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Anotace

Bakalatska prace Vysetiovaci metody v lidské cytogenetice se snazi vyieSit
zasadni problém nedostatku praktické literatury pro zdravotni laboranty nastupujici po
studiu do praxe v cytogenetickych laboratotich.

Hlavnim cilem je seznamit tyto laboranty se zdkladnimi vySetfovacimi
metodami i1 formami odebrani genetického materialu a jeho nasledného zpracovani.
Dale prace predstavuje zdkladni metody barveni materialii a jejich nasledné
hodnoceni.

Prace byla zpracovana formou reSerSi odborné literatury, konzultaci s laboranty
a lekari, a predevSim je postavena na vlastni zkuSenostia praxiautorky.

Hlavnim pfinosem prace je jeji praktickd pouzitelnost v cytogenetickych
laboratotich. Lze ji vyuzit jako struény navod pro zdravotni laboranty nové piichozi
do praxe.

Klicova slova

chromozom, metody barveni chromozomti, FISH, cytologie,



Annotation

The bachelor thesis Examination methods in human cytogenetics, is trying to solve the
fundamental problem of the lack of practical literature for medical technicians, after
finishing their studies and beginning their own practice in cytogenetic laboratories.
The main aim is to acquaint newly hired medical technicians to practice with basic
examination methods, forms of processing, removing the genetic material and its
subsequent processing. It also presents the basic methods of staining materials and
their subsequent evaluation.

The work has been compiled through a literature search, consultation with doctors and
technicians and it is mainly based on the author’s professional experience.

The main contribution of this work is its practical applicability in the practice of
cytogenetic laboratories. It can be used as a brief guide for medical technicians -
newcomers into practice.

Key words

chromosome, chromosome staining methods, FISH, cytology



Obsah

1. Uvod................

2. Historie genetiky @ Cytoge nNetiKY.........oouuriiaiiiiiice e e

2.1 0d genetického a cytogenetického “praveéku po soucasnost.............ccwvuvvnnnee

2.2 Cytogenetika v 20. @ 21. StOICTL......c.covreeereicrrie et v

3. Bunécné déleni: alfa a omega cytogenetikKy.............cccueuviiiiiiin i

301 IMIIEOZA .ottt ettt et et et e et £
3.2 MIOZA. e cee et ettt et ettt et st e er e er e

3.2.1 IMIBIOZA L. oot ettt et et s e
3.2.2 MEIOZA L. oottt ettt ettt e
3.3 Genetické aspekty pohlavniho rozmnozZovani ............ouiviinininiiin.

4. Predmét zkoumani cytoge netiky: chromozomy .......ccceeeeeeens

4. 1 Stavba ChrOMOZOMU ......c.eruiiuiietiteesce e st ettt ettt eee et e e en s s

4.2 COJ& 0BN A GBNOM? ....ooiieieii ittt et et er e ee e se e se et sr st e e e ee e ee e nsnn e

4.3 CO je TENOLYP & GENOLYP? ..oovviveieeieviiiis s s s e e e e v sr st st

4.4 Vztahy mezi alelami - dominance, reCesIVIta .........o.uovvvvereneviererenee e e s v

5. Zikladni vySetfovaci metody lidské cytoge netiky .......ceeeeee

5.1 Indikace vedouci k cytogenetickému vysetieni a molekularné

CYtOZENEtICKEMU VYSEIEN ... cveeveietieeietiee e e e eee et e e er b ene e s

5.2 Kultivace bun€k IN VITRO .......ccovinininiiiiiie e e
5.2.1 Kultury zivo¢isnych buné€k a jejich vyznam pro cytogeneticka vySetieni
5.3 Pfiprava chromozomovych preparatll .........ooeveieiuieieeieece e e

5.4 Postup pro zpracovani a kultivaci periferni a fetalni krve ..........coveviniiiiinnnns

5.5 Postup pro zpracovani a kultivaci bun¢k plodové vody,

choriovych KIKG @ @bOortll ........coeeviiviieiieiieriiie e e e e
5.6 Barveni ChrOmMOZOMIL .........ccuiiieieeiiinn e eee ittt sraan s er b se s sre st e
5.7 Zhodnoceni vysledki a pravidla pro zapis chromozomového nalezu
5.8 Fluorescenc¢ni in Situ hybridizace - FISH ...

6. Ne jvyznamné jSi chromozomalni aberace v lidské genetice .................c..cvevnnne..
6.1 Aneuploidie ChromMOZOMIUL .......cueeveieveiiiiiieeereitrierce e eee e ae e se e e et erb s e

6.2 Strukturni chromozomaIni abETaCE ........coveviveereeeirieeeee et st

6.3 MikrodeleCni SYNArOMY .......ccccceeveeveeeeeeieeeeieeeee ettt

Y - -1 TP
8. SEZNAM HTETALUINY ..ottt e sttt

LR 21 (0] 0 OO P PP

co 0o ~

14
14
19
20
23
26
28
28
31
33
33
36

36
39
41
42
44

46
50
51
53
59
59
63
64
66
67
71



1. Uvod

Genetické védy se v souasné dobé dostavaji na pomysiny vrchol védeckého
badani. Jedna se sice o védu velmi mladou, pocet lidskych chromozomil zname teprve
od roku 1965, ale také 0 védu, kterd se velmi progresivné rozviji. Dnes je jiz velmi
malo biologickych disciplin, které by se alespoii v malém rozsahu neopiraly o
genetické poznatky. Nejmarkantngj$i pokroky jsou samoziejmé zaznamenavany v
medicin€ a ji pfidruzenych oborech. Genetika se stdva soucasti béZnych Iékaiskych
vySetfeni.

Cytogenetické laboratote jsou v dneSni dobé soucasti kazdé vétsi nemocnice. V

poslednich letech rovnéZ vznikd velké mnoZzstvi soukromych genetickych laboratofi.
Vsechny tyto laboratofe se specializuji na diagnostiku zdvaznych genetickych poruch,
prenatalni diagnostiku, genetické poradenstvi a v neposledni fadé také na asistovanou
reprodukci. Cytogenetika dale velkou merou pfispiva k prognéze nadorovych
onemocnéni. To klade velké naroky nejen na Iékafe, ale hlavné na laboratorni
personal, ktery musi operovat s velkym mnozstvim znalosti a zaroven i S jistou
zruénosti a praxi. Na nich stoji spravné zpracovani materialu a nasledna diagnostika.
V souc€asnosti neni k dispozici zadnd vhodné publikace pro bézné zdravotni laboranty,
natoz pro laboranty specializujici se na geneticka vySetieni. Pfitom museji znat presné
postupy pro spravné zpracovani genetického materidlu a zarovenn mit znalosti
zakladniho zhodnoceni vysledki. Na stfednich zdravotnickych Skolach je tato
problematika vyucovana pouze v malé miie nebo vibec. Absolventi jsou pak vrzeni
do laboratofe jako neplavci do vody a slozit¢, za pochodu se musi rychle naucit
spravné postupy zpracovani odebran¢ho materidlu a jeho zhodnoceni. To muize mit
negativni vliv na vysledky vysetieni.

Tato prace se snazi zaplnit prazdné misto. V zikladech predstavuje
problematiku cytogenetiky a rozebira jeji zakladni vysetfovaci metody a zpracovani.

Dale popisuje nejbeZnéjsi syndromy, se kterymi se 1ze v nasipopulaci setkat.



2. Historie genetiky a cytogenetiky
2.10d genetického a cytogenetického ,,pravéku“ po soucasnost

V roce 1665 se poprvé vbiologickém svét¢ objevilo slovo bunka (cellula).
Pouzil jej anglicky védec a fyzik Robert Hooke.! Timto objevem oteviel dveie
védecké discipling, ktera se rozvinula mnohem pozdé&ji a nazyva se cytogenetika. Mezi
dalsi velmi vyznamné védce, kteti polozili zaklady cytogenetiky, mizeme povazovat
Roberta Browna,? ktery v roce 1833 publikoval ve své praci objev bunééného jadra.
Zasadni zmény a posuny v bunécné biologii pfinesly az prace némeckych biologi
Theodora Schwanna a Matthiase Jacoba Schleidena.® Theodor Schwann® na zikladé
vyzkumu Schleidena zformuloval slavnou bunéénou teorii, ktera plati dodnes (Hruban,
2002).

V prvni poloviné 19. stoleti piiSel zlom — Johann Gregor Mendel. Tento
augustinidnsky mnich z brnénského klastera se ve druhé polovin¢ 19. stoleti zabyval
hybridiza¢nimi pokusy na rostlinach. Za své pusobisté si zvolil zahradku klastera a za
objekt svého zajmu hrach. Z jeho prace jsou znamé zejména pokusy s kiizenim
ruznych odrid hrachu. K hlavnim jeho objeviim patii determinace dédi¢nych vloh,
které se mohou projevit u potomstva. Tyto vlohy se mohou a nemusi projevit. Oznacil
je jako vlohy dominantni a recesivni. Pfi ndsledném kiizeni sledoval sedm dédi¢nych
znakl (tvar semen a luskl, zbarveni déloh, kvétl a nezralych luski, délku stonku a
postaveni kvétll). Po matematickém zhodnoceni vysledki zjistil, ze se nedédi pfimo
znaky, ale ,,vlohy“ pro né. Mendel tak dal vzniknout klasické genetice. Mendelovy
zdkony a mezialelarni vztahy patii k zdkladiim a dodnes maji své vyuziti tfeba 1 v
mediciné u sledovani monogenné dédi¢nych onemocnéni. Mendel vydal roku 1866 0
svych pozorovanich praci nazvanou Versuche iiber Pflanzenhybriden (Pokusy s
rostlinnymi kiizenci). Ve své dobé vSak neméla jeho prace vibec zadny ohlas, a byla

dokonce zapomenuta. Ackoliv Mendel dokazal zformulovat a prokdzat zikony

! Anglicky fyzik. Byl jednim z prvnich badateld, ktefi pouZili mikroskop pro v&decké udely. Vjeho dile se
poprvé objevily popsané Zivo&isné a rostlinné bunky. Autor Hookova zakona. DalSiinformace viz
[online]. [cit. 2015-01-01]. Dostupné z http://www.quido.cz/osobnosti/hooke.htm.

Vvznamny skotsky botanik. Jeho nejvétsi pfinos ie obievbuné&ného iadra, tzv. nucleus. Tento termin
se pouziva dodnes. Dalsi informace viz [online]. [cit. 2015-01-02]. Dostupné
Z hitp://iwww.brighthub.com/science/genetics/articles/23805.as px.
3Némecky botanik. Spolupracoval na bunééné teorii. DalSi informace viz [online]. [cit. 2015-06-28].
Dostupné z http://www.britannica.com/biography/Matthias -Jacob-Schleiden.
4Né&mecky bioloa, histoloa, fvziolog a cvtolog. Kromé formulace bunééné teorie ie obievitelem periferniho
nervového systému a Schwannowych bunék v myelinové pochvé neuronu. Dal§iinformace viz [online].
[cit. 2015-06-28]. Dostupné z http://www.britannica.com/biography/Theodor-Schwann.
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dédicnosti, stale svétu unikalo misto, kde se vbuikach tyto dédicné informace
nalézaji. Tento objev ptiSel az o mnoho let pozdéji. Mendel a jeho zavéry zistaly ve
své dobé nepochopeny a neocenény (Safatova, 2011).

Prvni, o kom miZeme fici, Ze se skutecné jiz seridzné zabyval genetikou jako
takovou, je Francis Galton.® Bohuzel piinesl do genetiky velmi kontroverzni zavéry
jakoZto jeden ze zakladateli eugeniky. V jeho podani sice §lo spiSe jen o jakési dobie
minéné rady, nicméné totalitni rezimy, které jeho zavéry prevzaly, dovedly jeho praci
az do obludnych rozméri. Mluvime zejména o nacistickém Némecku, kde zakony
eugeniky ptivedly na svét holocaust a zplisobily tragédii milionii lidi. Bohuzel i takové
mohou byt dopady genetky na d€jiny lidstva. Za zakladatele moderniho pojeti
genetiky je pak povazovan Rudolf Virchow,® ktery jako prvni prohlasil, e buiika je
sama o sobé zivouci autonomni jednotkou organismil. Jeho teorii pak potvrdily az o
mnoho desitek let pozdé&ji dalsi vyzkumy.

Dalsim velmi vyznamnym posunem Vv genetice byl rok 1869. Tehdy se Johannu
Friedrichu Miescherovi’ povedlo izolovat smés latek tvoticich bun&éné jadro (latinsky
nucleus). Tuto smés pojmenoval ,,nuklein®. Pozdéj$i vyzkum zjistil, ze se jedna o
deoxyribonukleovou kyselinu. Skute¢nou podstatu deoxyribonukleové kyseliny
(DNA) se podatilo analyzovat a pfesné popsat az ve Ctyticatych az padesatych letech
20. stoleti. Dvacaté stoleti pak stoji za velkym rozkvétem genetiky. Znovu se objevil
velky zijem o dikladné studium Mendelovych zikond a doSlo k rozvoji nového
odvétvi cytogenetiky (Kocarek, 2010).

Mezi prvnimi badateli, kteti potvrdili platnost Mendelovych zavérd, byl
holandsky botanik Hugo de Vries.® Ve svych pracich prokazal poznatek, e dédi¢na
informace nemusi byt neménna, ale naopak dochazi velmi casto k jejim zménam
(mutacim). Tyto zmény mohou mit velmi vyznamny evolu¢ni vyznam. Pro
cytogenetiku jako takovou byly vyznamné pievazné pozdé€jsi objevy. Jednalo se

zejména o zcela zasadni objev nejen pro genetiku, ale pro celé lidstvo, k némuz

5Ang|icky matematik, psycholog a antropolog, védec. Zakladatel eugeniky. Dal$iinformace viz[online].
[cit. 2015-06-28]. Dostupné z http://www.britannica.com/bioaraphv/Francis -Galton.

6Némeckylékaf a patolog. Proslavil ho wrok: ,Omnis cellula e cellula.” (,Kazda bufika pochazi zjiné
bunky.“). Dal§iinformace viz http://www.britannica.com/biography/Rudolf-Virchow.

7évycarskylékaf a pfirodovédec. Je mu pfipisovan objev deoxyribonukleové kyseliny. Vyznam jeho
objewu se potwrdil azmnohem pozdéji. DalSi informace viz [online]. [cit. 2015-06-28]. Dostupné z
htto://www.britannica.com/bioaraphv/Johann-Friedrich-Miescher.

8Holandsky botanik a evoluéni biolog. Autor termint mutace a tviirce konceptu genu. DalSi informace viz
[online]. [cit. 2015-06-28]. Dostupné z http:/www.britannica.com/biography/Hugo-Marie-de-Vries.
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dospéli James Dewey Watson,® Francis Harry Compton Crick®® a Rosalind

1 Na zikladé rentgenovych difrakénich snimké poprvé popsali

Franklinova.
dvousroubovicovou strukturu DNA. Prace védcii byla publikovana v roce 1954 a
polozila zaklad novému oboru — molekularni biologii. Nasledujici objev genetického
koédu (kédovani jednotlivych aminokyselin pomoci nukleotidovych tripleti v DNA,
resp. RNA) nastartoval zavratny vyvoj biologického poznani a velmi ¢asto boural do
t¢ doby zazité teze (Snustad, 2009).

I kdyz byl ve 20. stoleti znam karyotyp octomilky, zejména zasluhou Thomase
Hunta Morgana,*? a popisy karyotypii dalsich organismi na sebe nedaly dlouho &ekat,
karyotyp Clovéka byl stile zahalen tajemstvim. Jest¢ v publikacich zpadesatych a
Sedesatych let bylo napsano, Ze somatické bunky Cloveéka maji 48 chromozomd, a
podle jinych zdrojii pouze 44. Problém byl v tom, z jadra lidské bunky obsahuji
pouze maly pocet kratkych chromozomt, a proto je pfi mitdze nelze tak jednoduse
spatfit. Teprve na konci padesatych let se povedlo piijit s velmi jednoduchym
principem, ktery umoznoval fixaci chromozomt z bunék hypotonickym roztokem.
Diky tomu se povedlo badatelim Joe Hin Tjiovi*® a Albertu Levanovi'* urgit piesny
pocet chromozomil v lidskych bunikach (Hruban, 2002).

