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Abstrakt

Ve své bakalaiské praci se zabyvam vySetfenim karyotypu zplodové vody.
Vysetteni karyotypu z plodové vody, kterd je ziskavdna amniocentézou, je povazovano
za zékladni metodu prenatalni diagnostiky. Diky tomuto vySetfeni je mozné potvrdit
nebo naopak vyloucit chromozomalni aberace plodu.

Amniocentéza je invazivni metoda ziskani plodové vody. Riziko komplikaci
spojenych s odbérem, jako je naptiklad potrat nebo ptfedcasny odtok plodové vody,
se pohybuje okolo 0,5-1 %. Indikaci k amniocentéze provadi genetik nejcastéji
na zaklad¢€ pozitivnich vysledkii screeningovych vySetieni. Samotny odbér se provadi
mezi 16. az 18. tydnem téhotenstvi. Vlastni kultivace a nasledné zpracovani preparatu
se obvykle pohybuje mezi 10-17 dny, proto je velice dilezity termin pro provedeni
odbéru.

Z odebrané plodové vody jsou centrifugaci oddéleny buiiky. Ty jsou nasazeny
do kultiva¢niho média, kde dorostou do potfebného mnozstvi. Na konci kultiva¢ni doby
je jejich dé€leni zablokovdno v metafazi mitotického déleni ptidanim colcemidu.
Nasleduje zpracovani pro mikroskopické zobrazeni, jehoz soucasti je hypotonie, fixace
a vytvofeni nativnich preparatli, které se barvi nejCastéji technikou podle Giemsy-
Romanowského pro G-pruhovani. Poté€ se tyto vzorky hodnoti ve svételném mikroskopu
s pouzitim pocitacového karyotypovaciho systému.

Béhem stdze v laboratofi Genetiky — Plzen s.r.o. jsem provedla méteni 50 vzorka
plodové vody. Z tohoto poctu bylo 48 vzork( s negativnim ndlezem (to znamena,
7ze méli normalni karyotyp) a 2 vzorky s pozitivnhim néalezem. Jednim z nalezi byla
trizomie na 21. chromozomu, ktera je charakteristickd pro Downilv syndrom. Druhym

nalezem byla reciproka translokace, ktera byla navic douréena metodou FISH.



Abstract

My bachelor work is focused on the examination of the karyotype from amniotic
fluid. The examination of the karyotype from amniotic fluid being obtained by
amniocentesis is a basic method of prenatal diagnostics. It is possible to confirm or

exclude fetal chromosomal aberrations with this examination.

Amniocentesis is an invasive method of obtaining amniotic fluid. The risk of
complications associated with amniocentesis, such as a miscarriage or a premature
rupture, is around 0.5-1%. The indication for amniocentesis is performed by a
geneticist, mostly on the basis of positive results ofscreening examinations.
Amniocentesis itself is done between the sixteenth and eighteenth week of pregnancy.
The self cultivation and the following processing of the preparation is usually between

10-17 days, therefore it is very important to set a term for this amniocentesis.

Cells are separated by centrofugation from amniotic fluid. After that these are
seeded in a culture medium where they grow to the required amount. At the end of the
cultivation period, the division of cells is blocked in the metaphase of mitotic division
by adding Colcemid. This is followed by processing for the microscopic views which
includes hypotonia, fixation and the creation of native preparations which are stained
most frequently by Giemsa - Romanovsky technique for G-banding. The these samples

are evaluated in the light microscope with using a computer karyotyping system.

During the stage in the laboratory Genetics - Plzen s.r.o0., I took the measurements
of 50 samples of amniotic fluid. Forty-eight samples of all these were negative (it means
that they had a normal karyotype) and 2 samples were positive. One of them was
trisomy of the 21* chromosome, which is characteristic of Down syndrome. The second

one was the reciprocal translocations, which was determined by FISH.
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Uvod

Jako téma pro svoji bakalafskou praci jsem si vybrala vySetfeni karyotypu
z plodové vody. Toto téma mé oslovilo zejména proto, nejen proto Ze se chci ve svém
dalSim studiu vénovat genetice a v budoucnu 1 v tomto oboru pracovat, ale také proto,
ze genetika patii mezi nejdilezitéj$i obory dnesni doby.

Vysetteni karyotypu z plodové vody, kterd je =ziskdvana amiocentézou, je
povazovano za zakladni metodu prenatalni diagnostiky. Diky tomuto vySetteni je moZné
potvrdit nebo naopak vyloucit chromozomalni aberace plodu.

Amniocentéza je invazivni metoda ziskani plodové vody. Riziko komplikaci
spojenych s odbérem, jako je napiiklad potrat nebo pifedcasny odtok plodové vody,
se pohybuje okolo 0,5-1 %. Indikaci k amniocentéze provadi genetik nejcastéji
na zaklad¢€ pozitivnich vysledkii screeningovych vySetieni. Samotny odbér se provadi
mezi 16. az 18. tydnem téhotenstvi. Vlastni kultivace a nasledné zpracovani preparatu
se obvykle pohybuje mezi 10-17 dny, proto je velice dilezity termin pro provedeni
odbéru.

Z odebrané plodové vody jsou centrifugaci oddéleny buiiky. Ty jsou nasazeny
do kultiva¢niho média, kde dorostou do potfebného mnozstvi. Na konci kultivacni doby
je jejich dé€leni zablokovdno v metafdzi mitotického déleni piidanim colcemidu.
Nasleduje zpracovani pro mikroskopické zobrazeni, jehoz soucasti je hypotonie, fixace
a vytvofeni nativnich preparatli, které se barvi nejcastéji technikou podle Giemsy-
Romanowského pro G-pruhovani. Poté se tyto vzorky hodnoti ve svételném mikroskopu

s pouzitim pocitacového karyotypovaciho systému.



1. Soucasny stav
1.1 Uvod do léka¥ské genetiky

Lékarska genetika se v nckolika poslednich desetiletich stala jednou z velmi
vyznamnych specializaci. Dnes ma takovy vyznam, ze slouzi pro praxi vSech
lékaiskych oborll. Vyznam mé nejen pifi prenatdlni diagnostice (24), onkologii,
ale 1 ve vyzkumu a dal$ich oborech (3).

Klinicka genetika se nezamétuje jen na ¢loveka jako jedince, ale také na celou jeho
rodinu. Rodinnd anamnéza je velmi zasadni pti jakékoliv analyze onemocnéni. Miize se
diky ni odhalit, zda je onemocnéni dédicné a zaroven poskytuje informaci
o pfirozeném vyvoji onemocnéni, variabilni expresi 1 typu dédi¢nosti (3).

Genetika, jako obor, ma hned nékolik definici. Jednou z nich je, Ze genetika je
velice rozsahly obor, ktery se zabyva variabilitou a dédi¢nosti u vSech zivych
organismu. Lidska genetika se také zabyva variabilitou a dédi¢nosti, ale se zaméfenim
na lidské jedince a nakonec klinickd genetika se zabyva variabilitou a dédi¢nosti
vyznamnou pro praktickou medicinu a lékatsky vyzkum (25).

V mé bakalafské praci jsem zaméfena na vySetfeni chromozOémil. Tuto oblast
studuje cytogenetika, coz je soucast lékarské genetiky. Cytogenetika se soustfedi nejen
na chromozomy, ale 1 na dal$i oblasti. Studiem struktury a funkce jednotlivych genti se
zabyva molekularni a biochemicka genetika, studiem genomu - genomika, studiem
genetického fizeni vyvoje - vyvojova genetika a aplikaci genetiky v diagnostice -

klinické genetika (1, 3).

1.2 Cytogenetika

Hlavni naplni cytogenetiky je studium chromozdémi. Zaroven se zabyva poctem
a strukturou v délicich se buiikdch (27). K jejich zobrazeni vyuzivame rtiznych
barvicich postupti a mikroskopickych analyz. Cytogenetika ma vyznam zejména
pi1 vySetfovani genetickych onemocnéni zpusobenych chromozomalnimi

abnormalitami (1, 14).



Bézn€ se chromozémy pozoruji pii tisicindsobném zvétSeni. Toto zvEétSeni nam
umoznuje dosahnout rozliSeni pfiblizné 3 miliony parti bazi. Ty vytvareji jeden uzky
chromozémovy prouzek (2).

Cytogenetickd analyza chromozomil je dale probréna v kapitole Metodika, je vSak
dalezit¢ pripomenout, ze zdkladem je zobrazeni lidskych chromozémii v podobé

karyotypu pomoci barvicich a prouzkovacich technik (14).

1.3 Karyotyp

Soubor veskerych chromozému uvniti jedné buiiky se oznacuje jako karyotyp (20).
Lidsky karyotyp je slozen z 46 chromozoml. Vytvofenim karyotypu mohou
cytogenetici provadét vysetfeni chromozomi. V dneSni dobé se k zobrazeni karyotypu
vyuZzivaji pocitacové analyzy obrazu. Ty jsou zaloZeny na snimani obrazu do pocitace
a jeho nasledném zpracovani do karyotypu pomoci pocitatového programu (19).
Ptikladem téchto programii miize byt napiiklad Karyo Imaginer nebo Metasystems.
Diky témto metoddm jsme schopni podrobné prostudovat strukturu jednotlivych
chromozéml a nasledné je zafadit a rozdélit (1). Potdd vSak nejvice zélezi
na mikroskopu a ¢lovéku, ktery vzorek hodnoti. Pokud je totiz dostatecné zkuSeny, je

schopny provést hodnoceni 1 bez analyzy obrazu v po¢itaci.

