Struktura a funkce
chromosomu eukaryot

Karyotyp cloveka a metody
jeho vysetreni
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struktura chromosomu
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struktura chromosomu
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Mitoticky chromosom
— 50 000x kratSi nez
despiralizovana forma

U Clovéka
— cca 2 metry DNA
Vv jedné bunce

= 2 x 23 chromosomu



struktura chromosomu
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typy chromosomu
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stavba chromosomu
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pocet chromosomu

- druhové specificky, reprodukcni bariéra

druh pocet druh pocet
hrach / zito, je€men 14 Mravenec 2/1
redkviCka 18 octomilka 8
Konopi seté 20 ropucha 22
ryze 24 koCka, lev, tygr / prase 38
psSenice, oves (3lechténé) 42 hexapl. mys 40
mango 40 potkan 42
ananas 50 C¢lovek 46
: 14-70 slon 56
JahOda di-decaploid. Te— 60
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Pan troglodytes vs. Homo sapiens
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The Origin of Man: A Chromosomal Pictorial Legacy," Science,
°f Vol. 215, 1982; pp. 1525-1530




pocet chromosomu u Clovéka

lidsky karyotyp

23 paru chromosomu
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lidsky karyotyp

46 chromosomu

- 22 paru autosomu

- 1 par pohlavnich chromosomu

Poradi dle velikosti a typu chromosomu

— Fazeni do skupin

A B
1-3 4-5
C
6—12
D E
13-15 16 - 18
F G
19 - 20 21-22 X

1-3
velké metacentrické

4-5
velké submetacentrické

6-12, X
stfedni submetacentrické

13-15
stfedni akrocentrické

16-18
malé submetacentrické

19-20
malé metacentrické

°
C
D
E
F

<

21-22. Y
malé akrocentrické




lidsky karyotyp

46,XY
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X-Inaktivace

X-inaktivace (lyonizace)

- nahodny proces (vétsinou), nastava
v embryonalnim obdobi

- kondenzace kazdého ,nadpocetného” chr. X
kromeé tzv. pseudoautosomalnich oblasti

BARROVA TELISKA

ZADNE TELISKO: 1 TELISKO: 2 TELISKA:
46,XY 46,XX 47 XXX
45,X 47 XXY 48 ,XXXY




chromatin

EUCHROMATIN

- v interfazi despiralizované useky chromosomu

- Casne se replikujici oblasti

- v metafazi méné spiralizované nez heterochromatin, svétlé G-pruhy

- unikatni DNA sekvence, vétSina gendu,
transkripcné aktivni oblasti

HETEROCHROMATIN

- v interfazi kondenzované useky
chromosomu — tvofi ,hrudky”

- pozdne se replikujici oblasti

- v metafazi vice spiralizované nez euchromatin, tmaveé G-pruhy

- pfevazneé repetitivni DNA sekvence, minimum gend, transkripéné
neaktivni oblasti



heteromorfismy, varianty

HETEROMORFISMUS
HETEROCHROMATINU E
-chromosomy 1, 9,16 aY ' I

Yqh- Yqgh+
HETEROMORFISMUS KRATKYCH
RAMEN AKROCENTRU E
- chromosomy skupiny D (13, 14, 15) = = = = =

a skupiny G (21, 22)







Cytogenetika klasicka —
soucasnost (stale méne)




Cytogenetika molekularni —
soucasnost (stale vice)




vysetrovany material

PRENATALNE: POSTNATALNE:
plodova voda periferni krev
choriove klky kostni dren
fetalni krev kozni fibroblasty

(pupecnikova)



iInvazivni metody prenatalni
diagnostiky

Chronologicky:

1. Odbér choriovych klki — CVS
+/- 12. tyden gravidity

2. Amniocentéza (odbéer plodové vody) - AMC
+/- 16.—20. tyden gravidity

3. Kordocentéza (odbér fetalni - pupecnikove krve) — KDC
> 20. tyden gravidity

Cilem: ziskat bunky pro kultivaci (karyotyp plodu)
nebo pro primou izolaci DNA plodu,
prip. pro dalsi vysetreni — biochemicke, hematologicke,
mikrobiologicke ...



prenatalni diagnostika

Ultrasound
transducer

Odbér materialu:
> CVS

> amniocentéza

> kordocentéza
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vysetreni karyotypu

FETALNI KREV

, Prip.

