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ODDELENI LEKARSKE GENETIKY

FN BRNO

ambulance

/

laborato re klinické laborato F molekularn i
cytogenetiky diagnostiky

- laborato F klasické cytogenetiky
stanoveni karyotypu
G — pruhovani chromosomd

- laborato ¥ molekularni_ cytogenetiky
metody — FISH, SKY, CGH, MLPA
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SCHEMA LIDSKE BUNKY

bunécné jadro
(DNA + proteiny, RNA) !




ZMENA ORGANIZACE
GENETICKEHO MATERIALU
BEHEM BUNECNEHO CYKLU

SOMATICKYCH BUNEK

jadro v interfazi -
despiralizované molekuly DNA

mitéza (metafaze)
(rtizné stupn é spiralizace)

chromosomy = spiralizované molekuly DNA
46 chromosom  lidi s normalnim karyotypem
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SPIRALIZACE CHROMOSOMU

dvousroubovice DNA IMW ¢2 Lis

nukleosomy
sobtocenou DNA

béhem bunécného cyklu
se chromatin nachazi i ol
v ruznych fazich spiralizace sonm avamscrs. @SR G

(v interfazi nizky stupen :

spiralizace, béhem mitozy _
postupna kondenzace, o o Imnm

maximalni v metafazi

o i
mitozy) i o,
& ) (5
52 ? ) 700 nm
kondenzovana ast ) b
chromosomu { /A%
metafazovy % I1 400 nm  Obr. 52. RUzné drovné struktury eu-
chromosom 4
karyontniho chromosomu.
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CHROMOSOMY V PRAXI

schema chromosomu chromosom s G- pruhy chromosom

metoda FISH
chromosom
konven éné barveny

B

dvouchromatidovy metafazni chromosom

| | |+— p - kratk raménka ——

|*=q - dlouh4 raménka —'!

1

sesterské chromatidy
(identické kopie)
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CHROMOSOMOVE ABERACE
(CHA)

Cilem cytogenetickeho vySet fFeni je zjist éni
pritomnosti / nep Fitomnosti chromosomovych
aberaci (patologickych chromosomovych zm  én)
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TYPY CHROMOSOMOVYCH ABERACI

OLG FN BRNO

- VYSETRENI VROZENYCH CHROMOSOMOVYCH
ABERAC | — prenatalni a postnatalni vySet feni

- VYSETRENI ZISKANYCH CHROMOSOMOVYCH

ABERAC | (vznikajicich v d asledku p Gisobeni mutagennich
faktor & prost fedi na élov éka) — postnatalni vySet Feni

IHOK FN BRNO, OLG FN BRNO

- VYSETRENI ZISKANYCH CHROMOSOMOVYCH

ABERAC | (u onkologickych onemocn  éni)
vySet feni z kostni d fené a tkan & solidnich tumor
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VYSETRENI ,
CHROMOSOMOVYCH ABERACI

VYSETRENI KARYOTYPU
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE

Vznik VCA - de novo - poruchy v procesu meiézy (tvorby gamet z primarnich
oocytu a spermatocytu); béhem procesu mitézy v embryu (mozaika)
- zdédéné — potomci rodic¢u — nosi €l balancovanych p Festaveb
e pocetni abnormality
e polyploidie - znasobeni po¢tu chromosomovych sad
(samovolné aborty)
e abnormality poétu chromosomd v paru
- aneuploidie (trisomie chromosomu 21, 18, 13, gonosomd,

monosomie chromosomu X)- viz zakladni prednaska
e strukturni abnormality

® translokace, inverze, delece, duplikace, inzerce, zvlastni
typy chromosomu - viz zakladni pfednaska
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MOZNOSTI VYSETRENI

GENETICKEHO MATERIALU

(v riznych typech laboratofri)

° Vyéeti:eni ch romosamﬁ ’ chromosom s G-pruhy
- metodami klasické cytogenetiky
(G-pruhovani chromosom) !

vysetfeni celého karyotypu (véech chromosomu)