1.1.1 Chromozémy

Chromozomy jsou specifické utvary, které vznikaji v jadie bunky v pribéhu jejiho
déleni (16). Je v nich rovnomérné ulozena veSkera genetickd informace. Genetickou

informaci se rozumi molekula DNA (4).



1.1.1.1 Struktura chromozému

Chromozom je tvotfen pentlicovym télem. To se déli na dvé chromatidy, které jsou
slozeny ze dvou typti raminek. Dlouhych, které se obecné zna¢i g-arm a kratkych,
které se znac¢i p-arm (4).

Télo chromozému vytvaii soubor molekul DNA a dalSich sloucenin (17).
Vypada to tak, ze v chromozomech DNA vytvafi komplex se zasaditymi
chromozomalnimi bilkovinami, zvanymi histony, a heterogennimi skupinami kyselych
proteinti -
non-histonovymi bilkovinami. Jejich spojenim vznika chromatin. Jednotlivé chromatiny
se na sebe napojuji do chromatinového vlakna (3).

Na spravném sestaveni tohoto vldkna hraje zasadni roli pét zakladnich typt histond.
Jsou to H2A, H2b, H3, H4 a H1. DNA se vzdy dvakrat obtac¢i kolem kazdého ze Ctyt
zékladnich histonti (H2A, H2b, H3, H4), tak az vznik4 oktamer. Jednotlivé histonové
oktamery jsou spojeny mezernikovou sekvenci DNA. Tento komplex histoni a na nich
natotena DNA se nazyva nukleozom. Casto se pfirovnavé ke koralkiim na $iirce (3, 2).

Jednotlivé nukleozomy se na sebe napojuji do spirdly, tzv. solenoidu. Kazda jedna
otacka je sloZena z 5 aZ 6 nukleozoml. Aby tato struktura drzela tvar, vaze se paty
histon H1 na DNA v jeji mezernikové sekvenci mezi jednotlivymi nukleozomy (2).

Solenoidy se na sebe vazi a vytvari smycky, které se spojuji s non-histonovym
skeletem. Tim se vytvofi chromatinové vldkno, které se béhem déleni dale spiralizuje
a vytvari plné kondenzovany chromozom (2).

V misté, kde se chromatidy setkavaji - misto primarni konstrikce — je chromozém
tvofen jen neduplikovanou DNA. Toto misto se oznacuje jako centromera. Konce
chromozdému jsou ozna¢ované jako telomery (2).

Struktura chromozému je znazornéna v Piiloze 1.

1.1.1.2 Morfologie chromozémii

1.1.1.2.1 Déleni chromozomii dle uloZeni centromery

A. Metacentrické

o centroméra je uloZena téméf ve stfedu tak, Ze raminka jsou pfiblizné stejné



dlouha

B. Submetacentrické
© centroméra je umisténa tak, ze jedno raménko je mirn¢ kratsi
C. Akrocentricke
© centroméra je umisténa tak, ze jedno raménko je znateln¢ kratsi
D. Telocentrické
© u lidi se tento typ chromozému nevyskytuje, ale mizeme jej najit napiiklad
u hospodarskych zvirat
© centroméra je umisténa tak, ze je jen jedno raménko.

© chromozémy maji tvar pismene ,,V* (5).

1.1.1.2.2 Déleni chromozému na somatické a pohlavni

A. Somatické chromozomy

© oznacuji se jako autozomy

o v lidském karyotypu je jich 22 part, to je 44 chromozému

© tvofi homologni pary

© urcuji vSechny vlastnosti organismu, kromé pohlavi (5).
B. Pohlavni chromozémy

© oznacuji se jako gonozoémy

© v lidském karyotypu je jen jeden par

© znacime je ,,.X“a,, Y

© urcuji pohlavi (,,XX* pro zenu a ,,XY* pro muze)

o tvofi heterologni par (,,XX* pro Zenu a ,,XY* pro muze) (5).

Lidsky karyotyp je tedy tvofen 46 chromozomy (20). Lidské chromozomy délime
do sedmi skupin, které¢ oznacujeme velkymi tiskacimi pismeny ,,A“ az ,,G*
Tyto chromozomy se odliSuji na zakladé jejich typu a velikosti. Jaké chromozdmy patfi,

do kterych skupin je zndzornéno v nasledujicim rozdéleni (1).
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1.1.1.2.3 Déleni lidskych chromozomii:

A. Velké metacentrické chromozdémy — par ¢islo: 1,2 a 3

©

Velké submetacentrické chromozomy — pary Cislo: 4 a 5

C. Stredni submetacentrické chromozémy — pary ¢islo: 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12
a chromozom X

D. Stfedni akrocentrické - ,satelitni* chromozémy — pary ¢islo: 13, 14 a 15

E. Malé submetacentrické chomozémy — pary Cislo: 16, 17 a 18

F. Malé metacentrické chromozomy — pary Cislo: 19 a 20

G. Malé akrocentrické chromozomy — pary €islo: 21, 22 a chromozém Y.

Rozdé€leni lidskych chromozomi je zobrazeno v Ptiloze 2.

1.1.2 Mutace

Cilem vySetieni karyotypu je zjistit, zda neni zatizen néjakou mutaci. Dle Klinické
genetiky (3) je mutace definovana jako jakdkoliv zména v nukleotidové sekvenci

nebo v uspoiadani DNA (18). Mutace mohou byt rozd€leny do tii zakladnich kategorii,

a to:

A. Mutace postihujici pocet chromozému v buiice, coz jsou genomoveé mutace
B. Mutace ménici strukturu jednotlivych chromozému - chromozémové mutace
C. Mutace ménici jednotlivé geny - genové mutace (3, 5).

1.1.2.1 Genomové mutace

Genomové mutace zpusobuji zménu poctu chromozémi. Za normalniho stavu
se chromozoémy vyskytuji v parech - diploidie. Genomova mutace se miize projevit jako
aneuploidie, polyploidie ¢i haploidie.

Aneuploidie vznikaji pfi chybném rozdéleni chromozémii do dcefinych bunék
béhem mitdzy. K této chybé muize dojit nékolika zplisoby. Miize k tomu dojit napiiklad

ztratou jednoho chromozdému z homologniho péaru pii anafazi Lag, nebo Spatnym
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oddélenim chromozdému v anafazi vlivem nondisjunkce. Vysledkem je, Ze na jednom
chromozému ¢ast prebyva a naopak na jiném ¢ast chybi. (1, 3). Aneuplodie se miize
projevit také jako nulizomie (chybi cely par chromozdémit), monozomie (chybi jeden
chromozém v homolognim paru) nebo jako trizomie (dojde ke ztrojeni poctu
homologniho chromozému). (5).

Polyploidie se projevuje znasobenim celych chromozomovych sad. A haploidie

naopak redukci po¢tu chromozémovych sad na polovinu (3).

1.1.2.2 Chromozémové mutace

Chromozomové mutace se projevuji zménou tvaru a velikosti chromozému (23).
Jsou to konkrétni tvarové nebo strukturalni odchylky od normalniho karyotypu.
Vznikaji vlivem zlomu na chromozému. Tyto zlomy poté zapfiCini ztratu i presun
fragmentt. (1, 5)

Chromozomové mutace je mozné rozdélit nékolika zplisoby. Jednim z nich je déleni
na mutace zpusobujici balancované a nebalancované zmény. Balancované zmény, jsou
takové chromozomové mutace, pti kterych je zachovano mnozstvi genetické informace.
Nebalancované zmény naopak ptedstavuji chromozémoveé mutace, kde neni zachovéano
celkové mnozstvi ptivodni genetické informace. Tyto nebalancované mutace mohou mit
opravdu vazné nasledky (5).

Dals§im zplsobem, jak miZeme chromozémové mutace rozdélit, je rozdéleni podle
mechanismu vzniku mutace. To znamenad, jak je poté chromozém uspoiadan. Do tohoto
rozdé€leni patfi: duplikace, delece, inzerce, inverze, translokace, kruhovy chromozém,
izochromozom, dicentrické a acentrické chromozémy (23).

Duplikace je stav, kdy se vyskytuji dv€é na sebe navazujici kopie urcitého
chromozémového segmentu (21). Pokud se duplikovany usek piipoji za plvodni,
oznaCuje se tato zména za tandemovou. Pokud ale dojde k navazani duplikované¢ho
useku v jiném mist¢ pltvodniho chromozému, tak je oznacovan za zménu
premisténou (2, 1).

Delece je jev, kdy naopak cast chromozému chybi (21). Podle toho, ktery usek
chybi, delece délime na termindlni, kdy chybi konec raménka, anebo intersticialni,

kdy chybi stfedova ¢ast chromozomu (2, 5).
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Inzerce je mutace, pii které dochazi k zaclenéni tiseku jednoho chromozomu
do chromozdému jiného (5).

Pti inverzi dochazi k mutaci, ktera je zplsobend vystépenim urcitého useku
chromozdému a jeho zpétnym zapojenim v obraceném stavu. Pokud tento tusek obsahuje
centroméru, tak se tato inverze oznacuje jako pericentrickd. Pokud vSak jde o usek,
kdy se centroméra neucastni, tak jej oznaCujeme jako paracentrickd inverze (2).

Translokace je odliSnd od inverze tim, Zze po vysStépeni tseku z jednoho
chromozému je tento Usek vlozen do chromozdému jiného. Pokud si dva chromozdémy
vyméni nehomologni par, pak se jedna o tak zvanou reciprokou translokaci. Muze vSak
nastat 1 situace, kdy dojde k fuzi dvou akrocentrickych chromozoémii. Tyto chromozomy
nemaji kratké raménko. Poté ma sice Clov€k s touto mutaci o chromozém méné,
ale geneticka informace je zachovana (5).

