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ROZDILY MEZI VYSETRENIMI
V JEDNOTLIVYCH TYPECH
LABORATORI
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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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MOZNOSTI VYSETRENI

GENETICKEHO MATERIALU

(v riiznych typech laboratofri)

e vysSetreni chromosomi
— metodami klasické cytogenetiky
(G-pruhovani chromosomu)
vySetfeni celého karyotypu (véech chromosomu)

chromosom s G-pruhy

A4

jader i izolované DNA

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

e vysetreni chromosomud, interfaznich .

vySetreni celého karyotypu ! ” T

vySetieni konkrétnich oblasti e e CAS CONCT
o . v Ve , . i znacenymi 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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ODDELENI LEKARSKE GENETIKY

FN BRNO
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laboratofe klasicke cytogenetiky ¥ genetiky
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laborator postnatalni cytogenetiky

laborator onkocytogenetiky

stanoveni karyotypu
G — pruhovani chromosomt

|

laboratoi molekularni cytogenetiky
metody — FISH, SKY, CGH, MLPA
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VSTUPNI MATERIALY K VYSETRENI

e postnatalni materialy: periferni krev
e prenatalni materialy: plodova voda, choriové klky,

krev plodu, kuze potracenych plodu
e onko - materialy: kostni dren, solidni nadory

- laboratore klasické cytogenetiky — specializované na konkrétni typ vstupnich
materiall — odliSné kultivacni postupy

- laboratore molekularni cytogenetiky a molekularni genetiky — vySetfuji geneticky
material ze vSech typu vstupnich materialu
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VYSETRENI CHROMOSOMU

vySetreni v laboratorich klasickeé (postnatalni, prenatalni) cytogenetiky
a onkocytogenetiky a molekularni cytogenetiky
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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-
m
Chromese karyontniho chromosomu.




CHROMOSOMY V PRAXI

schema chromosomu chromosom s G- pruhy chromosom obarveny
po celé délce

<= P - Kratkd raménka s

< Centromera /

~

<= (| - dlouhd raménka =—>

T -

sesterské chromatidy
(identické kopie)

dvouchromatidovy metafazni chromosom
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
zpracovani suspenze

» vykapani suspenze na podlozni skliCka
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

pruhovani chromosomil

 pruhovani chromosomt

1 — inkubace
preparatu 2 — oplach
v roztoku preparatu
trypsinu v Sdérensenové
(dochazi fosfatovém
k natraveni pufru (A),
chromosomovych barveni
proteinti) barvivem
Giemsa-
Romanowski (B)
3 —oplach 4 — suSeni
ve vode (C) sklicek
na susici

plotynce




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 tfidéni chromosomU a sestaveni karyotypu lze vyuZit
pocitacového programu Lucia

svetelny mikroskop
s CCD kamerou
napojeny na pocitac




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

zpracovani suspenze

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

CYTOGENETIKY
hodnoceni

chromosomy fluorescencné znacené hodnotime ve fluorescencnim
mikroskopu, zdroj svétla - kratkovinna éast spektra (napf. rtutova
vybojka)

zdroj kratkovinného ‘
vysokoenergetického zareni
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CHROMOSOMY V PRAXI

karyotyp

e soubor chromosomi jedince nebo burky,

oznacujeme pocet chromosomu, typ “ £8 o ..

pohlavnich chromosomt a pripadné ig T_! -y 3 § Bf 5{

aberace (zapis karyotypu napf. 46,XY) t8 ¢ S R AS
2 8 -

e normalni lidsky karyotyp se sklada } K : E( } } H i'}“ §§
ze 46 chromosomdl, z toho 22 part S 2 T
autosomi (nepohlavnich chromosoma) 1RINE iy 81 {48
a 2 gonosomi (pohlavnich chromosom@) )

