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DEFINICE A HISTORIE

e klinicka cytogenetika se zabyva analyzou chromosomli
(jejich poctem a morfologii), jejich segregaci v meidze
a mitoze a vztahem mezi nalezy chromosomovych
aberaci 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 normalni pocet lidskych
chromosomu je 46.
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SCHEMA LIDSKE BUNKY




DEFINICE

KLINICKE CYTOGENETIKY

bunécny cyklus

mitéza
interfaze (G1, S, G2 faze) .()

chromosomy = spiralizované molekuly DNA
DNA rozptylena v bun &&ném jad e Po St chrom g
(interféze) (metafaze mltozy)
1FNB§&0) 33';
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CHROMATIN A CHROMOSOMY

BEHEM BUNECNEHO CYKLU

kondenzace chromatinu, vznik chromosomii

dvousroubovice DNA MW ¢2nm

béhem bunécného cyklu
se chromatin nachazi

v riznych fazich
spiralizace

(v interfazi nizky stupen
spiralizace, béhem mitozy

vlakno J} %] !
postupna kondenzace, MWLQLI

maximalni v metafazi A l
m itéZY) kondenzovana cast %Eggs ”\ i.g‘j% [700 il
chromosomu i 1) U
\__j__t

n;er,aiézovi % I1 400 nm  Obr. 52. RUzné drovné struktury eu-
Sk karyontniho chromosomu.
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CHROMOSOM

linearni struktura

sesterské chromatidy
(identické kopie)

v

~ <+ telomera

<+ p - kratka raménka

“ centromera

<+ (- dlouh4 raménka

metafazni chromosom s G — pruhy
— sklada se ze sesterskych
chromatid p Filozenycht ésné

k sob é

Nt
) telomera Submikroskopické stavba chromozému

lw Vytvotilo Oddleni [ékaské genetiky FN Brno
W ,‘)}14 = “5’




JADERNY MATERIAL

pojmy chromatin a chromosomy - tykaji se téhoz jaderného materialu,

odliSnost ve stupni spiralizace v zavislosti
na fazi bunééného cyklu

chromatin - komplex DNA s chromosomovymi proteiny a RNA
(pojem pouzivany pro interfazi
bunécného cyklu)

chromosom - chromatin spiralizovany v mitoze

ve vazbé s chromosomovymi proteiny (spiralizovana v mitoze)

Jestlize chceme vysledovat osud chromatid chromosomu v interfazi, hovorime

o "chromatidach" i v despiralizované podobé. Chromosom se sklada z 1 nebo
- o ’ 7 r = - 14 - = 7 - v Vv 14

2 chromatid (v ruznych fazich spiralizace) v zavislosti na fazi bunecneho cyklu.
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CHROMOSOM

e centromera = heterochromatinova oblast (konstltutlvnl
heterochromatin), misto rozdéleni kratkych a dlouhych ramenek
mlsto spojeni sesterskych chromatid, misto tvorby kinetochorl v
meiodze a mitdze, (primarni konstrlkce zaskrceni)

o telomera = specificka DNA sekvence na koncich kazdého
chromosomu (kazdé chromatidy, dvousroubovice DNA), ktera
zajistuje integritu chromosomu béhem bunécného déleni
(repetitivni hexamer (TTAGGG)n)
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CHROMOSOMY - KARYOTYP

chromosomovy par

e karyotyp = utridény a zhodnoceny (homologn chromosomy)

soubor chromosomi v somatickych

bunkach pacienta, v zapisu oznacujeme l l

pocet chromosomdl, typ pohlavnich g ! 5 &

chromosomi a pripadné aberace S i & 3 ; i ¥ E

(zapis karyotypu napr. 46,XY) g% g'ﬂ ~35 BF‘ : {
e normalni lidsky karyotyp se sklada “35 [ 5( H g4 81

ze 46 chromosomil, z toho 22 part Ji %483 “J’ 5125

autosomi (nepohlavnich chromosoma) IRISL TRINT

z ¥y ¢ %

a 2 gonosomi (pohlavnich chromosomu)

i &1 pe B¢ €_ §

e chromosomovy par je tvoren homolognimi

chromosomy, z nichz jeden je zdeden obrazek karyotypu = utfidény a zhodnoceny

od otce a druhy od matky, neparove soubor chromosomu jedné bunky, ktery
chromosomy jsou nehomologni (somaticke charakterizuje i chromosomy v ostatnich
diploidm’ bunky) bunkach pacienta ve vySetrované tkani
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ZAPIS KARYOTYPU

karyotyp
46 XY - normalni muzsky karyotyp

\

pohlavni chromosomy
pocet chromosomu v jadrech bunék jedince
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CHROMOSOMY V PRAXI
normalni muzsky karyotyp
46,XY

(‘x 1L i¢
S E( 2RI RVRL
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CHROMOSOMY V PRAXI
normalni zensky karyotyp

P £18 68 B8 €‘
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CHROMOSOMY V PRAXI

tridéni chromosomu podle
umisteni centromery

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

20

— W Raes
U2 ‘wh‘l
L

e submetacentrické chromosomy
centromera mimo stred chromosomu, p a
g rameénka jsou jasné délkoveé odliSena
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CHROMOSOMY V PRAXI

tridéni chromosomu podle
umisteni centromery

e akrocentrické chromosomy

centromera je umistena velmi blizko
jednomu konci;

od kratkych ramenek jsou odskrceny é o

satelity (malé vyrazné casti chromatinu;

misto odskrceni = sekundarni konstrikce
(tenke stopky);

(sekundarni konstrikce obsahuje kopie 13 22
genu kodujicich rRNA = organizator
jaderka)

FN BRNO

s lMJ Vytvorilo Oddleni Iékaské genetiky FN Brno




CHROMOSOMY -
tridéni chromosomu do skupin

podle velikosti a pozice centromery
normalni muzsky karyotyp 46, XY

g s 8 2 Pohlavni chromosomy:
s s : | T
. % i ﬂ - chromosom X — podle velikosti
E E . g A W B a polohy centromery lze zaradit
: —— : do skupiny C
" - chromosom Y - velikostné
AN ) § ‘ o 81 se nejvice blizi chromosomdm
.- n
s % & g } ’ ! C skupiny G. Vyznamny rozdil mezi
° T ° chromosomy 21, 22
; P - .
: ; % a chromosomem Y je vSak ten, ze
9135 é“ ! v D ; % g i lE chromosomy skupiny G jsou
akrocentrické a chromosom Y
submetacentricky
2R OBY ad ¢ ( § -

21 X
F G Obr. 12 (Dokumentace OLG FN Brno)
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JADERKO

difuzni struktura v jadre, ktera neni ohrani¢cena membranou

dochazi v ni k syntéze podjednotek ribosom& (ribosomy - bilkovinné struktury, které se ucastni
syntézy bilkovin v cytoplazmoé) - geny pro syntézu lokalizovany v oblasti sekundarni konstrikce
akrocentrickych chromosomu

je pritomno v interfaznim jadfe, mizi v mitéze
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JADERKO

pritomnost jadérka v interfaznim jadre a jeho nepritomnost v mitéze
souvisi se spiralizaci a despiralizaci akrocentrickych chromosomi

interfazni jadro mitdza
10 dekondenzovanych akrocentrickych
chromosom 0 v interfazi, jejich » L — o
chromatinové smy €Kky,
které obsahuji geny pro rRNA “ \. ot
(sekundarni konstrikce) se shlukuji e '/ ! ‘ i
a tvoFi zaklad jadérka

spiralizované akrocentrické chromosomy,
kazdy ma spiralizovanou svou chromatinovou
smy €ku, ktera tvo Fi sekundarni konstrikci

