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• jednotky dědičnosti (geny) jsou materiální povahy…

• dědičné jednotky jsou párové…

• dědičné jednotky (geny) se přenášejí do další

• generace prostřednictvím pohlavních buněk…

• kombinují se nezávisle…

Mendelovy objevy…a chromozomy



W. Bateson

„genetika“   1905

W. Johansen

ˇ“gen“  1906



Hugo de Vries (1848-1935)
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Hermann J. Muller (1890 – 1967)





Od genetiky k cytogenetice…

W. Flemming (1879)

„chromatin, mitóza“
H.W. Waldeyer (1888)

„chromosoma“

W. Sutton (1902)

T. Boveri (1903)

„chromozomová teorie 

dědičnosti“

SUTTON, W. S., 1903 The chromosomes in heredity. Biol. Bull 4:231-251



1921 – 1956: člověk má 48 chromozomů



Joe Hin Tjio (1919 - 2001)

Tjio, T.H., Levan, A.: The chromosome number of man.

Hereditas 42:1, 1956

Člověk má v jádře každé své tělní buňky 23 párů chromozomů,

celkem má tedy 46 chromozomů

Albert Levan (1905 -1998)

Počátek klinické cytogenetiky - správné 

spočítání lidských chromozomů

1956

Institute of Genetics, Lund



Karyotyp - konference Denver 1960, Londýn 1963



Objev první početní a strukturní 

chromozomové abnormality u člověka

◼ Jerome Lejeune (1926-

1994)

◼ Internation Congress of

Genetics, Montreal, 1958

◼ nadpočetný chromozom u 9 

dětí s Downovým syndromem

◼ publikováno v roce 1959

◼ Syndrom kočičího křiku (Cri

du chat)…delece 5p-

◼ publikováno v roce 1963



Vyšetření karyotypu pomocí G-pruhování - 1971

Caspersson, T., Zech, L., Johansson, C.: Analysis of human metaphase 

chromosome set by aid of DNA-binding fluorescent agents. Exp. Cell Res.  

62, 490, 1970

rozlišení 5 – 10 Mb



1971 G-pruhování (5 – 10 Mb)

1986 Molekulární cytogenetika 

FISH (100 kb)

1997 array-CGH (oligo 0,06 kb)

2000 NGS 

Od chromozomů …k 

analýzám DNA …

Vývoj nových cytogenetických technik pro 

detekci chromozomových změn 

2010 Optical mapping



200 years after Mendel

Cyto(genetics) plays an important role of 

medicine!



Cytogenetika v medicíně dnes…

V ČR jsou cytogenetické laboratoře součástí Oddělení lékařské 

genetiky (velké nemocnice – Praha, Brno, Olomouc, Ostrava, Plzeň, 

Hradec Králové, České Budějovice…)

• soukromá pracoviště (laboratoře)…

• 20 – 30 cytogenetických laboratoří v ČR…

Cytogenetická laboratoř/cytogenetická diagnostika:

a) prenatální cytogenetika

b) postnatální cytogenetika

c) nádorová cytogenetika

• Lékařská genetika
• Onkologie
• Reprodukční 

medicína
• Pediatrie
• Kardiologie
• Patologie
• Kožní
• Neurologie 
• aj



Scherer 2007 Nat Genet 39: s7

Chromozomové aberace = 

strukturní variabilita genomu

Genomic structural variations (SVs) are generally defined 

as deletions, insertions, duplications, inversions, and 

translocations of at least 50 bp in size



Strukturní variabilita genomu a její důsledky





Chromosome sequencing: 
the fifth and final era of cytogenetics

The modern history of cytogenetics fits into five eras:

◼ chromosome spreading

◼ chromosome banding

◼ chromosome painting (FISH)

◼ chromosome arraying 

◼ and now chromosome sequencing !!!

Ferguson-Smith et al. 2017



Vznik cytogenomiky aneb revoluce v 

cytogenetice…



a) stále větší využívání moderních molekulárně 

genetických technik (MLPA, qPCR, NGS) při 

studiu chromozomových poruch…

b) integrace genomických a cytogenetických 

přístupů a s tím související bioinformatické

analýzy…

c) snaha zvýšit diagnostický záchyt …poskytnout 

genetickou diagnózu stále většímu počtu pacientů

d) hledání univerzální metody (testu), který by odhalil 

vše….“all in one“

Transformace cytogenetiky v cytogenomiku



Cytogenetika 21. století = cytogenomika ?

Cytogenomics is used as a general term that encompasses conventional, as well as 

molecular cytogenetics (fluorescence in situ hybridisation (FISH), microarrays) and 

molecular-based techniques (Silva et al. 2019).

