CYTOGENETYKA
ROZDZIAŁ I: WSTĘP

Wyróżniamy 2 typy zaburzeń chromosomalnych:

- aberracje liczbowe


- aberracje strukturalne.

Częstość zaburzeń chromosomowych:

· 0,7% żywych urodzeń.

· 2% dzieci matek > 35rż.

· 50% spontanicznych poronień w 1. trymestrze i 20%  w 2. trymestrze.

Chromosomy klasyfikujemy wg pozycji centromeru:

· Metacentryczne- centromer położony blisko środka chromosomu;

· Submetacentryczne- centromer położony pomiędzy środkiem chromosomu a jego końcem;

· Akrocentryczne- centromer położony blisko końca chromosomu.

ROZDZIAŁ II: METODY STOSOWANE W CYTOGENETYCE

1. PRĄŻKOWANIE CHROMOSOMÓW

· Różne techniki barwienia chromosomów tworzą wzory prążkowania chromosomów- pozwala to na wykrywanie niektórych zaburzeń strukturalnych.

· Nomenklatura (przykład): 9p12.1:

· 9- chromosom 9;

· p- ramię krótkie;

· 1- region pierwszy;

· 2- prążek drugi;

· 1- subprążek pierwszy.

2. PRĄŻKOWANIE O DUŻEJ ROZDZIELCZOŚCI (HIGH RESOLUTION BANDING- HRB)

· W standardowych technikach chromosomy są barwione w metafazie; w HRB barwienie następuje w profazie => chromosomy są mniej skondensowane => liczba prążków wzrasta z 300-450 do około 800.

· HRB pozwala na wykrywanie niewielkich zaburzeń strukturalnych takich jak delecja prążków 15q11-13 w zespole Prader-Willi.

3. FLUORESCENCE IN SITU HYBRIDIZATION (FISH)

Znakowany fragment DNA (sonda) hybrydyzuje z chromosomami i następnie jest uwidaczniany pod mikroskopem fluorescencyjnym.

Zastosowanie praktyczne:

· Aberracje liczbowe- np. sondy centromerowe;

· Delecje- sonda hybrydyzuje tylko z jednym chromosomem;

· Dodatkowy materiał chromosomowy- sonda hybrydyzuje w trzech lub więcej miejscach;

· Rearanżacje- koniecznść użycia kombinacji sond (np. dwie sondy normalnie hybrydyzujące z różnymi chromosomami będą hybrydyzować z jednym chromosomem pochodnym- produktem translokacji).
4. SPECTRAL KARYOTYPING (SKY- MALOWANIE CHROMOSOMÓW)

· Stosuje się jednocześnie wiele sond => każdy chromosom jest unikalnie zabarwiony („pomalowany”).

· SKY jest bardzo przydatne w identyfikacji rearanżacji chromosomalnych.

5. COMPARATIVE GENOMIC HYBRIDIZATION (CGH)

· Różnie znakowane DNA testowe i kontrolne hybrydyzują z normalnymi chromosomami metafazowymi.

· Nierównowaga hybrydyzacji DNA testowego i kontrolnego świadczy o ubytku/naddatku DNA w danym regionie (delecja/amplifikacja).

· CGH jest szczególnie użyteczne w poszukiwaniu delecji i duplikacji w komórkach nowotworowych.

ROZDZIAŁ III: ABERRACJE LICZBOWE

I. POLIPLOIDIA

· Obecność dodatkowego pełnego zestawu chromosomów:

· Triploidia- 69 chromosomów;

· Tetraploidia- 92 chromosomów.

· Najczęstszą przyczyną triploidii jest dispermia.

· Poliploidia jest letalna (w większości przypadków dochodzi do samoistnego poronienia).

II. ANEUPLOIDIA

Liczba chromosomów nie jest wielokrotnością 23.

· Aneuploidia autosomów

· Aneuploidia chromosomów płci

A. ANEUPLOIDIA AUTOSOMÓW

· Monosomia- obecność tylko jednego autosomu z pary homologów; monosomia autosomów jest prawie zawsze letalna (samoistne poronienia).

· Trisomia- obecność trzech kopii chromosomów homologicznych zamiast dwóch; niektóre trisomie są obserwowane z istotną częstością wśród żywo urodzonych dzieci.

Najczęstszą przyczyną aneuploidii jest nondysjunkcja:


- nondysjunkcja w czasie mejozy I;


- nondysjunkcja w czasie mejozy II.

1. Trisomia 21

a) Wstęp

· Wywołuje zespół Downa

· Samoistne poronienia w 65-85% przypadków.

