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1. Seznam pouzitych zkratek a symbola

CCD charged coupled device

CGH comparative genomic hybridization

GL genetickd laboratot

CNS centralni nervovy systém

GTG G - pruhovani

DAPI 4’, 6-diamidino-2-phenylindole

DGS DiGeorgetiv syndrom

DM diabetes mellitus

DNA deoxyribonukleova kyselina

FISH fluorescencni in situ hybridizace

FNM fakultni nemocnice Motol

IQ inteligent quocient

LOH loss of heterozygosity

MAPH multiplex amplifiable probe hybridization
PC pocitac

PCR polymerase chain reaction

PHA fytohemaglutinin

PI propidium iodide

PK periferni krev

RFLP restriction fragment length polymorphism
SSR simple sequence repeats

STRs short tandem repeats

UBLG Ustav biologie a lékatské genetiky

uv ultrafialové zateni

VNTRs variable number of tandem repeats

\'A% Vrl)zené vada

\'A'AY vrozena vyvojova vada

WAGR Wilmsiav tumor, aniridie, genitourindrni abnormality,

mentalni retardace

WBS Williamstv-Beurentiv syndrom




2.  Teoreticky uvod

Mikrodele¢ni syndromy patii k nejcastéjSim syndromim zplisobenym
chromozomovymi aberacemi. VéEtSina z nich mé autozomaln€ dominantni dédi¢nost.
Podkladem mikrodeleénich syndromi jsou vétSinou tzv. submikroskopické neboli
kryptické delece chromozomi. Vyzkumy v poslednich dvou desetiletich ukazaly, ze
tyto aberace jsou daleko Cast€jsi, nez se pivodné piedpokladalo. Vyskyt kazdého
mikrodelecniho syndromu se odhaduje zhruba na 1/10000 novorozenct.
Mikrodelece mohou byt malého rozsahu, které nejsou zjistitelné béZnym
cytogenetickym vySetfenim, proto se zpravidla uzZivda molekularné biologickych
nebo molekularné cytogenetickych metod, napt. FISH. Diagnostiku mikrodele¢nich
syndroml komplikuje skuteCnost, Ze u vétSiny znich pozorujeme vyraznou
variabilitu fenotypovych projevii. Naopak u nékterych pacientd s typickym

fenotypem neni mikrodelece chromozomi molekuldrné cytogeneticky prokazatelna.

2.1 Stavba chromozomu

Chromozom se mikroskopicky jevi jako pentlicovy utvar, jehoZ hlavnimi
slozkami jsou molekuly DNA a histon. Jeho zékladni stavebni jednotkou je
nukleosom tvofeny osmi histony. Kazdy histonovy oktamer je obtoen vladknem
DNA o délce 146 part bazi (1).

Chromozomy jsou viditelné pouze v de€licich se bunkach, nejlépe
identifikovatelné jsou v metafdzi mitézy. V tomto piipadé muizeme vidét pod
svételnym mikroskopem dvouchromatidovy chromozom. Kazd4 chromatida je
sloZena z dvou ramen, ‘mezi kterymi je ztenena oblast nazyvana centromera. Jde o
misto, kde je chromozom pfipojen na délici vieténko a mé vyznam zejména pii
separaci chromatid do dcefinych bunék. Centromera déli chromozom na kratké
raménko znacené p a dlouhé raménko znalené q. Telomérami nazyvame oba konce

ramének chromozomu.



Podle vzjemného poméru délky p- a g-ramének rozlisujeme chromozomy:
— telocentrické, které maji pouze jedno raménko;
— metacentrické, které maji stejné dlouhd raménka;
— submetacentrické, u nichz je p-raménko napadné kratsi;
— akrocentrické, u nich? je p-raménko vyrazné zkraceno (2).

Na nekterém raménkach chromozomu se vyskytuji tzv. satelity. Jde o oblasti
obsahujici sekundarni konstrikce, ktera oddéluje od jejich kratkého ramena maly
segment. V lidském karyotypu maji satelity akrocentrické chromozomy ¢.13, 14, 15,
21, 22.

Hlavni biologickou funkci chromozomu je pienos dédi¢ného materialu béhem

vyvoje jednotlivee i mezi nasledujicimi generacemi.

Obr. 1 — Schéma dvouchromatidového, submetacentrického chromozomu (2)
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2.2 Karyotyp ¢lovéka

Karyotyp je soubor viech chromozomi v bunééném jédie. Lze jej stanovit
v obdobi metafdze mitézy za pomoci specidlniho barveni. Karyotyp se nejcastéji
vySetfuje ulymfocytd periferni nebo pupecnikové krve, koznich fibroblasta,
amniocytl plodu, bun¢k choriovych klki a také nadorovych bunék.

Clovék ma 23 para chromozomi. Ztoho patii 22 chromozomd mezi

autosomy tvofici homologni pary a zbyly 1 par tvofeny pohlavnimi chromozomy




neboli gonozomy. U muZe je tento par heterologni, tj. tvofeny morfologicky
odliSnymi chromozomy X a Y.

Podle mezinarodni cytogenetické nomenklatury popisujeme karyotyp muze 46,XY a
karyotyp Zeny 46,XX (2).

Chromozomy se déli do nékolika skupin dle velikosti a morfologie (2):

Skupina A zahrnuje velké a metacentrické chromozomy 1, 2, 3

Skupina B zahrnuje velké a submetacentrické chromozomy 4, 5

Skupina C zahrnuje stfedni a submetacentrické chromozomy 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, X
Skupina D zahrnuje stfedni a akrocentrické chromozomy 13, 14, 15

Skupina E zahrnuje malé a submetacentrické chromozomy 16, 17, 18

Skupina F zahrnuje malé a metacentrické chromozomy 19, 20

Skupina G zahrnuje malé a akrocentrické chromozomy 21, 22, Y
Nasledujici text popisuje nékteré vybrané chromozomy v lidském karyotypu, jejichz
aberace nachdzime pti cytogenetickych a molekuldrnécytogenetickych vySetfenich

nejcastéji.

Obr. 2 — Karyotyp zdravé zeny 46,XX (vlastni zdroj)
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Obr. 3 — Karyotyp zdravého muze 46,XY (vlastni zdroj)

2.2.1. Chromozom X

Chromozom X fadime mezi vétSi submetacentrické chromozomy lidského
karyotypu. U tohoto chromozomu X se nejcastéji vySetiuji aneuploidie, coZ je

chybéni jednoho chromozomu (tj. monozomie) nebo naopak piitomnost

nadpocetného chromozomu. MuZzeme zde nalézt rizné aberace jako napiiklad
delece, duplikace, translokace, inverze. Tyto abnormality mohou zpisobit fadu
onemocnéni, jako jsou napfiklad poruchy reprodukce, metabolické poruchy,
onemocnéni smyslovych orgénii a v n€kterych piipadech i vrozené malformace.

Muz mé jeden chromozom X a Zena ma dva chromozomy X. V pozdnim
stadiu blastocyty dochdzi k inaktivaci v§ech chromozoml X s vyjimkou jediného.
Znamena to, Ze u normalni Zeny je inaktivovan jeden chromozom X, zatimco napf.
u zeny s karyotypem 47,XXX jsou inaktivovany dva chromozomy X.

Inaktivni chromozom X muZeme v interfazi pozorovat jako tzv. Barrovo
télisko (X-chromatin). VySetfenim tohoto chromozomu muizeme diagnostikovat

pohlavi plodu ¢i chromozomalni aberace chromozomu X (1, 3).
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Tento chromozom obsahuje napt. geny ALAS2, AR, COL4AS, DMD, EDA, FS,
F9, FMR1, G6PD, GJB1, GLA, NDP, NROB1, OTC, SHOX.

Obr. 4 - Chromozom X (4)
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2.2.2. Chromozom Y

r Chromozom Y fadime mezi malé akrocentrické chromozomy lidského
karyotypu. Na rozdil od ostatnich chromozomu obsahuje pom&mé malo gend,
z nichz vétSina se uplatniuje pti vyvinu muZskych pohlavnich organd (napt. gen
SRY) a pfi fizeni spermatogeneze. Chromozomu Y se také tykaji aneuploidie. Jde
o abnormdlni podet chromozomu zpisobeny piitomnosti jednoho, velmi vzacné
vice nadpocetnych chromozom — jde o tzv. syndrom supermale (viz téZ
subkapitolu 2.3). Divodem byva nondisjunkéni porucha pifi vyvoji spermii.
Vyjime¢né nejsou ani strukturni aberace chromozomu Y, zejména delece,
dicentrické chromozomy, popf. vzdjemné translokace mezi chromozomem X a Y
(vzniklé p#i nereciprokém crossing-overu pii spermatogenezi). Strukturni aberace
chromozomu Y vyvolavaji t€¢Zké poruchy reprodukce az uplnou sterilitu (zejména
pokud dojde k mikrogeleci regionu SRY). Vzéacnosti nejsou ani poruchy vyvoje
genitalu (zejména u dicentrickych chromozomii v mozaice s karyotypem 45,X).
Chromozom Y se dédi pouze z otce na syna (4).

Tento chromozom obsahuje napf. geny AMELY, ANT3Y, AZF1, AZF2, BPY2,
DAZ, IL3RAY, PRKY, RMBI1, RBM2, SRY, TDF, TSPY, UTY, ZFY, ASMTY

11
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Obr. §S — Chromozom Y (4)
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2.2.3. Chromozom 15

Jde o stiedné velky akrocentricky chromozom, ktery obsahuje asi 1000
gend. K nejvyznamnéjSim patii napf. geny IVD, UBE3A, SNRPN, PML, FAH,
FBN1, HEXA, OCA2, RADS51, STRC. Strukturni zmény, eventualné¢ bodové
mutace gend na tomto chromozomu jsou spojené s riznymi zavaZznymi a pomerné

Castymi syndromy, jako je napf. Prader-Willi syndrom, Angelmantiv syndrom,

Marfantv syndrom.

Obr. 6 — Chromozom 15 (4)

2.2.4. Chromozom 22

Jde o maly akrocentricky chromozom, ktery obsahuje vice jak 800 gent.
Patii k nim napf. TBX1, COMT, NF2, EP300, NEFH, CHEK2, SOX10, SGLTT1.

Submikroskopické zmény na tomto chromozomu jsou spojené s onemocnénim,
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jako je napf. DiGeorgeuv syndrom nebo cat-eye syndrom. Translokaci

chromozomu 22 s chromozomem 9 nachazime u chronické myeloidni leukémie.

Obr. 7 — Chromozom 22 ( 4)

S

2.3 Chromozomové aberace

Jde o zmény, které vétSinou pfimo ¢i nepfimo ovliviuji vétSi pocet gend.

V mnoha ptipadech mohou zptsobit tézka postizeni, k nimz patfi mentdlni ¢&i
psychomotorickd retardace, poruchy vyvoje CNS, rizné skeletdlni anomélie,
rastova retardace, vrozené srde¢ni vady, poruchy reprodukce ¢i uplné sterilita.
Mnohé aberace de novo maji kauzalni vyznam pii vzniku nadord nebo jsou
nasledkem abnormalni proliferace pti jejich progresi.

K postnatalni diagnostice chromozomdlnich aberaci se nejcastéji pouZiva
kultivace lymfocytd odebranych z periferni venézni krve.

Chromozomové aberace lze zjistit i prenatalné. K t€mto vySetfenim patfi:
e biopsie choriovych kiki — jde o odbér choriovych klka, ktera se provadi mezi

10.-12. tydnem téhotenstvi.
e amniocentéza — jde o odbér plodové vody, ktery se provadi mezi 16. — 18.

tydnem téhotenstvi.
e kordocentéza — jde o odbér fetdlni krve z pupecnikové Zily, ktery se provadi

od 20. tydne te€hotenstvi. (5)
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2.3.1 Numerické aberace

Numerické aberace definujeme jako zmény poétu chromozomii. Vétsinou jde
o nasledek tzv. nondisjunkci neboli chybnych rozchodd chromozomi do dcefinych
bunék. K témto porucham dochazi zejména béhem meiotického déleni. Nasledkem
je chybéni ¢i zmnoZeni chromozomii v gametach, z nichZ po oplodnéni vznikaji
zygoty, popf. embrya s abnormalnim karyotypem. Tyto aberace ve vétsiné piipadi
byvaji neslucitelné se zivotem jizZ v prenatalnim obdobi. Proto nachdzime nejvice
numerickych aberaci u spontdnné potracenych plodli v prvnim trimestru
t€hotenstvi.

Spontannim potratem kon¢i také tetraploidie a triploidie, které vSak
nevznikaji zpravidla nasledkem nondisjunkce, ale fuzi vétsiho poctu gamet
(piikladem je dispermie vedouci k triploidii) nebo splynutim dvou blastomer po
prvnim mitotickém dé¢leni zygoty (vysledkem je tetraploidie). Ob& jmenované

vevr

nich pfeziva jen malé procento ploda (2).

Mezi numerické aberace autozomd, které umoziiuji postnatalni preziti, patfi:

Downiv syndrom
Jde o trizomii 21. chromozomu. Projevuje se typickou orofacialni
stigmatizaci, zpomalenym fyzickym vyvojem a mentalni retardaci. Vyskyt 1: 700

novorozencu (6).

Edwardstiv syndrom

Jde o trizomii 18. chromozomu. Projevuje se malformacemi vnitinich
organti a zaostdvanim rastu plodu, Castd je iintrauterinni smrt. Postnatdlni
progndza je Spatnd. VéEtSina déti umird v novorozeneckém véku, asi 12 % pieziva
kojenecky veék. Doziti véku vyssiho nez 5 let je ojedinélé (zpravidla se jedna o

mozaiky). Vyskyt 1z 7 500 novorozenci (7).

Patautiv syndrom
Jde o trizomii 13. chromozomu. Projevuje se VVV vnitinich orgdna.
Té&hotenstvi €asto konéi samovolnym potratem nebo pfed¢asnym porodem. Vic
nez 90 % déti umira do jednoho roku. Vyskyt 1: 4 — 10 000 novorozencu. (7).
14



e Turneriiv syndrom
Jde 0 monozomii chromozomu X (€asto v mozaice s normalnimi burikami).
Vznika jen u divek a projevuje se tézkymi poruchami fertility, anebo cCastéji

uplnou sterilitou. Vyskyt 1 : 4 000 divek. (7).

e Klinefelteriv syndrom
U tohoto syndromu nachdzime karyotyp 47, XXY, vzacnéji 48, XXXY,
48, XXYY, 49, XXXXY. Projevuje se vysokou eunuchoidni postavou, poruchou
rstu voust, Zenskou distribuci podkozniho tuku, hypoplasii testes, gynekomastii,
sterilitou. U vétSiny pacientd zjistujeme azoospermii. Vyskyt 1 : 500 — 1000
chlapct (7).

e Superfemale
Je podminén karyotypem 47, XXX. Jednd se o trizomii X chromozomu.
Vznikéd jen u divek, je zde moznd mirnd mentalni retardace (poruchy uceni),
snizend plodnost, ktera se vétSinou projevuje CastéjSimi spontannimi potraty.

Vyskyt 1 : 1 000 Zen (7).

e Supermale
Je podminén karyotypem 47, XYY. PostiZeni jsou vzdy muzského pohlavi.
Pacienti maji normdlni muzsky fenotyp. Ne&kteifi znich maji poruchu

reprodukce, vzacnéji sterilitu. Vyskyt 1: 1 000 chlapcd (7).

2.3.2 Strukturni aberace

Strukturni aberace predstavuji zmény struktury chromozomt. Nékteré
strukturni aberace souvisi s numerickymi aberacemi, proto karyotyp pacienta nemusi
obsahovat normalni pocet chromozomii. Jejich obecny populaéni vyskyt je pomérné
vysoky —udéava se kolem 1/300-400 novorozenci. (2).

Strukturni chromozomové aberace vznikaji napt. pfi reparaci chromozomovych
zlomd nebo néasledkem nerovnomérného crossing overu. Interchromozomové
ptestavby zahrnuji dva a vice chromozomd, intrachromozomové aberace naopak

zasahuji jediny chromozom.

