Dokazovanje variabilnosti
Kariotipizacija, izolacija nukleinskih kislin,
hibridizacija, PCR v realnem ¢asu

Celi¢na biologija z genetiko | ==
1. letnik US LBM, &t. leto |

2012/13

Viri DS

- Human Molecular Genetics, Tom Strachan & Andlvj’.'.7
P. Read, BIOS, UK

- Emery’s elements of medical genetics, Robert F.
Mueller & lan D. Young, Churchill Livingstone

Genetska raznolikost

RAZNOLIKOST NA RAVNI
NUKLEOTIDOV
<1000 bp

RAZNOLIKOST NA RAVNI
DALJSIH ODSEKOV DNA
1000 bp -3 Mbp

Primeri:

znik 1 AATTCGTATIITAGA
TTAAGCATATRATCT

znik 2 AATTCGTATATTAGA
TTAAGCATATRATCT

1 WAT:GCGCGCGEA
AATAGCGCGCGOAAT
Posameznik 2 TTATCGCGCGCGCGCGTA

AATAGCGCGCGCECGCRAT

RAZNOLIKOST NA RAVNI H } 3 konije
KROMOSOMOV!
Z3Mbp KROMOSOM L
Primeri:
INVERZIJA] [TRANSLOKACIA] [ANEVPLODIJA]
ik 1 ik 2 ik 1 ik 2 ik1 ik2
8 8 (Downov sindrom)
8 8 8 83 HOMOLOGNA
KROMOSOMA 21 TRISOMIJA 21
HOMOLOGNA NEHOMOLOGNA M
KROMOSOMA KROMOSOMA

Animacije:
. . ::)i'f-'z
Metode detekcije genetskih A
razliéic A2
N
Razli¢ice Dolzina Detekcija g
Mikroskopske > 3 Mbp S pomocjo mikroskopa

(analiza kariotipa)

Submikroskopske |~ 1 kbp -~ 3 Mbp | Tehnologija mikromrez

Primerjalna analiza
zaporedij DNA

Kratke <1kbp Metode, osnovane
reakciji PCR, ki jim sledi
analiza zaporedja

nukleotidov
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Ugotavljanje sprememb genoma | %

na ravni kromosomov (l) AE

e Posameznikov nabor kromosomov = kariotip =

e Kariogram je slika (fotomikrografija)
posameznikovih kromosomov, razvr§€enih na

::)./'ﬁili
=
. . '?“\‘u?: -
Vrste genetskih obolenj 22
O
e Kromosomske nepravilnosti s 7
> Zaostalost v rasti in duSevnem razvoju
> 15% spontanih splavov, 50% neuspesnih oploditev
¢ Monogenska obolenja
> Se dedujejo po Mendlovih zakonih
» Poznamo vec kot 10 000 obolenj (vendar so redka)
e Poligenska (vecfaktorska obolenja)
> Mnogo kroni¢nih obolenj z dobro opisanimi fenotipi, vendar brez
dokonc¢ne povezave z genotipom — obstaja nagnjenje za razvoj
bolezni
e Okvare somatskih (tkivnih) celic
> Razliéne vrste raka
e Priblizno 3% rojenih otrok ima signifikantne
genetske okvare, ki vodijo v bolezen in/ali
zgodnjo smrt
. . ;:),/-ﬁ:,:
Ugotavljanje sprememb genoma 2
. A7
na ravni kromosomov (ll) A
O
2

Najpogosteje se kot vzorec uporabi kri (limfociti v N
periferni krvi)

Krvne celice gojimo in vitro v sterilnih pogojih in
37°C tri dni (= celiéna kultura) — celice se delijo
Nato dodamo celi¢ni kulturi kolhicin (inhibitor
nastanka delitvenega vretena) — zaustavitev
celi¢ne delitve v metafazi

Dodatek hipotoni¢ne raztopine za lizacijo eritrocitov
Celice fiksiramo, damo na objektno steklo in pred
mikroskopiranjem pobarvamo = metafazni razmaz

standarden nadin: i &

¢ \, /f Y \s

SEANESSE A,
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) K %2 Ak r i [
X J
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R R

