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SOUHRN
   
Turnerův syndrom je vrozené onemocnění pouze ženského pohlaví charakterizováno numerickou aberací chromozomu X (monozomie 45,X nebo strukturální aberace chromozomu X spojená se ztrátou části chromozomu X nebo jsou i různé typy mozaicismu). Klinické projevy úzce korelují s genotypem respektive karyotypem. Je to také onemocnění, na jehož fenotyp má vliv tzv. genomický imprinting, tedy důležitost rodičovského původu intaktního chromozomu X. Bylo provedeno několik studií tohoto vlivu na konkrétní klinické projevy syndromu, avšak výsledky se mnohdy velmi liší. Tato práce shrnuje poznatky o Turnerovu syndromu a ve své praktické části se zabývá vlivem rodičovského původu chromozomu X na klinické projevy syndromu u pacientek s Turnerovým syndromem. Byly vybrány vhodné DNA markery chromozomu X a navržen a optimalizován multiplexový systém primerů pro jejich detekci. S pomocí metody kvantitativní fluorescenční polymerázové řetězové reakce byl porovnáním délkových polymorfismů jednotlivých STR markerů 16 vyšetřovaných pacientek s Turnerovým syndromem a jejich rodičů stanoven maternální nebo paternální původ intaktního chromozomu X těchto pacientek. Dále byla nashromážděna klinická data těchto pacientek a vyhodnocena genotyp - fenotypová korelace. Výsledky byly porovnány s literaturou.
SUMMARY

Turner’s syndrome is congenital only female disease characterized by numerical aberration of chromosome X (monozomy 45, X or structural aberration chromosome X connected with a partial loss of chromosome X or there are another types of the mozaicism). Clinical symptoms are very closely correlated with a genotype more precisely with a karyotype. It is also the disease with the influence of a genomic imprinting on fenotype, so an importance of a parental origin of an intactial chromosome X. There were performed several studies dealing with this influence on concrete clinical symptoms, however results are frequently different. This work summarized knowledge about the Turner’s syndrome and a practical part of the work deals with the influence of parental origin of the chromosome X on clinical symptoms of the syndrome at patients suffering with the Turner’s syndrome. There were chosen suitable DNA markers of the chromosome X and designed and optimized a multiplex system of primers for its detection. With a help of a quantitative fluorescent polymerise chain reaction were compared lengths polymorphisms of particular STR markers at 16 examined patients suffering with the Turner’s syndrome and their parents was determined maternal or paternal origin of the intactial chromosome X at these patients. It was also collected clinical data of these patients and evaluates genotype – fenotype correlation. Results were compared with literature. 
. 
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1 ÚVOD

   
Turnerův syndrom je onemocnění charakteristické numerickou aberací chromozomu X. Vyskytuje se pouze u ženského pohlaví s monozomií chromozomu X nebo jeho strukturální aberací (spojené se ztrátou části chromozomu). Jeho incidence je 1 : 2000 až 1: 2500 živě narozených děvčat. [29]  
  
Klinické projevy nemoci a jejich míra projevu úzce souvisí s genotypem respektive s karyotypem. Pacientky s Turnerovým syndromem se vyznačují malým vzrůstem, kostními abnormalitami, gonadální dysgenezí a s ní souvisejícími problémy s nedostatkem pohlavních hormonů, lymfedémy a dysfunkčním utvářením měkkých tkání. Dále se mohou objevit vrozené vývojové vady srdce a ledvin, autoimunitní onemocnění, poruchy metabolismu, neurokognitivní odchylky a další. Studie posledních let se zabývají možností vlivu genomického imprintingu na klinické projevy a jejich závažností u tohoto syndromu.

   
Diagnostika tohoto syndromu může být provedena prenatálně i postnatálně, cytogenetickými, molekulárně - cytogenetickými i molekulárně - genetickými metodami. Výhodou metod molekulárně - genetických (např. QF - PCR) oproti cytogenetickým metodám je jejich rychlost, cena, detekce i velmi malých delecí a detekce mozaikové formy aneuploidií, nezahrnují však vyšetření celého karyotypu.
2 SOUČASNÝ STAV ŘEŠENÉ PROBLEMATIKY

   
Tato kapitola je rozdělena do několika podkapitol, které shrnují dosavadní poznatky o Turnerově syndromu. 
2.1 Historie objevu a výzkumu Turnerova syndromu

   
Historie pozorování příznaků později přisuzovaných Turnerovu syndromu začala před více než 250 lety. Malého vzrůstu, chybění ovarií a netypického tvaru ledvin u pitvané ženy si všiml již v roce 1768 Giovanni Battista Morgagni, který je považován za otce vědeckého pojetí medicíny.  Roku 1902 doktor O. Funke popsal dívku s malou postavou, kožní řasou na krku, nízko nasedajícími ušními boltci a nepřítomnými pubertálními projevy. Nejúplnější a do té doby nejširší a největší (skupinou dívek) pozorování provedl Henry H. Turner. [1] 


Amerického endokrinologa Henry Huberta Turnera (1892 - 1970) zaujaly pacientky, pro něž byla charakteristická malá postava, opožděný pubertální vývoj, kožní řasa na krku (pterygium colli) a omezená pohyblivost paže v loketních kloubech. V roce 1938 uveřejnil článek pod názvem „A syndrome of infatilism, congenital webbed neck and cubitus vulgus“ v americkém odborném časopise Endocrinology, kde popisoval 7 dívek a žen s výše popsanými příznaky. Na jeho počest se poté soubor těchto rysů začal nazývat Turnerův syndrom. V roce 1959 doktor Ford ve spojitosti s rozvojem a spolehlivostí chromozomální analýzy objevil typický karyotyp pro tento syndrom – 45,X. V Německu se můžeme setkat s názvem Ullrich-Turnerův syndrom, podle lékaře Ullricha, který tyto symptomy zpozoroval v roce 1929 u osmileté německé pacientky. V postsovětských zemích se z obdobných příčin můžeme setkat s názvem Turner-Šereševskij syndrom. [1]
    
Henry H. Turner se narodil v Harrisburgu, ve státě Illinois (USA). Lékařský titul získal v roce 1921 na Univerzitě v Louisville. Postgraduální vzdělání si doplňoval ve Vídni, Londýně a USA. V letech 1942 – 1967 byl postupně tajemníkem a pokladníkem americké The Association for the Study of Internal Secretions. Později se Turner stal průkopníkem podávání ženských pohlavních hormonů ženám s Turnerovým syndomem. Poprvé jim bylo možno účinně pomoci. [36]
   
V 80. letech minulého století byl ve Spojených státech i v Evropě zahájen výzkum účinnosti léčby růstovým hormonem u Turnerova syndromu. V roce 1992 začala být dostupná léčba růstovým hormonem i pro dívky s Turnerovým syndromem v celé České republice. 
   
V r. 1985 otěhotněla první žena s Turnerovým syndromem díky metodě umělého oplodnění pomocí darovaného vajíčka a o dvanáct let později se pomocí stejné metody poprvé narodilo dítě ženě s Turnerovým syndromem v České republice. [35]
2.2 Cytogenetika

   
Turnerův syndrom je charakteristický numerickou odchylkou pohlavních chromozomů X a postihuje výhradně ženy. Je podmíněn karyotypem 45,X nebo chromozomální mozaikou (45,X/46,XX; 45,X/47,XXX; případně i 45,X/46,XX/47,XXX) nebo strukturální aberací chromozomu X (izochromozom X: 46,X,i(Xq); 46,X,i(Xp), delece dlouhého nebo krátkého raménka chromozomu X: 46,X,del(Xp); 46,X,del(Xq), kruhový chromozom X: 46,X,r(X), bicentrický chromozom X: 46,X,idic(X)). Strukturální aberace se mohou také vyskytovat i v rámci chromozomální mozaiky.
   
Cytogeneticky bylo ověřeno, že abnormality chromozomu X, typické pro Turnerův syndrom, se vyskytují u 1 - 3 % koncepcí. Již v brzké fázi gravidity je však 99 % plodů s karyotypem 45,X spontánně potraceno. Tyto nálezy vedly k předpokladu, že větší životaschopnost mají plody s chromozomální mozaikou, jejichž druhý pohlavní chromozom je v některých tkáních aspoň ve zbytku zachován. Někteří autoři udávají, že čistá monosomie 45,X není slučitelná se životem, a u pacientek s cytogenetickým nálezem 45,X se tedy jedná vždy o skrytou, nerozpoznanou chromozomální mozaiku. Tuto hypotézu nelze zatím potvrdit, ale dosavadní vyšetření karyotypu z více typů tkání a hodnocení velkého počtu mitóz ji podporují. [1] Jiné studie uvádí, že 50 % dívek s Turnerovým syndromem mají karyotyp 45,X a 20 – 30 % má mozaicismus. [13]
   
Ve výjimečných případech se u dívek s Turnerovým syndromem může v karyotypu vyskytnout i chromozom Y nebo jeho část. Pokud nacházíme čistě karyotyp 46,XY jedná se o tzv. čistě gonadální dysgenezi. U tohoto karyotypu se nevyskytuje typická symptomatologie Turnerova syndromu a nejedná se tedy o Turnerův syndrom v pravém slova smyslu. Vyskytuje-li se chromozom Y v chromozomální mozaice (např. 45,X/46,XY), jde o smíšenou gonadální dysgenezi. U některých pacientek může být volně přítomna pouze část chromozomu Y nebo chromozomální marker, který může být translokován na jiný chromozom. [1] 
2.2.1 Příčina ztráty chromozomu X nebo strukturních aberací chromozomu X
2.2.1.1 Chromozomální nondisjunkce 
a) Meiotická nondisjunkce

Ke ztrátě chromozomu X dojde vlivem chybného rozdělení homologních, pohlavních  chromozomů během anafáze I. nebo II. meiotického dělení  a následné oplození nullisomické gamety.  

Dojde-li k nondisjunkci  pohlavních chromozomů během I. meiotického dělení pohlavních buněk, jeden sekundární gametocyt bude obsahovat oba pohlavní chromozomy a ve druhém nebude přítomen žádný pohlavní chromozom. V následujícím II. meiotickém dělení jsou pak v polovině gamet přítomny dva pohlavní chromozomy a další dvě pohlavní buňky jsou nullisomické – tedy bez pohlavních chromozomů. Všechny takto vzniklé gamety jsou abnormální. [1]
Pokud ke špatné distribuci pohlavních chromozomů dojde až během II. meiotického dělení, tak následně bude polovina gamet v pořádku a z druhé poloviny gamet bude vždy jedna obsahovat dva pohlavní chromozomy a druhá bude nullisomická.

Hlavní vliv na vzniku Turnerova syndromu bude poté mít, zda došlo k nondisjunkci u maternální nebo paternální gametogeneze. Viz tabulka č. 1 Studie prokázaly, že častěji dochází k meiotické chybě u mužů (tzn. během tvorby spermií). [27]

Tab. č. 1 Vliv pohlavního původu nondisjunkce na výsledný karyotyp zygoty 

	Spermie
	Vajíčko
	Výsledná zygota

	X
	X
	46,XX (normální, žena)

	Y
	X
	46,YX (normální, muž)

	XY
	X
	47,XXY Klinefertův syndrom

	nullisomická
	X
	45,X Turnerův syndrom

	Spermie
	Vajíčko
	Výsledná zygota

	X
	XX
	47,XXX „syndrom superženy”

	Y
	XX
	47,XXY Klinefertův syndrom

	X
	nullisomická
	45,X Turnerův syndrom

	Y
	nullisomická
	45,Y letální


b) Mitotická nondisjunkce
Nastává až po vzniku zygoty během následných postzygotických dělení, kdy dojde k „opoždění“  chromozomu v anafázi a tak následnému nezačlenění pohlavního chromozomu do dceřiného jádra. Tyto nondisjunkce vedou nejčastěji k chromozomálním mozaikám nebo případným strukturálním aberacím chromozomu X.

      Teoretické příčiny nondisjunkce:

· Vysoký věk matky

Vliv věku matky má vliv na délku I. meiotického dělení, protože začíná již během embryonálního vývoje. Avšak tento vliv je více patrný u trisomií, protože většina monosomiíí 45,X vzniká spíše až v postzygotické mitotické nondisjunkci. Věk otce nemá vliv.

· Chování matky během těhotenství 

Nemá na vznik meiotické nondisjunkce vliv, protože tato abnormalita vznikla ještě před samotným vývojem plodu.

2.2.1.2   Strukturální aberace chromozomu X
   
Strukturální aberace jsou následkem chromozomálních zlomů v meióze, spojených se ztrátou segmentů nebo určitou chromozomální přestavbou, jejichž následkem je abnormální spojení zlomených konců. Dělí se na balancované, kdy je původní množství genetického materiálu zachováno, většinou nemají žádné klinické příznaky, projeví se až u potomků, protože ti ji můžou zdědit v nebalancované formě. Druhý typ jsou nebalancované, kdy část genetického materiálu přebývá nebo chybí. Strukturální aberace se vyskytují nejčastěji ve formě mozaiky a jsou méně časté než monosomie chromozomu X.   

· Delece ramen chromozomu X

   

Chybějící krátké raménko chromozomu X (46,X,del(Xp)) vede k typickému fenotypovému projevu Turnerova syndromu – poruše růstu. Na  krátkých raménkách chromozomu X se nacházejí pseudoautosomální oblasti nazývané PAR 1 (Xp22.3/Yp11.3) a v nich homeobox s genem SHOX gen (případně též nazývaný PHOG gen). Tento gen reguluje tvorbu transkripčního faktoru důležitého pro vývoj skeletu. Více viz kapitola chromozom X.
   

