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SAZETAK

Genetika je mlada znanost koja se bavi proucavanjem zakonitosti nasljedivanja, sli¢nosti i
razlicitosti zivih organizama. Genetika proucava strukturu i funkciju gena, nasljedivanje

gena, promjene koje se dogadaju u organizmima i mnoge uzrocnike bolesti.

Citogenetika je grana genetike koja prouCava stani¢ne strukture koje su odgovorne za

nasljedivanje. Tako ona istrazuje gradu i broj kromosoma, smjestaj gena i mutacije.

Cilj ovog rada bio je opisati metode u stani¢noj genetici, citogenetici.

U radu su detaljno opisane metode protocne citometrije i metoda fluorescnetne in situ
hibridizacije (FISH).

Protocna citometrija je metoda koja omogucava brzu, osjetljivu i to¢nu analizu velikog
broja staniénih komponenti. Ona se koristi za izolaciju specifi¢nih stanica ili stani¢nih
jezgri iz smjese stanica na osnovu razli¢itog rasprsivanja svjetlosti, odnosno fluorescencije.
Upravo fluorescencija razdvaja stanice koje su obiljezene razli¢itim fluorescentnim

reagensima.

Fluorescentna in situ hibridizacija je tehnika koja uz pomo¢ nukleinske sonde, odnosno
probe, uocava odredenu sekvencu u kromosomu. Sonda predstavlja fluorescentno oznacenu
molekulu DNA koja je komplementarna sekvenci genoma kojeg treba otkriti. Tako je ovom
tehnikom moguce ¢itave kromosome predstaviti u bojama. Metoda FISH upotrebljava se za
identificiranje gena, dijelova gena, kromosoma i za otkrivanje pojedinih promjena u

kromosomima.

Kljuéne rije€i: genetika, metoda proto¢ne citometrije, fluorescentna in situ hibridizacija



SUMMARY

Genetics is a young science that deals with the study of the laws of inheritance, similarities
and differences of living organisms. Genetics studies the structure and function of genes,
gene inheritance, changes that occur in organisms, and many pathogens.

Cytogenetics is a branch of genetics that studies cellular structures responsible for
inheritance. Thus, she investigates the structure and number of chromosomes, gene

placement and mutations.

The aim of this work was to describe methods in cellular genetics, cytogenetics.

This work describes the flow cytometry method and the fluorescent in situ hybridization
(FISH) method.

Flow cytometry is a technique that allows fast, sensitive and accurate analysis of a large
number of cellular components. It is used to isolate specific cells or cell nuclei from a

mixture of cells based on different light scattering or fluorescence.

Fluorescent in situ hybridization is a technique that uses a nucleic to detect a specific
sequence in a chromosome. The probe is a fluorescently labeled DNA molecule that is
complementary to the sequence of the genome to be detected. Thus, with this technique, it
is possible to present entire chromosomes in colors. The FISH method is used to identify

genes, parts of genes, chromosomes and to detect individual changes in chromosomes.

Keywords: genetics, flow citometry method, fluorescent in situ hybridization
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uvoD

U genetici, pojam koji oznacava prenosenje genske informacije s roditelja na potomstvo,
tijekom generacije, naziva se nasljedivanje. Poprili¢no je rasireno pogre$no misljenje da se
generacijski nasljeduju i osobine, no znamo kako se nasljeduju geni, koji se pod utjecajem
okoline ispoljavaju na potomstvu. Najvaznija osobina svih organizama je njihova
posebnost, odnosno ¢injenica da niti jedna jedinka nije ista. Svaki organizam razvija se
prema ve¢ odredenom nacrtu koji je zapisan u genima, dok s druge strane svaki organizam
ima neograni¢enu raznolikost u vidu ponasanja i svojih osobina. Spoj genetskih osobina i
vanjskih utjecaja daju osnovu za evolucijske promjene 1 Cine svaki organizam

individualnim.

Napretkom tehnologije omogucena je identifikacija pojedinac¢nih kromosoma, razlikovanje
jednog kromosoma od drugog, identifikacija gena i dijelova gena, te otkrivanje promjena u

kromosomima koji su uzroci raznih bolesti.

U ovom su radu opisane dvije znacajne metode koje se koriste u stani¢noj genetici.

Metoda protocne citometrije (eng. flow cytometry; FCM) daje brzu i to¢nu analizu velikog
broja stani¢nih komponenti. Glavna prednost ove metode su jednostavnost i brzina njene
izvedbe. Proto¢na citometrija svoju je upotrebu pronasla u klinickoj dijagnostici,
biotehnologiji, genetici, molekularnoj biologiji, biologiji, farmakologiji i drugim sli¢nim

istrazivanjima.

Metoda fluorescentne in situ hibridizacije (FISH) temelji se na osnovnom nacelu
molekularne genetike, odnosno na hibridizaciji dviju komplementarnih sekvenci. Metoda
koristi nukleinsku probu, odnosno sondu, kako bi uo¢ila odredenu sekvencu u kromosomu.
Sonda predstavlja fluorescentno obiljezenu molekulu DNA koja je komplementarna

sekvenci genoma koji se treba detektirati.



1. OPCIDIO

1.1 UVOD U GENETIKU

Genetika (od starog grckog genetikos, genitiv od genesis, §to znaci “podrijetlo”), relativno
je mlada znanost, a naziv “genetika” 1905. godine prvi put upotrijebio je William Bateson.

Genetika je znanost koja se bavi prou¢avanjem uzroka i zakonitosti nasljedivanja kod Zivih
bi¢a, njihovih medusobnih sli¢nosti 1 razli€itosti. Bavi se strukturom 1 funkcijom gena,
ponasanjem gena u stanicama ili organizmima, nasljedivanjem gena, rasprostranjenosti,
varijacijama 1 promjenama koje se dogadaju u populaciji, trazi uzroke mnogih bolesti i

anomalija.) Predmet proudavanja joj je organizam koji je spoj okoline i naslijeda.