=V V7

e vysetreni chromosomdl, interfaznich
jader i izolované DNA

- metodami molekularni cytogenetiky
(vySetfeni pomoci fluorescenc¢né znacenych sond, PCR)
vysetreni celého karyotypu chromosom s fluorescenéné
vysetreni konkrétnich oblasti znagenymi sondami (vlevo),
rozliSovaci schopnost vyssi (az po rozdily v jednotlivych interfazni jadro (vpravo)
nukleotidech — zavisi na konkrétni metodé)

e vysSetreni izolované DNA

- metody molekularni genetiky
rozliSovaci schopnost nejvyssi (rozdily v sekvenci DNA)
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VSTUPNI MATERIALY K VYSETRENI

e prenatalni materialy: plodova voda, choriovée klky,
krev plodu, kUZe potracenych plodu

FN BRNO
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

odb&r materidlu - STERILNI ODBER!
kultivace - ziskani dostatecného mnozstvi délicich se bunék
(s chromosomy), zastaveni déleni bunék kolchicinem
° zpracovém’ suspenze (hypotonizace, fixace)
e vykapani na podlozni sklicka
V4 7 7 (o)

e pruhovani / barveni chromosomu
e hodnoceni v mikroskopu a za pomoci pocitacového programu

metody 1. volby v indikovanych p  Fipadech
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
kultivace materialu

nasazeni periferni krve
(sterilni podminky —
laminarni box)

aplikace kolchicinu — mitotického jedu
po kultivaci

3

nasazeni plodové vody
(sterilni podminky — laminarni box)

1 2

kultivace v termostatu
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

odbéer materialu

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

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

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

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

e bez pridavku média a dalsich latek - plodova voda
(obv. 20 ml)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

odbeéer materialu

Odbér materialu pro cytogenetickou analyzu a typy bunék, které

jsou v konkrétnim materialu vhodné pro ziskani metafaznich

chromosomd :

e periferni krev — ze zily — T-lymfocyty

e fetalni krev — z pupecniku pod kontrolou UZ - nezralé

T-lymfocyty

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

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

e kUZe - z potracenych plodu, koZni biopsie pacientu — kozni

fibroblasty
e kostni dren - z prsni kosti, kycCli — prekurzory krevnich bunék
e solidni tumory - z nadoru - maligni bunky
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

kultivace materialu

e 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
chromosomt nebo k zaniku bunék s aberaci
- krev plodu 72 hodin (stanoveni karyotypu)
- plodova voda - primérné 10 dni (stanoveni karyotypu)
- choriové klky - pres noc (stanoveni karyotypu)
- kostni dren — primé zpracovani bunék
ihned po odbéru
- 24 hodin (48 hodin spec. pripady)
(stanoveni karyotypu malignich klonti v KD)
- klze - variabilni doba rdstu (prdmérné 2 tydny)
- solidni tumory - 1 - 2 tydny
(stanoveni karyotypu malignich klonl v tumoru)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

kultivace materialu

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

e kultivace bunék
prichycenych na dné
kultivacni nadobky
(plodova voda, solidni
tumory, kize)

- po kultivaci pomoci -
roztoku trypsinu

odloupneme ode dna, dale
zpracovavame

jako suspenzi bunék

kultivace plodové vody
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

kultivace T-lymfocyti
z periferni krve

e kultivace periferni krve v médiu
s pridavkem phytohemaglutinu (PHA)
= vytazek z fazolu obecného (Phaseolus vulgaris)
- T-lymfocyty = zralé diferencované bunky s malou spontanni

mitotickou aktivitou

- vlivem PHA se dediferencuji (preména na nezralé bunky
lymfoblasty, které se déli (tzn. jadra vstupuji do mitozy!)

(napf. k nezralym burfikdm - blastiim z kostni dfené
onkologickych pacientl neni tfeba PHA pfidavat,
déli se samovolné)
- vyznam kultivace - spiralizace chromosomu v jadrech
T-lymfocytd
- slozeni kultivacniho média - zivné latky, antibiotikum, PHA,
stabilizator pH
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

po kultivaci

e aplikace kolchicinu (alkaloid z ociinu jesenniho
Colchicum autumnale)

- kolchicin je mitoticky jed, ktery specificky
inhibuje tvorbu déliciho vreténka a tim zastavuje
déleni bunék v metafazi mitézy, kdy
jsou chromosomy vhodné k analyze
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

zpracovani suspenze

e hypotonizace, fixace

hypotonizace — buriky pfijimaji vodu, prasknou erytrocyty, zvétSeni objemu T-lymfocytl, rozestoupeni chromosomu
fixace — usmrceni bunék, zviditelnéni struktury a zlepSeni barvitelnosti chromosom, rozruSeni cytoplasmy bunék,
rozpusténi necistot

