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Abstrakt

Mikrodeleni syndromy se v populaci objevuji s vysokou inoidle nefasgjsi
je DiGeorgé&v syndrom s incidenci 1 : 4 000. DalSimi relativfastymi syndromy
jsou Williamgiv-Beureriiv syndrom, Millefiv-Diekeriv syndrom, syndrom delece
1p36 a dalSi. ¥Sina €chto syndrom zpisobuje svym nositéin vazné klinické
obtize. kasnd a spolehliva diagndza pakz® pomoci v I18b¢ postizeného pacienta
(edukace, chirurgickd korekce, rehabilitace, faratetapie) ¢i v prenatalni
diagnostice. K analyze kryptickych chromozomovyderaci, které tyto syndromy
zpasobuji, dnes neéastji pouzivame metodu FISH (fluores@em in situ

hybridizaceXi metody zaloZzené na PCR (polymerazéstézova reakce).

Abstract

Microdeletion syndromes occur in high incidencdhia population, the most
common syndrome is DiGeorge syndrome. Its incideisc& : 4 000. Another
relatively frequent syndromes are Williams-Beurepndsome, Miller-Dieker
syndrome, 1p36 deletion syndrome and others. Mbthese syndromes cause the
serious clinical disorder to their carriers. Eaalyd reliable diagnosis can help in
treatment of the affected patient (education, satgcorrection, physiotherapy,
pharmacotherapy) or in prenatal diagnostics. We FEiSH (fluorescentin situ
hybridization) or PCR (polymerase chain reactiomydanl methods to analyse cryptic

chromosomal rearrangements, which cause thesemsyedr

Kli ¢ova slova: molekularni cytogenetika — mikrodété syndrom — DiGeorge
syndrom — Williamév-Beureriiv syndrom — Mille@iv-Diekeriiv syndrom — syndrom
delece 1p36 — chromozom — FISH — PCR — MLPA

Keywords: molecular cytogenetics — microdeletion syndroni@George syndrome
— Williams-Beuren syndrome — Miller-Dieker syndromép36 deletion syndrome —
chromosome — FISH — PCR — MLPA



1. Teoreticky uvod

Genetika je wda o @di¢nosti a promnlivosti Zivych organizrai. Malé zngény
v naSi DNA nam mohou poskytnout vyhodu, stegko mohou zfisobit katastrofu.

Tyto zmeny mizeme identifikovat pomoci molekul&rcytogenetické analyzy,
tedy metod zaloZenych na situ hybridizaci (nap. FISH) ¢i vice citlivych od PCR
odvozenych metod, jako je MLPA. | kdyZ naleznem&g@anni mutaci, nefizeme
plné¢ predpowdét fenotyp, jelikoz rozsah mutace nemusi korespoatdowtizi
pacientova postizeni. Tato prace je Zgna na popis dkterych mikrodelénich
syndromii (jejich vznik a klinické rysy) a molekul&ncytogenetickych metod
pouzivanych k jejich analyze.

Vyznam diagnostiky kryptickych chromozomovyclegtaveb tkvi fedevsim
v moznosti potvrzeni diagn6zy pacienta i ariabilit¢ jeho fenotypu, dale
v objasrni etiologie jeho onemoéni, tzn. zda se jedna o mutalei novo ¢i mutaci
zdédénou, a v neposledrtact pak spravna diagnoza unioge dovodit genetickou
prognézu (vysi rizika) a zvolit vhodnou prevencrgpatalni diagnostika u vysoce
rizikovych pacieni). Kryptické chromozomové ipstavby se v populaci
pravdpodobré vyskytuji s vyznamnou prevalenci, jen maést z nich vSakijsobi
svym nositaim klinické obtiZze a je§tmensi¢ast byva diagnostikovana. Je-Iciia
kombinace fenotypovych znakostizeného pacienta typicka praitou kryptickou
aberaci, & uz mutaci malého rozsaht&i chromozomovou deleci, hotime o
takzvaném mikrodet®im syndromu [1].

1.1 Mikrodeleéni syndromy

Jedna se o syndromy mgobené chromozomalni deleéi jinou mutaci
postihujici fizny paet gerii, kterd je piliS mald pro detekci konvénimi
cytogenetickymi metodami. V zavislosti na velikosito delece mohou byt k jeji
identifikaci vyuzity jiné techniky, jako je FISH he dalsi metody, zaloZzené na
analyze DNA [2].

Této definici v zasa#l vyhovuje ¥tSina mikrodelénich syndrom, jak je
chapeme dnes. Mikrodelece jsou totiz jakymsechodem mezi stelnym

mikroskopem rozpoznatelnymi chromozomalnimi deldécemjen sekvenovanim
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prokazatelnymi bodovymi mutacemi. Za jejich vznikestoji pravé@podobré
nerovnomdrny crossing-over ip vzniku gamet. Kombinace konvémch
cytogenetickych metod a uziti molekularnich flugergnich sond zdokonalily a
rozSiily jejich diagnostické moznosti,iedevSim vSak ukazaly jejich vysokou, a
tedy klinicky vyznamnou poputai incidenci, kterd u jednotlivych syndréam
dosahuje az 1 : 4 000 [1].

1.1.1 Syndromy asociované s mikrodeleci chromozon22ql11.2

Jednou z neépstji prokazovanych mikrodeleci u nas i ve¢gvje delece v
oblasti 22911.2 (TDR - typical deleted region, vW8@ostihuje Usek o velikosti cca
3 Mb, vzacwji se jedna o proximalni usek o velikosti cca 1,®)MVzhledem
k tomu, Ze mikrodelece 22g11.2 postihuje az 40ag@odmiuje velmi Sirokou
fenotypovou variabilitu (tize postizeni vSak nebyué¥rnd velikosti delece).
Syndrom podmiény touto deleci popsal poprvé vroce 1968 profedagelo
DiGeorge, americky pediatr s endokrinologickym 2&mim. DiGeorgeiv
syndrom (DGS, OMIM 188400) je charakterizovan hypokalcerapisobenou
hypoplazii gistitnych €lisek, dale hypoplazii thymu a vadaniegevsim vytokove
¢asti srdce. Engelen et al. udava prevalenci DGS%,% dosplych pacieni
s Fallotovou tetralogii a 16,5 % mezi pacienty $\P3D (atrézie plicnice/defekt
komorového septa). Ziolkowska et al. ve své stadlil4 pacienty s konotrunkalni
vadou srdce uvadi, Ze u paciens mikrodeleci 22g11.2 seéasgji objevuji
pooper&ni komplikace nez u pacignbez této delece [1, 4, 5, 7, 12].

DalSim ¢astym znakem je rozgt patra. Typicka facies, ktera se zvyrae
zvlast ve druhé dekad zivota, zahrnuje retrognacii nebo mikrognacii, tahdy
oblicej, Siroky kden nosu a Uzké ¢ai Serbiny. Pacienti mohou mit normalni
intelekt Casgji prokdzano u proximalni delece), obvykle v3ak h#&ime
abnormalni mentalni vyvoj. Tito pacienti tak&sto trpi poruchami chovani a emoci
a poruchami &ni — ADHD (attention deficit hyperactivity disorjle je
diagnostikovana ui¢tiny az poloviny &i s DGS. Casgji jsou u nich také
pozorovany psychotické poruchy, jako je schizoera afektivni poruchy jako
deprese a bipolarni porucha. DGS jetitn nejsilgjSim rizikovym faktorem pro
rozvoj schizofrenie, v riziku je az 25 % paciestDGS, a naopak prevalence DGS

e

mezi pacienty se schizofrenii se pohybuje kolem 1 NeéjdilezitejSi roli zde
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pravdépodobré sehrava haploinsuficience genu pro katechol-o-phiesimsferazu
(COMT), prolin dehydrogenazu (PRODH) a GnblL gefajimavy je také zvySeny
vyskyt autismu u pacieints DGS. Za fenotypiejmé odpovida porucha migrace
burgk neuralni listy do orgdnodvozenych od Zabernich oblduk vychlipek. Jak
jsem jiz zminila vySe, &tSina gipadi DGS je zfisobena deleci 22911.2 (DiGeorge
syndrome chromosome region — DGCR). Spolékelika dalSimi geny je deletovan
i gen TUPLEL (téZ HIRA), ktery pra¥dodobré kéduje transkripni faktor, stejg
jako gen TBX1, ktery zastavail@zitou funkci ve formovani orgéama tkani Bhem
embryonalniho vyvoje a jehoZ haploinsuficience pgégodobré hraje kitovou roli

v defektnim utvéeni kardiovaskularniho systému a ve vyvaiisfitnych &lisek.
Tato delece pak #fe podmiovat tzné fenotypy: Shprintzén ¢i
velokardiofacialni syndrom (VCFS, OMIM 192430), Bakv syndrom¢i izolované
vady vytokovécasti srdce $etre Fallotovy tetralogie, transpozice velkych cév,
spol&ného arterialniho trunku a interupce aortalnihoookli. Pro vSechny tyto
fenotypy byl navrhnut spatey akronym CATCH-22 (@rdiac abnormality,
Abnormal facies, fiymic aplasia, &ft palate, Wpocalcemia). Tohoto ozdeni se
vSak jiz @ilis nevyuziva pro jeho negativni konotace (v Helg knize hrdina vzdy
doplatil na hlavu XXII — vojenské ustanoveni, ktewénoziovalo a zarove
nedovolovalo odejit z armady) [1, 5, 6, 8, 9, 11].

Mensi ¢ast gipadi DGS je zj@isobena deleci jinych chromozémzejména
10p14—p13 (OMIM 601362). Vyskyt tohoto syndromwsSinou udavan 1 : 4 000
(mikrodelece 22qg11), resp. 1 : 100 000 (mikrodel#&0p14—-13). Celkovy vyskyt
vSak pravédpodobr bude vysSigcast nediagnostikovanych pacigéribude Zejme
mezi dosplymi s Fallotovou tetralogii a PA/VSD. &&ina deleci vznikae novo,
jen cca 10 % je zdiénych od jednoho z rodi. Saitta et al. popsali dvrodiny,

u nichz byl DGS diagnostikovan u probanda a nasledjgho synovce (1. rodina),
resp. netie (2. rodina), icemz rodée postizenych &i (sourozenci probari) DGS
netrgli, ani u nich nebyla nalezena delece 22g11i®oBni hypotéza, tedy Ze by za
opakovanym vyskytem mohl byt germinalni mozaicisjaasioho z rodii, se tedy
nepotvrdila [1, 3, 10, 13].



