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SOUHRN

Rist je jednou ze zdkladnich charakteristik sledovanych pii vyvoji ditéte, kterd
umoziuje véasny zachyt riznych onemocnéni. Dosavadni studie uvadi, ze az 2,4 % pacientt
malého vzrlstu jsou nositeli aberace genu SHOX. Gen SHOX mize byt poskozen zménami
poctu kopii genomu (CNV) a/nebo jednonukleotidovymi zménami. Ackoliv je vySetieni tohoto
genu bézn¢ indikovano pro zjisténi pfi¢iny malého vzristu u pacienta, stale se nedafi plné
porozumét vyznamu nékterych nalezenych variant.

Cilem prace byla diagnostika zmén v genu SHOX u 86 pacientil s malym vzristem,
unichz byl vyloucen Turneriv syndrom, metodami multiplexové PCR a Sangerova
sekvencovani. Nasledn¢ byla ziskana geneticka data korelovéana s klinickymi nalezy (vady
lebky, koncetin, patefe a opozdéné kostni vyzravani) u pacienti Fisherovym exaktnim testem.

Metoda MLPA u 4 pacientti odhalila CNV v pfilehlych oblastech genu SHOX (4,7 %),
tf1 heterozygotni delece v oblasti CNE7, 8, 9 a ,,downstream* a jednu heterozygotni duplikaci
CNE9 a ,,downstream®. Sangerovo sekvencovani zachytilo, mimo bézné varianty, u dvou
pacientli jednonukleotidové zmény v oblasti blizké exonu 3 (1,2 % a 1,2 %), u kterych dosud
nebyl prokazan klinicky vyznam (NC_000023.11:g.634477C>G
a NC 000023.11:2.634871G>A). Nalezené genetick¢ aberace neprokazaly vyznamnou
souvislost se sledovanymi klinickymi znaky (p > 0,05).

Dosud publikovand literatura uvadi, Ze existuje souvislost mezi malym vzrastem,
fenotypovymi abnormalitami a aberacemi genu SHOJX, v této praci se vSak nepotvrdila. Na
druhou stranu duplikaci CNE9 a ,,downstream* doprovézel klinicky obraz, ktery by mohl
podpofit hypotézu o jejim dopadu na regulaci exprese genu SHOX.
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SUMMARY

The growth is one of the basic characteristics observed in child development which
enables an early capture of different diseases. Current studies show that 2,4 % of patients with
short stature have SHOX gene aberration. Gene SHOX can be changed by copy number
variation (CNV) and/or by one nucleotide change. Although the examination of this gene is
routinely indicated for determining the cause of short stature in the patient, the impact of some
changes in SHOX gene is not fully understand.

This thesis 1s focused on SHOX gene testing by multiplex PCR and Sanger sequencing
method in 86 patients with short stature, with excluded Turner syndrome. The genetic data
of our patients were correlated with their findings (cranial deformations, limbs and spine
deformities and delayed bone age) by Fisher's exact test.

MLPA method detected CNV in 4 patients in part close to the gene SHOX (4,7 %), three
heterozygous deletions in the CNE7, 8, 9 and ,,downstream‘ region and one heterozygous
duplication of CNE9 and ,,downstream* region. Moreover, out of ordinary one nucleotide
change Sanger sequencing detected one nucleotide change in the region close to exon 3 (1,2 %
and 1,2 %), which are still uncertain significance (NC 000023.11:2.634477C>G and
NC 000023.11:2.634871G>A) in two patients. There is no significant relationship between
detected genetic aberrations and observed clinical features (p > 0,05).

Published literature conclude that there is a possibility of connection between short
stature, phenotypic abnormalities and SHOX gene aberrations, although this work did not
confirm it. On the other hand, the clinical report which went along with duplication CNE9 and
,downstream* could support hypothesis of its impact on the regulation of SHOX gene

expression.
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1 UVOD

Rast je jednou ze =zakladnich charakteristik sledovanych pifi vyvoji ditéte.
Tato charakteristika umoznuje v€asny zachyt onemocnéni. Je znamo, ze na rtistu maji znaény
podil genetické faktory za spolutiCasti environmentalnich faktorti. Pacienti s malym vzriistem
jsou dnes bézné vySetfovani na moznou pritomnost genetické aberace. Jednim ze stézejnich
vySetieni je analyza genu SHOX, ktery ovliviiuje rust kosti, a tedy 1 vysku jiz od embryonalniho
stadia vyvoje. Aberace tohoto genu mulZze zpusobovat fadu klinickych obrazli, zejména
Léri-Weillovu dyschondrostedozu (LWD), Langertiv syndrom (LS) a idiopatickou rtistovou
retardaci (ISS), ktera miize byt doprovdzena celou fadou vrozenych vad. I pfes to, Ze je gen
SHOX velice dobfe popsan a prozkouman, zistdva vyznam nekterych jeho zmén stale nejasny.

Proto se tato bakaléiska prace zabyva detekci zmén poctu kopii (CNV) genu SHOX
a jeho nejbliz§iho okoli a jednonukleotidovych zmén v kodujicich oblastech genu a jejich
nejbliz§im okoli u pacientl malého vzristu. Dale pak se tato prace vénuje korelaci genetickych
nalezl s klinickymi obrazy téchto pacienti.

Odhaleni vyznamu genetickych zmén v genu SHOX a jeho okoli by mohlo napomoci
k lepSimu pochopeni pfi¢iny malého vzristu. Prok4dzani asociace genetickych zmén genu
SHOX a vyvojovych vad skeletu u pacientll s malym vzristem by mohlo vést ke zvySeni

efektivity genetického testovani a sniZeni ndkladnosti tohoto vySetieni.
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CILE PRACE

Literarni reSerSe genetické podstaty malého vzristu a moznosti diagnostického
testovani.

CNV analyza genu SHOX a jeho nejblizsich oblasti metodou MLPA u pacientli s malym
vzristem.

Analyza kodujicich oblasti genu SHOX a jejich nejbliz§iho okoli metodou Sangerova
sekvencovani u pacientil s malym vzrastem.

Korelace genetickych nalezi metod MLPA a Sangerova sekvencovani s klinickymi daty

pacientll s malym vzrastem.



3 LITERARNI PREHLED

3.1 Klinicky popis vzriistu a jeho poruch

Rast je jednou ze =zakladnich charakteristik sledovanych pii vyvoji  ditéte.
Tato charakteristika umoznuje vcasny zachyt onemocnéni. K posouzeni rustu ditéte slouzi
percentilové grafy télesné vysky (u déti do 2 let se hovoii o télesné délce). Jedna se o variantu
statistick€ého zpracovani dat vychdzejici z ndrodnich referencnich studii, kterd zjist'uje extrémni
odchylky ristu ditéte. Extrémnimi hodnotami jsou ty, které se pohybuji pod
3. percentilem (ve sméru minus), které signalizuji vyznamny rastovy podprimér nebo nad
97. percentilem (ve sméru plus) poukazujici na vyznamny nadprimér (Pomahacova
et Kalvachova, 2013). Hodnoty télesné vysky je také mozné vyjadiit v normalizované podobg,
s vyuzitim z-skére (smérodatna odchylka, SD; skore smérodatné odchylky, SDS). V praxi se
toto vyjadieni uziva ptredevsim pro ur¢eni miry extrémnich odchylek od normy v pasmech, kam
JiZ percentilova sit’ nezasahuje (pod 3. percentilem a nad 97. percentilem) (Krasni¢anova et al.,

1996).

3.2 Maly vzrist

Maly vzrist Ize definovat jako vySku pod 3. percentilem pro urcity vék a pohlavi jedince
¢1 pod 25. percentilem rychlosti rstu jedince dané¢ho v€kem a pohlavim (Pomahacova
et Kalvachova, 2013). Incidence malého vzristu je v pediatrické praxi okolo 3 : 100
(Zapletalova et al., 2010). Na riistu ditéte se podili rizné faktory, které jsou rozdéleny zakladné

do dvou skupin, exogenni (environmentélni) a endogenni (genetické) faktory.

3.2.1 Exogenni faktory

Faktory prostiedi 1ze ovlivnit jiz v prenatalni fazi vyvoje ditéte. Nejrizikovéjsi obdobi
je mezi 3.— 6. mésicem téhotenstvi. Mezi rizika ze strany matky patii koufeni, alkohol, drogy,
nevhodna strava, nedostatek spanku atd. (Sulova, 2004).

Pro spravny postnatalni rust ditéte je dulezitd vhodné zvolend strava a pfimétena fyzicka
aktivita. Déle je rst ovlivnén zdravotnim stavem ditéte. Pfi kazdém déle trvajicim onemocnéni
se rychlost rtistu zpomali (Pomahacova et Kalvachova, 2013). DalSim faktorem, ktery lze
ovlivnit, je dostatek spanku a odpocinku, jelikoz prave tehdy se tvoii ristovy hormon (STH).
Nemén¢ podstatnym faktorem je také rodinné a socialni prosttedi, ve kterém se dit€¢ pohybuje

(Paciorek et al., 2013).



