CYTOGENETIKA,

CHROMOSOMY

vytvofilo Oddéleni Iékarské genetiky FN Brno
S podporou projektu OPvK

[ ]
* m
** ** ..
. * * ° M
evropsky ek ﬁ g

socialni i MINISTERSTVO $KOLSTVI, OP Vzdélavani
fondvCR EVROPSKA UNIE MLADEZE A TELOVYCHOVY pro konkurenceschopnost

INVESTICE DO ROZVOJE VZDELAVANI

zpracovala Mgr. Hanakova

i lw Wtvorilo Odckleni Iékaské genetiky FN Brno




DEFINICE A HISTORIE

e klinicka cytogenetika se zabyva analyzou chromosomli
(jejich poctem a morfologii), jejich segregaci v meidze

a mitoze a vztahem mezi nalezy chromosomovych
aberaci a fenotypovymi projevy.

e vznik moderni lidské cytogenetiky se datuje od roku
1956, kdy Tjio a Levan vyvinuli efektivnhi metodiky analyzy

chromosomu a stanovili, Ze normalni pocet lidskych
o .
chromosomu je 46.
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SCHEMA LIDSKE SOMATICKE BUNKY

cytoplasma s organelami
(DNA v mitochondriich)

bunécné jadro
(DNA +proteiny + RNA)

klinicka cytogenetika se zabyva
analyzou chromosomu, které
vznikaji spiralizaci molekul DNA
lokalizovanych v bunécnem jadre

Obr. 1 (Alberts,1986), upraveno
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GENETICKY MATERIAL JADRA

BEHEM BUNECNEHO CYKLU

bunécny cyklus somatickych bunék

(interfaze, mitdza, cytokineze)

- G1, S, G2 faze = INTERFAZE
nejdelsi faze bunécneho cyklu,
chromatin je malo kondenzovany
(rdzné stupné spiralizace -
pouze konstitutivni
heterochromatin zUstava trvale
kondenzovan)

- M faze = MITOZA + cytokineze
déleni jadra a nasledné bunky -
kondenzace chromatinu,
vznik chromosomii, rozchod R N i S

Interfazni jadro (Alberts,1986)

Chromosomﬁ do dcei:inylch bunék Mitéza (Dokumentace OLG FN Brno)

[w Wtvoftilo Oddleni Iékaské genetiky FN Brno




ZMENA ORGANIZACE

GENETICKEHO MATERIALU
BEHEM BUNECNEHO CYKLU
SOMATICKYCH BUNEK

chromosomy vznikaji p Fi bun ééném d éleni

N tagst ‘, \
* nea
' ok >—
o, T
i P P chromosomy = spiralizované molekuly DNA
D gy " ccrem jadre poéet chromosom @ &lov éka = 46

(interfaze) (Mitéza)

Obr. 3 (Ham,1983) Obr. 4 (Dokumentace OLG FN Brno)
Schema chromosomu (Nussbaum, 2004)
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CHROMATIN A CHROMOSOMY

BEHEM BUNECNEHO CYKLU

kondenzace chromatinu, vznik chromosom

dvousroubovice DNA mw ¢2 nm

béhem bunécného cyklu
se chromatin nachazi

v ruznych fazich
spiralizace

(v interfazi nizky stupen

spiralizace, b&hem mitézy MMIQIL &
postupna kondenzace, [ g

maximalni v metafazi DR 0, l
mitozy) %%g . g o, l
chromosomu f§ A
L_ﬁ__/

ﬂ;letafé;m’r); %% I1 400 nm  Obr. 52. RUzné drovné struktury eu-
e karyontniho chromosomu.