: ; jadérko
jaderna membrana J
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

e odbér materialu
o kultivace
e Zzpracovani suspenze

e pruhovani / barveni chromosomu

- metody 1. volby v indikovanych p  Fipadech
- relativn é levné metody (ve srovnani s metodami molekularni
cytogenetiky)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

HISTORIE

e vznik moderni lidské cytogenetiky

- datuje se od roku 1956, kdy byl stanoven pocet lidskych
chromosomu a byly vyvinuty efektivni metodiky
analyzy chromosomu

e klasickd konvenc¢ni metoda barveni chromosomd

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

e pruhovaci metody (1968-70)

(prouzky na chromosomech, které umoznuji
individudlIni rozlideni jednotlivych chromosomd
a chromosomovych zmén)

M
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

odbéer materialu

Odbér materialu pro ucely cytogenetického
vysetreni, vzdy za sterilnich podminek!!!

e do heparinu (esraziva 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, kize (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

chromosomd :

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
kikU nebo placenty

e kUZe - z potracenych plodu, koZni biopsie pacientu — kozni

fibroblasty
e kostni dren - z prsni kosti, kycCli — prekurzory krevnich bunék
e solidni tumory - z nadoru - maligni bunky

Pro nasazeni do kultiva €niho média neizolujeme jen ur ¢€ity typ bun €k, ale nasazujeme plny material se vSemi typy bun  ék.
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
odbéer materialu

odbér plodové vody

odebrana odebrané choriové klky
periferni
krev
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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
chromosomt nebo k zaniku bunék s aberaci
- krev plodu 72 hodin (stanoveni karyotypu)
- plodova voda - primérné 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 klonti v KD)
- klze - variabilni doba rdstu (prdmérné 2 tydny)
- solidni tumory - 1 tyden
(stanoveni karyotypu malignich klonl v tumoru)

el le Vytvorilo Oddleni Iékaské genetiky FN Brno
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

kultivace materialu

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

e kultivace bunék
prichycenych na dné
kultivacni nadobky
(plodova voda, solidni
tumory, kize)

- po kultivaci pomoci -
roztoku trypsinu

odloupneme ode dna, dale
zpracovavame

jako suspenzi bunék

kultivace plodové vody
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

kultivace T-lymfocyti
z periferni krve

e kultivace periferni krve v médiu
s pridavkem phytohemaglutinu (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. jadra vstupuji do mitozy!)

(napf. k nezralym burfikdm - blastiim z kostni dfené
onkologickych pacientl neni tfeba PHA pfidavat,
déli se samovolné)
- vyznam kultivace - spiralizace chromosomu v jadrech
T-lymfocytd
- slozeni kultivacniho média - zivné latky, antibiotikum, PHA,
stabilizator pH
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

zpracovani suspenze

e aplikace kolchicinu (alkaloid z ociinu jesenniho
Colchicum autumnale)

- kolchicin je mitoticky jed, ktery specificky
inhibuje tvorbu déliciho vreténka a tim zastavuje
déleni jader v metafazi mitozy, kdy
jsou chromosomy vhodné k analyze
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

zpracovani suspenze

e hypotonizace
lyza erytrocytl, zvétéeni objemu bunék, rozestoupeni chromosomu
v dusledku pUsobeni roztoku KCI

pridavek roztoku KCI inkubace hypotoniza  €ni smési v termostatu 37<C

FN BRNO
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

zpracovani suspenze

e fixace - ziskani suspenze
- kyselina octova (1) : metanol (3)
- usmrceni buné&k, zviditelnéni struktury a zlepeni barvitelnosti chromosomd,
rozruSeni cytoplasmy bunék , rozpusténi necistot

FN BRNO
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

zpracovani suspenze

« vykapani suspenze na podlozni sklicka

FN BRNO
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

pruhovani chromosomt

G - pruhovani chromosom (i

1 - inkubace preparatu v roztoku enzymu trypsinu 2 — barveni barvivem
(natraveni chromosomovych protein 1) Giemsa — Romanowski - A
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
chromosomy s G-pruhy
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

konvencni barveni chromosomu

» konven éni barveni chromosom u
(srovnani s postupem pfi pfipravé chromosomu s G — pruhy — mitdézy na skli¢cich
po zaschnuti obarvime v barvé Giemsa-Romanowski bez predchozi inkubace
Vv roztoku trypsinu)

1 — inkubace 2 — barveni
preparatu barvivem
Vv roztoku Giemsa-
trypsinu Romanowski

(natraveni

protein G na

povrchu

chromosom )

Obr. 9 (Dokumentace OLG FN Brno)
chromosomy homogenn & obarvené po celé délce, bez p Fiénych pruh G
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

konvencni barveni chromosomu
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

pruhovani chromosomu

o pruhovaC| metody umoanJl individualni diferenciaci
jednotlivych chromosomu

(byly zavedeny v letech 1968 -71)

e do té doby bylo mozné pouze obarvit chromosomy
barvivem - orcein, karbolfuchsin, Feulgenovo barvivo a

seradit je do skupin podle velikosti a poméru kratkych
a dlouhych ramének

e ke klasifikaci chromosomu byl mezinarodné pfijat Jednotny

systém, ktery vychazi z identifikace lidskych chromosomu
pruhovacimi a barvicimi postupy

H lw Vytvotilo Oddleni [ékaské genetiky FN Brno
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
pruhovani chromosomil

metafidze  prometafize  profize
400 prouzkii 550 prouzki 850 prouzkii

v haploidni sadé

zkracovani (spiralizace) chromosomu
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

pruhovani chromosomil

¢islovani pruh u na chromosomech
s G-pruhy

pruhy na kazdém raménku jsou ocislovany
vzestupné od centromery k telomere

S postupnou kondenzaci chromosomu
se zmensSuje podet pruhu

2
N

¢islo pruhu umoz nAuje jednozna €énou identifikaci
kazdého pruhu

i
3

36

1.rozpruhovani 7 3.rozpruhovani
2.rozpruhovani
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

vyznam pruhovani chromosomil

» rozezname chromosomy podobné morfologie (specifické pruhy kazdy chromosom)

* |ze zkontrolovat geneticky material chromosomu po celé délce

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

ke zlomu.
§ % g i definovan

SR Ey PR i
e,
LY
I REm A3
w
f2pn®
e

| T presny
' BTN IR BT ET: rozsah
e 883 592 g‘“a LB a lokalizace
b ) .
JNIRE 82 41 43 abnormality

§d 38 44 23 ga

46,XX,t(1;15)(q12;q922)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

pruhovani chromosomu
G - pruhovani

e nejcastéji rutinné uzivana metoda

e chromosomy jsou vystaveny u&inkim trypsinu (proteolyticky
enzym), ktery natravi chromosomove proteiny

e chromosomy obarvime Giemsovym barvivem (smes barviv)

e vysledek - kazdy chromogom se specificky obarvi (stfidave
tmave a svetle prouzky ruzne tloustky, tmave prouzky jsou
bohaté 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
e 1 pruh na chromosomu obsahuje 50 i vice genu

FN BRNO
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
G - pruhovani chromosomil

normalni zensky karyotyp 46,XX

’ s
H {4 H 1R
g8 84 ¢ 33 5; ¥

bz B8 &b a3 €‘
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

Q - pruhovani chromosomu

e barveni akridinovymi derivaty
(fluoreskujici latky -
fluorochromy), akridin se
specificky vaze na oblasti bohaté
na adenin (A) a tymin (T)

e Q - pruhy (svétlé a tmavé),
priblizné odpovidaji G - pruhim

e nevyhody - je treba specialni
fluorescencni mikroskop a pfi
delsi expozici UV svétlem
fluorescence slabne

Fig. 1. The Q-banded human karyotype. (Courtesy of Dr. E. Magenis.)

