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DEFINICE A HISTORIE

o klinicka cytogenetika se zabyva analyzou chromosomi
(jejich poctem a morfologii), jejich segregaci v meidze

a mitéze a vztahem mezi nalezy chromosomovych
abnormalit a fenotypovymi projevy.

e vznik moderni lidské cytogenetiky se datuje od roku
1956, kdy Tjio a Levan vyvinuli efektivni metodiky analyzy
chromosomu a stanovili, Ze normaini pocet lidskych
chromosomu je 46.
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SCHEMA LIDSKE SOMATICKE BUNKY

cytoplasma s organelami
(DNA v mitochondriich)

bunécné jadro
(DNA +proteiny + RNA)

klinicka cytogenetika se zabyva
analyzou chromosomu, které
vznikaji spiralizaci molekul DNA
lokalizovanych v bunécnem jadre




ZMENA ORGANIZACE
GENETICKEHO MATERIALU

BEHEM BUNECNEHO CYKLU
SOMATICKYCH BUNEK

chromosomy vznikaji pfi bunééném déleni

chromosomy = spiralizované molekuly DNA
pocet chromosomu ¢lovéka = 46
(mitéza)

DNA rozptylena v bunééném jadre
(interfaze)




GENETICKY MATERIAL JADRA

BEHEM BUNECNEHO CYKLU

Bunécny cyklus somatickych bunék (interfaze, mitdza, cytokineze)

- G1, S, G2 faze = INTERFAZE
nejdelsi faze bunécného cyklu,
chromatin je malo kondenzovany
(rdzné stupné spiralizace)

- M faze = MITOZA + cytokineze
déleni jadra a nasledné bunky -
kondenzace chromatinu,
vznik chromosomil, rozchod
chromosomu do dcefinych bunék

G1
(10-12 hod.)

Spiralizované chromosomy v metafazi mitézy vysetfujeme
ve svételném mikroskopu.




CHROMATIN A CHROMOSOMY

BEHEM BUNECNEHO CYKLU

kondenzace chromatinu, vznik chromosomu

DNA
(2.5 nm)
v v Vv 7 - 14 é ‘bead-son
Behem bunecneho cyklu se chromatin nachazi ot
O 4 ’ é - - - 14 - é 4
v ruznych fazich spiralizace (v interfazi nizky
stupen spiralizace, béhem mitdzy postupna e
kondenzace, maximalni v metafazi mitdzy) fiber
120 nm
chromonema
300-700 nm
chromatid
1,400 nm
mitotic
chromosome
Ou H.D. et.al: ChromEMT: Visualizing 3D chromatin

structure and compaction n interphase and mitotic cells
Science. 2017 July 28; 357(6349): . doi:10.1126/science.aag0025.



CHROMOSOMY V PRAXI

chromosom

schema chromosomu chromosom s G- pruhy
metoda FISH

~ <— telomericka oblast \

chromosom
konvencné barveny

L !
¥~ telomericka oblast =™ I

sesterské chromatidy
(identické kopie)

metafazni chromosom - soucasti jsou 2 sesterské chromatidy




CHROMOSOM

e centromera = heterochromatinova oblast, mlsto rozdéleni
kratkych a dlouhych rameének, mlsto spOJenl sesterskych
chromatid, misto tvorby kmetochoru v meidze a mitoze,
(primarni konstrlkce zaskrceni)

o telomera = specificka DNA sekvence na koncich kazdého
chromosomu (kazdé chromatidy, dvousroubovice DNA), ktera
zajistuje integritu chromosomu béhem bunécéného déleni
(repetitivni hexamer (TTAGGG)n) v komplexu s proteiny




Svételny mikroskop + systém
analyzy obrazu

Chromosomy hodnotime ve svételném mikroskopu pri zvétseni Dokumentaci mitéz a tfidéni chromosomd, sestaveni
1000x - 1250x za pouZiti imerznich objektivd. PFi vyetfeni je obrazku - karyogramu provadime v dokumentacnim
preparat prosvécovan viditelnym svétlem. systému (Lucia, Laboratory Imaging,s r.o.)
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CHROMOSOMY - KARYOTYP

e karyotyp = soubor chromosomu chromosomovy par
v somatickych burikach pacienta, ktery (homologri.chromosomy)
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
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pacienta souhrnné vyjadruje karyotyp vSech § 3% 2% 8% £