3.2.2 Endogenni faktory

Za neovlivnitelné faktory jsou povazovany hormony, geny ¢i metabolismus. Je tedy
nutné stanovit spravnou diagnozu pti¢iny poruchy ristu. Dosavadni studie odhaduji, Ze malym
vzrastem trpi 80 % déti s vySkou pod 3. percentilem z divodu familiarni genetické predikce
malého vzristu, déti jsou tedy malé, ale zdravé (,,short-normal®). 15 % déti s malym vzristem
trpi chronickym onemocnénim systémové povahy (chronicka rendalni insuficience, Crohnova
nemoc aj.) a 1-2 % trpi hormonalnim deficitem (endokrinni porucha). Maly vzrast se také
vyskytuje jako pravodni jev jinych geneticky podminénych chorob (TurnerGv syndrom).
U 2,4 % pacient s malym vzristem je nalezena geneticka aberace v oblasti genu SHOX

(Zapletalova et al., 2010).

3.3 SHOX gen

Gen SHOX byl odhalen v pribehu sledovani ptfi¢in Turnerova syndromu na konci
90. let a jeho objev poslouzil jako vychozi model pro 1écbu malého vzristu rGstovym
hormonem (Zapletalova et al., 2010). Tento gen je soucasti velké rodiny genti homeobox, které

pusobi jak béhem ¢asného embryonalniho vyvoje, tak 1 po ném (Blaschke et Rappold, 2006).

3.3.1 Charakteristika SHOX genu

SHOX gen je umistén na obou pohlavnich chromozomech (Xp22.3/Yp11.3) v distalni
oblasti PAR1, ktera nepodléhd inaktivaci tzv. lyonizaci. SHOX je 35 kb dlouhy gen, je slozen
ze sedmi exontl a je vysoce evolucné konzervovan (Obr. 1 a 2). V jeho nejbliz§Sim okoli se
nachazi regula¢ni oblasti (CNEs, ,,conserved non-coding elements®), které hraji vyznamnou
roli pfi expresi genu SHOX. Tyto vysoce konzervované nekodujici oblasti jsou umistény pred
a za genem SHOX neboli 5' ,,upstream* a 3' ,,downstream* (NCBI Gene, 2019). CNEs jsou
interferujici cis-elementy pfedstavujici zesilovace transkripce tzv. ,,enhancers®. Ve studii z roku
2009 je potvrzeno, ze zesilova¢ CNE9, umistén v nekodujici oblasti ,,downstream®, je podle
2009). Mutace (delece a duplikace) v tomto elementu jsou totiZz nalézany u pacientd s LWD
a ISS (Fukami et al., 2016). Mutace zesilovaci CNE7 a CNES jsou taktéz asociovany s ISS,
oba tyto elementy se opét nachazi za kodujici oblasti genu SHOX (Chen et al., 2009).



UCSC Genes (RefSeq, GenBank, CCDS, Rfam, TRNAS & COMparative Genomics)
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Obr. 1: Diagram evolucni konzervace genu SHOX (ptevzato z UCSC Genome Browser,

2019).
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Obr. 2: Lokace SHOX genu na chromozomu X, detailni piehled exonl genu SHOX
a dvou isoforem mRNA — SHOXa (s OAR doménou) a SHOXb (ptevzato z Child et al.,
2012).

3.3.2 Exprese genu SHOX

Gen SHOX disponuje dvéma isoformami mRNA (NM_000442.1, NM_006883.2),
jejichz zastoupeni je zhruba 70% NM _000442.1 (SHOXa) a 30% NM_006883.2 (SHOXb)
(Pomahacova et Kalvachova, 2013). SHOXa je exprimovan v kosternich svalech, placentg,
pankreatu, srde¢nich fibroblastech a kostni dfeni. SHOXb je vysoce exprimovan ve
fibroblastech kostni dfené, ledvindch a kosternich svalech plodu. U dospélych neni SHOXb
exprimovan v mozku, ledvinach, jatrech a plicich. Obé formy jsou hojné exprimovany

v osteogennich bunikach (Obr. 3) (UniProt, 2019).
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Obr. 3: Exprese mRNA genu SHOX v jednotlivych tkanich (pfevzato a upraveno z The Human
Protein Atlas b, 2019).

Legenda: TPM (,,transcripts per million®) — pocet transkriptii v milionech

3.3.3 Short stature homeobox protein

Protein (Short stature homeobox protein) kodovany genem SHOX reguluje aktivitu
jinych gend. Tento protein je schopny translokace do jadra a nasednuti na urcité misto DNA
(Rao et al., 2001). Vazebné misto proteinu se nachdzi v oblasti kédované exony 3 a4
(homeodoména) (Rao et al., 1997). Na zaklad¢ toho se protein SHOX nazyva transkripénim
faktorem (Blaschke et Rappold, 2006). Dvé exprimované isoformy genu SHOX jsou tvofeny
292 (NP_000442.1) a/nebo 225 aminokyselinami (NP_006874.1). Tento protein se nachazi
zejména v jaderné plazmé a vezikulu fibroblastli (Obr. 4) (UniProt, 2019).

Pomoci luciferazového testu bylo navic prokdzano, ze SHOXB, podobné jako SHOXA,
reguluje pitimo gen NPPB (natriuretic peptide B). NPPB koduje protein udrzujici srdecni
homeostazu. Protein SHOX soubé&zné aktivuje ACAN (aggrecan), protein extracelularni
matrice v chrupavkovité tkdni, kterd odolava kompresi v chrupavce, prostfednictvim kaskady

SOX trio (zahrnujici SOXS, SOX6 a SOX9) (Aza-Carmona et al., 2014).
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SHOX detekovany v jaderné plazmé a vezikulu

Obr. 4: Detekce proteinu SHOX (pfevzato a upraveno z The Human Protein Atlas a, 2019).



3.4 Patologie genu SHOX

Fyziologicky vyvoj ¢lovéka je podminén piitomnosti obou kopii homologniho genu
SHOX. Insuficience genu SHOX vede k syndromu Lériho-Weilla (LWD, dyschondrostedza)
(Hirschfeldova et al., 2016), Langerové syndromu (LS, mezomelické kostni dysplazie) (Child
et al., 2012), idiopatické rastové retardaci (ISS) a je soucasti Turnerova syndromu (Rappold

etal.,2007).

Deficience genu SHOX je také spojovana se Sirokou Skalou dalSich klinickych znak,
jejichz  vyskyt u pacienti neni ovlivhén vékem, pohlavim ¢i pubertou. Jedinci
s haploinsuficienci SHOX genu, tedy s TS nebo LWD, sdileji mnoho dysmorfickych ryst, jako
je nizky vzrist, valgozita loketniho kloubu, gotické patro, zkraceni IV. metakarpu a metatarzu,
zkraceni stiednich segment dlouhych kosti a Madelungova deformita s vysokym vyskytem

u LWD syndromu (Ross et al., 2001; Zapletalova et al., 2010)

3.4.1 Turnertv syndrom

Turnertiv syndrom je genomova mutace vyskytujici se pouze u Zzen. Zenam s TS chybi
ve vétSiné bunek ¢1 ve vSech buiikach jeden X chromozom, jejich karyotyp je tedy 45,X.
Turnertv syndrom se vyskytuje u 1 divky ze 2 500 narozenych a je spojen s vysokou fetalni
mortalitou, pouze 1 % takto postizenych embryi se doZiva porodu (Catovic, 2005). U postizené
pacientky se vyskytuje pouze jedna zdrava alela SHOX genu. Tato haploinsuficience podminuje
vznik charakteristickych kostnich deformit (Obr. 5) (Zapletalova et al., 2010).

Obr. 5: Fotografie demonstrujici klasicky fenotyp desetileté divky s Turnerovym syndromem

(ptevzato z Bucerzan et al., 2017).



3.4.2 Lériho-Weilliv syndrom (LWD)

Lériho-Weilltiv syndrom je pseudoautozomalné dédicnou chorobou kosti, pro kterou je
charakteristicka zejména Madelungova deformita, tj. bajonetovité nasedani piedlokti (Obr. 6).
Klinicky popis dale zahrnuje zkraceni stfednich segmentt dlouhych kosti, svalovou hypertrofii
dolnich koncetin a nizky vzrust. Incidence tohoto onemocnéni je v populaci 1 : 5 000 a u zen
se vyskytuje aZ 4x Cast€ji neZ u muzl. Pti¢inou vzniku Lériho-Weillova syndromu je aberace
jedné ze dvou alel tohoto genu (heterozygot). Gen SHOX muze v jedné ze svych alel zcela
chybét (81 %), coz zpisobi pokles exprese vysledného proteinu. Nebo zahrnuje bodovou
mutaci genu SHOX, kterd miize vést k zameéné aminokyseliny v polypeptidovém fetézci Ci ke
vzniku/zéniku stop kodonu a nasledné ztraté¢ spravné funkce proteinu (19 %) (Zapletalova

etal.,2010).

Obr. 6: RTG snimek predlokti 12leté divky s Madelungovou deformitou (pievzato
ze Scott et al., 2015).