FN BRNO
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

R - pruhovani chromosoml

e vystaveni chromosomu LYY, Sk s
pusobeni specifickych vlivd — r+ 'y I}
pred obarvenim (zahtati) il L

e R =reverse (opadny), tzn. i1 S0 il i se i
R - pruhy jsou opacné ke . SP U EE
G - a Q - pruhum (kde jsou I R
G - a Q - pruhy svétlé, tam v W s 1 E e
jsou R - pruhy tmavé a 3T e TR L R
opacné) sy o Tl =

Fig. 3. The R-banded human karyotype. (Courtesy of Dr. B. Dutrillaux.)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

C - barveni chromosomu

vizualizace konstitutivniho

heterochromatinu v i
(konstitutivni heterochromatin AN
v oblasti centromer a na B o . i N
dlouhych raméncich nékterych | L L —it
chromosomu - 1q, 9q, 16q, Bt T e g - A
Yq) L O | e L | e L
- metoda zalozena na 1 . s 16 17 18
denaturaci DNA pﬁsobem’r,n rﬁzn}'/ch A& ——a Jy—
agens (HCI, Ba(OH)2) a nasledne 19 20 21 22
reasociaci v teplem pufru T, =
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

NOR - barveni chromosomu

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

e stribro se vylouci z AgNO3 ’ 4
za vyssi teploty a v kyselém ! / "?0 s »¢ g
prostiedi ol Lo N | "

e zjisStujeme, jestli jsou satelity (h ‘t‘*/ %
schopny aktivity (jestli na nich e '
neni navazan euchromatin, , N,
ktery by aktivité brénil a mohl ‘./\ 2,
by byt nebalancovanym i' ! \
materialem v karyotypu) /\ ¥ * ‘Q-

e kazdy akrocentricky chromosom ,,.:\ i~
nemusi byt aktivni ve vSech l o
burikach /.
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

hodnoceni

Chromosomy hodnotime ve svételném mikroskopu pri zvetseni
pfiblizné 1000x za pouZiti imerznich objektivd.

FNBRNO 2




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

hodnoceni

zvetSeni priblizné 1000x
zvetsSeni 100 - 200x hodnoceni
vyhledavani mitoz

H lw Vytvotilo Oddleni [ékaské genetiky FN Brno
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

hodnoceni

Ke tfidéni chromosomU a sestaveni karyotypu lze vyuZit
pocCitacového programu Lucia.

svetelny mikroskop
s CCD kamerou
napojeny na pocitac

w

FN BRNO
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

hodnoceni

i"""lu

IKSTTYY.
LIS N RER
i | M I i u it

2 ‘} pé B8 ( §
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METODY MOLEKULARNI
CYTOGENETIKY

Viz samostatna prezentace

| 4k

T arSIg
FNBRNO |
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TYPY CHROMOSOMOVYCH ABERACI

OLG FN BRNO

- VYSETREN|{ VROZENYCH CHROMOSOMOVYCH
ABERAC | (VCA) — prenatalni a postnatalni vySet feni
- VYSETRENI| ZISKANYCH CHROMOSOMOVYCH

ABERAC | (ZCA) (vznikajicich vd usledku p tisobeni
mutagennich faktor @ prost fedi na &lov éka) — postnatalni vySet Freni

IHOK FN BRNO OLG FN BRNO

- VYSETRENI ZISKANYCH CHROMOSOMOVYCH
ABERAC | (u onkologickych onemocn  éni)
vySet feni z kostni d fené a tkan & solidnich tumor

H lw Vytvotilo Oddleni Iékaské genetiky FN Brno
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CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)

e vyznamne se podileji na mnoha pripadech poruch reprodukce,
vrozenych malformaci, mentalnich retardaci

e cytogenetické poruchy jsou pritomny priblizné u 0,6% zivée
narozenych déti

STANOVENI| KARYOTYPU

H lw Vytvoiilo Odcklenf lékaské genetiky FN Brno
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VSTUPNI MATERIALY K VYSETRENI

e prenatalni materialy: plodova voda, choriovée klky,
krev plodu, kUZe potracenych plodu

FN BRNO

s lMJ Vytvorilo Oddleni Iékaské genetiky FN Brno




MOZNOSTI VYSETRENI

GENETICKEHO MATERIALU

(v riznych typech laboratofri)

° Vyéeti:eni ch romosamﬁ ’ chromosom s G-pruhy
- metodami klasické cytogenetiky
(G-pruhovani chromosom) !

vysetfeni celého karyotypu (véech chromosomu)

=V V7

Obr. 2 (Dokumentace OLG FN Brno)

e vysetreni chromosomdl, interfaznich
jader i izolované DNA

- metodami molekularni cytogenetiky

(vySetfeni pomoci fluorescenc¢né znacenych sond, PCR)
vysetreni celého karyotypu

chromosom s fluorescenéné

vysetreni konkrétnich oblasti znagenymi sondami (vlevo),
rozliSovaci schopnost vyssi (az po rozdily v jednotlivych interfazni jadro (vpravo)
nukleotidech - zavisi na konkrétni metodé) Obr. 3 (Dokumentace OLG FN Brno)

e vysSetreni izolované DNA

- metody molekularni genetiky
rozliSovaci schopnost nejvyssi (rozdily v sekvenci DNA)

H lw Vytvotilo Oddleni Iékaské genetiky FN Brno
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chyby béhem procesu meidzy souvisi se vznikem chromosomovych aberaci

Vv Vv V4 v 7 A V4 //—7:- \
e typ bunecneho deleni, pri kterem g‘ ﬁiﬂ )
- - ’ 7 v 7 v | | ///
z diploidnich zarodecnych bunek M \ \_
- 7 s o . 4 7 / )
(primarnich oocytu a primarnich /-—,@«;’\ DTN
o . ./ . 7 f " \ /
spermatocytu) vznikaji haploidni 1\ hu ) M
g am ety Meidza Il {\‘-_1-/ \_ =
./ﬁ\a ah f/ﬂ\} ( ﬂ\}
N % \,_&Jﬁ P \\\ SN
, , o o Ctyfi haploidni gamety
Z 1 d | p I ol d ni zZa rOd ecne b un ky Obrédzek 2.6 ZjednoduSené znazornéni zédkladnich stadii
. - - meidzy sestavajicich z jednoho cyklu replikace DNA, nasle-
vzZinl kn ou 4 h a p I (0] | d ni g am ety dovaného dvéma cykly segregace chromozomi, prvym a dru-

hym meiotickym délenim.

)

3
8
Flans ¥*
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Napf.
vznik poc€etnich aberaci - aneuploidii —
patologickych chromosomovych zmén

v dusledku chybného rozchodu chromosomu
v anafazi meidzy | nebo Il

Obréazek 2.7 Schematické znazornéni meiotického délent a je-
ho disledki. Je ukdzan jeden chromozomalni par a jeden

crossing-over vedouci k produkci ¢tyF odlisnych gamet.
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PORUCHY V MEIOZE

e meioticka nondisjunkce - porucha rozchodu péru chromosomil
v anafdzi meiézy I nebo II (vétéinou v prib&hu meidzy I)

e dlsledkem nondisjunkce je aneuploidie - abnormalni pocet chromosomd
v chromosomovém paru v karyotypu, ktery je zpusoben absenci
chromosomu nebo prltomnostl nadbytecne o chromosomu

e oba chromosomy v paru v anafazi
meiotického déleni premisti ke stejnému pdélu misto aby segregovaly
k opacnym pélim v karyotypu,

e nejcastéjsi mutacni mechanismus naseho druhu

H [Mj Vytvorilo Oddleni Iékaské genetiky FN Brno
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PORUCHY V MEIOZE

1. MEIOTICKE Normaini
DELENI y.
\.
2. MEIOTICKE Nomnalni Nomalni Normalni Normalni Normalni Nondisjunkce

ol 3N I N AN
OOOO®WWOO OO W

Obrazek 9.7 Odlisné diisledky nondisjunkce v prvnim (uprostied) a druhém meiotickém déleni (vpravo) ve srovnani s nor-
mdlnim rozchodem chromozomii (vlevo). Jestlize k poruse dojde v prvnim meiotickém déleni, gamety bud obsahuji oba chro-
mozomy 21 nebo v nich chromozom 21 zcela chybi. Pokud se nondisjunkce uskute¢ni az ve druhém meiotickém déleni, obsa-
huji abnormalni gamety dvé kopie chromozomu 21 (obé od jediného rodice) anebo v nich chromozom 21 neni pfitomen.

