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ANOTACE

Bakalarska prace se zabyva charakteristikou vzacnych vrozenych syndromi
chromozomalni instability, tedy etiopatogenezi onemocnéni a jeho fenotypovym projevem.
Dale je v praci detailné popséna diagnostika onemocnéni SCI, kterd se opira jak o klinickou,
tak pfedevsim o laboratorni diagnostiku. V laboratorni diagnostice je uveden piehledny vycet
metod od konvenéni cytogenetické analyzy az po metody molekularn€ genetické. V neposledni

fad¢ se prace vénuje moznym preventivnim opatienim a 1écbé SCI.
KLICOVA SLOVA

Chromozom, chromozomova nestabilita, syndrom, gen, mutace, karcinom, diagnostika,

fenotypové projevy
TITLE

Chromosome Instability Syndromes and Their Genetic Diagnostics

ANNOTATION

The bachelor thesis deals with the characteristics of rare congenital syndromes of
chromosomal instability, the etiopathogenesis of the disease and its phenotypic manifestation.
Furthermore, there is a detailed SCI diagnosis, which is based on both clinical and mainly
laboratory diagnostics. In laboratory diagnostics exist a clear list of methods from conventional
cytogenetic analysis to molecular genetic methods. Finally, the thesis deals with possible

preventive measures and treatment of SCI.

KEYWORDS

Chromosome, chromosome instability, syndrome, gene, mutation, carcinoma,

diagnostics, phenotypic manifestations
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

A —adenin

ALL — akutni lymfocytarni leukémie
AML — akutni myeloidni leukémie

APS — adenosin 5'-fosfosulfat

AT — Ataxie teleangiektazie

ATP — adenosintrifosfat

BMI — Body Mass Index

BRCT — BRCA 1 C-terminalni doména
BrdU — bromdeoxyuridin

BS — Bloomtiv syndrom

C — cytosin

CNV — copy number variantion

DBS — double-strand breaks

ddATP — dideoxyadenin trifostat (ddTTP, ddCTP, ddGTP)
ddNTP — dideoxynukleotid trifosfat/ dideoxynukleotidy
DEB — diepoxybutan

DM - diabetes mellitus

DNA — deoxyribonukleova kyselina
dNTP — deoxynukleotid trifosfat
emPCR — emulzni PCR

FA — Fanconiho anémie

FHA — fork head-associated domain
FISH — Fluorescen¢ni in situ hybridizace
FPG — Fluoresce Plus Giemsa

G — guanin



G-band — G-pruhovani

GIT — gastrointestinalni trakt

CHOPN - chronicka obstrukéni plicni nemoc

IDDM - inzulin dependentni diabetes mellitus

LIGIV — Syndrom ligazy IV

MDS — myelodysplazie/ myelodyslasticky syndrom

MLPA — Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification
MMC — mitomycin C

MPS — masivné paralelni sekvenovani

MPSS — Massively Parallel Signature Sequencing

NBS — Nijmegen breakage syndrom

NER — nukleotidova excizni reparace

NGS — Next Generation Sequencing

NHEJ — nehomologni koncovy spojovaci mechanismus
NIDDM — non-inzulin dependentni diabetes mellitus

PCR — polymerazova fetézova reakce

RPO — prava oligonukleotidova sonda

SCE — vymeéna sesterskych chromatid (Sister Chromatide Exchanges)
SCI — Syndromy chromozomalni instability (CIS)

SOLiD — Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection
T — thymin

TLS — translesni syntéza DNA

WS — Wernertiv syndrom

XP — Xeroderma pigmentosum

ZCA - ziskané chromozomové aberace (Slovnik cizich slov, 2005; Velky 1ékatsky slovnik,

2021)



TERMINOLOGIE

Aberace: strukturni zména chromozomii, napt. zlomy, delece, translokace

Alela: konkrétni forma genu

Amplifikace: zmnoZzeni DNA, zvySeni poctu kopii pfislusného tiseku pro jeji dalsi vySetfeni
Buaze: heterocyklické slouceniny purin a pyrimidin, které tvofi soucast nukleotidi
Bialelicky: lokus, ve kterém jsou znamy dvé alely

Bilateralni: oboustranny

Denaturace: zména fyzikalnich a fyziologickych vlastnosti latek vedouci ke zméné ¢i ztraté

jejich ptirozenych funkci
DNA knihovna: kolekce klonovanych DNA fragmentli genomu urcitého organismu
Exon: Cast genu, ktera obsahuje vlastni dédi¢nou informaci

Fenotyp: pozorovatelny vzhled ¢i vlastnost jedince, ktery je vysledkem jeho dédi¢nych vloh

genotypu a puisobeni prostiedi

Gap: poskozena oblast chromozomu

Gen: zékladni jednotka dédi¢nosti

Genom: soubor vSech struktur nesoucich genetickou informaci ve form¢ DNA
Genotyp: souhrn vSech dédi¢nych vloh jedince ulozeny v genech

Heterozygot: jedinec, ktery ma ve svém genovém parii dveé rtizné alely

Homozygot: jedinec, ktery ma ve svém genovém paru dvé stejné alely

Hybridizace: ktizeni

Chromozom: buné¢na struktura v jadfe eukaryotnich bunék

Intron: ¢ast genu, kterd neobsahuje vlastni dédicnou informaci nutnou pro tvorbu bilkoviny
Karyotyp: soubor chromozomu uspotadany podle jejich jednotlivych druht v diagramu
Lokus: misto na chromozomu, kde je lokalizovan ur€ity gen

Malformace: vrozena vyvojova vada

Missense mutace: bodova mutace, pfi které je zménén pfislusny kodon coz vede k zdméné

aminokyseliny



Mutace: zména genetické informace

Nukleotid: zékladni stavebni jednotka nukleovych kyselin

Prenatalni: pted narozenim

Replikace: proces zdvojeni DNA

Sekvence: poradi

Sekvenogram: znézoriuje potadi jednotlivych nukleotida

Sesterska chromatida: jedno ze dvou vlaken zdvojeného chromozomu
Telomera: koncova ¢ast chromozomu

Templat: polynukleotidovy fetézec, ktery slouzi jako matrice pro zdroj informaci pii tvorbé

nukleovych kyselin (Slovnik cizich slov, 2005; Velky lékatsky slovnik, 2021)



UVOD

PiedloZzena bakalafskd prace se zaméfuje na souhrn poznatkl o vzacné hereditarni
skupin¢ syndromt chromozomalni instability, pro kterou je typickad porucha reparace DNA.
V dusledku toho jsou buiiky postizeného jedince velmi citlivé k okolnim negativnim vliviim a

snadno v nich dochazi ke kumulaci aberaci s naslednym vznikem nadorového bujeni.

Uvodni stranky prace popisuji obecné syndromy chromozomalni instability

s charakteristikou typu dédi¢nosti a prevalenci v celosvétové populaci.

Dale se prace zaobird vyctem syndromi s jejich etiopatogenezi, tedy pficinou, kterd
vede k rozvoji onemocnéni. Syndromy jsou popisovany z hlediska genotypu, tak i jejich
fenotypickych projevli velmi Casto prostupujicich v malignity, u kterych je tfeba jednat rychle

a rozvazne.

Diagnéza onemocnéni se urcuje podle klinickych pfiznakd pacienta spolecné
s laboratornim vySetfenim. DileZitou ¢asti bakalatfské prace je proto laboratorni diagnostika,
kterd vyuzivd metod klasické konvencni cytogenetické analyzy, ale i sofistikovanych a
nejmodernéjsich postupt molekularni genetiky, jakym je pfistup sekvenovani nové generace.
Prenatalni diagnostika je mozna v ptipad¢ znamé, resp. detekované mutace v roding, ktera byva
pro rodinu typickd az unikatni. V praci jsou zminéné zakladni principy laboratornich

diagnostickych metod.

Zaver prace se vénuje strategii 1é€by syndroml chromozomalnich instabilit spolu s
jejich v€asnou prevenci. Terapie zahrnuje predev§im zmirnéni symptomi daného onemocnéni
scilem zkvalitnit a prodlouzit Zivot pacienta postizené¢ho takto zavaznym genetickym

onemocnénim.
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1 VZACNA  HEREDITARNI SKUPINA SYDROMU
CHROMOZOMALNI INSTABILITY

Syndromy chromozomadlni instability jsou velmi vzacnou skupinou onemocnéni
s pfevazujicim autozomdlné recesivnim typem dédi¢nosti asociovanych s poruchou
reparacnich mechanismi DNA, kter¢é vedou k chromozomové nestabilité, zlomim
chromozomli a tadé¢ fenotypovych konsekvenci zahrnujici zvySenou tendenci k rozvoji

nadorovych onemocnéni.

Mezi tyto syndromy patii Loius-Barové syndrom ataxie teleangiektazie (AT), Nijmegen
breakage syndrom (NBS), syndrom ligazy IV (LIGIV), Bloomiiv syndrom (BS), Fanconiho
anemie (FA), Wernertiv syndrom (WS) a Xeroderma pigmentosum (XP). Jejich fenotyp se
projevi diky chybam, které se vyskytnou u oprav DNA fetézce pii nedostate¢né funkci DNA
enzymu (ligdza I, ligaza II, ligdza 1V, kinaza, helik4za, topoizomeraza) (Seemanova, 2006).
Kazda porucha ma individudlni vzor poskozeni chromozomi, tudiz i zékladni porucha byva

Casto odlisna (Taylor, 2019). CSI zvysuji riziko vzniku uréitych malignit (Wu, 2016).

Typické fenotypové projevy syndroml chromozomalni instability jsou ukdzany na
Obrazku 1, a to konkrétné na Obrazku 1a) mikrocefalie a hypoplazie, tedy vrozené zmenSeni
obliceje a velmi mala postava, kterou vidime u 5Sleté divky (vpravo) ve srovnani s jeji zdravou
8letou sestrou (vlevo). U divky mensiho vzriistu je diagnostikovana Fanconiho anémie. Ve
vlozeném Obrazku la je snimek duplexniho (dvojitého) palce postizené divky pred
chirurgickou operaci. Pro ataxii telangiektazii (Obrdzek 1b) jsou typické ocni teleangiektazie
v podobé Cervenych nitek. Vzhled Nijmegen breakage syndromu se tyké pievazné obliceje a
lebky (mikrocefalie). Na Obrazku 1c¢) lze vidét vyraznou stfedni ¢ast obliceje s dlouhym nosem,
zatimco ¢elo a brada jsou mén¢ vyrazné. Chlapec s Bloomovym syndromem (Obrazek 1d) je
vyfocen s charakteristickym erytémem, ktery je typicky pro BS a vznikd v disledku
fotosenzitivity na sluneéni svétlo (Riboldi, 2020; Taylor, 2019;).
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Obrézek 1: Typické rysy syndromii chromozomalni instability\(Pfevzato z: Taylor, 2019,
https://doi.org/10.1038/s41572-019-0113-0)

1.1 Dédicnost a prevalence syndromii chromozomalni instability v populaci

Syndromy chromozomadlni instability (CIS) nesou obvykle autozomalné recesivni
dédicnost (Wu, 2016). Dédicnost recesivniho znaku znamend, ze postizeny jedinec nese
v genotypu ob¢ mutantni alely, a proto je recesivnim homozygotem (Tabulka 1). Jeho rodice
jsou zpravidla zdravi heterozygoti, tedy prenaseci (,,Aa*). Pravdépodobnost postizeni lze
odvodit z kombina¢niho ¢tverce pomoci dominantnich (zdravych) alel oznacenych pismenem
,»A“ a recesivnich (nemocnych) alel oznacenych pismenem ,,a“. Riziko postizeni ze Ctyt
potencidlnich potomkii lze poté vyjadrit jako 25 % (Kocarek, 2008). Autozomaln¢€ recesivni i
dominantni typ dédi¢nosti jsou pro obé pohlavi stejnd, protoze podminéné geny jsou ulozené

na nepohlavnich chromosomech (Gregor, 2019).
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Tabulka 1: Kombinacni ¢tverec pro genotyp (Upraveno podle: Kocarek, 2008,

http://www.fnmotol.cz/_sys /FileStorage/download/2/1318/vybrane_aspekty lekarske genetiky.pdf)

Otec
alely A a
AA Aa
A zdravy dominantni homozygot zdravy heterozygot (pfenasec)
Matk
atka Aa aa
a zdravy heterozygot (pfenasec) postiZeny recesivni homozygot

Syndromy chromozomalni nestability vznikaji pti zvySeném posSkozeni chromozomu

nebo pii zvySeném poctu sesterskych chromatid, ale i kombinaci obou dvou (Germain, 1982).

