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Sazetak:

Fluorescentna in situ hibridizacija (eng. fluorescent in situ hybridization, FISH) je u€inkovita vizualna
tehnika koja omogucuje identifikaciju i lokalizaciju odredenih sekvenci DNA na kromosomima. Ovaj
teorijski zavrsni rad bavi se tehnikom FISH, njezinim povijesnim razvojem, primjenom u molekularnoj
genetici i genetiCkom inzenjerstvu, te moguénostima i ograni¢enjima pojedinih varijanti ove metode.
Rad zapocinje kratkim povijesnim pregledom razvoja metoda za vizualizacije kromosoma i
citogenetickih postupaka, te razvojem samog FISH-a. Nadalje, u ovom radu opisane su razli€ite
varijacije ove metode, ukljuujucéi tzv. Multipleks FISH (eng. Multiplex Fluorescent in situ Hybridization,
M-FISH) Fibre-FISH i interfazni FISH, te i njihove prednosti i ograni€enja. Opisane su i klinicke primjene
FISH-a, prvenstveno u dijagnostici nasljednih bolesti poput kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije (eng. Chronic

Myeloid Leukemia, CML) te razmatrane moguénosti daljnjeg napretka u FISH tehnologiji.
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Abstract:

Fluorescent in situ hybridization (FISH) is an effective visual technique that enables the identification
and localization of specific DNA sequences on chromosomes. This theoretical thesis focuses on the
FISH technique, its historical development, application in molecular genetics and genetic engineering,
and the possibilities and limitations of certain variants of this method. The thesis first brings a brief
historical overview of the development of methods for chromosome visualization and cytogenetic
procedures, as well as the development of FISH itself. Furthermore, this paper describes various
variations of this method, including the so-called Multiplex FISH (eng. Multiplex Fluorescent in situ
Hybridization, M-FISH) Fibre-FISH and interphase FISH, and their advantages and limitations. Clinical
applications of FISH are also described, primarily in the diagnosis of hereditary diseases such as
Chronic Myeloid Leukemia (CML), and possibilities for further progress in FISH technology are
discussed.
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1. UuvOoD

Prve slike ljudskih kromosoma dobivene su pomoc¢u svjetlosnog mikroskopa koji je imao
ograni¢enu mo¢ razlucivanja u odnosu na danasnje moderne mikroskope, stoga su brojanje i
identifikacija kromosoma predstavljali izazov, buduéi da tadasnje tehnike bojanja i mapiranja
visoke rezolucije nisu bile dovoljno razvijene. Rana istraZivanja citogenetike bila su obiljezena
nedostatkom standardnih protokola za pripremu, bojanje i analizu kromosoma. Kao posljedica
nedosljednih rezultata istraZivanja, toan broj ljudskih kromosoma dugo vremena nije mogao
biti precizno odreden. Napretkom u tehnikama bojanja i mikroskopiji postupno se poboljSala
to€nost i pouzdanost analize kromosoma. Razvojem tehnika bojanja, poput Giemsa bojanja,
te drugih citoloskih tehnika, istraZivaci su prikupili dovoljno dokaza koji su na koncu doveli do
spoznaje da ljudi imaju 46 kromosoma unutar svake somatske stanice. Daljnji razvoj
citogeneti¢kih metoda omogucio je fluorescentnu in situ hibridizaciju (FISH) koja omoguéuje
detekciju i vizualizaciju odredene DNA sekvence na kromosomima pomoc¢u DNA sondi s
fluorescentnim oznakama. Ukratko, ova tehnika temelji se na hibridizaciji sekvenci DNA koje
zelimo vizualizirati s DNA ili RNA probama koje su obiljezene fluorescentnim skupinama i
mogu se detektirati pomocu fluorescentnog mikroskopa. FISH metoda je znacajno unaprijedila
mogucnosti istrazivanja u genetici, omogucujuci istrazivaCima precizniju identifikaciju

kromosomskih aberacija.

Ovaj teorijski zavrSni rad donosi kratki povijesni pregled razvoja tehnika vizualizacije
kromosoma, te se bavi fluorescentnom in situ hibridizacijom. U radu ¢e biti objasnjen osnovni
princip metode FISH, te sloZenijih varijanti ove tehnike, ukljuuju¢i M-FISH (Multiplex-FISH),
Fibre FISH i interfazni FISH. Takoder objasnit ¢e se princip metoda CGH (eng. Comparative
Genome Hybridization, komparativha genomska hibridizacija) i SKY (eng. Spectral
Kariotyping, spektralna kariotipizacija), koje se takoder temelje na fluorescentnoj in situ
hibridizaciji sekvenci DNA. U zadnjem poglavlju rada navest ¢e se primjer koridtenja metode

FISH u klinickim studijama .



2. TEORIJSKI DIO

2.1. KLASICNE CITOGENETICKE METODE

Jo$ pocetkom 50-tih godina proslog stolje¢a, ograni€enja u dostupnim tehnikama pripreme
kromosomskih preparata, njihovog bojanja i mikroskopiranja otezavala su citogeneticka
istrazivanja. Istrazivanje kojim je naposlijetku utvrdeno da ljudske somatske stanice sadrze 46
kromosoma zasnovano je na primarnoj kulturi tkiva ljudskih pluénih fibroblasta. Fibroblasti su
izolirani iz ljudskog embrija, a zatim tretirani hipotoni€nom otopinom uz dodatak kolhicina kako
bi se stanice zaustavile u metafazi. Takve stanice su potom obojane orceinom koji se veze na

kromatin i ¢ini kromosome vidljivima (Tjio i Levan, 1956).