Metoda hypotonického roztoku velmi rychle preSla do praxe a jiz v roce 1959
byl popsan prvni patologicky karyotyp clovéka. Jednalo se o trizomii 21.
chromozomu, ktera zpusobuje Downtuiv syndrom. Stejny rok byly také popsany
Klinefelteriv syndrom a Turneriiv syndrom.™® O rok pozdgji védci objevili Patautiv

syndrom'® a nasledné byla popsana prvni strukturalni aberace u ¢lovéka, syndrom cri

9Americky védec. Nositel Nobelowy ceny za fyziologii a medicinu. Dal§i informace viz [online]. [cit. 2015 -
01-03]. Dostupné z http://www.nobelprize.org/nobel prizesimedicine/laureates/1962/watson-bio.html.
1 Americky v&dec. Nositel Nobelowy ceny za fyziologii a medicinu. Dalsi informace viz [online]. [cit.
2015-01-031. Dostupné z http://www.nobelprize.ora/nobel prizes/medicine/laureates/1962/crick-bio.himl.
" Britska biofyziéka. Zabyvala se zejména rentgenovou krystalografii. Dalsi informace viz [online]. [cit.
2015-01-03]. Dostupné z

http://www.nobelprize.ora/nobel prizes/medhttp:/www.chemgeneration.com/sk/women/rosalind -
franklinovC3%A1-(1920-1958).html.

2 Americky genetik. Prokazal, Ze genvisou umistény na chromozomech. Daldi informace viz
Encyclopedia Britannica [online]. 2013 [online]. [cit. 2015-06-28]. Dostupné z
http://www.britannica.com/biography/Thomas -Hunt-Morgan.

¥ |Indonésko-am ericky cytogenetik. Popsal lidsky karyotyp . DalSi infromace viz Encyclopedia

Britannica [online]. 2013 [online]. [cit. 2015-06-28]. Dostupné z
http://www.britannica.com/bioaraphv/Joe-Hin-Tiio.

14Svédsky botanik a genetik. Popsal lidsky karyotyp. Dal$iinformace viz [online]. [cit. 2015-06-28].
Dostupné z http://www.nature.com/scitable/topicpage/human-chromosome-number-294.

B Turneriv syndrom je chromozomalni vada zplsobena chybénim jednoho pohlavniho chromozomu Xu
zeny, karyotyp 45,X. Dal$iinformace viz Genetika Pardubice [online]. [cit. 2015-06-28]. Dostupné z
htto://www.aenetikapardubice.cz/hla/syndromviturneruv-syndrom.

®patautiv syndrom (trizomie 13) je chromozomalni vada zplsobena nadpoéetnym chromozomem 13.
Misto obvyklych 46 chromozom G (uspofadanych ve 23 parech) jich jedincis Patauovym syndromem

10


http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/medicine/laureates/1962/watson-bio.html

du chat.!” Klinicka cytogenetika velmi rychle vstoupila do mediciny, stala se jeji

nedilnou soucasti a velmi vyznamné se zacala podilet na klinickych vySetfenich

pacientt (Kocarek, 2010).

maji 47 (22 pani a jednu trojici chromozomu 13). Dal$i informace viz Genetika Pardubice [online]. [cit.
2015-06-28]. Dostupné z http://www.genetikapardubice.cz/hla/syndromy/patauuv.

Y Cri du chat syndrom Ize do CeStiny prelozit jako syndrom koci¢iho place. Jedna se o tézké, vrozené,
aeneticky dané postizeni, které ie podminéné chvbéiici ¢asti 5 chromozomu. Dal§iinformace viz Stefaiir:
Medicina, nemoci, 1. LF UK [online]. [cit. 2015-06-28]. Dostupné z http://www.stefajir.cz/?q=cri-du-chat-

syndrom.
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2.2 Cytogenetika ve 20. a 21. stoleti

Béhem sedmdesatych let 20. stoleti cytogenetika zaznamenala pfimo raketovy
posun v objevech a vzniku novych vysetfovacich metod. Zacaly se uplatiovat
molekularné biologické metody. Prvni znamou vysSetfovaci metodou byla hybridizace
in situ. Tato metoda umoznila detekci urcitych chromozomovych ¢asti nebo piimo
celych chromozomti a tim jednoznacéné ur€it pifipadné mutace pomoci specificky
oznacenych DNA sond (Michalova, 1999).

Dalsi velky posun zaznamenaly laboratofe s objevem polymerazové fetézové
reakce (PCR). Tu objevil v roce 1983 molekularni biolog Kary Banks Mullis.'®
Metoda prosla mnoha modifikacemi a stala se béznou soucasti vysetfovacich metod
vSech molekularnich laboratofi. Takovy boom metod a jejich aplikace dal vzniknout
novému genetickému odvétvi — molekularni cytogenetice. Spojeni molekularni
genetiky a cytogenetiky pfineslo velmi vyznamné rozs$freni diagnostiky zejména
v onkogenetice, kde zmintované metody umoznily rozkli¢ovat slozité chromozomové
pfestavby u malignit.
hybridizace in situ, které dale umoznovaly velmi rychlé a pomérné komplexni a
bezpecné vysetteni vSech chromozomi. K t€mto metodam patii zejména komparativni
genomova hybridizace (CGH) a vicebarevna fluorescencni FISH (M-FISH)
(Michalova, 1999).

Vyrazny pokrok v pozndni a rozSifeni metodickych moznosti si vyzadal
zavedeni novych pravidel pro zipis cytogenetickych ndlezl a jejich stalé zpiesiiovani.
Roku 1995 byla schvilena moderni mezindrodni cytogenetickd nomenklatura,
vétsinou citovani jako ISCN 1995.'° Soubor piedpisi a pravidel modifikoval a

zpiesnil zapis nekterych chromozomovych nalezli a predevSim noveé zavedl

18Americky genetik a drzZitel Nobelovy ceny za chemii. Ziskal ¢estny doktorat Masarykovy univerzity v
Brné. DalSiinformace viz Encyclopedia Britannica [online]. 2013 [cit. 2015-06-28]. Dostupné z
http:/www.britannica.com/biography/Kary-B-Mullis.

9 An International System for Human Cytogenetic Nomenclature (Mezinarodni systém pro lidskou
cytogenetickou nomenklaturu). Dal$i infoomace viz SHAFFER, Lisa G, Jean MCGOWAN-JORDAN a M
SCHMID. ISCN 2013: an international system for human cytogenetic nomenclature (2013). Basel:
Karger, c2013, vi, 140 p., [1] folded sheet. ISBN 978-331-8022-537.
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mezindrodné zavazny popis vysledkt FISH. Molekuldrné biologické poznani vedlo v
poloviné 90. let ke vzniku moderniho v&dniho oboru zvaného genomika, jenz
postupné nahrazuje genetiku ve starém pojeti. Jeho naplni je studium struktury a
funkce celych genoml. Umoziuje komplexni pohled na genom jako na sloZitou
soustavu genti a dokumentuje jejich funkéni provdzanost, ¢imz pfispiva k
ucelenéjSimu vysvétleni podstaty geneticky podminénych chorob (Kocarek, 2010).

Genomika a jeji poznatky pfinesly dal$i nové metody, které umoziyji
komplexni a citlivou diagnostiku genetickych chorob. Z nejzajimavéjSich novinek ve
vysetfovacich metodach lze jmenovat genové ¢ipy. V genetice se oznacuji jako array
CGH. Jsou zaloZeny na principu hybridizace. Oproti klasické metod¢ in situ ale
vyuzivaji vice specifickych sond (kratkych usekt genetické informace) nanesenych na
desti¢ce velikosti kryciho sklicka. Kazda sonda je specificka k ur¢ité ¢asti DNA, a je
tudiz mozné velmi rychle diagnostikovat problémovy tusek. Cipové sondy maji
v budoucnosti cytogenetiky velké vyuziti (Nussbaum, 2004).
zvetejnén vysledek projektu lidského genomu neboli HGP (Human Genome Project).
Nejvétsim ptinosem pro cytogenetiku byl tento projekt komplexnim zmapovanim
DNA lidského genomu. Stile se objevuji nové a nové poznatky o konkrétnich
lokalizacich a funkcich jednotlivych gent. Diky tomu je mozné velmi pfesné urcit
mnozstvi mutaci a aberaci. Pfesto stile chybi poznidni mnoha genii a kompletni
zmapovani lidského genomu, coz se o¢ekava v prvnich desetiletich 21. stoleti.

Ve svété prekotné se rozvijejici cytogenetiky se mlize zdat, ze klasické metody
chromozomalnich vySetfeni jsou na Ustupu pfed mnohdy moderné&jSimi metodami
vyzkumu, ale opak je pravdou. V soucasné¢ dobé zistavaji klasické, rutinni metody
nejspolehlivéj$imi, a hlavné nejlevnéj$imi postupy v klinické cytogenetice. Nalezy
nebo naopak vylouceni urcitych chromozomalnich zmén jsou v soucasné zrychlené
dob¢, jez je plnd civilizacnich chorob, velice dulezitym orientacnim tdajem, ktery
vyvrati ¢i potvrdi diagnézu. Tyto metody umoznuji pfesnéji zacilit na dalsi postup pti
vySetfenich ¢1 1écbé.

Je nutné si uvédomit, ze poznatky o bunééném déleni, chromozomech a jejich

aberacich patii k zakladim biolo gického a medicinského poznani (Kocarek, 2010).
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3. Bunééné déleni: alfa a omega cytogenetiky

Hlavnim tématem této prace jsou procesy, pii kterych dochéazi k déleni
bunééného jadra, a mozné problémy, jez mohou t€émito procesy vzniknout. Biologie
tyto procesy nazyva mitéza a meidza.

K primdrnim vlastnostem vSech Zzivych organismil patii schopnosti rustu a
rozmnozovani, které zajistuji jejich vlastni vyvoj, existenci a zachovani druhu. Z
laického hlediska podstata téchto vlastnosti spo¢iva v jednoduchosti — pouze v
predavani genetické informace z bunky do burikky a zrodice na potomka. Jeji realizace
je ovSem zajisténa komplikovanym a velmi pfesnym mechanismem zvanym bunééné
délent.

Schopnost rastu organismil, stejné jako obnova tady struktur, tkdni a pletiv
jsou zajist€ny pomoci ekvaéniho dé&leni, mitézy. Mitotické déleni umoznuje
rovnomérné rozdéleni chromozomili a cytoplasmy bunky za soucasné¢ho zachovani
genetické informace. Potomci, klony, vznikli mitotick ym délenim ptvodni burnky tak
nesou totoznou genetickou informaci jako jejich rodic.

U gonochoristll, jedinci s oddélenym pohlavim, i hermafrodit, jedincii
nesoucich oba typy pohlavnich organti, je zachovani genetické informace zajiSt€éno
pomoci déleni redukéniho, meidzy. Jedinci procesem meiotického déleni redukuji
pocet chromozomovych sad a produkuji pohlavni buiiky, gamety, nesouci haploidni
pocet chromozomtl. Splynutim sam¢i a sami¢i pohlavni bunky vzniké plnohodnotna

diploidni zygota (Safitova, 2011).

3.1 Mitoza

Jaderné déleni je tedy nedilnou soucasti komplexniho buné¢ného cyklu.
Prvnim typem déleni je mitdbza — je tedy nejcastéjSi typ jaderného déleni
(karyokineze). V pribchu mitotického déleni vznikaji z jedné matefské bunky dvé
zcela rovnocenné buiky dcefiné (klony), coz mimo jiné znamena, Z¢ matefska i
dcefina bunka maji stejné mnozstvi genetické informace a stejny pocet chromozomu
(¢imz se vyznamné lisi od meidzy). Mitoza se také nékdy nazyva ekvacni Ci také

homotypické déleni.
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Proces mitdzy mizeme rozdélit do nekolika fazi, které se nazyvaji profaze,

prometafiaze, metafaze, anafaze, telofaze a cytokineze (obr. ¢. 1).

@ € E & = & g | O O

Obr. €. 1 Jednotlivé faze mitdzy (zleva: profaze, prometafaze, metafaze, anafaze, telofaze, cytokineze)

Pfevzato z: http://www.genetika-biologie.cz/mitoza

Mitdza je soucasti procesu, ktery nazyvame bunéény cyklus. Faze bunééného
cyklu se oznacyji jako GI, S, G2 a M faze. K vlastnimu zdvojeni chromozomu
dochazi pred mitotickym délenim (M fazi). V S fazi bunécného cyklu, kdy je replikaci
DNA zdvojena molekula DNA a tim se z jednoho chromatidového chromozomu stava
dvouchromatidovy chromozom. Mitotickd fize je vlastné rozdélenim a rovnomérnou
distribuci zdvojenych kondenzovanych chromozomil. Ve zbyvajici ¢asti bunécného
cyklu jsou chromozomy v jadie v despiralizované formé, a proto neni mozné
jednotlivé chromozomy identifikovat. Z toho divodu se G1, S a G2 oznacuji jako

interfaze (Safafova, 2011).
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Obr. ¢. 2 Dva zakladni procesy profaze: kondenzace chromozomi a tvorba déliciho vieténka

Pfevzato z: http://web2.mendelu.cz/af 291 projekty2/vseo/print.php?page=1479 &typ=htm|

Prvni faze mitdzy se nazyva profaze a je charakterizovana kondenzaci
chromatinu a tvorbou mitotického déliciho aparatu. Chromozomova vlidkna se
spiralizuji a vytvareji kondenzované struktury, které jsou po nabarveni barvivy velmi
dobfe pozorovatelné ve svételném mikroskopu (obr. ¢. 2). Chromozomy jsou tvotfeny
dvéma identickymi sesterskymi chromatidami, které vznikly v pribéhu S faze
nebuné¢ného cyklu, za pomoci kohesinu jsou spojeny v oblasti centroméry (Snustad,
2009).

Vytvaii se slozity systém déliciho aparatu. Centra organizace déliciho vieténka
(mikrotubuly organizujici centra — MTOC) lezi obvykle v blizkosti jadra. U
zivo¢isnych bun€k jsou tvofena centrozomy a jejich soucasti jsou i téliska centrioly.
Centrozomy se rozchdzeji k opacnym poliim buiky a urcuji tak orientaci mikrotubulii
a budouci smér déleni bunky. Pfi tomto rozchodu se polymerizaci mikrotubuli formuji
vlakna déliciho vreténka. Vytvareji se dva typy vlaken — hvézdicovité se kolem
centrozomu rozbihajici astralni mikrotubuly tvofici astrosféru (aster) a polarni
mikrotubuly sméfujici z centrozomu k opacnému p6lu bunky (druhému centrozomu).
Na konciprofaze se rozpada jadérko (Hajek, 2000).

Po prvni fazi mitdézy nasleduje dalsi ¢ast, kterd nese nizev prometafaze. Zacina
rozpadem jaderné membrany na malé vezikuly, které jsou pozdé€ji vyuzity k
rekonstrukci membrany budoucich dcefinych jader. V oblasti centroméry
chromozomu se vytvareji kinetochorova téliska. Do oblasti jadra se posouvaji polarni
mikrotubuly, které se pfichycuji na chromozomy v oblasti kinetochoru a oznacuji se
jako kinetochorova vlakna. Ke kazdé sesterské chromatidé je ptipojeno nejméné jedno

kinetochorové vlakno smétujici ke kazdému polu bunky (Alberts, 1998).
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Nasledujici faze se nazyva metafize. V této Casti jsou chromozomy vV
nejkondenzovangjSim stavu. Lze fici, Ze pro cytogenetiku je tato faze klicova (ptiloha
¢. 1). Metafaze je diky nejvyssi spiralizaci chromozomli vhodnd k cytogenetickym
analyzam; chromozomy jsou dobfe pozorovatelné, daji se relativné snadno spocitat a
identifikovat (obr. ¢. 3). Tahem kinetochorovych vldken k opacnym pélim bunky se
chromozomy seskupuji svymi centromérami uprostied buriky v ekvatorialni roving,
zde se zastavuji v pohybu za tvorby tzv. metafazni desticky. PodéIna osa chromozomu
je postavena kolmo k ekvatorialni roving€, raménka chromozomi smétuji k polim

burky, chromatidy jsou stale ptiloZeny t&sné k sobé (Safatova, 2011).

