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SA@ETAK

Krajem pro{loga stolje}a humana je citogenetika uvo|enjem tehnika
molekularne biologije do`ivjela velik napredak, ~ime je omogu}en
razvoj molekularne citogenetike. Metode kao {to su fluorescentna in
situ hibridizacija (FISH), vi{ebojna kariotipizacija (M-FISH, SKY,
RXFISH) i komparativna hibridizacija genoma (CGH) rije{ile su
nedostatke klasi~nih metoda citogenetike, kojima se ~esto nije mogao
precizno opisati kariotip. Klini~ka primjena ovih metoda va`na je u
dijagnostici numeri~kih i strukturnih promjena kromosoma kao {to su
trisomije, mikrodelecije, subtelomerne translokacije, te u identifikaciji
podrijetla marker-kromosoma i promjena gena u tumorskim stanica-
ma.

KLJU^NE RIJE^I: FISH, M-FISH, SKY, CGH, PRINS

ABSTRACT

By the end of last century, human cytogenetics experienced a remark-
able progress by applying molecular biology techniques to the con-
ventional chromosome analysis, and, in that way, a new discipline was
established – molecular cytogenetics. The limitations of the conven-
tional banding analysis in the accurate karyotyping and interpretation
of certain chromosome abnormalities were largely overcome by these
new technologies, such as, fluorescence in situ hybridisation (FISH),
multicolour FISH (M-FISH, SKY, RXFISH) and comparative genomic
hybridisation (CGH). The clinical applications include the diagnosis of
numerical and structural aberrations (trisomy, microdeletion, sub-
telomeric translocations), as well as the identification of marker chro-
mosomes and gene rearrangements in tumours. 
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postignu}ima i standardizaciji kultiviranja tkiva i
pripreme kromosomskih preparata, zapo~eo intenzivan
razvoj citogenetike. Daljnji napredak tehnologije
omogu}io je identifikaciju pojedina~nih kromosoma i
njihovu povezanost s odre|enim bolestima. Tako je
1956. godine otkriven Downov (DS), Patauov (PS) i
Edwardsov sindrom (ES).6 Otkrivene su i promjene u
broju spolnih kromosoma, koje se povezuju sa speci-
fi~nom klini~kom slikom kao {to je to slu~aj kod
Turnerova i Klinefelterova sindroma.3 Napredak
tehnologije omogu}io je razvoj tehnika oprugavanja
kromosoma, ~ime je zapo~elo novo razdoblje u
humanoj citogenetici, razdoblje oprugavanja.7 Svaki
kromosom ima specifi~an slijed pruga, prema kojima se
mogu razlikovati, a to je omogu}ilo detekciju struk-
turnih promjena na kromosomima. Najra{irenija je
metoda oprugavanja kromosoma GTG-metoda (engl. –

UVOD

Prva saznanja o humanim kromosomima potje~u iz
davne 1880. godine, a vezana su uz radove Fleminga i
Arnolda. No tek su 1956., ~ak tri godine nakon otkri}a
strukture DNA-molekule, Tijo i Levan ustanovili to~an
broj humanih kromosoma, koriste}i se kulturom stanica
fetalnih plu}a.1 Iste godine Ford i Hamerton izbrojili su
u spermatocitama ~ovjeka 23 bivalenata. Obje grupe
potvrdile su da je diploidan broj kromosoma u humanim
stanicama 46.2 Tim je otkri}em, zahvaljuju}i tehni~kim