FN BRNO
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

 vykapani suspenze na podlozni skli€ka — chromosomy v burikach ohranigenych bun&&nou
membranou se rozestoupi — na sklicku se nachazeji mitdzy — soubory chromosom jednotlivych bunék a interfazmi jadra

» zaschnuti, zapeceni




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

G -pruhovani chromosomu

e G - pruhovani chromosom

1 — inkubace 2 — barveni
preparatu barvivem
Vv roztoku Giemsa-
trypsinu Romanowski

(natraveni

protein G na

povrchu

chromosom )
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

hodnoceni

chromosomy s G-pruhy hodnotime ve svételném mikroskopu
zdroj svétla - viditelna cast spektra (halogenova Zarovka)
(stanoveni karyotypu)

FNBRNO 2




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

hodnoceni

zvetSeni priblizné 1000x

s (
;2;1/

-~ )\f/
o
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

hodnoceni

ke tfidéni chromosomu a sestaveni karyotypu lze vyuzit
pocitacové analyzy obrazu

svételny mikroskop
s CCD kamerou
napojeny na pocitac

po ¢itacovy program
nezhodnoti karyotyp
samostatn &, kazdou
mitézu zhodnoti
cytogenetik za pomaoci
programu

S

FN BRNO
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CHROMOSOMY V PRAXI

karyotyp

e utridény a zhodnoceny soubor

chromosomi v somatickych bufikach e .2 .
pacienta, oznacujeme pocet chromosomu, g i &3 3 i 14 'é
typ pohlavnich chromosom# a pfipadné :% & @ i 3’; ). {
aberace (zapis karyotypu napr. 46,XY) P : : :
Y ABTER WENT
é « % 2 ‘
e normalni lidsky karyotyp se sklada 55 % & 14 jz H \WARE
ze 46 chromosomu - 22 paru E §€ : 3 i3 8% ¢t

autosomi (nepohlavnich chromosoma),

2 gonosomil (pohlavnich chromosom) S INETET { "
& & =) :

e chromosomovy par je tvofen homolognimi obrazek = utfidény soubor chromosomu
chromosomy (jeden zdédén od otce, druhy  jednoho jadra, ktery vypovida
od matky), neparove (?h romosomy jsou o chromosomech i v ostatnich burikach
nehomologni (somatické diploidni bunky) pacienta
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CHROMOSOMY V PRAXI




CHROMOSOMY V PRAXI

P £18 68 B8 g‘
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

hodnoceni

Pri vySetreni karyotypu analyzujeme vétsi pocet mitoz,
podle pozadavku Iékare a nalezené patologie (10, 30, 50, 100).
Ve spolupraci s molekularni cytogenetikou analyzujeme i 200 jader.

_FNBRNO
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

zpracovani suspenze

 vykapani suspenze na podlozni skli¢ka
(pro néktera vySetreni (FISH))

FN BRNO
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METODY MOLEKULARNI

CYTOGENETIKY

princip vazby fluorescen ¢éné znaéeneé sondy na chromosomy
nebo interfazni jadra na podloznim skli  €ku

h zna ¢ené sondy
lovou DNA
\romosom)

FN BRNO
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METODY MOLEKULARNI
CYTOGENETIKY

hodnoceni

chromosomy fluorescencné znacené hodnotime ve fluorescencnim
mikroskopu, zdroj svétla - kratkovinna ¢ast spektra (napr. rtutova
vybojka); fluorescencni mikroskop je také soucasti systému analyzy obrazu

g "\
W\ R
T e ‘", '—. ;‘.

zdroj kratkovinného ‘

SEEGETIilry vysokoenergetického zareni
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NAVAZNOST METOD KLASICKE

A MOLEKULARNI CYTOGENETIKY

pFi vySet fovani - vrozenych chromosomovych aberaci
- ziskanych chromosomovych aberaci u onkologickych

pacient G

- metodami molekularni cytogenetiky upfesfiujeme a potvrzujeme patologické
nalezy detekované metodami klasické cytogenetiky

