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ODDELENI LEKARSKE GENETIKY

FN BRNO

ambulance

/

laboratore klinické laborator molekularni
cytogenetiky diagnostiky

- laborator klasické cytogenetiky
stanoveni karyotypu
G — pruhovani chromosomu

- laborator molekularni cytogenetiky
metody — FISH, SKY, CGH, MLPA
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SCHEMA LIDSKE BUNKY

bunécné jadro
(DNA + proteiny, RNA)
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ZMENA ORGANIZACE
GENETICKEHO MATERIALU

BEHEM BUNECNEHO CYKLU
SOMATICKYCH BUNEK
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jadro v interfazi — mitéza (metafaze)
despiralizované molekuly DNA chromosomy = spiralizované molekuly DNA
46 chromosomu lidi s normalnim karyotypem

(rdzné stupné spiralizace)
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SPIRALIZACE CHROMOSOMU

dvousroubovice DNA W/\-\/w ¢2nm

nukleosomy
s obto¢enou DNA

béhem bunécného cyklu
se chromatin nachazi G
v rdznych fazich spiralizace oy — )
(v interfazi nizky stupen :

spiralizace, beéhem mitdzy
postupna kondenzace, S Imnm

maximalni v metafazi

mitdzy) é@@?ﬂ gﬁ% l
111 o |omm

ey s, 0
kondenzovana cast WML AL
chromosomu 7 )

n;]ecafézovi % I1 400 nm  Obr. 52. Riizné trovné struktury eu-
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Chromese karyontniho chromosomu.




CHROMOSOMY V PRAXI

chromosom
metoda FISH

schema chromosomu chromosom s G- pruhy

chromosom
konvenéné barveny

f

dvouchromatidovy metafazni chromosom

sesterské chromatidy
(identické kopie)
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CHROMOSOMOVE ABERACE

(CHA)

Cilem cytogenetického vysetreni je zjisteni
pritomnosti / nepritomnosti chromosomovych
aberaci (patologickych chromosomovych zmen)
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TYPY CHROMOSOMOVYCH ABERACI

OLG FN BRNO

- WéETRl;Ni VROZENYCH CHROMOSOMOVYCH
ABERACI - prenatalni a postnatalni vysetreni

- VYSETRENI| ZISKANYCH CHROMOSOMOVYCH
ABERACI (vznikajicich v dusledku pisobeni mutagennich
faktort prostiedi na élovéka) — postnatalni vysetreni

IHOK FN BRNO, OLG FN BRNO

- VYSETRENI ZISKANYCH CHROMOSOMOVYCH

ABERACI (u onkologickych onemocnéni)
vySetreni z kostni dfené a tkané solidnich tumoru

i, lMJ Vytvorilo Oddé€leni I€kafské genetiky FN Brno "



VYSETRENI ,
CHROMOSOMOVYCH ABERACI

[M] Vytvotilo Oddéleni 1¢karské genetiky FN Brno



VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE

Vznik VCA - de novo - poruchy v procesu meiézy (tvorby gamet z primarnich
oocytl a spermatocytll); béhem procesu mitézy v embryu (mozaika)
- zdédénée — potomci rodicl — nosic¢lu balancovanych prestaveb
e pocetni abnormality
e polyploidie - znasobeni poctu chromosomovych sad
(samovolné aborty)
e abnormality poétu chromosomu v paru
- aneuploidie (trisomie chromosomu 21, 18, 13, gonosomd,

monosomie chromosomu X)- viz zakladni prednaska
strukturni abnormality

® translokace, inverze, delece, duplikace, inzerce, zvlastni
typy chromosoma - viz zdkladni pfednaska
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MOZNOSTI VYSETRENI

GENETICKEHO MATERIALU

(v riiznych typech laboratofri)

e vysetireni chromosomli ’ iremese & E-prdiy
- metodami klasické cytogenetiky
(G-pruhovani chromosomu) !

vySetfeni celého karyotypu (véech chromosomu)

