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Suhrn

Prenatdlna starostlivost, ako subor skriningovych a diagnostickych met6d, umoziuje
diagnostiku vrodenych vyvojovych vad eSte nenarodenych jedincov. VyuZiva pri tom Siroké
spektrum metdd. Od klasickej karyotypizacie, aZz po moderné molekularne met6dy zaloZené
na analyze DNA, medzi ktoré patri aj metoda MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe
Amplification).

Zhrnutie sucasnych poznatkov tykajucich sa chromozomalnych aberacii, ako jednej
z Castych pric¢in vrodenych vyvojovych vad a spontannych potratov, je napliou teoretickej
Casti prace. Jej sticastou je tieZ prehl'ad technik vyuZzivanych na ich prenatélnu a postnatalnu

detekciu.

Experimentalna Cast’ je zamerana na zhodnotenie vyuZitel'nosti a spol'ahlivosti metody
MLPA pri detekcii chromozomalnych aberacii v prenatalnej diagnostike. V ramci
52 testovanych vzoriek DNA (izolovanych z tkaniva ziskaného biopsiou koZe potratenych
plodov, z amniocytov plodovej vody, alebo choriovych klkov), MLPA spol'ahlivo detegovala
sedem pripadov aneuploidii a tri pripady kryptickych delécii. Zatial' ¢o néalezy aneuploidii
sa zhodovali s vysledkom cytogenetického vySetrenia a jedna mikrodelécia bola sti¢ast'ou
karyotypizaciou identifikovanej komplexnej prestavby, dva pripady kryptickych delécii
MLPA detegovala u vzoriek s normalnym karyotypom. Na druhej strane MLPA nedetegovala
pripady mozaiok s nizkym zastipenim aberantnych buniek, resp. kontaminované
maternalnymi bunkami, pripad intersticialnej delécie, triploidiu 69,XXY a povod marker
chromoz6mu. Na zéklade tychto vysledkov mozno konStatovat, Ze MLPA predstavuje vhodnud
doplnkovii metédu klasickej karyotypizacie, schopni rychlo a spolahlivo detegovat
aneuploidie a submikroskopické delécie/duplikacie vybranych chromozomalnych oblasti. Ma
vSak urcité detekc¢né limity, ktoré st dané zastipenim aberantného klonu v pripade mozaiok,

neschopnost'ou odhalit' zmeny mimo testované lokusy a polyploidie.



Summary

Prenatal care as a complex of screening and diagnostic methods provides a diagnostics
of congenital anomalies of even unborn children. It utilizes broad-spectrum of methods, from
conventional karyotyping to modern molecular methods based on analysis of DNA. This
master thesis is focused on one of those methods known as MLPA (Multiplex Ligation-

dependent Probe Amplification).

The theoretical part of the thesis is aimed at summarizing actual knowledge about
chromosomal aberations as frequent cause of congenital anomalies and spontaneous

abortions, and also about possibilities of their prenatal and postanal diagnostics.

The experimental part is focused on evaluation of MLPA efficiency and reliability in
detection of chromosomal aberrations in prenatal diagnostics. From 52 samples of DNA
(isolated from skin biopsy tissue of aborted fetuses, from amniocytes or chorionic villus),
MLPA detected seven cases of aneuploidy and three cases of cryptic deletions. While
diagnosis of aneuplodies were in conformance with cytogenetic examination results and one
microdeletion was part of a complex chromosomal rearragement identified by karyotyping,
two cases of cryptic deletions MLPA detected in samples with normal karyotype. On the other
side, MLPA didn't detect cases of mosaicism with low fraction of abnormal cells or
contaminated by maternal cells, the case of intersticial deletion, triploidy 69,XXY and the
case of marker chromosome identification. Based on these results it is possible to establish,
that MLPA is an appropriate supporting method to conventional karyotyping, capable of rapid
and reliable detection of aneuploidies and submicroscopic deletions/duplicatios of selected
chromosomal regions. But it has some detection limits, that are depend on the fraction of
abnormal cells in mosaicism cases, inability to detect rearragements outside of tested locuses

and polyploidy cases.
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AC
AFP
BAC

CENP
CGH
CMA
CNV
CVsS
DD
DNA
DQ
DUS
FISH
FMRS
FN
FRSS
hCG
HR-CGH

IUGR
IVF

kb

LCR
LHS
LPO
M-FISH
Mb
MLPA
NAHR

Zoznam skratiek

amniocentéza
alfa-fetoprotein
umely bakterialny chromozdém (bacterial artificial chromosome)

par bazi (base-pair)

centromericky protein

komparativna genomova hybridizacia (comparative genomic hybridization)
chromozomalna mikrocipova analyza (chromosomal microarray analysis)
copy number variation

odber choriovych klkov (chorionic villus sampling)

denaturacia DNA (DNA denaturation)

deoxyribonukleova kyselina (deoxyribonucleic acid)

dosage quotient

dopplerovska ultrasonografia

fluorescencna in situ hybridizacia (fluorescence in situ hybridization)
fragment MLPA reaction score

fakultna nemocnica

fragment run separation score

ludsky choriovy gonadotropin (human chorionic  gonadotropin)
vysokorozliSovacia komparativha genémova hybridizacia (high resolution
comparative genomic hybridization)

intrauterinna rastova retardacia (intrauterine growth restriction)

in vitro fertilizacia

kilobaza (kilobase)

low copy repeats

left hybridising sequence

left probe oligonucleotide

multiplex fluorescence in situ hybridization

megabaza (megabase)

multiplex ligation-dependent probe amplification

nealelickd  homologicka  rekombinacia

(non-allelic  homologous



recombination)

NGS next-generation sequencing

NHEJ nehomologické spojovanie koncov (nonhomologous end joining)
NIPT neinvazivne prenatalne testovanie (non-invasive prenatal testing)

NT nuchalna translucencia

nt nukleotid

p kratke ramienko chromozému

PAC P1-derived artificial chromosome

PAPP-A pregnancy-associated plasma protein A

PCR polymerazova ret'azova reakcia (polymerase chain reaction)

q dlhé ramienko chromozému

QF-PCR kvantitativna fluorescencna polymerazova retazova reakcia (quantitative

fluorescence-polymerase chain reaction)

RAD rychla detekcia aneuploidii (rapid aneuploidy detection)

RFU relativna fluorescencna jednotka (relative fluorescence unit)

RHS right hybridising sequence

RPO right probe oligonucleotide

SKY spektralna karyotypizacia (spectral karyotyping)

SNP single nucleotide polymorphism

SSCP single-strand chain polymorphism

sSMCs malé nadpocCetné marker chromozomy (small supernumery marker
chromosomes)

STR short tandem repeats

STS sequence tagged site

uE nekonjugovany estriol (unconjugated estriol)

UPT umelé preruSenie tehotenstva

Uz ultrazvuk

ULG tistav lekarskej genetiky

VOUusS variants of unknown/uncertain significance

VVV vrodené vyvojové vady



1 Uvod

Chromozomalne aberacie su vrodené alebo v priebehu Zivota ziskané Struktirne,
¢i numerické odchylky fyziologického karyotypu jedinca. Ich dopad na fenotyp nositela
vo vSeobecnosti zavisi na rozsahu (zmeny poctu celej haploidnej sady chromozémov, zmeny
poctu jednotlivych chromozémov, delécie/duplikacie celych chromozomalnych segmentov,
zmeny submikroskopickych rozmerov) a v pripade Struktirnych aberacii, tieZ na lokalizacii

(esencidlne gény, regulacné oblasti a pozicny efekt).

Vrodené chromozomalne aberacie su Castou pric¢inou vrodenych vyvojovych vad (d’alej
VVYV). Tie nie st vZdy zluciteI'né s preZitim embrya/plodu a vedd k spontannym potratom
alebo mrftvonarodenym plodom. Nositelia VVV kompatibilnych s postnatalnym preZitim

vykazuju rozne zavazné klinické priznaky.

Skora detekcia VVV podmienenych chromozomalnymi aberaciami je jednym
z hlavnych cielov prenatalnej diagnostiky. Zlaty Standard diagnostiky dodnes predstavuje
zostavenie karyotypu jedinca, teda karyotypizacia. Jej detekcny limit je vSak obmedzeny
a nedokaZe detegovat’ submikroskopické zmeny chromozémov, ktoré st tieZ Casto asociované
zo zavazinymi fenotypovymi zmenami, najmd ak su lokalizované v subtelomerickych
oblastiach bohatych na gény. Takéto subtilne zmeny moZno detegovat pomocou
molekularnych metdd zaloZenych na analyze DNA, medzi ktoré patri napriklad array CGH

(Comparative Genomic Hybridization) alebo MLPA.

10



2 Ciele prace

Cielom teoretickej cCasti (kapitola Literarny prehlad) bolo vypracovanie literarnej

reSerSe na tému chromozomalne aberacie a ich diagnostika v prenatalnej praxi.

Ciel'om experimentalnej Casti prace (kapitoly Material, Metodika, Vysledky, Diskusia,
Zaver) bolo zhodnotenie wvyuZitelnosti a spolahlivosti metody MLPA v prenatalnej
diagnostike chromozomalnych aberacii u troch skupin vzoriek DNA: (I) plodov
bez vysledku karyotypizacie z dévodu zlyhania kultivacie fetalnych buniek, (II) plodov
s patologickym cytogenetickym nalezom identifikovanym karyotypizaciou, (III) plodov

s normalnym karyotypom. Vysledky experimentalnej casti boli porovnané s udajmi v

literature.
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3 Literarny prehl’ad

3.1 Historia

UZz v polovici 19. storoCia vedci chapali, Ze nové bunky vznikaju delenim
uz existujicich buniek a tusili tiez, Ze dedicna informadcia je lokalizovana v bunkovom jadre.
Fyzicka povaha genetického materialu vSak zostavala neznama. Rozhodujtici objav priniesli
pozorovania nemeckého bioléga Walthera Flemminga v rokoch 1878 aZz 1882. Flemming
objavil v jadre hmotu farbitelni bazofilnym farbivom anilinom, ktori nazval chromatin
(z gréckeho spojenia farbitel'ny material). Pri bliZSom sktimani pozoroval, Ze v priebehu
delenia jadra sa chromatin formuje do nitkovitych teliesok, podla ktorych pomenoval
toto delenie mitéza (z gréckeho slova nit alebo vlakno). Na zdklade d'alSich pozorovani
buniek v rozlicnych S§tadiach mitézy predpovedal postupnost pohybov a distriblciu
chromozémov v priebehu mitézy (Flemming, 1878; Flemming, 1882). Samotny termin
chromozém bol pouZity aZ o par rokov neskdr a to nemeckym biolégom Heinrichom

W. G. von Waldeyerom (Waldeyer, 1888).

Zaciatkom 20. storoCia doSlo k vyraznému rozvoju mikroskopickych a cytologickych
technik, ¢o umozZnilo vedcom detailnejSie skimat’ priebeh bunkového delenia. Na zaklade
vysledkov svojich pozorovani Sutton a Boveri nezavisle na sebe dospeli k zaveru,
Ze Mendelove dedicné faktory (teda gény) st umiestnené na chromozémoch a formulovali
tzv. chromozémovu teériu dedicnosti (Boveri, 1904; Sutton, 1903). Definitivny dodkaz,
potvrdzujuci spravnost chromozémovej tedrie, poskytol az americky genetik T. H. Morgan

pri svojom vyskume dedic¢nosti znakov viazanych na pohlavie u drozofily (Morgan, 1910).

Eukaryotické chromozémy su vlaknité Struktiry tvorené molekulou DNA, ktora
interaguje s proteinmi histénovej a nehisténovej povahy. Vytvaraju tak nukleoproteinovy
komplex, ktory v 18. storoc¢i pozoroval Flemming a pomenoval ho chromatin. Samotni DNA
prvy krat izoloval F. Miescher uZz v roku 1869, avSak jej uloha nositel'ky genetickej
informacie bola objasnena aZz v roku 1944 sériou transformacnych pokusov Averyho,
MacClouda a McCarthyho (Avery et al., 1944). Struktiira DNA bola popisana v roku 1953
Watsonom a Crickom, vyrazne k tomu prispeli pozorovania Franklinovej, Goslinga

a Wilkinsa (Watson et Crick, 1953).
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V 20. storoci nastal rychly a mohutny rozvoj cytogenetickych a molekularnych technik,
ktoré umoZznili rychlu a spolahlivii detekciu chromozomalnych aberéacii ¢i uZz v ramci

prenatalnej starostlivosti, alebo pre ucely diagnostiky a monitorovania liecby urcitych

nadorovych ochoreni.

3.2 Fyziologicky karyotyp cloveka

Fyziologicky karyotyp somatickej bunky ¢loveka tvori 46 chromozémov (Tijo et Levan,
1956). Tie tvoria 23 homologickych parov, z toho 22 parov predstavuju autozomy a jeden par
gonozomy, teda pohlavné chromozomy. U Zien je konStitucia pohlavnych chromozémov XX,
u muzov XY. Za patologickych podmienok moéZe byt pocet Ci Struktira chromozémov

abnormalna (kapitola 3.4 Chromozomalne aberacie).

Chromozomy l'udského karyotypu su klasifikované na zaklade ich vel'kosti, tvaru, ktory
je dany umiestnenim centroméry, pripadne pritomnostou sekundarnej konstrikcie,
a tzv. banding patternu. Takéto systematické usporiadanie chromozomov bunky jedinca

sa oznacuje karyotyp (Obr. 1).
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Obrazok 1: Fyziologicky karyotyp muZa (46, XY)
(Foto poskytla RNDr. Pavlina Capkova, Ph.D., Ustav lekarskej genetiky FN Olomouc).
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3.3 Vyznam cytogenetiky v prenatalnej diagnostike

Zaklady klinickej cytogentiky poloZil Lejeuene, ktory Studoval fibroblastové kulttry
pacientov s Downovym syndromom a v roku 1959 spolu s kolegami dokazal v ich bunkach
pritomnost’ extra chromozému (Lejeuene et al., 1959). Trizomia 21 chromoz6mu sa tak stala
prvym popisanym l'udskym chromozomaélnym syndromom. Po fiom nasledoval Turnerov
syndrém (45,X) (Ford et al., 1959) ¢i Klinefelterov syndrom (47,XXY) (Jacobs et Strong,
1959).

Cytogenetické vySetrenie predstavuje dodnes zlaty Standard prenatalnej diagnostiky.
Stanovenie karyotypu plodu umoZiuje odhalenie mnohych vrodenych chromozémovych
odchylok a to ako numerickych, tak Strukturnych. Indikacie pre prenatdlnu cytogeneticku

diagnostiku st zhrnuté v Tabulke 1.

Tabul'ka 1: Indikacie pre prenatalnu cytogeneticku diagnostiku

(upravené podl'a Hajek et al., 2000)

Indikacia

Vek matky nad 35 rokov

Nosicstvo balancovanej chromozomalnej prestavby u jedného z rodicov

Chromozomalny mozaicizmus (chromozomalna aberacia v mozaike u jedného z rodicov)

Pozitivny vysledok biochemického skriningu tehotnej Zeny v I. a II. trimestri, zvySenie

nuchalnej translucencie (skratka NT) v 10. - 14. tyZdni gravidity

Patologické nalezy ultrazvukového vySetrenia v I. - III. trimestri

Patologicky priebeh gravidity (gestdza, intrauterinna rastova retardacia - skratka TUGR )

Porod diet'at’a s pocetnymi VVV v predchadzajticej gravidite

Expozicia jedného z rodi¢ov mutagénnym vplyvom

Ciel'om prenatalnej cytogenetickej diagnostiky je vySetrenie karyotypu:

I. Zivych plodov s podozrenim na pritomnost’ vrodenej vyvojovej vady podmienenej
chromozomalnou aberaciou. ZvysSené riziko VVV sa usudzuje na zaklade pozitivnych

vysledkov skriningovych vySetreni, medzi ktoré patri:

14



II.

- ultrazvukové vySetrenie: abnormalny - spomaleny, oneskoreny ¢i disproporcny -
rast, zvySené ¢i zniZené mnozstvo plodovej vody, zniZena pohyblivost’ plodu,
morfologické, alebo fyziologické abnormality (anomadlie vnitornych organov,
vrodené vyvojové vady srdca a iné) (Nyberg et Souter, 2001; Ship et Benacerraf,
2002; Stojilkovic-Mikic et Rodech, 2003).

- vySetrenie biochemickych markerov v sére matky: skrining v I. trimestri
gravidity — PAPP-A (Pregnancy-Associated Plasma Protein A), hCG (Tudsky
choriovy gonadotropin) a skrining v II. trimestri gravidity — AFP
(alfa-fetoprotein), hCG, uE (nekonjugovany estriol) (Huang et al., 2005;
McDulffie et al., 1996; Stojilkovic-Mikic et Rodech, 2003).

VySetrenie je zamerané na detekciu najcastejSich aneuploidii (chromozomy 13,
18, 21 a pohlavné chromozomy), marker chromozémov a Struktirnych aberacii.
Po diagnostickom vySetreni nasleduje porada s lekarskym genetikom, ktory stanovi
diagndzu a prognozu pre plod i matku a predikuje riziko opakovania daného stavu.
Nasledne mozu byt prijaté Specifické opatrenia tykajice sa priebehu tehotenstva
¢i porodu. Celkova Skala klinickych dopadov chromozomalnych aberacii
na jedinca/plod je velmi Siroka a zavisla na konkrétnom pripade, rozsahu aberacie,
chromozoémoch ¢i lokusoch, ktorych sa tyka. V pripade nepriaznivej progndzy,
najcastejSie z dovodu pritomnosti VVV nezlucitel'nej s postnatalnym preZitim plodu,

moZe tehotna Zena na vlastnu Ziadost” podstipit umelé preruSenie tehotenstva.

spontanne potratenych plodov. V tomto pripade je prvoradé odhalenie pric¢iny potratu,
aby néasledne mohlo byt predikované riziko jeho budiceho opakovania.
V 50 — 70 % pripadov su pric¢inou spontannych potratov prave chromozomalne
odchylky embryi. Z nich su to najcastejSie numerické odchylky (95 % pripadov).
NajcCastejSie sa jedna o trizomie (60 %), po nich nasleduju polyploidie a monozémia X

(Fritz et al., 2001; Kalousek et al., 1993; Rai et Regan, 2006; Stirrat, 1990).

Potraty (aborty) postihuji aZ 15 % klinicky spozorovanych tehotenstiev a radia
sa tak k najcCastejSim komplikaciam tehotnych Zien. Objavuju sa najmé v priebehu
prvého trimestra. Rozdel'ujeme ich na sporadické a opakované (tri a viac po sebe

nasledujucich potratov). U priblizne 4 % parov, trpiacich opakovanymi potratmi,
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cytogenetické vySetrenie partnerov odhali, Ze priCinou je to, Ze jeden
z nich je nositelom balancovanej reciprokej translokacie alebo Robertsonovskej
translokacie. Takyto jedinec je fenotypovo normalny, avSak 50 — 70 % jeho gamét
je z dovodu abnormalnej segregacie v priebehu meidzy nebalancovanych (Clifford

et al., 1994; Munne et al., 2000).

III. mitvonarodenych plodov. Podobne ako u spontannych potratov aj v pripade
mitvonarodenych plodov je hlavnym cielom cytogenetického vySetrenia zistit' ¢i bola
dovodom chromozomalna aberacia a ak é&no, Co najpresnejSie odhadnuit riziko

opakovania, pripadne dévod vzniku.

