Pohlavni chromatinovy znak u ¢lov&ka — sex chromatin

POHLAVNI CHROMATINOVY ZNAK U CLOVEKA - SEX CHROMATIN

(Barveni a pozorovani Barrova téliska v jadrech bunéek ustni sliznice. Procentuélni zastoupeni

pohlavniho chromatinu v burikach zen a muzi. Fluorescencni barveni Y-chromatinu.)

uvoD

Pohlavni rozmnoZovani s sebou nese i nutnost geneticky odlisit samce a samice. U nékterych druht
organismu je tento problém vyfeSen pritomnosti pohlavnich chromozému. V ptipadé savct doslo
k vytvofeni chromozomti X a Y, kdy samice nesou ve svych buiikach dva X chromozomy (oznacuji se
proto jako homogametické pohlavi) a samci dva rtzné chromozomy, jak chromozom X a Y
(heterogametické pohlavi). Aby byla zajiSténa stejnd exprese genti nachazejicich se na X chromozomu
u obou pohlavi, vyvinul se postupné mechanizmus, ktery ,nadbyte¢ny“ chromozom u Ssamic

inaktivuje, dochazi k tzv. vyrovnani genové davky.

Existenci inaktivovanych chromozomi X u ¢loveka pozoroval Muray L. Barr (1949), kdyz prokazal
existenci heterochromatinizovanych center vjadrech bun€k bukalniho stéru, tzv. pohlavniho
chromatinu neboli Barrovych télisek. Skute¢nost, ze pokud se v jadrech savci vyskytuje vice nez
jeden chromozom X, dochazi k jejich inaktivaci, poprvé popsala Mary Lyon v roce 1961 u mysi a na

jeji pocest je tento jev také oznacovan jako lyonizace.

V ¢asném stadiu embryonalniho vyvoje (u ¢lovéka piiblizné 16. den od vzniku zygoty, u mysi 3,5-
5,5ty den) doch&zi v kazdé bunce k inaktivaci nadbyte¢ného chromozomu X; tento proces je ndhodny
a jeho vysledek je, s vyjimkou tvorby pohlavnich bunék trvaly, je zachovan ve vSech burikach
vzniklych délenim pivodni matetské buriky. Nasledkem toho je jedinec samiciho pohlavi mozaikou
dvou typi bunék - bunék s aktivnim X pochazejicim od otce, a z bunék s aktivnim X pochazejicim od
matky. V rozdilnych souborech bunék se uplatiiuje soubor alel vzdy pouze jednoho z obou
chromozémi X (proto u jednovajecnych dvojéat jsou si vice podobné pary jedinci samc¢iho pohlavi
nez sami¢iho). Pokud jsou homogameticti (samice XX) jedinci zaroven heterozygoty pro geny
lokalizované na chromozomu X, jsou pak i genetickou mozaikou. Nese-li dvojice chromozému X
heterozygotni vybavu alel (Aa), potom budou ur¢ité soubory bunék v zavislosti na inaktivaci
chromozomu X fenotypové vyjadfovat funkci jedné (A) nebo druhé alely (a). Piikladem takto
podminéného projevu u heterozygotnich Zen je deficit produkce enzymu glukdza-6-
fosfatdehydrogenézy projevujici se zvySenou vnimavosti krvinek k oxidativnimu stresu — projev X-
vazaného favismu anebo anhidroticka ektodermalni dysplazie, mozaikovité chybéni potnich zlaz; nebo

skvrnita srst u sami¢ek mysi nebo “tiibarevna” srst u kodek.
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Inaktivace chromozomui X je fizena pomoci X-inaktivacniho centra (Xic), které je lokalizovano na
chromozomu X, a jeho transkripéniho (cis) produktu — Xist RNA transkriptu. Molekula XIST
chromozom X ,,0btaci“ a iniciuje jeho inaktivaci prostfednictvi epigenetické Upravy, metylace.
Chromozom kondenzovan za vzniku fakultativniho heterochromatinu, pfitomné geny (s vyjimkou X-
inaktivacniho centra) nejsou béhem zivota exprimovany. Reaktivace umlc¢eného X chromozomu je za

normalnich podminek moZzna pouze pfi tvorbé vaji¢ek v zarode¢nych buikach.

Inaktivovany chromozom X je u ¢lovéka snadno pozorovatelny jako tzv. X-pohlavni chromatin,
Barrovo télisko, prostfednictvim barveni bunék bukalni sliznice pomoci cytologickych barviv jako
jsou karmin, orcein nebo Schiffovo reagens. Barrovo télisko mé velikost asi 1 pum, je vétSinou
pravidelné plankonvexniho tvaru s ostrym ohrani¢enim a je zpravidla ulozeno pii vnitini strané
jaderné membrany. Barrovo télisko obvykle nelze prokazat ve vSech bunkach u homogametického
pohlavi, ale u jejich podstatné casti - napt. u Zen v 30 - 40 % bunék ustni sliznice (tdaje se dosti 1isi,
nékdy 20 az 70 %). U muzi se Barrovo télisko nevyskytuje, vzacné muze byt pozorovano u 0,3 %

bunék.

V jadrech somatickych bunék muzZského pohlavi da dobie identifikovat fluorescen¢nimi metodami
jako tzv. Y-chromatin i pohlavni chromozom Y. Po obarveni preparatu chinakrinem, derivatem
fluorochromu akridinu, chromozom Y silné zati v jadie jako maly bod (velikosti 0,5 um).
Y-chromatin je tvofen materidlem del$iho heterochromatinového raménka Y chromozomu, které
pretrvava v interfdznim jadre, absorbuje vice fluorochromu a v dasledku toho intenzivné zati. Lze ho
prokazat ve 20 - 50 % jader epitelovych bun€k bukalni sliznice normalnich muzi, kdezto u normalnich
Zen je mozno nalézt podobna (imitujici) fluoreskujici téliska nejvys u 5 % jader. Velikost
Y chromozomu, a nasledné i jeho heterochromatinova ¢ast, mize byt co do velikosti u jednotlivych
jedincti znaéné variabilni rozdilnd, proto u nékterych z nich, je-li piilis§ kratka, neni mozné

Y-chromatin prokézat touto metodou prokézat.

