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Souhrn:

Bakalafskd prace je zaméfena zejména na metody invazivni prenatalni diagnostiky a
srovnavani jejich nalezti chromozomovych aberaci. V teoretické ¢asti se zabyvam popisem
laboratornich metod, formulovanim vyhod a nevyhod. Dale popisuji indikace
ke genetickému vySetieni, zptisoby ziskavani materialu, edukace matky ohledné vySetieni.
Déle zminuji, co je prenatalni diagnostika, pfinos pro matku a plod, kam se historicky jeji

metody posunuly.

Teoreticka ¢ast je ¢lenéna na dvé poloviny. V prvni se zabyvam metodami klasické

cytogenetiky. Druha ¢ast obsahuje metody molekularni cytogenetiky.

Chromozomovych aberaci bylo v letech 2019-2023 diagnostikovano 335, nejvétsi podil
tvotily nebalancované aberace a to 98 % z toho 29 % tvofil Downiv syndrom. Material

pochazel z odbéru amniocentézy nebo choriovych klki a vzorkt bylo za 5 let odebrano

3890.



Velkou chromozomovou aberaci (trizomii) mélo 168 (4,3 %) vzorki vysetfenych
karyotypem. Array-CGH zachytila 107 nalezt (2,75 %) z celkovych provedenych 3890

odbért.

Nejcastéj$imi nalezy metody array-CGH bylo: 106 nebalancovanych aberaci oblasti
22q11.23 (12 nalezt), 16p13.11 (9) a 1g21.1. (9). Odhalena byla také 1 mozaika +7.

Karyotypové nalezy tvofil z 58,3 % Downiv syndrom (98 nalezi), z 14,9 % Edwardstv
syndrom (25 nalezi), ze 4,8 % triploidie 69, XXX/XXY- 8 nalezii, a dalsi aberace tvotily
22 % (36 nalezu).

De novo vzniklé balancované aberace se v letech 2014-2018 vyskytly u 3 z 3481 odbért.
Kvuli vySetieni pomoci array-CGH unika pravé 0,09 % de novo balancovanych aberaci ze

vSech odbéru.

Metoda array CGH je sice finanéné naro¢néjsi, ale dokaZe odhalit jak
nebalancované aberace, tak velké chromozomové aberace (trizomie). ZvySuje tedy zachyt
o dalsich 2,75 % nalezl z celkovych 3890 odbérii na konecnych 7 % pozitivnich nalezi

chromozomovych aberaci.
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Summary:

This bachelor thesis focuses mainly on methods of invasive prenatal diagnostics and
comparison of their findings of chromosomal aberrations. The theoretical part deals with
the description of the laboratory methods and the formulation of their advantages and
disadvantages. Furthermore, | describe indications for genetic testing, methods of sample
collection, and maternal education regarding testing. | also explain what prenatal
diagnostics are, the benefits for the mother and the fetus, how the methods have evolved.
The theoretical part is divided into two halves. In the first one I deal with the methods of
conventional cytogenetics. The second part contains the methods of molecular

cytogenetics.

Chromosome aberrations were diagnosed in 335 cases from 2019 to 2023, with the
majority being unbalanced aberrations (98 %), Down syndrome (29 %). The material came
from amniocentesis or chorionic villus sampling and 3890 samples were collected over 5

years.

168 (4.3 %) of the karyotyped samples had a large chromosomal aberration (trisomy).
Array-CGH detected 107 findings (2.75 %) of the total 3890 samples performed.

The most frequent findings of the array-CGH method were: 106 unbalanced aberrations of
regions 22911.23 (12 findings), 16p13.11 (9) and 1921.1 (9). One mosaic +7 was also

revealed.

Karyotypic findings consisted of 58.3% Down syndrome (98 findings), 14.9% Edwards
syndrome (25 findings), 4.8% triploidy (69 findings), XXX/XXY (8 findings), and 22 %
other findings (37 findings).

De novo balanced aberrations occurred in 3 of 3481 samples from years 2014 to 2018.

Thanks to array-CGH testing, only 0.09% of de novo balanced aberrations go undetected.

Although the array CGH method is more expensive, it is able to detect both balanced
aberrations and large chromosomal aberrations. Thus, it increases the detection rate by an
additional 2.75 % of the 3890 samples to a final 7 % of positive chromosomal aberrations,
although karyotyping may at first sight appear to be a more advantageous method in terms

of detection.
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ACGH.....oooiii array — komparativni genomova hybridizace na ¢ipu

AFP alfa-fetoprotein
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F-BhCG .ccoiiiiiiiiiis volna beta podjednotka lidského choriového gonadotropinu,
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UVvOD

Geneticka laboratorni diagnostika je pomérné mladym a neustale se rozvijejicim
oborem. Dnes maji pracovisté genetiky moznost vySetfovat riznymi metodami a praci jim
mohou usnadnit také vyrobcem ptipravené sety napiiklad pro specifické chromozomy u
kvantitativni fluorescenéni polymerazové fetézové reakce. Rychlost vydani vysledku je
v prenatalni diagnostice klicova a ovliviji ji také vySetfovaci strategie a pouZivané

metody dané laboratofe.

Kazdad metoda ma své vyhody a limitace, odlisné procento zachytd a je rtzné
vhodna pro jednotlivé skupiny chromozomovych aberaci. Tyto aberace jsou zase

zastoupeny v riznych pomérech v populaci.

V préci se zabyvam porovnavanim metod array-CGH ve srovnani s vySetfenim
karyotypu z hlediska jejich schopnosti zachytu chromozomovych aberaci a jaké jsou jejich
nejCastéj$i nalezy. Zhodnotim, zda je pfipadné nutné dale vySetfovat karyotyp u
negativnich nalezti po QF-PCR, kviili zachytu de novo vzniklych balancovanych aberaci.
Popisu také jednotlive metody, jejich vyhody, omezeni a vyuziti v Klinické praxi.
Zhodnotim pocet pozitivnich nalezii k celkové vySetfenym vzorkim u metod array CGH a
karyotyp vySetfenych postupy Genetiky Plzen. Zvlastni diraz bude kladen schopnost
metod poskytovat piesné a komplexni genetické informace relevantni pro prenatalni

diagnozu.
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TEORETICKA CAST

1 PRENATALNI DIAGNOSTIKA

S pokrokem védy a vyvinutim novych diagnostickych metod za¢ina prenatalni
diagnostika postupné piechazet k méné invazivnim postupum. Jednim z cili je snaha o co
nejmensi invazivitu vySetfeni, zaroven nizké riziko komplikaci pii zachovani kvality a
presnosti métfeni. Prestoze dnes dokazeme vySetfit plod neinvazivné napiiklad z krve
matky, stale je tieba tyto vysledky ovéfovat invazivnimi postupy, které jsou zlatym
standardem jiz desitky let a jejich role zistava prozatim nenahraditelna.

Piestoze je nyni i vice moznosti 1éCby nez diive, stale zatim zlstava vétina
vrozenych genetickych onemocnéni nevylécitelna. Diagnostika dava pacientkam potiebné
informace o zdravotnim stavu plodu a umoziuje jim volbu, zda pfistoupit k ukonceni
téhotenstvi nebo se pfipravit na zivot s ditétem s konkrétnimi potfebami. MoZnost umélého
ukonceni téhotenstvi z diivodl zdravotnich, jako jsou genetické anomalie plodu nebo
vrozené¢ vyvojové vady, je mozna az do 24. tydne téhotenstvi. Tento fakt je dilezité
zohlednit jiz pfi nabizeni diagnostickych vySetfeni. Po stanoveni diagnézy miize byt
pacientce doporuéena pomoc s péci o novorozence, kterd zahrnuje jak fyzickou, tak
psychickou podporu jak pro ni samotnou, tak i pro jeji rodinu, poskytovanou v

specializovanych centrech.

Dulezitou soucasti péce je genetické poradenstvi, jehoz prostiednictvim jsou
téhotné poskytnuty informace ohledné situace, ve které se nachazi. Geneticka konzultace
se provadi jesté pred samotnymi invazivnimi vySetienimi, protoze je vzdy na jejim
uvazeni, zda si pieje konkrétni vySetfeni absolvovat a informovanost ji dava moznost
uvédomélého rozhodnuti. Na Gvodni genetické konzultaci je probirdno riziko postizeni
plodu, podstata a mozné nasledky daného postizeni, rizika a limitace potencionalnich
postuptl, Cas potiebny pro vysetieni a vyhodnoceni, pravdépodobnost provedeni opakovani
vykonu. V nékterych ptipadech ani po provedeni vySetieni nemusi konkrétni geneticky test
odhalit pfi¢inu postizeni plodu, vysledek tedy neni koneény, a mohou byt doporuceny jiné

dalsi uptesniujici metody (Nussbaum et al., 2004).
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1.1 Screening vrozenych vyvojovych vad (VVV)
Screeening VVV je doporuceny a standardné¢ provadény vSem téhotnym zenam,
které navstévuji téhotenskou poradnu. Softwarovym vypoctem se nasledné stanovuje

individualni riziko ¢astych aneuploidii u plodu.

1.1.1 Screeningové strategie
Kombinace jednotlivych biochemickych a ultrazvukovych markert jsou sestaveny

podle screeningové strategie. V CR se pouziva zejména kombinovany test sestavajici
Z biomarkerti a ultrazvukového vySetieni. Dale se mtize provést tzv. kontingencni test,
pokud je vysledek kombinovaného testu se stifednim rizikem. Ve kterém se na UZ se
hodnoti také minormarkery a to: nosni kustka (NB), trikuspidalni regurgitace (TR), pratok

krve v Zilni spojce (ductus venosus, DV) nebo je téhotné nabidnuta NIPT.

Diive byla nejvice pouzivana sekven¢ni varianta integrovaného testu. Varianta
tohoto testu je odvozena od integrovaného testu, ktery je nejpiesnéjsi z hlediska hladiny
detekce (detection rate, DR) a miry falesné pozitivity (false positive rate, FPR). Samotny
integrovany test se v praxi nikdy nepouzival. Jeho sekvenc¢ni variantu vyuzivaji nékteré
zemé, CR se k tdmto zemim nefadi a vyuZiva test kombinovany. Problémem samotného
integrovaného testu je jeho ¢asova naroc¢nost, jelikoz by po jeho prvni ¢asti u rizik nizsich
nez 1:100, neméla byt nabizena karyotypizace, ale mélo by se ¢ekat az na vysledky
biochemického vysetfeni v druhém trimestru. V praxi je ale zadouci, aby vada byla
odhalena co nejdiive i za cenu vyssi faleSné pozitivity. Sekven¢ni varianta integrovaného
testu ma ne€kolik problémi. Hlavnim jsou nejpiesnéjsi vysledky az v 2. trimestru, kdy se
musi ¢ekat. Dale se oba screeningy maji provadét v jedné laboratofi, aby byly vysledky
integrované. V neposledni fadé se oba vysledky nesmi hodnotit samostatné, coz také
nebyva vzdy dodrzeno (BeloSovicova, Calda, 2012). Sérum integrace je vyuzivana dodnes,
kdy se hodnoty z biochemickych markert 1. trimestru vySetfované na jiném pracovisti

integruji s hodnotami biochemickych markert 2. trimestru na dal$im pracovisti.

Kombinovany screening je nyni provadén nejcastéji, a to v 1. trimestru gravidity,
konkrétné od 10. - 13. tydne. Nejptesnéjsich vysledkt dosahuje test v 10. nebo 11. tydnu,
nez pii vySetieni ve 13. tydnu (Kagan et al., 2008). Téhotné se na la¢no odebird 3-5 ml
srazlivé venozni krve. Ze séra se poté stanovuje plazmaticky specificky téhotensky protein
A (pregnancy associated plasma protein A, PAPP-A) a volné beta podjednotky lidského
choriogonadotropinu (free-beta hCG, f- hCG) (Musil, 2021).

19



V 2. trimestru se pouzival triple test. Byl provadén v 15-20. tydnu t€hotenstvi. Dnes
se pouziva samostatné jen ve vyjimeCnych ptipadech, pokud téhotna nestihne
prvotrimestralni ¢ast screeningu nebo pokud jde o sérum integraci. Nevyhodou je ale nizsi
DR, 65-70 % pii pouziti  hCG, pfi pouziti intaktniho hCG je to jesté o dalSich 5 %
méng. V CR se stanovuji sérovy alfa-fetoprotein (AFP), intaktni hCG a nekonjugovany
estriol (UEs3) (Nicolaides, 2011). V budoucnu bude triple test nejspise kompletné nahrazen
ultrazvukem (UZ) a neinvazivnim prenatalnim testovanim (NIPT). U NIPT se uvazuje o

pouziti pti pozitivnim screeningu do rizika 1:500 nebo 300.

1.1.2 Biochemické vySetieni
PAPP-A je glykoprotein produkovany syncitiotrofoblastem a septalnimi X butikami

odvozenymi z trofoblastu. V obdobi gravidity jeho hladina linearné roste s gestac¢nim
stafim az do konce t€hotenstvi. Zatimco u plodi s Downovym syndromem, ale i napiiklad
Edwardsovym ¢i Pataovym syndromem jsou hladiny nizké. Nizsi hladiny byly zjistény
také u nepfiznivych vysledkd téhotenstvi jako je rustova retardace (IUGR), spontanni
potrat, narozeni mrtvého ditéte, predc¢asny porod a preeklampsie. Pokles ale neni tak

vyrazny jako u chromozomalnich abnormalit (Kalousova et al., 2014).

Free-beta hCG je jednou z volnych, hyperglykosylovanych podjednotek lidskeho
choriového gonadotropinu?, druhou je alfa-hCG. Pfed uvolnénim do matéina obéhu jsou
nekovalentné vazany. Funkci f-p hCG je blokovani apoptdzy pies receptor
transformujiciho rastového faktoru beta TGFB receptor a tim podpora rakovinného
bunécného rastu. Jeho nadbytek byl pozorovan u hydatidiformni moly, choriokarcinomu a
témef vyhradné u netrofoblastickych karcinomu vSech primarnich onemocnéni, jelikoz je
produkovan témito strukturami (Cole, 2010). Podle Dugoffa et al., 2004, naopak jeho nizké

sérové koncentrace naznacuji vyssi riziko potratu.

1.1.3 Ultrazvukové vySetieni
Vysetieni pomoci ultrazvuku je jednim z prvnich, které je od 90. let minulého

stoleti vyuzivano pti diagnostice aneuploidii, zejména trizomie 21, v prvnim trimestru.
Zakladnim markerem pro posouzeni rizika je sitka nuchalni translucence (NT)? (Nicolaides
et al., 1992). Dale pak byla potvrzena korelace mezi tloustkou NT nad 3,5 mm a

nepfiznivym vysledkem téhotenstvi v 2-18 % ptipadt (Ville, 2001). Obecné se udava, ze

! Glykoproteinovy hormon, produkovany placentarnim syncytiotrofoblastem.
2 NT je shluk tekutiny pod kiZi za krkem u plodu. Termin se pouziva pouze v 1. trimestru.

20



by tloustka NT neméla piesahnout 3 mm, piesnou cut-off hodnotu tloustky NT urcuje také
temeno — kostréni délka plodu (CRL) a stim souvisejici délka téhotenstvi. NT se totiz
zvySuje S délkou téhotenstvi. Dnes se provadi vyhradné gynekologem s certifikdtem od
Fetal Medicine Foundation v 11-13. tydnu téhotenstvi a CRL plodu je idealné v rozmezi
45-84 mm. NT neni jedinym méfenym parametrem. Mohou se hodnotit také piidatné
parametry jako je velikost nebo Uplnéd absence NB. Byla totiz zjisténa souvislost absence
nebo zkraceni nosni kustky a chromozomalnich abnormalit zejména u Downova
syndromu. Do zakladnich parametrt patii jesté méfeni srde¢ni frekvence plodu (FHR). U
zdravého plodu se zvysuje frekvence do 10. tydne a od 14. tydne pak zaéne klesat, zatimco
plody s Pataovym nebo Turnerovym syndromem maji FHR trvale vyssi. Naopak FHR
s Edwardsovym syndromem a triploidii je trvale nizké (Nicolaides, 2004). Mezi dalsimi
ptidatnymi markery jsou méfeni prutoku krve pres trikuspidalni chlopen (TV) a ductus
venosus (DV) pomoci dopplerometrie. DV i TV by mély byt vysetiovany, pokud ma
téhotenstvi stiedni riziko po NT a biochemii prvniho trimestru nebo pfedpoklad vrozeného
srde¢niho onemocnéni. Jedna se totiz o Casove i personalné naro¢né vySetieni. Pro ziskani
spolehlivého tvaru viny musi mit sonografista letité zkuSenosti a je pravidelné kontrolovan
(Maiz et al., 2009). Prutok krve TV je méfen kvuli trikuspidalni regurgitaci, ktera je velice
Casta u plodu s trizomii. Hlavné u plodu s trizomii 21, kdy se ve screeningu stanovoval i

tento marker byla zachycena vice nez polovina, konkrétné 56 % (Kagan et al., 2009).

