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VSTUPNI MATERIALY K VYSETRENI

VROZENYCH CHROMOSOMOVYCH
ABNORMALIT

postnatalni materialy: periferni krev
prenatalni materialy: plodova voda, choriové klky,

Obr. 1 (Dokumentace OLG FN Brno)

: FAKU
BRNO



VSTUPNI MATERIALY K VYSETRENI

ZISKANYCH CHROMOSOMOVYCH
ABNORMALIT U ONKOLOGICKYCH PACIENTU

kostni dren

solidni nadory

periferni krev




VSTUPNI MATERIALY K VYSETRENI
ZISKANYCH CHROMOSOMOVYCH

ABERACI VZNIKLYCH V DUSLEDKU
PUSOBENI MUTAGENNICH FAKTORU
PROSTREDI NA CLOVEKA

e postnatalni material: periferni krev

Obr. 3 (Dokumentace OLG FN Brno)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

e odbé&r materidlu - STERILNI ODBER!

o kultivace - ziskani dostatecného mnozstvi délicich se bunék
(s chromosomy), zastaveni déleni bunék kolchicinem

° zpracovénl' suspenze (hypotonizace, fixace) - ziskani suspenze bunéek

e vykapani na podlozni sklicka

e pruhovani / barveni chromosomu

e hodnoceni ve svetelném mikroskopu

- metody 1. volby v indikovanych p  Fipadech
- relativn é levne metody (ve srovnani s metodami molekularni
cytogenetiky)
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ODBER MATERIALU
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

odbeéer materialu

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

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

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

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

e bez pridavku média a dalsich latek - plodova voda
(obv. 20 ml)

pusatn, _ " ) . ,, _
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

odbeéer materialu

Odbér materialu pro cytogenetickou analyzu a typy bunék, které
jsou v konkrétnim materialu vhodné pro ziskani metafaznich

o
chromosomu :

periferni krev - ze zily - T-lymfocyty
fetalni krev - z pupecniku pod kontrolou UZ - nezralé
T-lymfocyty

plodova voda - z amniového vaku pod kontrolou UZ - kozni
fibroblasty - amniocyty

choriové klky — z chorionu nebo placenty pod kontrolou UZ - bunky
choriovych klku

kGZe - z potracenych plody, koZni biopsie pacientt — kozni

fibroblasty

Iéostpli dren - z prsni kosti, lopaty kosti kycelni — prekurzory krevnich
uné

solidni tumory - z nadoru - maligni bunky

Pro nasazeni do kultiva €éniho média neizolujeme jen ur €ity typ bun ék, ale nasazujeme plny material se vSemi typy bun  ék.
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KULTIVACE MATERIALU
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

nasazeni do kultivacniho média

Obr. 4 (Dokumentace OLG FN Brno)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
kultivace materialu

aplikace kolchicinu —
mitotického jedu —
nasazeni plodové vody kultivace v termostatu po kultivaci

1 2 3

Obr. 5 (Dokumentace OL G EN Brno)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

kultivace T-lymfocytu
z periferni krve

e kultivace periferni krve v médiu
s pridavkem mitogenu phytohemaglutininu (PHA)
= latka izolovana z fazolu obecného (Phaseolus
vulgaris)
- T-lymfocyty = zralé diferencované bunky s malou spontanni

mitotickou aktivitou

- vlivem PHA se dediferencuji (preména na nezralé buriky
lymfoblasty, které se déli (tzn. vstupuji do mitozy!)

