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SOUHRN

Mentalni retardace (MR) je zavazné onemocnéni, které postihuje celosvétoveé 1-3%
déti. Geneticky podminéna MR muze byt vyvolana zménami na mnoha trovnich celé genetické
informace od chromozomalnich aberaci az po zmény jediného genu. Celosvétove jsou popsany
stovky genti asociovanych s touto nemoci, ale testovani takového mnozstvi genli u pacientli
S MR je nakladné, zdlouhavé a mé nizkou efektivitu.

V této praci byla provedena CNV analyza 59 pacienti s MR metodami SNP array
a MLPA po vylou¢eni chromozomalnich aberaci a Syndromu fragilniho X. Klinicky vyznam
nalezenych CNV a anotace gent zasazenych témito variantami byly stanoveny pomoci
genetickych databazi (ClinVar, DECIPHER, OMIM) pro ucely masivné paralelniho
sekvenovani (MPS).

Celkem bylo anotovano 42 gent, které jsou asociovany s poSkozenim centralniho
nervového systému, abnormalnim vyvojem corpus callosum, degeneraci/Spatnou funkci
neuronti v mozku a/nebo epilepsii, popt. abnormalnim EEG.

Tyto geny povaZzujeme za vyznamné z hlediska genetické diagnostiky mentalni retardace,
a proto navrhujeme jejich zatazeni do panelii masivné paralelniho sekvenovani, které by
umoznilo identifikovat ptfitomnost sekvencnich zmén téchto gent. Dulkladny vybér gent
pro tyto ucely by mohl zvysit efektivitu a snizit finan¢ni naklady celé genetické diagnostiky

pacientll s mentalni retardaci.



SUMMARY

Intellectual disability (ID) is a serious disorder that affects 1-3 % of children worldwide.
Genetic conditioned ID can be induced by changes at many levels of the entire genetic
information, such as chromosomal aberrations or changes in single genes. Hundreds of genes
were associated with this disorder, but the testing of so much genes in ID patients is expensive,
time-consuming and low-efficiency.

CNV analysis was prepared in 59 patients with ID by MLPA and SNP array.
Chromosomal aberrations and Fragile X syndrome were excluded. The clinical significance
of the found CNVs and the annotation of the affected genes was determined using genetic
databases (ClinVar, DECIPHER, OMIM) for purposes of next generation sequencing (NGS).

In total, 42 annotated genes that are associated with central nervous system damage,
abnormal development of the corpus callosum, degeneration/malfunction of brain's neurons
and/or epilepsy, alternatively abnormal EEG.

We consider these genes to be important for genetic diagnosis of intellectual disability,
and therefore we suggest their inclusion in next generation sequencing panels to identify
the presence of sequence changes in these genes. A thorough selection of genes for these
purposes could increase efficiency of testing and so does reduce the cost of the entire genetic
diagnosis of intellectual disability patients.
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SEZNAM SYMBOLU A ZKRATEK

aCGH

ADHD

ASD
CMA

KCI
KHCO3
LOH
Mb
MELAS

MLPA
MPS
MR
NaCl
NaOH
NARP

komparativni genomova hybridizace na ¢ipu (z angl. array comparative genomic
hybridization)

porucha pozornosti s hyperaktivitou (z angl. attention deficit hyperactivity
disorder)

porucha autistického spektra (z angl. autism spectrum disorder)

analyza chromozomi pomoci techniky mikroarray (z angl. chromosomal
microarray analysis)

centralni nervovy systém

variabilita poctu kopii (z angl. copy number variants)

dideoxynukleotid

deionizovana voda

deoxynukleotid

davkovy kvocient

ethylendiamintetraoctova kyselina

epilepsie

voda

kyselina chlorovodikova

mentalni retardace (z angl. intellectual disability)

inteligencni kvocient

tisic para bazi

chlorid draselny

hydrogenuhlicitan draselny

ztrata heterozygozity (z angl. loss of hetrozygosity)

milionil parh bazi

syndrom mitochondrialni myopatie, encefalopatie, laktatové acidozy a iktu
(stroke) podobné piihody

multiplexova PCR (z angl. multiplex ligation-dependent probe amplification)
masivné paralelni sekvenovani

mentalni retardace

chlorid sodny

hydroxid sodny

syndrom neurogenni svalové slabosti s ataxii a Retinitis Pigmentosa
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NGS

NH4CI
p. a.
PCR
PK
POP
SDS
Sm
SNP
SOP
TRIS

VVV
ZL

sekvenovani nové generace=masivn¢ paralelni sekvenovani (z angl. new
generation sequencing)

chlorid amonny

pro analyzu

polymerazova fetézova reakce (z angl. polymerase chain reaction)

periferni krev

perzistentni organicky polutant (z angl. Persistent organic pollutant)
dodecylsulfat sodny

smérnice

jednonukleotidovy polymorfismus (z angl. single nucleotide polymorphism)
standartni operacni postup (standard operating procedure)
tris(hydroxymethyl)aminomethan nebo (2-amino-2-hydroxymethyl-propan-1,3-
diol)

vrozené vyvojové vady

zdravotni laborant
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1 UVOD

Mentalni retardace (MR) je zavazné onemocnéni, které postihuje celosvétové 1-3%
déti. Pri¢ina tohoto onemocnéni muze pochazet z prostiedi a/nebo mize byt geneticky
podminéna. Genetické vady pacientdl s mentdlni retardaci jsou sledovany pfipravou
konvenéniho karyotypu jiz desetileti. AvSak nalezené cytogenetické zmény dokazaly vysvétlit
pouze zlomek piipadi s MR. Az pfichod Cipovych technologii umoznil studovat genetické
aberace pacientll s vétsim rozliSenim a odhalit tak celou fadu variabilit po¢tu kopii genomu
(CNV), které jsou a/nebo mohou byt pfi¢inou tohoto onemocnéni. Pfes veskeré snahy se
U mnoha pacientli nedati odhalit pfesnou genetickou pfi¢inu mentélni retardace. Velkou nad¢ji
V této oblasti pfind$i masivné paralelni sekvenovani (MPS), které umoznilo sledovani
jednonukleotidovych zmén DNA v mnoha genech a u mnoha pacientl paralelng. Celosvétove
jsou popsany stovky gend asociovanych s touto nemoci. Avsak testovani takového mnozstvi
geni u pacientil s MR je stéle jesté nakladné, zdlouhavé a ma nizkou efektivitu.

Vzhledem k tomu je zapotiebi vybrat vhodné geny, které by mohly sehrat klicovou roli
Vv etiologii MR. Cilem této prace je sledovat variabilitu po¢tu kopii v genomu (CNV) U jedinct
s mentalni retardaci (MR) pomoci metod single nucleotide polymorhisms array (SNP array)
a multiplexové PCR (MLPA). U nalezenych CNV budou anotovany zasazené geny, které
mohou byt dale studovany pomoci technik MPS ke zjisténi pfitomnosti sekvencnich zmén
téchto gentl.

Dtkladny vybér gent pro ucely MPS, by mohl zvysit efektivitu a sniZit néklady celé
genetické diagnostiky u pacientl s mentalni retardaci a tim také rozsifit nase znalosti

genetického ptivodu tohoto onemocnéni.



CILE PRACE

Literarni reSerSe genetick¢é podstaty mentdlni retardace a moznosti jeji genetické
diagnostiky.

CNV analyza pacientii s MR metodami MLPA a SNP array.

Anotace gent zasazenych CNV.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Klinicky popis mentalni retardace

Mentalni retardace (MR) je trvalé snizeni inteligence v dusledku poskozeni mozku
nebo nedostateéné funkce nervové soustavy (Svarcova-Slabinova, 2011). Prevalence MR se lisi
v zavislosti na veéku pacientd, jak dokladaji dva australské prizkumy, ve kterych byla
prevalence 3,3 : 1000, pokud bylo vékové rozmezi 20 az 50 let, ale zvysila se na 14,3 : 1000,
pokud byl v€kovy rozsah snizen na 6 az 15 let (Chiurazzi et Pirozzi, 2016). U Evropant
se prevalence MR pohybuje mezi 1 : 700 az 1 : 1100. Pacienti trpi riznou mérou motorické,
feCové, socialni a poznavaci nedostatecnosti (Valenta et al., 2012). Mentalni retardace se muize
vyskytovat jako samostatné postizeni jedince, nebo mulze byt kombinovana s jinymi
onemocnénimi a vadami (ASD, schizofrenie, parkinsonismus, ADHD, epilepsie, kongenitalni
malformace aj.). Tato nemoc ma celozivotni dopad na nemocného i €leny jeho rodiny

(Winnepenninckx et al., 2013).

