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Shrnuti prednasky

zakladni pojmy klinicke cytogenetlky chromozom, mitdza,
karyotyp, tfidéni chromozomu

metody klasické cytogenetiky — odbér materialu, kultivace,
zpracovani, pruhovani, barveni

vrozeneé chromozomove aberace, meidza a poruchy
vV meioze, ziskane chromozomove aberace, priklady vyuziti
v klinicke cytogenetice

metody molekularni cytogenetiky, priklady vyuziti v klinické
cytogenetice

nadorova cytogenetika
preimplantacni geneticka diagnostika
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Zakladni pojmy klinickeé
cytogenetiky
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e klinicka cytogenetika se zabyva
analyzou chromozomu (jejich poctem
a morfologii), jejich segregaci v meidze
a mitoze a vztahem mezi nalezy chromozomovych
aberaci a fenotypovymi projevy.

e vznik moderni lidské cytogenetiky se datuje
od roku 1956, kdy Tjio a Levan vyvinuli efektivni
metodiky chromozomalni analyzy a stanovili,
ze normalni pocet lidskych chromozomu je 46.
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pojmy chromatin a chromozomy - tykaji se téhoz jaderného materialu,
odlisnost ve stupni spiralizace v zavislosti
na fazi bunecného cyklu

chromatin - komplex DNA s chromozomovymi proteiny a RNA
(pojem pouzivany pro interfazi)
chromozom - chromatin spiralizovany v mitoze
chromatida = 1 kontinualni molekula dvousroubovicové DNA
ve vazbé s chromozomovymi proteiny a RNA
(spiralizovana v mitoze)
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Jestlize chceme vysledovat osud chromatid chromozomu \
v interfazi, hovorime o "chromatidach" i v despiralizovane podobe.
7 s o o V4 r 7
Chromozom se sklada z 1 nebo 2 chromatid (v ruznych fazich
spiralizace) v zavislosti na fazi bunéc¢ného cyklu
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CHROMATIN

e euchromatin - dekondenzovana forma chromatinu
- transkripéné aktivni chromatin (pfepis genu do RNA)
e heterochromatin - kondenzovana forma chromatinu
- transkripcné inaktivni chromatin (ale replikace probiha)
konstitutivni heterochromatin
- zUstava v kondenzovaném stavu a nepfepisuje se do RNA
v prubéhu celého bunééného cyklu ve véech burikach a ve vdech
vyvojovych stadiich organizmu
- transkripcné trvale inaktivni
- centromery, - chromocentra = oblasti konstitutivniho
heterochromatinu v interfazi

fakultativni heterochromatin
- mUze prechdazet ze stavu heterochromatinu do stavu euchromatinu
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CHROMATIN A CHROMOZOMY

BEHEM BUNECNEHO CYKLU

bunécny cyklus somatickych bunéek
(interfaze + mitoza)

- G1, S, G2 faze = INTERFAZE
nejdelsi faze bunécného cykluy,
chromatin je malo kondenzovany G1
nebo dekondenzovany (10-12 hod.)
(pouze konstitutivni
heterochromatin zUstava trvale
kondenzovan)

- M faze = MITOZA
bunécné déleni -
kondenzace chromatinu,
vznik chromozomd{
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CHROMATIN A CHROMOZOMY

BEHEM BUNECNEHO CYKLU

kondenzace chromatinu, vznik chromozomy

béhem bunécnéeho cyklu a
se chromatin nachazi
v ruznych fazich

spiralizace re— ) b
(v interfazi nizky stupern e —
spiralizace, béhem mitdzy QQMR'L o
postupna kondenzace, I J
maximalni v metafazi Q@O 80, l
chromosomu 7 /AY
S

fT"_iﬂaﬁlo"ff % 11400 nm  Obr. 52. Rizné trovné struktury eu-
il karyontniho chromosomu.
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CHROMATIN A CHROMOZOMY BEHEM

BUNECNEHO CYKLU-
interfaze

bunka v interfazi

(v jadre malo

kondenzovany

a dekondenzovany chromatin)

Puc, 25-11. 3HeKTp0HHaﬂ Muxpocbomrpaclma THPEOTPONHOM KIETKH W3 mepeueii 1oau runodusa Kpeickl;
x 6400 (Farquhar M. G., 1971).
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CHROMATIN A CHROMOZOMY BEHEM

BUNECNEHO CYKLU-
metafaze mitozy

metafazni chromozomy ve svetelném mikroskopu
(chromozomovy rozptyl, pracovné mitoza)
/ P B zvetseni 1250x
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CHROMATIN A CHROMOZOMY

BEHEM BUNECNEHO CYKLU
interfaze

G1 faze kazdy chromozom
je tvoren 1 chromatidou »
S faze = synteticka faze o ?T'm
kazdy chromozom se zdvoji o [ .
(zreplikuje), tzn. je tvoren
dvéma chromatidami

G2 faze kazdy chromozom je
tvoren dvéma chromatidami

., .~ Centromera

 MTelomera
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CHROMATIN A CHROMOZOMY

BEHEM BUNECNEHO CYKLU

M faze = MITOZA

postupna kondenzace chromatinu az do maxima
v metafazi, vznik chromozomd (chromozomy tvofeny
dvéma chromatidami)

4 , Telomera
% T ~Centromera
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" MTelomera

odd&leni sesterskych chromatid v centromefe v anafazi
(chromozomu je dvojndsobny pocet a jsou tvoreny
jednou chromatidou) - podélné déleni centromery

Sesterské chromatidy

Obrazek 2.1 Typicky mitoticky cyklus, popsany v textu. Vy-

Segl‘egace dcerinnyCh Chromatid (SamOSt?thCh znaceny jsou telomery, centromery a sesterské chromatidy.
chromozomi), pohybuji se k protilehlym pdlum buriky
/l\ /I
mitéza je dokoncena cytokinezi - rozdélenim cytoplazmy _T—a
o] v v J4 v g Vv 7
puvodne materske bunky za vzniku dvou dcerinnych \{

bunek, jejichz jadra obsahuji stejnou genetickou vybavu Core o T

jako bunka materska (déleni bunky) chromatid v anafazi mitozy
;Lquus J"'vlp' . . - i‘ R _
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CHROMOZOM

tyCinkova organela

sesterské chromatidy
(identické kopie)

vy

<+ telomera

< p - kriatka raménka

+ centromera

+ (- dlouha raménka

Onextponnas mMukpodororpadus xpomocomsr 12 uenoseka. Takas XpoMocoMa Co-
CTOMT W3 XpOMaTHHA, YJIOXEHHOTo B BOJIOKHa auameTpoM 200-300 A u mmHoM

700-800 mMkm, u conmepxut aByxuenoueunyo JHK obmeif mmnoii oxomo 4 cm
<+ telomera Submikroskopické stavba chromozému [1314]

Vytvotilo Oddéleni 1¢kaiske genetiky FN Brno




CHROMOZOM

e centromera = heterochromatinova oblast (konstitutivni
heterochromatin), misto rozdeleni kratkych a dlouhych
rameének, mlsto spOJenl sesterskych chromatid, misto tvorby
kmetochoru vV meioze a mitoze, (primarni konstrlkce)

e telomera = specificka DNA sekvence na koncich kazdého
chromozomu (kazdé chromatidy), ktera zajistuje integritu

chromozomu béhem bunécného déleni (repetitivnhi hexamer
(TTAGGG)n)
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CHROMOZOMY V PRAXI

chromozom chromozom

schema chromozomu : : " .
z elektronového miroskopu z nasi laboratofte

dvouchromatidovy metafazni chromozom
v preparatu vhodném pro nase Ucely jsou sesterskeé chromatidy tesné
u sebe, chromozom se jevi jako 1 tycinka
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CHROMOZOMY V PRAXI

karyotyp

e soubor chromozomu jedince nebo bunky s oznacenim
jejich poctu, druhu pohlavnich chromozomii
a pripadnych aberaci (zapis karyotypu napr. 46,XX)

e béZné oznadeni pro soubor metafaznich chromozomu
bunky usporadanych podle standardni klasifikace

° Ildsky karyotyp se sklada ze 46 chromozomu z toho 22
parl autozomu (nepohlavmch chromozomu) a2
gonozomi (pohlavnich chromozomu)

e chromozomovy par je tvoren homolognimi chromozomy,
z nichz jeden je zdédén od otce a druhy od matky,
neparové chromozomy jsou nehomologni

(somaticke diploidni bunky)
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CHROMOZOMY V PRAXI
normalni karyotyp
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normalni muzsky karyotyp 46,XY normalni zensky karyotyp 46,XX
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CHROMOZOMY V PRAXI

tridéni chromozomu podle
umisténi centromery

e metacentrické chromozomy
centromera témér nebo Uplné uprostred,

tedy kratka a dlouha raménka jsou
(témér) stejne dlouha

i A} =N =
. ‘:ﬁﬁhx.

