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Abstrakt

Chromozomy jsou bunécné struktury slozené z chromatinu, z nichz jeden druh je
konstitutivni heterochromatin, ktery neobsahuje Zadné kodujici sekvence a je transkripéné
neaktivni. Heterochromatinové Useky jsou tvofené vysoce repetitivnimi sekvencemi
satelitnich DNA, diky kterym dochazi k variabilité. NejvétSi oblasti heterochromatinu
nalezneme na dlouhych ramenech chromozomu 1, 9, 16 a Y, ale na variabilité se podili i
heterochromatin na kratkych ramenech akrocentrickych chromozom( 13 — 15, 21 a 22. Tato
bakalaiska prace na zakladé dostupnych védeckych ¢lankd shrnuje poznatky
o heterochromatinovych variantach, jejich vyskytu, &etnosti, moznostech zkoumani a také
klinickém vyznamu v souasné dobé. Poukazuje pFedevSim na mozZnou spojitost
s reprodukénimi poruchami a na protichudné vysledky jednotlivych pozorovani. Sou€asné
poznatky ukazuji na vyznam novych laboratornich metod (molekularné cytogenetickych),
které Ize vyuzit k upfesnéni a podrobnéjSimu tfidéni nalezu, které byly kdysi za pouziti méné
pfesnych pruhovacich metod oznaceny jako neSkodné varianty. Ze shrnuti tedy vyplyva,
ze by mél byt kladen duraz na studii klinického vyznamu heterochromatinovych variant,
které, prestoze jsou povazovany za normalni varianty bez klinického vyznamu, mohou mit
vliv napfiklad na prabéh meiézy a tim zpUsobit asymetrické parovani homolognich

chromozomd.
Klicova slova:

lidsky karyotyp, chromozomy, heterochromatin, heterochromatinové varianty, reprodukéni

poruchy, neplodnost
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Abstract

Chromosomes are cell structures consist of chromatin, out of which one kind is
a constitutive heterochromatin, which contains non-coding sequences only and is
transcriptionally inactive. Heterochromatin blocks consist of highly repetitive sequences
of satellite DNAs, which allows the parts to be variable. The largest areas of heterochromatin
can be found at long arms of chromosomes 1, 9, 16 and Y, but heterochromatin areas also
affect the variability of the short arms of acrocentric chromosomes 13 — 15, 21 and 22. This
bachelor thesis based on a number of scientific essays summarizes findings about
heterochromatic variants, their occurrence, frequency, possibilities of examining as well as
their clinical significance in today’s world. It mainly highlights their possible connection with
reproductive failures and contradictory results of individual observations. Contemporary
results show the importance of new laboratory methods (molecularly cytogenetic), which can
be used in specifying and more detailed sorting of findings, which were previously tagged as
harmless variants according to less accurate banding methods. The summarization implies
that emphasis should be put on the study of clinical meaning of heterochromatic variations.
These can influence the progress of meiosis and thus trigger asymmetric pairing
of homologous chromosomes, even though they are considered to be normal variants with

no clinical significance.

Key words:
human karyotype, chromosomes, heterochromatin, heterochromatin variations, reproductive

failure, infertility
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1  Uvod

Lidsky karyotyp je sloZzen ze 46 chromozomu tvoficich 23 parQ, z &ehoz 22 pard
chromozomu je nepohlavnich (autozomy), které tvofi homologni pary, a jeden par je pohlavni
(gonozomy). Autozomy se oznacuji arabskymi Cislicemi od 1 do 22 podle délky od nejdelsiho
po nejkratSi, pfiemz chromozom 21 tvofi vyjimku, nebot je kratS§i nez chromozom 22.
Gonozomy se oznaCuji pismeny X a Y a tvofi par XX — zena nebo XY — muz. Vse je
znazornéno v ideogramu lidského karyotypu, viz obrazek €. 1. Lidské chromozomy se rozdéluji

podle morfologie do skupin oznadovanych pismeny A az G (Shaffer et al. 2016) viz tabulka ¢&. 1.

Tabulka €. 1: Rozdéleni chromozom( do skupin A — G podle morfologie.

skupina chromozomy popis chromozom(
A 1,2,3 velké metacentrické
B 4,5 velké submetacentrické
C 6,7,8,9,10,11,12a X stfedni metacentrické nebo submetacentrické
D 13, 14, 15 stfedni akrocentrické se satelity
E 16, 17, 18 kratké metacentrické nebo submetacentrické
F 19, 20 kratké metacentrické
G 21,22aY kratké akrocentrické se satelity, Y satelity nenese