247



G-bands by trypsin using Giemsa) ili G-pruge, kod koje
se kromosomski preparati tretiraju enzimom tripsinom i
boje nefluorescentnom bojom – Giemsom. Poznate su i
druge metode oprugavanja kromosoma kao {to su:
QFQ-metoda, RHG-metoda te CBG-metoda. Tehnike
oprugavanja stalno se unapre|uju kako bi se pove}ao
broj vidljivih pruga, ~ime se pove}ava i senzitivnost
detekcije kromosomskih promjena. Najmanji broj pruga
na metafaznom kromosomu, dobivenih GTG-metodom
oprugavanja, iznosi 400. Visokorezolutnom tehnikom
na metafaznom se kromosomu mo`e dobiti od 500 do
550 pruga. Broj pruga na profaznom ili prometafaznom
kromosomu dose`e ~ak 850 i vi{e.2 Te metode ~esto
nisu dovoljno informativne pa se za potpunu i preciznu
analizu kromosoma mora primijeniti jedna ili vi{e tehni-
ka molekularne citogenetike. Najmla|e je razdoblje u
razvoju citogenetike molekularno razdoblje koje je
zapo~elo prije dvadesetak godina zahvaljuju}i razvoju
tehnika molekularne biologije, koje su svoju primjenu
na{le i u ovoj grani genetike. Kombinacija tehnika
klasi~ne citogenetike i molekularne genetike dovela je
do razvoja nove grane nazvane molekularna citogeneti-
ka. Brojne njezine tehnike postale su neizostavni dio i u
podru~ju klini~ke citogenetike i u podru~jima cito-
genetike tumora, mapiranja gena te analizi evolucije
kariotipa.3 Sve se vi{e postavlja pitanje jesu li tehnike
molekularne citogenetike zamjena za klasi~ne tehnike
citogenetike ili tek njihova nadopuna. Sasvim sigurno,
radi se o nadopuni jer citogeneti~ka analiza u okviru
prenatalne i postnatalne dijagnostike uvijek zapo~inje
primjenom jedne od klasi~nih metoda identifikacije kro-
mosoma. 

TEHNIKE MOLEKULARNE CITOGENETIKE

In situ hibridizacija 

Metoda in situ hibridizacije (ISH, engl. – In situ
hybridization) kombinacija je citogeneti~kih i moleku-
larnih tehnika, koja omogu}uje detekciju kromosoma i
promjena koje se na njima mogu dogoditi. ISH se temelji
na interakciji obilje`ene jednolan~ane DNA- ili RNA-
-molekule odre|enog slijeda nukleotida s komplemen-
tarnim slijedom jednolan~ane ciljne DNA na metafaznim
kromosomima ili u interfaznoj jezgri.2 ISH u originalu
razvili su 1969. godine Pardue i Gall8 neovisno o trojici
drugih znanstvenika – Johnu, Birnstielu i Jonesu – koji
su tako|er razvijali tu metodu i iste godine objavili rad o
svojim rezultatima.9 Nukleinske su se kiseline u to vri-
jeme mogle obilje`iti jedino upotrebom radioaktivnih
izotopa, a detekcija je bila mogu}a isklju~ivo autoradi-
ografski. ISH je bio ograni~en na one sljedove baza koji
su se mogli izolirati i pro~istiti konvencionalnim
biokemijskim metodama. Molekularno kloniranje nuk-

leinskih kiselina i pobolj{anje metoda radioaktivnog
obilje`avanja omogu}ili su detekciju redoslijeda nuk-
leotida veli~ine i do nekoliko stotina parova baza na
metafaznim kromosomima.10-12 Unato~ visokoj senzi-
tivnosti i primjenjivosti metode, ISH se nije pro{irio na
klini~ke laboratorije nego se primjenjivao u istra`i-
va~kim laboratorijma. Glavni je razlog tome rad s radio-
aktivnim materijalom te mjerama sigurnosti koje se u
tom slu~aju moraju primijeniti {to, nesumnjivo, poskup-
ljuje i sam proces. 

Fluorescentna in situ hibridizacija

In situ hibridizacija pri kojoj se upotrebljavaju nera-
dioaktivne florescentne boje za obilje`avanje slijeda
baza u DNA-sondi, poznata je pod imenom fluorescent-
na in situ hibridizacija (FISH).2 Osnovni princip detek-
cije ciljne DNA-molekule s obilje`enom sondom, isti je
kao kod izvorne metode. Razlika je u na~inu obilje-
`avanja sondi. DNA-molekula koja slu`i kao sonda, obil-
je`ava se direktno s pomo}u fluorescentnih boja ili indi-
rektno s pomo}u haptena (biotin) naj~e{}e vezanih za
deoksiuraciltrifosfate (dUTP) koji se inkorporiraju u
DNA-molekulu enzimatskim reakcijama kao {to su
metoda pomicanja usjeka (engl. – nick-translation) ili
lan~ana reakcija polimerazom (engl. – polymerase chain
reaction – PCR). Za detekciju indirektno obilje`enih
sondi upotrebljavaju se fluorescentno obilje`ena antiti-
jela (avidin-Cy3). Fluorescencija ima mnoge prednosti
nad autoradiografijom, a jedna je od njih ta {to mo`e
istodobno detektirati nekoliko razli~itih ciljnih dijelova
DNA-molekule upotrebom razli~itih fluorescentnih
boja, a sam je signal puno ve}i i bolji nego kod ISH-a.
Detekcija signala mogu}a je upotrebom fluorescentnog
mikroskopa s odgovaraju}im filterima, digitalnom
kamerom te odgovaraju}om kompjutorskom program-
skom podr{kom.13-15 Metoda fluorescentne in situ hib-
ridizacije primjenjuje se na kromosomske preparate
pripremljene standardnim citogeneti~kim metodama
odnosno kultivacijom razli~itih stanica kao {to su: lim-
fociti periferne krvi, stanice ko{tane sr`i, stanice ko`e ili
bukalne sluznice te ostalih tkiva13,14,16 (slika 1.). U pre-
natalnoj dijagnostici FISH se primjenjuje na kromo-
somske preparate dobivene kultivacijom stanica ploda
dobivenih biopsijom korionskih resica, amniocentezom
ili kordocentezom. Za potrebe preimplantacijske dijag-
nostike koriste se polarna tjele{ca ili stanice ranog
embrija (blastomere).17 Dok je za metode klasi~ne cito-
genetike nu`na kultivacija stanica, FISH se mo`e prim-
jenjivati i na nekultiviranim stanicama, odnosno na
interfaznoj jezgri. Prve ekperimente koji to dokazuju
napravio je 1986. godine Pinkel sa svojim suradnicima.18