20

e submetacentrické chromozomy
centromera mimo stred chromozomu,

P a g rameénka jsou jasnée deélkove odliSena
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CHROMOZOMY V PRAXI

tridéni chromozomi podle
umisténi centromery

e akrocentrické chromozomy
centromera je umisténa velmi blizko jednomu é .
L

konci; od kratkych ramének jsou odskrceny
satelity (male vyrazne casti konstitutivniho

heterochromatinu; misto odskrceni = sekundarni
konstrikce (tenké stopky) 13 22
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CHROMOZOMY V PRAXI
tridéni chromozomu do skupin

podle velikosti a pozice centromery ~.
normalni muzsky karyotyp 46, XY '

2 4 !205 sé ¢ ( i

ﬁ : lw vytvorfilo Oddéeleni lIekarské genetiky FN Brno
“77 7‘#“'&4“ ‘0‘5;’




Metody klasické cytogenetiky
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CHROMOZOMY V PRAXI

odber materialu

Odbeér materialu pro ucely cytogenetického
vysetreni, vzdy za sterilnich podminek!!!

do heparinu (nesraziva krev)— periferni krev, krev plodu
(obv. 3 ml)

do heparinu a transportniho média - kostni dren
(obv. 1-2 ml)

do transportniho média - solidni tumory, kize (obv. 1x1
cm), choriové klky (obv. 20 mg)

bez pridavku meédia a dalSich latek - plodova voda
(obv. 20 ml)

'FN BRNO
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CHROMOZOMY V PRAXI

odber materialu

Odbeér materialu pro cytogenetickou analyzu a typy bunék, kterée

jsou v konkrétnim materialu vhodné pro ziskani metafaznich
(]
chromozomu :

periferni krev — ze zily - T-lymfocyty
fetalni krev — z pupecniku pod kontrolou UZ - nezralé
T-lymfocyty

plodova voda - z amniového vaku pod kontrolou UZ - kozni
fibroblasty

choriové klky — z chorionu nebo placenty - bunky choriovych
kikU nebo placenty

kGZe - z potracenych plodu, kozni biopsie pacientl - kozni

fibroblasty
kostni dren - z prsni kosti, kycCli — prekurzory krevnich bunéek
solidni tumory - z nadoru - maligni bunky
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CHROMOZOMY V PRAXI
odbér materialu

odebrané choriové klky

’/‘_——
a—

S

odebrana
periferni krev
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CHROMOZOMY V PRAXI

kultivace materialu

kultivace v médiich urcenych pro konkrétni typ materialu (Ziviny,
rustove faktory, antibiotika, pridavek specialnich prisad pro urcity typ
materialu, apod.)

délka kultivace
- periferni krev - 72 hodin (stanoveni karyotypu)
- 48 hodin (stanoveni ZCA)
kratsi doba kultivace - podminkou je zachytit
1. bunécné déleni, pozdéji dochazi k reparaci
chromozomu nebo k zaniku bunék s aberaci
- krev plodu 72 hodin (stanoveni karyotypu)
- plodova voda - priimérné 10 dni (stanoveni karyotypu)
- choriové klky — pres noc (stanoveni karyotypu)
- kostni dren — primeé zpracovani bunék ihned po odbéru
- 24 hodin (48 hodin spec. pripady)
(stanoveni karyotypu malignich klond v KD)
- kGze - variabilni doba rustu (prumérné 2 tydny)
- solidni tumory — minimalné 3 tydny
(stanoveni karyotypu malignich klond v tumoru)

\\\\\\\
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CHROMOZOMY V PRAXI

kultivace materialu

kultivace buneék v suspenzi (periferni krev, fetalni krev,
choriové klky, kostni dren)

kultivace bunék prichycenych na dne kultivacni nadobky

(plodova voda, solidni tumory, kiZe) - po kultivaci pomoci

roztoku trypsinu odloupneme ode dna, dale zpracovavame
jako suspenzi bunek

\\\\\\\
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CHROMOZOMY V PRAXI
kultivace materialu

kultivace plodové vody

A
kultivace periferni krve E.—__' /
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CHROMOZOMY V PRAXI

zpracovani suspenze bunek

e aplikace kolchicinu (alkaloid z octinu
jesenniho Colchicum autumnale)

- zastaveni deleni bunek v metafazi mitozy
- kolchicin je mitoticky jed, ktery specificky
inhibuje deélici vireténko a tim zastavuje déleni
bunék v metafazi mitézy, kdy jsou chromozomy
vhodné k analyze
e hypotonizace - lyza erytrocytu

e fixace - nahle a {rvale zastaveni veskerych_
zivotnich pochodu bunky, odvodnéni, rozpusteni

cytoplazmy
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CHROMOZOMY V PRAXI

zpracovani suspenze bunek

e vykapani suspenze bunék na podlozni sklicko
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CHROMOZOMY V PRAXI

barveni / pruhovani chromozomu

e barveni (analyza ZCA) ;--/ e d
- Giemsovym barvivem (bez ; / - "','\
pruhovani chromozomi, — , 'I\ -
obarvuje chromozomy po celé 3 AN N
délce, viz kapitola ,Ziskané /] A\ *3
chromozomové aberace”) 1\ Fo Y. lt"'.

gtV o "/ : :
~ ~< * B w\ly -
%6(-/‘-\3 < R\ e

e pruhovani chromozomdi -._,\ ¢ Cou \ e
(analyza karyotypu, % ’ __\
karyotypu e - N v iy
malignich klon{) ‘\"\l \/" A -

4 !\. \ )\ aat® 2 3 4 5
chromozomy s G - pruhy
" L L ,

e specialni barveni - ,C"- vizualizace e e Rl -me
heterochromatinu - dovysetfeni nalezd ‘, i
na chromozomech (VCA M~ -

,C” barveni
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CHROMOZOMY V PRAXI

pruhovani a specialni barveni

chromozomu

pruhovaci metody umoznuji individualni diferenciaci
jednotlivych chromozomu (byly zavedeny v letech 1968 -71)

do té doby bylo mozné pouze obarvit chromozomy barvivem
— orcein, karbolfuchsin, Feulgenovo barvivo a seradit je do

skupin podle velikosti a poméru kratkych a dlouhych
ramének

‘?“E“s‘m
&
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CHROMOZOMY V PRAXI

pruhovani chromozomu
G - pruhovani

nejcasteji rutinné uzivana metoda

chromozomy jsou vystaveny u¢inkdm trypsinu
(proteolyticky enzym), ktery natravi chromozomoveé
proteiny

chrom§)zomy obarvime Giemsovym barvivem (smeés
barviv

vysledek - kazdy chromozom se specificky obarvi
(stridave tmave a svetle prouzky ruzné tloustky, tmavé
prouzky jsou bohate na adenin a thymin, svétle na
cytozin a guanin)

ziskane pruhy jsou specifické pro kazdy chromozomovy
par

|lze snadno rozpoznat strukturni a numericke abnormality
- . ’ (o]
1 pruh na chromozomu obsahuje 50 i vice genu
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CHROMOZOMY V PRAXI

pruhovani chromozomu
G - pruhovani
normalni muzsky karyotyp 46,XY

I

AN EIRIVIRL
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CHROMOZOMY V PRAXI

pruhovani chromozomu
dalsi typy pruhovani

e Q - pruhovani - barveni akridinovymi
derivaty (fluoreskujici latky -
fluorochromy) - pruhy analogicke jako
u G - pruhovani

e R - pruhovéni - R = reverse (opa¢né .. ) /.. ., &
pruhy ve srovnani s G - pruhy) A R
— zahrati pred obarvenim I L L L

R o ae
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CHROMOZOMY V PRAXI

hodnoceni

Chromozomy hodnotime ve svetelném mikroskopu pri zvétseni
1250x za pouziti imersnich objektivu. Ke tfidéni chromozomu
a sestaveni karyotypu lze vyuzit pocitacového programu.

