Univerzita Palackého v Olomouci

Bakalarska prace

Olomouc 2010 Marie Drlikova



Univerzita Palackého v Olomouci
Prirodovédecka fakulta

Katedra bunécné biologie a genetiky

Studium chromozomu X u pacientek
s Turnerovym syndromem

Bakalarska prace

Marie Drlikova

Studijni program: Biologie
Studijni obor: Molekularni a bunééna biologie

Forma studia: Prezen¢ni

Olomouc 2010 Vedouci prace: Doc. RNDr. Radek Vrtél, Ph.D.



Souhrn

Prace pojednava o problematice Turnerova syndromu, ktery je diagnostikovan pouze
u Zenské populace s Cetnosti vyskytu 1:2000 az 1:2500 narozenych déti. Mezi hlavni projevy

patii poruchy rastu, skeletu, lymfatické a neurologické.

Cést prace popisuje klinické projevy tohoto onemocnéni, genetické aspekty vzniku
choroby a souc¢asné zpiisoby 1écby. V dalSich kapitolach jsou popsdny molekularni markery se
zaméfenim na STR markery, pomoci nichz je mozné piivod X chromozomu identifikovat.

V ramci bakaléatské prace byla provedena studie plivodu chromozomu X u dvandcti

pacientek. K analyze byla pouzita DNA vyizolovana Millerovou metodou z periferni krve.

Experimentalni ¢ast zahrnuje aplikaci v 8% denaturaénim a nativnim PAGu pro

stanoveni piivodu chromozomu X.



Summary

This thesis deals with the Turner‘s syndrom, which is diagnosed only in female
population with the frequency of 1:2000 to 1:2500 among born children. The main
manifestation of this syndrom is disturbed growth and body structure, mainly lymphatic and

neurological.

A part of this thesis describes clinical manifestation of this illness, genetical aspects of
the disease’s occurrence and nowadays treatment. Next chapters include molecular markers
with the focus on STR markers. Thanks to this markers it is possible to identify the origin of

the X chromosome.

In this bachelor’s work a study of the origin of the X chromosome was done in twelve

female pacients. For the analysis a DNA was isolated by the Miller’s periphery blood method.

The experimental part of the work contains the application in 8% of denaturated and

native PAG for definic the origin of the X chromosome.
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1 Uvod

Historie rozpoznani zdravotni poruchy, oznacované dnes jako TurnerGv syndrom,
zacina roku 1768. Prvni zminku nachazime v dile Giovanni Battisty Morgagniho. Morgagni
popsal u pitvané Zeny malou postavu, tvarovou anomalii ledvin a chyb¢jici ovarialni tkan. Ve
vetsingé zemi se vSak spojuje vyluéné se jménem oklahomského internisty a endokrinologa
Henryho Turnera, jehoz pozorovani sice nebylo prvni, bylo vSak nejuplnéjsi a pojednavalo
poprvé o vétsi skupiné pacientek. V roce 1949 ucinili vyznamny objev Murray Llewellyn
Barr a Edwart George Bertram. Zjistili, ze pro genetické pohlavi jedince je typicka pfitomnost
nebo nepfitomnost Barrova téliska v interfdzi. U Zen se Barrovo télisko v bunkéach nachazi,
u muzt nikoliv. V roce 1954 prokazal Polani, ze pacientkdm s Turnerovym syndromem
Barrovo télisko chybi (Polani P. et al., 1954). Tim byl poloZen zéklad pro rozpoznani

chromozomalni aberace jako pti¢iny Turnerova syndromu.

Turneriv syndrom je chromozomalni aberace. Jedna se o0 monozomii na chromozomu
X (45,X) s Cetnosti vyskytu 1:2000 az 1:2500 narozenych déti (Zapletalova J. et al., 2005).
Mezi ptiznaky, které postihuji pacientky s Turnerovym syndromem patii ristova porucha
a kostni abnormality, odchylky v utvafeni mékkych tkani a vnitinich organti, gonadalni

dysgeneze a neurokognitivni dysfunkce.



2 Soucasny stav reSené problematiky

V této kapitole je nastinéna problematika Turnerova syndromu a metody jeho
diagnostiky. Déle je pozornost zaméfena na cytogenetické vySetfeni a vliv genli v rdmci
chromozomu X. Jsou zde popsany klinické projevy a jejich pticiny. Dalsi ¢ast prace popisuje

molekularni markery se zaméfenim na STR markery.

2.1 Turneriv syndrom

Turnertiv syndrom je jednim ze syndromu zpusobenych numerickou chromozomalni
aberaci. Predstavuje ziejm¢ jedinou kompletni monozomii, jejiz nositelé jsou schopni
dlouhodob¢ zit. Vyskytuje se pouze u zen, je zapisovan karyotypem 45,X. U pacientek
s Turnerovym syndromem se miize vyskytovat fada télesnych ptiznakd. Jejich stupen
vyjadfeni je vSak velmi variabilni. Fenotyp do urcité¢ miry koreluje s karyotypem, respektive
s genotypem, 1 kdyz rozdilny klinicky obraz nékdy pozorujeme i u divek a Zen se stejnou

chromosomalni abnormalitou (Zapletalova J. et al., 2005).

2.2 Diagnostika onemocnéni

Metody pro diagnostiku lze rozdélit na  diagnostiku prenatalni a diagnostiku
postnatalni. Z prenatalni diagnostiky se uplatiiuje predevsim ultrasonografie, kde hlavnim
markerem je hygroma colli cysticum a stanoveni karyotypu po amniocentéze, respektive
odbéru choriovych klkt. Novéji se uplatiiuje také metoda amnio-PCR, jejiz vysledek je jesté
nutné potvrdit karyotypizaci (Massa G., Verlinde F., et al., 2005). Podle soucasné tendence

neni Turnertiv syndrom primérni indikaci k ukonceni t€hotenstvi.

V postnatalni diagnostice se uplatituje vySetfeni karyotypu, které je nutné k potvrzeni

diagndzy. Je indikovano lékafem pii pfitomnosti nékterych ptizna¢nych projevi syndromu.



2.3 Obecna patogeneze

Pii identifikaci patogenetickych mechanizmli u syndromu zptsobené¢ho numerickou
chromozomalni aberaci je soustfedéna pozornost zejména na karyotyp a na to, jakym
zptisobem chybéjici nebo prebyvajici (u jinych syndromtl) genetickd informace ovliviiuje
fyziologické procesy na urovni bunky, orgdnii i organizmu. V dalSich odstavcich bude

rozebréna situace z hlediska cytogenetiky a molekularni genetiky.

2.3.1 Cytogenetika

Jak jiz bylo feceno v uvodu, Turneriv syndrom je nejcastéji zplisoben monozomii
chromozomu X, tedy karyotypem 45,X (star$i zapis 45,X0 je podle soucasné¢ normy ISCN
1995 neptipustny). Nepiitomnost chromozomu Y (existuji vyjimky — viz. nize) urcuje vyvoj
smérem k Zzenskému pohlavi — syndrom je tak charakteristicky pro zeny. Okolo 50% ptipada
Turnerova syndromu vSak je podminéno jinym karyotypem — nejcastéji to jsou
chromozomalni mozaiky: 45,X/46,XX; 45,X/47,XXX; ptipadné 1 45,X/46,XX/47,XXX, dale
strukturni aberace — izochromozom X: 46,X,i(Xq); vzacné 1 46,X,i(Xp), delece kratkych nebo
dlouhych ramének chromozomu X: 46,X.del(Xp); respektive 46,X,del(Xq), kruhovy
chromozom X: 46,X,r(X) nebo idiocentricky chromozom X: 46,X,idic(X). Tyto strukturalni
aberace se mohou vyskytovat 1 v ramci chromozomalni mozaiky — naptiklad 45,X/46,X,r(X).
Mezi vzacné chromozomalni nalezy patii naptiklad pfitomnost markeru chromozomu: 46,X +
nebo riizné reciproké translokace chromozomu X. Zvlastni pozornost si zaslouzi ptipady
spojené s vyskytem chromozomu Y v karyotypu. Ne vSechny tyto ptipady lze povazovat za
Turneriiv syndrom v pravém slova smyslu, dokonce nemusi byt vzdy spojeny vyhradné
s zenskym fenotypem. Jedna se zejména o mozaiku 45,X/46XY (spojenou se smiSenou
gonaddlni dysgenezi) nebo o karyotyp 46,XY (spojeny s cistou gonaddlni dysgenezi)
(Zapletalova J. et al., 2005). Chromozom Y nemusi byt pfitomen cely, miiZze se jednat pouze
o maly translokovany tusek, idiocentricky chromozom nebo marker chromozom. Tabulky
Cetnosti jednotlivych karyotypii u pacientek s Turnerovym syndromem najdete v piiloze