Chromozomy jsou tvofené chromatinem neboli jadernou hmotou, ktera je tvofena jednou
molekulou DNA a komplexem proteind (histonl) potfebnych na jeji svinuti. Chromatin
se rozdéluje dodvou strukturné a funkéné rozdilnych oblasti — euchromatinu a
heterochromatinu (Bhasin 2005). Vyuzitim metody G-pruhovani muzeme ve svételném
mikroskopu rozeznavat svétle zbarvené euchromatinové a podstatné tmavsi
heterochromatinové pruhy (Gardner and Sutherland 2004) viz Obrazek &. 1. Euchromatin je ta
Cast lidského genomu, ktera je transkripéné nejaktivnéjsi a bohata na geny. Heterochromatin je
transkripéné neaktivni oblast jaderné hmoty, ktera se dale déli na fakultativni a konstitutivni
heterochromatin. Fakultativni heterochromatin se podoba euchromatinu, nebot jeho aktivita
se stfidad s umlCovanim béhem rdznych fazi vyvoje (Plath et al, 2002). Konstitutivni
heterochromatin neobsahuje zadné kédujici sekvence, je sloZen z vysoce repetitivnich sekvenci
satelitni DNA, které davaji prostor variabilité. Tyto sekvence nachazime nejCastéji na dlouhych
ramenech chromozom 1, 9, 16 a Y, ktera jsou tvofena napf. a, B a lll-satelitni DNA (Gardner &
Sutherland, 2004, Bhasin, 2005), a na kratkych ramenou chromozomu skupin D (chromozomy
13 — 15) a G (chromozomy 21, 22 a Y) — akrocentrické chromozomy, tvofené pfedevsim 3, I, I,
Il a IV-satelitni DNA (Hong et al. 2011). Vzhledem k tomu, Ze satelitni DNA neobsahuji kodujici

sekvence, byly heterochromatinové varianty dfive povazované =za klinicky naprosto
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nevyznamné (Brothman et al., 2006, Gardner & Sutherland, 2004). V soucasné dobé je klinicky
vyznam heterochromatinovych variant zkouman ve spoijitosti s rGznymi lidskymi patologiemi a

jejich signifikance je neustale diskutovana.
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Obrazek 1: Ideogram lidského karyotypu (Gelehrter T. D. a kol. 1998).

Cile této prace jsou:

e obecné predstavit heterochromatinové varianty
e popsat Casto se vyskytujici heterochromatinové varianty
e uvést metody zkoumani heterochromatinovych variant

e zhodnotit jejich klinicky vyznam dle provedenych studii



2 Heterochromatinové varianty

Heterochromatinové varianty (dale také jen varianty) neboli heteromorfizmy jsou zmény
ve stavbé chromozomu, které jsou ovSem podle ISCN 2016 (Shaffer et al. 2016) povazovany
za klinicky nevyznamné. Heterochromatinové varianty jsou ve vétSiné pfipadld zdédéné
od jednoho z rodicu (A. Jr. él’pek, R. Mihalova, Celbova, and Panczak 2012), ale mohou vznikat
také de novo (Rao et al. 2006).

Chromozomy jsou linearni utvary, které jsou primarni konstrikci — centromerou
rozdéleny na kratka (p) a dlouha (q) ramena (obrazek ¢&. 2.). K variabilit¢ dochazi pfedevsim
diky zkraceni nebo prodlouzeni jednotlivych ramen, ale dochazi také k inverzim, které tvofi
vyznamnou skupinu variant prfedevSim chromozomu 9. NejCastéji nalezneme varianty
v paracentrické oblasti g ramen chromozom( svelkym blokem konstitutivniho
heterochromatinu, coz jsou chromozomy 1, 9, 16, dale v distalnich oblastech chromozomu Y a
na kratkych ramenech akrocentrickych chromozomd skupiny D (13 — 15) a G (21, 22) (Hong et
al. 2011).

~ telomery
p-ramenko

centromera

L — Chromatidy

g-ramenko

~lelomery

Obrazek €. 2: Zakladni schéma a popis eukaryotického chromozomu (Koc¢arek 2008).

Heterochromatin je tvofen mnohonasobné se opakujicimi sekvencemi satelitni DNA,

ktera je charakteristicka pro urcité oblasti chromozomu (tabulka €. 2).



Tabulka €. 2: Druhy satelitni DNA a jejich vyskyt v lidském genomu (Wyandt and Tonk 2012).

nazev veTi){(%st oblast vyskytu
a-satelitni DNA m1o;110t|;r£) er centromericka oblast v§ech lidskych chromozom
B-satelitni DNA monomer | centromericka oblast chromozomu 1, 9, 13, 14, 15,
68bp 21,22aY
y-satelitni DNA mgg&;r;)er pericentricka oblast chromozom( 8, X a Y
l-satelitni DNA monomer pericentricka oblast chromozom 3, 4, 13, 14, 15,
25-48bp 21,22aY
het h ti 3 oblast 1 16
[I-satelitni DNA | monomer 5bp ? eroc.: r?ma inova oblas q:a 9
pericentricka oblast chromozomu 2 a 10
. monomer oblasti 13p, 14p, 15p a 22p
Ill-satelitni DNA
b Sbp heterochromatin v oblastech 1q, 9q a Yq

2.1 Terminologie

K variabilit¢ muaze dochazet na riznych &astech chromozomu. Pokud se nachazi
na heterochromatinovych oblastech chromozomu, oznacujeme jednotlivé varianty pismenem h,
varianty na stopce se oznacCuji pismeny stk a na satelitech pismenem s. Pfed pravé zminéna
pismena se zapisuje oznaCeni ramene, na kterém k variabilité dochazi. Pokud jde o délkové
varianty, obsahuje zapis také oznaceni prodlouzeni (+) nebo zkraceni (-) segmentu (Shaffer et
al. 2016).