RAEIR S
2t ?‘q
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)

abnormality poctu chromosomii

e abnormality poctu chromosomu

- polyploidie - pocet chromosomd je vice nez
dvojnasobkem haploidniho poctu
(n = 23) (triploidie 3n= 69,
tetraploidie 4n = 92)
vétsinou pouze u plodl (samovolné aborty)

- aneuploidie - nejcastéjsi a klinicky velmi vyznamny
typ chromosomovych poruch
- abnormality po¢tu chromosomu v paru
- tento stav je vzdy spojen s poruchou
fyzického nebo mentalniho vyvoje

i

FN BRNO
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

abnormality poctu chromosomil
aneuploidie

e trisomie - nejcastéjsi porucha
(pritomnost nadbytecného chromosomu v paru)

trisomie autosomiu (trisomie celého chromosomu
je jen vzacneé slucitelna se zivotem)
- Downlv syndrom 47,XX,+21/47,XY,+21
- Edwardsuv syndrom 47,XX,+18/47,XY,+18
- Pataulv syndrom 47,XX,+13/47,XY,+13
trisomie gonosomi (fenotypové dusledky jsou méné
zavazné nez u trisomie autosomu)
- Klinefeltertv syndrom 47,XXY (muz)
- dalsi syndromy

ik lw Vytvofilo Oddkleni Iékaské genetiky FN Brno
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

abnormality poctu autosomil
Downtllv syndrom

(O Y

SHAIEIEIRHT
E; ] ej §3 84 23

it &8 dgélﬁp EE
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

abnormality poctu autosomii
Edwardsiiv syndrom

Wiz iy g
7(”“ ﬂ" 27 74
Be ¢ ¢4 €8 i~

v X, 'P vh g ) 8
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

abnormality poctu autosomtl

Pataullv syndrom

7\ Rr i( ), ?,
32("“ {! i

i? a.mﬁ o i8 ! }

18
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

abnormality poctu gonosomli
Klinefelteriiv syndrom

5 3 - |
Al b
Hi{2 et g
¢} E} (f ig i} 51&
!1? izo? ey 13 S)’ i
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

abnormality poctu chromosomlii
aneuploidie

e monosomie - méné casta porucha

(chybéni chromosomu v paru)

- monosomie gonosomu X (Turnerlv syndrom)
45,X (zena)
Casty vyskyt

- monosomie autosomi - vyjimecné se vyskytujici
porucha, slucitelna se zivotem jen u nékterych
chromosomu a to v mozaice (v téle jedince mohou
byt pfitomny 2 nebo vice buné&né linie s riznou
chromosomovou sestavou, napr. linie normalni
s linii s monosomii chromosomu ¢€.18)
45,XX,-18[10]/46,XX[190]

FN BRNO
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

abnormality poctu gonosomll
Turneriiv syndrom

OS]
5“ EJ\H ]
ﬁﬂ §§ ﬁ 55 :} T

319! 3203 ¢ Q@ €/ Y
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)

strukturni prestavby

strukturni abnormality chromosomu

meéneé casté nez aneuploidie

dochazi k prestavbam a nasledné ke zménam morfologie
chromosomu

predpokladem je vznik zZlomt na chromosomech

strukturni abnormality se vyskytuji priblizné u 1:375
novorozencu

K chromosomovym zmenam dochazi spontanne nebo
mohou byt vyvolany pusobenim faktorud, které zlomy
zpusobuji

FN BRNO
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)

strukturni prestavby

meéneé cCasté nez aneuploidie
zména struktury chromosoma
podminkou je vznik zlomu na chromosomech

metodami klasické cytogenetiky (ve svetelném mikroskopu) lze
na chromosomech rozlisit pouze strukturni zmény o urcite
velikosti (>5Mb)

zmeny mensi lze detekovat metodami s vyssi rozlisovaci
schopnosti — metodami molekularni cytogenetiky

FN BRNO
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)

strukturni prestavby

e balancované prestavby - v sadé chromosomu je zachovano
normalni mnozstvi chromosomoveho materialu

- vetsinou nemaji fenotypoveé vyjadreni, v bunkach je pritomen
veskery chromosomovy material, i kdyz v odliSném usporadani

- mohou mit fenotypové vyjadreni v ptipadé&, Ze jsou v dusledku
prestavby vyrazeny nekteré geny z funkce, v misté zlomu
vznikla mala delece, kterd neni detekovatelna ad.
(zdanlivé balancovana chromosomova prestavba)

e nebalancované prestavby - ¢ast chromosomového materialu

v karyotypu chybi (parcialni monosomie) a (nebo) cast prebyva
(parcialni trisomie), v nékterych pripadech muze byt v karyotypu
pritomna kombinace téchto zmén

- vétsSinou dochazi k fenotypovym abnormalitam

H lw Vytvotilo Oddleni [ékaské genetiky FN Brno
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
translokace - balancovana prestavba

e translokace - nejcastéjsi ze strukturnich aberaci,
predpokladem je vznik dvou zlomd,
kazdy na jednom chromosomu

s reciproké translokace -

vymény chromosomovych segmentl
mezi dvéma, zpravidla nehomolognimi,

=4 chromosomy

= g B
<
l <= robertsonovske translokace -

2 akrocentrické chromosomy

fuzuji v oblasti centromery

a ztraceji sva kratka

raménka (ztrata nema vliv na

fenotyp), vznik zlomd v oblasti centromery

reciproké translokace
se vyskytuji s frekvenci
priblizné 1:600 novorozencu

A *, —~

s lMJ Vytvorilo Oddleni Iékaské genetiky FN Brno
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
translokace

reciproka translokace t(1;15)
vyména koncovych Usekl chromosomu

.1

lw Vytvotilo Oddleni [ékaské genetiky FN Brno
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
reciproka translokace t(1;15)

Wi wu "
YHETIIT Y

1z

- )
JRIRLY 83 41 #3
IR

46,XX,t(1;15)(q12;q22)
lw Vytvoiilo Oddsleni Iékaské genetiky FN Brno




VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
translokace

robertsonovska translokace der(13;14)
(derivovany chromosom)

:

14

i
:

H lw Vytvoiilo Odcklenf lékaské genetiky FN Brno
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
robertsonovska translokace

U b

J% i3 “ 1RIEERY,
!g'@ i3 TRINT

IRTIRTRIIR Y

45,XX,der(13;14)(q10;910)
lw Vytvorilo Odcleni Iékaské genetiky FN Brno




VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
translokacni forma Downova syndromu
V1)

| D 0N
RANIRINTRTRT DRI

ihhyRg IR I TN T Y TRIRL

(e W wua b

rodi ¢ dité
45,XX,der(21;21)(q10;q10) 46,XY,der(21;21)(q10;q10),+21
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
translokacni forma Downova syndromu