Tabulka 2: Piehled syndromii chromozomélni nestability v celosvétové populaci (Upraveno podle: Cepova,
2004, http://ulgrs.upol.cz/portal/wp-content/uploads/2010/11/ulg00019.pdf)

Syndromy chromozomalni nestability

Frekvence v populaci

Ataxie teleangiektazie

1:30 000-1:100 000

Bloomiv syndrom

1:1 000 000-1:2 000 000

Fanconiho anémie

1:300 000

Nijmegen breakage syndrom

1:60 000—-1:70 000

Wernerav syndrom

1:2 000 000-1:3 000 000

Xeroderma pigmentosum

1:1 000 000

Tabulka 2 shrnuje pifehled syndromli chromozomalni instability, podle niz jsou

nejrozsirenéjSimi syndromy v populaci Ataxie teleangiektazie s frekvenci 1:30 000-1:100 000

a Nijmegen breakage syndrom s frekvenci 1:60 000-1:70 000 (Cepova, 2004).
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2 SYNDROMY CHROMOZOMALNI INSTABILITY

2.1 Louis-Barové syndrom ataxie teleangiektazie (AT)

Ataxia telangiektazie (OMIM 208900) je autozomalné recesivné dédicné onemocnéni.

V roce 1926 ji poprvé popsali dva 1ékafi, Ladislav Syllaba a Kamil Henner (Wu, 2016).

AT je zptisobena mutaci v genu A TM, ktery je umistén v chromozomovém lokusu 11q23
(Seemanova, 2006). Gen ATM (LRG 135) je slozen z 63 exonii a kdéduje protein ATM
serin/threonin proteinovou kinazu o velikosti 350 kDa, kterd je zahrnuta v fad¢ rozdilnych
molekularnich mechanismu. Klicova role proteinkinazy je oprava dvouvlaknovych zlomtit DNA
(z angl. DNA double-strand breaks, DBS), udrzeni genomové stability, regulace bunééného

cyklu a bunécéného preziti (Gatti, 1998; Lavin, 2008).

Ztrata funkce proteinu ATM zpisobi aberantni proliferaci bunék v reakci na
dvouvldknové zlomy DNA, coz mé za nasledek zvysené riziko vzniku nddorového onemocnéni
a zvySenou citlivost na radiosenzitivitu. Dale porucha proteinu ATM v kontrole bunééného
cyklu miize zpusobit malformace, které se mohou projevit jako gonadélni dysgeneze. ATM je
také dilezity pro produkei imunoglobulinii a preziti lymfoidnich buné€k, proto nalez patogenni
varianty v genu 47M muze vysvétlit, pro¢ dochazi k vy$Simu riziku vzniku nddoru lymfoidniho

systému a manifestaci autoimunitniho onemocnéni (Riboldi, 2020; Taylor, 2019).

AT je v alelické heterogenité vyznacna. Pfevazna ¢ast mutaci v genu ATM vede ke
zkraceni proteinu, a tedy k jeho instabilité. U malého poctu pacienti miize vlivem bodovych ¢i
sestithovych mutaci dochazet k zachovani aktivity 47M proteinkinazy. Existuje i lokusova
heterogenita, do niz patfi mutace v genu MRE]] tvofici klinicky fenotyp AT a ddle mutace

genu RNF168, které maji prevazné imunologicky defekt (Taylor, 2014).

Mezi klinické pfiznaky ataxie teleangiektazie se zejména fadi rlstovéa retardace,
imunodeficience s pfevazné niz§i hladinou imunoglobulini IgA, nékdy i IgG, opakujici
respiracni a bronchidlni infekce, gonadélni dysgeneze a vysoké riziko vzniku lymfomi. Kozni
ptiznaky doprovazi skvrny café-au-lait a pted¢asné starnuti, které se projevi Sedivénim a
zménami na kazi. Dal§imi klinickymi pfiznaky mohou byt muskularni slabost, zvySena
elasticita, infertilita. Vysoka hladina sérového alfa-fetoproteinu pfevlada u dvou tretin pacientd

s AT (Krutilkova, 2009; Seemanova, 2006).

DalSimi fenotypovymi projevy AT jsou pfiznaky specifické, jez zahrnuji hypoplazii

mozeCku. Do mozecku se nedostavaji Purkyiovy buiiky, a to zplisobi Casné ataxie, které se
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projevi ve veéku batolete nejistym ¢i opozdénym sedem a pozdéji jako nestabilni chlize, coz
vede k neschopnosti chlize kolem puberty. Ve véku prvnich Skolnich let mohou mit pacienti
problém s vidénim a ¢tenim, coz ovliviiuje nastupujici dysartrie a okulomotorickéd apraxie.
Louis-Barové syndrom se také projevi v batolecim veéku jako ,,andélsky* zjev ditéte, typicky
pro blond’até, modrooké déti se svétlou kiizi a je pfevazné minén prave pro svij tzv. ,trpitelsky*

vyraz za kazdé situace (Riboldi 2020; Seemanova, 2006).

Obrazek 2: Teleangicktazie (Prevzato z: Advances in clinical neuroscience and rehabilitation, 2015,
https://acnr.co.uk/2015/07/the-clinical-variability-of-ataxia-telangiectasia-an-update/)

Témert u vSech pacientil s AT se vyskytuji teleangiektézie, které se obvykle projevuji po
dosazeni véku 6 let, pficemz mechanismus vzniku neni zcela znam. Teleangiektazie vznikd jako
roz§iteni krevnich cév kapilar ¢i drobnych zilek. Teleangiektazie jsou lokalizovany v ocich,
zejména ve spojivkach a na obliceji v mistech voln€ vystavenych slunci, predevsim na tvarich
a usich (Cabana, 1998; Riboldi, 2020). U diagnostikovanych pacientil se také mize vyskytnout
zvySend hladina cholesterolu a triglyceridf, gluk6zova intolerance a inzulin dependentni

diabetes mellitus (IDDM), nizké hladina vitaminu D a osteopenie (Taylor, 2019).

2.2 Nijmegen breakage syndrom (NBS)

Prvni zminka o Nijmegen breakage syndromu (OMIM 251260) byla v roce 1979
v Nizozemsku (Hustinx, 1979). Jedna se o autozomalné dédi¢nou poruchu, ktera se mtze také
nazyvat jako Nijmegen zlomovy syndrom. V prvni kapitole jsme se jiz dozveédéli, Ze
autozomalné recesivni dédicnost je charakterizovana stejnym postizenim pro ob¢ pohlavi, a to

20



z diivodu nesoucich geni na nepohlavnich chromozomech (Gregor, 2019; Chrzanowska, 2012;

Kafkova, 2012).

Onemocnéni zpisobuje mutace v genu NBN! (diive NBS1). Tento gen je lokalizovéan v
chromozomovém lokusu 8q21. Nejcastéji se jedna o tzv. slovanskou mutaci c.657del5, kterou
zpusobuje delece 5 bazi (Katkova, 2012). Zminény gen NBNI koduje protein nibrin, ktery je
soucasti komplexu pro opravu DNA a je pottebny k reparaci dvouvlaknovych DNA zlomii.
Laboratorni nalezy NBS zahrnuji chromozomalni nestabilitu v T-lymfocytech, B-lymfocytech
a ve fibroblastech. Zaroven z cytogenetickych studii vyplyva, Ze karyotyp je normalni (46,XY
¢i 46,XX), ale dochazi k chromozomovému pieskupeni, tzv. aberaci, chromozomt 7 a 14.
Ptestavby zahrnujici chromozomy 7 a 14 jsou v mistech 7p13, 7q34 a 14ql1 (Chrzanowska,
2012; Kafkova, 2012; Kniffin, 2009).

742-743insGG
698deld | 835del4
681delT| 842insT
657del5 900del25
643C>T MQ326X363X
I 1142delC
FYYY ¥ v
NasT I 27 3T 4[5[ 6] 7 [8[9] 10 | 1] 120 13 [14)5 [1e )
2265 bp
Ser278 Ser343 Ser397 Ser615

® o o ®
Nibrin [ IEZN I L1754

hMre11-Binding
p26 | HLTN IEIGE |22
® o 4

4
p70 218 | 3| | 754

Obriazek 3: Analyza mutaci NBS! (Pfevzato z: Seemanova, 2006,
http://www.dnalab.cz/publikace/NBS/NBS%20Seemanov%C3%A1%20E%20-%20JMG%203-2006.pdf)

Obrazek 3 zobrazuje strukturu genu NBSI spolecné s jeho produktem, jez je protein

nibrin. Na genu NBS/ je celkem 11 mutaci, které jsou ozna¢eny mutacemi 657del5 a 643C>T.

ey e

(Seemanova, 2006). FHA (z angl. fork head-associated domain) je doména fosfopeptidl se

zfetelnou specifitou pro epitopy, které obsahuji fosfothreonin. Doména byla nalezena u 200
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raznych proteind, mezi jejiz funkce jsou popisovany transkripce, transport proteinti, degradace
proteint a opravy DNA (Durocher, 2002). BRCT (BRCA 1 C-terminalni) doména byla poprvé
zjiSténa v proteinu BRCAI jako marker vyskytujici se pii karcinomu prsu. BRCT obsahuje
pfiblizné 95 aminokyselin a nachazi se ve velkém poctu proteint, které maji funkci
rekombinace, opravy DNA a fizeni bunééného cyklu pii poSkozeni DNA (Seemanova, 2006;
Zhang, 1998). lonizujici zafeni aktivuje ATM kinazy a bchem ozafovani bunc¢k dochézi
k fosforylaci na serinu, coz zptsobi disociaci dimeru ATM a jeho néslednou aktivaci. Aktivace
ATM je podporovana komplexem Mrell, ktery patii mezi reparaéni proteiny (Cmielova,

2010).

Onemocnéni NBS se vyskytuje celosvétové s vyrazné vysS$i prevalenci mezi
sttedoevropskou a vychodoevropskou populaci a jsou publikované piipady u obyvatele z Ceské
republiky, Polska, Ruska a Ukrajiny (Chrzanowska, 1995 a 2012; Kondratenko, 2007;
Kostyuchenko, 2009; Seemanova, 1985).

Nijmegen breakage syndrom ma hlavni klinické znaky stejné jako AT. U NBS se
nevyskytuji cerebelarni projevy, na rozdil od AT. Pro klinicky fenotyp NBS je typicka
mikrocefalie, kterd je pozorovéna jiz u novorozence. Facidlni dysmorfie se vyskytuje u vSech
pacientql, ale s postupujicim vékem je vice zjevna. U obliceje dominuje stfedni ¢ast obliceje,
kterd je zvyraznéna dlouhym nosem. Zatimco ¢elo i brada nejsou dominantni vzhledem k
nedostatecnému vyvoji lebky (viz Obrazek 1c).

Na Obrazku 4 je divka ve véku 3,5 let s fenotypickymi projevy mikrocefalie, vysokého

¢ela, malého nosu, mikrognacii a vétsich dysplastickych usnich boltct.
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Obrazek 4: Fenotyp obliceje ditéte u NBS (Pievzato z: Chrzanowska, 2012
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3314554/)

Mentalni fenotyp u NBS je popisovan jako normélni az mirn¢€ opozdény v ojedinélych
ptipadech je popisovéana stfedni mentalni retardace. Dal§im klinickym projevem je rlstova

retardace, pricemz u poloviny pacientll se vyskytuji drobné skeletalni anomalie, jako je

o}

(duplexni) dvojity palec, viz Obr. 5.

Obrazek 5: Duplexni palec (Pfevzato z: Chrzanowska, 2012,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC3314554/)
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Dale jsou pozorovany kozni projevy, jako jsou tzv. pigmentové skvrny bilé kavy (cafe-
au-lait), vitiligo a pred¢asné Sedivéni. Pacienti mohou trpét riiznymi infekcemi mocovych cest
nebo rendlnimi chorobami z ditvodu vyskytu rtiznych anomalii mocovych cest ¢i ledvin. U
divek se vyskytuje hypergonadotropni hypogonadizmus. Vyvoj puberty u chlapcti postupuje
podobné jako u zdravych chlapct, ale zatim nejsou zddné zpravy, Ze by méli pacienti muzského
rodu s NBS své vlastni potomky. Predispozice k malignitdm u NBS je velice zvySena. Ve véku
20 let riziko vzniku nadorovych onemocnéni stoupa, které miize piejit v akutni lymfocytickou
leukémii, lymfomy, mozkové tumory a gonadoblastomy (Bouchalova, 2017; Chrzanowska,

2012; Kocarek, 2008; Taylor, 1019).