Oni su pokazali da svaki kromosom zauzima odre|eno
mjesto u interfaznoj jezgri te da ih je mogu}e u njoj i
detektirati koriste}i se sondom za cijeli kromosom.
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Nakon njihova otkri}a zapo~ela je detekcija numeri~kih
i strukturnih promjena kromosoma metodom fluores-
centne in situ hibridizacije ne samo na metafaznim kro-
mosomima ve} i u interfaznim jezgrama19,20 (slika 2.).
Nekultivirane stanice s interfaznim jezgrama (npr.
amniociti) upotrebljavaju se za potrebe brze detekcije
(24 do 48 sati) naj~e{}ih aneuploidija u ljudi, a to su tri-
somije 13, 18, 21 kao i X- i Y-kromosoma.21,22 Upotre-
bom sondi za navedene aneuploidije, ne mogu se
istodobno detektirati i ostale mogu}e numeri~ke i struk-
turne promjene kromosoma. Zbog tih su razloga za pot-
punu analizu kromosoma potrebne i klasi~ne metode
citogenetike. FISH se uspje{no nadopunjuje metodama
klasi~ne citogenetike pri detekciji kompleksnih struk-
turnih promjena kromosoma, koje su vrlo ~este u stani-
cama tumora.23 Ova metoda ima veliku va`nost i u
detekciji mikrodelecija, identifikaciji marker-kromoso-
ma, karakterizaciji strukturnih promjena i analizi gen-
skih promjena.

DNA-sonde

Tri su glavne kategorije DNA-molekule koje se upotreb-
ljavaju kao sonde u FISH-u: centromerne sonde (engl. –
centromere specific probes), sonde za cijeli kromosom

ili dio kromosoma (engl. – whole/partial chromosome
paint probes-WCP/PCP) i sonde za mala specifi~na
podru~ja eukromatina (engl. – single copy ili unique
sequence probes).13,14

Centromerne sonde

Centromerne sonde sadr`e kratke, uzastopno ponavlja-
ju}e sljedove nukleotida tvz. satelitne DNA, koje ne
kodiraju genske produkte. Svaka individua ima razli~it
broj kopija satelitne DNA-molekule. Alfa-satelitnu DNA
~ine monomeri veli~ine oko 170 bp, koji se uzastopce
ponavljaju vi{e puta. Gotovo u svim humanim kromo-
somima ta je vrsta ponavljaju}e DNA-sekvencije iden-
ti~na, ali je oko 2%–3% specifi~na za svaki pojedini kro-
mosom pa se na temelju toga mogu razlikovati. Iznimka
su kromosomi 13 i 21 te 14 i 22, koji pokazuju veliku
homologiju u gra|i -satelitne DNA-molekule pa je tom
vrstom sondi nemogu}e razlikovati te kromosome. Ta
vrsta sondi daje vrlo jasan i intenzivan signal i na
metafaznim kromosomima i u interfaznoj jezgri. Jasan
signal posljedica je same veli~ine ciljne DNA ~iji se slje-
dovi ponavljaju vi{e puta14. Stoga je primjena tih sondi
vrlo pogodna za detekciju promjena u broju kromoso-
ma.13,15
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Slika 1. FISH na metafaznim kromosomima sa sondma za
cijeli kromosom 18 (WCP 18) (zeleni signal) i za cijeli kromo-
som 20 te terminalni dio dugog kraka kromosoma 17q (WCP
20) (crveni signal)

