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Dział genetyki zajmujący się badaniem chromosomów. 

Koncentruje się zarówno na kształcie jak i liczbie chromosomów 

oraz na ich dziedziczeniu.  

✓ cytogenetyka klasyczna – opiera się na analizie  liczby 

i morfologii chromosomów zatrzymanych w stadium metafazy

✓ cytogenetyka molekularna – łączy metody cytogenetyki 

klasycznej z metodami biologii molekularnej 

CYTOGENETYKA  



DIAGNOSTYKA ZABURZEŃ 

WIEKU ROZWOJOWEGO

✓ kariotyp klasyczny

✓ FISH (fluorescent in situ hybridization)

✓ aCGH (array Comparative Genomic Hybridization) 

✓ MLPA (Multiplex Ligation-dependent 

Probe Amplification)



ROZDZIELCZOŚĆ STOSOWANYCH METOD

Kariotyp ≥5 Mpz MLPA 40-60 pz

FISH > 100 kpz aCGH > 1 kpz (śr. 3-100 kpz)  



KARIOTYP

✓ Badanie poprzedzone jest hodowlą komórkową (znaczenie

jakości, ilości oraz warunków i czasu transportu materiału)

✓ Utrwalone chromosomy barwione są z zastosowaniem techniki

prążkowej GTG

✓ Każdy chromosom ma specyficzny dla siebie wzór prążkowy

czyli układ poprzecznych prążków, różniących się wielkością

i intensywnością zabarwienia

✓ Wzór prążkowy chromosomów jest stały i specyficzny

gatunkowo



ZASADY ANALIZY PRĄŻKOWEJ

rozdzielczość

prążkowa

chromosom 6

✓ Każda para chromosomów musi być przeanalizowana co najmniej

dwukrotnie przy zalecanej rozdzielczości na podstawie wzorców z ISCN

✓ Ponadto należy określić liczbę chromosomów oraz zidentyfikować

chromosomy płci i akrocentryczne

✓ W przypadku znalezienia aberracji strukturalnej lub numerycznej należy

przeanalizować przynajmniej 30 komórek



Prawidłowy kariotyp męski, rozdzielczość 450 prążków

Czułość badania zależy od długości i wyprążkowania uzyskanych chromosomów



Prawidłowy kariotyp męski, rozdzielczość 750 prążków



Delecja w obrębie długiego ramienia chromosomu 18 pary, 46,XY,del(18)(q21.3)

CO MOŻEMY ZOBACZYĆ W KARIOTYPIE 



CO MOŻEMY ZOBACZYĆ W KARIOTYPIE 

Translokacja wzajemna zrównoważona, 46,XX,t(4;7)(p15.2;q11.2)



CO MOŻEMY ZOBACZYĆ W KARIOTYPIE 

Trisomia chromosomu 21 



CO MOŻEMY ZOBACZYĆ W KARIOTYPIE 

Trisomia chromosomu 21 



CO MOŻEMY ZOBACZYĆ W KARIOTYPIE 

47,XY,+ mar



KARIOTYP – WADY I ZALETY

Zalety kariotypu

✓ Dotyczy wszystkich 

chromosomów → możliwość 

wykrycia rzadkich aberracji 

chromosomowych

✓ Umożliwia wykrycie:

• aberracji zrównoważonych 

(translokacje, inwersje, 

insercje) 

• fuzji robertsonowskich

• niskoprocentowego 

mozaicyzmu

• markerów

Ograniczenia  kariotypu

✓ Niska rozdzielczość (czułość) 