· Najczęstsza trisomia wśród żywo urodzonych dzieci (~1/800).

· 15% osób z upośledzeniem umysłowym ma trisomię 21.

b) Dysmorfia

· Brachycefalia;

· Obniżona nasada nosa;

· Skośnogórne ustawienie szpar powiekowych;

· Epicanthus;

· Małe/dysplastyczne uszy;

· Pełne policzki;

· Skierowane do dołu kąciki ust;

· Krótka szyja;

· Pojedyncza bruzda zgięciowa dłoni.

c) 10 cech zespołu Downa u noworodka (wg Hall)

· Hipotonia 




    
80%

· Osłabiony odruch Moro


    
85%

· Nadmierna ruchomość stawów

    
80%

· Nadmiar skóry u podstawy szyi

   
80%

· Płaska twarz




     
90%

· Skośnogórne ustawienie szpar powiekowych     
80%

· Nieprawidłowe uszy



     
60%

· Dysplazja miednicy 



     
70%

· Klinidaktylia 5. palca
 


     
60%

· Pojedyncza bruzda zgięciowa dłoni

  
45%

d) Częste problemy medyczne w zespole Downa

· Wady serca- 40% (kanał A-V, wady przegrody IA/IV, tetralogia Fallota);

· Umiarkowane/ciężkie upośledzenie umysłowe (IQ: 25-60);

· Niedrożność dwunastnicy/ atrezja przełyku, dwunastnicy lub odbytu- 3%;

· Infekcje układu oddechowego;

· Zaburzenia hematologiczne:

· Policytemia u noworodków,

· Białaczka- częstość 15-20x większa niż w populacji ogólnej;

· Niskorosłość:

· M- 151 cm,

· K- 141 cm;

· Niedosłuch przewodzeniowy/odbiorczy; 

· Wczesny początek choroby Alzheimera (III/IV dekada życia);

· Niedoczynność tarczycy- 20-40%;

· Zaburzenia okulistyczne:

· Wady refrakcji, astygmatyzm- 60-70%,

· Zez- 30-40%,

· Stożek rogówki- 15%,

· Zaćma wrodzona.

e) Cytogenetyka

· 95% przypadków- nondysjunkcja:

· 80%- matczyna linia komórek płciowych,

· 20%- ojcowska linia komorek płciowych;

· 5% przypadków- niezrównoważone translokacje:

· Translokacje de novo,

· Translokacje odziedziczone.

· Ryzyko wystąpienia zespółu Downa jest ściśle sprzężone z wiekiem matki:

· >33 rż- 0,9/1000

· 35-38 rż- 2,8/1000

· >44 rż- 38/1000

· Ryzyko powtórnego wystąpienia z. Downa u kolejnego dziecka jest wyższe niż w populacji ogólnej (1%), ponieważ część przypadków wynika z odziedziczenia translokacji.

· Mozaicyzm- 1-3% przypadków:

· np. 47,XX,+21/46,XX;

· Często wywołuje łagodniejszy fenotyp;

· Najczęstszą przyczyną mozaicyzmu jest mechanizm „trisomy rescue”.

· 21q22 jest krytycznym regionem dla zespołu Downa- osobnicy z trisomią dotyczącą tylko tego regionu mają fenotyp zespołu Downa.

f) Standardy postępowania

· ECHO serca u wszystkich noworodków z zespołem Downa- jeśli wada serca => korekcja chirurgiczna w pierwszym roku życia (przed rozwinięciem się nadciśnienia płucnego).

· Jeśli zaburzenia okulistyczne- leczenie; u dzieci bez objawów okulistycznych badanie okulistyczne zalecane przed ukończeniem 4rż.

· Poziom hormonów tarczycy- corocznie.

· Badanie słuchu.

· Badania obrazowe kręgosłupa u pacjentów z objawami neurologicznymi/planujących uczestnictwo w zajęciach sportowych (z uwagi na częstą niestabilność kręgu szczytowego i obrotnika).

2. TRISOMIA 18 (ZESPÓŁ EDWARDSA)

a) Wstęp

· 1/6000 żywych urodzeń;

· W większości przypadków trisomia 18 prowadzi do poronień samoistnych/śmierci wewnątrzmacicznej płodu.

· 50% dzieci umiera w pierwszym miesiącu życia, 90%- w pierwszym roku życia. 

