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Abstrakt

Prenatdlna diagnostika zahfria subor vySetrovacich metdd a postupov, vdaka ktorym sa da

odhalit pritomnost vrodenych vyvojovych poruch u plodu.

Dizertacna praca bola zamerand na urcenie pridanej hodnoty pre zachyt patogénnych
variant v prenatalnej diagnostike, pomocou metdd MLPA a CMA a urcenie efektivity tychto
metdd pre zdchyt patogénnych variant v jednotlivych skupindch vrodenych vyvojovych

poruch u plodov.

Na analyzu DNA boli pouzité prenatdlne vzorky choriovych klkov, plodovej vody alebo
potratového tkaniva od tehotnych pacientiek. Celkom analyzovanych bolo 1029
prenatalnych vzoriek. Z analyzovaného suboru plodov, po od¢itani aneuploidii — 107 (10,40
% N=1029) bolo analyzou karyotypu zachytenych 22 Strukturnych aberdacii (2,39 % N=922)
— 9 nebalansovanych zmien (0,98 %), 10 balansovanych zmien (1,08 %), 1 pripad nejasnej
mozaiky (0,11 %), 1 pripad pritomnosti marker chromozému (0,11 %) a 1 pripad
diskordancie pohlavia (0,11 %). VSetky nebalansované zmeny boli potvrdené metddou
MLPA alebo metédou aCGH. U 255 vzoriek s fyziologickym karyotypom, indikovanych
k molekularne cytogenetickému vysetreniu na zaklade prevaine ultrasonografickych
ndlezov u plodu, bolo zachytenych celkom 8 (7,21 %) patologickych variant metédou CMA.
Metddou MLPA bolo z tychto 8 patogénnych variant zachytenych iba 5 variant (3,47 %).
Potvrdila sa vy$sia Uspesnost zachytu patologickych CNV variant metédou microarray nez
metddou MLPA. Zachyt patologickych variant vskupine sizolovanymi poruchami
a mnohopocetnymi vyvojovymi poruchami bol rovnaky (po 3 varianty v oboch skupinach),
avsak vzhladom na velkost analyzovaného suboru pacientov v tychto dvoch skupinach
(izolované poruchy N=101, mnohopocetné vyvojové poruchy N=22), bol zachyt v skupine
s izolovanymi poruchami nizsi nez v skupine s mnohopocetnymi poruchami (5,08 % x 21,42

%).



Abstract

Prenatal diagnosis includes a set of examination methods and procedures that can detect

the presence of congenital developmental disorders in the foetus.

This thesis aimed to determine the added value for the detection of pathogenic variants in
prenatal diagnosis using MLPA and CMA methods and to determine the effectiveness of
these methods for the detection of pathogenic variants in different groups of congenital

developmental disorders in foetuses.

Prenatal samples of chorionic villi, amniotic fluid or aborted tissue, from pregnant patients
were used for DNA analysis. A total of 1029 prenatal samples were analysed in this work.
From the analysed set of foetuses, after subtraction of aneuploidies - 107 (10.40% N=1029),
22 (2.39%) structural aberrations - 9 unbalanced changes (0.98%), 10 balanced changes
(1.08%), 1 case of unclear mosaicism (0,11 %), 1 case of presence of a marker chromosome
(0,11 %) and 1 case of sex discordance (0,11 %) were detected by karyotype analysis. All
unbalanced changes were confirmed by MLPA or aCGH method. A total of 8 (7,21%)
pathological variants were detected by the CMA method in 255 samples with physiological
karyotype indicated for molecular cytogenetic examination based on predominantly
ultrasonographic findings in the foetus. Of these 8 pathogenic variants, only 5 variants
(3,47%) were captured by MLPA method. The higher success rate of capturing pathological
CNV variants by microarray method than by MLPA was confirmed. The detection of
pathological variants in the isolated disorders and multiple developmental disorders
groups was the same (3 variants each in both groups); however, due to the size of the
analysed set of patients in these two groups (isolated disorders N=101, multiple
developmental disorders N=22), the detection rate in the isolated disorders group was

lower than in the multiple disorders group (5.08% x 21.42%).
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1. Uvod

Perinatdlna morbidita a mortalita su jednym zo zdkladnych ukazatelov kvality zdravotnej
starostlivosti, ktord monitoruje kazdy $tat a na medzindrodnej Urovni Svetova zdravotnicka
organizacia (WHO). Epidemioldgia vrodenych poruch predstavuje multidisciplinarny odbor,
ktorého hlavnym ciefom je svojimi vysledkami poskytnut podklady k hodnoteniu kvality
starostlivosti v suvisiacich odboroch, ako aj podklady pre zhodnotenie zdravotnej
starostlivosti o mladu generaciu. Konkrétne to znamena, Ze by mala byt zaistena lepsia
dostupnost starostlivosti tykajuca sa reprodukéného zdravia, prenatalneho i perinatalneho
Zivota. Sucasne by malo do6jst k presunu zaujmu na skvalitnenie prenatalnej starostlivosti
tak, aby sa zniZil pocet tehotenskych strat. Pocetnost spontannych potratov a vrodenych

poruch su jednym z dosledkov neziaduceho vplyvu okolitého prostredia (vrozene-vady.cz).

1.1 Prenatdalna diagnostika — prevencia vrodenych porich

Prenatdlna diagnostika zahfria sibor vySetrovacich metdd a postupov, vdaka ktorym sa da
odhalit pritomnost vrodenych vyvojovych porich u plodu (Roztodil a kol., 2017). Zakladom
prenatdlnej starostlivosti su skriningové vySetrenia. V dosledku pozitivneho vysledku
skriningu chromozomadlnych aberdcii v 1. alebo ll. trimestri (vrodend srdcovd porucha,
hydrops plodu, tvarové razstepy, omfalokéla, defekty neuralnej trubice, mnohopocetné
malformacie plodu) a pritomnosti rizikovych faktorov (diabetes mellitus, ultrazvukové
markery, pritomnost vrodenej poruchy vrodinnej anamnéze, potraty predchadzajlice
sucasnému tehotenstvu, hypertenzia, infekcia, pritomnost onkologického ochorenia alebo
expozicia chemickej latky a RTG Ziarenia), oSetrujuci gynekoldég odporudi pacientke
podstupit konzultdciu na pracovisku lekarskej genetiky. Lekar — klinicky genetik po
vyhodnoteni stavu plodu dalej indikuje prenatalnu (invazivnu/neinvazivnu) diagnostiku na
zaklade rodinnej, osobnej, pérodnickej, socidlnej alebo pracovnej anamnézy. V sucasnosti
neexistuje univerzalny skriningovy test, ktorym by bolo moiné odhalit vsetky typy
vrodenych poruch. Indikacia metddy by mala byt preto prisne individudlna — s ohladom na

stadium tehotenstva a po zvazeni vSetkych rizik pre plod a rizik spojenych



s odberom a spracovanim vzorky (Hdajek, 2014). V praxi sa vyuZivaju tieto skriningové

vySetrenia, ktoré sa navzdjom dopliaju:

e skrining chromozomalnych aberacii v 1. a 2. trimestri

e skrining otvorenych defektov neuralnej trubice (NTD) a brusnej steny (biochemické
markery a UZ)

e skrining ostatnych malformadcii plodu (UZ skrining v 18 — 20 tt a 30 — 32 tt)

e imunologicky skrining

e skrining rastovych restrikcii (Roztocil a kol., 2017).

Ultrazvukové vysetrenie v prenatalnom obdobi ma v komplexnosti prenatalnej diagnostiky
jednu z najdélezitejSich funkcii. Tdto neinvazivna, tradi¢nd a vSeobecne dostupna metdda
vyznamne doplifia vySetrenia v tehotenstve a poskytuje ucelenejsi obraz o zdravotnom
stave plodu. Zobrazuje kompaktné aj makké tkaniva plodu, placentu, mnozstvo plodovej
vody a vnutornu organovu Strukturu a umozniuje zhodnotit celkovi biometriu plodu (Hajek,

2014).

U skriningovych metdd doslo k posunu analyzy z druhého trimestra (tzv. triple test) na
koniec prvého trimestra. NajvhodnejSie obdobie na vykonanie ultrazvukového skriningu
pre objasnenie fetdlnych aneuploidii je prvy trimester. Skrining vrodenych vyvojovych
pordch (VVP) pomocou ultrazvukového merania nuchdlnej translucencie (NT)
a biochemickych markerov v krvnom sére matky v 1. trimestri je zamerany na zistenie rizika
chromozomadlnych aberacii plodu a zistenie rizika pritomnosti morfologickych defektov
(Norton, 2010, Nicolaides, 2011; Spencer, 2014; Loucky et al., 2015). NajcastejSie sa
vyskytujucimi su trizomia chromozému 21 (Downov syndrém), trizomia chromozému 18
(Edwardsov syndrom) a trizomia chromozému 13 (Pataov syndrém) a monozémia X

chromozému (Turnerov syndrém) (Hdéjek et al. 2004).
1.2 Prenatalne genetické vysetrenie plodu

Prednostne sa na genetické vySetrenie vyuziva invazivny odber choriovych klkov (CVS —
chorionic villus sampling) a plodovej vody (amniocentéza), analyzou ktorych je moziné

ziskat najpresnejsi geneticky profil plodu (Roztodil a kol., 2017). Popri analyze karyotypu,



ktory je neoddelitelnou sucastou celého hodnotiaceho procesu, su beine pouZivané
molekuldrne cytogenetické metddy ako MLPA, mikrocipova analyza (CMA), sekvenovanie
a kvantitativna fluorescen¢na PCR analyza (QF-PCR). Tato metdda umoini detegovat
pritomnost najCastejSie sa vyskytujucich aneuploidii autozémov (13, 18, 21) a gonozémov,
prostrednictvom vysoko polymorfnych kratkych tandemovych repeticii tzv. STR markerov,
ktoré su Specifické pre kazidy chromozom (Zhang et al.,, 2023). PodrobnejsSiu analyzu
jednotlivych génov je mozné ziskat celogenomovym alebo celoexomovym sekvenovanim
(WGS/WES) pomocou $pecidlnych panelov génov (Lord et al., 2019; Castleman et al., 2021).

Metddy MLPA a microarray su blizsie rozpisané v kapitole 3.

Na zaklade patologickych ndlezov zistenych vrodine je pre planovanie dalSieho
tehotenstva vhodné odporucit genetickd konzultaciu u klinického genetika s moznostou

vyuzit preimplantacnu geneticku diagnostiku ako prevenciu pritomnej patoldgie.

1.2.1 Preimplantacné genetické vySetrenie

Medzi moderné metddy patri preimplantaéné genetické vySetrenie embrya. Tuto metédu
je moiné pouzit ako sucast asistovanej reprodukcie, pokial sa vrodine vyskytuje
monogénne ochorenie s dominantnym, recesivnym alebo na X — viazanym typom
dedi¢nosti, kedy sa vyberie embryo bez pritomnosti chromozomdlnych aberacii
aimplantuje sa do maternice matky. RozliSuje sa preimplantaény geneticky skrining,
ktorym sa vySetruje pritomnost moznych aneuploidii u embrya a preimplantacna geneticka
diagnostika, ktora umozni vysSetrenie konkrétnej pri¢iny monogénnej genetickej poruchy
alebo chromozomalnej aberdcie vrodine. Na genetické vySetrenie embrya ziskaného
metddami asistovane] reprodukcie sa pouzije jedna az dve bunky blastoméry vo faze
osembunkového embrya alebo niekolko buniek trofektodermu blastocysty. VySetrenie
buniek trofektodermu minimalizuje riziko zachytu mozaicizmu u embrya. VyuZitie oboch
metdd zvysSuje Sancu UspeSného uhniezdenia embrya a narodenie zdravého potomka

a minimalizuje moZnost tehotenskej straty (Roztodil a kol. 2017,).

V sucéasnosti sa na analyzu ziskaného genetického materidlu embrya najviac vyuZiva

metdda vychdadzajuca z techniky mikrocipov — array CGH, vdaka ktorej je mozné analyzovat



vSetkych 24 chromozémov (Fiegler et al., 2007, Wells et al., 2008) a karyomapping (Natesan
et al., 2014). Velmi ucinné je sekvenovanie novej generacie, vyuzivajuc platformy MiSeq od
firmy Illumina a Personal Genome Machine (PGM) od firmy Thermo-Fisher Scientific

(Brezina et al., 2016).

1.2.2 NIPT

V stcasnosti je doleZitou sucastou skriningového vySetrenia v tehotenstve neinvazivne
genetické testovanie (NIPT)volnej fetdlnej DNA z krvného séra matky. VyuzZiva sa na
zistenie pritomnosti najéastejSich aneuploidii chromozémov 13, 18, 21, X a Y (Sehnert et
al., 2011; Brady et al., 2016), mikrodelécii a monogénnych ochoreni (Koumbaris et al.,
2019). Tato metdda sa vyznacuje vysokou senzitivitou a Specifitou v rozmedzi 92 — 100 %
(Koumbaris et al., 2019). V suéasnosti je v Ceskej republike toto vy3etrenie v plnom rozsahu

hradené pacientom.

1.3 Kongenitalne poruchy

Kongenitdlne anomadlie oznacuju vyvojové odchylky od fyziologického prenatalneho
vyvoja. V celkovej populdcii sa vyskytuje 2 — 3 % narodenych deti s vrodenou poruchou
(Feldkamp et al., 2017). Ak tieto odchylky prekrocia beznu mieru variability, stdvaju sa pre
jedinca patologické. Urcité vyvojové stadia su k disrupcii citlivejSie, nez ostatné. Frekvencia
malformdacii pripisovana environmentalnym faktorom, vratane vnutromaternicovych
infekcii, medikamentdznej lie€be, vysokym davkam Ziarenia a hypertermie, pozorovanych
v prvom roku Zivota je priblizne 10 % (Brent et al., 2001). V studii Feldkamp et al. (2017)
boli malformacie spbsobené environmentalnymi faktormi pritomné v 4,1% av praci
Toufalily et al. (2018) v 3,4% pripadov, avsak je pravdepodobné, ako sami autori uvadzaju
(Feldkamp et al.,, 2017; Toufaily et al., 2018), Zze mnoho novorodencov s fetalnym
alkoholovym syndrémom nebolo identifikovanych. Prenatdlna analyza vrodenych
vyvojovych poruch sa preto primarne zameriava na odhalenie chromozémovych aberdcii

a Strukturnych vyvojovych defektov (Hixson et al. 2015; McLaughlin et al. 2016).
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1.3.1 Vrodené vyvojové poruchy srdca

Vrodené srdcové poruchy (VSP) predstavuju najvacsiu skupinu morfologickych poruch
v celkovej populdcii a tvoria aZ 40 % zo véetkych zachytenych vrodenych malformacii (Sipek
et al., 2009; van der Linde et al., 2011; Dolk et al., 2011). Ceska republika patri medzi prvé
krajiny, v ktorych bol zavedeny celoplo$ny prenatélny skrining srdcovych portch (Samanek
et Voriskovd, 1999). Prenatdlny zachyt VSP ma narastajucu tendenciu, u niektorych
defektov napr. hypoplazie a vyrazné poruchy srdcovych komor je to az 100 % (Pavlicek et
al.,, 2018) a postnatalna prevalencia je 2,36/1000 Zivonarodenych deti a zachyt v tejto
skupine je 80 — 90 % (Tomek et al., 2018).