PF. 16gh+ prodlouzeni heterochromatinové oblasti na dlouhém rameni chromozomu 16
15ps+,pstk+ zvétSené satelity na prodlouzenych stopkach chromozomu 15

Kinverzim dochazi diky dvéma zlomim na jednom chromozomu a pretoenim
segmentu mezi témito zlomy o 180°. Pokud se na daném segmentu nachazi centromera,
nazyvame tyto inverze pericentrické, pokud dojde k inverzi na segmentu, ktery nezahrnuje
centromeru, pak tyto inverze nazyvame paracentrické. Pfi inverzich nedochazi ke ztraté
genetické informace, ale pouze k jejimu pfeskupeni, proto vétSina inverzi nezpusobuje zadné

abnormality (Posam and Sabnis 2016).

PF. inv(9)(p129q13) inverze chromozomu 9 mezi 12. segmentem kratkého a 13.

segmentem dlouhého ramene



2.2 Varianty dlouhych ramen chromozomu 1,9,16aY
2.2.1 Chromozomy 1 a 16

Heterochromatinové varianty chromozom( 1 a 16, povazované za klinicky nevyznamnée,
jsou délkové varianty dlouhych ramen, kde se nachazi nejvétsi mnoZstvi heterochromatinu.
U chromozomu 16 je to konkrétné proximalni oblast jeho q ramene (Barber et al. 2012).
Na téchto chromozomech mlze dochazet k variantam jak s nadbytkem heterochromatinu
(1gh+, 16qgh+), tak s jeho ubytkem (1gh-, 16gh-). Mlze také dochazet k inverzim,

na chromozomu 1 je to napfiklad inverze inv(1)(p13921).

Délkové varianty chromozomu 1 a 16 se vyskytuji samostatné, ale setkavame se s nimi také
v kombinaci s jinou variantou. Ve studii Christofolini et al. (2012) zamé&fené na neplodné muze
byla varianta 1gh+ pozorovana pouze v asociaci s jinymi variantami, pficemz ve dvou pfipadech
to bylo s variantou 16gh+. Frekvence vyskytu jednotlivych variant u pacient s reprodukénimi

poruchami v riznych studiich je znazornéna v tabulce €. 3.

Tabulka €. 3: Frekvence vyskytu délkovych variant chromozomu 1 a 16 u lidi s reprodukénimi

problémy.
. vyskyt (%)
studie 1qh+ 16gh+
Caglayan, Ozyazgan, Demiryilmaz

& Dundar (2010) 036 | 145
Guo et al. (2012) 1,52 6,06
Sipek et al. (2014) 2,51 1,45
Sahin et al. (2008) 2,27 0,91
Hong et al. (2011) 1,41 0,48
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Obrazek €. 3: Délkova varianta chromozomu 1 — 1gh+ (Wilson et al. 2017).

16gh+

16

Obrazek €. 4: Délkova varianta chromozomu 16 — 16gh+ (Wilson et al. 2017).



2.2.2 Chromozom 9

Chromozom 9 je bohaty na intrachromozomalni a interchromozomalni duplikace,
je strukturné vysoce polymorfni a obsahuje nejvétsi oblast heterochromatinu, proto nejCastégji
se vyskytujicimi heterochromatinovymi variantami na neakrocentrickych chromozomech jsou
pravé varianty chromozomu 9 (Joseph-George et al. 2011). P¥iblizné 1,5 % populace nese
nékterou z 24 doposud znamych variant. Tyto varianty jsou pfevazné zdédéné od jednoho
z rodi¢u a dle provedenych vyzkumu se vyskytuji vétSinou vice u Zen. Mensi procento variant
se vyskytuje také sou€asné a to bud na jednom chromozomu, nebo na homolognich parech.
Nejcastéji se vyskytujici varianty jsou pericentrické inverze, které zaujimaji zhruba polovinu
v8ech heterochromatinovych variant chromozomu 9. V pofadi druhé jsou délkové varianty
dlouhych ramen 9qgh (20 — 25 %) a tfeti délkové varianty kratkych ramen 9ph (10 — 15 %)
(Kosyakova et al. 2013).

Kinverzim dochazi na chromozomu 9 nejCastéji na pericentrickém heterochromatinu
a pfilehlych oblastech. Podle ICSN 2016 je nejCastéjSi pericentricka inverze (dale jen inv(9))
oznacovana jako inv(9)(p12g13), ovSem ve starSich studiich Ize najit variabilni popis daného
zlomu napfiklad inv(9)(p11g13) nebo inv(9)(p11g12). Na zakladé molekularné cytogenetického
pfistupu (Kosyakova et al. 2013) Ize ovSem tyto varianty roztfidit i dale, do rliznych typu inverze,
dle pofadi riznych FISH signald, viz tabulka €. 4. V bézné populaci se inv(9) vyskytuje pfiblizné
u1-3 % lidi (Purandare et al. 2011; A. Jr. Sipek, R. Mihalova, Celbova, and Panczak 2012;
Christofolini et al. 2012). Mezi dalSi inverze chromozomu 9 patfi takzvana ,dlouh&“ inverze -
inv(9)(p12921).

>
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Obrazek é. 5: Pericentricka inverze chromozomu 9 — inv(9)(p12q13) (A. Jr. Sipek, R. Mihalova,
Panczak, Celbova, et al. 2012).