Medutim, zna&ajniji napredak u citogenetici zapoCeo je krajem 1950-ih godina kada su postale
dostupne pouzdane metode za pripremu kromosomskih preparata, $to je omogudéilo
identifikaciju kromosomskih aberacija povezanih s bolestima poput Downovog sindroma,
Klinefelterovog sindroma i Turnerovog sindroma. Ranija istraZivanja kromosomskih aberacija
temeljila su se na kulturama stanica koje se dijele, to je zahtijevalo punkciju kostane srZi ili
biopsiju koZe kako bi se dobile stanice u metafazi u kojoj su kromosomi u svom najvisem
stupnju kondenzacije. Medutim Moorhead i sur. (1960) opisali su metodu za pripremu
kromosoma kombiniranjem kulture leukocita iz periferne krvi i suSenja na zraku. Ovom

metodom dobiveni su dobro vidljivi metafazni kromosomi pogodni za analizu.

Tijekom istrazivanja strukture i broja kromosoma u stanicama, za vizualizaciju su se koristile
razliCite tehnike bojanja, medutim s vremenom su se nametnule neke tehnike koje su u
upotrebi i danas, poput Giemsa bojanja, nazvanog po njemackom bakteriologu Gustavu
Giemsi ( Giemsa, 1904). Giemsa bojanje prvotno je koriSteno za mikrobioloSka istrazivanja,
ali je ubrzo pronaslo svoju primjenu i u histologiji. Naime, Giemsa bojanje se koristi u histologiji
zbog svoje izvanredne kvalitete bojanja kromatina, jezgrine membrane i razli€itih svojstava
bojanja citoplazme ovisno o tipu stanice (Barcia, 2007). Giemsa bojanje danas je
neprocjenjiva polikromatska metoda bojanja perifernih krvnih uzoraka, cervikalnih razmaza u
ginekologiji, Plasmodium ili Trypanosoma parazita koji uzrokuju malariju, odnosno bolest

spavanja, kao i uzoraka harlekin metafaznih kromosoma (Stockert i sur., 2014).

Jedno od najranijih otkrica kromosomske aberacije kod ljudi povezane s odredenom boles¢u

bilo je otkrice tzv. Philadelphia kromosoma. Koriste¢i metodu sli¢nu onoj koju su opisali



Moorhead i sur. (1960), prou¢avajuc¢i kromosome u leukocitima iz periferne krvi bolesnika
oboljelih od kroni€ne mijeloi¢ne leukemije (eng. chronic myelogenous leukemia) i granulocitne
leukemije (eng. chronic granulocytic leukemia), Nowell i Hungerford, (1960) su prvi otkrili tzv.
Philadelphia kromosom (slika 1). Primijetili su mali kromosom (22. kromosom) koji se mogao
pronaci kod gotovo svih bolesnika s dijagnozom kroni¢ne mijeloi¢ne leukemije, koji je nazvan
Philadelphia. Daljnja istrazivanja dovela su do otkrica da se zapravo radi o reciprocnoj
translokaciji izmedu kromosoma 9 i 22 (Nowell i Hungerford, 1960). Vise od dvadeset godina
kasnije, 1983. godine, identificiran je rezultat navedene reciproCne translokacije — nastanak
fuzijskog BCR-ABL1 gena. Otkrice ove kromosomske aberacije doprinijelo je kasnijem razvoju
tzv. pametnih lijekova za bolesnike s kronicnom mijeloicnom leukemijom (Jessica Wapner i
Robert A. Weinberg, 2013), Sto je zna€ajno unaprijedilo lijeCenje i kvalitetu zivota bolesnika s
ovom dijagnozom.
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Slika 1. Prikaz ljudskog kariotipa u kojem je doslo do reciproCne translokacije izmedu

kromosoma 22 i 9, rezultirajuéi tzv. Philadelphia kromosomom (22.kromosom). Yadav A
(2016) Philadelphia  chromosome by karyotype — Imagebank hematology.
https://imagebank.hematology.org/image/61436/philadelphia-chromosome-by-

karyotype. Pristupljeno 7.lipnja 2024.
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Bez obzira na razvoj tehnika bojanja kromosoma, i dalje je postojao problem nemogucnosti
detaljnije analize kromosomskih aberacija. Stoga je s viemenom razvijena tehnika sparivanja
(hibridizacije) molekula RNA s njihovim komplementarnim sekvencama na DNA. Procesu
hibrizidacije prethodi priprema DNA i RNA molekula. Prije poCetka hibridizacije potrebno je
ukloniti sve moguée kontaminante (primjerice proteine) zbog moguceg negativnog utjecaja na
proces hibridizacije. Osim toga, potrebno je i denaturirati DNA, te koristiti radioaktivno
oznaCenu komplementarnu RNA probu Sto omogucava vizualizaciju hibridnin DNA-RNA
molekula autoradiografijom (Gall i Pardue, 1969). Ovakve metode prethodile su razvoju FISH
metode koja se takoder temelji na hibridizaciji s obiljezenim komplementarnim probama, ali

se za obiljezavanje ne koristi radioaktivitet nego fluorescencija.