Ef R

i ¢ 3% £y %
1AL 33 gfz 4
".g 5% " _
HESRIGIBI RV
10191 TRINT
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e typ bunecného deleni, pri kterem
z diploidnich zaroclecnych bunek
(primarnich Qocytu a primarnich
spermatocytu) vznikaji haploidni
gamety

(z 1 diploidni zarodecné bunky
vzniknou 4 haploidni gamety)

e zakladni schema prubéhu meiozy
proces zahrnuje 2 meioticka déleni

e meidza I - podet chromozomu je
redukovan z diploidniho na haEImdnl
dochazi k rekombinaci genetickeho
materialu - meioticky crossing-
over

e meioza II - podobnost s mitézou -
rozchod sesterskych chromatid

\ \I

(MM

\ U ‘ 1%
H J , /’;/- H-\\\‘
Hl

.f’/ ﬁ \, / ;J \ / \\ e | \
‘ l | |. |
U / \~l/ \*‘»-_, 7--//4 ‘ /Jl

Replikace chromozom

Meibdza |

Meidza Il :

‘\\\‘- P
Ctyfi haploidni gamety

Obréazek 2.6 Zjednodugené znazornéni zékladnich stadii
meidzy sestavajicich z jednoho cyklu replikace DNA, nasle-
dovaného dvéma cykly segregace chromozomil, prvym a dru-
hym meiotickym délenim.
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PORUCHY V MEIOZE

e meioticka nondisjunkce - nejcastéjsi mutacni mechanismus naseho
druhu, proces, pfi kterém se oba chromozomy v péru v anafazi
melotlckeho delen| premisti ke stejnemu polu misto aby segregovaly k
opa¢nym pdlim - porucha oddéleni paru chromozomu béhem jednoho
ze dvou meiotickych déleni (vétsinou v pribé&hu meidzy I)

e dUsledkem nond|SJunkce je aneuploidie - abnormalni po¢et chromozomu
v karyotypu, ktery je zplusoben absenci chromozomu nebo pfitomnosti

nadbytecného chromozomu

\ ene) Z}I
i i &
1. MEIOTICKE Nomaini Nondisjunkce Normalni
DELEN iy o .
D@ @ O ® ®
W @ @ O W ®
2. MEIOTICKE Normalnl Norn!iélm’ Norrhalm Normalni Nom;élni Nond‘s;junkce
DELENI /

DO DD D@ OO DD @O

Obrizek 9.7 Odlidné dasledky nondisjunkee v pryvnim (uprostred) a druhém meiotickém déleni (vpravo) ve srovnani s nor-
malnim rozchodem chromozomi (vlevo). Jestlize k poruse dojde v prvnim meiotickém déleni, gamety bud obsahuji oba chro-
mozomy 21 nebo v nich chromozom 21 zcela chybi. Pokud se nondisjunkce uskuteéni az ve druhém meiotickém déleni, obsa-
huji abnormalni gamety dvé kopie chromozomu 21 (obé od jediného rodice) anebo v nich chromozom 21 neni pritomen.
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Vrozeneé a ziskane chromozomove
aberace
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CHROMOZOMOVE ABNORMALITY

(ABERACE)

e vrozené chromozomoveé aberace (VCA)
(vysetreni karyotypu) - pocetni
- strukturni

- Prenatélnl’ a postnatalni stanoveni karyotypu_(vysetfeni karyotypu
plodu, vySetreni déti s vrozenymi vyvojovymi vadami, paru s poruchou

fertility ....)

e ziskané chromozomové aberace (ZCA)

(stanoveni % aberantnich bunék)
- vySetfeni u pacient, ktefi pracuji v rizikovém prostiedi (kontakt
se Skodlivymi latkami, zarenim) ....

£rd lw Vytvotilo Oddgleni 1ékaiské genetiky FN Brno
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VROZENE CHROMOZOMOVE

ABERACE (VCA)

abnormality poctu chromozomil

e abnormality poctu chromozomu

- polyploidie - podet chromozomu je vice neZ dvojnasobkem
haploidniho poctu (n = 23) (triploidie 3n = 69, tetraploidie
4n = 92),
vétsinou pouze u plodlt (samovolné aborty)

- aneuploidie - jev, kdy dochazi k chybéni nebo nadbytku
chromozomu ve vSech burikach jedince nebo v jedné ¢&i vice
jeho buné&nych liniich v dusledku chybného rozchodu chromozomu
VvV meioze
nejcastéjsi a klinicky velmi vyznamny typ chromozomovych
poruch

bl IMJ Vytvoiilo Oddéleni 1ékaiské genetiky FN Brno




VROZENE CHROMOZOMOVE
ABERACE (VCA)

abnormality poctu chromozoml
aneuploidie

e trizomie - nejcastéjsi porucha

(misto 2 chromozomu v paru pfitomny 3)

- trizomie autozomu (trizomie celého chromozomu je jen
vzacne slucitelna se zivotem)
- Downlv syndrom 47,XX/XY, +21
- EdwardsUv syndrom 47,XX/XY, +18
- Pataulv syndrom 47,XX/XY, +13

- trizomie gonozom (fenotypové dusledky jsou méné
zadvazné nez u trizomie autozomu)
- Klinefeltertuv syndrom

- dalsi syndromy

2t lw Vytvotilo Oddéleni 1ékaiské genetiky FN Brno

FN BRNO




VROZENE CHROMOZOMOVE

ABERACE (VCA)

abnormality poctu autozomu
Downtllv syndrom

Downuv syndrom 47, XX, +21
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VROZENE CHROMOZOMOVE

ABERACE (VCA)

abnormality poctu autozomii
Edwardsliv syndrom

Edwardsuv syndrom 47,XY,+18

kﬁ lw Vytvorilo Oddéleni 1ékaiské genetiky FN Brno
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VROZENE CHROMOZOMOVE
ABERACE (VCA)

abnormality poctu autozomu
Patauliv syndrom
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VROZENE CHROMOZOMOVE

ABERACE (VCA)

abnormality poctu gonozomu

Klinefelteriiv syndrom

Klinefelteriv syndrom 47,XXY
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VROZENE CHROMOZOMOVE
ABERACE (VCA)

abnormality poctu chromozomu
aneuploidie

e MONOZOMIEe - méné casta porucha
(misto 2 chromozomU v paru pfitomen 1)

- monozomie X (Turnerdv syndrom)
casty vyskyt

- monozomie autozomu obvykle slucitelna se zivotem
jen v mozaice (v téle jedince mohou byt pritomny 2 nebo
vice buné&né linie s riznou chromozomovou sestavou, napr.

linie normalni s linii s monozomii chromozomu ¢.18)

s lw Vytvorilo Oddéleni lekarské genetiky FN Brno
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VROZENE CHROMOZOMOVE

ABERACE (VCA)

abnormality poctu gonozomu
Turnerltv syndrom

Turneruv syndrom 45,X

\

3195 3} # 8 'Q;B €
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VROZENE CHROMOZOMOVE

ABERACE (VCA)

strukturni prestavby

e strukturni abnormality chromozomu

e mene casté nez aneuploidie

e dochazi k prestavbam a nasledné ke zmeénam
morfologie chromozomu

e predpokladem je vznik zlomi
na chromozomech

LFN Bﬁ lw Vytvorilo Oddéleni 1ékatské genetiky FN Brno




VROZENE CHROMOZOMOVE
ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
translokace

o translokace - nejcastéjsi ze strukturnich aberaci,

predpokladem je vznik dvou zlomd,
kazdy na jednom chromozomu

~mm—— balancované translokace -
reciprokd vyména chromozomovych segmentdt

mezi dvéma, zpravidla nehomolognimi,
i chromozomy

<—— robertsonovske translokace -

2 akrocentrické chromozomy fuzuji v oblasti

centromery a ztraceji sva kratka raménka
(ztrata nema vliv na fenotyp)

kﬁ lw Vytvorilo Oddéleni 1ékatské genetiky FN Brno
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VROZENE CHROMOZOMOVE

ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
translokace

balancovana translokace t(1;15)
vyména koncovych Usekl chromozomu

.-I




= . .
| VROZENE CHROMOZOMOVE

ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
translokace

robertsonovska translokace der(13;14)
(derivovany chromozom)

| »
§ B

1= 14
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VROZENE CHROMOZOMOVE
ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
translokace

translokace u svych nositeld vétSinou nezpusobuji abnormalni fenotyp,
ale jsou spjaty s vysokym rizikem vzniku nebalancovanych gamet

astim

spjatych potratl nebo narozeni potomkt s nebalancovanym

karyotypem (parcialni monozomie jednoho a parcialni trizomie druhého

chromozomu)
karyotyp matky
% ! ‘, 46,XX,t(16;21)
16
zdedeny derivovany o k !f
chromozom — 3
parcialni monozomie 9 16

chr. 16, parcialni
trizomie chr. 21

dité s nebalancovanym chromozomy, ktere se

karyotypem - postizené zucastnily translokace
46.XY der(16)t(16:21)mat

~ .
e 2 2
FNBRNO = 5

- "
\ 4 & 3
* o
) Ty, B¥
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VROZENE CHROMOZOMOVE
ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
translokace

e balancované prestavby - v sadé chromozomi je zachovano

normalni mnozstvi chromozomoveého materialu
- vetsinou nemaji fenotypove vyjadreni, v bunkach je pritomen

veskery chromozomovy material, i kdyz v odliSném usporadani

e nebalancované prestavby - ¢ast chromozomového materialu
v karyotypu chybi (parcialni monozomie) a Cast prebyva
(parcialni trizomie)

- vétSinou dochazi k fenotypovym abnormalitam

i
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VROZENE CHROMOZOMOVE
ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
inverze

® INVerzZe - na jednom chromozomu vzniknou 2 zlomy,
segment mezi nimi se otoci o 180° a opét
se zacleni do chromozomu

Q A _ paracentricka inverze — oba zlomy jsou

na stejném raménku, usek nezahrnuje
centromeru

c i;,%:e | B A ] N A pericentricka inverze - na kazdém raménku
g i i " = je jeden zlom, invertovany Usek zahrnuje

o C centromeru

'

B | C

c O . inverze u svych nositeld vétdinou nezplsobuji abnormalni
e fenotyp, ale jsou spjaty s vysokym rizikem vzniku
o §

- nebalancovanych gamet a narozeni abnormalnich
bl lw Vytvorilo Oddéleni lekarské genetiky FN Brno
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VROZENE CHROMOZOMOVE

ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
inverze

pericentricka inverze inv(8)

i
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VROZENE CHROMOZOMOVE

ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
inverze

paracentricka inverze inv(1)

s lw Vytvorilo Oddéleni lekarské genetiky FN Brno
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VROZENE CHROMOZOMOVE

ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
inverze jako varianty nhormy

pericentricka inverze inv(9)(p11;q13)
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VROZENE CHROMOZOMOVE
ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
delece

e delece - ztrata Gseku chromozomu, ktery zplsobuje vznik

nebalancovaneho karyotypu (parcialni
monozomie)

4 —> o <=mterminalni delece -ztrata koncového
useku chromozomu

l U intersticialni delece - ztrata segmentu,
l ulozeného mezi centromerou
Terminalni a terminalni casti Intersticialni

delece delece

FN BRNO lw Vytvorilo Oddéleni 1ékatské genetiky FN Brno




VROZENE CHROMOZOMOVE

ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
delece

terminalni delece del (5pter)
syndrom Cri du chat (syndrom kociciho kriku)

i
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VROZENE CHROMOZOMOVE
ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
delece

mira klinickych pfiznakl zavisi
na rozsahu deletovaného
segmentu a na poctu a funkci
genu, které jsou v ném

obsazeny

karyotyp probanda
46,XY,del(18p), de novo

stigmatizované dité

i lw Vytvorilo Oddéleni lekarské genetiky FN Brno
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VROZENE CHROMOZOMOVE ABERACE
(VCA)

strukturni prestavby
delece

intersticialni delece na chromozomu 13

kﬁ lw Vytvorilo Oddéleni 1ékatské genetiky FN Brno
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VROZENE CHROMOZOMOVE
ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
inzerce

e INZerce - nereciproky typ translokace

- segment z jednoho chromozomu se vycleni
a vlozi do jiného chromozomu bud’ ve své
pUvodni orientaci nebo opac¢né

- k jejich vzniku jsou potreba 3 body zlomu, 2 na
jednom chromozomu a 1 na druhém

- jsou pomérne vzacneé (1:80000)

- hrozi vznik nebalancovanych gamet a narozeni
abnormalnich potomka

i
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VROZENE CHROMOZOMOVE

ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
inzerce

inzerce Useku chromozomu ¢. 14 do chromozomu ¢. 6

karyotyp probanda
46,XY,ins (6;14), de novo
— stigmatizovane dité

FN BRNO lw Vytvorilo Oddéleni 1ékatské genetiky FN Brno




VROZENE CHROMOZOMOVE
ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
duplikace

o duplikace - nadbyte¢ny chromozomovy segment, ktery

s 0

'FNBRNO.

lw Vytvorilo Oddéleni 1ékatské genetiky FN Brno

zpusobuje vznik nebalancovaného karyotypu
(parcialni trizomie)
- byvaji méneé nebezpecné nez delece

-t
Cx
{ duplikace segmentu
~ é dup(6)
=




VROZENE CHROMOZOMOVE
ABERACE (VCA)

strukturni prestavby

neobvyklé typy chromozomii

marker chromozomy
— malé chromozomy (s centromerou),

\4 - rv A4 - - - 14 '
casto v mozaice, obtizne identifikovatelngé w=p "
(mohou byt vrozené nebo kultivaéniho puvodu)

a 4 E

4/ kruhové chromozomy
, i - (ring chromozomy)
<) 3 b - na obou koncich chromozomu

vzniknou zlomy, dojde ke
18 ztraté koncovych Usekd, zbytek

Kruhovy chromozomu se spoji
chromozom

FN BRNO lw Vytvorilo Oddéleni 1ékatské genetiky FN Brno




VROZENE CHROMOZOMOVE
ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
neobvyklé typy chromozomii

e izochromozomy -
metacentrické chromozomy,
které vznikly tak, ze 1 raménko

chromozomu chybi a druhé je () U

duplikovano (parcialni

Division Misdivision

P 4 podélné déleni centromery pficné delenl centromery
monozomie 1 ramenka e el
a parcialni trizomie
2. raménka)
i(Xp)  i(Xq)
Figure 19.2. Misdivision of the human X chromosome resulting in the formation
of a long-arm isochromosome i(Xq) and a short-arm isochromosome i(Xp) (pre-

sumably inviable).

i lw Vytvorilo Oddéleni 1ékaiské genetiky FN Brno
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| VROZENE CHROMOZOMOVE
ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
neobvyklé typy chromozomii

e dicentrické chromozomy | 3; k
- na dvou chromozomech dojde &
ke zlomu E
U 12

- vznikne dicentricky chromozom
flzi UsekU s centromerou
a acentrického fragmentu u

14

o I V4 (o)
spojenim useku bez centromery

,C” barveni —

. vizualizace
L. ‘ centromer

hed lw Vytvotilo Oddéleni lekarské genetiky FN Brno
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ZISKANE CHROMOZOMOVE

ABERACE (ZCA)

e vySetfeni vlivu mutagennich faktorl prostiedi na ¢lovéka
— z periferni krve

e zvysene % aberantnich bunék v organismu prispiva k
rychlejsimu starnuti organismu, vzniku degenerativnich
onemocnéni, je mozneé maligni zvrhnuti; aberace mohou byt
pritomny nejen v somatickych, ale i v pohlavnich bunkach,
zvysuje se riziko narozeni postizeného ditéte.

