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VSTUPNI MATERIALY K VYSETRENI

VROZENYCH CHROMOSOMOVYCH
ABNORMALIT

e postnatalni materialy: periferni krev
e prenatalni materialy: plodova voda, choriové klky,
krev plodu, kize potracenych plodd




VSTUPNI MATERIALY K VYSETRENI

ZISKANYCH CHROMOSOMOVYCH
ABNORMALIT U ONKOLOGICKYCH PACIENTU

kostni dren

solidni nadory

periferni krev




VSTUPNI MATERIALY K VYSETRENI
ZISKANYCH CHROMOSOMOVYCH

ABERACI VZNIKLYCH V DUSLEDKU
PUSOBENI MUTAGENNICH FAKTORU
PROSTREDI NA CLOVEKA

e postnatalni material: periferni krev




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

e odbé&r materidlu - STERILNI ODBER!

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

L zpracova’nl’ suspenze (hypotonizace, fixace) — ziskani suspenze bunéek

e vykapani na podlozni sklicka

e pruhovani / barveni chromosomu

e hodnoceni ve svételném mikroskopu




ODBER MATERIALU
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

odbeéer materialu

Odbér 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)
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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

o
chromosomu :

Pro nasazeni do kultivaéniho média neizolujeme jen ur€ity typ bunék, ale nasazujeme plny material se vSemi typy

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 - amniocyty

choriové klky - z chorionu nebo placenty pod kontrolou UZ - bunky
choriovych klk{

kGZe - z potracenych plodQ, kozni biopsie pacientld - koZni

fibroblasty

Iéostvnli dren - z prsni kosti, lopaty kosti kycelni - prekurzory krevnich
uné

solidni tumory — z nadoru - maligni bunky




KULTIVACE MATERIALU
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

nasazeni do kultivacniho média

Sterilni prace v laminarnim boxu




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
kultivace materialu

aplikace kolchicinu —
mitotického jedu —
nasazeni plodové vody kultivace v termostatu po kultivaci
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

kultivace T-lymfocytu
z periferni krve

kultivace periferni krve v médiu
s pridavkem mitogenu phytohemaglutininu (PHA)

= |latka izolovana 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. vstupuji do mitézy!)

(napF. k nezralym bufikdm - blastdim z kostni difené
onkologickych pacientd neni tfeba PHA pridavat,
déli se samovolné)
- vyznam kultivace - spiralizace chromosomU bé&hem procesu
mitozy
- slozeni kultivacniho média - zivné latky, antibiotikum, PHA,
stabilizator pH




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

zpracovani suspenze

o aplikace kolchicinu (alkaloid z ociinu jesenniho
Colchicum autumnale)

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




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

kultivace materialu

e délka kultivace

- periferni krev — 72 hodin (stanoveni karyotypu)
- 48 hodin (stanoveni % aberantnich bunék)
kratSi doba kultivace - podminkou je zachytit
1. bunécné déleni, pozdéji dochazi ke spontanni
opravé zlomU na chromosomech nebo k zaniku
bunék s aberaci
- krev plodu 72 hodin (stanoveni karyotypu)
- plodova voda - priimérné 10 dni (stanoveni karyotypu)
- choriové klky - kultivace prdmérné 10 dni
- kGze - variabilni doba rdstu (prdmérné 2 tydny)




ZPRACOVANI SUSPENZE BUNEK
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

zpracovani suspenze

e hypotonizace

lyza erytrocytu, zvétSeni gbjemu T - lymfocytu (bufiky nezlyzuiji!),
rozesl’ioupenl chromosomu v dusledku pusobeni hypotonickeho
roztoku

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

zpracovani suspenze

e fixace - ziskani suspenze
- kyselina octova (1) : metanol (3)
- zviditelnéni struktury a zlepdeni barvitelnosti chromosomd, rozrudeni
cytoplasmy bunék, rozpusténi necistot




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 — vysledna suspenze bunék




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

» vykapani suspenze na podlozni skliCka
(na skliccich jsou rozlozeny bunky s chromosomy a interfazni jadra, sklicko
samovolné zasycha ve vodorovneé poloze na laboratornim stole)




