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Anotace

Predkladand bakaldfskd prace je zaméfena na stanoveni frekvenci
chromozomaln¢ abnormalnich spermii v ejakulatu zdravych muza (darct) s normalnim
karyotypem (46,XY). Vyznamnym dé&jem, ktery hraje nezastupitelnou roli pti vzniku
numerickych aberaci chromozomu ¢i v segregaci strukturnich abnormalit do gamet je
meidza. Proto ji vénuji pozornost v teoretické ¢asti prace. Teoretickd Cast je dale
zamétena na proces predchdzejici vzniku zralé spermie (spermatogeneze) a dusledkiim
oplozeni oocytu aneuploidni spermii. Pfedkladdm proto ptehled numerickych
abnormalit u autozoma ¢i gonozomu S jejich frekvenci a distribuci do gamet zdravych
muzu. Zaméfila jsem se i na rozdéleni a struény popis strukturnich aberaci postihujicich
chromozomy a Vv neposledni fadé vénuji pozornost metodé vicebarevné interfazni
fluorescenéni in situ hybridizaci, ktera se v kombinaci s dekondenzaci chromatinu
spermii stala nezastupitelnym a hodnotnym vyzkumnym néstrojem pfi rychlé analyze
chromozomalnich abnormalit ve velkych vzorcich spermii.

Experimentalni cast bakalaiské prace se zabyvd sledovanim frekvence
vybranych numerickych abnormalit ve vzorcich spermii 5 darc ve vé€kovém rozmezi
23 — 30 let svyuzitim I-FISH (interfazni fluorescen¢ni in situ hybridizace) se
satelitnimi sondami pro autozom 18 a gonozomy X a'Y.

Cetnost aberaci autozomu 18 a gonozomii X,Y se pohybovala v rozmezi
0,4 — 2,13 %. Pomoci fluorescenéni mikroskopie byly pozorovany pouze dizomické,
diploidni a nulizomické spermie. Zadné jiné numerické aberace nebyly ve spermiich

nalezeny. Na hledani strukturnich aberaci ve spermiich nebyla prace zameétena.
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fluorescen¢ni in situ hybridizace.



Annotation

The presented bachelor work is focused on the determination of frequency
chromosomally abnormal sperm in the semen of healthy men (donors) with normal
karyotype (46, XY). The important process, which plays an irreplaceable role in the
development of numerical aberrations of chromosomes or structural abnormalities in the
segregation of the gametes, is meiosis. Therefore, | devote much attention on meiosis in
the theoretical part. The theoretical part is focused on the process of pre mature sperm
(spermatogenesis), and the consequences of fertilize the oocyte by aneuploid sperm. In
my work | present an overview of numerical abnormalities in autosomes and gonosomes
and their frequency and distribution of gametes in healthy men. | also focused on the
distribution and a brief description of structural aberrations affecting chromosomes and
not least | paid attention on method of multicolor interphase fluorescence in situ
hybridization, which in combination with sperm chromatin dekondenzation become
irreplaceable and valuable research tool for rapid analysis of chromosomal
abnormalities in large sperm samples. The experimental part of bachelor work deals
with monitoring the frequency of selected numerical abnormalities in sperm samples of
five donors aged 23 to 30 years with the use of I-FISH (fluorescence in situ
hybridization) with satellite probes for autosomal 18 and gonozomes X and Y. The
frequency of aberrations of autosomes 18 and gonosomes X, Y ranged from 0.4 to
2.13%. By using fluorescence microscopy were observed only disomy, diploidy or
nulisomy sperm. No other numerical aberrations were found in sperm. This work was

not focused on the search for structural aberrations in sperm.
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Seznam pouzitych zkratek

ABP Protein vazajici androgeny (Androgen binding protein)

ATP Adenozintrifosfat (Adenosine triphosphate)

CRG Centrum reproduk¢ni genetiky

DAPI 4',6 — diamidin — 2 — phenylindol

DNA Deoxyribonukleova kyselina (Deoxyribonucleic acid)

DTT Dithiothreitol

FISH Fluorescenéni in situ hybridizace (Fluorescent in situ hybridization)

FN Motol Fakultni nemocnice Motol
FSH Folikulostimula¢ni hormon (Follicle-stimulating hormone)
| - FISH Interfazni fluorescenéni in situ hybridizace (Interphase fluorescent in situ

hybridization)

Kb Kilobaze

Mb Megabaze

IVF In vitro fertilizace (In vitro fertilization)
LH Luteinizacni hormon

LHRH Luteinizing hormone-releasing hormone

M — FISH Vicebarevna fluorescenéni in situ hybridizace (Multicolour fluorescent

in situ hybridization)

PAR Pseudoautozomalni oblast (Pseudoautosomal regions)
PBS Fosfatovy pufr (Phosphated buffered saline)

Pl Propidium jodid

RNA Ribonukleova kyselina (Ribonucleic acid)

SSC Citratovy pufr (Saline sodium citrate buffer)
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uvoD

V poslednich deseti letech se vyrazné zvysil zadjem o problematiku infertility.
V dnesni dobé se infertilita tyka asi 15 % part v reprodukénim véku. Soucasné tdaje
uvadi, ze z 20 % je infertilita zplisobend muzskym faktorem, z 50 % zenskym a z 30 %
se na infertilité paru podili oba partnefi [1, s. 10].

Chromozomalni abnormality ptedstavuji  dualezity faktor, ktery hraje
nezastupitelnou roli v poruchach reprodukce, ale také 1 pii vzniku vrozenych
vyvojovych vad, u spontannich potratii ¢i u mentalni retardace. Chromozomalni aberace
mohou vzniknout de novo v meidze pii gametogenezi nebo také béhem mitozy kratce
po oplodnéni. Castéjsi je viak geneticky pienos. Byla prokdzana uréitd rozdilnost
V ptivodu aberantnich chromozomu u rGznych poruch. Autozomalni trizomie, zejména
chromozomu 13,16, 18 a 21, jsou pievazné zplsobeny genetickou vybavou ziskanou
od matky, zatimco aneuploidie pohlavnich chromozomi, naptiklad 45,X, 47,XXY,
47,XYY nebo 47,XXX, jsou spise paternalniho ptavodu [2].

Aneuploidni spermie vznikaji také v disledku chyb béhem meiotického déleni
vV nizké frekvenci i u muzl zcela fenotypové normalnich, ktefi nejsou nositeli
chromozomalnich piestaveb, a dokonce i u zdravych fertilnich muzu.

I kdyz je déarcovstvi spermii, vzhledem k rozvoji metod asistované reprodukce
a IVF (in vitro fertilizaci), ve srovnani s minulosti zna¢né omezené, jsou ptipady pti
kterych je déarcovstvi od anonymniho darce nezbytné. Jednd se predevSim o piipady,
kdy muz je nositelem geneticky vazaného onemocnéni nebo je ziskani spermii
od partnera nemozné. Jedno z mnoha dulezitych vySetfeni, které musi kazdy darce
podstoupit je molekularn€ cytogenetické vysetfeni chromozomalni sady spermii pomoci
metody FISH.

Jeden zcili v experimentalni ¢asti je samotné zvladnuti metodiky FISH
na spermiich v laboratornim provozu a druhym cilem je vySetfeni chromozomalni sady
spermii darci metodou FISH snaslednou analyzou pfipadnych nalezenych
chromozomalnich aberaci (aneuploidii, diploidii) fluorescen¢ni mikroskopii a stanoveni
frekvence detekovanych abnormalit.

Metoda FISH, se souc¢asnou dekondenzaci chromatinu spermii, v soucasné dobé
stale zlstava nejpouzivangj$i metodikou Vrutinni diagnostice pro detekci

chromozomalnich abnormalit v muzskych zarode¢nych buiikach.



Bakalaiska prace Teoreticka ¢ast

”

1 Teoreticka cast

1.1 Redukéni déleni (meidza)

Meioza je specidlni typ bunééného déleni, béhem kterého dochazi k formovani
gamet. Meidzou rozumime vznik ¢tyf haploidnich dcefinych bunék po dvou po sobé
nasledujicich d€leni zjedné mateiské diploidni bunky. Z genetického hlediska je
nezbytny zejména vznik samcich a samicich pohlavnich bun¢k neboli gametogeneze.
Jelikoz ma zygota stejné jako ostatni somatické burnky, které z ni naslednym mitotickym
délenim vznikaji, diploidni pocet chromozomt, je potieba, aby byl pocet chromozomi
v gametach polovi¢ni neboli haploidni (n). Pfi spojeni dvou diploidnich gamet by se
vytvofil zarodek s tetraploidnim poctem chromozomil (2n + 2n = 4n). Homologické
chromozomy by tak byly pfitomné, namisto v parech, ve ¢tveficich. Znasobeni
chromozomové sady takového rdzu je vSak u savcl zpravidla prenatdlné letalni.
., Proto meioza zajistuje potrebnou redukci poctu chromozomii z diploidniho (2n)
na haploidni pocet (n)“ [3, s. 45]. V gametach fyziologicky nalézame pouze vzdy jeden
homolog od kazdého chromozomu. Pied prvnim meiotickym délenim probiha Gi, S
a G, faze bunééného cyklu. Do meidzy vstupuji diploidni buiiky s dvouchromatidovymi
chromozomy. Meidza se skladd ze dvou po sobé nasledujicich jadernych déleni, jejichz

jednotlivé faze maji ponékud odlisny prubéh [3, s. 45- 47].

1.1.1 Prvni meiotické déleni

Prvni meiotické déleni oznaCujeme jako heterotypické neboli redukéni. Na jeho
zacatku stoji diploidni bunka s dvouchromatidovymi chromozomy. Pojmem redukéni
déleni rozumime proces, kdy sediploidni pocet chromozomt (2n) redukuje
na haploidni pocéet chromozomu (n). Pied zacatkem kazdého prvniho meiotického
déleni dochazi k replikaci DNA a ke zdvojeni chromozomii. Redukéni déleni se sklada
ze Ctyf po sobé nasledujicich fazi: profaze, metafaze, anafaze, telofaze [3, s. 45; 4, s.

11].
1.1.1.1 Profaze I.

Velmi casové dlouhou profazi prvniho meiotického dé€leni rozdélujeme

do n€kolika stadii: leptoten, zygoten, pachyten, diploten a diakineze.
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Leptotenni stadium

V prvnim leptotennim stadiu zac¢ina proces spiralizace a dekondenzace
duplikovanych chromozomti. Pro mirnost spiralizace na pocatku profaze duplikované
chromozomy vsak piipominaji pouze tenka vlakénka s centralnim osovym vlaknem
bilkovinné povahy. Chromozomy vV leptotennim stadiu jsou jes$té velmi Spatné
pozorovatelné ve svételném mikroskopu. Dochazi zde K pfichyceni chromozomi
k obalu jadra. Misto uponu je patrné jako ztlusténi zvané upinaci ploténka. Na rozdil
od chromozomil v mitdéze se meiotické chromozomy skladaji ze stfidajicich se tencich
a tlustSich regionti. Tlustsi regiony jsou znamé jako chromomery. Leptotenni stadium
plynule pfechdzi za stale pokracujici spiralizace a kondenzace chromozomu ve stadium

zygotenni [3, S. 46; 4, s. 12].

