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SUTRUMPINIM U SARASAS

AS (angl.Angelman syndrome- Angelman‘o sindromas;

bp (angl.Base pai)y — bazi; pora;

DAPI (angl.4',6-diamidino-2-phenylindoje- 4,6-diaamino-2-fenilindolas;

DNR (angl.DNA -Deoxyribonucleic acidy deoksiribonukleinotgstis;

DDT (angl.DSB — double-strand brepk dvigrandziai DNR trkiai;

FISH (angl.Fluorescence in situ hibridizatiyr- fluorescenciéin situ hibridizacija;

ICE (angl.Imprinting centre elemeht ijspaudo centrinis elementas;

kb (angl.Kilobasg - kilobaz;

Mb (angl. Megabase) — megabaz

MMP25 (angl.Matrix metalloproteinase 25- metalo matrikso proteinaMMP25 koduojantis
genas;

NAHR (angl. NAHR - nonallelic homologous recombination- nealelid homologire
rekombinacija;

PATTR (angl.PATRRs — palindromic AT-rich repeptspalindrominiai AT turtingi regionai;

PBS (anglPhosphate-buffered salipe fosfatires druskos buferis;

PWS (anglPrader-Willi syndromg— Prader - Willi sindromas;

RNR (angl.RNA- ribonucleic acid)- ribonukleino figstis

SSC (anglSaline-sodium citrade- fiziologinis natrio druskos tirpalas;

TKS (angl.LCRs — Low-copy repeats) trumpos kartotiés sekos;

TSP (anglTAR- telomere-associated repeptssu telomeromis susgipasikartojimai;



1.JVADAS

XX-ame amZiuje genetika tapo spiai besivystatiu mokslu, o 1956m. tobgjant naujiems tyrimo
metodams atsirado nauja Zmogaus genetikos kryptidtegenetika, tirianti sveik ir sergagiu Zmoni
chromosomas. Pagrindinis chromosomirligy diagnozavimo #das — tai kariotipo tyrimas. Besivystant
citogenetikai bei vis labiau piEnt jos pritaikymo galimybes imta suprasti jos rbgaSiuolaikiniuose
moksliniuose tyrimuose bei klinikée diagnostikoje.

Chromosom strukiiros persitvarkymai gali lemtivairius Zmogaus sveikatos sutrikimus. Netgi
chromosomias ligos, pvz., Dauno ar Ternerio sindromai, galti mulemtos ne chromosamskatiaus, bet
chromosom strukfiros persitvarkym. Chromosom trakiai gali vykti bet kurioje chromosomos dalyje, tai
lemiajvairius chromosomstrukiiros pokyius, t&iau tik dalis j; yra suderinami su gyvybimis funkcijomis ir
yra nustatomi postnataliai. Chromospnstrukiiros persitvarkymai, priklausomai nuo to, subalatis@ao
nesubalansuoti, lemigrairias dismorfines anomalijas arba vaisingumo lemolas. 4 nustatymas yra svarbus
genetiniam konsultavimui.

Kasdieniniuose Klinikiniuose tyrimuose yra nauddjdtasikiniai citogenetiniai tyrimai, pvz. rutinigi
chromosom G daZzymas. Nors paprasta chromogamaliz tiksliai identifikuoja chromosom skatiaus bei
strukfiros pakitimus, téau to nepakanka diagnozuojant mazesnius nei <5\iio chromosom strukiiros
pokyius. Kaupiantis Zinioms apie chromosomas, genoaarii suprantant kai kurigenetini; ligu prieZastis
imta ieSkoti nauj, efektyvesni ir tikslesni; metod.

1990 m. citogenetikoje praths taikyti fluorescensés in situ hibridizacijos metodas (FISH). FISH
igalino gauti informacij apie Zmogaus genomo regionus, kurie yra per nka#,hity galima juos pastek
rutininiais citogenetiniais metodais. FISH taponskatiniu metodu Zinom mikrodelecij ir mikrodulikaciju
nustatymui. Nuo 2006 m. FISH metodakrmingai pradtas taikyti Vilniaus universiteto Santarigkkliniky
Medicininés genetikos centro citogenetikos laboratorijoje.

Chromosom analiz yra naudinga ne tik genetiniam konsultavimui. @hosony strukiiros

persitvarkyny jvairove papildo niisy Zinias apie genomo organizagdij jtaka Zmogaus vystymuisi.



1.1. Darbo tikslas ir uzdaviniai

Sio darbo tikslas:

e jvertinti chromosom strukiiros persitvarkym, nustatys VUL SK MGC 2002 —
2008 m.,jvairow ir genetir ju reiksSne;

Siam tikslui pasiekti reikia isskirti kelepagrindini uzdavini:
e jvertinti chromosom strukiiros persitvarkym ivairow ir palyginti su literairoje

pateikiamais duomenimis;

e identifikuoti chromosor, kuriai hidinga didziausia chromosam strukiiros
persitvarkyny jvairove;

e nustatyti chromosomos strikos pakiting 16p13.3 regione asmenims spads ir/ar
gomurio nesuaugimu taikant FISH meipd

e jvertinti rutininio citogenetinio tyrimo ir FISH metlo svarh identifikuojant
chromosom strukfiros pakitimus;



2. LITERAT UROS APZVALGA

2.1. Struktarinius chromosomy persitvarkymus lemiantys veiksniai

Vis daugja Zzmogaus lig, kurias lemia chromosamstrukiiros persitvarkymai nestabiliuose
genomo regionuose, Kkuri klinikinis fenotipas yra gen dozs pasikeitimo pasekin Vykstant
chromosom struktiros persitvarkymams galiib pazeistas genas, prarasti ajggti dozei jautis genai,
pasikeisti geno (B pacdtis.

Chromosom strukiiros persitvarkymai dazniausiai vykstal cheteisingo dvigrand#i trikiy
taisymo, jonizuojatios spinduliuots arba dl judriyju genomo elementjudéjimo. Kitas chromosom
strukiiros persitvarkym Saltinis yra homologi rekombinacija tarp kartotini seky, kurios yra
iSsibargiusios po vig genom. Chromosom strukiiros persitvarkym kilmé pavaizduota 1 paveiksle.
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1 pav.Chromosom strukiiros persitvarkym formavimasis (pagal Griffiths ir kt., 1999).

Manoma, kad chromosam persitvarkymai #@ra atsitiktinis ivykis, o genomo polinkio
persitvarkymams @ sudttingos genomo architeiktos, kuri gali lemti genomo nestabilgmrezultatas

(Shaw ir Lupski, 2004).



Viduchromosominiai ir tarpchromosominiai persitwarkai, kuriuos skatina regionui speciff
trumpos kartotias sekos — TKS (angL.CR — Low-copy repea)s susidaro @ nealeliress homologigs
rekombinacijos (angl.NAHR - Nonallelic homologous recombinatijprtarp parologini genomo
segmeni. Regionui specifies trumpos kartotiés sekos dar vadinamos duplikonais (nors pastarasi:
terminas yra abejotinas, kai egzistuoja daugialRnipijos) paprastai susideda iS 10-400 kb DNRuplo
kuriems lidingas>97 % tapatumas. TKS gali @ir geny, gen; fragment;, pseudogeny endogenisk
retrovirusiniy seky ar kity parologini; fragment (Stankiewicz ir Lupski, 2002).

Chromosom trukiai, dél kuriy vyksta chromosom strukiiros persitvarkymai, iSsédtc visame
genome, t&au vyrauja pericentromeriniuose ir subtelomerisiaegionuose, ypatuose, kurie turi
sucktingos architekiros genomo intervalus, tokius kaip TKS arba ATihgts palindromias sekos
(Shaw ir Lupski, 2004). Dydis, kryptis ir atsitikis TKS iSsidstymas turijtakos genomo architekai,
lemia nestabilumbei polink { NAHR (Stankiewicz ir Lupski, 2002).

NAHR yra pagrindinis mechanizmas, reikalaujantisliogi ligy, susijusi su genomo
persitvarkymais, anaks. TKS paprastai toje pi@je chromosomoje, bet kartais ir skirtingose
chromosomose, gali veikti kaip NAHR substratai. NRlkthrp tokios p&os TKS orientacijos toje @eje
chromosomoje lemia delecijas ir dublikacijas, ke tarpu NAHR tarp invertuotos TKS orientacijosetoj
paioje chromosomoje lemia inversijas. NAHR taip padligvykti tarp TKS, esafiy skirtingose
chromosomose iriti reciprokiniy translokaciy priezastimi (Shaw ir Lupski 2004).

Inversijos vyksta NAHR mechanizmwldr TKS, kurie genome iSsigfe invertuota orientacija.
67% AS sergafiu proband moting ir 9% kontroliniy asmen turi heterozigotines inversijas, to paties
regiono, kui prara@ Angelman sindromu sergantys asmenys. InversijgsT&S kopip gali stimuliuoti
netipiSky, nenormal rekombinaci tarp chromosomar chromatidj, lemdamos delecijas, duplikacijas
ir translokacijas. Atsizvelgianttokiy inversiy paplitima normalioje populiacijoje, atrodo, kad dauguma
individy turi didesr rizika susilaukti vaik, sergatiy genetigmis ligomis (Shaw ir Lupski, 2004).

Molekulinis mechanizmas, lemiantis terminalinesedghs, gra zinomas, t&au tikétina, kad tai
atspindi DNR sekos, eséns Salia zmogaus telomer Kiekvienos chromosomos galuose yra
pasikartojanti seka — (TTAGGG)n. Greta telomerospykés”, proksimaliai, yra pasikartojan; seky
grupe, kurios vadinamos su telomeromis susijusiais akmais — TAK (angl. TAR — telomere-
associated repedts Kiekvienas TAK regionas gali i padalintas i distalin, trumpesh sek
pasikartojim, (<2 kb), lidinga daugumai chromosam ir proksimaliau esaptregiors, turint daugiau
pasikartojatiy seky (10-40 kb) bei bdinga mazesnei chromosamgrupei. Taigi, kai kurios
chromosomos turi tokius piais TAK, o kai kurie subtelomeriniai regionai visaeturi TAK. Manoma,

kad polimorfinis TAK pasiskirstymas gali lemti rekbinacip tarp nehomologini chromosom (Brown
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ir kt., 1990). Kitas mechanizmas, galintis paaiBkicitogenetiSkai nustatom terminaliy delecij
formavimasi, yra dvigrandziai DNR iikiai, vykstantys é nezinomy priezasiu.

Ir aleliné, ir nealelie rekombinacija gali atlikti karg§juy tasky vaidmen visame genome, kur
vyksta uzprogramuoti dvigrandziai DNRikiai — DDT (angl DSB — double-strand brepk inicijuojama
rekombinacija mejazs metu. (Shaw ir Lupski, 2004). Neabejotina, kau tékry genomo viai DNR
architektirinés savys lemia jautrura persitvarkymams (Stankiewicz ir Lupski, 2002). P\RATTR —
palindrominiai AT turtingi regionai (anglPATRRs - palindromic AT-rich repeptsuformuoja
segtuko/kryziaus pavidalo strikés, kurios fiziologidmis slygomis yra tinkamos susidaryti DDT
(Kurahashi ir kt., 2001).Kai kurie genomo regionai yra tokie tinkami chromws strukiiros
persitvarkymams, jog pasitaiko atygejkai strukfiriniai persitvarkymaijvyksta abiejose homologise
chromosomose, pvz., 17-os (Potocki ir kt., 19992dros chromosomstrukiiros pakitimai (Wenger ir
kt., 2000).

Tikslus DNR pazaid, tokiu kaip DDT, taisymas yra iitinas palaikant genomo vientisam
Neteisingai suporuoti DDT lemia chromosenstrukiiros persitvarkymus, pvz., translokacijas, kurios
skatina mutagenezarba netgidsteks Ziti. Yra daugyb mechanizm, uztikrinartiy tikshy DDT taisyna.
Nors Zinduoli lastekse homologia rekombinacija yra pagrindinis DNR pazaigisymo ladas, yra didel
tikimybé, kad jvyks genomo persitvarkymai, kadangi didzioji datimduoliy genomo yra sudaryta is
pasikartojatiy elemeni. 1/3 Zmogaus genomo galudaro pasikartojantys elementai. Jie tarpinirkau;
rekombinacijai Zzmonj lastekse (Richardson ir kt., 1998).

Tikétina, kad ligos, kut pagrindas yra rekombinacija, vyksta dazniau negpslcl replikacijos
klaidy, kadangi replikacijos klaidas daznai surandat&i$® sudtinga klaidas taisain ferment; sistema.
PrieSingai, rekombinacijos klaidos yptarp nesutampa&n homologiniy segment, vyksta kaip normali
rekombinacija ir neatpgtama kaip klaida.

Tyrimai paroé, kad premejoziés replikacijos blokada gali trukdyti teisingai majeei
rekombinacijai (Forde ir kt., 2000; Davis ir ktQ@L; Murakami ir Nurse, 2001). Dvigrandziai DNRHiai
gali susidaryti dl uzdelstos arba pazeistos replikasinsSakuts. Kartotiniy seky regionai, tokie kaip
satelitiniai Il regionai, esantys akrocenttirihromosom trumpuosiuose @aiose, gali gaminti nerastos
struktiros DNR, kuri gali slopinti replikacits Sakuts juckjima. Dél to gali atsirasti dvigrandziai DNR

trikiai, o &l neteisingo DNR paZzaigtaisymo vyksta chromosapstrukiiros persitvarkymai.



2.2. Pakitusiy chromosomy pasiskirstymas tarp gameg mejozés metu

Homologires chromosomos mejéz | metu konjuguoja ir sudaro bivalentisykus chromosomos
strukfiros persitvarkymui konjugacija vyksta taip, kadikdti, homologines sritis. PavyzdZziui, interstiaini
delecip atveju, kad chromosam konjugacija atitiki homologines sritis, toje homologie
chromosomoje, kuri yra normalios sandaros, susid&ipa: segmentas, neturintis homologo
.praleidziamas”. Tuo tarpu chromosoma su delecijepomosomos gale yra tik trumpésoz normaly
chromosom.