Obr. €. 3 Chromozomy srovnané v ekvatorialni roviné pfi metafazi mitotického déleni

Pfevzato z: http://web2.mendelu.cz/af 291 projekty2/vseo/print.php?page=1479 &typ=html
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Dal’i v potadi je anafdze. Anafize byva Casto nejkratsi fizi mitdézy. Na zacatku
anafaze (anafaze A) se odd€luji sesterské chromatidy, které se nasledné¢ zkracovanim
kinetochorového vldkna posouvaji k opacnym polim bunky. Samostatné
jednochromatidové chromozomy se pohybuji centromérou dopiedu. V pozdni fazi
anafaze (anafize B) se oddaluji i poly mitotického mikrotubuldmiho aparatu. Na konci
anafaze jsou k p6lim bunky odtazeny jednochromatidové chromozomy; zachovava se

tak jejich pocet a tim 1 genetickd informace jadra (obr. €. 4) (Snustad, 2009).

Obr. ¢. 4 Béhem anafaze dochazi k rozchodu oddélenych chromatid po mikrotubulech déliciho vieténka k

opacnym példm. Pfevzato z: http://web2.mendelu.cz/af 291 projekty2/vseo/print.php?page=1479 &typ=html

ZavéreCna cCast mitozy, telofaze, cely proces ukonCi V telofazi mizi
kinetochorova vldkna, naopak polarni vldkna se dale prodluzuji, dokud nedojde k
rekonstrukci jaderné membrany dcefinych jader. V oblasti polti buiky, ve které se
shromazdily chromozomy, se kolem nich vytvaii novd jaderndA membrana, a to
CasteCné 1 ze zbytki puvodni jaderné membrany (obr. ¢. 5). Chromozomy se
rozvolnuji, dekondenzuji, prestavaji byt odliSiteIné v mikroskopu, rekonstruuje se

jadérko (Safafova, 2011).
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Obr. €. 5 Telofaze mitézy: formovani novych jadernych obald

Pfevzato z: http://web2.mendelu.cz/af 291 projekty2/vseo/files/59/9310.png

Cely proces se definitivné uzavie cytokinezi V této ¢asti procesu dojde
k faktickému rozdéleni bunky na dvé dcefiné. Obvykle se nepovazuje za soucast
mitdzy, protoze nemusi probihat vzdy na jejim konci, ale za samostatnou cast
bunééného cyklu. V této fizi dochdzi k rozdéleni cytoplasmy a tim i
cytoplasmatickych organel do dvou vznikajicich dcefinych bun€k. U rostlinnych
bunék v misté ekvatoridlni roviny zistdvaji mikrotubuly déliciho vieténka. Sem jsou z
Golgiho aparatu transportovany méchyiky, které navzajem splyvaji za vzniku zakladu
prepazky (fragmoplastu) a centrifugdlné (od stfedu) formuji bunécnou piepazku.
Poloha pfepaZky je dana jiz v G2 fazi bunééné¢ho cyklu umisténim mikrotubuld
preprofazického svazku. U zivoCichi naopak dochazi pusobenim kontraktilniho

prstence k zaSkrceni buiiky (centripetalné) a jejimu rozdéleni na dvé (Alberts, 1998).

3.2 Meioza

Meidza je druhy typ dé€leni eukaryotickych bunék. Byva velmi casto
ozna¢ovana jako reduk¢éni déleni. Je podminkou existence pohlavniho rozmnozovani
organismu. Vede k redukci po¢tu chromozomil z diploidniho na haploidni pocet (pocet
chromozomu se zmenSuje na polovinu) a pfedchazi tak vzniku funkcnich pohlavnich
bunék, gamet.

Dé¢leni probihd ve dvou po sobé nasledujicich Céastech oznaCovanych jako

heterotypické déleni (redukéni déleni, meidza I), které je odliSné od mitozy, a
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homeotypické déleni (ekvacni déleni, meidza II), které svym mechanismem odpovida
mitdze, ale probiha v buiikdch s haploidnim poctem chromozomi.

Heterotypické déleni (meidza 1) je prvni fize redukéniho déleni. V jejim
prabéhu dochazi k faktické redukci po¢tu chromozomil. Délka heterotypického déleni
je variabilni, napf. u savci jeho délka zavisi na pohlavi jedince. Jednotlivé faze

meidzy jsou pojmenovany stejné jako u mitdzy, ale zdvojené (Rosypal, 2003).

3.2.1 Meioza |

Profaze I zaujima nejdelsi ¢ast redukéniho déleni, az 90 %. Muze trvat nékolik
hodin, dni, az desitky let. Je charakteristicka spiralizaci chromozoml a specifickymi
zménami, vyménami genetického materidlu mezi nesesterskymi chromatidami
chromozomu.

Rozdélujeme jido pétietap: leptotene, zygotene, pachytene, diplotene, diakineze
(obr. €. 6).

Obr. €. 6 Etapy profaze | meiotického déleni: 1. leptotene, 2. zygotene, 3. pachytene, 4. diplotene,

5. diakineze. Pfevzato z: http://web2.mendelu.cz/af 291 projekty2/vseo/files/59/9310.png

Prvni ¢asti profaze I je faze leptotene. Ta zahajuje déleni, chromozomy se
za¢inaji spiralizovat, ve svételném mikroskopu maji vzhled dlouhych tenkych vlaken.
Dalsi fazi je zygotene. Chromozomy pokracuji v kondenzaci. Dochazi zde k synapsi
homolognich chromozomt. Vzdy dva homologni chromozomy (jeden otcovsky a
druhy matetsky) se k sobé tésné piikladaji tak, Ze stejné tseky chromatid lezi u sebe,
vznika tzv. bivalent. Parovani homolognich chromozomu probihé syst¢tmem pokusu a
omylu, synapsi spravnych chromozomu pravdépodobné napomaha i jejich tendence
zistavat ve stejné oblasti jaddra 1 v interfazi Vytvati se synaptonemalni komplex,
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zvlaStni proteinovd struktura podobnd zipu, kterd drzi chromozomy pii sobé.
Homologni chromozomy se zaroven kolem sebe obtaceji (Snustad, 2009).

Nasleduje etapa pachytene. Zde se zesiluje tloustka chromozomt,
¢tyfchromatidové bivalenty jsou snadno pozorovatelné ve svételném mikroskopu. V
této fazidochazik vyméné genetického materidlu nesesterskych chromatid bivalentti —
crossing-overu. Zakladnim principem tohoto jevu je zlom a opétovné spojeni
chromatid, které vedou k rekombinaci — vyméné¢ homolognich tsekd nesesterskych
chromatid chromozomd, které mohou nést odlisné formy gent (alel) na nich
lokalizovanych (Safatova, 2011).

Diplotene pokra¢uje kondenzaci chromozomi. Chromozomy bivalentli maji
tendenci se od sebe oddalovat, ale drzi pohromadé v mistech, kde doslo v dusledku
crossing-overu k piekfizeni nesesterskych chromatid. Tato mista jsou dobfe viditelna
ve svételném mikroskopu. Podle vzhledu ptipominajiciho k#iz jsou oznaovana jako
chiasmata. U savci homogametického pohlavi (napt. Zzen) je meidza v tomto stadiu
zastavena, klidové stadium oznaCované jako diktyoten trva i n€kolik desitek let.
Bivalenty Casto zaujimaji postaveni t€sné pii jaderné membrang, stied jadra zlstava
volny.

Posledni fazi profaze 1 je diakineze. V této etapé se dokonCuje spiralizace
chromozomt, nastava terminalizace chiasmat — posouvaji se ke koncim chromatid.
Vytvaii se mikrotubularni délici aparat bunky, vytvaii se aster a polarni vlakna.
Rozpadd se jaderna membrana, mizi jadérko. Polarni vldkna se ptipojuji ke
kinetochoru v oblasti centroméry chromozomu, a to tak, ze na jeden
dvouchromatidovy chromozom bivalentl je pfipojeno jedno vlakno déliciho vieténka.
Na bivalent jsou tak ptipojena dvé kinetochorova vldkna smétujici k opanym p6lim
bunky. Pro tuto fazi je charakteristicky pohyb bivalenti do ekvatorialni roviny bunky
(Snustad, 2009).
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Nasleduje metafaze 1. V této fazi jsou chromozomy tahem déliciho vieténka
uspofadany v ekvatoridlni roviné bunky. Zaujimaji orientaci k polim bunky —
centroméry jsou orientovany k poliam, v ekvatorialni roviné lezi piekiizené konce
chromatid-terminalizovanych chiasmat. Takové uspotfadani je jedine¢né, typické pro

tuto fazi (obr. €. 7).

Obr. €. 7 Chromozomy jsou usporadany v ekvatorialni roviné buriky

Pfevzato z: http://web2.mendelu.cz/af 291 projekty2/vseo/files/59/9310.png

Proces pokracuje anafazi 1. Tahem d¢liciho vieténka se rozvolni

terminalizovana chiasmata bivalentt a jednotlivé homologni chromozomy se
rozestupuji k protilehlym polim bunky. Chromozomy na rozdil od mitozy jsou
tvofeny dvéma chromatidami, které¢ drzi pohromadé v misté centroméry.
Rozchod chromozomi k pélim bunky je nahodily, je zcela nahodné, ktery
chromozom (ptivodem od otce nebo od matky) je tazen ke konkrétnimu poélu. Dochazi
tak k redukci poc¢tu chromozomi na polovinu, k polim bunky se rozchazi vzdy jeden
chromozom z kazdého chromozomového paru (Safafova, 2011).

Nasleduje telofize I, kterd obvykle probihd stejné¢ jako u mitozy. Kolem
chromozomt seskupenych u pdlu burky se vytvari jaderna membrana, znovu se tvori
jadérko viditelné¢ ve svételném mikroskopu, odbourdvaji se mikrotubuly déliciho
vieténka, rozdéluje se cytoplasma. Vznikaji tak bunky s haploidnim poctem

chromozomd, ale kazdy z téchto chromozom se stale jesté sklada ze dvou sesterskych
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chromatid. Chromatidy nemusi byt geneticky identické, mohlo u nich dojit k vyméné
materialu s homologickym partnerem béhem profaze I. Tyto bunky tedy maji polovinu
chromozomd, které jsou ale zdvojené. Diky tomu maji stejny pocet genetického
materialu jako diploidni buiky. U nékterych organismi ale nemusi dojit k tvorbé
upIného jaderného obalu a telofazni chromozomy piimo vstupyji do profaze druhého,
homeotypického déleni (obr. €. 8) (Snustad, 2009).

Obr. €. 8 Telofaze | vétSinou probiha stejné jako u mitézy

Pievzato z: http://web2.mendelu.cz/af 291 projekty2/vseo/files/59/9310.png

3.2.2 Meioza Il

Meidza pokraCuje homeotypickym délenim, které byva oznacovano jako
meidza I1. Homeotypické déleni obvykle probiha velmi kratce po ukonceni prvniho,
heterotypického déleni. Obdobi mezi obéma délenimi se oznacuje jako interkineze.
Pro interkinezi je charakteristické, Zze nedochazi k replikaci DNA, a proto se dale
nezdvojnasobuje pocet chromatid, chromozom je tvofen dvéma chromatidami. Vlastni
homeotypické déleni odpovida déleni mitotickému, v relativné rychlém sledu dochéazi
k pfesnému rozdéleni genetické informace do dvou deetinych bun€k (Snustad, 2009).

Cyklus opét zac¢ina profazi II. Dochazi ke kondenzaci chromozomu, tvorbé
mikrotubularniho dé¢liciho aparatu, rozpadu jaderné membrany a na kinetochor
dvouchromatidového chromozomu se upinaji protilehla délici kinetochorova vieténka,

coz je stejné jako v mitotické profazi (obr. €. 9).
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Obr. €. 9 Kondenzace chromozomi a tvorba mikrotubuldmiho déliciho aparatu

Pfevzato z: http://web2.mendelu.cz/af 291 projekty2/vseo/files/59/9310.png

Proces meidzy pokracuje metafazi I1, kdy se chromozomy tahem déliciho
vieténka uspotadavaji v ekvatorialni rovin€ bunky. Centroméry chromozomt jsou
uspoiadany v ekvatoridlni roving, konce ramének chromozomi jsou orientovany

smérem k polim burky (obr. ¢. 10) (Alberts, 1998).

24



Obr. €. 10 Metafaze Il meiotického déleni: konce ramének chromozomii jsou orientovany smérem k polim
burky

Prevzato z: http://web2.mendelu.cz/af 291 projekty2/vseo/files/59/9310.pn;

Anafaze II pokracuje tim, Ze se chromatidy chromozomu rozvolni v misté
centroméry a tahem déliciho vieténka se jednotlivé chromatidy rozchazeji k

protilehlym p6lim bunky (obr. €. 11).

Obr. €. 11 Rozvolnéni chromatid chromozomu

Pfevzato z: http://web2.mendelu.cz/af 291 projekty2/vseo/files/59/9310.png

Cely proces kon¢i telofazi 1. Chromozomy se nyni nespiralizuji a vytvari se
kolem nich jaderny obal za vzniku samostatnych jader. Dale se rozpadaji mikrotubuly
déliciho vieténka, bunika se rozdéluje ve dv€ dcefiné bunky. V pribéhu meiotického

déleni vznikaji z jedné diploidni (2n) matetské bunky prvnim, heterotypickym délenim
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dvé diploidni (2n) bunky, jejichz genetickd informace je dale délena druhym,
homeotypickym délenim, kdy ze dvou diploidnich bunék vznikaji Etyfi haploidni
bunky (obr. ¢. 12) (Snustad, 2009).

Obr. €. 12 Vysledek meidzy: ctyfi haploidni buriky, kazda ma jinou kombinaci alel

Pfevzato z: http://web2.mendelu.cz/af 291 projekty2/vseo/files/59/9310.png

3.3 Genetické aspekty pohlavniho rozmnoZovani

Hlavni vyznam meidézy je tvorba pohlavnich bun€k a tim zajiSt€éni nové
generace. Evolu¢né primitivni organismy se rozmnoZzuji pouze nepohlavni cestou.
Nejcastéji tak, ze se matefsky organismus rozdéli na dva dcetiné. V disledku toho ale
jejich DNA zlstdva stejna. Vznikaji pouze klony (geneticky shodny jedinec). Z
hlediska evoluce (vyvoje) organismi je jasné, Ze vyhradné nepohlavni rozmnozovani
je krajné¢ nevyhodné. Pro biologickou evoluci je nutna genotypova proménlivost.
Nepohlavné se rozmnozyjici jedinci se v dynamicky proménlivém prostiedi dokédzou
udrzet pouze tak, ze maji kratkou genera¢ni dobu, tj. vytvofeni co nejvétsiho mnozstvi
potomkit v co nejkrat§i dobé. Variabilita genetické informace je potom zajiSténa
Castymi mutacemi (napt. u bakterii a virti).

Pro biologickou evoluci plati jednoznacny ptedpoklad pohlavniho
rozmnozovani. Kombinaci rizného genetického materidlu od obou rodi¢t vznika novy
jedinec s obrovskou genotypovou proménlivosti. Z hlediska moznych zmén podminek
prostiedi jsou tyto genotypove rtiznorodé soubory potomkl evoluéné mnohonasobné

ptizpUsobivéjsi, a proto mnohem vyhodnéjsi(Rosypal, 2003).
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Ne vzdy vSak vSechny alely jedince ptedstavuji pro dané¢ho jedince vyhodu. U
nékterych jedinci se mohou projevit snizené schopnosti flexibilné reagovat na
prostredi, ve kterém Ziji. Tyto poznatky zformuloval jiz Charles Darwin®° jako jednu z
evolu¢nich teorii pfirodniho vybéru (Kocarek, 2008).

Vice se evolu¢nimi aspekty genetiky na zdkladé Darwinovych teorii zabyval az
v roce 1968 japonsky védec Motoo Kimura.?! Jeho hlavnim pfedmétem bylo, jak
rychle dochazi k evoluci na bunééné trovni. Ve svych zivérech vypocital, ze evoluéni
rychlost je 0,57 bp substituci (nahrazeni) na genom, coZ naznaCuje, ze se jedna
substituce odehrava kazdého 1,8 roku. To zna¢i velmi vysokou evolu¢ni rychlost u

lidské populace (Snustad, 2009).