Zygotenni stadium

Zygoten je obdobi, kdy se chromozomy postupné zkracuji, ztlustuji a dochazi
u nich Kkvzajemnému piikladani a parovani homolognich chromozomi. Dvojice
homolognich chromozomu t&€sné piiléhajicich k sobé se nazyva bivalenty. Parovani
homolognich chromozom, lze také definovat jako konjugace chromozomu neboli
synapse. Tento proces je pro meiozu charakteristicky. Pfi konjugaci se homologni
chromozomy k sobé piikladaji po celé své délce a jsou k sobé vzajemné poutany
osovymi provazci, mezi nimiz se postupné vytvareji tenké pticné spojky. Tak se
postupné vytvoii mezi parem homolognich chromozomti spojovaci proteinova struktura
zebti¢kovité povahy zvana synaptonemalni komplex. Mista spojovani homolognich
chromozomt synaptonemalnim komplexem jsou zpravidla ve svételném mikroskopu
dobie pozorovatelna [3, s. 46; 4, s. 12].

Chromozomy maji charakteristicky ,,chlupaty* vzhled zplsobeny klickovitym
prabéhem chromatinovych vlakének probihajicich napifi¢ podélné osy chromozomt.
Tento proces dava vzniknout oznaceni pro chromozomy jako §téteckovité. Stéteckovité
chromozomy byly diive charakteristické jen pro ovocyty, dnes je vSak znamo, Ze se
vyskytuji 1 u spermatocytti. Klickovita chromatinova vldkénka jsou mistem, kde pravé
probiha proces transkripce genl. Vzhledem k rozdilné velikosti chromozomu X a Y
neni parovani heterochromozomu u spermatocytli uplné. Synapticky usek je omezen
na kritkou oblast na chromozomu Y, ktery je homologni pfislusnému useku
na chromozomu X, nazyvanému PAR (pseudoautozomalni oblast). Synapse

mezi heterochromozomy je omezena i Casov€. Prubeh synapse se omezuje pouze

10
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na Casovy usek na konci zygotenniho stadia. Bivalent XY se znac¢né li$i svym tvarem
od ostatnich autozomalnich bivalentl a je ulozen v blizkosti jaderného obalu, v oblasti

s vét§im nahromadénim chromatinu [4, s.12 - 13].

Pachytenni stadium

V tomto stadiu pokracuje kondenzace bivalenti a hovofime o piitomnosti
tzv. tetrdd. Pfi tetrddovém stadiu bivalentli lze velmi dobfe odlisit vSechny Cctyii
chromatidy. Mezi bivalenty se po délce synaptonemalnich komplexi zacinaji vytvaret
kulovité utvary o velikosti 90 nm, tzv. rekombina¢ni uzliky. V mistech rekombinac¢nich
uzlikl dochéazi k prekiizeni nesesterskych chromatid homolognich chromozomti,
k preruseni neboli zlomum struktury fosfopentézového fetézce a jeho nasledné
rekombinaci, tj. znovuspojeni rozpojenych usekti nesesterskych chromatid.
Béhem tohoto procesu, nazyvaném ,.crossing-over”, probiha nahodna vzajemna
vyména Gseki nesesterskych chromatid, a tim i genovych lokusd. Crossing-overem je
zajistén vznik novych kombinaci alel gend, které jsou ve vazbé a nemohou tedy volné
segregovat podle Mendelovych zdkonu a pfispivaji tak k vétsi variabilit¢ potomstva.
Popsany dé& je pravdépodobné uskuteCiovan pomoci enzymii obsaZenych

V rekombina¢nim uzliku [3, s. 46; 4, s. 13].

Diplotenni stadium

Diploten je obdobi, kdy stale pokracuje kondenzace chromozomi. Homologické
chromozomy se od sebe zainaji postupné odd€lovat a synaptonemalni komplex zanika,
dochazi k tzv. desynapsi. Oddélovani bivalent zacina v oblasti centromery a postupuje
k periferii. V zavéru diplotenu vSak homology ziistavaji propojeny V mistech, kde diive
doslo ke crossing-overu. Tato mista nazyvame ,,.chiasmata“ a jejich mikroskopicky
viditelny pocet vypovida o poctu probéhlych crossing- overii. V lidském spermatocytu
se nachdzi primérné okolo padesati chiasmat. Na konci diplotenniho stadia se chiasmata
zacinaji pfesouvat z mista ptivodniho crossing-overu ke koncim chromozomu, mluvime
o tzv. terminalizaci chiasmat. Tim bivalenty davaji charakteristicky prstencovity vzhled.

[3,s. 46; 4, s. 14]

11



Bakalaiska prace Teoreticka ¢ast

Diakineze

Diakineze je findlnim staddiem prvni meiotické profdze. Dochazi k dokoncovani
terminalizaci chiasmat a chromozomy jsou v této fazi maximalné¢ kondenzované.
Na konci diakineze se rozpada jaderny obal a vytvari se d¢lici vieténko ke kterému jsou
chromozomy pfipojeny zvlastnim proteinovym komplexem, zvanym kinetochor [3, S.

46; 4, s. 14: 5, s. 31].

1.1.1.2 Metafaze |.

V tomto stadiu se bivalenty shromazd'uji v ekvatorialni rovin€. Chromozomy
z bivalenti se pfipojuji na vzniklé¢ délici vieténko a centromery v kazdé dvojici
homologickych chromozoml se nahodné orientuji k riznym polim bunky, ¢imz je

zajisténa nezavisla mendelovska segregace gent, které nejsou ve vazbé [3, s. 46].

1.1.1.3 Anafaze I.

V anafazi se rozpadaji posledni chiasmaticka spojeni a tahem vlakna déliciho
vieténka se od sebe odd€luji celé chromozomy z bivalentd, které putuji k opacnym
pélim bunky. Vybér homologickych part putujicich k jednomu, ¢i opaénému polu
buiikky je zcela ndhodny. Do novych dcefinych jader tak pifechazi vzdy jeden

homologicky chromozom z ptivodniho paru [3, s. 46; 4, s. 15].

1.1.1.4 Telofaze I.

V této fazi dochazi k zaniku déliciho vieténka a k formovani jaderného obalu.
V zavéru telofaze vznikaji dvé dcetind jadra, z nichZ kazdé obsahuje dvouchromatidové
chromozomy v haploidnim poctu. Interfaze mezi prvnim a druhym meiotickym délenim
prakticky neexistuje, nereduplikuji se chromatidy a nedochazi k replikaci DNA.
Mluvime pouze o relativné kratkém obdobi (interkinezi) pted zacCatkem druhého

meiotického déleni [3, s. 46; 4, s. 15].

1.1.2 Druhé meiotické déleni

Druhé meiotické déleni navazuje na prvni meiotické déleni bez DNA replikace
a interfaze. Oznacujeme ho jako homeotypické neboli ekvacni. To se podoba béznému
mitotickému rozdé€leni dvouchromatidovych chromozomti na jednochromatidové.

Sklada se ze Ctyf po sobé nasledujicich fazi: profaze, metafaze, anafaze, telofaze [3, s.

12
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46]. Na zacatku ekvacniho déleni jsou chromatidy chromozomi od sebe témér tGplné
oddélené a jsou spojené jen v misté kinetochoru. Toto uzké spojeni dava chromozomim
vzhled do pismene X. Po kratce trvajici profazi druhého meiotického déleni
chromozomy opét zaujmou metafazni ekvatorialni postaveni. Délici vieténko je pak
Vv anafazi rozdéli na jednochromatidové chromozomy, které¢ putuji k opaénym pdolim
bunky. V telofazi vzniknou dvé nova dcefinda jadra, znichz kazdé obsahuje
jednochromatidové chromozomy v haploidnim po¢tu S polovi¢nim obsahem DNA

oproti puvodni diploidni bunice vstupujici do meidzy.[4, s. 15].

1.1.3 PAR (pseudoautozomalni oblast)

U Zen jsou oba gonozomy X rovnocenné ve velikosti a genetickém obsahu.
Péarovani a rekombinace tedy muize teoreticky nastat kdekoliv po celé jejich délce [6, S.
315].

PtestoZze se mezi sebou gonozomy X a Y znacné lisi svou velikosti, strukturou
a genovym obsahem, v jejich koncovych ¢astech lezi na obou raménkach geneticky
shodné tseky PAR (pseudoautozomalni oblasti , pseudoautosomal regions) [3, s. 79].

PAR jsou kratké homologni useky na obou gonozomech, prostiednictvim
kterych se chromozomy X a Y béhem profaze prvniho meiotického déleni spolu paruji.
Dochazi zde ke crossing-overu a nasledné rekombinaci alel [3, s. 79; 7].

RozlisSujeme PARI1 lokalizovany na kratkych (p) raménkach a PAR2 umistény
na raménkach dlouhych (q) [7].

PARI1, nazyvany téz velky pseudoautozomovy region o velikosti 2,7 Mb
S obsahem 24 genll umistény na kratkych raménkach obou gonozomu, je u muzl
mistem obligatniho crossing-overu, ktery je nezbytny pro spravnou segregaci b&hem
meiotického déleni [8].

PAR2, oznacovany jako maly pseudoautozomovy region leZi na dlouhych
raménkach obou gonozomu. Jde o velmi kratky tsek zahrnujici pouze 330 kb a je
na ném zatim prozkoumano pouze 5 genii a nékolik malo pseudogenti. Na tomto
druhém, genové chudS$im a dosud malo prozkoumaném pseudoautozomalnim regionu,
probiha parovani a rekombinace mezi chromozomem X a Y nepfili§ Casto a neni tedy
ani pravdépodobné moc dulezity pro spravny prubéh meidzy u muze [7; 8].

Fyziologicky dochazi béhem meidzy Kk parovani a k rekombinaci pohlavnich
chromozomti v PAR oblastech. V této oblasti vSak muze dojit k nereciprokému

crossing-overu a chybné vymeéné genetického materialu. Na chromozom X tak muize byt
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translokovan mimo PAR i region SRY (sex determining region on Y), ktery je
lokalizovan v tésné blizkosti PAR1 v pruhu Ypll.3. [3, s. 80; 8]. Region SRY,
resp. jeho proteinovy produkt je zodpovédny béhem vyvoje plodu za spravnou pfeménu
ambivalentnich gonad na muzskd varlata schopnd produkovat testosteron ovliviujici
nasledn¢ utvareni dal§ich muzskych pohlavnich znakd. Dojde-li k deleci SRY regionu
na chromozomu Y, z nezralych gonad se vytvoii vaje¢niky [3, s. 80; 8].

Pokud dojde k rekombinaci genetického materialu mimo regiony PAR, nalézame
dva typy abnormalit: XX-muze a XY-Zeny.

Dojde-li pii oplozeni ke sparovani chromozomu Y s deletovanym SRY regionem
S normalnim chromozomem X, vznikd zygota a nasledné sterilni jedinec fenotypovée
zenského pohlavi, avSak s muzskym karyotypem 46,XY. Naopak pii kombinaci
normalniho chromozomu X schromozomem X derivovanym, ktery obsahuje
translokovany SRY region, vznika sterilni muz se zachovanym muzskym fenotypem,

avSak s konstituci chromozomu 46,XX [8].

