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TYPY CHROMOSOMOVYCH ABNORMALIT

- VYSETRENI VROZENYCH CHROMOSOMOVYCH
ABNORMALIT - prenatalni a postnatalni vysetreni
(periferni krev)

- VYSETRENI ZISKANYCH CHROMOSOMOVYCH
ABNORMALIT (u onkologickych onemocnéni)
(kostni dren, periferni krev, tkan solidnich tumoru)

- VYSETRENI ZISKANYCH CHROMOSOMOVYCH
ABERACI (vznikajicich v dasledku pasobeni mutagennich
faktor( prostfedi na élovéka) — postnatalni vysetreni

(periferni krev)

*NI E J%ece
- [




DETEKCE VROZENYCH
CHROMOSOMOVYCH ABNORMALIT

Standardni vysetrovaci postup pro postnatalni stanoveni karyotypu:

vySetfeni metodami klasické cytogenetiky + nasledné metodami molekularni
cytogenetiky

Prenatalné také stanovujeme karyotyp v indikovanych pripadech, ale
metodami prvni volby jsou v dnesni dobé metody molekularni diagnostiky.
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
pruhovani / barveni chromosomu

e pruhovaci metody umoanJl individualni diferenciaci
jednotlivych chromosomu, (byly zavedeny v letech
1968 -71)

e do té doby bylo mozné pouze obarvit chromosomy

konvencné a seradit je do skupin podle velikosti a polohy
centromery

e ke klasifikaci chromosomu byl mezindrodné pfijat Jednotny

systém, ktery vychazi z identifikace lidskych chromosomu
pruhovacimi a barvicimi postupy
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
pruhovani / barveni chromosomul

ISCN - An International System for Human Cytogenetic
Nomenclature — Mezinarodni cytogeneticka
nomenklatura

- charakteristika normalniho a patologického
karyotypu

- techniky pruhovani a barveni chromosomu

- pruhovaci vzory chromosomu s G — pruhy

- vzory zapist chromosomovych zmén

- dalSi cytogenetické informace
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
pruhovani chromosomi
G - pruhovani

e nejcastéji rutinné uzivana metoda

e chromosomy jsou vystaveny L'Jéinkﬁnj trypsinu (proteolyticky
enzym), ktery natravi chromosomove proteiny na povrchu
chromosomu

e chromosomy obarvime Giemsovym barvivem

e vysledek - kazdy chromosom se specificky obarvi (stfidave
tmave a svetle pricne prouzky ruzne tloustky, tmave prouzky
jsou bohatsi 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
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

G - pruhovani chromosomil
normalni muzsky karyotyp 46,XY
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

Q - pruhovani chromosomu

prvni pruhovaci technika popsana
Casperssonem a kol. (u lidskych chromosomd
vr.1971)

barveni fluorochromem quinacrinem (aIkyIacnl
a interkalacni latka), je mozné pouzit i jiné
fluorochromy (Hoechst 33258, DAPI, DIPI)

diky barveni quinacrinem ziskame
charakteristicky pruhovaci vzor pro jednotlivé
chromosomové pary, ktery je analogicky ve
srovnani s G-pruhovanim. Stridaji se pruhy s
intenzivni fluorescenci (AT bohatsi - na G-
pruhovani tmavé) a nizkou fluorescenci (GC
bohatsSi - na G-pruhovani svétlé).

nevyhody - je tfeba fluorescencni mikroskop a
pri delsi expozici UV zareni fluorescence slabne

Q- pruhovam bylo postupem ¢asu nahrazeno G-
pruhovanlm ktere nabizi IepS| rozliseni
Jednotllvych bandd, preparaty jsou stabilnéjsi
a analyza se provad| ve svételném mikroskopu

. The Q-ban

ded hum

an karyotype. (Courtesy of Dr. E. Mageni

is.)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
R - pruhovani chromosomi

predpokladany mechanismus B s 2.

v | s & - e non
pUsobeni - dochézi k denaturaci o R
o V4 o Y t
DNA chromosomu v AT bohatych ey ° Ji e
. (o] V4 7 2 3 4 5
regionech pusobenim vysoke A8 §7 e9 9y cw 0P
teploty pred obarvenim Jt &% i B4 ud S v
Giemsovym barvivem ; 7 ’ 9 0o 12
v s ad— & - " - “:‘
R = reverse (opacny), tzn. R - 8 Ui ol U
pruhz jsou op_aéné keG-aQ - g 0 SO
pruhum (kde jsou G - a Q - pruhy —§% —§i Sa—ad— §
svetlé, tam jsou R - pruhy tmaveé LI 1 2 Xy
a O p a (\f n é ) Fig. 3. The R-banded human karyotype. (Courtesy of Dr. B. Dutrillaux.)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

C - barveni (pruhovani) chromosomu
specialni barvici techniky

vizualizace konstitutivniho

heterochromatinu 7 .

. T U SRR A = e
(oblasti centromer, |
pericentromerické oblasti 1 . 3

nékterych chromosomu 1, 9, 16, ! H——3 -l
koncova cast g ramen

6 7 8 9 10 1 12
chromosomu Y) fi—a—d1— i B o
13 14 15 16 17 18
- metoda zalozena —a— —at— 3 -}
na denaturaci DNA plsobenim »: - 2; " B
rlznych agens (HCI, Ba(OH)2) XY
a nasledné reasociaci v teplém pufru S O
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
C - barveni chromosomu
specialni barvici techniky
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Pericentricka inverze na chromosomu 9, ktera zahrnuje
centromeru a heterochromatinovou oblast pod ni, doslo ke
zméné polohy centromery na chromosomu a heterochromatin

FAgE
s
\ \\}\ / l/, Na obrazku vlevo byly metodou C barveni potvrzeny 2 nalezy.