2 Britsky pfirodovédec a zakladatel evolu¢ni biologie. Evoluéni teorii opiral o pfirodni a pohlavni vybér.
Dal$iinformace viz Britannica.com [online]. 2015 [cit. 2015-07-04]. Dostupné z
http://www.britannica.com/biography/Charles -Darmwin.

2 Japonsky cytogenetik, ktery se zabyval evoluéni rychlosti na molekularni Growni. Dal$i informace viz
SNUSTAD, D a Michael J SIMMONS. Genetika. Vyd. 1. Brno: Masarykova univerzita, 2009, xxi, 871 s.
ISBN 978-80-210-4852-2.
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4. Predmét zkoumani cytogenetiky: chromozomy

Cytogenetické vySetfeni vrozenych nebo ziskanych odchylek chromozomi se
V soucasnosti stdva nezbytnou soucasti stanoveni mnoha diagndéz v Siroké klinické
praxi. SouCasné s rozvojem metod molekularni biologie a s jejich vstupem do
mediciny se vyznamné rozviji i klinicka cytogenetika. Jeji nedilnou soucasti se tak
stavd molekularni cytogenetika, kterd umoziluyje zasadni zpfesnéni metod, zvySuje
citlivost a hlavné moZnost stanoveni normy nebo odchylek 1 v nedé€licich se buikach.
Tyto nové molekuldrné cytogenetické metody jsou v CR jiz b&zné zavadény do praxe
a stavaji se rutinnimi vySetrenimi.

Tato prace sleduje ve své podstaté savei chromozomy, které maji dvé zakladni
biologické funkce. Prvni funkci je pienos dédi¢ného materidlu béhem vyvoje
jednotlivce. Pti druhé funkci plni roli prenasece dédi¢ného materialu mezi
nasledujicimi generacemi.

Cytogenetika jako obor se zabyva hlavné studiem struktury, funkce a evoluce
chromozomu. Dale se snazi objasnit chovani chromozomu v pribéhu déleni bunck.
Hlavnim cilem je sledovani zmén a nepravidelnosti pfi bunéénych délenich, které
mohou vést ke strukturnim zménam a pocetnim odchylkdm v bunécném jadru.
V disledku téchto zmén pak mohou nastat a nastavaji mentdlni retardace, mnohacetné
vyvojové vady €1 spontdnni potraty Vpopulaci. Podobné zmény se daji vypozorovat

také pfi vzniku nddorovych onemocnéni (Michalova, 2005).

4.1 Stavba chromozomu

Chromozomy se v bunkach vyskytuji obvykle ve dvou kopiich, tzv. sadach,
jejich celkovy pocet je sudy, bunky jsou diploidni (2n). V gametich je kazdy
chromozom zastoupen v jedné kopii, jejich pocet odpovida tzv. haploidnimu
(gametickému) chromozomovému ¢islu (1n), bunky jsou haploidni. Tento pocet
obvykle odpovida také zakladnimu chromozomovému cislu (ar) organismu. Pocet
chromozomi a chromozomové Cislo se u ruznych organismi mohou vyrazné lisit.
Zajimava je ale skuteCnost, ze pocet a velikost chromozomi nesouvisi se sloZitosti
nebo velikosti organismu (Safafova, 2011).

Chromozomy se v somatickych bunkach eukaryotnich organismu vyskytuji ve dvou

kopiich. Prvni ziskava organismus od svého otce a druhou kopii od své matky. Takové
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dvojice chromozomti nesou stejné geny (ale nemusi nést stejné alely t€chto genti) a
oznaCuji se jako homologni chromozomy. | kdyz se rtzné pary homolognich
chromozomu navzajem lisi velikosti a strukturou, jejich zakladni stavba (morfologie),
ktera je nejlépe pozorovatelna v nejvy$Sim stadiu spiralizace chromozomu, tj. v
metafazi mitdzy, zistiva stale stejna (Safafova, 2005).

Kazdy chromozom lidského t&€la je tvofen vzdy jednou nebo dvéma
chromatidami vzniklymi v S fazi bunééného cyklu (viz kapitola 2) procesem replikace
DNA z puvodni jedné chromatidy. Takto vzniklé chromozomy jsou pak tvoieny
dvéma chromatidami oznaCovanymi jako Sesterské chromatidy. Chromatidy dvou
homolognich chromozomil se oznacuji jako nesesterské chromatidy. Tyto chromatidy
nesou stejné geny, ale jejich formy (alely) se mohou lisit.

Na chromatidach se dale nachazi centroméra. Jednd se o misto primarni
konstrikce chromozomu, ktera rozdéluje chromozom na dvé raménka (obr. ¢. 13).
Raménka chromozomt jsou az na vyjimky nestejné dlouhd. Na chromozomu je
musime rozli§it. Kratkd raménka oznacujeme pismenem p a dlouhd raménka pismene

g (Alberts, 1998).

[, 2-20um

Obr. ¢. 13 Stavba chrom ozomu: 1. chromatida, 2. centroméra, 3. kratké raménko p, 4. dlouhé raménko q

Pfevzato z: http://www.genetika-biologie.cz/chromozomy
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Centroméra je dale naprosto nezbytnd pro spravny rozchod chromozomil v
pribéhu déleni bunky. Na centroméru se piipojuje proteinovy utvar kinetochor a diky
nému se na ni piipoji také kinetochorové vladkno déliciho vieténka. V tomto misté jsou
pomoci kohesinu propojeny sesterské chromatidy chromozomu. Na raméncich
nékterych chromozomi se muize vyskytovat i druhé zGzeni, misto sekundarni
konstrikce chromozomu. V této oblasti dale lezi geny, které napomahaji organizaci
jadérka, proto je oznaCovana jako organizator jadérka (NOR). Za sekundarni
konstrikci lezi posledni ¢ast chromozomu, satelit. Kazdé raménko eukaryotického
chromozomu je zakonceno specifickou oblasti — telomérou, ktera chrani chromozom
pted zkracovanim molekuly DN A pfi replikaci a umoziiuje jeho linearni usporadani
(Safatova, 2005).

Chromozomy muzeme dale rozliSit na ¢tyfi typy (obr. ¢. 14). Kritérium pro
jejich rozdéleni je poloha centroméry (ptiloha €. 2).

Prvnim typem je metacentricky chromozom, charakterizovany centromérou
lokalizovanou uprostfed chromatidy. Jeho raménka jsou piiblizné stejné dlouha.
Druhym typem je submetacentricky chromozom, charakterizovany centromérou mirné
posunutou k jednomu konci. Ttetim typem je akrocentricky chromozom, ktery je
charakterizovan vyrazné krat§im p raménkem oproti q raménku. Posledni, étvrty typ se
nazyva telocentricky chromozom, ktery ma centroméru a q raménka. U ¢lovéka se
tento typ nevyskytuje (Kocarek, 2010).

Dale chromozomy rozliSujeme na dvé zikladni skupiny — autozomy a
gonozomy. Autozomy se nazyvaji také somatické chromozomy, vyskytuji se v buiice
vétSinou ve vétSim poctu. Geny na nich lokalizované se dédi ve shodé s Mendelovymi
zakony, v predavani znakl nehraje roli jejich ptivod, tj. zda pochazejiod otce, nebo od

matky, plati identita reciprokych kiizeni, XY (Snustad, 2009).
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Obr. €. 14 Typy chromozomi: 1. metacentricky, 2. submetacentricky, 3. akrocentricky, 4. telocentricky

Pfevzato z: http://user.mendelu.cz/sladek/cytol ogie/jadro.htm

Ve druhém piipadé se chromozomy nazyvaji gonozomy (heterochromozomy)
neboli pohlavni chromozomy. Tento typ chromozomi ma rozhodujici roli v
determinaci pohlavi, odtud ziskal i své pojmenovani. V burice se obvykle vyskytuji ve
dvojici, tvofi jeden chromozomovy par, naptiklad u ¢loveéka a velkych savel jsou
oznacovany jako X a Y. Sviij ptivod maji v autozomech, evolu¢né se vSak rozrtiznily a
na rozdil od jinych homolognich chromozomovych part nevykazuji plnou homologii.
Jsou na nich lokalizovany odlisné geny, které jsou €asto nezbytné pro vyvoj pohlavi a
pohlavnich znaki jedince. Céasteénd homologie ale zlistiva zachovana, v opadném
piipad¢ by se totiz pohlavni chromozomy nemohly parovat v pribéhu meiotického

délenia nemohly by byt rozdéleny do gamet (Nussbaum, 2004).

4.2 Co je genagenom?

Geny (obr. ¢. 15) jsou povazovany za zakladni informacni jednotku lidské
dédicnosti. Lze s urCitosti fici, ze kazdy gen lze ztotoznit s uritym vsekem na
chromozomu. Geny jsou na chromozomech uspoiadany linearné za sebou a jejich
umisténi (aZ na par vyjimek) je neménné — vSechny maji na svém chromozomu

konkrétni misto, lokus (Kocarek, 2010).
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Obr. ¢. 15 Useky DNA se nazyvaji geny

Pfevzato z: http://ruudooms.nl/pageBlO.html

VSechny geny nachdzejici se na stejnych chromozomech jsou ve vazbé a
vytvareji vazebnou strukturu. Tento soubor pravidel je oznacovan jako Morganovy
zékonyzz. Z hlediska molekularni genetiky je vlastné kazdy gen usekem
chromozomové DNA. Tyto useky obsahuji informaci k syntéze molekul RNA o urcité
sekvenci nukleotidi (Safafova, 2011).

Soubory vSech molekul DNA vbufice se nazyvaji genom. Podle mista
Vbunééné struktufe rozliSujeme dva typy. Jaderny genom, ktery je tvofen
chromozomy bunécného jadra. Obsahuje naprostou vétSinu genetickych informaci
burikky a potazmo celého organismu. Druhym typem je mimojaderny genom, jenz je u

¢lovéka zastoupen kruhovymi molekulami DNA uvnitf mitochondrii (Alberts, 1998).

z Americky genetik. Prokazal, Zze geny jsou umistény na chromozomech. DalSiinformace viz ALLEN,
Garland E. Britannica.com [online]. 2015 [cit. 2015-07-06]. Dostupné z
http://www.britannica.com/biography/Thomas -Hunt-Morgan.
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4.3 Co je fenotyp a genotyp?

Soubor znakd, které se daji zjistit pfimou cestou, jako je pozorovani, métenti,
nebo napiiklad imunologickym vySetfenim jedince, je oznaCovan jako fenotyp.
Fenotypy dale miizeme srovnavat mezi jedinci v populaci a zjistovat tak znacné
rozdily v dané populaci jedinct. Vyjimku tvofi pouze jednovaje¢na dvojcata. Je to
dano variabilitou gent, které se vyskytuji v rtiznych konkrétnich formach. Formy genii
oznac¢ujeme jako alely.

Zjednodusené miizeme fici, Ze gen podminuje urCity znak, ale dulezitd je jeho
alela, kterd je vlastné ndvodem pro gen, jak ma sviij znak pouzit (Hajek, 2000).

V somatickych buiikach Zivo€ichli se vét§inou vyskytuji chromozomy ve dvou parech.
Vyjimku tvoii pohlavni bunky. Bunky, které maji plny pocet chromozomi, jsou
oznac¢ovany jako diploidni (2n). Tvorba znakl pomoci t€chto chromozomu je urcena

vzdy parem alel. Soubor vSech alel daného organismu je nazyvan genotyp (Hajek,
2000).

4.4 Vztahy mezi alelami — dominance, recesivita

Podle kombinace alel miZzeme urcit nékolik kategorii genotypi. Prvnim typem
je dominantni homozygot. Ob¢ alely jsou oznaceny jako dominantni. Dalsim typem je
recesivni homozygot, ktery ma ob¢ alely recesivni. Poslednim typem je heterozygot. U
tohoto typu se vyskytuje jedna alela dominantni a druhd recesivni (obr. ¢.16)

(Kocarek, 2010).
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[(NINI]

Obr. ¢. 16 Genotyp: 1. dominantni homozygot, 2. recesivhi homozygot, 3. heterozygot. Prevzato z:

http://ehinger.nu/undervisning/index.php/kurser /biol ogi-1/lektioner /klassisk-genetik/200-klassisk-

genetik.htm|

Co to znamena Vv praxi: V diploidnich bunkach existuji pro jeden gen vzdy dveé
alely, tedy konkrétni formy genu. Alela, ptipadné alely, které se vyskytuji bézné v
populaci a podminuji normalni, zdravy fenotypovy znak, nazyvame alelou divokou.
Alela, jejiz sekvence nukleotidii byla zménéna mutaci, tak mize podminovat néjaky
patologicky znak. Tuto alelu pak oznacujeme jako alelu mutovanou (Snustad, 2009).

V pifpad€ diploidniho organismu, kterym je tfeba i clovék, nachdzime v burice
vzdy dve alely ptislusného genu. Pokud jsou stejné, je takovyto jedinec oznacen jako
homozygot. Pokud jsou alely rtizné, oznacujeme jej jako heterozygota.

U heterogametického pohlavi existuji ur¢it¢ geny uloZené na gonozomech,
které se u daného jedince vyskytuji pouze v jedné kopii — pro tyto geny se piislusny
jedinec oznacuyje jako hemizygot (Hruban, 2000).

Dale se v klinické genetice v souvislosti s genetickymi chorobami pouziva
vyraz slozeny heterozygot, coz oznacuje stav, kdy ma jedinec ob¢ své alely mutovang,
ovSsem v kazdé alele je jina mutace.

Dale mizeme rozliSovat mezialelické vztahy mezi alelami stejného genu.
MtutzZzeme pozorovat Uplnou dominanci a recesivitu. Dominantni alela vzdy Uplné
potlaci projev recesivni alely. Je tedy takova, kterd se projevi i v heterozygotni
kombinaci.

Dominantni alelu vzdy zapisujeme velkym pismenem (A) a recesivni alelu
pismenem malym (a). V populacich mizeme pozorovat vyskyt neuplné dominance a
recesivity. Zde plati, Z¢ dominantni alela nepotlauje recesivni alelu tpIné — recesivni

alela se také caste¢né projevi (Srsen, 1995).
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K poslednim mezialelickym vztahlim patfi kodominance a superdominance.
Pti kodominanci se ob¢ ptitomné alely u heterozygota projevi v celé mife a navzajem
se neovliviyji. Pfi superdominanci vse funguje tak, ze heterozygot (Aa) vykazuje

siln¢j§i formu znaku nez oba typy homozygoti (aa, AA) (Alberts, 1998).
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5. Zakladni vySetrovaci metody lidské cytogenetiky

Cytogenetika je véda, kterd se zabyva studiem geneticky podminénych zmén
bunék a bunéfnych struktur. S rozvojem metod molekularni biologie se v
laboratornich diagnostickych oborech uplatiiuje aplikace novych technik a metod
vysetfeni lidského karyotypu.
Nejprve si predstavime zikladni vySetiovaci metody lidské genetiky, které v
nasledyjicich kapitolach podrobné&ji rozebereme.