Kruhovy chromozém, nebo také jinak oznaCovany ring chromozém, je zplsoben
spojenim chromozému v mistech, kde doslo ke dvéma delecim. Béhem dalSiho d€leni
se tento chromozoém muiZze dale délit a zdvojit, tim zaroven muize dojit 1 k redlné
trisomii (2).

[zochromozom vznikd po chybném rozdéleni chromatid v pribéhu bunééného
déleni (26). Chromatidy se nerozdéli podélné¢, ale pti¢né. Misto dvou chromozoémui
s kratkymi a dlouhymi raminky pak vznikaji dva chromozomy bud s dlouhymi,
nebo naopak  kratkymi  raminky spojenymi v centromefe. Ty se  znaci
jako izochromozomy (5).

Dicentrické a acentrické chromozémy vznikaji poté, co dojde k vytrzeni tseku
z chromozému. Tento usek obsahuje centroméru. Po jeho pfipojeni vznikd jeden
chromozém se dvémi centromérami (dicentricky) a jeden s Zadnou centromérou,

ktery posléze zanika (acentricky) (21).

1.1.2.3 Genové mutace

Genové mutace jsou mutace v genu. Jsou to mutace zpusobené na vlakné DNA.
Tyto mutace zptisobuji zménu potadi nukleotidii. Mohou byt bodové, pokud se zmény
tykaji jen jednoho nukleotidu. K této mutaci muize dojit jak v kodujicich,

tak 1 v nekddujicich oblastech genomu.
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Genové mutace lze také rozdélit dle zmény, kterou zpusobi. Patii sem inzerce,
delece a substituce. Substituci se rozumi ndhrada nebo zaména plvodni baze

za jinou (5).

1.1.3 VySetieni karyotypu

Vysetteni karyotypu patii mezi metody prenatalni diagnostiky (24). Diky ni je
mozné odhalit genetickd onemocnéni jesté v prub&hu téhotenstvi. Existuje nckolik
moznosti jak prenatdlni diagnostiku provést. V zdkladnim rozdéleni se d¢li
na neinvazivni a invazivni prenatalni diagnostiku (2).

Neinvazivni postupy vyuzivaji ultrazvukového zobrazeni, rentgenového zobrazeni,
magnetické rezonance a vySetfeni krve matky (2, 3).

Ultrazvukové zobrazeni se vyuziva premény odrazenych ozvén na obraz
v monitoru. Diky ultrazvuku je mozné zjistit az 300 riiznych malformaci. Zaroven je
pomoci ultrazvuku zkontrolovat vyvoj plodu ¢i vicecCetna téhotenstvi. Rentgenové
zobrazeni a magnetickd rezonance se pfili§ nevyuzivaji, vétSinou jen ve vyjimecnych
ptipadech. (2).

Mezi invazivni vySetfeni patii aminocentéza, odbér chloriovych klki nebo napiiklad

kordocentéza (odbér fetalni krve z pupecniku).

1.1.3.1 Indikace k vySetieni karyotypu

Indikaci k prenatdlnimu cytogenetickému vySetteni provadi lékat genetik. Mezi
nejcastéjSi davody k tomuto preanalytickému vySetfeni patii pozitivni biochemicky
screening matefského séra ve Il.trimestru téhotenstvi, v€k matky nad 35 let, vysoky vek
otce, patologicky ndlez na ultrazvuku,pozitivni screening I. trimestru (geneticky
screeningovy test, ktery stanovuje statistické riziko mozného vyskytu Downova
syndromu u plodu ve 12.-14. tydnu tchotenstvi), predchozi narozeni plodu
s chromozomovou abnormalitou nebo s vrozenymi vyvojovymi vadami,  nosicstvi
chromozdémové piestavby, narozeni mrtvého plodu nebo umrti novorozence, opakované

spontanni potraty, vyskyt mozaiky nebo aneuploidie pohlavnich chromozému u jednoho
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z rodict, psychologické indikace nebo popiipade dalsi méné Casté indikace (6).

V procentech je to piiblizné: zvySeny veék matky (37 %), dale positivni
biochemicky screening (38 %), ultrazvukové nalezy (14 %), anxiety (13 %), fetalni
infekce (5 %) a dalsi (3 %) (7).

1.1.3.2 Odbér bunék pro vySetieni karyotypu z plodové vody — Amniocentéza

Amniocentéza je invazivni metoda cytogenetického vySetieni plodu (1). VySetieni
se provadi z divodi vylouceni vyvojovych vad plodu, které jsou podminéné
chromozdémovou aberaci. Diky tomuto vySetfeni jsme schopni zjistit 1 hladinu
alfafetoproteinu v plodové vodé. Jedna se o invazivni vySetfeni, u kterého se riziko
komplikaci s amniocentézou spojenych se pohybuje okolo 0.5-1% (6).

Odbér plodové vody je praktikovan jiz vice nez 100 let. Jejyi pouziti bylo
popisovano jiz v roce 1877 v praci Prochownicke, Von Schatze a Lambla. Standartni
metodou pro vySetfovani v porodnictvi se stala az po roce 1961, poté co Liley vydal
na Novém Z¢landu svou praci popisujici dnes jiz zndmy vztah mezi odchylkou
ve spektralni absorp¢ni kiivce likvoru amniocentu vyplyvajici z bilirubinu, a zadvaznosti
Rh isoimunizace (8). Prvni popsané vyuziti plodové vody k vySetfeni v diagnostice
genetickych onemocnéni bylo zaznamenano u Fuchse a Riise v roce 1956 v jejich
¢lanku "Nature". Vyuzili tohoto vySetieni k ur¢eni pohlavi plodu z plodovych bunék (8).
Priikkaz, ze bunky plodové vody jsou vhodné ke karyotypovani ptiSel v roce 1966
v Clanku Steela a Brega v ¢asopisu Lancet (8).

Amniocentézy byly do roku 1970 provadény tzv. ,naslepo* a nasledné s vyvojem
zobrazovacich technologii, nejprve skeneru a pozd¢ji ultrazvuku (8).

Amniocentéza je provadéna mezi 16.-18. tydnem gravidity, lze ji vSak provést jiz
od 14. tydne gravidity (6). Existuje také moznost provést amniocentézu i1 ve tretim
trimestru u vyjimecnych ptipada (zejména, jako porodnickd indikace, kdy se voli podle
vysledku zptisob vedeni porodu), ale riziko ztraty plodu je zvySeno az na 2,7 % a takeé je
zvysené riziko, Ze ziskand plodova voda nebude vhodna pro kultivaci bunék (9).

Samotné amniocentéze jesté¢ predchazi ultrazvukové vySetfeni. To je neinvazivni

vySetteni, které mize odhalit mnoho odchylek od norméalu i vrozené vady (5).
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Po ultrazvukovém vySetieni nésleduje provedeni amniocentézy. Je provedena tak,
ze za stale kontroly ultrazvuku je pacientce proveden odbér plodové vody. Tento odbér
je vzdy za sterilnich podminek. Odbér plodové vody provadi l€kat gynekolog.
Ptes sténu biisni je provedena punkce plodové vody, tak aby nedoslo k poranéni plodu.
Pacientka lezi na lizku, nejprve je dezinfikovana a poté je ultrazvukovou sondou
vyhleddano vhodné misto pro vpich jehlou. Po jeho nalezeni je na jehlu nasazena sterilni
vakuova zkumavka. Poloha hrotu pii vpichu je neustdle kontrolovana ultrazvukem.
Desinfekci klize pred vpichem je nutné provadét schvdlenym a doporucenym
desinfek&nim prostiedkem, ktery by mél plisobit predepsanou dobu za vlhka - nejméné
1-2 minuty. Vlastni misto vpichu je vhodné opakované otfit sterilnim tamponem
s desinfek¢nim roztokem. Po provedeni vpichu je nutné odsat 1-2 ml plodové vody
do mal¢ stiikacky a odstranit. Tento postup zabrani kontaminaci plodové vody
mateiskymi bunkami, které mohou zcela zkreslit vysledek vySetteni. (6)

Schéma provedeni amniocentézy je zobrazeno v Ptiloze 4.

Minimalni odebrané mnoZstvi potiebné pro vysetteni je 10 ml. Pfi standardnim
odbéru je odsato do dvou zkumavek celkem 20 ml plodové vody. Toto mnozstvi je
pouze 5 % z celkového mnozstvi plodové vody. Odsaté mnozstvi se do né¢kolika malo
hodin opét doplni. Bolestivost vykonu je srovnatelnd s béznou injekci nebo odbérem
krve. Po vykonu, pokud se t€hotna citi dobie, miize s doprovodem odejit domti (6).

Jesté pred samotnym provedenim amniocentézy jsou pacientky podrobné
seznameny s celym postupem vySetieni, a to jak teoreticky, tak i vizudlné. Pacientka,
popt. zakonny zastupce, také podepisuji jednoduchy formulaf, kterym potvrzuji své
obeznameni s metodou. Soucasti takového formulaie je prohlaseni vySetfované osoby,
souhlas s provedenim vySetfenim, seznam jednotlivych vySetieni a také rozhodnuti,
jak bude po ukonceni testovani se vzorkem nalozeno. (11) Ptiklad takového formulate

viz Priloha 3.

1.1.3.3 Prijem materidlu

Po odebréani plodové vody jsou vzorky odeslany do laboratofe spolu s Zadankou.
Do laboratoie jsou vzdy pfijaty pouze vzorky, které maji Zadanku tadné vyplnénou.

Pokud vSak ptijde material, ktery neni vhodny k dalSimu zpracovani, je pracoviste,
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ktere si vySetieni vyzadalo, informovano a je vyzaddan novy odbér (12). Piiklad Zadanky
je v Piiloze 5.

