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TYPY CHROMOSOMOVYCH ABERACI,

kterych se tyka vysetreni metodami
klasické i molekularni cytogenetiky

- VYSETRENI VROZENYCH CHROMOSOMOVYCH
ABNORMALIT — prenatalni a postnatalni vysetreni
konstitucni karyotyp

- VYSETRENI| ZISKANYCH CHROMOSOMOVYCH
ABNORMALIT (u onkologickych onemocnéni)
vySetreni z kostni dfrené a tkané solidnich tumoru

karyotypu malignich klonu
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NAVAZNOST METOD KLASICKE

A MOLEKULARNI CYTOGENETIKY

pri vySetfrovani - vrozenych chromosomovych abnormalit
- ziskanych chromosomovych zmén u onkologickych
pacient

- metodami molekularni cytogenetiky upresnujeme a potvrzujeme patologicke
nalezy detekované metodami klasické cytogenetiky

- metody molekularni cytogenetiky odhali velmi malé zmeny v karyotypu, které
nelze detekovat metodami klasické cytogenetiky (nizka rozliSovaci schopnost
klasickych metod)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

» vykapani suspenze na podlozni skliCcka




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

G -pruhovani chromosomu

1 — inkubace
preparatu
v roztoku
trypsinu
(natraveni
proteintl na
povrchu
chromosomiu)

* G - pruhovani chromosomu

2 — barveni
barvivem
Giemsa-
Romanowski




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

zvétsSeni 1000x




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

hodnoceni

ke tfidéni chromosomU a sestaveni karyotypu lze vyuZit
pocitacové analyzy obrazu

svetelny mikroskop
s CCD kamerou
napojeny na pocitac




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

hodnoceni

karyotyp = soubor chromosomil

v somatickych bunkach pacienta, ktery

po zhodnoceni minimalné 10 mitdz ziskanych
z vySetrovane tkane charakterizujeme
zaplsem a dopInUJeme karyogramem
(obrazkem vytvorenym Z nasnlmanych
chromosomu z jedné mitdzy, které jsou
utridéné do paru a skupin). Zapis karyotypu
pacienta souhrnné vyjadruje karyotyp vSech

zhodnocenych mitéz v jeho vysSetrované tkani.

V zapisu oznacujeme pocet chromosomd,
pohlavni chromosomy a pripadné
patologické zmeény (zapis karyotypu
pacienta, jehoz karyogram je vpravo,

je 46,XY)

normalni lidsky karyotyp se sklada

ze 46 chromosoml, z toho je 22 pari
autosomu (nepohlavnich chromosoma)

a 2 gonosomy (pohlavni chromosomy)
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obrazek karyotypu = utfidény a zhodnoceny
soubor chromosomu jedné buriky
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NAVAZNOST METOD KLASICKE
A MOLEKULARNI CYTOGENETIKY

vySetreni karyotypu
a chromosomovych aberaci

metody klasické cytogenetiky - zakladni vysetrovaci metody
v pripadé postnatalniho vysetreni

metody molekularni cytogenetiky - specialni metody s vyssi
rozliSovaci schopnosti, nékteré detekuji pouze specifické useky
genetického materialu, jiné vysetri cely geneticky material

metoda FISH (fluorescencni in situ hybridizace - zakladni
vysetrovaci metoda molekularni cytogenetiky) pracuje

s metafaznimi chromosomy nebo interfaznimi jadry, potvrzuje

a upresnuje nalezy klasické cytogenetiky
S
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NAVAZNOST METOD KLASICKE
A MOLEKULARNI CYTOGENETIKY

vySetreni karyotypu
a chromosomovych aberaci

e molekularné cytogenetickymi technikami nelze nahradit
klasické karyotypovani, metody se vzajemné
doplnuji.

e pri klasickém karyotypovani analyzujeme karyotyp
jednotlivych bunék jako celek v zorném poli svételného
mikroskopu. Timto vysetrenim odhalime pocetni nebo veétsi
strukturni chromosomové prestavby nejen
nebalancované, ale i balancované.

e nasledné potvrdime pritomnost téchto zmén metodami
molekularni cytogenetiky, které je na misté pouzit v
pripadé, kdyZ mame podezreni na konkrétni
chromosomovou abnormalitu. Metoda FISH je zaloZzena na
pouziti sond na konkrétni oblasti genetického materialu,
proto je tfeba védét, kterou oblast budeme vySetrovat.
Metoda FISH odhali i mensi strukturni zmény, které jsou

pod rozliSovaci schopnosti metod klasické cytogenetické
>
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NAVAZNOST METOD KLASICKE

