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Souhrn

Chromozomalni aberace jsou jednou z pfi¢in vrozenych vyvojovych vad
a vyvojoveého opozdéni u Clovéka. Jejich studiem se zabyva klinicka cytogenetika.
Zakladni cytogenetickou metodou je kultivace bunék, zisk metafaznich chromozomd
a jejich hodnoceni. RozliSovaci uroven této metody je vSak nizka a subtilngjSi zmény
mohou tedy pfi tomto hodnoceni uniknout. K vyfeSeni tohoto problému byly vyvinuty
sofistikovanéjSi metody. Jednou z téchto metod je i metoda MLPA (Multiple Ligation-
dependent Probe Aplification), jejiz zavedeni a optimalizace pro pouZiti
jak v postnatalni, tak prenatalni cytogenetice bylo cilem této prace.

V bakalarské praci je popisovano provedeni a analyza vystupnich dat metody
MLPA. Diskutovany jsou vlivy hlavnich negativnich fenoménd metody, jakymi jsou
nizka koncentrace DNA ve vySetfovaném vzorku, nekompletni denaturace
dvousroubovice vySetfované DNA ¢i pfitomnosti “slopingu” pikd u vystupnich
elektroforetogramu.

Metodou MLPA bylo vySetfeno celkem 8 vzorki DNA: 3 vzorky DNA izolované
z periferni krve pacientu s idiopatickou mentalni retardaci, 4 vzorky DNA izolované
z tkané choria a 1 vzorek izolovany z amniocytu plodové vody. Vzorky byly testovany
prostfednictvim komeréné vyrabénych a distribuovanych SALSA MLPA kit P036
a P070, které se specificky vazou na subtelomerické oblasti chromozomu a mohou
tak detekovat zmény v téchto oblastech. U 6 vySetfovanych vzorkd byla potvrzena
oCekavana chromozomalni aberace. V 1 pfipadé byla nalezena aberace nova.

Vysledky metody MLPA byly nasledné ovéreny dalSimi metodami.



Summary

Chromosomal aberrations play a role in the pathogenesis of congenital
malformations or developemental delay. Clinical cytogenetics focuses on these
chromosomal aberrations. One of the basic cytogenetic method is cell cultivation,
obtaining metaphases chromosomes and their analysis. Differential level of this
method is not so sensitive, and cryptic aberrations can evade from detection. Due to
this fact new high sensitive methods revealing gains and losses of the genetic
material were developed. One of these methods is MLPA (Multiple Ligation-
dependent Probe amplification). Introduction and application of this method in
prenatal and postnatal cytogenetic is main goal of this thesis.

This bachelor thesis describes and analyses output data of the MLPA method. Main
negative effects of this method are discussed, such as low concentration of DNA in
the examined sample, incomplete denaturation of double-stranded DNA or the
presence of 'sloping’ peaks in the output electrophoretograms.

There were tested 8 DNA samples by MLPA method: 3 DNA samples isolated from
peripheral blood of patients with idiopathic mental retardation, 4 DNA samples
isolated from chorionic tissue and 1 DNA sample isolated from amniocytes in
amniotic fluid. Samples were tested by commercially produced and distributed
SALSA MLPA kits P036 a P070 that can specifically bind to the subtelomeric region
of the chromosome and detect changes in these areas There were confirmed
expected chromosomal aberrations in 6 of the investigated samples. In one case new

aberration was found.



1. VOO ..o 7
1.1 Chromozom a jeho StrUKIUIa ..........coevvviiiiii e 8
N R O 01 (0] 0 1 T=T = TR PP PP 9
L.1.2 TEIOMEIA ..o 9
1.1.3 SUBLEIOMEIA. ... 9

T2 MEIOZA.... .o 10
1.2.1 Vyznam a poruchy MEIOZY ..............uuuuuumummmmmminiiiiiiiiiiiiiiieiiiiinneneenennnnees 11

1.3 Chromozomalni aberace a jejich klinicky vyznam ..............ccccevvviiiineneenn, 12
1.3.1 NUMeEriCké aberace .............uuuiiiiiiiiiiiic e 13
1.3.2 Strukturni chromozomové aberace .............ccccvvviiiiiiiiiiiiiiiiie 15
1.3.3 Subtelomerické aberace chromozomu............cccccvvvviiiiiiiiinieneiiiiiiinnns 18
1.3.4 Detekce chromozomalnich aberaci.............cccoovviiiiiiiiii, 19

1.4 Metoda MLPA- Multiplex Ligation- dependent Probe Amplification........... 22
1.4.1 Sondy vyuzivané MLPA metodou ...........cccoooeeiiiiiiiiiii e, 23
1.4.2 PrinCIp r€akCe ......coooiiiiiiiiiiiii 24
T.4.3 Analyza dat ... 25
1.4.4 Slepé a referenCni VZOrKY..............uuuuueiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiee 26

1.5 Cil baKalarfSKE Prace.......ccoovviiiiiiiie e 27

2. SOUDOT @ METOATKA .. .uuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii bbb anennannnnnes 30
2.1 Biologicky Material..............oouvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee e 30
2.1.11Z018CE DNA ... 30

2.2 Pristroje a spotifebni material ... 32
2.3 Reagencie pouzité pro MLPA metodu...........ccoeviiiiiiiiiiii e, 32
2.4 Pracovni postup MLPA metody- "Two tube protocol”..............ccoevvviiiinnnnnn. 37
B VYSIEAKY ... 40
3.1 Vysledky vySetfeni DNA izolované z lymfocytu periferni krve .................... 40
3.1.1 VySetieni za pouziti SALSA MLPA Kitu PO36..........cccovvvvvvviviiiiiinnnnnnnn. 40
3.1.2 VySetieni za pouziti SALSA MLPA Kitu PO70..........cccovvvviiiiiiiiiiininnnne. 42
3.1.3 Potvrzeni vysledkd metody MLPA...........oooiii e, 45

3.2 Vysledky vySetfeni DNA izolované z choriovych KIKQ.............cccceeeieeinnns 47
3.2.1 VySetieni za pouziti SALSA MLPA Kitu PO36..........cccovvvvvvviviiiiieenennnnn. 47
3.2.2 VySetieni za pouziti SALSA MLPA Kitu PO70..........cccovvvviiiiiiiiiiiiinnnne. 48
3.2.3 Potvrzeni vysledkd metody MLPA...........oooiii e, 52

3.3 Vysledky vysSetfeni DNA izolované z plodoveé vody ..........ccccoevvieeiviiiiiinnnnnn. 54
3.3.1 VySetieni za pouziti SALSA MLPA Kitu PO36..........cccoovvvvvviiiiiiiinnnnnnne. 54
3.3.2 VySetieni za pouziti SALSA MLPA Kitu PO70..........cccovvvveiiiiiiiiiininnnnn. 55

3.4 Souhrnny prehled vysledkl vySetfeni vSech testovanych vzorkd a jejich
oveéreni jinymi metodami..........coooveviiiiii 57

D 115 QU .4 = PR 58
B ZAVEK ... .o e e e e et e e e e e aeaaane 60
Seznam pouzitych zKratek................cccouiiiiiiiiii 61

I (=] = U] - VTR 62



1. Uvod

K zakladnim metodam Kklinické genetiky patfi cytogeneticka vySetfeni neboli
analyza chromozomu ¢lovéka. Chromozomové vySetfeni umoziuje prvotni
identifikace ve zménach genetického materidlu a nasledné mulze poskytovat
presnéjsi zacileni pro dal$i molekularné - biologickou diagnostiku (Koc¢arek, 2007).

Jednotlivé odchylky od normalniho poctu &i typické struktury chromozomu
oznacCujeme jako chromozomalni aberace. Tyto aberace hraji jednu z hlavnich roli
pfi vzniku mnoha geneticky podminénych chorob a syndromu ¢lovéka a pfedstavuji
také Castou pficCinu vzniku idiopatické mentalni retardace.

Na vzniku a nasledném projevu onemocnéni, kterym je pravé idiopaticka
mentalni retardace, se podileji zejména chromozomalni aberace s rozsahem
pod detekéni hranici klasické cytogenetické analyzy. Proto byl nutny rozvoj metod
daleko citlivéjSich, kterymi je mozno tyto zmény zachytit €i blize specifikovat jejich
rozsah a charakter. Ve své bakalafské praci jsem se zaméfila na pouziti jedné

z téchto citlivéjSich metod - MLPA - k detekci chromozomalnich aberaci.



1.1 Chromozom a jeho struktura

DNA je ulozena v utvarech zvanych chromozomy, které u eukaryotického
organizmu tvofi jadernou hmotu oznaovanou jako chromatin. PoCet a utvareni
chromozom( jsou pro kazdy biologicky druh zcela specifické. Kazdy chromozom
nese specifické geny k utvareni urcitych proteind a tedy i k vyjadfeni (expresi)
ur€itych znaku. PocCet chromozomu v eukaryotickém jadfe byva konstantni. To
znamena, ze dgeneticka informace bunky je kompletni a pIné funkEni pouze
v pfipadé, jsou-li pfitomny vSechny chromozomy v pfislusSném poctu a standardni
strukture.

.
Submetacentricky chromozom
(popis)  sesterské

chromatidy

/ N\

— kratke ——
ramenko ”

p (As) \

<+—— centromera

kinetochorove
mikrotubuly

ramenko

q(A)

telomery
chromozom chromozom v metafazi

Obr. 1 - Schématické znazornéni chromozomu (Urban, T. [cit. 19.4.2013]).



1.1.1 Centromera
Eukaryoticky chromozom je linearni vlaknity utvar, ktery je vétSinou rozdélen

centromerou na kratké p a dlouhé g raménko (viz Obr. 1). Centromery zivoc&ich
a Clovéka obsahuji velké mnozstvi sekvenci DNA, které se mnohokrat opakuji, asto
v dlouhych tandemovych blocich. Hlavni funkci centromery je schopnost vazat
se s délicim vrieténkem pfi bunéfném déleni a nasledny rozestup homologickych
chromozomU béhem meiotické anafaze |. Podobné pini centromery svou funkci i pfi
meiotické anafazi Il a jediné anafazi pfi mitdéze, kdy dochazi k rozdéleni samotnych

sesterskych chromatid.

1.1.2 Telomera
Telomera je usek repetitivni DNA nachazejici se na koncich linearnich

chromozomd, pfedevsSim pak u eukaryotickych organizmd. Hlavni funkci telomery
je chranit konce chromozomu pred jejich degradaci deoxyribonukleazami a zaroven
jejich fuzi s ostatnimi chromozomovymi konci. Dale umozZiuji replikaci koncu
linearnich chromozom bez ztraty genetického materialu.

Telomery jsou tvorfeny predevSim Thymin - Guaninovymi hexamery, které se
u lidskych chromozom vyskytuji obvykle v 500 - 3000 tandemovych repeticich, které
se postupné svékem zkracuji. Vyjimkou jsou pouze buriky zarodecné linie
Ci rakovinné bunky, u kterych ke zkracovani nedochazi. VétSina telomer je ukonCena
jednovlaknovym presahujicim Usekem tvofenym opakujicimi se Guaninovymi

bazemi, které se nachazeji na 3" konci DNA vlakna.

1.1.3 Subtelomera
Subtelomera je specificka oblast sousedici s telomerou. Vytvafri tak rozhrani mezi

chromozomalni DNA a telomerickou &asti chromozomu. Kazdy chromozom tedy
obsahuje dvé subtelomerické oblasti (na p a q raménku chromozomu), které jsou
z Casti vytvareny repetitivnimi sekvencemi DNA a sekvencemi, které nesou strukturni
geny a geny pro rRNA.

Tyto oblasti patfi z divodu repetitivni sekvence mezi tzv. ,horka mista“, ktera
velmi Casto podléhaji aberacim - delecim, duplikacim i rekombinacim na daném
chromozomovém useku (Linardopoulou et al., 2005). Vzniklé strukturni zmény
mohou ovliviiovat fenotyp jedince negativné, coz se projevuje u pacientl trpicich
mentalni retardaci i v ramci rakovinné bunéc¢né linie. BEéhem evoluce vsak probéhlo
mnoho subtelomerickych prestaveb, které vedly k adaptaci organizmi a byly tak

evolucné velmi pfinosné (Flint et al., 1995).
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1.2 Meibza

Meidza je proces redukcniho déleni bunky, které probiha ve dvou po sobé
nasledujicich délenich a jehoz vysledkem jsou buriky s haploidnim poctem
chromozomU, pohlavni buriky (gamety). Vyznam meidzy spociva v nahodné
segregaci otcovskych a matefskych chromozomu do pohlavnich bunék
a tim umoznéné genetické variabilité. Ta je zvySena mechanizmem crossing - overu.