Mezi hlavni metody patfi:

kultivace bun€k in vitro

piiprava chromozomovych preparati

zpracovani a kultivace periferni krve

zpracovani a kultivace bun€k plodové vody

zalozeni tkdnovych kultur plodové vody, choriovych klkti a abortt
barveni chromozomi

fluorescencni in situ hybridizace FISH

YV V.V V V V VYV V

modifikace metody FISH

5.1 Indikace vedouci k cytogenetickému a molekulirné cytogenetické mu

vySetieni

Vysetfovaci metody, zejména pak metodu FISH, pouzivame vzdy cilené, na
zéklad¢ vysledki klasického cytogenetického vySetfeni a po domluvé s genetikem
nebo oSetiujicim lékafem. Né¢kdy se mize pouzit pfimé vySetfeni metodou FISH bez
vysledkt klasické cytogenetiky. Tento postup je ale mozny pouze v ptipadech, kdy lze
jednoznaéné vyloucit moznou interfazickou FISH (I-FISH) na nedélicich se bunkach.
Napiiklad pifi nezdaru kultivace jakéhokoliv typu bun€k pro cytogenetické vySetieni,
pii Casovém stresu vyvolaném pozdni amniocentézou, pfi rychlém vysetfeni pied in
vitro fertilizaci nebo preimplantanim vySetfenim polovych télisek, blastomer nebo
blastocyst, pii zjistovani pohlavi ¢i chromozomového vybaveni plodu pfi prenatdlni a
postnatalni diagnostice nebo pifi monitorovani lécby u onkohematologickych
onemocnéni véetné transplantace kostni diené (Klinicka biochemie a metabolismus:

Klasickd molekularni cytogenetika v klinické praxi, 2005).
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Klinickogeneticka vysetfeni tedy délime do dvou hlavnich skupin: prenatalni
vySetfeni slouzi k vySetfeni plodu pfed narozenim, postnatalni vySetfeni umoznuje
stanovit chromozomovy ndlez jedince po narozeni. Druhé jmenované vySetieni se
provadi Casto jiz u novorozenctl, k diagnostice n€kterych vad vSak miize dojit az v
dospélosti.

Klasické cytogenetické vySetieni predstavuje jeden ze zakladnich pilifa
klinickogenetické laboratorni diagnostiky. 1 pfes aktudlni rozvoj molekularné
genetickych a molekularné cytogenetickych metod zistdva v naSich podminkach
zhodnoceni karyotypu v optickém mikroskopu zékladni cytogenetickou metodou. Tyto
metody ale zaroven slouzi jako odrazovy mustek pro dali, podrobnéjsi diagnostiku,
pripadné s vyuzitim nejnovejsich metod, jako jsou napiiklad ¢ipové technologie.
Cetnost chromozomovych abnormalit u narozenych déti podle tdajui Narodniho
registru vrozenych vad Ceské republiky v prib&hu poslednich let mirné klesa — piesto
jde stale o relativné casté¢ nalezy. Pokud v roce 1994 byla incidence této skupiny
diagn6z 10,41 na 10 000 zivé narozenych déti, v roce 2007 to bylo 8,90 na 10 000 zive
narozenych déti (Sipek, 2012).

K indikaciprenatdlniho cytogenetického vySetieni patfi zejména tyto sledované
jevy.

Mezi hlavnimi indikatory jsou jednozna¢né ultrazvukovy screening plodu €1
biochemické vySetfeni séra t&hotné matky. Tato vySetfeni se provadi u vSech
tchotnych Zen. Dalsi indicii pro vySetfeni je, Ze z pfedchozi gravidity se jiZ narodilo
chromozomovou aberaci postizené dité. Soucasnou dilezitou indicii pro vySetieni je
vék t¢hotné Zeny pievySujici 35 let. K dalSim pak miZzeme zafadit skuteCnost, Zze u
tchotné Zeny bylo jiz diive genetickym vySetienim ziSténo zvySené riziko
chromozomové aberace u plodu, predchozi t¢hotenstvi konCila opakovanymi
spontannimi potraty, gravidita ma patologicky pribéh, alesponi jeden z rodici je
vystaven u¢inku mutagennich latek z divodu havarie nebo rizikového zaméstnani
(Kocarek, 2010).

Material pro prenatalni vySetieni je nejCastéji biopsie choriovych klka neboli
CVS (z anglického chorionie villi sampling). Odbér klkt se provadi zpravidla od 11.
tydne t€hotenstvi. Asi nejznadmej$im odbérem materidlu je amniocentéza neboli odbér
plodové vody, v prenatalni diagnostice je pokladana za nejbéznéj$i metodu. Jedna se o
odbér provedeny stiikackou opatienou velmi tenkou a ostrou jehlou, ktera umoziuje

prakticky bezbolestny vpich a odebrani 20 ml amniové tekutiny. Aspirace tohoto
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mnozstvi vzorku je zcela bezpecna a nijak neovlivni vyvoj plodu. Dalsi velkou
vyhodou této odbérové metody je velké mnoZstvi ziskané¢ho materidlu pro vySetfeni.
Takto ziskany material se hojné vyuziva i pro DNA diagnostiku. Odbér se zpravidla
provadi mezi 16.-24. tydnem tehotenstvi. Mezi méné znamé odbéry patii
kordocentéza, ptimy odbér fetalni krve z venae umbilicales neboli pupecnikové zily.
Tato metoda s sebou oproti piedeslé nese vétsi riziko poSkozeni plodu.

Vzhledem k tomu, Ze jiz v prenatalnim obdobi si matka a jeji plod vytvateji
velmi tésny vzijemny vztah, je tfeba prenatalnim vySetfenim vyloucit jakékoli
pochybnosti o mozném postizeni ditéte. Lze tak zabranit ptipadnym negativnim
emocim, které by mohly celozivotné¢ poznamenat vztahy v celé rodin€ a psychicky
vyvoj potomka (Kocarek, 2010).

Pro indikaci postnatdlniho cytogenetického vySetfeni pak nejcastéji patii
zejména  jevy, jako jsou mnohocetné vyvojové vady, Kraniofacialni dysmorfie,
vyrazna svalova hypotonie, abnormalni a neurCené pohlavi, psychomotoricka
retardace, porucha rdstu a poruchy sexualniho vyvoje. Cytogenetické vysetieni tedy
indikujeme vzdy za G¢elem vylouceni ¢i potvrzeni klinického podezieni na uréitou

chromozomovou patologii (Sipek, 2012).
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5.2 Kultivace bunék in vitro

Pro cytogenetiku a jeji vySetfovaci metody je hlavnim problém udrzet pii
zivoté, ¢1 dokonce dlouhodobé péstovat v laboratornich podminkach zivo¢isné nebo
rostlinné bunky odebrané z Zivych organismil. To se jeSté na konci 19. stoleti zdalo
zcela nemysliteIné. Nicméné laboratoie se snazily a jiz pocatkem 20. stoleti prob&hly v
nékterych z nich uspésné pokusy s tzv. organovymi, popt. tkdnovymi kulturami.
Prilomova byla hlavng prace 1ékate Aléxise Carrela,?® ktery svymi pokusy dokazal, Ze
je mozné odebrané organy a tkdn¢ vynaté z organismu dlouhodobé udrzet pti Zivote,
pokud bunkdm zajistime vhodné podminky pro rozmnoZovani. Je zaznamendno, Ze
Carrel vlozil 17. ledna 1912 do specialniho Zivného roztoku kousek kufeciho srdce.
Kazdy druhy den pak roztok vyménoval a tak zlstaly kufeci bunky ve sklenéné
nadob¢ nazivu plnych 27 let (Kocarek, 2010).

Zakladem pro spravné vysetfeni tedy je, ze tkdn¢ nebo organy musi byt co
nejdiive po svém vynéti z organismu pieneseny do zvlastniho zivného roztoku neboli
média, které se svym chemickym slozenim a fyzikdlnimi vlastnostmi co nejvice blizi
t¢Inim tekutinam (tj. krevni plazmé, lymf€, mozkomiSnimu moku atd.) (tabulka €. 1).
Daliim velmi dllezitym aspektem je vhodnd volba koncentrace soli a organickych
zivin, kontrola pH média, teploty, pii které kultivace tkdn¢ probihd. V neposledni fadé
je tieba prisné dbat na sterilitu.

Do média se ptidavaji také antibiotika (pro sniZzeni rizika kontaminace
bakteriemi) a sérum (zpravidla fetdlni bovinni sérum, tj. sérum ziskané z plodu krav).
Vsechny tyto procesy jednoznaéné zajist'uji vétsi a delSi zivotnost tkafovych kKultur a
také to, ze v médiu se bunky dokdzou dale délit a my je mizeme zkoumat (obr. €. 17).
Timto postupem tedy vznikd buné¢na kultura.

Nejcastejsi kulturou, ktera se v nasich laboratotich pouziva, je kultura bunécna tvofena
jen jednim typem bunék (Alberts, 1998).

Bunééné kultury se zpravidla prechovavaji ve sklenénych, popf.
umélohmotnych nddobkach. Tyto lahvicky, zkumavky nebo Petriho misky se naplni
médiem s rozptylenymi bunkami a pak prechovavaji v termostatu pti 37 °C. Bunky

brzy ulpi na sténadch nadobky a za¢nou se dé¢lit. Po urCité dob¢ se ziviny z média

% Nexis Carrel byl francouzsky Iékar a eugenik. Vroce 1912 obdrzel Nobelowu cenu za fyziologii a
medicinu za prace tykajici se seSivani céva transplantace. Je po ném pojmenovan mensi krater na
Mésici. ([online]. [cit. 2015-05-17]. Dostupné z
http://www.nobelprize.org/nobel_prizes/imedicine/laureates/1912/carrel -facts.html).
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vycerpaji a také pocetnost bun€k stoupne na netnosnou miru, proto je nutné cast
bun¢k odebrat, smisit s novym médiem a suspenzi prenést do dalsi kultivacni nadobky.
Tento postup zvany pasazovani bunék je tfeba pravidelné opakovat, aby bylo mozné
buné¢nou kulturu dlouhodobé uchovat.

(Kocarek, 2010)

Tab. €. 1 SloZeni kultivaéniho séra (Kocarek, 2010)

Hamovo kultivaéni médium pro savéi bunééné kultury
(Mnozstvi rozpusténych latek na 1 litr destilované vody)

L-Arginin 211 mg Biotin 0,024 mg
L-Histidin 21 mg Pantothenat vapenaty 0,7 mg
L-Lysin 29,3 mg Cholin chlorid 0,69 mg
L-Mcthyonin 4,48 mg i-inositol 0,54 mg
L-Fenylalanin 4,96 mg Niacinamid 0,6 mg
L-Tryptofan 0,6 mg Pyridoxin hydrochlorid 0,2 mg
L-Tyrosin 1,81 mg Riboflavin 037 mg
L-Alanin 8,91 mg Thymidin 0,7 mg
Glycin 7,51 mg Cyanocobalamin 1,3 mg
L-Serin 10,5 mg Pyruvat sodny 110 mg
L-Treonin 3,57 mg Kyselina lipoova 0,2 mg
Kyselina L-asparagova 13,3 mg CaCl, 44 mg
Kyselina L-glutamova 14,7 mg MgSO, - 7H,0 153 mg
L-Asparagin 15 mg Glukéza 1,1 g
L-Glutamin 146,2 mg NaCl 74 g
L-Isoleucin 2,6 mg KCl 285 mg
L-Leucin 13,1 mg Na,HPO, 290 mg
L-Prolin 11,5 mg KH,PO, 83 mg
L-Valin 35 mg Fenolova cerven 1,2 mg
L-Cystein 31,5 mg FeSO, 083 mg
Thiamin hydrochlorid 1 mg CuSO, - 5H,0 0,0025 mg
Hypoxantin 4 mg ZnSO, * TH,0 0,028 mg
Kyselina listova 1,3 mg NaHCO; 12 g
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5.2.1 Kultury Zivo¢iSnych bunék a jejich vyznam pro cytogeneticka vySetieni

Kultury lidskych bun¢k 1ze v dnesnich laboratornich podminkach udrzovat pti
zivoté n¢kolik dnt, tydni, mésict, Casto i let. Samoziejme hodn¢ zilezi na typu bunck,
které se takto péstuji, a také na tom, jak byl vzorek odebran a nasledn¢ zpracovan.

Z hlediska zivotnosti miizeme bunécné kultury rozdélit do ti'i skupin:

> Primokultury neboli primarni kultury. Tyto kultury obsahuji vzdy burnky
Cerstvé izolované z zijiciho organismu. Zpocatku mohou byt tvofeny kousky ptvodni
tkan¢. Takto odebrané buiky nasledné opoustéji pivodni tkan a rozrlstaji se po
st¢nach lahve. Primokultury jsou kratkodobé a existuji pouze n€kolik dnt. Potom je
nutné tuto kulturu prevést do jiného média.
> Bunééné kmeny. Tato kultura vychazi z primokultury a vznika z bunck, které
se v podminkach in vitro zacaly rozmnozovat, tedy délit. Za bunécny kmen jsou tedy
povazovany diploidni buiiky, které byly jiz alespoii jednou pasaZovany. Zivotnost
bunécného kmene je omezena procesem piirozené¢ho starnuti. Miizeme konstatovat, ze
asipo 40 az 50 délenich bunécné kmeny zanikaji.
> Bunécéné linie. Nékdy jsou také nazyvany pernamentni bunené linie.
Charakterem tohoto typu jsou nadorové bunky, které jsou jiz pIn¢ adaptovany na
podminky in vitro. Maji schopnost se neomezené délit a Ize je pfechovavat libovolné
dlouho. Karyotyp téchto buné¢nych linii jiz neni pfesné diploidni, nebot’ vlivem
neregulované proliferace dochazi k ¢astym poruchdm rozchodu chromozomu. Existuji
dokonce ptipady kultur nddorovych bun€k, které byly zalozeny jiz v padesatych nebo
Sedesatych letech 20. stoleti a stale slouzi pro pfedméty dalSich pokusti a vyzkumu.
Z vyse popsaného vyplyva, Ze bunécné kultury maji v soucasné biologii 1
mediciné rozsahlé uplatnéni. Jsou nezbytnou soucéasti vSech cytogenetickych a jinych
medicinskych jevi. S jejich pomoci se podatilo zodpovédet nemdlo otdzek tykajicich
se regulace bunécného cyklu a tim velkou mérou pfispét k poznani procest, které

vedou k nddorovym onemocnénim (Kocarek, 2010).
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5.3 Priprava chromozomovych preparati

Jak jiz bylo uvedeno v predeslych kapitolach, kazdy biologicky druh ma urcité
specifické chromozomové vybaveni. U normalni somatické bunky lidského organismu
je to 46 chromozomu, které se dale déli na autozomy a gonozomy, nékdy nazyvané
sex chromozomy.

Autozomi je 22 parQ, pohlavni chromozomy jsou u zdravého jedince dva: u
muze X a Y, u zeny XX (Michalova, 1999).

Pro potieby cytogenetického vySetfeni se pouzivaji rozlicné typy kultivaci
nejriznéjSich tkani Pfi1 béZné klinické praxi jsou nejCastéjSim materidlem pro
vySetfeni lymfocyty odebrané z periferni krve. Déleni téchto lymfocytl je nejcastéji
stimulovano rostlinnymi lektiny, z nichz je pouzivin vytazek z fazoli
fytohemaglutinin, oznacovany PHA. Pii prenatalni cytogenetické diagnostice jsou
vySetfovany buiky choriovych klk, buiiky odlou¢ené do plodové vody nebo placenty.
Lze kultivovat i fetdlni krev. Tyto metody jsou provadény v prvnim i druhém trimestru
gravidity (Michalova, 1999).
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Obr. €. 17 Postup pfi kultivaci a pfipravé preparati

Pfevzato a upraveno z: www.slg.cz/system/files/2012-revizni-lekari-zemanova.pdf

%

Schéma pro vytvoreni chromozomovych preparati (obr. ¢. 18) nam
zjednodusené¢ ukazuje, jakym zplsobem takovy preparat vytvofit. Cytogenetické
preparaty se piipravuji z fixovanych bunéénych suspenzi kapanim na specialné
pfipravend podlozni skla. Pfi kapani vyuzivame efektu rozlozeni bunck na
namrazenych nebo mokrych sklech. Bunénou suspenzi piipravuyjeme z kultivaci
oSettenych kolcemidem (zastaveni mitozy rozruSenim mitotického vieténka)
(Michalova, 1999).

Kolchicin v preparatu plni funkci rozruSovatele déliciho vieténka a tim
zastavuje bunééné déleni. Ve ve€tSi koncentraci kolchicin dale piispiva i ke
kondenzaci, tj. vys§i spiralizaci chromozomi. Dalsi proces, tedy fixace bunék a
chromozomi, se provadi pomoci nejriznéjSich fixaénich ¢inidel. Po tzv. ,sklizni
(tento termin pochazi z anglického ,,harvest”) se bunky nechavaji ur¢itou dobu v

hypotonickém roztoku.
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Roztok je tvoten 0,075 M KCI** a dale se provadi opakovana fixace smési
metanolu a ledové kyseliny octové, kterd je fedéna v pomeru 3 : 1, kde jsou tti dily
metanolu a jeden dil ledové kyseliny octové (Michalova, 1999).