Tabulka €. 4: Nomenklatura 24 heterochromatinovych variant chromozomu 9 navrzena
na zakladé ISCN (2009) (Kosyakova et al. 2013).

Variant ISCN description Previously reported as [Ref]
Found in the present study
inv(9)ivarl) inw(9)(p12q21.11) - invivarl) [6]
inv(B)(var2) invi9)(p13.1921.11) - invivar2) [6]
inv(9)(var2a) invi9)(p13.1921.11) - n.a.
inv(G)(het) inv{9)(p11.1g12) - n.a.
9gh+ 9gh+ or amp(9)(q12) - 9gh+ [28]
- 9gh+ [6]
Sqh+{var1) amp(9)(g13g21.11) - 89921 amplification variant [9,10]
9gh- 9gh- or del(9)(g12) - 9gh- 6]
9phi+ 9ph+ or dup/trp(S)(p11.2~132) - 9ph+ [8]
- 9p12 duplication variant [9]
Oph++ (type 1) Aph++ amp(9)(p11.2~12) - 9p12 amplification variant [8,9]
9ph++ (type 1) - In [7] two subtypes distinguished
- 9p12 amplification variant [10]
9ph- 9ph- del(p11.2~12) - 9gh- [29,30]
dic(9){varl) dic(9)(pter->q21.11:p13.1->qter) - 9gh+ and inv (var5) [6]
dic(9)(var2) dic(9)(pter->q12:p11.2->qter) - n.a.
dic(9)(var3) dic{9)(pter->q11:p11.1->qter) - inversion type A [4]
dup(9)(var1) der(9)(pter->q21.11:q12->qter) - inversion type | or type Il [2]
- 9gh+ and inv (var3) [6]
- extra signal(s) in var 9q12 [9]
- 912 insertion variant [10]
dup(9)(var2) der(9)(pter->q12:q21.11->q12:q21.11->q21.11:q12->qter) - 9gh+ and inv (vard) [6]
9cenh 9cenh+ - n.a.
9cenh- 9cenh- - n.a.

Found in other studies

inv dup(@)(varl) der(9)(pter->q13~21.11:q13~21.11->p171.1:q13~21.11->qter) - inversion type Il [2] originally

- reported only once [31]
dic(9)(var4) invi9)(p10g12) - inversion type A [3]

- inversion type D [4]

dic(9){vars) der(9)(pter->p10:q12->q11~12:q12->q11~12:q10->qter) - inversion type C [3]
- inversion type C [4]
inv(8)(het)(varl) inv9)(q11~12q12~13) - inversion type B [3]

- inversion type B [4]
del(9q)(var1) del(9)(q13g21.11) - 921 deletion variant [9,10]

- also postulated to exist by [2]

trip(9)(var1) der(9)(pter->q21.11:q12->q21.11:q12->qter) - 912 euchromatic variant (EV) triplication

- variant [9]




K délkovym variantdm chromozomu 9 dochazi ¢astéji na dlouhém rameni, konkrétné varianty
9gh+, a jsou proto také Ccastéji studovany. Podil délkovych variant chromozomu 9
dle Kosyakova et al. (2013) je pfiblizné 87 % prodlouzeni q ramene — 9gh+ a 13 % zkraceni
ramene q — 9gh-, coz podporuji i dalSi studie. U béZné populace se vyskyt délkovych variant

v jednotlivych studiich lisi, viz tabulka €. 5.

Tabulka €. 5: Vyskyt délkovych variant chromozomu 9.

studie vyskyt (%)
9gh+ 9gh-
Sipek et al. (2014) 3 0,6
Wilson et al. (2017) 8,66 -
Dong et al. (2013) 5,55 1,59

Y

9

Obrazek €. 6: Délkova varianta chromozomu 9 — 9gh+ (Wilson et al. 2017).

Muze také dojit k pfesunu heterochromatinu z dlouhého na kratké rameno chromozomu
9 a tuto variantu oznacujeme jako 9ph nebo mlze heterochromatin zasahovat obé ramena
zaroven a tuto variantu oznacujeme jako 9phgh (A. Jr. Sipek, Mihalova, Celbova, Suttrova,
et al. 2012).



2.2.3 Chromozom Y

Chromozom Y je z velké €asti slozen z euchromatinu, ovSem v distalni ¢asti dlouhého
ramene se nachazi heterochromatinova oblast, diky které dochazi k variabilit¢ (Posam and
Sabnis 2016). Délkova varianta chromozomu Y se oznaCuje jako Ygh+ ve chvili, kdy je
chromozom Y VvétSi nez chromozom 18 a jako Ygh-, kdy je chromozom Y mensi

nez akrocentrické chromozomy supiny G (Hsu et al. 1987).

Vyskyt varianty Ygh+ se u neplodnych muzl v jednotlivych studiich velmi liSi. Napfiklad
ve studii De la Fuente-Cortés et al. (2009) to bylo 13,29 %, u Minocherhomiji et al. (2009)
dokonce 26,84 %, nizSi vyskyt byl zjistén ve studii Hong et al. (2011) — 7,84 %, ovSem
ve studiich jako Caglayan, Ozyazgan, Demiryilmaz & Dundar (2010) — 1,82 % nebo Turan et al.
(2015) — 0,43 % byl vyskyt této varianty o hodné nizsi, neda se proto dle dostupnych studii

s presnosti urcit vyskyt této varianty u neplodnych muzu, natoz v bézné populaci.