Glavni zadaci genetike su:
e Utvrditi kako se prenose osobine s roditelja na potomstvo
e Utvrditi ¢imbenike koji odreduju nasljedne osobine
e Odrediti na¢ine na koji se mijenjaju odredene osobine ili stvaraju nove

e Primijeniti spoznaje u praksi®

1.1.1 GENI

Gen je osnovna jedinica nasljedivanja, preko koje se nasljedne osobine prenose sa roditelja
na potomstvo; uputa je za izgradnju zivog organizma. Gen je slijed odredenog broja
nukleotidnih parova u molekuli deoksiribonukleinske kiseline (DNA) ili ribonukleinske
kiseline (RNA), koji kodira informaciju za protein, procesima transkripcije ili prepisivanja,

u glasnicku RNA (messenger RNA ili mRNA) i translacijom ili prevodenjem, u protein.

Jezgra svake Zive stanice sadrzi gene tipine za tu vrstu, a koji se nalaze u linearnom slijedu
u kromosomima jezgre.®) Geni su rasporedeni linearno uzduz lanaca sekvence DNA,

zvanih kromosomi.



Prva spoznaja o postojanju gena proizisla je od G. Mendela, koji je prilikom prikazivanja
rezultata svojih eksperimenata krizanja doSao do spoznaje da postoje “stanicni elementi” ili
“faktori” koje nasljeduje svaki organizam od svojih roditelja i koji odreduju njegova
svojstva i osobine. Walter Stanborough Sutton (1903) povezuje Mendelove “faktore
nasljedivanja” i kromosome. Wilhelm Ludvig Johannsen je 1909. uveo naziv gen, a Th. H.
Morgan u svojim pokusima je dokazao da je svaki pojedini gen smjesten na odredenome
mjestu, tzv. genomskom lokusu u kromosomu, i da svaki kromosom nosi vise gena koji se

nazivaju vezani geni.®

1.1.2 KROMOSOMI

Kromosomi su nositelji nasljednih ¢imbenika, odnosno gena. To su nitaste tvorevine U
stani¢noj jezgri biljaka i Zivotinja (eukariota) te u stanicama bakterija i virusa (prokariota).
Svaki je kromosom izgraden od molekule DNA i mnostva bjelan¢evina zvanih histoni.®

Kromosomi se oblikuju na nac¢in da se molekula DNA namata oko 8 okruglih bjelan¢evina,

histona. Tada DNA postaje kraca i §ira, te se uklapa u stani¢nu jezgru.

Slika 1. Struktura gena i kromosoma®



1.1.3 STRUKTURA NUKLEINSKIH KISELINA

U svim stanicama zivoga svijeta postoje dva tipa nukleinskih kiselina: ribonukleinska
kiselina (RNK ili RNA) ideoksiribonukleinska kiselina (DNK ili DNA). Nukleinske
kiseline (lat. nucleus: jezgra) su polimeri polinukleotidi (polimeri nukleotida). Nukleotid je
spoj graden od:

e Sedera pentoze: riboze za ribonukleotid ili deoksiriboze za deoksiribonukleotid

e Fosforne kiseline

e Dusi¢ne baze: pirimidinske (citozin, timin, uracil) ili purinske (adenin, gvanin)(®

Obje nukleinske kiseline sadrze purinske duSi¢ne baze adenin (A) 1 gvanin (G) te
pirimidinsku bazu citozin (C). U molekuli DNA druga pirimidinska baza je timin (T), dok
je u molekuli RNA uracil (U). Dusi¢ne baze C-G povezane su s tri vodikove veze, a A-T
(ili A-U kod RNA) s dvije vodikove veze.

DNA je osnovna grada gena, a sastoji se od 2 nukleotidna lanca koja se nalaze u obliku
spiralne zavojnice, povezane medusobno komplementarnim nukleotidima na suprotnim

stranama unutar dvaju lanaca. U eukariotskim organizmima DNA je smjeStena u jezgri.

Slijed nukleotida u genu u stanici se prevodi, translatira, kako bi se stvorio lanac
aminokiselina, od ¢ega nastaju polipeptidi. Slijed aminokiselina u proteinu odgovara slijedu
nukleotida u genu. Ovaj odnos izmedu slijeda nukleotida i slijeda aminokiselina naziva se
genskim kodom. Proteini su bitni jer provode skoro sve funkcije koje su stanici potrebne za

Zivot.®
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Slika 2. Molekula DNA®

1.1.4 POVIJEST GENETIKE

lako je genetika kao znanost nastala tek teoretskim i eksperimentalnim radom Gregora
Mendela sredinom 19.stolje¢a, i1 prije njegova rada postojale se teorije o nasljedivanju.
Jedna od njih, za vrijeme Mendelova Zivota, bila je teorija o izmijeSanoj nasljednosti,
odnosno da potomci nasljeduju srednju vrijednost osobina svojih roditelja. Tu je teoriju
pobio Mendel dokazuju¢i da osobine nastaju kombinacijom viSe gena. U to vrijeme takoder
je bila popularna ideja Jean-Baptiste Lamarcka o nasljedivanju ste¢enih osobina, to¢nije da
potomci nasljeduju iskustva svojih roditelja, Sto se takoder pokazalo kao neispravno. Druga
teorija bila je pangeneza, poprilicno sloZena teorija, Charlesa Darwina koja je ukljucivala 1

steGene i nasljedene osobine.®

1.1.5 VAZNA OTKRICA U GENETICI

1865. godine G. Mendel postavlja temeljne zakone o nasljedivanju predstavljene
u "Versuche uber Pflanzenhybriden™ ("Eksperimenti hibridizacije biljaka™). Thomas Hunt
Morgan je 1910. godine proucavanjem vinske musSice dao teoriju da se geni nalaze u

kromosomima.®



1869. Johannes Friedrich Miescher otkrio je deoksiribonukleinsku kiselinu. 1z jezgri
ljudskih leukocita izolirao je tvar koja je bila bogata fosforom i dusikom, te ju nazvao
“nuklein”.®

1944. godine Oswald Theodore Avery i suradnici otkrili su da je upravo molekula DNA

nositelj geneticke upute (tj. da je DNA nasljedni materijal).

