Zaklady klinické

cytogenetiky - chromosomy
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SHRNUTI PREDNASKY

e chromosomy

e metody pripravy chromosomovych preparatd,
hodnoceni chromosomtl, metody molekularni
cytogenetiky

e vrozené chromosomové aberace

e onkocytogenetika

bl IMJ Vytvoiilo Oddéleni 1ékaiské genetiky FN Brno




DEFINICE A HISTORIE

e klinicka cytogenetika se zabyva analyzou
chromosomu (jejich poctem a morfologii)
a vztahem mezi nalezy chromosomovych aberaci
a fenotypovymi projevy.

e vznik moderni lidské cytogenetiky se datuje od roku

1956, kdy byly vyvinuty efektivni metodiky
chromosomalnl analyzy a bon stanoveno, ze normalni
pocet lidskych chromosomu je 46.
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SCHEMA ZIVOCISNE BUNKY
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DEFINICE

KLINICKE CYTOGENETIKY

e klinicka cytogenetika

zabyvéa se analyzou chromosomu

- poctem
- morfologii
- vztahem mezi nalezy chromosomovych

zmen a fenotypovymi projevy

e, el i SN / 2
LN &/ )5 4

\ iu ‘, \
I nwa
(e o~ ‘l 8 ;}v
7 2 \/ o
Y ", A
TN, bl A
DNA rozptylena v bunééném jadre chromosomy = spiralizované molekuly DNA
pocet chromosomu Clovéka = 46
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JADERNY MATERIAL

pojmy chromatin a chromosomy - tykaji se tehoz jaderného materialu,
odlisnost ve stupni spiralizace v zavislosti
na fazi bunécného cyklu

e chromatin - komplex DNA s chromosomovymi prote,ny
(pojem pouzivany pro interfazi, .

kdy se vetsina chromatinu nachazi
v rozvolnénem stavu)

e chromosom - chromatin spiralizovany v mitoze
(mitoza proces déleni bunky, pri kterem dochazi
k rozdéeleni genetického materialu mezi 2 dcerinné
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CHROMATIN A CHROMOSOMY

BEHEM BUNECNEHO CYKLU

kondenzace chromatinu, vznik chromosomu

béhem bunécnéeho cyklu a
se chromatin nachazi
v ruznych fazich

spiralizace re— ) b
(v interfazi nizky stupern e —
spiralizace, béhem mitdzy QQMR'L o
postupna kondenzace, I J
maximalni v metafazi Q@O 80, l
chromosomu 7 /AY
S

fT"_iﬂaﬁlo"ff % 11400 nm  Obr. 52. Rizné trovné struktury eu-
il karyontniho chromosomu.
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CHROMOSOM

tycinkova struktura

« P - kratka raménka

<« centromera
(zaskrceni)

« (-dlouhi raménka

Submikroskopicka stavba chromozému

Vytvotilo Oddéleni 1¢kaiske genetiky FN Brno




CHROMOSOMY V PRAXI

chromosom pozorovany

i . chromosom z nasi laboratore
v elektronovém mikroskopu

schema chromosomu
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CHROMOSOMY V PRAXI

karyotyp

e soubor chromosomil jedince nebo buniky s oznacenim jejich poctu,
druhu pohlavnich chromosomi a pripadnych aberaci

e lidsky karyotyp se sklada ze 46 chromosomu z toho 22 part
autosomu gnepohlavnlch chromosomu) a 2 gonosom (pohlavnich
chromosomu)

e chromosomovy par je tvoren homolognimi chromosomy, z nichz jeden
je zdédén od otce a druhy od matky, neparové chromosomy jsou
nehomologni (somatické diploidni bunky)
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ZAPIS KARYOTYPU