Prvni meiotické déleni oznaCujeme jako heterotypické neboli redukcni. Na jeho
pocatku stoji diploidni burika s dvouchromatidovymi chromozomy.

Béhem prvni profaze- profaze |, se k sobé pfikladaji homologické chromozomy.
Jejich propojeni zprostfedkuje tzv. synaptonemalni komplex sloZzen z mnoha
proteinovych jednotek. Uplnym spojenim homologickych chromozomt vznikaiji
tzv. bivalenty, ve kterych dochazi k procesu nazyvanému crossing - over. Pfi tomto
déji se vzajemné vymeénuji ¢asti chromatid mezi homologickymi chromozomy, takze
dochazi i k novym alelickym kombinacim. V zavéru prvni profaze se homologické
chromozomy zacinaji oddélovat a synaptonemalni komplex zanika. Soucasné
se rozpada i jaderna membrana.

V metafazi prvniho déleni se pary homologickych chromozomd (puvodni
bivalenty) shromazduji v ekvatorialni roviné a pfipojuji se na vznikajici délici vieténko
podobné jako pfi mitéze. VIadkna déliciho vieténka vSak od sebe neoddéluji
chromatidy, ale celé chromozomy z byvalych bivalentd. Do novych dcefinych jader
tak prfechazi vzdy jeden homologicky chromozom z ptvodniho paru.

Telofaze prvniho meiotického déleni probiha stejné jako u mitézy- chromozomy
na opacnych pdélech bunky zpétné dekondenzuji, prodluzuji se a jejich struktura
prestava byt zfetelna. V jejim zavéru vznikaji dvé nova dcefina jadra, z nichz kazdé
obsahuje haploidni po¢et chromozomu.

Dcefiné buriky nasledné vstupuji do druhého meiotického déleni oznaCovaného
také jako déleni homeotypické ¢&i ekvacni. Jde v podstaté o mitézu, slouzici
k rozdéleni dvouchromatidovych chromozomu na jednochromatidoveé.

Z jedné materské diploidni bunky tak diky kompletnimu meiotickému déleni

(meidza |, meidza Il) vzniknou &tyfi dcefiné haploidni buriky (Ko&arek, 2007).
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1.2.1 Vyznam a poruchy meiozy
Diky prvnimu meiotickému reduk&énimu déleni (meiéza 1.) je v gametach kazdy

chromozom pfitomen pouze v jedné kopii. Zygota tak ziskava od kazdého z rodicu
pouze jeden z homologickych chromozomu. PFi svém dalSim vyvoji podléha zygota
déleni mitotickému, takze genetickd vybava, ktera vznikla pfi oplozeni, zUstava
nemeénna ve vSech bunkach celého organizmu.

Pfi meiotickém déleni dochazi k vyrazné variabilité diky nezavislé kombinaci
celych chromozom( a také jejich pfislusnych alel. DalSim vyznamnym procesem
zprostifedkovavajicim obrovskou variabilitu je tzv. crossing - over, pfi kterém dochazi
k vymeéné genetického materialu mezi nesesterskymi chromatidami.

Poruchy mei6ézy vedou ke vzniku chromozomovych aberaci, které nasledné
postihuji potomstvo. Pokud nedochazi ke spravnému rozdéleni homologickych
chromozomu v prvnim i druhém meiotické déleni, tak mluvime o tzv. nondisjukci.
Tyto zmény vedou ke vzniku gamet s abnormalnim pocétem chromozomu. Vznik
nondisjunkce je znazornén na Obr. 2.

Poruchy struktury chromozomu zpusobuje tzv. nerovnomérny crossing - over.
PFi tomto mechanizmu nedochazi k rovnhomérné vyméné genetického materialu mezi
nesesterskymi chromatidami chromozomu. Dusledkem tohoto typu crossing - overu
je chromozom s duplikovanym usekem a homologicky chromozom, kde tento
segment chybi. Tyto zmény mohou nasledné vést ke vzniku aberaci typu deleci
a duplikaci (Kocarek, 2007).

Vrozené chromozomalni aberace mohou byt zdédéné &i mohou vznikat de novo

v germinalnich burikach pfi meioze.
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Obr. 2 - Schéma meiotické nondisjunkce (Cummings, B. [cit. 19.4.2013]).

1.3 Chromozomalni aberace a jejich klinicky vyznam

Chromozomalni aberace jsou zmény, které pfimo nebo nepfimo ovliviuji vétsi
poCet genl. To se projevuje zejména u numerickych aberaci (zmén poctu
chromozomd), kdy je zmnozena, nebo naopak chybi cela sada genu na jednom
nebo vice chromozomech. V pfipadé strukturalnich zmén jsou geny zpravidla
deletovany, prferuSeny, popf. fuzovany s jinymi geny. U vétSiny aberaci
je tak zasazen vétSi pocet gend, Casto i cely genovy soubor na jednom chromozomu.
Proto se u pacientl s chromozomalnimi aberacemi vétSinou nevyskytuje jeden
izolovany defekt, ale mnohoc&etna postizeni riznych organovych soustav. Z tohoto
divodu maji fenotypové projevy chromozomalnich vad charakter syndromd.

e mentalni nebo psychomotoricka retardace

e poruchy vyvoje centralni nervové soustavy

e skeletalni anomalie

e rustova retardace

e deformace koncetin a prstl v€etné vyskytu nadpocetnych prstu
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e poruchy reprodukce nebo uplna sterilita

e poruchy vyvoje genitalu

e vrozené srdecCni vady

e anomalie ledvin, traviciho ustroji a dalSich organ

e abnormalni obli¢ejové rysy — napf. Sikmé postaveni oci, mikroftalmie,
hypertelorismus, rozstép rtu, popf. patra, gotické patro, vznik mikromandibuly,
abnormalni tvar a posazeni usnich boltcl

e poruchy nitrodélozniho vyvoje plodu, spontanni potraty

e poruchy imunity

e zhorSeni prognozy a extrémni zkraceni délky zivota

e dispozice k nékterym nadorovym onemocnénim
(Kocarek et al., 2002).

Cytogenetické aberace jsou detekované u zhruba 0,6 % novorozencl a az u 25 %
plodu samovolné potracenych nebo mrtvorozenych déti (Shaffer and Lupski, 2000).

Klinicky projev chromozomalnich aberaci (zména fenotypu) zavisi na velikosti
aberovaného segmentu a také na deleci Ci duplikaci genu, ktery chromozomalni
aberace postihla. Mezi dalSi mechanizmy vzniku patologického fenotypu patfi fuze

genu, pferuseni genu &i genova disregulace v misté aberace.

1.3.1 Numerické aberace
Jako numerickou aberaci oznacujeme jakoukoliv odchylku od normalniho poctu

chromozomU. Podle toho, zda je zmnozena cela chromozomova sada nebo pouze
zmeéneén pocet nékterych chromozomd, rozliSujeme:
e polyploidii, tj. znasobeni celé chromozomové sady
e aneuploidii, tj. pfitomnost jednoho ¢&i vice nadbyteCnych chromozomd,
popfipadé chybéni jednoho nebo vice chromozomdi, vysledny pocet

chromozom neni celym nasobkem chromozomové sady (Kocarek, 2007).
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Polyploidie

Konkrétnimi pfipady polyploidie jsou triploidie (stav, kdy je pocet chromozomu
v somatickych bunkach trojnasobkem haploidni sady), popf. tetraploidie. Tyto stavy
poCtu chromozomu u C&lovéka postnatalné prakticky nenalézame. V prenatalnim
stadiu nachazime triploidii u 12 — 20 % plodu spontdnné potracenych v prvnim

trimestru gravidity (Koc¢arek, 2007).

Aneuploidie

Aneuploidie oznacuje pocCetni zmény chromozomd, které postihuji pouze Cast
genomu, nejCastéji se jedna o zménu chromozomu. Tato definice zahrnuje také Casti
chromozomd: za ¢astecnou aneuploidii se tak muze nékdy povazovat i delece celého

ramene chromozomu (Snustad et al., 2009).

e Trizomie

Mezi nejCastéjSi aneuploidie somatickych bunék fadime trizomie, tj. pfitomnost
nadpocCetného chromozomu v karyotypu pacienta (2n + 1). Nejznamé&jSi a nejCastéjsi
chromozomovou trizomii u ¢lovéka je Downlv syndrom (viz. Obr. 4), kdy je karyotyp
pacienta obohacen o jeden nadpoletny chromozom 21 (47,XY,+21). Trizomie
chromozomu 21 muze byt zplsobena:

1) nondisjunkci v pribéhu I. nebo Il. meitoického déleni a v tomto pfipadé jsou jiz

germinalni buiky aneuploidni
2) mitotickou nondisjunkci v pribéhu ryhovani embrya
3) trizomie zdédéna od rodiCe, ktery je prenaseCem robertsonské translokace

chromozomu 21 — translokacni forma (Kocarek, 2007).

e Monozomie

Za monozomii se oznacuje ztrata jednoho chromozomu v karyotypu diploidniho
jedince. U Clovéka se setkavame pouze s jednim typem Zivotaschopné
monozomie tzv. Turnerovym syndromem. Tento syndrom byva vétSinou
zpusobeny monozomii chromozomu X. Pacienti jsou Zenského pohlavi
a v bunkach maiji pouze 45 chromozomu - 22 pard autozoma a jediny chromozom
X (Kocarek, 2007).
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1.3.2 Strukturni chromozomové aberace
Zmény struktury chromozomu oznacujeme rovnéz jako strukturni aberace,

popf. strukturni pfestavby. Jde o pomémné cCasté chromozomové abnormality
(viz Tab. I) (Koc¢arek, 2007).

Z Kklinického hlediska lze rozlisit (a) strukturni chromozomalni aberace
balancované - zpravidla pro svého nositele nepfedstavuji zadny klinicky dopad
a (b) strukturni chromozomalni aberace nebalancované, kdy dochazi ke kvantitativni
zméné genetického materialu - predstavujici pro svého nositele riziko klinickych

projevu.

Delece

Jako deleci C&i deficienci oznaCujeme ztratu casti chromozomu. Podle mista
deletovaného segmentu délime delece na terminalni (ztrata koncové Ccasti
chromozomu) a intersticialni (ztrata vnitiniho segmentu  chromozomu)
(Ko&arek, 2007). U diploidniho organizmu zpusobuje delece ¢asti chromozomu
hypoploidii, ktera byva €astou pfi€inou mnoha fenotypovych pfiznakd. Mira dalSich
klinickych pfiznakud zavisi na velikosti deletovaného chromozomalniho segmentu.

Klasickym pfipadem u cClovéka je delece kratkych ramen chromozomu 5 -
syndrom Cri Du Chat. Tato delece muze byt terminalni nebo intersticialni a jeji

rozsah je variabilni (Snustad et al., 2009).

Duplikace
Pfitomnost nadbyteCného chromozomalniho segmentu se oznacuje jako

duplikace (zdvojeni). Duplikovany usek se muze nachazet na nékterém
z chromozomu, nebo muze existovat jako novy separatni chromozom (takzvana
,volna duplikace®). DuUsledky obou typu duplikaci jsou stejné: organizmus
je hyperploidni pro tu ¢ast genetické informace, ktera se nachazi na odpovidajicim
segmentu. Stejné jako u deleci vede i tato hyperploidie k ur€itym fenotypovym

abnormalitam (Snustad et al., 2009).
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Inverze

Inverze nastava, kdyZ na chromozomu dojde ke dvéma zlomdm a usek mezi nimi
se prevrati o 180° a znovu se spoji do puvodniho chromozomu. Inverzi tedy dojde
ke zméné linearniho pofadi genu v invertovaném segmentu (Snustad et al., 2009).
Inverzi rozeznavame paracentrickou, kdy invertovany usek lezi mimo centromeru

a pericentrickou, kdy invertovany usek centromeru obsahuje (Kocarek, 2007).

