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VySetieni gonozomalnich mozaiek metodou FISH

Abstrakt

Ve své bakalaiské praci jsem se zabyvala vySetfenim gonozomalnich mozaiek.
Mozaicismus miizeme popsat jako stav, pii kterém se v jednom organismu nachazi dvé a
vice odlisSnych bunécnych linii pochazejici z jedné zygoty. U Zen se nejCastéji vyskytuje
mozaikova forma zvana Turnertiv syndrom a Syndrom XXX neboli superzena. V muzské
populaci je nejcastéji detekovan Klineferteriiv sydnrom a syndrom XYY (supermuz).

Mozaicismus lze vysetfit fluorescencni in Situ hybridizaci.

V teoretické ¢asti své bakalaifské prace jsem se zaméfila na vrozeny chromozomalni
mozaicismus, zejména na jeho varianty jako je Klineferterti syndrom, Turnertiv syndrom,
Sydrom XXX a Syndrom XYY. Dale jsem se v této ¢asti zabyvala fluorescenéni in situ
hybridizaci. Popsala jsem fluorescenci jako takovou a nasledn¢ jeji aplikaci v klinické

praxi, kde je vyuzivano nekolik typu fluorescensni in situ hybridizace.

V praktické ¢asti jsem se vénovala vySetieni poctu gonozomalnich chromozomii metodou
fluorescenéni in situ hybridizace. Tuto Cast jsem vypracovala v laboratofi Zdravotné
socialni fakulty Jiho¢eské univerzity v Ceskych Budgjovicich. Vysetfovala jsem 40
zanonymizovanych vzorku od 20 probandt. U kazdého probéhl odbér kapilarni krve a
bukalniho stéru. Po hybridizaci vzorka s centromerickou sondou pro chromozomy X a 'Y

byla provedena mikroskopie.

V posledni ¢asti této bakalatské prace jsem se vénovala zpracovani vysledkl ziskanych
fluorescenénim mikroskopovanim. U Zen tedy bylo detekovano celkem 6 piipadi
mozaicismu (procento mozaickych bunék bylo nad pfipustnou hranici). U muzi byly

celkem 2 ptipady zvySeného poctu mozaickych bunék.

Klic¢ova slova

Mozaicismus, gonozomy, monozomie, trizomie, fluorescenéni in situ hybridizace,

mikroskopovani



Nazev bakalarské prace v anglickém jazyce
Abstract

In my bachelor thesis I dealt with the analysis of gonosomal mosaics. Mosaicism can be
described as a condition in which two or more distinct cell lines originating from a single
zygote are found in one organism. In women, the most common mosaic forms are Turner
syndrome and triple X syndrome or superfemale. In the male population, Klinefelter
syndrome and XYY syndrome (supermale) are most commonly detected. Mosaicism can
be investigated by fluorescence in situ hybridization.

In the theoretical part of my bachelor's thesis | focused on congenital chromosomal
mosaicism, especially on its variants such as Klinefelter syndrome, Turner syndrome,
triple X and XYY syndrome. Furthermore, in this part | dealt with fluorescence in situ
hybridization. | described fluorescence per se and then its application in clinical practice,

where several types of fluorescence in situ hybridization are used.

In the practical part | examined the number of gonosomal chromosomes using
fluorescence in situ hybridization. | prepared this part in the laboratory of the Faculty of
Health and Social Sciences of the University of South Bohemia in Ceské Bud&jovice. I
examined 40 anonymized samples from 20 probands. Capillary blood samples and buccal
swabs were taken from each of them. After hybridization of samples with centromeric
probe for X and Y chromosomes microscopy was performed.

In the last part of this bachelor thesis | dealt with the processing of the results obtained
by fluorescence microscopy. Thus, a total of 6 cases of mosaicism were detected in
women (the percentage of mosaic cells was above the admissible limit). In males there

were a total of 2 cases of increased percentage of mosaic cells.

Key words

Mosaicism, gonosomy, monosomy, trisomy, fluorescence in situ hybridization,

microscopy
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Uvod

Gonozomalni mozaicismus, ktery je popsan jako pfitomnost dvou ¢i vice bunécnych linii
Vv organismu, neni v dnesni dob¢ tak probirané téma. Nicméné syndromy spojené s touto
chromozomalni aberaci miizou mit vdzné dopady na lidsky organismus. Gonozomalni

mozaicismus muze postihovat zeny i muze (Kocarek, 2008).

U Zen hovotime o Turnerové syndromu, ktery se prevazné projevuje malou vyskou,
srde¢nimi vadami a neplodnosti. Karyotyp téchto Zen je ve vétsin¢ piipada 45, X (Lebl a
Zapletalova, 2012). Ve druhém pfipadé mluvime o syndromu, ktery se projevuje
vysokym vzristem, malformaci prstii a poruchou vajeéniki. Tento syndrom nazyvame

superzena s karyotypem 47, XXX (Wigby et al., 2016).

Muzi jsou zatizeni Klinefelterovym syndromem, pro ktery je charakteristicka vysoka
postava, zvétSené mlécné Zlazy a neplodnost. Tento karyotyp ma o jedno X vic, které je
zdédéno od jednoho z rodicu, tedy 47, XXY (Bonomi et al., 2017). Stejné jako u zen, tak
1 u muzi mizeme mluvit o supermuzi, ktery ma karyotyp 47, XYY. Tito jedinci Casto trpi
poruchou autistického spektra, jsou vysoké postavy a vyznacuji se velikym obvodem

hlavy (Bryant et al., 2012).

Pocty pohlavnich chromozomi jsme schopni vysSettit fluorescencni in situ hybridizaci
(FISH). Principem metody je hybridizace s fluorescen¢ni sondou, ktera se specificky vaze
na dany usek DNA. V konecné fazi dochazi k detekci signali pomoci fluorescenéniho
mikroskopu. Pravé detekce poctu gonozomii nam pomuze k uptfesnéni diagnézy. FISH je
v nékterych ptipadech nahrazena modernéjSimi metodami molekuldrni biologie, ale stale

ma své misto V ur€ovani mozaicismu (Kocarek, 2007).



1 Genetika

Genetika je védni obor, ktery se zabyva dédi¢nosti a proménlivosti zivych organismi.
Vysvétluje a popisuje jakymi pravidly je fizen pfenos dédi¢nych znakii z rodicovské
generace na potomky. Dédicnost fadime mezi zdkladni vlastnosti vSech zivych
organismu. Genetika je definovana jako schopnost organismu plodit potomstvo, které ma
stejné ¢i podobné znaky. V kazdém jedinci je zabudovana dédi¢nd neboli geneticka

informace (Kocarek, 2008).

J.G. Mendel (1865) svymi hybridizacnimi pokusy popsal zakladni principy o elementech,
které jsou zodpovédné za prvotni vytvofeni znakl oboru genetiky. Roku 1909 W.
Johanssn nazval jednotku dédi¢nosti genem. T.H. Morgan (1911) zjistil pomoci
cytogenetickych studii polohu jednotlivych gentl, kterd je na urcitych mistech neboli
lokusech chromozomt. V roce 1953 J.D.Watson a F.H.C. Crick objasnili molekularni
strukturu DNA. Z toho vyplynulo, Ze gen je ¢ast molekuly DNA, ktera koduje jeden
enzym (Necas, 2000).

,»@Gen je jednotkou dédi¢nosti. Jde o sekvenci DNA, ktera nese informaci o primarni
struktufe molekuly bilkoviny ¢i ribonukleové kyseliny (RNA)“ (Brdicka a Didden, 2014-
2018). Geny se skladaji z nukleovych kyselin. Zakladni stavebni jednotky nukleovych
kyselin se nazyvaji nukleotidy, jez jsou tvofeny ze ti ¢asti, a to z molekuly cukru,
molekuly fosfatu a dusikaté baze. Nukleové kyseliny délime do dvou typt, prvni je RNA
neboli ribonukleovéd kyselina, kde cukernou slozkou je rib6éza, druhy typ je DNA
(deoxyribonukleova kyselina), kde mezi cukernou slozku fadime deoxyribézu (Snustad
et al., 2009). Dalsi slozkou nukleotidii jsou jiz zminéné dusikaté baze. Jsou to
heterocyklické slouceniny, které dale na zaklad¢é purinu a pyrimidinu délime na dvé
skupiny. Purinové baze jsou adenin (A) a guanin (G), mezi pyrimidinové baze v DNA
fadime cytosin (C) a thymin (T). V RNA je obsazen uracil (U) namisto thyminu (T)
(Kocarek, 2008).



1.1 Cytogenetika

Cytogenetika je obor zabyvajici se strukturou, funkci a zménami eukaryotickych
chromozomu. Dale se vénuje bunéénému déleni a dalsim genetickym procestim, které
S nimi tzce souvisi. Aplikovany obor klinicka cytogenetika se zabyva chromozomalnimi

abnormalitami (Kocarek, 2008).

1.2 Bunéény cyklus

Bunécny cyklus je sled déju, které se odehravaji v buiice pii jejim ristu a déleni. Nejdelsi
obdobi bunécného cyklu je interfaze, kdy buiika roste, replikuje své chromozomy a
ptipravuje se na bunécné déleni. Po ukonceni interfaze piejde bunika do mitdzy a nasledné

vytvoii dvé deefiné buiiky (Smarda, 2003).

Bunéény cyklus ma dvé stadia. Prvni stddium je interfaze, ktera je dale délena na G1 fazi,
S fazi a G2 fazi. Béhem GI faze buiika roste, vytvaii zasobu nukleotidi a je zahajena
syntéza proteinli a enzymd, které jsou potiebné pro replikaci jaderného DNA. Délka G1
faze je variabilni. V S fazi probihad replikace jaderné DNA. Replikace znamend, Ze
molekula DNA se kopiruje a vznikaji dvé identické molekuly DNA se stejnou genetickou
informaci. G2 faze vede k rozdéleni buiiky, kdy se zmnozi a aktivuji proteiny, které zah4ji
kondenzaci chromozomu, dale vedou k tvorbé mitotického aparatu a destrukci jaderného

obalu. G2 faze kon¢i zahajenim mitdzy (Otova a Mihalova, 2012).

