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Hodnoceni ziskanych chromozomovych aberaci

Abstrakt

Bakalafska prace se zabyva hodnocenim ziskanych chromozomovych aberaci
(ZCA), které muize ptispet k diagnostice pacientli se zvySenou lomivosti chromozomu
nasledkem expozice klastogennim latkdm ¢i s vrozenou poruchou reparacnich
mechanism.

Prace je rozdélena na tfi Casti. Prvni Cast bakalarské prace se vénuje ziskanym
chromozomovym aberacim, kdy zdmérem v této Casti prace je poukdzat a sezndmit
se s jejich pri¢inami, druhy a jak negativné plisobi na organismus jedince. V neposledni
fad¢ se veénuje duasledku jejich vyskytu u clovéka. Jsou zde popsany i syndromy,
které se v souvislosti chromozomovych zlomt vyskytuji jako je napiiklad Fanconiho
anémie.

Druhou dilezitou soucasti prace je praktickd cast, kterd zahrnuje seznameni
se s vyuziti stanoveni ZCA, jejich vyznam v klinické laboratofi, pfedev§im osvojeni
laboratornich postupti potiebnych k hodnoceni chromozomovych zlomd.

Treti a zaroven posledni ¢ast se zabyva ziskanymi daty, kdy cilem prace je
identifikovat a eliminovat faktory, kter¢ mohou ovlivnit vysledky analyzy. Tato ziskana
data byla porovnana a zhodnocena. Jako klicova pro analyzu se ukdzala absence vhodné
referen¢ni databdze moznych chromozomovych aberaci.

Vysledkem této prace je zhodnoceni vzorki pacientli se ZCA, nasledny procentualni
vystup  zastoupeni zlomid a jejich vzijemné porovnani mezi  sebou.
Jako zésadni pifinos své prace vidim vytvofeni referenéni galerie se snimky

chromozomovych aberaci.
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The asseessment of level of chromosomal aberations

Abstract

This Bachelor thesis deals with the assessment of level of chromosomal aberations
(ZCA) which can lead to the diagnostics of patients with increased chromosomal
breakage as a consequence of exposition of clusterogenic substancies or congenital
malfunction of reparations mechanisms.

The thesis consists of three parts. The first part of this bachelor thesis is dedicated to
the spontaneous chromosomal aberations, the intention is to point out and get acquainted
with their causes, types and how negatively they affect the organism of the individual.
Last but not least, it deals with the consequence for human. Syndromes that occur in
connection with chromosomal changes, such as Fanconi anemia, are also described in this
part.

The second part of this thesis is the practical one which is very imporant. It includes
getting acquainted with the use of chromosomal aberations test its meaning and
importance for clinical laboratorieas. It comes to adoption of these laboratory procedures
which are needed for final evaluation of the chromosomal changes.

The third and also the last part of this thesis deals with our data. The goal is to identify
and eliminate factors that may affect the results of the analysis. These data were being
compared and evaluated. The absence of suitable reference image material of
chromosomal aberrations prove to be cruical.

The result of this work is the evaluation of samples of patients with ZCA, the
subsequent percentage output of chromosomal changes and mutual comparison between
these changes. The creation of a reference gallery with images of chromosomal aberations

is the main benefit of my work.
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Uvod

Cytogenetickd  analyza  lidskych  perifernich  lymfocyti je  jednou
z genotoxikologickych metod, které jsou dilezité pro sledovani expozice a ucinku
klastogennich latek na clov€ka, jez jsou charakteristické svymi c¢asnymi ucinky.
Tato metoda je celosvétoveé rozsifena a slouzi jako biomarker G¢inku genotoxickych
faktori na organismus a zaroven jako biologicky indikator Casnych efektl expozice
genotoxickym latkam v pracovnim i1 environmentalnim prostredi.

Zlomy 1 prestavby chromozomii zvysuji riziko aktivace onkogentli, a naopak
deaktivaci tumor supresorovych genid. Indukované aberace chromozomu v lidskych
bunikach rapidné zvySuji riziko vzniku nadorovych a degenerativnich onemocnéni,
které negativné pusobi na funkci vrozenych bunéénych reparacnich mechanismi,
kdy ovliviiuji i proces apoptdzy. Mezi syndromy spojené se snizenou funkci reparacnich
mechanismu patii naptiklad Fanconiho anémie.

Indikacni kritéria:

e Nemoci s vrozenou poruchou repara¢nich funkci (napf. Fanconiho anémie)
e Profesionalni expozice klastogennim latkam
e Lécba cytostatiky a zafenim

Zkrve jsou periferni lymfocyty kultivovany v médiu s obsazenym PHA
(phytohemaglutinin) po dobu 48 hodin pro hodnoceni spontannich aberaci a 72 hodin
pro hodnoceni indukovanych aberaci, kdy je navic ptidan epoxy-di-buta-dien (DEB).
D¢leni bunék je pozastaveno kolcemidem a material je nasledné zpracovan a obarven
Giemsou. Poté€ jsou takto pfipravené preparaty hodnoceny v optickém mikroskopu.

Na burikéch, které jsou pozastavené v metafazi jsou hodnoceny zlomy chromozomti
a chromatid ¢i Utvary, které vznikly zlomy a znovuspojenim volnych konct.
V mikroskopu je hodnoceno miniméalné¢ 100 mitdéz, kdy se toleruje podil bunéck
Saberacemi nizSi nez 5 procent. U abnormélnich nebo hrani¢nich vysledki
se doporucuje kontrola, kterd se provadi opet hodnocenim aberaci, a to za piil roku.

Abnormalni vysledek vySetieni pfimo nestanovuje diagnézu, pouze potvrzuje
¢1 vylucuje zvySené riziko vystaveni vlivu klastogennich latek (chemikalie, zafeni, viry,

1€ky), anebo choroby s vrozenou chromozomovou nestabilitou.



1 Teoreticka ¢ast

1.1 Cytogenetika

Cytogenetika, jako védni obor, je docela mladd a wvelice specializovana.
Jedna se 0 odvétvi genetiky, které se zabyva o studium lidskych chromozomd, jejich
zménami ve struktufe nebo poctu. Teprve od roku 1956 zname presny pocet lidskych
chromozomu. Ke zna¢nému rozvoji cytogenetiky pfispélo zasadn¢ zdokonaleni technik
kultivace tkani v uméle vytvofeném prostiedi (in vitro) a stale vylepSujici se technické
konstrukce mikroskopt (Snustad & Simmons, 2009).

V laboratotich cytogenetiky dochdzi ke zpracovani vzorktl rtiznorodych lidskych
tkanich i téch nadorovych. Vystupem je ur¢eni normalniho nebo patologického karyotypu
Clovéka. Cytogenetické vySetfeni je uréeno pro nemocné s vrozenymi vyvojovymi
vadami, Vv prenatalni diagnostice plodu, napomaha k zpfesnéni  diagnozy
a prognozy pii nadorovych onemocnénich (Michalova, 1999).

Vysetfeni chromozomového karyotypu je nezbytnou ¢asti mnoha dalSich b&znych
postuptl. Je pouzito v ptipadé vyskytu urcitych fenotypickych ptiznakii v bézné mediciné
jako jsou defekty vyvoje a rastu, deformacni zmény, mnohocetné vyvojové vady,

obojetny genital a v neposledni fad¢ i mentalni retardace. Aberace chromozomt mohou

wrwe

1.2 Mitoza

Podstatou mitézy je rozdéleni genetického materialu bunky za vzniku dvou
dcefinych bun€k (Michalova, 1999). Mitoza je povazovana za jedinou fazi, kterou lze
ve svételném mikroskopu znaén€ odliSit od ostatnich fazi (Mescher, 2018).
Proces mitdzy (Obrazek 1) je rozdélen do Ctyf po sobé jdoucich fazi: profadze, metafaze,
anafaze a telofaze (Hatina & Sykes, 1999).

Na zacatku kazdého procesu mitdzy jsou jiz pfipravené duplikované chromozomy.
Bé&hem metafdze jsou tyto duplikaty oznacované jako sesterské chromatidy. Jsou tésné
ptiloZené k sobé a spojené v oblasti centromery. Charakteristickym znakem pro prvnim
stadium mitdzy (profaze) je zahajeni tvorby vieténka a kondenzace duplikovanych
chromozomt. Pii formovani vieténka dochazi k rozpadu mnoha bunécnych organel
(endoplazmatické retikulum, Golgiho aparat). V této fazi dochdzi i k zaniku viditelnosti

jadérka (Snustad & Simmons, 2017). Béhem profaze jsou chromozomy viditelné jako



dlouha tenka vlakna, ktera se zkracuji a méni svlij prumér v zavislosti na jejich
kondenzaci (Michalova, 1999).

Pti metafazi chromozomy dale kondenzuji a diky proteinovym komplexiim zvanym
kinetochory se pfipojuji k mikrotubuliim d¢€liciho vieténka. V této fazi ma bunka kulovity
tvar a chromozomy se piesouvaji do ekvatoridlni roviny (rovina kolma k ose d¢liciho
vieténka) (Mescher, 2018).

V pribéhu anafaze se centromery jednotlivych chromozomii od sebe oddéluji
a migruji k opaénym pélum déliciho vieténka (Cooper, 2000).

Pii posledni fazi-telofazi jsou dvé sady chromozomu tplné oddéleny v oblastech
pola deliciho vieténka a chromozomy se opét vraceji do predeslého dekondenzovaného
stavu. Délici vieténko se postupné rozpada a kolem kazdé sady nové vzniklych deefinych
chromozomill se zafind vytvaret jaderny obal. V cytoplazmé délici se bunky vznika
kontraktilni prstenec tvoteny vldkny aktinu a myosinu. Koneénym krokem telofaze je
cytokineze, kdy se kontraktilni prstenec obepinajici buiiku postupné stahuje.
Nejdiive vytvaii ryhu na obvodu buiky, az nakonec oddéli cytoplazmu a organely

do dvou uplné samostatnych bunék, kdy kazda z buné¢k ma své vlastni jadro (Mescher,

2018).
o— Two diploid
DNA cells
replication

MllOSls

Obrazek 1 Pribéh mitozy (zdroj: http://www.sliderbase.com)
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1.3 Struktura a funkce chromozomii
1.3.1 Vzhled a tvar chromozomii

Chromozom je pentlicovity tvar v jadie buniky, ktery obsahuje linearné organizované
geny. Je slozen z bilkovin a nukleovych kyselin a je schopen autoreduplikace
(Kucerova,1982). Kazdy chromozom je slozeny z jedné dvousroubovice DNA a urcitého
mnozstvi proteind (Snustad & Simmons, 2009; Relichova, 2017). Jaderna DNA je
rozdélena mezi véEtsi pocet linearnich chromozomi, kdy je zasadni rozliSovat mezi
interfaznimi a mitotickymi chromozomy (Maiato et al., 2017). Veskeré interfazni
chromozomy v G fazi bunécného cyklu jsou slozené z jedné linearni molekuly DNA,
na kterou jsou pfimo navazané bazické komplexy nazyvané histony. Vytvoreny komplex
DNA a histont se nazyva chromatin. Dle faze bunécného cyklu se méni jeho stav —béhem
interfaze je rozvolnény, pii vstupu do mitdozy dochazi k postupnému nabalovani
chromatinu a vznikaji kondenzované mitotické chromozomy (Hrstka, 2007).

Podstatnou strukturou chromozomu je tzv. nukleozom, ktery je tvofeny shlukem
osmi histonovych molekul, na kterém je zhruba ve dvou obtoCenich navinuto 146
nukleotidii. Mezi dvéma nukleozomy je piiblizné 50 nukleotidi DNA ,,volné*
oznacované jako spojnikova (Sladek, 2007). Podle ucebnic a starSich publikaci
se nukleozomy s navinutou DNA sestavuji do tvaru solenoidu, ve kterém piipada Sest
nukleozomil na jeden zavit a tvoii tak ,,chromatinové vldkno®. Toto zminéné vlakno je
nasledné svinuto kolem dalSich nosnych bilkovin tak, ze vytvaii paprskovité vybihajici
smycky. Tento tyCinkovity utvar je nazyvéan tzv. chromatidou (Brdi¢ka, 2001).
Tuto pfedstavu vSak vyvraci recentni vyzkumy, pii nichz se strukturu solenoidu nedatilo
detekovat v bunikach in vivo (Ricci et al., 2015). Dalsi nékolika nasobné svinuti,
a tak dosaZend stésnanost je jen na kratké obdobi (metafize, anaféze),
jelikoz ulehéuje pohyb chromozomu. Silnéjsi vldkna jsou formovana do klicek
tzv. domén. Jednotlivd doména miiZe obsahovat jednu nebo 1 vice transkripénich
jednotek — gent (Brdicka, 2001).

