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Abstrakt 

Nosiči balancovaných chromozomových aberací (BCA) jsou obvykle fenotypově 

normální. Avšak až 27 % de novo vzniklých BCA může být spojeno s patologií fenotypu 

způsobenou nejčastěji submikroskopickou imbalancí nebo genovou disrupcí v oblastech 

zlomových míst, případně vlivem pozičního efektu. Molekulárně cytogenetické techniky 

oproti karyotypování umožňují detailnější popsání aberace a tím usnadňují korelaci genotypu 

s fenotypem pacienta. 

Cílem práce bylo zhodnocení výskytu variant v počtu kopií (CNV) v místech zlomů 

aberace i v jiných oblastech genomu u pacientů s abnormálním fenotypem, kteří byli nosiči 

de novo i familiárních BCA.  

Metodou array CGH bylo vyšetřeno 54 případů BCA (20 de novo, 27 familiárních, 

7 bez objasnění původu), z toho 32 reciprokých translokací, šest robertsonských translokací, 

12 inverzí a čtyři komplexní přestavby. U klinicky významných nálezů, bylo-li to možné, byli 

vyšetřeni i rodiče pacienta pro objasnění původu CNV. Za účelem upřesnění nálezů či 

vyloučení genové disrupce byla u vybraných případů použita metoda FISH. 

U 31,5 % pacientů (17/54) byla zachycena alespoň jedna (z toho u osmi osob více než 

jedna) klinicky významná CNV. U čtyř případů byly zjištěny imbalance pouze v oblastech 

zlomových míst, u deseti pouze CNV jinde v genomu a u tří jedinců v oblastech zlomů 

i mimo ně. Z celkového počtu 34 relevantních CNV bylo za jasně patogenní označeno osm 

variant (23,5 %), za pravděpodobně patogenní pět variant (14,5 %) a 16 (47 %) za varianty 

nejasného klinického významu (VOUS); zbývající CNV byly pravděpodobně benigní, 

resp. benigní v oblastech zlomů. Ve třech případech byla prokázána vyšší komplexita BCA, 

vzniklé nejspíše následkem chromotripse. Ačkoli se celkové četnosti nálezů u případů de novo 

a familiárních BCA významně nelišily, byl pozorován rozdíl v lokalizaci a povaze CNV. 

Patogenní CNV v oblastech zlomových míst byly detekovány výhradně u de novo aberací. 

U pěti pacientů bez nálezu CNV byla kauzální mutace identifikována cíleným molekulárně 

genetickým vyšetřením, nejčastěji sekvenováním kandidátního genu. 

 Naše studie ve shodě s předchozími ukazuje, že podstatná část zjevně balancovaných 

aberací je ve skutečnosti nebalancovaná, a proto by metoda array CGH měla být nedílnou 

součástí podrobného vyšetření nejen de novo, ale i zděděných přestaveb. 

Klíčová slova: array CGH, varianta v počtu kopií, zjevně balancovaná chromozomová 

aberace, abnormální fenotyp, de novo a familiární BCA  
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Abstract 

 Carriers of apparently balanced chromosomal aberrations (BCA) are usually 

phenotypically normal. However, it has been estimated that up to 27% of these BCA may be 

associated with an abnormal phenotype, most often caused by cryptic imbalances 

at the breakpoints, gene disruption by the breakpoint or via the position effect. In contrast 

to conventional karyotyping, molecular cytogenetic techniques enable more detailed BCA 

characterization and better correlation between genotype and phenotype of the patient. 

 The aim of this thesis was to evaluate the presence of copy number variants (CNVs) 

at breakpoints or elsewhere in the genome in patients with abnormal phenotype who carry 

de novo or inherited BCA. 

 54 BCA were investigated using array CGH (20 de novo cases, 27 inherited and 

7 cases of unknown origin) including 32 reciprocal translocations, 6 robertsonian 

translocations, 12 inversions and 4 complex chromosomal rearrangements. If possible, 

the parents were also examined to ascertain the inheritance of the relevant CNVs. In order 

to specify microarray findings or exclude gene disruption, FISH was used in selected patients.  

 Among the patients included, in 31,5% (17/54) at least one (in 8 patients more than 

one) significant CNV was detected. Four cases carried cryptic imbalances only 

at the breakpoints, ten cases had only CNVs unrelated to the breakpoints, and in three 

individuals CNVs were detected both at breakpoints and elsewhere in the genome. 

In 17 patients 34 relevant CNVs were found; eight of them were pathogenic (23,5%), 5 likely 

pathogenic (14,5%), 16 of unknown significance (47%) and the remaining were likely benign 

or benign but localized at the breakpoints. In three cases the BCA showed a higher level 

of complexity, and probably originated from chromothripsis. The frequencies of imbalances 

detected in carriers of de novo and inherited BCA were similar, but there were differences 

in localization and clinical significance of the CNVs. Pathogenic breakpoint-associated 

imbalances were found exclusively in de novo cases. In five individuals with no CNVs causal 

monogenic mutation were identified, in most cases using sequencing. 

 Our results in accordance with previous studies show that a significant part 

of apparently BCA is in fact unbalanced, and that these rearrangements should be investigated 

using array CGH in carriers of both de novo and inherited BCA. 

Key words: array CGH, copy number variant, apparently balanced chromosomal aberration, 

abnormal phenotype, de novo and familiar BCA 
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Seznam použitých zkratek 

AD   autozomálně dominantní 

ADHD  porucha pozornosti a hyperaktivita (attention deficit hyperactivity disorder) 

AR  autozomálně recesivní 

ASO  alelově specifické oligonukleotidy (allele-specific oligonucleotide) 

BA FISH  break-apart fluorescenční in situ hybridizace 

BAC   umělý bakteriální chromozom (bacterial artificial chromosome) 

BCA   balancované chromozomové aberace 

BEN  benigní 

CCR   komplexní chromozomová přestavba (complex chromosomal rearrangement) 

CF   cystická fibróza  

CFD  vrozená porucha tvorby fibrinogenu 

CGH   komparativní genomová hybridizace (comparative genome hybridization) 

ClinGen  Clinical Genome Resource 

CML   chronická myeloidní leukémie 

CNV  varianta v počtu kopií (copy number variation) 

DECIPHER  Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans Using 

Ensembl Resources 

del   delece 

DGV   Database of GenomicVariants 

DNA   deoxyribonukleová kyselina 

dup   duplikace 

dUTP   deoxyuridin trifosfát 

DWM  Dandy-Walkerova malformace 

ES   exomové sekvenování  

FISH   fluorescenční in situ hybridizace 

FoSTeS  blokování replikační vidlice se záměnou templátu (fork stalling and template 

switching) 

GCID GeneCards identifikační číslo genu  

GIT   gastrointestinální soustava 

IGV  Integrative Genomics Viewer 

ISCA   International Standards for Cytogenomic Arrays 

ISCN  The International System for human Cytogenomic Nomenclature 

IUGR  intrauterinní růstová retardace (intrauterine growth retardation) 

kb   kilobáze 

LCR  repetice s nízkým počtem opakování (low copy repeat) 

Mb   megabáze 

mBAND mnohobarevné pruhování (multicolor banding) 

mFISH  mnohobarevná fluorescenční in situ hybridizace 

MIM Mendelian Inheritance in Man (katalog genetických chorob a genů) 
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MLPA  mnohonásobná na ligaci závislá amplifikace prób (multiplex ligation dependent 

probe amplification) 

MMBIR  mikrohomologií zprostředkovaná a zlomem indukovaná replikace 

(microhomology-mediated break-induced replication) 

MMEJ  mikrohomologií zprostředkované spojování konců (microhomology-mediated 

end joining) 

MPS   mate-pair sekvenování 

MR (LMR / SMR / TMR) mentální retardace (lehká / střední / těžká mentální retardace) 

MRI   magnetická rezonance (magnetic resonance imaging) 

MS MLPA  metylačně specifická mnohonásobná na ligaci závislá amplifikace prób 

NAHR  nealelická homologní rekombinace (non-allelic homologous recombination) 

NCBI  National Center for Biotechnology Information 

NGS   sekvenování nové generace (next generation sequencing)  

NHEJ   spojování nehomologních konců (non-homologous end joining) 

OI  Osteogenesis imperfecta 

OMIM  Online Mendelian Inheritance in Man 

PAS  poruchy autistického spektra 

PAT  patogenní 

P BEN  pravděpodobně benigní 

PCR   polymerázová řetězová reakce (polymerase chain reaction) 

PMR   psychomotorická retardace 

P PAT  pravděpodobně patogenní 

PWACR  kritický region pro syndrom Prader – Willi / Angelman (PWA critical region) 

RA   rodinná anamnéza 

RBM   mechanismus založený na replikaci (recombination based mechanism) 

SKY   spektrální karyotypování 

SNP   jednonukleotidový polymorfismus (single nucleotide polymorphism) 

SV   strukturní varianty 

T8MS   syndrom mozaikové trizomie chromozomu 8 (trisomy 8 mosaic syndrome) 

TAD   topologicky asociovaná doména  

UPD   uniparentální dizomie 

UCSC  University of California Santa Cruz (genomový prohlížeč) 

VCC   vrozené vývojové vady srdce (vitium cordis congenitum) 

VOUS  varianta nejasného významu (variant of unknown significance) 

VVV   vrozená vývojová vada 

WGS   celogenomové sekvenování (whole-genome sequencing) 

WBS   syndrom Williams – Beuren  

XLD   X vázaná dominantní (X-linked dominant) 

XLR   X vázaná recesivní (X-linked recessive) 
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Úvod 

Strukturní varianty (SV) jsou odchylky od normální struktury chromozomů. Některé 

SV mohou být patogenní, jiné i zcela benigní, představující součást přirozené variability 

genomu. Pokud při vzniku SV dochází ke změně množství genetického materiálu, 

označujeme je za nebalancované. Jedná se o delece a duplikace, jinak též varianty v počtu 

kopií (copy number variation; CNV), které jsou často asociované s abnormálním fenotypem 

[Feuk a kol., 2006]. Balancované chromozomové aberace (BCA) jsou strukturní přestavby 

úseků chromozomů se změnou lokalizace a/nebo orientace bez doprovodné ztráty či zmnožení 

genetického materiálu, zahrnující translokace, inverze a inzerce.  

Pokud jsou u jedinců s abnormálním fenotypem při karyotypování zaznamenány 

mikroskopicky pozorovatelné nebalancované chromozomové aberace, jsou obvykle pro velký 

rozsah a vysoký počet zasažených genů považovány za kauzální. Spojitost mezi postižením 

pacienta a zjevně balancovanou strukturní přestavbou (tedy takovou, co se při karyotypování 

jeví jako balancovaná) je mnohem obtížněji prokazatelná. Bylo popsáno mnoho mechanismů, 

kterými může i zcela balancovaná přestavba negativně ovlivnit fenotyp nosiče, zároveň však 

může být tato zjištěná aberace náhodným nálezem bez vztahu k postižení. Vyhodnocení 

nálezu zjevně balancované chromozomové přestavby je také značně limitováno rozlišovací 

schopností karyotypování a komplikováno vzájemnou podobností G – pruhů, což může vést 

již na samém počátku vyšetření k zavádějícím předpokladům.  

Pro korelaci genotypu s fenotypem nosičů balancovaných chromozomových aberací je 

proto často nezbytné využití vyšetřovacích postupů a metod z různých odvětví klinické a 

laboratorní genetiky.  

Ačkoliv bylo náplní postgraduálního studia autorky práce použití metody array CGH k 

detailnímu charakterizování obou typů strukturních přestaveb (nebalancovaných i 

balancovaných), k vypracování dizertační práce byly pro jejich jedinečnost a specifitu 

vybrány pouze balancované chromozomové aberace.  

Balancované chromozomové aberace 

BCA, které, jak bylo uvedeno výše, nezahrnují ztrátu či zmnožení genetického 

materiálu, mohou být jednoduché jako reciproké translokace, robertsonské translokace a 

inverze, ale i složité komplexní přestavby, viz dále. Prevalence celkového výskytu 

mikroskopicky pozorovatelných BCA v běžné populaci je stanovena na 1:500 – 1:1000 

[Jacobs a kol., 1974; Nielsen a kol., 1991; Ravel a kol., 2006], u de novo vzniklých přestaveb 
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dosahuje hodnot 1:2000, u robertsonských translokací až 1:9000 [Warburton, 1991]. 

Odhadovaná frekvence translokací je přitom oproti inverzím a robertsonským translokacím 

(oboje ~ 1:1100) vyšší (~ 1:560) [Forabosco a kol., 2009]. 

Balancované chromozomové přestavby nejsou obvykle doprovázeny abnormitami 

fenotypu a jsou často v rodině inaparentně děděny. Jediným zřejmým příznakem přenašečství 

BCA bývají poruchy reprodukce v důsledku vzniku nebalancovaných gamet. Přítomnost BCA 

může být případně odhalena až poté, co se nosiči narodí postižený potomek s nebalancovanou 

formou aberace. Incidence výskytu abnormálního fenotypu u nosičů de novo vzniklé BCA 

byla donedávna odhadována na 6 % (u translokací) – 9 % (u inverzí) [Warburton, 1991]. Nyní 

se předpokládá, že až 27 % všech zjevně balancovaných aberací může být spojeno s patologií, 

a ta se navíc nemusí projevit pre- či perinatálně, ale až později, ve vyšším věku nosiče 

[Halgren a kol., 2018].  

Vývoj molekulárně cytogenetických metod s rozlišením převyšujícím konvenční G – 

pruhování, tedy fluorescenční in situ hybridizace (FISH) [Fantes a kol., 2008] a microarray 

[Gribble a kol., 2005], přispěl k pochopení mechanismů patogenního působení zjevně 

balancovaných přestaveb [Wilch a Morton, 2018]. V současné době je pro přesné určení 

zlomových míst BCA doprovázených abnormálním fenotypem nosiče využíváno také 

sekvenování nové generace (NGS) [Chen a kol, 2008, 2010; Alkan a kol., 2011; Suzuki a kol., 

2014; Redin a kol., 2017; Schluth-Bolard a kol., 2019]. Tato metoda dále významně rozšířila 

znalosti o vzniku, patofyziologii, ale i o skutečných frekvencích výskytu a vzájemných 

poměrech typů submikroskopických BCA. Na základě zmíněných studií bylo zjištěno, že 

značná část všech cytogeneticky identifikovaných BCA (až 21 % podle Redin a kol., 2017 a 

až 28,5 % podle Schluth-Bolard a kol., 2019) je ve skutečnosti komplexnější, než se původně 

předpokládalo. Studium nosičů BCA s postižením fenotypu a nyní i přesné stanovení 

zlomového místa přestavby narušujícího konkrétní oblast genomu přispívá k poznání nových 

genů, jejich funkcí a případně morbidity [Tommerup, 1993; McKusick a kol., 1993; Bugge a 

kol., 2000; Higgins a kol., 2008; Vandeweyer a Kooy, 2009; Weischenfeldt a kol., 2013; 

Hofmeister a kol., 2015]. 

Komplexní chromozomové přestavby 

Komplexní chromozomové přestavby (complex chromosome rearrangement; CCR) 

jsou definovány jako strukturní aberace, pro jejichž vznik bylo potřeba více než dvou 

chromozomových zlomů. Mezi komplexní přestavby lze tedy zařadit translokace s inzercí a 

aberace sestávající z různých kombinací jednodušších typů strukturních přestaveb. 
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V minulosti byly CCR považovány za extrémně vzácné, ale s rozvojem citlivější detekce 

pomocí molekulárních metod se ukazuje, že jejich výskyt byl značně podhodnocen.  

Komplexní přestavby jsou častěji než jednoduché aberace doprovázeny imbalancemi 

v místech zlomů, genovými disrupcemi a jinými patogenními jevy, které se navíc mohou 

v rámci jedné CCR kombinovat [Poot a Haaf, 2015]. Se zvyšující se komplexitou přestavby a 

tedy rostoucím počtem chromozomových zlomů klesá pravděpodobnost, že bude aberace 

balancovaná a nosič bude bez postižení. Zároveň se snižuje pravděpodobnost balancovaného 

potomstva nosiče a tím přenos CCR do další generace; mužští nosiči balancovaných 

komplexních aberací bývají navíc často sterilní v důsledku poruchy spermatogeneze [Pellestor 

a kol., 2011; Nguyen a kol., 2015]. Proto jsou aberace s vysokou komplexitou obvykle de 

novo původu a jejich skutečně balancovaná forma velice vzácná.  

V souladu s výše zmíněným lze komplexní aberace rozdělit do tří skupin [Kausch a 

kol., 1988]. První skupinu tvoří CCR představované dvěma nebo více nezávislými 

reciprokými translokacemi, které v meióze vytvoří dva nebo více kvadrivalentů. Normální a 

derivované chromozomy pak segregují obvyklým způsobem, vytvářejíce tak balancované a 

nebalancované formy gamet. Tato forma CCR, ačkoli je také doprovázena poruchami fertility 

a rizikem narození postiženého potomka, může být familiární a při mezigeneračním přenosu 

je vzácně i zjednodušena o jeden pár translokačních derivátů. Druhou skupinu představují 

komplexní přestavby formované z více než dvou chromozomů, z nichž každý je přerušen 

pouze jedním zlomem. V meióze se chromozomy párují do podoby multivalentu a poměr 

balancovaných gamet oproti nebalancovaným je již podstatně snížený. Třetím typem CCR 

jsou přestavby vzniklé jako důsledek zlomů, jejichž celkový počet je vyšší než počet 

participujících chromozomů. Tyto přestavby obsahují inzertované a invertované úseky 

zvyšující jejich komplexitu i složitost meiotického párování do té míry, že balancované 

gamety nejsou prakticky vytvářeny. Původ těchto CCR bývá nejčastěji de novo, ve vzácných 

případech však může dojít i k familiárnímu přenosu aberace a vlivem meiotické rekombinace 

derivovaného chromozomu s normálním může být dokonce zjednodušena o inzertované úseky 

[Madan a kol., 1997; Madan, 2012].  

Zvláštním typem zjevně balancovaných CCR jsou komplexní intrachromozomové 

přestavby postihující pouze jeden chromozom. Jedná se o komplexní inverze a translokace 

s inzercí v rámci jednoho chromozomu. Intrachromozomové CCR, stejně jako 

interchromozomové přestavby, charakterizované vysokým počtem zlomů, jsou často 

důsledkem chromozomové katastrofy, tzv. chromotripse (viz dále). 
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Mechanismy vzniku BCA 

De novo balancované přestavby mají obvykle paternální původ a vznikají během 

mitotické fáze spermatogeneze [Thomas a kol., 2010] s výjimkou robertsonských translokací, 

které jsou převážně maternálního původu [Page a kol., 1996; Bandyopadhyay a kol., 2002, 

Thomas a kol., 2010]. Bylo popsáno několik mechanismů, které se mohou spolupodílet 

na formování balancovaných strukturních aberací. U jednoduchých přestaveb se nejčastěji 

jedná o dva reparační mechanismy využívané k opravě dvouřetězcových zlomů, tj. spojování 

nehomologních konců (non-homologous end joining; NHEJ) [Chiang a kol., 2012; Redin a 

kol., 2017; Schluth-Bolard a kol., 2019] a spojování konců zprostředkované mikrohomologií 

(microhomology-mediated end joining; MMEJ) [Gu a kol., 2008; Lieber, 2010; Nilsson a 

kol., 2017; Schluth-Bolard a kol., 2019]. U komplexních přestaveb se často jedná o kombinaci 

NHEJ a MMEJ s jinými, dále zmíněnými mechanismy. 

Rekurentní translokace mohou vzácně vznikat mechanismem nealelické homologní 

rekombinace (non-allelic homologous recombination; NAHR) [Giglio a kol., 2002; Ou a kol., 

2011; Lupski, 2015], indukované sekvenční podobností segmentálních repetic nebo LCR (low 

copy repeat) oblastí [Stankiewicz a Lupski, 2002].  

Mechanismy založené na replikaci (replication based mechanism; RBM) [Hastings a 

kol., 2009], tj. mikrohomologií mediovaná a zlomem indukovaná replikace (microhomology-

mediated break-induced replication; MMBIR) a blokování replikační vidlice se záměnou 

templátu (fork stalling and template switching; FoSTeS) se mohou podílet na vzniku intra- a 

interchromozomových komplexních přestaveb [Carvalho a kol., 2011; Liu a kol., 2012 ] i 

rekurentních zjevně balancovaných translokací [Kato a kol., 2012]. 

Robertsonské translokace pravděpodobně vznikají homologní rekombinací v oblastech 

repetitivních sekvencí krátkých ramen sdílených všemi akrocentrickými chromozomy. Proto 

se až na vzácné výjimky zlomy nacházejí v oblastech krátkých ramen obou zúčastněných 

chromozomů. Výjimečně je zlom jednoho nebo obou akrocentrických chromozomů 

lokalizován v blízkosti centromery na dlouhých ramenech nebo v oblasti satelitu. V těchto 

případech je možné zvažovat odlišný mechanismus vzniku derivovaného chromozomu, a sice 

náhodné zlomy a následné chyby při reparaci v období, kdy jsou proximální oblasti 

akrocentrů seskupeny při formaci jadérka [Page a kol., 1996]. 

Komplexní chromozomové přestavby vznikají mechanismem chromoanageneze 

[Holland a Cleveland, 2012]. Tento termín zastřešuje všechny dosud popsané způsoby 
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formování CCR, z nichž nejběžnější jsou chromotripse, chromoanasyntéza a chromoplexe 

[Masset a kol., 2016; Collins a kol., 2017, Marcozzi a kol., 2018, Pellestor, 2019].  

Nejdéle známým a nejvíce prostudovaným způsobem vzniku CCR je chromotripse 

[Stephens a kol., 2011; Maciejowski a kol., 2015] (Obr. 1). Tento jev předpokládá jedinou 

katastrofickou událost doprovázenou rozpadem chromozomového materiálu na mnoho 

segmentů, které jsou následně přestavěny a pospojovány v náhodném pořadí i orientaci, 

přičemž některé fragmenty mohou být ztraceny. Tato událost se může týkat pouze jediného 

chromozomu [Genesio a kol., 2015] anebo i více chromozomů [Kloosterman a kol., 2011; 

2012; 2013; Chiang a kol., 2012; Nazaryan  a kol., 2014; Eisfeldt a kol., 2019], mezi nimiž 

při reparaci obvykle dochází k translokacím a inzercím. 

 

Obr. 1. Mechanismus chromotripse. Převzato z Marcozzi a kol. [2018]. 

Pokud komplexní přestavba není doprovázena výhradně delecemi, ale i amplifikacemi, 

lze uvažovat spíše o druhém typu chromoanageneze, kterým je chromoanasyntéza. Ke vzniku 

duplikací a triplikací dochází pravděpodobně cestou RBM. 

 Chromoplexe je charakterizována především vysokým počtem derivovaných 

chromozomů, ale oproti chromotripsi menším počtem zlomů a intrachromozomových 

přestaveb, a také obvykle bez doprovodu CNV. Nevzniká náhle během jedné chromozomové 

katastrofy, ale nejspíše postupně během několika buněčných cyklů. Zásadní rozdíly mezi 

třemi výše popsanými způsoby vzniku CCR shrnuje tabulka 1. 
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Tab. 1. Přehled typů chromoanageneze CCR. Převzato z Marcozzi a kol. [2018], upraveno. 

