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Abstrakt

Prvni ¢ast bakaldrské prace je vénovana celkovému tématu neplodnosti, jejich
pri¢in a mechanizmu vzniku gonozémovych mozaik, které jsou casto diskutovanym
genetickym  faktorem  ovliviiujicim  fertilitu.  Jsou  zde  popsany

i zdkladni syndromy, které se casto vyskytuji pravé ve formé malé mozaiky.

V dalsi casti prace jsou popsany stéZejni casti cytogenetického vySetfeni
karyotypu, které jsou dale detailné popsany v metodické casti spolu s metodami

statistického vyhodnocovani.

Vysledkem prace je zhodnoceni vyskytu malych gonozdémovych mozaik
v zavislosti na véku probandek a urceni, zdali je frekvence vyskytu mozaik

u infertilni skupiny pacientek vyssi nez u ostatnich vySetfovanych skupin.
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Abstract

The first part of the bachelor thesis is devoted to the overall topic of infertility, its
causes and the mechanism of the origin of gonosomal mosaics, which are often
discussed as genetic factor affecting fertility. The basic syndromes, which often occur

in the form of small mosaics, are described here too.

The key parts of cytogenetic karyotype examination are described in the next part
of the thesis, together witch more detailed methodical part and methods of statistical

evaluation.

The result of the work is the evaluation of occurrence of small gonosome mosaics
depending on the age of probande and determination, whether the incidence of
mosaics in the infertile group of patients is higher than in the other groups under

study.

Keywords
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1 UVOD

V Ceské republice se kazdy rok potyka az 20 % parii s problémy s pocetim.
(1) Casto mohou pomoci zmény v Zivotnim stylu, jako jsou: tiprava stravovacich
navykti, zmirnéni Zivotniho tempa, nebo prestat kourit. Vedle téchto pficin
neplodnosti ovlivnitelnych ze strany samotnych part existuji nicméné i pficiny

infertility, které z rliznych diivodu takto vylécit nelze.

Pacientky, které maji potiZe s otéhotnénim, fesi tuto situaci zpravidla se svym
osSetfujicim gynekologem, ktery na zdkladé posouzeni osobni anamnézy muize

doporucit l1é¢bu paru v jednom z mnoha center pro asistovanou reprodukci.

Jednim z takovych center asistované reprodukce je i PRONATAL s.r.o.,
centrum, které na poli lécby neplodnosti ptisobi jiz od roku 1995. Pacienti zde
prochdzi sloZitym algoritmem vySetfeni, jejichZ cilem je jednak diagnostikovat
pfi¢inu neplodnosti, jednak navrhnout lécbu sestavenou na miru jednotlivym
parim. Nedilnou soucasti vysetfeni, kterd pacienti absolvuji, je také navstéva
ambulance klinického genetika. Ten miiZe na zdkladé posouzeni rodinné i osobni
anamnézy doporucit genetické vysetfeni, jehoz soucasti je zpravidla i vySetfeni

karyotypt z periferni krve obou partnert.

V ramci cytogenetického vysSetfeni se zjiStuji abnormality spojené jednak
se vznikem dysfertility u daného paru a jednak spojené s rizikem narozeni ditéte
s nebalancovanou abnormalitou chromozémt. NejcastéjSim  ndlezem
pii vySetieni karyotypu u infertilnich Zen jsou tzv. malé mozaiky gonozomu. Jejich
vliv na infertilitu je pfedmétem neustalého zajmu ze strany odborné vefejnosti,

zejména s ohledem na obtiznou interpretaci laboratorniho vysledku.

V této prdci se pokusim zaméfit na nékteré z faktorti, které mohou ovlivnit

posouzeni vyznamnosti malych mozaik gonozém pfi lé¢bé neplodnosti.
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2 UVOD DO PROBLEMATIKY

V7Zve

2.1 Neplodnost a jeji pfic¢iny

Svétova zdravotnickd organizace (WHO) déli neplodnost do ¢tyt kategorii:

1. Primarni neplodnost - naprostd nemoZnost poceti i pres pravidelny

nechranény pohlavni styk po dobu minimalné jednoho roku

2. Sekundarni neplodnost - nemoznost poceti po dobu minimalné jednoho
roku i pres pravidelny nechrdnény pohlavni styk, prestoZe v minulosti

jiz k oplodnéni doslo

3. Potraty/kojenecka amrtnost - opakované spontanni potraty, nebo imrtnost
zivé narozenych déti pfed dosaZenim patého roku Zivota.
4. Neobjasnéna neplodnost — neschopnost poceti zptisobend faktory jako

vvvvv

z neznamych davodu (2)

Pri¢ina neplodnosti paru mtiZe byt nalezena bud jen u jednoho z partnert, nebo
nalézdme pfic¢iny u obou partnerti. Ne vzdy se i pfes moderni diagnostické metody
podafi u neplodného pdru najit presnou pficinu a pak hovorime
o tzv. idiopatické priciné neplodnosti. Genetickd vysetfeni pomahaji objasnit pricinu
neplodnosti u casti part, které by byly dfive zafazeny do skupiny pacient(i

s neobjasnénou pficinou neplodnosti.
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2.1.1 Faktory ovliviiujici neplodnost u Zen

Muzska i Zenska neplodnost ma s ohledem na odliSnou stavbu i funkci
reprodukéni soustavy sva specifika. Vzhledem k zaméfeni této prace se budeme

dale soustredit pouze na priciny Zenské neplodnosti.

Hormondlni pfi¢iny - jednd se o ovaridlni faktor, vjehoz disledku nemohou

ve vajecnicich dozravat folikuly a nedochdazi k uvolnéni vajicka (ovulaci).

o .7

Endometrioza - tubuldrni faktor, kde jde o pfitomnost délozni sliznice mimo jeji
spravnou lokalizaci. MiuZe zptsobit nepriichodnost vejcovodl, narusit
imunologické mechanismy, nebo adhezi, coZ znesnadniuje oplozeni a implantaci
embrya. Kromé  endometriozy = mohou byt vejcovody  uzavieny

i po gynekologickych zanétech

Pfilis husty cervikdlni hlen - mulZe byt zplsoben poSevnimi infekcemi,
i pfitomnosti protilatek proti spermiim. Protilatky v Zenském organismu mohou
negativné ovlivnit pohyb spermii, pfipadné je mohou znehybnit, nebo obalit

hlavi¢ku spermie (akrosom) a tim narusit proces splynuti pohlavnich bun€k.

Problém s uhnizdénim oplodnéného vajicka - uhnizdéni, neboli nidace blastocysty
v endometriu je velmi komplexni proces, pfi kterém probihd velmi slozita
komunikace mezi endometriem, trofoblastem a vlastnim plodem. Proces nidace je
velice citlivy na ptlisobeni nejen vnitinich, ale i vnéjSich faktori (genetickych,
anatomickych, hormonalnich, infekcnich, toxikologickych
a imunologickych). Projevem problému s nidaci mohou byt opakované selhdni

implantace, nebo opakované fetalni ztraty.

Pfedcasna menopauza — nastup menopauzy pred 40. rokem véku zeny
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Genetické faktory — poruchy v genetické vybavé mohou byt pfi¢inou neplodnosti,
zvlasté pokud je chybou zasazen pohlavni chromozom X, na kterém sidli dulezité

geny fidici funkci ovarii (3).

V7ve

2.1.2 Genetické pficiny neplodnosti u Zen

Ve svém dtisledku se genetické pfic¢iny daji rozdélit z hlediska ovlivnéni funkce

reprodukce na dvé zakladni skupiny:

- faktory ovliviiujici funkci samotnych gonad (primarni amenorhea, pfedcasna

menopauza a jiné tzv. ovarialni dysfunkce)

- faktory ovliviiujici genetickou vybavu embrya (opakované fetdlni ztraty, které

se pri 1écbé casto projevuji opakovanym selhanim technik asistované reprodukce)

Z hlediska strukturni tirovné DNA postizené mutaci rozliSujeme genové mutace

a pfestavby chromozomi.
a) Genove mutace

Probihaji na trovni vlakna DNA, kde mutace méni potfadi nukleotidd oproti
normalni sekvenci. Pokud probihaji na trovni jen jednoho nukleotidu, nazyvame
tyto mutace jako bodové. Genové mutace mohou vzniknout jak
v kddujicich, tak v nekddujicich oblastech genomu. Podle mechanismu vzniku

tyto mutace délime na delece, adice, nebo substituce.

Podstata genetickych chorob vsak mtize byt rdaznoroda. V nékterych
pfipadech muze byt na viné porucha syntézy urcitych struktur bunky
(napf. membranové kandly u cystické fibrozy). V jinych pfipadech, zejména
u metabolickych chorob je na viné nedostatek enzymu, diky ¢emuZz dochézi
ke Spatné katalyze urcité metabolické drahy (fenylketonurie, galaktosemie), nebo
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muze dojit kporuse syntézy strukturniho proteinu, jehoZz porucha

se dotkne celého tkanového systému (napr. svalové dystrofie) (4)

Ne vzdy ptlisobi negativné deficit produktu, ale mutace muzZe zptisobit
nasyntetizovani pozménéného produktu, ktery miize mit mnohem negativné;jsi
vliv neZ jeho nedostatek. Dilezité je si také uvédomit, Ze pozménény produkt
nasledné interaguje at uz biologicky, nebo fyzikdlné jinak, nez produkt

nezménény (5).

Mutace v genech FMR, lezicich v misté na chromozomu X (Xq27.3), zptisobuiji
syndrom fragilniho X (syndrom fraX), ktery je nejcastéjsi hereditarni formu muzské
mentalni retardace. PostiZenym muZzim se na koncich dlouhych ramének
chromozomu X vyskytuje fragilni misto FRAXA. Detekce této mutace probiha
molekuldrné biologickymi metodami, kdy jsou identifkovany mutace, kterymi jsou

amplifikace repetitivnich sekvenci v genu FMRI

Tento gen leZi v regionu FRAXA, a jeho 5’- nekodujici konec obsahuje tripletové
repetice CCG. Pokud je pocet tripletti nizsi nez 50, je alela normalni. Zvyseni
na 50-200 kopii svéd¢i o premutaci, kterd vsak nemusi mit fenotypovy projev. Dalsi
zmnoZzeni repetitivnich tripletd na 200-230 vede k pInému rozvinuti mutace, ktera

zpusobuje typické projevy syndromu (6; 7).

Mutace tohoto genu mohou ale zplisobovat také pfedcasné ovaridlni selhdni
(POEF), coz muZe vést k poruchdm funkce ovarii, konkrétné premutace v genu FMR1
a mikrodelece v genu FMR2. Anna Murray jiz v roce 1999 publikovala praci o
asociaci mezi mikrodelecemi v genu FMR2 a pfedéasnym ovaridlnim selhdnim, ve
které dosla k zavéru, Ze mikrodelece v genu FMR2 mohou byt vyznamnou pri¢inou
predc¢asného ovaridlniho selhani. Tyto mikrodelece byly nalezeny u1,5 % Zen s timto
selhanim a jen u 0,04% zen v celkové zenské populaci. Tyto delece mohou zapricinit

transkripci FMR2, nebo sousedniho genu (6).
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Genové mutace mohou i za onemocnéni cystickou fibrozou, coZz je nejcastéji
se vyskytujici autozomalné recesivni dédi¢na metabolicka porucha s incidenci 1:3000
narozenych déti s frekvenci pfenasecii 1:25. U muZz{i nosi¢ti mutace jedné alely je také

pricinou obstrukénich forem oligo- a azoospermie.

