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ANOTACE

Bakalafska prace je zaméfena na variabilitu poctu kopii a variabilitu lidského genomu.
Popisuje obecné informace o variabilité poctu kopii, fyziologickém fungovani v organismu a
moznych typech dédiCnosti. Déle se zabyva vybranymi klinickymi syndromy spjatymi
s variabilitou poctu kopii. V posledni Casti je zamétfena na prenatalni a postnatalni molekularni

genetickou diagnostiku a 1€¢bu.
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Copy number variations in prenatal and postnatal genetic diagnosis

ANNOTATION

The bachelor thesis is focused on the copy number variation (CNV) and the variability
of the human genome. Describes general information about copy number variations,
physiological functioning in the body, and possible types of hereditary. It also deals with
selected clinical syndromes associated with copy number variations. The last part focuses on

prenatal and postnatal molecular genetic diagnosis and treatment.
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SEZNAM ZKRATEK A ZNACEK

ALU — transpozonalni sekvence

aCGH - komparativni genomova hybridizace na mikro¢ipu (z angl. Array Comparative
Genomic Hybridization)

CNP — polymorfismy v poctu kopii (z angl. Copy-Number Polymorphism)

CNV — variabilita v poctu kopii (z angl. Copy-Number Variation)

DBS — DNA dvouftetézcové zlomy (z angl. Double Strand Breaks)

DGS - syndrom DiGeorge

DGV — databdze genomovych variant (z angl. Database of Genomic Variants)

DNA — deoxyribonukleova kyselina

FISH — fluorescenéni in situ hybridizace

FoSTeS — blokovani replika¢ni vidlice a zména templatového vldkna (z angl. Fork STalling
and Template Switching)

GO — genova ontologie

HGP — projekt lidského genomu (z angl. Human Genome Project)

LCR - sekvence s nizkym poctem opakovanim (z angl. Low Copy Repeat)

LINE — dlouhé rozptylené jaderné elemetny (z angl. Long Interspersed Nuclear Elements)
MLPA — mnohondsobna amplifikace zavisld na ligaci sond (z angl. Multiplex Ligation
dependent Probe Amplification)

mRNA — mediatorova ribonukleova kyselina

NAHR — nealelickd homologni rekombinace (z angl. NonAllelic Homologous Recombination)
NHEJ — nehomologni spojovani konct (z angl. NonHomologous End Joining)

OMIM - on-line databaze genti a genetickych onemocnéni u lidi (Online Mendelian
Inheritance in Man)

QF-PCR — kvantitativni fluorescen¢ni polymerazova fetézova reakce (z angl. Quantitative
Fluorescent Polymerase Chain Reaction)

SD — segmentalni duplikace

SNP — jednonukleotidovy polymorfismus (z angl. Single Nucleotide Polymorphism)

STR — kratké tandemové repetice (z angl. Short Tandem Repeats



TERMINOLOGIE

Alela: konkrétni forma genu

Brachydaktylie: vrozené onemocnéni projevujici se kratkymi a zavalitymi prsty

Genom: veskera genetickd informace ulozena v DNA

Haploinsuficience: dédi¢né onemocnéni, u kterého je pfitomna jen jedna funkéni alela genu
Chromozom: bunécna struktura eukyryot v jadre

Imunodeficience: stav, kdy ma imunitni systém snizenou schopnost odpovidat na antigenni a
dalsi podnéty

Mikrognatie: zmenSena dolni Celist

Mutace: zména v molekule DNA

Polydaktylie: vrozena vyvojova vada projevujici se nadpocetnymi prsty na ruce ¢i noze
Recidiva: navraceni onemocnéni po jejim vyléceni

Screening: metoda, kdy se vyhledavaji Casna stddia onemocnéni nebo patologické stavy a
Velofaryngedlni insuficience: stav, kdy mékké patro a svalovina hltanu netvoii optimalni

uzaveér mezi ¢asti hltanu, ktera je spojena s dutinou stni a nosohltanem

Zdroj: Velky Iékarsky slovnik, 2000. Velky [ekarsky slovnik [online]. Dostupné z:
http://lekarske.slovniky.cz/



UVOD

Bakalafska prace je zaméfena na variabilitu po¢tu segmentit DNA (CNV, Copy-Number
Variation). Do popfedi se CNV dostaly az poté, kdy byl dokoncen projekt lidského genomu a
jeho mapovani v roce 2003. Od té doby se variabilitou poc¢tu kopii zabyvalo mnoho védct
v n¢kolika studiich. Jejich hlavnim zdmérem se stalo pozorovani dopadu CNV na lidské zdravi,

mechanismy vzniku a celkovy obsah téchto fragmentu.

Prvni ¢ast bakalaiské prace se zamétuje na obecny popis CNV a nejcastéjsi mechanismy
vzniku, které maji podil na variabilité poctu kopii. V dalsi ¢asti se prace zaobira benignimi
variantami CNV a jejich zapojenim do fyziologickych procesi v lidském organismu a

dilezitosti variability lidského genomu pro zachovani lidské existence na Zemi.

Dale jsou vysvétleny mozné typy dédicnosti, diky kterym CNV piestupuji z generace na
generaci. V této kapitole je popsdna autozoomalné dominantni dédicnost, gonozomalné
dominantni a recesivni dédi¢nost a varianty vzniklé de novo, u kterych studie prokazaly, ze

mohou byt pfitomny v celém genomu.

Ve druhé casti prace jsou popsany nékteré klinické syndromy, které jsou zpiisobené
mikrodelecemi ¢i mikroduplikacemi na chromozomech. U jednotlivych syndromil jsou
popsany jejich mechanismy vzniku, etiopatogeneze a fenotypové projevy. Byl popsan
mikroduplikacni syndrom Potocki-Lupski a mikrodele¢ni syndrom Smithové-Magenisové na
stejné oblasti chromozomu 17. Dale mikrodele¢ni syndrom DiGeorge, mikroduplikaéni

syndrom 22q11.21 a poslednim popsanym onemocnénim je delecni syndrom Cri du chat.

Nasledné je rozebrana molekularné geneticka diagnostika v prenatdlni a postnatalni
diagnostice, kdy se mezi nejdilezitéjsi metody fadi QF-PCR, array CGH, MLPA a FISH
metoda. Diky rychlému rozvoji diagnostickych metod se pfichazi na prenatalni a postnatalni
CNV vcas, a tak dochazi k rychlé stratifikaci pacientli, jejich zafazeni do preventivnich

programt ¢i 1écby.

Lécbou se zabyva posledni ¢ast bakalatské prace, ovsem léCba syndromt zlistdva 1 v dnesni
dobé& pouze symptomatickd. Symptomy anebo morfologické vady jsou feSeny farmakologicky
nebo chirurgicky. Do novych trendil v mediciné se zatazuje genova terapie, kterd s sebou nese

fadu etickych aspektil a zlistava predevS§im v experimentalni a védecké roviné.
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1 VARIABILITA POCTU KOPIi

Jednonukleotidovy polymorfismus (z angl. Single Nucleotide Polymorphism, SNP) je
hlavnim zdrojem genetickych a fenotypovych variant v lidském genomu. Ptichod technologii,
jakymi jsou komparativni genomové hybridizace, umoznily odhalit velky rozsah tzv.
“strukturdlnich variabilit" v lidském genomu. Jedna se o mikroskopické a submikroskopické
varianty zahrnujici delece, duplikace, ale i genomové prestavby jakymi jsou inzerce, inverze a
translokace se zménou davky gend, pficemz tyto rozsahlé zmény v poctu kopii variant
souhrnné nazyvame terminem pievzatym z angl. Copy-Number Variation (CNV) - variabilita
v poctu kopii (Feuk et al., 2006). Typy genomovych variant jsou zobrazeny na Obrazku 1.

Termin CNV je definovan jako rozdil v genové davce nebo fragmentii DNA v porovnani s
referenénim genomem. Pivodné se pouzival k popisu zmén genomovych segmentii DNA o
velikosti vétsi nez 1 kb az po n€kolik miliont bazi (Feuk et al., 2006; Freeman et al., 2006;
Scherer et al., 2007). Vyssi rozliSeni analyz CNV umoznilo detekovat stale vice menSich CNV
napfi¢ lidského genomu ve velikosti v rozsahu 100 bazi az 1 kb (Boone et al., 2010; The 1000
Genomes Project Consortium, 2010).

CNV jsou vysledkem strukturadlni variace genomu, které obsahuji delece, duplikace,
inzerce nebo nevyvazené translokace a inverze. Tyto mechanismy mohou vést ke ztrat€ nebo
zisku genomovych segmentii. Variabilita poctu kopii mé vyrazny dopad na lidské zdravi a je
pfedpokladem pro rizna onemocnéni, mezi n¢ se fadi mentdlni retardace, syndromy
viceCetnych vrozenych anomalii, komplexni neurodegenerativni a neuropsychiatrické
poruchy, jako je autismus a schizofrenie. Déle také nadorovd onemocnéni a imunitni
insuficience (Shaikh, 2017).

Variability poctu kopii segmenti DNA mizou vznikat de novo, ale také mohou byt
podminény dédicné. Dle mezindrodnich doporuceni jsou CNV klasifikovany do 5 tfid: 1 tfida
- benigni varianta, 2 tfida — pravdépodobné benigni, 3 tfida — varianta nejasného klinického
vyznamu, 4 tfida — pravdépodobné patogenni, 5 tfida — patogenni varianta. Zdanlivé zdravi
jedinci maji v lidském genomu také vyznamny pocet CNV, ale predpoklada se, ze nemayji
zadnou souvislost s nepfiznivymi fenotypovymi nélezy, pficemZ tyto CNV jsou oznafovany
jako polymorfismy vpoctu kopii z angl. Copy-Number Polymorphism (CNP)
(Coughlin et al., 2012). V populaci se polymorfismus vyskytuje u vice nez 1 % populace (Feuk
et al., 20006).
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V roce 1936 bylo prokazano jedno z prvnich sdruzeni mezi CNV a fenotypem, kdy
Calvin B. Bridges popsal u Drosophila melanogaster duplikaci Bar genu, kterd se fenotypove

projevuje jako zuzeni u slozenych oci (Bridges, 1936).

: Delece
. BEE S Duplikace

s Cl><]D I F] Segmentova duplikace
> Inverze
Variabilita poétu kopii

Obrazek 1 — Typy genomovych variant

(Pfevzato od: Almal a Padh, 2012, Pievzato z: https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/21956041/)

V roce 2006 byla sestrojena prvni mapa CNV. Do studie bylo zapojeno 270 osob ze
¢tyt populaci s ptedky z Evropy, Afriky a Asie. Izolovanda DNA z lymfocytl periferni
krve jedinct byla analyzovana k detekci CNV pomoci dvou komplementarnich technologii.
Jednalo se o genotypova pole s jednim nukleotidovym polymorfismem (SNP) a komparativni
genomovou hybridizaci zaloZzenou na klonech (CGH). Bylo nalezeno 1447 CNV, které
obsahovaly zisky, ztraty a rizné ptekryvy. CNVR (Copy Number Variable Region) pokryvaji
az 360 Mb, které odpovidaji 12 % genomu. Variability obsahovaly stovky geni, lokust,
funk¢nich prvka a segmentalnich duplikaci. Je zvlastni, ze CNV obsahovaly vice nukleotidi
na jeden genom nez SNP. Tento objev potvrdil, Ze variabilita poctu kopii ma velky vyznam
v genetickém zkoumani, v lidské evoluci a pro studie genetickych chorob (Redon, et al., 2006),
Mapa byla aktualizovdna v roce 2015 na zéklad¢ 55 studii bylo zjisténo, ze 4,8 — 9,5 % genomu
prispiva k CNV, pricemz zhruba 100 gent, které by mohly byt uplné odstranény, by nemély
zjevné nasledky na fenotyp ¢lovéka. CNV jsou diilezitym a velkym zdrojem benignich, ale i
patogennich variant. Klicovou otdzkou zkoumani je, zda je varianta benigni anebo jestli
ovliviiuje zivotné diilezité funkce, které by vedly k onemocnéni (Zarrei et al., 2015).

Spravné klasifikaéni zafazeni nalezenych variant miZe vychdzet zudaji z Databaze
Genomovych Variant (DGV), jelikoz tato databdze je vefejné pfistupna a poskytuje uceleny
prehled o variabilité poctu kopii a strukturalnich variaci, které byly nalezeny napii¢ genomu

jedinct celosvétoveé populace. DGV byla vytvotena v roce 2004 (Iafrate et al., 2004).

1.1 Delece a Duplikace
Delece a duplikace chromozomovych segmentt jsou hlavnim zdrojem variant mezi lidmi

a jsou zakladnim faktorem v evoluci Clovéka, ale 1 v mnoha onemocnénich jakymi jsou
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napiiklad duSevni a vyvojové poruchy, tak i nadorova onemocnéni (Hastings, et al., 2009).
Tyto aberace se fadi mezi nejcastejsi formy variability poétu kopii segmentd DNA, které
mohou zahrnovat tisice az stovky tisic bazi. U&innym mutagenem pro indukci
chromozomovych pfesmykti vSeho druhu je ionizujici zafeni. Rentgenové paprsky a gama
paprsky zpusobujici pteruSeni kontinuity chromozomu (Freeman, 2000).

Interchromozomové piesmyky zahrnuji dva razné chromozomy a mohou se vyskytovat
mezi nehomolognimi chromozomy. Na molekularni trovni mohou zahrnovat delece a
duplikace, které vznikaji rekombinaci mezi dvéma homolognimi chromozomy i pfesto, ze se
na cytogenetické irovni objevuji pouze v jediném chromozomu nebo paru chromozom.
Intrachromozomalni pfesmyky jsou cytogenetické aberace, které zahrnuji jeden chromozom.
Mezi tyto aberace se fadi intersticidlni a termindlni delece, intersticialni duplikace, inverze a
izochromozomy. Néktera preskupeni zahrnuji jeden homolog (vyména sesterskych chromatid)

a jind mohou zahrnovat oba homologni chromozomy (Shaffer a Lupski, 2002).