2R ORY e 0 { [

e chromosomovy par je tvoren homolognimi ! Y
chromosomy, z nichz jeden je zdédén obrazek = utfidény soubor chromosom(i
od otce a druhy od matky, neparové jednoho jadra, ktery vypovida

o chromosomech i v ostatnich burikach
pacienta

chromosomy jsou hehomologni (somatické
diploidni bunky)
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CHROMOSOMY V PRAXI
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CHROMOSOMY V PRAXI

46,XX
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CHROMOSOMOVE ABERACE
(CHA)

Cilem cytogenetického vySetfeni je zjisténi pritomnosti /
nepritomnosti patologickych chromosomovych zmén (aberaci)
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE

stanoveni karyotypu

ZISKANE CHROMOSOMOVE
ABERACE

(v souvislosti s onkologickym onemocnénim)
stanoveni karyotypu malignich klon(

u obou typu vysSetfeni je metodou 1. volby vySetfeni
karyotypu / karyotypu malignich klonu
metodou G — pruhovani chromosomd.

le Vytvotilo Oddéleni 1€katské genetiky FN Brno



VROZENE/ZISKANE ABERACE

vrozene - vznik de novo - poruchy v procesu meiozy

(tvorby gamet z primarnich oocytu a spermatocytl)
- zdedéne — potomci rodicu — nositelt balancovanych
prestaveb

ziskané u onkologickych pacientll - souvisi se vznikem

a progresi onkologického onemocnéni (poruchy déleni somatickych
bunék), vySetfujeme buriky postizené nadorovym bujenim

Ziskané v souvislosti s piisobenim mutagennich faktorl prostredi
na Cloveka — prace v riziku (zareni, chemickeé latky), leky, virove infekce
- specialni typ vysSetfeni, bude vysvétleno samostatné v zaveru prezentace
chromosomy obarvené po celé délce, metoda klasické cytogenetiky
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POCETNI ZMENY (aberace)

pocet chromosomu v karyotypu
jiny nez 46

STRUKTURNI ZMENY (aberace)

pocet chromosomu vétsinou zachovan,
ale zména struktury chromosomtu

(zména lokalizace, ztrata, nadbytek genetického
materialu)
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POCETNI A STRUKTURNI ABERACE

vrozené a ziskané
u onkologickych pacienti

e pocetni abnormality

e polyploidie (hypo - hyper - ploidie) - ziskané (onko),
vrozeneé (kratké preziti)
e abnormality po¢tu chromosomu v paru
- aneuploidie (trisomie, monosomie)- vrozene i ziskané (onko)

strukturni abnormality
® translokace, inverze, delece, duplikace, inzerce, zvlastni
typy chromosomu - vrozené i ziskané (onko)

amplifikace (mnohonasobné zmnoZeni onkogenu, detekovatelné cytogeneticky)
— pouze ziskané (onko)
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ROZDILY MEZI VROZENYMI CHA

A ZISKANYMI CHA
U ONKOLOGICKYCH PACIENTU

Vétsinu zmén lze zaradit do stejnych kategorii chromosomovych aberaci
(aneuploidie, translokace....), ale konkrétni zmény jsou specifické (jiné) u pacientd,
které vySetfujeme v souvislosti s dédicnymi zménami v karyotypu a u onkologickych
pacientu

Rozdilny vyznam vysSetreni vrozenych aberaci a ziskanych v souvislosti

s onkologickym onemocnénim:

- U pacientl s poruchami fertility a u pacientt se stigmatizaci €i zdravotnimi, vyvojovymi
ad. problémy nas zajima otazka dédi¢nosti chromosomovych zmén (jsou moznosti
|éCby pfiznakl onemocnéni, ale samotné vrozené chromosomové aberace lIéCbou
nevymizi)

- u onkologickych pacientt vySetfujeme bunky postizené nadorovym bujenim, v souvislosti
s onemocnénim vznikaji chromosomové zmény. Cytogenetické vySetieni pomaha zpresnit
diagnozu, stanovit prognézu onemocnéni a monitorovat uspésnost lecby (zachrana zivota
pacienta, otazka dédicnych genetickych predispozic — jina problematika)