Mejozés | metu translokuotos chromosomos sudaro kvadtivas (reciprokini translokaciy
atveju) arba trivalentus (Robertsono transloka@ijveju). Tai aiSkiausiai matoma pachitenos stgdijo
Detaliau verdty aptarti galimus translokuptchromosom iSsiskyrimo lidus reciprokigs translokacijos
atveju.

Vykstant | mejozs dalijimuisi, keturios chromosomos, suda&iaa kvadrivalerd tarp dviej
dukterini lasteliy pasidalinti gali keliais #dais. Vienu atveju, 2 chromosomos sudai@s kvadrivaleng
patenkg viera lastek ir dvi i kita (2:2 iSsiskyrimas). Kitu atveju, kvadrivalargudaratios chromosomos,
tarp dviej dukteriniy lasteliy pasiskirsto santykiu 3:1 (3:1 iSsiskyrimas). Pagdmbmosom pasiskirstym
tarp dvieji dukterini lasteliy, skiriami keturi iSsiskyrimo idai: alternatyvusis (anghlternate, gretutinis
(angl. adjaceny, tretine aneuploidija (angltertiary aneuploidy, pakaitire aneuploidija (anglinterchange
aneuploidy (2 pav.).

Kiekviena reciprokif translokacija turi specifinchromosom iSsiskyrimo Iida, kuris priklauso
nuo susiformavusio kvadrivalento charakterigtik.y. nuo chromosom dalyvaujagdiu persitvarkyme,
trikio tasSk, translokuai segment ilgio. Alternatyviojo ir gretutinio-1 iSsiskyrimonetu chromosomos,
turin¢ios homologines centromeras, paskirstompsieSingus dsteks polius, todl Sie iSsiskyrimo bdai
yra dazniausi. Pastéfa, kad persitvarkyme dalyvaujant akrocentrineioomwsomai arba susiformavus
labai asimetriniam kvadrivalentui, vyrauja 3:1 sksirimo kidas (Benet ir kt., 2005).

Alternatyviojo iSsiskyrimo metu, prieSingos centenos tempiamogprieSingusdsteks polius, t.y.
viena centromera einaviem dukterirg lastek, kita i kita. Alternatyvusis yra vienintelis chromosam
iSsiskyrimo lmdas, po kurio susidaro nepraradusios geéetmedziagos gametos — viena gameta yra
normalaus kariotipo, kita — su subalansuota rek&ipeotranslokacija.

Gretutinio iSsiskyrimo metu, gretimos chromosomeadickija kartu. Galimi du Sio iSsiskyrimo
variantai: gretutinis-1 ir gretutinis-2. Pastaragsiaug retesnis. Jo metu gretimos homoléwis
centromeromis chromosomos paterka paia dukterirg lastek. Vykstant gretutiniam-1 iSsiskyrimui,

dukterinesdsteles patenka nehomologinchromosomos.



- | .
N

dalijimasis
' mejozs
. C metL ! *
Alternatyvusis Tranckonfigaracija
iSsiskyrimas f‘:} n

Normalu Sulredaota

Gretutinis-1 ﬂ [L.:D
ISsiskyrimas —0—1 Fo:::

Nesubalansuota Nesubalatias

Gretutinis-2 .
ISsiskyrimas 1

Nesubalansuota Nesubalatas

Tretine —oJ &-c::
aneuploidija r‘:: __ﬂ

Tretiné trisomije . y
Tretiné monosomiji
pakaitire l !
aneuploidija .

Pakaitire trisomija Pakaitire monosomij

Cis konfiguracija

2 pav.Kvadrivaleng sudaratiy chromosom iSsiskyrimo lidai (pagal Rickards, 1983).

Vykstant 3:1 iSsiskyrimui (2 pav.) susidaro gamethsinéios 24 arba 22 chromosomas. 24
chromosomas turiiai gametai susiliejus su normalia, susidaro gynghi zigota turinti 47 chromosomas.
Kai translokuotas nedidelis fragmentas, dazniaysieana games patenka dvi normalios chromosomos i$
kvadrivalento ir viena translokuota — susidaroikéettrisomija (angl.tertiary trisomy. Daug réiau

pasireiSkia pakaitin trisomija, kai i dukterirg lastek patenka dvi translokuotos ir viena normali
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chromosomos. Toks iSsiskyrimas vyksta, kai trarestgkje dalyvauja trisomiSkai gyvybingos
chromosomos (13, 18 arba 21) (Gardner ir Sutherl2@@4). Po apvaisinimo susidaro zigota su trisamij
D¢l Sios priezasties, gimsta naujagimiai su Patadremu (13 chromosomos trisomija), Edvarso sindromu
(18 chromosomos trisomija), Dauno sindromu (21 etosomos trisomija).

Inversijy nesSiotojai skirtingai nei asmenys, kurie turi Simkacip, gamina tik genetiSkai
subalansuotas gametas, jeigu nevyksta krosingovémgertuotate segmente. Nesubalansuotos
chromosomos susidaroélda rekombinacijos invertuotame segmente vykstardsikgoveriui tarp
invertuotos ir normalaus homologo. Konjugavus chssomoms, kuti vienoje yra normali genseka, o
kitoje inversija, susidaro sétinga kilpa (,mirties kilpa“) (3 pav.), kuri leidai kaip imanoma geriau
sulygiuoti ir suporuoti sutampaius invertuotos chromosomos ir normalaus jos hogwlsegmentus.
Ivykus krosingoveriui invertuotame segmente susidaiena normali, viena invertuota ir dvi

rekombinantigs chromosomos, kurivienas petys yra duplikuotas, kitame — delecBgpdv.).

A B % D
B s S W T St ]
A G E D
Eonugacija
B c Erosingoveris kilpos widuge
A ! EC D
A - B
Mejoze I Wejoze IT
& B o D _
& B ¢ D o sy Mormali chromosoma
ST ny e STE
- R A B I‘C A4 segmento duplicacia,

I segmento delecija

T B D s L segmento duplicacia,
& segmento delecija
Chromosotnos versia

)
b
O
b
)
o
O
b

3 pav. Chromosom pasiskirstymas mejég metujvykus krosingoveriui pericentrés inversijos
atveju (pagal Griffiths ir kt., 1999).
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2.3. Chromosomy struktiiros persitvarkymuy tipai

Chromosom strukiiros persitvarkymai gali i subalansuoti ir nesubalansuoti. Subalansuot
chromosom strukiiros persitvarkym atveju, sutrikdoma DNR molekulabiejuose trkio taskuose,
kuriems neteisingai susijungusgyksta translokacija ar inversija. Subalanguohromosom strukfiros
persitvarkyny atveju genetiés informacijos kiekis nepakinta,cfau tikio taskai gali ati geno viduje.
Tokiu atveju, sutrikdoma geno funkcija. Kartais stdnt tokiam susijungimui, susidaro naujas genas,
koduojantis hibridif baltyma.

Nesubalansuat chromosomos struktos persitvarkym atveju - deleci, duplikaciy,
izochromosom, Ziedinu ar markerink chromosom, nesubalansugttranslokaciy, pakinta pazeistos
chromosomos dalies gemoz. Kaip ir visos chromosomos aneuploidija, prarastaaigyta papildoma
segmento kopija gali sutrikdyti normaadjen; balansg.

Pagal tai, kiek chromosapdalyvauja persitvarkyme, chromoserstrukiiros pokyiai skirstomij

tarpchromosominius ir viduchromosominius.

2.3.1. Tarpchromosominiai persitvarkymai

Reciprokires translokacijos
Reciprokires translokacijos — tai chromosampokyiai, vykstantys tarp nehomologini
chromosom, joms apsikgiant segmentais. Reciprokinitranslokaciy daznis svyruoja nuo 1/400 iki
1/1000 (Ruiz ir kt., 2005). Daznai Sis chromosgpersitvarkymas individo fenotipe nepasireiskiajdagi
reciprokire translokacija yra genetiSkai subalansuota, t.yapsikeitimo segmentais nepakinta bendras
genetirts medziagos kiekis. Asmenys, kurifenotipui translokacijos neturi reik&sy vadinami
subalansuat translokacij nesSiotojais. Nors translokagipeSiotojams fenotipo pakitimai nepasireiskia, jie
daznai turi problemp susijusii su reprodukcija @ sutrikusios spermatogengzarba oogenég, kadangi
susidaro chromosomiSkai nesubalansuotos gametgégauTaykstant translokacijoms, galiath pazeisti
svarlus, tikio vietoje esantys genai, tuomet pasireiSkia tdm fenotipo sutrikimai. Siloma keletas
mechanizm, aiSkinagiy, kol kai kurios subalansuotos translokacijos susigisio fenotipo pakitimais:
e Recesyviosios mutacijoséldtranslokacijos gali atsirasti ir pasireiksti, k& €vo ir motinos
paveldima tame gg&ame genavykusi mutacija;
o Gali pasireiksti pagties efektas, kuris k&ia Salia translokacijos tasko esangen veikla;
e D¢l tévams nebdingos disomijos, akivaizdziai subalansuota trékestga gali lti subalansuota

strukfiriSkai , bet ne funkciskai élimprintingo);
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e Jei toks pats chromosomos persitvarkymago vieno iS ¢vy genome, bet nesélk fenotipo
pakitimy, daugiau subtili persitvarkyna gali vykti mejozes metu, pvz., netolygaus krosieym
metu;

e Persitvarkymai gali iiti daug sudtingesni negu atrodo ir galiib nepastebimi atliekant rutinin
citogenetin tyrima. CitogenetiSkai akivaizdziai subalansuotos trakestgos gali tuéti smulkius
sudttingus chromosom persitvarkymus, kurie nustatomi naudojant papildsnmetodus. $i
hipotez, patvirtino Patsalio ir jo kolag (2004) atliktas tyrimas. Siekiant nustatyti smukki
sucktingus chromosom persitvarkymus, buvo iStirta 20-ties paciehariotipai su akivaizdziai
subalansuotomis translokacijomis. FISH araéskleid 3 ,paskptas” translokacijas (Patsalis ir
kt., 2004).

Vyruy bei motey nevaisingumas ir chromosanstrukiiros persitvarkymai yra glaudziai susij
Dazna nevaisingumo priezastis yra reciprégintranslokacijos. VidutiniSkai 50% chromosomiskai
nesubalansuatspermatozoid susidaro @ reciprokiniy translokaciy (Shi ir Martin, 2001). GenetiSkai
nesubalansuatgamet; produkcija yra grieztai susijusi su translokacijpnr padidina pasikartoja&n
persileidimy bei nesveily palikuoniy gimimo tikimybg (Gianaroli ir kt., 2002).

M atinos lgstelsd u— P
su reciprokine \ s
translokacija I |
] ' "x
_*_ i
[ i
I I ( II | gametos
” e/
O . . -

normali zigota su zigotos su
zigota  reciprokine translokacija  nereciprokine translokacija

Tévo lagstelé su
notmaliomis
chtomosomomis

4 pav. Gametos, galifios susidaryti asmeniui, tudram subalansuatreciprokirg translokaci, ir
zigotos, galidios susidaryti susiliejus normaliai ir reciprokintranslokacy turinciai gametoms
(Greenwood medical centre).
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Taigi, nors subalansupttranslokaciy neSiotojai yra normask, jie gali produkuoti genetiskai
nesubalansuotas gametas ir susilaukti paliku@u genetiSkai nesubalansuotu kariotipu. 4 paweiksl
pavaizduota, kokios gametos gali susidaryti asmetumin¢iam subalansuattranslokacy, ir zigotos,
susidaratios po susiliejimo su normalia gameta.

Empiriniai duomenys rodo, kad translokacijos newtl itakoja vyn ir moten, turinéiy ta p&ia
translokacij, vaisingum. Tai lemia skirtingas kvadrivalento elgesys forfamtis vyriSkosios lyties ir
moteriSkosios lyties gametoms mejezmetu. Atranka gali veikti prieS spermatozoidus gametisSkai
nesubalansuota chromosomine &undi, ypa® jei jiems Hdingas genetiéss medziagos perteklius
(Gianiaroli ir kt., 2002).

Spermatozoiq citogenetiniai tyrimai padeda suprasti chromogommejozinio iSsiskyrimo
mechanizm. Tiesioginis spermatozaild chromosom tyrimas tapo imanomas kariotipuojant
spermatozoidus piskverbimoj ziurkéno oocitus ir, visai nesenai, naudojant FISH megtddorel ir kt.,
2004). Translokaaij neSiotoy spermatozoid kariotipo FISH tyrimai parad tarpchromosominio efekto
pasireiSkin kai kuriy translokaciy atvejais (Blanco ir kt., 2000; Morel ir kt., 200@jiver- Bonet ir kt.,
2001; Shi ir Martini, 2001). ChromosomiSkai nesabaliotos gametos gali susidaryti ne tid d
translokacijoje dalyvaujai chromosom dalines aneuploidijos, bet ir chromosamnesusijusj su
translokacija. Tarpchromosominis efektas priklansm translokacijoje dalyvaujéim chromosom bei
trikio taSki chromosomoje (Blanco ir kt., 2000; Estop ir kD0R). Gianaroli ir jo koleg atlikti tyrimai
(Gianiaroli ir kt., 2002) su reciprokinitranslokacij neSiotojais paraf kad 81% embrian turinciy
chromosomiSkai nesubalansydariotipa, susidaro @ chromosom, dalyvaujadiu translokacijoje, tuo
tarpu Robertsono translokacinesiotoy; — Zymiai maziau 58%. Tai galima paaiskinti skignskirtingy
tipu translokaciy elgesiu mejo&&s metu.