Vyskyt varianty Ygh- Ize dle vysledku studii prohlasit za vSeobecné nizsi nez u varianty
Ygh+, ovSem presné procento také neni lehké urcit. Napfiklad v praci Hong et al. (2011) je to
0,35 %, ovSem v praci Minocherhomiji et al. (2009) je to o procento vice tedy 1,35 %. Ve studii

Christofolini et al. (2012) byla tato varianta pozorovana pouze v jednom pfipadé.

Nejnizsi vyskyt byl pozorovan u varianty inv(Y), kdy v praci Minocherhomiji et al. (2009)
zjistili incidenci 1,01%, Purandare et al. (2011) 0,91 % a Hong et al. (2011) pouhych 0,15 %.
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Normal ¥ Yah- Yah+ inv(Y)

Obrazek €. 7: Heterochromatinové varianty chromozomu Y (Madon et al. 2005).
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2.3 Varianty akrocentrickych chromozomu 13, 14, 15, 21 a 22

Akrocentrické chromozomy patfi do skupin chromozomd D (chromozomy 13, 14 a 15) a
skupiny G (chromozomy 21 a 22). Jejich variabilita se tyka jejich p ramen, ktera jsou oproti
jinym chromozomim extrémné kratkda a nesou specifické struktury oddéleny sekundarni
konstrikci. Témito strukturami jsou satelity obsahujici heterochromatin tvofeny vysoce
repetitivnimi sekvencemi satelitni DNA, které jsou k chromozomu pfipojeny stopkou (stalk)
obsahujici geny pro 18S a 28S rRNA (A. Jr. Sipek, R. Mihalova, Celbova, and Panczak 2012).
Heterochromatin je tvofen I, Il, nebo lll. satelitni DNA (Minocherhomiji et al. 2009). Variabilita se

tyka prfedevsim délky, pofadi a poctu jednotlivych struktur (obrazek €. 8).

gl
1

C
Obrazek €. 8: Variabilita satelitd na kratkych ramenou akrocentrickych chromozomu — a)

g
i

e

standard, b) zvétSené satelity ps+, c) prodlouzené stopky pstk+, d) zvétSené satelity
na prodlouZenych stopkach pstk+ps+, e) dvojité satelity pss (A. Jr. Sipek, R. Mihalova,
Panczak, Celbova, et al. 2012).

Vyskyt heterochromatinovych variant akrocentrickych chromozoma nelze dle dostupnych
praci jednoduse zhodnotit. Vétsi mnozstvi praci uvadi CastéjSi vyskyt variant u chromozoma
skupiny D (Sahin et al. 2008; Hong et al. 2011; Purandare et al. 2011), ale jsou zde i studie
uvadeéjici Castéjsi vyskyt variant u chromozomu skupiny G (Christofolini et al. 2012; Dong et al.
2013), pfiCemz rozdil mezi obéma skupinami akrocentrickych chromozomu nebyva vétsi
nez 1 %. Tyto varianty se mohou vyskytovat i spoleéné pf. 46,XY,14pstk+,22ps+. Nejméné

Casté jsou varianty chromozomu 13, nej¢astéjSi pak varianty chromozomu 15 a 22.
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Obrazek €. 9: Varianty akrocentrickych chromozomu skupiny D (Madon et al. 2005).
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Obrazek €. 10: Varianty akrocentrickych chromozomu skupiny G (Madon et al. 2005).
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3 Zpusoby zkoumani heterochromatinovych variant

Heterochromatinové varianty mizeme zkoumat pouze v pfipadé, Ze vizualizujeme jinak
neviditelné chromozomy. Nejdfive se pouzivalo ,pIné“ barveni (solid or conventional stained)
zalozené na pouziti aceto-orceinu nebo roztoku Giemsa - Romanovského. Podle tohoto barveni
napfiklad odchylky ve struktufe neposkytovalo, nebot zabarvilo celé chromozomy, bez rozdilu

mezi euchromatinem a heterochromatinem (Gersen and Keagle 2013).

Obrazek €. 11: Chromozomy bunky muzZe obarvené roztokem Giemsa — Romanovského
(Rooney 2001).

Giemsa — Romanovského roztok tedy neslouzi k pozorovani heterochromatinovych
variant, tvofi v8ak soucast dalSich barveni, ktera byla objevena koncem 60. let. Pomoci téchto
barvicich technik se na chromozomu zobrazi tmavé a svétlé pruhy, znazorfujici jednotlivé
oblasti euchromatinu a heterochromatinu. Tyto techniky daly zaklad objevu a vyzkumu

heterochromatinovych variant. Zbarveni jednotlivych oblasti zalezi na druhu pouzité metody.

