Fluorescencni in-situ hybridizace (FISH)

Fluorescencni in situ hybridizace (FISH) je molekuldrné genetickd metoda umoznujici lokalizaci a
identifikaci specifickych Uusek( DNA. Nadorové mutace totiz nemuseji byt pouze na Urovni zamény
jednotlivych bazi, ale mlzZe také dochazet k preskupeni, ztraté, anebo zmnozeni vétsich tsekl DNA, Ci
celych chromozom. Tyto zmény nachazime nejen u leukémii a jinych druhll nador(, ale mohou byt i

pric¢inou rdznych vyvojovych poruch a syndromd.

Jednotlivé delece (ztraty), amplifikace (zmnoZeni) ¢i translokace (zména lokalizace) DNA Usekl byly
nejprve detekovany pomoci klasického barveni chromozom( (napfiklad barvivem Giemsa). Pozdéji
byly vyvinuty metody barveni umoziujici vytvofit na kazdém chromozomu sérii pruhd, ktera je pro
kazdy chromozom specifickd. Tim bylo zvySeno rozliSeni metody a bylo moino odhalovat i zmény

mensiho rozsahu.

Rychlou a presnou detekci poctu kopii chromozom(, genl, ¢i jednotlivych Usek(l DNA, poctu
translokaci i mikrodeleci umozZnila metoda FISH. Na DNA pfitomnou ve vzorku se za urcitych
podminek vaze (hybridizuje) jednovlaknovda DNA znacend fluorescencni znackou (tzv. sonda). Tato
sonda se specificky vaze na DNA s komplementarni (pfesné opacnou) sekvenci. Chceme-li detekovat
napriklad pocet kopii urcitého genu, pouzijeme sondu obsahujici sekvenci tohoto genu. Sonda se
navaze v tolika kopiich, kolik kopii genu je pfitomno ve vySetfovaném vzorku. Pocet kopii daného

genu je detekovan ve fluorescenénim mikroskopu jako pocet fluorescencnich signdala v jadre.

Obménou FISH jsou dalsi metody, napfiklad mnohobarevna FISH umozZnujici vybarvit kazdy

chromozom specifickou barvou, a tim detekovat i drobné strukturni zmény.

Jednou z metod pribuznych FISH je komparativni genomova hybridizace (CGH). U této metody slouZi
jako sonda fluorescentné oznacena DNA celého genomu vysetfované tkané. Takto oznacena DNA
(naptiklad cervené) se porovnava se srovnavaci DNA, ktera je oznacena jinou barvou (napftiklad
zelené). Obé DNA se smichaji v poméru 1:1 a hybridizuji se na fyziologické chromozomy. Zména barvy
fluorescence je pocitacové vyhodnocena. Je-li ve vysetfované DNA pfitomno zmnozZeni (amplifikace)
genu, Ci ¢asti DNA sekvence, ptevazuje v odpovidajici ¢asti chromozomu Cervend fluorescence. Je-li
pfitomna delece (ztrata) genu, ¢i DNA sekvence, prevaZuje ve vysledné oblasti chromozomu zelena

fluorescence.

V soucasné dobé se FISH vySetfeni v onkodiagnostice provadi zejména pro stanoveni progndzy
pacienta, nebo pfi vybéru vhodné lécby. Jako priklad Ize uvést karcinom prsu, kde zvyseni poctu kopii
genu HER2 je podminkou pro nasazeni cileného Iéku Herceptin (trastuzumab). DalSim prikladem

mUZe byt pfitomnost translokaci genl ALK, ¢i ROS1 u karcinomu plic, ktera predpovida ucinnost lécby



tyrosinkinasovymi inhibitory, napt. Crizotinibem. Na Ustavu molekuldrni a translaéni mediciny se

diagnostikuji metodou FISH i dalSi nadorova onemocnéni jako jsou napf. karcinomy kolorekta,

sarkomy, nadory CNS, karcinom Zaludku apod. Svij vyznam maji stale metody prouzkovaci a CGH, a

to zejména ve vysetfovani leukémii, lymfomd, ¢i v prenatalni diagnostice.
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FISH1; FISH2: Zdznam metody
FISH. Zelena sonda znadi
centromeru chromozomu,
Cervena sonda konkrétni gen.
Pomoci téchto dvou sond se
ur¢i, zda je zmnoZeny
samotny gen anebo cely

chromosom.



Obr. 3 CGH: Zaznam z komparativni genomové hybridizace