Delece dlouhého raménka chromozomu X (46,X,del(Xq)) není z hlediska fenotypového projevu až tak významná a statisticky se vyskytuje méně často, než delece krátkého raménka. Mozaika s delecí krátkého raménka (45,X/46,X,del(Xp)) se vyskytuje v rámci Turnerova syndromu s četností 10 %. [1]
   

Oba typy delecí mohou nastat jak v distální, tak i v intersticiální části raménka.

   

Může také nastat situace, kdy po zlomech na krátkých raméncích obou chromosomů X dojde ke ztrátě proximálních částí. Reparační mechanismy vedou ke spojení obou zbývajících konců krátkých ramen. Výsledkem je isodicentrický chromozom (46,X,idic(X)) se dvěma centromerami a dvěmi homologními, ale neidentickými raménky. [1]

· Isochromozom X

   

Během anafáze II. meiotického dělení dochází k rozdělení sesterských chromatid v oblasti centromery a rozchodu vždy jedné chromatidy tvořené jedním dlouhým a jedním krátkým raménkem k opačným pólům buňky. Pokud nastane situace, kdy jsou tyto sesterské chromatidy rozděleny nesprávně – podélně s osou pohybu, dojde k vytvoření abnormálního chromozomu, který je tvořen dvěmi dlouhými raménky (respektive dvěmi krátkými raménky) a tento chromosom nazýváme isochromozomem.

  
V případě Turnerova syndromu je výskyt isochromozomu poměrně častou strukturální aberací, přičemž častější je vznik isochromozomu tvořeného dvěmi dlouhými raménky (46,X,i(Xq)). Jak je dále popsáno, ztráta krátkého raménka způsobí typické projevy Turnerova syndromu jako je např. růstová porucha. 
· Kruhový chromozom (Ring chromosom)

   

Vzniká spojením lineárního chromozomu do kruhu, po předchozích dvou zlomech na jednom chromozomu. Může dojít ke zlomům a ztrátám koncových částí chromozomu (deleční typ kruhového chromozomu) nebo spojení konců může nastat i beze ztráty částí chromozomu (asociační typ). 

   

Ztráta X inaktivačního centra, umístěného v proximální části dlouhého raménka X chromozomu (Xq13), a tedy nepřítomnost exprese XIST genu, vede ke zvýšení exprese genů, které jsou jinak vlivem XIST genu umlčeny. Toto se fenotypově projevuje zvýšenou pravděpodobností mentální retardace. Klinické projevy závisejí na velikosti ring chromozomu, jsou dány rozsahem delece krátkých i dlouhých ramen. U malých ring chromozomů dochází ke ztrátě XIST genu a genotypické projevy Turnerova syndromu spolu s mentální retardací jsou významně vyjádřeny. [1]
· Translokace
   

Při translokaci dochází k vzájemné výměně fragmentu chromozomů. Může dojít k reciproké translokaci (též balancovaná translokace), kdy je genetická informace početně zachována a není většinou spjata s klinickými příznaky. Projeví se však u potomků, kteří mohou zdědit tuto mutaci ve formě parciální delece nebo parciální trisomie, mluvíme potom o translokaci nebalancované. V případě Turnerova syndromu může dojít k translokaci části chromozomu X na některý autozom, klinické příznaky potom souvisí s místem zlomu.

2.3 Chromozom X

   
Pohlavní chromozom X má velikost asi 155 milionů párů bází (Mbp). Obsahuje 1098 genů a pouze 54 z nich má svůj protějšek v chromozomu Y. Leží zde geny ovlivňujících tvorbu pohlaví a pohlavních znaků a další geny pro fungování metabolismu, srážení krve aj. Ženy na rozdíl od mužů mají dva chromozomy X a kompenzace vlivu dvojnásobného množství genů probíhá skrz proces zvaný X inaktivace (nebo též lyonizace). K inaktivaci dochází během časného vývoje, zhruba ve 12. – 14. dni po oplodnění vajíčka. Tento proces probíhá v buňkách obsahujících dva chromozomy X náhodně a trvale, vznikají tak vlastně dvě linie ženských somatických buněk s expresí alel původně z maternálního či paternálního chromozomu. Inaktivovaný chromozom má v interfázi formu vysoce kondenzovaného chromatinu a po obarvení je pozorován jako tmavě zbarvené ložisko u jaderné membrány, nazýváme ho Barrovo tělísko neboli sex chromatin. Je logické, že muži a jedinci s monozomií chromozomu X toto tělísko nemají. 

  Z hlediska pochopení Turnerova syndromu jsou důležité tyto oblasti X chromozomu:

1) Za inaktivaci druhého chromozomu X jsou zodpovědné tyto geny lokalizované v XIC inaktivačním centru (X-Inactivation Centre):

XIST gen (X-inactivation specific transcript gene)  Xq13.2

   
Má funkci regulačního genu. K jeho expresi dochází pouze na inaktivním chromozomu X, zatímco na aktivním chromozomu X zůstává XIST gen němý. Pokud má jeden z chromozomů X strukturální aberaci podléhá vždy inaktivaci. [1]  Tento gen produkuje nekódující molekulu RNA, která obalí chromozom X a způsobí transkripční inaktivaci a heterochromatinizaci (metylace cytosinu). [15]
TSIX gen (X inactivation Specific Transcript antisense) Xq13.2 
Má regulační funkci.

2) I přes inaktivaci zůstávají na umlčeném chromozomu oblasti, které jsou transkribovány. Tyto oblasti jsou přepisovány na obou chromozomech. Jsou to oblasti:

PAR – Pseudoautozomální oblasti. Tyto oblasti mají své homology na chromozomu Y a dochází mezi nimi v 1. meiotickém dělení k homologické rekombinaci – crossing over. (Stejné jako u autozomů, proto pseudoautozomální oblasti). Velký pseudoautozomální region PAR 1 je větší, více jak 2,6 Mbp a vyskytuje se na krátkých raméncích gonozomů. Obsahuje 13 genů. Malý pseudoautozomální region PAR 2 je velmi krátký (cca 360 kbp), obsahuje jen 4 geny a leží také na krátkých raméncích. [16] Příkladem genu v této oblasti je např. SHOX gen (viz dále kapitola Klinické příznaky Turnerova syndromu).

Geny lokalizované mimo pseudoautozomální oblasti, jejichž kopie jsou i na chromozomu Y. Nacházejí se na krátkém i dlouhém raménku. Nedochází zde ke crossing-overu mezi gonozomy.

Geny mimo pseudoautozomální oblasti nemající svoji kopii na chromozomu Y.

   
Fenotyp žen s Turnerovým syndromem závisí zejména na tom, zda se jedná o parciální chybění chromozomu X (a tudíž jen některý z těchto neinaktivovaných genů chybí v druhé kopii) nebo úplnou monozomii (45,X).

2.4 Klinické příznaky Turnerova syndromu

   
Turnerův syndrom doprovází specifické somatické odchylky. Jsou to zejména nižší vzrůst a netypické tvarování některých kostí, anomálie lymfatického systému projevujícími se otoky a odlišným formováním měkkých tkání, dysfunkcí gonád a nedostatek pohlavních hormonů vedoucích k  absenci sekundárních pohlavních znaků a další příznaky. Inteligence je obecně srovnatelná jako ve zdravé populaci. Neléčené anomálie mohou vést k pocitu negativní odlišnosti, opožděného citového vyzrávání, ostýchavosti a sníženého sebevědomí.  Toto vnímání může vést až k narušení psycho-sociálních vazeb a sociální adaptace. Je proto nutné se při léčbě zaměřit nejen na somatické problémy, ale také na možná psychologická rizika. Fotografie zobrazující dívky s typickým a atypickým fenotypovým projevem Turnerova syndromu viz obr. č. 1 a 2. Podoba kojence s Turnerovým syndromem viz obr. č. 3.
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Obr. č. 1: Dívka s typickými fenotypovými projevy Turnerova syndromu (pracovní dokumentace doc. MUDr. J. Zapletalové, Ph.D., FNOL)
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Obr. č. 2: Dívka s atypickými fenotypovými projevy Turnerova syndromu (pracovní dokumentace doc. MUDr. J. Zapletalové, Ph.D., FNOL)
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Obr. č. 3: Kojenec s Turnerovým syndromem (pracovní dokumentace doc. MUDr. J. Zapletalové, Ph.D., FNOL)
2.4.1 Porucha růstu a skeletální anomálie

   
Malý vzrůst patří k typickým znakům žen s Turnerovým syndromem. Je to také jeden z prvotních symptomů pro diagnostiku tohoto syndromu u dívek v postnatálním věku, když u těchto děvčat dochází k nápadnému zaostávání v růstu oproti svým vrstevnicím. Novorozenci s Turnerovým syndromem mají v průměru o 3 cm méně, než zdraví jedinci. [4] Již při nástupu do první třídy jsou dívky s Turnerovým syndromem v průměru o 17 cm menší než ostatní stejně stará děvčata. Na prahu dospělosti dorůstají mladé ženy s Turnerovým syndromem, pokud nejsou léčeny, do průměrné výšky 146 cm. To je přesně o 20 cm méně, než činí průměrná dospělá výška mladých českých žen. Má-li dívka s Turnerovým syndromem vysoké rodiče, může vyrůst do výšky až 158 cm a nebude se tedy vzrůstem lišit od drobných dívek bez Turnerova syndromu. Pokud by však Turnerův syndrom neměla, dorostla by taková dívka až do výšky 178 cm. Naopak dcera malých rodičů, která má Turnerův syndrom, může dosáhnout v některých případech dospělé výšky jen 134 cm (místo 154 cm, pokud by Turnerův syndrom neměla). [31]
   
Jedná se o komplexní poruchu, jejíž etiologie stále není zcela objasněna. [14] Hlavní úlohu v této poruše má gen SHOX (Short stature HOmeobox-containing gene on the X chromosome). Tento homeobox je lokalizován v pseudoautozomální oblasti obou gonozomů (Xp22.33/Yp11.3). SHOX gen kóduje transkripční faktor, který se podílí na diferenciaci a maturaci chondrocytů. Obsahuje 7 exonů (3757 bp) a díky alternativnímu sestřihu tvoří 2 typy zralé mRNA o délce 1870 nukleotidů (SHOXa – exprese v kosterním svalu, placentě, pankreatu, srdci a ve fibroblastech kostní dřeně) a 1349 nukleotidů (SHOXb – exprese ve fetální ledvině, kosterním svalu a zejména dřeňových fibroblastech). [32] Díky přítomnosti v pseudoautozomálních oblastech obou gonozomů je exprimován ve dvou kopiích. Při nepřítomnosti jednoho z chromozomů X, typické pro Turnerův syndrom, (ale i např. částečná delece chromozomu X či bodová mutace u jiných poruch) nastává haploinsuficience jednoho ze SHOX genů a 1 funkční kopie genu chybí. Dochází tak k variabilním fenotypovým projevům jako je nízký vzrůst, skeletální disproporce (větší zkrácení končetin oproti trupu), mezomélii
, „zavalitý vzhled“ (svalová hypertrofie a vyšší body mass index), různé skeletální anomálie (gotické patro
, Madelungova deformita
, Cubitus valgus
, zakřivení holenní kosti, zkrácené metakarpy- zvláště IV. a metatarzy). [17] Můžou se abnormálně tvořit zevní zvukovody a sluchové kůstky, což může způsobovat problémy se sluchem. Hypoplastická mandibula vede často k poruchám prořezávání zubů a k zhoršování zubní okluze. [1]
   
Většina pacientek s Turnerovým syndromem má standardní hladinu růstového hormonu (growth hormone – dále jen GH) i růstového faktoru podobného inzulinu (Insulin like growth factor 1 - dále jen IGF-I). Některé studie prokázaly, že sekrece IGF-I sice s věkem stoupá podobně jako u vrstevnic, ale v období očekávaného počátku puberty se u těchto dívek hladiny pohybují na dolní hranici normy. Dříve byla za příčinu považována chybějící ovariální steroidogeneze, ale tato výhradně estrogenní teorie byla později zpochybněna nálezy nezměněných hladin cirkulujícího IGF-I po podání estrogenů u dívek a dospělých žen s Turnerovým syndromem. Výzkumy posledních let ukázaly, že kožní fibroblasty pacientek s Turnerovým syndromem (zejména v růstových zónách dlouhých kostí) produkují méně IGF-I a mají menší expresi mRNA genu pro IGF-I než fibroblasty zdravých žen. Byl také prokázán redukovaný počet receptorů pro IGF-I v červených krvinkách a snížená senzitivita monocytů a makrofágů pacientek vůči některým metabolickým účinkům GH a IGF-I. [1] Pacientky tedy můžou mít dostatek růstových hormonů, ale nejsou k nim na buněčné úrovni dostatečně vnímavé. Tato nízká vnímavost může být alespoň částečně překonána podáváním zvýšeného množství těchto hormonů. K podpoře růstu pacientek s Turnerovým syndromem se dnes využívá injekční podávání rekombinačního růstového hormonu. Účinek není tak markantní jako u léčby poruch při deficitu růstového hormonu. Všeobecně platí, že pokud se začne léčit růstovým hormonem před 10. rokem věku, je velmi pravděpodobný výškový zisk v dospělosti minimálně o 10 centimetrů. [31] Se substituční léčbou růstovým hormonem je spjato zvyšování inzulinové rezistence, tělo prepubertálních pacientek se snaží tento účinek kompenzovat zvýšením sekrece inzulinu. Tato reverzibilní kompenzace je dostatečná k zajištění normální glukózové tolerance, jen výjimečně může u některých jedinců dojít k rozvoji diabetes mellitus. Růstový hormon také způsobuje vyšší zadržování sodíku a vody v těle, což může vést k lokálním otokům.
  