1.1.4 Vyhodnoceni
Vysledky biochemie a UZ jsou hodnoceny podle nasledujiciho schématu. Téhotné

jsou vzdy rozd¢leny podle rizika do tii hladin na nizké, stfedni a vysoké riziko. Dale jsou

jim na jeho zakladé doporuc¢ovana dalsi vySetieni.
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Obrazek 1: Indikaé¢ni schéma prenatalni péce

Gynekologové

11.-13. tyden UZ - NT 10.- 12. tyden
PAPP-A FB-hCG

CVS/AMC |

Vypocet rizika

1/101-1/500
[1/101-1/500 | im0

NIPT

AFP, hCG, UE3 v 16. - 18. tydnu

> 1/100
—>  AMC

1/101-1/300

Vypocet rizika

UZ v 16. tydnu d UZ ve 20.-22. tydnu

Zdroj: https://slg.cz/documents/14/doporuceni-screening-2018.pdf

Z obrazku je patrné, Ze screening zacCina u registrujiciho gynekologa. Ten na
zaGatku screeningu v 10-12.3 tydnu t&hotenstvi (TT) necha nabrat vzorek Zilni krve, zada
pozadavek laboratofi a vzorek rovnou odesle do biochemické laboratofe nebo s odbérem a
vySetienim pocka az do 13. TT, kdy certifikovany sonografista provede také UZ. U druhé
varianty je v ten samy den vzorek odebran a vysetien na prenatalni klinice, vypocte se
riziko na zakladé UZ a vysledka z krve a téhotna obdrzi vysledky prvotrimestralnino
screeningu. Takto funguje model One-stop clinic assessment of risk (OSCAR), kde jsou
vSechna pracovisté zabyvajici se prenatalni diagnostikou, jakymi jsou gynekologie,
laboratot genetiky a klinické biochemie, na jednom mist¢ nebo v tésné blizkosti.
Z vyzkumu Johnsona et al., 2007 vyplyva, Ze jsou Zeny velice spokojeny nebo spokojeny

s timto modelem. Pokud mozno, vySettujeme tedy v tydnu 13. i za ptedpokladu nizs$i DR.

3V jinych zdrojich se uvadi az do konce 13.TT.
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Pokud je screening v 1. trimestru pozitivni, riziko je rovno nebo vétsi nez 1/100,
ptistupuje se k invazivni genetické diagnostice a voli se z vySetfeni choriovych klki (CVS)
nebo plodové vody. Pii stiednim riziku, tedy v rozmezi od 1/101-1/500, je doporucena
NIPT, kterd je taktéz screeningovym vySetienim a rozdéli téhotné do 2 Kkaterogii
s pozitivnim a negativnim vysledkem. U NIPT pozitivnich je opét doporuc¢ovano invazivni
genetické vysetieni -AMC. NIPT negativni pak mohou pfijit az na UZ v 16. TT a nasledné
v 20-22. TT. U téchto Zen je také moznost provést UZ s hodnocenim minormarkerd.
Posledni a nejpocetnéjsi skupinou jsou t€hotné s negativnim vysledkem 1/500 a vice. Ty
jsou dale vySetfeny az UZ ve 20.-22. TT.

Veskeré vysledky jsou zasilany gynekologovi, ktery spolupracuje s jednotlivymi
laboratofemi, at’ uz biochemickymi nebo genetickymi. Vysledky i dal$i postup ma moznost
konzultovat s kvalifikovanymi pracovniky laboratofe. VéEtsinou predava téhotné informace
gynekolog.V  ptipadé pozitivniho vysledku téhotna konzultuje s 1ékafem se

specializovanou zpisobilosti v oboru 1ékatské genetiky.

1.2 Indikace k invazivnimu genetickému vySetieni

Kritéria k invazivnimu prenatalnimu genetickému vySetieni jsou pozitivni
prvotrimestralni nebo druhotrimestralni screening ¢i nalez dvou z takzvanych mékkych
markert na UZ. Ultrazvukem mohou byt odhaleny dalsi vyvojové vady napiiklad centralni
nervoveé soustavy, jsou také indikaci. Dalsim kritériem je v€k matky nad 38 let nebo pokud
jsou Uzkostlivé, v souvislosti se zdravim plodu, mize byt invazivni genetické vySetieni po
konzultaci provedeno. Pokud ma sourozenec diagnostikovanou de novo vzniklou
chromozomalni vadu nebo pokud bylo ptfedchozi téhotenstvi ukonceno z divodu
piitomnosti de novo chromozomalni vady. U takto vzniklé chromozomalni abnormality
Vv predeslém t€hotenstvi je vyssi pravdépodobnost vyskytu téchto abnormalit i v dal§im
téhotenstvi. VySetfeni by mély podstoupit takeé tehotné s rodinnym vyskytem daného
genetického onemocnéni. Napiiklad pokud ma jeden z paru diagnostikovanou nékterou
strukturalni chromozomalni vadu. Zvlasté vysoké riziko 100% pienosu piedstavuje
robertsonska translokace 21g21q nebo izochromozom. Dale u monogennich a X —

vazanych onemocnéni (Nussbaum et al., 2004, s. 346).
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2 GENETICKA PODSTATA ONEMOCNENI

Laboratorni  diagnostika prenatalnich  genetickych onemocnéni se zabyva
vyhledavanim zmén v genetickém materidlu. Zména (mutace) muze nastat na tfech
arovnich: na drovni genu, chromozomu nebo genomu a v raznych fazich jak vyvoje
samotného jedince, tak burky. Jsou zndma také takzvana multifaktorialni onemocnéni
vznikajici nejen na podkladé genetickém, ale na jejich vzniku se podili i faktory vnéjsiho
prostedi. Pro kazdou skupinu onemocnéni jsou vhodné jiné vySetfovaci metody, jelikoz
kazda ma jinou rozliSovaci schopnost. Naptiklad onemocnéni na Grovni genu nerozli§ime
pomoci stanoveni karyotypu. Zatimco molekularné genetické metody zménu spolehlivé
odhali.

2.1 Vrozené chromozomové aberace (VCA)

Vrozend chromozomova aberace se miZe projevovat zménou V poétu nebo
struktufe chromozomii. U novorozenci se aberace projevuji vrozenymi vyvojovymi
vadami, malformacemi, rustovou a mentalni retardaci. VCA jsou také Casto nalézany u
potracenych ploda. Lze je vidét pod mikroskopem na rozdil od molekularnich aberaci, kde

dochazi ke zménam na Grovni jediného genu.

2.1.1 Pocetni aberace
Numerické aberace lze rozdé€lit podle typu zmény v chromozomu nebo

chromozomech na polyploidie a aneuploidie. Hodnotime také, na jakych chromozomech
k mutaci doslo, zda na autozomech nebo gonozomech. Radime je do mutaci na drovni
genomu. Pfi zménach celé chromozomové sady hovoiime o polyploidii. Ta je
charakterizovana nadbytkem jedné* nebo dvou® sad k normalni diploidni sadg. S timto

typem se vétSinou setkdvame pouze u plodi, jelikoz byvaji samovolné potraceny.

Pokud ma jedinec nadbytek nebo nedostatek jednoho nebo vice chromozomu
Vv paru hovotfime o aneuploidii. Nejéastéjsimi aneuploidiemi u Zivé narozenych déti jsou
trizomie, monozomie a mozaicismus. Trizomii maji hlavné chromozomy 21 (Downiv
syndrom), 18 (Edwardstv sy.) a 13 (Patautv sy.). Pteziti je dano relativné nizkou hustotou
genovych lokusti nebo nejmensi velikosti chromozomi. U vSech ostatnich autozomalnich

trizomii dochazi k spontannimu potratu (Passarge, 2019). Monozomii nachazime u

4 Triploidie, 3n,69 chromozomti
® Tetraploidie, 4n,92 chromozom
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gonozomi, autozomalni monozomii uz jen u potracenych plodd. JedindA monozomie
slu¢itelna se zivotem je monozomie X (Turneruv sy.) vSechny ostatni monozomie nejsou
slucitelné se zivotem. I u ni se vSak predpokladd mozaicistni forma monozomie. Dalsimi
aneuploidiemi gonozomi jsou nadbyte¢ny chromozom X (u muzu — Klinefeltertiv sy.)
nebo Y. Nadbyteény chromozom X u Zen a nadbyteény chromozom Y nejsou spojeny

s zadnym specifickym fyzicky rozpoznatelnym fenotypem.

Mozaicismus rozezndvame jako pravy a pseudomozaicismus jedné nebo vice
bunék. Pravy mozaicismus je z laboratorniho hlediska definovan ptitomnosti vice nez
jedné zarode¢né bunétné linie sriznym karyotypem u jednoho embrya ve vice jeho
buné¢nych kulturach pochazejicich z plodové vody nebo choriovych klki. Ve formé
mozaiky mizeme nalézt i aneuploidie, a to trizomie chromozomu 7, 8, 9, 12, 14, 15, 16,
17, 20, 22 a monozomie 7, 18 a 21. Pravy mozaicismus vznikd dvéma zpisoby a stejné
jako u monozomie, ho pozorujeme ¢astéji u pohlavnich chromozomi. U obou zptsobi
vzniku dojde k mutaci buniky, dochézi k déleni a mnozeni atypického klonu bun¢k. Mutace
muze nastat v riiznych fazich déleni, ovlivituje tak vyvoj a rozsah fenotypového projevu.
Prvni moznosti, jak mtze vzniknout mozaikova aneuploidie je zachrana meiotické non-
disjunkce u zygoty s patologickym po¢tem chromozomii pomoci postzygoticke ztraty nebo
duplikace celého chromozomu (Campbell et al., 2015). Muze pak vznikat také
uniparentalni disomie, coz je stav, kdy ma jedinec oba chromozomy nebo jejich ¢ast pouze
od jednoho rodi¢e. Druha moznost je u zygot s normalnim po¢tem chromozomi a dochazi
k ni pii mitotické non-disjunkci nebo kdyz anafaze probiha opozdéné béhem somatického
déleni (Conlin et al., 2010).

Pseudomozaicismus byva pouze u jedné bunééné kultury a nema zadny
diagnosticky vyznam. Objevuje se napiiklad u dlouhodobych kultur choriovych klka
s obsahem krve, které jsou kontaminovany matetskymi buitkami (Stojilkovic-Mikic et al.,
2005).
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2.1.2 Strukturni aberace
Strukturni aberace patii do mutaci na Urovni chromozomu. Obvykle se vytvaieji tak,

ze dojde k nereciproké vyméné homologickych opakujicich se sekvenci mezi identickymi
nebo rtiznymi chromozomy nebo pii chromozomalni nestabilité dojde ke zlomum blizko
umisténych chromozomi a enzymové reparaéni mechanismy tyto konce vzajemné Spoji.
Obecné lze tedy fici, ze strukturni aberace mohou vznikat béhem bunécného cyklu, at’ uz
ve fazi G1 nebo G2 a podle postizeni jednoho nebo obou chromozomt Ize urcit, kdy ke

zlomu doslo (Passarge, 2019).

Nejcastéji se vyskytujici strukturni aberace jsou delece, duplikace, izochromozom,
translokace, inverze, prstencovy (ring) chromozom (Pritchard, Korf, 2007). Strukturni
aberace jsou rozliSovany na balancované a nebalancované. Translokace, inverze nebo
inzerce patfi mezi balancovane strukturni aberace. Nebalancovanych aberaci je vice a

jedné se o deleci, duplikaci, izochromozom, ring chromozom.

Delece je ztrata urcité oblasti chromozomu, pii které se odstranéna ¢ast genu
nepiipoji  k ptivodnimu chromozomu. Muze vznikat dvéma zptsoby. Tim prvnim
zpusobem je pfi nerovnomérném crossing-overu v meioze. Ke Spatnému sparovani dochazi
hlavné¢ u chromozomalnich oblasti obsahujicich tandemové repetice DNA sekvenci.
Druhym zptisobem je ptedesla translokace casti nékterého chromozomu u jednoho z rodi¢t
(Pritchard, Korf, 2007). Podle mista, kde doSlo ke zlomu/im a odstranéni useku na
chromozomu délime delece na instersticialni a terminalni. Intersticialni je odlomena oblast,
mezilehla na raménku chromozomu a muselo dojit ke dvéma zlomim. Terminalni Usek je
na konci chromozomu a k jeho ztraté je tieba pouze jednoho zlomu. Dele¢ni syndromy
jsou dale klasifikovany na zakladé¢ jejich rozsahu na dele¢ni (Cri du chat, Angelmandiyv,
Prader Willi sy.) a mikrodele¢ni. Nejcastéjsim mikrodele¢nim syndromem u plodi je

DiGeorgiiv syndrom (Grati et al., 2015). Deletovana je kriticka oblast 22q11.2.

Pokud dojde ke dvéma zlomim, delecim konct chromozomu a pozdéji k propojeni

téchto deletovanych koncii, hovotime o prstencovém (ring) chromozomu.

Pfi duplikaci chromozom ziska novy material, muze jit o maly marker chromozom, ktery
se pripoji k piivodnimu. Casto jde o malé chromozomy 15 z divodu piitomnosti

duplikovanych pericentrickych usekit DNA, které jsou navic invertované, tedy ptetocené o
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180°. Z ptikladu vyplyva ze, duplikace a delece byvaji vidany spole¢né. Z jednoho
chromozomu je deletovan (chybi) marker chromozom, ktery pfechazi na jiny chromozom,

ke kterému se ptipoji a vznika duplikace (ptebyva).

Naopak pokud dojde reciproké k translokaci, dochazi k vzajemné, ale na rozdil od
duplikace a delece, vyrovnané vyméné genetického materidlu. Existuji i Robertsonské
translokace, zpusobené centrickou fizi akrocentrickych chromozomu. Genetické informace
pro tvorbu ribozomalni RNA je obsazena pravé na raménkéch akrocentrickych
chromozomi. K nebalancované translokaci ale nedochazi, jelikoz ostatni akrocentrické
chromozomy stéle informaci pienaseji a jde tedy o zménu balancovanou (Pritchard, Korf,
2007, s. 55).

Izochromozom je metacentricky chromozom tvoieny duplikaci jednoho raménka
chromozomu a deleci raménka druhého chromozomu, tim vznikaji dvé identicka raménka,
z toho je jedno presnou kopii raménka piivodniho. K této genetické zméné mize dochazet
v disledku nespravného bunééného déleni, kdy se centromera rozd€li pii¢n€, namisto
obvyklého podélného déleni. Dale muze dojit k chromozomovym zlomim a fizi
sesterskych chromatid pod centromerou. K druhému mechanismu vzniku dochazi Castéji.
Béhem bunétného déleni se chromozomy déli normalné, protoze jedna centromera

z dicentrického chromozomu se stejné stava nefunkéni (Ferguson-Smith, Brenner, 2001).

2.2 Monogenné podminéna onemocnéni

Monogenni onemocnéni jSOU zpuisobena jednim mutovanym genem. Plati u nich
Mendelisticka dédi¢nost, tedy rozliSujeme autozomalné recesivni (Cysticka fibrdza) nebo
dominantni (Marfantiv sy.) a vdzané na pohlavni chromozomy dominantni (Incontinentia

pigmenti) ¢i recesivni (Hemofilie A).

