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CYTOGENETIKA

e Metody klasické cytogenetiky
e Metody molekularni cytogenetiky

e 1 le Vytvotilo Oddéleni 1ékafské genetiky FN Brno



METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

e odbér materialu
e kultivace
e Zzpracovani suspenze

e pruhovani / barveni chromosomu

- metody 1. volby v indikovanych pripadech
- relativné levné metody (ve srovnani s metodami molekularni
cytogenetiky)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

e Postnatalni stanoveni karyotypu a ziskanych
chromosomovych aberaci

e Prenatalni stanoveni karyotypu

e Stanoveni karyotypu malignich klonu z kostni difené
a solidnich nadoru u onkologickych pacienti

Postupy se v detailech lisi pro jednotlive typy
vstupnich materialu.

Vytvoriilo Oddéleni 1ékatske genetiky FN Brno




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

odbeéer materialu

Odbeéer 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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Odbér materialu pro cytogenetickou analyzu a typy bunek, které

jsou v konkrétnim materialu vhodné pro ziskani metafaznich

chromosoma :

e periferni krev — ze zily — T-lymfocyty

e fetalni krev - z pupecniku pod kontrolou UZ - nezralé

T-lymfocyty

e plodova voda - z amniového vaku pod kontrolou UZ - kozni
fibroblasty

e choriové klky — z chorionu nebo placenty - bunky choriovych
kiki nebo placenty

e kUzZe - z potracenych plodu, kozni biopsie pacientl — kozni

fibroblasty
e kostni dren - z prsni kosti, kycli — prekurzory krevnich bunek
e solidni tumory - z nadoru — maligni bunky
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
odbeéer materialu

periferni krev solidni nador kostni dren
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
odbeéer materialu

odbér plodové vody pod kontrolou
ultrazvuku

choriové klky

kiiZe (potraceny plod,
placenta)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

nasazeni do kultivacniho média

Sterilni prace v laminarnim boxu
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
Priprava vstupniho materialu
(promichani periferni krve)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
Priprava vstupniho materialu

(centrifugace plodové vody
a odstraneéni supernatantu)

sediment (buriky plodu — vétSinou kozni fibroblasty) — nasadime
supernatant - vzorek na analyzu AFP v radiologickeé laboratofi, zbytek odstranime

rozpliiovani plodové vody plodova voda po centrifugaci —
do centrifugacnich zkumavek odstranovani supernatantu
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

Priprava vstupniho materialu
(centrifugace kostni drene

a odstraneéni supernatantu)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
Priprava materialu na nasazeni do média
(promyti a rozstrihani
klize potracenych plodli)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
Priprava materialu na nasazeni do meédia
(homogenizace solidniho nadoru)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
Priprava vstupniho materialu
(promyti, pripadné rozstrihani choriovych klki)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
nasazeni materialu
periferni krev

Pipetovani krve do kultivacniho meédia
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
nasazeni materialu
plodova voda

Kultivaéni nadobky pfipravené k inkubaci v termostatu

promichani media se sedimentem . TR, £
nasazeni do kultivaénich nadobek
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
nasazeni materialu
kostni dren

Pipetovani kultivaéniho média Pipetovani diené do média
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
nasazeni materialu
klize

Odsati prebyteéného média (jen ovlhéené dno)

Nasledna inkubace v termostatu.
Médium se pridava

az po vycestovani

bunék koznich fibroblastu
(kontrola binokular).
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
nasazeni materialu
solidni nadory




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

nasazeni materialu
chorioveé klky

Inkubace v termostatu pfes noc v Petriho misce
(v indikovanych pfipadech dlouhodoba kultivace
S nasazenim analogickym jako u solidnich nadoru)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

kultivace materialu

e délka kultivace

- periferni krev — 72 hodin (stanoveni karyotypu)
- 48 hodin (stanoveni ZCA)
kratSi doba kultivace - podminkou je zachytit
1. bunécné déleni, pozdéji dochazi k reparaci
chromozomu nebo k zaniku bunék s aberaci
- krev plodu 72 hodin (stanoveni karyotypu)
- plodova voda - priimérné 10 dni (stanoveni karyotypu)
- choriové klky - pres noc (stanoveni karyotypu)
- kostni dren - primé zpracovani bunék
ihned po odbéru
- 24 hodin (48 hodin spec. pripady)
(stanoveni karyotypu malignich klonl v KD)
- k@iZe - variabilni doba rlstu (prdmérné 2 tydny)
- solidni nadory - 10 dnd az déle nez mésic
(stanoveni karyotypu malignich klond v nddorovych burikach)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

kultivace materialu

e kultivace bunék
v _suspenzi (periferni krev,
fetalni krev, choriové klky,
kostni dren)

e kultivace bunek
prichycenych na dné
kultivacni nadobky
(plodova voda, solidni
tumory, kdze)

- po kultivaci pomoci
roztoku trypsinu
odloupneme ode dna, dale
zpracovavame

jako suspenzi bunék

2 a] U kultivace plodové vody i
le Vytvotilo Oddé€leni lékaiské genetiky FN Brno -




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
kultivace v termostatu 37°C

Jr—

Termostat s CO2 atmosférou
Kultivace plodové vody, kuze,
solidnich nadort

i specialni uzavér kultivanich
ol nadobek s bakterialnim filtrem
— propousti CO2
& 2\
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Klasicky termostat
Kultivace periferni krve, fetalni krve




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

kultivace v termostatu 37°C

prohlizeni nartistu v prubéhu kultivace plodové vody, solidnich nadorut a kize
v inverznim mikroskopu
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

kultivace T-lymfocyti
z periferni krve

e kultivace periferni krve v médiu
s pridavkem phytohemaglutininu (PHA)
= vytazek 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 mitozy!)
(napf. k nezralym bufikdm - blastim z kostni dfené
onkologickych pacientd neni tfeba PHA pfidavat,
déli se samovolné)