3.2 Kategorie mentalni retardace
Mentélni retardaci klasifikujeme v Sesti zakladnich kategoriich na zaklad¢
inteligen¢niho kvocientu (IQ). 1Q definuje miru inteligence, jinymi slovy pomér mezi

»>mentalnim* a skute¢nym vékem jedince. Tato méfitelnd veli¢ina vypovida o schopnosti

Clovéka ucit se, rozumét, rozhodovat a fesit problémy, popi. 0 schopnosti komunikovat

S ostatnimi a starat se o sebe, a také 0 tom, zda je jedinec schopen tyto ¢innosti vykonévat

pfiméfené svému véku (Svarcova-Slabinova, 2011).

o Lehka mentalni retardace (F70) je charakterizovana IQ od 50 do 69. Tito jedinci maji
problémy se ¢tenim a psanim, ale zvladaji dobfe komunikovat s ostatnimi a v dospélosti jsou
schopni Zit samostatné.

o Stfedni mentalni retardace (F71) se vyznacuje hodnotami IQ od 35 do 49, které umoziuji
postizenym jedincim naucit se zdklady cteni, psani a pocitdni. Mohou mit problémy
s komunikaci, ve vétSing ptipadl nejsou schopni zit samostatné.

o Te&zka mentalni retardace (F72) se pohybuje v rozmezi 20-34. U téchto pacient je narusena
motorika a vyvoj centralniho nervového systému.

o Hluboka mentalni retardace (F73) je popisovana pii hodnotach IQ nizsich nez 20 a vyznacuje
se inkontinenci, neschopnosti se samostatn¢ starat o vlastni potieby a pouze neverbalni

komunikaci.



o Jind mentalni retardace (F78) by m¢la byt indikovana pouze tehdy, je-li stanoveni stupné
mentélni retardace nesnadné ¢i nemozné z diivodu jiného postizeni. Pouzivd se napf.:
u nevidomych, neslySicich jedinct, u osob s poruchou autistického spektra apod.

o Nespecificka mentalni retardace (F79) je popisovana u pacientd, U Kterych neexistuje
dostatek informaci slouZicich k zatazeni do vyse uvedenych kategorii (Svarcova-Slabinova,

2011).

3.3 Priciny mentalni retardace
Pti¢ina mentalni retardace je odhalena pouze v poloviné ptipadi. Bylo odhadnuto, Ze
vznik mentélni retardace je v 50 % ptipadii zpisoben exogennimi (ziskanymi) vlivy a v 50 %

ptipadi vlivy endogennimi (vrozenymi) (Obr. 1, Winnepenninckx et al., 2013).

Subtelomericke Chromozomalni
abnormality abnormality
6 0/0 Y s 1 2 %

— Environmentalni pric¢iny

Syndrom fragilniho X 250,

1% %

Dalsi zndmé
syndromy a onemocnéni —
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S
-—

Metabolické piiciny —*
3%

Nezname piiciny, Neznamé piiciny,

pravdépod;)bjlé genetické . pravdépodobng
25% environmentalni
25%

Obrazek 1: Piehled ptic¢in mentalni retardace (pievzato a upraveno z Winnepenninckx et al.,
2013)
3.3.1 Exogenni pri¢iny mentalni retardace

Do exogennich pfi€in vzniku mentalni retardace ftadime vlivy prostfedi jiz
od prenatalniho obdobi. Organismus gravidni Zeny mize byt v pribéhu té¢hotenstvi vystaven
nezadoucim vliviim, jako jsou napf.: drogy, alkohol, ptisobeni ionizujiciho zareni, infekce apod.

Také predcasny porod a nizkd porodni hmotnost mohou zplsobit vznik mentalni retardace.



Z perinatalnich vlivii jsou nejvyznamnéjSimi faktory piiduseni novorozence v porodnich
cestach a mechanicka poskozeni hlavy ditéte. V postnatalnim obdobi mize dojit k poSkozeni
mozku napf. v disledku riznych onemocnéni (meningitida, encefalitida atd.) nebo urazu hlavy

(Matulay et al., 1986; Winnepenninckx et al., 2013).

3.3.2 Endogenni pri¢iny mentalni retardace

Endogenni pficiny maji geneticky pivod od chromozomalnich abnormalit, pies
submikroskopické zmény, znadmé jako variabilita poctu kopii genomu (CNV),
aZ po monogenni, polygenni nebo mitochondrialni onemocnéni (Winnepenninckx et al., 2013;
Aloui etal., 2017).

3.4 Genetické pii¢iny mentalni retardace
3.4.1 Chromozomalni abnormality

Chromozomalni abnormality jsou pfi¢inou az 12 % pfipadi mentalni retardace.
Klinicky nejzavaznéjsi jsou numerické a nebalancované strukturni zmény chromozomt.
Balancované chromozomalni aberace nijak nepostihuji své nositele, avsak maji predikéni
vyznam pro jejich potomky (Raymond, 2005; Winnepenninckx et al., 2013; Pereira et al., 2014;
Aloui et al., 2017; Samango-Sprouse et al., 2018).

3.4.1.1 Numerické chromozomalni abnormality

Numerické chromozomalni abnormality jsou charakterizovany jako zmeéna poctu
chromozomu v bunikach oproti normalnimu stavu, 46,XY/46,XX. Pocetni aberace mohou byt
snizeni 1 zvySeni poctu kopii jednotlivych chromozom — monozomie/polyzomie — avsak
z hlediska intelektu jsou vyznamné&jsi pouze polyzomie chromozomut (Mundhofir et al., 2012).

U pacientll s mentalni retardaci nej€astéji pozorujeme nadpocet chromozomu 13, 18
a 21 (Mundhofir et al., 2012). Trizomie chromozomu 21, znama také jako Downtiv syndrom
(Obr. 2), je pozorovana u 14 % pacienti s MR (Mundhofir et al., 2012; Samango-Sprouse et al.,
2018). Celkova frekvence tohoto onemocnéni je 1 : 800. Avsak riziko vyskytu tohoto syndromu
se odviji od veéku matky (Obr. 3) a rozdili v jednotlivych populacich (Kazemi et al., 2016;
Aloui et al., 2017).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aloui%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28736088
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mundhofir%20FE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22191675
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mundhofir%20FE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22191675
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Mundhofir%20FE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22191675
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Aloui%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28736088
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Obrazek 2: Karyotyp Downova syndromu 47, XY, +21 (Trevisan et al., 2014)

120 4

Prevalence na 10 000
narozenych déti
.
o [n)] [mn) [}
(o) (o} [am ) (o}
1 1

]
o]
1

o]

=20 20-24 25-29 30-34 35-39 40+
Vék matky (let)

Obrazek 3: Rust prevalence Downova syndromu s vékem matky (pievzato a upraveno
z Centers for Disease Control and Prevention, 2019)

Edwardstv a Patautiv syndrom (trizomie chromozomu 18 a 13) se vyskytuji s mnohem
mensi frekvenci (Tab. 1). Divodem nizké frekvence vyskytu je spontanni ¢i umélé ukonceni

t€hotenstvi (Cereda et Carey, 2012; Satgé et al., 2017).



Trizomie muze nastat také u pohlavnich chromozomu — gonozomda. Jedna se zejména
0 nadpocet chromozomu X. Snizeni intelektu je popisovano u nékterych pacientii s karyotypem
47, XXY (Klinefelteriv syndrom), jehoz frekvence je 1 : 500 az 1000 narozenych chlapct
(Bonomi et al., 2017). Avsak odhaduje se, Ze je odhaleno pouze 25 % téchto pacientii. Tato
skute¢nost nasvédcuje tomu, Ze se zbylych 75 % pacientl fenotypové neodliSuje od bézné

populace (Samango-Sprouse et al., 2018).

Tabulka 1: Pfehled syndromu nejéastéji spojovanych s mentalni retardaci

% pacienta s MR trpicich
p p

Nazev syndromu Karyotyp Incidence*
timto syndromem™*
Downtiw syndrom 47, XY, +21 1:800 14
Edwardstv syndrom 47, XY, +18 1:5000 3,6
Pataylv syndrom 47, XY, +13 1:16000 3
Klinefeltertiv syndrom 47, XXY 1:500-1000 -

* Genetics Home Reference, 2019
**Uwineza et al., 2016

3.4.1.2 Nebalancované strukturni chromozomalni abnormality

Strukturni chromozomalni abnormality vznikaji jako diisledek chromozomovych zlomu
a chybného spojeni vzniklych segmentl. Béhem téchto procesti mize dojit ke zméné mnozstvi
genetického materidlu. V ptipadé, Ze dojde ke ztraté (deleci) nebo zmnozeni (amplifikaci) ¢asti
chromozomu, jez nelze zachytit konvenénim G-pruhovanim, je tfeba vyuzit molekularné
genetickych metod ke stanoveni rozsahu variability poctu kopii (CNV) genomu (Pereira et al.,
2014; Wang et al., 2017)

3.4.2 Variabilita po¢tu kopii (copy number variants, CNVs)

CNYV je definovana jako segment DNA delsi nez 1 kb vykazujici variabilni pocet kopii
Vv porovnani s referenénim genomem (Stuppia et al., 2012). Rada t&chto variant byla asociovana
s rozvojem postizeni intelektu (Kaufman et al., 2010). Vyvoj ¢ipové technologie (microarray,
CMA) a multiplexové PCR (multiplex ligation-dependent probe amplification, MLPA)
umoznil jejich sledovani, avSak u¢innost téchto metod se liSi na zaklad¢ klinickych obraza
pacientt a jejich vybéru. Odhadovany zachyt patogennich variant se pohybuje od 10 do 20 %

u ¢ipovych technologii a primérné 8 % pfti pouziti jednotlivych MLPA probemixii. Kombinaci


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Pereira%20RR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=25061755
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Wang%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=28777852

jednotlivych MLPA targetovych sad lze dosahnout Géinnosti az 24 % (Lefebvre et al. 2016;
Blanco-Lago et al., 2017; Ceroni et al., 2018; Lee et al., 2018,). Nalezené CNV u pacientti
s MR mohou byt zdédéné i ziskané de novo (Choucair et al., 2015; Sansovi¢ et al., 2017).
Ackoli vzniklo mnoho studii zabyvajicich se analyzou CNV u pacientii S MR, nepodafilo se
objasnit vyznam vSech variant. Interpretaci genetickych nalezu také ztézuje fakt, Zze fada CNV

vykazuje neuplnou penetranci a variabilni expresivitu (Kaufman et al., 2010).

