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Analyza genetickych piicin mentadlnich retardaci metodou FISH

Abstrakt

Bakalafska prace s nazvem analyza genetickych pfi¢in mentalnich retardaci metodou
FISH se zabyva riznymi druhy mentalnich retardaci. V prvni ¢asti prace pojednava o
mentalnich retardacich jako o celku. Zamé&fuje se zde na rozdéleni mentalnich retardaci a
pfi¢inami vzniku. DalS$i ¢ast se jiz zamétuje na konkrétni druhy mentalnich retardaci.
Jedna se ptfedevsim o mentalni retardace, které jsou zptisobené mikrodelecemi na lidském
chromozomu 22. Jako ptiklady jsou okrajové uvedeny Wiliamstv-Beurentiv syndrom ¢i
Angelmantv syndrom. Déle je zminén jeden syndrom, ktery neni mikrodele¢ni, ale
naopak u né€j dochazi ke zmnozeni ¢asti chromozomu. Jedna se o syndrom kocic¢iho oka.
V teoretické Casti je pozornost zaméiena predevsim na syndrom delece 22q11.2 neboli
DiGeorguv syndrom a na Phelan-McDermidiv syndrom neboli syndrom delece 22q13.3.
Na téchto dvou syndromech je postavena dale i praktickd cast. V posledni ¢asti reSerSe
této bakalaiské prace je pozornost ubirana k metod¢€, jakou se mentalni retardace mohou
vySetiovat. Jedna se tedy o metodu FISH neboli fluorescenéni in situ hybridizaci.

Prakticka ¢ast bakalatské prace, jak uz bylo vySe zminéno, se zaméfuje na detekci
syndromu delece 22g11.2 a syndromu delece 22913.3. Detekce téchto dvou syndromu
byla provadéna z dvaceti vzorkd. Material na tyto vzorky poskytlo dvacet anonymnich
probandu, ktefi trpi néjakym mentalnim postizenim. Pfesnéa diagndza ndm ale neni znama.
Vzorky byly analyzovany metodou FISH a nésledné pozorovany pod fluorescenénim
mikroskopem.

Nejbéznéjsi mikrodelecni syndrom delece 22q11.2 byl prokdzan u jednoho probanda.
Naopak velmi vzacny mikrodeleéni syndrom 22q13.3 nebyl prokézan ani u jednoho

probanda.
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Genetic analysis mental retardation by FISH method
Abstract
The bachelor thesis entitled Analysis of genetic causes of mental retardation by FISH
method deals with different types of mental retardation. The first part of the thesis deals
with mental retardations as a whole. It focuses on the classification of mental
retardations and the causes of mental retardation. The next part focuses on specific
types of mental retardation. These are mainly mental retardations that are caused by
microdeletions on human chromosome 22. Examples of these are, for example,
Wiliams-Beuren syndrome or Angelman syndrome. In addition, one syndrome is
mentioned which is not a microdeletion, but instead involves the multiplication of part
of a chromosome. This is the cat's eye syndrome. In the theoretical part, the focus is
mainly on the 22q11.2 deletion syndrome or DiGeorge syndrome and the Phelan-
McDermid syndrome or 22¢13.3 deletion syndrome. In the last part of the research of
this bachelor thesis, attention is drawn to the method by which mental retardation can be
investigated. This is the method of FISH or fluorescence in situ hybridisation.
The practical part of the bachelor thesis, as mentioned above, focuses on the detection
of the 22911.2 deletion syndrome and the 22g13.3 deletion syndrome. The material for
these samples was provided by twenty anonymous probands suffering from some
intellectual disability. However, the exact diagnosis is not known to us. The samples
were analysed by FISH and then observed under a fluorescence microscope.
The most common microdeletion syndrome, deletion 22q11.2, was found in one
proband. In contrast, the very rare microdeletion syndrome 22q13.3 was not detected in
any proband.

Key words

FISH; 22g11.2 deletion syndrome; 22q13.3 deletion syndrome; microdeletion
syndromes
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1 Uvod

Mentalni retardaci trpi 2 az 3 % populace (Armatas, 2009). Rozdélit ji podle vysky
IQ postizeného Ize na lehkou, stfedni, t¢Zkou ¢i hlubokou mentalni retardaci. V teoretické
¢asti se podrobné zabyvam mentalnimi retardacemi, jak je Ize rozdélit ¢i jaké jsou jejich
pric¢iny. Vzhledem k tomu, ze v praktické ¢asti se snazim detekovat u postizenych bud'to
syndrom delece 22q11.2, ¢i syndrom delece 22ql13.3 a oba tyto syndromy jsou
mikrodeleéniho pivodu, zabyvam se tedy v reSerSni praci predev§im syndromy, které
jsou zpusobené chromozomalni deleci malého rozsahu. Okrajové zmifuji dva syndromy,
které jsou v populaci zastoupeny ve vyssi mife a dva syndromy, které se vyskytuji jen
vyjimecné. Dale je zde okrajové popsany jeden mikroduplika¢ni syndrom, ktery zminuji
Z toho ditvodu, ze k jeho vySetieni dochazi stejnymi sondami, jaké pouzivam v praktické
casti.

Hlavnim syndromem, na kterém je tato prace postavena, je jiz zminény mikrodele¢ni
syndrom 22qg11.2 jinak také znam pod nazvem DiGeorgliv syndrom a mikrodele¢ni
syndrom 22q13.3 jinak oznacovan jako Phelan-McDermidiav syndrom. JelikoZ se oba
rozebirané syndromy vyskytuji na dvaadvacatém chromozomu, tak je cast teoretické ¢asti
vénovand pravé tomuto chromozomu. DiGeorgiiv syndrom je nejbéznéjSim
mikrodele¢nim syndromem. V populaci se vyskytuje u 1 z 20006000 narozenych déti.
Déti s timto postizenim Casto trpi pravé mentalni retardaci, maji problém ve Skole
S probiranym ucivem, a to pifedevSim v oblasti matematiky ¢i u ¢teni. Pfi¢inou tohoto
syndromu byva ve velké vétsiné mikrodelece genu TBX 1. Naopak od DiGeorgova
syndromu je Phelan-McDermidiv syndrom velmi vzacny. Pfi¢inou tohoto syndromu je
mikrodelece genu SHANK 3.

Posledni cast reSerSe jsem vénovala metod¢é FISH a principu, na kterém tato metoda

funguje.



2 Mentalni retardace

Mentalni retardace mizeme znat také jako intelektualni postizeni nebo mentalni
postiZeni. Jedna se o stav, kdy se u jedince bud’to netiplng, anebo uplné zastavi dusevni
vyvoj. Postizeny jedinec ma tedy vyrazné snizenou schopnost porozumét novym vécem
¢i se nové véci a dovednosti naucit. Kvuli tomu, ze jedinec byva postiZen jiz od utlého
véku, dochazi k naruseni dovednosti jako je fe¢, chiize, poznavaci schopnosti (UZIS CR,
2022). Udava se, ze mentalni retardaci trpi ptiblizné 2-3% populace. Mezi pti¢iny jsou
zahrnovany jak genetické, tak enviromentalni faktory, nicméné ve velkém procentu
ptipada 1ékati nejsou schopni urcit etiologii postizeni (Armatas, 2009). Konkrétni piic¢iny
mentalni retardace tedy mohou byt naptiklad uziti alkoholu ¢i drog matkou v t€hotenstvi,
trauma béhem porodu coz muze zptlisobit predCasny porod ¢i nedostatek kysliku béhem
porodu. Pod genetické pfiCiny spadaji numerické chromozomalni aberace, strukturni

chromozomové aberace a mikrodele¢ni syndromy (Johnson, 2019).

2.1 Numerické chromozomalni aberace

Numerické chromozomalni aberace vznikaji u vétSiny ptipadt jako diisledek poruch
segregace chromozoml béhem bunécného déleni. Tyto segregacni chyby jsou pfitomny
ve vSech bunkach, coz ma za nasledek poSkozeni celého organismu a zptsobuji odchylky
od normdlniho poc¢tu chromozomil. V jedné buiice mize byt tedy budto o jeden
chromozom navic- pak se jedna o trizomii, anebo jeden chromozom chybi- jedna se 0
monozomii. V ptipadé numerické aberace u plodu je velka pravdépodobnost, Ze dojde ke
ztraté tehotenstvi. Existuji ale také aberace slucitelné se zivotem, které pak jsou pficinou
riznych syndromt. Jedna se naptiklad o Downliv syndrom, coz je nej¢astéjsi syndrom
zpusobeny trizomii chromozomu 21. Tento syndrom je zarovén nejCastéjSi vrozena
pri¢ina mentalni retardace. Dale Edwardstiv syndrom, ktery je zplsobeny trizomii
chromozomu 18, a v neposledni fadé Patautiv syndrom, ktery je zptsoben trizomii 13.
chromozomu. Monozomie zptisobuje naptiklad Turnertiv syndrom, konkrétné se jedna o

monozomii chromozomu X (Strochova, 2016).