We define “cytogenomics“ as the study of the numerical and structural

variation of the genome at the chromosomal and subchromosomal level using methods 

that cover the entire genome (Hochstenbach et al. 2020)

The term Cytogenomics was intended to create a designation comprising all

approaches suited to the study of genomes….with aims to collect all classical and new

cytogenetic and molecular genetic/genomic a bioinformatics approaches under one

rooff (Liehr 2021)



21. století – konec klasické cytogenetiky aneb 

budeme ještě vyšetřovat karyotypy?

From art…



Karyotyp vyšetřujeme pomocí automatické 

vyhledávačky mitóz a analýzy obrazu

LIM Karyotyping

Laboratory Imaging s.r.o.  Prague

tel:+420-2-7931576

fax:+420-2-7931577

http://www.lim.cz

Cytogenetic Report

Patient name: Jiří Novák Case ID: 432-00

Personal ID: 70 05 23/0567

Clinical diagnosis: sekundární sterilita

Slide No.: 1W Metaphase loc: 58-36,6

Material: periferní krev Technic: Karyo, G400

 

Karyotype: 46,XY

Conclusion: v normě

Date: 2000-3-20 Dr. Wernerová



Příjem vzorku, 

zápis do LIS

Lab 1
Příprava vzorků

Kapání

Lab 2
Vyhledávání, snímání Lab 2….10

Analýza (karyotyp)

Databázový server

Postup zpracování vzorků při vyšetření karyotypu



Počty vyšetřovaných pre- a postnatálních karyotypů v některých 

cytogenetických laboratořích v ČR v letech 2020 až 2022

Laboratoř A – Brno (V) 1900

Laboratoř B – Brno (R) 1700

Laboratoř C – Brno (H) 700

CMBG FN Brno 1200

Laboratoř Praha 7000

Laboratoř Karlovy Vary 1000

Laboratoř Pardubice 400

Laboratoř Plzeň 3200

Laboratoř Olomouc 400

Prům. věk cytogenetiků registrovaných v EBMG v roce 2019 (Hochstenbach el. al 2021) 



Některé genetické diagnózy již nepožadují 

vyšetření karyotypu….

◼ problémy časného růstu a vývoje (neprospívání, opoždění, malá 

postava, obojetný genitál, mentální retardace – stigmata -

abnormální fenotyp)*

◼ narození mrtvého plodu a úmrtí novorozence

◼ problémy s fertilitou, opakované aborty

◼ rodinná anamnéza (známá chromozomová abnormalita u 

příbuzných I. stupně)

◼ těhotenství u žen (abnormální UZ či výsledky biochem. 

scereeningu,  pokročilý věk, chrom. aberace u rodiče…)*

◼ nádorová onemocnění

*odborná doporučení: array-CGH (mikročipy) namísto 

karyotypu…jako prvolíniový test..

Klinické indikace pro vyšetření chromozomových abnormalit



Array CGH: ~ 1000-krát větší rozlišení nebalancovaných

změn než klasická cytogenetika, ale nedokáže detekovat

balancované přestavby chromozomů…!!!

Tradiční

karyotypování

5-10 Mb

NA14117 

46,XY,del(5)(qter>p14:)

Microarray CGH 50-100 kb



Doporučení SLGG



Dow. syn., Edw. syn. a                                             

Pat. syn. = 2/3 všech

cytogenetických nálezů !

Nejčastější 

nálezy při PGD



Masivní paralelní sekvenování – NGS a cytogenetika

Princip

◼ nové typy sekvenátorů (odtud NGS – next generation sequencing) umožnují paralelní sekvenování

až tisíců molekul DNA současně = nižší náklady, úspora času….

Workflow

◼ izolace DNA

◼ fragmentace

◼ příprava templátu neboli vytvoření knihovny amplikonů - amplifikace

◼ sekvenování a detekce inkorporovaných nukleotidů 

◼ analýza dat – bioinformatické zpracování

• Cílené (panel genů)

• Exomové (WES)

• Celogenomové (WGS)



NGS je stále levnější…..



Příklady využití sekvenačních technik                                            

v cytogenetice

• neinvazivní prenatální 

diagnostika – detekce 

trizomií chromozomů 

13,18,21, X a Y 

pomocí sekvenování

• 10.- 12. t. g.