1.1.4 Vyznam meidzy

Meiotickym neboli zracim dé€lenim se snizi pocet chromozomti na polovinu,
tj. na haploidni pocet (23). Tak je zabezpeceno, Ze pii oplozeni oocytu sam¢i gametou
spermii poc¢et chromozomu nevzroste, ale obnovi se pouze diploidni pocet (46). To je
nezbytny krok pfi tvorbé gamet. Meidza zajistuje presny pienos genetickych informaci
do zralych pohlavnich bunék a jejich prosttednictvim do dalSich generaci, téZ zajistuje
genetickou variabilitu a proménlivost téchto generaci novymi kombinacemi dédi¢ného
materidlu. Na vytvafeni novych kombinaci se podileji rekombinace jednotlivych useki
chromatid pfi crossing-overu v pachytennim stadiu prvniho zraciho déleni a nahodnou
segregaci jednotlivych chromozomi na konci prvniho zraciho d€leni. Pii existenci 23
parii chromozomil existuje 223, tj. pfes osm milion moznych kombinaci. [4, s. 15; 9, s.

25]

1.1.5 Kontrolni body meiézy

Pro vznik gamet je nezbytné parovani homolognich chromozomi, jejich
vzajemna rekombinace v profazi prvniho meiotického déleni a néaslednd segregace
homolognich chromozomi béhem anafaze prvniho meiotického déleni k opacnym
polim bunky. Chybna segregace homolognich chromozomt vede Kk numerickych

abnormalitdim a ke vzniku aneuploidii. Pfitomnost nadbyte¢ného chromozomu
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(dizomie) nebo naopak chybéni chromozomu (nulizomie) v gametach vede ke vzniku
zygoty s abnormalnim poctem chromozomt.

Existyji vSak mechanismy, kterymi bunky dokazi kontrolovat prabéh
meiotického d€leni a zabranit tak nondisjukci a vzniku aneuploidie [10]. Vyrazné se
vsak 1iS$i u Zzen a u muzd [11]. Pokud vznikne b&hem spermatogeneze néjaka
abnormalita, dojde obvykle k zastavé meidzy a nasledné apoptoze. Zatimco b&hem
oogeneze k zastavé déleni nedochazi a dochazi tak ke vzniku ancuploidnich gamet.
Rozdilna tolerance k abnormalitim béhem meidzy castecné vysvétluje odliSnou Cetnost
aneuploidii v gametdich muza a Zen a také vysvétluje snizeny pocet spermii u muzil
s nalezenymi abnormalitami v profazi 1 [12]. U muzd byly nalezeny alespon dva

kontrolni body.

Kontrolni bod v pachytene

Kontrolni bod v pachytene dokaze detekovat abnormality v rekombinaci nebo
chybnou synapsi mezi chromozomy a zabrénit tak v pokracovani meiotického déleni
[13].
Kontrolni bod déliciho vireténka

Druhy kontrolni bod se uplatiiuje v metafdzi prvniho meiotického déleni.
Pokud je zjisténo defektni vieténko nebo jsou chromozomy Spatné ekvatoridlné
sefazeny blokuje prechod ze stadia metafdze do anafaze. Existence tohoto kontrolniho
bodu byla poprvé pozorovana u spermatocyti heterozygotnich mysi nesoucich

Robertsonskou translokaci [14].

1.1.6 Poruchy meiézy (nondisjunkce)

Pii anafdzi prvniho meiotického dé¢leni dochdzi tahem déliciho vieténka
k rozchodu homolognich chromozomi k opaénym poélim burniky. Tento proces se
nazyva disjunkce. Poruchami v meiotickém d¢leni dochazi ke vzniku chromozomovych
aberaci u rodi¢u, které pak mohou nasledné postihnout potomstvo. Numerické aberace
vznikaji v dlsledku procesu zvaném ,nondisjunkce” neboli chybny rozchod
homolognich chromozomti do dcefinych bunék Vprvnim meiotickém déleni
nebo chromatid v nasledném druhém meiotickém déleni. Jestlize dojde k nondisjunkci
na urovni prvniho meiotického déleni nevznikaji Zadné gamety s normdlnim poctem

chromozomt, ale vznikaji dvé nulizomicke (s 22 chromozomy) a dvé dizomické gamety
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(s 24 chromozomy). Pokud nondisjunkce probéhne béhem druhého meiotického déleni
vznikaji dvé gamety se zachovanym normalnim karyotypem (S 23 chromozomy),
zatimco u zbylych dvou gamet se jedna stane dizomicka a jedna nulizomickd. Kdyz se
gameta s 23 chromozomy spoji s gametou s 24 nebo 22 chromozomy, vznikne zygota
S 47 (trizomie, tj. tfi chromozomy na misté jednoho paru) nebo s 45 chromozomy
(monosomie, tj. jednim chromozomem misto jednoho paru) a nasledné¢ 1 jedinec
s chromozomovou aberaci. Chybéni jediného chromozomu ¢i pfitomnosti nadbyte¢ného
chromozomu zpusobi vetSinou zavazné vyvojové poruchy, které mohou vést
ke spontannimu potratu nebo k narozeni tézce postizeného ditéte [3, s. 71; 8, s. 8; 15, s.

383].

Obrazek ¢.1: Meioticka nondisjuknce
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nondisjunkce normalni
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Prevzato z [3, s.128].

1.2 Vyvoj spermii (spermatogeneze)

Vyvoj muzskych pohlavnich bunék zacind po dosazeni pohlavni zralosti,
a i kdyz v pozdnim véku muze byt kvalita spermii zhorSena, pokracuje po cely Zivot [4,
S. 16]. Spermatogenezi se denné vytvori 200 — 400 milioni spermii. Spermatogeneze
neprobiha v dutin€ bfisni jako oogeneze, ale je lokalizovana ve varlatech uloZenych
v Sourku. Tak je udrzovana teplota o 2 — 3 °C niz$i, nez je télesnd teplota, coZ je

dalezitda podminka pro spravny vyvoj spermii. Udrzovat optimalni teplotu napomaha
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musculus cremaster, ktery vlivem chladu kontrahuje nebo pusobenim tepla relaxuje
a varlata tak bud’ pfitahuje nebo oddaluje od téla [16, S. 545]. U nesestouplych varlat
tedy dochazi k vazné poruSe spermiogeneze [4, S. 18]. Vyvoj spermii zahrnuje mitézu
a meidzu. Spermatogeneze probiha V semenotvornych kanalcich varlete a zacina
z kmenovych bunék spermatogonii, které jsou diploidni a do obdobi puberty
Vtzv. ,klidové formé¢*“ (nedé€li se) [17, s. 366]. V obdobi puberty se kmenové
spermatogonie lezici na periferii kanalki mitoticky rozdé€li na dvé dcefiné
spermatogonie. Vznikaji tak dvé linie. Jednak z kmenovych spermatogonii vznikaji
dalsi kmenové bunky s dlouhym bunéénym cyklem, které zlstavaji soucasti populace
a dopliuji dalsi kmenové spermatogonie. Druhou linii jsou spermatogonie,
které po pribéhu mitdézy zustavaji spojeny mezibunéénymi mustky, zvané
spermatogonie typu A. Spermatogonie typu A se rychle opakované mitoticky déli
do nékolika klont, které maji odliSnou strukturu jadra, nez kmenové bunky. Dochazi
Kk jejich posunu z bazalnich partii kanalki smérem klumen a vstupuji jako
spermatogonie typu B do prostorové sit¢ vytvoifené vybézky Sertolliho bungk.
Po kontaktu spermatogonii typu B se Sertolliho bunkami se spermatogonie typu B
prestavaji mitoticky délit a vstupuji do meiotického d€leni, béhem néhoz se preméiu;ji
ve velké bunky spermatocyty [4; 14].

Spermatocyty vstupuji do profaze prvniho meiotického déleni a pfeménuji se
v dalSi generaci bunck jiz s haploidnim poétem chromozomi (n = 23), zvanych
prespermatidy. Po prvnim zracim déleni pokracuje druhé meiotické déleni bez interfaze,
béhem néhoz se prespermatidy rozdé€li na malé buniky spermatidy, S haploidnim poctem
jednochromatidovych chromozomii s polovi¢nim obsahem DNA [4].

Po celou dobu zlstavaji délici se spermiogenni buiiky (spermatogonie typu A
a B, spermiocyty, prespermatidy a spermatidy) navzajem propojené mezibunéénymi
cytoplazmatickymi mustky. Vzajemné propojeni zajistuje bunkam Synchronizaci
vyvoje vzdy jedné populace pohlavnich bun¢k a umoziiuje ¢asovou koordinaci vyvoje.
Casovou koordinaci a synchronizaci lze Vv priibéhu spermiogeneze pozorovat jako
cyklické viny zrani buné€k, ¢asové odlisné v riznych usecich semenoplodnych kanalkt
[4; 16].

Muzské pohlavi je urceno dvojici gonozomi X a Y, a proto meiotickym délenim
muzskych pohlavnich bunék vznikaji dva druhy spermatid, jedny spermatidy nesouci

chromozomem X a druhé s chromozomem Y [4].
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Pfeména kmenovych spermatogonii az na stadium spermatid se oznacuje jako
spermatogeneze. Spermiohistogeneze zahrnuje diferenciaci spermatid na bicikovité
spermie, ktera probiha na okraji lumen semenotvornych kanalkt, ve kterych jsou
spermatidy ulozeny. Jadro spermatidy dava vznik hlavicce spermie, bunécné organely
(dvojice centriold a mitochondrie) zformuji kréek a bi¢ik, ktery slouzi jako pohybovy
aparat spermie. Akrozomalni vacek, ktery zaujima prvni dvé tietiny hlavicky spermie
vznikne posunem nejvétsiho (akrozomalniho) vacku Golgiho komplexu. Na konci
spermiohistogeneze, pied vstupem do Ilumen kanalki se spermie uvolfiuji
ze vzéjemného propojeni a zbavuji se vétSiny cytoplazmy v podobé¢ rezidudlnich telisek
fagocytovanych Sertolliho bunkami [4; 16].

Vyvoj spermii probihd ve vlnovitych cyklech. Jeden cyklus urcitého vyvojového
stddia trva zhruba Sestnact dni. Cely proces vyvoje zralé spermie sestava ze Ctyi stadii
a trva ptiblizné 64 dni [4].

Sertolliho bunky vytvaieji svymi vybihajicimi vybézky podptrnou prostorovou
sit’, ktera spermie obaluje, chrani a zprostiedkovava latkovou vyménu. Sertolliho bunky
vytvateji pomoci tésnych bunécnych spojii zonulae occludentes s bazalni membranou
tzv. hematotestikularni bariéru. Ta brani jednak priniku toxickych latek z krve, jednak
brani priniku antigen vyvijejicich se bun¢k do krve a brani tak tvorbé protilatek
proti pohlavnim bufikam. Proto pii poruse této bariéry muze dojit k neplodnosti
autoimunitni povahy [4; 16; 17].

Pro spravny pribéh spermatogeneze béhem puberty je nezbytny testosteron
a FSH (folikulostimula¢ni hormon). Testosteron pieméiuje  spermatocyty
Vv prespermatidy a je vylu€ovan Leydigovymi intersticialnimi buiikami varlete, jejichz
¢innost reguluje LH (hypofyzarni luteiniza¢ni hormon). Hypofyzarni FSH je nutny pro
pfeménu spermatid na spermie [4; 17].

V Sertolliho bunkach se vlivem FSH tvofi specificky ABP (protein vazajici
androgeny). ABP konjuguje s testosteronem a vylucuje se do lumen semenoplodnych
kanalka [4].