zhodnocenych mitéz v jeho vySetrfovane tkani. ; 35 505 ¥R

V zapisu oznacujeme pocet chromosomd, % 8¢ 4 _

pohlavni chromosomy a pripadné i J 1] 1 1 1 ﬁn 24

patologické zmeény (zapis karyotypu

pacienta, jehoz karyogram je vpravo, »¢ 38 ae b6 E g

je 46,XY) . . A A
e normalni lidsky karyootyp se s!<|ada % i N TE el iR S

ze 46 chromosomu, z toho je 22 paru = utfidény a zhodnoceny soubor

autosomu (nepohlavnich chromosoma) chromosomii jedné buriky

a 2 gonosomy (pohlavni chromosomy)
>
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ZAPIS KARYOTYPU

46,XX - normalni zensky karyotyp
46,XY - normalni muzsky karyotyp

\

typ pohlavnich chromosomu
pocet chromosomu v burikach pacienta




KARYOTYP
normalni muzsky karyotyp




KARYOTYP
normalni zensky karyotyp




CHROMOSOMY -
trideni do skupin

podle velikosti a centromerického indexu
normalni muzsky karyotyp 46, XY

'i = Centromericky index (Cl) — na
P A E é : ( B zaklads této veliciny d&lime

v lidské chromosomy na
metacentrické, submetacentrické
§ 4 C a akrocentrické.
4 ! Cl se vypocita jako pomér délky
i kratkych ramen chromosomu (p)
& i ﬂ !E vUci délce celého chromosomu
E (souctu délek kratkého a
( dlouhého raménka p+q)

] Cl = p/(p+q)

Lo ]
o
Pohlavni chromosomy: Chromosom X fadime do skupiny C, chromosom Y do skupiny G A




CHROMOSOMY -

tridéni podle umisténi centromery
(centromerického indexu CI)

e metacentrické chromosomy
centromera blizko stfredu chromosomu
nebo uprostred, kratka a dlouha raménka

jsou priblizné stejné dlouha

e submetacentrické chromosomy
centromera mimo stred chromosomu, p a
g raménka jsou jasné délkove odlisena

Poloha centromery oznacena modrou Sipkou




CHROMOSOMY -

tridéni podle umisténi centromery
(centromerického indexu CI)

e akrocentrické chromosomy - centromera je umisténa velmi
blizko jednomu konci chromosomu, ale neni Uplné na konci,
chromosom nese kratka i dlouha raménka

1) Pro chromosomy 13, 14, 15, 21, 22 plati: - 5".— ,4—
od kratkych ramének jsou odskrceny satelity w
(malé vyrazné casti chromatinu); misto g
odskrceni = sekundarni konstrikce (tenké

stopky); (sekundarni konstrikce obsahuje kopie
genu kodujicich rRNA = organizator jadérka NOR 13 22
nucleolus organizer region)

2) K akrocentrickym chromosomtim fadime na Poloha centromery oznacena modrou sipkou
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zakladé centromerického indexu i chromosom
Y, i kdyZ narozdil od chromosomu 13, 14, 15,
21, 22 nenese na kratkych raméncich satelity




JADERKO

e difuzni struktura v jadre, ktera neni ohrani¢ena membranou

e dochazi v ni k syntéze podjednotek ribosomd (ribosomy - bilkovinne struktury, které se ucastni

syntézy bilkovin v cytoplazme) - geny pro syntézu lokalizovany v oblasti sekundarni konstrikce
akrocentrickych chromosomd

e je pritomno v interfaznim jadre, mizi v mitéze

jaderna membrana
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VARIANTY NORMY -
neni patologie!

eV § S {K SV YY D -
U vSech akrocentrickych chromosomii: Y

13,14,15,21,22




Spiralizace chromosomu v mitoze
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Smeér postupné spiralizace
chromosomu béhem mitézy




IDIOGRAMY

Cislovani pruhtl na chromosomech

pruhy na kazdém raménku jsou ocislovany vzestupné od centromery k telomefe
s postupnou kondenzaci chromosomu béhem mitdézy se zmensuje pocet pruht
Cislo pruhu umoznuje jednoznaénou identifikaci kazdého pruhu

Smeér Cislovani pruh(
(od centromery k telomefre)
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Kritéria pro posouzeni poctu pruhi

v haploidni sadé chromosomtu

€ Association for Clinical Cytogenetics
GENERAL BEST PRACTICE GUIDELINES {2007} v1.02