15
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Strukturni zmény muzeme dale delit podle toho, zda bylo nebo nebylo
zmeéneéno mnozstvi genetického materialu. RozliSujeme proto:
¢ Balancované neboli vyvazené prestavby, kdy je zpravidla normalni fenotyp. Mezi
balancované aberace patii zejména inverze a reciproké translokace.
¢ Nebalancované neboli nevyvazené prestavby spojené s piitomnosti nadbyte¢ného
chromozomového materidlu. Piikladem jsou nebalancované translokace, které lze
charakterizovat jako parcidlni trizomie (pii pfitomnosti nadpocetného useku
chromozomu), anebo parcidlni monozomie (kdy urcity usek chybi). VétSinou maji
abnormadlni fenotyp. K nejc¢astéjSim nebalancovanym strukturnim aberacim patii

mikrodele¢ni syndromy. (2, 7).

2.4 Mikrodeleéni syndromy

Mikrodeleéni syndromy vznikaji deleci malych chromozomalnich useki.
Tyto delece mohou postihnout termindlni, ale <ast&ji intersticidlni Useky
chromozomu. Vétsinu téchto deleci Ize vysetiit pomoci metody FISH (8).

Mikrodeleéni syndromy patii k nejcast€jSim syndromim zplisobenym
chromozomovymi aberacemi. Jejich pfiinou jsou kryptické delece chromozomii.
Vétsina mikrodele¢nich syndromii mé autozomalné dominantni dédiénost. Vyjimkou
jsou mikrodelece chromozomu X, u nichz mlZeme pozorovat gonozomomalné
recesivni dédi¢nost.

U hiife detekovanych deleci je nutné pouZit jinych molekularné genetickych
metod. Ptfi diagnostice mikrodele¢nich syndromt neni mozné, vyloucit mikrodelece
jen po negativnim vysledku metodou FISH. V né&kterych ptipadech se doporuduje

vySetfit uniparentalni disomie napf. u Prader-Williho a Angelmanova syndromu (2,

8).
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i 2.4.1 Rozdéleni mikrodelec¢nich syndromii podle Seemanové (8).
2.4.1.1. Terminalni mikrodelece
Do této skupiny patii:

1. Slavotinktiv syndrom, resp. syndrom monozomie 1p36 (OMIM 607872)
Jedna se o mikrodeleci 1p36. Projevuje se mikrocefalii, anomalii srdce,
roz§tépem obliCeje, mentdlni retardaci. V dospélosti se mulze rozvinout

kardiomyopatie (8).

2. Wolfav-Hirschhorntiv syndrom (OMIM 194190)

Jednd se o mikrodeleci 4pl5-pl6. Projevuje se t€Zkou mentalni retardaci.
Typicka je kraniofaciélni dysmorfie (hypertelorismus, hruskovity nos, kapii tusta),
prenatdlni a postnatalni ristova retardace, neprospivani a dal$i pfidruzené vyvojové

vady, zejména srde¢ni a urogenitalniho traktu.(2, 8).

3. Cri-du Chat (OMIM 123450)

Jedna se o deleci 5p15-pl6. U kojencti a novorozenci se projevuje anomalii
hrtanu, ktera zpisobuje typicky pla¢ podobny koci¢imu mnoukéni, hypertelorismus,
mozné srdeéni vady, moZzny hemangiom na vi¢kach, hypotonie a hypertrofie
novorozence. V dospélosti pozorujeme trojuhelnikovou tvaF, 1Q malé. Né&které
rozsahlejsi delece lze pozorovat jiz mikroskopicky, a proto neujdou pozornosti pii

bézné cytogenetické prenatalni diagnostice (2, 8).

4.  Jacobsentiv syndrom (OMIM 147791)
Jednd se o mikrodeleci 11g23. Projevuje se srde¢ni anomalii, mirnou retardaci,
hypertelorismem, vkleslym kofenem nosu, brachydaktylii. U dév&at je mozna dalsi

reprodukce (8).

=

5. Miller-Diekertiv syndrom (OMIM 247200)
Jedna se o mikrodeleci 17p13.3. Projevuje se ristovou retardaci, kterou lze

ve 2. — 3. trimestru zachytit pfi ultrazvukovém vysetieni. Dale se u tohoto syndromu
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vyskytuje mikrocefalie, previsly horni ret, t¢Zka mentalni retardace a anomalie

mozku (lisencefalie). Zavazné poruchy zpiisobuji imrtnost v nizkém véku (8).

2.4.1.2. Intersticialni mikrodelece

Mohou byt disledkem translokace, inverze ¢i jiné chromozomalni aberace u rodi¢u.
Nejcastéji v8ak vznikaji nasledkem nerovnomémého crossing-overu. Patfi k nim

zejména:

1.  Williams-Beurentiv syndrom (OMIM 194050)

Onemocnéni je zplsobené deleci chromozomu 7q11.23, kde se nachazi gen pro
elastin (ELN) a né&kolik dalSich gent, znichz nékteré (napt. LIM-kiniza 1) se
uplatiiuje pii vyvoji nervového systému. Rozsah této deletované oblasti se pohybuje
okolo 1,5Mb. Typickym projevem byva facidlni dysmorfie — tzv. ,Elfin face“
(oblicej pripominajici skifitka) — vyrazné suprapalpebralni valy, Siroké tvate,
makrostomie, silné rty. K ostatnim symptomidm patii abnormdlni dentice,
hypertelorismus, hyperkalcémie, mala postava, hruby hlas, kostni anomalie a srde¢ni
anomadlie (nejCastéji supravalvuldrni stenéza aorty). Nékteré srdecni vady se daji
chirurgicky odstranit. U pacientll se rozviji ristova a mentalni retardace. Déti s
Williamsovym syndromem potiebuji zvySenou zdravotni péci a specidlni vzdélavani

Casto az do obdobi adolescence. Vyskyt 1 : 15 —20 000 (8, 9).

2. Pradertiv-Williho syndrom (OMIM 176270)

Jde o paterndlni mikrodeleci 15q12 (resp. 15q11 — q13) nebo bodovou mutaci
gend v této oblasti. Projevuje se zde imprintingovy fenomén, jehoZ podstatou je
rozdilna modifikace gent v zavislosti na rodi€ovském piavodu. NejcastéjSim
projevem tohoto syndromu byva facidlni dysmorfie, hypogonadismus, ristova
retardace v malém v€ku a hypotonie. Od jednoho roku vySe se rozviji poruchy
pfijmu potravy, zejména hyperfagie vedouci k monstrozni obezité. Casté jsou
poruchy chovani, ve vy$§im véku se objevuje DM a kardiomyopatie. Vyskyt
1:10 000 (8).

18




3. Angelmantv syndrom (OMIM 105830)

Tento syndrom je zpisoben maternalni mikrodeleci 15q12, resp. 15q11 — q13.
Stejné jako u vySe zminéného Praderova-Willitho syndromu zde pozorujeme
imprintingovy fenomén. Mezi projevy Angelmanova syndromu patii ataxie pii
chazi, epileptické zachvaty, na magnetické rezonanci byva nalez nespecifické
demyelinizace. Psychomotoricky vyvoj je opoZdén, pacient nemluvi, jen vydava
zvuky. K dal$im projevim patii t€Zkd mentalni retardace, hypotonie, tfesy, facialni
dysmorfismus, neadekvatni smich. Prognéza je nepfiznivd, nebot vychova a

vzdelani pacienti jsou prakticky nemozné. Vyskyt 1 : 20 000 (8, 10).

4. Smithiv-Magenisiv syndrom (OMIM 182290)

Tento syndrom je zpuisoben mikrodeleci 17pl1.2. Projevem byva nejéastéji
Spatna porodni adaptace, riistovd a mentdlni retardace, porucha spanku a chovani,
ponocovani, autoagresivita, lehkd zrakova vada, kterd se s postupem veku zhorsuje,

dale brachycefalie, oploste€la tvar a deprese kofene nosu. Prognéza je neptizniva (8,
11).

5. DiGeorgetv syndrom (OMIM 188400)

Jedna se o mikrodeleci 22q11.2. Nejcast&j$im projevem jsou vrozené srdecni
vady (napt. Fallotova tetralogie, truncus arteriosus communis, defekt sifiového septa
a dalsi). K dalSim symptomim patii sniZend hladina ionizovaného vapniku v krvi
(hypokalcémie), aplasie thymu, hypoplasie aZ Uplnéd aplasie pristitnych télisek,
funkéni abnormality T- lymfocyti. U mnoha pacientli pozorujeme roz3té€p patra a
abnormalni obli¢ejové rysy, zejména antimongoloidni smér ocnich §térbin, niZe
nasedajici dysplasticky usni boltec, hypertelorismus a mikromandibula. Prognéza
z4visi na stupni srde¢ni vady a retardace. Vyskyt 1 : 4000 novorozencu.

Tento syndrom fadime do asociace CATCH 22, nové€ji oznaCované jako
syndrom mikrodelece chromozomu 22. Akronym ,CATCH” shrnuje néazvy
fenotypovych projevil,, jimz jsou srdecni defekty (cardiac defects), abnormalni
oblicejové rysy (abnormal face), aplasie thymu (thymic aplasia), rozstép patra (cleft
palate) a hypokalcémie (hypocalcemia). Rozsah a klinicka zdvaznost jednotlivych
fenotypovych projevii je v§ak velmi variabilni (8, 12, 21).

Od DiGeorgeova syndromu se po klinické strance odliSuje né€kolik dalSich

syndrom, které jsou asociovany s mikrodeleci chromozomu 22q11, avSak maji do
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jisté miry odlisny fenotyp. Piikladem je syndrom Sedlackové, jenZ ma (ve srovnani
s DiGeorgeovym syndromem) lepsi prognézu. U pacientll se mohou vyskytnout
stde¢ni vady, palatoschisis, dlouhy a &iroky nos. Re¢ u tohoto syndromu byva
huhriava, dale se projevuje mirnou ristovou a mentélni retardaci. V puberté a
v dospélosti se velmi Casto rozvijeji psychotické poruchy (8).

Daleko vzéacnéjsi je duplikace 22q11.2, kterd zptsobuje vznik tzv. syndromu

cat-eye neboli syndromu koci¢iho oka (8, 12, 21).

6. Rubinsteintv-Taybiho syndrom (OMIM 180849)
Jedna se o deleci 16p13.3, kterou vSak molekularné cytogeneticky zjistujeme
antimongoloidni rysy, hor$i poporodni adaptace. Povaha a rozsah mentalni retardace

u téchto pacientli jsou podobné jako u pacienti s Downovym syndromem (8).

7. Alagilleiv syndrom (OMIM 118450)
Jde o mikrodeleci chromozomu 20pl1-p12. Mezi projevy tohoto syndromu
patfi aplazie, hypoplazie nebo sten6za intrahepatalnich ZluCovych cest, stenéza

plicni aorty, Siroky nos a hypercholesterolémie (8).

8.  Bloch-Sulzbergerova incontinentia pigmenti (OMIM 308300)
Jedna se o mikrodeleci Xq28. Mezi projevy patii kozni defekty po porodu.
Nekteré znichz se hoji, jiné na urCitych mistech zistdvaji v podobé loZisek a

pigmentace kize, ktera pfipomind seZehnuti plamenem (8).

9.  Syndrom WAGR (OMIM 194072)
Jedna se o deleci chromozomu 11pl13. Projevem je soubor postizeni, jejichZ
pojmenovani shrnuje akronym WAGR: Wilmsiiv tumor (nefroblastom), aniridie,

genitourindrni abnormality a mentélni retardace (1, 13).

=
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3. Metodické moZnosti vySetieni mikrodele¢nich syndromu
3.1. Mikroskopické vysetieni

K vySetfeni chromozomii se nejcastéji pouzivaji mikroskopy svételné a
fluorescen¢ni. Klasicky svételny mikroskop je na rozdil od fluorescenéniho
jednodussi a nevyuziva UV vybojku ani fadu excitacnich filtri. ProtoZe pfi
pouzivani fluorescenéniho mikroskopu dochézi k emisi UV zéfeni, je nutno chranit

nas zrak pfidavnymi ochrannymi filtry, které svételné mikroskopy nemaji (1, 2).
3.1.1. Mikroskop svételny

Svételny mikroskop vyuziva svételnych paprska, které umoziuji pozorovani
obrazu uréitého predmétu v okuldru. DalSi soucasti optické soustavy svételného
mikroskopu je objektiv, ktery vytvaii zvétSeny, skuteCny a prevraceny obraz
zkoumaného predmétu.

Do optické soustavy patii také kondenzor, ktery zajistuje maximalni
osvétleni zkoumaného pfedmétu. Zdrojem svétla je zpravidla nizkovoltova Zarovka
umisténd ve stativu. Stativ je mechanickym zafizenim mikroskopu a slouzi k udrzeni
jeho stability. Mezi mechanické zafizeni patii také tubus, jimZ je nastavena poloha
objektivu a okularu. Pomoci zaostfovacich Sroubli (viz dale) lze polohu tubusu
ménit. Tubus miZe byt jednoduchy sjednim okuldrem (u tzv. monokuldrniho
mikroskopu) anebo opatfeny binokuldarni hlavici pro dva okulary (u tzv.
binokularniho mikroskopu).

Dal$i mechanickou soucésti svételného mikroskopu je stolek se svorkami
nutny k pfichyceni zkoumaného objektu (nej€astéji podlozniho sklicka se
zkoumanym objektem) a dale Sroub hrubého zaostfeni a Sroub jemného zaostfeni.
Oba Srouby slouzi k posunu stolku s preparatem. Mikroskop je dale vybaven tzv.

revolverovym nosi¢em objektivii umoziujici jejich vymeénu (2).
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Obr. 8 — Schéma optického mikroskopu (14)
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3.1.2. Mikroskop fluorescen¢ni

U fluorescenéniho mikroskopu se vyuziva ultrafialovych paprski nejcastéji
z rtutovych vybojek ¢i elektrickych obloukovych lamp.

Fluorescence mﬁ%e byt primarni, kdy svétlo vychézejici ze zkoumaného
objektu vznikd fluorescenci z pfitomnych pfirodnich latek a za sekundarni
fluorescenci lze povaZzovat svétlo vychéazejici z objektu obarveného fluorescenénim
barvivem. V genetické laboratofi se nejcast&ji pouzivaji tyto fluorochromy: DAPI,

PI, ethidium bromid, chinakrin (2).
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Nevyhodou fluorescenéniho mikroskopu je tzv. photobleaching, coZ znamena,
ze fluorescenéni barvivo je pod mikroskopem ozateno ultrafialovym zafenim, pfi
kterém dochdzi k jeho rozkladu a ke ztrat€ schopnosti absorpce a emise.

Mezi fluorescenéni mikroskopy patii tzv. transmisni fluorescenéni mikroskop,
u kterého prochézi svétlo excitaénim filtrem a na zkoumany objekt ptichéazi zespoda.
U tohoto mikroskopu se uzivé zastinovy kondenzor, ktery odrazi svétlo tak, Ze svétlo
dopada na preparat zboku. Prochéazejici excitaéni svétlo je tak orientovano mimo

objektiv a do objektivu se dostane emitovana fluorescence.

Obr. 9 — Foto transmisniho fluorescenéniho mikroskopu (15)

Dalsim typem fluorescenénim mikroskopem je tzv.epifluorescenéni mikroskop.

U tohoto mikroskopu prochazi excitacni svétlo objektivem, dopada na preparat
svrchu a emisni svétlo se vraci zpét do objektivu. Tento mikroskop vyuzivé tzv.
dichroické zrcadlo, které odrazi excitani svétlo do objektivu a propousti emisni
svétlo do okularu. To propousti a odrazi svétlo podle toho, jakou méa vinovou délku.
Vhodnd kombinace dichroického zrcadla, excitaéniho a emisniho filtru pro pouzity
druh fluorochromu se do epifluorescenéniho mikroskopu se vklad4 pohromadé jako
tzv. kostka, kterou je mozné vyméfiovat podle potieby. Epifluorescenéni typ

mikroskopu je v souéasnosti vice oblibeny nez transmisni typ.
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\ Obr. 10 - Foto epifluorescenc¢niho mikroskopu Olympus BXS51, ktery jsem
‘ pouzivala pFi své praci (foto poskytl Dr. Kocarek)

3.1.3. Cytogeneticka a molekularné cytogeneticka analyza chromozomu

Zakladni cytogenetickym vySetfovacim postupem je kultivace bunék a
nasledna vizualizace chremozoml metodou G-pruhovani (tj. plsobenim trypsinu a
naslednym barvenim Giemsou). Molekularné cytogenetické metody jsou zaloZené
na pouziti specifickych fluorescenéné znacenych DNA sond, pomoci kterych
muzeme detekovat poletni 1 strukturni odchylky chromozoml (1). Bliz§i popis

; téchto metod je uveden v experimentalni ¢asti me prace.
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3.1.4. Metoda HRT

Jde o kultivaéni metodu, kterd slouzi k analyze chromozomui v prometafizi
(tedy v prechodu mezi profazi a metafazi). Zavérecné zpracovani chromozomu je
stejné jako pfi G-pruhovani (viz 3.1.3). Metoda umoziluje analyzovat méné
kondenzované chromozomy s v&tSim poctem pruhll, na nichZ mame vétsi Sanci
zachytit dalece malého rozsahu. Hodnoceni je vSak velmi obtizné a u diagnostiky

mikrodele¢nich syndromi mé jen velmi malou vytézZnost. (2)

3.2 Polymerazova fetézova reakce (PCR)

Jde o metodu, kde dochazi ke zmnozZeni specifickych sekit DNA. Namnozené
useky pak pfimo zpracovdvame (napt. kapilarni elektroforézou) nebo vyuzivame pro
dalsi analyzy, napt. RFLP.