 Chromotripse Chromoanasyntéza Chromoplexe 

Počet událostí 

vedoucích  

ke vzniku CCR 

Jedna Jedna či více Více 

Strukturní  

varianty 
Balancované nebo delece 

Balancované, delece, 

duplikace/triplikace 

Balancované, 

příležitostně delece 

Počet zúčastněných 

chromozomů 

Málo 

(1 – 4) 

Málo 

(často jeden) 

Mnoho 

(více než pět) 

Množství zlomů 

Mnoho 

(více v nádorových než 

v zárodečných CCR) 

Méně 

(obvykle 5 – 25) 

Méně 

(obvykle 5 – 25) 

Zlomová místa 

(breakpoint 

signature)  

Tupé konce 

(malé inzerce) 
Mikrohomologie Tupé konce 

Mechanismus 

vzniku CCR 
NHEJ MMBIR/FoSTes NHEJ 

 

Mechanismy patogenního působení BCA 

Bylo popsáno mnoho různých mechanismů, kterými může být způsoben abnormální 

fenotyp nosičů zjevně balancované přestavby (odhlédneme-li od skutečnosti, že může být 

náhodně zapříčiněn negenetickými faktory). Zastoupení jednotlivých mechanismů u případů 

BCA se odlišuje v závislosti na tom, zda se jedná o familiární nebo de novo vzniklou aberaci. 

U nově vzniklých přestaveb bývá abnormální fenotyp nosiče nejčastěji zapříčiněn 

kryptickými imbalancemi v místech zlomů, popřípadě přímou disrupcí protein kódujících 

genů citlivých na haploinsuficienci. Mimoto může být přestavbou ovlivněna intergenová 

oblast uplatňující se v expresní regulaci blízkého či vzdáleného genu. Zmíněné tři převažující 

mechanismy, tj. patogenní CNV, genové disrupce a poziční efekt, budou dále v textu 

samostatně rozvedeny. 

Mezi vzácněji zaznamenané příčiny patologického fenotypu nosiče de novo BCA lze 

zařadit porušení funkce genu s gonozomálně recesivní dědičností (X-linked recessive, XLR) 

zlomem translokace t(X;autozom) [Imai a kol., 2006] či odmaskování mutace v XLR genu 

na derivovaném chromozomu X [Ledig a kol., 2015] v důsledku současné nenáhodné 

inaktivace normálního chromozomu X, dále disrupci imprintované oblasti genomu zlomem 

BCA [Conroy a kol., 1997], vznik nefunkčního (příp. malfunkčního) proteinu fúzí genů 

na spoji přestavby [Backx a kol., 2011; Córdova-Fletes a kol., 2015] nebo odhalení patogenní 

varianty v genu pro autozomálně recesivní (AR) poruchu, u něhož porušení druhé alely 



17 
 

zlomem aberace vede k funkční homozygozitě [Naritomi a kol., 1989]. Abnormální fenotyp 

probanda také nemusí s  přestavbou nijak souviset a může být zapříčiněn patogenní de novo 

CNV či variantou v genu s autozomálně dominantní dědičností (AD) jinde v genomu 

[Aristidou a kol., 2017]. 

 V případech, kdy je u probanda s abnormálním fenotypem nalezena BCA zděděná 

od nepostiženého rodiče, je kromě možného mechanismu patogeneze přestavby nutno objasnit 

i diskordanci fenotypu obou nosičů. Nejčastěji bývá příčinou nově vzniklá patogenní CNV, 

nezávislá na zděděné benigní přestavbě. Kauzální imbalance může být zjištěna i v místě 

zlomu/ů [Sismani a kol., 2008], ale se sníženou penetrancí projevu [Cooper a kol., 2013], 

případně v podobě kryptické CCR vzniklé následkem rekombinace mezi rodičovským 

normálním a derivovaným chromozomem [Patsalis a kol., 2004; South a kol., 2010]. 

Abnormální fenotyp nosiče familiární BCA může být, podobně jako u de novo přestaveb, 

způsoben funkční homozygozitou genu s autozomálně recesivní dědičností (AR), jehož jedna 

alela je inaktivní v důsledku zlomu zděděné aberace a funkce druhé je narušena patogenní 

variantou zděděnou od druhého rodiče, případně vzniklou de novo [Bühler, 1983].                 

U familiárních přestaveb, kde participující chromozomy nesou imprintované oblasti, může 

chybou meiotické segregace docházet u potomků k uniparentální dizomii a s ní spojenými 

abnormitami fenotypu [Dupont a kol., 2002; Calounova a kol., 2006; Moradkhani a kol., 

2019].  

Zdánlivě balancované aberace a CNV v oblastech zlomů 

Studie založené na metodě array CGH, které se zabývaly soubory nosičů de novo 

i familiárních zjevně balancovaných aberací s postižením fenotypu, uvádějí celkový nález 

abnormálních CNV v genomu u 30 – 50 % případů [Kirchhoff a kol., 2000; Gribble a kol., 

2005; Ciccone a kol., 2005; Bisgaard a kol., 2006; De Gregori a kol., 2007; Sismani a kol, 

2008; Schluth-Bolard a kol., 2009; Gijsbers a kol., 2010; Feenstra a kol., 2011]. Nebyl zjištěn 

významný rozdíl v celkovém záchytu CNV u familiárních a de novo aberací [Ciccone a kol., 

2005; Bisgaard a kol., 2006; Sismani a kol, 2008; Schluth-Bolard a kol., 2009].  

Odlišnost zjištěných CNV v obou skupinách spočívá v jejich lokalizaci a patogenitě 

[Aristidou a kol., 2017 a 2018]. U případů familiárních BCA bývají patogenními obvykle 

další zjištěné CNV, nezávislé na primárně zkoumané aberaci. Zděděné CNV v oblastech 

zlomů jsou u nich méně časté, a pokud tam jsou, bývají obvykle benigní. U de novo aberací 

jsou CNV v místech zlomů nacházeny oproti familiárním až dvakrát častěji (u 40 %, u CCR 
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až 75 % případů) a převažujícími CNV jsou delece, často hodnocené jako patogenní [Sismani 

a kol, 2008; Schluth-Bolard a kol., 2009; Feenstra a kol., 2011].  

Příkladem z literatury, kdy imbalance v oblasti zlomového místa de novo přestavby 

způsobila patologii fenotypu, může být nosička translokace t(6;13)(q23;q32) s kryptickou 

delecí v oblasti zlomu 13q32 [Mademont-Soler a kol., 2010]. Dívka byla vyšetřovaná 

pro Dandy-Walkerovu malformaci (DWM) mozku, kolobom duhovky, hluchotu a 

hyperlaxicitu kůže a kloubů. Array CGH u ní odhalila 2,47 megabázovou (Mb) deleci 13q32 

oblasti, která byla již dříve popsána ve spojitosti s DWM a kolobomem duhovky. Tato delece 

patřila k nejmenším v té době popsaným a zúžila stanovený kritický region pro DWM a 

kolobom v této oblasti. Ve spojitosti s hluchotou, která se u pacientů s delecemi 13q32 

obvykle nevyskytuje, byla metodou FISH ověřována možná disrupce kandidátního genu 

EYA4 v oblasti zlomového místa 6q23.2. Toto podezření se však nepotvrdilo.  

Genové disrupce 

Ze studií BCA založených na celogenomovém sekvenování vyplývá, že ke zlomům 

DNA, vedoucím ke vzniku nerekurentních strukturních přestaveb, dochází náhodně bez 

zásadního vlivu architektury DNA a repetitivních sekvencí [Erdogan a kol., 2006; Chen a 

kol., 2008; Schluth-Bolard a kol., 2019]. Navíc zřejmě není rozdíl ve frekvenci, se kterou 

dochází ke genovým disrupcím následkem zlomů u bezpříznakových a fenotypově 

abnormálních nosičů BCA [Baptista a kol., 2008; Nilsson a kol., 2017] a která činí 35 – 50 % 

[Baptista a kol., 2008; Fantes a kol., 2008; Nilsson a kol., 2017; Schluth-Bolard a kol., 2019]. 

Zatímco u nosičů s normálním fenotypem dochází k disrupcím mimo geny nebo v genech bez 

asociace s poruchami, případně spojených s AR onemocněními [Nilsson a kol., 2017], u 

přestaveb doprovázených abnormálním fenotypem jsou významně častěji postiženy geny 

citlivé na dávku spojené s AD poruchou či geny exprimované v embryogenezi. Xu a kol. 

[2016] popsali případ pacienta se vzácným typem osteogenesis imperfecta (OI), u něhož byla 

identifikována translokace t(5;7)(q32;q21.3). Zlomovým místem 7q21.3 je disruptován gen 

COL1A2, jehož mutace jsou spojeny s AD OI typu 2. Jednalo se o první popsaný případ této 

poruchy zapříčiněný BCA. 

Genovými disrupcemi lze odůvodnit postižení u podstatné části nosičů bez nálezu 

patogenní CNV, Redin a kolektiv [2017] udávají 20 %, Schluth-Bolard a kol. [2019] až 30 %.  

Mimoto, většina analýz zlomů u zjevně balancovaných aberací se zabývá nosiči 

s postižením fenotypu, které je patrné perinatálně, případně s časným nástupem. Avšak mnohé 

přestavby mohou být doprovázeny disrupcemi genů zapříčiňujících poruchy, jejichž projev 
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může mít pozdní nástup, jak dokládá identifikace kandidátních genů pro schizofrenii 

[Blackwood a kol., 2001], diabetes [Gloyn a kol., 2002], dyslexii [Taipale a kol., 2003] a 

psoriázu [Tzschach a kol., 2006]. Proto je u těchto původně zdravých nosičů BCA nejpozději 

v době projevu choroby rovněž vhodné doplnění analýzy zlomových míst [Bache a kol., 

2006].  

Poziční efekt a topologicky asociované domény (TADs)  

BCA může narušit funkci genu nejen přímou disrupcí zlomem, ale i narušením jeho 

správné exprese různými mechanismy pozičního efektu (Obr. 2). Prvním je znemožnění 

kontaktu promotoru genu a transkripční jednotky s příslušnými cis-regulátory, ať už přímou 

disrupcí některé z oblastí zlomem či jejich disociací vlivem translokace (inverze) [Kleinjan a 

van Heyningen, 2005; Benko a kol., 2009]. Regulátor může také přenesením v rámci 

přestavby uplatnit svůj vliv na promotor genu přítomného v nové oblasti a ovlivnit jeho 

expresi. Trembath a kol. [2004] popisují případ dvou pacientek s fenotypem typickým pro AD 

Riegerův syndrom (anomálie očí, dentice a pupku) a s odlišnou balancovanou translokací 

t(4;16)(q26;q22) a t(4;11)(q27;q21), sdílející zlomové místo na 4q v blízkosti genu PITX2, 

jehož mutace způsobují tento syndrom. V obou případech byl tento gen intaktní, jeho exprese 

však byla silně utlumena vlivem regulátoru z translokované oblasti. 

Druhým mechanismem je změna struktury chromatinu, jehož správná konformace je 

nezbytná pro interakci promotorů některých genů se vzdálenými regulátory a tím pro jejich 

bezchybnou expresi. V rámci organizace savčího genomu byly popsány vysoce konzervované 

úseky DNA, jejichž chromatinové uspořádání umožňuje vzájemné prostorově vymezené 

funkční interakce [Dixon a kol., 2012; Rao a kol., 2014]. Tyto topologicky asociované 

domény (TADs), obvykle v délce několika Mb, lze považovat za základní regulační jednotky 

genomu [Dixon a kol., 2016] ovlivňující transkripci genů, které do příslušné domény spadají. 

Smyčky chromatinu v rámci domény umožňují fyzický kontakt promotorů s příslušnými 

regulačními elementy, které tak mohou být vzdálené stovky kilobází, až megabáze 

od regulovaných genů [de Laat a Duboule, 2013]. TADs jsou definovány hranicemi, které 

znemožňují vzájemné ovlivnění genů regulačními mechanismy jiné domény. Tyto hranice 

jsou zřejmě nezbytné pro správnou funkci domén a jejich disrupce a změna topologie 

zapříčiněná strukturními přestavbami může vést k deregulaci genové exprese [Lupiáńez a 

kol., 2015], ať již ve smyslu jejího posílení nebo utlumení. Navíc má balancovaná přestavba 

vliv na pozici derivovaných chromozomů v rámci organizace jádra, což může také změnit 

míru exprese některých genů [Harewood a kol., 2010]. Těmito jevy lze odůvodnit mnohé 
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přestavby s intergenovými zlomy doprovázené patologickým fenotypem nosiče [Lupiáńez a 

kol., 2016; Redin a kol., 2017]. Nicméně definovat klinický význam BCA, která nezpůsobuje 

přímou disrupci konkrétního genu, není snadné. Zepeda-Mendoza a kol. [2017] se pomocí 

speciálního algoritmu snažili o identifikaci kauzálních genů u pacientů s balancovanými 

přestavbami, jejichž zlomy se nacházejí v extragenových oblastech. Výsledkem bylo odhalení 

mnoha složitých interakcí mezi geny a jejich regulátory, vzdálenými i několik megabází, 

jejichž přerušení aberacemi může vést ke genové dysfunkci. 

 

 

Obr. 2. Ovlivnění exprese genů pozičním efektem. A. Normální oblast genomu bez strukturních 

přestaveb, barevnými obdélníky jsou vyznačeny geny s regulačními elementy (šestiúhelníky 

znázorňují tkáňově specifické enhancery, působící na šipkami označený gen, a černý obdélník represor 

blokující aktivitu regulačních elementů). B. Delece represoru změní možnosti působení enhancerů 

na blízké geny. C. Přemístění enhancerů vlivem inverze ovlivní expresi genů v cílové oblasti. Převzato 

z Weischenfeldt a kol. [2013], upraveno. 

Somatické (získané) chromozomové přestavby a kancerogeneze 

 Kromě výše uvedených mechanismů a příkladů germinálních přestaveb spojených 

s postižením je zvláštním typem patogenního působení BCA také zapojení somatických 

(získaných) přestaveb v buněčné transformaci a onkogenezi. V karyotypu nádorových buněk 

jsou nacházeny jednak náhodné individuální změny v počtu a ve struktuře chromozomů, ale i 

specifické chromozomové přestavby, které se konzistentně vyskytují u určitých typů nádorů a 
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mají často zásadní diagnostický i prognostický význam. Náhodný výskyt specifické přestavby 

v somatické buňce může započít nádorovou transformaci dvěma možnými mechanismy.  

Prvním je genová fúze následkem BCA a vznik chimerického proteinu. Klasickým 

příkladem je reciproká translokace t(9;22)(q34;q11) [Rowley, 1973], při které vzniká tzv. 

Philadelphský chromozom (Ph chromozom) [Nowell a Hungerford, 1960], na jehož spoji se 

nachází fúzní gen BCR/ABL [Shtivelman a kol., 1985]. Následkem genové fúze získává 

protoonkogen ABL silný promotor genu BCR a díky změněné struktuře nového chimérického 

proteinu nereaguje na regulaci. Výsledkem je vysoce exprimovaný onkogen stimulující buňky 

k nekontrolovatelné proliferaci [Konopka a kol., 1984]. Tato přestavba je obvykle nacházena 

u 95 % nemocných s chronickou myeloidní leukémií (CML).  

Druhým mechanismem je aktivace protoonkogenu (nejčastěji transkripčního faktoru), 

do jehož blízkosti se vlivem přestavby dostal gen pro T-buněčný receptor nebo 

imunoglobulin. Příkladem je translokace t(8;14)(q24;q32), mající spojitost se vznikem 

Burkittova lymfomu. Následkem přestavby se protoonkogen c-MYC, kódující transkripční 

faktor zapojený v buněčném cyklu, přesouvá do blízkosti genu pro těžký řetězec 

imunoglobulinu, který je silně exprimován [Taub a kol., 1982].  

Metody pro vyšetřování BCA 

Karyotypování 

Karyotyp se nejčastěji stanovuje metodou G – pruhování, kdy je preparát s fixovanými 

interfázními jádry a volnými metafázními chromozomy (tzv. mitózami) vystaven působení 

trypsinu [Sanchez O a kol., 1973]. Po narušení proteinové struktury chromozomů enzymem je 

preparát obarven barvivem Giemsa-Romanowski nebo Wrightovým barvivem, čímž 

na chromozomech dojde k vytvoření příčných tmavých pruhů pozorovatelných ve světelném 

mikroskopu. Počet a vzorec pruhů je pro každý chromozomový pár specifický a konstantní, 

lze proto na jeho základě identifikovat a popsat odchylky od normální struktury chromozomu, 

tedy i balancované přestavby. Popis aberací je sjednocen podle platné verze mezinárodní 

cytogenetické nomenklatury (The International System for Human Cytogenomic 

Nomenclature; ISCN). Rozlišovací schopnost metody se odvíjí od kvality preparátu a stupně 

spiralizace chromozomů v době jeho přípravy, určující počet rozlišitelných pruhů. 

Při obvyklém rozlišení 400 – 500 pruhů na haploidní chromozomovou sadu lze identifikovat 

přestavby o minimálním rozsahu 5 – 10 Mb [McGowan-Jordan a kol., 2016]. 
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Fluorescenční in situ hybridizace (FISH) 

 Metoda FISH je založena na hybridizaci sond, nejčastěji fluorescenčně značených 

krátkých úseků DNA, ke komplementárním oblastem metafázních chromozomů a interfázních 

jader na preparátu [Pinkel a kol., 1986]. Přítomnost a lokalizace signálů sond je hodnocena 

pomocí fluorescenčního mikroskopu. Na rozdíl od konvenčního cytogenetického vyšetření lze 

přítomnost a počet lokus specifických signálů, tedy delece a amplifikace testovaného regionu, 

hodnotit i na interfázních jádrech. Pro vyšetřování balancovaných přestaveb však musí být i 

u této metody získány kvalitní mitózy, na kterých je možné s jistotou prokázat změněnou 

vzájemnou polohu signálů sond na derivovaných chromozomech. Pro účely podrobnějšího 

hodnocení BCA, zejména CCR, jsou používány speciální modifikace metody FISH a sice 

break-apart FISH (BA FISH), mnohobarevná FISH (mFISH) a mnohobarevné pruhování 

(mBAND).  

Break-apart FISH (BA FISH) 

 BA FISH sondy byly navrženy pro detekci translokací coby nejběžnějšího typu 

přestaveb u nádorových buněk a rutinně jsou využívány k určení diagnózy a prognózy 

pacientů v onkocytogenetice. Dají se však využít i při vyšetření konstitučních balancovaných 

přestaveb, zejména pokud je vysloveno podezření na disrupci konkrétního kandidátního genu 

nacházejícího se v oblasti zlomu aberace. BA sondy sestávají ze dvou dceřiných sond, 

značených odlišnými fluorochromy, které jsou komplementární k sekvencím přiléhajícím 

ke 3´ a 5´ konci testovaného kandidátního genu. Vzhledem k  těsné blízkosti obou sond 

vzniká v případě intaktního genu fúzní signál. Pokud je gen disruptován zlomem přestavby, 

fúzní signál zmizí a na derivovaných chromozomech je možné pozorovat oddělené, různě 

barevné signály (Obr. 3). 
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Obr. 3. Break-apart FISH.  A. Schéma umístění sond v blízkosti cílového genu. B. Dva fúzní signály 

v případě, že cílový gen nebyl poškozen zlomem translokace. C. Oddělení signálů sond při disrupci 

genu translokací. Převzato z Falzarano a kol. [2010], upraveno. 

Mnohobarevná FISH (mFISH)a mnohobarevné pruhování (mBAND) 

Rovněž metody mFISH a mBAND jsou modifikacemi FISH používanými převážně 

v onkocytogenetice k identifikaci všech chromozomů participujících ve složitých přestavbách 

doprovázejících proces nádorového bujení. Obě tyto metody lze však rovněž využít 

u konstitučních komplexních aberací vzniklých germinální chromoanagenezí.  

Principem metody mFISH je označení každého autozomového páru a gonozomů X 

a Y jinou falešnou barvou, která je mu příslušným softwarem přidělena na základě konkrétní 

kombinace pěti různých fluorochromů [Speicher a kol., 1996; Liehr a kol., 2004]. Těmi jsou 

značeny nejčastěji celochromozomové sondy pro malovací mFISH, využít lze ale i 

centromerické sondy pro mnohobarevné značení centromerických oblastí chromozomových 

párů. Stejné kombinatorické značení využívá metoda spektrálního karyotypování (spectral 

karyotyping; SKY), pro zachycení signálů sond je při ní využíván spektrometr, zatímco 

u mFISH je to sada optických filtrů. 

Metoda mBAND je rovněž založena na kombinaci pěti fluorochromů, kterými jsou 

označeny malovací sondy komplementární k různým oblastem konkrétního chromozomového 
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páru. Charakteristický mnohobarevný vzorec pruhování je vytvářen překryvem těchto odlišně 

značených úseků, přičemž na základě kombinace jednotlivých fluorochromů jsou pruhům 

opět softwarově přiřazeny falešné barvy. Tato metoda je vhodná pro identifikaci, popřípadě 

zpřesnění intrachromozomových přestaveb, především inverzí. 

Komparativní genomová hybridizace (CGH) 

Metoda je založena na současné hybridizaci odlišně značených genomových DNA 

dvou vzorků, jednoho testovaného od pacienta a druhého referenčního (tj. normální DNA), 

s DNA ve struktuře normálních metafázních chromozomů fixovaných na sklíčku ve formě 

preparátu. Při vyhodnocování pomocí fluorescenčního mikroskopu lze na metafázních 

chromozomech pozorovat úseky s převažujícím signálem testovaného vzorku (amplifikace 

dané oblasti u pacienta) nebo kontrolního vzorku (delece dané oblasti u pacienta), popřípadě 

rovnocennou intenzitu obou vzorků projevující se jako fúzní signál. Pomocí komparativní 

genomové hybridizace lze jedinou hybridizační reakcí analyzovat celý genom pacienta a 

odhalit tak najednou všechny odchylky od normálního počtu kopií při rozlišovací schopnosti 

5 – 10 Mb. Před zavedením metody array CGH byla využívána mimo jiné pro detekci 

imbalancí v místech zlomů BCA [Kirchhoff a kol., 2000]. Metoda však neumožňuje 

identifikaci balancovaných přestaveb.  

Microarray komparativní genomová hybridizace (aCGH) 

Metoda array CGH byla odvozena od klasické CGH a principem se jí podobá. I zde 

jsou odlišnými fluorochromy značené genomové DNA pacienta a kontroly hybridizovány 

s referenční normální genomovou DNA. Metafázní chromozomy však byly nahrazeny velkým 

množstvím fragmentů DNA, představujících jednotlivé vyšetřované lokusy. Každý fragment 

je v mnoha kopiích navázán ve formě spotu (tečky) na podložním skle nebo jiném nosiči, 

tzv. čipu. Konkrétní formát čipu, určující rozlišovací schopnost vyšetření, je charakterizován 

počtem spotů, tedy vyšetřovaných lokusů, ale i délkou a povahou DNA sond navázaných 

na nosiči. Jedná-li se o čip typu BAC aCGH, délka sond se pohybuje nejčastěji kolem 

150 kilobází (kb) a rozlišovací schopnost vyšetření je udávána v rozmezí 0,5 – 2 Mb. 

V rutinní diagnostice je však častěji využíván čip typu oligo aCGH, u něhož je obvyklá délka 

DNA fragmentů 60 nukleotidů a rozlišovací schopnost dosahuje hodnot desítek kilobází. 

Rozlišovací schopnost oligo čipů však nemusí být ve všech oblastech genomu stejná. Čipy 

pro rutinní diagnostické využití jsou navrhovány tak, aby lokusy obsahující geny spojené se 

známými dědičnými poruchami byly pokryty sondami hustěji (s rozlišením 20 – 50 kb) 
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než oblasti genově chudé (100 – 250 kb), jedná se o tzv. ISCA (International Standards 

for Cytogenomic Arrays ) design [Miller a kol., 2010; Vermeesch a kol., 2012].  