· Dzieci przeżywające okres niemowlęcy cierpią na ciężkie upośledzenie rozwoju.

b) Obraz kliniczny

· IUGR;

· Niskorosłość (96%);






· Mikrocefalia (70%);

· Dysmorfia twarzy:

· Nisko osadzone, dysplastyczne uszy(88%),

· Hipoplazja żuchwy, małe usta (96%);

· Krótki mostek;

· Wnętrostwo (100%);

· Anomalie dłoni: 

· Nakładające się na siebie palce, zaciśnięte piąstki (89%);

· Hipoplazja paznokci (100%)

· Wrodzone wady serca (głównie VSD);

· Hipolazja ciała modzelowatego;

· Przepuklina pępkowa;

· Przepuklina przeponowa;

· Rozszczep kręgosłupa;

· Wielotorbielowatość nerek;

· Atrezja przełyku lub odbytu.

c) Cytogenetyka

· Pełna trisomia w 95% przypadków.

· Silny efekt wieku matki.

· W 90% przypadków dodatkowy chromosom pochodzi od matki.

3. TRISOMIA 13 (ZESPÓŁ PATAU)

a) Wstęp

· 1/10 000 żywych urodzeń.

· 45% dzieci umiera w pierwszym miesiącu życia.

· 86% dzieci umiera w pierwszym roku życia.

· Dzieci które przeżywają cierpią na ciężkie upośledzenie rozwoju.

b) Obraz kliniczny
· Rozszczepy twarzy, warg i podniebienia;

· Małoocze;

· Hipoteloryzm;

· Aplazja skóry;

· Krótka szyja;

· Dextrocardia;

· Hipoplastyczne brodawki sutkowe;

· Polidaktylia zaosiowa.

c) Cytogenetyka

· Pełna trisomia w 75% przypadków; w większości pozostałych przypadków trisomia 13q, spowodowana głównie t(13q,14q).

· Wyraźny efekt wieku matki.

· 95% ciąż z trisomią 13 lub 18 ulega samoistnemu poronieniu.

B. ZABURZENIA LICZBY CHROMOSOMÓW PŁCI

· Monosomia chromosomu X- 45,X (zespół Turnera);

· Zespół Klinefeltera (47,XXY);

· Trisomia X (47,XXX);

· Zespół 47,XYY.

1. ZESPÓŁ TURNERA

a) Obraz kliniczny

· Proporcjonalna niskorosłość

· 122-152cm,

· Brak pokwitaniowego skoku wzrostowego;

· Rozwój umysłowy:

· Normalny poziom inteligencji,

· Zmniejszenie zdolności percepcji przestrzennej;

· Dysgenezja gonad- pasma włókniste zamiast jajników. 5-10% ma wystarczający rozwók jajników aby wystąpiła menarche, niewielki odsetek kobiet plodnych.

· Głowa i szyja:

· Trójkątny kształt twarzy,

· Epicanthus,

· Zrotowane do tyłu małzowiny uszne,

· Podniebienie gotyckie,

· Zez,

· Niedosłuch,

· Szeroka, płetwista szyja,

· Niska tylna linia włosów;

· Szeroka, puklerzowata klatka piesiowa;

· Wrodzone wady serca:

· Dwupłatkowa zastawka aortalna- 50%,

· Koarktacja aorty- 20%,

· VSD- 10%;

· Nerka podkowiasta- 38%;

· Skóra:

· Znamiona barwnikowe- 63%,

· Obrzęk limfatyczny dłoni i stóp (już w momencie urodzenia)- 38%;

· Hipoplazja paznokci- 63%

· Łokcie koślawe- 54%.

b) Cytogenetyka

· Aberracje chromosomalne:

· 50%- 45,X;

· 30-40%- mozaika - 45,X/46,XX (10-15%), 



- 45,X/46,XY (2-5%);     

· 12-20%- izochromosom X;

· 80% przypadków monosomii X wynika z błędu mejotycznego w ojcowskiej linii komórek płciowych.

· 99% zapłodnień 45,X jest „traconych” w czasie ciąży; pośród żywych urodzeń wysoki odsetek kariotypów mozaikowych (łagodniejszy fenotyp).

c) Leczenie

· GH- zwiększa ostateczny wzrost;

· Kardiochirurgia- ciężkie wrodzone wady serca powinny być leczone chirurgicznie.

· Estrogeny- pobudzają rozwój drugorzędowych cech płciowych żeńskich.

2. ZESPÓŁ KLINEFELTERA

· 1/1000 urodzeń męskich

· 47, XXY w 80% przypadków, mozaiki w ~15% przypadków.

· Dodatkowy chromosom X jest pochodzeni matczynego w 50% przypadków.

· Efekt wieku matki.

· 48, XXXY, 49, XXXXY- fenotyp męski; stopień upośledzenia umysłowego i anomalii morfologicznych wzrasta z każdym dodatkowym chromosomem X.