V hypothalamu je tvofen sekret LHRH (luteinizing hormone-releasing
hormone), ktery stimuluje buiiky hypofyzy k sekreci LH. Jde o zpétnovazebny
mechanizmus, kdy pfi snizovani sekrece LHRH se zvySuje hladina testosteronu a
naopak. Kromé zpétnovazebného mechanizmu ptisobi na funkci varlete i limbicky

systém [4].
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Spermie je bunka dlouha 50 — 60 um, z toho 40 — 50 um zaujima bic¢ik. Sklada
se z hlavicky, ze stiedniho oddilu a bi¢iku. Spermie je po celém svém povrchu pokryta
bunénou membranou. Hlavicka spermie je pfi pohledu zpiedu oplostéla, z frontalniho
pohledu ma tvar ovalny a hruSkovity tvar lze pozorovat pifi pohledu ze strany.
Akrozomalni vacek obsahuje hyaluronidazu, akrosim a jiné proteolytické enzymy, které
jsou nezbytné k proniknuti spermie do vajicka pifi oplozeni. Na povrch bunééné
membrany nasedaji proteiny a glykoproteiny antigenni povahy, vyznamné ovliviujici
oplozovaci schopnost spermie. Tyto latky stabilizaci bunéné membrany nad
akrozomalnim vackem =zabranuji pfed¢asnému uvoliiovani enzymu z akrozomalniho
vacku, chrani spermie pfed fagocytdézou bunikami Zenskych pohlavnich organi
a zabranuji aglutinaci spermii v ejakulatu. Stfedni oddil spermie sestdva z krcku
a spojovaciho oddilu. Ve spojovacim oddilu nachdzime velké mnoZstvi mitochondrii
predstavujicich energetické centrum spermie umoziujici kontrakci mikrotubult bi¢iku.
Energie je ziskavana z ATP (adenosintrifosfatu). Na aktivité mitochondridlnich enzymu
spermie zavisi jejich motilita. Pfihlizi se 1 k vlastnostem vnitiniho prostiedi. Rychlost
pohybu spermie se udava 1 —4 mm/minutu [4; 14 ;18, s. 511].

Posledni faze vyvoje spermii probiha v ductus epididymidis. Zde spermie
pusobenim epididymalnich steroidd dozravaji, tj. nabyvaji plné motility a schopnost

uskutecnit fertilizaci [4].

1.3 Chromozomové abnormality

Chromozomové abnormality nalézame jednak numerické, jednak strukturni
povahy a mohou zahrnovat jeden ¢&i vice autozomi, gonozomy a nebo autozomy
a pohlavni chromozomy soucasné [9, s. 143].

Poruchy na chromozomové trovni maji zavazny klinicky a socialni dopad. Hraji
dulezitou roli pfi vzniku genetickych chorob a vyznamné se podileji na mnoha
ptipadech poruch reprodukce, mentélni retardaci, vrozenych malformaci, spontdnnich
potratti, poruch imunity, vzniku nadorovych onemocnéni a mnoha dalsich [3, s. 60].

Frekvence numerickych a strukturnich aberaci je vysoka a u spontannich potrata
V prvnim trimestru gravidity ¢ini 48 % numerické odchylky a 2 % nebalancované
strukturni abnormality. U plodi matek starSich 35 let 17 % numerické odchylky, 2 %

balancované strukturni abnormality, 1 % nebalancované a u zivé narozenych déti
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0,375 % numerické odchylky, 0,187 % balancované strukturni abnormality, 0,0625 %
nebalancované [7, s. 144; 17, s. 37].

Obr. ¢&. 2: Frekvence numerickych a strukturnich aberaci

Frekvence numerickych a strukturnich

s aberaci

B numerické odchylky

O nebalancované strukturni
17 abnormality

M balancované strukturni
2 2 1 0,4 0,1 0,22 abnormality

% postizenych

spontanni potrat  plod matky s Zivé narozené
v 1. trimestru  vékemnad 35 let déti

1.3.1 Numerické chromozomové aberace

Lidsky karyotyp ma charakteristicky pocet chromozomu v somatickych buiikach
(n = 46) a v buiikach pohlavnich (n = 23). Pokud chromozomova sada obsahuje jakykoli
jiny pocet chromozoml nez 46, oznacujeme ji jako heteroploidni. Euploidni bunka
obsahuje pfesny nasobek haploidniho poctu chromozomi (n). Pokud je znasobena cela
chromozomova sada, mluvime o polyploidii. U ¢lovéka jsou znamy triploidie (3n = 69
chromozomu) a tetraplodie (4n = 92 chromozomt). Obé tyto polyploidie vSak nejsou
slucitelné se zivotem. Triploidni sada chromozomul nejcastéji vznikd tzv. dispermii,
tj. oplozenim haploidniho vajicka dvéma spermiemi (n + n + n = 3n) nebo oplodnénim
haploidniho oocytu diploidni spermii. Vzacnéji triploidie vznik4 oplozenim diploidniho
vajicka, které vzniklo jeho fuzi s druhym polovym téliskem, haploidni spermii.
Pro triploidii s nadpocetnou sadou chromozomii od otce je charakteristicky vznik
abnormalni placenty, kdy dochazi k neorganizované proliferaci choriovych klku
a placenta se méni na tzv. parcialni hydatymé6zni molu. Pokud ma triploidni zygota
nadpocetnou sadu chromozom maternalniho pivodu, dochazi vétSinou ke spontannimu
potratu v prvnim trimestru gravidity [3, s. 69; 9, s. 144].

Numericka odchylka se vSak miZe tykat i jednotlivych chromozomii. Mluvime

o tzv. aneuploidii, kdy konkrétni chromozomom mize byt nadpocetny (trizomie,
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tetrazomie) nebo naopak mize dojit ke ztraté konkrétniho chromozomu (monozomie).
Numerické zmény chromozoml vznikaji pfedevSim prostiednictvim nondisjunkce.
Jedna se o chybny rozchod homolognich chromozomu z bivalentli do dcefinych bun¢k
Vv prvnim meiotickém dé€leni nebo chromatid v druhém meiotickém déleni. Struktura
chromozomli u numerickych chromozomalnich aberaci nebyva zpravidla porusena,

patologicky se jedna o abnormalni mnozstvi genetického materialu [20].

1.3.1.1 Aneuploidie autozomi

Trizomie 21:

Mezi nejcastéjsi a nejznaméj$i aneuploidii autozomt fadime trizomii
chromozomu 21, (karyotyp 47,XX,+21 / 47,XY,+21). Tato aberace byla popsana jako
viibec prvni abnormalita lidského karyotypu v roce 1866 Johnem Langdonem Downem
a dostala tak ndzev po svém nalezci Downilv syndrom. Trizomie 21 je nejcastéjsi
pri¢ina mentélni retardace, jejiz incidence se pohybuje ptiblizné€ na 1 ze 700 narozenych
déti a riziko postizeni vzristd s vékem matky, predev§im po pickroceni 35 let.
Downovym syndromem jsou ¢astéji postizeni muzi nez zeny (V poméru muZi : Zeny,
1,2 : 1). Prokazaly to studie, které analyzovaly dizomie chromozomu 21 C¢astéji
u spermii nesouci chromozom Y, nez u spermii nesouci chromozom X (15). Trizomie
21 je za Downutv syndrom zodpovédna pftiblizné v 95 % piipadi (v 90 % ptipadt
dochazi k meiotické nondisjunkci u matky, v 10 % piipadi u otce), zbylych 5 %
zahrnuji mozaiky a Robertsonovy translokace [21, s. 139;].

Dysmorfické rysy pacienti mohou byt sice do urcité miry variabilni, avSak
vytvareji dobfe rozpoznatelny fenotyp. Pacienti jsou vétSinou malé postavy s kratkym
krkem s uvolnénou kuzi na tylu, maji brachycefalii, ploché zahlavi a trpi hypotonii.
DalS8imi znaky jsou typicky tvarované a nize nasedajici uSni boltce, plochy nosni hieben
(hypertelorismus), rozbrazdény jazyk, Casto oteviena usta, kratké a Siroké ruce obvykle
s jedinou a pfi¢nou (opi¢i) ryhou na dlani. Charakteristicky je epikantus, vzhiru
smétujici oéni $térbiny a kolem okraje duhovky pozorovatelné Brushfieldovy skvrny.
Déti s Downovym syndromem casto trpi vrozenou srde¢ni vadou, riznymi
malformacemi, jako napf. atrézii dvanactniku a jsou az patnactindsobné nachylnéjsi

k leukémiim [9, s. 160; 19, s. 38; 5, s. 128].
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Trizomie 18:

Druhou nejcastéj$i aneuploidii je trizomie chromozomu 18 zodpovédna
za Edwardstv syndrom (karyotyp 47,XY,+18 / 47,XX,+18), pojmenovany po svém
objeviteli. Incidence tohoto syndromu je zhruba 1 na 6000 — 8000 narozenych déti
a stoupa s vékem matky. Syndrom castéji nalézdme u dévcat nez u muzd (V poméru
muzi : zeny, 1 : 3-4) a riziko postizeni opét stoupa s vékem matky [21, s. 142]. O cistou
trizomii chromozomu 18 se jedna v 80 % ptipadi, 20 % zahrnuji mozaikovou formu
nebo translokace, které potomek zdédi od rodi¢e nesouci balancované translokace [9, s.
165].

Charakteristickym symptomem je typické flekéni postaveni prsti rukou (2. a 5.
prst piekryvaji 3. a 4., které je detekovatelné na ultrazvukovém prenatalnim vySetieni),
nizko posazené dysplastické usi (,,fauni usi®) [19, s. 39]. Novorozenci jsou velmi slabi
a neprospivajici, jejich hlasové projevy byvaji tis§i nez u zdravych déti, maji
nedokonalou saci schopnost, trpi pfedevsim téZkou srde¢ni vadou, ale i ostatnich
vnitinich organt [22]. Dal$imi znaky jsou mentalni retardace, hypertonie, vystouplé
zahlavi, ustupujici Celist, kratké sternum, chodidla maji typicky vzhled tzv. ,,houpaci
zidle“. Progn6za byva Spatna. Divky se vétsSinou dozivaji 10 mésict, chlapci pouhych 3

— 4 mésicu zivota [19, s. 40]

Trizomie 13:

Patautiv syndrom je zpusobeny trizomii chromozomu 13. Incidence se pohybuje
u 1 ze 20 000 porodui a stoupa s vékem matky. U 80 % postizenych se jedna o Cistou
trizomii vzniklou nondisjunkci v prvnim meiotickém déleni matéinych bunck. Zbylych
20 % je zplsobeno nebalancovanou translokaci. Mezi charakteristické klinické ptiznaky
patii mikrocefalie, bilateralni rozs§tépy patra, mikroftalmie, hexadaktylie, epilepsie,
hypotonie, chodidla s napadné vystouplymi patnimi kostmi. Postizeni trpi vnitfnimi
malformacemi piedevsim srdce a ledvin a psychomotoricky vyvoj je velmi opozdény.