Po piijeti do laboratofe jsou vzorky fadné oznaceny cCiselnym koédem. A to jak
vSechny zkumavky, tak i1 Zadanka a vSe je zaevidovano a ulozeno do pocitatového
systému dané laboratote, v€etné pozadovanych vySetieni.

Vsem fazim od pfijeti vzorku, po jeho zpracovani a vyhodnoceni, musi byt
vénovana maximalni pozornost zejména z divodu zabezpeceni kvalitniho provedeni.
Vlastni analyzy musi byt provadény v souladu se standardnimi operanimi postupy
(SOP) schvalenymi pro jednotliva vysetfeni a metody (12).

Po tadném zaevidovani nasleduje analytickd faze, tedy samotné zpracovani
jednotlivych vzorkl. Pro vysetieni karyotypu z plodové vody jsou nutné minimalné dvé
primokultury (tj. Vzorek plodové vody + médium) od jednoho vzorku, které dostanou

sve stejné Cislo. (11)

1.1.3.4 Princip metody

Princip metody pro vysetteni karyotypu z plodové vody obsahuje né€kolik hlavnich
krokti. Prvnim krokem je spravna centrifugace plodové vody 15 minut pii 1000
otackach, dale se pokracuje nasazenim bun¢k do kultiva¢niho média. Nez se ukonceni
déleni je nutné provadét kontrolu rastu bunck a dle potteby médium vyménit. Pokud je
problém s riistem bunék nebo je-li zapotiebi vétsi mnoZstvi bunék, musi se provést
pasaz. Ve chvili, kdy buiiky dorostou do potfebného mnozstvi, je mozné ukoncit déleni
piidanim kolcemidu. Po tomto kroku nasleduje fixaz, z té se pfenese vzorek na sklicko,
které po zaschnuti barvime. Obarvend skla poté hodnotime v mikroskopu v imerznim
objektivu pfi 100x zvétSeni. Hodnoti se vzdy minimalné¢ 20 mité6z od jednoho
pacienta (13). Schéma principu metody je zobrazen v Ptiloze 21.

Dle toho, jaky druh pruhovani chceme zobrazit, vybirdme metodu barveni.
NejCastéji se barvi na G-pruhovani. Vtomto piipadé se barvi dle Gimmsy-
Romanovského. Vysledkem je ¢ernobily karyotyp. (14)

Dalsi moznosti barveni je R-pruhovani. Jednd se o reverzni pruhovani
ke G pruhovani. Vyuziva se ve chvili, kdy je posledni pruh na chromozému bily. (14)

Pokud chceme zobrazit jen centromery nebo heterochromatin, pak pouZijeme
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C pruhovani. Mezi dalsi ptiklady pruhovani, pak patii naptiklad NOR-pruhovani nebo
Q-pruhovani. (14)

1.1.3.5 Pocitacové zpracovani pomoci programu Karyo Imaginer

Poté co si vyhleddme vhodnou mitozu, mizeme pokraCovat v pocitaCovém
zobrazeni. Karyotyp je zobrazen pomoci riiznych pocitacovych programii. V laboratoti
Genetiky Plzen s.r.o. se k tomu vyuzival program Karyo Imaginer.

Programem Karyo Imaginer je moZné vytvofit snimek jednotlivé metafaze,
kterou je mozné si vtomto programu upravit, tak abychom s ni mohli déale pracovat
a sestavit karyotyp.

Diky programu Karyo Imaginer je moZné vymazat nezddouci objekty kolem
metafdze, a to pomoci piikazu ,,Mask Metaphase™ po jeho aktivaci kliknutim levym
tla¢itkem mysi na piislusné piikazové tlacitko. Dale podle rozlozeni metafaze muze
vymazat jednotlivé objekty, jako jsou napiiklad jadra nebo zbytky bunék. Jednotlivé
obrysy objektii se zobrazi po kliknuti mysi na ptikazové tlacitko ,,.Delete®, obrysy které
chceme odstranit, si vybereme levym tlac¢itkem mysi.

Zasadni funkci ptfi zpracovani metafaze je vSak oddéleni chromozémii. Karyotyp
totiz neni mozné sestavit, pokud se vSechny chromozémy nezobrazuji jako samostatné
entity. K jejich oddéleni se vyuziva prikazové tlacitko ,,Separate”. Chromozdémy
oddélime rucng, nakreslenim délici cary. Chromozoémy se automaticky zobrazi
ve dvoundsobném zvétSeni, aby bylo oddé€leni snazsi. Poté se tahem mysi nakresli délici
cara, ktera jednotlivé chromozomy oddéli. Pfi ptekryvani chromozémill je vyuZito
piikazového pole ,,Copy objects®, ,Separate” a ,Delete”. Nejprve jsou piekryté
chromozémy zkopirovany pomoci ,,Copy objects”, poté jsou oddéleny pomoci
»Separate“ a nakonec jsou piebytecné Casti odstranény ,,Delete”. Po oddéleni vSech
chromozéml v metafazi lze pfepnout do zobrazeni karyotypu, klikem na okénko
karyotypu. Karyo Imager okamzité zobrazi prazdny karyotyp a zasobnik chromozému
se vSemi chromozdmy sefazenymi podle velikosti.

V této chvili nesmime zapominat na to, Ze zobrazeny karyotyp je pouze urcitym
navrhem, ktery je nutno zkontrolovat a piipadné opravit! Chromozdémy je moZzZno

piesouvat, otacet o 180°/90° Ci posouvat ve svislém sméru. Metafazi i1 karyotyp je
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mozné ulozit pomoci funkce ,,Save* nebo vytisknout. (15)

1.1.3.6 Vyhodnoceni

Chromozomy jsou hodnoceny podle rozloZeni svétlych a tmavych pruht, velikosti
chromozému, jejich tvaru dle polohy centromery a intenzity barveni a vyraznosti
jednotlivych pruhti. NejjednodusSeji se rozpoznda chromozom ¢. 3, 6, 7 a 11.
Chromozomy €. 4 a 5 jsou pak snadno odliSitelné od ostatnich. Maji kratkéa raminka nad
centromerou a Vv koncovych castech raminek maji zakonceni svétlymi pruhy.
Chromozém ¢. 6 je charakteristick¢ svétlym stiedem ,hlavicky (misto nad
centromerou), oproti tomu chromozom €. 7 ma na vrchu ,,hlavicky* tmavy vyrazny pruh
a dva vyrazné pruhy v dlouhém raménku. Chromozom €. 3 je tzv. metacentricky.

To znamend Ze ob¢ raménka jsou piiblizné stejn¢ dlouha navic je tmavéa v misté
centroméry a tmavd na obou svych koncich. Chromozomy ¢. 11 a 12 je mozné
charakterizovat silnym tmavym pruhem v prostfedku raminka pod centromerou, jejich
rozdil je také v poloze centromery. Ta je u chromozému €. 12 uloZend vysSe na rozdil
od chromozému ¢. 11. Akrocentrické chromozoémy ¢. 13, 14 a 15 v mikroskopu svym
tvarem piipominaji raketky nebo sklenéné lahve.

V chromozomu €. 18 vytvareji tmavé pruhy tmavy ,.ctvereCek po celém obvodu
raminka pod centromerou. Metacentrické chromozémy ¢. 19 a €. 20 v mikroskopu
vypadaji jako malé ,,maslicky*. Snadno zaménitelné jsou chromozémy €. 1 s €. 2 nebo
¢. 5 s €. 12. Rozdil mezi nimi je vSak v jejich velikosti a proto je dulezité dat si na to
pozor. Chromozém ,.X*“ a ,,Y* jsou jednoduSe rozpoznatelné zejména diky jejich
velikosti.

Nejveétsi pozornost je dobré vénovat chromozémim ,,Y*, ,,.X*, chromozémim ¢. 13,
18 a 21 kvili aberacim pohlavnich chromozémi, Downovu syndromu a jinym.

Ukézky normalniho Zenského a muZzského karyotypu jsou k nahlédnuti v ptiloze
¢. 6 a 7. V Priloze 20 je pak k nahlédnuti lidsky idiogram, ve kterém je zndzornéné
rozmisténi jednotlivych pruhti pti G-pruhovani.

Vsechny odchylky a aberace jednotlivych mitdéz jsou zapisovany do karty
hodnoceni. Hodnotitel musi ¢teni zakoncit zapisem vysledku karyotypu podle ISCN

normy, podpisem a razitkem pro identifikaci. Vysledky musi byt navic zkontrolovany
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a podepsany vedoucim laboratofe nebo jinym povéfenym zkuSenym cytogenetikem
s atestaci z vySetfovacich metod v genetice. Musi byt mozné vystopovat kazdou
jednotlivou mitézu zpatky ke kultufe z laboratornich zdznamu (6).

Vysledky museji byt Citelné a bez ptepisi. Interpretaci ziskanych vysledki provadi
jen lékar-genetik. Vysledky jsou tiStény a poté poslany poStou nebo ptredany osobné,
v ptipad¢ je-li vSak vysledek pozitivni, pak pacient pozvan do ambulance Genetického
pracovisté a vysledky jsou mu sdéleny osobné lékafem (14). Vedouci laboratote také
musi provést zapis patologického nalezu do evidencniho seSitu abnormalnich zachyta,

pokud k nému dojde (6).