Čipy hybridizované s testovanou a kontrolní DNA jsou analyzovány pomocí skeneru, 

který proměřuje intenzitu obou signálů v každém bodě čipu, viz obr. 5. Příslušný software 

následně vyhodnotí, zda je daný lokus u pacienta zmnožen, chybí, či je normální.  

Interpretace dat z array CGH 

 CNV nalezené metodou array CGH je nezbytné vyhodnotit z hlediska jejich 

potenciální patogenity a spojitosti se znaky fenotypu, pro které byl pacient vyšetřován. 

Důvodem je variabilita genomu, díky níž jsou CNV nacházeny i u fenotypově normálního 

jedince [Redon a kol., 2006]. Pro určení klinické významnosti CNV byly publikovány různé 

interpretační postupy [Bruno a kol., 2009; Buysse a kol., 2009; Koolen a kol., 2009; Gijsbers 

a kol., 2009; 2011], na jejichž základě jsou varianty rozdělovány v rámci pětistupňové škály 

na patogenní, pravděpodobně patogenní, klinicky nejasné, pravděpodobně benigní a benigní. 

Děje se tak na základě postupného posouzení různých charakteristik konkrétní varianty, viz 

obr. 4. 

Prvním krokem je odlišení běžných populačních benigních variant od těch potenciálně 

významných [Whitby a kol., 2008]. K tomuto účelu slouží databáze, sdružující data 

z populačních studií normálních jedinců bez postižení fenotypu včetně studie 1000 Genomes 

Project (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/tools/1000genomes), která obsahuje data 

z celogenomového sekvenování jedinců z mnoha různých populací [1000 Genomes Project 

Consortium a kol., 2010]. Nejužívanější je Database of Genomic Variants (DGV), sdílející 

údaje s databází dbVAR, která kromě CNV obsahuje i inverze, translokace a inzerce 

mobilních elementů. Význam těchto databází je ve shromažďování variant, které jsou 

nejpravděpodobněji benigní povahy a představují normální genetickou variabilitu zdravé 

populace. Výjimkou ovšem mohou být varianty popsané ve velmi nízkých počtech případů, 

které nemusí být zcela benigní, a uvedeny mohou být i varianty představující přenašečství AR 

chorob. Využít lze i interní databáze, které jsou na každém pracovišti vytvářeny vyšetřováním 

zdravých rodinných příslušníků probandů a doplňují informace získané z mezinárodních 

databází o CNV benigního charakteru specifické pro danou populaci. 

 Druhým krokem interpretace je zjištění, zda CNV nezasahuje lokus známého 

mikrodelečního či mikroduplikačního syndromu, případně kritický region obsahující geny 

spojené se známou poruchou. Tyto varianty, pokud jsou ve shodě s abnormálním fenotypem, 

a naplňují i další parametry, např. rozsah varianty, dědičnost, aj., představují patogenní CNV. 
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 Varianty, které nelze považovat za benigní ani za jasně patogenní, mohou být 

potenciálně klinicky významné a jsou rovněž shromažďovány v databázích, které umožňují 

vzájemné porovnání rozsahů a fenotypů popsaných případů. Nejznámějšími databázemi 

tohoto typu jsou DatabasE of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Humans using 

Ensembl Resources (DECIPHER) [Firth a kol., 2009], International Standards 

for Cytogenomic Arrays (ISCA) [Kaminsky a kol., 2011],  Clinical Genome Resource 

(ClinGen) a ClinVar. Pro správné posouzení významu potenciálně významných variant je 

nezbytné zjistit, zda je varianta zděděná či de novo a posoudit její rozsah, neboť až 99 % 

všech benigních CNV je zděděných a menších než 500 kb [McCarroll a kol., 2008].  

Pokud je varianta zděděna od nepostiženého rodiče, její charakter bude spíše benigní, 

avšak je třeba zvážit možný efekt neúplné penetrance či variabilní expresivity. Jedná se o jev, 

kdy se stejná CNV (i zděděná) neprojeví u všech jedinců nebo ve stejné míře. Tak může být 

patogenní varianta zděděna od nepostiženého rodiče, případně její projev může být jiné 

intenzity nebo úplně odlišný. Příčiny tohoto jevu nejsou dosud zcela známy, v úvahu 

přicházejí vysvětlení v podobě teorie druhého zásahu, kdy kombinace dvou a více CNV 

synergicky ovlivňují fenotyp pacienta [Girirajan a kol., 2010], mozaicismu, vlivu pohlaví či 

věku nosiče, mutace druhé alely, multifaktoriální dědičnosti, alelických interakcí, imprintingu 

či epigenetiky. 

Pokud je u de novo CNV nalezen podobný případ ve výše zmíněných databázích 

potenciálně patogenních variant a shodují se i znaky fenotypu, zvyšuje se pravděpodobnost 

její patogenity. Tuto pravděpodobnost rovněž ovlivňuje povaha CNV (delece bývají mnohem 

častěji patogenní než duplikace [Menten a kol., 2006], rozsah a počet zasažených genů, mezi 

nimiž je možné specifickými postupy vytipovat možné kandidátní geny potenciálně 

přispívající k abnormálnímu fenotypu [Van Vooren a kol., 2007]). Ke zjištění funkce genů 

a posouzení vztahu CNV ke znakům pacienta lze využít databáze Online Mendelian 

Inheritance in Man (OMIM) či Orphanet, GeneCards a MalaCards. U CNV, které nelze 

pro nedostatek informací vyhodnotit, zůstává význam nejasný (VOUS).  

Vzhledem k neustále se rozšiřujícím poznatkům o CNV a funkci genů je nezbytné se 

k nejasným variantám v pravidelných intervalech vracet a proces vyhodnocení opakovat. 

V mnoha případech může být VOUS překlasifikována na benigní nebo patogenní [Westerfield 

a kol., 2014]. 
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Obr. 4. Schéma zjednodušeného rozhodovacího algoritmu pro stanovení klinické významnosti 

CNV. Převzato z Gijsbers a kol. [2011]. 

SNP array (SNPa) 

Metoda je založena na detekci jednonukleotidových polymorfismů (single nucleotide 

polymorphism; SNP). SNP array je používána k citlivé detekci CNV včetně určení 

rodičovského původu (pokud jsou takto vyšetřeni i rodiče), mimo to ji lze využít pro detekci  

uniparentální dizomie (UPD) a stanovení oblastí homozygozity. Základem metody je opět 

hybridizace testované DNA na oligonukleotidový čip, principy vyšetření se ale od klasické 

array CGH odlišují (Obr. 5).  

Nejčastěji využívanou variantou vyšetření SNP je hybridizace neznačené testované 

DNA k sondám, které jsou navrženy tak, aby končily vždy jeden nukleotid 

před vyšetřovaným polymorfismem. Tento chybějící nukleotid je po navázání DNA pacienta 

na sondu dosyntetizován na základě komplementarity s testovanou DNA. Každý z volných 

nukleotidů (ve formě dideoxy terminátoru, aby došlo k připojení pouze jednoho nukleotidu) je 

značen odlišným fluorochromem a po inkorporaci fluorescenční signál odpovídá konkrétní 

alele v polymorfních místech, zatímco intenzita signálu vypovídá o počtu kopií v daném 

lokusu.  

Druhou možností je hybridizace značené DNA pacienta k alelicky specifickým 

sondám (allele-specific oligonucleotide, ASO) na čipu. Podle intenzity a distribuce signálu je 

odečítána konkrétní alela polymorfismu a počet kopií.  
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Obr. 5. Princip metody array CGH a SNP array. Převzato z  Alsolami a kol. [2013], upraveno. 

Array painting 

Čipovou technologii využívá též metoda array painting, která byla vyvinuta 

pro přesnou identifikaci zlomových míst i u balancovaných chromozomových přestaveb. 

Tento postup ovšem vyžaduje izolaci derivovaných chromozomů mikrodisekcí nebo 

průtokovou cytometrií a amplifikaci takto získané DNA. Následuje značení DNA derivátů 

odlišnými fluorochromy a hybridizace se sondami vázanými na čipu [Gribble a kol., 2009]. 

Při analýze jsou identifikovány sondy hybridizující s derivovanými chromozomy, přičemž 

zlomová místa aberace mohou vykazovat fúzní signál obou fluorochromů (Obr. 6).  
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Obr. 6. Princip metody array painting. Převzato z Gribble a kol. [2009]. 

Sekvenování nové generace (NGS) 

 Sekvenování nové generace je metoda založená na masivním paralelním sekvenování 

obrovského množství DNA fragmentů. Oproti klasickému Sangerovu sekvenování, které je 

cíleno pouze na konkrétní gen či variantu, ji lze využít k testování většího množství genů 

najednou, a to buď panelu vybraných genů, nebo exomu (exome sequencing; ES) či celého 

genomu (whole-genome sequencing; WGS) pacienta v jednom experimentu. V současné době 

je NGS pro diagnostické účely realizováno mnoha různými platformami při zachování 

základního principu metody.   

Tím je v prvé řadě příprava DNA knihovny z testovaného vzorku, spočívající v izolaci 

DNA, fragmentaci a následném navázání adaptérů na oba konce fragmentů. Adaptéry umožní 

navázání fragmentů na pevný nosič a jejich cyklickou amplifikaci. Následně dochází 

k samotnému sekvenování syntézou, kdy navázání jednotlivých značených nukleotidů vede 

k uvolnění různých fluorescenčních signálů, které jsou detekovány a jejichž pořadí určuje 

sekvenci nukleotidů fragmentu. Nakonec jsou takto získané sekvence podrobeny 

bioinformační analýze, která spočívá v jejich porovnávání s referenční genomovou sekvencí a 

odhalování případných odchylek. Tyto varianty jsou dále filtrovány s cílem zúžit jejich 

spektrum na klinicky relevantní nálezy [Ekblom a Wolf, 2014]. 
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V poslední době narůstá role NGS i v detekci chromozomových aberací. Protože 

zlomy aberací se jen vzácně nacházejí přímo v exonech protein kódujících genů, umožňuje 

metoda ES obvykle pouze detekci CNV, a i tu spíše jen s obtížemi a bez detekce zlomových 

míst. Oproti tomu je metoda WGS schopná zachytit všechny typy početní a strukturní 

chromozomové variability s přesností na jeden nukleotid. 

Z úsporných důvodů byl dříve v diagnostice BCA používán postup mate-pair 

sequencing (MPS), který byl založen na cirkularizaci dlouhých fragmentů genomové DNA a 

sekvenování pouze úseku obsahujícího spojení obou konců fragmentu. To umožnilo 

při celkovém nízkém pokrytí genomu zachytit dvojice konců, které pocházely z různých 

chromozomů (u translokací) nebo z jednoho chromozomu, ale mapující ve vyšší nebo nižší 

než očekávané vzdálenosti (u delecí nebo inzercí) nebo v jiné oblasti a orientaci (u inverzí) 

(Obr. 7). Metoda MPS byla s postupujícím zlevňováním NGS nahrazena klasickým (paired 

end) WGS s vyšším pokrytím genomu, které dokáže zachytit všechny typy přestaveb 

na základě změn pokrytí (CNV), změn oproti očekávanému mapování readů z jednoho páru či 

přítomnosti readů obsahujících dva úseky sekvencí mapujících do různých míst (junction 

nebo split ready) [Alkan a kol., 2011]. Pro validaci a upřesnění zlomových míst může být 

NGS doplněno Sangerovou metodou. 

Nověji se začínají uplatňovat metody NGS schopné sekvenovat dlouhé úseky nativní 

DNA, což má velkou výhodu právě pro detekci SV, pro stanovení fáze vazby několika 

drobných SV lokalizovaných blízko sebe (na jednom chromozomu nebo naopak na obou 

homologních chromozomech) nebo pro čtení vysoce repetitivních oblastí genomu včetně 

segmentálních duplikací, ve kterých se zlomy SV často nacházejí. 

Ze sekvence v oblastech zlomových míst je možné odhadnout mechanismus vzniku 

konkrétní přestavby [Kloosterman a Hochstenbach, 2014; Vergult a kol., 2014, Abyzov a kol., 

2015], což velkou měrou přispívá k celkovému poznání problematiky chromozomových 

přestaveb.  
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Obr. 7. Detekce aberací metodou MPS. Hodnocením vzájemné polohy a orientace párových readů lze 

odhadnout přítomnost strukturních aberací včetně balancovaných přestaveb. Převzato z Kloosterman a 

Hochstenbach [2014]. 
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Cíle práce 

Práce se zabývá aplikací metod převyšujících rozlišovací schopnost karyotypování 

u souboru pacientů s abnormálním fenotypem a mikroskopicky prokázanou zjevně 

balancovanou chromozomovou aberací. Hlavním cílem studie je objasnění diskrepance 

mezi postižením pacientů, které může signalizovat jejich nebalancovaný genotyp, a nálezem 

zjevně vyvážené přestavby v karyotypu. Práce si klade za cíl ověřit vyváženost přestavby, 

přispět k poznání mechanismů patogeneze skutečně i zdánlivě balancovaných aberací a tím 

optimalizovat diagnostický postup u budoucích případů těchto relativně vzácných nálezů.  

Dílčími cíli práce jsou: 

1. Detekovat CNV v genomu nosičů zjevně balancovaných chromozomových přestaveb 

se zaměřením na předpokládaná zlomová místa aberace stanovená karyotypováním.  

2. U zachycených CNV ověřit jejich původ (de novo nebo familiární) a zhodnotit 

souvislost s primárním nálezem strukturní aberace. Porovnáním s dosud 

publikovanými případy se pokusit odhadnout klinický význam jednotlivých variant a 

provedením korelace fenotypu s genotypem zjistit jejich kauzalitu. Vybrané zajímavé 

případy popsat podrobně ve formě kazuistik. 

3. Zhodnotit výskyt a zastoupení abnormálních CNV v místech zlomů aberace u skupiny 

nosičů familiární zjevně balancované aberace oproti skupině pacientů s aberací 

původem de novo. Výsledky porovnat s dosud publikovanými studiemi.  

4. U pacientů, u nichž nebyla zachycena abnormální CNV nebo u zjištěné CNV nebyla 

prokázána příčinná souvislost s konkrétním fenotypem, vytipovat v oblastech 

zlomových míst aberace kandidátní geny spojené se známou autozomálně dominantně 

dědičnou poruchou. U vybraných případů s podezřením na disrupci kandidátního genu 

zlomem se pokusit ověřit jeho intaktnost vhodnou metodou. Zvážit možný vliv dalších 

mechanismů patogenního působení chromozomové aberace (imprinting, lyonizace, 

poziční efekt a jiné) u pacientů bez nálezu vysvětlujícího patologický fenotyp. 

5. U vybraných pacientů, jejichž abnormální fenotyp nebyl objasněn výše uvedenými 

molekulárně cytogenetickými postupy, aplikovat doplňující vyšetření, včetně metod 

molekulárně genetických, a pokusit se tak vysvětlit příčinu postižení. Vybrané případy 

s podezřením na kryptickou vyšší komplexitu přestavby a/nebo proběhnuvší 

chromotripsi či případy s komplexní aberací o větším počtu zlomů bez zjištěné CNV 

podrobit celogenomové sekvenční analýze s cílem upřesnit dosavadní nález a případně 

objasnit jeho patogenezi.  
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Materiál a metody 

Soubor pacientů 

Celkem bylo do studie zahrnuto 54 pacientů z 52 rodin s abnormálním fenotypem a 

předchozím nálezem balancované aberace v karyotypu. Pacienti byli do souboru zařazováni 

prospektivně v průběhu let 2010 – 2019. Vzhledem ke vzácnému výskytu balancovaných 

přestaveb doprovázených abnormálním fenotypem nosiče byl soubor retrospektivně rozšířen 

o pacienty, u nichž byla zjištěna balancovaná aberace v období od roku 2001 do roku 2009, 

byl-li u nich archivován biologický materiál. U těchto pacientů byla doplněna vyšetření, která 

v mnoha případech nebyla v době indikace dostupná.  

Z převážné většiny byly do studie zařazeny případy z vnitřní databáze a vzorky 

pocházející z archivu DNA našeho pracoviště. Ve třech případech byly karyotypy pacientů 

stanoveny v laboratořích spolupracujících externích pracovišť (Tab. 2) a následně byly vzorky 

odeslány k dalšímu vyšetření do naší laboratoře.  

Tab. 2. Původ vzorku DNA, přehled spolupracujících externích pracovišť 

 

Nosiči balancovaných přestaveb, kteří nevykazovali jiné abnormality fenotypu než 

dysfertilitu související s přirozeně abnormální tvorbou gamet, nebyli pro účely této práce 

použiti. Rovněž nebyly zavzaty případy balancovaných přestaveb inv(2)(p11.2q13), 

inv(9)(p12q13) a inv(10)(p11.2q21.2), které představují rekurentní benigní varianty 

normálního karyotypu [Brothman a kol., 2006; Gilling a kol., 2006]. 

Indikace k vyšetření karyotypu se v rámci souboru velice různily. Za abnormální 

fenotyp byla ve studii považována jakákoli odchylka od normálu ať už ve smyslu konkrétního 

onemocnění, případně izolované vady, či komplexního postižení syndromové povahy. Podle 

charakteru postižení lze abnormality fenotypu rozdělit do deseti skupin, které 

se u jednotlivých případů vzájemně prolínají (Obr. 8). Konkrétní hlavní znaky abnormálního 

fenotypu jsou u jednotlivých případů uvedeny v souhrnných tabulkách 3 – 6 na str. 36 – 39. 

Pracoviště Počet vzorků Identifikace vzorku 

ÚBLG 2. LF UK a FNM, Praha 51 
T1 – T32, R1 - R5, I1 – I5,  

I8 – I12, C1 – C4 

OLG Thomayerova nemocnice, Praha 1 R6 

OLG Masarykova nemocnice, Ústí nad Labem 1 I6 

Genetika Ostrava s. r. o., Ostrava 1 I7 
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Obr. 8.  Grafické vyjádření zastoupení hlavních skupin fenotypových abnormalit u pacientů 

v souboru. Velké barevné číslice vyjadřují počty jedinců s konkrétním postižením. Malé číslice černé 

barvy vyjadřují, u kolika jedinců se vyskytují znaky více překrývajících se skupin. V závorkách jsou 

uvedeny celkové počty jedinců, u nichž byl fenotyp pozorován. 

U dvaceti jedinců vznikla nalezená balancovaná aberace de novo (Obr. 9). Ve dvaceti 

pěti případech byla přestavba zděděná od některého z rodičů (z toho v 18 případech od matky 

a v sedmi případech od otce), přičemž převážná většina předávajících rodičů nevykazovala 

znaky abnormálního fenotypu, viz tab. 3 – 6. Ve dvou dalších případech lze usuzovat na 

rodičovský původ, neboť se jedná o sourozence s identickou balancovanou translokací. Přesná 

segregace v rodině však nebyla určena a vyloučit nelze ani přítomnost gonadální mozaiky 

u jednoho z rodičů. Ve zbývajících sedmi případech nebyl původ aberace objasněn, případně 

byl vyšetřen pouze jeden z rodičů a jeho karyotyp byl normální.  
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Obr. 9. Původ balancované aberace. Grafické rozdělení jedinců v souboru podle původu přestavby 

v procentuálním vyjádření. 

Pacienti byli dle povahy balancované aberace rozděleni do čtyř skupin. Skupinu T 

tvořili pacienti s balancovanou reciprokou translokací. Do skupiny R byli zařazeni pacienti 

s robertsonskou translokací. Skupinu I tvořili nosiči balancované inverze a do poslední 

skupiny C byli zařazeni pacienti s balancovanou komplexní přestavbou v karyotypu. 

Skupina T 

 Skupinu T (Tab. 3) tvoří pacienti, u kterých byla v karyotypu postnatálně zjištěna 

balancovaná reciproká translokace. U případu T26 byla translokace zjištěna post mortem. 

V dané skupině bylo zařazeno 32 osob, z toho 11 jedinců ženského a 21 mužského pohlaví 

ve věkovém rozmezí od jednoho měsíce do 38 let v době vyšetření karyotypu. Probandi 

T2/T3 a T21/T22 jsou sourozenci různého věku a stejného pohlaví. Z celkového počtu 

32 osob vznikla reciproká translokace u 12 de novo a v 18 případech byla aberace zděděna 

od některého z rodičů (včetně dvou sourozeneckých párů, kde byl u jednoho páru prokázán 

maternální původ a u druhého lze zdědění předpokládat). U zbývajících dvou pacientů nebyl 

původ aberace objasněn. Ve většině případů se jednalo o translokaci mezi autozomy, pouze 

u dvou jedinců (T4 a T30) se translokace odehrála mezi autozomem a chromozomem X. 

Převažující indikací k vyšetření pacientů v této skupině byla psychomotorická retardace 

(PMR) nebo mentální retardace (MR), poruchy autistického spektra (PAS) a epilepsie. 
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Tab. 3. Základní charakteristiky pacientů ze skupiny T: identifikační kód jedince (modře jsou 

vyznačeny sourozenecké páry), věk v době cytogenetického vyšetření, hlavní znaky abnormálního 

fenotypu a karyotyp s uvedením původu aberace. U zděděných aberací je barevně vyznačen fenotyp 

rodiče – přenašeče (zelená – normální fenotyp, žlutá – mírná podoba abnormálních znaků probanda, 

červená – rodič postižen stejně jako proband).  

Pacient Věk  Indikace Karyotyp 

T1 9 r osteosarkom, v RA nádory GIT, prsu, plic 46,XY,t(2;15)(q31;q26.1)mat 

T2 6 r epilepsie 46,XY,t(3;7)(q25.3;p13)inh 

T3 4 r epilepsie 46,XY,t(3;7)(q25.3;p13)inh 

T4 5 r malý vzrůst, suspektní Turnerův syndrom 46,X,t(X;13)(q21.2;p11.2)dn 

T5 6 r SMR, porucha řeči, epilepsie 46,XY,t(2;19)(q13;q13.3)dn 

T6 12 r PMR, makrocefalie 46,XY,t(10;22)(p13;q13.3)mat 

T7 1 r PMR, VCC, mikrocefalie 46,XX,t(6;10)(q15;q11.2)dn 

T8 1 m palatoschisis, pylorostenóza, atyp. tvar hlavy 46,XY,t(10;13)(p15;q32.1)dn 

T9 15 r 
mucinózní tubulární a vřetenobuněčný 

karcinom ledviny 
46,XX,t(3;11)(p21.3;p13)mat 

T10 5 r PAS 46,XY,t(4;13)(q12;q12)dn 

T11 2 r opoždění řeči, dysmorfie 46,XX,t(1;12)(p36.2;q24.3)mat 

T12 13 r Aspergerův syndrom, PAS, epilepsie 46,XY,t(3;9)(p21;q34)dn 

T13 38 r porucha sluchu, porucha funkce ledvin 46,XY,t(16;18)(p11.21;q13.3) 

T14 6 r malý vzrůst 46,XX,t(4;17)(q25;q22)mat 

T15 1 m incontinentia pigmenti 46,XX,t(7;22)(q11.21;q11.2)mat 

T16 10 r PAS, skeletální dysplasie 46,XY,t(6;9)(p12.2;p23)dn 

T17 16 r vysoký vzrůst, amenorhea, endokr. porucha 46,XX,t(7;10)(q11;p11)pat 

T18 29 r slepota 46,XY,t(2;13)(q33;q32)mat 

T19 9 r PAS 46,XY,t(7;14)(p11.2;p12)mat 

T20 18 r LMR, PAS, deprese 46,XY,t(3;21)(p25;q22.3)dn 

T21 8 r LMR – SMR, PAS, stigmatizace 46,XY,t(9;17)(p13;q22)mat 

T22 10 r LMR, ADHD 46,XY,t(9;17)(p13;q22)mat 

T23 1 r mikrocefalie, TMR, ataxie, hypogenitalismus 46,XY,t(3;16)(q21;p13.3)mat 

T24 31 r epilepsie, MR 46,XY,t(1;2)(p12; q11.2)pat 

T25 3 r hypotonie, obezita, susp. Prader-Willi sy. 46,XX,t(8;15)(q24.1;q21.2)mat 

T26 3 m† mnohočetné VVV mozku, lissencephalie 46,XY,t(7;12)(q22;p11.2) 

T27 5 m dystrofie corney, amblyopia, nystagmus 46,XY,t(3;20)(q25;p11.23)dn 

T28 29 r porucha sluchu 46,XX,t(11;20)(p15.3;p12.1)dn 

T29 1 r porucha sluchu 46,XY,t(8;16)(p21;q13)dn 

T30 19 r hypergonadotropní hypogonadismus 46,X,t(X;12)(q13;p12.3)dn 

T31 9 m epilepsie 46,XX,t(1;11)(p36.1;q13)mat 

T32 9 r ADHD, astma bronchiale, reflux 46,XY,t(6;13)(p23;q34)pat 
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Skupina R  

 Do skupiny R (Tab. 4) bylo zařazeno šest pacientů se zjištěnou robertsonskou 

translokací v karyotypu. Z celkového počtu šesti jedinců bylo pět mužského a jeden ženského 

pohlaví s věkovým rozmezím od 6 měsíců do 9 let v době vyšetření karyotypu. S výjimkou 

případu R2, u kterého vznikla aberace de novo, byly všechny translokace zděděné 

od některého z rodičů. Převážná většina translokací, pět ze šesti případů, se odehrála mezi 

chromozomy 13 a 14. Převažující indikací k vyšetření pacientů v této skupině byla PMR/MR. 