Pficinou onemocnéni jsou mutace v genu CFTR, leZicim na chromozomu 7 (7q31).
Jeho produktem je protein, ktery funguje jako transmembranova iontova pumpa.
Jeho postiZzenim dochdzi k porusSe transportu iontli chléoru a sodiku pres
specializované membrany epitelidlnich bunék. Mutace v tomto genu jsou pric¢inou
toho, ze CFTR protein je defektni, redukovan nebo chybi. Je zndmo asi 1500 mutaci,
z nichZ nejcastéjsi je F508del, kterd se vyskytuje na asi 70 % vSech CF patologickych
alel. Dalsi dtlezité mutace jsou: CFTRdele2,3(21kb), G542X, G551D, NI1303K

a R553X. Tyto mutace jsou kvtili své vyssi frekvenci vyskytu v populaci zahrnuty do

zakladni mutacni analyzy genu CFTR (7).

Mezi dal$i genové mutace patii napriklad trombofilni mutace, kdy dochdzi
k mutacim v genech F5 a F2, které ovliviiuji funkci srazecich faktort Va IL
V pripadé faktoru V jde o tzv. Leidenskou mutaci, vede k zdméné aminokyseliny
argininu za glutamin na 506. pozici (R506Q) této bilkoviny a v pfipadé faktoru Il jde

o mutaci pro protrombin na pozici ¢islo 20210 genu F2 (8).

Trombofilni mutace zvysuji riziko opakovanych fetdlnich ztrat, poruchy rtstu

plodu (IUGR), infarkt(i placenty, nebo mrtvé narozenych déti
b) Prestavby chromozomt — chromozomalni strukturni aberace

Kazdy zivociSny druh ma charakteristicky pocet a strukturu chromozomt.
Diploidni (somatické) buriky ¢lovéka maji 46 chromozom (2n), které tvori 23 paru.
Z toho 22 parti jsou homologické autozomy a jeden par jsou pohlavni chromozomy
(gonozomy/heterochromozomy). V kazdém pdru chromozomii je jeden chromozom
materndlniho ptivodu, druhy paternalniho ptvodu. Soubor vSech chromozomu
v bunééném jadre se nazyva karyotyp (9).
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Chromozormy jsou slozeny ze dvou hlavnich slozek, a to zvldkna
deoxyribonukleové kyseliny (DNA) a specifickych proteinti — zejména histonu.

Ty navzajem tvofi zakladni stavebni jednotku tzv. nukleohistonové vldkno.

Zptsob spiralizace nukleohistonového vlakna odkryva diskutovanou otazku, jak
je mozné Ze se do 5 um chromatidy vmeéstnd 5 cm DNA. V dneSni dobé
se uznava model dle Darnella, podle néhoZ ¢tyfi z péti typt histontt (H2A, H2B, H3
a H4) tvori komplex — tzv. proteinovy disk, kolem néhoz je omotano vlakno DNA.
Takovy komplex se nazyva nukleozom. Jednotlivé nuklezomy jsou spojovany useky
DNA, na které se vaze histon typu Hl. Jaderna hmota komplex(ti DNA a histonti se
oznaCuje  jako  chromatin, délici se  podle  miry  spiralizace
aktivni cast, ktera se pfi mikroskopickém vysetfeni jevi jako svétlejsi, naopak vice
spiralizovany (kondenzovany) heterochromatin, obsahujici trvale, nebo aktualné

neaktivni tseky, se jevijako tmavsi.

Nukleohistonové vldkno se z pohledu kondenzace chromatinu v ¢ase vyrazné
méni. Pfed zapocdetim mitdzy je despiralizované a pfipomind dlouhou nit.
V prtibéhu bunécéného déleni se mnohokrat sklada — spiralizuje, az se jeho velikost
zmens$i na vySe zminénou setinu. Genetickd informace haploidni sady lidskych
chromozomii obsahuje 3 miliardy parti bazi. Natazend DNA vSech chromozomu

lidského haploidniho jadra by méfila jeden metr.

Mitoticky chromozom je linedrni utvar, ktery je rozdélen na dvé raménka (p a q)
primarni konstrikci — centromerou, ktera zarucuje pfipojeni chromozomu
k délicimu vreténku béhem bunécného déleni a rozestup chromozomu
do dcefinnych bunék. Kazdy mitoticky chromozom mda dvé chromatidy,
coz zajistuje, ze po bunécném déleni je v obou dcefinych jadrech stejna geneticka
informace. Konce chromozom se oznacuji jako telomery tvofené repetitivnimi
sekvencemi (TTAGGG)x, které jsou u vSech chromozomu shodné. Telomery maji

vyznam pii stabilizaci struktury chromozomu a jejich velikost hraje roli v procesu
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starnuti. Pfi kazdém déleni bunky se zkracuji a jejich kompletni ztrata zpusobuje

degradaci pfislusné bunky.

Chromozomy se déli do <¢tyf skupin podle poméru délky rameének
na metacentrické, kdy jsou p a q rameénka pfibliZé stejné dlouha, submetacentrické,
kdy je q raménko vétsi neZ p raménko, akocentrické, kdy z p raménka ziistane jen
mala c¢ast na centromerou tvorena satelitovymi burikami, které obsahuji geny

k syntéze rRNA a telocentrické, kdy chromozomy obsahuji pouze q raménka.

V humdnni genetice se uziva rozdéleni lidskych chromozomui do sedmi skupin
(A-G), kdy se zapocitavaji i mensi nuance, podle nichZ se pak chromozomy lépe
urcuji. Prvni chromozom je nejvétsi a metacentricky a velikost dalSich chromozomti
postupné stale klesa. Identifikace chromozmomi v karyotypu
se provadi pomoci pruhovani, které ma kazdy chromozom unikatni (10). Popis
karyotypu i pruhovaciho vzoru jednotlivych chromozomu je standardizovan
a popsan v mezindrodni nomenklatufe lidskych chromozomu ISCN, ktera slouzi
jako referenéni materidl pfi analyze lidského karyotypu a zdpisu nalezenych

abnormalit.

V karyotypu mohou byt nalezeny odchylky jak v po¢tu chromozomt (numerické
aberace chromozomil), tak vjejich struktufe (strukturni aberace chromozom).
Pokud dojde ke zmnozeni nebo chybéni celého chromozomu, hovofime o
aneuploidii, = pokud  dojde  kzmnozeni celé sady  chromozom,
pak se jedna o polyploidii. Strukturni aberace vznikaji v dtisledku chybné reparace
zlomt vzniklych napf. t¢inkem mutagenti. Aberace délime dale na balancované
(kdy je zachovano péivodni mnozstvi genetického materidlu) a nebalancované
(kdy cast genetického materidlu chybi ¢i prebyva. VSechny odchylky, které jsou
nebalancované, tj. maji jiny obsah DNA v porovnani s normalnim karyotypem, jsou

letalni anebo vedou k rozvoji onemocnéni) (11).
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Polyploidie je zmnoZeni celé sady chromozomu. Zakladni haploidni pocet
chromozomti se znaci pismenem n a kazdé zmnozeni sady se udava jako nasobek
tohoto cisla. Lidsky karyotyp ma diploidni pocet chromozomt 2n, ale je mozZzné
se setkat i s polyploidnim poctem napf. 3n — triploidie, 4n — tetraploidie. K triploidii
muze dojit napriklad oplozenim vajicka dvéma spermiemi, nebo poruchou zraciho
déleni vajicka. V tomto pfipadé ale téhotenstvi konéi téméf vzdy abortem.
Polyploidni bunky miizeme nalézt v raznych tkanich lidského téla, jako
v megakaryocytech (8-16n), nebo v regenerujicich se jatrech, kde dochazi

k tetraploidii endomit6zou, kde se chromozomy déli dvakrat, ale buriky jen jednou.

Aneuploidie je zména poctu jednotlivych chromozom®, kdy dany
chromozom neni v paru, ale vlivem nondisjunkce, nebo mitotického déleni dojde
k nespravnému rozestupu chromozomui a dochdzi k trizomiim (2n+1), monozomiim
(2n-1) atp. Monozomie autozomu jsou vzdy letdlni. Naopak trizomie nékterych
autozédmu prezivaji casto do vysSich tydnt téhotenstvi. U Zivé narozenych déti se
setkdvame nicméné pouze s trizomiemi chromozomt 13 (Patativ syndrom), 18
(Edwardstiv syndrom) a 21 (Downdv syndrom). Numerické aberace jsou
podkladem aneuploidii u embryi, jejichZz vyskyt se prudce zvysuje s vékem matky.

Tyto aneuploidie mohou byt pfi¢inou vySe zminénych fetalnich ztrat.

Chyba v rozchodech chromatid k poltim buriky pfi mitotickém déleni vede
ke vzniku klonu aneuploidnich bunék — k mozaice. Pomér bunék snormalnim
karyotypem a saneuploidii uddva stupen zdvaznosti syndromu, ktery dana

aneuploidie vyvolava (11).
Aneuploidie gonozémii

Zatimco u muzt je v karyotypu pfitomen pouze jeden chromozom X, jsou
Zeny v X chromozomu homogametické a maji tudiz X chromozomy 2. Inaktivace
jednoho X chromozomu u Zen je pravé adaptaci na vznik diferencovanych

pohlavnich chromozomt. Umozniuje, Ze geny na X chromozomu jsou funkéné
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monozomické, tj. geny jsou prepisované pouze z funkcéniho X chromozomu, zatimco
geny na inaktivovaném X chromozomu jsou reprimovany a pfepisovany nejsou.

K inaktivaci X chromozomu dochdazi jiZ v embryonalni fazi.

V porovnani s aberacemi autozomti jsou gonozomové aberace méné zavazné.
Je to zptisobeno praveé tim, ze kazdy nadpocetny X chromozom je inaktivovan stejné
jako v pripadé dvou X chromozomi. Y chromozom je v podstaté geneticky inertni,
protoZze obsahuje jen nékolik genti, znichZ nejvyznamnéjsi je SRY a geny
soustfedéné v tzv. AZF oblastech. Aberace gonozomut se projevuji zejména
anomaliemi vnitfnich i zevnich genitalii a s tim souvisejici poruchou reprodukce.
S pribyvajicim poctem chromozomd X se mohou zvySovat projevy mentalni
retardace u postizenych jedinci, a proto se pacienti snadpocetnymi
X chromozomy castéji vyskytuji mezi mentdlné retardovanymi. Inaktivace
X chromozomu neni totiZ kompletni a nékteré geny inaktivaci unikaji, jejich funkce
je pak zmnozenim kopii chromozomu X naruSena podobné jako u genti autozomt

(12).

2.1.2.1 Strukturni pfestavby chromozomi u Zen

Strukturni zmény chromozomdt, oznacované jako strukturni aberace, nebo
prestavby, jsou pomérné casté abnormality, nalézané asi u jednoho ze 300-400

narozenych déti (10). D€li se na nékolik skupin:
Nebalancované pfestavby chromozomi:

Delece — neboli ztrata ¢asti chromozomu. Podle deletované c¢asti mtizeme
delece délit na termindlni, tedy stav, kdy dochdazi ke ztraté koncové casti

chromozomu a intersticidlni, kdy dochdazi ke ztratdm vnitfnich ¢asti.

Nejcastéjsimi delecemi jsou malé intersticidlni delece, nejcastéji
se vyskytujici u tzv. mikrodele¢nich syndromti, vznikajici zejména
nasledkem nereciprokého crossing-overu pfi meiotickém déleni. Takové
delece se daji jez stézi pozorovat pod mikroskopem pfi pouziti klasickych
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barvicich metod a je tfeba pouzit jiné molekularné biologické, nebo

molekuldrné cytogenetické metody (napf. metodu FISH).

Vyznamnou roli v etiologii neplodnosti Zen mohou hrat zejména
delece na X-chromozomu, zejména oblasti POF1 a POF2 (10). Mezi delecni
formy strukturnich abnormalit lze zafadit i izochromozom, marker

chromozomy a ring chromozomy popsané dale.