46,XX - normalni zensky karyotyp
46,XY - normalni muzsky karyotyp

\

druh pohlavnich chromosomu
pocet chromosomu v jadrech bunék jedince
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CHROMOSOMY V PRAXI

normalni karyotyp

normalni muzsky karyotyp 46,XY normalni zensky karyotyp 46,XX
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CHROMOSOMY V PRAXI

odber materialu

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

do heparinu (nesraziva krev)— periferni krev, krev plodu
(obv. 3 ml)

do heparinu a transportniho média - kostni dren
(obv. 1-2 ml)

do transportniho média - solidni tumory, kize (obv. 1x1
cm), choriové klky (obv. 20 mg)

bez pridavku meédia a dalSich latek - plodova voda
(obv. 20 ml)
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CHROMOSOMY V PRAXI
odbéer materialu

odebrané choriove klky
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odebrana
periferni
krev
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CHROMOSOMY V PRAXI
kultivace materialu

kultivace periferni krve,

Slka 4 72 hodi
B o0 edin kultivace plodové vody,

délka kultivace asi 10 dni
- délka kultivace se lisi v zavislosti na typu materialu a vySetreni (bez kultivace (kostni
dren) — nékolik tydnu (solidni tumory))

- podminky kultivace se liSi u riznych materialu
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CHROMOSOMY V PRAXI

zpracovani suspenze

aplikace kolchicinu

(alkaloid z ociinu jesenniho Colchicum autumnale)
- zastaveni déleni bunek v mitdze

jaderny material zUstane spiralizovan ve formé

chromosomu, které jsou vhodné k analyze
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CHROMOSOMY V PRAXI

zpracovani suspenze

vykapani suspenze na sklicka
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CHROMOSOMY V PRAXI

pruhovani chromosomu
metody klasické cytogenetiky

pruhovani chromosomil

analyza karyotypu, karyotypu malignich klon{

chromosomy s G — pruhy — stridavé tmavé a svétlé prouzky rizné tloustky

(G = barveni Giemsovym barvivem po predchozim vystaveni chromosomu pusobeni enzymu trypsinu,
ktery natravi chromosomové bilkoviny)
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CHROMOSOMY V PRAXI
pruhovani chromosomu
metody klasické cytogenetiky




CHROMOSOMY V PRAXI

hodnoceni
metody klasické cytogenetiky

chromosomy hodnotime ve svetelném mikroskopu pri zvétseni priblizné
1250x za pouziti imersnich objektivu




CHROMOSOMY V PRAXI

hodnoceni
metody klasické cytogenetiky

ke tFidéni chromosomu a sestaveni karyotypu Ize vyuzit pocitacového
programu Lucia

svetelny mikroskop
s CCD kamerou
napojeny na pocitac




CHROMOSOMY V PRAXI
hodnoceni
metody klasické cytogenetiky

IKSTITYY.

5“5( ”“ (l iy
gi be 1! TRINT

SN TETIT {4

lM] Vytvotilo Oddéleni 1ékai'ské genetiky FN Brno




CHROMOSOMOVE ABNORMALITY

(ABERACE)

e vrozené chromosomoveé aberace (VCA)
(vysetreni karyotypu) — pocetni
- strukturni
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Klinické indikace

k postnatalnimu stanoveni
karyotypu (VCA)

e problémy casného ristu a vyvoje
neprospivani, opozdéni vyvoje, dysmorficka facies, mnohocetné
malformace, mala postava, obojetny genital, mentalni retardace

e narozeni mrtvého plodu a umrti novorozence

vyskyt chromosomovych abnormalit je vy$si u pfipadu narozeni
mrtveho plodu (témeér 10%) nez u zive narozenych deéti (asi
0,7%), zvyseny vyskyt také u déti, které umiraji v
novorozeneckém obdobi (okolo 10%)

e problémy s fertilitou

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

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

ABERACE (VCA)

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

e cytogenetické poruchy jsou pritomny priblizné u 1% zive
narozenych deti

Tabulka 9.1 Vyskyt chromozoméalnich abnormalit v riznych fazich prenatalniho a postnatalniho vyvoje

Abnormalni karyotyp Potraty Plody matek starsich Zivé narozené déti
v prvnim trimestru nez 35 let*
Celkovy vyskyt 1/2 1/50 1/160
Procento abnormalit
Numerické abnormality 96 % 85 % 60 %
Strukturni abnormality
balancované = 10 % 30 %
nebalancované 4 % 5% 10 %

* Vysledky vySetfeni z amniocentéz. Udaje shrnuty v praci Hsu LYF Prenatal diagnosis of chromosomal abnormalities through

amniocentesis. In Milunsky A (ed.) Genetic Disorders and the Fetus, 4. vyd., Baltimore, Johns Hopkins University Press 1998,
179-248.