 Některé studie pomocí denzitometrie prokázaly snížený minerální obsah kostí a sníženou minerální kostní hustotu u pacientek s Turnerovým syndromem. Byla také prokázána vyšší frekvence fraktur kostí u žen a dívek s Turnerovým syndromem oproti zdravým ženám. [8] Avšak jiné studie toto nepotvrdily. [6]
2.4.2 Lymfatický systém

   
U pacientek s Turnerovým syndromem se vyvíjí typicky patologický lymfatický systém, který se projevuje již v embryogenezi. Kvůli chybějícímu nebo pozdně vyvinutému spojení mezi hrudním mízovodem, kterým sbírá lymfu z většiny organismu a žilním systémem (jugulární vény) dochází k hromadění lymfy a dilataci lymfatických cév v bočních a zadních oblastech krku. Často dochází také k neúplnému vyvinutí nebo úplnému chybění periferních lymfatických cév, vznikají tak lymfedémy v horních oblastech trupu, krku, nártů, hřbetů rukou a zevního genitálu. Závažná obstrukce nebo hypoplazie lymfatického systému je příčinou spontánních potratů u více než 99,9 % plodů s karyotypem 45,X. [1] Díky rozšíření lymfatického systému a následným otokům, které utlačují měkké tkáně (a to již běhěm intrauterinního vývoje) vznikají další viditelné symptomy Turnerova syndromu jako je pterygium colli
, štítovitý tvar hrudníku s oddálenými bradavkami, nízká vlasová hranice, miskovitý tvar nehtů, abnormální tvar ušních boltců aj. 

  
 Předpokládá se, že za výše zmíněné abnormality je zodpovědný lymfogenní gen, respektive jeho haploinsuficience, která vede k abnormálnímu vývoji měkkých tkání. Gen se nachází v proximální části Xp chromozomu v tzv. PAR oblasti (viz kapitola cytogenetika). Nepodléhá X inaktivaci a u zdravých žen se vyskytuje aktivní ve dvou kopiích, u žen s Turnerovým syndromem může být tento gen deletovaný (případně při genotypu 45,X chybí celý chromozom X). Muži mají homologii tohoto genu na Yp v oblasti PABY a DYS255. Chybějící lymfogenní gen se považuje i za hypotetickou příčinu vrozených vývojových vad srdce, velkých cév a uropoetického traktu, přestože nejsou tak četné jako odchylky měkkých tkání. [1]

2.4.3 Ovariální dysgeneze a hormonální abnormality
   
U zdravých žen jsou pod vlivem gonádotropních hormonů (FSH, LH) vznikajících v adenohypofýze secernovány ovariální estrogeny. Jejich hladina (FSH a LH) je v průběhu fetálního i postnatálního období specificky korigována, vrcholu dosahuje v období ve 3. – 4. měsíci po narození, poté je snížena a opět roste po osmém roce věku a v období kolem 13. roku dosahuje hodnot dospělé ženy. Hladina estradiolu je poté u dospělé zdravé ženy cyklicky regulována v závislosti na menstruačním cyklu. Vlivem působení těchto pohlavních hormonů dochází k vývoji sekundárních pohlavních znaků, jako je růst prsních žláz, pubického ochlupení a dochází také ke specifickému zvětšení a protažení dělohy.

   U pacientek s Turnerovým syndromem dochází ke gonadální dysgenezi a s tím související nedostatek ovariálních hormonů a zvýšené hladiny gonádotropinů. Nejtěžší forma nastává u dívek s karyotypem 45,X, kdy zárodečné buňky rychle degenerují, protože chromozomy X nemají druhého do páru a nemohou tak přejít do meiózy. Dochází k zániku oocytů a specifickým fibrotickým změnám ovariální tkáně, což vede k obrazu tzv. lištovité gonády. Tyto změny probíhají v závislosti na karyotypu, obecně platí že fibróza ovarií nejvíce postihuje pacientky s karyotypem 45,X (případně i v mozaice), méně pak formy strukturálních abnormalit chromozomu X a jejich mozaiky, nejméně pak s karyotypem mozaiky s převažujícím poměrem 46,XX, kdy dochází k postupné degeneraci až v dospělosti.  Tudíž i makrospický nález může být různý od čistě lištovitých gonád, přes fibrotickou tkáň bez zárodečných buněk, případně zbytky zdravé ovariální tkáně i zcela normální ovarium. Děloha zůstává poměrně dlouhou dobu ve své infantilní fázi (tvar piškotu).
  
 Důsledkem dysgeneze ovarií je nedostatečná produkce estrogenů. Gonádotropiny se na to snaží reagovat svojí zvýšenou produkcí (zejména FSH) a jejich několikanásobné zvýšení hladiny oproti zdravým ženám je typické pro Turnerův syndrom. Alespoň částečná sekrece estrogenů, dostačující k počátečnímu vývoji prsních žláz, zůstává zachována u 20 – 30 % všech pacientek. U některých pacientek zůstávají prsní žlázy nevyvinuté i po substituční hormonální léčbě, příčinou je pravděpodobně anomálie utváření lymfatického systému. Pouze 11 – 22 % dívek má tvorbu ovariálních hormonů natolik vydatnou, aby vyvolala menstruaci. U dívek se spontánním nástupem puberty často dochází k postupné ovariální insuficienci, která se projeví neovulačními cykly, sekundární amenoreou a časnou menopauzou. Jen výjimečně (2 – 5 %) bývá pozorována dlouhodobá dostatečná činnost ovarií umožňující pravidelný menstruační cyklus a fertilitu. [1]
   
Léčba spočívá v hormonální substituci pohlavních steroidů, cílem je navození pravidelného menstruačního cyklu, feminizace a vývoj sekundárních pohlavních znaků, správný vývoj dělohy, dosažení a udržení vrcholu kostní hmoty a prevence osteoporózy, kardiovaskulárních a metabolických poruch. [1] Je však důležité při této léčbě zohlednit opožděné biologické stáří pacientky, protože estrogeny urychlují kostní zrání a předčasný uzávěr epifyzárních štěrbin, tím mohou ještě dále omezit budoucí dospělou výšku pacientky.  

   
Primární amenorea a nevyvinutí sekundárních pohlavních znaků bývají velmi často příčinou příchodu dívek k lékaři a následné diagnostice Turnerova syndromu.

   
Stále není zcela objasněno, které geny za tyto abnormality zodpovídají. Existuje několik kritických regionů (Xp11.2-22.1, Xq13-25, Xq26-28) a kandidátních genů: ZFX (Zinc Finger Protein X-linked; Xp22.2-21.3; OMIM: *314980), DIAPH2 (Homolog of Drosophila Diaphanous 2; Xq22; OMIM: *300108) a DFFRX (Drosophila Fat Facets Related X-linked; Xp11.4; OMIM: *300072). Gen ZFX kóduje transkripční faktor typu "zinkového prstu"; gen DFFRX kóduje ubiquitin specifickou proteázu 9. Všechny tyto geny jsou spojeny s vývojem gonád (je však potřeba brát v úvahu, že některé byly objeveny a jejich funkce byla prozkoumána pomocí komparativní genomiky u octomilky), gen ZFX má pravděpodobně svoji úlohu i při poruchách růstu. [34]
   
Díky rozvoji metod asistované reprodukce je možné těhotenství žen s Turnerovým syndromem. K oplození se využívají oocyty zdravých dárkyň. Je nutná vhodná hormonální substituce. Potřeba je také zohlednit individuální zdravotní rizika, například vyšší výskyt kardiologických abnormalit u Turnerova syndromu. Spontánní těhotenství bylo pozorováno pouze u 2 – 5 % pacientek, většinou s formou chromozomální mozaiky. [7] 
   
U některých pacientek může nastat situace, kdy mají část nebo celý chromozom Y, nejčastěji ve formě mozaiky. Frekvence výskytu chromozomu Y u žen s Turnerovým syndromem je 12,2 %. [10] Přináší to riziko vzniku (15 – 25 %) nádoru v dysgenetické gonádě. [9] Může se jednat o gonadoblastom (smíšený buněčný nádor) tvořený objemnými germinálními buňkami a malými buňkami připomínajícími Sertoliho nebo granulózové buňky, uspořádanými do hnízda. Nezralé terminální buňky tohoto nezhoubného nádoru můžou někdy proliferovat do obrazu dysgerminonu, který rychle metastazuje. Dívkám s detekovanými sekvencemi Y chromozomu je doporučena oboustranná gonadektomie. Příčinou jsou onkogeny a tumorsupresorové geny umístěné na Y chromozomu (Yp11), tzv. GBY lokus (GonadoBlastoma locus on the Y chromosome). Jsou to zejména geny RBMY (RNA Binding Motive Protein Y Chromosome), PRKY (Protein Kinase Y-linked, mají své homology na X chromozomu, RBMX a PRKX), PRY (PTBL Related Gene on Y), AMELY (Amelogenin Y Chromosomal), TSPY. Produkt genu TSPY je velmi podobný cyklinu B, který je potřebný pro průběh buněčného cyklu. [1]
2.4.4 Neurokognitivní poruchy

   
Distribuce inteligenčního kvocientu (IQ) je u pacientek s Turnerovým syndromem téměř shodná jako v běžné populaci. Jedinou výjimkou jsou pacientky s ring chromozomem (obvykle ve formě mozaiky 45,X/46,,X,r(X)), u nichž je prevalence mentální retardace poněkud vyšší. [1] Avšak zatímco verbální vyjadřování bývá nadprůměrné, nonverbální projev zaostává (snížené neverbální – percepční IQ). Problematická je zrakově - prostorová orientace, vizuální a krátkodobá paměť a schopnost porozumět emocím v mimice obličeje. Vyskytuje se také deficit pozornosti, koncentrace a rozhodování. [22]  

  
 Byly provedeny srovnávací neuroanatomické studie, které zjistily odlišnosti ve stavbě CNS žen a dívek s Turnerovým syndromem. Jsou to abnormality v pravé parietookcipitální oblasti mozku, kde se analyzují vizuálně - prostorové vjemy. Odlišná morfologie byla také popsána v prefrontálních korových a subkortikálních strukturách, které jsou spojovány s udržením pozornosti a rozhodováním. Pacientky mají vyšší podíl šedé hmoty mozkové než zdravé ženy. Příčinou jsou pravděpodobně chybějící estrogeny. [1]
   
Tyto neurokognitivní odchylky jsou přímo spjaté s tzv. genomickým imprintingem. (viz kapitola genomický imprinting). Neurokognitivní problémy mají více pacientky s mateřským původem chromozomu X (45,Xmat), dívky a ženy s paternálním původem chromozomu X(45,Xpat) mají většinou vyšší percepční IQ než s maternálním původem. Intaktní maternální chromozomy se vyznačují problémy s prostorovou orientací, problémy pacientek s matematikou, schopností koncentrace. Konkrétní geny odpovídající za tyto dysfunkce nebyly zatím identifikovány.

2.4.5 Další dysfunkce

2.4.5.1 Vady smyslových orgánů

   
U pacientek s Turnerovým syndromem se vyskytují oční vady mnohem častěji než u zdravé populace. K nejvýznamnějším patří zejména strabismus
 , pokles očních víček, nespecifické amblyopie
 aj. Barvoslepost (gen na dlouhém raménku chromozomu X) u 8 % pacientek. Nálezy bývají asymetrické. [22]
   
Mírné malformace zevního ucha byly nalezeny u 30 – 50 % pacientek s Turnerovým syndromem. Padesát – devadesát procent pacientek má senzorineurální poruchy sluchu, projevující se jako pokles slyšitelnosti zvuku v oblasti 1,5 – 2 kHz. [11] Pravděpodobně je to vlivem haploinsuficience SHOX genu, kdy dochází k abnormalitám ve stavbě středouší a zadní části báze lební. Výsledkem je zkrácení Eustachovy trubice oproti zdravým jedincům, její široké až horizontální otevírání do ústní části hltanu a i jejího netypického propojení se středním uchem, vzniku gotického patra. Tyto anomálie vedou často k opakovanému zánětu středouší, zejména v předškolním věku, dále i k zánětům patrových mandlí, vedlejších nosních dutin a hltanu. Tyto záněty je potřeba důsledně léčit, aby nedošlo k trvalému poškození sluchu. K dalším odlišnostem patří stavba ušních kůstek, která může vést až k nedoslýchavosti převodního typu. Vlivem lymfedémů dochází také k vývoji abnormálního tvaru ušních boltců. Porucha sluchu společně s netypickým – gotickým tvarem tvrdého patra mohou mít negativní vliv na vývoj řeči a verbální komunikaci. [1]
2.4.5.2 Dermatologické léze

    
Zde bych ráda upozornila na již zmíněné otoky a miskovitý tvar nehtů. Až 75 % pacientek s Turnerovým syndromem má vyšší výskyt pigmentových névů. [1] Tyto névy jsou benigního charakteru. Zajímavé také je, že u Turnerova syndromu je nižší výskyt zhoubných nádorů kůže (a to i po léčbě růstovým hormonem), což je možné dát do souvislosti s chybějícím chromozomem X. [18] Další kožní poruchy pozorované u pacientek jsou vitiligo
, seboroická dermatitida a hojení ran pomocí keloidních jizev
. 
2.4.5.2 Vrozené vady močového ústrojí