2.3 Syndrom ligazy IV (LIGIV)

Syndrom ligazy IV nebo deficit DNA ligazy [V (OMIM 606593) je vzacné onemocnéni,
které je charakterizovano taktéz recesivné autozomdlni dédi¢nosti. Prevalence ve svétové
populaci neni znadma, protoze je zatim globaln¢ popsano 28 piipadii (datovano k roku 2016).
Etiologie je zptsobena homozygotni nebo sloZzenou heterozygotni mutaci genu LIGIV/LIG4,
ktery je lokalizovan na chromozomu 13q22. DNA ligaza IV je jednou ze sloZzek nehomologniho
koncového spojovaciho mechanismu (NHEJ), jehoz hlavni funkci je oprava dvoutetézcovych
zlomii DNA (Altman, 2016; Gennery, 2012; Kniffin, 2012; Seemanova, 2006). Pacienti
s deficitem DNA ligazy IV maji variabilni fenoty. VSichni pacienti vykazuji senzitivitu na
ionizujici zafeni (Altman, 2016). Nejcastéjsi klinické projevy jsou shrnuty u Ctyf pacientll

v Tabulce 3 (Driscoll, 2001).
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Tabulka 3: Klinické vlastnosti pacientd s deficitem DNA ligazy IV (Upraveno podle: Driscoll, 2001,
https://www.cell.com/molecular-cell/fulltext/S1097-2765(01)00408-
7? returnURL=https%3 A%2F%2Flinkinghub.elsevier.com%2Fretrieve%2Fpii%2FS1097276501004087%3Fsh

owall%3Dtruet#)
Vlastnosti Pacient 411BR Pacient 2303 Pacient 2304 Pacient 99P0149
Vék 9 46 48 9
Oblicejové rysy ptaci vzhled Seckeltiv syndrom Seckeliiv Seckeltiv syndrom
syndrom
mikrocefalie pfi
Mikrocefalie narozeni, ve véku mikrocefalie mikrocefalie mikrocefalie
9 let neni zfejma
V{vojové/riistové | globalni vivojové - - trpaslictvi,
¥ A% 7 © s zpomaleny riist zpomaleny riist vyvojové/
zpoZdéni zpozdéni O w1 s
mentalni zpozdéni
pancytopenie pancytopenie, chronické
. (cytopenie, . o .
Imunodeficit . myelodysplasie, respiracni pancytopenie
lymfopenie, L .
. sinusitida infekce
trombocytopenie)
s vicenasobné
chronické kozni .. - ,
i fotodermatitida, psoriasiformni
Kozni stavy plantarni stavy, psoridza erytrodermické
bradavice fotodermatitida, -
S (lupenka) skvamozni
teleangiektazie .
kozni skvrny
Rakovina X X X X
hypotyreoza, hypotyreoza, C L,
v . amenorea atypické zrani
Dalsi diabetes typu 11, » Kost
hypogonadismus (nepfitomnost osti
menstruace)
1738C/T 1738C/T 2440C/T
8C>T (A3V); (R/X580); (R/X580); (R/X814);
LIG4 seno 26C>T (T9D); 2440C/T 2440C/T 1406G/A
genotyp 833G>A (R278H) (R/X814) (R/X814) (G/E469)
homozygot slozeny slozeny slozeny
heterozygot heterozygot heterozygot
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Obrizek 6: Pacient ve véku 12 let s typickymi dysmorfnimi rysy pro LIGIV (Ptevzato z: Gruhn, 2007,
https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/17224058/)

Na Obrazku 6 je pacient s klinickymi znaky asociovanymi se syndromem ligazy 1V,
ktery ma vrozenou mikrocefalii a nadmérnou vzdélenost o¢i od sebe (hypertelorismus). U

pacienta dominuje Siroky nos a tenky horni ret (Gruhn, 2007).

2.4 Bloomuyv syndrom (BS)

V roce 1954 dermatolog David Bloom popsal tii détské pacienty s velmi podobnym
fenotypovym projevem. U téchto déti byl ndpadny telangiektaticky erytém a maly vzrhst
(Bloom, 1954). Bloomiiv syndrom (OMIM 210900) je vzdcné autozomdlné recesivni
onemocnéni, které je ve svétové populaci 1:1 000 000 a u populace askenazskych Zidd je

frekvence nosi¢stvi 1:100 (Bouchalova, 2017; Cepové, 2004).

Onemocnéni je zptisobené mutacemi genu BLM, ktery je lokalizovan na chromozomu
15 v lokusu 15g26.1, viz Obrazek 7 (Bouchalova, 2017; Gene CRDS, 2020). BLM protein

zabraniuje vyménam sesterskych chromatid a podili se na udrzovani stability genomu. BLM je
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gen obsahujici 1417 aminokyselin kddujici protein s 22 exony, jedna se o DNA-helikazu, ktera
patii do RecQ domény. RecQ obsahuje u lidi proteiny WRN, REcQ1, REcQ4 a RecQ5. Jedna
analyza RecQ z Escherichia coli nastinila, Ze tato doména vytvafi tzv. strukturu okiidlené

helixy, kteréd se vaze na DNA (Bouchalova, 2017; Gene CRDS, 2020; Cheok, 2005; Wu, 2016).

Chr 15
-
o~ Ealial o~ - “ -~ - o~ ™ o~ ™ -~ ™o - o~ o« - o~ ™
o“) o~ ~ i -~ [aV I er] o) A~ w - i -~ o~ o o« < < 0 w w w w o
- -~ -~ R R | - — - -~ - -~ o o o o o o o o 0N o o o o o
o o o QT fa o T o o o fa fa [ fa fa [ fay O T fa faz fa fay [
I " e | ]

Obriazek 7: BLM gen v genomickém umisténi (Pfevzato z: Gene Cards, https://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=BLM&keywords=bloom,syndrome#summaries)

U Bloomova syndromu se mohou vyskytovat i jiné aberace chromozomi, gapy a zlomy.
V soucasné dobé jsou zaznamendny Ctyfi typy mutaci, u tfetiny pacientli byly detekovany
inzerce a delece, u dalsi tfetiny byly nalezeny nonsense mutace, které vedou k ptfedcasnému
ukonceni translace a maji za nasledek zkraceni proteinu BLM genu. U 12 % jde o mutace intronti
a Ctvrty typ je missense mutace. Také byla zaznamenéana 12-15 x vys$si frekvence vyskytu
spontannich vymén sesterskych chromatid (SCE), (Koc¢éarek, 2008; Bouchalova, 2017). Pii
stanoveni diagnozy BS nestaci jen samotnd analyza SCE, protoze zvySené frekvence hladiny
SCE byly evidovany u osob s bialelickymi patogennimi variantami v genech RMII, RMI2 a
TOP3A4. Typickym néalezem pro BS je také zvySend kvadriradialni konfigurace chromozomui

(Qrs) (Flanagan, 2019).

Hlavnim klinickym znakem pro BS je charakteristicky deficit rlstu, ktery ovliviiuje
vySku, hmotnost, ale i obvod hlavy. Plod postizeny BS je mensi, pfi¢emz porodni hmotnost u
chlapcti byva okolo 1760 g a u postizenych divek kolem 1754 g. V dospélosti je prumérna vyska
u muzi 149 cm, u Zen je 138 cm a primérna hmotnost se pohybuje u muzl okolo 41,3 kg au
zen kolem 36,6 kg. Oblicejové rysy byvaji variabilni a nerozeznatelné od svych vrstevniki. U
prevazné Casti pacientil se jedna o izkou a dlouhou tvéf s retrognacii (abnormalni postaveni
celisti ustupujici dozadu) nebo s micrognécii (abnormalné mélo vyvinuté celist) s dominujicim
nosem a vyraznymi u$nimi boltci. DEti s BS maji sniZzenou chut’ k jidlu, riist je pomaly a k jejich
ptirtistku na vdze mohou pomoci vyzivové doplitkky nebo perkutanni endoskopické gastronomie
(PEG). V obdobi détstvi a dospivani maji pacienti malo podkozniho tuku, ale u adolescentti se
situace méni a mize se u nich pozdéji vyvinout i centrdlni obezita (Cunnif, 2016; Flanagan,

2019).
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Kize déti pii narozeni je normdlni, ale vyvojem jedince se stava citlivou na slunce.
Citlivost na slunce zptsobi zarudnuti na tvafich, na nosu pfipadné na rukou. Tato vyrazka se
vyviji v teleangiektaticky erytém, viz Obrazek 8 (Flanagan, 2019). VyraZzka se miZe vyvinout
1 v poikilodermu. Mezi dal$i kozni projevy patii cheilitida, alopecie areata (velka ztrata vlast)
a puchyfe. Pacienti s BS maji zvySené riziko onemocnéni karcinomem ktize. NejcastéjSim
nadorem kiize byva bazocelularni karcinom, ktery se vyviji ve spinocelularni karcinom.
Ptevazné se nadory klize objevuji v okoli hlavy, krku nebo pazi, coz jsou ¢asti, které jsou volné

exponované slunci (Cunnif, 2016).

Obrazek 8: Pacient s teleangiektatickym erytémem (Pfevzato z: Singh, 2010, Dostupné
z:10.4103/1817-1745.76124)

Na Obrazku 8 je desetilety chlapec, ktery mél po nékolika mésicich od narozeni vyrazku
na obli¢eji, coz naznacovalo fotosenzitivitu kiize. U chlapce byl popsan fenotyp erytematoéznich
Supinatych plakii s teleangiektazii v oblasti tvari, nosu, dolniho rtu, usi a krku, dale byly
popsany klinické znaky typické pro BS, jakymi jsou zakrsly riist ¢i tizké a §tihlé tvafe. Na tomto

podkladu vyse zminénych znakl u pacienta diagnostikovali Bloomtiv syndrom (Singh, 2010).

Dalsim klinickym projevem je imunodeficience. Pfi laboratorni analyze imunitniho

systému jsou koncentrace plazmatickych imunoglobulinti az abnormalné nizké. Nejcastéji jsou
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postizeny imunoglobuliny typu IgM a IgA, v néjakych piipadech i IgG. Pocet B bunck a T
bun¢k byva normalni. U nékterych pacientd byvaji snizené hodnoty CD4, pfi¢emz nedostate¢na
imunita mize pfechazet v infekci hornich dychacich cest nebo gastrointestindlni infekci. U

zadného pacienta s BS zatim nebyla popsana opurtunni infekce (Cunnif, 2016; Flanagan, 2019).

V dospélosti jsou muzi neplodni a Zeny subfertilni. Pacienti muzského pohlavi maji
normalni pubertalni vyvoj. Spermiogram dospélého muze vykazuje znamky azoospermie nebo
oligospermie. Byl popsan jeden piipad, kdy se pacient s BS stal otcem. Zeny maji naopak
opozdénou pubertu a brzkou menopauzu, ale i ptfesto jsou casto plodné (Cunnif, 2016;

Flanagan, 2019; Tayor, 2019).

U vétSiny pacienti s BS je pozorovana normadlni inteligence, pouze ojedinéle je
diagnostikovana mentélni retardace. Nékteti méli problémy ve Skole s predméty tykajici se
abstraktniho mysleni, ale naopak mnoho z nich vynikalo pfi studiich a ziskali akademické tituly

(Cunnif, 2016; Flanagan, 2019).

Bloomtv syndrom doprovazi fadu zdvaznych onemocnéni, které mohou priibéh nemoci
zhorSovat nebo predcasné ukoncit. Mezi tyto nemoci patii chronicka obstrukéni plicni nemoc

(CHOPN), myelodysplazie, diabetes mellitus (DM) a rakovina (Flanagan, 2019).

Chronické obstrukéni plicni onemocnéni je zavazné zanétlivé plicni onemocnéni,
nazyvané také jako chronickd bronchitida ¢i emfyzém vedouci k duSnosti. CHOPN je

nevylécitelné a Casto u pacientii s BS je pti¢inou umrti (Cunnif, 2016; Mathers, 2006).

Myelodysplazie neboli myelodysplasticky syndrom je onemocnéni, ke kterému dochézi
pfi poSkozeni vyzravani a diferenciace bunck kostni diené. Myelodyspladzii diagnostikovali
I¢kafi u 23 osob s BS a u 7 znich se dale vyvinula v akutni myeloidni leukémii (AML)

(Flanagan 2019; Komrokji, 2015; Steensma, 2014).

Zdravotni komplikace mohou zahrnovat zvySené riziko diabetu. Jedna se o diabetes
mellitus typu 2 (NIDDM), které neni zavislé na inzulinu. Paradoxné byl diabetes zpozorovan u
osob s nizkym BMI. Z registru 281 pacientt BS bylo diagnostikovano 16,7 %, tedy 47 pacientd
s DM (Flanagan, 2019; Wu, 2016).

Nejcastéjsi komplikaci u pacienti BS je nddorové onemocnéni, které patii mezi
onemocnéni se objevuje pred dosazenim 20. roku zivota a nejcastéji ve formé akutni leukémie

nebo malignich lymfomt. Pozdéji se nadorové onemocnéni miize manifestovat jako karcinom
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jazyka, laryngu, plic, jicnu, stfeva, kiize, prsu a délozniho ¢ipku. U jednoho pacienta s BS je

typickéd multiplicita nadort (Flanagan, 2019; Krutilkova, 2009; Taylor, 2019).