Obr. 5 (Necas, 1989)
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CHROMOSOMY V PRAXI

chromosom

schema chromosomu chromosom s G- pruhy
_ metoda FISH

| == telomericka oblast \

<= P - kratki raménka s

chromosom
konven éné barveny

- CCNtromera

|| | |*== q - dlouhd raménka —'!
" ¥ telomericka oblast

sesterské chromatidy
(identické kopie)

dvouchromatidovy metafazni chromosom

Obr. 6
Realné chromosomy (Dokumentace OLG FN Brno)
Schema chromosomu (Nussbaum, 2004)



CHROMOSOM

e centromera = heterochromatinova oblast (konstitutivni
heterochromatin), misto rozdéleni kratkych a dlouhych ramenek
misto spOJenl sesterskych chromatid, misto tvorby kinetochoru
v meidze a mitdze, (primarni konstrlkce zaskrceni)

o telomera = specificka DNA sekvence na koncich kazdého
chromosomu (kazdé chromatidy, dvousroubovice DNA), ktera
zajistuje integritu chromosomu béhem bunécéného déleni
(repetitivni hexamer (TTAGGG)n)
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CHROMOSOMY - KARYOTYP

chromosomovy par

e karyotyp = utridény a zhodnoceny (homologni chromosomy)

soubor chromosomui v somatickych
bunkach pacienta, v zapisu oznacujeme l l EEIRR s e col0TC FRE )

pocet chromosomul, typ pohlavnich g l e
chromosomi a pripadné aberace § S 3 ‘! § x E .
(zapis karyotypu napf. 46,XY) ’é% gﬂ i %fg | {
e normalni lidsky karyotyp se sklada "3% £ ¥ H o 81
ze 46 chromosomd, z toho 22 pari ji % & s( WA §
autosom (nepohlavnich chromosomu) THIRL TRINT
| ¥y ¢ ¥

a 2 gonosomu (pohlavnich chromosom)

’ 7 . \A 4 = :3' i z g 8 ﬁ ‘ g { a

e chromosomovy par je tvoren homolognimi — — = : ;
chromosomy, z nichz jeden je zdédén obrazek karyotypu - karyogram

od otce a druhy od matky, neparové = utfidény a zhodnoceny soubor

chromosomy jsou nehomologni (somatické  chromosomu jedne bunky, ktery
P, ) charakterizuje i chromosomy v ostatnich
diploidni bunky)

burikach pacienta ve vySetfované tkani
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ZAPIS KARYOTYPU

. Ky karyotyp
46 XY - normalni muzsky karyotyp

\

typ pohlavnich chromosomu
pocet chromosomu v bufikach pacienta
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KARYOTYP
normalni muzsky karyotyp

i h.; 0 uu

? 195 l ! - s Obr. 8 (Dokumentace OLG
k- Ly
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KARYOTYP
normalni zensky karyotyp

0d 2% TIRTINT

i iy el a ‘
Fe B8 &b a3
1 0 21 2z X ¥ d Obr. 9 (Dokumentace OLG

FN Brno)
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CHROMOSOMY -

tridéni chromosomi podle
umisteni centromery

e metacentrické chromosom
centromera témeér nebo Uplné uprostred,
tedy kratka a dlouha raménka jsou
(témeér) stejné dlouha

— WS
o8 ‘#“'l
we

20
e submetacentrické chromosomy

centromera mimo stred chromosomu, p a
g raménka jsou jasné délkove odliSena

Obr. 10

Schemata chromosomu (Nussbaum, 2004)
Reéalné chromosomy (Dokumentace OLG FN Brno) 2
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CHROMOSOMY -

tridéni chromosomi podle
umisteni centromery

e akrocentrické chromosomy

centromera je umistena velmi blizko
jednomu konci;

od kratkych ramének jsou odskrceny B !

satelity (male vyrazné cCasti chromatinu);

misto odskrceni = sekundarni konstrikce
(tenke stopky);

(sekundarni konstrikce obsahuje kopie 13 22
genu kodujicich rRNA = organizator
jaderka)

Obr. 11

Schema chromosomu (Nussbaum, 2004)
Reéalné chromosomy (Dokumentace OLG FN Brno)
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CHROMOSOMY -
tridéni chromosomu do skupin

podle velikosti a pozice centromery =
normalni muzsky karyotyp 46, XY

&8 oas . Pohlavni chromosomy:
i ; i - chromosom X — podle velikosti
k . ﬁ A - { B a polohy centromery lze zaradit
: : do skupiny C

