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Abstrakt

Nosi¢i balancovanych chromozomovych aberaci (BCA) jsou obvykle fenotypoveé
normalni. AvSak az 27 % de novo vzniklych BCA mtize byt spojeno s patologii fenotypu
zpusobenou nejcastéji submikroskopickou imbalanci nebo genovou disrupci v oblastech
zlomovych mist, pfipadné¢ vlivem pozicniho efektu. Molekularné cytogenetické techniky
oproti karyotypovani umoziuji detailnéj$i popsani aberace a tim usnadnuji korelaci genotypu
s fenotypem pacienta.

Cilem prace bylo zhodnoceni vyskytu variant v poctu kopii (CNV) v mistech zlomt
aberace 1 v jinych oblastech genomu u pacientl s abnormélnim fenotypem, kteti byli nosici
de novo 1 familidrnich BCA.

Metodou array CGH bylo vysetfeno 54 ptipadi BCA (20 de novo, 27 familiarnich,
7 bez objasnéni ptivodu), z toho 32 reciprokych translokaci, Sest robertsonskych translokaci,
12 inverzi a ¢tyfi komplexni ptestavby. U klinicky vyznamnych nalezt, bylo-li to mozné, byli
vySetfeni 1 rodi¢e pacienta pro objasnéni pivodu CNV. Za uUcelem upiesnéni nalezi c¢i
vylouc€eni genové disrupce byla u vybranych piipadt pouzita metoda FISH.

U 31,5 % pacientt (17/54) byla zachycena alesponi jedna (z toho u osmi osob vice nez
jedna) klinicky vyznamna CNV. U ¢tyt ptipadl byly zjiStény imbalance pouze v oblastech
zlomovych mist, u deseti pouze CNV jinde v genomu a u tii jedinch v oblastech zloml
1 mimo né. Z celkového poctu 34 relevantnich CNV bylo za jasné patogenni oznaeno osm
variant (23,5 %), za pravdépodobné¢ patogenni pét variant (14,5 %) a 16 (47 %) za varianty
nejasného klinického vyznamu (VOUS); zbyvajici CNV byly pravdépodobné benigni,
resp. benigni v oblastech zlomi. Ve tfech ptipadech byla prokdzana vyssi komplexita BCA,
vzniklé nejspise nasledkem chromotripse. Ackoli se celkové Cetnosti nalezl u ptipadi de novo
a familiarnich BCA vyznamné neli$ily, byl pozorovan rozdil v lokalizaci a povaze CNV.
Patogenni CNV v oblastech zlomovych mist byly detekovany vyhradné€ u de novo aberaci.
U péti pacientll bez ndlezu CNV byla kauzalni mutace identifikovana cilenym molekularné
genetickym vysetfenim, nejcastéji sekvenovanim kandidatniho genu.

Nase studie ve shod¢ s predchozimi ukazuje, Ze podstatna ¢ast zjevné balancovanych
aberaci je ve skuteCnosti nebalancovana, a proto by metoda array CGH méla byt nedilnou

soucasti podrobného vySetfeni nejen de novo, ale 1 zdédénych prestaveb.

Kli¢ova slova: array CGH, varianta v poc¢tu kopii, zjevné¢ balancovand chromozomova

aberace, abnormalni fenotyp, de novo a familiarni BCA



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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Uvod

Strukturni varianty (SV) jsou odchylky od normalni struktury chromozomu. Nékteré
SV mohou byt patogenni, jiné i zcela benigni, predstavujici soucdst pfirozené variability
genomu. Pokud pii vzniku SV dochazi ke zméné mnozstvi genetického materidlu,
oznaCujeme je za nebalancované. Jedna se o delece a duplikace, jinak téz varianty v poctu
kopii (copy number variation; CNV), které jsou Casto asociované s abnormalnim fenotypem
[Feuk a kol., 2006]. Balancované chromozomové aberace (BCA) jsou strukturni ptfestavby
usekti chromozomi se zménou lokalizace a/nebo orientace bez doprovodné ztraty ¢i zmnozeni
genetického materialu, zahrnujici translokace, inverze a inzerce.

Pokud jsou u jedinci s abnormalnim fenotypem pii karyotypovani zaznamendny
mikroskopicky pozorovatelné nebalancované chromozomové aberace, jsou obvykle pro velky
rozsah a vysoky pocet zasazenych genl povazovany za kauzalni. Spojitost mezi postizenim
pacienta a zjevné balancovanou strukturni pfestavbou (tedy takovou, co se pii karyotypovani
kterymi muze i zcela balancovana pfestavba negativné ovlivnit fenotyp nosice, zaroven vsak
muze byt tato zjiSténa aberace ndhodnym nalezem bez vztahu k postizeni. Vyhodnoceni
nalezu zjevné balancované chromozomové piestavby je také znacné€ limitovano rozliSovaci
schopnosti karyotypovani a komplikovano vzdjemnou podobnosti G — pruhdl, coz muize vést
JiZz na samém pocatku vySetteni k zavadéjicim predpokladiim.

Pro korelaci genotypu s fenotypem nosicti balancovanych chromozomovych aberaci je
proto Casto nezbytné vyuziti vySetiovacich postupli a metod z rtiznych odvétvi klinické a
laboratorni genetiky.

Ackoliv bylo néaplni postgradualniho studia autorky prace pouziti metody array CGH k
detailnimu charakterizovani obou typt strukturnich piestaveb (nebalancovanych i
balancovanych), k vypracovani dizertacni prace byly pro jejich jedinecnost a specifitu

vybrany pouze balancované chromozomové aberace.

Balancované chromozomové aberace

BCA, které, jak bylo uvedeno vysSe, nezahrnuji ztratu ¢i zmnozeni genetického
materidlu, mohou byt jednoduché jako reciproké translokace, robertsonské translokace a
inverze, ale 1 slozit¢ komplexni piestavby, viz dale. Prevalence celkového vyskytu
mikroskopicky pozorovatelnych BCA v bézné populaci je stanovena na 1:500 — 1:1000
[Jacobs a kol., 1974; Nielsen a kol., 1991; Ravel a kol., 2006], u de novo vzniklych ptestaveb
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dosahuje hodnot 1:2000, u robertsonskych translokaci az 1:9000 [Warburton, 1991].
Odhadovana frekvence translokaci je pfitom oproti inverzim a robertsonskym translokacim
(oboje ~ 1:1100) vyssi (~ 1:560) [Forabosco a kol., 2009].

Balancované chromozomové prestavby nejsou obvykle doprovazeny abnormitami
fenotypu a jsou Casto v rodin€ inaparentn¢ dédény. Jedinym ziejmym ptiznakem pienaSecstvi
BCA byvaji poruchy reprodukce v diisledku vzniku nebalancovanych gamet. Pfitomnost BCA
mize byt pfipadné odhalena az poté, co se nosici narodi postizeny potomek s nebalancovanou
formou aberace. Incidence vyskytu abnormalniho fenotypu u nosi¢i de novo vzniklé BCA
byla donedédvna odhadovéana na 6 % (u translokaci) — 9 % (u inverzi) [Warburton, 1991]. Nyni
se predpoklada, ze az 27 % vsech zjevné balancovanych aberaci miize byt spojeno s patologii,
a ta se navic nemusi projevit pre- ¢i perinatalné, ale az pozdéji, ve vys§im veku nosice
[Halgren a kol., 2018].

Vyvoj molekularné cytogenetickych metod s rozliSenim ptevySujicim konvencni G —
pruhovani, tedy fluorescenc¢ni in situ hybridizace (FISH) [Fantes a kol., 2008] a microarray
[Gribble a kol., 2005], pfispél k pochopeni mechanismi patogenniho pulsobeni zjevné
balancovanych ptestaveb [Wilch a Morton, 2018]. V soucasné dobé je pro pfesné urceni
zlomovych mist BCA doprovazenych abnormélnim fenotypem nosi¢e vyuZivano také
sekvenovani 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 dale vyznamné¢ rozsitila
znalosti o vzniku, patofyziologii, ale i o skutecnych frekvencich vyskytu a vzdjemnych
pomérech typli submikroskopickych BCA. Na zékladé zminénych studii bylo zjisténo, ze
znacna Cast vSech cytogeneticky identifikovanych BCA (az 21 % podle Redin a kol., 2017 a
az 28,5 % podle Schluth-Bolard a kol., 2019) je ve skutecnosti komplexnéjsi, nez se pivodné
pfedpokladalo. Studium nosi¢i BCA s postizenim fenotypu a nyni i pfesné stanoveni
zlomového mista prestavby narusujiciho konkrétni oblast genomu ptispiva k poznani novych
gend, jejich funkci a pfipadné 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].

Komplexni chromozomové prestavby

Komplexni chromozomové piestavby (complex chromosome rearrangement; CCR)
jsou definovany jako strukturni aberace, pro jejichz vznik bylo potfeba vice nez dvou
chromozomovych zlomi. Mezi komplexni ptestavby lze tedy zafadit translokace s inzerci a

aberace sestavajici zrtznych kombinaci jednodusSich typi strukturnich prestaveb.
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V minulosti byly CCR povazovany za extrémné vzacné, ale s rozvojem citlivéjsi detekce
pomoci molekularnich metod se ukazuje, Ze jejich vyskyt byl zna¢né podhodnocen.

Komplexni ptfestavby jsou castéji nez jednoduché aberace doprovdzeny imbalancemi
v mistech zlomu, genovymi disrupcemi a jinymi patogennimi jevy, které se navic mohou
v ramci jedné CCR kombinovat [Poot a Haaf, 2015]. Se zvySujici se komplexitou piestavby a
tedy rostoucim poctem chromozomovych zlomt klesd pravdépodobnost, ze bude aberace
balancovana a nosi¢ bude bez postizeni. Zaroven se snizuje pravdépodobnost balancovaného
potomstva nosi¢e a tim prenos CCR do dalSi generace; muzsti nosi¢i balancovanych
komplexnich aberaci byvaji navic €asto sterilni v disledku poruchy spermatogeneze [Pellestor
a kol., 2011; Nguyen a kol., 2015]. Proto jsou aberace s vysokou komplexitou obvykle de
novo puvodu a jejich skute¢n¢ balancovana forma velice vzacna.

V souladu s vySe zminénym lze komplexni aberace rozdélit do tii skupin [Kausch a
kol., 1988]. Prvni skupinu tvofi CCR pfedstavované dvéma nebo vice nezavislymi
reciprokymi translokacemi, které¢ v meidze vytvoii dva nebo vice kvadrivalentti. Normalni a
derivované chromozomy pak segreguji obvyklym zplsobem, vytvaiejice tak balancované a
nebalancované formy gamet. Tato forma CCR, ackoli je také doprovazena poruchami fertility
a rizikem narozeni postiZen¢ho potomka, mize byt familidrni a pfi mezigeneracnim pienosu
je vzacné i zjednoduSena o jeden par translokacnich derivatti. Druhou skupinu ptedstavuji
komplexni piestavby formované z vice nez dvou chromozomi, z nichz kazdy je pieruSen
pouze jednim zlomem. V meidze se chromozomy paruji do podoby multivalentu a pomér
balancovanych gamet oproti nebalancovanym je jiZz podstatné sniZzeny. Ttetim typem CCR
jsou prestavby vzniklé jako dusledek zlomt, jejichz celkovy pocet je vyS$i nez pocet
participujicich chromozomit. Tyto ptrestavby obsahuji inzertované a invertované useky
zvySujici jejich komplexitu i slozitost meiotického parovani do té miry, Ze balancované
gamety nejsou prakticky vytvareny. Plivod téchto CCR byva nejcastéji de novo, ve vzacnych
ptipadech vSak mize dojit 1 k familidrnimu pfenosu aberace a vlivem meiotické rekombinace
derivovaného chromozomu s normélnim mizZe byt dokonce zjednodusena o inzertované tseky
[Madan a kol., 1997; Madan, 2012].

Zvlastnim typem zjevné balancovanych CCR jsou komplexni intrachromozomové
ptestavby postihujici pouze jeden chromozom. Jedn4 se o komplexni inverze a translokace
sinzerci vramci jednoho chromozomu. Intrachromozomové CCR, stejné jako
interchromozomové piestavby, charakterizované vysokym poctem zlomi, jsou casto

diisledkem chromozomové katastrofy, tzv. chromotripse (viz déle).
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Mechanismy vzniku BCA

De novo balancované piestavby maji obvykle paternalni ptivod a vznikaji béhem
mitotické faze spermatogeneze [Thomas a kol., 2010] s vyjimkou robertsonskych translokaci,
které jsou prevazn¢ maternalniho piivodu [Page a kol., 1996; Bandyopadhyay a kol., 2002,
Thomas a kol., 2010]. Bylo popsano n¢kolik mechanismi, které se mohou spolupodilet
na formovani balancovanych strukturnich aberaci. U jednoduchych pfestaveb se nejCastéji
jedna o dva repara¢ni mechanismy vyuzivané k opravé dvoutetézcovych zlomd, tj. spojovani
nehomolognich koncti (non-homologous end joining; NHEJ) [Chiang a kol., 2012; Redin a
kol., 2017; Schluth-Bolard a kol., 2019] a spojovani konct zprostiedkované mikrohomologii
(microhomology-mediated end joining; MMEJ) [Gu a kol., 2008; Lieber, 2010; Nilsson a
kol., 2017; Schluth-Bolard a kol., 2019]. U komplexnich pfestaveb se ¢asto jedna o kombinaci
NHEJ a MMEJ s jinymi, dale zminénymi mechanismy.

Rekurentni translokace mohou vzacné vznikat mechanismem nealelické homologni
rekombinace (non-allelic homologous recombination; NAHR) [Giglio a kol., 2002; Ou a kol.,
2011; Lupski, 2015], indukované sekvencni podobnosti segmentélnich repetic nebo LCR (low
copy repeat) oblasti [ Stankiewicz a Lupski, 2002].

Mechanismy zalozené na replikaci (replication based mechanism; RBM) [Hastings a
kol., 2009], tj. mikrohomologii mediovana a zlomem indukovana replikace (microhomology-
mediated break-induced replication; MMBIR) a blokovani replika¢ni vidlice se zaménou
templatu (fork stalling and template switching; FoSTeS) se mohou podilet na vzniku intra- a
interchromozomovych komplexnich piestaveb [Carvalho a kol., 2011; Liu a kol., 2012 ] 1
rekurentnich zjevné balancovanych translokaci [Kato a kol., 2012].

Robertsonské translokace pravdépodobné vznikaji homologni rekombinaci v oblastech
repetitivnich sekvenci kratkych ramen sdilenych v§emi akrocentrickymi chromozomy. Proto
se az na vzacné vyjimky zlomy nachazeji v oblastech kratkych ramen obou zucastnénych
chromozoml. Vyjime¢né¢ je zlom jednoho nebo obou akrocentrickych chromozomu
lokalizovan v blizkosti centromery na dlouhych ramenech nebo v oblasti satelitu. V téchto
ptipadech je mozné zvazovat odlisny mechanismus vzniku derivovaného chromozomu, a sice
ndhodné zlomy a ndsledné chyby piireparaci v obdobi, kdy jsou proximalni oblasti
akrocentra seskupeny pfi formaci jadérka [Page a kol., 1996].

Komplexni chromozomové prestavby vznikaji mechanismem chromoanageneze

[Holland a Cleveland, 2012]. Tento termin zastfeSuje vSechny dosud popsané zplsoby
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formovani CCR, znichz nejbéznéjsi jsou chromotripse, chromoanasyntéza a chromoplexe
[Masset a kol., 2016; Collins a kol., 2017, Marcozzi a kol., 2018, Pellestor, 2019].

Nejdéle zndmym a nejvice prostudovanym zptsobem vzniku CCR je chromotripse
[Stephens a kol., 2011; Maciejowski a kol., 2015] (Obr. 1). Tento jev piredpokladéd jedinou
katastrofickou udalost doprovazenou rozpadem chromozomového materidlu na mnoho
segmentl, které jsou nasledné ptestavény a pospojovany v ndhodném potadi i orientaci,
pricemz n¢které fragmenty mohou byt ztraceny. Tato udalost se mize tykat pouze jediného
chromozomu [Genesio a kol., 2015] anebo 1 vice chromozomu [Kloosterman a kol., 2011;
2012; 2013; Chiang a kol., 2012; Nazaryan a kol., 2014; Eisfeldt a kol., 2019], mezi nimiz

pfi reparaci obvykle dochdzi k translokacim a inzercim.
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Obr. 1. Mechanismus chromotripse. Pfevzato z Marcozzi a kol. [2018].

Pokud komplexni pfestavba neni doprovazena vyhradné delecemi, ale 1 amplifikacemi,
lze uvazovat spiSe o druhém typu chromoanageneze, kterym je chromoanasyntéza. Ke vzniku
duplikaci a triplikaci dochdzi pravdépodobné cestou RBM.

Chromoplexe je charakterizovana pifedevSim vysokym poctem derivovanych
chromozom, ale oproti chromotripsi menSim poctem zloml a intrachromozomovych
ptestaveb, a také obvykle bez doprovodu CNV. Nevznika ndhle béhem jedné chromozomové
katastrofy, ale nejspiSe postupné béhem nékolika bunéénych cykli. Zasadni rozdily mezi

tremi vySe popsanymi zpusoby vzniku CCR shrnuje tabulka 1.
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Tab. 1. Pfehled typti chromoanageneze CCR. Pievzato z Marcozzi a kol. [2018], upraveno.

Chromotripse Chromoanasyntéza Chromoplexe
Pocet udalosti
vedoucich Jedna Jedna ¢i vice Vice
ke vzniku CCR
Strukturni Balancované nebo delece Balancované, delece, Balancované,
varianty duplikace/triplikace prilezitostné delece
Pocet zucastnénych Malo Malo Mnoho
chromozomu 1-4 (Casto jeden) (vice nez pét)

Mnoh: oy X
MnoZstvi zlomu (vicev néclll(?ro(\)/}'/ch nez (obv Blflznse _25) (obv ﬁ:nse _25)
v zérodeénych CCR) Y Y
Zlomova mista Tupé konce
(breakpoint e Mikrohomologie Tupé konce
. (malé inzerce)

signature)
Mechanismus NHEJ MMBIR/FoSTes NHEJ
vzniku CCR

Mechanismy patogenniho pilisobeni BCA

Bylo popsano mnoho rtiznych mechanismi, kterymi mize byt zptisoben abnormalni

fenotyp nosi¢li zjevné balancované prestavby (odhlédneme-li od skutecnosti, ze miize byt

wvrwe

Mrwe

kryptickymi imbalancemi v mistech zlomu, popiipad€ pfimou disrupci protein koédujicich
genil citlivych na haploinsuficienci. Mimoto miZe byt pfestavbou ovlivnéna intergenova
oblast uplatnujici se v expresni regulaci blizkého ¢i vzdaleného genu. Zminéné tii pievazujici
mechanismy, tj. patogenni CNV, genové disrupce a pozi¢ni efekt, budou déle v textu
samostatné rozvedeny.

Mezi vzacnéji zaznamenané piic¢iny patologického fenotypu nosice de novo BCA lze
zaradit poruSeni funkce genu s gonozomaln¢ recesivni dédicnosti (X-linked recessive, XLR)
zlomem translokace t(X;autozom) [Imai a kol., 2006] ¢i odmaskovani mutace v XLR genu
na derivovaném chromozomu X [Ledig a kol., 2015] v disledku soucasné nenahodné
inaktivace normélniho chromozomu X, dale disrupci imprintované oblasti genomu zlomem
BCA [Conroy a kol., 1997], vznik nefunkcéniho (pifip. malfunkcéniho) proteinu fuzi gent
na spoji prestavby [Backx a kol., 2011; Cordova-Fletes a kol., 2015] nebo odhaleni patogenni

varianty v genu pro autozomalné recesivni (AR) poruchu, u n¢hoz poruSeni druhé alely
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zlomem aberace vede k funkéni homozygozité [Naritomi a kol., 1989]. Abnormalni fenotyp
CNV ¢i variantou v genu s autozomalné dominantni dédicnosti (AD) jinde v genomu
[Aristidou a kol., 2017].

V piipadech, kdy je u probanda s abnormalnim fenotypem nalezena BCA zdédéna
od nepostizeného rodice, je krom¢ mozného mechanismu patogeneze piestavby nutno objasnit
i diskordanci fenotypu obou nosicl. Nejcastéji byva pti¢inou noveé vznikla patogenni CNV,
nezavisla na zdédéné benigni prestavbé. Kauzalni imbalance muze byt zjiSténa 1 v misté
zlomu/G [Sismani a kol., 2008], ale se snizenou penetranci projevu [Cooper a kol., 2013],
pfipadné v podobé¢ kryptické CCR vzniklé nésledkem rekombinace mezi rodiCovskym
normalnim a derivovanym chromozomem [Patsalis a kol., 2004; South a kol., 2010].
Abnormalni fenotyp nosic¢e familiarni BCA muze byt, podobné jako u de novo prestaveb,
zpusoben funkéni homozygozitou genu s autozomalné recesivni dédicnosti (AR), jehoz jedna
alela je inaktivni v dusledku zlomu zdédéné aberace a funkce druhé je narusena patogenni
variantou zdédénou od druhého rodice, ptfipadn¢ vzniklou de novo [Biihler, 1983].
U familidrnich ptestaveb, kde participujici chromozomy nesou imprintované oblasti, miize
chybou meiotické segregace dochdzet u potomkl k uniparentdlni dizomii a s ni spojenymi
abnormitami fenotypu [Dupont a kol., 2002; Calounova a kol., 2006; Moradkhani a kol.,
2019].

Zdanlivé balancované aberace a CNV v oblastech zlomu

Studie zalozené na metod¢ array CGH, které se zabyvaly soubory nosici de novo
i familiarnich zjevné balancovanych aberaci s postiZenim fenotypu, uvadéji celkovy nalez
abnormdlnich CNV v genomu u 30 — 50 % piipadd [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 zjistén
vyznamny rozdil v celkovém zachytu CNV u familidrnich a de novo aberaci [Ciccone a kol.,
2005; Bisgaard a kol., 2006; Sismani a kol, 2008; Schluth-Bolard a kol., 2009].

Odlisnost zjistenych CNV v obou skupindch spociva v jejich lokalizaci a patogenité
[Aristidou a kol., 2017 a 2018]. U piipadii familiarnich BCA byvaji patogennimi obvykle
dalsi zjisténé CNV, nezavislé na primarné¢ zkoumané aberaci. Zdédéné CNV v oblastech
zlomi jsou u nich méné Casté, a pokud tam jsou, byvaji obvykle benigni. U de novo aberaci

jsou CNV v mistech zloml nachdzeny oproti familidrnim az dvakrat ¢astéji (u 40 %, u CCR
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az 75 % ptipadi) a ptevazujicimi CNV jsou delece, ¢asto hodnocené jako patogenni [ Sismani
a kol, 2008; Schluth-Bolard a kol., 2009; Feenstra a kol., 2011].