I 4

PERIFERNI

ODBER PERIFERNI KRVE
S HEPARINEM

vzorek krve
kultivacni médium
fytohemaglutinin

HODNOCENI KARYOTYPU
KULTIVACE V MIKROSKOPU

72 HODIN, 37°C

¥ *

ZASTAVENI DELENI | BARVENI |
KOLCHICINEM ‘t

¥

PRIPRAVA PBEPARATU
,KAPANI*

| HYPOTONIZACE | =» FIXACE =»




vysetreni karyotypu

Kratkodobé kultury

Diouhodobé kultury

Periferni krev
Fetalni krev
Kostni dren

Plodova voda
Choriove klky
Vzorky tkani, abortu...

72 hodin (nebo i méné)

Cca 2 tydny (i vice)

Mitoticka stimulace

Mitoticka aktivita pfirozena

Rust v ,roztoku®

Rust jako monolayer,
kontaktni inhibice

Zastaveni déleni - kolchicin

Zpracovani: hypotonizace, fixace

Priprava preparatu — kapani, barveni

Hodnoceni v mikroskopu




dlouhodoba kultivace

Kultivacni lahvicka

— rust vyzaduje kontakt s podlozZzkou

— déleni formou kolonii v jedné vrstve (monolayer)

— kontaktni inhibice




Indikace

kK chromosomovému prenatalnimu vysetreni:
NI/ I} INNEE INiE
1. vyssi vek matky

- vysSSi nez 35'let v dobé porodu (zvysSene riziko
chromosomovych aneuploidii, zejména M. Down)

2. pozitivni screening vrozenych vad
- v |. nebo Il. trimestru , ,
(s vyssim rizikem chromosomovych aberaci)

3. pozitivni anamneza ; , o )
- posélzene )dlte/plod v predchozi gravidité (chromosomova
aberace
- rodiC nositelem balancované chromosomove aberace

4. patologicky Ci atypicky ultrazvukovy nalez (diferencialni
diagnosa)

5. dalSi (napfr. fakultativné — matka po chemoterapii, gravidita
po IVF, ...)



Indikace

k chromosomovému postnatalnimu vysetreni:
AR NI [ BNE Bimmmiiiil (Bl -

novorozenci — kraniofacialni dysmorfie, kongenitalni
anomalie, hypotonie, ...

déti — psychomotoricka retardace, dysmorfie, rustova
retardace,kryptorchismus, ...

puberta — predcasna, resp. opozdena puberta, amenorea,
gynekomastie, ...

dospeli — sterilita, opakované spontanni aborty,
patologicky spermiogram, pozitivni RA (reprodukcni
ztraty, mrtvé rozené déti, postizené déti,...),
prekoncepcni pécCe, darcovstvi gamet, ...

+ ziskané chromosomové aberace (ZCHA) (pr. profesionalni expozice,
onkologicka lécCba)




klasické (konvencni) barveni

Giemsovo barvivo bez dalsich latek
- vysledkem jsou jednobarevné chromosomy




G-pruhovani

G = Glemsa
G-banding = pruhovani zpusobené natravenim
proteinu ve struktufe chromosomu, napr. trypsinem
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G-pruhovani




dalsi pruhovaci techniky

Q-pruhovani

Q = quinacrine

- nejstarsi pruhovaci metoda (1972), barveni fluorescencnim
barvivem chinakrinem

- nestalé, vyzaduje fluorescencni mikroskop, fotografovani

- pruhy podobné G-pruhtiim

22 1

21
R-pruhovani i
R = reverzni i -
- pusobeni alkalickych &inidel a vysoké —183—
teploty .

- vysledkem pruhy rozloZené opacéné nez ol
u G-pruhovani -



selektivni barvici techniky

C-pruhovani

- barveni po denaturaci v alkalickém

prostredi (pr. hydroxid barnaty)