(napf. k nezralym burikdm - blastim z kostni difené
onkologickych pacientd neni tfeba PHA pfidavat,
déli se samovolné)
- vyznam kultivace - spiralizace chromosomd b&hem procesu
mitozy
- slozeni kultivacniho média - zivné latky, antibiotikum, PHA,
stabilizator pH
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

zpracovani suspenze

o aplikace kolchicinu (alkaloid z ociinu jesenniho
Colchicum autumnale)

- zastaveni déleni bunék v metafazi mitdzy

- kolchicin je mitoticky jed, ktery specificky
inhibuje tvorbu deliciho vreténka a tim zastavuje .
déleni bunék v metafazi mitozy, kdy s
jsou chromosomy vhodné k analyze
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

kultivace materialu

e délka kultivace

- periferni krev — 72 hodin (stanoveni karyotypu)
- 48 hodin (stanoveni % aberantnich bunék)
kratSi doba kultivace - podminkou je zachytit
1. bunécné déleni, pozdé&ji dochazi ke spontanni
opravé zlomU na chromosomech nebo k zaniku
bunék s aberaci
- krev plodu 72 hodin (stanoveni karyotypu)
- plodova voda - primérné 10 dni (stanoveni karyotypu)
- choriové klky - kultivace prdmérné 10 dni
- klze - variabilni doba rdstu (prdmérné 2 tydny)
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ZPRACOVANI SUSPENZE BUNEK
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

zpracovani suspenze

o hypotomzace

lyza erytrocytu zvetseni gbjemu T - lym focytl (ﬁunky nezlyzujil),
rozesl’ioupenl chromosomu v désledku pusobenl ypotonickeho
roztoku

pridavek roztoku KCI inkubace hypotoniza €ni sm ési v termostatu 37°C
(periferni krev)

Obr. 9 (Dokumentace OLG FN Brno)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

Zpracovani suspenze

o fixace - ziskani suspenze
- kyselina octova (1) : metanol (3)
- zviditeln&ni struktury a zlepseni barvitelnosti chromosomd, rozrudeni
cytoplasmy bunék, rozpusténi necistot

Obr. 10 (Dokumentace OLG FN Brno)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

zpracovani suspenze
— rekapitulace krokt

1- vzorek po kultivaci a centrifugaci

2 — po hypotonizaci a centrifugaci

3 — po fixaci a centrifugaci (pfidavek fixativu 3x)
4 — vysledna suspenze T - lymfocyt

Obr. 11 (Dokumentace OLG FN Brno)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

 vykapani suspenze na podlozni sklicka
(na skliccich jsou rozlozeny bunky s chromosomy a interfazni jadra, skli¢ko
samovolné zasycha ve vodorovné poloze na laboratornim stole)

:

Obr. 12 (Dokumentace OLG FN Brno)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

G - pruhovani chromosomi

G - pruhovani chromosom 0

2
?

- chromosom s G-pruhy

1 - inkubace preparatu v roztoku enzymu trypsinu 2 — barveni barvivem
(natraveni protein G na povrchu chromosom ) Giemsa — Romanowski - A

Obr. 13 (Dokumentace OLG FN Brno)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

nebo konvencni barveni chromosomu

konven éni barveni chromosom U

chromosom konven ¢€né barveny

barveni barvivem

Giemsa — Romanowski - A
& 3 o J k " - Obr. 14 (Dokumentace OLG FN Brno)
(vynechan krok natraveni chromosomaovych protein U trypsinem)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

hodnoceni

chromosomy hodnotime ve svételném mikroskopu
zdroj svétla - viditelna cast spektra (halogenova zZarovka)




METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

barveni / pruhovani chromosomu

e barveni Giemsovym barvivem PR
(bez inkubace v roztoku trypsinu 7 .
obarvuje chromosomy po celé ..':-' S5 g
délce) - hodnoceni ziskanych — ——f— LI g
chr. aberaci, které vznikly vd uasledku "‘\‘ Ry
ptisobeni mutagennich faktor @ i
prost redi

e pruhovani VAR
chromosom BN \
s 1
hodnoceni karyotypu, — ¢ ~ & ‘\~ ¢
( yotyp NAES DA
karyotypu ¥ ‘_\,;: RN
malignich klon @) W

chromosomy s G - pruhy
Obr. 16 (Dokumentace OLG FN Brno)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