Ptikladem z literatury, kdy imbalance v oblasti zlomového mista de novo piestavby
zpusobila patologii fenotypu, miize byt nosi¢ka translokace t(6;13)(q23;q32) s kryptickou
deleci v oblasti zlomu 13g32 [Mademont-Soler a kol., 2010]. Divka byla vysetiovana
pro Dandy-Walkerovu malformaci (DWM) mozku, kolobom duhovky, hluchotu a
hyperlaxicitu kiize a kloubt. Array CGH u ni odhalila 2,47 megabazovou (Mb) deleci 13q32
oblasti, ktera byla jiz diive popsana ve spojitosti s DWM a kolobomem duhovky. Tato delece
patfila k nejmenSim v t¢ dobé popsanym a z0zila stanoveny kriticky region pro DWM a
kolobom v této oblasti. Ve spojitosti s hluchotou, kterd se u pacientd s delecemi 13932
obvykle nevyskytuje, byla metodou FISH ovéfovana mozna disrupce kandidatniho genu

EYA4 v oblasti zlomového mista 6q23.2. Toto podezieni se vSak nepotvrdilo.
Genové disrupce

Ze studii BCA zalozenych na celogenomovém sekvenovani vyplyva, Ze ke zlomim
DNA, vedoucim ke vzniku nerekurentnich strukturnich ptestaveb, dochdzi ndhodné bez
zéasadniho vlivu architektury DNA a repetitivnich sekvenci [Erdogan a kol., 2006; Chen a
kol., 2008; Schluth-Bolard a kol., 2019]. Navic ziejm¢ neni rozdil ve frekvenci, se kterou
dochazi ke genovym disrupcim nasledkem zlomd u bezptiznakovych a fenotypové
abnormalnich nosi¢tit BCA [Baptista a kol., 2008; Nilsson a kol., 2017] a ktera ¢ini 35 — 50 %
[Baptista a kol., 2008; Fantes a kol., 2008; Nilsson a kol., 2017; Schluth-Bolard a kol., 2019].
Zatimco u nosi¢i s normalnim fenotypem dochazi k disrupcim mimo geny nebo v genech bez
asociace s poruchami, pfipadné spojenych s AR onemocnénimi [Nilsson a kol., 2017], u
pfestaveb doprovazenych abnormélnim fenotypem jsou vyznamné Castéji postizeny geny
citlivé na davku spojené¢ s AD poruchou ¢i geny exprimované v embryogenezi. Xu a kol.
[2016] popsali ptipad pacienta se vzacnym typem osteogenesis imperfecta (OI), u néhoz byla
identifikovana translokace t(5;7)(q32;921.3). Zlomovym mistem 7q21.3 je disruptovan gen
COLI1A2, jehoz mutace jsou spojeny s AD OI typu 2. Jednalo se o prvni popsany ptipad této
poruchy zapficinény BCA.

Genovymi disrupcemi lze odivodnit postizeni u podstatné ¢asti nosi¢li bez nalezu
patogenni CNV, Redin a kolektiv [2017] udavaji 20 %, Schluth-Bolard a kol. [2019] az 30 %.

Mimoto, vétSina analyz zloml u zjevné balancovanych aberaci se zabyva nosici
s postizenim fenotypu, které je patrné perinatalné, ptipadné s casnym nastupem. AvSak mnohé

piestavby mohou byt doprovazeny disrupcemi genl zapticCinujicich poruchy, jejichz projev
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muze mit pozdni ndstup, jak dokladd identifikace kandidatnich genti pro schizofrenii
[Blackwood a kol., 2001], diabetes [Gloyn a kol., 2002], dyslexii [Taipale a kol., 2003] a
psoridzu [Tzschach a kol., 2006]. Proto je u téchto pivodné zdravych nosi¢ti BCA nejpozdéji
v dob¢ projevu choroby rovnéz vhodné doplnéni analyzy zlomovych mist [Bache a kol.,

2006].
Pozicni efekt a topologicky asociované domény (TADs)

BCA mtiZe narusit funkci genu nejen piimou disrupci zlomem, ale i naruSenim jeho
spravné exprese ruznymi mechanismy pozi¢niho efektu (Obr. 2). Prvnim je znemoznéni
kontaktu promotoru genu a transkripéni jednotky s ptisluSnymi cis-regulatory, at’ uz pfimou
disrupci nékteré z oblasti zlomem ¢i jejich disociaci vlivem translokace (inverze) [Kleinjan a
van Heyningen, 2005; Benko a kol., 2009]. Reguldtor miize také pienesenim v ramci
pfestavby uplatnit svlij vliv na promotor genu pfitomného v nové oblasti a ovlivnit jeho
expresi. Trembath a kol. [2004] popisuji ptipad dvou pacientek s fenotypem typickym pro AD
Riegeriiv syndrom (anomalie o¢i, dentice a pupku) a s odliSnou balancovanou translokaci
t(4;16)(q26;922) at(4;11)(q27;q921), sdilejici zlomové misto na 4q v blizkosti genu PITX2,
jehoZ mutace zpusobuji tento syndrom. V obou ptipadech byl tento gen intaktni, jeho exprese
vSak byla siln€ utlumena vlivem regulatoru z translokované oblasti.

Druhym mechanismem je zména struktury chromatinu, jehoZ spravna konformace je
nezbytnd pro interakci promotorti n€kterych gent se vzdalenymi regulatory a tim pro jejich
bezchybnou expresi. V ramci organizace savciho genomu byly popsany vysoce konzervované
useky DNA, jejichz chromatinové uspofaddni umoziuje vzajemné prostorové vymezené
funkéni interakce [Dixon a kol.,, 2012; Rao a kol., 2014]. Tyto topologicky asociované
domény (TADs), obvykle v délce n€kolika Mb, 1ze povazovat za zakladni regulacni jednotky
genomu [Dixon a kol., 2016] ovliviiyjici transkripci gend, které do ptisluSné domény spadaji.
Smycky chromatinu v rdmci domény umoziuji fyzicky kontakt promotorl s piisluSnymi
regulatnimi elementy, které tak mohou byt vzdalené stovky kilobazi, az megabaze
od regulovanych gent [de Laat a Duboule, 2013]. TADs jsou definovany hranicemi, které
znemoznuji vzajemné ovlivnéni genli regulaénimi mechanismy jiné domény. Tyto hranice
jsou ziejmé& nezbytné pro spravnou funkci domén a jejich disrupce a zmeéna topologie
zapti¢inénd strukturnimi prestavbami muze vést k deregulaci genové exprese [Lupianez a
kol., 2015], at’ jiz ve smyslu jejiho posileni nebo utlumeni. Navic ma balancovana piestavba
vliv na pozici derivovanych chromozomt v ramci organizace jadra, coz miize také zménit

miru exprese nékterych genti [Harewood a kol., 2010]. Témito jevy lze odivodnit mnohé
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piestavby s intergenovymi zlomy doprovazené patologickym fenotypem nosice [Lupianez a
kol., 2016; Redin a kol., 2017]. Nicméné definovat klinicky vyznam BCA, kterd nezptlisobuje
pfimou disrupci konkrétniho genu, neni snadné. Zepeda-Mendoza a kol. [2017] se pomoci
specidlniho algoritmu snazili o identifikaci kauzalnich genii u pacienti s balancovanymi
piestavbami, jejichZ zlomy se nachdzeji v extragenovych oblastech. Vysledkem bylo odhaleni
mnoha slozitych interakci mezi geny a jejich regulatory, vzdalenymi i nékolik megabazi,

jejichz preruseni aberacemi muze vést ke genové dysfunkci.
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Obr. 2. Ovlivnéni exprese genl pozicnim efektem. A. Normalni oblast genomu bez strukturnich
prestaveb, barevnymi obdélniky jsou vyznaceny geny s regulacnimi elementy (Sestitthelniky
znazoriuji tkanove specifické enhancery, plsobici na Sipkami oznac¢eny gen, a ¢erny obdélnik represor
blokujici aktivitu regulacnich elementil). B. Delece represoru zméni moznosti pisobeni enhancert
na blizké geny. C. Pfemisténi enhancert vlivem inverze ovlivni expresi gent v cilové oblasti. Pfevzato
z Weischenfeldt a kol. [2013], upraveno.

Somatické (ziskané) chromozomové prestavby a kancerogeneze

Kromé vyse uvedenych mechanismil a ptikladii germinalnich pfestaveb spojenych
s postizenim je zvlaStnim typem patogenniho pusobeni BCA také zapojeni somatickych
(ziskanych) ptestaveb v bunécné transformaci a onkogenezi. V karyotypu nadorovych bunék
jsou nachazeny jednak nahodné individuédlni zmény v poctu a ve struktufe chromozomd, ale 1

specifické chromozomové piestavby, které se konzistentné vyskytuji u urcitych typti nadori a
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mayji ¢asto zasadni diagnosticky i prognosticky vyznam. Nahodny vyskyt specifické prestavby
v somatické bunice miize zapocit nadorovou transformaci dvéma moznymi mechanismy.

Prvnim je genova fuze nédsledkem BCA a vznik chimerického proteinu. Klasickym
piikladem je reciprokd translokace t(9;22)(q34;q11) [Rowley, 1973], pfi které vzniké tzv.
Philadelphsky chromozom (Ph chromozom) [Nowell a Hungerford, 1960], na jehoZz spoji se
nachazi fuzni gen BCR/ABL [Shtivelman a kol., 1985]. Nasledkem genové flze ziskava
protoonkogen ABL silny promotor genu BCR a diky zménéné struktuie nového chimérického
proteinu nereaguje na regulaci. Vysledkem je vysoce exprimovany onkogen stimulujici bunky
k nekontrolovatelné proliferaci [Konopka a kol., 1984]. Tato ptestavba je obvykle nachazena
u 95 % nemocnych s chronickou myeloidni leukémii (CML).

Druhym mechanismem je aktivace protoonkogenu (nejcastcji transkripéniho faktoru),
do jehoz blizkosti se vlivem ptestavby dostal gen pro T-bunéény receptor nebo
imunoglobulin. Ptikladem je translokace t(8;14)(q24;q32), majici spojitost se vznikem
Burkittova lymfomu. Nasledkem piestavby se protoonkogen c-MYC, kodujici transkripéni
faktor zapojeny v bunééném cyklu, pifesouvd do blizkosti genu pro tézky tetézec

imunoglobulinu, ktery je siln€¢ exprimovan [Taub a kol., 1982].

Metody pro vySetirovani BCA
Karyotypovani

Karyotyp se nejcastéji stanovuje metodou G — pruhovani, kdy je preparat s fixovanymi
interfaznimi jadry a volnymi metafdznimi chromozomy (tzv. mitézami) vystaven plsobeni
trypsinu [Sanchez O a kol., 1973]. Po naruseni proteinové struktury chromozoml enzymem je
preparat obarven barvivem Giemsa-Romanowski nebo Wrightovym barvivem, ¢imz
na chromozomech dojde k vytvoteni pficnych tmavych pruhi pozorovatelnych ve svételném
mikroskopu. Pocet a vzorec pruhtl je pro kazdy chromozomovy par specificky a konstantni,
1ze proto na jeho zaklad¢ identifikovat a popsat odchylky od normalni struktury chromozomu,
tedy 1 balancované ptestavby. Popis aberaci je sjednocen podle platné verze mezinarodni
cytogenetické nomenklatury (The International System for Human Cytogenomic
Nomenclature; ISCN). RozliSovaci schopnost metody se odviji od kvality preparatu a stupné
spiralizace chromozomt v dobé jeho piipravy, urcujici pocet rozliitelnych pruht.
Pti obvyklém rozliSeni 400 — 500 pruht na haploidni chromozomovou sadu lze identifikovat

pfestavby o minimalnim rozsahu 5 — 10 Mb [McGowan-Jordan a kol., 2016].

21



Fluorescencni in situ hybridizace (FISH)

Metoda FISH je zalozena na hybridizaci sond, nejcastéji fluorescencné znacenych
kratkych usekit DNA, ke komplementarnim oblastem metafaznich chromozomu a interfaznich
jader na preparatu [Pinkel a kol., 1986]. Pfitomnost a lokalizace signali sond je hodnocena
pomoci fluorescenéniho mikroskopu. Na rozdil od konven¢niho cytogenetického vySetieni 1ze
pfitomnost a pocet lokus specifickych signald, tedy delece a amplifikace testovaného regionu,
hodnotit i na interfaznich jadrech. Pro vySetfovani balancovanych prestaveb vSak musi byt i
u této metody ziskany kvalitni mitézy, na kterych je mozné s jistotou prokazat zménénou
vzajemnou polohu signali sond na derivovanych chromozomech. Pro ucéely podrobnéjsiho
hodnoceni BCA, zejména CCR, jsou pouzivany specidlni modifikace metody FISH a sice
break-apart FISH (BA FISH), mnohobarevnd FISH (mFISH) a mnohobarevné pruhovéni
(mBAND).

Break-apart FISH (BA FISH)

BA FISH sondy byly navrzeny pro detekci translokaci coby nejbéznéjsiho typu
prestaveb u nadorovych bunc€k a rutinné jsou vyuzivany k urCeni diagndézy a prognozy
pacientll v onkocytogenetice. Daji se vSak vyuzit 1 pii vySetfeni konstituénich balancovanych
ptestaveb, zejména pokud je vysloveno podezieni na disrupci konkrétniho kandidatniho genu
nachéazejiciho se v oblasti zlomu aberace. BA sondy sestdvaji ze dvou dcefinych sond,
znacenych odliSnymi fluorochromy, které jsou komplementarni k sekvencim pftiléhajicim
ke 3" a 5" konci testovaného kandidatniho genu. Vzhledem k tésné blizkosti obou sond
vzniké v pfipad¢ intaktniho genu fuzni signdl. Pokud je gen disruptovan zlomem pfestavby,
fazni signdl zmizi a na derivovanych chromozomech je mozné pozorovat oddélené, rizné

barevné signaly (Obr. 3).
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Obr. 3. Break-apart FISH. A. Schéma umisténi sond v blizkosti cilového genu. B. Dva fizni signaly
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v pfipad¢, ze cilovy gen nebyl poskozen zlomem translokace. C. Odd¢leni signalti sond pii disrupci
genu translokaci. Pfevzato z Falzarano a kol. [2010], upraveno.

Mnohobarevnd FISH (mFISH)a mnohobarevné pruhovani (mBAND)

RovnéZz metody mFISH a mBAND jsou modifikacemi FISH pouZzivanymi ptevazné
v onkocytogenetice k identifikaci vSech chromozom participujicich ve slozitych ptrestavbach
doprovézejicich proces nadorového bujeni. Ob& tyto metody lze vSak rovnéz vyuzit
u konstitu¢nich komplexnich aberaci vzniklych germinalni chromoanagenezi.

Principem metody mFISH je oznaceni kazdého autozomového paru a gonozomit X
a'Y jinou faleSnou barvou, kterad je mu piisluSnym softwarem pfidélena na zaklad¢ konkrétni
kombinace péti riznych fluorochromti [Speicher a kol., 1996; Liehr a kol., 2004]. Témi jsou
znafeny nejcastéji celochromozomové sondy pro malovaci mFISH, vyuzit lze ale i1
centromerické sondy pro mnohobarevné znaceni centromerickych oblasti chromozomovych
pard. Stejné kombinatorické znaceni vyuzivd metoda spektralniho karyotypovani (spectral
karyotyping; SKY), pro zachyceni signali sond je pfi ni vyuzivan spektrometr, zatimco
u mFISH je to sada optickych filtrt.

Metoda mBAND je rovnéz zaloZena na kombinaci péti fluorochromt, kterymi jsou

oznaceny malovaci sondy komplementarni k rtiznym oblastem konkrétniho chromozomového
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paru. Charakteristicky mnohobarevny vzorec pruhovani je vytvaren piekryvem téchto odlisné
znacenych usekil, pficemz na zékladé kombinace jednotlivych fluorochromti jsou pruhiim
opé€t softwaroveé ptifazeny falesné barvy. Tato metoda je vhodna pro identifikaci, popiipade

zpiesnéni intrachromozomovych piestaveb, predevsim inverzi.
Komparativni genomova hybridizace (CGH)

Metoda je zaloZzena na soucasné hybridizaci odliSné znacenych genomovych DNA
dvou vzorka, jednoho testovaného od pacienta a druhého referencniho (tj. normalni DNA),
s DNA ve struktufe normalnich metafaznich chromozomt fixovanych na sklicku ve formé
preparatu. Pfi vyhodnocovani pomoci fluorescenéniho mikroskopu lze na metafaznich
chromozomech pozorovat Useky s pfevazujicim signalem testovan¢ho vzorku (amplifikace
dané oblasti u pacienta) nebo kontrolniho vzorku (delece dané oblasti u pacienta), poptipadé¢
rovnocennou intenzitu obou vzorkll projevujici se jako fuzni signal. Pomoci komparativni
genomové¢ hybridizace lze jedinou hybridizacni reakci analyzovat cely genom pacienta a
odhalit tak najednou vSechny odchylky od normélniho poctu kopii pfi rozliSovaci schopnosti
5 — 10 Mb. Pied zavedenim metody array CGH byla vyuZivdna mimo jiné pro detekci
imbalanci v mistech zlomi BCA [Kirchhoff a kol., 2000]. Metoda vSak neumoziiuje

identifikaci balancovanych piestaveb.
Microarray komparativni genomova hybridizace (aCGH)

Metoda array CGH byla odvozena od klasické CGH a principem se ji podoba. 1 zde
jsou odlisnymi fluorochromy znacené genomové DNA pacienta a kontroly hybridizovany
s referen¢ni normalni genomovou DNA. Metafdzni chromozomy vSak byly nahrazeny velkym
mnozstvim fragmentti DNA, predstavujicich jednotlivé vysetfované lokusy. Kazdy fragment
je v mnoha kopiich navazan ve formé spotu (teCky) na podloznim skle nebo jiném nosici,
tzv. ¢ipu. Konkrétni format Cipu, urcujici rozliSovaci schopnost vySetieni, je charakterizovan
poctem spotil, tedy vySetfovanych lokust, ale i délkou a povahou DNA sond navazanych
na nosici. Jedna-li se o ¢ip typu BAC aCGH, délka sond se pohybuje nejcastéji kolem
150 kilobazi (kb) a rozliSovaci schopnost vySetfeni je udavana v rozmezi 0,5 — 2 Mb.
V rutinni diagnostice je vSak ¢astéji vyuZzivan ¢ip typu oligo aCGH, u n€¢hoz je obvykla délka
DNA fragmenti 60 nukleotidii a rozliSovaci schopnost dosahuje hodnot desitek kilobézi.
RozliSovaci schopnost oligo ¢ipti viak nemusi byt ve viech oblastech genomu stejna. Cipy
pro rutinni diagnostické vyuziti jsou navrhovany tak, aby lokusy obsahujici geny spojené se

znamymi dédicnymi poruchami byly pokryty sondami hustéji (s rozliSenim 20 — 50 kb)
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nez oblasti genové chudé (100 — 250 kb), jednd se o tzv. ISCA (International Standards
for Cytogenomic Arrays ) design [Miller a kol., 2010; Vermeesch a kol., 2012].

Cipy hybridizované s testovanou a kontrolni DNA jsou analyzovany pomoci skeneru,
ktery proméfuje intenzitu obou signalti v kazdém bod¢ Cipu, viz obr. 5. Piislusny software

nasledn¢ vyhodnoti, zda je dany lokus u pacienta zmnozen, chybi, ¢i je normalni.
Interpretace dat z array CGH

CNV nalezené¢ metodou array CGH je nezbytné vyhodnotit z hlediska jejich
potencidlni patogenity a spojitosti se znaky fenotypu, pro které byl pacient vysetfovan.
Dtivodem je variabilita genomu, diky niz jsou CNV nachazeny i u fenotypové normalniho
jedince [Redon a kol., 2006]. Pro ur€eni klinické vyznamnosti CNV byly publikovany rizné
interpretacni postupy [Bruno a kol., 2009; Buysse a kol., 2009; Koolen a kol., 2009; Gijsbers
a kol., 2009; 2011], na jejichz zaklad¢ jsou varianty rozd€lovany v radmci pétistupiiové skaly
na patogenni, pravdépodobné patogenni, klinicky nejasné, pravdépodobné benigni a benigni.
Déje se tak na zdklad€ postupného posouzeni rtiznych charakteristik konkrétni varianty, viz
obr. 4.

Prvnim krokem je odliSeni béZnych populacnich benignich variant od téch potencialné
vyznamnych [Whitby a kol., 2008]. K tomuto ucelu slouzi databdze, sdruzujici data
z populacnich studii normalnich jedinct bez postiZeni fenotypu vcetné studie 1000 Genomes
Project (https://www.ncbi.nlm.nih.gov/variation/tools/1000genomes), ktera obsahuje data
z celogenomového sekvenovani jedinci z mnoha riznych populaci [1000 Genomes Project
udaje s databazi dbVAR, ktera krom& CNV obsahuje 1 inverze, translokace a inzerce
mobilnich elementd. Vyznam téchto databazi je ve shromazd’ovani variant, které jsou
nejpravdépodobnéji benigni povahy a predstavuji normalni genetickou variabilitu zdravé
populace. Vyjimkou ovS§em mohou byt varianty popsané ve velmi nizkych poctech ptipada,
které nemusi byt zcela benigni, a uvedeny mohou byt i varianty pfedstavujici pienaSecstvi AR
chorob. Vyuzit Ize i interni databaze, které jsou na kazdém pracovisti vytvareny vySetfovanim
zdravych rodinnych pfisluSnikii probandi a dopliuji informace ziskané z mezinarodnich
databazi o CNV benigniho charakteru specifické pro danou populaci.

Druhym krokem interpretace je zjisténi, zda CNV nezasahuje lokus znamého
mikrodele¢niho ¢i mikroduplika¢niho syndromu, pfipadné kriticky region obsahujici geny
spojené se znamou poruchou. Tyto varianty, pokud jsou ve shod¢ s abnormalnim fenotypem,

a napliuji 1 dalsi parametry, napft. rozsah varianty, dédicnost, aj., pfedstavuji patogenni CNV.
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Varianty, které nelze povazovat za benigni ani za jasn¢ patogenni, mohou byt
potencidlné klinicky vyznamné a jsou rovnéz shromazd’ovany v databazich, které umoziuji
vzajemné porovnani rozsahli a fenotypti popsanych piipadi. NejzndméjSimi databidzemi
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 spravné posouzeni vyznamu potencidlné¢ vyznamnych variant je
nezbytné zjistit, zda je varianta zdédeéné ¢i de novo a posoudit jeji rozsah, nebot’ az 99 %
vSech benignich CNV je zdédénych a mensich nez 500 kb [McCarroll a kol., 2008].