- metody molekularni cytogenetiky odhali velmi malé zmény v karyotypu, které
nelze detekovat metodami klasické cytogenetiky (nizka rozliSovaci schopnost

klasickych metod)

FNBRNO 2
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA) - priklady

metoda FISH

1151706

K

46,XY,1(5:19)(q15:p12)
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

G-pruhovani chromosom U (klasicka cytogenetika)

!13’ 8203 . - , B{

46,XX,del(5)(p14.1)syndrom Cri du Chat
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VROZENE CHROMOSOMOVE ABERACE
(VCA)

(delece mensi neZ rozliSovaci schopnost vysetifeni chromosomG s G - pruhy)

vysSetreni metodami
molekularni cytogenetiky
— vySsSi rozlisovaci schopnost (FISH)

vySetfeni metodami
klasické cytogenetiky
G-pruhovénl’ chromosomu

v

/ B8 5« s .

(S22 & Lo

P & T8 ]
" masnrs

[+ ¢ 3]
% sy

normalni karyotyp 46,XX nalezena delece na 22. chromosomu
v oblasti 22g11-13 (Di George syndrom — VSV)
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)
MOZAICISMUS

ma - li pacient chromosomovou abnormalitu v karyotypu, aberace byva
vetsinou pritomna ve vsech jeho bunkach

mozaicismus = v téle jedince jsou pritomny 2 nebo vice linie bunék
s odlisnou chromosomovou konstituci

- nejcastéjsi vyskyt mozaiky gonosomi (poruchy fertility)
45,X[6]/47,XXX[4]/46,XX[190]
- mozaika autosomu
- mozaika linie s normalnim karyotypem s linii s Downovym syndromem
47 ,XY,+21[172]/46,XY[28]
- napr. linie s normalnim karyotypem s linii s monosomii
chromosomu 18 45,XX,-18[10]/46,XX,r(18)[190] - velmi zridka

ve formeé mozaiky mohou byt pritomny numerické aberace i strukturni
prestavby, pocetni se vyskytuji casteji

nejcastejsi pricinou mozaicismu je nondisjunkce v éasném 3
postzygotickem mitotickem deleni (napr. ztrata chromosomu c.21

z bunky zygoty s trisomii tohoto chromosomu)
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)
MOZAICISMUS - gonosomy

sl ” 33 i 18}

{Q1€}

SR R PR IR N IRV I FIR TR R LR HRT

Bi 46 b 65 88 32 4% BB {4 88 1% i
B8 38 ad v B/ BE 8% as éd ﬂg
45,X[6]/46,XX[194]
10-30 mitéz hodnotime z chromosomU s G-pruhy, zbytek vysetfeni metodou FISH
z interfaznich jader 3% hrani¢ni patologicky nalez

ot lw Vytvotilo Oddgleni lIékaské genetiky FN Brno




2 signaly (pfitomny
2 chromosomy X
v jadie T-lymfocytu)

1 signal
(pfitomen

1 chromosom X
v jadie buriky)

45 ,X[6]/46,XX[194]

vysetreni % zastoupeni jednotlivych linii bunék v periferni krvi
pacientky metodou FISH z interfaznich jader

(3% zastoupeni bunécné linie 45,X)

FN BRNO
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

MOZAICISMUS - kombinace pocetni a strukturni aberace
12 lety pacient s diagn6ézou maly vzrist

1461/08

il 15

R RI NIRRT
g8 iml Ba BE 28 a4

28 38 @ 425 ' u/

bunécna linie 46,X,r(Y)?
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bunécna linie 46,X,mar(Y)?
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t(Y;?), p Fitomna oblast SRY
bunécna linie
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)

MOZAICISMUS - kombinace pocetni a strukturni aberace

1461/08

. | %
TYIS I I PY
TR FIRIRERT

NI N] IREWE

$8§ 82 44 83 s

bunééna linie 45,X
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)

MOZAICISMUS - kombinace pocetni a strukturni aberace

slozity zapis i interpretace slozitych karyotyp U v mozaice

Karyotyp — chromosomy s G - pruhy:

46,X,r(Y)?[5)/46,X,t(Y;9)(p11.32?;q127)[4]/45,X[1]

Nalezy metodou FISH:

VysSetieni na interfaznich jadrech:
XY [120]
X [70]