Po celé délce chromozomu neni hustota zavitd komponujici chromatidu stejna,
coz souvisi s uspofadanim nehistonovych bilkovin. Rozeznavame tusek ,,fidsi,
tzv. euchromatinu, a ,,hustsi“ tzv. heterochromatinu (Barto$ & Bartosova, 2007).

Pii interfazi dochazi k dekondenzaci. RozliSovani téchto oblasti v ramci
chromozomu je charakteristické, 1ze ho zviditelnit, a pouZziva se k odliSeni jednotlivych

chromozomli mezi sebou. Jednd se o tzv, pruhovaci metody. Déle se chromozomy
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samoziejm¢  odliSuji  jiz samotnou velikosti a umisténim  centromery,
ktera za pomoci vlaken d¢liciho vieténka dovoluje jejich pohyb béhem mitozy (Brdicka,
2001).

Centromery nejsou pokazdé umistény uprostied délky tyCinkovitého chromozomu,
ale kdekoliv po celé jeho délce (Brown, 2002). Diky tomu vzniknul termin kratka
a dlouhd raménka. U nékterych chromozomil je centromera lokalizovana tak vystiedné,
ze kratka raménka prakticky chybi. K identifikaci jednotlivych chromozomu slouzi popis
Cisly a kratka raménka oznaCujeme jako p a dlouha q (Obrazek 2). Jednotlivé useky
pak cCislujeme od centromery smérem ke koncim ramen, které jsou zakoncené

tzv. telomerou (Brdicka, 2001).

CHROMOZOM
= ) I~

20pm

0.2

- chromatida
- centromera
- kratké rameno chromatidy

- diouhé rameno chromatidy

B S B

Obrazek 2 Stavba chromozomu (zdroj: http://www.szes-la.cz)

1.3.2 Pruhovani chromozomii

Technika pruhovani je schopna rozlisit uvnitf chromozomu oblasti, diky
kterym muze od sebe rozlisit jednotlivé chromozomy (Brown, 2002). Jsou znamy ¢tyfi
pruhovaci systémy. Q - pruhovani je technika, pfi které se pouziva fluorescencni barvivo
chinakrin (odtud i zkratka Q - z anglického quinacrine), ktery je viditelny v ultrafialové
oblasti zafeni. Tento systém je ucinny pro zviditelnéni chromozomu Y (Kocarek et al.,
2006). Pro C -, G - a R - pruhovani se pouziva Giemsovo barvivo, ale pro kazdé barveni
je jina ptiprava chromozomalnich preparati. C - pruhovani je ucinné pro detekci
centromery, protoze se pii ném vizualizuje konstitu¢ni heterochromatin (viz kapitola

1.3.3) (Vrba, 1983). U G - pruhovani nejdiive dochazi pied vlastnim barvenim
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k vystaveni chromozomt trypsinu, ktery narusuje proteinové struktury chromatinu
a poskytuje nejemné&jsi kompozici pruhti a tato metoda je i zaroven nejcastéji uzivana
(Kocarek, 2007). U R - pruhovani dochézi k pfedbéznému osetieni chromozomu teplym
fyziologickym roztokem a vytvari zakladni vzor jako G - pruhovani ale pfi pievracené

poloze svétlych a tmavych prouzki (Hatina a Bryans, 1999).
1.3.3 Funkce chromozomu

DNA chromozomu slouzi jako zaklad ptepisu genetické informace a pomoci RNA
reguluje tvorbu bilkovin v bufice. Centromery jsou zodpovédné za rozd€lovani
chromozom®l v mitéze a meidze. Casti chromozomi, které neobsahuji centromeru
(tzv. acentrické fragmenty), nejsou piichyceny k délicimu vieténku a Casto se pii déleni
ztraci a nepiechazi do jadra dcefinych bunék (Kucerova, 1982). Telomery chrani konce
chromozomll a dovoluji buiice rozpoznat pifirozené a zlomené konce chromozomi
(Brown, 2002). Pokud jadro obsahuje zlomené chromozomy, nastane zpozdéni
bunécéného deleni do té¢ doby, nez dojde k opraveé zlomut. Dale jsou dulezité k udrzeni
tvaru a konct chromozom1 (tzv. distalnich ¢asti dlouhych a kratkych ramének). Pokud je
telomera ztracena, dochazi k tomu, zZe chromozom je velmi nestabilni a ma sklon fizovat
s dalsim zlomenym chromozomem (Kfemen et al., 1998).

Z funk¢niho hlediska rozlisuji cytogenetici na chromozomech euchromatin
a heterochromatin, ktery se dale rozdéluje na konstitu¢ni a fakultativni. Heterochromatin
se po funkéni strance chova jinak, nez naopak zbyla euchromatinova c¢ast.
DNA se v heterochromatinovych tusecich replikuje pozdé€ji nez v euchromatinovych
(Cech & Horky, 2004).

Konstituéni heterochromatin je stabilni v lokalizaci v karyotypu vsech jedincu,
ale je variabilni, srovname-li jeho rozsah u odlisnych jedinci. Vyskytuje se u kazdého
chromozomu — kolem centromery, a proto se nékdy nazyva téz jako centromericky
heterochromatin. Vyhradné¢ na chromosomu Y tvofi heterochromatin distalni c¢ast
dlouhych ramen (Kucerova, 1982).

Z fakultativniho heterochromatinu je tvofen skoro cely jeden chromozom X
ve vSech bunkach normalnich zen. U zen zGstava v aktivnim stavu vzdy jeden chromozom
X, druhy se jiz v ranné intrauterni fazi vyvoje inaktivuje, aby se kompenzovala

skute¢nost, ze muzi maji na rozdil od zen pouze jeden chromozom X (Kucerova, 1982).
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1.4 Mutace

Mutace je spontanni, neovladatelnd, a hlavné trvald zména genetického materialu
(Sram, 1987). Zmény na mutaéni urovni v oblasti gentl jsou diisledkem endogenni chyby,
tj. replikace a reparace DNA ¢i vysledkem vlivu vnéjSich faktort (VojtisSkova, 1999).

V prubéhu Zivota je kazdy ¢loveék vystaven v mensi anebo naopak ve vétsi mite
mutagenim (Kucerova, 1988). Velikost chromozomového poskozeni zavisi na davce,
délce ucinku a taky na zptsobu aplikace mutagenu (Kocarek, 2004). Velka ¢ast porusené
struktury DNA je opravena reparacnimi systémy. AvSak skupina nékterych defektt
zustava neopravena nebo je opravena nespravné a dojde ke vzniklim aberaci riizného
druhu (Kucerova, 1988).

Je znamo, Ze vétina karcinogenti ma i mutagenni G¢inky a maji schopnost vyvolat
in vitro chromozomové aberace v bunikach. Onemocnéni, pii kterém dochazi ke zvysené
senzitivité chromozom k mutacim a jejich zvysené lomivost, tak zaroven zvysuji riziko
vzniku malignich nadora (Kucerova, 1988).

Mutageny rozdélujeme podle plvodu na fyzikdlni mutageny, chemomutageny
a biologické mutageny (Kufe et al., 2003). Mezi fyzikalni mutageny patii jaderné
ionizujici zafeni (o zafeni, B zafeni nebo rychlé a pomalé neutrony), nejaderné ionizujici
zateni (rentgenové zafeni), ultrafialové (UV) zafeni a ultrazvuk. Chemické latky
zpisobujici mutagenni aktivitu se vyskytuji v dneSni dobé v obrovském mnoZzstvi.
Patii sem piedevsim alkylacni slouceniny (napf. ethylmetansulfonat — EMS, ethylenimin
— EI) a azidy (azis sodny, azidoglycerol). Za biologicky mutagen povazujeme nékteré
viry. Jedna se tzv. onkogenni viry, které infikovanim bunky zvySuji Sanci na mutace
v DNA. Zafazujeme sem napiiklad adenoviry, herpes viry, virus Epsteina-Barrové.
Do biologickych mutagent patii i biologicky ¢as (Bednaf et al., 2005).

Na molekularni urovni je mechanizmus vzniku mutaci oznacovan jako schopnost
chemickych latek, fyzikdlnich a biologickych faktorh zménit strukturu i1 funkci
nukleovych kyselin, ddle ménit genetickou informaci, kterd je ur¢ena poradim nukleotid
(Sram, 1987).

Mutace rozdélujeme podle toho, v jakém misté vznikly. Rozezndvame gametické
(v pohlavnich bunikach) anebo somatické (vznik v bunkach ostatnich tkani).
Mutace v zarodeénych bunkach pohlavné se rozmnozujiciho organismu jsou gametami
pfenasené do dalSich generaci. RozliSujeme tfi irovné mutaci: genové, chromozomové

a genomové (Sram, 1987). Genomové mutace piimo meéni pocet chromozomt,
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chromozomové méni strukturu chromozomil a genové mutace ovliviiuji jednotlivé geny

(Nussbaum et al., 2004).
1.4.1 Mutace gametické a somatické

Gametické mutace se objevuji v pohlavnich bunikkdch a na druhou stranu mutace
somatické se vyskytuji ve zbylych buiikach V ostatnich tkanich (Sram, 1987).
V soucCasné¢ dobé je znaméd vysokd Ccetnost vzacnych chromozomovych poruch,
u kterych byla popsana ztrata nebo naopak zisk chromozomu, popf. jeho segmentu
(Nussbaum et al., c2004).

Mutace gametické maji vliv na abnormalni vyvoj zarodkl, kdy nasledkem jsou
spontanni aborty, smrt zarodki ¢i abnormalni vyvoj potomki. V neposledni fad€ snizuji
plodnost nositeld téchto mutaci (Sram, 1987). Poruchy pohlavnich chromozomii mohou
zpusobovat odchylky ve stavbé anebo funkci pohlavnich organt. Vyvojové defekty
ostatnich systémtl nejsou natolik zdvazné jako pii poruchach autozomi, nebot’ pohlavni
chromozomy X a Y nesou méné genu, dilezitych pro vyvoj ostatnich organovych
systémul (Sram, 1987).

Somatické mutace Vv pribéhu vyvoje zarodku Vv déloze matky piimo ovliviuji
strukturu délicich se bunék ¢i poruchu diferenciace bunék s nasledkem malformace
organt i jejich funkci (Sram, 1987). Tyto mutace vznikaji ndhodné jen v uréitych tkanich
a zpusobuji somaticky mozaicizmus, ktery lze pozorovat napt. u malignich nadort
(Nussbaum et al., c2004).

Pouze tii velmi dobfe popsana nemozaikova chromozomova poskozeni na trovni
trizomie nepohlavniho chromozomu jsou slucitelné se zivotem. Downtiv syndrom
(trizomie chromozomu 21), Edwardsiiv syndrom (trizomie chromozomu 18) a Patauliv
syndrom (trizomie chromozomu 13). Vyvojové odchylky u téchto onemocnéni jsou
ur¢eny nadbyte¢nou davkou konkrétnich genti (Nussbaum et al., c2004).

Pro spravny vyvoj lidského plodu je potieba spravné mnozstvi chromozomu s jejich
genovou vybavou. Jak nedostatek, tak 1 nadbytek Skodi a Casto vede az k potraceni
a smrti plodu. Pokud vySetfujeme chromozomy samovolné potracenych plodi, vétSinou

jsou ve vysoké mife piitomny rtizné chromozomové odchylky (Sram, 1987).
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1.4.2 Mutace genové

Genové mutace jsou zmeény jednotlivych genti, které vznikaji zménou potadi
¢1 poctu nukleotidi vjedné molekule DNA. Maji schopnost trvale ji zmeénit,
a predevs§im jsou mikroskopicky neviditelné. Mutace genové jsou tedy dusledkem zmény
Vv chemické struktufe (naptf. alkylaci), vmezetfeni bdzi nebo interakce latky
s nukleotidy (Sram, 1987). Buiiky nesouci mutace na genové trovni, zptisobuji zavaznou
zménu v organizmu, jelikoz buiiky zménéné timto zpisobem nemaji vétSinou snizenou
zivotnost a maji schopnost se dale d¢lit, ¢imz dojde ke vzniku klont mutovanych

dcefinych bun¢k (Kapras, 1992).