   
Vady ledvin se vyskytují až u 50 % pacientek s Turnerovým syndromem. [24] Nejčastější to jsou vady jako podkovovitá ledvina a zdvojená ledvina. Dále to můžou být malformace vývodných cest močových, například zdvojení vývodného systému nebo hydronefróza. Frekvence výskytu je dvakrát vyšší u čisté monozomie X než u mozaik. [22] Většinou tyto abnormality nečiní pacientkám potíže. Pokud se však opakovaně vyskytují infekce, je třeba použít důslednou léčbu. Příčina vzniku anomálii uropoetického traktu není u Turnerova syndromu zcela jasná. [1]
2.4.5.3 Kardiovaskulární dysfunkce

   
Vývojové vady srdce a velkých cév postihuje přibližně 75 % plodů s Turnerovým syndromem a převážná většina z nich je v časném stádiu těhotenství potracena. Výskyt abnormalit srdce a cév postihuje 25 – 45 % živě narozených pacientek s Turnerovým syndromem. Z toho nejčastěji (16 %) jsou to abnormality dvoucípé aortální chlopně a koarktace
 aorty (11 %). [5]  Koarktace aorty viz obr. č. 4. Frekvence výskytu těchto vad u narozených pacientek s Turnerovým syndromem je až 12krát vyšší než u zdravých jedinců. [1] Tyto vady postihují zejména levou část srdce, nejčastěji koarktace aorty, dilatace kořenu aorty a disekce aorty, anomální návrat plicních žil. Častá je také hypertenze (25 % adolescentek s Turnerovým syndromem, 40 – 60 % dospělých), její příčina není známa. [5] Vznik těchto vývojových vad u Turnerova syndromu a současně vyšší výskyt těchto vad u mužů běžné populace nabízí hypotézu genomického imprintingu.
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Obr. č. 4: Koarktace aorty (pracovní dokumentace doc. MUDr. J. Zapletalové, Ph.D., FNOL)
2.4.5.4 Autoimunitní onemocnění

  
 Výzkum prokázal dvakrát vyšší riziko autoimunitních onemocnění u žen s Turnerovým syndromem oproti zdravým pacientkám. K autoimunitním onemocněním vyskytujícím se častěji u Turnerova syndromu patří autoimunitní tyreoiditida (též nazývána jako Hashimotova tyreoiditida), celiakie
, primární diabetes mellitus, vzácněji pak nespecifické střevní záněty a autoimunitní onemocnění jater, autoimunitní nefropatie, revmatoidní artritida. [12] Důvod není ještě zcela objasněn, avšak předpokládá se, že souvisí s tím, že geny pro jednu z MHC molekul (hlavní histokompatibilní komplex), hrající důležitou roli v autoimunitě, se nacházejí na dlouhém raménku X chromozomu a tudíž jeho chybění může vést k chybě v imunitním systému. Celiakie může přispívat k nechutenství a dalšímu prohloubení již tak zpomaleného a nedostatečného růstu. Riziko vzniku autoimunitní tyreoiditidy je dvojnásobně vyšší u pacientek s čistou monosomií X (45,X) a izochromozomem z dlouhých ramének (i(Xq)) než u jiných dívek a žen s Turnerovým syndromem. Monosomie X je častější u Hashimotovy tyreoiditidy, isochromosom (i(Xq)) je spjatý nejvíce s ulcerativní kolitidou. [12]  Léčba tyreoiditidy spočívá v substitučním podávání chybějících hormonů štítné žlázy.
2.5 Genomický imprinting

  
 Proces nebo také genetický jev, při kterém hraje roli původ chromozomu, jedna z alel (paternální nebo maternální) je přednostně specificky utlumena. Aktivní je tedy jen jedna alela a míra exprese genu, v závislosti na tom, na kterém rodičovském chromozomu se nachází. Představuje vlastně fáze aktivity a inaktivity určitých genů, a to nejen v různých obdobích ontogeneze, ale dokonce i v různých tkáních téhož jedince ve stejném čase. Genomický imprinting se projeví jako výjimka z 3. Mendelova zákona, neboť závažnost klinické manifestace některých mutací je závislá na pohlaví rodiče, od kterého je mutace děděna. Projevuje se nejen u Turnerova syndromu, ale i například u Albrightovy hereditární osteodysplazie, Curschmannovy-Steinertovy dystrofické myotonie, Huntingtonovy choroby, Angelmanova a Prader-Williho syndromu. [19] Realizace probíhá stejně u obou pohlaví.  Typické pro několik desítek lidských genů. Většinou se tyto geny nenacházejí odděleně, ale jsou shloučeny, je možné detekovat celé chromozomální oblasti s těmito geny a to mimo jiné přispívá k jejich lepší identifikaci. V těchto oblastech se nachází struktura pro realizaci imprintingu - tzv. oblast řídící imprinting (ICR – Imprinting Control Region). Nedávné molekulární analýzy prokázaly, že značkou, která ovlivňuje expresi genu, je metylace jednoho nebo více dinukleotidů CpG
 v blízkosti genu. Tyto metylované dinukleotidy se zpočátku tvoří v rodičovské zárodečné linii. Například gen Igf 2 
 je metylován v samičí zárodečné linii, v samčí ne. Po oplození dojde k setkání metylované a nemetylované formy genu rodičů, během embryogeneze se tyto formy udržují během každé replikace. Metylovaný gen je tzv. tichý, projeví se tedy pouze gen Igf 2 od otce. Metylovaný gen od určitého pohlaví může být samozřejmě demetylován, pokud přechází přes potomka s opačným pohlavím, tzn. metylace je v zárodečných liniích nastavena znovu, v závislosti na pohlaví. [3] Jako příklad genu podléhající imprintingu zde uvádím myší gen, protože u myší byl tento jev nejdůkladněji prozkoumán.

  
 U Turnerova syndromu je vliv genomického imprintingu pozorován zejména u neurokognitivních funkcí. Pacientky s maternálním původem intaktního chromozomu X mají vyšší pravděpodobnost neurokognitivní dysfunkce (horší prostorová orientace, problémy v matematice, horší krátkodobá paměť) a problémy sociální adaptace než pacientky s paternálním chromozomem X, ty zase mají horší vizuální paměť. Nebyl prokázán vztah mezi původem X chromozomu a renálními či ortopedickými abnormalitami. Stejná studie také vyvrátila signifikantní vazbu mezi Xp nebo Xm a kardiovaskulárními abnormalitami a autoimunitní tyreoiditidou. [28] Jiné výzkumy s těmito výsledky nesouhlasí a prokazují silnou korelaci mezi maternálním původem chromozomu u pacientek s karyotypem 45,X a kardiovaskulárními dysfunkcemi a kožní řasou na krku. [25] Další testy prokázaly silnou vazbu mezi maternálním chromozomem (pacientky 45,X) a tělesnou výškou pacientky (bez hormonální substituce růstovým faktorem). Vliv původu parentálního chromozomu u pacientek s Turnerovým syndromem na budoucí výšku byl vyvrácen. [26] [25] Nebyl prokázán vliv imprintingu na kožní abnormality, anomálie uší, metabolismus lipidů a glukózy. [26] Přesto zůstává vliv genomického imprintingu na některé klinické projevy Turnerova syndromu, vzhledem k protichůdným výsledkům studií, nedostatečně probádán a potvrzen. 

2.6 Diagnostika

   
Prenatální diagnostické metody umožňují určit stáří plodu, jeho prospívání a průběžný vývoj. Umožňují v závažných případech včasné ukončení gravidity, případně v předstihu plánovat optimální perinatální péči. Po uplynutí délky 12. týdnů gestace je povoleno umělé ukončení těhotenství jen z důvodu ohrožení života matky nebo prokázaného těžkého poškození plodu, nebo je-li plod neschopný života. Pokud jsou prokázány genetické důvody pro ukončení těhotenství, je toto možné provést nejpozději do dosažení 24. týdne stáří plodu. Monozomie X nepodpořená ultrazvukovým nálezem známek závažných vad není jednoznačnou indikací k umělému ukončení těhotenství.
2.6.1 Prenatální vyšetření

2.6.1.1 Neinvazivní metody

Prováděny celoplošně.

Ultrazvukové zobrazení

   
Důvodem prvotní indikace ultrasonografického vyšetření je potvrzení životaschopnosti plodu, vícečetného těhotenství, zjištění fetálního věku a růstu, lokalizace placenty a změření objemu amnionové tekutiny. Optimální doba k vyšetření malformací je během 18. - 20. týdne. [2] 

   
O Turnerově syndromu svědčí nález typické triády - hygroma colli cysticum
, koarktace aorty, generalizovaný neimunní edém zejména na nártech. Hygroma colli cysticum pozorujeme jako charakteristické rozšíření nuchální oblasti, tzv. vyšetření prosáknutí zátylku (více než 3 mm v 1. trimestru a 5 mm v 2. trimestru). Porucha vytváření lymfatického systému vede často ke spontánním abortům, pokud později dojde k vytvoření drenáže mezi lymfatickým systémem a jugulární žílou, dojde k resorpci nahromaděné lymfy a z přebytků kůže vzniknou kožní řasy kolem krku (pterygium colli). Charakteristické rozšíření nuchální oblasti však lze pozorovat i u dalších syndromů (např. Downova sy, Edwardsova sy, Robertsův sy aj.) Je možné pozorovat intrauterinní růstovou retardaci. [1] 
Vyšetření krve matky
   
Vyšetření se provádí v 15. – 18. týdnu těhotenství, kontrolují se hladiny tří indikátorů (tzv. tripple test): alfa1-fetoprotein (AFP), lidský choriový gonádotropin (hCG), nekonjugovaný estriol (UE3). Abnormálně zvýšená hodnota AFP spolu s ultrazvukovým obrazem hygroma colli cysticum vede k vážnému podezření na Turnerův syndrom. Alfa1-fetoprotein je tvořen játry plodu a vylučován ledvinami do plodové vody. Jeho snížená hodnota je u Downova a Edwardsova syndromu, odumření plodu a dalších. Estriol je hormon tvořený plodem a placentou, přes plodovou vodu proniká do krve matky, jeho snížená hodnota může indikovat Turnerův, Downův nebo Edwardsův syndrom, případně jiné postižení plodu. Choriový gonadotropin je produkován buňkami placenty, jeho snížená hodnota vypovídá o mimoděložním těhotenství, v druhém trimestru může indikovat Edwardsův syndrom, naopak jeho zvýšená hodnota nastává u Downova syndromu nebo poruchách spojení vajíčka se spermií aj. Je možné vyšetřit také těhotenský plazmatický protein A (PAPP-A), jeho zvýšená hodnota je u chromozomálních abnormalit plodu. 

2.6.1.2 Invazivní metody
   
K invazivním diagnostickým metodám se přistupuje cíleně, obecně tehdy, pokud byla zjištěna přítomnost chromozomální abnormality neinvazivní metodou, zjištěna genetická porucha nebo X-vázaná choroba v rodině, pozitivní biochemické vyšetření, chromozomální abnormality de novo u předchozího dítěte, příbuzenství rodičů v rodině s výskytem recesivní choroby, přítomnosti abnormálního objemu amnionové tekutiny, nemoc matky, vystavení účinkům teratogenů a mutagenů a v neposlední řadě je to i věk rodičů (matka starší 35 let, součet věku rodičů nad 70 let). Obecně uznávané pravidlo je, že riziko narození těžce postiženého plodu musí být vyšší než riziko potratu způsobeného diagnostickým zákrokem. [2] Získaný materiál lze použít k cytogenetickému, molekulárně genetickému a biochemickému vyšetření.

Biopsie choriových klků (biopsie syncytiotrofoblastu)

   
Choriové klky jsou součástí placenty a tvořeny buňkami plodu. Zárodečná jádra se rychle dělí, není nutná kultivace buněk. Odběr 10 – 20 mg tkáně se provádí v 11. – 13. týdnu (pozdní ve 20. týdnu) těhotenství, je prováděn transabdominálně nebo transcervikálně (méně často), kontrolován ultrazvukem. Nevýhodou může být tzv. placentární mozaicismus, stav kdy dochází ke vzniku chromozomálních abnormalit v buňkách choriových klků, ne však ve vyvíjejícím se plodu (zhruba 1 % případů). [2]
Odběr plodové vody (Amniocentéza)

   
Plodová voda obsahuje asi 1 – 2 % fetálních buněk, uvolněných z kůže nebo respiračního a močového ústrojí plodu. Amniocentézu pro genetické vyšetření je možné provést od 14. do 24. týdne gestace. [37] Odebírá se 10 – 20 ml tekutiny pomocí tenké jehly, kontrola ultrazvukem. Pro zpracování a zobrazení karyotypu nutná kultivace buněk, běžně 14 dní. 

Punkce pupečníku (Kordocentéza)
   
Od 18. týdne lze provést odběr fetální krve z pupečníku. Provádí se transabdominálně tenkou jehlou, kontrola ultrazvukem. K vyšetření se použijí lymfocyty plodu.

Fetoskopie 
   
Zavedení endoskopu do amnionové dutiny skrz malý řez v břišní stěně matky. 18. – 20. týden. Umožňuje vizualizaci plodu a biopsii tkáně plodu. Vyšší riziko potratu, málo využívané vyšetření.