V obdobi od roku 2006 — 2015 doslo v CR k $tatisticky vyznamnému poklesu vyskytu vacsiny
typov srdcovych poruch postnatalne — kompletny AV defekt, syndrém hypoplazie lavého
srdca, dvojvytokova prava komora, Fallotova tetraldgia, aortalna stendza, atrézia plucnice,
arteridlny trunkus, spolo¢né komory a Ebstainova anomalia. Toto vyznamné zniZenie
priamo suvisi s vysokym poctom umelo prerusenych tehotenstiev s pritomnou srdcovou
poruchou. Naopak ukoncenie tehotenstva nemalo vyznamny vplyv na postnatalny vyskyt
defektu komorového septa, koarktacie aorty, transpozicie velkych tepien astendzy

pltcnice. Tieto poruchy su dobre liecitelné a s dobrou prognézou (Tomek et al., 2018).

1.3.2 Vrodené vyvojové poruchy CNS

Struktirne vyvojové poruchy centrdlnej nervovej sUstavy zahffiaju 3iroké spektrum
malformacii. Mozgové malformdcie predstavuju asi v 1% pripadov na vsetky Zivo narodené
deti (Pinar et al., 1998). Poruchy CNS maju variabilny klinicky obraz v zavislosti od rozsahu
anomalie. Asi u 0,61 % deti sa vyskytuju solitarne alebo mnohopocetné malformacie CNS
(Hadzagic -Catibusic et al., 2008). Su castou pric¢inou vnutromaternicového umrtia plodu
a rovnako aj umrtia deti do jedného roku Zivota. U perinatalnych autopsii takmer 10 %
zo vSetkych vrodenych poruch tvoria anomalie CNS, pricom v 45,5% pripadov ide o defekty
neuralnej trubice (NTD), 12,4% pripadov hydrocefalus a 8,8% pripadov poruchy proliferacie

neuronov (Lancaster et Pedisich, 1995; Pinar et al., 1998).
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S vyuzivanim genomickych technolégii, ako su microarray techniky (Breman et al., 2012;
Shaffer et al., 2012; de Wit et al., 2014; Wapner et al., 2012; Wapner et al., 2018), NGS
sekvenovanie panelov génov, celogendmové (WGS) a celoexdmové sekvenovanie (WES)
(Yang et al., 2013; Yang et al., 2014; Van den Veyver 2016; Meng et al., 2017; Best et al.,
2018; Normand et al.,, 2018), sa objavuju nové gény podielajuce sa na patogenite

u syndromov a vrodenych poruch CNS (Mirzaa et al., 2014).

1.3.3 Vrodené vyvojové poruchy urotraktu

Vrodené poruchy oblic¢iek a mocovych ciest si pomerne ¢astou skupinou poruch a tvoria
priblizne 20 % vsetkych vrodenych anomalii (Levi et al., 1991, Grandjean et al., 1999).
Neskora diagnostika je spojend s rizikom vyskytu komplikacii, ktoré moziu viest aZ
k vaznemu poskodeniu funkcie obli¢ky. Spoloénym désledkom vrodenej poruchy obliciek
a mocovych ciest je oligo- alebo anhydramnion, spésobeny bud nedostatoénou tvorbou
mocu alebo nadprodukciu, v désledku obStrukcie mocovych ciest. Obmedzuje sa
pohyblivost plodu a dochadza k deformacii dolnych koncatin (pedes equinovarus), plticnej
hypoplazii, tvar ma charakteristické rysy vzniknuté otlacenim (zobdkovity nos, nizko
posadené ploché usi a ustupujuca brada). NajéastejSimi poruchami su obstrukcia dolnych
mocovych ciest, multicysticka dysplazia obli¢iek a bilaterdlna agenéza obliéiek. Tieto
poruchy su dnes pomerne presne diagnostikovatelné UZ skriningom okolo 16. tyZdna
gravidity. Casto sa tieto anomalie vyskytuju spolo¢ne s vrodenymi poruchami pohlavného

Ustrojenstva (https://atlases.muni.cz/atlases/feto/atl_cz/vvvledvin.html).

1.4 Zachyt vrodenych defektov v prenatalnom obdobi v CR

Prenatdlna diagnostika kongenitdlnych poruch v Ceskej republike vyrazne ovplyviuje
konec¢nu pocetnost vrodenych anomalii v populacii novorodencov. V stéasnosti je trend
vysetrovat takéto poruchy v o mozno najrannejsom 3$tadiu tehotenstva a zachytit tak
najvacsi pocet Strukturnych malformacii. U niektorych typov vrodenych poruch sa
pocetnost v novorodeneckej populdcii zniZzuje vdaka Uspesnej prenatalnej diagnostike,

niektoré vsak aj napriek Uspesnosti diagnostickych postupov vykazuju vyssi zachyt alebo su
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to defekty, ktoré zatial nie je moiné prenatdlne diagnostikovat aich pocetnost sa
v populacii meni (Sipek et al., 2009, Sipek et al., 2019). Podiel vrodenych poruch
na predéasnej novorodeneckej imrtnosti v CR predstavoval v poslednych rokoch zhruba
1/3 a na perinatalnej imrtnosti zhruba 1/5. K dal$im umrtiam z dévodu vrodenej poruchy
vSak dochddza v neskorSom novorodeneckom a kojeneckom obdobi. Poéas poslednych 40
rokov sa intenzita vrodenych vyvojovych poruch v Ceskej republike menila. Va&sinou
dochddzalo v poslednych 10-20 rokoch k ndrastu pocestnosti hlasenych vrodenych poruch.
Vyznamny faktor, ktory tak isto ovplyviiuje pocetnosti vrodenych poruch u narodenych deti
a rovnako aj u prenatalne diagnostikovanych pripadov, su urcite aj zmeny v registracii
vrodenych defektov. Na prelome rokov 1993 a 1994 doslo k délezitej zmene, kde do roku
1993 vratane sa evidovali iba urcité diagndzy vrodenych poruch, od 1. 1. 1994 sa zacali
registrovat vsetky diagndzy uvedené v XVII. kapitole MKN-10. Avsak nie je moziné
jednoznaéne vylucit chybanie hlaseni jednotlivych diagnéz (Sipek et al., 2009, Sipek et al.,
2019, vrozene-vady.cz). NajcastejSie zastupenou skupinou bola Q20—-Q28 (Vrodené vady
obehovej sustavy), ktord v priemere za sledované obdobie predstavovala 41,8 % pripadov.
Druhou najéastejSou skupinou bola skupina Q65—Q79 (Vrodené vady a deformacie svalovej
a kostrovej sustavy), ktord zahfnala 17,3 % pripadov a tretou najviac zastUpenou je skupina
Q50-Q56 (Vrodené vady pohlavnych organov) - 11,6 % pripadov. S najmensim zachytom
abnormalit su skupiny Q00—Q07 (Vrodené vady nervovej sustavy) a Q90—Q99 (Abnormality
chromozémov nezaradené inde), obidve s rovnakym zastipenim pripadov - 1,9 % (Sipek et

al., 2019; www.uzis.cz).

2. Chromozomové aberacie

Chromozdémové aberacie zastupuju doélezitu skupinu genetickych defektov. Su casto
pri¢inou spontdnnych potratov a tvoria znacny podiel v perinatalnej mortalite a morbidite
(Beke et al. 2001). V priblizne 50% pripadov spontannych potratov existuje vysSia

frekvencia pridruzenych chromozémovych abnormalit, hlavne aneuploidii (Jia et al, 2015).

NajcastejSie nezistenymi poruchami su poruchy srdca, mocového traktu a malrotdcia Creva

(Thomas et al., 2018). Metodika diagnostiky chromozémovych poruch vyrazne pokrocila.
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Velmi délezity bol rozvoj Cipovych technolégii, ktoré maju v sucasnosti velké uplatnenie
prave v oblasti prenatalnej diagnostiky (Vanakker et al., 2014). Nezastupitelné miesto ma
stéle cytogenetické hodnotenie karyotypu, ktoré dokaze odhalit Struktirne abnormality
(balansované translokacie, inverzie), ktoré nie su detekovatelné beine vyuZivanymi,
molekuldrne genetickymi metédami (MLPA, CMA, sekvenovanie). Balansované
translokdcie sa wvyskytuji u0,2% novorodeneckej populacie (Stern et al., 1999)
a nebalansované translokacie sa vyskytuju asi u 0,1% plodov rodiciek s pokrocilym vekom

alebo pozitivnym UZ ndlezom (Chang et al., 2013).

2.1 CNVs ako pricina genetickych portich

Zmeny v pocte koépii (Copy number variants — CNVs) maju priamu spojitost s patolégiami,
vyskytujucimi sa v fudskej populdcii. Vyskytuju sa v rozsahu chromozémovych aneuploidii
az po mikroduplikacie a mikrodelécie, vratane malych Struktdrnych variant, ktoré
ovplyvnuju jednotlivé gény a exony. V ludskom gendme sa vyskytuju odhadom v 10 %
(Zarrei et al., 2015) a patria sem varianty ako populacne Specifické tak individualnej povahy

(Sebat et al., 2004; Conrad et al., 2010; Mills et al., 2011).

Benigne CNVs su casto malé, intergénové alebo zahfnaju gény, ktoré toleruju zmeny
v pocte kopii, zatial ¢o patogénne CNV sa nachadzaju v doélezitych génoch zapojenych do
vyvoja (Rice et al., 2017). Mnoho CNV variant sa vyznacuje neuplnou penetranciou
a variabilnou expresivitou, ¢o je ovplyvnené dalSimi genetickymi, epigenetickymi

a environmentalnymi faktormi (Torres et al., 2016).

3 Metddy analyzy chromozomalnych aberacii u plodov

Poslednych viac ako 30 rokov sa v prenatalnej diagnostike prvotne vyuzivala cytogenetickd
analyza karyotypu. Pred 10timi rokmi sa do popredia zacala dostavat geneticka analyza
zmien v pocte kopii (CNV) (Wapner et al., 2012; Robson et al., 2017). Vyuzitim modernych

molekuldrne genetickych metéd ako MLPA (Multiplex ligation — dependent probe
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amplification) (Slater et al., 2003) a mikrocipova technolégia komparativnej genomdévej
hybridizacie (Solinas-Toldo et al., 1997), narastol pocet zachytenych chromozomalnych
abnormalit 0 3 — 5 % (Hillman et al. 2011; Wapner et al.,, 2012; Robson et al., 2017).
V sucasnej laboratérnej praxi je na prenatalne hodnotenie pritomnosti CNV najviac rutinne
vyuzivana mikrocipovd analyza a metéda MLPA. Analyza na mikroCipoch (CMA) ma oproti
konvenénej cytogenetike svoje vyznamné vyhody. Poskytuje ovela detailnejsi obraz
karyotypu a naviac, u znacnej Casti pripadov, sU zaznamenané klinicky vyznamné CNVs

najdené prave u pacientov s fyziologickym karyotypom (Rodriguez-Revenga et al., 2020).

3.1 MLPA (Multiplex ligation — dependent probe amplification)

Technika MLPA je vyuzivand ako rutinna diagnostickd technika v prenatalnej diagnostike
(Willis et al., 2012) pre cielenu detekciu rekurentnych patogénnych variant u pacientov
s monogénnymi dedi¢nymi chorobami, v subtelomerickych oblastiach u pacientov
s mentalnou retardaciou alebo autizmom a vyuZiva sa pre overovanie vysledkov ziskanych
microarray metdodou (Koolen et al., 2009). Na analyzu genetického materidlu sa zacala
vyuzivat uz od roku 2002. Technika vznikla odvodenim od multiplexnej PCR reakcie
(Schouten et al., 2002) a je zaloZzena na amplifikacii Specifickych oligonukleotidovych sond
spolu z univerzalnym parom primerov (Schouten et al., 2002). Tato technika je schopna
detegovat zmeny v pocte képii (CNV) v podobe duplikacii, delécii a jednonukleotidové
polymorfizmy (SNP). Analyza genetického materidlu je velmi rychla a jednoducha na
prevedenie a nevyZaduje ndkladné pristrojové vybavenie laboratdria. Limitujdcim faktorom
tejto metddy je nemoinost zistit pritomnost balansovanych chromozémovych aberacii

a nizkopercentych mozaik.
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Obrazok ¢. 1 Priebeh MLPA reakcie — denaturacia DNA vzorky, nahybridizovanie prob,

ligacia préb a PCR amplifikacia préb.

SAMPLE DNA PROBE PROBE AMPLIFICATION OF
DENATURATION HYBRIDISATION LICATION LIGATED PROBES

¢ il \ T \—/.____/

(zdroj www.mrcholland.com)

K analyze dat je doporucené pouizit software Coffalyser.Net v kombindcii s prislusSnym
Coffalyser dokumentom Specifickym pre kazdu pouzZivanu sarzu. Vidy by mala byt pouZita
najnovsia verzia. Referencna prirucka Coffalyser.Net Reference Manual obsahuje podrobné
pokyny a odporucenia pre analyzu ziskanych dat. Software aj manual su dostupné na

internetovych strankach www.mrcholland.com.

3.2 Pouzité platformy na microarray analyzu

Technika microarray povodne vychadza z metédy komparativnej genédmovej hybridizacie
(CGH) (Kallioniemi et al., 1992). Rozvojom mikrocipovych technolégii v roku 1997 vznika
metdda array CGH (Solinas-Toldo et al., 1997). V sucasnosti ma tdto metéda vyznamné

postavenie v prenatdlnej diagnostike.

Princip tejto metddy spociva v kvantitativnom zhodnoteni analyzovanej (pacientskej) DNA
s kontrolnou (komerénou) DNA. Pacientska a kontrolnd DNA suU nastiepené a nasledne
oznacené Specifickymi fluorochromami (Cy3 a Cy5). Takto pripravené vzorky su potom
zmieSané ananesené na Cip, kde dochddza ku kompetitivnej hybridizacii
s oligonukleotidovymi sondami naviazanymi na tomto CcCipe. Vyhodnoti sa intenzita
fluorescencie aje moziné zhodnotit chromozémové zmeny. Doplnenim tejto metddy je
moznost analyzovat jednonukleotidové polymorfizmy (Gunderson et al., 2005; McCarroll,
2008) — SNP mikroCipy. Momentdlne su na trhu dostupné Cipy od firiem Agilent
Technologies, Affymetrix a lllumina®. Kazda z tychto platforiem vyuZiva iny typ syntézy sond.

Potreba rozsiahlejSich genomickych analyz viedla k nahradeniu dovtedy pouZivanych BAC
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klonov, za sondy tvorené oligonukleotidovymi sekvenciami (Conlin et al., 2010; de Leeuw et

al., 2011).

Prednostou microarray techniky je moznost analyzovat cely genédm iba v jednej hybridizacnej
reakcii s vysokym rozliSenim a nie je nutné dopredu poznat presné umiestnenie aberacie.
Vyuzitie SNP mikroCipov poskytuje pridani hodnotu celej analyze vdaka schopnosti zachytit
stratu heterozygozity (LOH) a zistit tak pritomnost uniparentalnej dizomie (Gunderson et al.,
2005; McCarroll, 2008). Oboma technikami aCGH aSNP array je moiné zachytit
nebalansované chromozémové prestavby — duplikacie a delécie, avsak pri naleze duplikacie
nie je mozné blizSie Specifikovat, ¢i ide otandemovu duplikaciu. Mechanizmus vzniku
aberacie je preto niekedy vhodné doplnit dalsimi metddami, ako napriklad FISH (Magri et al.,
2015; Bonaglia et al., 2018). Nie je mozné zachytit balansované prestavby, Robertsonské
translokacie ainverzie. Naviac neposkytuju informdciu zahfiajlicu umiestnenie rozsiahlej
inzercie, ani jej orientdciu (South et al., 2013; Martin et al., 2015). Asi jedinymi nevyhodami
tejto techniky je naro¢nost na technické vybavenie, manipulacia a preciznost pri priprave

mikrocipu.
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4. Ciele prace

Uréenie pridanej hodnoty pre zachyt patogénnych variant v prenatdlnej diagnostike
pomocou metdd MLPA a CMA. Uréenie podielu nezachytenych variant tymito
metddami (balansované prestavby). Uréenie podielu VOUS variant.