'," A \ se premistil na kratka raménka chromosomu. Byla také
\ b d potvrzena délka heterochromatinové oblasti na chromosomu Y,
" delSi heterochromatin Ygh+. Na obrazku vpravo je naopak

chromosom Y s kratkou heterochromatinovou oblasti Ygh-.
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
NOR - barveni chromosomu
specialni barvici techniky

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

e stribro se vylouci z AgNO3
za vyssi teploty a v kyselém .
prostredi

e zjisStujeme, jestli jsou satelity
schopny aktivity (jestli na nich : -
neni navazan chromatin,
ktery by aktivité branil a mohl
by byt nebalancovanym
materidlem v karyotypu)

e kazdy akrocentricky chromosom .
nemusi byt aktivni ve vSech 4
bunkach

e detekce satelitd v nestandardnich
pozicich (translokace)

NORs - nucleolus organizer regions

(organizatory jadérka) - useky N T It
akrocentrickych chromosomU (sekundarni konstrikce), které obsahuji geny ‘ by
pro rRNA a Ucastni se tvorby jadérek v interfazi [




AKROCENTRICKE CHROMOSOMY

V KARYOTYPU
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
NOR - barveni chromosomu
specialni barvici techniky

G-pruhovani chromosomu
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
NOR - barveni chromosomu
specialni barvici techniky

G-pruhovani chromosomu NOR barveni
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DETEKCE ZISKANYCH _
CHROMOSOMOVYCH ZMEN
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
1) ZISKANE CHROMOSOMOVE ABERACE (ZCA)

(vliv mutagennich faktori prostredi)

»a <z
2 7 TN
stanoveni % aberantnich bunék — -‘ ‘!; .
bunék s poSkozenym chromosomem o

T 2" o

konvencni barveni chromosomu —

smeési barviv Giemsa - Romanowski #.._ /
, / \\
indikace k vySetfeni — zejména prace P
v rizikovém prostredi ll
we? g

vySetfeni pouze konvencni metodou barveni chromosom
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
1) ZISKANE CHROMOSOMOVE ABERACE (ZCA)-

typ poskozeni - chromatidové, chromosomové aberace

{f oui

zlom na 1 chromatidé
zlom na 2 chromatldach dicentricky chromosom

(chromosomu)
l ! a
.’\;@ il @
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U s
chromatidova vymeéna kruhovy chromosom (ring)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

2) SCE - vymeéna sesterskych chromatid

(sister chromatid exchange)
+Harlequinska technika" vizualizace SCE

testovani plsobeni klastogen@ — faktort, zpdGsobujicich zlomy
a strukturni zmeény na chromosomech na mitézach ziskanych
z lymfocytd periferni krve

test je uréen k detekci reciprokych vymén zdanlivé homolognich Usekl
sesterskych chromatid

stanoveni SCE je test mnohem citlivéjs$i na detekci plsobeni mutagennich
O v - 7 ’ ’ O
faktoru nez klasicke hodnoceni chromosomovych zlomu metodou
A4 14 r7 O - \4 ’

konvencniho barveni chromosomu (viz. predchodi strany prezentace)
urcéitd ¢ast vymeén je spontanni, poéet vymén se zvysuje v disledku

(o] V4 [o]
pusobeni klastogenu

nemocni se syndromy chromosomové instability — AR dédi¢nost — vyrazné

zvysSeny pocCet SCE je nalézan pouze u Bloomova syndromu (pocet
vymeén na mitdézu a bunécny cyklus je vice nez 100) v;
[ e
M )




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

2) SCE - vymeéna sesterskych chromatid

(sister chromatid exchanges)
,Harlequinska technika" vizualizace SCE

BrdU = 5 bromo 2 "deoxy uridin —analog nukleosidu
thymidinu, je pridan do kultiva¢niho média -
kultivace 72 h - 2 cykly bunécného déleni

BrdU se inkorporuje do nové syntetizované DNA pfri
replikaci misto thymidinu béhem S faze bunécného
cyklu (ke kazdému retézci se dosyntetizovava nové
vlékno) ' e sister strand

vizualizace pomoci fluorescencniho barviva Hoechst 2ol
a barviva Giemsa - chromatidy, jejichz soucasti je
pGvodni vldkno DNA (s thymidinem bez BrdU) se
barvi tmavéji nez chromatidy, které nesou obé
vlakna DNA s BrdU

vyména zdanlivé homolognich &asti sesterskych % %y harlekynsky
chromatid, k vyménam dochazi béhem chromosom
replikace

zvysSena frekvence vymeén souvisi 1 ' -

s vlivem mutagennich latek

BRMNO




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
3) ZISKANE CHROMOSOMOVE ABNORMALITY

(vznik v souvislosti s onkologickym onemocnénim)

d‘

stanoveni karyotypu malignich klon \ -

o

G - pruhovani chromosomu éw‘ J%"
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+ nasledné vysetfeni metodami 'ﬁ ‘;
molekularni cytogenetiky L\ ﬂ*"\&\




Kontakt pro dotazy: Navarikova.Marta@fnbrno.cz
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