V M fézi neboli mitotické fazi dochdzi k dé€leni jadra a bunky. Tato faze nastava po
interfazi a je to posledni stadium bunécného cyklu. M faze je tvofena ze dvou uzce
spojenych procest, a to jadernym délenim (karyokineze) a dé€lenim cytoplazmy
(cytokineze). Poté nastava vlastni mitdza, kdy chromozomy duplikované v S fazi jsou
ohraniceny, sesterské chromatidy oddé€leny a pfemistény k protilehlym polim buiiky.
Dcefiné bunky ziskaji dv€é kompletni sady chromozomi a totoznou vybavu

cytoplazmatickych organel (Otova a Mihalova, 2012).

Zatimco se bunky neustale déli, nékteré prechazeji do tzv. klidové faze. Po opusténi G1
faze tyto buiiky dale vstupuji do klidového stavu zvaného GO. Buiika v této fazi vykonava
svou funkci, ale nepfipravuje se na dalsi déleni. GO je pro nékteré bunky trvaly stav,
pokud vsak dostanou spravny signdl mohou znovu zah4jit bunééné déleni (Brdicka,

2001).
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2 Karyotyp

Kazdy biologicky druh ma charakteristicky karyotyp. Lidsky karyotyp je utvoien ze 46
chromozomt, které jsou ptitomny jako 23 part. Kazdy ¢lovék ma 22 part autozomt, jez
jsou ocislované (1-22) a jeden par pohlavnich chromozomu neboli gonozomd, které se
oznacuji X a'Y (Otova a Mihalova, 2012) . V somatické bufice se chromozomy nachazeji
vzdy v paru. Z tohoto diivodu je pocet chromozomii v této bunice dvojnasobny neboli
diploidni. Chromozomy tvofici par oznacujeme jako homologické. Oba tyto chromozomy
podminuji diky své genetické informaci tvorbu stejnych znakt. Pohlavi jedince udava
kombinace gonozomu. Karyotyp Zeny obsahuje dva pohlavni chromozomy X, zatimco
muzi maji jeden chromozom X a jeden Y. Chromozomy X a Y se vyrazné liSi svym
utvafenim a obsahem genetické informace, a proto je oznaCujeme jako

heterochromozomy (Kocarek, 2008).

Vizuélni vzhled chromozomu pfi barveni a zkoumani pod mikroskopem, oznacuje termin
cytogeneticka mapa. Hlavni dulezity faktor jsou vizudlné odlisné svétlé a tmavé pasy.
Tyto pasy udévaji jedine¢ny vzhled a vlastnosti kazdého chromozomu. Této metody se

vyuziva pii zjistovani chromozomalnich zmén karyotypu (Marks, 2021).
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3 Chromozomy

Prvni zminka o chromozomech pochazi jiz z 19. stoleti, kdy byly popsany jako drobné
barvitelné utvary nachazejici se v rostlinnych a zivocisnych buitkach. Chromozomy se

nachazeji v jadre bunky (Kapras et al., 1996).

Chromozomy jsou souborem vlaknitych nukleoproteinovych utvari, které tvoti jadernou
hmotu neboli chromatin (Kocarek, 2008). Kazdy chromozom je tedy slozen ze dvou
slozek, a to z vlakna deoxyribonukleové kyseliny (DNA) a ze specifickych proteint
zejména histonl. Zakladni stavebni jednotkou je nukleohistonové vlakno neboli
nukleohistonovy komplex, ktery je tvofen zpravé jiz zminované DNA a histont
(Kocarek, 2008). Histony mohou vytvaret iontové vazby s negativné nabitymi

fosfatovymi skupinami v DNA, a to diky pozitivné nabitému naboji (Pritchard a Korf,
2007).

V pribéhu jaderného déleni se nukleohistonové vldkno zdsadn€ méni. Chromozom ve
fazi pted zapocetim mitdzy ma tvar piipominajici velmi dlouhou, tenkou nit a je velmi
protazeny, proto neni mozné opticka mikroskopie. V pocatecni fazi se nukleohistonové
vldkno zkrati na téméf jednu setinu své piivodni délky, a to diky ohybani, stdceni do
spirdly a skladani se. V této fazi jsou pii mikroskopickém pozorovani vyrazngjsi, nebot
jejich Sitka se mnohokrat zvétsi. Tento déj se oznacuje jako kondenzace (spiralizace)
chromozomu. Za pouziti jadernych barviv lze dobife obarvit tyto kondenzované
chromozomy tak, Ze se jsou rozliitelné a diky tomu se daji snadno spocitat (Kocarek,

2008).

Telomery jsou jasn¢ vymezené konce, které zajist'uji pfipojeni chromozomu k délicimu
vieténku a jejich rozdéleni do dcefinych bunck. Toto probihd pii jaderném déleni

(Kogarek, 2008).

Funkce telomer je velmi rozmanita a dtlezita. Prvni funkce je zabezpecdit uplnou replikaci
terminalnich chromozomalnich usekd, dale zabranit abnormalnim fuzim koncu
chromozomil. Poté se pfi meidze UcCastni parovani chromozoml a béhem interfaze
napomahaji ke stabilizaci vnitini struktury bunééného jadra tak, zZe ptipojuji chromozomy
k jaderné membrané. Na telomeru jsou navazany specifické telomerické proteiny

(Pritchard a Korf, 2007).
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Podle riznych technik se rozliSuji nasledujici hlavni typy pruhovani chromozomii:

e Q pruhovani tuto techniku zavedl Casperson v roce 1970. Je to nejstarsi technika

pouzivajici fluorescenc¢ni barviva, napi. chinakrinu. Vyhodou je moznost barveni

Y chromozomu V interfazi, nevyhodou je nestalost preparatu.

e G pruhovani je Vvsoucasné dobé nejvice pouzivanad metoda. Bunky DNA

denaturuji a renaturuji teplem, solnymi roztoky a trypsinem. Barvi se pomoci

Giemsovo barvivem (proto G pruhy). Metoda G pruhti je totozna Q pruhtim, ale

je stalejsi.

e R pruhovani se provadi denaturaci v horkych alkaliich a naslednym barvenim

Giemsovo barvivem. Vzhledem ke G pruhovani je rozlozeni pruhi pfesné opa¢né.

Pfi této metod¢ jsou vyobrazeny useky DNA obsahujici vys$si obsah bazi guaninu

(G) a cytosinu (C).

e C pruhovéani je technikou velmi podobnou G pruhovani, ale pii této metod¢ je

intenzita denaturace vys$Si. Barvena ¢ast je pouze heterochromatin v oblasti

centromer
(Necas, 2000)

3.1 Gonozomy

Pohlavni chromozomy neboli gonozomy maji zdsadni ulohu v ur¢ovani pohlavi jedince.

Zensky karyotyp ma dva pohlavni chromozomy X, zatimco muzsky obsahuje dva odlisné

gonozomy, a to X a Y. Velikost chromozomu X je stfedn¢ velkd, kdy p raménka jsou

vyrazné mensi nez q raménka (submetacentricky). Chromozom Y je svou velikosti

zna¢né mensi nez chromozom X. Geneticky shodné oblasti gonozomii se nazyvaji

pseudoautozomalni oblast, tzv. PAR. Pravé v této oblasti béhem profaze prvniho

meiotického déleni dochdzi k parovani mezi chromozomy X a Y. MlZe zde nastat i

crossing-over (Kocarek, 2008).
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4 Chromozomalni aberace

Nekteré vrozené vyvojové vady na chromozomalni Grovni nazyvame chromozomalni
aberace, ty jsou podminény zménami poctu nebo struktury chromozomuti. Chromozomalni
aberace se déli do dvou skupin, a to numerické a strukturalni aberace. Numerické aberace
predstavuji zmény v poctu pfitomnych chromozomii, z nichz Kk nejbéznéjSim patii tzv.
aneuploidie. Takto mizeme nazvat monozomii, kdy je pfitomen pouze jeden chromozom

zZ paru, nebo naopak trizomii, kdy jeden chromozom piebyva (Tarantino, 2022).
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5 Mozaicismus

Mozaicismus muzeme popsat jako stav, kdy ma ¢lovék ve svém téle dvé nebo vice
geneticky odlisnych sad bunék. Pomér abnormalnich bunék a zdravych bunék muize byt
ruzny. Pokud ale pocet abnormdlnich bunék ptevySuje pocet zdravych, vede to
k onemocnéni. Toto onemocnéni miize byt od buné¢né Grovné az k postizeni tkani napf.

kaze, mozku, nebo jinych organt (Gajecka, 2016).

Mozaicismus muzeme rozdé¢lit do dvou skupin, a to na zarodeény mozaicismus a
somaticky mozaicismus. Jak je zfejmé z nazvil, somatickd mozaika oznacuje ptitomnost
geneticky odlisnych skupin bunék v somatickych tkanich a zarodecna mozaika postihuje
zarodecné linie. V dusledku mozaicismu, ktery nastane béhem vyvoje se mozaikou
mohou stat jak somatické, tak i zarode¢né linie. Jedinec by v tomto pfipadé¢ mohl pienést
mozaikovy genotyp na své potomstvo. Naopak spoustéce mozaicismu, které se objevi
Vv pribehu zivota mtizou ovlivnit bud’ somatické buiiky, nebo buiky zarode¢ni. V piipadé
somatického mozaicismu je hlavnim faktorem pro fenotypovy ucinek rozsah populace
mozaikovych bun¢k, potomstvu by vSak nehrozilo Zadné ptedani mozaikového genotypu.
Na druhou stranu, zarodeény mozaicismus neovliviiuje jedince, ale ohrozuje dalsi

generaci (Chial, 2008).

Odlisné bunécné linie musi vSak pochazet z jedné a té samé zygoty, protoze pfi jejich
puvodu ze dvou zygot, nebo od dvou odlisnych jedinct (dvojcat) jde o tzv. chiméry
(Srsen a Srsnova, 2005).