Figure 1 FISH on metaphase chromosomes with the whole
chromosome probes 18 (WCP 18) (green signal) and for the
whole chromosome 20 and the terminal part of the second
extension of the chromosome 17q (WCP) 20) (red signal)

Slika 2. FISH na interfaznoj jezgri sa sondama za kromosom
13 (zeleni signal) i za kromosom 21 (crveni signal) 
Izvor: http://members.aol.com/chrominfo/intfish.htm

Figure 2 Fish on the interphase nucleus with probes for chro-
mosome 13 (green signal) an for chromosome 21 (red signal)
Source: http://members.aol.com/chrominfo/intfish.htm



Sonde za cijeli kromosom ili za dio kromosoma

Sonde za cijeli kromosom ili za dio kromosoma sastav-
ljene su od specifi~nih i ponavljaju}ih sljedova koji
potje~u od cijelog kromosoma ili samo jednog dijela
kromosoma pa je prema tome i fluorescentni signal
vidljiv du` kromosoma ili samo jednoga njegova dijela.
Ova vrsta sondi dobiva se mikrodisekcijom ili proto~nim
fluorescentnim sortiranjem specifi~nog kromosoma iz
hibridnih somatskih stanica te umna`anjem izolirane
DNA-molekule specifi~nom lan~anom reakcijom
polimeraze.15 Primjenjuje se samo na metafaznim kro-
mosomima jer je signal, zbog kondenziranosti inter-
faznog kromatina, nedovoljno jasan.13 Njezini nedostaci
o~ituju se u nepotpunoj hibridizaciji du` kromosoma,
naj~e{}e u podru~ju telomera i centromera, pa se mo`e
dogoditi da se njezinom upotrebom ne detektiraju
promjene koje obuhva}aju te dijelove kromosoma.14

Sonde za mala podru~ja eukromatina

Sonde za mala podru~ja eukromatina hibridiziraju se na
specifi~an slijed DNA koja se ne ponavlja u genomu i
mo`e kodirati genski produkt. Sonda mo`e sadr`avati
jedan gen ili fragment DNA poznate lokacije.14,24 U tu
grupu sondi ubrajaju se i subtelomerne sonde koje hib-
ridiziraju s telomernim regijama kromosoma. Intersticij-
ske ili telomerne delecije vrlo je te{ko detektirati stan-
dardnim tehnikama, posebno ako je odlomljeni dio kro-
mosoma manji od 500 kb. Za detekciju upravo takvih
promjena upotreba tih sondi potpuno nadopunjuje
klasi~ne metode oprugavanja kromosoma jer se nji-
hovom primjenom detektiraju delecije veli~ine od 100
do 300 kb.14,25 Danas se na tr`i{tu mogu kupiti gotovi
setovi subtelomernih sondi za istodobnu analizu telo-
mernih regija svih kromosoma izuzev{i telomer p krak
akrocentri~nih kromosoma. Studije u kojima su se
upotrebljavali takvi setovi sondi za analizu telomernih
regija u pacijenata s mentalnom retardacijom i prividno
normalnim kariotipom, pokazuju da je u oko 23% takvih
pacijenata prisutna skrivena telomerna promjena.26,27 Ti
rezultati upu}uju na to da su promjene telomera naj-
vjerojatnije drugi uzrok mentalne retardacije nakon
Downova sindroma.28

VIŠEBOJNA KARIOTIPIZACIJA 

Osnovni princip fluorescentne in situ hibridizacije
uklju~en je u metode vi{ebojne kariotipizacije (engl. –
multicolor karyotyping) kojom je omogu}ena analiza
metafaznih kromosoma na razini cijeloga genoma u jed-
nom postupku. Za potrebe vi{ebojne kariotipizacije
DNA-sonde mogu se obojiti razli~itom kombinacijom
broja fluorokroma (engl. – combinatorial labeling) ili
fluorokromima u razli~itim udjelima (engl. – ratio labe-
ling), {to rezultira bojenjem metafaznih kromosoma u 24

razli~ite boje.29 Istodobna upotreba oba na~ina obilje-
`avanja sondi naziva se COBRA (engl. – combined bina-
ry ratio labelling).30 Postoje dvije osnovne modifikacije
te metode koje se razlikuju uglavnom u tehni~kim
rje{enjima mjerenja spektra upotrijebljenih florescentnih
boja, a to su: vi{ebojna fluorescentna in situ hibridizaci-
ja i spektralna kariotipizacija.31