Duplikace — neboli zdvojeni ¢asti chromozomu, znamena pfitomnost dvou
kopii segmentu chromozomu. Duplikace, nebo vicenasobné duplikace
(multiplikace) sehrali diilezitou roli béhem evoluce (11). V pfipadé infertilnich
Zen  ptfipadajl v uvahu  opét  pouze  duplikace casti
X chromozomu u Zen s projevy Turnerova syndromu (viz dale). Duplikace na
autozomech jsou stejné jako v pripadé deleci je spojena s rozvojem

zavaznéjsich chromozomovych syndrom.
Balancované prestavby chromozomi

Reciproké translokace — pfi tomto jevu dochazi ke vzdjemné vyméné dvou
¢asti heterolognich chromozomt (chromozomt zraznych par).
Pfi vyvazené/balancované translokaci je fenotyp nosice normadlni, ale existuje

riziko vzniku gamet s nebalancovanym genomem.

V prvnim meiotickém déleni je u nosice této translokace narusené
parovani chromozomt, misto bivalentu tvoifi chromozomy zavzaté
do translokace kvadrivalent a jejich nédslednd segregace je spojena casto
se vznikem nebalacovanych sad chromozomu v gametach. Pfi tvorbé gamet
vznikaji bud gamety normalni, gamety s abnormalni vyvazenou kombinaci
chromozomti, nebo gamet s rtiznym stupném dysbalanci, které vedou

u potomk ke vzniku deleci, nebo duplikaci ¢asti nebo celych chromozom.
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Robertsonské translokace - vznikaji u akrocentrickych chromozomi
(chromozomy skupiny D a G). Vznikaji nejcastéji fuzi dvou akrocentrickych
chromozomfi, u nich pfedtim doSlo ke zlomi@im v oblasti kratkych ramen
tésné nad centromerou. Acentricky fragment vznikly fazi kratkych ramének.
neobsahuje centromeru, je nestabilni a zpravidla je ztracen
po prvnim déleni. Naopak Vznikly dicentricky chromozom je stabilni

a predava se dal. Funkéni ma pouze jednu z centromer.

Co se ty¢e chromozomovych pfestaveb, které vedou ke strukturné
abnormalnim chromozomiim, jsou Robertsonské translokace nejcast&jSim
typem piestaveb. Pokud je translokace balancovand, ma postiZeny jedinec 45
chromozomii a normalni fenotyp. Nejcastéji se vyskytuji translokace mezi
chromozomy 13 a 14 — t(13;14) ze skupiny D. Z translokaci chromozomti mezi
skupinami D a G je  nejcastéjSi  translokace  t(14;21),
ale kromé translokace t(14;14) jiz byly zaznamenany vSechny dalsi
kombinace. Incidence postiZeni je 1/1000 narozenych déti. Teoretické riziko
narozeni postiZeného ditéte postiZenému nositeli je 1:3 —narodit se mtze bud
zdravy potomek, potomek sbalancovanou translokaci a normalnim
fenotypem, nebo potomek snebalancovanou formou translokace.

Ve skutecnosti se ale rodi mnohem mensi pocet postizenych déti.

Kromé reciprokych a Robertsonskych translokaci existuji jesté translokace
tandemové, pii kterych dochdzi k pfesunuti ¢asti jednoho chromozomu

na jiny — tj. nedochdazi k vymeéné, ani fazi mezi chromozomy (13).

Inverze - premisténi, nebo otoceni tseku o 180° vramci jednoho

chromozomu. Rozeznadvame dva typy inverze:
a. Paracentrické —invertovany usek lezi mimo centromeru

b. Pericentrické — invertovany usek obsahuje centromeru
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Inverzni mutace obvykle nemaji na nositeli Zddné fenotypové projevy.
V meidze pfi ni dojde pfi ni k poruse parovani homolognich chromozomij,
stejné jak pfi nasledném crossing-overu. Vysledkem je vznik gamet

s nerovnomérné rozdélenym genetickym materialem (6; 11).

Marker chromozomy — malé nadpocetné chromozomy, jeZ jsou fragmenty
chromozomii se zachovalou centromerou, avSak vétsi c¢ast ramének byla
deletovana. Pro maly rozsah nelze klasickymi metodami zpravidla zjistit

puvod téchto chromozomi, ¢asto ale mtizou pochdzet z X-chromozomu.

Izochromozomy - vznikaji abnormalnim rozdéleni chromozomu
v mitotickém, nebo druhém meiotickém deéleni. Misto klasického rozdéleni
chromozomu podélné na 2 chromatidy se chromozom rozdéli
na p a q raménka. Do jedné bunky pak pfechdzi izochromozom tvofeny
pouze q raménky a do druhé izochromozom tvofeny pouze p raménky.
U pacientek s Turnerovym syndromem se muZeme setkat

s izochromozomem dlouhych ramen X chromozomu.

Ring chromozom - Pokud dojde u chromozomu k deleci koncti obou
ramének (telomer), muze se tento chromozom stocit, koncové ¢asti se spoji
a vznikne "kolecko" - tedy kruhovy chromozomu (13). U infertilnich Zen se
s nim miizeme setkat opét pouze u probandek s Turnerovym syndromem,
kdy je vytvofen z X chromozomu. Subtelomerické oblasti autozomi jsou
zpravidla bohaté na geny a jejich delece vedou k rozvoji chromozomového

onemocnéni.

2.1.2.2 Numerické prestavby chromozomii u Zen

Turneriv syndrom — monozomie chromozomu X

Zeny s Turnerovym syndromem maji nejéastéji karyotyp 45X. Casto
se stava, ze linie 45,X je pfitomna v mozaice s jinymi liniemi: 45,X/46,XX, nebo
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45,X/47,XXX. Nebo je jeden z chromozomu X derivovany a pak vedle linie 45X
nalézdme v razném stupni bunky 46, kde je jeden z X chromozomu
prestavény: 45X/46,X,der(X) (kde der(X) znaci takto derivovany chromozom X).
Tou prestavbou pak miize byt delece, duplikace, izochromozom dlouhych ramen X
chromozomu, ring chromozom X atd. Divky s timto syndromem se rodi jednou ze

2500-4000 narozenych.

Divky s Turnerovym syndrome jsou zpravidla zachycené jiz v détstvi pro pozdni
nastup menstruace anebo jeji chybéni. Divkdm chybi sekundarni pohlavni znaky.
Charakteristické jsou kréni kozni fasy (pterygium colli) a maji nizkou vlasovou
hranici. Obycejné jsou postiZené divky malé postavy, ale vysku lze terapeuticky
ovlivnit podavanim rtistového hormonu v détstvi. K dalsim patologickym projeviim
Turnerova syndromu patfi porucha neurokognitivnich funkci

a kardiovaskuldrniho systému (koarktace aorty, arteridlni aneuryzma atd.)
Syndrom tfi X (Superfemale)

Syndrom tfi X je syndrom postihujici Zeny, které maji karyotyp 47,XXX
s vyskytem 1/1000 Zen. VétSina Zen s timto syndromem je asymptomatickd a urcit
diagnozu se podafi jen 10% Zen. Linii 47,XXX mohou mit v mozaice s46, XX
karyotypem. Pro postizené Zzeny je charakteristickd vysSi postava. Vzacné
se mohou objevit poruchy sucenim, pozornosti nebo chovani, spojené
sopozdénym vyvojem motorickych dovednosti a feci. Syndrom jim vSak
nepostihuje reprodukéni tstroji a Zeny tak maji normalni sexudlni Zivot a mohou

mit déti.

2.1.3 Mozaicismus
Zrtznych divodii mutze v anafdzi mitotického déleni selhat segregace

chromozémii do dcefinych bunék a mtiZze dojit k prechodu vice kopii chromozomu

do jednoho jadra. Tomuto procesu se fika nondisjunkce, coz ma za vznik vyvoj
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dvou linii bunék s riznym poctem chromozomii. Nastava situace, Ze v burnce jsou
misto dvou chromozomt chromozomy tfi, popfipadé jeden — Jedna se tedy
o trizomii, respektive monozomii. V urcitych pripadech se miize stat, Ze Zadny
z chromozomti nedosdhne vcas na Zadny pol. Vinterfazi se nasledné tvofi

mikrojadérka a tato jadra se dale nedéli.

Kromé nondisjunkci miiZe vlivem absence, nebo poruchou déliciho vieténka
dojit k déji, Ze se chromozomy v burice duplikuji. Nejcastéji se tak déje zplisobem
zvanym endoreplikace, kdy se chromozomy déli misto jednou dvakrat, nebo
vicekrat béhem jedné mitdzy. Pfi dvou replikacich se v nasledujici mitéze objevuji
chromozomy se ¢tyfmi chromatidami. Vétsi mnoZstvi endoreplikaci

je charakteristické pro nadorové a sekreéni buriky.

Jako mozaicismus lze charakterizovat situaci, kdy v organismu, nebo urcité tkani
jedince dochazi k vyvoji dvou, nebo vice bunécnych linii, které se svoji genetickou
vybavou navzdjem lisi. Odlisné bunééné linie vznikaji vZdy z jedné ptivodni zygoty,
ze které se potom v priibéhu mitotického déleni nondisjunkci stanou dvé rozdilné
linie. K takové situaci mize dojit v zarode¢nych burikach, prenatalné v somatickych

burnikdch, ale i v prabéhu Zivota.

Podle vyskytu mutZeme mozaiky délit na autozomdlni a gonozomalni.
Autozomadlni mozaicismus neni tak casty jako gonozomalni, ale nejéastéji
se v mozaice vyskytuji tzv. autozomalni trizomie, napiiklad trizomie chromozomu

21 - 47, XN,+21/46,XN.

Gonozoémovy mozaicismus

Mozaicismus na gonozdémech se v populaci oproti autozomalnimu vyskytuje
mnohem castéji. Gonozomalni mozaika se casto vyskytuje ve spojeni s rznymi
genetickych syndromy a multifaktoridlnimi onemocnénimi (viz. kapitola

Numerické prestavby chromozomi u zZen). Nejcastéji se 1ze setkat s mozaikami
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u Turnerova syndromu 45,X/46,XX; 45,X/47,XXX; pfipadné i 45,X/46,XX/47, XXX, dale
strukturni aberace izochromozomu X: 46,X,i(Xq); vzacné i 46,X,i(Xp), delece
kratkych nebo dlouhych ramének chromozomu X: 46,X,del(Xp); respektive
46,X,del(Xq), kruhového chromozomu X: 46,Xr(X) nebo idiocentrického
chromozomu X: 46,X,idic(X) (14).

S ohledem na velikost linie s patologickym karyotypem rozliSujeme dva typy

mozaicismu gomozomu:

- gonozomovy mozaicismus, kdy je patologicka linie pfitomna ve vice nez 10%
bunék. U pacientek s takto velkou linii se zpravidla setkdvame jiz s klasickym

klinickym obrazem pfislusného chromozomového syndromu

- malé mozaiky gonozémii, kdy je patologicka linie mensi nez deset procent.
U probandek s timto typem mozaicismu se zpravidla setkdvame jen s izolovanymi

priznaky Turnerova syndromu.

RNDr. Pavlina Capkova Ph.D. ve své préci (o vyzkumu malych gonozomalnich
mozaikdch) uvadi, Ze u Zen s problémy s plodnosti byl vyskyt malych mozaik
gonozomu v ruznych studiich 2,77 — 16%, coz poukazuje na znacnou variabilitu
ucinktt u konkrétnich jedincti. DtilezZitou roli v hodnoceni vyskytu mozaik hraje
i hrani¢ni hodnota, kterou se odliSuje nepatologicky ndlez od patologického. Obecné

se linie mensi nez 5% povazuji za klinicky bezvyznamné (12).

2.2 Vysetfeni karyotypu z periferni krve
2.2.1 Metody barveni chromozomii
VySetfeni chromozémi se u dospélych jedinct provadi nejcastéji analyzou

karyotypu z bunék periferni krve T-lymfocytti po jejich obarveni.

AZ do roku 1969 byly chromozomové preparaty barveny konvenénimi barvivy

jako je roztok Giemsa-Romanowski, nebo orcein. Chromozomy obarvené témito
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technikami byly viditelné jako celky, bez jakychkoli pruhti a bylo tedy mozné

je roztfidit jen podle velikosti, délky ramének a polohy centromery do skupin A-G.

