KARYOTYP CLOVEKA

(Metody lidske cytogenetiky, klasifikace lidskych chromozomii, karyotyp clovéka.)

UvoD

Cytogenetika je védni obor, ktery se zabyva studiem bunéénych struktur nesoucich genetickou
informaci. Pomoci cytologickych metod zjist'uje pocet, tvar a strukturu chromozoémi a snazi se popsat
pric¢iny a nasledky jejich zmén. Piesné pficiny vzniku konkrétnich, detekovanych chromozémovych
zmén ale nejsou, na rozdil od nasledki, zpravidla znamy. Piikladem muzou byt leukémie —
chromozémové zmény byly popsany v 60 — 95 % zjisténych ptipad vyskytu nemoci, ale jen asi 10 %
z nich je dédi¢nych; vétsina zmén vznika az béhem zivota idiopaticky.

Cytogenetické vySetirovaci metody

Rozvoj molekularné-biologickych metod na zacatku 21. stoleti rozsifil ,klasickou” cytogenetiku i
0 molekularni ¢ast. Oba piistupy se dopliuji a davaji spolu ucelengjsi pohled na studovany karyotyp.
Zakladni metodou je chromozomova analyza, jejimz vysledkem je stanoveni karyotypu. NejcastéjSim
materidlem pro vysetfovani chromozoémil v somatickych buiikdch béhem mitotického déleni jsou buiiky
periferni krve, kostni dfené, choria anebo plodové vody. Pro svou snadnou dostupnost jsou casto
pouzivany bilé krvinky (lymfocyty) periferni krve. Na piipravu kratkodobé bunééné kultury se pouziva
vzorek heparinizované periferni krve. Mitoticka aktivita lymfocytt 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 teplots 37 °C (v zavislosti na vychozim materialu). Ke konci
kultivace se do média piidava asi na 2 hod kolcemid, ktery narusi tvorbu dé¢liciho vieténka, a tak
vyvolava nahromadéni chromozomii a bunék ve stadiu metafdze. Buiky jsou dale vystaveny
hypotonizaci a fixaci. Pak je bunéna suspenze nanesena na podlozni skla a barvena nejcastéji
Giemsovym barvivem. Vhodné mitoézy se vyfotografuji, chromozémy se roztiidi podle velikosti,
umisténi centromery a uspotradani prouzki 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 chromozéomi

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

nahrazovano hybridiza¢nimi sondami s navazanymi fluorochromy.



Q - banding - prvni metoda, kdy se k barveni chromozémii pouzilo fluorescenénich derivati quinakrinu.
Ve fluorescenénim mikroskopu se na chromozomech objevi pii¢né prouzky jasné a méné jasné

fluoreskujici. Nevyhodou metody je nestabilnost barveni.

G - banding - ¢asto pouzivana metoda, kdy se chromozomy vystavi ucinku trypsinu, ktery denaturuje
proteiny chromozémii a ty jsou obarveny Giemsovym barvivem. Na chromozémech vzniknou tmavé

a svétlé prouzky, podle kterych 1ze ptesné urcit jednotlivé chromozomy, poptipade i jejich anomalie.

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

na chromozoémech jsou stabilni a pfi srovnani s G-prouzky jsou umistény opacné.

HRT - metoda — (high resolution technique) pozorovani chromozomu v profazi. Metoda umoziuje
registrovat mnohem vé&tsi pocet prouzkli na chromozomech a sledovat tak jejich detailngjsi strukturu.

Hodnoceni je vSak velmi obtizné.

C - banding - vyznamna barvici metoda, kdy se na chromozémech barvi konstituéni heterochromatin,
tj. oblast centromer a dlouhd ramena chromozému Y. Neumozituje vSak identifikaci jednotlivych

chromozémau.

Metody prouzkovani chromozomit, zejména G-banding, umoziiuji pfesnou identifikaci jednotlivych
chromozémii a tedy sestaveni karyotypu. Timto zplsobem lze sledovat nejen numerické, ale

i strukturalni aberace chromozomu.

V ptipadé drobnych zmén nebo pii podezieni na komplexni zmény karyotypu jsou klasické barvici
metody nedostate¢né. Z toho diivodu se chromozoémy ,,barvi® pomoci rizné zna¢enych fluorescen¢nich
hybridiza¢nich sond, vysledny obraz pak sklada specialni software. Mezi takové metody patii napi. M-
FISH (,,Multicolour FISH*) umoziujici detekovat celkové piestavby karyotypt nebo M-BAND
(,,Multicolour banding®) umoziujici jemné&jsi rozliSeni zmén struktury jednotlivych chromozomtl,
zalozené na prouzkovani. Vysledkem cytogenetického vySetieni je tzv. karyotyp/karyogram, ktery
zobrazuje realné obrazky (fotky) setfidénych chromozémi. Schématické znazornéni je pak oznacovano

jako idiogram.