Nejnovéjsi je objeveni mitochondrialni dédi¢nosti — matroklinni dédi¢nost, kdy
matka onemocnéni pfenasi na vSechny své potomky. Takovym piikladem mulze byt
mitochondrialni myopatie, encefalopatie, laktatova acidéza a mozkové piihodé podobné
epizody (MELAS), multiorganové onemocnéni s prevalenci 1-9/1 000 000. Dochazi
k mutaci 3243A>G MT-TL1 genu pro leucin ,v5. podjednotce komplexu 1,
mitochondrialni DNA (mtDNA). V této oblasti se nachazi mitochondrialni transferova
RNA (tRNA) a zpisobuje jeji poruchu vedouci ke Spatné tvorbé mitochondrialnich

proteinti (Orphanet, 2020).
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3 KARYOTYP A ZISKANI MATERIALU

Stanoveni karyotypu je vhodné vySetfit zejména pii onemocnénich na urovni
chromozomu. Chromozomy musi byt pro dobré rozeznani v metafazi, jelikoz dochazi
K jejich nejvétsi kondenzaci. Materidly pouzivané pro toto stanoveni v prenatalni
diagnostice jsou: buriky choria, plodova voda, pupeénikova krev nebo buiky potraceného

plodu. Pro stanoveni karyotypu je nutné pouzit invazivni postupy.

Odbér je vzdy idealni provadét v blizkosti laboratote. Pokud to neni mozné, vzorky
musi byt do laboratofe transportovany co nejrychleji, nejdéle 24 hodin po AMC. Vzorky
nesmi byt vystaveny velkym teplotnim vykyviim a mechanickym otfesam. K ptepravé jsou

pouzivany transportni nadoby s tepelnou izolaci.

Nejdiive lze prenatalné provest ¢asnou biopsii choriovych klku a to od 10. TT do
13. tydne téhotenstvi. Pacientka je v poloze na zadech a pfed vpichem je misto
vydezinfikovano. Odbér muze byt proveden transabdominaln¢ (TA CVS) nebo
transcervikalné (TC CVS). Transcervikalni ptistup je rizikovéjsi z hlediska bezpecnosti.
Riziko spontanniho abortu je bézné u TA CVS 0,5-1 %, zatimco u TC CVS jsou to 2-4 %.
Odbér provadi vzdy gynekolog do sterilni stiika¢ky s punk¢ni jehlou 0 praméru 0,9 mm
nebo 0,77 mm (Hajek et al., 2000, s. 155). Zavede ji pies sténu biisni za kontroly UZ do
choriové tkané. Bunky choriovych klkti jsou aspirovany do sterilni heparinové zkumavky o
objemu 10 ml. Vzdy po odbéru probéhne kontrola mnozstvi tkané, avSak vazeni se
neprovadi. Pro vysetfeni je tfeba ziskat minimalné 10-20 mg klka. V prvnim trimestru je
mozné podstoupit i ¢asnou® aminocentézu, ktera viak neni doporucovana kvili ¢ast&jsim
komplikacim pii i po vykonu, piikladem je Unik amniové tekutiny, ktery se u ¢asné AMC
zvysuje z 1,7 % na 3,5 %. Byla nalezena i souvislost vyssiho vyskytu potraceni plodu o 1,7
% u casné AMC nez u té klasické. ZvySené procento je zaznamenano také u onemocnéni
pes equinovarus congenitus z 0,1 % na 1,3 % (CEMAT, 1998). Novorozenec trpici timto

onemocnénim se potyka s vrozenymi deformitami nohou.

® Pted 15.TT
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V druhém trimestru je moznosti vySetfeni karyotypu vice. Od 15. TT se muze
provadet klasickd aminocentéza, obvykle je odebirdna v 17. TT, ve 3. trimestru pak pozdni
placentarni biopsie az do 40. TT. Dale od 18. TT muze byt provedena kordocentéza,
fetoskopie a biopsie fetalni tkané. U klasické amniocentézy (AMC) je odebirano 30 ml.
Rozdil u ¢asné amniocentézy je v mnozZstvi odebraného materialu, kdy se nabira tolik ml,
kolikaty je TT minimaln¢ vSak 10 ml do 3 sterilnich zkumavek bez konzerva¢nich latek
nebo do sterilni stiikacky. Odebrani vice nez 30 ml z celkového mnozstvi 150-200 ml v 16.
TT neni doporucovano. Toto malé mnozstvi se rychle doplni a neovliviiuje zdravi plodu
(Rejtharova, 2018). Spinalni jehly maji praméry 0,9 mm nebo 0,77 mm a jsou bez obsahu
kultiva¢niho media, dlouhé jsou 9 nebo 12 cm. Prvni odebrany 1 ml je zlikvidovan a neni
urCen K vySetfeni z divodu potencidlni kontaminace matefskymi butikami. Odebirany
material je plodova voda (PV) a lze ji ziskat z plodového vaku pouze transabdominalnim
vpichem. Plodova voda obsahuje odlouc¢ené bunky z kize plodu, gastrointestinalniho,
pohlavniho, mocového, dychaciho traktu a amnionu (Nicolini, 1992). Po klasické
aminocentéze odebirané v 2. trimestru je pfi provedeni lege artis odbéru udavano obecne

riziko potratu 0,5-1 %.

3.1 Kultivace bunék

V odebraném vzorku je tieba namnozit bunky a postupy jsou pro kazdy material
rozdilné. Kultivovat mizeme kratkodobé nebo dlouhodobé. Dlouhodoba kultivace trva
obvykle 7-10 dni, ale mize trvat i déle. Zato jsou chromozomy lépe hodnotitelné. Klinicka
pracovis§té genetiky pouzivaji uzavieny systém prace s plodovou vodou a CVS
v lamindrnim boxu =zajistujici niz8i riziko kontaminace. Laboratofe také disponuji

minimaln¢ dvéma termostaty na kultivace pro piipad ndhlé nefunk¢nosti jednoho z nich.

Pfi prvni kontrole po nasazeni by se mély prvni bunky zacit pfichytavat ke dnu KL
a zhruba po tydnu jsou vidét prvni kolonie za piedpokladu odbéru do 28.TT, ve 3.
trimestru to muze byt az 13 dni. Plodova voda pokrocilého stadia t€hotenstvi obsahuje
mén¢ aktivné rostoucich bunék. Po Uspésné finalni kultivaci nachazime v KL 3 typy

bunék — fibroblastoidni, plodové vody a fibroepiteloidni (Hajek et al., 2000, s. 180).
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KIky nebo placenta ziskana z CVS muze byt zpracovana i ptimo, kratkodobou kultivaci
trvajici 2 dny. Zasadnim krokem je u této metody ziskani dostate¢ného mnozstvi materialu
z divodu zhorsené kvality stavby chromozomi. Jsou tedy obtizné&ji hodnotitelné a pochazi

Z bunék syncytio- a cytotrofoblastu. Duvodem pro volbu této metody je rychlost.

3.2 Uloha reagencii v pfipravé a zpracovani preparatu
Trypsin pomaha oddéleni bunék ode dna KL u adherentnich bunétnych kultur

plodové vody.

Kolcemid zplsobi zastaveni bunééného déleni ve fazi mitdzy rozruSenim
mitotick€ého vieténka. VaZe se totiz na protein tubulin, ¢imz zabramuje jak tvorbé novych
Délka ptsobeni kolcemidu je odlisnd u kazdého typu materialu. Pti kratsi expozici vznikaji
delsi chromozomy, ale neni dosazeno velkého mnoZzstvi metafaznich chromozomil.
Naopak pfi del§im ptisobeni je mnoho chromozomu v metafazi, ale nejsou tak kvalitni pro

odecet, jelikoZ jsou kratsi.

KCl zptsobuje hemolyzu, pii které nabobtnaji T-lymfocyty, jelikoz dojde
Kk ptestupu vody do cytoplazmy buiiky s vy$§im obsahem soli, diky osmoéze. To zpisobi
uvolnéni chromozomti od mitotického vieténka a dochazi k jejich rozestoupeni

v lymfocytech.

Fixacni roztok je ptipravovan ze 3 dili methanolu a 1 dilu kyseliny octové a musi
byt vzdy Cerstvy, snadno totiz vaze vodu z atmosféry, coz ovlivituje vyslednou kvalitu

chromozomu i barveni. Jeho tkolem je zastavit i¢inek hypotonického roztoku.
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4 MOLEKULARNE CYTOGENETICKE METODY

Molekularni cytogenetiky je vyuzivano zejména k detekci submikroskopickych
abnormalit. Jeji metody dokazou odhalit pocéetni chromozomové aberace v metafaznich
chromozomech nebo interfaznich jadrech, umoziuji rozpoznat a upfesnit strukturni
chromozomoveé aberace jako jsou delece, duplikace, inzerce a dalsi, véetné téch jemnych.
Navic je z nich umoznéno zjistit vznik a puvod marker chromozomu. Identifikace Useki
genti probiha pomoci znagenych sond nebo ¢ipti o odpovidajici délce hledanych gent
v testovaném vzorku. Molekularni diagnostika je také oproti klasické cytogenetice, vice
automatizovana, coz piinasi ur¢ité vyhody napfiklad rychlost, citlivost a vyssi
reprodukovatelnost vysledki méfeni. Dalsi vyhoda spociva v tom, ze material neni nutné
dlouhodob¢é kultivovat. Nevyhodou je pak vys$i financni nakladnost, zejména pfti

vyuzivani komercéné vyrabénych sad.

4.1 Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH)

FISH je jednou z metod hybridizaci in situ, tedy na podloznich sklickach
s preparatem (chromozomy). Princip spoc¢iva v komplementarnim vazani aseki DNA,
z ¢ehoz je jeden znaCeny — sonda. Prvni sondy vytvorené PARDUEOVOU a GALLEM
(1969) byly radioaktivni a jako znacku vyuzivaly tritium. V ptipadé nejnovéjsi metody
FISH jsou na hybridizované sondy znacené neradioaktivné, haptenem (biotinem nebo
digoxigeninem) navazany protilatky proti haptenu a na né jsou zase navdzany vybrané
fluorochromy, kterymi mohou byt Fluorescein-5-isothiokyanat (FITC)- v preparatu zeleny,
rhodamin- ¢erveny, kumarin- modry, texaska Cerven- ¢erveny nebo cyaniny-éerveny Cy3,
Cy3.5, Cy5, Cy5.5. Prikaz DNA sondy pak probihd pozorovanim svételnych signala
ve fluorescenénim mikroskopu (Hajek et al., 2000, s. 197). Zaroven z této metody nelze
zhodnotit cely genom a slouzi jako metoda doplitkové, pfi podezieni na specifické
chromozomové abnormality. Preparat mize byt pro prenatalni cytogenetiku piipraveny

Z plodové vody, choriovych klki, fetdlni krve nebo periferni krve matky.
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K denaturaci sondy je vyuzivano zahfati na vysoké teploty o pfiblizné¢ 100 °C, pfi
niz zanikaji vodikové vazby, vlakna se od sebe za¢nou odd¢lovat a exponovat sva vazebna
mista. Kazda sonda ma vsak jiné postupy pro denaturaci a tato teplota by u nékterych typa
mohla byt pfili§ vysoka. Denaturace je mozno dosahnout také zménou pH, kdy dochazi k
ovlivnéni ndboje na dusikatych bazich. Pfi mirngjSich teplotach, nebo po piidani
labilizujicich chemickych ¢inidel jako je naptiklad formamid nebo mocovina muze
vzniknout jen Caste¢na denaturace. Chemicka c¢inidla navic |épe uchovavaji DNA
Vv denaturovaném stavu, jelikoZ pisobi na postranni fetézce aminokyselin a peptidové
vazby proteini. Také ionty dokazi ovlivnit stabilitu vodikovych vazeb, snizeni nebo
zvySeni obsahu urc¢itych soli zplsobi ztratu iontt a destabilizaci proteinu (Michalova,
1999, s. 57-58; Fersht, 2001)

Aby doslo k opétovnému spojeni do dvojSroubovice DNA se sondou musi byt
splnény tyto podminky: dojde k setk&ni komplementarnich vlaken, ve spravné teploté,

vlhkosti a molarité.

U FISH jsou hodnoceny fluorescenéni signaly pouzitych sond. Zda se v preparatu

vyskytuji nebo ne, jejich pocet a umisténi na chromozomu.

Obréazek 2: Mikroskopicky obraz FISH

Zdroj: https://mww.sciencedirect.com/science/article/pii/S1028455923002516?via%3Dihub

Takto vypada interfazni FISH. Cervené a zelené signaly jsou lokus specifické sondy pro
oblasti chromozomu X. Pro obarveni chromozomi Vv celé jejich délce je pouzivan DAPI,
barvici modie. Na obrézku v po levé stran¢ jsou vidét 4 barevné signdly, jde tedy o dizomii
X. Na obrazku veprostied je monozomie X se 2 signaly. Trizomii X miZeme vidét na

obrazku po pravé strané.

32



Sondy se déli podle lokalizace vazby na chromozomu na celochromozomové, lokus
specifické, centromerické, subtelomerické. V prenatalni cytogenetické diagnostice jsou
Casto vyuzivany sondy centromerické, které hybridizuji na alfa — satelitni DNA
(Michalova, 1999, s. 54-55). Jelikoz jsou jimi vyhledavany pocetni aberace, tedy
nejcastéj$i prenatalni aberace. Aneuploidie totiz mohou byt detekovany jak na
metafaznich, tak i interfaznich bunkach. Nejvice pouzivanymi sondami jsou ale sondy s

unikatni sekvenci DNA, tedy lokus specifické (Wolff, 2013).

4.2 Array-komparativni genomova hybridizace (A-CGH)

Principem a-CGH je porovnani vysetfovaného genomu s normalnim referen¢nim
genomem (imobilizovanou sondou na ¢ipu) pomoci odlisného znaceni DNA fluorofory.
Analyza probih4 z hybridizovanych array klont DNA se znamou polohou na chromozomu
podle fluorescence jednotlivych spotti. Kazdé fluorescenéni barvivo emituje zafeni 0
ruznych vinovych délkach, kterou nasledné rozeznaji detektory. Pokud je tedy néktery
material v nadbytku, nebo naopak chybi, vykazuje spot fluorescenci podle pievazujici
DNA. Naptiklad pokud dojde k deleci, pievazujici barevny signal ma referenéni DNA,
jelikoz ve vzorku druhy fluorofor chybi. Referenéni DNA je vétSinou zna¢ena nékterym
z ¢ervenych chromofori. Tato metoda se vyuziva zejména k diagnostice mikrodeleci a

mikroduplikaci u monogennich onemocnéni (Passarge E., 2019, s. 216).

Oproti konven¢nimu karyotypovani, stejné¢ jako FISH umoziuje urcit zmény
submikroskopické a nepoticbuje délici se buniky. Na rozdil od FISH, ale umi zhodnotit
cely genom. RozliSeni je pak dano poétem a umisténim sond na mikrocCipu. Vyrobce ¢ipu
tedy urcuje oblasti, které mohou byt hybridizovany a nasledné¢ hodnoceny. Pokud néktera
oblast neobsahuje sondy, nebude dany spot vykazovat zadnou fluorescenci (Beranek,
2016). Jako kazda metoda ma i a-CGH své limitace. Nelze z ni detekovat balancované
inverze nebo translokace a také urcité formy triploidie. Obecné je také drazsi oproti
klasickému karyotypovani i FISH. V klinické praxi jsou pouzivany také cilené arraye
detekujici chromozomalni abnormality spojené suréitymi znamymi genetickymi
syndromy. Zasadnim omezenim je ale detekce variaci poctu kopii (CNV) nejistého
klinického vyznamu a interpretace téchto vysledkt, zejména u plodt, kdy neni mozné
presné urcit fenotypové projevy a jedinym voditkem jsou UZ nalezy (Heinrich et al.,
2009). Tedy v ptipadé, ze je objeveny varianty nejistého vyznamu (VUS), musi byt
vySetieni také biologi¢ti rodice. Je ovéfovana ptritomnost CNV v jejich DNA, pokud je u
jednoho z nich nalezena take, jde vétSinou pouze o benigni varianty. De novo vznikla CNV
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ma veétsi potencial u jedince zpusobovat patologie. Avsak problém CNV s nejasnym
klinickym vyznamem je ¢im dal méné ¢asty, diky CNV knihovndm obsahujicim informace
0 zdravych a postizenych jedincich. Tato skute¢nost umoziiuje Sir§i pouziti celogenomove

arraye, kterd detekuje mnohem vétsi mnozstvi CNV, a zajistuje snadnéjsi interpretaci
vysledku této analyzy (ACOG Committee Opinion No. 446, 2009)

Materialem muze byt plodova voda, choriové kiky i periferni krev a stejné jako u
FISH jde o metodu rychle stanovitelnou, kdy nejdéle z celého procesu trva hybridizace.
K té je obvykle potieba 24-48 hodin pusobeni. Vzorky se totiz daji zpracovat piimou
extrakci DNA z materialu a nepotiebuji kultivaci (Shaffer, 2013).