Efektivita metéd CMA a MLPA pre zachyt patogénnych variant v jednotlivych
skupindch vrodenych vyvojovych porach uplodov. Izolované poruchy vs.

mnohopocetné poruchy.
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5. Material a metodika
5.1 Vybrany subor pacientov

V tejto dizertacnej praci boli na analyzu DNA pouzZité prenatalne vzorky choriovych klkov,
plodovej vody alebo potratového tkaniva, od tehotnych pacientiek vysetrenych na Ustave
lekarskej genetiky vo Fakultnej nemocnici v Olomouci alebo externych pacientiek, ktorych
vzorky boli poslané na Ustav lekarskej genetiky na genetickd analyzu. Vietky pacientky
podpisali informovany suhlas s vyskumom. Odber vzoriek genetického materialu prebehol
za spoluprdace s Centrom pre fetalnu medicinu vo Fakultnej nemocnici v Olomouci a analyza
genetického materialu a vyhodnotenie dat prebiehala od roku 2015 do roku 2020 (Tabulka
¢. 1) na Ustave lekarskej genetiky vo Fakultnej nemocnici v Olomouci a vybrané vzorky na
pracoviskach Gennet (Praha) a Ustave molekuldrnej a translaénej mediciny (UMTM UP

Olomouc).

V tejto praci bolo celkovo 1029 analyzovanych vzoriek DNA plodov. Na zaklade indikacie
genetického vysetrenia, bol u vSetkych plodov indikované vySetrenie karyotypu a analyza
metddou QF - PCR. U 103 vzoriek plodov a4 vzoriek potratového tkaniva boli zistené
aneuploidie autozémov a gonozémov (9, 13, 18, 20, 21, X) a neboli dalej vySetrované

cytogenomickymi metédami.

Molekuldrne cytogenetickému vy3etreniu metédami MLPA (Ustav Iékafské genetiky, FN
Olomouc), microarray a/alebo SNP array (UMTM, UP Olomouc; Gennet, Praha), (pouzité
Cipy od firiem lllumina San Diego, CA, USA; Affymetrix Santa Clara, CA, USA), bolo
podrobenych 272 prenatalnych vzoriek, na zaklade indikdacie od lekdra, vratane verifikacnych
testov (Tabulka ¢. 10). U metédy MLPA boli prvotne pouzité probemixy P036, PO70, P245,
P297. Ostatné probemixy boli pouzité na cielend analyzu napr. srdcovych poruch (P250,

P311) a pri dalSich typoch aberacii (P424, ME028, ME030, ME032).

V subore vySetrovanych plodov bolo 441 Zenského pohlavia, 581 muZského pohlavia, u 4
vzoriek z potratového tkaniva doslo k zlyhaniu kultivacie buniek, preto nebolo mozné urcit
pohlavie a dalSia genetickd analyza uz nebola vykonana. U 2 vzoriek potratového tkaniva
doslo ku kontaminacii primarnej vzorky a nebolo mozné stanovit karyotyp. U 1 vzorky bola

pritomna geneticka diskordancia pohlavia s fenotypom.
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Tabulka ¢. 1 Celkovy pocet vySetrenych vzoriek cytogenetickymi a cytogenomickymi
metddami od 2015 do 2020 (nie su zahrnuté vzorky, u ktorych boli zistené aneuploidie

autozémov a gonozémov).

2015 | 2016 2017 2018 2019 2020 SPOLU
Cvs 58 53 81 80 91 85 448
PV 77 63 67 73 60 60 400
BIO 13 17 13 5 11 15 74
Celkom 148 | 133 161 158 162 160 922

5.2 Cytogeneticka analyza karyotypu

Pre cytogeneticku analyzu karyotypu boli pouzité nakultivované fibroblasty (CVS, potratové
tkanivo, plodova voda). Ziskané mitotické chromozémy boli po prislusnej fixacii ofarbené
roztokom Giemsa — G pruhovanie, nasnimané a hodnotené svetelnymi mikroskopmi

Olympus BX41 a Olympus BX60 a vyhodnotené v programe Lucia Cytogenetics.

5.3 MLPA (Multiplex ligation - dependent probe amplification)

MLPA pracovny postup

e Denaturacia DNA a hybridizacia sond

a) Nariedit vzorku DNA v TE 0.1 (10 mM Tris-HCl pH 8,0 + 0,1 mM EDTA) do
koncového objemu 5uL, o vyslednej koncentracii 50-250ng DNA.

b) Vzorku denaturovat 5 minut pri 98°

c) Pripravit hybridizacny master mix. Pre kazdu reakciu zmiesat: 1,5 ul MLPA pufru +
1,5 ul probemixu (Tabulka €. 2). Dékladne premiesat pipetovanim alebo
vortexovanim.

d) Po denaturdcii DNA pridat do kazdej reakcie 3 pl hybridizaéného master mixu.
Doékladne premiesat jemnym pipetovanim.

e) Inkubovat v termocykleri podfa ndvodu od vyrobcu (Tabulka €. 3).
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Tabulka €. 2 Hybridiza¢ny master mix (pre 1. vzorku)

MLPA SALSA Probe-mix 1,5 ul
MLPA pufor 1,5 ul
Konecny objem 3ul

Tabulka €. 3 Teplotny profil hybridizacnej reakcie

95°C 1 minuta

60°C 16-20 hodin

e Ligacia

a) Teplotu termocykléru zniZit na 54°C, otvorit skimavky a pridat 32 pul master mixu s

Ligdzou-65*(Tabulka €. 4), inkubovat 17 minat pri 54°C
b) Enzym sa inaktivuje teplom: 5 minat pri 98°C

c) Vzorky inkubovat v termocykleri podla ndvodu od vyrobcu (Tabulka €. 5).

Tabulka €. 4 Ligacny master mix (pre 1. vzorku)

ddH20 25l
Ligase pufor A 3ul
Ligase pufor B 3ul
Ligaza 65 1ul
Konecny objem 32 ul

Tabulka €. 5 Teplotny profil liga¢nej reakcie

54°C pauza
54°C 17 minut
98°C 5 minut
20°C pauza
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e PCRreakcia

a) Pripravit master mix s polymerazou (Tabulka ¢. 6). Dokladne premiesat jemnym
pipetovanim.

b) Priizbovej teplote, pridat ku kaZdej vzorke reakcie 10 pul master mixu s
polymerazou. Dokladne premiesat jemnym pipetovanim a pokracovat na
termocycleri podla teplotného profilu uvedeného v Tabulke €. 7.

c) PCR produkty skladovat chranené pred svetlom pri 4°C po dobu 1 tyZdfia. Dal3ia

doba skladovania vyZzaduje teploty medzi -25°C a -15°C.

Tabulka €. 6 PCR mix (pre 1. vzorku)

ddH20 7,5ul
Salsa mix 2 ul

Polymeraza 0,5 ul
Konecny objem 10 pl

Tabulka €. 7 Teplotny profil PCR reakcie

35 cyklov 95°C 30 sekand
60°C 30 sekund
72°C 60 sekund

72°C 20 minat

15°C pauza

5.4 Kapilarna elektroforéza

Kapildrna elektroforéza vzoriek prebiehala na pristrojoch ABI Prism 3130 (Aplied
Biosystems, Waltham, Massachusets, USA) a SeqStudio (Thermofisher, Waltham,
Massachusets, USA) podla doporuceného postupu v protokole od firmy MRC-Holand.

Podmienky elektroforetickej separacie vzoriek oboma pristrojmi si uvedené v Tabulke €. 8.

Do 96 — jamkovych strippov pripravit roztok formamidu s hmotnostnym Standardom

GeneScan™ 500 LIZ® (14,5uL) a PCR produkt (0,5 uL). Data ziskané kapilarnou
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elektroforézou boli hodnotené

(www.mlpa.com).

Vv

komercéne

dostupnom programe

Coffalyser

Tabulka €. 8 Separacné podmienky v pristroji ABI 3130 (Applied Biosystems) a Seq Studio

(Thermofischer Scientific)

ABI 3130 Seq Studio
Teplota pocas separacie 60°C 60°C
Elektrické napatie pri 1,2kV 1,2kV
nastreku vzorky
Elektrické napatie pri 15kV 9kvVv
separacii vzorky
Cas nastreku vzorky 12s 2s
Cas separacie vzorky 1000s 1150s

5.5 Microarray analyza

Analyza vybranych vzoriek metédou microarray a SNP microarray, prebiehala na externych

pracoviskach — na Ustave molekuldrnej a translaénej mediciny v Olomouci (UMTM, UP

Olomouc) a Gennet v Prahe. Pouzité boli Cipy od firiem Affymetrix a [llumina. Firma Gennet

pracuje s platformou lllumina na pristroji CytoSNP-12 (lllumina, San Diego, CA, USA).

Pracovisko UMTM pracuje s platformou Affymetrix na pristroji Cytoscan HD (Affymetrix,

Santa Clara, CA, USA). Na vyhodnotenie vysledkov boli pouzité programy lllumina

KaryoStudio 1.3 (Genome Studio v2011.1) a CHAS v1.2.2 (Affymetrix, Santa Clara, CA, USA).

Vzorky boli oboma pracoviskami analyzované na zaklade doporuéenych postupov od

vyrobcov.
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6. Vysledky

Vtejto dizertatnej praci bolo celkovo analyzovanych 1029 prenatalnych vzoriek.
Z analyzovaného suboru plodov, po odcitani aneuploidii — 107 (10,40 % N=1029) bolo
analyzou karyotypu zachytenych 22 Strukturnych aberdcii (2,39 % N=922) - 9
nebalansovanych zmien (0,98 %), 10 balansovanych zmien (1,08 %), 1 pripad nejasnej
mozaiky (0,11 %), 1 pripad pritomnosti marker chromozému (0,11 %) a 1 pripad
diskordancie pohlavia (0,11 %), kde analyzovany karyotyp bol 46,XX, ale fenotyp
novorodenca bol muzsky. VSetky nebalansované zmeny boli potvrdené metéddou MLPA

alebo metddou CMA.

U 255 vzoriek s fyziologickym karyotypom, indikovanych k molekuldrne cytogenetickému
vySetreniu (MLPA - 144 plodov, CMA - 111 plodov) na zdklade prevaine
ultrasonografickych ndlezov u plodu, bolo zachytenych celkom 8 (N=111, 7,21 %)
patologickych variant metédou CMA. Metédou MLPA bolo z tychto 8 patogénnych variant
zachytenych iba 5 variant (N=144, 3,47 %).

Celkovy zachyt patogénnych variant metédami MLPA a CMA vratane konfirmacnych
vySetreni (N=17) patologického karyotypu je 14 (5,14 %) a 17 (6,25 %) (N=272). V jednom
pripade bola patogenita uréend az dodatocne po porode podla fenotypu novorodenca (viz
vyssie). V Tabulke €. 9. nie je tento pripad zapocitany ako patologicky, ale ako nejasny nélez.
Celkova efektivita zachytu aberacii klasickou karyotypizaciou pri nezapoditanych

aneuploidiach je 2,39 %, vratane balansovanych zmien (N=922).

Molekuldrne cytogenetickym hodnotenim vzoriek s fyziologickym karyotypom (alebo
neuspesnym chromozomalnym vySetrenim — zlyhanie kultivacie), boli spolu s patogénnymi
variantami zachytené ivarianty neznameho vyznamu (VOUS) — metédou MLPA boli
zachytené dve VOUS varianty ujednej vzorky a po jednej VOUS variante u5 vzoriek
(N=144), metédou CMA u jednej vzorky 4 VOUS varianty a po jednej VOUS variante u 7
vzoriek (N=111). Z tychto zachytenych variant, v troch pripadoch bola VOUS varianta
zaznamenana oboma metddami (podrobny zoznam zachytenych VOUS variant

u jednotlivych plodov viz Tab. Il v prilohe).
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Tabulka €. 9 Porovnanie celkového zachytu patologickych a VOUS variant vratane konfirmacnych vysetreni u plodov pacientiek v rokoch 2015—

2020 cytogenetickymi a cytogenomickymi metédami (tabulka neobsahuje zaznamy odhalenych aneuploidii).

Cytogeneticka analyza

Molekuldrne cytogeneticka analyza

Patologické
Konfirmacné testy | Fyziologicky nalezy vratane
Patologicky metddami MLPA a karyotyp Patologicky konfirmacnych
karyotyp % microarray (N=255) nalez % VOUS % testov (N=272) %
MLPA
Karyotyp (N=922) 9% 0,98 9 (N=144) 5 3,47 6 4,17 14 5,15
Balansované Microarray
aberécie 10 1,08 (N=111) 8 7,21 8 7,21 17 6,25
Nejasné 2+1* 0,33 8
Celkom 22 2,39 17 255 8/(5)° 3,14 11/(3)° 4,31 17/(14)° 6,25

*pripad diskordancie pohlavia zaradeny ako nejasny, °pocet variant zachytenych oboma metédami (MLPA,CMA)
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Zastupenie vSetkych objavenych variant spolu sfenotypom su uvedené v jednotlivych
tabulkdch v prilohe — varianty patologického vyznamu su uvedené v tabulke II.,
varianty nejasného vyznamu st uvedené v tabulke 1. Udaje zachytu $truktirnych aberécii

su v tabulke IV. a V.

Tabulka €. 10 Pocet plodov analyzovany cytogenomickymi metédami (MLPA, CMA)
s fyziologickym karyotypom plus doplnend konfirmacna analyza u plodov s patologickym

karyotypom, za obdobie 2015 - 2020.

Fyziologicky MLPA+CMA+ |CELKOM
karyotyp (255) | MLPA |CMA | Patol.karyotyp

SPOLU 144 111 17 272

6.1 Efektivita UZ vySetrenia pre zachyt CNV variant

Z analyzovaného suboru tehotenstiev (N=922) (Tabulka ¢.11) bolo UZ vySetrenim
zachytenych 2,39 % (22/922) plodov s mnohopocetnymi vyvojovymi poruchami. V tejto
skupine boli zachytené patogénne varianty u21,42 % plodov (3/14), indikovanych

ku cytogenomickému vySetreniu a VOUS varianta u 1. plodu (1/14; 7,14 %).

Izolované poruchy v jednej organovej sustave boli zachytené u 11 % plodov (101/922),
z ktorych bolo 59 indikovanych ku dalSiemu molekularne cytogenetickému vySetreniu.
V subore plodov s izolovanymi poruchami v jednej organovej sustave boli patogénne
varianty zaznamenané u 5,08 % plodov (3/59) , indikovanych k cytogenetickému vysetreniu

a 1 VOUS varianta (1/59; 1,69 %).

Efektivita zdchytu pouzZitych metdd v jednotlivych indikaénych skupinach je uvedenad
v Tabulke €. 9 a¢.11 spolu so zistenymi variantami u konkrétneho typu UZ nalezu.
Cytogenomickou analyzou (MLPA a CMA) bolo najviac patogénnych variant zistenych
v skupine sizolovanymi poruchamiCNS 14,29 % (2/14),jedna varianta v skupine
s izolovanymi poruchami srdca (1/20; 5 %) a v rovnakej skupine jedna VOUS varianta (1/20;

5%).
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Tabulka €. 11 Pocet plodov indikovanych ku genetickému vysetreniu podla patologického nalezu, pocet patologickych a VOUS CNV variant zistenych klasickym

karyotypovanim a cytogenomickymi metédami (MLPA, CMA) u vybranych 255 plodov s fyziologickym karyotypom. Nie su zahrnuté vzorky s ndlezom

aneuploidii autozémov a gonozémov.

