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DETEKCE VROZENYCH
CHROMOSOMOVYCH ABERACI

Standardni postup:

vySetfeni metodami klasické cytogenetiky + nasledné metodami molekularni
cytogenetiky
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

pruhovani / barveni chromosomu

° pruhovaC| metody umoanJl individualni diferenciaci
jednotlivych chromosomdu, (byly zavedeny v letech

1968 -71)

e do té doby bylo mozné pouze obarvit chromosomy

konvencné a seradit je do skupin podle velikosti a polohy
centromery

e ke klasifikaci chromosomuU byl mezinarodné pfijat Jednotny

systém, ktery vycha2| z identifikace lidskych chromosomu
pruhovacimi a barvicimi postupy
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

pruhovani / barveni chromosomu

ISCN - An International System for Human Cytogenetic
Nomenclature — mezinarodni cytogeneticka
nomenklatura

-charakteristika normalniho a patologického
karyotypu

- techniky pruhovani a barveni chromosomu
- pruhovaci vzory chromosomu s G — pruhy
- vzory zapist chromosomovych aberaci

- dalSi cytogenetické informace

Obr. 1 (Dokumentace OLG FN Brno)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

pruhovani chromosomu
G - pruhovani

e nejCastéji rutinné uzivana metoda

e chromosomy jsou vystaveny L’Jéinkﬁnj trypsinu (proteolyticky
enzym), ktery natravi chromosomove proteiny

e chromosomy obarvime Giemsovym barvivem (smes barviv)

e vysledek - kazdy chromogom se specificky obarvi (stridave
tmave a svetle prouzky ruzne tloustky, tmave prouzky jsou
bohatsi na adenin a thymin, svetle na cytozin a guanin)

e ziskané pruhy jsou specifické pro kazdy chromosomovy par
e |ze snadno rozpoznat strukturni a numerické abnormality
1 pruh na chromosomu obsahuje 50 i vice gend
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

G - pruhovani chromosomu
normalni muzsky karyotyp 46,XY
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

Q - pruhovani chromosomu

e barveni akridinovymi derivaty
(fluoreskujici latky -
fluorochromy), akridin se
specificky vaze na oblasti bohaté
na adenin (A) a tymin (T)

e Q - pruhy (svétlé a tmaveé),
priblizné odpovidaji G - pruhim

e nevyhody - je treba specialni
fluorescencni mikroskop a pri
delSi expozici UV svétlem
fluorescence slabne

. The Q-banded human karyotype. (Courtesy of Dr. E. Magenis.)  Qpr. 3 (|SCN 1995)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

R - pruhovani chromosomu

e vystaveni chromosomu LY B P s
pusobeni specifickych vliva ~ r+ % . NS
pred obarvenim (zahfati) iy B Pl

e R = reverse (opatny), tzn. . i 10 PERE A
R - pruhy jsou opacné ke , AR B
G - a Q - pruhim (kde jsou i+ 5 §i 8 gEor
G - a Q - pruhy sveétle, tam W R
jsou R - pruhy tmave a S L

19 20 21 22 Xy

opacne)
The R-banded human karyotype. (Courtesy of Dr. B. Dutrillaux.)

Obr. 4 (ISCN 1995)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

C - barveni chromosomu

vizualizace konstitutivniho

heterochromatinu -——f —f—i—
(konstitutivni heterochromatin
v oblasti centromer a na o H e ol
2 e, < S | | I TR | S | R ] S|
dlouhych ramencich nekterych S AT W
chromosomu - 1q, 99, 16q, L L
Yq) L | . L L | e |
- metoda zaloZena na - i L 1 1 18
denaturaci DNA plsobenim riznych 3 43 ——t
agens (HCI, Ba(OH)2) a nasledné 19 20 21 2
reaSOCiaCi v teplém prrU « The C-banded human karyotype. (Courtesy of Dr. N. Mandahl.) x
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

NOR - barveni chromosomu

e navazani zrn stribra na aktivni oblast organizatoru jadérka
(sekundarni konstrikce akrocentrickych chromosomu)

e stribro se vylouci z AgNO3 ’ > "“ l r
za vyssi teploty a v kyselém ,," / & g.:"e o -
prostredi ol _ ’\.., "-‘\ % W

e zjistujeme, jestli jsou satelity ~ -y
schopny aktivity (jestli na nich e ‘
neni navazan euchromatin, I N
ktery by aktivité branil a mohl \b‘l/\ '
by byt nebalancovanym i' g \' ’
materialem v karyotypu) /\ 7 - ‘Q-

e kazdy akrocentricky chromosom ”:\ f i
nemusi byt aktivni ve vSech ‘9 i s ¢
bunkach