(Tabulky: 11,12).
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X chromozom

V ramci Turnerova syndromu z hlediska cytogenetiky existuje urcité pojitko - tim je
absence celého X chromozomu nebo delece nckterych jeho Céasti. Absence urcitych genil,
které¢ by jinak mély byt pfitomny, pusobi patologicky. K tomuto problému je vSak tieba
pfistoupit podrobnéji, nebot’ jedinci muzského pohlavi (karyotyp 46,XY) maji rovnéZ pouze
jeden X chromozom a i1 u zen s uUplnym karyotypem (46,XX) je jeden z dvojice
X chromozomt inaktivovan. Inaktivace ¢i lyonizace X chromozomu nastava v casnych fazich
vyvoje (zhruba nékdy ve stadiu embrya tvofeného 100 — 200 buitkami) v ptipadé, ze karyotyp
obsahuje vice nez 1 X chromozom (nejcastéji v piipadé uplného zenského karyotypu 46,XX;
nicméné dochdzi k nému 1 u jedinc muzského pohlavi s Klinefelterovym syndromem —
karyotypem 47,XXY a wu dalSich patologickych karyotypti s vice nez jednim
X chromozomem) (Zapletalova J. et al., 2005). Inaktivace X chromozomu je v kazdé z bunck
embrya ndhodnd, nicméné¢ i trvala, nebot’ vSechny dalsi buiiky vznikajici d€lenim této bunky
budou jiZ mit nadale inaktivovany stejny chromozom at’ jiZ maternalniho nebo paterndlniho
puvodu. Takto inaktivovany X chromozom ptedstavuje lozisko vysoce kondenzovaného
chromatinu patrné jako tzv. Barrovo télisko nebo sex chromatin. Jedinci s monozomii 45,X
stejné¢ jako muzi 46,XY Barrovo télisko nemaji. V procesu inaktivace se uplatiiuje X -
inaktivaéni centrum (XIC) a RNA-transkript genu XIST (X Inactivation Specific Transcript;
Xql13.2). Regulacni ulohu pak ma transkript genu TSIX (X Inactivation Specific Transcript
Antisense Xq13.2)

Geny

Dulezité je, ze né€které geny na inaktivovaném X chromozomu jsou i nadale
transkribovany, proto jsou vzhledem k patogenezi Turnerova syndromu obzvlasté zajimavé.

Jedna se o tfi skupiny genii:

1. Geny lokalizované v tzv. pseudoautozomalnich usecich chromozomu X. Jsou to dva
useky — PAR 1 (vétsi usek) na konci kratkého raménka chromozomu X a PAR 2 (mensi tGsek)
na konci dlouhého raménka chromozomu X. Tyto geny maji své homologni kopie ve stejném
pofadi na chromozomu Y. Diky témto oblastem mohou chromozomy X a Y utvofit béhem

meidzy ,.homologni*“ par. Mezi geny v téchto oblastech miize dochdzet ke crossing-overu.
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Ptikladem muze byt gen SHOX (viz. déle) a jeho homologni gen SHOXY (Ypl1.2) (Chu
C.E., Connor J.M., Donaldson M.D.C., et al., 2005).

2. Geny lokalizované mimo pseudoautozomalni useky chromozomu X, které ovSem
nemaji své homologni kopie na chromozomu Y. Mezi tyto geny patii napiiklad gen pro
steroidni sulfatdzu SSDD (Steroid Sulfatase Deficienty Disease; Xp22.32) a jeho mutace

zpusobuje X-vazanou formu kongenitalni ichty6zy.

3. Geny nepodléhajici X inaktivaci, umisténé také mimo pseudoautozomalni oblast na
kratkych 1 dlouhych ramenkach chromozomu X, jejichz stejné kopie se nachazeji na
chromozomu Y. Napftiklad lymfogenni gen ma Yp homologii gen v oblasti PABY a DYS255
(Ogata T., Matsuo N., Muroya K., 2001).

2.4 Klinické projevy a jejich pri¢iny

Jako komplexni syndrom mé i Turnerv syndrom celou fadu klinickych projevi.
Vzhledem k tomu, Ze u vSech téchto projevli neni patogeneze zcela zndmad, jsou nasledujici
odstavce soustfedény na ty projevy, u nichZ je patogeneze objasnéna. Rozsahlejsi ptehled

klinickych pfiznakl je zobrazen v ptilohach (Tabulka: ¢. 13).

24.1 Poruchy riistu a skeletu

NejcastéjSim projevem Turnerova syndromu je ziejmé€ porucha ristu. Nejedna se
ovSem o pouhy nizky vzrlst. Vyskytuji se i rizné skeletalni abnormality (napf. cubiti valgi)
a osteoporoza. Jedna se o komplexni poruchu, jejiz etiologie stale neni zcela objasnéna. Pii

diagnostice nemuze byt vynechana illoha ani jednoho genu.

Jde jiz o dfive zminény gen SHOX (Short Stature Homeobox; Xp22.32, také znamy
jako PHOG (Pseudoautosomal Homeobox Containing Osteogenic Gene). Homeoboxovy gen
lokalizovany v PAR 1 regionu se uplatiiuje béhem ontogenetického vyvoje lidského jedince.
Diky alternativnimu sesttihu tvoti gen 2 typy zralé mRNA o délce 1870 nukleotidd (SHOXa —
exprese v kosternim svalu, placenté, pankreatu, srdci a ve fibroblastech kostni diené) a 1349
nukleotidi (SHOXb — exprese ve fetdlni ledving, kosternim svalu a zejména dienovych

fibroblastech) (Day G., Batch J., McPhee 1., 2005). Nejvyznamnéjsi je tloha SHOX genu pfi
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vyvoji skeletu a to zejména stfednich a distalnich Gseka hornich i1 dolnich koncetin, tedy
pfedev§im ptedlokti a bércii. Diky absenci jedné kopie SHOX genu je vyvoj skeletu
u pacientek s Turnerovym syndromem do jist¢ miry naruSen. Nelze na néj vSak svadét celou
patogenezi poruch ristu a skeletu. Podobny (velmi variabilni) fenotypovy projev vSak
muzeme pozorovat 1 u dalSich chorob zpisobenych mutaci SHOX (¢i SHOXY) genu. Léri-
Weilliiv syndrom zpusobuje jedna mutovana (chybéjici kopie) genu. Langeriv syndrom je

téz81 forma, zptisobena mutaci v homozygotnim stavu nebo deleci obou kopii genu.

Zvlastni formu pak tvofi idiopatickd rastova retardace, ktera ma obecné lehci
fenotypové projevy, a miize byt zptisobena i mutacemi v genu pro rastovy hormon (GH) nebo
v genech pro jeho membranovy (GHR) ¢i volny receptor (GHSR) (Blum W. F., Machinis K.,
et. al., 2006). Vyssi postavu miizeme naopak najit u jedincii se znasobenim SHOX ¢i SHOXY
genil — naptiklad u syndromu Klinefelterova (47,XXY), syndromu 47, XXX (,,Superfemale)
¢147,XYY (,,Supermale®).