=V V7

e vysSetreni chromosomd, interfaznich
jader i izolované DNA

- metodami molekularni cytogenetiky
(vySetreni pomoci fluorescenc¢né znacenych sond, PCR)

vySetfeni 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 vysetreni 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




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

e odbé&r materidlu - STERILNI ODBER!

e kultivace - ziskani dostatecného mnozstvi délicich se bunék
(s chromosomy), zastaveni déleni bunék kolchicinem

e Zzpracovani suspenze (hypotonizace, fixace) - ziskani suspenze jader

e vykapani na podlozni sklicka

V4 V4 ’ O
e pruhovani / barveni chromosomu
e hodnoceni v mikroskopu

metody 1. volby v indikovanych pripadech

m .J\v““%“’. v v r 17 v 4 3
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

odbeéer materialu

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

e do heparinu (nesraziva 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, kdze (obv. 1x1
cm), choriové klky (obv. 20 mg)

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

le Vytvoriilo Oddéleni 1ékatske genetiky FN Brno



Odbér materialu pro cytogenetickou analyzu a typy bunek, které

jsou v konkrétnim materialu vhodné pro ziskani metafaznich

chromosoma :

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
kiki nebo placenty

e kUzZe - z potracenych plodu, kozni biopsie pacientl — kozni

fibroblasty
e kostni dren - z prsni kosti, kycli — prekurzory krevnich bunek
e solidni tumory - z nadoru — maligni bunky

lw Vytvotilo Oddéleni 1€ékarske genetiky FN Brno




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
kultivace materialu

nasazeni periferni krve
(sterilni podminky —
laminarni box)

aplikace kolchicinu — mitotického jedu
po kultivaci

3

nasazeni plodové vody
(sterilni poglminky — laminarni box)

kultivace v termostatu

2

- IMI : Vytvofilo Oddéleni 1ékarské genetiky FN Brno




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
chromosomu 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 - primé zpracovani bunék
ihned po odbéru
- 24 hodin (48 hodin spec. pripady)
(stanoveni karyotypu malignich klonl v KD)
- k@iZe - variabilni doba rlstu (prdmérné 2 tydny)
- solidni tumory — minimalné 3 tydny
(stanoveni karyotypu malignich klonld v tumoru)

le Vytvorilo Oddéleni Iekaiské genetiky FN Brno
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

kultivace materialu

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

e kultivace bunek
prichycenych na dné
kultivacni nadobky
(plodova voda, solidni
tumory, kdze)

- po kultivaci pomoci
roztoku trypsinu
odloupneme ode dna, dale
zpracovavame

jako suspenzi bunék

2 a] U kultivace plodové vody i
le Vytvotilo Oddé€leni lékaiské genetiky FN Brno -




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 bufikdm - blastim z kostni dfené
onkologickych pacientd neni tfeba PHA pfidavat,
déli se samovolné)

- vyznam kultivace - spiralizace chromosomU v jadrech

T-lymfocytd
- slozeni kultivacniho média - zivné latky, antibiotikum, PHA,
stabilizator pH

le Vytvoriilo Oddéleni 1ékatske genetiky FN Brno




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

po kultivaci

e aplikace kolchicinu (alkaloid z ociinu jesenniho
Colchicum autumnale)

- kolchicin je mitoticky jed, ktery specificky
inhibuje délici vireténko a tim zastavuje déleni
jader v metafazi mitdzy, kdy jsou chromosomy
vhodné k analyze




hypotonizace, fixace - ziskani suspenze jader

hypotonizace — buriky pfijimaji vodu, prasknou erytrocyty, zvétSeni objemu jadra T-lymfocytl, rozestoupeni chromosomu

fixace — rozpusténi cytoplasmy bunék (zUstanou jadra s genetickym materialem — chromosomy nebo v interfazi),
rozpusténi necistot, fixace bunécnych struktur
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