3.4 Chromozomalne aberacie

Terminom chromozomalne aberacie oznacujeme vrodené alebo v priebehu Zivota
ziskané odchylky fyziologického karyotypu. Tymito odchylkami m6Zu byt zmeny v Strukttre

alebo pocte chromozomov. V ramci vrodenych chromozomalnych aberacii rozliSujeme:

- konStitu¢né aberacie - aberaciu nesd vSetky bunky plodu/pacienta. Vznikaju, ak je
jedna z gamét, ktord dd vzniknit' zygote aberantnd, pripadne, ak dojde k chybe
v priebehu prvého postfertilizacného mitotického delenia zygoty (Shaffer et Lupski,

2000).

- mozaiky - vznikaju v dosledku chyby v priebehu neskorSich mitotickych deleni
a aberaciu nesie len populacia buniek odvodena od bunky, u ktorej aberacia vznikla.
Jedinca, u ktorého si pritomné dve, pripadne viac bunkovych linii liSiacich
sa karyotypom a pochadzajicich z jednej zygoty, potom oznaCujeme pojmom
chromozomalna mozaika (Wegner et al., 2009). Pomer bunkovych linii zavisi na
tom, kedy v priebehu delenia zygoty doSlo k danej mitotickej chybe

a tieZ na Zivotaschopnosti buniek s abnormalnym karyotypom.

- chiméry - u jedinca si pritomné dve bunkové linie s odliSnym karyotypom,
avSak na rozdiel od mozaiky, kazda z linii pochadza zo samostatnej zygoty

a k ich splynutiu doslo az sekundarne (Van de Laar et al., 2002).
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V praxi je vel'mi zloZité detegovat’ a najma rozliSit' mozaiky od chimér, preto bol
navrhnuty spolo¢ny termin mixoploidia, zastreSujtci oba pripady. Je mozné ho pouZzit
kedykol'vek v pripade, Ze u jedinca su detegované dve alebo viac odliSnych bunkovych
linii a to nezavisle na ich povode (Wegner et al., 2009). Vo vécSine pripadov pritom
plati, Ze u mixoploidnych jedincov sd klinické priznaky slabSie, neZ je

tomu u konstituénych chromozomalnych aberacii.

Technika detekcie chromozomalnych aberacii zavisi na ich velkosti. Numerické
aberacie a rozsiahlejSie Struktirne aberacie moZno detegovat’ klasickymi cytogenetickymi
priZzkovacimi technikami, subtilnejSie zmeny potom modernejSimi a citlivejSimi molekularno-
cytogenetickymi technikami ako su FISH (Fluorescent In Situ Hybridization), CGH, alebo
technikami DNA analyzy: array CGH, MLPA a d’alSimi. Prehl'ad a vysvetlenie tychto technik

je napliiou nasledujucej kapitoly.

3.4.1 Struktirne aberacie

Struktiirnymi aberaciami oznacujeme pripady, kedy doslo k zmene Struktiry jedného
alebo viacerych chromozomov. Konkrétne ide o delécie, duplikacie, inverzie
alebo translokicie. Rozdelujeme ich na nebalancované a balancované, podla toho
Ci pri nich dochadza, alebo nedochadza k stratam, Ci prirastkom genetického materialu.

Vznikaju bud’ de novo, alebo su dedené po rodicoch.

Z hladiska klinickych priznakov maji pre svojho nositel'a ovela zavaznejsi dopad
nebalancované aberacie (delécie, duplikacie, inzercie). Balancované aberacie (translokacie
a inverzie) vo vdcSine pripadov nie su asociované so zavaznymi klinickymi priznakmi
a to najma vtedy, ak ich jedinec zdedil po svojom fenotypovo normalnom rodicovi (Park
et al., 2003). U de novo vzniknutych balancovanych aberacii je riziko fenotypového prejavu
vysSie, avSak presnejsi odhad tohto rizika je problematicky. Vo vSeobecnosti sa odhaduje
na 3,7 — 10 % (Van Dyke et al., 1983; Wassman et al., 1989). V prenatalnej diagnostike
su balancované zmeny plodu detegované Casto nahodne - povodna indikacia pre prenatalne
vySetrenie bola zaloZena na inom riziku pre plod (napr. pritomnosti aneuploidie na zaklade

biochemického skriningu u tehotnej Zeny).
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3.4.1.1 Balancované Struktiirne aberacie

K balancovanym Strukturnym aberaciam patria balancované translokacie a inverzie.
Translokaciou oznaCujeme premiestnenie ¢i vymenu segmentov medzi dvoma,
alebo  viacerymi  nehomologickymi = chromozémami, ako  dosledok  zlomov
tychto chromozomov. U Tudi rozoznavame dva zakladné typy translokacii: reciproku

a Robertsonovsku.

- Reciproka translokacia je proces vzdajomnej vymeny dvoch chromozoméalnych
segmentov. Na kazdom zo zucastnenych chromozomov dojde k zlomu a segmenty
sa vymenia, priCom nedochadza k strate Ziadneho genetického materialu. MoZe
vSak dojst k naruSeniu morfologie zicastnenych chromozémov, ¢o sa prejavi
problémami pri ich parovani v priebehu meiézy. Jedinci s reciprokou translokaciou
moéZzu mat problémy s reprodukciou, kedZe produkuju parcidlne trizomické
alebo monozomické gaméty. Okrem toho su ale obvykle bez priznakov (Shaffer

et Lupski, 2000).

- Pri Robertsonovskej translokacii dochadza k centrickej fizii dlhych ramien dvoch
akrocentrickych chromozomov, pri sucCasnej strate oboch kratkych ramien. Pocet
chromozomov jedinca sa tak zniZi o jeden. V zavislosti na pozicii zlomov méze byt
vysledny fizny chromozom monocentricky alebo dicentricky. Pocas meiotického
delenia potom dochadza k problémom parovania homologickych chromozémov.
Ich nositelia produkuju isty poCet monozomickych a trizomickych gamét a mo6zu

tak plodit’ aneuploidné potomstvo.

Inverzie su vysledkom dvoch zlomov na tom istom chromozéme, prevratenia segmentu
0 180° a nasledného znovuspojenia chromozomu. Vysledkom je zmena poradia génov daného
chromozomalneho segmentu. RozliSujeme inverzie pericentrické a paracentrické. V pripade
pericentrickych inverzii invertovany segment obsahuje centroméru. V dosledku toho nielenze
dochadza k zmene tzv. banding patternu, ale Casto tieZ k zmene tvaru chromozomu.
U paracentrickych inverzii centroméra nie je stCastou invertovaného segmentu a tvar
chromozému zostava zachovany. Podobne ako u translokacii, ani inverzie nie st asociované
s vyraznymi fenotypovymi prejavmi, vynimkou si reprodukcné problémy v dosledku

problémov pri parovani homologickych chromozémov a rekombinacii (Kaiser, 1988; Madan,
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1988).

Balancované Strukturne aberacie patria k najcCastejSie sa vyskytujucim genetickym
abnormalitdim u l'udi. Odhaduje sa, Ze 0,52 % populacie je nositelom balancovanej
translokacie alebo inverzie (Jacobs et al., 1992). Vo vdcSine pripadov nespdsobuju poruchy
fenotypu, ostavaju nediagnostikované a mézu byt prenaSané na potomstvo. Problémom
u nositelov tychto bezpriznakovych balancovanych Struktirnych prestavieb je riziko
produkcie nebalancovanych alebo aneuploidnych gamét v dosledku abnormalneho parovania
a segregacie chromozomov v profaze prvého meiotického delenia. V mnohych pripadoch
si tak nositelia odhaleni az dodatocne pri ich cytogenetickom vySetreni, doporucenom
na zaklade dlhodobych problémov dvojice s pocatim, po prekonani viacnasobnych
spontannych potratov alebo po splodeni postihnutého potomstva (Gorski et al., 1986; Patsalis

et al., 2004; Rodriguez et al., 1985).

Incidencia de novo vzniknutych balancovanych reciprokych translokacii je 1/2000,
u Robertsonovskych translokacii 1/10000. V takychto pripadoch je vel'mi tazké predpovedat
riziko fenotypovej abnormality u nositela, kedZe nevieme ¢i nenastala niektora

z nasledujucich situacii (Astbury et al., 2004):

- v mieste zlomov na chromozémoch doSlo k submikroskopickym mikrodeléciam

¢i mikroduplikaciam (Kumar et al., 1998).

- vplyvom zlomu doslo k naruSeniu Strukttry esencialneho génu alebo jeho regulacnych
oblasti, ¢o viedlo k tomu, Ze génovy produkt alebo troven jeho expresie bola

narusena.

- gény na translokovanom c¢i invertovanom segmente sa dostali pod kontrolu inych
regulacnych oblasti, ¢im sa pozmenila miera ich expresie. Tento jav sa oznacuje

pozicny efekt (Duba et al., 2002).

Na zaklade Statistickych ddajov bolo vypocitané, Ze riziko fenotypovej abnormality
u de novo reciprokej translokacie je 6-7 % a u de novo Robertsonovskej translokacie
3,7 % (Van Dyke et al., 1983; Warburton, 1991; Wassman et al., 1989). Samotné fenotypové
prejavy a ich rozsah su vel'mi roznorodé a to v zavislosti na tom, o aké gény jedinec priSiel

a/alebo Struktura Ci expresia ktorych génov bola naruSena.

19



3.4.1.2 Nebalancované Struktiarne aberacie

U nebalancovanych aberacii dochadza k stratam (parcialna monozomia), alebo
prirastkom (parcialna trizémia) genetického materialu a ich nositelia preto vykazuju zavazné
klinické priznaky. Vznikaji bud de novo, najCastejSie mechanizmom nealelickej
homologickej rekombinacie — NAHR (Non-Allelic Homologous Recombination), pripadne
mechanizmom nehomologického spojovania koncov - NHEJ (Nonhomologous End Joining),
alebo su vysledkom segregacie vyvaZenej translokacie v priebehu meiotického delenia
u rodica-nosica (Shaw et Lupski, 2004). Suhrnne nebalancované aberacie oznacujeme

skratkou CNV (Copy Number Variation) (Iafrate et al., 2004).

Delécie pozname termindlne a intersticidlne. Pri terminalnych deléciach dochadza
v dbsledku jediného zlomu k strate konca chromozému. Intersticidlne delécie s vysledkom
dvoch zlomov na tom istom chromozomalnom ramene a naslednej straty intersticialneho

segmentu.

Duplikacie rozdel'ujeme na priame a invertované. U priamych si duplikovany segment
zachovava svoju orientdciu, v pripade invertovanych duplikacii je segment umiestneny

opacne.

Ich rozsah je wvariabilny, od submikroskopickych (kryptickych), aZ po delécie
a duplikacie detegovatelné klasickou cytogenetickou metodou priazkovania. VSeobecne
pritom plati, Ze duplikacie vyvolavaju v porovnani s deléciami o nieco jemnejSie klinické
priznaky, no aj ony moZu byt asociované s urCitymi fenotypovymi abnormalitami

a syndromami (Shaffer et Lupski, 2000).

el

Klasicka Kkaryotypizacia umoZiuje detekciu iba vdcSich aberacii — priblizne
10 Mb v zavislosti na kvalite preparatu a polohe deletovaného/duplikovaného segmentu,
zatial Co submikroskopické aberdcie je moZné detegovat iba za pomoci citlivejSich,
vysoko-rozliSovacich technik ako je napriklad FISH, MLPA alebo array CGH (Monfort et al.,
2006; Northrop et al., 2005; Patsalis et al., 2004).
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3.4.1.2.1 Submikroskopické delécie, duplikacie

NajcastejSim mechanizmom de novo tvorby mikrodelécii/mikroduplikacii (rozsah
pod 5 Mb) je nealelickd homologicka rekombindacia (d’alej len NAHR) medzi LCR oblastami
(Low Copy Repeats) (Shaw et Lupski, 2004). LCR oblasti, nazyvané tieZ segmentalne
duplikacie alebo duplikony, si dlhé 10 — 500 kb a navzajom st viac nez z 95 % identické.
Mozu ich tvorit' gény, génové fragmenty i opakujice sa génové klastre. V rdmci genomu
su distribuované nerovnomerne, s najvysSim percentom vyskytu v subtelomerickych
oblastiach. NAHR mozZe prebehnit’ medzi homologickymi chromozémami, vtedy hovorime
o interchromozomadlnej rekombinacii, alebo sesterskymi chromatidami chromozému,
vtedy ide o intrachromozomalnu rekombindciu (Stankiewicz et Lupski, 2002). Dalsim
pomerne Castym mechanizmom vzniku kryptickych CNV je chyba meiotickej segregacie
chromozémov u nositel'ov balancovanych translokacii, dosledkom ktorej, fenotypovo

normalny jedinec produkuje gaméty s deléciou €i duplikdaciou vybranej oblasti.

Zavazné klinické priznaky vyvolavaju najmd kryptické aberacie v subtelomerickych
oblastiach, ktoré si bohaté na gény (Saccone et al., 1992). Frekvencia vyskytu
subtelomerickych mikrodelécii u jednotlivych chromozomov nie je rovhomerna. Niektoré

chromozoémy su na prestavby nachylnejSie, nez iné (Tab. 2).

Tabul'ka 2: Frekvencia vyskytu subtelomerickych kryptickych delécii jednotlivych

chromozémov (upravené podla de Vries et al., 2003)

Pocet zaznamenanych Telomérova oblast’
pripadov
» 50 4p, 5p, 9p, 16p, 17p
11-50 1p, 2q, 22q
2-10 1q, 2p*, 3p*, 4q, 5q, 6q, 7q, 8p, 9q, 10p,

10 q, 11q, 12p, 13q, 14q, 18q, 20p*

1 3q, 6p, 7p, 11p, 16q, 17q

0 8q, 12q, 15q, 18p, 19p, 19q, 20g, 21q

* zaznamenany viac ako jeden pripad, ale v rdmci jednej rodiny
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Variabilita  klinickych  prejavov  mikrodelécii je velmi Siroka a zavisi
najmd na ich rozsahu a polohe. Medzi najrozsirenejSie priznaky patri: mentdlna, motoricka
retardacia, rozmanité dysmorfie, vrodené vady srdca a inych organov ¢i celych organovych
sustav. Niektoré kryptické delécie st spojené so Specifickymi fenotypovymi prejavmi.
Prikladom je Cri du Chat syndréom, inak syndrém macacieho placu (Lejeune et al., 1964),
Duchennova muskularna dystrofia (Boyd et al., 1988), WAGR syndrom (Nanclares et al.,
2003), DiGeorgov syndrom (DiGeorge, 1968). V poslednej dobe vyrazne vzrastol pocet
detekcii mikroduplikacii asociovanych s idiopatickou mentalnou retardaciou. Suvisi

to s rozvojom modernych molekularnych met6d schopnych detegovat takéto malé zmeny.

3.4.1.2.2 Marker chromozémy

Samostatnou kategoriou nebalancovanych chromozomalnych aberacii su tzv. marker
chromozoémy, ktoré definujeme ako malé, nadpocetné chromozémy neznameho povodu.
Vyskytuji sa priemerne u 1 z 2500 novorodencov (Buckton et al., 1985; Warburton, 1991).
V literattre sa ¢asto oznacuju skratkou sSMCs (small Supernumery Marker Chromosomes).
Marker chromozomy st nestabilné, no moézu byt prenaSané z generacie na generaciu.
Vo vdcSine pripadov st tvorené heterochromatinom a nemaju na svojho nositel’a Ziadny dopad
(Wisniewski et Doherty, 1985). Niektoré z nich ale obsahuju euchromatin, ¢o vedie
k parcialnej trizomii daného chromozomalneho dseku (Gravholt et Friedrich, 1995). V takom
pripade vznika riziko, Ze nositel’ bude vykazovat’ abnormalny fenotyp (Buckton et al., 1985;
Kumar et al., 1997). Preto ak prenatalne diagnostické vySetrenie odhali, Ze plod nesie jeden,
pripadne viac marker chromozémoyv, je odhad rizika klinického dopadu vel'mi problematicky.
Odporica sa previest cytogenetické vysetrenie rodicov, ktoré odhali ¢i plod nezdedil marker
chromozém po jednom z nich. V takom pripade ak je rodi¢ fenotypovo normadlny, je velka
pravdepodobnost, Ze dieta bude takisto bez priznakov. Oproti tomu, riziko abnormality v
pripade de novo vzniknutého marker chromozému sa pohybuje v rozmedzi 10,9 — 14,7 %
(Warburton, 1991). Miera fenotypovych prejavov sa potom predikuje na zdklade viacerych
faktorov. V prvom rade na zdaklade zloZenia marker chromozomu (heterochromatin/
euchromatin), d’alej na zaklade velkosti, pévode, pripadne pocte marker chromozémov u
probanda (Cheung et al., 1990; Maurer et al., 2001). Informacie o zloZeni a pdvode

ziskavame pomocou modernych molekularnych technik, ako st napriklad FISH alebo MLPA.
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Prave MLPA v poslednych rokoch nachadza Siroké uplatnenie pri Stidiu marker
chromozémov, pretoZe v porovnani s FISH, predstavuje lacnejSiu, jednoduchsiu a rychlejsiu
metddu identifikdcie euchromatinovych a heterochromatinovych marker chromozémov.
Euchromatinové marker chromozoémy zachytené MLPA skriningom, st potom dalej
vySetrované pomocou cielenych FISH analyz alebo mikroarrayi, ktoré odhalia ich
chromozomalny povod a urcia miesta zlomov (Heppell-Parton et Water, 1991; van Opstal et

al., 2011).

3.4.2 Numerické aberacie

V prenatalnej diagnostike sa najcastejSie stretdivame s numerickymi aberaciami,
a kon¢ia potratom plodu v skorych $tadiach tehotenstva (Rai et Regan, 2006). Zivotné st iba
aneuploidie chromozémov 13, 18, 21 a gonozémov. Aj tie vSak u svojich nositel'ov
vyvolavaju zavazné klinické dopady, sdihrnne nazyvané syndromy. NajznamejSou
a najcCastejSie sa vyskytujucou aneuploidiou je trizomia 21 chromozému, teda Downov

syndrom.

3.4.2.1 Polyploidie

Terminom polyplodia oznacujeme stav, kedy doSlo k znasobeniu haploidnej sady
chromozémov. U ludi sa stretavame vyluCne s triploidiami a tetraploidiami. Triploidiou
oznaCujeme stav pritomnosti troch haploidnych sad, t.j. 69 chromozomov. Analogicky

pritomnost’ Styroch haploidnych sad chromozémov oznacujeme pojmom tetraploidia.

Triploidie méZu byt vysledkom: (I) oplodnenia diploidného vajicka, (II) oplodnenia
haploidného vajicka dvoma spermiami, to je pripad tzv. dispermie, alebo (III) oplodnenia
haploidného vajicka diploidnou spermiou. V pripade, Ze extra haploidna sada chromozémov
je materndlneho pévodu (mozZnost' I), nazyvame tento stav digynia. Naopak, ak je extra
haploidna sada paternalneho povodu (mozZnosti II a III), hovorime o diandrii (Baumer et al.,

2000; McFadden et Kalousek, 1991; McFadden et Langlois, 2000; Wick et al., 2013).

23



U tetraploidii prevlada vznik v dosledku chyby v priebehu prvého postfertilizacného

mitotického delenia, vynimocne sa objavi oplodnenie vajicka troma spermiami.

Toto boli moZnosti vzniku konStitucnych polyploidii. V praxi sa vSak CastejSie
stretavame s triploidiami a tetraploidiami vo forme 2n/3n alebo 2n/4n mixoploidii,
ktoré vznikaju chybou v priebehu mitotického delenia v neskorSich fazach delenia zygoty
Ci embrya. Ich Castejsi vyskyt je dany tym, Ze sposobuju slabsie, i ked’ stale zavazné klinické
priznaky a su preto kompatibilnejSie s preZitim embrya (Kelly et Rary, 1974; Kohn et al.,
1967; Olgun-Erdemir et al., 2010; Van de Laar et al., 2002).