3.4.2.1 Popis vybranych CNV

CNV, jez jsou asociovany se sniZzenim intelektu, je cela fada. Obecné je lze rozdélit
na zmény vedouci k zisku (mikroduplikace) nebo ztraté (mikrodelece) genetického materialu
(Kaufman et al., 2010; Stuppia et al., 2012).

Mikroduplikace

Nejvyznamngjsi mikroduplikace z hlediska pfitomnosti MR jsou duplikace 1g21.1
a22g11l. Ob¢ varianty jsou doprovazeny vrozenymi malformacemi (makrocefalie,
hypertelorismus, mirné facialni dysmorfické rysy, srde¢ni vady, zaostani rustu atd.), ale také
poruchami autistického spektra (ASD) a schizofrenii (Sanders et al., 2015; Sun et al., 2015;
Demily et al., 2018; Xavier et al., 2018).

Mikroduplikace v oblasti chromozomu X (Xp11.23-p11.22, Xp11l.22—p11.23, X28,
Xp22.12) jsou asociovany, obdobné jako autozomalni duplikace, zejména se syndromickymi
poruchami intelektu (makrocefalie, hrubé obliejové rysy, strabismus aj.) a také s dalSimi
neurovyvojovymi vadami — ADHD, zachvaty, poruchy feci (Zanni et Bertini, 2011; Di-Battista
et al., 2016; Chen et al., 2017; Sajorda et al. 2018). Specialni skupinu pak tvoii duplikace
zahrnujici gen MECP2, jeZ jsou velice Casto asociovany S poruchou autistického spektra (Rett
syndrom, OMIM 312750) (Tang et al., 2017).

Na rozdil od CNV na autozomech se X vazané syndromy exprimuji velmi variabilné
a u fady z nich je klinicka interpretace/predikce velice obtizna. Napiiklad duplikace Xp22.31
se vyskytuje u pacientt s intelektualnim postizenim pomérné Casto. Tato varianta je témef vzdy
zdédéna od rodice, jehoz fenotyp je v nekterych pripadech normélni. Duplikace se v menSim
métitku vyskytuje také v bézné populaci. V souvislosti s Xp22.31 se mluvi také o triplikaci,

ktera je oproti duplikaci vice penatrantni (Polo-Antanez et al., 2017).


https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Zanni%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21569638
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Bertini%20ES%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21569638

Mikrodelece

Mikrodelece klasifikované jako patogenni ve vztahu k MR jsou podstatné Cetnéjsi
nez mikroduplikace. Mezi nejvyznamngjsi z nich fadime aberace na chromozomu 1 (1921.1,
1943944, 1p36, 1022g23.1), chromozomu 2 (2pl16.1-pl5), chromozomu 4 (4pl6.3),
chromozomu 7 (7q11.23), chromozomu 9 (9934.3, 9p), chromozomu 10 (10g26), chromozomu
15 (15q11.2—q13), chromozomu 16 (16p11.2) a chromozomu 22 (22q11.2, 22913.33) a mnoho
dal$ich. VétSina téchto syndromt je doprovazena malformacemi skeletu a mohou byt zahrnuty
i do dalsich neurovyvojovych chorob jako jsou poruchy autistického spektra a schizofrenie
(Pérez-Garcia et al., 2011; Bassuk et al., 2013; Zollino et al., 2014; Sanders et al., 2015; He
et al., 2016; Grand et al., 2018).

V soucasné dob¢ je mozno vSechny jiz popsané patogenni delece zachytit pomoci CMA.
Avsak naptiklad Prader-Williho/Angelmantv syndrom, jehoz pfi¢inou je chybéni oblasti
15911.2—q13, muze vznikat tfemi zpusoby. Mimo mikrodeleci, mize byt dana oblast mistem
uniparetalni dizomie (oba chromozomy 15 pochazeji od jednoho rodi¢e) nebo muze dojit
k defektu imprintingu. Tyto zmény jsou sledovany pomoci specialné upravenych metod CMA
a MLPA (Cassidy et Driscoll, 2009). Obdobnou situaci Ize pozorovat i u syndromu Silver-
Russell/Beckwithiv-Wiedeman (Ounap, 2016).

3.4.3 Monogenni onemocnéni

Vznik mentalni retardace miize byt spojen s mutaci pouze jediného genu. Aberace
mohou mit charakter velice kratkych zmén v useku daného genu (delece/inzerce nékolika
nukleotidii), nebo i bodovych zmén. Monogenni onemocnéni délime na zaklade¢ typu dédi¢nosti
do tii skupin (Winnepenninckx et al., 2013).

X-vazana dédi¢nost je pozorovana u 10-20 % vSech pifipadii mentalni retardace.
Vzhledem k X vazané dédi¢nosti je mentalni retardace castéj§i u muzil nez u Zen
(Winnepenninckx et al., 2013). Byla popsana cela fada gent, jez hraji vyznamnou roli
Vv etiologii mentalni retardace, napi. ARX, FGD, PAKS3 a dalsi, viz Obr. 4. Nejvyznamng;jsi
z nich jsou FMR1 a MECP2 (Allen et al., 1998; Raymond, 2005; Griffin et al., 2016). Mutace
genu FMR1 se nejcastéji nachazeji v jeho promotoru, kde dochazi k nértstu poctu repetic
(>200 repetic), jez v koneéném disledku zplsobi inhibici exprese vysledného proteinu
a onemocnéni znamé jako Syndrom fragilniho X (Winnepenninckx et al., 2013). Jedna
se 0 jednu z nejéastéjSich pficin mentalni retardace, prevalence u muzi je 1 : 5000 a u Zen

1:8000 (Suhl et Warren, 2016). MECP2 pisobi na epigenetickou kontrolu transkripce genu


https://www.omim.org/geneMap/4/9?start=-3&limit=10&highlight=9
https://www.omim.org/geneMap/9/628?start=-3&limit=10&highlight=628
https://www.omim.org/geneMap/9/1?start=-3&limit=10&highlight=1
https://www.omim.org/geneMap/10/546?start=-3&limit=10&highlight=546
https://www.omim.org/geneMap/16/273?start=-3&limit=10&highlight=273
https://www.omim.org/geneMap/22/375?start=-3&limit=10&highlight=375

prostiednictvim methylace DNA a remodelace chromatinu. Jeho aberace vyvolava klinicky

obraz zvany Rettiv syndrom (Percy, 2016)

Coffintiv-Lowryho syndrom (RSK2) — g R5K2

OpitzG/BBB (MID1) —»,

ILIRAPL

11

113

Aarskogiv—Scottiy syndrom (FGD1) — = 11.21 FGD1

112

12 OPHN1

13
ATR-X (XNP) —m

111

21 PAK3

AGTR2

15

SGE syndrom (GPC3) —» ARHGEF6

FMR2
MeCP2
GDI1

27
Syndrom fragilnihoe X (FMR1) —»
Rett (MeCP2) —»

Obrazek 4: Schéma lokalizace genti na chromozomu X zodpovédnych za vznik MR (ptevzato

a upraveno z Winnepenninckx et al., 2013)

Autozomalnég recesivni typ dédicnosti je Casto pozorovan ve spojeni s metabolickymi
poruchami, ve kterych ztrata funkce obou alel vede ke snizeni hladin enzymd, ty poté nejsou
schopny plnit svou funkci (Winnepenninckx et al., 2013). Nejcastéjsi pii¢inou autozomalné
recesivné zpusobené mentalni retardace je fenylketonurie (12923.2, PAH), nedostatek enzymu
fenylalaninhydroxylazy znemozni pfeménu fenylalaninu na tyrosin, coZz vede k hromadéni
fenylalaninu (Williams et al., 2008).

Onemocnéni s autozomalné¢ dominantni dédi¢nosti vznikaji nejcastéji mutacemi
de novo. Typickym pftikladem je Rubinstein-Taybi syndrom (16p13.3, CREBBP) (Hosek
et Borkova, 2008; Winnepenninckx et al., 2013).
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3.4.4 Polygenni dédi¢nost
Obecné se predpoklada, ze polygenni formy MR, tedy ty, které jsou zptisobeny mutaci
vice nez jednoho genu, jsou Castou pfi¢inou piedevsim lehké mentalni retardace. Na rozdil

wewvr

etal., 2013).

3.45 Mitochondrialni onemocnéni

Mitochondrialni onemocnéni jsou velice ¢asto doprovazeny vadou intelektu (Guevara-
Campos et al., 2015). Ptikladem mohou byt syndromy MELAS (OMIM# 540000), NARP
(OMIM# 551500), Leightiv syndrom (OMIM# 256000) a dalsi (Valiente-Palleja et al., 2018).