badania 

✓ Długi czas od pobrania materiału 

do otrzymania wyniku



Metoda FISH umożliwia identyfikację specyficznych sekwencji DNA

w chromosomach metafazowych lub jądrach interfazowych znajdujących się

w preparatach cytologicznych

FISH 

denaturacja i hybrydyzacja sondy 

i badanego fragmentu DNA 

znacznik 

fluorescencyjny

badany fragment DNA



FISH – ETAPY BADANIA  



RODZAJE SOND MOLEKULARNYCH

sondy malującesondy 

specyficzne 

do unikalnych  

sekwencji 

DNA sondy  specyficzne do  

powtarzalnych sekwencji DNA 

sondy 

centromerowe

sondy 

subtelomerowe



JAK ZROBIĆ WŁASNE SONDY FISH

✓ Wybrać właściwe DNA

• Szukanie klonów BAC
www.genome.ucsc.edu

http://www.ensembl.org/index.html

• Dostawcy klonów BAC
https://bacpacresources.org

http://clones.thermofisher.com/cloneranger.php

www.sanger.ac.uk/teams/teams63/clonerequest

✓ Hodowla  i przygotowanie DNA

✓ Znakowanie DNA

http://www.genome.ucsc.edu/
http://www.ensembl.org/index.html
https://bacpacresources.org/
http://clones.thermofisher.com/cloneranger.php
http://www.sanger.ac.uk/teams/teams63/clonerequest


PRZYGOTOWANIE SOND

Pacjent z wykrytą 

aberracją –

brak sond 

komercyjnych

Identyfikacja regionu 

określonego przy 

pomocy innej techniki 

Zamówienie DNA

Hodowla bakteryjna

Izolacja DNA Znakowanie Hybrydyzacja Wynik



FISH 

translokacja (4;7)Sonda malująca WCP 13 

(VYSIS)



FISH

prawidłowa liczba sygnałów 

sygnały zielone – 3p14.3

sygnały czerwone – 3q23

nieprawidłowa liczba sygnałów 

sygnały zielone – 5q21.1 

(duplikacja)

sygnały czerwone – 5p15



FISH – WADY I ZALETY 

Zalety FISH

✓ Umożliwia wykrycie:

• lokalizacji aberracji 

stwierdzonej w innym 

badaniu 

• aberracji zrównoważonych 

(translokacje, inwersje, 

insercje) 

• niskoprocentowego 

mozaicyzmu

Ograniczenia FISH

✓ Metoda celowana –

stosowana głównie jako 

metoda uzupełniająca

✓ Metoda pracochłonna 

w porównaniu z innymi 

szybkimi metodami 



METODA MLPA 

Zasada metody: 

Zhybrydyzowane do DNA

sondy oligonukleotydowe

są łączone przez ligazę

i powielane w reakcji PCR

z odpowiednimi starterami.

Liczba produktów takiej

reakcji jest proporcjonalna

do liczby kopii badanej

sekwencji DNA.



✓ MLPA umożliwia jednoczesną ocenę kilkudziesięciu sekwencji 

jednocześnie w jednej reakcji

✓ Badanie trwa do 48 h

✓ Wartość dla próbek prawidłowych wynosi około ~1 co znaczy, że 

w próbce jest taka sama liczba kopii jak w kontroli

✓ Dla duplikacji wartości wynoszą >1,30, dla delecji wartości 

wynoszą <0,7

MLPA 



zestaw sond mikrodelecyjnych P297

zespół 

mikrodelecji

15q13.3



Zalety MLPA

✓ Jednoczesna ocena 

kilkudziesięciu sekwencji 

w jednej reakcji

✓ Możliwość równoczesnego 

badania bardzo wielu 

pacjentów

✓ Niski koszt badania

✓ Mała ilość DNA 120-150 ng

✓ Krótki czas badania

MLPA – WADY I ZALETY 

Ograniczenia MLPA

✓ Metoda celowana

✓ Nie wykrywa aberracji 

zrównoważonych

✓ Nie wykrywa mozaicyzmu

✓ Metoda wrażliwsza niż aCGH

na zanieczyszczenia i inhibitory



PORÓWNAWCZA HYBRYDYZACJA GENOMOWA 

DO MIKROMACIERZY

Skanowanie mikromacierzy 

Drukowanie 
mikromacierzy

Izolacja i trawienie genomowego DNA badanego i referencyjnego

Hybrydyzacja do mikromacierzy

Połączenie równych 
ilości DNA

Brak fragmentu DNA badanego
Delecja

Nadmiar fragmentu DNA 
badanego Duplikacja

Sondy 

DNA badane wyznakowane 
barwnikiem 
fluorescencyjnym Cy5

Analiza obrazu

DNA referencyjne 
wyznakowane barwnikiem 
fluorescencyjnym Cy3



ZASADA METODY aCGH

DuplikacjaWynik prawidłowy

Pacjent Kontrola

Delecja

Kontrola KontrolaPacjent Pacjent

Cy3 :  Cy5

1.0   :  1.0

Cy3 : Cy5

0.5   :  1.0
Cy3  : Cy5

1.5   :  1.0



RODZAJE MIKROMACIERZY

✓ Mikromacierze kliniczne (celowane, ang. targeted array)