2.2. FLUORESCENTNA IN SITU HIBRIDIZACIJA

Ranih 70-ih godina proslog stolje¢a su se primarno koristile radioaktivno oznacene RNA i DNA
probe koje su predstavljale problem za okoliS te osoblje koje je rukovalo probama. To se
promijenilo 1986. godine, kada su radioaktivne oznake na probama zamijenjene
fluorescentnim. Metoda koja je koristila hibridizaciju visokospecificnih DNA sondi obiljeZenih
fluorescentnim oznakama i omogucila tako analizu genetickih aberacija na molekularnoj razini

nazvana je fluorescentna in situ hibridizacija (FISH) (Pinkel i sur., 1986).
2.2.1. Osnovni princip metode FISH

Osnovni elementi FISH metode su DNA sonda i ciljana sekvenca u genomu. Prije hibridizacije,
DNA sonda se oznafava raznim metodama kao $to su pomicanje zareza, nasumicno
zapocinjanje i PCR. Dvije su uobiCajene strategije oznaCavanja — indirektno i direktno
oznaCavanje (slika 2). Za indirektno oznacavanje, sonde su oznafene modificiranim
nukleotidima koji sadrze hapten, dok se za direktno oznaCavanje Kkoristi inkorporacija
nukleotida koji su direktno modificirani tako da sadrze fluorofor. Oznaéena sonda i ciljana DNA
se denaturiraju kako bi bile u jednolananom obliku, nakon ¢ega se inkubiraju zajedno, Sto
omogucuje sparivanje komplementarnih DNA sekvenci. Ako je sonda bila oznacena
indirektno, potreban je dodatni korak za vizualizaciju ne-fluorescentnog haptena koristeci
enzimski ili imunoloski sustav detekcije. lako je FISH metoda brza s direktno oznacenim
sondama, indirektno oznaCavanje moze pojacati signal koriStenjem nekoliko slojeva antitijela

i moze stoga proizvesti signal koji je svjetliji u usporedbi s pozadinom.
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Slika 2. Princip fluorescencijske in situ hibridizacije. a. Prikaz DNA sonde i ciljane sekvence
u genomu. b. Proces oznacavanja DNA sonde direktno (fluorofor) ili indirektno (hapten). c.
Denaturacija DNA sonde te ciljane sekvence u genomu. d. Komplementarno sparivanje DNA
sonde i ciljane sekvence u genomu. e. Dodatna vizualizacija haptena pomoc¢u imunoloske

detekcije (prema Speicher i Carter, 2005).



Vazno je napomenuti da je velika prednost metode FISH, za razliku od ranije dostupnih
metoda, moguénost analize jezgri stanica koje se ne dijele. Naime, konvencionalna
citogenetiCka analiza zahtijeva izolaciju stanica tijekom mitoze. Medutim, izolacijom
kromosoma iz nekih uzoraka, primjerice ¢vrstih tumora, ¢esto se ne mogu pronaéi metafazni
kromosomi koji su pogodni za analizu. Upravo upotrebom FISH tehnologije sa specifiénim
probama komplementarnim odredenim lokusima na kromosomima, moguce je brojati
individualne kromosome svake jezgre i utvrditi deleciju ili duplikaciju pojedinaénog gena
(Trask, 2002).

Metoda FISH danas se rutinski koristi, kako za dijagnosticki, tako i za istrazivacki rad.
Komercijalno su dostupne vec sintetizirane sonde za dijagnosticiranje sindroma uzrokovanih
suptilnijim kromosomskim aberacijama koje se ne mogu pouzdano identificirati kroz
standardne tehnike bojanja. Na primjer, testiranje na Smith-Magenis sindrom (sindrom nastao
kao posljedica aberacije kromosoma 17, uklju€uje intelektualni invaliditet, uglati oblik lica,
Siroko €elo, urodene sréane mane standardno se provodi metodom FISH koristenjem sonde
za malu regiju delecije na kromosomu 17 (Kuwano i sur., 1991). U znanstvenim istrazivanjima
niz je primjera u kojima se FISH metoda koristi za odredivanje i vizualiziranje to€no odredenih
DNA sekvenci na kromosomu (Levsky i Singer, 2003). Osim toga, koristi se u kliniCkim
istrazivanjima infektivnih bolesti, prenatalnoj dijagnostici (Ju i sur., 2022), ali i u biotehnologiji
(Amann i Fuchs, 2008).

2.2.2. Multipleks FISH (M-FISH)

Metoda M-FISH (eng. Multiplex Fluorescent In situ Hybridization) je citogeneti¢ka metoda za
vizualizaciju viSe razli€itih regija na kromosomima tijekom jednog koraka hibridizacije sa
nekoliko razli¢itih fluorescentno obiljezenih sondi. Ova metoda koristi kompleksan set sondi,
oznacenih razli€itim fluorescentnim bojama, koje se mogu pobuditi UV svjetlom i analizirati
pomoc¢u fluorescencijskog mikroskopa. Analizom fluorescentnih signala s razli€itih
kromosoma, M-FISH omogucuje razlikovanje normalnih od abnormalnih kariotipova te
detekciju slozenih kromosomskih aberacija koji su teSko uocljive drugim metodama.