3.5 Genetické diagnostické nastroje
3.5.1 Konvenéni G-pruhovani

Zavedeni metody obarveni chromozomi v 70. letech 19. stoleti bylo jednou
z nejvyznamnéjSich inovaci v oblasti cytogenetiky a je dodnes pouzivano ke sledovani
numerickych a strukturnich zmén chromozomu (Ferguson-Smith, 2015). Nejvice pouzivanou
technikou barveni chromozomi je G-pruhovani, které je zaloZeno na barveni metafaznich
chromozomli Giemsou. Samotnému barveni pfedchdzi denaturace alkalickymi, tepelnymi
nebo proteolytickymi enzymy (napf. trypsin). Po obarveni dojde k vytvofeni tmavych G-pruhd,
které jsou bohaté na adenin a thymin a svétlych pruhti obsahujici kodujici oblasti bohaté
na cytosin a guanin. Na zakladé tmavych a svétlych pruhti Ize jednoznaéné identifikovat kazdy
lidsky chromozom viz Obr. 5 (Kannan et Zilfalil, 2009; Ferguson-Smith, 2015).
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Obrazek 5: Muzsky karyotyp 46, XY (G-pruhovani) (Seabright M., 1971)

3.5.2 CNV analyza
3.5.2.1 MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification)

MLPA je semikvantitavni metoda, ktera naSla své uplatnéni v cilené detekci CNV
(MRC-Holland, 2018). V jedné MLPA reakci hybridizuje az 60 sond, které jsou amplifikovany
pomoci PCR v jediné reakci (multiplexova PCR). Kazda sonda detekuje specifickou sekvenci
DNA. Sondy jsou slozeny ze dvou oligonukleotidi, jez obsahuji specifickou (komplementarni)
cilovou sekvenci a nekomplementarni sekvence pro univerzalni PCR primery a sekvence

odlisujici jednotlivé sondy mezi sebou viz Obr. 6 (Stuppia et al., 2012).

1 Specificka cilova sekvence

v 2 Sekvence pro nasedani
) S univerzalnich primeru

— 1 1 P 3 Sekvence odlisujici

jednotlivé sondy mezi sebou

Obrazek 6: Popis sondy MLPA (ptevzato a upraveno z BIOGEN Praha s.r.o0. - molekularni
biologie a genetika, 2019)
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V prvnim kroku je DNA o koncentraci 10-50 ng/ul denaturovana a inkubovana se smési
sond. Oba hybridizované oligonukleotidy jsou ligazou spojeny v jeden celek, jenz je
amplifikovan pomoci univerzalnich primert. Pouziti pouze jediné dvojice primerd je mozné,
protoze béhem PCR se neamplifukuji cilové sekvence, ale ligované sondy. Pocet vyslednych
produktu je mirou poétu cilovych sekvenci ve vzorku (Stuppia et al., 2012). Vysledkem reakce
je soubor jednotlivych DNA fragment, jejichz délka se pohybuje mezi 64 az 500 nt. Ty jsou
nasledné detekovany kapilarni elektroforézou (BIOGEN Praha s.r.0. - molekularni biologie
a genetika, 2019). Schéma MLPA reakce je zobrazeno na Obr. 7.

Denaturace
Hybridizace
Ligace

Analyza amplifikovanych fragmentu

s
i
|
|
i

Obrazek 7: Schéma MLPA reakce (pfevzato a upraveno z BIOGEN Praha s.r.0. - molekularni

H H I “ | ” l' ”‘ | | {' 4!_"( ‘ ‘|_ | l I‘I | [ |

biologie a genetika, 2019)

Vysledny elektroferogram je porovnavan se zaznamem referencniho vzorku.
Vyhodnocuje se rozdil vysek (poptipadé plochy) jednotlivych pikti mezi vzorkem a referencni
DNA. Relativni pokles signalu indikuje ztratu genetického materialu a opacné. Tato skutecnost
je kvantifikovana pomoci davkového koeficient (DQ). Nabyde-li DQ hodnot 0,8-1,2 jedna

se o stav fyziologicky. Hodnoty mimo tento interval jsou vyhodnoceny jako zisk/ztrata
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genetického materialu. V ptipad¢ homozygotni nebo hemizygotni delece dané piky zcela chybi,

viz Tabulka 2 (BIOGEN Praha s.r.o. - molekularni biologie a genetika, 2019).

Tabulka 2: Vztah davkového kvocientu a poétu kopii (pievzato a upraveno z BIOGEN Praha

s.r.0. - molekularni biologie a genetika, 2019)

Vyhodnoceni Davkovy kvocient Status

Fyziologickd hodnota 0,80 <DQ < 1,20 Normalni hodnota
Heterozygotni duplikace 1,30 <DQ <1,65 Kritickd hodnota
Triplikace 1,75<DQ < 2,15 Kiriticka hodnota
Heterozygotni delece 0,40<DQ <0,65 Kriticka hodnota

Homozygotni delece 0 Kritick4 hodnota

*DQ-davkovy kvocient

Vyhodami této metody jsou zejména malé mnozstvi DNA (50-250 ng) a rychlost
analyzy (cca 3 dny). Naopak metoda MLPA neodhali zmény mimo cilové oblasti
ani balancované prestavby, jako jsou nékteré translokace a inverze. Tato metoda je také velice
citliva na integritu a ¢istotu DNA. V neposledni fadé¢ ptitomnost jednonukleotidovych zmén
muze inhibovat hybridizaci sondy a dojde k poklesu signalu. Avsak tato metoda neni k detekci
tak malych zmén ur€ena a je tedy nutné pfitomnost t€chto zmén ovéfit pomoci sekvenacnich

technik (BIOGEN Praha s.r.o. - molekularni biologie a genetika, 2019).

3.5.2.2 aCGH (Array Comparative Genomic Hybridization)

Porovnavaci genomova hybridizace na ¢ipu (aCGH) je cytogenetickd metoda pouzivana
k detekci nebalancovanych submikroskopickych zmén (amplifikace/delece) genomu (Ahn
etal., 2015).

Metoda aCGH je zalozena na detekci ¢erveného a zeleného fluorescenéniho signalu.
Vzorek DNA od pacienta je znacen fluorochromem (cyaninem 5) a referenéni DNA opa¢nym
fluorochromem (cyaninem 3). Zna¢ené DNA se smisi a aplikuji se na ¢ip obsahujici asi 60000
oligonukleotidovych sond specifickych k jednotlivym oblastem genomu. Po hybridizaci
smésice znatené DNA k sonddm umisténym na ¢ipu je pomoci skenert sniman signal
fluorochromti (Obr. 8). Jestlize je k dané sond¢ hybridizovana referenéni DNA i vzorek stejnou
mérou (1 : 1) pak je vysledny signal zluty a mnozstvi genomického materialu je v daném misté

shodné pro obé DNA (fyziologicky). Pokud je vysledny signal Cerveny, je referencni DNA
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v nadbytku, resp. DNA vzorku v daném misté ¢asteéné nebo zcela chybi (heterozygotni delece:
1 : 0,5; homozygotni delece: 1 : 0). V ptipad¢ zelen¢ho signalu je pomér opaény a genom

pacienta byl v daném misté amplifikovan (duplikace: 1 : 2) (Ahn et al., 2015).

Referenéni DNA (Ref) Vysetiovand DNA (Vys)

\Mix /

Analyza poméru
| fluorescenéniho signalu

Hybridizace k mikroGipu

Q0000

O000O0

O0O00O0

00000 . B
O000O0

opege BE il

Pomér Vy$/Ref>1  Pomér Vy$/Ref<1 . '
Duplikace Delece

Obrazek 8: Schéma aCGH (Kocur T., 2012)

aCGH je zlatym standardem v genetickém vySetfovani pacientli s MR. Ackoli se jedna
o ucinny nastroj genetiky, nelze tuto technologii pouzit k detekci bodovych zmén jednotlivych

gent nebo k ur¢eni balancovanych zmén (Redon et Carter, 2009).