e hodnoti se 100 bun€k, za patologii je povazovan nalez
opakovaneé 5% nebo vice nez 5% aberantnich bunék

kﬁ IMJ Vytvoiilo Oddéleni 1ékaiské genetiky FN Brno
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ZISKANE CHROMOZOMOVE

ABERACE (ZCA)
priciny vzniku

pdsobeni:
. 7 7 O . . VAN 4 7 v 7
e fyzikalnich faktoru (ionizujici zarent)

e chemickych latek (cytostatika, inunosupresiva, oxidacni, alkylacni
cinidla ad. latky pouzivane v prumyslu)

e biologickych faktord (virové infekce — pravé nestovice, spalni¢ky,
zardenky ad.)

podkozeni chromozomu zavisi na:
(o] r 7 (o]
e typu pusobicich faktoru

e fazi buné&ného cyklu, ve které se nachazi burika v dobé& pusobeni
mutagenu

e davce mutagenu

bl lw Vytvoiilo Oddéleni 1ékaiské genetiky FN Brno
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ZISKANE CHROMOZOMOVE

ABERACE (ZCA)

e gapy (mezery) — jednochromatidové, dvouchromatidové
(G"), (G™ ) - pricneé slabé se barvici cast chromatid, take uplné
preruseni chromatid nepresahujici jeji sirku

G i
i ﬁ <
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e Zlomy -

4

ZISKANE CHROMOZOMOVE

ABERACE (ZCA)

jednochromatidové, dvouchromatidové - (27),

(Z° °) - oddéleni samostatného fragmentu (F) nebo parovych
fragmentt (DF) - Uplné preruseni chromatidy, pravdépodobné
koncova delece

Z‘l‘
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o
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U
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ZISKANE CHROMOZOMOVE

ABERACE (ZCA)

° V\'/mény (V)- vymeny casti chromatid v ramci jednoho

’ (0]
nebo vice chromozomu

i
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ZISKANE CHROMOZOMOVE

ABERACE (ZCA)

e acentrickeé ringy, kruhoveé

ch FOMOZOMY - uzaviené struktury, vznik dvou zlomu na

jednom chromozomu, dojde ke spojeni — acentrickeé ringy jsou bez
centromery, kruhové chromozomy zahrnuji centromeru

bl lw Vytvoiilo Oddéleni 1ékaiské genetiky FN Brno
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ZISKANE CHROMOZOMOVE

ABERACE (ZCA)

e chromozomy zahrnujici vice nez 1
centromeru-

dicentrické, tricentrické chromozomy...

DIC ~_ o, Dr ¥
=
1T ) e
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Metody molekularni cytogenetiky,
priklady vyuziti v klinicke
cytogenetice

Vytvotilo Oddéleni 1¢kaiske genetiky FN Brno



e molekularni cytogenetika aplikuje metody molekularni biologie
na cytogenetické urovni, vizualizuje a lokalizuje geneticky material
v bunkach
e pracuje s metafaznimi chromozomy nebo interfaznimi jadry
e potvrzuje a upresnuje nalezy klasické cytogenetiky (translokaci, deleci,
inzerci, duplikaci...)
e resi problemy klasické cytogenetiky
— zachyt velmi malych chromozomovych zmeén (jsou pod rozliSovaci
schopnosti (citlivosti) metod klasické cytogenetiky — napr. mikrodelece,
translokace velmi malych Usekd chromozomu)
- analyza slozitych chromozomovych prestaveb
- identifikace nebalancovaného materialu neznamého puvodu
- analyza bunék v interfazi (chromatin neni spiralizovan do podoby
chromozomd, je rozprostifen v celém objemu buné&éného jadra) -
zrychluje analyzu (bez kultivace) - vysledek do 24 hodin, resi problemy
klasickeé cytogenetiky — nedostatecny pocet mitdz na sklicku, Spatna
kvalita chromozom
e zacatek rozvoje — prelom 60.- 70. let 20. stoleti

FN BRNO
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METODY MOLEKULARNI

CYTOGENETIKY

e vyuziti: - analyza chromozomi z periferni krve - pouze VCA,
ZCA se pri rutinni analyze nevysetruji molekularné
cytogeneticky!

- analyza chromozomu z ostatnich materiald (plodova
voda, krev plodu, kostni dren, solidni tumory....)

e molekularneé cytogenetickymi technikami nelze nahradit klasické
karyotypovani
(pred pouzitim metod molekularni cytogenetiky je treba vedeét, co chceme

hledat - vysoka cena molekularné cytogenetickych metod, nékteré zmeny lze
zjistit pouze klasickym karyotypovanim
e oblasti uplatnéni FISH - klinicka cytogenetika (postnataini vysetteni u sterilnich pard,
postizenych déti a dospélych s podezrenim na genetickou pficinu,
geneticka analyza pro ucely umélého oplodnéni, prenatalni diagnostika
karyotypu plodu)
- nadorova cytogenetika

& v;'/zkum (evolucni studie karyotypu, mapovani genomu ...)

kﬁ IMJ Vytvoiilo Oddéleni 1ékaiské genetiky FN Brno
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METODY MOLEKULARNI CYTOGENETIKY
— ISH (in situ hybridizace)

- FISH (fluorescencni in situ
hybridizace)

e technika, ktera se vyuziva k detekci a lokalizaci speuﬁcke DNA
sekvence na chromozomech (cilova sekvence nukleotidl
na metafaznich chromozomech nebo interfaznich jadrech)

e SONDA (PROBA) - uméle nasyntetizovand sekvence, Usek DNA
dlouhy nekolik set bazi, komplementarni k cilové
sekvenci na chromozomu (v chromatinu)

- sonda je znacena - radioaktivné
- fluorescencné
(fluorochromy) - FISH
- enzymem

bl IMJ Vytvoiilo Oddéleni 1ékaiské genetiky FN Brno




e denaturace sondy a cilové sekvence (pusobeni zvy$ené teploty) - ziskani
jednoretézcového viakna DNA (je schopno vytvorit novou vazbu cilova DNA -

DNA sonda, pred denaturaci vazba na komplementarni retézec DNA) - tyka se
sondy i cilové DNA

e hybridizace sondy na cilovou DNA (chromozomy nebo interfazni jadra
na podloznim sklicku) - dochazi ke specifické vazbé sondy na cilové misto

ss DNA  DNA-DNA hybrid

Fluoresence In Situ Hybridization

Labeling with
fiuorescent dye

N
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e vyhodnoceni a zpracovani signalu - FISH - fluorescencni
mikroskop napojeny na pocitac — vizualizace a kvantifikace (signal

zari v tmavem pO“) — modra barvicka (DAPI) obarvuje vSsechny chromozomy, cerveny
signal = fluorescencné znacena sonda

851/02

FISH na metafaznich chromozomech detekce genu SRY FISH na interfaznich jadrech
na chromozomu Y

A :‘-‘\“”.“l’“"; o v r 17 v r .
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METODY MOLEKULARNI
CYTOGENETIKY - FISH

(fluorescencni in situ hybridizace)
- typy sond

celogenomové sondy — smés Usekl DNA, které se vaZou na vSechny
chromozomy (CGH) - viechny tseky DNA naznageny jednim fluorochromem

celochromozomové (malovaci) sondy - smés mnoha

sond specifickych pro sekvence konkrétniho chromozomu g (WCP)

whole
chromosome
probe

které oznaci chromozomy po celé délce

centromerické sondy - vazba na centromeru = (CEP) o

probe

telomerické sondy - vazba na telomery = (L)

lokus specifické sondy

Telrarc
prote

(sondy pro jedine¢né sekvence) - vazba na specifickou oblast
chromozomu - gen, cast genu |

kﬁ lw Vytvorilo Oddéleni 1ékatské genetiky FN Brno
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e vyuziti celochromozomovych sond - potvrzeni translokaci mezi
nehomolognimi chromozomy

1487/03

potvrzeni pritomnosti translokace potvrzeni nepritomnosti translokace — potvrzeni delece —
Cerveny signal se nevyskytuje na zadném jiném chromozomu