Postizeni se zpravidla nedoZivaji déle nez jeden mésic [5, s. 129; 9, s. 13 - 14 ;19, s. 40].
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1.3.1.2 Aneuploidie gonozomi

Klinefelteriiv syndrom

Tento syndrom patii mezi prvni popsanou gonozomalni aneuploidii u ¢lovéka.
Nazev ziskal po svém objeviteli v roce 1942 H. F. Klinefelterovi [5, s. 129]. Syndrom je
zpusoben piitomnosti nadpoéetného chromozomu X a incidence tohoto onemocnéni se
pohybuje pfiblizné¢ 1 na 1500 narozenych chlapcu [1, s. 41]. U Klinefelterova syndromu
existuje nékolik variant karyotypt. Klasicka forma 47,XXY zahrnuje asi % postizenych.
Forma 48,XXYY, forma 48,XXXY nebo forma 49, XXXXY patii mezi méné Casté.
Fenotypové vyjadieni se prohlubuje skazdym nadpocetnym chromozomem X.
Fenotypy jedinct se mezi sebou znaéné li§i. Obvykle byvaji celkové ptfiznaky mirné.
Patii k nim zejména mentalni retardace a psychické poruchy zaméfené na tuzkostlivost,
stydlivost, nezralost a agresivitu. Pacienti jsou vysoci, hubeni a maji nepomérné dlouhé
nohy (eunuchoidni habitus). V obdobi puberty se u nich objevuje hypogonadismus, maji
mala varlata a penis, zvétSena prsa a pubické ochlupeni zenského typu. Pacienti byvaji
infertilni ve spojeni s azoospermii. V 50 % piipadd dochazi k poruse prvniho
meiotického déleni u otce. Pravdépodobné dochazi k selhani v rekombinaci Xp / Yp
Vv PARL1 oblasti. 35 % pacientli zahrnuje materndlni nondisjukci v prvnim meiotickém
déleni a zbylych 15 % pripada na mozaiky vzniklé poruchou v druhém meiotickém
déleni nebo postzygoticky poruchou mitotickych mechanizmt.. V buikéach jedinct
s Klinefelterovym syndromem nalézame jedno nebo vice Barrovych télisek. Jedna se

0 inaktivované nadpocetné chromozomy X [5, s. 129; 9, s. 176; 19, s. 43; 1, s.41].

Trizomie X

U pacientek s trizomii chromozomu X nalézame karyotyp 47,XXX. Incidence
tohoto onemocnéni je asi 1 na 1000 novorozenych dévcatek. Fenotypové nejsou Zeny
s touto konstituci pfili§ abnormalni, byvaji pouze vyssi postavy a v 70 % piipadl maji
snizeny intelekt s poruchou uceni. Doprovazi je i porucha vyvoje fei a opozdéni
emociondlniho vyzravani. Fertilita byva zpravidla zachovana. V buiikdch vzhledem
k inaktivaci dvou chromozomi X nalézame dvé Barrova téliska. Valna vétSina ptipadt
pfipada na nondisjunkci v prvnim meiotickém déleni v pohlavnich bunék maternélniho
puvodu, zvySujici nachylnost k nondisjunkci opét stoupa s vékem matky [5, s. 129; 9, s.

177; 19, s. 44].
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Syndrom XYY

U pacientl se syndromem supermale nalézdme chromozomovou konstituci
47,XYY. Incidence se pohybuje okolo 1 na 1000 narozenych chlapcii. Fenotyp jedinct
s karyotypem 47,XYY neni abnormalni, takze muzi s touto chromozomovou konstituci,
s vyjimkou vys$iho vzriistu, se svym chovanim ¢i dal§imi napadnymi fyzickymi znaky
fenotypové od normalnich muzi s karyotypem 46,XY nelisi. Pacienti maji normalni
nebo mirné snizenou inteligenci, mohou se pouze objevovat potize pti vychové ¢i
vzdélavani a mohou byt mirné hyperaktivni, avSak s naprosto vyloucenou agresivitou
spojenou s konstituci 47,XYY. Pfi¢ina vzniku tohoto syndromu je spjata s nondisjunkci
pfi druhém meiotickém déleni paterndlniho pivodu, kdy vznikne spermie s konstituci

YY [5,s.129; 9, s. 177; 19, s. 44].

Monozomie X

Pacientky s monozomii X maji konstituci chromozomu 45,X. Jedna se o ztratu
jednoho z pohlavnich chromozomt X a jde o jedinou zaznamenanou Zivotaschopnou
monozomii u ¢lovéka. Tento syndrom poprvé popsal v roce 1938 Henry H. Turner
a podle svého objevitele nese pojmenovani Turneriv syndrom. Incidence se odhaduje
pfiblizné na 1 ze 4000 narozenych divek. Turneriv syndrom méa mnoho variant.
Nejcastéjsi karyotyp je 45,X, avSak ve ¢tvrting piipadu pacientek se jedna o mozaikové
formy (45X / 46,XX). Konstituce 45,X mize vzniknout z vajicka nebo spermie
S chybéjicim gonozomem. Druhou moZnosti je ztrata gonozomu v prib&hu mitotického
déleni bunék po fertilizaci. Divky s Turnerovym syndromem jsou malé postavy, trpi
poruchou reprodukce az uplnou sterilitou, diky pfeméné vajecnikd na vazivovou tkan
a opozdénym sexudlnim vyvojem. Charakteristicky je u nich Siroky hrudnik s napadné
oddalenymi bradavkami, kozni fasa na krku (pterygium coli) a srde¢ni vady (koarktace
aorty) [3, s. 82; 5,s.130; 9, s. 177-178].

1.3.2 Frekvence a distribuce aneuploidii ve spermiich

Frekvence a distribuce chromozomovych aberaci na dekondenzovanych jadrech
spermii byla ziskana vicebarevnou interfazni fluorescencni in situ hybridizaci [23].

Ziskané poznatky ze studii na muzskych pohlavnich bunikach ukazuji,
ze numerické abnormality detekujeme asi u 1 — 2 % spermii a strukturni piestavby

nalézame asi U 7 — 14 % spermii [24].
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V sérii zdravych muzi se Cetnost dizomii na véts§iné chromozomech pohybuje
ptiblizn¢ do 0,1 %, ale mtize dosahovat i SirSiho rozpéti. Velky pocet studii zaznamenal
vysokou variabilitu dizomii na riznych chromozomech. Vyssi vyskyt dizomii byl
detekovan u chromozomi 21 (0,18 %), 22 (0,47 %) a pohlavnich gonozom (0,27 %).
Nizs8i vyskyt dizomii byl naopak zaznamenan u chromozomu 8 (0,03 %) [23]. Studie
ukazaly, ze vS§echny chromozomy jsou nachylné k nondisjunkci, ale chromozomy 21, 22
a zejména chromozomy pohlavni maji nachylnost k nondisjunkci zvySenou a dochazi
u nich k aneuploidiim &ast&ji [25]. Cetnost aneuploidii ve spermiich muzi tak vykazuje
intraindividualni a interindividualni variability [26].

U pohlavnich chromozomii a chromozomi ze skupiny G (21 a 22) byla zjisténa
zvys$ena nachylnost k aneuploidiim nasledkem niz$iho poétu chiasmat.

ZvySené riziko vzniku aneuploidii v muZzskych spermii je pficitano také
Spatnému zivotnimu stylu zahrnujici koufeni, pozivani nadmérného mnozstvi alkoholu,
kofeinu, ale také pusobeni zneCistujicich latek nebo chemoterapeuticky zakrok [24].
V posledni dobé je prozkouméavan i vliv vysokého veéku muzii na produkci

chromozomalné aberantnich spermii [27].

1.3.3 Strukturni chromozomové aberace

Strukturni aberace vznikaji jako disledek chromozomovych zlomd. Podle toho,
zda dojde ke zlomu az po replikaci nebo jesté pred replikaci DNA, rozeznavame zlomy
jednochromatidové nebo zlomy dvouchromatidové. Nasledné¢ muize dojit ke ztraté
urcitého segmentu, naopak k jeho zdvojeni nebo k piestavbé, ktera vznika abnormalnim
spojenim zlomenych koncu [3, s. 90, 29]. Ke zlomim muze dojit kdekoliv
na chromozomu, existuji v§ak mista, na kterych dochdzi k mutacim Castéji. Tato mista
se nazyvaji hotspots [29, s. 187]. Podle toho, zda dojde ke zméné mnozstvi genetického
materialu rozdélujeme strukturni aberace na nebalancované (Cast genetického materialu
chybi nebo pfebyvd) a balancované (pivodni mnoZstvi genetického materidlu je
zachovano) [3, s. 92].

Osoby nesouci balancované piestavby nebyvaji zpravidla postizeni, nebot’ i pies
odli$né uspofadani je mnozstvi genetického materidlu je zachovano. Existuje vSak
u nich zvysené riziko nereciprokého crossing-overu pii redukénim déleni a prechod tak
dvou poskozenych chromozomii do gamet, jeden duplikovany, jeden deletovany.
Dal$im vyznamnym rizikem pro nosice balancovanych ptestaveb je tzv. ,,pozi¢ni efekt®.

Jedna se o premisténi protoonkogend pfi translokaci ¢i inverzi do usekd se silnymi
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promotory. ZvySena transkripce téchto genii pak zplsobi nekontrolovanou proliferaci
bunék. Aktivace protoonkogenu na aktivni onkogen vede k transformaci postizené
bunky na bufiku nadorovou [3, s. 92].

U nebalancovanych piestaveb k fenotypovému vyjadieni zpravidla dochazi
a zpusobuji abnormalni vyvin jedince [9, s. 147].

Strukturni aberace jsou pomérné casté chromozomové abnormality, které
nalézame u 1 ze 300 — 400 novorozencu [3, S. 86]. Mohou vznikat spontanné nebo
mohou byt vyvoldny plsobenim mutagennich faktord. Chemické latky, popiipadé
fyzikédlni vlivy, které dokdzi zpusobit zlomy ve struktufe DNA se oznacuji jako

vvvvvv

infekce nebo chemické latky [3, s. 90; 9, s. 147].

1.3.3.1 Delece

Delece predstavuje ztratu chromozomového segmentu. Vede K parcialni
monozomii a vzniku nebalancovaného karyotypu. Klinické projevy jsou dusledkem
haploinsuficience, tj. neschopnosti jediné kopie genetického materialu zachovat funkce,
které jsou normalné zajisStovany obéma kopiemi. Mira klinickych ptiznaka zavisi na
rozsahu deletovaného useku, poptipadé na cetnosti a funkci gent, které jsou v této
oblasti obsazeny. Deletovana mize byt termindlni ¢ast (termindalni delece) nebo stiedni
cast nekterého zramének (intersticialni delece). Delece vznikaji nasledkem zlomu
chromozomu a =ztratou acentrického segmentu nebo vlivem nerovnomérného
crossing — overu, tj. chybnou vyménou chromozomovych segmentii o odlisné délce.
Delece mohou také vzniknout abnormalni segregaci chromozomu s balancovanou

translokaci nebo inverzi [3, s. 86; 5, s. 130; 9, s. 147].

1.3.3.2 Duplikace
Duplikace je pritomnost nadbytecného chromozomového segmentu.

Je srovnatelna s parcialni trizomii a zpusobuje nebalancovany karyotyp. Stejné jako
u delece miize duplikace vzniknout nerovnomérnym crossing — overem, popiipadé jako
dasledek abnormdlni segregace V meidze u pienasecli translokace nebo inverze.
Duplikace také zptisobuje chromozomalni imbalanci v gameté a vede k abnormalnimu

fenotypovému projevu [5, s. 132 - 133; 9, s. 147].
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1.3.3.3 Inverze
Béhem inverze byva jeden chromozom porusen dvéma zlomy. Segment mezi

zlomy se prevrati o 180° a znovu spoji. V takto invertovaném segmentu dojde
ke zméné linedrniho pofadi gent. RozliSuje dva typy inverzi. Paracentrickd inverze
vznika v piipadé, kdy invertovany segment nezahrnuje centromeru. V tomto piipadé
dochazi k obéma zlomim v ramci jediného raménka chromozomu a neméni se tak
pomér délky chromozomovych ramének. U pericentrické inverze v invertovaném
segmentu byva zahrnuta i centromera a celkova proporce chromozomu je zménéna.