1.1.2 Williamsiav-Beureniv syndrom

DalSim pomdrné¢ castym mikrodelenim syndromem je Williamsiv-
-Beureniiv syndrom (WBS, OMIM 194050) s vyskytem 1 : 10 000. Poprn@ h
popsali v padesatych letech minulého stoleti Fancoightwood a Payne jako
Jidiopatickou infantilni hyperkalcémii s neprospiign“. Vtomto Fipad
mikrodelece 7q11.23 zahrnuje elastinovy gen (ELddy vyswétluje alespdé cast
fenotypovych projelr postizenych pacie@it plynouci hlavd z mércennosti
pojivové tkar — silné rty, makrostomie, periorbitalni prosakrauffedevsim srdai
vady, které zaznamenavame asi u 80 % pacigejména se jedna o supravalvularni
aortalni, ale i vicgetné periferni pulmonalni sten6zy a defekt komanovéepta),
dale gen pro LIM-kinazu (LIMK1), ktery je sinexprimovan v mozkové tkani a
jehoz haploinsuficience ma praygbdobré rozhodujici podil na vzniku kognitivniho
deficitu, zvla® pak na vizuospacialni poruSe (snhizend schopnosstquové
piedstavivosti,ieSeni geometrickych ukgl DalSim genem, jehoz funkce byva u
pacienti s WBS naruSena, je gen RFC2. Usuzuje se, Ze jelegalniZe snizovat
schopnost replikace DNA, coz by mohlo odpovidatizéovou retardaci, stejrjako
za vyvojové abnormality pacient stimto syndromem. Typickd je rasn
hyperkalcémie v #tstvi, pozdji byva pozatzova. Nkdy se pidruzuji i vyvojové
vady ledvin. Oblteje pacient s WBS jsoucasto pirovnavany k elfskym tvdam.
Pacienti mohou tii mentalnim deficitem, typicky jsou velmigielSti [14—-18].

Na fenotypu paciefits WBS se podili i dalSi geny (celkem asi 28ujen
jejichz presna funkce je8tneni zcela znamaiasto se ale jedna o transkiip
faktory. U mysi byl napklad pozorovan vliv delece génGTF2l a GTF2IRD1,
kodujicich multifunkni transkrigni faktory TFII-l a BEN, které leZi v regionu
7911.23 a které se podileji na embryonalnim vyvaivové soustavy. Kroén
neurovyvojovych vad se chybi &chto geri ziejmeé podili i na embryonalni letadit
na mozkovych hemoragiich, na vaskulogennich a @faciélnich defektech a
dalSich poruchach vyvoje neuralni trubice [18, 22].

Studie jednovajnych dvofat s WBS ukazuji na konkordanciétsiny
klinickych znalki, jako jsou srdéni vady a abnormality v chovani pacigntatimco
znaky, jako nafiklad porodni vaha, vist a stupg mentélni retardace, jsou z

nemalé&tasti ovlivreny faktory prostedi [14, 19].
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Dospli s WBS trpi pedevsim nasledky své staé vady a hypertenzi, ztratou
sluchu, subklinickou hypotyredzou, gastrointestifral obtizemi a abnormalitami
mocoveho ustroji. Kloubni kontraktury, kyféza a skakbomezuji hybnost paciént
s WBS. Dale trpi vySSim vyskytem psychiatrickychtiblh jako jsou Gzkost a
deprese. Schopnost samostatného Zivota aéstaémi byva omezena jejich

mentalnim deficitem a fyzickymi omezenimi [1, 14].

1.1.3 Milleriav-Diekerav syndrom

Vyskyt 1 : 10 000 je udavan ro¥h u Millerova-Diekerova syndromu
(MDLS, OMIM 247200), ktery je charakterizovan lissefalii, mikrocefalii,
vragitou kazi nacele, prominujicim zahlavim, bitemporalnim zGzemidutlého
véku, antimongoloidnim zaSikmenintrdch Serbin, kratkym nosem s vyhlazenym
frontonazalnim dhlem, ipvislym hornim rtem, malou bradou, stdeni
malformacemi, hypoplazii muzského genitalistovou a mentalni retardaci (IQ
kolem 20) se zachvaty a abnormalnim EE@ekavana délka Zivota je u takovych
pacienti velmi redukovana, umiraji¢tinou véasném étstvi. Za fenotyp odpovida
termindlni delece 17p13.3, asi u 10 % rodin zazmaévéme vyskyt balancované
translokace u jednoho z r@di tedy vysoké riziko narozeni dalSiho potomka gdim

syndromem [1, 23].

1.1.4 Syndrom delece 1p36

Syndrom delece 1p36 (OMIM 607872) se &kdy nespravéd nazyva
Slavotinkiv syndrom (Iépe Slavotinkové syndrom, podle Dr. An8lavotinek,
National Human Genome Research Institute, Natibrsitutes of Health, Bethesda,
USA). Typickymi znaky jsou mikrocefalie, brachycefali@pminujicicelo s dlouho
otewenou velkou fontanelou, hypoplazieiestni obléejoveé casti, enoftalmus,
oblicejovy rozstp, vyrazna dolnéelist a brada, dysplastické usni boltce, porucha az
ztrata sluchu, vrozena skaé vada, hypotonie a poruchéstu. Délka Zivota je
vyrazre zkracena. Poputai frekvence vyskytu se shoduje iggichozimi dema

syndromy [1, 24].
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1.1.5 Angelmariv syndrom

U Angelmanova syndromu(AS, OMIM 105830) s vyskytem 1 : 15 000 se
uplatiuje rekolik mechaniznd vzniku. Riblizn¢ 70 % gipad je pisuzovanode
novo vzniklé maternélni deleci postihujici Usek 15g+4P3, dalSich cca 25 %
piipadi je prav&podobrt nasledkem mutace genu UBE3A kédujiciho ubiquitin-
-protein ligazu E3A, odhadem 2-3 % vyplyvaji z mdry imprintingu a zbyla 2 %
piisuzujeme paternalni uniparentalni dizomii (UPDgkis 15911.2—g13. Tento
syndrom, nazyvanyét syndrom @astné loutky (happy puppet syndrome), je
charakterizovan mentalni retardaé&gkou poruchoueci, ndhlymi vybuchy smichu,
zachvaty keci, pozdji topornou ,loutkovitou” cliizi. V obliceji je pozdji napadna
makroglosie s prominenci Ustiepislym nosem a Sgatou bradou. Riziko peti
dalSiho potomka s timto syndromem je asi u 5 %,péite se u jednoho z radi
vyskytuje balancovand translokace. Proto se d@pgeuprenatalni diagnostika [1,
25].

1.1.6 Cri-du-chat syndrom

Delece postihujici kratké raménko chromozomu 5,kké&m 5p15.2, ale
vzacreé i celé raménkai jeho zna&nou cast (tehdy mize byt diagnostikovana i
béZnym cytogenetickym vyS&tnim), zmsobuje cri-du-chat syndrom (OMIM
123450), resp. syndrom &iéiho kiiku, ktery nejspiSe poprvé popsal francouzsky
pediatr Jérome Lejeune (odtud také dnes jiz malzipané synonymni ozdeni
Lejeundéiv syndrom) vroce 1963. Fenotypové charakteristiky céti jsou:
mikrocefalie, ovalny ob&ej, hypertelorizmus, plosny glabelarni hemangiom,
mikrognacie, epikanty, nizko nasedajici usni boltogotonie a&ka mentalni a
psychomotoricka retardace (IQ se pohybuje kolemcBGze nastupuje az kolem
5. roku Zivota, jednoduch@&c se obvykle vyviji je8tpozdji), asi u tetiny pacieni
byva gitomna srdéni vada. Vzacé se mohou vyskytovat vady nervového systému
a ledvin, syndaktylie, hypospadie a kryptorchizmlexinim z nejvyrazjsich znak
u takto postizenych novorozenge vSak pronikavy kk podobny k@icimu. Geny
Semaphorin F (SEMAF) &catenin (CTNNDZ2) seigjm¢ podileji na vyvoji mozku,

jejich delece tedy pra¥godobré podmiuje mentalni retardaci u paciéng timto
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syndromem. Delece hTERT genu, ktery koduje telommm@du reverzni

transkriptazu, &ejmeé rovréz prispiva k fenotypudchto pacient.

Incidence tohoto syndromu se pohybuje mezi 1 : @D & 1 : 50 000. Progndza
pacienta zavisi na stupni hypotonie a zavaznagpagné srdeni vady. Dospli

s timto syndromem mivaji trojuhelnikovity ol#j a Stihlou postavu. Jiz kolem
20. roku Zivota se mohou objevovat presenilni pyjea to zejména cerebralni
komplikace. Balancovand translokace u jednoho &iose vyskytuje asi v 10 %

piipadi. Prenatalni diagnostika je mozna [1, 26, 27].

1.1.7 Pradefiv-Williho syndrom

V roce 1956 Andrea Prader a Heindrich Willi spoldadSimi kolegy popsali
syndrom, ktery se jiz prenatélprojevuje malou aktivitou plodwasto abnormalni
polohou plodu, mén ¢asto se vyskytuje polyhydramnion. Novorozenci jsou
hypotontti, coz jim zmisobuje dychaci obtize, maji vySSi riziko aspirgueuseny
piijem potravy a neprospivaji, pagidse rozviji hyperfagie a z toho vyplyvajici
obezita. DalSimi znaky jsou: mentalni retardacelymarast, hypogonadizmus,
strabizmus, akromikrie, skoli6éza, op@h¢ vyvoj ieci, poruchy spanku, opoZda
puberta, poruchy daeni, infertilita, casgjSi vyskyt diabetu mellitu Il. typu. Asi
u 10 % pacierit je piitomna srdéni vada. Klinicka prognoz&raderova-Williho
syndromu (PWS, OMIM 176270) zr@¢ souvisi S prevenci vyvoje adipozity.
Mentalni Grové odpovida 1Q kolem 50 az 60, asi v5 %ipadi je intelekt
nedoten. Genetickd progndéza vlastni reprodukce udava po&wdpodobnost
pienosu na potomstvo. Pouze u cca 1-3 % rodin j&gisgeneticka igstavba u
jednoho z rodii, riziko pro sourozence postiZzenychitidje proto pordrné male.
Popul&ni frekvence PWini asi 1 : 25 000. V70 % ijpad: je projevem
intersticialni paternalni mikrodelece Useku 15q1B-@ v cca 30 % tdledkem

maternalni uniparentalni dizomie nebo bodové muthc2s, 29].

