssi hustotou geni. Chromosomalni pfestavby téchto oblasti Casto stoji za vznikem
poruch uceni, hematologickych malignit ¢i opakovanych potrati. Analyza MAPH téchto
oblasti zna¢né pievySuje analyzu FISH zejména ve schopnosti analyzy vyrazné vétSiho poctu
vzorkl najednou, ale i v citlivosti a pfehlednosti metody (Hollox et al. 2002; Pickard et al.
2004).

Sondy ruzné deélky Separace sond gelovou elektroforézou
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| @
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A Obr. 13. Schematické znazornéni analyzy MAPH 30
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5. 3. MLPA (Multiplex ligase-dependent probe amplification)

MLPA spociva v pouziti dvou oligonukleotidovych sond pro kazdou jednotlivou
sekvenci. Kazda ze sond se sklada ze dvou ¢asti. Prvni sonda je slozena ze specifické cilové
sekvence o délce 20-30 nukleotidt a univerzalni sekvence primeru. Druh& sonda je sloZzena z
delsi specifické cilové sekvence (25-43 nukleotidii) a univerzalni sekvence primeru na strané
druhé. Mezi dv¢ ¢asti druhé sondy je navic vlozen nahodny fragment o variabilni delce, ktery
slouzi k rozliSeni jednotlivych sond. Dlouhé sondy jsou od M13 bakteriofagu derivované
oligonukleotidy. Kratké sondy jsou syntetické. Stejné jako u MAPH, ma kazda z pouzitych
sond rozdilnou délku, aby mohly byt vzijemné rozliSitelné pii zévéreCné kapilarni
elektroforéze (Schouten et al. 2002).

Sondy jsou posléze hybridizovany s cilovou (pfedem denaturovanou) DNA a zaroven
je pridan pufrovaci roztok s obsahem ligazy. Pokud nalezne sonda v analyzované DNA
komplementarni sekvenci, dochazi k liga¢ni reakci. Diky zminénému rozdéleni sond jsou
ligovany pouze ty sondy, které hybridizuji s cilovymi sekvencemi vysetfované DNA a tak
pouze tyto sondy mohou byt amplifikovany metodou PCR (Rooms, Reyniers, and Kooy
2005). Pied spusténim PCR je nutné tepelné inaktivovat piidanou ligazu. Samoziejmosti je
také piidani PCR primert. Pro leps$i orientaci je pocatek jednoho z primert fluorescenéné
znacen.

Mnozstvi amplifikovného produktu je pfimo umérné mnoZstvi detekované cilové
DNA ve vzorku, lze proto provést snadnou kvantifikaci vzorku kapilarni elektroforézou
(Sellner and Taylor 2004).

I pies to, ze je MLPA metodou velmi mladou (poprvé piedstavenou v roce 2002), je
jiz bézné vyuzivana jak ve vyzkumnych projektech, tak i klinické praxi. Pro valnou vétSinu
Castych lidskych onemocnéni jsou v dnes$ni dobé komer¢né dostupné kity, které zasadnim
zpusobem celou metodu zjednodu$uji. Nejéastéji slouzi k detekci genetickych nadorovych
markertt napiiklad BRCA1 a BRCA2 (Hogervorst et al. 2003; Bunyan et al. 2004) c¢i
onkogent jako je N-myc (Vicha and Eckschlager 2008) .

Casto je MLPA vyuzivana také jako screeningovy nastroj prenatalni diagnostiky
(Gouas et al. 2015) ¢i ruznych poruch jako jsou mentalni retardace (Mandal et al. 2009).

Za zminku taktéz stoji uplatnéni MLPA v detekci deleci dystrofinoveho genu, které

vvvvvvv
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Navrh a optimalizace sond je proces ¢asto velmi zdlouhavy a naro¢ny, v dnesni dobé

lze vSak vyuzit dostupnych softwarti ¢i webovych serverid, které jsou schopny pomoci

riznych algoritmti navrhnout sondu v rapidnim ¢ase a s vysokou piesnosti (Pantano et al.

2008).
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6. Zavér

Vyvoj cytogenetickych technik zdsadné ovlivnil historii molekuldrnich véd a huménni
mediciny, kde zavedeni kazdé nové metody vedlo k detekci stale vétsiho poctu vétSich ¢i
menSich chromosomalnich abnormalit, spojenych sriznymi onemocnénimi. Ackoliv
cytogenetika zaznamenava neustalé zdokonalovani pfedevS§im na molekularni Grovni, své
pevné misto maji i metody klasické. Moderni pfistupy pak stiraji rozdily mezi konvenc¢ni a
moderni cytogenetikou. Klasické metody stale zlstavaji zlatym standardem a nové
molekularni metody je mnohdy nahradit ani nemohou. Ackoliv mame k dispozici velmi
citlivé metody detekce, samostatné jsou vyuzivany jen ziidka. Ve vétsiné klinickych aplikaci
cytogenetickych metod dochazi ke vzajemnému prolinani a kombinaci novych a starych
pristupti cytogenetické analyzy. Klicovymi prvky jsou tak vybér spravné strategic a
kombinace ruznych technik. Konven¢ni metody jako je naptiklad pruhovani chromosomii
vétsinou jen naznaci oblast, na kterou méa byt aplikovana dalsi metoda. Pravé tyto kombinace
umoznuji obsahlou analyzu i komplexnich chromosomovych piestaveb. Dalsi vyvoj dnes
znamych technologii se bude pravdépodobné odehravat na poli automatizace jednotlivych
procesti. Naopak vyvoj zcela novych technologii bude pravdépodobné zaviset na lepSim
poznani struktur a funkci jednotlivych chromosomtl.