3.5.2.3 SNP array (Single Nucleotide Polymorphism)

SNP microarray je stejné€ jako aCGH provadéna na ¢ipu. Ten je osazen sondami, které
jsou specifické k jednotlivym segmenttim lidského genomu, avSak jejich sekvence se lisi
Vv jediném nukleotidu (Obr. 9). Princip SNP array vyuziva faktu, ze lidsky genom zahrnuje

325 miliond jednonukleotidovych polymorfismi (SNP) a z toho 15 miliond se v populaci
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vyskytuje s frekvenci vySsi nez 1 %. DNA se pevné piichyti pouze k sondé€, ktera ma
komplementarni sekvenci. Vyhod této technologie je celd fada: analyza probihd pouze s DNA
vzorku, kterd je oznacena jen jednou barvou, ma mnohem vétsi rozliSeni nez standartni aCGH
a umoznuje detekci ztrat heterozygozity (LOH). Na druhou stranu nelze tuto technologii pouzit
k detekci bodovych zmén jednotlivych genti nebo k ur€eni balancovanych zmén (Plomin

et Schalkwyk, 2007; LaFramboise T., 2009).
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Obrazek 9: Ukazka technologie SNP microarray (pfevzato a upraveno z Memorial University
of Newfoundland, 2019)

3.5.2.4 Sangerovo sekvenovani

Sangerovo sekvenovani se dnes bézné pouziva k detekci jednonukleotidovych zmén.
Tato technika je zaloZzena na PCR reakci, do které je ptidino malé mnozstvi fluorescenéné
znac¢enych dideoxynukleotidi (ddNTP). ddNTP postradaji 3'-hydroxylovou skupinu a jejich
zatazenim je ukoncena syntéza DNA fetézce. ddNTP jsou v PCR zastoupeny v poméru 1 : 1000
vzhledem k deoxynukleotidim (dNTP) a jejich zaclenéni je nahodné. V disledku toho vznikaji
DNA fetézce riznych délek, které se 1isi délkou pouze o jeden nukleotid. Barva terminalniho
nukleotidu urcuje, ktery ddNTP ukon¢il rist fetézce. Analyza téchto parametri probiha pomoci
kapilarni elektroforézy a softwaru urceného k zobrazeni jednotlivych bazi (base calling).
Na zakladé toho lze piecist sledovanou sekvenci (Heather et Chain B., 2016). Schéma

Sangerova sekvenovani je zobrazeno na Obr. 10.
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SANGEROVA METODA SEKVENOVANI (KAPILARNI PROVEDENI)

Fluorescenéné znacené ddNTI
Syntéza DNA za pfitomnosti ddNTP @ ddCTP ddATP
> @ ddTTP @ ddGTP

ﬂ

3-ATCTTGTACTGGTATA AATCGTACT-%

templatova DNA

Vysledny sekvenogram
30 40 90 60 70 80 90 100
CCT TCGCATCCT TATGAT TCCCAA G TACATAT TCT GCAAGAGTACAGTATATATAGGAAAGATATCCGGGTGAY

. | ||
““LI"

,, Irlr (l ‘ 'lf;'“\
Obrazek 10: Schéma Sangerova sekvenovani (pievzato a upraveno z LabGuide Privodce

.~f". .u,., |H|'|,1" {,{,, i )| “I”l' ey
et
laboratofi, 2019)

Sangerovo sekvenovani se stalo prilomovym na poli pozndmi lidského genomu, avS§ak
vzhledem k technickym omezenim je mozno sledovat v jedné reakci useky DNA o délce
do 1000 nukleotidd. Vzhledem k velikosti jednotlivych gend a celého genomu je sekvenovani
dle Sangera velice zdlouhavé. V klinické praxi je tato technika vyuzita hlavné k cilené detekci

bodovych zmén (Heather et Chain, 2016).

3.5.2.5 Masivné paralelni sekvenovani (MPS)
Masivn¢ paralelni sekvenovani (MPS) je postup, ktery navazuje na Sangerovo
sekvenovani. Tento postup byl vyvinut k urychleni sekvenaci lidskych genomt. V soucasnosti

rozliSujeme zakladné dva typy MPS (de Magalhaes et al, 2010).
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Platforma Illumina vyuziva obdobného principu jako Sangerovo sekvenovani. Znacené
ddNTP jsou zatazeny do fetézce DNA a tim jeho rust zastavi. V tomto ptipadé je vsak pozice
pro 3'-hydroxylovou skupinu inhibovana jen po kratkou dobu, kdy je skenovan snimek. Poté je
opét uvolnéna pomoci pufru k navazani dalSiho ddNTP. Proces se opakuje a kazdy nové
piitazeny ddNTP je sniman. Vysledny zaznam je podle potadi barev pielozen do poradi
nukleotidii (Obr. 11). Cely proces probiha v mikroskopickych podminkach prutokové cely
(Mumina, 2019).
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Obrazek 11: Schéma MPS na platformé Illumina (pfevzato a upraveno z ResearchGate,
2019)

A Ptidani ddNTP

B Zaclenéni ddTP, skenovani

C Odstranéni blokovaci skupiny z pozice pro 3'-hydroxylovou skupinu

D Opakovéni procesu

E, F Sestaveni sekvence

Platforma IonTorrent pracuje na principu mikrokulicek, na kterych je uchyceno jedno
vlakno DNA, to je pii probihajici PCR komplementarné dopliiovano postupnym piidavanim
jednotlivych deoxynukleotidt. Pokud je nukleotid komplementarni, navaze se a tim zméni pH
roztoku kolem mikrokulicky. Tato zména je nasledné zaznamenana pH metrem a piekladana
do ptislusné baze. Takto je sestavena vysledna sekvence (Thermo Fisher Scientific, 2019).

Schéma reakce je zobrazeno na Obr. 12.
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Obrazek 12: Schéma MPS na platformé lonTorrent (pfevzato a upraveno z The European

Bioinformatics Institute, 2019)

Produktem MPS je velké mnozstvi sekvenci, jez je tfeba za pomoci genetickych
softwarti spravné setfadit a analyzovat. Vyhodou tohoto pfistupu je mnozstvi jednotlivcl

a oblasti genomu, které lze analyzovat v kratké dobé paralelné (de Magalhaes et al., 2010).

3.5.3 Genetické databaze

Genetické databaze jsou knihovny genetickych dat ziskanych z védeckych experimentt,
publikované literatury, experimentalnich technologii a poc¢itatovych analyz. Obsahuji zejména
informace o funkcich genu, 0 jejich struktufe, lokalizaci (bunétné i chromozomalni), klinickém
efektu jejich zmén a podobnosti biologickych sekvenci a struktur. Mezi nejpouzivangjsi
databaze pti vysetfovani pacientd s MR patii ClinVar, dbSNP, DECIPHER, OMIM, ISCA, ID
Gene Database Project a The Developmental Brain Disorders Database (DBDB).
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4

MATERIAL A METODY

4.1 Biologicky material

Pacienti s MR byli konzultovéni 1ékaii Ustavu 1ékaiské genetiky Fakultni nemocnice

Olomouc v letech 2015-2017. V pribéhu této konzultace byla pacientim odebrana krev

ke genetickému testovani za doprovodu informovaného souhlasu zakonného zastupce pacienta.

Krev byla odebrana do zkumavky s heparinem k vylouceni chromozomalnich aberaci

a do zkumavky s EDTA k CNV analyze a vylouéeni Syndromu fragilniho X.

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky

Pouzité chemikalie

o

o

(@]

Bovinni sérum (PAN Biotech GmbH, katalogové ¢islo: P30-190602)

EDTA (Sigma Aldrich, katalogové ¢islo: 03609)

Ethanol 96,5% p.a. (Lékarna FNOL, datum pfipravy: 18. 1. 2018, 3. 5. 2017)
Formamid HIDI (Applied Biosystems, katalogové ¢islo: 4311320)
Fytohemaglutinin (Thermo Scientific™, katalogové ¢islo: R30852801)
Giemsa-Romanowski roztok (PENTA, katalogové ¢islo: 14460-11000)

GS LIZ 500 ® (Applied Biosystems, katalogové Cislo: 4322682)

Hydrogenuhlic¢itan draselny (Sigma Aldrich, katalogové ¢islo: 237205)

Hydroxid sodny (Sigma Aldrich, katalogové ¢islo: S8045)

Chlorid amonny (Sigma Aldrich, katalogové Cislo: 254134)

Chlorid draselny p. a. (LACHEMA, katalogové ¢islo: 30076-AP0)

Chlorid sodny (Sigma Aldrich, katalogové ¢islo: 746398)

Imerzni olej 500CC (Olympus, katalogové ¢islo: N5218800)

Kolcemid 10 ug/ml (EuroClone, katalogové ¢islo: ECMO0040N)

Kyselina octova ledova 99%, p. a. (Lach-Ner, katalogové ¢islo: 10047-A99)
Médium RPMI 1640 (SIGMA Aldrich, katalogové ¢islo: R8758)

Methanol p. a. (Lach-Ner, katalogové ¢islo: 20038-ATO0)

Penicilin-Streptomycin 10000 U/ml 10mg/ml (ThermoFisher, katalogové ¢islo: 15140122)
POP7 polymer (Applied Biosystems, katalogové Cislo: 4363785)

Proteinaza K (EUROBIO, katalogové ¢islo: GEXPRK00-6R)

SDS (Serva, katalogové c¢islo: 20760.03)

Sorensentv roztok, pH 6,8 + 0,1 (Lékarna FNOL, datum pfipravy: 25. 2. 2019, 2. 5. 2017)
TRIS 10mmol-1" o pH 8,2 (Lékarna FNOL, datum piipravy: 18. 1. 2018, 3. 5. 2017)
TRIS-HCI (ThermoFisher, katalogové Cislo: 15506017)
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Trypsin (SIGMA-Aldrich, katalogové ¢islo: T2600000)
Voda pro injekei sterilni (Braun, katalogové &islo: 3500098)
Voda v PCR Cdistoté (Top Bio, katalogové Cislo: P440)

Pouzité soupravy

©)

©)

(@]

