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CHROMOSOMOVE ABNORMALITY
(CHA)

Cilem cytogenetického vySet feni je zjist éni
pritomnosti / nep Fitomnosti chromosomovych
abnormalit (patologickych chromosomovych
zmen)

I sitace M Wtvotilo Oddkleni Iékaské genetiky FN Brno .




TYPY ZISKANYCH
CHROMOSOMOVYCH ABNORMALIT

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

VYSETRENI KARYOTYPU MALIGNICH KLON U

I sitace M Wtvotilo Oddkleni Iékaské genetiky FN Brno .




kostni dren

solidni nadory

periferni krev

Obr. 1 (Dokumentace OLG FN Brno)
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MOZNOSTI VYSETRENI

GENETICKEHO MATERIALU

(v riiznych typech laboratofri)

e vysSetreni chromosomu { EhIomosoMmISIG DUty
- metodami klasické cytogenetiky
(G-pruhovani chromosomd) !

vysetfeni celého karyotypu (véech chromosomu) Obr. 2 (Dokumentace OLG FN Brno)
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e vySetreni chromosomil, 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)

) dvousroubovice DNA

e vysSetreni izolované DNA

- metody molekularni genetiky

Obr. 4 (Rosypal, 1989),
rozlisovaci schopnost nejvyssi (rozdily v sekvenci DNA)

upraveno
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VYSETRENI CHROMOSOMU

vysSetreni v laboratofich
klasické a molekularni cytogenetiky 5

klasicka cytogenetika - kultivace, zpracovani vstupnich material 0 zalozeny !
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)
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ZISKANE CHROMOSOMOVE

ABNORMALITY
u onkologickych pacienti

— souvisi se vznikem a progresi onkologickeho onemocn éni (poruchy d éleni
somatickych bun ék), vySet fujeme bu Aky postizené nadorovym bujenim

pocetni zmény

abnormality poctu chromosomovych sad (obv. se nejedna o presny nasobek
haploidniho poctu)

- polyploidie (hypo-, hyper- (di-, tri- atd.) ploidie)

abnormality poc¢tu jednotlivych chromosomd v karyotypu

- aneuploidie (trisomie, monosomie)- ¢asto se tyka jinych chromosomu nez

u vrozenych chromosomovych zmén

strukturni zmény
translokace, inverze, delece, duplikace, inzerce, zvlastni

typy chromosomu - konkrétni aberace odli§né od VCA
amplifikace (mnohonasobné zmnozeni onkogenu, detekovatelné cytogeneticky)
- pouze u onkologickych pacienty

BRNO
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e genova amplifikace - v burice je pritomno mnoho kopii néjakého segmentu
genomu

- homogenné se barvici oblasti (HSR) - nékolik tisic genovych kopii

- amplifikace onkogenu n-MYC

U neuroblastomu (zeleny signal - centromericka

sonda, Cerveny signal - lokus specificka sonda) — analyza

v interfaznim jadre — amplifikovany material z jednoho chromosomu
rozlozen v jadie, chromosom despiralizovan

- amplifikace genu MLL
u leukemii

(lokus specificka sonda) - analyza
na metafaznich chromosomech -
lokalizace HSR na chromosomu

v misté lokalizace genu
amplifikace MLL genu
Obr. 6 (Dokumentace IHOK FN Brno)
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ONKOCYTOGENETIKA

priklady typickych
chromosomovych zmén - amplifikace

e genova amplifikace
- double minutes (DM) = velmi malé
nadbytecné struktury — vznik
rozpadem HSR - homogeneously
stained regions (nalézame je v mitdze
— chromosomovy material rozlamany
na malé kOUSkY) Obr. 8 (Dokumentace OLG FN Brno)
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X TR 4 9 obr. 9 amplifikace onkogenu c-myc, vizualizovano
" < FISH — obrazek prevzat z prezentace
DM na chromosomech s G-pruhy .cytogenetika ¢lovéka“ PFF UK
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ONKOCYTOGENETIKA

komplexni karyotyp
56,XY,der(X)t(X;5),+der(1),add(2),+3,der(4)t(4;?),+62,+8,
+10,der(11),+der(11)t(11;21)?,+der(11),+der(12)t(7;12)
qdp(12p),+17,der(18)

smisSeny germinalni tumor
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ZiSKANE CHROMOSOMOVE
ABNORMALITY
(u onkologickych pacientti)

MOZAICISMUS

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

(v nadorové tkani pacienta se muze vyskytovat vice
bunecnych klonu, kazdy z nich nese jineé chromosomove

zmeny)
(stanoveni karyotypu malignich klonu)