K identifikaci pericentrickych inverzi tedy zpravidla postaci cytogenetické
metody, zatimco v ptipad¢ paracentrickych inverzni se vyuziva identifikace na zaklad¢
pruhovani nebo metodou FISH vyuzivajici lokus specifické, telomerické
nebo centromerické sondy [5, s. 134 - 135; 9, s. 150 - 151].

Pericentrické inverze byly popsany, 1 kdyz s rozdilnymi frekvencemi, na vSech
chromozomech, kromé& chromozomu 20. Napftiklad inverze na chromozomu 9 zahrnuje
témet 40 % vSech pericentrickych inverzi, inverze chromozomu 7 asi 20 %. Studie
prokazaly, ze i body zlomui nejsou nahodné [29, s. 196]. Napiiklad jsou Casto vidény
zlomy v pruzich 2p13, 2q31, 5931, 6921, 10g22 nebo 12q13 [30].

Inverze patii mezi balancované ptestavby, nevyvolava tedy u svych nositeld
abnormalni fenotyp, ale pfenaSe¢ ma zvysSené riziko vzniku abnormalnich gamet.
Klinicky vyznam to m& pro potomstvo, které ma zvySené riziko vzniku
nebalancovanych piestaveb. Celkové riziko pro narozeni ditéte s nebalancovanym
karyotypem u prenaSeCe pericentrické inverze je asi 5 — 10 %, ale u konkrétnich
jednotlived zalezi na mife inverze. U rozsahlejsich pericentrickych inverzi, které vedou
k Zivotaschopnému jedinci, je riziko vétSsi nez U menSich pericentrickych inverzi,
nebot’ u nich jsou nebalancované segmenty v rekombinantnim potomstvu krat§i nez
u vétsich inverzi. U paracentrické inverze je pravdépodobnost narozeni ditéte
s nebalancovanym karyotypem odhadovana pfiblizné do 3,8 %, nebot vznikaji
zpravidla acentrické ¢i dicentrické chromozomy, jejichz pfitomnost v zygoté nebyva se
zivotem slucitelna [31]. Pokud ma jedinec ve svém karyotypu jeden normalni a druhy
parovy chromozom s invertovanym segmentem (inverzni heterozygot), v prib&hu
prvniho meiotického déleni pfi podélném péarovani homologli dochédzi na jednom
Z chromozoml k vytvofeni smycky, kterd je disledkem parovani geni piitomnych

na jednom chromozomu v obraceném poftadi [5, s. 135; 9, s. 151].
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1.3.3.4 Translokace

Translokace je pfemisténi, poptfipad¢ vyména genetického materialu mezi dvéma
ruznymi, zpravidla nehomologickymi chromozomy. Nositel¢ translokaci maji zpravidla
normalni fenotyp. Avsak translokacemi je snizena jejich fertilita a zvySuje se u nich
produkce gamet s nebalancovanou chromozomalni konstituci. Dva zéakladni typy
translokaci jsou: reciproka a Robertsonova translokace.

K reciproké translokaci dochdzi nasledkem zlom na nehomologickych
chromozomech a naslednou vyménou odlomenych segmentd. Pfi takto vzniklé
prestavb¢ nedochazi ke ztraté¢ genetického materialu. Komplexni translokace zahrnujici
tfi nebo vice chromozomt soucasné¢ jsou velmi vzacné. Reciproké translokace se
vyskytuji pomérné¢ bé€zné a incidence se pohybuje asi u 1 z 600 novorozencu.
Pfi meidze se chromozomy s reciprokou translokaci a chromozomy bez piestaveb paruji
zvlastnim zplGsobem do kiiZovych ttvarG zvanych kvadrivalenty. Péarovani Cctyf
chromozomti do kvadrivalentu mtze béhem prvniho meiotického dé€leni zpusobit
nespravné rozdé€leni jejich centromer k opacnym poélim buiikky. Dochazi tak k tvorbé
gamet s nebalancovanou sadou chromozomil. RozliSujeme tfi typy segregaci u nositelti
reciproké translokace, u tzv. transloka¢nich heterozygotl: Segregaci I. typu, segregaci
stiidavou a segregaci II. typu [5, s. 136; 9, s. 151].

K Robertsonové translokaci dochazi zpravidla mezi nehomologickymi
akrocentrickymi chromozomy. Oba chromozomy ztraceji sva kratkd raménka a dochazi
k fazi jejich centromer. Vznika tak metacentricky chromozom tvofeny dlouhymi
raménky akrocentrickych chromozomi. Vysledna prestavba je balancovana, avSak za
vzniku karyotypu spouze 45 chromozomy. Ptenase¢ Robertsonovy translokace je
fenotypoveé normalni, ale stejn¢ jako v ptipadé€ reciprokych translokaci, mize béhem
meidzy dojit k nespravné segregaci chromozomi. Vzniknou tak nebalancované gamety
a nasledné i potomstvo s nebalancovanym karyotypem [5, s. 139; 9, s. 152 - 153].

Zvlastnim a pomérné¢ vzacnym typem translokace je inzerce. Jedna se
o nereciproké vlozeni segmentu, v invertované nebo neinvertované orientaci, z jednoho
chromozomu na druhy. U pfenaSecii mliZze nasledkem abnormalni segregace vzniknout
potomstvo s duplikaci, deleci inzerovaného tUseku, jedinci zcela normalni

nebo balancovani pfenaseci [5, S. 139; 9, s. 153].
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1.3.3.51zochromozom
Pokud se béhem mitotického déleni nebo v prabéhu druhého meiotického déleni

od sebe oddéleni dlouha a kratka raménka, namisto chromatid, vznikne izochromozom.

V dcefiné buiice je tak jedno raménko duplikované a druhé deletované.

1.4 Fluorescencéni in situ hybridizace

Prvni pouzivand metoda pro analyzu jednotlivych chromozomit spermii byla
,,human sperm / hamster - oocyte fusion assay“. Tato metoda byla zaloZena na in vitro
fertilizaci oocytu kieCka lidskymi spermiemi. AvSak pro velikou pracnost, technickou
a finan¢ni narocnost byla tato metoda zavedena pouze do nékolika laboratofi po celém
svéte¢ a dnes se jiz nepouziva [32, s. 436]. Velky pokrok pro analyzu chromozomu
ve spermiich pfinesla metoda FISH.

Prvni vyuziti metody hybridizace in situ publikovali v roce 1969 Pardueova
a Gall. Omezenim této pocatecni metody bylo pouziti radioaktivné znacené sondy
a metoda slouzila pouze pro detekci satelitnich sekvenci. Ziskané vysledky pomoci
hybridizace se odecitaly z autoradiogramti, takze slabsi signaly byly S$patné
hodnotitelné. Toto omezeni odstranila az v roce 1984 Harperova zavedenim nové
modifikace hybridizace in situ s vyuzitim dextransulfatu v hybridizacnim roztoku.
Tato modifikace umoznuje detekci genetickych sekvenci, které nejsou jen repetitivni.

V roce 1988 byla do laboratofi zavedena metoda vyuZzivajici sondy znacené
fluorescenénimi barvivy a vznikla tak FISH. V té samé dobé se zaala vyvijet i1 tzv.
interfazni FISH, kterda umoZnovala detekci nékterych chromozomadlnich aberaci
Vv interfaznich jadrech ned¢licich se bunék [3, s. 107].

Zna¢énym pokrokem byla vroce 1996 modifikace FISH na vicebarevnou
(multicolour) fluorescenéni in situ hybridizaci neboli M-FISH, ktera umoziiuje
vizualizovat pomoci vétsiho po¢tu malovacich sond vSech 24 lidskych chromozomi [3,
s. 118].

Vyvoj a aplikace fluorescenc¢ni in situ hybridizace oteviela cestu pro komplexni
studie numerickych chromozomalnich abnormalit u lidskych spermii [33].

FISH ma ale ve svém provedeni i svd omezeni. Umoznuje totiz vySetfit jen ty
Casti geonomu, jejichz sekvence nukleotidd jsou znamé a zvolena sonda je k nim
komplementarni. Napomaha tedy pouze k potvrzeni, ¢i naopak k vylouceni podezieni

na konkrétni chromozomovou aberaci [3, s. 107].
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FISH je kombinaci cytogenetickych a molekularné biologickych metod
umoziujici rychlou identifikaci vSech 24 lidskych chromozomi s naslednou analyzou
jejich abnormalit [34]. Metoda FISH je =zaloZzena na hybridizaci fluorescenéné
znaCenych sond specifickych pro urcité oblasti chromozomii na mitotickych
chromozomech nebo na interfaznich jadrech.

Hybridizaci rozumime komplementarni spojeni dvou vldken nukleovych kyselin
ruzného puvodu. Jednim je vySetfovana nebo téz cilova DNA (target DNA). Druhym
vlaknem je sonda (probe), tj. uméle pfipraveny tusek DNA umoznujici lokalizaci
ptislusné komplementarni sekvence (urcité¢ho lokusu, genu, skupiny genti nebo i celého
chromozomu) [3, s. 107]. Princip hybridizace spociva ve tfech zakladnich krocich:

Prvnim krokem je denaturace (rozruseni vodikovych mistki mezi komple-
mentarnimi bazemi a nasledné oddéleni fetézcu) sondy a cilové DNA. Denaturaci
nejéastéji vyvolavame pusobenim zvysené teploty (75 — 85°C), nékdy za piitomnosti
destabiliza¢nich (denaturacnich) ¢inidel v roztoku (napi. formamidu nebo mocoviny),
které pii zvySovani jejich koncentraci snizuji teplotu bodu tani (Tm - melting point
temperature). Tm charakterizuje stav, pfi némz je 50 % dvousroubovice DNA
denaturovano. Pouziti obou téchto faktorti (vysoké teploty a pouziti formamidu) umozni
zachovat bunécné struktury, které by pii vysokych teplotdich mohly byt poSkozeny
a dochazelo by k jejich degradaci. Doba denaturaénich podminek je charakteristicka pro
kazdou sondu zvlast, ale zpravidla nepfevySuje 5 minut. K denaturaci se pouZziva
zvlastni pfistroj pro hybridizaci zvany Hybrite, ktery po nastaveni ur¢it¢ho programu
spliuje funkei ohtivaci desticky k ohtati sklicka na denaturaéni teplotu a posléze funkci
termostatu, kdy v Hybritu dochazi k ochlazeni sklicka na teplotu hybridiza¢ni (37°C)
[3,s. 33].

Druhym krokem je renaturace DNA, nebo-li vlastni hybridizace. K renaturaci
dochézi, pokud pominou denatura¢ni podminky (napf. pifi ochlazeni nebo zménou
chemického sloZzeni roztoku). Pokud je sonda v dostatecné vysoké koncentraci a jeji
useky DNA jsou dostate¢n¢ kratké, vaze se ke komplementarnim sekvencim
ve vySetiované DNA diive nez pivodni fetézec a komplementarni fetézce se opét spoji
[3,s. 107].