Pocet Pocet zachytenych CNV - Celkom
indikacii na Pocet zachytenych CNV - CMA (fyziologicky patologické Celkom VOUS
MLPA a aCGH MLPA (fyziologicky karyotyp + negativna CNV CNV
INDIKACIA CELKOM Karyotyp (N=922) (N=255) karyotyp) MLPA) (MLPA+aCGH) | (MLPA+aCGH) | CELKOM
=922 | Patologické | VOUS+BAL® Patologické Vous Patologické VOouUsS % %

I.trimestralny skrining+NT
nad 95. percentil) 542 | 1(0,18%)~ | 3(0,55%) 122 2(1,64%) | 5(4,1%) 0 3(2,46 %) 2 1,64 8 6,56 14
Il.trimestralny skrining 56 0 2 (3,6 %) 6 0 0 0 0 0 0 0 0 2
Rodinna anamnéza 91 3(3,3%) 3(3,3%) 25 0 0 0 0 0 0 0 0 6
Izolované poruchy v
organovej sUstave Vady srdca 27 0 0 20 1(5 %) 0 0 1(5%) 1 5 1 5 2

Vady skeletu 6 2 (33,3 %) 0 4 0 0 0 0 0 0 0 0 2

Vady CNS 23 1(4,35%) | 1(4,35%) 14 1(7,14 %) 0 1(7,14 %) 0 2 1428 ) o 0 4

Vady urotraktu 20 1(5%) 0 10 0 0 0 0 0 0 0 0 1

Vady GIT 16 0 1(6,25 %) 6 0 0 0 0 0 0 0 0 1

Vady dychacej

sUstavy 2 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Vady obehovej

sUstavy 2 0 0 1 0 0 0 0 0 0 0 0 0

Razstepové

poruchy tvare 5 0 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 0

101 4(3,96%) | 2(1,98%) 59 2(3,38 %) 0 1(1,69%) | 1(1,69%) 3 5,08 1 1,69 4

Mnohopotetné VVP 22 0 0 14 1(7,14 %) 0 2(14,29%) | 1(7,14%) 3 21,42 1 7,14 4
Missed+spontanny abort 13 2(15,4 %) 0 8 0 0 0 0 0 0 0 0 2
Fetus mortus 16 0 0 9 0 1(11,1%) 0 0 0 0 1 111 1
Iné* 81 0 2(2,5%) 12 0 0 0 0 0 0 0 0 2
SPOLU 922 10~ 12 255 5 6% 3 5# 8 11 41

* vek matky, neskory zachyt tehotenstva, aktivna infek. v tehotenstve, psycholog.indikacia, ebalans. translokacie, ~ zahrnuty pripad diskordancie pohlavia, x sucet izolov. poruch je uvedeny len

pre jednoduchsie porovnanie s mnohopocetnymi poruchami a nie je zapocitany v celkovych ¢islach, # u VOUS variant je uvedeny pocet vySetrenych plodov s touto variantou nie pocet zistenych

variant, CNV zmena v pocte kopii, N pocet analyzovanych vzoriek, NT nuchalna translucencia, CNS centralna nervova sustava, GIT gastrointestinalny trakt, VVP vrodené vyvojové poruchy
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7. Diskusia

Najvacsiu diagnosticku vytaznost vo vySetrovanom subore pacientov, mala metéda CMA
(Tabulka €. 9), ¢o potvrdzuju aj skisenosti zaznamenané v dostupnej literature (Tabulka €.
12). Tieto vysledky len podporuju odporucenie, pouzivat techniku microarray ako prvotny

testovaci krok v prenatdlnej diagnostike.

Rozdiel medzi zachytom metédou MLPA a metddou aCGH tvoril 3,73 %. Pridana hodnota
analyzy metédou MLPA voci karyotypu je 3,47 % (N=144) auCMA 7,21 % (N=111).
Vyhodou karyotypizacie je zachyt balansovanych zmien, ktorych v tomto subore bolo 1,08
%. Porovnanie vysledkov tejto prace sdostupnymi literarnymi zdrojmi uvedenych

v Tabulke ¢. 12.
VyuiZitie jednotlivych metdd pri zachytu variant podla indikdacie k vysSetreniu
Konvencna cytogenetika

Najviac zachytenych patologickych variant vindikacnej skupine s podozrenim na
prenasacstvo chromozomalnej aberacie v rodine boli zaznamenané 3 pripady patologickej
aberdcie (3,3% 3/91) a v skupine potratenych plodov — 2 patologické aberacie (15,4% 2/13),
ktoré boli potvrdené metédami MLPA a microarray. U tychto indikaénych skupin sa
diagnostika uz dlhodobo opiera o Standardnd karyotypizaciu. V pripadoch overovania
chromozomadlne] konstitucie u plodov, kde jeden srodi¢ov je nositelom balansovanej
translokacie, je analyza karyotypu plodu jedinym moZnym nastrojom, ako zistit pritomnost
balansovanej translokacie upotomka a poskytnut tak rodine relevantné genetické

poradenstvo.

V analyzovanom subore (N=922) bolo odhalenych celkom 10 balansovanych aberacii (1,08
%). Frekvencia reciprokych balansovanych translokacii v populdcii novorodencov sa uvadza
1:2000 a frekvencia balansovanych Robertsonskych translokdcii 1:10 000 novorodencov
(Warburton et al., 1991). Casto je detekcia balansovanej alebo nebalansovanej translokacie
jedinym voditkom kodhaleniu pripadného prenasacstva balansovanej translokacie

v rodine.
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V skupine s indikaciou izolovanej poruchy vjednej organovej sustave, bol zdachyt
patogénnych variant najvacsi u skeletalnych abnormalit u plodu 33,3% (2/6) a jednalo sa
vsak o velké struktirne chromozomalne zmeny. Toto Cislo je skreslené celkovou velkostou
indikacnej skupiny. V literatdre sa vsucasnosti uvaddzaju nalezy zpanelov génov
z celoexdmového sekvenovania. V praci Lord et al., (2019) exémovym sekvenovanim zistili
patologicku variantu v suvislosti s vrodenou poruchou skeletu u15 % plodov (10/65)
a v prdci Petrovski et al.,, (2019) sa exdmovym sekvenovanim zistila u 24 % plodov

patologicka varianta (8/34).

U indikovanych pacientiek s pozitivnym 1. trimestralnym skriningom, bol analyzou
karyotypu zachyteny jeden karyotyp (0,18 % 1/542), ktory sa prvotne javil ako fyziologicky
Zzensky karyotyp. Avsak z tohto tehotenstva sa narodil fyziologicky chlapec, ale zo Zenskym
karyotypom. Tato porucha je spojend so vzacnym syndromom la Chapell. Prvy krat bol
syndrom publikovany v roku 1964 a v populdcii je vyskyt 1:20 000 novorodencov (Chapelle
et al., 1964). Fenotypovy prejav utychto chlapcov je rézny av dospelosti su spravidla

neplodni (Chapelle et al., 1964; Li et al., 2014; Wu et al., 2014).

Zdchyt patologickych aberdcii v skupine s mnohopocetnymi a izolovanymi vrodenymi

poruchami u plodov s fyziologickym karyotypom

MLPA a CMA

Najvacsi benefit priniesla analyza cytogenomickymi metédami (MLPA, CMA) v indikaénej
skupine s mnohopocetnymi vrodenymi poruchami — 21,42 %, v porovnani so zachytom

u izolovanych poruch (5,08 %).

Na zdklade zisteni z retrospektivnych analyz sa v 4,5 % — 15 % pripadov zistila pritomnost
chromozémovych abnormalit uizolovanych poruch (Lord et al., 2019; Dap et al., 2022;
Meng et al., 2022) a 15 % — 38 % pripadov s mnohopocetnymi poruchami (Normand et al,.
2018; Lord et al., 2019; Vora et al., 2020; Diderich et al., 2021).

29



Izolované vrodené poruchy

NajvyssSia frekvencia zachytu patogénnych CNV v tejto praci bola v skupine u plodov so
zistenymi abnormalitami CNS 14,28 % (2/14) a fyziologickym karyotypom, na druhom
mieste potom u plodov s vrodenou poruchou srdca 5 % (1/20). V praci Zhu et al., (2016) zo
skupiny plodov s izolovanymi vrodenymi poruchami srdca, prostrednictvom microarray

analyzy, zistili 8,2 % patologickych CNV variant (6/73).

Patologickeé varianty u plodov s pozitivhym |. trimestralnym skriningom

Cytogenomickymi metddami boli v tejto skupine zachytené 2 patogénne varianty (1,64 %
N=122). U oboch plodov bola hodnota nuchdlnej translucencie nad 95. percentil. V skupine
plodov s pritomnostou patologickej nuchdalnej translucencie, sa vseobecne udava relativne
nizky zachyt CNV variant a to priblizne 1% (Souka et al., 2005; Petersen et al., 2020, Coello-
Cahuao et al., 2022). Prakticky ide o ndhodné nalezy patologickych variant, pretoze tento

skrining je prednostne zamerany na odhalenie aneuploidii.

Kombindcia vSetkych troch diagnostickych metodik genetickej analyzy sa v tejto praci
ukazala ako najucinnejSia na odhalenie ¢éo mozZno najvaéSieho percenta patologickych

aberdcii spolu s konfirmacnymi vySetreniami (Tabulka €. 9).

Porovnanie vysledkov ztejto prace s dostupnymi publikovanymi ddajmi je uvedené
v Tabulke €. 12. Z tychto Studii je jasné, Ze technika microarray je vhodnd na skrining celého
gendmu, vdaka ¢omu sa zvySuje zachyt patologickych CNV variant. Avsak aj napriek
vSetkym wvys$Sie uvedenym zisteniam, ma klasické cytogenetické hodnotenie
karyotypu momentdlne nenahraditelné miesto v celom hodnotiacom procese diagnostiky.
A to hlavne pri detekcii balansovanych prestavieb (Wilch et al., 2018), mozaik (Zhang et al.,
2021) a polyploidii (Christofolini et al., 2021), ktoré si molekuldrne cytogenetickymi

metddami (MLPA, CMA) narocne identifikovatelné a ¢astokrat nezistitelné.
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Tabulka €. 12 Suhrn prenatdlne detegovanych abnormalit metddami klasického
cytogenetického hodnotenia a molekuldrne cytogenetickej analyzy (MLPA, microarray).

Porovnanie s dostupnou literaturou

Literatira N Karyotyp* MLPA® Microarray™

Patogénne Vous
Van den Veyver et al., (2009) 300 8 (2,6 %) - 15 (5 %) 3(1%)
Goumy et al., (2010) 61 0 4 (6,5 %) - -
Kjaergaard et al., (2010) 530 - 9 (5,7 %) - -
Mademont-Soler et al., (2010) 234 5(2,1%) 8 (3,4 %) - -
Konialis et al., (2011) 1550 3(0,2 %) 8 (0,5 %) - -
Xu et al., (2014) 54 7 (12,9) 6(11,1%) 8(14,8%) 0
Srebniak et al., (2016)® 1033 19 (1,84 %) - 57 (5,5 %) -
Chau et al., (2019) 1510 47 (3,1 %) - 61 (4 %) 66 (4,37 %)
Wang et al., (2020) 5003 188 (3,8 %) - 50 (1 %) 85
Xia et al., (2020) 447 2 (0,4 %) - 17 (3,8 %) 31 (6,9 %)
Lou et al., (2022) 247 9 (3,6 %) 22 (8,9 %) 11 (4,45 %)
Sucasna praca 922/144°/111~  10(1,1 %)® 5(3,47%)° 8(7,21%)~ 11 (4,31 %)~

N celkovy pocet testovanych vzoriek, *ndlezy aneuploidii a polyploidii neboli zapocitané, ®SNP array
(lumina®), ° analyza metddou MLPA, ~ analyza metdédou microarray, a karyotyp analyzovany so stuboru 922

vzoriek

7.1 Prinos a problematické hodnotenie VOUS variant

Vyznamnou sucastou vysledkov prenatdlneho testovania suvarianty sneznamym
vyznamom (VOUS). Nalez tychto variant je casty u genetickych testov, ktoré zahrnaju
podrobnejsiu a komplexnu analyzu gendmu (Westerfield et al., 2014). Nalezy nejasnej
mozaiky maju nejasny vyznam pre svojho nositela, ktory sa prenatdlne da len velmi tazko
zhodnotit (Hultén et al., 2008; Hultén et al., 2010), aj ked nové Studie ukazuju, Ze nizko
percentudlne somatické mozaiky, ktoré maju spojitost s neurologickymi poruchami,
vrodenymi srdcovymi poruchami a autizmom, su ovela ¢astejSie neZz sa predpokladalo
(Freed et al., 2016; Lim et al., 2017; Jonsson et al., 2018; Manheimer et al., 2018; Breuss
et al., 2020; Shu et al., 2021). Metédou MLPA je takisto mozné zachytit sibor nejasnych
variant pripadne polymorfizmov, ktoré ovplyviuju napriklad miesto nasadania prislusnej

sondy (Stuppia et al., 2012).

31



V tejto praci z uvedenych troch diagnostickych metodik, ma najvacsi zachyt VOUS variant
metdda microarray. Aplikdcia microarray analyzy u plodu sa pre tieto nalezy stretava so
znaénymi vyhradami a to hlavne pre problematicku klinickd interpretaciu VOUS variant.
U niektorych variant, ktoré boli hodnotené ako patogénne sa ukazuje, Ze ich vyskyt je aj
u zdravej populdcie. Jednd sa ovarianty, ktorych klinicky dopad je velmi variabilny
a penetrancia neuplna. Casto su takéto varianty zdedené od zdravych rodi¢ov. Jednym
z prikladov je delécia v oblasti 15q11.2 zahffiajuca 4 gény — NIPA1, NIPA2, TUBGCP5,
CYFIP1, zndma ako mikrodeleé¢ny syndrém (OMIM *615656 — Chromosome 15q11.2
deletion ,,syndrome®) (von der Lippe et al., 2011, Burnside et al., 2011). Dopady tejto CNV
nie su jednoznacné a v sucasnosti sa odborna verejnost priklana ku klasifikacii ,,vysoko
frekventna varianta s nizkou penetranciou” (high-frequency low-penetrant variant).
Predpoklada sa viak, Ze pritomnost tejto delécie dopliia dalie genetické (model second-
hit, polygénna dedi¢nost) a environmentalne faktory (Jench et al., 2019, Maya et al.,
2020). Efekty delécii v oblasti 15q11.2 moéZu smerovat k pochopeniu déleZitych
biologickych mechanizmov, ale ich velkost je prilis mald na to, aby samostatne mohli
vypovedat o relevantnosti hodnotenia klinického dopadu u jednotlivca (Stolfa et al.,
2022). V tejto dizertacnej prdci bola rovnako zistend delécia v tejto oblasti, ale s vaésim
rozsahom (+3 gény, 451,887 kb), zdedena od zdravej matky. Rovnako sa to tyka aj ndlezu
mikroduplikacie 16p11.2 (Liu et al., 2023), ktord v tejto praci bola klasifikovana ako
patogénna varianta, ale v suvislosti s prenatdlnou diagnostikou sa odborna verejnost
zacCina priklanat ku klasifikacii VOUS varianty, prave z dévodu nelplnej penetrancie tejto

varianty, castokrat zdedenej od zdravého rodica.