1.1.8 Smithové-Magenisové syndrom

Smithové-Magenisové syndrom (SMS, OMIM 182290) je podmén
intersticialni deleci chromozomu 17pl11.2téimoude novo) ¢i mutaci RAIL genu

(OMIM 607642), jenz lezi mimo tento regionieRryvajici se klinické znaky
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muzeme roviz nalézt u syndromu Potocki-Lupski (PTLS, OMIM 6888 ktery je
zpasoben duplikaci Useku 17pl11.2. Vyskyt syndromu digaduje na 1 : 25 000.
U novorozengd miazeme sledovat poruchy poporodni adaptace, prvitiemgkem
ale mize byt az psychomotoricka éstova retardace, pogdpak poruchy spanku a
chovani. V noci byvaji &i aktivni az tkavé, ges den pak spave, asi 75 % byva
autoagresivni, vzaeén agresivni uéi  okoli. K fenotypovym znakm pati
brachycefalie, maxilarni hypoplazie, plochy ¢bjia lehka zrakova vada. Myopie se
vSak s ¥kem miZe zhorSit az na hodnoty kolem —20 B, gebezraovani na hlay
pak nuze dojit k odchlipeni sitnice. V ¢kterych gipadech se vyskytuje
brachydaktylie, chraplavy hlas, op@hd eci, nékdy doprovazené ztratou sluchu.
Zivotni progndza je dobra. Srtd vada se vyskytuje asi u 10 % paciesttimto
syndromem a byva déb korigovatelna. Geneticka prognézegstavuje 50% riziko
pro potomky postizenych paciéniale pouze minimalni riziko pro dalSi sourozence
téchto pacient [1, 30, 31].

1.1.9 Jacobsenové syndrom

Vroce 1973 popsala danska |&éka Petra Jacobsen syndrom, ktery se
projevoval fistovou a psychomotorickou retardaci, trigonocefalivergentnim
intermitentnim strabizmem, epikanty, Sirokymidwem nosu s antevertovanymi
nostrilami, ,kagim“ hornim rtem, retrognacii, nizko posazenymi dgspckymi
usnimi boltci, kamptodaktylii (trvale ohnuté prstykladivkovitymi prsty a
autoimunni trombocytopenii. Do obrazlacobsenové syndromu(JBS, OMIM
147791) nize dale spadat: sr&ld anomalie (2/3 pacief), novorozenecka
hypotrofie a hypotonie, hypertelorizmus, ptéza, eghf kden nosu,
brachymikrocefalie, brachydaktylie a klinodaktyl®e prstu na rukou. Mentéalni
retardace byva spiSe mirn4, takZe vlastni repradjgkmoznd, oviem s 50% rizikem
pro potomstvo. U cca 10 % postizenyci ¢e jeden z rodit nositelem balancované
translokace. Syndrom je @gpoben terminalni deleci 11g23. Poguilafrekvence
syndromu je udavana kolem 1 : 25 00@edpoklada se ale, z&st postizenych
s timto syndromem neniibec diagnostikovana, frekvence tedyza byt i vyssi [1,
32, 33].
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1.1.10 Wolfav-Hirschhorniv syndrom

Wolfav-Hirschhorniav syndrom (WHS, OMIM 194190), znamy téz jako
syndrom delece 4p (4p16.3) poprvé popsali v rodl l@meriti Iékai Herbert L.
Cooper a Kurt Hirschhorn. 8twvou pozornost ale vzbudila az publikace Ulricha
Wolfa, Kurta Hirschhorna a spolupracoviniky €meckém odbornénmtasopise
Humangenetik v roce 1965. Existuji i formy s rozeahdeleci, pevazuji vSak
formy mikrodel€ni (podobw jako u cri-du-chat syndromu). Syndrom je
charakteristicky &kou fistovou a mentalni retardaci, hypotonii, mikrocéfali
roz8€povymi vadami (roz&p patra, kolobomy &, srd€&ni septélni defekty).
O oblicejich €chto pacient se iika, Zze maji vzhled igby teckého bojovnika.
Pacienti casto trpi divergentnim strabizmem, mivaji hyperietous, pgevislou
Spikku nosu, kratky horni ret a filtrum, malou bradizkeo posazené, dégdu
rotované usni boltce a kranialni asymetrii. Dalédgp6za zavisi igdevSim na
piitomnosti a rozsahu srét@ vady (vyskytuje se zhruba u poloviny pacignfro
sourozence je riziko opakovani syndromu asi 10 eéndralni diagnostika je tedy
pIné indikovana. Syndrom se vyskytuj€etnosti cca 1 : 30 000 [1, 34-36].

1.1.11 Ostatni

Mikrodeletnich syndrom samokejm¢ existuje mnohem vice (n#glad
Albrightova osteodystrofie, RubinstéwTaybiho syndrom, Diamond-Blackfanova
anémie, X-vazana ichtyéza, Kallmansyndrom, syndrom WAGR a dalsi), jejich
vyskyt je vSak jiz velmi vzacny a vy$ehi u ¥tSiny z nich rozhodhinepati mezi
rutinni. Princip vySéeni ovSem &stava stejny jako uipdchozich syndrom Jejich
diagnostika se provadi jen na maléndtpgracovis [1].
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1.2 Metodické moznosti vySdbvani mikrodeletnich syndromi

Nekteré z &chto kryptickych chromozomovych deleci Ize idekbfiat pouze
specialnimi cytogenetickymi metodami s vysokym i&elim. Vyrazné roz&ni
diagnostického spektra vSakiinesly az molekulam cytogenetické metody
vyuzivajici fluorescetni in situ hybridizace.

Prevazna wtSina mikrodel&nich syndrom je disledkem ztraty witého
chromozomalniho Usekujgastavujici blok &kolika geri. Tyto ztraty se mohou
tykat terminalnich Usek kratkych ¢i dlouhych ramének, intersticialnich nebo
subtelomerickych Usék Takové delece Ize prokazat FISH metodami. Mikieite
syndromy vSak mohou vznikat i visledku uniparentalni izai heterodizomie (viz
Angelmariv a Prader-Williho syndrom), Kk jejich {dtazu jsou pak nezbytné
molekularg genetické metody jako analyza STR (short tandepea®, metoda
metylani analyzy a powrné nova metoda MS-MLPA (methylation sensitive-
-multiplex ligation-dependent probe amplificatiodedna-li se o bodové mutace
(ztratu ¢i zamenu jen jedné&i nékolika bazi), musime k jejich identifikaci vyuZzit
jinych specialnich molekulaénbiologickych metod (nap sekvenovani kritického
Useku). Praktickym isledkem pro diagnostiku mikrodéldch syndrom je
nemoznost vylogeni uvazované diagnozyimegativnim vysledku FISH metody a
z toho vyplyvajici dsledky pro genetické poradenstvi, néblbodové mutace
vznikaji v grevazné ¥tSire de novo. Terminalni mikrodelece mohou byt az v deseti
procentech dksledkem nebalancované translokace a vgBétrodtu (s gipadnou
balancovanou translokaci) je tedy absdiutaikované. U pacieits intersticialnimi
mikrodelecemi je translokace, invergiejinA chromozomalni aberace wkterého

z rodiu zjistovana asi v 1-2 %. [1, 37].

1.2.1 Z&kladni (klasické) cytogenetické vySeeni
Klasické vySateni, & uz kznym swtelnym, ¢ fluorescegnim
mikroskopem, ma opodsta&m pi analyze karyotypovych abnormalit, tedy pro
zjisteni odchylek od normalniho diploidniho stavu, fippct maZze odhalit ¢tSi
chromozomové festavby jako velké delece (rfagelych raméneki jejich velké
¢asti), duplikace a dalSi napadné aberace. Prajiejentifikaci pouzivame zpravidla

takzvané pruhovaci metody. NagtjSi technikou je G-pruhovani,fipnémz na
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chromozomy kratce sobime trypsinem a poté je obarvime v roztoku Geéems
-Romanowski. Vzaa}ji (vétSinou jen k dopléni vySeteni) aplikujeme jiné
pruhovaci metody, jako n#&glad R-pruhovani, C-pruhovani nebo Q-pruhovani
(blizSi popis viz [38], [39], [43]). # mikroskopické analyze takto pruhovanych
chromozoni se obrazky jednotlivych mitdz (metafaznich jademjmaji kamerou
fizenou specidlnim gdacovym systéemem. S pomocitiglusného softwaru pak
zkuSeny cytogenetik provede zé&xné sloZzeni a vyhodnoceni karyotypu.
Pro diagnostiku mikrodetaich syndrom se toto vySéeni tedy nehodi, ale jeho

vyznam tkvi pra¥ ve vyloweni wtSich chromozomovychipstaveb [38—40].

1.2.1.1 Metoda HRT

Pro strukturni pestavby mensiho rozsahuibeme vyuzit metodu HRT (zkratka
z anglického High Resolution Technique). Jedn& spexialni kultivani techniku,
kterd umo#uje ziskat prometafazni chromozomy. Ty se daleijako @i bézném
mikroskopickém  vySéeni. Na mé&é kondenzovanych prometafaznich
chromozomech l|ze pozorovat je&si detaily, coZz umozni odhalit i mensi
piestavby. Resto se ale v diagnostice mikrodgleeh syndrom pouziva porérné
malo, &tSi vyznam maji citligjSi molekularg cytogenetické metody [39, 41].

1.2.2 Molekularné cytogenetické metody

Posuneme-li se o Urokenize, totiz az na Urowemolekularni, ziskame daleko
SirSi moznosti analyzy chromozomovychiegtaveb, a to dokonce éch, které
nazyvame kryptické. Jednotlivé molekul&reytogenetické metody se ve své

citlivosti liSi. Jejich zakladni principy shrnujinasledujicim textu.

1.2.2.1 FISH

Prvenstvi ve vyuZitin situ hybridizace nejspis nalezi Pardueové a Galloefj kt
uz vroce 1970 publikovali praci, kde vyuziln situ hybridizaci k vizualizaci
repetitivnich sekvenci v centromerickych oblasteeySich chromozon Pouzité
sondy vSak nebyly zkany fluorescetné, nybrz radioaktiv. Fluoresceéné

zna&ené sondy se pouzivaji od roku 1988, wssuosti je FISH jednou
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z nejleznéjSich metod pouzivanych v rutinni diagnostice \oggnetickych
laboratdich [39].

Techniky zaloZené ni situ hybridizaci (ISH) umotuji prikaz specifickych
sekvenci nukleovych kyselin v chromozomechikachci tkanovychiezech. Pojmu
hybridizace uzivame pro komplementarni spojeni dvi@ken fizného fvodu,

v tomto gipact vySetované DNA a sondyln situ znamena, Ze k hybridizaci
nevyuzivame d¥ separované molekuly DNA, ale jak jiz byteteno vySe, cilova
(vySetovand) nukleova kyselina je staldtpmna v fivodnim biologickém vzorku.
To je vyhodné, chceme-li nejen potvrdiitpmnost specifického Uuseku ve vzorku,
ale i ukit jeho lokalizaci (timto zfisobem niZzeme nafiklad detekovat RNA
transkripty nebo virové nukleové kyseliny v cytapt@& burek).