NE
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VYZNAM VYSETRENI ZISKANYCH

CHROMOSOMOVYCH ABNORMALIT

u onkologickych pacienti

U onkologickych pacientt vySetfujeme bunky postizené nadorovym bujenim,
v souvislosti s onemocnénim vznikaji chromosomoveé zmény.
Cytogenetické vySetreni presnéji charakterizuje nador, typ nalezenych abnormalit
vypovida o prognoéze, fazi onemocnéni. Pomaha zpresnit diagnozu,
stanovit progndzu onemocnéni, monitorovat uspésnost leCby.
Cilem je zachrana zivota pacienta.
— néktereé translokace — vznik fuznich genu, jejichz produkty maji zménénou funkci
podporujici nebo zpusobujici nddorove bujeni
- nékteré chromosomové zmény souviseji s horsi/ lepSi/ stfedni prognézou
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VYSETRENI ,
CHROMOSOMOVYCH ABERACI

STANOVENI % ABERANTNICH BUN EK

I sitace M Wtvotilo Oddkleni Iékaské genetiky FN Brno .




VSTUPNI MATERIALY K VYSETRENI

o ol

periferni krev

Obr. 11 (Dokumentace OLG FN Brno)
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ZISKANE CHROMOSOMOVE

ABERACE

e vlivem mutagennich faktort prostfedi dochazi na chromosomech ke vzniku
aberaci (zlomy, di-, tricentrické chromosomy, ring chromosomy ad.)

« vySetfujeme mitdzy, které jsou barvené konvencéni metodou barveni chromosomu
* mitdzy, ve kterych je nalezena alespon jedna chromosomova aberace, nazyvame
»2aberantni bunky*
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* nachazime r uzné zmeny v r uznych bu fakach * ') ‘_\ 2
e v kazdé bu nce muize byt jina chromosomova / ‘_-- S
aberace — nejedna se o mozaiku, ale o nadhodné Bl : \\/
zmeény, v jedné mitéze m GZeme nalézt 1 zm énu ;o -
nebo i vice) : .

aberantni burika
(mit6za s aberaci)

Obr. 12 (Dokumentace OLG FN Brno)
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ZISKANE CHROMOSOMOVE

ABERACE

Vysledek: stanoveni % aberantnich bun ék

e ANALYZA ZISKANYCH CHROMOSOMOVYCH ABERACI (ZCA) —
individualni hodnoceni
- hrani¢ni patologie pfi individualnim hodnoceni:
opakovany nalez 5% ab. bunék ze 100 hodnocenych

« CYTOGENETICKA ANALYZA PERIFERNICH LYMFOCYTU (CAPL) -
skupinové hodnoceni

- hraniéni patologie pfi skupinovém hodnoceni:

zvysSena expozice mutagennim faktoram:

2 — 4 % aberantnich bunék z 200 — 300 hodnocenych
vysoka expozice mutagennim faktoram:

vice nez 4% aberantnich bunék z 200 — 300 hodnocenych
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ZISKANE CHROMOSOMOVE ABERACE

(vliv mutagennich faktort prostredi)
vysetreni z periferni krve

Stanoveni % aberantnich bun ék — bun ék s poskozenym chromosomem

Pritomnost aberaci v somatickych bu  nkach ” .
e rychlejsi starnuti organismu é 7 o ol
vznik degenerativnich onemocnéni / 'I
e mozné maligni zvrhnuti ". ‘ b
A T s
PFitomnost aberaci v gametach ' i :.:
5 v
e zvySeneé riziko narozeni postizeného ditéte “\\ “, o. @
!
.
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Konven ¢ni barveni chromosom U
aberantni bunka

Obr. 13 (Dokumentace OLG FN Brno)
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ZISKANE CHROMOSOMOVE

ABERACE (ZCA/CAPL)

NV m

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.)

BRNO
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ZISKANE CHROMOSOMOVE

ABERACE (ZCA/CAPL)

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 zlomd, které chromosomy se spojily v dicentricky chromosom,
apod.). Tzn. vydetfujeme POUZE METODOU KLASICKE CYTOGENETIKY -
konvenénim barvenim chromosomut smési barviv Giemsa - Romanowski.
(netreba vysetreni molekularné cytogenetickymi metodami)
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POSTUP ZISKANI PREPARATU

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

doba kultivace 48 hodin (zachyceni 1. bunecného déleni),
kratSi nez u stanoveni karyotypu