- vyznam kultivace — pomnoZeni T-lymfocytd

- slozeni kultivacniho média - zivné latky, antibiotikum, PHA,

stabilizator pH
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

pridavek kolchicinu po kultivaci
(plati pro vSechny materialy)

e aplikace kolchicinu (alkaloid z ociinu jesenniho
Colchicum autumnale)

- zastaveni déleni bunék v metafazi mitdzy

- kolchicin je mitoticky jed, ktery specificky
inhibuje délici vieténko a tim zastavuje déleni
bunék v metafazi mitozy, kdy jsou chromosomy
vhodné k analyze

pridavek kolchicinu
k nakultivované suspenzi
priklad — periferni krev

inkubace
. s kolchicinem
&\ vtermostatu 37°C




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
priprava ke zpracovani
(plodova voda, solidni nadory, kiize)

Na dné je vidét narast )
fibroblastd Pridavek trypsinu — odloucCeni bunék ode dna

Vytvoriilo Oddéleni 1ékatske genetiky FN Brno
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- centrlfugace suspenze T- lymfocytu (periferni krev) nebo
blastl (kostni diefi) po inkubaci s kolchicinem

sediment krevnich bunék
pripraven k hypotonizaci

preliti suspenze
do centrifugaéni
zkumavky

odsati supernatantu
= kultivaéni médium
+ kolchicin

pred centrifugaci po centrifugaci
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e hypotonizace

- KCI (periferni, fetalni krev, solidni nadory, kostni dfen) nebo médium
zredene destilovanou vodou (plodova voda), citrat sodny (choriove klky),
inkubace v termostatu, centrifugace

= I}'/]za erytrocytu (periferni a fetalni krev), zvétSeni objemu jader, uvolnéni
chromosomu od deliciho vretenka, jejich rozestoupeni (vsechny materialy)
: .

T—

inkubace hypotonizaéni smési
v termostatu 37°C

centrifugace

Priklad — periferni krev, plati analogicky i pro ostatni typy materialt
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

zpracovani suspenze

Pfi hypotonizaci a dalSim zpracovani choriovych klIk( pracujeme
v Petriho misce bez centrifugace, odsavame Pasteurovou pipetou)

-




o fixace - ziskani suspenze (vSechny materialy)
- kyselina octova (1) : metanol (3)
- nahlé a trvalé zastaveni vegkerych Zivotnich pochodd buriky,
odvodnéni, rozpusténi cytoplazmy, projasnéni jader

sediment
T- lymfocytt
po centrifugaci suspenze odsati supernatantu -
po hypotonizaci = KCI + lyzované erytrocyty k
pridani fixativu (3x), po kazdém pridani
Priklad — periferni krev nasleduje centrifugace a odsati supernatantu
= fixativ
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

zpracovani suspenze

» vykapani suspenze na mokra podlozni sklicka
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» nakapana sklicka se po zaschnuti suspenze susi a zapeékaji
v termostatu pfi 80°C pfiblizné pul hodiny

]

l

semat

STERILIZAFOR




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
skladovani suspenzi

V mrazicim boxu ve zkumavkach
schovavame vSechny suspenze do doby V mrazicim boxu v mikrozkumavkach
nez budou pacienti zhodnoceni uchovavame dlouhodobé suspenze

s patologickym nalezem

le Vytvoriilo Oddéleni 1ékatske genetiky FN Brno




« orientacni barveni — zjisténi hustoty suspenze pod mikroskopem
. -

pfi orientacnim barveni
jsou chromosomy
obarveny po celé délce
— nejsou napruhovany

barvivo Giemsa - RomanowskKi

Nasledné
doladime
hustotu
suspenze,
suspenze
je
pripravena
k priprave
preparatu

suseni sklicek
na susici plotynce




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

vykapani suspenze

« vykapani suspenze na mokra podlozni skliCka
(u choriovych kIki sucha a nahrata, jiny postup pfi kapani)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

pruhovani chromosomil

1 — inkubace
preparatu
v roztoku
trypsinu

(dochazi

k natraveni

chromosomovych

proteint)

3 — oplach
ve vodé (C)

 pruhovani chromosomt

=R R
EEEEEEg|

O
O

2 — oplach

preparatu

v Sorensenoveé
fosfatovém

pufru (A),
barveni
barvivem
Giemsa-
Romanowski (B)

4 — suSeni
sklicek
na susici
plotynce




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

barveni / pruhovani chromosomtu

e barveni (analyza ZCA a orientacni ' __/ e ol
barveni chromosomyi) : TR et
- Giemsovym barvivem — e " I\ 4.
(bez inkubace v roztoku trypsinu, : P TERYY W
obarvuje chromosomy po celé

délce, viz také kapitola
,Ziskané chromosomové
aberace”)

N WA

e pruhovani ) . W s \

chromosomii . -‘1'; .

(analyza karyotypu, ‘\. i g
AL E S

karyotypu % \ ) Jo—

malignich klonii)

chromosomy s G - pruhy

e specialni barveni - ,C”, ,NOR” "

v v 14 4 o
- dovysetreni nalezu na chromosomech ,C” barveni - vizualizace heterochromatinovych
oblasti na chromosomech

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




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

barveni / pruhovani chromosomt

e klasickd konvencéni metoda barveni chromosomd

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

e pruhovaci metody .