Tretim krokem je odstranéni nespecifickych signali (stringent washing),
vzniklych béhem hybridizace nespecifickym spojenim sondy k sekvencim vysetfované
DNA, ke kterym je komplementarni jen z ¢asti a minimalné. Tyto vzniklé nespecifické

signaly by ruSily pozorovani hybridiza¢nich signalti vzniklé na specifickych lokusech.
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Aby se sonda z téchto nespecifickych usekt odstranila, provadi se odmyvani roztoka
opatrnou destabilizaci DNA. K tomuto procesu se zpravidla pouziva bud’ horky SSC
(saline sodium citrate buffer, pufrovany solny roztok) nebo 50 % roztok formamidu
ohiatého na teplotu 45 — 50 °C [3, s. 115].

Zakladni pracovni protokol pro FISH

Jedna se o obecné popsany protokol, ktery se vyuziva u vétSiny vySetfeni.
Pti pouziti konkrétnich sond a urcitého materidlu dochézi k jeho modifikaci zahrnujici
napiiklad upravu teplotnich podminek denaturace, dobu hybridizace, pouziti barviv,

apod.

1. Priprava preparatu
Pro ziskdni metafaznich chromozomt se pouziva roztok kolcemidu, ktery
zastavuje déleni bun¢k v metafazi tim, ze porusuje délici vieténko. Kultivované bunky
hypotonizujeme, aby doslo k nabobtnani, chromozomy se tak vice rozestoupi a bunééna
membrana se zten¢i. Nasleduje fixace smési metanolu a kyseliny octové (v poméru 3:1)
a kapani suspenze bun€k na podlozni sklicko. U bunck v interfazi se degradace

bunécnych membran vétSinou provadi mechanicky nebo enzymaticky.

2. Denaturace, nasledna hybridizace sondy, cilové DNA a odstranéni
nespecifickych signalu.

Tato ¢ast jiz byla popsana v kapitole 1.4 Fluorescencni in situ hybridizace.

3. Counterstaining
Ugelem nespecifického obarveni (podbarveni) chromozom a interfaznich jader
je vizualizace biologickych struktur, na nichZz se nachéazeji hybridizac¢ni signaly.
Zpravidla se pouzivaji DAPI (4',6 — diamidin — 2 — phenylindol) nebo PI (propidium
jodid).

4. Mikroskopické hodnoceni
Prohlizeni a vyhodnocovani signali se provadi pomoci fluorescencéniho
mikroskopu, ktery je napojeny na kameru a pocitacovy software. Fluorescencni
mikroskopie pracuje na principu excitace. Rtutova vybojka emituje UV zafeni,

které prochazi bariérovym filtrem na preparat. Svétlo v preparatu vybudi piestup
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elektront fluorochromu na vyssi energetické hladiny. Pfi navratu elektronti na piivodni

energetické hladiny dochazi k emisi zafeni, které je po usmérnéni emisnim filtrem

pozorovano Vv objektivu. Je nutné kombinovat specifické typy filtri s uzitymi

fluorescen¢nimi barvivy.

Typy sond a jejich uziti:

K rychl¢é identifikaci ur¢ité chromozomové prestavby nebo zmén V poctu chromozomu

se pouzivaji nasledujici sondy:

Satelitni  sondy, které hybridizuji s DNA repetitivnimi  sekvencemi
na specialnich chromozomalnich lokusech, tj. v centromerickych, telomerickych
nebo heterochromatinovych oblastech. Vyuzivaji se u interfazni FISH a slouzi
predevsim k identifikaci aneuploidii ¢i marker chromozom.

Lokus specifické sondy hybridizuji se specifickymi sekvencemi DNA, které
predstavuji jednotlivé geny, resp. skupiny genl. Vyuzivaji se pro identifikaci
mikrodeleci, amplifikaci a nékterych specifickych translokaci  jak
na metafaznich chromozomech tak v interfaznich buikach.

Celochromozomové malovaci sondy hybridizuji s jedine¢nymi kopiemi sekvenci
DNA po celé délce konkrétniho chromozomu. Lze je vyuzit v obdobi metafaze
pro diagnostiku komplexnich chromozomovych piestaveb, strukturnich aberaci

¢i k identifikaci marker chromozomu [3, s. 112].
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2 Cile prace
Cilem mé prace bylo zvladnuti metodiky FISH na spermiich a zjiSténi

frekvence chromozomalné abnormalnich spermii v ejakulatu zdravych muza —

darcu s normalnim karyotypem.
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3 Metodika a material

3.1 Charakteristika testovaného souboru a biologicky material

Vzorky byly poskytnuty Centrem reprodukéni mediciny a reprodukéni genetiky
FN Motol. Testovany soubor zahrnoval 5 zdravych muzii s normalnim spermiogramem
a normalnim karyotypem 46,XY. V€ék muzii se pohyboval v rozmezi 23 — 30 let. FISH
byla provedena na spermiich darcu. Ejakulat byl ziskan masturbaci do sterilni plastové
nadobky po 3 — 5 denni pohlavni abstinenci. Posléze byl zhodnocen spermiogram.
Hodnocena byla koncentrace, motilita, morfologie spermii a objem ejakulatu. Nasledné

byl pfipraven ze spermii preparat pro FISH analyzu.

3.2 Priprava preparatu

Ziskany ejakulat byl ve zkumavce proplachnut roztokem Ham’s F10 a 2x
centrifugovan pii 1000 ot. 10 minut. Ze zkumavky byly odebrany 3 pl proplachnutého
ejakulatu a na Cisté, v alkoholu skladované podlozni sklicko, byl udélan natér. Nasledné
byl zaschnuty natér fixovan roztokem methanolu (Sigma, USA) s kyselinou octovou
(Sigma, USA) v poméru 3:1 po dobu 10 minut. Natér byl dekondenzovan 10 mM
dithiothreitolem po dobu 10 minut a nasledn¢ fixovan 3,7 % paraformaldehydem (Roth,
Némecko) po dobu 10 minut. Dehydratace byla provedena vzestupnou alkoholovou
fadou (70 %, 85 % a 100 %) vzdy po 3 minutach.

K FISH byla pouzita sada centromerickych sond Aneuvision 18, X, Y (Abbott,
USA), obsahujici modie znacenou sondu pro chromozom 18, zelené¢ znaCenou sondu
pro chromozom X a ¢ervené znafenou sondu pro chromozom Y. Na kryci sklicko byla
nanesena kombinace téchto sond v mnozstvi 2,9 ul. Nasledné bylo ptiklopeno podlozZni
sklicko na kryci tak, aby oblast oznacena diamantovym rydlem, urcena k hybridizaci
dosedla na kryci sklicko s nanesenymi sondami. Denaturace a hybridizace cilové DNA
a sond probihala v Hybritu po dobu cca 20 hodin. Pro odmyvani nespecifickych signal
byl nasledné pouzit roztok 2xSSC, 0,05 % Tween 20 ohiaty na 72 °C ve vodni 1azni
po dobu 2 minut. Nasledovalo podbarveni 10 pl Vectashield s DAPI.
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3.3 Mikroskopicka analyza

Pro hodnoceni preparatu byl pouzit fluorescenéni mikroskop Zeiss Axioplan.
U kazdého darce bylo hodnoceno ptiblizn¢ 1000 spermii ze vzorku ejakulatu. Dobré
rozloZzeni spermii v zorném poli mikroskopu je zaklad pro jejich spravné hodnoceni
a pocitani. Byly hodnoceny pouze spermie morfologicky vhodné, normalni velikosti,
s jednou hlavickou, sjednim bi¢ikem, intaktni, nepfekryvajici se, nepoSkozené, dobie
podbarvené DAPI a v dobfe hybridizovanych oblastech sklicka. Byly vyhodnoceny
spermie nesouci dva signaly, pouze pokud tyto signaly byly jasné oddélené, mély
srovnatelnou velikost a intenzitu signalu s ostatnimi spermiemi a lezely od sebe
ve vzdalenosti odpovidajici alesponi velikosti signalu. Pfitomnost chromozomu 18 znacil
modry, chromozomu X zeleny a chromozomu Y cerveny signal. Vysledky hodnoceni
byly pribézné zaznamenavany v pocitaci pomoci programu ACounter. Normalni zdrava
spermie nese 1 signal pro chromozom 18 (modry) a 1 signal pro chromozomom X
(zeleny) nebo Y (Cerveny). Pro numerické abnormality jsou signaly shrnuty v tabulce

¢. 1.

Tab. ¢. 1: Piehled poctu signali sond u spermii nesouci numerické abnormality.

Barva Dizomie Diploidie Nulizomie

signdlu | s |y [y [ 18 | XX | XY | YY [ XY |18 | YX/18

ZelenyX | 00 | O - -|loo| o - - | o* -

Cerveny Y| - | o |oo |o*| - | o |00 | - | - -

Modry 18 | o 0 0O |oo| 00 |00 |00 ]| O - -

o* / o* - Dizomie 18 — spermie nese bud’ signal pro chromozom Y (Cerveny) nebo X (zeleny) /

Nulizomie 18 — spermie nese pouze jeden signal pro chromozom X (zeleny) nebo Y (erveny).
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3.4 Laboratorni pristroje, pomiicky, reagencie a spoti‘ebni material

3.4.1 Pristroje (dodavatel)
Teplomér (GMH 3230), centrifuga (Eppendorf Minispin), hybridizani pfistroj
(Vysis Hybride), vodni lazen (Julabo SW23), lednice (Liebherr KGT 3933), digestot
(Labina), mikroskop (Zeiss Axioplan 2 imaging, Nikon Elipse E600), systém anlyzy

obrazu (Metasystéme ISIS, Weiss Axiovision).

3.4.2 Pomiicky (dodavatel)

Laboratorni sklo (P-lab a.s.), plastova kadinka Coplin (P-lab a.s.), diamantové rydlo
(P-lab a.s.), pinzeta (P-lab a.s.), magnetick¢ michadlo (P-lab a.s.), automatické
pipety Gilson Pipetman 20, 1000 (Spinoch spol. s.r.0.), automatické pipety
Eppendorf Reference 2.5, 20, 1000, 2500 (Eppendorf Czech a Slovakia s.r.0.),
pipetové nastavee Nichirio Pipette Mate (Brand Accue Jet).

3.4.3 Reagencie (dodavatel)

Alkohol 70 %, 100 % (Lékarna FNM), dithiothreitol (DTT) (Sigma-Aldrich s.r.0.),
formaldehyd 37 % (P-lab a.s.), Hamsiv roztok F10 (Lékarna FNM),
hydrogenuhli¢itan sodny (Lékarna FNM), kyselina octova (Sigma-Aldrich s.r.0.),
methanol (Sigma-Aldrich s.r.0.), pufr SSC 20x, pH 7,0 (Lékarna FNM), pufr TRIS
IM, pH 7,8 (Lékadrna FNM), pufr PBS, pH 7,0 (Lékdrna FNM), PBS tablety
(Sigma-Aldrich s.r.0.), Tween 20 (Sigma-Aldrich s.r.0.), sondy pro FISH 18, X, Y
(Cytocell, Intimex), Vectashield s DAPI (Baria), voda demineralizovana (UBLG).

3.4.4 Spotrebni material (dodavatel)

Spi¢ky k pipetdam modré, zluté, $edé (Eppendorf Czech a Slovakia s.r.0.), pipeta
plastova 10 ml NUNC 159633 (Nalgene Nunc), zkumavky centrifugacni,
mikrozkumavky (P-lab s.r.0.), mikroskopicka skla kryci, podlozni (Dispolab s.r.o.),

lepidlo Fixogum (Intimex), rukavice, bunicina.
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3.5 Pouzité roztoky a jejich priprava

PBS
Rozpustit 1 tabletu P4417 Phosphate buffered saline — tablet (Sigma) v 50 ml
demineralizované vodé.