= vykapéni suspenze jader na podloinl’ sklicka — chromosomy v jadrech ohrani¢enych jadernou
membranou se rozestoupi — na sklicku se nachazeji mitdzy — soubory chromosom jednotlivych jader a interfazmi jadra

» zaschnuti, zapeceni

FN BRNO




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

G -pruhovani chromosomu

* G - pruhovani chromosomu

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

(natraveni

proteintl na

povrchu

chromosomiu)
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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)




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

hodnoceni

zvetSeni priblizné 1000x




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

hodnoceni

ke tfidé&ni chromosomU a sestaveni karyotypu lze vyuZit
pocitacové analyzy obrazu

svetelny mikroskop
s CCD kamerou
napojeny na pocitac




CHROMOSOMY V PRAXI

karyotyp

e soubor chromosomi v somatickych

bunkach jedince, oznaCUJeme pocet “ L
chromosomd, typ pohlavnich 8] & : 3’ 0 ‘é "
chromosomii a pFipadné aberace (zapis AR L E*; ). {’:
karyotypu napr. 46,XY) L ; ; =
Y ANYER 4 § 1
4 e s — ?-‘a : w8 3 *,
e normalni lidsky karyotyp se sklada _155 % & !Hi X H !‘:’ 5}'
ze 46 chromosomu - 22 paru E §€ ¥ TRINT

autosomi (nepohlavnich chromosoma),
2 gonosom (pohlavnich chromosomu)

e chromosomovy par je tvoren homolognimi ; i ]
h . v . obrazek = utfidény soubor chromosomu
chromosomy (jeden zdeden od otce, druhy jednoho jadra, ktery vypovida

od matky), ne,pé rove thQmQSOmy,jSOL;', o chromosomech i v ostatnich burikach
nehomologni (somatické diploidni bunky) pacienta
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CHROMOSOMY V PRAXI
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CHROMOSOMY V PRAXI

46,XX
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

hodnoceni

Pri vysSetreni karyotypu analyzujeme vétsi poCet mitoz,
podle pozadavku |lékare a nalezené patologie (10, 30, 50, 100).
Ve spolupraci s molekularni cytogenetikou analyzujeme i 200 jader.

Vytvoriilo Oddéleni 1ékatske genetiky FN Brno




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

zpracovani suspenze

» vykapani suspenze na podlozni sklicka
(pro néktera vySetreni (FISH))

Vytvoriilo Oddéleni 1ékatske genetiky FN Brno




princip vazby fluorescenéné znacené sondy na chromosomy
nebo interfazni jadra na podloznim sklicku

Labeling with
flucrescent dye

NI

: -.-i.::' b2
Znace
f enature
y b &
g Hybridize

znacené sondy
lovou DNA

romosom)
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METODY MOLEKULARNI

CYTOGENETIKY
hodnoceni

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

|

I.‘

zdroj kratkovinného

SERET I llry vysokoenergetického zareni

le Vytvoriilo Oddéleni 1ékatske genetiky FN Brno
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NAVAZNOST METOD KLASICKE

A MOLEKULARNI CYTOGENETIKY

pri vySetrovani - vrozenych chromosomovych aberaci
- ziskanych chromosomovych aberaci u onkologickych
pacienti

- metodami molekularni cytogenetiky upresnujeme a potvrzujeme patologicke
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)
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potvrzeni pritomnosti balancovaneé
translokace v karyotypu metodou FISH

V 4 r o
s G-pruhovani chromosomu metoda FISH .
¢ “ 15 B £
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46,XY.t(5;19)(q15;p12)
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

G-pruhovani chromosomui (klasicka cytogenetika)

PRI I (]