(prouzky na chromosomech, které umoznuji individualni rozliseni
jednotlivych chromosomuU a chromosomovych zmén)

M
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

barveni chromosomu

Priprava preparatti na ZCA se lisi od pripravy
preparatlli na stanoveni karyotypu:

e material - periferni krev
e kultivace bunék v suspenzi 48 hodin s pridanim PHA
e kolchicin, hypotonizace, fixace, vykapani suspenze na sklicka
e BARVENI GIEMSOVYM BARVIVEM bez inkubace
Vv roztoku trypsinu il
/ *  obarveni chromosomil

' N ¢  po celé délce
ey
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

morfologie chromosomu

Chromosomové preparaty ziskané z rtiznych typu vstupnich
materialli se mohou vizualné lisit

Periferni krev Kostni dren
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
preparaty se slozkou pacienta
pripravené k hodnoceni

sklicka ve stojancich

zabalena sklicka
a sloZka pacienta
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

hodnoceni karyotypu

Chromosomy hodnotime ve svételném mikroskopu pri zvéetseni
priblizné 1000x za pouZiti imerznich objektivu.
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

svetelny mikroskop

Zakladni casti mikroskopu:

Mechanické casti: stativ, tubus a pracovni stolek s krfizovym posunem,
makro a mikrosroub, revolverovy méni¢ objektivd

Osveétlovaci Casti: zdroj svétla, kondenzor, irisova clona

Optickée casti: objektivy, okulary

Objektiv: soustava CocCek, ktera vytvari skutecny, zvétSeny
a prevraceny obraz

Okulary: zvéetsuji obraz vytvoreny objektivem, vysledkem je obraz
zdanlivy, zvétseny a primy
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

svetelny mikroskop

Dalsi prislusenstvi:
Filtry: rovhomeérné rozptyluji bodovée svétlo zarovky

ke zvyseni kontrastu
Kamera, fotoaparat, pocitac

Udrzba mikroskopu:
- Ochrana pred prachem (kryt)

- Cisténi od imerze (kazdy den - éter)
- Pravidelné cisténi optiky (servis)

- Ochrana pred otresy

- Ochrana pred skodlivymi vypary
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

svételny mikroskop

Binokularovy tubus - slouzi
ke spojeni objektivu a okularu

. ¥

Okutéry =, - fY

. ™

Revolverovy ménié objektivii —)>

e e (o]Jektivy (suc ¥ a imerzni)

Stolek s preparatem, P N =
opatien méritky k urc <5
soufadnic na prepara ~ 4 X
\.

Kondenzor (pod sto.CLu) e
soustava ¢ocek, kter=RLelVE (=l (F]]-] —
paprsky do stiedu z Jil:]yle¥sle] -]

Aperturni clona — res[1IE{ R LA 04

svétla, které prochazd8« L1

-
- g

' Hlavni vypinaé
1 ‘ 1“2 2

>~ — 1 Makro a mikroSroub

4
4 , Zdroj svétla — halogenova lampicka,
~ zapojeno na sit’ pfes samostatny
; transformator
(osvétleni je zamontovano ve stativu)

Irisova clona —re:

Kf'iiby\'/ posun
\

S 2\

L
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

svetelny mikroskop

100x1.25 0

‘ /017 WD 0
;ﬂwn

ZvétSeni o4 10_XIO.2i
oo/- WD

Suchy objektiv — malé zvétSeni (obvykle 10x)

le Vytvoriilo Oddéleni 1ékatske genetiky FN Brno




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

svételny mikroskop

Numericka apertura — Cislo, které charakterizuje rozliSovaci schopnost objektivu (vzdalenost dvou bodu, které mikroskop
zobrazi jako 2 samostatné body)

Imerzni olej — predejde ztratam svétla, do objektivu dopadne vétSi mnozstvi paprsku, obraz obsahuje vice detailu
- do imerze |ze namacet pouze imerzni objektiv (nikoli suchy)

ZvétsSeni mikroskopu je nasobkem zvétSeni objektivu a okularu (napf. 100 (zvétdeni objektivu) x 12,5 (zvétSeni okularu) =
1250x zvétSeni mikroskopu)

Maximalni uziteéné zvétSeni mikroskopu — u kazdého objektivu Ize stupfiovat celkové zvétSeni mikroskopu pouzitim
silngjSich okularl jen po urc€itou mez, nad tuto mez jiz objektiv nezobrazi vice detailu (prazdné zvétseni). UziteCné zvétSeni
se odvozuje od hodnoty numerické apertury.
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

hodnoceni karyotypu

zvetSeni priblizné 1000x
zvétseni 100 - 200x hodnoceni
vyhledavani mitoz ‘ (

3
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

hodnoceni karyotypu

ke tfidé&ni chromosomu a sestaveni karyotypu lze vyuzit
pocitacového programu Lucia.

svetelny mikroskop
s CCD kamerou
napojeny na pocitac
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- METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

hodnoceni karyotypu

karyotyp setridény a upraveny pomoci pocitacového programu Lucia

s BT U

|
et
4 s W
™,

Crawmgn | OSURTRSSSG,
e

) Qg gov?

|— | Ty,
|, Tepust
aaare
=
mw
it ga®
AW
°| mentas
& |
R

Vytvoriilo Oddéleni 1ékatske genetiky FN Brno




Store the Data...

‘Work in team

* user actess Nighis management, concurTent aceess control, -
SUPPOMT of MUNiple SIMUITaNEOUS G3Ea0ASE CONNECHONS.

; Lucia

Create a custom database

* the database structure can be modifed tn satisy any
Iaboratory-specic needs.

‘search the data efficiently -
T LUCIA Cytogenetics
absolute and relative fiters) is included.

utilize the powerfull database solution based on SQL database engine I m pl'oves YOI.I I' Image
* primarily ceveloped and \Bsted with the Fireding SQL datanase engine, i

though availabie also for other engines. SQL databasas provide all necoessary

infrastructure including backups, networking etc.

Make a Repol

create a report
* import gata to an easy to use
what you see is what you get* s
report editor. i
S Cympenatc Rport

create a report template

* link te repart template fems
(et fieids, image areas) to
database recorss dynamically.

* Use repetitive objects to
BENErate suUmmary reports.