Tab. 4. Základní charakteristiky pacientů ze skupiny R. Legenda viz tab. 3. 

Pacient Věk  Indikace Karyotyp 

R1 9 r spastická paraparesa 45,XY,rob(13;14)(q10;q10)mat 

R2 3 r epilepsie, suspektní  Aspergerův syndrom 45,XY,rob(13;14)(q10;q10)dn 

R3 7 r poruchy chování, endokrinní porucha 45,XX,rob(13;14)(q10;q10)pat 

R4 6 m PMR, makroglosie, stigmatizace 45,XY,rob(13;14)(q10;q10)pat 

R5 5 r PMR, záchvatovité onemocnění 45,XY,rob(21;22)(q10;q10)mat 

R6 2 r 
TMR, PAS, porucha příjmu potravy, ADHD, 

regres řeči 
45,XY,rob(13;14)(q10;q10)pat 

Skupina I 

Do skupiny I (Tab. 5) bylo zařazeno 12 pacientů, u nichž byla při vyšetření karyotypu 

zjištěna balancovaná inverze některého z chromozomů. Z celkového počtu 12 jedinců bylo pět 

ženského a sedm mužského pohlaví s věkovým rozmezím od 1 měsíce do 56 let v době 

vyšetření karyotypu. Ve čtyřech případech vznikla aberace de novo a u tří pacientů byla 

inverze zděděná od některého z rodičů. Ve zbývajících pěti případech nebyl původ aberace 

objasněn. Třikrát se jednalo o inverzi pericentrickou a devětkrát o paracentrickou. V 11 

případech byla inverze pozorována na autozomu a pouze v jednom případě (I4) na gonozomu, 

konkrétně chromozomu Y. Převažující indikací k vyšetření pacientů v této skupině byly 

poruchy pojivových tkání a vrozené vývojové vady (VVV). 
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Tab. 5. Základní charakteristiky pacientů ze skupiny I. Legenda viz Tab. 3. 

Pacient Věk  Indikace Karyotyp 

I1 12 r teleangiektásie, hemangiom rtu 46,XX,inv(7)(q11.23q22.1) 

I2 56 r 
křeče horních končetin, porucha chůze, bolesti 

hlavy 
46,XY,inv(9)(p24q32) 

I3 1 m 
mírná stigmatizace, hypertrofická 

kardiomyopatie  
46,XY,inv(11)(p15.1q21) 

I4 19 r epilepsie 46,X,inv(Y)(p11.2q11.223)pat 

I5 3 r 
PMR, stigmatizace, cafe au lait skvrny, 

makrosomie 
46,XY,inv(12)(q21.2q24.1)dn 

I6 4 m CFD, plochý hrudník, osteoplazie 46,XY,inv(17)(q21.1q23)dn 

I7 6 r SMR, ADHD, stigmatizace 46,XX,inv(13)(q31.2.q33)dn 

I8 6 r ektrodaktylie, porucha vývoje řeči 46,XY,inv(7)(q21.2q36)dn 

I9 14 r 
chronická myeloidní leukémie, obezita, 

gynekomastie 
46,XY,inv(11)(q12q23.3) 

I10 13 r 
vysoký vzrůst, suspektní onemocnění pojiv, 

epilepsie 
46,XX,inv(15)(q21.2q23) 

I11 1 r modré skléry, hypermobilita kloubů 46,XX,inv(17)(p11.2p13)mat 

I12 7 r 
suspektní atypická CF, hypermobilita kloubů, 

laxicita kůže 
46,XX,inv(17)(q21.1q23.1)mat 

Skupina C 

 Poslední, nejméně početnou skupinu C (Tab. 6) tvoří čtyři jedinci, u nichž byla 

zjištěna komplexní chromozomová přestavba. Všichni pacienti byli mužského pohlaví 

ve věku jednoho roku až patnácti let v době vyšetření karyotypu. U tří pacientů byl původ 

aberace de novo, jedna komplexní přestavba byla zděděna od nepostižené matky. V prvním 

případě (C1) se jedná o postupnou reciprokou translokaci tří chromozomů, ve druhém (C2) je 

podobná výměna doplněna navíc inzercí z prvního do třetího chromozomu. Třetí pacient (C3) 

má reciprokou translokaci mezi dvěma chromozomy doplněnou o inzerci do chromozomu 

třetího, ve čtvrtém případě (C4) dochází ke složité výměně, do níž jsou zapojeny celkem čtyři 

chromozomy. U všech pacientů byla hlavní indikací ke genetickému vyšetření PMR/MR 

a/nebo PAS.  
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Tab. 6. Základní charakteristiky pacientů ze skupiny C. Legenda viz tab. 3. 

Pacient Věk  Indikace Karyotyp 

C1 1 r 
PMR, opožděný 

vývoj 
46,XY,t(1;2;11)(q41;q34;p13)dn 

C2 5 r PAS 

46,XY,t(1;3;15)(1pter→1q42::3q26.31→3qter;3pter→ 

3q25.1::1q4?3→1qter;15pter→15q?22::1q42→1q4?3:: 

15q?22→15q2?6::3q25.1→3q26.31::15q2?6→15qter)dn 

 

C3 1 r 

PMR, PAS, 

stigmatizace,  

opožděný vývoj řeči 

46,XY,t(3;8;10)(3pter→3q25.1::8q21.2→8q23.3:: 

3q25. 1→3qter;8pter→8q21.2::10q24→10qter; 

10pter→10q24::8q23.3→8qter)mat 

C4 15 r PMR, porucha růstu 

46,XY,t(1;6;14;18)(1pter→1q23::18p11.3→18pter;6pter

→6q15::1q24→1q25::18q11.2→18qter;14pter→14q13::

6q24.2→6qter;1qter→1q25::18p11.2→18q11.2::6q15→

6q24::14q13→14qter)dn 

Metody 

Postup vyšetřování souboru 

U všech pacientů ze souboru byla karyotypováním zjištěna zjevně balancovaná 

přestavba a následným vyšetřením karyotypu rodičů (pokud s vyšetřením souhlasili a jejich 

biologický materiál byl dostupný) byl určen původ aberace. V případě, že existovala 

pochybnost ohledně stanovení zlomových míst přestavby, případně nebyl s jistotou určen 

původ některého z jejích derivátů, byla k upřesnění použita metoda FISH. 

V rámci naší studie byli všichni pacienti vyšetřeni oligonukleotidovou array CGH 

v minimálním rozlišení formátu 4x180K. Klinická významnost zachycených CNV byla 

klasifikována pomocí pětibodové škály, viz dále. CNV představující přenašečství AR choroby 

nebyly mezi nálezy zařazeny, pokud abnormální fenotyp probanda nebyl ve shodě 

s popisovanými znaky zmíněného AR onemocnění nebo pokud se CNV nenacházely 

v blízkosti zlomového místa aberace. Benigní varianty, které jsou běžně nacházeny 

v populaci, nebyly rovněž mezi nálezy zařazeny. V případě nálezu abnormální CNV 

s klasifikací patogenní, pravděpodobně patogenní nebo VOUS a u všech CNV (i těch 

hodnocených jako pravděpodobně benigní) lokalizovaných v blízkosti stanovených 

zlomových míst aberace byli následně vyšetřeni rodiče pacienta (pokud byl jejich biologický 

materiál dostupný) k určení původu CNV a její segregace v rodině, což napomáhá určení 

klinického významu varianty. Upřednostňovanou metodou pro ověření původu CNV bylo 

array CGH vyšetření za použití vhodného formátu s ohledem na rozsah ověřované varianty. 
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Důvodem pro tuto preferenci byla především skutečnost, že DNA rodičů většiny pacientů 

ze souboru byla archivována, zatímco buněčná suspenze nutná k provedení FISH nikoliv.  

U pacientů s podezřením na disrupci konkrétního potenciálně kauzálního genu 

zlomem přestavby bylo provedeno vyšetření metodou FISH typu break-apart. 

Pokud analýza molekulárně cytogenetickými metodami neposkytla možné vysvětlení 

postižení pacienta, nebo pokud neměla tato analýza dostatečnou výpovědní hodnotu pro 

jednoznačné stanovení klinického závěru či pro pochopení mechanismu vzniku postižení, 

pokračovalo vyšetření některých pacientů dalšími metodami, které jsou pro potřeby tohoto 

textu označeny jako doplňující. Tyto analýzy nebyly těžištěm práce autorky, ale protože byly 

logickým pokračováním jí započatého vyšetřovacího postupu a v některých případech 

poskytly i překvapivá vysvětlení postižení studovaných pacientů, jsou do práce také zařazeny.  

Postup vyšetřování pacientů s BCA včetně posloupnosti metod, která byla coby 

nejvýhodnější navržena pro účely naší studie, je schematicky znázorněn na obrázku 10. 

Zvolený postup zohledňuje původ (de novo/familiární) BCA a dostupnost jednotlivých metod, 

kdy jsou upřednostňovány metody běžně využívané v diagnostice klasické a molekulární 

cytogenetiky, následované cíleným vyšetřováním vytipovaných kandidátních genů 

v oblastech zlomových míst BCA molekulárně cytogenetickými a molekulárně genetickými 

metodami. V první řadě je tedy vyšetřování pacienta založeno na předpokladu, že patologický 

fenotyp se zjištěnou BCA souvisí. Pokud se souvislost nepodaří prokázat, pokračuje 

molekulárně genetické vyšetřování genů a genových panelů zvolených podle konkrétního 

postižení fenotypu. 
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Obr. 10. Schéma posloupnosti metod využívaných k vyšetřování pacientů se zjevně balancovanými přestavbami a abnormálním fenotypem.   
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Vyšetřované vzorky 

Všechny primární vzorky jedinců ze souboru byly získány postnatálním odběrem. 

V 52 z celkového počtu 54 případů se jednalo o vzorek periferní krve. Ve dvou případech 

(T26 a I4) se jednalo o bioptický odběr kůže, u pacienta T26 post mortem. Část primárního 

materiálu byla ve všech případech určena k izolaci DNA a jejímu uložení do banky 

pro molekulárně cytogenetická, případně i molekulárně genetická vyšetření. Zbývající část 

primárního vzorku byla kultivována podle standardních operačních postupů naší 

či spolupracující laboratoře (Tab. 2). Kultivované buňky, tj. lymfocyty periferní krve nebo 

kožní fibroblasty (u případů T26 a I4) byly následně dalšími postupy zpracovány pro účely 

karyotypování. 

Vyšetření karyotypu 

 U všech případů v souboru byla balancovaná chromozomová aberace zjištěna 

karyotypováním. Vyšetření karyotypu bylo provedeno metodou G-pruhování podle 

standardního protokolu [Seabright, 1972; Sanchez a kol., 1973]. U každého vzorku bylo 

početně a strukturně hodnoceno minimálně dvacet mitóz při odhadovaném rozlišení 450 – 

550 pruhů na haploidní chromozomovou sadu. Toto hodnocení bylo realizováno současnými 

i bývalými pracovníky Oddělení lékařské cytogenetiky ÚBLG 2. LF UK a FNM pomocí 

světelných mikroskopů a vybrané reprezentativní mitózy byly dokumentovány pomocí 

softwaru Ikaros Karyotyping System (verze 5.4.9 a starší verze) od společnosti MetaSystems.  

Chromozomové přestavby byly identifikovány a popisovány podle platné jednotné ISCN 

nomenklatury [McGowan-Jordan a kol., 2016].  

U většiny jedinců byla analýza karyotypu provedena v období, kdy se autorka práce 

ještě na vyšetření nepodílela, nebo na jiném pracovišti. Proto bylo autorkou práce u všech 

pacientů zařazených do souboru provedeno nové posouzení (a ve dvou případech korekce) 

zlomových míst přestavby z karyogramů pacientů archivovaných na našem pracovišti či 

vyžádaných od externích laboratoří. Nové kompletní vyšetření karyotypu bylo autorkou práce 

provedeno u dvou recentních případů ze souboru. Všechna vyšetření karyotypu byla 

konzultována se zkušenou cytogenetičkou RNDr. Drahuší Novotnou, vedoucí Oddělení 

lékařské cytogenetiky ÚBLG 2. LF UK a FNM. 

Array komparativní genomová hybridizace (array CGH) 

 U všech jedinců v souboru s výjimkou tří (C3, C4, T27, viz dále) a u rodičů 

ve vybraných rodinách bylo provedeno vyšetření metodou array CGH s využitím kontrolní 
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DNA od firmy Kreatech (MegaPool Reference DNA) a enzymatického značení od firmy 

Agilent (SureTag DNA Labeling Kit) a BlueGnome (Fluorescent Labelling System [dUTP]). 

Při značení vzorků bylo postupováno podle doporučeného protokolu výrobce. Hybridizace 

značených vzorků probíhala na komerčních čipech platformy Agilent (SurePrint G3 ISCA V2 

Unrestricted 4x180K) a BlueGnome (nyní Illumina) (CytoChip Oligo 4x180K v1.0). 

Pro vyšetření rodičů byly též využívány čipy platformy Agilent (SurePrint CGH 8x60K G3 

ISCA). Čipy byly následně skenovány na skeneru G2565CA Microarray Scanner, později 

na novějším typu G2600D SureScan Microarray Scanner od firmy Agilent. Skeny byly 

analyzovány pomocí softwaru BlueFuse Multi v2.1 – v3.4 od firmy BlueGnome a 

CytoGenomics 4.0.3.12 od firmy Agilent.  

U pacienta C4 byla nejprve na našem pracovišti provedena analýza array CGH 

na platformě BlueGnome (CytoChip Oligo 4x44K v1.0; Mgr. Jana Drábová, Ph.D.) 

následovaná vyšetřením s vyšší rozlišovací schopností, SNP array Illumina (Human 

CytoSNP-12 BeadChips, ~300K) v servisní laboratoři ÚMG AV ČR.   

Pacient C3 byl vyšetřen array CGH čipem Nimblegen HG18_WG_FT (385K, Roche) 

v servisní laboratoři Nimblegen a SNP array čipem Affymetrix Human Mapping 250K Array 

Set v servisní laboratoři ÚMG AV ČR. 

U pacienta T27 byla provedena analýza čipem od firmy Nimblegen 

HG18_WG_CGH_8of8 (385K, Roche) v servisní laboratoři Nimblegen. 

Celkově bylo autorkou práce provedeno 67 analýz array CGH na formátech 4x180K 

(54 vzorků) a 8x60K (13 vzorků). 

Stanovení klinické významnosti CNV 

 Klinická signifikance zjištěných variant byla hodnocena interpretačním postupem 

podle Gijsbers a kol. [2011], vyvinutým na podkladě čtyř publikací zaměřených 

na vyšetřování pacientů s MR, PMR a/nebo VVV metodou array CGH [Bruno a kol., 2009; 

Buysse a kol., 2009; Gijsbers a kol., 2009; Koolen a kol., 2009]. V prvé řadě byla každá CNV 

porovnána s variantami v databázích DGV (http://dgv.tcag.ca) a dbVAR 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbvar), zda se nejedná o benigní variantu běžně se vyskytující 

u zdravé populace. Následně bylo zjišťováno, zda se daná varianta nepojí s již popsaným 

mikrodelečním či mikroduplikačním syndromem a varianta byla posuzována z hlediska 

velikosti a genového obsahu. K tomu byly využívány genomové prohlížeče UCSC 

(https://genome.ucsc.edu), Ensembl (https://www.ensembl.org) a online aplikace GENA 

od Sivotech Bioinformatics (https://www.sivotecbioinformatics.com) pro vyhodnocování 
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CNV [Wierenga a kol., 2013]. Ke zjištění funkce genů zasažených CNV bylo využíváno 

databáze OMIM (https://www.omim.org), Orphanet (https://www.orpha.net), případně 

GeneCards (https://www.genecards.org). Každá varianta, u níž nebyl vyloučen možný 

patogenní vliv (s přihlédnutím k eventuální neúplné penetranci a variabilní expresivitě 

poruchy), byla porovnávána s variantami uvedenými v databázích DECIPHER 

(https://decipher.sanger.ac.uk), ISCA (http://dbsearch.clinicalgenome.org/search), ClinGen 

(https://www.clinicalgenome.org) a ClinVar (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/clinvar) a 

v publikacích vyhledávaných pomocí databáze PubMed 

(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). Byly posuzovány společné znaky abnormálního 

fenotypu z hlediska případné kauzality. Důležitým rozhodovacím kritériem byl též rodičovský 

původ varianty (zděděná či de novo), pokud bylo možné jej stanovit (Obr. 10). Výsledkem 

celého procesu bylo zařazení zjištěné varianty do finální kategorie významnosti. 

Fluorescenční in situ hybridizace (FISH) 

U tří osob bylo provedeno vyšetření pomocí směsí komerčních lokus specifických 

sond, viz tab. 7. U pacientky T7 to bylo za účelem ověření, respektive upřesnění odhadu 

umístění zlomových míst přestavby, u případů I6 a I7 k ověření fáze delecí nalezených 

metodou array CGH. Tyto analýzy byly provedeny na našem pracovišti autorkou práce podle 

postupů doporučených výrobci. Preparáty byly hodnoceny pomocí fluorescenčního 

mikroskopu Zeiss Axioimager Z1 (CarlZeiss) a vybrané reprezentativní mitózy (popřípadě 

interfázní jádra) byly dokumentovány pomocí softwaru ISIS FISH Imaging System v5.1 

od společnosti MetaSystems. 

Tab. 7. Přehled vyšetření metodou FISH. 

Pacient Strukturní přestavba Vyšetřovaná oblast Sonda  Výrobce 

T7 t(6;10)(q15;q11.2)dn 6pter STS-H99640 Cytocell 

10qter RH44494 

6q14.1 RP11-379B8 BlueGnome 

10q11.23 RP11-140C5 

I6 inv(17)(q21.1q23)dn 17qter D17S2200 CytoCell 

17q21.2 RP11-206C20 BlueGnome 

17q21.32 RP11-361K8 

17q21.32 RP11-243D13 

17q21.33 RP11-94C24 
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I7 inv(13)(q31.2q33)dn 13qter 13DS1825 Cytocell 

13q34 RP11-98F14 BlueGnome 

13q34 RP11-480K16 

9p21.3 RP11-408N14 

9q21.13 RP11-563H8 

U čtyř pacientů ze souboru bylo nutné doplnit vyšetření metodou FISH na jiném 

pracovišti. U tří jedinců (I7, C2 a C4) se jednalo o metody mFISH a mBAND, které nejsou 

na našem pracovišti zavedeny a byly využity pro účely přesnějšího popsání složitých 

přestaveb pacientů. Vyšetření byla provedena s použitím sond od firmy MetaSystems 

na pracovištích Cytogenetická laboratoř Onkologického centra J. G. Mendela, Nový Jičín 

(pacient I7, mBAND chromozomu 13), Molekulárně cytogenetická laboratoř fakultní části 

našeho ústavu (C2, mBAND chromozomu 1 a mFISH, MUDr. Pavel Tesner, Ph.D.) a 

Centrum nádorové cytogenetiky, Ústav lékařské biochemie a laboratorní diagnostiky, 1. LF 

UK a VFN v Praze (C4, mBAND chromozomů 1 a 6 a mFISH, Doc. RNDr. Zuzana 

Zemanová, CSc.). 

U případu I9 bylo provedeno vyšetření chromozomů X a 8 centromerickými sondami 

od firmy Abbott Vysis (Centrum nádorové cytogenetiky Ústavu lékařské biochemie a 

laboratorní diagnostiky, 1. LF UK a VFN v Praze, Ing. Lucie Hodaňová, Ph.D.) na suspenzi 

pacienta, která byla na tomto pracovišti archivována. Vyšetření bylo doplněno za účelem 

ověření nálezu z metody array CGH. 

FISH typu break-apart (BA FISH) 

V rámci studie byly u tří pacientů (Tab. 8) využity speciální lokus specifické sondy 

typu break-apart k vyloučení či potvrzení disrupce konkrétního genu zlomem balancované 

přestavby. Jednalo se ve všech případech o komerčně dostupné směsi sond od firmy Empire 

Genomics. Tato vyšetření byla provedena autorkou práce na pracovišti ÚBLG 2. LF UK a FN 

Motol podle doporučeného protokolu výrobce.  

Tab. 8. Přehled vyšetření metodou BA FISH. 

Pacient Strukturní přestavba Vyšetřovaná oblast Sonda Asociovaná porucha 

T1 t(2;15)(q31;q26.1)mat 15q26.1  BLM BA Bloomův syndrom 

T8 t(10;13)(p15;q32.1)dn 13q32.1 TGDS BA Catel-Manzke syndrom 

I10 inv(15)(q21.2q23) 15q21.1 FBN1 BA Marfanův syndrom 
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Doplňující vyšetření  

Karyotypování buněk kostní dřeně 

 U pacienta I9 byla z důvodu diagnostikované leukémie provedena kultivace buněk 

kostní dřeně a následně karyotypování. Vyšetření bylo provedeno na pracovišti Centra 

nádorové cytogenetiky, Ústav lékařské biochemie a laboratorní diagnostiky, 1. LF UK a VFN 

v Praze.  

Methylation-Specific Multiplex ligation-dependent probe amplification (MS MLPA) 

 U případu T25 bylo doplněno vyšetření metodou metylačně specifická MLPA (MS 

MLPA) za účelem zjištění metylačního vzorce imprintované oblasti chromozomu 15, který 

byl součástí přestavby. Vyšetření provedla RNDr. Petra Hedvičáková na Oddělení lékařské 

molekulární genetiky ÚBLG 2. LF UK a FNM pomocí komerčně dostupného kitu SALSA 

MLPA ME028 Prader-Willi/Angelman probemix od firmy MRC Holland na analyzátoru ABI 

PRISM 3130XL od firmy Applied Biosystems. Výsledky byly hodnoceny za pomoci eMLPA 

(emlpa.lf2.cuni.cz), softwaru vyvinutého na našem pracovišti, a též softwaru Coffalyser. 