A MOLEKULARNI CYTOGENETIKY

» vykapani suspenze na podlozni sklicka
pro néktera molekularné cytogeneticka vysetieni - FISH




METODY MOLEKULARNI

CYTOGENETIKY

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

a znacené sondy
lovou DNA
FMromosom)




METODY MOLEKULARNI

CYTOGENETIKY
hodnoceni

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

vysokoenergetického zar

specialni filtry




Na chromosomy v mitézach a na chromatin v interfaznich jadrech jsou vazany
fluorescencné znacené sondy (WCP — celochromosomoveé sondy, tel — subtelomericke,
CEP — centromerické sondy)

Vysetfeni 1:

VySetfeni 2: VySetfeni 3:
tel (11p)

wcep 5\




potvrzeni pritomnosti balancovaneé
translokace v karyotypu metodou FISH

potvrzeni a upresnéni nalezené prestavby

zakladni vySetreni, pri kterém
(cilené vysSetreni konkrétnich chromosomu)

je translokace detekovana
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABNORMALITY (VCA)

G-pruhovani chromosomu — zakladni vySetieni
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ABNORMALITY (VCA)
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metoda MLPA (metoda molekularni cytogenetiky) — potvrzeni nalezu




zakladni vysetreni metodami

strukturni zmény

klasické cytogenetiky -
G-pruhovani chromosomu

nebalancované aberace

mikrodelece
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normalni karyotyp 46,XX !!!

cilené vySetreni metodami
molekularni cytogenetiky
— vySSi rozliSovaci schopnost (FISH)

nalezena mikrodelece na 22. chromosomu
v oblasti 22q11-13 (Di George syndrom — VSV
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABNORMALITY (VCA)
MOZAICISMUS - gonosomy
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PFi ndlezu alespori 1 patologické mitézy (G — pruhovani)

vysetrujeme metodou FISH z interfaznich jader (200 jader).
3% hraniéni patologicky nalez




pouzita sonda na centromeru
chromosomu X

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

1 signal
(pFitomen

1 chromosom X
v jadfe buriky)

vySetreni % zastoupeni jednotlivych linii bunék v periferni krvi
pacientky metodou FISH z interfaznich jader
(3% zastoupeni bunécné linie 45,X)




analyza slozitych a mnohocetnych prestaveb u onkologickych pacienti s komplexnim
karyotypem 1) G-pruhovani chromosomu 2) SKY
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VYUZITI CYTOGENETICKYCH

METOD

VysSetreni konstitucniho karyotypu — cilem je ovéfit, jestli pfi¢ina zdravotnich potizi pacienta souvisi se
zménami v konstituénim karyotypu. Pripadnou nalezenou zménu co nejpresnéji vysetrujeme dostupnymi metodami
a ovérujeme jeji mozny vliv na fenotyp a dalSi zdravotni potize pacienta srovnanim s literarnimi udaji. Vrozené
chromosomové abnormality pretrvavaji v bunkach pacienta po cely zivot.

. Klasicka cytogenetika - G-pruhovani chromosomi
. Molekularni cytogenetika — FISH a metody na principu FISH (M-FISH, mBAND), array-CGH, MLPA
. Metody molekularni diagnostiky

Vysetireni % aberantnich bunék — cilem je vysetfit miru ptisobeni mutagennich faktori prostredi na
clovéka. V pripadé zjisténi zvySené az vysoké expozice mutagennim faktorim existuje moznost Iécby (snizeni %
aberantnich bunék na normu).

. Klasicka cytogenetika — pfi rutinnim vySetfeni pouze konvenéni barveni chromosomu

Vysetieni karyotypu malignich klont — cilem je zpfesnit diagn6zu onemocnéni, stanovit prognézu,
monitorovat uspésnost l1écby.

. Klasicka cytogenetika - G-pruhovani chromosomi

. Molekularni cytogenetika — FISH a metody na principu FISH (M-FISH, mBAND), array-CGH, MLPA
. Metody molekularni diagnostiky




* Kazuistika 1 - divka narozena
2010

Z 2. fyziologické gravidity, prenatalné UZ i bch screening 1. trimestru v normeg, ve
33. t.g. se dle UZ plod jevil mensi.

Porod cisafskym fezem ve 35. t.g. kvili oéni indikaci matky,p.h. 1850g/44 cm,
obvod hlavy 30 cm, AS 6-7-7

Po porodu prematuritas, hypotrophia, adaptace v inkubatoru




Mikrocefalie, nize posazené usni boltce
Lehce seSikmené ocni Stérbiny

Na HKK kratky mali¢ek, uzké dlané, atypické kfizeni prstd
Na DKK uzké plosky, delsi 2. prst, pedes plani

NizSi svalovy tonus trupovy i koncetinovy, centralni hypotonie

Lehka mentalni retardace

Retardace expresivni slozky recCi, komunikuje prevazné jednoduchymi vétami,
odpovida na otazky jednoslovng, reC obtizné&ji srozumitelna.