1.4.3 Mutace chromozomevé

Chromozomové aberace jsou zmény ve struktufe chromozomi, a pifedevSim jsou
mikroskopicky prokazatelné (Petrova & Svoboda, 2019). Hlavni podminkou pro vznik
aberaci struktury chromozomt jsou zlomy bud chromozomi, anebo chromatid.
Chromozomové mutace, pii kterych dochazi ke zmén€ poctu chromozomi nebo ztraté
velkych segmentl, nejsou slucitelné s dalsim vyvojem plodu ¢i zdvazné poskozuji svého
nositele, predeviim t&Zkym opozdénym duSevnim vyvojem (Sram, 1987).
Tyto mutace jsou méné Casté nez genomové (Nussbaum et al., c2004).

Frekvence vyskytu je pfiblizné¢ jedna pifestavba na 1700 bunéénych déleni.
Chromozomové aberace se ¢asto vyskytuji i u nadorti (Nusshaum et al., c2004).

Chromozomové aberace milzeme dé¢lit na vrozené (VCA) a ziskané (ZCA)

(Kucerova, 1982).

1.4.4 Genomové aberace

Genom je formulovan jako soubor genetickych informaci v jedné sadé¢ chromozom.
Jako genomové aberace nazyvame zmeny v poctu chromozomtl,
jenz vedou k heteroploidii a ta muze byt aneuploidni (monosomicka, trisomicka)
nebo také polyploidni (triplodie, kvadruplodie). Tyto genomové aberace vznikaji
vétSinou v pohlavnich bunikdch nondisjunkci chromozomi pifi déleni bunék.
Déle mohou vzniknout pfi mitéze somatickych bun¢k v naSem organismu a v tkanové

kultute (Kucerova, 1982).
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1.5 Ziskané chromozomové aberace (ZCA)

U cloveka, ktery mél normalni karyotyp ve vSech buiikach v téle, se mize béhem
jeho zivota objevit v nékterych bunkach strukturni nebo genomové aberace. ZCA
se hodnoti v lymfocytech po predchozi kultivaci, ktera trva 48 hodin v primarnich
indukovanych mitézach, aby jejich hodnoceni nebylo ovlivnéno selekci poskozenych
bunék v prabéhu dalsi kultivace (Kapras et al., 1996).

Velka cast aberaci, které vznikly v somatickych buiikach béhem zivota, jsou
vyvolany faktory zevniho prostfedi — mutageny (Kucerova, 1988). Tyto zmény jsou Casto
opraveny reparacnimi mechanizmy buriky, a pokud nejsou, pak takova bunka zpravidla
neprojde kontrolnimi body bunééného cyklu a umird. AvSak miize se stat,
ze jsou tato poSkozeni chybné opravena a mohou pak pro svého nositele pfedstavovat

zvySené riziko vzniku nadord (Kucerova, 1982).

1.6  Typy chromozomovych aberaci

Chromozom je pro builku velmi nezbytna struktura, kterda muize byt poSkozena
ruznymi faktory, které na Zivou builkku plsobi. Aktualn€ jsme schopni urcit tfi typy
chromozomového poskozeni:

1. strukturni aberace

2. genomové aberace

3. vymeény sesterskych chromatid (SCE) (Kuéerova, 1982).

1.6.1 Strukturni aberace

Strukturni chromozomové aberace rozlisujeme na chromatidové a chromozomové.
K chromatidové aberaci dochazi pifi naruSenim pouze jedné -chromatidy.
Naopak chromozomova aberace vznikd pii naruSeni dvou chromatid u jednoho
chromozomu (Vrba, 1983).

V soucasné dob¢ miize byt kontinuita DNA porusena tfemi skupinami mutageni:

1. fyzikélnimi pochody (UV a ionizujici zatfeni)

2. chemickymi latkami

3. viry

Kazda ztéchto vyjmenovanych skupin mutageni ma odliSny uc¢inek plsobeni

a vysledné poskozeni ma jiny charakter (Kufe et al., 2003).
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Vznik chromozomové aberace zplisobené ionizujicim zafenim neni spojen
se syntézou DNA v butice, protoZe aberace vznikaji ve veskerych fazich bunééného cyklu
(Necas, 2009). Ve fazi Giarané S fazi dochéazi k chromozomovym aberacim. V pozdéjsi
S fazi a G2 fazi se objevuji chromatidové aberace. lonizujici zafeni dokdze poskodit
kontinuitu jednoho vlakna DNA, nebo kontinuitu obou vldken dvojspirdly DNA. Zateni
je schopno izolované poskodit jednu bazi DNA, ktera déale vyvola poruchu kontinuity
jednoho vlakna (Kucerova, 1982).

Geneze aberaci zpisobené chemickymi latkami, predevSim alkyla¢nimi latkami,
a vznik aberaci vyvolanych plisobenim virli je u majority téchto mutagent zavisla
na syntéze DNA. PoSkozeni genetické informace témito vySe zminénymi Ciniteli probiha
ve vSech fazich bunééného cyklu, kdy se projevi jenom, pokud po poskozeni buiika projde
fazi syntézy DNA (Kucerova, 1982). Nasledek tohoto poSkozeni se mulze projevit
az po del$im casovém odstupu (Necas, 2009).

Chemickeé latky maji riiznorody charakter a jakakoliv z nich ma schopnost narusovat
DNA odlisnym zpisobem. Nejvice je prostudovano plsobeni alkylaénich latek, které
maji schopnost reagovat s fosfaty, puriny a pyrimidiny. Tyto latky dokazi vyvolat
zkiizeni uvnitf a mezi vldkny DNA. Ddale se mohou navazat na purinové
a pyrimidinové baze a sekundarn¢ poskozovat kontinuitu jednoho nebo obou vlaken
(Kucerova, 1982).

Viry maji riznorodou schopnost poskozeni DNA. Mezi jejich mechanizmus u¢inku
patii inzerce do DNA, rovnéZz jsou schopny pulverizovat chromozomy, piedcasné je
kondenzovat a vyvolat fuzi jader buiiky (Kucerova, 1982).

VétSina strukturnich aberaci se pravdépodobné tvoii pii nespravné opravé poruchy
kontinuity DNA (Kucerova, 1982).

Utinky ionizujictho zafeni odeéitime zpravidla v lymfocytech, kde nalézdme
chromozomové aberace. V dasledku chemickych latek a vird nachazime spise aberace

chromatidové (Vrba, 1983).
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1.6.2 Morfologie chromozomovych aberaci

Zlomené konce chromozomul maji tendenci se spojovat, protoze pii zlomech dochazi
ke ztraté telomer (terminalni ¢asti kratkych nebo dlouhych ramen) (Bednaf et al., 2005).

Poskozeni chromozomového vldkna se objevuje jako chromatidovy zlom (poruseni
je na jedné chromatid¢€) nebo jako chromozomovy zlom (je-li porusena kontinuita obou
chromatid). Kdyz se odlomeny segment chromozomu ztrati, jedna se o deleci. Odlomeny
usek chromozomu bez centromery muze setrvat pii dalSim d€leni bunky jako volny
fragment. VétSina vzniklych zlomu je opravena do autentického stavu a mala skupina
zUstava oteviena. Jestlize je zlomeno vice chromozomt v jednom jadfe builky nardz,
nebo je jeden chromozom zlomen vickrat, mtize dojit k nespravnému spojeni zlomenych
ramen. Jako nasledek se v bufice objevi abnormalni tvary chromozomi — chromozomové
ptestavby (Kucerova, 1982).

Pokud dva chromozomy obsahuji kazdy jeden chromatidovy zlom, mohou recipro¢ni
vyménou a naslednym spojenim zlomenych c¢asti vytvofit formaci, ktery se nazyva
chromatidova vymeéna (Kucerova, 1982).

Dva zlomy u jednoho chromozomu (jeden na kratkém a druhy na dlouhém rameni)
dokazi vytvofit prstencovy chromozom, ktery obsahuje centromeru, kdy ke spojeni
dochazi u zlomenych mist. Ojedinéle se vyskytuje prstenec bez centromery,
ktery vznikd z volnych difragmentii. Pfi hodnoceni se pfi¢ita k fragmentim (Kucerova,
1982).

Zlomi-li se u dvou riznych chromozomu jejich ramena soucasn¢, mohou se oba
chromozomy sjednotit v jeden chromozom se dvéma centromerami a vytvori
tzv. dicentricky chromozom (Chalupova-Karlovska, 2002).

Stava se, Ze se objevi dva zlomy na stejném ramenu chromozomu tak blizko u sebe,
ze po nasledném odlouceni fragmentu se lehce ramena opét spoji do ptivodniho stavu.
Mala odloucena ¢ast se oznacuje jako ,,minute” a na chromozomu vzniké intersticialni
delece (Kucerova, 1982).

Chromozomové zlomy, dicentrické chromozomy, fragmenty, minutes a ojedinéle
prstencové chromozomy jsou charakteristické pro aberace postradia¢niho typu a znaéné
narusuji genetické vybaveni builky, protoze nedovoli u dalsiho dé€leni chromozomu
korektni rozdéleni DNA do novych dcefinych bunék. Zpusobuji nadbytek nebo deficit
genetické informace, ktery je pfevazné pro buiiku fatalni. Tyto aberace jsou oznacovany

jako nestabilni (Bednaf et al., 2005).
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Po ozafeni i po U¢inku mutagenti mlze dojit k tvorb& tzv. stabilnich aberaci.
Pti zlomeni ramen u dvou chromozomt mize dojit k vytvoteni tzv. reciproké translokace,
kdy si mezi sebou prohodi odlomené fragmenty ramen a ty se nasledn¢ pfipoji na misto
zlomu. Castdji, nez reciproka translokace vznikd neuplna translokace, tj. stav,
kdy periferné¢ odlomeny fragment se piremisti a pfipoji se na nepferuSeny chromozom
(Kucerova, 1982).

Specifickym druhem translokace je tzv. Robertsonova translokace, zvana také jako
centromericka fuze. U této translokace dochédzi k splynuti dvou akrocentrickych
chromozomu centromerami, kdy jejich kratka raménka zjadra bunky zcela zmizi.
Nasledné vznikne metacentricky nebo submetacentricky chromozom, kdy se jedna
centromera inaktivuje. Tyto ztraty kratkych ramen akrocentrickych chromozomu nemaji
pro bunku podle v§eho negativni ndsledky (Kucerova, 1982).

Objevuji se jesté dalsi a mnohem vzacnéj$i typy chromozomovych aberaci.
Jako prvni je inzerce, kdy se drobny fragment chromozomu vmezeti do zlomu na jiném
chromozomu a vytvoii novy celek. Dale vznikaji inverze chromozomt, kdy se dvéma
zlomy na jednom rameni odlouci ¢ast, kterd se nasledné oto¢i o 180° a opét se spoji
S pivodnim ramenem v mist¢ zlomu. Této aberaci fikdme paracentricka inverze.
Pokud vzniknou dva zlomy na stejném chromozomii nardz na kratkych i dlouhych
ramenech a odlomeny fragment obsahuje i centromeru, je tato aberace oznacovana jako
pericentricka inverze (Vrba, 1983).

Tyto chromozomové aberace: translokace, inverze a inzerce (Obrazek 3) ponechdvaji
souhrnny objem DNA v jadie bunky v autentickém stavu, jen prostorova organizace
genetické informace je abnormalni. Aberace neposkozuji relevantnim zptisobem dé€leni
chromozom a nejsou pro buiiku fatalni. V disledku tohoto piisobeni jsou nazyvany jako
stabilni aberace. Pro nestabilni aberace plati, Ze se z lidského organismu pomalu ztraceji,

pokud mutagen ptestal uCinkovat, a to béhem tii let (Kucerova, 1982).
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1.6.3 Vymény sestersky chromatid

Sesterska chromatidova vyména se oznacuje jako SCE (z anglického: sister
chromatid exchange). Jedna se o symetrickou vyménu mezi dvéma sesterskymi
chromatidami téhoz chromozomu, kdy nedojde k alteraci chromozomové morfologie.
Tyto vymény vznikaji v malém zastoupenim i spontanné (Kohlikova, 2003).