1.1.1 Duplikace

Duplikace, ktera je zobrazena na Obrazku 2, je definovdna jako znasobeni useku
chromozomu neboli zdvojeni genetického materidlu. Mohou vznikat samostatn€ pfifazenim
volnych fragmentii vzniklych deficienci anebo jako dasledek crossing-overu v procesu meidzy
mezi chromozomy.

Duplikace

Obrazek 2 — Duplikace

(Prevzato z: https://www.nicepng.com/)
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1.1.2 Delece
Delece, zobrazena na Obrazku 4, predstavuje ztratu genetického materidlu jednoho
chromozomu. Terminalni delece nebo také deficience je termin pro ztratu materialu z konce

chromozomu a intersticialni delece se projevuje ztratou uvnitt chromozomu viz Obrazek 3.

Delece

Mormdlni chromozom
ABCDEFGH

FAY
' %
4 LY

: A, T
ABCDEFGH A BYC DVEF G H
CDEFGH ABEFGH
Terminilni delece Intesticialm delece
Obrazek 3 — Terminalni a intersticialni delece Obrazek 4 — Delece

(Obrazek 3 - Pfevzato od: Freeman 2000, https://www.ncbi.nlm.nih.gov/books/NBK21904/)

(Obrazek 4 - Prevzato z: https://www.nicepng.com/)

Mezi prvnimi popsanymi chromozomovymi delecemi byla identifikace distalni delece
kratkych ramen 5 chromozomu (5p) fenotypicky se projevujici jako syndrom Cri-du-chat
(Lejeune, et al., 1964) a distalni delece kratkych ramen 4 chromozomu (4p) zptsobujici Wolf-
Hirschhornliv syndrom (Wolf ef al., 1965).

1.2 Nejcastéjsi mechanismy vzniku CNV

V soucasné dobé byly popsany predevSim tfi hlavni mechanismy, které nesou
zodpovédnost za genomové prestavby v lidském genomu. Jedné se o nealelickou homologni
rekombinaci (NAHR, NonAllelic Homologous Recombination), nehomologni spojovani
koncti (NHEJ, NonHomologous End Joining), blokovéani replika¢ni vidlice a zmeéna
templatového vlakna (FoSTeS, Fork STalling and Template Switching) (Gu et al., 2008).
Mechanismy jsou shrnuty na Obrazku 5.

1.2.1 Nealelicka homologni rekombinace (NAHR)
Ptiblizné 50 % lidského genomu je slozeno z opakujicich se sekvenci véetné kratkych

segmentovych duplikaci a sekvencemi s nizkym opakovanim (LCR, z angl. Low Copy Repeat).
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Segmentové duplikace jsou vetsi nez 1 kb a sdileji vice nez 90 % sekvencni identity (Bailey et
al., 2002).

LCR se nazyvaji také segmentové duplikace a jsou to sekvence, které se vyskytuji
dvakrat ¢i vicekrat v genomu (Hastings et al., 2009). Jestlize jsou dv¢ kopie paralelnich LCR
od sebe vzdileny méné nez 10 Mb, tak to mize vést k nerovhomérnému uspoiadani
chromozomt nebo chromatid. Tato situace ma za nasledek deleci nebo duplikaci mezi useky
LCR a jednd se o nealelickou homologni rekombinaci (NAHR). Pokud jsou tuseky LCR
pritomny v obracené orientaci povede NAHR ke vzniku inverze (Stankiewicz a Lupski, 2002).
Dale bylo popsano, ze mechanismus NAHR mezi opakujicimi useky na rozdilnych
chromozomech mohou vést k chromozomové translokaci (Lupski, 1998).

NAHR se vyskytuje v meiotickych i mitotickych délicich se bunkach a vede ke vzniku
patogennich CNV. Neékteré vzacné NAHR mohou byt zprostfedkovany vysoce homolognimi
opakujicimi se sekvencemi napt. Alu transpozonalnimi sekvencemi pfitomnymi v genomu
primati a LINE (Long Interspersed Nuclear Elements), coz jsou dlouhé rozptylené jaderné
elementy (Gu et al., 2008).

V germinélnich buitkdch mechanismus NAHR vede ke konstitu¢ni genomové zméné
manifestujici se jako genomova zmeéna, kterd mtze byt zdédeéna ¢i je jeji vyskyt sporadicky
tzv. de novo (Lupski et Stankiewicz, 2005; Lupski, 2007; Turner et al., 2008). Pokud se
mechanismus NAHR vyskytuje v mitoze, vysledkem je mozaicistni populace somatickych
bunék nesouci genomovou aberaci, ptikladem mize byt somatickd NFI delce zplsobujici

segmentalni neurofibromatozu (Steinmann et al., 2007).

1.2.2 Nehomologni spojovani konci (NHEJ)

Nehomologni spojovani koncti fetézci DNA je dal§im mechanismem vzniku CNV.
poskozeni DNA, jelikoz mohou vést ke ztraté velkych chromozomovych usekti. DBS jsou ve
vSech savcich buiikach opravovany nehomolognim spojovanim koncti (Chang et al., 2017).

K DBS muze dochéazet riiznymi zpusoby jako napiiklad reaktivnimi formami kysliku
generovanymi bunénym metabolismem, chybami souvisejicimi s replikaci, chemickymi
latkami a ionizujicim zafenim (Hoeijmakers, 2001).

Pokud by dochazelo k chybnym opravam zlomil, mohlo by to mit za nésledek
indukovanou apoptdzu, starnuti, chromozomovou aberaci ve formé translokaci ¢i deleci. Tyto
chromozomové aberace jsou spojeny s genomovou nestabilitou, ktera miize mit za nasledek

karcinogenezi (Burma ef al., 2006).

17



NHE]J je také velmi dulezita pro fyziologickou rekombinaci V (D) J béhem vyvoje
T a B — lymfocytii imunitniho systému (Malu ef al., 2012).

Béhem této rychlé opravy jsou jednoduSe dva konce DNA spojeny dohromady, ale
muze zde Castéji dochdzet k chybam. Proto se udava, Ze homologni rekombinace je mnohem
presnéjsi metoda a NHEJ se povazuje za hlavni mechanismus opravy u bunék savci, hlavné
ve fazi G1 bunécného cyklu (Burma et al., 2006).

Vyzaduje ke své funkcnosti nukledzu, kterd slouzi k vyjmuti poskozené DNA,

polymerazu k doplnéni nové DNA a ligazu, ktera obnovi integritu fetézctt DNA (Lieber, 2010).

1.2.3 Blokovani replikaéni vidlice a zména templatového vlikna (FoSTeS)
Komplexni chromozomy a genomové pfesmyky neni mozné opravovat pomoci NAHR

a NHEJ, a proto byl popsan mechanismus FoSTeS. Ten umoziuje lepsi vysvétleni hrani¢nich

bodl zapojenych do slozitych preskupeni, mikrohomologii pozorovanou v hrani¢nich bodech

a velkou linearni vzdalenost (Lee et al., 2007).

FoSTes je mechanismem zalozenym na chybé pfi replikaci DNA pfi které dochazi

k zablokovani replika¢ni vidlice. Pfedpoklada se, Zze k nému dochazi v procesu mitozy.

Béhem replikace DNA dojde k zablokovani vidlice, uvolni se opozd'ujici fetézec od
puvodni Sablony replika¢ni vidlice a nasledné dochazi k tomu, ze fetézec se ptipoji na novou
vidlici. Dojde k restartu syntézy DNA pomoci mikrohomologie mezi novym mistem templatu

a originalni vidlici (Zhang et al., 2009).

NAHR NHEJ FoSTeS

g =
— - e =
S
—aE— = e = L5
_____l.>

Obrazek 5 — Shrnuti mechanismi CNV
(Ptevzato od: Gu et al., 2008, https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19014668/)
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2 FYZIOLOGICKE CNV

Do nedavné doby se predpokladalo, ze zdravi jedinci jsou nositeli dvou kopii
autozomalniho genu, pfic¢emz jedna kopie je dédéna z matcina chromozomu a druha od otce.
Jakékoliv piipadna odchylka byla povazovéna za fenotypicky skodlivou. Pivodni predpoklad
byl, Ze dva zdravi jedinci si jsou geneticky piiblizn¢ z 99,9 % podobni a Ze hlavni zdroj
genetické variability jsou hlavné jednonukleotidové polymorfismy (SNP) (Altshuler et al.,
2000). Tato obrovska genetickd shoda byla v nedavné dob¢ vyvracena pravé diky objevu a
zkoumani CNV.

V roce 1998 byla aplikovana Cipova komparativni genomova hybridizace (aCGH), ktera
umoznila diikladnou detekci a analyzu CNV molekularné biologickymi technologiemi (Pinkel
et al., 1998). O technologii aCGH je vice popsano v kapitole o molekularni genetické
diagnostice.

Problémem v minulosti byl fakt, Ze se spiSe védci zabyvali vyzkumy zamétenymi hlavné
na analyzu onemocnéni a nebrali zfetel na hloubkovou analyzu takzvané ,,normalnich*
genomu, a proto benigni varianty CNV nebyly pfili§ studovany. S ptichodem genetickych
technologii se zjistilo, ze tyto varianty v poctu kopii jsou mnohem castéjSi, nez se
predpokladalo a zjevné zdravi jedinci se od sebe lisi ve velkém poctu genomickych oblasti (De
Smith et al., 2009). Je znamo, ze CNV jsou vSudyptitomné v genomu a maji vysokou populaéni
frekvenci. Genomy jakychkoliv dvou jedincti se mohou od sebe lisit o stovky az tisice variabilit
v poctu kopii.

Analyza genové ontologie (GO) odhalila rlizné kategorie gent s variabilnim poctem kopii
a jejich zapojeni do imunitni odpovédi organismu a reakce na vngj$i biotické podnéty (Feuk et
al.,2006). Geny s CNV jsou zapojené do interakci s okolnim prostiedim ve formée smyslovych
vjemu (Cich, chut’ a zrak), dale jsou zapojeny do chemosenzorické percepce, spermatogeneze
a gametogeneze. Zapojuji se také do metabolismu sacharidii, lipida, fosfati a transportu
vitamin (Voight et al, 2006). Byly zaznamenany geny, které jsou zapojené do
neurofyziologickych procest a do vyvoje mozku (De Smith et al., 2007).

Mnoho variabilit v poctu kopii bylo lokalizovano na PCDH genu na chromozomu 5,
pficemz se predpokladd, Ze pravé tyto geny maji velkou roli v mozkovych synaptickych
spojenich a prokdzalo se, ze CNV maji dopad na mozkové funkce a inteligenci (Cooper et al.,
2007).

Rozsahl¢ variace poctu kopii vyznamné piispivaji ke genomové rozmanitosti, ale neni

znamo, zda tyto varianty ptispivaji k rozdiliim mezi lidskymi fenotypy. Jestlize maji n€¢kolik
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funkénich dusledkd, tak se ocekava, ze CNV budou distribuovany rovnomérné v celém
lidském genomu a budou kddovat geny, které jsou charakteristické pro genom jako celek. Bylo
zjisténo, ze lidské CNV jsou vyznamné zastoupeny v blizkosti telomer a centromer a také
v jednoduchych tandemovych opakujicich se sekvencich. V publikaci od Nguyen a kol. (2006)
bylo popsano, ze CNV jsou neobvykle obohaceny o geny kodujici proteiny, u kterych doslo ve
zvySené mife k substituci synonymnich a nesynonymnich nukleotidti, porovnanim mezi
jednotlivymi lidskymi a mySimi homology.

Skupina védcit v roce 2004 identifikovala 255 lokust se ziskem nebo ztratou kopii

nékolika desitek az stovek kilobazi segmenti DNA napiic¢ celym lidskym genomem u
fenotypicky normadlnich 55 neptibuznych jedinci. Aplikovanim metody komparativni
genomove hybridizace na ¢ipu (aCGH) objevili tzv. rozsdhlé CNV neboli LCVs (z angl. large-
scale copy-number variations). Bylo zfejmé, Ze vétSina klonli byla ndhodné distribuovana po
celém genomu. V pruméru bylo vypozorovano 12,4 LCVs na jednoho ¢lovéka. Identifikovali
102 rozséhlych variabilit v poctu kopii, coz odpovida 41 %, které byly identifikovany u vice
néz 1 jedince a déle pak 24 LCVs, které se nachazely u vice nez 10 % studovanych jedinci.
Téch zbyvajicich 153 lokusii mize pfedstavovat LCVs, které se budou vyskytovat v nizsich
frekvencich v populaci (Iafrate et al., 2004).
Z této studie tedy vyplyva, ze velké variability poctu kopii nejsou na genomech vzacné a
vyskytuji se u fenotypicky normdlnich jedinc. Nemusi byt pfi¢inou zddného genetického
onemocnéni, ale pfitomnost na genomech by mohla vést ke chromozomovym pieskupent, ktera
by nésledn€ mohly vyvolat geneticka onemocnéni.

V dalsi studii roku 2009 se zkoumali etnické rozdily CNV v lidském genomu mezi
kavkazskou populaci v USA a ¢inskou populaci Han. Cilem této studie bylo rozsifit znalosti o
strukturalni variabilit¢ obsaZené v lidském genomu a porozuméni genomové diferenciaci
komplexnich rysii napfi¢ etnickymi skupinami. Bylo vyuZito mapovani pomoci Affymetrix
GeneChipH 500K Array. Do tohoto vyzkumu se zapojilo 985 bélochti z USA a 692 jedinci
z Asie. Bylo identifikovano 3019 CNV a ztoho bylo 2381 variabilit lokalizovano na
autozomech a 638 CNV na X gonozomu, kdy primérna délka CNV byla 296 kb. Z celkového
poctu 3019 bylo detekovano 190 CNV u vice jak 1 % alespon v jedné etnické skupiné a 109
CNV vykazovalo vyznamné rozdily ve frekvencich. Bylo nalezeno v priméru 9 CNV na osobu
u bélosskeé americké populace v rozmezi 1-32 variabilit a u asijské populace 10 CNV v rozmezi

2-44 variabilit (Li et al., 2009).
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2.1 Variabilita lidského genomu

Dilezitou podminkou pro zachovani nasi existence na Zemi neni jen predavani totozné
genetické informace z generace na generaci, ale dilezitou roli hraje i variabilita lidského
genomu. Dusledkem procest, které se odehravaji v kazdé eukaryotni butice je prave variabilita
lidského genomu a mnohobunéénych organismii. Diky mechanismu genové replikace
s naslednou moznosti vzniku mutaci a syntéze modifikovanych bilkovin, pfeskupovani exont,
variabilnimu poctu tandemovych repetic, pfitomnosti retroviri nebo transposont
v chromozomové DNA je zachovana lidské variabilita (Reich et al. 2002; Beranek, 2016).