Aj napriek nejednoznaénému vyznamu, su tieto varianty urcite dolezité pre dalsi vyskum
a moznu spojitost s procesmi, podielajucimi sa na vzniku vrodenych vyvojovych porich

(Slavotinek et al., 2008).
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8. Zaver

V tejto dizertaCnej praci sa potvrdila vyssia Uspesnost zachytu patologickych CNV variant
metddou microarray nez metdédou MLPA. Metéda MLPA nezachytila 3 patogénne varianty,
ktoré vsak boli zachytené CMA. Firma MRC Holland sice ponuka probemixy, ktorymi by tieto
varianty boli zachytené, ale v €ase prebiehajucich analyz Ustav Iékafské genetiky tymito
probemixami nedisponoval, kedZe by bolo finanéne a ¢asovo velmi naro¢né disponovat
vSetkymi dostupnymi probemixami aich nasledna molekuldrne genetickd analyza. Tato
metdda je na druhej strane vhodnd na overovanie patologickych ndlezov zistenych

microarray technikou.

Cytogenetickym hodnotenim karyotypu bolo v tejto praci zachytenych 10 balansovanych
aberacii (1,08 %), z ktorych v3ak ani jedna nebola zachytena pouzitymi cytogenomickymi
metddami, o je pochopitelné, kedZe je to limitujuci technologicky faktor oboch metdd
(MLPA a CMA). Vynechanim konvencnej cytogenetiky by tak uniklo az 1 % aberacii, vdaka
ktorym bolo moziné urdit riziko genetickej nestability vrodine a dalSie kroky ztoho

vyplyvajuce.

V neposlednom rade md microarray vyssi podiel zachytu VOUS variant, ktoré do znacnej
miery komplikuja klinickd interpretdciu avSak na druhej strane suU zdrojom nového
poznania. Vtejto praci sa cytogenomickymi metdédami podarilo celkovo zachytit 15
takychto variant u 11 plodov (N=255). Zachyt patologickych variant v skupine s izolovanymi
poruchami je nizsi neZ v skupine s mnohopocetnymi vrodenymi poruchami (5,08 % x 21,42

%).

Ajnapriek modernym medicinskym a laboratérnym diagnostickym technikam je pre mnoho
vrodenych defektov sp6sob dedicnosti a pricina zatial stale nezndma, ale rovnako sa meni
aj klasifikdcia uz znamych variant a doporucenia na ich interpretdciu, Specialne

v prenatalnej diagnostike.
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9. Pouzité skratky

°C stupne Celzia

ABI Applied Biosystem

aCGH array komparativna genomova hybridizacia
AV atrio-ventrikularny

BAC umely bakterialny chromozém

CA Kalifornia

cDNA jadrova deoxyribonukleova kyselina
CNS centralny nervovy systém

CNV copy number variant

CMA chromosomal microarray

CVS choriové klky

CR Ceskad republika

DNA deoxyribonukleova kyselina

EDTA kyselina etyléndiaminotetraoctova
FISH Fluorescent in situ hybridisation

FN OL Fakultni nemocnice Olomouc

GIT gastrointestinalny trakt

HCI kyselina chlorovodikova

kb kilo baza

kV kilovolt

LOH Lost of heterozygosity

Mb mega baza

MKN Mezinarodni klasifikace nemoci
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MLPA Multiplex ligation-dependent probe amplification
ul mikroliter

mm milimeter

MS-MLPA Methylation-specific Multiplex ligation-dependent probe amplification
N celkovy pocet vzoriek

ng nanogram

NGS next generation sequencing

NIPT neinvazivne prenatalne genetické testovanie
NT nuchdlna translucencia

NTD poruchy nervovej trubice

OMIM Online Mendelian Inheritance in Man

ph kyslost a zasaditost roztoku

PCR polymerazova retazova reakcia

QF-PCR kvantitativne fluorescen¢nda PCR

RTG rentgenové Ziarenie

s sekunda

SNP single nucleotide polymorfism

STR short tandem repeat

TE Tris EDTA

Tt tyZzden tehotenstva

UP Univerzita Palackého

UZ ultrazvuk

VOUS varianta s nezndmym vyznamom

VSP vrodené srdcové poruchy
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VVP vrodené vyvojové poruchy

WHO Svetova zdravotnicka organizacia

WGS celogendmové sekvenovanie

WES celoexomové sekvenovanie

UMTM Ustav molekularni a translaéni mediciny

USA Spojené staty americké
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11. Prilohy

Patogénne varianty objavené metédami MLPA a microarray, Obrdzok ¢. 2
Varianty neznameho vyznamu objavené metédami MLPA a microarray
Struktuirne zmeny na chromozémoch odhalené klasickym cytogenetickym

hodnotenim karyotypu, Obrazok ¢. 3, 4,5, 6,7, 8,9, 10, 11.
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I. Patogénne varianty objavené metédami MLPA a microarray

V tejto skupine sa nachadzaju zistené CNV varianty s patologickym a nejasnym vyznamom
ziskané DNA analyzou metddami MLPA a microarray. U 8 plodov boli zistené patogénne
varianty (7x muzské a 1x Zenské pohlavie) a u 11 plodov varianty nezndmeho vyznamu (8x
muzské a 3x Zenské pohlavie). Kompletné udaje k jednotlivym pripadom sa nachadzaju
v prilohe v Tabulke Il a lll. Vysledky analyzy su rozdelené do podskupin podla indikacie ku

genetickému vysetreniu.

Pacientky s pozitivnym skriningom v 1. trimestri

U plodov pacientiek z ¢islom 16, 19 a 33 bolo indikované genetické vysetrenie na zaklade
pozitivneho skriningu v 1. trimestri, bez morfologickych zmien. U vSetkych 3 pacientiek bola

odobratd vzorka choriovych klkov, analyzovand metédou MLPA a microarray.

U plodov muZského pohlavia pacientiek ¢. 16 a 19 bola zistena metédou MLPA (probemixy
P250 a P311) duplikacia na chromozéme 22 v oblasti q11.2 (gény CLTCL1, HIRA, CDCA45,
CLDNS5, GP1BB, TBX1, TXNRD2, DGCRS8, ZNF74, KLHL22, MED15, SNAP29, LZTR1), metddou
microarray bola uréena velkost mikroduplikacie na 2,585 Mb a doplnené gény, ktoré boli
v oblasti duplikované. Tato varianta je pre oba plody patologicka, oznacuje sa

ako Mikroduplika¢ny syndrém (OMIM #608363).

U plodu muzského pohlavia pacientky €. 33 bola metdédou microarray na kratkom ramienku
chromozému X v oblasti 22.31 najdena delécia, ktora zahrnala 4 gény (PUDP, STS, VCX,
PNPLA4). Delécia je u jedincov muZského pohlavia spojenda zo vznikom X — viazanej
ichthyézy (OMIM #308100). U matky plodu sa dalSou analyzou zistila pritomnost
heterozygotnej delécie vtejto oblasti, ¢o znamena, Ze je prenasackou X — viazanej

ichthydzy.



Pacientky s indikdciou izolovanej vrodenej poruchy u plodu

U plodu muiZského pohlavia pacientky ¢. 2 bolo genetické vySetrenie indikované
z dovodu nalezu Fallotovej tetraldgie. Cytogenetickym hodnotenim sa v karyotype nasla
iba benigna varianta pericentrickej inverzie na 9 chromozéme. Nasledne analyzou MLPA
— probemix P250 a P311, bola zistena delécia na dlhom ramienku chromozému 22
v oblasti 11.2 o velkosti cca 2 Mb, zasahujuca gény CLTCL1, HIRA25, CDC45, CLDNS5,
GP1BB, TBX1, TXNRD2, DGCRS8, ZNF74, KLHL22, MED15, SNAP29, LZTR1. Tato delécia
odpoveda DiGeorgeovmu syndrému (OMIM #188400).

Genetické vysSetrenie u plodu muiského pohlavia pacientky €. 13 bolo indikované
z dévodu pritomnosti cyst choroidalneho plexu, po ultrazvukovom vysetreni v 23 tyzdni
tehotenstva. Cytogenetickym hodnotenim karyotypu sa pritomnost aberacie nezistila.
Analyzou MLPA (probemix P297 a P343) bola odhalena duplikacia na kratkom ramienku
chromozému 16 v oblasti 11.2 o velkosti 542 kb azahfnala gény SPN, MAZ, MVP,
SEZ6L2, HIRIP3, HIRIP3, DOC2A, MAPK3, zdedena od matky — mikroduplikacny syndrém
(OMIM # 614671). Analyzou microarray technikou bol presne stanoveny rozsah aberacie
a doplnené zduplikované gény. Materndlne zdedena varianta bude mat pravdepodobne

patologicky dopad na fenotyp plodu.

Pacientky s indikdciou mnohopocetnych vrodenych portch u plodu

U plodu muzského pohlavia pacientky ¢. 6 bolo ultrazvukovym vysSetrenim v 17. tyzdni
tehotenstva zistené ekvinovardzne postavenie dolnych konéatin, defekt komorového
septa (VSD) a megavesica. Cytogenetickym hodnotenim karyotypu sa nenasla Ziadna
aberacia. Metédou MLPA (probemix P250 a P311) sa zistila pritomnost delécie na dlhom
ramienku chromozdmu 22 s chybajicimi génmi CLTCL1, HIRA25, CDC45, CLDN5, GP1BB,
TBX1, TXNRD2, DGCRS8, ZNF74, KLHL22, MED15, SNAP29 a LZTR2. Na zaklade tohto
vysledky bol u plodu preukazany DiGeorgov syndrém (OMIM #188400), ktory zdedil od

matky.
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U plodu muzského pohlavia pacientky €. 37 boli ultrazvukovym a MRI vySetrenim zistené
mnohopocetné vyvojové poruchy — dextropozicia srdca v dosledku lavostrannej
brani¢nej hernie, Arnold — Chiariho malformacia, vyrazna dilatacia postrannych komoér,
mozockové tonzily su zostupené do chrbticového kandlu a lumbalna meningomyelokéla.
V 21. tyzdni tehotenstva dosSlo k umelému preruseniu tehotenstva. Cytogenetickym
hodnotenim sa nezistila pritomnost aberacie, metafazne chromozémy na preparate mali
nizsiu kvalitu. Nasledne sa metédou MLPA — probemixy P036, P070, P245, P311, P250
rovnako nezistila pritomnost aberacie. Az technikou microarray bola zistend pritomnost
parcidlnej mozaicistnej trizomie na dlhom ramienku chromozému 12 v oblasti q24.32 -
g24.33 o velkosti 7,476 Mb zasahujuca 23 OMIM génov. Mozaika bola zastlpena asi

v 32% buniek a ma patologicky vyznam pre plod.

U plodu Zenského pohlavia pacientky €. 38 bolo UZ vySetrenim v 21 tyZzdni abnormalny
nalez v oblasti zadnej jamy lebecnej, mozocek vtvare bandnu, rozSirenie lavej
postrannej komory, razStep v oblasti sakrdlnej casti chrbtice vrozsahu asi 2 cm,
deformita lavej nohy pes calcaneus, skrining v prvom trimestri bol negativny. Doslo
k umelému preruseniu tehotenstva. Karyotyp analyzovaného potratového tkaniva bol
negativny. Microarray technikou sa zistila pritomnost delécie na dlhom ramienku
chromozému 2 v oblasti g35 - q36.1 o velkosti cca 3 Mb, zasahujuca 7 OMIM génov
medzi ktorymi bol OMIM morbidny gén PAX3. Analyzou genetického materialu metédou
MLPA bol nalez potvrdeny (Obrazok ¢. 2). Tato varianta vysvetluje fenotyp plodu a ma

patologicky vyznam.

Obrazok ¢. 2 Elektroforeticky zaznam MLPA analyzy (probemix P186) vzorky
potratového tkaniva plodu pacientky ¢&. 38. Cervené body predstavuju heterozygotnu

deléciu génu PAX3.
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Il. Varianty neznameho vyznamu objavené metédami MLPA a microarray

Pacientky s pozitivnym skriningom v 1. trimestri

U plodu muzského pohlavia pacientky €. 7 bola UZ vySetrenim zistena zvySend hodnota
nuchdlnej translucencie 4,6 mm. Technikami MLPA (probemixy P250, P311, P036, PO70
a P297) a microarray bola najdenda mikrodelécia na dlhom ramienku chromozému 7
v oblasti 35 o velkosti 792 kb. V tejto oblasti sa nachadza gén CNTNAP2 a tato varianta
je momentalne uvadzand s nejasnym vyznamom. Mutacie v tomto géne su v databdze

OMIM spdjané s CDFES (# 610042) alebo PTHSL1 syndromom (# 610042).

U plodu muzského pohlavia pacientky €. 9 bola UZ vySetrenim zistena zvySend hodnota
nuchalnej translucencie 5 mm. Technikami MLPA a aCGH bola zistend pritomnost
mikroduplikacie na dlhom ramienku chromozému 13 v oblasti 12.11 o velkosti 832 kb
zo zduplikovanymi génmi TPTE2, MPHOSPHS, PSPC1, ZMYM5, ZMYM2, GJA3 a GJB2.

Tato varianta bola zdedend od otca a ma pre plod nejasny vyznam.

U plodu muzZského pohlavia pacientky ¢. 15 UZ vySetrenim zistend zvySena hodnota
nuchdlnej translucencie 3,4 mm. Metéddou MLPA (probemixy P036, P070,P250,P245
a P311) bola zistenad pritomnost mikroduplikacie o velkosti 500 kb obsahujica OMIM
gén RPH3AL, ktory sa nachddza na kratkom ramienku 17 chromozému v oblasti 13.3,
zdedeny materndlne. MézZe sa jednat o SNP variantu, ktora ovplyviiuje nasadanie sondy.
Pre plod ma varianta nezndmy vyznam. Analyzou génu FMR1 na chromozdme X sa zistila
pritomnost opakovani CGG nad 200, ¢o pre plod znamena syndrém Fragilného

chromozému X, matka je prenasackou premutovanej varianty.

U plodu muzského pohlavia pacientky ¢. 17 sa UZ vySetrenim zistila zvySend hodnota
nuchalneho prejasnenia 3,5 mm. Zlyhala kultivacia buniek z choriovych klkov, preto
nebolo mozné cytogenetické vysetrenie karyotypu. Metddou MLPA (probemixy P036,
P070, P245, P311, P250 a P096) sa v gendme zistila pritomnost mikroduplikacie na
kratkom ramienku chromozému 12 v oblasti 13.33, kde sa nachadza gén KDM5A. Tidto

variantu plod zdedil od svojej matky a v databazach je uvedend s nejasnym vyznamom.
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U plodu Zenského pohlavia pacientky ¢.26 bola metddou MLPA (probemix ME028)
zaznamenana delécia v dvoch génoch (TUBGCP5, NIPA1) na 15 chromozdéme v oblasti
g11.2, metédou microarray bola uréena presna velkost 451,887 kb a doplnené gény
(WHAMMP3, PDCD6IPP1, NIPA2, CYFIP1, ELMO2P1), ktoré boli v oblasti deletované.
Zisteny profil nezodpoveda syndrému Prader-Willi. Delécia tychto génov je v databdzach
uvadzand v spojitosti s 15q11.2 dele¢nym syndrémom (OMIM # 615656), u ktorého su
pritomné poruchy spravania a neuropsychické poruchy. Avsak tym, Ze je delécia
zdedend od zdravej matky, ma pre plod nejasny vyznam. Dalej sa technikou microarray
zistila pritomnost troch aberacii s nezndmym vyznamom, ktoré plod zdedil od otca.
Mikroduplikdcia na dlhom ramienku chromozému 213 o velkosti 102,261 kb s dvoma
duplikovanymi génmi MALL a NPHP1 — tento gén v duplikovanej forme je spojeny
s neurovyvojovymi poruchami vratane poruchy autistického spektra (Roberts et al.,
2014; Yasuda et al., 2014, Kishimoto et al., 2017; OMIM * 607100) a dve mikrodelécie
na chromozéme 7q36 o velkosti 42,421 kb s deletovanym génom CNTNAP2 (OMIM #
610042) a chromozéme 2122.11 - q22.12 o velkosti 170,515 kb s deletovanymi génmi
KCNE2, SMIM11A, SMIM34A, FAM243A, KCNE1 a RCAN1.