Toho barveni je mozné pouzit pro identifikaci strukturnich pfestaveb, kdy neni
treba zjistit presnou lokalizaci prestavby, ale zjistit jeji pfitomnost, pripadné jeji
frekvenci, nebo odhalit pocetni zménu chromozom?i. V soucasné dobé se pouziva

pouze pri vySetfeni tzv. ziskanych chromozomalnich aberaci.

Od roku 1970 se v genetickych laboratofich pouZivaji techniky pruhovani
chromozomi, které je vdneSni dobé nedilnou soucasti kazdého vySetfeni
chromozom. Dle pouzitych cinidel a jejich ucinkti délime techniky pruhovani

na Q-, C-, G-, R-a T- (6; 13).

2.2.1.1 G-pruhovani

Nazev G - pruhovani souvisi s pouzitim Giemsova barviva, které
se pfi vySetfeni pouziva. Pfed obarvenim jsou chromozomy vystaveny uéinkiim
trypsinu, coz je proteolyticky enzym, ktery natravi chromozomové bilkoviny
a po obarveni tak vznikaji stfidavé tmavé a svétlé pruhy rtizné tloustky, které jsou
pro kazdy chromozomovy par jedine¢né. Tmavsi pruhy vznikaji v misté bohatSim
na adenin a thymin, svétlejsi v mistech, kde pfevazuje cytosin a guanin. Pruhovaci
vzor tak presné obrdzi kompartmentalizaci karyotypu u vysSich obratlovci.
G-pruhovaci vzor je unikatni pro kazdy chromozom a umoziuje nejen bezpecéné
identifikovat jednotlivy chromozom, ale i detekovat pfestavby chromozom, které
jinak neméni velikost a tvar daného chromozomu (20). V soucasné dobé se jedna
o rutinni metodu vysetfeni chromozom. Vedle Giemsova barviva je casté také
pouziti eosin-methylenové modfi dle Wrighta. Pak rozliSujeme bud
GTG-pruhovani (G-pruhy pomoci trypsinu a Giemsova barviva), nebo

GTW-pruhovani (G-pruhy pomoci trypsinu a Wrightova barviva) (ISCN, 2016) (15).
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2.2.1.2 Q-pruhovani

Tato barvici metoda je zaloZzena na barevni fluorescenénim barvivem
chinakrinem, nebo chinakrinhydrochloridem. Tento zptisob barveni je velice Setrny
a morfologie chromozom ztistdva zachovana, bohuzel se ale fluorescence v case
ztraci a je potfeba pouzit velmi citlivé a technicky vyspélé mikrofotografické
pricemzZ rozliSeni je podobné. Kromé chinakrinu se pouzivaji i barviva jako roztok
akridinové oranze, 33258 Hoechst, nebo DAPI. Velkou vyhodou je, ze se touto
metodou d4 prokdzat i pfitomnost chromatinového materidlu chromozomu Y
i vjadrech bun€k, nachazejicich se v intermitotické fazi bunécného cyklu (12; 13).
V soucasné dobé se s nim muZeme setkat jen vyjimeéné tfeba v kombinaci

s metodou FISH (viz dale).

2.2.1.3 R-pruhovani

R-pruhovani neboli reverzni pruhovani je alternativou ke Q-pruhovani, jelikoz se
docili pfesné opacného pruhovani, tedy tmavé prouzky budou obsahovat vetsi podil
cytosinu a guaninu a svétlejsi prouzky adeninu a thyminu. Tohoto efektu
se dosahuje ¢astecnou tepelnou denaturaci chromozomu a naslednym obarvenim
Giemsovym barvivem (10). Toto barveni je vhodné na detekci prestaveb v oblasti
telomer. Pro jeho obtiznost neni ale oblibené a v soucasnosti existuje jen malo

laboratofi, které jej umi provadét rutinné.

2.2.1.4 C-pruhovani

Pomoci metody C-pruhovani zvyraznujeme konstitutivni heterochromatin,
nachdzejici se v centromerickych oblastech, bohatych na repetitivni alfa satelitni
DNA. Neni sice mozné touto metodou identifikovat vSechny chromozomy,
ale mize ndm poskytnout cenné informace o rozlozeni konstitutivniho chromatinu,
které ma kazdy  jedinec  variabilni, ¢ehoz se z klinického
hlediska vyuzivalo i pfi testech paternity. V dnesni dobé se pouziva jako dopliikové

vysSetfeni pro potvrzeni aberaci v centromerickych oblastech (6; 12; 13).
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Pro svoji obtiznost je nahrazovano v soucasnosti metodou FISH s pouzitim DNA

sond obsahujicich vybrané c¢asti heterochromatinu.

2.3 Fluorescenc¢ni in situ hybridizace

Fluorescen¢ni in situ hybridizace, zkracené FISH, je v dneSni dobé velmi
vyznamny doplnék k béZnému vySetfeni. Princip je zaloZen na vazbé sekvenci
jednovlaknové DNA, oznacované jako sonda, k cilové sekvenci jednovlaknové
komplementarni DNA, ve které muiZzeme sledovat pfitomnost, nebo absenci
hledaného genu. Sondy jsou znacené piimo fluorochromy, které ozarené UV
zafenim o pfislusné vinové délce emituji svételné zareni, které lze pozorovat

ve fluorescenénim mikroskopu.

K vyhoddm tohoto vySetfeni patii moznost analyzovat buriky v interfazi, rychlé
vySetfeni velkého mnoZstvi bun€k a moznost identifikovat aberace, které nejsou
submikroskopické aberace, vySetfeni mozaik, detekce marker chromozomu apod.

(6; 12).

2.4 Metody mikroskopického pozorovani

Preparaty se vzavislosti na typu vySetfeni mohou liSit zptsobem
vyhodnocovani. Chromozomy jsou hodnotitelné pfimo v mikroskopu, ale pomoci

specialni fototechniky se obraz pfendsi do pocitace, kde je obraz dale pozorovan.

2.4.1 Pozorovani preparatu obarveného metodou G-pruhovani

Pozorovani preparatu obarveného Giemsovym nebo Wrightovym barvivem je
provadéno svételnym mikroskopem, kde je v =zavislosti na typu vySetfeni
a pozadavcich nalezen urcity pocet mitoz, idedlné obsahujici dlouhé a dobte

rozprostfené chromozomy pro vyhodnoceni.

V takto pripravené mitoze Ize stanovit pocet chromozomti a analyzovat prouzek

po prouzku pruhovaci vzor jednotlivych chromozomt. Mitozy se specialni CCD
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kamerou prenaseji do pocitacového softwaru, ve kterém je nasledné sestavovan
karyotyp. Tento zptisob hodnoceni je vyuzivam v klinické genetice pfi rutinnich

vySetfenich karyotypu (13).

2.4.2 Pozorovani vzorku vysetfovaného metodou FISH

Vsoucasné dobé se nejvice pouziva varianta vyuZivajici neprfimou
imunofluorescenci. Sondy jsou znacené biotinem, nebo digoxinem a tyto latky jsou
zvyraznény v pripadé biotinu avidinem, streptavidinem, konjugovaného s texaskou
cerveni, fluoresceinem, nebo dalsimi latkami. Digoxigenin

je zvyraznovan rhodaminem.

Chromozomovy preparat se obarvi tzv. DAPI (4-6-diamino2-phenylindol),
po kterém se chromozomy jevi modre, nebo napt. propidium jodidem, po kterém
vznika Cervené zabarveni. Fluorescenéni mikroskop musi byt vybaven filtry, diky
kterym lze sledovat nabarvené chromozomy a na nich signal znacenych sond. Obraz

je standardné prevadén vykonnou CCD kamerou do pocitace (13).

2.5 Metody vyhodnoceni

Kazda laboratof by méla mit vlastni laboratorni protokoly pro vSechna kritéria
analyzy. Variabilitu mezi laboratofemi mtize udavat pocet standardné hodnocenych

bunék a ptipadné dopocitani v pripadée nalezeni abnormalit.

Podle smérnic Evropské cytogenetické asociace (ECA) by mélo byt rutinni
vySetfeni provedeno standardizovanym G-pruhovanim, jehoz kvalita pruhovani je
zavisla na provadéném vysetfeni a pouzitych burikach. Pro identifikaci a vylouceni
malych strukturnich prestaveb je stanovena minimalni kvalita 400 bphs. Pokud

by byl pouzit jiny typ pruhovani, je nutné zajistit ekvivalentni rozliSeni.

Pro rutinni prenatdlni diagnostiku je nutné zhodnotit minimalné dvé bunky,
v praxi je ovSem hodnoceno zpravidla vice metafdzi, aby nedoslo k chybnému

zavéru. Pocet standardné hodnocenych bunék si mize kazda laboratof urcit sama,
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musi vSak vzdy dodrzet dané minimum dané smérnici ECA pro vylouceni

mozaicismu.

Khodnoceni preparati je =zapotfebi kontrola druhého kvalifikovaného
cytogenetika, ktery potvrdi spravnost vysledki, nez dojde k samotné interpretaci
vysledki, jejichz limity museji byt pevné stanoveny. Pro kazdy typ vysetfeni
je stanoven limitni ¢as, do kterého je laboratof povinna zpravu vydat. U kultur
lymfocytt je ¢as stanoven na maximalné 28 dnti, pfi urgentni potfebé (vysledek
muze mit na pacienta okamzité dopady) 7 dnlt a pfi prenatdlnim screeningu

aneuploidii pomoci metody FISH 4 dny (16).

V laboratori PRONATAL s. r. o. se standardné hodnoti 20 mitdoz, z toho 10
strukturné a 10 numericky, u kterych lze rozlisit jednotlivé pary. Pfi vybéru
hodnotitelnych mit6z je tfeba brat ohled na kvalitu barveni, rozlozeni a ptekryvy
chromozomti, nebo celkového poctu mitdz, ze kterych si mtize hodnotici pracovnik

vybirat.

Hodnoceni je standardizovdano pomoci nomenklatury ISCN (2016),

coZ je mezindrodni systém pro zaznamenavani cytogenetickych vysledkii.

Z davodu propléaceni laboratornich vydajii pojistovnami je v Ceské republice toto
kontrolovano dozorovym orgéanem Ceského institutu pro akreditaci o. p. s (CIA),
Spole¢nosti lékaiské genetiky a genomiky a Ceské lékaiské spolecnosti Jana

Evangelisty Purkyné, z. s. (CSL JEP).
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3 CIL PRACE

Cilem prace je podat uceleny pfehled literatury a zaméfit se pfi analyze dat

na nekteré z faktor(i ovliviujicich interpretaci malych gonozémovych mozaik.

Seznamit se s metodou laboratorniho vySetfeni a prakticky tuto metodu

zvladnout.

Predlozit uceleny soubor dat z laboratofe, ktera se zabyva vySetfovanim
karyotyplt u neplodnych parti a darcti gamet od roku 2002 a ma jiz ustdleny

algoritmus feSeni malych gonozémovych mozaik.
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4 METODIKA

Cytogenetické vysetfeni sestava z nasledujicich kroki:
- Odbér primarniho vzorku

- Kultivace lymfocytt periferni krve

- Zpracovani bunécné suspenze

- Pfiprava preparatt

- Barveni preparatti

- Analyza karyotypu

- Odevzdani vysledku

Uvedeny postup budu vtéto kapitole detailné popisovat. Spravny
a standardizovany postup je nezbytny pro zachovani vysoké kvality vySetfeni.
Postup je prevzaty z cytogenetické laboratofe PRONATAL s.r.0., ve které jsem

vzorky timto zptisobem k vySetfeni pfipravoval.