Mozaiky vznikaji po oplozeni vajicka spermii a nasledném vytvofeni zygoty. Pii
mitotickém déleni blastomer, bunky tvoii pfesnou kopii vlastni DNA, kterd je poté
rozdélena do dcefinych bunék. V tomto kroku miZze dojit k chybé, jako je napiiklad
nerovnomérné rozloZzeni DNA, nebo vznik Spatné kopie DNA. Tato abnormalni bunika
muze v nékterych pripadech zemfit, nicmén¢ pokud piezije vznikne mozaika. Vysoka
uroven mozaicismu je pravdépodobnd, pokud chyba nastane v raném stadiu vyvoje.
Pokud chyba vznikne pozdéji, procento zastoupeni mozaicismu buné¢k bude mensi
(Snustad a Simmons, Relichova, 2009). Zmény poctu a struktury chromozomu v bunécné
populaci vedou K ur¢itym syndromum. Slucitelné se zivotem jsou pouze tii formy
autozomalni trizomie, a to trizomie 21 — Downav syndrom, trizomie 13 (Patautv

syndrom) a trizomie 18 (Edwardstiv syndrom) (Chial, 2008).
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5.1 Turneriv syndrom

Turnerv syndrom je spojen hned Se tfemi chromozomalnimi zménami. Prvni pfipad je,
kdy vznika karyotyp se 45 chromozomy. To je zptisobeno ztratou jednoho chromozomu
pfi splynuti vajicka a spermie, nebo pokud vajicko a spermie piinese jen jeden
chromozom. Karyotyp tohoto clovéka bude 45, X, protoze zde chybi jeden chromozom
X. V dal$im ptipad¢ dochazi ke strukturdlni anomalii, to znamend, Ze divka sice ma 46
chromozomt, ale jeden pohlavni chromozom neni uplny. Poslednim typem spojenym
S Turnerovym syndromem je chromozomalni mozaicismus. V tomto pfipad¢ se jedna o
smés dvou a vice riiznych sestav chromozomu. V bodé¢, kdy spermie splynula s vajickem
byla sestava chromozomt spravna, nicméné v prubéhu dal§iho bunééného déleni se jeden
chromozom X, nebo jeho &ast ztratila. Cast bungk tedy ma karyotyp 46, XX a dalsi ¢ast
karyotyp 45, X (Lebl a Zapletalova, 2012).

karyotyp u Turnerova syndromu

—— N\

chybi X chromozém strukturdini anomdlie chromozomdini mozaika

{odchyiny tvar) X chromozému
45,X napé. 46,XrX, 46,XdelXq, 46,XiXq napf’, 45,X/46,XX

Obrazek 1:0dlisné karyotypy u pacientek s Turnerovym syndromem
Zdroj: Lebl a Zaletalovad, 2012
Fenotypové projevy toho syndromu zahrnuji malou vysku, neobvykly tvar usi a krku,
Siroky hrudnik. Az 50 % pacientek s Turnerovym syndromem ma vrozené srdecni vady,
malformace ledvin, osteoporoza, obezita nebo diabetes. Pacientky trpi nedoslychavosti a
strabismem. Inteligence je normalni, ale mohou se objevit problémy s neverbalnimi,
socialnimi dovednostmi. Poruseny vyvoj ovarii se miize vyskytovat pfevazné u pacientek
s karyotypem 45, X. Pacientky se strukturdlnimi aberacemi a mozaiky maji postizeni

ovarii jen malé, nebo zcela nevyskytujici se. (Pinsker, 2012).

5.2 Klinefelteruv syndrom

Klineferteriv syndrom je nejcastéji se vyskytujici chromozomalni aberaci u muzi. Muzi
s timto syndromem maji o jedno X navic, které zdédi od jednoho z rodi¢u (Groth et al.,
2013).Definice karyotypu klasické formy Klinefelterova syndromu je 47, XXY a vyplyva

z aneuploidie pohlavnich chromozomu. Tento typ syndromu se vyskytuje v 80-90 %

16



ptipadf. 10- 20 % tvofi aneuploidie vyssiho stupné (napt. 48, XXXY nebo 48XXYY),
strukturné abnormalni X chromozom, nebo mozaiky (napt. 47, XXY/46,XY). Fenotyp
pacientl s timto syndromem je velmi variabilni, to zptsobuje, ze u urcit¢ho procenta

muzl neni cely zivot tento syndrom diagnostikovan (Bonomi et al., 2017).

Mezi hlavni fenotypové znaky u pacientli s timto syndromem patii vysoka postava,
gynekomastie neboli zvétseni mlécnych zlaz v pozdni puberté, Siroké boky a mald varlata.
Ve vétsin€ piipadi jsou pacienti neplodni, trpi azoospemii (nepfitomnost spermii
Vv ejakulatu) a maji sniZenou hladinu testosteronu. Jsou nachylnéjsi k obezité, tromboze a
kardiovaskularnim onemocnénim. Klienefelteriv syndrom ma také vliv na verbalni

komunikaci (Kanakis a Nieschlag, 2018).

5.3 Syndrom XYY (supermuz)

Syndrom XYY je chromozomalni aberace charakterizovana dal$im chromozomem.
Tento syndrom se vyskytuje jen u muzského karyotypu. Fenotypové projevy jsou vysoka
postava, zvétSeny obvod hlavy, dale porucha feci a motorickych schopnosti. Je zde veliky

piedpoklad ke zvySenému riziku poruch autistického spektra (Bryant et al., 2012).

5.4 Syndrom XXX (superZena)

Toto genetické postizeni se vyznacuje trizomii chromozomu X (47, XXX), postihuje
zensky karyotyp a mliZze mit riizné stupné fenotypového projevu. Novorozenci nemaji
typicky vzhled. Diagnostika tedy probihd prenatalnim testovanim, nebo postnatalnim
diagnostickym hodnocenim. Pro tento syndrom je typicky vysoky vzrast, klinodaktylie
(malformace prstt, pfi které sttedni clanek ma klinovy tvar a koncovy ¢lanek je vybocen
ke stran¢) a poruchy vajecniki. Mentdlni stav pacientek s timto syndromem je
srovnatelny se zdravym jedincem, nicméné muZe se zde objevit porucha feci a

motorickych schopnosti (Wigby et al., 2016).

17



6 Fluorescen¢ni mikroskopie

6.1 Fluorescence

Vyuziti fluorescence v biologickych védach za poslednich 20 let vyrazné stouplo. Hlavné
v biochemickych a biofyzikalnich oborech je na fluorescencni spektroskopie pohlizeno
jako na dilezity vyzkumny nastroj. Fluorescence se v dnes$ni dobé pouziva v lékaiské
diagnostice, pritokové cytometrii, forenzni a genetické analyze, sekvenovani DNA a
v dalSich metodach klinické praxe. Fluorescence je dale aplikovana pfi bunééném a

molekularnim zobrazovani (Lakowicz, 2006).

Pti pfechodu z metastabilniho stavu do zadkladniho, vznikéd elektromagnetické zareni,
které je oznacovano jako luminiscence. Pokud metastabilni stav trva kratky casovy tsek,
nazyvame ho fluorescence, trva-li vSak del$i dobu mluvime o fosforescenci. V plynné
fazi jsou emisni spektra atoml ¢arové, a to v disledku uvolnéni pouze urcitych kvant
energie. U molekul nastava situace slozit¢jsi. Energetické hladiny elektronti se vyznacuji
pasovym charakterem, a tomu odpovidaji i pasova emisni spektra (Hrazdira a Mornstein,
2001).

Mezi hlavni vyhody fluorescence patii vynikajici citlivost, dobra specificita a velky
linedrni rozsah. Fluoremetrické metody mohou detekovat velmi nizké koncentrace latek.
To je zplisobeno tim, ze je emitované zafeni méfeno piimo a je tedy moZna kontrola

intenzity exitaéni zafivé energie (Guilbault, 2020).

Fluorescence byla poprvé pozorovana u mineralu fluoridu neboli kazivce (CaF2), podle
kterého je tedy tento jev pojmenovan. U anorganickych slouCenin je tento typ
fotoluminiscenéniho zafeni pozorovan jen vyjimecné, a to napt. u soli vzacnych zemin.
U organickych slou€enin je fluorescence pozorovana castéji, zejména u sloucenin
obsahujici aromatické cykly. Kazdéa latka ma charakteristické dva typy spekter, a to
excita¢ni a emisni spektrum. Principem excitatniho spektra je zachyceni relativni
ucinnosti riznych vlnovych délek excitujiciho zéafeni. Intenzita fluorescence je tedy
zavisla na vlnové délce excitujiciho zafeni, kdy méfeni probiha pii konstantni vlnové
délce excitacniho zafeni. Rezonan¢ni fluorescence nastava v okamziku, kdy molekula
vyzaii vSechnu absorbovanou energii. Fluorescence ma v tomto piipad¢ stejnou vinovou

délku jako absorbované zatreni. Toto mizeme detekovat pfevazné u nejjednodussich
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Kk nezafivym deaktivacim, které jsou spojeny s vnitini, nebo vné&jsi konverzi. Tento proces
se déje vétsinou v kapalnych roztocich. Vibracni deaktivace je nejbéznéjSim typem
daného elektronového stavu. V disledku srazek excitovanych molekul a molekul roztoku
je vyvolana vnéjsi konverze, pti které dochazi k predani energie mezi molekulami. Pokud
dojde k silnému ochlazeni roztoku, vnéj$i konverze bude omezena v ucinnost zarivé
deexcitace. Nezafiva deexcitace nastava, pokud ma emitované zafeni vétsi vlnovou
délku, nez je vinova délka excitacniho zéafeni. Tento princip je vyuzivan ve fluorescencni

mikroskopii (Kocarek et al., 2010).