U plodu muZského pohlavia pacientky €. 29 sa UZ vySetrenim zistilo zvySené Sijové
prejasnenie 2,6 mm. Vdaka nizSej kvalite metafaz pri cytogenetickom hodnoteni bola
doporucena microarray analyza, ktorou sa nasla mikrodelécia na chromozéme Xq25
o velkosti 391 kb zasahujuca gén ACTRT], ktory plod zdedil od matky a v databazach je
tdto varianta popisovand ako nejasnd. AvSak objavuju sa moziné spojitosti mutacii

v tomto géne s muzskou neplodnostou (OMIM # 617187, Sha et al., 2021).

U plodu muzského pohlavia pacientky ¢. 34 bol cytogenetickym hodnotenim stanoveny
fyziologicky karyotyp, technikou microarray sa zistila pritomnost mikroduplikacie na
chromozéme Xq21, zasahujucej gén PCDH11X. V databazach je tato varianta popisovana
S nejasnym vyznamom pre svojho nositela. Su vsak pritomné dohady o moznej spojitosti

s Alzheimerovou chorobou (OMIM * 300246, OMIM * 300756).

U plodov (geminy) pacientky ¢. 36 doslo v 35. tyzdni tehotenstva k odumretiu. U plodu
B sa technikou MLPA (probemixy P036, P070, P245 a P096) zistila pritomnost dvoch

terminalnych mikrodelécii na chromozéme 19q13.43 (CHMP2A) a chromozéme 20p13
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(SOX12, ZCCHC3). Velkost mikrodelécii sa touto technikou stanovit nepodarilo. Karyotyp
sa vysetrit nepodarilo lebo zlyhala kultivacia. U druhého plodu sa tieto mikrodelécie
nezistili. CMA metéda nebola indikovana, lebo material bol zaslany z externého
pracoviska a matka nebola dostupnd pre dalSiu genetickd konzultdciu. Pri¢ina

spontanneho Umrtia plodov sa neobjasnila.

U plodu Zenského pohlavia pacientky €. 42 na vySetrenim pomocou ultrazvuku objavilo
zvySenie Sijového prejasnenia 4,1 mm. Cytogenetickym hodnotenim karyotypu sa
nezistila pritomnost aberacie, ale technikou SNP microarray sa nasla heterozygotna
delécia génov NPHP1 a MALL na chromozdéme 2g13 (OMIM # 256100) o velkosti 93,174
kb. V databdzach je tento typ varianty uvadzany s neznamym vyznamom pre svojho
nositela. Vtakomto pripade sa vsak mobZe jednat o prendsaéstvo nefronoftyzy
av pripade ultrazvukom detegovanej poruchy urotraktu je urcite vhodné urobit

sekvendciu druhej kdépie génu.

Pacientky s indikdciou izolovanej vrodenej poruchy u plodu

U plodu muzského pohlavia pacientky €. 10 sa ultrazvukovym vysetrenim v 13. tyzdni
tehotenstva zistila patoldgia na vsetkych 4 koncatindch, presiaknutie Sije az 15 mm,
nizko postaveny lavy usny lalok. Analyzou genetického materidlu technikou microarray
sa zistila pritomnost mikrodelécie na dlhom ramienku 3 chromozému o velkosti 8,3 kb,
zasahujlca gén TP63. Variantu plod zdedil od matky a v databazach je popisovana ako
nejasna. Delécia tohto samotného génu s fenotypom nesuvisi. Tento gén vystupuje ako
izoformicka varianta tumor supresorového génu TP53. V databdzach su popisované

rozsiahlejsie delécie v tejto oblasti ako patologické.

U plodu muzského pohlavia pacientky €. 30 sa fetalnym echokardiografickym vySetrenim
zistila pritomnost rozvijajucej sa aortalnej stendzy. Zhodnotenim karyotypu a metddou
MLPA (probemix P250 a P311) sa pritomnost aberacie v gendme nenasla. Metddou SNP
array sa nasla na dlhom ramienku 11. chromozédmu pritomnost maternalne zdedenej

mikrodelécie o velkosti 284 kb, zasahujuca gén DYNC2H1. Tento gén je spojeny so
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syndrémom kratkeho rebra a polydaktylie, comu fenotyp plodu nezodpoveda. Varianta

je v databdzach popisovand ako nejasna.

ll. Struktirne zmeny na chromozémoch odhalené klasickym cytogenetickym

hodnotenim karyotypu

Do tejto kategérie bolo zaradenych 22 plodov, uktorych boli cytogenetickym
hodnotenim karyotypu zistené chromozédmové aberacie. Ndlezy su rozdelené podla
indikacie ku genetickému vySetreniu. Podrobné wvysledky Strukturdlnych

chromozomadlnych aberdcii su uvedené v tabulke €. VI.
Pacientky s pozitivnym skriningom v 1. trimestri

U plodu Zenského pohlavia pacientky ¢. A3 bol ultrazvukovym vySetrenim v 11. tyzdni
tehotenstva v brusnej dutine viditelny cysticky dvojkomorovy anechogénny utvar
velkosti cca 8x8x6mm, zacinajuci celkovy hydrops a zvySend hodnota NT=2,8 mm. V 14.
tyzdni bolo UZ vySetrenie s normalnym ndlezom. Cytogenetickym hodnotenim sa zistila
v karyotype v dvoch bunkach pritomnost marker chromozému a v jednej bunke trizémia
7. chromozému. Analyzou DNA metddou MLPA (probemixy P036, P245, P311 a P250) sa
pritomnost abnormality nenasla. Vtomto pripade sa mbZe jednat o sekundarne

vzniknuty kultiva¢ny artefakt.

U plodu Zenského pohlavia pacientky €. A7 bolo indikované genetické vysetrenie na
zaklade pozitivneho skriningu v 1. trimestri azvySenej hodnote NT=8. Podla UZ
vySetrenia bol plod v poriadku. Cytogenetickym hodnotenim karyotypu sa zistila v dvoch
bunkach strata kratkeho ramienka chromozému 12 av dvoch bunkach monozémia
chromozému X, 47,XX+mar(2]/47,-12,+fis(12)(q10),+fis(12)(q10)[1]/
46,XX,del(12)(p10)[1]/45,X,del(12)(p10)[1],45,X[1]/chrb(5)(p?13)[1]/46,XX[26]

(Obrazok ¢. 3). Analyzou DNA technikou microarray sa Ziadne aberdcie nenasli.
Pravdepodobne sa jedna o kultivacny artefakt alebo syndrom chromozomalnej

nestability.
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Obrazok ¢. 3 Zaznam karyotypu z cytogenetického hodnotenia plodu pacientky A7
(Autor: RNDr. Pavlina Capkovd, Ph.D, Ustav lékaiské genetiky FN OL). Sipkou je

vyznacenad strata kratkeho ramienka chromozému 12.
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U plodu Zenského pohlavia pacientky ¢. A10 bolo indikované genetické vySetrenie na
zaklade pozitivneho skriningu v 1. trimestri. Cytogenetickym hodnotenim karyotypu sa

odhalila balansovanad translokacia medzi chromozémami 10 a 17 (Obrazok ¢. 4).

Obrazok €. 4 Zaznam karyotypu z cytogenetického hodnotenia plodu pacientky A10

(Autor: Jana Kfepska, Ustav lékaFské genetiky FN OL)
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U plodu muzského pohlavia pacientky ¢. A13 bolo indikované genetické vysetrenie na
zaklade pozitivneho skriningu v 1. trimestri a veku matky. Cytogenetickym hodnotenim
karyotypu sa zistilo, Ze plod ma chromozdmovu konstituciu 46,XX. Pacientke sa narodil
zdravy chlapec. Opakovanym vySetrenim DNA z plodovej vody sa rovnako zistila
pritomnost konstitucie 46,XX a nepritomnost chromozému Y. Postnatalnym genetickym
vySetrenim buniek z periférnej krvi a buniek s bukdlneho steru sa cytogenetickym
vySetrenim (karyotyp, FISH) potvrdila konstitucia 46,XX. Momentdlne prebieha

celoexdmové vysetrenie DNA v Prahe na Ustave biologie a |ékaFské genetiky v Motole.

Pacientky s pozitivnym triple testom

U plodu Zenského pohlavia pacientky €. A6 bolo indikované genetické vysetrenie na
zaklade pozitivneho triple testu v Il. trimestri. Cytogenetickym hodnotenim karyotypu
sa odhalila balansovana translokacia medzi chromozémami 5 all
[46,XX,t(5;?11)(p?15;p?15)mat]. Aberaciu plod zdedil od matky. MLPA analyza bola
negativna (P036, P070).

U plodu Zenského pohlavia pacientky ¢. A1l bolo indikované genetické vySetrenie na
zaklade pozitivneho triple testu v Il. trimestri. Cytogenetickym hodnotenim karyotypu
sa zistila pritomnost balansovanej translokacie medzi chromozémami 7 a 10 (Obrazok ¢

5). Analyza technikou microarray bola negativna.
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Obrazok €. 5 Zaznam karyotypu z cytogenetického hodnotenia plodu pacientky All

(Autor: Jana Krepska, Ustav lékarské genetiky FN OL)
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Pacientky s indikdciou prenosu Strukturnej chromozomadlnej anomadlie v rodine, bez

pritomnosti morfologickej poruchy na UZ

U plodu Zenského pohlavia pacientky ¢. A4 bolo indikované genetické vysetrenie na
zaklade pritomnosti balansovanej translokdcie medzi chromozémami 5 a 11 u matky
plodu. Tato balansovana translokdcia bola potvrdena aj u plodu. Analyza MLPA metédou

bola negativna.

U plodu muzského pohlavia pacientky ¢. A5 sa cytogenetickym hodnotenim karyotypu
odhalila inverzia na chromozéme 1 [46,XY,inv(1)(p33g44)pat] (Obrazok ¢. 6). Tuto

aberaciu plod zdedil od svojho otca.



Obrazok ¢. 6 Zaznam karyotypu z cytogenetického hodnotenia plodu pacientky A5

(Autor: Markéta Routilova, Ustav lékaiské genetiky FN OL)
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U plodu Zenského pohlavia pacientky €. A8 na zaklade indikacie diabetes melitus II. typu
u pacientky, sa cytogenetickym hodnotenim zistila pritomnost Robertsonskej

translokacie medzi chromozémami 13 a 14 [45,XX,t(13,14)(q10:q10)] (Obr. &. 7).

Obrazok ¢. 7 Zaznam karyotypu z cytogenetického hodnotenia plodu pacientky A8

(autor: Markéta Routilova, Ustav lékaiské genetiky FN OL)
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U plodu muzského pohlavia pacientky €. A9 bola na zaklade pritomnosti Robertsonske;j
translokacie medzi chromozémami 14 a 21 u pacientky indikované genetické vySetrenie.
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Cytogenetickym hodnotenim karyotypu plodu sa zistila pritomnost rovnakej
Robertsonskej translokdcie ako u matky [45,XY,der(14;21)(g10;q10)mat], ktord je bez

klinického dopadu pre svojho nositela.

U plodu muiského pohlavia pacientky ¢. Al bolo indikované genetické vysetrenie
z dévodu pritomnosti inverzie na 10. chromozéme u pacientky
[46,XX,inv(10)(g23.3925.1)]. Cytogenetickym hodnotenim karyotypu sa potvrdila
pritomnost tejto inverzie u plodu [46, XY, inv (10)(q2?292?5)mat]. Analyzou SNP array

sa nenasla Ziadna abnormalita.

U plodu muzského pohlavia pacientky ¢. A12 sa ultrazvukovym vySetrenim v 22. TyZdni
tehotenstva zistila pritomnost agenézy corpus callosum. Cytogenetickym hodnotenim
karyotypu sa odhalila pritomnost balansovanej translokacie medzi chromozémami 5

a 19 [46,XY,t(5;19)(9?12;p?13.2)]. Analyzou SNP array sa nenasla Ziadna abnormalita.

U plodu Zenského pohlavia pacientky ¢. A14 bolo indikované genetické vySetrenie na
zaklade prendsadéstva balansovanej translokdcie medzi chromozémami 13 a 20 u otca
plodu. Plod zdedil tuto aberdciu od otca vo forme balansovanej translokdcie

[46,XX,t(13,20)(g32,913.3)pat], ¢o by nemalo mat vyrazny dopad na fenotyp plodu.

U plodu muzského pohlavia pacientky ¢. A16 bola cytogenetickym hodnotenim zistena
pritomnost nebalansovanej translokdacie medzi chromozémami 7 al0 -
46,XY,der(7)t(7;10)(936.1;925.1)pat. Plod tuto variantu zdedil od otca, ktory bol
nositeflom balansovanej translokdcie medzi tymito chromozdémami. Microarray
technikou boli Specifikované miesta zlomu na chromozéme 7. I1Slo o deléciu v oblasti
7936.1-936.3 (9,761 Mb) a na chromozéme 10 duplikacia v oblasti q24.31 - ¢26.3
(32,673 Mb). Zdedenie takéhoto nebalansovaného chromozému ma pre plod

patologicky vyznam.

U plodu Zenského pohlavia pacientky ¢. A18 bola cytogenetickym hodnotenim (Obrazok
¢. 8) zistena pritomnost nebalansovanej translokacie rekombinantného chromozému 4
- 46,XX,rec(4)dup(4p)inv(4)(p14q33)pat. Metddou MLPA bola pouzitymi prébami P245
a P070 zistenad duplikacia v oblasti 4p16.3 a prébou P070 delécia v oblasti 4g35.2.
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Varianta bola zdedena od otca 46,XY,inv(4)(p14,q33). Tato aberacia bude u plodu

s najvacsou pravdepodobnostou asociovana s abnormalnym fenotypom.

Obrazok €. 8 Cytogeneticky ndlez u plodu pacientky A18 na chromozéme 4 -
nebalansovand translokdcia rekombinantného chromozému. (Autor: Jana Krepska,
Ustav lékarské genetiky, FNOL, ideogram

https://genetics.pediatrics.med.ufl.edu/teaching-resources/ chromosome-

ideagrams/)

U plodu Zenského pohlavia pacientky ¢. A19 bola cytogenetickym hodnotenim zistena
pritomnost nebalansovanej translokacie medzi chromozémami 6 a 13 (Obrazok ¢. 9)
Pouzitim MLPA préb P036 aP070 bola zistend duplikdcia na dlhom ramienku
chromozému 6 a delécia na dlhom ramienku chromozému 13
[46,XXder(13)t(6;13)(q?24;934)pat]. Tuto nebalansovanu konstitluciu plod zdedil od

svojho otca. Pre plod ma varianta patologicky charakter.
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Obrazok ¢. 9 Cytogeneticky nalez u plodu pacientky A19 na chromozéme 13 -
nebalansovana translokdcia medzi chromozémami 6 a 13. (Autor: Jana Kiepska., Ustav
lékarské genetiky, FNOL, zdroj ideogram

https://genetics.pediatrics.med.ufl.edu/teaching-resources/ chromosome -

ideagrams/).
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U plodu muzského pohlavia pacientky. U pacientky ¢. A20 po IVF doslo k spontannemu
potratu v 7-8 tyzdni tehotenstva. Z analyzy potratového tkaniva bola cytogenetickym
hodnotenim zistend pritomnost nebalansovanej translokacie trizémie chromozému 14
[46,XY,der(13;14),+14mat]. Nalez bol overeny probemixami P036 a PO70 (Obrdazok ¢.
10). U matky plodu bola zistend Robertsonskd translokacia medzi chromozémami 13

al4.

