Zaklady klinické

cytogenetiky — chromosomy
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SHRNUTI PREDNASKY

e chromosomy, karyotyp

e metody pripravy chromosomovych preparatii, hodnoceni
chromosomi — metody klasické cytogenetiky

e vrozené chromosomové aberace
e metody molekularni cytogenetiky
e onkocytogenetika - ziskané chromosomové aberace
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CHROMOSOMY, KARYOTYP
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SCHEMA LIDSKE BUNKY

bunécné jadro
(DNA + proteiny, RNA) !




DEFINICE

KLINICKE CYTOGENETIKY

e klinicka cytogenetika
zabyva se analyzou chromosomil
- poctem
- morfologii
- vztahem mezi nalezy chromosomovych

zmen a fenotypovymi projevy

DNATOzptylena v bun ecnem jad fe chromosomy = spiralizované molekuly DNA
fdicTiazioun EEREND CyRy) bé&hem procesu bun &éného d éleni - mitdzy
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JADERNY MATERIAL

pojmy chromatin a chromosomy - tykaji se téhoz jaderného materialu

e chromatin - komplex DNA s chromosomovymi proteiny
- pojem lze pouzit pro jaderny material v interfazi
- splrallzovane chromosomy _]SOU tvoreny chromatinem
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jadro v interfazi

mltoza

e chromosom - chromatin spiralizovany v mitoze
(mitdza - proces déleni bunky, pri kterém dochazi
k rozdéleni genetického materialu mezi 2 dcerinné

bunky) \\/#‘) :
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CHROMATIN A CHROMOSOMY

BEHEM BUNECNEHO CYKLU

kondenzace chromatinu, vznik chromosomii

dvousroubovice DNA MW ¢2nm

béhem bunécného cyklu
se chromatin nachazi

v riznych fazich
spiralizace

(v interfazi nizky stupen
spiralizace, béhem mitozy

vlakno J} %] !
postupna kondenzace, MWLQLI

maximalni v metafazi A l
m itéZY) kondenzovana cast %Eggs ”\ i.g‘j% [700 il
chromosomu i 1) U
\__j__t

n;er,aiézovi % I1 400 nm  Obr. 52. RUzné drovné struktury eu-
Sk karyontniho chromosomu.
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CHROMOSOM

V METAFAZI MITOZY
vlaknita struktura

chromosom s G-pruhy

<+ p - kratka raménka

<« centromera

(zaSkrceni, konstrikce)

+ (q-dlouhd raménka

M1

sesterské chromatidy - T T
identické kopie molekuly DNA

chromatidy

chromatidy

chromatida - 1 kontinuélni molekula dvouvidknové DNA ve vazbé& s chromosomovymi proteiny
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CHROMOSOMY V PRAXI

tridéni chromosomu podle
umisteni centromery

e metacentrické chromosomy
centromera témeér nebo uplné uprostred,
tedy kratka a dlouha raménka jsou
(témer) stejné dlouha
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e submetacentrické chromosomy
centromera mimo stred chromosomu, p a
g rameénka jsou jasné délkoveé odliSena
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CHROMOSOMY V PRAXI

tridéni chromosomu podle
umisteni centromery

e akrocentrické chromosomy

centromera je umistena velmi blizko
jednomu konci;

od kratkych ramenek jsou odskrceny é o

satelity (male vyrazné Casti chromatinu);

misto odskrceni = sekundarni konstrikce
(tenke stopky);