H HECETHAL
8 !} it TRINY
¢ 8203 .y-"- L E{

46,XX,del(5)(p14.1)syndrom Cri du Chat

e 1 le Vytvotilo Oddéleni 1ékafské genetiky FN Brno
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

metoda MLPA (metoda molekul
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strukturni zmeny nebalancované aberace
mikrodelece

vySetreni metodami
molekularni cytogenetiky
— vySSi rozliSovaci schopnost (FISH)

vySetfeni metodami
klasické cytogenetiky
G-pruhovani chromosomu

(]
non

- M g g N e

¢ § L & % & &~ wuH

% 4 ip B 2 & HH

,,- g% s Y2 10 i oub

::l ] _:: - ) :_f‘-': “ l\;. R :' a [

i f& 3 2 8
11} ‘r‘\
normalni karyotyp 46,XX nalezena delece na 22. chromosomu
v oblasti 22g11-13 (Di George syndrom — VSV)
Vytvorilo Oddéleni 1ékaiské genetiky FN Brno A &
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)
MOZAICISMUS

e ma - li osoba chromosomovou abnormalitu, byva vétSinou aberace pritomna
ve vsech jejich bunkach
e mozaicismus = v téle jedince jsou pritomny 2 nebo vice linie bunék
s odliShou chromosomovou konstituci
- nejcastéjsi vyskyt mozaiky gonosomi (poruchy fertilit
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

e ve forme mozaiky mohou byt pfitomny numerické aberace i strukturni
prestavby, pocetni se vyskytuji casteji

e nejcastejsi pricinou mozaicismu je nondisjunkce v casném §
postzygotickem mitotickem deleni (napr. ztrata chromosomu c.21
z bunky zygoty s trisomii tohoto chromosomu)

le Vytvoriilo Oddéleni 1ékatske genetiky FN Brno




VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)

DEFINICE MOZAIKY

Jedinec nebo tkan obsahuje 2 nebo vice geneticky odliSnych
bunéénych klonl pochazejicich z jediné zygoty, které vznikly
v dusledku mutace nebo nondisjunkce na rdznych Grovnich
postzygotického déleni (mitotického déleni).

(Chiméra - bunky jedince pochazeji z vice zygot.)

m .J\v““%“’. v v r 17 v 4 3
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)
MOZAICISMUS - gonosomy

I a0 DTG 1
RPN IRIN TRV I IR TRVR IR R

B 46 B TRINTININI N 8¢ 1Y 3
TNTTRT I 58 18 as 65 88
45,X[6]/46,XX[194]
10-30 mit6z hodnotime z chromosomi s G-pruhy, zbytek vySetfeni metodou FISH
z interfaznich jader 3% hraniéni patologicky nalez

le Vytvorilo Oddéleni Iekaiské genetiky FN Brno




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

1 signal
(pFitomen

1 chromosom X
v jadfe buriky)

45,X[6]/46,XX[194]
vysSetreni % zastoupeni jednotlivych linii bunék v periferni krvi
pacientky metodou FISH z interfaznich jader
(3% zastoupeni bunécné linie 45,X)

Vytvorilo Oddéleni 1¢karské genetiky FN Brno




VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

MOZAICISMUS - kombinace pocetni a strukturni aberace
12 lety pacient s diagn6zou maly vzrlst

1461/08
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bunéena linie 46,X,r(Y)?
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bunécéna linie 46,X,mar(Y)?
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bunécna linie 46,X,t(Y;9)(p11?;q12?

t(Y;?), pritomna oblast SRY
bunécna linie
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)

MOZAICISMUS - kombinace pocetni a strukturni aberace

slozity zapis i interpretace slozitych karyotypt v mozaice

Karyotyp — chromosomy s G - pruhy:

46,X,r(Y)?[5]/46,X,t(Y;9)(p11.322;q127?)[4)/45,X[1]

Nalezy metodou FISH:

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

VySetfeni na mitézach:

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

X + marker z chromosomu Y, oblast SRY pfitomna [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&&nych linii muze byt v riznych
tkanich rozdilné (vysetreni z periferni krve, stéru z bukalni sliznice
pro ovéreni a porovnani)

m .J\v““%“’. v v r 17 v 4 3
le Vytvorilo Oddéleni 1ékaiské genetiky FN Brno




VZNIK MOZAIKY
(vzdy de novo, nedédi se)

ot M Vytvorilo Oddéleni 1ékaiské genetiky FN Brno



MITOZA (proces déleni somatickych bunék)