Sekvenování  Sangerovou metodou 

U čtyř případů bez nálezu abnormální CNV byla kauzální mutace zjištěna cíleným 

Sangerovým sekvenováním kandidátního genu, u pacientů T31 (gen SCN1A) a T4 (gen 

SHOX) na Oddělení molekulární genetiky ÚBLG 2. LF UK a FNM (RNDr. Petra 

Hedvičáková a MUDr. Anna Křepelová, CSc.), u pacientky T15 (gen IKBKG) v Centru 

molekulární biologie a genové terapie FN Brno (Mgr. Romana Borská, Doc. RNDr. Lenka 

Fajkusová, CSc.) a u probanda T13 (gen COL4A5) na pracovišti OLG FN Ostrava (MUDr. 

Pavlína Plevová, Ph.D.). Sangerovo sekvenování na našem pracovišti bylo prováděno podle 

standardního operačního postupu laboratoře a analýza probíhala na analyzátoru ABI PRISM 

3130XL od firmy Applied Biosystems. Výsledek sekvenování byl porovnáván s příslušnou 

referenční sekvencí DNA vyšetřovaného genu (NCBI Reference sequence – NM_RefSeq).  

U pacienta T8 byla kromě vyšetření suspektní disrupce genu TGDS zlomem aberace 

metodou BA FISH doplněna i jeho sekvenační analýza Sangerovou metodou (Mgr. Júlia 

Martinková, ÚBLG 2. LF UK a FNM). 

Sekvenování PCR produktů Sangerovou metodou bylo použito také při charakterizaci 

zlomů u pacienta C4 (Molekulárně genetická laboratoř fakultní části našeho ústavu, Mgr. 

Miroslava Hančárová, Ph.D., Příloha 1). 
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Sekvenování nové generace (NGS)  

U pacienta I10 byla kromě vyšetření suspektní disrupce genu FBN1 zlomem aberace 

metodou BA FISH doplněna i sekvenační analýza tohoto genu NGS metodou v rámci panelu 

Onemocnění pojivových tkání obsahujícího 99 genů včetně FBN1 (Ing. Radka Sítková, 

Laboratoře Agel a.s., Laboratoř lékařské genetiky, Nový Jičín). 

U pacienta T1 bylo provedeno vyšetření NGS panelem 226 genů pro hereditární 

nádorová onemocnění – CZECANCA, indikované pro geny skupiny ONKO1 (Mgr. Martina 

Bittóová, Gennet, Praha). 

U pacientů C4 a I6 s podezřením na chromotripsi byl metodou NGS analyzován celý 

genom, u pacienta C4 v Department of Cellular and Molecular Medicine, University 

of Copenhagen s využitím metody mate-pair sekvenování, v případě I6 metodou paired-end 

sekvenování v servisní laboratoři Macrogen. 

Analýza sekvenačních dat byla provedena u pacienta C4 ve spolupráci s týmem studie 

(Příloha 1), u pacienta I6 ve spolupráci s Molekulárně genetickou laboratoří fakultní části 

našeho ústavu (prof. Ing. Zdeněk Sedláček, DrSc.). 
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Výsledky a diskuze 

Celkové rozdělení nálezů  

Z celkem 54 pacientů s abnormálním fenotypem a se zjevně balancovanou strukturní 

přestavbou v karyotypu byla metodou array CGH u 17 jedinců zjištěna minimálně jedna CNV 

hodnocená jako patogenní, pravděpodobně patogenní nebo VOUS, případně jakákoliv 

varianta (včetně benigních) představující možnou imbalanci v místě zlomu aberace.  

U osmi osob ze souboru byla nalezena více než jedna CNV. Celkem bylo u 17 osob 

nalezeno 34 CNV, zasluhujících další pozornost. Celkový přehled nalezených variant je 

uveden v souhrnné tabulce 9. 

Celkový záchyt jedinců s nálezem CNV v naší studii (17/54, 31,5 %) je ve shodě 

s publikovanými studiemi založenými na metodě array CGH [Gribble a kol., 2005; Ciccone a 

kol., 2005; Bisgaard a kol., 2006; De Gregori a kol., 2007; Sismani a kol, 2008; Higgins a 

kol., 2008; Schluth-Bolard a kol., 2009; Gijsbers a kol., 2010; Feenstra a kol., 2011]. Tyto 

práce stanovují celkový záchyt abnormálních CNV u souborů jedinců s PMR, MR a/nebo 

VVV a zjevně balancovanou chromozomovou přestavbou na 30 - 50 %. Studie obdobného 

charakteru provedené na souborech probandů s abnormálním fenotypem, ale normálním 

karyotypem udávají celkový záchyt abnormálních variant v rozmezí 15 – 20 % [Menten a 

kol., 2006; Stankiewicz a Beaudet, 2007; Bruno a kol., 2009; Miller a kol, 2010; Vissers a 

kol., 2010; Pfundt a kol., 2012; Bartnik a kol., 2014]. Zvýšený záchyt ve skupině 

s chromozomovou přestavbou oproti skupině jedinců s normálním karyotypem je patrně 

představován CNV v místech zlomů aberací. U probandů s balancovanými chromozomovými 

přestavbami s normálním fenotypem nebyly až na výjimky [Gajecka a kol., 2006; Dong a 

kol., 2017] imbalance na zlomech zjištěny [Baptista a kol., 2005; Baptista a kol., 2008].   

Nejvyšší záchyt CNV vyjádřený poměrem jedinců s nálezem abnormální varianty 

k celkovému počtu jedinců v konkrétní skupině byl zaznamenán ve skupině I (7/12, 58,3 %) 

(Obr. 11). Druhý nejvyšší záchyt (2/4, 50,0 %) byl ve skupině C. Ve skupině T byl 

zaznamenán 21,9% (7/32) záchyt abnormálních variant. Nejnižší záchyt (1/6, 16,7 %) byl 

zjištěn ve skupině R. Je však třeba mít na paměti, že počty jedinců v jednotlivých skupinách 

jsou malé, a tyto výsledky mohou být ovlivněny chybou malých čísel.   

  



49 
 

Tab. 9. Tabulka nálezů abnormálních CNV u pacientů v souboru. Případy označené hvězdičkou budou dále v textu diskutovány. Uvedený rozsah variant je 

dán rozmezím první a poslední aberované sondy. CNV lokalizované na zlomových místech přestaveb jsou v tabulce barevně zvýrazněny. PAT – patogenní, 

P PAT – pravděpodobně patogenní, VOUS – varianta nejasného významu, P BEN – pravděpodobně benigní, BEN – benigní. 

Pacient Karyotyp CNV Gen(y) 
Klinický 

význam 
Poznámka 

Reciproké translokace 

T7* 46,XX,t(6;10)(q15;q11.2)dn 
arr[GRCh37]6q16.3q21(104426530_112005167)x1dn 

(7,6 Mb) 
116 genů PAT 

Nález mimo zlomové místo 

translokace na derivovaném chr. 

T11* 46,XX,t(1;12)(p36.2;q24.3)mat 
arr[GRCh37]7q11.23(72726578_74139390)x3dn 

(1,73 Mb) 
53 genů PAT 

Williams-Beuren region 

duplikační syndrom 

(MIM#1609757) 

T14  46,XX,t(4;17)(q25;q22)mat 
arr[GRCh37]17q21.33(48532171_48590853)x3mat 

(58 kb) 
5 genů P BEN  

T18* 46,XY,t(2;13)(q33;q32)mat 
arr[GRCh37]1q31.3(197216521_197272070)x1pat 

(55 kb) 

CRB1,  

exon 2 - 4 
P PAT 

Retinitis pigmentosa 12  

(MIM#1600105) 

T21* 46,XY,t(9;17)(p13;q22)mat 

arr[GRCh37]9p13.3p13.2(36271796_36893651)x4mat 

(621 kb) 

GNE, RNF38, 

MELK,PAX5 
VOUS  

arr[GRCh37]8q21.11(77576981_78043960)x1 

(466 kb) 
ZFHX4, PEX2 PAT 

8q21.11 mikrodeleční syndrom  

(MIM#1614230) 

T22* 46,XY,t(9;17)(p13;q22)mat 

arr[GRCh37]9p13.3p13.2(36271796_36893651)x4mat 

(621 kb) 

GNE, RNF38, 

MELK,PAX5 
VOUS  

arr[GRCh37]2q13(110862477_110980401)x3mat 

(117 kb) 

NPHP1, 

MALL 
VOUS  

T23* 46,XY,t(3;16)(q21;p13.3)mat 

arr[GRCh37]2p25.3p25.2(30341_6671363)x3 

(6,6 Mb) 
45 genů PAT 

Suspektní další nebalancovaná 

reciproká translokace arr[GRCh37]13q33.2q34(106032191_115089535)x1 

(9 Mb) 
113 genů PAT 

Robertsonské translokace 

R1* 45,XY,rob(13;14)(q10;q10)mat 
arr[GRCh37]17p13.1p12(9890609_11444181)x3mat  

(1,5 Mb) 
22 genů VOUS 

Polygenní komplex pro těžké 

řetězce myozinu (MYH) 
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Inverze 

I3 46,XY,inv(11)(p15.1q21) 
arr[GRCh37]11q13.4q13.5(73768358_75652857)x3 

(1,9 Mb) 
56 genů VOUS 

Nález mimo zlomové místo 

inverze na derivovaném chr. 

I4 46,X,inv(Y)(p11.2q11.223)pat 

arr[GRCh37]Yp11.2(8833817_9126994)x3dn 

(293 kb) 
- BEN 

Nálezy v genově chudých 

oblastech arr[GRCh37]Yq11.223(23566460_23649430)x3pat 

(82 kb) 
- BEN 

I6* 46,XY,inv(17)(q21.1q23)dn 

arr[GRCh37]4p15.31(18059937_21095314)x1dn 

(3,03 Mb) 
7 genů VOUS 

Nálezy v genově chudých 

oblastech arr[GRCh37]4p15.1(32202077_32959027)x1dn 

(756 kb) 
LINC02353 VOUS 

arr[GRCh37]4p13(42024833_43281360)x1dn 

(1,25 Mb) 

13 genů; 

GRXCR1 
VOUS 

Přenašeč AR hluchoty 

(MIM#1613285) 

arr[GRCh37]4p12p11(48164374_49083290)x1dn 

(918 kb) 

12 genů; 

TEC 
VOUS Nález v genově chudé oblasti 

arr[GRCh37]17q21.2(38873514_39565634)x1dn 

(692 kb) 
59 genů P PAT 

Polygenní komplex pro keratiny  

a asociované proteiny  

arr[GRCh37]17q21.32(45904711_46271671)x1dn 

(399 kb) 

20 genů; 

PNPO 
VOUS 

Přenašeč AR poruchy 

metabolismu vitamínu B6  

(MIM#1610090) 

arr[GRCh37]17q21.32(46410502_47021848)x1dn 

(611 kb) 

32 genů; 

HOXB1 
VOUS 

Polygenní komplex HOXB, 

přenašeč AR parézy obličeje  

(MIM#1614744) 

arr[GRCh37]17q21.33(48261448_49790776)x1dn 

(1,52 Mb) 

41 genů; 

COL1A1 
P PAT 

AD porucha osteogenesis 

imperfecta  

(MIM#1166200) 
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I7* 46,XX,inv(13)(q31.2.q34)dn 

arr[GRCh37]9p24.3(944302_1010408)x1dn 

(66 kb) 
5 genů VOUS  

arr[GRCh37]9p21.3(20195733_23486509)x1dn 

(3,29 Mb) 

57 genů; 

CDKN2A 
P PAT 

AD predispozice k tvorbě 

melanomů 

arr[GRCh37]9q21.11q21.13(70984481_76793061)x1dn 

(5,80 Mb) 
61 genů P PAT  

arr[GRCh37]13q34(113730429_113965068)x1dn 

(234 kb) 

12 genů;  

F7, F10 
VOUS 

Nález mimo zlomové místo 

inverze na derivovaném chr. 

I8* 46,XY,inv(7)(q21.2q36)dn 
arr[GRCh37]7q31.31q31.32(119861378_121256293)x1 

dn (1,39 Mb) 
15 genů VOUS 

Nález mimo zlomové místo 

inverze na derivovaném chr. 

I9* 46,XY,inv(11)(q12q23.3) 
Arr(8)x3[0.7] 

(146 Mb) 
~ 1800 genů PAT 

~70% mozaika trizomie 8, 

Warkany syndrom 2 

I10* 46,XX,inv(15)(q21.2q?23) 
arr[GRCh37]Xp22.33(430240_690071)x3mat 

(259 kb) 

6 genů;  

SHOX 
P BEN  

Komplexní přestavby 

C2 

t(1;3;15)(1pter→1q42::3q26.31

→3qter;3pter→3q25.1::1q4?3→

1qter;15pter→15q?22::1q42→1

q4?3::15q?22→15q2?6::3q25.1

→3q26.31::15q2?6→15qter)dn 

 

arr[GRCh37]3q24(143893025_145571843)x1dn 

(1,67 Mb) 
4 geny VOUS 

V blízkosti delece gen SLC9A9 

 (MIM*608396), možné narušení 

regulačních oblastí 

arr[GRCh37]3q26.1(163955915_164683768)x1dn 

(730 kb) 
SI VOUS  

arr[GRCh37]15q22.2(60085937_60101782)x1dn 

(16 kb) 
- BEN  

C4* 

46,XY,t(1;6;14;18)(1pter→1q23

::18p11.3→18pter;6pter→6q15:

:1q25→1q24::18q11.2→18qter; 

14pter→14q13?::6q24.2→6qter;

1qter→1q25::18p11.2→18q11.2

::6q15→6q24::14q13?→14qter)

dn 

 

arr[GRCh37]1q24.3(171938643_172600557)x1dn 

(0,7 Mb) 
11 genů PAT DNM3 (MIM*611445) 

arr[GRCh37]6q24.1q24.2(142164956_144627966)x1dn 

(2,5 Mb) 
32 genů PAT  

Imprintované geny PLAGL1  

(MIM*03044) a HYMAI  

(MIM*606546). 
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Obr. 11. Graf zobrazuje porovnání záchytu genetických abnormalit v jednotlivých skupinách. Záchyt 

je vyjádřen v procentuálním zastoupení jedinců s nálezem k celkovému počtu jedinců v konkrétní 

skupině. 

 Většina výše zmíněných publikací se zabývá výhradně studiem souboru jedinců 

s reciprokými translokacemi. Dvě práce [Schluth-Bolard a kol., 2009; Feenstra a kol., 2011] 

uvádějí záchyt CNV i u probandů s inverzemi a komplexními přestavbami. Obě studie shodně 

uvádějí nejvyšší podíl nálezů ve skupině CCR, následovaný inverzemi [Schluth-Bolard a kol., 

2009] nebo reciprokými translokacemi [Feenstra a kol., 2011]. Vysoký záchyt CNV 

ve skupině inverzí v naší studii lze odůvodnit skutečností, že minimálně u dvou přestaveb 

(I6 a I7), které byly původně hodnoceny jako prosté inverze, byla prokázána vyšší 

komplexita.  Nejnižší podíl jedinců s nálezem CNV ve skupině robertsonských translokací 

vychází z podstaty tohoto typu přestaveb, kdy ke zlomům dochází buď v heterochromatinové 

pericentromerické oblasti nebo v genově chudé oblasti krátkých ramen akrocentrických 

chromozomů. Záchyt CNV v této skupině tak odpovídá spíše záchytu v publikovaných 

souborech s abnormálním fenotypem a normálním karyotypem. 

 Z celkového počtu osob s nálezem CNV bylo osm nosičů familiární chromozomové 

přestavby (osm z celkem 27 se zděděnou přestavbou; 29,6 %), u šesti jedinců vznikla aberace 

de novo (6/20; 30.0 %) a u zbývajících tří probandů nebyl původ přestavby objasněn (3/7; 

42.9 %). V naší studii, stejně jako v předchozích [Ciccone a kol., 2005; Bisgaard a kol., 2006; 

Sismani a kol, 2008; Schluth-Bolard a kol., 2009], tedy nebyl zjištěn významný rozdíl 

v celkovém záchytu CNV v závislosti na původu aberace. Rozdíl mezi nálezy CNV 

u familiárních a de novo aberací spočívá spíše v jejich lokalizaci a patogenitě, viz dále.  
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Nálezy na zlomových místech a mimo ně 

U pěti nepříbuzných jedinců T14, I4, I6, C2, C4 a dvou bratrů T21/T22 (kteří ale 

sdílejí stejnou zděděnou CNV, proto budou na tomto místě započítáni jako jeden) lze v oblasti 

jednoho nebo více zlomových míst zdánlivě balancovaných aberací pozorovat kryptické 

imbalance v podobě CNV. To představuje 11,1 % z celkového počtu osob v souboru. 

U probandů T21, T22 a I6 byly zjištěny abnormální varianty jak v oblasti zlomových míst, tak 

i mimo ně (Obr. 12).  

Publikované studie uvádějí celkový podíl přestaveb doprovázených kryptickou CNV 

v oblastech zlomů v souborech nosičů vyšší, 20 – 40 % [Gribble a kol., 2005; Ciccone a kol., 

2005; Bisgaard a kol., 2006; De Gregori a kol., 2007; Sismani a kol, 2008; Higgins a kol., 

2008; Schluth-Bolard a kol., 2009; Gijsbers a kol., 2010; Feenstra a kol., 2011], přičemž 

u de novo aberací lze tyto imbalance pozorovat přibližně dvakrát častěji než u familiárních 

[Sismani a kol, 2008; Schluth-Bolard a kol., 2009]. V našem souboru byl záchyt CNV 

na zlomech celkově nižší a podobný u nosičů familiárních (T14, I4, T21/T22) a de novo 

přestaveb (I6, C2, C4), což lze částečně odůvodnit odlišným složením našeho souboru oproti 

zmiňovaným studiím. Nejpravděpodobněji lze CNV v místě zlomu zaznamenat u de novo 

komplexních přestaveb (až u 75 %) a převažujícími CNV jsou delece [Gribble a kol., 2005; 

De Gregori a kol., 2007; Sismani a kol, 2008; Schluth-Bolard a kol., 2009; Feenstra a kol., 

2011], čemuž odpovídají i výsledky naší studie. 

V souladu s publikovanými poznatky [Aristidou a kol., 2017 a 2018] byly v našem 

souboru u nosičů familiárních balancovaných aberací patogenní CNV pouze koincidentní 

s primárním nálezem chromozomové přestavby; pokud byly u zděděných přestaveb nalezeny 

imbalance v oblastech zlomových míst, byly hodnoceny jako benigní, pravděpodobně benigní 

nebo VOUS. Rodič s chromozomovou přestavbou byl ve všech případech nosičem i této 

CNV. Tyto zděděné varianty byly zjištěny u čtyř pacientů, třikrát maternálního původu (T14, 

T21, T22), a jednou paternálního (I4). Jednalo se o duplikace, u případů T21 a T22 šlo 

o triplikaci. 

Naopak CNV patogenní, pravděpodobně patogenní a VOUS potenciálně kauzální 

pro abnormální fenotyp pacientů, lokalizované v místech zlomů, byly spojeny výhradně 

s aberacemi vzniklými de novo. Tyto varianty byly pozorovány u tří osob (I6, C2, C4) a 

jednalo se o vícečetné delece na několika z mnoha zlomových míst.   

U deseti pacientů (18,5 % z celkového počtu) byly abnormální CNV nalezeny pouze 

mimo předpokládaná zlomová místa aberací. Tento podíl je ve shodě s 15 – 20% záchytem 
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ve skupině probandů s abnormálním fenotypem, ale normálním karyotypem [Menten a kol., 

2006; Stankiewicz a Beaudet, 2007; Bruno a kol., 2009; Miller a kol, 2010; Vissers a kol., 

2010; Pfundt a kol., 2012; Bartnik a kol., 2014]. U čtyř probandů (T7, I3, I7 a I8) byly CNV 

lokalizovány na derivovaném chromozomu, naznačujíce tak možnost vyšší komplexity 

přestavby, což bylo v literatuře opakovaně popsáno [Ciccone a kol., 2005; De Gregori a kol., 

2007; Sismani a kol., 2008; Feenstra a kol., 2011; Tabet a kol., 2015; Redin a kol., 2017].  

U případů, kde nebyla nalezena žádná kauzální CNV, byla zvažována možnost, 

že zlomy přestaveb narušují kódující sekvenci genů citlivých na dávku [Chen a kol., 2008, 

2010; Sobreira a kol., 2011; Talkowski a kol., 2011; Simioni a kol., 2017; Schluth-Bolard a 

kol., 2019] anebo jejich regulačních oblastí [Schluth-Bolard a kol., 2013, 2019] či působí 

jinak pozičním efektem [Fantes a kol., 1995; Kleinjan a van Heyningen, 1998, 2005; Kleinjan 

a Lettice, 2008]. Bylo zjištěno, že ke genovým disrupcím dochází u bezpříznakových nosičů 

BCA s podobnou frekvencí jako u fenotypově abnormálních nosičů, tj. 35 – 50 % [Baptista a 

kol., 2008; Fantes a kol., 2008; Redin a kol., 2017; Schluth-Bolard a kol., 2019], a s ohledem 

na možné odmaskování recesivní mutace druhé alely genu narušeného zlomem bylo 

vytipování kandidátních genů provedeno nejen u de novo, ale i u familiárních přestaveb 

v našem souboru.  

U pacientů T1, T8 a I10 byla disrupce kandidátních genů zlomem aberace vyloučena 

metodou BA FISH. 

U některých pacientů, u nichž array CGH ani FISH provedené v rámci naší studie 

nevedly k žádnému pozoruhodnému nálezu, pokračovalo jejich vyšetřování dalšími, 

doplňujícími metodami. U pěti případů bez nálezu CNV tak byla genetická abnormita zjištěna 

jinou, cílenou molekulární metodou. Ve třech případech šlo o záměnovou patogenní mutaci 

v genu kauzálním pro AD poruchu (u pacienta T4 se jednalo o gen SHOX, u T13 o gen 

COL4A5 a u T31 o SCN1A), v jednom případě (T15) se jednalo o intragenovou deleci exonů 

v genu IKBKG kauzálním pro AD chorobu a v jednom případě (T25) byla příčinou 

abnormálního fenotypu uniparentální heterodizomie chromozomu 15 nesoucího imprintované 

geny (Obr. 12).  
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Obr. 12. Přehled nálezů u pacientů v souboru. Graf zachycuje rozdělení jedinců v souboru dle 

nalezených genetických abnormalit. 

Patogenita/klinický význam CNV 

Z celkových 34 CNV (Obr. 13) nalezených u 17 osob lze z hlediska klinické 

významnosti osm variant označit za patogenní (23,5 %) a kauzální pro daný abnormální 

fenotyp probandů a pět (14,5 %) za pravděpodobně patogenní. Klinická významnost dalších 

16 CNV (47 %) zůstává nejasná (VOUS). Dvě pravděpodobně benigní (6 %) a tři benigní 

(9 %) varianty nebyly na rozdíl od běžných benigních CNV z naší studie vyloučeny, neboť 

jsou lokalizovány v oblastech zlomových míst, případně nelze zcela vyloučit jejich částečný 

podíl na fenotypu, viz dále.  