2.2 Strukturni chromozomové aberace

Tento druh chromozomalnich aberacich se d€li na ¢tyti skupiny a to delece, duplikace,
inverze a translokace. Delece mohou vzniknout bud'to jako nasledek zlomu- vznika pak
terminalni delece, nebo nasledek dvou zlomii- jedna se 0 intersticialni deleci, anebo jako
disledek nerovnomérného crossing-overu. Pfi delecich dochéazi k odstranéni nebo
vyjmuti ¢asti chromozomu, coZz muze vést k tomu, Ze je chromozom méné funkéni.
Miuzeme se stim setkat napiiklad u syndromu Cri-du-chat, kdy je odstranéna ¢ast
kratkého raménka na chromozomu 5. U duplikace dochazi ke zdvojeni ¢asti chromozomu,
¢imz dojde | K namnozeni genetického materialu. K duplikacim mize opét dochéazet u
nerovnomérného crossing-overu. Duplikace muzeme pozorovat napiiklad u nemoci
Charcot-Marie-tooth, kdy dochazi k ¢asteéné duplikaci 17. chromozomu a dochazi tak ke
svalové slabosti. U inverze dochazi ke dvéma zlomim na jednom chromozomu a
nasledné k pretoceni zlomenych ¢asti opacnym smérem (Strochova, 2016). Inverzi zname
bud'to jako pericentrickou, kde dojde ke zlomu i s centromerou. U paracentrické inverze
pak centromera neni soucasti zlomu. Inverzi mizeme nejCastéji pozorovat na
chromozomu 2. U translokaci dochazi ke zlomu u dvou chromozomii a nasledné
K vyméné téchto odlomenych segmenti. Klasickym piikladem je Robertsonska
translokace, ktera vznika v ptipadé Ze dva akrocentrické chromozomy ztrati kratka

ramena a ta dlouha ramena se spoji (Tarantino, 2019).

2.3 Rozdéleni mentalnich retardaci dle mezinarodni klasifikace nemoci

Na zdklad¢ dosazené vysky IQ rozdélujeme mentélni retardace dle mezinarodni
klasifikace nemoci do Sesti skupin. Jedna se tedy o lehkou mentalni retardaci, stfedni
mentalni retardaci, t€Zkou mentalni retardaci, hlubokou mentalni retardaci, jinou mentalni
retardaci a neurCitou mentalni retardaci. Rozfazeni mize byt ovSem ovlivnéno i
schopnosti adaptovat se. Adapta¢ni dovednosti jsou naptiklad schopnost komunikace

s okolim nebo schopnost postarat se o vlastni potteby (UZIS CR, 2022).

2.3.1 Lehka mentdlni retardace

U lehké mentalni retardace se vySka IQ nachazi mezi 50 az 69. Takto vysoké IQ
odpovida mentalnimu véku 9 az 12 let. Do kategorie s touto diagndzou spada piiblizné

85% postizenych. Zaci s lehkou mentalni retardaci jsou obvykle o 2 aZ 3 roky niZe, nez
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je jejich uroven ve tiide. Mivaji problémy s fe¢i, paméti ¢i pozornosti. Tito zaci potiebuji
pomoc s ukoly kazdodenniho zivota, byvaji nemotorni a zapomnétlivi. Dale mohou mit
problémy s rozliSovanim konkrétnich ¢i abstraktnich pojmi. Matouci pro né mohou byt i

metafory ¢i pfirovnani. U téchto zaki je tedy vhodna bud’to tprava vyuky, anebo pfi
vyssi zdvaznosti vyuka ve specidlni tfidé. Mnoho dospélych je vSak schopno prace a

udrZzovani socidlnich vztaht (Loveless, 2022).

2.3.2 Stitedni mentalni retardace

Hladina 1Q se pohybuje v rozmezi 35 az 49, coz u dospélych odpovida mentalnimu
véku 6 az 9 let. Lidé se stfedni mentalni retardaci tvoii ptiblizné¢ 10% z mentalné
retardovanych. U postizenych byvd opozdén pohybovy vyvoj, mohou mit potize
s komunikaci, kvili problémiim u vyvoje feci. Behem détstvi si ale bézn€ osvoji alespon
minimalni slovni zasobu. Podle urovné postizeni mohou zvladat ucivo praktické skoly,
ackoli vétsina navstévuje Skolu specialni. Ve vétSin€ piipadech tito 1idé nejsou schopni

Zit samostatné, proto potiebuji ur€ity stupen podpory, a to i v dospélosti (Johnson, 2019).

2.3.3 TéZka mentdlni retardace

1Q se pohybuje mezi 20 az 34, coz odpovida u dospélych mentalnimu véku 3 az 6 let.
Tento druh retardace je zietelny jiz od Gtlého véku. Déti s timto postizenim maji problém
s fe¢i- bud’to se mluvit nenauci, anebo jen par zékladnich slov. Vyuka u téchto déti je
velmi omezena, ale pokud maji spravnou rehabilita¢ni a vzdélavaci péci, mohou velmi
zlepsit své rozumoveé schopnosti, komunikacni dovednosti, coz vede ke zlepSeni kvality
jejich zivota. I presto tento stav vyzaduje trvalou podporu kvalifikovaného asistenta

(Svarcova-Slabinova, 2006).

2.3.4 Hluboka mentdlni retardace

U hluboké mentalni retardace dosahuje 1Q maximalné¢ 20. Mentalni vék pak u
dospélych odpovida nejvyse 3 roktim. PostiZzeni jedinci nejsou schopni porozumét
pozadavkiim, ani jim vyhovét. U téchto lidi se ve vétSiné ptipadi vyskytuje i1 tézké
postiZzeni pohybovych schopnosti a jsou tedy imobilni. Problém nastava i u feci, kdy si

postizeni neosvoji ani zaklady a v lepSich pfipadech jsou pak schopni komunikovat
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alespon neverbalné. Schopnost pe¢ovat o své zakladni potieby je u téchto lidi minimalni.

Pottebuji tedy staly dohled a pomoc (Svarcova-Slabinova, 2006).

2.3.5 Jind mentadlni retardace

Tato kategorie je pouzivana v ptipadech, kdy je nesnadné a nebo nemozné urcit
stupenl intelektové retardace. Jednd se napiiklad o nevidomé, nemluvici, neslysici, dale o
jedince stézkymi poruchami chovani, osoby s autismem i té€Zce postizené osoby

(Svarcova-Slabinova, 2006).

2.3.6 Neurcita mentalni retardace

Do této kategorie spadaji lidé, u kterych byla diagnostikovana mentalni retardace, ale
kvili nedostatku informaci nebylo mozné pacienta zatadit do jedné z jiz uvedenych

kategorii (Svarcova-Slabinova, 2006).

2.3.7 Diagnostika pacientit s mentdlni retardaci

V piipadé, Ze ma dit¢ podprimérné intelektové a adaptacni schopnosti, provede
Iékat vySetteni, které zahrnuje rozhovor s rodi¢i, pozorovani ditéte a provedeni testl
inteligence, jako je napiiklad Stanford-Binetv inteligen¢ni test, diky kterému Iékatf mize
urcit [Q ditéte. U podrobného vySetieni hraje také dulezitou roli genetické a neurologické
vySetieni, socialni a rodinnd anamnéza. Cely proces zahrnuje kromé& navstévy praktického
Iékate navstévu dalSich specialistli, jako je psycholog, logoped, socidlni pracovnik,

vyvojovy pediatr ¢i détsky neurolog (Johnson, 2019).
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3 Mikrodeleéni syndromy

Mikrodele¢ni syndromy jsou skupina syndromi, které jsou zpisobeny
chromozomalni deleci. Jedn4 se o tak maly rozsah, ktery nelze zachytit standartnim
cytogenetickym vysetfenim karyotypu. Standartné vznikaji de novo, coZz znamena, Ze
rodice postizeného potomka nemuseji nutn¢ byt nosic¢i mikrodele¢niho syndromu. Mezi
hlavni fenotypové projevy se fadi mentalni retardace a kraniofacialni dysmorfie. Mezi
mikrodele¢ni syndromy patii napiiklad Angelmaniv syndrom, Williamstv-Beurenlv
syndrom, syndrom mikrodelece 5931.3, mikrodele¢ni syndrom 3q21, syndrom delece

vvvvvv

syndromy a dva vzacné.

3.1  Angelmantv syndrom

Angelmantv syndrom je u velké vétSiny postizenych zpusobeny deleci
v chromozomu 15q11-q13. S touto mentalni poruchou se narodi ptiblizné jedno z 15 000
déti. Jedinci s touto mentalni poruchou maji té¢zké az hluboké mentalni postizeni, potize
se spankem, malo rozvinutou fe¢, bezdiivodné zachvaty smichu, motorické problémy a
dalsi projevy. V souCasné dobé na tuto nemoc zadny 1€k neexistuje. Lécba je pouze

symptomaticka (Wheeler et al., 2017).

3.2  Williamstv-Beurentv syndrom

Wiliamstv-Beurentiiv syndrom se vyskytuje u jednoho z 10000 narozenych déti.
Syndrom postihuje chromozom 7, konkrétné se delece vyskytuje v oblasti 7911.23. Tato
oblast zahrnuje 1,5 az 1,8 milionu pard bazi a obsahuje 26 az 28 genu. Pacienti s timto
syndromem mivaji vypouklé tvaie, Siroké usta s plnymi rty, Siroké celo, kratSi nos
se sirokou $pickou (Pober, 2010). Dale je tento stav charakterizovan mirnym az stfedné
mirnym mentalnim postizenim, pacienti maji bézn¢ problém s vizuadlné-prostorovymi
ukoly, jako je napiiklad skladani puzzlii nebo kresleni (Medline plus, Williams syndrome,
2014).
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3.3  Syndrom mikrodelece 5931.3

Jak uz nazev napovida jedna se o mikrodeleci na patém chromozomu konkrétné
v oblasti 31.3. Jedna se o velmi vzacné onemocnéni, v 1ékatské literatufe bylo zatim
popséano jen velmi malo pfipadli. Toto onemocnéni zplisobuje vyrazné opozdéni feci a
motorickych schopnosti- piedev§sim chtize. Kvili slabému svalovému tonusu maji
kojenci jiz od narozeni potize s krmenim a s dychénim, coz mtze byt zivot ohrozujici. Co
se stavby téla tyka postizeni s timto druhem mikrodelece vyznacuji vyrazné rysy obliceje
naptiklad Gzké ¢elo, nadmérna vzdalenost o¢i, mald dolni Celist. Postizeni maji také casto

zachvaty epilepsie (Medline plus, 2017).

