KARYOTYP CLOVEKA

(Metody lidské cytogenetiky, klasifikace lidskych chromozomui, karyotyp ¢loveka.)

UvoD

Cytogenetika je védni obor, ktery se zabyva studiem bunéénych struktur nesoucich genetickou
informaci. Pomoci cytologickych metod zjistuje pocet, tvar a strukturu chromozomii a snazi se popsat
pfi¢iny a nasledky jejich zmén. Ptesné pticiny vzniku konkrétnich, detekovanych chromozémovych
zmén ale nejsou, na rozdil od nasledkd, zpravidla zndmy. Prikladem mtZzou byt leukémie —
chromozémové zmény byly popsany v 60 — 95 % zjisténych piipadia vyskytu nemoci, ale jen asi 10 %
z nich je dédi¢nych; vétsina zmén vznika aZz béhem Zivota idiopaticky.

Cytogenetické vysetiovaci metody

Rozvoj molekularné-biologickych metod na zafatku 21. stoleti rozsitil ,klasickou® cytogenetiku i
0 molekularni ¢ast. Oba pfistupy se dopliuji a davaji spolu ucelenéjsi pohled na studovany karyotyp.
Zakladni metodou je chromozdmova analyza, jejimz vysledkem je stanoveni karyotypu. Nejcastéjsim
materidlem pro vySetfovani chromozémid v somatickych bunkach béhem mitotického déleni jsou
buriky periferni krve, kostni diené, choria anebo plodové vody. Pro svou shadnou dostupnost jsou
Casto pouzivany bilé krvinky (lymfocyty) periferni krve. Na piipravu kratkodobé bunécné kultury se
pouziva vzorek heparizované periferni krve. Mitotickd aktivita lymfocyti se stimuluje

fytohemaglutininem (extrakt z fazole, Phaseolus vulgaris), ktery se pfidava do kultiva¢niho media.

Bunééna kultura se kultivuje v termostatu asi 24 - 72 hod pii teploté 37 “C (v zavislosti na vychozim
materialu). Ke konci kultivace se do média pridava asi na 2 hod kolcemid, ktery narusi tvorbu délici
vieténka, a tak vyvolava nahromadéni chromozomii a bunék ve stadiu metafaze. Bunky jsou dale
vystaveny hypotonizaci a fixaci. Pak je bunétna suspenze nanesena na podlozni skla a barvena
nejcastéji Giemsovym barvivem. Vhodné mitozy se vyfotografuji, chromozomy se roztiidi podle
velikosti, umisténi centromery a uspofadani prouzkt dle mezinarodné platné klasifikace (Patizska
dohoda, 1971) a sestavi se karyotyp. Pro jednoho pacienta je nutné takto setfidit a vyhodnotit asi
20 jednotlivych mitdz.

Metody barveni chromozomu

Az do 1. 1970 bylo konven¢ni (homogenni) barveni Giemsovym barvivem jedinou barvici metodou.
Avsak jejim velkym nedostatkem bylo, Ze neumoziiovala piesnou identifikaci jednotlivych
chromozomii, samoziejmé i jejich aberaci. Dalsi pokrok nastal az s rozvojem novych barvicich metod,
tzv. prouzkovacich (banding) metod. V soucasné dobé dochazi k Gtlumu klasického barveni, které je

nahrazovano hybridiza¢nimi sondami s navdzanymi fluorochromy.



Q - banding - prvni metoda, kdy se k barveni chromozomt pouzilo fluorescen¢nich derivata
quinakrinu. Ve fluorescencnim mikroskopu se na chromozémech objevi pficné prouzky jasné a méné

jasné fluoreskujici. Nevyhodou metody je nestabilnost barveni.

G - banding - ¢asto pouZivand metoda, kdy se chromozomy vystavi G¢inku trypsinu, ktery denaturuje
proteiny chromozomu a ty jsou obarveny Giemsovym barvivem. Na chromozdmech vzniknou tmavé

a svetlé prouzky, podle kterych lze pfesné urcit jednotlivé chromozoémy, poptipadé i jejich anomalie.