Array-CGH vyuziva pro prenatalni diagnostiku umélé bakteridlni chromozomy
(BAC) cipy/sondy, obsahujici bakterii vytvoteny specificky Usek DNA, ktery je nasledné
v testovanem vzorku hledan. BAC maji rozliSeni v fadu desitek az stovek kilobazi. Dalsi a
pouzivan€j$i moznosti jsou specidlné upravené oligosacharidové Cipy pro prenatalni
pouziti S jesté vétsim rozliSenim az pod 1 kilobazi (Randolph, 2013; Wicker et al., 2007).
Veliké jsou totiz pouze 20-60 part bazi (bp) a ¢ipy obsahuji fadové statisice az miliony
sond oproti tisicim sond u BAC. Dalsim divodem vétSiho pouzivani oligonukleotidovych
¢ipt jsou mensi rozdily mezi jednotlivymi kusy, ¢i Sarzemi a take lepsi reprodukovatelnost.
Navrzeny jsou také polymorfni sondy tzv. SNP, které se krom¢ diagnostiky CNV vyuzivaji
také pro detekci jednonukleotidovych polymorfismi a jsou nejcitlivéjsim typem cipu
snejmensi délkou piiblizné 15-30 bp. Nevyhodou SNP ¢ipa je nizkd detekce
Vv repetitivnich oblastech, jelikoz neobsahuji velké mnozstvi SNP. Kombinuji se tedy sondy
jak polymorfni, tak i nepolymorfni oligonukleotidové sondy k pokryti vSech oblasti

genomu (Friedman, 2009).

Obrazek 3: Normalni muzsky array profil
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Zdroj: archiv Genetika Plzen

Hlavnim narokem na vzorky je podobna kvalita referen¢ni a vySetfované DNA.
Jejich rozdily v kvalité se projevuji odlisnym zna¢enim specifickych oblasti, které ndsledné
pfi hodnoceni zpusobuji Sum a faleSnou pozitivitu v oblastech subtelomerickych a
bohatych na GC. Rozdily vkvalit¢ se tykaji zejména vzork archivnich, naptiklad
fixovanych ve formalinu a zpracovanych do parafinovych blo¢ka (Kim, Pollack, 2009).
Idealni vzorek by nemél obsahovat bilkoviny. Zadouci je relativné neporusena DNA s

vysokou molekulovou hmotnosti ovéfenou elektroforézou (Heinrich et al., 2009, s. 258).
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4.3 Kuvantitativni fluorescenéni polymerazova ietézova reakce (QF-

PCR)

QF-PCR je v prenatélni diagnostice vyuzivana k rychlé detekci nejéastéjSich
aneuploidii autozomalnich i pohlavnich chromozomu. Principem metody je amplifikace
repetitivnich sekvenci ve vybranych polymorfnich lokusech za ptitomnosti fluorescenénich
primerti (markertt) umoziujicich vznik fluorescenéné¢ znacenych produktt, nasledné
separovanych pomoci gelové elektroforézy, vizualizovanych automatickymi DNA skenery
a hodnocenych poc¢itacové, po ukonceni reakce. Pfi hodnoceni se tyto kratké tandemoveé
repetice (STR) jevi jako piky na elektroforeogramu. Bézné se tedy vyskytuji 2 piky se
stejnym pomérem velikosti (intenzitou fluorescence) pro 1 méfenou STR sekvenci z
daného chromozomu. Abnormalni nalezy se projevuji chybé&jicimi nebo nadbyteénymi
piky, ¢i odlisSnymi poméry intenzit pikd (Nicolini et al., 2004; Mann, Ogilvie, 2012).
Napftiklad pfi analyze trizomie, ta mize byt trialelickd- 3 piky, dialelicka — jeden pik je
vy$$i v poméru 2:1, nebo monoalelicka, kdy ma jeden pik trojnasobnou vysku. Posledni
zminény musi byt ovéfen odlisSnym typem STR pro potvrzeni trizomie (Hajek et al., 2000,
s. 202-203).

Vhodnymi materialy s obsahem DNA k analyze pomoci QF-PCR jsou: plodova
voda kultivovana i nekultivovand, choriové klky kultivované i nekultivované a fetalni krev.
Rodic¢ovska DNA muze byt ziskana bud’ ze stéru bukalni sliznice, nebo ze vzorku periferni
krve. Prenatdlni material ziskany pied 12. TT dava informaci pouze o0 vysetfovanych
chromozomech 21, 18, 13 a 0 zjisténém pohlavi je poskytnuta pouze v piipadé, Ze je

relevantni k diagnoze.

Stejné jako u FISH, jde o metodu rychle stanovitelnou, obvykle béhem 24-48
hodin. Oproti FISH m& ale fadu vyhod, kterymi jsou: mensi finanéni naklady, pracnost i
Casova naro¢nost, dale je tato metoda vykonné&jsi diky automatizaci. Tyto vyhody tak
umoznuji lepsi dostupnost pro vSechny rodi¢ky podstupujici invazivni prenatalni odbér.
Pro klinické pouziti byly vytvofeny komeréni multiplexy zahrnujici testovani vice lokust
v jedné analyze z jednoho vzorku nebo separatni sady pro jednotlivé chromozomy
(Nicolini et al., 2004).
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QF-PCR muze byt vySetfovana samostatné nebo slouzi jako dopliiujici metoda pred
vysledkem z Klasického karyotypovani. Avsak pii provedeni obou metod Vv nékterych
ptipadech nastava rozdil ve vysledcich mezi témito metodami. Napiiklad jedna metoda
detekuje trizomii a druha mozaiku. Tyto rozdily jsou nejspise zpusobeny odlisnym
vySetfovanym materidlem, kdy u jedné metody byly bunky kultivovany a u druhé nikoliv.
Vétsim problémem pii interpretaci je ale existence uUplnych neshod ve vysledcich
vyskytujici se nejéastéji u vzorkd pochézejicich z choriovych klkt odebiranych ve vice
vpiSich a v riznych oblastech placenty, jelikoz u nich mize byt pfitomny casteCny
placentarni mozaicismus nasledné zptisobujici nepiesnosti. Pomoci QF-PCR ale Ize odhalit
20% a vys$i mozaicismus, stejn¢ jako alesponn 10% kontaminaci matetskymi buiikami
(Mann, Ogilvie, 2012). Donaghue et al., 2005 uvadi miru detekce mozaicismu dokonce u
15% zastoupené bunécné populace pochazejici z meioticky abnormalni bunééné linie.
Choriove Kklky totiz obsahuji jak buiiky cytotrofoblastu, tak i buniky mezenchymové. Pro
QF-PCR by izolovana DNA méla obsahovat buné¢né linie z obou vrstev ziskanych z 5-15
mg vyCisténych choriovych klkt. Kultivované mezenchymové buniky lépe odrazeji
karyotyp plodu pfi klasickém karyotypovani. Bunky cytotrofoblastu jsou novéjsi vrstvou.
VEtsi obezietnost by tedy méla byt pii interpretaci trizomii z CVS, kdy neni prokazan
meioticky ptivod trizomické bunécné linie. Pro pfesnéjsi interpretaci pravdépodobnosti
mozaicismu je na misté vyzadani dalSich materialt, plodové vody nebo fetalni krve,
k ovéfeni pfitomnosti nebo nepiitomnosti dalsich bunéénych linii u plodu (Mann et al.,
2008; Donaghue et al., 2005). Mozaicismus nizsi nez 15% a balancované ptestavby metoda
nedetekuje (Mann et al., 2018).

Vyrazna kontaminace matefskymi bunikami v plodové vodé ovliviiuje hodnoceni a
Vv malém procentu piipadi znemoznuje vydani spolehlivého vysledku. V téchto ptipadech
je vzorek oznacen jako nehodnotitelny a je doporuceno PV kultivovat, a z ni hodnotit

karyotyp (Mann, Ogilvie, 2012).
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Obrazek 4: Normalni vysledek QF PCR
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Zdroj: Archiv Genetika Plzen
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5 NEINVAZIVNI PRENATALNI TESTOVANI —
BEZBUNECNA DNA (CFDNA)

V soucasnosti nejvice studovanou genetickou metodou je stanoveni bezbunééné
fetdlni DNA z periferni krve matky. Matcina krev totiz obsahuje fetalni bunky, a to
lymfocyty, granulocyty, trombocyty, buiiky trofoblastu a jaderné erytroblasty (Hajek et al.,
2000, s. 247). Z nich se poté zjist'uje riziko aneuploidii. Obsah fetalnich bunék v matetské
krvi tzv. fetdlni frakce je ovlivnéna tydnem téhotenstvi a vdhou matky. Niz$i hladiny
byvaji nalézany u dvojéat a téhotenstvi zapocatych in vitro fertilizaci, taktéz u aneuploidii
18 a 13. Rozeznavany jsou diky odlisnému obsahu a velikosti fragment. Mateiskd cfDNA
ma vrchol ~166 bp, oproti fetalni ~142 bp, je nemozné ji kompletné vyseparovat ze vzorku
a vzdy zpasobuje pozadi. Detekuje zejména trizomie 21, 18 a 13, ale také
subchromozomalni zmény naptiklad mikrodelece, mikroduplikace. Jak jiz bylo zminéno
v kapitole 1.1.3. v CR maji moznost vysetieni podstoupit Zeny se stfedné vysokym rizikem
na vlastni naklady, které se pohybuji v rozmezi zhruba 10 000-20 000 K¢ (White et al., Di
Renzo, 2023).

Ke stanoveni cfDNA jsou uplatiovany rtzné typy metod, nékteré patii mezi
celogenomove, jiné zase cilené¢ zkoumaji vybrané SNP. V klinické praxi jsou nyni
pouzivany spiSe cilené, a to nejen SNP analyza, ale také digitalni analyza vybranych
regioni (DANSR) nebo amplifikace otacivou kruznici (RCA). Diléi postupy jsou u obou
typt i jednotlivych metod rtzné, vyjma sekvenovani. V zakladnim ramci jsou ale obecné

kroky v procesu stejné, a to: extrakce cfDNA, piiprava knihovny, sekvenovani a analyza.
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PRAKTICKA CAST

6 CIL AUKOLY PRACE

6.1 Hlavni cil

Hodnoceni ptinosu jednotlivych metod pro prenatéalni diagnostiku.

6.2 Dilci cile

1. Studium a popis jednotlivych genetickych metod pouZivanych v invazivni prenatalni
diagnostice a jejich pracovnich protokold.

2. Porovnani vyhod a nevyhod jednotlivych prenatalné diagnostickych metod.

3. Porovnani zachytu VCA jednotlivymi metodami.
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7 VYZKUMNE PROBLEMY/OTAZKY

Vyzkumna otazka ¢. 1: Ktera vrozeni chromozomové aberace se objevuje nejéastéji?

Vyzkumna otazka ¢. 2: Kolik nalezi je zjisténo diky array-CGH ve srovnani se stanovenim

klasického karyotypu?

Vyzkumna otazka ¢. 3: Jakeé konkrétni ndlezy onemocnéni Ize zachytit, pokud udélam

stanoveni pomoci array-CGH?

Vyzkumna otazka ¢. 4: Jaké konkrétni nalezy onemocnéni lze zachytit, pokud udélam

stanoveni pomoci klasického karyotypu?

Vyzkumné otazka ¢. 5: Kolik ptipadia de novo balancovanych aberaci neni odhaleno pii

pouziti metody array-CGH?

41



8 CHARAKTERISTIKA SLEDOVANEHO SOUBORU

Sledovala jsem vyskyt chromozomovych aberaci u ploda téhotnych Zen,
indikovanych ke genetickému prenatalnimu vySetfeni, odebranych AMC nebo CVS a
zpracovanych jednou z metod- array-CGH nebo klasicky karyotyp. Tato data byla ziskéna
na pracoviStich Genetika Plzeni a Genetika West v letech 2019-2023 pievazné u pacientek

z Plzenského a Karlovarského kraje.

Pii zjistovani balancovanych aberaci byla pouzita data z let 2014-2018.

Z celkového poctu 3890 odbértt mélo 1059 pozitivni nalez z toho 335 (9 %) vzorku

bylo pozitivni na nékterou chromozomovou aberaci.

Graf 1: Poc¢et chromozomovych aberaci z AMC a CVS

= negativni = pozitivni na jiny ndlez = pozitivni na chromozomovou aberaci

Zdroj: vlastni
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9 METODIKA PRACE

9.1 Popis pracovnich postupii
Postupy vychazi z pracovnich protokoli pouzivanych na pracovisti Genetika Plzen,
které jsou navrzeny optimaln¢ podle doporuceni vyrobct jednotlivych vysetiovacich sad a

s ohledem na zkusenosti pfi praci.

9.1.1 Dlouhodoba kultivace choriovych klki
Z oznacen¢ho vzorku choriové tkané (CHT) jsou vytvofeny 2 primokultury (PK)

oznadené I, II pti dostatku materialu. Ke $titkiim s informacemi o pacientce’ je do
zdznamového archu ptipsan datum nasazeni CHT bez roku, laboratorni ¢islo a oznaceni
dané kultury. V kazdém kroku pii manipulaci s reagenciemi a materialem jsou hrdla a

uzavéry predem opaleny nad kahanem pro zajisténi sterility.

Aspirované klky ze zkumavky jsou ve sterilnim boxu pfeneseny do sterilni Petriho
misky proplachnutim zkumavky s pfedehiatym médiem a nasledné jsou klky ocistény od
krevnich koagul, oddéleny od matefské tkan¢ a mozné piimési deciduy pomoci sterilnich
jehel. Dale jsou klky pieneseny do dalsi Petriho misky a mechanicky pomoci sterilnich
injekénich jehel a skalpelu je CHT rozmélnéna na nejmensi fragmenty. Cast fragmenti je
rozdélena 1 pro molekularné genetické metody. Zbytek je prenesen jednorazovou plastovou
Pasteurovo pipetou do kultivanich lahvi¢ek (KL) a nasledné¢ je piidano minimalni
mnozstvi kultivaéniho média® predehiatého v termostatu na 37 °C takovym zptsobem, aby
byly fragmenty ponofeny, zaroven neplavaly a byly pfichyceny ke dnu KL. Kazdd PK ma
své oddélené kultivacni médium. Poté jsou KL uzavieny do ventilacni polohy, tedy ani
UpIn¢ utésnéné ale ani upln¢ oteviené. Na zavér jsou KL oznaceny Stitkem a uloZeny ve

vodorovné poloze na 5-6 dnti do termostatu nastaveném na 37 °C s 5% CO; atmosférou.

Po uplynuti pottebné doby v termostatu je nutné vymeénit kultivaéni médium (KM).
Dal8i vymény jsou provadény kazdé 2 dny. Celkovy pocet vymén média je individualni

pro kazdou kulturu a odviji se od rastu kolonii, obvykle jsou potieba 3-4 vymény.

7 Jméno, piijmeni, rodné &islo

8 Kultiva¢ni médium je bohaté na Ziviny, vitaminy, aminokyseliny (napiiklad L-Glutamin), obsahuji pufry,
nekdy antibiotika (naptiklad Gentamycin) a rustové faktory umoziujici bunéénou proliferaci. Nejdiilezitéjsi
slozkou je sérum. V praxi je bézné pouzivané fetalni hoveézi. Média se slozenim lisi, v kazdé¢ fazi riistu maji
buniky jiné potieby.
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Provedena vyména musi byt vzdy zdokumentovana v Laboratorni knize Karyotyp

v ENVIS LIMS®. Médium je poté opét vraceno do termostatu za stejnych podminek.