3.4  Mikrodele¢ni syndrom 3¢29

Syndrom postihujici chromozom 3 konkrétn¢, oblast 29 je opét velmi vzéacny.
Vyskytuje se u jednoho z 30 000-40 000 lidi a v medicinské literatuie bylo prozatim
popsano 75 ptipadi (Medline plus, 329 microdeletion syndrome, 2019). Lidé s timto
syndromem maji tzky oblicej, vysoky nosni mustek, uzky prostor mezi nosem a hornim
rtem a velké usi. VétSina osob ma opozdény vyvoj feci, lehké ¢i sttedné tézké mentalni
postiZzeni, poruchy autistického spektra, bipolarni poruchy ¢i schizofrenii (Willatt et al.,
2005).
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4 Lidsky chromozom 22

Chromozom je struktura, kterou nalezneme ve vSech lidskych buinkach. Konkrétni
umistnéni chromozomt jsou jadra bunék. Jedna se o kondenzované tutvary, které jsou
tvorené DNA a histony. Chromozom se sklada ze dvou chromatid a centromery (Stefanek,
2011). Centromera se nachazi v misté chromozomu, které je zizené. Chromatidy neboli
raménka rozliSujeme na kratké ramena, které 1ze oznacit jako p rameno. Dlouhé rameno
chromozomu pak oznacujeme jako rameno q. VSechny zdravé lidské buiikky maji 23 part
chromozomt. Jedinou vyjimku tvofi pohlavni buiky, které maji pocet chromozomu
haploidni. Haploidni pocet chromozomi znamen4, Ze obsahuji pouze jeden chromozom
daného paru (Stefanek, 2011). Chromozom je vlastné zabalena molekula DNA, ktera je
pevné mnohokrat navinuta kolem histont, které jsou bilkovinové povahy.

Kdyz se buiika nedéli, tak jednotlivé chromozomy nejsou od sebe odlisitelné, a to ani
pod mikroskopem. To je divod, pro¢ chromozomy pozorujeme pod mikroskopem
predev§sim v metafazi, tedy ve chvili, kdy se déli. V takové chvili se DNA stava
mohutnéjsi, a tedy 1 1€pe pozorovatelna. VEtsinu informaci o chromozomech se védci
dozveédéli pravé béhem bunééného déleni (Medline Plus, What is a chromosome?, 2021).

Lidsky chromozom ¢islo 22 je tedy druhy nejmensi akrocentricky chromozom,
obsahujici pfiblizn€¢ 51 milioni parti bazi neboli stavebnich blokil. Z celkové DNA
Vv burikach je 1,5 az 2 % zahrnuto pravé v tomto chromozomu (Venter et al., 2001). V roce
1999 doslo k prilomu v molekularni genetice, kdy doslo k identifikaci potadi bazi
jednalo se pravé o chromozom 22, ktery se tak stal prvnim plné osekvenovanym
chromozomem.

Pocet gent, které tidi pravé tento chromozom, se vzhledem ktomu, ze védci
pouzivaji rizné piistupy u odhadovéani poctu genii na jednotlivych chromozomech,
pomérné lisi. Lidsky chromozom 22 obsahuje pravdépodobné 500 az 600 genti. Tyto geny
nam pak davaji instrukce pro tvorbu proteint a ty nasledné plni v téle velké spektrum

riznych roli (Medline Plus, Chromosome 22, 2021).
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5 Syndrom delece 22qg11.2

Syndrom delece 22911.2 je znamy jinak také pod nazvy: DiGeorgtv syndrom, VCFS
(Velo-kardio-facialni syndrom), syndrom Sedlackové nebo CATCH 22. Jak uz nazev
napovida, je zde fe¢ o mikrodeleci na chromozomu 22 v misté oznacovaném ql1.2. Ve
chromozomalni oblasti. V této oblasti je obsazeno 30-40 geni (22ql1.2 deletion
syndrome, 2019). Syndrom delece 22911.2 je oznacovan jako jeden z nejcetnéjSich
mikrodele&nich onemocnéni. Vyskytuje se u jednoho z 3000-6000 narozenych déti. Zeny
1 muZi jsou postizeny timto syndromem stejnou mérou (Kraus et al., 2018). V dasledku
velké rtiznorodosti pfiznakl u tohoto syndromu byla v minulosti rizna seskupeni znaka
popisovana jako samostatna onemocnéni. Z toho divodu zname dnes syndrom delece
22q11.2 pod mnoha nazvy. Ke sjednoceni doslo, az po identifikaci genetického zékladu

(Groopman, 2021).

5.1  Projevy

Jak jiZ bylo zminéno syndrom delece 22q11.2 mize mit mnoho riznych projevl a
symptomu. Tyto symptomy mohou postihnout jakoukoli ¢ast téla. Za pficinu velké ¢asti
symptomil tohoto syndromu byla oznacena delece genu, znamého jako TBX1. Absence
tohoto genu ma na svédomi napiiklad rozstép patra, srde¢ni vady, poruchy hybnosti, nebo
ztratu sluchu (Groopman, 2021). Rozstép patra je zpusoben u postizenych netplnym
uzavienim svald. Sliznice, kterd patro pokryva, se ale uzavie a vznika tak podslizni¢ni
roz§tép patra, ktery mize u postizeného zplsobit nosoveé znéjici fe€. Mezi srdecni vady
spada napiiklad pomala srde¢ni frekvence, defekt komorového septa, coz znamena, ze
V pfepazce mezi pravou a levou komorou srdec¢ni je otvor, ktery miize vést az k srdeCnimu
selhani. Déle hypoplastické levé srdce, kdy u postizeného neni vyvinuta leva strana srdce.
V takovém ptipad¢ je ve vétSing€ pripadech nutné operace. Ztrata sluchu byva zptisobena
tekutinou, ktera se nahromadi uvniti ucha. Jedna se vétSinou jen o do¢asnou ztratu sluchu.
Problém nastava v situaci, kdy piijde o sluch dité, u kterého probihd vyvoj feci.
V takovém piipadé je dilezité nezanedbat 1éCbu. K trvalé ztrat¢ sluchu dochdzi pouze
vyjimecné. U déti s diagnézou syndromu delece 22q11.2 se castéji vyskytuje porucha

pozornosti a hyperaktivita (ADHD) a dalsi poruchy spadajici do autistického spektra.
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Tyto poruchy mohou narusit a ovlivnit socialni interakci a komunikaci s okolim. Velké
procento ma také lehké mentalni postizeni, opozdény vyvoj feci, poruchy uceni. Postizeni
ve Skolnim véku mivaji potize naptiklad se ¢tenim nebo s matematickymi ulohami
(Zinkstok et al., 2019). Pacienti se syndromem delece 22911.2 vykazuji pfiblizné
trojnasobné zvySené riziko psychiatrickych poruch. Na obrazku cislo 2 Ize vidét

jednotlivé psychické poruchy a jejich vyskyt v zavislosti na véku (Kraus et al., 2018).
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Obrazek 2 : Vyskyt psychickych poruch v zavislosti na véku postizeného
(Kraus et al., 2018)
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6 Gen Shank 3

Tento gen se nachazi na 22 chromozomu konkrétné v oblasti na dlouhém raménku
22913.3. Polohu genu SHANK 3 mtzeme vidét na obrazku ¢.2. Normalni funkce genu
SHANK 3 zajistuje instrukce pro tvorbu proteinu, ktery je obsaZeny ve velkém mnoZstvi
télesnych tkanich, pfedev$im se vyskytuje v mozku. Tento protein mé hlavni roli ve
fungovani synapsich, tedy v komunikaci mezi bunkami. Slouzi zde jako opora, ktera
podporuje jednotliva spojeni mezi neurony a zajistuje, ze signaly vysilané jednim
neuronem jsou druhym pfijimany. Déle se podili na tvorb€ a zrani dendritickych trnti, coz
jsou malé vyristky z dendritl, které maji za funkci pfenaset nervové impulzy (SHANK3

gene, 2017).

6.1  Phelan-McDermidav syndrom

Phelan-McDermidtv syndrom neboli syndrom delece 22q13.3. Prevalence tohoto
syndromu neni znama. V nadaci Phelan-McDermidova syndromu je registrovano vice
nez 1500 osob. Nicméné tento pocet nepiedstavuje pocet postizenych jedincti, a to
z dtivodu, Ze ne vSichni postizeni jedinci jsou v této nadaci zaregistrovani (Phelan et al.,
2018). Jedna se o genetické onemocnéni, kdy je pfi¢inou tohoto syndromu gen SHANK
3. Postizeny ¢lovék miZze v pribéhu casu osvojené schopnosti ztracet, a to z divodu
mensiho mnozstvi genu SHANK 3 v chromozomech. Mezi schopnosti, které ¢loveék mize
ztracet patii naptiklad fec ¢i chiize. Jakmile se totiz objevi nové dovednosti, vytvareji se
tak rozsahlejsi synapse a hrozi pak riziko selhani nervové soustavy a urcita dovednost se
tak ztrati. Pribeh onemocnéni je zavisly na velikosti delece. U lidi s malymi delecemi je
pozorovan mirnéjsi prubéh. Ti mohou mit napfiklad drobné problémy s feci, které Ize
zlepsit diky logopedické terapii. U té€zSich ptipadl mivaji postizeni problém s chovanim,
rysy poruchy autistického spektra (Medical Genetics, 2018).