6.2 Fluorescen¢ni mikroskopie

Fluorescen¢ni mikroskop se od b&zného svételného mikroskopu odliSuje osvétlenim.
Svételnym zdrojem pro tento typ mikroskopovani muze byt laser, rtutova vybojka, nebo
xenonova obloukova lampa. Dalsi rozdil je v tom, Ze fluorescen¢ni mikroskop obsahuje
excitacni a emisni filtry. Excitaci vzorku, resp. jeho specifické barvivo propousti pouze
excitacni filtr. Pfed vstupem do detektoru musi svétlo emitované vzorem nejprve projit
emisnim filtrem. Emisni filtr je propustny pouze pro svétlo se specifickou vinovou

délkou, jako je svétlo vyzarované vzorkem (Ockenga, 2021).

Tento typ mikroskopovani se v cytogenetice pouziva pii fluorescencnim barveni

chromozomti, nebo fluorescenéni in situ hybridizaci (Kocarek et al., 2010).

6.3 Fluorescen¢ni barviva

Fluorescenc¢ni barviva jsou chemické slouceniny. Tyto slouceniny jsou schopny reagovat
s nukleofilnimi skupinami (NH2, OH, SH) diky své reaktivni skupiné. Jsou rozdélena do
dvou skupin, a to na vnitini, a vnéj$i. Pfitomnosti vnitinich fluoforti je podminéna vnitini
fluorescence. Mezi tyto fluofory patii protein redukované formy NADH a NADPH,
vitamin A, hemoglobin, chlorofyl, cytochromy, peroxidaza ¢i myoglobin. Fluorescen¢ni
zafeni proteini se pohybuje v UV oblasti spektra a jejich hlavnimi fluofory jsou
aromatické aminokyseliny (tryptofan, fenylalanin, tyrosin). Absorp¢ni i emisni pas téchto
fluofort lezi mezi 240 a 300 nm. Viditeln4 oblast spektra (modra, zluta ¢i ¢ervend) je

typickéd pro ostatni uvedené latky. Vné&jsi fluofory jsou mnohem castéji vyuzivané nez
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vnitini. Po pfidani do vzorku se vytvoii urcité vazby a podle nich jsou fluofory déleny na
fluorescencni znacky a fluorescencni sondy. Fluorescencni znacky jsou nejcastéji
vyuzivané k fluorescen¢nimu znaceni proteini. K t€émto proteinim se vazou kovalentni

vazbou (Kocarek et al., 2010).

6.4 Hybridizace in situ

Hybridizace in situ je velmi dulezitd metoda pfi stanoveni specifickych sekvenci
nukleovych kyselin v cytologickych preparatech chromozomii, bunék a tkani, a také
napomaha urcit jejich prostorovou lokalizaci, a to S vysokou pfesnosti. Tato metoda je
prospésna pro detekci napf. metastaznich gent, nebo pro zjisténi specifickych molekul

RNA, které se nachazeji uvnitt tkani (Smarda, 2005).
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7 Fluorescenscni in situ hybridizace

Fluorescencni in situ hybridizace neboli FISH je technika, ktera se pouziva k mnohym
vySetienim. Umoziiuje specificky lokalizovat sekvence nukleovych kyselin a pfitomnych
aberaci na molekularni urovni. Metoda FISH je aplikovana na riiznych preparatech napf.
buniky RNA, nebo DNA ziskand z mitotickych bunék za pomoci metafazovych
chromozomovych preparati. FISH napomaha pii studiu napf. replikace DNA, zpracovani

RNA, genové exprese a odhalovani chromozomalnich aberaci (Tsuchiya, 2011).

FISH spada do skupiny hybridizacnich metod. Principem této metody je hybridizace
sumeéle vyrobenou sondou (komplementarni usek nukleové kyseliny), oznacenou pro
dalsi a finalni krok, ktery se nazyva detekce. Timto postupem mulzeme prokazat
pfitomnost DNA neboli deoxyribonukleové kyseliny, nebo RNA (ribonukleové
kyseliny). Nazev metody se sklada ze dvou ¢asti. In situ oznacuje hybridizaci, ktera
probiha pfimo v mist¢, kde se nachazi hledana struktura sondy, ozna¢ené fluorescencnimi

barvivy predstavujici fluorescencni piivlastek (Kocarek, 2007).

K cilenému oddéleni vldken DNA a zaniku vodikovych mustkti dochazi pti zahiivani
dvousroubovice vysokou teplotou okolo 100 °C. MiiZe nastat jen ¢aste€na denaturace, a
to pokud neni DNA vystavena tak vysoké teploté nebo jsou pfitomny labilizujici ¢inidla
(alkalie, formamid). Za odpovidajici teploty, vlhkosti a molarit€¢ mohou jednotliva vlakna
utvoftit zpétn¢ dvousroubovici DNA, to nastava jen v pfipadé, pokud se vldkna setkaji se
svymi komplementarnimi partnery. Prikaz pomoci fluorescen¢ni enzymatickou reakce
muzeme aplikovat v ptipad¢ pfitomnosti komplementarniho vlakna DNA oznaceného
radioaktivni latkou, nebo neradioaktivné (biotin, digoxigenin). Princip metody je

znazornén na obr. ¢. 2 (Michalova, 1999).
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FLUORESCENCNI IN SITU HYBRIDIZACE (FISH)
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Obrazek 2:Princip metody fluorescencni in situ hybridizace

Zdroj: Michalovd, 1999

7.1 Sondy FISH

Pro metodu hybridizace byly z poc¢atku sondy oznacovany radioaktivné a jejich detekce
probihala autoradiograficky. Nicmén¢ v dneSni dobé jsou sondy znaceny chemicky,
detekce téchto sond je provadéna fluorescenéné oznacenou protilatkou, nebo se aplikuji

fluorescenéné barvené nukleotidy, které pfimo zna&i danou sondu (Smarda, 2005).

Sondy pro fluorescen¢ni in situ hybridizaci délime do tii skupin podle lokalizace cilovych
mist a nazyvame je satelitni, lokus specificky a malovaci. Satelitni sondy se vdzou na
satelitni sekvence DNA, které jsou lokalizovany v oblasti centromer a telomer a aplikuji
se pii vySetfeni aneuploidii, nebo K uréeni chromozomii neznamého ptvodu. Lokus
specifickeé sondy se ptipojuji na jedinecné sekvence DNA. Jejich tikolem je zjistit polohu
jednotlivych genti ¢i specifickych tisektt DNA. Malovaci sondy se pouZzivaji pro oznaceni
sloZzenim, které obsahuje urcité mnozstvi chromozomovych sekvenci. Diky malovacim
sondam mohou byt odhaleny strukturni 1 po€etni odchylky. Metody, které vyuzivaji jiz
zminéné malovaci sondy, se nazyvaji mnohobarevna fluorescence, nebo M-FISH a

mnohobarevné pruhovani neboli M-BAND (Bftezinova et al., 2017).

Zakladem fluorescen¢ni In situ hybridizace je pouziti oznaCené jednofetézové
hybridiza¢ni sondy. Tuto sondu pifedstavuje kratky usek DNA. Po denaturaci je sonda
schopna vazat se k findlni sekvenci DNA bungk, které se nachazeji na mikroskopickém

skle. To je mozné diky komplementarité¢ bazi. Déleni téchto sond je zavislé na misté
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hybridizace, podle toho je rozdélujeme na satelitni (centromerické) sondy, lokus

specifické sondy a celochromozomové (malovaci) sondy (Pradhan, 2022).

Na obrazku ¢ 3. je vyobrazené obarvené misto na chromozomu

satelitni lokus celo-
(centromerické) specifické chromozomoveé
sondy sondy (malovaci) sondy

I

Obrazek 3:Typy sond vyuzivané k molekularné cytogenetickému vysetieni

faze G, faze G,

Zdroj: Kocarek,2007

7.2 Vyuziti metody FISH

V této kapitole jsou popsany nékteré piiklady vyuziti metody FISH. Prvni ptiklad je pfi
potiebé rychlé prenatalni a preimplantacni diagnostice, kdy se stanovuje chromozomové
konstituce interfaznich bunék. Tohoto postupu se vyuziva 1 pfi chromozomovém
vySetfeni nadord. V nékterych pfipadech diagnostiky mozaiek nestaci cytogeneticka
analyza, proto je vyuzivana metoda FISH, ktera dokaze identifikovat aneuploidni bunky
I v piipadé nizké frekvenci. Cytogeneticka analyza nestaci, protoze neposkytuje analyzu
velkého pocétu bunék. Fluorescenc¢ni in situ hybridizace dale umoziuje zjisténi ptivodu
derivovanych chromozomil a tézko urcitelnych translokaci. Dal§i vyznam spociva v
diagnostice mikrodelecnich syndromt, kdy se vySetiuji chromozomové aberace. Pri

nadorovém onemocnénim se touto metodou sleduje uspésnost 1é¢by (Kocarek, 2007).

7.3 Modifikace FISH

Klasickd metoda FISH je zaloZenou na specifickych sondach, to znamend velmi
omezenou specificitu. Sondy proto hybridizuji jen na urcity usek chromozomu, a tim
padem lze urcit, nebo vyvratit pouze konkrétni aberaci, postihujici jeden chromozom. V
nékterych pfipadech dvojici, nebo trojici chromozomii. Hybridizace in situ se proto v 90.

letech minulého stoleti dal rozvinula na dalsi molekularné cytogenetické metody, které
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poskytuji komplexnéjsi identifikaci vSech chromozomi a jejich pfipadnych aberaci.
Princip téchto metod je zaloZen na analyze mista a identifikace chromozomalnich zmén,
a to bez zacileni na konkrétni lokus, nebo chromozom. Mezi tyto nejvyznamnéjsi metody
patii mnohobarevna FISH neboli M-FISH (Multicolor FISH), spektralni karyotypizace
neboli SKY (spectral karyotyping) a komparativni genomova hybridizace neboli CGH
(comparative genomic hybridizatio) (Kocarek, 2007).