• volná fetální DNA  v 

krvi matky…



Preimplantační genetický screening aneuploidií 

pomocí NGS

• biopsie embrya 5.- 6. den (blastocysta)

analýza 5 – 10 buněk

• vitrifikace embryí po odběru –

• dostatek času pro vyšetření NGS

• transfer zdravého embrya



Nahradí NGS genomu vyšetření karyotypu u 

dětí s neurovývojovým postižením?
Genome

with ‘all’ variation

• detekce de novo bodových mutací, indel, 

CNVs – analýza tria – rodiče - dítě



Strategie vyšetření dětských pacientů s neurovývojovými onemocněními 

Ústav lékařské genetiky a genomiky FN Brno (ÚLGG FN Brno)

• V současnosti každoročně > 200 dětí s NDDs

• Výrazná genetická a fenotypová heterogenita

• Komplexní přístup

1. Správná klinická diagnóza

2. Volba optimální diagnostické strategie

3. Identifikace příčiny manifestace 

patologií na molekulární úrovni

4.    Genetické poradenství

Výzkumný grant AZV ČR NU20-07-00145 „Úloha patogenních genetických variant detekovaných 

pomocí exomového sekvenování v etiologii dětských neurovývojových onemocnění“



NGS má větší diagnostický záchyt….ale

Hochstenbach et al. 2021



a) problémy s detekcí strukturní variability (SV) -

pomocí NGS  



NGS a strukturní variabilita

• krátká čtení <300 pb Illumina, nedetekují >70 % SV větší než 50 pb,

přítomnost repetitivních sekvencí (telomery, centromery, akrocentr. chromozomy…)

Bocklandt S. 2021





NGS vs. cytogenetika

Pomocí WGS nelze spolehlivě detekovat aberace v případě:

◼ A) malých mozaiek či klonů…  NGS > 25 %

◼ B) Robertsonovských translokací…

◼ C) malých markerových chromozomů…

◼ D) balancovaných translokací s místem zlomu v nekódujících 

sekvencích…

Určité strukturní změny nemusí být zachyceny pomocí NGS !!!!



NGS vs. cytogenetika při detekci malých klonů u 

nádorů

FISH – jádra buněk

Array-CGH, NGS - DNA



b) změny detekované na úrovni DNA mohou být způsobeny 

různými strukturními přestavbami chromozomů – nutno ověřit 

na karyotypu!

Příklad

Ztráty DNA sekvencí 

(array-CGH, NGS) mohou 

být způsobeny různými 

strukturními změnami 

chromozomů !!!

Důležité pro genetické poradenství !



Existuje univerzální metoda, která by 

nahradila vše? 









Co umí optické genomové mapování (OGM)



Optické mapování genomu - postup

Bionano Genomics (https://bionanogenomics.com/technology/platform-technology/)



Toegelová H. 2016



reference

vzorek

Detekce chromozomových aberací pomocí 

optického mapování



OGM - příklad translokace (13;20)(q32;p13)

Dremsek et al. 2021



OGM – příklady chromozomových aberací

Mantere et al. 2021

delece 

8p22p21.3

t(5;8)(p13.1;p11.2)

inverze 13q

marker X



Cytogenetika včera a dnes – dvě kazuistiky

našich laboratoří



Příklad cytogenetické analýzy 

KAZUISTIKA z OLG FN Brno z roku 1998

• chlapec (nar. 1984) - indikován kvůli mírné psychomotorické 
retardací a nízkému vzrůstu;

• karyotyp stanoven 47,XY,+mar;

• marker vznikl de novo

Markerový chromozom - malý nadbytečný chromozom, který není 
možno analyzovat cytogenetickými pruhovacími metodami:

• bez euchromatinu – nemusí mít vliv na fenotyp
• s euchromatinem – parciální trizomie !!!



Markerové chromozomy mohou způsobovat různé postižení –

duplikace genů (parciální trizomie) ! 
Populační četnost 0,043 %



Vznik markerových chromozomů









PACIENT 1 - postup FISH vyšetření

◼ markerový chromozom pochází od některého chromozomu 

13, 14, 15, 21 nebo 22

◼ centromerická sonda a celochromozomová sonda 15 →

obě negativní;

◼ centromerická sonda 14/22 → pozitivní;

◼ celochromozomová sonda 22 → negativní;

◼ celochromozomová sonda 14 → pozitivní;

◼ ale určili jsme původ, avšak neznáme jaké geny marker 

obsahuje…euchromatin?





Příklad cytogenomické analýzy 

KAZUISTIKA z OLG FN Brno z roku 2018

• Dívka vietnamského původu nar. 1996 

• Z 2. fyziologické gravidity, AMC pro věkovou indikaci 

• Prenatálně nalezena t(2;5) de novo, stanoveno vyšší riziko 
manifestace vrozené odchylky fenotypu 

• Cílené UZ vyšetření na VVV a VSV s fyziologickým nálezem

• Porod týden po termínu, SZ, 2850g / 48cm, poporodní adaptace v 
normě

• Opožděný PMV, chůze až ve 20 měsících….