Vyuzit barveni pohlavniho chromatinu
- orienta¢ni uréeni pohlavi jedince, orienta¢ni uréovani pohlavi lidského embrya (z plodové vody)

- diagnostika rtiznych typ abnormalit (patologickych karyotypt) u ¢lovéka
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PROVEDENI

Material

buiiky epitelu vlastni bukalni sliznice

Laboratorni pristroje a pomiicky

Skolni mikroskop, fluorescenéni mikroskop (excitaéni filtr 490 nm, bariérovy filtr 540 nm; Olympus
BX-60, hranol WB), sterilni dfevéna Spachtle, mikroskopické potfeby, diamant na sklo, lihovy kahan
+ zapalky, prouzky filtracniho papiru, barvici nddobka Hellendahl, Petriho miska, alobal, Pasteurova

pipeta, kddinka, minutky

Chemikalie a roztoky

laktopropionovy orcein (pfiprava viz protokol Mitéza), 5% roztok chinakrin dihydrochloridu,

96% etanol, diethylether, 0,1 M HCI, destilovana voda, fosfatovy pufr

Pracovni postup

A. Barveni X-chromatinu laktopropionovym orceinem

1. Sterilni 3pejli provedeme stér bunék epitelu z obou stran vnitini strany bukalni sliznice (po
odstranéni odumfielych bunék).

2. Vytér naneseme ve formé roztéru na podlozni sklo, prikapneme kapku laktopropionového
orceinu, promichame preparacni jehlou a nechdme barvit 5 min, pfiCemz barvivo lehce
zahtejeme nad plamenem lihového kahanu (barvivo nesmi vafit!).

3. Na preparat prilozime kryci sklicko a jemnym tlakem provedeme roztlak.

4. Zbytek barviva odstranime prouzkem filtracniho papiru.

5. Pod mikroskopem pii vétsim zvétSeni (obj. 40x a 100x-imerse) vyhledame interfazni jédra,
vyhodnotime s ohledem na zastoupeni sex chromatinu®. Davame pozor na jadra v mitdze a na
jadra degenerovana (shluky chromatinu), kterd do hodnoceni preparatu nezapocitavame.

Barrova téliska jsou obvykle dobfe vidét na pozadi malo zrnité nukleoplasmy.
B. Fluorescen¢ni barveni Y-chromatinu

1. Spejli provedeme stér bunék epitelu z obou stran vnitini strany bukalni sliznice.
2. Vytér naneseme ve formé roztéru na diamantem oznacené podlozni sklo a fixujeme 5 min

v kapce fixaéni smési (etanol:éter v poméru 1:1).

! Fosfatovy pufr

89,5 ml 0,1 M kyseliny citronové

160,5 ml 0,2 M hydrogenfosfore¢nan sodny

- doplnit redestilovanou vodou na 500 ml (pH 6,8)

2 Jako X-pozitivni jadro povaZzujeme jen to, ve kterém najdeme pii okraji kondenzovany X chromatin. V klinické
praxi se vysledek vyjadiuje jen jako pozitivni nebo negativni. Hodnoti se 100 - 500 jader.
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3. Preparat nechame oschnout a macerujeme v 0,1 M HCI 5 min, poté oplachneme destilovanou
vodou.

Preparat prevrstvime kapkou 5% roztoku chinakrin dihydrochloridu. Barvime 10 min ve tmé.
Oplachneme destilovanou vodou.

Stabilizujeme 5 min v roztoku fosfatového pufru (pH 6,8).

N o o &

Mokry preparat prekryjeme krycim sklickem a pozorujeme ve fluorescencnim mikroskopu.

UKOLY

1. Zakreslete buiiky bukalni sliznice barvené laktopropionovym orceinem, ve vaSem preparatu a
Vv preparatu vaseho spoluzaka opa¢ného pohlavi, S riznym uloZenim Barrova téliska.

2. Schematicky zakreslete buné¢né jadro s pohlavnim X- a Y-chromatinem v riznych
fyziologickych a patologickych genotypech ¢lovéka, jednotlivé genotypy pojmenuijte.

3. V10-ti zornych polich spocitejte bunky s Barrovym téliskem a bez Barrova téliska,
vyhodnot'te procentudlni vyskyt pohlavniho chromatinu ve vasem preparatu a v preparatu
spoluzaka opa¢ného pohlavi. Pozorovani porovnejte.

4. Zakreslete butiku s Y-chromatinem.

ZAVER
Uved'te procentualni zastoupeni Barrova téliska ve vaSem preparatu. Vyhodnotte, jaké jste

chromozémové konstituce (s ohledem na pohlavni chromozomy).
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Obr. 1: X -pohlavni chromatin (A) v bufikdch bukalni sliznice Zeny (2n=46,XX); Y-pohlavni
chromatin (B) v butikach bukalni sliznice muze (2n=46,XY).

Obr. 2: Fenotypovy projev inaktivace X chromozomu
— zelvovinové (A), tfibarevné (B) zbarveni kocek (geny pro Cervené a Cerné zbarveni jsou

lokalizovany na chromozomu X, bila barva je podminéna somaticky)

(A) (B)
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