Tabulka 4: Vyskyt rakoviny u 136 osob BS (Upraveno podle: Cunniff, 2016, 10.1159/000452082.)

Misto / typ rakoviny Vék pri diagnéze (rozmezi) dia(ljgellll;(s)tvii;)\?:g’rch
Karcinom
Tenké a tlusté stfevo 35 (16-49) 31
Kize 32 (18-46) 27
Horni gastrointestindlni a respiracni cesty 38 (25-48) 22
Genitalni a mocové cesty 17 (<1-43) 19
Prsa 35 (21-48) 17
Dolni dychaci cesty 33 (26-40) 9
Jatra 15 1
Hematologicky
Lymfom 22 (4-49) 35
Akutni lymfocytarni leukémie 20 (5-40) 13
Akutni myeloidni leukémie 18 (2-47) 27
DalSi
Sarkom 16 (4-30) 4
ZarodeCna bunka 24 (22-26) 2
Meduloblastom 3 1
Retinoblastom 1 1
Metastaze - primarni neznamy 34 (28-33) 3
VSechny rakoviny 27 (<1-49) 212

V Tabulce 4 je zobrazen vyskyt nddorového onemocnéni z registru 136 osob s BS, u
kterych bylo diagnostikovano celkem 212 nadort. Nejcastéji se vyskytuji lymfomy a leukémie.
Podle tabulky 4 byl primérny vék ALL 20 let (rozmezi 5-40) a pro AML byl praimérny vék 18
let (rozmezi 2-47). K rozvoji AML doslo podle registru dvakrat castéji nez k ALL. Pred
vyskytem AML byla diagnostikovana myelodysplazie (MS). Lymfom byl diagnostikovan
v primérném veéku 22 let (rozmezi 4-49) a mezi n¢j se fadily B-buiikky a T-buiky. Podle
statistiky se lymfom objevil v 75 % jako primérni nador, v sekundarnim ptipad¢ se objevil asi

u 25 % ptipadt (Cunnif, 2016).

2.5 Fanconiho anémie (FA)

Fanconiho anémie (OMIM 227650) byla poprvé popsdna Svycarskym pediatrem
Guidem Fanconim v roce 1927, ktery ve své publikaci popsal rodinu se tfemi bratry, u nichz

diagnostikoval pancytopenii, makrocytézu a fyzické abnormality (Fanconi, 1927). Ke konci
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Sedesatych let byli pozorovani pacienti s FA se zvySenym poctem chromozomovych zloma.
Podle dalSich studiich se nakonec vysvétlilo, Ze diepoxybutan (DEB) nebo mitomycin C
(MMCO), které patii mezi zesitujici DNA ¢inidla, maji specifické ucinky na zvyseni lomivosti
chromozomt, a tudiz tyto latky mohli identifikovat pacienty s FA s aplastickou anémii bez
jakykoliv vrozenych vyvojovych vad, a naopak pacienti FA bez aplastické anémie s vrozenymi

vyvojovymi vadami (Auerbach, 2009; Lipton, 2018).

Fanconiho anémie (FA) patii mezi heterogenni poruchu s autozomalné recesivni
dédicnosti. Vyjimkou je mutace v genu FANCB, ktera je ptenaSena X-vdzanou recesivni
dédicnosti. FA je charakterizovdna selhanim funkce kostni dfené, vrozenymi nebo vyvojovymi

abnormalitami a zvySenou ndchylnosti k malignitdm (Krutilkova, 2009).

v

FA se vyskytuje po celém svété 1:300 000. Nejrozsifendjsi je u Zidt askenazského
piivodu (varianta FANCC, BRCA2), Severoevropanii (FANCC), romské populace Spanélska
(FANCA) a u Cernosské populace Jihoafricanti (FANCG), (Mehta, 2018).

Mutace gent zpusobuji Fanconiho anémii a jsou rozdéleny do komplementacnich
skupin, které jsou shrnuté v tabulce 5 i s jejich umisténim na chromozomech. Tyto geny
produkuji proteiny, které¢ jsou zaclenény do bunétného procesu nazyvany jako FA drédha
(cesta). Pii vytvareni novych kopii DNA, tedy pfi replikaci DNA se drdha FA aktivuje kvuli
moznému poskozeni DNA. FA draha je poslem pro proteiny poskozenych ¢asti a obnovi tak
replikaci DNA, ktera mize nadéale pokracovat. FA buiikky maji na bunééném stupni zvysené
chromozomalni aberace a jsou citlivé na interlinkdova zesitovaci ¢inidla DNA (ICL). DNA
ICL blokuji replikaci a transkripci DNA. Urcité 1éky proti malignitdm spolu s nakupenymi
byla u 80-90 % pacientl zapti¢inéna mutacemi tii gentt — FANCA, FANCC a FANCG. Naopak
mutace v genech FANCE a FANCF zpusobuji 8 % popsanych ptipadt, dale 3 % piipada jsou
zpiisobeny mutacemi genu FANCD, ktery je totozny s genem BRCA2 (Y ounghoon, 2010; Wu,
2016; Mehta, 2018; Taylor, 2019; U.S. National Library of Medicine, 2020).
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Tabulka 5: Identifikované geny Fanconiho anémie a jejich umisténi (Upraveno podle: Wu 2016,
10.21037/tp.2016.03.04; Mehta, 2018, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK 1401/#fa.Summary)

- Gen Chrorlltl)(l){zli)smovy Gen Chrorlltl)(l){zli)smovy

FA-A FANCA 16q24.3

FA-B FANCB Xp22.31

FA-C FANCC 9p22.3

FA-D1 FANCDI 13q12.3 BRCA2 13.q13.1
FA-D2 FANCD2 3p25.3

FA-E FANCE 6p21.3

FA-F FANCF 11pl5

FA-G FANCG 9pl13

FA-I FANCI 15g26.1

FA-J FANCJ 17922 BRIP] 17923.2
FA-L FANCL 2pl6.1

FA-M FANCM 14g21.3

FA-N FANCN 16p12 PALB2 16p12.2
FA-O FANCO 17g25.1 RADS5IC 17922
FA-P FANCP 16p13.3 SLX4 16p13.3
FA-Q FANCQ 16p13.12 ERCC4 16p13.12
FA-R FANCR 15ql5

FA-S FANCS 17921

FA-T FANCT 1932.1 UBE2T 1932.1
FA-U XRCC2 7q36.1
FA-V MAD2L2 1.p36.22
FA-W RFWD3 16¢g23.1

U pacienti s FA dale nalézame gapy, chromozomové zlomy, a také i triradidly a

kvadriradidly z nehomolognich chromozomi (Bouchalova, 2017).

Lidé s FA jsou postizeni selhanim kostni dfené, a proto maji snizenou produkci krevnich
bunck. Nedostatek leukocytli vede k infekcim. Obvykle dochdzi k neutropenii. Erytrocyty
prenaseji kyslik do tkani a jejich nedostatek zpiisobuje anémii, jejimz hlavnim klinickym
znakem je inava. Snizena funkce trombocytl, tedy trombocytopenie miize vést k nadmérnému
krvaceni. Trombocytopenii ¢asto doprovazeji i zvySené hodnoty fetalniho hemoglobinu. U
pacientl se mlize rozvinout také myelodysplasticky syndrom a fada onkologickych onemocnéni
hematologického typu (Auerbach, 2009; Gersten, 2016; Taylor, 2019; U.S. National Library of
Medicine, 2020).
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Piiblizné u 75 % ptipadd FA se vyskytuji vrozené malformace. Dal§imi projevy
asociovanymi s FA jsou riistova retardace s nizkou porodni hmotnosti a mikrocefalii. Na kiizi
se zpravidla objevuji skvrny café-au-lait, hypopigmentace nebo hyperpigmentace. Nékdy se
mohou rozvinout i vyvojové vady srdce ¢i ledvin, mohou se vyskytnout i skeletdlni anomalie
napi. skoli6za a anomadlie pifedevsim na palci jako je hypoplazie nebo nadpocetny palec (viz
Obrazek 9). U téchto pacientt je dale typickd mentalni retardace, hypogonadismus, anomalie
usi a hluchota. U zbylych 25 % ptipadl se zadné vyvojové vrozené vady spolu s dysmorfickymi

symptomy neobjevuji (Auerbach, 2009, Krutilkova, 2009; Mehta, 2018; Puchmajerova, 2016).

Obrazek 9: Dvojcata s Fanconiho anemii (Pfevzato z: Auerbach, 2009,
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pmc/articles/PMC2742943/)

Na Obrazku 9 jsou patnactiletd jednovaje¢na dvojCata, kterd maji detekovanou
patogenni variantu v genu FANCA. Dvojce A (vlevo, ruce nahote) ma hypoplasticky levy palec,
je po operaci s pravym bifidnim palcem a chybi ji leva kli¢ni kost. Dvoj¢e B (vpravo) ma
jednostrannou absenci kosti vietenni, dale je zde absence obou palci (dole) a chybéni pravé

kliéni kosti (Auerbach, 2009).

Fanconiho anémii doprovazi i fada endokrinnich onemocnéni, které zahrnuji snizenou
funkci hypofyzy s hypogonadismem, nedostatek riistového hormonu, snizenou funkci §titné

zlazy, nedostatek inzulinu nebo odolnost vii¢i glukézové intoleranci (Auerbach, 2009).
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Zhruba polovina pacientek FA je neplodna. T¢hotenstvi byva rizikové a je spojeno
s vyraznym selhanim kostni diené. MuZi jsou naopak ziidka plodni. U muzi jsou nalézany
bézné genitalni malformacni ndlezy, vysledky ze spermiogramu ukazuji na snizeny pocet

spermii a abnormalni spermatogenezi (Auerbach, 2009).

Nadé¢ji ke zdokonaleni 1écby daly kmenové buiiky kostni dien¢ a pupecnikové krve,
avSak ty musi byt s pacientem kompatibilni. Bohuzel i tak je u pacientd zvySené riziko
hematologickych i solidnich nadort. Riziko u akutni myeloidni leukémie (AML) je zvySené asi
500krat nez u bézné populace. Vétsinou se AML diagnostikuje mezi 15 az 35 lety. Incidence u
dlazdicobunéénych karcinomt hlavy a krku (HNSCC) je 500 az 700krat vyssi nez u normalni
populace. HNSCC se vyskytuje nejcastéji v okoli ustni dutiny, napt. v jazyku, a postihuje
pacienty mezi 20. az 40. rokem zivota. Dal§imi nehematologickymi nadory, které se objevuji
u 25-30 % pacientti jsou nadory ktize, GIT a pohlavnich organti. U pacientll s komplementacni
skupinou FA-D1 (FANCDI1/BRCAZ2) dochézi k brzkému vyvoji akutni leukémie, zpravidla k
akutni lymfoblastické leukémii (ALL) a k solidnim tumorim, zejména k meduloblastomu,
nefroblastomu a jinym. Diky mutaci v genu BRCA?2 Ize ofekévat zvySujici se riziko karcinomu

prsu (Krutilkova, 2009; Mehta, 2018; Puchmajerova, 2016; Seemanova, 2008).

2.6 Werneriv syndrom (WS)

Wernertv syndrom (OMIM 277700) je vzacnou genetickou poruchou s autozomalné
recesivni (AR) dédi¢nosti, jez charakterizuje progerie, tedy piredCasné starnuti. Némec Otto
Werner v roce 1904 popsal rodinu, v niz byli €tyfi sourozenci, ktefi vykazovali piredcasné
Sedivéni vlasi (Werner, 1904). Termin ,,WernerGv syndrom® jako prvni aplikovali
Oppenheimer a Kugel (1934). V roce 1966 byl pomoci pozi¢niho klonovani objeven gen WRN,
ktery zpiisobuje toto onemocnéni (Gebhart, 1988; Oshima, 2016b; Sandoval, 2013).

Frekvence syndromu je ve svétové populaci udavana mezi 1: 2 000 000 — 1: 3 000 000,
avSak v n¢kterych zemich je prevalence onemocnéni vyssi. V Japonsku je detekovano ptiblizné
1:20 000 — 1: 40 000 patogennich variant v genu WRN v heterozygotnim stavu a podobné tomu
je i v sardinské populaci, kde je prevalence odhadovana na 1: 50 000 (Cepova, 2004; Oshima,
2016a).