1.1.3.7 FISH

Pokud je wvySetfeni karyotypu zplodové vody pozitivni nebo je-li podezieni
na néjakou urcitou mutaci, dourcuje se vysledek metodou in situ FISH hybridizace. Je
to metoda molekularni cytogenetiky (14). FISH — Fluorescence in situ hybridization -
je zaloZena na navazani jednofetézcové DNA na komplementarni useky cilové DNA.
Sondy DNA jsou znaCeny fluorochromy a prikaz jejiho navazani se provadi
ve fluorescencnim mikroskopu (22). Tyto sondy se rozdé€luji do tii hlavnich skupin:

A. Sondy, které hybridizuji se specifickymi chromozémovymi strukturami.

e Jsou vétSinou pro centromérické oblasti obsahujici satelitni oblasti DNA
e Jsou obvykle ziskdvany komercné
e S pouzitim vice barev je mozné sledovat vrozené pocetni odchylky
B. Sondy, které hybridizuji s jedine¢nymi sekvencemi DNA
e Pouzivaji se prevazné pro hledani pfestaveb v subtelometrickych
oblastech

C. Sondy, které hybridizuji s mnohocetnymi chromozémovymi sekvencemi

e Témito sondami lze oznacit cely chromozom nebo jen urcité Casti
chromozému.

Je mozné tyto sondy koupit hotové nebo je mozné si je nechat ptipravit od rtiznych

firem ve formé kita (14).
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2. Cil prace

V mé bakalatské praci jsem méla nékolik zdkladnich cild, a to:

A.  Vprvni fadé¢ seznamit se s laboratornimi vySetfovacimi metodami, které
jsou zaméfeny na vySetfeni karyotypu z plodové vody, popsat jejich provedeni,

ovladat jejich techniku a zpiisob vyhodnocovani vysledki.

B.  Daéle zjistit indikace pro toto vySetfeni a popsat odbér plodové vody —

amniocentézu a diikladné si tento zakrok prostudovat.

C.  Vposledni fad¢ jsem se informovala o metod¢ in situ hybridizace FISH,

ktera je také zamefena na vySetieni karyotypu.
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3. Metodika

Svou laboratorni ¢ast bakalafské prace jsem za odborného dohledu vedouci
laboratoie Mgr. Sabiny Planetové provadéla v laboratofi Genetiky Plzen, s.r.o. u pana
Doc. MUDr. Frantiska LoSana, Csc. Jednd se o genetické pracoviste, které se Cleni
na dva komplementy, a to: Ambulanci genetického poradenstvi s ultrazvukovou
ambulanci a laboratofe cytogenetickd a molekuldrné-geneticka. Laboratof je
akreditovana Ceskym institutem pro akreditaci, o.p.s. pod ¢islem 8034 dle normy CSN
EN ISO 151 89 (11).

U vSech ukontl, které jsem provadéla, jsem postupovala dle standartnich operacnich
postupti (13) cytogenetické laboratofe Genetiky Plzen s.r.o.

M4 prace v laboratofi zacala jiz po pfichodu materialu. Nejprve jsem musela
spravné spojit zddanku se zkumavkami u jednotlivych pacientek. Vzorky plodové vody
chodily do laboratofe bud’ ve tfech zkumavkach s cca 20 ml plodové vody,
nebo ve sterilnich stiikackach po 30 ml plodové vody. Pokud se jednalo o tfi zkumavky
s plodovou vodou, zapsala jsem jejich oznaCeni do laboratorni knihy, jednotlivé
zkumavky dale oznacila primokultura I a II, jednu ze zkumavek uchovala v lednici
pro piipadna dalsi vySetfeni a nakonec jsem nechala zkumavky centrifugovat 15 minut
pi1 1000 otackach. Pokud vSak pftiSly ve sterilnich stfikackach, musela jsem je nejprve
rozd¢lit do tfi sterilnich centrifugacnich zkumavek ve sterilnim boxu, oznacit je Stitkem,
popsat je, opct jednu uchovat v lednici a nakonec zbylé dvé centrifugovat stejné jako
v prvnim piipadé 15 minut pti 1000 otackach.

Po ukonceni centrifugace jsem si zkumavky pienesla do sterilniho boxu (sterilni
box je zobrazen v Ptiloze 10), kde jsem pokracovala s jejich zpracovanim. Nejprve jsem
oddélila jednordzovou plastovou pipetou suprenatant do sterilni zkumavky
pro biochemické vySetfeni. (Jednorazova pipeta je pro ukazku uvedena v Ptiloze 11).
Tuto zkumavku jsem oznacila Stitkem se jménem, rodnym cislem a pojiStovnou
pacientky. Zbyly supernatant jsem odstranila do k&dinky na odpad. Poté jsem si
pfipravila kultivaéni lahvicky, fadn€ si je popsala a zkontrolovala se zkumavkou
a jeSté¢ uvedla datum nasazeni bunék do kultivacniho média. Do takto oznafené
kultivac¢ni lahvicky jsem jednorazovou sterilni pipetou prenesla bunécnou suspenzi.
K ni jsem ptidala 2 az 3 ml kultivaéniho média dle gestacniho tydne pacientky. Pokud

byl tyden nizsi nez 16., ptidavalo se pouze 2 ml kultivaéniho média (+/- 0,1). Kultivacni
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médium jsem si pfedtim nechala nahfat v termostatu na teplotu 37 °C. Poté jsem
kultiva¢ni lahvicku uzaviela a ulozila do ventilaéni polohy. Stejné jsem postupovala
1 u primokultury II. Po ukon¢eni nasazeni jsem dukladné odd¢lila primokulturu I a 11,
tak ze jsem kazdou ulozila do jiného termostatu. Termostat mél 37 °C a 5% CO,
atmosféru a kultivacni lahvicky byly ve vodorovné poloze. (Kultivacni lahvicky
pied nasazenim, s médiem a v termostatu jsou zobrazeny v ptilohach €. 12, 15 a 13).

Po dvou dnech od nasazeni bunék jsem kontrolovala rist bunék pod inversnim
mikroskopem. (Inversni mikroskop je vyobrazen v Ptiloze 14). Prvni vyménu média
jsem provadéla po péti dnech od nasazeni a kazdou vyménu jsem zaznamenala
do Laboratorni knihy. Vyména probihala ve sterilnim boxu, a to tak, Ze jsem jemné
promichala obsah kultiva¢ni lahvicky a jeji obsah z ni slila do odpadni kadinky.
Poté jsem davkovacem ptidala 3 ml Cerstvého, pfedem vytemperovaného na 37 °C,
kultiva¢niho média. Po jeho vyméné jsem piiblizné¢ po dvou hodinach zkontrolovala,
zda se bunky uchytili a tvofi kolonie. Opét pod inversnim mikroskopem.

Pokud se tvoii jen maly pocet velkych kolonii nebo je zapotitebi vice materialu je
nutné provést pasaz. V mém piipad¢ jsem provedla pasdz u jednoho z péti vzorkl
a postupovala jsem nasledovné. Nejprve jsem provedla vyménu média, poté jsem
sterilni plastovou pipetou seskrabla ode dna kultivaéni lahvicky buiky jedné nebo vice
kolonii a poté je s celym objemem kultivaéniho média prenesla do nové kultivacni
lahvicky. Do plvodni jsem piidala 3 ml Cerstvého pfedem vyhiatého média. Novou
kultiva¢ni lahvicku jsem fadné€ popsala a poté ob¢ uloZzila do termostatu.

Po cca 8 aZ 10 dnech jsem ukoncovala déleni bun€k pfidanim 3 kapek kolcemidu
razovou jehlou (18 G x 1 '/,). Poté jsem je vratila do termostatu a nechala je zde
pies noc.

Nasledujici den jsem si ptfipravila zkumavky a ty jsem si fadné¢ oznacila Stitkem
s laboratornim ¢islem plodové vody. Poté jsem do takto pfipravené zkumavky pielila
obsah kultiva¢ni lahvicky, tu jsem vyplachla roztokem trypsin EDTA a znovu ptelila
do zkumavky. Do kultivacni lahvicky jsem pak jesté¢ ptidala cca 2ml roztoku trypsin
EDTA a nechala ji na 15 minut v termostatu pii 37 °C puasobit. Zkumavku jsem si
mezi tim dala stocit do centrifugy pii 1000 otackach na 15 minut. Po jejim dotoceni
jsem odlila supernatant. Po patndcti minutach jsem sterilni Skrabkou seskrabla dno
kultivacni lahvicky a jeji obsah pfilila k sedimentu ve zkumavce. Nakonec jsem jesté

tfikrat vyplachla hypotonickym roztokem a pii kazdém vyplachnuti promichala pipetou.
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Obsah jsem vzdy pftilila do zkumavky. Tu jsem pak nechala stat 25 minut v termostatu
pti 37 °C. Po jejim vyndani jsem k obsahu jesté pfidala 3 az 5 kapek vychlazené fixace
a sterilni plastovou pipetou obsah zkumavky promichala. Pak jsem opét dala zkumavku
do centrifugy, tentokrat jen na deset minut pii 1000 otackach. Po dotoCeni jsem
zkumavku vyjmula a odlila supernatant. Sediment jsem resuspendovala pomoci
tfepacky a priblizné do tfech Ctvrtin zkumavky jsme piikapala fixa¢ni roztok. Deset
minut jsem nechala zkumavku ulezet a pak ji znovu dala do centrifugy opét na stejné
otacky 1000 otac¢ek na 10 minut. (Zkumavky s fixazi jsou zobrazeny v Ptiloze 16).
Tuto fixaci jsem zopakovala jesté dvakrat. Nakonec jsem plastovou pipetou odséla
supernatant a v malém obsahu fix4dze resuspendovala sediment. Tuto buné¢nou suspenzi
jsem poté kapala na pfedem piipravend a popsana sklicka, kterd byla vychlazena
a oplachla ve fixaci. Od kazdé primokultury jsem kapala tfi skla. Zbylou suspenzi jsem
jesté ulozila do lednice do doby vydani zpravy. Nakapana skla jsem nechala uschnout
ve vodorovné poloze v digestoii pii pokojové teploté. (Nakapand zaschla sklicka
pted barvenim jsou zndzornéna v Ptiloze 17).