. s 4 - chromosom Y - velikostné
© £ } ) § ! { 4 se nejvice blizi chromosomtm

} g "",. 5 ( 5 C skupiny G. Vyznamny rozdil mezi
chromosomy 21, 22
2 o a chromosomem Y je vSak ten, ze
) B e % ! ’-5 D ‘ g F i IE chromosomy 21 a 212 maji satelity
; ’ : a chromosom Y na p raméncich
nenese satelity .
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F G Obr. 12 (Dokumentace OLG FN Brno)
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JADERKO

jadernd membrana

EG. Jorden, J. McGovern.)

i

, upraveno
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STANOVENI POCTU PRUHU V
HAPLOIDNI SADE CHROMOSOMU




Spiralizace chromosomu v mitoze

RUzné délky chromosomu (chromosom €. 1) — zavisi na stupni spiralizace chromosomu a zpracovani suspenze bunék
- v ruznych mitézach se nachazeji chromosomy odliSné délky
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Kritéria pro posouzeni poctu pruht
v haploidni sadé

€4 Association for Clinical Cytogenatics
GENERAL BEST PRACTICE GUIDELINES (2007) v1.02

1.2 TABLE 1. G- BANDING EVALUATION SCORE
At least three of the criteria to be obtalned to apply banding scares 3-9

[+] No banding

i Taentification of some chromosomes by morphology and major
landmarks

2 poOR Uneguivocal identification of chromogomes du# (o major landmarks

2 dark bands on Bp (Bpl2 & Bp22)

3 dark bands on 10g (10921, 10923, 10q25)
20p12 visible

22412 distinet

; 3 dark bands on mid-4q (q22-28)
4 MODERATE 3 dark bands mid-5g {Sql4, Sg2l, 5q23)

400 band 2 dark bands on 9o (9021 & 023)

13433 distinct:

7033 & 7g35 distinct
5 3 dark bands on 118 (11912, 1114, 11p15.4)
500 band 14032, 2 distinct

4 gark bands on 16q (18q132.1, 18q12.3, 180212, 18q23)

5331.2 distinet

6 Gooo Bp21.2 visible

550 band 2 dark bands on 11pter (11p15.2 & 11p15.4)
224132 distinct

2p25.2 distinct
7 2g37.2 distinct y
700 p_anu 10g21.1 and 10q21.3 resolve /

17q22-g24 resclves nto 3 dark bands

4p15.31 & 4p15.33 distingt

B EXCELLENT | 5p15.32 distinct

850 band 11g24.1 and 11524.3 distinct
19p13.12 and 15p13.2 distinct

11p14.1 visible
9 20p12.1 & 20p12.3 distingt
500 band 22q11.22 distinct

2201332 distinct

Banding Resoluticn higher than level 2 with additional bands to
10 those seen at the 900bphs level (ISCN 2005)[3] seen consistently

on both homologues.
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Kritéria pro posouzeni poctu pruht

v haploidni sade

%q31.2 distinct

6 Gooo Ep21.2 visible

LE0 hand 2 dark bands on 11pter (11p15.2 & 11p15.4)
22013 .2 distincy

PFi analyze karyotypu u pacientu je tfeba pracovat s dostatecné dlouhymi chromosomy aby mohly byt odhaleny menSi strukturni
aberace, jejichz velikost je na hranici rozliSovaci schopnosti metody G-pruhovani chromosom (5-10Mb). Chromosomy v mitéze by
mély byt tak dlouhé aby pocet prouzki v haploidni sadé chromosomu byl alespori 550.