Slika 3. Biokovsko zvonce (Autor: lvana Carev)

James D. Watson i Francis Crick su 1953. godine otkrili strukturu DNA. U svom modelu
DNA su predstavili kao molekulu sadrZzanu od dva lanca koja su medusobno uvijena. Dosli
su do saznanja da se nasuprot baze A uvijek nalazi baza T, a nasuprot baze C baza G. Iz
toga se moze vidjeti da raspored baza na jednom lancu odreduje raspored baza na drugom,
komplementarnom lancu, odnosno ukazuje se na jednostavnu metodu dupliciranja: ako se

vrpce podijele, na osnovu sekvence stare vrpce, moze se rekonstruirati nova vrpca.®
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Slika 4. Dvostruka uvojnica DNA®9)

Iako je grada DNA otkrila kako djeluje nasljedivanje, ostalo je nejasno kako DNA utjece na
ponasanje stanica. U narednim godinama znanstvenici su nastojali otkriti kako DNA
kontrolira proces stvaranja proteina. Otkrili su da stanica koristi DNA kao kalup za
stvaranje glasnicke RNA (mRNA-messenger RNA), ¢iji se slijed nukleotida koristi za

stvaranje slijeda aminokiselina u proteinu.

Vazan napredak dogodio se 1977. godine kada je Frederick Sanger razvio tehnologiju
sekvenciranja DNA koja znanstvenicima omogucava Citati slijed nukleotida u DNA
molekuli. Kary Banks Mullis osmislio je tehniku lanc¢ane reakcije polimerazom (PCR)
kojom je omoguéen brz nadin za izoliranje i umnoZavanje odredenog dijela DNA.?®

Najve¢im napretkom smatra se sekvenciranje ljudskog genoma 2003. godine.

1.2 JEDINSTVO | RAZNOLIKOST

Glavna karakteristika svih organizama je njihova individualnost, odnosno €injenica da dvije
jedinke nisu iste. Svi organizmi imaju biolosku predodredenenost za fizicki oblik i nacin
ponasanja, dok u isto vrijeme znamo da postoji neograni¢ena raznolikost individualnih
izgleda, osobina i pojava u ponasanju. Ove dvije pojave su rezultat evolucije. Prva daje

kontinuitet s vremenom, odnosno ogranizam se razvija prema ve¢ odredenom nacrtu koji je



kodiran u genima, dok druga pojava daje osnovu za evolucijske promjene. Utjeca]
genetskih osobina, koje se u genima prenose s roditelja na potomke, te utjecaj okoline ¢ine

individualnost svakog organizma.®V

Slika 5. Plavi encijan (Autor: Ivana Carev)

1.2.1 GENOTIP I FENOTIP

Genom je svukupna DNA nekog organizma. Obuhvaca kako gene, tako i sve ostale

nekodirajuée nizove nukleotida.*?

Genotip predstavlja sumu svih gena u genskim lokusima koji odreduju nasljedna svojstva
nekog organizma.®® Tako geni sadrze informacije koje organizam upotrebljava za svoje
normalno funkcioniranje, vaznu ulogu ima i okolina, odnosno fenotip organizma. Fenotip
je najjednostavnije definirati kao interakciju gena i okoline.!¥ On predstavlja ukupan
izrazaj organizma, tj. zbroj njegovih morfoloskih i fizioloSkih svojstava. Bitno je svojstvo

fenotipa da se na njemu ne mora uvijek izraziti Citav genotip. Neki geni mogu do¢i do



izrazaja tek u buduéim generacijama.® Svako je svojstvo organizma ponajprije izraz
genetski uvjetovanih procesa i djelovanja u njegovom razvoju. Fenotip ne izrazava
konstantno svojstvo organizma, nego on tijekom zivota i razvoja jedinke, podlijeze
razli¢itim promjenama koje su izazvane unutarnjim i vanjskim utjecajima (npr. djelovanju

okoline i starenju). Prema tome, organizam u svom kona¢nom obliku i stanju rezultat je

i (1415

djelovanja naslijeda i okoline u kojoj se nalaz

Slika 6. Ka¢un (Autor: Ivana Carev)



2. PREGLED METODA U STANICNOJ GENETICI

U stani¢noj genetici, citogenetici, postoji velik broj metoda koje se mogu koristiti, a neke
od njih su: metoda protocne citometrije, fluorescentna in situ metoda (FISH), genomska in
situ metoda (GISH), visebojna fluorescentna in situ hibridizacija (mFISH), primed in situ
DNA obiljezavanje (PRINS)

Genomska in situ hibridizacija (engl.genomic in situ hibridization, GISH) je metoda koja
omogucuje razlikovanje genoma u stanici. Koristi za razlikovanje genoma jednog roditelja
od drugog obiljezavanjem kromosoma jednog roditelja. *® Genomska in situ hibridizacija
predstavlja modifikaciju fluorescentne in situ hibridizacije i Siroko je koriStena u
proucavanju biljaka. Postala je jedna od najvaznijih tehnika za molekularnu citogenetiku. U
metodi FISH kao sonde se koriste specifi¢ne sekvence DNA, dok GISH metoda kao sondu

koristi ukupnu genomsku DNA neke vrste."