Proces rekombinace pii meiotickém déleni zarodecnych bunék, tvorba diploidnich bunék
se dvéma sadami chromozomu pfi pohlavnim rozmnoZovani, genovy imprinting a kondenzace
jednoho ze dvou chromozomi X v somatickych buiikdch Zen zajist'uji genetické rozdily mezi
rodici a jejich détmi (Spinner et al., 2014; Beranek, 2016).

Variace genomu zahrnuji mutace a polymorfismy. Polymorfismem se oznacuje existence
dvou nebo vice alel v jednom lokusu pfitomnym u vice jak 1 % lidi. Pokud je ovSem jedna
z moznych sekvenci pfitomna u méné nez 1 % lidi, nazyva se tato variace mutaci. Asi 90 %
variaci lidského genomu vychazi zjednonukleotidového polymorfismu (SNP, single-
nucleotide polymorphism). Jedna se o variaci v jediném nukleotidu nebo bazi vyskytujici se
v urcité pozici v genomu. Lidsky genom obsahuje vice neZ 2 miliony SNP (DeWeerdt ef al.,
2000). Je slozen z molekul DNA rozdélenych do 46 chromozomi (22 part autozomi a jednoho
paru gonozomu) ma velikost 3,2 miliardy nukleotidi a to odpovida 3200 megabazim. Celkové
obsahuje asi 25 000 gend. Ptiblizné 1,5 % genomu zaujimaji kddujici oblasti, které jsou tvorené
exony strukturnich gend. Ddle je genom tvofen introny, pseudogeny, mobilnimi elementy,
repetitivnimi sekvencemi a Casticemi, jejichZz funkce doposud nejsou zcela objasnény
(Pospisilova et al., 2009).

Nejdelsi chromozom u ¢lovéka je oznacovan Cislem 1, zaujima velikost 250 Mb a naopak
nejkratsi se udava chromozom Y s 50 Mb. Chromozomy u lidi se vzajemné lisi také v hustoté
gend, ze kterych jsou sloZzeny. Naptiklad na chromozomu Y jsou lokalizovany pouze 4 geny a
na chromozomu X jich miizeme nalézt az 200. Chromozomy 1, 11, 17, 19 a 22 se fadi mezi
nejhustSsi bunécné struktury, které nesou genetickou informaci (National center for
Biotechnology information 1998; Beranek, 2016).

Hlavni pfi¢inou genetickych zmén jsou jiz zminované mutace, v novéjsi literatuie
oznacovany jiz terminem varianty, kterym lidsky genom podléha. Mutace ¢i varianty zasahuji

jak zarode¢né bunky, tak i somatické. Mohou se tykat jakékoliv bunécné struktury, ktera je
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nositelkou genetické informace, tedy i mitochondrialni DNA. Vznikaji pfi replikacich DNA,
pusobenim rtiznych mutagent, ¢i béhem oprav molekul DNA (Lodish et al., 2000; Beranek,
2016).

Pisobenim mutaci dochézi ke vzniku nové alely urcitého genu, které ovliviiuji, jak bude
novy znak vypadat. Pfispivaji také k variabilit¢ potomstva tim, Ze by mohli mit dilezity
vyznam pro jeho preziti a nasledny dalSi vyvoj. Mohou zpisobovat tézké vyvojové vady,
nadorova onemocnéni, rtizné poruchy metabolismu a také mohou zapfi¢init amrti plodu nebo
embrya jesté pred narozenim. Mutantni alely nemusi mit jen negativni vliv, ale mohou byt 1
pfinosem pro své hostitele tim, ze mohou zvySovat schopnost zivota jedincti, nebo zvySovat
odolnost pted neptiznivymi vlivy (Koc¢arek, 2004; Spinner et al., 2014).

Zjistilo se, Ze geneticka variabilita ma urcity vliv i na rozvoj infekéniho onemocnéni.
V roce 1929 ve mésté Liibeck v Némecku bylo nedopatfenim naockovéano 251 novorozenct
stejnou davkou infekéniho kmene Mycobacterium tuberculosis. Ukazalo se, ze malé odchylky
v DNA novorozencli jsou podstatou pro odliSnou vnimavost k tuberkuloze, jelikoz 72
novorozencl po ddvce zemfelo, 135 novorozencii vykazovalo pfiznaky této nemoci a 44
novorozencl bylo pfechodné pozitivnich na tuberkul6zu. Tento omyl v mediciné prokazal, ze
pfitomnost ur€itych alel predisponuje vznik a pribéh infekéniho onemocnéni. Jedna se o
varianty v genech imunitniho systému, které by mély za normalnich okolnosti rozpoznat ¢i

ipIné znigit patogenni mikroorganismus (Musilova a Smajs, 2010).

2.1.1 Projekt lidského genomu

KdyZ v roce 1953 objevitelé Watson a Crick zvetejnili svou analyzu dvojité Sroubovice
DNA, dali do pohybu revoluci v genetice. Vyvrcholila jednim z nejodvaznéjSich pocini
lidstva, a to projektem lidského genomu (z angl. The Human Genome Project, HGP). Jeho
cilem bylo zjistit a rozkédovat celou jeho posloupnost (Sawicki ef al., 1993).

Projekt lidského genomu Gspésné urcil, uloZil a vetejné zpiistupnil sekvence téméf celeho
genetického obsahu chromozom v lidském organismu neboli lidského genomu. Projekt HGP
zacal v roce 1990 a trval do roku 2003 a poskytl védclim zakladni informace o sekvencich tii
miliard parti chemickych bazi, tj. adeninu (A), thyminu (T), guaninu (G) a cytosinu (C). Tyto
baze tvoii lidskou genomovou DNA. Hlavnim cilem tohoto projektu bylo zlepSeni technologii
potiebnych k interpretaci a analyze zjisténych vysledkli genomovych sekvenci, k urceni gentl,
které jsou zakodované v lidské DNA a k teSeni etickych, pravnich a socidlnich disledk, které
by se poté piipadné mohly vyskytnout pfi sekvenovani celého lidského genomu (Fridovich a

Judith, 2020).
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Prvni faze projektu nazyvana shotgun rozdélila lidské chromozomy na segmenty DNA o
vhodné velikosti, které se dale d€lily na jest€ mensi prekryvajici se fragmetny DNA, které byly
nasledné sekvenovany. Mezinarodni konsorcium pro sekvenovani lidského genomu (IHGSC,
z angl. International Human Genome Sequencing Consortium) pokracoval s druhou fazi
projektu oznacovanou jako faze dokoncovaci, zahrnovala vypliiovani mezer a feSeni sekvenci
DNA v nejasnych oblastech (IHGSC, 2004). Tato finalni faze poskytla 99% kone¢nou podobu
lidského genomu, ktery obsahoval 2,85 miliard nukleotida s pfedpokladanou chybovosti 1 na
100 000 sekvenovanych bazi. Snizily se poCty mezer az 400 krat, kdy z 147 821 mezer ztistalo
Ptedpovidalo se, ze lidsky genom obsahuje az 40 000 genti koédujici proteiny, ovsem
dokoncovaci faze projektu snizila tuto domnénku na 20 000 az 25 000 gend.

Nebyl sekvenovan jen genom cloveéka, ale spolu s nim i genomy péti organismi, a to
Escherichia coli, kvasinka Saccharomyces cerevisiae, had’atko Caenorhabditis elegans,
octomilka Drosophila melanogaster a mys domaci. Bylo prokazano, ze az 98,6 % genomu sdili
¢lovek se Simpanzem, 80 % genomu sdilime s mysi, 50 % s octomilkou, 40 % s had’atkem a
30 % genomu s kvasinkou Saccharomyces cerevisiae (Vacha, 2016).

Dnes védci predpokladaji, ze regulacnich sekvenci je az pétkrat vice nez gent, které koduji
proteiny. Organismy se od sebe neodlisuji riznymi geny, ale spiSe tim, které geny, ve kterych
tkanich a jak siln€ se ptepisuji v riznych vyvojovych stadii organismu, jak probiha sestiih pre-
mRNA v epigenetickych detailech, a také zaleZi na vlivu vnéjSiho prostiedi ovliviiujici expresi

genu (Vacha, 2016).
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3 DEDICNOST

Dé&dicnost dle mendelovskych principt se definuje na autozomalné dominantni a recesivni
a gonozomalné dominantni a recesivni, kterd je vazana na X chromozom. U autozomalné
dominantni dédi¢nosti staci jen jedna zasazena mutantni alela, aby se fenotyp projevil, naopak
u recesivniho typu musi byt ob¢ alely postizeny. Gonozomalni typ dédicnosti je specificky tim,
ze muzi vZzdy onemocni bez ohledu na dominanci nebo recesivnost znaku a naopak zeny mohou
byt asymptomatickymi pfenaSeckami onemocnéni (Gandalovic¢ova, 2001).

Mendelovské zakony zahrnuji zdkon o dominanci a uniformite, zdkon segregace a zakon
nezavislého vybéru. Prvni zdkon definuje, Ze n¢které alely, které jsou variantami konkrétniho
genu a nachézeji se na stejném chromozomovém lokusu nebo misté€, jsou dominantni pro dany
gen nad ostatnimi alelami. Ty, které nejsou dominantni nesou ndzev recesivni. Pokud ¢lovek
zdédi alespoii jednu dominantni variantu, pak se zobrazi fenotyp pravé té dominantni alely
(Panoutsopoulou a Wheeler, 2018).

Zakon segregace uvadi, ze dvé alely pro kazdy gen se od sebe uvoliuji béhem
gametogeneze, takze rodi¢ bude predéavat jen jednu alelu a jeho potomek tedy miize zdédit od
kazdého rodi¢e pouze tu jednu. Nasledné tieti zdkon o nezavislém vybéru uvadi, ze alely
riznych geni se béhem gametogeneze segreguji nezévisle na sobé a v dalSich generacich jsou
nezavisle na sobé predavany (Gayon, 2016).

JelikoZ se moderni genetické technologie rychle vyviji zjistilo se, Ze 1 mutace vznikajici
de novo zasadné ovliviiuji rizna onemocnéni a jejich vyvoj.

V piipad€ monogennich poruch za onemocnéni zodpovidd pouze jedna kritickd varianta
konkrétniho genu. Jsou to choroby, kterymi jsou vétSinou postizeny déti. Mén€ nez 10 %
z ptipadli onemocnéni se projevuje po puberté a jen 1 % se objevuje po skonceni reprodukéniho
véku. Na 1 milion zivé narozenych déti byla incidence monogennich chorob odhadnuta na
0,36 %. U 6-8 % d¢ti, které jsou hospitalizované, se uvazuje o monogennim onemocnéni

(Goldbergova et al., 2007).

3.1 Autozomalné dominantni typ dédi¢nosti (AD)

Kazdy jedinec zdédi jednu normalni kopii ur€itého genu a jednu zmutovanou kopii, kterd
ma veétsi vliv a nasledkem ni se u postizeného Clovéka projevi dané onemocnéni.
Dédiéné znaky se vétSinou objevuji v kazdé generaci, tedy kazdy nemocny jedinec ma
postizen¢ho rodice. Riziko vyskytu onemocnéni pro kazdého potomka nemocného rodice je

50 % a pouze jedna mutovana alela staci k projevu onemocnéni. Pro obé pohlavi je riziko, ze

24



onemocni stejné, tedy stejna pravdépodobnost, Ze muzi a Zeny predaji fenotyp détem obou
pohlavi (Golgbergova et al., 2007). Onemocnéni zdédeéna timto typem se mohou projevit ihned
po narozeni, ovSem né¢ktera se oznacuji jako onemocnéni s pozdnim nastupem ¢i s nastupem
az v dospélém veku.

Mezi autozomalné¢ dominantni typ dédi¢nosti se zatazuji onemocnéni jako naptiklad
polydaktylie, brachydaktylie, Huntingtonova chorea, Marfantv syndrom,
hypercholesterolemie a polycystickd choroba ledvin, ktera se povazuje za nejCastéjsi AD
onemocnéni. Autozomaln¢ dominantni typ je zobrazen na Obréazku 6.

Autosomalné dominantni

Rodi¢e
mutace —il
zasaien nezasaZena
D
[ | |

fasafen rasafena nerasalen nezasaiena

" Y

Obrazek 6 - Autozomalné dominantni typ dédi¢nosti

(Prevzato od: U.S. National Library of Medicine,
https://medlineplus.gov/genetics/understanding/inheritance/inheritancepatterns/)

3.2 Gonozomalné recesivni typ dédi¢nosti (GR)

Gonozomalné¢ recesivni typ dédicnosti je synonymem pro X-vazanou dédicnost. Tyké se
tedy gend, které lokalizujeme na pohlavnim chromozomu X. Ten obsahuje mnoho geni, které
jsou nezbytné pro riist a vyvoj jedince. Gonozomalné recesivni dédicnost je shrnuta na obrazku
7.