VySetreni na mit6zach:

t(Y;?), p Fitomna oblast SRY [26]

X + marker z chromosomu Y, oblast SRY p Fitomna [17]
X [7]
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)
MOZAICISMUS - vyznam

e je obtizné posoudit vyznam nalezu mozaiky
- zalezi na typu chromosomové abnormality
- vyznam ma % zastoupeni linie s patologickym karyotypem
- % zastoupeni jednotlivych buné&é&nych linii mdze byt v rdznych
tkanich rozdilné (vysetreni z periferni krve, stéru z bukalni sliznice
pro ovéreni a porovnani)
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VZNIK MOZAIKY
(vzdy de novo, nedédi se)
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MITOZA (proces deéleni somatickych bunék)

M faze bunécného cyklu = MITOZA
postupna kondenzace chromatinu az do maxima

v metafazi, vznik chromosomd (chromosomy tvoreny
dvéma chromatidami)

oddéleni sesterskych chromatid v centromere v anafazi
(chromosomu je dvojndsobny pocet a jsou tvoreny
jednou chromatidou) - podélné déleni centromery

segregace dcerinnych chromatid (samostatnych
chromosomii), pohybuji se k protilehlym pdldm buriky
VZNIK MOZAICISMU - SESTERSKE CHROMATIDY

SE NEROZEJDOU K OPACNYM POLOM

(abnormalni rozchod, mitoticka nondisjunkce)

mitdza je dokoncena cytokinezi - rozdélenim cytoplazmy
plvodné materské buriky za vzniku dvou dcefinnych
bunék, jejichz jadra obsahuji stejnou genetickou vybavu
jako bunika materska (déleni bunky)

A

I/ 4 , Telomera
4 G1 B
(10-12 hod.) i

. Centromera

~ “Telomera

Sesterskeé chromatidy

Obrazek 2.1 Typicky mitoticky cyklus, popsany v textu. Vy-
Znaceny jsou telomery, centromery a sesterské chromatidy.

T 1
rozchod dcefinnych
chromatid v anafazi mitozy
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ROZESTUP SESTERSKYCH

CHROMATID V ANAFAZI MITOZY

M faze = MITOZA
chromosomy v anafazi mitozy

RaA) S

metafazni

r _ dva
dvouchromatidovy prabéh rozchodu chromatid jednochromatidové
chromosom chromosomy
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)
MOZAICISMUS - prenatalni diagnostika

INVAZIVNI METODY PRENATALNI DIAGNOSTIKY

AMC - odb ér plodové vody analyza bun ék plodu

mozaicismus - pfitomnost 2 nebo vice bunécnych linii ve vySetfované tkani, ktere
se lisi karyotypem

NE VZDY SE JEDNA O PRAVY MOZAICISMUS

— pfitomnost pravého mozaicismu u plodu (v téle plodu jsou pfitomny 2 nebo vice
bunécnych linii, jejichz karyotyp je odliSny) napf. 47,XX,+21 [35] / 46,XX [65]

— riziko vzniku pseudomozaiky kultiva €éniho p Givodu (kultivaéni artefakt)

(napf. pfitomnost nadbytecného chromosomu nebo strukturni prestavby v 1 mitdze)
vylouc€eni kultivaéniho artefaktu - kultivace 2 paralelnich kultur z AMC
- opakovany odbér (AMC, CVS)

- riziko kontaminace mate Fskou krvi pfi odbéru - po kultivaci nem__tze ovlivnit vysledek
karyotypu plodu , protoze bunky matefské krve se nenakultivuji v médiu specifickém pro
kozni fibroblasty

- riziko kontaminace mate Fskou tkani pfi odbéru — muaze ovlivnit vysledek karyotypu
plodu , kozni fibroblasty matky i plodu podléhaji kultivaci
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)
MOZAICISMUS - prenatalni diagnostika

INVAZIVNI METODY PRENATALNI DIAGNOSTIKY

CVS - biopsie choriovych klkd (chorionic villi sampling)
analyza extraembryonalni tkan & (plodovy obal chorion)

— pravy mozaicismus - rozdilny karyotyp u embrya a v extraembryonalni tkan i

(kromé toho jak u plodu, tak v kicich, maze byt karyotyp s pravou mozaikou nebo bez
mozaiky)