Fluorescedni in situ hybridizace (FISH) v sabzahrnuje gkolik dalezitych
kroki. Zaprvé denaturaci vy§evané DNA a urdle pripravené fluoresceme
znaené DNA o znamé sekvenci, takzvané sondy. Ta myisi badbytku. Poté
nasleduje renaturace, resp. reasociace DNA, kdgpokladame navazani sondy na
komplementarni Usek vy$etané DNA (je-li gitomen), tedy vlastni hybridizace.
Odmyti nadbytéenych nenavazanych sond a kéme pozorovani hybridizamiho
signdlu ve fluoresc&mim mikroskopu. Htomnost tohoto signalu zdia Ze
vySetovand DNA obsahuje kriticky region, s nimZ pouzgénda hybridizuje.
Nevyluéuje vSak pitomnost nap bodové mutace vtomto regionu, respektive
nezarguje spravnou funkci sledované sekvence. Usek tedgenbyt gitomen,
muze vSak nastat situace, kdy nebude fungovat. nagulace genové exprese na
tomto Useku neboippisovan&asti budou mit abnormalni funkci, coz se klinicky
muze projevit stejy, jako by cely Uusek chyh Nalez hybridizaniho signalu nam
tedy neéika, Ze je pacient zdrav, ale opiiaje nas pouze ke konstatovani, zZe
mikrodele&ni syndrom nelze potvrdit (ale ani vyvratit). Clgb signalu je naopak
preswdcivym dikazem mikrodelece. [42, 43].

Sonda, tedy utie pripraveny usek nukleové kyseliny s navazanym baraive
(pfimé zn&eni) ¢i haptenem, na ktery se p@pchavaze zné&na protilatka (nefme
znaeni), byvad negjastji pripravovana klonovanim prasdnictvim vektol
(plazmidy, kosmidy, bakteriofag§i umelé kvasinkové chromozomy) nebo prostou
amplifikaci genomové DNA metodou polymeradzasezovée reakce — PCR (viz
nize). Obec# plati, Zec¢im delSi sonda, tim vyraZsi signal, ale bohuzel také

pomalejSi hybridizace a vyssi riziko, ze po navdzeasocianich podminek dojde
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ke spojeni dvou jvodnich viaken vys&vané DNA a sonda sdilvec nenavaze.
Pokud se navaze, hrozi pro &m nebezpd, Ze nezachytime delece mensiho
rozsahu. HIiS kratké sondy zase nezauji dostaténé silny signal, navic se
zmensujici se sondou stoupa prgatiobnost vyskytu stejnych komplementarnich
sekvenci na vice mistech vy&stané nukleové kyseliny. Je tedy nutné zvolit
kompromis tak, aby sonda poskytovala dostatesignal a fitom nesniZzovala
specificitu vySateni. Ruting se tedy pouzivaji sondy o velikosttkolika kb az
jednoho Mb, které se n&pi na mensi fragmenty o velikosti cca 200-400 lomd$g

se dale di podle charakteru cilovych sekvenci, a to nalsaielokus-specifické a
celochromozomové, resp. malovaci sondy.

K nejéastji pouzivanym sondam patsatelitni sondy, z nichzé&tsinu tvai
sondy centromerické. JsowtSinou tvdeny a-satelitnimi sekvencemi repetitivni
DNA piitomnymi v oblasti centromer. VyuZivaji se zejmékarychlé detekci
numerickych aberaci, zejména v siécich se bikach.

Lokus-specifické sondy (ne zcek@g® ozna&ovaneé jako genové) se vazi na
jedingné sekvence na chromozomech mageny, jejich¢asti nebo naopak skupiny
genovych lokus). Vyuzivaji se zejména ke stanoveni kryptickychulguralnich
zmen, jako jsou mikrodelece nebo mikroamplifikace.

Celochromozomové sondy (malovaci) sgravuji jako snis fragmeni DNA
hybridizujicich si#iznymi lokusy jednoho konkrétniho chromozomu. Dilgjich
souasné aplikaci dojde k oz&éeni téndt celého chromozomu. VyuZivaji se pro
uréeni  rekterych rozsahlejSich  interchromozomalnichiegbaveb, zejména
translokaci. Signalythto sond Ize hodnotit jen na chromozomech v meitaforo
analyzu interfaznich jader je nelze &hé praxi pouzit. Zvlastnim fipadem
aplikace malovacich sond je metoda M-FISH.

K vizualizaci hybridizaniho signalu poté ptgbujeme fluoresceéni
mikroskop, ktery se od klasického¢teiného mikroskopu liSi zdrojem &la, tim je
zde rtwova vybojka emitujici Z@ni blizké UV spektru, excitaimi filtry a
bariérovym filtrem, ktery ussmiuje z&eni emitované fluorescémim barvivem
navazanych sond. Kozfeni sond mzZeme pouzit nap FITC (fluorescein-
-isothiokyanat), ktery pozorujeme jako zeleny slgin&ITC (tetramethylrhodamin),
ktery pozorujeme jakéerveny signal, ale i dalSi barviva. K nespecifickéobarveni
neboli podbarveni (tzv. counterstaining) vSech igdginych chromozoiy resp.
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interfaznich jader pouzivame ta$tji DAPI (4°,6-diamidino-2-phenylindole) a Pl
(propidium iodide) [39, 43].
Shrnutim a dopknim predeslého textu tykajiciho se fluorestrinin situ

hybridizace se dostavame k zakladnimu protokoluiHi-Ksery vypada nasledown

a)

b)

d)

9)

Priprava vzorku — zpracovavame-lidici se buiky (kultivované
lymfocyty, amniocyty¢i jiné), musime je nejprve hypotonizovat,
fixovat a nakapat na podloZni s#da podle standardniho postupu.
Tato skla pak dehydratujeme vzestupnou alkoholovadou.
Pokud zpracovavame nekultivované tkarpouzivame jemné
mechanické, pdfpad enzymatické degradace tkaa burécénych
membran, proteolytickymi enzymy se snazime oddtrabytky
cytoplazmy. DalSi postup je shodnyiggpavou vzorku dicich se
bursk.

Aplikace sondy — sondu zpravidla fimldvame na dehydratované
podlozni skltko. V rekterych protokolech se vSak sonda
denaturuje odtlerg a teprve pak se aplikuje na vzorek.
Denaturace sondy a cilové DNA- v @itomnosti organického
rozpoustdla formamidu dochazi k denaturaci jii pca 75-80 °C,
bez r¢j by bylo zapatebi zakiat vzorek az na 90-95 °Cékdy se
denaturace sondy a cilové DNA provadi &ddck.

Hybridizace v termostatu pri 37 °C — podle typu sondy probiha
30 minut az 24 hodin,&kdy i déle.

Odstranéni nespecifickych signai — abychom mohli pozorovat
hybridizatni signaly pouze na specifickych lokusech, je nutné
odmyt sondy, které jsou ve vzorkudwolné, nebo navazané na
mistech, k nimZ nejsou zcela komplementarni. K tgouzivame
horky pufrovany solny roztok (SSC) o nizké iontoside (i
teplot 80—-95 °C) nebo 50% roztok formamidu o tepk®—50 °C.
Detekce a amplifikace signdl — provadi se pouze u r@mo
zna&enych sond. Jsou-li zdené biotinem, aplikujeme avidin
konjugovany s FITC, k amplifikaci pak protilatky gir avidinu
konjugované s biotinem.

Obarveni chromozomi a interfaznich jader (counterstaining)

— zpravidla pouzivame DAPI nebo PI (viz vyse).
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h) Prohlidka a vyhodnoceni hybridiza&nich signali — pomoci
fluorescekniho mikroskopu vybaveného CCD kamerou. S pomoci
kamery se obraz v mikroskoputepadi do péitace a zpracovava
specialnim péitacovym programem.

Tento protokol Ize povazovat za ob&gilatny, & existuje v mnoha drobnych
modifikacich. Konkrétni aiesny protokol by @l vZzdy poskytnout vyrobce sondy
[39, 42, 43].

1.2.2.2 CGH

Na rozdil od Kklasické FISH fp komparativnhi genomové hybridizaci
hybridizujeme vySébvanou DNA, izolovanou z jakékoli tk&n s metafaznimi
chromozomy normalniho zdravékitmveéka. Spolu s touto vyS@tvanou DNA vSak
na stejné metafdzni chromozomy aplikujeme také DNPavéhocéloveka. Kazda
DNA (od zdravéhoc¢lovéka a od pacienta) je z¥ena jinym fluorescemim
barvivem. Pokud u pacienta nedosSlo kdeleti amplifikaci nskterého
chromozomového segmentu,éimn by obé DNA se stejnou pravghodobnosti
hybridizovat s pisluSnymi komplementarnimi Gseky na chromozomecbtoPby
pak vSechny chromozomydhy byt rovnongrné ,obarveny” oldma barvivy, kterd
byla pouzita ke zrgeni vychozich vzork DNA. Prevazuje-li ale na ditém mist
jedno z barviv, pak fZeme usuzovat na delesii amplifikaci vySetované DNA.
Nevyhoda metody tkvi v nemoZnosti hodnoceni baleaegch pestaveb.
V souwtasné dob se CGH hoja vyuZiva v nddoroveé genetice, Ize ji vSak aplikavat
pii vySeteni kryptickych aberaci u mikrodeéldch, resp. mikroduplikaich
syndroni [39, 43].

1.2.2.3 Array CGH

K hodnoceni submikroskopickych aberaci byla na adkpiedesSlé metody
vyvinuta nova, mnohem citl§Si metoda, totiz array CGH. Princiistava stejny,
namisto interfaznich chromozémvsak hybridizujeme vyS&ivanou DNA i
refereni DNA od zdravého jedince na sidd (Cip) s velkym pdtem malych
useki normalni DNA, z nichz kazdy odpovidacitému genu nebo jehtasti. Tyto

useky DNA (majici funkci sond) jsou na skiii naneseny v malychdeach a kazdy
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zde ma svéiesné misto. Vysledkem vygeni zdravéha@lovéka by ogt mélo byt
rovnonerné rozéleni barev ve vSectastech skla. fevazuje-li v gkterém bod jen
jedna barva, prawgpodobré se jedna o deledli amplifikaci vySetované DNA.
Vysledky hybridizace jsou skenovany a vyhodnocovaditacovym programem.
Metoda se off hojr¢ vyuziva nejen v onkogenetice, ale v&manosti pronika do
vSech ostatnich obirklinické genetiky. Je jen otazkaiasu, kdy se stanetinou
sloZkou rutind provadgnych vy3eteni. Sir§imu praktickému vyuZiti zatim brani

zejmeéna jeji porrné velka finagni nakladnost. [39, 43, 44].

1.2.2.4 Metody zaloZené na PCR

Polymerazovéetzova reakce je molekul&frbiologicka metoda enzymaticke
replikace DNAIn vitro bez pouziti Zivych organizim Jako templat pouzivame malé
mnozstvi DNA, to je pak v fibéhu cyklické reakce oiéch teplotnich fazich
exponencialsd amplifikovano. Za tento objev byl vroce 1993 ageramericky
biochemik Kary Banks Mullis Nobelovou cenou [43].