Mezi postizenymi timto typem dédi¢nosti pievazuji muzi, kdy gen zpravidla nebyva
transmitovan z otce na syna, ovSem muze byt pfendSen muzi na vSechny jeho dcery. Pienos
z otce na syna je mozny pii crossing-overu v pseudoautozomalnich oblastech (PAR). Pokud je
otec zdravy a patologicka alela je pfendSena zdravou matkou, tak moznost onemocnéni pro

jejich syny je 50 %. Jejich dcery budou zdravé, ale existuje 50% moznost, Ze budou nositelkami
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onemocnéni, které budou prenaSet na dalsi generace. Pokud patologickou alelu na své dcery
pfenese nemocny otec, stavaji se jiz zminénymi nositelkami, ovS§em pokud alela bude pochézet
od jejich matky, budou zdravé. K onemocnéni Zeny muze dojit tehdy, pokud obdrzi mutované
alely od kazdého rodice (Bohmer a Repiska, 2009).

U Zen nastava nendhodna inaktivace aberované¢ho gonosomu, kdy je v kazdé bunice aktivni
pouze jeden z dvojice X chromozomi. VétSina gent je inaktivni na druhém chromozomu.
K této inaktivaci dochazi v brzkych fazich vyvoje zenského zarodku a neni schopna se ménit
v prub¢hu zivota. Tento proces zptlisobi variabilni projev X vazanych onemocnéni u Zen. Muz
ma gonosomy XY, neexistuje u muze druha alela, ktera by byla schopna vyrovnat mutaci prvni
alely. U muzu se tedy vzdy projevi mutovana alela X-vazaného chromozomu (Gregor et al.,
2008).

Mezi nejcastéj$i onemocnéni, které spadaji do kategorie této dédicnosti se zatazuje
hemofilie A, syndrom fragilniho X chromozomu, daltonismus, ¢i Duchennova svalova

dystrofie.
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Obrazek 7 - Gonozomalné recesivni typ dédic¢nosti

(Pfevzato od: U.S. National Library of Medicine,

https://medlineplus.gov/genetics/understanding/inheritance/inheritancepatterns/)

3.3 Gonozomalné dominantni typ dédi¢nosti (GD)

Gonozomalné dominantni typ dédicnosti, viz Obrazek 8, je vazdn na X chromozomu, ale
muze byt vazan i na chromozom Y. Ve druhém ptipadé€ pak mluvime o holandrické dédi¢nosti,
ale jelikoz na chromozomu Y je maly pocet gent, tak se prakticky neprojevuje (Kocarek,

2004).
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Nemocni muzi se zdravymi zenami budou mit zdravé syny, ale vSechny jejich dcery budou
onemocnénim postizeny. Synové i dcery pienaseCek maji 50% riziko, ze zdédi postizeny
fenotyp. Nemocné zeny maji vétSinou mirngjsi, avSak variabilngj§i expresi fenotypu
v disledku X inaktivace. Pro muzské potomky miize byt onemocnéni letalni, zpravidla
opakovanymi spontdnnimi aborty (Goldbergova et al., 2007).

D-vitamin rezistentni rachitis neboli kfivice a Charcot-Marie-Toothova choroba jsou
typickym ptikladem gonosomalné dominantnich onemocnéni (Basta a Pandya, 2020). Dalsi
piiklady dominantnich stavii, které jsou spojeny s X chromozomem je Aicardiho syndrom,
Klinefelteriv syndrom, ktery se nékdy oznacuje jako 47,XXY a Alportiv syndrom, ten

zahrnuje progresivni ztratu sluchu a problémy s ledvinami.
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Obrazek 8 - Gonozomalné dominantni typ dédi¢nosti

(Ptevzato od: U.S. National Library of Medicine,

https://medlineplus.gov/genetics/understanding/inheritance/inheritancepatterns/)

3.4 Varianty de novo
De novo mutace ¢i varianta predstavuji nejextrémnéjsi formu vzacné genetické varianty a
jsou skodlivejsi nezli dédéné formy. Celkova mira de novo zarode€nych mutaci mize byt vyssi
u jedincil s genetickym onemocnénim a zjistilo se, ze existuje zvySend mutacni zatéZ spojena
s vy§§im vékem matky, popf. otce ditéte. Hlavni otazka je, zda se tyto mutace vyskytuji
v zarode¢né linii béhem embryogeneze anebo se vyskytuji somaticky.
Je znamo, Ze dominantni de novo mutace jsou diilezité a zpiisobuji vzacna geneticka
onemocnéni. Prikladem je Downtv syndrom, ktery je zpravidla zptisoben de novo trizomii

chromozomu 21. Tento syndrom je nej¢astéjsi pfi¢inou mentalni retardace a postihuje 1:1500
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narozenych déti, pficemz riziko roste exponencidlné s vékem matky (Winnepenninckx et al.,
2003). Pokud se u ditéte potvrdi varianta de novo, je ziejmé, ze dalsi potomek stejnych rodict
tuto variantu neziska, jelikoz ani jeden z rodicli neni nositelem této varianty mutace.

Vétsina sporadickych onemocnéni neni zpuasobena mikroskopicky viditelnymi
chromozomalnimi abnormalitami a identifikace téchto genetickych pfi¢in je Casto velkou
vyzvou. V uplynulém desetileti odkryly genomové mikrocCipy strukturni genomové varianty i
u zdravych lidi. Nasledné studie odhalily, ze de novo CNV se mohou vyskytovat v celém
genomu, a ze se vyskytuji Casto u lidi, ktefi maji poruchy spojené¢ s fungovanim
neurologického systému a mozku (Veltman a Brunner, 2012), Mezi tyto poruchy se mimo jiné
fadi poruchy pozornosti, hyperaktivita (ADHD), autismus, mentalni retardace a détska

mozkova obrna.

3.5 OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man)

OMIM je online voln€ dostupny portal, kde se nachazi komplexni a smérodatny souhrn
lidskych genti a genetickych fenotypti. Dokumenty v této databazy obsahuji informace o vSech
znamych mendelovskych poruchach a vice nez 15 000 gent. Tento portal se denné aktualizuje
a jeho hlavni zaméfeni je na vztah mezi fenotypem a genotypem. Aktudlni pocet zaznami
v databazi OMIM je zobrazen v Tabulce 1. Databazi pod nidzvem Mendelovy poruchy
u Clovéka (z angl. Mendelian Inheritance in Man, MIM) zah4jil na pocatku 60. let 1€kat Victor
A. McKusick jako katalog pro mendelovské rysy a poruchy. Tato ptfistupna online verze je od
roku 1985 diky spolupraci mezi National Library of Medicine a William H. Welch Medical
Library v Johns Hopkins. Ke dni 22. 3. 2021 je na strankach OMIM
(https://www.omim.org/statistics/entry) znamo jiz 5 634 syndromi spojenych s autozomalni

dédicnosti a 355 syndromii spojenych s X-vazanou dédi¢nosti.

Tabulka 1 — Poc¢et zaznamu v databazi OMIM

(Prevzato a upraveno z: https://www.omim.org/statistics/entry)

Autozomalni | X - vazané
Popsané geny 15 607 747
Gen a Fenotyp, kombinace 28 0
Popis fenotypu, zndmy molekuldrni zéklad 5634 355
Popis fenotypu nebo lokusu, nezndmy molekularni zaklad 1412 112
Jiné, hlavné fenotypy s podezienim na mendelovsky zéklad 1656 102
Celkem 24 337 1316

28


https://www.omim.org/statistics/entry
https://www.omim.org/statistics/entry

4 KLINICKE SYNDROMY

Syndromy se fadi mezi vrozené vyvojové vady (VVV) spolu s malformacemi, disrupcemi,
deformacemi, dysplaziemi, sekvencemi a asociacemi. Obecné je vrozena vyvojova vada
definovana jako odchylka struktury, ¢i funkce ptesahujici meze normalni variability jedince,
ktera svého nositele znevyhodiiuje vzhledem k ostatnim. V Ceské republice se udava frekvence
VVV kolem 5 % pfinarozeni, dalsi vyvojové vady se mohou objevovat v prubéhu zivota. Miize
se projevovat morfologickymi zménami rizné intenzity, abnormalitami rlstu, poruchou
fertility az neplodnosti, snizenim IQ a rtiznymi poruchami chovéani (Kohoutova, 2012).

Ptiblizné incidence morfologickych vad a jejich dasledky jsou shrnuty v Tabulce 2.

Tabulka 2 - Pfiblizna incidence morfologickych vrozenych vad a jejich dusledky

(Ptevzato od: Kohoutova, 2012)

Disledky morfologickych vad J Incidence
Spontinni potraty |
Prvni trimestr 85 %
Druby trimestr 25%
Novorozenci
_‘I.-'rmuni* vady 2%
Diagnostikovane vady 2%
| Malé vady 10%
. Umirti
| Perinatalni amrti 25%
Umrti do 1. roku 25%
Umirti do 10. roku 20%

4.1 Potocki-Lupski syndrom

Jedna se o chromozomalni mikroduplika¢ni syndrom, ktery je zptsoben genetickou
intersticialni duplikaci v oblasti chromozomu 17p11.2 zahrnujici shluky genti s nizkym poctem
opakovani (LCR), znamé také jako SMS-REPs. Proximalni a distalni oblasti s genetickou
nestabilitou tohoto chromozomu jsou vysoce citlivé na mechanismus nealelické homologni
rekombinace (NAHR). Proximalni kratké rameno chromozomu 17 je velmi bohaté na LCR a
je mistem vyskytu ¢tyt genetickych poruch, a to Charcot-Marie-Toothova choroby typu 1A,
hereditarni neuropatii s citlivosti k tlakovym obrnam, syndrom Smith-Magenisové (SMS), o

kterém se rozepisuji nize, a pomérné nedavno popsany syndrom Potocki-Lupski (Potocki et
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al., 2007). Nazev nese po objevitelich Lorraine Potocké a Jamesu Lupskym, ktefi jako prvni
tvrdili, Ze se jedna o reciprokou mikroduplikaci k syndromu Smithové — Magenisové.

Vétsina duplikaci ma velikost 3,7 Mb a lze je identifikovat napi. komparativni genomovou
hybridizaci (aCGH). Ptiblizn€ u 60 % pacientli s timto syndromem je nalezena duplikace
celého useku 3,7 Mb (Shchelochkov et al., 2010).

Duplikovana oblast chromozomu obsahuje vice gend, ale védci se domnivaji, ze gen
nazyvany RAI1 (koédujici RAI protein, z angl. reitonic acid induced protein) je zékladem pro
mnoho fenotypovych projevit PTLS z diivodu vyssi exprese v srdei a mozku. Vsechny
duplikace, o kterych je zndmo Ze zptisobuji tento syndrom, obsahuji gen RAI/. Tento gen je
dilezity pro vyrobu proteinti, které pomahaji regulovat expresi dalSich gend. VétSina gend,
které jsou regulovany timto proteinem RA/I neni identifikovana, ale pfedpoklada se, ze fidi
aktivitu né€kolika gent, které jsou zapojené do cirkadiannich rytmi, tj. cyklus spanku a bdéni.
Duplikace zvysuji mnozstvi proteinu RAIl naruSujici expresi gent, které tyto rytmy ovliviuji.
To mlze mit za nasledek praveé poruchy spanku, které syndrom doprovazi. Role dalSich gent
spjatych s PTLS je pfedmétem studii (MedLine, 2020).

Syndrom postihuje pfiblizné jednoho jedince z 25 000 lidi na celém svété (Potocki et al.,
2007). Potocki-Lupski syndrom (PTLS) je dédén autozomalné¢ dominantnim zplsobem.
Vétsina jedinct ziska duplikaci tohoto chromozomu de novo, ale jsou pozorovany i pienosy
z rodi¢l na déti. Jestlize duplikace 17p11.2 identifikovand u probanda neni pfitomna u jeho
biologickych rodict, tak by nasledné t€hotenstvi u paru mohlo byt vice rizikové nez u b&€zné
populace, z divodil zdrode¢né nebo somatické mozaiky pro tuto aberaci. Jestlize ma jeden
z rodi¢l duplikaci 17p11.2, je riziko dédi¢nosti pro jejich déti 50 % (Potocki et al., 2017).

Syndrom PTL je charakterizovan hlavné svalovou hypotonii, vyvojovym opozdénim,
mentalni retardaci a vrozenymi anomaliemi (Potocki et al., 2000, 2007). MiZe se projevit jiZ
v kojeneckém véku hypotonii, orofaryngealni dysfagii vedouci k pomalejSimu prospivani,
vrozenymi srde¢nimi vadami, hypoglykemii spojenou s nedostatkem ristového hormonu.
Naopak mirn€ postizeni jedinci se mohou manifestovat kognitivnimi a behavioralnimi
abnormalitami a jejich klinickd diagnéza mutze byt zndma az v pozdéjsim veku, zpravidla v
obdobi dospivani (Potocki ef al., 2007; Treadwell-Deering et al., 2010).

Poskozeni kognitivnich funkci je vétSinou mirné a je casto spojovano
s neuropsychologickymi poruchami, které jsou vysoce heterogenni a mohou se s vékem
rozvijet a ménit. U pacientl se objevuji poruchy feci, specifické poruchy uceni, poruchy

pozornosti, hyperaktivita, rozviji se poruchy autistického spektra, jsou pozorovany poruchy
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chovani, problémy se spankem a pocity uzkosti (Potocki et al., 2007; Treadwell-Deering et al.,
2010; Magoulas et al., 2013;).