- riziko vzniku pseudomozaiky kultiva €niho p Gvodu hrozi u dlouhodob & kultivovanych
vzork U

- pfi dlouhodobé kultivaci existuje riziko vzniku pseudomozaiky zpusobené kontaminaci
mate fskou tkani (pouze u plodu zenského pohlavi) — prevence — peclivé oddéleni materske
tkané pred kultivaci

- kontaminace mate rskou krvi pro cytogenetické vySetfeni nevadi (buriky krve
se nenakultivuji za podminek kultivace choriovych klku); pro molekularné genetické
vySetreni je kontaminace krvi matky na zavadu — izolujeme DNA soucasné z krve i klkU
— smés DNA plodu a matky)

PFiblizné 2% vySetieni vzorkd z CVS pfinaseji nejednoznacny vysledek v dusledku chromosomového mozaicismu
(zahrnuje pravy mozaicismus a pseudomozaicismus). V téchto pfipadech je pro potvrzeni pfipadné chromosomové
aberace donoruceno indikovat AMC.
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)
MOZAICISMUS - prenatalni diagnostika

INVAZIVNI METODY PRENATALNI DIAGNOSTIKY
pravy mozaicismus u choriovych klk 0

® Diploidni C Klinicka genetika,

© Aneuploidni
Thompson and Thompson
Obrazek 18.7 Rtizné typy mozaicismu detekovatelné prenatalni diagnostikou. A — Generalizovany mozaicismus postihujici
plod i placentu. B — Mozaicismus omezeny na placentu s pfitomnosti normalni i anomalni linie. C — Mozaicismus omezeny 2004
na placentu s pfitomnosti pouze anomalni linie. D — Mozaicismus omezeny na embryo. (Upraveno podle Kalousek DK Cur-
rent topic: Confined placental mosaicism and intrauterine fetal development. Placenta 1994;15:219-230.)

placentarni mozaicismus — - je mozny rozdilny nalez karyotypu embrya a extraem  bryonalni tkan é
mozny zdroj falesn € - riziko, Ze klky maji normalni karyotyp a plod trisom i je minimalni
RoZIIILEETISdK U - sporné nalezy jsou potvrzovany AMC
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VYZNAM VYSETRENI VCA

- objasnit pricinu zdravotnich potizi pacienta
- stanovit prognozu onemocnéni, nabidnout pacientovi moznosti lecby a péce
- prevence vyskytu vrozenych chromosomovych aberaci v rodiné

VCA |é€bou nevymizi

_FNBRNO

s lMJ Vytvorilo Oddleni Iékaské genetiky FN Brno



VYSETRENI ,
CHROMOSOMOVYCH ABERACI

VYSETREN| KARYOTYPU MALIGN iCH KLONU
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VSTUPNI MATERIALY K VYSETRENI

kostni dren

solidni nadory

periferni krev
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VYSETRENI CHROMOSOMU

vysSetreni v laboratorich
klasické a molekularni cytogenetiky 5

klasicka cytogenetika - kultivace, zpracovani vstupnich material 1 zalozeny B
na obdobnych principech
- G-pruhovani chromosom 0

molekularni cytogenetika — metoda FISH, SKY, CGH a dalsi metody

stanovujeme KARYOTYP MALIGNICH KLONU —
v nadoroveé tkani mohou byt pfitomny skupiny bunék s odliSnym
karyotypem — klony — v ramci klonu stejny karyotyp

FN BRNO
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ZISKANE CHROMOSOMOVE
ABERACE

u onkologickych pacienti

— souvisi se vznikem a progresi onkologického onemocn éni (poruchy d éleni
somatickych bun ék), vySet fujeme bu nAky postizene nadorovym bujenim

pocetni abnormality
abnormality po¢tu chromosomovych sad (obv. se nejedna o pfesny nasobek
haploidniho poctu)

- polyploidie (hypo-, hyper- (d|— tri- atd.) ploidie)

abnormality poctu chromosomu VvV paru

- aneuploidie (trisomie, monosomie)- ¢asto se tykd jinych chromosomu neZ
u vrozenych chromosomovych aberaci

strukturni abnormalit

translokace, inverze, delece, duplikace, inzerce, zvlastni

typy chromosomu - konkrétni aberace odli$né od VCA

amplifikace (mnohonasobné zmnozZeni onkogenu, detekovatelné cytogeneticky)
— pouze u onkologickych pacienty
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ONKOCYTOGENETIKA

komplexni karyotyp
56,XY,der(X)t(X;5),+der(1),add(2),+3,der(4)t(4;?),+6?,+8,
+10,der(11),+der(11)t(11;21)?,+der(11),+der(12)t(7;12)
qdp(12p),+17,der(18)

smiseny germinalni tumor

a
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ZISKANE CHROMOSOMOVE
ABERACE