Vyména média opét probihd ve sterilnim boxu a za¢ind promichanim obsahu KL.
Béhem prvnich 3 vymén placentarni tkané neprobihd slévani do odpadni kadinky
s desinfekci, pouze je pfidan 1 ml cerstvého KM. V dalSich vyménidch média
z kultivaénich lahvic¢ek bun¢k choria je médium odsato Pasteurovo pipetou. V dalsi kroku
jsou davkovacem piidany 3 ml Cerstvého predehiatého KM se zaznamem cisla Sarze
v Laboratorni knize. KL je uzaviena do ventila¢ni polohy a po nékolika hodinach od
vymény média je zkontrolovan rist bun¢k pod inverznim mikroskopem nastavenym na
10x zvetSeni okularu a 4x zvétSeni objektivu. Stav je poté zapsan do Laboratorni knihy a

probiha vybér kultur dostateéné narostlych a vhodnych k ptipravé preparatu.

9.1.2 Pasazovani kultury
V nékterych ptipadech miize dochazet k situaci, kdy se tvofi jen maly pocet

velkych kolonii nebo je vyzadovano vice materidlu naptiklad pro dovySetfeni molekularné

genetickymi metodami. Re§enim téchto situaci je provedeni pasaze kultury.

Pfed pasdzovanim je vymeénéno médium. Ze dna KL jsou Pasteurovo pipetou
seSkrabnuty a nasaty bunky jedné nebo vice kolonii véetné KM. Ty jsou dale preneseny do
nové KL a do puvodni KL je znovu doplnéno Cerstvé KM v celém objemu 3 ml. Ob¢ jsou
umistény do termostatu. Chceme-li ziskat mnoho malych kolonii, Pasteurovo pipetou
seSkrabneme ze dna KL buiiky jedné velké kolonie a opét je nechdme prichytit ke dnu v té

samé KL, kterou vratime do termostatu.

9.1.3 Dlouhodoba kultivace plodové vody
Dalsim dlouhodobé kultivovanym materidlem je plodova voda. Postup kultivace je

podobny jako u choriové tkané. V prvnim kroku jsou z primarniho vzorku, ozna¢eného
Vv elektronické Laboratorni knize Karyotyp, vytvofeny 3 PK. U ¢asného stadia téhotenstvi
muze byt sediment maly, jsou tedy nasazeny pouze 2 kultury a tfeti je dodélana pomoci
pasazovani lépe rostouci PK z dvojice. Stejnym zpisobem jako u CHT. Do archu jsou také
zaznamenany stejné identifikacni a laboratorni udaje. Plodovou vodu je tfeba
zcentrifugovat na 1000 otacek/ 15 minut. U PV odebrané do sterilnich zkumavek mtizeme

stacet thned, pfi odbéru do sterilnich stiikacek je tfeba PV nejprve rozdélit do 3 sterilnich

® Laboratorni informacni systém
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centrifugacnich zkumavek s fadnym oznacenim a az poté stacet. Ke kultivaci jsou potiebné
2 zkumavky a tfeti je pouzita pro metodu QF PCR. Po stoceni je oddélen supernatant
Pasteurovo pipetou a zlikvidovan do kadinky na odpad. Potiebna bunécna suspenze je
prevedena Pasteurovo pipetou do KL. Z jedné zkumavky vznikne jedna KL a z druhé je
suspenze rozdélena do dvou KL stejnym dilem. Do vSech je ptidano predehiaté 37 °C KM
Vv objemu 3 ml, u 16. a niz§iho gesta¢niho tydne pouze 2 ml. VSechny kultivac¢ni lahvicky
jsou do termostatu vkladany ve vodorovné a ventilaéni poloze s ozna¢enim. KM I je pro

PK I, KM 11 je pro PK II a u PK III jsou média I a II po tydnu stfidana.

Vymény média probihaji s jedinym rozdilem oproti CHT a to tak, Ze je obsah KL
homogenizovan a médium je rovnou slévano do odpadni k&dinky s desinfekci. Nehledi se

na pocet vymén meédia.

9.1.4 Priprava a zpracovani preparatu
Postup zpracovani CHT i1 PV je stejny, jelikoz jsou to dlouhodobé kultury. Bézné

jsou zpracovany 2 PK. Tteti je skladovana v lednici, pro piipadnad dal$i vySetieni. Po
ukon¢eném 24. TT se PK likviduje. Do vybrané KL jsou ptidany 3 kapky kolcemidu, které
jsou preneseny jehlou 18Gx 1%/, nasledné je PK inkubovana v termostatu pti 37 °C s 5%
CO, atmosférou pies noc. Druhy den je zkumavka oznaCena Stitkem a pfifazenym
laboratornim ¢islem PV a nasledné je do ni obsah KL pfelit. KL je jesté proplachnuta
roztokem trypsinu a opét pielita do zkumavky. 2 ml trypsinu je do KL znovu piidano a
ponechano piisobit v termostatu pii 37 °C po dobu 15 minut. Mezi inkubaci trypsinu v KL
je zkumavka stocena pii 1000 ot. /15 min a poté je odsat supernatant. Déle se pokracuje
seSkrabnutim dna KL Skrabkou zvlast’ ur¢enou pro kazdou KL a ziskany obsah je ptidan
k sedimentu do zkumavky. Po kazdém pfieliti je obsah homogenizovan pomoci pipety a
zkumavka je ponechana 25 minut v termostatu pii 37°C. Po ub&hnuti této doby je ptfidano
3-5 kapek vychlazené fixace a plastovou pipetou je obsah zkumavky promichan. Nasleduje
centrifugace pti 1000 ot. / 10 min. VVzorek je zbaven supernatantu a resuspendovan na
tiepacee. V dalSich krocich je vzorek fixovan vychlazenym fixaénim roztokem, nejprve po
kapkach a dale ptiblizn€ do % zkumavky. Pribézné se nechdvi odstdt na 10 minut za
pokojové teploty a je opét centrifugovan pii stejnych otackach a supernatant je slévan. U
kone¢ného sedimentu je vzorek resuspendovan v malém mnozstvi fixaze, jelikoZ by méla

vzniknout mirna opalescence.
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Zpracovani periferni/fetalni krve za¢ina pridanim 4 kapek kolcemidu 1-2 hodiny
ukon¢enim kultivace jehlou 18G X1 % a protiepanim. DalSim krokem je inkubace
Vv termostatu obvykle 1 hodinu, vyjimecné 2 pii 37 °C. Poté je tieba vzorek zcentrifugovat
pti 1000 otackach/15 minut. Obsah kontejneru je tedy ptelit do centrifugacni zkumavky a
sto¢en. StaCenim vznikne sediment obsahujici krvinky a supernatant obsahujici kolchicin
s kultivaénim mediem. K vySetfeni potfebujeme pouze sediment a supernatant je tedy
odstranén pomoci Pasteurovy pipety. Sediment je resuspendovan na vortexové tiepacce a
za stalého tifepani je pomalu ptidavan predehiaty hypotonicky roztok 0,075M chloridu
draselného az do poloviny zkumavky. Ten se nechd ve smési pusobit 35 minut
Vv termostatu pii 37 °C. Hypotonicky roztok nesmi byt ve vzorku ponechan dlouho, jelikoz
by mohlo dojit k prasknuti bunék. Kratka expozice by zase dostate¢né nenabobtnala
lymfocyty a nemusely by se odd¢lit od mitotického vieténka a spravné rozestoupit. Po
inkubaci je napipetovano 3-5 kapek vychlazeného fixa¢niho roztoku a vzorek je fadné

Vv celém objemu promichan. Fixace probiha nékolikrat®

a Vv dalSich krocich je material
staCen pri stejnych otackach pouze 10 minut. Fixa¢niho roztoku se postupné piidava vice a
kone¢ny sediment je resuspendovan v malém objemu fixaze. Cilem je mirné opalescentni

bunééna suspenze piipravena na kapani na podlozni sklicka (Keagle, Gersen, 2013).

Kapani sklicek se az na malo detaili provadi u PV, CHT 1 krve stejné. U krve se na
sklo kape mén¢ kapek, obvykle 2-3 a u dlouhotrvajicich kultur to je 3-6 kapek a vytvaiime
2-3 preparaty z kazdého vzorku a PK. Skla vzdy musi byt pfedem vychlazena a fixaci
oplachnuta. Po nakapani suspenze se skla nechavaji vysusit bud’to v digestofi pti pokojové
teploté nebo na plotynce pii 50-70 °C, dal$i variantou je ptidani navlhc¢ené buny na
plotynku. Skla jsou popséana laboratornim ¢islem, ¢islem preparatu a v piipadé dlouhodobé
kultury 1 oznacena z které PK pochdzi. Volba postupu se odviji od rozlozeni mitdéz pii

hodnoceni prvniho toho dne kapaného skla pod fazovym kontrastem.

10 Ptiblizng 4x
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9.1.5 Barveni chromozomi
Aby bylo mozné pod mikroskopem sledovat a rozeznat chromozomy z preparatu,

musi byt obarveny. Mezi zékladni metody barveni patii G, Q, C, R, T pruhovani. V§echny
techniky pruhovani, kromé¢ Q, obsahuji Giemsovo barvivo (Michalova, 1999). Také se
pouziva samotné, pii hodnoceni strukturnich odchylek chromozomt. Kazdd metoda
pruhovani barvi specifické oblasti chromozomu, ma jiny postup a pouzivana ¢inidla.
Chromozom muzZe byt nabarven cely, pii G- nebo R-pruhovani nebo jen néktera jeho ¢ast
napiiklad C-pruhovani barvici centromerickou oblast. Kvalita barveni, tedy pocet prouzki,
se odviji od kondenzace chromozomt, pouzité barvici metody a zalezi také na fazi mit6zy,
ve které byly zastaveny. Pfiblizné 350-500 pruhti budou mit chromozomy v pozdni
metafazi a ve vysokém rozliSeni jsou povazovany chromozomy okolo 850 pruhti ziskdvané
uprostied profaze (Huang, Chen, 2017). RozliSovaci schopnost je urCena poctem

pozorovanych pruhli v haploidni sadé.

G-pruhovani je nejCastéji pouzivanym barvenim v prenatalni cytogenetice.
Hlavnim c¢inidlem je Giemsovo barvivo, od kterého je odvozen ndzev tohoto barveni.
Nejprve je ale tieba enzymatického $tépeni proteinii na povrchu chromozomu trypsinem.
Na chromozomech se pak vytvofi svétlejsi a tmavsi rizné Siroké piicné pruhy. Je také
vhodné pro co nejlepsi kvalitu pruhovani kratkodobé vystavit preparaty vysoké teploté,
ktera zplsobi urychleni procesu starnuti. U G-pruhovani jsou tmavsi pruhy bohaté na
adenin a thymin, heterochromatin. Ve svétlych oblastech zase pievazuji cytosin

s guaninem a jsou aktivnimi oblastmi chromozomu, jedna se tedy o euchromatin.

Q-pruhovani zvyraziuje stejné jako G-pruhovani useky s adeninem a thyminem.
Jen se pouZiva chinakrin, chinakrindyhydrochlorid nebo roztok akridinové oranze. Jde o
Setrnéj$i barveni s lepSi schopnosti zachovdvat morfologii chromozomii. Vyuzivdno bylo
hlavné diive pfi prenatalni diagndze pohlavi, jelikoZ chromozom Y sviti jako intenzivni
bod (Hajek et al., 2000, s. 195-196). Zaporem je potieba fluorescenéniho mikroskopu a
souvisejici financni ndkladnost vySetteni. Preparaty ztraceji svou fluorescenci a nelze je
tedy prohlizet opakované, pouze z digitalni fotografie. Chinakrin je navic toxicky a
personal musi byt pfi manipulaci a praci s nim obezietnéj$i. Dnes tuto metodu nahradila

fluorescencni in situ hybridizace (FISH).
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C-pruhovani zna¢i konstitutivni  heterochromatin v oblastech  centromer
chromozomi a v distalni ¢asti Y chromozomu. Pfed barvenim je aplikovan zahtaty roztok
hydroxidu barnatého a poté, jsou oddélené fragmenty odmyty inkubaci v teplém solném
roztoku a zbyly heterochromatin je obarven Giemsovym ¢inidlem nebo 4, 6-diamidin-2-
fenylindol (DAPI). Dochazi kreakci vkyselém a zasaditém prostiedi, které zpusobi
depurinaci, denaturaci ¢asti deoxyribonukleové kyseliny (DNA). Pouziva se k detekci
pericentrickych inverzi chromozomi 1, 9, 16, u dicentrickych chromozomu, k spolehlivé
identifikaci Y chromozomu v piipadé nejistoty po vySetfeni G-pruhovanim a ke studiu

polymorfismd.

R-pruhovani je reverzni ke G-pruhovani. Jsou zvyraznény oblasti bohaté na cytosin
a guanin, zatimco DNA s adeninem a thyminem je denaturovéana. Barvi tedy euchromatin a
dobfe znazoriiuje termindlni ¢asti chromozomi — telomery. Bézné se provadi bud’to
tepelnou denaturaci pomoci fosfatového pufru — dihydrogenfosfore¢nanu sodného
(NaH2PO4) nebo v solném roztoku citatu sodného (SSC) pii 87 °C nebo akridinovou
oranzi. Dal§i moznosti, jak pruhy vytvofit je pfidani 3, 5-bromodeoxyuridinu do
kultivaéniho media na poslednich 6-8 hodin kultivace. Posledni zminéna moZnost se
pouziva pouze ke studiu pozdné replikujiciho chromozomu X, jelikoz dochazi k mirnému

posunu pruhdi.
Po obarveni je preparat vysusen na plotynce a piikryt krycim sklickem.

9.1.6 Sestaveni a hodnoceni karyotypu
Zakladem kazdé analyzy chromozomu je spravné nastaveny a vhodné zvoleny

mikroskop. U kazdého vzorku je tfeba najit mitozu vhodnou k odecitani, spocitat celkovy
pocet a pruhovani chromozomi, urcit pohlavi jedince. Mit6za se hleda ve 100-200x
zvétSeni, pro hodnoceni je zvoleno 1000x zvétSeni a je tfeba vyhodnotit minimalné 15
pruhovanych mit6z. Z plodové vody a bun€k choria by mélo byt hodnoceno 20 metafazi ze
dvou odd¢lenych kultur, minimélni potfebné rozliSeni je 450 pruhli a sestaveny maji byt
alespon 2 karyogramy. V piipad¢ piitomnosti vice nez jedné bunééné linie u mozaiky je
nutné z ni jeden karyogram piipravit. Karyogram ziskame setazenim chromozomi pomoci
pocitatového zobrazeni propojeného s mikroskopem v softwaru umoziujicim upravu
obrazu. Lze v softwaru chromozomy rozstiihat, otacet s nimi, zvyraznit barveni upravenim
jasu, kontrastu a pfedbézné chromozomy klasifikuje. K rozeznani chromozomu se sleduje

jeho velikost, pruhovani a poloha centromery. Hotovy karyogram je ulozen do digitalni
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slozky a muze se zalohovat do externiho ulozisté. Také je mozno v ptipad¢ potieby

vytisknout kopii v papirové podobg.

Obrazek 5: Normalni Zensky karyogram
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Zdroj: Archiv Genetika Plzen

Hodnoceni karyogramu provadéji alespon 2 genetici. Mohou z ngj vy¢ist celkovy
pocet chromozomil, pohlavi, strukturni pfestavby, pocetni odchylky, zlomy chromozomu a
na zakladé téchto tidaji pomahaji stanovit diagnozu. Vysledky vySetieni jsou u dlouhodobé

kultivovanych materialti k dispozici obvykle do 3 tydnt.
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9.1.7 Postup FISH
Nejprve je tfeba piipravit preparat k denaturaci. To se provadi jejich inkubaci 2

minuty 2x ve SSC, nésledné jsou preparaty dehydratovany ve vzestupné alkoholové fad¢
s obsahy ethanolu- 70%, 85% a 100%. V kazdém 1 minutu. Pak jsou ponechany schnout
na vzduchu. Po odpafeni ethanolu pfiblizn¢ za 15 minut je na suchy preparat aplikovana

hybridiza¢ni smées.