Postizeni jedinci se fenotypicky manifestuji oblicejovymi dysmorfickymi rysy viz
Obrazek 9, a to vétSinou trojuhelnikovitym tvarem obli¢eje, zmensenymi ocnimi Stérbinami,
hypoplézii dolni Celisti, vysokym klenutym patrem v ustech, bifidni uvulou ¢i submukéznim
roz§tépem patra (Potocki et al., 2007; Soler-Alfonso et al., 2011). Také byly pozorovany
vrozené anomalie ledvin, pfi¢emz strukturdlni rendlni anomalie byly zji$tény u méné nez 10 %
postizenych osob. Dale se objevuji multicystické dysplazie ledvin, vrozené hypoplastické
ledviny a hydronefroza (Goh et al., 2012). Také se muize objevit snizend hladina cholesterolu
v krvi a byla zaznamenana i snizena funkce $titné z1azy. DalSimi klinickymi znaky jsou kostni
malformace, strukturalni vady srdce, zahrnujici hypoplastické levé srdce, kdy leva komora neni
schopna zajistit dostateCny srdec¢ni vydej. Déle také defekty septa sini, vada bikuspidalni
aortalni chlopné a také rozsifeni hrudni aorty. Kardiovaskuldrni anomalie jsou popisovany az
u 40 % jedinct s Potocki-Lupski syndromem (Potocki et al., 2007; Soler-Alfonso et al., 2011).

i

Obrazek 9 - Pacienti s diagnostikovanym Potocki-Lupski syndromem

pacient A — vék 40 let, pacient B — vek 7 let, pacient C — vek 3 roky, pacient D — vék 8 let; Rysy obliceje nejsou
vyrazné dysmorfické, presto maji podobné znaky (Siroké celo, mirne sklopené ocni Sterbiny, hypoplasticka kiidla
nosnich direk s dlouhym nosnim hrotem a malo vyvinuta Celist neboli micrognathia. (Pfevzato a upraveno od:

Zhang et al., 2010, https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/20188345/)

4.2 Syndrom Smithové-Magenisové
Mikrodele¢ni syndrom Smithové-Magenisové (SMS) byl poprvé popsan jako geneticky

podminéné onemocnéni na chromozomu 17pl11.2 u dvou pacientli s rozS§t€épem patra a
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vrozenou srde¢ni vadou v roce 1982, kdy ho popsaly lékatky Ann C.M. Smithové a Ruth Ellen
Magenisova ve Spojenych statech americkych (Smith et al., 1986).

Ve vétsiné piipadi je syndrom zplisoben intersticidlni deleci kratkého raménka
chromozomu 17, a to az u 70-90 % piipadi. Déle je spojen v mens§im procentu s mutaci genu
RAIIL, ktery je lokalizovan v kritické oblasti useku 17p11.2 (Greenberg et al., 1991).

Vétsinu genti na chromozomu 17 se jiz podatilo védctim zmapovat, ale jejich jednotlivé
role v organismu nejsou dodnes prozkoumany. Domnivaji se, ze haploinsuficience nékterych
gent lokalizovanych na chromozomu 17 zodpovida za fenotypové znaky syndromu Smithové-
Magenisové (Zveérova, 2011).

Prevalence tohoto onemocnéni je odhadovana na 1 z25 000 zivé narozenych déti, ale
odbornici se domnivaji, Zze se nejednd o realny odhad, jelikoZ se s dobou rychle rozviji
technologie pro diagnostiku, pocet pacientl s timto syndromem se rychle zvySuje (Shelley a
Robertson, 2005).

Vsechny piipady syndromu SMS vznikly de novo nealelickou homologni rekombinaci
behem meidzy, a proto je rodinnd anamnéza vétSinou negativni, a tedy se nejedna o zdédénou
aberaci.

Klinickou manifestaci tohoto syndromu je porucha cirkadidnniho rytmu vyvolana
extrémnim fazovym posunem v sekreci melatoninu, coz je pfi¢inou poruch spanku (De
Leersynder, 2013). Pozorovéano je zkraceni no¢niho spanku, pfed¢asné ranni probuzeni a
zvySena spavost béhem dne.

Brachycefalie neboli Siroky ¢tvercovy oblicej se objevuje jako fenotypovy znak azu 75 %
pacientll. Maji nize posazené oci a usi, plné rizové tvare, zplostély kofen nosu, kupidovska
usta, mirné vyplazeny jazyk doprovazeny slinénim a srostlé oboci. Jako spolecné znaky se
uvadi brachydaktylie, maly vzriist, svalova hypotonie s hyporeflexii, chraplavy hluboky hlas a
trunkalni obezita. Z laboratornich testi vyplyva, ze maji zvySeny cholesterol v krvi a
hypertriglycidémii. U n€kterych jedinct se objevuje enuréza (Zvétrova, 2011).

VSsichni pacienti maji urcity stupet mentalni retardace, kdy se IQ pohybuje mezi 35 az 78
body a vétSina pacientil spadd do stfedniho rozmezi 45-55 bodl. Objevuji se problémy
s chovanim, je zaznamendna agresivita, sebeposkozovani, nizka citlivost na bolest, zachvaty
vzteku, impulzivita, hyperaktivita s neudrzenim pozornosti. Dale se vyskytuji vrozené srdecni
vady postihujici az 30 % jedincli, abnormality ledvin, roz$tépy patra, skolidza a je
zaznamenana 1 nedostatecnd tvorba hormonu thyroxinu. Nej¢astéjSim problémem je jiz

zminovana porucha spanku, ktera se projevuje az u 65-100 % pacientd (Smith et al., 1998).

32



Jedinci nejsou schopni regulovat své emoce, jsou casto velmi impulsivni, té€Zce se
soustfedi. Dost se objevuje agresivni a destruktivni chovani, kdy se pacienti kousou do rukou,
kousaji a trhaji si nehty, bouchaji hlavou do pfedmétd, trhaji si vlasy a strkaji si pfedméty do
télnich otvorl (Zvéfova, 2011). Pacientka se syndromem Smithové-Magenisové je zobrazena

na Obrazku 10.

Obrazek 10 - V&kovy progres pacientky, u které byl diagnostikovan Syndrom Smithové-Magenisové

(a) zobrazuje typické fenotypové znaky u kojence (vetsi horni ret a zplostely koren nosu), (b) vék 4 mésice, (c)
sevieni rucicek ve véku 1 roku, (d) sevieni rukou u batolete ve véku 2 let, bila skrvna na hibetu levého predlokti,
(e) stejna pacientka ve véku 13 let, (f) pacientka ve véku 20 let, (g) vék 21 let a oteviené rany a jizvy na predloktich
v diisledku ,,skin picking* (chorobné ostipovani kize), (h) brachydaktylie a okusovani nehtii na ruce, (i)
brachydaktylie na nohou a nehty poskozené trhanim (Pfevzato a upraveno od: Elsea a Girirajan, 2008,

https://www.nature.com/articles/5202009)

4.3 Syndrom DiGeorge

Syndrom delece 22q11, znamy také jako Syndrom DiGeorge (DGS) anebo jako nazev
CATCH 22 je povazovan za jeden z nejcastéjSich mikrodelecnich syndrom u lidi.
Pojmenovani CATCH 22 vychazi z pocatecnich pismen jednotlivych fenotypovych znakt a
¢islo 22 udava lokalizaci na chromozomu. Jedna se tedy o fenotypy jako jsou srdecni anomalie,
abnormalni tvar, hypoplazie thymu, rozstép patra a hypokalcémie (Lackey a Muzio, 2020).

Vlastnosti DGS byly poprvé popsany v roce 1828, ale pozdéji v roce 1965 Dr. Angelo
DiGeorge, na skupiné kojencl s vrozenou absenci brzliku a pfistitnych télisek, syndrom
definitivné pojmenoval (DiGeorge, 1965).

Jeho prevalence se udava na priblizné 1 Zivé narozené dité z 3000 — 6000.
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Klinick4d manifestace syndromu DiGeorge je vysoce variabilni, nejcastéji jsou ptitomné
srdecni vady, hypoplazie pfistitnych télisek a hypoplazie ¢i aplazie brzliku (Botto ez al., 2003).
Klinicky obraz DGS se mlze pohybovat od jemnych izolovanych fenotypovych nalezl az po
tézké multisystémové postizeni (Ryan et al., 1997; Devriendt et al., 1998; Boudjemline et al.,
2001).

Na webovych strankach orpha.net se udava, ze ve vétsiné ptipadd je syndrom zpisoben
deleci 3 miliona parit bazi v chromozomové oblasti 22q11.2. Tato oblast je bohata na mista
s LCR adelece je zptisobena nealelickou meiotickou rekombinaci béhem spermatogeneze nebo
oogeneze. V 15 % piipadu je vlozend delece v pribéhu 3 Mb DiGeorge kritické oblasti a 1isi
se velikosti. Fenotypové znaky jsou odlisSné na zékladé velikosti a zalezi na mnozstvi
zasazenych genll. Ve vétsSing deleci je zahrnut gen 7BXI, ktery se podili na vyvoji srdce,
ptistitnych télisek, brzliku a na vyvoji struktur obliceje.

Nejcastéji jsou zaznamenany mikrodelece vznikajici de novo v ¢asném stadiu
embryonalniho vyvoje, ale je znamy i familidrni pienos a to u 6-28 % piipadid (McDonald-
McGinn et al., 1999). Nemocny rodi¢ mé tedy 50% pravdépodobnost, ze tuto deleci zdédi
potomek, jelikoz se jedna o autozomdlné¢ dominantni dédi¢nost. Pacienti s mikrodeleci 22q11
maji vétsinou heterozygotni konstituci chromozom.

Genetické testy byly k dispozici az v poloviné 90. let v sousednim Rakousku, a proto se
predpoklada, ze vétSina pacientli nad 18 let nemusi byt spravn€ diagnostikovana. Podle
rakouské statistiky by to mohlo byt az 1 800 pacientii s deleci 22q11, jejichZ spravna diagndza
by byla dilezitym krokem k cilené 1écbé syndromu (Kraus et al., 2018).

Mnoho kojencli ma nizky pocet cirkulujicich T-lymfocytl se zlepSenim b&hem prvniho
roku Zivota. Pocty T-lymfocytl v periferni krvi byly zna¢né sniZzeny, ovSem funkce lymfocyti
byla z velké ¢asti zachovana (Sullivan ef al., 1999).

Syndrom maé Siroké spektrum projevi, kdy nejvyznamnéjSim rysem je hypokalcémie
s hypoparathyreoidismem, tedy pfipady s asymptomatickou nebo pozdé&ji nastupujici
hypokalcémii (Aljabri a Bebb, 2005). Dale byly hlaseny ptipady, kdy vSe nasvédCovalo tomu,
ze jedinci maji béznou variabilni imunodeficienci, nedostatek imunoglobulinu A (IgA),
nedostatek imunoglobulinu M (IgM) a zhorSenou vakcinaéni odpovéd’ organismu (Gennery,
2015).

U kojencii se projevuje syndrom typickou imunodeficienci az u 75 % pacientli, vrozenymi
srdecnimi anomaliemi (75 %), hypokalcémii v disledku hypoparatyredzy (50 %). Mezi dalsi
pfiznaky patii palatalni abnormality (75 %), gastrointestindlni problémy jako napiiklad

refluxni choroba jicnu nebo dysmotilita (30 %). Objevuji se urogenitdlni anomadlie jako
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ageneze ledvin (30 %), kyla (1 %), poruchy neurdlni trubice, polydaktylie, anomalie patete,
obliceje, nosu, usi, ocnich vicek, dale jsou zaznamendny rizné zachvaty, Parkinsonova
choroba s brzkym néstupem (30 %) a psychiatrické poruchy (60 %) (MCdonald-Mcginn et al.,
2015). Mezi psychiatrické poruchy u DGS je fazena mentélni retardace, schizofrenie, porucha

pozornosti spojend s hyperaktivitou, izkostné poruchy, Casté zmény nalad a détsky autismus

Obrazek 11 - Syndrom DiGeorge

(Ptevzato a upraveno od: MCDONALD-MCGINN et al., 2015, https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27189754/)

Pacienti s timto syndromem jsou zde zobrazeny od détstvi az po dospélost, prokazuji variabilitu kraniofacialnich
rysi s malo rozpoznatelnou dysmorfii (¢ast a). Osoby s DGS maji 50% riziko recidivy v kazdém tehotenstvi, ale
nekteri dospély jedinci se diagnostikuji az po urceni syndromu u jejich ditéte (Cast b) zobrazuje dceru a otce a
(Cast ¢) matku a syna. Kraniofacidalni rysy jsou dulezitymi body pro diagnostiku. Asymetricky vzhled obliceje,
mikrostomie (Cdst d), mikrognatie a vacky pod ocima (cast e), abnormality vnéjsich struktur oci (Cast f), které
mohou zahrnovat hypertelorismus (1), priviend vicka (2) a epikantus (3). Nosni rysy zobrazuje (cast g) a dale pak

usni malformace (cast h).

35


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/27189754/

4.4 Mikroduplika¢ni syndrom 22q11.21

Velikost duplikaci, stejné€ jako u deleci se pohybuje v rozmezi od 1,5 az do 6 Mb. S nejvétsi
pravdépodobnosti preskupeni v oblasti 22q11.2 vznika crossing-overem segmentalni duplikaci
(SD) DNA béhem meidzy. Tento mechanismus mtize mit za nasledek duplikaci této oblasti
anebo deleci, o které je rozepsano vyse (Stankiewicz a Lupski, 2002). Duplikace chromozomu
22ql1.2 vznikaji nealelickou homologni rekombinaci (NAHR) mezi specifickymi
oblastmi LCR, a to mezi LCR22A a LCR22D (Wentzel et al., 2008).

Nedavné studie poukazuji na vyraznéjsi tvorbu deleci, kdy se udava, ze frekvence duplikaci
Ze pacienti s timto syndromem maji mirné fenotypové znaky viz Obrazek 12, a tak lékafi
nemusi indikovat genetické vySetfeni a zjistit pfi¢inu onemocnéni, mikroduplikaci na
chromozomu 22.

Duplikovana oblast obvykle obsahuje 30 az 40 gend vcéetné genu 7BXI, u kterého je
ptedpokladéano, ze je zodpovédny za fadu klinickych projevii podobnych DGS. Od prvniho
popisu syndromu pied 18 lety je hlaSeno méné€ nez 100 ptipadd, ale ptfedpoklada se piipada
vice zejména u jedincl s vyvojovymi abnormalitami (Firth, 2009). Studie v roce 2013
odhaduje prevalenci na 1 z 1140 Zivé narozenych déti (Tucker et al., 2013).