Pokud je varianta zdédéna od nepostizeného rodice, jeji charakter bude spise benigni,
avsak je tfeba zvazit mozny efekt neuplné penetrance ¢i variabilni expresivity. Jedna se o jev,
kdy se stejna CNV (i zdédénd) neprojevi u vSech jedincl nebo ve stejné mire. Tak mize byt
patogenni varianta zdédéna od nepostizen¢ho rodice, piipadné jeji projev miize byt jiné
intenzity nebo uplné odlisny. Pfi¢iny tohoto jevu nejsou dosud zcela znamy, v tvahu
ptichazeji vysvétleni v podobé teorie druhého zasahu, kdy kombinace dvou a vice CNV
synergicky ovliviiuji fenotyp pacienta [Girirajan a kol., 2010], mozaicismu, vlivu pohlavi ¢i
véku nosice, mutace druhé alely, multifaktorialni dédi¢nosti, alelickych interakei, imprintingu
¢i epigenetiky.

Pokud je u de novo CNV nalezen podobny piipad ve vySe zminénych databazich
potencidlné patogennich variant a shoduji se i znaky fenotypu, zvysSuje se pravdépodobnost
jeji patogenity. Tuto pravdépodobnost rovnéz ovliviiuje povaha CNV (delece byvaji mnohem
Castéji patogenni nez duplikace [Menten a kol., 2006], rozsah a pocet zasazenych gent, mezi
nimiZ je moZzné specifickymi postupy vytipovat mozné kandidatni geny potencialné
pfispivajici k abnormalnimu fenotypu [Van Vooren a kol., 2007]). Ke zjiSténi funkce genl
aposouzeni vztahu CNV ke znakm pacienta lze vyuzit databaze Online Mendelian
Inheritance in Man (OMIM) ¢i Orphanet, GeneCards a MalaCards. U CNV, které nelze
pro nedostatek informaci vyhodnotit, zlistava vyznam nejasny (VOUS).

Vzhledem k neustéle se rozsifujicim poznatklim o CNV a funkci genil je nezbytné se
k nejasnym variantdm v pravidelnych intervalech vracet a proces vyhodnoceni opakovat.
V mnoha ptipadech miize byt VOUS prieklasifikovana na benigni nebo patogenni [ Westerfield
a kol., 2014].
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Obr. 4. Schéma zjednoduseného rozhodovaciho algoritmu pro stanoveni klinické vyznamnosti
CNV. Ptevzato z Gijsbers a kol. [2011].

SNP array (SNPa)

Metoda je zalozena na detekci jednonukleotidovych polymorfismi (single nucleotide
polymorphism; SNP). SNP array je pouZzivana k citlivé detekci CNV véetné urceni
rodi¢ovského ptivodu (pokud jsou takto vysetieni i rodi¢e), mimo to ji lze vyuzit pro detekci
uniparentdlni dizomie (UPD) a stanoveni oblasti homozygozity. Zakladem metody je opé&t
hybridizace testované DNA na oligonukleotidovy €ip, principy vySetieni se ale od klasické
array CGH odlisuji (Obr. 5).

NejcCastéji vyuzivanou variantou vySetfeni SNP je hybridizace neznafené testované
DNA ksondam, které jsou navrzeny tak, aby koncily vzdy jeden nukleotid
pted vySetfovanym polymorfismem. Tento chybéjici nukleotid je po navazani DNA pacienta
na sondu dosyntetizovan na zakladé komplementarity s testovanou DNA. Kazdy z volnych
nukleotidl (ve formé dideoxy terminatoru, aby doslo k pfipojeni pouze jednoho nukleotidu) je
znaen odliSnym fluorochromem a po inkorporaci fluorescencni signal odpovida konkrétni
alele v polymorfnich mistech, zatimco intenzita signalu vypovidd o poctu kopii v daném
lokusu.

Druhou mozZnosti je hybridizace znacené DNA pacienta k alelicky specifickym
sondam (allele-specific oligonucleotide, ASO) na ¢ipu. Podle intenzity a distribuce signalu je

odecitana konkrétni alela polymorfismu a pocet kopii.
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Obr. 5. Princip metody array CGH a SNP array. Pfevzato z Alsolami a kol. [2013], upraveno.

Array painting

Cipovou technologii vyuziva téZ metoda array painting, ktera byla vyvinuta
pro piesnou identifikaci zlomovych mist i u balancovanych chromozomovych prestaveb.
Tento postup ovSem vyzaduje izolaci derivovanych chromozomii mikrodisekci nebo
priutokovou cytometrii a amplifikaci takto ziskané DNA. Naésleduje znaceni DNA derivati
odlisSnymi fluorochromy a hybridizace se sondami vazanymi na Cipu [Gribble a kol., 2009].
Pfi analyze jsou identifikovany sondy hybridizujici s derivovanymi chromozomy, pfi¢emz

zlomova mista aberace mohou vykazovat fuzni signal obou fluorochrom (Obr. 6).
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Obr. 6. Princip metody array painting. Pfevzato z Gribble a kol. [2009].
Sekvenovani nové generace (NGS)

Sekvenovani nové generace je metoda zaloZzend na masivnim paralelnim sekvenovani
obrovského mnozstvi DNA fragmenti. Oproti klasickému Sangerovu sekvenovani, které je
cileno pouze na konkrétni gen ¢i variantu, ji lze vyuzit k testovani vétSitho mnoZzstvi gent
najednou, a to bud’ panelu vybranych genti, nebo exomu (exome sequencing; ES) ¢i celého
genomu (whole-genome sequencing; WGS) pacienta v jednom experimentu. V soucasné dobé
je NGS pro diagnostické ucely realizovano mnoha rGznymi platformami pii zachovani
zékladniho principu metody.

Tim je v prvé fad¢ ptiprava DNA knihovny z testovaného vzorku, spocivajici v izolaci
DNA, fragmentaci a nasledném navazani adaptéri na oba konce fragmentti. Adaptéry umozni
navazani fragmentli na pevny nosi¢ a jejich cyklickou amplifikaci. Nasledné dochazi
k samotnému sekvenovani syntézou, kdy navazani jednotlivych znacenych nukleotidii vede
k uvolnéni riznych fluorescencnich signali, které jsou detekovany a jejichz potadi urcuje
sekvenci nukleotidi fragmentu. Nakonec jsou takto =ziskané sekvence podrobeny
bioinformacni analyze, kterd spociva v jejich porovnavani s referencni genomovou sekvenci a
odhalovani pfipadnych odchylek. Tyto varianty jsou dale filtrovany s cilem z0zit jejich

spektrum na klinicky relevantni nalezy [Ekblom a Wolf, 2014].
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V posledni dob¢ nariista role NGS 1 v detekci chromozomovych aberaci. Protoze
zlomy aberaci se jen vzacné nachézeji piimo v exonech protein kodujicich genli, umoznuje
metoda ES obvykle pouze detekci CNV, a i tu spise jen s obtizemi a bez detekce zlomovych
mist. Oproti tomu je metoda WGS schopna zachytit vSechny typy pocetni a strukturni
chromozomov¢ variability s pfesnosti na jeden nukleotid.

Z uspornych davodid byl diive v diagnostice BCA pouzivan postup mate-pair
sequencing (MPS), ktery byl zalozen na cirkularizaci dlouhych fragmentti genomové DNA a
sekvenovani pouze useku obsahujiciho spojeni obou koncli fragmentu. To umoZnilo
pii celkovém nizkém pokryti genomu zachytit dvojice konct, které pochazely z riznych
chromozomt (u translokaci) nebo z jednoho chromozomu, ale mapujici ve vyssi nebo nizsi
nez ocekavané vzdalenosti (u deleci nebo inzerci) nebo v jiné oblasti a orientaci (u inverzi)
(Obr. 7). Metoda MPS byla s postupujicim zleviiovanim NGS nahrazena klasickym (paired
end) WGS s vysSim pokrytim genomu, které dokdze zachytit vSechny typy piestaveb
na zékladé zmén pokryti (CNV), zmén oproti o¢ekdvanému mapovani readd z jednoho paru ¢i
pritomnosti readi obsahujicich dva tseky sekvenci mapujicich do riiznych mist (junction
nebo split ready) [Alkan a kol., 2011]. Pro validaci a upfesnéni zlomovych mist miize byt
NGS doplnéno Sangerovou metodou.

Novéji se zacinaji uplatnovat metody NGS schopné sekvenovat dlouhé useky nativni
DNA, coz ma velkou vyhodu pravé pro detekci SV, pro stanoveni faze vazby nékolika
drobnych SV lokalizovanych blizko sebe (na jednom chromozomu nebo naopak na obou
homolognich chromozomech) nebo pro &teni vysoce repetitivnich oblasti genomu vcetné
segmentalnich duplikaci, ve kterych se zlomy SV Casto nachazeji.

Ze sekvence v oblastech zlomovych mist je mozné odhadnout mechanismus vzniku
konkrétni piestavby [Kloosterman a Hochstenbach, 2014; Vergult a kol., 2014, Abyzov a kol.,
2015], coz velkou meérou pfispiva k celkovému poznadni problematiky chromozomovych

piestaveb.
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Obr. 7. Detekce aberaci metodou MPS. Hodnocenim vzajemné polohy a orientace parovych readt lze
odhadnout pritomnost strukturnich aberaci v¢etn¢€ balancovanych piestaveb. Pievzato z Kloosterman a
Hochstenbach [2014].
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Cile prace

Prace se zabyva aplikaci metod pievysSujicich rozliSovaci schopnost karyotypovani
usouboru pacientli s abnormalnim fenotypem a mikroskopicky prokdzanou zjevné
balancovanou chromozomovou aberaci. Hlavnim cilem studie je objasnéni diskrepance
mezi postizenim pacientil, které mize signalizovat jejich nebalancovany genotyp, a ndlezem
zjevné vyvazené piestavby v karyotypu. Prace si klade za cil ovéfit vyvazenost prestavby,
prispét k poznani mechanismti patogeneze skute¢né i zdanlivé balancovanych aberaci a tim
optimalizovat diagnosticky postup u budoucich ptipadl téchto relativné vzacnych nalezi.

Diléimi cili prace jsou:

1. Detekovat CNV v genomu nosicl zjevné balancovanych chromozomovych piestaveb
se zamé&fenim na predpokladand zlomova mista aberace stanovena karyotypovanim.

2. U zachycenych CNV ovéfit jejich pivod (de novo nebo familiarni) a zhodnotit
souvislost s primarnim nalezem strukturni aberace. Porovnanim s dosud
publikovanymi piipady se pokusit odhadnout klinicky vyznam jednotlivych variant a
provedenim korelace fenotypu s genotypem zjistit jejich kauzalitu. Vybrané zajimavé
ptipady popsat podrobné ve forme kazuistik.

3. Zhodnotit vyskyt a zastoupeni abnormélnich CNV v mistech zlomi aberace u skupiny
nosi¢ll familiarni zjevné balancované aberace oproti skupin€ pacientll s aberaci
ptvodem de novo. Vysledky porovnat s dosud publikovanymi studiemi.

4. U pacientd, u nichZ nebyla zachycena abnormalni CNV nebo u zjisténé CNV nebyla
prokdzana pficinnd souvislost s konkrétnim fenotypem, vytipovat v oblastech
zlomovych mist aberace kandidatni geny spojené se znamou autozomaln€ dominantné
dédicnou poruchou. U vybranych ptipadii s podezienim na disrupci kandidatniho genu
zlomem se pokusit ovétit jeho intaktnost vhodnou metodou. Zvazit mozny vliv dalSich
mechanisml patogenniho plsobeni chromozomové aberace (imprinting, lyonizace,
pozi¢ni efekt a jiné) u pacientli bez ndlezu vysvétlujiciho patologicky fenotyp.

5. U vybranych pacientli, jejichz abnormalni fenotyp nebyl objasnén vySe uvedenymi
molekularné cytogenetickymi postupy, aplikovat dopliujici vySetfeni, v€etné metod
molekularné genetickych, a pokusit se tak vysvétlit pfi¢inu postizeni. Vybrané piipady
s podezfenim na kryptickou vy$§i komplexitu pfestavby a/nebo prob&hnuvsi
chromotripsi ¢i piipady s komplexni aberaci o vétSim poctu zlomu bez zjisténé CNV
podrobit celogenomové sekvencni analyze s cilem upiesnit dosavadni nalez a ptipadné

objasnit jeho patogenezi.
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Material a metody

Soubor pacienti

Celkem bylo do studie zahrnuto 54 pacienti z 52 rodin s abnormalnim fenotypem a
piedchozim nalezem balancované aberace v karyotypu. Pacienti byli do souboru zatazovani
prospektivné v prubéhu let 2010 — 2019. Vzhledem ke vzacnému vyskytu balancovanych
prestaveb doprovazenych abnormélnim fenotypem nosice byl soubor retrospektivné rozsien
o pacienty, u nichz byla zjis§téna balancovana aberace v obdobi od roku 2001 do roku 2009,
byl-1i u nich archivovan biologicky materidl. U téchto pacientll byla doplnéna vySetieni, ktera
v mnoha piipadech nebyla v dob¢ indikace dostupna.

Z ptevazné vétSiny byly do studie zatazeny piipady z vnitini databidze a vzorky
pochézejici z archivu DNA naSeho pracovisté. Ve trech ptipadech byly karyotypy pacienti
stanoveny v laboratotich spolupracujicich externich pracovist’ (Tab. 2) a nasledné byly vzorky

odeslany k dal$imu vySetfeni do nasi laboratofe.

Tab. 2. Pivod vzorku DNA, ptehled spolupracujicich externich pracovist’

Pracovisté Pocet vzorki | Identifikace vzorku

. T1-T32,R1-R5, 11 - 15,
UBLG 2. LF UK a FNM, Praha 51 18_112.Cl_C4

OLG Thomayerova nemocnice, Praha 1 R6

OLG Masarykova nemocnice, Usti nad Labem 1 16

Genetika Ostrava s. r. 0., Ostrava 1 17

Nosici balancovanych piestaveb, ktefi nevykazovali jiné abnormality fenotypu nez
dysfertilitu souvisejici s pfirozené¢ abnormalni tvorbou gamet, nebyli pro ucely této prace
pouziti. Rovnéz nebyly zavzaty pfipady balancovanych piestaveb inv(2)(p11.2ql3),
inv(9)(p12q13) a inv(10)(pl11.2g21.2), které predstavuji rekurentni benigni varianty
normalniho karyotypu [Brothman a kol., 2006; Gilling a kol., 2006].

Indikace k vySetfeni karyotypu se v rdmci souboru velice riiznily. Za abnormalni
fenotyp byla ve studii povazovana jakékoli odchylka od normalu at’ uz ve smyslu konkrétniho
onemocnéni, pripadné izolované vady, ¢i komplexniho postizeni syndromové povahy. Podle
charakteru postizeni Ize abnormality fenotypu rozd€lit do deseti skupin, které
se u jednotlivych ptipadi vzajemné prolinaji (Obr. 8). Konkrétni hlavni znaky abnormélniho

fenotypu jsou u jednotlivych ptipadi uvedeny v souhrnnych tabulkach 3 — 6 na str. 36 — 39.

33



r s ~ PMR,

autismus (11)

5
ﬂ 3 epilepsie (10)
5 | ' endokrinni porucha (7)
EJ . rrozené vyvojové vady (6)
3 poruchy pojivovych tkani (5)

poruchy zraku a sluchu (5)

{;
-

| 2 jiné (2)

Obr. 8. Grafické vyjadfeni zastoupeni hlavnich skupin fenotypovych abnormalit u pacientii
v souboru. Velké barevné Cislice vyjadiuji pocty jedinci s konkrétnim postizenim. Malé ¢islice Cerné
barvy vyjadiuji, u kolika jedincii se vyskytuji znaky vice piekryvajicich se skupin. V zavorkach jsou
uvedeny celkové pocty jedinci, u nichz byl fenotyp pozorovan.

U dvaceti jedinct vznikla nalezend balancovana aberace de novo (Obr. 9). Ve dvaceti
peti ptipadech byla ptestavba zdédénd od nékterého z rodicl (z toho v 18 piipadech od matky
a v sedmi ptipadech od otce), pfiCemz pievdzna vétSina piedavajicich rodici nevykazovala
znaky abnormalniho fenotypu, viz tab. 3 — 6. Ve dvou dalSich ptipadech lze usuzovat na
rodi¢ovsky ptivod, nebot’ se jedna o sourozence s identickou balancovanou translokaci. Pfesna
segregace v rodin¢ vSak nebyla urena a vyloucit nelze ani pfitomnost gonadalni mozaiky
u jednoho z rodi¢l. Ve zbyvajicich sedmi ptipadech nebyl ptivod aberace objasnén, ptipadné

byl vySetien pouze jeden z rodict a jeho karyotyp byl normalni.
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Obr. 9. Pivod balancované aberace. Grafické rozdéleni jedincl v souboru podle plivodu piestavby
v procentualnim vyjadieni.

Pacienti byli dle povahy balancované aberace rozdéleni do ¢tyi skupin. Skupinu T
tvotili pacienti s balancovanou reciprokou translokaci. Do skupiny R byli zatfazeni pacienti
s robertsonskou translokaci. Skupinu I tvofili nosi¢i balancované inverze a do posledni

skupiny C byli zafazeni pacienti s balancovanou komplexni ptfestavbou v karyotypu.
Skupina T

Skupinu T (Tab. 3) tvofi pacienti, u kterych byla v karyotypu postnatalné zjisténa
balancovana reciproka translokace. U piipadu T26 byla translokace zjiSt€éna post mortem.
V dané skupiné bylo zatazeno 32 osob, z toho 11 jedinct Zenského a 21 muzského pohlavi
ve vékovém rozmezi od jednoho mésice do 38 let v dobé vySetfeni karyotypu. Probandi
T2/T3 a T21/T22 jsou sourozenci rtizného veéku a stejného pohlavi. Z celkového poctu
32 osob vznikla reciproka translokace u 12 de novo a v 18 ptipadech byla aberace zdédeéna
od nekterého z rodici (v€etné dvou sourozeneckych parti, kde byl u jednoho paru prokazan
maternalni piivod a u druhého 1ze zdédéni predpokladat). U zbyvajicich dvou pacient nebyl
puvod aberace objasnén. Ve vétsing piipadl se jednalo o translokaci mezi autozomy, pouze
u dvou jedinc (T4 a T30) se translokace odehrdla mezi autozomem a chromozomem X.
Prevazujici indikaci k vySetfeni pacientli v této skupiné byla psychomotorickd retardace

(PMR) nebo mentalni retardace (MR), poruchy autistického spektra (PAS) a epilepsie.
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Tab. 3. Zakladni charakteristiky pacientl ze skupiny T: identifikaéni kod jedince (modife jsou
vyznaceny sourozenecké pary), vék v dobé cytogenetického vySetfeni, hlavni znaky abnormalniho
fenotypu a karyotyp s uvedenim piivodu aberace. U zdédénych aberaci je barevné vyznacen fenotyp
rodice — prenaseCe (zelena — normalni fenotyp, zlutd — mirnd podoba abnormalnich znakl probanda,
cervena — rodi€ postiZen stejné jako proband).

Pacient | Vék Indikace Karyotyp

T1 9r osteosarkom, v RA nadory GIT, prsu, plic 46,XY,4(2;15)(q31;926.1)mat
T2 61 epilepsie 46,XY,1(3;7)(q25.3;p13)ink

T3 4r epilepsie 46,XY,1(3;7)(q25.3;p13)ink

T4 S5t maly vzrust, suspektni Turneriv syndrom 46,X,1(X;13)(q21.2;p11.2)dn
TS5 61 SMR, porucha teci, epilepsie 46,XY,1(2;19)(q13:q13.3)dn
T6 12r | PMR, makrocefalie 46,XY,1(10;22)(p13;q13.3)mat
T7 Ir PMR, VCC, mikrocefalie 46,XX,1(6;10)(q15:;q11.2)dn
T8 1 m | palatoschisis, pylorostendza, atyp. tvar hlavy | 46,XY,t(10;13)(p15:;q32.1)dn
T9 15t ggggﬁ:&gﬂi‘m a vietenobun&ény 46,XX,t(3;11)(p21.3;p13)mat
T10 5t PAS 46,XY,t(4;13)(q12;q12)dn

T11 2r opozdéni feci, dysmorfie 46,XX,t(1;12)(p36.2;q24.3)mat
T12 13r | Aspergertv syndrom, PAS, epilepsie 46,XY,1(3:9)(p21;q34)dn

T13 38 r | porucha sluchu, porucha funkce ledvin 46,XY,1(16;18)(p11.21;q13.3)
T14 61 maly vzrist 46,XX,t(4;17)(q25;922)mat
T15 I m | incontinentia pigmenti 46,XX,1(7;22)(q11.21;q11.2)mat
T16 10r | PAS, skeletalni dysplasie 46,XY,1(6;9)(p12.2;p23)dn
T17 16 r | vysoky vzrust, amenorhea, endokr. porucha | 46,XX,t(7;10)(q11;pl1)pat
T18 29r | slepota 46,XY,t(2;13)(q33;932)mat
T19 Or PAS 46,XY,4(7;14)(p11.2;p12)mat
T20 18r | LMR, PAS, deprese 46,XY,1(3;21)(p25;q22.3)dn
T21 8r LMR — SMR, PAS, stigmatizace 46,XY,4(9;17)(p13;922)mat
T22 10r | LMR, ADHD 46,XY,4(9;17)(p13;922)mat
T23 Ir mikrocefalie, TMR, ataxie, hypogenitalismus | 46,XY,t(3;16)(q21;p13.3)mat
T24 31r | epilepsie, MR 46,XY,t(1;2)(p12; ql1.2)pat
T25 3r hypotonie, obezita, susp. Prader-Willi sy. 46,XX,t(8;15)(q24.1;q21.2)mat
T26 3 mt | mnohocetné VVV mozku, lissencephalie 46,XY,4(7;12)(q22;p11.2)

T27 5m | dystrofie corney, amblyopia, nystagmus 46,XY,t(3;20)(q25;p11.23)dn
T28 291 | porucha sluchu 46,XX,t(11;20)(p15.3;p12.1)dn
T29 Ir porucha sluchu 46,XY,t4(8;16)(p21;q13)dn

T30 19r | hypergonadotropni hypogonadismus 46,X,4(X;12)(q13;p12.3)dn
T31 9m | epilepsie 46,XX,t(1;11)(p36.1;q13)mat
T32 9r ADHD, astma bronchiale, reflux 46,XY,t(6;13)(p23;q34)pat
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Skupina R

Do skupiny R (Tab. 4) bylo zatazeno Sest pacientl se zjiSténou robertsonskou
translokaci v karyotypu. Z celkového poctu Sesti jedincii bylo pét muzského a jeden Zenského
pohlavi s vékovym rozmezim od 6 mésicti do 9 let v dob¢ vySetfeni karyotypu. S vyjimkou
piipadu R2, u kterého vznikla aberace de novo, byly vSechny translokace zdédeéné
od ne¢které¢ho z rodicl. Pfevazna vétsina translokaci, pét ze Sesti piipadi, se odehrala mezi

chromozomy 13 a 14. Pfevazujici indikaci k vySetfeni pacientl v této skupin€ byla PMR/MR.