Translokace

Jako translokaci oznacCujeme piemisténi nebo vyménu chromozomového
segmentu mezi rdznymi (zpravidla nehomologickymi) chromozomy. Takto se geny
dostavaiji do jinych vazbovych skupin, nez byly pavodné.

Prvnim typem translokace je tzv. translokace tandemova (jednoducha),
kdy dochazi k pfesunu €asti chromozomu na jiny chromozom. Pokud ovSsem dojde
k dokonalé vyméné translokovanych segmentll mezi dvéma nehomologickymi
chromozomy aniz by doslo ke ztraté genetického materialu, oznacujeme tyto aberace
jako reciproké translokace. DalSim typem této chromozomoveé abnormality
je Robertsonska translokace, ktera je zpusobena translokaci akrocentrickych
chromozomu, pfi nichZz dochazi kdeleci kratkych ramének a nasledné fuzi
centromerickych oblasti za vzniku jednoho metacentrického chromozomu
a tzv. ztraceného segmentu (Snustad et al., 2009).

PfenasecCi balancovanych translokaci tvofi germinalni buriky s chromozomalni
konstituci jak balancovanou, tak nebalancovanou, coz predstavuje riziko vzniku
plodu s chromozomalni aberaci béhem reprodukce (viz. Obr. 3). Proto odhaleni
pfitomnosti takové chromozomalni zmény u prenaseCe je dullezité zejména
v reprodukeni mediciné.

NejCastéjsi strukturni chromozomalni aberace jsou uvedeny v Tab. I.
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Matka- Otec-

prenasecka balancovanétranslokace zdravy

Poskytované game
kyt gamety Poskytované gamety

M Ih The

Fenotypové zdravé dit&, nenese Monozomické  Fenotypové zdravédité, nese Dité postizené Downovym
balancovanou translokaci embryo balancovanou translokaci syndromem

Obr. 3 - Znazornéni segregace chromozom( béhem meidzy u pfenaSece Robertsonské
translokace chromozomu ¢&. 21 (zelené&) a mechanizmu vzniku translokaéni formy Downova

syndromu (Pfepracovano podle Bay, J. [cit. 19.4.2013]).

Tab. | - Typy strukturnich chromozomalnich aberaci a jejich frekvence (Shaffer and Lupski,
2000).

Typ strukturni chromozomalni aberace | Frekvence vyskytu
reciproka translokace 1z625
Robertsonska translokace 1z 1000

terminalni delece alespon 1 z 5000
intersticialni delece alespon 1 ze 4000
intersticialni duplikace alespon 1 ze 4000
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1.3.3 Subtelomerické aberace chromozomu
Subtelomerické aberace chromozoml patfi mezi takzvané submiroskopické

Ci kryptické aberace, které nejsou zjistitelné pomoci zakladnich cytogenetickych
metod, jakou je napfiklad sestaveni karyotypu pacienta. Mezi tento typ aberaci
fadime zmény na uUseku chromozomu ve velikosti od jednotlivych nukleotidl

do pfiblizné 10 Mb dlouhého fragmentu.

Tab. Il - Cetnost vyskytu specifickych submikroskopickych subtelomerickych deleci
(De Vries et al., 2003).

Cetnost vyskytu specifickych submikroskopickych subtelomerickych

deleci
pocet zaznamenanych pripadu subtelomericka oblast
> 50 4p, 5p, 9p, 16p, 17p
11-50 1p, 2q, 22q
2-10 1q, 2p*, 3p*, 44, 5q, 64, 79, 8p, 99,10p,
10q, 11q, 12p, 13q, 14q, 189, 20p*
1 3q, 6p, 7p, 11p, 169, 179
0 g, 12q, 15q, 18p, 19p, 19q, 20q, 219

* zaznamenan vice jak jeden pfipad, ale vSechny v jedné rodiné

Subtelomerické aberace a mentalni retardace

Chromozomalni, predevSim pak subtelomerické abnormality pFedstavuji
vyznamnou pficinou vzniku poruchy mentalni retardace, ktera postihuje 1 - 3 %
celkové populace. Subtelomerické aberace pak byly zjistény u 5 % déti postizenych
stfednim az tézkym typem mentalni retardace (Wu et al., 2010).

Mentalni retardace je stav, pfi kterém dojde k zastavé nebo neuplnému
duSevnimu vyvoji. Je charakterizovana naruSenim dovednosti pfispivajicich
k povSechné urovni inteligence, tj. poznavacich, feCovych, pohybovych a socialnich
schopnosti. Mentalni retardace se muze vyskytovat izolované nebo spole¢né
s jakoukoli jinou duSevni nebo télesnou poruchou (Hladikova et al., 2012).

Mentalni postizeni déti i dospélych predstavuje zavazny zdravotni i socialni
problém. Pfi¢iny mentalni retardace mohou byt jak vrozené, tak i ziskané,
neobjasnénych v3ak zustava az 75 % pfipadd. Moderni pokrok v cytogenetickych
rozliSovacich metodach dovolil objasnit etiologii az 10 % doposud nejasnych

mentalnich retardaci (Hladikova et al., 2012).

18




1.3.4 Detekce chromozomalnich aberaci
Klasicka cytogenetika

Konvencni cytogenetické metody detekuji zmény ve struktufe chromozomu
zahrnujici nékolik pruha (1 pruh pfedstavuje pfiblizné 10 Mb). Zakladnim principem
je zisk metafaznich chromozomu z délicich se bunék, jejich barveni a nasledna
mikroskopicka analyza v€etné sestaveni karyotypu (viz. Obr. 4).

Diky specialni barvici technice je mozné docilit odliSeni jednotlivych typl
chromozomU na zakladé pruhovani, které je specifické pro jednotlivé chromozomy
a po jejich spravném sefazeni do karyotypu je tak umoznéna i detekce pFitomnosti
poCetnich Ci strukturnich chromozomalnich zmén. Tato metoda slouzi k analyze

celého bunéé&ného genomu. Nevyhodou je niz8i rozliSovaci schopnost.
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Obr. 4 - Karyotyp pacienta s trizomii chromozomu ¢&. 21, tzv. Downovym syndromem.
Obrazek poskytl Ustav IékaFské genetiky a fetalni mediciny FNOL.
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Molekularni cytogenetika a molekularni genetika

Subtelomerické aberace jsou natolik malé, Ze jejich zviditelnéni pomoci rutinnich
cytogenetickych metod (napf. pomoci sestaveni karyotypu pacienta) neni moznée,
proto byl nutny rozvoj metod daleko citlivéjSich. Tyto techniky Ize rozliSit do dvou
skupin: ty, které cilené sleduji konkrétni zmény v genomu — MLPA, FISH, QF - PCR
aty, které mapuji cely genom - CGH (komparativhi genomova hybridizace)
a jeji pokrocilejsi forma array - CGH.

K metodam s vysSi rozliSovaci schopnosti patfi FISH - fluorescenéni in situ
hybridizace, ktera byva oznaCovana jako molekularné cytogeneticka metoda
aumoznuje cilené vySetfeni konkrétniho chromozomu ¢i chromozomalniho
segmentu. Hlavnim principem této metody je navazani sondy DNA, oznaclené
fluorochromy, na specifické misto DNA, coz je zpusobeno komplementaritou mezi
sondou a danou oblasti DNA a zviditeInéni aberované &asti pomoci fluorescencniho
signalu (Hladilkova et al., 2012).

S vyuZitim multisondové technologie je umoznéno detekovat kazdou oblast
chromozomu s pouzitim pouze jednoho mikroskopického sklicka pro kazdého
pacienta (Hladilkova et al., 2012). Velkou vyhodou je i moznost detekce

balancovanych subtelomerovych pfestaveb, coz metody pracujici pouze s DNA

neumoznuji.

Obr. 5 - Priklad fluorescencni in situ hybridizace- FISH pfi pouZiti subtelomerickych sond
(Hladikova et al., 2012).

U dalSich metod dochazi k analyze DNA izolované z pacienta. Vysledkem jiz tedy
neni obraz samotného chromozomu, nybrZz separovana DNA pomoci gelové
Ci kapilarni elektroforézy popf. obraz hybridizované DNA na chipech. Mezi tyto
fadime metodu CGH, array - CGH a metodu MLPA.
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Technika CGH - komparativni genova hybridizace umozriuje srovnavaci analyzu
celého genomu pacienta v ramci jedné hybridizacni reakce. Je zalozena na oznaceni
genomové DNA pacienta pomoci fluorescenCnich barviv. Takto pfipravena DNA
se hybridizuje s chromozomy zcela zdravého jedince. Samotnym vysledkem
je srovnani hybridizace testované DNA proti kontrolnimu vzorku. Tato metoda opét
spada do molekularné cytogenetickych metod, kdy vysledek hybridizace je sniman
fluorescenénim  mikroskopem,  karyotypovan a  pocitaCové  vyhodnocen
(Hladilkova et al., 2012).

Metoda microarray - based comparative hybridissation (array - CGH) je urCena
k vyhledavani deleci a duplikaci v genomu pacientd. Jejim principem je klasicka
metoda CGH spojena s vysokou rozliSovaci schopnosti metody FISH
(Vissers et. al, 2010). Array - CGH tedy umoznuje vySetfeni celého genomu pacienta
ve velmi vysokém rozliSeni. Je vyuzivana ke studiu role submikroskopickych aberaci
v etiologii MR a vrozenych vyvojovych vad (Thuresson et al, 2007).

MAPH (Multiplex Amplifiable Probe Hybridization) analyzuje genomovou DNA
pomoci smési malych (160 - 600 bp) sond komplementarnich k subtelomerické
oblasti (Gardner et al, 2004). Denaturovana vlakna testované DNA jsou zachycena
na nylonovém filtru a po pfidani komplementarnich sond a hybridizaci
jsou nehybridizované sondy odmyty. Fragmenty s hybridizovanymi sondami
jsou amplifikovany PCR a elektroforeticky roztfidény na polyakrylamidovém gelu.
Vétsi nebo menSi produkt amplifikace indikuje pfitomnou duplikaci &i deleci
pfislusném chromozomu (Armour et al, 2000).

Kvantitativni fluorescencni polymerazova reakce QF - PCR (Quantitative
Fluorescence Polymerase Chain Reaction) patfi mezi techniky umoznujici amplifikaci
specifickych tandemové se opakujicich kratkych repetic, tzv. short tandem repeats.
Vzorek DNA je amplifikovam fluoresce¢né znaCenymi primery, které jsou specifické
pro dany usek na konkrétnim chromozomu. Vznikly PCR produkt je nasledné
vizualizovan plochou vysledného piku a poté kvantifikovan pomoci automatického
analyzatoru Gene - Scan (Hultén et al, 2003).

Hlavni vyhodou metody QF - PCR je moznost vyuZiti menSiho mnozstvi testované
DNA pro detekci prenatalnich aneuploidii, nez jaké je potfebné napf. pro metodu
FISH. Bézné se vyuziva 0,5 - 1,0 ml odebrané plodové vody, ze které je vzorek DNA
extrahovan. PFi technice QF - PCR se mulze zpracovavat velké mnozstvi vzorkl

najednou a je tedy pfistupnéjsi pro automatizaci v praxi (Hultén et al, 2003).
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1.4 Metoda MLPA- Multiplex Ligation- dependent Probe
Amplification

Metoda MLPA detekuje Siroké spektrum chromozomalnich aberaci - od mutaci
vzniklych zménou pouze 1 nt (diky vysoké specifité pouzivané Ligazy 65) po velké

(az 10 Mb) chromozomalni delece/duplikace (viz. Obr. 6).

100 Mbp

Karyotyping
10 Mbp '“ET':%SH“ wwwwwwwww
1 Mbp T
V FISH -
100 Kbp
10 Kpb ﬁSTS Marker
1Kbp [
100bp | Z‘/T MMMMMMMMMMMMMM
10 bp DNA
{} Sequencing
1bp

Obr. 6 - Srovnani MLPA metody s dalSimi cytogenetickymi metodami (MRC Holland MLPA,
2012).

MLPA je jednou z metod molekularni analyzy DNA vyuzivanych jak k detekci
genovych mutaci tak chromozomalnich aberaci. Poprvé byla vyuzZita k detekci
exonove delece a duplikace v lidskych genech BRCA1, MSH2 a MLH1 a k detekci
zakladnich aneuploidii (Schouten et al. 2002).