• Rodiče zdraví



• Neprospívání
• Těžká PMR, od narození známky opožděného PMV

chůze až ve 20. měsíci, v 7 letech neumí sama jíst ani pít, neudržuje čistotu,
příkazům rozumí jen zčásti, nemluví, vydává neartikulované zvuky, umí říct pouze „NE“ 

• Diskrétní stigmatizace - naznačený ptačí profil, hypertelorismus, níže nasedající ušní 
boltce,
rachitický hrudník, nápadná arachnodaktylie zejm. na HKK.

• Instabilita
• Susp. porucha sluchu

FENOTYP PACIENTKY



KARYOTYP 46,XX,t(2;5)



VYŠETŘENÍ PACIENTKY – ověření FISH - nález

Na translokaci se podílí další chromozom !
WCP 2,5

vyšetřovaný materiál periferní krev

Cambio StarFISH©chromosome-specific painting Probe, Cambridge, United Kingdom;

LUCIA-KARYO/FISH software, Laboratory Imaging, Praha, Česká Republika



VYŠETŘENÍ PACIENTKY – Spektrální karyotypování

der(2)t(2;5) der(10)t(2;10) der(5)t(2;5;10)

Sky Paint Kit – DNA H-10, Applied Spectral Imaging Inc., Ascomed spol. s.r.o.

vyšetřovaný materiál periferní krev



REVIDOVANÝ KARYOTYP PACIENTKY - KOMPLEXNÍ 

TRANSLOKACE !
46,XX,t(2;5;10)(q21q31;q22;q22.1)de novo

vyšetřovaný materiál periferní krev

Rodiče normální karyotyp



SCHÉMA CHROMOZOMOVÉ PŘESTAVBY

46,XX,t(2;5;10)(q21q31;q22;q22.1)de 

novo

der(2)t(2;5)2 der(5)t(2;5;10)5

der(10)t(2;10)10



DALŠI VYŠETŘOVACÍ STRATEGIE

• Pacientka trpí mentální retardací
• Karyotyp s komplexní chromozomovou přestavbou
• Vznik přestavby de novo

Hypotéza:
• Jsou translokace balancované?
• Nemohou být příčinou postižení pacientky kryptické mikrodelece či dizrupce genů v oblasti zlomů?

• Nutno dovyšetřit !!!           nové poznatky ve světle použití 
cytogenomických technologií (array-CGH a NGS)

Funderburk SJ, Spence MA, Sparkes RS. Mental retardation associated with “balanced” chromosome rearrangements.
American Journal of HumanGenetics. 1977;29(2):136-141.
Redin C, Brand H, Collins RL, et al. The Genomic Landscape of Balanced Cytogenetic Abnormalities Associated with Human 
Congenital Anomalies. Nature Genetics. 2017;49(1):36-45. doi:10.1038/ng.3720.



Zdánlivě balancované chromozomové aberace u naší 

pacientky ?



Redin et al. 2017

De novo BCAs associated with congenital anomalies disrupt 

functionally relevant loci.



DALŠÍ VYŠETŘENÍ PACIENTKY - přehled

1996:

• Prenatální stanovení karyotypu (AMC)

2003:

• Postnatální stanovení karyotypu (G-pruhování, FISH, SKY)

• CGH, HR-CGH – negativní  - nízké rozlišení?

2011:

• Array-CGH: OGT 4x44K (cca 43 000 CGH sond, celková průměrná hustota 

sond 43 kb/sonda) - negativní
• Array-CGH: Agilent Technologies 1x244K (cca 240 000 CGH sond, celková 

průměrná hustota sond 9 kb/sonda) - negativní

2017:

• Array-CGH: Agilent Technologies 1x1M (cca 963 000 CGH, celková 

průměrná hustota sond 2,1 kb/sonda)



VYŠETŘENÍ PACIENTKY 2017

(array-CGH)   1M čip - nálezy

SurePrint G3 Human CGH Microarray 1x1M (963 000 sond,  celková průměrná hustota sond 2,1 kb) 

arr[GRCh37] 2q31.3(181303304_181574921)x1,14q23.3(67174974_67227131)x1 

Nalezena mikrodelece oblasti 2q31.3 (272 kb) – suspektní místo zlomu?