Q=
S »
-
-
"

S =
'FN BRNO =
£

=
A\~ 4 3
73 &
) Stay a B*

Vytvotilo Oddéleni 1¢kaiske genetiky FN Brno




VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)

abnormality poctu chromosomil

e abnormality poctu chromosomll

- aneuploidie - nejcastéjsi a klinicky velmi vyznamny typ
chromosomovych poruch
- abnormality poétu chromosomu v paru
- tento stav je vzdy spojen s poruchou fyzického
nebo mentalniho vyvoje
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

abnormality poctu chromosomll
aneuploidie

o trisomie — nejcastéjsi porucha
(pritomnost nadbytecného chromosomu v paru)

trisomie autosomi - (trisomie celého chromosomu je jen vzacné
slucitelna se zivotem)

- Downuv syndrom 47,XX,+21 (47,XY,+21)

- Edwardslv 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)

- KlinefelterGv syndrom 47,XXY (muz)
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

abnormality poctu autosomu
Downliv, Edwardsiiv a Patauliv syndrom
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)

abnormality poctu gonosomil
Klinefeltertiv syndrom

Klinefeltertiv syndrom 47,XXY
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

abnormality poctu chromosomu
aneuploidie

e Mmonosomie - méné &asta porucha

(chybéni 1 chromosomu v paru)
- monosomie gonosomu X (Turnerlv syndrom)

45,X (zena), Casty vyskyt
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VROZENE CHROMOSOMOVE

ABERACE (VCA)

strukturni prestavby

e strukturni abnormality chromosomu

e meéne casté nez aneuploidie

r 7 v 7 s v v V4 - o]
e dochazl k prestavbam a nasledne ke zmenam morfologie chromosomu
e predpokladem je vznik zlomQ na chromosomech
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
translokace

balancované prestavby - v sadé chromosomu je zachovano
normalni mnozstvi chromosomoveho materialu (zadny material

nechybi ani neprebyva)

- vétSinou nemaji fenotypové vyjadreni (nejsou pritomny poruchy
fyzického nebo mentalniho vyvoje), v bunkach je pritomen veskery
chromosomovy material, i kdyz v odliSném usporadani

nebalancované prestavby - ¢ast chromosomového materialu
v karyotypu chybi (parcialni, ¢dsteCcna monosomie) a Cast prebyva
(parcialni trisomie)

- vetSinou dochazi k fenotypovym abnormalitam
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

strukturni prestavby, balancované
translokace

o translokace - nejtastéjsi ze strukturnich aberaci, predpokladem
je vznik dvou zlomd, kazdy na jednom chromosomu

| 4

’ vymeény segmentl mezi dvéma chromosomy
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
translokace

translokace u svych nositeld vétsinou nezplsobuji abnormalni fenotyp,

ale jsou spjaty s vysokym rizikem vzniku nebalancovanych gamet

a s tim souvisejicich potratl nebo narozeni potomk s nebalancovanym
karyotypem (parcialni monosomie jednoho a parcialni trisomie druhého
chromosomu)

rodiCe normalni fenotyp,
matka nositelka translokace

dité postizené, po matce zdédilo
1 derivovany chromosom pochazejici
z translokace
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

strukturni prestavby
translokace
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

strukturni prestavby, balancované
inverze

e inverze - najednom chromosomu vzniknou 2 zlomy, segment

mezi nimi se otoCi o 180° a opét se zacleni
do chromosomu

s : inverze u svych nositeld vétsinou nezplsobuji
abnormalni fenotyp, ale jsou spjaty s vysokym
- rizikem vzniku nebalancovanych gamet
9_, a narozeni abnormalnich potomku
Invert B
K D
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VROZENE CHROMOSOMOVE
ABERACE (VCA)

strukturni prestavby, nebalancované
delece

e delece - vznik zlomu a ztrata Useku chromosomu, ktery zpUsobuje
vznik nebalancovaného karyotypu
(parcialni monosomie)
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ZAPIS KARYOTYPU

Priklady patologickych karyotypu:

47 ,XX,+21

mmm) nadbytecny autosom v jadrech bunék (podetni zména)

45,X 47,XXY mmm) chybéjici nebo nadbyteény gonosom v karyotypu (po&etni zména)

46,XX,t(8;21 ) mmm) translokace v karyotypu (strukturni zména)

46,XX,inv(1) =) inverze v karyotypu (strukturni zména)