V poslednich letech bylo vyvinuto mnoho modifikaci MLPA, predevsim
k detailnéjsi detekci nékterych chromozomalnich aberaci. Mezi tyto modifikace patfi
Methylation Specific MLPA (MS - MLPA), Reverse Transcriptase MLPA (RT - MLPA)
a nejnoveéjsi Array - based MLPA (Kozlowski et al. 2008).

Analyza pomoci MLPA metody ma Siroké spektrum vyuZiti- je hojné pouZzivana
pfi detekci  velkych  (potvrzeni  cytogenetického nalezu) i  kryptickych
chromozomalnich aberaci. Dale je vyuzivana pro detekci subtelomerickych oblasti
u pacientu trpicich mentalni retardaci a pro detekci submikroskopickych syndromu

(Williamsuv syndrom, del 7q11.23).
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1.4.1 Sondy vyuzivané MLPA metodou
Sondy, které MLPA metoda vyuziva, jsou slozené ze dvou oligonukleotidl, které

délime na tzv. kratké a dlouhé. Kratké oligonukleotidy obsahuji specifickou cilovou
sekvenci ve velikosti 21 - 30 nt na svém 3" konci a univerzalni sekvenci ve velikosti
19 nt pro PCR primer X na svém 5" konci.

DelSi oligonukleotid, ziskany z M13 faga, obsahuje na svém 5" konci sekvenci
dlouhou 25 - 43 nt, ktera je schopna hybridizovat s cilovou sekvenci DNA vzorku
ihned po hybridizaci oligonukleotidu kratSiho. Nasledné obsahuje univerzalni
sekvenci o velikosti 36 nt pro PCR primer X na svém 3" konci. Na rozdil od kratSiho
oligonukleotidu obsahuje navic i specifickou sekvenci - “stuffer’, ktera se nachazi
mezi komplementarni sekvenci pro templat DNA na 5 konci a sekvenci pro primer
na 3" konci. Tato stuffer” sekvence je pro kazdy z paru sond specificka ve velikosti,
proto je mozné nasledné rozdéleni amplifikovaného PCR produktu pomoci kapilarni
elektroforézy. Jeji rozmezi se pohybuje od 130 do 480 bp. Stavba sondy
(2 oligonukleotidovych sekvenci) je znazornéna na Obr. 7.

Diky pfitomnosti univerzalni primer sekvence pro primer X je mozné pouziti pouze
jednoho paru komplementarnich primera pfi amplifikaci produktu pomoci PCR.

V dnesdni dobé jiz existuje vice nez 300 uméle vytvofenych sond pro metodu
MLPA, které se vazi na odliSné komplementarni sekvence DNA (Shouten et al.,
2002).

Specifické MLPA kity (smési MLPA sond) obsahuiji vice nez 35 MLPA sond, které
se liSi ve velikosti - maji odlisSné “stuffer” sekvence a dale se liSi ve velikosti cilovych

sekvenci.
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Schématické znazornéni MLPA sondy

Synteticky- kratky M13 derivovany- dlouhy

oligonukleotid oligonukleotid
X 1a 1b stuffer Y
- - .. -

X stuffer Y
O T
primer X hybridizaéni primer Y

sekvence

Obr. 7 - MLPA sonda je slozena ze dvou oligonukleotidt. Stuffer sekvence umozriuje

rozdéleni PCR produktu kapilarni elektroforézou (upraveno podle Shouten et al., 2002).

1.4.2 Princip reakce
Princip metody MLPA je zalozeny na PCR reakci (Polymerase Chain Reaction),

ktera dokaze amplifikovat spravné hybridizované a ligované MLPA sondy na rtiznych

DNA sekvencich. Princip metody je znazornén na Obr. 11.

Cela reakce probiha v nékolika krocich:

e Denaturace- Dvouretézcova DNA je prevedena do jednovlaknové za pouziti
vysokych teplot. Testovany vzorek je denaturovan stejné jako
MLPA sondy.

e Hybridizace- Navazani oligonukleotidovych sond na cilova mista DNA

na zakladé jejich komplementarity.

e Ligace- Kazda dvojice hybridizovanych sond pro dany lokus je spojena

pomoci enzymu Ligazy- 65

e PCR- Ligované sondy jsou amplifikovany pomoci PCR reakce za
pouziti pouze jednoho paru pfislusnych primera- jsou univerzalni
(u nespravné hybridizovanych ¢i ligovanych sond k jejich
amplifikaci nedochazi). Amplifikace ligovanych sond je pfimo

umérna mnozstvi cilovych sekvenci pfitomnych ve vzorku DNA.
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e Separace PCR produktu- Vysledné PCR produkty (amplifikované MLPA
sondy) nasledné podstupuji separaci kapilarni elektroforézou,
kde jsou roztfidény diky rozdilné délce fragmentu (’stuffer’
sekvence). Univerzalni primery jsou fluorescencné znaceny.
Intenzita signalu snimaného kapilarni elektroforézou - zobrazena
konkrétnimi piky - je pfimo umérna mnozstvi amplifikovanych
fragmentl. Absolutni intenzita snimané fluorescence je zavisla
na mnoha faktorech (degradace fluorescenéniho barviva,
nepfesnosti v pipetovani apod.). Proto je nutné vysledna data

normalizovat.

1.4.3 Analyza dat
U dvou kopii sledovaného Ilokusu (normalni diploidni stav) je hodnota

emitovaného signalu 1 (100 %). Heterozygotni delece komplementarni sondy bude
vytvaret o 35 - 50 % menSsi relativni plochu piku (poloviéni mnozstvi amplifikovanych
fragmentu). Naopak zvétSeni plochy piku o 35 - 50 % muze dokazovat pfitomnost
duplikace dané cCasti. MLPA je metodou relativni a poskytuje relativni vysledky,
proto je bezpodminecné nutné pfi kazdém testu pouzivat referencni vzorky. Vysledna
data jsou normalizovana dvéma zpusoby:
1) Normalizace v ramci jednoho vzorku s pouzitim referenénich sond,
které detekuji sekvence, u nichz je oCekavan normalni pocet kopii.
2) Normalizace mezi jednotlivymi vzorky s vyuZzitim referennich vzorka.
Relativni velikost piku je srovnavana s ostatnimi (referencnimi)
vzorky. Pomérna hodnota relativni velikosti piku pro danou sondu
testovaného vzorku Kk relativni velikosti piku pro tutéz sondu
referenéniho vzorku je nazyvana davkovy koeficient (DQ).
Analyzu je mozno provadét, je-li davkovy koeficient
pro referenCni sondy 0,8 - 1,2, coZz predstavuje referenéni limity
pro zdravou kontrolu. Hodnoty jsou uvedeny v Tab. Ill. Vypocet
davkového koeficientu je proveden pomoci softwarového programu
MLPA Coffalyser (MRC Hollad, Nizozem:i).
Zmény relativni plochy vysledného piku vSak mohou nastat i v pfipadé zdédéného
polymorfismu u jedince, ktery nemusi mit klinicky vyznam. Proto je nutné zachycené

delece a duplikace pomoci MLPA ovéfit dalSimi dostupnymi metodami,
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jako je napfiklad metoda FISH nebo jinym MLPA kitem, popf. ovéfit tyto zmény
u rodi¢a probanda.

Zaroven mohou byt nékteré signaly amplifikovanych sond zpusobeny kontaminaci
vzorku nebo zménou provedeni metody.

Tab. lll - Hodnoty DQ.

Status Dosage Quotient (DQ)
Normalni 0,85<DQ<1,15
Heterozygotni duplikace 1,35<DQ < 1,55
Homozygotni duplikace 1,70<DQ < 2,20
Heterozygotni delece 0,35 <DQ < 0,65
Homozygotni delece 0

Nejasné Ostatni hodnoty

1.4.4 Slepé a referenéni vzorky
Nepatrné rozdily mezi jednotlivymi experimenty mohou mit vliv na vysledné

zobrazeni MLPA vysledku. Proto je nutné pouziti referencnich a kontrolnich vzorku
pfi kazdé MLPA reakci. K minimalizaci moznych odchylek mezi vzorky testovanymi
a referencnimi je nezbytné, aby se referenéni vzorky svou kvalitou co nejvice
priblizily testovanym. Proto musi pochazet ze stejného typu tkané, byt stejnym
zpusobem izolovany a mit pfiblizné stejnou koncentraci jako testované vzorky.

Referenéni vzorek je typ vzorku, u kterého bylo zjisténo, ze neobsahuje zadné
chromozomalni aberace- zdrava kontrola. NejCastéji se jako referencni vzorek
vyuziva DNA izolovana ze zdravého jedince.

Slepy vzorek neobsahuje zadnou DNA. Zpravidla se jako slepy vzorek vyuziva
deionizovana voda ¢i TE pufr (Tris/ EDTA pufr). Pokud ve vzorku neni obsazena
zadna DNA, kontrolni ani specifické MLPA sondy nejsou schopny hybridizovat

a tudiz PCR reakci nevznikaji zadné amlifikované produkty.

26



primer pik

Obr. 8 - Elektroforetogram slepého vzorku.

V ramci jednoho experimentu je nezbytné pouZiti alespon tfi referencnich vzorku
a jednoho vzorku slepého. PFi pouziti vice nez 21 vzorkd v jednom testu je nutné
pouzit vzdy 1 referencni vzorek na 7 testovanych.

Analyza dat je provadéna porovnavanim elektroforetogramd testovaného vzorku
a referencnich kontrol. Pfed vlastnim hodnocenim vysledkl je nutné provést vnitini
kontrolu kvality. Pro tyto ucely jsou jednotlivé kity obohaceny o kontrolni fragmenty
D a Q (viz. Tab. IV). Pro validni analyzu je nutno dosahnout poZadované velikosti
produktt, ktera je vyjadfena vySkou pikd (minimalné 300 rfu). Vysledny

elektroforetogram nesmi obsahovat "zdvojené piky" ani jiné nespecifické piky.

Tab. IV - Kontrolni fragmenty obsazené v SALSA MLPA kitu PO36 a P070.

Nazev
Velikost (nt) |fragmentu| Charakterizace vzorku

Mnozstvi DNA, viditelné pouze pfi koncentraci DNA nizSi
64, 70, 76, 82 Q nez 100 ng ve vzorku (viz. Obr. 9)

Nizky signal 88 a 96 nt dlouhého fragmentu indikuje

88, 92, 96 D nekompletni denaturaci vzorku DNA (viz. Obr. 10)
100 X Specificky pro X chromozom
105, 118 Y Specifické pro Y chromozom

1.5 Cil bakalarské prace

Cilem této bakalafské prace bylo ovéfit pouzitelnost metody MLPA pro detekci
chromozomalnich aberaci pfitomnych v DNA izolované z periferni krve, choriovych
klkd & plodové vody a optimalizace této metody v laboratofich Ustavu Iékafské

genetiky a fetalni mediciny FN Olomouc.
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Obr. 10 - Detekce

Obr. 9 - Vizualizace

nekompletni denaturace

Q fragmentl v zavislosti

vzorku DNA pomoci

na mnozstvi DNA

D fragmentl

(MLPA DNA protocol, 2012).

(MLPA DNA protocol, 2012).
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Obr. 11 - Schématické znazornéni reakci MLPA metody
(upraveno podle Shouten et al., 2002).
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2. Soubor a metodika

2.1 Biologicky material

V predlozené bakalarské praci bylo testovano celkem 8 vzorkl. 4 vzorky DNA

byly izolovany

z choriovych klkd ziskanych choriocentézou, 3 z periferni krve

(lymfocytd) odbérem Zilni krve pacienta a 1 vzorek DNA izolovany z amniocytd

plodové vody po pfedchozi amniocentéze.

Optimalni mnozstvi izolované DNA, pfi pouziti 5 ul této DNA pro kazdou MLPA

reakci, je 100- 200 ng. Pracovni koncentrace DNA u v8ech vzorkl byla 20 ng/pul.

2.1.1 1zolace DNA
Postup izolace DNA z pIné krve Millerovou metodou:

Den prvni

1.