Dale je nutnid kvalita podloZznich skel a vlastnich preparati. Tyto techniky,
stejné jako koncentrace roztoki se li$i laboratof od laboratofe. VSechny ale maji jeden
spole¢ny cil — vytvofeni chromozomového preparatu, ktery bude obsahovat velky
pocet dobie viditelnych mitéz Tyto mitdzy musi byt uspofaddny v optimalni hustoté,
aby Sly dobfe nabarvit. Pokud je hustota mitdz ptili§S velka, preparat se velmi Spatné
nabarvi, a naopak preparat s velmi fidkou hustotou nelze po nabarveni spravné

odecitat pfi pozorovani ve svételném mikroskopu (Michalova, 1999).

5.4 Postup pro zpracovani a kultivaci periferni a fetalni krve

Pro uspésnou kultivaci lidskych perifernich lymfocytii je zapotiebi dodrzet
ur¢ité postupy (obr. ¢. 18).
Periferni krev odebirdme v mnoZstvi 2-3 ml do heparinizované stiikacky, v
soucasnosti Cast€ji pfimo do zkumavky s lithium-heparinem (popf. sodnym
heparinem). Misto vpichu na kuzi dezinfikujeme vyhradné alkoholem, ostatni
dezinfek¢éni prostredky jsou pro buiky toxické. Dale nasleduje proces kultivace. Krev
kultivujeme 72 hodin v médiu pfi teploté 37 'C, v atmosféie 5 % CO, a za zvySené
vlhkosti. Tato kultivaéni média jsou komeréné dodavana specializovanymi dodavateli.
Nejbeznéji pouzivanym médiem je RPMI, které se ddle obohacyje o fetdlni bovinni
sérum a fytohemaglutinin (zkratka PHA). Kultivace se provadi ve specidlnich
kultivacnich zkumavkach se Skmou st¢nou nebo kultivaénich lahvickach. Dulezité je
dodrzet sterilitu zkumavek a lahviek, vcetn¢ dodrzovani sterility prace béhem
kultivace. Kultivaci periferni a fetdlni krve nazyvame tzv. kratkodobou kultivaci,
béhem které nedochazi k adhezi (ptilnuti) bunék k povrchu kultivacnich nadob.

Fytohemaglutinin je silné¢ imunogenni, takze stimuluje déleni lymfocytd i v
podminkach in vitro. Po uplynuti dané doby aplikujeme kolcemid, ktery se nejéastéji
pridava asi dvé¢ hodiny pfed zakoncenim kultivace. Dulezit¢é je dodrzet urCitou
koncentraci a mmnozstvi kolcemidu. Tato koncetrace je pfimo umérnd mnozstvi

kultiva¢niho média a krve (Oc¢adilkova a kol., 2007).

# Hypotonicky roztok 0,075 molarni chlorid draselny.
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Kolcemid porusuje délici vieténko a zastavuje tak déleni bunck v metafazi
mit6zy. Po jeho plisobeni se rozchod chromozomi zastavi v tzv. ¢ metafazi. Nasleduje
hypotonizace suspenze bunck. Buiky se sliji do zkumavky, nasleduje centrifugace a
po sliti ptiddme hypotonicky (0,075 M) roztok chloridu draselného. Pii hypotonizaci
prostupuje voda pres buné¢nou membranu dovnité bunky. Burka se zvét$i a nabobtna
a jeji membrana se zten¢i. Pfitom se chromozomy uvnitf bunky ve zvétSeném objemu
vzijemné vice rozestoupi. Cas hypotonizace bunék se lidi v rozmezi od 30 do 45 minut
pri37 C.

Na zavér musime provést fixaci, a to smési metanolu a ledové kyseliny octové
v poméru 3 : 1. Fixace se zpravidla tfikrat opakuje a fixani roztok je nutné chladit
v lednici, popiipadé mrazéku pii teploté v rozmezi 0 az5 "C.

Takto zpracovany materidl je pfipraven pro kapani preparatu. Na zmrazena mokra
podlozni skla se kape suspenze bunck, kterd je dostate¢né¢ nafedéna fixa¢nim
roztokem, poptipadé¢ jest¢ dofedéna ledovou koncentrovanou kyselinou octovou. Pfi
samotném kapani preparatu se pouziva Pasteurova pipeta. Standardné jsou kapany dvé
az Ctyti kapky bunécné suspenze na podlozni sklo. Takto nakapana skla se nechaji
zaschnout na elektrické ploténce (pfi 37 °C +/-2 °C). Po zaschnuti se provadi tzv.
wostarSeni® skel, tzn. preparaty se dehydratuji vloZzenim do elektrické suSicky zahtaté
na 90 az 100 °C po dobu jedné hodiny. Kvalita preparat zilezi na kvalitni kultivaci,

kvalitnim zpracovani bunék a kvalité podloznich skel (Balicek, 1988).
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5.5 Postup pro zpracovani a kultivaci bunék plodové vody, choriovych klki a

abortu

Principem této metody je, Ze vzorek materidlu (plodova voda, choriové klky a
abort) obsahuje Zivotaschopné, nepoSkozené buiky, na jejichz ziklad¢ je zalozena
kultivace v tkanové kultufe. V tomto pfipadé jde o tzv. dlouhodobé kultivace, na rozdil
od tzv. kratkodobych kultivaci (kultivace periferni a fetalni krve). Riziko u
dlouhodobych kultivaci je kontaminace materidlu, proto je nezbytné dodrzovat velmi
piisné zasady sterilni prace. S tkdnovymi kulturami se pracuje v lamindrnich boxech,
které¢ diky odvétravani a UV zifeni zabezpecuji sterilni prostiedi. Samotna kultivace

bungk probiha v termostatech pii 37 °C, 5 % atmosféie CO; a vlhkosti.

Odbéry materialu

Plodova voda je odebirdna za sterilnich podminek do dvou sterilnich zZkumavek
0 objemu nejméné 10 ml. U odebraného vzorku plodové vody je dulezité zajistit
rychly transport do laboratoie a zamezit podchlazeni pod 2 °C a ohfati nad 20 °C.
Dalsim typem materidlu jsou choriové klky a tkan abortu. Tyto tkdn¢€ jsou odebirany
za sterilnich podminek piimo do kultivaénich lahvicek s uritym mnozstvim
transportniho média a heparinu. Choriové klky a tkané abortu je mozné uchovavat 72
hodin pii teplot€ 4 °C, poté dochazi ke zhorSeni Zivotaschopnosti bungk (obr. &. 19)
(Macek a kol., 2000).
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choriovych klkt — biopsie choria. Pfevzato a upraveno z: http://www.m ojebrisko.cz/

ZaloZeni tkatniové kultury plodové vody

Pfed samotnym zahajenim dlouhodobé kultivace bun€k plodové vody je mozné
oddélit nékolik mililitrti nativni plodové vody, jesté pred centrifugaci (vzorek musi
obsahovat bunéény material). Nativni plodova voda slouzi zejména pro molekularni
vySetfeni. Alternativné ji lze pouzit pro metodu fluorescenéni inhibice in situ,
zkracené FISH. Tato metoda bude podrobné popsana v dalsi ¢asti této prace.

Odebrand plodova voda je dale centrifugovana ptfi 1000 otackdch po dobu
deseti minut. Po centrifugaci je oddélen supernatant (tekutina nad sedimentem) od
sedimentu.  Supernatant mize byt dale vyuzivan pro biochemicka a imunologicka
vysetieni. Sediment je pak resuspendovan (promichan) kultivaénim médiem.
Kultiva¢ni média jsou komeréné¢ dodavana. Suspenze bunék plodové vody v
kultiva¢nim mediu je pak pfenesena do sterilni kultivacni lahvicky a tim je zalozena
tkanova kultura. Takto pfipravena tkanova kultura nesmi ziistat pti laboratorni teploté
a atmosféfe neupraven¢ho CO», doslo by k poskozeni velmi citlivych bunék plodové
vody. Zalozené¢ dlouhodobé kultury potfebuji vhodné podminky k uchyceni
zivotaschopnych bunek ke kultivacni plose (Hajek, 2000).

Tento proces vyzaduje spravné pH kultivaéniho média, teplotu a klid. Prvni
mikroskopické hodnoceni tkdnové kultury se provadi 5. az 7. den od zahijeni
kultivace.

Vyhodnoceni ristu se provadi s pouZzitim inverzniho mikroskopu. Na zakladé
hodnoceni stavu kultury se rozhoduje o dalSich kultiva¢nich postupech. Zpravidla 5.

az 7. den kultivace dochazi k tvorb¢é prvnich kolonii uchycenych bunék. Vyhodnocuje
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se proliferacni aktivita. Zaroven se provadi prvni kompletni vyména kultiva¢niho
média z divodu ociSténi tkdnové kultury od neuchycenych mrtvych bunék, které
kultivaéni médium znehodnocuji. Kompletni vyména dodd bunkdm nové Ziviny,
odstrani kyselé produkty metabolismu bunék a upravi pH. Béhem dalSich dnl se
neustale sleduje rist kolonii v kultufe a provadi se dle potfeby vyména kultiva¢niho
média. Zhruba 8. az 10.den kultivace je vybirana kultura pro kolcemidovou blokaci,
ktera vede k zastaveni bunééné¢ho déleni v metafazi. Kultura pro tuto blokddu musi
spliiovat ur¢itd kritéria. Hustota nartstu kolonii musi zaruCovat prostor nutny pro
déleni bunék, nebot’ kontaktni inhibice zabrani déleni bunék v husté kolonii a k déleni
dochazi pouze na periferii této kolonie. Nizky néaridst v kolonii téz sniZzuje
pravdépodobnost tspéchu, nebot’ do déleni vstupuje malé mnozstvi bunek. Pokud
kultura neodpovida témto kritériim, lze ptistoupit k tzv. pasazovani. Principem pasaze
je uvolnéni kultivovanych bunék do suspenze a tim je buiikdm umoznén dalsi rust.

Pasaz se provadi smésipufru versenu a trypsinu (Hajek, 2000).

ZaloZeni tkanové kultury choriovych klkii a aborti

Pti kultivaci téchto tkdni je pouzivana fragmentovd metoda (rozdéleni
materialu na co nejmensi kousky). Principem je preparace tkan¢ choriovych klki nebo
abortl od krevnich srazenin a piipadnych ptimési mateiské tkang, kterd je provadéna s
pomoci preparacniho mikroskopu. Material je postupné preparovan pomoci nastroji
(jehla, skalpel, nizky, pinzeta). Po UspésSné fragmentaci je materiadl resuspendovan
(promichan) v kultivatnim médiu a pienesen do sterilnich kultiva¢nich lahvicek.
Kultivace probihd za stejnych podminek jako kultivace bunék plodové vody. U
kultivace téchto materidli je ze zacatku nutné udrzovat nizkou hladinu kultiva¢niho
média, aby nedochazelo k nadlehCovani fragmentd. Fragmenty musi n€kterou z
feznych ploch pfisedat ke kultivacni ploSe lahvicky. Pfi styku feznych ploch a
kultiva¢ni plochy lahvicky dochdzi k vycestovani bunék z materialu na kultivacni
plochu lahvicky. Postupné dochdzi k tvorbé kolonii v bezprostiedni blizkosti
uchyceného fragmentu (Methods in human cytogenetics, 1992).

V této fazi je fragment jiz pevné piikotven k podkladu a lze pfejit na normalni
hladinu kultivaéniho média. Rist je pravideln€¢ vyhodnocovan s pouZitim inverzniho

mikroskopu a zaroveil jsou provadény pravidelné kompletni vymény kultivaéniho
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média. Pii dostateném narlGstu kolonii se pfistoupi ke kolcemidové blokade,
popiipade pasazi.

Priprava preparati dlouhodobé kultivovanych tkani

Dlouhodobé bunééné kultury po kolcemidové blokad¢, kterd trva v rozmezi 2.
az 4. hodiny, jsou zpracovavany podobn¢ jako kratkodobé bunééné kultury. Bunécny
materidl, jenz je adherovan (pfichycen) ke dnu kultivaéni lahvic¢ky, je nutné nejprve
uvolnit smési versen-trypsinu. Tento proces se provadi pod inverznim mikroskopem,
aby nedos$lo ke ztrat¢ buné¢ného materialu. Nasleduje hypotonizace bun€k pomoci
0,075 M roztoku chloridu draselného pii teploté 37 °C v rozmezi 30 az 45 minut. Po
hypotonizaci bunék nasleduje fixace smési metanolu a ledové kyseliny octové v
poméru 3 : 1. Fixace se zpravidla opakuje tfikrat. Fixa¢ni roztok je nutné chladit v
rozmezi 0 az 5 °C. Piprava preparatu je totozna s piipravou preparatll u kultivace a

zpracovanim periferni a fetalni krve, které jsou popsany vyse (Balicek, 1988).
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5.6 Barveni chromozomu

Pfi barveni chromozomti miizeme historicky pozorovat ur¢ity vyvoj. Pivodné
se chromozomové preparaty barvily, az do roku 1969, konvenénim zpisobem, a to
Giemsovym barvivem.?® V roce 1970 se ve viech laboratofich zatalo vyuzivat
techniky pruhovani chromozomii. Tato technika je v soucasnosti naprosto nezbytnou
soucasti kazdého chromozomalniho vySetfeni. Ukazky zidkladnich metod Q-, G-, C-,
R-, T-pruhovani jsou uvedeny v piilohach této prace (Michalova, 1999).

G-pruhovani (G-banding, GTG) je zikladni barvici metoda v cytogenetice.

Tento zpisob barveni je zaloZen na kratkodobém piisobeni trypsinu.’® Trypsin
zpusobuje casteCnou degradaci proteinovych slozek u odebraného genetického
materidlu. Teprve potom se ptistupuje k barveni Giemsovym barvivem. Diky tomuto
postupu se na vySetfovaném materidlu zobrazi pozorovatelné svétlé a tmaveé pruhy s
riznym rozsahem. Tyto pruhy jsou oznacovany jako G-pruhy. Jejich unikatni a
jedine¢né usporadani specifické pro kazdy chromozom daného jedince je dulezité pro
jasnou a presnou diagnostiku. Chromozomy takto mizeme nejen tiidit do jednotlivych
skupin, ale také presné rozlisit. Rozdilné zbarveni vysvétluji odlisnosti v kondenzaci
chromatinového vldkna.
Pokud zjistime ztratu ur¢it¢ho G-pruhu, popiipad¢ ptitomnost nadbyte¢ného G-pruhu,
lze ptredpokladat, Ze je ptisluSnd ¢ast chromozomu strukturné¢ deletovéana,
amplifikovana nebo translokovana. Absence, respektive pifitomnost nadbyteCnych
pruhit umoznuje velmi presné specifikovat rozsah strukturni ptrestavby (Kocarek,
2010).

Klasifikace chromozomu podle této metody byla ustalena na zakladé patizské
nomenklatury.?’ Tato Gmluva udava kazdému pruhu uréité &islo. PouZivana &isla
urcuji strukturdlni zmény na chromozomu, lokalizaci gent (pfiloha ¢. 3), coz je
zasadni pro ur¢eni diagndzy n€které genetické poruchy (Kocarek, 2010).

K dal§im barvicim technikam slouzicim k vizualizaci chromozomii patfi i méné

pouzivané metody. Jednou z nich je Q-pruhovani (ptiloha ¢. 4). Jedna se o metodu

® Jednase o roztok metylénové modfi, azuru a eosinu v metanolu a glycerolu. Nej&astéji se pouZiva pfi
barveni krevnich roztéri a bunéénych struktur. Dalsiinformace viz Kch.tul.cz[online]. 2015 [cit. 2015-07-
06]. Dostupné z http://www.kch.tul.cz/sites/default/files /texty/fp/mzt/barveni-krevnich-preparatu.pdf.

% Jedna se travici enzym obsazeny v lidském téle. Izolovany se vyuziva se v cytogenetice pro svoje
pUsobeni na chromozomy. Dal$iinformace viz Worthington-biochem.com [online]. 2013 [cit. 2015-07-
06]. Dostupné z http://www.worthington-biochem.com/try/.