Export the reports to PDF

* easy part of the report to POF
makes it ready to be published,
sant by e-mail, or printed. K
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

hodnoceni
ziskanych chromosomovych aberaci

pocCitame % aberantnich bunék ze 100 zhodnocenych mitoz
aberantni bunka = bunka, jejiz jadro obsahuje minimalné 1
aberantni chromosom, nezalezi na tom, o kterou aberaci
konkrétné se jedna (kromé gapu, které nezapod&itdvame

do vysledného %)

hranice patologie = 5% pri opakovaném nalezu

.S
. ./ "\ '.‘.\
l o._. I\. ,\"".\
e ‘r % .,\
I : -~ ’3.:‘:
..".- ‘ .'" %
. o
® o \ e
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

odmasteni zhodnocenych sklicek

odmasténi skliCek v xylenu — nasledné ve dvou kyvetach po 10 minutach
PRACE V DIGESTORI

<= kyveta 2

zhodnocena skli¢ka jsou popsana Cislem
pacienta, znaCkou pracovnika, ktery

je hodnotil a pofadovym Cislem (pokud je
pacient zhodnocen vice nez z 1 skla)

le Vytvoriilo Oddéleni 1ékatske genetiky FN Brno

suseni odmasténych sklicek




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

kratkodobé skladovani sklicek

v prubéhu roku

le Vytvoriilo Oddéleni 1ékatske genetiky FN Brno



METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

baleni a archivace sklicek

minimalné 5 let

Vytvoriilo Oddéleni 1ékatske genetiky FN Brno



METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

zapis vysledkl

- do knihy pacientt

- do laboratorni elektronické databaze

- na papirove karticky, které se zakladaji do kartoteky
- do nemocnicni databaze pacienta AMIS

o Ol > ROOIK
LA pacreund
RERIFERIE 008 (2. 6ald)

Vytvoriilo Oddéleni 1ékatske genetiky FN Brno




Metody molekularni cytogenetiky,
priklady vyuziti v klinickeé
cytogenetice

ot le Vytvotilo Oddéleni 1ékafské genetiky FN Brno



METODY MOLEKULARNI

CYTOGENETIKY

e VySetfujeme chromosomy a interfazni jaddra ze vsech typd
vstupnich materialtd (periferni krev, plodova voda, kostni dfen,
solidni nadory a dalsi)

Vytvoriilo Oddéleni 1ékatske genetiky FN Brno




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

e pracuje s metafaznimi chromosomy nebo interféznimi jadry

e potvrzuje a upresnuje nalezy klasické cytogenetiky (translokaci, deleci,
inzerci, duplikaci...)

e fesSi problémy klasické cytogenetiky
— zachyt velmi malych chromosomovych zmén (jsou pod rozliSovaci
schopnosti (citlivosti) metod klasické cytogenetiky - napf. mikrodelece,
translokace velmi malych Usekl chromosomQ)
- analyza slozitych chromosomovych prestaveb
- identifikace nebalancovaného materidlu nezndmého plvodu
- analyza bunék v interfazi (chromatin neni spiralizovan do podoby
chromosomd, je rozprostien v celém objemu buné&éného jadra) -
zrychluje analyzu (bez kultivace) - vysledek do 24 hodin, resi problémy
klasické cytogenetiky — nedostatecny pocet mitdz na sklicku, Spatna
kvalita chromosomu
e zacatek rozvoje - prelom 60.- 70. let 20. stoleti

lw Vytvorilo Oddéleni lekarské genetiky FN Brno



METODY MOLEKULARNI

CYTOGENETIKY

vyuziti: - analyza chromosomu z periferni krve — pouze VCA,
ZCA se pri rutinni analyze nevysetruji molekularné
cytogeneticky!
- analyza chromosomu z ostatnich materiald (plodova
voda, krev plodu, kostni dren, solidni tumory....)

molekularne cytogenetickymi technikami nelze nahradit klasické
karyotypovani

(pred pouzitim metod molekularni cytogenetiky je tfeba vedet, co chceme
hledat - vysoka cena molekularné cytogenetickych metod, n&které zmeny lze
zjistit pouze klasickym karyotypovanim
oblasti uplatnéni FISH - klinicka cytogenetika (postnatalni vysetieni u sterilnich pard,
postizenych déti a dospélych s podezrenim na genetickou pricinu,
geneticka analyza pro ucely umélého oplodnéni, prenatalni diagnostika
karyotypu plodu)
- nadorova cytogenetika
- vyzkum (evoluéni studie karyotypu, mapovani
genomu ...)

le Vytvotilo Oddéleni 1€katské genetiky FN Brno
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technika, ktera se vyuziva k detekci a lokalizaci specmcke DNA
sekvence na chromosomech (cilova sekvence nukleotidu
na metafaznich chromosomech nebo interfaznich jadrech)

SONDA (PROBA) - uméle nasyntetizovana sekvence, Usek DNA
dlouhy nékolik set bazi, komplementarni k cilové
sekvenci na chromosomu (v chromatinu)

- sonda je znacena - radioaktivné
- fluorescencné
(fluorochromy) - FISH
- enzymem

lw Vytvorilo Oddéleni 1¢karské genetiky FN Brno




e denaturace sondy a cilové sekvence (plsobeni zvySené teploty) - ziskani
jednoretézcového viakna DNA (je schopno vytvofrit novou vazbu cilova DNA -

DNA sonda, pred denaturaci vazba na komplementarni retézec DNA) - tyka se
sondy i cilové DNA

e hybridizace sondy na cilovou DNA (chromosomy nebo interfazni jadra

na podloznim sklicku) - dochazi ke specifické vazbé sondy na cilové misto
(chromosom, gen)

Fluoresence In Situ Hybridization

ss DNA  DNA-DNA hybrid

Labeling with
fluorescent dye

Jednoretézcova DNA
cilova DNA  po denaturaci

3

4
FN BRNO



e vyhodnoceni a zpracovani signalu - FISH - fluorescencni
mikroskop napojeny na pocitacC - vizualizace a kvantifikace (signal

zari v tmavém poli) — modra barvicka (DAPI) obarvuje vSechny chromosomy, Cerveny
signal = fluorescencné znacena sonda