Jako patogenní s kauzálním dopadem na abnormální fenotyp probandů byly 

hodnoceny dvě delece v oblastech zlomů komplexní přestavby (C4), intersticiální delece 

velkého rozsahu na derivovaném chromozomu mimo zlomové místo (T7), dále varianty 

představující známý mikroduplikační (T11) a mikrodeleční (T21) syndrom, nebalancovaná 

translokace sestávající z  terminální delece a duplikace (T23) a též mozaiková trizomie 

autozomu (I9). 

Za pravděpodobně patogenní byly označeny imbalance v místech zlomů u pacientů 

I6 a I7, které jsou většího rozsahu s vyšším obsahem genů či obsahují geny, jejichž porucha 

funkce by mohla mít spojitost s jejich abnormálním fenotypem (celkem čtyři CNV) a dále 

intragenová delece spojená s AR poruchou u probanda T18, u něhož nebyla dosud vyšetřena 

druhá alela genu.  
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Označení VOUS bylo přiděleno delečním variantám v oblastech zlomových míst (I6, 

I7, C2) i mimo ně (I8) obsahujícím alespoň jeden gen, ale nemajícím zřejmou spojitost 

s abnormálním fenotypem (celkem 11 CNV) a též duplikacím většího rozsahu u pacientů R1, 

I3, T22. Specifickým nálezem u dvou bratrů (T21 a T22) byla identická triplikace v oblasti 

zlomového místa zděděná spolu s translokací od matky.  

Jako pravděpodobně benigní byly označeny dvě duplikační varianty, z nichž jedna je 

lokalizována v místě zlomu familiární translokace a je rovněž zděděná (T14) a druhá 

se nachází v oblasti, jejíž duplikace postihují fenotyp, ale zjevně nedosahuje kritického 

rozsahu (I10). Za benigní pak byly označeny tři varianty bez obsahu známého genu (dvě CNV 

u pacienta I4, jedna u C2), nelze je však pominout vzhledem k jejich lokalizaci v oblastech 

zlomových míst přestaveb.  

Připočítáme-li k patogenním a pravděpodobně patogenním CNV v oblastech 

zlomových míst u jedinců C4 a I6 také patogenní působení skutečně balancované aberace, 

indukující uniparentální heterodizomii (T25), lze přítomnost zdánlivě či skutečně balancované 

aberace jednoznačně označit za příčinu abnormálního fenotypu pacientů ve třech případech, 

což představuje 5,5 % z celkového počtu osob v souboru.  

 

 

 

Obr. 13. Rozdělení CNV zjištěných u pacientů v souboru z hlediska klinické významnosti. 

Z hlediska počtu osob i zastoupení zjevně balancovaných přestaveb v souboru je naše 

studie nejlépe srovnatelná s prací Feenstra a kol. [2011]. Tato studie byla rovněž provedena 

na souboru 54 jedinců s jednoduchou (40 reciprokých translokací, šest inverzí) či komplexní 

přestavbou (osm CCR); na rozdíl od našeho souboru byly všechny BCA pouze de novo 
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původu. U 17/54 (31 %) pacientů, tj. u 11/42 (24 %) jednoduchých přestaveb a 6/8 (75 %) 

CCR bylo zaznamenáno celkem 25 CNV, ve všech případech se jednalo o delece. U deseti 

osob z 54 v souboru (18,5 %) byla nalezena alespoň jedna CNV v oblasti zlomových míst 

přestavby, u šesti (11 %) byly CNV jinde v genomu a u jednoho pacienta (1,9 %) byly 

zjištěny CNV na zlomech i mimo ně. Z celkového počtu CNV bylo 16 (64 %) vyhodnoceno 

jako pravděpodobně patogenní nebo patogenní, šest jako VOUS (24 %) a tři (12 %) jako 

pravděpodobně benigní nebo benigní. Data ze zmíněné práce se tedy v mnohém podobají 

výsledkům naší studie. Zvýšený záchyt pravděpodobně patogenních a patogenních CNV 

především v oblastech zlomových míst lze odůvodnit de novo původem přestaveb, kdy bývá 

záchyt přirozeně vyšší [Sismani a kol, 2008; Schluth-Bolard a kol., 2009]. V případě, že 

by do naší studie byli zahrnuti pouze pacienti s de novo přestavbami, u 6/20 (30 %) osob by 

bylo zjištěno 19 CNV. U tří pacientů (15 %) by se CNV nacházely v oblasti zlomových míst, 

u dalších tří na derivovaném chromozomu mimo předpokládané místo zlomu. 

Patogenní a pravděpodobně patogenní varianty a vybrané případy VOUS budou 

v textu dále diskutovány. 
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Výsledky vyšetření array CGH - rozbor vybraných variant 

Patogenní varianty 

CNV související s přestavbou 

Chromotripse; del 1q24.3 a del 6q24.1q24.2 (C4) 

 Pacientem C4 je chlapec s intrauterinní i postnatální růstovou retardací, faciální 

dysmorfií, obezitou, MR a PMR. Ve věku jednoho roku byla u něho karyotypováním zjištěna 

zjevně balancovaná strukturní přestavba mezi chromozomy 1, 6, 14 a 18 (Obr. 14, A). Nález 

byl upřesněn mFISH (Obr. 14, B, C) a mBAND derivovaných chromozomů 1 a 6. Popis 

přestavby sestávající z jedenácti segmentů byl:  

46,XY,t(1;6;14;18)(1pter→1q23::18p11.3→18pter;6pter→6q15::1q25→1q24::18q11.2→18qter; 

14pter→14q13?::6q24.2→6qter;1qter→1q25::18p11.2→18q11.2::6q15→6q24::14q13?→14qter). 

 Analýza metodou array CGH a SNP array prokázala dvě delece v oblastech 

předpokládaných zlomových míst, obě de novo na chromozomech paternálního původu. 

V deletované oblasti 1q24.3 o velikosti 0,7 Mb (Obr. 14, D) jsou čtyři protein kódující 

geny, a sice DNM3 (MIM*611445), PIGC (MIM*601730), C1ORF105 (GCID: 

GC01P172389) a SUCO (GCID: GC01P172532). Druhá, 2,5 Mb dlouhá delece v oblasti 

6q24.1q24.2 (Obr. 14, E) zahrnuje 15 genů, mezi nimiž jsou imprintované geny PLAGL1 

(MIM*603044) a HYMAI (MIM*606546). 

 Z důvodu značné komplexity přestavby bylo provedeno celogenomové NGS metodou 

mate-pair. To potvrdilo předchozí nálezy a navíc odhalilo další přestavby menšího rozsahu. 

Z výsledků je patrné, že v průběhu spermatogeneze došlo k fragmentaci čtyř zúčastněných 

chromozomů na 29 segmentů delších než 1 kb. Tyto fragmenty byly následně pospojovány 

do podoby derivovaných chromozomů v náhodném pořadí a orientaci. Byly také 

identifikovány další dvě delece přilehlé ke zlomům, a sice ~30kb ztráta v oblasti 14q13.3, 

postihující většinu genu PAX9 (MIM*167416) a ~2kb delece v oblasti 6q14.1. Vyšetřením 

byl také zpřesněn rozsah obou větších delecí identifikovaných čipovými metodami.  

Kromě zmíněných genů obsažených v delecích došlo následkem zlomů k disrupci pěti 

dalších, a to FILIP1 (MIM*607307), PHIP (MIM*612870), HMGN3 (MIM*604502), 

AK097143 a GAREM (MIM*617998).  

Celkově bylo identifikováno 21 zlomových míst, všechny byly ověřeny a upřesněny 

pomocí PCR a Sangerova sekvenování. Byly pozorovány zlomy bez změny sekvence, ale také 
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několikabázové duplikace a delece v rozsahu jednotek či desítek bází, ohraničující některé 

segmenty.  

 Navzdory zjištěné vysoké komplexitě přestavby, dalším zlomům a genovým disrupcím 

je většina znaků abnormálního fenotypu probanda s největší pravděpodobností zapříčiněna 

dvěma původně nalezenými velkými delecemi v oblastech 1q24.3 a 6q24.1q24.2.  

U popsaných delecí 1q24.3 překrývajících se s delecí pacienta C4 je uváděna MR, 

intrauterinní i postnatální růstová retardace, krátké končetiny, brachydaktylie a specifická 

stigmatizace obličeje [Ashraf  a kol., 2015; Chatron a kol., 2015]. V 0,7 Mb deleci je obsažen 

~ 0,5 Mb kritický region pro 1q24 - q25 deleční syndrom obsahující gen DNM3 a klastr 

MIR199/214/3120. DNM3 kóduje dynamin 3, exprimovaný v mozku a míše 

v postsynaptických oddílech neuronů. Protein pomáhá recyklaci receptorů na synaptickou 

membránu a tím posílení synapse [Lu a kol., 2007]. Delece je pravděpodobně hlavní příčinou 

poruchy růstu a MR pacienta C4. Míru podílu ostatních genů v deleci 1q24.3 na fenotypu 

probanda nelze s jistotou stanovit.  

I delece 2,5 Mb v oblasti 6q24.1q24.2 obsahuje geny, jejichž haploinsuficience může 

přispívat k fenotypu pacienta C4. Jde hlavně o PLAGL1 a HYMAI, maternálně imprintované 

geny, jejichž nadměrná exprese nejčastěji vlivem UPD je spojena s tranzientním neonatálním 

diabetem a poruchami příjmu potravy [Arima a kol., 2001]. U pacientů s paternální delecí 

oblasti je popisována prenatální i postnatální růstová retardace, MR a faciální stigmatizace 

[Stagi a kol., 2015]. V deletované oblasti jsou lokalizovány i další geny, jejichž porucha může 

mít  vliv na fenotyp probanda, např.  HIVEP2  (MIM*143054), jehož de novo mutace byly 

popsány u pacientů s MR [Srivastava a kol., 2016; Steinfeld a kol., 2016].   

 Z genů disruptovaných zlomy přestavby by mohl mít význam gen PHIP, coby 

suspektní kandidátní gen pro intelektovou nedostatečnost [de Ligt a kol., 2012]. Naopak 

ageneze zubů spojená s defekty genu PAX9 [Bonczek a kol., 2017], jehož kopie byla 

inaktivována delecí v místě zlomu, nebyla u pacienta C4 zaznamenána.  

 Komplexní přestavba u pacienta C4 nese známky chromotripse [Stephens a kol., 2011; 

Maciejowski a kol., 2015], zejm. nahromadění zlomů v klastrech v několika 

chromozomových oblastech. Segmenty definované zlomy jsou různé velikosti včetně velmi 

malých v řádu desítek párů bazí, reorganizované v náhodném pořadí a orientaci, doprovázené 

delecemi, ale bez duplikací či triplikací. Většina nových spojení těchto segmentů odpovídá 

strukturou vzniku mechanismem NHEJ. Nasvědčuje tomu absence repetitivních elementů 

ve zlomových místech, chybějící či krátké mikrohomologie a drobné delece a duplikace 
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v řádu jednotek párů bází. U několika spojení lze uvažovat i mechanismus MMEJ. Pacient C4 

byl publikován [Slamova a kol., 2018] (Příloha 1). 

 

Obr. 14. Výsledky vyšetření pacienta C4. A. Parciální karyotyp derivovaných chromozomů 1, 6, 14 a 

18. B. Výsledek mFISH, translokační deriváty jsou označeny šipkami. C. Idiogramové znázornění 

komplexní přestavby. D. Detail delece 1q24.3 s uvedením genů. E. Detail delece 6q24.1q24.2 

s uvedením genů. 
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CNV nesouvisející s přestavbou 

Del 6q16.3q21 (T7) 

U pacientky T7 byla pozorována intrauterinní růstová retardace (intrauterine growth 

retardation, IUGR) a vrozená srdeční vada (VCC), později růstová retardace navazující 

na IUGR, PMR, celková hypotonie, hraniční mikrocefalie a mírná stigmatizace obličeje. 

Karyotypováním byla zjištěna de novo translokace t(6;10)(q15;q11.2) a suspektní delece 

materiálu z úseku chromozomu 6 translokovaného na  chromozom 10 (Obr. 15, A).  

Array CGH toto podezření potvrdilo.  Dívka má 7,6 Mb deleci 6q16.3q21 (Obr. 15, B, 

C, D) postihující 116 genů. V oblasti zlomů translokace žádná imbalance není.  

Intersticiální delece 6q jsou vzácné. Závažnost a charakter fenotypu jsou dány 

rozsahem a lokalizací do proximální, centrální či distální části 6q. Delece v proximální oblasti 

(6q11q16, skupina A) jsou spojeny s herniemi, se stigmatizací a vadami srdce [Vlckova a 

kol., 2012] (Příloha 4). U centrálních delecí (6q15q25, skupina B) je popisována IUGR, 

mikrocefalie, hypertelorismus, respirační obtíže a malformace končetin. U distálních delecí 

(6q25qter, skupina C) jsou vady sítnice, rozštěpy patra a hypogonadismus. Ve všech 

skupinách delecí 6q je uváděna MR, anomálie ušních boltců, hypotonie a postnatální 

opoždění růstu [Hopkin a kol., 1997]. Růstová retardace, mikrocefalie a stigmatizace u 

pacientky T7 odpovídá delecím skupiny B, zde s přesahem do skupiny A.  

V literatuře lze najít podobné delece [Nakagome a kol., 1980; Cote a kol., 1981; 

Schwartz a kol., 1984; Horigome a kol., 1991], ale popisované fenotypy se často liší. Většina 

publikovaných případů vycházela z G pruhování. Rosenfeld a kol. [2012] se snažili u dvanácti 

jedinců s překrývajícími se delecemi definovanými pomocí array CGH upřesnit korelaci 

deletovaných oblastí v rámci regionu 6q15q22.33 se znaky fenotypu centrálních delecí 6q. 

Zjistili, že vývojové vady mozku a pohybové poruchy jsou především u delecí překrývajících 

6q22.1, epilepsie a neurologické problémy u delecí zasahujících 6q22.2q22.32.  

Byly vytipovány dva geny z 6q21, které se mohou podílet na rozvoji mikrocefalie, a 

sice NR2E1 (MIM*603849) a SNX3 (MIM*605930). NR2E1 je exprimován v mozku 

a produkuje nukleární receptor nutný pro kortikální neurogenezi a diferenciaci neurálních 

kmenových buněk [Stenman a kol., 2003]. SNX3 kóduje protein z rodiny sorting nexinů a 

de novo translokaci disruptující SNX3 měl pacient s mikrocefalií, mikroftalmií, ektrodaktylií 

a prognatismem [Vervoort a kol., 2002]. Oba geny jsou u pacientky T7 deletovány.  

Publikace [Rosenfeld a kol., 2012] stanovuje i kritický region pro vrozené srdeční 

vady (chr6: 106,63_113,69 Mb (GRCh38)), který odpovídá deleci u pacientky T7 
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(chr6: 104,42_112,00 Mb). Ta zahrnuje POPDC3 (MIM*605824), kandidátní gen 

pro vývojové vady srdce [Andree a kol., 2000], ale i další geny spojené s vývojem a funkcí 

srdečního svalu, SESN1 (MIM*606103), FOXO3 (MIM*602681) a AMD1 (MIM*180980). 

Disrupce SESN1 byla popsána u syndromu heterotaxe [Peeters a kol., 2006]. FOXO3 kóduje 

transkripční faktor regulující velikost a proliferaci kardiomyocytů [Skurk a kol., 2005]. AMD1 

kóduje enzym pro syntézu polyaminů nezbytných k proliferaci buněk srdečního svalu 

[Nisenberg a kol., 2006]. Mutace LAMA4 (MIM*600133), který již není delecí zasažen, ale je 

v těsné blízkosti jejího distálního zlomu, byly asociovány s dilatační kardiomyopatií [Knoll a 

kol., 2007]. Abnormální fenotyp pacientky T7 je ve shodě s publikovanými případy i 

s podobnými nálezy v genomových databázích. Podoba fenotypu může být dále ovlivňována 

případnými disrupcemi genů zlomy de novo přestavby či pozičním efektem. Je možná i vyšší 

komplexita přestavby vzhledem k deleci téhož chromozomu lokalizované mimo zlom 

translokace. 

 

Obr. 15. Výsledky vyšetření pacientky T7. A. Parciální karyotyp derivovaných chromozomů 6 a 10. 

Translokace je znázorněna barevnými idiogramy. B. Delece materiálu z 6q na der(10). Po stranách 

jsou oba deriváty translokace, uprostřed normální chromozom 6. C. Array CGH, delece je zvýrazněna 

červeným obdélníkem. D. Detail delece s uvedením genů. Modře jsou označeny geny související 

s mikrocefalií, červeně s VCC. Všechny idiogramy použité v této práci byly vytvořeny v programu 

CyDAS [Hiller, Bradtke, Balz and Rieder, 2004], http://www.cydas.org/OnlineAnalysis/. 

http://www.cydas.org/OnlineAnalysis/
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Somerville - Van der Aa  mikroduplikační syndrom; dup 7q11.23 (T11) 

 Pacientka T11 má maternálně zděděnou translokaci t(1;12)(p36.2;q24.3) (Obr. 16, A), 

lehkou faciální stigmatizaci a PMR, především opoždění vývoje řeči. 

 Array CGH prokázala de novo 1,73 Mb duplikaci 7q11.23 (Obr. 16, B, C). Delece této 

oblasti je spojena s Williams-Beuren syndromem (WBS; MIM#1194050).  

7q11.23 duplikační syndrom (Somerville-Van der Aa syndrom; MIM#1609757) má 

variabilní projev, nejčastěji se vyskytuje PMR (u 44 % pacientů), opoždění řeči (u 10 %) 

[Somerville a kol., 2005] a mírný faciální dysmorfismus (odpovídající stigmatizaci naší 

pacientky), někdy i VCC či VVV (brániční kýla). MRI odhalilo u více než 80 % postižených 

strukturní anomálie mozku. Pacienti mohou vykazovat MR a/nebo PAS (u 19 %), byli však 

popsáni i jedinci s normálním intelektem [Van der Aa a kol., 2009, Morris a kol., 2015].  

Nejčastěji jsou tyto duplikace de novo, ale byly popsány i případy zděděné od více či 

méně postiženého rodiče. Pacientka T11 má duplikaci de novo. Nelze vyloučit, že některý 

z rodičů má kryptickou inverzi 7q11.23. Tento benigní polymorfismus významně zvyšuje 

riziko postižení potomků WBS či 7q11.23 duplikačním syndromem [Morris a kol., 2015]. 

 

Obr. 16. Výsledky vyšetření pacientky T11. A. Parciální karyotyp derivovaných chromozomů 1 a 12. 

Translokace je znázorněna barevnými ideogramy. B. Array CGH, duplikace 7q11.23 je zvýrazněna 

modrým obdélníkem. C. Detail duplikace s uvedením genů.   
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8q21.11 mikrodeleční syndrom, del  8q21.11 a trp 9p13.3p13.2 (T21) 

Pacient T21 a jeho starší bratr T22 jsou nosiči maternálně zděděné reciproké 

translokace t(9;17)(p13;q22) (Obr. 17, A). Proband T21 byl vyšetřován pro stigmatizaci, 

atypický PAS, vývojovou dysfázii s poruchou vývoje řeči a lehkou až středně závažnou MR.  

Vyšetřením array CGH byla u pacienta T21 i jeho bratra nalezena triplikace 

9p13.3p13.2 (Obr. 25, B, C) v oblasti jednoho ze zlomových míst, která ale byla hodnocena 

jako VOUS, a proto bude diskutován dále v textu. Pacient dále nese 466 kb deleci v oblasti 

8q21.11 (Obr. 17, B). 

Delece 8q21.11 zasahuje pouze dva geny – ZFHX4 (MIM*606940) a PEX 

(MIM*170993) (Obr. 17, C). Delece regionu jsou spojeny s mikrodelečním syndromem 

8q21.11 (MIM#1614230). Palomares a kol. [2011] popsali osm jedinců s delecemi o rozsahu 

0.6 – 13,5 Mb s podobným fenotypem. Všichni měli okrouhlou tvář s plnými tvářemi, vysoké 

čelo, ptózu očních víček, krátké filtrum, horní ret ve tvaru Kupidova luku, koutky úst stočené 

dolů, menší spodní čelist, nízko posazené odstávající uši a anomálie prstů (kamptodaktylie, 

syndaktylie, rozšířené distální falangy prstů). Často pozorované byly i oční vady (zákal 

rohovky, sclerocornea, microphtalmia, katarakta), hypotonie, porucha rovnováhy, sluchu a 

PMR. Pacienti trpěli lehkou až středně těžkou MR. Fenotyp pacienta T21 výše popsaným 

charakteristikám plně odpovídá.  

V oblasti překryvu delecí byl pouze gen ZFHX4. Jeho produktem je transkripční faktor 

exprimovaný v mozku, kosterním svalstvu a v játrech. ZFHX4 je považován za kandidátní 

gen pro AD izolovanou vrozenou ptózu očních víček (MIM#1178300). U všech pacientů 

s poruchou vývoje očí byl společně se ZFHX4 deletovaný i PEX2. Tímto genem je kódován 

protein nezbytný pro import proteinů do peroxisomové matrix. Mutace PEX2 jsou spojeny 

s AR poruchou peroxizomové biogeneze, Zellwegerovým syndromem (MIM#1614866), 

jehož oční projevy se shodují s nálezy u pacientů s mikrodelecí 8q21.11 (zakalená rohovka, 

vrozená katarakta, glaukom, anomálie sítnice a jiné). Happ a kol. [2016] popisují u dvou 

pacientů i postižení předního segmentu oka, Petersovu anomálii, projevující se centrálním 

zákalem rohovky s adhezí přední strany čočky k vnitřní vrstvě rohovky.  

Delece 8q21.11 jsou většinou de novo, výjimečně mohou být zděděny od postiženého 

rodiče s mírnějším fenotypem. U pacienta T21 matka tuto deleci nenese; nelze ale vyloučit, 

že delece byla zděděna od otce obou chlapců, který chodil do zvláštní školy a má ptózu 

očních víček. Jeho biologický materiál však nebyl dostupný a tuto domněnku není možné 

potvrdit.  
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Obr. 17. Výsledky vyšetření pacienta T21. A. Parciální karyotyp derivovaných chromozomů 9 a 17. 

Translokace je znázorněna barevnými idiogramy. B. Array CGH, delece 8q21.11 je zvýrazněna 

červeným obdélníkem, další přítomná delece v oblasti 8p je běžným benigním polymorfismem 

zděděným od matky. C. Detail delece 8q21.11 s uvedením genů.  
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Nebalancovaná translokace; dup 2p25.3p25.2 a del 13q33.2q34 (T23) 

 Pacientem T23 je chlapec vyšetřovaný pro IUGR a navazující poruchu růstu, 

mikrocefalii, faciální stigmatizaci, ataxii, hypogenitalismus a těžkou MR. Proband je nosičem 

zjevně balancované reciproké translokace t(3;16)(q21;p13.3) (Obr. 18, A) zděděné 

od nepostižené matky. Karyotyp otce pacienta byl hodnocen jako normální.  

 Vyšetření metodou array CGH neodhalilo v místech zlomových míst zmíněné 

translokace žádné imbalance. Byla však zjištěna 6,6 Mb terminální duplikace oblasti 

2p25.3p25.2 (Obr. 18, B) a 9 Mb terminální delece oblasti 13q33.2q34 (Obr. 18, C).  