Déle je nutné denaturovat chromozomy na jednovldknovou DNA, pfed samotnou
hybridizaci se specifickou jednofetézcovou komplementdrni sondou, ktera musi byt
denaturovéna také. K denaturaci sondy je vyuzivano zahiati na vysoké teploty o piiblizné
100 °C.

Aplikace hybridizacni smési se provadi napipetovanim presného objemu
automatickou mikropipetou na dana kryci sklicka. Ta maji riznou velikost, a proto se
objem méni podle ni. Napiiklad sklicko o velikosti 12x12 mm potiebuje alespon 2,5 ul
smési. Kryci sklo se na podlozni poklada takovym zplsobem, aby nevznikly vzduchoveé
bubliny. Popfipadé¢ jsou bubliny odstranény vyvinutim mirn¢ho tlaku na kryci sklo.
V dalsSim kroku je tieba zalepit okraje kryciho skla lepidlem a poté je ponechano
zaschnout. Preparat je dale ponechan na piedehiaté plotynce po dobu a teplotu ur¢enou
vyrobcem specifické sondy, kde dochadzi ke kodenaturaci pacientovy DNA a sondy.
komurky, kde prob¢hla hybridizace, pfesouva do termostatu. Dnes se k denaturaci a
hybridizaci standardné pouziva ptistroj ThermoBrite, ktery kombinuje plotynku a vlhkou

komurku, kdy sklo zistava na misté a méni se teplota podle zvoleného programu.

Pted podbarvenim je jesté tieba vymyt pfebytecnou nenavdzanou sondu. Preparat je
tedy vyjmut ztermostatu a z rubové strany podlozniho skla jsou diamantovym perem
oznaceny okraje kryciho skli¢ka, coz slouzi jako znacka k rozpoznani hybridiza¢ni plochy.
Déle je kryci sklicko opatrné odstranéno z podlozniho skla a kdyz jde odstranit tézko,
doporucuje se preparat jesté ponofit do odmyvaciho roztoku. V dalSich krocich je preparat
vkladan do kyvet s odmyvacimi roztoky s rtiznymi poméry SSC a Nonidetu P-40™. Po

poslednim ponofeni se zbytek roztoku na preparatu necha odkapat ptes jeho roh, rubova

11 Jedna se 0 neiontovy detergent pouzivany pro rozpusténi membranové vazanych proteint — lyzaéni ¢inidlo
(Carolinabiosystems.cz, 2016).
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strana je otfena a sklo se necha susit ve svislé poloze a tm¢. Takto oSetfeny preparat je
ptipraven k podbarveni. Barvit se ale za¢ind az po vytemperovani DAPI na pokojovou
teplotu, jelikoZz je za niz§ich teplot piilis viskozni pro pipetovani. Kdyz ma DAPI spravnou
teplotu, za¢ina se s vlastnim barvenim a je naneseno pomoci automaticke pipety na
hybridizacni plochu. Objem se opét tidi dle velikosti kryciho sklicka, které je v dalSim
kroku vréceno na prepardt. Ani vtomto piipadé nesmi obsahovat Zzadné vzduchové
bubliny, zaroven pii jejich vytlaovani musi kryci sklicko zlstat na stejném misté.
Piebyte¢né barvivo je pak odsato ubrouskem nebo filtraénim papirem piilozenym k okraji

kryciho skla.

9.1.8 Postup array-CGH
Nejdiive musi byt izolovana DNA a zkontrolovana jeji ¢istota.V dal§im kroku je

tieba restrikéné rozstépit DNA pro hybridizaci. To zajisti $tépici master mix (MM), ktery
je tfeba jesté piipravit. MM se sklada z 1 pl vody bez obsahu nukleaz, kterou lze také
nafedit DNA vzorkli na spravnou koncentraci. Déle je ptfidano 1,3 pl 10x pufru pro
restrikéni enzym, 0,1 pl sérového hovéziho albuminu (BSA), 0,25 pl restrikéniho enzymu
Alu I, 0,25 pl restrikéniho enzymu Rsa I. Popsand mnozstvi jsou pro jeden vzorek.
Vsechny reagencie jsou béhem pouzivani stdle udrzovany chladné, pomoci chladiciho
stojanku. Stépeni probihd v 0,2 ml mikrozkumavkach, uspoiadanych do stripti a popsanych
Cisly vzorkli a symboly pohlavi. Hotovy master mix (MM) je jemné promichan a
zcentrifugovan na par minut. Do mikrozkumavek je pak napipetovano 2,9 ul MM a
nasledn¢ 10,1 pl vySetfované DNA a referenc¢nich vzorki. Vznikld smés je promichéna
pipetovanim a stocena v centrifuze. Poté jsou vzorky vlozeny do termocykléru nastaveného
na odpovidajici program. V prvnim kroku programu dochazi k denaturaci dvojSroubovice
DNA pti 37 °C po dobu 2 hodin. Ve 2. kroku probiha 20 minut inaktivace enzymu pti 65
°C, a nakonec je vzorek ochlazen az na 4 °C a takto zchlazeny se udrzuje v chladicim

stojanku. Pfi této teploté nedochazi k nechténym reakcim a vzorek je stabilni.

Na zacatku jsou stripy vyjmuty ze cykléru a jsou ponechény se stocit po dobu jedné
minuty pti 2000 x g. Déle jsou ke kazdému nastépenému vzorku ptidany primery obsazené
vV roztoku Random Primers, kterého je napipetovano 2,5 pl a fadné také promichdno
pipetovanim. Vzorek je opét kratce stocen v centrifuze a vloZen do termocykléru na 98 °C
na 3 minuty, kde dojde k denaturaci DNA teplem, a poté je zchlazen na 4 °C, ve kterych je
udrzovan. U periferni krve probiha fragmentace pouze teplotou, a proto je vzorek v tomto

kroku v cykléru 10 minut. Po ub&hnuti potfebné doby jsou stripy neprodlené pifemistény do
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zmrazeného stojanku a nasledné do mrazaku o teploté -20 °C na 5 minut. Poté jsou vloZeny
do lednice o teplot¢ 4 °C a ponechany po dobu piipravy MM s fluorofory. Takto

ptipravené vzorky jsou piipraveny ke znaceni.

Pfiprava master mixii pro =znaceni je nasledovna. Jsou pfipraveny 2
mikrozkumavky o objemu 1,5 ml a nadepsiany podle pouzivanych fluorofordi Cy3 —
deoxycytidintrifosfat (dCTP) a Cy5-dCTP. Cy3 (Eerveny) je pro vysetifované vzorky a Cy5
(zeleny) je pro referencni vzorky. Mastermix pro jeden vzorek obsahuje: 5 pl 5x reakéniho
pufru s 2,5 pl 10x deoxyribonukleosidtrifosfati (ANTPs), 0,5 ul DNA polymerazy Exo-
Klenowu a 1,5 pl ptisluSné barvy na vzorek. Pfipravené mastermixy jsou kratce stoceny a
stripy vyndany z lednice a také stoceny 1 minutu pii 2000 x g. Do kazdého vzorku je
napipetovano 9,5 ul ptislusného MM s Cy 3 nebo 5. V tuto chvili ma kazdy vzorek objem
25 ul, je stoCen a spolecné s ostatnimi premistén do termocykléru na program: 37 °C 2

hodiny, poté 65 °C 10 minut a 4 °C, ve kterych je dale udrzovan.

Znactena DNA je v nasledujicich krocich piecisténa pomoci kolonek s filtrem.
Z termocykléru jsou vyjmuty stripy se vzorky a stoCeny 1 minutu pii 2000x g. Znacena
DNA je piidana do 430 ul Tris-ethylendiamintetraoctového (TE) pufru o pH 8. Do novych
popsanych mikrozkumavek jsou umistény kolonky a je napipetovan cely obsah znacenych
a nafedénych DNA vzorkt a referenci. Vzorky jsou centrifugovany 10 minut pii 14000 % g
a po stoceni je odstranén eluat, piidan 1xXTE v objemu 480 ul a vzorky jsou znovu sto¢eny
pii stejnych otackach i ¢ase. Dale je opét odstranén eluat i s mikrozkumavkou, kolonky se
nasledné¢ pfeto¢i dnem vzhiru do nové popsané mikrozkumavky a zcentrifuguji se pii
mensich otackach i ¢ase na 2 minuty pii 1000 x g (Cheung, Patel, Li, 2016). Takto je
ziskéna preciSténa fluorescencné znacend DNA. U vSech vzorkl je tedy tieba stanovit
vytézek a specifickou aktivitu. Timto postupem jsou ovéfeny koncentrace, inkorporace
barviv ve vzorcich a referencich pomoci spektrofotometru. Na zakladé ziskanych dat je ze
vzorce vypoctena mira znaceni a specificka aktivita. Zasadni je znalost specifické aktivity,

jejiz hodnota nesmi byt pod 20 pmol/ pug u Cy3 a 15 pmol/ pg u Cyb.

S precisténou zna¢enou DNA nasleduje pfiprava hybridizaéni smési a samotna
hybridizace. Nejprve je ke kazdému vzorku pfifazena vhodna reference s ohledem na
pohlavi a koncentrace po znafeni. Mikrozkumavky jsou popsany cislem vzorku a
hybridizaéni MM je pfipraven napipetovanim 22,5 pl hybridiza¢niho pufru s 4,5 pl 10%
aCGH blokujiciho ¢inidla a 2 ul lidské Cot-1 DNA pro kazdy vzorek. Dale je slouceno 12
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ul od ptitazeného referen¢niho i testovaného vzorku, dohromady mé tedy vzorek 24 pl. Pfi
rozdilnych koncentracich daného paru mize byt upraven pomér ptridavanych mnozstvi pro
lepsi kompatibilitu. V tento moment je pridan ptipraveny hybridizaéni MM v objemu 43.5
ul, vzorek je homogenizovan pipetovanim, kratce stocen a vlozen do termocykléru
s vysokou teplotou v prvni fazi: 95 °C na kratké ptsobeni 3 minuty. Nasleduje faze
ochlazeni na 37 °C pul hodiny a s touto teplotou je vzorek zpracovan dale. V prub¢hu
zpracovani vzorku v termocykléru je pfipravovana hybridizaéni pec, aby byla jeji vysledna
teplota 67 °C. Po ub&hnuti programu termocykléru jsou vzorky kratce stoCeny a
neprodlené je napipetovano 44 ul vzorku do pfislusného policka na tésnicim skli¢ku
(gasket slidu) umisténém ve vytemperovaném, otevieném drzaku, takovou technikou, aby
vzorek nevzlinal na gumiCky, kterymi je policko ohrani¢eno. Na tésnici sklicko je
ptilozeno ¢ipové sklo obsahujici oligonukleotidové sondy. Poslednim krokem hybridizace
je utdhnuti drzaku, kontrola hladin poli, spravné rozprostieni tekutiny po celé hybridiza¢ni
ploSe, aby nebyla vynechana zadna sonda, takového stavu je dosazeno otaivym pohybem.
Drzék s ¢ipem je umistén do vytemperované pece a vyvazen. Hybridizovan je po dobu 24

hodin pti 67 °C a rotaci 20 rpm.

Na zavér je tfeba odmyt zbytky nenavazané hybridizacni smési. K tomu jsou
uréeny 2 odmyvaci pufry (WB). Odmyvaci pufr 1 je nalit do 2 nadob, do 3. nadoby je nalit
odmyvaci pufr 2 a ten ponechan ve vodni lazni temperovat na 37 °C. Z kovového drzaku je
odebran horni dil a ¢ip je vlozen do nadoby s WB1, kde je pinzetou provedeno jemné
oddéleni tésniciho sklitka od zbytku &ipu. Cip je pak vypran opakovanymi pohyby pod
hladinou pufru. Dale je pfemistén do druhé nadoby, opét s WB1, a je odmyvan
magnetickou michackou po dobu 5 minut. Nakonec je vloZzen do posledniho pufru WB2,
kde stravi 1 minutu a je pouzivany roztok je promichdvan otadCenim zkumavky. Pied

skenovanim je ¢ip ulozen v 0zonové bariéie a musi byt zabranéno jeho vystaveni svétlu.
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9.1.9 Postup QF-PCR
Pted samotnou analyzou probiha ptiprava vzorku, DNA a PCR. Nejprve musi byt

ptipraven vzorek. Z PV je ziskan stoCenim, odsatim piebytecné tekutiny a vznikem 1 ml
bunééného peletu, ktery je resuspendovan Pasteurovo pipetou a pieveden v objemu 100 pl
do Eppendorfky. U choriovych klki jsou ocisténé klky nastépeny kolagenazou a poté
trypsinem pii 37 °C. Kolegenaza se necha pusobit 35 minut, trypsin pouze 25 minut.
Stépeni je zastaveno pfiddnim 2 ml media. K analyze je tieba jen 100 pl vytvofené

bunééné suspenze (Mann et al., 2008).

Piiprava DNA probiha centrifugaci pfi 12 000 g na 1 minutu, odsatim a ziskanim
peletu bez obsahu krve. V piipadé, ze obsahuje krev z vice jak 40 %, je vzorek promyt 200
ul deionizované vody, kterd zplisobi lyzu erytrocytli, zvortexovan a je odstranén
prebyte¢ny promyvaci roztok. Dale je pipetou pfidano v rozmezi 100-400 pl InstaGene
matrice (chelex pryskyfice), kterd vychytd inhibitory PCR vzniklé buné€nou lyzou a smés
je nasledné inkubovéana na 100 °C po dobu 8 minut. Zvortexovana pii vysokych otackach
na 10 s a pelet je zcentrifugovan 3 minuty na 12 000 g. Hotova DNA je pfemisténa na led a
miize byt skladovana pii — 20 °C (Mann et al., 2008; BIORAD, 2024).

Ptiprava PCR spociva ve vytvofeni master mixi o objemu 20 ul, do kterych bude
nasledn¢ pfiddna DNA. MM obsahuje vybrané fluorescenéné znacené primery, Thermus
aquaticus DNA polymerazu (Tag), dNTPs a oligonukleotidové neznacené primery.
K piipravenému MM je tedy pfidano 5 pul suspenze DNA a 1 kapka mineralniho oleje. Tato
smés je umisténa do termocykléru nastaveného na denaturaci a aktivaci Taq polymerazy
pii 95 °C na 15 minut. Déle probéhne 25 cykli. Prvné dochazi k mirnému zchlazeni (94
°C/ 30 s), které zptisobi rozdéleni DNA na jednotlivé fetézce. Nasledujici zchlazeni (58 °C/
90 s) umoznujici vazbu primert a tfeti je ohtati na nizsi, nez ptvodni teplotu (71 °C/ 90 s)
kdy jsou nasyntetizovany nové fluorescencné znacené DNA fetézce. V kone¢né syntéze je
vzorek 20 minut pii 72 °C a uskladnén muze byt pii 10 °C. Na rozdil od a-CGH neni

Cisténi prebytecnych primerd nutné (Mann et al., 2008).

Na zavér jsou do kazdé jamky PCR desticky pfidany 3 pl produktu PCR s 15 pl
vysoce deionizovaného formamidu, ktery neni¢i fluorescencni znacku. Poté probéhne

denaturace pii 95 °C po dobu 2 minut a desticka je okamzité¢ pfemisténa na led (Mann et
al., 2008).
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10 ANALYZA A INTERPRETACE VYSLEDKU

10.1 Nejcastéjsi vrozena chromozomova aberace

Nasledujici graf zobrazuje rozloZzeni vSech 335 odhalenych nalezi
chromozomovych aberaci ziskanych odbérem AMC a CVS v letech 2019-2023
vysetienych viemi dostupnymi metodami véetné molekularné genetickych. Cast ostatni

zahrnuje dalsi nalezené chromozomové aberace popsané v Tabulkéch 5 a 6 pfilohy.