7.3.1 Mnohobarevnd FISH (M-FISH)

Pii mnohobarevné FISH metodé¢ se jedna o hybridizaci s konkrétnimi chromozomy. Smés
DNA sond se skldda z velkého poctu fluorescenéné oznacenych casti jednotlivého
chromozomu. Pro detekci se vyuziva set Uzkopasmovych filtri. Po prob&hnuti
hybridizace je oznacen cely chromozom, a tim padem fluoreskuje. Ke chromozomiim
jsou podle intenzity signalii, které jsou pocitatove€ analyzovany, pfifazeny klasifikacni
barvy. Touto metodou lze popsat cely karyotyp, ale jen v ptipadé, pokud se chromozom-
specifické sondy oznaci vice jak jednim fluoroforem. Normalni bunka je jednobarevna,
zatimco nadorova buiika je slozena z vice barev, tim jde snadno odhalit chromozomalni

aberace. Tato metoda je velmi pfinosnd v klinické i1 naddorové cytogenetice. Jednou

z nevyhod je nutnost kultivace bun¢k a neschopnost zjistit intrachromozomové aberace

(Petrovova a Svoboda, 2019).

1 2 3 4

Obrazek 4:Muzsky karyotyp zobrazeny metodou M-FISH

Zdroj: Petrovovd, 2019
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7.3.2 Mnohobarevné pruhovani (M-BAND)

Mnohobarevné pruhovani neboli M-BAND je principem velmi podobné M-FISH. Rozdil
nastavd v barveni chromozomu, kdy pii této metod¢ identifikujeme pomoci razné
zna¢enych sond pouze jednotlivé fragmenty jednoho vybraného chromozomu, nikoliv
cely chromozom. Cely chromozom je tedy vyobrazeny odli$n¢€ znacenymi sondami, které

ptredstavuji rizné barevné pruhy (Kocarek, 2007).

Obrazek 5:Muzsky karyotyp zobrazeny metodou M-BAND

Zdroj: Kosyakova et al., 2013

7.3.3 Komparativni genomovd hybridizace (CGH)

Komparativni genomova hybridizace je aplikovana pfi odhalovani rozdilného mnoZstvi
genetického materidlu mezi riznymi genomy. K této hybridizaci neni potfeba pfitomnost
délicich se bun¢k, vySetfovanym materidlnem je izolovana DNA. Princip CGH spociva
Vv soucasné hybridizaci vySetifované a kontrolni DNA. Pomér mezi témito DNA je 1:1.
Vysledna zména poméru signalt je disledek zmnoZeni, nebo ztraty DNA. Nejcastéji se

tato metoda pouziva pii vysetieni nddorovych bunck (Otova a Mihalova, 2012).
7.3.4 FISH na vlikné DNA (fiber — FISH)

Princip této metody je na rozhrani mezi molekularné cytogenetickymi, a molekularné
biologickymi metodami. Pfi této metod¢ se hybridizuje pfimo na vlakné DNA, tim je
docilena zvySena citlivost vySetfeni. Materidlem pro hybridizaci je pfimo izolovana
DNA, nikoliv nativni chromozom, nebo interfazni jadra jako pii klasické hybridizaci in
situ. Diky ptimé detekci genomovych tGsekt na vlakné DNA si v§ak zachovava vlastnosti

klasické FISH (Kocarek, 2007).
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7.3.5 Spektralni karyotypizace (SKY)

Spektralni karyotipizace je obdoba milticolor FISH. Rozdil je ve snimani signalu. U M-
FISH je signal detekovan postupné u jednotlivych fluorochromit, nicméné pii metodée
SKY je mozné identifikovat cely chromozom a analyzovat ho pomoci interferonu. Pti
mikroskopovani se proto nemusi meénit jednotlivé filtry. Barevny signal je urcen
kombinaci malovacich sond. Za pomoci pocitace jsou pak signaly vyhodnoceny a

poskytnuty obrazy barevné odliSenych chromozomu (Imataka a Arisaka, 2012).
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8 Cil prace a vyzkumné otazky

8.1 Cil prace

Cilem této bakalaiské prace bylo:
e Zavedeni a optimalizace metody FISH v laboratoii ZSF.
e Vysetfeni gonozomalnich mozaiek z riiznych vzorkd.

8.2 Vyzkumné otazky

e Jaké je zastoupeni gonozomalnich mozaiek u mladistvych (15-25 let)?

e Jaky je rozdil ve vyskytu gonozomalnich mozaiek ve vzorcich z krve a bukalnich

stéra?
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9 Metodika

Prakticka cast bakalarské prace byla provedena v laboratoti Zdravotné socidlni fakulty
Jihodeské univerzity v Ceskych Bud&jovicich, pod vedenim Ing. Tomase Nixe Ph.D.
Vzorky pro tuto bakalatskou praci byly odebrany od 20 osob. Odebirany material byl

bukalni stér (sliny) a kapilarni krev.

9.1 Odbér vzorku

Pracovni pomucky

e Termostat (firma Biotech — POP30-U)

e Jehla (firma: Haemolance, NORMAL FLOW)

e Vytérovy tampon

e Podlozni skla SuperFrost (firma Therma Scientific)
e BuniCina

e Naplast

e Rukavice

Pted vykonanim praktické ¢asti byly odebrany vzorky od vybranych jedincti. Vzorky byly
nasledné anonymizovany. Pfed samotnym odbérem byli vSichni probandi obeznameni o
pravidlech spravného odbéru. Od jedné osoby probéhl vzdy odbér dvou vzorkd, a
to bukélnich stér a kapilarni krve. Odbér bukdlnich stéri byl vykonan pomoci
vytérového tamponu. Proband by nem¢l pied odbérem minimalné hodinu pit ani jist.
Vytér byl provadén po dobu 3 minut z vnitini strany tvafe a z povrchu dasni. Béhem
vytéru byl tampon otacen pro docileni zachyceni co nejvice pozadovaného vzorku. Poté
byl vzorek nanesen na podlozni sklo. Odbér kapilarni krve probihal za pomoci odbérové
jehly. Pfed samotnym vpichem byla provedena dezinfekce oblasti odbéru, tzn. boc¢ni
strana bfiSka 3. nebo 4. prstu. Po vpichu byla prvni kapka setfena malym kusem buniciny,
poté se prst umistil nad podlozni sklo, tak aby na sklo dopadla kapka krve. Pti odbéru by
se nemela krev pod tlakem vytlaCovat, protoze by mohlo dojit ke kontaminaci krve
tkanovym mokem. Nasledné byla kapka krve na podlozni sklo rozettena po celé jeho
plose, pomoci jiného podlozniho skla. Oblast vpichu byla vydezinfikovana a otfena

buni¢inou, pripadné byla nalepena naplast. Podlozni skla se vzorky byla fadné popsana,
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aby nedoslo k zdméné vzorkl. Vzorky byly vlozeny do termostatu, ktery byl nastaven na

37 °C. Po zaschnuti vzorku byla sklicka vyndana z termostatu.

9.2 Priprava vzorku

Pomtcky

e Termostat (firma: biotech — OP30-U)

o Kyvety

e Odmérné valce

e Mikropipety

e BuniCina

e V]hka komurka — nadoba s vikem, houba, ubrousek
e Kryci skla (firma: Menzel Gléser)

e Pinzeta

e Fixogum (firma:Marabu)

e Vortex mixer (firma: Labnet International, Inc.)
e Centrifuga (firma: Labnet International, Inc.)

e Ochranné bryle

e Rukavice

e Plast
Reagencie

e Methanol

e Ethanol — 96 %,80 %,70%

e Pepsin

e 2xSSC, 0,5xSSC

e Fluorescenc¢ni sonda (firma: Leica biosystems)
e Hybridiza¢ni pufr

e Tween 20

e Fluorescencni barvivo DAPI (firma: Leica biosystems)

Vzorky se ptfed samotnym mikroskopovanim musi ur¢itymi kroky upravit tak, aby byl

vzorek ptizplisoben k vySetieni.
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Termostaty byly nastaveny na teploty 37 °C a 80 °C. Sklicka se zaschlymi vzorky byla
vyndana a vloZena na 5 minut do methanolu, diky kterému byl vzorek zafixovan. Sklicka
byla vyndana z methanolu a po fadném uschnuti vlozena do 96 % ethanolu a
dehydratovana po dobu 5 minut. Mezitim byl pfipraven roztok pepsinu — ¢ista lahev byla
fadné popsana. Do 250 ml odmérného valce bylo napipetovano 215 ul 37 % HCI, tento
pracovni krok probihal v digestoii s ochrannymi pomiickami (bryle, rukavice, plast).
Vélec byl doplnén destilovanou vodou po rysku. Do kyvety bylo nalito pomoci
odmeérného valce 100 ml HCI. Do roztoku HCI bylo pomoci pipety ptidano 10 ul 100 %
pepsinu. Zasobni roztok pepsinu se uchovava v lednici. Do pfipraveného roztoku pepsinu
byla vlozena sklicka, vtomto kroku doSlo k rozruSeni bilkovinnych struktur. Po 5
minutach byla sklicka pfendana do kyvety s roztokem 2xSSC na stejné dlouhy cas, jako
v ptedchozich krocich. Roztok SSC napomohl odmyt nezadouci struktury ve vzorku. Poté
byl proveden pomoci stficky oplach destilovanou vodou. Sklicka se nechala uschnout na
buni¢ing. Poté byly vzorky vlozeny do ethanolové fady — 70% ethanol, 80% ethanol a
96% ethanol po dobu 2 minut v tomto kroku doslo k postupné dehydratace. Sondy byly
vytemperovany v termostatu, ktery byl nastaven na 37 %. Na pfipravené kryci sklo bylo
napipetovano 10 pl sondy. Podlozni sklo bylo ptiklopeno na kryci sklo. Pomoci buniciny
bylo na skla zatlacena, aby sonda byla pokryta pod celym krycim sklem. Okolo celého
kryciho skla bylo naneseno Fixogum. Tento krok byl proveden proto, aby se vzorek se
sondami neodpatil poté, co byl vlozen do termostatu na 80 °C po dobu 5 minut. Mezitim
byla pfipravena vlhka komirka — do uzaviratelné krabicka byly vloZzeny mokré ubrousky
a mokra houba. Sklicka byla vlozena do vlhké komulrky a umisténa do termostatu, ktery
byl nastaven na 37 °C. Komiurka byla nechana v termostatu pfes noc. Vlhka komurka se
vzorky byla vyndana z termostatu. Druhy den je nutné odmyt nenavazané sondy, a to
roztokem 1 % Tweenu a 0,5x SSC. Tween byl vytemperovan v termostatu na 37°C. Do
100 ml kyvety bylo napipetovano 1 ml Tween, 25ml 2xSCC a pomoci odmérného valce
ptidano 75ml destilované vody. Kyveta s roztokem byla dana do termostatu, ktery byl
nastaven na 72°C. Sklicka byla vynddna z vlhké komulrky a za pomoci pinzety bylo
opatrn¢ strhnuto zaschlé Fixogum a kryci sklo. PodloZni skla se vzorky byla vlozena do
odmyvaciho roztoku 1 %Tween, 0,5x SCC. Kyveta se vzorky byla umisténa do
termostatu po dobu 5 minut. Teplota v termostatu byla 72°C. Kyveta byla vyndana
z termostatu. Podlozni skla byla omyta za pomoci stfi¢ky destilovanou vodou. Po fadném
uschnuti byly vzorky vloZzeny do ethanolové ftady (70% ethanol, 85%ethanol,