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

v metafazi, vznik chromosomu (chromosomy tvoreny
dvéma chromatidami)

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

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

SE NEROZEJIDOU K OPACNYM POLUM

(abnormalni rozchod, mitotickd nondisjunkce)

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

< , Telomera

Sesterské chromatidy

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

rozchod dcefinnych
chromatid v anafazi mitézy
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ROZESTUP SESTERSKYCH

CHROMATID V ANAFAZI MITOZY

M faze = MITOZA
chromosomy v anafazi mitozy

5 ./'%‘ j.ﬁ

metafazni dva
dvouchromatidovy prabéh rozchodu chromatid jednochromatidové
chromosom chromosomy
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)
MOZAICISMUS - prenatalni diagnostika

e riziko vzniku pseudomozaiky kultivacniho plivodu, potize pfi
interpretaci (kultivace 2 paralelnich kultur, opakovany odbér)

e vysetreni choriovych klkdi — extraembryonalni tkan, casty vyskyt
mozaikovych karyotypl (mitotickd nondisjunkce) - diskrepance v
nalezech u embrya a extraembryonalni tkani (embryo ma kontrolni
mechanismy limitujici déleni abnormalnich bunék, v choriu se abnormalni
bunky déli)
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)
MOZAICISMUS - prenatalni diagnostika

CVS - diskrepance v karyotypu embrya

a extraembryonalni tkane

- vznik mozaiky v blastocysté pred
diferenciaci na embryo
a extraembryonalni tkan —
mozaika pfitomna v obou

- vznik mozaiky v pozdéjsim stadiu
v embryu nebo v extraembryonalni
tkani (Castéji) — mozaika pritomna jen
tam, kde vznikla

placentarni mozaicismus —
zdroj falesné pozitivnich
vysledkU
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VYZNAM VYSETRENI VCA

- objasnit pricinu zdravotnich potizi pacienta
- stanovit progn6zu onemocnéni, nabidnout pacientovi moznosti [eCby a pécCe
- prevence vyskytu vrozenych chromosomovych aberaci v rodiné

VCA lécbou nevymizi

m _wa”s““p' L. : 3 = 8 ¢ )
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VYSETRENI

CHROMOSOMOVYCH ABERACI
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VSTUPNI MATERIALY K VYSETRENI

kostni dren

solidni nadory

periferni krev
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VYSETRENI CHROMOSOMU

vysetreni v laboratorich
klasicke a molekularni cytogenetiky o

klasicka cytogenetika — kultivace, zpracovani vstupnich materiali zalozeny !
na obdobnych principech

- G-pruhovani chromosomu
molekularni cytogenetika — metoda FISH, SKY, CGH a dal$i metody

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

ABERACE
u onkologickych pacienti

— souvisi se vznikem a progresi onkologického onemocnéni (poruchy déleni
somatickych bunék), vysetrujeme bunky postizené nadorovym bujenim

e pocetni abnormality
abnormality po¢tu chromosomovych sad (obv. se nejedna o presny nasobek

haploidniho poctu)

- polyploidie (hypo-, hyper- (di-, tri- atd.) ploidie)

abnormality po¢tu chromosoma v paru

- aneuploidie (trisomie, monosomie)- ¢asto se tyka 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 zmnozeni onkogenu, detekovatelné cytogeneticky)

— pouze u onkologickych pacientl

m .J\v““%“’. v v r 17 v 4 3
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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 tkani pacienta se muze 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 pacientt

U onkologickych pacientt vySetfujeme bunky postizené nadorovym bujenim,
v souvislosti s onemocnenim vznikaji chromosomové zmény.

Cytogenetické vySetfeni presnéji charakterizuje nador, typ nalezenych aberaci
vypovida o progndéze, fazi onemocnéni. Pomaha zpresnit diagnézu,

stanovit prognézu onemocneni, monitorovat uspésnost IéCby.