3.4.3 Langertuyv syndrom (LS)

Langertiv syndrom je mezomelicka kostni dysplazie zpiisobena homozygotni zménou
genu SHOX, tedy aberace je pfitomna na obou alelach. To vede k absenci vysledného proteinu.
Pacienti s timto syndromem maji velice zavazny klinicky obraz zahrnujici extrémné maly
vzrist a velké deformity kosti. Také se u nich Casto vyskytuje hypoplazie ¢i aplazie loketni

a lytkové kosti (Hintz, 2002).



3.4.4 Idiopaticka ristova retardace (ISS)

Pacienti s idiopatickou riistovou retardaci jsou pouze niz§iho vzrlstu, netrpi jinym
postizenim. Na zaklad¢ vysledka studie Rappold et al. z roku 2002 bylo odhadovéno, ze az
2,4 % pacientl s ISS trpi defektem v SHOX genu. AvSak v roce 2016 se odhad zvysil az na
10 % (Marchini et al., 2016). I presto, ze se dnes dafi rozvijet diagnostické techniky, stale je

velky podil pacientl s idiopaticky malym vzriistem bez zjevné pti¢iny (Huang ef al., 2018).

3.5 Moznosti detekce genetickych aberaci

MozZnosti detekce zmén genu SHOX se odvijeji od velikosti dané aberace, od

standartniho G-pruhovani chromozom (karyotyp) az po DNA sekvencovani.

3.5.1 G-pruhovani

G-pruhovani je velmi dalezitym krokem pro sledovani chromozomu. Diky nému lze
odhalit absenci X chromozomu, tedy i jedné alely genu SHOX. G-pruhovani je provadéno na
metafaznich chromozomech a je zaloZeno na plsobeni trypsinu a nasledném obarveni
Giemsovym roztokem. Vysledny karyotyp slouzi k popisu strukturnich i numerickych zmén
chromozom (Obr. 7). Nejvétsi limitou tohoto vySetfeni je rozliSovaci schopnost, kterd se
pohybuje do 5 Mb (Adam et al., 2008). Pro diagnostiku mensich zmén je tfeba zvolit nékterou
z citlivéjSich genetickych metod, jako jsou FISH nebo aCGH (Martin et Warburton, 2015).
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Obr. 7: Karyotyp Turnerova syndromu (ptfevzato z News Medical Life Sciences, 2018).



3.5.2 Metoda MLPA

Multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) je semi-kvantitativni metoda
umoznujici detekci submikroskopickych zmén poctu kopii genomu (CNV), jez nemohou byt
odhaleny konvenénim G-pruhovanim. Soubor maximalné 60 specifickych sond hybridizuje na
DNA v jediné reakci (Schouten et al., 2002). Kazda sonda se sklada ze dvou casti, které
obsahuji specifickou sekvenci, sekvenci pro nasedani univerzalnich primeri a pomocnou
sekvenci, kterd odliSuje jednotlivé sondy. Ob¢ ¢asti jsou po hybridizaci spojeny ligazou do
jednoho celku a pomoci PCR amplifikovany (viz Obr. 8). Vzniklé produkty jsou separovany
pomoci kapilarni elektroforézy a vysledny elektroforeogram (Obr. 8) je porovnan se zdznamem
kontrolni DNA. Je-li signal dané sondy niZs§i neZ u kontrolni DNA, jedné se o deleci dané
oblasti a naopak (Vicha et Eckschlager, 2008). Ciselné/absolutni vyhodnoceni je provadéno
pomoci kvocientu davky (DQ). Hodnota DQ v intervalu 0,8—1,2 vyjadiuje fyziologicky stav.
Hodnoty mimo tento interval jsou vyhodnoceny jako zisk nebo ztrata genetického materialu
(viz Tab. 1). Pik u homozygotni nebo hemizygotni delece zcela chybi (BIOGEN, 2019).

Vyhodou této metody je specifita a mnozstvi sledovanych tsekt v jediné reakci,
umoziuje sledovani az 60 sond. Déle také pouziti malého mnozstvi DNA pacienta, které¢ by se
mélo pohybovat v rozmezi 50-250 ng. AvSak tato metoda mé sva omezeni. MLPA nedokaze
odhalit balancované piestavby (translokace, inverze), neumoziiuje sledovani oblasti mimo
design sond a piitomnost bodovych mutaci je vzdy nutné ovéfit sekvenacni technikou.

V neposledni fadé MLPA vyzaduje vysokou kvalitu (integritu) DNA (BIOGEN, 2019).

Tab. 1: Hodnoty DQ a jejich interpretace (pfevzato a upraveno z MLPA® General Protocol,
2018).

Pocet kopii Kvocient davky (DQ) Status
Normalni 0.70<DQ < 1.30 normalni hodnota
Heterozygotni duplikace 1.30<DQ < 1.65 kritickd hodnota
Heterozygotni delece 0.40 <DQ<0.70 kritickd hodnota
Homozygotni delece 0 kritickd hodnota
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Obr. 8: Princip metody MLPA (pievzato a upraveno z BIOGEN, 2019).

3.5.3 Sekvencovani dle F. Sangera

Sangerovo sekvencovani je metoda ur¢enad ke sledovani bodovych zmén v sekvenci
DNA. Tato metoda je zalozena na principu PCR. Do reakce jsou mimo standartni nukleotidy
(dTP, dAP, dGP, dCP) ptfidany 1 modifikované nukleotidové baze — 2',3'-dideoxynukleotidy
(ddNTP), jez jsou barevné znaceny (G — cernd, T — Cervena, A — zelend, C — modrd).
DNA-polymeraza vyzaduje pro svou funkei pfitomnost volné 3'-OH skupiny, jestlize se vSak
na fetézec pfipoji jeden z dideoxynukleotidii, DNA-polymeraza na n&j nedokaZe nasednout,
zastavi se elongace fetézce a dochdzi k terminaci. Vysledkem je mnozstvi rtizné dlouhych
fragmentl DNA, které jsou na svém 5' konci barevné znaCeny na zéklad€ zatazen¢ho ddNTP
(viz Obr. 9) (Kolisko, 2017).

Sekvenace podle F. Sangera je limitovana zejména velikosti sledované oblasti, ta je dana
umisténim primerd pro PCR, a separacni kapacitou kapildrni elektroforézy. Bé&zné lze
sekvencovat oblast do 1 000 bp, coz miize vyloucit zachyt vétsi CNV v heterozygotnim stavu
(Besser et al., 2018). To znamena, ze vysledna sekvence odpovida pouze zbylé alele, ale neni

z ni patrno, ze jedna chybi (Engelhardt et al., 2017).
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Obr. 9: Sangerova metoda pro sekvenaci DNA (pfevzato a upraveno z Wikipedia, 2018).

3.5.4 DalSi techniky

Molekularn€¢ cytogenetickd metoda aCGH (C¢ipova komparativni genomova
hybridizace) umozituje copy number variation (CNV) analyzu celého genomu v jediném
experimentu. Metoda aCGH je provadéna na Cipu. Ten je osazen specificky navrhnutymi
sondami, k nimz je hybridizovdna smés flouroforem oznacenych molekul DNA, tj. DNA
pacienta a kontrolni. Pokud je mnozstvi genomického materidlu shodné v obou DNA, maji také
stejnou Sanci prichytit se k jednotlivym sondam. Jestlize mnoZstvi jedné DNA prevazuje nad
druhou, jedna se o zisk/ztratu genomické informace. Cip je nasledné oskenovan a vysledny
signal je digitalizovan pfislusSnym softwarem. Tato technologie je z hlediska vySetfeni
insuficience genu SHOX uplatnitelna jen tehdy, jedné-li se o zisk/ztratu materidlu vétsi nez
100 kb a zahrnuje 1 tento gen (Volejnikova et al., 2018).

Dalsi molekularné-genetickou metodou je sekvencovani nové generace (NGS). Ta je
urc¢ena piedevs§im k sekvenaci mnoha genil v jediné reakci (panelu). Jeji princip je zavisly na
vyrobci. V' soucasnosti rozliSujeme dva predni vyrobce NGS technologii, a to Illumina
a [onTorrent. Pii pouziti téchto technik je gen SHOX soucasti skupiny genli nebo mize byt
sledovan pomoci celogenomového ndhodného sekvencovani (WGS). Avsak testovani pouze
jednoho genu pomoci NGS by bylo finanéné naro¢né a je prednostné vyuzivano sekvencovani

dle Sangera (Koubkova et al., 2014).
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4 MATERIAL A METODY
4.1 Biologicky material

Pacienti s indikaci malého vzristu byli konzultovani 1ékati Ustavu l1ékaiské genetiky
Fakultni nemocnice Olomouc v letech 2015-2017. V priibéhu této konzultace byl pacientim
odebran bukalni stér a/nebo periferni krev do 9ml zkumavky EDTA a do zkumavky
s heparinem za doprovodu informovaného souhlasu zdkonného zastupce pacienta. Vzorky
z EDTA zkumavky a z bukalniho stéru byly odeslany k izolaci DNA. Vzorek s heparinem byl
odeslan ke stanoveni karyotypu a vylouceni 45,X. Vysledna kohorta pacienti zahrnovala

86 jedincu s malym vzristem bez TS.