Tab. 4. Zakladni charakteristiky pacientti ze skupiny R. Legenda viz tab. 3.

Pacient | Vék Indikace Karyotyp

R1 Or spasticka paraparesa 45,XY,rob(13;14)(q10;q10)mat
R2 3r epilepsie, suspektni Aspergertiv syndrom 45,XY,rob(13;14)(q10;q10)dn
R3 Tt poruchy chovani, endokrinni porucha 45,XX,rob(13;14)(q10;q10)pat
R4 6 m | PMR, makroglosie, stigmatizace 45,XY,rob(13;14)(q10;q10)pat
RS 5r PMR, zachvatovité onemocnéni 45,XY,rob(21;22)(q10;q10)mat
R6 2r | TMR,PAS, porucha prijmu potravy, ADHD. | 45 vy rob(13;14)(q10:q10)par

regres feci
Skupina I

Do skupiny I (Tab. 5) bylo zatazeno 12 pacientti, u nichz byla pfi vySetieni karyotypu
zjisténa balancovana inverze nékterého z chromozomu. Z celkového poctu 12 jedinct bylo pét
zenského a sedm muZského pohlavi s vékovym rozmezim od 1 mésice do 56 let v dobé
vySetieni karyotypu. Ve ctyfech ptipadech vznikla aberace de novo a u tii pacientii byla
inverze zdédénad od nékterého z rodi¢t. Ve zbyvajicich péti ptipadech nebyl piivod aberace
objasnén. Trikrat se jednalo o inverzi pericentrickou a devétkrat o paracentrickou. V 11
ptipadech byla inverze pozorovana na autozomu a pouze v jednom piipad¢ (I14) na gonozomu,
konkrétné¢ chromozomu Y. Pievazujici indikaci k vySetfeni pacientll v této skupiné byly

poruchy pojivovych tkani a vrozené vyvojové vady (VVV).
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Tab. 5. Zakladni charakteristiky pacientti ze skupiny I. Legenda viz Tab. 3.

Pacient | Vék Indikace Karyotyp

I 12r | teleangiektasie, hemangiom rtu 46,XX,inv(7)(q11.23q22.1)

D 561 E;:::/; hornich kon¢etin, porucha chiize, bolesti 46 XY inv(9)(p24q32)
mirnd stigmatizace, hypertroficka .

I3 I m kardiomyopatic 46,XY,inv(11)(pl15.1q21)

14 19r | epilepsie 46,X,inv(Y)(pl1.2q11.223)pat

15 3r PMR, stigmatizace, cafe au lait skvrny, 46 XY inv(12)(q21.2q24.1)dn
makrosomie

16 4m | CFD, plochy hrudnik, osteoplazie 46,XY,inv(17)(q21.1923)dn

17 6r SMR, ADHD, stigmatizace 46,XX,inv(13)(q31.2.q33)dn

I8 61 ektrodaktylie, porucha vyvoje feci 46,XY,inv(7)(q21.2q36)dn

19 141 chronicka myelmdm leukémie, obezita, 46X, inv(11)(q12q23.3)
gynekomastie

110 3t Vy.sokylvzrust, suspektni onemocnéni pojiv, 46 XX inv(15)(q21.2423)
epilepsie

111 Ir modré skléry, hypermobilita kloubt 46,XX,inv(17)(p11.2p13)mat

12 7r suspc?ktmoavtyplcka CF, hypermobilita kloubd, 46 XX,inv(17)(q21.1q23.1ymat
laxicita kiize

Skupina C

Posledni, nejméné pocetnou skupinu C (Tab. 6) tvofi Ctyfi jedinci, u nichz byla
zjisténa komplexni chromozomovéd prestavba. VSichni pacienti byli muzZského pohlavi
ve véku jednoho roku az patnacti let v dobé vySetfeni karyotypu. U tii pacienti byl pivod
aberace de novo, jedna komplexni pfestavba byla zdédéna od nepostizené matky. V prvnim
ptipadé (C1) se jedna o postupnou reciprokou translokaci tfi chromozom, ve druhém (C2) je
podobné vymeéna doplnéna navic inzerci z prvniho do tfetiho chromozomu. Tteti pacient (C3)
ma reciprokou translokaci mezi dvéma chromozomy doplnénou o inzerci do chromozomu
tietiho, ve ¢tvrtém piipadé (C4) dochazi ke slozité vymeéné, do niZ jsou zapojeny celkem Ctyfi

chromozomy. U vSech pacientli byla hlavni indikaci ke genetickému vySetfeni PMR/MR

a/nebo PAS.
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Tab. 6. Zakladni charakteristiky pacientt ze skupiny C. Legenda viz tab. 3.

Pacient | Vék Indikace Karyotyp
PMR, opozdény
Cl Ir . 46,XY,1(1;2;11)(q41;q34;p13)dn
v{voj ( )(q41;934;p13)
46,XY,t(1;3;15)(1pter—1q42::3q26.31—3qter;3pter—
I st PAS 3q25.1::1g473—1qter; 1 5pter—15q?22::1q42—1q4?3::
159?722—15q2?6::3925.1—3q26.31::15q2?6—15qter)dn
PMR, PAS, 46,XY,1(3;8;10)(3pter—3q25.1::8q21.2—8q23.3::
C3 Ir stigmatizace, 3q25. 1—-3qter;8pter—8q21.2::10q24—10qter;

opozdény vyvoj feci | 10pter—10q24::8q23.3—8qter)mat

46,XY,1(1;6;14;18)(1pter—1q23::18p11.3—18pter;6pter
—6ql15::1q24—1q25::18q11.2—18qter; 14pter—14q13::
6q24.2—6qter;1qter—1q25::18p11.2—18q11.2::6q15—
6q24::14q13—14qter)dn

C4 15r | PMR, porucha ristu

Metody
Postup vySetirovani souboru

U vSech pacienti ze souboru byla karyotypovanim zjisténa zjevné balancovana
pfestavba a naslednym vySetfenim karyotypu rodict (pokud s vySetfenim souhlasili a jejich
biologicky material byl dostupny) byl uréen plivod aberace. V pfipade, Ze existovala
pochybnost ohledné stanoveni zlomovych mist prestavby, pfipadné nebyl s jistotou urcen
puvod nékterého z jejich derivati, byla k upfesnéni pouzita metoda FISH.

V ramci nasi studie byli vSichni pacienti vySetfeni oligonukleotidovou array CGH
v minimalnim rozliSeni formatu 4x180K. Klinickd vyznamnost zachycenych CNV byla
klasifikovana pomoci pétibodové Skaly, viz dale. CNV piedstavujici prenaSe¢stvi AR choroby
nebyly mezi nalezy zatfazeny, pokud abnormalni fenotyp probanda nebyl ve shodé
s popisovanymi znaky zminéného AR onemocnéni nebo pokud se CNV nenachdzely
v blizkosti zlomového mista aberace. Benigni varianty, které jsou bé&zn¢ nachdzeny
v populaci, nebyly rovnéz mezi nalezy zatazeny. V piipad¢ ndlezu abnormalni CNV
s klasifikaci patogenni, pravdépodobné patogenni nebo VOUS a u vSech CNV (i téch
hodnocenych jako pravdépodobné benigni) lokalizovanych v blizkosti stanovenych
zlomovych mist aberace byli nasledné vysetfeni rodi¢e pacienta (pokud byl jejich biologicky
materidl dostupny) k ur¢eni ptivodu CNV a jeji segregace v rodin€, coz napomaha urceni
klinického vyznamu varianty. Upfednostiiovanou metodou pro ovéfeni ptivodu CNV bylo

array CGH vySetfeni za pouziti vhodného formatu s ohledem na rozsah ovéfované varianty.
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Diivodem pro tuto preferenci byla predevsim skutecnost, ze DNA rodi¢i vétSiny pacient
ze souboru byla archivovana, zatimco bunéénd suspenze nutné k provedeni FISH nikoliv.

U pacientli s podezienim na disrupci konkrétniho potencidlné kauzalniho genu
zlomem piestavby bylo provedeno vysetfeni metodou FISH typu break-apart.

Pokud analyza molekularné cytogenetickymi metodami neposkytla mozné vysvétleni
postizeni pacienta, nebo pokud neméla tato analyza dostate¢nou vypovédni hodnotu pro
jednoznacné stanoveni klinického zavéru ¢i pro pochopeni mechanismu vzniku postizeni,
pokracovalo vySetfeni nékterych pacienti dalSimi metodami, které jsou pro potfeby tohoto
logickym pokracovanim ji zapocatého vySetfovaciho postupu a v nékterych ptipadech
poskytly i ptekvapiva vysvétleni postizeni studovanych pacientt, jsou do prace také zarazeny.

Postup vySetiovani pacientl s BCA vcetné posloupnosti metod, ktera byla coby
nejvyhodnéjs$i navrzena pro ucely nasi studie, je schematicky zndzornén na obrazku 10.
Zvoleny postup zohlednuje piivod (de novo/familiarni) BCA a dostupnost jednotlivych metod,
kdy jsou uptednostnovany metody bézn¢ vyuzivané v diagnostice klasické a molekularni
cytogenetiky, nasledované cilenym vySetfovanim vytipovanych kandidatnich genli
v oblastech zlomovych mist BCA molekularné cytogenetickymi a molekularné genetickymi
metodami. V prvni fad¢ je tedy vySetfovani pacienta zalozeno na predpokladu, Ze patologicky
fenotyp se zjiSttnou BCA souvisi. Pokud se souvislost nepodafi prokéazat, pokracuje
molekularné genetické vySetfovani genli a genovych panelti zvolenych podle konkrétniho

postiZeni fenotypu.
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Obr. 10. Schéma posloupnosti metod vyuzivanych k vySetfovani pacientd se zjevné balancovanymi pfestavbami a abnormalnim fenotypem.
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VySetirované vzorky

VSechny primarni vzorky jedincii ze souboru byly ziskdny postnatdlnim odbérem.
V 52 z celkového poctu 54 piipadl se jednalo o vzorek periferni krve. Ve dvou piipadech
(T26 a 14) se jednalo o biopticky odbér kiiZe, u pacienta T26 post mortem. Cast primarniho
materidlu byla ve vSech piipadech urcena kizolaci DNA a jejimu ulozeni do banky
pro molekuldrné cytogenetickd, piipadn¢ i molekuldrné genetickd vySetieni. Zbyvajici Cast
primarniho vzorku byla kultivovana podle standardnich opera¢nich postupti nasi
¢1 spolupracujici laboratofe (Tab. 2). Kultivované bunky, tj. lymfocyty periferni krve nebo
kozni fibroblasty (u ptipadid T26 a I4) byly nasledné dalSimi postupy zpracovany pro ucely
karyotypovani.

VySeti'eni karyotypu

U vSech ptipadi v souboru byla balancovana chromozomova aberace zjiSténa
karyotypovanim. VySetfeni karyotypu bylo provedeno metodou G-pruhovani podle
standardniho protokolu [Seabright, 1972; Sanchez a kol., 1973]. U kazdého vzorku bylo
pocetné a strukturné¢ hodnoceno minimalné dvacet mitdéz pti odhadovaném rozliseni 450 —
550 pruhti na haploidni chromozomovou sadu. Toto hodnoceni bylo realizovano sou¢asnymi
i byvalymi pracovniky Oddéleni 1ékaiské cytogenetiky UBLG 2. LF UK a FNM pomoci
svételnych mikroskopli a vybrané reprezentativni mitézy byly dokumentovany pomoci
softwaru Ikaros Karyotyping System (verze 5.4.9 a starsi verze) od spolecnosti MetaSystems.
Chromozomové piestavby byly identifikovany a popisovany podle platné jednotné ISCN
nomenklatury [McGowan-Jordan a kol., 2016].

U vétsiny jedinch byla analyza karyotypu provedena v obdobi, kdy se autorka prace
jesté na vysSetfeni nepodilela, nebo na jiném pracovisti. Proto bylo autorkou prace u vSech
pacientll zafazenych do souboru provedeno nové posouzeni (a ve dvou piipadech korekce)
zlomovych mist ptestavby z karyograma pacientli archivovanych na naSem pracovisti ¢i
vyzadanych od externich laboratofi. Nové kompletni vySetfeni karyotypu bylo autorkou prace
provedeno u dvou recentnich piipadd ze souboru. VSechna vySetfeni karyotypu byla
konzultovana se zkuSenou cytogenetiCkou RNDr. Drahusi Novotnou, vedouci Oddé€leni

1ékai'ské cytogenetiky UBLG 2. LF UK a FNM.
Array komparativni genomova hybridizace (array CGH)

U vSech jedincti v souboru s vyjimkou tii (C3, C4, T27, viz dale) a u rodict
ve vybranych rodinich bylo provedeno vySetfeni metodou array CGH s vyuzitim kontrolni

42



DNA od firmy Kreatech (MegaPool Reference DNA) a enzymatického znaceni od firmy
Agilent (SureTag DNA Labeling Kit) a BlueGnome (Fluorescent Labelling System [dUTP]).
Pti znaCeni vzorkll bylo postupovano podle doporuceného protokolu vyrobce. Hybridizace
znaCenych vzorki probihala na komercnich Cipech platformy Agilent (SurePrint G3 ISCA V2
Unrestricted 4x180K) a BlueGnome (nyni Illumina) (CytoChip Oligo 4x180K v1.0).
Pro vySetfeni rodict byly téZ vyuzivany Cipy platformy Agilent (SurePrint CGH 8x60K G3
ISCA). Cipy byly naslednd skenovany na skeneru G2565CA Microarray Scanner, pozdéji
na nov¢jSim typu G2600D SureScan Microarray Scanner od firmy Agilent. Skeny byly
analyzovany pomoci 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 naSem pracovisti provedena analyza array CGH
na platformé¢ BlueGnome (CytoChip Oligo 4x44K v1.0; Mgr. Jana Drabova, Ph.D.)
nasledovand vysetfenim s vys$i rozliSovaci schopnosti, SNP array Illumina (Human
CytoSNP-12 BeadChips, ~300K) v servisni laboratoti UMG AV CR.

Pacient C3 byl vySetfen array CGH ¢ipem Nimblegen HG18 WG FT (385K, Roche)
v servisni laboratofi Nimblegen a SNP array ¢ipem Affymetrix Human Mapping 250K Array
Set v servisni laboratoti UMG AV CR.

U pacienta T27 byla provedena analyza ¢ipem od firmy Nimblegen
HGI18 WG _CGH_80f8 (385K, Roche) v servisni laboratotfi Nimblegen.

Celkov¢ bylo autorkou prace provedeno 67 analyz array CGH na formatech 4x180K
(54 vzorkt) a 8x60K (13 vzorkt).

Stanoveni klinické vyznamnosti CNV

Klinickd signifikance zjisténych variant byla hodnocena interpretacnim postupem
podle Gijsbers a kol. [2011], vyvinutym na podkladé ¢ty publikaci zamétfenych
na vySetfovani pacientli 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 fadé¢ byla kazda CNV
porovnana s variantami v databazich DGV  (http://dgv.tcag.ca) a  dbVAR
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/dbvar), zda se nejedna o benigni variantu bézné se vyskytujici
u zdravé populace. Nasledné bylo zjistovano, zda se dand varianta nepoji s jiZ popsanym
mikrodele¢nim ¢i mikroduplikacnim syndromem a varianta byla posuzovana z hlediska
velikosti a genového obsahu. K tomu byly vyuziviny genomové prohlizece UCSC
(https://genome.ucsc.edu), Ensembl (https://www.ensembl.org) a online aplikace GENA

od Sivotech Bioinformatics (https://www.sivotecbioinformatics.com) pro vyhodnocovani
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CNV [Wierenga a kol., 2013]. Ke zjisténi funkce genl zasazenych CNV bylo vyuZzivano
databdze OMIM (https://www.omim.org), Orphanet (https://www.orpha.net), piipadné
GeneCards (https://www.genecards.org). Kazda varianta, u niz nebyl vylou¢en mozny
patogenni vliv (s ptihlédnutim k eventudlni nelplné penetranci a variabilni expresivité
poruchy), byla porovnavana s variantami uvedenymi v databazich 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 publikacich vyhledavanych pomoci databaze PubMed
(https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed). Byly posuzovany spole¢né znaky abnormalniho
fenotypu z hlediska pfipadné kauzality. DuleZitym rozhodovacim kritériem byl téZ rodi¢ovsky
puvod varianty (zdédéna ¢i de novo), pokud bylo mozné jej stanovit (Obr. 10). Vysledkem

celého procesu bylo zatazeni zjisténé varianty do finalni kategorie vyznamnosti.
Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH)

U tfi osob bylo provedeno vysetieni pomoci smési komer¢nich lokus specifickych
sond, viz tab. 7. U pacientky T7 to bylo za tcelem ovéteni, respektive upiesnéni odhadu
umisténi zlomovych mist piestavby, u ptipadl 16 a 17 k ovéfeni faze deleci nalezenych
metodou array CGH. Tyto analyzy byly provedeny na naSem pracovisti autorkou prace podle
postuptt doporucenych vyrobci. Preparaty byly hodnoceny pomoci fluorescenéniho
mikroskopu Zeiss Axioimager Z1 (CarlZeiss) a vybrané reprezentativni mitdzy (popiipadé
interfazni jadra) byly dokumentovany pomoci softwaru ISIS FISH Imaging System v5.1

od spole¢nosti MetaSystems.

Tab. 7. Ptehled vySetfeni metodou FISH.

Pacient | Strukturni pfestavba | VySetfovana oblast | Sonda Vyrobce
T7 t(6;10)(q15;q11.2)dn 6pter STS-H99640 Cytocell
10qgter RH44494
6ql4.1 RP11-379B8 BlueGnome
10gq11.23 RP11-140C5
16 inv(17)(q21.1923)dn 17qter D17S2200 CytoCell
17g21.2 RP11-206C20 | BlueGnome
17g21.32 RP11-361K8
17q21.32 RP11-243D13
17921.33 RP11-94C24
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17 inv(13)(q31.2q33)dn 13qter 13DS1825 Cytocell
13934 RP11-98F14 BlueGnome
13q34 RP11-480K 16
9p21.3 RP11-408N14
9q21.13 RP11-563H8

U ctyt pacientli ze souboru bylo nutné doplnit vySetfeni metodou FISH na jiném
pracovisti. U tfi jedinct (I7, C2 a C4) se jednalo o metody mFISH a mBAND, které nejsou
na nasem pracoviSti zavedeny a byly vyuzity pro ucely presnéjSiho popsani slozitych
pfestaveb pacientid. VySetieni byla provedena s pouzitim sond od firmy MetaSystems
na pracovistich Cytogenetickd laboratof Onkologického centra J. G. Mendela, Novy Ji¢in
(pacient 17, mBAND chromozomu 13), Molekuldrné cytogeneticka laboratotr fakultni ¢asti
naseho ustavu (C2, mBAND chromozomu 1 a mFISH, MUDr. Pavel Tesner, Ph.D.) a
Centrum nadorové cytogenetiky, Ustav lékaiské biochemie a laboratorni diagnostiky, 1. LF
UK a VFN v Praze (C4, mBAND chromozomti 1 a 6 a mFISH, Doc. RNDr. Zuzana
Zemanova, CSc.).

U pfipadu 19 bylo provedeno vySetfeni chromozomi X a 8 centromerickymi sondami
od firmy Abbott Vysis (Centrum nadorové cytogenetiky Ustavu lékaiské biochemie a
laboratorni diagnostiky, 1. LF UK a VFN v Praze, Ing. Lucie Hodanova, Ph.D.) na suspenzi
pacienta, kterd byla na tomto pracovisti archivovdna. VySetfeni bylo doplnéno za celem

ovéteni nalezu z metody array CGH.
FISH typu break-apart (BA FISH)

V ramci studie byly u tfi pacientl (Tab. 8) vyuzity specialni lokus specifické sondy
typu break-apart k vylouceni ¢i potvrzeni disrupce konkrétniho genu zlomem balancované
prestavby. Jednalo se ve vSech ptipadech o komeréné dostupné smeési sond od firmy Empire
Genomics. Tato vysetieni byla provedena autorkou prace na pracovisti UBLG 2. LF UK a FN

Motol podle doporuc¢eného protokolu vyrobce.

Tab. 8. Prehled vysetieni metodou BA FISH.

Pacient | Strukturni prestavba | VySetiovana oblast | Sonda Asociovana porucha
T1 t(2;15)(q31;926.1)mat | 15q26.1 BLM BA Bloomuv syndrom

T8 t(10;13)(p15:;932.1)dn | 13q32.1 TGDS BA Catel-Manzke syndrom
110 inv(15)(q21.2g23) 15g21.1 FBNI BA Marfantv syndrom
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Doplnujici vySetireni
Karyotypovani bunék kostni di‘ené

U pacienta 19 byla z divodu diagnostikované leukémie provedena kultivace bunck
kostni dien¢ a nasledné karyotypovani. VySetfeni bylo provedeno na pracovisti Centra
nadorové cytogenetiky, Ustav 1ékaiské biochemie a laboratorni diagnostiky, 1. LF UK a VFN

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

U ptipadu T25 bylo doplnéno vysetieni metodou metylaéné specifickhk MLPA (MS
MLPA) za tucelem zjisténi metyla¢niho vzorce imprintované oblasti chromozomu 15, ktery
byl soucasti piestavby. VySetieni provedla RNDr. Petra Hedvi¢dkova na Oddéleni 1ékatské
molekularni genetiky UBLG 2. LF UK a FNM pomoci komeréné dostupného kitu SALSA
MLPA MEO028 Prader-Willi/Angelman probemix od firmy MRC Holland na analyzatoru ABI
PRISM 3130XL od firmy Applied Biosystems. Vysledky byly hodnoceny za pomoci eMLPA

(emlpa.lf2.cuni.cz), softwaru vyvinutého na naSem pracovisti, a téz softwaru Coffalyser.
Sekvenovdni Sangerovou metodou

U ctyf piipadi bez nalezu abnormalni CNV byla kauzalni mutace zjiSténa cilenym
Sangerovym sekvenovanim kandidatniho genu, u pacienti T31 (gen SCNIA4) a T4 (gen
SHOX) na Oddé&leni molekularni genetiky UBLG 2. LF UK a FNM (RNDr. Petra
Hedvicakova a MUDr. Anna Kiepelova, CSc.), u pacientky T15 (gen /IKBKG) v Centru
molekularni biologie a genové terapie FN Brno (Mgr. Romana Borskd, Doc. RNDr. Lenka
Fajkusova, CSc.) a u probanda T13 (gen COL4A5) na pracovisti OLG FN Ostrava (MUDr.
Pavlina Plevova, Ph.D.). Sangerovo sekvenovani na naSem pracovisti bylo provadéno podle
standardniho opera¢niho postupu laboratofe a analyza probihala na analyzatoru ABI PRISM
3130XL od firmy Applied Biosystems. Vysledek sekvenovani byl porovnavan s ptislusSnou
referen¢ni sekvenci DNA vySetfovaného genu (NCBI Reference sequence — NM_RefSeq).