Onemocnéni je zplsobené kauzalnimi mutacemi genu WRN, ktery je lokalizovan na

chromozomovém lokusu 8pl12 (viz Obrazek 10), pfiCemz gen WRN koduje celkem 1432
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aminokyselin. Tento gen patii do genové domény RecQ DNA helikdz a doprovazi dé&je pfi
opravé DNA, replikaci, transkripci a dale je asociovan s délkou telomer. Bylo popsano vice nez
70 patogennich variant v riznych exonech genu WRN a mezi frekventni variantu je fazena
patogenni varianta c.1105C>T (Bouchalovd, 2017; Gene (NCBI), 2020; Lebel, 2017;
Maierhofer, 2017; Oshima, 2016a).
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Obrazek 10: Gen WRN (Prevzato z: GeneCards, https://www.genecards.org/cgi-
bin/carddisp.pl?gene=WRN&keywords=WRN,gene)

Wernertv syndrom patfi k jednomu z mala syndromt, u kterého se pacienti vyrazné
fenotypicky neprojevuji. Prvnim pfiznakem je zpomaleny rtst. Zhruba po 20. roce véku nastava
progerie, kterd se projevi atrofii kiize, ztratou podkozniho tuku, bilateralnimi o¢nimi zékaly,

Sedivénim a ztratou vlast (Krutilkova, 2009; Oshima, 2016b).

N y, :
. i /%J

Age 8 Age 21 Age 36 Age 48 Age 56
Obrazek 11 Pacientka s WS (Pfevzato z: Hisama, 2006, DOI:10.1126/sageke.2006.10.pel8 )

Na Obrazku 11 je skupina fotografii zachycujici pacientku s WS v pfibliznych dekadach
jejiho zivota. U pacientky byla nalezena kauzéalni mutace, delece nukleotidli v pozici 2089 az
2825 (c. 2089-2825del; p.M696fsX705), v homozygotnim stavu v genu WRN (Hisama, 2006).
V détstvi nejevila zddné abnormality (viz Obrazek 11, Age 8), avSak ve véku 36 let byla na

operaci s Sedym zdkalem a v 56 letech méla bércové viedy v oblasti kotniku (Hisama, 2006).

Mentalni retardace, dysmorfie, skeletdlni anomalie ¢i jiné vyvoje abnormality nejsou
béinymi rysy WS, pokud jsou u pacienta pﬁtomny, tak jsou patrné nasledkem nedévn}'/ch
nemoci. Mezi tyto poruchy se fadi diabetes mellitus 2. typu, hypogonadisrnus (napt. ztrata
fertility, atrofie varlat nebo vajecnikil), osteopordza, ateroskleroza a malignity. Pacienti se

v praméru dozivaji 47 let. Nejcastéjsi pri¢inou smrti jsou nadorova onemocnéni nebo selhani
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kardiovaskularniho systému, tedy infarkt myokardu. Nejbéznéjsi formou rakoviny jsou
sarkomy meékkych tkédni, osteosarkomy, melanomy, meningiomy, karcinomy §titné zlazy a

hematologické malignity (napt. leukémie), (Krutilkové, 2009; Oshima, 2016a; Oshima, 2016b).

2.7 Xeroderma pigmentosum (XP)

Xeroderma pigmentosum (XP) je vzacné autozomalné recesivni onemocnéni, které je
charakterizovano precitlivélosti na slune¢ni svétlo. Jako prvni popsali XP Hebra a Kaposi
v roce 1874 (Hebra, 1874). Kaposi zaznamenal u pacientli suchou ktizi a mnoho koznich nadori

v mladém véku (Black, 2016; Bouchalova, 2017; Cleaver, 1968; Reed, 1969).

Prevalence je 1:1 000 000 v USA i v Evropé. V nékterych populacich je riziko
onemocnéni vyssi, a to zejména v Japonsku (1: 22 000), severni Africe (Maroko, Libye, Egypt)

a na Blizkém Vychodé¢ (Turecko, Izrael, Syrie), (Hirai, 2006; Kleijer, 2008; Kraemer, 1985).

Pticinou onemocnéni jsou mutace vznikajici pfi nukleotidové excisni reparaci (NER).
Excizni reparace umoziiuje poSkozenou bdzi odstranit a vymeénit za spravnou. Pacienti se
syndromem XP nejsou schopni opravit poskozeni zplisobené UV zafenim (viz Obrazek 12),

(DiGiovanna, 2012; Slaninova, 2006).

Before

ncoming
UV Photon

Pyrimidine Bases = |
Thymine &
Cytosine

Obrazek 12: Poskozena dvousroubovice UV zafenim (Pfevzato z: Wan, 2014,
https://www.slideserve.com/wan/ultraviolet-uv-disinfection)

Mutace jednotlivych genti zptisobujici XP jsou rozdéleny do komplementacnich skupin,
které jsou znacené XP-A, XP-B, XP-C, XP-D, XP-E, XP-F, XP-G a XP-V (Bouchalova, 2017).
Mutaci v komplementacni skupiné XP-A zptisobuje gen XPA a u kazdé skupiny to pokracuje
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obdobné. Gen XPA je lokalizovan na chromozomovém lokusu 9p22.3 a kéduje replikacni
protein A. Tento podtyp XP-A je nejbéznéjsi v Japonsku (Krutilkova, 2009; Sugasawa, 2010;
Black, 2016). Gen XPB (ERCC3) je umistén na chromozomovém lokusu 2q21 (Black, 2016;
Krutilkova, 2009). Gen XPC je lokalizovan na chromozomu 3p25. Pii poSkozeni DNA
nereaguji na opravu vazebné faktory DNA genu XPC, a proto dochazi ke zvySené tvorbé
malignich nadort v oblasti klize a sliznic vlivem pfiecitlivélosti na slunce. Mutace genu XPC
jsou nejrozsitengjsi v USA, Africe a v Evropé (Black, 2016; Krutilkova, 2009; Sugasawa,
2010). Gen XPD (ERCC(C?2) je umistén na chromozomovém lokusu 19q13.2. Gen XPE koduje
DDB? a je situovany na chromozomu 11p12-p11 (Black, 2016; Krutilkova, 2009). Na DNA se
vaze bud’ heterodimer DDBI nebo DDB2. Tento heterodimer ma funkci rozpoznat posSkozeni
DNA a pomoci NER jej opravit. Gen XPF je lokalizovan na chromozomovém lokusu 16p13.3-
p13.13. Gen XPG koéduje ERCCS a je umistén na chromozomu 13q33. U komplementacnich
skupin XP-A az XP-G je poSkozen systém NER. Naopak u variantni XP-V je NER ucinny, ale
neni u¢inna oprava translesni syntézy DNA (TLS). XP varianta (XP-V) je zplisobena mutacemi
v genu POLH. Tento gen je lokalizovan 6p21.1. Gen POLH obsahuje 11 exontl a 10 intront (;
Black, 2016; Fassihi, 2016; ; Lehmann, 2011; Krutilkova, 2009; Sugasawa, 2010).

Typickym nélezem v karyotypu jsou strukturni aberace, které zahrnuji zlomy, gapy,

dicentrické chromozomy, ring chromozomy a acentrické fragmenty (Bouchalova, 2017).

Rodic¢e probanda jsou heterozygotni pfenaseci, kteti nemaji klinické projevy a jejich
sourozenci maji 50% riziko, ze budou nosici patogenni varianty pro XP. Sourozenci probanda
maji pii poceti 25% Sanci postizeni, 50% Sanci byt asymptomatickymi nosici a 25% Sanci, Ze

nezdédi Zadnou patogenni variantu od svych rodici (Christen-Zaech, 2009).

Fenotypické projevy jsou charakterizovany ptredevSim o¢nimi, koznimi a nervovymi
defekty. Kozni symptomy zacinaji mezi 1-2 rokem veku. U vSech pacientil se objevuje na kiizi
cetnd hyperpigmentace. Klize je neptetrzité vystavena slunci a zpiisobuje, Ze je pokozka sucha
se zvySenou pigmentaci, a to je divodem, Ze se tento syndrom nazyvéa Xeroderma pigmentosum
neboli ,,suchd pigmentovana kiize*. U pievazné ¢asti jedinci se na kizi vytvoii puchyiky,

erytém, poikilodermu a xer6zu (DiGiovanna, 2012; Kraemer, 1987; Kraemer, 1994).

Oc¢ni abnormality jsou pfiblizné€ ve stejném méfitku jako ty kozni. Pacienti trpi fotofobii.
UV zéfeni zasahuje pfedni ¢ast oka, tedy spojivky, rohovky a vicka. Ve spojivkach vznikaji

zangty. TEzka keratitida zptisobuje zakaleni rohovky a vaskularizaci. Atrofie vicek zplisobuje
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ektropii, entropii nebo v tézkych ptipadech i Gplnou ztratu vicek (Brooks, 2013; DiGiovanna,

2012; Dollfus, 2003; Kraemer, 1987; Kraemer, 1994).

Neurologické abnormality se mohou vyskytovat jiz v détstvi. Defekty nervového
systému se vyskytuji zhruba u 25 % jedinct a fadi se mezi n¢ mikrocefalie, snizend inteligence,
ztrata sluchu a snizena funkce Slachovych reflexti. Pti infekci hornich cest mtize u nékterych
pacient dojit k potizim s polykédnim. Pfi pitevnim ohledanim pacientli s XP byla zjiSténa i
absence neuront, obzvlast v mozku a mozecku, coz podporuje fenotypické projevy spojené

s neurologickymi abnormalitami (DiGiovanna, 2012; Lai, 2013; Rapin, 2000; Viana, 2013).

U osob s ptiznaky neurodegenerace je prumérny veék umrti 29 let a u osob, které nejevi
zadné neurologické abnormality je stfedni vék iimrti 37 let. Nejcastéjsi pti¢inou smrti je z 34
% karcinom kiize, z31% neurologicka degenerace a z 17 % rakovina vnitinich orgéni
(Kraemer, 2003). Nadorové onemocnéni je u XP nejcastéjsi pti¢inou piedCasné smrti. Kozni
nadory se mohou vyskytnout jiz od 8 let a 2/3 pacientll na n¢ umira do 20 let véku. Mladsi
jedinci pod 20 let maji zvysené riziko rakoviny kiize bez melanomu. Jedinci nad 20 let maji
2 000krat vyssi riziko kozniho melanomu. U nékterych pacientli exponovanych slune¢nimu
zateni se vyskytuji karcinomy v okoli dutiny Ustni a na Spicce jazyka. XP je asociovand s fadou
nadorovych onemocnéni jakymi jsou karcinomy délohy, prsu, slinivky bfis$ni, zaludku, ledvin,
varlat, tumory mozku a michy nebo i leukémie. Nékteré karcinogeny v cigaretovém kouii maji
schopnost se vazat na DNA, coz muize zpusobit naruSeni integrity a poSkozeni DNA a u
pacient s XP, ktefi maji porusen mechanismus NER, mtze cigaretovy kouf ve zvySené miie
prispét ke vzniku karcinomu plic (Bradford, 2011; Butt, 2010; Fassihi, 2016; Lai, 2013;
Kraemer, 1987; Kraemer, 1994).
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3 LABORATORNI DIAGNOSTIKA

Kazdy syndrom chromozomalni instability se li§i svym fenotypovym projevem.
Diagnéza onemocnéni se nejcastéji urcuje diky klinickym pfiznakiim jedince a pomoci
rutinnich laboratornich metod. Pfedejit onemocnéni v soucasnosti neni mozné, ale mize se
vyuzit prenatdlni ¢i preimplantacni diagnostika, ktera je dostupna pro rodiny s ditétem

postizenym syndromem chromozomalni nestability (Taylor, 2019).

Mezi molekularné geneticka vySetfeni patii metoda MLPA (Multiplex Ligation-
dependent Probe Amplification) a MPS (masivné paralelni sekvenovani). Mezi standardni
cytogenetickd vySetfeni se fadi vySetfeni karyotypu pomoci klasické konvenéni cytogenetické
analyzy (G-pruhovani) a také vySetfeni spontannich chromozomovych aberaci (ZCA). Dal§im
cytogenetickym vySetfenim je detekce sesterskych chromatidovych vymén (SCE) z perifernich
lymfocytti pomoci techniky FPG (Fluorescence Plus Giemsa) (Schouten, 2002; Sipek, 2010-
2014; Sedivcova 2013).
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4 MOLEKULARNE GENETICKA DIAGNOSTIKA

4.1 MLPA (CNV- copy number variantion)

V roce 1985 byla zaloZena amsterdamska spole¢nost MRC Holland Janem Schoutenem.
V roce 2002 Schouten popsal techniku mnohonasobné amplifikace zavislé na ligaci sond
MLPA (z angl. Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification). Firma MRC Holland stale
pokracuje sinovaci novych vySetfeni dle metody MLPA a vroce 2020 ptedstavili tzv.
digitalMLPA™, ktera umoziiuje ¢ist vice cilovych sekvenci (mrcholland.com, 2021; Schouten,

2002).