PCR spociva v replikaci DNA in vitro. Je zaloZzena na extenzi primert a
geometrické amplifikaci molekul DNA za cyklického opakovani tii krok lisicich se

pouze teplotnimi podminkami. (2)

Zékladni cyklus PCR se sklada se ze 3 krokil s rozdilnymi teplotami. Tento cyklus
se zpravidla 20x — 30x opakuje.

Pribéh jednoho cyklu :

1. Denaturace DNA ( vice jak 90 °C): oddéleni vldken dvojSroubovice DNA
teplotni denaturaci na jednovlaknové fetézce.

2. Hybridizace neboli annealing (50 °C): oligonukleotidové primery (dlouhé asi 20-
30 nukleotidll) se vazi na komplementarni sekvence na jednotfet€ézovou matrici
DNA

3. Polymerace (72 °C): start polymerazové reakce a nasledna elongace primert

DNA-polymerasou
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3.3CGH

Jedna se o metodu komparativni genomové hybridizace, ktera ma vysokou
rozliSovaci schopnost a citlivost. Umoziuje identifikovat delece ¢i amplifikace
sekvenci DNA ve vySetfovaném vzorku v jediné analyze. Vyuziva se predevSim
k vysetfeni nebalancovanych aberaci v nadorovych buikach. Tak mize napf. odhalit
amplifikaci onkogeni zodpovédnou za vznik nadorti. Tuto metodu vsak lze vyuzit i
pti diagnostice mikrodele¢nich syndromt. (1, 2)

Vyhodou CGH je vysoka citlivost a nenarocnost na kvalitu materialu, protoze
bunky neni nutné kultivovat. Jejim principem je kvantitativni dvoubarevna
fluorescenéni in situ hybridizace. Jako referenéniho materidlu pouzivd chromozomu
od zdravé osoby.

Pfi CGH porovnavame dva vzorky DNA. Prvni DNA je tzv. vySetfovana a
druha srovnavaci. Obé DNA jsou oznaeny riiznymi fluorochromy (normalni DNA
Cervené, vysSetfovand DNA zelené) a hybridizovany s normalnimi metafdznimi
chromozomy.

Vysledkem je grafické znazornéni barevnych profilli normalni a vySetfované
DNA na jednotlivych chromozomech v podobé kiivek. Diky témto k¥ivkam zjistime,
zda jsou pritomné delece nebo amplifikace. Pokud v analyzovaném vzorku
nenalezneme Zadnou deleci ¢i amplifikaci, vidime v mist¢ hybridizace
chromozomalniho useku zluté zbarveni. Delece ve vySetfované DNA se projevi jako
posun k Cervené barvé, amplifikace jako pfevaha zelené barvy na dané casti
chromozomu. (1, 2)

Mezi nevyhody patii nutnost pouziti drahého specialniho softwaru k analyze

mikroskopického obrazu a ¢asova naro¢nost.




Obr. 11 Schéma metody CGH a Array CGH (16)

DNA pacienta : Referenéni DNA

3.4 Array CGH

K vySetteni array CGH lze vyuZzit interfazni jadra, z nichz izolujeme DNA.
Tato metoda, jejimz zékladnim principem je hybridizace se sondami navazanymi na
sklicku, ma vysokou rozliSovaci schopnost. Je schopna provést detailni analyzu
chromozomovych oblasti, kde dochazi k delecim nebo amplifikacim sekvenci DNA.
Tato metoda se lisSi od b&Zné metody CGH tim, Ze umozZiuje komplexné

identifikovat chromozomové zmény s vyrazné vy$sim rozliSenim. (17, 18).

3.5 MLPA

Tato metoda proniké4 do klinickych laboratofi teprve v poslednich letech. Diky
ni miZzeme zachytit nejen ztratu genetického materidlu, ale i jiné odchylky. Jde o
jednoduchou a vysoce vykonnou metodu na béazi kvantitativni PCR, ktera detekuje
nékolik sekvenci genomové DNA v jediné reakci. Rozsah vysetfovanych sekvenci

se pohybuje okolo 50-70 nukleotidt.




Tato metoda vyuziva k vySetfeni kazdého tseku genomové DNA dvou sond.
Prvni sonda obsahuje sekvenci komplementarni k cilovému useku DNA a sekvenci
komplementarni k univerzdlnimu primeru Y. Druhd sonda obsahuje sekvenci
komplementarni k sousednimu cilovému useku DNA, déle tzv. stuffer fragment a
sekvenci komplementarni k univerzalnimu primeru X. Stuffer fragment mé u kazdé
dvojice sond jinou délku, coZ umoZiuje identifikaci amplikonli na vysledku
kapilarni elektroforézy.

MLPA umoziuje ptedevsim detekci deleci a duplikaci riznych ¢asti genomu.
Pokud se v dané vySetfované oblasti genu nevyskytuje delece, specifickd sonda se
hybridizuje na obou sousedicich Usecich cilové sekvence. Nasledné dochézi k ligaci
a amplifikaci. Kvantitativni analyza produkti PCR se provadi zpravidla po separaci
pomoci kapildrni elektroforézy na sekvenatoru. Vyhodnoceni je provadéno napf. na
ALF express Il automatickém DNA sekvendtoru od firmy Pharmacia nebo na
kapilarnim sekvenatoru ABI310 od firmy Applied Biosystems. Vysledky jsou
zapsany v podob€ pikd (vrcholld) jednotlivych préb, piiCemz srovnadvame jejich
vysku, plochu a délku. Namé&fené rozdily srovnavame vZdy s kontrolnimi vzorky.

Pokud se zde delece vyskytuje nedojde kligaci, a tudiZz neprobéhne ani
amplifikace. Specidlni modifikace MLPA jsou schopny odhalit miru metylace
regula¢nich oblasti gend — viz téZ obr. 12. (18, 19, 20)

Pii vySetieni se pouziva nasledujici postup:

e  Denaturace 20 - 500 ng vySetfované DNA pii teploté 98 ° C

e  Hybridizace pfi teploté¢ 98 ° C

e  Ligace pfi 54° C po dobu 15 minut (ligdza-65)

e  Amplifikace (nejdfive inaktivovat ligdzu pii teploté 98 ° C)

e  Elektroforéza vzniklych produkta (export vysledkid do Excelu)

Ackoli technika je uinna, levna, a jednoducha, k dispozici zatim neni dostatek

integrovaného softwaru, ktery by shromazd’oval vysledky analyzovanych vzorka

pacientt (18, 19, 22).
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Obr.12 Schéma principu modifikované metody MLPA pouzivané pri studiu

metylace genii (23)
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4. Cile prace

e Ziskat teoretické a praktické dovednosti v oblasti klasickych cytogenetickych a
molekularné-cytogenetickych metod a naudit se samostatné pracovat v cytogenetické a

molekulérné cytogenetické laboratofi.

e Ovéfit spravnost molekuldrné cytogenetickych metod pfi vySetfeni mikrodelec¢nich

syndromd.

¢ Posoudit diagnostické moznosti metody FISH.

o Overit vyuZiti nové komeréné dodavané sondy DiGeorge II Region probe od firmy
Kreatech ur€ené k diagnostice mikrodelece chromozomu 10pl4. Tato delece je
zodpovédna za podobnou asociaci klinickych projevi jako u syndromu DiGeorge (proto

je vysledny syndrom ¢asto ozna¢ovan jako DiGeorge II).

e Porovnat molekuldrné cytogenetické nélezy zjiSténé metodou FISH s fenotypem

vySetfenych pacient a vysvétlit ptipadné rozdily.

Préce v molekularné-cytogenetické laboratoti UBLG UK 2.LF a FN Motol, které tvorily
pfevaZznou vétSinu praktickych aktivit, prob&hly v ramci grantového projektu Interni
grantové agentury (IGA) Ministerstva zdravotnictvi Ceské republiky NR/9457-3:
Optimalizace molekuldrné cytogenetické a molekularné genetické diagnostiky
chromozomalnich zmén u pacientli s mentalni retardaci (hlavni fesitelé: Petr Goetz,

Zden&k Sedlacek, spolufesitel: Eduard Kocarek).

-
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5. Experimentalni ¢ast (material a metodika)

5.1 Soubor pacienti s mikrodele¢nimi syndromy

Soubor 91 pacienti uvadi tabulka 1. Je tvofen 49 Zenami a 42 muzi. Z nich bylo
vysetieno 88 pacientt z plné krve, dale jsme vySetfili dva potracené plody a jeden plod byl
vySetfen prenatalné.

Pacienti s ¢islem 1 — 15 byli indikovani k vySetfeni soukromou genetickou ambulanci
Dr. Kuklika. Pacienti s &islem 16-91 byli indikovani genetickou poradnou Ustavu biologie a
lékafské genetiky Fakultni nemocnice Motol.

V souboru vySetfovanych pacientd jsou nejvetsi meérou zastoupeni pacienti
spodezienim na mikrodeleci 22q11.2 (DiGeorge syndromu), v daleko mensi mife byli
wietfovani 1 pacienti s jinymi suspektnimi mikrodele¢nimi syndromy (Prader-

Will/Angelman, Williams-Beuren, Smith-Magenis a cri-du-chat).

Tab.1 Soubor pacienti vySetfovanych metodou FISH pro podezieni na vyskyt

mikrodele¢nich syndromu

Cislo Pracovni diagnéza
pacienta | Pohlavi vék v dobé vysetreni _pacienta (podle fenotypu)

1|zena 36 | Angelmann
2 | Zena 12 | Prader - Willi
3| muz 1 | Williams

4 |Zena 10 | Cri-du-Chat
5| Zena 20 | DiGeorge

6 | Zena 3 | Prader - Willi
7 | Zena 15 | Cri-du-Chat
8 | muz 13 | Angelmann
9| muz 33 | DiGeorge

10 | Zena 14 | Cri-du-Chat
11| Zena 38 | Cri-du-Chat
12 | muz 1den | DiGeorge
13 | muz 28 | DiGeorge

14 | muz i 1| DiGeorge
15 | muz 23 |DiGeorge
16 | Zena 1| DiGeorge
17 | muz 3 | DiGeorge
18 | Zena 9 | DiGeorge

19 | Zena 6 | DiGeorge
20 | muz 30 | Williams
21|Zena 34 | Williams

22 | Zena 1 mésic | DiGeorge
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Cislo Pracovni diagnéza
pacienta | Pohlavi vék v dobé vysetieni pacienta (podle fenotypu)
23 | Zena 2 | DiGeorge
24 | Zena 3 | Angelmann
25| Zena 17 | DiGeorge
26 | Zena 2 [ Angelmann
27 | Zena 1| DiGeorge
28| Zena 7 | DiGeorge
29 | muz 14 | Wolf-Hirschhorn
30| Zena 4 | Williams
31| zena 6 | Smith-Magenis
32| Zena 28 | DiGeorge
33 | Zena 31 | DiGeorge
34 | muz 37 | DiGeorge
35 | muz 7 dni | Williams
36 | muz 12 dnu | DiGeorge
37 | muz 1| DiGeorge
38 | Zena 30 | DiGeorge
39 | muz 14 | DiGeorge
40 | Zena 23 | DiGeorge
41 | muz 27 | DiGeorge
42 | zena 26 | DiGeorge
43 | muz 45 | DiGeorge
44 | muz 6 dnu | DiGeorge
| 45 muz 4 dny | DiGeorge
46 | Zena 1 | DiGeorge
47 | muz 16 | DiGeorge
48 | muz 51 | DiGeorge
49 | Zena 51| DiGeorge
50 | muz 25 | DiGeorge
51| 2ena 3 | Williams
52 | Zena Potraceny plod | DiGeorge
53 | muz 12 | Williams
54 | muz 6 dnl (v 10 dnech zemfel) | DiGeorge
l 55 | Zena 33 | DiGeorge
56 | Zena 4 dny | DiGeorge
57 | Zzena 4 | DiGeorge
58 | Zena 11| DiGeorge
59 | muz 24 | Smith-Magenis
60 | Zena 31| DiGeorge
61| zena 2 dny | Williams
62 | muz 6 dnl | DiGeorge
‘ 63 | Zena 24 | DiGeorge
64 | Zena 2 mésice | DiGeorge
65 | muz 1| DiGeorge
66 | muz 22 dnl | Williams
67 | Zena 23 | DiGeorge |l
68 | zena 5 mésict | Williams
69 | zena 5 dnli | DiGeorge
Prenatalni vys.plodu
70| Zena (28 leté matky) | DiGeorge
71| zena Potraceny plod | DiGeorge
72 muz 4 | DiGeorge
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Cislo Pracovni diagnéza
pacienta | Pohlavi vék v dobé vysetieni pacienta (podle fenotypu)
73 | Zena 7 | Williams
74 | muz 4 mésice | DiGeorge
75| muz 18 | DiGeorge
76 | Zena 28 | DiGeorge
77 | muz 15 | Williams
78 | muz 9 | DiGeorge
79 | muz 16 | DiGeorge
80 | Zena 27 | DiGeorge
81| muz 27 | DiGeorge
82 | zena 10 dni | DiGeorge
83 | muz 3 | DiGeorge
84 | muz 8 | DiGeorgell
85 | muz 14 | DiGeorge
86 | muz 14 | DiGeorge
87 | Zena 15 dni | DiGeorge
88 | muz 13 dni | DiGeorge
89 | Zena 31| DiGeorge
90 | muz 48 | DiGeorge
91| muz 12 | DiGeorge

pacientli muzského pohlavi.

| Graf 1: Zastoupeni vysetfovanych podle pohlavi

Vorafu 1 je uvedeno pohlavi vySetfovanych pacienti. MUzeme zngj vycist, Ze pocet
wiettovanych Zen indikovanych k analyze mikrodeleci je zhruba stejny jako pocet muzi.

Vtéto praci bylo k indikaci mikrodeleci doporuceno 49 pacienti Zenského pohlavi a 42




Pacienti byli indikovani k vySetfeni mikrodeleénich syndromi v rizném veku. Graf 2

ukazuje, Ze nejcasteji se v laboratoti objevily vzorky od pacientd ve véku od 1 roku do 15 let.
V této praci byly vysetfeny také dva potracené plody, déle bylo provedeno jedno prenatalni
vySetfeni plodu.

Graf 2: Vékové slozeni souboru pacienti

B vysetieni
potraceného plodu

B Prenatalni vygetieni
Pacienti do 1 roku

B Pacienti od 1 roku do
15 let

B pacienti od 30 vy$e
Pacienti od 15 let do
30 let

5.2 PouzZivané metody

5.2.1 G- banding (GTG pruhovani)

Jde o tzv. prouzkovaci metodu, kdy se metafazické chromozomy vystavi
uCinku trypsinu, jehoZz ptsobenim dojde k ¢asteéné degradaci proteini v
chromozomech. Tyto chromozomy se nasledné¢ obarvi 5% Giemsovym barvivem.
Na chromozomech vzniknou tmavé a svétlé prouzky, podle jejichz Sitky a
uspofadani lze wuréit jednotlivé chromozomy, popiipadé 1 jejich anomalie.
Z fotografii chromozomi lze sestavit karyotyp ¢loveéka (1). Nevyhodou této metody

-

je mala citlivost.
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5.2.2 Vysetreni karyotypu

Karyotyp ¢lovéka se nejéastéji zpracovava z periferni krve, a to z T-lymfocytl
po kultivaci. Odbér periferni krve se provadi do predepsanych odbérovych
zkumavek napf. 5 ml zkumavka Vacuette (zeleny uzavér) s protisrazlivym
prostfedkem heparinem. lhned po odbéru periferni krev ve zkumavce lehce
promichame, aby se krev nesrazila. Vzorky krve uchovavame v lednici pfi teploté 4
+1°C. Krev pak prevedeme do média s obsahem PHA, ktery stimuluje lymfocyty
k proliferaci. Pod mikroskopem sledujeme pocdet a strukturu jednotlivych

chromozomu.