Pokud byly buriky vystaveny mutagentim in vivo ¢i in vitro, jejich pocet se zvysuje.
Ionizujici zafeni oproti ptisobeni chemickych latek zvySuje pocet SCE méné vyrazné
(Vrba, 1983).

SCE jsou pfimo umérné mnozstvi mutagenu a délce expozice i délce chromozomu.
Stredni tsek ramen chromozomu se stava mistem SCE castéji nez zbylé casti
chromozomu. Naopak v heterochromatinové c¢asti v oblasti centromery (oblast
C - chromatinu) vznikaji SCE velmi vzacné (Kucéerova, 1982).

V souCasné dobé se kznazornéni SCE pouziva tzv. harlekynska technika,
oznacovana taky jako FPG (fluorescence plus Giemsa). Tato zminéna technika vyuziva
bromdeoxyuridinu (BrdU), ktery se za¢leni do DNA na pozici thimidinu a tim zméni
barvici vlastnosti chromozomu. Abychom mohli znazornit SCE, je potieba, aby burika
prosla dvéma bunéénymi cykly sobsazenym BrdU. Chromatida obsahujici
bromdeoxyuridinem Vv obou vlaknech je po nasledném barveni zietelné svétlejsi
nez S BrdU pouze v jednom vlakné chromatidy (Kocarek et al., 2006).

Samotné barveni se provadi dibenzimidazolem (Hoechstovo barvivo) a vzapéti
Giemsou. V mistech chromozomu, kde je obsazen BrdU je fluorescence Hoechstova
barviva velmi malo vyraznd. Pokud se buiika dobarvi Giemsou, nastane diferenciace
ve zbarveni mnohem vyraznéj$i, a piedev§im stald a je mozné ji pozorovat
ve svételném mikroskopu. Touto metodou jsou SCE velmi vyrazné vizualizovatelné
(Kucerova, 1982).

Ptivod, mechanismus, a hlavné dtsledky vzniku SCE maji nejspise vztah k opravnym
procesim DNA — , repairu® (Kufe et al., 2003). Pravdépodobn¢ se jedna o rekombinacni
typ opravy: roz$t€p, proloZeni, doplnéni a nasledné znovuspojeni obou vldken
dvousroubovice DNA. Je ocividné, Ze sesterské chromatidové vymeény se tvoii béhem
replikace DNA, protoze burky, které jsou néjakym zpusobem posSkozeny mutageny

ve fazi Gz, neprokazuji vzestup po¢tu SCE az do dalsi replikace (Kucerova, 1982).
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1.7 Dvouretézcové zlomy DNA

Dvoufetézcové zlomy (DSB — z anglického: ,,DNA double-strand breaks*) patii mezi
a endogennich vlivil. Za hlavni endogenni pti€iny povazujeme zéstavu a nasledny kolaps
replikacni vidlice jako diisledek kontaktu replizému s porusenym tusekem genomové
DNA (Khanna & Jackson, 2001) i také nedostatek deoxynukleosid trifosfati (ANTP)
(Petermann et al., 2010). Mimo jiné u specifickych buné¢nych typi — B a T lymfocyti
dochazi béhem jejich vyvoje K cilenému vzniku DSB v dusledku jejich zvySené
rekombinacni aktivity (napf. V(D)J rekombinace genti pro TCR a imunoglobulin).
Do exogennich chemickych vlivli patfi ptisobeni DNA interkaldtord, mutagennich
alkylac¢nich latek ¢i kyslikatych radikald. Jako fyzikalni vlivy povazujeme pusobeni
ionizujiciho zafeni s vysokou davkou ptisobeni (Khanna & Jackson, 2001).

Frekvence vzniku DSB je oproti ostatnim typim poskozeni DNA velmi nizka.
V piipadé dvoutetézcovych zlomt buitka nema bohuzel k dispozici templat pro opravu,
a to jako v podobé druhého neposkozeného vlakna DNA. Diky této absenci jsou DSB
vysokymi induktory mutaci se silnym cytotoxickym ucinkem (Vilenchik & Knudson,
2003).

1.7.1 Hlavni mechanismy opravy DBS

Pokud dojde ke zlomu jednoho fetézce DNA, je pro buniku velmi jednoduché jej
opravit. Zustava zachovana kontinuita druhého fetézce, a tak tento fetézec muze byt
pouzit jako templat pro opravu poruSené¢ho fetézce. Naopak dvouietézcovy zlom patii
zlomy povazovany za neopravitelné a dnes jiZ vime, Ze buitka ma k dispozici minimalné
dva mechanismy oprav. Prvnim a zaroveii méné Castym mechanismem oprav je
homologni rekombinace. Pfi této opravé je pouzita sekvence DNA odpovidajici té, kterd
byla poSkozena. Dle ni se nasledné syntetizuje poruseny fetézec DNA a vysledkem je
pfesna, a predevsim spolehlivd oprava, u které neni riziko ztraty genetické informace.
Slabinou tohoto mechanismu je nalezeni odpovidajici homologni sekvence, které je
povazovano predev§im nehomologni spojovani volnych koncd DNA (NHEJ -
z anglického non-homologous end joing). Vyuziva se ptimého napojeni pteruseného

fetézce DNA bez identické ptfedlohy, a tudiz odpada nutnost nalezeni homologni
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sekvence DNA. I pfes to, Ze tento mechanismus je jednodussi, zaroven je i nachylnéjsi
k chybam a muize se stat potencialnim zdrojem mutaci (Felt & Cvek, 2008).

Homologni rekombinace se nejcastéji vyskytuje v pozdni fazi S a fazich G2 a M,
tedy az po probéhlé replikaci DNA. Je to logické, protoze po replikaci vzniklé
dvojnasobné mnozstvi DNA nabizi vice identickych sekvenci DNA, které jsou pouzitelné
k opravé. Naopak ve fazi G1 a ¢asné fazi S, kdy se v bunce vyskytuje pouze jedna kopie
molekuly DNA, je castéjsSi nehomologni spojovani volnych koncti (Vilenchik
& Knudson, 2003). Zajimavy je fakt, Zze bunky s poskozenym NHEJ jsou velmi
radiosenzitivni, zatim-co bunky s defektem v homologni rekombinaci maji zachovanou

svou normalni radiosenzitivitu ((Felt & Cvek, 2008).

1.7.2 Rozpozndni DSB na DNA

Rozpoznani dvouretézcového zlomu je prvnim krokem pii jejich opravé. Hlavni
podstatou procesu je predevS§im zabranit separaci obou volnych konci DNA,
které vznikly jako dusledek pieruSeni pentoza fosfatového fetézce a jejich nasledna
stabilizace. Velmi dulezita je inhibice separace volnych konct porusené DNA, ktera je
dilezita pro zajisténi spravného spojeni ¢asti poSkozeného chromozomu. Tento proces
se je tzv. intramolekularni ligace. Disfunkce téchto vlastnosti je jednim z faktort
vedoucich k vzniku dicentrickych a acentrickych chromozomii, kdy dochézi ke zvysené
intramolekularni ligaci. Poskozené volné konce DNA obsahuji volné hydroxylové
a fosfatové skupiny, které jsou velmi nachylné k pisobeni nespecifickych endonukleéz.
Rozpoznani DSB je zprosttedkovano protein-DNA interakci. Mezi hlavni proteinové
faktory patii heterodimér Ku70/80 a MRN koplex. Tyto dva faktory maji vysokou afinitu
k volnym konctim (Vilenchik & Knudson, 2003).

Heterodimer Ku70/80 je sloZzeny ze dvou podjednotek — Ku70 (nazev je tvofeny
podle jeho velikosti 69,5 kDa) a Ku80 (o velikosti 82,7 kDa) (Zhang et al., 2001).
Béhem své aktivni formy ma vysokou afinitu k volnym konciim DNA. Bylo prokazano,
ze 95 % volnych koncli je obsazeno jednim Ku70/80 komplexem. Diky témto
vyjimeénym vlastnostem se chova jako inicidlni senzor dvoufetézcovych zlomi,
bez ohledu na nasledujici opravny mechanismus. Vytvafi otevieny prstenec, ktery je
napojen na DNA konec. Takto navazany Ku70/80 na DNA puisobi jako tzv. proteinové
leSeni a nasledné se mohou navazat dalsi proteinové faktory zprostfedkovavajici spojeni

volnych koncti pomoci mechanismu NHEJ (Postow, 2011).
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1.7.3 Nehomologni spojovani volnych koncii

Cilem nehomologniho spojovani volnych konct je cilené rozpoznani DSB
navazanim heterodimeru Ku70/80 na volné konce DNA. Na kratkou dobu je komplex
Ku 70/80 po navazani na DNA schopen v misté zlomu udrzet oba volné konce V tésné
blizkosti, a to za pomoci slabych nevazebnych elektrostatickych interakei (Shin et al.,
2004). Nejprve se na néj navaze katalyticka podjednotka DNA-PK (DNA dependentni
protein kinaza), za vzniku Kkatalyticky aktivniho enzymu. Holoenzym se Ser/Thr
kinazovou aktivitou pak fosforyluje mensi pocet reparacnich faktort, a tvofi soucasti
pfi sestavovani tzv. funkéniho reparacniho ohniska — IRF (lonizing Radiation-Induced
Foci). Mimo jiné spolu jednotlivé DNA-PKcs (DNA dependentni protein kindza —
katalyticka podjednotka) vazané na Ku70/80 na obou koncich DSB, interaguji diky svym
C - termindlnim vazebnym doménam. Dochazi tak k pevnému ptremosténi (,,end-
bridging®) volnych koncli v misté¢ zlomu a je potiebné pro jejich znovuspojeni.
Poté se ke komplexu Ku70/80-DNA-PKcs pridaji enzymy, které maji za kol Gpravu
volnych konci DNA. Mezi tyto enzymy patii terminalni deoxynukleotidyl transferaza
(TdT), ktera je velmi nezbytna pro V(D)J rekombinaci. Déle se jednd o polymerazu
aap (Fan & Wu, 2004). Diky jejich spole¢né polymeracni a exonukleazové aktivité
vzniknou konce, které jsou pfijatelni pro znovuspojeni pomoci DNA ligazy IV (Davis et
al., 2008). Za chybovost procesu NHEJ mohou prave tyto tipravy volnych konci DNA,
protoze muze dojit ke ztrat¢ ¢i vlozeni casti sekvence do poskozené DNA.
V koncové fazi procesu je do mista zlomu navazéana aktivni DNA ligaza IV (Chen et al.,
2000). Enzym DNA ligaza IV nema potiebnou DNA vazebnou specifitu a do mista DSB
se transportuje ve spole¢ném komplexu s proteinem XRCC4. Ten se specificky vaze
na Ku70/80. Navazany komplex XRCC4-DNA ligdzy IV zplsobuje odtrhnuti
DNA-PKcs i DNA modifikujicich enzymi v misté dvoufetézcového zlomu a konecné
spojeni volnych koncti DNA konctim (Vilenchik & Knudson, 2003).

Poskozeni ¢i inaktivace nékterého z téchto zasadnich faktort (Ku70/80, DNA ligaza
IV, DNA-PKcs, XRCC4,) zplsobuje velmi zvysenou citlivosti na ionizujici zafeni
i jinym DSB indukujicim faktoram (Meek et al., 2008).
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1.7.4 Homologni rekombinace

Béhem opravy DNA pomoci homologni rekombinace (HR) dochazi k velmi rozsahlé
resekci poskozené casti DNA. Nasledné dojde k syntéze nového vldkna s piedlohou
templatu neposSkozené homologni sekvence, a t0 na sesterské chromatidé. Cely tento
proces HR je slozeny ze tii krokd — resekce, rekombinace a resoluce. Je nutné regulovat
tyto kroky tak, aby nasledny krok byl vzdy proveden teprve po uplném dokonceni kroku
piedchoziho. Sled reakci je fizen pomoci kooperativni ¢innosti mediatort a efektort.
Vazba mediatoru do mista dvoufetézcového zlomu ma za pfi¢inu vznik specifické
proteinové modifikace. Ta pozdé&ji povoli vazbu efektoru, ktery ma za kol katalyzovat
uréitou strukturni zménu v IRIF. Naslednd zména umozni vazbu jiného mediatoru
se spravnym nacasovanim nasledujiciho kroku (Vilenchik & Knudson, 2003).