Ar chromosom persitvarkymai gali pakeisti kitchromosom elges mejozs metu, visada buvo
diskutuotinas klausimas zmogaus genetikoje (Gidnarokt., 2002). Tarpchromosominis efektas,
nustatytas spermatozoiduose, yra mazas palyginughsomosom pakitimais nustatytais Zmogaus
embrion besidalijadiose hstekse (Marquez ir kt., 2000; Magli ir kt., 2001; Bietka ir kt., 2002).

Nereciprokires translokacijos

Nereciprokiemis translokacijomis vadinamos tokios translokagijpo kuri susidaro genetiSkai
nesubalansuotas kariotipas, kuriaidinga translokacijoje dalyvaujéim chromosom skirtingy segmeni

monosomija, disomija ir trisomija (Pedersen ir RD00).
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Tokio tipo translokacijos nustatomos mazdaug 10i302asmet (Mohan ir kt., 2003). Individai su
nesubalansuotu genomu, daznai yra asgnaminéiy subalansuat translokacy, palikuonys. Tai lemia
translokacijos neSiotojprodukuojam genetiSkai nesubalansuajamet; susiliejimas su normalia gameta.
Kadangi prarasta arlgyta chromosomos dalis gali &irgenus svarbius vaisiaus augimui ir vystymuisi,
dél nesubalansuattranslokaciy vyksta persileidimai arba gimsta naujagimiai su tikrais patologiniais
sutrikimais (protiSkai atsilik ir kt.). Nesubalansuoti subtelomeriniai chromosgorpersitvarkymai

apibidinami, kaip svarbi protinio atsilikimo bei pasit@aniiy savaiminy persileidimy priezastis.

Robertsono translokacijos

1916m. amerikietis, vabzdgicitogenetikas, W.R.B. Robertson, pirmasis apraanslokuotas
chromosomas, kurios susidausijungus 2 akrocentdms chromosomoms. Jo garbei, toks chromasom
persitvarkymas buvo pavadintas Robertsono transifkais (Gardner ir Sutherland, 2004).

Robertsono translokacijos yra vienas iS didzigudiromosom persitvarkym, taciau paprastai
néra susig su fenotipo pakitimais, jei kariotipas yra subalastas (Perry ir kt., 2005)Sio tipo
translokaciy pasitaiko 1 iS 1000 asmerfRuiz ir kt., 2005). Translokacijos gali vykti pphomologiny ir
nehomologini chromosom.

Tévinés kilmés ir translokacijos formavimosi stadijos (mejadnar mitotigs) nustatymas yra
svarliis aiSkinantis translokaqij susidarymo mechanizm Robertsono translokacijos gali formuotis
postzigotiSkai arba mejégz metu. Translokacijos formavimosi laikas gaitilmustatomas lyginant alelius,
esartius derivatitse chromosomose, su normakviniy chromosom aleliais.

Bandyopadhyay ir jo kolegos (Bandyopadhyay ir QD) atliko tyrimus, siekdami iSsiaiskinti
Robertsono translokaaijkilme. Robertsono translokacijas jie suskirs® grupes: daznas — rob(13q;14q)
ir rob(14q;21q), bei retas — visas likusias Rolmerts translokacijas tarp nehomologinthromosom.
Tyrimy rezultatus palyginus su artkesu atliktais, paais}jo, kad dazn Robertsono translokagijatveju
chromosom trikio tasSkai yra pastoviuose regionuose jWyksta oogene&s metu. Tuo tarpu ret
Robertsono translokagiptveju, pastetia, kad tiikio taskai ir formavimosi stadijos labgiairios.

Zmogaus akrocentrinichromosom trumpiesiems pgams yra lidingas didelis sakpanasumas,
nors kai kurios sekoséra hidingos visoms akrocentéms chromosomoms (Bandyopadhyay ir kt., 2001).
Visos akrocentrils chromosomos gali dalyvauti Robertsono transl¢ésej t&iau skirtingas
pasiskirstymaséra atsitiktinis.

Robertsono translokacijose dalyvauja D ir G ggughiromosomos. D grupei priklauso 13, 14 ir 15,

0 G — 21 ir 22 chromosomos. Apie 80% Robertsonstokacij susidaro susijungiant dviems D gésp
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chromosomoms. Retesyra translokacijos, dalyvaujant D ir G gnwghromosomoms. I§;jdazniausiai
pasitaikanti — rob(14;21) translokacija. d&isios translokacijos tarp 21 ir 22 chromosgo(@ardner ir
Sutherland, 2004).

Nehomologini chromosom poravimasis mejas metu ir rekombinacija tarp homologingiy
chromosom seky gali lemti rekombinantimi chromosom susiformavim. Dauguma dazniausiai
nustatona Robertsono translokagiyyksta mejozs metu formuojantis kiauSigtei. Oogenes metu tam
tikri veiksniai sutelkia specifines akrocentrinesramosomas labai arti vienkitos ir tai palengvina
translokaciy formavimasi. Toks veiksnys galitii branduotlio formavimasis, kurio metu akrocentnini
chromosom trumpieji p&iai susijungia, padidindami poravimosi ir parolagisegment rekombinacijos
galimykx.

Susijungus 2 akrocentéms chromosomoms prarandamas vienas 5 @W\B&C — branduelio
organizaciny centp (angl. NOR — nucleolar organizer region esantis akrocentrds chromosomos
trumpajame petyje. Taigi individai su Robertsoransiokacija turi 9 BOC vietoj 10. Ne visi BOC yra
aktyviis, dauguma individ turi 4-7 aktyvius BOCdstekje. Tatiau minimalus aktywj BOC skatius yra
butinas, kad dstek normaliai funkcionuat. Nepakankamas aktyviai funkcionuofan BOC skaéius
vaisiuje gali sukelti savaimirpersileiding (Gardner ir Sutherland, 2004).

Skiriami trys Robertsono translokaciprmavimosi mechanizmai:

e Susijungimas per centromer
e Susijungimas po tikio viename trumpajame petyje ir vienam ilgajamsyjee
e Susijungimas po iikiy abiejuose trumpuosiuosednese;

Pirmaisiais dviem atvejais, susidariusi translokuothromosoma turi vien centromex
(monocentrig). Tretiuoju atveju, susidaro dicentrikas. Kartais diceidge chromosomose viena
centromera suspaudziama ir chromosoma funkciorkagamonocentrié (Gardner ir Sutherland, 2004).

Ivykus Robertsono translokacijai tarp nehomolagiohromosom, joms konjuguojant mejés
metu susidaro trivalentas, sudarytas iS deri¢atiophromosomos ir dviej normaly chromosom. 5
paveiksle pavaizduoti galimi translokyothromosom iSsiskyrimo atvejai. Alternatyviojo iSsiskyrimo
metu susidaro normalios arba subalansuotos ctasnoki pat translokacij kaip ir neSiotojas, gametos, o
gretutinio iSsiskyrimo metu susidaro nesubalansioggametos (Gutierrez-Mateo ir kt., 2005).
Nesubalansuatgamet; susidarymo tikimyb priklauso nuo translokacijos neSiotojo lyties,ahosom,
dalyvaujariy Robertsono translokacijoje, bei specifitianslokacijos savyhi(Pardo-Manuel de Villena
ir Sapienza, 2001). Alternatyvusis iSsiskyrimas gaanesnis nei gretutinis. Luciani ir kt. (1984 stat,

kad pachitenos stadijoje trivalentas visada yra koiefigiracijos, gallat todl vyrauja alternatyvusis
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iSsiskyrimo lidas (Morel ir kt., 2001). Po gretutinio iSsiskyriraosidaro dviej tipy disomires ir dviepy
tipu nulisomires gametos. Jeigu translokacijoje dalyvauja to patiglzio chromosomos (D;D arba G;G),
translokacija labiau linkusi iSsiskirti alternatyvbidu, negu skirtingo dydzio (D;G) (Gianaroli ir kt.,
2002).

Alternatysis '
giskyrirmas +

“\a |

giskyritnas
arba

5 pav. Chromosom, dalyvaujadiu Robertsono translokacijoje, iSsiskyrimas (pagatd@er ir

Sutherland , 2004).

Susijungus 2 akrocentdéms chromosomoms per trumpuosiugips, pazeidziami tik BOC genai,
todkl Robertsono translokagijneSiotojams paprastaiidingas normalus fenotipas. dau translokacija
gali tureti jtakos vaisingumui d sutrikusios gametogenez arba palikuonimsétl nesubalansuatgamety
produkcijos. Nesubalansuotoms zigotomsglibga trisomija arba monosomija. Paprastai tikotmggs
zigotos gali iSgyventi pilpanéStumo laikotarp(Rouz ir kt., 2005).

Dauguma moter ir vyry, kurie yra Robertsono translokacipesiotojai, yra vaisingi, té&au yra
didel tikimybé, kad jvyks savaiminis persileidimas arba gims chromoskanifesubalansuotu kariotipu
naujagimis su tam tikrais fenotipo pakitimais. 6vgisle parodyta, kokios gametos gali susidaryti
asmeniui, Robertsono translokacijos neSiotojuizigotos, kurios susidaro po susiliejimo su normalia
gameta. IS normalios zigotos arba iS zigotos, &o® subalansuattransiokaci vystysis genetiSkai
normalus embrionas. Dauguma nesubalansurigoty, kurioms Imdinga trisomija — tam tikros
chromosomos perteklius, arba monosomija — tam gilebromosomos itkumas, neisgyvenajyksta
persileidimas pirmajameégtumo trimestre). Ta@au pasitaiko atvej kai zigotos, turitios genetigs

medziagos pertek]j iSlieka gyvybingos vis néStumo laikotarp tatiau gimes naujagimis turijvairiy
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anomalijp. Tai priklauso nuo to, kurios chromosomos triseamgusidaro. Pavyzdziui, zigota su 21

chromosomos trisomija iSgyvenagiteu gimsta naujagimis su Dauno sindromu.

I i\' Tévo lgstelé su

r nottmaliomis chromosomomis

. e

Ilotinos lastele af

su Robertsono translokacija l '
v v

(i) !-gi
il

. . . -

normali reciprokitiés trisomija monosomija  trisomija MOof0somdja
translokacijos
tiediotoja

1‘
' l

I { i ' I gametos
¥

6 pav. Gametos, galikios susidaryti asmeniui, Robertsono translokacijesiotojui, ir zigotos,
susidaratios po susiliejimo su normalia gameta (Greenwoodioat centre).

Pastebta, kad translokaaij neSiotojai kartais susilaukia palikugrsu jvairiomis anomalijomis ir
defektais dl translokacijoje nedalyvaujéni chromosom. Tarpchromosominis efektas ypavarbus
Robertsono translokaqij atveju. Nustatyta daug atuej kai embrionams idlinga translokacijoje
nedalyvaujatiy chromosom aneuploidija (Gianaroli ir kt., 2002; Pujol ir kR003). Gianaroli ir jo kolag
tyrimai paro@, kad aneuploidija @ translokacijoje nedalyvaujghny chromosom yra daZnesn
Robertsono translokaqij neSiotojp embrionams (31%) nei reciprokini translokaciy neSiotoy
embrionams (6%) (Gianaroli ir kt., 2002).

Pastebta, kad Robertsono translokacipeSiotojos dazniau tampas&iios negu reciprokimi
translokaciyy nesiotojos galiit tockl, kad susidaro mazesnis skas nesubalansugtmbriony (Munne ir
kt., 2000). Vyrai Robertsono translokacij neSiotojai produkuoja maziau spermatogoitlirinéiy

translokaciy (3,4-36%) negu reciprokinitranslokaciy nesSiotojai (47,5-81,0%) (Egozcue ir kt., 2003).
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2.3.2. Viduchromosominiai persitvarkymai

Viduchromosominiai persitvarkymai yra citogenésin aberacijos, kuriose dalyvauja viena
chromosoma, pavyzdziui, interstiégir terminalies delecijos, intersticis duplikacijos, markeris ir
Ziedines chromosomos, inversijos, izochromosomos. Kaiuase persitvarkymuose gali dalyvauti vienas
homologas (seseripi chromatidzy pokytis), tuo tarpu kitose abi homologin chromosomos
(rekombinacija tarp homolag (Shaffer ir Lupski, 2000).

Inversijos

Inversija — tai chromosomos strakbs pakitimas, kaivykus dviems tikiams chromosomoje,
vidinis segmentas pasisuka 180° kampuéir susijungia. Inversijos yra vienas daZniaushromosom
strukfiros persitvarkym (Forrester ir Merz, 2007).

Inversijos diagnozuojamos 2,1 iS 10000 gimjsi (Forrester ir Merz, 2007). Inversijdaznis
atliekant prenatalin citogenetie analiz paprastai yra didesnis (5-64 iS 10000) (Crandakti 1980;
Ferguson-Smith ir Yates, 1984; Chaabouni ir ktQ22Morger ir kt., 2001; Ryall ir kt., 2001) lygintasu
postnataligs analizs duomenimis, kadangi prenatalinis kariotipo tysmpaprastai atliekamas kai
itariama vaisiaus chromosamatologija.

Inversijos sudaro apie 5% uvishromosom struktiros persitvarkym (Forrester ir Merz, 2007),
nors yra mazdaug 10 kartretesgs nei kiti subalansuoti chromosanpersitvarkymai (Robertsono
translokaciy daznis 1/1000; reciprokinitranslokaciy- 1/625 (Shafer ir Lupsky, 2000)). Pericentyini
inversiju daznis varijuoja 0.012 - 0.07%, paracentyiri 0.01 — 0.05% (Gardner ir Sutherland, 2004).
Skirtingai nei translokacijos, kurios yra dazniauggprodukcinj funkciju sutrikimo priezastis, dauguma
inversiju nustatomos tik prenatatis diagnostikos metu arbaldhenormalaus fenotipo (Youings ir kt.,
2004). Tikimyke inversijos neSiotojui susilaukti palikuonio su g&ékai nesubalansuotu kariotipu yra
apie 1%, daug mazesmei reciprokini translokaciy neSiotojams (atitinkamai 2,7% ir 19,2% tikingéyb
subalansuatir nesubalansuattranslokaciy neSiotojams) (Youings ir kt., 2004).