Po uschnuti sklicek jsem provadéla barveni podle pozadavka na zZadance. Vzdy §lo
o barveni na G-pruhy. Barveni jsem provadéla v digestofi, a to dle nasledujici tabulky

v potadi od 1. kadinky po posledni:

Tabulka ¢.1: Barveni dle Gimmsy

Kadinka ¢islo: Roztok Doba ponoieni
1)
Kadinka &, 1 40 ml SP +0,5 ml 0,1% 2426’
Pankreatinu
Kadinka ¢. 2 90 ml SP + 2 ml 2,5% trypsinu 5-20 s
Kadinka ¢. 3 Destilovana voda Cca3s
Kadinka & 4 90 mlSP+5 ml Gimmsova 7-8 min
barviva

Zdroj: SOP 02 Genetika Plzen, s.r.o.

Po vyjmuti z posledni kadinky ¢. 4 jsem skli¢ka oplachla v kadince s vodou
anechala uschnout. Tim jsem méla ptipravend sklicka ke ,.Cteni” chromozdémui
ve svételném mikroskopu. (Barvici lazné, centrifuga a plotynka jsou vyobrazena
v ptiloze €. 19).

Chromozomy jsem hodnotila nejprve vyhledanim vhodné mit6zy v malém zvétsSeni
(okular 10x, suchy objektiv 10x). Tu jsem pak analyzovala pomoci imerzniho objektivu

pi1 100x zvétSeni. Nejprve jsem spocitala chromozémy a az poté hodnotila jejich
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strukturu. Zaradila jsem je do jednotlivych skupin, oznacila je Cisly 1 az 22 a pismeny
X ayY. Poté jsem se zaméfila na rozlozeni svétlych a tmavych pruht, jejich velikost
a intenzitu barveni. Takto zhodnocené mit6zy jsem zapsala do pracovniho seSitu spolu
s vysledkem hodnoceni. U muzského pohlavi s normalnim karyotypem to bylo znaceni:
46, XY au Zenského pohlavi s normalnim karyotypem 46, XX. Celkem jsem
hodnotila z obou primokultur 20-21 mit6z. Z toho jsem vzdy Ctyfi mitdézy detailné
karyotypovala pomoci pfeneseni obrazu na PC obrazovku karyotypovacim programem
Ikaros. Ty jsem zaroven ulozila a jednu vytiskla pro dokumentaci do karty pacienta.
Sklo jsem po piecteni uchovala do krabice pro preparaty. (Zobrazeni karyotypu pomoci
programu Ikaros je k nahlédnuti v Pfiloze 18).

Vysledny karyotyp jsem zapsala podle nomenklatury ISCN 2005 do laboratorni
knihy.
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4. Vysledky

Pro svou bakalafskou praci jsem provedla hodnoceni 50 vzorkd plodové vody.
Kazdy vzorek plodové vody byl od jiné pacientky.

U jednotlivych vzorkti jsem si vzdy do tabulky dat uvedla své ¢islo vzorku (1-50),
tyden gravidity pii provedeni amniocentézy, indikace, datum nasazeni bunck
do kultiva¢niho média, jednotlivé datumy vymény média, zda byla provedena pasaz,
jaky pocet mitdz byl ¢ten, kdy bylo ukonceno déleni bunék a vysledek hodnoceni dle
ISCN 2005.

Data uvadi tabulka ¢. 2 Tabulka jednotlivych dat.

Z diavodu ochrany soukromych tidajii pacientek, jsem vynechala jejich jména, rodna
Cisla a adresu. Jednotlivé vzorky jsem si oznaCila svym c¢islovanim, a to: 1 az 50
a pozitivni vzorky jsem oznacila tu¢nym pismem.

Indikace jsem uvedla pod zkratkami, které jsou vysvétleny v nésledujici

tabulce ¢. 3:

Tabulka €.3: ZkratKy jednotlivych indaci a jejich vysvétleni

inll:il;i;lzi Vyvétleni vyznamu zkratky
0351 ZV}’I'§'ené I‘iZﬂ('O aberaci u plodu, zvySeny vék matky nebo otce,
pozitivni rodinnd anamnéza
0281 Pozitivni screening ve Il.trimestu
0283 Pozitivni screening v I.trimestru, pozitivni ultrazvukovy nalez
0355 Léky nebo drogy u téhotné

Zdroj: Vlastni tabulka
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Tabulka ¢. 2: Tabulka jednotlivych dat:

Vzorek Datum AMC = Tyden pri 1. vyména | 2. Vyména | 3. Vyména UkonZeni Pocet
or totoZny s datem " Indikace Y 3 - - déleni Pasaz | Vysledek: | ¢tenych
Cislo: , v odbéru média: média: meédia v .

nasazeni bunék bunék mitoz
1 19.1.2012 20+1 0351 25.1.2012 27.1.2012 | 30.1.2012 | 31.1.2012 ne 46, XY 20
2 19.1.2012 17+1 0351 25.1.2012 27.1.2012 | 30.1.2012 1.2.2012 ne 46, XY 20
3 20.1.2012 19+3 0283 25.1.2012 27.1.2012 | 30.1.2012 | 31.1.2012 ne 46, XY 20
0351 +
dilatace
4 20.1.2012 15+3 ledvinnovych| 25.1.2012 27.1.2012 | 30.1.2012 1.2.2012 ne 46, XX 20
panvicek u 1.
syna
5 20.1.2012 19+5 0281, 0351 25.1.2012 27.1.2012 | 30.1.2012 3.2.2012 ne 46, XX 20
0351 +
6 20.1.2012 18 + 4 Pierre- 25.1.2012 | 27.1.2012 | 30.1.2012 | 3.2.2012 ne 46, XY 20
Rohintl sy v
RA
Ano —
7 20.1.2012 24+ 4 0351, 0283 25.1.2012 27.1.2012 | 30.1.2012 6.2.2012 | provedena | 46, XY 20
30.1.2012
8 20.1.2012 16 +1 0281, 0351 25.1.2012 27.1.2012 | 30.1.2012 1.2.2012 ne 46, XX 20
9 24.1.2012 17+4 0351, 0355 30.1.2012 1.2.2012 3.2.2012 6.2.2012 ne 46, XY 21
10 24.1.2012 16 +1 0355 30.1.2012 1.2.2012 3.2.2012 6.2.2012 ne 46, XY 20
11 24.1.2012 16+0 0351 30.1.2012 1.2.2012 3.2.2012 6.2.2012 ne 46, XY 21
0351 +
12 24.1.2012 16 +4 predchozi 30.1.2012 1.2.2012 3.2.2012 6.2.2012 ne 46, XY 20
uzivani drog
13 24.1.2012 16 +4 0351 30.1.2012 1.2.2012 3.2.2012 6.2.2012 ne 46, XX 20
14 24.1.2012 16+0 0351 30.1.2012 1.2.2012 3.2.2012 6.2.2012 ne 46, XY 20
15 25.1.2012 19+2 0281, 0351 30.1.2012 1.2.2012 3.2.2012 8.2.2012 ne 46, XX 20
16 25.1.2012 19+1 0281, 0351 1.2.2012 3.2.2012 6.2.2012 8.2.2012 ne 46, XX 20
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Vzorek Datum AMC = Tyden pri 1. vyména | 2. Vyména | 3. Vyména UkonZeni Pocet
e totoZny s datem . Indikace Y 3 - - déleni Pasaz | Vysledek: | ¢tenych
Cislo: , 9 odbéru média: média: média « .

nasazeni bunék bunék mitoz
17 26.1.2012 16 +6 0351 1.2.2012 3.2.2012 6.2.2012 7.2.2012 ne 46, XX 20
18 27.1.2012 22+0 0283 1.2.2012 3.2.2012 6.2.2012 8.2.2012 ne 46, XY 20
19 27.1.2012 15+3 0281 1.2.2012 3.2.2012 6.2.2012 8.2.2012 ne 46, XX 20
20 27.1.2012 18+1 0281, 0351 1.2.2012 3.2.2012 6.2.2012 8.2.2012 ne 46, XX 20
21 30.1.2012 15+2 0351 6.2.2012 8.2.2012 10.2.2012 13.2.2012 ne 46, XX 20
22 30.1.2012 16 +0 0351 6.2.2012 8.2.2012 10.2.2012 13.2.2012 ne 46, XY 21
23 30.1.2012 16 +0 0281 6.2.2012 8.2.2012 10.2.2012 13.2.2012 ne 46, XX 20
24 31.1.2012 18+0 0351, 7827 6.2.2012 8.2.2012 10.2.2012 13.2.2012 ne 46, XY 20
25 31.1.2012 18+3 0281, 0351 6.2.2012 8.2.2012 10.2.2012 13.2.2012 ne 46, XY 20
0351 +
26 31.1.2012 18+3 predchozi 6.2.2012 8.2.2012 10.2.2012 13.2.2012 ne 46, XY 20
potrat
0351 +
27 31.1.2012 18 +4 predchozi 6.2.2012 8.2.2012 10.2.2012 13.2.2012 ne 46, XX 20
nalez
0351 vysoky
28 31.1.2012 10+3 veék obou 6.2.2012 8.2.2012 10.2.2012 13.2.2012 ne 46, XX 20
rodic¢t
29 2.2.2012 18 +4 0351 8.2.2012 10.2.2012 | 13.2.2012 14.2.2012 ne 46, XX 20
30 2.2.2012 18 +4 0351 8.2.2012 10.2.2012 | 13.2.2012 14.2.2012 ne 46, XY 20
31 2.2.2012 16 +1 0351 8.2.2012 10.2.2012 | 13.2.2012 15.2.2012 ne 46, XX 21
0351 +
32 2.2.2012 17+2 Edward sy v 8.2.2012 10.2.2012 | 13.2.2012 16.2.2012 ne 46, XY 20
RA
33 2.2.2012 16 +2 0351 8.2.2012 10.2.2012 | 13.2.2012 14.2.2012 ne 46, XY 20
34 2.2.2012 16 +5 0351 8.2.2012 10.2.2012 | 13.2.2012 14.2.2012 ne 46, XY 20
35 2.2.2012 17+1 0281,0351 8.2.2012 10.2.2012 | 13.2.2012 14.2.2012 ne 46, XX 20
36 2.2.2012 19+0 0351 8.2.2012 10.2.2012 | 13.2.2012 16.2.2012 ne 46, XX 20
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Vzorek Dat?m AMC = Tyden pri 1. vyména | 2. Vyména | 3. Vyména Ukonéeni Pocet
e totoZny s datem " Indikace - Y 3 Y 3 déleni Pasaz | Vysledek: | ¢tenych
Cislo: , v odbéru média: média: média « .