4.2 Pouzité chemikalie, soupravy a roztoky
Pouzité chemikalie
e Agardza (Thermo Fisher, katalogové ¢islo: 17852)
e Bromfenolova modi (Sigma-Aldrich, katalogové ¢islo: B0126)
e Chlorid amonny (Sigma-Aldrich, katalogové ¢islo: 254134)
e Chlorid sodny (Sigma-Aldrich, katalogové ¢islo: 746398)
e DMSO (Sigma-Aldrich, katalogové ¢islo: W387520)
e EDTA (Sigma-Aldrich, katalogové ¢islo: 03609)
e Exonukledza [ 4000 U (Thermo Fisher, katalogové ¢islo: EL0011)
e FastAP termosenzitivni alkalicka fosfataza (Thermo Fisher, katalogové ¢islo: EF0654)
e GelRed (Labmark, katalogové Cislo: 41003)
e GeneScan 500 LIZ velikostni standard (Thermo Fisher, katalogové ¢islo: 4322682)
e HiDi Formamid (Thermo Fisher, katalogové Cislo: 4311320)
e Hydrogenuhli¢itan draselny (Sigma-Aldrich, katalogové ¢islo: 237205)
e Hydroxid sodny (Sigma-Aldrich, katalogové Cislo: S8045)
e Polymer POP7™ (Applied Biosystems, katalogové ¢islo: 4352759)
e Proteinaza K (Eurobio, katalogové Cislo: GEXPRKO00-6R)
e SDS (Serva, katalogové cCislo: 20760.03)
e TRIS 10mmol-1"! o pH 8,2 (Lékarna FNOL, z 3. 5. 2017)
e TRIS (Sigma Aldrich, katalogové ¢islo: 252859)
e TRIS-HCI (Thermo Fisher, katalogové Cislo: 4322682)
e Voda v PCR Ccistoté (Top Bio, katalogové ¢islo: P440)
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Pouzité soupravy

BigDye® XTerminator™ Purification Kit (Thermo Fisher, katalogové ¢islo: 4376486)
BigDye™ Terminator v3.1 Cycle Sequencing Kit (Thermo Fisher, katalogové &islo:
4337454)

PPP Master Mix (Top Bio, katalogové Cislo: P124)

QIAamp DNA Mini Kit (Qiagen, katalogové ¢islo: 51304)

SALSA MLPA Kit (MRC Holland, katalogové ¢islo: EK1/EK5-FAM)

SALSA probe mix P018-G1, G2 (MRC Holland, katalogov¢ ¢islo: PO18-100R)

Pouzité roztoky a jejich priprava

Hmotnostni standard pro fragmentaéni analyzu: 22,2 ul GeneScan 500 LIZ pfidano
do 1 ml HiDi Formamidu

LB pufr (Lysis buffer): 8,825 ¢ NH,CI (155mmol-1""), 1,001 ¢ KHCO; (10mmol-1'"),
0,372 g EDTA (1mmol-1'"), doplnéno deionizovanou vodou do 11, pH 7,3-7,4 upraveno
piidanim cca 800 pl 1mol-I"' NaOH

NLB pufr (Nuclear Lysis buffer): 1,211 g 10mmol-1"! TRIS-HCI (10 ml Imol-1"),
23,376 g 400mmol-1"' NaCl, 0,745 g 2mmol-I""! EDTA (4 ml 0,5mol-I'"), dopln&no
deionizovanou vodou do 1 1, pH 7,3-7,4 upraveno piidanim cca 800 pl Imol-1"! NaOH,
20% SDS (w/v): 5 g SDS doplnéno deionizovanou vodou do 25 ml

20mg-ml! proteindza K: 500 mg proteinazy K doplnéno deionizovanou vodou do
25 ml

0,5x TBE pufr: 27 g TRIS, 13,75 g kyseliny borité, 1 ml 0,5mol-I"" EDTA, pH 8,
doplnéno deionizovanou vodou na 5 1

TE pufr: 2,5 ml 1mol-1"' TRIS-HCI, 0,5 ml EDTA (0,5mol-1""), doplnéno deionizovanou
vodou do 250 ml

4.3 Pouzité pristroje a pomiicky

Automaticky sekvenator ABI 3130 (Thermo Fisher)
Centrifuga FVL-2400N (Biosan)

Chladnicka kombinovana (Electrolux)

Chlazena centrifuga M-240R (Boeco)

NanoDrop 2000 (Thermo Fisher)

Termoblok TD 200 PS (Falc Instruments)
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Termostat B 5061 EC/CO, Auto-Zero (Heraeus)

Termocykler pro PCR (Bio-Rad)

Transluminator MiniBis Pro (Serva)

Vana pro agar6zovou elektroforézu JSB-30 (Shelton Scientific)
Vodni lazen (HandyLAB)

Centrifuga/Vortex Combispin (BioVendor)

Zdroj napéti GPS 200/400 (Pharmacia)

4.4 Pouzité experimentalni a vyhodnocovaci postupy

4.4.1 Stanoveni karyotypu

Karyotyp pacienti byl stanoven standartnim G-pruhovanim k vylouceni

chromozomalnich aberaci, zejména Turnerova syndromu, v cytogenetické laboratotfi Ustavu

1ékatské genetiky Fakultni nemocnice Olomouc dle SOP 02 01 (viz Ptiloha 1).

4.4.2 Izolace DNA

Izolace DNA z bukalniho stéru pomoci QIAamp DNA Mini Kitu

l.
2.

© =N W

Odbérovou ty¢inku namacet do 1 ml deionizované vody po dobu 2 min.

Material centrifugovat 5 min/13 000 g, slit supernatant, k peletu napipetovat 1 ml
deionizované vody, promichat na Vortexu a nechat stat 10 min pti pokojové teploté.
Slit supernatant, ptidat 180 ul ATL pufru + 20 ul proteinazy K a protiepat.

Inkubovat na vodni lazni pti 56 °C 1-3 hodiny, v pribéhu promichavat na Vortexu
a kontrolovat, zda je material zcela zlyzovan.

Po tplné lyzi bunék piidat 200 pl AL pufru, protfepat a inkubovat pifi 70 °C 10 min.
Ptidat 210 ul 96% ethanolu a protiepat.

Objem pienést na kolonku pomoci pipety a poté centrifugovat 1 min/8 000 g.

Kolonku pfenést do c¢isté zkumavky, na kolonku ptidat 500 pl AWI1 pufru
a centrifugovat 1 min/8 000 g.

Kolonku pienést do cisté zkumavky, piidat 500 pul AW2 pufru a centrifugovat
3 min/13 000 g.

10. Kolonku pienést do €isté zkumavky a prazdnou centrifugovat 30 s/8 000 g.

11. Kolonku pfenést do Cisté oznaené zkumavky typu Eppendorf, piidat 100 ul AE pufru

(vytemperovaného na 70 °C).

12. Inkubovat 1 min pti pokojové teploté a poté centrifugovat 1 min/8 000 g.
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13. Pfenést filtrat zpét na kolonku pomoci pipety, uzaviit zkumavku a inkubovat na

termobloku pti 70 °C/5 min.

14. Centrifugovat 5 min/13 000 g a zkumavky fadné oznacit.

Izolace DN A Millerovou metodou

Den 1.:

l.

wok w N

Krev ptelit do oznacené konickeé zkumavky (Falkony, 50 ml), dolit do 50 ml chlazenym
LB pufrem a promichat.

Inkubovat pfi pokojové teploté 15 min a poté centrifugovat 30 min/1 000 g.

Slit supernatant tak, aby na dn¢ zstal pelet bilych krvinek.

Ptidat 5 ml chlazené¢ho LB pufru, promichat a centrifugovat 10 min/1 000 g.

Slit supernatant, lehce oplachnout pelet chlazenym LB pufrem anechat zkumavky
okapat na ubrousku otocené dnem vzhiru.

Pfidat 3 ml NLB pufru, 50 pl proteinazy K (20mg-ml"), 150 pl 20% SDS a poté
dukladné protiepat.

Inkubovat v termostatu pii 37 °C pies noc.

Den 2.:

. Ke smési inkubované z ptechoziho dne piidat 1 ml NaCl o koncentraci 6 mol-1'!,

dakladné prottepat a centrifugovat 15 min/5 000 g.

Supernatant prelit do ¢isté 10ml popsané zkumavky a centrifugovat 10 min/5 000 g.
Supernatant pfelit do cist¢ 15ml popsané zkumavky a doplnit 96% vychlazenym
ethanolem.

Pomalym pievracenim zkumavky promichat aZ do vysrazeni DNA.

Vysrazenou DNA pienést pomoci sterilniho sklenéného hacku do oznacené zkumavky
typu Eppendorf's 1 ml 70% ethanolu.

Zkumavku s DNA nechat centrifugovat 5 min/14 000 g, poté opatrné slit 70% ethanol
na ubrousek.

DNA nechat voln¢ schnout cca 1 hod pii pokojové teploté.

Rozpustit DNA v TE pufru (na 1 ml vychozi krve ptidat 50 pul TE pufru) pies noc nebo
1 hod pfti 65 °C za souCasného promichavani na tfepacce.

Radné oznadenou zkumavku uschovat v lednici nebo pro delsi skladovani uschovat

v mrazaku do -25 °C.
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4.4.3 Stanoveni koncentrace DNA

Koncentraci vyizolované DNA zméfit pomoci spektrofotometru NanoDrop. Pro dalsi
pouziti DNA je nutno upravit pfislu§nou koncentraci na hodnotu 15 ng-ul"! pomoci 10mmol-I'!