Skiriami 2 inversij tipai: paracentriéx inversija, kai pasisukantis 180° kampu chromosomos
segmentas neturi centromeros; periceafrikai apgeztame segmente yra centromera. Konjugavus
chromosomoms, kurivienoje yra normali ganseka, o kitoje inversija, susidaro stidga kilpa (,mirties
kilpa“). Pericentrinip inversiy atveju, kilpa suétingesi. Kadangi inversijos dazniausiai yra
subalansuotas persitvarkymas, nepakinta geisetmedziagos kiekis, téd jos yra gyvybingos ir

nesukelia ypatinganomalij fenotipo lygyje.
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Tik nedaugelis citogenetiSkai matanthromosom persitvarkyna tarp kurip yra ir keletas
dazniausi pericentrini inversijy, yra interpretuojamos kaip heteromorfiniai varaanKeletas dazniausi
autosom pericentrini inversiy laikomos ,normaliais variantais“, jeiguéra hidingos fenotipo ar
vystymosi anomalijos toje genealogijoje ir yra #fabperduodamos. Sios inversijos skirstomodvi
klases: I) inversijos, kugi trikio taskai yra heterochromatine (1-os, 9-os, 1Gro¥ chromosom
inversijos); Il) inversijos, kut trikio taskai yra euchromatine (2-os, 5-0s, 10-0s mmsony inversijos)
(Zuffardi ir kt., 2006).

Inversijos, kuny trikio taSkai yra heterochromatino regionuose (1ghh, 9tpgh, ir Yq) yra
santykinai daznos. Zmani populiacijoje daZniausia pasikartojanti inversiy@a pericentrig 9-os
chromosomos inversija; >2% populiacijos yra inyg@Xql2) nesiotojai (Park ir kt., 1998). Taip pat
daznos ir kitos heteromorfis inversijos, kur trikio taSkai yra euchromatine - inv(2)(p11.2q13),
inv(5)(p13g13), inv(10)(p11921.2) (Youings ir KRQO04).

inv(2)(p11.2q13) yra dazniausia pericentrinversija, kurios fikio taskai yra euchromatine, ir
interpretuojama, kaip kliniSkai nezalinga.cieal nustaius § chromosomos struitos pakitimy prenatalio
tyrimo metu atliekami abigjtévy kariotipo tyrimai @l galimy dauginii igimty anomalijy pavojaus bei
protinio atsilikimode novoinsercij atveju. Jeigu vaisiui ir vienam i8viy, kuris kliniSkai yra normalus,
nustatyta inversija su identiSkaisikio taskais, rizika gimti vaikui su anomalijomisayminimali. Yra
aprasyti du nesubalansyokariotipu ir su tuo susijusi fenotipo anomalij atvejai inv(2)(p11.2q13)
nesSiotoy; palikuonims. Vienu atveju buvo nustatyta inteistic2pl2 delecija (Lacbawan ir kt., 1999),
kitam 2-osios chromosomos duplikacija dup(2)(pl2Bp (Magee ir kt., 1998). Abiem atvejais,
mikroskopisSkai nustatytas nesubalansuotumas busigesisu ryskiomisgimtomis anomalijomis. Jeigu
manoma , kad inversija kilde novo teigiama, kadgimty anomalij ir vystymosi sutrikimo rizika vaikui
apytiksliai lygi 6.7% (Warburton, 1991)¢kdgeno pazeidimo ar paties efekto (Bugge ir kt., 2000).
Literatiiroje teigiama, kad inv(2)(p11.2q13) retai vyksta novo De novoinv(2) daznis mazesnis nei
5,97% (Hysert ir kt., 2006). Mechanizmas, lemiaptsikartojatiy inversiy formavimsi yra susis su
kartotinemis sekomis susidarant labai panaSiemisdrtaskams molekuliniame lygyje, ttldnanoma, kad
fenotipas susis su Siais persitvarkymais yra panasus ir dazraaasirmalus (Hysert ir kt., 2006). &Si
hipotez, palaiko pasikartojanti t(11;22)(q23;q11) transidfa Paveldimos ide novoSios translokacijos
formos yra fenotipo ir vystymosi atzvilgiu normai@urahashi ir Emanuel, 2001). Taigi, pasikartéjan
subalansuat chromosom persitvarkyma de novoformos neltinai lemia padidjusia igimty anomalijy
rizika, kaip atsitiktiniai subalansuoti persitvarkymai.

Kitos pasikartojatios inversijos, kux trikio taskai yra euchromatine, apraSomos kaip negadin

jeigu yra pavelétos. Inversija inv(10)(pl1l.2g21.2kna susijusi su konkegais fenotipo ar vystymosi
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sutrikimais, ra uzregistruat Sios inversijos rekombinantineneusomij atvej, ir labai retai Si inversija
vyksta de novo(Collinson ir kt., 1997). Tad teigiama, kad prenataknchromosom anali2 inv(10)
nesiotojams éra pagjsta.

Tyrinéjant inversijp nesSiotojus gauti rezultatai pafgdkad invertuotame regione slopinamas
krosingoveris (Jaarola ir kt., 1998). Vykstant reftmnacijai invertuotame regione tarp invertuotos ir
normalios chromosomos susidaro 2 komplementari@smbinantits chromosomos. Kiekvienos; j
vienas petys duplikuotas, o kitame — yra deledfjaracentrinj inversiy atveju susidaro dicentiénir
acentrie rekombinantidas chromosomos. Teigiama, kad inversijos dydis pagrindinis veiksnys,
itakojantis sinaps tipa tarp invertuotos ir normalios chromoseniPaprastai manoma, kad kuo didesnis
invertuotas segmentas, tuo mazesnis duplikuotopranastos medziagos kiekis yra nesubalansuotose
gametose, kadangi tik inversijos kilpos, susiforjan&ios mejozs metu, iSafje esatio euchromatino
kiekis gali pakisti vykstant krosingoveriui kilpogduje. Mazesis inversijos lemia rekombinantsu
dideliy segment, esadiy inversijos tfikio tasSky galuose, nesubalansuotmmkurie yra sunkiau
suderinami su gyvybe. T&u Siuo atveju, @ mazos inversijos kilpos, susidatéaws mejozs metu, yra
mazesh krosingoverio tikimyk kilpos viduje ir to pasekoje nesubalansuotumasif@iir kt., 2006).

Inversijos dydis ir jos santykis su chromosoma yta parametrai glaudziai susijsu
rekombinacijosivykiu. Anton E ir jo bendradari(Anton ir kt., 2005) atliki tyrimy rezultatai parogl
kad zymiam nesubalansuagamets gamybos lygiui reikty maziausiai 100 Mbp inversijos ir invertuotas

fragmentas tuity sudaryti bent 50% chromosomos.

Delecijos ir duplikacijos

Delecijos ir duplikacijos beveik visuomet lemia égomo pakitimusjgimtas raidos anomalijas.

Delecija — chromosomos dalies iSkrita. Kai delecija yra chreamos vidigje dalyje, kad
chromosom konjugacija atitikii homologines sritis, toje homologie chromosomoje, kuri yra normalios
sandaros, susidaro kilpa: segmentas, neturintisoluguo ,praleidziamas”. Tuo tarpu chromosoma su
delecija chromosomos gale yra tik trumpesi normak, chromosor. I1Skritus segmentui, kuriame yra
dominuojantis genas.¢blhemizigotires bisenos fenotipe pasireiSkia recesyvieji genai. Nietigai maza
chromosomos dalis gali t&tr daug skirting geny. Prarasti genai gali lemti vaisiaus raidos sutmiks. Jos
gali bati paveldimy Zmogaus anomalijpriezastis. Stambios delecijos arba gyvybei svagbin; delecijos
yra letalios (Rag&elis, 2000).

Yra aprasytos vischromosom distaliniy daliy delecijos. Nors dauguma delecijra unikalios,

kai kurios terminalias delecijos vyksta daug daZniau ne kitos. Sis timy tterminaliniy delecijy
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vyravimas gali atspindi santykin tam tikro regiono monosomijos gyvybinganr genomo strukKira,
kuri yra nestabili arba labiau linkusi persitvaik{®haffer ir Lupski, 2000). Dazniausiai nustatonigs,
4p-, 5p-, 11g-, 17p-, 18g- ir 22g- delecijos. Damgs terminalini deleciy trikio taskai vyksta
skirtinguose regionuose, té&ddelecijos yraijvairaus dydzio. Molekulinis mechanizmas, lemiantis
terminalines delecijas,éma zinomas, @au manoma, kad tai susisu DNR sekomis, es&omis Salia
zmogaus telomar(zr. 2.1. skyra).

Duplikacija — chromosommutacija, kai segmentas yra padvigjgb. D¢l duplikacijy susidaro
papildomas geneté#s medziagos kiekis, net jeigu bendrasyvihiromosom skatius yra normalus.
Kadangi netgi ir labai maza chromosomos dalis datigyte skirtingy gery, papildomi duplikuoti genai
gali lemti 3 geny neteising funkcija. Kai pasikartojantys segmentai eina vienas pa&kaj tokios
duplikacijos vadinamos tandenmis. Dél duplikacijy gali sumaéti gyvybingumas (Ratelis, 2000).

Remiantis literatra, Zmogaus chromosaindelecijos ir duplikacijos, kurios lemia nenormal
vystymsi, vykstajvairiuose genomo regionuosegital tam tikros genomo vietos yra tinkam&sn
persitvarkymams, nei kitos (Brewer ir kt., 1998g®er ir kt., 1999)Idomu tai, kad kai kuriuose genomo
regionuose niekada nebuvo nustatyta delecija dikdigja. Sie regionai gali teéti kritinius dozei jautrius
genus, tod ju delecija arba duplikacijadby mirtina. Akivaizdus persitvarkymnebuvimas kai kuriuose
segmentuose gali identifikuoti genomo regionus,ikunaziau tinkami vykti chromosamstrukiiros
pakitimams. Be to, kai kurie chromosonstrukiiros persitvarkymai gali i nepasteéti rutinine
citogenetine technika arba kliniSkai nepasireiksti.

Manoma, kad duplikacijos vykstaciau negu delecijos tame game regione, kadangi maziau
pacient, su duplikacijom yra apraSyta litefiabje. Ta&iau, analizuojant Zmogaus citogenetituomemn
baz paaisSkja, kad tik 2,1% galimp autosomy ruoz; netraukiamij duplikacijas, tuo tarpu 11%utosom
ruoa; nevyksta delecijos (Brewer ir kt.,1998, 1999). prayra gallit dél mazesis tolerancijos
haplonepakankamumui nei trisomijai Zmogaus genome.

Izochromosomos yra invertuotos palidrogsrstruktiros duplikacijos, kutj trukio taskaijvyko
labai arti centromeros arba centromeroje. Taigchzomosomos yra metacentsnir turi du vienodus
peius, kurie yra arba genetiSkai identiSki (homozag@iagal visas genetines sritis) arba neidentiski
(heterozigota pagal kai kurias genetines sritis3Zridausia izochromosoma zmonpopuliacijoje yra
izochromosoma i$ Xq (~1 i$ 13000). Daugiau nei 188tvidy su Ternerio sindromu turi i(Xq) (Shaffer ir
Lupski, 2000). Izochromosomos iS Xq yra pakankadsanos, kadangi i(Xq) inaktyvacija apsaugo nuo
nenormalaus d@és efekto (Miller ir Therman, 2001).
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Ziedines chromosomos

Ziedine chromosoma yra chromosoma, kurios trumpasis imsif peiai susijungia
suformuodami ziedo pavidalo straki.

KliniSkai nustatom ziedinip chromosom daznis yra 1/25000 (Jackobs, 1981). Nors ziedin
chromosomos yra labai retos,citu tokias strukiras gali suformuoti visos Zmogaus chromosomos
(Schinzel, 2001). Dauguma ziedinthromosom susiformuojaivykus tiikiams terminaliniame trumpojo
ir ilgojo peties gale, kuriems susijungus prarandartam tikras genetin medziagos kiekis (Miller ir
Therman, 2001). T@au yra apraSyti ir kiti ziedo formavimosi mechang&: susijungus atiikusiam
chromosomos galui su prieSingu telomeros regionen@dariu ir kt., 1997); susijungus subtelomerinei
sekai (Vermeesch ir kt., 2002) arba susijungusntiela — telomera be genettnmedziagos praradimo
(Henegariu ir kt., 1997; Sigurdardottir ir kt., 299

Paprastai asmenys, kuriems atlikus citogemndyinma nustatoma ziedinchromosoma, turi ir
antr lasteliy linija, kuriai rera dinga ziedie@ chromosoma, @d Ziedines chromosomos nestabilumo
mejozs metu, Kur lemia seserini chromatidzi apsikeitimas. Sie sesetfinchromatidzi pokyiai gali
lemti dicentrinio Ziedo formavigsi, kuris iSlieka tilto-tiikio-susijungimo-tilto cikh ir galiausiai
prarandamas. Tokiuadu susidaro monosominiasteliy linija, monosomigs lasteks gali liti gyvybingos
arba negyvybingos (Miller ir Therman, 2001). Zieginchromosomos formavimasis paprastai yra
sporadinisjvykis, kuris gali vykti mejogzs metu arba post-zigotiniu periodu, nors yra keletaSeimiy
atvep. Dauguma ziedimi chromosom susidarode novo tik <1% visy ziedinihp chromosom yra
paveldimos (Kosztolanyi ir kt., 1991). Dazniaugaveldimos ziedigs chromosomos yra 20-a, 21-a, 22-a
chromosomos.