U pacienta T8 byla kromé vySetfeni suspektni disrupce genu 7GDS zlomem aberace
metodou BA FISH doplnéna i jeho sekvena¢ni analyza Sangerovou metodou (Mgr. Julia
Martinkové, UBLG 2. LF UK a FNM).

Sekvenovani PCR produkti Sangerovou metodou bylo pouZito také pii charakterizaci
zloml u pacienta C4 (Molekularn¢ geneticka laboratof fakultni ¢asti naseho ustavu, Mgr.

Miroslava Hancarova, Ph.D., Priloha 1).
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Sekvenovdni nové generace (NGS)

U pacienta 110 byla kromé vysetieni suspektni disrupce genu FBNI zlomem aberace
metodou BA FISH doplnéna i sekvenacni analyza tohoto genu NGS metodou v ramci panelu
Onemocnéni pojivovych tkani obsahujicitho 99 genti véetné FBNI (Ing. Radka Sitkova,
Laboratoie Agel a.s., Laboratot 1ékatské genetiky, Novy Ji¢in).

U pacienta T1 bylo provedeno vySetfeni NGS panelem 226 gent pro hereditarni
nadorova onemocnéni — CZECANCA, indikované pro geny skupiny ONKOI1 (Mgr. Martina
Bittoova, Gennet, Praha).

U pacientll C4 a 16 s podezienim na chromotripsi byl metodou NGS analyzovan cely
genom, u pacienta C4 v Department of Cellular and Molecular Medicine, University
of Copenhagen s vyuzitim metody mate-pair sekvenovani, v pripadé¢ 16 metodou paired-end
sekvenovani v servisni laboratofi Macrogen.

Analyza sekvenacnich dat byla provedena u pacienta C4 ve spolupréci s tymem studie
(Ptiloha 1), u pacienta 16 ve spolupraci s Molekularné genetickou laboratoii fakultni Casti

naseho ustavu (prof. Ing. Zdenék Sedlacek, DrSc.).
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Vysledky a diskuze
Celkové rozdéleni nalezi

Z celkem 54 pacientli s abnormalnim fenotypem a se zjevné balancovanou strukturni
piestavbou v karyotypu byla metodou array CGH u 17 jedinct zjisténa minimaln¢ jedna CNV
hodnocend jako patogenni, pravdépodobné patogenni nebo VOUS, ptipadné jakakoliv
varianta (véetné benignich) pfedstavujici moznou imbalanci v misté zlomu aberace.

U osmi osob ze souboru byla nalezena vice nez jedna CNV. Celkem bylo u 17 osob
nalezeno 34 CNV, zasluhujicich dalSi pozornost. Celkovy piehled nalezenych variant je
uveden v souhrnné tabulce 9.

Celkovy zachyt jedinct s nalezem CNV v nasi studii (17/54, 31,5 %) je ve shodé
s publikovanymi studiemi zalozenymi na metodé 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
prace stanovuji celkovy zachyt abnormélnich CNV u soubort jedincii s PMR, MR a/nebo
VVV a zjevné balancovanou chromozomovou pfestavbou na 30 - 50 %. Studie obdobného
charakteru provedené na souborech probandl s abnormalnim fenotypem, ale normélnim
karyotypem udévaji celkovy zachyt abnormalnich variant v rozmezi 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]. ZvySeny zachyt ve skupiné
s chromozomovou pfestavbou oproti skupin€ jedinci s normalnim karyotypem je patrné
predstavovan CNV v mistech zlomi aberaci. U probandl s balancovanymi chromozomovymi
prestavbami s normalnim fenotypem nebyly az na vyjimky [Gajecka a kol., 2006; Dong a
kol., 2017] imbalance na zlomech zjiStény [Baptista a kol., 2005; Baptista a kol., 2008].

Nejvyssi zachyt CNV vyjadieny pomérem jedinci s nalezem abnormalni varianty
k celkovému poctu jedincti v konkrétni skupiné byl zaznamenéan ve skupiné I (7/12, 58,3 %)
(Obr. 11). Druhy nejvyssi zachyt (2/4, 50,0 %) byl ve skupiné¢ C. Ve skupin¢ T byl
zaznamenan 21,9% (7/32) zachyt abnormalnich variant. Nejnizs§i zachyt (1/6, 16,7 %) byl
zjistén ve skupiné R. Je vSak tfeba mit na paméti, Ze pocty jedincil v jednotlivych skupindch

jsou malé, a tyto vysledky mohou byt ovlivnény chybou malych cisel.
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Tab. 9. Tabulka nalezi abnormalnich CNV u pacientll v souboru. Pfipady oznacené hvézdickou budou dale v textu diskutovany. Uvedeny rozsah variant je
dan rozmezim prvni a posledni aberované sondy. CNV lokalizované na zlomovych mistech prestaveb jsou v tabulce barevné zvyraznény. PAT — patogenni,

— pravdépodobné patogenni, VOUS — varianta nejasné¢ho vyznamu,

— pravdépodobné benigni, BEN — benigni.

Klinicky

Pacient | Karyotyp CNV Gen(y) Vyznam Poznamka
Reciproké translokace
" ] ] arrfGRCh37]6q16.3q21(104426530 112005167)x1dn . Nalez mimo zlomové misto
1y R e (7,6 Mb) 1 g PAT translokace na derivovaném chr.
Williams-Beuren region
It {262 2 A s e h ChsTlag 28 (2726 TR TR 1B9500)xc an 53 gentl PAT duplikaéni syndromg
p26-24 (1,73 Mb) &
’ (MIM#1609757)
) ) arr[GRCh37]17q21.33(48532171 48590853)x3mat o
T14 46,XX,t(4;17)(q25;922)mat (58 kb) 5 gentl
. ' ' arf[GRCh37]1q31.3(197216521 197272070)x1pat CRBI, Retinitis pigmentosa 12
[ AR S GRSt (55 kb) — (MIM#1600105)
arr[GRCh37]9p13.3p13.2(36271796 36893651)x4mat | GNE, RNF38, VOUS
(621 kb) MELK,PAXS
* . o
121 46, XY,tO:17)(p13;q22)mat ar[GRCh37]8q21.11(77576981 78043960)x1 JEHXA PEX? | PAT 8q21.11 mikrodeleéni syndrom
(466 kb) ’ (MIM#1614230)
arr[GRCh37]9p13.3p13.2(36271796_36893651)x4mat | GNE, RNF38, VOUS
(621 kb) MELK,PAXS
% . .
T22 46,XY,13:17)(p13;q22)mat arr[GRCh37]2q13(110862477_110980401)x3mat NPHPI, VOUS
(117 kb) MALL
?grgGl\IZbC)hW 12p25.3p25.2(30341_6671363)x3 45 it PAT Suenelint dalét nebalancovand
T23* 46,XY,t(3;16)(q21;p13.3)mat : uspekin v
arrfGRCh37]13q33.2q34(106032191 115089535)x1 118 et PAT reciproka translokace
(9 Mb)
Robertsonské translokace
R1* 45 XY rob(13:14)(q10:q10)mat arr[GRCh37]17p13.1p12(9890609 11444181)x3mat 22 genti VOUS Polygenni komplex pro tézké

(1,5 Mb)

fetézce myozinu (MYH)
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Inverze

art[GRCh37]11q13.4q13.5(73768358_75652857)x3

Nalez mimo zlomové misto

£ ol Sl (1,9 Mb) 36 gend VAOIDR inverze na derivovaném chr.
arrfGRCh37]Yp11.2(8833817_9126994)x3dn
. (293 kb) - BEN Nélezy v genové chudjch
L 46X inv(Y)(pl1.2q11.223)pat = op Ch371vq11.223(23566460_23649430)x3pat oblastech
- BEN
(82 kb)
arrfGRCh37]4p15.31(18059937 21095314)x1dn .
(3,03 Mb) 7 genu VOIS ey e it
?%[g}ll({tgh3 714p15.1(32202077_32959027)x1dn LINC02353 VOUS oblastech
arrfGRCh37]4p13(42024833 43281360)x1dn 13 gend; VOUS Prenase¢ AR hluchoty
(1,25 Mb) GRXCRI (MIM#1613285)
arrf GRCh37]4p12p11(48164374 49083290)x1dn 12 gend; . - . .
(918 kb) TEC VOUS Nalez v genové chudé oblasti
?29[2(}11({15)%37] 17921.2(38873514 39565634)x1dn 59 et P PAT E(;lsﬁigx rlfef)rrr)lr[())ltz)i(nf;ro keratiny
16* 46,XY,inv(17)(q21.1q23)dn Prenatot AR poruchy
arrfGRCh37]17q21.32(45904711_46271671)x1dn 20 gent; ; o
(399 kb) PNPO VOUS metabolismu vitaminu B6
(MIM#1610090)
ar{GRCh37]17q21.32(46410502_47021848)x 1dn 32 geny; Polygenni komplex HOXB,
(611 kb) HOXBI VOUS prenase¢ AR parézy obliceje
(MIM#1614744)
AD porucha osteogenesis
arrfGRCh37]17q21.33(48261448 49790776)x1dn 41 gent; P PAT imperfecta
(1,52 Mb) COLIAI ‘ (MIM#1166200)
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arrfGRCh37]9p24.3(944302_1010408)x 1 dn

(66 kb) 5 genti VOUS
arrfGRCh37]9p21.3(20195733 23486509)x1dn 57 geni; AD predispozice k tvorbé
. (3,29 Mb) CDKN2A4 melanomut
*
17 46,XX,inv(13)(q31.2.q34)dn arr[GRC37]9q21.11q21.13(70984481_7679306 )xldn | =
(5,80 Mb) &
arrfGRCh37]13q34(113730429 113965068)x1dn 12 gend; VOUS Nalez mimo zlomové misto
(234 kb) F7,FI10 inverze na derivovaném chr.
" . arrfGRCh37]7q31.31q31.32(119861378 121256293)x1 o Nalez mimo zlomové misto
It SOOI A0 dn (1,39 Mb) 15 gai! VO inverze na derivovaném chr.
. Arr(8)x3[0.7] ~ . ~70% mozaika trizomie 8,
19* 46,XY,inv(11)(q12q23.3) (146 Mb) 1800 genti PAT N —
. . . arr[GRCh37]Xp22.33(430240_690071)x3mat 6 geni;
110 46,XX,inv(15)(q21.2q?23) (259 kb) SHOX
Komplexni prestavby
V blizkosti delece gen SLC949
t(1;3;15)(1pter—1q42::3q26.31 arrfGRCh37]3q24(143893025 145571843)x1dn 4 e VOUS (MIM*608396), mo7né narusen
—3qter;3pter—3q25.1::1g423— | (1,67 Mb) regulatnich oblasti
1qter;15pter—15q?22::1g42—1 RCh 26.1(1 15 164 1
C2 (473159722 15q226::3q25.1 arrfGRCh37]3q26.1(163955915_164683768)x1dn g7 VOUS
(730 kb)
—3q26.31::159276—15qter)dn
arrfGRCh37]15q22.2(60085937 60101782)x1dn BEN
(16 kb) i
46,XY,t(1;6;14;18)(1pter—1q23
::18p11.3—18pter;6pter—6q15: | arrffGRCh37]1q24.3(171938643_172600557)x1dn . %
1q25—>1q24::18q11.2—18qter: | (0,7 Mb) 11 gent PAT R (I OLIA)
C4* 14pter—14q13?::6q24.2—6qter;
Iqter—1q25::18p11.2—18q11.2 . :
Imprintované geny PLAGL1
oc oo 9
;2;6q15—>6q24.. 14q13?7—14qter) ?;rgGI\IZbC)h37]6q24.1q24.2(142164956_144627966)x1dn 9 st PAT (MIM*03044) a HYMAI
n ) (MIM*606546).
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Obr. 11. Graf zobrazuje porovnani zachytu genetickych abnormalit v jednotlivych skupinach. Zachyt
je vyjadfen v procentualnim zastoupeni jedincl s ndlezem k celkovému poctu jedinct v konkrétni
skuping.

Vétsina vyse zminénych publikaci se zabyva vyhradné studiem souboru jedinct
s reciprokymi translokacemi. Dvé prace [Schluth-Bolard a kol., 2009; Feenstra a kol., 2011]
uvadéji zachyt CNV 1 u probandi s inverzemi a komplexnimi piestavbami. Ob¢ studie shodné
uvadéji nejvyssi podil nalezi ve skupiné CCR, nasledovany inverzemi [Schluth-Bolard a kol.,
2009] nebo reciprokymi translokacemi [Feenstra a kol., 2011]. Vysoky zachyt CNV
ve skupiné inverzi v nas$i studii lze odiivodnit skute¢nosti, ze minimaln¢ u dvou piestaveb
(I6 a 17), které byly pavodné hodnoceny jako prosté inverze, byla prokazana vyssi
komplexita. Nejnizsi podil jedincl s ndlezem CNV ve skupiné robertsonskych translokaci
vychazi z podstaty tohoto typu piestaveb, kdy ke zlomim dochazi bud’ v heterochromatinové
pericentromerické oblasti nebo v genové chudé oblasti kratkych ramen akrocentrickych
chromozomti. Zachyt CNV v této skupiné tak odpovida spiSe zachytu v publikovanych
souborech s abnormalnim fenotypem a normalnim karyotypem.

Z celkového poctu osob s ndlezem CNV bylo osm nosi¢ii familiarni chromozomové
piestavby (osm z celkem 27 se zdédénou piestavbou; 29,6 %), u Sesti jedincl vznikla aberace
de novo (6/20; 30.0 %) a u zbyvajicich tfi probandl nebyl pivod ptestavby objasnén (3/7;
42.9 %). V nasi studii, stejné jako v ptedchozich [Ciccone a kol., 2005; Bisgaard a kol., 2006;
Sismani a kol, 2008; Schluth-Bolard a kol., 2009], tedy nebyl zjist€én vyznamny rozdil
v celkovém zachytu CNV v zavislosti na plvodu aberace. Rozdil mezi nalezy CNV

u familiarnich a de novo aberaci spociva spise v jejich lokalizaci a patogenit¢, viz dale.
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Nalezy na zlomovych mistech a mimo né

U péti neptibuznych jedinct T14, 14, 16, C2, C4 a dvou bratr T21/T22 (kteti ale
sdileji stejnou zdédénou CNV, proto budou na tomto misté zapocitani jako jeden) lze v oblasti
jednoho nebo vice zlomovych mist zdanlivé balancovanych aberaci pozorovat kryptické
imbalance v podobé CNV. To piedstavuje 11,1 % zcelkového poctu osob v souboru.
U probandii T21, T22 a 16 byly zjiStény abnormalni varianty jak v oblasti zlomovych mist, tak
1 mimo n¢ (Obr. 12).

Publikované studie uvadéji celkovy podil prestaveb doprovazenych kryptickou CNV
v oblastech zlomu v souborech nosict vyssi, 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], pfi¢emz
u de novo aberaci lze tyto imbalance pozorovat ptiblizn€¢ dvakrat castéji nez u familidrnich
[Sismani a kol, 2008; Schluth-Bolard a kol., 2009]. V nasem souboru byl zachyt CNV
na zlomech celkové nizs$i a podobny u nosicii familiarnich (T14, 14, T21/T22) a de novo
ptestaveb (16, C2, C4), coz lze ¢asteéné odiivodnit odlisSnym sloZenim naSeho souboru oproti
zminovanym studiim. Nejpravdépodobnéji Ize CNV v misté zlomu zaznamenat u de novo
komplexnich ptestaveb (az u 75 %) a prevazujicimi 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], ¢emuz odpovidaji i vysledky nasi studie.

V souladu s publikovanymi poznatky [Aristidou a kol., 2017 a 2018] byly v nasem
souboru u nosic¢ll familiarnich balancovanych aberaci patogenni CNV pouze koincidentni
s primarnim nalezem chromozomové prestavby; pokud byly u zdédénych pirestaveb nalezeny
imbalance v oblastech zlomovych mist, byly hodnoceny jako benigni, pravdépodobné benigni
nebo VOUS. Rodi¢ s chromozomovou piestavbou byl ve vSech ptipadech nosicem i této
CNV. Tyto zdédeéné varianty byly zjistény u Ctyi pacientt, tfikrat maternalniho piivodu (T14,
T21, T22), a jednou paternalniho (I4). Jednalo se o duplikace, u ptipadd T21 a T22 Slo
o triplikaci.

Naopak CNV patogenni, pravdépodobné patogenni a VOUS potencidlné kauzalni
pro abnormalni fenotyp pacientli, lokalizované v mistech zlomt, byly spojeny vyhradné
s aberacemi vzniklymi de novo. Tyto varianty byly pozorovany u tfi osob (I6, C2, C4) a
jednalo se o vicecetné delece na n¢kolika z mnoha zlomovych mist.

U deseti pacientd (18,5 % z celkového poctu) byly abnormalni CNV nalezeny pouze

mimo pifedpokladana zlomova mista aberaci. Tento podil je ve shod¢ s 15 — 20% zachytem

53



ve skupiné probandii s abnormalnim fenotypem, ale normalnim 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 ¢tyt probandt (T7, I3, 17 a I8) byly CNV
lokalizovany na derivovaném chromozomu, naznacujice tak moznost vyS$i komplexity
ptestavby, coz bylo v literatufe opakované popséano [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 ptipadli, kde nebyla nalezena zadna kauzalni CNV, byla zvaZzovdna moZnost,
ze zlomy piestaveb narusuji koédujici sekvenci gena citlivych na davku [Chen a kol., 2008,
2010; Sobreira a kol., 2011; Talkowski a kol., 2011; Simioni a kol., 2017; Schluth-Bolard a
kol., 2019] anebo jejich regulacnich oblasti [Schluth-Bolard a kol., 2013, 2019] ¢i ptisobi
jinak pozi¢nim efektem [Fantes a kol., 1995; Kleinjan a van Heyningen, 1998, 2005; Kleinjan
a Lettice, 2008]. Bylo zjisténo, Ze ke genovym disrupcim dochazi u bezptiznakovych nosicl
BCA s podobnou frekvenci jako u fenotypové abnormalnich nosict, tj. 35 — 50 % [Baptista a
kol., 2008; Fantes a kol., 2008; Redin a kol., 2017; Schluth-Bolard a kol., 2019], a s ohledem
na mozné odmaskovani recesivni mutace druhé alely genu naruSen¢ho zlomem bylo
vytipovani kandidatnich gent provedeno nejen u de novo, ale i u familiarnich pifestaveb
v nasem souboru.

U pacientt T1, T8 a 110 byla disrupce kandidatnich gend zlomem aberace vyloucena
metodou BA FISH.

U nékterych pacientl, u nichZ array CGH ani FISH provedené v ramci nasi studie
nevedly k zadnému pozoruhodnému nalezu, pokracovalo jejich vysetfovani dalSimi,
doplnujicimi metodami. U péti ptipadd bez nalezu CNV tak byla geneticka abnormita zjisténa
jinou, cilenou molekularni metodou. Ve tfech pfipadech §lo o zaménovou patogenni mutaci
v genu kauzalnim pro AD poruchu (u pacienta T4 se jednalo o gen SHOX, u T13 o gen
COL4A45 au T31 o SCNIA), v jednom piipade (T15) se jednalo o intragenovou deleci exonli
v genu /KBKG kauzdlnim pro AD chorobu a v jednom piipadé¢ (T25) byla pfic¢inou
abnormalniho fenotypu uniparentalni heterodizomie chromozomu 15 nesouciho imprintované

geny (Obr. 12).
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B beznalezu
B array CGH nalez

» nalezzjiné metody

B zaménova mutace B CNVnazlomu

B intragenova delece B CNVnazlomu imimo zlom

UpPD CNV mimo zlom

Obr. 12. Piehled nalezi u pacientli v souboru. Graf zachycuje rozdéleni jedincti v souboru dle
nalezenych genetickych abnormalit.

Patogenita/Kklinicky vyznam CNV

Z celkovych 34 CNV (Obr. 13) nalezenych u 17 osob lze zhlediska klinické
vyznamnosti osm variant oznacit za patogenni (23,5 %) a kauzalni pro dany abnormalni
fenotyp probandu a pét (14,5 %) za pravdépodobné patogenni. Klinickd vyznamnost dalSich
16 CNV (47 %) zustava nejasna (VOUS). Dvé pravdépodobné benigni (6 %) a tii benigni
(9 %) varianty nebyly na rozdil od béznych benignich CNV z nasi studie vylouceny, nebot’
jsou lokalizovany v oblastech zlomovych mist, ptipadné nelze zcela vyloudit jejich ¢astecny
podil na fenotypu, viz dale.

Jako patogenni skauzdlnim dopadem na abnormalni fenotyp probandi byly
hodnoceny dv¢ delece v oblastech zlomd komplexni ptestavby (C4), intersticidlni delece
velkého rozsahu na derivovaném chromozomu mimo zlomové misto (T7), dale varianty
pfedstavujici znamy mikroduplikaéni (T11) a mikrodelecni (T21) syndrom, nebalancovana
translokace sestdvajici z termindlni delece a duplikace (T23) a téz mozaikova trizomie
autozomu (19).

Za pravdépodobné patogenni byly oznaCeny imbalance v mistech zlomi u pacient
16 a 17, které jsou vétsiho rozsahu s vy$$§im obsahem genti ¢i obsahuji geny, jejichz porucha
funkce by mohla mit spojitost s jejich abnormalnim fenotypem (celkem ctyfi CNV) a déle
intragenova delece spojend s AR poruchou u probanda T18, u n¢hoz nebyla dosud vySetiena

druha alela genu.
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Oznaceni VOUS bylo ptidéleno delecnim variantam v oblastech zlomovych mist (16,
17, C2) i mimo né¢ (I8) obsahujicim alespon jeden gen, ale nemajicim ziejmou spojitost
s abnormalnim fenotypem (celkem 11 CNV) a téz duplikacim vétSiho rozsahu u pacient R1,
I3, T22. Specifickym néalezem u dvou bratrti (T21 a T22) byla identicka triplikace v oblasti
zlomového mista zdédeéna spolu s translokaci od matky.

Jako pravdépodobné benigni byly oznaceny dvé duplikacni varianty, z nichZ jedna je
lokalizovana v mist¢ zlomu familiarni translokace a je rovnéz zdédéna (T14) a druha
se nachazi v oblasti, jejiz duplikace postihuji fenotyp, ale zjevné nedosahuje kritického
rozsahu (I10). Za benigni pak byly oznaceny tfi varianty bez obsahu znamého genu (dvé CNV
u pacienta I4, jedna u C2), nelze je vSak pominout vzhledem k jejich lokalizaci v oblastech
zlomovych mist pfestaveb.