TRIS.
4.4.4 MLPA

Denaturace

1. Do oznafenych 0,2ml zkumavek napipetovat 5 pul DNA vzorku o koncentraci
15 ng-pl"! do kazdé zkumavky a jako slepy vzorek pouzit 10mmol-1"" TE pufr misto
DNA.

2. Vlozit zkumavky se vzorky do termocykleru a spustit program (viz Tab. 2). Nechat

vzorky DNA denaturovat 5 min pti 98 °C a nésledné je ochladit na 25 °C.

Tab. 2: Teplotni a Casovy profil MLPA reakce pro termocykler.

Proces Cas Teplota [°C]
5 min 98
Denaturace
pauza 25
I min 95
Hybridizace
16-20 hod 60
pauza 54
15 min 54
Ligace
5 min 98
pauza 20
30s 95
35x 30s 60
PCR 60 s 72
20 min 72
pauza 15
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Hybridizac¢ni reakce

1. Pted pouzitim MLPA pufr a MLPA smé&s sond promichat na Vortexu.

2. Pfipravit si hybridiza¢ni master mix obsahujici pro kazdy vzorek: 1,5 ul MLPA pufru
+ 1,5 pl smési sond. Hybridizaéni master mix dobfe promichat pipetovanim ¢i
promichanim na Vortexu.

3. Po DNA denaturaci pfidat 3 pl smési hybridiza¢niho master mixu do kazdé zkumavky.
V kazdé zkumavce dobte promichat pipetovanim nahoru a dolt.

4. Zkumavky vlozit zpét do termocykleru a spustit program inkubace po dobu 1 min pfi
95 °C a poté na 16-20 hod pti 60 °C (Tab. 2).

Ligacni reakce

1. Pied pouzitim promichat na Vortexu oba ligacni pufry.

2. Prtipravit si Ligase-65 master mix dle Tab. 3, poté ho pipetou dobie promichat.

3. Pii 54 °C pozastavit program termocykleru, zkumavky nevyndavat, ptidat do kazdé
32 ul smési (Ligase-65 master mix) a jemné& pipetou promichat nahoru a dolt.

4. Pokracovat programem MLPLIG — inkubace 15 min pfi 54 °C, poté 5 min pii 98 °C
a potom zastavit program pii 20 °C a vytahnout zkumavky.

Tab. 3: Ptiprava Ligase-65 master mixu pro 1 reakei.
Reagencie Objem [pl] Celkovy objem [pl]
H>O (v PCR (¢istot¢) 25
Ligase pufr A 3
gase p 0
Ligase pufr B 3
Ligase-65 enzym 1
PCR reakce

1. Pfed pouzitim promichat na Vortexu SALSA PCR primer mix a v ruce zahtat
polymerézu.

2. Pfipravit polymerazovy master mix dle Tab. 4, poté ho pipetou dobie promichat nahoru

a dolu.
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3.

Pti pokojové teploté piidat do kazdé zkumavky 10 pl polymerdzového master mixu,
smés jemn¢ pipetou promichat nahoru a dolt a pokracovat v programu PCR pro MLPA
metodu dle Tab. 2.

Produkty PCR Ize skladovat po dobu jednoho tydne pii 4 °C nebo mezi -25 °C a-15 °C
pro delsi dobu uchovavani. Produkty musi byt skladovany ve tmé¢ (napt. v alobalu)

z divodu pouziti fluorescencni barvy, ktera je sensitivni na svétlo.

Tab. 4: Ptiprava polymerazového master mixu pro 1 reakci.

Reagencie Objem [pl] Celkovy objem [pl]
H>O (v PCR ¢istot€) 7,5
SALSA PCR primer mix 2 10
SALSA polymeraza 0,5

Fragmentacni analyza

. Do UV dekontaminované pipetovaci desticky (12x8 jamek) napipetovat 14,5 pl smési

HiDi Formamidu a GeneScan 500 LIZ do kazd¢ jamky.

2. Ptidat 0,5 pl produktu MLPA reakce do kazdé jamky s hmotnostnim standardem.
3. Pipetovaci desticku pfikryt gumovym septem a denaturovat pii 86 °C po dobu 3 min
a poté schladit na ledové 14zni nejméné 2 min.
4. Pipetovaci desticku se septem po ledové lazni osusit a vlozit do plastového krytu.
5. Kapilarni elektroforézu provést podle Tab. 5 v piistroji ABI 3130 s filtrem GS,
kapilarami o délce 36 cm a plnéné polymerem POP7™,
Tab. 5: Parametry separace pro fragmentacni analyzu MLPA produkti.
Parametr Hodnota
Teplota 60 °C
Elektrické napéti nastiiku 1,2kV
Doba nastiiku 12s
Elektrické napéti separace 15 kV
Cas separace 1 000
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Vyhodnoceni vysledki
1. Pro vyvolani elektroforeogramu pouzit software GeneMapper.
2. K vyhodnoceni dat pouzit software Coffalyser.
4.4.5 Sangerovo sekvencovani
Priprava templata

1. Pfipravit PCR smés dle Tab. 6.

Tab. 6: Ptiprava PCR smési pro 1 reakci.

Reagencie Objem [pl] Celkovy objem [pl]
PPP Master Mix 7,5
H>O v PCR Cistoté 4,5 14
DMSO 1,5

2. PCR smés promichat a prenést do 0,2ml zkumavek po 14 pl.
3. Piidat 1 ul DNA a 0,8 pl (0,4 ul forward + 0,4 pl reverse) piislusného paru primert,

zkumavku vlozit do termocykleru a spustit program (viz Tab. 7 a 8).

Tab. 7: Seznam pouzitych primert k sekvenaci kodujicich sekvenci genu SHOX.

N.azev Exon Smér Sekvence primeri (5' — 3')
primeru
forward GAAAGGCGTAAATAACAGCG
SHOX 2 2
- reverse TGCCTTCCTTCCTTTCTTAG
forward GAGTATCCTCCTCGGCTTTGC
SHOX 3 3
reverse CGTCTCCAAAAGTCCAGGACC
forward CAAAGTGCTTGGTTCAGCCTC
SHOX 4 5 4a5s
T reverse AGGGACTAGGAGTGTCAGGATG
forward TAGGGAGAAGAGGCACGTTG
SHOX 6a 6a
reverse GAAGGAGCTCCAGGCGGGTTG
forward ~ ATTGATGGTTAGTATTTTTTGTAGCAGTTG
SHOX 6b 6b
- reverse TTAAAAATAAAGTTACAAAGGCCGG
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Tab. 8: Teplotni profil PCR reakce pro ptipravu templat.

Teplota [°C] Cas Pocet cyklu
95 3 min 1
94 30s
56 30s 9
72 90 s
90 30s 4
56 30s
72 90 s 1
10 pauza neomezeno

Ovéreni pritomnosti PCR produktii pomoci gelové elektroforézy

Priprava 1,5% agarézového gelu s barvicim roztokem GelRed

l.

Do uzaviratelné ldhve navazit na analytickych vahach 0,9 g agar6zy a prilit 60 ml
0,5x TBE pufru ze zasobni lahve.

Lahev uzavfit na jeden zavit a vlozZit do mikrovinné trouby asi na 2 min.

Po spusténi v ¢asovych intervalech ldhev promichavat (uchopit pomoci gumové
chiapky) a sledovat, dokud neni agar6za zcela rozpusténa.

Po vychladnuti gelu na teplotu asi 70 °C napipetovat 6 ul GelRed, poté lehce lahev
promichat.

Nalit gel pii jeho teploté kolem 60 °C (Ize ldhev udrzet v ruce) do elektroforetické
vanicky, tak aby nevznikly bubliny a ihned zasadit do gelu hieben.

Po ztuhnuti gelu odstranit hieben, vanicku pienést do elektroforetické vany a dolit

puftr po rysku.

Elektroforeticka separace

l.

Smichat 5 pl PCR produktu se 3 pl bromfenolové modii (1 : 10 natedénou vodou
v PCR ¢istot€) a objem napipetovat do jamky v gelu.
Vikem uzavtit elektroforetickou vanu a ptipojit ke zdroji.
Zapnout zdroj a nastavit na 90 V na dobu asi 30 min.
Po separaci vypnout zdroj, gel odnést do fotodokumenta¢niho zatizeni a vyfotit jej

UV transluminac¢nim zafizenim MiniBis Pro.
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Enzymatické piecisténi PCR produkti

1. K5 ul PCR produktu napipetovat 0,5 pl exonukleazy I, 1 ul FastAP termosenzitivni
alkalické fosfatazy a pipetou jemné promichat.
2. Inkubovat v termocykleru pti 37 °C po dobu 15 min a poté deaktivovat enzym pfi

85 °Cna 15 min.

Sekvenaéni PCR

1. Pfipravit sekvena¢ni kit BigDye™ Terminator v3.1 nafedénim sekvena¢nim
pufrem (BigDye® Terminator v1.1 & v3.1 5x Sequencing buffer) v poméru 1 : 8
nebo fedicim pufrem BDX 256 Dilution Buffer v poméru 1 : 256.