851/02

FISH na metafaznich chromosomech detekce genu SRY FISH na interfaznich jadrech
na chromosomu Y

Vytvorilo Oddéleni 1¢karské genetiky FN Brno




- P _
METODY MOLEKULARNI
CYTOGENETIKY - FISH

(fluorescencni in situ hybridizace)
POSTUP

Viz samostatna prezentace

Vytvoriilo Oddéleni 1ékatske genetiky FN Brno




METODY MOLEKULARNI1

CYTOGENETIKY -
fluorescencni mikroskop

Svételny zdroj poskytujici svétlo o vysokém podilu
kratkovinného svétla (rtutova vybojka) 1

W;
-,

<%

(=]
|l-|i

e

Karusel s filtry — selekéni filtry (excitacni) — selektuji ze svétla rtutové vybojky kratkovinné svétlo, které, kdyz dopada na preparat,
na kterém je navazana fluorescenéné znacena sonda, vyvolava fluorescenci
- ochranné filtry — odstranuji kratkovinné svétlo (excitacni) a propousti pouze svétlo dlouhovinné (emisni)
- dichroické zrcatko — odrazi a propousti svétlo prochazejici mikroskopem (soucast optiky mikroskopu)

le Vytvoriilo Oddéleni 1ékatske genetiky FN Brno




Jev, pfi némz zareni o kratsi vinové délce vyvolava v latce
urcitého slozeni vznik zafeni o delsi vinové délce, nazyvame
luminiscence. Pokud k luminiscenci dochdzi po osvétleni
zatenim, hovotime o fluorescenci nebo fosforescenci. Zateni,
které luminiscenci vyvoldva, se nazyva excitacni, zéteni
vysilané latkou se nazyva emisni. Zatimco u fluorescence trva
vyzafovani emisniho svétla kratkou dobu a po zhasnuti
excitacniho zafeni téméf okamzité emise zhasina (asi za 108
sekundy), u fosforescence muze k emisi dochéazet i dlouhou
dobu po zhasnuti excitatniho zafeni. Latka schopna
fluorescence se nazyva fluorochrom. V molekularni
cytogenetice vyuzivime jevu fluorescence. Fluorescenéni
znacky sond radime mezi fluorochromy.

Fyzikalni podstata fluorescence a fosforescence
spoCiva ve vlastnostech elektronového obalu atomii v
molekulach fluorochromu. Elektrony téchto latek jsou
schopny absorbovat foton excita¢niho svétla, ¢imz se zvysi
jejich energie. Cést této nové nabyté energie viak elektron po
chvili vyzéii jako foton s nizsi energii a tedy delSi vinovou
délkou. Protoze doslo ke ztraté¢ energie, je vlnova délka
emisniho svétla vzdy delsi nez vinova délka svétla excitaéniho
(Stokesovo pravidlo). Jelikoz vinova délka udava barvu svétla,
pozorujeme u emitovaného svétla posun k cCervené cCasti
spektra.

Excitacni a bariérovy filtr

Abychom mohli dobfe pozorovat emisni zafeni
jehoz intenzita je vZdy mnohem nizsi nez intenzita
excitacniho zareni, pouzivame dvojici filtru.
Excitacni filtr propousti z barevného spektra pouze
Cast potifebnou pro excitaci fluorescence
(kratkovinné zareni) a zabranuje prachodu svétla o
stejné €i podobné vinové délce jako svétlo emisni,
které by vytvarelo pozadi. Bariérovy filtr propousti
pouze emisni ¢ast spektra (delSi vinova délka) a
zabrariuje prichodu excitaénimu svétlu. Excitaéni
svétlo se od emisniho sice liSi barvou, ale je
mnohem intenzivnéjsi, takZe by v ném emisni
svétlo nebylo lidskym okem dobfe vidét.

Excitacni a bariérovy filtr.

Vytvotilo Oddéleni 1€katské genetiky FN Brno




METODY MOLEKULARNI CYTOGENETIKY

princip fluorescence - Stokesliv posuv

apsorpce flucrescence

Rozdil vinovych délek
absorpcniho (excitacniho)
a emisniho maxima

Emitované zareni ma vétsi
vinovou délku a tudiz nizsSi
energii

m .J\v““%“’. v v r 17 v 4 3
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METODY MOLEKULARNI1
CYTOGENETIKY -

MODIFIKACE FISH - CGH
(komparativni genomova hybridizace)

1992
odhaluje nebalancovany geneticky material (chybéni — nadbytek DNA), rozliSovaci schopnost CGH
je 5 - 10 Mb
e neni schopna analyzovat balancované prestavby
princip analyzy
- DNA pacienta je izolovana, rozstépena na kratké fragmenty, naznacena zelenym fluorochromem
= celogenomova sonda zelenad
- DNA kontrolni (ovéreno, ze se jedna o balancovany geneticky material) obdobné zpracovana
a naznacena cervenym fluorochromem = celogenomova sonda cervena
- hybridizace obou sond na kontrolni metafazni chromosomy na sklicku (geneticky material
chromosomu na skli¢ku je balancovany) - DNA/DNA hybridizace
- systém fluorescencni mikroskop - kamera - pocitac, analyzacni software méri pomér
fluorescence pri vinovych délkach odpovidajicich cervenému a zelenému fluorochromu

. - balancovany karyotyp - smisena fluorescence (cerveny a zeleny fluorochrom zastoupeny
priblizné stejné na daném Useku chromosomu)
- zisk DNA (duplikace) u pacienta - prevazuje zelena fluorescence na daném Useku
chromosomu
- ztrata DNA (delece) u pacienta - cervena fluorescence na daném Useku chromosomu

le Vytvorilo Oddéleni 1ékaiské genetiky FN Brno



METODY MOLEKULARNI
CYTOGENETIKY -

MODIFIKACE FISH - CGH
(komparativni genomova hybridizace)
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|—|'g— i E_ — - ' . e prevaha Cervené fluorescence — kfivka
E L__Lh E L_ m‘ ' B |n = miq’: i5 |n= m“ = néa vychylena za hranice intervalu spolehlivosti
#2 & doleva (delece), pfevaha zelené fluorescence —