Pfipocitame-li k patogennim a pravdépodobné patogennim CNV v oblastech
zlomovych mist u jedincti C4 a 16 také patogenni ptisobeni skute¢né¢ balancované aberace,
indukujici uniparentalni heterodizomii (T25), 1ze pfitomnost zdanlivé ¢i skutecné balancované
aberace jednoznacné oznacit za pficinu abnormalniho fenotypu pacientii ve tfech ptipadech,

coz ptedstavuje 5,5 % z celkového poctu osob v souboru.

B patogenni
5 3
pravdépodobné patogenni
VOUS
5 pravdéepodobné benigni
16 benigni

Obr. 13. Rozdé€leni CNV zjisténych u pacientd v souboru z hlediska klinické vyznamnosti.

Z hlediska poctu osob i zastoupeni zjevné balancovanych piestaveb v souboru je nase
studie nejlépe srovnatelnd s praci Feenstra a kol. [2011]. Tato studie byla rovnéz provedena
na souboru 54 jedincii s jednoduchou (40 reciprokych translokaci, Sest inverzi) ¢i komplexni

prestavbou (osm CCR); na rozdil od naSeho souboru byly vSechny BCA pouze de novo
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puvodu. U 17/54 (31 %) pacienttl, tj. u 11/42 (24 %) jednoduchych piestaveb a 6/8 (75 %)
CCR bylo zaznamenéano celkem 25 CNV, ve vsSech ptipadech se jednalo o delece. U deseti
osob z 54 v souboru (18,5 %) byla nalezena alespoit jedna CNV v oblasti zlomovych mist
pfestavby, u Sesti (11 %) byly CNV jinde v genomu a u jednoho pacienta (1,9 %) byly
zjistény CNV na zlomech i mimo n¢. Z celkového poctu CNV bylo 16 (64 %) vyhodnoceno
jako pravdépodobné patogenni nebo patogenni, Sest jako VOUS (24 %) a tii (12 %) jako
pravdépodobné benigni nebo benigni. Data ze zminéné prace se tedy v mnohém podobaji
vysledkiim na$i studie. ZvySeny zachyt pravdépodobné patogennich a patogennich CNV
predevsim v oblastech zlomovych mist 1ze odGvodnit de novo ptivodem piestaveb, kdy byva
zachyt pfirozené vyssi [Sismani a kol, 2008; Schluth-Bolard a kol., 2009]. V pfipadé, ze
by do nasi studie byli zahrnuti pouze pacienti s de novo ptestavbami, u 6/20 (30 %) osob by
bylo zjisténo 19 CNV. U tii pacientl (15 %) by se CNV nachazely v oblasti zZlomovych mist,
u dalSich tfi na derivovaném chromozomu mimo pfedpokladané misto zlomu.

Patogenni a pravdépodobné patogenni varianty a vybrané piipady VOUS budou

v textu déle diskutovany.
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Vysledky vySetieni array CGH - rozbor vybranych variant
Patogenni varianty

CNV souvisejici s prestavbou

Chromotripse; del 1q24.3 a del 6q24.1q24.2 (C4)

Pacientem C4 je chlapec s intrauterinni i postnatalni rtistovou retardaci, facialni
dysmorfii, obezitou, MR a PMR. Ve véku jednoho roku byla u ného karyotypovanim zjisténa
zjevné balancovana strukturni pfestavba mezi chromozomy 1, 6, 14 a 18 (Obr. 14, A). Nalez
byl uptesnén mFISH (Obr. 14, B, C) a mBAND derivovanych chromozomil 1 a 6. Popis
piestavby sestavajici z jedendcti segmentl byl:
46,XY,t(1;6;14;18)(1pter—1qg23::18p11.3—18pter;6pter—6q15::1q25—1q24::18q11.2—18qter;
14pter—14q137::6q24.2—6qter; 1 qter—1q25::18p11.2—18q11.2::6q15—6q24::14q13?—14qter).

Analyza metodou array CGH a SNP array prokazala dvé delece v oblastech
predpokladanych zlomovych mist, ob€ de novo na chromozomech paternalniho ptivodu.

V deletované oblasti 1q24.3 o velikosti 0,7 Mb (Obr. 14, D) jsou ¢tyfi protein kodujici
geny, a sice DNM3 (MIM*611445), PIGC (MIM*601730), CIORFI105 (GCID:
GCO01P172389) a SUCO (GCID: GC01P172532). Druha, 2,5 Mb dlouha delece v oblasti
6q24.1q24.2 (Obr. 14, E) zahrnuje 15 genli, mezi nimiz jsou imprintované geny PLAGLI
(MIM*603044) a HYMAI (MIM*606546).

Z diivodu znacné komplexity piestavby bylo provedeno celogenomové NGS metodou
mate-pair. To potvrdilo pfedchozi nalezy a navic odhalilo dalsi pfestavby menSiho rozsahu.
Z vysledkt je patrné, Ze v prubéhu spermatogeneze doslo k fragmentaci ¢tyf zucastnénych
chromozomu na 29 segmentl delSich nez 1 kb. Tyto fragmenty byly néasledné pospojovany
do podoby derivovanych chromozomii v ndhodném pofadi a orientaci. Byly takeé
identifikovany dalsi dvé delece pfilehlé ke zlomlim, a sice ~30kb ztrata v oblasti 14q13.3,
postihujici vétSinu genu PAX9 (MIM*167416) a ~2kb delece v oblasti 6ql14.1. VySetfenim
byl také zptesnén rozsah obou vétsich deleci identifikovanych ¢ipovymi metodami.

Kromé zminénych genti obsazenych v delecich doslo nasledkem zlomil k disrupci péti
dalsich, a to FILIPI (MIM*607307), PHIP (MIM*612870), HMGN3 (MIM*604502),
AK097143 a GAREM (MIM*617998).

Celkové bylo identifikovano 21 zlomovych mist, vSechny byly ovéfeny a uptfesnény

pomoci PCR a Sangerova sekvenovani. Byly pozorovany zlomy bez zmény sekvence, ale také
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nékolikabazové duplikace a delece v rozsahu jednotek ¢i desitek bazi, ohranicujici nekteré
segmenty.

Navzdory zjisténé vysoké komplexité prestavby, dalSim zlomiim a genovym disrupcim
je vetsina znak abnormalniho fenotypu probanda s nejvétsi pravdépodobnosti zapfi¢inéna
dvéma ptivodné€ nalezenymi velkymi delecemi v oblastech 1q24.3 a 6q24.1q24.2.

U popsanych deleci 1q24.3 prekryvajicich se s deleci pacienta C4 je uvadéna MR,
intrauterinni 1 postnatalni riistova retardace, kratké koncetiny, brachydaktylie a specificka
stigmatizace obliceje [Ashraf a kol., 2015; Chatron a kol., 2015]. V 0,7 Mb deleci je obsazen
~ 0,5 Mb kriticky region pro 1q24 - g25 dele¢ni syndrom obsahujici gen DNM3 a klastr
MIR199/214/3120. DNM3 koduje dynamin 3, exprimovany vmozku a miSe
v postsynaptickych oddilech neuronil. Protein poméha recyklaci receptorii na synaptickou
membranu a tim posileni synapse [Lu a kol., 2007]. Delece je pravdépodobné hlavni pti¢inou
poruchy ristu a MR pacienta C4. Miru podilu ostatnich genti v deleci 1q24.3 na fenotypu
probanda nelze s jistotou stanovit.

I delece 2,5 Mb v oblasti 6q24.1q24.2 obsahuje geny, jejichz haploinsuficience muize
ptispivat k fenotypu pacienta C4. Jde hlavné¢ o PLAGLI a HYMAI, maternaln€ imprintované
geny, jejichz nadmérné exprese nejcastéji vlivem UPD je spojena s tranzientnim neonatalnim
diabetem a poruchami ptijmu potravy [Arima a kol., 2001]. U pacientli s paterndlni deleci
oblasti je popisovana prenatdlni i postnatalni riistova retardace, MR a facidlni stigmatizace
[Stagi a kol., 2015]. V deletované oblasti jsou lokalizovany i dal$i geny, jejichZ porucha miize
mit vliv na fenotyp probanda, napt. HIVEP2 (MIM*143054), jehoz de novo mutace byly
popsany u pacientli s MR [Srivastava a kol., 2016; Steinfeld a kol., 2016].

Z genll disruptovanych zlomy piestavby by mohl mit vyznam gen PHIP, coby
suspektni kandidatni gen pro intelektovou nedostate¢nost [de Ligt a kol., 2012]. Naopak
ageneze zubll spojend s defekty genu PAX9 [Bonczek a kol.,, 2017], jehoz kopie byla
inaktivovana deleci v misté zlomu, nebyla u pacienta C4 zaznamenana.

Komplexni pfestavba u pacienta C4 nese znamky chromotripse [Stephens a kol., 2011;
Maciejowski a kol., 2015], zejm. nahromadéni zlom v klastrech v nékolika
chromozomovych oblastech. Segmenty definované zlomy jsou rizné velikosti véetné velmi
malych v fadu desitek pari bazi, reorganizované v nadhodném potadi a orientaci, doprovazené
delecemi, ale bez duplikaci ¢i triplikaci. VétSina novych spojeni téchto segmentt odpovida
strukturou vzniku mechanismem NHEJ. Nasvédcuje tomu absence repetitivnich elementi

ve zlomovych mistech, chybéjici ¢i kratké mikrohomologie a drobné delece a duplikace
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v fadu jednotek pard bazi. U n€kolika spojeni Ize uvazovat i mechanismus MMEJ. Pacient C4

byl publikovan [Slamova a kol., 2018] (Ptiloha 1).
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Obr. 14. Vysledky vysetfeni pacienta C4. A. Parcialni karyotyp derivovanych chromozomt 1, 6, 14 a
18. B. Vysledek mFISH, translokacni derivaty jsou oznaceny Sipkami. C. Idiogramové znazornéni
komplexni prestavby. D. Detail delece 1q24.3 s uvedenim genl. E. Detail delece 6q24.1q24.2
s uvedenim gend.
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CNV nesouvisejici s prestavbou
Del 6q16.321 (T7)

U pacientky T7 byla pozorovéana intrauterinni ristova retardace (intrauterine growth
retardation, IUGR) a vrozena srdecni vada (VCC), pozdéji ristova retardace navazujici
na [UGR, PMR, celkova hypotonie, hranicni mikrocefalie a mirnd stigmatizace obliCeje.
Karyotypovanim byla zjisténa de novo translokace t(6;10)(ql5;q11.2) a suspektni delece
materidlu z tseku chromozomu 6 translokovaného na chromozom 10 (Obr. 15, A).

Array CGH toto podezieni potvrdilo. Divka ma 7,6 Mb deleci 6q16.3g21 (Obr. 15, B,
C, D) postihujici 116 gend. V oblasti zlomt translokace zadna imbalance neni.

Intersticialni delece 6q jsou vzacné. Zavaznost a charakter fenotypu jsou dany
rozsahem a lokalizaci do proximalni, centralni ¢i distalni ¢asti 6q. Delece v proximalni oblasti
(6ql1ql6, skupina A) jsou spojeny s herniemi, se stigmatizaci a vadami srdce [Vickova a
kol., 2012] (Ptiloha 4). U centrdlnich deleci (6q15q25, skupina B) je popisovana IUGR,
mikrocefalie, hypertelorismus, respiracni obtize a malformace koncetin. U distalnich deleci
(6g25qter, skupina C) jsou vady sitnice, rozs§tépy patra a hypogonadismus. Ve vSech
skupinach deleci 6q je uvadéna MR, anomalie uSnich boltcl, hypotonie a postnatalni
opozdéni ristu [Hopkin a kol., 1997]. Rustova retardace, mikrocefalie a stigmatizace u
pacientky T7 odpovida delecim skupiny B, zde s pfesahem do skupiny A.

V literatuie lze najit podobné delece [Nakagome a kol., 1980; Cote a kol., 1981;
Schwartz a kol., 1984; Horigome a kol., 1991], ale popisované fenotypy se Casto li§i. Vé&tSina
publikovanych ptipadii vychézela z G pruhovani. Rosenfeld a kol. [2012] se snazili u dvandcti
jedincu s piekryvajicimi se delecemi definovanymi pomoci array CGH upfiesnit korelaci
deletovanych oblasti v rdmci regionu 6q15q22.33 se znaky fenotypu centralnich deleci 6q.
Zjistili, Zze vyvojové vady mozku a pohybové poruchy jsou ptedevsim u deleci prekryvajicich
6q22.1, epilepsie a neurologické problémy u deleci zasahujicich 6q22.2q22.32.

Byly vytipovany dva geny z 6q21, které se mohou podilet na rozvoji mikrocefalie, a
sice NR2E1 (MIM*603849) a SNX3 (MIM*605930). NR2El je exprimovan v mozku
a produkuje nukledrni receptor nutny pro kortikdlni neurogenezi a diferenciaci neuralnich
kmenovych bunék [Stenman a kol., 2003]. SNX3 koduje protein z rodiny sorting nexind a
de novo translokaci disruptujici SNX3 mél pacient s mikrocefalii, mikroftalmii, ektrodaktylii
a prognatismem [ Vervoort a kol., 2002]. Oba geny jsou u pacientky T7 deletovany.

Publikace [Rosenfeld a kol., 2012] stanovuje 1 kriticky region pro vrozené srdecni

vady (chr6: 106,63 113,69 Mb (GRCh38)), ktery odpovida deleci u pacientky T7
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(chr6: 104,42 112,00 Mb). Ta zahrnuje POPDC3 (MIM*605824), kandidatni gen
pro vyvojové vady srdce [Andree a kol., 2000], ale i dal$i geny spojené s vyvojem a funkeci
srde¢niho svalu, SESNI (MIM*606103), FOXO3 (MIM*602681) a AMDI (MIM*180980).
Disrupce SESN1 byla popsana u syndromu heterotaxe [Peeters a kol., 2006]. FOXO3 koduje
transkripcni faktor regulujici velikost a proliferaci kardiomyocytt [Skurk a kol., 2005]. AMD1
kéduje enzym pro syntézu polyaminti nezbytnych k proliferaci bun€k srde¢niho svalu
[Nisenberg a kol., 2006]. Mutace LAMA4 (MIM*600133), ktery jiz neni deleci zasazen, ale je
v tésné blizkosti jejiho distdlniho zlomu, byly asociovany s dilata¢ni kardiomyopatii [Knoll a
kol., 2007]. Abnormalni fenotyp pacientky T7 je ve shod¢ s publikovanymi piipady i
s podobnymi nalezy v genomovych databazich. Podoba fenotypu mize byt dale ovliviiovana
pfipadnymi disrupcemi genl zlomy de novo ptestavby ¢i pozi€nim efektem. Je moZna i vyssi
komplexita pfestavby vzhledem k deleci téhoz chromozomu lokalizované mimo zlom

translokace.
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Obr. 15. Vysledky vySetieni pacientky T7. A. Parcialni karyotyp derivovanych chromozomu 6 a 10.
Translokace je zndzornéna barevnymi idiogramy. B. Delece materialu z 6q na der(10). Po stranach
jsou oba derivaty translokace, uprostfed normalni chromozom 6. C. Array CGH, delece je zvyraznéna
cervenym obdélnikem. D. Detail delece s uvedenim genti. Modfe jsou oznaCeny geny souvisejici
s mikrocefalii, ¢ervené s VCC. VSechny idiogramy pouzité v této praci byly vytvofeny v programu
CyDAS [Hiller, Bradtke, Balz and Rieder, 2004], http://www.cydas.org/OnlineAnalysis/.
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Somerville - Van der Aa mikroduplika¢ni syndrom; dup 7q11.23 (T11)

Pacientka T11 ma maternalné zdédénou translokaci t(1;12)(p36.2;q24.3) (Obr. 16, A),
lehkou facialni stigmatizaci a PMR, piedevsim opozdéni vyvoje feci.

Array CGH prokazala 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 duplikacni syndrom (Somerville-Van der Aa syndrom; MIM#1609757) ma
variabilni projev, nejcastéji se vyskytuje PMR (u 44 % pacientil), opozdéni feci (u 10 %)
[Somerville a kol., 2005] a mirny facidlni dysmorfismus (odpovidajici stigmatizaci nasi
pacientky), nékdy i VCC ¢i VVV (brani¢ni kyla). MRI odhalilo u vice nez 80 % postizenych
strukturni anomalie mozku. Pacienti mohou vykazovat MR a/nebo PAS (u 19 %), byli vSak
popséni i jedinci s normalnim intelektem [Van der Aa a kol., 2009, Morris a kol., 2015].

Nejcastéji jsou tyto duplikace de novo, ale byly popsany i ptipady zdédéné od vice ¢i
mén¢ postizené¢ho rodice. Pacientka T11 ma duplikaci de novo. Nelze vyloucit, ze néktery
zrodici ma kryptickou inverzi 7q11.23. Tento benigni polymorfismus vyznamné zvySuje

riziko postizeni potomkt WBS ¢i 7q11.23 duplikacnim syndromem [Morris a kol., 2015].
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Obr. 16. Vysledky vysetieni pacientky T11. A. Parcialni karyotyp derivovanych chromozomi 1 a 12.
Translokace je znazornéna barevnymi ideogramy. B. Array CGH, duplikace 7q11.23 je zvyraznéna
modrym obdélnikem. C. Detail duplikace s uvedenim geni.
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8g21.11 mikrodele¢ni syndrom, del 8q21.11 a trp 9p13.3p13.2 (T21)

Pacient T21 a jeho starS§i bratr T22 jsou nosi¢i materndlné zdédéné reciproké
translokace t(9;17)(p13;q22) (Obr. 17, A). Proband T21 byl vySetfovan pro stigmatizaci,
atypicky PAS, vyvojovou dysfazii s poruchou vyvoje feci a lehkou az stfedn¢ zavaznou MR.

VySettenim array CGH byla u pacienta T21 1 jeho bratra nalezena triplikace
9p13.3p13.2 (Obr. 25, B, C) v oblasti jednoho ze zlomovych mist, kterd ale byla hodnocena
jako VOUS, a proto bude diskutovan déle v textu. Pacient dale nese 466 kb deleci v oblasti
8g21.11 (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 mikrodelenim syndromem
8g21.11 (MIM#1614230). Palomares a kol. [2011] popsali osm jedincti s delecemi o rozsahu
0.6 — 13,5 Mb s podobnym fenotypem. VSichni méli okrouhlou tvaf s plnymi tvafemi, vysoké
¢elo, ptozu ocnich vicek, kratké filtrum, horni ret ve tvaru Kupidova luku, koutky ust sto¢ené
dolti, mensi spodni Celist, nizko posazené odstavajici usi a anomalie prsti (kamptodaktylie,
syndaktylie, rozsifené distalni falangy prst)). Casto pozorované byly i oéni vady (zakal
rohovky, sclerocornea, microphtalmia, katarakta), hypotonie, porucha rovnovéahy, sluchu a
PMR. Pacienti trpéli lehkou az stfedné téZkou MR. Fenotyp pacienta T21 vySe popsanym
charakteristikam plné€ odpovida.

V oblasti piekryvu deleci byl pouze gen ZFHX4. Jeho produktem je transkripéni faktor
exprimovany v mozku, kosternim svalstvu a v jatrech. ZFHX4 je povazovan za kandidatni
gen pro AD izolovanou vrozenou ptézu o¢nich vicek (MIM#1178300). U vSech pacientl
s poruchou vyvoje oc¢i byl spolecné se ZFHX4 deletovany i PEX2. Timto genem je kodovan
protein nezbytny pro import proteinlt do peroxisomové matrix. Mutace PEX2 jsou spojeny
s AR poruchou peroxizomové biogeneze, Zellwegerovym syndromem (MIM#1614866),
jehoz oc¢ni projevy se shoduji s nalezy u pacientd s mikrodeleci 8q21.11 (zakalena rohovka,
vrozend katarakta, glaukom, anomalie sitnice a jiné¢). Happ a kol. [2016] popisuji u dvou
pacientl i postiZzeni predniho segmentu oka, Petersovu anomalii, projevujici se centralnim
zakalem rohovky s adhezi pfedni strany ¢ocky k vnitini vrstvé rohovky.

Delece 8g21.11 jsou vétSinou de novo, vyjimecné mohou byt zdédény od postizeného
rodice s mirn¢jSim fenotypem. U pacienta T21 matka tuto deleci nenese; nelze ale vyloucit,
ze delece byla zdédéna od otce obou chlapcii, ktery chodil do zvlastni Skoly a ma ptézu
oc¢nich vicek. Jeho biologicky material v§ak nebyl dostupny a tuto domnénku neni mozné

potvrdit.
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Obr. 17. Vysledky vySetieni pacienta T21. A. Parcialni karyotyp derivovanych chromozomut 9 a 17.
Translokace je zndzornéna barevnymi idiogramy. B. Array CGH, delece 8q21.11 je zvyraznéna
cervenym obdélnikem, dal$i pritomna delece v oblasti 8p je béznym benignim polymorfismem
zdédénym od matky. C. Detail delece 8q21.11 s uvedenim genti.
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Nebalancovana translokace; dup 2p25.3p25.2 a del 13933.2q34 (T23)

Pacientem T23 je chlapec vySetfovany pro IUGR a navazujici poruchu rustu,
mikrocefalii, facialni stigmatizaci, ataxii, hypogenitalismus a tézkou MR. Proband je nosi¢em
zjevn¢ balancované reciproké translokace t(3;16)(q21;p13.3) (Obr. 18, A) zdédéné
od nepostizené matky. Karyotyp otce pacienta byl hodnocen jako normalni.

Vysetieni metodou array CGH neodhalilo v mistech zlomovych mist zminéné
translokace zadné imbalance. Byla vSak zjisténa 6,6 Mb termindlni duplikace oblasti
2p25.3p25.2 (Obr. 18, B) a 9 Mb termindlni delece oblasti 13q33.2q34 (Obr. 18, C).

Duplikovanad oblast 2pter obsahuje minimalné¢ 45 genl. Vliv jejich zmnoZeni
na abnormalni fenotyp probanda je ale nejasny. V databazi Decipher je mnoho podobnych
duplikaci, které jsou hodnoceny vétSinou jako nejasné. Nékteré znich byly zdédény
od nepostizeného rodice. Pfevazujicimi znaky jsou PMR, MR a mikrocefalie. Deleci 13qter je
zasazeno minimalné 113 geni. V databazi DECIPHER je uvedeno mnoho podobnych nebo
mensich deleci hodnocenych prevazné jako patogenni, méné Casto jako nejasné. NejcastejSimi
znaky jsou MR, mikrocefalie, [IUGR, mal4 postava a stigmatizace. Bellucco a kol. [2019]
uvadéji pacienta s nizkou porodni hmotnosti 1 délkou, hypoplazii a malformaci genitalu,
hypotonii, mikrocefalii, stigmatizaci, sttedn¢ tézkou MR, hypopldzii mozecku a 11,9 Mb
terminalni deleci 13q33.1. Dalsi pacient s kruhovym chromozomem 13 s terminalni deleci
13933.1 délky 11,1 Mb a parcidlni duplikaci 13q33.1 délky 1,5 Mb téz vykazoval podobny
fenotyp s mikrocefalii, ristovou i MR a hypoplazii genitalu.