" |SCN - International System for Human Cytogenetic Nomenclature. Umluva zroku 1978, ktera uréuje,
jak se budou nazyvat jednotlivé ¢asti a raménka chromozomu. [online]. [cit. 2015-05-21]. Dostupné z
http:/ffarmakogenomika.cz/kapitola_3_1/Klasifikace_lidskych chromozomu.ppt.
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zaloZzenou na barveni chromozomi fluoroscenénim barvivem chinakrinem. Tato
metoda je bohuzel velmi finanéné nakladna. Dal§i metodou je R-pruhovani (piiloha ¢.
5), pii které je vyuzivan princip Castecné degradace chromozomil za pouziti vysoké
teploty. Tyto chromozomy se nasledné barvi Giemsou. Metoda je velmi piesna, ale
vyzaduje od laborantii Zkusenost a zru¢nost.

Daliim typem barveni je metoda C-pruhovani (pfiloha ¢. 6), pfi némz se
vyuziva kratkodobého plsobeni nasycené¢ho roztoku hydroxidu barnatého. Vzorek se
pak opét barvi Giemsou. Toto vySetfeni bylo velmi Casto vyuzivano k urCovani
otcovstvi, V soucasnosti je pouzivano jako dopliujicia kontrolni.

Poslednim typem je barveni koloidnim stfibrem. Tato metoda je vhodna pro
zvyraznéni p ramének akrocentrickych chromozomu. Pouzivd se dusi¢nan stfibrny,
ktery zplisobi na chromozomech vylouceni srazeniny stfibra a oblasti p ramének jsou

dobfe pozorovatelné. Vzhledem k nakladnosti se tato metoda pouziva velmi

sporadicky (Michalova, 1999).

5.7 Zhodnoceni vysledkii a pravidla pro zipis chromozomového nalezu

Zhodnoceni vysledk se v soucasnosti velmi urychlilo — oproti diivéj§im
metodam, kdy se v pribéhu pozorovani chromozomy pocitaly v kazdé metafazi a
zarovenn se fotografovaly. Z takto ziskané fotografie se jednotlivé chromozomy
sttihaly a rovnaly se do tabulek udavajicich karyotyp.

Dnes samoziejmé ptichazi ke slovu vypocetni technika. Pomoci specialnich
kamer se obraz snima piimo v mikroskopu a rovnou se digitalizuje ptimo v pocitaci.
Diky vykonnému softwaru se chromozomy roztfidi do pfislusného karyotypu a
veskeré zmény jsou patrné hned. Tento zpusob hodnoceni ma vyznam zejména v
klinické genetice pfi rutinnich vySetfenich pacientt.

Zapis vysledkii se provadi vzdy zapisem karyotypu nebo piimo slovnim
popisem, kdy lze jasné vyjadiit nalez u pacienta. Pro komunikaci mezi védeckymi
pracovisti a jednotlivymi laboratofemi je vSak tento zpusob velmi zdlouhavy a
nepohodlny, casto dochdzelo ke ztratdim informaci Proto se pro vyjadieni
chromozomové konstituce pacientli zaCaly pouzivat zvlastni zapisy, které se fidi

vSeobecné prijatymi a celosvétoveé zavaznymi pravidly. V dobé zpracovani této prace

51



se pouziva cytogenetickd nomenklatura z roku 2013 citovana jako ISCN 2013
International System of Cytogenetic Nomenclature.?®

Pro kazdy chromozomovy zipis plati pravidlo, ze musi obsahovat predevsim
udaje o po¢tu chromozomu a konstituci gonozomti.

Pokud byl zjistén normalni karyotyp, pouzivame:
a) pro chromozomovou konstituci muze zapis 46, XY,
b) pro chromozomovou konstituci zeny zapis 46, XX.2°

Pti zjisténi numerickych nebo strukturnich chromozomadlnich odchylek se
pouziva zapis, kde v prvni ¢asti zapisu se uvadi celkovy pocet vSech chromozomt,
nikoli pouze autozomil. Dalsi udaje o poc¢tu chromozomi a o konstituci gonozomil se
pisi bez mezer a oddéluji se carkou. Pokud dojde ke zisténi odchylek v poctu nebo
struktufe, jsou dopInény dalsi informace o piislusné aberaci (Michalova, 1999).

Jako piiklad mizeme uvést zapis numerické chromozomalni aberace:
47,XY,+21 (Downuv syndrom);
45,X (Turneriiv syndrom);
47,XY,+8 (trizomie 8 chromozomu).

DalSimi priklady jsou strukturni chromozomalni aberace:
46,XY,del(5)(p15.2) (syndrom cri du chat, jedna se o deleci na kratkych raménkach
chromozomu 5, misto zlomu je lokalizovano v pruhupl5.2 dle idiogramu);
46,XX,1(6;9)(p23;934) (jedna se o translokaci mezi chromozomy 6 a 9, kde doslo k
vyméné genetického materialu, jde o balancovanou — vyvazenou translokaci) (ISCN,

2013).

3 SHAFFER, Lisa G, Jean MCGOWAN-JORDAN a MSCHMID. ISCN 2013: an intemational system for
human cytogenetic nomenclature (2013). Basel: Karger, 2013, vi, 140 p., [1] folded sheet. ISBN 978-
331-8022-537.

2 KOGAREK, Eduard, Martin PANEK a Drahuse NOVOTNA. Klinicka cvtogenetika I.: ivod do klinické
cytogenetiky : vySetfovaci metody v klinické cytogenetice. 2., upr. vyd. Praha: Karolinum, 2010, 134 s.
ISBN 978-802-4618-807.
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5.8 Fluorescen¢ni in situ hybridizace — FISH

Nespornou vyhodou wuziti molekularné cytogenetickych metod je spojeni
piednosti cytogenetického a molekularné biologického vySetfeni. Umoznuji rychlé a
presné zjiSténi pritomnosti chromozomu ¢i jejich ¢asti, nebo dokonce jednotlivych
gentl v riznych tkdnich, a to bez nutnosti preparace chromozomu €1 izolace DNA. Lze
je vyuzit i tehdy, mame-li k dispozici pouze bunééna jadra v interfazi, naptiklad pii
vySetfeni spermii fixovanych tkani.

Z molekularné cytogenetickych metod ma nejvétsi vyznam hybridizace in situ.
Tato metoda vyuziva genetické sondy, tedy malé uméle ptipravené useky DNA, ve
vzacnych piipadech 1 RNA, které jsou komplementdrni k wur€itym partiim
chromozomové DNA. Sondy mohou byt znaCené radioaktivné, imunohistochemicky,
ale nejcastéji fluorochromem, a to bud' pfimo, kdy je fluorochrom navazany na
nukleosid DNA sondy, nebo nepiimo, pies protilatku nesouci fluorochrom, ktera se
vaze na sondu.

Fluorescenéni in situ hybridizace, dale jen FISH, je metoda zalozena na vyuziti
sond znac¢enych fluorochromem, jako je naptiklad fluoresceinem zelena fluorescence,

rhodaminem nebo cyanomicinem ¢ervena fluorescence (obr. €. 20).
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FLUORESCENCNI IN SITU
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Obr. €. 19 Obecné schéma metody FISH

Pfevzato a upraveno z: http://www.pathology.washington.edulgalleries/Cytogallery/insitu_cartoonjpg

Toto znaCeni je komplementarni k vySetfovanym oblastem chromozomi a
soucasnému obarveni chromozomu jinym fluorochromem, jako je naptiklad DAPI —
modra fluorescence ¢i propidium jodid — Cervena fluorescence. Pro usnadnéni
lokalizace signalu fluorochrom sond je sonda na obarvenych chromozomech a
fluoreskuje v jiné oblasti svételného spektra. Metoda sama pak spociva nejprve v
denaturaci, rozvolnéni fet€zct dvousroubovice DNA, sondy icilové vySetiované DNA
pomoci vysokych teplot a Vv nasledném navazani, hybridizaci jednotlivych fetézct
sondy ke komplementdirnim fetézcim cilové DNA a vytvofeni hybridnich
dvousroubovic. Pfi kone¢né analyze pomoci fluorescenéniho mikroskopu je mozné
piitomnost znacené sondy na konkrétni oblasti cilové DNA odhalit jakoZto napadny
svételny signal. Vizualizace navazanych fluorochromt je umoznéna diky UV lampé€ a
specialnim filtriim, které pohlcuji nékteré oblasti svételného spektra.

Pokud vysetfujeme karyotyp lidské somatické bunky, ktera je diploidni,

nalézame pro kazdou oblast jednotlivych chromozomii dva signaly, jeden na kazdém z
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homologniho péaru. Absence jednoho signidlu znameni, ze chromozom ¢i jeho
konkrétni tGsek neni v bunkdch pfitomen, tedy monozomii kompletni ¢i parcialni
(Castecnou). Tri signaly misto dvou naopak znamenaji trizomii daného chromozomu ¢i
jeho casti. Existuje celd fada modifikaci zdkladni metody FISH, coZ umoziuje jeji
vyuziti pro rizna velmi specifickd vySetfeni. Charakteru vySetfeni pak odpovida i
vybér sondy s potfebnou specifitou. Piehled nejuzivanéjSich sond pro FISH udéava

tabulka (tabulka ¢. 2) (Hajek, 2000).
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Tab. ¢. 2 Typy genetickych sond a jejich vyuziti (Ko¢arek, 2010)

Charakter
Typ sondy hybridiza¢niho VyuZiti
signalu
vySetfeni aneuploidii
hybridizujis chromozomu, detekce
repetitivnimi chromozomil
satelitnimi neznamého piivodu,
centromerickd sekvencemi moznost interfazni

predevSim v

FISH, Siroké vyuziti v

centromerickych prenatalni a
oblastech preimplanta¢ni
diagnostice
vysetieni mikrodeleci
u mikrodele¢nich
o syndromi a malignit,
hybridizujis B _
lokus-specifickd (tzv. o _ zjisténi amplifikace
jedine¢nymi
genova) . onkogent a nékterych
sekvencemi DNA .
specifickych
translokaci, moZnost
interfazni FISH
o vySetfeni
hybridizujis
' chromozomovych
mnohocetnymi )
. piestaveb, interfizni
celochromozomova chromozomovymi

(tzv. malovaci)

sekvencemi, lze jimi
oznacit cely

chromozom

FISH neni moZzna
(signal lze hodnotit
pouze na

chromozomech)
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Modifikace metody FISH

Prvni modifikaci zadkladni metody FISH oznacujeme jako ,,whole chromosomal
painting“ (WCP). Jedna se o metodu s pouzitim barevné sondy interagujici specificky
s povrchem jen ur¢it¢ho chromozomového paru a diky tomu je mozné snadno odhalit i

maly usek barveného chromozomu translokovany na jiny, heterologni. Metodu lze téz

vyuzit pro detekci aneuploidii, nikoli vSak pro odhaleni inverzi, deleci ¢i amplifikaci

(obr. & 21) (Hajek, 2000).

Obr. €. 20 FISH (WCP) — vlevo normalni karyotyp, vpravo patrna translokace oznacena Sipkami. Pfevzato z:

http://www.vysis.com/WCPWholeChrom osomePaintDNAFISHProbes 21.asp, http:/ www.genteg.de/
images/fishjpg
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Druhou modifikaci metody FISH je metoda multicolour FISH (M-FISH). Pii
této metod€¢ se k detekci pouzivd smés malovacich (celochromozomovych) sond
specifickych pro rizné pary chromozomti. V disledku toho lze barevné odlisit vSech
23 pari lidskych chromozomil pomoci péti raznych fluorochromti a jejich kombinaci.

K vyhodnoceni takového preparatu je potfeba fluorescenéni mikroskop S
alespon Sesti filtry pro oddélené pozorovani vsech ptitomnych fluorochromi a
specialni poc¢itatovy program pro citlivé rozliSeni vSech barev a barevnych odstind.

Metoda M-FISH se pouziva zejména pfii identifikaci a objasnéni slozitych
chromozomovych ptestaveb, které i pres to, ze do nich mize byt zapojen vétsi pocet
raznych chromozomt, mohou byt balancované (vyvazené). Dale tato metoda nachazi
své uplatnéni predev§im v onkogenetice pii diagnostice hematologickych malignit

(obr. & 22) (Hajek, 2000).

Y { 46.XY.16,8.13)

Obr. ¢. 21 M-FISH - vpravo patrna translokace.
Prevzato z:

http://www.vet.cam.ac.uk/research/cytogenetics/images.html,http:/ /cambiocat.co.uk/staffish_human.php
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6. NejvyznamnéjSi chromozomalni aberace v lidské genetice

Chromozomalni aberace jsou ve své podstaté mutace na chromozomalni
urovni. Soucasna medicina je rozd€lyje na strukturni, kam patii delece (chybéjici cast
chromozomu) a inverze (zlom) chromozomu. Dale jsou popisovany numerické
aberace, ke kterym mtzeme zafadit polyploidie, kdy je znasobena cela chromozomalni
vybava (triploidie, tetraploidie), nebo aneuploidie, kdy se pocetni odchylka tyka pouze
nékterého chromozomu (trizomie, monozomie) (Alberts, 1998).

Vznik a pficina jejich vzniku mohou byt rizné. Nejcastéji strukturni aberace
vznikaji jako disledek chromozomdlnich zloml, po kterych nasleduje urcita
prestavba. Mohou tak vznikat spontanné, nebo jako nasledek pusobeni riznych
vnéjsich faktort. DéEli se na balancované a nebalancované. V balancovanych ptipadech
je zachovano plvodni mnozstvi genetického materidlu. V nebalancovanych ptipadech
cast genetického materidlu chybici prebyva (Michalova, 1999).

Numerické aberace vznikaji chybou pfi rozchodu chromozomt do dcetinych
bun¢k béhem buné¢ného déleni. Tetraploidie (¢tyfi sady chromozomu) jsou s Zivotem
neslu¢itelné a embryo se pfestane vyvijet pomérn¢ zihy; i triploidie (tfi sady
chromozomu) v drtivé vétSiné ptipadi kon¢i ¢asnym spontannim potratem. U trizomie
(nadbyte¢ny jeden chromozom) a monozomie (jeden chromozom chybi) pfeziva pouze

malé procento postizenych jedincti (Kocarek, 2010).

6.1 Aneuploidie chromozomi

Jako numerickou aberaci oznacujeme jakoukoliv odchylku od normalniho
poctu chromozomu. RozliSujeme, zda je zmnoZena cela chromozomova sada, nebo je
zménén pocet pouze nekterych chromozomii. Prvni piipad nastava, kdyz dojde ke
znasobeni celé haploidni chromozomové sady. Ve druhém piipad€é se jednd o
aneuploidie, kdy se jedna o ptitomnost jednoho ¢i vice nadbyteénych chromozomu
nebo naopak chybéni jednoho ¢i vice chromozomul. V kazdém piipadé vsak vysledny
pocet chromozomi neni celym ndsobkem plvodni chromozomové sady (Michalova,

1999).
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Nyni si pfedstavime nejznamejsiptipady aneuploidii v lidské cytogenetice.

Downiiv syndrom

Projevuje se trizomii chromozomu 21 (pfiloha ¢. 7). V bézné praxi se tento
syndrom zapisuje jako 47,XY,+21 v piipad¢ muze a 47,XX,+21 v ptipadé Zeny.
Mohou se vyskytovat také translokacni formy, jako je Robertsonska (centricka fize),
ale ty jsou vzacnéjsi. K prenaSe¢tim patii balancované translokace, které ozna¢ujeme
[45XX,1(14;21)] a [45,XX,t(21;21)]. Posledni jsou bez ptiznakd, maji vsSak riziko
vzniku Downova syndromu u potomstva. Incidence (vyskyt v populaci u narozenych
déti) je 1 : 600 — 1 : 800 novorozenct. K hlavnim ptiznakim Downova syndromu patii
okrouhla tvar, psychomotoricka retardace, hypertelorismus (nadmérna vzdalenost o¢i),
mongoloidni smér o¢nich $térbin, epikantus (kozni zahyb ocniho vicka), vrozené
srdeéni vady, zvétSeny jazyk — makroglosie (oteviena usta), Brushfieldovy skvrny
(bilé nebo zluté) na duhovce (Klener, 2011).