13



3.1 Klasické metody
3.1.1 G - pruhovani (Giemsa banding)

Tato barvici metoda je velmi rozSifena a patfi mezi zakladni barvici metody. Jednou
z téchto metod je na pfiklad GTG pruhovani, které spociva v pasobeni trypsinu a nasledném
obarveni Giemsovym roztokem. Vzniklé pruhy se oznaluji jako G-pruhy, tmavé patfi oblasti

heterochromatinu, svétlé euchromatinu (Gersen and Keagle 2013).
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Obrazek €. 12: Lidsky karyogram, G- pruhovani (Shaffer et al. 2013).
3.1.2 Q - pruhovani (Quinacrine banding)

Q - pruhovani je fluorescenéni metoda, vyuzivajici barvivo chinakrin dichlorid, které
reaguje s DNA a vytvafi podél chromozomu matné (euchromatin) a jasné (heterochromatin)
pruhy. Vysledny obraz se podoba G — pruhovani, ale v nékterych chromozomech zobrazuje
oblasti, které bychom pomoci G — pruhovani nemohli vidét. OvSem pro pozorovani Q — pruht je
zapotiebi fluorescenéni mikroskop, jehoz plsobenim obarveni Casem slabne, a tak se
v béznych laboratofich misto této finanéné nakladné metody pouziva metoda FISH (Gersen and
Keagle 2013).
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Obrazek €. 13: Lidsky karyogram, Q — pruhovani (Shaffer et al. 2013).
3.1.3 R — pruhovani (Reverse banding)

Tento druh barveni spociva ve vyuziti vlivu teploty a nasledného obarveni Giemsovym
roztokem. OznaCeni R - pruhovani vychazi ze slovareverze, nebot pruhy vzniklé timto
barvenim jsou opacné ke G-pruhovani, tmavé se barvi euchromatin a svétle heterochromatin.
Existuje také fluorescenéni druh R — pruhovani, kdy vysledny obraz je opatny ke Q —
pruhovani, tedy jasné pruhy patfi euchromatinovym a matné heterochromatinovym oblastem
(Gersen and Keagle 2013).
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Obrazek €. 14: Lidsky karyogram, R — pruhovani (Mitelman 1995).
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3.1.4 C - pruhovani (Constitutive chromozome banding)

Barvici metoda =zobrazujici konstitutivni heterochromatin. Konkrétnim druhem je
napfiklad CBG — pruhovani, které je zaloZzeno na denaturaci DNA plsobenim hydroxidu
barnatého a inkubaci v solném roztoku. Tim se odstrani vSechny fragmenty a zUstane pouze

konstitutivni heterochromatin, ktery se obarvi Giemsovym roztokem (Gersen and Keagle 2013).
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Obrazek €. 15: Lidsky karyogram, C — pruhovani (Shaffer et al. 2013).
3.1.5 T — pruhovani (Telomere banding)

Jde o stejnou metodu jako je R — pruhovani stim rozdilem, Ze T — pruhovani je

zaméfeno pouze na koncové ¢asti chromozomu — telomery (Gersen and Keagle 2013).
3.1.6 G-11 pruhovani (Giemsa at pH 11)

Pruhovaci metoda zaloZzena na pUsobeni zasaditého prostfedi (pH 11,6). Zobrazuje
vSechny oblasti, kde dochazi k heterochromatinovym variantdm modfe — satelitni DNA
akrocentrickych chromozom(, pericentrické oblasti a také heterochromatinové oblasti

chromozomu 1, 9, 16 a Y (Gersen and Keagle 2013).
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3.1.7 NOR barveni (Silver Staining for Nuclear Organizer Regions)

Tento druh barveni se pouziva na identifikaci polymorfism( na satelitech akrocentrickych

chromozomu. Vyuziva se zde dusi¢nan stfibrny, ktery obarvi geny pro rRNA.

Postupem ¢asu se ovdem tyto pruhovaci techniky ukazaly jako nedostacujici pro pfesné
zkoumani heterochromatinovych variant a subvariant a pro detailngjSi zobrazeni se zacaly
pouzivat molekularné cytogenetické metody jako napfiklad FISH (fluorescence in situ

hybridizace) nebo CGH (komparativni genomova hybridizace).
3.2. Molekularné-cytogenetické metody
3.2.1 FISH - fluorescence in situ hybridization

FISH je zakladni metodou molekularni cytogenetiky. Jejim principem je denaturace DNA
a nasledna hybridizace s jednofetézcovymi DNA sondami, které se diky komplementarité bazi
navazi k cilové sekvenci DNA. Sondy jsou konjugovany s nékterym z fluorochromd a tudiz
muazeme diky fluorescenénimu mikroskopu pozorovat mista, kam se sonda navazala. Vyhodou
této metody oproti CGH je predevS§im moznost pozorovat balancované zmény. DalSimi
metodami, odvozenymi od FISH, jsou vicebarevna in situ hybridizace (multicolor in situ
hybridizace, M — FISH) a SKY (spectral karyotyping) vyuzivajici spektrometr (Bucksch et al.
2012).

3.2.2 CGH - comperative genomic hybridization

Komparativni genomova hybridizace vyuziva principu FISH aplikovaného na cely genom
v jedné reakci. Porovnava vySetfovanou a srovnavaci DNA, kdy jedna je fluorescenéné
oznacena Cervené, druha zelené. Obé smichame v poméru 1:1 a denaturujeme na metafazni
chromozomy. Pokud je ve vzorku obsazena amplifikace €i delece, je to zachyceno posunem
barvy k Cervené nebo zelené, jinak zlstavaji chromozomy Zluté. Nevyhodou této metody je

moznost zkoumani pouze nebalancovanych cytogenetickych zmén (Dziechciarkova et al. 2006).
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Obrazek €. 16: Schéma principu komparativhi genomové hybridizace (Dziechciarkova et al.
2006).