Prvotnim krokem opravy je vyhledani mista DSB s néaslednou resekci nukleotidl
vV misté zlomu. K vyhledavani DSB napomahd MRN komplex. Ten po navazani na DNA
V misté poruseni vlakna interaguje spole¢né s neaktivnim homodimerem ATM. Vznikla
vazba aktivuje kinazovou aktivitu ATM, ktera poté fosforyluje histon H2AX.
Modifikovany histon — yH2AX je specificky rozpoznavan proteinem MDC1,
ktery se na n¢j navaze diky fosfo-protein specifické interakci zprostiedkované za pomaoci
jeho BRCT domény. Takto navazany MDCI je poté fosforylovan pomoci ATM v misté
Thrd (Jugmichel et al., 2012). Fosforylace umoznuje specifickou vazbu proteinového
komplexu, kdy jeho centralni ¢ast tvoii RNF8, na ktery je rovnéz ptipojen aktivovany
ubikvitin ligazovy komplex UBC13. Tento komplex katalyzuje polyubikvitinaci histonu
YH2AX na Lys63. Vznikly polyubikvitinovany YH2AX je rozeznavan a zaroven vazan
proteinem RAP80 pomoci ubikvitin-interakéniho motivu (UIM). Na RAP80 se navaze
komplex BRCAL-C pomoci své specifické BRCT domény (Yan & Jetten, 2008). Hlavni
ulohou tohoto komplexu je transportovat do mista zlomu aktivni exonukleazu CtIP, ktera
se podili na rozsahlé resekci ve sméru od 5" k 3" konci (Zimmermann et al., 2013).

Na 37 presahujici konce DNA se v mist¢ DSB velmi rychlym zpisobem navazuji
molekuly RPA a inhibuje se tak vznik nezadoucich sekundarnich struktur na tGseku
jednotetézcové DNA, které by mohly branit budoucim krokiim opravy. Rekombinaza
Rad51 zprostiedkovava naslednou invazi vzniklého jednofetézcového presahu
do sesterské chromatidy. Vyménu RPA za Rad51 zajiStuje protein BRCA2, ktery je

do mista zlomu vazan pomoci svého vazebného partnera PALB2 (Buisson et al., 2010).
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Dalsi fazi homologni rekombinace je vytvoreni D-smycky s naslednym prodlouzeni
3" konce DNA polymerazou, kterd ma schopnost kopirovat genetickou informaci
Z neposkozeného vlakna DNA. Po zkopirovani zadaného useku dochazi Kk rozpadu
D-smyc¢ky, odstiizeni a také ligaci syntetizovanych vlaken (Long et al., 2011).
Vysledkem homologni rekombinace je vytvoreni dvou totoznych sesterskych chromatid,
a to predevSim bez vzajemné vymeény homolognich sekvenci — ,.crossing-overu®.
Pasobeni aktivniho IRIF v misté, kdy uz byl Gsek opraveny, vede k tzv. hyper-homologni
rekombinaci. Ta miize vést ke genomovym piestavbam a potenciadlni pfi¢inou maligni

transformace (Dever et al., 2011).

1.7.5 Single-strand annealing

Single-strand annealing (SSA) je minoritni DSB opravny proces, ktera je na pomezi
NHEJ a HR. Tento mechanismus oprav zéalezi na tvorbé mikrohomologii
mezi jednotlivymi vlakny porusené DNA u jedné chromatidy. SSA se pouziva
na oblasti DNA s vysokym poctem repetitivnich usekt (Barroso et al., 2009).

Pii opravé dvoufetézcového zlomu pomoci procesu SSA dojde nejprve Kk resekci
ve sméru od 5" k 3" konci podobné jako u homologni rekombinace. Ale v piipadé SSA
nevznikaji dlouhé ssDNA piesahy. Po resekci dochazi k navazani Rad52 na vzniklé
jednofetézové Casti. Tento protein reguluje invazi do jednofetézcové DNA na prot&j$im
konci poSkozené chromatidy. Poté, co vznikne mikrohomologie Vv oblasti
dvoufetézcového zlomu, dojde k navazani Msh2-Msh3. Vznikly komplex ma schopnost
rozpoznat inzer¢ni nebo delecni smyCky na DNA. Rozpoznava a stabilizuje 3” konce
okolo ds a ssSDNA a tim napomaha navazani Radl-Radl10. Nasledné tento
endonukleazovy komplex katalyzujici t€inky a pisobi na odstépeni piesahujicich ¢asti
DNA, které nejsou homologni. Popiipadé jsou chybéjici nukleotidy u nové vzniklého
spojeni v koncovém kroku dosyntetizovany pomoci DNA polymerazy, a nakonec

dohromady spojené DNA ligazou (Jensen et al., 2005).
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1.8 Syndromy lomivesti chromozomii

Mezi tyto syndromy patii: Ataxie telangiektasia (AT), Bloomiv syndrom (BS),
Fanconiho anémie (FA), Nijmegensky syndrom lomivosti (NBS), Werneriiv syndrom
(WS), Xeroderma pigmentosum (XP) a mnoho dalSich (Seemanova et al., 2002).
Jedna se o vzacna autozomalné recesivné dédi¢na onemocnéni (Snustad & Simmons,
2017). U téchto vsech chorob, i kdyz nemaji zadny spole¢ny vztah jak v patogenezi,
tak v klinickych piiznacich, se objevuji dva spole¢né rysy: nestabilita chromozomu
a vysoké nebezpeci vzniku malignich nadoru (Michalova, 1999).

Nestabilita chromozomt se jevi jako Casté zlomy anebo chromozomové vymény
a prestavby. Nékdy se mohou objevovat translokace chromozomu, které jsou typicka
pro ataxii telangiektasii. U Bloomova syndromu nachazime tzv. quadriradialy,
které jsou slozené z holognich chromozomi a obvykle byvaji symetrické (Michalova,
1999). Pii Fanconiho anémii dochazi k tvorbé triradialti a quadriradiald z nehomolognich
chromozomut (Rokyta, 2015). Postizené chromozomy nejsou nahodné, ale dochazi
K preferen¢nimu zasazeni konktrétnich chromozomu Vv uréitych mistech. Studie bun¢k
kostni dfen¢ nemocnych prokazala, ze tyto chromozomové zmény jsou ptitomny i in vivo
(Snustad & Simmons, 2017).

I pies to, Ze jsou jiz dnes tyto syndromy diagnostikovany molekularné geneticky, je
cytogeneticka analyza perifernich lymfocytii a bunck kostni dfené stale vyuzivana.
U Bloomova syndromu je zakladni vySetfeni jesté doplnéno o test vymeén sesterskych
chromatid. Hodnota SCE je u postizenych homozygott 10krat i vicekrat zvySena oproti
normé. Za normu je povazovano 8-12 sesterskych vymeén chromatid na mitozu,

u Bloomova syndromu je 100 i vice SCE na mitézu (Michalova, 1999).

28



1.8.1 Fanconiho anémie

Fanconiho anémie (FA) je druh aplastické anémie, kdy se jednd o autozomalné
recesivni dédi¢né onemocnéni, které je charakteristické svou genomovou nestabilitou
(Penka & Bulikova, 2009).

Pro toto onemocnéni je typicka porucha reparace DNA (Heredia et al., 2019).
Jako nasledek poruchy této funkce jsou bunky jedince velmi citlivé na pisobeni rtiznych
mutagenti, a to predevSim ioniza¢niho zafeni a alkylacnich latek. Porucha reparace
chromozomt je nejvice o¢ividna u bunék, které se rychle déli, a proto jedinci s FA jsou
malého vzristu, maji mikrocefalii, poruchu pohlavniho zrani, a ptedevS§im poruchu
V imunitnim systému (Snustad & Simmons, 2017)

Pfi této anémii se mohou objevovat vrozené vady srdce a ledvin, miize
se vyskytovat skolioza, radidlni hypoaplazie a ojedinéle porucha psychomotorického
vyvoje. Postupné se rozviji pancytopenie, pti které ¢asto dochazi az k selhani kostni dfené
anutnosti ji transplantovat (Heredia et al., 2019). U pacienti s FA se vyskytuji
hematologické malignity jako je myelodysplasticky syndrom (10-30 %)
a nehematologické malignity (solidni tumory hlavy, krku, kiize, GIT anebo pohlavnich
organtl) a to az u 25-30 % pacientii (Puchmarejova et al., 2016).

Diagnostika FA je rozsahly proces, ktery obsahuje cytogenetické vysSetieni
a vySetfeni bunécné kinetiky, stanoveni komplementacnich skupin a velmi dilezité
molekularné genetické vySetfeni (Puchmajerova et al., 2016). Mimo makrocytozy je
i pfi vySetfeni o¢ividné zvysena hladina HbF. (Valka & Cermak, 2018).

Pii cytogenetickém vySetfeni dochazi k detekci chromozomovych aberaci
(zlomy, ptestavby, chromatidové vymeény) (Obrazek 4) v bunéénych kulturach,
kdy se jejich pocet zvysuje po ptidani di-epoxy-butanu (DEB) ¢i mitomycinu C (MMC)
do lymfocytarni kultury. I po negativni testu s vyuzitim DEB nebo MMC a pietrvavajici
podezieni na Fanconiho anémii je dobré tyto testy opakovat, ale vySetfeni je nutné provést
na jinych bunkach napt. koznich fibroblastech (Puchmajerova et al., 2016).

U vysetieni bunécné kinetiky se vyuziva zastaveni bun¢k v G2 fazi, kK némuz dochazi
ve vysoké frakci u lymfocytarnich nebo fibroblastovych kulturach bunék pacientd s FA
po vystaveni ufinku mitomycinu. Pii nasledné pratokové cytometrii se stanovi
percentualni zastoupeni bunék v G2 fazi bunééného cyklu (Puchmajerova et al., 2016).

Poté nasleduje zatazeni do jedné z komplementacnich skupin (A, B, C, D1, D2, E, F,
G, I,J, L, M, N, O, P). Za kazdou z nich je odpovédna bialelickd mutace urcitého genu.
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Vyjimku tvofi

komplementacni

na chromozom X (Puchmajerova et al., 2016).
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onemocnéni je 1ékem volby alogenni transplantace kostni dfend (Valka & Cermak, 2018).
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Obrazek 4 FA — vznik chromozomovych aberaci (zdroj: https:/lwww.cell.com)

Pri Fanconiho anémii po pridani DEB nedochazi k meziretézcovym opravam a homologni rekombinaci, a proto

chromatidovy zlom neni opraven. Chromozom je nachylny ke spojeni s jinym chromozomem v blizkém okoli a

vytvareji chromozomové aberace
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2 Metodika

Ma prakticka Cast bakalaiské prace spociva v hodnoceni chromozomovych aberaci.
Prace obsahuje vSechny kroky od pfijmu vzorku az po samotné hodnoceni. V prvni ¢asti
dochazi kptijmu vzorku, zpracovani materialu a nasledné K barveni preparatu.
Druha cast se pak zaobira vlastni analyzou. VSechny tyto kroky jsem ucinila ve FN Motol
na Oddéleni 1ékarské cytogenetiky. Na tomto pracovisti jsou vySetfovani pacienti
s podezienim na né€ktery ze syndromu zvy$ené lomivosti chromozomu ¢i osoby v riziku
kontaktu s genotoxickymi ¢inidly zejména sohledem na jejich reprodukci.
Nejedna se tedy o pracoviste, které systematicky monitoruje pisobeni genotoxickych
Cinitelt.

Po odbéru, kdy zdravotni sestra odebrala 3 ml vendzni krve do zkumavky s lithium-
heparinem (LiHe), byl vzorek oznafen jménem a piijmenim, rodnym cislem a datem
odbéru. Takto odebrany a oznaCeny vzorek byl spoleéné s zadankou transportovan
do cytogenetické laboratofe.

Tento primérni vzorek spole¢né s zddankou je transportovan bud’ osobné povérenym
pracovnikem nebo posStou ¢i svozovou sluzbou na urené misto — Centralni piijem
vzorkd.