Visebojna fluorescentna in situ hibridizacija (eng.multicolor fluorescence in situ
hibridization, mFISH) koristi se za preciznu procjenu slozenih kromosomskih garnitura.
Metoda m-FISH nadopunjuje standardne citogeneticke metode, $to je korisno u deSifriranju
sloZzenih kromosomskih preslagivanja.

Primjena ove tehnike na ljudskim kromosomima zapocela je 1996. godine uporabom 24
sonde za slikanje ¢itavih ljudskih kromosoma u multipleksu FISH (M-FISH) i spektralnoj
kariotipizaciji.

Kompleti mFISH sondi za slikanje cijelog kromosoma uspjesno se koriste za potvrdivanje i
karakterizaciju translokacija, karakterizaciju kromosoma markera u klini¢koj genetici,

citogenetiki tumora, mutagenezi i radiobiologiji.*®

Tehnika in situ DNA obiljeZzavanja (eng.primed in situ DNA labeling, PRINS) alternativa
je FISH-u za otkrivanje nukleinskih kiselina.*® Metoda PRINS daje iste rezultate kao i
FISH metoda. Razlika je u tome $to se bojanje dobiva drugacije, jer je sonda u PRINS-u
neobiljeZena, a bojanje je rezultat sinteze obiljezene DNA na mjestima koja vezu sondu.®®
Ova metoda koristi se u ljudskoj citogenetici za mapiranje sekvenci koje se ponavljaju sa
malo kopija, za identifikaciju kromosoma, za otkrivanje aneuploidije u stanicama

sperme. 9
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2.1 PROTOCNA CITOMETRIJA

Proto¢na citometrija je metoda za mjerenje optickih karakteristika (flourescencija,
rasprSenje svjetlosti) izoliranih cCestica, bilo da se radi o stanicama, jezrama ili
kromosomima, koje teku jedna za drugom u uskom tekuéem toku kroz zraku svjetlosti.??
Tijekom zadnja dva desetljeca i izumom novih fluorokroma, prosirile su se primjene
proto¢ne citometrije, FCM-a, na razliita podrucja bioloSkih znanositi, baveéi se pitanjima
fenotipske manifestacije, prostorne raspodjele i1 evolucijskog znaCenja umnoZavanja
genoma (poliploidija), kromosomske varijacije (aneuploidija) te varijacije u veli¢ini
genoma.®? Upotreba FCM-a seze u klinicku dijagnostiku, biotehnologiju te mnoga
istrazivanja poput imunologije, molekularne biologije, genetike, farmakologije, zoologije,
botanike, biologije itd. Proto¢na citometrija omogucava odredivanje razli¢itih karakteristika
na stani¢noj (veli¢ina, oblik, stani¢ni ciklus) i unutar stani¢noj osnovi (sadrzaj DNA i RNA,

pH vrijednost, udio proteina, veli¢ina kromosoma itd.)?%

2.1.1 POVIJEST PROTOCNE CITOMETRIJE

Proto¢na citometrija razvijena je 1950-ih godina, ali njezina primjena u biljnoj znanosti
ozivjela je tek u kasnim 80-im, kada postaje vazna metoda za odredivanje koli¢ine DNA,

razine ploidnosti i analizu stani¢nog ciklusa.??

Ve¢ je 1973. njemacki botaniCar Friedrich Otto Heller koristio Impulszytophotometrie
(njem. pulsnu citofotometriju), koji nije ni znao da je pokrenuo novo polje znanstvenog
istrazivanja, a koje ¢e se tek naknadno nazvati proto¢na citometrija u biljkama.®® U svom
je radu Heller koristio hidroliticke enzime da bi razgradio stanicne stjenke i1 uspio
osloboditi jezgre. Metoda je bila dugotrajna pa su je ostali rijetko slijedili.?? Razvoj
citometrije dogada se 1983. kada David Galbraith i suradnici predstavljaju prakti¢nu i brzu
metodu za staniCno izoliranje jezgara iz tkiva biljaka. Od tada postaje glavna i
najpouzdanija metoda pripreme uzoraka u biljnoj proto¢noj citometriji. MoZe se analizirati
bilo koja vrsta uzorka jer su njezine Cestice (stanice, jezgre, kromosomi i druge)

suspendirane i reda su veli¢ine 0,2 do 50 um. Tkivo se usitni u staklenoj petrijevoj posudi
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koja sadrzi pufer za lizu, koji omogucava razaranje stani¢nih i nuklearnih membrana i

oslobadanje DNA, te fluorokrom. 2% %)

2.1.2 DIJELOVI CITOMETRA

Klasi¢ni protoé¢ni citometar sastoji se od pet dijelova:
1) izvor svjetlosti koji moze biti: laser, zivina ili ksenonska zarulja
2) proto¢na komora 1 fluidni sustav
3) opticki sklop kojeg ¢ine: lece, filteri 1 ogledala
4) dio za obradu signala

1. lzvor svjetlosti

Kao izvor svjetlosti, u citometriji, moguce je koristiti lasere i/ili lu¢ne Zarulje. Laseri daju
stabilan, uski snop jednobojne svjetlosti. Valna duljina ovisi o plinu kojim je ispunjena
cijev. Najcesce se koristi argonski ionski laser koji je podesen na valnu duljinu od 488 nm
(koji emitira tirkiznu boju). Od ostalih lasera u upotrebi su: helij-neonski laseri koji najvise
svjetla emitiraju pri 633 nm; crveni diodni laseri (635 nm); zeleni ¢vrsti laseri (532 nm) ili
helij-kadmijevi laseri s ultraljubiGastim pobudivanjem pri 325 nm. Glavni nedostatak

lasera je njihova visoka otkupna cijena.