. dolit do 50 ml LB pufrem a fadné promichat

© 00 N O o~ W N

prelit krev do oznacené 50ml zkumavky typu Falcon

. pfi pokojove teploté inkubovat po dobu 15 min

. provést centrifugaci (30min/ 1 000 g)

. supernatant slit, ponechat pelet bilych krvinek

. pfidat 5 ml LB pufru a fadné promichat

. provést centrifugaci (10 min/ 1 000 g)

. slit supernatant a pelet zlehka oplachnout LB pufrem

. zkumavky typu Falcon nechat okapat dnem vzhuru

10. po okapu pfidat 3 ml NBL pufru, 50 pl proteikinazy K, 150 ul 20%

SDS a fadné protiepat

11. inkubovat pfi 37 °C pfes noc

Den druhy

aa b~ W N B

. k inkubované smési pfidat 1 ml 6M NaCl a fadné protiepat
. provést centrifugaci (15 min/ 5 000 g)

. supernatant prelit do Cisté 10ml popsané zkumavky

. provést centrifugaci (10 min/ 5 000 g)

. slit supernatant do Cisté 15ml popsané zkumavky a doplnit

vychlazenym 96% etanolem

. promichat pfevracenim zkumavky az do vysrazeni DNA
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. prenést DNA pomoci sterilniho sklenéného hacku do oznacené

zkumavky typu Eppendorf s 1 ml 70% etanolu

8. provést centrifugaci (5 min/ 14 000 g)

9. velmi opatrné slit 70% etanol na bunicinu

10.
11.

12.

Postup izolace

DNA nechat pfi pokojové teploté vyschnout

Po vyschnuti rozpustit v TE pufru (na 1 ml krve 50 ul TE pufru)
pfi pokojové teploté pfes noc, jinak pfi 65 °C po dobu 1 hodiny
za sou€asného michani) a oznacit pfislusnym Stitkem

uschovat v lednici, pro delSi skladovani v mraznicce pfi -25 °C

DNA z plodové vody, choriovych klki, bukalniho stéru, potratové

tkané, nakultivovanych fibroblastt/ amniocyttl pomoci QlAamp Mini Kitu:

1.

rozdélit odebrany material na dvé ¢asti, jednu ¢ast zamrazit a druhou
zpracovat (v pfipadé kultivovanych fibroblastd/ amniocyta déleni

neprovadeét)

. provést centrifugaci (5 min/ 13 000 g)

3. opatrné slit supernatant a k peletu pfidat 1 ml deionizované vody,

protfepat pomoci tfepacky a pfi pokojové teploté nechat stat po dobu

10 min

. provést centrifugaci (5 min/ 13 000 g)

5. opatrné slit supernatant a pfidat 180 pul ATL pufru a 20 ul

proteinkinazy K, protfepat pomoci tfepacky

. 1- 3 hod inkubovat pfi 56 °C ve vodni lazni

. po lyzi bunék pfidat 200 pl AL pufru a fadné protfepat

. inkubovat pfi 70 °C 10 min

. po inkubaci pfidat 210 pl 96% etanolu a fadné protiepat

. pomoci pipety pfenést na kolonku

. proveést centrifugaci (1 min/ 8 000 g)

. kolonku pfenést do Cisté zkumavky a pfidat na ni 500 yul AW1 pufru

. provést centrifugaci (1 min/ 8 000 g)

. kolonku pfenést do Cisté zkumavky a pfidat na ni 500 yl AW2 pufru

. provést centrifugaci (3 min/ 13 000 g)

. kolonku prenést do Cisté zkumavky a provést -centrifugaci
(30 s/ 8000 g)
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17. kolonku pfenést do Cisté zkumavky typu Eppendorf a pfidat 100 pl
AE pufru

18. po dobu 1 min inkubovat pfi pokojové teploté

19. provést centrifugaci (1 min/ 8 000 Q)

20. filtrat pfenést pomoci pipety zpét na kolonku, Eppendorf zkumavku
uzavrit

21. inkubovat pfi 70 °C 5 min

22. provést centrifugaci (5 min/ 13 000 g)

23. zkumavky oznacit pfislusSnym Stitkem

2.2 Pristroje a spotiebni material

sada pipet Labmate+ pro PCR s pfislusnymi Spickami

sada pipet Labmate+ pro postamplifikacni upravy s prislusnymi Spickami
trepacka BIOSAN Combi Spin FVL 24 000N pro PCR mix

termocyklér Peltier Thermo Cycler PTC- 200

kapilarni alektroforéza ABI prizm 3130 a pfisluSenstvi

PCR zkumavky s vicky 0,2 mi

Eppendorf zkumavky s vi¢ky 1,5 ml

kontejnery na infekéni odpad

latexové bezprasné rukavice

minicentrifuga BIOSAN Combi Spin FVL 24 000N

Software: Coffalyser, Genemapper

2.3 Reagencie pouzité pro MLPA metodu

SALSA MLPA kity P036, PO70, primery znaeny Tamra barvivem
PCR H;0

POP4 separacni gel

velikostni standarda LIZ 500

deionizovany HiDi formamid

Chemické slozeni SALSA MLPA kitd P036 a PO70 je znazornéno v Tab. V.
Specifikace sond SALSA MLPA kitu P036 a P0O70 je zaznamenana v Tab. VI a VII.
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Tab. V - Chemikalie vyuzité k pfipravé SALSA MLPA kiti P036 a P070

(MLPA DNA protocol, 2012).

Slozka SALSA® MLPAP® kitu
P036, PO70

Slozeni

SALSA MLPA pufr

KCI, Tris- HCL, EDTA, PEG-6000. pH 8.5

SALSA Ligaza-65

glycerol, BRIJ (0,05%), EDTA, Beta- mercaptoethanol
(0,1%), Tris-HCI. pH 7.5, Ligaza- 65( bakterialniho plvodu)

Ligazovy pufr A

NAD (bakterialniho pavodu. pH 3.5

Ligazovy pufr B

Tris- HCI, neionogenni detergenty, MgCl,. pH 8.5

SALSA PCR primer mix

Syntetické oligonukleotidy, jeden je fluorescenéné znacen
(FAM, Cy5.0 a dalSi v zavisloti na pouziti kapilarni ELFO,
dNTPs, Tris-HCI, KCI, EDTA, BRIJ (0.04 %). pH 8

SALSA Polymeraza

glycerol, BRI1J (0.5 %), EDTA, DTT (0.1 %), KCl, Tris-HCI,
enzym Polymeraza (bacterialniho puvodu). pH 7.5

Smés sond (probemix)

synteticke oligonukleotidy, oligonukleotidy derivované z M13
faga, Tris-HCI, EDTA. pH 8.0
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Tab. VI - Specifikace jednotlivych sond obsazenych v SALSA MLPA kitu P036.
(MRC Holland MLPA, 2008).

Length (nt) -Ehl:.;;u:.nal th";h::;!d SAL::]:ELPA MapView build 36 position
64-70-76-82 | Q-fragments: DKA quantity; only visible with less than 100 ng sample DNA
88-02-95 D-fragments: Low signal of B8 or 36 nt fragment indicates incomplete denaturation

100 ¥-fragment: Specific for the X chromosome

105 Y-fragment: Specific for the ¥ chromosome

118 Y-fragment: Specific for the ¥ chromosome

130 * 1p THFRSH 2269101761 01-001.14

137 2p ACP1 2274-L0ET58 02-000.25

144 3p CHL1 1721-101329 03-000.34

151 4n FLI20265 2005-LO2047 04-000.50

158 Sp PDCDG 1723-L01327 05-000.37

165 Gp IRF4 1724-L020438 O5-000.34

172 ’p CENTAL 2275-L02049 07-000.53

179 Bp FBX025 2357101845 03-000.40

186 9p DMRT1 1727-L02050 09-000.54

1594 10p KI1AAD934 2277101768 10-000.43

202 11p RIC-8 3315-L02733 11-000.20

208 12p SLCBALZ 2276-L01767 12-000.17

218 "13p" PSPCL 2395-L01B47 13-019.24 (Acrocentric]

226 "14p" HEI1D 1732-101318 14-019.86 (Acrocentric)

234 "15p" MERM3 F291-LOEE58 15-021.36 (Acrocentric)

242 16p POLRIK 1734-L01316 16-000.04

250 17p RPHIAL 1735-L01315 17-000.17

258 18p LsFi4 1736-L02051 18-000.19

266 159p CDC34 1737101313 19-000.49

274 20p S0X12 2356-L01844 20-000.26

282 "21p" REM11 1732101311 21-014.51 (Acrocentric)

250 "22p" BID 1740-L01310 22-016.61 (Acrocentric)

258 %Yo SHOE 1148-101331 ¥'Y-000.52 (PAR region)

EL I ig KIAALT20 2352102149 01-247.08 (0.2 Mb from talomars)
314 2g CAPM10 1742-L01308 02-241.18 (1.6 Mb from telomers)
322 3g BDH 201 3-L02052 03-198.76 (0.7 Mb from telomers)
330 ° 4q TRIML2 12050-L11446 04-189.26 (2.0 Mb from telomers)
338 | GNEZL1 3319102737 05-180.60 (0.2 Mb from telomare)
346 bo PSMBL 17456-L01304 06-170.69 (0.5 Mb from telomere)
354 g VIPR.2 1747-L01303 07-158.60 (0.3 Mb from telomers)
362 Bg KIAAD150 1748-L01302 08-144.69 (1.6 Mb from telomers)
370 9g EHMTL S205-L0E170 09-139.83 (0.2 Mb from telomers)
378 10q PAD 9142-105953 10-135.05 (0.2 Mb from telomers)
386 1ig EIAADDSE 1751-L01299 11-133.60 (1.2 Mb from telomere)
354 12g ZNF10 2687-L02154 12-132.24 (0.2 Mb from telomers)
402 13g F7 1753-L01257 13-112.82 (1.3 Mb from telomers)
410 14g MTAL 2778102201 14-105.00 (1.3 Mb from telomears)
418 15g ALDHIAT 1755-L01 255 15-099.26 (1.0 Mb from telomere)
426 169 GAS11 [ GASS 3201-L02663 16-088.63 (0.2 Mb from telomers)
434 17q TBCD 1757-L01293 17-078.45 (0.5 Mb from telomers)
442 189 FL21172 1758-101292 18-075.90 (0.2 Mb from telomere)
450 159g BiC-2 9143-L10626 19-063.75 (0.5 Mb from telomere)
458 20g OPRL1 2688102884 20-062.19 (0.2 Mb from telomers)
455 21g HMT1 2586-102059 21-046.89 (0.1 Mb from telomers)
474 22g RAELZB 1762-L0BE761 22-049.55 (0.1 Mb from telomers)
482 XY SYELL 1763-L02150 %/¥-154.78 (PAR region; 0.1 Mb from tel.]
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Tab. VII - Specifikace jednotlivych sond obsazenych v SALSA MLPA kitu PO70
(MRC Holland MLPA, 2010).