Po ptevzeti biologického materidlu jsme provedli kontrolu vhodnosti odbérového
systému vzhledem k pozadovanému vySetieni, spravnou identifikaci, mnoZzstvi materidlu
a kontrolu neposkozenosti a Cistoty odbérové nadoby. Identifikacni tdaje uvedené
na primarnim vzorku se musi shodovat s udaji na zadance. Pokud dojde K nejistoté
ohledné¢ identifikace vzorku nebo dokonce i pacienta, stability vzorku, nedostate¢ného
objemu biologického vzorku, vedouci laboratote zhodnoti, zda mtizeme piistoupit k jeho
zpracovani.

Pokud se jedna o vySetfeni ziskanych chromozomovych aberaci — spontannich, je
jesté navic nutné vyplnit dotaznik (Obrazek 5) ohledné pacientova aktuélnim zdravotnim
stavu a zZivotnim stylu.

Na centralnim ptijmu vzorku jsme ptidé€lili vzorku kod, ktery jsme nasledné vytiskly
na Stitek s ¢arovym kodem a nalepili na zadanku a zkumavku. Vzorek je poté zaecvidovan

do databazi: UNIS, Genetické databaze a zapsan v Knize ptijmu vzorkd.
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Obrazek 5 Dotaznik (zdroj: http://lwww.fnmotol.cz/ublg)
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2.1 Zpracovani vzorku

Tkanovou kulturu je vhodné zalozit do 24 hodin. Pfipravené kompletni médium
RPMI jsme rozplnili do kultiva¢nich lahvic¢ek po 5 ml. Do kazdé¢ kultivacni lahvicky jsme
poté piidali 0,1 ml phytohemaglutininu (PHA), ktery pisobi jako mitogen a stimuluje
T—-lymfocyty, za pomoci automatické pipety a ptislusnych $picek. Po promichani jsme
nesrazlivou a heparizovanou krev ptidali pomoci automatické pipety v mnozstvi ptiblizné
0,5 ml na kultiva¢ni lahvi¢ku. Zbytek krve jsme si ponechali v ptivodni odbérové
zkumavce a zalozili na dobu 14 dni do lednice pro piipadné opakovani
¢i doplnéni vySetieni. Vzorek jsme uchovavali pii teploté 2-8 °C.

Pfi pozadavku indukovanych chromozomovych aberaci bychom provadéli kultivaci
v inkubatoru 24 hodin pii 37 °C v termostatu, kdy po uplynuti této doby bychom piidali
0,1 ml nafedéného pracovniho roztoku epoxy-di-buta-dienu (DEB) a nasledn¢ inkubovali
dalsich 48 hodin.

Na poslednich 2,5 hodiny nasi kultivace jsme piidali 0,1 ml colcemidu na kultivaéni
lahvi¢ku 25 cm?, ktery zastavi mitotické déleni ve stadiu metafaze. Béhem kultivace jsme
dodrzovali doporucené postupy a 1x za 24 hodin jsme promichali obsah kultivaéni
lahvicky.

Po ukonceni kultivace jsme piipravovany vzorek zpracovali (hypotonizovali
a prevedli do fixa¢niho roztoku — metanol a kyselina octova v poméru 3:1) a nakapali

na podlozni sklo a nasledné pouZili klasické barveni Giemsou.

Piiprava roztoku

Kompletni RPMI
Do odmérného vélce jsme si odmétili 19 ml FTS (fetalni teleci sérum), ptidali
0,15 ml gentamycinu a doplnili komeréné dodavanym RPMI médiem do celkového

objemu 150 ml kompletniho média (Tabulka 1).

Tabulka 1 Priprava RPMI

Vzorek Objem (ml)
FTS 19
Gentamycin 0,15
Celkovy objem 150

Zdroj: vlastni
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Redéni colcemidu
1:1=1dil colcemidu + 1 dil PBS (fosfatovy pufr)
1:3 =1 dil colcemidu (fedéné¢ho 1 : 1) + 1 dil PBS

Redéni 1 : 3 je kone¢né fedéni, které davame v poméru 0,1 ml / 1 kulturu

Redéni DEB
Zasobni roztok: 1 g DEB.......... 100 ml H20
Naredény roztok: 0,1 ml zasobniho roztoku ...... 100 ml H20

2.2 Barveni

Barveni podle Giemsy

Obarveni chromozomu je velmi dulezité k zobrazeni a identifikaci jednotlivych
chromozomli. Napoméha ndm kjejich roztiidéni a popisu jednotlivych zmén
ve struktufe. Toto barvivo je vhodné k barveni mikroskopickych preparatii a zvyraznéni
bunéénych struktur. Principem barveni je absorpce Giemsova roztoku organickymi
strukturami. V dnesni dob¢ se pouziva pro stanoveni strukturnich aberaci chromozomu,
kjejich hodnoceni u jedincd, ktefi jsou vystaveni klastogennim Cinitelim
nebo u pacientt s poruchami reparace DNA.

Nejdiive jsme si do sklenéné kyvety pripravili barvici roztok, ktery se sklada z 50 ml
destilované vody, 30 ml Gurrova pufru a 9 ml metanolové soluce Giemsova barviva, které
laboratot odebird od vyrobce Fluka. Jedno sklo jsme ponofili do kyvety pfiblizné
na 5 minut a po uplynuti této doby oplachli pod tekouci vodou. V optickém mikroskopu
jsme nejdiive prekontrolovali intenzitu obarveni a pokud bude niz$i, mizeme upravit ¢as
barveni. Stejnym zpusobem jsme obarvili dal§i zbylé preparaty. Pro vSechny barvici
postupy plati, Ze nejprve je nutno vyzkouSet barveni na jednom preparatu a podle
vysledku upravujeme cCasy, eventudln¢ koncentraci a teplotu reagencii.
Dokud nedosahneme zadaného a optimalniho vysledku. Potom az mizeme obarvit dalsi
preparaty. Velmi zasadni je pfipravovat pracovni roztoky denné Cerstvé.

Vysledkem naseho barveni jsou homogenné obarvené, tmavé fialové chromozomy
bez jakéhokoliv pruhovani, ktery ndm pomtize chromozomy roztiidit jen do skupin.

U takto ziskanych a obarvenych chromozomii lze snadno urcit strukturni

a numerické aberace.
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2.3 Hodnoceni

V cytogenetické laboratofi je nutno pfipravené preparaty hodnotit svételnymi
mikroskopy s vysokou rozlisovaci schopnosti, a tudiz s velmi kvalitni optikou. Jen takto
vybavené mikroskopy maji schopnost dokonale rozlisit sled pruhti a pfipadné odchylky
na chromozomech.

Chromozomy jsem hodnotila pomoci svételného mikroskopu (Leica DM500).
V prvni fad¢ jsem pii malém zvétSeni (okular 10x, suchy objektiv 10x) vyhledavala
zadouci mitdzy. Vybranou mitdzu jsem dale analyzovala pomoci imerzniho objektivu
zvétSeni 100X s pouzitim imerzniho oleje (od firmy Olympus), ktery jsem si kapla
na sklicko. Pfi mé analyze jsem u tii jednotlivych pacientti vzdy hodnotila sto mitdz.
Pti hodnoceni preparatii je dilezitd kvalita barveni, ale taky Cistota okularu a hlavné
preparatu.

Pti vlastni analyze jsem u kazdé mitdzy nejprve spocitala chromozomy, zdali sedi
norma, tj. 46 chromozomui. Mtize dojit k tomu, Ze vSech 23 pard neni k nalezeni v jednom
zorném poli, kdy se jeden nebo vice chromozomi jako by vzdalilo
od ostatnich. Pak bylo na mém uvazeni, zdali mitézu zahrnu do vySetfeni. Pro lepsi
prehlednost je uziteéné si schematicky prekreslit danou mitdzu a jeji rozloZeni na papir
o dostate¢né velikosti a chromozomy si zatadit do skupin a barevné si je od sebe odlisit.

Po piepocitani chromozomu jsem se soustfedila na jejich strukturu. Provadéla jsem
peclivou analyzu jejich velikosti a tvaru chromozomu urc¢eného polohou centromery.
V ptipadé, ze jsem nalezla odchylku, zapsala jsem si jeji soufadnice do zdznamového
archu (Obrazek 7), pokud by bylo nutné tuto odchylku znovu zhodnotit a aby byla snadno
K nalezeni.

Mym dalS$im krokem cytogenetické analyzy bylo vyfoceni mit6z. Hodnoceni jsem
provadéla za pomoci mikroskopu Leica DM2500, na ktery byla pfipojena kamera
a ta byla napojena na pocitac. V programu Ikaros verze 5.4 (vyrobce Metasystems,
Némecko) se mi promitl zvétSeny obraz mitdzy. Program dokaze od sebe ,,rozstiihat*
chromozomy a sestavit je do fadku podle skupin A-G (Obrazek 6) KdyZ jsem chtéla
mitézu vyfotit, bylo nejlepsi zaostfovat a regulovat intenzitu svétla na mikroskopu,
ale zaroven jsem sledovala obraz na monitoru, aby fotografie byla v co nejvyssi kvalité.
Do takto potizené fotografie jsem mohla popisovat jednotlivé chromozomové aberace,

které jsem nasla v dané mitoze.
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Mikroskopicka analyza

Vlastni mikroskopickou analyzu jsem provadéla u tfi pacientl s riznym
procentualnim poctem chromozomovych aberaci. U kazdého vzorku jsem pomoci
svételného mikroskopu hodnotila 100 mitdz, kde jsem nalézala a nasledné urcovala

o0 jaky druh poskozeni se jedna:

e gap — poruseni kontinuity jedné ¢i obou chromatid, jestlize je mezera
u preruSené chromatidy stejna nebo mensi, nez je Sitka chromatidy.
U tzv. sekundarni konstrikce chromozomu (odd€luje z jednéch ramen satelit)
se miuZe objevovat rizné intenzivni projasnéni chromatidy, dale u chromozomu
¢. 1,9 a 16. Nejedna se o patologii a nepocita se jako aberace.

e zlom — poruSeni jedné nebo obou chromatid, pokud je mezera pieruSeni vétsi
nez Sitka chromatidy nebo je dislokovany fragment mimo osu chromatidy ¢i je
velmi vyrazng kratsi jedna chromatida (delece)

e fragment — ¢ast chromozomu, ktera je bez centromery

e kruhovy fragment — ¢ast chromatidy, ktera tvoti kruhovity Utvar a mé pramér
stejny nebo vEtsi, nez je jeji Sitka

e minute/ double minute — kulovita ¢ast chromatidy, ktera ma pramér mensi,
nez je Sitka dané chromatidy

e chromatidové vymény — symetrické / asymetrické, chromozomové utvary
tvofené chromozomy s translokovanymi chromatidami ¢i se spojenymi
chromatidami

e chromozomové vymény — patii sem dicentricky chromozom, translokace,
prstencovy chromozom tzv. ring; jde o chromozomové piestavby vzniklé

chromozomovymi zlomy a naslednym chybnym spojenim zlomt

Jak uZ jsem jiz vySe zminila, hodnotila jsem ve svételném mikroskopu u kazdého
vzorku 100 mitdz, tudiZ dohromady 300 mitdz, které jsem zhodnotila pouze svym
vlastnim okem. Jedna se o velmi precizni a zru¢nou praci s mikroskopem. Pokud jsem
si svym hodnocenim nebyla jistd, pozadala jsem o konzultaci zkuSenéjsi pracovniky.

Neanalyzuji se nestejnomérné ¢i nedostatecné obarvené nebo piebarvené metafaze,
metafaze obsahujici nedostatecné oddélené chromatidy, prometafazické chromozomy,

pozdni metafdze, kdy jsou chromatidy v centromefe od sebe oddéleny
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nebo nedostatecné rozprostiené metafaze, kdy dojde k ptekryti chromozomt, splyvajici

metafaze, u kterych neni mozné odlisit, do které metafaze chromozom patii, mechanické

poskozeni chromozomu, ke kterému doslo pti zpracovani ¢i poskrabanim preparatu.

Veskeré nalezené aberace se vyznacuji do zaznamového archu véetné popisu,

o jaky druh aberace se jedna a jeji soufadnice v mikroskopu. Tento arch slouzi predevsim

jako protokol o analyze.