4.1 Odbér periferni krve

K cytogenetickému vySetfeni se da teoreticky pouzit jakdkoliv tkan, obsahujici
jaderné buniky ochotné se délit, standardné se ale pouzivaji T-lymfocyty z periferni
krve. Odbér se provadi do zkumavek Vacuette s antikoagula¢nim ¢inidlem Natrium
Heparinem, dle instrukci vyrobce. K vySetfeni je potfeba odebrat minimalné 0,5 ml
plné krve. Nasledny transport a skladovani vzorkd musi probihat pfi 2 — 8°C, aby
nedoslo ke znehodnoceni.

Pred dalSim krokem vysSetfeni jsem vzorek nechat temperovat pfi pokojové

teploté 18-25 °C minimalné 30 minut a kyvavym pohybem vzorek promichaval.
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4.2 Kultivace

Po odebrani krve nasleduje kultivace, ptfi které dochazi ke zmnozeni bunék
in vitro. T-lymfocyty periferni krve jsou primarné diferencované buriky neochotné
se dale délit. Kultivaéni médium na periferni krev je proto obohaceno rostlinnym
lektinem fytohemaglutininem, ktery zptsobi, ze T-lymfocyty vystoupi
z diferencované faze, dojde krozvolnéni interfdzniho jadra a buriky vstoupi
do S-faze dalsiho buné¢ného cyklu. Krev jsem kultivoval v médiu v poméru 0,5 ml
krve na 5 ml média, které obsahuje vedle fytohemaglutininu dalsi diilezité latky pro
riist bunék, a udrzeni stabilniho prostfedi béhem kultivace. V této formeé se krev
kultivuje 48-56 hodin pfi 37 °C vuzavieném systému, ve kterém probihaji
metabolické déje, jako vylucovani CO: apod. Z tohoto dlivodu musi mit médium
urcitou pufracni kapacitu. Pro detekci zmén pH je v médiu obsaZen acidobazicky
indikator fenolova cerven, ktera citlivé odrazi zmény pH v oblasti blizké
fyziologickému rozmezi. V kyselejSim prostfedi se zbarvi do Zluta,

pfi fyziologickém rozmezi ma jinak barvu lososovou

AL

Obrdzek 1: Odebrdni 0,5ml krve pred smisenim s kultivacnim médiem
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Obrazek 2: Smiseni 0,5ml krve s kultivacnim médiem

Po 48 - 56 hodinach jsem k médiu pridal 100 pl roztoku A (synchroset), promichal

kyvavym pohybem, a mnechal dal kultivovat necelych 18 hodin,
po kterych by se pro buriky stal toxickym

Po uplynuti ¢asu jsem ptidal 100 pl roztoku B (Synchroset), promichal kyvavym
pohybem a nechal dal kultivovat méné nez 6 hodin. Roztok A blokuje S-fazi
bunééného cyklu, naopak roztok B blok uvolnuje. Oproti jinym postuptim
synchronizace neni tfeba kulturu centrifugovat a promyvat, pouze pfidavat
reaktivy. Vysledek je analogicky ucinku kolcemidu, tj. zablokovani jisté kohorty
bunék v daném cyklu, tedy nashromazdéni bunék, které dosly k S-fazi a pak jejich
uvolnéni. Tim se docili vyssiho mitotického indexu v porovnani s kulturou
bez Synchrosetu.

K dalsi blokaci bunééného cyklu dochazi po pfidani mitotického jedu, v tomto
pfipadé kolcemidu (synteticky derivat kolchicinu), ktery pferusi délici vieténko
vyvazanim dimerti z mikrotubulti, zablokuje vazebnd mista a buiika se pfestane
délit. Pfi vySetfeni tim dochdzi k synchronizaci bunék, které se postupné zastavuiji

v této fazi bunééného cyklu a po odstranéni bloku je téchto analyzovatelnych bunék
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o fad vice, nez bez pouziti mitotického jedu. V diisledku synchronizace mohou
vzniknout artefakty v podobé zlomenych chromozomd.

Dal3im aditivem, které zlepSuje vyslednou kvalitu preparatt je CRA. 4 hodiny po
pridani roztoku B synchrosetu, tj. 90 minut pfed dal$im zpracovanim jsem pridal 1
ml pracovniho roztoku CRA (Chromosome Resolution Aditive, Genial Genetics,
KRD, GGS-JL003a. Pracovni roztok CRA se pfipravuje vzdy cerstvy ptidanim 10 ul
zasobniho roztoku CRA do 1 ml destilované vody. Destilovana voda je zamraZena
po 1 ml ve  zkumavkdch a  rozmrazuje se 20  minut
pfed pfipravou pracovniho roztoku CRA. CRA funguje obdobné jako
tzv. interkalacni ¢inidla, tedy brani pfirozené spiralizaci chromozomi a napomaha
jejich elongaci, ¢cimz zlepsuje rozliSeni pruhovaciho vzoru na chromozomech (17).

Funguje tedy obdobné jako etidiumbromid, na rozdil od n€j neni ale toxicky. Pfed
pripravou pracovniho roztoku CRA jsem obsah zasobniho roztoku CRA promichal
protfepanim. Zasobni roztok CRA se skladuje v temnu v lednici.

Po 30 minutéach, tj. 60 minut pfed zpracovdnim jsem ptidal 100 pl kolcemidu
o koncentraci 10 ug/ml (KaryoMAX® Colcemid® Solution,liquid), in PBS,
Invitrogen, KRD, 15212012). Zkraceni doby ptisobeni anebo koncentrace vede

ke snizeni mitotického indexu.

4.3 Hypotonizace a fixace kultur periferni krve

Po uplynuti 60 minut od pfiddni kolcemidu jsem vzorek centrifugoval
pfi 1200 rpm 10 minut a poté odsal supernatant, aby ve zkumavce zbylo 0,5 ml.

Aby doslo k fddnému promichéani, tak jsem pri homogenizovani na vortexu
pridal 5 ml hypotonického roztoku OHS (Optimal hypotonic Solution) predehfatého
v teplotni skfini na 37°C. Misto obvyklého hypotoniza¢niho roztoku 0,075M KCl se
pouzivda OHS (Genial Genetics, KRD, GGS-JL005b (1000ml)), ktery
se lisi tim, Ze je pufrovany. Pripravil jsem 100 ml pracovniho roztoku z 04 g

praskového OHS, ktery se skladuje v lednici. Po pfidani hypotonického roztoku
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jsem vzorek nechal kultivovat pti 37 °C po dobu 20 minut, nasledné zopakoval
centrifugaci a nasledné odsal supernatant na 0,5 ml.

Pfi hypotonizaci dochazi pravdépodobné nejen k mirnému zvétSeni objemu
buriky, ale zejména krozvolnéni intracelularni matrix, coZz vede k uvolnéni
jednotlivych chromozémt z ekvatoridlni casti rozpadlého déliciho vfeténka
a rozptyleni do celého vnitfntho objemu bunky a snaz$Simu rozprostfeni
chromozom1i v priibéhu pripravy preparatt.

Fixovani roztoku se provadi ve tfech krocich a vyuZiva se k ni smési methanolu
a kyseliny octové v poméru 3:1. Fixacni roztok jsem pfipravil jiz béhem kroku
hypotonizace. Pfipravuje se zchemikalii skladovanych pfi pokojové teploté
anedava se vychladit. Pfi pouziti chlazeného fixacniho roztoku se zchlazena nadoba
orosi a miize dojit ke kontaminaci fixacni smeési vodou. K prvni fazi fixovani jsem
pouzil 14 ml fixacniho roztoku, ktery jsem kapal do zkumavky
se vzorkem. Prvni fixace je diileZita pro procisténi vzorku a pro zbaveni vody.

Pfi zacatku fixace je diilezité roztok kapat do zkumavky po kapkach s ¢asovym
odstupem alesponi jedné sekundy. Takto pomalu jsem pridal prvni Pasteurovu
pipetu a zbytek fixacniho roztoku jsem jiz ptidal bez ohledu na ¢as. Vzorek jsem
poté nechal stat 10 minut pfi pokojové teploté a pak se centrifugoval pfi 1200 rpm 10
minut.

Provedl jsem dalsi dva kroky fixace do objemu 7 ml. Fixa¢ni roztok jsem pridaval
pfi homogenizovani na vortexu, aby dochdzelo k okamzitému promichani. Po tfeti
fixaci jsem  vzorek ulozil do lednice pfi 2-8 °C. Vzorky
se nechavaji pfes noc v lednici, jelikoz bunlky ve fixa¢énim roztoku ztraceji
fosfolipidovou membréanu a pfes noc dochdzi k lepsSimu procisténi.

Jiz po druhém kroku fixace jsem provedl kapani bunécné suspenze (viz. dalsi
kapitola) na tzv. nulta sklicka, aby byla zhodnocena kvalita vykultivovanych bunék
a v pripadé, ze by burilky nevyrostly spravné, by se dala krev kultivovat znovu.

Fixacni smés ptisobi jednak k odvodnéni bunék, a tedy jejich konzervaci

a za druhé jiz po pfidani nékolika kapek dochdazi k odbourani vSech fosfolipidovych
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bunéénych membran. Buriky tedy drzi pohromadé jen diky intraceluldarni matrix.
Navic smes methanolu a kyseliny octové je nezbytna

pro zplisob pfipravy preparati.
4.4 Kapani bunécné suspenze

Pfed samotnym kapanim je tfeba si pripravit podlozni sklicka, jejichz kvalita
muze velkou mérou ovlivnit vysledny obraz v mikroskopu.

Ke kapani bunécné suspenze jsem pouzival sklicka 2513, 2522 a 2525,
tj. Superfrost, brousené hrany 90° (Dispolab, Menzel Glaser), které jsou dle interniho
testu smacivosti nejvice vyhovujici.

Pfed zahdjenim procesu pfipravy preparadtti jsem kazdé podlozni sklicko
popsal tuzkou na zdbrusu identifikacnimi udaji pacienta/vzorku a pofadovym
¢islem. U vzorka perifernich krvi je pro kazdého pacienta nutné nachystat jedno
podloZni sklicko pro zhodnoceni kvality kultivace (tzv. nulté sklicko) a minimalné 4
podlozni skli¢ka pro karyotypizaci nebo hodnoceni ziskanych chromozomovych
aberaci. Podlozni sklicko jsem oznacil na zadbrusu ¢islem GL. U vzorkt uréenych pro
FISH jsem sklicko oznacil touto zkratkou. Takto prfipravend podlozni skla jsem
umistil do kyvety s destilovanou vodou na dobu minimalné 30 minut pfi pokojové
teplote 18 — 25°C.

Pro kazdého pacienta jsem si pfipravil sklenénou Pasteurovu pipetu (pramér tsti
cca 1,5 mm, P-LAB, bez filtru 150, zakoncenou laboratorni savickou, oznacenou

Stitkem s ¢islem prislusného pacienta.

Pfiprava preparati

Kultiva¢ni zkumavky se vzorky jsem centrifugoval 10 minut pfi 1200 rpm. Poté
jsem je pfemistil do stojanu urceného pro zpracovani do digestofe. Zde jsem uzaveér
prvni zkumavky odSrouboval a Pasteurovou pipetou odsal supernatant.
Supernatant se z krve stahuje nejdfiv na 0,5 ml, a po nakapani na jedno podlozni

sklo se podle potieby fedi fixaénim roztokem. Odsati se pak vétsinou pohybuje
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v rozmezi 0,6 — 0,8 ml, pfi optimalni kultivaci i 2 ml. Takto pfipravenou bunécnou
suspenzi jsem mohl zacit kapat na mokra sklicka.

Z kyvety jsem vyjmul mokré sklo a nechal z néj stéci pfebytecnou vodu pies
nejuzsi hranu skla na opacné strané od zabrusu na filtracni papir. (sklo se drzi mezi
palcem a ukazovakem levé ruky (pravdci) ve svislé poloze) Staci jen 1-2 vtefiny.