2. Ke 2 ul ptecisténého DNA templatu napipetovat 8 pl sekvenacni smési dle Tab. 9.

Tab. 9: Ptiprava sekvenacni smési na 1 vzorek.

Reagencie Objem [pul]  Celkovy objem [pl]
BigDye® Terminator v1.1 & v3.1 5x Sequencing
1,500
buffer
BDX64 buffer 0,937
PCR voda 4,500 8,000
Naredény sekvenac¢ni kit (BigDye™ Terminator 0.063
v3.1 Cycle Sequencing Kit ) ’
Primer o koncentraci 10 pmol-ul-! 1,000
DNA templat 2,000 2,000

3. Celou smés s DNA templitem jemné a kratce promichat pipetou a vlozit do

termocykleru na zvoleny teplotni program (viz Tab. 10).
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Tab. 10: Teplotni program sekvena¢ni PCR.

Teplota [°C] Cas Pocet cyklu
94 30s 1
96 10s
50 °C/(1 °Cl/s) 5s 34
60 4 min
10 pauza neomezeno

W Wew

Precisténi sekvenacnich produkti

1. Do oznafené¢ 0,2ml zkumavky napipetovat 5 pul postsekvena¢niho produktu
a nasledné pfidat 22,5 ul SAM™ Solution a 5 ul XTerminator™ roztoku.

2. Smés promichat na Vortexu piti 2700 rpm/40 min.

3. Smés centrifugovat pii 1000 g/2 min.

Kapilarni elektroforéza

1. Ptepipetovat 15 pl supernatantu do 96-jamkové desticky pro detekci pomoci
kapilarni elektroforézy.

2. Pipetovaci destiCku uzavtit septem a vlozit do plastového krytu.

3. Kapilarni elektroforézu provést podle Tab. 11 v pfistroji ABI 3130 s filtrem GS5,

kapilarami o délce 36 cm, plnéné polymerem POP7™.,

Tab. 11: Parametry separace pro sekvencovani dle Sangera.

Parametr Hodnota
Teplota 60 °C
Elektrické napéti nastiiku 1,2kV
Doba nastiiku 12s
Elektrické napéti separace 8,5kV
Cas separace 2780 s
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Vyhodnoceni vysledkii

1. Pro vyvolani pfectené sekvence (,,base calling”) pouzit software Sequencing
analysis 5.4.
2. K wvyhodnoceni dat pouzit software Seqscanner a Align Sequences Nucleotide

BLAST pro uréeni zmén v sekvenci genu SHOX.

Klinické vyhodnoceni nalezenych variant z metod MLPA a sekvencovani podle Sangera

Nalezené varianty byly klinicky hodnoceny podle informaci dostupnych v databazich
ClinVar a LOVD. Referencnim genomem byla NC 000023.11. Zapis variant byl provadén
pomoci referen¢nich sekvenci jednotlivych transkripti NM_000451.3 a NM_006883.2.

Statistické zhodnoceni korelace fenotyp — genotyp

Statistické zhodnoceni korelace fenotyp — genotyp bylo provedeno pomoci Fisherova
exaktniho testu (Social Science Statistics, 2018). Fishertiv exaktni test zjiStoval zavislost mezi

jednotlivymi pozorovanymi klinickymi znaky a zjiSténymi genetickymi aberacemi.
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5 VYSLEDKY

5.1 Klinicka data

Kohorta 86 pacienti s malym vzristem zahrnovala 58 Zen a 28 muza. Primérny veék
pacientli byl 9 let a 3 mésice (min. 7 mésicli, max. 45 let). U pacientli byly sledovany ctyti
skupiny vyvojovych vad. Vady lebky (n = 23) zahrnovaly mikrocefalii, makrocefalii, facialni
stigmatizaci, hypertelorismus, jiné deformace lebky a pfitomnost hypoplastickych ktidel
nosnich. Mezi vady koncetin (n = 19) byly fazeny rohlickovité malicky, rhizomelické zkraceni
koncetin, brachydaktylie, pedes plani/planovalgi, krat$i metakarpy/metatarsy, limitace extenze
loketnich kloubli a Madelungova deformita. Dalsi skupinu fenotypovych abnormalit tvotily
deformity patefe (n = 6), jako jsou skolidza, hyperlord6za ¢i hyperkyféza. DalSim znakem
tvotici samostatnou skupinu bylo opozdéné kostni vyzravani (n = 19). Pocty pacienti
s pfitomnou/nepfitomnou abnormalitou a jejich procentudlni zastoupeni jsou uvedeny

v Tab. 12.

Tab. 12: Pocty pacientl s pfitomnou/nepiitomnou abnormalitou.

Skupina fenotypovych Pocet pacientii s vadou Pocet pacientii bez vady
abnormalit [%o] [%]
Vady lebky 23 (27 %) 63 (73 %)
Vady koncetin 19 (22 %) 67 (78 %)
Deformity patete 6 (7 %) 80 (93 %)
Opozdéné kostni vyzravani 19 (22 %) 67 (78 %)

5.2 Geneticka data

U pacientii s malym vzristem byl pomoci konvenéniho G-pruhovani vyloucen Turneriv
syndrom. DNA téchto pacientli byla dale analyzovdna metodami MLPA a Sangerova
sekvencovani pro vylouceni CNV, respektive bodovych zmén genu SHOX.

Metoda MLPA zachytila 4 CNV (4,7 %) v prilehlych oblastech genu SHOX. U tii
pacientl (3,5 %) byla zachycena heterozygotni delece v oblasti CNE7, 8, 9 (199/17 a 1106/15)
a ,,downstream* (84/17) (Obr. 10 a Obr. 11). Heterozygotni duplikace CNE9 a ,,downstream
byla pozorovana pouze u jednoho pacienta (1,2 %, 1346/18).
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Obr. 10: Krabicovy digram heterozygotni delece CNE7, 8, 9 pacienta 199/17.
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Obr. 11: Elektroforeogram heterozygotni delece CNE7, 8, 9 pacienta 199/17.
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sekvencovani odhalila bodové zmény v intronech mezi exonem 2 a 3, za exonem 3 a v exonu
6b. Benigni varianty NC 000023.11:2.631191T>A/T>G (rs2239402) za exonem 2
aNC _000023.11:2.658808G>C/G>T/G>A (rs28474801) v exonu 6b byly pozorovany
u vétSiny pacienti (100,0 % a 77,9 %). U dvou pacientii byla detekovdna bodova mutace
v blizkosti rozhrani exon/intron u exonu 3, heterozygotni zména NC 000023.11:2.634871G>A
(514/18) (viz Obr. 13) a homozygotni zména NC 000023.11:2.634477C>G (rs2895543,
1699/15). Zastoupeni jednotlivych jednonukleotidovych zmén je shrnuto v Grafu 1.

1: amplikon exonu 2

2: amplikon exonu 3

3: amplikon exonu 4 a 5
4: amplikon exonu 6a

5: amplikon exonu 6b

Obr. 12: Detekce produkti PCR jednotlivych amplikoni.
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Obr. 13: Zachycend heterozygotni bodova mutace NC_000023.11:2.634871G>A v casti

intronu nedaleko exonu 3 v fetézci syntetizovaného forward primerem.

Legenda: Bodova mutace je vyznaCena zlutym sloupcem a heterozygotni konstituci

ptedstavuji dva piekryvajici se vrcholy rozli¢nych bazi.
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Graf 1: Poéty pacienti v piislusnych genotypovych tfidach u jednotlivych detekovanych

jednonukleotidovych zmén zjisténych Sangerovym sekvencovanim.

Legenda: WT (,,wild type®) — standartni alela dle referencniho genomu

Jednonukleotidové zmény v oblasti blizké exonu 3 (NC 000023.11:2.634477C>G
a NC 000023.11:2.634871G>A) jsou ve sledovaném souboru zachyceny s nizkou frekvenci
(1,2 % a 1,2 %) a dosud u nich nebyl prokazan klinicky vyznam. Klinické obrazy nositelti téchto
zmén jsou shrnuty v Tab. 13. Jedinou pozorovanou vyvojovou vadou bylo opozdéné kostni

vyzravani, a to u pacienta 514/18.
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Tab. 13: Piehled detekovanych jednonukleotidovych zmén v piilehlych oblastech exonu 3

a ptislusné klinické obrazy pacientt.

Opozdéné
D Jednonukleotidové Vady Vady Deformity
kostni
pacienta zmény lebky  koncetin patere
vyzravani
Heterozygot
514/18  NC _000023.11:2.634871 - - +
G>A
Homozygot
1699/15 NC_000023.11:2.634477 - - -
C>G

Legenda: + pfitomnost fenotypové abnormality, - nepfitomnost fenotypové abnormality

5.3 Korelace fenotyp — genotyp

V této skupiné pacientli nebyl pozorovan zadny vyznamny rozdil v zachytu genetickych

aberaci mezi muzi a Zenami (Tab. 14, p > 0,05). Heterozygotni delece ,,downstream

a CNE7, 8, 9 u tfi pacientll neodhalila Zadnou vyznamnou zavislost k vyskytu pozorovanych

klinickych znak, stejné jako duplikace CNE9 s ,,downstream* oblasti (Tab. 15 a 16, p > 0,05),

ackoliv u pacienta s duplikaci CNE9 a ,downstream® byly zpozorovany 2 vady ze 4

sledovanych (Tab. 15, 1346/18).

