Klinicka cytogenetika

Oddéleni lékarské genetiky
KN Brno







Skladba pracovisté:
poradenska ¢.: 1ékari + zdravotni sestry

laboratorni €.: cytogeneticka
postnatalni
prenatalni
onko

integrovana lab.

molekularni genetika




1. - analyza podilu genet. a vnéjSich faktoru

-vyhledavani prenaseci,
prevence primarni: planované rodicovstvi, reprodukce v optimalnim véku, prekoncepéni péce
prevence sekundarni: prenatilni dg.

2. - spolupr. se vSemi obory mediciny
(neonatol., pediatrie, gynekologie a porodnictvi, interna
neurologie, psychiatrie, orthopedie, infek¢ni, kardiolog.
patolog. anatomie)

3. Nedirektivni (UUT)

4. obor celé rodiny a pribuznych




Prehled vyuky klinické cytogenetiky

Vrozené aberace chromosomu Ziskané aberace chromosomiu
VCA ZCA
vyskyt, detekce vznik, detekce
priprava preparatu priprava preparatu
hodnoceni karyotypu hodnoceni % aberantnich bunék
indikace k vySetreni vyuZziti
varianty chromosomii sy.chromosomové instability
prehled VCA u ¢lovéka
rob t, izochromosom nadorova cytogenetika

numerické aberace

zapis karyotypu




Z.ac. 20. stol. kultivace lidskych tkani
1956- pocet lidskych chromosomu (Tjio, Levan), vystava

1970- fluorescencni metoda

1971- dalsi pruhovaci metody, Pariz karyotyp v dnesni
podobé

1985 (95, 2005) - ISCN

1989 - FISH
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Vyskyt chromosomalnich aberaci v populaci

0,21% CHA autosomii

vznik: 80% de novo, 20% prenos od rodicu




15 - 20% gravidit kon¢i SA
50% SA podminéno CHA

nejcastéjsi typy CHA:
trisomie 51%
monosomie 19%
triploidie 18%
tetraploidie 6%
moz., prestavby 6%




: lymphocyty periferni krve - Go

odbér: cca 3 ml krve + cca 0,5 ml heparinu, protrepat !!!
kultivace: RPMI + bovinni sérum + PHA
delka Kultivace: VCA ... 72 hod
Z.CA .... 48 hod
zpracovani: kolchicin-hypotonizace-fixace-barveni
hodnoceni




@ XN A

. Podezreni na sy. podminény VCA (+21, +18, +13, +8, +9

Sp-, 4p-, mikrodele¢ni sy.)

. Novorozenci s mnohocetnymi vadami postihujicimi vice systému
. Neprospivajici kojenci, somat. odchylky, dysmorfie obliceje, zmény

svalového tonu

. Psychomotoricka retardace +(-) somatické odchylky
. Anomalie vnitrniho a zevniho genitalu, poruchy pohlavniho vyvoje

Sterilni a dysfertilni pary (opak. SA)

. Darci gamet !!!
. Partneri pred IFV

( déti k adopci )




Cytogenetické barvici metody

Bandy=pruhy-casti chromozomu, které jsou zretelné odliSeny
od sousednich segmentii za pouziti vice metod

Metody diferencujici po celé délce:

. fluorescencni barveni, jasné pruhy=oblasti s DNA bohatou na AT,

AT oblasti zvysuji fluorescenci, GC ji potlacuji, nevyhoda metody-rychlé blednuti
preperatu, foto

. mechanismus nejasny, dul. role Giems. barviva, enzymat. pusobeni

trypsinu, afinita u histonu bohatych na arginin, DNA ani proteiny nemizi pri
pusobeni trypsinu, trvalé preparaty

. reverzni ke G, princip-vysoka teplota (85°C), denaturace proteinu a
DNA bohaté na AT, GC oblasti ziustavaji v nativni konfiruraci (delece
koncovych usekii)




Metody selektivni

. barveni konstitutivniho heterochromatinu, denaturace NaOH,

vyplaveni fragmenti DNA z chromosomu do roztoku 2xSSC

. barveni oblasti, které v interfazi tvori jadérko (nukleolarni organizator
jadérka)-mnohonasobné kopie genu pro rRNA, akrocentr. chr., AgNos

. vymény sesterskych chromatid, reciproké vymény, neméni morfologii Ch.
vymény v homolognich mistech, mechanismus neznamy, vznik béhem replik.
DNA, vztah Kk reparaci DNA, nesouvisi se vznikem strukturnich aberaci
indukce: alkyla¢nimi Cinidly, UV zarenim

pouziti: citlivy indikator mutagenu
vyskyt: Bloomiiv sy.

princip metody: inkorporace BrdU 2x bunécny cyklus, afinita fluorescenc¢niho
barviva Hoechst 33258










Pouziti sondy komplementarni ke sledovanému useku DNA,
denaturace, hybridizace

Sondy znacené: radioaktivné ( zac. 70. let)
fluorescenéné 1990

Typy sond: centromerické, telomerické , celochromosomové
(malovaci), genové specifické, multisondy, genomové

Hodnoceni: fluorescen¢ni mikroskop
pocitacova analyza obrazu




Modifikace FISH

: na interfaznich jadrech (centromericke, lokus
specifické - mikrodelece, prestavby, fuzni geny,
amplifikace atd.)