1.2 TABLE 1. G- BANDING EVALUATION SCORE

At least three of the criteria to be obtained to apply banding scares 3-9

1] No banding

1 Identification of seme chromosomes by morphology and major
landmarks

2 POOR Unequivacal identification of chromosomes due to major landmarks

=300 band
2 dark bands on Bp (Bpl2 & 8p22)

3 3 dark bands an 10g {10q21, 10g23, 10925)

300 band 20p12 visible

21q12 distinct

3 dark bands on mid-4q {(q22-28)

4 MODERATE 3 dark bands mid-5q (5q14, Sq21, 5q23)
400 band 2 dark bands on 9p (9021 & 9023)
13433 distinct

7033 & 7q35 distinct

5 3 dark bands en 11p (11p12, 11p14, 11p15.4)

S00 band 14q32.2 distinct

4 dark bands en 18 (18q12.1, 18g12.3, 18q21.2, 18q22)

5q31.2 distinet
| |6 5000 E021.2 visible
550 bang 2 dark bands on 11pter (11p15.2 & 11015.4)

22q13.2 distinet

2p25.2 distinct
7 2937.2 distinct
700 band 10g21.1 and 10521.3 resolve

17q22-g24 resolves Into 3 dark bands

4p15.31 & 4p15.33 distinct

B EXCELLENT | 5915.32 distinet

850 band 11g24.1 and 11524.3 distingt
15p13.12 and 15p13.2 distinct

11p14.1 visible
9 20p12.1 & 20p12.3 distinct
500 band 22q11.22 distinct
22q13.32 distinet

Banding Resclution higher than level 9 with additional bands to
10 those seen at the 500bphs level (ISCH 2005)[3] seen consistently
on bath homologues.




STANOVENI POCTU PRUHU V
HAPLOIDNI SADE CHROMOSOMU

bands per haploid set

PTi analyze karyotypu u pacientl je tfeba pracovat s dostate¢né dlouhymi chromosomy aby mohly byt odhaleny mensi strukturni
aberace, jejichz velikost je na hranici rozliSovaci schopnosti metody G-pruhovani chromosom (5-10Mb). Chromosomy v mitéze
by mély byt tak dlouhé aby pocet prouzku v haploidni sadé chromosom byl alespori 550.

V praxi neni mozné pocitat v kazdé mitdze vSechny prouzky na kazdém chromosomu, proto byl vypracovan jiny systém pro
posouzeni délky chromosomu. Jestli nase mitéza, se kterou pracujeme, ma alespon 550 pruhd, zjistime nasledujicim zplsobem.
Tabulka 1.2 na pfedchozi strance zahrnuje vyc€et prouzku na konkrétnich chromosomech, které je tfeba v preparatu vidét, aby bylo
mozné usuzovat na konkrétni délku chromosomu. Na nasledujicich strankach je patrné, Ze prouzky, které jsou v tabulce uvedené
jako rozlisSovaci pro délku 550 pruhd, nejsou patrné na kratSich chromosomech.

Systém analyzy obrazu, program Lucia, pocita pocet pruht na chromosomech automaticky, ale tento pocet je pouze orientacni.




Kritéria pro posouzeni poctu pruht

v haploidni sadé chromosomu
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Modrou Sipkou oznacen svétly pruh p21 - nepfitomnost tmavého pruhu p21.2 na pfilis kratkém chromosomu 8.
Cervenou Sipkou je oznacen tmavy pruh p21.2, ktery je pritomen na dostatec¢né dlouhych chromosomech 8.




TYPY CHROMOSOMOVYCH ZMEN,

které Ize laboratorné vysetrit

- VYSETRENI VROZENYCH CHROMOSOMOVYCH

ZMEN — prenatalni a postnatalni vysetieni konstituéniho karyotypu
konstitucni karyotyp se neméni v pribéhu zivota pacienta

- VYSETRENI ZISKANYCH CHROMOSOMOVYCH

ABERACI (vznikajicich v dusledku pisobeni mutagennich
faktori prostredi na ¢lovéka) — postnatalni vySetieni

% aberantnich bunék
Ize snizit % aberantnich bunék na normu vitaminovou lécbou

- VYSETRENI ZISKANYCH CHROMOSOMOVYCH

ABNORMALIT (u onkologickych onemocnéni)

vySetifeni z nadorové tkané karyotypu malignich klonu Q )
(toto téma bude predmétem prezentace prednasejicino z onkocytogenetické laboratore)

%Qb



Kontakt pro dotazy: Navarikova.Marta@fnbrno.cz