R - banding - (R - reverse = opac¢ny) - pruhy na chromozémech jsou vyvolany ptisobenim horkych
alkalickych roztokli a opét barvenim Giemsovym barvivem. Vzniklé tmavé a svétlé prouzky

na chromozomech jsou stabilni a pfi srovnani s G-prouzky jsou umistény opacne.

HRT - metoda — (high resolution technique) pozorovani chromozomt v profazi. Metoda umoziuje
registrovat mnohem vétsi pocet prouzkii na chromozomech a sledovat tak jejich detailn&jsi strukturu.

Hodnoceni je vSak velmi obtizné.

C - banding - vyznamna barvici metoda, kdy se na chromozdmech barvi konstituéni heterochromatin,
tj. oblast centromer a dlouhd ramena chromozomu Y. Neumoziuje vsak identifikaci jednotlivych

chromozomu.

Metody prouzkovani chromozomi, zejména G-banding, umoziuji pfesnou identifikaci jednotlivych
chromozémi a tedy sestaveni karyotypu. Timto zplsobem Ize sledovat nejen numerické, ale

i strukturalni aberace chromozomu.

V piipad¢é drobnych zmén nebo pii podezieni na komplexni zmény karyotypu jsou klasické barvici
metody nedostatecné. Ztoho divodu se chromozémy ,barvi“ pomoci rizn€¢ znacenych
fluorescencnich hybridizac¢nich sond, vysledny obraz pak sklada specidlni software. Mezi takové
metody patii napi. M-FISH (,,Multicolour FISH") umoznujici detekovat celkové piestavby karyotypt
nebo M-BAND (,,Multicolour banding“) umoziujici jemné&jsi rozliseni zmén struktury jednotlivych
chromozomii, zaloZzené na prouzkovéani. Vysledkem cytogenetického je vySetfeni je
tzv. karyotyp/karyogram, ktery zobrazuje realné obrazky (fotky) setiidénych chromozému.

Schématické znazornéni je pak oznaovano jako idiogram.



Vyjadieni karyotypu ¢lovéka

Fyziologicky karyotyp somatické butiky ¢loveka (2n = 46) se sklada ze 46 chromozomu, tj. 23 part

homolognich chromozomt.

Zena: fyziologicky karyotyp 46,XX

Je tvofen z 22 part autozomt a z 1 paru gonozomu (pohlavnich chromozomul) XX.

Muz: fyziologicky karyotyp 46,XY

Je tvofen z 22 part autozomtl a z 1 paru gonozomu (pohlavnich chromozému) XY.

Pokud je nalezena né&jaka aberace, zapisuje se tato zména do zjiSténého karyotypu podle platné
nomenklatury ISCN.

o 47 XX,+13 Zena, navic chromozdm 13 (trisomie chromozomu 13)

o 46,XY,-5p muz, chybéjici kratké raménko chromozému 5 (delece)

e 46,XY,del(5)(q13q33) muZ, delece 5. chromozému v oblasti 13 — 33 dlouhého raménka

UKOLY

1. Sestavte karyotyp ¢lovéka

PROVEDENI

Material

mikrofotografie metafaze lidskych chromozomii - G-banding
Potreby

nlzky, lepidlo, pinzeta, pfedloha sestaveného karyotypu

Pracovni postup

1. Vystiihejte jednotlivé chromozoémy.

2. Serad’te je podle velikosti od nejvétSich po nejmensi, podle umisténi centromery a zatrad'te
do skupin A az G.
Ve skupinach A az G proved’te podle prouzkl na chromozémech jejich piesnou identifikaci.

4. Podle sestaveného karyotypu urcete pohlavi vySetfovaného jedince. Rozhodnéte, zda jde

o fyziologicky nebo patologicky karyotyp, a pomoci symbolt zapiste.

ZAVER

Uved’te a zhodnotte vysledek tkolu.
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