nasazeni bunék bunék mitoz
37 2.2.2012 16+2 0281 8.2.2012 10.2.2012 | 13.2.2012 16.2.2012 ne 46, XY 20
38 2.2.2012 15+0 0351 8.2.2012 10.2.2012 | 13.2.2012 16.2.2012 ne 46, XY 21
39 2.2.2012 15+3 0281 8.2.2012 10.2.2012 | 13.2.2012 16.2.2012 ne 46,XY 20
40 7.2.2012 16+6 0351 13.2.2012 15.2.2012 | 17.2.2012 | 20.2.2012 ne 46, XX 20
0351+
41 7.2.2012 15+6 PozItVRL 14359012 | 15.2.2012 | 17.2.2012 | 20.2.2012 ne 46, XX 21
biochemicky
screening
42 8.2.2012 18+1 02§3v+ 15.2.2012 17.2.2012 | 20.2.2012 | 22.2.2012 ne 46, XX+ 20
rozstép 21
43 8.2.2012 20+2 ?(iggié; 15.2.2012 17.2.2012 | 20.2.2012 | 22.2.2012 ne 46, XY 20
44 8.2.2012 17+0 0351 15.2.2012 17.2.2012 | 20.2.2012 | 22.2.2012 ne 46, XY 20
45 9.2.2012 16+2 0351 15.2.2012 17.2.2012 | 20.2.2012 | 22.2.2012 ne 46, XX 20
46, XY.
46 9.2.2012 16 +3 0351 15.2.2012 17.2.2012 | 20.2.2012 | 22.2.2012 ne T(13;20) 20
reciproka
47 9.2.2012 19+5 0351 15.2.2012 17.2.2012 | 20.2.2012 | 22.2.2012 ne 46, XX 20
48 9.2.2012 19+0 0351 15.2.2012 17.2.2012 | 20.2.2012 | 22.2.2012 ne 46, XX 20
49 10.2.2012 16 +6 0351 15.2.2012 17.2.2012 | 20.2.2012 | 22.2.2012 ne 46, XX 20
50 10.2.2012 18+1 0281 15.2.2012 17.2.2012 | 20.2.2012 | 22.2.2012 ne 46, XX 21
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Graf ¢. 1: Rozdéleni pozitivni a negativnich vzorku

Rozdéleni pozitivnich a negativnich vzorku

N Negatiwni
vzorky

B pozitivni
vzorky

Poznamka: Graf ¢. 1 ukazuje schéma rozdéleni pozitivnich a negativnich vzorkda.
Z celkového poctu 50 vySetienych vzorkd plodové vody bylo 48 negativnich
a 2 pozitivni.

Tabulka €. 4: Statisticka data vySetfovanych vzorkua plodové vody v uréitém roce

s vyslednymi pozitivnimi nalezy

Statisticka data vySetfovanych vzorki plodové vody v urcitém roce a z nich
pozitivnich nalezi

Pocet vySetfovanych vzork N
Rok Pocet pozitivnich naleza
plodové vody
2010 1055 69
2009 1164 66
2008 1178 50
2007 1095 56

Zdroj: Genetika — Plzen, s.r.o.

Poznamka: Tabulka ¢. 4 uvadi pocet vysetfovanych vzorkl plodové vody a zaroven
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pocet pozitivnich nalezi v cytogenetické laboratofi Genetika-Plzen, s.r.o. V roce 2010
bylo wvySetteno 1055 vzorkid plodové vody, z kterych bylo 69 pozitivnich.
V nasledujicich letech pak bylo vySetieno 1164 vzorka plodové vody vroce 2009,
z nichZ bylo 66 pozitivnich. V roce 2008 1178 vzorki a z toho 50 pozitivnich a v roce

2007 bylo pozitivnich 56 vzorka z 1095.

Graf ¢. 2: Graf nejcastéjSich indikaci pro AMC (Amniocentézu)

Graf ukazujici nejCastéjSi indikaci pro AMC
45
40
35
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25
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Pocet Zen
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5 ] .
[
0351 0283 0281 0355 Jiné

Indikace

Pozndmka: Graf ¢. 2 uvadi rozdéleni a cetnosti jednotlivych indikaci pro AMC.
Nejcastéjsi indikaci pro vySetfeni AMC byla indikace O351 - ZvySené riziko aberaci u
plodu, zvySeny v€k matky nebo otce, pozitivni rodinnd anamnéza. Druhou nejcastéjsi
byla O281 - Pozitivni screening ve Il.trimestu a tfeti nejCastéjsi byly jiné indikace.
Nejméné cCasté byli indikace 0283 - Pozitivni screening v Ltrimestru, pozitivni

ultrazvukovy néalez a O355 — Vyskyt 1éky nebo drog u t€hotné.
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Graf ¢. 3: Graf zavislosti po¢tu Zen v urcitém tydnu gravidity podstupujici AMC

Graf zavislosti poctu zen v urcitém tydnu
gravidity podstupujici AMC
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5 10 15

Pocet Zzen v daném tydnu

Poznamka: Graf €. 3 uvadi zavislost mnozstvi t¢hotnych Zen na tydnu té¢hotenstvi
pro vysetteni AMC. Tydny se pohybuji v intervalu od 10tého tydne po 25ty tyden,
jsou zaznamendvany stylem tyden + den v nasledujicim tydnu. (Napiiklad 10+1
znamena 10. tyden + 1 den). NejCastéji se AMC provadéla v 16. tydnu, kdy bylo
provedeno celkem 14. AMC z celkovych 50 AMC. Nejméng Casto se provadéla
vtydnu 10., 14. a 24. Vtydnu 11., 12., 13., 22. a 23. se neprovadéla viibec.
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5. Diskuze

Pro svou bakalatskou praci jsem hodnotila 50 vzorkl plodové vody, ze kterych jsem
sestavila karyotyp. Z téchto padesati vzorkli bylo 48 vzorka negativnich, coZ znamena,
ze m&li normalni karyotyp. Ostatni dva byly s pozitivnim ndlezem. U vzorku ¢.: 42 byl
nalez trizomine na 21. Chromozému (46, XX, + 21), kterd je charakteristickd pro
Downtiv syndrom. Druhym nélezem u vzorku ¢.: 46 byla reciproké translokace (46,
XY, T(13;20)), ktera byla jesté dourcena FISH metodou. Zastoupeni pozitivnich a
negativnich vzorkil je zndzornéno v grafu ¢. 1. Tento pocet vysledki jsem ocekavala.
Cekala jsem je proto, Ze jsem si z iidaji za posledni &tyfi roky poskytnutych laboratofi
Genetiky Plzen s.r.o. sestavila statistiku. Diky ni jsem si vypocitala, ze za rok se zde
prumérné vySetii 1123 vzorkii plodové vody. Ztéchto vzorki je pak pramérné
pozitivnich 60. Viz tabulka ¢. 4., kterd ukazuje pocCet amniocentéz a pocet nalezl
v ur¢itém roce. Jednoduchym vypoctem jsem pak mohla piedpokladat, Ze z padesati
vzorkl plodové vody by mély byt pozitivni nalezy ptiblizn€ 3. To znamena, Ze jsem
nebyla daleko od pravdy, protoze v mém piipadé€ byly dva vysledky pozitivni.

Z dalSich informaci poskytnutych laboratofi Genetiky — Plzen s.r.o. jsem zjistila,
7e mezi nejcastéjsi tfi onemocnéni, kterd jsou zde vySetfenim plodové vody odhalena,
patti Downav syndrom, Turnerv syndrom a syndrom Edwardstiv. Mohla jsem tedy
predpokladat, Zze alesponl jeden z pozitivnich nalezi bude patfit mezi tyto nejcastéjsi
onemocnéni. To jsem potvrdila, protoze jeden z pozitivnich vysledkii byl nalez trizomie
na 21. chromozomu.

V literatuie byla Casto zminka o indikacich k vySetfeni. Dle statistik uvadénych
v literatufe (7) je nejcastéjsi indikaci k tomuto vySetfeni je zvySeny vék matky (37 %),
dale  pozitivni  biochemicky  screening (38 %), ultrazvukové  nalezy
(14 %), anxiety (13 %), fetalni infekce (5 %) a dalsi (3 %) (5). Tim, Ze jsem si
jednotlivé indikace u ySetfovanych pacientek zaznamenala, tak jsem si tuto informaci
mohla potvrdit, popiipad¢ ji vyvratit. Z tabulky ¢.: 2: Tabulka dat bylo mozné zjistit,
ktera z indikaci pro amniocentézu byla nejCastéjsi.