Vzhledem k rozsahu, mnozstvi obsaZenych genid a shod¢ abnormalniho fenotypu
pacienta T23 s publikovanymi piipady lze nalezené varianty, pfedevSim deleci 13qter,
povazovat za patogenni a kauzalni. U probanda se nejspiSe jedna o nebalancovanou formu
reciproké translokace t(2;13)(p25.2;q33.2) (viz obr. 18, D), kterd je na rozdil od ptestavby
t(3;16)(q21;p13.3) krypticka a klasickym karyotypovanim nerozliSitelna (viz obr. 18, A, zcela
dole). Bunécna suspenze rodicii probanda jiz neni k dispozici, a neni proto mozné prokazat,
ktery znich je nosi¢em druhé piestavby. Star§i sestra otce pacienta T23 zemiela
v perinatalnim obdobi a jeho paternélni teta trpéla MR a zemfela ve véku 15 let; vzhledem
k této pozitivni rodinné anamnéze lze pfipustit moznost, ze otec je nosi¢em balancované

piestavby.
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Obr. 18. Vysledky vySetfeni pacienta T23. A. Parcialni karyotyp derivovanych chromozomu 3 a 16.
Translokace je znazornéna barevnymi idiogramy. Dole vpravo derivovany chromozom 13. B., C.
Array CGH, duplikace terminalni oblasti 2p, delece terminalni oblasti 13q. Dalsi pfitomna delece a
duplikace na obr. 18, B jsou béznymi benignimi polymorfismy. D. Idiogramové znazornéni suspektni
kryptické balancované translokace t(2;13), derivovany chromozom 13 pfitomny u probanda je oznacen
fialovym obdélnikem.
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Trizomie chromozomu 8 v mozaice (19)

Pacient 19 byl cytogeneticky vySetien ve véku 15 let pro podezieni na Klinefelterav
syndrom (47,XXY). Chlapci byla v dobé vysetfeni diagnostikovdna chronicka myeloidni
leukémie (CML). Vysetieni konstitucniho karyotypu z lymfocytl periferni krve pfitomnost
nadbyte¢ného X neprokdzalo, avSak bylo zjisténo, ze proband je nosicem inv(11)(ql12q23.3)
(Obr. 19, A). Soucasné bylo provedeno karyotypovani vzorku kostni diené s vysledkem:
47,XXY,t(9;22)(q34;q11)[3]/46,XY,t(9;22)(q34;q1 1)[5].

Vysetieni metodou array CGH odhalilo konstitu¢ni trizomii chromozomu 8 v cca 70%
mozaice (Obr. 19, B). Pfesnd hodnota zastoupeni trizomické linie v mozaice (71,4 %) byla
stanovena pomoci vypoctu odhadu frekvence mozaiky (c¢) [Manning a kol.,, 2010]

optimalizovaného na nasem pracovisti (Mgr. Jana Drabova, Ph.D.) podle vzorce:
Ll
¢ (%) = |z|x100,

kde (L’)je hodnota Log2Ratio aberace, jejiz stupefi mozaiky chceme odhadnout, (L) je
primérem hodnot Log2Ratio dalSich aberaci stejné povahy (delece/duplikace) téze analyzy,
o kterych Ize ptedpokladat, Ze jsou zastoupeny ve stu procent bunck.

Syndrom konstitu¢ni trizomie 8 v mozaice (T8MS), znamy jako Warkanyho syndrom
2 (ORPHA: 96061), je vzacna porucha s castéjSim vyskytem u muzi (~ 5:1). Kompletni
trizomie 8 je letalni a zarodek je potracen jiz v prvnim trimestru. TSMS ma vysoce variabilni
projev a pacienti vykazuji Skalu postizeni od nendpadného fenotypu s normalnim intelektem
az po tézké malformace skeletu i organti a hlubokou MR. Mira postizeni nekoreluje se
stupném mozaicizmu a biologicky mechanismus dosud neni objasnén, coz ztéZuje prognézu
[Miller a kol., 1997; Jordan a kol., 1998]. Mezi nejcastéjsi znaky patii omezend pohyblivost
kloubti, abnormity obratli a zeber, hluboké ryhy na dlanich a chodidlech, kamptodaktylie,
abnormalni rysy obliCeje a anomalie oci. Asi u ¢tvrtiny pfipad byly rtizné srdecni vady a
ojedinéle ageneze corpus callosum. Jedinci s TSMS maji zvySené riziko leukémie Cci
myelodysplastického syndromu [Ripperger a kol., 2011]. Pficinou je abnormalni fyziologie
trizomickych mezenchymovych kmenovych bunck kostni diené vedouci k neregulované
proliferaci a expanzi progenitorovych bunék [Narendran a kol., 2004].

Metodou FISH s centromerickou sondou pro chromozom 8 bylo prokazéno, ze
ve vzorku kultivované tkan¢, at’ jde o lymfocyty, kGizi ¢i prenatalni vzorky, je signifikantni
rozdil v poméru normalni bunétné linie a linie s trizomii 8 v interfaznich jadrech oproti
mitdézdm. V interfaznich jadrech byva zachyceno cca dvojndsobné mnozstvi trizomickych

bunék nez v mitézach a pokud jsou lymfocyty periferni krve kultivovany, podil trizomickych
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jader se vyznamné snizuje oproti lymfocytim vysetfenym bez kultivace [Altiner a kol., 2016].
Oboji naznacuje riistovou nevyhodu bungk s trizomii [Hulley a kol., 2003]. To miiZe objasnit,
pro¢ nebyla u pacienta 19 trizomicka linie zachycena jiz pii vySetfeni konstitu¢niho karyotypu
z mitoz kultivovanych lymfocyth periferni krve. Pfi stanoveni karyotypu z kostni dfen¢ je
kvalita chromozomtl velmi nizka a chromozomy X a 8 jsou si typové velice podobné, doslo
tedy patrné k jejich zdméné a trizomie 8 byla mylné povazovana za dizomii X, viz vyse.

Na zaklad¢ nélezu konstitu¢ni mozaiky trizomie 8 byla metodou FISH s pouzitim
centromerické sondy pro chromozomy 8 a X (Obr. 19, C) zpétné vySetfena archivovana
suspenze bunék kostni dfené¢ pacienta 19. Trizomie 8 byla prokazana u cca 84 %
vySetiovanych bunék, pfitomnost mozaiky dizomie X nebyla potvrzena.

T8MS u pacienta 19 mize byt pficinou CML, doprovazenou ziskanou translokaci
t(9;22), vytvatejici Philadelphsky chromozom. Ostatni znaky fenotypu pacienta zatim nebyly

objasnény.
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Obr. 19. Vysledky vySetfeni pacienta 19. A. Parcialni karyotyp derivovaného chromozomu 11.
Inverze je znazornéna barevnym idiogramem. B. Array CGH, trizomie chromozomu 8 v mozaice.
C. FISH za pouziti centromerickych sond pro chromozomy 8 a X. V jadrech je patrna pfitomnost tfi
signalti pro centromeru chromozomu 8 (Obrdzek laskavé poskytla Ing. Lucie Hodanovd, Ph.D.,
Centrum nddorové cytogenetiky, Ustav Iékarské biochemie a laboratorni diagnostiky, 1. LF UK a VEN
v Praze).
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Pravdépodobné patogenni varianty
CNV souvisejici s prestavbou
ViceCetné delece, chromotripse (16)

Pacient 16 nesl zjevn¢ balancovanou paracentrickou inverzi dlouhych ramen
chromozomu 17 - inv(17)(q21.1g23). Chlapec mél zavaznou kostni dysplazii.

Vysetienim array CGH byly u pacienta zjistény delece v oblastech 17q21.2 (692 kb),
17g21.32 (399 kb a 611 kb) a 17¢21.33 (1,52 Mb), které polohou odpovidaji lokalizaci
inverze a zaroven naznacuji vyssi komplexitu pfestavby (Obr. 20, A, B). Navic byla zjisténa
série deleci 1 na kratkych ramenech chromozomu 4 (Obr. 20, C, D) v oblastech 4p15.31
(3,03 Mb), 4p15.1 (756 kb), 4p13 (1,25 Mb) a 4p12pl1 (918 kb). Vsechny nalezené delece
jsou de novo a v cis fazi, jak bylo potvrzeno FISH (Obr. 20, E, F, G).

Zatimco delece na kratkych ramenech chromozomu 4 se nachazeji v genové chudych
oblastech a navzdory své velikosti zasahuji jen nizky pocet genil, delece na dlouhych
ramenech chromozomu 17 obsahuji geny spojené s AR 1 AD dédicnymi poruchami. Projev
téchto poruch je ovSem povétsinou vazan na missense mutace zapricinujici abnormalni funkci
proteind, nikoli na snizeni exprese vlivem heterozygotni delece ¢i disrupce gent. Dvé delece,
17921.33 a 17q21.2, obsahuji geny, jejichz funkce by mohla souviset s abnormélnim
fenotypem pacienta, a byly proto hodnoceny jako pravdépodobné patogenni.

Deleci 17g21.33 je =zasazen komplex keratinovych genti KRT25 - KRT3I
(MIM*616646 — *601077), jejichz funkce ovliviiuje strukturu epitelii, vlasi a nehtd.
U pacienta 296423 v databazi DECIPHER se podobnd delece projevila mj. kudrnatymi
suchymi vlasy, suchou kliZi a tenkymi nehty.

V oblasti proximalniho zlomu delece 17q21.2 se nachazi gen COLIAI
(MIM*120150), jehoz mutace jsou spojeny s osteogenesis imperfecta I (OI type I,
MIM#1166200). Ve vzacnych piipadech mize byt mirnéjsi fenotyp OI typu 1 zpisoben
delecemi riizného rozsahu [van Dijk a kol., 2010; Bardai a kol., 2016].

U pacienta 16 bylo provedeno celogenomové sekvenovani (Obr. 21, A, B), které
odhalilo mnohem komplexnéjsi povahu aberace, cozZ je spojeno i1 s nepfesnym stanovenim
inverze chromozomu 17 z karyotypu. Bylo zji§téno, Ze chromozom 17 byl u pacienta rozbit
na 19 segmentd (Tab. 10), z nichZ byly ctyii ztraceny (delece detekované i array CGH) a
zbyvajicich 15 segmentii (4 invertované) bylo nahodné pospojovano do derivovaného

chromozomu 17 (Obr. 22). Velmi podobna situace nastala na chromozomu 4, kde vSak nebyl
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zavzat cely chromozom, ale pouze jeho kratka raménka. Ta byla rozbita do 21 segmentl
(Tab. 10), zcehoz byly d&tyfi ztraceny (delece zarray CGH) a ostatni segmenty
(8 invertovanych) byly opét nahodné zkombinovany do novych kratkych ramének (Obr. 22).
Pozoruhodné je, ze na rozdil od pacienta C4 a vétSiny publikovanych piipadii chromotripse
[Kloosterman a kol., 2011; 2012; 2013; Chiang a kol., 2012; Nazaryan a kol., 2014; Eisfeldt
a kol., 2019] nezahrnuje ptestavba u pacienta 16 zadné interchromozomové vymény nebo
piesuny.

Vzhledem k vysokému poctu zloma v rtiznych oblastech chromozomt 4 a 17 Ize
slozitou prestavbu povazovat za kauzalni, abnormalni fenotyp probanda je tak nejspis

vytvaren spoluptisobenim deleci, inverzi a disrupci genti a regulacnich sekvenci.
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Obr. 21. Identifikace zlomu jedné z deleci na chromozomu 17 v genomovych datech zobrazenych
v Integrative Genomics Viewer (IGV). A. Oblast dlouha 48 kb. B. Ptiblizeny vyfez dlouhy 96 bp.
Poloha na chromozomu a genomové koordinaty jsou ukazany v horni ¢asti okna. Nize je diagram
celkového pokryti, které na zacatku delece zietelné klesa. To je vidét i v centralni casti okna
na zobrazeni jednotlivych readi (ve formé Sedivych obdélnikll). VéEtsi priblizeni zobrazi i
nukleotidovou sekvenci readi, pokud se 1isi od reference (coz je ptipad vSech readt, které premost’uji
zlom delece).
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Tab. 10. Tabulka znazoriujici pofadi a presny rozsah segmentli chromozomt 17 a 4 definovanych
metodou pair-end WGS. Deletované segmenty jsou cervené zvyraznény. Pfimé orientace segmentu
(+), invertovana (-).

Chromozom 17

zacatek 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

zacatek 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 chromozomi 17 a 4 pacienta 16, znazoriujici usporadani fragmenti na normalnim (vlevo) a derivovaném (vpravo) chromozomu.
Zcela vpravo jsou znazornény ztracené fragmenty odpovidajici poloze deleci z vysledkt array CGH.
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ViceCetné delece, pravdépodobna chromotripse (17)

Pacientka 17 nesla balancovanou paracentrickou inverzi inv(13)(q31.2q33) (Obr. 23,
A, B). Divka mé¢la stiedn¢ tézkou MR s eretismy, ADHD a stigmatizaci.

U pacientky byly array CGH zjistény viceCetné delece na obou ramenech
chromozomu 9 v oblastech 9p24.3 (66 kb), 9p21.3 (3,29 Mb), 9q21.11g21.13 (5,80 Mb)
(Obr. 23, C). Navic byla zjisténa delece v blizkosti ptedpoklddaného zlomového mista inverze
13934 (234 kb) (Obr. 23, D). Metodou FISH bylo prokazano, ze vSechny delece lezi ve fazi
cis na jednom chromozomu 9 (Obr. 23, F) a také, ze zminéna delece na chromozomu 13 je
nezavisla na zlomovém mist€ inverze (Obr. 23, E).

Podobné jako u pacienta 16 je i u pacientky 17 ptes znacny celkovy rozsah deleci pocet
zasazenych genli pomérné nizky. Navic zadny z nich nebyl dosud spojen s poruchou, ktera
by se dala povaZovat za pfi¢inu abnormalniho fenotypu probandky. Bylo vSak vysloveno
podezieni na podobny mechanismus vzniku a vysokou komplexitu pfestavby, ktera by mohla
pfic¢inu postizeni pacientky 17 objasnit.

Ptipady 16 a 17 vykazuji zna¢nou miru podobnosti. Oba pacienti maji vyssi komplexitu
puvodné popsané piestavby a u obou byly navic nalezeny dalsi aberace jiného autozomu, téz
s mnoha zlomovymi misty (celkem 39 zlomid na obou chromozomech u pacienta 16 a
min. 10 u pacientky 17; daji se vSak u ni oCekavat dalsi kryptické ptestavby). Vysledny profil
vySetfeni obou pacientl pfipomind mechanismus chromotripse, podobné jako tomu bylo
upacienta C4, svySe uvedenymi rozdily u pacienta 16. Celogenomové sekvenovani

u pacientky 17 pravé probiha.
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Obr. 23. Vysledky vySetfeni pacientky I7. A. Parcidlni karyotyp derivovaného chromozomu 13.
Idiogram obou parovych chromozomt, derivovany vpravo. B. Vysledek mBAND, zména ve vzorci
potadi barevnych pruhd umoziuje presnéj$i odhad zlomovych mist aberace C. Array CGH, série
deleci na chromozomu 9. D. Delece voblasti 13q34. E. VysSetfeni FISH potvrdila deleci
na invertovaném chromozomu 13. F. Delece na chromozomu 9 jsou ve fazi cis, deletovany
chromozom je oznacen Sipkami.
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CNV nesouvisejici s prestavbou
Intragenova delece; del 1q31.3 (T18)

Pacientem T18 je jinak nepostizeny nevidomy muz s diagnozou retinitis pigmentosa,
nosi¢ balancované translokace t(2;13)(q33;q32) (Obr. 24, A) zdédéné od matky. Syn
maternalni sestfenice pacienta je rovnézZ postizen slepotou se stejnou diagnodzou retinitis
pigmentosa.

Vysetienim array CGH byla zjisténa 55 kb intersticidlni delece 1q31.3 (Obr. 24, B),
zasahujici exony 2-4 genu CRBI (MIM*604210) (Obr. 24, C).

CRBI koduje protein fotoreceptorii, hrajici roli v embryonalnim utvéafeni sitnice.
Heterozygotni mutace CRBI zpusobuji AD pigmented paravenous chorioretinal atrophy
(MIM172870) s lokélni pigmentaci a atrofii sitnice. Porucha je vétSinou inaparentni nebo se
projevuje jen hyperopii ¢i ezotropii.

Vytazeni obou alel CRBI zpisobuje AR Leberovu kongenitdlni amaurozu 8
(MIM#1613835) nebo retinitis pigmentosa 12 (MIM#1600105). Patogeneze obou
onemocnéni spo¢iva v naruSeni apoptozy béhem vyvoje sitnice [Jacobson a kol., 2003].

Proband deleci zdédil od otce. Presné informace o kvalité jeho zraku nejsou dostupné,
nebyl vSak postiZzen slepotou. Vzhledem k fenotypu, ktery odpovidd AR chorobé¢ asociované
s CRBI, 1ze uvazovat moznost, Ze je proband T18 sloZenym heterozygotem s deleci jedné
alely genu zdédénou od otce a mutaci druh¢ alely, pfeddvajici se v maternalni vétvi rodiny
(stejné postizeny syn sestienice). Sekvenovani genu CRBI1 probanda je vyzadano, varianta

byla prozatim hodnocena jako pravdépodobné patogenni.
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Obr. 24. Vysledky vySetieni pacienta T18. A. Parcialni karyotyp derivovanych chromozomu 2 a 13.
Translokace je znazornéna barevnymi idiogramy. B. Array CGH, delece 1q31.3 je zvyraznéna
cervenym obdélnikem. C. Detail delece se znazornénim zasazenych exont genu CRB].
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Vybrané varianty nejasného vyznamu
CNV souvisejici s prestavbou
trp 9p13.3p13.2 adup 2q13 (T22)

Pacient T22 mél MR lehkého stupné¢ a poruchu pozornosti a chovani (ADHD).
Karyotypovani u n¢ho (stejné€ jako u jeho mladsiho bratra T21, viz diive) ukazalo maternalné
zdédénou balancovanou reciprokou translokaci t(9;17)(p13;922) (Obr. 25, A).

Array CGH odhalila imbalanci v mist¢ zlomu piestavby, cca 600 kb triplikaci
9p13.3p13.2 (Obr. 25, B). Amplifikaci maji oba bratii i jejich matka. Pfesnd struktura
pfestavby neni zndma, nebot’ neni k dispozici bunééna suspenze pro vysetieni metodou FISH.
U pacienta byla zjiSténa i cca 100 kb duplikace 2q13 (Obr. 25, D).

Amplifikace zasahuje Ctyfi geny: GNE, MELK, PAX5 a RNF38, (Obr. 25, C). U GNE
(MIM*603824) a PAX5 (MIM*167414) je v triplikaci obsaZena jen Cast a nelze vyloucit
jejich disrupci zlomem.

Disrupce GNE by piedstavovala prenaSecstvi AR onemocnéni myopatii Nonaka
(MIM#1605820). Produktem PAX5 (MIM*167414) je transkripcni faktor specificky
pro Casna stadia prekurzorti B-lymfocyti. Exprese PAX5 byla zjisténa i v embryonalni
nervové a testikularni tkdni. Podle Shah a kol. [2013] ztrata jedné alely PAX5 néasobné
zvySuje riziko prekurzorové B-bunéfné akutni lymfoblastické leukémie (Leukemia, acute
lymphoblastic, susceptibility to, 3, MIM#1615545), kterd méa nelplnou penetranci a vznika
somatickou ztratou heterozygozity. Produktem MELK (MIM*607025) je konzervovana serin /
threonin kinaza ¢inna v regulaci bunééného cyklu, diferenciaci, apoptdoze a genové expresi
[Pengfei a kol.,, 2013]. Hraje roli v embryogenezi, proliferaci kmenovych bun€k a
kancerogenezi. Overexprese MELK byla zjisténa v gliomech [Ganguly a kol., 2014], agresivni
form¢ astrocytomu [Marie a kol., 2008], karcinomech prsu [Pickard a kol., 2009] a prostaty
[Kuner a kol., 2013], melanomech [Ryu a kol., 2007] a karcinomech zZaludku [Calcagno a
kol., 2016]. Upregulace MELK hraje roli v iniciaci a progresi nadorti a nadpocetné kopie
mohou pro nosice piredstavovat riziko postizeni nddorovym onemocnénim.

Duplikace 2q13 obsahuje dva geny: NPHPI (MIM*607100) a MALL (MIM*602022).
Homozygotni delece regionu je pfitomna u 65 — 75 % pacientd s juvenilni nefronoftizou
(Juvenile nephronophthisis,I, MIM#1256100). Stejna delece je zodpovédna i za Joubertiv
syndrom 4 (JBTS4, MIM#1609583), a syndrom Senior-Loken 1 (SLSN1, MIM#1266900).
NPHPI koduje nefrocystin 1, ktery je exprimovan i v mozku.
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Duplikace NPHPI byla popsana jako rekurentni polymorfismus [Baris a kol., 2006]
u pacienti s PMR, ADHD, poruchami uceni, opozdénim vyvoje feci a autismem. Yasuda a
kol. [2014] popsali dva podobné pacienty i Chen a kol. [2017] zmiiuji duplikaci gentt MALL,
NPHPI, RGPD6 a BUBI u postizenych. Také databaze uvadéji mnozstvi podobnych
duplikaci u postizenych. Duplikace byva zdédéna od fenotypové normalniho ¢i lehce
postizeného rodice, nebo je spojena s rodinnou historii neurovyvojovych poruch. Proto byva
nejcastéji hodnocena jako nejasna, s neuplnou penetranci a variabilni expresivitou. Zachyt
muze byt pouze koincidentni s jinou, nezachycenou abnormitou. Kishimoto a kol. [2017]
studovali vliv duplikace NPHPI na transgenni mySi behaviordlnimi testy a pomoci MRI
hledali odchylky v anatomii mozku. Nenasli vyznamny rozdil v socidlnim chovani, avSak
jedinci s duplikaci vykazovali horsi vysledky prostorové paméti a uceni. V neuroanatomii
mozku bylo vyznamné zmenSeni oblasti paraflocculu v mozecku.