2.6.2 Postnatální vyšetření
   
K postnatálnímu vyšetření se nejčastěji používá klasický odběr žilní krve a následně získaná jádra lymfocytů. Dále je možné použít stěry z bukální sliznice. Indikací k postnatálnímu vyšetření jsou většinou klinická symptomatologie a fenotypové odchylky od normálu.
2.6.3 Metodologie

2.6.3.1 Cytogenetické metody
   
Podstatou je kultivace buněk a následné zobrazení chromozomů v metafázi mitózy a jejich obarvení. Díky obarvení vznikne typické tzv. proužkování chromozomů, počet a umístění proužků je charakteristické pro každý chromozom. Výsledkem je karyogram, mikrofotografie chromozomů a jejich uspořádání dle mezinárodně platné nomenklatury do karyotypu. Nejčastěji se používá tzv. G -  pruhování, je to barvení Giemsou po natrávení chromozomů trypsinem. Velmi efektivní jsou tyto metody při určování numerických odchylek chromozomů. Pro přesnější rozlišení lze použít také profázické chromozomy, jsou méně kondenzované.

2.6.3.2 Molekulárně – cytogenetické metody
FISH (Fluorescenční in situ hybridizace)
   
Metoda založená na hybridizaci, schopnosti vazby jednovláknové DNA (DNA pacienta, většinou fixovaná v mikroskopickém preparátu) s komplementárním vláknem (fluorescenčně značená sonda). Vizualizace probíhá pomocí fluorescenčního mikroskopu, digitalizace obrazu díky CCD (Charge Coupled Device) kameře. Sondy mohou být navrženy jako celochromozomové, na specifické chromozomové oblasti (centromerové, telomerické), genově specifické. FISH metody se vyprofilovaly na několik typů, podstata zůstává stejná.

   
Výhodou cytogenetických metod je možnost prohlédnutí celého karyotypu jedince a prozkoumat numerické i strukturální abnormality jednotlivých chromozomů. Nevýhodou je jejich časová náročnost (dána zejména dlouhou dobou kultivace) a neschopnost zobrazení mutací malého rozsahu (např. mikrodelecí).
2.6.3.3 Molekulárně genetické metody

   
Pomáhají určit abnormality na úrovni DNA. Základem jejich metod je PCR – Polymerázová řetězová reakce (Polymerase Chain Reaction). Je to metoda, kdy se specifický úsek DNA (např. pacientský úsek DNA) během cyklické reakce střídání teplot exponenciálně amplifikuje (namnoží). Potřeba jsou k tomu kromě templátu (DNA určená k amplifikaci), primery (ohraničují úsek určený k amplifikaci), termostabilní DNA polymeráza (enzym přidávající k syntetizujícímu úseku nového vlákna nukleotidy ve směru 5´→ 3´), deoxynukleosid-trifosfáty, pufr. Primery nasedají na úsek jednovláknové DNA na základě komplementarity bazí (hybridizace). Reakce probíhá v termocyklerech, ty mění specificky cyklicky teplotu ve třech krocích: denaturace (94 – 98 °C), kdy dochází k denaturaci dvouvláknové DNA na jednovlákna, annealing – nasedání primerů na základě hybridizace (45 – 70 °C), elongace – prodlužování nově vznikajícího vlákna (68 – 80 °C). Výsledek nejčastěji detekujeme elektroforeticky na gelu. Velmi často slouží PCR jako prostředek k namnožení DNA a produkt je dále použit ke zkoumání pomocí dalších metod.

   
Výhodou těchto metod je rychlost, odpadá nutnost kultivace buněk a spolehlivost. Nezahrnují však vyšetření celého karyotypu.

Kvantitativní fluorescenční PCR (QF – PCR, Quantitative Fluorescent Polymerase Chain Reaction)

   
Při stanovování aneuploidií (tzn. i Turnerova syndromu) se využívá speciální aplikace PCR - metoda kvantitativní fluorescenční polymerázové řetězové reakce. Ta zahrnuje amplifikaci, detekci a analýzu STR markerů za pomocí fluorescenčně značených primerů. Jde o kvantitativní amplifikace vysoce polymorfních, specifických lokusů. Délka analyzovaného fragmentu závisí na počtu opakování STR (viz dále).
STR (Short Tandem Repeats) MARKERY, MIKROSATELITY

   
Jsou sekvence DNA sestávající z 2 – 6 nukleotidů, které se opakují (délka 2- 100 bp). Jsou rozmístěny na všech chromozomech na mnoha lokusech, především v nekódujících oblastech. Tvoří sekvence bez vztahu k fenotypu. [21] Většinou jsou ohraničeny unikátními sekvencemi, takže je možné navrhnout primer pro jejich specifickou amplifikaci. Počet opakování jednotlivých sekvencí je různý, pro každého jedince je typický počet repetic v jednotlivých mikrosatelitech, je tedy mnoho alel. Jejich dědičnost se řídí Mendlovými zákony dědičnosti. Alely jsou kodominantní, jedinec tedy zdědí jednu alelu o charakteristické délce od otce a druhou od matky. U zdravého jedince je tudíž možno detekovat dvě délkové verze dané alely, u homozygota dva stejně dlouhé produkty, u heterozygota dva různě dlouhé produkty amplifikace. Pravděpodobnost heterozygozity jedince je více než 70 %. [23] Pokud je tedy zvolena sestava STR markerů charakteristických pro sledovaný chromozom (minimálně dva informativní mikrosatelity), můžeme určit, zda má jedinec tento chromozom v jedné nebo dvou kopiích (určit numerické odchylky). Díky vlastnosti délkového polymorfismu, vysoké pravděpodobnosti heterozygozity a Mendlovské dědičnosti jsou tyto markery využívány také k určování otcovství a zkoumání příbuznosti.

PRINCIP

   
Po získání materiálu pacienta (např. buňky plodu z plodové vody) je vyizolována DNA. Je připravena směs pro QF - PCR – tzn. DNA pacienta (templát), fluorescenčně značené primery (pro několik STR markerů – tzv. multiplex), DNA polymeráza, pufr a deoxynukleosid – trifosfáty. Po vložení do termocykleru je provedena reakce. Poté jsou vzniklé produkty analyzovány v automatickém analyzátoru na principu kapilární elektroforézy. Díky různému fluorescenčnímu označení primerů je možné od sebe jednotlivé produkty daného STR markeru rozeznat. Elektroforetickým rozdělením získáme informaci o délce jednotlivých fragmentů. Výsledkem je graf zobrazující píky jednotlivých STR markerů. Obsah plochy píku odpovídá množství DNA, výška píku zobrazuje signál přítomnosti počtu alel. V případě diploidie je signál dvou alel 1:1, u homozygota pak jeden pík s dvojitým signálem. Pro trizomii je typický signál 2:1, 1:2 nebo tři píky 1:1:1. U diagnostiky Turnerova syndromu je porovnán produkt X chromozomu s produktem autozomu (např. chromozomu 7). U normální ženy je tento poměr 1:1, u Turnerova syndromu 1:2. [21] Na ose x je vynesena informace o délce fragmentu (tzn. produktu mikrosatelitu).

   
Výhodou je rychlost (bez kultivace), cena, možnost detekce více různých STR markerů. Lze analyzovat i částečně degradovanou DNA. Zjistí i případné mozaikové formy aneuploidií. Avšak nedetekuje mozaikové formy trizomií, pokud je aneuploidních buněk méně než 20 %. [20] Nevýhodou je, že testuje pouze vybrané chromozomy a nedetekuje strukturální abnormality.
3 CÍLE PRÁCE

1) Vybrat vhodné DNA markery chromozomu X.

2) Optimalizovat multiplexový systém pro vyšetřování vybraných markerů.

3) Vyšetřit skupinu rodin s výskytem dítěte s Turnerovým syndromem, určit rodičovský původ intaktního chromozomu X pacientek.

4) Shromáždit klinická data pacientek s Turnerovým syndromem.

5) Vyhodnotit genotyp – fenotypovou korelaci a porovnat ji s literaturou.
4 MATERIÁL A METODIKA
Praktická část diplomové práce je rozdělena na dvě části podle použité metody a zdroje použité DNA. Část 1 se zabývá optimalizací metody multiplexní PCR, elektroforézou produktů a vizualizací produktů metodou barvení stříbrem. Je zde použita DNA zdravé ženy. Část 2 má za cíl určení rodičovského původu chromozomu X s použitím kvantitativní fluorescenční PCR (QF – PCR), shromáždění klinický dat pacientek s Turnerovým syndromem, vyhodnocení genotyp – fenotypové korelace, vliv genomického imprintingu. Je zde použita DNA pacientek s Turnerovým syndromem a jejich rodičů.

4.1 Přístrojové vybavení laboratoře, materiál
4.1.1 Přístrojové vybavení laboratoře 

Centrifuga (FVL – 2400N, BIOSAN, Lotyšsko)

Pipety (2 µl, 20 µl, 200 µl, 1000 µl, HTL, Polsko)

Termocycler (Peltier Thermal Gradient Cycler PTC – 200, MJ RESEARCH, USA)

Elektroforetická vana (Model JSB – 30, SHELTON Scientific, USA)

Elektrický zdroj (LKB GPS 200/400, PHARMACIA-BIOTECH, USA )

Elektroforetická vana pro PAGE (BIO-RAD, USA)

Elektrický zdroj pro PAGE (Power Pac 3000, BIO-RAD, USA)

Sestava skel pro gelovou elektroforézu PAGE (BIO-RAD, USA)

Svorky pro elektroforetická skla PAGE (BIO-RAD, USA)

Spacery 1,5 mm (BIO-RAD, USA)

Stojan pro upevnění skel pro elektroforézu PAGE (BIO-RAD, USA)

Hřeben 9 jamek, 12 jamek (BIO-RAD, USA)

Analytické digitální váhy (BBC 32, BOECO, Německo)

Fotografický systém (MiniBIS Pro 16 mm, software program - Gel Capture, DNR Bio-Imaging Systems Ltd., Izrael)

Genetický Analyzátor (ABI PRISM , 310 Genetic Analyser, sofware program ABI PRISM 310 Collection, 310 GeneScan 3.1.2 (Apple), Applied Biosystems, USA)

4.1.2 Reagencie 

- viz kapitola přílohy 

4.1.3 Izolace DNA
K výzkumu byla použita periferní venózní krev pacientek s Turnerovým syndromem a jejich rodičů, odebraná do zkumavek s EDTA (proti srážení krve). Pacientky pocházejí z Olomouckého a Morovskoslezského kraje České Republiky. Pro část A výzkumu byla použita DNA z krevních buněk periferní krve zdravé ženy, odebraná do zkumavky s EDTA. Izolace byla provedena Millerovou vysolovací metodou. Postup metody a příprava reagencií viz kapitola přílohy.
4.2 Optimalizace metody multiplexní PCR, elektroforéza produktů a vizualizace produktů metodou barvení stříbrem.

Polymerázová řetězová reakce (PCR) slouží k amplifikaci úseku DNA. Specifita reakce je dána použitím primerů ohraničujících úsek DNA, který chceme amplifikovat. Při multiplexní analýze je použito více primerů na různá místa DNA. Je nutné použit takový multiplex primerů, aby jednotlivé dvojice primerů nebyly k sobě komplementární, měly by mít podobnou teplotu pro hybridizaci a délka jejich produktů by měla být odlišná, aby byla možná jejich detekce při separaci.
4.2.1 Primery 

K výzkumu byly použity oligonukleotidy připravené firmou Sigma – Aldrich (USA), navržené k detekci STR markerů:

HBRTB (umístění na chromozomu X: Xq26.2)

Forward: AAC TTT TTC TCT GTA TGT AGT CGA TT

Reverse: CTA CAT CAA AGT GAA AAG CCA T
DXS10101 (umístění na chromozomu X: Xq26.2)

Forward: TGT TTC AAA ATA ATA TGG GAG TTG G

Reverse: TCT TTA ATC TCT CAC AGC CCC TAC

DXS7423 (umístění na chromozomu X: Xq28)

Forward: TGA TGG GGG GAT ACG TTT C

Reverse: TGC TGA GGG GTA GAT GGG

DXS9908 (umístění na chromozomu X: Xq25 – Xq26)

Forward: TAG GGT GCA GCA AAT CAC CA

Reverse: TTG CAG AGG GAT AGA AAT GC

DXS10135 (umístění na chromozomu X: Xp22.31)

Forward: TAT TTT TAA TAG AGA CGG GGT TTC TC

Reverse: GAG ACC GAA AAT GGT ACT GAG G

DXS10134 (umístění na chromozomu X: Xq28)

Forward: CAA CAT AGT GAG ATC CCA CCT TTA C

Reverse: TAA TAT TCT ATT GTA TGG GCA TGC TG

DXS8378 (umístění na chromozomu X: Xp22)

Forward: AAT AGA AAA ATT AGC CTG ACG TGG

Reverse: ATA TTT TTA GAG ATC GGG TCT CAC

DXS7132 (umístění na chromozomu X: Xq11.2)

Forward: TGA TTA GGA ATA TCA AAG GCA AA

Reverse: CTT CTC TGG TTC TCT AGC TCA CAT

DXS10074 (umístění na chromozomu X: Xq12)

Forward: TTA TTA TTT TGC CTA CCT CTC TGA GC

Reverse: ATT TTC TCT CTG TCT TAG CTC CCA TA

4.2.2 Příprava DNA a primerů

· Příprava pracovního roztoku DNA

· Naředění získané DNA zdravé ženy o spektrofotometricky změřené koncentraci na koncentraci 100 ng/ml.