Kostni odchylky dale zahrnuji projevy jako cubiti valgi, genua vara, Madelungova
deformita ptedlokti, zkraceni metakarpalnich kustek, odliSny tvar horni a dolni celisti,
anomalie zvukovych kiistek a zevniho zvukovodu. Abnormalni sluchové kistky mohou
zpusobovat nedoslychavost ptfevodniho typu. Diky neobvyklému tvaru zadni ¢asti baze lebni,
ktera je kratsi nebo delsi, dochazi ke zkraceni nebo rozsifeni Eustachovy trubice, tak vznikaji

Casté zanéty jako napf. otitis media.

Pacientky s Turnerovym syndromem maji viceméné normalni hladinu ristového
hormonu 1 rastového faktoru podobného inzulinu (IGF-I). Absence ovarialni steroidogeneze
(viz. dale) rovnéZ nema na vyslednou vysku nikterak velky vliv, ackoliv diive méla ,,vyhradné

estrogenni® teorie mnoho zastancu.

Posledni teorie se priklani k nadzoru, Ze jde o poruchu parakrinni a autokrinni sekrece
IGF-I na urovni fibroblastli (zejména v riistovych zénach dlouhych kosti), pfipadné miize byt

1 pfidruZena rezistence na ristovy hormon nebo IGF-I (Lebl J., Krasni¢anova H., 2006 ).

Dnes je jiz bézna 1éba podavanim rekombinantniho rastového hormonu, ktery dokaze
kone¢nou vysku do urcité miry pozitivné ovlivnit, obzvlasté je-li podavan jiz od détského
véku. Uginek 16¢by rekombinantnim ristovym hormonem neni tak vyrazny jak napiiklad
u lécby deficitu riistového hormonu. Problém nemusi byt ve snizené hladiné rtstového

hormonu, ovSem tato 1é¢ba miize znamenat alespon psychologicky pfinos.

-13 -



Na tomto misté je rovnéz vhodné vzpomenout inzulinorezistenci, ktera se podle
starSich studii vyskytuje u znacného (n¢které udaje hovoii az o polovin€) mnozstvi pacientek
s Turnerovym syndromem, Casto jiz v détském véku (Zapletalova J., et al., 2005). Toto vSak
prokazatelné nesouvisi s terapii rtistovym hormonem (riistovy hormon zvysSuje plazmatickou
hladinu glukoézy), nebot’ nedavné studie dokazaly, Ze pacientky dokazi na zvySenou hladinu
glukozy dobfe reagovat zvySenim produkce inzulinu, ktery pokryva i pfipadnou rezistenci.
diabetes mellitus II. typu, hypertenze nebo hyperlipidémie, byly nékterymi novéjSimi
studiemi zmirnény. Uvazuje se 1 o vlivech spojenych se ziskanou obezitou (vliv psychiky,
izolace, nedostatek pohybu). Jelikoz rGstovy hormon dokaze zadrzovat Na+ a vodu, mize
u pacientek s Turnerovym syndromem vést 1écba pomoci rastového hormonu k recidivam

lymfedémt (zejména diky nizkym schopnostem lymfatické drendze — viz. dale).

2.4.2 Gonady

Dal8im zakladnim projevem Turnerova syndromu je gonaddlni dysgeneze se vSemi
patii fibrozni ovaridlni liSty bez zarodecnych bunék. Tato forma se nachazi u pacientek
s karyotypem 45,X. Naopak u nékterych strukturnich aberaci a mozaikovych forem muze byt

postiZeni ovarii jen malé (pokud viibec je) nebo nastupuje pozdéji.

Stale neni zcela jasné, které geny jsou za vyvojovou chybu zodpovédné. Existuje
nékolik ,kritickych regiont* (Xpll, Xql3-25, Xq26-28) a kandidatnich gent: ZFX (Zinc
Finger Protein X-linked; Xp22.2-21.3), DIAPH2 (Homolog of Drosophila Diaphanous 2;
Xq22) a DFFRX (Drosophila Fat Facets Related X-linked; Xpl11.4). Gen ZFX koéduje
transkripéni faktor typu “zinkového prstu”, gen DFFRX koduje ubiquitin specifickou
proteazu. VSechny 3 geny jsou néjakym zptisobem spojeny s vyvojem gonad. Nékteré z téchto
genl byly objeveny na zdklad¢é komparativné genomickych metod a jejich funkce byla hlavné
prozkouména na modelovém organizmu (napt. na Drosophila melanogaster), u genu ZFX se

uvazuje 1 o tloze pii poruchach ristu (Werner F., Machinis K., 2006).

V pfipadé Cist¢é monozomie chromozomu X a u bunéfnych linii mozaikové formy
s karyotypem 45,X se projevuje dalSi faktor, ktery gonadalni dysgenezi jest¢ zhorSuje

a urychluje. Vznikd nespecificky chromozomalni efekt, nebot’ buiiky s neparovym pohlavnim
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chromozomem nemohou vstoupit do meidzy, coz vede k atrézii oocytll (Gregor V., Sipek A.,

Masatova D., 2003).

Gonadalni dysgeneze vede k absenci ovarialnich steroidnich hormonid pod obrazem
hypergonadotropniho  hypogonadismu.  Estrogenova insuficience je doprovazena
ne¢kolikandsobné vyssimi hladinami gonadotropnich hormonti (pfedevSim FSH), jejichz
sekrece si ovSem zachovava bifazicky pribéh. Nedostatek estrogenli pak vede
k nedostatecnému vyvoji Zenskych pohlavnich orgdnti a prsnich Zzlaz. Pouze 11-22%
pacientek mé dostatek ovaridlnich hormont k vyvoldni menstruace (ovarialni insuficience
vSak ma tendenci vyvijet se postupn¢). Minimalni mnozstvi pacientek (2-5%) ma dlouhodobé
pravidelny menstruacni cyklus a jsou fertilni. Morfologicky obraz ovarii je zavisly na
karyotypu. Déloha zlstava dlouhou dobu malo vyvinuta (tzv. infantilni typ). Pravé primarni
amenorrhoea a nedostatecny vyvoj sekundarnich pohlavnich znakl jsou spolu s malym
vzrastem nejcastéjSi divody, které dovedou pacientky s Turnerovym syndromem k Iékati

(Zapletalova J., et al., 2005).

Dnes existuje moznost substitucni hormonalni terapie, ktera ma za tkol zlepsit vyvoj
sekundarnich pohlavnich znakl a (v zavislosti na zdvaznosti postizeni ovarii) pokusit se
zajistit pravidelny menstruaéni cyklus, pfipadné i1 ovulaci. Jisté zlepSeni se da ocekdvat
1u osteopordzy, ktera vsak u pacientek s Turnerovym syndromem neni primarnim dusledkem
nedostatku estrogenti. Je tieba zhodnotit biologicky vek pacientky (ten byva opozdén) pred
podanim substituéni 1é¢by estrogeny, které¢ zpusobi uzaver epifyzarnich stérbin a znemozni
dalsi rast. Prvnich 21-23 dnt cyklu se podava estrogen, dalSich 10-14 dni se ptidava
1 vestaven, nasledujicich 5 dni se ponechava bez medikace a mélo by se dostavit menstruacni

krvaceni (Pomahacova R., 2007).