Co se fyzického vzhledu tyka mivaji pacienti protdhly tvar obliCeje se Spicatou
bradou, plné ¢i nafouklé tvare, poklesla nebo nadmuta o¢ni vi¢ka, plochy a Siroky nos.
Ruce mivaji pacienti velké a na prstech U nohou mivaji nedostatecné¢ vyvinuté nehty

(Medical Genetics, 2018).
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7 Syndrom ko¢i¢iho oka

Tento syndrom sice nespada pod mikrodele¢ni syndromy, spad4 naopak do skupiny
syndromd, kde material nechybi, ale prebyva. U jedinct, ktefi trpi syndromem kociciho
oka, dochazi k ¢astecné tetrasomii, kdy se ¢ast dlouhého raménka a celé kratké raménko
chromozomu 22 vyskytuje v bunkach ctyfikrat. U mensiho poctu osob s timto
syndromem vSak miize dojit k ¢aste€né trizomii, kdy je ta stejnd oblast pfitomna ve vSech
buiikdch ve tfech kopiich. Konkrétni ¢ast, u které mize dojit ke zmnoZeni je na
chromozomu 22 ve stejné oblasti, jako u DiGeorgova syndromu a to 22911. Nazev tohoto
syndromu je odvozen od vyrazné o¢ni abnormality, kterou mizeme pozorovat u vice nez
poloviny postizenych osob. Jedna se o rozstép nebo také mezeru v duhovce pod zornici a
piipomina pravé vzhled koc¢i¢iho oka (National Organization for Rare Disorders, Inc.,
2021).

7.1  Priznaky a symptomy

Nektefi jedinci s timto syndromem mohou mit mirné projevy a jen velmi malé
mnozstvi symptomu. Zatimco jini lidé mohou mit vice zavaznych symptomi. Klasickym
ptiznakem tohoto syndromu je jiz zminény rozstép v duhovce, dale analni atrézie, ktera
se vyskytuje u 75 % postizenych a usni abnormality, vyskytujici se u 80 % postizenych.
Syndrom je ale velmi variabilni a kombinace vSech tfi zminénych ptiznakl se vyskytuje
pouze u 41 % postizenych (National Organization for Rare Disorders, Inc., 2021).
Dalsimi charakteristickymi znaky obliceje jsou na ptiklad mald dolni Celist ¢i plochy
nosni mustek. V nékterych piripadech je mozny maly vzrist jako dasledek nedostatku
ristového hormonu. Pacienti s touto diagnoézou dale trpi mentalnim postizenim, a to

lehkym az t€zkym (Turleau, 2016).
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8 Metoda FISH

Tato metoda zacala byt pouzivana v 80. letech 20. stoleti (Huber et al., 2018).
Jednotlivé delece (ztraty), translokace (strukturni ptestavby) ¢i amplifikace (zmnozeni)
useki DNA byly pfed zavedenim metody FISH vySetfovany za pomoci klasického
barveni chromozomil napiiklad barvivem Giemsa (Univerzita Palackého v Olomouci,
2016). Nyni metoda FISH patii mezi velmi dilezité cytogenetické techniky. Tato metoda
je konkrétné¢ vyuzivana k ziskani prostorovych genomickych a transkriptomickych
informaci. Vyuzivame ji jak v genomickém a bunééném biologickém vyzkumu, tak u
diagnostickych aplikaci v preventivni a reprodukéni medicing a onkologii. V diagnostice
je metoda FISH povazovana za zlaty standard pro detekci nemocnych ¢i malignich bunék
obsahujicich chromozomalni pifestavby nebo genové aberace. Diky této metodé
ziskavame lokalizaci a identifikaci specifické sekvence nukleotidd v DNA (O'Connor,
2008). Vyhodou je také moznost vySetifeni chromozomalnich deleci a duplikaci, jejichz
délka se pohybuje od 1 do 3 Mbp. Mikrodelece a mikroduplikace v takto malém rozsahu
neodhalime konven¢nim cytogenetickym barvenim (Kurtovic-Kozaric, 2016). Bohuzel i
tato metoda ma jisté nevyhody, mezi které patii napiiklad nutnost vyuziti fluorescencniho
mikroskopu k vyhodnoceni vysledki, ktery je finan¢né nakladny. Dalsi nevyhodou je, ze
fluorescencni signaly po Case relativné slabnou, takZe jsou preparaty po Case huie Citelné
(Hoff et al., 2010). Zkratka FISH znamena fluorescen¢ni in situ hybridizace. Z oznaceni
in situ vyplyva, ze k hybridizaci dochazi pfimo ve vySetfovaném materialu (O'Connor,
2008).

8.1  Princip metody FISH

U metody FISH vyuzivame struktury DNA, ktera je tvofena dvéma antiparalelné
komplementarnimi vlakny, kdy jsou jednotlivé baze k sob¢ spojeny vodikovymi miistky.
Tyto baze nebo také nukleotidy jsou v ptipadé DNA rozdéleny do dvou skupin. Prvni
skupina nese nazev purinové baze. Do této skupiny se fadi baze adenin a guanin. Druha
skupina se nazyva pyrimidinové baze, kam patii cytosin a tymin. Pfi hybridizaci se pak
spojuje purinova baze s bazi pyrimidinovou. Adenin se tedy paruje s tyminem a cytosin
s guaninem (Necas, 2000).

Abychom mohli na vySetfovanou deoxyribonukleovou kyselinu navazat znacené

sondy musime ji nejdiive denaturovat. Denaturace znamend, ze dochdzi k odd€leni
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polynukleotidovych fetézcl. Odd¢€leni jednotlivych fetézch docilime zvySenim teploty na
94 — 96 °C. Na denaturovanou DNA je pak mozné navazat komplementarni DNA, ktera
je znacena fluorescenéni znackou. Takto znaéend DNA je oznaovana jako sonda. Proces,
kdy se sonda navaze na vySetfovanou DNA, je oznaCovan jako hybridizace. Béhem
hybridizace dochazi ke spojeni komplementarnich bazi, které jsou jedou z hlavnich
soucasti polynukleotidového fetézce Na rozdil od denaturace k hybridizaci dojde diky
snizené teploté na 37 °C (Huber et al., 2018). Po hybridizaci mohou vznikat Ctyii typy
komplementarnich produktti, a to cilova sekvence templatu — cilova sekvence templatu,
stabilni specificky hybrid sonda — templat, sonda — sonda a nestabilni nespecificky hybrid.
Prvni tfi typy zminénych duplexti jsou stabilné;si a vydrzi i nepiiznivé podminky béhem

hybridizace a béhem promyvani (Swiger a Tucker, 1996).

8.2  Druhy sond

Sonda, ¢i jinak také proba, je uméle pfipraveny polynukleotidovy nebo
oligonukleotidovy fetézec, ktery se vaze na cilovou DNA. Sondy je mozné rozdélit do tii
skupin, a to lokus specifické sondy, sondy s repetitivni sekvenci a celomalovaci sondy.
Lokus specifické sondy jsou schopny se vazat do konkrétniho mista genu neboli lokusu.
Tento druh sond je vyuZzivany pfedevs§im u vySetieni mikrodeleci, kdy dochazi ke genové
absenci, dale jsou vyuzivané u zjisténi amplifikace onkogenti a u nékterych specifickych
translokaci. Sondy s repetitivni sekvenci se mohou vazat na oblasti, které jsou bohaté na
opakujici se sekvence parti bazi. Do této skupiny zahrnujeme centromerické a telomerické
sondy. Jak uz z nazvu vyplyva centromerické sondy jsou schopny se vazat konkrétné na
sttedni ¢ast chromozomu, kde byva piiblizn€ centromera. Tyto sondy se vyuZzivaji
k identifikace markerovych chromozomu a u numerickych chromozomovych abnormalit.
Telomerické sondy se vazi na rozdil od centromerickych sond na koncové casti
chromozomt tedy na telomery. Tyto sondy je mozné vyuzit k identifikaci kryptickych
chromozomalnich translokaci. U posledniho typu sond tedy u celomalovacich sond
dochdzi k fluorescen¢nimu nabarveni celého chromozomu. Tyto sondy hybridizu;ji
s mnohacetnymi chromozovymi sekvencemi. PouZzijeme je pii chromozomovych

piestavbach (McNeil Ford a Ried, 2014).
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8.2.1 Znaceni sond

Jak uz nazev naznacuje vyuzivame u metody FISH sondy, které jsou znacené
fluorescen¢né. V oligonukleotidové sekvenci DNA sondy jsou inkorporovany
modifikované nukleotidy, které nesou fluorochrom. Znaceni sond je mozné provést
napiiklad enzymaticky jinak také nick-translaci. Dochazi k inkubaci jednofetézového
zlomu DNA ve smési DNazy ¢ili deoxyribonukleaza, coz je hydrolyticky enzym, DNA-
polymerazy a dNTP, coz je deoxyribonukleotidtrifofat, ktery ma na sobé chemicky
navazany fluorochrom. Vysledkem této inkubace je zaclenéni znacené dNTP do vlakna
DNA. dNTP se do vlakna DNA zaclenuje v pfitomnosti hotfecnatych kationt (Kocarek
et al., 2006).

8.3  DalSi cytogenetické vySetieni

Mezi dalsi cytogenetické vySetfeni, kterymi jsme schopni vysetfit lidsky karyotyp,
patii metoda hybridiza¢nich Cipl ¢i zastarala verze této metody, a to komparativni
genomova hybridizace (Otova et al., 2013). Metoda hybridiza¢nich ¢ipli neboli metoda
array-CGH je metoda, ktera umoznuje pfesné zmapovani aberaci a moznost automatizace.
Ma velmi dobré rozliSovaci schopnosti a miizeme diky ni vysetfit cely genom béhem

jednoho experimentu (Pinkel et al., 1998).
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9 Cile prace

Cilem bakalaiské prace bylo:

e VysSetieni vzorkd od pacientll s mentalni retardaci.

e Vyhodnoceni ziskanych vysledk.

e Zavedeni a optimalizace metody FISH v laboratofi ZSF.
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10 Metodika

Prakticka cast bakalafské prace byla vykonavana pod odbornym dohledem
vedouciho prace Ing. Tomdse Nixe, Ph.D. v laboratofich JihoCeské univerzity na
Zdravotné socidlni fakulté. Prakticka ¢ast byla vykonavéana po odborném proskoleni a po
sezndmeni se S laboratofi. Souc¢asti prace byl odbér DNA z bukalniho stéru, ze kterého
byl dle podrobného pracovniho postupu, ktery je popsan nize, vyhotoven preparét.
Vzorky od anonymnich probandi byly poskytnuty organizaci Rrarach

(https://www.rarach.cz/). V metodické ¢asti bakalairské prace preparat zhotovuji pomoci

sondy, kterd je vyrobend na diagnostiku mentalniho onemocnéni. Tato sonda nese nazev
Kreatech™ DiGeorge HIRA (22q11) /22q13 (SHANK 3) FISH probe. V mém piipad¢ se
jedna o onemocnéni syndrom delece 22q11.2 a Phelan-McDermidtiv syndrom. DNA se
tedy odebird pomoci odbéru z jiz zminéného bukalniho stéru, coz je varianta, kterou jsem

si vybrala pro tuto bakalatrskou praci. Dalsi alternativa je naptiklad periferni krev.