PROTOKOL CYTOGENETICKE ANALYZY

JCAO o st Poget G ennvnmnmmsmrnsmasamrsmss
Datuth odb&ri:qeciessmmnnnnng POCEt G nannnnnnanaenaas
Cislo preparatu...................... POCEt Z oo
Datum analyzy...............coeue. PoCet Z' oo
1LY/l 0113 5] o RN, POGet Vwmmmmmmmmaunmammenmansiss
Analyzovali:covmssnsssans POCELV st
Pocet analyzovanych bunék....... Pocet bunék s 5 a vice aberacemi.....
POCEL:AB B, (%0)::cusinvanisssisnus Pocet aneuploidnich bunék............
PoCet Z/B.....oviviiiiiiiiiiinnn, Fragmentace chromozomil............
Potet SCE/B.....couvummesmnmnsunss | TSN

Obrazek T Zaznamovy arch (zdroj: http://www.szu.cz)
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Validace metody

Pouziva se standardni analytickd metoda, ktera je odvozena od mezinarodné

normované a pouzivané dokonce vice nez 30 let laboratoiemi v celém svété a ovérované

mezilaboratornim porovnanim.

specificnost — metoda je jednoznaéné specifickd pro detekci numerickych
a strukturnich chromozomovych aberaci v somatickych buikach in vitro
a neni ovlivnéna zadnymi ostatnimi elementy

kladné odchylka — slouzi k rozliSeni faleSn¢ pozitivniho vysledku za pomoci
pozitivni a negativni kontroly

negativni odchylka — pfi analyze technicky nekvalitnich preparatii dochazi
k falesné negativnimu vysledku i kdyz se podle Standardni metodiky takto
zavadné preparaty nemaji analyzovat

mez stanovitelnosti — je ur¢ena detekci jedné aberace

opakovatelnost — tésnost shody mezi v§emi ziskanymi vysledky opakovanym
méfenim za konstantnich podminek je variabilni

reprodukovatelnost — té€snost shody mezi namétenymi vysledky ziskané

opakovatelnym métenim, ale za riiznych podminek je vysoka

Naméiené vysledky biologickych vysetieni se uvadéji bez vselijakych udaji

o nejistoté. Prvotnim divodem je nedostupnost vysledkli zkouSek na bé&znych

materidlech. U takovych metod lze z tradiéné pouZzivanych charakteristik (spravnost,

citlivost, pravdivost, pfesnost, opakovatelnost a reprodukovatelnost) s ur¢itou solidnosti

hodnotit jen opakovatelnost. Tim se mysli tésnost shody mezi jednotlivymi vysledky,

kdy se analyzy opakovaly a byly provadény stejnym analytikem, na jednom a tom samém

vzorku, za stejnych podminek méfeni. Prvotnim problémem pfi standardizovani metod je

nedostatek pouzitelnych referencnich materialii. Komeréné vyrabény referencni material

pfimo pro metody genetické toxikologie neexistuje. Pii hodnoceni chromozomovych

aberaci je nahrazen kontrolnim vzorkem Thiotepa, ktery se hodnoti spole¢né

s hodnocenymi vzorky. V CR jsou také dostupnd hdnoceni externi kontroly kvality

organizovana Statnim zdravotnim ustavem.

39



3 Vysledky

Pti mé praktické cCasti jsem pracovala se tfemi vzorky, které jsem postupné hodnotila
ve svételném mikroskopu. Kazdy vzorek mél odlisny vystup vysledku (Tabulka 2).
U prvnich dvou vzorkli bylo konstatovano mens$i procentualni zastoupeni aberaci
nez u vzorku tfetiho, kde pocet aberaci byl nékolikanasobné vyssi. U pacienta, od kterého
vzorek pochazel byla nasledné prokazana Fanconiho anémiec (Obrazek 8, 9, 10).
Kazdy vysledek hodnoceni chromozomovych aberaci ma sviij protokol, ve kterém jsou

veskeré informace o analyze.

Tabulka 2 Vysledek hodnoceni

Vzorek Aberace
Pacient ¢. 1 2%
Pacient €. 2 6 %
Pacient €. 3 98 %

Zdroj: Viastni

Opakovani analyzy chromozomovych aberaci u téz osoby nékolikrat béhem roku
po obdobi nékolika let ukédzalo, ze primérna frekvence aberaci je v prubéhu nékolika let
konstantni. V prib¢hu roku mohou namétené hodnoty cytogenetické analyzy kolisat
v rozmezi 0-5 % aberantnich bunék (AB. B.), i kdyz se takto vysoké hodnoty objevuji jen
ojedingle. Pfi prikazu spontanni frekvence AB. B. u jednotlivych osob je potieba
cytogenetickou analyzu opakovat a to béhem 2-4 mésic. Prokéze-li se opakované
naméfena vysoka hodnota (5 a vice % AB. B.), pravdépodobné se nejedna o nahodny jev,
ale jako dusledek expozice genotoxickym faktorim ¢i pfitomnosti n€kterého z vyse
popsanych onemocnéni. Opakované prokdzanou frekvenci aberaci a to 5 a vice % AB. B.
je nutné povazovat jako kontraindikaci pro praci v riziku chemické karcinogenity.

Cytogenetickd analyza perifernich lymfocytl se pouziva jako biologicky expozi¢ni
test a vystupy vysledkil se 1i8i, zdali hodnotime jedince nebo skupinu. U jednotlivych

osob je interpretace vysledki takova:
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Hodnoty pri individualnim hodnoceni

Hodnoty do 5 % AB. B.
Pokud naméfené hodnoty mezi 0-5 % nejsou zjistovany opakovang, nepovazujeme

je za zvysené ani zivota ohrozujici (Ocadlikova et al., 2007).

Hodnoty 5 a vice % AB. B.

Tyto vysledné hodnoty poukazuji na vysokou expozici jedince genotoxickym latkdm
a/nebo snizenou schopnost reparacniho mechanismu chromozomti, sniZzenou aktivitu
imunitniho systému, zvySenou citlivost ke genotoxickym latkdm (geneticky
polymorfismus). Jedinec diky vlivu n¢kterého z vySe uvedenych faktord ztraci toleranci
zatéze genotoxickym latkdm z vnéjSiho prostfedi. Tento cloveék je ohrozen znacné
urychlenym starnuti tkéni a organti, kdy je riziko progrese degenerativnich onemocnéni.
Mezi dalsi rizika patfi vznik nddorového onemocnéni anebo poskozeni genetického
materidlu u zdrodeénych bun€k s néslednymi vrozenymi vadami u jeho potomkil

(Ocadlikova et al., 2007).

Opakované zjisténi 5 a vice % AB. B.

KdyZ opakované zjistime hodnoty vyssi néz 5 % a je-li doprovdzeno zdvaznym
typem aberaci jako jsou napf. chromozomové vymény (translokace nebo polycentricky
chromozom) je divod k okamzitému nebo popiipadé jen docasnému vyrazeni jedince
mimo expozici. Na zakladé prokazaného nalezu, ktery vede k dalsi opakované analyze
po 2-4 mésicich vede i kK opravnéni pro Setieni z hlediska hygieny prace, a to pfedevsim
k prukazu vysoké expozice (Ocadlikova et al., 2007).

Pokud je mozZné, tak je zapotiebi vzdy analyzovat expozici genotoxickym latkam jak
kvantitativng, tak 1 kvalitativné. Pro znanou cast latek, se kterymi jsou exponovani
jedinci ve styku nejsou znamy vhodné analytické metody. Zde se projevuje zna¢na
vyhoda nespecifi¢nosti cytogenetické analyzy. U vétSiny piipadi, kde nelze provést
cilend (specifickd) analyza genotoxickych latek v daném pracovnim prostiedi, je zvySena
hladina chromozomovych aberaci jedinou metodou, jak dokazat jejich pfitomnost
Vv prostiedi 1 vzajemné interakce genotoxinll a genetického materidlu. ZvysSena Cetnost
ziskanych chromozomovych aberaci také naznacuje, ze v organismu exponované osoby

doslo kzna¢nému poskozeni genetického materidlu, které bylo opraveno a mize
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pretrvavat s rizné casoveé dlouhou latenci se vSemi dusledky spojené s procesem

mutageneze a karcinogeneze (Ocadlikova et al., 2007).

Hodnoty pri skupinovém hodnoceni

Za minimalni pocet pro statistickou skupinu se povazuje 20 osob a je analyzovano
100 metafazi na osobu. U menSich skupin, kde je rozsah 10-20 osob je analyzovano
minimaln¢ 200 metafazi na osobu. V ptipad¢ Ze je kolektiv mensi jak 10 osob, nelze
povazovat za skupinu a kazdou osobu je potieba hodnotit jednotlivé, kdy je analyzovano
200-300 bungk na osobu i vice (Ocadlikova et al., 2007).

Po urceni primérné procentudlni hodnoty chromozomovych aberaci celé skupiny

jsou vysledky interpretovany timto zpisobem:

Méné nez 2 % AB. B.

Tato hodnota je shodna se spontdnni frekvenci aberaci u béZzné nebo profesionalné
neexponované populace. Poukazuje na biologicky neefektivni expozici genotoxickym
latkam a je predevsim velmi nizkd a pravdépodobné lidskym organismem tolerovana.
Dulezitou a vyznamnou roli hraji faktory, do kterych patti: geneticky polymorfismus,
bunécné reparacni systémy, imunitni systém jedince a jeho Zivotni styl, kvalita prostredi,
ve kterém osoba pracuje nebo Zije. U této skupiny s chromozomovymi aberacemi
se provadi cytogeneticka analyza znova za 1-2 roky, a pfedevsim pfi zméné pracovnich

podminek (Oc¢adlikova et al., 2007).

2-4 % AB. B.

Takto naméfené¢ hodnoty u skupiny osob nasvédCuji o zvySené expozici
genotoxickym latkam, kdy uz nejsou organismem tolerované. Kromé vyssi expozice
se uplatnuji faktory zminéné vySe. Skupina je kontrolovdna pomoci cytogenetické
analyzy jednou ro¢n¢ a pokazdé pfi zméné pracovnich podminek (Ocadlikova et al.,
2007).

Vice nez 4 % AB. B.
Tento nélez dokazuje vysokou expozici genotoxickym latkdm. Pro velmi vnimavé
osoby pfestavuje zvySené riziko vzniku nadorového onemocnéni a mnoha dal§ich projevi

pozdnich uc¢inkli genotoxickych latek a/nebo zvysSené riziko vzniku vyvojovych vad
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u potomkil exponovanych osob. VySetteni u takto rizikové skupiny je zapotiebi opakovat
za 2-4 meésice a dochazet na kontrolu Ix ro¢né. Dulezité je monitorovat osobu
S hodnotami 5 a vice % AB. B. Pokud se takto vysoky nalez opakuje u konkrétniho
jedince, je =zapotiebi povazovat jeho vykonavanou praci za kontraindikovanou.
Pokud to lze, je zapotiebi piesné definovat expozici genotoxickym latkdm (persondlni
dozimetrie) (Oc¢adlikova et al., 2007).

Podstatou kazdoro¢ni kontroly neni konstatovani zvysSené ¢etnosti chromozomovych
aberaci. Je zapotiebi vyuzit vSech moznych a dostupnych opatieni ke snizeni expozice
rizikové skupiny genotoxickym latkam. U jedincd s hodnotami 5 a vice % AB. B. je
na misté doporucit pfesun na pracoviste, kde je nizsi nebo zadné expozice genotoxickym
latkdm. Cilem je pfesné definovat expozici napi. pomoci vyse uvedenym persondlnim
dozimetrem v provozech sexpozici t¢ém znamym genotoxickym latkam, které lze
analyticky stanovit kvantitativné a/nebo kvalitativn€. Primarnim ukolem je efektivni
snizeni expozice genotoxickym latkdm pro celou skupinu ¢i jednotlivce (Ocadlikova

etal., 2007).