L h (nt) Ehrum_u?:mal mﬁme SAL?NLIELPA MagpView build 36 positi
64-70-76-82 | O-fragments: DMA guantity; only visible with less than 100 ng sample DNA
BE-92-96 D-fragments: Low signal of B8 or 96 nt fragment indicates incomplete denaturation (zutosomal)
100 X-fragment: Specific for the ¥ chromosome (AMOT gene ; ¥-111.95])
105 Y-fragment: Specific for the ¥ chromosome (UTY gene ; Y-013.98)
118 Y-fragment: Specific for the ¥ chromosome (DDX3Y gene ; Y-013.54]
132 1g SH3EPSL (EIAAL 7D 04084-L03505 | 01-247.08
139 2g ATGLE (=APG4E] 02731-L03168 | 02-242.25
145 | K1AADZ2E 02690-L02842 [ 03-198.88
152 4g FRG1 02691-102843 [04-191.10
160 L GNEZL1 02790-102232 [ 05-180.50
166 b TEP 02694-102844 | 06-170.71
172 Fi! WIPRZ 02793-10316F [07-158.63
179 8g RECCL4 02695-L00610 [ 08-145.71
186 9q EHMTL 02792-102846 [ 09-1359.78
193 1i0q ECHS1 0269-102847 | 10-135.03
02 11q IGSFSE [=KIAALDZ0) 02697-L02848 [ 11-133.29
211 12q ZHFLD 02686-102845 [12-132.24
218 13g CD16 02698-100753 [ 13-114.03
126 1dq MTAL 02699-L02850 | 14-104.99
133 15g TM203 [=FLI22604) 02701-L02851 | 15-100.01
241 164 GASE (=GAS11]) 02702-100734 | 16-088.54
250 17g SECTM1 02703-L03169 | 17-077.87
258 18g CTDP1 02704-L03507 | 18-075.58
265 19q BC-2 02705-L02853 | 19-063.76
274 2ig UCKLL {=FL120517} 02706-L00e42 | 20-062.05
281 21g S1008 02587-L02854 | 21-(46.85
250 el ARSA 02707-LO0s61 | 22-049.41
298 ¥fq (PARZ) |VAMP? (=5SYBL1) 02708-L02855 ¥-154.82 + ¥-057.68 [PAR ’Egi-:ln:l
106 ip THFRSF18 02270-L01762 | 01-001.13
315 2o ACPL 02709-L02856 | 02-000.27
3123 ip CHL1 02896-L02353 | 030034
329 * 4o PIGG 14440-L16146 | D4-000.51
137 Lo CCDC127 (=L0C133957) | 02791-102233 | 05-000.26
346 &o IRF4 04077-L03462 | D6-00e. 34
155 o UNCE4A 02780-L02857 | 07 -0 B4
162 8p FEXO25 02715-L00573 | DE-00.40
370 Sp DOCES (=FL100026) 02716-LO0&EE | 09-000.38
ITe ¥ 10p ZMYHD11 (=B55%) 05180-L16343 | 10-00d.22
187 11p BET1L 02784-L02226 | 110020
393 12p JARID1A (=REEPZ] 02787-L02229 | 12-000.29
402 + "13p" PSP 02717-L03608 | 13-019.25 [Acrocentric)
409 + "14p" ADPRTL2 02718-L00732 | 14-019.90 [Acrocentric)
418 + "15p" NDM 04026-L01542 | 15-021.48 [Acrocentric)
427 i6p DECR2 02720-L00s48 | 160040
436 17p RFHIAL 04081-1034565 | 17-000.18
444 18p THOC1 02789-102231 [ 18-0:00.20
450 19p PRAPIC 03501-L02680 [ 29-000.23
459 20p ZCCHC3 [=AJ22115) 02723-L0s41 | 20-000.23
466 + "21p” STCH 02724-100334 | 21-014.68 [Acrocentric)
478 + ¥ "22p" IL1TRA 02725-L16344 | 22-015.96 [Acrocentric)
484 ¥ ¥/¥p (PARL) | SHOX D3714-116345 | X/¥-D00.52 [PAR region)
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SALSA MLPA kity je nutné skladovat pfi teploté -15 az -25 °C, chranit je pfed
svétlem a ulozené v originalnim baleni.

Zadna ze slozek SALSA MLPA kitu P036 a PO70 nepatfi mezi nebezpe&né
latky. Reagencie nejsou lidského ani zvifeciho plvodu a nejsou ziskany
z patogenniho kmene bakterii.

Veskeré chemikalie jsou dodavany spole¢né a jsou distribuovany firmou
MCR Holland, Nizozemi.

SALSA MLPA kity jsou distribuovany firmou MRC Holland pro vyzkumné ucely
a pro demostraci MLPA metody. Tyto kity nejsou certifikovany CE/ FDA organizaci
pro pouziti v genetické diagnostice.

Slozeni jednotlivych premixt pro MLPA metodu je uvedeno v Tab. VIII.

Tab. VIII - Slozeni MLPA premix.

1vzorek
Master probe mix
MLPA buffer (pl) 15
Probe mix P036, PO70 (ul) 15
celkem/ per zkumavka (ul) 3
DNA (ul)
Ligase master mix
Ligase buffer 65A (pl) 3
Ligase buffer 65B (ul) 3
H20 (ul) 25
Ligase (ul) 1
celkem/ per zkumavka (pl) 32
PCR buffer mix
Salsa buffer (ul) 4
H20 (ul) 26
celkem/ per zkumavka (pl) 30
DNA (produkt ligace) (ul) 10
Polymerase master mix
Primers (ul) 2
Enzyme dilution buffer (ul) 2
H20 (ul) 55
Polymerase (ul) 0,5
celkem/ per zkumavka (ul) 10
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2.4 Pracovni postup MLPA metody- "Two tube protocol’

Den 1.
Denaturace
1. Oznadit 0,2ml PCR zkumavky
2. Napipteovat 5 pul DNA vzorkld do kazdé zkumavky, v pfipadé blanku vyuzit
TE pufr
3. Zkumavky se vzorky vloZit do termocykléru a spustit prislusny MLPA
program. Denaturace vzorkl po dobu 5 minut pfi 98 °C, nasledné
zchlazeni na 25 °C.
Hybridizace
1. Protfepat MLPA pufr a MLPA probemix.
2. Pfipravit Hybridizacni master mix - viz. Tab. VIII, fadné promichat.
3. Po dokoncCené hybridizaci pfidat do kazdé zkumavky se vzorkem DNA
3 ul Hybridizaéniho master mixu. Dobfe promichat pipetou.
4. Pokracovani v MLPA programu - inkubace po dobu 1 minuty pfi 95 °C,
16- 20 hodin pfi 60 °C.
Den 2.
Ligace

1. Protfepat oba ligaCni pufry.

Pripravit Ligase - 65 master mix - viz. Tab. VII. Smés s pfidanym

enzymem pouze jemné promichat pipetou.

3. Pokracovat v MLPA programu.

Pfi 54 °C pauza, pfidat do kazdé PCR zkumavky se vzorkem DNA
32 ul Ligase - 65 master mix, jemné promichat pipetou.

PokraCovat v MLPA programu - inkubace po dobu 15 minut pfi 54 °C,
nasledné 5 minut pfi 98 °C, pauza pfi 20 °C.

Vyjmout PCR zkumavky z termocykléru.

Produkty ligace uschovat po dobu 1 tydne pfi 4 °C nebo nékolik hodin
pfi pokojové teploté.
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PCR

1. Radné protiepat SALSA PCR primer mix, polymerazu lehce prohfat v ruce

(snizeni viskozity)

2. Pripravit Polymerazovy master mix - viz. Tab. VI, smés pouze jemné

promichat

3. Za pokojové teploty do kazdé zkumavky s ligacnim produktem pfidat

10 pl polymerazového master mixu, jemné promichat pipetou.

PokraCovat v MLPA programu- viz. Schéma 1.

Produkty skladovat zabalené v alobalu (fluorescenéni barva je citliva na
svétlo). Po dobu jednoho tydne skladovat PCR produkty ve 4 °C, pro delSi
skladovani vyuzit teplotu -15 °C az -25 °C.

Schéma 1 - Kroky MLPA programu béhem reakce.

1)

2)

3)

4)

DMNA denaturace
a) 98°C po dobu 5 minut
b) 25°C po dobu 1 minuty a nasledné pozastaveni programu
Hybridizace
a) 95°C po dobu 1 minuty
b) 60°C inkubace po dobu 16-20 hodin
Ligace
a) 54°C po dobu 1 minuty a nasledné pozastaveni programu
b) 54°C po dobu 15 minut
c) 98°C po dobu 5 minut
d) 15°C po dobu 1 minuty a nasledné pozastaveni programu
FCR reakce
a) 60°C po dobu 1 minuty a nasledné pozastaveni programu
b) 35 cykl
e 05°C 30 vtefin
s B0°C 30 vtefin
s  T72°C 60 vtefin
c) 72°C po dobu 20 minut
d) 15°C po dobu 1 minuty a nasledné zastaveni programu
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Priprava vzorku k separaci v kapilarni elektroforéze pro ABI PRISM 3130:

1.
2.

k 1 pl vzorku DNA pfidat 10 ul formamidu a 0,4 pl LIZ 500
pomoci pipety premistit vzniklou smés do pfipraveného pipetovaciho bloku-

poradi vzorkd zanést do ‘'sample sheet’

3. denaturace 2 min pfi 80°C

4. rychle zchladit v ledové lazni

Podminky separace v kapilarni elektroforéze:

Pro separaci vV kapilafe slouzi geneticky analyzator ABI PRISM 3130.

Jako separaéni gel byl pouzit POP4 ™ (Applied Biosystems).

MLPA PCR barva primeru: FAM

doporucena délka kapilary: 36 nebo 50 cm

nasati vzorku: 1,6 kV po dobu 15 s

vlastni elektroforéza: 28 min pfi 60 °C, napéti 15 kV

podminky elektroforézy je mozno pro dalSi testy upravit v zavislosti na

vysce pikd
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3. Vysledky

3.1 Vysledky vysetieni DNA izolované z lymfocytu periferni krve

3.1.1 VySetfeni za pouziti SALSA MLPA kitu P036
Datum provedeni: 28.5.2012
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ziti SALSA MLPA kitu PO70

Datum provedeni: 25.5.2012
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3.1.2 VysSet
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referenc¢ni vzorek ¢. 361
PO70

wn 0 a%0

Pfi vySetfeni DNA izolované z periferni krve Mullerovou metodou SALSA MLPA
kitem P036 a P0O70 bylo mnozstvi izolované DNA dostacujici, denaturace vzorku
probéhla kompletné, vysledné PCR produkty byly dostatecné vySka pikd dosahovala
minimalné 300 rfu). Hodnotitelnost u vzorku 1339 byla ztizena “slopingem” piku.
(pFednostni amplifikace kratSich fragmentl zplUsobena pfitomnosti substanci
inhibujicich PCR reakci nebo zvySena evaporace béhem hybridizace u daného
vzorku.

U vzorku 168 testovaného SALSA MLPA kitem PO036 nedoSlo ke tvorbé
hodnotitelnych PCR produktu. Didvodem muze byt degradace DNA ve vzorku
zpusobena jeho stafim. Hodnoceni kvality jednotlivych elekroforetogrami

viz. Tab. IX. Vysledky vySetfeni vzorkd jsou znazornény v Tab. XV.
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Tab. IX - Hodnoceni kvality vystupnich elektroforetogramu vzork( DNA izolované z lymfocytu periferni krve

4%

DNA izolovana z
periferni krve
pouzity koncentrace DNA denaturace DNA Kontrola produktu — vyssi nez 300 RFU
typ izolace SALSA na zakladé vysky  na zakladé vysky (méFeno vyskou piku),
Cislo vzorku DNA MLPA kit Q fragmentu D fragmenta sloping pikd primer pik
Miillerova
1339 metoda P0O36 dostacujici kompletni ne dostatecné, ne
Millerova
348 metoda P0O36 dostacujici kompletni ne dostatecné, ne
Miillerova
168 metoda P036 - - - nedostatecné, ano
Millerova
360- referencni vzorek metoda P0O36 dostacujici kompletni ne dostatecné, ne
Miillerova
361- referencni vzorek metoda P0O36 dostacujici kompletni ne dostatecné, ne
Millerova
1339 metoda P0O70 dostacujici kompletni ano dostatecné, ne
Millerova
348 metoda P0O70 dostacujici kompletni ne dostatecné, ne
Millerova
168 metoda P0O70 dostacujici kompletni ne dostatecné, ne
Millerova
360- referencni vzorek metoda P0O70 dostacujici kompletni ne dostatecné, ne
Millerova
361- referencni vzorek metoda P0O70 dostacujici kompletni ano dostatecné, ne
slepy vzorek - P036/P070 - - - bez produktt, ano




3.1.3 Potvrzeni vysledkd metody MLPA

Obr. 11a - Potvrzeni parcialni monozomie

chromozomu €. 20 u vzorku €. 348
metodou FISH. Hybridizace se sondou
Alagille (JAG1, Cervena)/ 20gter Cytocell

(zelena).
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Obr. 11b - Potvrzeni parcialni trizomie

chromozomu €. 22 u vzorku ¢. 348 metodou
FISH. Hybridizace se sondou DiGeorge/
VCFS TUPLE 1 (Cervena)/ 22913.3 (zelena).



Tab. X - Potvrzeni patologického nalezu (20qg-, 22q+) vzorku €. 348 softwarovym programem

MLPA Coffalyser. Hodnota "Ambigous” na chromozomu 19p (19p-) je artefaktem

zpusobenym moznym polymorfismem &i bodovou mutaci pobliz mista komplementarniho

nasednuti oligonukleotidové sondy.