z sondami specyficznymi do regionów o znanej już patologii, takich

jak regiony krytyczne zespołów mikrodelecji/mikroduplikacji,

regiony subtelomerowe oraz okołocentromerowe

✓ Mikromacierze skonstruowane dla poszczególnych chromosomów

lub wybranych regionów chromosomowych (np. 1p36)

✓ Mikromacierze całogenomowe



INTERNETOWE BAZY DANYCH

Hehir-Kwa JY et al. Clin Genet. 2013 Nov;84(5):415-21



arr[GRCh37] 12q24.21(116456895_116511276)x1 (54 kpz) 

pacjent z niepełnosprawnością intelektualną w stopniu umiarkowanym, zaburzeniami 

zachowania, brakiem rozwoju mowy, mikrocefalią, wadą wzroku



arr[GRCh37] Xp22.2(10505931_10612877)x0

Pacjent z wielowadziem (hipoplazja robaka móżdżku, rozszczep górnej wargi i 

podniebienia, hydrothorax)



arr[GRCh37] 17p13.3(2495564_2587414)x1

pacjent z padaczką i niepełnosprawnością intelektualną w stopniu umiarkowanym 



aCGH – WADY I ZALETY 

Zalety aCGH

✓ Umożliwia analizę całego 

genomu

✓ Wysoka rozdzielczość

✓ Precyzyjne mapowanie 

miejsc złamań

✓ Krótki czas badania

✓ Wykrywanie mozaicyzmu

Ograniczenia  aCGH

✓ Nie wykrywa aberracji 

zrównoważonych

✓ Wysoki koszt badania

✓ Problemy z interpretacją 

niektórych wyników badań  



arr[GRCh37] 6p25.3(213632_1529540)x1,16q22.2q24.3(71755686_90252496)x3



46,XX,r(18)

pacjent z hipotonią, zespołem cech dysmorficznych, wadą serca, IUGR



arr[GRCh37] 18p11.32(149089_1754474)x1,18p11.32p11.31(1949900_4492096)x3,

18q21.31q23(54622489_78005754)x1 



arr[GRCh37] 21q21.3q22.3(31093063_48086607)x3



46,XX,dup(21)(q21.3q22.3)



arr[GRCh37] 3q23(139444474_140621799)x1,3q23q24(142083894_143152441)x1,

3q26.32q26.33(177940998_179061643)x1

pacjent z zespołem cech dysmorficznych, opóźnieniem rozwoju mowy oraz kraniostenozą



46,XY,t(3;10)(q23;q22),der(4)ins(4;3)(p12;q23q26.3)dn



mos 47,XY,+der(15)del(15)(q21.2)dup(15)(q11.2q13.1)[34]/46,XY[16]

pacjent z zespołem wad wrodzonych i padaczką 



arr[GRCh37] 13.q31.1(85236220_87222508)x1,15q 11.1q13.1(20686203_29085888)



46,XY,del(10)(q11.2q22.1)

pacjent z zespołem cech dysmorficznych



mos 47,XY,del(10)(q11.2q22.1),+mar[25]/46,XY,del(10)(q11.2q22.1)[25]



arr[GRCh37] 10q11.21q21.3(43622147_65314220)x1



ish del(10)(p11.1q11.1)(D10Z1-),+der(10)(D10Z1+)[11]/del(10)(p11.1q11.1)(D10Z1-)[6]

.nuc ish(D10Z1x2)[60]/(D10Z1x1)[77]



arr[GRCh37] 16p13.11p11.2(15278668_28682251)x3

pacjent z prawostronnym łukiem aorty i dysmorfią twarzy



ish der(16)dup(16)(p13.11p13.11)(RP11-589I9++).nuc ish 16p13.11(RP11-589I9x4)

16q24.3 RP11-356C4

16p13.11 RP11-589I9



DZIĘKUJĘ ZA UWAGĘ 