DU ua Mg {n

NIRRT SETRIRTRTRL
B8 48715 5431 83 69 BE"ad SRTNT

¥§ 3¢ 5§ 35 L 1k B2 @ Y 3 &
rodi ¢ dite
45,XX,der(14;21)(q10;q10) 46,XY,der(14;21)(q10;q10),+21

cha lw Vytvorilo Oddleni |ékaské genetiky FN Brno




VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

disledek pritomnosti translokace u rodice -
riziko nebalancovaného karyotypu u potomka

translokace u svych nositell vétsinou nezpt@isobuji abnormalni fenotyp, ale
jsou spjaty s vysokym rizikem vzniku nebalancovanych gamet s tim
spojenych abortl nebo narozeni potomk@ s nebalancovanym karyotypem
(parcialni monosomie jednoho a parcialni trisomie druhého chromosomu)

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

s -y

“6 16

=

21

Cl!m
® (D

&«

21 21

chromosomy, které se
zucastnily translokace

H lw Vytvoiilo Odcklenf lékaské genetiky FN Brno
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
translokace

(yCOIs m <4f) gl T

Qg Kbusnan

v"

|

B Bh 8¢ {lz-} TN TNTRY 8% 18 83
2% &8 bz é' _Y ? i§ B¢ »e-88 3 3

rodi € dité
46,XX,t(16;21)(gq22;q22.1) 46,XY,der(21)t(16;21)(gq22;q22.1)mat
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
inverze

e inverze - na jednom chromosomu vzniknou 2 zlomy, segment
mezi nimi se otoCi o 180° a opét se zacleni
do chromosomu

A ) [] A paracentrickd inverze -
A | | <= ©b2 zlomy jsou na stejném ramenku,
: usek nezahrnuje centromeru

C —Q+ B . W

Inverze: A ] 1 A pericentricka inverze -
D i i o na kazdém raménku je jeden zlom,

° 8 c invertovany usek zahrnuje
i = centromeru

C

Invert B
D ' D

& lw Vytvorilo Oddkleni |ékaské genetiky FN Brno
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
inverze

pericentricka inverze inv(8)

H lw Vytvoiilo Odcklenf lékaské genetiky FN Brno
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
inverze

PE R} oty b ,(

46,XX,inv(8)(p23.12q23?)

ot lw Vytvoiilo Oddsleni Iékaské genetiky FN Brno




VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
inverze

ot lw Vytvoiilo Oddsleni Iékaské genetiky FN Brno




VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

strukturni prestavby

21 181

ﬁ {13 clis
1RINY IRIRT

149 20 21 zz X

46,XX,inv(1)(q21q32)
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

disledek pritomnosti inverze u rodice —
riziko nebalancovaného karyotypu
u potomka

inverze u svych nositelt vétsinou nezpusobuji abnormalni
fenotyp, ale jsou spjaty s rizikem vzniku
nebalancovanych gamet a narozeni abnormalnich
potomku

_FNBRNO
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VROZENE CHROMOSOMOVE ABERACE
(VCA)

strukturni prestavby
delece - aberace zptisobujici nebalancovany karyotyp
(vznik de novo)

e delece - vznik zlomi a ztrata Useku chromosomu,
ktery zplUsobuje vznik nebalancovaného karyotypu
(parcialni monosomie)

terminalni delece -vznik jednoho zlomu,
' ztrata koncového useku chromosomu

intersticialni delece -vznik dvou zIomu /
ztrata segmentu ulozeného mezi x|
centromerou a terminalni c¢asti

incidence cytogeneticky pozorovatelnych deleci
Terminalni je asi 1:700 zivé narozenych déti Intersticiaini
delece Holone

lw Vytvorilo Oddleni |ékaské genetiky FN Brno



VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
delece

terminalni delece del (5p)
syndrom Cri du chat (syndrom kociciho kriku)
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
delece

Dl b

1RSI HEL
TN 1RINY;

£y B3 .5 ¢ l(

46,XX,del(5p)(p14.1)
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
inzerce - balancovana prestavba

e inzerce - nereciproky typ translokace

- segment z jednoho chromosomu je odstranén
a vlozen do jiného chromosomu bud’ ve své
puvodni orientaci nebo opac¢né

- k jejich vzniku jsou potreba 3 body zlomu, 2 na
jednom chromosomu a 1 na druhém

- jsou pomeérné vzacné (1:80000)

- hrozi vznik nebalancovanych gamet a narozeni
abnormalnich potomku

Inzerce
H lw Vytvoiilo Odcklenf lékaské genetiky FN Brno
‘v / ,%'F’ ANa a‘eéﬁ




VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
inzerce

inzerce useku chromosomu €. 14 do chromosomu C. 6
priklad zdanlivé balancované prestavby

~E-kal

gul é o = -

” 14
| _

karyotyp probanda
46,XY,ins (6;14), de novo

H lw Vytvoiilo Odcklenf lékaské genetiky FN Brno
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
inzerce

e iy nu

(v ve b2 4
M oOrrhd B8 8¢ &8

E9 E6  .a 83 5 ﬂ

46,XY,ins(6;14)(p24;q13q22)
lw Vytvorilo Odcleni Iékaské genetiky FN Brno




VROZENE CHROMOSOMOVE ABERACE
(VCA)

strukturni prestavby
duplikace — aberace zptsobujici nebalancovany karyotyp
(vznik de novo)

e duplikace - nadbyte¢ny chromosomovy segment, ktery
zpusobuje vznik nebalancovaného karyotypu
(parcialni trisomie)
- byvaji méne nebezpecné nez delece

- vznik v dusledku
nerovhomerneého
crossing overu

-l
LR
duplikace segmentu
g

dup(6)

s lMJ Vytvorilo Oddleni Iékaské genetiky FN Brno
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
duplikace

g 153

§5-33 18 ¢4 88 15 48
48 84 ¢ B¢ 25 &

B ! 3203 X & L 33

46, XX, dup(6)(qg22q23)
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
neobvyklé typy chromosomu

marker chromosomy predstavuji
marker chromosomy nadbytecny geneticky material v karyotypu
— malé chromosomy (s centromerou),

Casto v mozaice, obtizné identifikovatelné:> . ' ~

(mohou byt vrozené nebo kultivaéniho ptivodu) ;

@ \‘ | 4/ / : <i kruhové chromosomy

(ring chromosomy)

' ‘ u f — na obou koncich chromosomu
o vzniknou zlomy, dojde ke

12 ztraté koncovych Usekd, zbytek
Kruhovy chromosomu se spoji
chromozom - jsou pomérné vzacné, ale byly zjistény

u vech lidskych chromosom{
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
ring chromosom

S A8,

I HO800
i<

|
|

5

SS a {. {, 7183 i o 4
i? 320! by i i )
46,XX,r(18)
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
marker chromosom

S ENY
Hehiteing

HIRY SRR
33 5208 i s'j ); | !?"

47 ,XX,+mar
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
neobvyklé typy chromosomu

e jizochromosomy - podstata tvorby izochromosomu neni

metacentrické chromosomy, presneé znama, jsou popsany alespon 2
mechanismy:

jejichz 1 rameénko chybi a druhe . porucha déleni centromery (pFicné),

je duplikovano (parcialni nasledné dosyntetizovani celého
monosomie 1 raménka rameénka v S fazi bunécného cyklu

a parcialni trisomie K
2. raménka) , )E“" () v 0\
Rl XX
i

- vymena celeho ramenka

H lw Vytvoiilo Odcklenf lékaské genetiky FN Brno
‘V / ‘*&q“ ‘1“;




VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
izochromosom

O ng

g o® T ogF  f

AEERIRVESRIR]

i (<t 58 32 ¢
iml &205 ‘4 :‘220 B)/ Y
46,X,idic(Xq)
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
neobvyklé typy chromosomu

e dicentrické chromosomy é ,
- na dvou chromosomech dojde E &
6 13

ke zlomu
- vznikne dicentricky chromosom
fazi usekd s centromerou

a acentricky fragment
spojenim Useku bez centromery \"'