SALSA MLPA kit (MRC Holland, katalogové ¢islo: EK1/EK5-FAM)
SALSA probe mix P036 (MRC Holland, katalogové ¢islo: E2,E3)
SALSA probe mix PO70 (MRC Holland, katalogové ¢islo: B2,B3)
SALSA probe mix P096 (MRC Holland, katalogové ¢islo: B1)
SALSA probe mix P106 (MRC Holland, katalogové ¢islo: C1)
SALSA probe mix P245 (MRC Holland, katalogové ¢islo: B1)
SALSA probe mix P297 (MRC Holland, katalogové ¢islo: B2,C1)

Pouzité roztoky a jejich priprava

o

o

o

20% SDS: 5 g SDS doplnéno deionizovanou vodou do 25 ml

20mg/ml proteinaza K: 500 mg proteinazy K doplnéno deionizovanou vodou do 25 ml
Fixac¢ni roztok: kyselina octova konc. p. a. a methanol konc. p. a. (1:3)

LB pufr: 8,285 g 155mmol 1"t NH4CI, 1,001 g 10mmol-1 KHCOgz, 0,37 g Immol-1t EDTA
(2 ml 0,5mol 1), doplnit dH.0 do objemu 1 I, pfidanim cca 800 pl koncentrovaného NaOH
upravit hodnotu pH na 7,3-7,4

NLB pufr: 1,211 g 10mmol-I"* TRIS-HCI (10 ml 1mol-I"Y), 23,376 g 400mmol-I" NaCl,
0,745 g 2mmol-I* EDTA (4 ml 0,5mol-I"Y), doplnit deionizovanou vodou do 1 1, pfidanim
cca 800 pl 1mol-I"t NaOH upravit hodnotu pH na 7,3-7,4

TE pufr (pro izolace DNA z plné krve Millerovou metodou): 2,5 ml 1mol-I"t TRIS-HCI
(pH 7,5), 0,3 ml 0,5mol-I"* EDTA, doplnit deionizovanou vodou do 250 ml

TE pufr (pro MLPA reakci): 10mmol-1 TRIS-HCI (pH 8,2), 0,2mmol-1"t EDTA

4.3 Seznam pouzitych pristroju a zarizeni

©)

o

o

Centrifuga NF 800/800R (Niive)

Centrifuga ROTOFIX 32 (Hettich Zentrifugen)
Centrifuga/vortex Combispin (biovendor)

Digestot Merci (Merci)

Geneticky analyzator ABI PRISM 3130 (Applied Biosystems)
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Chladnicka (BOSCH)

Karyotypovaci zafizeni Lucia Cytogenetics (Laboratory Imaging)
Laminarni box Biostar Plus (KRD)

Mrazak (BOSCH)

Nabhfivaci ploténka SW 85 (Adamas)

Nanodrop (Thermo Fisher)

Svételny mikroskop BX 53 (Olympus)

Svételny mikroskop BX40 (Olympus)

Svételny mikroskop BX41 (Olympus)

Termocyklér (MJ Research)

Termostat BT 120-TLK 38 (Laboratorni pfistroje Praha)

4.4 Pouzity software

o

o

o

o

ABI PRISM 3130 Data Collection (Applied Biosystems)
Coffalyser (MRC Holland)

GeneMapper v4.1 (Applied Biosystems)

Lucia Karyo (Laboratory Imaging)

4.5 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

45.1 Stanoveni karyotypu K vylou¢eni chromozomalnich aberaci

Kultivace lymfocyti periferni krve

1.

Smichat 100 ml kultivaéniho média s 25 ml fetalniho bovinniho séra a dvéma kapkami
penicilinu (davkovano zlutou jehlou).

Do 10ml plastové sterilni zkumavky pfenést 2,5 ml kultiva¢niho roztoku (sterilni injekcni
stiikackou se zlutou jehlou).

Ptidat 10 az 15 kapek (Zlutou jehlou), 3 kapky fytohaemaglutininu (zlutou jehlou), uzaviit
zéatkou a lehce protiepat.

Kultivace probih4a 69—73 hod pfti 36,5-38,0 °C v termostatu v Sikmé poloze.

Zpracovani kultury

1.
2.
3.

Ptidat 4 kapky kolcemidu ¢ernou jehlou, lehce protiepat.
Asi 1,5 hod kultivovat v termostatu pii 36,5-38,0 °C.
Centrifugovat pii 900—1000 otacek/min po dobu 9—10 min.
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10.
11.
12.
13.
14.

15.
16.

Odsat nebo slit supernatant.

Ptidat cca 5-6 ml 0,075 mol-I"t KCI. Hypotonicky roztok pfipravit den ptedem, ponechat
pfi laboratorni teploté a pied pouzitim nahfat v termostatu na teplotu 36,5-38,0 °C cca
1,5 hod.

Hypotonizace nechat probihat 0-10 min v termostatu pii 36,5-38,0 °C.

Centrifugovat 9-10 min pii 900-1000 otacek/min.

Odsat nebo slit supernatant.

1. fixace: pfidat cca 8 ml fixa¢niho roztoku, zpocatku po kapkach a protiepavat asi 1 ml,
zbytek je mozno dolit, jemné ale ditkkladné protiepat.

Centrifugovat 9—-10 min pii 900—1000 otacek/min.

2. fixace: ptidat cca 8 ml fixa¢niho roztoku, protiepat.

Centrifugovat 9-10 min pii 900-1000 otacek/min.

Odsat nebo slit supernatant.

5-10 kapek suspenze sedimentu nakapat automatickou pipetou na podlozni skla
nadychnutd, namrazend nebo namocena do destilované vody.

Nasledné z jedné zkumavky nakapnout 3—4 skla.

Skla pied barvenim ponechat 2 dny pii laboratorni teploté nebo nahtat na plotynce cca
10 min pii 75-85 °C.

Barveni:

1.

Skla ponofit na 2-12s do peroxidu vodiku, umyt pod proudem studené¢ vody
(z kohoutku).

Ihned ponofit do roztoku trypsinu na 2-10 s, oplachnout pod tekouci vodou a barvit v 5%
roztoku Giemsy 2-5 min.

Opléachnout vodou, na vzduchu nechat oschnout.

Hodnoceni preparitii postnatalniho cytogenetického vySetieni barvenych G-pruhovanim

1.
2.

U kazdého ptipadu hodnotit minimalné 10—15 metafazi numericky a zakreslit je.
Ze dvou mitéz jsou sestaveny karyogramy, které jsou zdokumentovany pomoci

zobrazovaci techniky Lucia Karyo a uloZeny do databéze.

4.5.2 lzolace DNA z pIné krve Millerovou metodou

Izolace DNA byla provedena vysolovaci metodou (Millerova metoda):
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1. den:

1. Krev prelit do ¢islem oznacené zkumavky (50ml falkony).

2. Ptidat chlazeny LB pufr do 50 ml a promichat.

3. Inkubovat pfi pokojové teploté po dobu 15 min.

4. Centrifugovat 30 min pii 1000 g.

5. Slit supernatant tak, aby na dné ztstal pelet bilych krvinek.

6. Pfidat 5 ml LB pufru (chlazeny) a promichat.

7. Centrifugovat 10 min pti 1000 g.

8. Slit supernatant, lehce oplachnout pelet chlazenym LB pufrem a nechat falkonky otocené
dnem vzhiru okapat na ubrousku.

9. Pfidat 3 ml NBL pufru, 50 pl proteinasy K, 150 ul 20% SDS a dikladné protiepat (cca
155s).

10. Inkubovat v termostatu pii 37 °C pfes noc.

2. den:

1. Pfidat 1 ml 6mol-I* NaCl a dikladné protiepat (cca 15 s).

2. Centrifugovat 15 min pii 5000 g.

3. Prelit supernatant do ¢isté 10ml oznacené zkumavky.

4. Centrifugovat 10 min pti 5000 g.

5. Slit supernatant do ¢isté 15ml oznacené zkumavky a doplnit 96% vychlazenym ethanolem.

6. Promichat pomalym pievracenim zkumavky az do vysraZzeni DNA.

7. Do oznacené mikrozkumavky nalit cca 1 ml 70% ethanolu a pfenést DNA pomoci
sterilniho sklenéného hacku, ktery po ponotfeni do mikrozkumavky zalomime tak,
aby hacek s DNA zustal uvnitf.

8. Centrifugovat 5 min pti 14000 g.

9. Opatrné slit 70% ethanol na ubrousek.

10. DNA nechat vyschnout pii pokojové teploté (cca 1 hod).

11. DNA rozpustit v TE pufru (mnozstvi TE pufru se fidi vychozim mnozstvim krve, na 1 ml
krve se pouzije 50 pl TE pufru) a oznacit Stitkem (jméno, rodné ¢islo, evidencni Cislo).

12. DNA rozpustit pii pokojové teploté pies noc nebo 1 hod pifi 65 °C za soucasného
promichavani na michacce.

13. Uschovat v chladni¢ce. Pro delsi skladovani dat do -25 °C
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4.5.3 Stanoveni koncentrace DNA
Koncentraci vyizolované DNA zméfit pomoci spektrofotometru NanoDrop. Pro dalsi

pouziti DNA je nutno upravit pfislusnou koncentraci pro jednotlivé metody (MLPA,

SNP array).

4.5.4 Vylouceni Syndromu Fragilniho X
Vylougeni Syndromu Fragilniho X u pacientil s MR probéhlo na Ustavu lékaiské
genetiky Fakultni nemocnice Olomouc podle SOP_03_35.