(sekundarni konstrikce obsahuje kopie 13 22
genu kodujicich rRNA = organizator
jaderka)
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CHROMOSOMY V PRAXI

tridéni chromosomu do skupin

podle velikosti a pozice centromery
normalni muzsky karyotyp 46, XY
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CHROMOSOMY V PRAXI

e soubor chromosomii jedince nebo bunky, oznac¢ujeme pocet
chromosomil, typ pohlavnich chromosomii a pripadné aberace

e lidsky karyotyp se sklada ze 46 chromosomu z toho 22 parl
autosomi gnepohlavnlch chromosomdi) a 2 gonosom (pohlavnich
chromosomu)

e chromosomovy par je tvoren homolognimi chromosomy, z nichz jeden
je zdédén od otce a druhy od matky, neparové chromosomy jsou
nehomologni (somatické diploidni buriky)
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ZAPIS KARYOTYPU

karyotyp
46 XY - normalni muzsky karyotyp

\

typ pohlavnich chromosomu
pocet chromosomu v jadrech bunék jedince
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CHROMOSOMY V PRAXI

normalni karyotyp

normalni muzsky karyotyp 46,XY normalni Zzensky karyotyp 46,XX
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HISTORIE KLINICKE CYTOGENETIKY

klasické metody analyzy

e vznik moderni lidské cytogenetiky

- datuje se od roku 1956, kdy byl stanoven pocet lidskych
chromosomu a byly vyvinuty efektivni metodiky
analyzy chromosomu

e klasickd konven¢ni metoda barveni chromosomu

(chromosomy obarveny po celé délce - Ize tridit
chromosomy podle velikosti a polohy centromery)

e pruhovaci metody (1968-70)

(prouzky na chromosomech, které umoznuji
individudlIni rozlideni jednotlivych chromosomd
a chromosomovych zmén)
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METODY PRIPRAVY
CHROMOSOMOVYCH PREPARATU,

HODNOCENI CHROMOSOMU
- metody klasické cytogenetiky
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

e odbér materialu

e kultivace — ziskani dostatecného mnozstvi délicich se bunék,
v nichz dochazi ke spiralizaci chromosomil

e zpracovani suspenze bunék

e nakapani suspenze na mikroskopicka sklicka

e pruhovani / barveni chromosomu na skli¢cich

- metody 1. volby v indikovanych p  Fipadech
- relativn é levné metody (ve srovnani s metodami molekularni cytog enetiky)
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odbéer materialu
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
odbéer materialu

plodova voda

choriové klky
periferni krev

nebo krev plodu
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
odbeéer materialu

kiiZe potracenych kostni dfen solidni nador
plodu
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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
e do heparinu a transportniho média - kostni dren

e do transportniho média - solidni tumory, kiZe, choriové
klky

e bez pridavku média a dalsich latek - plodova voda
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

nasazeni do kultivacniho média

sterilni prace v laminarnim boxu

nasazeni plodové vody

nasazeni periferni krve
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
kultivace materialu - v termostatu

- délka kultivace se liSi v zavislosti na typu materialu a vySetfeni (bez kultivace (kostni

dfen), 72 hodin (periferni krev), pfiblizné 10 dnu (plodova voda))
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

aplikace kolchicinu po kultivaci

o aplikace kolchicinu
(alkaloid z ociinu jesenniho Colchicum autumnale)

- zastaveni déleni bunék v metafazi mitdzy
jaderny material zUstane spiralizovan ve formé
chromosomdu, které jsou vhodné k analyze
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

zpracovani suspenze

e hypotonizace
lyza erytrocytl, zvétseni objemu T - lymfocytd, rozestoupeni
chromosomu v disledku plsobeni hypotonického roztoku

pridavek roztoku KCI inkubace hypotoniza €ni smési v termostatu 37C
(periferni krev)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

zpracovani suspenze

e fixace - ziskani suspenze
- kyselina octova (1) : metanol (3)
- odvodnéni bunék, zviditelnéni struktury a zlep$eni barvitelnosti chromosomd,
rozruseni cytoplasmy bunék, rozpusténi necistot
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

Zpracovani suspenze
— rekapitulace kroki

1- vzorek po kultivaci a centrifugaci

2 — po hypotonizaci a centrifugaci

3 — po fixaci a centrifugaci (pfidavek fixativu 3x)
4 — vyslednda suspenze T - lymfocyt U
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nakapani suspenze
na mikroskopicka sklicka
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
nakapani suspenze na sklicka

sklicka zasychaiji pfi pokojové teploté ve vodorovné poloze
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pruhovani chromosomu