Metoda M-FISH se pokazala kao vazna metoda za otkrivanje translokacija i drugih slozenih
aberacija. Osim toga, M-FISH omogucuje prou¢avanje oStecenja na kromosomima izazvanih
zraCenjem, te se pomocCu nje mogu pratiti i vizualizirati molekule DNA tijekom procesa
popravka. M-FISH je takoder potaknula industriju standardnih komercijalno dostupnih setova
proba za detekciju viSe lokusa odjednom radi otkrivanja suptilnih aberacija, primjerice koristedi
probe poput onih koje hibridiziraju s jedinstvenim sekvencama blizu svake telomere kako bi

otkrili aberacije u blizini krajeva kromosoma (Speicher i sur., 1996).



2.2.3. Metoda interfazni FISH

Metoda interfazni FISH (IFISH) je varijanta metode FISH koja se izvodi na cijelim interfaznim
jezgrama, bez potrebe za izolacijom metafaznih kromsoma, te se moZze raditi i na tkivima i
stanicama koje su bile sacuvane u parafinu i jezgrama takvih stanica, jezgrama koje su bile
zamrznute, kao i jezgrama dobivenim klasi¢nim citogenetickim metodama. IFISH omoguc¢ava
usporedbu razligitih tipova stanica, a o pojavi kromosomskih aberacija zakljuCuje se na temelju

promjene u relativnom polozaju fluorescentnih signala na kromosomima u interfaznoj jezgri.

Na primjer, pomo¢u ove metode moguce je detektirati duplikaciju veli¢ine od oko 1.000.000
parova baza na interfaznom kromosomu 17, koja je povezana s Charcot-Marie-Tooth
sindromom. Charcot-Marie-Tooth sindrom je nasljedni poremecaj perifernih zivaca. Najceséi
simptomi ukljuuju slabost misi¢a, gubitak osjeta u udovima (posebno u stopalima), otezano
hodanje i koordinaciju pokreta. Pomaci u relativnom polozaju fluorescentnih signala na
kromosomima mogu otkriti i druge strukturne aberacije kao Sto su translokacije, inverzije ili
duplikacije (Tibiletti, 2007).

2.2.4. Fibre FISH

Metoda Fibre FISH je varijanta fluorescentne in situ hibridizacije koja omogucava bitno veéu
rezoluciju u odnosu na druge varijante FISH-a, od oko 500 kb pa ¢ak do samo 1 kb. Za
provodenje ove metode s izolirane DNA se najprije uklone histoni, $to omogucuje da se lanci
DNA u potpunosti razmotaju, a zatim se fiksiraju na povrsinu stakalca. U idealnom slucaju,
lanci DNA moraju biti ravnomjerno razmotani kako bi se omogucila kvalitetna analiza. Ova
metoda se koristi za razrijeSavanje nejasnoc¢a o redoslijedu nukleotida unutar regija, kao i za
analizu duplikacija te otkrivanje malih aberacija unutar kromosoma. Tako primjerice velika
rezolucija fibre FISH metode moze omoguditi vizualizaciju delecija X-kromosoma kod
pacijenata s Duchenneovom misi¢nom distrofijom i precizno odredivanje veli€ine delecija.
Fibre FISH predstavlja jedan od najboljih alata za vizualizaciju DNA sekvenci na uskim
specifinim regijama u genomu. Takoder, fibre FISH omoguc¢ava vizualizaciju sekvenci DNA
koje se djelomi¢no preklapaju (slika 3). U tom slu€aju jedna sekvenca hibridzira se s probom
koja nosi florescenciju jedne boje, druga sekvenca hibridizira s probom obiljezenom sa
fluorescencijom druge boje, a preklapanja u tim dvjema sekvencijama mogu se detektirati kao

mjeSovita fluorescencija dviju proba (slika 3) (Speicher i Carter, 2005).
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Slika 3. Primjena fibre FISH metode za detekciju preklapajucih sekvenci DNA. Lanci DNA se
hibridiziraju s probama. Istovremena hibridizacija dviju razli€itih proba prikazana je zelenom i

crvenom bojom. Zuta boja oznagava preklapanje dviju proba (prema Speicher i Carter, 2005).

2.2.5. COD-FISH

Metoda COD-FISH (eng. Chromosome Orientation and Direction FISH) je metoda koja moze
odrediti orijentaciju lanaca DNA i utvrditi inverzije i druge kromosomske aberacije na
sestrinskim kromatidama. COD-FISH se u pocetku koristila za prou€avanje kromosomskih
aberacija, ali kasnije se koristila i za detekciju izmjene nasljednog materijala izmedu

sestrinskih kromatida.

COD-FISH metoda polazi od kulture stanica koje se repliciraju u prisutnosti analoga timidina,
5-bromo-2-deoksiuridina (BrdU) (slika 4). Novosintetizirani lanci DNA nakon replikacije
sadrzavaju BrdU. Potom se takvi metafazni kromosomi fiksiraju na mikroskopsko stakalce,
nakon Cega se izloze UV-zracenju koje potice fragmentiranje novosintetiziranih lanaca DNA.
Jednolanc¢ani lomovi koji su nastali na novosintetiziranim lancima DNA su supstrat za

egzonukleazu Il koja se dodaje na predmetno stakalce.