46,XX,del(5p) =mmp delece v karyotypu (strukturni zména)

i
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Metody molekularni cytogenetiky,
priklady vyuziti v klinicke
cytogenetice
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METODY MOLEKULARNI

CYTOGENETIKY

molekularni cytogenetika aplikuje metody molekularni biologie

na cytogenetické Urovni, vizualizuje a lokalizuje geneticky material
v bunkach

pracuje s metafaznimi chromosomy nebo interfaznimi jadry
potvrzuje a upresnuje nalezy klasické cytogenetiky

(metody klasické cytogenetiky — zakladni vysetrovaci metody,

metody molekularni cytogenetiky — metody s vyssi rozliSovaci schopnosti)
zaCatek rozvoje — prelom 60.- 70. let 20. stoleti

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

zmeény mensi lze detekovat metodami s vyssi rozliSovaci schopnosti -
metodami molekularni cytogenetiky
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METODY MOLEKULARNI

CYTOGENETIKY

e molekularné cytogenetickymi technikami nelze nahradit klasické
karyotypovani
(pred pouzitim metod molekularni cytogenetiky je treba védét, co chceme
hledat - pri klasickem karyotypovani vidime karyotyp jako celek za nizkou
cenu, vysoka cena molekularné cytogenetickych metod)

e oblasti uplatnéni FISH - klinicka cytogenetika (postnatalni vysetreni

u sterilnich pard, postizenych déti a dospélych
s podezrenim na genetickou pricinu onemocnéni,
geneticka analyza pro ucely umélého oplodnéni,
prenatalni diagnostika karyotypu plodu)

- nadorova cytogenetika

- vyzkum (evolucni studie karyotypu, mapovani
genomu ...)
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METODY MOLEKULARNTI

CYTOGENETIKY
— ISH (in situ hybridizace)

In situ hybridizace (ISH) je metoda umoznujici pfesnou detekci a lokalizaci
specifickych useku DNA na chromosomech nebo v interfaznim jadfe pomoci
vazby specifickych kratkych molekul DNA - sond, které jsou oznaCeny vétSinou
fluorescencéni znackou.

fluorescencni znacka

sonda (molekula DNA)

in_situ — na puvodnim misté (cilovy usek vizualizujeme na puvodnim misté na chromosomu
nebo v interfaznim jadfe — pozorujeme na podloznim sklicku ve fluorescenénim mikroskopu;
(DNA analyza — izolujeme DNA, konkrétni useky namnozime (amplifikace), analyzujeme
oddélene od ostatniho genetického materialu - jen Cast genu))
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METODY MOLEKULARNI
CYTOGENETIKY

- FISH (fluorescencni in situ hybridizace)
(FISH = nejpouzivaneéjsi typ ISH)

- sonda je znac¢ena - fluorescencné — FISH — fluorescenéni in situ hybridizace

vazba sondy (préby) k cilovému mistu na chromosomu nebo v interfaznim jadre.

sonda po navazani na cilovou DNA miZe byt vizualizovana Fluoresence In Situ Hybridization

— signal pozorujeme ve fluorescenénim mikroskopu,
barevné zareni vypovida o misté vazby sondy

sonda pred oznacenim fluorescenéni znaékou

oznacena sonda

vazba sondy na cilovou DNA

vizualizace mista navazani sondy — fluorescenéni zareni
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vyhodnoceni a zpracovani signalu - FISH - fluorescencni
mikroskop napojeny na pocitac — vizualizace a kvantifikace (signal

zari v tmaveém poli) - modra barvi¢ka (DAPI) obarvuje véechny chromosomy,
cerveny signal = fluorescencné znacena sonda

trisomie chromosomu 21

potvrzeni pfitomnosti (Downuav syndrom)
translokace v karyotypu

FISH na metafaznich chromosomech FISH na interfaznich jadrech
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METODY MOLEKULARNI

CYTOGENETIKY -
MODIFIKACE FISH

e slozitéjsi metody, které vypovidaji o genetickém materialu
v celem karyotypu (nejen o jednotlivych specifickych uUsecich)
e pracuji se smesi sond, ktera je specificky pripravena pro danou
metodu
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METODY MOLEKULARNI
CYTOGENETIKY -

MODIFIKACE FISH - CGH
(komparativni genomova hybridizace)

metoda odhaluje nebalancovany geneticky material (chybéni — nadbytek DNA)