Duplikace 2ql3 stejné jako triplikace 9p13.3p13.2 byla u pacienta T22 zdédéna
od matky (niz$i vzdélani, vyucena tkadlenou). Nelze jednoznacné stanovit, zda ma néktera
z abnormit kauzalni vliv, avSak obé se mohou synergicky negativné podilet na abnormalnim
fenotypu. To muze byt jest€ umocnéno problematickym vychovnym pfistupem matky a

citovou subdeprivaci.
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Obr. 25. Vysledky vySetieni pacienta T22. A. Parcialni karyotyp derivovanych chromozomut 9 a 17.
Translokace je znazornéna barevnymi idiogramy. B. Array CGH, triplikace 9p13.3p13.2 je zvyraznéna
modrym obdélnikem. C. Detail triplikace s uvedenim genti. D. Duplikace 2q13 s uvedenim genti.
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CNV nesouvisejici s prestavbou
Dup 17p13.1p12 (R1)

Pacient R1 ma maternalné zdédénou translokaci rob(13;14)(q10;q10) (Obr. 26, A).
Chlapec byl vySetten pro akralni spasticitu dolnich koncetin a chiizi po Spickach.

Array CGH gzjistila 1,5 Mb duplikaci 17p13.1p12 (Obr. 26, B). Ta byla povazovéana
za suspektné kauzalni vzhledem k rozsahu a obsahu gent. Zasahuje GAS7 (MIM*603127) a
SHISA6 (MIM*617327) a je v ni obsazen komplex pro typy tézkého fetézce myozinu MYHI-
4, MYHS, MYHI13 (MIM*160730, *160740, *160720, *160742, *160741, *160720) a geny
SCOI (MIM*603644) a PIRT (MIM*612068) (Obr. 26, C). Ztrata funkce kteréhokoli
z myozinovych genl zpisobuje poruchy svalt. V databazich je popsano nékolik podobnych
duplikaci u pacientii s poruchami hybnosti, parézami dolnich koncetin a kontrakturami.

Vysetieni nepostizené matky vSak ukazalo, Ze nese stejnou duplikaci. CNV proto byla

hodnocena jako VOUS. Otec, ktery rovnéZ chodil po $pickach, nebyl vySetten.
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Obr. 26. Vysledky vySetfeni pacienta R1. A. Parcialni karyotyp zobrazujici translokaci rob(13;14),
znazornénou barevnymi idiogramy. B. Vysledek vySetfeni array CGH, duplikace 17p13.1pl12 je
zvyraznéna modrym obdélnikem. C. Detail duplikace s uvedenim obsazenych gent.
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VysledKky vySeti‘eni pacientii bez nalezu kauzalni CNV
Disrupce genu zZlomem chromozomu

U ¢Ctyf pacientd bylo vysloveno podezieni na disrupci konkrétniho genu ¢i jeho
regulacni oblasti, popfipad¢ kritické oblasti pro AD poruchu zlomem ptestavby. Dvakrat Slo
o jedince bez nélezu z array CGH (T1, T8), u dvou dalSich pacientl byly zachyceny CNV bez
zjevné spojitosti s jejich fenotypy (110, I8). S vyjimkou piipadu I8, kde nebyla k dispozici
bunécna suspenze, byla disrupce kandidatniho genu vyloucena cilenym vysetienim BA FISH.

U pacientli T8 a 110 byl kandidatni gen téZ sekvenovan.

Kriticky region pro SHFM1 (I8)

Pacient I8 je chlapec s mnohocetnymi vrozenymi vadami hornich i dolnich koncetin
(ektrodaktylie) a hypoplazii horni Celisti s prognatii dolni Celisti. Vyvoj chlapce byl normalni
s vyjimkou opozdéni vyvoje feci. Pacient ma de novo paracentrickou inverzi i(7)(q21.2q36).

Array CGH zjistila 1,39 Mb de novo deleci 7q31.31q31.32. Je v invertovaném Useku,
avSak mimo zlomova mista. To mize naznaCovat vyssi komplexitu prestavby, nelze ovSem
vyloucit ani deleci na druhém chromozomu 7. Bunécna suspenze vsak neni dostupna.

V databazich je uvedeno né€kolik deleci oblasti, spojenych s opozdénim vyvoje feci,
ajedna intragenova delece (DECIPHER, pacient 284983 s opozdénim vyvoje feci) v genu
KCND2 (MIM*605410), zdédéna od normalniho otce. KCND2 koduje protein iontoveého
kandlu v membrané neuroni a je u pacienta I8 deletovan. Nalez nelze s jistotou spojit
s fenotypem probanda a varianta byla hodnocena jako VOUS. Proximalni zlom inverze
mapuje do kritické oblasti pro syndrom s ektrodaktylii (split-hand/foot malformation 1;
SHFM1, MIM#1183600) v oblasti 7q21.3. Ptestavby DSSI (MIM*601285), DLX5
(MIM*600028), DLX6 (MIM*600030) a jejich regulacnich oblasti podminuji ektrodaktylii
typu I [Crackower a kol., 1996; Rai a kol., 2019]. Exonové delece DYNCI1]1 (MIM*603772)
byly nalezeny u pacientii s malformacemi koncetin a nesyndromickou ektrodaktylii [Tayebi
a kol., 2014]. Jeden pacient s ektrodaktylii vS§ech koncetin mél inverzi se zlomem v DYNCI111
[Van Silthout a kol., 2009]. Stejné jako I8, nem¢l jiné postizeni, ztratu sluchu, ani PMR,
typické pro syndromickou formu ektrodaktylie u jedinct s defektem DLX5/6 a DSSI
[Rasmussen a kol., 2016]. Vzhledem k izolované ektrodaktylii v rodin€ I8 a de novo aberaci
oblasti kritické pro toto postizeni lze uvaZovat moZnou disrupci nékterého z genil
(nejpravdépodobnéji DYNCII1), ptipadné vliv pozicniho efektu, ktery byl u SHFM1 popsan

[Kleinjan a Lettice, 2008]. Nedostupnost materidlu vSak znemoziuje dalsi analyzu.
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Gen BLM (RECQL3) (T1)

Pacient T1 je nosicem maternaln¢ zdédéné reciproké translokace t(2;15)(q31;q26.1),
viz obr. 27, A. Byl vySetfovan pro Casny vyskyt osteosarkomu femuru v deviti letech.
V rodinné anamnéze byl ze strany matky vyznamné¢ zvysSeny vyskyt nddori. U probanda bylo
provedeno vysetfeni NGS panelem CZECANCA ONKO1, ovsem bez nélezu.

V oblasti zlomu 15q26.1 je lokalizovan gen BLM (RECQL3, MIM*604610) (Obr. 27,
B). Homozygotni inaktivace genu mutacemi ¢i delecemi je spojena s AR Bloomovym
syndromem (MIM#1210900), charakterizovanym myj. predispozici k nadortim. Patogenni
mutace BLM mize 1 u heterozygotl zvySovat riziko malignit, zejména karcinomu prsu,
endometria [Thompson a kol., 2012; Schayek a kol., 2017] a kolorektalniho karcinomu
[de Voer a kol., 2015; Schayek a kol., 2017].

U chlapce bylo provedeno vySetieni metodou BA FISH za ucelem ovéfeni mozné
disrupce genu BLM ¢i jeho regulacnich oblasti zlomem piestavby. Bylo prokazéano, Ze gen
BLM a jeho ptilehlé oblasti jsou intaktni a Ze zlom piestavby se nachéazi distalnéji oproti

puvodnimu ptedpokladu (Obr. 27, C).
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Obr. 27. Vysledky vysetfeni genu BLM metodou BA FISH u pacienta T1. A. Parcialni karyotyp
derivovanych chromozomii 2 a 15. Translokace je znazornéna barevnymi idiogramy. B. Lokalizace
genu BLM na chromozomu 15. C. BA FISH. V ptipadé disrupce zlomem translokace by byla zelena
sonda lokalizovana na druhém derivatu translokace. Derivované chromozomy jsou oznaceny Sipkami.
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Gen TGDS (T8)

Pacient T8 ma de novo translokaci t(10;13)(p15;932.1) (Obr. 28, A) a riistovou
retardaci, pylorosten6zu, pti¢né ryhy na dlanich, makrocefalii, atypicky tvar 1bi, stigmatizaci,
rozstép patra a zizené dychaci cesty a choany, ale normalni psychomotoricky vyvoj.

V oblasti zlomu 13q32.1 byl vytipovan gen 7GDS (MIM*616146), kodujici TDP-
glukézo 4,6-dehydratazu, enzym zapojeny do mnoha metabolickych drah (Obr. 28, B).
Homozygotni mutace zpusobuji Catel — Manzke syndrom (MIM#1616145) [Ehmke a kol.,
2014] s rastovou retardaci, Pierre Robinovou sekvenci, zvySenou kloubni laxicitou a
stigmatizaci. U pacientl byly téz popsany VCC ¢i jiné VV, napiiklad pylorostendza. Jejich
inteligence je normalni. Vyznamnym znakem je klinodaktylie ukazovéaku, ¢asto doprovazena
nadpocetnym osifikacnim centrem mezi metakarpem a prvnim proximalnim falangem nebo
nadpocetnou kosti (hyperfalangii). Na dlanich byvaji fi€né ryhy. RTG vySetfeni rukou
pacienta T8 dysostézu neprokazalo. Dva piipady tohoto syndromu bez dysostézy vSak byly
popsany [Boschann a kol., 2019; Miller a kol., 2019].

Na zéklad¢ podezieni na disrupci zlomem prestavby bylo provedeno NGS vysetieni
genu 7GDS. Nebyla vSak zjiSt€éna Zadnd patogenni mutace, a ani BA FISH neprokazala
disrupci genu ¢i prilehlych oblasti (Obr. 28, C).

Obr. 28. Vysledky vysetfeni genu 7GDS metodou BA FISH u pacienta T8. A. Parcialni karyotyp
derivovanych chromozomt 10 a 13. Translokace je znazornéna barevnymi idiogramy. B. Lokalizace
genu 7GDS na chromozomu 13. C. BA FISH. V ptipadé¢ disrupce zlomem translokace by byla ¢ervena
sonda lokalizovana na druhém derivatu translokace. Derivované chromozomy jsou oznaceny Sipkami.
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Gen FBNI1 (110)

Pacientka 110 byla vySetfovana pro susp. Marfaniv syndrom (MIM#1154700),
zvazovany pro vysoky vzrist (nad 97. P.) a rysy naznacujici moznou poruchu pojivové tkang.
U divky byla zjiSténa zjevné balancovana paracentricka inverze dlouhych ramen chromozomu
15 definovana pruhy gq21.2 — 23 (Obr. 29, A).

Array CGH byla zachycena maternalné zdédéna cca 250 kb duplikace Xp22.33.

Duplikace obsahuje Sest gent véetné¢ SHOX (MIM*312865). Duplikace SHOX jsou
spojovany s nadmémym vzrastem [Seo a kol., 2015; Ramirez a kol., 2019], ovSem pouze
kdyz je wvduplikaci obsazena kritickd oblast genu 1 sregulatnimi sekvencemi
(hg19; chrX:398,000 — 980,000) [Hirschfeldova a kol., 2017]. Varianta pacientky I10 je mensi
a je tedy pravdépodobné, Ze je benigni a na vysokém vzrustu probandky se nepodili.

V blizkosti distdlniho zlomového mista inverze v 15q21.1 mapuje gen FBNI
(MIM*134797), jehoz heterozygotni ztrita je spojena s AD Marfanovym syndromem
(Obr. 29, B). Sekvenovanim FBNI nebyla nalezena zadnd patogenni varianta a vysetfenim
BA FISH nebyla prokazana jeho disrupce. Z vySetieni vyplyva, ze gen FBNI neni soucasti
invertovaného useku, ktery je lokalizovan distalngji (Obr. 29, C).
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Obr. 29. Vysledky vysetieni genu FBNI metodou BA FISH u pacientky 110. A. Parcialni karyotyp
derivovaného chromozomu 15. Inverze je znazornéna barevnym idiogramem vpravo. B. Znazornéni
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Uniparentalni heterodizomie chromozomu 15

U pacientky T25 s fenotypem odpovidajicim Prader — Willi syndromu byla prokdzana
zjevné balancovana translokace t(8;15)(q24.1;q21.2) zdédéna od matky s normalnim
fenotypem. Vzhledem k typickému fenotypu probandky a ptestavbé postihujici chromozom
nesouci kriticky region pro syndromy Prader — Willi a Angelman (PWACR, Prader — Willi /
Angelman critical region) byla provedena MS MLPA pro zjisténi metylacniho vzorce obou
alel této oblasti. VySetfeni prokazalo, ze u probandky chybi nemetylovana paternalni alela
PWACR oblasti pii souasném zachovani mnozstvi genetického materialu. To poukazuje
na materndlni uniparentalni dizomii chromozomu 15 u probandky potencovanou pfitomnosti
reciproké translokace u jeji matky [Calounova a kol., 2006].

Heidemann a kol. [2010] popsali obdobny ptipad materndln¢ zdédéné balancované
translokace t(2;15)(p11;q11.2) u plodu, u n¢hoz byla zjisténa UPD15mat. Pti¢inou UPD byl
v obou ptipadech abnormélni rozchod chromozoml do gamet v poméru 3:1 (s parem
derivovanych chromozomii segreguje i normalni chromozom 15) v oogenezi matky a
naslednd postzygoticka korekce trizomické konstituce c¢asného embrya vyloucenim

normalniho paternalniho chromozomu (trisomy rescue).
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Molekularné genetické nalezy nezavislé na primarni aberaci

U ctyt jedinci byly negativni vysledky array CGH motivaci k dalSimu vySetfovani,
které nasledné¢ identifikovalo patogenni varianty v genu asociovaném s popsanou AD
poruchou, jenz se nachazel mimo zlomova mista balancované aberace. Fenotyp pacienti plné
odpovidal dané¢ AD chorob¢ a lze proto ptredpokladat, ze chromozomova piestavba je u téchto

nosicl skute¢né balancovana a na jejich abnormalnim fenotypu se nikterak nepodili.
Gen SCN1A

V genomové DNA  pacientky T31 s materndlné zdédénou  translokaci
t(1;11)(p36.1;q13), trpici od ctvrteho mésice veéku epilepsii, byla prokdzana de novo
substituce ¢.1047T>G (p.Tyr349*) v genu SCN14 (MIM*182389), lezicim v 2q24.3. Porucha
funkce SCNIA je spojena s AD epileptickou encefalopatii znamou jako syndrom Dravetové
(MIM#1607208), projevujici se zavaznou myoklonickou epilepsii s asnym nastupem
v prvnim roce Zzivota. Nalezend mutace u pacientky T31 vede ke vzniku piedCasného

termina¢niho kodonu a Ize ji s velkou pravdépodobnosti povazovat za kauzalni.
Gen COL4AS

U pacienta T13, nosice translokace t(16;18)(p11.21;q13.3) s poruchou sluchu a ledvin,
byla nalezena patogenni substituce v genu COL445 (MIM*303630), lezicim v Xq22.3.
Mutace COL4AS5 zpisobuji X-vazanou formu Alportova syndromu (MIM#1301050), majici
gonozomalné¢ dominantni (XLD) dédi¢nost a projevujici se postizenim glomerulti ledvin,
senzoneuralni hluchotou a typickymi patologickymi zmé&nami na ocich. Nalezenou mutaci
u pacienta T13 lze povazovat za kauzalni a s velkou pravdépodobnosti je zdédéna od mirnéji

postizené matky s pozitivni rodinnou anamnézou pro vyskyt hluchoty a selhani ledvin.
Gen SHOX

U pacientky T4, nosicky de novo reciproké translokace t(X;13)(q21.2;p11.2), ktera
byla vySetfovana z divodu malého vzrlstu, byla nalezena dosud nepopsand substituce
c.120G>C p.(Glu40Asp) ve vysoce konzervované doméné genu SHOX (MIM*312865)
v Xp22.33. Mutace a delece tohoto genu jsou spojeny s familidrnim malym vzristem
(short stature, idiopathic familial, MIM#1300582) [Ballabio a kol., 1989; Fukami a kol.,
2016]. Vysetfeni rodiny ukazalo, ze i matka a sestra probandky jsou nosi¢kami stejné mutace.
Zatimco u matky bylo antropologické vySetfeni v normé, sestra méla progredujici ristovou

retardaci mén¢ zavazného charakteru nez probandka.
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Gen IKBKG

U pacientky T15 s podezfenim na incontinentia pigmenti byla detekovdna de novo
delece exontl 4-10 genu /IKBKG (MIM*300248) v Xq28. Divka ma balancovanou translokaci
t(7;22)(q11.21;q11.2) zdédénou od matky. /IKBG koduje kindzu ¢innou v mnoha drahach a
jeho mutace (v 80 — 90 % delece exoni 4-10) zplsobuji XLD incontinentia pigmenti
(MIM#1308300).

Deleci nelze jednoznaéné array CGH identifikovat. Oblast exonti 4-10 IKBKG totiz
neni unikatni a pfi rutinnim vysSetieni jsou piislusné sondy vylouceny z analyzy. Divodem je
invertovana segmentalni duplikace 22 kb distalné od genu /KBKG obsahujici pseudogen
IKBKGPI tvoteny exony 3-10 a gen CTAGIB, ktery je invertovanou kopiii CTAG1A, leziciho
distaln¢ od /IKBKG [Aradhya a kol., 2001]. Ob¢ 35,5 kb repetice jsou z vice nez 99 %
homologické a metoda array CGH je nerozli§i. Rekurentni delece /IKBKG zpusobujici
incontinentia pigmenti jsou potencovany rekombinaci mezi 870 bp dlouhymi repeticemi
MERG67B, které lemuji oblast exonti 4-10 v genu i pseudogenu. Metodou array CGH nelze

stanovit, zda je deletovan gen ¢i pseudogen (Obr. 30).
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Obr. 30. Schéma rozmisténi analytickych sond v exonu 4 — 10 genu /KBKG, pokud nejsou vylouceny
z analyzy, viz zluté obdélniky. Schematické zobrazeni struktury invertované segmentalni duplikace
¢asti genu IKBKG a umisténi repetic potencujicich rekurentni CNV v této oblasti. Prevzato
z https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 147 2/figure/i-p.F6/?report=objectonly, upraveno.
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Zaveér

Zkoumali jsme, do jaké miry pfispivaji karyotypovanim zjisténé zdanlivé balancované
chromozomové aberace k abnormalnimu fenotypu jejich nosici, a do jaké miry jsou u nich
za postizeni odpovédné jiné genetické defekty, které s touto primdrni aberaci nesouviseji.
V hlavni ¢asti studie byly u vSech 54 zatfazenych pacientli (z nichz 32 mélo reciproké
translokace, Sest robertsonské translokace, 12 inverze a Ctyfi komplexni piestavby) hledany
metodou array CGH CNV na zlomech aberaci i mimo né. U pacientl bez nalezu pozoruhodné
CNV pak byly ve snaze objasnit jejich fenotyp pouzity dal§i molekularné cytogenetické
metody, zejména BA FISH, a u nékterych pak i metody dopliujici, véetné molekularné
genetickych.

Nase studie prokazala Sirokou a pestrou skalu genetickych mechanismt, které mohou
podminovat postizeni u nosi¢ti zjevn¢ balancovanych chromozomovych aberaci. U celkem
17 pacientli bylo nalezeno celkem 34 CNV, které zasluhovaly dal§i pozornost. U Sesti
nepiibuznych pacientii byly nalezeny kryptické CNV na zlomech aberace; tyto CNV vSak
byly klasifikovany jako patogenni nebo pravdépodobné patogenni pouze u dvou jedinct
(kazdy nesl po dvou takovych CNV). Oproti tomu bylo v souboru dal§ich sedm jedinc,
u nichz byly nalezeny patogenni nebo pravdépodobné patogenni CNV, které ovSem se zlomy
aberace nijak nesouvisely a nachazely se jinde v genomu (z toho tfi pacienti nesli po dvou
CNV).

Podrobnéjsi analyza provedend u nékolika ptfipadl prokazala mnohem vyssi
komplexitu aberace, neZ jak byla popsdna na zakladé vySetfeni karyotypu, a je mozné,
ze takova vyssi komplexita, vcetné napiiklad CNV nedetekovatelnych pomoci array CGH
nebo dalSich zlomt prerusujicich geny, miize byt zodpovédna za postizeni dalSich pacienta.
Vyssi komplexita nesla ve vSech ptipadech znaky chromotripse a tento fenomén je
pravdépodobné ¢astéjsi, nez se diive predpokladalo.

Z array CGH negativnich pacienti byli vybrani tfi, u nichz se v blizkosti
piedpokladanych zlomii primarni aberace nachdzel gen asociovany s fenotypem podobnym
postizeni pacienta. Pfimé pferuSeni tohoto genu zlomem (pii absenci CNV na zlomu) u nich
bylo testovdno metodou BA FISH. Preruseni ani jednoho z kandidéatnich gentli se nepodatilo
touto metodou prokéazat, nicméné nelze zcela vyloucit moznost pozi¢niho efektu blizkého
zlomu na funkci zminénych gend.

Jedna pacientka se znaky syndromu Prader-Willi nesla translokaci s ucasti

chromozomu 15 zdédénou od nepostizené¢ matky. Pacientka byla vySetfena metodou
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MS MLPA, ktera potvrdila pfispéni translokace ke vzniku tohoto syndromu mechanismem
materndlni uniparentdlni heterodisomie. Ta byla u pacientky vysledkem chybné segregace
translokovanych chromozomi do vajicka, nasledované procesem trisomy rescue, ktery
odstranil paternalni chromozom 15.

Dopliujici molekuldrné¢ genetické analyzy cilené na geny vytipované podle
specifického fenotypu pacienta pomohly objasnit genetickou pfi¢inu postizeni u dalSich Ctyt
pacienti, u kterych byly nalezeny substituéni nukleotidové varianty v genech SCNIA,
COL445 a SHOX, a na array CGH nedetekovatelnd intragenova delece v genu /IKBKG.
Jednalo se tedy opét o vysvétleni fenotypu pacienta zcela nezévislé na jeho chromozomové
aberaci.

Nase pozorovani potvrzuji domnénku, ze patogenni a pravdépodobné¢ patogenni CNV
se v oblastech zlomovych mist nachdzeji Castéji u de novo aberaci ve srovnani s aberacemi
zdédénymi. Nase studie také ve shod¢ s pfedchozimi udaji ukazuje, Ze podstatné ¢ast zdanlive
balancovanych aberaci miize byt ve skute¢nosti nebalancovana, a proto by analyza array CGH
m¢éla byt nedilnou soucasti vySetfeni de novo 1 familiarnich zjevné balancovanych piestaveb.
Nase studie rovnéZz poukazuje na nezbytnost kombinace cytogenetickych, molekularné
cytogenetickych a molekularn€ genetickych metod pro lepSi poznani povahy a piipadné
patogeneze téchto aberaci.

Je pravdépodobné, ze nastupujici Sir§i vyuziti celogenomového sekvenovani odhali
podstatné vyss§i komplexitu prestaveb identifikovanych ve svételném mikroskopu a také
mnohé strukturni varianty, které nejsou karyotypovanim a ani array CGH detekovatelné
viubec. Toto zvySeni rozliSovaci schopnosti a citlivosti bude ovSem vykoupeno, aspon
v ptechodném obdobi, obtizemi s jednozna¢nou interpretaci obrovského mnoZstvi novych

nalezu.
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