455 MLPA
Pro metodu MLPA natedit DNA na koncentraci 20 ng-ul™ pomoci 10mmol-I* TRIS.

1. den:

Denaturace DNA

1. Oznacit 0,2ml zkumavky, nebo stripy popi. PCR desku.

2. Napipetovat 5 ul DNA vzorku (50-250 pg/vzorek) do kazdé zkumavky (do BLANKu
misto DNA TE pufr).

3. Vzorky DNA denaturovat po dobu 5 min pii 98 °C a nasledné ochladit na 25 °C.

Hybridizaé¢ni reakce
1. Pted pouzitim vortexovat viskozni MLPA pufr a MLPA probemix.
2. Pripravit hybridiza¢ni master mix obsahujici pro kazdou reakci:
1,5 ul MLPA pufru + 1,5 pul a MLPA probemix.
Dobie promichat hybridiza¢ni master mix pipetovanim nebo vortexovanim.
3. Po denaturaci DNA pfidat 3 ul smési hybridizaéniho master mixu do kazdé zkumavky se
vzorkem. Dobfie promichat pipetovanim nahoru a dol.

4. Inkubovat DNA vzorky s master mixem 1 min pii 95 °C, poté 16 az 20 hodin pii 60 °C.

2. den:

Liga¢ni reakce

1. Pted pouzitim vortexovat dva liga¢ni pufry (A, B liga¢ni pufr).

2. Ptipravit Ligase-65 master mix dle Tabulky 3. Dobfe promichat pipetovanim nahoru

a dolt.
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Tabulka 3: Piiprava Ligase-65 master mixu pro jednu reakci

Reagencie Objem [pl]
H>O (v PCR ¢istot¢) 25
Ligase pufr A 3
Ligase pufru B 3
Ligase-65 enzym 1

3. Vzorky zchladit na 54 °C a pridat 32 ul smési (Ligase-65 master mix) do kazdé zkumavky.
Promichat jemnym pipetovanim nahoru a doli.
4. Pokracovat v inkubaci 15 min pii 54 °C, nasleduje 5 min pfi teploté 98 °C (inaktivace

Ligase-65 enzymu teplem) a poté pauza pfi teploté 20 °C.

PCR reakce
Pied pouzitim vortexovat SALSA PCR primer mix a zahfat polymerazu po dobu
10 s v ruce, aby se snizila jeji viskozita.
1. Ptipravit polymerazovy master mix dle Tabulky 4. Dobie promichat pipetovanim nahoru
a dolt, nevortexovat. Az do pouziti skladovat na ledé.

Tabulka 4: Slozeni polymerazového master mixu pro jednu reakci

Reagencie Objem [ul]
H20 (v PCR &istotg) 7,5
SALSA PCR primer mix 2
SALSA polymeraza 0,5

2. Pii pokojové teploté ptidat do kazdé zkumavky 10 pl polymerazového master mixu.
Promichat jemné pipetovanim nahoru a doli.

3. Provést PCR podle tabulky 5.
Tabulka 5: Program termocykléru pro PCR

Teplota [°C] Cas [min]

95 00:30
60 00:30
72 01:00
72 20:00
15 neomezeno
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4. PCR produkty je mozno skladovat pfi teploté 4 °C po dobu jednoho tydne. Pro delsi dobu
skladovani je doporucena teplota mezi -25 °C a -15 °C. PCR produkty skladovat zabalené

Vv alobalu kvli pouziti fluorescencni barvy, ktera je Citliva na svétlo.

Kapilarni elektroforéza v pristroji ABI PRISM 3130
Pro separaci v kapilafe slouzi geneticky analyzator ABI PRISM 3130. Jako separacni gel
se vyuziva polymer POP7™,

1. Do 1,5ml zkumavky napipetovat 1 ml HIDI formamidu a 22,2 pl GS LIZ 500 ®, smés
zvortexovat a stocit.

2. Do ptipravené 96x0,2ml PCR desticky napipetovat po 14 ul formamidu s hmotnostnim
standardem a nasledné napipetovat 1 pl PCR produktu.

3. PCR desti¢ku piekryt pomoci gumového septa a denaturovat v termocykléru po dobu 3 min
pii 86 °C.

4. Naésledné zchladit v ledové lazni po dobu 2 min.

5. PCR destic¢ku fadné osusit buni¢inou a zkompletovat do stojanku s plastovym krytem.

Podminky elektroforézy:

Nasati vzorku: 1,6 kV po dobu 5 s. Vlastni elektroforéza probiha po dobu 30 min
pfi teploté 60 °C a pii napéti 15 kV. Pro stanoveni délky jednotlivych fragmentl slouzi
velikostni standard GS LIZ 500 ®. Ke snimdni a digitalizaci hrubych dat fluorescence je
pouzivan software ABI 3130 Data Collection.

Vyhodnoceni vysledkit MLPA
1. Pro vyvolani elektroferogramu pouzit software GeneMapper v4.1.

2. Kvyhodnoceni dat pouzit software Coffalyser.
456 SNP array

SNP array pacientii s MR byla provedena na Ustavu molekulérni a translaéni mediciny

v RNA laboratoti dle C_SOP_14.
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4.5.7 Klinické vyhodnoceni nalezenych CNV a anotace geni

Nalezené¢ CNV byly klinicky hodnoceny podle informaci dostupnych v databéazich ClinVar
a DECIPHER. Referen¢nim genomem byla Human GRCh37/hgl19. Anotace geni zasazenych
klinicky relevantnimi CNV byla provedena pomoci databaze OMIM.
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5 VYSLEDKY

5.1 Pacienti

CNV analyza pacientii s MR byla provedena u 59 pacientt (28 Zzen, 31 muzi), u kterych
byly vylouceny chromozomalni vady a Syndrom fragilniho X. Pramérny veék pacientd byl
11 let (min 2 roky, max 36 let).

5.2 Analyza fenotypi pacienti

U pacienti s MR byly zachyceny tyto klinické znaky: ptitomnost MR v rodiné (n=20),
ADHD (n=9), epilepsie (EPI, n=9), mikrocefalic (n=10), makrocefalic (n=3), facilni
stigmatizace (n=23), vrozené vyvojové vady skeletu (VVV skeletu, n=26). Cetnost sledovanych

fenotypovych znaku je uvedena v zavorkach (n) a zobrazena na Obr. 13.
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Obrazek 13: Graf znazornujici vyskyt klinickych nalezti u sledovanych pacientti

5.3 Vysledky metody MLPA a SNP array
5.3.1 Patogenni varianty

Pacienti byli podrobeni vysetifeni pomoci metody MLPA a SNP array pro odhaleni CNV
spojovanych s mentalni retardaci. U osmi pacientll bylo zachyceno 9 patogennich variant
(8 deleci, 1 duplikace). Delece byly pozorovany v oblastech 1g21.1, 7q11.23, 9q34.3,
12p.13.33, 20913.33, 22q11.21, Xp21.2p21.1 a Xq21.1g21.31. Duplikace 14931.3 byla
pozorovana u pacienta s deleci na chromozomu 12. Nalezené varianty zasahovaly 30 gent,
které jsou v databazi OMIM asociovany s poskozenim centralniho nervového systému (CNS).
Nalezené varianty a anotované geny shrnuje tabulka 6. Klinicka pozorovani jednotlivych

pacientll nesoucich patogenni CNV jsou shrnuta v tabulce 7.
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Tabulka 6: Nalezené patogenni CNV a anotované geny

Zacatek Konec
CNV . ] Geny*
varianty varianty
1921.1 145372549 145888926 PEX11B (614920), RBM8A (274000)
7911.23 72701018 74143060 -
9q34.3 140623027 140838033 EHMTL1 (610253)
12p13.33 1 5168849 CCND2 (615938), NDUFA9 (256000)
APOPT1 (220110), BCL11B (617237), BRF1
(616202), DYNC1H1 (614228,614563,158600),
EML1 (600348), GALC (245200), PACS2 (618067),
14q31.3 86991381 107283504
SPATATY (604232), TECPR2 (615031), TTC8
(615985), VRK1 (607596), YY1 (617557), ZC3H14
(617125)
CHRNA4 (600513), EEF1A2 (616409, 616393),
20013.33 61323418 62909908
KCNQ2 (613720), RTEL1 (615190), SOX18 (137940)
CDC45 (617063), PRODH (239500), TANGO2
22q11.21 18844632 21068659
(616878)
Xp21.2p21.1 29698622 34735336 DMD (310200), GK (307030), ILLRAPL1 (300143)
X0g21.1921.31 81324685 86231162 ZNF711 (300803)

*V zavorkach jsou uvedena MIM ¢isla chorob asociovanych s danym genem

Tabulka 7: Klinické nalezy u pacientll nesoucich patogenni CNV

CNV MRV ADHD EPI Mikrocefalie Facialni VW

rodiné stigmatizace  skeletu
1921.1 - + : - " T
7911.23 - - ; ; T "
9q34.3 - - - T - -
12p13.33,14q31.3  + - - + + +
20013.33 - - ; n T "
22q11.21 - + ; ; T "
Xp21.2p21.1 + - - - - -
XQg21.1g21.31 - - - - + -

MR — mentalni retardace, EPI — epilepsie, VVV — vrozené vyvojové vady

Znaménka plus (+) a minus (-) vyjadfuji, zda se u pacientit dany znak vyskytoval (+) ¢i nevyskytoval (-).
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5.3.2 Varianty s neznimym vyznamem

U 16 pacienti s MR bylo pozorovano 9 variant s neznamym klinickym vyznamem.
6 duplikaci zahrnovalo oblasti 1g43, 4p15.2p14, 11p15.4, 17921.31, 17921.32 a 22q11.21,
které pokryvaly 6 genit asociovanych s poruchou CNS. Duplikace 11p15.4, 17¢21.31
a 17g21.32 byly zachyceny u pacientii s patogennimi variantami. Nejcastéji pozorovanou
duplikaci neznamého vyznamu byla 17q21.31, pozorovana u 8 pacienti}. U &tyf pacientl byly
pozorovany delece 6p26.1, 14931.3932.12 a 17912, které postihly 6 genii asociovanych
s poruchou CNS. Nalezené varianty a anotované geny shrnuje tabulka 8. Fenotyp odpovidajici

CNV s neznamym vyznamem je shrnut v tabulce 9.