(u onkologickych pacientti)
MOZAICISMUS

e nadorove bunky tvori klony
e klon - skupina geneticky identickych bunék -
z pohledu cytogenetiky se stejnym karyotypem

(v nadorové tkapi pacienta se muzZe vyskytovat vice
bunecnych klonu, kazdy z nich nese jine aberace)

(stanoveni karyotypu malignich klonu)
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VYZNAM VYSETRENI ZISKANYCH

CHROMOSOMOVYCH ABERACI

u onkologickych pacienti

U onkologickych pacientt vySetfujeme bunky postizené nadorovym bujenim,
v souvislosti s onemocnénim vznikaji chromosomoveé zmény.
Cytogenetické vySetreni pfesnéji charakterizuje nador, typ nalezenych aberaci
vypovida o prognoze, fazi onemocnéni. Pomaha zpresnit diagnozu,
stanovit progn6zu onemocnéni, monitorovat uspésnost lecby.
Cilem je zachrana zivota pacienta.
— nékteré translokace — vznik fuznich gend, jejichz produkty maji zménénou funkci
podporujici nebo zpusobujici nadorové bujeni
- nékteré chromosomové zmény souviseji s horsi/ lepSi/ stfedni prognézou
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VYSETRENI ,
CHROMOSOMOVYCH ABERACI

STANOVENI{ % ABERANTN iCH BUNEK

ot [M] Vytvoiilo Oddsleni Iékaské genetiky FN Brno




ZISKANE CHROMOSOMOVE

ABERACE

e vlivem mutagennich faktor( prostfedi dochazi na chromosomech
v 7 . . o . 7 o o
ke zmenam (zlomy, vznik di-, tricentrickych chromosomu, ring

chromosomu ad.)
- nachazime rtizné zmény v riznych bunkach
(v kazdé bunce jinou - nejedna se o mozaiku, ale o nahodné zmény)

(stanoveni % aberantnich bunék, hrani¢ni patologie opakované 5% ab. b.)

vySetfeni z periferni krve metodou klasické : :
cytogenetiky — konvencéni barveni chromosomu (o~ / . v
. ./.. .‘\
o o 2
= Y- . "\ “
- ' ‘F l ; ~\\
‘ fo -.‘ 3 A
o e
‘ ..: o= ‘ TR 3 | 7o A
T
chrb dic o \ ."3".\.'-
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ZISKANE CHROMOSOMOVE ABERACE

(vliv mutagennich faktort prostredi)
vysetreni z periferni krve

Stanoveni % aberantnich bun ék — bun ék s poSkozenym chromosomem

Pritomnost aberaci v somatickych bu  Akach

e rychlejsi starnuti organismu
vznik degenerativnich onemocnéni
e mozné maligni zvrhnuti

Pritomnost aberaci v gametach

e zvySeneé riziko narozeni postizeného ditéte

Konven éni barveni chromosom U
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

konvencni barveni chromosomu

» konven éni barveni chromosom u
(srovnani s postupem pfi pfipravé chromosomu s G — pruhy — mitdézy na skli¢cich
po zaschnuti obarvime v barvé Giemsa-Romanowski bez predchozi inkubace
v roztoku trypsinu)

1 — inkubace 2 — barveni
preparatu barvivem
Vv roztoku Giemsa-
trypsinu Romanowski

(natraveni

protein G na

povrchu

chromosom )

chromosomy homogenn & obarvené po celé délce, bez p Fiénych pruh G

\‘1\“ - 31'4
.‘ :l“'
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ZISKANE CHROMOSOMOVE
ABERACE (ZCA)

AN A4

priciny vzniku

pUsobeni - fyzikalnich faktord

(ionizujici zareni)

- chemickych latek
(cytostatika, imunosupresiva, oxidacni,
alkylacni Cinidla ad. latky pouzivané
v prumyslu)