Zékladni charakteristiky a moznosti vyuziti cytogenetickych metod popsanych v této praci

jsou shrnuty v Tabulce 1.
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Tabulka 1. Porovnani cytogenetickych metod
(Lichtenbelt et al. 2011; Salman et al. 2004; Speicher & Carter 2005; Schouten et al. 2002; Su et al. 2015; Pang et al. 2015; Talkowski et al. 2011)

Komplexita Numerické "
, Strukturni aberace ,
analyzy Pokrvti odchylky Analyza
Metoda Rozliseni [~ 7] A e e interfaznich | Konkrétni vyuziti
Samostatna/ | 9€NOMU | poyploidie/ | Nebalancované Balancované Marker jader
doplikova aneuplodie | delece/duplikace | inverze/translokace | chromosomy
Pruhovaci A0
. 5-8Mb S/D kompletni o/e ° ° ol NE cytogeneticka
techniky !
analyza
FISHv | 50,5 kbp D specifické oo o . o ANO? Siroké spv(_elftrum
konven¢€ni sondy vyuziti
M- .
kocytogenetika,
FISH/SKY ) ole o%e ole onkoc e
COBRA 2-3 Mb D kompletni . . ° . NE analyzy sIozﬂych
FISH translokaci
vizualizace genu a
fiber-FISH @ >1000 bp D ? ° ° ° ) NE drobnych
elementd
komplexni
M-BAND 5-10Mb D kompletni ) ° ° ° NE chromosomalni
prestavby
I-EISH 5 s/D specifické oo . . o ANO onkocyt,ogenetlka,
sondy drobné aberace
korcnig:'éni 3-10 Mb S kompletni ° ° o ) ANO onkocytogenetika
Array CGH | 1kb-1Mb* S/ kompletni ofe - 5 . ANO onkocytogenetika,
mikrodelece
10kpb- 2 5 Siroké spektrum
PCR 100pb S/D kompletni ° ) ° ° ANO vyuziti
MAPH | >100 pb SID kompletni . . ° . ANO S'rijyi';ei’t‘lf”“m
MLpA  100pDb S/D kompletni . . o . ANO i) & S AT
(1pb) vyuziti

e schopnost detekce

o neschopnost detekce

? neni znamo, nelze urcit, nepouziva se
L velmi limitné&; 2 centromerické a lokus specifické sondy; ° ne inzerce; v zavislosti na typu mikrogipu (BAC/oligonukleotid), ° pouze long-range PCR
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Seznam pouzitych zkratek:

ALL acute lymphoblastic leukemia . akutni_lymfoblasticka leukemie
AML . acute myeloid leukemia ______ akutni myeloidni leukemie
AS-PCR . allele-specificPCR | alelové specifickd PCR

BAC o] bacterial artificial chromosome | umélé bakterialni chromosomy
BRCA1/2 ... .| brestcancer1/2 karcinom prsu typ 1/2

CCD. charge-coupled device . zafizeni s vazanymi naboji

CDNA complementary DNA . komplementarni DNA

CGH comparative genomic hybridisation __komparativni genomova hybridizace
COBRAFISH combined binary ratio labeling FISH

CO-FISH . . chromosome orientation FISH

DAPL 4'.6-diamidino-2-phenylindole . 2-(4-amidinofenyl)-1H-indol-6-carboxamidin
dATP deoxyadenosine triphosphate ______deoxyadenosintrifosfat

dCTP deoxycytidine triphosphate deoxycytidintrifosfat

armP deoxythymidine triphosphate _______deoxycytidinmonofosfat

aGTP deoxyguanosine triphosphate ______deoxyguanosintrifosfat

DOPPCR . .. degenerate oligonucleotide-primed PCR

FISH .. fluorescent in situ hybridisation fluorescencni in situ hybridizace
FITC fluorescein isothiocyanate fluorescein-5-isothiokyanat
MYH11 ] myosin heavy chain 11

Her-2/neu | human epidermal growth factor receptor 2

I-EISH interphase FISH interfazni FISH

gRT-PCR ... . quantitative reverse transcription PCR

MAPH ] multilocus amplifiable probe hybridization

MCB/mBAND | multicolor banding__________ mnohobarevné pruhovani

M-FISH ... multiplex FISH vicebarevna FISH

MLPA ] multiplex ligase-dependent probe amplification

PCR ] polymerase chain reaction polymerazova fetézova reakce
PDG preimplantation genetic diagnosis ___preimplantaéni genetické vySeteni
PHA phytohaemagglutinin ________ fytohemaglutinin

PNA ] peptide nucleicacid | peptidova nukleova kyselina

PWS ] Prader-Willissyndrome Prader-Williho syndrom

Q-FISH . quantitative FISH kvantitativni FISH

aPCR__ quantitative PCR kvantitativni PCR

RT-PCR_ ] reverse transcription PCR

SKY o spectral karyotyping

SMS Smith-Magenis syndrome . Smith-Magenistiv syndrom
TRITC ] tetramethylrhodamine tetramethylrhodamin-5-isothiokyanat
VKEsyndrom velo kardio facial syndrome

YAC o) yeast artificial chromosome um¢l¢é kvasinkove chromosomy
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