Z vysky cca 2 cm jsem kdpnul pomoci pfislusné Pasteurovy pipety 3 kapky
bunécné suspenze smérem od zabrusu na sklo sklonéné v ahlu asi 20°, a to pfimo
do vodniho filmu. Pfebyte¢nd voda se necha opét stéci pres nejuzsi hranu skla
na opacné strané od zabrusu na filtraéni papir — jde o to, zbavit preparat zbylych
kapek vody, které mohou byt podkladem nerovnomérného schnuti metafazi. Lze
obdobné odstranit kapicky i z bokii skel.

Poté jsem nechal sklo uschnout ve svislé poloze oprené o filtraéni papir,
a to pfilaboratorni teploté v digestofi. V pripadé nizké relativni vzdusné vlhkosti se
muzZe suSit na zvlhéené gaze. Pfi vysokeé relativni vlhkosti se preparaty nechavaji
zaschnout na plotynce o teploté 30, nebo 37°C. Pfi suseni ve vysoké relativni vlhkosti
se uplatnuje jev ,Water induced chromosome stretching”, tj. natahovani
chromozomii vodou. Optimum pro suseni je cca 40 —45% relativni vzdusné vlhkosti
a21-25°C.

Posledni fazi této procedury je hodnoceni vysledku. VysuSené nativni preparaty
s poradovym cislem 0 u vSech vzorki periferni krve jsou prohlédnuty
pod mikroskopem s fadzovym kontrastem s cilem posouzeni jejich kvality (hustota
materidlu na skle, pfitomnost dobfe rozprostfenych metafdzi, bez zbytkl
cytoplazmy v pozadi chromozomt a jader, barva chromozomii stfedné Seda,
bez ,hal’” efektu). Pokud je kvalita preparatt vyhovujici, jsou pfipraveny dalsi
preparaty pro karyotypizaci, stejnym zptisobem jako bylo pfipravovdno hodnocené
sklo. Jinak jsem postupoval nasledovné:

Pfi nadmérné hustoté materialu na preparatu jsem nafedil buné¢nou suspenzi
v kultivaéni zkumavce pfidanim cerstvého fixaéniho roztoku a opatrné

resuspendoval Pasterovou pipetou oznacenou GL ¢islem prislusného pacienta.
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Pfi nevhodném rozloZeni chromozomt v metafazich je mozné rozloZeni mit6z
upravit zmeénou relativni vzdusné vlhkosti v okoli preparatu pfi suSeni.
Pfi hodnoceni kvality preparatti si vSimame i kvality kultivace a zpracovani vzorku,

kterou zaznamenavame do formulafe Cytogeneticky protokol PK.

Ctyibodovy systém hodnoceni kvality kultivace a zpracovani vzorku:

0 — velice Spatnd, nelze najit Zddné metafaze, nebo jsou nehodnotitelné: nutné
zopakovat kultivaci

1-$patnd, mitoz je ve vzorku malo, nebo jsou Spatné rozloZené

2 — dobrd, v ndhodné vybraném zorném poli pfi 100x zvétSeni je vzdy vidét
alespon jedna mitdza

3 — vynikajici, v ndhodné vybraném zorném poli pri 100x zvétseni je vzdy vidét

alespon dvé dobfe rozloZzené metafaze

4.5 Barveni preparati

K barveni jsem pouzil tyto reagencie a spotfebni materidl:
Reagencie

- Trypsin - SIGMA (Katalogové ¢islo: T7409-1G, Nazev: Trypsin from porcine
pancreas lyophilized powder, Type II-S, 1,000-2,000 units/mg dry solid)

- Trypsin 10xEDTA - Biological Industries (Katalogové cislo: 18-03-051-5B,
100ml, Nazev: Trypsin-EDTA 10X)

- Sorensentiv pufr, pH 6,8

- 2xSSC

- Hydrion zasobni (Buffer tablets pH 6,8, Merck 1.11374.0100)

- Destilovand voda — Aqua Purificata, Dr. Kulich Pharma, s. 1. 0.

- Wrightova eosin-methylenovd modf pro mikroskopii — Merck (Katalogové
¢islo: 1.01383.0500; Nazev: Roztok eosin-methylenové modfi podle Wrighta)

- Hydroxid barnaty — SIGMA

- Kyselina chlorovodikova 35% — Dr. Kulich Pharma, s.r.o.
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- Bovinni sérum - Bioveta, Ivanovice na Hané (Ize pouzit jakékoli)

Spotiebni material

- sklenéné kyvety na mikroskopicka skla

- keramickeé kyvety na mikroskopicka skla
- Spicky

- mikrozkumavky typu Epp - 500ul a 1000pl, material PP
- teplomér

- laboratorni sklo

- filtra¢ni papir

- stopky

- vysousec¢ vlast

- plastova histologicka krabice

- desky na mikroskopicka skla

- tacky pro manipulaci s preparaty

4.5.1 Priprava roztoki

SSC —saline sodium citrate

Prvnim krokem pro prfiprav roztoku je pfiprava 20X SSC roztoku, tvoreného 175,5
g NaCl, 88,2 g dihydratu citronanu sodného (NasCeHsO7 - 2 H20) a 900 ml
destilované vody. Pro cytogenetické vysetfeni se vyuziva 100 ml 20X SSC, ktery
se zfedi 850 ml destilované vody a tim vznikne findlni roztok 2X SSC

Pres noc se uskladni v chladnicce, druhy den se zméfi pH a upravi na pH =7.
Celkovy objem se doplni na 11 a oznadci dle vysSe uvedenych podminek. Skladuje
se pfi laboratorni teploté maximalné 6 mésicti, po uplynuti této doby nelze roztok
pouzit. Pokud dojde kzakaleni roztoku zd@vodu kontaminace jesté
pred uplynutim expiracni doby, nelze tento roztok pouzit a je nutné pfipravit novy

(dle manualu firmy Vysis).
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Sorensenuv pufr, pH 6,8

Vstupnimi reagenciemi pro tento pufr je 526 g dihydrogenfosforecnanu
draselného (KH:POs) a 8,65 hydrogenfosforecnanu sodného (Na:HPOs), smisené
s jednim litrem destilované vody

Tfi hodiny se promichdvd na nejvyssi otdcky na magnetickém michadle
a pak ulozi pres noc do chladnicky. Rdno po vytemperovani roztoku na laboratorni
teplotu 18 — 25°C se promicha 15 minut pfi stejnych otadckach na magnetickém
michadle a na pH metru zméfi pfi laboratorni teploté pH. Pomoci koncentrované
kyseliny chlorovodikové (36%) a 5M NaOH se upravi pH na 6,8. Pouzitelnost

a doba skladovani je maximalné jeden mésic od data pfipravy.

Hydrion — zasobni roztok

1tableta Buffer tablets pH 6,8 (Merck 1.11374.0100) se rozpusti v 11 destilované
vody. Roztok se skladuje v digestofi pfi pokojové teploté maximalné po dobu 1/2
roku.

Pil hodiny pred vlastnim procesem barveni je tfeba vytemperovat
Sorensentiv pufr pH 6,8 na laboratorni teplotu 18-25 °C . V soucasné dobé

se v laboratofi skladuje pfi pokojové teploté, takZe temperovani neni tieba.

Trypsinovy roztok.

Pfi barveni periferni krve se ve 100 ml Sorensenova pufru, pH 6,8 rozpusti
70 mg trypsinu (Sigma). Trypsinovy roztok lze pouZzit pro natrdveni 80 skel
po dobu 4 hodin, pak roztok ztraci téinnost a je tfeba pfipravit novy. Je mozné
si dopredu pfipravit aliquoty koncentrovaného roztoku trypsinu po 1 ml
(navazka: 0,7 g trypsinu do 10 ml destilované vody a rozplnit po 1 ml
do pfipravenych eppendorfek) a zamrazit. Pfi pfipravé pracovniho roztoku
trypsinu pak jiz staci jen rozmrazit 1 ml aliquot a rozpustit jej v 99 ml Sérensenova
pufru. Vysledna koncentrace pracovniho roztoku je 0,07 % roztok v Sorensenu,

tj. 1 ml zasobniho aliquotu do 99 ml Sorensenu.
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Po pripravé Sorensenova pufru je tfeba pripravit 2 % roztok bovinniho séra,
ktery je v ném rozpustény. V 98 ml Sorensenova pufru se rozpusti 2 ml bovinniho
séra a smés promicha. Takto pfipraveny roztok se pouZje pro oplachovani 20 skel po
plisobeni trypsinového roztoku, pak se po znecisténi pfipravi novy roztok
pro oplachovani dalsi série 20 skel. Roztok se pfipravi vzdy cerstvy, bezprostiedné
pred pouzitim. Neni dulezZité, jaké bovinni sérum se pouZzije, jelikoZ princip
je takovy, aby sérum obsahovalo anti-trypsin, ten blokuje trypsin lépe nez alkohol.

Pfed pfipravou barviciho roztoku je tfeba vyrobit pracovni roztok Hydrionu,
ktery se pripravi smichdnim 5 ml zadsobniho roztoku s 95 ml destilované vody.

Poslednim krokem je pfiprava roztoku Wrightova barviva. Barva nesmi byt
dlouho na svétle, proto se fedi do kadinky tésné pfed pouZitim, po protfepani
zasobniho roztoku. Redi se v poméru 1 dil zasobniho roztoku barvy + 3 dily
pracovniho roztoku Hydrionu. Pocitd se s cca 2 ml pracovniho roztoku barvy

na jeden preparat. Barvi se maximalné 4 skla v jedné varce.

4.5.2 Postup barveni (GTW pruhovani)

Vsechny roztoky jsou pfi laboratorni teploté. Pruhuji se vychladla skla zapecena
tésné pred barvenim po dobu 25 minut pfi 95°C.

1. Preparat jsem uchopil za zdbrus pinzetou a ponofil do prvni kyvety
s pracovnim roztokem trypsinu na 10 sekund. Po dobu ptisobeni trypsinu jsem
se sklem v kadince kyval ve sméru rub-lic a lic-rub.

2. Sklo jsem premistil do kadinky s pracovnim roztokem bovinniho séra
a kyvavym pohybem preparat v kadince oplachl.

3. Preparat jsem ihned pfemistil do kyvety se Sérensenovym pufrem pH 6,8.

4. Takto jsem napruhoval v jedné varce maximalné 4 skla a preparaty jsem
postupné odkladal do treti kyvety se Sorensenovym pufrem.

5. Tésné pied barvenim jsem pfipravil pracovni roztok Wrightova barviva.
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6. Podlozni sklo jsem vyjmul z kyvety se Sorensenovym pufrem a umistil
na barvici mustek. Pfevrstvil 2 ml pracovniho roztoku Wrightova barviva,
které jsem nechal pusobit 20-55 sekund.

7. Barva se slije do misky barviciho mtistku a bezprostfedné po obarventi je sklo
oplachnuto v kadince s vodovodni vodou (nasledné je mozné i oplachnuti
v destilované vodé) a necha se uschnout ve svislé poloze nebo je ususeno

vysousecem vlast anebo ususeno na histologické plotynce vyhtaté na 37°C.

Obrdzek 3: Pracovni misto k barvent prepardtii
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Obrizek 4: Prepardt po aplikaci Wrightova barviva

4.5.3 Hodnoceni kvality barveni

Vykonavatel procesu nebo jiny pracovnik povéreny vedoucim useku, ktery
ma dostatecné zkuSenosti s hodnocenim kvality barveni, zhodnoti na prvnich
nabarvenych preparatech kvalitu vysledného barveni. V pripadé potfeby doporuci
zménu castt barveni, ¢i trypsinizace a upravu casti véetné kvality zapiSe
do Cytogenetického protokolu

Na hodnoceni vysledné kvality se v této laboratofi pouziva zavedeny
tiibodovy systém, i kdyZ jde o velice subjektivni hodnoceni:

1-Spatna kvalita

2 — dobra kvalita

3 — vynikajici kvalita
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4.5.4 Zestafeni preparati

Do jednoho dne po usuSeni a tésné pred barvenim preparatii jsem provedl

zestafeni preparatii urcenych k hodnoceni karyotypu a ZCA v nerezovém stojanku

ur¢eném pro mikroskopickd skla. Teplota uvnitf teplotni skiiné jsem zvysil

na 95 °C a nechal pusobit po dobu 25 minut. Vzorky jsem nechal vychladnout

v pootevrené teplotni skfini Binder.
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Obrdzek 5: Priklad vysetfovaného karyotypu v programu LUCIA Karyo.

