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Cvicéeni 2: Klasicka cytogenetika
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Klasicka cytogenetika
-

1. Genetické pracovist € a moznosti
cytogenetickych vyset reni.

2. Chromozomy, moznosti jejich kultivace a
barveni.

3. Stanoveni karyotypu ¢€lov éka,
chromozomové aberace a jejich rozd eleni.
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Zakladem cytogenetického vyset freni je
analyza chromozom u.




Ukol 1. Kultivace a zpracovani periferni
krve pro chromozomalni vySet Freni



1. Prenatalni vySet reni
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Prenatalni vySet reni:

a) kultivace bun ék plodové vody (buiiky odlou &ené
z téla plodu)

® dlouhodoba kultivace (9-14 dnu)- bunky rostou prisedlé na dné
kultivacni nadoby v koloniich

® pred cytogenetickym zpracovanim stazeni bunék trypsinem
® ostatni postupy podobné (tj.hypotonie, fixace)

AMNIOCENTESIS

Needle —

Amniotié fluid —

A needle is guided
- into the amniotic
fluid, and a small
amount of the fluid
is removed.

A\ Crosrsection

http://camelot3.If2.cuni.cz/turnovec/ublg/vyuka/index.php?adresar=prf



Prenatalni vySet reni:
b) vySet Feni bun ék choriovych klk

pfima metoda nebo kratkodoba kultivace x dlouhodoba kultivace

rozstfihani ocisténé tkané (event.rozvolnéni bunék trypsinem) a
nasazeni do kultivacniho media, kultivace a cytogenetické
zpracovani

vySetfuje se extraembryonalni tkan — urcité riziko diskrepance

s karyotypem plodu

Chorionic villi

Placenta

http://camelot3.If2.cuni.cz/turnovec/ublg/vyuka/index.php?adresar=prf



Prenatalni vySet reni:
c) kultivace bun ek pupe ¢énikove krve

e podobne jako periferni krev
e odbér krve z klicky pupec€niku

e kratkodoba kultivace a cytogenetické zpracovani
— A1 5

Percutaneous
umbilical cord
blood sample

FADAM.

http://camelot3.If2.cuni.cz/turnovec/ublg/vyuka/index.php?adresar=prf




2. Postnatalni vyset reni:
kultivace perifernich lymfocyt U

® nasazeni pIné krve (s heparinem) do kultiva éniho media se sérem

a PHA (phytohemaglutinin = mitogen)
- stimuluje predevsim T lymfocyty
® Kultivace 48 nebo 72 hodin pfi 37C v CO2 termostatu

® zastaveni mitotického déleni kolchicinem (pasobi na délici
vieténko), centrifugace

® sediment resuspendovan v hypotonickém roztoku (0,075M KCI,
centrifugace

® sediment resuspendovan ve fixa énim roztoku (metanol:kys.
octova)

o

centrifugace a opakovani fixace
koneény sediment kapnut na podlozni sklo-suseni



3. Hemato-onkologické vySet reni:
kultivace kostnid fene

nasazeni kostni drené do kultiva ¢niho media
kultivace 24 hodin pri 37C v CO2 termostatu

zastaveni mitotickeho déleni kolchicinem (pusobi na
délici vieténko), centrifugace

sediment resuspendovan v hypotonickém roztoku
(0,075M KCI, centrifugace

sediment resuspendovan ve fixa énim roztoku
(metanol:kys. octova)

centrifugace a opakovani fixace
konecny sediment kapnut na podlozni sklo-suseni



Postnatalni vySet reni: kultivace perifernich
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Ukol 2. Barveni a pozorovani
chromozom U



1. KLASICKE

- obarveni Giemsou

4,5 ml Giemsova roztoku
15 ml Gurrova pufru
do 50 ml dest. H,O

- neodlisi jednotlivé
chromozomy

- vhodné pro mutagenni
studie

- pouzivame roztok Giemsa-
Romanowski (eventualné
Wrightovo barvivo)

5-6
minut

http://camelot3.If2.cuni.cz/turnovec/ublg/vyuka/index.php?adresar=prf
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Chromozomy lze rozdélit do
morfologickych skupin

K detekci ziskanych chrom. aberaci

Dicentricky chromozom + difragment
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2 .DIFERENCIACNI (pruhovaci metody)
.

odlisi jednotlive chromozomy dle charakteristickych pruhu

vhodné pro studium vrozenych chromozomalnich abnormalit
numerickych i strukturnich, chromozomalnich zmén u nadoru

Metoda G pruh

pusobeni roztoku trypsinu (enzymaticka metoda) nebo solnych
roztoku pred vlastnim obarvenim — rzné chromozomalni ¢asti
rizné denaturovany trypsinem se odlisné barvi Giemsou

Metoda R-pruh U
pusobeni solnych roztokd za vysSi teploty a vyssiho pH —
pruhovani opacné k G pruhum (tmavé G pruhy jsou v R pruzich
svétlé)