Vi{ebojna fluorescentna in situ hibridizacija 

Vi{ebojna fluorescentna in situ hibridizacija (engl. –
multiplex FISH ili M-FISH) zasniva se na principu stan-
dardne metode fluorescentne in situ hibridizacije,
uklju~uju}i kombinacijsko obilje`avanje sondi te upotre-
bu nekoliko specifi~nih filtera kojima je mogu}e raz-
likovati spektre fluorescentnih boja (od 350 nm do 770
nm).32 Prvi rad u kojem se opisuje upotreba pet fluo-
rokroma za kombinacijsko obilje`avanje sondi, {to
rezultira bojenjem kromosoma u 24 razli~ite boje,
objavljen je 1996. godine.31,33 Takav na~in obilje`avanja
sondi pokazao se nedovoljno senzitivnim u detekciji
malih intrakromosomskih i interkromosomskih promje-
na. Azofeifa sa suradnicima dokazala je da senzitivnost i
specifi~nost ove metode izrazito ovisi o broju i raspore-
du fluorokroma uzdu` kromosoma.34 Isti su autori za
potrebe detekcije skrivenih translokacija napravili shemu
obilje`avanja sondi sa sedam fluorokroma, {to je omo-
gu}ilo bolju senzitivnost u detekciji navedenih promjena.
Ova se metoda naj~e{}e upotrebljava u svrhu razja-
{njenja aberiranih kariotipova utvr|enih GTG-metodom
oprugavanja kromosoma.29,33

Velik problem pri analizi kromosoma metodama
klasi~ne citogenetike stvara prisutnost marker-kromoso-
ma koji se definira kao strukturno abnormalni kromo-
som (engl. – structurally abnormal chromosome – SAC)
nepoznata kromosomskog podrijetla. Takav se kromo-
som pojavljuje kao prekobrojan u kariotipu pa ga ~esto
nazivaju i vi{kom strukturno abnormalnoga kromosom-
skog materijala (engl. – extra structurally abnormal chro-
mosome – ESAC).13,38 Kako se M-FISH-om svaki kromo-
som boji drugom bojom, boja marker-kromosoma
omogu}ava odre|ivanje njegova kromosomskog podri-
jetla. Katkad su marker-kromosomi toliko sitni da ne
sadr`e eukromatinski dio nego samo heterokromatinski
materijal koji se ne mo`e detektirati M-FISH metodom.
Stoga je razvijena modifikacija te metode koja se temelji
na upotrebi svih centromerno specifi~nih DANN-sondi,
a naziva se centromerno specifi~na vi{ebojna fluores-
centna in situ hibridizacija – cenM-FISH. U toj se meto-
di sonde obilje`avaju s pet razli~itih fluorokroma i hib-
ridiziraju se na metafazne kromosome u jednom koraku.
Time je omogu}ena detekcija svih centromera, izuzev{i
centromer kromosoma 13 i 21 zbog njihove sli~nosti.
CenM-FISH se primjenjuje na preparate kromosoma s

J. Vranekovi} PRIMJENA TEHNIKA MOLEKULARNE CITOGENETIKE U DETEKCIJI KROMOSOMSKIH PROMJENA Medicina 2004;42(40):247-255

250



urednim centromerama pa se stoga ne mo`e iskoristiti
za detekciju kromosomskog materijala bez centromerne
regije.36,37 Druga modifikacija M-FISH-a napravljena je
poradi bolje detekcije marker-kromosoma koji potje~u
isklju~ivo od akrocentri~nih kromosoma, a to je AcroM-
FISH. Ta metoda uklju~uje upotrebu specifi~ne kombi-
nacije sondi, i to sonde za cijele akrocentri~ne kromo-
some, centromerne sonde za kromosome 13/21, 14/22 i
15 te sonde za ribosomsku DNA-molekulu. Svaka je
sonda obilje`ena drugom kombinacijom fluorokroma.
Tom metodom mo`e se detektirati oko 80% marker-kro-
mosoma koji uglavnom potje~u od kromosoma broj 15 i
22. Ostalih 20% potje~e od drugih kromosoma koji se
mogu detektirati nekom od metoda vi{ebojne karioti-
pizacije. Ta se kombinacija sondi primjenjuje isklju~ivo
na metafazne kromosome.38