(konvencni barveni chromosomu)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

G - pruhovani chromosomi

G - pruhovani chromosom (i

1 - inkubace preparatu v roztoku enzymu trypsinu 2 — barveni barvivem
(natraveni chromosomovych protein 1) Giemsa — Romanowski - A
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

G - pruhovani chromosomu

G-pruhovani chromosomii

analyza karyotypu, karyotypu malignich kloni
chromosomy s G — pruhy — st fidavé tmavé a sv étlé prouzky r Gzné tlous tky
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
G - pruhovani chromosomu
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
konvencni barveni chromosomu

barveni v barvivu Giemsa — Romanowski
(vynechame inkubaci v trypsinu)
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hodnoceni karyotypu -
souboru chromosomu v bunkach
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

hodnoceni

chromosomy hodnotime ve svételném mikroskopu pri zvétseni priblizné
1250x za pouziti imersnich objektivy
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

hodnoceni

ke tFidéni chromosomu a sestaveni karyotypu Ize vyuzit pocitatového
programu |

sveételny mikroskop IS
s CCD kamerou
napojeny na pocitac

FN BRNO

s lMJ Vytvorilo Oddleni Iékaské genetiky FN Brno




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

hodnoceni
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)
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VSTUPNI MATERIALY K VYSETRENI
VROZENYCH CHROMOSOMOVYCH
ABERACI

e postnatalni materidly: periferni krev, kize
e prenatalni materialy: plodova voda, choriové klky,
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)

e vyznamne se podileji na mnoha pripadech poruch reprodukce,
vrozenych malformaci, mentalnich retardaci

e cytogenetické poruchy jsou pritomny priblizné u 0,6% zive
narozenych déti
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CHROMOSOMOVE ABNORMALITY

(ABERACE)

e vrozené chromosomové aberace (VCA)
(vysetreni karyotypu) — pocetni
- strukturni
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)

abnormality poctu chromosomii

e abnormality poctu chromosomu

- polyploidie - zmnozeni poctu chromosomovych sad
(1 sada = 23 chromosomU) - pouze u potracenych plodi
- aneuploidie - nejcastéjsi a klinicky velmi vyznamny typ
chromosomovych poruch
- abnormality po¢tu chromosomii v paru
(normalni po¢et chromosomu v paru = 2,
abnormalni nejcastéji 3 nebo 1)
- tento stav je vzdy spojen s poruchou fyzického
nebo mentalniho vyvoje
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

abnormality poctu chromosomil
aneuploidie

omie — nejcastéjsi porucha
itomnost nadbyte¢ného chromosomu v paru)

trisomie autosomu - (trisomie celého chromosomu je jen vzacné
sluCitelna se zivotem)

- Downuv syndrom 47,XX,+21 (47,XY,+21)

- Edwardsutv syndrom 47,XX,+18 (47,XY,+18)

- Pataulv syndrom 47,XX,+13 (47,XY,+13)

- - o )4 o N )4 v 7 v )4
trisomie gonosomu - (fenotypove dusledky jsou méne zavazné
nez u trisomie autosomu)

- KlinefelterGv syndrom 47,XXY (muz)

H lw Vytvoiilo Odcklenf lékaské genetiky FN Brno
‘V / ‘*&q“ ‘1“;



VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)

abnormality poctu autosomil
Downliv, Edwardstiv a Patauliv syndrom
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

abnormality poctu gonosomli
Klinefelteriiv syndrom
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)

abnormality poctu chromosomii
aneuploidie

e Monosomie - méné ¢astad porucha
(chybéni 1 chromosomu v paru)

- monosomie gonosomu X (Turnerdv syndrom)
45,X (Zzena), Casty vyskyt
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)

strukturni prestavby

e strukturni abnormality chromosomii

e méneé Casté nez aneuploidie

7 7 v V4 7 v v 7 N [o]
e dochazi k prestavbam a nasledne ke zmenam morfologie chromosomu
e predpokladem je vznik zlomd na chromosomech