FN BRNO
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e vyuziti celochromozomovych sond (a telomerickych) - detekce slozitéjSich prestaveb

484/06

H2:5:7)

inzerce chr ejgale¥<e]asll]

potvrzeni slozitéjSi prestavby, ktera zahrnuje _ -
vice nez 2 chromozomy — p¥ipad dofeen detekce inzerce Casti chromozomu 14 do chromozomu 6

pomoci metody SKY
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oy s o V4 v V4 v (o)
e vyuziti centromerickych sond - urceni poctu chromozomu
v chromozomoveém paru (diploidie, aneuploidie) v metafazi a interfazi

CEP 8 .
€er e monozomie chromozomu 18

trizomie chromozomu 21 trizomie chromozomu 8 (vyskytuje se zfidka a pouze
(Downdv syndrom) v mozaice (dysfertilni pary) v mozaice u postizenych pacientu) —
— analyza interfaznich jader — analyza interfaznich jader analyza metafaznich chromozomu

FN BRNO
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e vyuziti telomerickych sond - detekce deleci, translokaci

829/04
" “tel (11p)

763/04

.-
WCP 18

el tel (18q)

delece telomer 18q (kombinace telomerické a celochromozomové sondy) translokace telomer 11p na jiny chromozom

FN BRNO
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e vyuziti lokus specifickych sond - detekce deleci ¢asti gent (DMD
— Duchenova muskularni dystrofie), onkologie — detekce fuznich
genu (fuzni gen BCR/ABL) - kombinace lokus specifickych sond

747105

LA

ber/abl

delece exonu 50 u DMD na chromozomu X — erveny

vznik fuzniho signalu u fuzniho genu ber/abl u CML signal — sonda specificka pro exon 50 genu DMD,
(viz onkocytogenetika) zeleny signal — centromericka sonda na chromozom X
.\ .{;‘\9 EKS, ""-l“‘ - . i . g : !
!'FN BR‘NO lw Vytvorilo Oddéleni 1€katské genetiky FN Brno
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o vyuziti lokus specifickych sond - detekce mikrodelece na chromozomu 22
u Di Georgeova syndromu (mikrodelecni syndrom) (kombinace lokus specifickych sond)

mikrodelec¢ni
syndromy
nejsou
rozpoznatelné
metodami
klasické
cytogenetiky
(mala delece)
= 13

12

nz

22q13 — kontrolni lokus specificka sonda
- 22q11.2 - lokus specificka sonda na oblast
29 Di Georgeova syndromu (delece oblasti —
signal chybi)

oblast zodpovédna za
Di Georgeuv syndrom

FN BRNO
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cervené oznacena oblast
zodpovédna za PWS a AS

vyuziti lokus specifickych sond - detekce mikrodelece na chromozomu 15 u mikrodelgcnich
syndromu Prader-Willy (PWS) a Angelman (AS) (oblast na chromozomu, asi 100 genu)

= 13

15p11.2 — kontrolni lokus specificka sonda delec,:e oblasti Prader-Willy-Angelman (signal

15022 — kontrolni lokus specificka sonda chybi) Stejny fenotypovy efekt muze

15q11-13 — lokus specificka sonda na oblast vznikat i jinymi mechanizmy nez
Prader-Willy-Angelman mikrodeleci — uniparentalni dizomie

FNBRNO = M =

W
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METODY MOLEKULARNI
CYTOGENETIKY -

MODIFIKACE FISH - CGH
(komparativni genomova hybridizace)

1992

e odhaluje nebalancovany geneticky material (chybéni - nadbytek DNA), rozliSovaci schopnost CGH
je5-10 Mb

e neni schopna analyzovat balancované prestavby

T 1T i 4
TIT  EEEbEr &

‘E‘ ?1 RATIO Profile
EI }{ Ei “ E' ---} s ﬁ] U 'lt prevaha Cervené fluorescence — kfivka vychylena za hranice

77

Obr. 7 Meroda CGH Wiisledek u pac.'em(r s mnohocetnym myelomem. CGH Dam Base (u'n' 14), intervalu spolehlivosti doleva (delece), pfevaha zelené
fluorescence — kfivka vychylena doprava (nadbytek materialu)

zelené oznaceny Useky na chromozomech, které jsou v karyotypu maligniho klonu zmnozeny,
Eervené oznadeny chybéjici Useky chromozomuU (obrazky prevzaty z internetu)
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METODY MOLEKULARNI
CYTOGENETIKY -

MODIFIKACE FISH - CGH
(komparativni genomova hybridizace)

e modifikace metody CGH :
- HR-CGH (high resolution CGH) - CGH s vysokym rozliSenim, odhali chybéni

¢i nadbytek mensich Usekl DNA nez CGH, metodika se od CGH li&i po¢itadovym
zpracovanim - rozliSovaci schopnost metody priblizné 4 Mb

- ARRAY-CGH - na microarraye (sklenéné mikroskopické desticky) jsou navazany
useky DNA, jejichz delece Ci amplifikace nas u konkrétniho

HE IR plesmie iz pacienta zajima (desti¢ky s DNA sekvencemi (mikrocipy)
e [ URPV | |ze zakoupit), pripravime celogenomové sondy stejnym
e o zpUsobem jako u CGH, nahybridizujeme na desti¢ku,

I l analyzacni software méfi intenzity fluorescence

v jednotlivych bodech na desticce (v mistech vazby
konkrétnich sekvenci)

- vyznam ARRAY-CGH - mapovani s vyssim rozlisenim
nez HR-CGH , rozliSovaci schopnost zavisi na mnozstvi
DNA, které se nachazi v jednotlivych bodech na desticce
(kratsi — delSi sekvence) - az 35 kb

'FN BRNO
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METODY MOLEKULARNI
CYTOGENETIKY -

MODIFIKACE FISH -
SKY (spektralni karyotypovani),
M-FISH (multicolor FISH)

1996

umoznuje vizualizaci vsech lidskych metafaznich chromozoma pfi jednorazové
hybridizaci — 5 fluorochromy znacena smés chromozomové specifickych sond,
jedinecna kombinace sond na kazdem chromozomu, kazdy chromozomovy par
ma jinou barvu

e SKY a M-FISH se liSi jen systémem filtrd, ktery se pou2|va pr| vizualizaci
chromozomu fluorescencnim mlkroskopem (SKY -1 filtr, FISH - 5 flltru
zvlast pro kazdy fluorochrom) - mikroskop je napojen na kameru a poutac =
snimani a zpracovam obrazu

e vyznam - vyjasneéni slozitych prestavech (komplexnich aberaci)
- identifikace kryptickych (skrytych) prestaveb
- identifikace plvodu markerd a ring chromozomu - obtizné
urcitelné klasickymi metodami i samostatnymi sondami
e |limity - nelze detekovat nebalancovany material (nadbytek-chybéni DNA)
inverze

FN BRNO lw Vytvorilo Oddéleni 1ékatské genetiky FN Brno
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SKY - mitdéza po hybridizaci SKY — sefazené chromozomy po Upravé obrazu
se smési fluorochrom{
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e 1999

e mnohobarevna pruhovaci technika
s vysokym rozliSenim, pomoci
které Ize analyzovat
intrachromozomalni prestavby
(inverze, inzerce, delece)

a mapovat mista zlomu
na chromozomech

FN BRNO
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Nadorova cytogenetika
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e zhoubné bujeni je genetické onemocnéni

e vznik nadoru (maligni transformgce) je mnohastupnovy proces - sled
genetickych zmeén - mutace genu fidicich bunécne deleni, rust a
diferenciaci, bunécny zanik, reparaci DNA, prestavby na urovni
chromozomu a genomu, naruseni integrity genomu (defekty v genech
zajistujicich chromozomovou stabilitu a presnou mitotickou segregaci)

e mutace mohou vzniknout de novo pred vznikem nebo béhem vyvoje
nadoru, nektere je mozné zdédit jako familiarni predispozici
k nadorovemu onemocneni

e nadorova bunka je charakterizovana trvalym a nekoordinovanym
délenim, vymkla se signaliim, které ridi jeji funkci

e maligni bunky maji behem vyvoje nadoru tendenci akumulovat
chromozomove abnormality = ziskane chromozomovée zmeny
v dusledku poruchy regulacnich mechanizmu bunky (srovnej s kapitolou
ZCA - vznik prestaveb v dusledku pusobeni faktoru vnéjsiho prostredi).
%e_tr“‘\e/t():i;e odliSovat od konstitucnich, vrozenych chromozomovych zmeén
Viz