- zvyraznuje centromery a ostatni

konstitutivni heterochromatin (zejména
na chromosomech 1, 9, 16 aY)

C - BANDING

Ag-NOR barveni

- stribreni dusiCnanem stribrnym

- zvyraznuje oblasti organizatoru
jadérka (NOR) na akrocentrickych
chromosomech

Ag - NOR




Fluorescencni in situ hybridizace (FISH)

SONDA ZNACENA
CYTOGENETICKY PREPARAT FLUOROCHROMEM
DENATURACE ‘
DENATURACE DNA DNA SONDY f

CHROMOSOMU 5 ¢:;
\ i

HYBRIDIZACE DNA SONDY S KOMPLEMENTARNIMI
USEKY DNA CHROMOSOMU

ANALYZA SIGNALU
VE FLUORESCENCNIM
MIKROSKOPU




centromerické a lokus specifické sondy

" " multicolor FISH l‘ '

M-banding
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” Komparativhi genomova hybridizace(CGH)

TESTOVANA KONTROLNI
DNA DNA
L DNA OZNACENA s
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Microarray — princip metody
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Microarray technologie

klasicka cytogenetika komparativnhi genomova hybridisace
~5Mb CGH ~ 2-5Mb
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Microarrays
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Microarray technologie
Modifikace: Array-CGH x SNP-array

- molekularné-cytogenetické metody
- principialné vychazi z CGH metody, resp. z detekce jednonukleotidovych
polymorfismi — SNPs v genomu)
- celogenomove vysetreni
- velmi dobra rozliSovaci schopnost (stovky az nékolik kb)




Microarray technologie

del 18p11.32p11.21(12,842-15,245,448)

velikost cca 15,4 Mb

VySetreni SNP array
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NIPT (neinvazivni prenatalni testovani)

- analyza volne fetalni DNA v krvi matky (cfDNA) —
masivni paralelni sekvenovani na principu NGS

- detekce nejCastejsich aneuploidii (zakladni varianta),
pripadné i vybranych mikrodele¢nich syndromu nebo
celogenomovy scan (rozsirena varianta)

- provadi se z odberu zilni krve od 10. gestacniho
tydne, vzorek se v soucasnosti zasila do zahraniCnich
(vetsinou) nebo tuzemskych laboratori

- momentalne nabizeno jako komercni diagnosticky
test (napr. PrenatalSafe, Prenascan, Harmony,
Panorama,...), avSak dosud neni 100% spolehlivy



H Casté omyly v pfipravé na zkousku “

OMYL €. 1: ,Kultivace choriovych klku (CVS) je rychlejSi nez
Zz bunék krve*®

Krev — kratkodoba kultivace (72 hodin)
CVS - dlouhodoba kultivace (2 tydny a vice)

OMYL €. 2: ,Vysledek karyotypu z CVS je nespolehlivy a
mel by se jeste overit vysetfenim z plodové vody*

CVS — nej¢asnejsi moznost vySetrit karyotyp plodu, metoda plnée
dostacujici vzhledem k indikacim; neboli - pro¢ odebirat kiky a
ne rovnou plodovou vodu, pokud by to nestacilo?

OMYL C. 3: ,Fetoskopie - metoda prenatalni diagnostiky”

= pfimé pozorovani plodu fetoskopem, drive pouzivano pri
nedostupnosti jinych metod; dnes obsolentni, nepouzivane,
VySoke riziko potratu, infekce, pred¢asného porodu...
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