14

,C" barvenim prokédzana p Fitomnost 2 centromer

_ s\vus‘l“p i el B 1 . J N
Pnsgﬂao: : lw Vytvotilo Oddéleni lekaskeé genetiky FN Brno g N
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
dicentricky chromosom

i b
DR EEHd el ad el
E)"G 84 % 38 8k

¥8 58 .0 @8 ) 8

46,XY,dic(13;14)(ql11;qll)
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ZAPIS KARYOTYPU

Priklady patologickych karyotyp  :

47 XX,+18 mmp nadbyte¢ny autosom v jadrech bunék (pocetni zména)

45X 47 XXY wmmp chybsjici nebo nadbytedny gonosom v karyotypu (poéetni zména)

46,XX,1(8;21)(p11.2;9022.3) =mmp translokace v karyotypu (strukturni zména), ve druhé
zavorce zapis bodu zlom na chromosomovych
raméncich podle cytogenetické nomenklatury

45,X[12] / 46,XX[188] == mozaika gonosomd — vice (minimalng dv&)

bunécné linie v karyotypu

s lMJ Vytvorilo Oddleni Iékaské genetiky FN Brno
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)
MOZAICISMUS

e ma - li osoba chromosomovou abnormalitu, byva vétsSinou aberace pritomna
ve vSech jejich bunkach

e mozaicismus = v téle jedince jsou pritomny 2 nebo vice linie bunék s
odliSnou chromosomovou konstituci

- nejéastéisi vyskyt mozaiky gonosomu
45 ,X[6]/47 ,XXX[4]/46,XX[190]
- mozaika autosomu
mozaika linie s normalnim karyotypem s linii s Downovym syndromem
46,XY[28]/47,XY,+21[172]
e ve formé mozaiky mohou byt pritomny numerické aberace i strukturni
prestavby, pocetni se vyskytuji castéji
e nejcastéjsi pricinou mozaicismu je nondisjunkce v casném
postzygotickém mitotickém déleni (napf. ztrata chromosomu ¢.21
z bunky zygoty s trisomii tohoto chromosomu)

H lw Vytvotilo Oddleni [ékaské genetiky FN Brno
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)
MOZAICISMUS

e je obtizné posoudit vyznam nalezu mozaiky
- zalezi na typu chromosomové abnormality
- vyznam ma % zastoupeni linie s patologickym karyotypem
- mozaika muze byt zastoupena v riznych tkanich v rdzné mire

e riziko vzniku pseudomozaiky kultivaéniho ptvodu (zejména prenatalni
diagnostika), potize pfri interpretaci

H lw Vytvoiilo Odcklenf lékaské genetiky FN Brno
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Klinické indikace

k postnatalnimu stanoveni
karyotypu (VCA)

problémy casného rlistu a vyvoje

neprospivani, opozdéni vyvoje, dysmorficka facies, mnohocetné
malformace, mala postava, obojetny genital, mentalni retardace
narozeni mrtvého plodu a amrti novorozence

vyskyt chromosomovych abnormalit je vy$s$i u pfipadd narozeni
mrtvého plodu (témeér 10%) nez u zivé narozenych déti (asi
0,7%), zvyseny vyskyt také u déti, které umiraji v
novorozeneckém obdobi (okolo 10%)

problémy s fertilitou

zeny s amenoreou, infertilni pary, opakované spontanni aborty,
partneri pred IVF

rodinna anamnéza
znama nebo suspektni chromosomova abnormalita u pribuznych
darci gamet, déti k adopci

&l

FN BRNO
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Prenatalni diagnostika
(soucasti je invazivni prenatalni diagnostika,
i:

pri které analyzujeme karyotyp plodu)

Viz samostatna prednaska

e e [M] Vytvorilo Oddtleni Iékaské genetiky FN Brno
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)
MOZAICISMUS - prenatalni diagnostika

INVAZIVNI METODY PRENATALNI DIAGNOSTIKY

AMC - odb ér plodové vody analyza bun ék plodu

mozaicismus - pfitomnost 2 nebo vice bunécnych linii ve vySetfované tkani, ktere
se lisi karyotypem - NE VZDY SE JEDNA O PRAVY MOZAICISMUS

— pFitomnost pravého mozaicismu u plodu (v téle plodu jsou pfitomny 2 nebo vice
bunécnych linii, jejichz karyotyp je odliSny) napf. 47,XX,+21 [35] / 46,XX [65]

— riziko vzniku pseudomozaiky kultiva €éniho p Givodu (kultivaéni artefakt)

(napf. pfitomnost nadbytecného chromosomu nebo strukturni pfestavby v 1 mitoze)
vyloucéeni kultivaéniho artefaktu - kultivace 2 paralelnich kultur z AMC
- opakovany odbér (AMC, CVS)

- riziko kontaminace mate Fskou krvi pfi odbéru - po kultivaci nem__tze ovlivnit vysledek
karyotypu plodu , protoze bunky matefské krve se nenakultivuji v médiu specifickém pro
kozni fibroblasty, (ale maze ovlivnit vysledek analyzy metodou PCR - izolovana DNA
je smési DNA koznich fibroblastt plodu a krevnich bunék matky)

- riziko kontaminace mate Fskou tkani pfi odbéru — muaze ovlivnit vysledek karyotypu
plodu , kozni fibroblasty matky i plodu podléhaji kultivaci

H le Vytvotilo Oddleni Iékaské genetiky FN Brno
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)
MOZAICISMUS - prenatalni diagnostika

INVAZIVNI METODY PRENATALNI DIAGNOSTIKY

CVS - biopsie choriovych klkd (chorionic villi sampling)
analyza extraembryonalni tkan & (plodovy obal chorion)

— pravy mozaicismus - rozdilny karyotyp u embrya a v extraembryonalni tkan i

(kromé toho jak u plodu, tak v kicich, maze byt karyotyp s pravou mozaikou nebo bez
mozaiky)

- riziko vzniku pseudomozaiky kultiva €niho p Gvodu hrozi u dlouhodob & kultivovanych
vzork U

- pfi dlouhodobé kultivaci existuje riziko vzniku pseudomozaiky zpusobené kontaminaci
mate fskou tkani (pouze u plodu zenského pohlavi) — prevence — peclivé oddéleni materske
tkané pred kultivaci

- kontaminace mate rskou krvi pro cytogenetické vySetfeni nevadi (buriky krve
se nenakultivuji za podminek kultivace choriovych klku); pro molekularné genetické
vySetreni je kontaminace krvi matky na zavadu — izolujeme DNA soucasné z krve i klkU
— smés DNA plodu a matky)

PFiblizné 2% vySetieni vzorkd z CVS pfinaseji nejednoznacny vysledek v dusledku chromosomového mozaicismu
(zahrnuje pravy mozaicismus a pseudomozaicismus). V téchto pfipadech je pro potvrzeni pfipadné chromosomové
aberace donoruceno indikovat AMC.

ik lw Vytvofilo Oddkleni Iékaské genetiky FN Brno
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)
MOZAICISMUS - prenatalni diagnostika

INVAZIVNI METODY PRENATALNI DIAGNOSTIKY
pravy mozaicismus u choriovych klk 0

@ Diploidni C
© Aneuploidni

Obrazek 18.7 Rtizné typy mozaicismu detekovatelné prenatalni diagnostikou. A — Generalizovany mozaicismus postihujici
plod i placentu. B — Mozaicismus omezeny na placentu s pfitomnosti normalni i anomalni linie. C — Mozaicismus omezeny
na placentu s pfitomnosti pouze anomalni linie. D — Mozaicismus omezeny na embryo. (Upraveno podle Kalousek DK Cur-
rent topic: Confined placental mosaicism and intrauterine fetal development. Placenta 1994;15:219-230.)