Spektralna kapiotipizacija 

Prvi rad o spektralnoj kariotipizaciji (engl. – spectral
karyotyping – SKY) pojavio se iste godine kada i rad o M-
FISH-u.39 Spektralna kariotipizacija zasniva se na kombi-
nacijskom obilje`avanju sondi koriste}i i pet razli~itih
fluorokroma. Svaki je kromosom obilje`en jedinstvenom
kombinacijom fluorokroma i emitira karakteristi~ne
valne duljine spektra na temelju kojih ih je mogu}e
raspoznati. Interferometar i Fouirerova analiza upotreb-
ljavaju se za mjerenje spaktra, a upotreba trostrukog fil-
tra (engl. – Triple band-pass filter) omogu}uje ekscitaci-
ju i emisiju svih fluorokroma u isto vrijeme. Digitalna
kamera povezana s interferometrom precizno determi-
nira kompletnu krivulju spektra za svaki pixel istodobno
pa se tako mo`e diferencirati svaki fluorokrom, bez
obzira na to {to im se spektri mogu preklapati. Kompju-
torska programska podr{ka omogu}uje translaciju spek-
tra u jedinstvenu boju svakog kromosoma.32,29,40 Ova
metoda omogu}ava mjerenje i analizu signala slabijeg
inteziteta nastalog kao posljedica lo{e hibridizacije, ali je
isto tako mogu}a i detekcija signala nastalih nespeci-
fi~nom hibridizacijom.41,42 Ta je ~injenica bitna kad je
rije~ o slu~ajevima s minimalnom koli~inom materijala
za analizu te potrebi da se u {to kra}em vremenu dobi-
je {to vi{e preciznih informacija. Ova je metoda veliku
primjenu na{la u citogenetici tumora i preimplantaci-
jskoj genetici.43 Zbog dobre senzitivnosti u detekciji
razli~itih interkromosomskih promjena, aneuploidija te
marker-kromosoma, spektralna kariotipizacija uvelike
se upotrebljava i u klini~koj citogenetici.42,39 Princip
istodobne detekcije svih metafaznih kromosoma primi-
jenjen je i u detekciji parcijalnog kariotipa interfazne jez-
gre limfocita periferne krvi, amniocita i blastomera.
Time je omogu}ena detekcija 70% numeri~kih promjena
kromsoma, koje se naj~e{}e detektiraju u spontano
poba~enih plodova, a vezane su za kromsome 9, 13, 14,
15, 16, 18, 21, 22, X i Y.43

Vi{ebojno oprugavanje kromosoma 

Klasi~ne metode oprugavanja kromosoma kao ni
metode vi{ebojne kariotipizacije nisu dovoljno senzi-
tivne u detekciji malih intrakromosomskih i interkromo-
somskih promjena. Detekciju takvih promjena omogu-
}uje metoda vi{ebojnog oprugavanja kromosoma (engl.
– high resolution multicolor-banding).43 Njezinu prvu
primjenu opisao je Chudoba sa suradnicima na primjeru
precizne detekcije to~aka loma kod delecije i inverzije
kromosoma broj 5, koje nije bilo mogu}e detektirati
GTG-metodom.44 Za hibridizaciju je upotrijebio sonde
dobivene mikrodisekcijom kromosomskih segmenata,
obilje`ene s pet fluorokroma u razli~itim kombinacija-
ma. Time je diferencirao specifi~ne regije kromosoma-
ma na razini pruga i potpruga i to na temelju produkci-
je razli~itog inteziteta fluorescencije du` kromosoma.
Liehr sa suradnicima konstruirao je biblioteku speci-
fi~nih sondi dobivenih mikrodisekcijom,45 koja pokriva
~itav genom i rezultira vi{ebojnim oprugavanjem svih
humanih kromosoma u jednom koraku, {to odgovara
rezoluciji od 450 do 500 pruga dobivenih klasi~nim
metodama oprugavanja. 

RxFISH 

Metoda vi{ebojnog oprugavanja kromosoma kod koje
se sonde dobivaju izolacijom kromosomskih fragmenta
gorile je metoda RxFISH (engl. – cross-species color
banding).45 Hibridizacija takvih sondi na kromosome
~ovjeka mogu}a je zbog homologije (98%) u gra|i DNA-
-molekule izme|u tih dviju vrsta. Naj~e{}e se upotreb-
ljava u analizama kromosomskih promjena u tumorskim
stanicama, zajedno sa standardnom metodom opruga-
vanja kromosoma (GTG-metoda). Kombinacijom tih
dviju tehnika dobiva se dovoljna rezolucija za detekciju
ve}ine kromosomskih promjena koje se doga|aju u toj
vrsti stanica.13,32,46