Ziedinés chromosomos gali sukelti problemykstant 4steks dalijimuisi arba lemti vystymosi
anomalijas, pvz., Zziedés 20-os chromosomos sindromas yra sssj epilepsija, Ziedés 14-os ir 13-0s
chromosom sindromai susgs su protiniu atsilikimu ir dismorfiniais veido lozais, Ziedidas 15-0s
chromosomos sindromas sgsij su protiniu atsilikimu, Zenagyste ir mikrocefalija, ziedin X
chromosoma lemia Ternerio sindremTafiau ziedire chromosoma gali netétr jtakos fenotipui —
nesukelti raidos sutrikim Kaip ir visy chromosom strukiiros persitvarkym atveju, ziedini
chromosom jtaka fenotipui priklauso nuo dkio tasky vietos, Ziedo dydzio, kiek prarasta genegtin

medziagos, kurioje chromosoma@jg/ko mutacija ir kt. (Human Genome Project Inforimat 2005).
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Markerines chromosomos

Markerines chromosomos apidinamos kaip mazos strakiSkai nenormalios chromosomaos,

kuriy kilmé néra zinoma. Markerini chromosom kilmé gali biati nustatyta pasinaudojant molekuliniais

metodais, tokiais kaip FISH.

Markerines chromosomos paprastai randamos kaip papildomosncsomos atliekant rutingn

citogenetin analiz (~1 i 2000 individ jprastoje populiacijoje). Zmoni populiacijoje daZniausios

markerires chromosomos kilusios iS X chromosomos, 15-0s mmhsmmos ir 22-0s chromosomos.

Markerines chromosomos, kilusios iS 15-0s chromosomos, waidusi autosom markeriai Zzmonj

populiacijoje (sudaro ~40% vjsnarkeriniy chromosom) ir gali bati randamos fenotipiSkai normaliuose

individuose bei protiskai atsilikuszmoniy populiacijoje (Shuffer ir Lupski, 2000).

2.3.3. Chromosona struktaros persitvarkymy nustatymo metodai

Chromosom strukiiros persitvarkymai nustatonprairiais vis tobutjanciais metodais. 1956—
1960 m. zZmogaus Kariotipas buvo tiriamas naudofalmza dazus. Tai leido tiksliai nustatyti
chromosom skatiy bei stambesnius chromosanstrukiiros pokyius (Janet ir Rowley, 2001).
Naudojant §dazym chromosomos pirmiausia paveikiamos tripsinu adr&ki, kad ity pasalinti i$
chromatino baltymai.

Nuo 1970m. pradti taikyti chromosomas ruozuojantys metodai (R,N®DR ir C dazymas).
Naudojant Siuos metodus yra iSrySkinamos skirtingg®mosom sritys. Dazant Q metodu, nereikia
lasteliy veikti jokiais kitais reagentais, iSskyrus kvinalgr Kvinakrinas pirmiausia ruozuoja G-C
turtingas DNR sritis (Janet ir Rowley, 2001). Nudazchromosomas galima nustatyti, ar pakitusi jos
strukfira — ar gra segment traikumo ar pertekliaus. Chromosomas ruozug@jametod,; trikumas yra
tai, kad negalima nustatyti smulkir sucktingy translokacij (Mathew ir Rao, 2001).

Nuo 1980m. pragtas naudoti FISH metodas. Molekulinis citogenetimistodas, vadinama
FISH, iS esms pakei¢ chromosom analiz (Levsky ir Singer, 2003). FISH metodu galima afptik
paskptus sudtingus chromosom persitvarkymus (Patsalis ir kt., 2001). FISH metodalima
nustatyti, kokios chromosomos dalyvauja translgkgei ir kokie fragmentai buvo translokuoti, taip
pat mikrodelecijas, prarastgenetigs medziagos kigk mikroduplikacijas, nustatyti markerini
chromosom kilme.

Chromosom tapymas (angl.FISH painting pagistas chromosom dazymu, skirtingos
chromosom poros nudazomos skirtingomis spalvomis. Pagalvgpphsiskirstym galima tiksliai
pasakyti, tarp koki chromosom vyko translokacija, tdau ne visada aiSku, kKursegment
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chromosoma gavo ar prarado, édodaudojami DNR zZymenys — Zyitn fluorochromu, specifiniai tam
tikrai chromosomos DNR siiai. Juos pasirenkant svarbu zinoti ar bent numakgks chromosomos
segmentas persike. Priklausomai nuo naudojamo DNR Zymens, gaiti [selektyviai pazyréta
chromosoma, chromosomos dalis, regionas ar netgasgi genas (Michilsen, 1999).

FISH tapo svarbiu molekuliniu-citogenetiniu meta@dn tikny genomo viet tyrimams. FISH
leidzia gauti informacij apie Zmogaus genomo regipiuris yra per mazas, kadth galima pastedi
rutinine citogenetine technika. FISH yra stand@stimetodas zinommikrodelecij ir mikroduplikaciu

nustatymui.
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3. TYRIM U METODIKA IR MEDZIAGOS

3.1. Medziagos
3.1.1. Tiriamoji medziaga

Tiriamoji medziaga — limfocitai, gaunami iS veninpaciento kraujo. Kraujas renkama2ml
arba 5ml vakuuminius égintuvelius. Siy megintuvéliy vidus padengtasdio heparino antikoaguliantu.

Kad hity iSlaikytas tinkamas kraujo ir antikoagulianto &g, megintuveéliai pilnai uzpildomi krauju.

3.1.2. Reagentai, naudojami limfociy kult@iros uzsjimui

o Terp: RPMI 1640 su L-glutaminu;
. Antibiotikas — kanamicinas;
. Fetalinis verSiuko serumas;
o Fitohemagliutininas (FHA);

. Timidinas;

3.1.3. Tirpalai, naudojami limfocity kultaros fiksavimui

Kolchicinas — mitozindalijimasi sustabdantis reagentas;

Hipotoninis 0,55% NacCl tirpalas (0,55g NaCl ir 1d0#0);

Fiksacijos tirpalas, ruoSiamas prieS pat pracgdsantykiu 3:1 (3 dalys metanolio ir 1 dalis
ledinés acto @igsties).

3.1.4. Tirpalai, naudojami chromosominio preparatodazymui G metodu

KH.PO tirpalas (9,1g KHPO, ir 2000ml HO);

KoHPO tirpalas (19,59 KHPQO, ir 2000ml HO);

Fosfatinis buferis (pH 7,0) (K§PO, tirpalas ir kHPO, tirpalas santykiu 1:1,5);
0,25% tripsino tirpalas (0,254 tripsino ir 100mféxio);

26



o “Giemza“ dazas (0,4% Giemza tirpalas);
Analizuojant chromosominpreparat mikroskopu, mikroskopavimui naudojamas imersinis
aliejus (NoD - 1,5).

3.1.5. Tirpalai, naudojami FISH metodui

o 0,01 N HCl tirpalas (1 ml 1 N HCI + 99 ml distiliuoto kD)

Tirpalas laikomas 4° C tempetatje.Tirpalo galiojimo laikas iki 4 gn.

o 10 % pepsino tirpalas (0,1 g liofilizuoto pepsino + 1 ml distiliuoto )

Tirpalas iSpilstomas po 20 pul ir laikomas — 20&@perairoje.

o Darbinis 0,005 % pepsino tirpalas(20 pl 10 % pepsino tirpalas + 40 ml 0,01HCI)

Tirpalas ruoSiamas pries pat naudajim

o 20X SSC tirpalas(132 g 20X SSC + 400 ml distiliuoto,8)
Dar jpilama distiliuoto HO iki galutinio 500 ml @rio. Pakoreguojamas pH iki 5,3 su HCI.

Perfiltruojama per 0,45 um filfr Laikoma kambario tempertabje. Tirpalo galiojimo laikas iki 6 gm.

o 2X SSC tirpalas(100 ml 20X SSC + 850 ml distiliuoto,B)
Pakoreguojama pH iki 7 — 8. Dgrilama distiliuoto HO iki galutinio 1000 mlirio. Tirpalo

galiojimo laikas iki 6 nan.

° Pofiksacinis formaldehido tirpalas (37 ml PBS ( fosfatiés druskos buferio) + 12,5 ml
37 % formaldehido tirpalo + 1 ml Mgg}!

Tirpalas galioja savait

o Denatiiracijos tirpalas (36 ml 70 % formamido tirpalo + 5 ml 20X SSC (pR)p+ 10
ml distiliuoto HO)

Pakoreguojama tirpalo pH iki 7 — 8. Tirpalas laikksme ilgiau kaip 7 dienas 2 — 8°C

temperairoje.
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o Etanolio atplovimo tirpalai :
70 % etanolio atplovimo tirpalas (36 ml 96 % etame 14 ml dist. HO)
85 % etanolio atplovimo tirpalas (44 ml 96 % + bdist.H,O)
96% etanolio atplovimo tirpalas

Etanolio atplovimo tirpalai kambario tempenatje gali kuti laikomi savait.

. 0,3 % NP — 40 0,4X SSC buferyjé3 ml NP — 40 + 20 ml 20X SSC (pH 5,3) + 977 ml
distiliuoto H0)

Pakoreguojama pH iki 7 — 7,5. Tirpalai perfiltraoji. Laikomi kambario tempefabje
neilgiau kaip 6 ran.

. 0,1 % NP — 40 2X SSC buferyj§l ml NP — 40 + 100 ml 20X SSC + 899 distiliuoto
H20)

Pakoreguojama pH iki 7 — 7,5. Tirpalai perfiltrumja Laikomi kambario temperatoje
neilgiau kaip 6 ran.

3.1.6. Zymenys, naudojami FISH metodui

7 lentek. Informacija apie Zymenis naudojamus FISH metodui.

VYSIS Zymenys Kiekis Sudetis Laikymo salygos
LS| DNR zondai 20u | VYSIS™ fluoroforais pazyrti -20°C
zondai, blokuojantys DNR
LSI/WCP hibridizacijos Dekstrano sulfatas, formamidas,
buferis 150ul SSC -20°C
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3.2. Tyrimy metodai

3.2.1. Rutininis kariotipo tyrimas G metodu

Kraujo kultiros uzgjimas

Bandinys | laboratorij pristatomas specialiuose égintuveliuose su kio heparino
antikoaguliantu. §ama is karto. Jeiéna tokios galimybs éminys 72 valandas galiib laikomas +4°-
+6°C temperatiroje.

Uzsijimo procedira atliekama laminariniame bokse, steriliomidygomis, virsS spiritigs
lemputs liepsnos. Kiekvieno paciento kraujo bandinys¢jamasi du 15ml sterilius centrifuginius
Falcon tipo magintuwelius. 1 kiekviera mégintuveli ipilama po 6ml RPMI tegs (su kanamicino
antibiotiku), 1ml verSiuko serumo su fitohemagimio tirpalu (galutié FHA koncentracija tirpale
10ug/ml). I paruosi terp ilaSinama 0,5ml (8 laSai) paciento kraujo. MiSinysl8iai sumaiSomas, kad
kraujas tolygiai pasiskirstytpo terg. Mégintuweliai patalpinamii 37°C sauso oro termosiaPrajus
48 valandoms po limfoaitkultaros iSgjimo, i viema meégintuveli ipilama 10@l timidino ir paliekama

termostate 16-18 valandPo to timidinas atplaunamas terpe ir dar inkudong 4 valandas.

Kraujo kultiros fiksavimas

Likus vienai valandai iki limfocif kultiros augimo pabaigogledama 0,5ml kolchicino tirpalo,
kuris sustabdo mitozirdalijimasi. MiSinys Svelniai sumaiSomas ir paliekamas testai@ 30 min.

Prajus nustatytam laikui, kraujo kdkta iSimama iS termostato ir kambario tempmae
centrifuguojama 5min, 1500aps./min. Susidasupernatantas nusiurbiamakiekviera megintuvelj
ipilama po 6ml hipotoninio 0,55% KClI tirpalo, nddss Svelniai suspenduojamogsteliy suspensija
su hipotoniniu tirpalu 20min inkubuojama termost@é° C temperaroje. Po inkubacijos a&t
centrifuguojama 5min 1500aps./min. kambario tengerge, supernatantas nusiurbiamasastdks
suspenduojamos su 5ml fiksatoriaus (fiksatoriusiggiamas prieS pat naudofimsumaisant ledin

acto 6gsti su metanoliu santykiu 3:1). Atplovimo fiksatoriupmocedira kartojama 3 kartus.

Preparato paruoSimas

Paimame nuriebaliatSlaph objektin stikleli ir 20-30cm atstumu laSinami 2- 3 laSai suspensijos
Preparatai 2 paras dziovinami termostate, esarfiC+8mperatrai arba 16 — 18 valand esant +62°C

temperairai.
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Chromosominio preparato dazymas G metodu

ParuoStas dazymui objektinis stiklelis 15-30 sekinckubuojamas 0,25% tripsino tirpalu. IS
kart po to preparatas nuplaunamas tékamandens srove. Tada 2-3 minutes dazoma 0,4% Zaiem
daz tirpalu. Dazai nuplaunami tekéin vandens srove. I1Sdziovinti preparatai nhaudoj&ariotipo

analizei.

Metafaziniy chromosom preparato analéz

Nudazytas preparatas analizuojamas optiniu mikqmsko kompiuterine vaizgd analizs
sistema.

Metafaziniai chromosompreparatai buvo analizuoti Sviesiniu mikroskopu p@x okuliag ir
mazji mikroskopo x10 objektyw (matomas 100 kartpadidintas vaizdas). Kiekviename preparate
ieSkoma metafazini plokStely, perziirint objektin stikleli nuosekliai, nuo pat apatinio desiniojo
kampo link virSutinio kairiojo kampo Sachmafirgo zingsniu. ISrenkamos tinkamos chromogom
analizei metafaxs. Jos analizuojamos naudojant jdidnikroskopo objektyy — imersire sistema

(bendras padidinimas 1000x).