Zivine, ili rijetko koristene ksenonske, lu¢ne lampe koriste se, u protoénim citometrima,
kao jeftin izvor svjetlosti. Glavnu prednost ovih lampi, u odnosu na lasere, daju im nizi

troskovi i jednostavno odrzavanje.%

2. Komora za protok

Komora za protok predstavlja sredi$nji dio instrumenta. Zadaca komore je prilagoditi
Cestice koje se kre¢u u uskom srediSnjem toku i poslati ih, jednu za drugom, u srediSte
izvora svijetlosti, Sto se postize tzv. hidrodinamickim fokusiranjem. Ubrizgavanje uzorka
vr$i se pomocu tekucine. Uglavnom se Koriste voda ili fizioloska otopina koje se krecu

12



ve¢om brzinom i uzorak drze u sredini, nakon ¢ega mlaz prolazi kroz otvor za suzavanje.
Cestice se krecu pojedinaéno i dolaze do tocke pobudivanja, s to¢noséu od oko 1 pm.
Brzina stujanja je 1-10 m/s, pa je u sekundi moguce analizirati nekoliko desetaka ili stotina
Gestica.!® Kao potpora hidrodinami¢kom fokusiranju koristi se tehnologija akusti¢nog
fokusiranja. Akusti¢ni valovi fokusiraju uzorak prije njegovog uvodenja u tekuéinu. Ovaj

postupak moze pomo¢i kako bi se dobili to¢niji podaci prilikom unosa uzoraka velikim
brzinama. ¥

Protocna citomerije: fluidnost

Uzorak (obojane
l stanice u suspenzij)

Fluid
Hidrodinamicko fokusiranje

. Stanice prolaze kroz medjj
/ pojedinacno

Milaznica

Detektirana fluorescencija
emitirana od obojenih
stanica

Prednje 1 straznje
raspreseno svjetlo
sa stanica-
detektirano

-

Izvor laserskog
svjetla

Slika 7. Proto¢ni citometar®>

3. Opticka montaza

Opticki dio instrumenta omogucuje fokusiranje zrake pobude, odabir potrebne valne

duljine, prikupljanje izlazne svjetlosti i njegovu isporuku u detektore.?%
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4. Dio za obradu signala

Svjetlosni snop fokusiran je na fotodetektore koji svjetlosni signal pretvaraju u impuls
elektri¢ne struje. Nakon pretpojacanja i daljnje obrade signal se pretvara u veliko pojacanje.
U komercionalnim proto¢nim citometrima dostupna su i linearna (koja se koriste za
procjenu sadrzaja nuklearne DNA) i logaritamska pojacala. Digitalni se podaci pohranjuju,
vizualiziraju 1 idu na analizu u ugradenom racunalu. Nakon pohrane, dobiveni se podaci

mogu podvrgnuti razli¢itim statistickim postupcima kako bi se dobili Zeljeni podaci. %24

2.1.3 OPTIKA | ELEKTRONIKA

Svaki fluorokrom ima $irok spektar fluorescencije, pa kombiniranjem vise fluorokroma
moze doc¢i do njihovog preklapanja, §to dovodi do nezeljenih rezultata tijekom analize. Ova
pojava naziva se preklapanje spektara. Kako bi se izbjeglo preklapanje koriste se opticki
filtri i dikroicna zrcala za filtriranje 1 premjeStanje svjetlosti na detektore. Za Sirenje
emitirane svjetlosti po detektorima, spektralna proto¢na citometrija koristi prizme ili
difrakcijske resetke, Sto omogucuje mjerenje punog spektra svake Cestice. Spektri koji su
izmjereni iz pojedinacnih stanica mijesaju se naknadno pomocu referentnih spektara svih

koristenih bojila, $to daje §iri dizajn panela.®?

2.1.4 PRINCIP RADA

Protocna citometrija- metoda koja se upotrebljava za izolaciju specifi¢nih stanica iz smjese
stanica na osnovu razli¢itog rasprSenja svjetlosti, odnosno fluorescencije, koja razdvaja
razliCite stanice koje su obiljeZene fluorescentnim reagensima.

Princip rada je sljedeci: koncentrirana suspenzija stanica mijeSa se s puferom koji se
upotrebljava za ubrizgavanje i stanice prolaze kroz snop laserskih zraka. Mjeri se emitirana
fluorescencija i rasprSenje svjetlosti svake stanice. Nakon toga suspenzija dolazi do otvora i
stvaraju se male kapljice koje zapravo sadrze po jednu stanicu. Kako se stvaraju kapljice,
nastaje negativan (-) naboj koji je proporcionalan koli¢ini fluorescencije te stanice. Stanice

pozitivnog (+) naboja ili one nenabijene odvajaju se u elektricnom polju, dok se kapljice

14



identi¢nog naboja skupljaju. Ovaj nacin razdvajanja stanica relativno je brz- do milijun

stanica u jednom satu. %)

Stanice obojans za:
e Anti A = Anti B antitijelom

At

Ults sini U ..;.:_ ;'1,.__ Anti A antitijzlom
ez { 1 :‘;‘-.'.! 1 5 Anti B antitijslom
mlazni vibrator ST v e (e —

Nezobojans

|

Kompjutarski skran
A°B" cells A' B coely
gv
E¥| A B ces A B cells
L
=
3
-

Anti-A antibody fluarescence —»

T | s

™ -
-
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Iz ‘o‘z

L2 4 T ‘.
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L}
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A B A-B A B*
A*g Stanics

Stanice Stanice

Slika 8. Prikaz rada proto¢nog citometra®”)

2.1.5 PRIPREMA MATERIJALA ZA ANALIZU U PROTOCNOJ CITOMETRIJI

Za analizu protocnom citometrijom potrebne su suspenzije netaknutih jezgara koje se, prije
analize, oboje odredenim fluorokromom. Kako bi se satuvao nuklearni sadrzaj i sama DNA
od razgradnje, te oslobodile jezgre iz netaknutih stanica koriste se razlic¢iti puferi. Analiza
sadrzaja DNA pomoc¢u ove metode temelji se na intenzitetu fluorescencije jezgara koje su

obojene fluorokromom.??