Cilem je zachrana zZivota pacienta.
— nékteré translokace — vznik fuznich genu, 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
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ZISKANE CHROMOSOMOVE

ABERACE

e vlivem mutagennich faktoru prostiedi dochdzi na chromosomech
v 7 g 0 o o V4 (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, hranicni patologie opakované 5% ab. b.)

vySetreni z periferni krve metodou klasické : 2
cytogenetiky — konvenéni barveni chromosomu o~ ’/, R "\
3B 2
— . .
- - st - ,\ +% ‘5\
L / EAR
. & e
'\ , s
. - ‘ v il
.‘ L o -_-. . /3
” ' . -.
chrb dic ® o \ ¥ g_?"&'..
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ZISKANE CHROMOSOMOVE ABERACE

(vliv mutagennich faktort prostredi)
vysetreni z periferni krve

Stanoveni % aberantnich bunék — bunék s poskozenym chromosomem

Pritomnost aberaci v somatickych bunkach

rychlejsi starnuti organismu § -
e vznik degenerativnich onemocnéni

e mozné maligni zvrhnuti ;
| - ’\X\
Pritomnost aberaci v gametach l ‘ fo 4 L

I ~
e zvySeneé riziko narozeni postizeného ditéte > il % 'y
> -V L
’- 3 ¢ .
» — 4 s
Ol T

N, ! . - .
Konvencni barveni chromosomu NRACN N
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ZISKANE CHROMOSOMOVE

ABERACE (ZCA)

N4

priciny vzniku

pusobeni - fyzikalnich faktor

(ionizujici zarenti)

- chemickych latek
(cytostatika, imunosupresiva, oxidacni,
alkylacni c¢inidla 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), oddéleni samostatného fragmentu

(F) — Uplné preruseni chromatidy, pravdépodobné koncova delece

(fragmenty mivaji rizné rozméry, mohou byt v ose s ptvodnim
chromosomem nebo nemusi)

o8

7 # §
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ZISKANE CHROMOSOMOVE
ABERACE (ZCA)-

typ poskozeni -
oznaceni cht

° vaény (V nebo chte - chromatid exchange)- vymeény
¢asti chromatid v rdmci jednoho nebo vice chromosomd

Vytvoriilo Oddéleni 1ékatske genetiky FN Brno




ZISKANE CHROMOSOMOVE ABERACE
(ZCA)-

typ poskozeni -




ZISKANE CHROMOSOMOVE
ABERACE (ZCA)-

typ poskozeni -
oznaceni chr

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

(DF)- uplné preruseni obou chromatid, pravdépodobné koncova

delece (fragment obvykle leZi paraleln&, mivaji rizné rozméry, mohou byt
o ’ 4
v 0se s puvodnim chromosomem nebo nemusi)

‘-l:-"- U
2% 4
r o0 ‘\
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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
'&G
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ZISKANE CHROMOSOMOVE
ABERACE (ZCA)-

typ poskozeni -
oznaceni chr

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

R— e,
-
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ZISKANE CHROMOSOMOVE
ABERACE (ZCA)-

typ poskozeni -
oznaceni chr
e chromosomy zahrnujici vice nez 1

centromeru-
dicentricke, tricentrické chromosomy...




VROZENE ABERACE /

ZISKANE ABERACE (mutagenni faktory)

dilezZité odliSnosti mezi pfipravou preparatl z periferni krve pro:

1. stanoveni karyotypu — chromosomy s G — pruhy
- délka kultivace 72 hodin ’
- G-pruhovani = inkubace v trypsinu + smés barviv Giemsa - g
RomanowskKi

- zajima nas typ aberace, snazime se ji co nejpresnéji definovat

- délka kultivace 48 hodin (je treba 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 l
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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 dlouhodobé
lécbé

e kontrolni vy$etfeni u podchycenych ptipadu

aberace vymizi po Ié€bé (vitaminy)
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