
Techniki cytogenetyczne w diagnostyce 
chorób układu nerwowego. 

Kurs: „Genetyka i genomika 
chorób neurologicznych”

Warszawa 24.06.2020

Kamila Ziemkiewicz

Zakład Genetyki Medycznej IMiD

kamila.ziemkiewicz@imid.med.pl



Choroby neurogenetyczne: Przyczyny genetyczne:

Diagnostyka cytogenetyczna:
- Kariotyp klasyczny
- FISH
- MLPA
- aCGH

• niepełnosprawność intelektualna
• padaczka 
• zaburzenia ze spektrum autyzmu
• zaburzenia rozwojowe OUN
• dystrofie mięśniowe

• oraz miopatie metaboliczne, zaniki mięśniowe 
pochodzenia rdzeniowego, demencja, depresja, ADHD,
choroby: dysmielinizacyjne, demielinizacyjne, 
mitochondrialne

➢ zaburzenia chromosomowe

➢ choroby monogenowe
➢ choroby poligenowe
➢ choroby wieloczynnikowe
➢ choroby mitochondrialne



Badanie kariotypu – analiza liczby i morfologii chromosomów zatrzymanych 
w stadium metafazy (chromosom jest podziałową formą chromatyny)

Analizowany jest kariotyp konstytucyjny
- wrodzony
- taki sam (zazwyczaj) dla wszystkich komórek somatycznych
organizmu (wyjątki m.in.: mozaicyzm, chimeryzm)

Wzór prążkowy chromosomów jest stały i specyficzny gatunkowo

Badanie kariotypu poprzedzone jest hodowlą komórkową (znaczenie jakości, 
ilości oraz warunków i czasu transportu materiału)

Utrwalone chromosomy barwione są z zastosowaniem techniki prążkowej GTG



▪ add

▪ del

▪ dic

▪ dup

▪ idic

▪ ins

▪ der

▪ rec

▪ mar

▪ r

▪ trisomie

▪ monosomia

• t

• ins

• inv

Aberracje chromosomowe będące przyczyną nieprawidłowego fenotypu:

Niezrównoważone:
(najczęściej)

Zrównoważone:
(rzadko)



Klasyczna analiza kariotypu

Zalety Wady

• obejmuje cały genom

• wykrywa aberracje 
zrównoważone

• wykrywa niskoprocentowe 
mozaiki

• cena

• czasochłonność

• konieczność hodowli

• ryzyko „błędu ludzkiego”

• niska rozdzielczość – aberracje

o rozmiarze min. 5 MB

(teoretycznie!)

Ograniczone zastosowanie do diagnostyki izolowanych objawów chorób 
neurologicznych i chorób monogenowych, z wyjątkiem:

- r(20) w padaczkach
- zespołów związanych z niestabilnością chromosomową
- translokacji zrównoważonych z punktami złamań w obrębie genu





Pacjentka: Padaczka oporna na leczenie. Napady częściowe złożone
(Complex partial seizures)

Ring chromosome 20 epilepsy syndrome.  



Ring chromosome 20 epilepsy syndrome.  

• Rozwój prenatalny i początkowy postnatalny prawidłowy
• Brak charakterystycznych cech dysmorficznych
• Przed ukończeniem 4-6 r.ż padaczka skroniowa
• Spowolnienie rozwoju psychoruchowego
• Może wystąpić regres rozwoju
• Zaburzenia behawioralne i adaptacyjne
• Częsty status epilepticus
• Mogą wystąpić: mikrocefalia, spowolniony i niski wzrost
• Napady nocne
• Lekooporność

Diagnostyka cytogenetyczna: analiza minimum 50 komórek limfocytów

r(20) - underdiagnosed syndrome !