Qene Chr.pos Langth (i) MV3é Recommeanded Crder | Ratio
TNFRSF18 probe 2270-L1762]  01p36.3 306 01-001.0 TNFRSF18 1 Normal (1.0)
SH3BPS5L probe 40841 3605 01g44 130 01-247.1 SH3BP5L 2 Normal (1.01)
ACP 1 probe 27091 2856 02p25 314 02-000.3 ACP1 3 Mormal (0.81)
ATG4B probe 2781-L3168 02q37.2 137 02-236.3 ATG4B 4 Normal (0.93)
CHL1 probe 2896-L2363 03p26.1 322 03-000.3 CHL1 5 Normal (1.24)
KIAAD226 probe 2690-L2842 03929 144 03-198.8 KIAAD226 6 Normal (0.83)
ZNF141 probe 2779-1 2221 04p16.3 330 04-000.3 ZNF141 7 Normal (1.02)
FRG1 probe 2691-0.2843 04935 151 04-191.1 FRG1 8 Normal (1.28)
LOC133957 probe 2791-L2233  05p15.33 338 05-000.3 LOC133957 9 Normal {1.01)
GNB2L 1 probe 27904 2232 05q35.3 158 05-180.6 GNB2L1 10 Normal (0.9)
IRF4 probe 4077-L.3462 06p25-p23 346 06-000.3 IRF4 11 Normal (0.97)
TBP probe 2694-12844 06q27 165 06-170.7 TBP 12 Normal (1.18)
UNC 84A probe 2780-L2857 07p22.3 354 07-000.9 UNC84A 13 Normal {0.8)
VIPR2 probe 2793-L3167 07q36.3 172 07-158.6 VIPR2 14 Normal (0.86)
FBXO25 probe 2715-L0973 08p23.3 362 08.000.4 FBX025 15 Normal (0.99)
REC QL4 probe 269510610 08924 3 179 08-145.7 RECQL4 16 Normal (1.089)
DOCKS probe 2716-L0688 09p24.3 370 09-000.4 DOCK38 17 Normal (0.87)
EHMT1 probe 279212846 09g34.3 186 00-139.8 EHMT1 18 Normal {1.17)
| ZMYND11 probe 5180-12227 10p14 378 10-000.2 ZMYND1 1 19 Normal (1.24)
ECHS1 probe 2696-.2847 | 10926.2-926.3 194 10-135.0 ECHS1 20 Normal {0.91)
BET1L probe 2784-L2226 11p15.5 386 11-000.2 BET1L 21 Normal (0.98)
IGSFOB probe 2697-L2848 11g25 202 11-133.3 IGSFOB 2 Normal {1.24)
JARID1A probe 2787-12229 12p11 394 12.000.3 JARID1A px) Normal {1.2)
ZNF10 probe 2686-1.2849 12q24.33 210 12-132.2 ZNF10 24 Normal {1.14)
PSPC1 probe 2717-L3608 13q12.11 402 13-019.2 PSPC1 25 Normal (0.79)
CDC16 probe 269840753 13g34 218 13-114.0CDC 16 26 Normal (0.96)
PARP2 probe 2718.L0732 | 14qg11.2.g12 410 14-019.9 PARP2 27 Normal (0.98)
MTA1 probe 2699-L2850 14932.3 226 14-105.0 MTA1 28 Normal (1.1)
NDN probe 4026-L1542 15q11.2-q12 418 15-021.5 NDN 29 Normal (0.75)
TM2D3 probe 2701-L.2851 15q26.3 234 15-100.0 TM2D 3 30 Normal (1.28)
DECR2 probe 2720-L0648 16p13.3 426 16-000.4 DECR2 31 Normal (0.97)
GAS8 probe 2702-L0734 16q24.3 242 16-088.6 GASS 32 Nomal (1.14)
RPH3AL probe 4081-L3465 17p13.3 434 17-000.1 RPH3AL 33 Normal {1.05)
SECTM1 probe 270313169 17925 250 17-077.9 SECTM1 34 Normal (1.16)
THOC1 probe 2789.1 2231 18p11.32 442 18-000.2 THOC1 35 Normal (0.99)
CTDP 1 probe 2704-L3607 18923 258 18-075.6 CTDP 1 36 Normal {1.03)
PPAP 2C probe 3501-L.2880 19p13 450 19-000.2 PPAP2C 37 Ambiguous (0.61)
CHMP 2A probe 2705-L2853 19913.43 266 19-063.8 CHMP2A 38 Normal (0.87)
ZCCHC3 probe 272310641 | 20p13.p12.2 458 20-000.2 ZCCHC3 39 Normal (0.98)
UCKL1 probe 2706-L0642 20q13.33 274 20-052.1 UCKL 1 40 LOH {0.58)
STCH probe 2724-L0334 21g11 466 21-014.7 STCH 41 Normal (0.8)
S100B probe 2587-L2854 21g22.3 282 21-046.8 S100B 42 Normal (0.83)
IL17R probe 2725.L 0660 22g11.1 474 22.016.01L17R 43 Normal (1.2)
AR SA probe 2707-L0661 22q13.33 290 22-049.4 ARSA 44 Gain (1.69)
SHOX probe 3714-L0910 | Xpter-p22.32 482 X-000.5 SHOX 45 Normal {1.07)
SYBL1 probe 2708-L2855 Xg28 208 X-154.8 SYBL1 46 Nomal (1.22)

46



ych klka

é z choriov

DNA izolovan

ré

reni

3.2 Vysledky vyset

3.2.1 VySetfeni za pouziti SALSA MLPA kitu PO36

Datum provedeni: 17.7.2012
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Mnozstvi DNA izolované z choriovych klki QIAamp kitem bylo pfi pouziti
SALSA MLPA kitu P036 a PO70 dostateCné a denaturace vzorku probéhla
kompletné.

U vzorkU testovanych kitem P070 v8ak dochazelo k vyraznému slopingu a tvorbé
vysokého primer piku. Tento problém mohl byt disledkem nadmérné kontaminace
vzorku DNA, evaporace béhem pipetovani reakéni smési a selhanim PCR reakce.
Hodnoceni kvality jednotlivych elekroforetogramt viz. Tab.XI. Vysledky vysSetfeni

vzorku jsou znazornény v Tab. XV.

50



Tab. XI - Hodnoceni kvality vystupnich elektroforetogramu vzork( DNA izolované z choriovych klku.

TG

DNA izolovana z
choriovych klkd
pouzZity koncentrace DNA denaturace DNA Kontrola produktu — vys$si nez 300 RFU
typ izolace SALSA  nazakladé vySky na zakladé vysky (méreno vyskou piku),
Cislo vzorku DNA MLPA kit Q fragmenti D fragmenti sloping piku primer pik
QlAamp Mini
1618 Kitem P0O36 dostacujici kompletni ne dostatecné, ne
QlAamp Mini
40 Kitem P0O36 dostacujici kompletni ne dostatecné, ne
QlAamp Mini
818 Kitem P0O36 dostacujici kompletni ne dostatecné, ne
QlAamp Mini
625- referencni vzorek Kitem P036 dostacujici kompletni ne dostatecné, ne
QlAamp Mini
1222- referencni vzorek Kitem P0O36 dostacujici kompletni ano dostatecné, ne
QlAamp Mini
556 Kitem P0O70 dostacujici kompletni ano nedostatecné, ano
QlAamp Mini
40 Kitem PO70 dostacujici kompletni ano nedostatecné, ano
QlAamp Mini
818 Kitem P0O70 dostacujici kompletni ano dostatecné, ne
QlAamp Mini
74- referencni vzorek Kitem P0O70 dostacujici kompletni ano nedostatecné, ano
QlAamp Mini
1222- referencni vzorek Kitem P0O70 dostacujici kompletni ano dostatecné, ne
slepy vzorek - P036/P070 - - - bez produktd, ano




3.2.3 Potvrzeni vysledkd metody MLPA
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Obr. 12 - Potvrzeni patologického nalezu (5p-) u vzorku €. 40 sestavenim karyotypu pomoci

G- pruhovani.
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Tab. XllI- Potvrzeni patologického nalezu (21+) vzorku &. 818 softwarovym programem MLPA

Coffalyser.
Gamm Chrpas | Length (rt) MV3E Reaommenced Grdes Ratio
TNFRSF4 probe 2268-L01761]  01p 130 01-001.1 TNFRSF4 1 Nermal (1.23)
KIAA1720 probe 2382.L02148]  01q 306 01-247 .1 KIAA1T20 2 Normal {1.04)
ACP1 probe 2274 L 08758 02p 137 02-000.3 ACFP1 3 Nermal (1.17)
CAPN10 probe 1742101308 | 02g 314 02-241.3 CAPN10 4 Nermal (0.83)
CHL1 probe 1721-L01329 03p 144 03-000.3 CHL 1 5 Normal (1.25)
BDH probe 2013102052 3g 322 03-198.8 BDH 6 Normal {0.82)
FLJ20265 probe 2005L02047]  0dp 151 04-000.5 FLJ20265 7 Neemal (1.1)
TRIML2 probe 7045106655 4q 330 04-188.3 TRIML2 8 Normal (1.2%)
PDCD6 probe 1723.1 01327 05p 158 05-000.4 PDCD6 g Normal {1.05)
GMBZL1 probs 3318-L02737 05q 338 05-180.6 GNB2L1 10 Normal {0.98)
IRF4 probe 1724-L02048 0Bp 165 06-000.3 IR F4 11 Neormal {0.84)
PSMB1 probe 1746001304 D6g 36 06-170.8 PSMB1 12 Nermal {0.86)
CEMTA1 probe 2275102048 |  07p 172 07-000 7 CENTA1 13 Normal (0.85)
VIPR2 probe 1747-L01303 07q 354 07-158 .4 VIPR 2 14 Normal (0.87)
FBX025 probe 2307-L01 845 08p 179 08-000.4 FEXQ25 15 Naormal (1.15)
KIAAD150 probe 1748-L01302]  08q 362 08-144 6 KIAAD150 16 Normal {0.82)
DMRT1 probe 1727-L02050 0%p 186 09-000.8 DMRT1 17 Neemal (1.02)
EHMT1 probe 82051 08170 08g 370 08-138.8 EHMT1 18 Neormal (1.01)
KIAADDS34 probe 2277-L01768]  10p 184 10-000.5 KIAADS34 18 Normal (1.12)
PAD probe 91424 088953 10q 378 10-135.1 PAO 20 Neormal {0.88)
RIC -8 probe 3315102733 11p 202 11-000.2 RIC-8 21 Nermal {0.87)
KIAADDSE probe 1751-L01288]  11q 386 11-133 .6 KIAADODS6 22 Normal {0.88)
SLCEA12 probe 2276101767  12p 208 12-000.2 SLC6A12 23 Normal (0.84)
ZhF10 probe 2687102154 12 384 12.132.3 ZNF10 24 Naormal (1.04)
PSPC1 probe 2398.1 01847 13p 218 13.019.2 PSPC1 25 Neemal {1.2)
F7 probe 1753-1.01287 13g 402 13-112.8F7 26 Nermal (0.88)
HEI10 probe 1732101318 1dp 226 14018.9 HEI 10 27 Normal (1.18)
MTA1 probe 27784 02201 14q 410 14-105.0 MTA1 28 Normal {0.77)
MKRN3 probe 7201-108858 15p 234 15-021.4 MKBRN3 28 Normal (1.05)
ALDH1A3 probe 1755401285 15q 418 15-099.2 ALDH1A3 30 Normal (1.07)
POLR3K probe 1734-L01316 | 16p 242 16-000.04 POLA3K 31 Normal {0.88)
[AS11 / GASE probe 3201-L026 16g 426 16-088.6 GAS11./ GASE 32 Normal (0.87)
RPH3AL probe 1735401315  17p 250 17-000.2 RPH3AL 33 Nermal {0.88)
TBCD probe 1757-L01283 17q 434 17.078 4 TBCD 34 Neormal {1.02)
USP14 probe 1736-L02051 18p 258 18.000.2 USF 14 35 Nermal (1.25)
FLJ21172 probe 1758101282 18q 442 18-075.8 FLJ21172 36 Nermal (0.98)
CDC34 probe 1737-101313 18p 266 19-000.5 CDC34 37 Normal (0.8)
BC-2 probe 9143-L10626 18g 450 18-063.8 BC-2 38 Normal (1.02)
50X 12 probe 2396-L01844 20p 274 20-000.3 50X12 38 Normal {0.84)
OPRL1 probe 2688-L 02884 20q 458 20-062.2 OPRL1 40 Normal {0.74)
REM11 probs 17354 01311 21p 282 21-014.5 REM11 41 Gain {1.3)
HMT1 probe 2586-L02059 21q 466 21-046.9 HMT1 42 Gain {1.62}
BID probe 1740-L01310 22p 280 22-016.6 BID 43 Nermal {1.04)
RABLZE probe 1762-L08761 229 474 22.048.5 RABLZB 44 Nermal {0.88)
SHOX probe 1148401331 XD 208 X/-000.6 SHOX 45 Normal {1.08)
SYBL1 probe 1763-L02150 X/Yg 482 XY-154.7 SYBL1 45 Normal (1.24)
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3.3 Vysledky vysetreni DNA izolované z plodové vody

3.3.1 VySetfeni za pouziti SALSA MLPA kitu P036
Datum provedeni: 3.11.2012
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3.3.2 VySetfeni za pouziti SALSA MLPA kitu P070
Datum provedeni: 3.11.2012

vzorek ¢. 1391

PO70
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referenc¢ni vzorek ¢. 273

m PO70

sloping pikU

DNA byla vtomto pfipadé izolovana z plodové vody pomoci QIAamp Kkitu.
Vysledna koncentrace DNA z amniocytd vSak pfi pouziti SALSA MLPA kitu P036,
tak PO70 byla nizSi néz u predchozich biologickych materiald. To zpUsobilo
zviditelnéni kontrolnich Q fragmentu, které jsou vy3Si nez % kontrolniho D fragmentu

o velikosti 92 nukleotidd. Denaturace vSak probéhla kompletné.