- biologickych faktori
(virové infekce — pravé nestovice, spalnicky,
zardénky ad.)
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ZISKANE CHROMOSOMOVE
ABERACE (ZCA)-

typ poskozeni -
oznaceni cht
e jednochromatidové gapy (mezery)

(G "nebo chtg — chromatid gap)- pricné slabé se barvici ¢ast
chromatidy achromatické léze), také uplné preruseni chromatidy
nepresahujici jeji Sirku

N
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ZISKANE CHROMOSOMOVE
ABERACE (ZCA)-

typ poskozeni -
oznaceni cht

e jednochromatidové zlomy (Z nebo chtb -
chromatid brake), oddeleni samostatného fragmentu

(F) — uplné preruseni chromatidy, pravdépodobné koncova delece

(fragmenty mivaji rGzné rozméry, mohou byt v ose s ptivodnim
chromosomem nebo nemusi)

4
7 \ N\,
N
7 #

L

L 8
e
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ZISKANE CHROMOSOMOVE
ABERACE (ZCA)-

typ poskozeni -
oznaceni cht

° vaél‘ly (V nebo chte - chromatid exchange)- vymeny
¢asti chromatid v rdmci jednoho nebo vice chromosomd

rerel)

m‘ﬁﬁz
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ZISKANE CHROMOSOMOVE ABERACE
(ZCA)-
typ poskozeni -




ZISKANE CHROMOSOMOVE
ABERACE (ZCA)-

typ poskozeni -
oznaceni chr

chromosomoveé zlomy (Z° "nebo chrb -
chromosome break ), oddéleni parovych fragmentut

(DF)- uplné preruseni obou chromatid, pravdépodobné koncova

delece (fragment obvykle leZi paraleln&, mivaji rGzné rozméry, mohou byt
O ’ ’
vV 0se s puvodnim chromosomem nebo nemusi)

EA R

i
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ZISKANE CHROMOSOMOVE
ABERACE (ZCA)-

typ poskozeni -
oznaceni chr

e chromosomoveé gapy (mezery) (G~ "nebo chrg

— chromosome gap)- pricné slabé se barvici ¢ast chromosomu

(achromatické léze), také uplné preruseni chromosomu nepresahujici Sirku
chromatidy
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ZISKANE CHROMOSOMOVE
ABERACE (ZCA)-

typ poskozeni -

oznaceni chr
acentrickeé ringy, kruhové chromosomy-

uzaviené struktury, vznik dvou zlomU na jednom chromosomu, dojde ke
spojeni — acentrické ringy jsou bez centromery, kruhové chromosomy
zahrnuji centromeru

i

_FNBRNO
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ZISKANE CHROMOSOMOVE
ABERACE (ZCA)-

typ poskozeni -
oznaceni chr

e chromosomy zahrnujici vice nez 1
centromeru-

dicentricke, tricentrické chromosomy...
DIC ~_ #, nr ¢
ol
1T ) #e
”~ i
TIC
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VROZENE ABERACE /

ZISKANE ABERACE (mutagenni faktory)

dllezité odlidnosti mezi pripravou preparatl z periferni krve pro:

1. stanoveni karyotypu — chromosomy s G - pruhy
- délka kultivace 72 hodin
- G-pruhovani = inkubace v trypsinu + smeés barviv Giemsa -
RomanowskKi
- zajima nas typ aberace, snazime se ji co nejpresnéji definovat

sl 3y

- délka kultivace 48 hodin (je tfeba zachytit 1. bunécné déleni -
pozdéji dochazi k opravé aberaci)

- konvencni barveni = pouze Giemsa - Romanowski bez trypsinu

- nezajima nas konkrétni typ aberace, pouze jestli je/neni v dané bunce
néktera pritomna

2. stanoveni % aberantnich bunék - chromosomy konvencné barvené ’
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Klinické indikace

k vysetreni ZCA (mutagenni faktory)

e prace V riziku (kontakt se skodlivymi latkami, zarenim),
vstupni prohlidky na pracovistich se zvysenym rizikem

e pred chemoterapii, po chemoterapii, po jiné dlouhodobe
|écbé

e kontrolni vy$etfeni u podchycenych ptipadu

aberace vymizi po lé ¢bé (vitaminy)
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