Z grafu ¢. 2 vyplyva, ze nejCastéjsi indikaci k vySetfeni karyotypu je zvySeny vek
matky, druhy nej€astéjsi je pozitivni screening ve Il.trimestru, tieti nej¢asté;jsi indikaci
byly jiné indikace, jako napfiklad pozitivni rodinnd anamnéza, infekce, predchozi nélez

a podobné. Pozitivni screening v Ltrimestru nebo pozitivni ultrazvukovy
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nalez byl ¢tvrtou nej€astéjSi indikaci. Nejméné Castou indikaci byly drogy nebo léky
u téhotné. Je tedy ziejmé, Zze se informace shoduji jak sudaji uvadénymi v ¢lanku
Borrel et al., 2008, ale 1 s tidaji uvadénymi na strankach Medical Tribune CZ (29).

Dalsi informaci, kterd mé zaujala, byl termin provadéni odbéru plodové vody.
Do tabulky €. 2, ve které jsem si zaznamenala jednotlivé tydny t€hotenstvi pi1 provedeni
amiocentézy jsem si sestavila graf ¢. 3. Z n&j vyplyva, Ze se nejCastéji aminocentéza
provadéla od 15. -19. tydne.

Dle literatury Senkeiikové, 2010 se amniocentézy nejéastéji provadi od 16. do 18.
tydne téhotenstvi. Pokud bych mé vysledky srovnavala pouze s touto informaci, tak by
se informace nepotvrdily. Mohlo by to byt zplsobeno nizkym poctem provadénych
amniocentéz. Ale v c¢lanku American Pregnancy Association se uvadi rozdilna
informace. A to, ze se aminocentézy provadéji jiz od 14. do 20. tydne téhotenstvi (30).
Je tedy mozné, Ze v Americe jsou jiné hranice pro provedeni tohoto vySetfeni.

Zeny, které podstoupili amniocentézu dfive nebo naopak pozd&ji méli vétsinou
dalezitou indikaci. Byly to naptiklad: vysoky v€k obou rodici, dilatace ledvinovych
panvicek u syna v pfedchozim téhotenstvi, pozitivni biochemicky screening

nebo naptiklad pozitivni ultrazvukovy nalez.
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6. Zavér

Béhem psani své bakalatské prace jsem se seznamila s laboratornimi vySetfovacimi
metodami, které byly zaméfeny na vySetieni karyotypu z plodové vody, popsala jsem
jejich provedeni a ovladam jejich techniku i1 zptisob vyhodnoceni vysledki. Dale jsem
se seznamila s metodou odbéru plodové vody - amniocentézou, u které¢ jsem také
popsala postup jejiho provedeni a seznamila jsem se 1 s metodou FISH.

Zaroven jsem provedla méfeni u 50 vzorki plodové vody, u kterych jsem sestavila
karyotyp a vyhodnotila jej. Z téchto 50 vzorkli bylo 48 vzorka s negativnim ndlezem,
tedy s normalnim karyotypem, ktery byl bud’ 46, XX pro Zzenské pohlavi nebo 46, XY
pro muzské pohlavi. 2 vzorky méli nalez pozitivni. Jednim z nich byla trizémie na 21.
chromozému, ¢imz byl odhalen Downtiv syndrom. 47, XX, + 21, kdy se tedy jednalo
o hol¢icku. Téhotnd podstoupila vySetieni, kviili indikaci pozitivniho ultrazvukového
nalezu, kde byl odhalen rozstép. Druhym nélezem byla reciproka translokace, které byla
navic potvrzena metodou FISH.

Vysetteni kyrotypu z plodové vody je jiz béZnym vySetfenim. Bohuzel je to stale
metoda invazivni spojena s rizikem poSkozeni nebo potraceni plodu. V soucasné dob¢ je
testovana nova metoda ziskani bunék plodu z krve matky — analyza fetalni DNA
z mateiské krve. Tato metoda je povazovana za nejméné invazivni. Tato analyza fetdlni
DNA zkrve matky nabizi do budoucna slibnou metodu identifikace pocetnich
chromozémovych odchylek plodu. Dosavadni vysledky této metody se blizi az
ke 100 % v zachytu Downova syndromu. Nicméné - zlatym standardem pro bezpecné
potvrzeni nebo vylouceni chromozomalni odchylky u plodu zlstava klasické vySetieni

karyotypu, ke kterému je zapotiebi invazivni odbér (28).
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8. Prilohy

Priloha 1: Struktura chromozéomu

Zdroj: Vlastni obrazek

Ptiloha 2: Rozdéleni lidskych chromozomii do jednotlivych kategorii

Velké metacentrické chromozémy — par ¢islo: 1,2 a3
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Stfedni submetacentrické chromozémy — pary ¢islo: 6, 7, 8,9, 10, 11, 12 a chromozém
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Zdroj: Vlastni fotografie



Ptiloha 3: Ukazka formulare k vyplnéni pro amniocentézu

Zdroj: Genetika — Plzen s.r.o., vlastni foto



Ptiloha 4: Schéma provedeni amniocentézy

Zdroj: Genetika — Plzen s.r.o., vlastni foto



Ptiloha 5: Ukazka Zadanky o cytogenetické

W w
vySetre
ae Nnetika Pl=zen
e Adresa pracoviité:
MBI Genetika Plzefi, s1.0., Nepommicka 13%/A, 326 00 Plzed

Geneticki laboratof akreditovana CTA dle CSN EN IS0 15189

Telefon: 377 241 529_ 603 174 793

Pravodka na CYTOGENETICKE VYSETRENI

Fazitko a podpis, véemé ICF, adresy a kontaktu na Zadatele: Odbér proved]: Datum/Cas odbém: Cislo karty:
Wzorek pifjal: Datum/Cas pitjeti Cislo vzorkw
v laboratofi:
Informace o pacientovi
Jméno: DG:
RC. pojisténce: Bydlisté:
Zdravomi pejisfovma: Telefon:

Odebrany material

Periferni krev | Fetilni krev | Plodova voda | CVs Spermie Potracena tkan
Chromozomabm vygetfeni Chromozomalni vietieni Vyietfen spermiogranm Chromozomalni vyietfend
(karyotyp) (karyotyp) (pohyb, morfologie, koncentrace spermif) (karyotyp)
G-pruhy G-pruhy Spermiogram G-pruhy
C-pruhy C-prubry Kapacitace spermmi (ATH) C-pruhy
Klasicky (ZCA) FISH Dalii iidaje, poznamky FISH
FISH Eultivace pro DNA vyietfeni Enltivace pro DNA vySetfeni
Dalii udaje, poznimly Uréeni pohlavi plodu (sdélent) Dalii ndaje
AND [NE QF PCR
Dalii udaje Deélka tehotenstvi
QFPCR (dle ultrazada)
Délka téhotenstvi
(dle nltrazvulu)
WVacuette — hepann (zelené vicko) Vacuette — Zute Vacuette — Stenini kontener — fervene vicko Sterilni kontejner s fyzclegickym
vicko heparin 1fz;eleue Nutmno vydetiit do 30 muinut od odbém! roztokem
vickao)

Odbérovy systém

Odebirajici svym podpisem na pritvodoe mii za spravny odbér vzorku a jeho transport dle Laboratomi prirucky.

Zdroj: http://genetika-plzen.cz/index.php?goto=0Zjy3S7V&sekce=0Zjy3S7V &Ing=cz




Ptiloha 6: Ukazka normalniho Zenského karyotypu — 46, XX

W A

2 5

e W i p

R

58 8¢ T L

21 22 X

Zdroj: Genetika — Plzen s.r.o.



Ptiloha 7: Ukazka normalniho muzského karyotypu — 46, XY
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Zdroj: Genetika — Plzen s.r.o.



Ptiloha 8: VySetiovany karyotyp 46, XX,+ 21 (Downiiv syndrom)

E{)K))! !

fe oo oo

13 14 15 16 17 18

B wi

Y mar

Zdroj: Genetika — Plzen s.r.o.



Ptiloha 9: VySetfovany karyotyp 46, XY. T(13;20) (reciproka translokace)
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Zdroj: Genetika — Plzen s.r.o.



Ptiloha 10: Digestor

Zdroj: Vlastni foto

Ptiloha 11: Jednorazova plastova pipeta

Zdroj: Vlastni foto



Pfiloha 12: Ukazka kultiva¢nich lahviéek bez média

Zdroj: Vlastni foto

Pfiloha 13: Termostat s vzorky plodové vody v kultiva¢nich lahvi¢kach po nasazeni

Zdroj: Vlastni foto



Ptiloha 14: Inversni mikroskop pro kontrolu ristu bunék

Zdroj: Vlastni foto

Ptiloha 15: Buiiky plodové vody nasazené v médiu

Zdroj: Vastni foto



Ptiloha 16: Vzorky — fixaz

Zdroj: Vlastni foto

Ptiloha 17: Nanesené vzorky plodové vody pired barvenim

Zdroj: Vlastni foto



Ptiloha 18: Zobrazeni karyotypu pomoci programu Ikaros

Zdroj: Vlastni fbto

Ptiloha 19: Centrifuga, barvici lazné, plotynka na schnuti skli¢ek

Zdroj: Vlastni foto



Ptiloha 20: Idiogram chromozému

Zdroj: http://upload.wikimedia.org/wikipedia/commons/b/b2/Karyotype.png



Ptiloha 21: Schéma - Princip metody vySeti‘eni karyotypu z plodové vody

Zdroj: Viastni obrdzek