Technologie MLPA je zaloZena na multiplexni polymerazové fetézové reakci, pti které
ziskame elektroferogram se zménami abnormalnich poctl kopii analyzované DNA. Rozdilem
od normalni multiplexni PCR je v tom, Ze v MLPA neni amplifikovana DNA, protoZze se v
MLPA amplifikuji sondy hybridizované s cilovou sekvenci DNA (Homing-Holzel, 2012;
Schouten, 2019). MLPA probemixy maji sondy, které cili na ur¢itou genomovou sekvenci.
MLPA sonda se sklada ze dvou ¢asti: levé a pravé oligonukleotidové sondy (LPO a RPO). LPO
obsahuje celkem 50 oligonukleotidli spolu s hybridizacni sekvenci vedle které je navazana
sekvence primeru PCR X (znacena cern¢). RPO obsahuje 30 oligonukleotidl a jako u prvni
sondy obsahuje také hybridizacni sekvenci a sekvenci primeru PCR Y. Na Obrazku 13 miizete
vidét, Ze RPO ma také nehybridizujici sekvenci, kterda udava konkrétni délku sondy (znacena

zelen¢) (Homing-Holzel, 2012; MLPA-General-Protocol, 2019).
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1. Denaturation and Hybridization

PCR primer sequence Y

PCR primer sequence X LPO RPO Stuffer sequence
5 \
Target sequence Hybridization sequence (left) Hybridization sequence (right)
2. Ligation
3
5 LPO RPO

N

Probe 1 (296bp) Probe 2 (303bp)
h

Probe 3 (312bp)

3. PCR with universal primers X and Y

Obriazek 13: Princip MLPA (Pfevzato z: Homing-Hoélzel, 2012,
doi:10.1097/PDM.0b013e3182595516)

Cely proces zaciné od purifikované DNA vzorku denaturaci, poté je pfidana smés tzv.
MLPA prob a dochazi k hybridizaci prob na cilené sekvence DNA. Proces hybridizace trva 16
hodin, a tak zpravidla byva planovéan ptes noc. Po hybridizaci nasleduje ligace. Sondy jsou
enzymaticky ligovany a vznik4 templdt pro naslednou PCR reakci. V multiplexni PCR jsou
vSechny ligované sondy amplifikovany za pouziti jediného univerzalniho paru primerit (PCR
primer X a Y). Poslednim krokem je separace fragmentl pomoci kapilarni elektroforézy,
protoze vysledné produkty amplifikované MLPA maji rizné délky sekvenci. Kazdy vysledny
fragment odpovida urcit¢é MLPA sond¢ (Homing-Hoélzel, 2012; MLPA-General-Protocol,
2019).

Technologie MLPA umoziuje rozliSit i sekvence, které se 1iSi pouze v jediném
nukleotidu. MLPA se ztohoto divodu pouziva k detekci znamych mutaci ¢i ke stanoveni
metylacniho stavu sekvenci DNA. Spole¢nost MRC Holland nabizi MLPA probemixy pro

detekci napf.: aneuploidie chromozomi 13, 18, 21 X a Y, delece nebo duplikace specifickych
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chromozomovych oblasti, mikrodelece ¢i mikroduplikace zahrnujici pouze jeden nebo vice

exont. Celkové jsou probemixy k dispozici pro vice nez 100 genii.

Technologie MLPA je spolehlivd metoda, kterd generuje vysledky do 24 hodin. Patfi
mezi nakladoveé efektivni metodu, protoze vyzaduje jen standardni vybaveni, které ma majoritni
Cast laboratofi zabyvajici se molekuldrné genetickou diagnostikou (Homing-Holzel, 2012;

Schouten, 2019).
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Obrazek 14: Elektroforeogram metody MLPA s vyuzitim probemixu pro gen ATM (se
svolenim Laboratofe 1€kai'ské genetiky s.r.o., Pardubice)
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Obrazek 15: Vizualizace analyzy dat pro gen ATM metodou MLPA (se svolenim Laboratoie
Iékatské genetiky s.r.o., Pardubice)

4.2 Sangerovo sekvenovani

Sangerovo sekvenovani poprvé popsal Frederick Sanger v roce 1977 (Sanger, 1977).
Tato metoda se fadi mezi (enzymatické) metody pfimého sekvenovani DNA, diky kterému
zjistime presné poradi (sekvence) nukleotidi v molekule DNA. Dnes se do poptedi dostava
metoda masivné paralelniho sekvenovani, pod anglickym ndzvem Next Generation Sequencing
(NGS), protoze zachycuje analyzu genomu ve vétSim meéfitku, ¢imz se zefektivni analyza,
zrychli diagnostika a snizuji se ndklady na analyzu. Sangerova metoda ma i tak Siroké vyuziti,
protoze se vyuziva pro sekvenovani kratkych usekl a také pro verifikaci vysledki z techniky

NGS (Bartova, 2011; D'argenio, 2015; Mendel, 2020).

Principem metody sekvenovani dle Sangera je vyuziti asymetrické PCR k syntéze kopii
DNA a naslednou detekci amplikonii pomoci fragmentacni analyzy, ktera se provadi na
genetickém analyzatoru pomoci kapilarni elektroforézy. Pii reakci se pouziva jeden primer, coz
vede k syntéze jednoho fetézce v jednom sméru od 5°—3’. Pro sekvenaci je potteba DNA
primer, templatovd DNA, DNA polymeraza, deoxynukleotidtrifosfaty (ANTP), které se do
nového useku cleni podle komplementarity DNA bazi, v neposledni fadé¢ jsou pfidany

modifikované dideoxynukleotidtrifosfaty (ddNTP). Dideoxynukleotidy (ddNTP) postradaji -
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OH skupinu na 3 uhliku a tim zastavi syntézu nového fetézce. Navazani dal§iho nukleotidu totiz
vede pies -OH skupinu pomoci fosfodiesterové vazby. DANTP jsou fluorescenéné znaceny a
kazdy ddATP, ddTTP, ddCTP, ddGTP je oznacen jinou barvivem (Béartova, 2011; Heather,
2016; Mendel, 2020; Sanger, 1977, Sedivcova, 2013).

Ribdza Deoxyribdza

Dideoxyriboza (ddR)
HO-CH,

misto pro pfipojeni daldiho
nukleotidu k Fetézci

Obriazek 16: Chemicka struktura ddNTP a jeho princip pii syntéze nového tiseku DNA (Pfevzato z:
Bartova, 2011, https://labguide.cz/klasicke-metody-sekvenovani/)

Pro stanoveni sekvence DNA se pouziva geneticky analyzator (sekvenator). Prvni
komer¢né vyuzivany piistroj pro Sangerovo sekvenovani byl od firmy Applied Biosystems.
Detekce, jak uz jsem zminila, probiha kapilarni elektroforézou, ktera probiha v tekuté ¢i gelové
matrici. Fluorescencné znacené produkty se rozdéli dle velikosti a rychlosti s jakou putuji
kapilarou. Na konci kapilary je laserovy detektor, ktery za sebou snima emise fluorescenéniho
znaceni. Ziskané informace se zpracovavaji softwarem, ktery vysledny zdznam vyobrazi jako
sekvenogram. Sekvenogram zobrazuje po sob¢ jdouci barevné piky, které¢ odpovidaji sekvenci
nukleotidi analyzované DNA. Barevné piky oznacuji jednotlivé nukleotidy. Adenin se znaci
zeleng, cytosin modie, thymin Eervené a guanin Zluté anebo &erné (Bartova, 2011; Sedivcova,

2013).

44



Obriazek 17: Vysledny sekvenogram: ukazka vysledku analyzy pacienta s detekovanou missense
variantou v BLM genu (BLM:c.1642C>T) (se svolenim Laboratofe 1ékaiské genetiky s.r.o., Pardubice)

4.3 Masivné paralelni sekvenovani (Next generation sequencing, NGS)

Metoda masivné paralelniho sekvenovani se fadi do tzv. sekvenovani nové generace
(NGS), v CR se uzivd nazev Masivné paralelni sekvenovani (z angl. Massively Parallel
Signature Sequencing = MPSS) (Brenner, 2000). Na zacatku 21. stoleti upoutala NGS
pozornost pfedevsim diky své vysoké kapacité, rychlému zpracovéani a citlivosti analyzy.
Sekvenovani prvni generace patfilo metodé Sangerovo sekvenovani a Maxam-Gilbertové
metod¢ (Maxam, Gilbert, 1977). Do druhé generace sekvenovani patii NGS, proto mizeme
predpokladat, ze bude vykonnéjsi. Zatimco Sangerovou metodou miizeme sekvenovat najednou
desitky az stovky sekvenci o délce az 1000 bazi s citlivosti okolo 15 %, tak pomoci nové
technologie mlzeme sekvenovat desitky miliond az miliardy sekvenci o délce 600 bazi

s citlivosti okolo 1 % (gedivcové, 2013; Tom, 2018).

V pribéhu nékolika let se vystfidaly rtizné NGS platformy, mezi které patii
pyrosekvenovani (Roche 454), sekvenovani pomoci ligace — SOLiD (Life Technologies) a
sekvenovani zalozené na zménach elektrického potencidlu — Ion semiconductor sequencing
(Life Technologies). Nejpouzivangjs$i technologii je Illumina, kterd vyuziva sekvenovani
syntézou. Kazda zminéna metoda dominuje svou vlastnosti. Roche 454 poskytuje nejvétsi délku
¢teni, SOLID je charakterizovan nejvyssi piesnosti a [llumina zprosttedkovava nejvice dat za

nizké naklady (Koubkova, 2014; Tom, 2018).
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4.3.1 Pyrosekvenovani (Roche 454)

V roce 1985 bylo poprvé popsano sekvenovani podle syntézy a v roce 1987 P. Nyre'n
popsal sledovani DNA polymerazy pomoci bioluminiscence (Melamede, 1985; Nyren, 1987).
Prvni technologie NGS byla ptedstavena spolecnosti 454 Life Science (nyni Roche) v roce
2005. Tato technologie je zalozena na principu tzv. pyrosekvenovani. Pyrosekvenovani je fetéz
enzymatickych reakci, pii kterych dochazi k navazani DNA bazi do nové vznikajicich vldken

DNA a zaroveil dochdzi k emisi viditelného svétla (Dijk, 2014; Liu, 2012; Koubkova, 2014).

Proces startuje vytvorenim DNA knihovny, kdy se na DNA $tépi dvouvldknové
fragmenty, na jejichz koncich se vazou kratké specifické adaptory A a B. Adaptor B ma na
svém 5' konci oznaceny biotin. Na dvouvldknovych fragmentech jsou magnetické kulicky,
které jsou denaturovany. Fragment, na kterém je navazan adaptor A, to je ten, ktery neni
oznacen biotinem, je proto uvolnén z DNA knihovny. Takto vznikla knihovna DNA se chysta
k hybridizaci na specidlnich DNA kulickach, které slouzi jako primer pro naslednou

amplifikaci. Amplifikace probiha tzv. emulzni PCR (emPCR). Kazd4 kulicka je pii amplifikaci

v olejové emulzi s vodou a vyprodukuje ptiblizné 10’ kopii templatu. Jakmile skon¢i emPCR,
uvolni se jednotlivé kuli¢ky z emulze a nasleduje promyvaci krok, kdy se dochovaji pouze
kuli¢ky s amplifikovanou DNA. Kuli¢ky s navdzanym templatem jsou napipetovany do jamek
tzv. pikotitracni desticky (PTP), do kazdé jamky se pipetuje jedna kulicka. PTP se déli do Ctyt
vrstev, do kterych se postupné davkuji dalsi dilezité druhy kuli¢ek potifebné pro spravnou
pyrosekvenacni reakci. Mezi tyto komponenty patii kulicky senzymy sulfuryldzou,
luciferazou, apyrdzou a DNA polymerazou. Déle jsou nezbytné substraty adenosin 5'-
fosfosulfat (APS) a luciferin. Na PTP proudi dil¢i nukleotidy v pfesné daném potadi. Pro
docileni komplementarity se véleni DNA polymeraza do nové vznikajiciho fetézce, coz zpisobi
uvolnéni pyrofosfatu. Pyrofosfat je pomoci enzymu ATP sulforylazy pfeménén na ATP, jez
dodava energii pro reakci luciferinu, ktery pomoci enzymu luciferdzy je oxidovan na
oxyluciferin. Zarovent dochdzi k emisi viditelného svétla, které se detekuje CCD Cipem.
Nespotiebovana energie ve form¢ ATP a dalsi nukleotidy jsou degradovdny enzymem
apyrazou. Nasledna sekvence je odecitana na tzv. pyrogramu. Pro analyzu dat se vyuziva

sekvenacni software (Fronkova, 2013; Liu, 2012; Koubkova, 2014).