Vlastni postup

1. Priprava roztoki pro GTG-pruhovani

Priprava Sorensenova pufru
Pfipravime roztok Sorensenova pufru podle tabulky 2. Objem roztoku volime podle
aktudlni potfeby. Pul hodiny pfed vlastnim procesem barveni je tfeba vytemperovat

Sorensentiv pufr pH 6,8 na laboratorni teplotu 18-25 °C.

Tab.2 Pomér chemikalii a destilované vody pro pFipravu Sorensenova pufru

Ptiprava roztoku na 500 ml na 1000 ml
destilované vody destilované vody

KH,;PO4 2,63 g 526¢

NaHPO,4 4,325 ¢ 8,65¢

Priprava 2% roztoku boévinniho séra v Sérensenové pufru

V 98 ml Sorensenova pufru rozpustime 2 ml bovinniho séra, promichame.
Takto pfipraveny roztok pouzivame pro oplachovani skel po plsobeni trypsinového

roztoku. Roztok piipravime vzdy Cerstvy, bezprostitedné pied pouzitim.
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Tii hodiny promichdvdme na nejvyssi otacky na magnetickém michadle a pak
ulozime pfes noc do chladniC¢ky. Rano po vytemperovani roztoku na laboratorni
teplotu 18 — 25°C promichame 15 minut pfi stejnych otackach na magnetickém
michadle a na pH metru zméfime pfi laboratorni teplot¢ pH. Pomoci koncentrované

kyseliny chlorovodikové (36%) a SM NaOH upravime pH na 6,8.

Priprava trypsinového roztoku

Ve 100 ml Sérensenova pufru rozpustime 35 mg trypsinu.

Priprava Giemsova barviva

Do sklenéné kyvety odméfime pomoci odmérného valce S ml koncentrovaného

Giemsova barviva a jinym valcem odmétime 95 ml Sérensenova pufru.

2. Kultivace

Ke stimulaci lymfocytd PK jsme pouZili komerén€ dodavané kompletni
kultivacni médium (Chromosome kit ,,P“, od firmy Euroclone). Manipulaci
s médiem provadime ve sterilnich podminkéach ve flow boxu.

Kultivace probiha samovolné pii 37°C po dobu miniméln¢ 68, maximalng 72

hodin.

¢ Minimalng 12, maximalné 24 hodin pfed manipulaci je nutné médium vyjmout
z mraznicky a ulozit po dobu temperace do chladni¢ky €. 2 pfi 4 — 8 °C.

e Zapnout flow box a rozsvitit UV lampu uvnitf flow boxu.

¢ Kyvavym pohybem ruky promichat 4x médium.

e Automatickou pipetou napipetovat do kazdé sterilni kultivaéni zkumavky 5 ml
média.

e Pied uzavienim kultivaéni zkumavky je nutné desinfikovat hrdlo zkumavky a
pomoci pinzety i uzavér plamenem lihového kahanu.

e Pred zapocetim procesu kultivace periferni krve pacienta je tfeba vytemperovat
rozplnéné médium v kultivaénich zkumavkach na laboratorni teplou 18 —25°C
minimalné pll hodiny pfedem a maximalné€ 1 hodinu pfedem

e Kyvavym pohybem ruky promichat 4x médium.
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e Vzorky vodbérovych zkumavkach je nutné vytemperovat na laboratorni
teplotu 18 —25°C minimalné ptl hodiny a maximélné 1 hodinu predem

e Nasleduje prace ve flow boxu ve sterilnich podminkach.

e Kyvavym pohybem ruky promichat 4x obsah nabérové zkumavky a pipetou se
sterilni $pickou odpipetovat do shodné oznacené kultivaéni zkumavky
odmétené mnozstvi krve. Pokud je krev C&ird a odpovidajiciho objemu,
pipetujeme 500 pl krve. V piipadé, Ze objem ¢&i kvalita krve vykazuji
nesrovnalosti, nebo v ptfipadé opakované kultivace jednoho vzorku krve,
pipetujeme 1000 pl krve.

e Pred uzavienim hrdlo a i uzavér kazdé kultivaéni zkumavky desinfikovat
plamenem lihového kahanu.

e Kyvavym pohybem ruky promichat 4x obsah kultiva¢ni zkumavky rukou, aby
se krev promisila s médiem.

e Ulozit do stojanu se sklonem 45° (pro zvétSeni kultivacni plochy) zkumavky a
vloZit do kultivaéniho boxu.

e Automatickou pipetou pfidat do kazdé kultivaéni zkumavky 100 — 200 ul
rozpusténého phytohemaglutininu.

e Béhem kultivace kazdy den odpoledne promichat vSechny kultury, aby se
predeslo kontaktni inhibici mezi rostoucimi a délicimi se burikami.

e Po uplynuti predepsané doby kultivace periferni krve (72 hodin) vyjmout
stojan se zkumavkami z kultivaéniho boxu a ve flow boxu odpipetovat
automatickou pipetou se sterilni Spickou do kazdé kultivacni zkumavky 50 pl
colcemidu.

o Zkumavku uzaviit a obsah kultiva¢ni zkumavky rukou dikladné protfepat a
uloZit do stojanu se sklonem zkumavek 45°.

e Bunécnou kulturu uré¢enou k hodnoceni karyotypu kultivovat s colcemidem pti

37°C po dobu 25 minut, v pfipadé opakované kultivace po dobu 30 minut.

3. Hypotonizace
e Stojan skultivaénimi zkumavkami vyjmout z biologického termostatu a ve
flow boxu

e Pielozit zkumavky se zpracovavanymi vzorky do nerezového stojanu.
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Zkumavky rovnomérné rozmistit do centrifugy a sto€it na 10 minut pti 1200
ot./min.

Naslednou manipulaci se vzorky provadét v digestofi. Po centrifugaci
odSroubovat uzaver a opatrné odsat ptislusné oznac¢enou umélohmotnou
Pasteurovou pipetou se shodnym ¢islem GL na kultivaéni zkumavce
supernatant 0,2 - 0,3 cm nad hladinu sedimentu tak, aby se nezvifil.

Sediment resuspendovat Pasteurovou pipetou pfilozenim a naslednym drZenim
kultivaéni zkumavky v néstavci minitfepacky nastavené na 1200 ot/min.
Cistou umélohmotnou Pasteurovou pipetou piidat z vysky 3 cm od hrdla
kultivaéni zkumavky po kapkach hypotonicky roztok vytemperovany na 37°C
aZ po horni hranici kultivacni zkumavky, tj. celkem 14 ml. Stdle promichavat
obsah zkumavky na minitfepacce.

Zkumavku uzaviit uzavérem se shodnym c¢islem GL a obracenim zkumavky
dnem vzhtiru znovu promichat.

Stojan s kultivaénimi zkumavkami ulozit minimalné na 20 minut a maximalng

na 40 minut do teplotni skiin€ s 37°C a nechat piisobit hypotonicky roztok.

4. Fixace

Sediment resuspendovat pomoci Pasteurovy pipety a minitfepacky

Za stdlého promichavadni na minitfepadce pridat umélohmotnou pipetou
vymraZeny fixaéni roztok, do zkumavky pomalu zvysky 3 cm od hrdla
kultivaéni zkumavky po kapkach az po horni hranici kultiva¢ni zkumavky, tj.
celkem 14 ml a uzavfit ji.

Zkumavky vloZit minimalné na 10 minut do mraznicky.

Zkumavky rozmistit do centrifugy a sto¢it pti 1200 ot./min 10 minut.

V digestofi odSroubovat uzavér zkumavky, odsat pfislusnou pipetou
supernatant opét 0,2 — 0,3 cm nad hladinu sedimentu.

Resuspendovat sediment pomoci Pasteurovy pipety a minitfepacky

Za stalého promichavéani na minitfepacce pipetou oznalenou pouze pro fixaéni
smés pridat pomalu vymraZeny fixa¢ni roztok az po hranici 7 ml na kultivaéni
zkumavce. Zkumavku uzaviit.

Pro dokonalé pro€isténi suspenze, fixaci jest¢ 1x opakovat

Zkumavky rozmistit do centrifugy a sto€it pti 1200 ot/min 10minut.
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e Vdigestofi piisluSnou pipetou odsat supernatant 0,2 — 0,3 nad hladinu
sedimentu tak, aby se nezvifil.

e Umélohmotnou pipetou pfidat maximalné 1 ml a minimalné€ 0,5 ml fixa¢niho
roztoku v zavislosti na mnozstvi sedimentu. Obsah zkumavky jemné
resuspendovat.

e Zkumavku uzaviit a uloZit do chladni¢ky

5. Kapani sedimentu na podloZzni sklo
e Otevtit kultivaéni zkumavku se zafixovanou bunéénou suspenzi daného
pacienta a Pasteurovou pipetou jemné resuspendovat suspenzi.
Resuspendovana suspenze méd mit jemné mléénou barvu s opaleskujicim
zakalenim. Pokud se suspenze pfi vizualnim hodnoceni jevi jako husta,
dotedit ji pfidanim né&kolika kapek fixaéniho roztoku a opatrné jemné
resuspendovat Pasteurovou pipetou.
e 7 mrazéku vyjmout jedno podlozni sklo a lehkym ofouknutim vytvofit na
skle tenkou vrstvu vody.
e 7 vySky 30 cm kapnout pomoci prislusné Pasteurovy pipety 1-5 kapek
suspenze po celé plose skla.
e Lehce rozfoukat suspenzi po celém skle.
e Grafitovou tuzkou napsat na zabrus poradové Cislo preparatu a pfijmeni
pacienta.
e Takto oznacené sklo ihned vlozit do teplotni skiiné maximélné na 10
minut pfi teploté 60°C.
e VysuSené nativni preparaty mikroskopicky prohlédnout (pod
fazovym kontrastem) a posoudit jejich kvalitu. Pokud je kvalita
prvniho preparatu vyhovujici, pfipravit dalsi 4 preparéty pro karyotypizaci.
a) Pfi nadmémé hustoté materidlu na prvnim preparatu nafedit bunéénou
suspenzi v kultivaéni zkumavce pfidanim fixaéniho roztoku a opatrné
resuspendovét Pasteurovou pipetou.
b) Pfi nevhodném rozlozeni chromozomu v metafdzich na prvnim preparatu
pfidat do bunééné suspenze 1-3 kapky ledové kyseliny octové v zévislosti

na kvalité a rozloZeni chromozomu konkrétniho pacienta.
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| e Kultivaéni zkumavku se zbylou suspenzi doplnit do objemu 5 ml a ulozit do

chladnic¢ky

6. Barveni metodou GTG pruhovini

e Potfadové prvni skla od dvou prvnich pacientd s nativnimi preparaty piilozit
rubovou stranou k sob¢ a vloZit do trypsinového roztoku ve sklenéné kyvete.
Pak nechat 10 vtefin plsobit.

e Skla vyjmout z kyvety a oplachnout 3 vtetiny v jedné kadince s 2% roztokem
bovinniho séra v S6rensonové pufru, dale pak ve dvou kadinkach se
Sérensenovym pufrem.

e Nadbytek pufru nechat po kazdém oplachu stéct ptes roh skla.

e Zkyvety sbarvou filtranim papirem stédhnout povrchovou blanku a roztok
promichat.

e Skla obarvit v 5% roztoku Giemsova barviva po dobu 3 minut.

e Preparaty vyjmout, oplachnout v prvni kddince se Sérensenovym pufrem,
pak proudem vody a nakonec v kadince s destilovanou vodou.

e Preparaty vyjmout a vysusit vysouseCem vlasi.

e Na zabrus skla napsat grafitovou tuzkou dobu plisobeni trypsinu.

e Mikroskopicky posoudit kvalitu G-pruhti. Pokud neni vhodna, upravit pro

dalsi barvena skla dobu pisobeni trypsinu i Giemsova barviva.

7. Mikroskopicka analyza

e Vytidhnout preparat a vlozit ho pod mikroskop.

e Oteviit si karyotypovaci program, v ném piisluSnou databazi a najit
v abecednim seznamu slozku konkrétniho pacienta a oteviit.

e Porovnat identifika¢ni Gdaje pacienta v databazi s preparatem.

e Pii zvétSeni objektivu 10x, resp. 20x zb&zné prohlédnout preparat
a posoudit jeho kvality a vhodnost pro karyotypovani.

e Na misto nalezené metafaze s dobte rozloZzenymi chromozomy kapnout kapku
imerzniho oleje a nastavit objektiv se zvétSenim 100x.

e Stanovit pocet chromozomi dané metafdze. Pokud metafaze obsahuje
minimalné 45 chromozoml, miZeme provést strukturni analyzu karyotypu,

v opaném piipadé najit jinou metafazi.
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8. Prace s mikroskopem a se softwarem

K préci jsem pouzila systém LUCIA Karyo od firmy Laboratory Imaging s.r.o.
Pokud snimame analyzovanou mitézu, kliknout na ikonu mitéza a nasledné na
ikonu snimani.

Na mikroskopu oteviit clonu pro polovi¢ni prichod svétla do

kamery.

Ovladanim mikroskopického stolku posunout metafézit do stfedu

obrazovky monitoru PC a chromozomy zaostfit.

Péku pro ovladani clony pro prichod svétla na mikroskopu otevtit do polohy
pro plny prichod svétla do kamery.

Nasnimany obraz metafdze upravit pomoci manudlu pro ovladéani
karyotypovaciho modulu obrazové analyzy do podoby vhodné pro
karyotypovani.

Kazdou metafdzi karyotypovat, tj. chromozomy sefadit a hodnotit podle ISCN
2005.

Nasnimany karyotyp pacienta uloZzit do jeho slozky v databézi PC.

V legendé¢ pro uloZeni karyotypu aktualizovat nasledujici udaje: druh
biologického materidlu, datum jeho odbéru, karyotyp, ¢islo preparatu,
komentaf ke karyotypu a jméno karyotypujici osoby.

Vysettit takto celkem 10 G-pruhovanych metafazi.

9. Zavér analyzy

Z tady nasnimanych karyotypu pacienta vybrat jeden reprezentativni

obrazek, oteviit na celou plochu monitoru.

Kliknutim na funkei ,,nastaveni* vybrat protokol pro cytogenetickou

Zpravu.

Kliknutim na funkci ,,datab4ze® a nasledné na funkeci ,,zprava z databéze*
oznacit vybrany obrézek karyotypu.

Potvrzenim funkce tladitkem ,,OK* program automaticky vygeneruje
cytogenetickou zpravu obsahujici identifika¢ni daje pacienta, jméno
odesilajiciho l1ékafte, Cislo diagn6zy pacienta podle mezindrodni nomenklatury,

¢islo pojistovny, obrazek karyotypu, zapis karyotypu podle ISCN 2005.

41




e Z4vér cytogenetické analyzy zapsat slovné podle karyotypu a
prekontrolovat spravnost vSech ostatnich udaji.
Zpréva o vysledku cytogenetického vySetfeni se vytiskne ve dvou kopiich. Obé

pak musi podepsat povefeny pracovnik cytogenetické laboratote.

5.2.3 FISH

Z molekularn¢ biologického hlediska je metoda hybridizace in sifu zaloZena
na stejném principu jako analyza dle Southerna a dalsi hybridiza¢ni metody, tj. na
schopnosti jednofetézcové DNA (jakozto sondy) se vazat s komplementdrnimi dseky
cilové DNA (1). Oproti témto metodam, k nimz je nezbytna izolace DNA ze vzorku,
vSak hybridizace in situ vyuZiva pouze biologického materidlu (napt. metafaznich
chromozom, interfaznich bun&fnych jader, bun€k z histologickych fezli atd.),
znéhoz DNA neizolujeme, av§ak ptimo na né&j aplikujeme sondu. K nejbéznéjsim
modifikacim hybridizace in situ patii FISH.

Metoda FISH ma velky vyznam v molekularni genetice. Jejim principem je
navéazéni DNA sondy ke komplementdrnim sekvencim cilové chromozomaélni DNA.
Metoda FISH se mize pouZit na chromozomy v metafazi i interfazi. Sondy mohou
byt zna¢ené nepiimo digoxigeninem nebo biotinem a néasledné detekované pomoci
fluorescenéné znacenych protilétek.