Graf 2: Néalezy jednotlivych chromozomovych aberaci

NALEZY CHROMOZOMOVYCH ABERACI Z LET
2019-2023

B Nebalancované aberace
B M. Down +21

® Edwards. Sy

B 69,XXY (XXX)

M balanc. aberace
M ostatni

165, 49%

98, 29%

Zdroj: vlastni

10.2 Pocet nalezii chromozomovych aberaci zjiSténych metodou array-

CGH ve srovnani s klasickym karyotypem
Metodou array-CGH bylo zjisténo 107 chromozomovych aberaci, karyotypem pak
169, dalsi metody molekularni genetiky (napiiklad SNP) jich odhalily 59. Mftizkou jsou
oznaceny nalezy, které by array-CGH odhalila také. Do negativnich jsou zapoditany také
nalezy molekularni genetiky a jiné nalezy nez chromozomové aberace, jelikoZ nebyly

vySetfeny ani jednou ze sledovanych metod.
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Graf 3: Pocet nalezii jednotlivymi metodami

107; 3%

W pozitivni nalezy array-CGH
@ pozitivni nalezy karyotyp

W@ negativni nalezy celkem

Zdroj: vlastni

10.3 Konkretni nalezy aberaci odhalené array-CGH

Array-CGH odhalila 106 bodovych mutaci (nebalancovanych aberaci) popsanych
v tabulkach ptilohy (Tabulka 7-11) a 1 mozaiku +7. Z celkovych 3890 odbéra byl zachyt
touto metodou 2,75 %. Nejéastéji se objevovaly nebalancované aberace v oblasti 22q11.23
a to ve 12 nalezech. Dale pak v oblastech: 16p13.11- 9 nalezt, 1921.1- 9 nalezt a 15q11.2-

7 nalezu.

Kazuistika — Prenatdlni analyza s pozitivnim screeningem 1. trimestru nalezena

pomoci array-CGH

Tehotenské stari: 16
Anamnéza téhotné:

e Gravidita: 3.
e Primipara
e Rodinnd anamnéza jeji i partnera bez genetické zatéze

e Subjektivné bez obtizi
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Vysledky:

Screening 1. trimestru: Riziko Downova syndromu 1 z 252

Mikrodelece 90 kb v oblasti 22q11.21 (18,894,835-18,984,519)
Neobsahuje oblast gent kauzalnich pro DiGeorgetiv syndrom (DGS), avSak
sousedi s danou oblasti.

Ultrazvukové vysetieni:

Drobna cysta v oblasti krku (4 mm) - pravdépodobné branchiogenni cysta
Regrese nélezu oproti 1. trimestru
Plod zhodnocen jako normalni bez zjisténych morfologickych abnormalit s

ohledem na gestacni stari

Postup genetického laboratorniho vysetieni:

Zaver:

Metodou QF PCR ve vzorku plodové vody nebyly prokazany aneuploidie
chromozomu 13, 18,21, X a Y.

Molekularné cytogenetické vysetteni poctu kopii CNV metodou a-CGH:

5 - arr[GRCh37] 22g11.21(18706001_21505417)x1 - patologicka
odchylka poctu kopii (CNV)

V array profilu plodu muzského pohlavi byla ve vzorku plodové vody
nalezena 2,8 Mbp heterozygotni mikrodelece chromozomu 22g11.21
(18,706,001-21,505,417).

Mikrodelece zahrnuje zejména geny DGCR2, PRODH, SLC25A1, HIRA,
GP1BB, TBX1, COMT, PI4KA, SERPIND1, NAP29, LZTR1.

Vyznam aberace je patologicky, popisovany jako
,DiGeorge/Velokardiofacialni  (DGS/VCFS)  syndrom®.  Dé&di¢nost

autozomalné dominantni.

Fenotypovy projev onemocnéni DGS:

Srdec¢ni vady
Facialni dysmorfie

Anomalie Celisti
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e \Vyvojové zaostavani
e Deficit imunity

e Hypokalcemie

Obrazek 6: Porovnani vysledkii matky a plodu

matka 2 plod 2
p124
p11.24
an.214 || 3 |
q11.22 : I
Il <4 -
q12.1+ ;, |
q12.2 I
q12.3- & .
qQ13.14 3 I
q13.2 et l
q13.314 K l
q13.32 1 I E
2 1 0 1 2 -2 1 0 1 2

Zdroj: archiv Genetika Plzen

10.4 Konkretni nalezy aberaci odhalené vySetfenim karyotypu

Vysetteni karyotypu odhalilo 169 (4,3 %) chromozomovych aberaci z 3890 odbéru.
Konkrétni rozlozeni nalezti je znazornéno v Grafu 3. Nejvétsi ¢ast nalezi tvoii Downiv
syndrom s 98 nalezy (58,3 %), dale pak Edwardsiv syndrom 25 nalezu (14,9 %), triploidie
69, XXX/XXY-8 nalezi (4,8 %), Patauiv syndrom- 7 nalezu, balancované aberace- 7
nalezi, mozaiek 45, X/46, XY/46, XX, 47, XXX- 6 nalezu, Klinefelterav syndrom- 5
nalezq, trizomie autozomu- 3, 47 XXX- 3, Turnertv syndrom- 3, dvé balancované aberace

vzniklé de novo a 1x XYY.
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Graf 4: Chromozomové aberace nalezené vySetifenim karyotypu

trizomie autosomu + 3
balanc.ab.de novo 2
balanc. aberace 7
69,XXY (XXX) 8
XYy 1
mos 45,X/46,XY (46,XX)/47,XXX 6
Klinefel. sy 47,XXY 5
47 XXX 3
Turner sy 45,X 3
Patau sy +13 7
Edwards sy +18 25
M. Down +21 98
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Zdroj: vlastni

10.5 Pocet balancovanych aberaci nezjistitelnych array-CGH

Tabulka zobrazuje pocet zjisténych balancovanych aberaci v letech 2014-2018,
které by nemohly byt zjistény metodou a-CGH. Z celkovych 3481 odbéri bylo karyotypem
nalezeno 7 balancovanych aberaci, tedy 0,2 % ztoho 3 vznikly de novo. Array-CGH

neodhali 0,09 % de novo vzniklych balancovanych aberaci.

Tabulka 1: Nalezy balancovanych aberaci diky provedeni karyotypu

Nalezy balancovanych aberaci

1 45,XY,rob(14;22)(q10;g10)dn

2 46,X,inv(Y)(p11.2911.23)pat

3 46,XX,inv(3)(p23pl3)mat parac. inv.
4 46,XY,inv(2)(p11lgl3)pat

5 46,XY,inv(2)(p13ql4.2)dn

6 46,XY,1(3;13)(g23;q14.1)dn

7 46,XY,t(4;11)(q33;p13)pat

Zdroj: vlastni
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DISKUZE

Z analyzy 335 vzorku pozitivnich na chromozomovou aberaci bylo zjisténo, ze
nejcastgjsimi VCA zjisténymi arrayi nebo karyotypem jsou nebalancované aberace, které
byly zastoupeny v po¢tu 328 a tvotily 98 % nalezti VCA. Z toho 107 bodovych mutaci
bylo zjisténo metodou array-CGH a 59 metodami molekularni genetiky. Array-CGH tedy
odhalila vétsinu téchto bodovych mutaci- 64 %. Skupina bodovych mutaci vSak zahrnuje
vice riznych mensich aberaci, které mohou, ale nemusi mit fenotypovy dopad na jedince.
Na rozdil od jasného patologického nédlezu Downova syndromu s danymi fenotypovymi
projevy, ktery je druhym nejcastéj$im nalezem Vv na$i vybrané skupiné téhotnych- 98
piipadt (29 %) a je nejCastéji vySetfovan stanovenim karyotypu. Array by vsak jakoZto
metoda 1. volby po vySetieni QF-PCR, tento nalez odhalila také. Jelikoz jsou
nebalancované aberace skupina vice potencionalnich onemocnéni, tak pokud bychom méli

urcit konkrétni nejcastéjsi onemocnéni, bude jim Downliv syndrom.

Metodou Array-CGH bylo zachyceno o 2,75 % chromozomovych aberaci vice (107
pozitivnich nélezi z 3890 odbér) nez pokud bychom vySetiovali pouze karyotyp, ktery
zachytil celkem 169 aberaci (4,3 % z 3890 odbéra). Slabinou arraye je naptiklad jeji

finan¢ni naro¢nost oproti karyotypu.

Jak jiz bylo zminéno vySe array ma svou nezastupitelnou roli ptfi vyhledavani
bodovych mutaci. Vyuzivana je také Casto pro postnatalni diagnostiku. Nejéastéjsi oblasti
s chromozomalni aberaci u ni byla 22911.23 s 12 prenatalnimi nalezy. Dalsimi oblastmi
byly 16p13.11- 9 nalezid, 1g21.1- 9 nalezi a 15q11.2- 7 nalezi. Tyto nadlezy odpovidaji
nachylnym chromozomtim s vysokym podilem oblasti konstitutivnino heterochromatinu
(1, 9, 6) a akrocentrické chromozomy (13, 14, 15, 21, 22).

Piestoze je vySetfeni karyotypu ¢im dal méné pouzivané oproti historii, kdy byly
omezeng&j$i moznosti diagnostiky, zachycuje nejéastéjsi geneticka onemocnéni se znamym
fenotypovym projevem. Stale je jeho vySetfovani nejvice efektivni pro stanoveni velkych
chromozomovych aberaci (trizomii), kviili mensi finan¢ni zatézi. Jeho nalezy by vsak array
odhalila také a nyni se jiz podle doporuceni odborné spole¢nosti od roku 2018 vysetiuje
pouze dodate¢né k arrayi. Sviij vyznam ma nyni hlavné kvili odhaleni balancovanych
aberaci, které array nezachyti. U této metody hraje vice nez v kterékoliv jiné lidsky faktor.
Karyotyp totiz neni automatizovan oproti jinym metodam. Jeho hodnoceni je také

naro¢néjsi nez u jinych metod a je tfeba dlouholeté praxe pro rozeznani hlavné velikostné
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mensich aberaci a rozeznéni jednotlivych chromozomu a jejich pruhi. Také je tfeba vice
zamestnanct kvili hodnoceni. Rozlozeni nasich nalezi odpovida castym chromozomalnim
onemocnénim ziskanym prostfednictvim stanoveni karyotypu. Downav syndrom byl v 98
vzorcich, Edwardsuv syndrom v 25 vzorcich, triploidie 69, XXX/XXY v 8 vzorcich,
Patautv syndrom Vv 7 vzorcich, balancované aberace také v 7 vzorcich, mozaika 45, X/46,
XY/46, XX, 47, XXX v 6 vzorcich, Klinefeltertiv syndrom Vv 5, trizomie autozomu ve 3, 47
XXX ve 3, Turneruv syndrom ve 3, balancované aberace vzniklé de novo ve 2 vzocich a

jeden vzorek s XYY.

Metodou array-CGH neni od roku 2019 na Genetice Plzeni detekovano piiblizné
0,09 % de novo balancovanych aberaci. Z dat v letech 2014-2018, kdy nebyla pro ovéfeni
po QF-PCR pouzivana array, ale karyotyp byly zaznamenany 3 takto vzniklé aberace.
Balancované aberace sice array neodhali, ale vadu zdédénou od otce nebo matky bychom
presto dnes diky jejich porovnani s potomkem odhalili a karyotyp by tedy nebyl tieba
vysetfit. Z hlediska finan¢niho 1 zatiZeni pracovnikl se nevyplati kviili 3 naleziim za 4 roky

vySettovat karyotypem misto Cipu.
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ZAVER

Prdce se zabyvala popisem jednotlivych zejména invazivnich prenatalné
genetickych metod a postupt vySetfeni. V kontextu indikace ke genetickému vysetifeni
byly zminény i dalsi metody z jinych obora — biochemické markery, ultrazvukové
markery. Hodnoceny byly ale pouze metody genetické a jejich vyhody a nevyhody. Pro
porozumeéni ziskanych nalezt byly popsany také principy vzniku nejcastéjsich genetickych
onemocnéni. Zjisténo bylo procento diagnostikovanych vzorka s pozitivnim nélezem
n¢které vrozené chromozomoveé aberace vysettenych metodami array-CGH a karyotyp.

Hodnocena je také problematika vySetieni de novo vzniklych balancovanych aberaci.

Metoda array-CGH je sice finan¢né naro¢néjsi, ale dokaze odhalit jak bodové
mutace, tak velké chromozomové aberace. Zvysuje tedy zachyt o dalsich 2,75 % nalezd
z celkovych 3890 odbéru na kone¢nych 7 % pozitivnich nalez chromozomovych aberaci.
Od roku 2018 je v CR odbornou spoleénosti array-CGH upiednostiiovana pied vysetienim
karyotypu u prenatalnich vzorki. Po jejim zavedeni se zvySil zachyt patologii. Ideélni
variantou je po vySetieni arrayi dod¢lat také karyotyp kvili balancovanym aberacim, které
array neodhali. Mnozstvi zachytu balancovanych aberaci je vSak tak malé (7 z 3481
vzorku; 0,2 %), ze od roku 2019 Genetika Plzen vySetteni karyotypu po arrayi neprovadi.

Navic pro probihajici téhotenstvi neni neznalost karyotypu problémem.

Dale bych chtéla dodat, ze poméry pozitivnich zachycenych nalezit ku dané
vySetfovaci metodé se mohou na jinych pracovistich vyrazné liSit pfi pouziti jiné
diagnostické strategie, vybéru jiné skupiny vzorkl, napiiklad postnatdlni tkané a také
existuji nepatrné rozdily mezi kraji Ceské republiky. Tyto rozdily mohou byt porovnavany

s naSimi zjisténymi vysledky v dal$ich vyzkumnych pracich.
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Piiloha A — Anonymizovana medicinska data

Obrazek 1.

Gynekologové

11.-13. tyden UZ- NT 10.- 12. tyden
PAPP-A, FB-hCG

CVS/AMC

> 1/100

Vypocet rizika

1/101-1/500 | B

NIPT

AFP, hCG, UE3 v 16. - 18. tydnu |

>1/100

Vypoletrizika ———> AMC

1/101— 1/300 |

UZ v 16. tydnu UZ ve 20.- 22. tydnu

Obréazek 2.