Darbas su automatine kariotipo an&dizsistema

Si programa skirta kariotipo tyrimui. Ji leidZia rék atlikti kariotipo tyrima, bet ir
nufotografuoti chromosomas, nuotraukas lygintidogramomis.

Visa sistema susideda iS optinio mikroskopo (Olys)pukompiuterio.

Darbo su automatine kariotipo anébzsistema — CytoVision eiga:

1. Metafaziis plokStets, tinkamos kariotipo analizei, suradimo.
. Metafazs fotografavimas.
. Vaizd; suliejimas.
. Nuotrauk redagavimas.
. Chromosom atskyrimas.

. Kariotipavimas.

~N o oA 0N

. Rezultaf interpretavimas.

Kariotipo analizs vertinimas

ISanalizuojama 20 metafaziniplokStely, bent penkios iSyj yra nufotografuojamos bei

kariotipuojamos, naudojant kompiuteginanalizs sistem (iSsaugomos metafizipi plokSteliy
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nuotraukos ir ideogramos). Kitose ideogramose stiskgamas chromosomskatius, surandamos
Iytinés chromosomos (XX arba XY), analizuojamaasskatius ir strukfira atitinka normal X ir Y
chromosom skatiy ir strukiira. Analizés protokole pazymimos wis analizuoi metafazi
koordinats.

Kiekvieno tyrimo rezultatai uzraSomi citogenetintysimo protokole ir "Anal€iy registravimo
zurnale* pagal ISCN nomenkiat. Gydytojui paskyrusiam tyrimy atsakymas pateikiamas
specialiame lapelyje (pagal fognpatvirtinbh LR SAM jsakymu Nr 391. 2000 09 21). Atsakymo
formoje nurodoma chromosonginliga. Tyrimy rezultatai uzraSomi vadovaujantis tarptaggin

citogenetigs nomenklatros reikalavimais.

3.2.2. Fluorescensiés in situ hibridizacijos metodas

Kraujo kultiros uzsgjimas (zr. 3.2.1. sk.)
Kraujo kultiros fiksavimagzr. 3.2.1. sk.)

Preparato paruoSimas

Paimame nuriebaliatSlaph objektin stikleli ir 20-30cm atstumu laSinami 2- 3 laSai suspensijos

Preparatai 1 val. dZiovinami termostate, esant@@8mperatrai.

Analizavimo vietos suradimas ir pazgpmas

Metafaziniai chromosom preparatai analizuojami Sviesiniu mikroskopu p8&xk bkuliar ir
mazji mikroskopo objektyy (matomas 100 kart padidintas vaizdas). Kiekviename preparate
surandamas 1 chplotas, kuriame yra bent 20 metafazVieta, kurioje yra pakankamai metafazi
pazymima, iS apatés objektinio stiklelio puss apibéziant specialiu stiklo &tuku. Tam, kad
paprasiau hity susirasti metafazes, analizuojant preparatus padigacijos, dar pries atliekant FISH

fazinio kontrasto Sviesos pagalba surandamos tinkanetafags ir uzraSomosyjkoordinags.

ParuoSto preparato defedcija
» Stikly su metafaziémis chromosomomis paruoSimas:
1. Vandens vongje pakeliama temperat iki 73+1° C.] vonek idedamas Coplin indas
su paruostu 2X SSC tirpalu.
2. Paruosti objektiniai stikleligimerkiamii Coplin indy su 2X SSC tirpalu. Laikomi 2 min.

» Stikly nuplovimas proteaze:

31



1. Kitoje vandens vonéje pakeliama temperat iki 37° C temperatos. [ vonek
idedamas Coplin indas su 0,005% pepsino tirpalu.

2. 1 § tirpala jdedami objektiniai stikleliai. Laikoma 10 min. (tumetu ruoSiamas
hibridizacijos misinys)

3. ISimami objektiniai stikleliai iS pepsino tirpalo imerkiamii PBS ( fosfatigds druskos

bufer) tirpala. Laikoma 5 min. kambario tempeiliadje.

» Stikly fiksavimas:
1. Objektiniai stikleliai perdedaniiposfiksacimformaldehido tirpal. Laikoma 5 min.
2. Objektiniai stikleliai ¢l dedamii PBS tirpad. Laikoma 5 min.
3. Objektiniai stikleliai dehidratuojami atitinkamadd min. 70 %, 85 % bei 96 % etanolio

tirpaluose.

» Tiriamos DNR denatracija:
1. 173%1° C vandens vongidedamas Coplin indas su damatijos tirpalu.
2. Objektiniai stikleliaildedamii Coplin incdh su denatracijos tirpalu. Laikoma 5 min.
PASTABA: i viem Coplin indy déti ne daugiau negu 4 stiklelius.
3. Objektiniai stikleliai dehidratuojami po 1 min. takamai 70 %, 85 % bei 96 % etanolio

tirpaluose.

Hibridizacijos miSinio ruoSimas

Procedira vykdoma patalpoje, kukra tiesiogini; Sviesos spinduii

Hibridizacijos miSinys ruoSiamas preparaienaiiracijos metu.l ependorfil mégintuvelj
idedama 7 pl LSI/WCP hibridizacijos buferio, 2 pign;, 1 pl distiliuoto vandens.

PASTABA: hibridizacijos miSinio ruoSimas priklausoio tyrimy skatiaus (objekting stikleliy
skatiaus) - dirbant su daugiau nei vienu stikleliutiakamai tiek kan reikia padidinti kiekvieno
komponento kiek

MiSinys atsargiai sumaiSomas su purtykle.

Hibridizacijos miSinio denatacija
Vandens voneéje pakeliama tempenata iki 73+1° C. Tada vonek idedamas ependorfinis

meégintuwelis su hibridizacijos miSiniu. Laikoma 5 min.
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PASTABA: meégintuwelio dalis, kurioje yra susitells hibridizacijos miSinys turi i pilnai

panirusj vandem.

Hibridizacija

1. Ant pazynetos objektinio stiklelio vietos uzlaSinama 10 plbdwlizacijos
miSinio. Tuo metu preparato stiklelis laikomas 80 C kaitinimo plytos.
Uzdengiama dengiamuoju stikleliu taip, kad nebeltto burbuliuk;.
Dengiamojo stiklelio kraStai apliejami gumos kigai
Stiklai patalpinami drégna, Silta kames.

ok~ 0D

Stiklai inkubuojami — vyksta hibridizacija, apie ¢4l

Pohibridizacinis atplovimas

1. Vandens vonéje pakeliame tempenat, iki 73+1° C.I vonek idedame Coplin
inda su 0,4X SSC/0,3 %/NP - 40 tirpalu ( tirpalas Nr. 9
Nuo objektinio stiklelio nuimami dengiamasis stlidér gumos klijai.
Stiklai patalpinami koplina su 73° C 0,4 x SSC/ 0,3% NP - 40 ir laikomi 2 min.
Perkeliami stiklaj 2X SSC/0,1% NP — 40 ir laikomi 1 min.

Stiklai trumpai praskalaujami distiliuotu,B.

o gk~ w N

ISdZiovinama kambario tempeiiadje, tamsoje, vertikalioje patyje.

Preparai dazymas
1. Ant objektini stikleliy, apibgztoje vietoje, uzlaSinama 10 pl DAPI .
2. UZzdengiama dengiamuoju stikleliu.
3. 15 min. palaikomi — 4° C tempetatje.

Preparai analizavimas

Nudazytas preparatas analizuojamas optiniu mikmmske kompiuterine vaizgd analizs
sistema. Analizavimui yra naudojama citogenetkompiuterirt programa Lucia 4.81. Preparatai
analizuojami epifluorescensiniu mikroskopu Nikorligse 80i. Per 10X okuliarir mazji mikroskopo
x10 objektyws (matomas 100 kartpadidintas vaizdas) ieSkoma metafaziploksStely. Per didji
mikroskopo objektyy — imersire sistema (padidinimas 1000X) analizuojamos met&fazbei

interfaziniai branduoliai.
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Analizavimo etapai:

1) Imersiniu objektyvu susirandama tinkama analizei taf@e® arba interfaziniai
branduoliai.

2) Keiciant filtrus patikrinama, ar gerai matosi visi Sidgu.

3) Nustatomas fotografavimeézimas.

4) Fotografuojama.

5) Reguliuojamas chromosanbei signal rySkumas;

6) Apibréziama metafag Salia esantys branduoliai bei signalai, taipdpe atskiriami nuo
pasSaliny objekiy ir dar labiau iSrySkinami.

7) ISsaugomas iSryskintas vaizdas.

8) Ivedami paveikslio nr. ir koordinags.

9) ParaSomas atsakymas.
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4. REZULTATAI IR J U APTARIMAS

Magistrinio darbo metu naudojant G dazymo metoBISH metod ir kariotipo analizs
sistemas — CytoVision bei Lucia 4.81 buvo atlik @itogenetiniai kariotipo tyrimai bei 20 FISH
tyrimy. Tam, kad bty jvertinta chromosom strukiiros persitvarkym jvairow, buvo analizuojami
2002-2008 metais atlikti kariotipo tyrimai.

Vilniaus universiteto ligoniés SantariSki kliniku Medicininés genetikos centro (WV&/UL SK
MGC) citogenetikos laboratorijoje 2002-2008 metais idigmbti 106 chromosom strukiiros
persitvarkymai (8 pav.), tarp kuribuvo markerias ir derivatics chromosomos, mozaikiniai ir
Seiminiai chromosom strukiiros persitvarkym variantai. Dazniausiai tarp chromosgpmatrukfiiros
persitvarkyny buvo minima 14-ta chromosoma, tuo tarpu stitdg persitvarkym, susijusii su 19-ta
ir Y chromosomomis, nebuvo nustatyta. Chromosatnukiiros persitvarkymai rob(13;14), t(11;22),

del(18), inv(2), inv(9), literairoje aprasSomi kaip vieni dazniausbuvo nustatyti ir Lietuvoje.

Reciprokinés translokacijos 31 |
Delecijos ] ‘ 17 ‘ ‘ |
Robertsono translokacijoé ‘ 16 ‘ ‘ |
Inversijos; ‘11 ‘ |

Derivatin és chromosomo

Duplikacijos |

Ziedinés chromosomos|

Chromosom strukitiros persitvarkymo tipi

Markerin és chromosomo

9
=
6
5
Izochromosomos: 4

0 5 10 15 20 25 30 35 40

Atvejy skatius

8 pav.Chromosom strukiiros persitvarkym, nustatyt MGC 2002-2008 mjvairoe.
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Lyginant 2002-2008 metais MGC atlikkariotipo tyrimy rezultatus su literatoje pateikiamu
skirtingy tipu chromosom strukfiros pakitimy daznumu (9 pav.), pastebime, kad duomenys yra

panafis. Dazniausias chromosamstrukiiros persitvarkymas yra translokacija, ciagisias —
duplikacija.

40

B — |

30— ———

25— | 42 [_\

20— | I —

30 e ——

Daznumas , %

26 27

10— |

5— |

Literatiros duomenys

Robertsono MGC duomenys

" Derivatines .
translokacijos Delecijos -
chromosomos Duplikacijos

Reciprokires
translokacijos

‘D MGC duomenys [ Literafiros duomenys‘

9 pav. 2002-2008 metais MGC atliktkariotipo tyrimy rezultaty palyginimas su literatoje
pateikiamais duomenimis (Shaffer ir Lupski, 2000).

Indikacijy, dél kuriy 2002—2008 m. MGC atlikus kariotipo analizuvo nustatyti chromosam
strukfiros pakitimai, pasiskirstymas pateiktas 10 paveiksl

4.1. Subalansuoti chromosarstrukiiros persitvarkymai

24 tiriamieji asmenys (49%), kuriems buvo nustaysabalansuotas chromosprmstrukiiros
persitvarkymas - translokacija arba inversija, nefenotipo pakitimy. Taigi, manoma, kad nebuvo
paZeisti tikio vietoje esantys svalb genai. Sj asmen kariotipai buvo tirti @ nevaisingumo,
pasikartojatiy savaimini persileidimy, vaiko sujgimtomis anomalijomis gimimo arba po to kai
artimam giminatiui buvo nustatyta chromosomos stiiirkis patologija (11 pav.).
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Fita
2,750
’ [tariatnas chromosorninds
gindro mas
32.1%
[gimtos anornalijos
gelmoje
Lnarone zéje vaikas su
chrornosoranin
persitvarkymnm
11,3%
Persileidirai ir Dauginiai vystymosi
Hevalsing nas de fé ktai
15 1% 17.9%,

10 pav. Indikacijos, kuriomis remiantis 2002—-2008 m. MG@ikas kariotipo analiz buvo
nustatyti chromosomstrukiiros pakitimai, pasiskirstymas.

Artimam giminagiui
nustatyta
translokacija
24,5%

Pasikartojanty
savaiminiai
persileidimai

24,5% Vaiko su fenotipo

pakitimais gimimas
51,0%

11 pav. Indikacijos, kuriomis remiantis fenotipiSkai svigikns asmenims buvo nustatyti
subalansuoti chromosanstrukiiros persitvarkymai.

25 pacieni, t.y. 51,5% subalansuptchromosom strukiiros pakitiny neSiotoj;, pasireiSk
tam tikri fenotipo pakitimai. Tog manoma, kad vykstant persitvarkymuyko mikrodelecija iki 5 kb,
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kuri jprastu G dazymo metodu nepastebima, arba susijungkie taSkams susidarnaujas genas,

koduojantis hibridingers, sutriko geno funkcijad pasikeitusios jo paties.