Druhou, snadn&j§i a mnou pouzivanou variantou je piimé fluorescencni
znaCeni sondy (2). Ke znaCeni pouzivame napi. Texas Red, FITC, Cy3, CysS5,
Spectrum Green, Spectrum Orange. Tato sonda oznacend fluorescenénim barvivem
se véaZe na specifické misto chromozomu.

Pfi analyze FISH provadime nejprve denaturaci sondy a cilové DNA za
zvySené teploty (okolo 75 °C) a pak hybridizaci sondy a cilové DNA, kdy se
denaturovana sonda pfipoji ke komplementarnim sekvencim (viz tézZ tab. 3). Po
skondeni hybridizace odstranime nespecifické signély.

Vyhodou analyzy FISH, je pouZiti nékolika typl sond, které volime dle typu
vySetfeni. V soucasnosti je FISH je jednou z nejb€Zné&jSich metod pouzivanych k
rutinni vySetfenim, v klinické genetice. Jeji klasické modifikace vSak umoziuji

vySetfeni zmén pouze téch ¢asti genomu, k niZ jsou pouzité sondy komplementarni.
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K nejcastéji pouzivanym sondam patii centromerické neboli satelitni sondy.
Jsou tvofeny a-satelitnimi sekvencemi repetitivni DNA pfitomnymi v oblasti
centromer. VyuZivaji se k rychlé detekci numerickych aberaci, zejména v nedélicich
se bunkéch.

Lokus-specifické sondy (tzv. genové) se vazi na jedineéné sekvence na
chromozomech (napf. geny nebo skupiny genovych lokust). Vyuzivaji se ke
stanoveni nékterych strukturdlnich zmén, jako jsou mikrodelece nebo
mikroamplifikace.

Celochromozomové sondy (tzv. malovaci) se pfipravuji jako smés fragmentt
DNA hybridizujici s riznymi lokusy jednoho konkrétniho chromozomu. Diky jejich
soucasné aplikaci dojde k oznaceni téméf celého chromozomu. VyuZzivaji se pro
uréeni nékterych chromozomalnich prestaveb. Signaly téchto sond 1ze hodnotit jen
na chromozomech v metafazi a pro analyzu interfaznich jader je nelze v b&zné praxi
pouzit. Zvlastnim pfipadem aplikace malovacich sond je metoda M-FISH
(vicebarevnd FISH — viz obr. 13 a 14).

Tab.3 Minimalni doba hybridizace u necastéji pouzivanych typa sond

Typ sondy Minimadlni doba hybridizace

Centromerické 30 minut

Celochromozomové | 4 hodiny

Genove specificka | 6 hodin

Obr.13 Foto chromozomu analyzovanych metodou M-FISH (23)




Obr.14 Karyotyp zdravého ¢lovéka stanoveny metodou M-FISH (24)

K denaturaci a hybridizaci jsou ideédlni ptistroje ThermoBrite (obr. 15) a
Hybride, z nichz druhy uvedeny byl pouZzit v této praci. Jde o automaticky pristroj
sfadou programi, umoznujicich nastavit optimélni teplotni pod minky pro

denaturaci a hybridizaci. Timto pristrojem mlZeme vySetfit aZ dvanéct preparati

najednou. M4 velmi snadné ovladani a neni pfili§ finan¢né nakladny.

Na analyzu FISH pouzivame Cerstvé pfipravené, nativni preparaty z perifernich
lymfocytd  stimulovanych  fytohemaglutininem.  Cytogenetické  preparaty
pripravujeme z fixovanych bunéénych suspenzi, které nakapeme na specidlné

pripravena podlozni skla.
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Vlastni postup

1. Ptiprava roztokd

Odmyvaci roztoky temperujeme 30 min pfed zahdjenim procesu na
pozadovanou teplotu dle navodu vyrobce sond : 40ml roztoku 0,4x SSC/0,3%-Igepal
zahfivame na teplotu 73 + 1°C ve sklenéné kyveté s vickem. 40 ml roztoku 2x
SSC/0,1%-Igepal vytemperujeme na laboratorni teplotu 18-25°C v Coplinové
kyveté.

e 20x SSC (saline sodium citrate)
Navéazime:

175,3 g NaCl

88,2 g Na;CsHs07 x 2 H,0

900 ml destilované vody

Pfes noc uskladnime v chladniéce, druhy den zméfime pH a upravime na
pH= 7. Celkovy objem doplnime na 1 litr. Na roztok napiSeme nazev roztoku,
datum vyroby a pfesny cCas, slozeni roztoku, jméno laboranta, ktery roztok
ptipravoval a za jakych podminek. Skladujeme pfi laboratorni teploté maximalné 6

mésictl. (dle manualu firmy Vysis).

e 2xSSC
Ptipravime roztok z:
100 ml 20xSSC (pH =7)

850 ml destilované vody

Pies noc uskladnime v chladni¢ce, druhy den zmétime pH a upravime na pH
= 7. Celkovy objem doplnime na 1 1. Roztok oznalime dle vySe uvedenych
podminek. Skladujeme, pii laboratorni teplot¢ maximaln€ 6 mésicii (dle manualu

firmy Vysis).
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e 0,4x SSCs 0,3 % detergentem
Pred pfipravou roztoku je tfeba vytemperovat Igepal CA-630, Aqua pro
injectione. Obé& reagencie nechame temperovat na laboratorni teplotu 18 —25°C na

nerezovém stole v piipravné 1 hodinu, nejméné 30 minut.

Pfipravime roztok z:
2 ml 20xSSC (pH=7)
95 ml Aqua pro injectione

300 pl Igepal CA-630

Tfi hodiny promichdvdme na nejvys$si otd€ky na magnetickém michadle a
pak ulozime pfes noc do chladni¢ky. Rdno po vytemperovani roztoku na laboratorni
teplotu 18 — 25°C promichame 15 minut pii stejnych otda€kdch na magnetickém
michadle a na pH metru zméiime pfi laboratorni teploté pH. Pomoci koncentrované
kyseliny chlorovodikové (36%) a SM NaOH upravime pH na 7.0 — 7.5. Aqua pro
injectione doplnime celkovy objem na 100 ml. Takto pfipraveny roztok tepelné
osetfime v teplotni skfini pfi 110 - 130°C 20 minut. Po vychladnuti uskladnime
roztok v chladniéce pfi 2-8°C. Roztok oznacime dle vySe uvedenych podminek.

Roztok je mozné skladovat 6 mésicti (dle manudlu firmy Vysis).

e 2x SSC s 0,1% detergentem

Pfed pifipravou roztoku je tfeba vytemperovat Igepal CA-630, Aqua pro
injectione. Obé€ reagencie nechame temperovat na laboratorni teplotu 18 —25°C na

nerezovém stole v pfipravné 1 hodinu, nejméné 30 minut.

Ptipravime roztok z:
10 ml 20xSSC (pH=7)
85 ml Aqua pro injectione

100 pl Igepal CA-630

Tfi hodiny promichavame na nejvys$si ota€ky na magnetickém michadle a

pak ulozime pfes noc do chladni¢ky. Rano po vytemperovani roztoku na laboratorni
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teplotu 18 — 25°C promichdme roztok 15 minut pfi stejnych otdckadch na
magnetickém michadle a na pH metru zméfime pfi laboratorni teplot¢ pH. Pomoci
koncentrované kyseliny chlorovodikové (36%) a 5SM NaOH upravime pH na 7.0 £
0.2. Aqua pro injectione doplnime celkovy objem na 100 ml. Takto pfipraveny
roztok tepelné oSetiime v teplotni skiini pti 110 - 130°C 20 minut. Po vychladnuti
uskladnime roztok v chladni¢ce pii 2-8°C. Roztok oznacime dle vyse uvedenych

podminek. Roztok je mozné skladovat 6 mésict (dle manudlu firmy Vysis).

e Fixaéni roztok
Tento roztok si pfipravime z methanolu a 100% kyseliny octové v poméru 3:1
v mnozstvi podle poltu vzorki dle tabulky. Roztok je tfeba pfipravovat vzdy

Cerstvy.

Tab. 4 Objemovy pomér kys. octové a methanolu

Pocet vzorkl | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Kys.octova 9 18 27 36 45 54 63 72 81 90
Methanol 27 54 81 108 135 162 189 |216 [243 |270
Celkové 36 72 108 144 180 | 216 |252 288 |324 |360
mnozstvi
. Hypotonicky roztok

Pfipravime roztok z:

1,3978 g KCl (Suprapur)

250 ml destilované vody

Roztok je tieba pripravovat vzdy Cerstvy.

Tab. S Pomér KCI (g) a Destilované vody (ml)

Pocet vzorka | 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

KCI (g) 0,084 | 0,168 | 0,252 | 0,336 | 0,42 | 0,504 | 0,588 | 0,672 | 0,756 | 0,84

Destilovana | 15 30 45 60 75 90 105 120 135 150

voda (ml)
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. Alkoholové roztoky
70% ethanol — 70ml 96% ethanolu
30 ml destilované vody
85% ethanol — 85 ml 96% ethanolu
15 ml destilované vody
96% ethanol — 100 ml 96% ethanolu
Pouzitelnost tohoto roztoku je 7 dni, pak je tieba pfipravit novy roztok.
Lihovym popisovadem napiSeme na roztok datum a Cas p¥ipravy. Roztok skladujeme

pii laboratorni teploté 18 - 25°C maximalné 7 dni (dle manudlu firmy Vysis).

2. Pfiprava hybridiza¢nich smési
Pfed kodenaturaci chromozomalni DNA a DNA sondy pfipravime
hybridiza¢ni smés podle navodu (viz tab. 6).
Hybridizaéni smés pfipravujeme bezprostiedné pied FISH. Mikrozkumavky
se sondou, hybridizatnim pufrem a rozpln€nou Aqua pro injectione kratce
centrifigujeme do homogenizace obsahu mikrozkumavek na mikrocentrifuze. Do

sterilni mikrozkumavky automatickou mkropipetou napipetujeme:

Tab. 6 Priprava hybridiza¢ni smési

Pocet sond k hybridizaci 1 sonda 2 sondy 3 sondy
Hybridiza¢ni pufr 7 ul 7 ul 7 ul
Sondal 1l 1 ul 1yl
Sonda 2 - 1 ul 1 pl
Sonda 3 - - 1 pl
Aqua pro injectione 2 ul 1 pl =

Lihovy popisovadem napiSeme na mikrozkumavku sloZeni hybridiza¢ni smési.
Mikrozkumavky s hybridizaéni smési kratce centrifugujeme na mikrocentrifuze do
homogenizace obsahu. Kratce promichdme na minitfepaéce a opét kratce
centrifugujeme. Hybridiza¢ni smé&s uloZzime az do doby hybridizace na tmavé misto

nebo do mrazaku.

3. Postup
e Piipravit vzorky periferni krve k inkubaci s naslednou kultivaci (72 hod). Po

skon&eni provést hypotonizaci kultivovanych bunék v roztoku 0,075 molarniho
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KCl a déle fixaci materidlu smési metanolu a kyseliny octové v poméru 3:1
(blize viz 5.2.2 Vysetfeni karyotypu).

e Nahlédnout pod mikroskopem na preparat, zda je preparat kvalitni. Nemél by
obsahovat cytoplazmu kolem jader a chromozomu.

e Dehydratovat preparat vzestupnou alkoholovou fadou 70%, 85%, 96%, 100%
pii laboratorni teploté 18-25°C po dobu 2 minut v kazdém roztoku

e Ususit preparaty na vzduchu pfi laboratorni teploté 18-25°C a pfemistit na
plotynku nastavenou na 37°C.

e Mikrozkumavku s hybridiza¢ni smési pred pouzitim promichat na
minitfepaéce a centrifugovat na mikrocentrifuze po dobu 20 sekund.

e Na vyhftivaci plotynku vytemperovanou na 37°C poloZit vy¢isténé kryci
skli¢ko.

e Na piipravené kryci skli¢ko aplikovat automatickou mikropipetou potiebné
mnoZstvi hybridiza¢ni smeési. Mnozstvi volit podle plochy kryciho skla.
(12x12mm, resp. 15x15mm)

e Kryci skli¢ko opatrné spojit s podloznim sklem v misté€ ur¢eném
k hybridizaci tak, aby nemohlo dojit ke vzniku vzduchovych
bublin. Pfipadné vzduchové bubliny opatrné vytlacit.

e Oramovat okraje kryciho skli¢ka vulkanizaénim roztokem a ponechat 5 minut

e Piipravit pfistroj HYBrite — vloZit podlozni skla a do bo¢nich Zlabkl vlhky
filtra¢ni papir

e Kontrola teploty pfistroje — denaturace pii 75+1°C / 1 min a nasledna
hybridizace pti 37+1°C / 6 hodin

¢ Po ukoncené hybridizaci sundat folii z preparatu a vloZit do piipravenych
roztok.

e Ponofit do roztoku 2x SSC po dobu 1 minuty pfi pokojové teploté.

e Opatrné odstranit kryci sklicka.

e Ponofit na 1 minutu do roztoku 0,4x SSC s 0,3 % detergentem NP.

40 vyhtatého na 73+1°C umisténého v termolazni. Dojde k odstranni
nespecifickych signald.

¢ Ponofit do roztoku 2x SSC s detergentem po dobu 1 minuty pfi laboratorni
teploté.

o Skla z roztoku vyjmout a otfit jejich zadni plochy — nechat voln€ oschnout.
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e Mezi tim vyjmout kryci skliko, které velikostné odpovida rozloze
hybridizované plochy na preparatu a nanést na néj automatickou mikropipetou
potfebné mnozstvi barviva DAPI II s koncentraci 125ng/ml.

(10l na sklicko velikosti 18x18mm)

e Opatrné spojit podlozni sklo s krycim skli¢kem v nahybridizovaném misté tak,
aby nemohlo dojit ke vzniku vzduchovych bublin. Pfipadné vzduchové
bubliny opatrng vytlacit.

e Rohy kryciho skli¢ka piekryt malym mnozstvim bezbarvého laku na nehty

e Preparaty prohlédnout pod epifluorescenénim mikroskopem s objektivem

zvetSujicim 100x za pouZitim imerze

4. Mikroskopicka analyza

e Spustit software LUCIA (FISH), popft. ISIS (od firmy Metasystems).

e Oteviit FISH modul obrazové analyzy, pfisluSnou databazi a najit
v abecednim seznamu slozku konkrétniho pacienta a oteviit ji.

e Preparat skladovany ve tmavé komurce vlozit do svorek mikroskopu.

e Porovnat identifikaéni udaje pacienta v databazi s preparatem.

¢ V epifluorescenénim mikroskopu nastavit filtr pro barvivo, jimz jsou obarveny
chromozomy (tzv. counterstain).

e Sobjektivem zvétSujicim 20x nebo 40x najit a orientatné prohlédnout
vhodnou metaf4zi nebo interfazni jadro.

e Prohlédnout metafazi, resp. interfazni jadro i pod dalSimi filtry pro ostatni
pouzité fluorochromy. Tim posoudime kvalitu hybridizace a vhodnost
preparatu pro analyzu. Poté preparat prohlédnout i s objektivem zvétSujicim

100x za pouZiti imerze.
5. Prace s mikroskopem a se softwarem urenym k analyze obrazu
Vsechny preparaty po hybridizaci musime chranit pfed svétlem. Asi 30 min pred

vyhodnocenim preparatu pod epifluorescenénim mikroskopem, musi byt preparat

ponechan ve tmé& pti pokojové teplote.
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Kliknout na ikonu snimani (resp. ,,Capture image™) a na mikroskopu oteviit
clonu pro poloviéni prichod svétla do kamery. Ovladanim mikroskopického stolku
posunout analyzovany objekt do stfedu obrazovky monitoru PC a zaostfit ho. Paku
pro ovladani clony pro prichod svétla na mikroskopu oteviit do polohy pro plny
prichod svétla do kamery. Pii snimani podbarveni analyzovaného objektu a doostfit.
Potvrzenim tladitka dal$i systém automaticky pfepne na snimdani dal$i barvy a
zaroven automaticky vymeni filtr pro snimany fluorochrom. Opét upravit a doostfit a
potvrdit tlacitkem dal$i. P¥i sniméni posledni barvy uzavfit cely proces snimani
tla¢itekm OK. Nasnimany obrazek upravit pomoci nabidky v menu upravy do
koneéné podoby urcené pro dokumentaci.