· Naředěni primerů

· 5 µl primerů dodaného firmou v koncentraci 100 pmol+ 45 µl pufru TE

· Složení TE pufru viz kapitola přílohy

4.2.3 Příprava směsi pro PCR

Tabulka č. 2: Složení směsi pro PCR bez DMSO:
	Chemikálie
	Množství [µl]

	Voda pro PCR
	5,7

	Combi ppp Master – Mix
	7,5

	Primer - Forward
	0,4

	Primer - Reverse
	0,4

	DNA (100ng/ml)
	1


Tabulka č. 3: Složení směsi pro PCR s DMSO:

	Chemikálie
	Množství [µl]

	Voda pro PCR
	4,2

	Combi ppp Master – Mix
	7,5

	DMSO
	1,5

	Primer - Forward
	0,4

	Primer - Reverse
	0,4

	DNA (100ng/ml)
	1


- složení Combi ppp Master – Mix viz kapitola přílohy

4.2.4 PCR

PCR v gradientu 50 – 70 °C hybridizace primerů na templátovou DNA. Byly použity čtyři teploty z gradientu: 53,2 °C, 58,4 °C, 61,8 °C a 64,6 °C.

Tabulka č. 4: Podmínky PCR
	Teplota
	Čas [min]
	Počet cyklů

	94 °C
	3
	

	94 °C
	1
	34 x

	58,4 °C
	1,5
	

	72 °C
	2
	

	72 °C
	7
	

	10 °C
	nekonečně
	


4.2.5 Elektroforéza produktů PCR v agarózovém gelu

Elektroforéza v 1,5% agarózovém gelu. Pro vizualizaci je použito interkalační barvivo Ethidium bromid, které je přidáno do gelu před jeho nalitím do formy (3 µl EtBr do 60 ml gelu). Slouží k ověření úspěšného proběhnutí PCR a zjištění přibližné délky jednotlivých produktů PCR. Separace probíhá díky pohybu nabitých molekul (tzn. celkového náboje produktu) ve stejnosměrném elektrickém poli.

Gel je připraven rozpuštěním 0,9 g agarózy v 60 ml TBE pufru. Složení TBE pufru viz kapitola přílohy. Roztok je poté zahřát7 v mikrovlnné troubě a po úplném rozpuštění agarózy zchlazen na 60 °C. Poté je do gelu přidán Ethidium bromid a nalit do formy s připraveným  9 - jamkovým hřebínkem. Do jamek je naneseno 8 µl produktu. Elektroforéza probíhá cca 20 minut při 80 - 100 V.

Výsledek je zdokumentován pomocí fotografického systému firmy DNR Bio-Imaging Systems Ltd. a fotografie upravena (zaostření, světelná úprava) v programu Gel Capture.

4.2.6 Elektroforéza v 10% nedenaturujícím polyakrylamidovém gelu

Polyakrylamidový gel má vyšší rozlišovací schopnost než agarózový gel a je možné lépe určit velikost fragmentu DNA.

Tabulka č. 5: Složení 10% Nedenaturujícího Polyakrylamidového gelu

	Chemikálie
	Množství

	30% Bis - akrylamid
	14 ml

	2 x TBE
	17,5 ml

	Glycerol
	7 ml

	Deionizovaná voda
	31,5 ml

	Temed
	50 µl

	APS
	450 µl


Roztok je ještě před ztuhnutím nalit mezi dvě skla, uchycených ve svorkách a oddělených spacery, je umístěn hřebínek. Před nalitím jsou skla speciálně ošetřeny, jedno BIND silanem (váže gel) a druhé antistatickým přípravkem (gel se pevně nepřichytí ke gelu, ten lze poté pro další postup oddělat). Po ztuhnutí jsou skla uchycena ve stojanu a vyjmut hřebínek. Do jamek je pipetováno 14 µl roztoku s produktem z PCR (7 µl produktu + 7 µl loading buffer), pufr působí proti vzlínání produktu ven z jamky. Elektroforéza probíhá 3,5 hod při 200 V. Vizualizace produktů je provedena metodou barvení stříbrem.

Barvení stříbrem – složení roztoků:

I. Roztok pro fixaci: 30 ml kyseliny octové + 270 ml deionizované vody

II. Roztok stříbra: 300 ml deionizované vody + 450 µl formaldehydu + 0,3 g dusičnanu stříbrného     

III. Vývojka (uchovávat v ledničce 4 °C – 10 °C): 300 ml vychlazené destilované vody + 9 g uhličitanu sodného, těsně před použitím přidat 60 µl sodium thiosulfátu a 450 µl formaldehydu   

Tabulka č. 6: Postup barvení stříbrem

	Chemikálie
	Čas

	Roztok pro fixaci
	20 min

	Oplach deionizovanou vodou
	3 x 2 min

	Roztok stříbra
	30 min

	Deionizovaná voda
	max 10 sec

	Vývojka
	5 min (do obarvení)

	Roztok pro fixaci
	5 min

	Deionizovaná voda
	2 min


4.3 Určení rodičovského původu chromozomu X s použitím kvantitativní fluorescenční PCR (QF – PCR), shromáždění klinický dat pacientek s Turnerovým syndromem, vyhodnocení genotyp – fenotypové korelace a vlivu imprintingu
Fluorescenčně značené primery jsou navržené k detekci STR markerů chromozomu X. K výzkumu je použita DNA pacientek s Turnerovým syndromem a jejich rodičů, díky polymorfismu STR markerů je možné pomocí kvantitativní fluorescenční polymerázové řetězové reakce určit rodičovský původ chromozomu X. Následné porovnání původu X pacientek s klinickými projevy nemoci umožňuje zvážit možnost vlivu genomického imprintingu na fenotyp.
4.3.1 Primery

Byly použity primery dodané firmou Applied Biosystems (UK). Každá dvojice primerů je pro odlišení označena barevnou fluorescenční značkou.

DXS1187 (umístění na chromozomu X: Xq26.2, délka produktu: 123 – 165 bp)

Barva fluoroforu: zelená (značka VIC)
Forward: CAG CTA CTC AAT GAA AAG CC

Reverse: TGA TGG AGA AAG TCA CTG AAC

XHPRT (umístění na chromozomu X: Xq26.1, délka produktu 266 – 298 bp)

Barva fluoroforu: zelená (značka VIC)
Forward: ATG CCA CAG ATA ATA CAC ATC CCC

Reverse: CTC TCC AGA ATA GTT AGA TGT AGG

X22 (umístění na chromozomu X: Xq 28, na Y: Yq12, délka produktu 194 – 238 bp)

Barva fluoroforu: zelená (značka VIC)
Forward: TCT GTT TAA TGA GAG TTG GAA 

Reverse: ATT GTT GCT ACT TGA GAC TTG GTG
DXS6803 (umístění na chromzomu X: Xq21.31, délka produktu 105 – 128 bp)

Barva fluoroforu: červená (značka PET)
Forward: GAA ATG TGC TTT GAC AGG AA

Reverse: CAA AAA GGG ACA TAT GCT ACT T

DXS6809 (umístění na chromozomu X: Xq21.33, délka produktu 235 – 279 bp)

Barva fluoroforu: červená (značka PET)

Forward: TGA ACC TTC CTA GCT CAG GA

Reverse: TCT GGA GAA TCC AAT TTT GC

P39 (umístění na chromozomu X: Xq28, délka produktu 152 – 166 bp)

Barva fluoroforu: modrá (značka 6-FAM)

Forward: AGC ACA TGG TAT AAT GAA CCT CCA CG

Reverse: CAG TGT GAG TAG CAT GCT AGC ATT TG

DXS981 (umístění na chromozomu X: Xq13.1, délka produktu 226 – 260 bp)

Barva fluoroforu: modrá (značka 6-FAM)
Forward: CTC CTT GTG GCC TTC CTT AAA TG

Reverse: TTC TCT CCA CTT TTC AGA GTC A

DXS996 (umístění na chromozomu X: Xp22.2-22.3, délka produktu 130 – 168 bp)

Barva fluoroforu: žlutá (značka NED)
Forward: AAA TTC TTG CTT AGG CCA CTC TAG G

Reverse: AAC GTT GTT CTG GAT CGT ATG CTA

DXS1283 (umístění na chromozomu X: Xp22.2-22.3, délka produktu 300 -340 bp)

Barva fluoroforu: žlutá (značka NED)
Forward: AGT TTA GGA GAT TAT CAA GCT G

Reverse: CCC ATA CAC AAG TCC TCA AAG TGA

4.3.2 Příprava směsi pro PCR

Tabulka č. 7: Složení směsi pro PCR

	Chemikálie
	Množství [µl]

	DNA
	0,5

	Voda pro PCR
	4,5

	Mix s fluorescenčně značenými primery
	5


- Složení Combi ppp Master – Mixu viz kapitola přílohy
Mix s fluorescenčně značenými primery byl připraven firmou Sigma – Aldrich (USA), obsahuje fluorescenčně značené primery navržené na vybrané STR markery chromozomu X, volné nukleotidy a pufr. K tomuto roztoku se před použitím přidá aktivátor PCR obsahující Taq polymerázu.
4.3.3 PCR

Tabulka č. 8: Podmínky pro PCR
	Teplota
	Čas [min]
	Počet cyklů

	95 °C
	10
	

	94 °C
	0,5
	29 x

	59 °C
	1
	

	72°C
	1
	

	72 °C
	10
	

	60 °C
	30
	

	10 °C
	nekonečně
	


4.3.4  Příprava produktu PCR pro jeho analýzu v automatickém analyzátoru pomocí kapilární elektroforézy

Tabulka č. 9: Složení roztoku s produktem z PCR pro kapilární elektroforézu

	Chemikálie
	Množství [µl]

	Produkt PCR
	0,5

	Roztok velikostního standardu
	10


Tabulka č. 10: Složení roztoku velikostního standardu

	Chemikálie
	Množství 

	Formamid
	1 ml

	Velikostní standard (6OO LIZ)
	40 µl


4.3.5 Shromáždění klinický dat pacientek s Turnerovým syndromem, vyhodnocení genotyp – fenotypové korelace a vlivu imprintingu

Klinická data pacientek jsou shromážděna výpisem z elektronické dokumentace a lékařské karty vyšetřovaných pacientek. Všechny vyšetřované ženy a dívky s Turnerovým syndromem jsou, nebo do ukončení léčby růstovým hormonem byly, vyšetřovány a léčeny v Dětské klinice, Fakultní nemocnice Olomouc.

Vyhodnocení genotyp – fenotypové korelace a vlivu imprintingu je provedeno srovnáním rodičovského původu intaktního chromozomu X a klinických dat u jednotlivých vyšetřovaných pacientek.
5 VÝSLEDKY
5.1 Optimalizace metody multiplexní PCR, elektroforéza produktů a vizualizace produktů metodou barvení stříbrem
   
Vyizolovaná DNA byla amplifikována pomocí gradientové PCR, primery byly navrženy na vybrané STR markery chromozomu X. Pro kontrolu účinnosti PCR byly produkty separovány pomocí elektroforézy v 1,5% agarózovém gelu. Pomocí tepelného gradientu byla zjištěna společná optimální teplota pro hybridizaci (annealing) všech primerů, a to 58,4 °C. Pro ověření byla provedena znovu PCR všech primerů při teplotě 58,4 °C a následná elektroforéza v 1,5% agarózovém gelu. Následně byla provedena PCR s použitím vždy dvojic (trojic) primerů v jedné reakci. Produkty všech primerů navržených na jednotlivé STR markery byly vždy přítomny. Produkty PCR, rozdělení pomocí elektroforézy v agarózovém gelu a vizualizace produktů a v při teplotě 58,4 °C viz obrázek č.5.
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Obr. č.5: Produkty PCR po použití teploty pro annealing 58,4 °C.

(Dráhy: 1 – HPRTB, 2 – DXS10101, 3 – DXS7423, 4 – DXS9908, 5 – DXS10135, 

6 – DXS8378, 7 – DXS7132, 8 – DXS10074, 9 – DXS10134, 10 – DXS8378 + DXS7132, 11 – DXS7423 + DXS10134, 12 – DXS10074 + HPRTB, 13 – DXS9908 + DXS10101, 14 – DXS10135 + DXS10134, 15 – DXS8378 + DXS7132 + DXS10134, 16 – DXS10074 + DXS7423 + HPRTB, 17 – DXS9908 + DXS10101 + DXS10135)

   
Následně byly produkty rozděleny v 10% nedenaturujícím polyakrylamidovém gelu a obarveny metodou stříbra. Polyakrylamidový gel má vyšší rozlišovací schopnost než agarózový a je možné určit přesnou velikost produktů, případně odlišit dvojici produktů z jedné reakce s dvěmi (třemi) páry primerů. Barvení stříbrem však bylo opakovaně neúčinné, výsledné  produkty byl špatně detekovatelné nebo nedetekovatelné. Barvení bylo mnohokrát zopakováno, jednotlivé reagencie barvících roztoků vyměněny za nové, vyzkoušen i jiný postup, použit i denaturující polyakrylamidový gel, avšak výsledek barvení byl vždy nedetekovatelný nebo špatně detekovatelný. Příklad výsledného obarvení polyakrylamidového gelu viz obrázek č. 6 a č. 7. Gel se neobarvil vůbec viz obr. č. 6, nebo musela být značně prodloužena doba účinku roztoku vývojky při barvení pro zviditelnění produktů, pozadí však bylo také obarveno a nebylo možné výsledky spolehlivě odečíst viz obr. č. 7.
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Obr. č. 6: Polyakrylamidový gel s produkty PCR po obarvení metodou stříbra. 