. S B e
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DETEKCE ZISKANYCH
CHROMOSOMOVYCH ABERACI
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

1) ZISKANE CHROMOSOMOVE ABERACE (ZCA)

(vliv mutagennich faktort prostredi)

stanoveni % aberantnich bunék — ] ‘/ v - e

’ o
w w V4 . Al
bunek s poskozenym chromosomem e . I\ b o‘,\
L r
konvencni barveni chromosomu — v

smesi barviv Giemsa - Romanowski

indikace k vySetreni — zejména prace
v rizikovem prostredi

Obr. 7 (Dokumentace
OLG FN Brno)

vySetfeni pouze konvenéni metodou barveni chromosomu
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

1) ZISKANE CHROMOSOMOVE ABERACE (ZCA)
priciny vzniku

pusobeni - fyzikalnich faktord

(ionizujici zareni)

- chemickych latek
(cytostatika, imunosupresiva, oxidacni,
alkylacni c¢inidla ad. latky pouzivané
v prumyslu)

- biologickych faktort
(virové infekce - pravé nestovice, spalnicky,
zardénky ad.)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

1) ZISKANE CHROMOSOMOVE ABERACE (ZCA)-
typ poskozeni -

o K ' n '
zIom na 1 chromatidé |
zlom na 2 chromatidach  dicentricky chromosom

. - rzzz’d o
/f:
Obr. 8
Realné chromosomy (Dokumentace OLG
FN Brno)

Schemata (Klen, 1982; Bockov, 1971)

chromatidova vyména kruhovy chromosom (ring)
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY

2) SCE - sesterska vymeéna chromatid
(sister chromatid exchanges)

- testovani uc¢inku pouze chemickych mutagennich latek
(pro sledovani vlivu ionizujiciho zareni test neni vhodny)

- test Ize pouzit pfi vyzkumu pusobeni klastogen@ - faktort, ptsobicich
strukturni zmény chromosomu

- testovani SCE je metoda mnohem citlivéj$i na detekci plsobeni
mutagennich latek nez klasicky test hodnoceni chromosomovych zlomd
(100x pfi stejnych davkach mutagend)

- nékteré chemické latky lIze testovat jen in vivo nebo po metabolizaci
nékterymi bunécnymi liniemi

- mechanismus SCE neni jednoznacné vysvétlen

- urdcita cast vymeén je spontanni

- nemocni se syndromy chromosomové instability - AR dédicnost - vyrazné

zvyseny pocCet SCE je nalézan pouze u Bloomova syndromu (pocet
vymen na mitdzu a bunécny cyklus je vice nez 100)
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BrdU technika pro detekci SCE
BrdU = 5 "bromo 2 "deoxy uridin -
analog baze thymidin
- BrdU je pridan do kultivacniho média - kultivace 72 h
- 2 cykly bunécného déleni
- BrdU se inkorporuje do noveé syntetizované DNA
misto thymidinu béhem S faze bunécného cyklu
- S faze - replikace molekul DNA (které tvori

chromosom v mit6ze): 1. bunécné déleni - e i e

templétova’ molekula DNA (chromatida) - neni uxchangls

inkorporovan BrdU, noveé syntetizovana molekula

DNA(chromatida) - je inkorporovan BrdU J I ' '
- po inkorporaci BrdU - pfiprava preparatd - rizné M

barvici metody - snizena schopnost chromatid s DNA

substituovanou BrdU vazat néktera barviva _ harlekynsky

(napriklad Giemsovo barvivo) chromosom

-  vyména zdanlivé homolognich casti sesterskych
chromatid, k vyménam dochazi béhem replikace

- zvysena frekvence vymeén souvisi
s vlivem mutagennich latek
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METODY KLASICKE CYTOGENETIKY
3) ZISKANE CHROMOSOMOVE ABERACE

(vznik v souvislosti s onkologickym onemocnénim)

stanoveni karyotypu malignich klont

G — pruhovani chromosomu

+ nasledné vysetreni metodami
molekularni cytogenetiky
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