96%ethanol) po dobu 1 minuty. Podlozni skla byla pfesunuta na buni¢inu, kde fadné

30



oschla. Fluorescen¢ni barvivo DAPI bylo zvortexovano na pfistroji Vortex a dale stoceno
na centrifuze. Pripravené kryci sklo bylo za pomoci pipety naneseno 5 pl barviva DAPI.
Podlozni sklo se vzorkem bylo pfiloZeno na kryci sklo. Skla byla vlozena na tmavé misto

na 10 minut.

9.3 Fluorescen¢ni mikroskopovani

Pracovni pomucky

e Mikroskop (firma: Nikon eclipse 50i)

e Imerzni olej

Poté bylo zahajeno mikroskopovani. Nejprve byl vzorek mikroskopovan na nejmensi
zvétSeni (20x), dale pii zaostieni signalu byl nanesen imerzni olej a zvétSeni bylo pfidano

(40x a 100x). Pres Cervené a zelené svétlo byly sledovany signély na centromerach.

Sondy

® pxz1 & oyz3

X

Obrdzek 6:Sondy XY

Zdroj: (Leicabiosystems, 2015)

Satelitni sondy XY jsou tvofeny znaCenou repetitivni DNA, kterd se nachazi
vV chromatinu chromozomu X a Y, hybridizuji v centromerickych oblastech. Zména poctu
chromozom se projevuje zmeénou poctu fluorescencnich signalt. Zdrava XX buiika Zeny

ma dva zelené signaly, muzskd bunka XY m4 jeden Cerveny a jeden zeleny signal.
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Vétsina  fluorescencénich  mikroskopti umoziiuje propojeni mikroskopu, kamery
(fotoaparatu) a pocitace, diky tomuto vznikaji fotky. Nedilnou soucasti provedeni
fotografii je program, ktery umoznuje fotky propojit a dat jim finalni vzhled. Tento
program v dobé vykonu mé praktické Casti nebyl aktualizovan, disledek jeho zastaralé
verze byla neschopnost tyto fotky potidit. Pro demonstraci mé praktické casti byly

potizeny amatérské fotky vlastnim zafizenim.

Na prvnich dvou obrazcich je buiika s Zenskym karyotypem, proto jsou zde sledovany

dva zelené signaly.

Obrazek 7:Buiika XX, UV svetlo, DAPI Obrdazek 8:Buiika XX, zeleny filtr

Zdroj: vlastni Zdroj: viastni
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Na téchto tiech obrazcich je vidét muzska bunka (46,XY), zde sviti jeden erveny signal

a jeden zeleny.

Obrazek 9:Bunka XY, UV sveétlo, DAPI Obrazek 10:Burika XY, Cerveny filtr

Zdroj: viastni Zdroj: vlastni

Obrazek 11 Buiika XY, zeleny filtr

Zdroj: vilastni
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10 Vysledky

Do nasledujicich dvaceti tabulek byly zaznamenany vysledky fluorescencniho
mikroskopovani. Vzorky byly odebrany tiindcti Zendm a sedmi muzim ve véku od 15 —
25ti let. Hodnoty hranic mozaicismu byly ziskany ustnim sdélenim vedouciho této

bakalarské prace.

Incidence spojena s mozaicismem u Turnerova syndromu je 2,81 na 10 000 zivé
narozenych. U syndrom 47, XXX (superzena) to je 0,45 na 10 000 zivé narozenych;
Klinefeltertv syndrom predstavuje 1,20 na 10 000 ziveé narozenych a syndrom 47, XYY
(supermuz) 0,16 na 10 000 zivé narozenych (Gregor et al., 2009).

Tabulka 1: Proband &.1 - Zena 18 let

Vzorek Bunky XX Buiky X0 Buiky XXX Ostatni
Krev 49 1(2 %) 0 0
Bukalni stér 30 0 0 0

Zdroj: viastni

Jak udavaji procenta mozaicismu, tento vzorek je v pofadku a nevyskytuje se zde

mozaicismus. U vzorku krve je mozaicismus 2 procenta, to je vSak pfipustna hodnota.

Tato bunika mohla byt $patné rozpoznana, nebo jen vyjimka.

Tabulka 2: Proband &.2 - Zena 22 let

Vzorek Bunky XX Buiky X0 Bunky XXX Ostatni
Krev 50 0 0 0
Bukalni stér 30 0 0 0

Zdroj: viastni

Zde je nulovy vysledek mozaicismu, a to znamena, ze u probanda neshledavame zadné

bunky s abnormélnim poctem gonozomalnich chromozom?.

34




Tabulka 3: Proband &.3 - muz 19 let

Vzorek Bunky XY Buniky X0, YO | Buiiky XXY, XYY... | Ostatni
Krev 50 0 0 0
Bukalni stér 29 1(3,3%) 0 0

Zdroj: viastni

Tento vzorek je od muze, proto se vySetfovaly chromozomy XY, a to tak, ze X vytvaielo
zeleny signal a Y Cerveny. VSechny nalezené bunky v krevnim vzorku mély presny pocet

signalt. V bukalnim stéru se nachazela jedna buika, kde byl detekovan jen jeden signal.

Tabulka 4: Proband &4 — Zena 21 let

Vzorek Bunky XX Bunky X0 Bunky XXX Ostatni
Krev 50 0 0 0
Bukalni stér 28 0 2 (6,7 %) 0

Zdroj: viastni

Ve vzorku z bukalniho stéru byly nalezeny 2 buriky, které neodpovidaly zdravé buiice po
strance gonozomalnich chromozomu. Zde svitily 3 zelené signaly, ackoliv procento
mozaicismu udava jiz hodnotu nad hranici, a to 6,7 %. Mohlo se jednat o artefakt, protoze
v krvi nebyla nalezena zadna burika s gonozomalnim mozaicismem. Pro prokazani
mozaicismu by se musela provést dalsi Setfeni a pocet vySetfenych bun¢k by musel byt
vySsSi.

Tabulka 5: Proband ¢.5 — Zena 16 let

Vzorek Bunky XX Buiky X0 Bunky XXX Ostatni
Krev 49 1(2 %) 0 0
Bukalni stér 29 1(3,3%) 0 0

Zdroj: viastni
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Ve vzorku krve u probanda ¢.5 se vysetfilo 50 bunék ztoho 1 méla monozomii
chromozomu X. Procento mozaicismu vsak je v pripustnych hodnotach. Ve vzorku
bukalniho stéru se prokazala také 1 monozomicka buiika. Procento udava nad ptipustnou

hodnotou, nicméné pro potvrzeni by bylo vhodné udélat dalsi podrobnéjsi vysetieni.

Tabulka 6: Proband ¢.6 —muz 19 let

Vzorek Buiky XY Buiky X0, YO | Bunky XXY, XYY... | Ostatni
Krev 49 0 1(2 %) 0
Bukalni stér 30 0 0 0

Zdroj: viastni

Vzorek krve u probanda ¢.6 vykazoval 1 buniku s trizomii — zde svitil jeden zeleny a dva

cervené signaly. VSechny buniky ve vzorku bukalniho stéru prokazovaly jeden zeleny a

jeden Cerveny signdl.

Tabulka 7: Proband ¢.7 — Zena 25 let

Vzorek Bunky XX Bunky X0 Buiky | Ostatni
XXX

Krev 48 + 50 2(4%)+0(0%)=2% |0 0

Bukalni stér 30 0 0 0

Zdroj: viastni

U vzorku krve se vysSetiilo 50 bunék, z toho 2 vykazovaly mozaicismus. Procento tedy
udava hodnotu 4. To znamena nad horni mez pfipustné hodnoty. Ve vzorku byly vidény
velmi slabé signdly, proto se provedla opétovna hybridizace. Druhé mikroskopovani
nepotvrdilo zadné bunky s neobvyklym poctem signalti. Znamena to tedy, Ze pfi prvnim
mikroskopovani mohly byt vidény slabé signaly a mohlo dojit k nepfesnému urceni

monozomie u gonozomalnich chromozomd.
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Tabulka 8: Proband ¢.8 — Zena 21 let

Vzorek Bunky XX Bunky X0 Buiky XXX Ostatni
Krev 47 0 3 (6,0 %) 0
Bukalni stér 30 0 0 0

Zdroj: viastni

U tohoto vzorku byly zjistény 3 buiiky se tfemi zelenymi signaly. Procento udava nad
horni pfipustnou mez. V tomto piipadé¢ se jednalo o buiiky s gonozomalni trizomii.
Jedinec vSak nevykazuje zadnou poruchu, ktera by byla spojena s gonozomalnimi

chromozomy.