H lw Vytvoiilo Odcklenf lékaské genetiky FN Brno
‘V / ‘*&q“ ‘1“;



VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)

strukturni prestavby

e balancované prestavby - v sadé chromosomu je zachovano
normalni mnozstvi chromosomového materialu (Zadny material
nechybi ani neprebyva)

- vétSinou nemaji fenotypové vyjadreni (nejsou pritomny poruchy
fyzického nebo mentalniho vyvoje), v bunkach je pritomen veskery
chromosomovy material, i kdyz v odliSném usporadani

e nebalancované prestavby - ¢ast chromosomového materialu
v_karyotypu chybi (parcialni, ¢aste€na monosomie) a (nebo) cast
prebyva (parcialni trisomie)

- vétSinou dochazi k fenotypovym abnormalitam
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

strukturni prestavby, balancované
translokace

o translokace - nejastéjsi ze strukturnich aberaci, pfedpokladem
je vznik dvou zlomu, kazdy na jednom chromosomu

L 4

-~ vymeény segmentt mezi dvéma chromosomy

H lw Vytvoiilo Odcklenf lékaské genetiky FN Brno
‘V / ‘*&q“ ‘1“;




VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
translokace

translokace u svych nositell vétsinou nezpUsobuji abnormalni fenotyp,
ale jsou spjaty s vysokym rizikem vzniku nebalancovanych gamet
a s tim souvisejicich potratl nebo narozeni potomk@ s nebalancovanym

karyotypem (parcialni monosomie jednoho a parcialni trisomie druhého
chromosomu)
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

strukturni prestavby

translokace
(>CCHs m a1
Qe Mounboay
IQIRL zeml«-} Be 43 6§ 82 ARINE
2% &8 sb-58 é' L i§ B¢ »e-43 5 ¢
rodi € dité
46,XX,t(16;21)(q22;q22.1) 46,XY,der(21)t(16;21)(q22;q22.1)
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

strukturni prestavby, balancované
inverze

e inverze - najednom chromosomu vzniknou 2 zlomy, segment

mezi nimi se otoCi o 180° a opét se zacleni
do chromosomu

Al [ A | , . .
inverze u svych nositelu vetsinou nezpusobuji
5 abnormalni fenotyp, ale jsou spjaty s vysokym
. . rizikem vzniku nebalancovanych gamet
9_, a narozeni abnormalnich potomkd
C Invert B
P
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)

strukturni prestavby, nebalancované
delece

e delece - vznik zlomu a ztrata Useku chromosomu, ktery zpulsobuje
vznik nebalancovaného karyotypu
(parcialni monosomie)
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
duplikace

e duplikace - nadbyte¢ny chromosomovy segment, ktery
zpusobuje vznik nebalancovaného karyotypu
(parcialni trisomie)
- byvaji méne nebezpecné nez delece

- vznik de novo
o
v dusledku
nerovnomerneého

-

: o

{ crossing overu
I

2

duplikace segmentu
) dup(6)
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ZAPIS KARYOTYPU

Priklady patologickych karyotyp  u:

47 XX,+21 =) nadbyteény autosom v jadrech bunék (po&etni zména)
45 X 47 XXY wmmmp chybsjici nebo nadbyteény gonosom v karyotypu (po&etni zména)
46,XX,1(8;21) wmmp translokace v karyotypu (strukturni zména)

46,XX,inv(1) ==y inverze v karyotypu (strukturni zména)

46,XX,del(5) =mmp delece v karyotypu (strukturni zména)