Dovod, preco konsStitucné polyploidie nie si tak Casto detegované
v ramci prenatalnej diagnostiky je fakt, Ze nie su zluciteIné zo Zivotom embryi a vedu
k potratom vo velmi skorych Stadiach tehotenstva. Iba velmi vynimocne sa stretdvame
s pripadmi, kedy polyploidny plod preZije do druhého ¢i dokonca tretieho trimestra. Takéto
pripady potom vacSinou koncia predcasnym porodom mitveho plodu. ESte vzacnejSie
su pripady Zivonarodenych polyploidnych novorodencov. U triploidii je to priblizne 1 z 15000
triploidnych zarodkov (Baumer et al., 2000; Cassidy et al., 1977) a v pripade tetraploidii bolo
doteraz zaznamenanych menej neZ desat pripadov (Golbus et al., 1976; Guc-Scekic et al.,
2002). Di7ka Zivota dietat’a je vel'mi kratka, zvycajne niekol'ko dni, maximélne par mesiacov

(Guc-Scekic et al., 2002; Wick et al., 2013).

3.4.2.2 Aneuploidie

Termin aneuploidia oznacuje stav, kedy v dosledku nondisjunkcie doslo k zmene poctu
jednotlivych chromozomov. PocCet chromozomov jedinca teda nie je celym nasobkom
haploidného cisla n. Stav straty jedného alebo viacerych chromozémov sa oznacuje terminom
hypoploidia. Jej prikladom st monozémie (2n - 1) alebo nulizémie (2n - 2). Opakom
je hyperploidia, kedy je chromozémom navySe. V pripade hyperploidii sa u cloveka

stretavame vylucne s trizomiami (2n + 1).

Aneuploidie vedu u l'udi k zastaveniu vyvoja pre-implantovanych embryi, zlyhaniu
samotnej implantacie embryi, spontannym potratom ¢i pred¢asnym porodom (Iwarsson et al.,

1999; Munne, 2003; Pellestor et al., 1994). Viac neZ 35 % spontannych potratov je
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sposobenych prave aneuploidiou plodu. Z toho najfrekventovanejSie su trizomie
chromozémov 16, 21, 22 a monozémia X. Kompatibilné s prezZitim si iba aneuploidie
chromozémov 13, 18, 21 a pohlavnych chromozomov. U svojich nositelov vyvolavaju
zavazné Kklinické dopady, suhrnne oznacované syndromy. Z autozomalnych aberacii
su to: Downov syndrom (47,XX/XY,+21), Edwardsov syndrom (47,XX/XY,+18) a Patauov
syndrom (47,XX/XY,+13) (Down, 1866; Edwards et al., 1960; Lejeune et al., 1959 ; Patau et
al., 1960). Gonozomalne aberacie vyvolavaju: Turnerov syndrom (45,X0), syndrom XXX
(47,XXX), Klinefelterov syndrom (47,XXY) a syndrom XYY (47,XYY) (Jacobs et al., 1959;
Jacobs et Strong, 1959; Turner, 1938). VSeobecne pritom plati, Ze zmeny poctu pohlavnych
chromozoémov vyvolaju jemnejSie klinické priznaky neZ autozomalne trizomie (Egozcue et

al., 1998, Egozcue et al., 2000).

Nositelia autozomalnych trizomii vykazuji priznaky, ako st mentalna
a psychomotorickd retardacia, rozne syndromovo Specifické telesné dysmorfie, tvarové
asymetrie, poSkodenia vnutornych organov i celych organovych sustav. Priznaky trizomii
chromozémov 18 a 13 su natol'ko zavazné, Ze Co sa tyka postnatalneho preZitia
novorodencov, pribliZne polovica deti nepreZije viac ako tyZden po narodeni
a len 5 — 10 % preZije viac ako rok (Cereda et Carey, 2012; Lakovschek et al., 2011). Oproti
tomu, symptomy Downovho syndrému si o poznanie miernejSie a v pripade, Ze u pacienta
nie su pritomné vrodené anomadlie kardiovaskuldrneho systému, mdéZe sa dozit
aj viac ako 50 rokov. V pripade gonozomalnych aneuploidii st priznakmi redukované
intelektualne schopnosti, behavioralne problémy, anomalie vonkajSich i vnutornych genitalii

a s tym suvisiace poruchy reprodukcie.

Vzhl'adom na zavaznost fenotypovych priznakov autozomaélnych trizémii
a tieZ na ich relativne vysoku incidenciu (najmd v pripade Downovho syndromu u starSich

Zien) je dolezity ich skory zachyt.

3.5 Diagnostické metody

Prenatalna starostlivost’ zahfia ako skriningové, tak aj diagnostické vySetrenia. V ramci
prenatalneho skriningu sa zohl'adiiuje vek tehotnej Zeny, celkova anamnéza dvojice

(zdravotny stav, vyskyt dedi¢nych ochoreni v rodine, reprodukcné problémy z minulosti),
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vysledky ultrazvukovych vySetreni (miera Sijového prejasnenia, morfolégia, pohyblivost’,
srdcova cinnost' plodu, mnoZstvo plodovej vody...) a vysledok vySetrenia biochemickych
markerov v sére tehotnej Zeny. Ulohou skriningovych vy3etreni je identifikovat' tehotenstvéa
so zvySenym rizikom vrodenej vyvojovej vady plodu. V takych pripadoch je navrhnuté
diagnostické, genetické vySetrenie buniek plodu, ktorého vysledok dohady potvrdi

alebo vyvrati. Plodové bunky sa ziskavaji amniocentézou ¢i odberom choriovych klkov.

3.5.1 Karyotypizacia

Karyotypizacia, teda zostavenie karyotypu jedinca za pomoci prizkovacich technik,
predstavuje Standardni cytogeneticki techniku, vyuZivani v prenatalnej diagnostike.
Do klinickej praxe bola zavedena pred viac ako 40 rokmi a dodnes patri k najvyuZivanejSim
metodam genetického vySetrenia plodu s podozrenim na VVV (Arrighi et al., 1971; Arrighi
et Hsu 1971; Caspersson et al., 1970; Dutrillaux, 1973; Seabright, 1971). Jej vyhodami
s vysoka presnost’ (99,4 - 99,8 %) a spol'ahlivost’ detekcie numerickych a rozsiahlejSich

Strukturnych aberacii (Los et al., 2001).

Podstata metddy spociva v kultivacii buniek, zisku metafaznych chromozémov
a ich systematickom usporiadani na zdklade tzv. banding patternu, ktory je charakteristicky
pre kazdy homologicky par. Na zaklade toho mo6Zeme detegovat nielen numerické aberacie,
ale tiez Struktirne aberacie véacSieho rozsahu. Priemerne sa uvadza rozliSenie

> 10 Mb (Shaffer et Bejanni, 2004).

Okrem spominanych vyhod vykazuje ale konvencna karyotypizacia aj viaceré limitacie
a nevyhody. Asi najvyraznejsou z nich je dizka trvania analyzy, pohybujtica sa v rozmedzi
7-14 dni, ktort vyrazne predlZuje najma nutnost’ kultivacie buniek (Boormans et al., 2008;
Ried et al., 1992). Dalsim problémom je zlyhanie samotnej kultivicie. K tomu dochadza
najcastejSie u buniek potratenych plodov ziskanych biopsou (10 - 40 % pripadov) (Benkhalifa
et al., 2005; Fritz et al., 2001). Nevyhodou je tieZ pomerne nizke rozliSenie i citlivost,
ktoré sd limitované na detekciu numerickych abnormalit a vel'kych Struktirnych prestavieb
chromozémov, zatial Co napriklad kryptické aberacie zostavaju nedetegované. Z tychto
dovodov sa v poslednych rokoch objavuje iniciativa nahradenia klasickej karyotypizacie

modernejSimi molekularno-cytogenetickymi a molekularnymi technikami, ktoré by mali
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vysSiu citlivost’ i rozliSenie a nevyZadovali by kultivaciu buniek.
3.5.2 Fluorescencna in situ hybridizacia

Pociatky tejto metddy siahaji do roku 1986, kedy Pinkel s kolegami vyvinuli metdédu
vizualizacie chromozémov pomocou fluorescencne znacenych prob, ktord nazvali FISH
(Pinkel et al., 1986). Do prenatalnej klinickej praxe bola zavedena v roku 1992 (Klinger et al.,
1992) a odvtedy sa vyuZiva najmad ako doplnkova metéda ku konvencnej karyotypizacii
v pripadoch, kedy je vzhladom na rodinnt histériu alebo zlé vysledky skriningovych
vySetreni vysoké riziko vyskytu aneuploidie, alebo mikrodelecného/mikroduplikacného
syndromu (Faas et al., 2011). Je moZné ju prevadzat nielen na metafaznych,
ale aj na interfaznych jadrach. V porovnani s karyotypizaciou, je FISH analyza interfaznych
jadier vyrazne rychlejsia, vysledky je mozZné ziskat’ do 24 hodin od dodania vzorky. Spolo¢ne
s metodou MLPA a QF-PCR (Quantitative Fluorescent Polymerase Chain Reaction) sa radi k
tzv. RAD technikdm (Rapid Aneuploidy Detection). DalSou vyhodou oproti konvencnej
karyotypizacii je vdcSie rozliSenie, ktoré umoZnuje detekciu i  kryptickych

submikroskopickych Struktirnych aberacii.

Metoda je zaloZend na hybridizacii fluorescencne znacenych sekvencne Specifickych
sond s testovanou DNA. Vysledky hybridizacie potom vyhodnocujeme pomocou
fluorescencného mikroskopu. Urcitou nevyhodou tejto metody je, Ze detekcia Struktiirnych
aberacii je limitovana vyberom préb, ktoré nechame hybridizovat. Vo vysledku tak ziskame
informéciu iba o urcitych lokusoch chromozémov a nie komplexni informéciu o celom

genome. DalSou nevyhodou je pomerne vysoka cena.

Celkovo existuje vel'mi vela protokolov a roznych typov FISH analyz, ktoré nachadzaju
Siroké uplatnenie od nadorovej genetiky az po prenatalnu, postnatalnu a preimplantacnd

diagnostiku (Volpi et Bridger, 2008).

3.5.3 Komparativna genomova hybridizacia

Komparativna genémova hybridizacia, skratka CGH je metdda zaloZena na principe

fluoresnecnej in situ hybridizacie, ktora ale na rozdiel od klasickej FISH, umoziiuje detekciu
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nebalancovanych zmien chromozémov (aneuploidie, delécie a duplikacie) v ramci celého
genomu. Z toho dévodu sa tieZ niekedy oznacuje terminom celogenémova FISH. RozliSenie
sa pohybuje okolo 10-20 Mb (Kallioniemi et al., 1992; Weiss et al., 1999). V pripade pouZitia
vysokorozliSovacej HR-CGH (High Resolution CGH) mo0zZeme dosiahnut rozliSenie

az 3 Mb (Kirchhoff et al., 2001).

Oproti  ostatnym modernym molekularnych technikdim ma ti  vyhodu,
Ze v ramci jednej hybridizaCnej reakcie zmapuje cely geném. Na druhd stanu ma
ale v porovnani s nimi nizZSie rozliSenie a nedeteguje balancované chromozomalne zmeny.
Princip metody spociva vo farbeni testovanej a referencnej vzorky DNA dvoma odliSnymi
fluorescencnymi farbami, ich naslednej hybridizacii na normdlne metafazne chromozémy
a merani pomeru fluorescencnych signadlov. Tak je moZné detegovat' nebalancované

chromozomalne aberacie.

3.5.4 Komparativna genomova hybridizacia na ¢ipe — array CGH

Array CGH predstavuje modernejSiu variantu klasickej komparativnej gendémovej
hybridizacie. Tito metédu moZeme v literatire najst tieZ pod oznacenim molekularna
karyotypizdcia, alebo pod skratkou CMA (Chromosomal Microarray Analysis). Jej vyhodami
si najmd vysoké rozliSenie a celogenémovy pristup. MoZeme pomocou nej detegovat
kryptické delécie, duplikacie i trizomie. Nie vSak polyploidie a balancované chromozomalne

prestavby.

Funguje v podstate na tom istom principe ako klasickda CGH, 1iSi sa len v tom,
Ze normalne ,kontrolné“ metafdzne chromozomy st nahradené fragmentami DNA o znamej
sekvencii (Pinkel et al., 1998; Snijders et al., 2001). Tym sa docieli zvySenie rozliSenia, ktoré
je dané velkostou jednotlivych klonov a ich spacingom (t.j. rozostupom). Mo6Zeme
tak detegovat i submikroskopické chromozomalne aberacie a to na celogenémovej trovni
(Shaffer et Bejjani, 2004). Na rozdiel od ostatnych modernych molekularnych RAD technik
vyuzivanych v prenatalnej diagnostike tak detekcia kryptickych aberacii nie je obmedzena

len na urcité sekvencie DNA, definované pouZzitymi probami alebo primerami.
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Obrazok 2: Schématické znazornenie priebehu array CGH analyzy

(upravené podl'a Schaffer et Bejjani, 2004)

Hoci je molekularna karyotypizacia pomerne Casto vyuZivana v postnatalnej diagnostike
u deti i dospelych vykazujicich rézne stupne mentélnej retardacie, VVV ¢i dysmorfii
neznameho povodu (Stankiewicz et Beaudet, 2007) a zacina pomaly nahradzat’ tradic¢nu
karyotypizaciu, jej zavedenie do prenatalnej klinickej praxe je o nieCo zloZitejSie. Hlavnym
problémom je interpretacia vysledkov. Predpovedat’ fenotypovy dopad na nositela je zloZité
v dvoch pripadoch. Po prvé, ak detegujeme doposial’ nepopisant imbalanciu a po druhé
v pripade detekcie tzv. VOUS (Variants Of Unknown/ Uncertain Significance) (Callaway
et al., 2013). Tymto terminom oznacujeme dva stavy: (1) identifikovana zmena DNA nebola
doposial' spolahlivo charakterizovana ako patogénna alebo benigna, (2) je asociovana

s variabilnym fenotypom (variabilna penetracia).

Bolo vykonanych mnoho retrospektivnych Stadii porovnavajucich detekciu
chromozomalnych abnormalit pomocou klasickej karyotypizacie a array CGH. Vysledky
dopadli podla ocakavani a array CGH identifikovala u plodov vykazujtcich pozitivne

UZ nélazy viac abnormalit. Okrem toho vSak detegovala urcité abnormality aj u plodov
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s normalnym karyotypom, bez abnormalnych UZ nalezov, ktoré sa narodili bez VVV (Reddy
et al., 2012a; Wapner et al., 2012; Xu et al., 2014). Z toho dévodu sa odportica prevadzat
toto vySetrenie iba v pripade pozitivnych UZ nalezov (Callaway et al., 2013). Urcité rieSenie
problému ponuka pouZzitie tzv. cielenych Cipov (targeted arrays), ktoré su navrhnuté
tak, Ze namiesto testovania celého genomu testuju iba sekvencie DNA u ktorych je zname,

Ze ich zmeny sp6sobuju u nositel'a fenotypové dopady.

3.5.5 QF-PCR

QF-PCR je vel'mi rychlou a presnou metodou detekcie trizomii autozomov 13, 18, 21
a aneuploidii pohlavnych chromozémov, poprip. triploidii. Je zaloZena na amplifikacii
vybranych polymorfnych STR markerov (Short Tandem Repeats) za pomoci fluorescenc¢ne
znaCenych primerov a ich relativnej kvantifikdcii. Senzitivita tejto metédy je
95,65 % a Specificita 99,97 % (Grimshaw et al., 2003). Okrem rychlosti (vysledky
do 24-48 hodin) ma i d'alSie vyhody, medzi ktoré patri jednoduchost’ prevedenia analyzy,
technickd nenaro¢nost, malé mnozZstvo vstupnej testovanej DNA, moZnost’ automatizacie,
s ¢im sdvisi tieZ niZSia cena. Istym minusom je, Ze touto metédou nemozZno detegovat’
aneuploidie inych ako vybranych chromozomov (Cirigliano et al., 2001; Hultén et al., 2003;
Pertl et al., 1999).

3.5.6 MLPA

Metoda MLPA bola prvy krat publikovana v roku 2002, kedy Schouten s kolegami
vydali clanok popisujici princip a vyuZitie novej techniky relativnej kvantifikacie
az 40 vybranych DNA sekvencii za pomoci jedinej PCR reakcie, ktorej predchadza

hybridizacia a ligacia sekvencne Specifickych préb (Schouten et al., 2002).

Vel'kou vyhodou tejto metddy je Siroky rozptyl zmien, ktoré je schopna detegovat
— od beZnych trizémii ¢i monozémii, aZz po detekciu znadmych bodovych mutécii,

Ci SNP (Single Nucleotide Polymorphism) (Obr. 3) (Schouten et al., 2002).
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Obrazok 3: Rozsah zmien, ktoré je moZné detegovat rozlicnymi cytogenetickymi a molekularnymi

metddami (upravené podl'a MRC-Holland: MLPA, 2012a)

Je to rychla (vysledky mo0Zeme obdrZzat do 48 hodin), lacna metdda,
ktora vykazuje vysoku citlivost a presnost. Ako ostatné molekularne metédy
ani ona nevyZaduje kultivaciu buniek a na jej prevedenie staCi iba malé mnoZstvo vstupnej
testovanej DNA (okolo 20 ng). Je vel'mi jednoducha na prevedenie, vystacime si s komercne
dostupnym MLPA SALSA kitom (firma MRC-Holland), termocyklérom a kapilarnou
elektroforézou, pricom cely experiment prevadzame v podstate v jedinej skimavke.
Na porovnanie parametrov detekcie aneuploidii pomocou metédy MLPA, FISH a QF-PCR

uvadzam Tabulku 3.

Isty problém predstavuje neschopnost’ detekcie kontamindcie vzorky materskymi
bunkami ¢i mozaicizmu s urovilou zastupenia abnormalnej bunkovej linie menSou
neZ 30 % (Kooper et al., 2009). Okrem toho su tu limitacie tykajtice sa detekcie polyploidii,
balancovanych Struktirnych prestavieb a kedZe sa nejednd o celogendmovi analyzu, tak aj

zmien sekvencii mimo pouZitého mixu préb.
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Tabul'ka 3: Porovnanie parametrov detekcie aneuploidii troma molekularnymi metédami

(upravené podl'a Hochstenbach et al., 2005)

Metoda MLPA QF-PCR FISH
Pocet préb pre kazdy z chromozémov 8 3-4 1
13,18,21
Pocet préb pre kazdy z chromozémov X a'Y 4 1 1
Di7ka testovanej cielovej sekvencie DNA 50-70 nt 2x25nt Niekol'ko kb
Pocet testovanych sekvencii v jednej vzorke 40 13 ~5
Objem potrebnej amnionovej tekutiny 1-2 ml 1-2 ml 1-2 ml
Pocet vzoriek, ktoré mozno analyzovat’ 96 96 ~10
v ramci jednej analyzy
MoZnost’ automatizécie Ano Ano Nie
Cena analyzy jednej vzorky (euro) 12 14 50
Doba trvania analyzy <48h <24h <24h
Senzitivita 100 % 95,65 % 99,7 %
Specificita 99,8 % 99,97 % 97,6 %
Zlyhanie analyzy 1,9 % <1% 7%
Detekcia mozaicizmu Ano Ano Ano

(ak je zastupenie
aberantnych buniek
vysSie neZ 30 % )

(ak je zastipenie
aberantnych buniek
vySsSie neZ 10 % )

(v zavislosti na pocte
hodnotenych jadier a
miere zastiipenia
aberantnych buniek)

Detekcia triploidii

Nie

s

Ano

s

Ano

VyuZitie MLPA analyzy v ramci postnatalnej a prenatalnej diagnostiky vrodenych

a dedi¢nych ochoreni je Siroké. V postnatalnej klinickej praxi sa vyuZiva najméd u pacientov

s idiopatickou mentdlnou retarddciou (ktori mozZu, no nemusia vykazovat tieZ rozne

dysmorfie ¢i trpiet vrodenymi anomadliami), kedy sliZi k skimaniu subtelomerickych

regionov. Tie st bohaté na gény a uz submikroskopické zmeny, najCastejSie delécie, spdsobuju

u nositelov zavazné fenotypové poruchy. V praxi sa doteraz na ich identifikaciu vyuzivala

najmd FISH. Ta je vSak pomerne draha a v jednom experimente pokryje len maly pocet

cielovych oblasti. V poslednych rokoch sa preto coraz CastejSie na skrining aberacii
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v subtelomerickych oblastiach vyuZiva MLPA, ktora je rychla, citliva, v porovnani s FISH
Lam et al., 2006; Monfort et al., 2006; Northrop et al., 2005; Pohovski et al., 2013; Rooms
et al., 2004; Stegman et al., 2008).