V praxi neni mozné pocitat v kazdé mitdze vSechny prouzky na kazdém chromosomu, proto byl vypracovan jiny systém pro
posouzeni délky chromosomdu. Jestli naSe mitdza, se kterou pracujeme, ma alespon 550 pruhd, zjistime nésledujicim zpisobem.
Tabulka 1.2 na pfedchozi strance zahrnuje vy€et prouzkd na konkrétnich chromosomech, které je tfeba v preparatu vidét, aby bylo
mozné usuzovat na konkrétni délku chromosomu. Na nasledujicich strdnkach je patrné, Ze prouzky, které jsou v tabulce uvedené
jako rozliSovaci pro délku 550 pruhd, nejsou patrné na kratSich chromosomech.

Systém analyzy obrazu, program Lucia, pocita pocet pruht na chromosomech automaticky, ale tento pocet je pouze orientaéni.
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ritéria pro posouzeni poctu pruht
v haploidni sadé
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Kritéria pro posouzeni poctu pruht
v haploidni sadé




Kritéria pro posouzeni poctu pruht
v haploidni sadé
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Kritéria pro posouzeni poctu pruhti
v haploidni sadé
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GENETICKY MATERIAL JADRA
BEHEM BUNECNEHO CYKLU




GENETICKY MATERIAL JADRA

BEHEM BUNECNEHO CYKLU

bunécny cyklus somatickych bunék

(interfaze, mitodza, cytokmeze)

- G1, S, G2 faze = INTERFAZE
nejdelsi faze bunécneho cyklu,
chromatin je malo kondenzovany
(rdzné stupné spiralizace -
pouze konstitutivni
heterochromatin zUstava trvale
kondenzovan) T

- M faze = MITOZA + cytokineze
déleni jadra a nasledné bunky -

kondenzace chromatinu, Obr. 17

H O Bunécény cyklus (Nussbaum, 2004), upraveno
vz n I k Ch ro T oso m L\l” r’OZCh Od 5 Ianrféznijédro (Alberts, 1986)
Chromosomu dO dcerlnych bunek Mit6za (Dokumentace OLG FN Brno)
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JADERNY MATERIAL

pojmy chromatin a chromosomy - tykaji se téhoz jaderného materialu,
chromosomy jsou tvoreny chromatinem

chromatin - komplex molekul DNA a proteinﬁ - rGzné stupné spiralizace

chromosom - jednotlivé molekuly DNA + proteiny -
spiralizované v mitéze, despiralizované v interfazi
- tvoren 1 nebo 2 chromatidami v zavislosti na fazi
bunécného cyklu

chromatida = 1 kontinualni molekula dvouvldknové DNA
ve vazbé s chromosomovymi proteiny
spiralizované v mitéze, despiralizované v interfazi

FN BRNO
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jadro v interfazi

G1
(10-12 hod.)

CHROMATIN g

{2-4 had.) (6-8 hod.)

V I nte rféz I schema bun ééného cyklu

- interfaze, upraveno
e euchromatin - dekondenzovand forma chromatinu el i)
- transkripéné aktivni chromatin (pfepis gent do RNA)
e heterochromatin - kondenzovana forma chromatinu
- transkripcné inaktivni chromatin (ale replikace probiha)
konstitutivni heterochromatin
- zUstava v kondenzovaném stavu a neprepisuje se do RNA
v prubéhu celého bunééného cyklu (i v interfazi) ve viech bufikach
a ve vSech vyvojovych stadiich organismu
- transkripcné trvale inaktivni
- centromery, - chromocentra = oblasti konstitutivniho
heterochromatinu v interfazi

fakultativni heterochromatin
- mlze prechazet ze stavu heterochromatinu do stavu euchromatinu
- 1 z chromosomi X v burikdch samic savci je tvofen euchromatinem,
2. heterochromatinem. Na pocatku vyvoje jedince jsou oba
euchromatinové, v rané fazi embryogeneze dochazi k inaktivaci
jednoho chromosomu.
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CHROMOSOMY

v mitoze

schema bun ééného cyklu — mitéza, upraveno

e vySetrujeme chromosomy, které jsou tvoreny dvéma
chromatidami (v metafa2| nebo prometafazi mitozy)

mit6za - metafazni chromosomy, tvorené dvéma chromatidami

Obr. 22 (Dokumentace OLG FN Brno) Obr. 23 Schema chromosomu (Nussbaum, 2004)

e v anafazi mitézy se chromatidy kazdého chromosomu
rozchazeji k opaénym polum déliciho vieténka - kazdy
chromosom je tvoren jednou chromatidou (chromosomy
v této podobé nevysetrujeme)