Firma Roche na konci roku 2013 oznamila ukonceni podpory platformy Roche 454,
protoze bylo nahrazeno nové€j$imi a konkurenéné lepSimi technologiemi od spolecnosti

[llumina a Ion Torrent (Hollmer, 2013).
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4.3.2 SOLiD

Technologie SOLiD (z angl. Sequencing by Oligonucleotide Ligation and Detection)
byla ptedstavena v roce 2007 spolec¢nosti Applied Biosystems (dnes Life Technologies). Jak
nazev napovida, jednd se o sekvenovani ligaci pomoci DNA ligazy, nikoliv sekvenovani
syntézou. Nejprve se vytvoii DNA knihovna, kterd pracuje na obdobném principu, jako u jiz
zminéné techniky Roche 454. Amplifikace tedy opét probiha na emulzni PCR a na DNA se
Stépi kratké adaptory komplementarni k adaptorim na magnetickych kulickach. Amplifikacni
produkty se prenesou na sklenény povrch a vlozi se do kazety umoznujici fluidni pratok.
K sekvenovani dochazi pomoci zvlastnich sond, které maji délku osm nukleotidl. Kazda sonda
ma na sob¢ odlisSnou fluorescencni barvu a obsahuje zndmou sekvenci prvnich dvou béazi.
Celkem je moznych 16 dinukleotidovych sekvenci, které jsou znaCeny ¢tyfmi fluorescenénimi
barvivy, coz znamend, ze kazdé barvivo znaci 4 dinukleotidy. Platforma SOLiD umozni piecist
kazdou polohu nukleotidu celkem dvakrat a totoznost nukleotidu se urci pomoci analyzované
barvy. V soucasné dobé se vyuzivaji sekvenatory SOLiD 5500 System a 5500xl System
(Heather, 2016; Koubkova, 2014; Morozova, 2008).

Cvwr

diky moznosti, ze kazdd zdkladna je ¢tena dvakrat. Nevyhodou SOLiD je nejkratsi ¢teni a

dlouhé doba celkové analyzy (Dijk, 2014).

4.3.3 Ion Torrent

V roce 2010 predstavila spole¢nost Ion Torrent (nyni Life Technologies) pfistroj
Personal Genome Machine (PGM). Tento program vyvinul Jonathan Rothberg, ktery je
zakladatelem firmy 454 Life Science. Tato metoda sekvenovani se podoba systému Roche 454,
avSak hlavni rozdil je v tom, Ze misto pyrofosfatu je pfi reakci uvolfiovan proton, ktery je
detekovan pomoci iontovych senzori. PGM vyuziva polovodicovou technologii, kterd je
zalozena na schopnosti pievadét chemicky signal na digitalni. Zaroven tento systém nevyzaduje
optickou detekci fluorescencné znacenych nukleotidii a kamerové sekvenovani. DNA knihovna
se ptipravuje obdobné jako u piedeslych metod pomoci emPCR. lon Torrent pfi reakci uvolituje
proton H" v prubéhu syntézy nové vznikajiciho fetézce, ktery je katalyzovan DNA
polymerazou. Pti uvolnéni H* dochazi ke zméné pH, ktera je zaznamenavana na polovodi¢ovém
¢ipu. PGM rozpozna, zda je nukleotid pfidan ¢i ne. Jestlize nukleotid neni komplementarni, tak
¢ip nezachyti zadny signal. Pokud jsou naopak pfidany dva komplementarni nukleotidy, tak je

detekovan dvojnasobny signal (Dijk, 2014; Liu, 2012; Koubkova, 2014).
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Diky tomu, ze platforma Ion Torrent nepouzivé zadné zobrazovaci techniky, patii mezi
nejrychlej$i metodu s nizkymi néklady (Liu, 2012). Mezi hlavni nevyhodu iontového
sekvenovani patii vyssi chybovost v detekci homopolymernich oblasti, jako byla u technologie

Roche 454 (Khodakov, 2016).

4.3.4 Illumina (Solexa)

Na sekvencnim trhu se v roce 2006 objevila platforma Solexa, kterou ptfevzala v roce
2007 spolecnost [llumina. Princip platformy je zaloZen na sekvenovani pomoci syntézy (SBS),
kdy dochdzi k postupnému ptidavani nukleotidovych bazi znacenych fluorescenénim barvivem

(Ansorge, 2008; Khodakov, 2012).

U této technologie se knihovna pfipravuje St€épenim DNA na fragmenty o velikosti
maximalné 800 bazi. Fragmenty DNA jsou na koncich zarovnany, fosforylovany a adenylovany
na 3’-konci. Na konce fragmentl se vazi adaptory. Diky adaptorim jsou fragmenty
hybridizovany k reakéni komiirce, kterd méa funkci pevného nosice a jeji povrch je pokryt
dopliikovymi adaptéry. Kazdy fragment hybridizuje a tvoii strukturu tzv. mostu (mezi
odborniky pouzivén i anglicky termin bridge), kterou mizete vidét na Obrazku 18. Nasledné
probiha amplifikace a je pfiddna smés reagencii potfebna pro PCR. Adaptory, které jsou
navazané na pevném povrchu, slouzi jako primery pro syntézu DNA. V dal$im cyklu PCR je
adaptor opét prodlouZen o reakéni smés. Cely proces amplifikacni PCR se cyklicky nékolikrat
opakuje, az se na povrchu komirky vytvoii klastry, které tvofi asi 1000 namnozenych a
identickych kopii DNA. Klastry jsou pfipravené k vlastni sekvenaci, ktera je zndzornéna na
Obrazku 19. Pro sekvenovani se pouziva reakéni smés, ktera se nanasi na povrch pevného
nosice. Reakéni smés obsahuje primery, Ctyfi reverzibilni terminatorové nukleotidy, z niz je
kazdy nukleotid znaceny jinou fluorescencni barvou a DNA polymerdzu. Jakmile dojde
k za€lenéni nukleotidu do fetézce DNA je nukleotid detekovdn a identifikovan pomoci
fluorescen¢niho barviva CCD kamerou. Cyklus syntézy je opakovan po odstranéni terminacni
skupiny na 3’-konci nukleotidu a fluorescencniho barviva z baze (Ansorge, 2008; Koubkova

2014).
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b Illumina/Solexa
Solid-phase amplification
One DNA molecule per cluster

Cluster

Sample preparation
DNA (5 ug)
Template
dNTPs

and
polymerase

Bridge amplification

Obrazek 18: Mustkova amplifikace (Pfevzato z: Metzker, 2009, Dostupné z: 10.1038/nrg2626)
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a Illumina/Solexa Reverzibilni terminatory
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Obrazek 19: Vlastni sekvenovani (Upraveno od Metzker, 2009, 10.1038/nrg2626)

Prvni pouzivany sekvenator byl [llumina Genome Analyzer, jehoz béh trval 2-3 dny a

umoznil precist 35 bazi o velikosti 1 Gb dat. V soucasnosti spolecnost Illumina nabizi tyto
pfistroje: iSeq, MiniSeq, MiSeq Series, MiSeqDx System, NextSeq 550 Instrument, NextSeq
550Dx Instrument, NextSeq 1000 & 2000 a NovaSeq 6000 (Illumina, 2021; Koubkova, 2014).

[llumina je nejcastéjsi pouzivanou platformou z NGS. Vétsina protokolll pro piipravu

DNA knihoven je kompatibilni se systémem Illumina. Illumina nabizi produkci vice dat za
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mén¢ ¢asu 1 penéz v porovnani s ostatnimi platformami NGS i se Sangerovym sekvenovanim.
Mezi jeji nevyhodu patii technicky naro¢né vkladani vzorku. Jeji dalsi nevyhodou je vyssi

chybovost, kterd vznika piekryvanim jednotlivych klastri (Dijk, 2014; Koubkova, 2014).
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5 CYTOGENETICKA DIAGNOSTIKA

5.1 Struktura karyotypu

Lidsky karyotyp (karyogram) je slozen z23 pard chromozoml (celkem 46
chromozomtl). Autozomy jsou nepohlavni chromozomy (somatické) a znaci se arabskymi
&islicemi od 1 do 22. Clovék ma 22 parti autozomil. Gonozomy jsou pohlavni chromozomy a u
¢lovéka se skladaji z jednoho paru. Gonozomy se znaci pismeny X a Y a jsou umistény na konci

karyogramu.
Lidské chromozomy se fadi do nasledujicich skupin:
Skupina A — chromozomy 1, 2, 3 (velké metacentrické)
Skupina B — chromozomy 4, 5 (velké submetacentrické)
Skupina C — chromozomy 6, 7, 8, 9, 10, 11, 12, X (stfedni submetacentrické)
Skupina D — chromozomy 13, 14, 15(stfedni akrocentrické)
Skupina E — chromozomy 16, 17, 18 (malé submetacentrické)
Skupina F — chromozomy 19, 20 (malé metacentrické)
Skupina G — chromozomy 21, 22 (akrocentrické), Y

Metacentrické chromozomy maji stejné dlouhd ramena. Submetacentrické chromozomy
maji jedno rameno mirn¢ kratsi nez druhé. Akrocentrické chromozomy maji jedno rameno
radikaln¢ kratsi.

Chromozomy se nejlépe pozoruji pti bunééném déleni v procesu metataze. Metafazické
chromozomy maji vzhled dvou ramen, ktera jsou ve stfedu ztenc¢end a spojena. Oblast, ktera
spojuje dvé ramena, se nazyva centromera. Pouze jedno rameno se nazyvd chromatida.
Koncova ¢ast ramen se nazyva telomera. Ramena vétSinou nejsou stejné dlouhd, a proto se

rozliSuji ramena na kratka (p rameno) a dlouh4 (q rameno).

Soucet vSech chromozomi se pak nazyva karyotyp. Fyziologicky se muzsky karyotyp

znadi 46,XY a zensky karyotyp se znaéi 46, XX (O'Connor, 2008; Sipek, 2010-2014).

5.2 Chromozomové aberace

Cytogeneticti pracovnici mohou detekovat genetické zmény (mutace), tedy rtizné

chromozomové abnormality. Chromozomové aberace se oznacuji také jako chromozomové

52



mutace. Mezi zékladni typy strukturalnich aberaci patfi chromozomové delece, duplikace,

inverze, inzerce a translokace.

Delece je ztrata jednoho ¢i vice nukleotidit v DNA coz v tomto pfipadé znamena, ze
usek chromozomu chybi. Delece se miize projevit na konci z jednoho ramének (termindlni

delece) nebo ve stfedni ¢asti chromozomu (intersticialni delece).
Duplikace je zdvojeni (znasobeni) urcité ¢asti chromozomu.

Inverze vznikd dvéma zlomy na jednom chromozomu, kde se uvolnény fragment

chromozomu oto¢i o 180 stupiiti a ptipoji se na stejny chromozom v otoc¢ené pozici.
Inzerce vznikd skokem minimaln€ 3 chromozomalnich zlom1 na jiny chromozom.

Translokace je vyména urcité ¢asti chromozomu (nukleotidu) mezi dvéma chromozomy

(Kocarek; O'Connor, 2008; gipek, 2010-2014).
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Obrazek 20: Chromozomové aberace (Pievzato z: Sipek, 2010-2014,
http://genetikabiologie.cz/mutace)

5.3 VysSetreni karyotypu (G-pruhovani)

Vysetieni karyotypu se vyuziva v 1€karské genetice pii diagnostice vyvojove vrozenych

vad (VVV), genetickych poruch, ale i nddorovych onemocnéni (O'Connor, 2008).

Vysetieni chromozomi se provadi z plodové vody, fetalni krve, choriovych klki, z tkani
potraceného plodu, periferni krve, nebo kostni dien¢. V soucasnosti se v laboratotich pouziva
konven¢ni cytogenetickd analyza (tzv. G-band, dle pfipravy a pouzité barvici techniky) nebo
metoda FISH (Fluorescencni in situ hybridizace).

Postup pfi klasické konvencni cytogenetické analyze je nasledujici:

- Odbér periferni krve
- Kultivace T lymfocytl 72 h ve sterilnim prostiedi pti 37 © C
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- Hypotonie roztokem 0,075M KCl

- Fixace smési methanolu a kyseliny octové v poméru 3:1, fixace probiha 3- Skrat
- Ptiprava nativnich preparatt

- Barveni technikou G pruhovani

- Analyza karyotypu z 20 mit6z ve svételném mikroskopu

Pii barveni se nanese na metafazické chromozomy enzym trypsin a poté se struktury
barvi Giemsovym barvivem. Po pfidani barviva jsou na kazdém z chromozomu vidét svétlé a
tmavé pruhy, tzv. G-pruhy, které jsou na kazdém chromozomu piesné definované a z toho
diivodu se daji jednotlivé chromozomy od sebe rozli§it a zcela urcit (Kocarek, 2010;

Makaturova, 2012; Zemanova, Centrum nadorové cytogenetiky; Zima, 2007).