Vyjadreni karyotypu ¢lovéka

Fyziologicky karyotyp somatické bunky cloveéka (2n = 46) se sklada ze 46 chromozomu, tj. 23 part

homolognich chromozomt.

Zena: fyziologicky karyotyp 46,XX

Je tvofen z 22 parl autozomt a z 1 paru gonozomu (pohlavnich chromozomi) XX.

Muz: fyziologicky karyotyp 46,XY

Je tvofen z 22 parti autozomtl a z 1 paru gonozomu (pohlavnich chromozomi) XY.

Pokud je nalezena né&jaka aberace, zapisuje se tato zména do zjist€éného karyotypu podle platné
nomenklatury ISCN (The International System for Human Cytogenetic Nomenclature, 2016); napf.

- 47, XX, +13 zena, jeden chromozom 13 navic (trisomie chromozomu 13)

- 46,XY,-5p muz, ztrata kratkého raménka chromozomu 5 (delece 5p)

- 46,XY,del(5)(q13933) muz, ztrata ¢asti 5. chromozému v oblasti 13 — 33 dlouhého raménka

UKOLY

1. Sestavte karyotyp cloveka

PROVEDENI

Material

mikrofotografie metafaze lidskych chromozému - G-banding
Potieby

nlzky, lepidlo, pinzeta, pfedloha sestaveného karyotypu

Pracovni postup

1. Vystiihejte jednotlivé chromozomy.

2. Setad'te je podle velikosti od nejvétSich po nejmensi, podle umisténi centromery a zatad'te
do skupin A az G.

3. Ve skupinach A az G proved’te podle prouzkii na chromozomech jejich piesnou identifikaci.

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

o0 fyziologicky nebo patologicky karyotyp, a pomoci symboli zapiste.

ZAVER

Uved'te a zhodnotte vysledek ukolu.



Pozn.

ISCN symboly a zkratky
zékladni prehled podle ISCN (2016), S. Karger, Basel. (v angli¢tiné)

add
approximate sign (~)

arr
arrow (->or =)
brackets, square ([ ])

additional material of unknown origin

denotes intervals and boundaries of a chromosome segment or number of chromosomes, fragments, or
markers; denotes a range of number of copies of a chromosomal region when the exact number cannot be
determined

microarray

from - to, in detailed system

surround number of cells or genome build

cen centromere

cgh comparative genomic hybridization
chr chromosome

cht chromatid

colon, single (:)
colon, double (::)

break, in detailed system
break and reunion, in detailed system

comma (,) separates chromosome numbers, sex chromosomes, and chromosome abnormalities, seperates locus
designations

cp composite karyotype

decimal point (.) denotes sub-bands

del deletion

der derivative chromosome

dic dicentric

dn designates a chromosome abnormality that has not been inherited (de novo)

dup duplication

fra fragile site

h heterochromatin, constitutive

hmz homozygous, homozygosity; used when one or two copies of a genome are detected, but previous, known
heterozygosity has been reduced to homozygosity through a variety of mechanisms, e.g. loss of heterozygosity
(LOH)

hsr homogeneously staining region

htz heterozygous, heterozygosity

i isochromosome

idic isodicentric chromosome

ins insertion

inv inversion

mar marker chromosome

mat maternal origin

mos mosaic

p short arm of chromosome

parentheses ()

surround structurally altered chromosomes and breakpoints; surround chromosome numbers, X, and Y in
normal and abnormal results; surround coordinates (or nucleotide positions) in abnormal result

pat paternal origin

ps satellited short arm of chromosome
pter terminal end of the short arm

q long arm of chromosome

qter terminal end of the long arm

question mark (?)
r

questionable identification of a chromosome or chromosome structure
ring chromosome

rec recombinant chromosome
rob robertsinian translocation
s satellite

sce sister chromatid exchange
sdl sideline

seq sequencing

slant line, single (/)
stk

separates clones, or contiguous probes
satellite stalk

subtel subtelomeric region

t translocation

tas telomeric association

ter terminal (end of chromsome) or telomere
upd uniparental disomy

var variant or variable region



In Situ Hybridization: Symbols and Abbreviations

minus sign (-)

plus sign, single (+)
plus sign, double (++)
multiplication sign (x)

period (.)
semicolon (;)

FISH
ish

wcp

loss; decrease in length; locus absent from a specific chromosome

additional normal or abnormal chromosomes; increase in length locus present on a specific chromosome
two hybridization signals or hybridization regions on a specific chromosome

multiple copies of rearranged chromosomes; designates aberrant polyploidy clones in neoplasias; with number
to indicate number of signals seen; multiple copies of a chromosome or chromosomal region

separates various techniques

separates altered chromosomes and breakpoints in structural rearrangements involving more than one
chromosome; seperates probes on different derivative chromosomes

fluorescence in situ hybridization

in situ hybridization; when used without a prefix applies to metaphase or prometaphase chromosomes of
dividing cells

whole chromosome paint