A :‘-‘\“”.“l’“"; i v r 17 v r .
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ONKOCYTOGENETIKA

zaklady

klon - skupina geneticky identickych bunék (maligni sublinie)

chromozomové zmeény
- konstantni zmeény - jsou nenahodné, hraji roli pri vzniku malignity
- aberace nahodné - prlvodni jev pfi progresi nadoru

- primarni - aberace, jimiz jsou ovlivnény geny, jejichz zmé&na mize vést
primo k transformaci postizené bunky v bunku nadorovou
- sekundarni (vétsina) - vznikly béhem vyvoje maligniho onemocnéni

komplexni chromozomové zmeény - charakteristicky znak zhoubnych
V4 (o] r v, v VvV a.v7s V4 .7 ’
nadoru zvlaste v pozdejsich stadiich progrese nadoru
\'4 7 7 7 - ’ A4 0
- hromadeni novych strukturnich a numerickych zmen chromozomu

konkretni chromozomové zmeény mohou byt spojeny s dobrou, stredné
dobrou nebo spatnou prognoézou vyvoje onemocneéni

bl IMJ Vytvoiilo Oddéleni 1ékaiské genetiky FN Brno
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e protoonkogeny - normalni geny pritomnée
ve vSech bunkach, jsou zahrnuty do procesu
regulace bunecne proliferace (bunecneho deéleni,
rustu a diferenciace) a reparace (opravy) DNA

e onkogeny - mutované (,aktivované") alely
protoonkogenu, mutace vede k zisku funkce
nebo zmene funkce (atypicka aktivace).
Usnadnuji maligni transformaci.
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ONKOCYTOGENETIKA

protoonkogeny - onkogeny

e typy aktivace - inzerce

- bodové mutace (mutace genu samotného nebo jeho regulacnich
oblasti)

- chromozomové translokace (pozic¢ni efekt - protoonkogen
se presune pod vliv silného promotoru, zacne se silnéji exprimovat, fuzni
protein ma nadorové vlastnosti) - t(9;22) BCR/ABL, t(15;17) PML/RARA

= genové amplifi kace (zvySeni poctu kopii genu v genomu -
u pokrocilejdich tumord) - amplifikace onkogenu N-myc na chromozomu
2p u neuroblastomu

e Ucinek onkogenul je dominantni - stadi 1 mutovana alela genu
k premene fenotypu bunky z normalni na rakovinnou
(transformace)

e k transformaci bunky je treba nahromadéni vetsiho poctu
genetickych zmeén - nestaci aktivace 1 onkogenu

o priklady onkogent - MYC, ABL

FN BRNO
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e tumor supresorové geny (antionkogenY) - normalni bunecné
geny, jejichz funkcl je zabranovat nekontrolovanemu deleni bunek.
Ridi bunécné deleni a diferenciaci, zabranuji tyorbé metastaz :
regulaci bunécného cyklu, kontaktni inhibici rustu bunék, reparaci
DNA. Jejich onkogenicita se projevi pri ztrate funkce
(inaktivaci) obou alel genu.

e Ucinek tumor supresorovych genu je recesivni - k iniciaci
nadoroveho procesu musi byt inaktivovany obe alely genu
nachazejici se na homolognich chromozomech

e mutacni mechanizmy - mutace vedouci k inaktivaci obou alel genu
- ztrata (delece) celého genu (1 delece
muze byt zdédéna, druhd ziskana)
- ztrata cCasti chromozomu
- ztrata celého chromozomu
e priklady tumor supresorovych genl - gen RB1 chr. 13, gen WT1
chr. 11

A :‘-‘\“”.“l’“"; i v r 17 v r .
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ONKOCYTOGENETIKA

hodnoceni preparatut

e metodami klasické cytogenetiky — G pruhovani chromozomd,
stanoveni karyotypu malignich klont (svételny mikroskop,
pocitacovy dokumentacni systém)

68 9
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e metodami molekularni cytogenetiky (FISH) - v interfazi
nebo metafazi

celochromozomove sondy — analyza centromericka (CEP8) a lokus specificka
na metafaznich chromozomech (MYCC) sonda — analyza v interfazi

FN BRNO
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e metodami molekularni cytogenetiky (SKY) - ukaze
mnohem vetsi rozsah abnormalit nez je viditelny
pruhovacimi metodami
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ONKOCYTOGENETIKA

hodnoceni preparatu

e metodami molekularni cytogenetiky (CGH)
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ONKOCYTOGENETIKA

typy chromozomovych zmén

e chromozomové zmény - pocetni

— aneuploidie - jev, kdy dochazi k chybé&ni nebo nadbytku chromozomu v bufice
(nondisjunkce)

- aneuzomie - hypoploidie (hypohaploidie - pocet chromozom{ mensi nez
haploidni (23), hypodiploidie — pocet chr. je mensi nez
diploidni (46) , hypotriploidie - ....mensi nez triploidni
(69), hypotetraploidie - ....mensi nez tetraploidni (92)
atd.) - (multipolarni mitézy, aneuploidie)

- hyperploidie (hyperhaploidie - po¢et chromozomil vétsi nez

haploidni, hyperdiploidie - ....vétSi nez triploidni atd.)
- (endomitdza)

Vznikaji v disledku poruch mitézy - nondisjunkce (chybny rozchod chromozomu)
v mitoéze, endomitéza (v S fazi bunécného cyklu dojde k replikaci DNA, ale
chromozomy se v mitdze nerozchdzeji, jadro se nedéli, tzn. poéet chromozomd

je zdvojeny (nebo znasobeny, pokud proces probehl vicekrat)), multipolarni mitézy
(abnormalni redukce poétu chromozomu).

kﬁ IMJ Vytvoiilo Oddéleni 1ékaiské genetiky FN Brno
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ONKOCYTOGENETIKA
typy chromozomovych zmeén -
aneuploidie

1388058 dens
B8 88852 B84n 8RS
Sabbdbad 1384 48

ERAE A& ad 33 |

lw Vytvofilo Oddéleni 1ékai'ské genetiky FN Brno




abnormalni poet chromozoma v karyotypu maligniho klonu
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e chromozomové zmény - strukturni

zmeny, které Ize nalézt klasickym karyotypovanim:

— translokace - balancované (vymény chromozomovych segmentd mezi dvéma, zpravidla
nehomolognimi, chromozomy, v karyotypu je zachovano normalni
mnozstvi chromozomového materialu)

- nebalancované (¢ast chromozomu chybi (parcialni monozomie), ¢ast
prebyva (parcialni trizomie, tetrazomie, atd.)
- inverze - na jednom chromozomu vzniknou 2 zlomy, segment mezi nimi se otoci o 180°
a opét se zacleni do chromozomu

delece - ztrata Useku chromozomu, ktery zplsobuje vznik nebalancovaného karyotypu
(parcialni monozomie), terminalni nebo intersticialni

amplifikace - v burice je pfitomno mnoho kopii néjakého

segmentu genomu
izochromozomy, ring chromozomy, marker chromozomy
metodami molekularni cytogenetiky potvrzujeme nalezy klasické cytogenetiky
a nalézame dalSi prestavby, které nejsou viditelné na chromozomech s G-pruhy:
inzerce, translokace, delece malych Usekd, odhali pdvod marker chromozomd,
ring chromozomd .....

FN BRNO
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‘l ONKOCYTOGENETIKA
priklady typickych

chromozomovych zmeén - translokace

e £(9;22) - reciproka translokace

- ;a

bcr

'1.' » * 22
F...