Fixaéni roztok methanol + kys.octova 3:1

Odméfit 45 ml methanolu a 15 ml kys. octové.

Tris (1M)

6,055 g base do 50 ml dH20O. 15,76 g hydrochloride do 100 ml dH20. Do roztoku
hydrochloride piidavat base az do pH 7,8.

DTT (dithiothreitol) 1 M (zasobni roztok)

1,54 g DTT rozpustit v 10 ml dH,0.

DTT 10mM (pracovni roztok)

0,5 ml IM DTT smichat s 5 ml TRIS a doplnit dH,O do 50 ml.

Paraformaldehvyd 37 % (zasobni roztok)

Do 400 ml 37 % formaldehydu nasypat hydrogenuhli¢itan sodny ve vrstvé 3 - 5 cm.
Paraformaldehyd 3.7 % (pracovni roztok)

Smichat 45 ml PBS s 5 ml 37 % paraformaldehydu.

Alkohol 85 %

Smichat 50 ml 70 % alkoholu s 50 ml 100 % alkoholu.

0,4xSSC

2 ml 20x SSC doplnit dH,O do 100 ml.

2xSSC 0,05 .% Tween 20

10 ml 20xSSC doplnit dH,O do 100 ml a pfidat 50 pl Tween 20.

Sondy pro FISH

Kombinace centromerickych sond na chromozomy 18, X a Y od firmy Cytocell
(AneuCyte Prenatal X, Y and 18, kat.c.LPA002). Tyto sondy jsou dodavany jiz
smichané, nafedéné a ptipravené k pouziti.

Vectashield s DAPI (250 ng/ml)

K 1000 pl Vectashield ptidat 250 ul Vectashield s DAPI (obsahuje DAPI v koncentraci

1,5 ug/ml).
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4 Vysledky a diskuze

V testovaném souboru, ktery zahrnoval 5 zdravych darci, byl pocet
detekovanych spermii nesouci normalni konstituci autozomti a gonozomii v poméru X :
Y piiblizné 1 : 1. (viz Tab. 2).

V testovaném souboru byla dale také zaznamenana prumérnd frekvence
numerickych chromozomalnich abnormalit. Ta se pohybovala v rozsahu 0,4 — 2,13 %.
(viz Tab. 3).

Tab.¢. 2: Frekvence detekovanych gonozomi ve spermiich.

Cislo Spocditané | Konstituce gonozomi | Frekvence gonozomi [%]
vySetiovaného | Spermie X Y X Y
1 1035 496 515 47,92 49,76
2 1023 514 504 50,24 49,26
3 1018 519 491 50,98 48,23
4 1016 527 482 51,87 47,44
5 1010 496 510 49,10 50,49
x 1020 510,4 500,4 50,02 49,24

Tab. 3: Celkova frekvence detekovanych numerickych abnormalit a interval

spolehlivosti.
v, celkova
JCislo o iilan|n-1]| frekvence Interval 0
vySetirovaného abnormalit [%6] spolehlivosti [%0]
1 1 7 14 2,13 1,39-3,21
2 3 1 1 0,49 0,17-1,17
3 6 2 - 0,79 0,37-1,57
4 2 - 4 0,59 0,3-1,45
5 - 1 3 0,4 0,06-0,91
i 24 22| 4.2 0,88
X - primérna hodnota
n+1 - dizomicka spermie
2n - diploidni spermie
n—1 - nulizomicka spermie
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Ve vsech detekovanych ptipadech aneuploidii chromozomi se jednalo o spermie
dizomické, diploidni nebo nulizomické. Zadné jiné numerické aberace nebyly
ve spermiich zaznamenané. Strukturni abnormality nebyly hledané.

Vzhledem k faktu, Ze 1 ml ejakulatu obsahuje az nékolik desitek miliond spermii
a jelikoz bylo spocteno u kazdého darce pouze okolo 1000 spermii, nemiize se vysledna
celkova frekvence detekovanych numerickych abnormalit brat definitivné, ale pouze
jako orienta¢ni vysledek. Ve vétSiné publikovanych studii je zapotiebi spocitat
minimalné¢ 10 000 spermii, aby detekované abnormality byly prezentované jako
hodnotny a pouzitelny vysledek. Vysledky mize déle ovlivnit vybér pozic na sklicku,
ve kterych jsou spermie pocitiny, ndhodné nepipetovani ejakuldtu, ktery mize
obsahovat abnormdlni buiiky ve vétSim poctu nebo naopak obsahovat méné bunck.
V tivahu je nutné brat i vlastni nezkuSenost S pocitanim a detekci signdli fluorescenéni
mikroskopii ve spermiich. V disledku toho mohlo dojit k nespravnému hodnoceni
signall na preparatech vybranych 5 darct. Ztejmé je to predev§im u darce 1, u kterého
se timto vysvétluje abnormalné zvySena frekvence aberantnich spermii nad 1 %.

Vzhledem ke vSem vySe uvedenym faktorim, které mohou ovlivnit pfesnost
vysledku, byl spocitan interval spolehlivosti (viz. Tab. 3). Tim byl udan procentudlni
rozsah potencialné moznych nalezenych abnormalit ve vzorcich. Interval spolehlivosti
byl spocitan pomoci programu ,,Wald method* [36].

Vzhledem k malému poctu vySetfovanych muz, kmalému poctu
analyzovanych bun¢k a k vzhledem k detekci pouze tfi chromozomt (X, Y, 18) nebyly
ziskany relevantni vysledky srovnatelné s jiz publikovanymi studiemi a neni tedy ani
mozné tento soubor statisticky hodnotit. Ze ziskanych vysledki vSak jednoznacné
vyplyva, Zze 1 v populaci zdravych muzii se s urcitou Cetnosti spermie s numerickymi
aberacemi vyskytuji.

OvSem pro dalsi ptipadny vyzkum, rozSifeny o opakované vySetieni vétSiho
poctu muzt béhem nekolika let, zvySeni po¢tu analyzovanych bunék a rozsieni detekce
na vsechny chromozomy, se nabizi ovéfeni, popfipadé rozsifeni poznatkid dosud
publikovanych studii. Zajimavé studie jsou zaméfeny i na sledovani interindividualni
a intraindividualni variability ve spermiich mezi jednotlivymi muzi ¢i v ramci jednoho
vySetfovaného jedince.

V sérii zdravych muza se Cetnost dizomii na vétSiné chromozomech pohybuje
ptiblizn¢ do 0,1 %, ale mize dosahovat i SirSiho rozpéti. Vyssi vyskyt dizomii byl
detekovan u chromozomu 21 (0,18 %), 22 (0,47 %) a pohlavnich gonozomu (0,27 %).
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Nizs8i vyskyt dizomii byl naopak zaznamenan u chromozomu 8 (0,03 %) [23]. Studie
ukazuji, ze k nondisjunkci mize dojit u vSech chromozomi. OvSem cetnost aneuploidii
ve spermiich muzl vykazuje interindividudlni a intraindividualni variabilitu. Rizikovym
faktorem pro vznik nondisjunkce je absence nebo nizsi pocCet chiasmat v jednotlivych
bivalentech. Proto jsou mensi chromozomy (21, 22) a gonozomy, u kterych
rekombinace probihd pouze v pseudoautozomalnich oblastech, k nondisjunkci obecné
vice nachylngjsi [25]. Statisticky vyznamna byla zaznamenana interindividualni
riznorodost na trovni pohlavnich chromozomi. Ta se pohybovala v rozsahu od 3,2 % -
43,7 % [35].

Za poslednich deset let byl zaznamenidn zvySujici se rist vyskytu
chromozomovych abnormalit, vznikajicich de novo b&hem meidzy, ve spermiich
zdravych infertilnich muzi. Primémé celkové procento je dnes 1,7 krat vyssi, nez
radové pred deseti lety. Pfi¢inou je ziejm¢ zvySujici se vystavovani aneugennim
faktorim (chemické latky podporujici vznik aneuploidii), zptisobujici vznik aberantnich
gamet [35]. Nékdy vsak byva obtizné odd¢lit skute¢nou variabilitu mezi zdravymi muzi
od variability zplisobenou laboratornim provozem. Otdzkou tak stale zGstava, do jaké
miry ovliviiuji variabilitu ziskanych vysledkii podminky dané laboratofe (technické
a materialni vybaveni laboratote, rozdilné sondy, ¢i kritéria pro hodnoceni signala) [23].

Studie zabyvajici se potencialni korelaci mezi aneuploidiemi v germinalnich
a somatickych bunkach také poskytuji zajimavé poznatky. Tyto studie prokazaly,
ze vpopulaci zdravych fertilnich muzi se objevuji jedinci, kteti vykazuji stabilné
soustavnou tvorbu aneuploidnich nebo diploidnich spermii s vyssi frekvenci. U téchto
muzi byla prokazana korelace mezi aneuploidiemi gonozomt v germinalnich buiikach a
aneuploidiemi gonozoml v somatickych bunkach (lymfocytl) periferni krve.
Z vysledku této studie vyplynulo, Ze existuji spole¢né mechanismy zpisobujici
nespravnou segregaci chromozomi a tak vznik aneuploidii v germinalnich
a somatickych bunkach. OvSem pfesny vliv a ptisobeni aneugennich faktort vyzaduji
dalsi studie. Zatim se prokdzala souvislost, ze muzi produkujici vét§i mnozstvi stabilné
aneuplodnich spermii jsou k aneugennim faktorim vnimavéj$i nez VétSina populace
[39].

Hlavnimi vyhodami metody FISH jsou rychlost, specifita, moznost analyzovat
vétsi pocet bunck najednou a s aplikaci centromerickych a lokusové specifickych sond

vySetfit 1 interfazni jadra. S pouzitim DTT pro dekondenzaci chromatinu jader spermii
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si FISH stale drzi své misto v rutinni diagnostice pro detekci aneuploidii, resp. diploidii

ve spermiich.

Obr. ¢&. 3: Spermie po FISH se satelitni sondou pro chromozom X (zeleny signal),

chromozom Y (Cerveny signal), chromozom 18 (modry signal). Snimek porizen

Z preparatu vySetiovaného €. 5. ZvétSeni 1000x.
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Obr.¢. 4: Dizomicka spermie, nesouci signal pro chromozom X (zeleny signal) Y

(¢erveny signal) al8 (modry signal). VySetiovany ¢. 5. ZvétsSeni 1000x.

Obr. ¢. 5: Diploidni spermie nesouci signal pro chromozom X (zeleny signal),
chromozom Y (€erveny signal) a 2 signaly pro chromozom 18 (modré signaly).

Vysetiovany €. 5. ZvétSeni 1000x.
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Obr. €. 6: Nehodnotitelna spermie. MuZe se jednat o dvé prekryvajici se hlavi¢ky

dvou spermii. VySetfovany €. 5. ZvétSeni 1000x.
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Zaver

V m¢ praci se podaftilo splnit oba zadané cile. Ve vzorcich vysetfovanych darcti
byly nalezeny pouze dizomické, nulizomické nebo diploidni sady chromozomu
a vysledna cetnost téchto numerickych aberaci se u chromozomu X, Y a 18 pohybovala
v rozsahu 0,4 — 2,13 %. Pro molekularné cytogenetické vysetieni spermii a pro rutinni
diagnostiku numerickych aberaci se metoda I-FISH ukazala jako nezastupitelny ucinny

nastroj.
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