KOMPARATIVNA HIBRIDIZACIJA GENOMA 

Komparativna hibridizacija genoma (engl. – compara-
tive genomic hybridization – CGH) modificirana fluores-
centna in situ hibridizacijska tehnika kojom je mogu}e
detektirati duplikacije i delecije kromosoma na razini
cijeloga genoma. Obilje`ena test-DNA, izolirana iz tkiva
pacijenta, mije{a se s razli~ito obilje`enom referentnom
DNA-molekulom izoliranom iz tkiva normalnog
mu{karca. Obje DNA-molekule u istim omjerima kohib-
ridiziraju se na kromosomske preparate s normalnim
humanim metafaznim kromosomima.47 Upotrebom flu-
orescentnog mikroskopa, digitalne kamere te kompju-
torske programske podr{ke mjeri se udio intenziteta flu-
orescencije test i referentne DNA-molekule du` svakog
kromosoma. Ovom metodom uspje{no se detektiraju
delecije veli~ine od 10 do 12 Mb.48-50) Kirchhoff sa
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suradnicima uspje{no je detektirala delecije ~ak od 3 do
5 Mb kod Prader-Willijeva i Angelmanova sindroma.51

Ovom metodom mogu}a je analiza aneuploidija iz samo
jedne stanice ili vrlo malog broja stanica, {to je od
velikog zna~enja u preimplantacijskoj i prenatalnoj
dijagnostici.52,53 Ozcan T. sa suradnicima potvr|uje
uspje{nost ove metode i u detekciji aneuploidija pri
analizi fetoplacentarnog tkiva uklopljenog u parafinske
kockice.54 Kultivacija stanica tumorskih tkiva i
poba~enih plodova ~esto rezultira slabim rastom te
lo{om kvalitetom kromosoma, {to ote`ava analizu
klasi~nim metodama oprugavanja kromosoma.55,54,57

Ovom metodom mogu se uspje{nije analizirati kromo-
somske promjene upravo u takvim kulturama. Tako je
analizom nedovoljno kvalitetnih kultura spontano
poba~enih plodova dokazana ve}a incidencija trisomije
1, 7, 16, 21 i 22, kao i ve}a u~estalost svih kromosomskih
promjena (72%) nego {to je to dokazano klasi~nim
metodama analize kromosoma.58 Zahvaljuju}i razvoju
ove metode, mogu}e je otkriti skrivene translokacije u
osoba s mentalnom retardacijom i urednim kariotipom
detektiranim GTG-metodom.49 Metodom komparativne
hibridizacije genoma mogu se odrediti to~ke loma kod
malih interkromosomskih i intrakromosomskih promje-
na, {to se metodama vi{ebojne kariotipizacije ne mo`e.
Usprkos brojnim prednostima, CGH pokazuje nedo-
voljnu senzitivnost u detekciji balansiranih intrakromo-
somskih i interkromosomskih promjena.59 Isto tako,
CGH je nedovoljno precizna za detekciju podru~ja kro-
mosoma, koja uklju~uju ponavljaju}e redoslijede baza
kao {to su heterokromatinske regije kromosoma 1, 9, 16
i Y te centromerne regije akrocentri~nih kromosoma i
telomere. Udio fluorescencije u tim regijama ~esto poka-
zuje devijacije te se u interpretaciji nalaza isklju~uju. To
je najvjerojatnije povezano s nejednakom denaturacijom
i hibridizacijom razli~itih regija kromosoma, {to se prije
svega odnosi na regije bogate GC-parovima baza.59 Neki
autori pokazuju da se ova metoda ipak mo`e uspje{no
primijeniti u detekciji skrivenih telomernih translokacija
koje se ne mogu detektirati GTG-metodom oprugavanja
kromosoma, kao {to je to slu~aj u mentalno retardiranih
osoba.60,61 Upotreba CGH-~ipova (engl. – array CGH)
uvelike }e pove}ati osjetljivost ove metode. Ta nova
tehnologija omogu}it }e detekcije duplikacija i delecija i
od 100-tinjak kb62. 