V ramci prenatalnej diagnostiky sa MLPA vyuZiva na detekciu beZnych aneuploidii
(Gerdes et al., 2005; Gerdes et al.,2008; Hochstenbach et al., 2005; Kooper et al., 2008;
Kooper et al.,, 2009; van Opstal et al., 2009; Xu et al., 2014), mikrodelecnych,
mikroduplikacnych syndrémov a to najmd v subtelomerickych oblastiach (Chen et al., 2014;
Kjaergaard et al., 2010; Konialis et al., 2011; Willis et al., 2012), ale tieZ pri Stidiu marker
chromozémov (van Opstal et al., 2011), ¢i pricin spontannych potratov (Bruno et al., 2006;

Diego-Alvarez et al., 2007).

Stidie zaoberajiice sa zavedenim metédy MLPA do klinickej praxe, odportcaji
vyuzivat’ tito metédu v kombindcii s klasickou karyotypizadciou. Tym sa dosiahne maximalny
mozny zachyt Sirokého spektra numerickych, Struktirnych, balancovanych i nebalancovanych
prestavieb velkého i malého rozsahu, ako aj pripadov mozaicizmov ¢i kontaminacii vzoriek

materskymi bunkami (Hochstenbach et al., 2005; Chen et al., 2014).

3.5.7 NGS technolagie

Vyssie uvedené diagnostické metddy su spojené s invazivnymi technikami odberu
plodovych buniek (amniocentéza, choriocentéza), ktoré so sebou prinasaju urciti mieru rizika

pre plod i matku. Riziko potratu sa pohybuje priemerne od 0,5 — 1 %.

Snahou lekarskeho vyskumu je eliminovat’ toto riziko, ¢o je umoZnené prave vyuZitim
NGS (Next-Generation Sequencing) technolégii vyuZivajicich fragmenty fetdlnej DNA,
cirkulujice v periférnej krvi tehotnych Zien. Takato neivazivna prenatdlna diagnostika,
v literatire oznacCovana tieZ skratkou NIPT (Non-Invasive Prenatal Testing), pontka
bezrizikovi, vel'mi presni a citlivi detekciu aneuploidii vo velmi skorych Stadiach
tehotenstva. Jej zavedenie do klinickej praxe by vyrazne zniZilo pocet Zien zbytocCne
podstupujicich rizikové invazivne vySetrenia (Chiu et al., 2008; Lo et al., 1997

Nepomnyashchaya et al., 2013; Sehnert et al., 2011; Song et al., 2013).
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4 Material
4.1 Biologicky material

Biologickym materidlom boli vzorky DNA izolované z tkaniva ziskaného koZnou
biopsiou u potratenych plodov, z amniocytov plodovej vody ziskanej amniocentézou
alebo choriovych klkov ziskanych choriocentézou pacientieck ULG Fakultnej nemocnice

Olomouc a pracovisk spadovej oblasti.
Celkovo bolo analyzovanych 52 vzoriek DNA (Tab. 4 - Prilohy):

- 4 vzorky DNA plodov pokracujucich tehotenstiev s UZ nalezmi

- 28 vzoriek DNA umelo preruSenych tehotenstiev (dalej UPT) z dovodu
pritomnosti zavaznych VVV plodov

- 17 vzoriek DNA spontanne potratenych plodov

- 3 vzorky DNA mitvonarodenych plodov

Ako negativne kontroly boli pouZité referencné vzorky DNA preukazatelne zdravych

jedincov (genomicky profil bol testovany pomocou SNP array).

Izolacia DNA pomocou izola¢ného QIAamp DNA Mini Kitu bola vykonana

laborantkami Ustavu lekérskej genetiky Fakultnej nemocnice Olomouc.

Testovana a referencna DNA bola riedena TE pufrom na pracovnu koncentraciu
10 ng/pl, aby 5 pl nariedenej vzorky obsahovalo 50 ng DNA — o je optimalne mnoZstvo
DNA na prevadzanie MLPA analyzy.

Cast’ plodovych buniek, ktora nebola pouZita k izolacii DNA a naslednej MLPA analyze,
bola kultivovana pre ucely karyotypizacie (karyotypizacia nebola napliiou experimentalnej
Casti prace a bola prevedend pracovnikmi ULG, vysledky poskytla RNDr. P. Capkova, Ph.D.).

Na zaklade jej vysledkov boli vySetrované vzorky DNA rozdelené do troch skupin:

1. skupina vzoriek DNA plodov bez vysledku karyotypizacie z doévodu zlyhania
kultivacie

2. vzorky DNA plodov s patologickym cytogenetickym nalezom

3. vzorky DNA plodov s normalnym karyotypom.
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4.2 Chemikalie a roztoky

- SALSA® MLPA® probemix P036 Subtelomeres Mix 1 (MRC Holland)

- SALSA® MLPA® probemix P070 Subtelomeres Mix 2B (MRC Holland)

- SALSA® MLPA® probemix P245 Microdeletion Syndromes-1 (MRC Holland)

- SALSA® MLPA® probemix P182 Centromere (MRC Holland)

- SALSA® MLPA® P250 DiGeorge probemix (MRC-Holland)

- SALSA® MLPA®P311 Congenital Heart Disease probemixe (MRC-Holland)
Chemické zloZenie SALSA® MLPA® reak¢nych kitov je uvedené v Tabul'ke 5.

Tabul'ka 5 : Chemické zloZenie SALSA® MLPA® reak¢nych kitov
(upravené podl'a MRC-Holland: MLPA, 2014a)

Zlozka kitu Zlozenie
SALSA MLPA pufor KCl, Tris- HCL, EDTA, PEG-6000; pH 8.5
SALSA MLPA probemix * Syntetické oligonukleotidy, oligonukleotidy purifikované

z baktérii, Tris-HCI, EDTA; pH 8.0

SALSA ligaza-65 Glycerol, BR1J (0,05%), EDTA, beta-mercaptoetanol (0,1%),
KCl, Tris-HCI; pH 7,5, ligdza-65 bakteridlneho povodu

Ligacny pufor A NAD bakterialneho povodu; pH 3,5
Ligacny pufor B Tris-HCI, neionogénne detergenty, MgCl, ; pH 8.5
SALSA mix PCR primerov Syntetické oligonukleotidy znacené fluorescencnou znackou

FAM, dNTPs, Tris-HCI, KCl, EDTA, BRI1J; pH 8

SALSA polymeraza Glycerol, neionogénne detergenty, EDTA, DTT (0,1 %), KCl,
Tris-HCI, polymeraza bakterialneho povodu; pH 7.5

* Zoznam prob probemixov jednotlivych pouZitych SALSA® MLPA® reak¢nych kitov, spolu so Specifikaciou
lokusov s ktorym hybridizuji, dizkou vysledného amplifikacného produktu a d’alsimi informéaciami sti uvedené

v Tab. 6 - 11 - Prilohy.

- sterilny TE pufor (10 mM TRIS-HCI + 0,1 mM EDTA; pH 8,2)
(Lekaren FN Olomouc)
- PCR Ultra H,O (Top-Bio)

- deionizovany Hi-Di formamid (Applied Biosystems)
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GeneScan™ 500 LIZ® znaCeny vel'kostny Standard (Applied Biosystems)
POP-4® polymér pre 3130 Genetic Analyzer (Applied Biosystems)
ABI PRISM® 3130 10X Running pufor s obsahom EDTA (Applied Biosystems)

deionizovana voda (Lekarefi FIN Olomouc)

4.3 Laboratérne vybavenie, pristroje

sada automatickych pipiet LabMate (HTL)

jednorazové sterilné Spicky

latexové bezprasné rukavice Sempercare® nitrile skin?

skiimavky typu Eppendorf (1,7ml) (Golden Gate Bioscience)

skiimavky typu PCR (0,2ml) (Thermo Scientific)

chladnicka, mrazak (Electrolux)

alobal, popisovac, kontajnery na infekény odpad, nddoba na l'ad, stojan na skimavky
96-jamkova platnicka na kapilarnu elektroforézu (VWR International)
minicentrifiga Combi-Spin, FVL-2400N (Biosan)

centrifiiga Mikro 200 (Hettich)

PCR termocyklér C1000 Touch™ (BioRad)

automaticky geneticky analyzator ABI PRISM™ 3130 Genetic Analyzer
(Applied Biosystems)

laminarny box Mini-V/PCR (TELSTAR)

4.4 Software

Foundation Data Collection Software Version 3.1.1 (Applied Biosystems)
GeneMapper 4.1 (Applied Biosystems)
Coffalyser.Net (MRC-Holland)
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5 Metodika
5.1 MLPA

Priebeh MLPA reakcie je zndzorneny na Obrazku 4 a moZno ho zhrnit do piatich
krokov: denaturacia testovanej DNA, hybridizacia oligonukleotidov s komplementarnymi
cielovymi sekvenciami DNA, ligacia nahybridizovanych oligonukleotidov, ich PCR
amplifikacia, separacia a detekcia amplifikovanych fragmentov kapilarnou elektroforézou a
ich konec¢na analyza pomocou Specializovanych softwarov.

1.DENATURACIA a 2. HYBRIDIZACIA . " primers ekvencia X

sekvenda \ “Stuffer” sekwenda
(odliznd pre ka®dd probu)

5° /
PCR primer sekvenday — '-\-_

o e P

3 ciefovs sebvenda A 5 ¥ ciefovd sekvencia B 5

3.LIGACIA ¥

defova sekvenda A

Ll

cielovi sekvencia B

4.PCR AMPLIFIKACIA

¥ X ¥ X

5° 3 55 3
5. SEPARACIA PRODUKTOV AMPLIFIKACIE POMOCOU ELEKTROFOREZY

Obréazok 4: Schématické znazornenie priebehu MLPA reakcie

(upravené podla Schouten et al., 2012).

Zvlastnostou metody je, Ze neamplifikuje a nasledne nekvantifikuje testovani DNA,
ale préby, ktoré s fou hybridizuji. Kazda zo 40-50 prob konkrétneho probemixu pozostava
z dvoch oligonukleotidov, ktoré oznaCujeme skratkami LPO (Left Probe Oligonucleotide)
a RPO (Right Probe Oligonucleotide) (Obr. 5). LPO ma na svojom 5' konci univerzalnu
sekvenciu na nasadnutie forward PCR primeru a na 3' konci hybridizacni sekvenciu dlha
21-30 nt, ktord oznacujeme skratkou LHS (Left Hybridising Sequence). RPO ma univerzalnu

sekvenciu na nasadnutie reverse PCR primeru na 3' konci, 25-43 nt dlha hybridizacna
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sekvenciu RHS (Right Hybridising Sequence) na 5' konci a medzi nimi tzv. stuffer sekvenciu.
Jej vel'kost’ je u kazdej préby odliSna a pohybuje sa v rozmedzi 19 — 370 nt. Tak sa docieli to,

Ze kazda préba da vzniknut’ amplifikacnému produktu unikatnej vel'kosti (od 130 po 480 bp).

sekvencia naviazania
reverse primeru

LPO RPO

sekvencia naviazania )
forward primeru hybridizaéna sekvencia stuffer sekyeacla

LHS RHS

S —
cielova sekvencia DNA

Obrazok 5: Schématické znazornenie MLPA préby
(upravené podl'a MRC-Holland: MLPA, 2014b).

Po ligacii nahybridizovanych oligonukleotidov maju vSetky préby na svojich 5' a 3'
koncoch rovnaké univerzalne sekvencie, ¢o umoziuje ich amplifikaciu pomocou jediného
paru primerov pricom jeden z nich je fluorescenc¢ne znaceny. PouZitie jediného paru primerov

zabezpeci simultannu a rovhomernd amplifikaciu vSetkych lokusov (Schouten et al., 2002).

KaZzdy probemix obsahuje aj kontrolné préby, ktorych amplifikacné produkty
vypovedaju o mnoZstve DNA Ci uspeSnosti denaturacnej a ligacnej reakcie (Tab. 12).

Ich interpretacii sa bliZSie venujem v podkapitole 5.2 Fragmentacna analyza kapilarnou

elektroforézou.
Tabul'ka 12: Interné kontrolné fragmenty MLPA reakcie
(upravené podl'a MRC-Holland: MLPA, 2014a)
Kontrolny fragment Dizka [nt] Interpretacia
92nt Standardny/porovnavaci 92 SliZi na porovnavanie
fragment s ostatnymi kontrolnymi
fragmentami
Q-fragmenty 64, 70, 76, 82 Vypovedaji o mnoZstve DNA
a uspesnosti ligacie
D-fragmenty 88, 96 Vypovedaju o tispeSnosti denaturacie
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Kontrolny fragment Dizka [nt] Interpretacia

X fragment 100 Pritomnost’ X chromozému

Y fragmenty 105, 118 Pritomnost’ Y chromozomu

Pozitivny néalez (najmd ak ho deteguje iba jedind préba) je potrebné overit,
aby bola vylicend moZnost faloSnej pozitivity nalezu. K overovaniu méZze sliZit' iny Kkit,
alebo ind metéda (FISH, QF-PCR, ...). Dévodom vyskytu faloSne pozitivnych nalezov moze
byt’ pritomnost’ polymorfizmov ¢i bodovych mutacii v miestach hybridizacie préb, alebo tiez
nedostatona denaturdcia testovanej DNA. Ta je problémom najmd u préb,
ktoré hybridizuju so sekvenciami DNA nachadzajucimi sa v blizkosti CpG ostrovcekov.
Tieto oblasti su citlivé na kvalitu denaturacie DNA a v pripade, Ze ta nie je dostatoCna,
napriklad z dovodu pritomnosti soli, nasadnutie préby je znemozZnené, vysledkom coho je
faloSne pozitivny ndlez naznacujtci deléciu daného lokusu. Z toho dévodu su informécie
upozorfiujuce na blizkost’ testovanych sekvencii a CpG ostrovcekov sucastou materidlov
dodavanych k jednotlivym kitom. Okrem toho kazdy kit obsahuje vysSie spominané kontrolné
D-préby, ktoré hybridizuju prave zo sekvenciami silnych CpG ostrovCekov. Nizka intenzita
fluorescencného signalu D-fragmentov potom vypoveda o nedostatoCnej urovni denaturacie

vzorky DNA.

V ramci experimentalnej Casti prace boli vzorky DNA testované roznymi kombinaciami
SALSA MLPA kitov P036, P070, P182, P245, P311 a v dvoch pripadoch i kitom P250.
Kombinacie boli volené individudlne na zaklade vysledkov karyotypizacie, resp. v pripade
zlyhania kultivacie, na =zaklade konkrétnych indikacii k prenatalnemu vySetreniu
a teda najpravdepodobnejSej chromozomalnej aberacii. V pripade detekcie patologického
nalezu sa prevadzalo overovanie nalezu inym kitom a vysledok sa porovnaval s vysledkom
FISH, QF-PCR, alebo array CGH analyzy (prevadzanie FISH, QF-PCR a array CGH analyz
nebolo sicastou praktickej casti diplomovej prace, vysledky poskytla RNDr. P. Capkova,
Ph.D.).

Kity P036 a P070 st subtelomerické kity, vyuZivané k detekcii nebalancovanych zmien
v subtelomerickych oblastiach, ako aj k detekcii pocetnych zmien celych chromozémov.

Obsahuju po jednej prébe pre obe subtelomerické oblasti kazdého chromozému, vynimkou
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su akrocentrické chromozomy, pre ktoré nie je v kitoch pritomna proba pre p ramienko.
Namiesto toho obsahuju extra probu pre q ramienko v tesnej blizkosti centroméry. Zoznam
préb probemixov kitov P036 a P070, spolu so Specifikdciou lokusov s ktorymi hybridizuji

a dlzkou vysledného amplifika¢ného produktu je uvedeny v Tab. 9 a 10 - Prilohy.

Kit P182 je zamerany na sekvencie v tesnej blizkosti centroméry a vyuZiva sa k detekcii
pocCetnych zmien chromozomov a k charakterizacii povodu marker chromozémov. Probemix
obsahuje jednu prébu pre kazdé chromozomadlne ramienko. Vynimkou st opét’ akrocentrické
chromozomy, pre ktoré st v danom kite pritomné dve préby pre p ramienko. Zoznam prob
probemixu kitu P182, spolu so 3pecifikaciou lokusov s ktorymi hybridizuji a dizkou

vysledného amplifika¢ného produktu je uvedeny v Tab. 11 - Prilohy.

Kit P245 je Specializovany na detekciu najfrekventovanejSich mikrodele¢nych
syndrémov. Zoznam prob probemixu kitu P245, spolu so Specifikaciou lokusov s ktorymi
hybridizuji a syndromami, ktoré si s danymi lokusmi asociované, je uvedeny

v Tab. 12 - Prilohy.

Kit P311 je zamerany na testovanie lokusov asociovanych s VVV srdca. Konkrétne ide
o pat génov (GATA4, NKX2-5, TBX5, BMP4, CRELDI) a lokus 22ql1.2 asociovany
s DiGeorgovym syndromom. Zoznam prob probemixu kitu P311 je uvedeny

v Tab. 13 - Prilohy.

Na podrobni analyzu lokusu 22q11 je Specializovany kit  P250.
Mikrodelécie/mikroduplikacie v tomto regiéne su asociované s viacerymi zavaZnymi
klinickymi priznakmi, najCastejSim a najznamejSim z ktorych je DiGeorgov syndrém. Tento
kit obsahuje 48 prob hybridizujucich s roznymi sekvenciami oblasti 22q11. Ich zoznam je

uvedeny v Tab. 14 - Prilohy.

VSsetky vzorky boli testované subtelomerickymi kitmi P036 a P070. Vo vacSine pripadov
nasledovala ich analyza mikrodeleénym kitom P245. Vynimkou boli pripady, kedy
subtelomerické kity detegovali pritomnost’ aneuploidie. Takéto vzorky boli z dévodu
verifikacie aneuploidie testované centromerickym kitom P182. Tento kit bol pouZity
tieZz v pripade overovania povodu marker chromozému. Kit P311 bol pouZity pre ucel
dovySetrenia detegovanych mikrodelécii a kit P250 bol pouZity len v dvoch pripadoch, pricom

v oboch sluzil k verifikacii a ur€eniu rozsahu detegovanych mikrodelécii v oblasti 22q11.2.
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Pracovny postup
1. deni

Denaturacia DNA:

Do oznaCenych 0,2ml PCR skumaviek bolo napipetovanych 5 pl
testovanej/referencnej DNA o koncentracii 10 ng/pl. Skiimavky boli nasledne
umiestnené do termocykléra, kde bol spusteny prisluSny denaturacny program
(5 minat, 98°C). Profil programu denaturacie ako aj ostatnych programov
vyuzitych v ramci MLPA analyzy je uvedeny v Schéme 1 na konci pracovného

postupu.