Pasivni slovni zasoba prevazuje nad aktivni.
Retardace jemné i hrubé motoriky, mensi obratnost

Vadné drZeni téla se zhordenim pFi zrychleni rdstu, skolidza, nosi korzet,
Chdze s narudenou stabilitou

Pohybova stereotypie — trepe ruckama

Z rozhodnuti rodi¢d chodi do logopedické tfidy bézné MS s asistentem
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46,XX,der(12)
karyotyp rodi¢ti normalni

Y ?

83 ¢

A4



Nalezen heterochromatinovy pruh na der(12) — centromera?

<\
=
s
Q



Vysetreni FISH

tel 12p
del tel 12p

-~

F 4
CEP 18 "

ISCN: ish der(12)t(12;18)(wcp18+,D1821+,tel 12p-, tel 12q+)[10]

Potvrzena - translokace chromosomu 12 a 18
- trisomie ¢asti chromosomu 18 véetné centromery
- delece koncové oblasti p ramen chromosomu 12

Typ DNA sondy: StarFISH WCP 18 SO Probe, Vysis ToTel 12p SG, 12q SO, CEP 18 aqua




array-CGH

nalezu delece casti kratkych ramének chromosomu 12

a duplikace kratkych ramének chromosomu 18 v karyotypu
pacientky

33333 T
% % ».H delece . °
koncového °

useku 12p
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delece12p13.31-p13.33 velikost 5,23Mb
duplikace18p11.21-p11.32 velikost 14,83 Mb

DNA mikrocip: SurePrint G3 Human CGH Microarray 4X180K (vyrobce Agilent Technologies, Santa Clara, CA, U
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Postizené chromosomy detekované pomoci

G-pruhovani chromosomil

Konec chromosomu nad Sipkou je tvofen nadbyteCnym
... — genetickym materialem z chromosomu 18

4

Pod Sipkou se jedna o geneticky material
chromosomu 12, ale chybi koncova Cast
kratkych ramének chromosomu

der(1 2) Chromosom 12 s nadbyte¢nym genetickym

materialem

1 8 Normalni chromosomy 18

o

46,XX,der(12)t(12;18)(18pter~»18p11.71::12p13.73=12qter)dn Q s
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46,XX,der(12)t(12;18)(p13.?3;p11.?1)dn.ish der(12)t(12;18)
(wcp18+,D18Z1+,tel 12p-,tel12q+).arr[GRCh37] 12p13.33p13.31
(194249 5421087)x1,18p11.32911.21(118760_14951330)x3




e OMIM geny v oblasti duplikace 18p11.21-p11.32: 54

e OMIM geny v oblasti duplikace 18p11.21-p11.32 spojené

s patologickymi fenotypy: 10
SMCHD1, LPIN2, TGIF, LAMA1, NDUFV2, APCDD1, PIEZ02, GNAL,

AFG3L2, MC2R
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1) Pacient €. 283077 s podobnou duplikaci (14,59 Mb) jako u nasi probandky.
Fenotyp pacienta: stfredné zavazna mentalni retardace. Neni uveden fenotyp
rodiCl, zpusob dédicnosti chromosomoveé abnormality ani jeji kauzalita.

2) Pacient €. 250261 s podobnou duplikaci (14 Mb) jako u nasSi probandky.
Soucasné byla u tohoto pacienta detekovana duplikace 22q13.33 (457 Kb).
Fenotyp pacienta: syndaktylie 2-3 prstu, abnormalni tvar nostril, zazeni aorty,
defekt sinoveho septa, problémy s pfijmem potravy v déetstvi, nizce posazené
usi, abnormality kfizové oblasti patefe (sacral dimple), mala postava
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e OMIM geny v oblasti delece 12p13.31-p13.33: 37

e OMIM geny v oblasti delece 12p13.31-p13.33 spojené
s patologickymi fenotypy: 8

WNK1, CACNA2D4, CACNA1C, CCNDZ2, FGF23, NDUFA9, KCNA1, KCNA5

* neni popsan zadny pacient se stejnou ¢ podobnou deleci, jako

byla detekovana u nasi probandky.
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Uvazuje se o variabilnim a nejasném fenotypu
Mikrocefalie

Facialni dysmorfie — mala mandibula, dentalni anomalie,
plazi jazyk, dlouhé usi, anomalie prstu

Vyvojova a rustova retardace

Mentalni retardace




Kontakt pro dotazy: Navarikova.Marta@fnbrno.cz