hodnoceni karyotypu

zvétsSeni 1000 - 1250x

zveétseni 100 - 200x hodnoceni
vyhledavani mitéz
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

hodnoceni karyotypu

- ve svételném mikroskopu
- pomoci pocitacové analyzy obrazu

svételny
mikroskop

s CCD kamerou
napojeny

na pocitac
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

hodnoceni karyotypu

1) Pri vySetreni karyotypu analyzujeme u kazdého pacienta urcity pocet mitéz
s chromosomy s G-pruhy (obvykle 10) - klasicka cytogenetika.

2) a) V pripadé patologického nalezu na chromosomech s G-pruhy potvrzujeme
a upresnujeme patologii pomoci metod molekularni cytogenetiky:
- upresnéni % zastoupeni bunécénych linii u pocetnich aberaci
v mozaice (vySetreni 200 interfaznich jader - metoda FISH)
- potvrzeni a upresnéni nalezu strukturnich chromosomovych
aberaci: - metoda FISH (vyS$etieni chromosomd v mitézach)
- metody array-CGH, MLPA (pracuji s izolovanou DNA pacienta)
b) Pokud je u pacienta pritomna mala strukturni chromosomova aberace, jejiz
velikost je pod hranici rozliSovaci schopnosti metody G-pruhovani
chromosomu, pak vy$etifeni metodou G — pruhovani chromosomu bude bez
patologie, ale patologie mUzZe byt odhalena az metodami s vy3$si rozliSovaci
schopnosti (FISH, MLPA, array-CGH).
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CHROMOSOMY V PRAXI
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CHROMOSOMY V PRAXI
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Obr. 20 (Dokumentace OLG FN Brno)
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VROZENE ABNORMALITY /

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)

- délka kultivace 48 hodin (je tfeba zachytit 1. bunécné déleni -
pozdé&ji dochazi k opravé zlomd na chromosomech nebo k zaniku
bunék s aberaci)

- konvencni barveni = pouze Giemsa - Romanowski bez trypsinu

- nalezené aberace podrobné neuptestfiujeme, dllezité je pouze jestli
je/neni v dané burnice néktera pritomna

2. stanoveni % aberantnich bunék - chromosomy konvencné barvené I

Obr. 21 (Dokumentace OLG FN Brno)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
pruhovani chromosomu

metafize  prometafize  profaze
400 prouzki 550 prouzkii 850 prouzki

v haploidni sadé& Obr. 22 (ISCN 2016)

zkracovani (spiralizace) chromosomu

- 7
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

pruhovani chromosomt

¢islovani pruh u na chromosomech

pruhy na kazdém raménku jsou ocislovany
vzestupné od centromery k telomere

s postupnou kondenzaci chromosomu béhem mitozy
se zmensSuje pocet pruhu

¢islo pruhu umoz nuje jednozna €nou identifikaci
kazdého pruhu

Obr. 23

: ' Vzory chromosomu s G-pruhy (ISCN 2016
1.rozpruhovani 7 3.rozpruhovani 4 Prubigs )

2.rozpruhovani
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

vyznam pruhovani chromosomu

» rozezname chromosomy podobné morfologie (specifické pruhy kazdy chromosom)

* |ze zkontrolovat geneticky material chromosomu po celé délce v ramci rozliSovaci
schopnosti metody

e zapis strukturnich prestaveb — v zapisu strukturni pfestavby jsou uvedena Cisla
pruht na ramenech chromosomu, ktere vstoupily do prestavby, ve kterych doSlo

ke zlomu. [ } ) .
: R
géfg gB h E_i definovan

e — rozsah

§% 77 %19 #% g8 1§ &3 a lokalizace

%} % 3 23 52 gE g B9 abnormality
&

JRIRLY 13 ¢} 83

if 1t Ak 213 gi

Obr. 24 (Dokumentace OLG FN Brno)
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