K provedeni reakce jsou (kr@mvlastniho templatu DNA) nezbytné dva
oligonukleotidové primery, které ohra&nji zatatek a konec oblasti ¢ené
k amplifikaci. DalSimi nezbytnymi sloZkami real snesi jsou Tag DNA
polymeraza (nebo jind tepélnodolnA DNA polymeraza), ktera je schopna
syntetizovat komplementarni viakno podle templadnpviaknové DNA, dale
deoxyribonukleotid-trifosfaty, jez slouzi jako stdni kameny novych DNRetzcl,

a pufrani slozky slouzici k udrzeni pH. Reakce obvykléiza Gvodni denaturaci
templatové DNA, ktera probih&tipcca 94-98 °C po dobuckolika minut. Poté
nasleduje 20 az 35 cyklV kazdém cyklu nejprve po dobu 10 sekund az 2utgin
denaturujeme DNA i uvedené teplét Poté nasleduje nasedani primeneboli
annealing, tato faze trva cca 15 sekund az minwgZaduje teplotu asi o 5 °C nizsi,
nez je vypditana teplota tani primér Nakonec nastava faze prodluzovani vlaken,
tedy elongace, tady je teplota zavisla na pouziADpolymeraze a pohybuje se
v rozmezi 68-72 °C. Doba je raémspecifickd pro polymerazu a rasnzavisi na
délce amplifikovaného fragmentu, obvykle &ilei 20 sekund az minutu. Cela reakce
je pak zakodena z&wrecnou elongaci, id niz dochézi k dokafeni syntézy

neuplnychretzci. Trva cca 3 az 15 minutgkdy i déle [43, 45].
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Vysledek PCR amplifikace Ize detekovat pomoci etdktézy v agarézovém
¢i polyakrylamidovém gelu. Pokud primery nasedaly jea vybrand protisémné
umisena mista, vznikly jako produkt reakce pouze ampliko stejné sekvenci a
délce. Tyto Useky v gelu doputuji stejdaleko a vytvei tedy jeden pruh. Pokud se
nezobrazi zadny pruh, reakce negidh. Je-li prui vice, znamena to, Ze primery
nasedaly na tznych mistech, které byly shodou okolnosti takéerddvany
protismerng, tudiz doSlo k amplifikaci vice produkf43].

Tato metoda ma mnoho modifikaci, nafReal-time PCR kdy ngtime
vzrastajici mnozstvi DNA po kazdém cyklu.

Asymetrickd PCR je modifikace, ktera umakije preferetini syntézu jenom
jednoho vildkna z dvojviaknové DNA tim, Ze jedenrimeni je v asi stondsobném
nadbytku. Po v§erpani druhého primeru se amplifikuje uz jen jedidéno.

Nested PCRje vysoce citlivA metoda, ktera vyuZzivag¢pgich a vnitnich
primer, a to tak, Ze nejprve probiha asi 15-30 &ykjednim parem tzv. ¥sich
primert, poté nasleduje dalSich 15-30 ayklvnitnimi primery, které jako templat
vyuzivaji DNA produkty z prvni faze. Vyhoda metoslyaiiva v tom, Ze umaije
detekovat i jedinou molekulu templatové DNA.

Multiplex PCR je varianta, kdy do re&ki snesi pidavame ®kolik parn
primert, ty rozpoznévaji &olik rozdilnych cilovych sekvenci. Tim ziskavame
moznost amplifikovat a detekovatkolik PCR produki sowtasre v jedné reaéni
smesi. Vyhoda spoiva v nizSich finatnich nakladech nez fip samostatnych
reakcich sjednim amplifikaim produktem. Metoda se tedy héjmuzivad pro
vyhledavani zren na dlouhych Usecich DNA, testovani vzjénmesouvisejicich
oblasti na DNA a zejména pro amplifikaci ¥nitch kontrol sotasré se vzorky [43].

Nekteré protokoly zaloZzené na Multiplex PCR neamialifi piimo ucité
Useky zkoumané DNA, ale sondy, které se k niradppm navazaly. iftkladem
kombinace multiplex PCR a hybridiggich technik je metod®LPA — Multiplex
Ligation-dependent Probe Amplification. Princip jpomérné jednoduchy.
VySetovana DNA je v roztoku hybridizovana skolika sadami sond, igemz
kazda sada obsahuje &dgondy a vysétije jeden usek DNA. Prvni sonda z této
dvojice se sklada ze sekvence komplementardsk vySetované DNA (20-30
nukleotidi) a ze sekvence komplementarni k univerzalnimu gniny. Druha sonda
rovréz obsahuje sekvenci komplementarni k cilové DNA-@&bnukleotid), ovsem

k Useku, ktery sousedi s komplementarnim Uusekemi gpoandy, dale obsahuje tzv.
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stuffer segment —aen¢ dlouhy Usek (19-370 nukleotiy ktery je dilezity pro
vzajemné odliSeni amplifikovanych segmenieji poslednéast je komplementarni

k univerzalnimu primeru X. Je-li vy§evvany usek DNA bez aberaci, coBondy

s nim hybridizuji vdsné blizkosti a mohou byt spojeny ligazou. Tim yg&veiena
spojitd sekvence nukleofid z obou stran ohratena uUseky komplementarnimi
k univerzalnim primam. Takova sekvence pakide byt amplifikovana. Pokud ale
na vySetované DNA doslo k deledii jiné mutaci, sondy se nemaji kam navazat
nebo nevytvéi souvislou komplementarni sekvenci k vygeané DNA, K ligaci
nedojde a p nasledné PCR nevznikne ampliféka produkt.

Kvantitativni analyza produiktPCR se provadi zpravidla po separaci pomoci
kapilarni elektroforézy na sekvenatoru. MnoZstviphliikovanych Usek DNA
ponerné odpovida pvodnimu pdétu kopii vySetovaného Useku DNA. Vysledky se
zaznamenavaji v poddlpika (vrcholi) odpovidajicich jednotlivym sondam, resp.
jejich amplifikatnim produkém. Ri zawrecném vyhodnoceni srovnavame jejich
vySku, plochu a délku.

Obecny postup u MLPA je nasledujici:

a) Denaturace— nejdive je nutné denaturovat vygatanou DNA (20—
—500 ng) pi teplot 98 °C cca 5 min.
b) Hybridizace sond — nechame DNA hybridizovat se sondami

v pfitomnosti  specialniho pufru, s pelivé zamichame a
inkubujeme asi minutuip95 °C a dalSich cca 16 hodiii pO °C.

C) Ligace — sn&s zchladime na 54 °C aigame ligazu, tuto teplotu
ponechdme 15 min, déale na 5 minizjme na 98 °C.

d) PCR - reakni smés Zedime specialnim pufrem a vodou podle
pokyni vyrobce. Bi teplog 60 °C gidame DNA polymerazu¢imz
zahajime polymerdzovouetzovou reakci, 35 cykl podminky
jednoho cyklu: 30 sip95 °C, 30 s i 60 °C a 60 s 72 °C, na zakr
inkubujeme 20 minip 72 °C.

e) Separace a amplifikace produki elektroforézou

f) Analyza dat

Pro tizné sady se mohou protokoly liSit. Konkrétni pratoky mgla vzdy

poskytnout spokost dodavajici MLPA sondy do genetickych labatig#6—-48].
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2. Cil prace

Cilem mé prace je shrnout sasné poznatky o vzniku, vyskytu a analyze
kryptickych aberaci se zatienim na mikrodelece.

Uvést alespo zékladni fenotypové charakteristiky pacietrpicich rgkterymi
mikrodel&nimi syndromy a porovnat je s vysledky analyzy wyl& skupiny
pacienti pomoci metody FISH.

Na zaklad obecnych charakteristik porovnat metody FISH a MLPshrnout
jejich vyhody a nevyhody z pohledu analyzy krypyick aberaci, zejména pak
mikrodeleci.

Experimentalni ¢ast prace (analyzy FISH) jsem provedla v molekglarn
cytogenetické laborato UBLG 2. LF UK a FN Motol. Laboratorni vydeni
pacienti prokhla v ramci grantového projektu Interni grantovéeragry (IGA)
Ministerstva zdravotnictvi Ceské republiky ¢islo NR/9457-3: Optimalizace
molekularé cytogenetické a molekul&frgenetické diagnostiky chromozomalnich

zmeén u pacient s mentalni retardaci.
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3. Experimentalni ¢ast

3.1 Soubor paciend

Do souboru pacieit jsem z#adila jedenact pacieints podefenim na
mikrodeleci 22q11.2 a sedm paciens podegenim na mikrodeleci 7q11.23.
V tabulce uvadim &k pacient: v doke vySeteni a jejich fenotyp.

Tab. 1. Soubor paciend s pode¥enim na mikrodeleci 22q11.2

¢islo pacienta &k v doke fenotyp
vySeteni

1 25 let | operovany roz%i patra, facialni dysmorfie typicka
pro VCFS

2 1rok |srdéni vada, mirna orofaciélni stigmatizace (Sirsi
htbet nosu, nize posazené, dysplastické usni bolfce)

3 19 dni | srdéni vada, ageneze thymu

4 4 mesice | srdéni vada, aplazie thymu

5let |PMR, imunodeficience, chronické resgmianfekty,

srdeéni vada, dysplastické usni boltce, nizka vlaspva
hranice, SirSi nos

6 9let |operovana srtiei vada, lehka mozkova dysfunkce,
deficit buré¢né imunity

7 13 nisia |atrézie jicnu, srd@i vada, protrahovana sepse,
porucha bu&né imunity

8 13 let |srdeni vada, facialni dysmorfie (hypertelorizmus,
mongolidni slant énich S¢rbin, hypoplasticka doln
celist)

9 5dni | srdéni vada, facialni stigmatizace (napadny nos,
Siroky ka‘en nosu, mensi brada)

10 9let |autismus, facialni stigmatizace, nedoslyoit,
srdeni vada, roz&p patra, porucha imunity

11 3dny | nize posazené dysplastické usni boltce,
mikromandibula, srd@ni vada, snizena hladina
vapniku

Pozn.: pacientka. 1 je matkou pacienta 2.
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Tab. 2. Soubor paciendi s pode¥enim na mikrodeleci 7q11.23

¢islo pacienta &k v dok fenotyp
vySeteni
1 4 roky | mentalni retardace, poruded, srdeni vada
2 5let |srdénivada, PMR, maly vast, mikrocefalie,
kariézni chrup
3 7 nesial |lehka facialni stigmatizace (masivni horni ret,

antevertované nostrily), srétd vada
40 let | PMR, v dtstvi idiopatické hyperkalcémie
3 roky |srdéni vada, vyrazné rty

6 1rok |srdénivada, hydronefréza, vyrazna hypotonie,
PMR, orofacialni stigmatizace
7 6 nesial |srde&ni vada, mirna facialni stigmatizace

Pozn.: konkrétni vrozené vyvojové vady srdce a ywaikcév, které jsou pro oba
syndromy typické, jsou vtabulkdch 1 a 2 zjednod&Seahrazeny terminem

,srdesni vada“.