15



Uzorci biljnog tkiva koje je potrebno analizirati prvo se usitne pomoc¢u noza u pufer otopini
koja sluzi za ekstrakciju i izolaciju jezgara. Nakon toga se suspenzija filtrira na nacin da se
uklone sve supstance u materijalu koje su veée od jezgre, a u otopini se ostave samo
odredeni dijelovi kako bi se dobio pouzdaniji DNA. Za uklanjanje topljivih tvari kao §to su
mitohondriji, kloroplasti, fenolni spojevi i enzimi koristi se ispiranje jezgara
centrifugiranjem i resuspenzijom ili upotrebom pufera. Nakon filtriranja, uzorci se oboje

specifiénim fluorokromom i podvrgavaju se analizi u proto¢nom citometru. >

Priprema uzorka

| standard

| Petunia hybrida
i (Hook) Vim. cv.
@ PxPC6 (20285 pg)

Filtriranje
pore: 48 - 75 um

Velicina epruvetice: ~700ul

pufer, na -4C

Bojanje uz pomo¢ fluorokroma:
Propidijum jodid, 30-100 pg
Partec CyFlow

M
a 1 1

}

i/

Histogram

00

naam

Intenzitet fluorescencije na 605nm

Slika 9. Prikaz odredivanja veli¢ine genoma kod biljaka koristenjem protoéne citometrije®®
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2.1.6 FLUOROKROM

Fluorokrom je kemijski spoj koji apsorbira svjetlost i emitira fluorescenciju razli¢itih boja,
odnosno razli¢itih valnih duljina. Intenzitet fluorescencije, koji je slab u slobodnom obliku,

povecava se nakon vezanja za nuklearne kiseline.

S obzirom na nacin vezanja razlikujemo tri vrste fluorescentnih mrlja:
1. Bojila koja se kvantitativno interkaliraju u dvolanc¢ane nuklearne kiseline
2. Boje koje se selektivno vezu na mjesta bogata adenin-timinom

3. Boje koje se selektivno vezu na mjesta bogata guanin-citozinom

FLUORESCENTNA | NACIN VEZANJA | VALNE DULIJINE

MRLJA POBUDENOST EMISIJA
Propidijev jodid (P1) | Umetanje Plavo-zeleno 525 Crveno 605
Etidijev bromid (EB) | Umetanje Plavo-zeleno 535 Crveno 602
SYBR Green Umetanje Plavo 488 Zeleno 522
DAPI Specificno za A-T UV 345 Plavo 460
Hoechst 33258 Specificno za A-T UV 360 Plavo 460
Mitramicin Specifi¢no za G-C Ljubicasto-plavo 445 | Zeleno 575
Kromomicin A3 Specifi¢no za G-C Ljubicasto-plavo 445 | Zeleno 520

Tablica: prikaz fluorokroma®®

e Boje za umetanje (propidijev jodid, etidijev bromid i SYBR green): koncentracija
ovih boja trebala bi biti iznad razine zasi¢enja (50-70 pg/ml), dok bi pH pufera
trebao biti u rasponu vrijednosti 7,2-7,4. Etidijev bromid, za razliku od propidijevog
jodida, ima manju razlu¢ivost i neSto vecu toksi¢nost, pa se preporucuje upotreba
propidijevog jodida. Oni spadaju u interkalirajuce fluorokrome, tj. bez preferiranja
baznih parova i najpogodniji su za procjenu sadrzaja DNA.@%
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o Propidijev jodid je popularni fluorokrom koji se koristi za odredivanje
koli¢ine DNA. Pobuduje se plavo-zelenom svjetloséu, a emitira crvenu
svjetlost.

e Fluorokromi s A-T specifi¢noséu: kao $to je vidljivo iz tablice, svi imaju sli¢na
svojstva- pobuduje ih UV zracenje, a emitiraju plavu fluorescenciju. Usporedujuci
DAPI i Hoechst, bolju razlucivost i ve¢i intenzitet fluorescencije ima DAPI.

e U fluorokrome s G-C specificnoséu spadaju mitramicin, kromomicin A3 i
olivomicin. Koncentracije bi trebale iznositi oko 50-100 pg/ml. Kako bi se formirao
kompleks s DNA, u mediju trebaju biti prisutni magnezijevi ioni. Buduéi da
fluorokromi s G-C specificnos¢u daju histograme nize razluc¢ivosti, u citometriji se

onda vise upotrebljavaju fluorokromi s A-T specifiénoséu.??