Karyolype Analyse 'metaphase spread
Sml venous blood \*
o Digest with trypsin
*’ and stain
Add phytohaemagglutinin with Gismsa
and culture medium #
g ) é
1 ] ‘ Kt
Culture alrﬁ%éi;ﬁ Spread cells onto

slide by dropping

8 Add colchicine and .
m hypotonic saline “ Cells fixed
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Ugotavljanje sprememb genoma *“r/

na ravni kromosomov (lll) ,;‘;;i:\;s
AN
S 9

e Naredimo digitalno sliko mikroskopskega
preparata

e S posebno programsko opremo “zlozimo”

Analiza kariotipa 22

. v . iy S 7
¢ Dolocitev stevilo kromosomov (obi¢ajno se
analizira genom 10-15 celic)

e Analiza vzorca prog (po barvanju po Giemsi,
obi¢ajno 3-5 metafaznih razmazov)

¢ Novejsi nacini barvanja: FISH (fluorescence
in situ hibridization) = fluorescentne sonde
specifitne za posamezen kromosom; sonde,
ki prepoznajo telomere, centromere; sonde,
ki prepoznajo specificna zaporedja, ...

kromosome po vrsti : S
o 4 -
.‘":‘.‘:'4*
Spe =0
n‘.tl ] ) ’
W " ;4{ /‘ .
Woplhd o)
N d'}.;‘-ﬂ E
. ] =R
Novejse metode analize A
- - . - (‘\} -
kariotipa — vec¢barvni FISH ,_{:\\
AN

2

e SKY = vecCbarvna spektralna kariotipizacija ?
(Spectral Karyotyping - SKY™)
e Multipli FISH (Multiplex FISH - M-FISH)

frem

s f

=
- - - »(“"Q:
Kromosomske nepravilnosti ,;;i\;s
ALY
e StarejSa kot je oocita (jajéece) = bolj verjetno bo :
priSlo do napake v razporeditvi kromosomov med
mejozo (po 35 letu eksponentna rast)

Numeri¢ne (Steviléne) kromosomske nepravilnosti
Anevplodija

Poliploidija

Strukturne kromosomske nepravilnosti
Translokacije

Delecije, inverzije, insercije

vV @ VY YV @

v

29.5.2013



Primeri kromosomskih nepravilnosti

—_

2. Strukturne:
- translokacije

- delecije >

- Insercije
- incerzije Toporedr

[ATTcT]

AT 1B 167 Tc1]

[ T8N TAT]

[sprememba

/

Za)
([AT BN TcT] refe
gen

poredje iz
rencnega Normal i .
oma g

Numeri¢ne nepravilnosti- non-disjunction

Kromosom

Hormal
Chromasome 8 Chromosome 8q°

W

v stevilu [[ATTATTAT BN TcT]

lponovitev

Numeriche kromosomske J

nepravilnosti (1)

e Vzrok je nepravilna mejoza — gamete nimajo

::Jélli’

’E\X/\\
11728%

N

2

ustrezneqa Stevila kromosomov

Meiosis

Nepravilna
mejoza:

Ena gameta ima
dva homologna
kromosoma,

mejozo |

Do napake lahko pride
ze med prvo delitvijo —

druga nobenega

1st division nondisjunction

Numericne kromosomske A

nepravilnosti (ll)

LRTInat]

::),f::x

<

\-

2\

L7
.o 3%

S 9

MONOSOMIJA

- odsotnost avtosoma =
skoraj vedno smrtna

- odsotnost Xali Y =
kariotip 45, X = Turnerjev
sindrom

TRISOMIJA
- trisomija 13

- trisomija 18

- trisomija 21

Monosomija — Turnerjev J

sindrom

Karyotype From a Female With Turner syndrome (45,X)

s 3
L
H }'u EF u‘*
| ¥R 48
FLl B
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Short stature

Characteristic

i
il facial features
Low hairline |

> e Fold of skin
Constriction
sniesnapea | A of aorta
thorax e E L1 poor breast
Widaly spaced — . e development

nipples / e e \\\\\.\ £
/ e 5
Shortened { L | deformity
metacarpal IV-__/ -
]

Small W \

Rudimentary
finger nails —

ovaries

Gonadal streak
(underdeveloped
gonadal
structures)
Brown spats (nevi)

™ No menstruation
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Trisomija 13 — Patau sindrom |/

Karyotype from a female with Patau syndrome (47,XX,+13)
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or extra fingers

undescended or
abnormal testes.