3.2 FISH

Princip a postup metody FISH jsem nastinila jizeretickém aGvodu, nyni
uvedu konkrétni protokol, podle kterého probihafelyza vzork od osmnacti
pacienti vySetenych pro suspektni mikrodelece 22q11.2 a 7q11.23.

Na analyzu FISH pouzZivameierstw pripravené, nativni preparaty
z perifernich  lymfocyt  stimulovanych fytohemaglutininem. Cytogenetické
preparaty fipravujeme z fixovanych buétinych suspenzi, které nakapeme na

specialg pripravena podlozni skla.
3.2.1 Fiprava roztoki

* Pro gipravu roztok je nezbytny zakladni roztok 20x SSC, ktefijpmavujeme
tak, Ze navazime:

175,3 g NaCl,

88,2 g dihydratu citratu sodného @@gHs0; x 2 H,0)

do 900 ml destilované vody.
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Pres noc uskladnime v chladoe, druhy den zgifime pH a upravime na
hodnotu 7. Celkovy objem doplnime na 1 |. Na rozt@piSeme nézev roztoku,
datum vyroby a fesny cas, sloZzeni roztoku, jméno laboranta, ktery roztok
piipravoval, a za jakych podminek. Skladujentelgboratorni tepldat maximalré

6 mesiai (dle manuélu spobmosti Abbott-Vysis).

« 2xSSC
Roztok gipravime ze:
100 ml 20x SSC (pH =7),

850 ml destilované vody.

Pres noc uskladnime v chladoe, druhy den zgifime pH a upravime na
hodnotu 7. Celkovy objem doplnime na 1 |. Roztokaime dle vySe uvedenych
podminek. Skladujemeftiplaboratorni teplat maximal® 6 mesiar (dle manuélu

spole&nosti Abbott-Vysis).

* 0,4x SSC s 0,3 % detergentem
Pred gipravou roztoku jefeba zakat Igepal CA-630 a Aqua pro injectione.
Ok¢ reagencie nechame temperovat na laboratorni tept25 °C na nerezovém

stole v gipravre cca 1 hodinu, nejmérvsak 30 minut.

Pripravime roztok z:

2 ml 20x SSC (pH=7),

95 ml Aqua pro injectione,
300ul Igepal CA-630.

Tti hodiny promichdvame na nejvyssi @#ta na magnetickém michadle a
pak uloZzime pes noc do chladéky. Rano po zatati roztoku na laboratorni teplotu
18-25 °C promichame 15 miti gtejnych otdkach na magnetickém michadle a na
pH metru zndiime @i laboratorni teplat pH. Pomoci koncentrované kyseliny
chlorovodikové (36%) a 5M NaOH upravime pH na 7,8—Fodou (Aqua pro

injectione) doplnime celkovy objem na 100 ml. Takkgpraveny roztok tepetn
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oSetime v teplotni skni pii 110-130 °C 20 min. Po vychladnuti uskladnimeokzt
v chladnéce @i 2—8 °C. Roztok ozndme dle vySe uvedenych podminek. Roztok je

mozné skladovat nanejvys &sia1 (dle manualu spoéeosti Abbott-Vysis).

e 2x SSC s 0,1% detergentem

Pred gipravou roztoku jereba zakat Igepal CA-630 a Aqua pro injectione.
Oke reagencie nechame dojit na laboratorni teplotl288€ na nerezovém stole

v pripravre 1 hodinu, nejmén30 minut.

Roztok gripravime z:

10 ml 20x SSC (pH=7),

85 ml Aqua pro injectione,
100ul Igepal CA-630.

Tii hodiny promichavame na nejvysSi @tg na magnetickém michadle a
pak ulozime pes noc do chladéky. Rano po zatati roztoku na laboratorni teplotu
18-25 °C promichdme roztok 15 mirfi pstejnych otékdch na magnetickém
michadle a na pH metru 2aime @i laboratorni teplat pH. Pomoci koncentrované
kyseliny chlorovodikové (36%) a 5M NaOH upravime pbl hodnotu 7,& 0,2.
Vodou (Aqua pro injectione) doplnime celkovy objean 100 ml. Takto fpraveny
roztok tepeld oSetime v teplotni skni pii 110-130 °C 20 min. Po vychladnuti
uskladnime roztok v chladfie @i 2—8 °C. Roztok ozrdme dle vySe uvedenych
podminek. Roztok izeme skladovat nanejvys 6¢sial (dle manualu spobmosti
Abbott-Vysis).

Odmyvaci roztoky zalkejeme 30 min fed zahjenim procesu na
pozZadovanou teplotu dle navodu vyrobce sond: 4bmtbku 0,4x SSC/0,3%-Igepal
zahfivame na teplotu 73 + 1 °C ve skieé kyvet s vickem. 40 ml roztoku 2x
SSC/0,1%-Igepal z@bjeme na laboratorni teplotu 18-25 °C v Coplihkyvet:.
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. Alkoholové roztoky

70% ethanol — 70 ml 96% ethanolu
30 ml destilované vody

85% ethanol — 85 ml 96% ethanolu
15 ml destilované vody

96% ethanol — 100 ml 96% ethanolu

Pouzitelnost tohoto roztoku je 7 dni, pak feba gipravit novy roztok.
Lihovym popisovéem napiSeme na roztok daturties gFipravy. Roztok skladujeme

pii laboratorni teplat 18—25 °C maximak7 dni (dle manualu spaieosti Abbott-
Vysis).

3.2.2 Riprava hybridizaénich smési

Pred kodenaturaci chromozomalni DNA a DNA sondyipravime
hybridiza&ni sneés podle navodu. Tab. 3 uvadi objemové ponpro rizny paet
soutasre aplikovanych sond.

Hybridizatni snés pipravujeme bezprostdre pred FISH. Mikrozkumavky
se sondou, hybridizaim pufrem a dopknou Aqua pro injectione kratce
centrifigujeme do homogenizace obsahu mikrozkumavakmikrocentrifuze. Do

sterilni mikrozkumavky automatickou mikropipetopi@etujeme:

Tab. 3. Friprava hybridiza¢ni smési

pocet sond k hybridizaci 1 sonda 2 sondy ordly
hybridiz&ni pufr 7ul 7 ul 7 ul
sondal 1ul 1l 1yl
sonda 2 - 1l 1l
sonda 3 - - 1l
Aqua pro injectione 2l 1l -

Lihovym popisovédem napiSeme na mikrozkumavku sloZzeni hybrigiza
smesi.  Mikrozkumavky s hybridizani smési  kratce centrifugujeme na

mikrocentrifuze do homogenizace obsahu. Kratce frbame na miniepa&ce a
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opet kratce centrifugujeme. Hybridizai snes uloZzime az do doby hybridizace

na tmavé misto nebo do mrazaku.

3.2.3 Zpracovani vzorku a nasledna hybridizace

- Pripravit vzorky periferni krve k inkubaci s naslednd&ultivaci (72 hod). Po
skorteni provést hypotonizaci kultivovanych knv roztoku 0,075 molarniho
KCI a dale fixaci materialu sési methanolu a kyseliny octové v pém 3 : 1 —
blizSi popis postupu viz [49].

- Nahlédnout pod mikroskopem na preparat, zda jeitktvaNentl by obsahovat
cytoplazmu kolem jader a chromozbm

- Dehydratovat preparat vzestupnou alkoholokemou (70%, 85%, 96%, 100%)i p
laboratorni teplat 18—25 °C po dobu 2 min v kazdém roztoku.

- Po vyjmuti ze 100% alkoholu nechat vyschnout pr&yama vzduchu ip
laboratorni tepla@t 18-25 °C a femistit na ploténku nastavenou na 37 °C.
Mikrozkumavku s hybridizéni snesi pred pouzitim promichat na mirgpace a
pak centrifugovat na mikrocentrifuze po dobu 20usekgi 1000 ot/min.

- Na oltivaci ploténku o teplét37 °C poloZzit vyistené kryci skiéko.

- Na misto s bikami na podloznim skiku aplikovat automatickou mikropipetou
pottebné mnozstvi hybridizai snesi.

- Podle objemu hybridizai smeési volime rozndry kryciho skla (12x12 mm, resp.
15x15 mm). Kryci skiiko opatré priloZit na sklo podlozni v mi&turceném
k hybridizaci. Jeieba dbat na to, aby nedoslo ke vzniku vzduchovyattirn.

- Pfipadné vzduchové bubliny opatradstranit tlakem pinzety.

- Oramovat okraje kryciho skka vulkaniz&nim roztokem a ponechat 5 min.

- Na predem pipravené ofivaci ploténce provést denaturati p5 + 1 °C po dobu
1 min.

- Po denaturaci fiemistit sklo do termostatu nastaveného na 37 td f©@nechat
hybridizovat po dobu 24 hod.

- Po ukortené hybridizaci opatinodstranit kryci skiiko a ponait sklo na 1 minutu
do horkého roztoku 0,4x SSC s 0,3% detergentem°C)3 Dojde k odstrami
nespecifickych signal
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- Po vyjmuti z horkého 0,4x SSC okangzpondit sklo do roztoku 2x SSC s
detergentem na 1 mirfigaboratorni teplat

- Skla z roztoku vyjmout a fit jejich zadni plochy — nechat véloschnout.

- Mezitim vyjmout kryci skidko, které velikosté odpovida rozloze hybridizované
plochy na preparatu a nanést gaautomatickou mikropipetou pi@bné mnozstvi
barviva DAPI o koncentraci 125ng/ml. Na gkib velikosti 18x18 mm aplikujeme
10 pl DAPI.

- Opatrre prilozit kryci sklicko na misto s hikami, kde probhla hybridizace, tak,
aby nemohlo dojit ke vzniku vzduchovych bublirfipgdné vzduchové bubliny
opatrré odstranit tlakem pinzety. Rohy kryciho gkik prekryt malym mnoZstvim
bezbarvého laku na nehty.

- Preparaty prohlédnout pod fluores¢eim mikroskopem s objektivem &gujicim

100x za pouziti imerzniho oleje (viz dale).

3.2.4 Mikroskopicka analyza

- Spustit software ISIS (od spoleosti Metasystems).

- Otevit FISH modul obrazové analyzyfipluSnou databazi a najit v abecednim
seznamu slozku konkrétniho pacienta aiotgMpopr. tuto slozku #dit).

- Preparat skladovany ve tmavé kimge vlozit na stolek mikroskopu do posuvného
zaizeni.