PRINS 

PRINS (engl. – primed in situ synthesis) brza je i senzi-
tivna metoda za detekciju specifi~nog slijeda nukleoti-
da u DNA-molekuli. Metoda se zasniva na lan~anoj
reakciji polimeraze koja ima samo jedan ciklus,
koriste}i se specifi~nom po~etnicom i obilje`enom
otopinom nukleotida.63 To je pouzdana, jednostavna i

brza metoda kojom se mo`e nadoknaditi nedovoljna
senzitivnost centromernih sondi u detekciji kromosoma
13 i 21 jer specifi~ne po~etnice s velikom senzitivno{}u
razlikuju ponavljaju}e sljedove DNA-molekule u podru-
~ju centromera tih kromosoma.64-66 Veli~ina po~etnica
kre}e se od 18 do 30 bp pa su vrlo pogodne za detek-
ciju kromosoma u spermijima ~ovjeka. Za razliku od
hibridizacije sondi u FISH-u, hibridizacija PRINS-
-po~etnica uspje{nija je bez obzira na kondenziranost
DNA-molekule.67,68 Isto tako je senzitivna u detekciji
delecija unutar jednoga gena jer se po~etnice mogu
vezati za komplementarni slijed nukleotida veli~ine 18
do 20 bp, kao {to je dokazano u slu~aju detekcije dele-
cija u genu za distrofin.69 FISH i PRINS-metoda pokazu-
ju istu senzitivnost u detekciji delecije jedne kopije gena,
no prednost PRINS-metode o~ituje se u jednostavnosti
njezine primjene i brzini dobivanja rezultata.70,71 Ovis-
no o protokolu, rezultati FISH-a mogu se dobiti najbr`e
za 24 sata, a PRINS-metodom za dva do tri sata. Zbog
svih tih prednosti, PRINS-metoda se vrlo brzo ra{irila u
citogeneti~kim laboratorijima kao nadopuna klasi~nim
metodama analize kromosoma. Upotrebljava se za de-
tekciju marker-kromosoma64,72, za detekciju kromosom-
skih promjena u tumorskim stanicama70 i tkivima spon-
tano poba~enih plodova73 te o{te}enjima kromosoma
nastalih kao posljedica djelovanja kemijskih i fizi~kih
mutagena.74 S obzirom na pouzdanost, jednostavnost i
brzinu, ova bi metoda u budu}nosti mogla potisnuti
FISH. 

MIKRODISEKCIJA I REVERZNO BOJENJE

KROMOSOMA 

Mikrodisekcija (engl. – microdissection) metoda je
kojom se izrezuje cijeli ili dio opruganog kromosoma
(npr. GTG-pruge). Izrezivanje se izvodi s pomo}u
mikromanipulatora sa silikoniziranom staklenom iglom
uz uporabu invertnog mikroskopa. Izrezani dio
umno`ava se lan~anom reakcijom polimeraze koriste}i
degenerirane oligonukleotidne po~etnice. Umno`eni
fragmenti obilje`avaju se fluorokromom te se hib-
ridiziraju na metafazne kromosome normalne diploidne
stanice, {to se naziva reverznim bojenjem kromosoma
(engl. – reverse chromosome painting).13,48,75 Mikrodi-
sekcijom kromosomskih preparata dobivaju se sonde
koje slu`e za potrebe FISH-a i vi{ebojnog oprugavanja
kromosoma. Uz to, ova metoda primjenjuje se i za
potrebe mapiranja i izolacije gena te za detekciju kro-
mosomskih promjena. Od svih opisanih metoda,
mikrodisekcija i reverzno bojenje kromosoma najbolja
su kombinacija metoda za detekciju marker-kromosoma
jer je njihovom upotrebom mogu}e identifikacirati
marker-kromosom bilo kojega podrijetla.76,77,79
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ZAKLJU^AK

Djelovanje citogeneti~kog laboratorija na po~etku 21.

stolje}a nezamislivo je bez mogu}nosti primjene metoda

molekularne citogenetike. No to ne zna~i da te metode

potpuno zamjenjuju metode klasi~ne citogenetike ve}

su njihova nadopuna ili logi~an i nu`dan nastavak.

Na`alost, ni molekularno citogeneti~ke metode nisu uvi-

jek dovoljno senzitivne za pojedine kromosomke

aberacije pa je nu`no pravilno odabrati i kombinirati

pojedine tehnike kako bi se najpreciznije i najbr`e oba-

vila analiza. Moderno organiziran citogeneti~ki labora-

torij bi stoga, uz tehniku klasi~ne citogenetike, morao

imati i tehniku FISH-a, kao i jednu od metoda vi{ebojne

kariotipizacije (M-FISH ili SKY). Uz mogu}nost primjene

CGH-a bila bi ostvarena, prema dana{njim standardima,

gotovo idealna analiza kariotipova.
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