TR
)

Trisomija 21 — Downov

sindrom

Karyotype From a Female With Down Syndrome (47 XX, +21)

i
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19 28 21 22
Karyotype: 47XYY

XYY moski: Vecina bolnikov je
fenotipsko normalnih, a so znatno
visji kot ostali ljudje in tezko se
vkljuéujejo v normalno zivljenje

Y I
s B§ 18 BE 9p R4
7 8 9 10 11 12
] | B8 58 k& 88
14 15 16 r 18
ty s i BEE

20 21 22 X 4

XXX Zenske: Se rodijo 1 na
1200 porodov deklic. Deklice
so dusevno nerazvite, imajo
moteno menstruacijo, so pa
plodne

D>
CECEOX
e

Do napake je prislo pri lo¢evanju
kromosomov med mejozo-
nondisjunction

Anevploidije spolnih
kromosomov:

XXY: Klinefelterjev sindrom
XO: Turnerjev sindrom
XXX: super zenska

XYY: super moski
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Poliploidija 7R
e Veckratno ponovljeno Stevilo kromosomov >
e 69 kromosomov = triploidija, 92 kromosomov =
tetraploidija
e Pogosto vzrok za spontani slav
e Le malo rojstev otrok s triploidijo — vsi so umrli
kmalu po rojstvu 3,"“ ;;( lie e

WoBe B ow oh

W M M Hy o MR am

SN

Strukturne nepravilnosti A
=
kromosomov (I) 22

U
. . S 2
e Vzrok so prelomi kromosomov, katerim lahko
sledi ponovno (nepravilno) zdruzevanje

e Lahko so uravnotezeni (koli¢ina DNA ostane
enaka) ali neuravnotezeni (pridobitev ali izguba
DNA)

Before translocation After translocation

Derivative
Chromosome 20 Chromosome 20

. . ::);.’,’-‘:,(

Strukturne nepravilnosti &
kromosomov (ll) ,_{;\
o3\

e Delecije: izguba dela kromosoma (Ce je
izguba prevelika, ni zdruZljiva z zZivljenjem)

¢ Insercija: del enega kromosoma se vstavi v
drug kromosom (lahko uravnotezena ali ne)

¢ Inverzija: segment kromosoma se zlomi in

obrnjeno vstavi nazaj (uravnotezena) — ne
predstavlja vecjih problemov, razen ¢e so zlomi v
pomembnih genih

Uravnotezena translokacija
j& —=>

N N ::)&:,::
Strukturne nepravilnosti A
==~
kromosomov (lll) ,;j%
AN

e Translokacija: prenos enega dela kromosoma na dru§ 7

kromosom
> reciproéna: izmenjava med dvema kromosomoma

> Robertsonova translokacija: zlom dveh akrocentri¢nih
(13, 14, 15, 21 in 22) kromosomov in fuzija dolgih krakov
— rezultat: en kromosom manj

reciprocal translocation
between ct hromosomes Nand M
Ni pomembna
izguba, saj
vsebuje le
s gene za rRNA
M —ti so prisotni
sty two acrocentric a Robertsonian §e na drug|h

chromosomes translocation R
et kromosomih

i

the short 3
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Robertsonove translokacije | /%

na 1000 posameznikov)

e Problem je translokacija kromosoma 21 — &e je eden
izmed starSev nosilec — predispozicija za Downov
sindrom

syndrome
Bl 26.xx+21g
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