Nasledujici obrazky jsou vyfoceny pomoci optického mikroskopu s kamerou
(zvétSeni 60x10). Ze vsech vyfocenych obrazki, jsem vybrala ti, na kterych jsou nejlépe
znazornény ruzné druhy aberaci. Po vyfoceni jsem v programu lkaros vepsala
do fotografii popisy chromozomovych aberaci. VSechny tyto pofizené fotografie patii
pacientovi ¢. 3, u kterého byla diagnostikovdna Fanconiho anémie. Na fotografiich
vidime chromozomy rozlozené Vv metafazi. Objevuje se na nich rtznoroda Skala
chromozomovych aberaci: Z1 (jednovlaknovy/jednochromatidovy zlom) nebo Z2
(dvouvlaknovy/dvouchromatidovy zlom), Z2 s chromozomem bez centromery,
dicentricky chromozom (obsahuje dvé centromery), ulomeny fragment, a predevSim
triradialni vymény (vyména chromatid mezi dvéma chromozomy, jde 0 trojramenny
utvar) nebo kvadriradidlni vymény (vymeéna chromatid mezi dvéma chromozomy, jde
o Ctyframenny Utvar). Mizeme také vidét kulovité tvary, kdy se jedna o obarvena jadra
ostatnich bungk v jiné fazi bunééného cyklu. Vyfotografovany zlom, vymeéna ¢i fragment
ma na kazdém z obrazk sviij specificky vzhled. Diky vyfotografovanym obrazkiim jsem

déale mohla Iépe urcit o jaky druh chromozomové aberace se jedna.
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Obrazek 8 Pacient ¢. 3 - FA (zdroj: vlastni)

Na obrazku ¢. 8 mizeme vidét Z2 (dvouvldknovy zlom), vyménu chromatid
(bez pritomnosti bézn¢ pozorovanych rialnich utvarti — triradialti a kvadriradiala), dale
také Z2, kdy je zbytek chromozomu bez centromery (oznaceny jako acentr),

kvadriradialni vymymeénu a zlom v centromefe.
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Obrazek 9 Pacient ¢. 3 - FA (zdroj: vlastni)
Na obrazku ¢. 9 muzeme vidét né€kolik jednovlaknovych zlomt (oznaceny Z1

¢i jen Sipkou), triradidlni vyménu a tfi kvadriradidlni vymeény. Zde se objevuji sporné

vysledky (viz diskuze).
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Na obrazku ¢. 10 mtizeme vidét opét nékolik jednovlaknovych zlomu (Z1, Sipka),
72 (dvojvlaknovy zlom), ulomeny fragment chromozomu (pravdépodobné souvisejici
s triradialni vyménou — viz diskuze dale), dicentricky chromozom, ktery obsahuje dvé

centromery, vymeény triradidlni a kvadriradiélni.
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4 Diskuze

Cilem této prace bylo sezndmeni se s vyuzitim stanoveni ZCA a jejich vyznam
v klinické genetice, osvojeni si laboratornich postupti potfebnych k zhodnoceni ZCA
a vyhodnoceni vysledkl, ale pfedevsim identifikovat faktory, které mohou ovlivnit
vysledky analyzy.

Jiz od za¢atku celého procesu, kdy pii odebirani vzorku (v naSem piipadé krev) muize
dojit hned k n€kolika klicCovym chybam. Zdravotni sestra mize odebrat nevhodné
mnozstvi vzorku, nebo dojde ke srazeni krve. Také mlize dojit ke kontaminaci vzorku.
Transport vzorku z mista odbéru do laboratote hraje svou zasadni roli. Je Vhodné pouzit
chladici tasku, ve které je krev uchovavana pii 4-10°C. Vzorek by mél byt spiSe ve tmée
a do laboratofe dorucen co v nejmensim casovém intervalu. Pokud nejsou tyto zdsady
dodrzené, mize dojit k hemolyze. Jakmile je vzorek dorucen do laboratofe, jsou zde
faktory z preanalytické faze vySetieni. V této fazi je moznost zameény vzorku. Pti vlastni
analyze, tedy Vv analytické ¢asti, ovliviiuje vysledky ptredevsim lidsky faktor. Zde hrozi
velké riziko kontaminace vzorku nebo média. Ke kontaminaci mize dojit i jen diky Spatné
umytému laboratornimu nadobi. Tento faktor Ize eliminovat pouzivanim jednordzového
plastikového nadobi, nastrojii a pipetovacich $picek. Vyjimecné dochazi k porucham
pfistroji, v naSem piipadé se jedna o termostat, kde se 48-72 hodin vzorky inkubuji.
DodrZzeni cas jak u inkubace, tak pfi barveni preparati je klicové.
Intenzita barveni je dalsim faktorem ovliviiuyjici vysledky. Nedostate¢né
nebo nestejnomérné obarvené ¢i piebarvené metafaze zkresluji a znemoznuji hodnoceni
ve svételném mikroskopu. Ten, pokud neni spravné sefizeny a vyc¢istény, tak ma také sviyj
podil na ovlivnéni vysledkii. K mechanickému poskozeni chromozomi miZze dojit
jednoduse, kdy vzniknou pii zpracovani nebo manipulaci s podloznimi sklicky
v mikroskopu na preparatu Skrabance. Kazdy ztéchto faktori ma svij podil
na vysledném hodnoceni chromozomovych aberaci, co se tyCe ptesnosti vysledki.
Eliminace faktort zavisi na preciznosti pracovniki.

Jak uz jsem vyse zminila, tak lidsky faktor je jeden z hlavnich faktort ovliviiujici
vysledky. Hodnoceni aberaci v mikroskopu se odviji od zkuSenosti osoby, ktera ho
provadi. Pfi mém sezndmeni s hodnocenim chromozomovych aberaci a prvnim vlastnim
hodnoceni zlomt, se vysledky zna¢né liSily. U hodnoceni aberaci pacienta ¢. 1,
kdy ocekavany vystup byl 2 % AB. B. (preparat byl diive hodnocen zkuSenéj$imi

pracovniky a slouzil k interni kontrole kvality hodnoceni v laboratofi), kdy se hodnoti
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100 mit6z, tak jsem nenalezla ani jednu aberaci. Zde je znacné vidét, Ze oko zkuSeného
pozorovatele je velmi zésadni. Pfi dal§im hodnoceni (pacient ¢. 2), kdy uz jsem méla
nekteré aberace nastudované a postupné nabirala zkuSenosti S hodnocenim
v mikroskopu, byl vystup vysledku vice shodny socekdvanym vysledkem
od pracovnikii nez v predchozim hodnoceni. Zde jsem naméiila 5 % AB. B.
a oc¢ekavany vysledek byl 6 % AB. B. V tomto piipadé i rozdil pouhého 1 % AB.B. je
zasadni. Naméiené hodnoty mezi 0-5 %, které nejsou zjistovany opakované se povazuji
za normalni nalez. Naopak hodnoty 5 a vice procent poukazuji na moznou expozici
clovéka genotoxickym latkdm nebo snizenou schopnost reparacniho mechanismu
chromozoml. U téchto namétenych vyssich procentuélnich vysledkl hrozi i riziko vzniku
nadorového onemocnéni. U pacienta ¢. 3 bylo zfejmé, ze je néco v neporadku.
Jeho naméteny vysledek byl 98 % AB. B. Zde bylo ziejmé, Ze tento pacient ma snizenou
schopnost reparacnich mechanismi chromozomii. V mikroskopu jsem mohla vidét
pestrou Skalu aberaci — zlomy v jedné nebo obou chromatidach, zlomy v centromete,
riznorodé vymeény, ulomené fragmenty chromozomu a dicentrické chromozomy.
U tohoto pacienta byla pozdé&ji diagnostikovana Fanconiho anémie.

Pokud prepardty hodnoti méné zkuSend osoba, je velka pravdépodobnost,
ze hodnotitel bud’ aberaci vibec nepozna, nebo zaméni druhy aberaci (napf. gap
a zlom). Tyto chyby mohou znacné zkreslit vysledky hodnoceni, nebot gap
nepovazujeme za patologi a bunku nepocitdime mezi aberantni, kdezto zlom ano.
Pfi nejasnych nalezech jsem méla k dispozici nékresy a star§i snimky z publikaci, které
mély slouzit k rozhodovani o povaze nalezené aberace. Tyto v§ak mnohdy neodpovidali
realit¢ a znazornovaly Casto situace modelové a ideélni, nikoliv redlné, a zejména

u spornych aberaci se ukazaly jako nedostate¢né.

Tabulka ¢. 4 ukazuje namétené vysledky a jejich zafazeni do procentualni skupiny

podle rozsahu detekovanych aberaci.

Tabulka 2 Rozsah namérenych aberact

Vzorek AB.B.<5% AB.B. >5%
Pacient ¢. 1

+

Pacient ¢. 2

Pacient ¢. 3

Zdroj: viastni
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Nejvétsim rizikem jsou tedy sporné chromozomové aberace. U pacienta €. 3 jsem
me¢la moznost vidét vSechny mozné aberace a o to bylo t&€z$i jejich spravné urceni.
Nejvice dochazi k zaméné gapu a zlomu, kdy se gap nezapocitava do celkového vysledku,
ale na tuto situaci jsem pfi hodnoceni nenarazila. Nejvétsi potizi pro mé bylo od sebe
rozeznat triradidlni a kvadriradialni vyménu. Tato situace je velmi sporna a zde
se predevsim uplatnuji zkuSenosti pozorovatele. Na obrazku €. 9 je sporné kvadriradialni
vyména. (Obrazek ¢. 11) U této vymény jsem si nebyla zcela jista, zdali se jedna
0 vymeénu triradidlni nebo kvadriradidlni. Nejdiive jsem se musela podivat do odborné
literatury a databaze fotografii chromozomovych aberaci. Ani po peclivém prozkoumani
jsem nedokézala urcit, o jakou vyménu se jednd. Svym tvarem piipominala spise triradial,
ale mohlo se jednat 1 o kvadriradial s kratkymi rameny na obrdzku vlevo. U vymény
triradidlni byva v mitéze misto ¢tvrtého ramene utvaru pfitomen acentricky fragment,
ktery jsem v mitéze nenalezla, proto jsem se pfiklonila k ureni, ze jde o vyménu
kvadriradialni. V téchto piipadech nerozhodnych vysledk se povola jiny odborny
pracovnik. V mém piipad¢ to byl pracovnik cytogenetické laboratofe S mnohaletymi
zkusenostmi s hodnocenim chromozomovych aberaci. Po peclivém prozkoumani
a diskuzi s kolegou jsme nakonec usoudili Ze se jedna o triradidlni vyménu. Tudiz moje
urceni, ze se jednd o kvadriradialni vyménu bylo chybné. Zkusenosti, a predevsim
pfesnost s hodnocenim ziskd pracovnik jen tehdy, pokud zhodnoti nespocet preparati

S riznymi vystupy vysledki.

vymeéna triradial

L

[ .

=

Obrazek 11 Zameéna triradialni vymeény za kvadrialni vyménu
(zdroj viastni)
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5 Zavér

Mnohaleté zkusenosti s vyuzitim metody cytogenetické analyzy chromozomovych
aberaci V souvislosti biologického monitorovani profesionalni i neprofesionalni expozice
klastogennim latkdam v CR potvrzuji, Ze uvedeny metodicky piistup je prozatim jediny
s praktickym vyuzitim  pro objektivizaci vlivu faktort pracovniho
i enviromentalniho prostiedi na lidsky organismus z pohledu pozdnich ucinki
genotoxickych latek. Velkou vyhodou metody je monitorovani dlouhodobé expozice,
na rozdil od vysledkt jednordzového méteni parametri prostiedi, které vSak nemohou
dokazat dostate¢ny dikaz o expozici mimo dobu méfeni. Cilem je zabranit praci
Vv rizikovém prostiedi predisponovanym jedinctim vzhledem k zvySenému riziku vzniku
nadorového onemocnéni.

V soucasné dobé se jako vzorové materidly stale pouzivaji nedostate¢né nakresy
chromozomovych aberaci a snimky zdob, kdy se jeSté k analyze chromozomu
nepouzival pocitac. V drivéjsi dob€ nebyly mikroskopy, pocitace ani veSkera analyticka
zafizeni ¢i preparaty na tak vysoké trovni, jako je tomu dnes. Proto jsem se rozhodla
provést analyzu vybranych aberaci a jejich nasnimani do pocitace, a tak vytvorit
referencni galerii. Tato galerie muze dale slouzit jako uc¢ici materidl pro tuto metodu,
a predevsim jako reference pii hodnoceni spornych nalezi. Zjisténé vysledky mohou byt
pfinosem pro vSechny stavajici pracovniky i ty nové na Odd¢leni 1€kaiské cytogenetiky
Ustavu biologie a 1ékaiské genetiky 2. LF UK a FN Motol. Doufam, Ze tato prace zaujme
nékteré z koleg ¢i kolegyn a budou také snimat chromozomové aberace, aby se galerie

dale rozsitila.
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