Hybridizacna reakcia:

Reagencie na pripravu hybridizacného mixu boli rozmrazené
a zvortexovné. Nasledne bol pripraveny MLPA hybridizacny mix (Tab. 13).
K vzorkam po denaturacii schladenym na 25 °C, boli pripipetované 3 pl
pripraveného hybridizacného mixu. Nasledne bol spusteny program hybridizacie.
Ten pozostaval z minttovej inkubacie vzoriek pri 95 °C, aby doSlo k denaturacii
prob i DNA, po ktorej nasledovala 16 hodinova hybridizacna reakcia
pri 60°C.

Tabul'ka 13: Schéma pripravy ligacného mixu

Reagencia Pre 1 vzorku [pl]
SALSA MLPA pufor 1,5
SALSA MLPA probemix 1,5

2. den

Ligacna reakcia

Reagencie na pripravu ligacného mixu boli rozmrazené, ligacné pufre A, B
zvortexované. Bol pripraveny liga¢ny mix (Tab. 14), ktory bolo po pridani
enzymu ligazy-65 potrebné skladovat na lade. Po skoncCeni 16 hodinovej

hybridizaCnej reakcie bol okamZite spusteny program ligacie. Akonahle teplota
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vzoriek klesla zo 60 °C na 54 °C, program ligacie bol pozastaveny, termocyklér
otvoreny a priamo v fom bolo do skumaviek napipetovanych po 32 pl
pripraveného ligacného mixu. Po napipetovani sme veko termocykléru uzavreli
a pokracovali v programe ligacie. Ten pozostaval z 15 minttovej inkubacie
vzoriek pri teplote 54 °C, pocas ktorej doSlo k ligacii oligonukleotidov
jednotlivych préb. Po nich nasledovala 5 minutova inkubacia vzoriek pri 98 °C,

kedy doslo k inaktivacii ligazy-65.

Tabul'ka 14: Schéma pripravy hybridizacného mixu

Reagencia Pre 1 vzorku [pl]
dH,O 25
Ligacny pufor A 3
Ligacny pufor B 3
Ligaza-65 1

PCR reakcia

Po ukonceni ligacnej reakcie a schladeni vzoriek na 20 °C boli skimavky
vybrané z termocykléra a za izbovej teploty k nim bolo napipetovanych 10 pl
pripraveného PCR mixu (Tab. 15). KedZe jeden z primerov bol fluorescencne
znaceny, bolo potrebné skiimavku s namieSanym PCR mixom obalit" alobalom.
Po pripipetovani PCR mixu boli vzorky umiestnené do termocykléra a bol

spusteny program PCR.

Tabul'ka 15: Schéma pripravy PCR mixu

Reagencia Pre 1 vzorku [pl]
dH,O 7,5
SALSA PCR mix primerov 2
SALSA polymeréza 0,5
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Po ukonCeni PCR boli skimavky oznaCené, zabalené do alobalu
a umiestnené do mraznicky, kde boli uchované pri teplote -25 °C aZ do vykonania

separacie amplifikovanych fragmentov pomocou kapilarnej elektroforézy.
Schéma 1: Profily programov pouZzitych v ramci MLPA analyzy

1. Denaturacia DNA
98 °C 5 minut
25 °C 1 mindta
2. Hybridizacna reakcia
95 °C 1 mindta
60 °C 16 hodin
3. Ligacna reakcia
54 °C 1 minuta, pozastavenie programu
54 °C 15 minut
98 °C 5 minut
20 °C 1 mindta
4. PCR reakcia
95 °C 30 sekund (35 cyklov)
60 °C 30 sekuind (35 cyklov)
72 °C 60 sekind (35 cyklov)

72 °C 20 minut

15 °C 1 minuata

5.2 Fragmentacna analyza kapilarnou elektroforézou

Vysledkom prevedenej MLPA analyzy su fluorescencne znacené amplifikované

fragmenty unikatnych velkosti (130 — 480 bp), ktoré je potrebné rozdelit, detegovat

a analyzovat. Na fragmentacni analyzu bol pouzity automaticky geneticky analyzator

ABI-PRISM 3130 Genetic Analyzer pracujici na principe kapilarnej elektroforézy laserom

detegovanych fluorescencne znaCenych fragmentov DNA. Technické parametre ABI-PRISM

3130 genetického analyzatora:
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Pocet kapilar: 16

Di7ka kapilary: 36 cm
Polymér: POP4

Velkostny Standard: 500 LIZ®
Sada filtrov: G5

Pracovny postup

Priprava vzoriek pre kapilarnu elektroforézu:

Do jednotlivych jamiek umytej, vysuSenej a UV svetlom vysvietenej 96-jamkovej
platnicky bolo napipetovanych po 14 pl vopred pripraveného mixu formamidu a
znaCeného velkostného Standardu 500 LIZ® (1 ml formamidu + 40 pl LIZ Standardu).
Nasledne boli pipetované rozmrazené MLPA amplifika¢né produkty, po 1 pl do kazdej
jamky. Po dopipetovani (treba davat pozor na pritomnost’ bublin), bola platnicka
stoCena na centrifiige, nasledne umiestnena do termocykléra na denaturaciu (95 °C

po dobu 2 mintt), po uplynuti ktorej, boli vzorky ochladené v F'adovom kiipeli.

Fragmentacna analyza:

Platnicka po denaturacii a schladeni bola vloZena do pristroja ABI-PRISM 3130

a bola spustena fragmentacna analyza. Podmienky elektroforézy:

Pociatocné napitie vstrekovania: 1,6 kV
Nacasovanie vstrekovania: 15 sektind
Doba trvania analyzy: 28 minut
Priemerné napdtie: 15 kV

Teplota: 60 °C

Vystupné data digitalizované Foundation Data Collection softwarom 3.1.1 boli
spracované programom GeneMapper 4.1, ¢im boli ziskané elektroforetogramy prislichajuce

jednotlivym vzorkam. Priklad takto ziskaného elektroforetogramu vid’ Obrazok 6.
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Obrazok 6: Priklad elektroforetogramu ziskaného analyzou dat MLPA softwarom GeneMapper 4.1.

Ose x - detegované fragmenty usporiadané podla vel'kosti (nt), osa y - relativna fluorescencia (RFU).

Ziskané elektroforetogramy umoziuju tieZ vizualne hodnotenie kontrolnych fragmentov.
Styri Q fragmenty (Quantity) vypovedaji o tom, ¢i bolo k MLPA analyze pouZité dostatocné
mnoZstvo DNA a tieZ, ¢i ligacia prebehla tispesne. Cim viac DNA je vo vzorke, tym slabsie sa
Q-proby amplifikuji a tym slabsi fluorescen¢ny signal je detegovany (Obr. 7). Q-fragmenty

su nizke aj v pripade zlyhania ligacnej reakcie.

BRU RFU RFU
A 5 ng DNA (XY) s B 10 ng DNA (XY) C 50 ng DNA (XY)
L "

o o o -

22es nace e s 50000 - || -

L SO o RR | |82 . o2 |
u;i”

n

LY § AU . LLLL V)Y ST
vel'kost (nt) vel'kost (nt) vel'kost' (nt)

Obrazok 7: Vplyv mnozstva DNA na intenzitu signalu Q-fragmentov.
A. 5ng DNA, B. 10 ng DNA, C. odporucanych 50 ng (upravené podl'a MRC-Holland: MLPA, 2014a)

Dva D-fragmenty (Denaturation) vypovedaju o denaturacii DNA. D-préby hybridizuju
so sekvenciami lokalizovanymi v CpG ostrovCekoch DNA, ktoré z dovodu vysokého obsahu
CG bazi tazko denaturuju. Preto ak denaturdcia nie je dostatocna, D-proby vabec,
alebo len obmedzene hybridizuji s cielovou sekvenciou a D-fragmenty vykazuji nizku

intenzitu detegovanej fluorescencie (Obr. 8).
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Obrazok 8: Efekt tirovne denaturacie DNA na intenzitu signalov D-fragmentov.
A. Kompletna, B. nekompletna denaturacia (indukovand pridanim 100 mM NaCl)

(upravené podl'a MRC-Holland: MLPA, 2014a)

5.3 Analyza dat softwarom Coffalyser.Net

Data boli d’alej analyzované Specializovanym softwarom Coffalyser.Net, ktory bol
vyvinuty firmou MRC-Holland Specidlne na analyzu MLPA dat. Tato analyza pozostava

z fragmentacnej a komparativnej analyzy.

Cielom fragmentaCnej analyzy je identifikovat jednotlivé fragmenty na zdaklade
ich velkosti a nasledne ich priradit’ jednotlivym testovanym sekvenciam. Vysledkom je tzv.
fragmentaCny profil vzorky (Obr. 9). V neposlednej rade je vykonana kontrola kvality
analyzy, ktora hodnoti jednotlivé kroky, od pripravy vzorky DNA, MLPA reakcie, separacie

fragmentov kapilarnou elektroforézou az po identifikaciu fragmentov (Obr. 10).

1761 14 P245

4

TNREFLE
st

Obrazok 9: Fragmentacny profil vzorky DNA. Na ose x st fragmenty usporiadané na zaklade

ich vel'kosti (nt), osa y zobrazuje namerané intenzity fluorescencie (RFU).
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Obrazok 10: Snimka obrazovky zobrazujiica vysledky kontroly kvality analyzy softwarom
Coffalyser.Net (obrazok prevzaty z Coffa et van den Berg, 2011). Parameter FRSS (Fragment Run
Separation Score) vypoveda o kvalite separacie fragmentov kapilarnou elektroforézou, parameter
FMRS (Fragment MLPA Reaction Score) o kvalite prevedenej MLPA reakcie. Kolénka Probes
zobrazuje pocet identifikovanych a oCakavanych signalov, kolénka DNA vypoveda o koncentracii
DNA, DD o kvalite denaturacie DNA. Posledné dva stipce (X, Y) vypovedaijii o pritomnosti X a Y

fragmentov.

Komparativna ¢ast' analyzy zahffia dva normalizacné kroky, vysledkom ktorych je
vypocCet tzv. dosage quotient (DQ) jednotlivych prob, ktory vyjadruje pomer nameranej
intenzity fluorescencného signalu (vypoveda o pritomnosti cielovej sekvencie) u testovanej
a referencnej vzorky. Referencné vzorky vyberame tak, aby boli diploidné pre vSetky
testované cielové sekvencie. Ich kvalita je pre vysledok celej analyzy klticova. Okrem
toho sa odportica, aby DNA referencnych vzoriek bola izolovana z toho istého biologického
materialu, aky bol pouZity pri izolacii DNA testovanych vzoriek. Hodnoty DQ jednotlivych
prob v rozmedzi 0,7 — 1,3 si povaZované za normadlne (odpovedaji diploidnému stavu).
Hodnoty nad 1,3 zodpovedaju znasobeniu, teda duplikacii ciel'ovych sekvencii, hodnoty pod

0,7 naopak ich delécii (Tab. 16) (MRC-Holland: MLPA, 2010).
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Tabul'ka 16: Interpretacia hodnot DQ

(upravené podl'a MRC-Holland: MLPA, 2010)

Hodnota DQ

Interpretacia

0,7-1,3

Normalny diploidny stav

0

Homozygotna delécia

0,4-0,65

Heterozygotna delécia

1,35-1,65

Heterozygotna duplikécia

1,7-2,15

Homozygotna duplikécia

Finalny vystup analyzy je moZné zobrazit’ vo forme stihrnnej spravy (Obr. 11).
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Obrazok 11: Vysledna sihrnna sprava ziskana analyzou dat programom Coffalyser.Net.

Zahlavie obsahuje informaécie o Cisle a type vzorky (testovana / referenc¢nd), pouzitom
probemixe, kvalite prevedenia analyzy a zoznam referencnych vzoriek vyuzitych v ramci

komparativnej analyzy. Sprava obsahuje fragmentacny profil vzorky a tieZ graf zobrazujuci

48




hodnoty DQ préb jednotlivych lokusov a nakoniec sthrnnu tabul'ku s informaciami o velkosti
produktov amplifikdcie jednotlivych préb, lokusoch, ktorym zodpovedaji, nameranej

intenzite fluorescencie (vel'kost” a plocha pikov) a vypocitanych hodnotach DQ.

Analyzu dat softwarmi GeneMapper 4.1 a Coffalyser.Net prevadzala RNDr. Pavlina
Capkové, Ph.D.
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6 Vysledky
6.1 MLPA analyza vzoriek DNA plodov s netispesnou kultivaciou

V ramci tejto skupiny bolo testovanych 17 vzoriek DNA plodov, ktorych kultivacia pre
ucely karyotypizacie zlyhala (Tab. 17 - Prilohy). U Ziadnej z tychto vzoriek MLPA

nedetegovala pritomnost’ chromozomalnej aberacie (Tab. 18).

Tabul'ka 18: Suhrnna tabul'ka vysledkov MLPA analyz vzoriek DNA plodov, ktorych

kultivacia zlyhala

Cislo Vysledok MLPA analyzy

vzorky
P036 P070 P182 P311 P245

1751/14 bez nélezu bez nélezu - - bez nélezu
2217/14 bez nalezu bez nélezu - - -
1031/12 bez nalezu bez nalezu - - bez nalezu
1538/14 bez nélezu bez nalezu - - bez nélezu

71/12 bez nalezu bez nalezu - - bez nalezu
1043/14 bez nalezu bez nalezu - - -

1/14 bez nalezu bez nélezu - - bez nélezu

16/13 bez nalezu bez nélezu - - bez nalezu

17/13 bez nalezu bez nalezu - - bez nalezu
2201/14 bez nélezu bez nalezu bez nélezu - -
2202/14 bez nalezu bez nalezu bez nalezu - -
221/13 bez nalezu bez nalezu - - -
1703/13 bez nélezu bez nélezu - - bez nélezu
2009/14 bez nalezu bez nalezu - - bez nalezu
1970/14 bez nalezu bez nalezu - - bez nalezu
930/13 bez nélezu bez nalezu - - bez nélezu
1462/13 bez nalezu bez nalezu - bez nalezu bez nalezu

6.2 MLPA analyza vzoriek DNA plodov s patologickym cytogenetickym nalezom

V tejto skupine bolo testovanych 14 vzoriek DNA plodov, u ktorych karyotypizacia
detegovala aberantné cytogenetické nalezy (Tab. 19 - Prilohy). MLPA bola v tychto pripadoch

verifikovand a v troch pripadoch bola pouzita k dovySetreniu cytogenetického nalezu.
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MLPA tspeSne detegovala vSetky pripady aneuploidii (6) (Obr. 12 - 18), u mozaiok (4)
bola tspeSnost’ detekcie zavisla na zastipeni aberantného klonu, popr. kontaminacii
materndlnou DNA (Obr. 19 a 20). Nepodarilo sa jej detegovat’ pripad triploidie (69,XXY)
(Obr. 21 a 22). V ramci dovySetrovania patologickych cytogenetickych nalezov, bola MLPA
pouzita k zistovaniu pévodu marker chromozému (Obr. 23), testovaniu vzorky s deléciou 13,
u ktorej upravila nalez z terminalnej delécie na intersticialnu a v pripade inverznej duplikacie
detegovala deléciu terminalnej Casti 8p23.3 a zaroven odhalila, Ze gén GATA4 nie je do
prestavby zahrnuty (Obr. 24-27). Prehlad vysledkov MLPA analyz vzoriek vid Tab. 20.
VSetky vysledky boli overené inymi metédami (FISH, QF-PCR, alebo array CGH) a vysledok
bol v zhode s vysledkami metédy MLPA.

Tabul'ka 20: Suhrnna tabul'ka vysledkov MLPA analyzy vzoriek DNA plodov

s cytogenetickym nalezom

Vysledok MLPA analyzy Poznamka -
preco MLPA
Cislo nedetegovala
vzorky | Karyotypizacia P036 P070 P182 P311 | patologicky
nalez
nalez nalez nalez
15/13 47, XX,+21 (trizomia 21) (trizémia 21) (trizomia 21) - -
nalez nalez nalez
273/14 47, XX,+21 (trizémia 21) (trizémia 21) (trizomia 21) - -
nalez nalez nalez
1135/13 47, XX, +21 (trizomia 21) (trizémia 21) (trizomia 21) - -
nalez nalez nalez
1548/13 47, XX,+18 (trizomia 18) (trizémia 18) (trizomia 18) - -
47, XX,+15 nalez nalez nalez
212/13 | [12]/46,XX[2] (trizomia 15) (trizémia 15) (trizomia 15) - -
nalez nalez
741/12 45,X (monozémia X) | (monozomia X) - - -
46, XX,i(5p)/ L
1046/14 46,XX bez nalezu bez nélezu - - kontaminacia
30 % mozaika maternalnou DNA
naznak
47 XX,+22/ pritomnosti ) ‘
59/13 46,XX mozaiky bez nalezu bez nalezu - mala mozaika
25% mozaika trizomie 22
1329/13 | 47,XX,+18[2]/ bez nélezu bez nalezu bez nalezu - mala mozaika
46,XX[20]
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Vysledok MLPA analyzy Poznamka -
preco MLPA
Cislo nedetegovala
vzorky | Karyotypizacia P036 P0O70 P182 P311 pato!oglcky
nalez
46,XX,der(1)[4]/ kultivaény artefakt
1406/14 46,XX[9] bez nalezu bez nalezu bez nalezu - (potvrdilo aj
vySetrenie FISH)
MLPA neschopna
890/11 69,XXY bez nalezu bez nélezu - - detekcie
polyploidif
1379/13 | 46,X,+ marker nalez nalez nalez - -
chromozém (monozémiaX ) | (monozomia X) | (monozdémia X)
46,XY, MLPA nedeteguje
506/14 del(13) bez nalezu bez nalezu - - intersticidlne
(q31.13 q33.3) prestavby
P311 nezachytila
46,XX, nalez nalez bez dfl(VB)EPZt3'3)’ )
. _ e pretoze testovany
735/12 1r21V.(1u1;(8)2 del(8)(p23.3) | del(8)(p23.3) nalezu lokus GATA4 nie je
(p23.1p21.2) zakomponovany do
prestavby
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Obrézok 12: Fragmentacny profil (Coffalyser.Net) vzorky 15/13 testovanej kitom P070. Sipky

oznacuju piky prob chromozému 21. Obe proby vykazuju v porovnani s referenénymi vzorkami

zvySent uroven detegovanej fluorescencie (RFU), ¢o odpoveda trizémii 21 chromozému.
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D15 13 PO70 A

Obrazok 13: Graf (Coffalyser.Net) zobrazujici hodnoty DQ jednotlivych préb ziskany testovanim
vzorky 15/13 kitom P070. Sipkami st oznacené préby chromozému 21, ktorych hodnoty DQ

odpovedaju trizomii chromozému 21.
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Obréazok 14: Karyotyp vzorky 1548/13. Sipka oznacuje detegovanti trizémiu 18
(Foto poskytla RNDr. Pavlina Capkové, Ph.D., Ustav lekarskej genetiky FN Olomouc).
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Obrazok 15: Graf (Coffalyser.Net) zobrazujici hodnoty DQ jednotlivych préb ziskany testovanim

vzorky 1548/13 kitom P182. Hodnoty DQ prob testujicich centromericki oblast’ chromozému 18
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Obrazok 16: Karyotyp vzorky 212/13. Sipka oznacuje detegovanti trizémiu chromozému 15.
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, Ph.D., Ustav lekarskej genetiky FN Olomouc).
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(Foto poskytla RNDr. Pavlina Capkov
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Obrazok 18: Graf (Coffalyser.Net) zobrazujuici hodnoty DQ jednotlivych préb ziskany testovanim

pritomnost’ iba jednej képie tohto chromozému. Préba pre chromozém Y (ozna
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Obrézok 19: Graf (Coffalyser.Net) zobrazujtici hodnoty DQ jednotlivych préb ziskany testovanim
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Obrézok 20: Graf (Coffalyser.Net) zobrazujtici hodnoty DQ jednotlivych préb ziskany testovanim

s v

22 (oznacené Sipkou) st v norme,

vzorky 59/13 kitom P182. Hodnoty DQ préb chromozému

nevypovedajt o pritomnosti mozaiky trizémie 22.
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4 E Obrazok 21: Karyotyp vzorky
890/11 - detekcia triploidie

BT 563 080 0@ £of 200 a8

o ’ (Foto poskytla RNDr. Pavlina

Capkové, Ph.D., Ustav lekarskej

afe fbe Gid 8% 358 aes

genetiky FN Olomouc).
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Obrazok 22: Graf (Coffalyser.Net) zobrazujtici hodnoty DQ jednotlivych préb ziskany testovanim
vzorky 890/11 kitom P036. Ziadna z préb nedosahuje hodnoty DQ mimo rozmedzie odpovedajtice

fyziologickému stavu.