Duplikace 22q11.2 miiZze byt zdédéna autozomalné¢ dominantnim zpiisobem anebo k ni
muze dochazet mechanismem de novo. VétSina postizenych jedincl zdédila duplikaci v této
oblasti od rodice a je prokazano, Ze duplikace miize byt dédéna az po nékolik generaci. Potomci
postizenych jedincti maji 50% pravdépodobnost zdédit duplikaci na chromozomu 22 a neni
mozné piredpovedét fenotyp. Existuje 1 mald Sance expanze do mikrotriplikace (Firth, 2009).
Courtens a kolektiv (2008) popsal 63 jedinct z 35 rodin, ktefi byli nositeli této duplikace. U
fady pacientil v riznych studiich nebyli testovani rodice, ale v pfipadech, kdy probéhlo
testovani rodict pacientii s detekovanou duplikaci 22ql11.2, se zdalo, Ze vétSina téchto
duplikaci byla zdédéna bez nebo s malymi abnormalitami. Rodinny pfenos byl popsan u 18
z 26 rodin, coz odpovida 70 % a je udavano, Ze aberace zdédéné od fenotypicky normalniho
rodice jsou povazovany za benigni (Wentzel ef al., 2008).

Vyzkumy poukazuji na vyrazny kontrast s reciprokou mikrodeleci (mikrodele¢ni syndrom
22q11.2), k jejimu vzniku de novo dochazi az u 90 % piipadi. Jsou zndmé také patogenni
varianty de novo, kdy je duplikace pfitomna u ditéte, ale neni diagnostikovana ani u jednoho
rodice. Jelikoz neni penetrance duplikace 22q11.2 plna, tak je nutné testovat oba rodice, aby

se rozlisily ptipady zdédéné nebo de novo mutace (Firth, 2009).
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Klinické nalezy jsou mnohokrat nevyrazné a fenotyp je obvykle mirny, ale jsou hlaseny i
ptipady s velmi zdvaznymi poruchami. Nejcastéji hlaSenymi piiznaky je mentalni retardace
spojend s poruchami uceni, deficity vykonu paméti, ADHD a porucha teci (97 %), opozdény
psychomotoricky vyvoj (67 %), riistova retardace (63 %) a svalova hypotonie (43 %). Mezi
casté dysmorfické rysy patii hypertelorismus (70 %), Siroky plochy nos (53 %), mikrognatie
(52 %), velofaryngedlni insuficience (48 %), dysplastické¢ usni boltce (45 %), epikantdlni
zahyby (42 %), Sikmé oc€ni Sté€rbiny (41 %). Nékteré ndlezy maji klinickou podobnost
s mikrodele¢nim syndromem 22ql11.2, kdy se u pacienta objevuji vrozené srdec¢ni vady,
urogenitalni abnormality, velofaryngealni insuficience s rozSt€épem patra a poruchy zraku a
sluchu (Wentzel et al., 2008). U mnoha jedincti s mikroduplikaci je popisovan normalni
fenotyp a nejcastéji je detekovana pii testovani pacientd, u kterych je podezieni na syndrom
DiGeorge.

Duplikace 22ql11.2 byva Casto spojovana s agresivitou, ackoliv korelace genotypu a
fenotypu nikdy nebyl plné objasnén, jelikoz existuje znacnd mira fenotypové variability a
podrobné informace a studie o agresivité. Mikroduplikace je spojena s vyznamnou fadou
neuropsychiatrickych poruch, tj. autismus, obsedantné-kompulsivni poruchy (OCD) a

schizofrenii (Olsen et al., 2018).

Obrazek 12 - Oblic¢ejové rysy pacientl s diagnostikovanou mikroduplikaci 22q11.2

C — matka pacienta A, F — otec pacienta D
(Ptevzato od: Portnoi, 2009, https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/19254783/)
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4.5 Syndrom Cri du chat

Syndrom Cri du chat byl poprvé popsan skupinou védcti v Cele s J. Lejeune v roce 1963
(Lejeune et al., 1963). Syndrom je vysledkem delece kratkého raménka chromozomu 5 (5p),
kdy se velikost pohybuje od celého kratkého raménka po oblast Sp15 (Overhauser et al., 1995).
Velikost delece je uvadéna od 5 do 40 Mb (Simmons et al., 1994). V tomto useku se vyskytuje
velky pocet repetitivnich sekvenci, pfedevSim v oblasti 5p15.2, a to zptsobi nestabilitu této
oblasti (Simmons et al., 1997).

Ptestoze je syndrom Cri du chat povazovan za vzacnou genetickou autozomalni poruchu,
je jednim z nejéast&jsich chromozomalnich syndromd u lidi. Uplné prvni epidemiologické
studie odhadovaly prevalenci na 1 z 50 000 Zivé narozenych déti. OvSem ndasledné studie
predpokladaji mnohem vyssi prevalenci, a to asi 1 z 37 000 zivé narozenych déti. Syndrom se
ve vetsi mife vyskytuje u zen, ale nebyla prokazana zadna souvislost s prenatalnimi udalostmi,
veékem rodi¢lti nebo umisténim podle potadi narozeni v rodiné (Niebuhr, 1978).

Vétsina piipadi deleci je zplsobena de novo, a to az v 80 %, déle okolo 10 % ptipadi je
zpiisobeno rodi¢ovskou translokaci a méné€ nez 10 % je spojeno s cytogenetickymi vzacnymi

aberacemi (Niebuhr, 1978).

vvvvvv

a plac, jenz je velmi podobny koci¢imu mmnoukani. Obvykle vymizi béhem prvnich let Zivota
jedince. Abnormalni kiik ¢i plac je pravdépodobné zplisoben anoméliemi hrtanu (maly, Gzky,
ve tvaru kosoctverce) a priklopky hrtanové neboli epiglottis, kterd miize byt ochabld, mala
nebo hypotonicka. Dale také neurologickymi, strukturdlnimi a funkénimi zménami (Niebuhr,

1978).

Klinické ptiznaky, viz Obrazek 13, pfi narozeni jsou nizka porodni hmotnost (v priméru
2614 g), mikrocefalie (obvod hlavy v priiméru 31,8 cm), kulaty oblicej (83,5 %), velky nosni
mustek (87,2 %), hypertelorismus (81,4 %), epikantalni zahyby (90,2 %), Sikmé oc¢ni Stérbiny
(56,9 %), nizce polozené usi (69,8 %), mikrognatie (96,7 %), abnormalni dermatoglyfy (92 %)
a jiz zmiflované typické vykiiky (95,9 %) (Mainardi et al., 2006).

Mezi novorozenecké problémy patii asfyxie, cyanotické vady, zhorSeny saci reflex a
hypotonie. Behem prvniho roku Zivota se projevuje té¢zkéa psychomotorické retardace. Mohou
se objevit malformace ve form¢ srde¢nich, neurologickych a renalnich abnormalit, syndaktylie,
kryptorchismus, ale u syndromu Cri du chat nejsou pfili§ Casté. V prvnich letech zivota jsou

Cast¢ji hlaSeny respiracni a stievni infekce (Cerruti, 2006).
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V souvislosti se syndromem Cri du chat se zmiiuji problémy s chovanim, jako je
hyperaktivita, ztrdta pozornosti, neklid, agresivita a sebeposSkozovani. Velmi béznym
sebeposkozovacim chovanim byvaji udery hlavou do rtiznych pfedméti a kousani do casti
svého téla. Je hlaSena precitlivélost na zvuky, opakujici se pohyby, tvrdohlavost, neohrabanost,
nadmérné pocity Stésti a echoldlie (Cornish a Pigram, 1996). OvSem s témito popsanymi
problémy se v dneSni dobé da pracovat prostfednictvim riiznych vzdélavacich programii ¢i
vyhledanim odborné 1ékaiské pomoci v odvétvi psychologie.

Vétsina hlaSenych ptipadii naznacuje, Ze jedinci s Cri du chat syndromem jsou hodni a maji
obecné velmi laskavou povahu, pouze n€kolik malo registrovanych piipadi vykazuje rysy

autismu nebo vyhybani se kontaktu s lidmi (Cornish a Pigram, 1996).

Obrazek 13 - Klinické rysy pacientti se syndromem Cri du chat

pacient A — 8 mésicii, pacient B — 2 roky, C — 4 roky a D — 9 let
(Prevzato od: Cerruti, 2006, https://ojrd.biomedcentral.com/articles/10.1186/1750-1172-1-33)
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5 PRENATALNI A POSTNATALNI DIAGNOSTIKA

5.1 Prenatalni diagnostika

Prenatdlni péCe v soucasnosti zahrnuje ultrazvukovou, biochemickou a genetickou
diagnostiku. Za ucelem diagnostiky vrozenych vad a chorob plodu jsou provadéna
cytogeneticka vySetfeni (konvencni karyotyp), molekularné genetickd vysetieni jako je
kvantitativni fluorescencni PCR (QF-PCR) pro rychlé potvrzeni nebo vylouceni nejcastéjSich
aneuploidii a pfimd 1 nepifima diagnostika pfedem znadmych chorob a molekularné
cytogenetickd vySetfeni pomoci fluorescencni in situ hybridizace (FISH). Metody
celogenomového screeningu SNP array a array CGH se voli jako alternativy pro zjiSténi
genetickych pfi¢in a pro stanoveni diagnozy (Be&vatova et al., 2011). Casto se voli kombinace
raznych metod, jelikoz kazda ma své vyhody, ale i limitace.

Klinicka cytogenetika slouzi pro identifikaci abnormalit chromozomt, aneuploidii,
nevyvazenych strukturdlnich ptfeskupeni u plodil Zen v pokrocilém véku a u téch, kterym byl
zji$tén abnormalni nalez ultrazvukem ¢i screeningovymi testy (Shaffer a Bui, 2007).

I ptes veskerou snahu odbornikii zlstava urCitd ¢ast gravidit s patologickym nalezem na
ultrazvuku nediagnostikovana ve vSech uvedenych genetickych vySetienich. VySetfeni mize
byt velmi pfinosné pro planovani budouciho téhotenstvi a mize mit dopad na ostatni ¢leny
rodiny, ktefi jsou vystaveni riziku pfenosu chromozomalnich aberaci. Prenatdlni diagnostika

se déli na neinvazivni a invazivni.

5.1.1 Neinvazivni metody

Mezi neinvazivni vySetfeni se fadi kombinovany screening v 1. trimestru gravidity, kdy se
koncentrace lidského choriového gonadotropinu (B-hCG) a t€hotenského plazmatického
proteinu PAPP-A (Neagos ef al., 2011). Diky tomuto vySetieni se mizZe identifikovat az 97 %
plodi s trizomii 21 a dal$i chromozomalni abnormality. Jelikoz se béhem prvniho trimestru
zvySuje u trizomie 21 koncentrace -hCG a snizuje se PAPP-A (Cicero et al., 2003).

Dale se do neinvazivnich metod fadi screening matetského séra ve II. trimestru neboli
triple test, kdy se stanovuji tfi hlavni markery v krvi matky (AFP — a-fetoprotein, uE3 —
nekonjugovany estriol a hCG — human chorionic gonadotropin). Tato kombinace dokaze
detekovat piiblizné 60 % piipadd fetdlniho Downova syndromu s faleSnou pozitivitou okolo
4 %, kdy u vétSiny ptipadd je hladina AFP a uE3 niz8i a hladina hCG naopak vyssi od
fyziologické hladiny (Dick, 1996).
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Poté se provadi ultrazvukové vySetteni ve II. trimestru. Ultrasonografii se mizou
odhalit anatomické vady plodu zahrnujici vrozené srdecni vady, markery naznacujici
aneuploidii, jakou mize byt chybéjici nosni kustka, pyelektazie ledvin ¢i echogenita stfevni
stény (Neagos et al., 2011).

Metody neinvazivni se provadi, aby se snizil pocet Zen, které podstupuji invazivni
prenatalni diagnostiku, a také se uvadi zvySend moznost vcasné detekce Downova syndromu
(Neagos et al., 2011).

Udava se, ze bez prenatalni diagnostiky a selektivniho ukonceni gravidity by trizomie 21
predstavovala priblizné ¢tvrtinu vSech piipadii mentalniho postizeni u déti (Nielsen et al.,

1988).

5.1.2 Invazivni metody

Nejcastéji se analyzuji vzorky choriovych klki (CVS), plodové vody (amniocentéza) a
krev. Tradicné se provadi analyza fetdlniho chromozomu pomoci klasické konvencni
cytogenetické analyzy s vyuzitim barveni kultivovanych bunék v metafazi dle Giemsa (tzv.
barveni G-band). Cytogenetickd analyza je povazovana za zlatou stfedni detekéni metodu
(Nicolini et al., 2004). Zjistilo se, Ze ptesnost v diagnostice kultivovanych bunék plodové vody
karyotypizaci je 99,4 — 99,8 % (NICHD, 1776) a ptesnost choriovych klku je 97,5 — 99,6 %
(Rhoads et al., 1989). Nevyhodou konvencni cytogenetiky je, Ze se musi prenatalni tkan pred
analyzou kultivovat n¢kolik dni, tudiz ziskani vysledki trva az 10 dni a chybovost kultury je
okolo 1 % (Thein et al., 2000).

Odbér choriovych klkt se provadi v prvnim trimestru od 10. do 13. tydne téhotenstvi,
zatimco amniocentéza miize byt provadéna od 15. tydne téhotenstvi (Neagos et al., 2011).
V nékterych pfipadech je nutné diagnostiku upfesnit, napf. pfi nerozhodném vysledku
z amniocentézy nebo i v piipadech, kdy se Zena dostavila velmi pozdé ke genetické analyze,
v téchto piipadech se voli tzv. kordocentéza. Jedna se o postup odbéru pupecnikové krve pod
ultrazvukovou kontrolou pomoci tenké dlouhé jehly. Provadi se mezi 19. — 21. tydnem
gravidity a kultivace bun¢k z fetdlni krve trva 48-72 hodin.

Cytogenetickd analyza sice dokaze odhalit aneuploidie a spoustu chromozomaélnich
abnormalit (translokace, delece, duplikace, inzerce), ale konvenc¢ni cytogenetickd analyza
plodové vody nebo CVS nedokéze spolehlivé detekovat preskupeni genomovych segmenti

mensich nez 5 Mb. Mikroskopické vySetfeni chromozomii nemusi odhalit chromozomalni
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puvod malych nadpocetnych markerovych chromozomi a nemusi identifikovat jemné

ptreskupeni subtelomerovych oblasti (Flint and Knight, 2003).