Tab. 14: Fishertiv exaktni test pro analyzu rovnomérné distribuce CNV mezi pohlavimi.

Pocet pacienti Pocet pacienti
s CNV s CNV a bez
a s pritomnosti vady pritomnosti vady

Celkem v radcich

Pocet Zen 1 57 58
Pocet muza 3 25 28
Celkem ve sloupcich 4 82 86

P-hodnota Fisherova exaktniho testu je 0,9991. Vysledek neni signifikantni pii p < 0,05.
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Tab. 15: Piehled detekovanych CNV a pfislusné klinické obrazy pacientd.

1D CNV
pacienta

Vady Vady

Deformity

lebky  koncetin patere

Opozdéné
kostni

vyzravani

Heterozygotni delece

84/17
,,downstream*
Heterozygotni delece
199/17
CNE7, 8,9
Heterozygotni delece
1106/15
CNE7, 8,9
Heterozygotni duplikace
1346/18 ve P

CNE9 a ,,downstream*

Legenda: + pfitomnost fenotypové abnormality, - nepfitomnost fenotypové abnormality

Tab. 16: Souhrn vysledki kontingenénich tabulek Fisherova exaktniho testu.

Pocet pacienti

Pocet pacienti

VVV sv 'CNV , s gNV a be.z P-hodnota S’tatlstlcka

a s pritomnosti pritomnosti vyznamnost
vady vady
Vady lebky 1 3 > 0,05 nesignifikantni
Vady koncetin 1 3 > 0,05 nesignifikantni
Deff)rrfuty 0 4 > 0,05 nesignifikantni
patefe

Opozdéné 1 3 > 0,05 nesignifikantni

kostni vyzravani

Legenda: VVV — vrozena vyvojova vada
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6 DISKUZE

Nizky vzrust je jeden ze zékladnich fenotypovych znakt sledovanych pti vyvoji ditéte.
Rast ditéte mtize byt ovlivnén faktory prostiedi a/nebo genetickymi faktory (Zapletalova et al.,
2010). Podle Chen et al. (2009) se nizky vzrist vyskytuje u 2—-3 % déti po celém svété. Uvadi
se, ze u 3—15 % pacientl s ISS je pficinou jejich nizkého vzristu genetickd aberace v oblasti
SHOX genu. JelikoZ je gen SHOX jednim z esencidlnich genil pro spravny rist, mutace v ném
mohou byt pfi¢inou ristovych abnormalit (Sandoval et al., 2014).

Ve studii Rappold et al. (2007) byl sledovan genotyp a fenotyp u 1608 pacientl
s nizkym vzriistem. Pacienti, u kterych byl nasledn€ potvrzen defekt genu SHOX, méli fadu
klinickych dysmorfickych znakt, pfedevsim vady konletin. Z této studie vyplyva, ze tyto
fenotypové znaky by mohly byt klinickymi ukazateli genetickych aberaci genu SHOX u malych
déti.

Madelungova a Lériho-Weillova deformita (MD a LWD) jsou tzce spojovany s aberaci
genu SHOX (Hirschfeldova et al., 2016; Solc, 2017). Hirschfeldova et al. (2016) zaznamenali
mnohem vys§i cCetnost vyskytu aberace genu SHOX u pacienti s malym vzristem
a Medelungovou deformitou nez bez ni (p < 0,05). Uvadi se, ze az 68,8 % pacientii s malym
vzrastem a LWD ma prokdzanou aberaci genu SHOX. Také se odhaduje, Ze Cetnost genetickych
zmén v oblasti SHOX u jedincti malého vzristu s jinymi dysmorfickymi rysy se pohybuje
kolem 13,7 % (Solc, 2017).

Ackoli byla tato predloZzena prace provedena na obdobné velkém souboru pacientl
s malym vzriistem (86 vs. 98) a zachyt zmén genu SHOX se pohyboval okolo 6,9 %, stejn¢ jako
ve studii Sandoval ef al. (2014), nemtzeme potvrdit vztah mezi pfitomnosti aberaci v genu
SHOX a vadami lebky, koncetin, deformitami patefe a opozdénym kostnim vyzravanim. Navic
jsme v naSem souboru pozorovali pouze jednoho pacienta s MD, u n¢hoz nebyla zachycena
z4dna aberace genu SHOX.

V této praci byly zachyceny zmény zejména v oblastech CNEs, u kterych se
pfedpoklada regulaéni charakter, a intronové bodové zmény, které by mohly vést ke zméné
sestfihu daného genu (Fukami et al., 2015; dbSNP, 2019). Fukami et al. z roku 2015
publikovali, ze duplikace oblasti CNEs naruSuje expresi genu SHOJX, ktera by nasledn¢ m¢la
vyvolat ptislusny klinicky obraz. V této praci byl zachycen pouze jeden pacient s duplikaci
CNE9 a ,, downstream*, u kterého byly pozorovany vady lebky a koncetin. Statisticky se vSak

souvislost téchto dvou znakll s genetickym nalezem nedala prokazat. U pacientl s deleci
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v CNEs oblastech nebyly pozorovany zadné klinické abnormality. Z literatury se zda, ze
vyznam deleci v oblasti CNE je stale neznamy (Fukami et al., 2015).

Analyza genu SHOX je standardné provadéna i1 na urovni jednotlivych nukleotida dle
doporuceni Binder et Rappold z roku 2005, avSak dodnes bylo popsano pouze 7 patogennich
variant na zakladé¢ klinického testovdni, z nichz byla pouze jedna intronova
(NM_000451.3(SHOX):c.544+1G>A) (ClinVar, 2019). V této praci byly posuzovany pouze
jednonukleotidové zmény v blizkosti exonu 3 (NC 000023.11:2.634477C>G, 1,2 %
aNC 000023.11:2.634871G>A, 1,2 %), které jsou nejasného klinického vyznamu (dbSNP,
2019). U nositele jednonukleotidové zmény NC 000023.11:2.634871G>A bylo pozorovano
pouze opozdeéné kostni vyzravani. V této praci se nepodatilo potvrdit vztah mezi pozorovanym
klinickym znakem a pfitomnou variantou.

Dosud vétSina studii ukazuje, Ze pouze u malé Casti pacientli s diagnostikovanym
nizkym vzristem byl detekovan defekt v SHOX genu (Fukami et al., 2016; Hirschfeldova
etal.,2016).V této bakalarské praci se vSak statisticky nepotvrdilo, ze by jakdkoliv fenotypova
abnormalita z uvedenych ukazovala na pfitomnost aberace v genu SHOX (p > 0,05). Na druhou
stranu byl gen SHOX analyzovan pouze pomoci MLPA a Sangerova sekvencovani exonili
a jejich nejbliz§iho okoli, coz vylucuje moznost nalezeni zmén mimo oblasti vymezené
metodou MLPA a dale bodovych zmén v regulacnich oblastech genu SHOX. Nalezy
jednonukleotidovych zmén v oblasti okoli exonu 3 by bylo vhodné doplnit o analyzu piivodu
a dale pak o expresni a funkéni studii pro Uplné odhaleni jejich vyznamu.

Uprava klinickych kritérii pro testovani genu SHOX by mohla napomoci zvyseni
zachytu jeho genetickych aberaci a tim napomoci k odhaleni pfi¢in malého vzristu a i1 jinych
rustovych deformit. V neposledni fadé by novy selekéni systém mohl snizit finan¢ni naklady

pii vySetfovani pacientli s malym vzrastem diky snizeni poctl testovanych pacientt.
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7 ZAVER

Cilem této bakalarské prace byla genetickd analyza pacientl s malym vzriistem
metodami MLPA a Sangerova sekvencovani. Déle pak korelace ziskanych genetickych dat
s klinickymi nalezy téchto pacientli, zejména vrozené vyvojové vady lebky, koncetin,
deformity pateie a opozdéné kostni vyzravani. V této praci se nepodafilo prokazat souvislost
mezi nalezenymi CNV v oblasti blizké genu SHOX ani mezi nalezenymi jednonukleotidovymi
zménami v oblasti intronu 3 a pfitomnosti nékterych vyvojovych vad. Na druhou stranu nositel
duplikace v oblastech CNE7, 8, 9 a ,,downstream* vykazoval klinické rysy, které by mohly
podpofit hypotézu o deregulacnim vyznamu duplikaci oblasti blizkych genu SHOX.

Odhaleni vyznamu genetickych zmén v SHOX genu a jeho okoli by mohlo napomoci
k lepSimu pochopeni pfi¢iny malého vzristu. Prok4dzani asociace genetickych zmén genu
SHOX a vyvojovych vad skeletu u pacientli s malym vzristem by mohla napomoci ke zvySeni

efektivity genetického testovani a sniZeni ndkladnosti tohoto vySetieni.
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9 PRILOHY

Ptiloha 1: Cytogenetické vySetfeni karyotypu z lymfocytu periferni krve.
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1. Vymezeni pojmu

1.1 Definice

Neaplikovano.