Metoda CGH ma v sou€asné dobé nékolik modifikacii aCGH (array comparative
genomic hybridization) je mikro€ipova metoda vznikla spojenim sklenénych mikroCipt a CGH.
Jeji nevyhodou je faleSné pozitivni signal, ke kterému muze vést (Kosyakova et al. 2013).
HR-CGH (high-resolution comperative genomic hybridization) metoda uréena ke zkoumani
zmén na urovni 3 — 5 Mb a s mirnym klonalnim zastoupenim (Vranova et al. 2008).
W-CGH (whole comparative genomic hybridization) je metoda uréena ke zkoumani repetitivnich
sekvenci (Davila-Rodriguez et al. 2011).

Druhou zakladni platformou pro chromozomové Cipy je SNP-array (single nukleotide
polymorphism) — metoda celogenomového screeningu submikroskopickych zmén, zalozena

na principu vyuziti polymorfismu v jednom nukleotidu v genomu jedince (Be&varova et al. 2011).
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4 Klinicky vyznam heterochromatinovych variant

Heterochromatinové varianty jsou neustale zkoumany vzhledem k jejich moznému vlivu
na svého nositele. Od jejich objeveni jsou zkoumany pro mozné spojeni s nemalym mnoZzstvim
lidskych patologii — poruchy reprodukce, neplodnost, opakované potraty (viz niZe), schizofrenie
(Ponnudurai et al. 2012), Goldenhartv syndrom (Stanojevi¢ et al. 2000), rakovina (Islam et al.
1993), Walker Warburg syndrom (Baltaci et al. 1999), ektodermalni dysplazie (Moreno
Fuenmayor et al. 1981), vrozené vady srdce (Ramegowda et al. 2007) a dalSi, ovsem zadna

pfima spojitost nebyla zjisténa.

Bylo provedeno velké mnozstvi vyzkum( na celém svété zabyvajicich se vSemi
moznymi patologiemi, vysledky se ovSem liSi. Néktefi autofi uvadéji signifikantni vysledky svych
vyzkumd v porovnani s kontrolni skupinou (zdravi jedinci) a tedy spojitost heterochromatinovych
variant s lidskymi patologiemi (Madon et al. 2005; Ramegowda et al. 2007; Minocherhomiji et al.
2009). Jini ovSem, zcela naopak, zadnou signifikanci nezjistili — (Brothman et al. 2006; Ahmet
Okay Caglayan et al. 2010; Dong et al. 2013). Jisté ale je, Ze se dodnes nepotvrdil neblahy vliv

heterochromatinovych variant a jsou stale povazované za klinicky nevyznamné.
4.1 Poruchy reprodukce

NejCastéji jsou heterochromatinové varianty spojovany s reprodukénimi poruchami,
kterymi jsou mysleny predevS§im opakované potraty, neplodnost a u muzi néktera z poruch
spermatogeneze (oligozoospermie, theratozoospermie, azoospermie). Dle dat ziskanych
z jednotlivych studii vyplyva, Ze 15 — 20 % téhotenstvi kon¢i potratem, coz je pomérné vysoké
procento (Posam and Sabnis 2016). Existuje mnoho pfi€in reprodukénich poruch, o jejichz vlivu
neni pochyb, napfiklad genetické nebo hormonalni, ovSem tyto poruchy mohou byt ovlivnény

také vSemi vySe jmenovanymi heterochromatinovymi variantami.

Frekvence vyskytu heterochromatinovych variant je vySSi u lidi s reprodukénimi
poruchami (Sahin et al. 2008; Ahmed Okay Caglayan et al. 2010). Studie Kosyakova et al.
(2013) poukazuje na vyskyt reprodukénich poruch u 30 % nositelt variant chromozomu 9.
NejCastéji se vyskytujici varianta u téchto lidi nelze urcit, nebot' ve studii Sahin et al. (2008) to
byla inv(9), Hong et al. (2011) a Guo et al. (2012) pozorovali nej¢astéji variantu Ygh+ a (Ahmed
Okay Caglayan et al. 2010) 16gh+.
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Nemalé mnozstvi studii se jiz zaméfilo na vyzkum spojitosti heterochromatinovych
variant a poruch reprodukce. Z vyzkumu Sahin et al. (2008), kde kazdy z muzi nesoucich
heterochromatinovou variantu mél oligozoospermii nebo azoospermii, vyplyva, Ze tyto varianty
mohou byt spojeny se spermatogenezi. Codina-Pascual et al. (2006) popisuje ovlivnéni
synapse parovani homolognich chromozom( v prubéhu meiézy. Hong et al. (2011) uvadi
spojitost variant vzniklych v misté centromery s negativnim ovliviiovanim pfipojeni kinetochort
k mikrotubulim a tedy spravného rozdéleni buriky. Pericentrické inverze mohou neblaze ovlivnit
spermatogenezi a vést k nespravné tvorbé gamet (Morel et al. 2007). Varianta Ygh+ muze
zpusobit zastaveni exprese genl spermatogeneze a snizit tak plodnost, coz zpUsobi pfFilis
mnoho opakovani repetitivhich sekvenci satelitni DNA na g rameni a je také mozné, Ze je
spojena s inhibici transkripce genl a zplUsobuje umléovani genovych promotoru
(Minocherhomiji et al. 2009; Posam & Sabnis 2016). Vyskyt heterochromatinovych variant u
akrocentrickych chromozom( muze zplsobovat nespravnou funkci centromery a tudiz
nespravné parovani homolognich chromozomu a rozdéleni burfiky a mulze také souviset
s umléovanim genové exprese (Christofolini et al. 2012; Dong et al. 2013). Pokud se nachazi
varianta na obou homolognich chromozomech, muze to ovlivnit crossing-over a tim dojit
k tvorbé atypickych gamet (Christofolini et al. 2012). Ve studii Guo et al. (2012) byly
heterochromatinové varianty vyskytujici se u muzi oznaceny za varianty majici neblahy vliv
na spermatogenezi. Obecné tedy muzeme Fici, ze heterochromatinové varianty by mohly
ovlivhovat spermatogenezi a také mitézu a meiézu a tim se podilet na poruchach plodnosti
svych nositel(, ovSem neexistuje zadny pfimy dikaz &i vysvétleny mechanismus vlivu variant