1

LW w X c-abug""" '

9

der 9

GTel = =T~|
= ST = =15}
'IF
| ™
3

Reciprocal ranslocation between one # 9 and one #22
—— chromosome forms an extra-long chromosome 9 (“der 97)

|
Ph and the Philadelphia chromosome (Ph") containing the
qQ fused abl-ber gene. This is a schemaltic view representing
9{] t 22 22q metaphase chromosomes.
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ONKOCYTOGENETIKA

priklady typickych
chromozomovych zmeén - translokace

e t(9;22) je specifickym markerem CML (chronicka myeloidni

leukemie)
o » - Ph chromozom, obsahuje fuzni (chiméricky,
- hybridni) gen BCR/ABL
. Na chromozomu 9 se v oblasti, kde dochazi ke zlomdm,
L d ] nachazi gen ABL, na chromozomu 22 gen BCR. Pri

translokaci dochazi k vyméné ¢&asti gend, vznikaji fuzni geny
BCR/ABL a ABL/BCR. Proteiny, které vznikaji expresi téchto
genu, ziskavaji nové funkéni vlastnosti oproti plivodnim
gendm BCR a ABL. Z hlediska onkocytogenetiky ma vyznam
gen BCR/ABL, ktery podminuje vznik CML.

FN BRNO
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FISH detekujeme
prestavbu BCR/ABL, lokus
specificka sonda o
umoanJe vysetrovat
| interfazni jadra - vznik

fuzniho signalu ber/abl
u fuzniho genu

(zmena barvy signalu -
zlutd, samostatné signaly
zelena a cervenad)

FN BRNO
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l xr - AML1/ETO

N p . ! 2a r"
e dalsi ¢asté translokace: ” P .
8

- £(8;21) - fuzni gen AML1/ETO 2
AML-M2 (akutni myeloidni leukemie podtyp M2)

lokus specifické sondy, vznik fuzniho
signalu, v interfaznim jadre

- £(15;17) - fazni gen PML/RARA

AML-M3 a -{i
U ©

15 PML/RARA

- translokace s chromozomem 8, misto zlomu v protoonkogenu c-MYC
lymfomy

FN BRNO
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potvrzeni translokace u onkologickych pacientt pomoci celochromozomovych sond
na metafaznich chromozomech

FN BRNO
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ONKOCYTOGENETIKA
priklady typickych
chromozomovych zmén - inverze
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ONKOCYTOGENETIKA

priklady typickych
chromozomovych zmén - delece

e jsou spojeny se ztratou ¢asti chromozomuU vétsiho nebo mensiho rozsahu
r 7 o v 4 o V4 V4 o - - V4 - -
nachazime je predevsim u solidnich nadoru, ale i u hematologickych malignit

e delece u solidnich nadort
- delece tumor supresorového genu RB1
chr. 13q - retinoblastom (nador sitnice)

- delece protoonkogenu WT1 chr. 11p
— WilmsuUv tumor (nador ledvin)

del{11}(p13) b
delece u leukemii 1 2
delece 59 az Uplna ztrdta chromozomu 5 (rlzny rozsah delece) N
delece 11g casto v oblasti genu MLL .

o
cervené oznacena oblast — kriticka oblast,

ktera chybi vzdy

bl IMJ Vytvoiilo Oddéleni 1ékaiské genetiky FN Brno




e genova amplifikace - v bunce je pritomno mnoho kopii néjakého segmentu
genomu

- homogenné se barvici oblasti (HSR) - nekolik tisic genovych kopii

amplifikace onkogenu n-MYC

U neuroblastomu (zeleny signal - centromericka

sonda, Cerveny signal - lokus specificka sonda) - analyza

v interfaznim jarre — amplifikovany material z jednoho chromozomu
rozlozen po celém jadre, chromozom despiralizovan

- amplifikace genu MLL
u leukemii

(lokus specificka sonda) - analyza
na metafaznich chromozomech -
lokalizace HSR na chromozomu
v misté lokalizace genu

amplifikace MLL genu

A :‘-‘\“”.“l’“"; i v r 17 v r .
m lw Vytvorilo Oddéleni 1ékatské genetiky FN Brno




e genova amplifikace
- double minutes (DM) = velmi malé
nadbytecné chromozomy - vznik
rozpadem HSR - homogeneously
stained regions (nalézame je v mitdze
— chromozomovy material rozlamany
na malé kousky)
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amplifikace onkogenu c-myc, vizualizovano
FISH — obrazek prevzat z prezentace
,cytogenetika Clovéka“ PfF UK
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izochromozom 179 u détského tumoru izochromozom 12p u détského tumoru

(Eerveny signal - telomerickd sonda na oblast 17q) (modry signal — telomericka sonda na oblast 12p)
H .;.-‘“”.“I“’d"‘, - S > 5 N, . 3
b lw Vytvorilo Oddé€leni 1¢karské genetiky FN Brno
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VYZNAM

ONKOCYTOGENETICKEHO
VYSETRENI

zpresneni diagnozy

stanoveni prognozy onemocneni

zjisteni faze onemocnéni (remise, relaps)
sledovani uspésnosti lecby (transplantace
kostni drene pri lécbe leukemii,
nemoterapie)

narakteristika dosud nepopsanych
nromozomovych abnormalit

C

C
C

\\\\\\\
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TYPY NADORU VYSETROVANE

CYTOGENETICKY na OLG FN Brno

e HEMATOLOGICKE MALIGNITY (leukemie)
- lymfoblasticka leukemie - postihuje bunky lymfoidni vyvojové
rady
— akutni (ALL) - nejCastejsi u déeti
- chronicka (CLL)
- myeloidni leukemie - postihuje bunky myeloidni vyvojové rady
— akutni (AML) - t(15;17), t(8;21), inv(16)
- chronicka (CML) - t(9;22) - Ph chromozom
- myelodysplasticky syndrom (MDS) - dysplastické zmény
v hemopoetickych radach v kostni
— dreni — del(5)
e SOLIDNI NADORY
- véechny typy malignich nddor( u déti — nddory CNS,
Ewinglv sarkom, Wilmsuv tumor, osteosarkomy, lymfomy a dalsi ......

bl IMJ Vytvoiilo Oddéleni 1ékaiské genetiky FN Brno




Preimplantacni geneticka
diagnostika

Vytvotilo Oddéleni 1¢kaiske genetiky FN Brno



PREIMPLANTACNI GENETICKA

DIAGNOSTIKA (PGD)

e Casna prenatalni diagnostiku, ktera je vazana na techniky umeélého
oplodnéni.

e genetické vysetreni jedné nebo dvou bunék (blastomer) odebranych
z vyvijejiciho se vicebuneécného embrya (stari 2-3 dny), lze odhalit
genetické abnormality budouciho plodu

e k transferu do delohy lze vybrat pouze embrya bez genetické zatéze

e cilem je zvysit Uspesnost metod asistovane reprodukce a snizit riziko
spontannich potratu

bl IMJ Vytvoiilo Oddéleni 1ékaiské genetiky FN Brno




PREIMPLANTACNI GENETICKA
DIAGNOSTIKA (PGD)

o\ .“__’.‘u ERS, r_.,_r" a3 % i L ., . 3
?;Bt IMJ Vytvorilo Oddéleni 1ékatské genetiky FN Brno



PREIMPLANTACNI GENETICKA
DIAGNOSTIKA (PGD)

o\ .“.__.w EKS, r'.-:_," N - 7 , v p E
FN BRNO IMJ Vytvorilo Oddéleni 1ékatské genetiky FN Brno
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PREIMPLANTACNI GENETICKA
DIAGNOSTIKA (PGD)
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PREIMPLANTACNI GENETICKA
DIAGNOSTIKA (PGD)

o\ .“__’.‘u ERS, r_.,_r" a3 % i L ., . 3
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PREIMPLANTACNI GENETICKA
DIAGNOSTIKA (PGD)
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FN BRNO IMJ Vytvofilo Oddéleni Iekaiske genetiky FN Brno
‘v "’3:{_ . ““t."éj



- aplikace FISH sond — detekce aneuploidii chromozomu

- mozna cilena detekce dalSich genetickych
onemochéni metodami molekularni cytogenetiky
nebo molekularni genetiky

Omezeni a rizika metody

limitovany pocCet bunék dostupnych genetické analyze
mozne riziko naruseni vyvoje vysetrovaneho embrya
neni vylouCena jina geneticka vada

doplnéni PGD amniocentézou

FN BRNO
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