- Porovnat identifikani idaje pacienta v databazi s preparatem.

- Ve fluorescetnim mikroskopu nastavit filtr pro barvivo, jimz jsoobarveny
chromozomy (counterstaining).

- S objektivem z@tSujicim 20x nebo 40x najit a orietite prohlédnout vhodnou
metafazi nebo interfazni jadro.

- Prohlédnout metafazi, resp. interfazni jadro i patimi filtry pro ostatni pouzité
fluorochromy. Tim posoudime kvalitu hybridizace &osnost preparatu pro
analyzu. Poté preparat prohlédnout i s objektivarétSmjicim 100x za pouZziti
imerze. Pokud je cilova sekvencditpmna, je misto vazby sondy vidve

fluorescednim mikroskopu jako hybridizai signal.
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3.2.5 Prace s mikroskopem a se softwarem ¢gnym k analyze obrazu

VSechny preparaty po hybridizaci musime chrargdpsétlem. Asi 5 min ped
vyhodnocenim preparatu pod fluorestrdm mikroskopem musi byt preparat
ponechan ve tenpii pokojové teplot.

Klikneme na ikonu snimani (resp. ,Capture imagefipanikroskopu oté¢eme
clonu pro polowini prichod s¥tla do kamery. Ovladanim mikroskopického stolku
posuneme analyzovany objekt déesiu obrazovky monitoru PC a zatste. Paku
pro ovladani clony pro fichod s¥tla na mikroskopu ot¢eme do polohy pro piny
prichod s¥tla do kamery $ snimani podbarveni analyzovaného objektu a
doostime. Potvrzenim tldtka ,dalSi* systém automatickyrgpne na snimani dalsi
barvy a zarovie automaticky vymini filtr pro snimany fluorochrom. @pupravime
a doostime, pak potvrdime tidtkem ,dalSi“. Ri snimani posledni barvy uzavirame
cely proces snimani tiakem ,,OK“. Nasnimany obrazek upravime pomoci nkpid
v menu Upravy do korkeé podoby utené pro dokumentaci.

Pri vySeteni mikrodelénich syndromi hodnotime minimakapét, zpravidla
vSak 10-15 metafazi. Pokud metafaze zcela chybgtwyeme 200 interfaznich
jader. Ri podezeni na mozaiku se dopa@uje hodnotit 500 i vice bk
(metafaznich chromozaim interfaznich jader).

3.2.6 Zawr analyzy

Pro vysloveni konsého zaeru a vyplreni zpravy o vysledku analyzy FISH je
pottebné vyhodnotit &Si paet jader (nejlépe metafaznich).raly nasnimanych
obrazki pacienta vybereme jeden reprezentativni obrazek.

Zprava o vysledku analyzy FISH obsahuje identifikaidaje pacienta, jméno
odesilajiciho Iéki#, ¢islo diagndzy pacienta podle mezinarodni nomenilatisio
pojistovny, obrazek karyotypu, datum vyhotoveni zpramgéna hodnoticich osob a

jméno vedouciho genetické labonao

Po ukorteni prace s fluoresceémim mikroskopem se preparaty uchovavaji
dlouhodols v mrazicim boxu o teplét—20 + 1 °C. Po vydani vysletllse preparaty
skladuji za vySe uvedenych podminek ge%io dobu 1 mésice. Preparaty

s patologickym nalezem jsou archivovany po dobugéd roku.
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Tab. 4. Seznam pouzitych Fistroja

Pristroj Vyrobce
ohtivaci ploténka SH1D s digitalni kontrolou teploty tu&t
mikrocentrifuga SDV Roth
vortex MaxiMix Il Barnstead/Thermolyne
termostat Micra 18 ISCO
mrazici box Zanussi
epifluorescedni mikroskop BX51 s CCD kamerou Olympus

Pcatitatovy software ISIS pouzity k analyze obrazu vyralpoleinost

MetaSystems.

Tab. 5. Seznam pouzitych sond

Nazev sondy | Chromozomova Lokus Délka Vyrobce
specifikace sondy
Aquarius
DiGeorge/VCFS HIRA (dfive ozn&ovan
TUPLE1 Region 22q11.2 TUPLE1) 120 kb Cytocell
Probe
Aquarius Williams-
—Begren Region 7911.23 I/:I_le\?ls}i/llysggzsg/\-(rll_sl\ll_zy 450 kb Cytocell
Probe

Roztok DAPI byl soutasti dodavanych Kitod spolénosti Cytocell, imerzni
olej pro fluorescetni mikroskopii od spokaosti Olympus.
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4. Vysledky

Na zéklad vysledki molekular cytogenetického vyseni (FISH) jedendcti

pacientt s poderenim na mikrodeleci 22q11.2 a sedmi padienpoderenim na

mikrodeleci 7q11.23, jejichz kultivované lymfocyperiferni krve byly analyzovany
v molekulari cytogenetické laboratioUBLG 2. LF UK a FN Motol, jsem tabulky

doplnila o vysledek fluoresceéni in situ hybridizace (karyotyp vSech zngmych

pacienti byl normalni).

4.1 Mikrodelece 22g11.2

Tab. 5. Soubor paciend s vysledky FISH (22g11.2)

¢islo |vék v doke
pacienta | vySeteni

fenotyp

vysledek FISH

1

25 let

facialni dysmorfie typicka prg
VCFS

operovany rozi patra, ish del (22) (gq11.2 q11.2) (HIRA-)

1 rok

stigmatizace (SirSiibet nosu,
nize posazené, dysplastické
usni boltce)

srdéni vada, mirna orofacialigh del (22) (q11.2 q11.2) (HIRA-)

19 dni

srdéni vada, ageneze thymu

ish del (22) (q11.2 g1HBA-)

4 nesice

srdéni vada, aplazie thymu

ish del (22) (q11.2 q11-2RA-)

5 let

chronické respireni infekty,

boltce, nizka vlasova hranicsg,
SirSi nos

srdeni vada, dysplastické usni

PMR, imunodeficience, ish 22911.2 (HIRAx2)

9 let

mozkova dysfunkce, deficit
bungéné imunity

operovana srdei vada, lehkalish 22911.2 (HIRAx2)

13 nésial

protrahovanda sepse, porucha
bungéné imunity

atrézie jicnu, srdmi vada, ish 22911.2 (HIRAx2)

13 let

srdéni vada, facialni
dysmorfie (hypertelorizmus,
mongolidni slant énich
Stérbin, hypoplasticka dolni
celist)

ish 22q11.2 (HIRAX2)
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5dni |srdeni vada, facialni ish 22q11.2 (HIRAX2)
stigmatizace (napadny nos,
Siroky ka‘en nosu, mensi
brada)

10

9let [|autismus, facialni stigmatizagish 22q11.2 (HIRAX2)
nedoslychavost, srdei vada,
rozSep patra, porucha imunity

11

3dny | nize posazené dysplastické|ish 22q11.2 (HIRAX2)
uSni boltce, mikromandibula,
srde&ni vada, snizena hladina
vapniku

Vtabulce 5 je uvedeno 11 pacigntkteri byli vySeteni pro suspektni
mikrodeleci 22q11.2. ¥kové rozgti vySetenych pacierit je pongrné veliké,
nejmladsi pacient( 11) byl vySeten teti den po svém narozeni, nejstarsi pacientka
v tomto gipact byla 25leta Zena, kterd se do genetické ambuldostala aZz po
narozeni vlastniho die, u kterého byla tato mikrodelece prokazana Gudict. 1 a
2). Tato Zena, rowi nositelka mikrodelece 22ql11.2,¢la v anamnéze pouze
operovany rozgp patra a v obdieji byly patrné wgkteré rysy typické pro
velokardiofacialni syndrom. Srélei vadou netr§gla. Jeji potomek, vysitn ve ¥ku
1 roku, vSak jiz srdmi vadou trpi, kror toho je roviZ stigmatizovan v ohigji
(Siroky hrbet nosu, nizko posazené dysplastické usni boltoe3gpove vady vSak
nema.

DalSi dva pacienti¢( 3 a 4) byli vySetni ve ¥ku 19 dni a 4 rsice pro srdmi
vadu a poruchy ve vyvoji brzliku (ageneze a aplédhigmu). DalSimi vadami
netrgli, mikrodelece 22q11.2 u nich byla prokazana.

U ostatnich paciefit vtabulce 5 nebyla mikrodelece prokazana, kayli
k vySeteni indikovani pré¥ pro srdéni vadu, poruchy buné imunity, facialni
stigmatizaci a dalSi vady. Jak jsem jiz ale zminyde, neprokazani mikrodelece
metodou FISH nevyltuje mikrodeléni syndrom podmimy velmi malou
mikrodelecici bodovou mutaci.

Pro vySeteni €chto 11 pacierit byla pouzita sonda Aquarius DiGeorge/VCFS
TUPLE1 Region Probe o délce 120 kb od spmdsti Cytocell. Sonda je
komplementarni k lokusu HIRA neboli TUPLE 1.
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4.2 Mikrodelece 7g11.23

Tab. 6. Soubor paciend s vysledky FISH (7g11.23)

¢islo  |vek v doke fenotyp vysledek FISH
pacienta | vySeteni
1 4 roky | mentalni retardace, poruchaish del (7)(q11.23 q11.23)
ieci, srde&éni vada (FZD9/WBSCRY9/TBL2/LIMK1/RFC2/CYLN2-)
2 5let |srdeni vada, PMR, maly ish del (7)(gq11.23 q11.23)
vzrast, mikrocefalie, kariézni |(FZD9/WBSCR9/TBL2/LIMK1/RFC2/CYLN2-)
chrup
3 7 nesial |lehka facialni stigmatizace |ish del (7)(q11.23 q11.23)
(masivni horni ret, (FZD9/WBSCR9/TBL2/LIMK1/RFC2/CYLN2-)
antevertované nostrily), sréfg
vada
4 40 let | PMR, v dtstvi idiopatické  |ish 7911.23
hyperkalcémie (FZD9/WBSCR9/TBL2/LIMK1/RFC2/CYLN2x2
5 3 roky |srdéni vada, vyrazné rty ish 79q11.23
(FZD9/WBSCR9/TBL2/LIMK1/RFC2/CYLN2x2
6 1rok |srdénivada, hydronefréza, |ish 7q11.23
vyrazna hypotonie, PMR, [(FZD9/WBSCR9/TBL2/LIMK1/RFC2/CYLN2x2
orofacialni stigmatizace
7 6 mesicl |srde&ni vada, mirna facialni |ish 7q11.23

stigmatizace

(FZD9/WBSCRY/TBL2/LIMK1/RFC2/CYLN2x2

7911.23. Ze sedmi paciénve wku od 6 nésial do 40 let, byla uit mikrodelece

potvrzenad. 1 az 3).