Pti vySetfeni mikrodele¢nich syndromii hodnotime minimaln€ pét, zpravidla
vSak 10 — 15 metafazi. Pokud metafdze zcela chybi, vySetiujeme 200 interfaznich
jader. Pfi patologickém nebo hrani¢né patologickém nalezu se doporucuje hodnotit

az 500 bun¢k (metafazi i jader).

Pokud je cilovd sekvence pfitomna, je misto vazby sondy vidét

v epifluorescenénim mikroskopu jako hybridiza¢ni signal.

Pti své praci jsem srovnavala hodnoceni obrazkii v mikroskopu dvéma riiznymi
pocitatovymi systémy: Lucia FISH (dodavany firmou Laboratory Imaging s.r.0.) a
ISIS (dodévany firmou Metasystems). O vhodnosti téchto systémi bliZze pojednavam
v diskusi.

6. Zaver analyzy

Pro vysloveni kone¢ného zavéru a vyplnéni FISH zpravy, je potiebné
shodnotit vetsi pocet metafazich jader. Z fady nasnimanych obrazkit pacienta
vybereme jeden reprezentativni obrdzek Kliknutim na funkci nastaveni vybereme
protokol pro FISH zpravu. Kliknutim na funkci databdze a nasledné na funkci
zprava z databdze oznacime vybrany obrézek karyotypu.
Potvrzenim funkce tlatitkem OK program automaticky vygeneruje FISH zpravu
obsahujici identifika¢ni idaje pacienta, jméno odesilajiciho 1€kare, Cislo diagnozy
pacienta podle mezinarodni nomenklatury, &islo pojistovny, obrazek karyotypu,
datum vyhotoveni zpravy, jména hodnoticich osob a jméno vedouciho genetické

laboratofe.
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Po ukonceni prace s epifluorescenénim preparatem se uchovavaji dlouhodobé do
mraziciho boxu o teploté¢ — 20 £1°C. Po vydani vysledkl se preparaty skladuji za
vySe uvedenych podminek je$t¢ po dobu 1 meésice. Preparaty s patologickym

nalezem jsou archivovany pod dobu jednoho roku.

5.2.4 Pouzité sondy pro FISH

Vycet pouzitych sond pro FISH uvadi nésledujici tabulka ¢. 7. Ve vsech
piipadech se jednalo o pfimo znafené, lokus specifické sondy od komerénich
dodavateli. Jednim zukold mé prace bylo posoudit vhodnost vyuziti sond pro
region D10S585 na chromozomu 10p14 (k detekci vzacnéjsi mikrodelece 10p, kterd
zplsobuje tzv. DiGeorge syndrom II), které jsou zatim v bézné diagnostické praxi

pouzivany jen velmi omezené.

Tab. 7: Seznam pouzitych sond

TNézev sondy

Chromozomova
specifikace

Lokus

Délka
sondy

Vyrobce

Aquarius
DiGeorge/VCFS
TUPLE1 Region
Probe

22q11.2

HIRA (dfive oznaovan
TUPLE1)

120 kb

Cytocell

DiGeorge 11
Region Probe

10p14

D10S585

350 kb

Kreatech *)

Aquarius
Williams-Beuren
Region Probe

7q11.23

FZD9/WBSCRY9/TBL2/
LIMK1/RFC2/CYLN2

450 kb

Cytocell

Aquarius
Angelman
Region Probe

15q11 13

UBE3A/D15S10

120 kb

Cytocell

'Aquarius Prader-
Willi/Angelman
'Region Probe

15q11 -13

SNRPN/IC

150 kb

Cytocell

Aquarius Wolf-
'Hirschhorn
Region Probe

4p16.3

D4S166/D4S3327

165 kb

Cytocell

Cri-Du-Chat

5pl15.2

CTND2/SH6C-153474

580 kb

Kreatech *)

Aquarius Smith-
Magenis/ Miller-
Dieker Probe
Combination

17p11.2

FL1

80 kb

17p13.3

LIS1

170 kb

Cytocell

*) diive Q-BIOgene
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6. Vysledky

6.1. Zakladni cytogenetické vySetieni

Celkem bylo vysetfeno 91 pacientt. Cést udaji o vysledcich jejich cytogenetického
vySetfeni jsem ziskala od pracovnikt cytogenetické laboratofe UBLG FNM. K nim jsem (pod
vedenim dr. Kosafové) vySettfila jako srovnavaci material zakladni cytogenetickou metodou
chromozomy od 8 zdravych osob.

Zakladni cytogeneticky nalez (stanoveny metodou G-pruhovani a vyhodnoceny
systémem LUCIA, resp. Ikaros) byl u vSech 91 pacientii se suspektnimi mikrodele¢nimi
syndromy normalni (tj. 46,XX, popt. 46,XY). Na pfislusnych chromozomech nebyly
pozorovany Zadné odchylky. NiZe uvedené fotografie (foto 1 — foto 8) dokumentuji n€kolik
ukdzkovych Kkaryotyp a rizné kondenzovanych metafaznich, resp. prometafaznich
chromozomt. Tabulka 7 (viz niZe) uvadi vysledky zdkladni cytogenetické analyzy vsSech
vySetfenych pacientd se suspektnimi mikrodeleénimi syndromy a srovnava je s molekularné

cytogenetickym nalezem (bliz$i komentar viz 6.2).

Foto 1. Karyotyp zdravého muze (46,XY) sestaveny pomoci programu LUCIA
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Foto 2. Karyotyp zdravé Zeny (46,XX) sestaveny pomoci programu LUCIA
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Foto 3. Mikroskopicky obrizek metafaznich chromozomu Zeny upraveny programem

LUCIA
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[ Foto 4. Normalni karyotyp Zeny sestaveny z vySe uvedeného fota 3 pomoci programu
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Foto 5. Mikroskopicky obrizek pomérné malo kondenzovanych (prometafiznich az

metafaznich) chromozomii muze upraveny programem LUCIA
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Foto 6. Normalni karyotyp muze sestaveny z vy$e uvedeného fota 5 pomoci programu
LUCIA
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foto 8. Karyotyp zdravé Zeny sestaveny z fota 7 pomoci programu LUCIA
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6.2 Vysledky molekularné cytogenetické analyzy metodou FISH

Ackoli byl u vech 91 pacientli cytogeneticky ndlez normdlni, u 12 pacientii byla
metodou FISH s lokus specifickymi sondami prokazana nékterd z mikrodeleci. Vysledky jsou
shrnuty v tabulkéach &islo 7 a 8 a v grafu ¢islo 3.
Tabulka 7 shrnuje ptehled vSech indikovanych pacienti k vySetfeni mikrodeleci, jejich
cytogeneticky nalez a kone¢nou molekuldrné cytogenetickou diagnézu. Udaje o v&ku a
pohlavi pacientii jsou uvedeny v ptedchozi kapitole (tab. 1, grafy 1 a 2). Tabulka 8 pak

rekapituluje pouze idaje o pacientech s pozitivnim nalezem mikrodelece.




Tab. 8: Karyotypy a molekularné cytogenetické nalezy u pacienti vysetiovanych

pomoci metody FISH.
1 Pracovni dg
Cislo (fenotyp) Nalez FISH delece
pacienta | pacienta Karyotyp |(zjednoduseny zapis dle ISCN 2005) prokazana
1| Angelman 46, XX ish del(15)(911.2911.2)(IC/SNRPN-) ano
2 | Prader - Willi 46, XX ish del(15)(q11.2g11.2)(UBE3A-) ano
3 | Williams 46, XY ish del(7)(q11.23q11.23)(LLIMK1-) ano
4 | Cri-du-Chat 46, XX ish 5p15.2(CTNND2x2) ne
5 | DiGeorge 46,XX ish 22g11.2 (HIRAx2) ne
6 | Prader - Willi 46, XX ish (15q11-q13)(SNRPNx2) ne
7 | Cri-du-Chat 46,XX ish 5p15.2(CTNND2x2) ne
8 | Angelman 46 XY ish (15911-g13)(SNRPNx2) ne
9 | DiGeorge 46 XY ish 22g11.2 (HIRAx2) ne
10 | Cri-du-Chat 46, XX ish del (5)(p15.31)(CTNND2-) ano
11| Cri-du-Chat 46,XX ish del (5)(p15.2)(CTNND2-) ano
12 | DiGeorge 46, XY ish 22g11.2 (HIRAX2) ne
13 | DiGeorge 46, XY ish del(22)(q11.2 g11.2)(HIRA-) ano
14 | DiGeorge 48 XY ish 22g11.2 (HIRAX2) ne
15 | DiGeorge 46, XY ish 22911.2 (HIRAX2) ne
16 | DiGeorge 46, XX ish 22911.2 (HIRAx2) ne
17 | DiGeorge 46, XY ish 22¢g11.2 (HIRAX2) ne
18 | DiGeorge 46,XX ish 22911.2 (HIRAX2) ne
19 | DiGeorge 46, XX ish del(22)(q11.2 q11.2)(HIRA-) ano
ish 7q11.23
20 | Williams 46, XY (FZD9/WBSCRY/TBL2/LIMK/1RFC2/CYLN2x2) | ne
ish 7q11.23
21 | Williams 46,XX (FZDqQNVBSCRQ/TBLZ/LIMK1/RFCZ/CYLNZXZ) ne
22 | DiGeorge 46,XX ish 22911.2 (HIRAx2) ne
23 | DiGeorge 46, XX ish 22q11.2 (HIRAX2) ne
24 | Angelman 46 XX ish (15911-q13)(UBE3A/D15S10x2) ne
25 | DiGeorge 46,XX ish 22g11.2 (HIRAx2) ne
26 | Angelman 46, XX ish (15q11-q13)(UBE3A/D15S10x2) ne
27 | DiGeorge 46,XX ish 22q11.2 (HIRAx2) ne
28 | DiGeorge 46, XX ish 22911.2 (HIRAX2) ne
29 | Wolf-Hirschhorn | 46,XY Ish 4p16.3 (D4S166/D4S3327x2) ne
nuc ish 7911.23
30 | Williams 46,XX (FZD9WBSCRO/TBL2/LIMK1/RFC2/CYLN2x2) |ne
31 | Smith-Magenis 46,XX ish 17p11.2 (FL1-) ano
32 | DiGeorge 46,XX ish 22q11.2 (HIRAx2) ne
33 | DiGeorge 46, XX ish 22q11.2 (HIRAX2) ne
34 | DiGeorge 46 XY ish 22gq11.2 (HIRAX2) ne
nuc ish 7911.23
35 | Williams 46,XY - | (FZD9/WBSCRY/TBL2/LIMK1/RFC2/CYLN2x2) |ne
36 | DiGeorge 46,XY ish 22911.2 (HIRAx2) ne
37 | DiGeorge 46, XY ish 22911.2 (HIRAX2) ne
38 | DiGeorge 46, XX ish 22¢g11.2 (HIRAX2) ne
39 | DiGeorge 46, XY ish del(22)(q11.2 q11.2)(HIRA-) ano
40 | DiGeorge 46,XX ish 22g11.2 (HIRAx2) ne
41 | DiGeorge 46,XY ish 22g11.2 (HIRAX2) ne
42 | DiGeorge 46, XX ish 22q11.2 (HIRAx2) ne
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) Pracovni dg
| Cislo (fenotyp) Nalez FISH delece
pacienta | pacienta Karyotyp |(zjednoduseny zapis dle ISCN 2005) prokazana
43 | DiGeorge 46, XY ish 22g11.2 (HIRAx2) ne
44 | DiGeorge 46, XY ish 22q11.2 (HIRAx2) ne
45 | DiGeorge 46 XY ish 22g11.2 (HIRAX2) ne
46 | DiGeorge 46, XX ish 22q11.2 (HIRAX2) ne
47 | DiGeorge 46 XY ish 22¢g11.2 (HIRAX2) ne
48 | DiGeorge 46, XY ish 22g11.2 (HIRAx2) ne
49 | DiGeorge 46, XX ish 22911.2 (HIRAX2) ne
50 | DiGeorge 46, XY ish 22g11.2 (HIRAX2) ne
ish 7911.23
51 | Williams 46 XX (FZD9/WBSCRO/TBL2/LIMK1/RFC2/CYLN2x2) | ne
52 | DiGeorge 46, XX ish 22g11.2 (HIRAx2) ne
ish 7911.23
53 | Williams 46, XY FZD9/WBSCRO/TBL2/LIMK1/RFC2/CYLN2x2) |ne
54 | DiGeorge 46 XY ish del(22)(q11.2 g11.2)(HIRA-) ano
_ 55 | DiGeorge 46,XX ish del(22)(g11.2 g11.2)(HIRA-) ano
‘ 56 | DiGeorge 46, XX ish 22q11.2 (HIRAx2) ne
f 57 | DiGeorge 46,XX ish 22g11.2 (HIRAX2) ne
1 58 | DiGeorge 46, XX ish 22g11.2 (HIRAx2) ne
l 59 | Smith-Magenis 46,XY ish 17p11.2 (FL1x2) ne
‘ 60 | DiGeorge 46,XX ish 22q11.2 (HIRAx2) ne
‘ ish 7911.23
\ 61 | Williams 46,XX (FZD9/WBSCRY/TBL2/LIMK1/RFC2/CYLN2x2) | ne
‘ 62 | DiGeorge 46, XY ish 22911.2 (HIRAX2) ne
63 | DiGeorge 46, XX ish 22q11.2 (HIRAXx2) ne
64 | DiGeorge 46,XX ish 22g11.2 (HIRAx2) ne
65 | DiGeorge 46, XY ish 22g11.2 (HIRAX2) ne
ish 7g11.23
66 | Williams 46, XY (FZD9/WBSCRY/TBL2/LIMK1/RFC2/CYLN2x2) |ne
67 | DiGeorge Il 46, XX ish 10p14 (D10S585x%2) ne
ish 7911.23
‘ 68 | Williams 46,XX (FZD9/WBSCRY/TBL2/LIMK1/RFC2/CYLN2x2) |ne
' 69 | DiGeorge 46, XX ish 22g11.2 (HIRAX2) ne
70 | DiGeorge 46, XX ish 22g11.2 (HIRAX2) ne
71 | DiGeorge 46 XX ish 22911.2 (HIRAX2) ne
72 | DiGeorge 46, XY ish 22911.2 (HIRAx2) ne
ish 7911.23
| 73 | Williams 46,XX (FZD9/WBSCRO/TBL2/LIMK1/RFC2/CYLN2x2) | ne
74 | DiGeorge 46, XY ish 22g11.2 (HIRAX2) ne
75 | DiGeorge 46, XY ish 22g911.2 (HIRAXx2) i ne
76 | DiGeorge 46, XX ish 22q11.2 (HIRAx2) ne
ish 7911.23
77 | Williams 46, XY (FZD9/WBSCRO/TBL2/LIMK1/RFC2/CYLN2x2) | ne
- 78 | DiGeorge 46, XY ish del(22)(q11.2 q11.2)(HIRA-) ano
79 | DiGeorge 46 XY . |ish22q11.2 (HIRAX2) ne
| 80 | DiGeorge 46,XX ish 22q11.2 (HIRAx2) ne
___ 81|DiGeorge 46, XY ish 22q11.2 (HIRAX2) ne
; 82 | DiGeorge 46,XX ish 22911.2 (HIRAX2) ne
T 83 | DiGeorge 46, XY ish 22q11.2 (HIRAX2) ne
Ish 10p14 (D10S585x2),
| 84 | DiGeorgell 46, XY 22q11.2(TUPLEx2),22qter(N85A3x2) ne
' 85 | DiGeorge 46 XY ish 22q11.2 (HIRAx2) 2 ne
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| Pracovni dg
Cislo (fenotyp) Nalez FISH delece
pacienta | pacienta Karyotyp | (zjednoduseny zapis dle ISCN 2005) prokazana
86 | DiGeorge 46,XY ish 22911.2 (HIRAx2) ne
87 | DiGeorge 46,XX ish 22g11.2 (HIRAX2) ne
88 | DiGeorge 46 XY ish 22g11.2 (HIRAX2) ne
89 | DiGeorge 46,XX ish 22q11.2 (HIRAx2) ne
90 | DiGeorge 46 XY ish 22q11.2 (HIRAx2) ne
91 | DiGeorge 46,XY ish 22q11.2 (HIRAx2) ne

Tab.9: Prokazané mikrodelece u jednotlivych pacienti

Cislo
pacienta

Dg pacienta

Fenotyp pacienta

Molekularné cytogeneticky
nalez pacienta (vysledek
FISH)

1

Angelman

téZka mentalni retardace, epilepsie,
nestabilni chilze, bezdlivodny smich

Mikrodelece 15912

2

Prader - Willi

morbidni obezita, zlost na laéno, mentalni
retardace, hypotonie

Mikrodelece 1512

3

Williams

mentalni a rlstova retardace, dysmorfie
obli¢eje — elfin face , hyperkalcémie

Mikrodelece 7q11.23

10

Cri-du-Chat

tézka mentalni retardace, hypertelorismus,
opozdény motoricky vyvoj

Mikrodelece 5p15.31

11

Cri-du-Chat

tézka psychomotoricka retardace, okrouhla
tvar,

Mikrodelece 5p15.2

13

DiGeorge

roz&tép patra, stp. operaci umbilikalni
hernie, mentaini retardace, VCC- Fallotova
tetralogie.