Egzonukleaza Il uklanja lance DNA u kojima se nalaze jednolan¢ani lomovi, time ostavljajuci
metafazne kromosome jednolan€anima. Ovakve kromatide sadrze po jedan od pocetnih
roditeljskih lanaca, ¢ime su povoljna ciljana regija za hibridizaciju s DNA sondom. Razli€iti
uzorci hibridizacije pokazuju relativnu orijentaciju dviju sekvenci kromosomske DNA. Probe
za oba lanca DNA hibridiziraju i proizvode vidljive signale na istoj kromatidi ako su sekvence
orijentirane paralelno, dok signali na razliitim kromatidama ukazuju na antiparalelnu

orijentaciju (Williams i sur., 2011).
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Slika 4. Koraci COD-FISH metode. Kromosom prije replikacije. b. Integracija BrdU (analog
timidina). c. Uklanjanje novosintetiziranih lanaca. d. Hibridizacija s probom. e. Detekcija probe
(prema Williams i sur., 2011).

Sve navedene varijante FISH se koriste u molekularnoj biologiji i citogenetici za detekciju
cilinih sekvenci na DNA i istraZivanje strukture kromosoma. Najveca razlika izmedu ovih
metoda jest usmjerenje na cijeli genom ili istrazivanje pojedinaénih promjena na malim
lokusima unutar kromosoma. Metode interfazni FISH i fibre FISH isti€u se u pruzanju
strukturnih uvida, dok metode M-FISH i COD-FISH nude Siru primjenjivost koja obuhvaca

geneticka istrazivanja i kliniCku dijagnostiku.
2.2.6. FISHNnCHIPS

Osim prethodno navedenih FISH metoda, znanstvenici su napravili odredene iskorake u
posliednjih 10 godina, usavrSavajuci pojedine aspekte provodenja same metode. Trenutno
dvije najnaprednije varijante FISH metode su FISHNnCHIPS (eng. FISH of Cellular
Heterogenelty and Gene Expression Programs) te MERFISH (eng. Multiplexed Error-Robust
FISH). FISHnCHIPs je metoda pomocu koje se mogu razlikovati razli€iti tipovi stanica u tkivu
na temelju Cinjenice da je u odredenom tipu stanica koeksprimiran odredeni set gena. U ovoj
metodi koristi se referentni skup scRNA-seq (eng. Single-Cell RNA-sequencing -
sekvencioniranje mMRNA iz jedne vrste stanica) podataka pomoéu kojih se identificiraju grupe
koeksprimiranin gena i prema kojem se dizajniraju oligonukleotidne probe koje ¢e se
komplementarno spariti s takvim genima kako bi se to¢no profilirale stanice (slika 5) (Haque i
sur., 2017).

FISHNnCHIPs omogucava profiliranje stanica istovremenim snimanjem do 35 koeksprimiranih
gena grupiranih unutar odredenih tkiva. U usporedbi sa standardnom FISH metodom, ovo je
puno osjetljivija metoda (2 do 20 puta veéa osjetljivost). FISHNCHIPs omogucuje brzo

tipiziranje stanica razli€itih tkiva s normalnim fizioloSkim mehanizmima ili onih koji prolaze kroz



maligne promjene. Takoder nudi veéu ekonomicnost procesa u usporedbi s metodama
multipleksnog imunofluorescentnog bojenja, buduéi da se koriste jeftinije oligonukleotidne
sonde koje se mogu individualno prilagoditi. Ograni¢enje metode FISHNCHIPs jest da se
njome ne moze to¢no odrediti broj kopija nekog gena, stoga ne moze istovremeno pruziti tocne
podatke o broju RNA molekula. Razlog tome je Sto u ovoj metodi dolazi do preklapanja
fluorescentnih signala DNA sondi, buduéi da se veZu na genske klastere. U slu¢ajevima kada
je potrebno utvrditi to¢an broj RNA molekula, FISHNCHIPs se moZe kombinirati sa smFISH
(eng. Single Molecule FISH) kako bi omogucio istovremenu analizu stanica i transkripata,
budu¢i da smFISH metoda moZe kvantificirati RNA molekule koriste¢i DNA sonde koje se

mogu komplementarno spariti s tocno odredenom RNA (Zhou i sur., 2024).

a sekvencioniranje RNA b
pojedinacnih stanica
m ° .~ GenAtransknpt prostorno kolokalizirani
Gen A proba transkripti
o S o
Gen B >e p
GenC =
GenD =
. Gen E
Geni  Genf
Gen H
Gen |
. Ekspresija gena A
Stanice Ekspresija gena D
c FISHNCHIPS viSe

koeksprimiranih gena Isprane probe

Slika 5. Shematski prikaz metode FISHNCHIPs a. Matrica jednolantane RNA koja je
sekvencionirana (scRNA-seq) te se mozZe koristiti za klasteriranje tipova stanica, koje su
karakterizirane svojim jedinstvenim profilima ekspresije gena (crvene stanice eksprimiraju
gene A-D; zelene stanice izrazavaju gene E—I). b. Geni koji su koeksprimirani su prostorno
lokalizirani u istim stanicama unutar tkiva. Dizajniranjem fluorescentno oznacenih
oligonukleotidnih sondi za ciljanje velikog skupa koeksprimiranih transkripata, FISHNCHIPs
moZze poboljSati osjetljivost fluorescentne detekcije. c. FISHNCHIPs omoguéuje vizualizaciju

tipova stanica u uzorcima tkiva (prema Zhou i sur., 2024).
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2.2.7. MERFISH

Metoda MERFISH (eng. Multiplexed Error-Robust FISH) se pojavila kao tehnika od velike
vaznosti za mjerenje broja kopija gena unutar pojedinih stanica. Pristup ukljuCuje fiksiranje i
permeabilizaciju stanica prije dodavanja fluorescentno oznacenih oligonukleotidnih sonda

koje se komplementarno uparuju s odredenim regijama RNA od interesa u stanicama.