10.1 Preanalyticka ¢ast

Preanalyticka cast ma stejnou vahu dulezitosti, jako Cast analyticka. Tato Cast miize
velmi ovlivnit vysledky celého méfeni. Tato faze se déli na mimolaboratorni, ktera
zahrnuje: pfipravu pacienta pred odbérem (tuto ¢ast je laborant schopen ovlivnit pouze
fadnym informovanim pacienta, co pfed odbérem smi a co ne), odbér biologického
materialu, identifikace vzorku a nasledny transport do laboratofe. Po mimolaboratorni
¢asti nasleduje ¢ast laboratorni, do které spada ptijem vzorku. Pfijmout se mize jen ten
vzorek, ktery je fadn€ oznaceny, a to kiestnim jménem a pfijmenim pacienta, datumem
odbeéru, identifikacnim Cislem a v pfipadé samoplatct také ¢islem pojistovny. Ke vzorku
je vzdy pfiloZend Zadanka a informovany souhlas s molekularné-genetickym vySettenim.
V této fazi je mozné zpusobit chyby, které mohou ovlivnit vysledek laboratorniho
vySetfeni. Jedna se napiiklad o chybny postup u odbéru vzorkl, chybné zvolena

zkumavka pii odbéru ¢i chybna manipulace se vzorky pfi transportu do laboratoie.

10.1.1 Periferni krev

Odbér periferni Ci zilni krve je mozné provést z periferni zily predlokti ¢i predloktni

jamky. Toto misto odbéru je vyhodné pro jeho snadnou dostupnost. Tento odbér provadi

26


https://www.rarach.cz/

vyskoleny personal v odborném zdravotnickém zatizeni. Pti tomto odbéru pacient bézné
sedi, popfipadé muze i lezet. Aby zdravotnik 1épe naSel Zilu, pacient si obvykle rukou
lehce zacvi¢i. Nasledné dojde k dezinfekci mista vpichu a bud’'to dojde k nasati krve
pomoci injekéni stiikacky nebo za pomoci podtlaku, ktery je rovnou v odbérové
zkumavce. Podtlak je ve zkumavce tak velky, aby doslo k odsati dostate¢ného mnozZstvi
krve, které bude potiebné k nésledujicimu vysetfeni. Po odebrani dostate¢ného mnozstvi
krve se vytdhne jehla a na misto vpichu se pfilozi saci tampon. Aby se pacientovi
nevytvotila modfina je dulezité saci tampon drzet na misté vpichu alespont minutu a je
tieba na n€¢ mirn¢ tlait. Jelikoz u vysetfeni fluorescencni hybridizace in situ
nepotiebujeme odebrat velké mnozstvi, staci nam kapka krve, kterou pomoci druhého
skli¢ka jen lehce na podloznim sklicku rozetieme. Dalsi alternativni moznosti odbéru je

za pomoci sterilni jehly, kterou pacienta jednoduse pichneme do prstu.

10.1.2 Bukalni stér

Aby byla genetickd analyza uspéSnd je tfeba provést dikladny stér vytérovym
tamponem ze sliznice dutiny ustni. Dilezité je, aby na vytérovém tamponu bylo
dostatecné mnozstvi vzorku, tedy bukalnich bunék pro naslednou analyzu. Bukalni stér
si provadi bézné pacient sam, a to za pomoci vytérové sady. Tato sada obsahuje mimo
odbérovy tampon i podrobny ndvod, jak odbér provést. Pro spravny odbér je dilezité, aby
pacient nejméné 60 minut pfed odbérem nejedl, nepil nic kromé neslazenych nesycenych
napoji, nezvykal ani neprovadél ustni hygienu. Pred odbérem si pacient fadn¢€ umyje ruce,
aby nedoslo k infikaci vytérového tamponu. Nejdiive byla vyjmuta stérova tycka ze
zkumavky. Dotykame se jen koncové, tedy nesterilni ¢asti. Vlozime tampon do ust a
dikladné stirame vnitini strany tvari. TyCinkou se pacient snazi otaCet tak, aby byla
vyuzita celd plocha tamponu. Stér probihé ptiblizn€ minutu, aby na ty¢ku bylo zachyceno
co nejvice bun€k. Po odbéru byla stérova tycka vlozena zpét do obalu, tedy do zkumavky.
Zkumavka byla nakonec v nasem piipadé popsana identifikacnim Ccislem, jelikoz

probandi zlstavaji v anonymit¢.
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10.2  Vlastni vzorky k vyzkouSeni a optimalizaci metodiky

Pted odbérem a analyzou vzorkll od probandt byl odebran nejprve jeden vzorek
pomoci bukalniho stéru a z kapilarni krve na zkousku, pro lepsi uchopeni a optimalizaci

metodiky.

10.3 Pracovni pomiicky

e Podlozni sklicko (Super fast znacky Thermo scientific)
e Kryci sklicko

e Vytérovy tampon

e Jehla Heamolance plus Normal flow

e Centrifuga

e Laboratorni termostat

e Automaticka pipeta

e Boxnaskla

e Myci houba

e Kyvety na barveni

10.4 Spotiebni material

e Destilovana voda

e Ethanol (100 %)

e Methanol

e Kyselina chlorovodikova (37 %)

e Sonda Kreatech™ DiGeorge HIRA (22q11) / 22q13 (SHANK3) FISH

probe
e Pepsin
e SSC
e Lepidlo (fixo gum znacky Marabu)
e Barva DAPI

e Imerzni olej (Carl Roth)

10.5 Pracovni postup

Zpracovani materidlu pro nasledné vyhodnoceni pomoci fluorescenéniho
mikroskopu bylo provadéno ve dvou dnech. V prvnim dni byla zahrnuta pfiprava
ethanolli a samotnd hybridizace. Béhem druhého dne probihalo dokonceni pfipravy

preparatu, a to posthybridizacnim promyvanim a nasledném barvenim vzorki.
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Pied samotnym odbérem vzorku a ptipravou preparati byly nastaveny laboratorni
termostaty jeden na 37 °C, druhy na 80 °C.

Pomoci vytérového tamponu bylo odebrano potfebné mnozstvi vzorku z dutiny tstni.
Nasledné byl vzorek z vytérového tamponu nanesen na podlozni skli¢ko. Druhy vzorek
byl odebran pomoci jehly z kapilarni krve. Krev byla nanesena na podlozni sklicko a
pomoci druhého skla byl ud€lan velmi tenky roztér. Oba preparaty byly suSeny pii 37 °C,
a to minimaln¢ 15 minut.

Béhem suseni preparatli byla pfipravena vlhka komirka za pomoci boxu na skla a
myci houbicky. Do boxu byla vlozena dostatecné mokra houbicka na myti, fadné
uzaviena a vytemperovana na 37 °C spolecné se sondami. Dale byl pfipraven roztok
pepsinu. Do 250 ml bylo pfidano 215 pl 37 % kyseliny chlorovodikové, vznikly roztok
byl fadné promichan. Nakonec bylo piidano 25 ul 100 % pepsinu.

Po té¢ se pteSlo ke zpracovani samotnych vzorkl. Nejdiive probéhla fixace
Vv methanolu, kde byly vzorky ponofeny 5 minut. Po fixaci bylo potieba nechat preparaty
fadn¢ zaschnout v laboratornim termostatu nastaveném na 37 °C. Zaschla skla byla
ponoiena do 96 % ethanolu na 5 minut. Dale byly preparaty na 2 minuty inkubovany
v roztoku pepsinu. Po inkubaci v pepsinu byly preparaty piendany do SSC, kde byly
ponofeny po dobu 5 minut. V dalsSim kroku byla skla s prepardtem oplachnuta
destilovanou vodou. Aby se skla pomalu a Setrné odvodnila byla pouzita vzestupna
ethanolova fada. Nejprve byla ponoifena do kyvety se 70 % ethanolem po dobu 2 minut,
dale byla pfenddna do 85 % ethanolu také na 2 minuty a na zavér byly preparaty prendany
do kyvety s 96 % ethanolem také po dobu 2 minut. Skla byla svisle opfena a nechal se
okapat alkohol. Dale byl otfen spodek skel a pii 37 °C se nechala fadn¢ oschnout na
plotynce.

V nasledujicim kroku byla pfipravena sonda, ktera byla natedéna 1:1 s pufrem. Pod
jedno kryci sklicko o velikosti 22 X 22 mm bylo pouzito 10 ul sondy a 10 pl pufru. Na
kryci skli¢ko byla nanesena sonda s pufrem pomoci automatické pipety. Nasledné bylo
podlozni sklo ptilozeno ke krycimu skli¢ku. Aby byl roztok pufru a sondy rozprostien po
celém plose podlozniho sklicka, byl ptitlacen buni¢inou. Aby se sonda nevypafila, bylo
na cely obvod kryciho sklicka naneseno lepidlo. Nasledn¢ byl preparat pii 80°C
denaturovan po dobu 7 minut. Pfes noc byl preparat hybridizovan ve vlhké komtirce, ktera
byla vlozena do termostatu pii 37 °C.