Mikrodelece 22g11.2

19

DiGeorge

VVCC-pravostranny aortaini oblouk, stp.
operaci patra, facialni stigmatizace,
umbilikalni hernie.

Mikrodelece 22g11.2

31

Smith-
Magenis

porucha rlstu, orofacidlni stigmatizace,
automutilace, lehka anomalie levé ledviny,
lehky defekt sifiového septa, mikrocytarni
anémie, velmi kariézni, rozpadajici se
mékké, nadernalé zuby, trombocytopenie

Mikrodelece 17p11.2

39

DiGeorge

stp. operaci palatoschisis, kratké patro,
retence zubl; malé, rotované dysplastické
usi, plochy obli¢ej, mentalni retardace, bez
VCC; do 8 let inverze spanku, okusovani
prstl (autoagrese)

Mikrodelece 22q11.2

54

DiGeorge

VVCC-spole¢ny truncus, pravostranny
aortalni oblouk, levostranna arteria lusoria

Mikrodelece 22q11.2

55

DiGeorge

Bez VCC, dysmorfie obli¢eje

Mikrodelece 22qg11.2

78

DiGeorge

VVCC-defekt komorového septa,
hypokalcémie, PMR, porucha sluchu,
roz&tép patra, dysplazie lopatky a kli¢ku
vlevo, u matky a babi¢ky trombocytopenie

| Mikrodelece 22g11.2
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Z tabulky 7 i z grafu 3 vyplyva, Ze DiGeorge syndrom, resp. mikrodelece, které
s nim souvisi (zejména mikrodelece chromozomu 22q11.2), patii v této praci mezi nej¢astéji
vySetiované. K analyze FISH se zaméfenim na tuto aberaci bylo odeslano celkem 66 pacientt,
znichz u dvou jsme zjist'ovali vzacnéjsi deleci chromozomu 10p14.

Druhym nejastéji vySetfovanym patii v této praci Williamstv-Beureniv syndrom,
kde bylo indikovano 12 pacientli. V daleko men$im poltu jsem vysetfovala delece
zodpovédné za syndromy Cri-du-Chat (4 ptipady), Angelman (4 pfipady), Smith-Magenis (2
ptipady), Prader-Willi (2 pripady) a Wolf-Hirschhorn (1 ptfipad).

Graf 3: VysSetfované mikrodele¢ni syndromy

M DiGeorge

B wiliams
Angelmann

B Wolf-Hirschhorn

B Smith-Magenis
Cri du Chat

B Prader-Will

6.3 Vysledky vysetieni mikrodelece chromozomu 22q11.2 metodou FISH

K vysetfeni mikrodelece chromozomu 22q11.2 bylo odeslano celkem 66 pacientt.
Znich v 6 piipadech byla tato aberace prokazana metodou FISH. Vysledky jsou ziejmé
z grafu ¢. 4. Nasledujici vybér fotografii (foto 9 — foto 12) dokumentuje vysledky analyzy
FISH u pacientii s prokézanou a neprokazanou mikrodeleci chromozomu 22q11.2.

U dvou pacientli (€. 67 a 84) s velmi suspektnim fenotypem pro syndrom DiGeorge
vSak mikrodelece 22q11.2 prokazana nebyla. Proto jsme po konzultaci s klinickym genetikem
provedli vySetfeni méné casté mikrodelece 10pl4, kterd vyvolava podobné fenotypové

abnormality (tzv. syndrom DiGeorge II). Analyza této aberace se v molekuldrné
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cytogenetické laboratoti UBLG UK 2.LF a FNM dosud neprovadéla, proto byla ukolem mé
prace nejen samotnd diagnostika, ale také ovéfeni nové sondy ,,.DiGeorge II Probe* od firmy
Kreatech (viz téz kapitola 5 — tabulka pouzitych sond). Vysledky hybridizace ukazaly, ze
uvedena sonda poskytuje dobie vizudlné pozorovatelné i pocitaoveé hodnotitelné signaly (viz

foto 13). Delece 10p14 vsak nebyla zjist€na ani u jednoho z uvedenych pacienti.

Graf 4: Podil pacienti s molekulirné cytogeneticky prokazanou a neprokiazanou
mikrodeleci 22q11.2, resp. 10p14

M DiGeorge
potvrzena
mikrodelece

B DiGeorge
nepotvrzena
mikrodelece
DiGeorge Il
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Foto 9. Mikrodelece chromozomu 22q11.2 prokizana metodou FISH na metafaznich
chromozomech obarvenych roztokem DAPI. Sonda hybridizujici s genem HIRA (dfive
TUPLE1) a okolnimi sekvencemi v kritické oblasti syndromu DiGeorge je znafena Cerven€.
Kontrolni subtelomericka sonda (klon N85A3), kter4 hybridizuje s usekem 22ql13.3, je
macena zelené. Na snimku metafaznich chromozom@ (barvenych roztokem DAPI)
pozorujeme dva zelené signaly kontrolni sondy, které prokazujf ptitomnost obou chromozomu
22. Pouze na jednom z téchto chromozom je vSak piftomen také Cerveny signal sondy na

lokusu HIRA. Znamend to, Ze Sipkou oznafeny druhy chromozom bez cerveného signalu

kriticky region HIRA neobsahuje a je tedy deletovan.
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Foto 10. Jina ukizka pozitivniho molekulirné cytogenetického nilezu mikrodelece
22q11 na metafaznich chromozomech. Vysledek vysetieni FISH je stejny jako u
pfedchoziho fota 9. Na snimku mizeme vidét dva zelené signaly kontrolni sondy a pouze

jeden Cerveny signal kritické sondy. Proto lze uzavfit, Ze chromozom bez Cerveného signalu

oznaceny Sipkou je deletovan.
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Foto 11. Mikrodelece chromozomu 22ql11.2 diagnostikovana metodou FISH na
interfaznim jadie. Byly pouzity stejné sondy jako v pFedchozich pripadech (viz
doprovodny text k fotu 9). Na snimku pozorujeme interfazni jadro, které ma dva zelené
signdly kontrolni sondy, které signalizuji spravnost pouZité¢ sondy. Dale vidime jen jeden
cerveny signal sondy na lokusu HIRA. Znamena to, Ze kriticky region (oznaceny Sipkou a
popisem ,,HIRA®) je pfitomen pouze na jednom z chromozomu 22, zatimco na druhém chybi.

To dokazuje mikrodeleci chromozomu 22q11.

Foto 12. Neprokizanid mikrodelece 22ql11 vySetfovand metodou FISH na interfiznim
jadre. Byly pouzity stejné sondy jako v predchozich pFipadech (viz doprovodny text k
fotu 9). Na snimku mizZeme vidét interfazni jadro se dvéma zelenymi signaly kontrolni sondy,
a dva Cervené signaly sondy na kritickém regionu. Znamena to, Ze kriticky region je pfitomen

na obou chromozomech 22 a ani jeden z nich tedy neni deletovan.
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Foto 13: Vysledek vySetieni suspektni mikrodelece 10p14 metodou FISH. Kriticky region
na chromozomu 10pl4 hybridizuje s &ervené znalenou lokus-specifickou sondou. Jako
kontrola byla pouZita alfa satelitni sonda na centromeru chromozomu 10. ProtoZe jsou oba

chromozomy 10 hybridizuji s ¢ervené znacenou sondou, delece neni prokazana.
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6.4 Vysledky vysSetfeni mikrodelece chromozomu 7q11.23 metodou FISH

K vySetfeni Williamsova-Beurenova syndromu bylo indikovano 12 pacientt. Z nich
viak byla mikrodelece 7q11.23 diagnostikovana metodou FISH pouze u jednoho pacienta.
Vysledky jsou ztejmé z grafu €. 5.

Graf 5. Prokazana / neprokizana mikrodelece 7q11.23 metodou FISH.

B Williams
potvrzena
mikrodelece

B Williams
nepotvrzena
mikrodelece

e a—

6.5 Vysledky molekulirné cytogenetickych vySetfeni dalSich mikrodele¢nich

- syndromii

Kromé& vySe uvedenych syndromil byli vySetfeni rovnéz pacienti se suspektnimi
syndromy Angelman, Prader-Willi, Cri-du-Chat, Smith-Magenis a Wolf-Hirschhorn.
Vzhledem k malému poétu pacientd nelze vysledky analyzy FISH u téchto méné Gastych
mikrodeleci soubornéji hodnotit. NiZe uvedend tabulka ¢.10. uvadi pouze optehled téchto

vySetfeni. Pfiklady konkrétnich vysiedka FISH dokumentuje foto 14 — foto 15.
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Syndrom Chromozomova Pocet Pocet
lokalizace vySetienych | pozitivnich

mikrodelece pacientu nalezi
Cri-du-Chat 5p15.2 4 2
Angelman 15q12 4 1
Prader-Willi 15q12 2 1
Smith-Magenis 17p11.2 2 1
Wolf-Hirschhorn 4pl16.3 1 0

' Tab.10: Souhrn vysledki vyseti‘eni ostatnich, méné ¢astych mikrodele¢nich syndromii.

Foto 14. Negativni molekuldarnécytogeneticky nalez mikrodelece chromozomu 15q11-q13

(u pacienta ¢.

8 se suspektnim Angelmanovym syndromem) na metafaznich

chromozomech. Na vysledku FISH pozorujeme zelené signdly kontrolni sondy (klon 154P1)

v subtelomerickych oblastech obou chromozomi 15. Na kazdém z nich je pfitomen také

Cerveny signdl sondy na lokusu SNRPN/IC, ktery je soucésti kritického regionu. Znamena to,

Ze kriticky region je pfitomen, a proto neni mikrodelece prokézana.
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Foto 15. Prokazana mikrodelece chromozomu 17p11.2 u pacienta ¢. 31 se syndromem
Smith-Magenis. K vySetfeni byla pouzita metoda FISH, metafizni chromozomy jsou
obarveny roztokem DAPI. Na snimku pozorujeme dva Cervené signaly kontrolni sondy na
lokusech LIS1 (17p13.3). Na jednom z chromozomi je piitomen také zeleny signal sondy,

ktera hybridizuje s lokusem FL1 v kritickém regionu. Druhy chromozom bez zeleného signélu

(oznaleny Sipkou) je v pruhu 17p11.2 deletovan.

6.6 VySetireni familidrniho vyskytu mikrodeleci

V Sesti pfipadech jsme mikrodeleci vySetfili u vétSiho poctu rodinnych ¢lend se
zaméfenim na mozny familiarni vyskyt. Vysledky uvadéji tabulky 8 — 17. V jednom piipadé
jsme sledovali familiarni vyskyt mikrodelece chromozomu 7q11.23, v ostatnich péti rodinach
vyskyt mikrodelece chromozomu 22q11.2. V piipadé rodiny V. (viz tab. 15) jsme prokazali
vyskyt mikrodelece 22q11.2 u matky a jejiho syna (pacienta ¢. 54), ktery zemfel 6 dni po
narozeni. Pfi¢inou umrti byla zdavaznad VVV srdce (blize viz tab. 8). V ostatnich pfipadech $lo

0 izolovany vyskyt mikrodelece bez nalezu dalsiho postiZeného ¢lena rodiny.
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Tab.11. Rodina 1. - Familiarni vyskyt mikrodelece 7q11.23

Pacient Otec Dcera
(pac. ¢. 20) | (nevySetiena u nis)
Veék v dobé vysetreni 30 9
Prokédzana mikrodelece 7q11.23 *
Neprokdzand mikrodelece 7q11.23 | +
Hyperkalcemie +
Srde¢ni anomalie +
Mentélni retardace Ea
Ostatni makrostomie

Tab.12. Rodina II. - Familiarni vyskyt mikrodelece 22q11

Pacient Otec Matka Dcera
(pac. ¢. 34) | (pac. & 33) | (nevySetiena u nas)
Veék v dob& vySetieni 30 34 2
Prokdzand mikrodelece 22q11.2 +
Neprokézanéd mikrodelece 22q11.2 | + +
YCC + +
Anomalie patra +
Dysmorfie obli¢eje +
Ostatni umbilikalni hernie

Tab.13. Rodina III. - Familidrni vyskyt mikrodelece 22q11

Pacient Matka (pac. ¢. 38) | Dcera (pac. €. 19)
Vék v dobe vySetieni 31 6
Prokazana mikrodelece 22q11.2 %
Neprokdzana mikrodelece 22q11.2 | +
VCC +
Anomadlie patra +
Dysmorfie obliceje +
Mentélni retardace +
Ostatni retence zubu,
okusovani prsti -autoagrese




Tab.14. Rodina I'V.-Familiarni vyskyt mikrodelece 22q11

Pacient Otec Matka Mladsi syn | Starsi syn
(pac. ¢. 48) (pac. ¢. 49) | (pac. €.39) | (pac. &. 79)
Vek v dobé vySetreni 41 41 14 16
Prokézand mikrodelece 22q11.2 +
Neprokézand mikrodelece 22q11.2 | + +* +
WEC -
Anomalie patra +
Dysmorfie obliceje
Ostatni porucha sluchu |
Tab.15. Rodina V.-Familiarni vyskyt mikrodelece 22q11
Pacient Matka Syn Starsi dcera | Mladsi dcera
(pac. ¢.55) ac. ¢.54) | (pac.¢.58) | (pac.¢.57)
VEk v dobé vysetieni 33 6 dni 11 4
Prokézand mikrodelece 22q11.2 | + L
Neprokazana mikrodelece + +
22q11.2
VCC +
Anomadlie patra +
Dysmorfie obliceje
Ostatni exitus v 10
dnech
Tab.16. Rodina VI.-Familidarni vyskyt mikrodelece 22q11
Pacient Matka Otec Syn
(pac. ¢. 89) (pac. ¢. 90) | (pac. ¢. 78)
Vek v dobé vySetieni 31 48 9
Prokézana mikrodelece 22q11.2 +
Neprokédzana mikrodelece 22q11.2 | + +
veC +
Anomalie patra +
Dysmorfie obliceje
Ostatni porucha sluchu dysplazie lopatky
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7. Diskuse

7.1 Metodické moznosti FISH

Cilem tohoto studia bylo ziskat teoretické a predevSim praktické dovednosti v oblasti
zéakladnich cytogenetickych a molekularné-cytogenetickych metod, zejména FISH. Soucasné
jsem ov&fila protokoly FISH pouZivané v molekuldrnécytogenetické laboratoii UBLG FNM a
v molekuldrné cytogenetické laboratofi Pronatal podle standardnich operacnich postupt (26,
27). Usp&sné a dobte hodnotitelné vysledky hybridizace ukazuji, Ze pouZité protokoly FISH,
které se lis§i v nepatrnych a nepodstatnych detailech jsou pro rutinni klinickogenetickou
diagnostiku zcela vyhovujici.

Soucasné jsem do laboratorni praxe zavedla sondu ,,DiGeorge II Region Probe® od
firmy Kreatech. Vysledky vySetfeni prvnich dvou pacientl ukazuji, Ze sonda pii dodrZzeni
standardniho postupu poskytuje velmi dobfe pozorovatelné a hodnotitelné signaly (viz foto
13). Uprava laboratorniho protokolu (tj. podminek pro hybridizaci nebo pro odmyvéni
nespecifickych signali — tzv. ,stringent washing™) tedy v jejim piipad€ neni nutnd. Pro
spolehlivé posouzeni by vsak bylo tfeba provést hybridizaci s v&tSim poctem vzorkd, coz
Casovy ramec mé bakalatské prace nedovolil.