G-pruhy
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Barveni heterochromatinu — C-pruhy
S

e silna denaturace euchromatinovych cCasti:
HCI, BA(OH)2 + solné rotoky za vysSi
teploty, Giemsou se pak barvi pouze
heterochromatinové bloky v€etné centromer
(jsou resistentnéjsi) — vhodné pro studium 4
heterochromatinovych variant s



Ukol 2a: Barveni chromozom & pomoci
klasického barveni



Ukol 2b: Pozorovani chromozom (G
]

e Pozorujte chromozomy barvené klasicky, pomoci G-
pruhovani a C-pruhovani. Pokuste se najit chromozom
Y.

e Pozorujte chromozomy ziskané z periferni krve, kostni
drené a tumoru.

e Pokuste se sejmout mitozu pomoci programu LUCIA

KARYO.
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Ukol 3. Sestaveni karyotypu
clov éeka
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Velikost, poloha centromery a pruhy

Scientists Use Three Key Features
to Identify Chromosomes

1. SIZE I
.:l 2. BANDING ‘ P
PATTERN
-
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POSITION >
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Lidska somaticka bu nka obsahuje:
S

e 23 pardu, tj. 46 chromozomu
—- 22 paru autozomu
— 1 par gonozomu (XX nebo XY)
e 7 velikostné a morfologicky odlisnych skupin

chromozomu (A, B,C,D, E, F, G)



Karyotyp cloveka
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Chromozomoveé slozeni bu nky udava karyotyp

Karyotyp lidské somatické buriky
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Ukol 3a: Sestavte karyotyp é&lov éka
c--

http://learn.genetics.utah.edu/content/begin/traits/karyotype/



LUCIA KARYO

c- ]
e LUCIA KARYO umoznuje:

— nasnimani obrazu z mikroskopu

— Upravu obrazu (kontrast, pruhovani, barveni)
— oddélovani dotykajicich se chromosomu

- nteligentni* klasifikaci chromosomu

— tvorbu karyogramu

— tvorbu zprav-reportu (RTF format)
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Ukol 3b: Prace s LUCIA KARYO
_

Segmentace, oddéleni jednotlivych chromosomu
Odstranéni bunék a pfekfizenych chromosomu
Karyotypovani

Posouzeni karyotypu, mozné odchylky od
standartu



Chromozomove aberace a jejich
rozd eleni

Chromozomové mutace - poSkozeni chromozom

jako p Fi€ina genetickych onemocn éni

a) zmény v poc¢tu chromozom U (
aneuploidie, polyploidie)

b) zmény ve struktu re
chromozom U — chromozomoveé
aberace (delece, duplikace ...)

Types of mutation




Ukol 3d: Pojmenujte nasledujici
chromosomové aberace.

http://genetika.wz.cz

Pismenka oznacuji jednotlivé useky, * oznaCuje centromeru.

ABCDEF*GHIJKL - normalni chromosom

1. ABEF*GHIJKL - Intersticialni delece useku CD

2. ABBCDEF*GHIJKL - Duplikace Useku B

3. CBADEF*GHIJKL - Paracentricka inverze (Usek ABC)

4. ABCDHG*FEIJKL - Pericentricka inverze (Usek EF*GH)

5. DEF*GHIJKL - Terminalni delece useku ABC

6. ABCDEF*FEDCBA - Isochromomosom (raménko ABCDEF)
-

. ABCDEF*GHIXYZJKL - Inzerce Useku XYZ



Zapis karyotypu podle mezinarodni
cytogenetické nomenklatury (ISCN)
]

e Udavame celkovy pocet vSech chromozomu a pak konstituci gonozomu
muz ... 46,XY, zena ... 46,XX

e Udavame jednotlivé aberace v poradi: numerické a strukturni aberace

e Numerické: -, +

e Strukturni: del - delece
dup - duplikace
inv - inverse
| - isochromozom
r - ring chromozom (kruhovy chromozom)

t - translokace
der - derivovany, pozméneny chromozom

45, X [ 46, XX - mosaika



http://learn.genetics.utah.edu/content/begin/traits/predictdisorder/

Ukol 3c: Zapiste karyotypy u uvedenych
jedinc u.

http://genetika.wz.cz

Zdravy muz - 46,XY

Zdrava zena - 46,XX

Zena s Turner syndromem - 45,X

Muz s Klinefelter syndromem - 47 XXY
HolCiCcka s Patau syndromem - 47,XX,+13
ChlapecCek s Down syndromem - 47,XY,+21
Muz s translokaci 14:21 - 46,XY,t(14;21)

Dale zapiste diagnozu dle nasledujicich karyotypu.

45,X Zena s Turnerovym syndromem (monosomie X

chromosomu)
Zena s trisomii X ("Superfemale")
Zena s translokaci 14;21

47 XXX
46,XX, t(14:21)

46,XY,del(5p) Mu? s deleci kratkého raménka 5. chromosomu (Cri du

chat syndrom)