Obr. 7: Metoda CGH. Vysledek u pacienta s mnohocetiym myelomem. CGH Dara Base (url 14).  kfivka vychylena doprava (nadbytek materialu)

zelené oznaceny Useky na chromosomech, které jsou v karyotypu maligniho klonu zmnozeny,
Eervené oznaceny chybé&jici iseky chromosomuU (obrazky ptevzaty z internetu)

m _wa”s““p' L. : 3 = 8 ¢ )
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METODY MOLEKULARNI
CYTOGENETIKY -

MODIFIKACE FISH - CGH
(komparativni genomova hybridizace)

e modifikace metody CGH :
- HR-CGH (high resolution CGH) - CGH s vysokym rozliSenim, odhali chybéni
¢i nadbytek mensich Usekd DNA nez CGH, metodika se od CGH lii pocitatovym
zpracovanim - rozliSovaci schopnost metody priblizné 4 Mb
- ARRAY-CGH - na microarraye (sklenéné mikroskopické desticky) jsou navazany
useky DNA, jejichz delece ¢i amplifikace nas u konkrétniho

PIERATE CONAIODE RrEpareicrogtay pacienta zajima (desticky s DNA sekvencemi (mikrocipy)
A |ze zakoupit), pripravime celogenomové sondy stejnym
zpusobem jako u CGH, nahybridizujeme na desti¢ku,
l analyzacni software méri intenzity fluorescence

v jednotlivych bodech na destic¢ce (v mistech vazby
konkrétnich sekvenci)

- vyznam ARRAY-CGH - mapovani s vyssSim rozliSenim nez
HR-CGH , rozliSovaci schopnost zavisi na mnozstvi DNA,
které se nachazi v jednotlivych bodech na desticce (kratsi
- delSi sekvence) - az 35 kb

L ———

: Vytvotilo Oddéleni 1€katské genetiky FN Brno



METODY MOLEKULARNI1
CYTOGENETIKY -

MODIFIKACE FISH -
SKY (spektralni karyotypovani),
M-FISH (multicolor FISH)

e 1996

e umoziuje vizualizaci vSech lidskych metafaznich chromosom{ pfi jednorazove
hybridizaci - 5 fluorochromy znacena smés chromosomové specifickych sond,
jedinecna kombinace sond na kazdém chromosomu, kazdy chromosomovy par
ma jinou barvu

e SKY a M-FISH se liSi jen systémem filtrd, ktery se pouzwa pr| vizualizaci
chromosomu fluorescencnim mlkroskopem (SKY -1 filtr, FISH - 5 filtrQ,
zvlast pro kazdy fluorochrom) — mikroskop je napojen na kameru a poatac =
snimani a zpracovam obrazu

e vyznam - vyjasnéni slozitych prestavech (komplexnich aberaci)
- identifikace kryptickych (skrytych) prestaveb
- identifikace puvodu markert a ring chromosomu - obtizné
urcitelné klasickymi metodami i samostatnymi sondami
limity — nelze detekovat nebalancovany material (nadbytek-chybéni DNA),
inverze

m .J\v““%“’. v v r 17 v 4 3
le Vytvorilo Oddéleni 1ékaiské genetiky FN Brno
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SKY - mitéza po hybridizaci SKY — sefazené chromosomy po Upravé obrazu
se smési fluorochromu

Vytvorilo Oddéleni 1¢karské genetiky FN Brno




e 1999

e mnohobarevna pruhovaci technika
s vysokym rozlisenim, pomoci
které Ize analyzovat
intrachromosomoveé prestavby
(inverze, inzerce, delece)

a mapovat mista zlomu
na chromosomech

obrazek prevzat z internetu




METODY MOLEKULARNI1
CYTOGENETIKY -

MODIFIKACE FISH - CESH
(comparative expressed sequence
hybridization)

e 2001
’ (o] V4 V4 V4 g
e analyza exprese genu ve tkanich (expresni profil)
7 4 (o] 4 7 7 J4 7 0 0 )4 v
- rozdilna exprese genu v normalni a nadorové tkani — geneticke zmeny
spjaté s maligni transformaci a vyvojem nadoru mohou postihnout expresi
- rv ’ 0
a funkci klicovych genu
) ’ Va - ’ - ’ 14 [ 4 - - v ’ o
- vyuziti pri studiu vyvojovych anomalil a diferenciacnich procesu
e produkt exprese genu = RNA, ze které Ize molekularné genetickymi
metodami ziskat DNA, kterou fluorescencne naznacime a ziskame sondu
pro hybridizaci s normalnimi metafaznimi chromosolm%, srovnavame
niho

Intenzitu fluorescence sond ziskanych z RNA kontro vzorku
a vysetrovaneho pacienta

m .J\v““%“’. v v r 17 v 4 3
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METODY MOLEKULARNI1
CYTOGENETIKY -

MODIFIKACE FISH - CESH
(comparative expressed sequence
hybridization)

r } '{
R L obrazek pfevzat z internetu
X




METODY MOLEKULARNI1

CYTOGENETIKY —-MLPA

(MULTIPLEX LIGATION-DEPENDENT PROBE AMPLIFICATION)

e 2002
e rychla, jednoducha, relativné levna metoda
» dokaze detekovat zmény poctu kopii az 46 specifickych sekvenci v 1 reakci

« 20 ng DNA
160 200 240 280 320 360 400 440 o
B JU\JUU\I
C_ A l " L - A-._NA) P )
1B:kontr / 6FAM / 1R:kontr / ROX /
= \ : UUUU\
C_