V pripade vzorky 1379/13 s cytogenetickym nalezom (46,X,+ marker chromozém) bola
MLPA pouzitd k zistovaniu povodu marker chromozému. Vzorka bola testovana
subtelomerickymi kitmi P036, PO70 a centromerickym kitom P182 (Obr. 23), pricom vSetky

detegovali monozémiu X. Nepotvrdila sa tak hypotéza o X-povode marker chromozému a
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vysledok analyzy vzorky kitom P181 zaroven naznacil, Ze by sa mohlo jednat' o pripad

neocentromerického marker chromozomu.

1379 13 PK P182

254

Ratio

%-055.496030—

22016423311

Obrazok 23: Graf (Coffalyser.Net) zobrazujuci hodnoty DQ jednotlivych préb ziskany testovanim
vzorky 1379/13 kitom P070. Hodnota DQ préby chromozému Y (oranZovy Stvorec) vykazuje nulovi
hodnotu. DQ préb centromerickej oblasti chromozému X (vyznacené Cervene) zodpovedaji

pritomnosti iba jednej kopie X chromozomu.

U vzorky 735/15 s patologickym cytogenetickym nalezom inv.dup(8)(p23.1p21.2)
(Obr. 24) MLPA analyza kitmi P036 a P070 detegovala mikrodeléciu oblasti 8p23.3 (Obr. 25).
Nasledna analyza vzorky kitom P311, ktory obsahuje préby testujice sekvencie génu GATA4
nachadzajicom sa v oblasti 8p23.3, ale zmenu tohto génu nezachytila. Pritomnost’ GATA4
bola potvrdend aj FISH vySetrenim na metafaznych chromozémoch. Z toho vyplyva, Ze tento
gén nebol do prestavby zahrnuty. Schéma moZného vzniku inv.dup(8)(p23.1p21.2) je
zachytena na Obr. 26.

Obrazok 24: Cytogeneticky nalez

inverznej duplikacie na chromozoéme 8

-~
a inv.dup(8)(p23.1p21.2)

e Y '.:? ]

(Foto poskytla RNDr. Pavlina
Capkova, Ph.D., Ustav lekérskej

genetiky FN Olomouc).
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Ratio

Obrazok 25: Graf (Coffalyser.Net) zobrazujuci hodnoty DQ jednotlivych préb ziskany testovanim
vzorky 735/15 kitom P070. Hodnota DQ préby regionu 8p23.3 (vyznacena Sipkou) vypoveda

o heterozygotnej mikrodelécii tejto oblasti.

Neoteloméra

] Obrazok 26: Schéma mozného vzniku
inv.dup(8)(p23.1p21.2) (upravené podla
Campus Génétique médicale, 2012).
inv dup del(8)(p23p21)

Nalez delécie del(8)(p23.3) bol potvrdeny FISH analyzou na metafaznych
chromozémoch (Obr. 27) (vysledok FISH analyzy poskytla RNDr. P. Capkova, Ph.D.).
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Obrazok 27: Snimka FISH vySetrenia vzorky 735/13 za

pouzitia subtelomerickych préb pre chromozém 8.

Chybanie signalu v subtelomerickej oblasti 8p23.3

(Sipka) potvrdzuje pritomnost’ delécie v tejto oblasti.

(Foto poskytla RNDr. Pavlina Capkové, Ph.D.,

Ustav lekéarskej genetiky FN Olomouc).

6.3 MLPA analyza vzoriek DNA plodov s normalnym karyotypom

V tejto skupine bolo analyzovanych 21 vzoriek (Tab. 21 - Prilohy). U 19 z nich MLPA

analyza, rovnako ako karyotypizacia, nedetegovala Ziadne chromozomalne aberacie, u dvoch

vzoriek bola kitom P245 zaznamenana delécia v oblasti 22q11.2 (Tab. 22).

Tabul'ka 22: Suhrnna tabul'ka vysledkov MLPA analyzy vzoriek DNA plodov

s normalnym karyotypom

Vysledok MLPA analyzy
Cislo vzorky
P036 P070 P311 P245 P250
nalez nalez nalez
350/15 bez néalezu bez nalezu del(22)(q11.2) | del(22)(q11.2) | del(22)(q11.2)
nalez nalez
1848/14 bez nalezu bez nalezu - delSNAP29 delSNAP29
1818/13 bez nalezu bez nalezu - bez nalezu -
1783/13 bez nalezu bez nalezu - bez nalezu -
236/14 bez nalezu bez nalezu - - -
1507/14 bez nalezu bez nalezu - - -
1856/14 bez nalezu bez nélezu - bez nélezu -
287/13 bez nalezu bez nalezu - bez nalezu -
911/13 bez nalezu bez nalezu - bez nalezu -
1910/14 bez nalezu bez nalezu - bez nalezu -
294/14 bez nalezu bez nalezu - bez nalezu -
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5 Vysledok MLPA analyzy
Cislovzorky | py3g P070 P311 P245 P250
685/13 bez nalezu bez nalezu - bez nalezu -
1790/13 bez nélezu bez nélezu - bez nélezu -
963/13 bez nalezu bez nalezu - bez nalezu -
1596/14 bez nalezu bez nalezu - bez nalezu -
33/14 bez nalezu bez nalezu - bez nalezu -
501/14 bez nalezu bez nalezu - - -
1293/14 bez nalezu bez nalezu - bez nalezu -
367/13 bez nélezu bez nélezu bez nélezu bez nélezu -
161/13 bez nalezu bez nalezu - bez nalezu -
141/15 bez nalezu bez nalezu - bez nalezu -

Delécia v oblasti 22q11.2, konkrétne v géne SNAP29 bola detegovana u vzorky 1848/14
pri jej analyze kitom P245 (Obr. 28). Pritomnost’ delécie bola overend kitom P250.

1848 14 P245

: 1K gelantaniige
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]
gt oot d b, s
. ]

Obrazok 28: Graf (Coffalyser.Net) zobrazujuci hodnoty DQ jednotlivych prob ziskany testovanim
vzorky 1848/14 kitom P245. Hodnota DQ proby pre gén SNAP29 v oblasti 22q11.21 (vyznacena

Cervene), vypoveda o heterozygotnej delécii tohto génu.

Aj \% pripade Vzorky 350/15 bola delécia v oblasti 22q11.2 detegované kitom P245.

.....

upresiiovany kitmi P311 (Obr. 29, 30) a P250 (Obr. 31).
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Obrazok 29: Fragmentacny profil (Coffalyser.Net) vzorky 350/15 testovanej kitom P311. Sipky
oznacuju piky praéb testujucich gény (CDC45, GP1BB, DGCRB) oblasti 22q11.21. VSetky vykazuja v
porovnani s referen¢nymi vzorkami zniZenu intenzitu fluorescencie (RFU), ktora zodpoveda

heterozygotnej delécii.

350 15 P311
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Obrazok 30: Graf (Coffalyser.Net) zobrazujuci hodnoty DQ jednotlivych préb ziskany testovanim
vzorky 350/15 kitom P311. Préby pre gény (CDC45, GP1BB, DGCRB) oblasti 22q11.21 si oznacené

Cervene a ich DQ sa pohybuje okolo hodnoty 0,5 ,¢o odpoveda heterozygotnej delécii.
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Analyzou vzorky 350/15 kitom P250 bolo urcené, Ze rozsah danej delécie je vymedzeny

génmi CLTCL1 az LZTR1 (Obr. 31).
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Obrazok 31: Graf (Coffalyser.Net) zobrazujuci hodnoty DQ jednotlivych prob ziskany testovanim
vzorky 350/15 kitom P250. Hodnoty DQ préb testujuicich oblast 22q11.21, ktoré potvrdzuja

pritomnost” heterozygotnej delécie tejto oblasti st oznacené Cervene.

Nalez delécie v oblasti 22q11.2 bol overovany FISH analyzou na metafaznych

chromozémoch (Obr. 32) (vysledok FISH analyzy poskytla RNDr. P. Capkovéa, Ph.D.).

Obrazok 32: Snimka FISH vysSetrenia vzorky 350/15,
chybajici ¢erveny signal FISH préby TUPLEL1 pre oblast’
22q11.2 potvrdzuje pritomnost’ mikrodelécie v tejto

del 22q11.2
oblasti.

(Foto poskytla RNDr. Pavlina Capkova, Ph.D., Ustav
lekarskej genetiky FN Olomouc).
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7 Diskusia

Z celkového poctu 52 testovanych vzoriek DNA, u 17 z nich doSlo k zlyhaniu kultivacie
fetdlnych buniek pre ticely karyotypizdacie, ktord predchadzala samotnej DNA analyze vzoriek
metddou MLPA. Zo zlyhanim kultivacie sa najcastejSie stretdvame u vzoriek ziskanych
biopsiou tkaniv spontadnne potratenych, alebo mftvonarodenych plodov. U tychto typov
vzoriek sa objavuje v 20 - 60 % pripadov (Fritz et al., 2001; Raca et al., 2009; Reddy et al.,
2012b). Vplyv na uspeSnost’ kultivacie majui viaceré faktory: kvalita prevedenia biopsie,
kontaminacia vzorky materskymi bunkami ¢i miera znehodnotenia tkaniva plodu v pripade,
kedy medzi spontannym potratom, resp. umrtim plodu a samotnym odberom prebehla urcita
doba. Pritomnost’ maternalnych buniek vo vzorke, z ktorej bola izolovana DNA na MLPA
analyzu, predstavuje riziko faloSne negativneho vysledku, pripadne detekcie zdanlivej
mozaiky. U bioptického materidlu, ktory sa ziskava kyretdZou dutiny maternice
po spontannom, alebo umelom ukonceni gravidity nie je moZné overit fetdlny pdvod
ziskaného materialu pokial nie je k dispozicii vzorka DNA matky. Vzorky potratovych biopsii
vyuZzité v ramci tejto diplomovej prace boli odoberané z roznych pracovisk spadovej oblasti,
medzi ktorymi sa kvalita odberu 1iSi a mohla byt’ preto dovodom zlyhania kultivacie. Pricinou
zlyhania kultivacie moéZu byt ale tieZ rozsiahle chromozomaélne abnormality plodu,
v dosledku ktorych st fetdlne bunky prakticky neZivotné a na médiu nerastu, alebo rastu
len vel'mi malo. Ak navySe pri odbere plodovych buniek doSlo ku kontaminacii vzorky
materskymi bunkami, budu tie na médiu rast’ podstatne lepSie a to aZ do takej miery, Ze moZu

prerast plodové bunky (Bell et al., 1999).

MLPA analyza vzoriek s netspeSnou kultivaciou neidentifikovala chromozomalnu
aberaciu u Ziadnej zo vzoriek. U vSetkych vzoriek bola prevedena QF-PCR so zameranim
na aneuploidie 13, 18, 21, gonozémov a triploidie (vysledky poskytla RNDr. P. Capkova,
Ph.D.), vysledky ktorej boli v zhode s vysledkami MLPA analyzy. Navyse tri zo vzoriek boli
podrobené celogenémovej array CGH analyze (vysledky poskytla RNDr. P. Capkova, Ph.D.)
s nalezom odpovedajicim normdalnemu karyotypu, ¢im sa potvrdila spravnost’ vysledku
MLPA analyzy. AvSak vzhI'adom na to, Ze ani jedna z tychto metéd nie je schopnéa detegovat’
balancované prestavby, (Bruno et al., 2006; Caramins et al., 2011; Diego-Alvarez et al., 2007;
Fritz et al., 2001) nemoZno celkom vylucit moZnost’ ich pritomnosti v bunkach plodov.

Okrem toho u vzoriek testovanych iba metédou MLPA (bez potvrdenia vysledku array CGH
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analyzou) nemoZzno vyldcit ani to, Ze mimo pouZitého stboru prob nelezi chromozomalna

aberacia.

V skupine vzoriek s patologickym cytogenetickym nalezom identifikovanym
karyotypizaciou, bolo testovanych 14 vzoriek DNA. Presnost’ detekcie aneuploidii metodou
MLPA bola potvrdend mnohymi Studiami (Gerdes et al., 2005; Gerdes et al., 2008;
Hochstenbach et al., 2005; Chen et al., 2014; Chitty et al., 2012; Kooper et al., 2009; van
Opstal et al., 2009; Wang et al., 2013) a aj v ramci tejto prace MLPA spravne detegovala
v3etkych 6 jej pripadov. Nepodarilo sa jej ale spolahlivo identifikovat’ ani jeden z pripadov
chromozomalnych mozaiok, resp. vzoriek kontaminovanych maternalnou DNA. Pri detekcii
pripadov mozaicizmu pritom plati, Ze dspeSnost’ ich detekcie metédou MLPA je zavisla
na zasttpeni aberantného klonu, ktoré musi byt vysSie neZ 30 % (Hochstenbach et al., 2005;
Kooper et al., 2009). Okrem toho zlyhala pri detekcii triploidie (69,XXY). Na neschopnost’
detekcie polyploidii metédou MLPA poukéazali uZ mnohé sttidie (Bruno et al., 2006; Caramins
et al., 2011; Diego-Alvarez et al., 2007; Donaghue et al., 2010; Hochstenbach et al., 2005;
Chitty et al., 2012). Dévodom je to, Ze sa jedna o metddu relativnej kvantifikacie sekvencii
DNA a preto nie je moZné rozlisit’ diploidné XX a triploidné XXX bunky. U triploidii XXY
a XYY existuje teoreticka Sanca ich zachytu, avSak prakticky k ich detekciam dochadza
len velmi zriedka (van Opstal et al., 2009) a nepodarilo sa to ani v ramci tejto prace.
U vzorky s monozomiou X spojenou s pritomnost'ou marker chromozému, MLPA spravne
detegovala pritomnost’ jednej képie chromozomu X, avSak povod marker chromozému
sa jej odhalit nepodarilo. Okrem toho vysledok analyzy vzorky centromerickym kitom
naznacCil, Ze by sa mohlo jednat o pripad neocentromerického marker chromozému. Tie
definujeme ako malé nadpocetné marker chromozémy, u ktorych doSlo vplyvom straty
povodnej centroméry k de novo vzniku neocentroméry, priCom ta nie je definovana
a-satelitnou DNA (Amor et Choo, 2002). Takéto neocentroméry si potom spolahlivo
detegovatel'né pomocou znaCenych protilatok proti centromerickym proteinom (napr. CENP-
C, CENP-A,.. ) (Yu et al., 2007). V pripade vzorky s cytogenetickym nalezom terminalnej
delécie 13, jej dovySetrenie metddou MLPA, ktora nebola schopna tdato deléciu zachytit’
subtelomerickymi kitmi, viedlo k oprave a upresneniu nalezu z termindlnej na intersticialnu
deléciu. Pritomnost’ delécie 13 bola potvrdena aj array CGH analyzou (vysledky poskytla
RNDr. P. Capkova, Ph.D.). Pri dovy3etrovani vzorky s patologickym nélezom inv.dup(8)
(p23.1p21.2) MLPA analyza detegovala mikrodeléciu v oblasti 8p23.3, zaroven vSak odhalila,
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Ze gén GATA4, asociovany s VVV srdca, lokalizovany v tomto regiéne deletovany nie je a

teda nie je zahrnuty ani do prestavby.

Poslednu testovanu skupinu tvorilo 20 vzoriek DNA plodov, ktorych wvySetrenie
karyotypu neidentifikovalo Ziadnu aberantnti chromozomalnu zmenu. Ulohou MLPA DNA
analyzy bolo odhalenie pripadnych kryptickych nebalancovanych aberacii, ktoré su
mimo detekcného limitu Standardnej karyotypizacie. Vo vySetrovanom subore vzoriek
odhalila MLPA pritomnost aberdcie v dvoch pripadoch. V oboch pripadoch sa jednalo
o delécie v oblasti 22q11.2 (DiGeorgov syndrom), ktoré boli zachytené kitom P245. V pripade
jednej vzorky iSlo o deléciu jediného génu SNAP29, v druhom pripade o rozsiahlejSiu deléciu,
ktorej presny rozsah (delécia v oblasti 22q11.2 ohraniCena génmi CLTCL1 - LZTR1) bol
urCeny dovySetrovanim vzorky kitom P250. Vyskyt delécii v tejto oblasti je pomerne Casty.
Pric¢inou je niekolko kopii LCR, ktoré sa v tu nachadzaji a medzi ktorymi dochadza

v priebehu meiotického delenia k nealelickej homologickej rekombinacii (Jalali et al., 2008).

V stbore 52 testovanych vzoriek, MLPA spol'ahlivo detegovala 7 pripadov aneuploidii
(tri trizomie 21, jednu trizémiu 15, jednu trizomiu 18 a dve monozémie X) a tri pripady
kryptickych delécii, z toho jednu subtelomericki (8p23.3) a dve intersticialne (22q11.2).
Zatial' Co nalezy aneuploidii sa zhodovali s vysledkom karyotypizacie, oba pripady
kryptickych intersticialnych delécii boli identifikované u vzoriek s normalnym karyotypom.
U vzorky s detegovanou subtelomerickou deléciou bola MLPA pouZitda k dovySetreniu
patologického cytogenetického nalezu inv.dup(8)(p23.1p21.2). Tieto vysledky koreSponduju
s literarnymi udajmi vypovedajicimi o velmi citlivej a presnej detekcii aneuploidii (Gerdes
et al., 2008; Hochstenbach et al., 2005, Chen et al., 2014; Chitty et al., 2012; Wang et al.,
2013) a tieZ mikrodelécii vybranych chromozomalnych oblasti (submikroskopické oblasti,
lokusy asociované s mikrodelecnymi syndromami, VVV srdca...), ktoré st nedetegovatel'né
klasickou karyotypizaciou (Fernandez et al., 2005; Jalali et al., 2008; Northrop et al., 2005;
Rosello et al., 2010; Stachon et al., 2007). V stlade s literarnymi idajmi su tieZ nedetegované
pripady mozaiok s nizkym zastipenim abnormalnych buniek, resp. kontaminované
maternalnou DNA, pripad triploidie a intersticialnej delécie na chromozome 13 (Kim et al.,

2015).
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8 Zaver

Struktirne, ¢ numerické chromozomélne aberdcie si &astou pri¢inou vrodenych
vyvojovych vad plodov, spontannych potratov alebo mrftvonarodenych plodov. Zhrnutie
zakladnych poznatkov tykajtucich sa chromozomalnych aberacii s ktorymi sa stretavame
v ramci prenatalnej diagnostiky, ako aj prehl'ad met6d vyuZivanych k ich detekcii bol cielom

teoretickej Casti tejto prace.