Duplikovaná oblast 2pter obsahuje minimálně 45 genů. Vliv jejich zmnožení 

na abnormální fenotyp probanda je ale nejasný. V databázi Decipher je mnoho podobných 

duplikací, které jsou hodnoceny většinou jako nejasné. Některé z nich byly zděděny 

od nepostiženého rodiče. Převažujícími znaky jsou PMR, MR a mikrocefalie. Delecí 13qter je 

zasaženo minimálně 113 genů. V databázi DECIPHER je uvedeno mnoho podobných nebo 

menších delecí hodnocených převážně jako patogenní, méně často jako nejasné. Nejčastějšími 

znaky jsou MR, mikrocefalie, IUGR, malá postava a stigmatizace. Bellucco a kol. [2019] 

uvádějí pacienta s nízkou porodní hmotností i délkou, hypoplázií a malformací genitálu, 

hypotonií, mikrocefalií, stigmatizací, středně těžkou MR, hypoplázií mozečku a 11,9 Mb 

terminální delecí 13q33.1. Další pacient s kruhovým chromozomem 13 s terminální delecí 

13q33.1 délky 11,1 Mb a parciální duplikací 13q33.1 délky 1,5 Mb též vykazoval podobný 

fenotyp s mikrocefalií, růstovou i MR a hypoplazií genitálu.   

Vzhledem k rozsahu, množství obsažených genů a shodě abnormálního fenotypu 

pacienta T23 s publikovanými případy lze nalezené varianty, především deleci 13qter, 

považovat za patogenní a kauzální. U probanda se nejspíše jedná o nebalancovanou formu 

reciproké translokace t(2;13)(p25.2;q33.2) (viz obr. 18, D), která je na rozdíl od přestavby 

t(3;16)(q21;p13.3) kryptická a klasickým karyotypováním nerozlišitelná (viz obr. 18, A, zcela 

dole). Buněčná suspenze rodičů probanda již není k dispozici, a není proto možné prokázat, 

který z nich je nosičem druhé přestavby. Starší sestra otce pacienta T23 zemřela 

v perinatálním období a jeho paternální teta trpěla MR a zemřela ve věku 15 let; vzhledem 

k této pozitivní rodinné anamnéze lze připustit možnost, že otec je nosičem balancované 

přestavby.  
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Obr. 18. Výsledky vyšetření pacienta T23. A. Parciální karyotyp derivovaných chromozomů 3 a 16. 

Translokace je znázorněna barevnými idiogramy. Dole vpravo derivovaný chromozom 13. B., C. 

Array CGH, duplikace terminální oblasti 2p, delece terminální oblasti 13q. Další přítomná delece a 

duplikace na obr. 18, B jsou běžnými benigními polymorfismy. D. Idiogramové znázornění suspektní 

kryptické balancované translokace t(2;13), derivovaný chromozom 13 přítomný u probanda je označen 

fialovým obdélníkem.  
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Trizomie chromozomu 8 v mozaice (I9) 

Pacient I9 byl cytogeneticky vyšetřen ve věku 15 let pro podezření na Klinefelterův 

syndrom (47,XXY). Chlapci byla v době vyšetření diagnostikována chronická myeloidní 

leukémie (CML). Vyšetření konstitučního karyotypu z lymfocytů periferní krve přítomnost 

nadbytečného X neprokázalo, avšak bylo zjištěno, že proband je nosičem inv(11)(q12q23.3) 

(Obr. 19, A). Současně bylo provedeno karyotypování vzorku kostní dřeně s výsledkem: 

47,XXY,t(9;22)(q34;q11)[3]/46,XY,t(9;22)(q34;q11)[5].  

Vyšetření metodou array CGH odhalilo konstituční trizomii chromozomu 8 v cca 70% 

mozaice (Obr. 19, B). Přesná hodnota zastoupení trizomické linie v mozaice (71,4 %) byla 

stanovena pomocí výpočtu odhadu frekvence mozaiky (c) [Manning a kol., 2010] 

optimalizovaného na našem pracovišti (Mgr. Jana Drábová, Ph.D.) podle vzorce:    

c (%)    
  

  
 x100, 

kde (L´je hodnota Log2Ratio aberace, jejíž stupeň mozaiky chceme odhadnout, (    je 

průměrem hodnot Log2Ratio dalších aberací stejné povahy (delece/duplikace) téže analýzy, 

o kterých lze předpokládat, že jsou zastoupeny ve stu procent buněk.  

Syndrom konstituční trizomie 8 v mozaice (T8MS), známý jako Warkanyho syndrom 

2 (ORPHA: 96061), je vzácná porucha s častějším výskytem u mužů (~ 5:1). Kompletní 

trizomie 8 je letální a zárodek je potrácen již v prvním trimestru. T8MS má vysoce variabilní 

projev a pacienti vykazují škálu postižení od nenápadného fenotypu s normálním intelektem 

až po těžké malformace skeletu i orgánů a hlubokou MR. Míra postižení nekoreluje se 

stupněm mozaicizmu a biologický mechanismus dosud není objasněn, což ztěžuje prognózu 

[Miller a kol., 1997; Jordan a kol., 1998]. Mezi nejčastější znaky patří omezená pohyblivost 

kloubů, abnormity obratlů a žeber, hluboké rýhy na dlaních a chodidlech, kamptodaktylie, 

abnormální rysy obličeje a anomálie očí. Asi u čtvrtiny případů byly různé srdeční vady a 

ojediněle ageneze corpus callosum. Jedinci s T8MS mají zvýšené riziko leukémie či 

myelodysplastického syndromu [Ripperger a kol., 2011]. Příčinou je abnormální fyziologie 

trizomických mezenchymových kmenových buněk kostní dřeně vedoucí k neregulované 

proliferaci a expanzi progenitorových buněk [Narendran a kol., 2004]. 

Metodou FISH s centromerickou sondou pro chromozom 8 bylo prokázáno, že 

ve vzorku kultivované tkáně, ať jde o lymfocyty, kůži či prenatální vzorky, je signifikantní 

rozdíl v poměru normální buněčné linie a linie s trizomií 8 v interfázních jádrech oproti 

mitózám. V interfázních jádrech bývá zachyceno cca dvojnásobné množství trizomických 

buněk než v mitózách a pokud jsou lymfocyty periferní krve kultivovány, podíl trizomických 
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jader se významně snižuje oproti lymfocytům vyšetřeným bez kultivace [Altıner a kol., 2016]. 

Obojí naznačuje růstovou nevýhodu buněk s trizomií [Hulley a kol., 2003]. To může objasnit, 

proč nebyla u pacienta I9 trizomická linie zachycena již při vyšetření konstitučního karyotypu 

z mitóz kultivovaných lymfocytů periferní krve. Při stanovení karyotypu z kostní dřeně je 

kvalita chromozomů velmi nízká a chromozomy X a 8 jsou si typově velice podobné, došlo 

tedy patrně k jejich záměně a trizomie 8 byla mylně považována za dizomii X, viz výše. 

Na základě nálezu konstituční mozaiky trizomie 8 byla metodou FISH s použitím 

centromerické sondy pro chromozomy 8 a X (Obr. 19, C) zpětně vyšetřena archivovaná 

suspenze buněk kostní dřeně pacienta I9. Trizomie 8 byla prokázána u cca 84 % 

vyšetřovaných buněk, přítomnost mozaiky dizomie X nebyla potvrzena. 

T8MS u pacienta I9 může být příčinou CML, doprovázenou získanou translokací 

t(9;22), vytvářející Philadelphský chromozom. Ostatní znaky fenotypu pacienta zatím nebyly 

objasněny.  

 

Obr. 19. Výsledky vyšetření pacienta I9. A. Parciální karyotyp derivovaného chromozomu 11. 

Inverze je znázorněna barevným idiogramem. B. Array CGH, trizomie chromozomu 8 v mozaice. 

C. FISH za použití centromerických sond pro chromozomy 8 a X. V jádrech je patrna přítomnost tří 

signálů pro centromeru chromozomu 8 (Obrázek laskavě poskytla Ing. Lucie Hodaňová, Ph.D., 

Centrum nádorové cytogenetiky, Ústav lékařské biochemie a laboratorní diagnostiky, 1. LF UK a VFN 

v Praze). 
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Pravděpodobně patogenní varianty 

CNV související s přestavbou 

Vícečetné delece, chromotripse (I6) 

Pacient I6 nesl zjevně balancovanou paracentrickou inverzi dlouhých ramen 

chromozomu 17 - inv(17)(q21.1q23). Chlapec měl závažnou kostní dysplazii.  

Vyšetřením array CGH byly u pacienta zjištěny delece v oblastech 17q21.2 (692 kb), 

17q21.32 (399 kb a 611 kb) a 17q21.33 (1,52 Mb), které polohou odpovídají lokalizaci 

inverze a zároveň naznačují vyšší komplexitu přestavby (Obr. 20, A, B). Navíc byla zjištěna 

série delecí i na krátkých ramenech chromozomu 4 (Obr. 20, C, D) v oblastech 4p15.31 

(3,03 Mb), 4p15.1 (756 kb), 4p13 (1,25 Mb) a 4p12p11 (918 kb). Všechny nalezené delece 

jsou de novo a v cis fázi, jak bylo potvrzeno FISH (Obr. 20, E, F, G).  

Zatímco delece na krátkých ramenech chromozomu 4 se nacházejí v genově chudých 

oblastech a navzdory své velikosti zasahují jen nízký počet genů, delece na dlouhých 

ramenech chromozomu 17 obsahují geny spojené s AR i AD dědičnými poruchami. Projev 

těchto poruch je ovšem povětšinou vázán na missense mutace zapříčiňující abnormální funkci 

proteinů, nikoli na snížení exprese vlivem heterozygotní delece či disrupce genů. Dvě delece, 

17q21.33 a 17q21.2, obsahují geny, jejichž funkce by mohla souviset s abnormálním 

fenotypem pacienta, a byly proto hodnoceny jako pravděpodobně patogenní.  

Delecí 17q21.33 je zasažen komplex keratinových genů KRT25 – KRT31 

(MIM*616646 – *601077), jejichž funkce ovlivňuje strukturu epitelií, vlasů a nehtů. 

U pacienta 296423 v databázi DECIPHER se podobná delece projevila mj. kudrnatými 

suchými vlasy, suchou kůží a tenkými nehty.  

V oblasti proximálního zlomu delece 17q21.2 se nachází gen COL1A1 

(MIM*120150), jehož mutace jsou spojeny s osteogenesis imperfecta I (OI type I, 

MIM#1166200). Ve vzácných případech může být mírnější fenotyp OI typu 1 způsoben 

delecemi různého rozsahu [van Dijk a kol., 2010; Bardai a kol., 2016]. 

U pacienta I6 bylo provedeno celogenomové sekvenování (Obr. 21, A, B), které 

odhalilo mnohem komplexnější povahu aberace, což je spojeno i s nepřesným stanovením 

inverze chromozomu 17 z karyotypu. Bylo zjištěno, že chromozom 17 byl u pacienta rozbit 

na 19 segmentů (Tab. 10), z nichž byly čtyři ztraceny (delece detekované i array CGH) a 

zbývajících 15 segmentů (4 invertované) bylo náhodně pospojováno do derivovaného 

chromozomu 17 (Obr. 22). Velmi podobná situace nastala na chromozomu 4, kde však nebyl 
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zavzat celý chromozom, ale pouze jeho krátká raménka. Ta byla rozbita do 21 segmentů 

(Tab. 10), z čehož byly čtyři ztraceny (delece z array CGH) a ostatní segmenty 

(8 invertovaných) byly opět náhodně zkombinovány do nových krátkých ramének (Obr. 22). 

Pozoruhodné je, že na rozdíl od pacienta C4 a většiny publikovaných případů chromotripse 

[Kloosterman a kol., 2011; 2012; 2013; Chiang a kol., 2012; Nazaryan  a kol., 2014; Eisfeldt 

a kol., 2019] nezahrnuje přestavba u pacienta I6 žádné interchromozomové výměny nebo 

přesuny.  

Vzhledem k vysokému počtu zlomů v různých oblastech chromozomů 4 a 17 lze 

složitou přestavbu považovat za kauzální, abnormální fenotyp probanda je tak nejspíš 

vytvářen spolupůsobením delecí, inverzí a disrupcí genů a regulačních sekvencí. 

 

Obr. 20. Výsledky vyšetření pacienta I6. A. Array CGH, série delecí v oblasti 17q. B. Detail delecí 

na 17q. C. Série delecí v oblasti 4p. D. Detail delecí na 4p. E., F. FISH potvrdila, že se delece na 17q 

nacházejí ve fázi cis. G. Metodou FISH bylo rovněž prokázáno, že oblast 17q21.32 (na obrázku B 

zvýrazněna oranžovým oválem) není na derivovaném chromozomu deletována. 
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Obr. 21. Identifikace zlomu jedné z delecí na chromozomu 17 v genomových datech zobrazených 

v Integrative Genomics Viewer (IGV). A. Oblast dlouhá 48 kb. B. Přiblížený výřez dlouhý 96 bp. 

Poloha na chromozomu a genomové koordináty jsou ukázány v horní části okna. Níže je diagram 

celkového pokrytí, které na začátku delece zřetelně klesá. To je vidět i v centrální části okna 

na zobrazení jednotlivých readů (ve formě šedivých obdélníků). Větší přiblížení zobrazí i 

nukleotidovou sekvenci readů, pokud se liší od reference (což je případ všech readů, které přemosťují 

zlom delece).  
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Tab. 10. Tabulka znázorňující pořadí a přesný rozsah segmentů chromozomů 17 a 4 definovaných 

metodou pair-end WGS. Deletované segmenty jsou červeně zvýrazněny. Přímá orientace segmentu 

(+), invertovaná (-). 

Chromozom 17 

začátek segmentu 

 

konec segmentu 

 

orientace segmentu 

38838011 39589035 del 

45892476 46281249 del 

46362202 47037605 del 

48206686 49839050 del 

1 (ptel) 10476388 + 

14784342 38838011 + 

46281250 46362202 + 

40779946 41028234 + 

14755718 10476388 - 

54346521 54957037 + 

49839050 54346521 + 

39936675 40779946 + 

14755718 14784342 + 

39936675 39589035 - 

48206686 47037605 - 

54957037 60157747 + 

45162734 41028325 - 

45162734 45892476 + 

60157748 81195210 (qtel) + 

Chromozom 4 

začátek segmentu 

 

konec segmentu 

 

orientace segmentu 

18059335 21105198 del 

32189273 32969745 del 

42017478 43297978 del 

48155207 cen (kolem 49-50Mb) del 

1 (ptel) 15277748 + 

28642617 28509267 - 

23119798 24643712 + 

21519754 21105198 - 

16221819 15277748 - 

18059335 16221819 - 

38208912 35665125 - 

32969745 35665125 + 

28829688 28642617 - 

24643712 28199897 + 

40200360 42017478 + 

40200360 38208912 - 

43297978 48155207 + 

28253338 28609266 + 

28199897 28253338 + 

23119798 21519754 - 

28829688 32189273 + 

cen (kolem 49-50 Mb) 191154276 (qtel) + 
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Obr. 22. Idiogramy chromozomů 17 a 4 pacienta I6, znázorňující uspořádání fragmentů na normálním (vlevo) a derivovaném (vpravo) chromozomu. 

Zcela vpravo jsou znázorněny ztracené fragmenty odpovídající poloze delecí z výsledků array CGH.  
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Vícečetné delece, pravděpodobná chromotripse (I7) 

Pacientka I7 nesla balancovanou paracentrickou inverzi inv(13)(q31.2q33) (Obr. 23, 

A, B). Dívka měla středně těžkou MR s eretismy, ADHD a stigmatizací.  

U pacientky byly array CGH zjištěny vícečetné delece na obou ramenech 

chromozomu 9 v oblastech 9p24.3 (66 kb), 9p21.3 (3,29 Mb), 9q21.11q21.13 (5,80 Mb) 

(Obr. 23, C). Navíc byla zjištěna delece v blízkosti předpokládaného zlomového místa inverze 

13q34 (234 kb) (Obr. 23, D). Metodou FISH bylo prokázáno, že všechny delece leží ve fázi 

cis na jednom chromozomu 9 (Obr. 23, F) a také, že zmíněná delece na chromozomu 13 je 

nezávislá na zlomovém místě inverze (Obr. 23, E).  

Podobně jako u pacienta I6 je i u pacientky I7 přes značný celkový rozsah delecí počet 

zasažených genů poměrně nízký. Navíc žádný z nich nebyl dosud spojen s poruchou, která 

by se dala považovat za příčinu abnormálního fenotypu probandky. Bylo však vysloveno 

podezření na podobný mechanismus vzniku a vysokou komplexitu přestavby, která by mohla 

příčinu postižení pacientky I7 objasnit.  

Případy I6 a I7 vykazují značnou míru podobnosti. Oba pacienti mají vyšší komplexitu 

původně popsané přestavby a u obou byly navíc nalezeny další aberace jiného autozomu, též 

s mnoha zlomovými místy (celkem 39 zlomů na obou chromozomech u pacienta I6 a 

min. 10 u pacientky I7; dají se však u ní očekávat další kryptické přestavby). Výsledný profil 

vyšetření obou pacientů připomíná mechanismus chromotripse, podobně jako tomu bylo 

u pacienta C4, s výše uvedenými rozdíly u pacienta I6. Celogenomové sekvenování 

u pacientky I7 právě probíhá.  
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Obr. 23. Výsledky vyšetření pacientky I7. A. Parciální karyotyp derivovaného chromozomu 13. 

Idiogram obou párových chromozomů, derivovaný vpravo. B. Výsledek mBAND, změna ve vzorci 

pořadí barevných pruhů umožňuje přesnější odhad zlomových míst aberace C. Array CGH, série 

delecí na chromozomu 9. D. Delece v oblasti 13q34. E. Vyšetření FISH potvrdila deleci 

na invertovaném chromozomu 13. F. Delece na chromozomu 9 jsou ve fázi cis, deletovaný 

chromozom je označen šipkami.  
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CNV nesouvisející s přestavbou 

Intragenová delece; del 1q31.3 (T18) 

 Pacientem T18 je jinak nepostižený nevidomý muž s diagnózou retinitis pigmentosa, 

nosič balancované translokace t(2;13)(q33;q32) (Obr. 24, A) zděděné od matky. Syn 

maternální sestřenice pacienta je rovněž postižen slepotou se stejnou diagnózou retinitis 

pigmentosa.   

 Vyšetřením array CGH byla zjištěna 55 kb intersticiální delece 1q31.3 (Obr. 24, B), 

zasahující exony 2-4 genu CRB1 (MIM*604210) (Obr. 24, C).  

CRB1 kóduje protein fotoreceptorů, hrající roli v embryonálním utváření sítnice. 

Heterozygotní mutace CRB1 způsobují AD pigmented paravenous chorioretinal atrophy 

(MIM172870) s lokální pigmentací a atrofií sítnice. Porucha je většinou inaparentní nebo se 

projevuje jen hyperopií či ezotropií.  

Vyřazení obou alel CRB1 způsobuje AR Leberovu kongenitální amaurozu 8 

(MIM#1613835) nebo retinitis pigmentosa 12 (MIM#1600105). Patogeneze obou 

onemocnění spočívá v narušení apoptózy během vývoje sítnice [Jacobson a kol., 2003].  

Proband deleci zdědil od otce. Přesné informace o kvalitě jeho zraku nejsou dostupné, 

nebyl však postižen slepotou. Vzhledem k fenotypu, který odpovídá AR chorobě asociované 

s CRB1, lze uvažovat možnost, že je proband T18 složeným heterozygotem s delecí jedné 

alely genu zděděnou od otce a mutací druhé alely, předávající se v maternální větvi rodiny 

(stejně postižený syn sestřenice). Sekvenování genu CRB1 probanda je vyžádáno, varianta 

byla prozatím hodnocena jako pravděpodobně patogenní.  
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Obr. 24. Výsledky vyšetření pacienta T18. A. Parciální karyotyp derivovaných chromozomů 2 a 13. 

Translokace je znázorněna barevnými idiogramy. B. Array CGH, delece 1q31.3 je zvýrazněna 

červeným obdélníkem. C. Detail delece se znázorněním zasažených exonů genu CRB1.   
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Vybrané varianty nejasného významu 

CNV související s přestavbou 

trp 9p13.3p13.2 a dup 2q13 (T22) 

Pacient T22 měl MR lehkého stupně a poruchu pozornosti a chování (ADHD). 

Karyotypování u něho (stejně jako u jeho mladšího bratra T21, viz dříve) ukázalo maternálně 

zděděnou balancovanou reciprokou translokaci t(9;17)(p13;q22) (Obr. 25, A).  

  Array CGH odhalila imbalanci v místě zlomu přestavby, cca 600 kb triplikaci 

9p13.3p13.2 (Obr. 25, B). Amplifikaci mají oba bratři i jejich matka. Přesná struktura 

přestavby není známa, neboť není k dispozici buněčná suspenze pro vyšetření metodou FISH. 

U pacienta byla zjištěna i cca 100 kb duplikace 2q13 (Obr. 25, D). 

 Amplifikace zasahuje čtyři geny: GNE, MELK, PAX5 a RNF38, (Obr. 25, C). U GNE 

(MIM*603824) a PAX5 (MIM*167414) je v triplikaci obsažena jen část a nelze vyloučit 

jejich disrupci zlomem.  

 Disrupce GNE by představovala přenašečství AR onemocnění myopatií Nonaka 

(MIM#1605820). Produktem PAX5 (MIM*167414) je transkripční faktor specifický 

pro časná stadia prekurzorů B-lymfocytů. Exprese PAX5 byla zjištěna i v embryonální 

nervové a testikulární tkáni. Podle Shah a kol. [2013] ztráta jedné alely PAX5 násobně 

zvyšuje riziko prekurzorové B-buněčné akutní lymfoblastické leukémie (Leukemia, acute 

lymphoblastic, susceptibility to, 3, MIM#1615545), která má neúplnou penetranci a vzniká 

somatickou ztrátou heterozygozity. Produktem MELK (MIM*607025) je konzervovaná serin / 

threonin kináza činná v regulaci buněčného cyklu, diferenciaci, apoptóze a genové expresi 

[Pengfei a kol., 2013]. Hraje roli v embryogenezi, proliferaci kmenových buněk a 

kancerogenezi. Overexprese MELK byla zjištěna v gliomech [Ganguly a kol., 2014], agresivní 

formě astrocytomu [Marie a kol., 2008], karcinomech prsu [Pickard a kol., 2009] a prostaty 

[Kuner a kol., 2013], melanomech [Ryu a kol., 2007] a karcinomech žaludku [Calcagno a 

kol., 2016]. Upregulace MELK hraje roli v iniciaci a progresi nádorů a nadpočetné kopie 

mohou pro nosiče představovat riziko postižení nádorovým onemocněním.  

Duplikace 2q13 obsahuje dva geny: NPHP1 (MIM*607100) a MALL (MIM*602022). 

Homozygotní delece regionu je přítomna u 65 – 75 % pacientů s juvenilní nefronoftízou 

(Juvenile nephronophthisis,1, MIM#1256100). Stejná delece je zodpovědná i za Joubertův 

syndrom 4 (JBTS4, MIM#1609583), a syndrom Senior-Loken 1 (SLSN1, MIM#1266900). 