Moderni medicina jiz umi c¢astecné fteSit i problém infertility u pacientek
s Turnerovym syndromem. I u pacientek s uplnou gonadélni dysgenezi je mozné oté¢hotnéni
diky darovanému oocytu a metod¢ IVF. Implantuje se do d¢lohy, kterd musi byt pod
substituéni hormonalni stimulaci. T€hotenstvi takovéto pacientky je tfeba podpofit pfislusnou

hormonalni [é¢bou a je tieba pohlizet na néj jako na vysoce rizikové (Mardesi¢ T., 2007).

U pacientek s Turnerovym syndromem, které maji Cast nebo cely chromozom Y
v karyotypu, existuje zvySené riziko vzniku gonadoblastomu. Uplatiiuje se zde predevSim
oblast chromozomu Y zndmé jako GBY (Gonadoblastoma Locus on the Y Chromozome),

jejiz geny plni u muze fyziologické funkce, ovsem v dysgenetickych gonadach mohou ptisobit
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onkogenné. Mezi nejvyznamnéjsi geny z této skupiny patii gen TSPY (Testis Specific Protein
Y-linked; Ypll.2). Piedpokladd se, Ze hraje vyznamnou roli pii indukci meidzy
u spermatogonii, ovSem jeho chybna ¢i nepatficnd exprese mize byt onkogenni. Dalsi
,podezielé” geny jsou RBMY (RNA Binding Motif Protein Y Chromosome; Yql1), PRKY
(Protein Kinase Y-linked; Ypll1.2), PRY (PTBL Related Gene on Y; Y), a AMELY
(Amelogenin Y Chromosomal; Ypl1) (Zapletalova J. et al., 2005).

243 Lymfaticky systém

Abnormalni vyvoj lymfatického systému se podili na fad¢ poruch a obtiZi u Turnerova
syndromu, ovSem zodpovédné geny na chromozomu X stale unikaji piesné identifikaci. Tzv.
»lymfogenni gen“ je lokalizovan na kratkém raménku X chromozomu. Jeho absence je
pfi¢inou vyvojové poruchy lymfatického systému, ktera se projevi poruchou lymfatické
drenaZe spojenou s dilataci lymfatickych cév a méstnanim lymfy. Vznikaji rozsdhlé otoky —
lymfedémy, které postihuji horni ¢ast hrudniku, krk, narty a dal$i struktury. Tyto otoky
deformuji sousedni meékké tkané a jsou zodpovédné za tfadu poruch mékkych tkani
u Turnerova syndromu. Timto zplsobem vznika Stitovity hrudnik, nizka vlasovéd hranice,
abnormality usnich boltcti a nehtti. I postranni kozni fasy — pterygia (pterygium colli), typické
pro Turneriv syndrom, vznikaji na tomto podkladé. (Henry H., 2005).

Rovnéz patogeneze typickych kardiovaskuldrnich anomalii (koarktace aorty, arterialni
aneuryzma, abnormality levého srdce) je spojovdna s poruchou lymfatické drendze
v prenatalnim véku. Existuji 1 domnénky, ze i defekty mocového tustroji (napi. podkovovita

ledvina) vznikaji na podkladu blokované lymfatické drendze.

2.4.4 Neurokognitivni poruchy

Casto se uvadi, 7e Turnerv syndrom neni spojen s poruchami intelektu. Ve
skutenosti to neni tak docela pravda, ackoliv k takovym porucham jako u jinych
chromosomalnich abnormalit (Downtv syndrom, Cri-du-chat syndrom) rozhodné¢ nedochdzi.
Chromozom X ma zvlastni postaveni, nebot’ je na ném lokalizovana asi ¢tvrtina vSech gend,

které¢ v piipadé mutace mohou vést k mentalni retardaci.

Hodnoty IQ jsou u pacientek s Turnerovym syndromem témét shodné jako v bézné

populaci. Pon¢kud snizené vSak mohou byt hodnoty neverbélniho (percepcniho) 1Q (PIQ).
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Pacientky s Turnerovym syndromem mohou mit problémy s kratkodobou paméti, koncentraci

a mohou byt nerozhodné pfi plnéni jednoduchych uloh (Skuse D. H., 2005).

V etiologii neurokognitivnich a psychosocidlnich poruch u Turnerova syndromu se
zfejmé& uplatituje fenomén genomického imprintingu. Ackoliv nebyly prozatim identifikovany
konkrétni geny, ukazuje se, ze je fenotyp ovlivnén tim, jestli chromozom X (u karyotypu
45,X) je maternaniho nebo paternalniho piivodu. Zucastnéné geny zfejmé nemaji homologni
kopii na chromozomu Y, pfesto nepodléhaji lyonizaci a pravdépodobné hraji roli v sexualnim
dimorfismu né¢kterych psychickych projevi. Cely proces je stdle zahalen tajemstvim,
zkoumaji se rovnéz anatomické odchylky nékterych struktur mozku (amygdala, hipokampus).
Vysledky dosavadnich studii ukazuji, ze pacientky se zachovalym maternalnim
X chromozomem maji vétsi sklon k neurokognitivnim poruchdm a maji spiSe problémy se
socialni adaptaci. Naopak pacientky s paterndlnim X chromozomem maji horsi vizudlni

pamét (Skuse D. H., 2005).

Vzhledem k urcité fyzické odlisSnosti pacientek s Turnerovym syndromem je tieba

oc¢ekavat psychologické komplikace 1 z téchto divodu.

2.5 Molekularni markery

Pomoci DNA markert 1ze jednoduse detekovat rozdily v genetické informaci, kterou
sledovani jedinci nesou. Diive byly jako molekularni markery pouZivany predevsim bilkoviny
a jejich rizné varianty, tzv. izoenzymy. V soucasné¢ dobé se vSak vyuziva nejcastéji DNA
markert, které jsou oproti izoenzymiim vice variabilni a mohou charakterizovat cely genom.
Na rozdil od proteinovych markerti nejsou tak vyznamné ovlivnény prostfedim a neni tedy
naruSena jejich selektivni neutrdlnost, coz v nékterych ptipadech nebyva splnéno u
izoenzymovych markeri, na které muze selekce pisobit bud pfimo nebo skrze geny

vystavenymi selekei, s nimiz byvaji ¢asto ve vazb& (Repkova J., Relichova E., 2001).

2.5.1 Vyuziti DNA markeri

DNA markery jsou vyuzivany napi. pro DNA fingerprinting, testovani otcovstvi,
genetické mapovani, populacni genetiku, populacni genekologii a pii studiu evoluce na

molekularni trovni (fylogenetické analyzy, feSeni taxonomickych otazek).
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DNA markery jsou aplikovatelné u vSech organismu, kde je zvladnuta technika izolace

DNA. Molekulérni markery maji diky fyzikalnim vlastnostem DNA nékolik vyhod:

1) DNA muzeme ziskat nejenom ze zivych, ale i z mrtvych tkani (v pfipad€ rostlin
z herbatovych polozek). Molekula DNA je natolik stabilni, Ze miZze byt zachovéna 1 po dobu

nekolika miliona let (Cano R.J., et al., 1993).

2) Pro potiebnou analyzu staci malé mnozstvi DNA. DNA markery tedy lze pouzit

1 u velmi ranych ontogenetickych stadii.

3) Pouziti DNA markeri je nezavislé na podminkach prostiedi, takze jsou selektivné
neutralni. Toto nebyva v nekterych ptipadech splné€no, napt. u isoenzymovych markerd, na
kter¢é muze pusobit selekce piimo nebo které byvaji Casto ve vazbé se selekci
vystavenymi geny (Possamai C.O., 2008). Odlisné tseky DNA jsou vystaveny ruznym
selekénim tlakiim. VétSina sekvenci kodujicich zivotné dilezité proteiny podléhd silnému
selekénimu tlaku, a proto jsou nevariabilni a pro analyzy vétSinou nepouzitelné. Na druhé
stran¢ v nekodujicich oblastech (introny a mezigenové regiony), u kterych lze predpokladat
selekéni neutralitu, a jejichZz miru polymorfismu miiZze ovlivilovat pouze geneticky drift, se

snadno hromadi mutace, a proto jsou nekddujici sekvence variabilni.