Experimentalna Cast’ bola zamerand na metédu MLPA a potencidl jej vyuZitia v ramci
prenatalnej diagnostiky chromozomalnych aberacii. Analyzovanych bolo 52 vzoriek DNA,
ktoré boli rozdelené do troch skupin: (I) vzorky plodov bez vysledku karyotypizacie z dovodu
zlyhania kultivacie fetadlnych buniek, (II) vzorky s patologickym cytogenetickym nalezom

identifikovanym karyotypizaciou a (III) vzorky s normalnym karyotypom.

MLPA analyza vzoriek (I) skupiny nepreukazala pritomnost chromozomalnej aberacie
ani u jednej zo vzoriek. V (II) skupine MLPA detegovala vSetkych sedem pripadov
aneuploidii a u dvoch vzoriek prispela k upresneniu cytogenetického néalezu. Prvym bol
pripad komplexnej prestavby na kratkom ramienku chromozéomu 8 kedy detegovala
subtelomerickil del8p23.3 a druhym bola delécia na chromozome 13, ktora bola pouZitim
metody MLPA potvrdena ako intersticialna. Nedetegované ostali pripady mozaiok
s nizkym zastipenim aberantnych buniek, resp. kontaminované maternalnymi bunkami,
pripad intersticidlnej delécie na chromozéme 13, triploidia 69,XXY a overenie povodu marker
chromozému. Tieto zlyhania metédy MLPA len dokazuju nenahraditelnost konvencnej
karyotypizacie v prenatalnej diagnostike. V (III) skupine vzoriek MLPA odhalila dva pripady
kryptickych delécii v oblasti 22q11.2, ktoré karyotypizacia nemohla identifikovat’ z dévodu

nizkeho rozlisSenia.

Celkovo teda metéda MLPA vo vySetrovanom subore vzoriek detegovala sedem
pripadov aneuploidii a tri pripady kryptickych aberdcii, jednej subtelomerickej a dvoch
intersticidlnych, ktoré neboli identifikované klasickou karyotypizaciou. Tieto vysledky
su v sulade s publikovanymi literarnymi tdajmi a potvrdzuji vyuZitelnost’ techniky MLPA
ako vhodnej doplnkovej metody klasickej karyotypizacie, schopnej rychlo a spolahlivo
detegovat submikroskopické delécie/duplikacie vybranych chromozomalnych oblasti

a v pripade zlyhania kultivacie vylacit pritomnost’ aneuploidii, ¢i nebalancovanych prestavieb
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zahffajucich terminalne casti chromozomov. Jej detekéné limity st vSak dané zastipenim
aberantného klonu v pripade mozaiok, nemoZnostou odhalit’ zmeny mimo testované lokusy

a polyploidie.
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Prilohy

Tabul'ka 4: Zoznam vzoriek analyzovanych metdédou MLPA v ramci experimentalnej Casti diplomovej prace

Cislo vzorky

Indikacia

Material

Vyska gravidity

236/14 agenéza corpus callosum, tehotenstvo pokracuje plodova voda II. trimester
1783/13 NT 4 mm, tehotenstvo pokracuje choriové klky L. trimester
1818/13 NT 3,7 mm, tehotenstvo pokracuje plodova voda II. trimester
1751/14 NT 3,2 mm, umbikalna artéria, tehotenstvo pokracuje choriové klky L. trimester
1031/12 VVYV srdca, patologicky vysledok DUS, IUGR, UPT tkanivo z biopsie II.trimester
2217/14 hygroma colli cysticum, UPT tkanivo z biopsie L. trimester
350/15 VVV srdca, UPT plodova voda II. trimester
1538/14 VVV urotraktu, UPT tkanivo z biopsie II. trimester

71/12 hydrops plodu, NT 2,2 mm, UPT tkanivo z biopsie II. trimester
1043/14 hydrocefalus, spina bifida, UPT tkanivo z biopsie II. trimester

1/14 hydrocefalus, UPT tkanivo z biopsie II. trimester

890/11 makrocefalia,ventrikulomegalia, UPT tkanivo z biopsie I. trimester

15/13 hydrops plodu, NT 5,1 mm, UPT tkanivo z biopsie I. trimester
273/14 VVYV srdca, UPT tkanivo z biopsie II. trimester
1548/13 razStep rtu a patra, spina bifida, UPT tkanivo z biopsie II. trimester
506/14 NT 4,8 mm, UPT choriové klky I. trimester
1379/13 NT 4,8 mm, absencia jednej pupo¢nikovej artérie, UPT plodova voda II. trimester




Cislo vzorky Indikacia Material Vyska gravidity

735/12 pozitivny skrining I. trimestra, UPT choriové klky L. trimester
1329/13 VVYV srdca, UPT tkanivo z biopsie II. trimester
1406/14 hydrocefalus, UPT tkanivo z biopsie II. trimester
1507/14 anencefalia, omfalokéla, UPT tkanivo z biopsie I. trimester
1856/14 holoprezencefalia, UPT choriové klky L. trimester
1848/14 agenéza obliciek, UPT tkanivo z biopsie II. trimester
287/13 megavesica, artrézia uretry, oligohydramnion,UPT tkanivo z biopsie II. trimester
911/13 agenéza corpus calosum, hydrocefalus, UPT tkanivo z biopsie II. trimester
1910/14 Fallotova tetralégia, UPT tkanivo z biopsie II. trimester
294/14 difragmaticka hernia, NT 3 mm, UPT tkanivo z biopsie II. trimester
685/13 malformacie plodu, UPT tkanivo z biopsie II. trimester
1790/13 VVV srdca, UPT tkanivo z biopsie II. trimester
963/13 ITUGR, oligohydramnion choriové klky II. trimester

33/14 hydrocefalus, UPT plodova voda II. trimester
1596/14 VVYV srdca, UPT plodova voda II. trimester

16/13 spontanny potrat dvojciat NT 9 mm, po IVF choriové klky L.trimester

17/13 spontanny potrat dvojciat, NT 9 mm, po IVF choriové klky [.trimester
2201/14 spontanny potrat tkanivo z biopsie Ltrimester
2202/14 spontanny potrat tkanivo z biopsie Ltrimester
221/13 opakovany spontanny potrat (6smy v poradi) tkanivo z biopsie Ltrimester
1703/13 zuZeny pupocnik, kraniofacidlna stigmatizacia, spontanny potrat tkanivo z biopsie II.trimester




Cislo vzorky

Indikacia

Material

Vyska gravidity

2009/14 spontanny potrat tkanivo z biopsie II.trimester
1970/14 spontanny potrat tkanivo z biopsie II.trimester
1135/13 hydrops plodu, spontanny potrat tkanivo z biopsie L.trimester
212/13 spontanny potrat tkanivo z biopsie L.trimester
741/12 hydrops, hygroma colli cysticum, spontanny potrat tkanivo z biopsie L.trimester
1046/14 spontanny potrat tkanivo z biopsie Ltrimester
501/14 hygroma colli cysticum, spontanny potrat choriové klky L. trimester
59/13 spontanny potrat tkanivo z biopsie I. trimester
1293/14 spontanny potrat choriové klky L.trimester
367/13 spontanny potrat plodova voda II.trimester
161/13 opakovany spontanny portat, VVV, defekty tvare tkanivo z biopsie II.trimester
141/15 mitvonarodeny plod (s razStepovou vadou) plodova voda II. trimester
930/13 mitvonarodeny plod tkanivo z biopsie -
1462/13 mftvonarodeny plod tkanivo z biopsie -




Tabul'ka 6: Zoznam prob SALSA MLPA P036 Subtelomeres Mix 1 probemixu
(prevzaté z MRC-Holland: MLPA, 2014c)

Length Chromosomal SALSA MLPA z o
{ nt) P dion Gene detected probe MapView build 36 position
BB -02- ‘EIE- D frarc:lmeniﬁ Lm-".r smnal of BB or 96 nt ﬁ‘aﬂment |ndlca1:es |nmmnlete denaturamn
L 100 | X-fraament: Specific for the X chromosome (AMOTaerey |
105 LY-fragment: Specific for the ¥ chromosoms (UTY gene)
118 Y-fragment: Specific for the Y chromosome (FFY gens)
130 = 1p | TMFRSF4 02269-101761  01-001.14
136 2p | ACP1 02274-108758 | 02-000.25
142 3p CHLL 01721-101329 | 03-000.34
151 4p | PIGG [FLJ20265) 02005-102047 | 04-000.50
158 Sp | PDCD6& 01723-101327 | 05-000.37
166 Gp IRF4 01724-102048 | 06-000.34
172 7p ADAPL (CENTAL) 02275102049 | 07-000.93
179 8p FBX025 02397-1016845 | 0B-000.40
186 9p DMRT1 01727-102050 | (09-000.84
193 10p | DIP2C (KIAAD934) 02277-101768 | 10-000.48
202 11p RICBA (RIC-8) 03315-102733 11-000.20
208 « 12p SLCARALZ 02276-101767 12-000.17
219 + = 13g-cen | PSPC1 02399-101847 | 13-019.24 (Acrocentric chromosome)
237 + l4g-cen CCNBLIP1 (HEI1D) 01732-101318 14-019.86 (Acrocentric chromosome)
235 + 15g-cen MKRN3 07291-L08BB58 15-021.36 (Acrocentric chromosome)
242 16p POLR3K 01734-101316 16-000.04
250 17p RPHIAL 01735-101315 17-000.17
258 18p |USP14 01736-102051 | 18-000.19
265 = 19p CDC34 01737-101313 | 19-000.49
274 20p S0x12 02396-101844 20-000.26
BI¥+ 21g-cen | RBM11 18223-123852 | 21-014.51 (Acrocentric chromosome)
289 + 22q-cen | BID 01740-L01310 22-016.61 (Acrocentric chromosome)
298 Xp/Yp (PARL) SHOX 01148-101331 | X/¥-000.52 (PARL region)
307 1q SHIBPSL (KIAALTZ20) | 02392-102149 | 01-247.08 (0.2 Mb from telomere)
313 2q CAPNLO 01742-101308 | 02-241.18 (1.6 Mb from telomere)
322 3q | BDHL 02013-102052 | 03-198.76 (0.7 Mb from telomere)
330 4q TRIMLZ 12050-L11446 | 04-189.26 (2.0 Mb from telomere)
337 5q GNBZL1 03319-102737 | 05-180.60 (0.2 Mb from telomere)
6 bq PSMB1 01746-101304 | 06-170.69 (0.5 Mb from telomere)
355 7q | VIPR2 01747-101303 | 07-158.60 (0.3 Mb from telomere)
361 8q ZC3H3 (KIAADLSO) 01748-101302 | 08-144.69 (1.6 Mb from telomere)
372 9g EHMT1 08205-L08170 | 09-139.83 (0.2 Mb from telomere)
379 10g PACK (PAD) 09142-109953 10-135.05 (0.2 Mb from telomere)
386 11g | NCAPD3 (KIAADDS6) |01751-101299 | 11-133.60 (1.2 Mb from telomere)
395 12q ZNF10 02687-102154 12-132.24 (0.2 Mb from telomere)
402 13g F7 01753-101297 13-112.82 (1.3 Mb from telomere)
411 = 14q MTAL 02778-102201 14-105.00 (1.3 Mb from telomere)
418 « 15qg ALDHIAZ 01755-101295 15-099.26 (1.0 Mb from telomere)
426 16q GASE [GASLL) 03201-102669 16-088.63 (0.2 Mb from telomere)
434 17g TBCD 01757-101293 17-078.45 (0.5 Mb from telomere)
441 18g | RBFA (C1Borf22) 01758-101292 18-075.90 (0.2 Mb from telomere)
450 « 149g | CHMP2A, (BC-2) 109143-110626 | 19-063.75 (0.9 Mb from telomere)
458 « 20q |OPRLL 02688-L02884 | 20-062.19 (0.2 Mb from telomere)
466 21q | PRMTZ (HMT1) 02586-102059 | 21-046.89 (0.1 Mb from telomere)
475 22q | RABL2B 01762-L08761 | 22-049.55 (0.1 Mb from telomere)
483 XqfYq (PARZ) | VAMPY (SYBLL) 01763-L02150 | X/¥-154.78 (PARZ; 0.1 Mb from telom.)




Tabul'ka 7: Zoznam prob SALSA MLPA P070 Subtelomeres Mix 2B probemixu

(prevzaté z MRC-Holland: MLPA, 2014d)

Length (nt)

Chromosomal position

Gene
detected

SALSA MLPA

probe

MapView build 36 position

64-70-76-82 | O-fragments: DNA quantiby: only visible with less than 100 ng sample DA
88-92-96 D-fragments: Low signal of 88 or 96 nt fragment indicates incomplete denaturation (autosom
100 A-fragment; Specific for the X chromoseme (AMOT gene ; %-111.95)
105 Y-fragment: Specific for the ¥ chromosome (UTY gene ; Y-013.98)
121 * Y-fragment: Specific for the ¥ chromosome (ZFY gene ; ¥-002.89)
132 1q SH3BPSL 04084-L03605 01-247.08
139 2q ATG4B 02781-L03168 02-242.25
145 g KIAADZ226 02690-L02842 03-198.88
152 4q FRG1 02691-L02843 04-191.10
160 s | GMNE2LL 02790-L022 32 05-180.60
166 [ils] 1EP 02694-102844 06-170.71
172 g VIFR 2 02793-L03167 07-158.63
179 + 8q RECQL4 02695-L00610 08-145.71
186 o 5s] EHMT1 02792-L02846 09-139.78
193 10q ECHS1 02696-L02847 10-135.03
202 11q IGSF9B 02697-L02848 11-133.29
211 12q ZNF10 02686-L02849 12-132.24
218 13qg CDC16 02698-100753 13-114.03
226 14q MTAL 02699-102850 14-104,99
233 ¥ 159 TM203 18224123503 15-100.01
241 159 GASH 02702-100734 16-088.64
250 17q SECTM1 02703-L03169 17-077.87
258 189 CTDPL1 02704-L03607 18-075.58
265 + 19qg CHMP2A 02705-L02853 19-063.76
274 20q UCKL1 02706-LO0642 20-062.05
281 21q S100B 02587-L02854 21-046.85
200 + 22q ARSA 02707-L0O06AL 22-049.41
298 Xa (PARZ) WAMPT 02708-L02855 ¥-154.83 + Y-057.68 (PAR
306 1p THFRSF18 02270-L01762 0 Iegiml 3
315 2p ACP1 02709-L02856 02-000.27
323 Els] CHL1 02896-L02363 03-000.34
329 4p PIGG 14440-L16146 04-000.51
337 Sp CCDC127 02791-102233 05-000.26
346 6p |IRF4 04077-L03462 06-000.34
355 sl SUNL 02780-L02857 07-000.84
362 gp FEXO025 02715-L00973 08-000.40
370 9p DOCKS 02716-LO0GSE 09-000.38
379 10p ZMYND11 05180-L16343 10-000.22
387 11p BET1L 02784-L02226 11-000.20
393 12p KDMSA 02787-L02229 12-000.29
402 + £ ¥ "“13p" PSPCL 02717-L27468 13-019.25 (Acrocentric)
409 + ¥ “14p” PARPZ2 02718-L27469 14-019.90 (Acrocentric)
418 + & “15p" MDN 04026-101542 15-021.48 (Acrocentricl
427 16p DECRZ2 02720-100648 16-000.40
436 17p REHIAL 04081103465 17-000.18
444 18p THOC1 02789-102231 18-000.20
451 ¥ 19p PRAPZ C 03501-123504 19-000.23
459 20p ZCCHC3 02723-L00641 20-000.23
466 + “21p" HSPA13 02724-100334 21-014.68 (Acrocentric)
479 4+ n2z2o” IL17RA 02725-116344 22-015.96 (Acrocentric)
490 ¥ ANp (PART) SHOX 03714127631 AM000.52 (PAR region)




Tabul'ka 8: Zoznam prob SALSA MLPA P182 Centromere-1 probemixu
(prevzaté z MRC-Holland: MLPA, 2015)

SALSA MLPA Chromosomal Chr.# + kb to p-
LENgI probe Gene position telomere (hg18)
&4-70-76-82 O-fragments: DNA quantity: only visible with less than 100 ng sample DNA
B88-92-96 * D-fragments: Low signal of 88 or 96 nt fragment indicates incomplete denaturation

100 * X-fragment: Specific for the X chromosome

105 * Y-fragment Specific for the ¥ chromosome

118 * Y-fragment: S0135-L16766 probe specific for the ZFY gane on the Y chromosome; Y-002.889
130 05745-L05183 NOTCH2 1p12 1-120.331
136 05747-L05185 EIFZAI3 2pll.2 2-088.674
142 05917-L05362 EPHA3 3pll.l 3-089.539

147 * 15147-116921 ZARL 4pll 4-048.191
154 05751-L05189 HOW1 Spl2 5-045.498
160 06497-L06037 PRIM2 6pll.2 6-057.355
166 05755-L06276 SUMF2 7pll.2 7-056.110
172 06244-L06278 HOOK3 8pll.21 B-042.982
178 05758-L05196 EXOSC3 9pl13.2 9-037.771
184 05760-L0GGEG ZNF25 10p111 10-038.286
190 05918-L05363 FTPR] 11p11.2 11-048.106
194 05655-L04781 PKF2 12p11.21 12-032.941
202 05763-L05201 HSMPPE (MPHOSPH &) 13g12.11 13-019.141
208 05765-L05203 PARF2 (ADPRTLZ) 14q11.2 14-019.895

214 * 15148-L11839 MAGEL2 15q11.2 15-021.440
220 05769-L05207 ERAF 16p11.2 16-031.447

226 * 15144-116919 USP22 17p11.2 17-020.865
232 05772-L05210 RNMT 18p11.21 18-013.732
240 05774-L05212 GMIP 19p13.11 19-019.602
247 05775-L05720 ZNF337 20p11.21 20-025.615
255 05919-L05364 STCH [HSPAL3) 21q11.2 21-014.666

263 ¥ 05777-L10758 CECR1 22q11.1 22-016.068
269 05779-L05217 MAGEH1 Xpll.21 X¥-055.496
276 05746-L05184 HFE2 1921.1 1-144.128
283 05748-L05186 ZNF2 2g11.1 24095.210
289 06238-LO4687 PROS1 3q11.1 3-095.095
208 05750-LO5188 LUSP4G 4912 4-053.189
305 05752-L05190 15L1 5g911.1 5-050.716
311 06246-L05752 KHDRBS2 6gll.1 6-062.816
319 06805-LOG400 ASL 7gi1.21 7-065.192
330 05757-L05195 PRKDC Bg1l.21 B-049.029
337 05759-L06281 TIF2 992111 9-071.059
343 06218-L04930 RET 10g11.21 10-042.934
353 05761-L05721 AGTRLL [APLMR) 11g12.1 11-056.761
360 05762-L05200 KIFZ1A 12q12 12-037.975
369 05770-L05208 WPS35 16g11.2 16-045.260
378 05921-L05366 WSB1 17g11.1 17-022.663
386 05773-L05211 MIB1 18g11.2 18-017.678
393 * 15145-L17579 CCME1 19q12 19-035.006
400 05781-L01485 REM1 20g11.21 20-029.528
409 05780-L05218 ARHGEF9 Xgl1.1 X-D62.792
418 05764-L05202 ZMYM2 [ZNF198) 13g12.11 13-019.506

427 ¥ 06493-L17676 APEX1 149112 14-019.995
433 06219-L01539 MKRN3 15q11.2 15-021.363
441 05776-L05723 SAMSN1 21g11.2 21-014.815