Lzorak

A

*F%
- B

Izalirane jezgre iz

Standard uzorica i standarda Jezg e ?.i.lu_,r'.-:?ne =
propidij jodidom
Standard
B
2 -

FPojacavarie §
Fovantificirarje
emitiranog [

ot DPropustenog
svietlia

Vrijednosti

Lzorak

¥

TR

AT 5 +
Pobudivanje - = - - — =

laserom Relativea fluorescencija

Slika 10. KoriStenje proto¢ne citometrije u odredivanju veli¢ine jezgrinog stani¢nog

genoma®®
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Petunia

C. rupestris
Petunia

C. solstitialis Petunia

C.ragusina

Slika 11. Histogramski prikaz veli¢ine genoma kod proucavanih vrsta roda Centaurea®®

2.2 FISH METODA- FLUORESCENTNA IN SITU HIBRIDIZACIJA

Fluorescentna in situ hibridizacija (FISH) metoda je tehnika u citogenetici koja pomocu
nukleinske sonde/probe uocava odredenu sekvencu u kromosomu. Koristi se za
identifikaciju gena, dijelova gena, cijelih kromosoma, za otkrivanje promjena u

kromosomima i za utvrdivanje raspodjele specifi¢nih DNA sekvenci.?®

Metoda fluorescentne in situ hibridizacije temelji se na osnovnom principu molekularne

genetike, odnosno na hibridizaciji dvije komplementarne sekvence.

Sonda je fluorescentno oznacena molekula DNA koja je komplementarna sekvenci
genoma kojeg je potrebno detektirati. Fluorescentno obiljezene sonde hibridiziraju s
molekulom DNA, koja je, kao i sonda, prethodno denaturirana, a rezultati se analiziraju

fluorescentnim mikroskopom.G?

U samom pocetku razvoja citogenetike, znanstvenicima je bilo teSko razlikovati pojedine
kromosome, ali su se tijekom niza godina poboljSavali uvjeti za oCuvanje 1 bojanje
kromosoma. U novije vrijeme, kromosomi su tretirani mrljama koje stvaraju specifi¢ne
naline vezanja, a parovi kromosoma rasporeduju se kao kariotip. Kariotip predstavlja
kompletnu kromosomsku garnituru pojedine vrste. Zadnjih nekoliko desetlje¢a, metode
koje su temeljene na fluorescentnoj in situ hibridizaciji, transformirale su citogenetiku u

molekularnu znanost.®Y
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Metoda FISH razvijena je 1981.godine obiljezavanjem DNA fragmenata fluorokromima,

koji su otkriveni ultraljubi¢astom svijetlogéu.®®

Glavni preokret koji sa sobom donosi FISH je moguénost citogenetske analize u bilo kojoj
fazi stani¢nog ciklusa. Moguc¢a je analiza i u interfaznim jezgrama,a ne samo u metafaznim

kromosomima.©?

‘ S
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Slika 12. Flourescentna hibridizacija in situ kromosoma vrste Centaurea®®
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2.2.1 PRINCIP RADA FISH METODE

Metoda FISH ima nekoliko koraka. U prvom koraku vrsi se fiksacija stanica. Fiksacija
stanica uglavnom se provodi pomoc¢u formaldehida. Formaldehid je oksidirajuée sredstvo i
on uzrokuje jake protein-protein veze, te protein-nukleinska kiselina veze. Tako se
omogucava stvaranje disulfidnih veza i drugih kovalentnih veza izmedu makromolekula u

stanici tijekom fiksacije.®¥

U drugom koraku vrsi se kreiranje probe/sonde. Kod kreiranja sonde, glavno je da je ona
komplementarna sekvenci genoma koji se treba detektirati. Enzim DNaza sudjeluje u
cijepanju dvolancane sekvence na jednom lancu. Potrebno je oznaciti sonde stavljanjem

odredene fluorescentne boje.®

| T T T
CALLELEILIintLt, JU|||||‘1|1|1|M‘|J|1T5
T T
TIT TITTIT T TIT? LIS
JALnnnrnnnineng, JLLLrnrenntnnl

Slika 13. Kreiranje probe©®)

U tre¢em koraku vrsi se postupak denaturacije. U ovom koraku potrebno je denaturirati i
sondu i molekulu DNA. Denaturacija se moze posti¢i grijanjem uzorka DNA na 95 °C (5-

10 minuta), dok se sonda DNA zagrijava 5 minuta.

slﬂ“hllll“lﬂ”l]; sonda/proba
IO e

CALLR R nnpnnnn,

Slika 14. Denaturacija®®
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U Ccetvrtom koraku vrsi se hibridizacija. Nakon denaturacije, temperatura se snizava i
omoguceno je vezanje sonde na sekvencu DNA uzorka. Ostale sonde, koje nisu vezane za

DNA uzorak, su isprane.®¥

TITTTITIT O T II e rerrrverrT

= ' sonda/proba

ITTTTTTITTTI
GLLLLL LR iy,
Slika 15. Hibridizacija®®

U petom koraku vrsi se analiza uzorka pomocu fluorescentnog mikroskopa. Ako je sonda
dizajnirana tako da se veze samo ako je 100% komplementarna genu, oc¢ekivano je da ¢e se
vidjeti 'mrlja’ na kromosomu. S druge strane, ako se na genu dogodila bilo kakva mutacija,

hibridizacija neée biti moguéa i ne¢e se pojaviti fluorescentni signal.¥

CALLERER i e, CALLERE DR s,

sonda se veze nema hibridizacije

Slika 16. Komplementarnost®

22



Direktno pripremljene probe Detaljno pranje

wsg ) J |

Ciljani kromosomi

/9)%/ Vizualizacija

T ek
\\\

o

Slika 17. Shematski prikaz osnovnih koraka kod FISH metode®”

Kromosomski uzorak DNA i sonda su denaturirani djelovanjem topline. Sekvence sondi
komplementarno se hibridiziraju na odredene, ciljane sekvence. Ostatak sonde koji nije
vezan podvrgava se ispiranju. Hibridizirana sonda i uzorak analiziraju se pomocu

fluorescentnog mikroskopa.®”

2.2.2 VRSTE SONDA/PROBA U FISH METODI

Veéina komercijalno dostupnih sondi pripreduje se odabirom klonova kvasnih kromosoma
(YAC= Umjetni kromosom kvasca), bakterijskih (BAC= Bakterijski umjetni kromosom) ili

P1 umjetnih kromosoma (PAC= Umjetni kromosom bakteriofaga P1)©?