2B:holinka / 6FAM / 2R:holinka / ROX /

m _wa”s““p' L. : 3 = 8 ¢ )
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METODY MOLEKULARNI1

CYTOGENETIKY -
MLPA

e zalozena na molekularné - genetické metodé PCR
(prolinani metod molekularni cytogenetiky
a molekularni genetiky)

Vytvoriilo Oddéleni 1ékatske genetiky FN Brno




METODY MOLEKULARNI
CYTOGENETIKY -

MLPA

Pacient

ny
JL&_TUJULLLQLQLJDJLUJLUUJL&M
Kontrola S

J@udtumuutuudbbﬂuﬂub

- * Fé“"””‘q". I & A . 3 . 1
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CHROMOSOMY V PRAXI

schema chromosomu Chromosom s G- pruhy Chromosom obarveny
- <= telomericka oblast po celé délce

-

<= P - Kratkd raménka s

< Centromera /

~

<= (| - dlouhd raménka =—>

- &= telomericka oblast > -
sesterské chromatidy
(identické kopie)

dvouchromatidovy metafazni chromosom

le Vytvotilo Oddéleni 1€katské genetiky FN Brno



CHROMOSOMY V PRAXI

tridéni chromosomi podle
umisténi centromery

1

— N
w (e,
vt

e metacentrické chromosomy
centromera témer nebo Uplné uprostred,
tedy kratka a dlouha raménka jsou
(témer) stejné dlouha

20
e submetacentrické chromosomy
centromera mimo stred chromosomu, p a
g rameénka jsou jasné délkové odliSena

m .J\v““%“’. v v r 17 v 4 3
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CHROMOSOMY V PRAXI

tridéni chromosomi podle
umisténi centromery

e akrocentrické chromosomy

centromera je umisténa velmi blizko
jednomu konci;

od kratkych ramének jsou odskrceny é -

satelity (malé vyrazné casti konstitutivniho
heterochromatinu;

misto odskrceni = sekundarni konstrikce

(tenké stopky); 13 22

(sekundarni konstrikce obsahuje kopie
genu kodujicich rRNA = organizator
jaderka)

le Vytvoriilo Oddéleni 1ékatske genetiky FN Brno




CHROMOSOMY V PRAXI
tridéni chromosomu do skupin

podle velikosti a pozice centromery
normalni muzsky karyotyp 46, XY




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

barveni / pruhovani chromosomtu

e barveni Giemsovym barvivem ' .
(bez inkubace v roztoku trypsinu, : R Y e
obarvuje chromosomy po celé —— & i :,
délce) - analyza ZCA - viz také set ‘I\X:\b\
kapitola ,,Ziskané chromosomové / s " 3
aberace” S "
. *
o B - > N 4
e pruhovani 50 -, 4
cphromosomﬁ o \\ ;("/.i..\] ‘e TN LN
(analyza karyotypu, \ \LF {, \
karyotypu =i i .

E
malignich klon) A ‘:\\.\‘\’ ' \\.‘/"

chromosomy s G - pruhy

e specialni barvenio— ~C”, ,NOR"
- dovysetreni nalezu na chromosomech

—

,C” barveni - vizualizace heterochromatinovych
oblasti na chromosomech

le Vytvotilo Oddéleni 1€katské genetiky FN Brno
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

barveni chromosomu

Priprava preparatli na ZCA (ziskané chromosomové
aberace) se lisi od pripravy preparatdi na stanoveni
karyotypu (VCA - vrozené chromosomové aberace):

e material - periferni krev
e kultivace bunék v suspenzi 48 hodin s pridanim PHA
e kolchicin, hypotonlzace fixace, vykapani suspenze na sklicka
e BARVENI GIEMSOVYM BARVIVEM bez inkubace v roztoku trypsinu -
OBARVENI CHROMOSOMU PO CELE DELCE
(bez pruhi)
/ / \ -
e 'y
= o
\ hy it

le Vytvofilo Oddgleni 1ékaiské genetiky FN Brno
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

pruhovani chromosomii
G - pruhovani

e nejcastéji rutinné uzivana metoda

e chromosomy jsou vystaveny L'Jéinkfmj trypsinu (proteolyticky
enzym), ktery natravi chromosomove proteiny

e chromosomy obarvime Giemsovym barvivem (smes barviv)

e vysledek - kazdy chromosom se specificky obarvi (stfidave
tmave a svetle prouzky ruzne tloustky, tmave prouzky jsou
bohate na adenin a thymin, svetle na cytozin a guanin)

e ziskané pruhy jsou specifické pro kazdy chromosomovy par
e |ze snadno rozpoznat strukturni a numerické abnormality
1 pruh na chromosomu obsahuje 50 i vice gend

m .J\v““%“’. v v r 17 v 4 3
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

G - pruhovani chromosomu
normalni muzsky karyotyp 46,XY

DL s
ANt R IRINIRT
SNIRY 8¢ o8 2§

8193 55 an @8 % i
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

C - barveni chromosomu

vizualizace konstitutivniho
heterochromatinu e ——i—
(konstitutivni heterochromatin

v oblasti centromer a na b ; % 4§ 5
V4 Vé 7 v V4 7; g’ ] % »
dlouhych raméncich nékterych /1 T Tt i
chromosomu - 1q, 9q, 16q, SRR ISP N
Yq) L ] W
- metoda zalozena na e . 15 16 17 18
denaturaci DNA plsobenim riznych &3 & SRRV T
agens (HCI, Ba(OH)2) a nasledné 19 20 21 2
reasociaci v teplém pufru i

Fig. 4. The C-banded human karyotype. (Courtesy of Dr. N. Mandahl.)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