2.5.2 Charakteristika DNA markeru

DNA markery jsou zaloZzeny na polymorfizmu, tedy variabilité¢ v sekvencich DNA.

Jako DNA markery mohou byt vyuzity jen ty sekvence, které maji nasledujici vlastnosti:
»  vysoky polymorfizmus
»  Casty vyskyt v genomu
»  snadné a rychlé testovani
»  vysoka reprodukovatelnost
»  snadna vyména udaji mezi laboratoremi

Neni snadné najit marker, ktery by splioval vSechna kritéria. Podle cile studia je
potteba zvolit nejvhodné;jsi typ markerd. Z hlediska pouzité metody se DNA markery déli na
markery zaloZzené na hybridizaci DNA a markery zalozené na polymerazové fetézové reakci
(PCR). V prvni skupin¢ markeri se DNA profily vizualizuji prostfednictvim hybridizace
fragmentii DNA Stépené restrikénim enzymem se znac¢enou sondou. DNA sonda je fragment

DNA znamého plivodu a sekvence. Ve druhé skupiné jsou markery zalozené na in vitro
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amplifikaci  ur¢itych sekvenci DNA nebo lokusi prostfednictvim  specifickych
1 nespecifickych primer (nukleotidovych sekvenci) za ti€asti termostabilniho enzymu DNA
polymerazy. Amplifikované fragmenty se separuji elektroforeticky a jsou detekovany po

obarveni (napf. ethidiumbromidem) nebo autoradiograficky.

2.5.3 STR marker

Tato prace je zaméfena na STR markery, proto ostatni typy markerii nebudou

podrobné popsany.

STR markery jsou sekvence DNA sloZené z mnohokrat opakujicich se motivli o délce
1 — 9 nukleotidl (napt. (GA),, (GATA),) (Tautz D., 1989). Jsou soucasti kddujicich
1 nekddujicich oblasti genomu. Obvykle se vSak tato polymorfni mista vyskytuji
v nekddujicich oblastech. V' kodujicich by ménila ¢teci rdmec odpovidajiciho bilkovinného

produktu.

Je prokazano, ze v pribéhu evoluce dochazi k prodluzovani mikrosatelitovych
sekvenci, coZ lze pozorovat uz v pribéhu né€kolika stovek generaci. Dalsi mikrosatelity se
ovSem mohou snadno vysteépit rekombinaci. Zda se ale, Ze n¢které mikrosatelitové sekvence
ziskaly ¢asem urcitou funkci, kterd ptispiva k jejich udrzeni v genomu ( Possamai C.O. et al.,

2008).

Podle slozeni 1ze mikrosatelity rozdé€lit na dokonalé, nedokonalé a sloZzené. Dokonaly
mikrosatelit je tvofen souvislym motivem, napt. (4G)y4, nedokonaly mikrosatelit je tvofen
nekolika riznymi motivy, napt. (4G)14(A7);s (Williams G.K., et al, 1990). Oblasti ptilehlé
k mikrosatelitim jsou obvykle unikatni. Lze tedy navrhnout primery, které mohou dany
mikrosatelitovy marker vyhleddvat. Diky malé velikosti a délkovému polymorfismu
jednotlivych lokusii se screening provadi jednoduse amplifikaci lokusi pomoci PCR
z okrajovych primert a naslednou elektroforézou. Je to metoda ¢asove nenarocna a daji se tak
hodnotit rGzné lokusy a velky pocet vzorkli najednou. Nevyhodou je néaro¢nd izolace
mikrosatelitovych lokusti z genomu, abychom ziskali unikatni okolni sekvence. AvSak ne
vSechny mikrosatelity jsou informativni a snadno identifikovatelné metodou PCR. Obvykla

délka fragmentt je 100 az 250 bp.

Tyto vysoce polymorfni markery se vyskytuji ve vSech eukaryotnich genomech

a v nékterych genomech prokaryot. Mikrosatelity se staly dobrym nastrojem pro konstrukci
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genovych map a maji také velké vyuziti v oblasti populacni genetiky a molekularni evoluce.
Mikrosatelitové markery maji vSak i své nevyhody. Tento marker je potieba nejprve ziskat,
k tomu je potifeba pfiprava genomové knihovny, ¢aste¢né sekvenovani a syntéza primerd.
Mikrosatelitovy marker se nejcastéji ziskdva prohledavanim znamych sekvenci obsaZenych

v riznych databazich (napt. EMBL, GenBank) nebo izolaci z riznych typt knihoven DNA.

Pocty opakovani daného STR lokusu se dédi podle Mendelovskych pravidel. Protoze
je vztah mezi alelami kodominantni, ziskdme od kazdého jedince dva typy amplifikatd. To

dokazuje jejich vysokou informativnost.

Nejcastéjsim zpusobem vzniku novych alel je ,,sklouznuti DNA polymerazy béhem
replikace repetitivniho tseku. DNA polymerdza nasledné nasedne zpét na origindlni fetézec
DNA, avSak v jiném mist¢ mikrosatelitu a pokracuje v syntéze. Nov¢ nasyntetizovany
mikrosatelit se od ptvodniho 1isi v poctu opakovani repetic a za normalnich okolnosti je
opraven mismatch repair syst¢émem. Pokud vSak nastane situace, ze reparacni systém
nefunguje, hromadi se v genomu mikrosatelitové lokusy s odliSnym poctem repetic.
Mutované jsou predev§im mononukleotidové a dinukleotidové repetice. Tento stav se nazyva

mikrosatelitni nestabilita ( Wheeler J.M., Bodmer W., Mortensen N.J., 2000).

Mikrosatelitni sekvence jsou v nekddujici oblasti DNA, a proto jejich mutace
neovlivni expresi genil. Repetitivni sekvence se ale mohou také vyskytovat v mistech
kédujicich geny. Zmeéna velikosti repetitivniho Useku mize zpisobit posun ¢teciho ramce
béhem translace a zapficinit vznik nefunkéniho proteinu nebo zménit jeho funkci (napf.

Huntingtonova choroba).
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3 Cil prace

1) Cilem mé bakaléiské prace je reSerSe problematiky Turnerova syndromu.
2) Reserse molekularnich markert se zamétenim na STR markery.

3) Cilem experimentalni ¢asti je ptivod chromozomu X u pacientek s Turnerovym

syndromem.
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4 Material a metodika

4.1 Laboratorni vybaveni
> Termocykléry: Life Expres, BIOER PTC-200, MJ RESEARCH
»  Pipety: Labmate (2 pl1, 20 pl, 200 pl)
Pipetman Gilson (1 000 pl)
EppendorfResearch (2,5 ul)
»  Analyticka vaha: BBC 32, BOECO Germany
»  Centrifugy: Spectrafuge 7M,
Pagnet (max. 10 00 rpm)
Janetzki S70 (max. 6 000 rpm)
Trepacka: Multi Bio RS-24, BIOSAN EAST PORT
Michaci souprava: FISHER SCIENTIFIC
Elektroforeticka komora: BIO-RAD
Soustava skel pro gelovou elektroforézu: BIO-RAD
Svorky ("clamp") pro elektroforeticka skla: BIO-RAD
Stojan pro upevneni skel: BIO-RAD
Spacery: 1,5mm; BIO-RAD
Hrebeny: 14 jamek, BIO-RAD
Soustava pro nalévani gelii: BIO-RAD
Mikrovinna trouba: Elektrolux

Chladnicka: Samsung

YV Vv VYV ¥V VvV V¥V ¥V V¥V V VY V V

Mraznicky: Elektrolux (-26°C), Zanussi (-18°C),
PMA 315 BL (-18°C), Liebher Comfort (-32°C)

»  Digitalni fotoaparat. LUMIX DMC-LX1, PANASONIC
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4.2 Soubor vySetfovanych pacientii

Na Turnerv syndrom bylo vySetfeno 12 pacientek spolecné s jejich rodic¢i. Do

vySetfované skupiny patii pacienti z Ceské republiky. Pouzitym materidlem pro vysetieni byla

DNA izolovana z periferni krve.