Glavne komponente ove metode uklju¢uju kombinatorno oznaCavanje (ako se detektira
fluorescencija, to se oznacava s 1, ako se ne detektira onda se oznacava s 0) i barkodove
(DNA sekvence koje se nalaze na krajevima DNA sondi na koje se vezu fluorescentno
oznacene sonde kako bi se mogle identificirati razliCite vrste RNA molekula). Barkodiranje se
postize koristenjem kombinacije razli€itih fluorescentnih sondi u viSe ciklusa hibridizacije. Na
primjer, jedna ciljana RNA molekula moZe biti prepoznata koriStenjem viSe razli€itih sondi koje
su oznacene razli€itim fluorescentnim bojama. Proces hibridizacije ponavlja se viSe puta s

razli¢itim setovima fluorescentnih sondi.

Svaki set sondi oznacava razli¢itu kombinaciju fluorescentnih boja, stvarajuci jedinstveni kod
za svaku ciljanu regiju unutar RNA. Kada se uzorak pregleda pod fluorescentnim
mikroskopom, uzorak se moZe dekodirati kako bi se identificirala svaka RNA molekula.
Koristenjem razli¢itih kombinacija fluorescentnih sondi se smanjuje moguénost pogrednog
identificiranja RNA molekule (Wang i sur., 2023)

hyb 4
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Slika 6. MERFISH. a. Lokalizacija svih pojedinacnih RNA molekula u ovoj stanici koje su

obojene prema svojim barkodovima. b. Slike koje prikazuju 16 ciklusa hibridizacije za
oznaceno podrucje, s brojevima u krugovima koji oznaCavaju potencijalne RNA molekule.

(prema Chen i sur., 2015)

11



Glavni izazov MERFISH metode lezi u optimizaciji algoritama i raCunalnih alata za dekodiranje
fluorescencijskih signala i mapiranje RNA. Osim toga, spektralno preklapanje signala
predstavlja problem za interpretaciju rezultata. Ova metoda je vrlo skupa zbog koristenja
specijalizirane opreme i brojnih reagensa. MERFISH je izuzetno korisna tehnika koja
omogucuje mjerenja tocnog broja kopija i prostorne distribucije pojedinacnih mRNA unutar

pojedinih stanica u razli€itim tkivima (Moffitt i Zhuang, 2016).

2.3. SPEKTRALNA KARIOTIPIZACIJA (SKY)

Spektralna Kkariotipizacija (eng. Spectral Karyotyping) je citogeneticka metoda koja
omogucava oznacavanje pojedinih kromosoma u kariotipu razli¢itim fluorescentnim bojama,
zbog €ega se koristi za detaljnu analizu kromosomskih aberacija. Ova metoda moze precizno

utvrditi mjesto na kojem se dogodila promjena u kromosomu (Schrock i sur., 1996).

U sklopu ove metode koriste se DNA sonde specificne za kromosom koje su oznacéene
razli¢itim kombinacijama fluorescentnih boja. U tu smjesu se dodaje Cot-1 DNA (slika 7) koja
je bogata ponavljanjima pa se moze vezati na ponavljanja unutar fluorescentno oznacenih
DNA sondi i time sprijeciti nespecificno vezanje DNA sondi. DNA sonde i preparat metafaznih
kromosoma se denaturira i hibridizira, te zatim promatra pod fluorescentnim mikroskopom.
Mikroskop je opremljen posebnim filterima i spektralnim sustavom za snimanje koji moze
razlikovati razli€¢ite kombinacije fluorescentnih boja. Sustav snimanja biljezi fluorescentne
emisijske spektre svakog kromosoma (slika 8). Ove spektralne informacije zatim obraduje i
analizira softver, koji dodjeljuje boju svakom kromosomu na temelju njegovog jedinstvenog
spektra. Krajnji rezultat je kariotip u kojem se svaki par kromosoma vizualizira u razli€itoj boji
(Schrock i sur., 1996).
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Slika 7. Spektralna kariotipizacija. a. Prikaz bojanja 24 ljudska kromosoma razli¢itim
fluoroforima, te dodavanje Cot-1 DNA. Takva smjesa se nanosi na mikroskopsko stakalce te
dolazi do hibridizacije s fluorescentno oznatenom DNA sondom, a potom slijedi detekcija
kromosomskih aberacija. b. Primjena SKY na normalne interfazne i metafazne ljudske stanice.
c. Prikaz kariotipa stanice raka mjehura primjenom SKY. Bijele strelice pokazuju inter-

kromosomalne aberacije (prema Trask, 2002).
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Slika 8. SKY ljudskih kromosoma nakon istovremene hibridizacije 24 oznacene sonde za

bojanje kromosoma. a. Prikaz boja. b. Prikaz boja po klasifikaciji temeljenoj na spektru. c.

Kariotip metafaznih kromosoma prikazanih u b. (prema Schrock i sur., 1996).