Tabulka 8: Nalezené CNV s neznamym vyznamem a anotované geny

Zacatek

CNV ) Konec varianty Geny*
varianty
1943 241458102 241706533 FH (606812)
RBPJ (614814), SEPSECS
4p15.2pl4 20479620 27553045
(613811)
6p26.1 5245260 5391424 FARS?2 (614946)
11p15.4 2905474 2906648 CDKN1C (614732)
GALC (245200), TTC8 (615985),
14931.3932.12 87390293 92177983
ZC3H14 (617125)
PIGW (616025), ZNHIT3
17912 34822465 36307773
(260565)
17921.31% 44177103 44350293 KANSL1 (610443)
17921.32 44215896 44350293 KANSL1 (610443)
220q11.21 18844632 19008108 PRODH (239500)

*V zavorkéch jsou uvedena MIM ¢isla chorob asociovanych s danym genem

1 Oblast 17021.31 je v rAmci pouzivané SNP array (CytoScan® HD Array Kit and Reagent Kit
Bundle) velmi $patné pokryta sondami, proto vysledek nemusi byt validni. Nalez je tfeba ovérit

jinou metodou.
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Tabulka 9: Piehled klinickych znakt pacienti s CNV neznamého vyznamu

Cetnost vyskytu klinickych znaki u pacientii s uvedenymi CNV

CNV MR v ADHD  EPI Mikrocefalie Facialni AVAVAY
rodiné Makrocefalie stigmatizace skeletu

1943 0 0 0 0 0 0
4p15.2p14 0 1 0 0 0 0
6p26.1 1 0 0 0 0 0
11p15.4 0 1 0 0 1 1
14931.3932.12* 0 0 0 0 0 0
17q12 1 0 0 0 0 0
17g21.31¢ 4 2 0 1 (mikro) 4 4
17921.32 1 0 0 0 0 0
22011.21 1 0 1 1 (makro) 1 1

MR - mentalni retardace, EPI — epilepsie, VVV — vrozené vyvojové vady, makro — makrocefilie,
mikro — mikrocefalie

*14q31.3q32.12 zachycena dvakrat u jednovajeénych dvojcat

L Oblast 17¢21.31 je v ramci pouzivané SNP array (CytoScan® HD Array Kit and Reagent Kit
Bundle) velmi $patné pokryta sondami, proto vysledek nemusi byt validni. Nalez je tfeba ovéfit

jinou metodou.
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6 DISKUZE

Mentalni retardace (MR) je trvalé snizeni inteligence v dusledku poskozeni mozku
nebo nedostateéné funkce nervové soustavy (Svarcova-Slabinova, 2011). 1-3 % celosvétové
jsou dnes pacienti zcela bézné vysetfovani riznymi genetickymi metodami, dafi se odhalit
genetickou pii¢inu MR pouze u ¢asti pacientti (Ramiah et al., 2019).

Velkym posunem v genetické diagnostice pacientii s MR byl vyvoj ¢ipovych technologii
ke stanoveni variability po¢tu kopii (CNV) genomu (Ramiah et al., 2019). V nedavné dobé
Souza et al. (2019) publikovali zachyt patogennich a neznamych CNV na obdobné velkém
souboru, jaky je reportovan v této praci, pacienti s MR (14,2 %, 12,7 %) (Souza et al., 2019).
NasSe analyza odhalila u 8 pacientl patogenni variantu (13,5 %) a u 9 pacienti CNV
s neznamym klinickym vyznamem (15,3 %). Pozorované CNV dohromady zahrnovaly 42 genti
asociovanych s onemocnénimi, ktera zahrnovala poskozeni centralniho nervového systému
(CNS).

V nasi praci povazujeme za nejvyznamnéjs$i kandidatni geny pravé ty, které jsou
zahrnuty v jiz klinicky prokazanych patogennich CNV. Rada téchto genti (CCND2, NDUFAG9,
APOPT1, RTEL1, PEX11B) je asociovana se zménou velikosti lidského mozku, ta koreluje
s kognitivnimi, emocionalnimi a socialnimi schopnostmi (Filomena et al., 2018). Dale jsme
V této praci pozorovali patogenni CNV zasahujici geny BCL11B, BRF1, EML1, TECPRZ2,
KCNQ2 a RBMS, jejichz poskozeni je asociovano s nefyziologickym vyvojem corpus callosum.
Corpus callosum je hlavni komisura lidského mozku spojujici mozkové hemisféry. Jeho
poskozeni patii k nejcastéjSim malformacim mozku a postihuje 2-3 % osob s mentalnim
postizenim (Heide et al., 2017). Patogenni varianty v nasi kohort¢ také postihly geny
DYNC1H1, GALC, PACS2 a VRK1, které jsou asociovany s degeneraci a/nebo Spatnou funkci
neuroni v mozku a geny CHRNA4, EEF1A2, EHMT1, GK, PRODH, TANGO?2, které se
zapojuji do vzniku epilepsie, popt. abnormalniho EEG (Online Mendelian Inheritance in Man,
2018).

Navic jsme v této praci pozorovali CNV snejasnym klinickym vyznamem, které
obsahovaly 12 genti a mohly by se podilet na vzniku MR. Stejné jako geny skupiny patogennich
variant i tyto geny se mohou podilet na agenezi corpus callosum (FH, SEPSECS), $patné funkci
neuront nebo jejich degeneraci (ZNHIT3, GALC) a/nebo vzniku epilepsie, popt. abnormalniho
EEG (PRODH, FARS2, PIGW) (Online Mendelian Inheritance in Man, 2018). Gen KANSL1 je

popisovan u Koolen-De Vries syndromu, jehoz klinicky obraz také zahrnuje zéchvaty,
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strukturalni abnormality mozku a hypoplastické corpus callosum, avsak nalezy CNV v této
oblasti nepovazujeme za prukazné, vzhledem k malému pokryti detekénimi sondami zvolené
techniky (Nascimento et al., 2017).

Dnes se jiz cela tfada védnich skupin soustfedi u pacienti s mentalni retardaci
na masivné paralelni sekvenovani (Han et al., 2018; Nagappa et al., 2018). Rozsahlé panely
exomového sekvenovani mohou identifikovat az 30 % klinicky relevantnich zmén. Na druhou
stranu ale identifikuji mnoho variant, jejichz vyznam neni jasny nebo s onemocnénim
nesouvisi. Interpretace té€chto nalezi maze v klinické praxi znamenat Castéji ptitéz nezli benefit
(Nagappa et al., 2018). Eileen et al. (2015) publikovali vysledky sekvenovani vybranych
180 gent u pacientti s mentalni retardaci a vrozenymi vadami. Mezi studovanymi geny byly
i CDKN1C, EHMT1 a dale pak geny z rodiny CHRNA, KCNQ a SOX. Tato prace odhalila
40 % klinicky relevantnich genetickych zmén (Eileen et al., 2015).

Nase prace se soustfedila na pacienty s mentalnim postizenim rizné trovné¢ a s riznymi
doprovodnymi klinickymi znaky. Ptesnéjsi klinicka stratifikace téchto pacientd a dikladny
vybér gent pro G¢ely masivné paralelniho sekvenovani by mohl zvysit efektivitu celého testu

a snizit Casové i finanéni naklady.

34



7 ZAVER

Cilem této bakalatské prace bylo pomoci CNV analyzy stanovit kandidatni geny, které
by mohly hrat klicovou roli v etiologii MR, pro ucely masivné paralelniho sekvenovani.
Celkem bylo anotovano 42 gent, které jsou asociovany s poskozenim centralniho nervového
systému, abnormalnim vyvojem corpus callosum, degeneraci/Spatnou funkci neuronti v mozku
a/nebo epilepsii. Z hlediska genetické diagnostiky mentalni retardace povazujeme tyto geny
za vyznamné, a proto je navrhujeme zatadit do panelti masivn¢ paralelniho sekvenovani, které
by umoznilo identifikovat pfitomnost sekvencnich zmén téchto genti. Dikladny vybér gent
pro tyto ucely by mohl zvysit efektivitu a snizit naklady celé genetické diagnostiky pacienti

s mentalni retardaci.
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