Translokacijos

Dazniausias chromosapstrukiiros persitvarkymas yra translokacija, kuri suda4d3%o vis;
chromosom strukiros persitvarkym, nustatys VUL SK MGC citogenetikos laboratorijoje
2002-2008 m.Nustatytos 24 skirtingos reciprokms translokacijos ir 3 skirtingos Robertsono
translokacijos. Dauguma reciprokintranslokaciy yra unikalios kiekvienu atskiru atveju. Mazai
tikétina, kad chromosomtriikiai jvykty tame p&iame regione dviem atskirais nesusijusiais atvejais
iSskyrus tuos atvejus, kai chromosprmikio taskai lokalizuoti centromeroje. Labiau dika, kad
individai turintys identiSk chromosom strukiiros persitvarkyra yra giminagiai. Tatiau yra atvaj,
kai translokaci su identiSkais tikio tasSkais turi asmenys, kurnesieja jokie giminyss rySiai. VUL
SK MGC nustatyta reciprokén translokacija - 1(13;20)(p11.1;p11.1) dviejose vakidziai
nesusijusiose genealogijose. Tokia pati translgkasu identiSkais tikio taSkais apraSoma ir
literatiiroje (Oliver-Bonet, 2001). Taip pat nustatyta ttaekacija t(11;22)(923.3;q11.2), Kuri
literatiiroje aprasoma, kaip labai dazmk novovykstanti translokacija (Kato ir kt., 2006), nugta
daugiau kaip 100 nesusijusskirtingy etniniy grupiy ir rasiy asmen (Fraccaro ir kt., 1980; Zackai ir
Emanuel, 1980; Iselius ir kt., 1983). Procesas,jokumetu susidaro translokacija, yra se¢sijsu
dvigrandziais DNR ftrkiais palindrominiuose AT turtinguose regionuos@TFR) ir pazaid; taisymu
reparacids rekombinacijos metu (Kurahashi ir kt., 2001). HART suformuoja segtuko/ kryziaus
pavidalo struldras, kuriose fiziologiamis alygomis gali vykti dvigrandziai DNR iikiai (DDT).
Pakanka 2 DDT, kad formugi translokacija (Richardson ir Jasin, 1998). Damgu Sios
translokacijos neSiotgjaptinkami susilaukus vaiko su fenotipiniu sutrikinkuriam atlikus kariotipo
analiz; nustatomas nesubalansuotas kariotipas — 47, XXXM7+der(22)t(11;22)(923;911.2).

Asmuo, kuriam buvo nustatytas 46, XY, t(11;22)(@&11.2) kariotipas (12 pav.), nejo
fenotipo pakiting, tatiau jo Zmona patyr savaimin persileidim. Tai gakjo ijtakoti sutrikes
translokuoy chromosom iSsiskyrimas mejas metu, t.y. chromosomiskai nesubalanguot
spermatozoid produkcija. 13 paveiksle pavaizduoti galimi trahsioty chromosom iSsiskyrimo
budai. Vykstant gretutiniam iSsiskyrimui susidaro gg$kai nesubalansuotos gametos, kurioms
budinga dalirt 11 arba 22 chromosandisomija/nulisomija. Po apvaisinimo normalia gaangtisidaro
chromosomiSkai nesubalansuota zigota. Yra didéimybé, kad iS toki zigoty besivystantys
embrionai neisgyvens pilnoégtumo laikotarpio, ypatingaiétl dalines 11 arba 22 chromosam

Monosomijos.
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12 pav. Kariotipas — 46, XY, t(11;22)(q23.3;q11.2). Rodyklpazynétos pakitusios
chromosomos.

Savaiminis persileidimas ggb ivykti ir dél chromosom iSsiskyrimo 3:1 bdu, kadangi jo
metu susidaro gametos tufios dalig 11 ir 22 chromosom disomip arba nulisomg. Taliau
literatiiroje teigiama, kad subalansuotos translokacijo%;2@)(q23.3;q11.2) neSiotojams yra didel
tikimybé susilaukti palikuonio su papildoma derivatine chosoma d 3:1 chromosom iSsiskyrimo
(Estop ir kt., 1999). Vykstant 3:1 iSsiskyrimui gleso gameta, kuriai dglinga dali@ 11 ir 22
chromosom disomija. Tokiai gametai susiliejus su normaliamgéa susidaro zigota, iS kurios
besivystantis embrionas gali iSgyventi pilméStumo laikotarp ir gimti naujagimis su fenotipo
pakitimais — protiniu atsilikimu, nezymiomis kaukslanomalijomisjgimtais Sirdies defektais ir kt.
Dauguma Sios subalansuotos translokacijos negig@aljkuoniy turi nesubalansugtkariotipa — 47
chromosomas su papildoma derivatine chromosomaindserisomijos su derivatine 22 chromosoma
tikimybé yra 3,7% ir 0,7 %, atitinkamai moterims ir vyrar{$1;22)(g23.3;q11.2) translokacijos
nesSiotojams (Gardner ir Suterland, 2004). {Td&zry 3:1 chromosom iSsiskyrimo lida biity galima
paaiskinti tuo, kad pachitenos stadijoje mejozikiadrivalentas yra asimetriSkas, o tai sutrikdo

kvadrivalento orientacij ekvatorirtje besidalinatios lasteks plokStumoje. 13 paveiksle pateikti visi
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galimi translokuai chromosom iSsiskyrimo Iidai. Taigi, jeigu moteris pasiptnuo vyro,
t(11;22)(g23.3;g11.2) translokacijos neSiotojo tyaéty bati atlikta prenatalia kariotipo diagnostika.

Alternatywsm Esiskoyrimas Gretut:ms 1 igsiskyrimas

stemE s

CGretutinis-2 i“s'siskyrimas 31 i¥siskoyrimas R

mmgl "".‘.’.’.‘ L W— T T"‘.;. |
T TR

13 pav.Translokuo chromosom iSsiskyrimo Idai (pagal Estop AM, 1999).

DaZniausiai nustatoma translokacija buvo der(13cl4),q10) (6 atvejai) (14 pav.). Si

Robertsono translokacija yra dazniausia zmguapuliacijoje (Youings ir kt., 2004).
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der(13;14)(ql0; g 10}
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14 pav. Kariotipas — 45, XX, der(13;14)(q10;q10). Rodyklazynéta pakitusi chromosoma —
der(13;14)(q10;q10).
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Daznai Robertsono translokacijose dalyvauja ir ZlH@mosoma, trims pacientams nustatyta
translokacija der(14;21)(g10;g10) ir keturiems 8&r21)(q10;q10) translokacija. Visi Sie atvejaiigts
su Dauno sindromu. Pacientan plapildomos 21 chromosomos pasiréigkauno sindromui dingi
pozymiai. ChromosomisSkai nesubalansuotas kariotipasidaé vykstant gretutiniam translokupt
chromosom iSsiskyrimui.

Literatiroje teigiama, kad 3—-4% Dauno sindromo priéidasyra translokacija, paprastai
Robertsono translokacija (Benke ir Donahue, 1998igi, beveik visiems asmenims, kuriems
pasireiSkia Dauno sindromuitadingi pozymiai, yra atliekamas citogenetinis kapot tyrimas.
Perzvelgus citogenetupityrimy, atlikty MGC 2002-2008 m., rezultatus, galima teigti, kaf8736
pacient, su Dauno sindromo pozymiais turi nesubalarsuatiotipa su papildoma 21-a chromosoma
dél translokacijos, dazniausiai Robertsono. Reéai&otarp buvo nustatyti 181 kariotipai su papildoma
21 chromosoma, 7-iems i$ j21-0sios chromosomos trisomijémé translokacija. Nors 21-osios
chromosomos trisomija galiab nustatoma skirtingais metodais (QF-PCR, inewnia FISH), tik
paprastas kariotipavimas gali parodyti trisomijgm,ttodl chromosom dazymas G ddu ir anali2

yra vertingesnis genetiniam konsultavimui (Sliuitdg., 2008).

Inversijos

Inversija taip pat daznas, dazniausiai subalansuc@omosom strukiiros persitvarkymas,
taciau daugumay vertinamos kaip heteromorfizmas — normos varian®es pastaruosius penkerius
metus nustatyta 40 invensijatvejs, iS ju net 29 pericentrigs inversijos inv(9)(p11ql2-13), kurios
interpretuojamos kaip normos variantas, paprastausigs su patologija. Literatoje teigiama, kad
pericentrie inversija inv(9)(pl1gl3) yra vienas dazniausihromosom heteromorfizm, kurios
daznis >2%prastoje populiacijoje (Park ir kt., 1998).

Nors tik 9-0s chromosomos inversija interpretuoj&ai@ heteromorfizmas, deu 2-os ir 10-0s
chromosom inversijos taip pat yra daznos (Hysert ir kt.,, @00vVUL SK MGC 2002 - 2008 m.
nustatyti trys paracentss inversijos inv(2)(p11.2q12) atvejai (15 pav.)zmo@ aprasomi literatoje,
ir vienas inv(10)(p15g26.1) atvejis, kuriaikio taskai nesutampa su literatoroje aprasoma @)v(1
Sunkuivertinti Siy chromosom poveik Zzmogaus genomui, kadangi gepadties efektas gali veikti
skirtingai kiekvienu atskiru atveju.

Manoma, kad kiti septyni MGC citogenetikos laborgdge nustatyti inversij atvejai yra susgj
su patologija. Du iSyj yra susig inv(X) atvejai, kurie galjo lemti Sotos sindromuidalingy pozymiy
pasireiskim.
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15 pav.Kariotipas — 46,XY, inv(2)(p11.2912). Rodykle pa®ta invertuota chromosoma.

4.2. Nesubalansuoti chromosostruktiros persitvarkymai

Nesubalansuoti chromosanstrukiiros persitvarkymai — delecijos, duplikacijos, datiws
chromosomos, izochromosomos, markésibei Ziedids chromosomos — zymiai retesni, kadangi kai
kurie genomo regionai gali ttr kritinius dozei jautrius genus, téldjy delecija arba duplikacija yra
nesuderinama su gyvybe. 45%wisesubalansugtchromosomos struktos persitvarkym sudaro X
chromosomos pakitimai. X chromosomoje nustatyt@idigsia strukiriniy persitvarkyna jvairove —
delecijos, izochromosomos, inversijos, Zziédinchromosomos, markeésm chromosomos (16
paveikslas). Tai rodo, kad X chromosomos anomafjagrastai yra suderinamos su gyvybe, kai tuo
tarpu nesubalansuoti strakiniai persitvarkymai vykstantys autosomose dazZsiauyra mirtini.

Vykstant mejozei vyriSkame organizme bivalentassgrdarytas iS X ir Y chromosamkuriu didZioji
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ilgio dalis yra nesuporuota. Taigi, joms yra galb&iyneteisingai susiporuoti tarpusavyje arba su

autosomomis susidarant delecijoms, duplikacijontsaaslokacijoms.

o
& 3 o
A B cC D )

16 pav. X chromosomos struitiniai pakitimai: A - normali X chromosoma; B -
izochromosoma Xi(X)(q10)); C — X chromosomos inversifanv(X)(p22g28); D — X chromosomos
delecija(del(X)(p11.4); E — Ziedire X chromosoma;

Dauguma X chromosomos strakis persitvarkym lemia Ternerio sindrom Ternerio
sindromas pasizymi didele kariofifvairove. Per paskutinius penkerius metus MGc isamatas 31
Ternerio sindromu sergéim moten Kkariotipas. Pagal chromosampokyiy mechanizma Siuos
variantus galima suskirstyitketurias grupes:

1) Klasikinis kariotipas (45,X)(51,61%)

2) Mozaikiniai kariotipai (6,45%)

3) Kariotipas su strukiriniais X chromosomos pokiais (6,45%)

4) Mozaikinis kariotipas su struldtiniais X chromosomos pokijais (35,49%)

Literatiroje teigiama, kad 63,3% Ternerio sindromo atvek viena X chromosoma yra
paveldima neteisingo iSsiskyrimo gametogésemetu, todl susidaro vaisiaus kariotipas — 45,X
(Catovic, 2003). 5-10% motgrsergatiu TS, kurios &ra monosomiss, turi izochromosom-— iso(X),
kuriai bidinga ilgojo peties duplikacija ir trumpojo petigslecija (46,X, i(Xq) (Frias ir kt., 2003).

Skirtingi X chromosom pokyiai lemia to paties sindromo Klinikinpasireiskim, taciau
pozymip dominavimas ir pasireisSkimo intensyvumas gali ia&tis priklausomai nuo kariotipo. Esant
X izochromosomai pagal ilguosiusgies, fenotipas panasugts,X kariotig turin¢iy pacieiy. Esant
X chromosomos ilgju petiu iSkritai, daznai pasireiskia tik gonadisfunkcija. Moterims su Ziedine X
chromosoma idingi ne tokie rySks Ternerio sindromo pozymiai,ctau labiau pasireiSkia pazintinis
sutrikimas ir ankstyva menopauzaMozaiky Kklinikinis pasireiSkimas variuoja nuo Ternerio iomo
iki normalaus fenotipo. Tai priklauso nuo skirtindasteliy klony proporcijos organizme iruj
pasiskirstymo audiniuose (Jakiere ir kt., 2002).

Daugumai motey, sergagtiyju Ternerio sindromu, dingos jvairios mozaicizmo formos:
monosoming ir normaliy lasteliy linijos (45,X/46,XX) arba monosomigiir kity nenormaly, daznai
turin¢iy izochromosorm lasteliy linijos (45,X/46,X, i(Xq)), t&iau yra ir kiy varianty (Frias ir kt.,
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2003). Manoma, kad daugeliu atveju mozaikos susiddrpostzigotinio neissiskyrimo (Sybert, 2005).
Tokios moterys turi heterogenifenotip ir paprastai diagnozuojamos paauglpesikl pirminés arba

antrines amenagjos.