4.6 Statistické vyhodnoceni

Vychozim datovym pramenem pro zpracovani vysledkii byly soubory tvorené

v programu ©Microsoft Office Excel, obsahujici data vSech pacienti mezi lety 2003-

2017, zbavena vsech internich a soukromych informaci, kterd by mohla vést

k identifikaci daného c¢lovéka.

Cilova data jsem z téchto souborti ziskdval pomoci databdzového programu

©Miicrosoft Office Access 2016, ve kterém jsou data vSech importovanych souborti
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sefazena a zadavanim prikazi lze zobrazit jen jejich konkrétni cast, potfebnou
pro statistické vyhodnoceni.

Z casti dat byly nasledné provedeny statistické testy, slouzici k porovnani dvou
vybérovych souborti, konkrétné cilové skupiny infertilnich probandek a darkyn.
Nejprve jsem pouzil dvouvybérovy F-test pro rozptyl, pomoci kterého se ur¢i cilovy
test. F-test je mozné pouzit ke srovnani dvou navzdjem nezavislych populaci, u
kterych je vhodnym modelem pro sledovanou veli¢inu model Gaussova normélniho
rozdéleni, to znamend, Ze kazd4 z obou populaci mtze byt charakterizovana
vhodnou Gaussovou kfivkou, jejiz tvar je uréen hodnotami rozptylu a stfedni
hodnoty. Vysledkem testu je hodnota, kterd ndm s pravdépodobnosti 95 % (tj.
hodnota vyznamnosti 0,05) urci, zdali jsou u obou populaci vyznamné rozdily
v rozptylu.

Po vyhodnoceni F-testu jsem ndsledné vybral vhodny dvouvybérovy T-test bud
s rovnosti, nebo s nerovnosti rozptylt. Pomoci T-testu urcujeme platnost nulové
hypotézy, tedy v tomto ptipadé, jestli je vék, popripadé procentudlni zastoupeni
aberantnich bunék ve dvou riznych skupindch stejné, nebo rozdilné. Hodnota
vyznamnosti byla vtomto testu zvolena opét na o = 0,05
tj. 95% pravdépodobnosti. Vypocet testu vychdzi z odhadd parametrti obou
srovnavanych populaci, tj. aritmetického priiméru a vybérového rozptylu.

Ostatni data byla hodnocena formou spojnicovych grafti, vytvofenych
v programu ©Microsoft Office Excel 2016, ve kterém byly vytvofeny i vySe zminéné
statistické testy, které byly pfekontrolovdny v programu GraphPad Prism 7,

uréeném pro statistické vyhodnocovani.
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5 VYSLEDKY

Karyotypy ziskané mym testovanim:

Dalsi vysledky této prace jsou vytvoreny zdat cytogenetické laboratore

PRONATAL s. r. 0., ktera byla shromazdovana mezi lety 2003-2017.

Z celkového poctu 12701 vysetfenych lidi na karyotyp tvofi Zeny skupinu ¢itajici

8518 probandek, jejichz data jsem do své prace pouZil. Pro demonstraci vyskytu

gonozomovych mozaik jsem z této skupiny dale vybiral jen probandky lécené

pro neplodnost o poctu 2277 (26,7%) a skupinu darkyn o poctu 2901 (34%). Zbylé

pacientky byly vySetfeny za jinym ucdelem a jejich data jsou tak pouzita

jen pfi srovnavani vyskytu LLGM u Zen obecné, nikoliv u vySe zminénych cilovych

skupin. Vystupni data jsou zndzornéna v tabulce ¢. 2 a 3.

Tabulka 1: Vyjskyt patologickych bunék

Infertilni 14,46 13,50 2,09 1,78
Darkyné 10,26 7,36 0,78 0,47
Zeny celkem 12,1 8,85 1,19 0,96
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Obrizek 6: Segmentace karyotypu

Tabulka 2: Vystupni data pro skupinu ddarkyi

2 avice
1 aberantni 5% a vice
Darkyné aberantnich LLGM
bunka FISH

bunék

Veék Pocet | Pocet % Pocet % Pocet % Pocet %

18-20 324 30 9,25 7 2,16 1 0,30 2 0,61

21-23 539 44 8,16 20 3,71 1 0,18 1 0,18

24-26 650 77 | 11,84 | 35 5,38 4 0,61 3 0,46

27-29 584 59 10,1 41 7,02 4 0,68 = =

30-32 559 64 | 11,44 | 53 9,48 8 1,43 3 0,53

33-35 245 27 | 11,02 | 23 9,38 5 2,04 5 2,04
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Tabulka 3: Vystupni data pro skupinu infertilnich probandek

Vék Pocet | Pocet % Pocet % Pocet % Pocet %

21-23 60 7 11,66 2 3,33 - - - -

24-26 207 20 9,66 9 4,34 - - - -

27-29 406 54 13,3 28 6,89 1 0,24 1 0,24

30-32 486 80 16,46 | 32 6,58 3 0,61 5 1,02

33-35 486 71 14,6 52 10,69 11 2,26 10 2,05

36-38 399 64 16,04 64 16,04 17 4,26 13 3,25

39-41 179 24 13,4 24 13,4 10 5,58 9 5,02

42-44 54 12 22,2 9 16,6 6 11,1 3 5,55

Pfi zpracovani dat jsem probandky rozdélil do ¢ty skupin, s ohledem na vyskyt
aberantnich buné€k/jader. Frekvence u vsech tfi kategorii s aberantnimi ndlezy

koreluje jak u darkyn, tak infertilnich Zen s vékem.
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1. probandky, u nichz vsech 20 analyzovanych bunék mélo karyotyp 46,XX

2. probandky, u nichz byla nalezena alespon jedna burka s aneuploidii gonozomu
(45X; 47,XXX nebo jiné 48 XXXX; 49 XXXXX atd) z celkem

35 analyzovanych bunék

3. Probandky se dvéma a vice bunkami se stejnou aneuploidii gonozomu

(2x 45,X; 2x 47, XXX apod.). K této skupiné patfi i ndlezy LLGM uvedené nize.

Probandky s LLGM s linii definovanou ISCN, 2016: tj. Alespont 3 bunky
s monozomii X, nebo alesponn dvé burlky s nadpocetnym X chromozomem

(2x 47, XXX nebo 48,XXXX)

4. Probandky s jasnym ndlezem LLGM ovéfenym metodou interfazni FISH.
Probandky u nichZ byla metodou FISH potvrzena linie s monozomii nebo trizomii

X chromozomu vétsi nez 5% z 200 analyzovanych jader.

Data pouzitd pro vyhodnoceni vysledki jsou uvedena v tabulce ¢. 1 a vychazeji

z tabulek ¢. 2 a 3. V tabulce ¢. 4 je mozné vidét procentudlni zachyt LLGM pomoci

metody FISH
Tabulka 2:Procentudlni zichyt LLGM pomoci FISH
Normalni nalez 142 150
Patologicky nalez LLGM 23 48
Provedena FISH 162 200
Procentuadlni zachyt 14,2 24
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Diverzita vyskytu aberantnich bunék u darkyn a infertilnich probandek mtze
plynout zvékového rozdilu obou skupin, jelikoz vékovy limit darkyn
je zDbiologickych diivodii omezen a vékové spektrum je posunuto k niz$im
hodnotdm, neZ je tomu u probandek lécenych s infertilitou. Zatimco modus
a median véku darkyn je 25, respektive 26 let, u infertilni skupiny se modus posouva
na 29 let a medidn na 32 let. Tuto skutec¢nost doklada i vysledek dvouvybérového t-
testu, ve kterém byl prokdzan signifikantni rozdil ve vékovém zastoupeni (p<0,0001

pfi a=0,05).

Z obrazku ¢. 6 lze vidét plisobeni skupiny darkyn az do véku témeér 40 let.
Je nutné zdtiraznit, Ze darovani vajicek lze provést jen do véku 32 let a Zeny
presahujici tento vékovy limit byly ptivodné lé¢eny pro infertilitu, do darcovského
programu byly zafazeny dodatecné. Jedna se o Zeny, které se rozhodly darovat sva
zamrazena embrya. V ptivodnim souboru dat se je nepodafilo odlisit od darkyn

oocytu.

Zavislost pocCtu probandek na daném véku
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+ 400

oce

a 300 e Darkyné

200 Infertilni
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18-20 21-23 24-26 27-29 30-32 33-35 36-38 39-41 42-44 45-47
Vék

Obrdzek 7: Zdvislost poctu probandek na véku
Pfi hodnoceni malych gonozémovych mozaik jsem doSel k zavéru, Ze jejich
frekvence vyskytu roste s vékem téméf exponencidlné nezavisle na cilové skupiné.
Kolem tficatého roku lze pozorovat znaény narust poctu LLGM (viz obr. 6), zejména
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u infertilni skupiny, jejiz nartist pokracuje aZ nad 40 let. Na grafu lze vidét, Ze
procentualni  zastoupeni LLGM  ve  vékovém rozmezi 18—32  let
je u darkyn vyssi nez u infertilnich probandek. Expanze vyskytu malych
gonozomovych mozaik je vyraznd u vysSe zminéného tficitého roku Zivota,

od kterého frekvence vyskytu roste priimérné o 0,6 % kazdy rok.

Statisticky T-test rovnéz potvrdil zdsadni rozdil mezi vékem infertilnich
probandek, které jsou nositelky LLGM a celkovému véku infertilnich probandek pfi
p <0,0001 a a=0,05, z ¢ehoz plyne, ze vék ma na vyskyt malych gonozémovych

mozaik zdsadni vliv.

Procentualni zastoupeni zen s LLGM

2,50
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//
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Vék

Infertilni

Zastoupeni [%)]

Darkyné

Obrizek 8: Procentudlni zastoupeni Zen s LLGM
Vzhledem k absenci infertilnich probandek ve vékovém rozmezi 18-27 let neni
mozné zhodnotit frekvenci vyskytu LLGM v §irSim vékovém rozmezi u obou
kontrolnich skupin. Spolecné zastoupeni sestdva z rozmezi 28-34 let, u kterého
se pomoci dvouvybérového t-testu nepodafilo prokazat vyssi frekvenci vyskytu
LLGM u infertilnich probandek (p= 0,554 pti a=0,05), ackoliv v celkovych vysledcich
jsou infertilni probandky nositelky malé gonozémové mozaiky ve 2,09 % (48

pacientek) a darkyné pouze v 0,78 % (23 pacientek).
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Procentuadlni zastoupeni LLGM a
strukturnich aberaci
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Obrizek 9: Procentudlni zastoupeni LLGM a strukturnich aberaci
Vyssi frekvence LLGM s 5% linii u infertilnich pacientek koreluje i s vyssi
frekvenci infertilnich probandek sjednou a nebo vice aberantnimi burikami
zjisténych analyzou G-pruhovanych karyotypti v porovnani s darkynémi, kde
je frekvence vsech tfi skupin nizsi (viz. tabulka 1). Kvuali vékové distribuci
do rtiznych oblasti u darkyn i infertilnich pacientek se toto tvrzeni bohuZzel nedalo
statisticky dokazat. Pomér strukturnich aberaci a LLGM je znazornén v tabulce

¢. 5. a vyskyt jednotlivych patologickych nélez{i je zndzornén v tabulce €. 6.