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

barveni chromosomuU konvenéni metodou

hodnoceni ve sveételném mikroskopu
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

konvencni barveni chromosomu

» konven €éni barveni chromosom U
(srovnani s postupem pfi pfipravé chromosomu s G — pruhy — mitézy na skliccich
po zaschnuti obarvime v barvé Giemsa-Romanowski bez predchozi inkubace
Vv roztoku trypsinu)

— inkubace 2 — barveni
preparatu barvivem
Vv roztoku Giemsa-
trypsinu Romanowski
(natraveni
protein G na
povrchu

chromosom 1)

chromosomy homogenn

FAKULTNI
Bgsmocmcs



ZISKANE CHROMOSOMOVE

ABERACE (ZCA/CAPL)-
typ poskozeni -

e jednochromatidové gapy (mezery) - chtg

(chromatid gap)- pricné slabé se barvici ¢ast chromatidy (achromatické
|éze), také Uplné preruseni nepresahujici Sirku chromatidy

\

Obr. 15

Realné chromosomy (Dokumentace OLG FN Brno)
Schemata (Klen, 1982)
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ZISKANE CHROMOSOMOVE

ABERACE (ZCA/CAPL)-
typ poskozeni -

e jednochromatidové zlomy - chtb (chromatid break),

oddeleni samostatneho fragmentu (F) - uping

preruseni chromatidy, pravdépodobné koncova delece (fragmenty mivaji
(o] )4 v s (] V4 V4
ruzne rozmery, mohou byt v ose s puvodnim chromosomem nebo nemusi)

¢
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Obr. 16 '

Realné chromosomy (Dokumentace OLG FN Brno)
Schemata (Klen, 1982)




ZISKANE CHROMOSOMOVE

ABERACE (ZCA/CAPL)-
typ poskozeni -

® v?mény - chte (chromatid exchange)- vymeény cCasti
chromatid v rdmci jednoho nebo vice chromosomu

Obr. 17 (Bockov, 1971)
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ZISKANE CHROMOSOMOVE ABERACE
(ZCA/CAPL)-
typ poskozeni -

Obr. 18 (Dokumentace OLG FN Brno)
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ZISKANE CHROMOSOMOVE

ABERACE (ZCA/CAPL)-
typ poskozeni -

e chromosomoveé gapy - chrg (chromosome gap) —pricné

slabé se barvici ¢ast chromosomu (achromatické léze), také Uplné preruseni
chromosomu nepresahujici Sirku chromatidy

Obr. 19
Realné chromosomy (Dokumentace OLG FN Brno)
Schemata (Klen, 1982)
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ZISKANE CHROMOSOMOVE

ABERACE (ZCA/CAPL)-
typ poskozeni -

e chromosomoveé zlomy - chrb (chromosome break),

oddéleni parovych fragmentt (DF)- apiné prerugeni
obou chromatid, pravdépodobné koncova delece (fragment obvykle lezi
paraleln&, mivaji rizné rozméry, mohou byt v ose s plvodnim
chromosomem nebo nemusi)
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Realné chromosomy (Dokumentace OLG FN Brno)
Schemata (Klen, 1982)
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ZISKANE CHROMOSOMOVE

ABERACE (ZCA/CAPL)-
typ poskozeni -

e acentricke ringy, kruhové chromosomy-

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

zahrnuji centromeru
"
T
-

R— e, 0o *
- °

Obr. 21
Realné chromosomy (Dokumentace OLG FN Brno)

Schema (Klen, 1982)
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ZISKANE CHROMOSOMOVE

ABERACE (ZCA/CAPL)-
typ poskozeni -

e chromosomy zahrnujici vice nez 1
centromeru-

dicentricke, tricentrické chromosomy...

17T Q4 P
o

Al ' TIC

Realné chromo my(ka ntace OLG FN Brno)
Schemgt (Klen, 1982)
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VROZENE ABERACE /

ZISKANE ABERACE (mutagenni faktory)

dulezité odli¢nosti mezi pripravou preparatl z periferni krve pro:

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

38R 3

2. stanoveni % aberantnich bunék - chromosomy konvencné barvené
- délka kultivace 48 hodin (je tfeba zachytit 1. bunécné déleni -
pozdéji 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

Obr. 23
Realné chromosomy (Dokumentace OLG FN Brno)

I Cistes [w Witvorilo Odcleni Iékaské genetiky FN Brno =2~ 3

LT B



Klinické indikace

k vysetieni ZCA/CAPL
(mutagenni faktory)

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

e po chemoterapii, po jiné dlouhodobé lecbe

e kontrolni vy$etfeni u podchycenych pfipadu

aberace vymizi po 1é €bé (vitaminy)
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