Metoda FISH je oproti mnoha jinym molekularnébiologickym metoddm méné pracna,
slouzi k rychlejsi detekci deleci, ale jeji klasicky protokol vyuZivajici jednotlivych
centromerickych, resp. lokus specifickych sond bohuzel neumoziiuje komplexni analyzu
zamétenou na identifikaci vétsiho poctu aberaci (2).

V soulasnosti existuji nové metody molekuldrni genetiky, které umoziuji piesnéjsi,
rychlej$i a mén€ nékladné diagnostikovani mikrodele¢nich syndromt. Mezi takové metody
patfi pfedeviim metoda MLPA, jejiz vyznam v souCasnosti vyrazn€ stoupa na ukor
donedavna nejvyuzivanéj$i metody FISH (20).

Ptesto lze uzaviit, Ze k optimalni diagnostice mikrodeleci a k ziskani relevantnich
z4veérll nezatiZenych fale$né€ pozitivnimi nebo falesn€ negativnimi vysledky je nejvhodné;si
kombinovat vysledky rtiznych metod, konkrétn€ FISH a MLPA. Pfedpokladam proto, Ze i
v budoucnousti zustane FISH dulezitou pomocnou metodou v klinickogenetickych
laboratofich.

Kromé ovéteni zédkladniho laboratorniho protokolu jsem v této bakalaiské praci méla

moznost vyzkouset a srovnat pocitatové programy LUCIA Karyo i ISIS (Metasystems)
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k analyze a k dal§imu zpracovani mikroskopického obrazu, popt. k jeho archivaci do souboru
dat o vySetfovanych pacientech. Oba systémy umoziuji zdkladni zpracovani obrazu
v mikroskopu do podoby vhodné pro dokumentaci vysledki v genetické laboratofi.

Ze srovnani téchto dvou systémi od snimani po Upravu obrazii metafaznich
chromozomu ¢i jader v interfazi vSak vyplyva, ze poéitatovy program LUCIA je na rozdil od
poc¢itatového programu ISIS citlivejsi a vurCitych ohledech snadnéji zpracovava
mikroskopické obrazy. Pomoci programu LUCIA Ize jednoduSeji ménit intenzity jednotlivych
barevnych vrstev a 1épe zacilit analyzu obrazu tak, aby byly zpracovavany signaly pouze

v urCité, ¢asto velmi malé plose.

7.2 Vysledky zakladni cytogenetické analyzy

Z uvedenych vysledkd vyplyva, Ze ani u jednoho zpacientlil s molekuldme
cytogeneticky prokazanou mikrodeleci nebyla pii zdkladnim chromozomovém vySetfeni
pozorovana Zadna chromozomova zména. Toto zjisténi je v plné shodé s dosud dostupnymi
udaji podle nichz lze kryptické delece vizudlné pozorovat pouze asi u 1% pacienti
s mikrodele¢nimi syndromy, a to vétSinou pouze na malo kondenzovanych metafaznich
chromozomech ziskanych technikou HRT (1, 2). Z tohoto hlediska jsou FISH a dalsi
molekularnécytogenetické metody pfi  vySetieni mikrodeleCnich syndromi zcela

nezastupitelné a maji kli€ovy vyznam pfi stanovené kone¢né diagnozy.

7.3 Molekularnécytogenetické vySetieni mikrodelecnich syndromi

Dalsim cilem bylo porovnat molekuldrné cytogeneticky ndlez s fenotypem
vysetfenych pacientl. Abychom toho dosahli, museli jsme zjistit zdkladni udaje o klinickém
stavu, resp. fenotypu pacienta, které jsme pak srovnali svysledkem molekuldrné
cytogenetické analyzy. Celkové lze konstatovat, Ze uvedené vysledky koresponduji
s recentnimi udaji o uvedenych mikrodele¢nich syndromech (napi. 28, 29, 30, 31, 32, 33, 34,
35, 36). V dal$im textu se zabyvam nékterymi konkrétnimi vysledky.

7.4 Zachyt mikrodeleci v souboru pacientu

Do této prace bylo zahrnuto 66 pacientll s podezienim na DGS, z nichZ jsme prokédzali

metodou FISH mikrodeleci 22q11 u 6 vySetfenych pacientd. V testovaném souboru pacientii
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¢ini zachyt mikrodelece 9%. Uvedené vysledky v zasadé koresponduji s literarnimi udaji (41).
Presto je zachyt téchto deleci niZsi, nez uvadi napi. Kocérek a kol. (35). Je to zplisobeno tim,
Ze v soucasnosti se indikuje k vySetieni (ve srovnani s pfedchozimi roky) stale vice pacientl a
to 1 takovych, ktefi nemaji prili§ typicky fenotyp (Kocarek — tstni sdéleni). Vzhledem
k vyrazné fenotypové variabilité klinickych projevii asociovanych s mikrodeleci chromozomu
22q11.2 se vSak zvySuje pravdépodbnost zachytu nékterych méné typickych a piipadi, jejichz
dokumentace mize vyrazn€ rozsitit klinické poznatky. Musime dat za pravdu, Ze fenotypova
variabilita u mikrodelece 22q11.2 je velmi rozsahla, protoZe kritickd oblast zahrnuje az 40
genll. Diky této Skale geni se mohou syndromy asociované s touto mikrodeleci ve svych
pfiznacich prekryvat (8).

U pacientt s mikrodeleci 22q11 jsme mohli zaregistrovat nejéastéji tyto srdecni vady:
pravostranny oblouk aorty (2 pfipady), pravostranny oblouk aorty + truncus arteriosus
communis (1 piipad) a defekt komorového septa (2 piipady). Jedna osoba neméla zadnou
srde¢ni vadu. Déle jsme si vSimli ¢astého vyskytu anomalie patra, nej€astéji rozstépu, ktery
jsme prokézali u 3 pacientl z 6, coZ ¢ini 50% pacientl s diagnostikovanym DiGeorgeovym
syndromem. Proto se zd4, ze VVV srdce a anomalie patr, popf. orofacidlni stigmatizace
budou i nadéle pouZivany, jako hlavni indikujici parametr k cilenému vySetfeni mikrodelece
chromozomu 22q11.2. To odpovida také dosud publikovanym tudajim (9, 35, 41). Na zaklade
téchto udaji se domnivame, Ze prenatdlni vySetfeni mikrodelece 22q11 metodou FISH by
mélo nabidnuto vSem té€hotnym Zendm, jejichz plody maji diagnostikovanou t€zsi srdecni
vadu.

K daleko vzacné€jSim néleziim, které jsme u pacientii v naSem souboru nezaznamenali,
miZeme zafadit napf. anomalie CNS, rozs§t€p patefe ¢i hypoplazie mozecku, které
dokumentuji nékteré prace — napt. Nickel a kol. (40).

Nelze vSak také vyloudit, Ze mezi pacienty s neprokédzanou mikrodeleci se vyskytly i
piipady se zménami malého rozsahu (tj. mensimi delecemi nebo dokonce pouze bodovymi
mutacemi gena v kritické oblasti), které nejsou metodou FISH s béZn€ pouzivanymi sondami
zjistitelné (41). V soudasnosti se proto v cytogenetické laboratoii UBLG FNM zavadi metoda
arrayCGH, s jejiz pomoci budou pacienti dovySetieni. To se tyka nejen DGS, ale také WBS a
dal§ich mikrodele¢nich syndromi.

Vyskyt mikrodelece chromozomu 10p14 je velmi vzacny (Bartsch — osobni sdéleni), a
proto jsme ho nediagnostikovali ani u jednoho ze dvou ndmi vySetfenych pfipadi. Diive se

v literatufe objevovaly pochybnosti, zda tento syndrom viibec existuje (37).
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U Praderova-Williho a Angelmanova syndromu souvisi nizky zachyt také se
skute¢nosti, ze vé&tSina pacientd neni molekularné cytogeneticky vySetfovana, ale jejich
vzorky DNA jsou zasilany pfimo k molekularnébiologickému vySetfeni podle algoritmu
popsaného v praci Calounové a kol. (39). Problémem u téchto syndromt je také pomé&mé
vysoky vyskyt dizomickych, metodou FISH nediagnostikovatelnych forem (2, 39). Do
budocnosti by bylo v8ak vhodné uvazit, zda by analyza FISH neméla byt pro spolehlivéjsi
potvrzeni diagnézy provadéna i u ptfipadd vySetfenych jinymi molekuldrnébiologickymi
metodami (44, 45).

Zajimavym vysledkem je pozitivni nalez pomémé vzicného syndromu Smith-
Magenis. Jde o typicky piipad, jehoZ fenotyp odpovida popisu v literatute (46).

Vysledky vySetfeni dalSich syndromt, které jsou v praci prezentovény, nelze pro
relativné maly pocet pacienti komplexnéji hodnotit a komentovat. Zachyt téchto deleci je

obecné nizky.

7.5 Familidrni vyskyt mikrodelece chromozomu 22q11 a 7q11.23

U 5 pacientd s prokdzanou mikrodeleci chromozomu 22ql11.2 jsme vySettili také
jednoho nebo vice jejich rodinnych pfislusnikli (zpravidla rodi¢t — blize viz tab. 11 — 16).
Z téchto rodin se familiarni vyskyt zminéné aberace podatilo prokdzat pouze u jedné (tedy u
20% rodin v naSem souboru). Tento poznatek je ve shod¢ s dostupnymi udaji (2, 35, 38). U
popsané rodiny ¢&. V. (viz tab. 15) pozorujeme vyrazn¢ diskordantni fenotyp u osob
s prokdzanou mikrodeleci 22q11: Matka (pacient €.55) se dozila dospélého vé€ku, nema VCC,
pouze dysmorfické rysy v obliceji a je schopna reprodukce. Jeji novorozeny syn (pacient €.54)
m¢l t€Zzkou VCC, ktera se stala pti¢inou jeho umrti v 10 dnech Zivota. Krutilkové a kol. (38)
uvadeéji vyskyt diskordantniho fenotypu dokonce u monozygotnich dvojcat.

Rodinny vyskyt WBS je vzhledem k rozsahu postizeni vzacny, téméf nulovy. Ve
vétsin¢ piipadd nemd postizeny jedinec potomky. Uvedené vysledky koresponduji

s literarnimi zdroji (43).

75




8. Zavér

Prace seznamuje s problematikou mikrodeleénich syndromt a s moZnostmi jejich
diagnostiky prostfednictvim klasické cytogenetické analyzy a metody FISH. Béhem dochazky
do laboratofe jsem si ob&é metody osvojila a ovetila vyuziti.

Vysledky jasn¢ ukazuji, Ze pouhd cytogenetickd analyza k potvrzeni diagnézy
mikrodele¢nich syndromi nesta¢i, nebot’ v naprosté vétsin€ ptipadli neposkytuje relevantni
vysledky. Lze ji pouze vyuzit pifi vyloueni rozsdhlejSich chromozomovych piestaveb,
eventualné aneuploidii, které by v urcitych pfipadech mohly vyvolat projevy podobné jako u
nékterych mikrodeleénich syndromu.

K diagnostice kryptickych aberaci podmitiyjicich vznik mikrodelecnich sybdromi je
vSak nezbytné molekuldrné cytogenetické vySetfeni. Proto jsem wuzila analyzu FISH
s vybranymi lokus specifickymi sondami a ovéfila jeji metodické moznosti. Kromé sond
béZné pouzivanych ve vétSin¢ laboratofi jsem se zabyvala i moZnym vyuzitim sondy uréené
k detekci mikrodelece chromozomu 10p14. Ackoli jsem tuto deleci ani u jednoho ze dvou
indikovanych pacientll neprokézala, vysledky ukazuji, Ze sonda ,,Di Geoge II Region Probe®
od firmy Kreatech poskytuje pti dodrzeni standardniho protokolu dobré wvysledky a
nevyzaduje specidlni upravu hybridiza¢nich podminek nebo zmeénu teploty pii odmyvani
nespecifickych signala (,,stringent washing*). Hybridiza¢ni signaly jsme pozorovali s pomoci
epifluorescenéniho mikroskopu Olympus BXS51 a srovnali mozZnosti jejich hodnoceni dvéma
riznymi pocitaCovymi systémy. Jako vhodnéjsi k upravé mikroskopickych obrazkl se jevi
systém LUCIA.

Ze sledovaného souboru 91 pacientli se podatilo detekovat rizné mikrodelece u 12
pacientll s nejriznéjSimi fenotypovymi projevy. U zbylych 79 pacienti nebyla delece
prokazana.

Nejcastéj$im ndlezem byla mikrodelece chromozomu 22q11 prokazand u 6 pacientl.
Vysettili jsme dva pripady suspektni mikrodelece 10pl4, kterd vSak nebyla metodou FISH
prokézéana. Zachyt této aberace je malo provdépodobny, nebot’ jeji incidence se odhaduje na
1:100 000 novorozencil.

U pacientll s mikrodeleci 22q11 jsme sledovali udaje o fenotypovych projevech a
srovnavali jsme je smolekuldrné cytogenetickym nélezem. Vysledky analyzy ndmi
prezentovaného souboru ukazuji, Ze vzhledem k rozsahlé variabilité klinickych projevii mtze

byt fenotyp u kazdého pacienta individudlni.
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Dale jsme sledovali familiarni vyskyt mikrodelece chromozomu 22q11 u 5 rodin.
V jednom pfipadé (u rodiny ¢islo V.) jsme prokazali familidrni vyskyt mikrodelece 22ql11
Matka s touto aberaci a jeji syn se stejnym ndlezem méli znaén€ rozdilny rozsah postizeni.
Tento ptfipad je dalSim popsanym nalezem dokumentujici diskordantni fenotyp u ¢asto velmi
blizkych rodinnych piislusnikli se stejnou mikrodeleci. Zachyt familidrni mikrodelece 22q11
tedy c¢ini 20%. Tento podil se muize zdat pomémé nizky, avSak je v plném souladu
s publikovanymi udaji.

Pokud bych na studii mikrodele¢nich syndromi pracovala d€le, jist¢ by byly vysledky
vice rozsahlé a detailn&j$i, s vy$$i moZnosti zachytu i dalSich vzacnych mikrodeleci, jakou byl
napt. Smith-Magenis syndrom.

Zavérem lze konstatovat, Ze molekularni genetika je stile rozvijejici se obor.
V laboratotich jsou zavddény stdle dokonalejsi, kvalitn€jsi a rychlej$i metody k diagnostice
mikrodeleci a kazdé pracovi§t¢ se mulze rozhodnout pro metodu, kterou povazuje za
maximaln€¢ vhodnou. Zda se vSak, ze vzhledem ke své relativni jednoduchosti a dobré
reprodukovatelnosti zlistane metoda FISH nadlouho jednou ze zdkladnich diagnostickych
postupli umozZilyjicich diagnostiku mikrodele€nich syndromii a mnoha dalSich
chromozomovych aberaci. Lze vSak predpokladat, Ze v budoucnosti budou jeji vysledky stale
Castéji kombinovany, popf. srovnavany s vysledky jinych, zejména molekularné biologickych

vysetieni (napf. metodou MLPA nebo arrayCGH).
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10.Prilohy

ThermoBrite™

Programmable Temperature
Controlled Slide Processing
System

This programmable system automates the denaturation and
hybridization steps in slide-based FISH procedures, and provides
walk-away convenience for clinical and research personnel. The
low cost unit accepts a wide range of sample types, is easy to use,
and reduces hands-on time by more than 50% while ensuring
overall precision and accuracy in all FISH assays.

User Programmable Settings
e 40 user defined protocols and 3 operating modes
o Easy to read backlit display
*  Numeric keypad allows for easy programming
e Can be used as a fixed temperature slide warmer

The ThermoBrite System holds up to 12 slides. The lid seals
tightly when closed providing optimal chamber humidity. The
system maintains uniform temperture across all slide positions.
Slides can be easily added or removed with one hand. The
numeric keypad allows for easy programming with 40 user
programmable  settings and 3 modes of operation;
denaturation/hybridization, Hybridization, and Fixed
Temperature.

Priloha 1. Nazorny protokol k pouZziti pfistroje ThermoBrite

Ideal for denaturation/hybridization
of fluorescent in situhybridization
procedures

Easy to use

Eliminates manual steps and reduces

hands-on time during FISH procedures

Slides do not need to be fully loaded to maintain
temperature accuracy

Slide guide keeps slides in place and allows for
one hand removal

More stringent temperature control

Rapid temperature ramp-up and accuracy of + 1° C
Superior temperature uniformity across all slide
positions

Optimal humidity contro}

Heats slide to temperatures ideal for FISH
procedures
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