4.3 Izolace DNA Millerovou metodou

1)

2)

3)
4)

5)

6)

7)

8)

9)

10 ml periferni krve promichat s 300 pul 0,5 mol/l EDTA (pH = 8)

Krev pfelit do kyvety (50 ml zkumavka), pfidat 30 ml LB pufru a nechat

lyzovat na ledu po dobu 45 min
Krev centrifugovat pti 2000 rpm 30 min.
Slit supernatant do zkumavky

Ptidat 10 ml LB pufru, sediment s LB pufrem dukladn¢ protiepat
a centrifugovat pti 2000 rpm 10 min

Supernatant slit

K sedimentu ptidat 3 ml NLB, promichat a kvantitativné¢ prenést do 10 ml

zkumavky

Ptidat 50 pl proteinasy K (20 pg/ul), 150 ul 20 % SDS a dikladné vse
protiepat

Inkubace pies noc v termostatu pii 37°C

10) Pridat 1000 ul NaCl ( 6 mol/l), prottepat po dobu 15 s

11) Centrifugovat pii 4000 rpm 15 min

12) Supernatant slit do 10 ml zkumavky a centrifugovat pti 4000 rpm 15 min

13) Provadét opakovani dle bodu 12, az je supernatant Ciry
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14) Supernatant slit do 15 ml zkumavky, zalit 100% etanolem a DNA nechat

voln¢ vysrazet

15) DNA ptenést do mikrozkumavky (typu eppendorf) s 70 % etanolem, protiepat

a centrifugovat pti 8000 rpm 5 min
16) Etanol opatrné slit a nechat volné vyschnout

17) DNA rozpustit v 500 ul TE pufru

SloZeni roztoku:

Tabulka €.1: Slozeni LB: Lysisbuffer

Chemikalie Mnozstvi

155 mM NH4Cl | 8,825 ¢

10 mM KHCOs | 1,001 g

0,5 mM EDTA 1 ml

pH 7.3 -7,4 upravené piidanim cca 800 pl konc. NaOH

Doplnéni destilovanou vodou do 1 1.

Tabulka €.2: Slozeni NLB: Nuclei lysis buffer

Chemikalie Mnozstvi

[g]

10 mM Tris-HCl 1,211

400 mM NaCl 23,376

2 mM EDTA 0,745

pH7,3-7,4

Doplnéni destilovanou vodou do 1 1.
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Tabulka ¢.3: SloZeni TE: tris-EDTA buffer

Chemikalie | Mnozstvi

Tris7,5M | 2,5ml

0,5SMEDTA | 0,5ml

Doplnéni destilovanou vodou do 250 ml.

4.4 Polymerazova retézova reakce (PCR)

PCR je metoda, ktera slouzi k amplifikaci definovaného useku DNA in vitro. Reak¢ni
smés obsahuje templatovou DNA, 2 oligonukleotidové primery (komplementarni ke 3'konci
templatu, ohraniCujici dany segment), deoxyribonukleotidtrifosfaty (dATP, dTTP, dCTP,
dGTP), termostabilni DNA polymerazu, stabilizujici reakéni pufr obsahujici hofecnaté ionty

(nezbytné pro funkci DNA polymerazy).
Reakce probihd opakované v cyklech (30-40 cykld) zahrnujicich 3 kroky:
1) denaturaci ds DNA templatu (92-98 °C)
2) nasednuti primert ("annealing") (45-65 °C)

3) syntézu komplementarniho fetézce ve sméru od 5' k 3' konci ukotvenych

primert ("extension phase"). Posledni fize probiha pfi teploté 68-75 °C.
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PCR smés pro amplifikaci DNA pacientti obsahuje (pro jednoho pacienta):

Tabulka ¢.4: Smés DMSO +

Chemikalie MnozZstvi
[ul]
PCR vody 4,5
Combi ppp Master Mix (75 mmol/l Tris-HCI, pH 8§,8; 20 mmol/l 7,5
(NH4),SOy4; 0,01 % Tween 20, 2,5 mM MgCl,, 200 uM  dATP, 200 uM dCTP,
200 uM dGTP, 200 uM dTTP, 50 U/ml Taq Purple DNA polymerazy,
monoklondlni protilatka anti-Taq (19 nM), stabilizatorya aditiva).
DMSO 1,5
primer F (10 pmol/ pl) 0,25
primer R (10 pmol/ pl) 0,25
DNA (50 ng) 1
Tabulka €.5: Smé DMSO -
Chemikalie Mnozstvi
[ul]
PCR vody 6
Combi ppp Master Mix (75 mmol/l Tris-HCI, pH 8§,8; 20 mmol/l 7,5
(NH4),S04; 0,01 % Tween 20, 2,5 mM MgCl,, 200 uM  dATP, 200 uM dCTP,
200 pM dGTP, 200 puM dTTP, 50 U/ml Taq Purple DNA polymerazy,
monoklonalni protilatka anti-Taq (19 nM), stabilizatorya aditiva).
primer F (10 pmol/ pul) 0,25
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primer R (10 pmol/ ul)

0,25

DNA (50 ng)

Tabulka €.6: Podminky amplifikace

Teplota Cas Pocet cyklu
°O) (min)
95 5
94 0:30
55 1 10x
72 1:30
94 0:30
55 1 25x
72 1:30
90 0:30
10 neomezené

Tabulka ¢.7: Sekvence primert pro PCR

Oznaceni
Exon | oligonukleotidového

primeru

Oligonukleotidova sekvence

1 AR.PCRI1.1

TCCAGAATCTGTTCCAGAGCG

1 AR.PCR1.2

GCTGTGAAGGTTGCTGTTCCT

2 DXSI01.AAT

AAATCACTCCATGGCACATGT
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2 DXS101.ATT ACTCTAAATCAGTCCAAATATC

3 DXS8377f CACTTCATGGCTTACCACAG

3 DXS8377r GACCTTTGGAAAGCTAGTGT

4 HSCP2f TGATCAGAGGTATGCTGGAGA

4 HSCP2r CCAGGGCAACAAGAGTGAA

7 STRX1f TCAGAGGAAAAGAAGTAGACA

7 STRXIr TTCTCTCCACTTTTCAGAGTCA

8 DKW 0O2f GCTTTCCTCCTAAGACCCACTT

8 DKW Or TCTGCCAATGGAGATAGTTTC
4.5  FElektroforéza na agar6zovém gelu

Tento typ elektroforézy se pouziva ke zjisténi u¢innosti PCR a k orientaénimu zjisténi

délky DNA fragmentd. Agardézovym gelem prochéazi stejnosmérny elektricky proud, diky

némuz se separuji jednotlivé naamplifikovné fragmenty DNA. Pro vizualizaci se pouzivaji

barviva interkalujici s DNA, jako je napfi. ethidium bromid (emituje purpurové svétlo) nebo

SYBR®-Green (zafi svétle zelen€).

Po PCR probihala elektroforéza na 1,5% agarézovém gelu, ktery pro snadnou detekci

amplikonti obsahuje ethidium bromid (EthBr). Gel obsahuje 3 pl EthBr (10 mg/ml) na 60 ml

gelu. Gel se umisti do vanicky s TBE pufrem, ktery zajisti optimalni prabéh el. proudu.