— nékteré translokace — vznik fuznich gend, jejichz produkty maji zménénou funkci
podporujici nebo zpUsobujici nadorové bujeni
- nékteré chromosomové zmény souviseji s horsi/ lepsi/ stfedni prognézou
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KARYOTYP BALANCOVANY

- balancovane strukturni prestavby
(translokace, inverze)

KARYOTYP NEBALANCOVANY

- pocetni dysbalance (celé chromosomy)
- nebalancované strukturni prestavby
(nebalancovani potomci rodicli s balancovanou
prestavbou, delece, duplikace vznikla de novo)
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VROZENE / ZISKANE CHROMOSOMOVE
ABERACE - pfiklady

— aneuploidie - trisomie, monosomie

G-pruhovani chromosomu (klasicka cytogenetika)

£7 3% 43

%{335% 1{¢.
SHAIETEAR
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151 aa 88 B3
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Downuv syndrom 47,XX,+21
vrozena chromosomové aberace

1R 88 T
§5 33 G A 85 3y K

a8 04 Qj\ X1 AR ap

X% 62 Y (P]
21 22 X Y

46,X,-X,+8, t(8:21),t(19:21)
onkologicky pacient
ziskané chromosomoveé aberace

m _wa”s““p' L. : 3 = . )
le Vytvotilo Oddéleni 1€katské genetiky FN Brno




strukturni zmeny

balancovany karyotyp

- G-prghovanl chromosomu metoda FISH 1151/06
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46,XY,1(5:19)(q15:p12),22ps+

nositelé vrozenych balancovanych pfestaveb vétSinou nemaji zadné zmeény fenotypu
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

— prenos na potomky
- reciproka translokace, inverze

e translokace a pericentrické inverze u svych nositeld vétdinou
nezplsobuji abnormalni fenotyp

e vysokée riziko vzniku nebalancovanych gamet - samovolné aborty

e narozeni postizenych déti (nebalancovany karyotyp - parcialni
monosomie jednoho a parcialni trisomie druhého chromosomu)

Moznée typy gamet rodiCe s balancovanou translokaci :
- bez prestavby (normalni haploidni sada chromosomu)
- s balancovanou prestavbou (oba translokované chromosomy)
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

— napr. translokace - derivovany chromosom

nebalancovany karyotyp (parcialni monosomie jednoho a parcialni trisomie
druhého chromosomu) - potomek rodice - nositele balancované translokace

karyotyp matky
46,XX,t(16;21)

dité s nebalancovanym
karyotypem
46,XY,der(21)t(16;21)mat

A S

21

chromosomy, které se
zucCastnily translokace
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

— napr. translokace - derivovany chromosom

(CEDH n <ef) g %_a_s
IR HETEEE TSI IFIEEE
< B3

5 8¢ I ELRT THTRY ém‘s I8 83
2% €8 ab-2s €‘ q i§ B¢ 20743 3 ]
rodi¢ potomek
46,XX,t(16;21)(q22;q22.1) 46,XY,der(21)t(16;21)(q22;q22.1)mat

Vytvoriilo Oddéleni 1ékatske genetiky FN Brno




strukturni zmény

vztah mezi balancovanym karyotypem
a zdédenou formou nebalancovaného karyotypu

matka 1356/05

potomek

1356/05

- t(16:21)
-

~

potvrzeni translokace u matky a derivovaného chromosomu u ditéte
metodou molekularni cytogenetiky - FISH
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

— napr. koncova delece

46,XX,del(5)(p14.1)
syndrom Cri du Chat
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Y 4

VROZENE CHROMOSOMOVE
konc_ové delece de novo

Y 4

ABERACE (VCA)

- napr.

metoda MLPA (metoda molekularni cytogenetiky) — potvrzeni nalezu
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strukturni zmény nebalancované aberace
mikrodelece

vySetreni metodami
molekularni cytogenetiky
— vySSi rozliSovaci schopnost (FISH)

vySetfeni metodami
klasické cytogenetiky
G-pruhovani chromosomu
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nalezena delece na 22. chromosomu
v oblasti 22g11-13 (Di George syndrom — VSV)
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

(apparently balanced rearrangement)

Prestavby se jevi jako balancované (dostupnymi metodami nebyla nalezena ztrata
ani nadbytek genetického materialu), ale pacient je postizen.