placentarni mozaicismus — - je mozny rozdilny nalez karyotypu embrya a extraem  bryonalni tkan é
mozny zdroj falesn € - riziko, Ze klky maji normalni karyotyp a plod trisom i je minimalni
RoZIIILEETISdK U - sporné nalezy jsou potvrzovany AMC

A& Vytvoiilo Odckleni Iékaské genetiky FN Brno
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VYZNAM VYSETRENI VCA

- objasnit pricinu zdravotnich potizi pacienta
- stanovit prognozu onemocnéni, nabidnout pacientovi moznosti lecby a péce
- prevence vyskytu vrozenych chromosomovych aberaci v rodiné

VCA |é€bou nevymizi

_FNBRNO
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TYPY CHROMOSOMOVYCH ABERACI

OLG FN BRNO

- VYSETRENI VROZENYCH CHROMOSOMOVYCH

ABERAC | — prenatalni a postnatalni vySet feni

- VYSETRENI ZISKANYCH CHROMOSOMOVYCH

ABERAC | (vznikajicich v d asledku p Gisobeni mutagennich
faktor & prost fedi na élov éka) — postnatalni vySet Feni

IHOK FN BRNO OLG FN BRNO

- VYSETRENI ZISKANYCH CHROMOSOMOVYCH
ABERAC | (u onkologickych onemocn  éni)
vySet feni z kostni d fené a tkan & solidnich tumor

= *-’:_::‘ - __{ %

H lw Vytvotilo Oddleni Iékaské genetiky FN Brno
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CHROMOSOMOVE ABERACE
(ZCA)

VYSETRENI| % ABERANTN iCH BUNEK

Vytvorilo Odcleni Iékaské genetiky FN Brno




VSTUPNI MATERIAL K VYSETRENI

periferni krev

H lw Vytvoiilo Odcklenf lékaské genetiky FN Brno
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ZISKANE CHROMOSOMOVE

ABERACE

vlivem mutagennich faktor( prostfedi dochdzi na chromosomech ke zmé&nam
. . o o s o] . o]
(zlomy, vznik di-, tricentrickych chromosomu, ring chromosomu ad.)

- nachazime rtizné zmeény v riiznych bunkach

(v kazdé burice mtize byt jina chromosomova aberace - nejedna se o mozaiku, ale o
nahodné zmény, v jedné bunnce miizeme nalézt 1 zménu nebo i vice)

(stanoveni % aberantnich bunék, hrani¢ni patologie — opakovany nalez 5% ab. bunék)

vySetfeni z periferni krve metodou klasické :
cytogenetiky — konvencéni barveni chromosomu (o~ / “~

: A
—— o \: ;\ ..‘.‘00
- s : i S S o Gl
os B
4 w\lyre X
§° » ==
chrb dic g . \."’f‘
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ZISKANE CHROMOSOMOVE ABERACE

(vliv mutagennich faktort prostredi)

Stanoveni % aberantnich bun ék — bun ék s poskozenym chromosomem

Pritomnost aberaci v somatickych bu  Akach

e rychlejsi starnuti organismu
vznik degenerativnich onemocnéni
e mozné maligni zvrhnuti

Pritomnost aberaci v gametach

e zvySeneé riziko narozeni postizeného ditéte

Konven ¢éni barveni chromosom U

hrani €ni patologie — opakovany nalez 5% aberantnich bun  ék

H lw Vytvoiilo Odcklenf lékaské genetiky FN Brno
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ZISKANE CHROMOSOMOVE
ABERACE (ZCA)

AN A4

priciny vzniku

pUsobeni - fyzikalnich faktord

(ionizujici zareni)

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

- biologickych faktori
(virové infekce — pravé nestovice, spalnicky,
zardénky ad.)

H lw Vytvoiilo Odcklenf lékaské genetiky FN Brno
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ZISKANE CHROMOSOMOVE
ABERACE (ZCA)-

typ poskozeni -

oznaceni cht

jednochromatidoveé gapy (mezery) - nejsou
povazovany za patologii

(G "nebo chtg — chromatid gap)- pricné slabé se barvici cast

chromatidy achromatické Iéze), také Uplné preruseni chromatidy
nepresahujici jeji Sirku

Nl

i

FN BRNO
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ZISKANE CHROMOSOMOVE
ABERACE (ZCA)-

typ poskozeni -
oznaceni cht

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

(F) — uplné preruseni chromatidy, pravdépodobné koncova delece

(fragmenty mivaji rGzné rozméry, mohou byt v ose s ptivodnim
chromosomem nebo nemusi)

7N\
Z\.‘

= 1" -
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ZISKANE CHROMOSOMOVE
ABERACE (ZCA)-

typ poskozeni -
oznaceni cht

° vaél‘ly (V nebo chte - chromatid exchange)- vymeny
¢asti chromatid v rdmci jednoho nebo vice chromosomd

rerel)

T e
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ZISKANE CHROMOSOMOVE ABERACE
(ZCA)-
typ poskozeni -




ZISKANE CHROMOSOMOVE
ABERACE (ZCA)-

typ poskozeni -
oznaceni chr

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

(DF)- uplné preruseni obou chromatid, pravdépodobné koncova

delece (fragment obvykle leZi paraleln&, mivaji rGzné rozméry, mohou byt
O ’ ’
vV 0se s puvodnim chromosomem nebo nemusi)

ZH‘ & o0 \‘

i
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ZISKANE CHROMOSOMOVE
ABERACE (ZCA)-

typ poskozeni -
oznaceni chr

e izochromatidoveé gapy (mezery) (G” "nebo

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

s lMJ Vytvorilo Oddleni Iékaské genetiky FN Brno
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ZISKANE CHROMOSOMOVE
ABERACE (ZCA)-

typ poskozeni -

oznaceni chr
acentrickeé ringy, kruhové chromosomy-

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

i

_FNBRNO
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ZISKANE CHROMOSOMOVE
ABERACE (ZCA)-

typ poskozeni -
oznaceni chr

e chromosomy zahrnujici vice nez 1
centromeru-

dicentricke, tricentrické chromosomy...
DIC ~_ #, nr ¢
ol
1T ) #e
”~ i
TIC
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ZISKANE CHROMOSOMOVE

ABERACE (ZCA)

Zmény na chromosomech jsou ndhodné (v riznych burikdch rtzné),
proto identifikujeme pouze typ aberace (napr. zlom, ring chromosom
aj.) a neni treba aberaci dale analyzovat (napfriklad urcovat presné
mista zlomQ, které chromosomy se spojily v dicentricky chromosom,
apod.). Tzn. vydetfujeme POUZE METODOU KLASICKE CYTOGENETIKY -
konvenénim barvenim chromosomd smési barviv Giemsa - Romanowski.
(netreba vysetreni molekularné cytogenetickymi metodami)

H lw Vytvotilo Oddleni Iékaské genetiky FN Brno
‘ v *, i “egr




POSTUP ZISKANI PREPARATU

odbér materidlu - STERILNI ODBER!
kultivace — ziskani dostatecného mnozstvi délicich se bunék
(s chromosomy), zastaveni déleni bunék kolchicinem

doba kultivace 48 hodin (zachyceni 1. bunécného déleni),
kratsi nez u stanoveni karyotypu

zpracovani suspenze (hypotonizace, fixace) - ziskani suspenze bunék
vykapani na podlozni sklicka

barveni chromosomu konvenéni metodou

hodnoceni ve svételném mikroskopu

i

_FNBRNO
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

konvencni barveni chromosomu

» konven éni barveni chromosom u
(srovnani s postupem pfi pfipravé chromosomu s G — pruhy — mitdézy na skli¢cich
po zaschnuti obarvime v barvé Giemsa-Romanowski bez predchozi inkubace
Vv roztoku trypsinu)

1 — inkubace 2 — barveni
preparatu barvivem
Vv roztoku Giemsa-
trypsinu Romanowski