(gen SCHLAP 1)

der(5)t(2;5;10)

5

10

2q31

2q21

2

2q31

der(10)t(2;10)

2

10



mikrodelece oblasti 14q23.3 (53 kb) – pravděpodobně benigní varianta
(malá část intronu genu GPHN)

VYŠETŘENÍ PACIENTKY

(array-CGH) 1 M čip

Přidatný nález 



Gen SCHLAP1 (2q31.3):

V oblasti mikrodelece 2q31.3 se nachází část genu SCHLAP1, který kóduje

dlouhou nekódující RNA. Funguje jako regulátor transkripce, antagonizuje funkci

komplexu SWI/SNF zeslabením vazby SWI/SNF na příslušné oblasti genomu.

V databázi DECIPHER se nenachází žádný pacient se stejnou či podobnou

mikrodelecí oblasti 2q31.3.

(www.omim.org)

VYŠETŘENÍ PACIENTKY array-CGH  ZÁVĚR

Gen GPHN (14q23.3)

Tento gen kóduje gephyrin, organizační protein, který shlukuje a lokalizuje inhibiční

glycinové a GABA receptory na mikrotubulárním matrixu neuronální postsynaptické

membrány. Gephyrin je esenciální pro postsynaptickou lokalizaci inhibičních

neurotransmiterových receptorů v CNS a při biosyntéze molybdenového kofaktoru

(MoCo) v různých periferních orgánech. Heterozygotní delece exonů 3 a 5 genu

GPHN může hrát roli u poruch vývoje nervového systému, zejména poruch

autistického spektra a schizofrenie.

(www.omim.org)
Mikrodelece oblasti 14q23.3 zahrnuje pouze malý úsek intronu genu GPHN, jedná se

pravděpodobně o benigní variantu.



VYŠETŘENÍ PACIENTKY pomocí NGS

◼ 2015-2018 – pilotní studie NGS u 35 pacientů s                 

DID /VVV na OLG FN Brno 

Spolupráce OLG FN Brno, LMC MUNI, CEITEC MU

◼ NGS na Illumina MiSeq a Illumina NextSeq 500 

◼ panel 2742 genů 

„ClearSeq Inherited Disease“ 

(Agilent Technologies, obsahuje >1200 genů spojených s etiologií DID)

◼ bioinformatické zpracování Mgr. Jan Oppelt, Ph.D. (t.č. CEITEC MU)

◼ filtrace dat a vybrané varianty porovnány s databázemi ClinVar, OMIM 

atd. v korelaci s fenotypem pacientů

◼ verifikace: Sangerovo sekvenování

◼ celkový záchyt  patogenních variant  26 %  !



VYŠETŘENÍ PACIENTKY - cílené NGS – varianty nejasného 

významu

gen Genomová pozice (hg19) 

detekované sekvenční varianty

Úroveň

proteinu

asociovaný fenotyp

RNF213 NC_000017.10:g.78291058T>C p.(Met961Thr)

*

Moyamoya (vaskulární 

porucha intrakraniálních

tepen)

CDH15 NC_000016.9:g.89245912G>A p.(Arg44Gln)

*

Mentální retardace, faciální 

stigmatizace, abnormality 

končetin

LMNA NC_000001.10:g.156108510C>T p.(Arg644Cys) Dilatovaná kardiomyopatie

gen Varianta 

(úroveň 

proteinu)

In silico predikce vlivu sekvenční varianty 

na strukturu a funkci proteinu

Provean SIFT

Polyphen-2 

(HumDiv)

Polyphen-2 

(HumVar)

RNF213 p.(Met961Thr) deleterious damaging possibly damaging benign

CDH15 p.(Arg44Gln) neutral damaging probably damaging possibly damaging

LMNA p.(Arg644Cys) neutral damaging probably damaging possibly damaging

* Pouze in silico predikce, varianta dosud nepopsána v literatuře či databázích



ZÁVĚR

• Vyšetřili jsme genom pacientky dostupnými citlivými metodami.

• Array-CGH  1 x 1  M čip – nalezeny                                                                         
2 mikrodelece (53 kb a 272 kb) – disrupce genu SCHLAP1 a 
GPH

• NGS - nalezli jsme pouze varianty nejasného významu nebo benigní 
varianty.

2q33.1 deletions and other deletions 

between 2q31 and 2q33 ? 

Databáze…popsány podobné případy…

Mikrodelece oblasti 2q31.3 – kauzální příčina postižení?





Cyto(genetika) 200 let po objevech J.G. Mendela

se transformovala do 

„Next-Generation Cytogenomics“

avšak zůstává   

stále jedním z nosných pilířů moderních 

vyšetřovacích metod využívaných v 

oblasti lékařské genetiky, onkologie a 

dalších medicínských oborů