46,XX,dup(6) ™=  duplikace v karyotypu (strukturni zména)
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Klinické indikace

k postnatalnimu stanoveni
karyotypu

problémy casného rlistu a vyvoje

neprospivani, opozdéni vyvoje, dysmorficka facies, mnohocetné
malformace, mala postava, obojetny genital, mentalni retardace
narozeni mrtvého plodu a amrti novorozence

vyskyt chromosomovych abnormalit je vy$s$i u pfipadd narozeni
mrtvého plodu (témeér 10%) nez u zivé narozenych déti (asi
0,6%), zvyseny vyskyt také u déti, které umiraji v
novorozeneckém obdobi (okolo 10%)

problémy s fertilitou

zeny s amenoreou, infertilni pary, opakované spontanni aborty,
partneri pred IVF

rodinna anamnéza
znama nebo suspektni chromosomova abnormalita u pribuznych
darci gamet, déti k adopci
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Klinickeé indikace

k prenatalnimu stanoveni karyotypu
(karyotypu plodu)

invazivni metody vySetfeni karyotypu plodu jsou indikovany — pfi vyssim riziku
narozeni ditéte s VCA (vrozenou chromosomovou aberaci)

- vék matky — 35 let v roce porodu - pouze vyssi vék neni indikaci k vySetreni
- vék otce — nad 40 let (riziko vysSiho vyskytu monogennich chorob) - 1l -
- soucet véku rodi€u — nad 70 let - pouze vySsSi vék neni indikaci k vySetreni

- patologické hodnoty biochemickych markeru z krevniho séra matky

(screening I., Il. trimestru)
- VVV nalezené na UZ (screening ., Il. trimestru)
- balancovana VCA u rodi¢u nebo v rodiné
- vyskyt VCA v rodiné

- prfedchozi porod ditéte s VCA
- po umelém oplodnéni (IVF — in vitro fertilizace)
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METODY MOLEKULARNI
CYTOGENETIKY,

priklady vyuziti v klinické
cytogenetice
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METODY MOLEKULARNI

CYTOGENETIKY

e molekularni cytogenetika aplikuje metody molekularni biologie
na cytogenetické urovni, vizualizuje a lokalizuje geneticky material

v bunkach
e pracuje s metafaznimi chromosomy nebo interfaznimi jadry

e potvrzuje a upresnuje nalezy klasické cytogenetiky
(metody klasické cytogenetiky — zakladni vysSetfovaci metody,
metody molekularni cytogenetiky — specialni metody s vyssi rozliSovaci
schopnosti, nékteré detekuji pouze specifické Useky genetického materialu,
jiné vysetri cely geneticky material)
e zacatek rozvoje - prelom 60.- 70. let 20. stoleti
e metodami klasické cytogenetiky (ve svételném mikroskopu) Ize
na chromosomech rozlisit strukturni zmeény pouze o urcité velikosti

(>5Mb)
e zmeény mensi Ize detekovat metodami s vySsi rozliSovaci schopnosti -
metodami molekularni cytogenetiky

s lMJ Vytvorilo Oddleni Iékaské genetiky FN Brno
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METODY MOLEKULARNI

CYTOGENETIKY

e molekularné cytogenetickymi technikami nelze nahradit klasické
karyotypovani
(pred pouzitim metod molekularni cytogenetiky je tfeba védét, co chceme
hledat - pri klasickém karyotypovani vidime karyotyp jako celek za
relativhé nizkou cenu, vysoka cena molekularné cytogenetickych
metod)

e oblasti uplatnéni FISH - klinicka cytogenetika (postnatalni vysetreni

u sterilnich paru, postizenych déti a dospélych
s podezrenim na genetickou pri¢inu onemocnéni,
geneticka analyza pro ucely umeélého oplodnéni,
prenatalni diagnostika karyotypu plodu)

- nadorova cytogenetika

- vyzkum (evolucni studie karyotypu, mapovani
genomu ...)
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METODY MOLEKULARNI

CYTOGENETIKY

— FISH (fluorescencni in situ hybridizace)

fluorescen €ni in situ hybridizace (FISH) je metoda umoznujici pfesnou detekci
a lokalizaci specifickych useku DNA na chromosomech nebo v interfaznim jadre
pomoci vazby specifickych kratkych molekul DNA - sond, které jsou znaceny
fluorescencni znackou.