Tabulka 6 obsahuje seznam padientySetenych pro suspektni mikrodeleci

U prvniho pacienta bylo vy§eni indikovano pro srdei vadu (supraaortalni

stendzu) a mentalni retardaci s poructesiu

mikrocefalii, psychomotorickou retardaci, maly &2 a stigmatizaci typickou pro

Druhy pacient byl vySén roviez pro srdéni vadu (pulmonalni stendzu),

Williamsiiv-Beureniiv syndrom. Dale & v anamnéze vyrazrkariézni chrup.

U pacientai. 3 dominovala kombinovana sta vada (sten6za aorty i plicnice)

a lehka facialni stigmatizace (masivni horni reteaertované nostrily).
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Téemei stejny fenotyp byl popsan u pacienta 7 — srdéni vada (roviz
kombinovand) a mirna facialni stigmatizace, & wSak mikrodelece prokazana
nebyla.

Ostatni pacienti¢{ 4 az 6) byly vySébvani pro fizny stupé psychomotorické
retardace, srd@i vadu, orofacialni stigmatizaci, hyperkalcémii dalSi vady.
Mikrodelece vSak pomoci FISH nebylo mozno prokéazat.

Pro vySeteni byla pouzita sonda Aquarius Williams-Beuren iBedrobe od
spole&nosti  Cytocell o délce 450 kb zamna na  lokusy
FZD9/WBSCR9/TBL2/LIMK1/RFC2/CYLNZ2.
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5. Diskuse

Z uvedenych vysledkvyplyva, Ze ani fenotyp, ktery na prvni pohledazime
ke zndmému syndromu, nemusi byt timto syndromenmp®d. DalSim moznym
vyswtlenim neprokédzani suspektni mikrodelece u pacisiitze byt nedostatea
citlivost pouzité vySeébvaci metodyi vzacrgji laboratorni chyba. Nakonec je také
mozné, Ze podobny fenotyp mohouigpbovat mutace \vienych lokusech. Jsou-li

znamy, je vhodné je dovy$itt

5.1 Metodické moznosti FISH a MLPA

Oproti jinym molekularg biologickym metodam je metoda FISH ndgracna a
dovoluje pongrné rychlou detekci mikrodeleci a jinych aberaci. Jegjiyhodou je
vSak mensi citlivost. Proighlednost obvykle na jedno sid nanasSime pouze
centromerickeé ¢i lokus-specifické sondy pro kontrolu, zda jsou dskané
chromozomy vubec gitomny, resp. je-li mitdza kompletni, a lokus-sfieké sondy
komplementarni k Useku, jehoz deleci viggme. Jedno vy3eni tedy obvykle
umoziuje odhalit chybni pouze jednoho Ilokusu. Chceme-li vygetvice
suspektnich deleci, hybridizujeme pacientovu DNAalSimi sondami na jiném
skli¢ku.

DalSi metoda, nevyzadujici prvotni¢eni cilovych lokus, je CGH. Pro
vySeteni mikrodeleci se vSak v s@snosti pouziva spiSe jeji citljgi varianta
—array CGH, jejiz nevyhodou je vSak jeji &ma finaréni nakladnost [39].

RychlejSi a méh nakladnou analyzu mikrode€l@ich syndromi umoziuje
metoda MLPA. Jeji dalSi vyhodou je moZnost analggiho p&tu lokudi, aniz by
se snizovala ifghlednost¢i presnost metody. Metoda je dokonce céji nez
klasicka FISH, proto ji dnes tak&asti nahradila. FISH sitpsto ponechava sve
nezastupitelné misto nap v detekci mozaikovych forem uznych aberaci
— umo#uje totiz vySetit velké mnoZstvi bukk (jader, a to i interfaznich) v pame
kratkém case. V pipact mozaikovych néalez (zejména u nizkofrekvénich
mozaik) selhava MLPA i array CGH, nebonezachyti drobné kvantitativni 2y
v koncentraci PCR produkt(u MLPA) nebo v mnoZstvi DNA v daném lokusu (u
array CGH). U metafaznich chromozbramo#iuje FISH také relativh piresnou
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lokalizaci aberace (signaly, resp. jejich absenze Ipozorovat fmo na
chromozomech) a v mnohaipadech i vylodeni jinych gestaveb v kritickém
regionu. Do budoucna lze tedyiepdpokladat, Ze spolu budou élmetody
koexistovat, kazda ve svych indikacich, misto alyylagila jedna druhou. Pro
spolehlivou diagnostiku by bylo idealni kombinowdte metod (nap FISH a
MLPA nebo FISH a array CGH) [39, 46].

5.2 Molekularné cytogenetické vySdteni mikrodeletnich syndromi

Porovname-li fenotypy vyS&tvanych paciefit (viz tabulka 1 a 2) s klasickymi
fenotypy, které zniiuji u jednotlivych syndrorin v rdmci teoretického Uvodu, je
patrné, Ze zde existuje jak velka variabilita veskyfu jednotlivych znak tak i
velmi rozdilna expresivita.

Pro giklad si mizeme vzit jen pacienty s prokazanym syndrometikofa
zéroveéi nevylwtujeme pitomnost syndromu u ,FISH negativnich® paci@nt
V tabulce 5 jsou to prvnityii pacienti. Prvni pacientk&.(1) vykazuje jen facialni
dysmorfii a v anamnéze ro#pt patra. Na genetickou konzultactigla se svym
roénim digtem €. 2), které kroma lehké facialni stigmatizace tp srde&ni vadou,
nikoli vSak vadou roz8povou. Poruchy ve vyvoji thymu, poruchy imunity,ian
hypokalcémie nebyla u paciénzaznamenana. Analyza FISH u obou potvrdila
deleci postihujici lokus HIRA (TUPLE1). deme spekulovat o tom, zda byla
delece u détte stejného rozsahu jako u matky, coz nelze pouiitetodou ogfit.
Zustavd vSak otazkou, zda méa rozsah deleceéow}i vliv na expresivitu
fenotypovych projefr. U pacieni 1 a 2 by se dalaiedpokladat mikrodelece
podobného rozsahu, fenotygose vSak pacienti liSi. Je proto prapddobné, Ze na
vysledném fenotypu pacienta se podilejigeflSi viivy, jako nap spolumisobeni
alel jinych (modifikdtorovych) gen a vrejSi faktory (fyzikalni, chemické a
biologické vlivy, nap. nutrice matky, alkoholizmus, k&eni, virové a bakterialni
infekce v €hotenstvi). Vratime-li se nyni j&€Sk pacienim ¢. 3 a 4 z tabulky 5,
u nichZ byla zji&na srdéni anomalie a porucha ve vyvoji thymu, pouze si tak
potvrdime pedeSlé poznatky (mikrodelece u nich sice byla diagjkovana, avsak
ani jeden z nich netrpi roZgiovymi vadamti facialni dysmorfii) [5, 39, 50].

V tabulce 6 prokazala analyza FISH mikrodelectiypacienti ze sedmi. Tento

poner ovSem stejé jako u tabulky 5 neodpovida pém vySetenych k pozitive
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diagnostikovanym pacieinh. V b&Znych cytogenetickych labordtoh je obvykle
vySeteno mnohem vice paciéntu kterych se delece neprokaze.éOpi zde
muzeme vSimnout vysoké variability mezi pacienty. Bcignta¢. 1 neni patrna
facialni stigmatizace (na rozdil od paciewta3, u rthoz byl prokazan WBS, a
pacienfi 5, 6 a 7, u nichZz alespomirna stigmatizace nalezena byla, ale WBS
prokadzan nebyl). Pacienti 1 a 2 trpi mentalni retardaci, u pacietit8 se tento
fenotypovy znak nevyskytuje. S jedinou vyjimkal 4) byla ale u v8ech paciént
diagnostikovana srdai vada (typicka pro WBS). Hyperkalcémie se naopak

vyskytovala pouze u pacienta4, analyza FISH udgpvSak WBS neprokazala.
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6. Zawr

Cilem této prace bylo shrnoutkieré zakladni sa@asné poznatky o kryptickych
aberacich, konkrétno jejich vzniku, klinickych projevech a moZnostegfseteni.
O to jsem se pokusila zejména v teoretickém Uveéttugrace.

DalSim cilem bylo ziskat praktické i teoretické &&nosti s praci v molekul&rn
cytogenetické laborato Tyto zkuSenosti jsem pak vyuZila v experimenitaiasti.
Na zaklad téchto poznatk jsem se dale snaZila porovnat metody FISH a MLPA
a shrnout jejich vyhody a nevyhody z pohledu anakrzptickych aberaci.

Nakonec jsem se snazZila uvést aléspa@kladni fenotypové charakteristiky
pacienfi s vybranymi mikrodeklnimi syndromy a porovnat je s vysledky
molekularrgé cytogenetické analyzy u vybrané skupiny motolskyabient.

Do budoucna by bylo velicefimosné zariit se pra¥¢ na vlivy modifikujici
vysledny fenotyp pacienta s ja@sdefinovanou mikrodelegii jinym typem mutace.
Vysledky takového vyzkumu by pak mimo jiné uléy rozhodovani v tak eticky
naranych gipadech, jako je ponechanghobtenstvi u matky s prokadzanou
mikrodeleci plodu, a to zvlaStu tch syndromi (potazmo vSech genetickych
onemocgni), u nichz se klinicky obraz pohybuje od velmi rmé&ho i
asymptomatického) az po ne&telny se zZivotem.

DalSim cilem, ktery bychom si do budoucna mohli &i ikiast, je pokusit se o
zpresréni a zpistupreni molekulard cytogenetické¢i molekularrg biologické
analyzy vSech dosud (a v budoucnu) znamych onegnocrs genetickym
podkladem, a to vSude tam, kde by vysledek takaadyay ovlivnil rozhodovani
matky v €hotenstvi¢i umoznil I&bu takovych onemoeni. Naplrénim &€chto snah
by pak mohl byt celoploSny popudls screening vybranych mutaci, resp.

chromozomovych aberaci.
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8. Prilohy

Obr. 1. Fotografie interfazniho jadra a metafdznich chromozomi
zpracovanych metodou FISH — delece 22q11.2 neprokam [51]
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Obr. 2. Fotografie chromozomi zpracovanych metodou FISH — delece 22g11.2

prokdzana [51]
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Obr. 3. Fotografie chromozomi zpracovanych metodou FISH — delece 7911.23

neprokazana [51]
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Obr. 4. Fotografie interfazniho jadra zpracovaného metodouFISH — delece
7911.23 prokéazéana [51]

Obr. 5. Fotografie pacienta s Digeorgovym syndromer52]

49



Obr. 6. Fotografie pacienta s Williamsovym-Beurenoym syndromem [51]
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Obr. 8. Fotografie pacienta s Cri-du-chat syndromenj51]
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Obr. 10. Fotografie pacienta se Smithové-Magenisosyndromem [51]
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