Tabulka 2: Po¢et provedenych metod pro prenatélni diagnostiku

rok 2023 2022 2021 2020 2019
metoda celkem

karyotyp 42 70 403 387 325

a-CGH 668 723 651 683 406

Zdroj: vlastni



Tabulka 3: Vysledky prenatalni diagnostiky

rok 2023 2022 2021 2020 2019
Nalezi celkem 177 194 225 243 220
Chromozomalni 63 67 79 58 68
aberace
Zdroj: vlastni
Tabulka 4: Pocet provedenych invazivnich odbéru
Invazivni vykony  r. 2023 r. 2022 r. 2021 r. 2020 r. 2019
AMC 615 644 723 808 756
CVS 48 61 61 78 84
celkem 663 705 784 898 840
Zdroj: Genetika Plzen
Tabulka 5: Nalezy chromozomalnich aberaci po amniocentéze
Nalezy 2023 2022 2021 2020 2019
chromozomalnich
aberaci po AMC
Chromozomalni aberace Pocet
(PLZEN+GW)
M. Down +21 10+1 10 6 5 10
Edwards sy +18 1 1 2 1 1
Patau sy +13 0 0 1 0 0
Turner sy 45X 0 0 0 0 1
47, XXX 0 0 0 0 1
Klinefel. sy 47, XXY 1+1 0 2 0 1
mos 45,X/46,XY 1 0 1 0 0
(46, XX)/47, XXX
XYY 0 1 0 0 0
mos +7 0 0 0 1 0
69, XXY (XXX) 0 0 0 1 1
nebalanc. aberace 25+2 27 37 28 23
(karyotyp + ¢ip)
balanc. aberace 1 2 1 1 1
balanc.ab.de novo 0 0 0 0 2
celkem 43 41 50 37 41
7% 6,4% 6,9% 4,5% 5,40%

Zdroj: Genetika Plzen



Tabulka 6: Nalezy chromozomalnich aberaci po CVS

Nalezy 2023 2022 2021 2020 2019
chromozomalnich
aberaci po CVS
Chromozomalni aberace Pocet
(PLZEN+GW)

M. Down +21 4 12 16 13 11
Edwards sy +18 3+1 2 3 4 7
Patau sy +13 2 0 3 0 1
Turneruv sy 45,X 1 0 1 0 1
47 XXX 1 0 0 0 1
Klinefel. sy 47, XXY / 0 0 0 0 0
48 XXYY
mos 45,X/46,XY 1+1 1 0 0 0
(46,XX)/47, XXX
XYY 0 0 0 0 0
trizomie autosomu + 2 1 0 0 0
69,XXY (XXX) 1 3 1 1 0
nebalancovana aberace 3 6 5 3 6
(karyotyp + ¢ip)
balancovana aberace 0 1 0 0 0
balancovana aberace de 0 0 0 0 0
novo

celkem 20 26 29 21 27

42% 43% 47% 27% 32%

Zdroj: Genetika Plzen
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Nalez

arr[GRCh37] Xq27.1(139178537_139587647)x2 mat
arr[GRCh37] 16p13.12p13.11(14762239_16194578)%1 mat
arr[GRCh37] Xq13.2(72947546_73096113)x3
arr[GRCh37] 1q21.1(145415190_145799602)x3 mat
arr[GRCh37] 15911.2913.1(23707452_28691460)x1 dmat
arr[GRCh37] 12p13.31(6097657_6219587)x1 pat
arr[GRCh37] 18022.3(69711229 72488411)x1 pat
arrf[GRCh37] 11p15.1(16324829 16404828)x1 pat
arrff[GRCh37] 2031.2(178718748 178869261)x1 mat
arr[GRCh37] 16p12.2(21348901_21837551)x1
arr[GRCh37] 8924.22024.23(136328739_139272868)x3 dn
arrf[GRCh37] 16p13.11(14910205_16525348)x1 pat
arr[GRCh37] 10p15.3(136361_1649194)x1

arr[GRCh37] 3p26.1p25.3(7028124 11712047)x1 dn
arr[GRCh37] 1921.1921.2(145415190_148545520)x1
arr[GRCh37] Xg28(154118643 154469537%3 mat
arr[GRCh37] 1921.1g21.2(146507518 147824207)x1
arr[GRCh37] 10q11.22-g11.23(46949255 51780909)%3 pat
arr[GRCh37] 220911.21(21025654_21561514)x1 mat

arr[GRCh37] 13q21.2(60314191_60541046)x1 pat
arr[GRCh37] 16p11.2(29592783_30190568) x1 dn

Tabulka 7: Nalezy z ¢ipt 2023

Velikost

(kbp)
409

1400
150
384

5000
122

2800

80
150
360

3900

1600

1500

4700

3100
350

1300

4800
530

227
598

Geny

SOX3

NTAN1, MARF1, NDE1, MYH11

XIST, TSIX

HFE2, RBM8A, PEX11B

SNRPN a UBE3A

VWF

CYB5A, ZNF407

SOX6

PDE11A

OTOA

KHDRBS3

NTAN1, MARF1, NDE1, MYH11, ABCC6
ZMYNDL11, DIP2C, LARP4B, IDI2, IDI1, ADARB2

GJAS, GJA8, RBM8A
MTCP1, BRCC3, VBP1+ ¢ast F8
FMOS5, CHDL1L, BCLY, GJA5, GJA8, GPR89B

vice nez 20 genti

PI4KA, SERPIND1, SNAP29, CRKL, AIFM3, LZTR1, THAP7, P2RX6,
SLC7A4
DIAPH3

KIF22, PRRT2, ALDOA, TBX6

Zdroj: vlastni
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13
14
15
16
17
18

19
20
21
22

Nalez

arr[GRCh37] 3p26.1(7543602_7876315)x3
arr[GRCh37] 8p23.1(7239491_12404062)x1
arr[GRCh37] Xp22.33(602488 1212563)x1 pat
arr[GRCh37] 22011.21(19058829 21561514)x3 mat
arr[GRCh37] 15q11.2(22765628 23300287)x1 dn
arr[GRCh37] 15026.2(94,634,225-94,899,346)x1
arr[GRCh37] 17p12(14111772_15442066)x1 mat
arrf[GRCh37] 22911.21(18661724 21505417)x3 mat
arr[GRCh37] 16p13.11(14910205_16194578)x3

arrf[GRCh37] 2912.2q13(107132950_113065779)x3 pat

arr[GRCh37] 1¢21.1921.2(145415190_148545520)x3
mat
arr[GRCh37] 5035.2(173143371_174261924)x1 pat

arr[GRCh37] 14q11.2q12(20608216_26101656)x3[0.45]

arr[GRCh37] 22q11.21 (18894835 21505417)x3
arr[GRCh37] 4¢35.2 (189703193_190896674)x1 mat
arr[GRCh37] 3¢21.3(127754164_128267067)x1 dn
arr[GRCh37] 17q12 (34856055 _36248918)x3 mat
arr[GRCh37] 22¢11.21(18706001_21505417)x1

arr[GRCh37] 16p13.11(14968855_16586915)x3 mat
arr[GRCh37] 17q12(34856055_36248918)x3 mat
arr[GRCh37] 22q11.23(23720171_24959827)x3 mat
arr[GRCh37] 16p11.2(28503803_29331350)x1 mat

Tabulka 8: Nalezy z ¢ipt 2022

Velikost

(kbp)
332

5200
610

2500
535

265

1300
2800
1500
5900
3100

1120
5500
2600
1100
513
1400
2800

1600
1400
1200
800

Geny

GRM7

GATA4, MFHASL, RP1L1, BLK

SHOX

vice nez 40 gentl, zejména DGCR a TBX1

TUBGCPS5, CYFIP1, NIPA2, NIPAL

MCTP2

PMP22

vice nez 40 gentl, zejména DGCR a TBX1

vice nez 10 gend (NDE1, MYH11)

BUBL, BCL2L11, MERTK, SLC5A7, RANBP2, EDAR, NPHP1

vice nez 20 gend (vyznamné GJAS, GJAS, FMOS, CHDI1L, BCL9,
GPR89B, RBM8A, HFE2, PEX11B)
CPEB4, NSG2, MSX2

vice nez 40 gentl, zejména DGCR a TBX1

FRG1

SEC61A1, GATA2, RUVBL1, EEFSEC, DNAJB8
CCL3L1, ZNHIT3, PIGW, ACACA, HNF1B

DGCR2, PRODH, SLC25A1, HIRA, GP1BB, TBX1, COMT, PI4KA,
SERPIND1, NAP29, LZTR1
vice nez 10 geni (NDE1, MYH11)

CCL3L1, ZNHIT3, PIGW, ACACA, HNF1B
vice nez 15 gentd (IGLL1, CHCHD10, SMARCB1, MIF, SPECC1L, UPBL1)
ATXNZL, TUFM, ATP2A1, RABEP2, CD19, NFATC2IP, SPNS1, LAT

Trida
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23 arr[GRCh37] 4922.1(88144971_92883746)x1 mat 4700 DSPP, DMP1, PKD2, ABCG2, PPM1K, PIGY, SNCA
24 arr[GRCh37] 2q13(111368832_113065779)x1 1600 MERTK, BCL2L11, MIR4435-2HG, ANAPC1, TMEMS87B, FBLN7
Zdroj: vlastni



Pacientka

N -

O© 00 N O Ol W

10
11
12
13

14
15
16

17
18

19
20

Nalez

arr[GRCh37] 15q15.3(43916972_43950720)x1
arr[GRCh37] 22q11.21(20754422_21505417)x1

arr[GRCh37] 15q11.2(22765628_23217514)x1
arr[GRCh37] 10022.3923.2(81641918 88828018)x3 mat
arr[GRCh37] 16p13.11(15148956_16525348)x3 mat
arr[GRCh37] 16p11.2(29592783_30190568)x1 mat
arr[GRCh37] 1g21.1(145415190_146507577)x3 pat
arr[GRCh37] Xp22.33(505649 598832)x3 mat
arr[GRCh37] 16p13.11(14910205_16194578)x3
arr[GRCh37] 11p14.2(26330690_26490621)x1
arr[GRCh37] 17p12(14111772_15442066)x1
arr[GRCh37] 22911.21(18919942_21505417)x3
arr[GRCh37] 1g21.1921.2(145415190_148545520)x3 mat

arr[GRCh37] 1¢21.1921.2(146507518_148545520)x3 pat
arr[GRCh37] 16p13.11p12.3(15404452_18306854)x3 mat
arr[GRCh37] 22q11.21(20402633_21440514)x1

arr[GRCh37] Xp28(153731421_154091669)x3
arr[GRCh37] 22q11.21(21025654_21440514)x1 mat

arr[GRCh37] Xq13.1 (67906844 _68617563)x3 pat
arr[GRCh37] 7q11.23(72766313_74285345)x3 mat

Tabulka 9: Nalezy z ¢ipa 2021

Velikost

(kbp)
33

750

451
7100
1300

598
1100

93

1300

160
1300
2600
3100

2100
3200
1000

360
414

710
1500

Geny

STRC, CATSPER?2

PI4KA, SERPIND1, SNAP29, CRKL, AIFM3, LZTR1, THAP7,
P2RX6, SLC7A4
TUBGCP5, CYFIP1, NIPA2, NIPA1

vice nez 20 gentl (kauzalni BMPR1A)

vice nez 10 gentt (NDE1, MYHI11)

KIF22, PRRT2, ALDOA a TBX6

vice nez 20 geni, HFE2, RBMSA, PEX11B
SHOX

vice nez 10 gend (NDE1, MYH11)

ANO3

PMP22

vice nez 40 gentl, zejména DGCR a TBX1

vice nez 20 gent (vyznamné GJAS, GJA8, FMOS, CHDIL,
BCL9, GPR89B,

RBMS8A, HFE2, PEX11B)

13 gentl (GJAS, GJA8, FMOS, CHDI1L, BCL9, GPR89B)

vice nez 10 genti (OMIM: NDE1, MYH11)

PI4KA, SERPIND1, SNAP29, CRKL, AIFM3, LZTR1, THAP7,
P2RX6, SLC7A4

F8, G6PD, IKBKG, DKC1, FAM3A, CTGx, MPP1

PI4KA, SERPIND1, SNAP29, CRKL, AIFM3, LZTR1, THAP7,
P2RX6, SLC7A4

EFNB1

Trida
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21
22
23
24

25
26
27

28

29

arr[GRCh37] 16p11.2(29592783_30122538)x3
arr[GRCh37]Xq27.3q28(146977059_147272946)x1 mat
arr[GRCh37] Xp22.31(6570937_7885155)x1 mat
arr[GRCh37] 2q13(111368832_113065779)x1 mat

arrf[GRCh37] 15011.2(22765628 23300287)x1 pat
arr[GRCh37] 2p16.3(51212279 51446873)x1
arrf[GRCh37]

8400, 25

22013.20913.33(42711036_51063485)%3,22013.33(51152845_51178264)x1

arr[GRCh37]

Ypl11.32p11.2(10701_60000amp,60001_2699520amp,2699521 8875193amp)x3,
Y(ql1.22211.23(20826207_28609977) x0,15013.2013.3(30954726_32635959) x1

arr[GRCh37] 2p21(43559726_44586952)x1 mat

Zdroj: vilastni

530
296
1300
1600

534
234

1600

1000

KIF22, PRRT2, ALDOA a TBX6

FMR1

STS, VCX

MERTK, BCL2L11, MIR4435-2HG, ANAPC1, TMEMS87B,

FBLN7
TUBGCP5, CYFIP1, NIPA2, NIPA1

NRXN1
SHANKS3

ARHGAP11B, FAN1, TRPM1, MIR211, KLF13, OTUD7A,
CHRNAY

THADA, PLEKHH2, DYNC2LI1, ABCG5, ABCG8, LRPPRC,
PPM1B, SLC3A1, PREPL

A B DD
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Tabulka 10: Nalezy z ¢ipa 2020

Nalez Velikost
(Kbp)
arr[GRCh37] 1q21.1(145415190_145799602)x3 mat 385
arr[GRCh37] 8921.3022.1(92851454 94050462)x1 mat 1200
arr[GRCh37] 10911.22011.23(46949255 51911085)x1 5000
arr[GRCh37] 9¢22.33(101661436_102042338)x3 mat 380
arr[GRCh37] 22011.23(23720171_24959827)x3 1200
arr[GRCh37] 18012.1(29064917_29988495)x3 dn 920
arrf[GRCh37] 8p11.21p11.1(42970273_43529733)x3 mat 560
arrf[GRCh37] 16p13.11p12.3(15279997_18853085)x3 mat 3500
arr[GRCh37] 15911.2(22765628_23300287)x1 mat 534
arr[GRCh37] 17p12(14111772_15442066)x1 1300
arr[GRCh37] 3p26.3(93949_2599012)x1,3p26.3p26.2(2610464_3161076)x3 mat 2500, 550
arr[GRCh37] 16p13.11(14968855_16525348)x3 1500
arrf[GRCh37] 8¢21.3922.1(92851454 94050462)x1 mat 1200
arrf[GRCh37] 1921.1921.2(146507518 147824207)x1 mat 1300
arr[GRCh37] 15911.2(22765628_23300287)x1 535
arr[GRCh37] 11923.3025(120083628 _134868407)x1, 17700,
12p13.33p11.1(230421_34091162)x4 [0,48],18021.2023(51163377_78012829)x3 26800,
34000

Zdroj: vlastni

Geny

20 gent (geny HFE2, RBMS8A, PEX11B)
RUNX1T1

RBP3, GDF2, ERCC6, CHAT, SLC18A3, MSMB
COL15A1, TGFBR1, ALG2, SEC61B

vice nez 15 gentl

(IGLL1, CHCHD10, SMARCBL1, MIF, SPECCIL, UPB1)
BAGALT®6, SLC25A52, TRAPPC8, RNF128, MEP1B, DSG2,
TTR, RNF125

GSNA, POTEA, POMK

vice nez 10 gend (NDE1, MYH11)

TUBGCP5, CYFIP1, NIPA2, NIPA1

PMP22

CNTN4

10 genit (NDE1, MYHI11)

6 gentl, vyznamny RUNXI1T]1

FMO5, CHDL1L, BCLY, GJA5, GJA8, GPR89B
TUBGCP5, CYFIP1, NIPA2, NIPA1

Trida
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Pacientka

10
11
12
13
14

15

Nalez

arrf[GRCh37]
1041(216191211_216408493)x1 mat
arrf[GRCh37]
22011.21(18661724_21505417)x3 mat
arr[GRCh37]
22011.21(18894835_18984519)x1
arr[GRCh37]
16p12.2(21728367_22407931)x1
arr[GRCh37]
6022.1(116329632_116542553)x1 mat
arr[GRCh37] 3p26.3(1197623_2399464)x3
mat

arrf[GRCh37]
15013.2913.3(30819465_32509926)x1
arrf[GRCh37]

15011.2(22765628 23300287)x1
arr[GRCh37] 1p36.32(2761325_3235959)x3
mat

arrf[GRCh37]
22013.2(42160470_42556331)x3 pat
arrf[GRCh37]
22011.21(18894835_18984519)x1 pat
arr[GRCh37] Xp22.33(452148 1217076)x1
arr[GRCh37] 2p16.3(51128857_51251557)x1
arr[GRCh37]
3029(195740357_197420612)x1 dn
arr[GRCh37]3029(195623819_197317103)x3

Tabulka 11: Nalezy z ¢ipa 2019

Velikost Geny

(kbp)
217

2800
90
680
212
1200
1600
535
470
400
90
765
120
1700

1700

USH2A

vice nez 40 gentl, zejména DGCR a TBX1
DGCR6, PRODH, DGCR5

OTOA

FRK, COL10A1

CNTN4, CNTN6

ARHGAP11B, FAN1, TRPM1, MIR211, KLF13,
OTUD7A, CHRNAY

TUBGCP5, CYFIP1, NIPA2, NIPAL

PRDM16

TNFRSF13C, NAGA a CYP2D6

DGCR6, PRODH, DGCR5

SHOX

NRXN1

RNF168, FBX045, PAK2, DLG1 de novo
TNK2, TFRC, SLC51A, PCYT1A, TCTEX1D2,

UBXN7, RNF168, WDR53, FBX0O45, NRROS,
CEP19, PIGX, PAK2, SENP5, NCBP2, PIGZ, MELTF, DLG1, BDH1

Trida
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16 arr[GRCh37] 1900 NTAN1, MARF1, NDE1, MYH11
16p13.12p13.11(14762239_16674321)x1 mat

Zdroj: vlastni
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