22g11.21 22-016.423

453

06220-L04860

SLC25A18




Tabul'ka 9: Zoznam prob SALSA MLPA P245 Microdeletion Syndromes-1 probemixu
(prevzaté z MRC-Holland: MLPA, 2014e)

th Chromosomal
Lz:!tl} SALSA MLPA probe o Syndrome
64-70-76-82 | O-fragments: DNA quantity: only visible with less than 100 ng sample DNA
8809296 | D-fragments: Low signal of B8 or 96 nt fragment indicates incomplete denaturation
100 X-fragment: Specific for the X chromosome (new from lot 1008 armvards)
105 ‘Y-fragment: Specific for the ¥ chromosome (new from lot 1008 onwards)
118 * Y-fragment S0135-L16766: Specific for the Y chromosome
130 £ TNFRSF4 probe 02269-L01761 1p36.33 1p36 deletion syndrome
136 GATA3 probe 07632-L07317 10p14 DiGeorge region 2 (10p)
142 PAFAH1B1 probe 04120-L03532 17p13.3 Miller-Dieker syndrome
148 ¥ MECP2 probe 09310-L13824 Xg28 RETT syndrome | Xq28 duplication
154 ¥ NSD1 probe 02595-123366 5q35.3 Sotos syndrome
160+ ¥ GABRD probe 04690-L04068 1p36.33 1p36 deletion syndrome
166 * UBE3A probe 10877-L11547 15q11.2 Prader-Willi-Angelman syndrome
172 + CREBBP probe 03087-L02487 16p13.3 Rubinstein-Taybi gene
178 ¥ GNB1 probe 02890-L02511 1p36.33 1p36 deletion syndrome
184 * MECP2 probe 15319-L17592 Xq28 RETT syndrome, Xq28 duplication
190 * SEMA7A probe 18316-123369 15q24 15g24 microdeletion syndrome
196 CLDNS probe 01218-106270 22qll.21 DiGeorge syndrome
202+ ¥ MECP2 probe 03409-L16570 Xq28 RETT syndrome, Xq28 duplication
208+ ¥ GP1BB probe 05464-115184 23gil.21 DiGeorge syndrome
214 * MBD5 probe 15311-117110 2q23.1 2023.1 microdeletion syndrome
220 * PPIL2 probe 07530-L22697 22g11.21 Distal 22g11 syndrome
236 * REL probe 17474-122693 2pl6.l 2pl6.1 microdeletion syndrome
232 + LETM1 probe 04190-L05920 4pl6.3 Wolf-Hirschhorn syndrome
238 PAFAH1B1 probe 16348-L22830 17p13.3 Miller-Dieker syndrome [ Lissencephaly
244 * SNRPN probs 12178-L13826 15q11.2 Prader-Willi-Angelman syndrome
252 *+ SHANK3 probe 12031-L13828 22q13.33 Phelan-McDermid syndrome
260 * NF1 probe 11732-L13830 17g11.2 MNF1 microdeletion syndrome
265 *+ RTDR1 probe (18484-12 2698 22q11.22 Distal 22g11 syndrome
i MAPT probe 08365-L22699 17g21.31 17g21.31 microdeletion syndrome
278 ¥ LRRC48 probe 01452-L20745 17pl1.2 Smith-Magenis syndrome
283 * SEMASA probe 14265-122700 5pl15.31 Cri du Chat syndrome
292 * DMD probe 01411-1L.23371 Xp21.1 ¥ chromosome copy number
300% SNRPN probe 01318-123196 15q11.2 Prader-Willi-Angelman syndrome
307 £ ¥ LLGL1 probe 01453-L22689 17p11.2 Smith-Magenis syndrome
315 * ELN probe 16349-L 22813 7gl1.23 Williams-Beuran syndrome
323 * PTCH1 probe 03702-L22814 9g22.32 9g22.3 microdeletion syndrome
331¥ CYP1A1 probe 06811-L22815 15q24.1 15q24 microdeletion syndrome
339 * NF1 probe 02507-L22694 17g11.2 NF1 microdeletion syndrome
46 * KANSL1 probe 18172-122729 17g21.31 17g21.31 microdeletion syndrome
355 DLG1 probe 08395-L08249 3929 3029 microdeletion syndrome
364 ELM probe 01336-L00878 7g11.23 Williams-Beuren syndrame
373 * SNAP29 probe 16748-L19368 22g11.21 DiGeorge syndrome
382 * RABL2B probe 067 34-105558 22g13.33 Phelan-McDermid syndrome
3/1* SATB2 probe 15315-017114 2g33.1 2g33.1 microdeletion syndrome
401 + TRPS1 probe 03081-L07411 8g23.3 Langer-Giedion syndrame
411 * MBD5 probe 15313-L22691 2q23.1 2g23.1 microdeletion syndrome
422+ ¥ DLG1 probe 08401-115187 3g29 3029 microdeletion syndrome
429 * EXT1 probe 15322-117698 8g24.11 Langer-Giedion syndrome
436 * FANCC probe 04460-L22816 9g22.32 09g22.3 microdeletion syndrome
445 ¥ TERT probe 03761-L22817 5p15.33 Cri du Chat syndrome
454 * WHSC1 probe 10633-114379 4pl6.3 Walf-Hirschhorn syndrame
462 ¥ NSD1 probe 02600-115191 5q35.3 Sotos syndrome
471 * RAI1 probe 11730-115192 17p11.2 Smith-Magenis syndrome




Tabul'ka 10: Zoznam préb SALSA MLPA P311 probemixu
(prevzaté z MRC-Holland: MLPA, 2012b)

Length SALSA MLPA probe Chromosomal position
(nt) reference GATA4 TEXS MKX2-5 22q11 BMP4 CRELD1
64-70-76-82 | O-fragments: DMNA gquantity: only visible with less than 100 ng sample DNA
88-92-9% D-fragments: Low signal of B8 or 96 nt fragment indicates incomplete denaturation

100 »-fragment: Spedfic for the X chromosome
105 ‘Y-fragment: Specific for the ¥ chromosome

124 ~ MSR1 probe 04235-L0B770 8p22
130 CTSB probe 01212-L00766 Downstream GATA4
136 CRELD1 probe 02141-L01620 Exon 3
142 GATA4 probe 07641-L07326 Exon 5
148 GATA4 probe 08309-L0B2E2 Exon 1
154 Reference probe 11356-L12081 12pi13
160 TBX5 probe 05654-L05136 Exon 9a
166 TBX5 probe 06207-L05127 Exon 1
174 TBX5 probe 05656-L05138 Exon 10
184 TBX5 probe 05687-L05129 Exon 3a
190 NKX2-5 probe 12465-L13480 Exon 1
195 TBX5 probe 05688-L05130 Exon 4
202 GATA4 probe 07643-L07328 Exon 7

208 £ GP1BB probe 05464-L10114 22q11
215 Reference probe 08570-L08571 17g23
229 GATA4 probe 07697-L07414 Upstream GATA4
238 GATA4 probe 07642-L07327 Exon &
247 TBX5 probe 05691-105133 Exon 7
255 BMP4 probe 12467-114521 Exon 1b
266 NKX2-5 probe 11625-L12386 Exon 2c
274 NKX2-5 probe 12468-113483 Exon 1
283 TBX5 probe 05655-L05137 Exon 9a

292 = Reference probe 11087-L11770 2p24
303 TBX5 probe 05657-L05139 Exon 10
310 GATA4 probe 07638-L07323 Exon 2
317 TBX5 probe 05685-L05128 Exon 2
328 Reference probe 10682-L11264 6pl12
337 GATA4 probe 07639-L07324 Exon 3
346 TBX5 probe 06205-L05132 Exon 6
355 GATA4 probe 076540-L07325 Exon 4
362 GATA4 probe 07696-L07413 Upstream GATA4
369 Reference probe 12377-L13386 2q37
382 DGCRS probe 0B476-L10765 22q11
391 BMP4 probe 12469-113484 Exon 5
400 CRELD1 probe 12470-L13485 Exon 10
409 Reference probe 07208-L06858 7pld

418 Reference probe 11008-L11679 4g22

427 NKX2-5 probe 12471-113486 Exon 2c

436 BMP4 probe 12472-113487 Exon 2
445 Reference probe 11010-L11680 7g32

454 BMP4 probe 12473-113488 Exon 4
465 CDCA5 probe 05453-L05808 22q11

472 Reference probe 09205-L14667 18p11

481 Reference probe 12530-L13580 6g23




Tabul'ka 11: Zoznam prob SALSA MLPA P250 DiGeorge probemixu

(prevzaté z MRC-Holland: MLPA, 2014f)

Length Chromosomal position
(nt) SALSA MLPA probe other 22q11
64-70-76-82 | O-fragments: DNA guantity; only visible with less than 100 ng sample DMNA
88-92-96 D-fragments: Low signal of 88 or 96 nt fragment indicates incomplete denaturation
100 X-fragment: Specific for the X chromosome
105 Y-fragment: Specific for the Y chramosome
129 PPIL2 probe 07529 04870 22g1l D-E
136 Reference probe 05059-L07380 EHMT1, 9g34.3
142 SLC25A18 probe 05457-L07613 22q11 CES
148 = DGCRSE probe 08475-L08486 22qgll A-B
154 Reference probe 05058-L07382 EHMT1, 9q34.3
160 = HIRA probe 01214-02328 22q1l1 A-B
166 SNRPD3 probe 08481-L08492 22q11 G-H
172 =t TBX1 probe 05408-L07614 22q11 A-B
178 MICAL3 probe 05458-L04861 22q11 CES
184 @ Reference probe 01217-1L00694 KLKB1, 4935.2
191= CLTCL1 probe 05462-L05809 22q1l1 A-B
196 n CLDNS probe 01218-L06270 22qgll A-B
02w ZNF74 probe 05927-L07395 22q11 B-C
208 = T GP1BB probe 05464-L10114 22q1l1 A-B
214 ¥ GMNAZ probe 08478-L08489 22q11 E-F
220 SMARCB1 probe 05928-107969 22q11 F-G
226 USP18 probe 07528-L04863 22q11 CES
232 1 Reference probe 06787-L07383 SHANK3, 22q13
238 = TXNRD2 probe 01223-L05814 22q1l1 A-B
245 m + TEX1 probe 10810-L14347 22qll A-B
255 Reference probe 01735-L07385 RPH3AL, 17p13.3
261 RTDR1 probe 08484-109139 22q11 E-F
267 Reference probe 01225-0L09140 GATA3, 10p14, DGR2
274 Reference probe 01226-L03844 GATA4, 8p23.1
2B3nm KLHL2Z probe 01227-L05815 22q11 B-C
202~ TOP3B probe 13200-L 14549 22q11 D-E
301 Reference probe 07636-L07321 GATA3, 10p14, DGR2
308 HICZ probe 13302-L15009 22q11 D-E
Jl6=m MED15 probe 01231-L 15877 22q11 B-C
326 Reference probe 12093-115011 SLC25A4, 4035.1
335 IL17RA probe 01082-115012 22q11 CES
342 RAB36 probe 0593 2-104872 22q11 E-F
350 Reference probe 01232-L17068 TCEB1P3, 10pl4, DGR2
357 BID probe 01757-L07389 22q11 CES
364 Reference probe 01234-L00781 CELF2, 10p14
373+ SNAP29 probe 01235-L00773 22qg11l1C-D
382 Reference probe 01522-L00952 CELF2, 10p14
391 Reference probe 13603-L03531 YWHAE, 17p13.3
400 SMARCB1 probe 05933-105812 22q11 F-G
409 Reference probe 01238-L07390 GEMINg, 17p13.3
418 m + LZTR1 probe 01521-L00851 22g11 C-D
427 Reference probe 01240-L00787 MSRA, Bp23.1
434 ¥ Referance probe 04081-1259003 RPH3AL, 17p13.3
445 Reference probe 01093-L00661 ARSA, 22013
454 RTDR1 probe 08479-L08490 22q11 E-F
465 = CDCA5L probe 05463-L0O5808 22g11 A-B
472 Reference probe 01243-L07392 PPP1R3B, 8p23.1
487 Reference probe 08480-115878 MEBL, 10p12.31, DGR2




Tabul'ka 17: Sihrnny zoznam vzoriek DNA plodov bez vysledku karyotypizacie z dovodu zlyhania kultivacie, spolu s celkovym vysledkom

MLPA analyzy
Cislo Vyska
vzorky Indikacia Material gravidity Karyotypizacia Vysledok MLPA analyzy
NT 3,2 mm, umbikalna artéria,
1751/14 tehotenstvo pokracuje choriové klky L. trimester zlyhanie kultivacie bez nalezu
2217/14 hygroma colli cysticam, UPT tkanivo z biopsie L. trimester zlyhanie kultivacie bez nélezu
VVYV srdca, patologicky vysledok DUS,
1031/12 IUGR, UPT tkanivo z biopsie II.trimester zlyhanie kultivacie bez nalezu
1538/14 VVV urotraktu, UPT tkanivo z biopsie II. trimester zlyhanie kultivacie bez nalezu
71/12 hydrops plodu, NT 2,2 mm, UPT tkanivo z biopsie II. trimester zlyhanie kultivacie bez nalezu
1043/14 hydrocefalus, spina bifida, UPT tkanivo z biopsie II. trimester zlyhanie kultivacie bez nalezu
1/14 hydrocefalus, UPT tkanivo z biopsie II. trimester zlyhanie kultivacie bez nalezu
NT 9 mm,
16/13 spontanny potrat dvojciat po IVF choriové klky L.trimester zlyhanie kultivacie bez nélezu
NT 9 mm,
17/13 spontanny potrat dvojciat po IVF choriové klky I.trimester zlyhanie kultivacie bez nélezu
2201/14 spontanny potrat tkanivo z biopsie L.trimester zlyhanie kultivacie bez nélezu




Cislo Vyska
vzorky Indikacia Material gravidity Karyotypizacia Vysledok MLPA analyzy
2202/14 spontanny potrat tkanivo z biopsie Ltrimester zlyhanie kultivacie bez nalezu
opakovany spontanny potrat
221/13 (6smy v poradi) tkanivo z biopsie L.trimester zlyhanie kultivacie bez nélezu
zuZeny pupocnik, kraniofacialna
1703/13 stigmatizacia, spontanny potrat tkanivo z biopsie II.trimester zlyhanie kultivacie bez nélezu
2009/14 spontanny potrat tkanivo z biopsie IL.trimester zlyhanie kultivacie bez nélezu
1970/14 spontanny potrat tkanivo z biopsie II.trimester zlyhanie kultivacie bez nélezu
930/13 mitvonarodeny plod tkanivo z biopsie - zlyhanie kultivacie bez nalezu
1462/13 mitvonarodeny plod tkanivo z biopsie - zlyhanie kultivacie bez nélezu




spolu s celkovym vysledkom MLPA analyzy

Tabul'ka 19: Sthrnny zoznam vzoriek DNA plodov, ktorych karyotypizacia odhalila patologicky cytogeneticky nalez,

Vyska
Cislo vzorky Indikacia Material gravidity Karyotypizacia Vysledok MLPA analyzy
nalez:
15/13 hydrops plodu, NT 5,1 mm, UPT tkanivo z biopsie I. trimester 47 XX,+21 potvrdil trizémiu 21
nalez:
273/14 VVYV srdca, UPT tkanivo z biopsie II. trimester 47 XX,+21 potvrdil trizomiu 21
nalez:
1135/13 hydrops plodu, spontanny potrat tkanivo z biopsie [.trimester 47,XX,+21 potvrdil trizémiu 21
nalez:
1548/13 razstep rtu a patra, spina bifida, UPT tkanivo z biopsie II. trimester 47,XX,+18 potvrdil trizémiu 18
nalez:
212/13 spontanny potrat tkanivo z biopsie L.trimester 47,XX,+15[12]/ potvrdil trizomiu 15
46, XX [2] mierna maternalna kontamindcia
hydrops, hygroma colli cysticum, nalez:
741/12 spontanny potrat tkanivo z biopsie I.trimester 45,X potvrdil monozémiu X
bez nalezu:
1046/14 spontanny potrat tkanivo z biopsie Ltrimester 46, XX,i(5p)/46,XX pravdepodobne maternalna
30 % mozaika kontamindcia
59/13 spontanny potrat tkanivo z biopsie I. trimester 47 XX,+22/46,XX bez nalezu:
25% mozaika mala mozaika
1329/13 VVYV srdca, UPT tkanivo z biopsie II. trimester 47,XX,+18[2]/ bez ndlezu:

46,XX[20]

mald mozaika




Vyska

Cislo vzorky Indikacia Material gravidity Karyotypizacia Vysledok MLPA analyzy

46,XX,der(1)[4]/ bez nalezu:

1406/14 hydrocefalus, UPT tkanivo z biopsie II. trimester 46,XX[9] kultivacny artefakt

890/11 makrocefalia,ventrikulomegalia, UPT tkanivo z biopsie I. trimester 69,XXY bez nélezu

NT 4,8 mm, absencia jednej 46,X,+ marker nalez:
1379/13 pupocnikovej artérie, UPT plodova voda II. trimester chromozém monozémia X
46,XY,

506/14 NT 4,8 mm, UPT choriové klky I. trimester del(13)(q31.13 g33.3) bez nélezu
46,XX,inv.dup(8) nalez:

735/12 pozitivny skrining I. trimestra, UPT choriové klky L. trimester (p23.1p21.2) del(8)(p23.3)




Tabul'ka 21: Stihrnny zoznam vzoriek DNA plodov s normalnym karyotypom, spolu s celkovym vysledkom MLPA analyzy

Vyska
Cislo vzorky Indikacia Material gravidity Karyotypizacia Vysledok MLPA analyzy
nalez:
350/15 VVV srdca, UPT plodova voda IL. trimester 46,XY del(22)(q11.2)
nalez:
1848/14 agenéza obliciek, UPT tkanivo z biopsie II. trimester 46,XY delSNAP29
1818/13 NT 3,7 mm, tehotenstvo pokracuje plodova voda I. trimester 46, XX bez nalezu
1783/13 NT 4 mm,tehotenstvo pokracuje choriové klky I. trimester 46,XY bez nélezu
agenéza corpus callosum,
236/14 tehotenstvo pokracuje plodova voda II. trimester 46,XY bez nalezu
1507/14 anencefalia, omfalokéla, UPT tkanivo z biopsie I. trimester 46, XY bez nalezu
1856/14 holoprezencefalia, UPT choriové klky L. trimester 46,XX bez nalezu
megavesica, artrézia uretry,
287/13 oligohydramnion,UPT tkanivo z biopsie II. trimester 46, XY bez nalezu
agenéza corpus calosum, hydrocefalus,
911/13 UPT tkanivo z biopsie II. trimester 46,XX bez nélezu
1910/14 Fallotova tetralogia, UPT tkanivo z biopsie II. trimester 46, XX bez nalezu
294/14 difragmaticka hernia, NT 3 mm, UPT tkanivo z biopsie II. trimester 46,XX bez nalezu




Vyska

Cislo vzorky Indikacia Material gravidity Karyotypizacia Vysledok MLPA analyzy
685/13 malformacie plodu, UPT tkanivo z biopsie II. trimester 46,XY bez nélezu
1790/13 VVV srdca, UPT tkanivo z biopsie II. trimester 46, XY bez nalezu
963/13 IUGR, oligohydramnion, UPT choriové klky II. trimester 46,XX bez nélezu

33/14 hydrocefalus, UPT plodova voda II. trimester 46, XY bez nalezu
1596/14 VVYV srdca, UPT plodova voda II. trimester 46,XY bez nalezu
hygroma colli cysticum,
501/14 spontanny potrat choriové kloky L. trimester 46,XX bez nalezu
1293/14 spontanny potrat choriové klky Ltrimester 46,XY bez nélezu
367/13 spontanny potrat plodova voda II.trimester 46,XX bez nélezu
opakovany spontanny portat, VVV,
161/13 defekty tvare tkanivo z biopsie II.trimester 46,XX bez nalezu
mitvonarodeny plod
141/15 (s razStepovou vadou) plodova voda II. trimester 46,XX bez nélezu
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