G-pruhy se nejcastéji rozliSuji pti kondenzaci chromatinového vlakna. Tmavé G-pruhy
zobrazuji oblasti, které se tvoii pozdéji v bunééném cyklu a jsou pomérné vice kondenzovany
nez svetlé G-pruhy. Svétlé G-pruhy se tedy reprezentuji v rané oblasti bunééného cyklu, coz
znamena, ze jsou vice aktivni pii transkripci. Na zbarveni pruht maji také ucinek baze v DNA.

Ve tmavych pruzich pfevazuji pary A-T a ve svétlych dominuji pary G-C (Kocarek, 2010).

G-pruhovani (viz Obr. 19) se hodnoti podle patizské nomenklatury. Na zaklad¢ tohoto systému
bylo ke kazdému z pruhti pfic¢lenéno specifické cislo. Tato ¢isla maji vyuziti pro popis
strukturnich aberaci, anebo pro lokalizaci genti. Gen BLM, jehoz kauzalni mutace jsou
asociovany s Bloomovym syndromem, je lokalizovan na chromozomovém lokusu 15926 a to
znamena, ze je gen lokalizovan na pruhu 26 dlouhych ramen (q) chromozomu 15 (Kocarek,

2010; Wu, 2016).
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Obrizek 21: Karyotyp chlapce (46,XY) s diagnostikovanym Bloomovym syndromem (Pfevzato se
svolenim Laboratofe 1¢karské genetiky s.r.0., Pardubice; Gancarcikova, 2020)

5.4 VySetreni ziskanych chromozomovych aberaci (ZCA)

Diky vysetteni ZCA miZeme v buitkach malignich nddort rozpoznat ziskané strukturni
¢i pocetni zmény (Zima, 2007).

Test ZCA se provadi odbérem periferni krve a naslednou kultivaci ziskanych lymfocyti,
pti kterém se hodnoti procento zastoupenych bunék s chromozomalni aberaci. Postup ptipravy
nativniho preparatu je podobny jako u klasické konvencni analyzy. Odbér je stejny jako u
vySetieni karyotypu, kultivace je zkracena na dva dny, protoze se diky fytohemaglutininu
ziskavaji mitdzy z prvniho bunééného cyklu. K barveni se vyuziva Giemsovo barvivo, kde se
hodnoti celé mitdzy, anebo se pouziva metoda FISH (Fluorescencni in situ hybridizace), kde se
pomoci sond obarvi nékolik chromozom a zjisti se jejich chromozomalni zlomy a podle nich
se vypocita celkové zastoupeni ziskanych chromozomalnich aberaci. Fyziologické hodnoty
jsou do 3 % s nalezy aberantnich bunék. Mezi hrani¢ni hodnoty se fadi ty mezi 3 % az 5 % a
patologické hodnoty jsou nad 5 %. Mezi chromozomové aberace patii duplikace, delece,

inzerce, inverze, translokace, které jiz byly zminény v kapitole 5.2 Chromozomové aberace.
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DalSimi aberantnimi bunikami jsou izochromozom, ring chromozom, fragmentace, marker

chromozom (Priisa, 2012; Sipek, 2010-2014).

Vysetieni ZCA bylo provedeno u chlapce s BS z kazuistiky. ZCA byly nalezeny v 9,5
% z hodnocenych mitéz. Pomoci vySetfeni byla detekovana ptitomnost izochromatidovych i
chromatidovych zlomi a snimi vznikajici acentrické fragmenty, pak ring chromozomy,
chromozomové vymény a kvadridly, pfi¢emz tyto nalezy jsou asociovany se syndromy

chromozomovych instabilit (Gancaréikova, 2020).

chromosom

A

Obrazek 22: Vysetieni ZCA chlapce s BS (Pfevzato se svolenim od Laboratofe 1ékatrské genetiky
s.r.0., Pardubice)

5.5 Vysetieni SCE

SCE neboli vymény sesterskych chromatid (,,Sister Chromatide Exchanges®) patii mezi
vnitini chromozomové prestavby, pii kterych vznikaji vzdjemné vymény chromozomovych

usekt mezi dvéma chromatidami totozného chromozomu.

Samotné SCE nejsou pro pacienta nijak vazné, ale jejich zvysena frekvence ano, protoze

zpusobuje poskozeni replikacnich procest. ZvySené riziko SCE se uvadi také u pacientti, ktefi
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jsou vystaveni latkdm s mutagennimi u¢inky. Pocet u zdravého jedince je fyziologicky 5-10
SCE na bunku.

Na Obrazku 23 muzete vidét mozné vymeény sesterskych chromatid. Vlevo je

chromozom pted vyménou a vpravo jiz po vymeéné. Na Obrazku 23 a) se jednd o jednoduchou

vvvvvv

1] :
a ) <
LR

Obriazek 23: Ukazky vymeén sestrerskych chromatid (Pfevzato z: Kocarek, 2010)

chromatid.

Detekce sesterskych chromatidovych vymeén se provadi tzv. ,,harlekynskou technikou*
zvanou FPG (Fluorescence Plus Giemsa). Tato technika pouziva Hoechst 33258 v kombinaci
s barvenim Giemsa, aby se ziskaly cytologické preparaty zbarvené Giemsou odlisn¢ zna¢enych
chromatidt (Perry, 1974). Jako prvni jsou lidské lymfocyty oSetfeny kultivacni metodou, ktera
vyuziva bromdeoxyuridin (BrdU). BrdU se pfi syntéze DNA vcleni do polynukleotidového
feté¢zce misto thymidinu a tim méni chromatinovou strukturu i barvitelnost chromatid.
Ptitomnost BrdU musi byt v buiikach alespon po dobu dvou replika¢nich cykli. Dalsi fazi je
barveni, které se realizuje pomoci fluorescenc¢niho barviva Hoechst 33258 (dibenzil-midazol).
Preparaty se posléze fluoreskuji a obarvi se Giemsovym roztokem. Sesterské chromatidy jsou
odlisn¢ barvitelné, a proto se mohou pozorovat jejich vzijemné vymény ve svételném

mikroskopu (Kucerova, 1988; Kocarek, 2010).
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Laboratot LLG s.r.o. provedla u chlapce s BS detekci sesterskych chromatidovych
vymén (SCE) perifernich lymfocytd pomoci techniky FPG.

Analyzou se zjistilo velmi zvySené mnozstvi vymeén sesterskych chromatid v priméru
63 SCE / 1 buiku (rozsah 51-76) ve srovnani s interni kontrolou 6,5 SCE / 1 bunku
(Gancarcikova, 2020).

Obrizek 24: SCE u chlapce s Bloomovym syndromem (Pfevzato se svolenim od Laboratote 1¢karské
genetiky s.r.o., Pardubice)
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6 LECBA

Syndromy chromozomalni instability nelze vyléc€it a pfipadna 1écba se zaméfuje na
zmirnéni symptomi onemocnéni. Syndromy chromozomalni instability maji vysoké riziko ke
vzniku nddorovych onemocnéni, které komplikuji terapii. Malignita se mlze projevit i pred
stanovenim diagnozy, proto je dilezité pfesné urceni diagnozy pied samotnym zahdjenim
l1écby. Prenatdlni diagnostika téchto zavaznych syndromil je moznd v piipadé detekované
familiarni varianty, ktera byva pro danou rodinu typickd. Po cytogenetické a molekuldrni
diagnostice je doporuceno sledovat preventivné stav pacienta. Pravidelné klinické vySetfeni
pacienti podstupuji ¢tyfikrat roén€. Kontroly se kvili velkému riziku zamétuji na screening
solidnich nadort a hematoonkologickych chorob. Déle se sleduji hodnoty krevniho obrazu,
kostni dieng, glykemie, hormont, lipidl a hladiny protilatek. Kazdého ptil roku se doporucuje
také gynekologické a mamografické vysetfeni. Pacienti podstupuji gastroskopické vySetieni

v piipadé¢ gastrointestinalnich obtizi (Krutilkova, 2009; Seemanova, 2006; Stefanek, 201 1).

V¢asna diagnostika je diilezita pro preventivni opatfeni. Nalez nadorového onemocnéni
v pocatecnich stadiich je kli¢ové a preventivni opatfeni mize byt vysoce ucinné pro odhaleni
nadorového onemocnéni v inicidlni fazi. Pacienti se zvySenou citlivosti na ioniza¢ni zafeni maji
doporucené dermatologické vysetfeni jednou ro¢né. Dtilezitd je ochrana proti UV zafeni, jejiz
prevenci je: odév, krémy s vysokym faktorem, bryle s UV filtrem a minimalizace pobytu venku.
Kauzalni 1écba syndromt neni v sou€asnosti mozna. Jedinou terapii je snaha zmirnit symptomy
nemoci s cilem zkvalitnit zivot pacienta. Intenzita terapie je obvykle pfizpiisobena jednotlivci,
ale je oproti obecnym lécebnym protokoliim malignich onemocnéni minimalizovéana tak, aby
lécba nezhorsila dosavadni stav nemocného. Pii 1é€bé malignit se musi vyloucit radioterapie,
radiomimetické preparaty, alkyla¢ni latky a lécba cytostatiky smi byt maximalné tfetinova
oproti obvykle uzivané. Lécba u déti je omezena pouze na chemoterapii. U nékterych pacientd
je doporucovana transplantace hematopoetickych progenitorovych bun¢k (Chrzanowska, 2012;

Krutilkova, 2009; Seemanova, 2006; Stefanek, 201 1).
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7 ZAVER

Tato bakalarska prace se vénuje vzacné hereditarni skupiné syndromti chromozomalni
instability a jejich laboratorni diagnostice. Jak uz nazev této skupiny odpovida, tak se jedna o
skupinu chorob s vysokym poctem chromozomalnich a chromatidovych zlomii. Mezi tyto
syndromy patii Loius-Barové syndrom ataxie teleangiektazie, Nijmegen breakage syndrom,

syndrom ligazy IV, Bloomiiv syndrom, Fanconiho anémie, Wernertiv syndrom a Xeroderma

pigmentosum. Prevalence v celosvétové populaci ¢ini 1:30 000 az 1:3 000 000.

V praci jsou popsdny podrobné¢ jednotlivé syndromy, jejich etiopatogeneze a
fenotypické projevy. SpoleCnym jmenovatelem syndromi chromozomélnich instabilit je
kauzélni mutace v homozygotnim nebo ve slozeném heterozygotnim stavu v genech zajist'ujici
reparaci DNA pfi replikaci. Dsledkem poruchy téchto reparacnich procesii je DNA v naSich
bunkach neustdle poSkozovana kontaktem s nejriiznéjSimi fyzikalnimi a chemickymi vlivy
vngjsiho prostiedi, coz zvySuje pravdépodobnost somatickych mutaci. Pacienti maji vysoké
riziko rozvoje riznych malignich onemocnéni. Velmi asté jsou vyskyty nadorii predevsim pak

v détském véku.

Klicova je v€asna a spravna diagnostika syndroml chromozomalnich instabilit. Pfi
podezieni na vzacné onemocnéni SCI klinickym genetikem je indikovano genetické vySetieni.
Laboratorni diagnostika poskytuje rtizné spektrum metod od zobrazovacich technik klasické
cytogenetické analyzy s jejich modifikaci, napt. indukovanymi spontdnnimi aberacemi pomoci
mitomicinu C ¢i diepoxybutanu, tak metod molekularné genetickych. U molekularné
genetickych metod se vyuziva kombinace jednotlivych technik, a to kvili limitacim, které
metody maji. Jako metodou volby se pouziva masivné paralelni sekvenovani zamérené na
klicové geny predisponujici k syndromiim chromozomalni instability, jednd se o vySetfeni
nékolika genli v rdmci jedné analyzy. Vzhledem k tomu, Ze sekvenace probihd v kratkych
usecich ¢teni, mohly by analyze uniknout rozsahlejsi delece ¢i duplikace téchto klicovych gent,

a proto je v laboratorni diagnostice pouzivana technika MLPA, ktera tyto aberace odhali.

Posledni ¢ast se vénuje prevenci a piipadné strategii 1écby onemocnéni. V soucasnosti
nelze SCI vylécit, a tak je terapie zaméfena predev§im na zmirnéni symptomit daného
onemocnéni s cilem zkvalitnit, usnadnit a prodlouzit zivot pacienta. U syndromi
chromozomalni instability je naruSen mechanismus reparace DNA, a tak pro jedince
s nddorovym onemocnénim musi byt pii terapii nadoru upraven lé€ebny protokol. Z 1écby musi

byt vyloucena radioterapie, dale se podavaji snizené¢ davky cytostatik a chemoterapie je
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minimalizovéna. Je tedy nesmirné dllezité vcas rozpoznat tato zévazna hereditarni

onemocnéni, nebot’ nediagnostikovaného pacienta je mozné nevhodnou lé¢bou poskodit.
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