5.2 Postnatalni diagnostika

Postnatalni diagnostika je jednodussi v tom, ze fenotypové znaky postizeného jedince jiz
mohou napovidat o daném syndromu, a proto mtize byt diagnostika a 1écba cilena. K vysetieni
se vyuziva periferni krev novorozence anebo mén¢ ¢astéji kozni fibroblasty.

Mezi indikace k vySetfeni klasickou cytogenetickou postnatilni diagnostikou pomoci
karyotypu patii vySetieni novorozenci pii podezieni na syndrom podminény chromozomovou
aberaci, vySetfeni karyotypu rodicl, jestlize prenatidlni nebo postnatalni diagnostika
nevyloucila vrozenou chromozomalni aberaci nebo se opakovaly spontanni aborty anebo
pokud je pfitomna nepfizniva rodinnd anamnéza. Dale se pfistupuje k vySetieni karyotypu u
pacientii s poruchami sexualniho vyvoje, u osob s nejasnym nebo obojetnym klinickym
pohlavim. Nedilnou soucasti je vySetieni u partnert trpicich neplodnosti a u darcti gamet. Také
se ke karyotypizaci pfistupuje u onkologicky nemocnych pacientl, a také u ziskanych
chromozomovych aberaci (Gregor ef al., 2008). Stanoveni karyotypu byva indikovano u
pfed¢asné narozenych déti s vykazujicimi somatickymi odchylkami, u pacientli s mentalni
nebo psychomotorickou retardaci nebo u novorozenci s dysmorfii obli¢eje. Mozné indikace je
i maly vzrust hlavné u divek k vylouceni Turnerova syndromu (FN Brno, 2020).

Pokud klasicka cytogenetika neprokdze Zadnou zmeénu v genomu, tak se pfistupuje k
molekularni genetické diagnostice. V postnatalni diagnostice se vyuziva jako prvni metodou

volby technika array CGH. VysSetfeni je moZné doplnit o metodu FISH a MLPA.
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6 MOLEKULARNI GENETICKA DIAGNOSTIKA

6.1 Kvantitativni fluorescen¢ni polymerazova retézova reakce (QF — PCR)

Kvantitativni fluorescen¢ni PCR metoda je oznacovana jako rychla detekce a diagndza
rychlé aneuploidie. Je zaloZena hlavné na rychlé detekci, priblizné do 24-48 hodin, béznych
aneuploidii jako je trizomie 13, 18 a 21, triploidie a aneuploidie pohlavnich chromozomu, které
tvoti az 80 % klinicky vyznamnych chromozomadlnich abnormalit, které jsou diagnostikovany
v prenatalnim obdobi (Neagos et al., 2011). Technika vychazi z toho, Ze se namnozi ve velkém
mnozstvi specificky usek DNA. QF-PCR se voli jako prvni volba u pacientek, kterym vysel
pozitivni biochemicky screening, nasledné se v prenatilni diagnostice pokracuje metodou
array CGH, o které je rozepsano v dalsi kapitole. Diky této rychlé diagnostice je mozné
detekovat aberace (mikrodelece a mikroduplikace) jiz v brzké dobé. Pii negativnim vysledku
chromozomovych aneuploidii je zbytkové riziko vyskytu chromozomovych poruch velmi
nizké.

Na chromozomech 13, 18, 21, X a Y jsou useky, které obsahuji vysoce polymorfni
sekvence mikrosatelitni DNA, a to kratké tandemové repetice STR (Short Tandem Repeats).
Tyto sekvence jsou amplifikovany pomoci fluorescen¢nich primertt a PCR v multiplexnim
testu, nasledné probihd automatizovana analyza intenzity fluorescence alel v genetickém
analyzatoru (Cirigliano et al., 2004). VétSinou se k testovani vyuzivaji 3-4 STR pro kazdy
chromozom, aby se zabranilo faleSnym vysledkiim (Shaffer a Bui, 2007).

Ocekéava se, ze normalni heterozygotni jedinci budou vykazovat dvé oblasti piki v poméru
1:1 pro kazdy analyzovany chromozom, zatimco trizomie se objevuje jako extra pik nebo jako
vrchol poméru pikil 2:1 mezi dvéma oblastmi (Adinolfi ef al., 1997). Relativni mnozstvi kazdé
STR alely je vyhodnocovano pomoci vypoctu pomért ploch pika nebo vysek vrchold, 1ze také
vyuzit obé moznosti. Elektroforetogram z metody QF-PCR je na Obrazku cislo 14.

Vyhodou této metody je, Ze je schopna generovat spolehlivé vysledky i z velmi malych
objemi vzorki, nejcastéji se vyuziva 0,5 — 1 ml plodové vody. K analyze se zpracovavaji
plodova voda, choriové klky, fetalni krev, postnatalni krev i fetalni tkan. Dalsi vyhodou je, Ze
je mnohem levnéj$i a dokaze zpracovat vétsi pocet vzorkli nez metoda FISH. To je také
hlavnim divodem, pro¢ QF-PCR pomalu nahrazuje metodu FISH hlavné v evropskych

genetickych laboratofich (Shaffer a Bui, 2007).
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Obrazek 14 - Elektroforetogram z metody QF-PCR ze vzorku plodové vody pomoci soupravy Aneufast™

Zobrazuje Dialelickou trizomii s pomeéry pikii 1:2 a 2:1 (levd strana) a trizomii s poméry piki 1:1:1 (prava strana)
vtomto  pripadé  vsouladu s trizomii 21 (Pfevzato od: Shaffer a  Bui, 2007,
https://onlinelibrary.wiley.com/doi/full/10.1002/ajmg.c.30114).

6.2 Komparativni genomova hybridizace (CGH)

Komparativni genomova hybridizace na bioCipu (aCGH) se fadi mezi molekularné
cytogenetické vysetieni celého genomu. Indikaci pro toto vySetfeni je podezieni na vrozenou
vyvojovou vadu s genetickou aberaci u pacientli, u kterych se nepodafilo jinou klasickou
cytogenetickou nebo molekuldrné genetickou metodou prokazat zadnou zménu v genomu.
Metoda se vyuziva jak v prenatalni diagnostice, tak 1 v postnatalni diagnostice hraje dilezitou
roli. MiiZe se vyuZit i u preimplanta¢ni diagnostiky v ramci asistované reprodukce.

Komparativni genomova hybridizace vyuzivd pro analyzu podlozni sklicko
s nahybridizovanymi malymi segmenty DNA (Lucito et al., 2003). Tyto mikro¢ipy jsou
vytvofeny usazenim a imobilizaci malého mnozstvi DNA, také se jim nazyva sondy, které jsou
ukotveny na pevném nosici. Jednotlivé sondy se 1i8i velikosti od oligonukleotidi vyrobenych
tak, aby pfedstavovaly oblasti 25-85 part bazi, az po genomické klony neboli BAC sondy,
které¢ jsou velké 80 000 — 200 000 part bazi (Shaffer a Bui, 2007). Jelikoz jsou sondy
vyuzivané v této metodé o nckolik fadi men$i neZz metafazové chromozomy vyuZivané
v piivodni CGH, tak je teoretické rozliSeni array CGH mnohem vyssi. Uroved rozlideni se
urCuje na zakladé velikosti sondy a genomické vzdalenosti mezi DNA sondami. Kdyz je
mikroCip se sondami vybranymi z oblasti napti¢ genomem, které jsou od sebe vzdaleny 1 Mb,
tak nebude schopen detekovat zmény v poctu kopii intervenujici sekvence (Theisen, 2008)

Princip metody spoc¢iva v tom, Ze se nejprve DNA extrahuje ze vzorku (krev, buniky plodu).
Testovana DNA od pacienta je oznacena fluorescencnim barvivem urcité barvy a DNA
z referencniho vzorku je oznacena odliSnou barvou. Dvé genomové DNA jsou nasledné
smichany dohromady v poméru 1:1 a naneseny na microarray desticku oznaCovanou jako

Gasket slide, nésleduje ptekryti desticky cipem. DNA, kterd je nanaSena na Cip je
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denaturovéna. Po aplikaci na sklicko hybridizuji znacené DNA se sondami na ¢ipu kompetici.
Poté se vyuzivaji digitalni zobrazovaci systémy k zachyceni a kvantifikaci relativnich intenzit
fluorescence znacenych sond DNA, které hybridizovaly. Pomér fluorescence vysetfovaného
vzorku a hybridiza¢nich signalt reference se stanovuje v riznych pozicich napfi¢ genomu.
Poskytne informace o relativnim poctu kopii sekvenci ve vysetfovaném genomu ve srovnani
s referenénim genomem (Schena et al., 1995; DeRisi et al., 1996; Shaffer a Bui, 2007). Cely
postup je zobrazen na Obrazku 15.

Diilezita je nasledna spravna interpretace dat, zda CNV je benigni nebo patogenni.
K zatazeni CNV do skupin pomahaji databaze, které obsahuji velké mnozstvi variant, se
kterymi Ize vysledek porovnat (Weise ef al., 2012).

Mezi vyhody aCGH patii, ze dokaze soucasné detekovat aneuploidie, delece, duplikace
anebo amplifikace jakéhokoliv lokusu. Metoda je schopna detekovat submikroskopické
chromozomalni abnormality u jedinct s idiopatickou mentélni retardaci a dal§imi vrozenymi
vadami. Studie prokazuji, ze aCGH ma az 10-20% miru detekce chromozomalnich abnormalit
u déti s mentalni retardaci ¢i se zpozdénym vyvojem s vrozenymi anomaliemi nebo bez nich.
Dale se udava, Ze pouze 3—5 % z téchto abnormalit by bylo detekovano jinymi metodami

(Staffer a Bui 2007).

Smichani DNA kontroly a
DNA pacienta

Referenéni DNA

- L ][ " L) Aplikace smésy na

[ ][ ][ ]I ] Gasket shde a prelavti cipem

DNA pacienta —_—

v
Fragmentace a

madeni DNA

Hybridizace znaéemych DNA
se sondami na ¢ipu

pitpraveny pro hodnoceni

Obrazek 15 - Schéma znazoriujici postup metody array-CGH od pocatku do vysledného zobrazeni pomoci
skeneru
(Pievzato od: Slégrova, 2014, https:/dspace.cuni.cz/handle/20.500.11956/67769)
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6.3 Metoda Multiplex ligation dependent probe amplification (MLPA)
Technologie MLPA (z angl. Multiplex Ligation dependent Probe Amplification) neboli

mnohonasobnéd amplifikace zavisla na ligaci sond se vyuziva k detekci abnormalniho poctu
kopii az 60 raznych sekvenci genomové DNA a je schopna urcit zmény poctu kopii (Schouten
et al., 2002). Byla vyvinuta firmou MRC-Holland, kterd na svych webovych strankach
(https://www.mrcholland.com/) udava, ze mezi aplikace této metody patii detekce duplikaci a
deleci exonu, detekce raznych lidskych genti, detekce trizomii, jako je napiiklad Downav
syndrom a zabyva se charakteristikou chromozomalnich aberaci v buné¢nych liniich a nadort.
Dale detekuje SNP, mutace a detekuje zmény methylace DNA.

Vyhodou metody je jeji rychlost a vysledky lze ziskat do 24 hodin. Dale vyZaduje jen
standardni vybaveni, které je pfitomno ve vétSin€ laboratoti pro diagnostiku DNA.

Metoda MLPA se lisi od normalni multiplexni PCR tim, Ze se neamplifikuji cilové
sekvence DNA vzorku, ale MLPA sondy hybridizuji na sekvence vySettované DNA. Kazda
sonda se ze zacatku skldda ze dvou oligonukleotidd. Ty jsou sestrojeny tak, aby hybridizovaly
bezprostfedné vedle sebe na cilové sekvence DNA. Nésledné po hybridizaci mohou byt dva
oligonukleotidy ligovany specifickym ligdizovym enzymem. Tim se vytvoii jen jedina
molekula. Podminkou ale je, aby ob& sondy byly dokonale hybridizovany s ptilehlymi misty
vzorku DNA. Konce molekuly obsahuji dvé sekvence, které jsou rozpoznané parem primert
PCR. Dile jsou po ligaci vSechny sondy amplifikovany jednim parem primerti PCR, z nichZ je
jeden fluorescencné znacen. JelikoZ maji sondy jedinecnou délku, tak maji vysledné produkty
amplifikované MLPA velikost v rozmezi od 90 do 500 nukleotidii a lze je vizualizovat
kapilarni elektroforézou. Sondy MLPA, které nenajdou cilovou sekvenci, nelze amplifikovat
pomoci PCR a neni nutné je z reakce odstraiiovat (Schouten et al., 2019).

Cely proces MLPA reakce (viz Obrazek 16) se miize shrnout do 4 hlavnich kroku:
1. 20-500 ng DNA je denaturovano zahtatim na 98 °C po dobu 5 minut. Nésledné se
pfidaji MLPA sondy a ty se nechaji hybridizovat po dobu 16 hodin pii 60 °C
v termocykleru, ktery mé vyhiivané viko.

2. Pfida se tedici pufr spolu s ligdzovym enzymem a reakce se necha probihat 15 minut

pti 54 °C

3. Ligéza se inaktivuje zahfatim na 98 °C a ptidaji se PCR primery, dNTP a polymeraza.

V tomto kroku je zahajena PCR amplifikace liga¢nich produkti.
4. Produkty amplifikace jsou analyzovany kapilarni nebo gelovou elektroforézou

(Schouten et al., 2002).
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Hlavnim bodem pfti vyuziti tohoto genetického testu pro molekularni diagnostiku deleci a
duplikaci gent je interpretace vysledkli. Homozygotni nebo hemizygotni delece jsou jasné
dolozeny absenci specifickych vrcholi pro cilovy gen v pfitomnosti normalni amplifikace
kontrolnich sond. Naopak heterozygotni delece, duplikace a CNV se zobrazuji v odlisné vysce
anebo jako oblasti relativnich vrcholt. Interpretace téchto vysledkti se da zpochybnit
ptitomnosti rozdilnych vykonnosti PCR reakce mezi rGznymi sondami a odliSnostmi mezi
biologickymi vzorky. Diky tomu se vyvinuli riizné moZznosti pro analyzu surovych dat MLPA,
které umozni jejich spravné vyhodnoceni. Mezi nejpouzivanéjsi softwary se fadi Coffalyser a

program zalozeny na Excelu (Jankowski et al., 2008; Caceres et al., 2011).