Tabulka 9: Proband ¢.9 — Zena 22 let

Vzorek Bunky XX Bunky X0 Bunky XXX Ostatni
Krev 50 0 0 0
Bukalni stér 28 0 0 2 (6,7 %)

Zdroj: viastni

Ve vzorku krve nebyly nalezeny zadné buiky, které by nemély 2 zelené signaly. Ve
vzorku bukalniho stéru vSak byly zpozorovany 2 bunky se 4 zelenymi signaly. V tomto
ptfipad¢ neni mozné odlisit tetraploidni bunky od 2 navzijem piekryvajicich se bunck.
Tato skutecnost by musela byt ovétena jinou sondou. V piipad¢ tetraploidni bunky by se

zde nachazely opét 4 signaly, ovSem ve druhém ptipadé by byly vidény pouze 2 signaly.

Tabulka 10: Proband ¢.10 — muz 26 let

Vzorek Bunky XY Buiky X0, YO | Buiky XXY, XYY... | Ostatni
Krev 50 0 0 0
Bukalni stér 15 0 0 0

Zdroj: viastni
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Vzorek bukdlniho stéru bylo velmi obtizné vysettit, protoze se zde nachézelo velmi malé
mnozstvi bun€k, proto byla analyza provedena jen u 15 z nich. Ve vzorku krve bylo
vysetieno 50 bunék. Nebyla zde nalezena ani jedna buiika s nezdravym karyotypem, tzn.

vSechny buiky vykazovaly jeden zeleny a jeden Cerveny signal.

Tabulka 11: Proband ¢&.11 — Zena 24 let

Vzorek Buiky XX Buiky X0 Buiky XXX Ostatni
Krev 48 1(2%) 1(2,0 %) 0
Bukalni stér 30 0 0 0

Zdroj: viastni

U probanda ¢. 11 bunky ze vzorku bukalniho stéru vykazovaly 2 zelené signaly. Ve
vzorku krve byly zjistény 2 burky, které nemély odpovidajici zelené signaly. Nachazela
se zde bunika s 1 zelenym signalem a burika se 3 zelenymi signaly. Nicméné procento

mozaicismu neptekrocilo pfipustnou hranici.

Tabulka 12: Proband ¢.12 — Zena 23 let

Vzorek Bunky XX Buiky X0 Buiky XXX Ostatni
Krev 50 0 0 0
Bukalni stér 29 1(3,3 %) 0 0

Zdroj: viastni

Ve vzorku krve nebyly nalezeny Zadné bunky s neobvyklym poctem gonozomalnich
chromozomill. Ve vzorku bukalniho stéru byla nalezena buiika s jednim zelenym
signalem, to znamena, Ze se zde nachazel jen jeden pohlavni chromozom. Nicméné u
piislusného poétu vysetfenych bunék nemtzeme s jistotou fict, ze se jedna o karyotyp

mozaiky, pokud by se toto tvrzeni mélo potvrdit, musela by se udé¢lat dalsi vySetteni.
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Tabulka 13: Proband ¢.13 — muz 19 let

Vzorek Bunky XY Buiiky X0, YO | Builky XXY, XYY... | Ostatni
Krev 50 0 0 0
Bukalni stér 30 0 0 0

Zdroj: viastni

Kazda buinka vtomto vzorku méla dva svételné signaly, to znamend, ze pocet

gonozomalnich chromozomti odpovida po strdnce mozaicismu zdravému jedinci.

Tabulka 14: Proband ¢&.14 — Zena 20 let

Vzorek Bunky XX Buiky X0 Buiky XXX Ostatni
Krev 30 0 0 0
Bukalni stér 30 0 0 0

Zdroj: viastni

VySetieni tohoto vzorku bylo obtizné, protoZze obraz nebyl jasny. Nachézela se zde
»mlhava clona®“. Mikroskopovani proto nebylo snadné, tudiz se vySettil u obou vzorkl
stejny pocet bunck, a to 30. Pii hybridizaci tohoto vzorku byl pouzit roztok pepsinu
z predeslého dne, diky jehoz slabé kyselému prostfedi mohla vzniknout kontaminace
mikroorganismy. Pro piesnéjsi vysledek by se mél znova provést odbér vzorki, opétovné
zhotoveni a mikroskopovani. Nicméné ve vzorku nebyly nalezeny Z4dné bunky

S mozaicismem.

Tabulka 15: Proband ¢.15 — Zena 17 let

Vzorek Bunky XX Buiky X0 Bunky XXX Ostatni
Krev 50 0 0 0
Bukalni stér 30 0 0 0

Zdroj: viastni

Vzorky €. 15 byly zcela v pofadku. Mikroskopovani vzorku krve ukézalo 50 bun¢k se 2

zelenymi signaly. Vzorek bukalniho stéru také vykazoval 30 bun¢k se spravnymi signaly.

Proband ¢islo 15 tedy nevykazuje mozaicismus.

39




Tabulka 16: Proband ¢.16 - Zena 19 let

Vzorek Bunky XX Bunky X0 Buiky XXX Ostatni
Krev 49 0 1 (2 %) 0
Bukalni stér 30 0 0 0

Zdroj: viastni

Vzorek krve u probanda ¢. 16 prokazal 1 mozaickou bunku, a to trizomii gonozomalnich

chormozomt. Nicmén¢ jak jiz bylo zminéno, procento mozaicismu je stale v toleranci.

Tabulka 17: Proband ¢&.17 — muz 25 let

Vzorek Buiky XY Buiky X0, YO | Buiky XXY, XYY... | Ostatni
Krev 45 2 (4 %) 3 (6 %) 0
Bukalni stér 30 0 0 0

Zdroj: viastni

Vzorek krve vykazoval 2 bunky sjednim zelenym signalem a zaddnym cervenym.
Procento monozomie je 4 %. Ve stejném vzorku byly 3 bunky s vice nez 2 signaly.
Procento trizomie je 6 %. Ob¢ tyto hodnoty jsou nad krajni mez. U tohoto vzorku by tedy
mélo probéhnout dalsi a podrobnégjsi vySetieni a na zaklad€ toho mozaicismus potvrdit,
nebo vyvratit. Vzorek bukalniho stéru neprokazal zadnou mozaickou buiku. U tohoto

probanda je vysoka pravdépodobnost nizkofrekvenéni gonozomalni mozaiky.

Tabulka 18: Proband ¢.18 — muz 17 let

Vzorek Bunky XX Bunky X0, YO | Builky XXY, XYY... | Ostatni
Krev 50 0 0 0
Bukalni stér 30 0 0 0

Zdroj: viastni

Vzorek krve ani bukalniho stéru neprokazal Zzadnou bunku s mozaikou.
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Tabulka 19: Proband ¢.19 — Zena 23 let

Vzorek Bunky XX Bunky X0 Buiky XXX Ostatni
Krev 20 0 0 0
Bukalni stér 30 0 0 0

Zdroj: viastni

Vzorek krve u probanda ¢.19 bylo té€zké vySettit. Bunky nevykazovaly zadné signaly a
nachazela se zde nejasna ,clona“, proto byla znova provedena hybridizace.
Mikroskopovani po hybridizaci prokazalo 20 bun¢k se 2 zelenymi signaly. Ve vzorku

bukalniho stéru byly vidény vSechny buiiky s dvéma zelenyma signaly.

Tabulka 20: Proband ¢.20 — muz 20 let

Vzorek Bunky XY Buiiky X0, YO | Buitky XXY, XYY... | Ostatni
Krev 0 0 0 0
Bukalni stér 30 0 0 0

Zdroj: viastni

Ve vzorku krve se nachazely buiky obarvené DAPI, nicmén¢ nebyl detekovan zadny
svételny signal. Proto byl tento vzorek vytazen z vyzkumu. VSechny buiky bukalniho

stéru mely jeden zeleny a jeden Cerveny signal.

Celkové bylo pomoci fluorescen¢niho mikroskopovani detekované 1512 bunék bez
gonozomalniho mozaicismu, to je tedy 98,50% z celkového poctu vySetienych bunék.
Mozaické bunky byly zjiStény ve 23 ptipadech, to znamena 1,50% z celkového poctu
bunék. Ve vzorcich bukalnich stérli bylo celkem zjiSténo 933 bunék (98,31%) bez
prokazani mozaiek a 16 bun&k (1,69%) s dektekci gononozomalniho mozaicismu.
Vzorky bukalnich stérti vykazovaly 578 bunék bez gonozomalniho mozaicismu, to je tedy

98,80% a 7 mozaickych bun¢k (1,20%)
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V nasledujicich grafech jsou znazornény a shrnuty vysledky fluorescenéniho

mikroskopovani.

V prvnim grafu miizeme vidét vysledek a celkové porovnani poctu bunék bez
gonozomoalniho mozaicismu, dale buitky monozomické, trizomické a ostatni, které byly

vySetfeny ze vzorkl bukdlnich stérli u Zen.

monozomie trizomie ostatni
2 2 2
0,51% 0,51% 0,51%

M zdravé bunky
B monozomie
M trizomie

[ ostatni

Graf 1: Pomeér zastoupeni bunécnych linii u Zen v bukdlnich stérech (X0,XX, XXX)

Zdroj: viastni

Na tomto grafu jsou uvedeny vysledky mikroskopovani vzorkid krvi u Zen. Vysledky
udavaji 98% bunék se spravnym poctem gonozomadlnich chromozomi, 1%
monozomickych bun¢k a 1% bungk s trizomii.

monozomie trizomie

ostatni
5 5 0
1% e ox

M zdravé bunky
B monozomie
M trizomie

= ostatni

Graf 2: Pomeér zastoupeni bunécnych linii u Zen v krevnich vzorcich (X0,XX, XXX)

Zdroj: vilastni
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Dalsi graf znazorfiuje vysledky fluorescenéniho mikroskopovani bukdlnich stérd u
muzskych probandii. Toto mikroskopovani potvrdilo 99% bunék bez gonozomadlniho
mozaicizmu, to znamena, ze vzorky mély jeden Cerveny a jeden zeleny signal. Nicméné
se zde vyskytovala i 1 monozomick4 burika, to znamen4, Ze tato buitka méla jen jeden
signal.

monozomietrizomie ostatni

1 0 0
0%

0,

M zdravé bunky
B monozomie
M trizomie

[ ostatni

Graf 3: Pomér zastoupeni bunécnych linii u muzii v bukdlnich stérech (X0,
XY, XXY...)