Combi PPP Master Mix umoziiuje piimé nandSeni PCR produktu do jamek bez piidani

nanéseciho barviva (Bromfenolovd modf). Do jamek se nandsi piimo 5 pul PCR produktu.

Vlastni separace probiha pfi 80 V 30 minut. Ziskané vysledky se zdokumentuji pomoci

digitalniho fotoaparatu.
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Tabulka ¢.8: Slozeni TBE pufru

Chemikalie Mnozstvi

Tris-(hydroxymetyl)-aminometan 54 ¢g

Kyselina borita 275¢g
0,5M EDTA 1 ml
Destilovana H,O 51

4.6 Elektroforéza na polyakrylamidovém gelu (PAG)

Pii elektroforéze na polyakrylamidovém gelu se latky dé&li nejen na zékladé
elektrického ndboje, ale 1 podle velikosti molekul. V mistech zastaveni pohybu frakce se
vytvoii linie. RozliSovaci schopnost tohoto typu elektroforézy je mnohem vySSi nez

u ptredchoziho typu nosice.

Polyakrylamidovym gelem prochazeji vzorky DNA o velikosti kolem 100 pb. Pisobi
na n¢ stejnosmérny elektricky proud. Elektroforetickda komtrka je tvofena parem skel
oddé€lenych spacery, které jsou stabilizovany pomoci svorek a upevnény do stojanu. Roztok

muze byt denaturacni nebo nativni.

Denaturacéni roztok

Komora je plnéna denaturaénim roztokem viz. Tab.9. Naliti roztoku a pfidani vSech
sloZzek musi probihat v kratkém ¢asovém sledu, protoze APS a TEMED spousti polymerizaci
v prib¢hu 5min. Smés je vlita do prostoru mezi skla a opatfena hiebenem pro vytvoteni
jamek. Polymerizace roztoku trva asi 60 minut. Poté jsou skla bez hiebenl vsazena do
plastového jadra (BIO-RAD) s 0,5 TBE pufrem ve vané. Néz jsou jamky naplnény vzorky, je
potieba je proplachnout 0,5 TBE pufrem, aby se znich odstranily zbytky denaturacnich
¢inidel. Nasleduje aplikace smési 6 pl STR barvy a 6 pul PCR produktu do jamek. Pred
nanesenim do jamek je smés 3 min. denaturovana v termocycleru. V pribéhu nanaseni je
smés chlazena v ledové lazni. Elektroforéza probihd pti 200 V, 5 Wh a 25 mA 4 hodiny. Gel

je po uplynuti doby vyjmut, svorky, spacery, a jedno z paru skel jsou odstranény.
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Po rozebrani komory je gel barven roztokem EthBr (0,25 mg v 500 ml TBE pufru) 30 minut,
poté je gel oplachnut destilovanou vodou. Pro vizualizaci se pouzije UV transiluminator (260
nm). Dokumentace je potfizovana digitalnim fotoaparadtem. Vzhledem k jednofetézcové formé

DNA je vhodnéjsi pouziti barveni dusi¢nanem stiibrnym.

Nativni roztok

Komora je plnéna nativnim roztokem viz. Tab.10. Pfiprava roztoku a elektroforéza
probiha stejné jako u denatura¢niho roztoku. Pouze v nandSeci smési se pouzije misto STR
nanaSeci barvicky Bromfenolova modi. Elektroforéza probihd pii 200 V, 5 Wh a 25 mA 5
hodin. Gel je po uplynuti doby vyjmut. Po rozebrani komory je gel barven roztokem EthBr
(0,25 mg v 500 ml TBE pufru) 30 minut, pot¢ je oplachnut destilovanou vodou. Pro
vizualizaci se pouzije UV transiluminator (260 nm). Dokumentace je pofizovana digitalnim

fotoaparatem.

Tabulka ¢€.9: SloZeni 8% denatura¢niho roztoku 45 ml

Chemikalie | Mnozstvi

urea 189 ¢g

2x TBE 11,25 ml

40% AA-bis 9 ml

H,O 5,85 ml

TEMED | 37,5ul

10% APS 375 ul
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Tabulka ¢.10: SloZeni 8% nativniho roztoku 45 ml

Chemikalie | Mnozstvi

glycerol 4,5 ml

2x TBE 11,25 ml

40% AA-bis 9ml

H,O 20,25 ml

TEMED 37,5 ul

10% APS | 375ul
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5 Vysledky

DNA vyizolovand Millerovou metodou z periferni krve byla pouzita pro diagnostiku
pivodu X chromozomu u pacientek s Turnerovym syndromem. Metodou PCR byl
naamplifikovan definovany usek DNA. Pied samotnym nanesenim vzorkii do 8%
polyakrylamidového gelu byly vzorky otestovany v 1,5% agar6zovém gelu, kvuli zjisténi

vyskytu produktt (viz. obr.1).

PCR produkty v 8% denaturacnim i nativnim gelu po obarveni roztokem EthBr byly

Spatné az nulové¢ detekovatelné (viz. obr. 2).

Obrazek ¢.1: PCR produkty za pouziti primeru 2 v 1,5% agarézovém gelu (test gel)
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Obrazek ¢.2: PCR produkty za pouZiti primeru 2 v 8% denaturaéni

polyakrylamidovém gelu
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6 Diskuze

NejcCastéjsi pri¢inou ztraty jednoho chromozomu X je nondisjunkce. K poruse
separace homolognich chromozoml mlze dojit béhem anafaze 1. nebo II. meiotického déleni.
Vysledny patologicky karyotyp u plodl pocatych z abnormalnich gamet zavisi na tom, zda

k nondisjunkci doslo béhem matetské nebo otcovské gametogeneze.

Nema-li vajicko zadny chromozom X (nulisomie) a je oplodnéno spermii nesouci
chromozom X, bude mit zygota karyotyp 45,X. V dalSim ptipad¢, kdy vajicko nesouci jeden
chromozom X je oplodnéno spermii, kterda nema Zzadny zchromozomi, zygota bude

monosomicka (45,X) a vyviji se plod s Turnerovym syndromem.

Na podkladé molekularné-genetickych analyz vyuzivajicich polymorfismus délky
restrikénich fragmenti (RFLPs) nebo wvariability tandemovych opakovani (VTRs) bylo
zjiSté€no, Ze piiblizn¢ ve dvou tietindch ptipadl je jediny chromozom X matetského plivodu

(normalni vajicko bylo oplodnéno nullisomickou spermii) (Mathur A., Stekol L., 2001).

Podle cytogenetickych nalezi byla u stovky pacientek ur¢ena monozomie (45,X)
u 22%, vyskyt mozaiky byl vyssi - 68%, strukturalni vady a karyotyp 46,XY byly zastoupeny
10% (Bing J., 2002). Z toho vyplyva, Ze Turnerv syndrom je nejcastéji zpuisoben vznikem

chromozomalni mozaiky.

Vysledky dosavadnich studii naznacuji, Ze se klinické projevy Turnerova syndromu
lisi podle toho, zda je chromozom X matefského nebo otcovského ptivodu. Divky
s chromozomem X matefského plvodu maji vyssi vyskyt vrozenych srdecnich vad,
napadnéjsi kozni fasy na krku a vyraznéj$i poruchu abstraktniho mysleni (Zapletalova J.
et al., 2005). Také je u nich vys$si vyskyt neurokognitivnich dysfunkci a byly zaznamenany
1 problémy se socialni adaptaci. ( Mazzoco M., Singh B. M., et al., 2008). Zda matefsky nebo
otcovsky genovy imprinting opravdu hraje vyznamnou roli, ukézi az dal§i molekularné-

genetické studie.