Odmyvaci roztok byl ptipraven pomoci 25 ml 2x SSC, 75 ml vody a 1 ml tweenu.

Tween byl pted pouzitim nahtat na 37 °C.
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Preparaty byly vyndany z termostatu. Pomoci pinzety bylo strZzené kryci sklicko.
Podlozni sklicko bylo nasledné vlozené do odmyvaciho roztoku, ktery byl zahtaty na
72 °C. Preparaty byly v roztoku ponechany po dobu 5 minut. Diky odmyvacimu roztoku
byl preparat zbaven piebyte¢nych a nenavazanych sond. Nasledné byla skla oplachnuta
Vv destilované vod¢ a za pouZiti ethanolové fady dehydratovana. V kazdé kyveté byla skla
ponofena na 1 minutu. V dalSim kroku bylo na kazde¢ sklo ptidano 5 ul DAPI, které bylo

predem stoceno a zahtato na 37 °C. Barva DAPI byla pouzita na podbarveni jader.

Obrazek 4 : Pouzivané chemikalie v kyvetdch (zdroj : vlastni)
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Po podbarveni bylo na podlozni sklo pfiloZeno sklicko kryci. V poslednim kroku byly

preparaty na 5 minut odlozeny do tmy.

Obrazek 5 : Pouzivana sonda (zdroj : vlastni)

10.6 Vyhodnoceni vzorkia pomoci fluorescen¢niho mikroskopu

Po zpracovani preparati doslo k samotnému vyhodnoceni jednotlivych vzorkd.
K vyhodnoceni byl pouzit fluorescenéni mikroskop. Diky modrému, cervenému a
zelenému svétlu bylo mozné spatiit jednotlivd jadra, na kterych byly navéazany
vySetfovaci sondy. Pro lepsi viditelnost byl pfidan na kazdé prohliZené sklicko pomoci
pipety imerzni olej.

Aby byl vzorek oznacen jako pozitivnim na syndrom delece 22q11.2, tak musi byt
u velké vétSiny jader jeden Cerveny signdl a dva zelené signaly. Naopak tomu je tedy
u syndromu delece 22q13.3, kdy se pozitivita projevuje absenci jednoho zelené¢ho signélu.
U takového vzorku vidime dva signaly Cervené a jeden zeleny signal. U vzorku, ktery je
negativni na oba tyto syndromy spatiime v jadrech 2 zelené signaly a 2 Cervené signaly.

Nez doslo ke zpracovani preparatii ze vzorkli od probandti, doslo k vyhodnoceni

cvitnych preparatl. Prvni prepardt byl vyhotoven =z bukalniho stéru. Diky
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fluorescen¢nimu mikroskopu byla jasné k vidéni jednotliva jadra. Napog¢itano bylo dvacet
osm jader. V kazdém jadte byl spatfen 2 x zeleny signal a 2 x ¢erveny signal. Vzorek byl
tedy vyhodnocen jako negativni, a to jak na syndrom delece 22g11.2, tak i na syndrom
delece 22¢13.3. Mimo jadra bylo spatieno pomérné velké mnozstvi artefaktti. U druhého
vzorku, ktery byl proveden z periferni krve, bylo napo€itdno padesat Sest jader. Takto
vysoky pocet jader byl vysvétlen tim, Ze preparadt byl zhotoven z periferni krve.
U padesati péti jader byly spatieny dva Cervené signaly a dva zelené signaly. U jednoho
jadra byl napocitan pouze jeden zeleny signal a dva signdly Cervené. Nicméné byl vzorek
vyhodnocen jako negativni na syndrom delece 22q11.2 i na syndrom delece 22q13.3.
U druhého vzorku bylo opét spatfeno velké mnozstvi artefaktii a nenavazanych sond.
Z tohoto divodu byl lehce pozménén pracovni postup v odmyvaci c¢asti. Odmyvaci
roztok byl zahtat misto na 72 °C na 80 °C a vzorky byly ponechdny v kyveté misto péti
osm minut, aby doslo k fadnému odmyti vSech piebytecnych necistot. VSechny vzorky
byly nasledné vyhotoveny podle upraveného postupu. Na obrazku s ¢islem 6 je mozZné
vidét jadra podbarvena barvou DAPI. Na dal§im obrazku s ¢islem 7, vidime dvakrat

zeleny signal. Na obrazku s Cislem 8 pak miizeme vidét dvakrat Cerveny signal.

Obrazek 6 : Bunky pod fluorescencnim mikroskopem

(zdroj : vlastni)
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Obrazek 8 : Dva zelené signaly navazané na jadre burnky

(zdroj : vlastni)

Obrazek T : Dva cervené signaly navazané na jadre bunky

(zdroj : vlastni)



11  Vyhodnoceni jednotlivych vysledkii

V nasledujicich kapitolach jsou popsany vysledky u jednotlivych vzorki.

11.1 Vzorek éislo 1

U vzorku ¢islo 1 bylo pod fluorescenénim mikroskopem nalezeno dvacet tii jader.
Diky fluorescenci byl u dvaceti jader spatieny 2 x zeleny signal a 2x ¢erveny signal. U 1
jadra doslo k absenci zelené¢ho signalu a u 2 jader doslo k absenci jednoho ¢erveného
signalu. K témto absencim doslo nejspise Spatnym navazanim sondy na urcitou ¢ast DNA.
Prvni vzorek byl vyhodnocen jako negativni jak na syndrom delece 22q11.2, tak i na

syndrom delece 22913.3.

11.2 Vzorek ¢islo 2

U dalsiho vzorku s ¢islem 2 bylo pod mikroskopem nalezeno pouze dvanact jader,
které¢ bylo mozné vyhodnotit. Tento nizky pocet jader byl nejspiSe zpiisoben Spatnym
odbérem. Pii bukalnim stéru nejspis nebylo nabrano dostate¢né mnozstvi bun€k, coz se
pak odrazilo na vysledném poctu jader ve vzorku. Nicméné na vSech 12 jadrech byly
spatfeny jak 2 zelené signaly, tak 2 cervené signdly. Vzorek s Cislem 2 byl tedy
vyhodnocen jako negativni, a to opét jak na syndrom delece 22q11.2, tak i na syndrom

delece 22q13.3.

11.3 Vzorek ¢islo 3

U vzorku ¢islo 3 bylo pod mikroskopem nalezeno tficet dva jader. Tento pomérné
vysoky pocet jader svéd¢i o spravném postupu pii odbéru vzorku. Nicméné vysledek je
opét negativni, a to jak na syndrom delece 22q11.2, tak i na syndrom delece 22913.3.
U dvaceti deviti jader jsem mohla tedy spatfit na jadrech jak dva zelené signaly, tak dva
cervené signaly, coZ tedy prokazuje zminénou negativitu na oba syndromy. U dalSich
dvou jader chyb¢l zeleny signal a u jednoho jadra na chromozomu doslo k absenci

cerveného signalu.
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11.4 Vzorek Cislo 4

U vzorku s ¢islem 4 bylo nalezeno devatenact jader. U vSech devatenacti jader bylo
pod fluorescen¢nim mikroskopem patrné, ze doslo ke spravnému navazani sondy, protoze
na vsech jadrech byl spatfen dvakrat zeleny signal a dvakrat ¢erveny signal. Z tohoto
vysledku bylo vyhodnoceno, ze vzorek s ¢islem 4 ma opé€t negativitu jak na syndrom

delece 22q11.2, tak na syndrom delece 22g13.3.

115 Vzorek éislo 5

Pod mikroskopem bylo u vzorku c¢islo pét nalezeno dvacet pét jader, které bylo
mozné zhodnotit. Mimo hodnocend jadra bylo mozné spatfit u tohoto vzorku pomérné
vy$8i mnozstvi artefaktt. U hodnocenych jader bylo u dvaceti ¢ty jader mozné spatfit
dvakrat zeleny a dvakrat Cerveny signal. Spatieni téchto signal opét prokazuje negativitu
na syndrom delece 22¢q11.2 a na syndrom delece 22913.3. U jednoho z téch devatenacti
jader byl patfen pouze jeden zeleny signdl a jeden Cerveny signal. Tato abnormalita byla

vysvétlena Spatnym navazanim sondy.

11.6  Vzorek ¢islo 6

Vzorek Cislo Sest opét prokazal spravny postup pti odbéru. Pod mikroskopem bylo
napocitano tficet Sest jader. OvSem ani u tohoto vzorku nebyl prokazan ani syndrom
delece 22911.2, ani syndrom delece 22q13.3. U vSech jader doslo k navazani sond na
jadra, tak ze bylo mozné spatiit opét dva zelené signaly a dva cervené signaly. U jednoho
jadra bylo mozné spatiit Ctyfikrat zeleny signal a ¢tytikrat Cerveny signal. Mohlo by se

jednat bud’to o tetraploidni jadro, ¢i o dvé jadra vedle sebe.

11.7 Vzorek ¢islo 7

U vzorku ¢islo 7 bylo pod mikroskopem nalezeno dvacet jedna jader. U devatendcti
jader byly spatieny dva ¢ervené signaly a dva zelené signaly. Tento poéet nam prokazuje
negativitu na syndrom delece 22q11.2, zaroven i negativitu na syndrom delece 22q13.3.
U zbylych dvou jader byl spatien pouze jeden zeleny signal a dva Cervené signaly. Opét

se mohlo jednat o chybné navazani sondy na vysetfované DNA.
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11.8 Vzorek ¢islo 8

U vzorku s ¢islem osm bylo spatieno pouze tiinact jader. Tento nizky pocet jader byl
zdivodnén chybnym odbérem vysetfovaného materialu. Ackoli byl pocet jader, které
bylo mozno pod mikroskopem zhodnotit nizky, vzorek byl zhodnocen jako negativni na
oba vySetfované syndromy. U vSech tfinécti jader bylo mozné jasné vidét dvakrat zeleny

signal a zaroven dvakrat Cerveny signal.