fluorescen éni znacka

sonda (molekula DNA)

In situ — na puvodnim misté (cilovy Usek vizualizujeme na puvodnim misté na chromosomu
nebo v interfaznim jadie — pozorujeme na podloznim sklicku ve fluorescenénim mikroskopu;
(DNA analyza — izolujeme DNA, konkrétni iseky namnozime (amplifikace), analyzujeme
oddélené od ostatniho genetického materialu - jen ¢ast genu))
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METODY MOLEKULARNI
CYTOGENETIKY

- FISH (fluorescencni in situ hybridizace)

vazba sondy (préby) k cilovému mistu na chromosomu nebo v interfaznim jadre.

— signal pozorujeme ve fluorescen €nim mikroskopu
barevné zareni vypovida o misté vazby sondy

Fluoresence In Situ Hybridization

sonda p fed nazna éenim fluorescen €ni zna¢€ko

znacéena sonda

vazba sondy na cilovou DNA

v mist & navazani sondy pozorujeme fluorescen €ni zareni

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

zari v tmaveém poli) - modré barvi¢ka (DAPI) obarvuje véechny chromosomy,
cerveny, zeleny signal = fluorescenc¢né znacena sonda

trisomie chromosomu 21

potvrzeni pritomnosti (Downlv syndrom)
translokace v karyotypu

FISH na metafaznich chromosomech FISH na interfaznich  jadrech
wha lw Vytvotilo Oddkleni Iékaské genetiky FN Brno o F
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METODY MOLEKULARNI
CYTOGENETIKY -

MODIFIKACE FISH

e slozitéjsi metody, ktere vypovidaji o zménach v genetickém
materialu v celem karyotypu (nejen v jednotlivych specifickych
usecich), ktere jsou detekovatelne na cytogeneticke urovni

e pracuji se smeési sond, ktera je specificky pripravena pro danou
metodu
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METODY MOLEKULARNI
CYTOGENETIKY -

MODIFIKACE FISH - CGH
(komparativni genomova hybridizace)

metoda odhaluje nebalancovany geneticky material (chybéni — nadbytek DNA)

- systém fluorescen ¢€ni mikroskop — kamera — po €ita€, analyza €ni software m éri pom ér
fluorescence p Fi vinovych délkach odpovidajicich ~ éervenému a zelenému fluorochromu

L= . i I I celogenomova sonda celogenomova sonda
8 ' ' _ bez patologie * z DNA pacienta
12101 |
= =10 ¥ n=10 A _n=1D . n=10
: j . ; ' m
i [3 . . i I COH Arrav-GGH

Bl l F _' | i

n-m6 n-m7 n-ﬂ:, n-'?; Mataphiaie chaoms somes BAC DHAS
Bl A I EW T“T |
| - |.Dé . IE - |D; =10 : E‘ I 5‘ |

E < e s H

B 8 5 I BT
Obr. 7 Metoda CGH Vysledek u paccenra 5 nmohor:ermm myelomem. CGH Dara Base ( url 14), :l-‘:- EniH

zelené oznaceny Useky na chromosomech, které jsou v karyotypu maligniho klonu zmnozeny,
v v v Y aer _r 71 o 7 v .
cervene oznaceny chybejici useky chromosomu (obrazky prevzaty z internetu)
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objasnéni slozitych prestavech
smeés sond, které barevné odliSi geneticky material jednotlivych chromosomovych paru

1 =10
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[ -10 | ]
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1w

SKY - mitdza po hybridizaci

v, SNy SKY — sefazené chromosomy po upravé obrazu
se smesi sond znacenych fluorochromy PR
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prestavby v ramci jednoho
chromosomu (inverze, delece)