NOR - barveni chromosomu

e navazani zrn stribra na aktivni oblast organizatoru jadérka
(sekundarni konstrikce akrocentrickych chromosomu)

o stribro se vylouci z AgNO3 £ RE ot
za vyssi teploty a v kyselém 4 / & -g?.% & .
prostredi O\ % y

e zjistujeme, jestli jsou satelity "Ph "“*,f %
schopny aktivity (jestli na nich S 3
neni navazan euchromatin, I &
ktery by aktivité branil a mohl ‘54./\ Q,
by byt nebalancovanym i’ \
materialem v karyotypu) /5\ P - "l-

e kazdy akrocentricky chromosom ”:\ i~
nemusi byt aktivni ve vSech 4 ‘ 5 W
butikach I 7

* oun B
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JADERKO

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

e dochazi v ni k syntéze podjednotek ribosom{ (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 jadfe, mizi v mitéze

jaderna membrana
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JADERKO

ritomnost jadérka v interfaznim jadre a jeho nepritomnost v mitoze
souvisi se spiralizaci a despiralizaci akrocentrickych chromosomu

interfazni jadro mitdza

10 dekondenzovanych akrocentrickych

chromosomu v interfazi, jejich e .- 9
chromatinové smycky, >

které obsahuji geny pro rRNA

(sekundarni konstrikce) se shlukuji !

a tvori zaklad jadérka ‘;\\/ E "
b
-~ ;?i’!
~ N\ ¢
o % F
. 4!

3
J =
- § ‘ 2,

spiralizované akrocentrické chromosomy,
jadérko kazdy ma spiralizovanou svou chromatinovou
jaderna membrana smy¢€ku, ktera tvori sekundarni konstrikci
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ZISKANE CHROMOSOMOVE ABERACE

(vliv mutagennich faktort prostredi)
vysetreni z periferni krve

Stanoveni % aberantnich bunék — bunék s poskozenym chromosomem

Pritomnost aberaci v somatickych bunkach

rychlejsi starnuti organismu § -
e vznik degenerativnich onemocnéni

e mozné maligni zvrhnuti ;
| - ’\X\
Pritomnost aberaci v gametach l ‘ fo 4 L

I ~
e zvySeneé riziko narozeni postizeného ditéte > il % 'y
> -V L
’- 3 ¢ .
» — 4 s
Ol T

N, ! . - .
Konvencni barveni chromosomu NRACN N
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ZISKANE CHROMOSOMOVE

ABERACE (ZCA)

e vySetfeni provadime na chromosomech obarvenych po cele

délce

e delka kultivace bunek kratsi (48 hodin), nutné zachytit 1.

bunécné déleni, pozdéji dochazi k reparaci vysetrovanych
aberaci

e hranicni patologie - opakovany nalez 5% aberantnich

bunék (v riznych burikdch nachdzime rtzné aberace, neni podstatné
jakou chromosomovou abnormalitu v mitéze nalezneme - aberace
pritomna (alespon 1) / aberace nepritomna)
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ZISKANE CHROMOSOMOVE

ABERACE (ZCA)

N4

priciny vzniku

pusobeni - fyzikalnich faktor

(ionizujici zarenti)

- chemickych latek
(cytostatika, imunosupresiva, oxidacni,
alkylacni c¢inidla ad. latky pouzivané
v prumyslu)

- biologickych faktori
(virové infekce — pravé nestovice, spalnicky,
zardénky ad.)
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ZISKANE CHROMOSOMOVE
ABERACE (ZCA)-

typ poskozeni -
oznaceni cht
e jednochromatidové gapy (mezery)

(G “nebo chtg — chromatid gap)- pricné slabé se barvici ¢ast

chromatidy achromatické léze), také uplné preruseni chromatidy
nepresahujici jeji Sirku

N )
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ZISKANE CHROMOSOMOVE
ABERACE (ZCA)-

typ poskozeni -
oznaceni cht

e jednochromatidové zlomy (Z "nebo chtb -
chromatid brake), oddéleni samostatného fragmentu

(F) — Uplné preruseni chromatidy, pravdépodobné koncova delece

(fragmenty mivaji rizné rozméry, mohou byt v ose s ptvodnim
chromosomem nebo nemusi)

o8

7 # §
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ZISKANE CHROMOSOMOVE
ABERACE (ZCA)-

typ poskozeni -
oznaceni cht

° vaény (V nebo chte - chromatid exchange)- vymeény
¢asti chromatid v rdmci jednoho nebo vice chromosomd
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ZISKANE CHROMOSOMOVE ABERACE
(ZCA)-

typ poskozeni -




ZISKANE CHROMOSOMOVE
ABERACE (ZCA)-

typ poskozeni -
oznaceni chr

e chromosomove zlomy (Z° "nebo chrb -
chromosome break ), oddéleni parovych fragmentut

(DF)- uplné preruseni obou chromatid, pravdépodobné koncova

delece (fragment obvykle leZi paraleln&, mivaji rizné rozméry, mohou byt
o ’ 4
v 0se s puvodnim chromosomem nebo nemusi)

‘-l:-"- U
2% 4
r o0 ‘\
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ZISKANE CHROMOSOMOVE
ABERACE (ZCA)-

typ poskozeni -
oznaceni chr

e chromosomoveé gapy (mezery) (G "nebo chrg

— chromosome gap)- pricné slabé se barvici ¢ast chromosomu
(achromatické léze), také Uplné preruseni chromosomu nepresahujici Sirku

chromatidy
'&G
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ZISKANE CHROMOSOMOVE
ABERACE (ZCA)-

typ poskozeni -
oznaceni chr

e acentrickeé ringy, kruhové chromosomy-
uzaviené struktury, vznik dvou zlomQ na jednom chromosomu, dojde ke
spojeni — acentrické ringy jsou bez centromery, kruhové chromosomy
zahrnuji centromeru

R— e,
-
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ZISKANE CHROMOSOMOVE
ABERACE (ZCA)-

typ poskozeni -
oznaceni chr
e chromosomy zahrnujici vice nez 1

centromeru-
dicentricke, tricentrické chromosomy...