(Gel se neobarvil. Je vidět obarvení okrajů - podložního skla bez gelu.)
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Obr. č. 7: Polyakrylamidový gel s produkty PCR po obarvení metodou stříbra. 

(Při barvení byla velmi prodloužena doba účinku roztoku vývojky, došlo k obarvení nejen produktů, ale i pozadí. Výsledky nelze spolehlivě odečíst. Fotografie je kvůli vizualizaci intenzivně podsvícena světlem.)

5.2 Určení rodičovského původu chromozomu X s použitím kvantitativní fluorescenční PCR (QF – PCR), shromáždění klinický dat pacientek s Turnerovým syndromem, vyhodnocení genotyp – fenotypové korelace a vlivu imprintingu

   
Byla provedena PCR s fluorescenčně značenými primery, navrženými na STR markery lokalizovanými na chromozomu X (výjimka marker X22 se nachází i na chromozomu Y). Následně byly produkty vloženy do automatického analyzátoru a separovány pomocí kapilární elektroforézy. Díky odlišnému barevnému fluorescenčnímu označení primerů a různým délkám produktů můžeme produkty mezi sebou rozpoznat. Výsledkem je graf obsahující píky jednotlivých STR markerů, plocha obsahu píku odpovídá množství DNA, výška píku zobrazuje signál odpovídající počtu alel. V případě diploidie je signál dvou alel 1:1, u homozygota pak jeden pík s dvojitým signálem. Pro trizomii je typický signál 2:1, 1:2 nebo tři píky 1:1:1, pro monozomii 1:0. Ukázka výsledků grafů QF – PCR viz obr. č. 8 a 9. Díky použití DNA nejen pacientek s Turnerovým syndromem, ale i jejich rodičů a srovnáním délky produktů jednotlivých STR markerů, bylo provedeno určení rodičovského původu intaktního chromozomu X pacientek. Výsledky délky produktů jednotlivých STR markerů chromozomu X pacientek a rodičů a určení rodičovského původu intaktního chromozomu X viz tabulka č. 11. U jednotlivých pacientek byl dále proveden sběr informací a klinických dat abnormalit vyskytujících se ve spojení s tímto syndromem. U finální tělesné výšky byly zaznamenány také data s ní spojené, a to od kolika let věku pacientky je prováděna léčba růstovým hormonem a tělesná výška rodičů. Dále byly zaznamenány data o roku narození, roku diagnózy Turnerova syndromu, karyotypu, indukované nebo spontánní pubertě, vrozených vývojových vadách srdce a ledvin, biochemických výsledků rozboru obsahu lipidů v krvi a autoimunitních onemocněních. Tabulka s klinickými a genetickými daty vyšetřovaných pacientek viz tab. č. 12. Volná políčka v tabulce č. 12 znamenají, že pacientka netrpí žádnou vadou této skupiny nebo, že výška rodičů nebyla z vážného důvodu zjištěna. Srovnáním rodičovského původu chromozomu X s klinickými daty můžeme určit vliv genomického imprintingu na tyto projevy nemoci.
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Obr. č. 8 Ukázka grafů výsledků QF – PCR

(První graf ukazuje vlastnosti STR markerů otce pacientky. Prostřední graf zobrazuje STR markery chromozomu X pacientky s Turnerovým syndromem. Třetí graf zobrazuje STR markery matky pacientky. U prostředního grafu je jasně viditelné, že píky zobrazující jednotlivé markery STR jsou vždy v počtu jen jednoho píku se signálem jedna. Srovnáním délky STR markerů otce, pacientky a matky dokazuje, že intaktní chromozom pacientky je paternálního původu.)
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Obr. č. 9: Ukázka výsledků grafů QF – PCR

(První graf ukazuje vlastnosti STR markerů otce pacientky. Prostřední graf zobrazuje STR markery chromozomu X pacientky s Turnerovým syndromem. Třetí graf zobrazuje STR markery matky pacientky. U prostředního grafu je jasně viditelné, že píky zobrazující jednotlivé markery STR jsou vždy v počtu jen jednoho píku se signálem jedna. Srovnáním délky STR markerů otce, pacientky a matky dokazuje, že intaktní chromozom pacientky je maternálního původu.)
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Celkem bylo vyšetřeno 16 pacientek s Turnerovým syndromem a jejich rodičů (v případech nepřítomnosti otce v rodině nebo jeho úmrtí byla vyšetřována pouze matka pacientky). Karyotyp vyšetřovaných pacientek byl z 62,5 % diagnostikován jako 45,X, 31,25 % bylo diagnostikováno jako různé typy mozaik a jeden případ byl strukturální abnormalita chromozomu X (46,X,del(Xp11.22)). Pomocí analýzy délkových polymorfismů vybraných STR markerů chromozomu X byl u pacientek určen rodičovský původ intaktního chromozomu X. Z 16 pacientek mělo 11 maternální původ svého chromozomu X a 5 dívek mělo paternální původ chromozomu X. 

   
V případě dostupných informací tělesných výšek obou rodičů byl vypočten průměr jejich tělesných výšek a od tohoto průměru odečtena hodnota výšky jejich dcery – pacientky (započítány byly pouze pacientky s ukončeným růstovým - výškovým vývojem). U pacientek s maternálním X chromozomem byl rozdíl průměrné hodnot tělesných výšek rodičů a dcer 17,8 cm. U dívek s paternálním původem chromozomu X tento rozdíl byl 14,2 cm a tudíž o 3,6 cm nižší. 

Dívky a ženy s intaktním maternálním chromozomem X měly v 60 % případů indukovanou pubertu (substituce pohlavních hormonů), 40 % spontánní. S paternálním intaktním chromozomem X měly všechny ženy a dívky indukovanou pubertu.

   
Hypertenze byla zjištěna u 4 případů (z 16), vždy maternální původ intaktního chromozomu X. Vrozená vývojová vada srdce, chlopní nebo aorty byla diagnostikována u tří (z 16) dívek s Turnerovým syndromem, dvě mají intaktní paternální chromozom X (tzn. 40 % všech vyšetřených dívek s paternálním chromozomem X) a 1 maternální (9 % z celkového počtu maternálních původů chromozomu X).

   Vrozenou vývojovou vadou ledvin trpí 5 vyšetřovaných pacientek s Turnerovým syndromem. Tři mají intaktní maternální chromozom X (27,3 % z všech vyšetřovaných pacientek s maternálním X chromozomem) a dvě paternální (40 % z paternálních původů).

   
Zvýšenou hladinu lipidů mají 3 pacientky z 16. Z toho jsou dvě dívky s maternálním původem chromozomu X (18,2 % maternálních původů chromozomu X pacientek s Turnerovým syndromem) a jedna s paternálním původem chromozomu X (20 %).

Autoimunitní tyreoiditidou trpí 68,75 % (11 z 16) vyšetřovaných pacientek. Sedm těchto pacientek má maternální původ intaktního chromozomu X, což je téměř 64 % všech vyšetřovaných pacientek s Turnerovým syndromem s maternálním chromozomem X. Čtyři mají paternální chromozom X a to je 80 % ze všech pacientek s Turnerovým syndromem s intaktním paternálním chromozomem X. Navíc čtyři vyšetřované pacientky s autoimunitní tyreoiditidou trpí další autoimunitní nemocí – celiakií. Dvě mají maternální a dvě paternální původ svého chromozomu X. 

6 DISKUSE
   
Turnerův syndrom je onemocnění charakteristické numerickou aberací chromozomu X (45,X nebo strukturální aberace chromzomu X spojená s částečným chyběním tohoto chromozomu, může být i forma mozaiky), vyskytuje se pouze u ženského pohlaví. Klinické projevy korelují s genotypem (respektive karyotypem). Na těchto klinických abnormalitách a míře jejich projevu se podílí i fenomén tzv. genomického imprintingu, tedy důležitost rodičovského původu intaktního chromozomu X. Vlivem genomického imprintingu na Turnerův syndrom se zabývá několik studií posledních let, avšak výsledky jsou u některých abnormalit s Turnerovým syndromem spojených protichůdné. Součástí mé diplomové práce je zkoumat vliv genomického imprintingu na Turnerův syndrom a porovnat své výsledky s výsledky jiných studií.

 
Praktickou část své práce jsem rozdělila do dvou skupin. První měla za cíl optimalizovat pro PCR vybraný multiplexový systém primerů navržených na STR markery chromozomu X a výsledné produkty PCR po rozdělení pomocí elektroforézy v nedenaturujícím polyakrylamidovém gelu vyzualizovat pomocí metody barvení stříbrem. Byla zde použita DNA zdravé ženy. Tato metodika však byla neúspěšná, nepodařilo se metodu barvení stříbrem optimalizovat tak, aby bylo možné spolehlivě odečíst výsledky práce. Příčinu tohoto neúspěchu se nepodařilo určit. 

   
V druhé části byla použita metoda QF – PCR. Navržené páry primerů byly fluorescenčně označeny (4 různé barvy), jako templátová DNA zde byla použita DNA jednotlivých pacientek s Turnerovým syndromem a jejich rodičů. Po provedené PCR byly produkty vloženy do automatického analyzátoru a rozděleny pomocí kapilární elektroforézy. Výsledkem jsou grafy s píky zobrazující jednotlivé STR markery (odlišitelné délkou fragmentu a fluorescenční značkou na primerech). Srovnáním délkových polymorfismů STR markerů pacientek s jejich rodiči byl určen maternální nebo paternální původ intaktního chromozomu X pacientky s Turnerovým syndromem. Dále jsem získala klinická a genetická data pacientek a porovnala je s původem jejich intaktního chromozomu X.

   
Celkem bylo vyšetřeno 16 pacientek a jejich rodičů. 62,5 % pacientek mělo karyotyp 45,X, toto číslo potvrzuje předchozí studie o vyšším výskytu karyotypu 45,X oproti výskytu forem mozaicismu. [13] Z 16 pacientek mělo 11 maternální původ svého intaktního chromozomu X a 5 paternální. Tento výsledek potvrzuje studie, které tvrdí, že častěji dochází k meiotické chybě při tvorbě spermií (tzn. na straně otce). [27] Dále jsem porovnáním průměru výšek rodičů s výškou jejich dcery (po substituci růstovým hormonem, měřeno po ukončeném růstu) zjistila, že výška pacientek s paternálním chromozomem X je průměrně o 3,6 cm vyšší než u pacientek s maternálním původem svého chromozomu X. Tento výsledek je odlišný od studie Chu et al. (1994), která tvrdí, že na výšku pacientek s Turnerovým syndromem nemá vliv paternální původ chromozomu X. Avšak tato studie vycházela z tělesné výšky pacientek před léčbou růstovým hormonem. Všechny zkoumané dívky a ženy s Turnerovým syndromem s paternálním původem intaktního chromozomu X měly indukovanou pubertu (substituce pohlavních hormonů). U dívek s maternálním chromozomem X byla indukovaná puberta v 60 % případů a 40 % spontánní. U čtyř pacientek byla zjištěna hypertenze, všechny měly maternální původ chromozomu X. Vrozené vývojové vady srdce měly 3 pacientky (dvě paternální intaktní X, jedna maternální). Vzhledem k malému počtu vyšetřovaných pacientek s touto vrozenou vadou není možné spolehlivě určit vliv genomického imprintingu. Předchozí studie se v názoru na vliv genomického imprintingu na vrozené vývojové vady srdce liší, některé ho popírají [28], jiné poukazují na vazbu maternálního chromozomu X na kardiovaskulární dysfunkce. [25] Vrozenou vývojovou vadou ledvin trpí 5 vyšetřovaných pacientek, tři mají maternální intaktní chromozom X a dvě paternální. Vliv genomického imprintingu na vrozené vývojové vady ledvin u Turnerova syndromu nebyl prokázán. Tento výsledek se shoduje s předchozími výzkumy například studie   Kochi, C., Longui, C et al. (2007) Zvýšenou hladinou cholesterolu a triacylglycerolů trpí tři vyšetřované pacientky, procentuální zastoupení maternálního a paternálního původu je téměř shodné. Jung Min Ko et al. (2010) ve své studii tvrdí, že není vazba genomického imprintingu s metabolismem lipidů pacientek s Turnerovým syndromem. Mé výsledky nemůžou vzhledem k malému počtu pacientek s Turnerovým syndromem s dysfunkčním metabolismem lipidů spolehlivě potvrdit, avšak naznačují shodu s touto teorií. Posledním zkoumaným klinickým projevem Turnerova syndromu byl výskyt autoimunitních onemocnění. V souboru vyšetřovaných pacientek 67,75 % trpí autoimunitní tyreoiditidou. Procentuální výskyt obou skupin (tzn. maternální versus paternální původ chromozomu X), přepočítáno na počet jedinců ve skupině, je téměř shodný. Vliv genomického imprintingu na výskyt autoimunitní tyreoiditidy u Turnerova syndromu nebyl prokázán. Tento výsledek se shoduje s výsledkem studie Kochi et al. (2007). Čtyři vyšetřované pacientky trpí celiakií, zastoupení maternálního i paternálního původu intaktního chromozomu X u pacientek je shodné. 
7 ZÁVĚR

   
Turnerův syndrom je vrozené onemocnění ženského pohlaví, charakterizováno numerickou odchylkou chromozomu X nebo strukturální aberací chromozomu X spojenou se ztrátou části chromozomu X, může se vyskytovat i ve formě mozaiky. Klinické projevy a míra jejich vážnosti koreluje s genotypem respektive karyotypem. U tohoto syndromu se projevuje fenomén genomického imprintingu, tzn. důležitost rodičovského původu intaktního chromozomu X. Byl jednoznačně prokázán vliv genomického imprintingu na neurokognitivní funkce pacientek s Turnerovým syndromem. Dalšími klinickými projevy Turnerova syndromu a vlivu genomického imprintingu na ně se zabývaly různé studie, výsledky se však mnohdy velmi liší.