Postoji nekoliko vrsta FISH sondi koje ovise o specificnom dijelu kromosoma Koji se
obiljezava. Tako postoje sonde za obiljezavanje c¢itavih kromosoma (WCP= Whole
chromosome paints), centromerne sonde (CEP= Centromeric Enumeration Probe), lokus

specifi¢ne sonde (LSI= Locus-Specific Identifier).
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Pomocu FISH metode mogu se identificirati i analizirati razli¢ite sekvence DNA, a njihova
identifikacija ovisi o sondi DNA koja se koristi. Sonde za obiljeZavanje Citavih kromosoma
(WCP): predstavljaju skupinu manjih sondi, od kojih se svaka sonda veze za razlicit slijed
duz kromosoma. Velika prednost koristenja ovih sondi je moguénost oznacavanja razli¢itim
fluorescentnim bojama, tako da se svaki kromosom moze oznaciti svojom jedinstvenom

bojom.®®)

WCP sonde koriste se za ispitivanje kromosomskih abnormalnosti, otkrivanje translokacija
i duplikacija, za identifikaciju kromosoma u sloZenim strukturnim poremeéajima. ?®

Glavni nedostatak ove sonde je nepotpuna hibridizacija duz kromosoma, a posebno u
podrucju telomera i centromera. Stoga se moze dogoditi da se ne detektiraju promjene koje

obuhvacéaju upravo ova podru¢ija.®?

Centromerne sonde (CEP): sadrze ponavljajuée DNA sekvence koje se nalaze u sredini
svakog kromosoma. Ove sonde koriste se kako bi se utvrdilo ima li jedinka toCan broj

kromosoma, te za preciznu identifikaciju strukturnih aberacija.®8 30
Lokus-specificne sonde: vezu se za odredeno podru¢je na kromosomu. LSI sonde

upotrebljavaju se kada se izdvoji mali dio gena i treba utvrditi na kojem kromosomu se

nalazi gen ili pak koliko kopija gena postoji u nekon genomu.®%
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3. RASPRAVA

Glavna prednost protoc¢ne citometrije je jednostavnost i brzina izvedbe (traje nekoliko
minuta). Optimalna brzina kojom se mjere Cestice je nekoliko desetaka Cestica u sekundi,
pa se mogu brzo istraziti brojni uzorci. Posebna pogodnost ove tehnike je ta da su za
pripremu uzorka potrebne male koli¢ine biljnog tkiva (otprilike 0,5 cm?). lako se, za
izoliranje jezgra, koriste uglavnom mladi listovi, mogu se upotrijebiti i drugi dijelovi

biljnih tkiva poput korijenja, stabljike, sjemena, latica itd.

Pored svih pozitivnih strana, kao i svaka metoda, tako i FCM ima nekih nedostataka.
Glavni nedostatak ove metode je potreba za svjezim biljnim materijalom. Buduéi da
dostavljene uzorke treba, Sto je prije moguce, analizirati, transport materijala iz polja u
laboratorij mora biti §to brzi. SreCom vecina materijala moze se, do nekoliko dana, zadrzati
u hladnjaku na temperaturi od 4 °C, a ovo vrijeme moze se produljiti i do nekoliko tjedana

za vrste koje imaju tvrd 1 koZnat list.

Fluorescentna in situ hibridizacija je metoda koja uz pomo¢ fluorescentno oznacene
nukleinske sonde uocCava Zeljenu sekvencu u kromosomu. U ovisnosti kojom bojom je
obiljezena sonda, sekvenca u kromosomu se tako moze vidjeti kao plavi, crveni ili zeleni
signal, §to omogucuje uo¢avanje kromosomskih promjena. Metoda FISH je mo¢na metoda
koja se koristi za mapiranje gena, precizno lociranje polozaja gena na kromosomima,
identifikaciju gena i dijelova gena, identifikaciju kromosoma i otkrivanje promjena u
kromosomima. Ova metoda ima veliku osjetljivost i specifiénost pri otkrivanju promjena u

genomu, identifikaciji nepoznatog kromosoma ili njegovog dijela.
Pored svih prednosti, FISH metoda ima i nekoliko nedostataka, kao $to je nemoguénost

preciznije identifikacije segmenata kromosoma koji su zahvaceni delecijom, duplikacijom

ili inverzijom.
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4. ZAKLJUCAK

U ovom zavr$nom radu opisane su dvije metode koje se koriste u stani¢noj genetici:

metoda proto¢ne citometrije i fluorescentna in situ metoda.

Napretkom tehnologije i stvaranjem novih fluorokroma, obje metode prosirile su se na
razna podrucja bioloSkih znanosti. Metode su pronasle svoju upotrebu u biotehnologiji,
klini¢koj dijagnostici, imunologiji, farmakologiji, genetici, molekularnoj biologiji 1 drugim

srodnim podrucjima.

ProtoCna citometrija postaje sve vaznija metoda u suvremenoj klinickoj medicini
zahvaljujuci ¢injenici da ona daje vrlo to¢nu, osjetljivu 1 brzu analizu velikog broja stanica 1
stani¢nih komponenti. Budué¢i da mjeri viSe parametara, proto¢na citometrija predstavlja

multiparametarsku metodu.

Metoda fluorescentne in situ hibridizacije daje direktnu identifikaciju gena i njihovih
dijelova, kromosomskih sekvenci i cijelih kromosoma. Ona omogucava citogensku analizu
u bilo kojoj fazi stani¢nog ciklusa, pa je tako moguca analiza 1 u interfaznim jezgrama, a ne

samo u metafaznim kromosomima.
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