na plodnost, ktery by dokazoval tuto spojitost.

PfestoZze jsou heterochromatinové varianty v drtivé vétSiné dédiéné, ukazalo se, Ze
neplodni jedinci nesouci heteromorfizmus a majici problémy s reprodukci, maji zdravé
pfislusniky rodiny se stejnym karyotypem (Dong et al. 2013). Ztoho vyplyva, Ze pFestoze
mnozstvi studii zminénych vySe naznaluje spojitost heterochromatinovych variant
s reprodukénimi problémy, neni to pfima a jedina pfic¢ina neplodnosti. Tedy neplodnost mlze
byt zpusobena a ovlivnéna mnoha faktory, pfiéemz jednim znich jsou pravdépodobné
heterochromatinové varianty, které spolu s ostatnimi vlivy a faktory mohou ovliviiovat fertilitu

Clovéka.

Heterochromatinové varianty jsou také zkoumany pro jejich mozny neblahy vliv
na vysledek asistované reprodukce jako napfiklad IVF (in vitro fertilizace) nebo ICSI
(intracytoplazmaticka injekce spermii). Jasny vysledek opét nezname, nebot' ve vyzkumu Hong
et al. (2011) nebyl pozorovan rozdil ve vysledcich asistované reprodukce u pacientd

s heterochromatinovymi variantami v porovnani s pacienty s normalnimi chromozomy, ovSem

20



Guo et al. (2012) pozorovali muze s normozoospermii a vaznou oligozoospermii a u obou
téchto skupin muzl byla pozorovana niz§i mira oplodnéni u nositell heteromorfizm( nez u

muzU s normalnim genomem.

Pfestoze jsou heterochromatinové varianty povazované za klinicky nevyznamné, nemély by byt
cytogenetiky ignorované, naopak na tento fenomén by se mély zaméfit detailn&jSi vyzkumy.
Je potfeba vyuzit vyspélejsi molekularné-cytogenetické metody k pfesnéjSimu urCeni variability
heterochromatinovych UsekU a jejich vlivu na poruchy plodnosti a ¢asté potraty. Problémem je
stale relativné vysoka cena CGH-array vysSetfeni oproti rutinnimu vySetfeni karyotypu, coz
shizuje moznost rutinniho testovani pomoci CGH-array a tudiZ je nedostatek dat do vyzkumu
(Belangero et al. 2009; Campanhol et al. 2011; Wilson et al. 2017).
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Zaver

Tato prace se vénuje béZné se vyskytujicim heterochromatinovym variantam lidského
karyotypu a jejich vlivu na svého nositele. Pfestoze jsou tyto varianty stale povazované
za klinicky nevyznamné, tzv. normalni varianty, mnoho nyné&jSich studii prokazuje mozny
neblahy vliv téchto variant a to pfedevsim na fertilitu Clovéka. Ov8em faktor( ovliviiujici fertilitu
Clovéka je velké mnozstvi (stres, Zivotosprava) a tak je tézké zjistit, v jaké mife zde

heterochromatinové varianty hraji nebo nehraji roli.

V dfivéjSich studiich nebyla moznost vyuzit molekularné-cytogenetické metody, které
dokaZzou detailnéji zobrazit podstatu heterochromatinovych variant a napomoci tak jejich
podrobnéjSimu tfidéni, coz vedlo k nepfesnym zavériim. OvSem tyto molekularné-cytogenetické
metody jsou velmi nakladné a bézné laboratofe si je pro rutinni diagnostiku nemohou dovolit.
To vede k nedostatku studovanych dat a také je to jednim z divodU, pro¢ neexistuje mnoho
detailnich studii zabyvajicich se variantami jednoho konkrétniho chromozomu nebo pfimo

konkrétni variantou a zplsobu, jakym muze ovliviiovat fenotyp €lovéka.

Vyzkumy nasvédCuji tomu, ze heterochromatinové varianty opravdu ovliviuji fertilitu
Clovéka, ovSem vzhledem ktomu, Ze zatim nezname zplsob, jakym fertilitu ovliviuji,

povazujeme tyto heterochromatinové varianty za normalni varianty, tedy klinicky nevyznamné.
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