Obrazok €. 10 Zaznam z analyzy metéddou MLPA — préba P070. Na obrazku je zachytena

pritomnost duplikacie (modré body) na chromozéme 14.
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U pacientky ¢ A21 doSlo v17. tyidni tehotenstva kspontdnnemu abortu.
V prvotrimestralnom skriningu bola zistend zvySend hodnota NT 4,8 mm.
Cytogenetickou analyzou tkaniva plodu bola zistend nebalansovana translokacia
46,XY,der 16t(16;21) - parcidlna duplikacia termindlnej casti kratkeho ramienka
chromozému 16 o velkosti 19,116 Mb a parcidlna delécia termindlnej casti dlhého
ramienka chromozému 21 ovelkosti 4,492 Mb, rozsah aberacie bol Specifikovany
technikou microarray. Aberaciu plod zdedil od matky, ktora mala balansovanu
translokdciu 46,XX, t(16;21)(p13.2?;922.3?). Chromozomalna aberacia bola s vysokou

pravdepodobnostou pri¢inou intrauterinneho umrtia plodu.

Pacientky s indikdciou izolovanej vrodenej poruchy u plodu

U plodu muzského pohlavia pacientky ¢. A15 bolo ultrazvukovym vysetrenim v 13. tyzdni
tehotenstva zistené skratenie femurov na oboch dolnych koncatinach plodua NT 4 mm.
Cytogenetickym hodnotenim sa v karyotype nezistila pritomnost aberacie. Metddou
FISH sa zistila pritomnost nebalansovanej prestavby medzi chromozémami 10 a 18
46,XY,ish der(18)t(10;18)(pter+;pter-) MLPA — probemixy P311, P250 a P245, sa zistila
pritomnost duplikacie na dlhom ramienku chromozému 22 v oblasti 11.2. Postnatalne
bol chlapéek dovySetreny microarray technikou andlez sa potvrdil
arr[GRCh37]10p15.3p14(130,294-11,771,542)x3,18p11.32p11.23(136,226,057-

8,057,394)x1,22911.31(18,649,166-21,465,659)x3. Varianta bola pre plod patologicka,
¢o mozno pozorovat na fenotype narodeného chlapca. Od 3 mesiacov ma epileptické
zachvaty, ktoré ustupili po medikacii. Psychomotoricky vyvoj je oneskoreny, pritomné
st dysmorfické rysy — nezostUpeny semennik, ploché zahlavie, preaurikularne fistuly

a protruzia jazyka.

U plodu Zenského pohlavia pacientky ¢. A22 podrobnym ultrazvukovym vySetrenim v 21
tyzdni tehotenstva bol zisteny anhydramnion a nezobrazitelny urotrakt. Podla MRI
vySetrenia na Ziadnej z vyhotovenych sekvencii neboli pritomné obli¢ky plodu. Nalez bol
uzavrety ako bilaterdlna agenéza obliciek. Cytogenetickym hodnotenim karyotypu sa

zistila pritomnost nebalansovanej prestavby chromozémov 9 a 15, ktord viedla
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k parcidlnej monozémii chromozému 15 [45,XX,-15,der(15)t(9;15)(q34;9?14)].
Molekuldrne cytogenetickymi metdédami sa zistila pritomnost heterozygotnej delécie na
dlhom ramienku chromozému 15 v oblasti 11.2 — 14 (metylacne Specificky probemix
MEO028) (Obrazok €. 11). Tato delécia zahfia 13 OMIM morbidnych génov, ktoré su
kauzalne u syndrému Prader-Willi (OMIM #176270). Na zaklade vysledku metylacného

profilu je delécia paterndlneho p6vodu.

Obrazok €. 11 Zaznam z analyzy metddou MLPA - metylacne Specificky probemix ME028.
Na hornej polovici obrazku je viditelna delécia na 15. chromozéme (Cervené body) a na
spodnej polovici obrazku je pritomny metylacny profil = pritomnost len paternalnej alely

(modré body).
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Pacientky s indikdciou mnohopocetnych vrodenych portch u plodu

U plodu muzského pohlavia pacientky €. A2 bola ultrazvukovym vySetrenim v 13. tyzdni
tehotenstva zistena polydaktylia (6 prstov) na hornej koncatine, mikromandibula
a mikrognatia. Cytogenetickym vySetrenim sa v karyotype zistila pritomnost aberacie na
dlhom ramienku chromozomu 14 [46,XY,del(14)(922qg23)]. Technikami MLPA
a microarray bola upresnena velkost delécie na 7,733 Mb, vtejto oblasti bolo
deletovanych 40 OMIM génov (Capkova et al., 2017). Uvadzana delécia je v databazach

popisovana ako pravdepodobne patogénna.
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U plodu muZského pohlavia pacientky ¢. Al17 bolo podrobnym ultrazvukovym
vysetrenim v 13. tyZzdni tehotenstva zistend pritomnost agenézy corpus callosum,
colpocefdlie, miernej bilateralnej ventrikulomegdlie a dve cievy v pupocniku.
Cytogenetickym hodnotenim karyotypu sa zistila pritomnost terminalnej delécie na
dlhom ramienku chromozému 18 od oblasti 21.1. Metddou microarray bol uréeny
rozsah delécie na 30,788 Mb a v tejto oblasti chybalo 65 OMIM génov. Tato varianta ma

pre plod patologicky vyznam.
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IV. Tabulky

Tabulka ¢. | Vysledky cytogenetickej analyzy karyotypu - Udaje zaznamendvaju ndlezy aneuploidii autozémov a gonozémov, ktoré uz neboli zahrnuté do
analyzy molekularne cytogenetickymi metddami (MLPA, microarray).

2015 2016 2017 2018 2019 2020 CELKOM
XX Xy XX Xy XX Xy XX Xy XX Xy XX Xy
Patau syndrém Volna trizémia 1 - - 1 - 1 1 1 1 - - -
Translokaénd forma - - 1 - - - - 1 - - - -
Mozaika - - - - - - - - - - - - 0
Edwards syndrém | Volna trizémia 2 1 - 1 - 2 3 2 1 3 2 3 20
Mozaika - - - - - - - - - 1 , _ 1
Down syndrém Volnd trizémia 4 8 5 2 9 9 4 4 5 3 3 3 59
Translokacna forma - - - - - - - - - - - 1
Mozaika - - - 3 - - - - - - - - 3
Turner syndrém Volna trizdmia - - - - - - - - - - 2 - 2
Mozaika 1 - - - - 1 - - 2 - - 5
Klinefelter i i i i i i ) ) ] ] ] 1 1
syndrom Mozaika
Triploidie - - - 2(XXY) - - - - - 1(XXY) - - 3
1
- - - - - - - - 1 - - (mozaika 2
Trizomia 18+21 chr.18)
Trizémia chr. 9 - 1 - - - - - - - - - - 1
Trizémia chr. 20 1 - - - - - - - - - - - 1
107
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Tabulka €. Il Podrobny suhrn vysledkov z analyzy molekularne cytogenetickymi technikami (MLPA, microarray) u plodov z fyziologickym karyotypom, za obdobie od roku
2015 - 2020. Zaznamenané su varianty s patologickym vyznamom, uvedené s len OMIM gény.

Rozsah
N T Fenotyp Material Karyotyp MLPA Microarray aberacie OMIM Gény Syndrém
22q11.2
2. rsa 22q11.(P250-B2, CLTCL1, HIRA25, CDC45, CLDN5, GP1BB, TBX1, TXNRD2, Mikrodeleény
- Fallotova tetraldgia pv 46,XY,inv(9) | P311-A2)x1 - 2,1 Mb DGCRS, ZNF74, KLHL22, MED15, SNAP29, LZTR1 syndrém
Megavesica, rsa22q11.2(P245-B1, 22q11.2
6. equinovardzne P250-B2,P311-A2)x1 CLTCL1, HIRA25, CDC45, CLDNS, GP1BB, TBX1, TXNRD2, Mikrodeleény
16+4 | postavenie DK, VSD pv 46,XY mat - 2,1 Mb DGCRS, ZNF74, KLHL22, MED15, SNAP29, LZTR1 syndrém
SLC7A5P1, SPN, QPRT, C160rf54, KIF22, MAZ, PRRT2,
arr[GRCh37]16p11.2(29,6 PAGR1, MVP, CDIPT, SEZ6L2, ASPHD1, KCTD13, TAOK2, 16p11.2
Cysty chorioidalneho rsa 16p11.2(P297-C1, | 22,813_30,165,725)x3 HIRIP3, DOC2A, ALDOA, PPP4C, TBX6, YPEL3, GDPD3, Mikroduplikaény
13. | 23 plexu pv 46,XY P343-C3)x3 mat 0,542 Mb | MAPK3 syndrém
PRODH, DGCR2, DGCR14, TSSK2, GSC2, SLC25A1, CLTCL1,
DVL1P1, HIRA, MRPL40, UFD1L, CDC45, CLDN5, SEPTS,
GP1BB, TBX1, GNB1L, TXNRD2, COMT, ARVCF, DGCRS,
TRMT2A, RANBP1, ZDHHCS, RTN4R, DGCR6L, GGTLC3,
arr[GRCh37]22q11.21(18 RIMBP3, ZNF74, SCARF2, MED15, PI4KA, SERPIND1,
Pozitivny rsa 22q11.2(P250- 919942 _21505417)x3 SNAP29, CRKL, AIFM3, LZTR1, THAP7, P2RX6, SLC7A4, 22q11.21 Duplikaény
16. | 13 I.trim.skrining, NT 3,3 cvs 46,XY B2)x3 mat 2,585 Mb | BCRP2, E2F6P2 syndrém
PRODH, DGCR2, DGCR14, TSSK2, GSC2, SLC25A1, CLTCL1,
DVL1P1, HIRA, MRPL40, UFD1L, CDC45, CLDN5, SEPTS,
GP1BB, TBX1, GNB1L, TXNRD2, COMT, ARVCF, DGCRS,
19. TRMT2A, RANBP1, ZDHHCS, RTN4R, DGCR6L, GGTLC3,
RIMBP3, ZNF74, SCARF2, MED15, PI4KA, SERPIND1,
Pozitivny rsa 22q11.(P250-B2, arr[GRCh37]22q11.21(18 SNAP29, CRKL, AIFM3, LZTR1, THAP7, P2RX6, SLC7A4, 22q11.21 Duplikaény
- I.trim.skrining, NT 3,5 cvs 46,XY P311-B1)x3 919942_21505417)x3 2,585 Mb | BCRP2, E2F6P2 syndrém
Ventrikulomegilia,
pozit. 1 trim.skrining, arr[GRCh37]Xp22.31(6,48
33. | 1245 |[NT1,6 cvs 46,XY - 8,721_8,097,511)x0 mat | 1,608 Mb | PUDP, STS, VCX, PNPLA4 X viazana ichtyéza
TMEM132D, FZD10, PIWIL1, RIMBP2, STX2, RAN, GPR133,
arr[GRCh37]12q24.32q24 SFSWAP, MMP17, ULK1, PUS1, EP400, NOCAL, GALNT9,
Mnohopotetné .33(126,301,886_133,777 P2RX2, POLE, PGAMS5, GOLGA3, CHFR, ZNF26, ZNF140,
37. |- vyvojové poruchy* tk 46,XY - ,902)x2-3[0.32] dn 7,476 Mb | ZNF10, ZNF268 Patologickd mozaika
NB chyba, spina bifida s
meningomyelokélou, arr[GRCh37]2935q936.1(2
pes calcaneus na LDK, 21,148,359_224,433,293) Waandenburgov
38. | 2045 |NT1,5 tk 46,XX - x1dn 3,284 Mb | EPHA4, PAX3, SGPP2, FARSB, MOGAT1, ACSL3, KCNE4 syndrém

N éislo pacienta, * Dextropozicia srdca, lavostranna brani¢na hernia ChM, HM, HVm, HPM, lumbalna meningomyelokéla, v hrudnej dutine Zaludok, slezina a celé tenké ¢revo. lava Cast plic
vyrazne hypoplastickd a uloZend v stredovej Ciare, srdce a prava Cast plic dislokované doprava hore a dozadu, pecen pod brénicou. NT 2,7, - Analyza prislusnou metédou nebola vykonang,
neznamy Udaj o tt, TT tyzden tehotenstva, NT nuchalna translucencia, LDK lava dolnd konctina, NB nosna kost, DK dolna konéatina, VSD defekt komorového septa
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Tabulka €. lll Podrobny suhrn vysledkov z analyzy molekuldrne cytogenetickymi technikami (MLPA, microarray) u plodov, za obdobie od roku 2015 - 2020.
Zaznamenané su varianty s nejasnym vyznamom, uvedené su len OMIM gény.

Rozsah
N T Fenotyp Material Karyotyp MLPA aberacie Microarray OMIM Gény
arr
[GRCh37]7935(146,079,235_146,8
7. 13+0 Pozitivny I.trim.skrining NT 4,6 | cvs 46,XY rsa 7q35(CNTNAP2)x1 0,792 Mb 72,072)x1 CNTNAP2
rsa TPTE2, MPHOSPHS, PSPC1,
13q12.11(MPHOSPHS,PSPC1, arr[GRCh37]13912.11(19,972,233 | ZMYMS5, ZMYM2, GJA3,
9. 12+6 Pozitivny I.trim.skrining, NT 5 cvs 46,XY, ZMYM2)x3 0,832 Mb _20,804,712)x3 pat GJB2
Mnohopocetné vyvojové arr[GRCh37]3928(189,363,665_18
10. | 1245 poruchy * cvs 46,XY - 8,3 kb 9,371,964)x1 mat P63
Pozitivny I.trim.skrining, VVP
15. | 13 srdca v predch. grav., NT 3,4 cvs 46,XY rsa 17p13.3(RPH3AL)x3 mat 500 kb - RPH3AL
17. | 13+1 Pozitivny I.trim.skrining, NT 3,5 | cvs nevysetreny - zlyhala kultivacia rsa 12p13.33(KDM5A)x3 mat - KDMS5A
WHAMMP3, PDCD6IPP1,
Tachykardia, Pozitivny rsa 15q11.2(TUBGCPS5, arr[GRCh37]15q11.2(22,765,628- | NIPA1, NIPA2, CYFIP1,
26. | 1245 I.trim.skrining, NT 2,2 cvs 46,XX - nizka kvalita metafaz NIPA1)x1 mat 451,887 kb 23,217,514)x1mat TUBGCP5, ELMO2P1
arr[GRCh37]2q13(110,862,477_11
- 102,261 kb | 0,964,737)x3 pat MALL, NPHP1
arr[GRCh37]7936(147,970,857_14
- 42,421 kb 8,013,277)x1 pat CNTNAP2
KCNE2, SMIM11A,
arr[GRCh37]21g22.11922.12(35,7 | SMIM34A, FAM243A,
- 170,515kb | 34,654_35,905,168)x1 pat KCNE1, RCAN1
nizky mitoticky index (3 arr[GRCh37]Xq25(127,050,472_12
29. | 1342 Pozitivny I.trim.skrining, NT 2,6 | cvs metafazy) - 0,391 Mb 7,441,794)x0 mat ACTRT1
12+6 arr[GRCh37]11g22.3(102,983,567
30. | 20+4 Stendéza aorty, NT 1,8 pv 46,XY - 0,284 Mb 103,268,313)x1 mat DYNC2H1
arr[GRCh37]Xq21.32(91,811,409_
34, | 13+4 Pozitivny I.trim.skrining cvs 46,XY - 0,581 Mb 92,392,650)x2 PCDH11X
Gemini monochoriales
biamniales mortui gr. h. 35,
36. |- plod B tk nevysetreny - zlyhala kultivacia rsa 19q13.43(CHMP2A)x1 - CHMP2A
rsa 20p13(SOX12)x1 - SOX12
Pozitivny kombinovany skrining arr[GRCh37]2q13(110,874,326_11
42. | 13+2 1. trimestru, NT 4,1 cvs 46,XX - 93,174kb 0,967,499)x1 NPHP1, MALL

N cislo pacienta, * nizko postaveny lavy usny lalok, Sijové presiaknutie (Sirka 15 mm), patoldgia vsetkych 4 koncatin: bérec silne deformovany a skrateny na 7 mm, noha vyrazne hypoplasticka -
4 prsty (ektrodaktylia), v kolennom kibe flekénd kontraktdra, talus (¢lenkova kost) v supinacii, NT 15, - Analyza prisludnou metédou nebola vykonand, nezndmy Gdaj o tt, TT tyZdefi tehotenstva,
NT nuchalna translucencia, VVP vrodend vyvojova porucha

XX



Tabulka €. IV Zistené struktirne aberdcie u 13. plodov. Aberacie zistené cytogeneticky, ¢ast potvrdend technikami MLPA a microarray.