   
Cílem mé práce bylo vybrat vhodné DNA markery chromozomu X, optimalizovat multiplexový systém primerů vybraných markerů, vyšetřit skupinu rodin pacientek s Turnerovým syndromem, shromáždit klinická data těchto pacientek a vyhodnotit jejich genotyp – fenotypovou korelaci a porovnat ji s literaturou.

   Praktická část práce byla rozdělena do dvou skupin podle použité metody zkoumání DNA markerů chromozomu X. V obou skupinách byly navrženy primery pro různé STR markery chromozomu X. 

   
V první skupině byla provedena jejich optimalizace použití v klasické PCR. Byla zde použita DNA zdravé ženy. Vhodná teplota pro annealing primerů byla určena jako 58,4 °C, kontrola přítomnosti produktů byla prováděna pomocí elektroforézy v 1,5% agarózovém gelu a následném obarvení produktů pomocí EtBr. Dále byly produkty blíže zkoumány pomocí elektroforézy v polyakrylamidovém gelu s následnou vizualizací pomocí metody barvení stříbrem. Bohužel metoda barvení stříbrem byla neúspěšná a nepodařilo se zjistit příčinu nezdaru.

  
 V druhé části jsem zvolila primery fluorescenčně značené (4 různé barvy) a dále využité v metodě QF – PCR. Po rozdělení produktů pomocí kapilární elektroforézy v automatickém analyzátoru byly vytvořeny grafy zobrazující píky jednotlivých STR markerů. Porovnáním píků STR markerů rodičů a dcer byl určen rodičovský původ intaktního chromozomu pacientek s Turnerovým syndromem. Celkem bylo vyšetřeno 16 rodin. Byla potvrzena teorie vyššího výskytu monozomie X oproti různým formám mozaicismu. Dále byl potvrzen vyššího výskyt maternálního intaktního chromozomu. Byl zjištěn vliv parentálního chromozomu na výšku pacientek užívajících substituční léčbu růstovým hormonem. Bylo potvrzeno, že genomický imprinting nemá vliv na vrozené vývojové vady ledvin a autoimunitní tyreoiditidu. Vliv genomického imprintingu na vrozené vývojové vady srdce a poruchy metabolismu lipidů nebylo možné spolehlivě určit, protože nebylo k diplomové práci získáno dostatečné množství pacientek s těmito dysfunkcemi. Avšak i toto malé množství koreluje s některými výsledky jiných studií.
 Myslím si, že by bylo vhodné ve studii pokračovat a získat genetický materiál od dalších pacientek s Turnerovým syndromem a jejich rodičů, aby se některé klinické projevy ve spojení s genomickým imprintingem mohly více prozkoumat a výsledky byly více spolehlivé. Velmi zajímavé by mohlo být prozkoumání vlivu genomického imprintingu na výskyt hypertenze a celiakie u pacientek s Turnerovým syndromem. Dále by bylo vhodné provést u pacientek vyšetření na hodnotu percepčního a verbálního inteligenčního kvocientu a tyto hodnoty opět porovnat s rodičovským původem intaktního chromozomu X pacientek. Bohužel z časových důvodů nemohlo být toto vyšetření do této diplomové práce zahrnuto.
   
Multiplex fluorescenčně značených primerů využitý k určení rodičovského původu intaktního chromozomu X u pacientek s Turnerovým syndromem pomocí QF – PCR v této práci může být dále využíván k diagnostice Turnerova syndromu a určování maternálního nebo paternálního původu intaktního chromozomu X pacientek. 
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9 SEZNAM POUŽITÝCH ZKRATEK 

APS          amonium persulfát

bp      
      párů bází

č.               číslo

DNA         deoxyribonucleic acid - deoxyribonukleová kyselina

dATP        deoxyadenin triphosphate - deoxyadenin trifosfát

dGTP        deoxyguanosin triphosphate - deoxyguanosin trifosfát    

dTTP        deoxythimidine triphosphate - deoxythimidin trifosfát

dCTP        deoxycytidine triphosphate - deoxycytidin trifosfát

DMSO      dimethylsulfoxid

EDTA       etylen diamin tetraacetic acid – ethylendiamin tetraoctová kyselina

EtBr          ethidium bromid

FISH         Fluorescence in situ hybridization – Fluorescenční in situ hybridizace

FN             Fakultní nemocnice

FNOL       Fakultní nemocnice Olomouc

FSH           Folikulostimulační hormon

GH            Growth hormone – Růstový hormon

IGF-I         Insulin like growth factor 1 -  Růstový faktor podobný insulinu 1

IQ              Inteligenční kvocient

LF UP        Lékařská fakulta Univerzity Palackého

LH              Luteinizační hormon

MgCl2        Chlorid hořečnaty

(NH4)2SO4 Síran amonný

PAGE         Polyakrylamidová gelová elektroforéza

PAR           Pseudoautozomální oblast

PCR            Polymerase chain reaction – Polymerázová řetězová reakce 

QF-PCR     Quantitative fluorescent polymerase chain reaction – Kvantitativní fluorescenční      

                   polymerázová řetězová reakce

SDS            Sodium dodecyl sulfát

SHOX         Short Stature Homeobox – Containing gene on the X chromosome – Homeobox 

                    pro malý vzrůst – zahrnující geny na chromozomu X

STR marker Short tandem repeats marker – krátké opakující se repetice

SOP             Standardní operační postup

TBE            Tris/Kyselina Boritá/EDTA pufr

TE               Tris/EDTA pufr

TEMED       N,N,N‘,N‘ – tetramethylendiamine - N,N,N‘,N‘ – tetramethylendiamin
XIST            X – inactivation specific trancript gene – X – inaktivační specifický gen

ZFX             Zinc Finger Protein X – linked – Protein s doménou zinkového prstu  

                     vázaný na chromozom X

10 PŘÍLOHY
10.1 Reagencie
Agaróza (Agarose for DNA electrophoresis research grade, SERVA electrophoresis, Belgium)

Uhličitan sodný (min 99 %, Lach – Ner, Česká Republika)

Glycerin (99+ %, Sigma – Aldrich, USA)

Urea (99,8 %, Lach – Ner, Česká Republika)

Dusičnan stříbrný (Dr. Kulich Pharma s.r.o., Česká Republika)

Formaldehyd 37,3 % (lékárna FNOL, Česká Republika)

Tris Ultrapure pufr (> 99%, Duchefa, Nizozemí)

Hydroxid sodný (min 98 %, Lach – Ner, Česká Republika)

Kyselina Boritá (TAMDA,  Česká Republika  )
Kyselina Octová (99 %, Lach – Ner, Česká Republika)

Kyselina Dusičná (65 %, Penta, Česká Republika)

Metanol (99,5 %, Lachema, Česká Repubika)

Bind Silane (Promega, USA)

Loading Buffer (Applied Biosystems, USA)

Velikostní standard (GENE – SCAN – 600 LIZ, Applied Biosystems, USA)

Combi ppp Master Mix (TOP – BIO s.r.o., Česká Republika)

10.2 Izolace DNA
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krev pfelit do &islem oznagené zkumavky (Falkonky 50 ml)

dolit do 50 ml LB pufrem a promichat

inkubovat pfi: pokojové teploté 10 min nebo

u ledu 45 min

centrifugovat 30 min/1 000 g.

slit supernatant tak, aby na dné zistal pelet bilych krvinek

pridat 5 ml LB pufru a promichat

centrifugovat 10 min/1 000 g.

slit supernatant, lehce oplachnout pelet LB pufrem a nechat falkonky oto¢ené na
ubrousku okapat

. pfidat 3 ml NBL pufru, 50ul proteinasy K, 150ul 20% SDS a ditkladné protiepat

(cca 15s)

. inkubovat v termostatu pfi 37°C pres noc

pridat 1 ml 6M NaCl a dukladné protiepat (cca 15s)

centrifugovat 15 min/5 000 g.

pfelit supernatant do ¢isté 10 ml zkumavky (popsané)

centrifugovat 10 mni/5 000 g.

slit supernatant do ¢isté 15 ml zkumavky (popsané) a doplnit 96% ethanolem
promichat pfevracenim, pozorovat vysraZeni DNA, sledovat velikost meduzky (podle
ni uréime mnozstvi TE pufru, ktery pfiddme po vysuseni)

do oznacené ependorfky nalit cca 1 ml 70% ethanolu a prenést DNA pomoci steril.
sklenéného hacku, ktery po ponofeni do ependorfky zalomime tak, aby hacek s DNA
zustal uvnitf

centrifugovat 5 min/14 000 g.

opatrné slit 70% ethanol na ubrousek

DNA nechat vyschnout cca 1 hod pfi pokojové teploté

piidat TE pufr (100 — 500 pl dle velikosti DNA) a ozna¢it $titkem (jméno, r.&., evid.¢.)
—rozpustit DNA pfi pokojové teploté pies noc nebo 1 hod pti 65°C

uschovat v lednici — pro delsi skladovani dat do -25°C




Obr. č. 10: Postup izolace DNA z plné krve Millerovou vysolovací metodou (SOP, Laboratoř DNA, Ústav lékařské genetiky a fetální medicíny FN a LF UP Olomouc).
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Priprava roztoki pro vysolovaci metodu (podle Millera)

LB pufr

Na mnozstvi: 11

155 mM NH,4Cl 8,285¢g

10 mM KHCO3 1,001 g

1 mM EDTA 0,37 g (2 ml 0,5M)

- doplnit dH,O do objemu 11
- pomoci cca 800 pl konc. NaOH upravit hodnotu pH na 7,3 — 7,4

NLB pufr

Na mnozstvi: 11

10 mM Tris-HCI 1,211 g (10 ml 1M)
400 mM NaCl 23,376 g

2 mM EDTA 0,745 g (4 ml 0,5M)

- doplnit dH,0O do objemu 1 1
- pomoci cca 800 pl kone. NaOH upravit hodnotu pH na 7,3 - 7.4

TE pufr
Na mnozstvi: 250 ml

IM Tris-HCI pH 7,5 2,5ml
0,5M EDTA 0,3 ml
- doplnit do 250 ml deionizovanou vodou

20% SDS

Na mnozstvi: 25 ml
Sodium dodecyl sulfat (Serva, Sigma, Fluca &i ekvivalent) Sg

- doplnit do 25 ml deionizovanou vodou

20mg/ml proteiniza K

Na mnozstvi: 25 ml

proteinaza K (Elisabeth Pharmacon ¢&i ekvivalent) 500 mg
- doplnit do 25 ml deionizovanou vodou

5% CHELEX

Na mnozstvi: 50 ml

Chelex (BioRad &i ekvivalent) 25g

- doplnit do 50 ml deionizovanou vodou




Obr. č. 11: Roztoky pro izolaci DNA Millerovou vysolovací metodou (SOP, Laboratoř DNA, Ústav lékařské genetiky a fetální medicíny FN a LF UP Olomouc).

10.3 Složení roztoků

Tabulka č. 13: Složení TE pufru

	Chemikálie
	Množtví [µl]
	pH

	1M Tris-HCl
	500
	7,5

	EDTA
	100
	8

	Doplnit deionizovanou vodou do 50 ml


Tabulka č. 14: Složení Combi ppp Master – Mix (připraveno firmou TOP-BOI s.r.o.)

	Chemikálie
	Množství

	Tris – HCl (pH 8,8)
	75 mmol/l

	(NH4)2SO4
	20 mmol/l

	0,01 % Tween 20
	

	MgCl2
	2,5 mM

	dATP
	200 µM

	dCTP
	200 µM

	dGTP
	200 µM

	dTTP
	200 µM

	Taq Purple DNA polymeráza
	50 U/ml

	Monoklonální protilátka anti-Taq
	19 nM

	Stabilizátory, aditiva


Tabulka č. 15: Složení TBE pufru

	Chemikálie
	Množství

	Tris
	27 g

	Kyselina boritá
	13,75 g

	O,5 M EDTA
	1 ml

	Dolití deionizovanou vodou do 5 litrů


� zkrácení středního segmentu končetin – předloktí a předkolení


� abnormálně utvářené tvrdé patro


� vrozená deformita zápěstí se subluxačním postavením ruky. [33] Spočívá v chybě v utváření radiálního paprsku, radius je hypoplastický.


� vbočený loket


� Kožní řasa v boční a zadní partii krku


� šilhání


� snížení zrakové ostrosti oka, tupozrakost


� ohraničené skvrny se ztrátou pigmentu


� vazivové jizvy vystupující na povrch kůže, často přesahující původní ránu


� zúžení


� nesnášenlivost lepku


� cytosin, fosfodiesterová vazba mezi sousedními nukleotidy obou vláken, guanosin


� gen kódující u myši růstový faktor, inzulin – like growth factor


� cystický hygrom
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