11.9 Vzorek ¢islo 9

U dalsiho vzorku s ¢islem devét doslo k chybé u fluorescencni hybridizace. U tohoto
vzorku muselo tim padem dojit k opétovnému promyti. Sklicko s materidlem bylo
v kyveté, ktera obsahovala odmyvaci roztok, misto osmi minut ponechano deset minut.
Cilem bylo odmyt veskeré nenavazané sondy, znovu ziskat natér ¢istych bunck a nasledné
provést znovu hybridizaci. Tomuto celému procesu se fika rehybridizace. Preparat byl
nasledné opét vlozen pod fluorescencni mikroskop, kde bylo napocitano dvacet Sest jader.
Tento pocet jader prokazuje spravny postup pii odbéru vySetfovaného materidlu.
Nicméné¢ ani u tohoto vzorku se neprokazala pfitomnost mikrodele¢niho syndromu
22011.2, ¢i syndromu 22q13.3. U dvaceti Ctyt jader byly spatfeny jak dva zelené, tak i
dva Cervené signaly. U dvou jader pak doslo k absenci jednoho zeleného signalu, tim

padem byly pfitomny dva Cervené signdly a jeden zeleny signal.

11.10 Vzorek ¢islo 10

Vzorek ¢islo deset prokazal opét spravné provedeny odbér vysetfovaného materialu.
Pod mikroskopem bylo napocitano tficet jedna jader. Zaroven u tohoto vzorku doslo ke
spravnému navazani vSech vysetfovacich sond. Znamena to tedy, Ze u vSech jednatficeti
jader byly spatfeny dva zelené a zaroven dva Cervené signaly. Tento vzorek byl tedy

vyhodnocen jako negativni na syndrom delece 22q11.2 a zaroveii i negativni na syndrom
delece 22q13.3.

11.11 Vzorek éislo 11

U vzorku ¢islo jedenact bylo jasné zpozorovano dvacet osm jader, coZ vypovida o

spravném postupu pii odbéru materialu z bukalniho stéru. Na vSech osm a dvaceti jadrech
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byl pod mikroskopem vidén dvakrat zeleny signal a dvakrat Cerveny signal. Z toho
vyplyva, Ze se sondy na vysSetfovanou DNA navézaly spravné. Vysledek byl nicméné
vyhodnocen jako negativni, a to opét na syndrom mikrodelece 22ql11.2 a syndrom

mikrodelece 220q13.3.

11.12 Vzorek ¢islo 12

U vzorku s ¢islem dvanact bylo napo¢itano pouze pét jader. Tento maly pocet jader
byl odiivodnén Spatnym postupem pii odebirani zkoumaného materidlu od probanda.
Ackoli byl u vSech péti jader pod fluorescenénim mikroskopem spatien jak dvakrat zeleny
signal, tak dvakrat Cerveny signal, tak vzorek z divodu velmi nizkého poctu jader, které

by bylo mozné vyhodnotit, nemohl byt prokdzan ani pozitivnim, ani negativnim.

11.13 Vzorek ¢islo 13

U vzorku ¢islo tfinact bylo pod fluorescenénim mikroskopem pozorovano tricet pet
jader. Muzeme tedy predpokladat, ze postup pii odbéru materidlu byl spravny. Po
vyhodnoceni vzorku pod fluorescenénim mikroskopem byl vzorek vyhodnocen jako
negativni, a to jak na syndrom delece 22¢.11.2 a zaroven na syndrom delece 22q13.3. U
jednoho jadra doslo nejspise ke Spatnému navazani sondy, protoze byl spatfen pouze
jeden Cerveny signal a dva signély zelené. U zbylych cCtyfiatiiceti jader byl krasné vidén

dvakrat zeleny signal a dvakrat Cerveny signal.

11.14 Vzorek ¢islo 14

U vzorku s ¢islem ¢trnact bylo pod fluorescenénim mikroskopem spatieno dvacet pét
jader. U vsech pétadvaceti jader doslo ke spravnému navéazani sond. Po bliz§im pohledu
na jadra bylo u kazdého napocitany dva zelené signaly a dva Cervené signaly. Z tohoto
pozorovani byl vyhodnocen vzorek s ¢islem ¢trnact negativni. Negativita byla prokazana

jak na mikrodele¢ni syndrom 22q11.2, tak na mikrodele¢ni syndrom 22.13.3.

11.15 Vzorek éislo 15

U vzorku ¢islo patnact byl napocitan opét pomérné vysoky pocet jader, a to dvacet

devét. Tento vzorek byl vyhodnocen jako pozitivni na mikrodele¢ni syndrom 22q11.2.
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Pod fluorescencnim mikroskopem bylo mozné zpozorovat jeden Cerveny signal a dva
zelené signaly. Absence Cerveného signalu byla zfetelné¢ vidét u vSech spatienych jader.
Diky dvéma zelenym signalim, které bylo mozné spatiit u vSech devétadvaceti jader,

bylo mozné vzorek vyhodnotit jako negativni na mikrodele¢ni syndrom 22.13.3.

11.16 Vzorek ¢islo 16

Vzorek s ¢islem Sestnact byl vyhodnocen jako negativni, a to jak na syndrom delece
22011.2, tak i na syndrom delece 22q13.3. Vyhodnoceni probéhlo na sedmadvaceti
jadrech. Diky fluorescenénimu mikroskopu byl zfeteln¢ spatfen na vSech pozorovanych

jadrech dvakrat zeleny signal a dvakrat ¢erveny signal.

11.17 Vzorek ¢islo 17

U dalsiho vzorku s ¢islem sedmnact bylo diky fluorescencnimu mikroskopu
napocitano pouze devatenact jader. Tento pomérné nizky pocet jader poukazuje na Spatny
postup pii odebirdni materidlu. Navazani sond na vysetfovanou ¢ast DNA probéhlo az na
jedno jadro Gspésné. Byl tedy spatien u osmnacti jader dvakrat Cerveny signal a dvakrat
zeleny signal. U jednoho jadra pak doslo k absenci jednoho Cerveného signalu. Pod
mikroskopem byl tedy vidét dvakrat zeleny signal a jeden Cerveny signal. Nicméné i pies
tuto absenci byl vzorek vyhodnocen jako negativni, a to jak na syndrom delece 22g11.2,
tak i na syndrom delece 22g13.3.

11.18 Vzorek ¢islo 18

Nasledujici vzorek s ¢islem osmnact byl pod mikroskopem vyhodnocen jako
negativni. Negativita byla prokazana jak na syndrom delece 22q11.2, tak i na syndrom
delece 22q13.3. Pod fluorescen¢nim mikroskopem bylo pozorovano tfiatficet jader,
Z toho bylo usouzeno, Ze odbér materidlu prob&hl spravné podle postupu. U vSech jader

byl zpozorovan dvakrat zeleny signal a dvakrat cerveny signal.

11.19 Vzorek ¢islo 19

U ptedposledniho vzorku bylo pod fluorescenénim mikroskopem napocitdno dvacet

jedna jader. U jednoho jadra byly spatfeny pouze dva zelené signdly. Doslo nejspise

38



K chybnému navazani sond na pozorovanou ¢ast DNA, ¢imz byla zpisobena absence

dvou Cervenych signalli. U zbylych dvaceti jader byl zaznamenan dvakrat zeleny signal

a dvakrat ¢erveny signal. U vzorku s ¢islem devatenact byla tedy prokazana negativita na

oba vySetfované mikrodelecni syndromy.

11.20 Vzorek ¢islo 20

U posledniho vzorku s ¢islem dvacet doslo opét z nezndmého divodu k chybné

hybridizaci. Z tohoto davodu opét doslo stejné jako u vzorku s Cislem devét

k rehybridizaci, coZ znamena, ze byl vzorek znovu odmyt v odmyvacim roztoku po dobu

deseti minut a nasledné opétovné hybridizovan podle ptivodniho postupu. BohuZzel ale u

tohoto vzorku rehybridizace nepomohla a pod mikroskopem nebylo mozné spatiit signaly.

Z tohoto diitvodu nemohl byt vzorek s ¢islem dvacet hodnocen.

Tabulka 1 : Vysledky jednotlivych vzorku (zdroj : vlastni)

Vzorek syndrom delece 22q11.2 syndrom delece 22q13.3 pocet jader
¢. 1 negativni negativni 23
¢.2 negativni negativni 12
¢.3 negativni negativni 32
¢.4 negativni negativni 19
¢.5 negativni negativni 25
¢. 6 negativni negativni 36
c.7 negativni negativni 21
¢.8 negativni negativni 13
¢.9 negativni negativni 26
¢. 10 negativni negativni 31
¢. 11 negativni negativni 28
¢. 12 nehodnoceno nehodnoceno 5
¢. 13 negativni negativni 35
¢. 14 negativni negativni 25
¢. 15 pozitivni negativni 29
¢. 16 negativni negativni 27
¢. 17 negativni negativni 19
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¢. 18 negativni negativni 33
¢. 19 negativni negativni 21
¢. 20 nehodnoceno nehodnoceno 0
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12  Diskuse

V této bakalaiské praci jsem se zabyvala predevS§im dvéma mikrodele¢nimi
syndromy, které jsem pak v metodické casti vySetfovala u 20 probandu, ktefi trpi
mentalnim postizenim. Jedna se o syndrom delece 22q11.2, ktery patii mezi nejcasteji
detekované mikrodele¢ni syndromy. Jak jiz bylo zminéno v reSerSni ¢asti, tento syndrom
se vyskytuje u jednoho z 3000 - 6000 narozenych déti (Kraus et al., 2018). Druhym
vySetfovanym syndromem pak byl syndrom delece 22q13.3, ktery je na rozdil od prvniho
zminovaného syndromu pomérné vzacny. Jeho Cetnost nebyla dle Narodniho centra pro
biotechnologické informace doposud zjisténa.