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

G - pruhovani chromosomil

G - pruhovani chromosomu

1 - inkubace preparatu v roztoku enzymu trypsinu 2 — barveni barvivem
(natraveni proteinti na povrchu chromosomii) Giemsa — Romanowski - A
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

nebo konvencni barveni chromosomu

konvencni barveni chromosomu

chromosom konvenéné barveny

barveni barvivem
Giemsa — Romanowski - A

(vynechan krok natraveni chromosomovych proteinu trypsinem) l,




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

hodnoceni

chromosomy hodnotime ve svételném mikroskopu
zdroj svéetla - viditelna cast spektra (halogenova zarovka)




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

barveni / pruhovani chromosomtu

barveni Giemsovym barvivem Al

(bez inkubace v roztoku trypsinu, 7 A
obarvuje chromosomy po celé _} |
délce, bez pruhtl) - hodnocenj ™=——f LIRS i
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

hodnoceni karyotypu

zvétseni 1000 - 1250x

zvetSeni 100 - 200x hodnoceni
vyhledavani mitéz




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

hodnoceni karyotypu

- ve svételném mikroskopu
- pomoci pocitacové analyzy obrazu

svételny
mikroskop

s CCD kamerou
napojeny

na pocitac




CHROMOSOMY V PRAXI




CHROMOSOMY V PRAXI




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

hodnoceni karyotypu

1) Pri vySetreni karyotypu analyzujeme u kazdého pacienta urcity pocet mitéz
s chromosomy s G-pruhy (10, 30, zavisi na typu materialu a jinych
okolnostech, napr. stanoveni % zastoupeni bunécnych linii u mozaiek) -
klasicka cytogenetika.

2) a) V pripadé patologického nadlezu na chromosomech s G-pruhy potvrzujeme
a upresnujeme patologii pomoci metod molekularni cytogenetiky:
- upresnéni % zastoupeni bunécnych linii u poCetnich aberaci
v mozaice (vySetreni 200 interfaznich jader - metoda FISH)
- potvrzeni a upresnéni nalezu strukturnich chromosomovych
aberaci: - metoda FISH (vySetfeni chromosomu v mitézach)
- metody array-CGH, MLPA (pracuji s izolovanou DNA pacienta)
b) Pokud je u pacienta pritomna mala strukturni chromosomova aberace, jejiz
velikost je pod hranici rozliSovaci schopnosti metody G-pruhovani

chromosomu, pak vysetfeni metodou G — pruhovani chromosomu bude be 2
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patologie, ale patologie mize byt odhalena az metodami s vy&si rozlisc
schopnosti (FISH, MLPA, array-CGH).



VROZENE ABNORMALITY /

ZISKANE ABERACE (mutagenni faktory)

dulezité odlidnosti 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 -
RomanowskKi
- nalezenou aberaci se snazime co nejpresnéji definovat
(i za pomoci metod molekularni cytogenetiky)

2. stanoveni % aberantnich bunék — chromosomy konvencné barvené
- délka kultivace 48 hodin (je tfreba zachytit 1. bunécné déleni -
pozdé&ji dochazi k opravé zlomU na chromosomech nebo k zaniku
bunék s aberaci)
- konvencni barveni = pouze Giemsa — Romanowski bez trypsinu
- nalezené aberace podrobné neupfesfiujeme, dllezité je pouze jestli
je/neni v dané burice néktera pritomna
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

vyznam pruhovani chromosomu

« rozezname chromosomy podobné morfologie (specifické pruhy kazdy

chromosomovy par)
* |ze zkontrolovat geneticky material chromosomu po celé délce v ramci rozliSovaci

schopnosti metody
» zapis strukturnich prestaveb — v zapisu strukturni prestavby jsou uvedena Cisla
pruht na ramenech chromosomd, které vstoupily do prestavby, ve kterych doslo

ke zlomu.
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Kontakt pro dotazy: Navarikova.Marta@fnbrno.cz