U vzorkl, které byly testovany SALSA MLPA kitem PQO70 dochazelo opét
k vyraznému slopingu piku, ktery mohl byt disledkem necisté DNA ¢&i vypafovanim
béhem pipetovani reakCnich smési ke vzorku. Hodnoceni kvality jednotlivych

elekroforetogramu viz. Tab. XIIl. Vysledky vySetfeni vzorkd jsou znazornény
v Tab. XV.
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Tab. XIII - Hodnoceni kvality vystupnich elektroforetogramd vzork DNA izolované z plodové

DNA izolovana z
plodové vody

pouzity koncentrace DNA denaturace DNA Kontrola produktu — vyssi nez 300 RFU
typ izolace SALSA na zakladé vySky na zakladé vysky (méFeno vyskou piku),
Cislo vzorku DNA MLPA kit Q fragmentt D fragmenta sloping pikd primer pik
QlAamp
1391 Mini Kitem P036 nedostacujici kompletni ne dostacujici, ne
QlAamp
273- referencni vzorek | Mini Kitem P036 nedostacujici kompletni ne dostacujici, ne
QlAamp
1339 Mini Kitem P0O70 nedostacujici kompletni ano dostacujici, ne
QlAamp
273- referencni vzorek | Mini Kitem P0O70 nedostacujici kompletni ano dostacujici, ne
slepy vzorek - P036/P070 - - - bez produktd, ano




LS

3.4 Souhrnny prehled vysledkt vysetreni vSech testovanych vzorki a jejich ovéreni jinymi metodami

Tab. XV- Vysledky vySetreni vech testovanych vzorki a ovéfeni jinymi metodami.

vzorek ¢. | primarni biologicky cytogeneticka vysledek MLPA vysledek FISH ostatni vySetfeni povaha zmény velikost zmény |syndromologicka
material analyza (Mb) jednotka
348 periferni krev 46,XX rsa 20q13.3(P036,P070)x1 |.ish der(20)t(20;22)(q13.33;q13.33)(SHANK3+,RABL2B+, ARSA+)dnv SNP array mikrodelece 20q13 1,6
rsa 22q13.3(P036;P070)x3 mikroduplikace 22q13 ccal
1339 periferni krev 46, XX rsa 2037.3(P036;P070)x1 Jish der(2)t(2;18)(937.3;q23)(q37-,923+) mikrodelece 2937.3 ?
rsa 18¢23(P070;P036)x3 mikroduplikace 18923 ?
168 periferni krev 46,XY rsa 15911.2(P036)x1 Jish del(15)(q11.2911.2)(NDN-,SNRPN-)dnv MS-PCR mikrodelece 15q11.2 ccal Prader-Willi sy
40 choriové klky  |46,XY,del(5)(p13pter) | rsa 5p15.2(P070,P036)x1 MLPA - mikrodelecni delece 5p cca 35 Cri-du-Chat
rsa 5p15.33(P245)x1
818 choriové klky 47 XY,+21 rsa 21q(P036,P070)x3 QFPCR - trisomie 21 trisomie 21 Down sy
556 choriové klky 46,XX,der(21) rsa 21922.3(P070)x1 Jsh der(21)t(1;21)(q44;022.3)pat SNP array delece 21g22.3 9,88
rsa 1q44(P070)x3 duplikace 1942944 22,4
1618 choriové klky 46,XY,der(5) rsa 5p15.2(P036)x1 Jish der(5)t(5;11)(p15.2;p15.31) SNP array delece 5pter 16,8 Cri-du-Chat
rsa 11p15.5(P036)x3 duplikace 11pter 10
1391 plodova voda 46, XY rsa (P036;P070)x2 7adna




4. Diskuze

Celkem bylo vySetfeno 8 vzorki DNA - u 6 byla potvrzena olekavana
chromozomalni aberace. V 1 pfipadé byla nalezena aberace nova. MLPA testy byly
provadény za pouziti SALSA MLPA kit P036 a P070. Testovani vzorkli pomoci
SALSA MLPA kitu P036 pfineslo mnohem lepSi vysledky z divodu Casté pFitomnosti
slopingu piku pfi testovani kitem MLPA P070.

Tzv. ‘sloping pikd” - signal delSich MLPA fragmentl je vice nez 3x mensi,
nez signal MLPA fragmentu kratSich. Hlavnimi pFi¢inami mohla byt:

e kontaminace vzorku DNA, ktera potlaci ucinky polymerazy (Fe, ethanol)
e ucCinné feSeni:

o pouziti menSiho mnozstvi DNA

o dalSi precisténi DNA

o prodlouzeni doby denaturace vzorku

e vypafovani vzorku béhem hybridizace, pfi pipetovani ligaCni smési
nebo pfi nedokonalém uzavieni PCR mikrozkumavky umisténé
v termocykléru
e feSenim byva:
o kontrola uzavieni PCR mikrozkumavky
o kontrola vypafovani vzorku pomoci pfidani 1 PCR mikrozkumavky
naplnéné 8 ul vody
o zamezeni vyparovani béhem pipetovani postupnym oteviranim

a uzaviranim PCR mikrozkumavek

Koncentrace DNA izolované z periferni krve a choriovych klki byla ve vSech
testovanych vzorcich dostate¢na. Nizké mnozstvi DNA ve vzorku bylo pfi izolaci DNA
z plodové vody pomoci QIlAamp kitu, které zpUsobilo zvySeni kontrolnich

Q fragmentu ve vysledném elektroforetogramu. Tyto piky kontrolnich Q fragmentu
(viz. Tab. IV) byly vysSi nez % 92nt kontrolniho D fragmentu. Optimalni mnozstvi

pouzité DNA ve vzorku je v rozmezi 100- 200 ng (koncentrace 20 ng/ul). U vzorku

izolovaného z plodové vody by bylo vhodné koncentraci DNA zvysSit na 24 ng/ul.
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Pfi nekompletni denaturaci hybridizované DNA dochazi ke snizeni pikd
kontrolnich D fragmenta (88 nt a 96 nt) na hodnotu mensi nez 40 % kontrolniho 92nt
fragmentu (viz. Tab. IV). Nekompletni denaturaci podléhaji pfedevSim sekvence DNA
bohaté na CG majici vysSi Tm (teplota tani) a diky tomu zde obtiznéji dochazi k
denaturaci DNA dvouSroubovice. Nejvice byva nekompletni denaturaci ovlivnhén
signal sond, jejichz cilova sekvence se nachazi v nebo pobliz téchto CpG ostrovu.
Specifické sondy tedy nemohou spravné hybridizovat a byt ligovany Ligazou - 65,
coz vede ke tvorbé zkreslenych vysledkd ve formé faleSnych deleci. Denaturace je
ovlivnéna predevsim pfitomnosti kontaminantd - soli (KCI, NaCl) a dalSich iontu (Fe,
Mg). V testovanych vzorcich nebyl tento jev zaznamenan. Zabranit nekompletni
denaturaci lze pouzitim mensiho mnoZstvi DNA a tim padem i mensiho mnoZstvi
kontaminantt, dalSim precisténim DNA (napf. ethanolovym srazenim) Ci pfidanim
glycerolu do 5 pl testovaného vzorku DNA.

V nékterych vzorcich byla zaznamenana pritomnost vysokého primer piku
(20 - 60 nt). Kjeho vytvofeni dochazi pfi nespravném pribéhu PCR reakce
popf. pfi nedostate€ném mnozstvi DNA (slepy vzorek viz. Obr. 8). Nedochazi
tedy k exponencialni  tvorbé PCR  produktt a signal nenamnoZenych
oligonukleotidovych sond je zachycen kapilarni elektroforézou v pfedni Ccasti
elektroforetogramu (viz. 3.1.1 VySetfeni za pouziti SALSA MLPA kitu P036,
vzorek €. 168, viz. 3.2.2 VySetfeni za pouziti SALSA MLPA kitu P070, vzorek €. 556,
40, 74). Vysokému primer piku se mizeme vyvarovat pouzitim ledové drté pfi tvorbé
polymerase master mixu ¢i spusténim PCR programu v termocykléru ihned

po napipetovani polymerase master mixu ke vzorku DNA.
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5. Zaver

Cilem této bakalaiské prace byla detekce chromozomalnich aberaci metodou
MLPA a jeji optimalizace na Ustavu lékafské genetiky a fetalni mediciny ve Fakultni
nemocnici Olomouc. U 8 testovanych vzorku jsem v 6 pfipadech potvrdila jiz dfive
nalezenou chromozomalni aberaci a v 1 pfipadé byla nalezena aberace nova
(viz. Tab. XV), ktera byla ovéfena i jinymi metodami (Obr. 11a a 11b, Tab. X).
Testovani prokazalo, Ze tato metoda je spolehlivym nastrojem Kk detekci
chromozomalnich aberaci jak z DNA izolované z periferni krve (postnatalni vySetfeni
u détskych pacientd s mentalni retardaci), tak DNA izolované z choriovych kIku
a plodové vody (prenatalni vysSetieni). Obé metody izolace DNA jsou pouzitelné
pro zisk DNA urené na vySetfeni MLPA. Vstupni koncentrace 20 ng/ul se jevi
byt dostateCna s vyjimkou DNA izolované z plodové vody, kde by bylo vhodné
jeji koncentraci mirné zvysit. Problém s podilem kontaminanti v izolované DNA,
které negativné ovliviiuji amplifikaci dlouhych fragmenti DNA Ize feSit napf. vy$Sim
zfedénim vzorku, precisténim vzorku nebo prodlouzZenim doby denaturace DNA.
Metoda MLPA byla potvrzena jako vhodna, spolehliva a finanéné dostupna

diagnosticka technika pro cilenou detekci chromozomalnich aberaci.
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Seznam pouzitych zkratek

AE

bp

CGH
DNA

DQ

FAM
FISH

LB

MAPH
Mb
MLPA
MS - MLPA
nt

PCR
QF - PCR
rfu

RNA

RT - MLPA
SDS
Tamra
TE

Tm

acetat sodny / ethylendiamintetraoctova kyselina

par bazi

Komparativni genomova hybridizace

deoxyribonukleova kyselina

davkovy koeficient

fosforamidit

Fluorescenéni in situ hybridizace

pufr s boratem lithnym

Multiplex amplifiable probe hybridization

mega base pairs = 1 000 000 part bazi

Multiplex ligation - dependent probe amplification

Methylation - specific multiplex ligation - dependent probe amplification
nukleotid

Polymerazova fetézova reakce

Kvantitativni fluorescenéni polymerazova fetézova reakce

relativni fluorescenc¢ni jednotka

ribonukleova kyselina

Reverse transcriptase multiplex ligation - dependent probe amplification
dodecylsiran sodny

tetramethylrhodamin azid

tris (hydroxymethyl) aminomethan / ethylendiamintetraoctova kyselina
teplota tani
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