Na zaklad¢ studii, které byly provedeny ve Francii v roce 2014 vé€dcem Besseau-
Ayasse a dalSimi jeho kolegy, bylo prokdzano pomérné vysoké procento provedenych
potrati u Zen, kterym byl u plodu diagnostikovan syndrom delece 22ql1.2. Tato
mezilaboratorni studie prokazala, ze k ukonceni t€hotenstvi doslo u 68,9 % pacientek.
Celkovy soubor tedy ¢inil 238 pacientek a potrat prodélalo 164 pacientek. Dale bylo
prokédzano, ze ¢im diive byla provedena diagnoza, tim pravdépodobnéji doslo u pacientky
k asistovanému potratu. K porodu pak doslo ve 28,2 % piipadd, pii¢emz u 2,1 % piipada
nastalo umrti plodu in utero a u 0,8 % ptipadd vedlo t€¢hotenstvi v nasledny samovolny
potrat. Ackoli je syndrom delece 22011.2 oznacovan, jako nejcastéj$i mikrodelecni
syndrom, jeho prevalence neni nijak vysoka. Provadéni potratli u matek, kdy u jejich
plodu doslo k diagndze syndromu delece 22q11.2, by mohl byt jeden z divoda pomérné
niz§iho vyskytu tohoto syndromu.

Vyzkum z roku 2018, ktery byl publikovan autory Carolinou Y. Kuo, Rebeccou
Singer a Sulangnou C. Saittou, zmifuje souvislosti mezi delecemi v oblasti 22g11 a
zdvaznymi imunitnimi defekty. Tyto delece neni mozné detekovat standartnim
testovanim metodou FISH. K odhaleni téchto deleci byla pouzita metoda TREC array.
Tento vyzkum nam tedy prokazuje, Ze metoda FISH neni v odhalovani mikrodeleci
nejucinngjsi metodou. V praci Vystavélové D. (2016) byla porovnavana metoda FISH
s metodou MLPA. U metody FISH byla vyhodou rychlost a pomérn¢ i jednoduchost
vySetiovani mikrodeleci. Velké plus u metody MLPA, které autorka zminuje ve své praci,
je moznost stanoveni délky mikrodelece. U metody FISH tuto moznost bohuzel nemame.
Dalsi vyhodou je cenova dostupnost, kdy jak autorka uvadi, vySetfeni jednoho pacienta
metodou MLPA stoji pfiblizné¢ 250 K¢, zatimco jedno vySetfeni metodou FISH stoji
priblizné 1 500 K¢.
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Material na vySetfeni mikrodele¢nich syndromt v této bakalatské praci byl odebran
od dvaceti anonymnich probandi. Ani U jednoho probanda tedy nebyla znama diagnodza,
vSichni ale trpi n¢jakym druhem mentalni retardace. Z té€chto dvaceti vzorki byly dva
vzorky nehodnoceny. Jeden z divodu nizkého mnozstvi bun¢k a druhy kvili neznamé
chybé béhem hybridizace. Jeden vzorek byl pak diagnostikovan jako pozitivni na
mikrodele¢ni syndrom 22q11.2. Z celkového poctu vzorkt se tedy jednd o 5,6 % zachyt.
Ve fakultni nemocnici Brno na oddéleni 1ékatské genetiky bylo v letech 1997 az 2015
vySetieno metodou FISH 1202 pacientl. Z tohoto celkového souboru byla u 60 pacientti
prokézéana pozitivita. Zachyt na DiGeorgetv syndrom tedy Vv tomto piipadé ¢ini 5 %.
V dalsim vyzkumu v roce 2010 analyzoval Bretelle a jeho kolegové soubor pacientti za
obdobi od roku 1997 do roku 2008. Tito pacienti byli vySetfovani v Timone Children
Hospital v Marseille. VySetiovano bylo 714 pacienti, u kterych bylo podezieni na
DiGeorgetv syndrom. Toto podezieni bylo potvrzeno u 81 pacientl. Zachyt tedy ¢ini
11,3 %. Podle dostupnych zdroji Ize tedy tvrdit, ze zachyt na mikrodele¢ni syndrom
22011.2 se pochybuje od 5 % po 11,3 %.

Nejprve, nez doSlo na zhotoveni vzorkd, které byly provedeny z materialu od
probandu, byly pro lepsi optimalizaci metody vyhodnoceny vysledky zkuSebni. Diky
tomuto kroku doslo k drobnému upraveni postupu v promyvaci ¢asti. Jelikoz u prvnich
dvou vzorka bylo velké mnozstvi prebytecnych artefaktti, které branily jednoznacné
diagnostice. U promyvani tedy byla teplota odmyvaciho roztoku zvySena z ptivodnich 72 °C
na 80 °C. Upraven byl i ¢as, béhem kterého se skla v kyveté odmyvala. Z pivodnich péti
minut byla skla v odmyvacim roztoku osm minut. Diky této drobné zmén¢ byly nasledné
vyhotovené vzorky mnohem ¢itelnéjsi a bez zbytecnych necistot.

U samotného vyhodnoceni vzorkt, které byly vyhotoveny z materialu od proband,
doslo u vzorku s ¢islem dvanact ke znemoznéni vyhodnoceni pozitivity ¢i negativity na
oba hledané syndromy. Tato komplikace byla zplisobena nejspiSe chybnym odbérem, kdy
se na vatovou cast vytérového tamponu nezachytilo dostatecné mnozstvi bunck.
Takovému problému by se piist¢ dalo piedejit dikladnéjSim bukélnim stérem ¢i
vyhotovenim vzorki z periferni krve, kde bylo (u cviéného vzorku z periferni krve) bunék
K vidéni mnohem vice. Dalsim benefitem u vyhotoveni vzorkd z periferni krve je, ze
nelze u odbéru periferni krve zplsobit chybu, kterd by méla néasledné dopad na pocet
hodnocenych bun¢k. Dalsi diivod chyby u Spatné provedeného odbéru by mohl byt , ze
proband pied odbérem jedl ¢i pil, coZ by také mohlo nasledné zplsobit nizky pocet bunék

u natéru. Jelikoz si bukalni stér v bézné praxi dé€laji pacienti sami, je to opravdu cast
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vyzkumu, kterou Ize ovlivnit pouze spravnou informovanosti, jak odbér provést. Pro
zhotoveného z krevniho natéru, je mozné pozorovat vétsi mnozstvi bunék, coz jsme si
mohli potvrdit u cvicnych preparatii. Jedna se ale o invazivni odbér materidlu a jelikoz
jsou vzorky pro praktickou ¢ast od populace s diagnézou néjakého mentalniho postiZeni,

bylo vhodnéjsi zvolit cestu neinvazivniho odbéru.
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13  Zavér

V této bakalarské praci jsem se nejdiive zabyvala teoretickou casti, kdy jsem se
snazila vymezit vSechny zakladni informace, které se tykaji vybraného tématu. V praci
jsem se zabyvala piedev§im mentalnimi retardacemi, které jsou zpusobené delecemi
s velmi malym rozsahem. Jednd se o skupinu takzvanych mikrodelec¢nich syndromtl.
Konkrétné jsem se pak zabyvala syndromem delece 22911.2 a syndromem delece
22013.3. O tyto dva syndromy jsem se v resersi zajimala z divodu jejich nasledné detekce
Vv praktické ¢asti.

Praktické cast byla provedena fluorescencni in situ hybridizaci. Pfed vyhotovenim
vzorkll od probandii jsem si pro lepsi uchopeni a optimalizaci metody vyhotovila
zkusebni vzorky, které jsem ndsledn€ pomoci fluorescenéniho mikroskopu vyhodnotila.
Na zéakladé zkuSebnich vzorka pak doslo k drobné upravé v postupu v odmyvaci ¢asti,
coz se odrazilo u odstranéni artefakti. Vzorky pak byly pod mikroskopem Iépe Citelné.
Vyhotoveni vzorkt mélo hladky prubéh. Jednalo se o dvoudenni protokol, kdy nejvice
Casu zabrala hybridizace ve vlhké komirce.

Z dvaceti bukalnich natért, které byly odebrany probandiim, kteti maji ndm neznamy
syndrom, ktery zpisobuje né&jaké mentalni postizeni, bylo zhotoven dvacet vzorkd.
Z téchto vzorkd nebyly dva vyhotovené preparaty hodnoceny. Jeden vzorek s ¢islem
dvanact nebyl hodnocen z diivodu nizkého poctu jader. Druhy vzorek nebyl hodnocen
z divodu chybné hybridizace. Jednalo se o preparat s ¢islem dvacet. Hodnoceno bylo
tedy osmnact vzorkll. Mezi témito osmnacti vzorky byl jeden pozitivni na mikrodeleéni
syndrom 22q11.2. Jeho procentualni zastoupeni ve sledované skuping je tedy 5,6 %, coz
zhruba odpovida vyskytu DiGeorgova syndromu V nasi populaci u 0sob s mentalnim
postizenim. Druhy hledany mikrodele¢ni syndrom tedy syndrom delece 22q13.3 nebyl

nalezen ani u jednoho ze vzorkd.
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14

Seznam pouzitych zkratek

ADHD - hyperkineticka porucha

CGH — komperativni genomova hybridizace

DNA — deoxyribonukleové kyselina

DNaza — deoxyribonukleaza

dNTP — deoxyribonukleotidtrifofat

MLPA - multiplex ligation-dependent probe amplification
FISH — fluorescenc¢ni in situ hybridizace

VCFS — Velo-kardio-facialni syndrom
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