Zdroj: viastni

Ctvrty graf vypovida o vysledcich analyzy krevnich vzorkd, které byly odebirany muzim.
Zde se vyskytovala monozomie ve 2 buiikach, to znamena 1% z celkového poctu bunek,

dale trizomie ve 4 bunikach (1%) a 294 bunék bez vyskytu gonozomalniho mozaicizmu.

trizomie  ostatni

0
0%

monozomie
2
1%

M zdravé bunky
B monozomie
M trizomie

[ ostatni

Graf 4: Pomeér zastoupeni bunécnych linii u muzii v krevnich vzorcich (X0, XY, XXY...)

Zdroj: viastni
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Posledni graf znazornuje typ, a k tomu piesny pocet mozaicismu, ktery byl zjistén u
vySetiovanych bunék. Bylo detekované 23 monozomickych bunék, z nichz bylo 43%
monozomickych, coZ je 10 bun¢k a dale 48% trizomickych, €ili 11 bunék a 9% ostatni (2

buiiky).

B monozomie
M trizomie

M ostatni

Graf 5: Typy mozaicismu

Zdroj: viastni
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11 Diskuse

Tato bakalédiskd prace byla zaméfena na vySetfeni gonozomalnich mozaiek metodou

FISH. Fluorescenéni in situ hybridizace ma své vyhody i nevyhody.

Autori Okada a kol. (2001) v ¢lanku popisuji tuto metodu jako nejvice vhodnou k detekci
nizkofrekvenénich mozaiek (10 %). Tento typ mozaicismu byl v mé praci piedpokladan,
proto si myslim, ze fluorescen¢ni in situ hybridizace byla zvolena spravné. Nicméné FISH
umoziuje vysetieni jen nékolika chromozomt, a to je jeden z diivodu, pro€ je v dnesni
dobé nahrazovana modernéjSimi metodami, jako je napiiklad metoda microarray. Tato
metoda testuje vSech 24 chromozomu najednou. (Fiorentino et al., 2014) Jak doporucuje
autorka Gajecka (2016), k vysetfeni mozaicismu by mélo byt aplikovano vice metod, to
znamena celkové komplexné;jsi ptistup. Proto si myslim Ze metoda FISH ma v klinické

praxi stale své misto.

Pii fluorescen¢ni in situ hybridizaci se nejcastéji vyuzivaji vzorky krve. Pro tuto
bakalatskou praci jsem si tedy zvolila vzorky krve a dale vzorky bukalnich stéri. Bukalni
stér neni tolik pouzivam, ale jak autofi Sdano a kol. (2014) v ¢lanku uvadéji, tento druh
vzorku se v dne$ni dobé zacina vyuzivat vice. Divodem mize byt jednoduchy a

neinvazivni odbér materialu.

Pii provadéni praktické ¢asti mé bakalaiské prace jsem provedla mikroskopovani 40
vzorkll. Ve vzorcich bukalnich stérii bylo vySetfeno 30 bunék a v krevnich vzorcich bunék
50. U Zen bylo detekovéano celkem 6 piipadli mozaicismu (procento mozaickych bunck
bylo nad pfipustnou hranici). U muzi byly celkem 2 ptipady zvySeného procenta

mozaickych bunék. U 4 vzorkl vSak nastaly komplikace.

Prvni komplikace nastala ve vzorku bukalniho stéru u probanda ¢.10. Zde prob¢hla
analyza jen 15 bunék, divodem byla jejich mala koncentrace. Chyba mohla nastat uz pii
odbéru vzorku, kdy nemusela byt dodrZzena doporu¢ena doba odbéru (3 minuty). Proband
Si z organizaénich a Casovych divoda odebiral vzorek sam. Dale by se pired odbérem
nem¢lo jist, pit a koufit. Pfi zpétném tdzani probanda, zda dodrzel tyto zasady, se pfiznal
ze zhruba 10 minut pied odbérem jedl. Tato skute€nost mohla znemoznit pfesné vySetieni

vzorku, tzn. vySetfeni 30 bunék.
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Vyrazngj$i komplikace nastaly i pii analyze krevnich vzorkd. Tento fakt se
nepiedpokladal, protoze v téchto vzorcich je vyssi koncentrace bunék. Avsak na druhou
stranu je zde vEétsi moznost nespravného odbéru kapilarni krve. Dle Laboratorni prirucky
— Nemocnice Ceské Budgjovice (2019), miize dojit pii nasilném vytlatovani kapky krve
z prstu ke kontaminaci tkanovym mokem. Problém muize nastat i V nespravném rozetieni

kapky krve na podlozni sklicko.

U dvou vzorkt kapilarni krve nastala komplikace v podobé pfitomnosti nejasné ,,clony*.
Tento problém mohla zapfiCinit nedostate¢na hybridizace. Pii hybridizaci byl
Z finan¢nich divodi pouzit roztok pepsinu z predeslého dne, nicméné v bezpecnostnim
listu tohoto roztoku je uvedeno, ze pH je velmi slab¢ kyselé. Toto prostiedi mize vést ke
kontaminaci mikroorganismy. Proto si myslim, ze pfi¢ina mohla nastat pravé v nepouziti
Cerstvého roztoku pepsinu. Vzorek krve probanda ¢.20 nevykazoval Zadné svételné

signaly, proto jsem provedla op&tovnou hybridizaci a ani poté nebyly detekovany zadné

signaly, proto byl vzorek z vyzkumu odebran.

Mozaicismus muze byt spojovan s Turnerovym syndromem, jak tvrdi autofi Trovo de
Marqui a kol. (2012). Divky trpici timto syndromem maji karyotyp 45, X/46, XX/47,
XXX nebo 45, X/47, XXX, pfi kterém nejvyznamnéjsi fenotypovy projev je maly vzrust.
Proto souhlasim s autorovymi nazory, Ze pacientky s opozdénym vyvojem by mély

podstoupit vySetfeni mozaicismu.

V ptipadé¢ detekce mozaickych bunék u muzli a nasledném diagnostikovani
Klineferterova syndromu bych doporucila jiz zminéné ovéfeni mozaicismu dalsi
metodou. Déle bych se zamétila na druh vysSetfovaného biologického materialu, jak autofi
Lanfranco a kol. (2004) v ¢lanku uvadéji, mozaické buniky nemusi byt v téchto piipadech

ptitomny v Krvi, a proto doporucuji vysetieni vzorkl spermii.

KdyZ se zamétim na porovnani vzorki krve a bukalnich stért z vysledki praktické casti
této bakalarské prace miizu fict, Ze Vv krevnich vzorcich se nachdzela vyS$si koncentrace
bunék, proto mikroskopovani probihalo rychleji a efektivngji. Tato skuteCnost byla
predpokladdna, nicméné pocet detekovanych mozaickych bunék byl pfiblizné stejny
V obou typech vzorki. A to plati i pfes fakt, Ze v bukalnich stérech bylo vySetieno méné

bunék.
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12 Zavér

Ve své bakalaiské praci jsem pfiblizila problematiku gonozomalniho mozaicismu a
osvojila si metodu fluorescencni in situ hybridizace. V teoretické ¢asti jsem popsala od
zakladu genetiku, cytogenetiku, bunécny cyklus, karyotyp a chromozomalni aberace.
Tyto okruhy jsem zahrnula do této prace pro lepsi pochopeni a orientaci v daném tématu.
Dale jsem popsala mozaicismus jako takovy a nasledné jeho mozné formy, jako jsou —
Turnerv syndrom, Klinefeltertiv syndrom, syndrom XYY a syndrom XXX. Tyto nemoci
jsou nejcastéji spojovany pravé S jiz zmiflovanym gonozomdalnim mozaicismem.
Ve druhé poloving teoretické Casti jsem se zameéftila na fluorescenci a fluorescencni
mikroskopovani. Nejéastéjs$i metoda zaloZena na fluorescenci je fluorescenéni in situ

hybridizace.

V praktické casti této bakalarské prace jsem si osvojila metodu fluorescenéni in situ
hybridizaci. Hybridizovano bylo 40 vzorkd od 20 probandii. Kazdému probandovi byla
odebrana krev a bukélni stér. Hybridizace a nasledné mikroskopovani bylo tspésné
provedeno u 39 vzorkil. Na zdkladé mikroskopovani bylo zjiSténo 8 probandi, ktefi
neméli zadné mozaické buriky. U Zen bylo ve vzorcich bukalnich stéri nalezeno celkem
6 mozaickych bunék — 2 monozomické, 2 trisomické a 2 ostatni. Krevni vzorky
vykazovaly 10 bun€k s mozaicismem, z toho 5 s jednim signalem (monozomie) a 5 se
tiemi signaly (trisomie). U Zen tedy bylo detekovano celkem 6 ptipadii mozaicismu
(procento mozaickych bunék bylo nad pfipustnou hranici) a U muzi v bukalnich stérech
byla nalezena jen 1 buiika s monozomii. Ve vzorcich krve byly zjistény 2 monozomické
a 4 trizomické bunky. U muzi byly celkem 2 piipady zvySen¢ho procenta mozaickych

bunék.

Hlavnim pfinosem této bakalaiské prace bylo osvojeni Si prace v laboratofi, seznameni
se s literaturou spojenou s problematikou gonozomalniho mozaicismu a fluorescenéni in

situ hybridizace.
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15 Seznam pouzitych zkratek

A — Adenin

C — Cytosin

CaF, — kazivec

CGH — Komparativni genomova hybridizace
DNA — Deoxyribonukleova kyselina

FISH — Fluorescen¢ni in situ hybridizace

G — Guanin

M-BAND — Mnohobarevné pruhovani
M-FISH — Mnohobarevna fluorescence
NADH — Nikotinamidadenindinukleotid
NADPH — Nikotinamidadenindinukleotidfosfat
NH2 — Amidy

OH — Hydroxidy

PAR — Pseudoautozomalni oblast

RNA — Ribonukleova kysela

SKY — Spektralni karyotypizace

T — Thymin

U — Uracil

UV — Ultrafialové

SSC — saline sodium citrate

TWEEN — Polyoxyethylensorbitanmonolaurat
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