NPHP1 kóduje nefrocystin 1, který je exprimován i v mozku.  
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Duplikace NPHP1 byla popsána jako rekurentní polymorfismus [Baris a kol., 2006] 

u pacientů s PMR, ADHD, poruchami učení, opožděním vývoje řeči a autismem. Yasuda a 

kol. [2014] popsali dva podobné pacienty i Chen a kol. [2017] zmiňují duplikaci genů MALL, 

NPHP1, RGPD6 a BUB1 u postižených. Také databáze uvádějí množství podobných 

duplikací u postižených. Duplikace bývá zděděna od fenotypově normálního či lehce 

postiženého rodiče, nebo je spojena s rodinnou historií neurovývojových poruch. Proto bývá 

nejčastěji hodnocena jako nejasná, s neúplnou penetrancí a variabilní expresivitou. Záchyt 

může být pouze koincidentní s jinou, nezachycenou abnormitou. Kishimoto a kol. [2017] 

studovali vliv duplikace NPHP1 na transgenní myši behaviorálními testy a pomocí MRI 

hledali odchylky v anatomii mozku. Nenašli významný rozdíl v sociálním chování, avšak 

jedinci s duplikací vykazovali horší výsledky prostorové paměti a učení. V neuroanatomii 

mozku bylo významné zmenšení oblasti paraflocculu v mozečku.  

 Duplikace 2q13 stejně jako triplikace 9p13.3p13.2 byla u pacienta T22 zděděna 

od matky (nižší vzdělání, vyučena tkadlenou). Nelze jednoznačně stanovit, zda má některá 

z abnormit kauzální vliv, avšak obě se mohou synergicky negativně podílet na abnormálním 

fenotypu. To může být ještě umocněno problematickým výchovným přístupem matky a 

citovou subdeprivací.  

 

Obr. 25. Výsledky vyšetření pacienta T22. A. Parciální karyotyp derivovaných chromozomů 9 a 17. 

Translokace je znázorněna barevnými idiogramy. B. Array CGH, triplikace 9p13.3p13.2 je zvýrazněna 

modrým obdélníkem. C. Detail triplikace s uvedením genů. D. Duplikace 2q13 s uvedením genů.   
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CNV nesouvisející s přestavbou 

Dup 17p13.1p12 (R1) 

Pacient R1 má maternálně zděděnou translokaci rob(13;14)(q10;q10) (Obr. 26, A). 

Chlapec byl vyšetřen pro akrální spasticitu dolních končetin a chůzi po špičkách.  

Array CGH zjistila 1,5 Mb duplikaci 17p13.1p12 (Obr. 26, B). Ta byla považována 

za suspektně kauzální vzhledem k rozsahu a obsahu genů. Zasahuje GAS7 (MIM*603127) a 

SHISA6 (MIM*617327) a je v ní obsažen komplex pro typy těžkého řetězce myozinu MYH1-

4, MYH8, MYH13 (MIM*160730, *160740, *160720, *160742, *160741, *160720) a geny 

SCO1 (MIM*603644) a PIRT (MIM*612068) (Obr. 26, C). Ztráta funkce kteréhokoli 

z myozinových genů způsobuje poruchy svalů. V databázích je popsáno několik podobných 

duplikací u pacientů s poruchami hybnosti, parézami dolních končetin a kontrakturami. 

Vyšetření nepostižené matky však ukázalo, že nese stejnou duplikaci. CNV proto byla 

hodnocena jako VOUS. Otec, který rovněž chodil po špičkách, nebyl vyšetřen. 

 

Obr. 26. Výsledky vyšetření pacienta R1. A. Parciální karyotyp zobrazující translokaci rob(13;14), 

znázorněnou barevnými idiogramy. B. Výsledek vyšetření array CGH, duplikace 17p13.1p12  je 

zvýrazněna modrým obdélníkem. C. Detail duplikace s uvedením obsažených genů.  
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Výsledky vyšetření pacientů bez nálezu kauzální CNV  

Disrupce genu zlomem chromozomu 

 U čtyř pacientů bylo vysloveno podezření na disrupci konkrétního genu či jeho 

regulační oblasti, popřípadě kritické oblasti pro AD poruchu zlomem přestavby. Dvakrát šlo 

o jedince bez nálezu z array CGH (T1, T8), u dvou dalších pacientů byly zachyceny CNV bez 

zjevné spojitosti s jejich fenotypy (I10, I8). S výjimkou případu I8, kde nebyla k dispozici 

buněčná suspenze, byla disrupce kandidátního genu vyloučena cíleným vyšetřením BA FISH. 

U pacientů T8 a I10 byl kandidátní gen též sekvenován.  

Kritický region pro SHFM1 (I8) 

Pacient I8 je chlapec s mnohočetnými vrozenými vadami horních i dolních končetin 

(ektrodaktylie) a hypoplazií horní čelisti s prognatií dolní čelisti. Vývoj chlapce byl normální 

s výjimkou opoždění vývoje řeči. Pacient má de novo paracentrickou inverzi i(7)(q21.2q36).  

Array CGH zjistila 1,39 Mb de novo deleci 7q31.31q31.32. Je v invertovaném úseku, 

avšak mimo zlomová místa. To může naznačovat vyšší komplexitu přestavby, nelze ovšem 

vyloučit ani deleci na druhém chromozomu 7. Buněčná suspenze však není dostupná.  

V databázích je uvedeno několik delecí oblasti, spojených s opožděním vývoje řeči, 

a jedna intragenová delece (DECIPHER, pacient 284983 s opožděním vývoje řeči) v genu 

KCND2 (MIM*605410), zděděná od normálního otce. KCND2 kóduje protein iontového 

kanálu v membráně neuronů a je u pacienta I8 deletován. Nález nelze s jistotou spojit 

s fenotypem probanda a varianta byla hodnocena jako VOUS. Proximální zlom inverze 

mapuje do kritické oblasti pro syndrom s ektrodaktylií (split-hand/foot malformation 1; 

SHFM1, MIM#1183600) v oblasti 7q21.3. Přestavby DSS1 (MIM*601285), DLX5 

(MIM*600028), DLX6 (MIM*600030) a jejich regulačních oblastí podmiňují ektrodaktylii 

typu I [Crackower a kol., 1996; Rai a kol., 2019]. Exonové delece DYNC1I1 (MIM*603772) 

byly nalezeny u pacientů s malformacemi končetin a nesyndromickou ektrodaktylií [Tayebi 

a kol., 2014]. Jeden pacient s ektrodaktylií všech končetin měl inverzí se zlomem v DYNC1I1 

[Van Silfhout a kol., 2009]. Stejně jako I8, neměl jiné postižení, ztrátu sluchu, ani PMR, 

typické pro syndromickou formu ektrodaktylie u jedinců s defektem DLX5/6 a DSS1 

[Rasmussen a kol., 2016]. Vzhledem k izolované ektrodaktylii v rodině I8 a de novo aberaci 

oblasti kritické pro toto postižení lze uvažovat možnou disrupci některého z genů 

(nejpravděpodobněji DYNC1I1), případně vliv pozičního efektu, který byl u SHFM1 popsán 

[Kleinjan a Lettice, 2008]. Nedostupnost materiálu však znemožňuje další analýzu. 
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Gen BLM (RECQL3) (T1) 

 Pacient T1 je nosičem maternálně zděděné reciproké translokace t(2;15)(q31;q26.1), 

viz obr. 27, A. Byl vyšetřován pro časný výskyt osteosarkomu femuru v devíti letech. 

V rodinné anamnéze byl ze strany matky významně zvýšený výskyt nádorů. U probanda bylo 

provedeno vyšetření NGS panelem CZECANCA ONKO1, ovšem bez nálezu.  

V oblasti zlomu 15q26.1 je lokalizován gen BLM (RECQL3, MIM*604610) (Obr. 27, 

B). Homozygotní inaktivace genu mutacemi či delecemi je spojena s AR Bloomovým 

syndromem (MIM#1210900), charakterizovaným mj. predispozicí k nádorům. Patogenní 

mutace BLM může i u heterozygotů zvyšovat riziko malignit, zejména karcinomu prsu, 

endometria [Thompson a kol., 2012; Schayek a kol., 2017] a kolorektálního karcinomu 

[de Voer a kol., 2015; Schayek a kol., 2017].  

 U chlapce bylo provedeno vyšetření metodou BA FISH za účelem ověření možné 

disrupce genu BLM či jeho regulačních oblastí zlomem přestavby. Bylo prokázáno, že gen 

BLM a jeho přilehlé oblasti jsou intaktní a že zlom přestavby se nachází distálněji oproti 

původnímu předpokladu (Obr. 27, C).  

 

Obr. 27. Výsledky vyšetření genu BLM metodou BA FISH u pacienta T1. A. Parciální karyotyp 

derivovaných chromozomů 2 a 15. Translokace je znázorněna barevnými idiogramy. B. Lokalizace 

genu BLM na chromozomu 15. C. BA FISH. V případě disrupce zlomem translokace by byla zelená 

sonda lokalizovaná na druhém derivátu translokace. Derivované chromozomy jsou označeny šipkami.  

  



84 
 

Gen TGDS (T8) 

 Pacient T8 má de novo translokaci t(10;13)(p15;q32.1) (Obr. 28, A) a růstovou 

retardaci, pylorostenózu, příčné rýhy na dlaních, makrocefalii, atypický tvar lbi, stigmatizaci, 

rozštěp patra a zúžené dýchací cesty a choany, ale normální psychomotorický vývoj.  

 V oblasti zlomu 13q32.1 byl vytipován gen TGDS (MIM*616146), kódující TDP-

glukózo 4,6-dehydratázu, enzym zapojený do mnoha metabolických drah (Obr. 28, B). 

Homozygotní mutace způsobují Catel – Manzke syndrom (MIM#1616145) [Ehmke a kol., 

2014] s růstovou retardací, Pierre Robinovou sekvencí, zvýšenou kloubní laxicitou a 

stigmatizací. U pacientů byly též popsány VCC či jiné VV, například pylorostenóza. Jejich 

inteligence je normální. Významným znakem je klinodaktylie ukazováku, často doprovázená 

nadpočetným osifikačním centrem mezi metakarpem a prvním proximálním falangem nebo 

nadpočetnou kostí (hyperfalangií). Na dlaních bývají říčné rýhy. RTG vyšetření rukou 

pacienta T8 dysostózu neprokázalo. Dva případy tohoto syndromu bez dysostózy však byly 

popsány [Boschann a kol., 2019; Miller a kol., 2019].  

Na základě podezření na disrupci zlomem přestavby bylo provedeno NGS vyšetření 

genu TGDS. Nebyla však zjištěna žádná patogenní mutace, a ani BA FISH neprokázala 

disrupci genu či přilehlých oblastí (Obr. 28, C). 

 

Obr. 28. Výsledky vyšetření genu TGDS metodou BA FISH u pacienta T8. A. Parciální karyotyp 

derivovaných chromozomů 10 a 13. Translokace je znázorněna barevnými idiogramy. B. Lokalizace 

genu TGDS na chromozomu 13. C. BA FISH. V případě disrupce zlomem translokace by byla červená 

sonda lokalizovaná na druhém derivátu translokace. Derivované chromozomy jsou označeny šipkami.   
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Gen FBN1 (I10) 

Pacientka I10 byla vyšetřována pro susp. Marfanův syndrom (MIM#1154700), 

zvažovaný pro vysoký vzrůst (nad 97. P.) a rysy naznačující možnou poruchu pojivové tkáně. 

U dívky byla zjištěna zjevně balancovaná paracentrická inverze dlouhých ramen chromozomu 

15 definovaná pruhy q21.2 – q23 (Obr. 29, A).  

Array CGH byla zachycena maternálně zděděná cca 250 kb duplikace Xp22.33. 

Duplikace obsahuje šest genů včetně SHOX (MIM*312865). Duplikace SHOX jsou 

spojovány s nadměrným vzrůstem [Seo a kol., 2015; Ramirez a kol., 2019], ovšem pouze 

když je v duplikaci obsažena kritická oblast genu i s regulačními sekvencemi 

(hg19; chrX:398,000 – 980,000) [Hirschfeldova a kol., 2017]. Varianta pacientky I10 je menší 

a je tedy pravděpodobné, že je benigní a na vysokém vzrůstu probandky se nepodílí.  

V blízkosti distálního zlomového místa inverze v 15q21.1 mapuje gen FBN1 

(MIM*134797), jehož heterozygotní ztráta je spojena s AD Marfanovým syndromem 

(Obr. 29, B). Sekvenováním FBN1 nebyla nalezena žádná patogenní varianta a vyšetřením 

BA FISH nebyla prokázána jeho disrupce. Z vyšetření vyplývá, že gen FBN1 není součástí 

invertovaného úseku, který je lokalizován distálněji (Obr. 29, C). 

 

Obr. 29. Výsledky vyšetření genu FBN1 metodou BA FISH u pacientky I10. A. Parciální karyotyp 

derivovaného chromozomu 15. Inverze je znázorněna barevným idiogramem vpravo. B. Znázornění 

polohy genu FBN1 (šipka) vůči inverzi (obdélník) na chromozomu 15. C. BA FISH. V případě 

disrupce genu zlomem inverze či jeho přesunutí by jedna, případně obě sondy změnily polohu v rámci 

derivovaného chromozomu 15 (označen šipkou).  
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Uniparentální heterodizomie chromozomu 15 

U pacientky T25 s fenotypem odpovídajícím Prader – Willi syndromu byla prokázána 

zjevně balancovaná translokace t(8;15)(q24.1;q21.2) zděděná od matky s normálním 

fenotypem. Vzhledem k typickému fenotypu probandky a přestavbě postihující chromozom 

nesoucí kritický region pro syndromy Prader – Willi a Angelman (PWACR, Prader – Willi / 

Angelman critical region) byla provedena MS MLPA pro zjištění metylačního vzorce obou 

alel této oblasti. Vyšetření prokázalo, že u probandky chybí nemetylovaná paternální alela 

PWACR oblasti při současném zachování množství genetického materiálu. To poukazuje 

na maternální uniparentální dizomii chromozomu 15 u probandky potencovanou přítomností 

reciproké translokace u její matky [Calounová a kol., 2006]. 

Heidemann a kol. [2010] popsali obdobný případ maternálně zděděné balancované 

translokace t(2;15)(p11;q11.2) u plodu, u něhož byla zjištěna UPD15mat. Příčinou UPD byl 

v obou případech abnormální rozchod chromozomů do gamet v poměru 3:1 (s párem 

derivovaných chromozomů segreguje i normální chromozom 15) v oogenezi matky a 

následná postzygotická korekce trizomické konstituce časného embrya vyloučením 

normálního paternálního chromozomu (trisomy rescue).  
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Molekulárně genetické nálezy nezávislé na primární aberaci 

U čtyř jedinců byly negativní výsledky array CGH motivací k dalšímu vyšetřování, 

které následně identifikovalo patogenní varianty v genu asociovaném s popsanou AD 

poruchou, jenž se nacházel mimo zlomová místa balancované aberace. Fenotyp pacientů plně 

odpovídal dané AD chorobě a lze proto předpokládat, že chromozomová přestavba je u těchto 

nosičů skutečně balancovaná a na jejich abnormálním fenotypu se nikterak nepodílí.  

Gen SCN1A 

V genomové DNA pacientky T31 s maternálně zděděnou translokací 

t(1;11)(p36.1;q13), trpící od čtvrtého měsíce věku epilepsií, byla prokázána de novo 

substituce c.1047T>G (p.Tyr349*) v genu SCN1A (MIM*182389), ležícím v 2q24.3. Porucha 

funkce SCN1A je spojena s AD epileptickou encefalopatií známou jako syndrom Dravetové 

(MIM#1607208), projevující se závažnou myoklonickou epilepsií s časným nástupem 

v prvním roce života. Nalezená mutace u pacientky T31 vede ke vzniku předčasného 

terminačního kodonu a lze ji s velkou pravděpodobností považovat za kauzální. 

Gen COL4A5 

U pacienta T13, nosiče translokace t(16;18)(p11.21;q13.3) s poruchou sluchu a ledvin, 

byla nalezena patogenní substituce v genu COL4A5 (MIM*303630), ležícím v Xq22.3. 

Mutace COL4A5 způsobují X-vázanou formu Alportova syndromu (MIM#1301050), mající 

gonozomálně dominantní (XLD) dědičnost a projevující se postižením glomerulů ledvin, 

senzoneurální hluchotou a typickými patologickými změnami na očích. Nalezenou mutaci 

u pacienta T13 lze považovat za kauzální a s velkou pravděpodobností je zděděná od mírněji 

postižené matky s pozitivní rodinnou anamnézou pro výskyt hluchoty a selhání ledvin. 

Gen SHOX 

U pacientky T4, nosičky de novo reciproké translokace t(X;13)(q21.2;p11.2), která 

byla vyšetřována z důvodu malého vzrůstu, byla nalezena dosud nepopsaná substituce 

c.120G>C p.(Glu40Asp) ve vysoce konzervované doméně genu SHOX (MIM*312865) 

v Xp22.33. Mutace a delece tohoto genu jsou spojeny s familiárním malým vzrůstem 

(short stature, idiopathic familial, MIM#1300582) [Ballabio a kol., 1989; Fukami a kol., 

2016]. Vyšetření rodiny ukázalo, že i matka a sestra probandky jsou nosičkami stejné mutace. 

Zatímco u matky bylo antropologické vyšetření v normě, sestra měla progredující růstovou 

retardaci méně závažného charakteru než probandka.  
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Gen IKBKG 

U pacientky T15 s podezřením na incontinentia pigmenti byla detekována de novo 

delece exonů 4-10 genu IKBKG (MIM*300248) v Xq28. Dívka má balancovanou translokaci 

t(7;22)(q11.21;q11.2) zděděnou od matky. IKBG kóduje kinázu činnou v mnoha drahách a 

jeho mutace (v 80 – 90 % delece exonů 4-10) způsobují XLD incontinentia pigmenti 

(MIM#1308300).  

 Deleci nelze jednoznačně array CGH identifikovat. Oblast exonů 4-10 IKBKG totiž 

není unikátní a při rutinním vyšetření jsou příslušné sondy vyloučeny z analýzy. Důvodem je 

invertovaná segmentální duplikace 22 kb distálně od genu IKBKG obsahující pseudogen 

IKBKGP1 tvořený exony 3-10 a gen CTAG1B, který je invertovanou kopiíí CTAG1A, ležícího 

distálně od IKBKG [Aradhya a kol., 2001]. Obě 35,5 kb repetice jsou z více než 99 % 

homologické a metoda array CGH je nerozliší. Rekurentní delece IKBKG způsobující 

incontinentia pigmenti jsou potencovány rekombinací mezi 870 bp dlouhými repeticemi 

MER67B, které lemují oblast exonů 4-10 v genu i pseudogenu. Metodou array CGH nelze 

stanovit, zda je deletován gen či pseudogen (Obr. 30).  

 

Obr. 30. Schéma rozmístění analytických sond v exonu 4 – 10 genu IKBKG, pokud nejsou vyloučeny 

z analýzy, viz žluté obdélníky. Schematické zobrazení struktury invertované segmentální duplikace 

části genu IKBKG a umístění repetic potencujících rekurentní CNV v této oblasti. Převzato 

z https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK1472/figure/i-p.F6/?report=objectonly, upraveno. 
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Závěr 

Zkoumali jsme, do jaké míry přispívají karyotypováním zjištěné zdánlivě balancované 

chromozomové aberace k abnormálnímu fenotypu jejich nosičů, a do jaké míry jsou u nich 

za postižení odpovědné jiné genetické defekty, které s touto primární aberací nesouvisejí. 

V hlavní části studie byly u všech 54 zařazených pacientů (z nichž 32 mělo reciproké 

translokace, šest robertsonské translokace, 12 inverze a čtyři komplexní přestavby) hledány 

metodou array CGH CNV na zlomech aberací i mimo ně. U pacientů bez nálezu pozoruhodné 

CNV pak byly ve snaze objasnit jejich fenotyp použity další molekulárně cytogenetické 

metody, zejména BA FISH, a u některých pak i metody doplňující, včetně molekulárně 

genetických. 

Naše studie prokázala širokou a pestrou škálu genetických mechanismů, které mohou 

podmiňovat postižení u nosičů zjevně balancovaných chromozomových aberací. U celkem 

17 pacientů bylo nalezeno celkem 34 CNV, které zasluhovaly další pozornost. U šesti 

nepříbuzných pacientů byly nalezeny kryptické CNV na zlomech aberace; tyto CNV však 

byly klasifikovány jako patogenní nebo pravděpodobně patogenní pouze u dvou jedinců 

(každý nesl po dvou takových CNV). Oproti tomu bylo v souboru dalších sedm jedinců, 

u nichž byly nalezeny patogenní nebo pravděpodobně patogenní CNV, které ovšem se zlomy 

aberace nijak nesouvisely a nacházely se jinde v genomu (z toho tři pacienti nesli po dvou 

CNV). 

Podrobnější analýza provedená u několika případů prokázala mnohem vyšší 

komplexitu aberace, než jak byla popsána na základě vyšetření karyotypu, a je možné, 

že taková vyšší komplexita, včetně například CNV nedetekovatelných pomocí array CGH 

nebo dalších zlomů přerušujících geny, může být zodpovědná za postižení dalších pacientů. 

Vyšší komplexita nesla ve všech případech znaky chromotripse a tento fenomén je 

pravděpodobně častější, než se dříve předpokládalo. 

Z array CGH negativních pacientů byli vybráni tři, u nichž se v blízkosti 

předpokládaných zlomů primární aberace nacházel gen asociovaný s fenotypem podobným 

postižení pacienta. Přímé přerušení tohoto genu zlomem (při absenci CNV na zlomu) u nich 

bylo testováno metodou BA FISH. Přerušení ani jednoho z kandidátních genů se nepodařilo 

touto metodou prokázat, nicméně nelze zcela vyloučit možnost pozičního efektu blízkého 

zlomu na funkci zmíněných genů. 

Jedna pacientka se znaky syndromu Prader-Willi nesla translokaci s účastí 

chromozomu 15 zděděnou od nepostižené matky. Pacientka byla vyšetřena metodou 
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MS MLPA, která potvrdila přispění translokace ke vzniku tohoto syndromu mechanismem 

maternální uniparentální heterodisomie. Ta byla u pacientky výsledkem chybné segregace 

translokovaných chromozomů do vajíčka, následované procesem trisomy rescue, který 

odstranil paternální chromozom 15. 

Doplňující molekulárně genetické analýzy cílené na geny vytipované podle 

specifického fenotypu pacienta pomohly objasnit genetickou příčinu postižení u dalších čtyř 

pacientů, u kterých byly nalezeny substituční nukleotidové varianty v genech SCN1A, 

COL4A5 a SHOX, a na array CGH nedetekovatelná intragenová delece v genu IKBKG. 

Jednalo se tedy opět o vysvětlení fenotypu pacienta zcela nezávislé na jeho chromozomové 

aberaci. 

Naše pozorování potvrzují domněnku, že patogenní a pravděpodobně patogenní CNV 

se v oblastech zlomových míst nacházejí častěji u de novo aberací ve srovnání s aberacemi 

zděděnými. Naše studie také ve shodě s předchozími údaji ukazuje, že podstatná část zdánlivě 

balancovaných aberací může být ve skutečnosti nebalancovaná, a proto by analýza array CGH 

měla být nedílnou součástí vyšetření  de novo i familiárních zjevně balancovaných přestaveb. 

Naše studie rovněž poukazuje na nezbytnost kombinace cytogenetických, molekulárně 

cytogenetických a molekulárně genetických metod pro lepší poznání povahy a případné 

patogeneze těchto aberací.  

Je pravděpodobné, že nastupující širší využití celogenomového sekvenování odhalí 

podstatně vyšší komplexitu přestaveb identifikovaných ve světelném mikroskopu a také 

mnohé strukturní varianty, které nejsou karyotypováním a ani array CGH detekovatelné 

vůbec. Toto zvýšení rozlišovací schopnosti a citlivosti bude ovšem vykoupeno, aspoň 

v přechodném období, obtížemi s jednoznačnou interpretací obrovského množství nových 

nálezů. 
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