Nesubalansuoti chromosomos stiwks pakitimai dazni ir 18-toje chromosomoje.
Chromosom anomalijos, susijusios su 18 chromosoma — papi&@eisa 18 chromosoma (trisomija);
terminalires ir intersticirts delecijos, Ziedih chromosoma su terminaline ahiepeiiu delecija;
translokacijos, kuriose dalyvauja ir kitos autossmauplikacijos, papildoma izochromosoma is
trumpyju pe&iy, lemianti 18p tetrasomij vyksta santykinai daznai. (Shinzel, 2001). Teahiw@s
trumpojo ir ilgojo peties delecijos yra dazniaus8 Thromosomos struiktos persitvarkymai.
Intersticires 18 chromosomos delecijos yra retss(Schinzel, 2001). MGC identifikuota viena ziedin
18 chromosoma, dvi terminaéig 18p-ir dvi 18g- delecijos bei dvi translokacijos, kwse dalyvauja
18-ta chromosoma.

Delecijos

18 chromosomos delecijos yra dazniausios tarp 2802 — 2008 metais VUL SK MGC
nustatyty delecip ir sudaro 23,5% vig deleciy. 17 paveiksle pateiktas kariotipas su 18-0s
chromosomos delecija.

Literatiiroje taip pat teigiama, kad 18 chromosomos ilgogtigs delecijos yra vienos
dazniausi delecijp Zmoniy populiacijoje (Cody JD ir kt., 1999). Didelis 1&iromosomos deledij
daznis gali bti paaiSkinamas nedideliu gemnlazniu, vyraujagiy kartotiniy seky bei judriyju genomo
element, kurie sudaro 43,5% chromosomos (Nusbaum ir RD52.

Vienos daznesni delecijp yra ir 9-os chromosomos bei X chromosomos tnympeiiu
delecijos, kurios sudaro po 17,65% wiMGC citogenetikos laboratorijoje nustatytlelecij. Siy
chromosom delecijos paprastai yra suderinamos su gyvybehpdmosomos delecijos yra susijusios
su Ternerio sindromu ir daznai yra nustatomostanou 9-os chromosomos delecijos yra reteshet
taip pat apraSomos liettawje (Christ ir kt., 1999).

Derivatinés chromosomos

Kai kuriais atvejais yra sunku nustatyti chromosorpersitvarkymo kilnp netaikant
molekuliniy citogenetini metod;. NeaisSkios kilnés pakitusios chromosomos vadinamos
derivatiremis. Tokios chromosomos dazniausiai turi delecgu su daline duplikacija, kuri

susiformuoja gametogensz metu subalansuptchromosom strukiiros persitvarkym neSiotojams.
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Per paskutinius penkerius metus VUL SK MGC citogdos laboratorijoje penkios derivaéis

chromosomos, kugikilmé néra aiski, ir trys translokacéis kilmés derivatiigs chromosomos.
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17 pav.Kariotipas — 46, XX, del(18)(g21.31). Rodykle pazyen18-ta chromosoma, kurioje
ivykusi delecija.

Duplikacijos/neaiskios kilmeés papildoma genetig medziaga

Daznai yra sunku nustatyti chromosomos termigalidalies papildomos medziagos kiim
taikant rutinin chromosom G dazym. Kai kuriais atvejais nustatyti papildomos genitimedziagos
kilme¢ padedadvy kariotipo analiz, jeigu vienas iSévy bina subalansuoto chromosemtrukiiros
persitvarkymo neSiotojas (SliuZzas ir kt., 2008)vyRaZiui, subalansuoto chromosgnstrukfiros
persitvarkymo - inv(14)(p11.2;q32.1) neSiotojo mai@nas patikslino probando kariotipuiidinga,
papildomos genetés medziagos kil (add(14)(pl11.2).

Visais atvejais duplikacijos lemigimtas raidos anomalijas. 18 paveiksle pateikta®amdo,

kuriamitariamas sindromas, kariotipas.
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18 pav.Kariotipas — 46, XX, add(22)(p11.2). Rodykle pazZyanpakitusi 22-a chromosoma.

Izochromosomos

Pakankamai daznos yra izochromosomos iS Xq, kadgXgj) inaktyvacija apsaugo nuo
nenormalaus deés efekto (Miller ir Therman, 2001). VUL SK MGC cgenetikos laboratorijoje
identifikuoti keturi kariotipai, kuriems twlinga izochromosoma, sudaryta i5 X chromosomogailgo
peties. Visais Siais atvejais X izochromosoma susij Ternerio sindromu. 19 paveiksle pateiktas
kariotipo su X izochromosoma pavyzdys. Autosoimochromosomos yra retos, kadangi vieno
autosomos peties praradimas, o kito — duplikaogtai suderinami su gyvyhbimis funkcijomis.
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19 pav.Kariotipas — 46, X, i(X)(q10). Rodykle pazyta X izochromosoma.

Markerin és chromosomos

2002 - 2008 m. nustatyti penki kariotipai su mairkerchromosoma. Keturiems asmenims,
kuriems atlikus kariotipo analiznustatytos markerés chromosomos, ddingas Ternerio sindromo
fenotipas, tod manoma, kad markednchromosoma yra X chromosomos kisn 20 paveiksle
pateiktas paciess, kuriai lmdingas Ternerio sindromo fenotipas, kariotipas sukerine chromosoma.
Visais Siais atvejai tiksli markerds chromosomos kiltn nezinoma. Labiausiai ttkina, kad toki
chromosom susiformavim lémé mejozs metu kvadrivaleqt sudarusj translokuog chromosom
iSsiskyrimas 3:1 #du. Toks chromosomissiskyrimo lidas dazniausiai lemia labai naaghromosom
susiformavim (Gardner ir Sutherland, 2004). Markesn chromosomos daznai yra nustatomos
pacientams su Ternerio sindromu (Le Caignec ir03).
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20 pav.Kariotipas — 46, X,+mar. Rodykle paZzyta markerig chromosoma.

Ziedinés chromosomos
Per pastaruosius penkerius metus MGC citogenetii&bsratorijoje nustatyti SeSi Ziedini

chromosom atvejai — 5-tos, 13-tos, 18-tos, 21-0s chromasdiadines chromosomos ir du ZiedinX

chromosom atvejai. 21 paveiksle pateiktas kariotipo su Zziedthromosomér(5)) pavyzdys.
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21 pav.Kariotipas — 46, XX, r(5)(pterq35). Rodykle paz§ta Ziedirt chromosoma.

4.3. Rutininio citogenetinio tyrimo ir FISH metodwarba

Nors rutinires citogenetias analizs pagalba galima tiksliai diagnozuoti chromosakatiaus
bei struktiros pokyius, t&iau jos metu nepastebimos mikrodelecijos (<5 Mb)§afeikslas). Atlikus
paprasi kariotipo analiz, pacientams, kuriemgtariamas mikrodelecinis sindromas, nei viename
kariotipe nebuvo matoma delecija regione, susijusiaujtariamu sindromu, tau dviems pacientams
nustatyti kity, su mikrodeleciniu sindromu nesusigieneting sriciy pakitimai, kurie galjo lemti tam
sindromui ldingy pozymiy pasireiSkim. Pacientei, kuriai buvqtariamas Williams sindromas,
nustatyta pakitusi 9-o0ji chromosoma (kariotipas A&, der(9)add(9)(922))(23 pav.). Atlikus FISH
tyrima, buvo paneigta Williams sindromo diag@pZadangi visose metafazse plokStumose ir

branduoliuose buvo matomi abu 7gi& specifiniai Zymenys.
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22 pav.Paciento su Williams sindromu kraujo limfackultiros citogenetié FISH analiz.
Rodykkmis pazynétos 7-osios chromosomos.
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23 pav. Kariotipas 46, XX, der(9)add(9)(g22). Rodykle paéta pakitusi 9-ta chromosoma su
nezinomos kilms genetine medziaga.
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Kitam pacientui, kuriam buvgariamas Prader - Willi sindromas, FISH tyrimap taat paneig
diagnoz. Prader-Willi sindromui tdinga fenotipa gakjo lemti pakitusi X chromosoma, kuri buvo
nustatyta atlikus citogenetinkariotipo analiz (kariotipas- 46, Y der(X)) (24pav.). Taiodo, kad
svarbu atlikti citogenetinkariotipo analiz pacientams, kuriemgariamas mikrodelecinis sindromas,
nepaisant to, kadyjkariotipas tiriamas ir FISH metodu (Brunet ir kRQ06), kad bty iSvengt
klaidingos diagno¥s. Tam tikri chromosom struktiros pokyiai gali lemti pozymi, badingy tam
tikram sindromui, pasireiSkim Atliekant FISH tyrima tam, kad bty patvirtintas arba paneigtas tam
tikras mikrodelecinis sindromas, naudojami spei@firmus domina&iai sriciai zondai, todl Kkiti

chromosominiai pakitimai nepastebimi.
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24 pav. Kariotipas 46, Y der(X). Rodykle pazyta pakitusi X chromosoma.

Kariotipo tyrimas gali atskleisti kitas chromosomnaberacijas, susijusias su mikrodelecinio
sindromo klinikiniais pozymiais, taip pat aberasjj&urios nesusijusios gtariamu sindromu. Tiek
vienu, tiek kitu atveju, chromosominiaberaciy nustatymas turi svarbireikSne Seimos genetis

rizikos jvertinimui.
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I MGC nukreipiama daug asmesu kipos ir/arba gomurio nesuaugimu tam, katbSaiskinta
genetire defekto priezastis bgvertinta genetié rizika. Daugumai asmanatlikus rutinin citogenetin
tyrima nenustatyti chromosagstruktiros persitvarkym. Magistrinio darbo metu 2@iai asmen su
[Gpos irfar gomurio nesuaugimu, buvo atliktas FISHMg@s naudojant 16p13.3 regionui, kuriame
atlikus rutiniri citogenetif tyrima gali biti nepastetta mikrodelecija. Sioje genetije srityje esantis
genadMMP25 (angl.Matrix metalloproteinase 2%oduoja baltym, svarly veido kaukads vystymuisi
(Blanton ir kt., 2004).

25 paveiksle pateiktas asmens, kuriamdibgas {ipos ir gomurio nesuaugimo defektas, kraujo
limfocitu kultiros citogenetiss FISH analizs rezultatas (metafazinplokStet ir 3 interfaziniai
branduoliai). Rodykle pazyétos 16-os chromosomos, kuriose matomi po ai@udom (kontrolinis)
ir Zalia, specifin 16p13.3 sftiiai, signalai. Interfaziniuose branduoliuose matdomraudoni ir du zali

signalai. Taigi tirtoje genetéfe srityje rera nei mikrodelecijos, nei mikroduplikacijos.

AN

25 pav. Asmens suigimtu lipos ir gomurio defektu kraujo limfoaitkultiros citogenetiéd FISH
analiz. Rodykkmis pazynétos 16-tos chromosomos.
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Nors 16p13.3 regione nebuvo nustatyta stmdd pakitimy, tatiau kategoriSkai negalima teigti, kad Sis
regionas @ra susigs su tipos ir/far gomurio nesuaugimuldhedideés tiriamyjy imties bei genetimi

sriciy, turinciy rys su Siuojgimtu defektujvairoves.
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5. ISVADOS

1. Chromosom strukiiros persitvarkym, nustatyt VUL  SK MGC citogenetikos
laboratorijoje pasiskirstymas pagal tipus beveifasya su liter@iroje pateikiamais duomenimis.

2. Dazniausias chromosam strukiros pakitimas yra reciprokén translokacija, kuri
dazniausiai lemia nevaisingarbei savaiminius persileidimus.

3. Didziausia chromosomstruktiros pakitimy jvairové nustatyta X chromosomoje.

4. 16pl3.3 regione nenustatyta stiukis pakitimy, taciau kategoriSkai negalima teigti, kad
Sis regionas éra susigs su tipos ir/arba gomurio nesuaugimul chedideés tiriamyju imties bei
geneting sriciy, turinéiy ry§ su Siuojgimtu defektujvairowes.

5. Rutininé citogenetig kariotipo analiz yra svarbi ir tais atvejais, kai atliekamas FISH
tyrimas naudojant tam tikrai genetinei ¢g&i specifin Zymen, kadangi skirtingi chromosam

strukfiros persitvarkymai gali lemti pangfenotipa.

54



VILNIUS UNIVERSITY
FACULTY OF MEDICINE
DEPARTAMENT OF PHYSIOLOGY, BIOCHEMISTRY AND LABORADRY MEDICINE

Zivil ¢ Ciuladait

Diversity of chromosome structure rearrangementstinuania and their genetic

sequences

Master thesis

SUMMARY

Chromosome structural rearrangements could causeusahuman health problems. Even
Down'’s or Turner’s syndromes, which are usuallyed®eined by chromosome number change, in some
cases could be caused by chromosome structurerablittes. Structure rerrangements of autosomes,
depending on whether it is balanced origin or ag#, responsible for various dysmorphic abnormalitie
or fertility problems. Chromosome breakpoints caous in any part of chromosome and form any type
of rearrangement, but only part of them could bengatible with vital functions and detected
postnatally. Chromosome structural rearrangemaentsany cases are unique and only particular ones
are more common.

The objective of this work was to assess the dityeo$ chromosome structural rearrangements
and their implication to the human genetic. Cytagenanalysis of karyotype was performed using G-
banding and FISH techniques. Cytogenetic analy6&% @atients using routine cytogenetic analysis
and 20 patients using FISH method have been peefbrin order to assess the variety of chromosome
structural rearrangements, the results of karyogmayses performed in Department of Human and
Medical Genetics, Faculty of Medicine, Vilnius Uaigity during the period of 2002-2008 were
reviewed.

On the basis of obtained results a conclusion cardiawn that translocation is the most

frequent chromosome structure rearrangement typepising 44,3% of all our cases. X chromosome
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is the most ,vulnerable“ chromosome because difiterehromosome structural rearrangements
including deletion, inversion, isochromosomes, rargl marker of chromosomes X were detected.
Balanced chromosome abberations ussually have effédt, mostly related to the impaired fertility,
while unbalanced structural rearrangements of antes cause severe and lethal phenotype. Both
routine cytogenetic analysis and FISH method apomant in identification of chromosome structural

rearrangements.
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