N T Material Indikacia Karyotyp/FISH MLPA Microarray Aberacia
Al - pv Pozitivny skrining v I. trimestri 46,XY,inv (10)(g2?2g2?5)mat - Negativna Inverzia
Negativna
Hydrops plodu, cysticky Utvar v (P036,P245,
A3 1046 | cvs brusnej dutine, NT 2,8 47,XX,+mar[21/47,XX,+7[1]/46,XX[40] P311,P250) - Marker chromozém
Negativna (P036,
A4 12+6 | cvs Susp. Cri du chat syndrom 46,XX,1(5;11)(p15.1;p15?2)mat P070, P245) - Balansovana translokécia zdedena od matky
Otec dietata prendasac 46,XY,
A5 2040 | pv inv(1)(q33.3,q44), NT 2 46,XY,inv(1)(p33q44)pat - - Inverzia zdedend od otca
Negativna (P036,
A6 2145 | pv Pozitivny Triple test 46,XX,1(5;?11)(p?15;p?15)mat P070, ME030) - Balansovana translokécia zdedena od matky
47,XX,+mar[21/47,-
12p,+fis(12)(q10),+fis(12)(q10)[1]/
46,XX,del(12)
Pozitivny skrining v I. trimestri, (p10)[1]/45,X,del(12)(p10)[1],45,X[1]/
A7 - pv NT 8 chrb(5)(p?13)[1]/46,XX[26] - Negativna Nespecifickd mozaika
A8 - pv Matka plodu DM II. Typu 45,XX,t(13,14)(q10;q10) - - Robertsonska translokécia
Matka prendsacka 45,XX,der, Negativna
A9 - cvs t(14;21),(q10;910) 45,XY,der(14;21)(q10;q10)mat (MEO032) - Robertsonska translokdcia zdedend od matky
A10 - cvs Pozitivny skrining v I. trimestri 46,XX,1(10,17) - - Balansovana translokacia
All - pv Pozitivny Triple test 46,XX,t(7;10)(q31.2;p?14) - Negativna Balansovana translokacia
Al12 2143 | pv Agenéza c. callosum 46,XY,t(5;19)(q?12;p?13.2) - Negativna Balansovana translokdcia
UZ vy3etrenim zisteny chlapec - de la Chapell
Al13 - cvs Pozitivny skrining v I. trimestri 46,XX - - syndrém
Mierna hydronefréza, otec
prendsac
Al4 - pv 46,XY,t(13;20)(q32;913.3) 46,XX,t(13,20)(932,913.3)pat - - Balansovand translokacia zdedena od otca

N cislo pacienta, -Analyza prislusSnou metédou nebola vykonand, nezndmy Gdaj o tt, TT tyZder tehotenstva, DM diabetes melitus, NT nuchdlna translucencia
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Tabulka €. V Patogénne Strukturne chromozomalne aberacie zachytené cytogenetickou analyzou karyotypu u 9. plodov a overené metédami MLPA a

microarray.
Rozsah
N T Material Indikacia Karyotyp MLPA Microarray aberacie OMIM Gény
Polydaktylia (6X) na HK, arr[GRCh37] 14922.2(52,468,517-
A2(3) 13 pv micromandibula, micrognatia 46,XY,del(14)(q22923) | rsa 14g22.2(P311-A2,P424-B2)x1 60,202,293)x1 7,733 Mb | BMP4
rsa 10p15(P036-E2,P070-B3,P311-
KratSie femury, nuchalna riasa 46,XY,der(18)t(10;18)(p | A2,P245-B1)x3, 18p11.3(P036-
A15(5) 12+2 pv 6,20 mm, NT 4 ter+;pter-) E2,P070-B3,P311-A2)x1 - 3 Mb GATA3, CELF2, ZMYND11
CLTCL1, HIRA, CDC45, CLDNS5,
GP1BB, TBX1, TXNRD2,
rsa22ql11.2(P245-B1,P250- DGCRS, ZNF74, KLHL22,
B2,P311-A2)x3 - 11 Mb MED15, SNAP29, LZTR1
Prenasadstvo balansovanej rsa 7936.3(P036-E2,P070-B3)x1
chromozomalnej aberacie u otca | 46,XY,der(7)t(7;10)(q36 | pat, 10926.3(P036-E2,P070-B3)x3 | arr[GRCh37] 7936.1-
A16(8) | 12+2 |cvs plodu t(7,10), UZ v poriadku .1;g25.1) pat 436.3(149,364,045-159,125,464)x1 | 9,761 Mb | VIPR2
arr[GRCh37]
10024.31926.3(102,760,989-
135,434,178)x3 32,673 Mb | ECHS1, PAOX
Agenéza corpus callosum,
colpocefélia, mierna bilat.
ventrikulomegalia, 2 cievy v rsa 18921.2q23(P036-E2, P070-B3, | arr[GRCh37] 18921.1q23(47223998-
A17(12) | 12+3 |pv pupoéniku 46,XY,del(18)(q21.1) P297-C1)x1 78012829)x1 30,788 Mb | RBFA, TCF4, CTDP1
46,XX,
rec(4)dup(4p)inv(4)(pl | rsa 4p16.3(P070-B3, P245-B1)x3,
A18(23) | 20+2 | pv inv(4) u partnera, UZ v poriadku | 4g33)pat 4q35.2(P070-B3)x1 - PIGG/FRG1
U partnera balansovana 46,XX,der(13)t(6;13)(q? | rsa 6q27(P036-E2, PO70-
A19(25) |- cvs translokacia t(6;13) 24;q34)pat B3)x3,13q34(P036-E2,P070-B3)x1 | - 100 kb PSMB1, TBP
13g34x1 1,3 Mb F7,CDC16
Missed abort in g.h. 7-8, garv po
IVF u matky 45,XX, der 46,XY,der(13;14),+ 14
A20(39) |- tk (13;14)(q10,q10) mat rsa 14q(P036-E2, P070-B3)x3 - CCNB1IP1, MTAL, PARP2
Spont. abort 17+1, rsa 16p13.3(P036-E2, PO70- arr[GRCh37]16p13.3p12.3 (105444-
retroplacentarny hematém, 46,XY,t(16;21) B3,P245-B1)x3, 21¢22.3(P036- 19222095)x3, 21g22.3(43592014-
A21(40) | - tk akutna deciduitis, NT 4,8 (p13.2?;922.3?) E2,P070-B3)x1 4808415)x1 19,116 Mb | POLR3K, CREBBP,
21g22.3x1 4,492 Mb | PRMT2, S100B, DECR2
UUT pre agenézu obliciek v TUBGCP5, NIPA1, MKRN3,
22.g.h, anhydramnion. Mocovy | 45,XX,- MAGEL2, NDN, SNRPN,
mechur nenaplneny, v zaludku 15,der(15)t(9;15)(g34;q arr[GRCh37] 15q11.2q14(22765628- SNRPN, ATP10A, GABRB3,
A22(41) |- tk malé mnoZstvo tekutiny ?14) rsal5q11.2-q13(ME028-C1)xlhet | 34498589)x1 11,732 Mb | OCA2, APBA2

N Cislo pacienta, TT tyZden tehotenstva, -Analyza prislusSnou metédou nebola vykonand, neznamy Udaj o tt, NT nuchalna translucencia, UUT umelé ukoncenie tehotenstva, HK horna koncatina, UZ

ultrazvuk
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Tabulka €. VI Zoznam vSetkych odhalenych patologickych a vous aberacii a balansovanych aberacii
v sibore analyzovanych plodov. Zaznamenana je metdda, ktorou bola varianta zachytena a vyznam

aberdcie pre plod.

ISCN Metoda zachytu Vyznam
aberacie CNV
46,XY,inv(9) rsa 22q11.(P250-B2, P311-A2)x1 MLPA Patologické
46,XY,rsa 22q11.2(P245-B1, P250-B2,P311-A2)x1 mat MLPA Patologické
46,XY, rsa 16p11.2(P297-C1, P343-C3)x3 .
arr[GRCh37]16p11.2(29,622,813_30,165,725)x3 mat MLPA, aCGH Patologické
46,XY, rsa 22q11.2(P250-B2)x3, arr[GRCh37]22q11.21(18919942_21505417)x3 mat MLPA, aCGH Patologické
46,XY, rsa 22q11.(P250-B2, P311-B1)x3, L.
arr[GRCh37]22q11.21(18919942_21505417)x3 MLPA, aCGH Patologické
46,XY,arr[GRCh37]Xp22.31(6,488,721_8,097,511)x0 mat aCGH Patologické
46,XY,arr[GRCh37]12q24.32q24.33(126,301,886_133,777,902)x2-3[0.32] dn aCGH Patologické
46,XX,arr[GRCh37]2¢935¢36.1(221,148,359_224,433,293)x1 dn aCGH Patologické
46,XY,del(14)(922q23), rsa 14922.2(P311-A2,P424-B2)x1 Karyotyp, MLPA, Patologické
46,XY,arr[GRCh37]14q22.2(52,468,517_60,202,293)x1 aCGH g
46,XY,der(18)t(10;18)(pter+;pter-) Karyotyp, MLPA, o
46,XY,rsal0p15(P036,P070,P311,P245)x3;18p11.3(P070,P036,P311)x1, ACGH* Patologické
22911.2(P311,P250,P245)x3
46,XY,der(7)t(7;10)(q36.1;925.1), rsa 7936.3(P036-E2,P070-B3)x1 pat,
10g26.3(P036-E2,P070-B3)x3 pat Karyotyp, MLPA, Patologické
46,XY,arr[GRCh37]7q36.1-936.3(149,364,045_159,125,464)x1 aCGH g
10924.31926.3(102,760,989_135,434,178)x3
46,XY,del(18)(g21.1), rsa 18921.2g23(P036-E2, P070-B3, P297-C1)x1 Karyotyp, MLPA, Patologické
46,XY, arrfGRCh37] 187q21.1q23(47223998 78012829)x1 aCGH g
46,XX, rec(4)dup(4p)inv(4)(pl4g33)pat rsadpl6.3(P070, P245)x3, 4935.2(P070)x1 Karyotyp, MLPA Patologické
46,XXder(13)t(6;13)(g?24;934)pat. rsabq27(P036, P070)x3;13q34(P070,P036)x1 Karyotyp, MLPA Patologické
46,XY, der(13;14),+ 14 mat rsaldq(P036, PO70)x3 Karyotyp, MLPA Patologické
. 2. 2 _ - -
46,XY,t(16;21) (p13.2?;922.3?), rsa 16p13.3(P036-E2, P070-B3,P245-B1)x3, Karyotyp, MLPA, o
21922.3(P036-E2,P070-B3)x1 2CGH Patologické
arr[GRCh37]16p13.3p12.3(105444_19222095)x3, 21q22.3(43592014_4808415)x1
45,XX,-15,der(15)t(9;15)(q34;q?14), rsal5q11.2-q13(ME028-C1)x1het, Karyotyp, MLPA, Patologické
arr[GRCh37] 15q11.2q14(22765628_34498589)x1 aCGH g
46, XX** Karyotyp, aCGH* Patologické

* microarray postnatdlne
** narodeny chlapec

XXIII




Pokracovanie tabulky ¢. VI

ISCN Metoda zachytu Vyznam
aberdcie CNV
46,XY, rsa 79q35(CNTNAP2)x1, arr [GRCh38]7q35(146,079,235_146,872,072)x1 MLPA, aCGH VOUS
46,XY, rsa 139q12.11(MPHOSPHS8,PSPC1, ZMYM2)x3,
arr[GRCh37]13q12.11 (19,972,233_20,804,712)x3 pat MLPA, aCGH Vous
46,XY,arr[GRCh37]3g28(189,363,665_189,371,964)x1 mat aCGH VOuUS
46,XY,rsa|[GRCh37]17p13.3(169,259_183,588)x3 mat MLPA VOuUS
rsa 12p13.33(KDM5A)x3 mat MLPA VOuUS
46,XX rsa 15q11.2(TUBGCP5, NIPA1)x1 mat
46,XX,arr[GRCh37]213(110,862,477_110,964,737)x3 pat,
7936(147,970,857_148,013,277)x1 pat, 21¢22.1122.12 MLPA, aCGH vous
(35,734,654 _35,905,168)x1 pat
46,XY,arr[GRCh37]Xq25(127,050,472_127,441,794)x0 mat aCGH VOUS
46,XY,arr[GRCh37]1122.3(102,983,567_103,268,313)x1 mat aCGH VOUS
46,XY,arr[GRCh37]Xq21.32(91,811,409_92,392,650)x2 aCGH VOUS
46 rsal9q13.43(CHMP2A)x1, 20p13(SOX12)x1 MLPA VOUS
46,XX,arr[GRCh37]2q13(110,874,326_110,967,499)x1 aCGH VOUS
46,XY,inv(10)(gq2?2g2?5)mat Karyotyp, (aCGH neg) | VOUS
47,XX,+mar[2]/47,XX,+7[1]/46,XX[40] Karyotyp, (MLPA neg) | VOUS
46,XX,t(5;11)(p15.1;p15?2)mat Karyotyp, (MLPA neg) | BAL VOUS
46,XY,inv(1)(p33q44)pat Karyotyp VOUS
46,XX,t(5;?11)(p?15;p?15)mat Karyotyp, (MLPA neg) | BAL VOUS
47,XX,+mar[2]/47,-12p,+fis(12)(q10),+fis(12)(q10)[1]/ 46,XX,del(12)(p10)[1]/
45,X,del(12)(p10)[1],45,X[1]/chrb(5)(p?13)[1]/46,XX[26] Karyotyp, (aCGH neg) | VOUS
45,XX,t(13,14)(q10;910) Karyotyp BAL VOUS
45,XY,der(14:21)(q10;q10)mat 522;““" (MSMLPA 1 /60us
46,XX,t(10,17) Karyotyp BAL VOUS
46,XX,t(7;10)(931.2;p?14) Karyotyp, (aCGH neg) | BAL VOUS
46,XY,t(5;19)(q?12;p?13.2) Karyotyp, (aCGH neg) | BAL VOUS
46,XX,t(13,20)(932,913.3)pat Karyotyp BAL VOUS

XXIV