- systém fluorescenéni mikroskop — kamera — pocita¢, analyzaéni software méri pomeér
fluorescence pri vinovych délkach odpovidajicich €ervenému a zelenému fluorochromu
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Obr, 7: Metoda CGH. Vyisledek u pacienta s mnohocernym myelomem. CGH D(zra Base (url I4).

zelené oznaceny Useky na chromosomech, které jsou v karyotypu maligniho klonu zmnozeny,
v v v v aer s 7 o] 7 v =
cervene oznaceny chybejici useky chromozomu (obrazky prevzaty z internetu)
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objasnéni slozitych prestavech
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SKY - mitdza po hybridizaci
se smési sond znacenych fluorochromy
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Nadorova cytogenetika
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ONKOCYTOGENETIKA

zaklady

zhoubné bujeni je genetické onemocnéni

vznik nadoru (maligni transformace) je mnohastupnovy proces -
sled genetickych zmé&n - mutace genu Fidicich buné&né déleni, rust
a diferenciaci, bunecny zanik, reparaci DNA, prestavby

na urovni chromosomi a genomu, naruseni integrity genomu

(defekty v genech zajistujicich chromosomovou stabilitu a presny
rozchod chromosomu v mitdze)

maligni bunky maji behem vyvoje nadoru tendenci akumulovat
chromosomove abnormality
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ONKOCYTOGENETIKA

zaklady

e vysSetreni karyotypu malignich klonll z kostni drené
(klon - skupina bunék se stejnymi genetickymi zménami)

e vySetreni metodami klasické cytogenetiky (G-pruhovani)

e vySetreni metodami molekularni cytogenetiky (FISH, SKY, CGH,
mBAND..)
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ONKOCYTOGENETIKA

typy chromosomovych zmén

e chromosomové zmeény - pocetni
- chybéni nebo nadbytek jednotlivych chromosomu - (typické jsou abnormality
jinych chromosomuy nez u VCA)
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ONKOCYTOGENETIKA

typy chromosomovych zmen

« chromosomové zmény — pocetni
- chybéni nebo nadbytek vice chromosomu
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e chromosomoveé zmeny - strukturni

Casto typické zmény pro urdité typy nadoru (jiné body zlom{ neZ u VCA)

— translokace - nejznameéjsi translokace t(9;22) - Ph chromosom
(Philadelphsky chromosom) u chronické myeloidni

leukemie

- inverze

- delece

- amplifikace - v bunce je pritomno mnNoho Sy
kopii genu

7 7 v o .
(normalni pocet genu na 1 chromosomu je 1)

(tato zmeéna se nevyskytuje u VCA,
je typicka pro onkologicka

onemocnéni)
ool & lw Vytvorilo Oddéleni 1ékarské genetiky FN Brno
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» kombinace pocetnich a strukturnich chromosomovych zmen

translokace chromosomu
strukturni zmény
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pocetni zmény
chromosomu
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VYZNAM

ONKOCYTOGENETICKEHO
VYSETRENI

zpresnéni diagnozy

stanoveni progndézy onemocneéni

zjisténi faze onemocnéni (remise, relaps)

sledovani Uspésnosti |Iécby (transplantace kostni drené pri
lécbé leukemii, chemoterapie)

charakteristika dosud nepopsanych chromosomovych
abnormalit

i

'FN BRNO

M Vytvorilo Oddé&leni lékatské genetiky FN Brno




TYPY NADORU VYSETROVANE

CYTOGENETICKY na OLG FN Brno

e HEMATOLOGICKE MALIGNITY (leukemie)
- lymfoblasticka leukemie - postihuje bunky lymfoidni vyvojové
rady
— akutni (ALL) - nejCastejsi u déeti
- chronicka (CLL)
- myeloidni leukemie - postihuje bunky myeloidni vyvojové rady
— akutni (AML) - t(15;17), t(8;21), inv(16)
- chronicka (CML)- t(9;22) - Ph chromozom
- myelodysplasticky syndrom (MDS) - dysplastické zmény
v hemopoetickych radach v kostni
— dreni — del(5)
e SOLIDNI NADORY
- véechny typy malignich nddor( u déti — nddory CNS,
Ewinglv sarkom, Wilmsuv tumor, osteosarkomy, lymfomy a dalsi ......
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Dekuji za pozornost
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