Chromosome Imbalances Associated With Epilepsy
ALBERT SCHINZEL AND DUNJA NIEDRIST
American Journal of Medical Genetics (Semin. Med. Genet.)
106:119±124 (2001)



Zespoły niestabilności chromosomowej z objawami neurologicznymi

• Zespół ataksja – teleangiektazja – diagnostyka cytogenetyczna

• Zaburzenia podobne do ataksji-teleangiektazji

• Zespół Blooma

• Skóra pergaminowa

• Zespół Robertsa



Zespół ataksja- teleangiektazja; zespół niestabilności chromosomowej

Objawy:
- teleangiektazje skóry i gałek ocznych
- niedobory immunologiczne
- predyspozycja do nowotworów (25% głw. chłoniaki, białaczki)

- objawy neurologiczne:
• ataksja móżdżkowa
• zaburzenia równowagi
• problemy z chodem
• oczopląs
• ruchy mimowolne
• spowolniona, niewyraźna mowa

➢ Dziedziczenie autosomalny recesywne.
➢ Mutacją w genie ATM, chromosom 11q22-23
➢ ATM→ białko należące do rodziny kinaz 3-fosfatydyloinozytolu - udział 

w naprawie DNA i regulacji cyklu komórkowego. 
➢ częstość 1:40000 do 1:100000 żywych urodzeń

W analizie kariotypu najczęściej obserwuje się złamania w regionach:

7q35, 7p14, 7q35, 14q11, 14q12, 14q32, 14qter, 2p11, 2p12, 22q11-q12



Pacjentka z DMD – diagnostyka cytogenetyczna

46,XX,t(X;3)(q21.1;p12)





• Wprowadzona w roku 1969 (Gall & Pardue, 1969)

• Technika służąca do wykrywania w materiale genetycznym 
określonej sekwencji DNA za pomocą sond 
fluorescencyjnych. 

• W celu analizy badanego materiału konieczne jest użycie 
mikroskopii fluorescencyjnej. 

FISH – fluorescencyjna hybrydyzacja 
in situ



Rodzaje sond do FISH

• malujące
• centromerowe
• subtelomerowe
• locus-specyficzne

Hybrydyzacja:
- do chromosomów 

metafazowych
- do jąder interfazowych

Czułość metody:
! ok. 40-250 kpz

sonda PWS/AS



Analiza metodą FISH

Zalety Wady

• duży wybór sond komercyjnych 

• cena

• weryfikacja obecności del/dup w 
badaniach rodzinnych

• możliwość wykrycia 
zrównoważonych aberracji w 
badaniach rodzinnych

• możliwość wykrycia 
niskoprocentowego mozaicyzmu

• badanie obejmuje tylko 
konkretny region na podstawie 
podejrzenia klinicznego

• fałszywie ujemne wyniki gdy

wielkość del < wielkość sondy

• brak automatyzacji →

pracochłonność

• konieczność hodowli komórkowej



dolinabiotechnologiczna.pl

3.PCR

4.

MLPA

z odczytem
fluorescencji

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. 



Analiza metodą MLPA

Zalety Wady

• możliwość analizy wielu loci

w jednym badaniu

• automatyzacja

• nie wymaga hodowli komórkowej

• cena

• nie wykrywa aberracji 
zrównoważonych

• badanie ograniczone do 
określonej liczby loci w zależności 
od zastosowanego zestawu

MLPA:

➢ subtelomerowe

➢ mikrodelecyjne

➢ autystyczne



MLPA -autyzm

del i dup:

• 15q11-q13
- UBE3A
- GABRB3

• 15q13
- CHRNA7

• 16p11

• 22q13
- SH3ANK



MLPA subtelomerowe

del 8p23.3 



array
CGH



Analiza metodą aCGH

Zalety Wady

• obejmuje cały genom

• automatyzacja

• nie wymaga hodowli komórkowej

• badane są wszystkie kom 
jądrzaste krwi

• czas badania

• wysoka czułość:  od 5-10 kpz
(średnio 30kpz)

• nie wykrywa aberracji 
zrównoważonych

• nie wykrywa mozaicyzmu poniżej 
kilkunastu - 20%

• cena

aCGH przeznaczone m.in. dla pacjentów z:

➢ NI

➢ padaczką

➢ autyzmem



aCGH aberration report



aCGH aberration report



aCGH aberration report



arr[GRCh37] 2q24.3(166150192_166218109)x1

Stwierdzono niezrównoważenie genomu w postaci delecji długiego ramienia chromosomu 2 w regionie 2q24.3

o wielkości ~68 kpz.

Delecja obejmuje eksony 1-17 genu SCN2A (OMIM: 182390)1. Mutacje tego genu opisywane są u pacjentów

z wczesnodziecięcą encefalopatią padaczkową typu 11 (OMIM: 613721)1, łagodnymi rodzinnymi drgawkami

dziecięcymi typu 3 (OMIM: 607745)1 oraz zaburzeniami ze spektrum autyzmu1.