Edwardstv syndrom

Je popisovan jako trizomie chromozomu 18. Syndrom zapisujeme 47,XY,+18
(resp. 47,XX,+18). Incidence je 1 : 3000 — 1 :5 000 (1 : 10 000) novorozenci. K
hlavnim projeviim patii syndaktylie (duplikace koncetin), polydaktylie (vice nez pét
prsti na koncetinach), dolichocefalie (odchylka od rastu lebky), mnohocetné
malformace. Postizené déti neprospivaji a umiraji zpravidla nékolik tydnd az mésict

po narozeni (Kocarek, 2004).

Patauiv syndrom

Je popisovan jako trizomie chromozomu 13. V praxi je zapisovan jako
47, XY,+13 (resp. 47,XX,+13). Dale se mohou vyskytovat transloka¢ni formy
[46,XX,1(13;13)], ale jsou velmi vzacné. Incidence je 1 : 10 000 novorozencu.
Postizeni trpi rozStépem rtu a patra, polycystickou ledvinou. Takovi jedinci

neprospivajia piezivaji pouze n€kolik dni az tydnii po narozeni (Novotna, 2004 ).
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K aneuploidiim dale fadime tzv. aneuploidie gonozomu. Jedna se o tyto

syndromy.

Turneriiv syndrom

Je popisovan monozomii chromozomu X. Karyotypovy zapis je 45,X. U
n¢kterych pacientti nalézaime mozaiku 45,X/46,XX. V uréitych piipadech mize byt
prokazana i delece chromozomu X, pak je karyotypovy zapis 46,X,del(X). Incidence v
populaci je 1 : 2 500 novorozenych divek. Syndrom je charakteristicky zenskou
sterilitou (neschopnost mit potomky), malou postavou Zeny, absenci nebo opozdénim
menstrua¢niho cyklu, absenci ovarii (vajeCnikll). Zpravidla se vyviji pouze vazivova
tkan (streak gonads). Mezi dalsi znaky patti Siroky hrudnik s napadné oddalenymi
bradavkami, pterygium colli (kozni duplikatura v oblasti krku a ramen), srde¢ni vady.
Vyskytuje se také Barrovo télisko — sex chromatin (pfitomnost hrudky chromatinu v
bunice) chybi. V buikach zdravé Zeny je pfitomno jedno Barrovo télisko (Novotna,

2013).

Klinefelteriv syndrom

Je zapisovan jako 47,XXY. V nékterych ptipadech byly zistény karyotypy
48, XXXY nebo 49, XXXXY (zvyseni poctu chromozomi X zpravidla souvisi se
snizenou inteligenci, ktera se u karyotypu 47,XXY nemusi projevit). Incidence je 1 :
700 novorozenych chlapcti. Syndrom se projevuje u muzi Vysokou postavou,
azoospermii (nepfitomnosti spermii v ejakulatu), dale sterilitou, poruchami
spermatogeneze (tvorby spermii). Rozvoj muzskych sekundarnich pohlavnich znakd je
omezeny a typicky klinicky obraz se vyviji az v obdobi puberty. Casté jsou poruchy

chovani, vétSinou agrese.
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Superfemale (nadsamice)

Karyotypovy zapis je 47,XXX (trizomie chromozomu X) (pfiloha ¢&. 8).
Incidence je 1 : 1 000 novorozenych divek. Fenotyp se zpravidla projevuje bez
napadnych zmén. Mize se projevit opozdénim fecového vyvoje, poruchami uceni a v

nékterych ptipadech snizenou fertilitou (plodnosti) nebo sterilitou.

Supermale (nadsamec)

Karyotypovy zapis je 47, XYY. Asi 10 % ptipadl tvoii mozaiky s normélnimi

bunkami (47,XYY/46,XY). Incidence je 1 : 1 000 novorozenych chlapci. Fenotyp je

zpravidla normalni, mohou se vyskytovat poruchy chovani, jako je zvySena agresivita

(Kocarek, 2004).
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6.2 Strukturni chromozomalni aberace

Jsou dal§imi vyznamnymi aberacemi chromozomu, které vznikaji jako
nasledek chromozomalni nestability projevujici se vznikem zlomut. Kritickou Iézi
vedouci ke vzniku zlomt chromozoml jsou dvouvlaknové zlomy DNA. Nasledky
téchto odchylek zivisi na tom, zda je i po strukturni piestavbé zachovano normalni
mnozstvi genetické informace. Pokud ne, potom dochazi k fenotypovym projeviim,
které se odvijeji od toho, jak velkd a kterd ¢ast genomu chybi ¢i naopak ptebyva.
Jedna se o nebalancované (nevyvazené) strukturni aberace. Balancované strukturni
aberace, kdy je geneticky material kvantitativné zachovan, jsou obvykle bez
klinickych ptiznakd, ale hrozi riziko pro potomstvo, které mize zdédit prestavbu v

nebalancované podobé (Nussbaum, 2004).

Cri du chat syndrom (cat cry syndrome) — syndrom kocic¢iho place

Zapisuje se jako 46,XX,del(5p). Projevuje se deleci (odstiihnutim) kratkého
raménka chromozomu 5. Incidence je 1 : 40 000 novorozenct. Projevuje se placem
pfipominajicim mnoukani kocky. Déle se vyskytuje okrouhld tvaf, hypertelorismus
(nadmérna vzdalenost oc¢i), t€zka psychomotoricka retardace, délka zivota je

nezkracena, fenotyp se postupné meéni, ale psychomotorickd retardace pietrvava
(Novotna, 2004).

Wolfav-Hirschhorniv syndrom
Karyotypovy zapis je 46,XX,del(4p) s deleci kratkého raménka. Incidence 1 :
50 000 novorozencl. NejcastéjSi jsou psychomotorickd retardace, poruchy vyvoje

ktze na temeni hlavy, vrozené srde¢ni vady (Kocarek, 2004).
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6.3 Mikrodele¢ni syndromy

Hlavnim rysem mikrodele¢nich syndrom je ztrdta malé c¢asti chromozomu.
Pro tyto mikroskopem zpravidla nepozorovatelné zmény se dnes Casto pouziva termin
submikroskopické aberace. Jsou sem zahrnuty nejen mikrodelece, ale také amplifikace
nebo jiné typy chromozomalnich zmén. Tyto zmény lze stanovit a zjistit zpravidla
pouze molekularn¢ biologickymi nebo molekuldrné cytogenetickymi metodami.

Jednou z metod je jiz zminovany FISH (Kocarek, 2004 ).

Asociace CATCH-22

Tato zkratka zahrnuje n€kolik syndromu, jako je Di Georgeuv syndrom,

Shprintzenv syndrom — velokardiofacialni syndrom. Zkratka CATCH-22 znamena:

Cleft palate — roz3t&p patra

Abnormal face — malformované usi, velky, napadné vy¢nivajici nos, mald mandibula
Thymic hypoplasia — hypoplazie, ¢asto iageneze thymu vedoucik imunodeficienci
Cardiac defects — vrozené srde¢ni vady

Hypoparathyreoidismus — vede k hypokalcémii

Syndromy se projevuji intersticidlni mikrodeleci dlouhého raménka
chromozomu 22 (pruh 22911.2). Tuto diagndzu lze nalézt pouze pomoci vySetieni
FISH. Incidence je asi 1 : 4 000 novorozencl, n¢kdy je povazovana za druhou
nejCastéj$i chromozomalni aberaci po Downoveé syndromu. Nékteré osoby mohou byt

asymptomaticti prenaseci (Novotna, 2004).
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Prader-Williho a Angelmantv syndrom

Projevuje se intersticidlni deleci dlouhého raménka chromozomu 15 (pruhy
15911-13). Tato vada je prokazatelna u 70 % pacientt s fenotypem Prader-Williho
nebo Angelmanova syndromu. Déle se projevuje genomicky imprinting — paternalni
delece 15q, ktera vede ke vzniku Prader-Williho syndromu. Maternalni delece vede ke
vzniku Angelmanova syndromu. Incidence je asi 1 :25 000 novorozencu.

Prader-Williho syndrom se projevuje neonatalni hypotonii (svalova slabost u
novorozenctl), opozdénim psychomotorického vyvoje, pozdé€ji hyperfagii (ptejidanim)
asociovanou s obezitou, hypogonadismem (nevyvazeny piijem a vydej energie) a
diabetem, nebezpe¢i nahlych amrti.

Angelmaniv syndrom se projevuje mentalni retardaci. Jedinec ma velmi malo
rozvinutou fed. Casto se vyskytuje bezdtivodny smich (,,happy puppet syndrome*),
hyperaktivita (nadmérna aktivita), patologické zmény na EEG. U téetiny pacient s
Prader-Williho syndromem a u 20-30 % pacientll s Angelmanovym syndromem neni
delece prokazatelnd a lze v téchto piipadech uvazovat o uniparentdlni dizomii
(Kocarek, 2013).

Williamsiv-Beureniv syndrom

Projevuje se intersticialni mikrodeleci dlouhého raménka chromozomu 7
(7q11.23). Incidence je asi 1 : 10 000 novorozenci. Casto se projevuje vrozenymi
srde¢nimi vadami s ¢astymi dispozicemi k infarktim (odumrt’ srde¢niho svalu). Mize
se vyskytovat hyperkalcémie (zvysena hodnota vapniku v krvi), mentdlni retardace

nebo poruchy ucenia hyperaktivita (Alberts, 1998).
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1. Zavér

Hlavnim cilem bakalaiské prace Vysetrovaci metody v lidské cytogenetice bylo
vytvotit odborny text pro zdravotni laboranty nové nastupujici do cytogenetickych
laboratofti a pfipravit je tak co nejrychleji na naro¢nou praci v téchto laboratotich. Pti
vySetfovani genetického materidlu v lidské cytogenetice musi laborant pracovat s
velkym mnoZzstvim informaci a zirovenl musi dosahovat i ur€ité zrucnosti pfi
Zpracovani preparati a odebraného materialu.

Tento text zaplnuje jistou mezeru na poli publikaci, které shrnuji problematiku
cytogenetickych vysetfovacich metod, jeZ se na odbornych skolach jako vyucCovaci
predmét vyskytuje pouze v malé, nebo dokonce zadné miie. Obsahuje presné postupy
pro spravné zpracovani genetického materidlu, jeho nasledné hodnoceni a zaroven
znalosti zakladniho zhodnoceni ziskanych vysledkt.

V soucasnosti je cytogenetika velmi rychle se rozvijejici obor a pro budoucnost
naprosto nepostradatelna disciplina. Je tedy potieba mit odborniky nejen mezi
vysokoSkolsky vzdélanymi lékati a biology, ale také na poli pomocného odborného
personalu, ktery je hnacim motorem vSech cytogenetickych vySetfeni. Tato prace
napomulze zlepSit situaci lidi, ktefi se budou vénovat prici v cytogenetickych

laboratofich.
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11. Pfilohy

Ptiloha ¢.
Ptiloha ¢.
Ptiloha ¢.
Ptiloha ¢.
Ptiloha ¢.
Priloha ¢.
Ptiloha ¢.

Ptiloha ¢.

1 - Metafazni chromozomy, G-barveni, pied rozstrihanim
2 - Lidsky karyotyp (muzsky)

3 - Vysledek metody G-pruhovanis idiogramem

4 - Vysledek metody Q-pruhovani

5 - Vysledek metody R-pruhovani

6 - Vysledek metody C-pruhovani

7 - Piiklad karyotypu Downova syndromu

8 - Priklad karyotypu ,superzena*
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Priloha ¢ 1 — Metafazni chromozomy, G-barveni, pred rozstiihanim (foto:
autorka)
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Priloha ¢ 2 — Lidsky karyotyp (muizsky) (pfevzato z: SHAFFER, Lisa G.,
MCGOWAN-JORDAN, Jean, SCHMID, M. ISCN 2013: an international system for
human cytogenetic nomenclature (2013). Basel: Karger, c2013, vi, 140 p., [1] folded
sheet. ISBN 978-331-8022-537.)
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Priloha ¢ 3 — Vysledek metody G-pruhovani s idiogramem (pfevzato z:
SHAFFER, Lisa G., MCGOWAN-JORDAN, Jean, SCHMID, M. ISCN 2013: an
international system for human cytogenetic nomenclature (2013). Basel: Karger,
c2013, vi, 140 p., [1] folded sheet. ISBN 978-331-8022-537.
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Priloha ¢ 4 Vysledek metody Q-pruhovani (pfevzato z: SHAFFER, Lisa G.,
MCGOWAN-JORDAN, Jean, SCHMID, M. ISCN 2013: an international system for

human cytogenetic nomenclature (2013). Basel: Karger, c2013, vi, 140 p., [1] folded
sheet. ISBN 978-331-8022-537).




Priloha & 5 Vysledek metody R-pruhovani (pfevzato z: SHAFFER, Lisa G.,
MCGOWAN-JORDAN, Jean, SCHMID, M. ISCN 2013: an international system for

human cytogenetic nomenclature (2013). Basel: Karger, c2013, vi, 140 p., [1] folded
sheet. ISBN 978-331-8022-537).
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Priloha & 6 — Vysledek metody C-pruhovani (pfevzato z: SHAFFER, Lisa G.,
MCGOWAN-JORDAN, Jean, SCHMID, M. ISCN 2013: an international system for

human cytogenetic nomenclature (2013). Basel: Karger, c2013, vi, 140 p., [1] folded
sheet. ISBN 978-331-8022-537).
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Piiloha ¢&. 7 — Piiklad karyotypu Downova syndromu (foto: autorka)
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Piiloha ¢&. 8 — Piiklad karyotypu ,,superZena“ (foto: autorka)
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Pi{loha &. 1
Univerzita Karlova v Praze, Pedagogicka fakulta
M.D. Rettigové 4, 116 39 Praha 1

Prohléseni Zadatele o nahlédnuti do listinné podoby zdvére¢né price pted jeji obhajobou

Zavérecna prace:

Druh prace

Nazev prace

Autor prace

Jsem si védom/a, Ze zavére¢na prace je autorskym dilem a Ze informace ziskané nahlédnutim do zvefejnéné
zavére¢né prace nemohou byt pouzity k vydéle¢nym uceltim, ani nemohou byt vydavany za studijni, védeckou
nebo jinou tvirdi ¢innost jiné osoby nez autora.

Byl/a jsem sezndmen/a se skute¢nosti, Ze si mohu potizovat vypisy, opisy nebo rozmnozeniny zavére¢né prace,
jsem v8ak povinen/povinna s nimi naklddat jako s autorskym dilem a zachovavat pravidla uvedena v pfedchozim
odstavci tohoto prohlaseni.

Jsem si védom/a, Ze pofizovat vypisy, opisy nebo rozmnoZeniny dané prace lze pouze na své naklady a Ze tthrada
nakladi za kopirovani, resp. tisk jedné strany formatu A4 ¢ernobile byla stanovena na 5 K¢.

VPrazedne ....ccooeeveeiiiiiiiininniinn...

Jméno a pti{jmen{ Zadatele

Adresa trvalého bydlisté

podpis Zadatele




Ptiloha ¢. 2

Univerzita Karlova v Praze, Pedagogicka fakulta
M.D. Rettigové 4, 116 39 Praha 1

Prohlaseni zadatele o nahlédnuti do listinné podoby zavére¢né prace
Eviden¢ni list

Jsem si védom/a, Ze zavére¢na prace je autorskym dilem a Ze informace ziskané nahlédnutim do zvefejnéné
zdvére¢né prace nemohou byt pouzity k vydéle¢nym tGcéeliim, ani nemohou byt vyddvany za studijni, védeckou
nebo jinou tvirdi ¢innost jiné osoby nez autora.

Byl/a jsem sezndmen/a se skute¢nosti, Ze si mohu potizovat vypisy, opisy nebo rozmnozeniny zavére¢né prace,
jsem v8ak povinen/povinna s nimi naklddat jako s autorskym dilem a zachovavat pravidla uvedend v ptedchozim
odstavci tohoto prohlaseni.

Pot. ¢.| Datum Jméno a pifjmeni Adresa trvalého bydlisté Podpis

10.