: mnohobarevna, postupné snimani, filtry,
skladani obrazu

: spektralni karyotypovani, SKY filtr, jednorazové
snimani

- vyuziti, rozliSovaci schopnost
array CGH - 280 genu (3 000)




t(2;13), t(4:8), 1(6;16), t(8;11)
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odchylky od normy —

(polymorfismus)

strukturni - balancované:inverze, inzerce, reciproké t., Robertson.t.
- nebalancované: delece, duplikace, ring, izochomosom

numericke - aneuploidie: monosomie, trisomie, kvadrisomie
- polyploidie: triploidie, tetraploidie




Strukturni bez fenotypoveho projevu !!!
( ostatnich CH v meioze )
Kkonstitutivni heterochromatin - gh+

1,9,16,Y (3,4,13,22; 12,17, 21)
9gh+ (0,1% popul.) : t frekvence u rodic¢u déti s aneuploidii

pericentricke :inv (9qh ) 0,2-0,3% popul.
Zeny z dysfertilnich paru

1, vzacné 3
varianty gh+ : 10% rodicu déti s Down. sy.




odchylky od normy —

(polymorfismus)

strukturni - balancovaneé:inverze, inzerce, reciproké t.
Robertson.t.

- nebalancované: delece, duplikace, ring, izochomosom

numericke - aneuploidie: monosomie, trisomie, kvadrisomie
- polyploidie: triploidie, tetraploidie




Nejcastéjsi VCA v lidské populaci, 85 - 95% familiarni
: fuze akrocentrickych CH v oblasti centromery
t(13;14), t(14;21)

balancovana - fenotypovy projev 0, vzacné m. sterilita
nebalancovana v potomstvu:
m.Down puvodem z t(14;21) nebo t(21;22)

m.Patau t(13;14)

t(14;14), t(15;15), t(22;22) - vidy SA
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odchylky od normy —

(polymorfismus)

strukturni - balancovaneé:inverze, inzerce, reciproké t., Robertson.t.

- nebalancované: delece, duplikace, ring,
izochromosom

numerické - aneuploidie: monosomie, trisomie, kvadrisomie
- pOlyplOidie: triploidie, tetraploidie




Division Misdivision
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v misté zlomu

- funkéni recesivni alela

- onkologicka onemocnéni, aktivace
protoonkogenu

Pr.:CML, translokaci 9q na 22q fuzni gen bcr/abl,
aktivace protoonkogenu abl (9q)




odchylky od normy —

(polymorfismus)

strukturni - balancované:inverze, inzerce, reciproké t., Robertson.t.
- nebalancované: delece, duplikace, ring, izochomosom

numericke - aneuploidie: monosomie, trisomie, kvadrisomie

- polyploidie: triploidie, tetraploidie




Chromozom X
Metacentricky, rada C, fakultativni heterochromatin,
pozdni S-faze,
: nahodna, 16. den, ireversibilni, 2Xnezivotasch.
: oocyty- transkribce, parovani
maligni bb. - duvod nejasny

inaktivacni centrum - Xq13 (chybi-netvori se Barrovo t.)
aktivni oblasti: Xpter (4geny vzdy aktivni),Xp11, Xp11-13

(Casna replikace)

kriticka oblast(Xq21-26)-Z“= gonadalni dysgeneze

7 mimo = norm. pohl.vyvoj

Zeny s aberantni je aktivni, inaktivni je
norm. X

nebal t(X;A)-aberantni inaktivni (nejc. 21, 22)




Pairing region

Active region

Active region?

Inactivation center

Critical region

Critical region




Maly akrocentricky

Yp determinace pohlavi )
Ypter-parovaci obl. s Xp v meioze

Y q polymortfismus - variabilita velikosti

patologie: del(Yp); i(Yp); 46, XX ,male
46,XY, female
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46,XX 46,XY
46,XX, 9gh+ 46,XX.,inv(9qh) 46, X,Yqh+

47,XX,+21 47,XX,+18

45,X 1! 46,X, 1(Xq) 46,X,del(Xp)
45,XX, der(13;21)(q10;q10)

46,XX, der(13;21)(q10;q10), +21

46,XX, t(2;5)(g21;931)




Ziskané chromosomové aberace

: lymphocyty periferni krve, Go 1000-1500 D
kultivace 48 hod, zpracovani jako pri karyotypovani
barveni - konvenc¢ni metoda !!!!

: poCet aberantnich bb. / 100 hodnocenych
typy aberaci: zlomy chromatidové a chromozomové
acentrické fragmenty
di- a tricentrické Ch
kruhové Ch
hodnoceni nalezi:
- 5% bez zavéru, opakovani=riziko
rozdily v hodnoceni jednotlivcii a skupin







Cytogenetické nalezy u onkologickych pacientii




Syndromy s chromosomovou instabilitou

Defekty v reparacnich mechanismech
Chakteristika: dédi¢nost AR
Precitlivélost na mutageny

Vznik zlomu s naslednou prestavbou

Zvyseny vyskyt malignich onemocnéni

Xeroderma pignentosum 1:250 000

Fanconiho anemie 1:350 000

Ataxia teleangiectasia 1:30-50 000

Bloomilv sy. omezen na urc.etnika
Cockayniu sy. velmi vzacny

(N J ...a dalgi