Mozny dlvod — vyfazeni genu z funkce, dysregulace genu, pfitomnost kryptickych
komplexnich chromosomovych pfestaveb v mistech zlomd na chromosomech.
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)

komplexni strukturni prestavby
46,XX,der(2)t(2;5),der(5)t(2;5;10),der(10)t(2;10)de novo
suspektné balancovana translokace

Unll e

IR INIRTSIR]
IRIW], IRINY

8k ! . 4 ™ . s ’ ‘ Diskrétni stigmatizace, tézka PMR,
19 20 21 22 X b TR nepr'OSpI'Vénl'
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HR-CGH: negativni

suspektné balancovana chromosomova prestavba
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der(2)t(2;5) der(5)t(2;5;10)
der(10)t(2;10)




CHROMOSOMOVE ABERACE

komplexni strukturni prestavby
ZAVER

e slozité (komplexni) chromosomové prestavby nelze vysetrit
pouze metodami klasické cytogenetiky (G - pruhovani
chromosomu), nutné vysetfit metodami molekuldrni cytogenetiky

(SKY, CGH)

46,XX,der(2)t(2;5),der(5)t(2;5;10),der(10)t(2;10)de novo
suspektné balancovana translokace
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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
odlisnou 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)
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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.)
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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

1461/08

il i

5

TRIRIRIRIRIRT
68 84 80 BE 8¥ 44

28 %R e 43 ' ./

bunéena linie 46,X,r(Y)?

Vytvoriilo Oddéleni 1ékatske genetiky FN Brno
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bunécéna linie 46,X,mar(Y)?

Vytvotilo Oddéleni 1ékaiské genetiky FN Brno
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bunécna linie 46,X,t(Y;9)(p11?;q12?

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

Vytvotilo Oddéleni 1€ékarske genetiky FN Brno
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bunéc¢na linie 45,X
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Vytvotilo Oddéleni 1€ékarske genetiky FN Brno
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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]

Vytvoriilo Oddéleni 1ékatske genetiky FN Brno




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 mizZe byt v rdznych
tkanich rozdilné (vysetreni z periferni krve, stéru z bukalni sliznice
pro ovéreni a porovnani)

- v mitdzach ziskanych z T-lymfocytl periferni krve Ize pozorovat
ztratu jednoho chromosomu X u zen a chromosomu Y v bunkach
u muzu v souvislosti s vékem

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




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)

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




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

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



ZiSKANE CHROMOSOMOVE
ABERACE
(u onkologickych pacientti)

MOZAICISMUS

e nadorove bunky tvori klony
e klon - skupina geneticky identickych bunék

(v organismu pacienta se mUze nachdzet vice bunéénych
klond)

(stanoveni karyotypu malignich klonu)

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




ZISKANE CHROMOSOMOVE

ABERACE

e vlivem mutagennich faktoru prostifedi dochazi na chromosomech ke
v 7 a o o g V4 (o] o
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.)

vySetieni z periferni krve | / ¢ -

e ' :
= .‘ l\ %’ ..‘.’\
- : ;
- # I ‘ fo \" 4 ~\ﬂ-
0% . o s A
_‘ c.:-n‘ if' %’

chrb dic o=

m .J\v““%“’. . v )4 J4 \V J4 3
le Vytvotilo Oddéleni 1€katské genetiky FN Brno