SKY metoda danas ima mnogobrojne praktiCne primjene. Spektralni kariotip dobiven kao
krajnji rezultat SKY-a omogucuje lako prepoznavanje kromosomskih promjena, kao $to su
translokacije, delecije, duplikacije, $to je od osobite vaznosti u genetici raka i drugim
podrucjima gdje je precizna identifikacija kromosoma klju¢na za dijagnozu i lije€enje. SKY se
koristi u dijagnosticiranju genetickih bolesti, u reproduktivnoj medicini kao i u svrhu praéenja
kromosomskog integriteta maticnih stanica u istrazivackim i terapijskim primjenama. SKY
moze sluziti ne samo za dijagnostiCke svrhe, vec je takoder vrlo korisna i u istrazivanju

evolucijskih razlika medu vrstama primjerice izmedu ljudi i primata (Trask, 2002).

2.4. KOMPARATIVNA GENOMSKA HIBRIDIZACIJA (CGH)

Komparativna genomska hibridizacija (eng. Comparative Genomic Hybridization) je inovativna
molekularna citogeneti¢ka tehnika koja omoguéava usporedbu relativnog broja pojedinih
sekvenci DNA izmedu kontrole (npr. normalne stanice) i uzorka (npr. tumorske stanice) ito
na razini cjelokupnog genoma. Pomoc¢u ove tehnike moze se utvrditi gdje je doslo do

amplifikacije dijela genoma ili delecije (Kallioniemi i sur., 1992).

Metoda se provodi tako da se jedan uzorak DNA (primjerice DNA iz zdravog tkiva) fragmentira
i diferencijalno oznaci primjerice zelenom fluorescentnom bojom, a drugi (primjerice iz tumora)
crvenom. Zatim se tako oznacCeni i denaturirani fragmenti hibridiziraju s metafaznim
kromosomima kako bi se detektiralo njihovo vezanje na komplementarne sekvence. Osim

metafaznih kromosoma, oznaceni fragmenti se mogu hibridizirati i s BAC (eng. Bacterial
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Artificial Chromosome) klonovima u kojima se nalaze inserti odredenih DNA fragmenata. Prije
toga, radi postizanja jasnijeg signala, ponavljajuée sekvence se hibridiziraju s
komplementarnom predhibridizacijskom DNA sondom. Na kraju, mijeri se omjer crvene i
zelene fluorescencije duz svakog kromosoma (slika 9). Kromosomske regije jednako
zastupljene izmedu testnih i kontrolnih uzoraka pojavljuju se u narancastoj boji; one koje su
deletirane ili duplicirane pojavljuju se pretezito u crvenoj ili pretezito zelenoj boji, ovisno o tome
je li se njihova delecija/duplikacija dogodila u testnom uzorku koji sadrzava DNA tumorske
stanice u odnosu na kontrolni uzorak koji sadrzi DNA normalne stanice (Kallioniemi i sur.,
1992).
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Slika 9. Komparativha genomska hibridizacija. DNA u testnim i referentnim uzorcima je
oznaCena zelenim i crvenim fluorokromima, a hibridizacija se odvija na metafaznim

kromosomima (lijevo) ili na nizu BAC klonova u kojima se nalaze inserti fragmenata DNA
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(desno). Podrucja u kojima je zelena boja uocljivija su duplikacije u testnom uzorku, a podrucja
u kojima je uodljivija crvena boja su delecije u testhom uzorku. Donja lijeva slika pokazuje
rezultat CGH koristeéi stani¢nu liniju raka prostate PC-3 kao testni uzorak; delecija i duplikacija
nekoliko kromosomskih regija su vidljive kao crvena, odnosno zelena podruéja (prema Trask,
2002).

Cvrsti tumori esto predstavljaju izazov za istraZivanja u odnosu na tipove leukemija kod kojih
se metafazni kromosomi mogu lakSe izolirati i mnogo su detaljnije analizirani nego $to je slucaj
sa ¢vrstim tumorima. Naime, metafazni kromosomi izolirani iz stanica évrstih tumora nisu
pogodni za analizu. Medutim, obzirom da za CGH nisu potrebni isklju¢ivo metafazni
kromosomi nego samo DNA iz normalne ili tumorske stanice, ova tehnika bitno je olakSala

proces istrazivanja ¢vrstih tumora.

Naime, standardna kariotipizacija nije u mogucnosti detektirati kromosomske aberacije koje
su manje od nekoliko megabaza, dok to nije prepreka za CGH. Takoder, CGH moze
identificirati odredene promjene koje se ucestalo pojavljuju u genomu u razli¢itim uzorcima
koje mogu upucivati na aberacije koje uzrokuju maligne bolesti. Kao mozda i najveca prednost
CGH u odnosu na druge metode jest moguénost koristenja razli€itih stanica (izoliranih iz nekog
organizma ili izoliranih iz kulture stanica). CGH metoda je uspjeSno koristena na tumorskim
stani¢nim linijama pacijenata s tumorom mjehura kao i na primarnim uzorcima tumora mjehura
kako bi se otkrilo 16 razli¢itih amplifikacijskih regija koje prethodno nisu bile primijecene
(Kallioniemi i sur., 1992). Jos jedan od primjera ukljuCuje identifikaciju onkogena PIK3CA u

raku jajnika (Gray i sur., 1999).