Urceni ptivodu chromozomu X bylo soucasti bakalaiské prace. Vzhledem k pouzitym
metodikam nejsou vysledky prokazatelné. V 8% denaturacnim gelu, kde byla pouZita technika
barveni pomoci roztoku EthBr byly vysledky velice Spatn¢ detekovatelné. To mohlo byt
zpisobeno $patnym navazanim EthBr na jednofetézcovou DNA v denaturovaném prostiedi.

Vzorky byly naneseny 1 do 8% nativniho gelu, ale ani zde nedoslo k dostate¢né detekci.
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7 Zavér

Turnerv syndrom je komplexni porucha zplsobend monozomii 45,X nebo
strukturdlnimi aberacemi chromozomu X, pfipadné¢ mozaikovou formou obojiho. Na vzniku
projevi Turnerova syndromu se podili absence genii, které za normdlnich podminek
nepodléhaji lyonizaci (vétSina téchto genti md homologni kopii na chromozomu Y). Timto
zpusobem vznikaji zakladni projevy jako nizky vzriist a anomalie skeletu, dysgeneze ovarii
(astim spojené¢ projevy hypergonadotropniho hypogonadismu) ¢i poruchy lymfatické
drendze a s tim spojené abnormality (pravdépodobné véetné vad kardiovaskularniho systému
a mocového Ustroji). U neurokognitivnich poruch se ziejmé uplatituje genomicky imprinting.
Ovarialni dysgenezi mize negativné ovliviiovat 1 absence druhého gonozomu, ktery brani
zahajeni meidzy.

Po terapii ristovym hormonem a substitucni 1é¢be estrogeny 1ze dosdhnout uspokojivé
vysky 1 vzhledu. Fertilitu nelze vzdy obnovit, je zde vSak moznost téhotenstvi diky

darovanému oocytu a metod¢ IVF.

Ackoliv dnes neni mozné v prenatalnim vyvoji ani v prub¢hu Zivota postizenych divek
vylécit Turneriv syndrom, diky modernim medicinskym postupiim, predev§im z oblasti
hormonalni terapie, 1ze zZenam trpicim touto chorobou nabidnout relativné¢ normalni, témét

plnohodnotny, Zivot.

V experimentalni casti se nepodafilo uvést do praktického pouziti zvolené STR
markery, proto nebylo mozno vysledovat plivod chromozomu v souboru nasich pacientek. Po

dohodé¢ s vedoucim prace byla bakalafska prace zpracovana pouze na teoretické urovni.
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Seznam pouzitych zkratek a symboli

A

AA —Dbis

APS

C
dATP
dCTP
dGTP
DMSO
DNA
dTTP
EDTA

EthBr

GH
GHR

GHSR

H,O
HCl
IGF-I
IVF

KHCO;3

LB

adenin

bis-akrylamid

amonium persulfate — amonium persulfat

cytosin

deoxyadenosintriphosphate — deoxyadenosintrifosfat
deoxycytosintriphosphate — deoxycytosintrifosfat
deoxyguanosintriphosphate — deoxyguanosintrifosfat
dimethylsulfoxide - dimetylsulfoxid

deoxyribonucleic acid - deoxyribonukleotidova kyselina
deoxytyrosintriphosphate — deoxytyrosintrifosfat
etylen diamin tetraacetic acid — etylendiamin tetraoctova kyselina
ethidium bromid

gram

guanin

growth hormon — ristovy hormon

growth hormon receptor — receptor ristového hormonu

growth hormone secretagogue receptor — volny receptor rastového

hormonu

voda

chlorovodikova kyselina

insulin like growth factor 1 - inzulinu podobny rtstovy faktor 1
in vitro fertilisation — umélé oplodnéni

hydrogenuhli¢itan draselny

litr

lysis buffer — lyza¢ni pufr
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mA
mg
min

ml
mRNA
NaCl
NaOH
NH4C1
NLB
PAGE
pb
PCR
RNA
SDS
SHOX
STR marker
T

TE

TEMED

miliAmper
miligram
minuta/ty
mililitr
mediatorovd RNA
chlorid sodny
hydroxid sodny
chlorid amonny
nuclei lysis buffer — pufr pro lyzaci jader
polyakrylamidova gelova elektroforéza
pary bazi
polymerase chain reaction — polymerazova fetézova reakce
ribonucleic asid — ribonukleova kyselina
sodium dodecyl sulfate — dodecyl sulfat sodny
Short Stature Homeobox
short tandem repeats — kratké opakujici se repetice
tyroxin
tris-EDTA buffer, EDTA pufr
N,N,N*N* — tetramethylendiamine - N,N,N‘,N* — tetramethylendiamin
volt
watt

mikrolitr
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10  Prilohy

Tabulka ¢.11: Podil jednotlivych karyotypii u pacientek s Turnerovym

syndromem

Karyotyp Frekvence v %
45,X 25-60
45,X/46,XX
45,X/47, XXX 30-60
45,X/46,XX/47,XXX
46,Xi(Xq)
46,X,del(Xp) 10
46,X,1(X)
45,X/46,Xi1(Xq)
45,X/46,X,del(Xp) 10
45,X/46,X,1(X)
45,X/46,XY 0,5-3,0
Jiné 5

Zdroj: Zapletalova J., Lebl J., Snajderova M.; Turnertiv syndrom; Galén; Praha; 2003

Tabulka ¢.12: Podil jednotlivych karyotypt u 196 pacientek s Turnerovym

syndromem z Adult Turner clinic v Middlesexu a Oxford Redcliffe hospitals, Spojené

Kralovstvi

Karyotyp Pocet pripada Frekvence v «
45,X 95 48
46,Xi,(Xq) 36 18
45,X/46,XX 21 11
46,Xr,(X) 19 10
45,X/46,XY 11 6
45,X/46,X,idic(Y) 2

46,X,del(Xp) 3 1,5
46,X,del(Xq) 6 3
Ostatni 3 1,5

Zdroj: Elsheikh M, Dunger D. B., Conway G. S., Wass J. A. H.; Turner’s Syndrome in Adulthood; Endocrine Reviews;
2002; 23(1); pp. 120-140
Online: [http://www.pubmed.com/ PubMed ID: 11844747]



Tabulka ¢.13: Klinické pFiznaky a jejich frekvence u divek s Turnerovym

syndromem
Pfiznak Frekvence v %
Defekt rustu 98 - 100

Intrauterinni ristova retardace

Rustové opozdéni v détstvi a dospivani
Mala finalni télesna vyska

Gonady 95-98
Gonadalni dysgeneze
Defekt krku 80
Pterygia colli

Kratky krk s nizkou vlasovou hranici
Defekt hrudniku 75
Rozlozity s vétSi vzdalenosti hypoplastickych bradavek
Defekt klize, podkozi a kozni adnexa 60-79
Lymfedémy
Pigmentové névy
Hypertrich6za
Miskovité nehty
Defekt usi 40-59
Deforomované boltce
Chronicky zanét stfedousi
Nedoslychavost

Defekt o€i 20-39
Pt6za vicek
Epikantus
Strabismus, myopie
Defekt skeletu 40-59
Cubiti valgi

Zkracené metakarpy a metatarzy (zvlasté 1V.)
Madelungova deformita

Osteoporéza

Skoliéza

Hypoplasticka dolni ¢elist

Gotické patro

Vadna zubni sklovina

Defekt srdce a velkych cév 23-26
Koarktace aorty

Bikuspidalni aortalni chloper
Aneuryzma aorty

Defekt ledvin 40-59
Podkovovita ledvina

Dystopie ledviny

Vady ledvinnych panvicek a ureter(
Abnormality renalnich cév




Autoimunitni choroby

Hashimotova thyreoiditida 35-60
Celiakie 8-10
Nespecifické stfevni zanéty, vitiligo 2-4
Porucha glukézové tolerance 38

Zdroj: Zapletalova J., Lebl J., gnajderové M.; Turnertiv syndrom; Galén; Praha; 2003