(natraveni

protein G na

povrchu

chromosom )

Obr. 9 (Dokumentace OLG FN Brno)
chromosomy homogenn & obarvené po celé délce, bez p Fiénych pruh G

\‘1\“ - 31'4
.‘ :l“'
FN BRNO v £
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VROZENE ABERACE /

ZISKANE ABERACE (mutagenni faktory)

dllezité odlidnosti mezi pripravou preparatl z periferni krve pro:

1. stanoveni karyotypu — chromosomy s G - pruhy
- délka kultivace 72 hodin
- G-pruhovani = inkubace v trypsinu + smés barviv Giemsa -
Romanowski
- nalezenou aberaci se snazime co nejpresnéji definovat
(i za pomoci metod molekularni cytogenetiky)

el 3y

- délka kultivace 48 hodin (je treba zachytit 1. bunécné déleni -
pozdé&ji dochazi k opravé aberaci)

- konvencni barveni = pouze Giemsa - Romanowski bez trypsinu

- konkrétni aberace neupresnujeme, podstatné je pouze jestli je/neni
v dané bunce néktera aberace pritomna

2. stanoveni % aberantnich bunék — chromosomy konvencné barvené I

Obr. 18
Realné chromosomy (Dokumentace OLG FN Brno)

H le Vytvoiilo Oddileni Iékaské genetiky FN Brno
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Klinické indikace

k vysetreni ZCA (mutagenni faktory)

e prace V riziku (kontakt se skodlivymi latkami, zarenim),
vstupni prohlidky na pracovistich se zvysenym rizikem

e po chemoterapii, po jiné dlouhodobé lécbée
e kontrolni vy$etfeni u podchycenych ptipadu

Vyznam vySet Feni - aberace vymizi po I1é €bé vitaminy

_FNBRNO

H lw Vytvorilo Oddkleni Iekdaske genetiky FN Brno




TYPY CHROMOSOMOVYCH ABERACI

OLG FN BRNO

- VYSETRENI VROZENYCH CHROMOSOMOVYCH

ABERAC | — prenatalni a postnatalni vySet feni

- VYSETRENI ZISKANYCH CHROMOSOMOVYCH

ABERAC | (vznikajicich v d asledku p Gisobeni mutagennich
faktor & prost fedi na élov éka) — postnatalni vySet Feni

IHOK FN BRNO OLG FN BRNO

- VYSETRENI ZISKANYCH CHROMOSOMOVYCH
ABERAC | (u onkologickych onemocn  éni)
vySet feni z kostni d fené a tkan & solidnich tumor

= *-’:_::‘ - __{ %

H lw Vytvotilo Oddleni Iékaské genetiky FN Brno
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CHROMOSOMOVE ABERACE

VYSETREN| KARYOTYPU MALIGN iCH KLONU

Vytvorilo Odcleni Iékaské genetiky FN Brno




VSTUPNI MATERIALY K VYSETRENI

kostni dren

solidni nadory

periferni krev

Obr. 1 (Dokumentace OLG FN Brno)

H lw Vytvoiilo Odcklenf lékaské genetiky FN Brno
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MOZNOSTI VYSETRENI

GENETICKEHO MATERIALU

(v riznych typech laboratofri)

° Vyéeti:eni ch romosamﬁ ’ chromosom s G-pruhy
- metodami klasické cytogenetiky
(G-pruhovani chromosom) !

vysetfeni celého karyotypu (véech chromosomu)

=V V7

Obr. 2 (Dokumentace OLG FN Brno)

e vysetreni chromosomdl, interfaznich
jader i izolované DNA

- metodami molekularni cytogenetiky

(vySetfeni pomoci fluorescenc¢né znacenych sond, PCR)
vysetreni celého karyotypu

chromosom s fluorescenéné

vysetreni konkrétnich oblasti znagenymi sondami (vlevo),
rozliSovaci schopnost vyssi (az po rozdily v jednotlivych interfazni jadro (vpravo)
nukleotidech - zavisi na konkrétni metodé) Obr. 3 (Dokumentace OLG FN Brno)

e vysSetreni izolované DNA

- metody molekularni genetiky
rozliSovaci schopnost nejvyssi (rozdily v sekvenci DNA)

H lw Vytvotilo Oddleni Iékaské genetiky FN Brno
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VYSETRENI CHROMOSOMU

vysSetreni v laboratorich
klasické a molekularni cytogenetiky 5

klasicka cytogenetika - kultivace, zpracovani vstupnich material 1 zalozeny B
na obdobnych principech
- G-pruhovani chromosom 0

molekularni cytogenetika — metoda FISH, SKY, CGH a dalsi metody

stanovujeme KARYOTYP MALIGNICH KLONU —
v nadoroveé tkani mohou byt pfitomny skupiny bunék s odliSnym
karyotypem — klony — v ramci klonu stejny karyotyp

Obr. 5 (Dokumentace OLG FN Brno)

FN BRNO
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ZISKANE CHROMOSOMOVE
ABERACE

u onkologickych pacienti

— souvisi se vznikem a progresi onkologického onemocn éni (poruchy d éleni
somatickych bun ék), vySet fujeme bu nAky postizene nadorovym bujenim

pocetni abnormality
abnormality po¢tu chromosomovych sad (obv. se nejedna o pfesny nasobek
haploidniho poctu)

- polyploidie (hypo-, hyper- (d|— tri- atd.) ploidie)

abnormality poctu chromosomu VvV paru

- aneuploidie (trisomie, monosomie)- ¢asto se tykd jinych chromosomu neZ
u vrozenych chromosomovych aberaci

strukturni abnormalit

translokace, inverze, delece, duplikace, inzerce, zvlastni

typy chromosomu - konkrétni aberace odli$né od VCA

amplifikace (mnohonasobné zmnozZeni onkogenu, detekovatelné cytogeneticky)
— pouze u onkologickych pacienty

lw Vytvorilo Oddleni |ékaské genetiky FN Brno




ONKOCYTOGENETIKA

komplexni karyotyp
56,XY,der(X)t(X;5),+der(1),add(2),+3,der(4)t(4;?),+6?,+8,
+10,der(11),+der(11)t(11;21)?,+der(11),+der(12)t(7;12)

qdp(12p),+17,der(18)

smiseny germinalni tumor

a
-1z

FNBRNO 2




ZISKANE CHROMOSOMOVE
ABERACE

(u onkologickych pacientti)
MOZAICISMUS

e nadorove bunky tvori klony
e klon - skupina geneticky identickych bunék -
z pohledu cytogenetiky se stejnym karyotypem

(v nadorové tkapi pacienta se muzZe vyskytovat vice
bunecnych klonu, kazdy z nich nese jine aberace)

(stanoveni karyotypu malignich klonu)

H lw Vytvoiilo Odcklenf lékaské genetiky FN Brno
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VYZNAM VYSETRENI ZISKANYCH

CHROMOSOMOVYCH ABERACI

u onkologickych pacienti

U onkologickych pacientt vySetfujeme bunky postizené nadorovym bujenim,
v souvislosti s onemocnénim vznikaji chromosomoveé zmény.
Cytogenetické vySetreni pfesnéji charakterizuje nador, typ nalezenych aberaci
vypovida o prognoze, fazi onemocnéni. Pomaha zpresnit diagnozu,
stanovit progn6zu onemocnéni, monitorovat uspésnost lecby.
Cilem je zachrana zivota pacienta.
— nékteré translokace — vznik fuznich gend, jejichz produkty maji zménénou funkci
podporujici nebo zpusobujici nadorové bujeni
- nékteré chromosomové zmény souviseji s horsi/ lepSi/ stfedni prognézou

s lMJ Vytvorilo Oddleni Iékaské genetiky FN Brno
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