FN BRNO
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ONKOCYTOGENETIKA

- ziskane chromosomoveé aberace

H lw Vytvotilo Oddleni Iékaské genetiky FN Brno
‘V KN, ™ “‘0‘3




ONKOCYTOGENETIKA

zaklady

zhoubné bujeni je genetické onemocnéni

vznik nadoru (maligni transformace) je mnohagtupnovy proces -
zahrnuje_sled genetickych zmen - mutace genu ridicich bunecne
déleni, rust a diferenciaci, bunécny zanik, reparaci DNA,
prestavby na Grovni chromosomi a genomu, naruseni
Integrity genomu (defekty v genech zgjistujicich chromosomovou
stabilitu a presny rozchod chromosomu v mitoze)

maligni bunky maji béhem vyvoje nadoru tendenci akumulovat
chromosomove abnormality

chromosomové prestavby u onkologickych pacientl Fadime k
ziskanym aberacim (nikoli vrozenym) - vznikaji v prubehu
progrese onemocneni

i

FN BRNO
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ONKOCYTOGENETIKA

protoonkogeny - onkogeny

e protoonkogeny - normalni geny pritomné ve vSech bunkach,
jsou zahrnuty do procesu regulace buné&né
proliferace (bunééného déleni, rdstu
a diferenciace) a reparace (opravy) DNA

e onkogeny - mutované (,aktivované"“) alely protoonkogend,

mutace vede k zisku funkce nebo zméneé funkce
(atypicka aktivace). Usnadnuji maligni transformaci.

K aktivaci dochazi v dusledku mutace.

FN BRNO
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ONKOCYTOGENETIKA

tumor supresoroveé geny

e tumor supresoroveé geny (antionkogeny) - normalni bunécné
geny, jejichz funkci je zabranovat nekontrolovanemu deleni bunek.

Jejich onkogenicita se projevi pri ztraté funkce (inaktivaci) obou
alel genu.

K inaktivaci dochazi vétsinou v dlsledku delece.
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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

e strukturni abnormalit
translokace, inverze, delece, duplikace a dalsi zmény - konkrétni aberace odlisné
od VCA

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

typy chromosomovych zmeéen

e chromosomové zmény - pocetni

- chybéni nebo nadbytek chromosomu v paru - (typické jsou abnormality
jinych chromosomu neZ u VCA) - aneuploidie
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ONKOCYTOGENETIKA

typy chromosomovych zmeén

1EYTY

T
- polyploidie — nasobek poctu
P 4N 4 chromosomovych sad — ¢asto
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e chromosomové zmeény - strukturni

¢asto typické zmény pro urdité typy nadoru (jind mista zlom& nez u VCA)
— translokace - nejznaméjsi translokace t(9;22) - Ph chromosom
(Philadelphsky chromosom) u chronické myeloidni
leukemie (CML)

- inverze
- delece
- amplifikace - v bunce je pritomno MnNoho [ R
kopii genu )
(normalni po¢et gent na 1 chromosomu je 1) .. :
(tato zména se nevyskytuje u VCA, & o O o2,
je typickd pro onkologickd \ .
onemocnéni) e tergen o gen lokalizovan (ce . [ERI
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« kombinace pocetnich a strukturnich chromosomovych zmén

translokace chromosom U
strukturni zm ény
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chromosom
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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
-1z




ONKOCYTOGENETIKA

typy chromosomovych zmeéen

nahromadéni vice chromosomovych zmén v karyotypu =
KOMPLEXNI KARYOTYP

(charakteristicky znak zhoubnych nadoru zvIasté
v pozdejsich stadiich progrese nadoru)
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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 progn6ézu onemocnéni, sledovat uspésnost Iécby a pribéh onemocnéni,
zvolit Ié€ebny postup.
Cilem je zachrana zivota pacienta.
— nékteré translokace — vznik fuznich gend, jejichz produkty maji zménénou funkci
podporujici nebo zpusobujici nadorové bujeni
- nékteré chromosomoveé zmény souviseji s horsSi/ lepSi/ stfedni prognézou
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