Obraz kliniczny:

· Wzrost mężczyzn z zespołem Klinefeltera nieco większy od przeciętnej (2-5cm);

· Hipogonadyzm; większość pacjentów bezpłodna;

· Ginekomastia (30%) i zwiększone ryzyku rozwoju raka gruczołu sutkowego;

· Pacjenci nie są upośledzeni umysłowo ale mogą mieć niewielką redukcję IQ.

Leczenie

· Testosteron- nasila rozwój drugorzędowych cech płciowych męskich;

· Mastektomia- zmniejsza ryzyko raka gruczołu sutkowego.

3. ZESPÓŁ 47,XXX
· 1/1000 urodzeń żeńskich.

· Kobiety mogą być niepłodne, mieć nieregularne miesiączki oraz być upośledzone umysłowo.

· W większości przypadków dodatkowy chromosom X pochodzi od matki.

· Efekt wieku matki.

· Spotykane są także kariotypy z 4/więcej chromosomami X; każdy dodatkowy chromosom X zwiększa nasilenie upośledzenia umysłowego i anomalii fizycznych.

4. ZESPÓŁ 47,XYY

· 1/1000 urodzeń męskich.

· Wzrost pacjentów nieco większy od przeciętnej; zwykle niewielka redukcja IQ (10-15 punktów).

ROZDZIAŁ IV: ABERRACJE STRUKTURALNE

· Zrównoważone- całkowita ilość materiału genetycznego bez zmian.

· Niezrównoważone- rearanżacjom towarzyszy ubytek/naddatek materiału genetycznego.

1. TRANSLOKACJE WZAJEMNE

· Wymiana materialu genetycznego pomiędzy dwoma różnymi chromosomami.

· Nosiciele zrównoważonych translokacji zwykle są zdrowi, ale ich potomstwo może mieć translokację niezrównoważoną (niekorzystna segregacja w mejozie).

2. TRANSLOKACJE ROBERTSONOWSKIE

· Ten typ translokacji dotyczy tylko chromosomów akrocentrycznych.

· Krótkie ramiona dwóch chromosomów akrocentrycznych są tracone, a długie ramiona ulegają fuzji tworząc pojedynczy chromosom pochodny.

· Nosiciele translokacji Robertsonowskich są zwykle fenotypowo normalni, ale ich potomstwo może mieć niezrównoważoną translokację (niekorzystna segregacja w mejozie).

· Translokacje Robertsonowskie odpowiadają za 5% przypadków zespołu Downa.

3. DELECJE

· Utrata materiału genetycznego.

· Mogą być terminalne (utrata dystalnej części choromsomu- jeden punkt złamania) lub interstycjalne (utrata segmentu pomiędzy dwoma punktami złamań).
Zespół cri-du-chat

· Del(5p)

· Obraz kliniczny:

· Mikrocefalia

· Ciężkie upośledzenie umysłowe

· Dysmorfia twarzy

· Charakterystyczny płacz dziecka (przypomina „płacz” kota)

4. MIKRODELECJE

· Mikrodelecje to delecje zbyt małe aby je obserwować w mikroskopie optycznym przy standardowych technikach barwienia.

· Zespoły:

· Prader-Willi

· Angelman

· Williams

· DiGeorge

Zespół Williamsa

· Del(7q1)

· Obraz kliniczny:

· Upośledzenie umysłowe

· Stenoza aortalna nadzastawkowa

· Liczne stenozy obwodowych tętnic płucnych

· Dysmorfia twarzy

· Malformacje zębowe

· Hiperkalcemia

5. CHROMOSOMY PIERŚCIENIOWE

· Delecja obu części terminalnych chromosomu i fuzja lepkich końców.

· Chromosomy pierścieniowe często powodują monosomię (uwaga! Często jest to mozaika somatyczna).

6. INWERSJE

· Fragment chromosomu ulega „wycięciu” a nastepnie jet wstawiany na swoje miejsce , ale w pozycji odwróconej.

· Inwersje mogą być pericentryczne (dotyczą centromerów) lub paracentryczne (dotyczą tylko jednego ramienia chromosomu).

· Nosiciele inwersji są zwykle fenotypowo normalni, ale ich potomstwo może być (jeśli crossing-over zajdzie w miejscu rearanżacji) obarczone aberracją niezrównoważoną.

7. IZOCHROMOSOMY

· Centromer dzieli się w linii prostopadłej do normalnej linii podziału- jeden chromosom pochodny ma dwa długi, a drugi dwa krótkie ramiona.

· Izochromosomy większości autosomó są letalne.

· Izochromosom Xq powoduje zespół Turnera.