Tabulka 3: Porovnani nalezu LLGM a strukturnich aberaci

Strukturni aberace (%) 1,03 2,19
LLGM (%) 0,78 2,09
Celkem (%) 1,82 4,30
Podil LLGM (%) 42,69 48,56
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Tabulka 6: Procentudlni zastoupeni ndlezii v karyotypu

Reciproka translokace

Robertsonska

translokace

Inverze

Delece

Marker chromozom

Ziskané chromozomové

aberace

Turneriv syndrom

Superfemale syndrom

LLGM

Celkem

0,44

0,13

0,27

0,06

0,10

0,78

1,72

1,09

0,26

0,21

0,04

0,13

0,17

0,08

0,17

2,09

4,39
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6 DISKUZE

Malé gonozémové mozaiky jsou velmi diskutovanou pri¢inou Zenské
neplodnosti. Cilem praktické casti bakalarské prace byla analyza a prokazani
rozdilu procentudlniho zastoupeni malych gonozomovych mozaik mezi
vySetfovanou skupinou infertilnich probandek a darkyn. Cytogenetickym
vySetfenim téchto cilovych skupin se zjistilo, Ze frekvence vyskytu LLGM
u infertilni skupiny do 30 let nijak neprevysuje frekvenci vyskytu u darkyn na tkor
celkového poctu vSech aberantnich bunék, ktery je oproti souboru darkyn vyssi

ve vSech zkoumanych hladinach.

Zminéné vysledky mohou byt ovlivnény citlivosti samotného vySetfeni.
Se zvysujicim se poctem zhodnocenych mit6z se pfirozené sniZuje riziko, Ze jsou
mozaiky pfehlédnuty a je vydan faleSné negativni vysledek. Klasickou
cytogenetickou metodou se v laboratofi PRONATAL s. r. o hodnoti 20 mitdz, z toho
10 numericky a 10 strukturné. Hodnota 20 mitéz znamena, zZe lze s95 %
pravdépodobnosti vyloucit 14 a vice procentni mozaicismus. V kontrastu s timto je
metoda FISH, u které se hodnoti 200 bunécnych jader v interfazi, diky ¢emuzlze s 95
% pravdépodobnosti vyloucit az 2 % mozaicismus (18). To znamend, Ze v praxi
klasické cytogenetické vysetfeni neumoznuje zachytit 100% probandek s 5 —10 %

mozaikou pro aneuploidie gonozém.

Z pohledu malych gonozomovych mozaik se jednd numerické a strukturni
prestavby chromozomu X, které predstavuji mozné riziko vzniku predcasnych
potratd, pfedcasného ovaridlniho selhani, nebo narozeni ditéte s vrozenou
vyvojovou vadou zendm se zpravidla normdlnim fenotypem. V této praci bylo
pozorovano zastoupeni LLGM u souboru infertilnich probandek ¢itajictho 2277 Zen
a 2901 darkyn, které lze povazovat za vzorek normalni populace. LLGM
se u souboru darkyn vyskytovaly s frekvenci 0,78 % s vékovym zastoupenim Zen
od 18 do 35 let. U infertilni skupiny éetnost vzrostla na 2,09 % ve vékovém rozpéti

28-44 let s tim, Ze razantni vzestup vyskytu mozaik probihal od tficeti let.
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Vétsina studii se zaméfuje obecné na vyskyt chromozomalnich aberaci, nebo
vyskyt uréitych genovych mutaci, odpovédnych za dalsi onemocnéni u obou
pohlavi. Vyskyt a zastoupeni malych gonozdémovych mozaik je v téchto studiich
zminén vétsinou jen okrajové, nicméné diky dostatecnému mnoZstvi vySetfovanych

osob lze tyto studie pouZit jako srovnavaci materidl pro vysledky této prace.

Vysledky této prace koreluji s poznatky prace doktorky Adamové a kolektivu
z FN a LF UP Olomouc, publikované v roce 2007, ve které se ji nepodaftilo prokazat
rozdil mezi skupinou lé¢enych pro neplodnost a kontrolni kohortou na vyskyt
mozaiky monozomie X, ale byl potvrzen rozdil frekvence aberantnich bunék
v celkovém poctu, ktery je podpofen vysledky z mé prace, ve které jsem zjistil témért
dvojndsobné zastoupeni 2 a vice aberantnich bunék u infertilnich probandek (14,5 %
vs. 7,36) a témér o tretinu vyssi frekvenci vyskytu 1 aberantni burnky (14,46% vs.
10,29%). Kromé frekvence vyskytu aberantnich bunék se moje prace shoduje s praci
Dr. Adamové s poznatkem, Ze vyskyt gonozémovych mozaik s vékem stoupad a
zastoupeni LLGM u Zen ve véku 35 let dvakrat prevysuje vyskyt LLGM u zen do 35

let.

Doktorka Capkova zEN a LF UP Olomouc se svym kolektivem v roce 2004
uvedla praci, ve které podrobila cytogenetickému vySetfeni 638 pacientii
podstupujicich 1écbu neplodnosti, ze kterych 3,5 % byli nositelé minoritnich mozaik.
Vmé praci jsem u infertilnich probandek zjistil frekvenci vyskytu 2,09 %
a tato odchylka muze byt zplisobend vétSim poctem Zen podrobenych vySetfeni
a tim, Ze ve vyzkumu doktorky Capkové byly chromozomalni odchylky

vySetfované u obou pohlavi.

V zavislosti na autorech byva vyskyt malych mozaik gonozomu udavan do 4 %.
Vétsi vyzkum provedl Peschka a spol. vroce 1999, ktery provedl vySetfeni
karyotypu u 1562 pacientd, z ¢ehoz byl u 3,3 % zen zjistén maly gonozdémovy
mozaicismus. VySetfeni bylo provedeno hodnocenim alesponi 20 metafazi

s chromozomy obsahujicimi 450-550 pruhti. Vys$si frekvence vyskytu LLGM
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u téchto vyzkumui miiZe byt zptisobend jinou vékovou strukturou probandek, které
mohou vysledky ovliviiovat, zatimco v mé praci je nejvyssi zastoupeni infertilnich

pacientek ve véku 30-35 let.

I pfes niZsi procentudlni nalezy malych mozaik gonozémi je hodnota oproti
normalni populaci znacné zvysena. Ve starSich publikacich se jako normalni
hodnota LLGM udéva 0,43 % (19), 0,3% (20) a hodnoty kolem 1% jiZ byly nalézany u
osob s poruchami reprodukce (21), kde u osob s poruchami reprodukce zaznamenal

gonozomovy mozaicismus u 0,8%.

Vzhledem ke statisticky nevyznamnému rozdilu v zastoupeni LLGM
u infertilnich probandek oproti darkynim v této praci nelze zcela vyloucit budouci
nachylnost i téchto Zen k reprodukénim problémtim v podobé sekundarni sterility,
¢i spontdnnich potrat(i. Na zdkladé vysledkti plynoucich z této prace nelze toto téma
o vlivu malych gonozémovych mozaik na reprodukci zcela uzavfit, ale 1ze podobné
jako autofi publikaci na téma chromozomalni aberace a jejich vliv
na reprodukci doporucit cytogenetické vySetfeni pfi nezdafenych pokusech
o otéhotnéni, nebo podstoupeni lékaiského zdkroku, vedouciho k oplodnéni

alternativni cestou.

Doporuceni cytogenetického vySetfeni u darkyn oocytt lze opodstatnit
i vysledky plynoucimi zinternitho statistického vyhodnoceni laboratore
PRONATAL s. r. o, na zachyt aberaci/mutaci u darkyn oocyti mezi lety 2013-2016,
ve které se sledoval patologicky nalez v karyotypu, genu CFTR odpovédného
za onemocnéni cystickou fibrézu, trombofilni mutace a SMN1 genu, odpovédnym
za spindlni muskularni atrofii. Z vysledkti prace plyne, ze pfi aplikaci vysetfeni:
karyotypu mutaci CFTR genu, mutaci SMN1 genu a trombofilnich mutaci
(protrombin II a Leidenskd mutace) u 15,5 % darkyn oocytti byla nalezena nezadouct

patologie.
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Tabulka 4: Zdachyt aberaci/mutact u ddrkyri oocytit 2013-2016

2013 2014 2015 2016 Nalez/celkem %

1,5

Karyotyp 4/322 5/325 6/414 8/439 23/1500
11/322  11/324  11/410  18/439 51/1495 3,4

Trombofilni

25/308 16/219 6/49 4/18 51/594 8,6
mutace

9/322 3/277 - - 12/599 2,0
49/322  35/325  23/414  30/439 - 15,5
15,2 10,8 5,6 6,8 - -
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7 ZAVER

Malé gonozémové mozaiky jsou diskutovanym faktorem, zptisobujicim
problémy s fertilitou a dalSimi nepfiznivymi tcinky. Nositelé takovéto genetické
vady se mohou v zavislosti na velikosti bunécné linie projevovat bud mirnymi
znaky konkrétniho syndromu, nebo mohou byt bez zjevného fenotypového

projeveni.

Cilem této bakaldfské prace bylo podat uceleny prehled informaci, tykajici
se neplodnosti a jejich faktor(i a ndsledné v experimentdlni casti analyzovat
zastoupeni LLGM u infertilnich probandek a darkyn, které lze povaZovat
za soubor standardni populace a nasledné vyhodnotit mozny vliv na lidskou

reprodukci.

LLGM byly analyzovany v T-lymfocytech periferni krve pouZzitim klasické
cytogenetické metody vyuzivajici GTW barveni a zhodnoceni karyotypu jak
strukturné, tak numericky. Cast pacientek byla vysetfena také pomoci molekularné
cytogenetické metody FISH, vyuzivajici uméle vytvorené DNA sondy oznacené

fluorochromy, navazujici na komplementarni jednovlaknovou DNA.

Pacientky lécené smneplodnosti méli oproti darcovské kontrolni skupiné
statisticky nevyznamné niz$i procentudlni zastoupeni malych gonozdémovych
mozaik, oproti ndlezim obecné patologicky zajimavych karyotypti, které
u infertilnich probandek prevysovaly. Z vysledkt je vSak zfetelny znacny narust
LLGM s pfibyvajicim vékem, ktery hraje u vyskytu malych gonozémovych mozaik

stézejni roli.

59



8 SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

AFZ

bphs

CCD

CFTR

CRA

CIA

CLS JEP

DAPI

DNA

ECA

EDTA

FISH

GTG

GTW

Azoospermaticky faktor
z angl. bands per haploid set — pruhy v haploidni sadé
z angl. charge-coupled device — zafizeni s vdzanymi naboji

z angl. cystic fibrosis transmembrane conductance regulator —

transmembranovy vodivostni reguldtor pro cystickou fibrézu

z angl. chromosome resolution additive — dopInék pro rozliSeni

chromozom1

Cesky institut pro akreditaci, 0. p. s

Ceska lékatska spole¢nost Jana Evangelisty Purkyné
4',6-diamidin-2-fenylindol

deoxyribonukleova kyselina

Evropska cytogenetickd asociace

kyselina ethylendiaminotetraoctova

fluorescencni in situ hybridizace

G barveni pomoci trypsinu a Giemsova barviva

G barveni pomoci trypsinu a Wrightova barviva
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ISCN

IUGR

KH2POxs

LLGM

z angl. International system for human cytogenetics nomenclature —

Mezindrodni systém nomenklatury pro lidskou cytogenetiku

intrauterni rustova retardace

dihydrogenfosfore¢nan draselny

z angl. low level gonosomal mozaicism — maly gonozédmovy

mozaicismus

NasCsHs - 2 H2O  dihydrat citronanu sodného

OHS

PBS

POF

rpm

rRNA

SRY

SSC

WHO

ZCA

z angl. optimal hypotonic solution — optimalni hypotonicky roztok

fostatovy roztok s pfimési chloridu sodného

predcasné ovaridlni selhani

otacky za minutu

ribozomalni ribonukleova kyselina

sex-determinujici faktor Y

z angl. saline sodium citrate — citrat sodny

z angl. World Health Organisation - Svétova zdravotnicka organizace

ziskané chromozomové aberace
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