1. Denaturace a hybridizace

PCR primer X P Y
h %ﬂ:ifﬂmtni zekvence
Hybridizaéni sebvence (levi) Hybridizaémi selvence (prava)
2. Lizace

PR

3. PCR s univerzilnimi primery Xa Y

exponencialni amplifikace pouze igovanych sond
X Y

4. Fracmentacni analyza

H H|‘||I| |_‘_'|||,_1 ; 1'e_|_| | l_,.m ) _|

Obrazek 16 — Princip metody MLPA

(Ptevzato a upraveno podle: Schouten et al., 2019, https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/30506197/)
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6.4 Metoda Fluorescencni in situ hybridizace (FISH)

Fluorescencni in situ hybridizace (FISH) se vyuziva, pokud cytogenetické metody neodhali
zadnou poruchu v karyotypu nebo vzdy v ptipadé verifikace vysledku cytogenetického
vySetieni nebo na zékladé indikace klinického genetika.

Zavedenim in situ hybridizace vstoupila cytogenetika do molekularni éry. Jedna se o
postup, ktery umoziuje védcim lokalizovat polohy specifickych sekvenci DNA na
chromozomech. Prvni experimenty in situ se uskutecnily v roce 1969, kdy od té doby bylo
vyvinuto mnoho variant postupii metody a citlivost detekce se mnohonasobné zvysila (Gall a
Pardue, 1969). Dnes se nejcastéji vyuziva detekce sekvenci DNA fluorescencnimi sondami,
tedy metoda FISH. Metody zaloZené na hybridizaci in situ jsou zavislé na stabilité¢ dvojité
Sroubovice DNA (O'Connor, 2008).

Technologie FISH ma hlavni tfi vyhody, mezi které se fadi vysoka citlivost a specifita
pfi rozpoznavani cilovych sekvenci DNA nebo RNA, pifimd aplikace na metafazové
chromozomy a interfazni jadra a vizualizace hybridizacnich signali na urovni jednotlivych
bunék. Tato metoda zvysila analytické rozliSeni konven¢niho karyotypu (G-bandu) na genovou
uroven a umoznila rychlou detekci numerickych a strukturalnich chromozomovych abnormalit
(Klinger et al., 1992; Ried et al., 1992).

U metody FISH lze rozlisit 4 typy, nejcastéji DNA, sond. VyuZivaji se centromerické
sondy, které se vazi na centromeru, diagnostikuji se jimi hlavné chromozomalni zmény nebo
chromozomy neznamého pivodu. Lokus specifické sondy jsou zamétené na konkrétni oblasti
genu a hlavni vyuZiti maji v detekci mikrodeleci. Subtelomerické sondy maji vazbu na konce
chromozomu (telomery) a celomalovaci sondy, které¢ obarvi cely chromozom a analyzuji se
translokace a malé nadpocetné chromozomy nezndmého pivodu. Celomalovaci sondy se
vyuZzivaji v metafaznich chromozomech (Cui et al., 2016).

Mezi zékladni kroky patfi denaturace a fixace DNA. Pti denaturaci dojde k rozvolnéni
vldken DNA sondy i vzorku a vznikne DNA s jednim vldknem. Dal$im krokem je ochlazeni,
kdy se sondy specificky vazi na vysetfované misto. Timto dochazi k hybridizaci fluorescencné
znacené sondy na vldkno vySetfované DNA. Pomoci fluorescenéniho mikroskopu dochazi
k vizualizaci fluorescencnich signali sondy na vySetfované DNA.

FISH lze provadét pfimo na interfaznich jadrech a tim se eliminuje ¢asova naro¢nost
s vyuzivanim bunéénych kultur, které se musi nejprve kultivovat (Cui et al., 2016).

Metoda FISH je velmi diilezitou metodou v prenatdlni diagnostice, kdy se panelem

Multiplex FISH s odlisn¢ zna¢enymi sondami detekuji bézné aneuploidie, které zahrnuji delece
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nebo duplikace chromozomt X, Y, 13, 18 a 21 (Ried et al., 1992; Ward et al., 1993). Lze ji
vyuzit 1 v postnatalni laboratorni diagnostice. Indikaci pro vySetfeni u téhotnych zen je
pokrocily vék zeny, abnormalni nalez na ultrazvuku nebo abnormalni screening matetského
séra. Gravidni zeny maji zvySené riziko pfenosu numerickych a strukturdlnich
chromozomalnich abnormalit az o 4-30 %, kdy az 84 % numerickych abnormalit bylo
detekovano panelem Multiplex FISH. Dalsich 16 % byly strukturdlni abnormality, které
vyzaduji dalsi cytogenetickou analyzu s vyuzitim mikrocipt (Li et al., 2011).

Nevyhodou metody je, ze v prenatalni analyze byly zaznamenany falesné pozitivni
nebo negativni vysledky a také kontaminace matetfskych bun¢k. Z tohoto ditvodu by se nem¢l
brat zietel pouze na vysledky z FISH diagnostiky. Ta se spiSe v dne$ni dobé vyuziva jako
dopliikovy test pro rychlou detekci béznych aneuploidii (Cui et al., 2016).

Zjistilo se, ze rozsifeny panel FISH, pro detekci chromozomt X, Y, 18, 13, 21, 15, 16,
22, je schopen detekovat vSechny polyploidie, az 84 % aneuploidii a 69 % vicecetnych
aneuploidii zptisobujici t€hotenské ztraty (Zhou et al., 2016).

Mezi onemocnéni, které lze diagnostikovat pomoci metody FISH se fadi Prader-
Williho syndrom, Angelmanliv syndrom, dele¢ni syndrom 22ql13, Cri-du-Chat syndrom,
Downtiv syndrom, chronické myeloidni leukémie a akutni lymfoblastické leukémie. Daéle se
mohou analyzovat chromozomy 21, X a Y, ¢imZ se mohou diagnostikovat oligozoospermicti
jedinci (Shakoori, 2017). V pfipadé srde¢nich anomalii v prenatalni diagnostice byl pomoci
metody FISH detekovan DiGeorgliv syndrom viz obrdzek 17 (Cui et al., 2016).

Metoda FISH se fadi mezi nejrychleji rozsitujici se techniku v diagnostice nadorovych
onemocnéni. Také se vyuziva k detekci infekénich mikrobli a parazitti v lidskych krevnich

bunkach, ptikladem je malarie (Cui et al., 2016).

HORMAL 22q11.2 Del

NORMAL

Obrazek 17 — Diagnostika syndromu DiGeorge metodou FISH

(Pfevzato od: Tonelli ef al., 2007, https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/18053182/)
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7 LECBA

Doposud neexistuje zadna kauzalni 1écba, kterd by dokdzala onemocnéni zastavit, ¢i uplné
vylécit osoby postizené postnatalnimi CNV. Mezi jediné feSeni patii 1écba jednotlivych
symptomu onemocnéni, tj. symptomaticka lécba a klade se diiraz na v€asnou prevenci. Mezi
symptomatickou 1é¢bu se zarazuji rizné chirurgické korekce srde¢nich ¢i obli¢ejovych vad.
Naopak mentalni retardace a rizné poruchy chovani se musi fesit individualné s ohledem na
jedinecnost a schopnost spoluprace pacienta. V tomto piipad¢ se vyuziva odborné pedagogicka
péce. U pacientl s omezenym pohybem se doporucuje v€asna rehabilitace. Logopedicka péce
se provadi u pacientl se Spatnymi komunika¢nimi schopnostmi. Transplantace kostni dfené
s perifernimi lymfocyty je mozna jako terapie u pacientti se syndromem DiGeorge.

Naptiklad u syndromu Smithové Magenisové se vyuziva kombinace davky melatoninu,
kteréa se uziva vecer a ranni davka beta-1 adrenergniho blokatoru acebutololu, ktery tlumi denni
produkci melatoninu. Timto se upravuje spankovy rytmus, ktery je u tohoto syndromu
specificky. Pacienti udavaji zlepSeni spanku a zmirnéni vykyv nalad. Déle se vyuziva medikace
valproatu a lithia, kterd se vyuziva pro stabilitu nalady pacientt, antipsychotika a Iék fluoxetin
jako inhibitor zpétného vychytavani serotoninu (Pfithodova ef al., 2008).

Do popftedi se v dneSni dobé zarazuje genova terapie, kdy nejvétsi ¢ast zkoumani je u
nadorovych onemocnéni, u monogennich chorob, infek¢énich onemocnéni a kardiovaskularnich
chorob. Jedna se o to, ze se vpravi geneticky material do bunék pacienta. Jde o nahrazeni ¢i
opravu mutovaného, nefunkéniho ¢i chybéjictho genu. VyuZiva se celd fada metod pro
vpraveni ciziho genu do bunék, ale nej€astéji pro prenos DNA se vyuzivaji modifikované viry
(Kohoutova, 2012). Nevyhodou genové terapie je, ze doposud nejsou zcela objasnény disledky
genovych terapii, a to 1 pfipadné néasledky v budoucich generacich. Tento fakt 1 doklada, ze je
povoleno manipulovat pouze s bunkkami somatického genomu nikoliv vSak s germinalnimi
buikami. Genova terapie je vyuzivdna piedev§im na Urovni experimentalni 1éCby, jelikoz
s sebou nese spoustu etickych problému a otazek ohledné zmény genetické informace u lidi.

Velké posunuti v 1€¢beé je v poslednich letech u onemocnéni svalové muskuldrni atrofie
(SMA), které bylo diive kauzéaln¢ nelécitelné. K 1é€b€ se vyuziva 1éciva latka Nusinersen
(obchodnim nazvem Spinraza), ktery je schvalen Evropskou unii od roku 2017. Nusinersen
upravuje piepis genetické informace a tim zvySuje tvorbu chybéjicitho proteinu. Prvnim
pracovistém v Ceské republice, které zavedlo 1é¢bu, byla Klinika détské neurologie 2. LF UK
a FN Motol (Haberlova, 2020). Dalsim pokrokem v Iécbé byla registrace 1éku Risdisplam
v USA v srpnu v roce 2020 a jeho vyhodou je perordlni podani (Dhillon, 2020).
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8 ZAVER

Tato bakalarska prace se vénuje variabilité¢ poctu kopii segmentli DNA a jejich nasledné
diagnostice v prenatalnim a postnatalnim obdobi. Studiemi se prokazalo, ze CNV maji velky
podil na variabilité lidského genomu. Diky rychlému vyvoji diagnostickych metod zalozenych
na molekularni trovni jsou jiz dnes védci schopni fict, kde se CNV nachazi v genomu a jakymi
mechanismy tyto segmenty DNA vznikaji.

Hlavni problematikou je posouzeni, zda zjisténé CNV je benigni, ¢i patogenni varianta,
jelikoz se muze v lidském genomu objevovat i fyziologicky. Nékteré mohou zpiisobovat
zavazna genetickd onemocnéni. Variabilita v po¢tu kopii miize zpiisobovat i mentalni retardaci,
schizofrenii ¢i autoimunitni onemocnéni.

V praci je popsan mechanismus delece a duplikace chromozomovych segmentt, které jsou
hlavnim zdrojem variant mezi lidmi a maji vliv na odliSnou genovou expresi. Popsany jsou
také tf1 hlavni mechanismy vzniku CNV, které zodpovidaji za prestavby v lidském genomu.
Nasledné je probrana dédi¢nost a de novo mutace, kterd zpilsobuje zavaznd geneticka
onemocnéni. Otazkou zistava, zda se mutace vyskytuji ve fazi embryogeneze ¢i somaticky. Je
popsano pét klinickych syndromil, jejich etiopatogeneze a fenotypické projevy.

V zavéru prace je rozebrana prenatdlni a postnatalni diagnostika, kterd je velmi dileZzita
pro vcéasnou indikaci onemocnéni. Velky diraz je kladen na molekularn€¢ genetickou
diagnostiku CNV variant, jelikoz je pro odhaleni syndromologické jednotky rozhodujici. Jedna
se o klicovy ndstroj v oblasti prenatalni péce, z ditvodu ¢asného odhaleni poskozeného plodu.
Pokud se objevi aberace i u rodicu, klinicky genetik vétSinou nabidne vhodné feSeni pro
prevenci daného onemocnéni v naslednych generacich. VyuZivaji se metody preimplantacni
genetické diagnostiky, kterymi se zabranuje prenosu choroby do dalsi generace bez nutnosti
prenatalni diagnostiky a rizika nésledného ukonceni nefyziologického té€hotenstvi. I pres
veskerou snahu odbornikll zlistdva cast gravidit s patologickym ultrazvukovym nalezem
nediagnostikovana v molekularné genetickych analyzach. Proto i v tomto odvétvi se védci i
dostupna technologie neustale posouvaji.

Posledni ¢ast je vénovana 1écbé, ktera je bohuzel jen v podobé& zmirfiovani symptomu a
dopadu dané¢ho onemocnéni. Velky diiraz se klade na v€asné zahajenou prevenci. Do poptedi
se dostava genova terapie, kterd mize byt v budoucnosti klicovou 1écbou. Dnes se jedna o
experimentalni 1écbu, ktera piinasi hlavné nadé€ji pro rodice tézce postizenych déti. Doklada to

1€k Nusinersen, ktery je urCen k 1€¢b¢ spinalni muskularni atrofie.
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Predmétem studii a vyzkumt zlstava stile i samotna variabilita poctu kopii segmenti
DNA. S novymi technologiemi se stale vyviji metody pro detekci a pribyvaji detekované CNV

varianty huméanniho genomu v narodnich a svétovych databazich.
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