lako je CGH metoda koja je mnogo doprinijela razvoju citogenetike, ova metoda se ipak ne
moze koristiti za otkrivanje recipro¢nih translokacija i inverzija, kao niti za utvrdivanje delecija
i duplikacija koje ujedno uklju€uju strukturna preslagivanja kromosomskih segmenata. Unato¢
tome, obzirom na brojne ranije navedene prednosti, CGH ostaje jedna od naj¢esée koristenih
tehnika u citogenetici (Speicher i Carter, 2005).
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2.5. PRIMJENA METODE FISH U KLINICKIM ISTRAZIVANJIMA NA PRIMJERU
DETEKCIJE PHILADELPHIA KROMOSOMA

Kako je ranije opisano, bolesnici s kroni€nom mijeloi€nom leukemijom (CML) ¢esto pokazuju
fuziju proto-onkogena ABL s kromosoma 9 s genom BCR na kromosomu 22. Ova fuzija
nastaje kao posljedica recipro¢ne translokacije, kojom se dobiva tzv. Philadelphia kromosom.
Kako bi se mogle precizno detektirati fuzije gena ABL i BCR u pojedinacnim stanicama krvi i
koStane srzi bolesnika, koristi se dvobojna fluorescentna in situ hibridizacija (dcFISH), (slika
10). Ova metoda se pokazala brzom i osjetljivom u procjeni ucestalosti ove kromosomske

aberacije.

Dvobojna hibridizacija s ABL i BCR probama na interfaznim kromosomima rezultira jednim
crvenim i jednim zelenim hibridizacijskim signalom na nasumi¢nom mjestu unutar jezgre, te
jednim crveno-zelenim signalom koji je rezultat preklapanja probi koje su na udaljenosti manjoj
od 1 uym (slika 10). Ovom metodom dobivena udaljenost izmedu crvenih i zelenih komponenti
fuzijskog signala na Philadelphia kromosomu odgovara studijama koje pokazuju da bi se DNA
sekvence udaljene manje od 250 kb trebale nalaziti na udaljenosti do jednog mikrona u

dvodimenzionalnim interfaznim jezgrama.

Lazno pozitivni rezultati otkriveni su u oko 1 % slu€ajeva (9 od 750 stanica sakupljenih iz Cetiri
zdrave osobe), pri ¢emu tri sluaja pokazuju lazno pozitivne fuzijske signale na svakih 150
analiziranih stanica, Sto znaci da koriste¢i ovu metodu dobijemo rezultat da je u€estalost CML
stanica u populaciji oko 1 %. Druge metode kojima se moze detektirati fuzijski gen su Southern
blotting ili in vitro PCR cDNA transkripta dobivenog iz mRNA tumorske stanice. Medutim,
Southern blotting i PCR ne mogu dati podatke o u€estalosti fuzijskog gena u CML stanicama,
jer ne dopustaju geneticku analizu na pojedinac¢noj stani¢noj razini na na€in da se rezultati
analize mogu povezati s fenotipom stanice. Stoga je procjena distribucije genotipa CML ovim

dvjema metodama kroz linije stanica nemoguéa (Tkachuk i sur., 1990).

17



Metaphase

¢ !
2§ ¢ PEMI2 ﬁ> 0 < B
22

22%
es) C-H-ab/ ¥
¢ / 9 der 9

Slika 10. llustracija koja prikazuje uzorke prilikom hibridizacije proba u normalnim stanicama
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te u CML stanicama tijekom metafaze i interfaze. Crni krugovi predstavljaju crvene signale od
c-H-abl (abl sonda), a bijeli krugovi predstavljaju zelene signale od PEM 12 (bcr sonda). Lijeva
strana slike pokazuje normalnu metafazu s c-H-abl bojanjem blizu kraja 9q i PEM12 na 22g.
Odgovarajuci interfazni uzorak hibridizacije pokazuje slu¢ajni raspored sva Cetiri signala.
Desna strana slike pokazuje klasi¢ni Ph' u CML-u. bcr-abl fuzija je predstavijena jednim setom

zelenih i crvenih signala u blizini u metafazi i interfazi (prema Tkachuk i sur., 1990)
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3. ZAKLJUCAK

1) Razvoj fluorescentne in situ hibridizacije (FISH) znaéajno je unaprijedio citogenetiku,

omogucujuci vizualizaciju specifi€nih gena i precizno otkrivanje kromosomskih promjena.

2) Napredne verzije FISH-a, poput M-FISH, fibre FISH i interfazne FISH, proSirile su
mogucnosti analize, dok najnovije metode kao FISHNnCHIPS i MERFISH omogucuju detaljno
profiliranje stanica i simultano detektiranje veceg broja molekula unutar jedne stanice. Ove
tehnike doprinijele su razumijevanju genske ekspresije, etiopatogeneze geneti¢kih bolesti i

onkogenih promjena, te omogucile rano otkrivanje geneti¢kih poremecaja.

3) Buduci napredak u FISH tehnologijama usmjeren je na jo$ precizniju i brzu analizu, Sto bi

dodatno olak$alo, znanstvena istrazivanja i primjenu ove tehnike u dijagnostici.
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Izjava 0 izvornosti

Ja, Slavica Krzelj, izjavljujem da je ovaj zavrdni rad izvorni rezultat mojeg rada te da se u

njegovoj izradi nisam koristila drugim izvorima, osim onih koji su u njemu navedeni.
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