*10 ’ ‘.+ )
< ~fp Y
;% # o 7 mitéza - anafazni chromosomy, po rozchodu chromatid
Rr=< ! % % ‘f k pélam déliciho vieténka jsou tvofeny jednou chromatidou
(Dokumentace o 4

OLG FN Brno) 0-‘9 J

Obr. 25 Schema chromosomu (Nussbaum, 2004)
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CHROMOSOMY -
metafaze a anafaze mitozy

gl
-
-

Obr.26 (Alberts, 1986)

. r | '
metafazni dva

dvouchromatidovy prabéh rozchodu chromatid jednochromatidové
chromosom hromosomy

Obr. 27 Realné chromosomy (Dokumentace OLG FN Brno)
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Chromosom tvo ren 1 chromatidou
NEBO Yy
Chromosom tvo Fen 2 chromatidami '/,

Chromosom je tvo fen 1 chromatidou (1 molekulou DNA):
- konec anafaze mit6zy (chromosom spiralizovan)

- telofaze mitdzy, cytokineze

- G1 faze interfaze (chromosom despiralizovan)

- do pocatku S faze interfaze (chromosom despiralizovan)

S faze interfaze - replikace (zdvojeni) molekul DNA - chromatidy, které
se nachazeji v despiralizovaném stavu, jsou zdvojeny,
vznik sesterskych chromatid, vzajemné identickych kopii
v ramci kazdého chromosomu;
kazdy chromosom je tvofen dvéma chromatidami

Chromosom je tvo _Fen 2 chromatidami (2 identickymi molekulami DNA): Obrézelk 2.1 Typicky mitoticky cyklus, popsany v textu. Vy-
konec S faze interfaze (despiralizované) Znaceny jsou telomery, centromery a sesterské chromatidy.
G2 fazi interfaze (despiralizované) Obr. 28 (Nussbaum, 2004)

profaze, prometafaze a metafaze mitézy - postupna spiralizace chromosoma

pocatek anafaze mitézy - chromosomy jsou tvofeny 2 chromatidami, béhem této faze mitézy dochazi k podélnému déleni
centromery a rozchodu sesterskych chromatid kazdého chromosomu k protilehlym p6lim jadra, na konci anafaze jsou
chromosomy tvofeny 1 chromatidou

R Wivorilo Odckleni lekaskeé genetiky FN Brno
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/ Telomera

\"/ Centromera
AN
2

{

Telomera

R
=y \;» Sesterské chromatidy

Luracen 2.1 Typicky mitoticky cyklus, popsany v textu. Vy-
znaceny jsou telomery, centromery a sesterske chromatidy

Obr. 29 (Nussbaum, 2004)

profaze =» prometafaze=> metafaze [\ 3} /
— postupné zkracovani molekul DNA (chromosoma) ——7- n—i:*; '
v dGsledku spiralizace . Syl )
Obr. 30 Schema chromosomu (Nussbaum, 2004) T : f Obr. 31 (ISCN 1995)
Chromosom 1
e anafdze - oddéleni sesterskych chromatid chromosomu !

v centromere, segregace k protilehlym pdlim T —
jadra (46 chromosomU s 92 chromosomu) \{

Obr. 33
(Alberts, 1986)

Obr. 32 Schema chromosomu (Nussbaum, 2004)
e telofdze - poc¢atek dekondenzace chromosomd, tvorba jaderného obalu
kolem dcerinnych jader
o v Vé [e] v v )4 v
e cytokineze - rozdeleni cytoplazmy puvodne materskeé bunky

|
chromatin

Obr. 34 Schema chromosomu (Nussbaum, 2004)
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