1.2 Pouzité zkratky

AMC odbér plodoveé vody (amniocentéza)

CEQA cytogenetic european quality assessment (cytogeneticka kontrola kvality)
cvs odbér choriovych klka

SVEOB  sklad vSeocbecného materialu

ZL zdravotni laborant

2. Ucéel arozsah platnosti

Uéelem vy3etieni je ziskani a vyhodnoceni karyotypu probanda vy3Setrenim lymfocti z periferni
krve.

3. Odpovédnosti
Stanoveny v textu.

4. Princip metody

Podrobna mikroskopicka analyza metafaznich chromozomu je zakladnim cytogenetickym
vySetrenim. Metodou kultivace lymfocyta periferni krve jsou ziskany mitotickeé bunky
(chromozomy v metafazi bunééného déleni). Po jejich zpracovani a diferenciacnim barveni je
sestaven a hodnocen karyotyp probanda. V normalnim jadre somatické bunky €lovéka je 46
chromozomu (22 paru autozomu a jeden par gonozomu -~ dva gonozomy X u Zeny a jeden
gonozom X a jeden Y u muze). Pokud se vyskytne odchylka od standardniho poctu nebo
struktury chromozomu je popsana jako chromozomalni aberace, podie svého typu numericka
nebo strukturni.

Heparinizovana periferni krev probanda se kultivuje v kultivatnim meédiu, poté se pusobenim
kolcemidu nebo kokhicinu zastavuje bunécné déleni, preparat se hypotonizuje a fixuje na
podlozni sklicko. To se nasledné barvi (G- Pruhovani, C- barveni) a mikroskopicky analyzuje s
pomoci svételneho mikroskopu s pouzitim imerzniho objektivu se 100 nasobnym zvétSenim.
Sestavuje se karyotyp probanda. Provadi se standardizovany zapis nalezeného kamotypu v
souladu s mezinarodnim systémem lidské cytogenetické nomenklatury (An Intemational System
for Human Cytogenetic Nomendature, zkr. ISCN 2009).

Vysledek je k dispozici do 14 dnu od odebrani vzorku. Cely Standardni operacni postup je
provadén na pracovisti GEN.

5. Potrebna zarizeni a cinidla

Pro jednotlivé €asti pracovniho postupu jsou pouzivany komercné vyrabéné chemikalie, event.
z nich pfipravené roztoky.

5.1 Pristroje a pomocna zarizeni

5.1.1 Pristroje pro hodnoceni preparatia

Nazev Specifikace Vyrobce

svételny mikroskop BX41 OLYMPUS
svételny mikroskop BX40 OLYMPUS
svételny mikroskop BX 53 OLYMPUS
karyotypovaci zarizeni Lucia Cytogenetics Laboratory Imaging

5.1.2 Pomocna zarizeni
Nazev Specifikace Vyrobce
laminami box Biostar Plus KRD
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termostat BT 120-TLK 38 Lab.pristroje Praha
centrifuga NF 800/800R Nive

centrifuga ROTOFIX 32 Hettich Zentrifugen
digestor Merci Merci

nahrivaci ploténka SW 85 Adamas
chladnicka BOSCH

mrazak BOSCH

teploméry

automaticke pipety

52 Roztoky

Pro jednotlivé €asti pacovniho postupu jsou pouzivany komeréné vyrabéné chemikalie a z nich
pripravené rozioky (lékama FNOL).

5.2.1 Nasazeni periferni krve

Nazev Specifikace Vyrobce

RPMI RPMI 1640 SIGMA Aldrich (resp.ekvivalent jiné firmy)
Bovinni sérum PAN Biotech GmbH (-dtto-)
Phytohemaglutinin HA-15 REMEL Inc. (-dtto-)
Penidilin-Streptomycin 10mg/mi Biotika SK (-dtto-)

Voda pro injekci sterilni Braun (-dtto-)

5.2.2 Zpracovani perifemi krve

Nazev Specifikace Vyrobce

Kolkemid 10 ug/ml EuroClone (resp. ekvivalent jiné firmy)
Chlorid draselny p. a LACHEMA (-dtto-)

Metanol p. a. Lach-Ner (-dtto-)

Kyselina octova ledova 99%, p. a. Lach-Ner (-dtto-)

Voda destilovana voda cisténa Lékarmna FNOL

5.2.3 Barveni preparatu

Nazev Specifikace Vyrobce

Giemsa-Romanowski Zkoumadlo PENTA (resp. ekvivalent jiné firmy)
Sorensenlv roztok pHE68 0,1 Lékarna FNOL

Voda destiovana voda Cisténa Lékarna FNOL

Trypsin SIGMA-Aldrich (-dtto-)

5.2.4 Mikroskopické hodnoceni

Nazev Specifikace Vyrobce

Imerzni olej 500CC Olympus

Etylalkohol 86,5% pa. Lékarna FNOL

5.3 Spotrebni material

Nazev Specifikace Vyrobce

Komeréni sety k odbéru krve

Plastoveé kultivaéni zkumavky Sterilni PP 10ccm GAMA Group a.s. (resp.ekviv. jiné firmy)
Podlozni mikroskopicka skla Themno Scientific = Manzel Glazer (-dtto-)

InjekEni strikacky a jehly dle aktual. nabidky SVEOB FNOL

Jednorazove Spicky pro rucni automaticke pipety (-dtto-)

Chemicke skio (-dtto-)

6. Postupy kalibrace - metrologicka navaznost
Kalibrace a valdace piistroji musi byl v souladu s Metrologickym fadem.

7. Pozadavek na odbér biologického materialu a fransport

Primamim vzorkem jsou 2 - 5 ml nesrazlive zilni krve. Odbér musi byt provadén v souladu
s Laboratornim manualem GEN. Sterilni PET zZkumavka s heparinem (Vacuette, Greiner bio-
one resp. odpovidajici vyrobek jiné firmy).
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Odebrany material je neprodiené transportovan do prenatalni cytogenetické laboratore. Odbér a
transport musi byt v souladus LM.

8. Postup
8.1 Kultivace lymfocyta perifemni krve
Vzorky byvaji nasazovany ke kultivac v den odbéru, uchovavany jsou pi laboratorni teploté.
Vzorky Ize skladovat v chladnicce pi 4 - 8°C 2-3 dny pro pripadné opakovani vysetreni nebo
pozdé&jSi nasazeni.
Material: kultivatni medium RPMI 1640
bovinni fetalni sérum
penicilin 10mg/ml
phytohaemagglutinin lyofiizovany
kolcemid
chlorid draselny p.a.
kyselina octova 899% p.a.
metanol konc. p.a.
spotrebni material - zkumawky, podlozni sklicka, laboratorni sklo
8.1.1 Priprava kultivaéniho roztoku (na kohortu 25 pacientu)
100 ml média
25 mi fetalniho bovinniho séra
2 kapky penicilinu Zlutou jehlou
Pozn: pii nevyuziti celého objemu kultivatniho roztoku je tento zamrazen po alikvotech 2,5 ml

pfi -18 az -22°C a pouzit pii nasledujicim nasazeni.

8.1.2 Nasazeni ke kultivaci

2,5 mi kultivacniho roztoku (sterilni injekéni stfikackou se Zlutou jehlou)

20 kapek Zilni krve u novorozencl a déti do cca 3 mésict 10 a 15 kapek (Zlutou jehlou)
3 kapky phytohaemagglutininu (Zlutou jehlou)

vie do 10 ml plastoveé sterilni zkumavky, uzavrit zatkou, lehce protrepat

Pozn. Nasazujeme vzdy dvé zkumavky od kazdého pacienta.

Kultivace probiha 69 -73 hod pii 36,5 -38°C v termostatu v Sikmé poloze.

82  Zpracovani kultury

-~  pridat 4 kapky kolcemidu ¢ernou jehlou, lehce protrepat

-~ ccal,5 hod kultivovat v termostatu pri 36,5 -38°C

-~ centrifugace pii 900 - 1000 ot/min 9- 10 min.

-~ odsati nebo sliti supematantu

~ pridani cca 5 - 6 ml 0,075M KCI (1,4g KCV250 ml destilované vody). Hypotonicky roztok
pripravuje ZL den predem, ponechava pii laboratorni teploté a pred pouztim nahiiva
v temmostatu cca 1,5 hod na teplotu 36,5-38°C.

-~  hypotonizace probiha 0 - 10 min vtermostatu pfi 36,5 - 38°C (€asy hypotonizace jsou
zavislé na empirickych zkuSenostech kazdé ZL a méni se podle aktualni situace)

-~ centrifugace 9- 10 min 800 - 1000 ot/min

~ odsati nebo sliti supematantu

-~ 1. fixace - pidani cca 8 ml fixatniho roztoku, zpocatku po kapkach a protrepavat asi 1 ml,
zbytek je mozno dolit, jemné ale dikladné protrepat
fixatni roztok - kyselina octova konc. p.a.: metanol konc. p.a. v poméru 1:3 je na kazde
zpracovani cerstvé predem piipraveny a ulozeny cca 1,5 hodiny pfed pouzitim v mrazaku
pfi -18 az-22°C

-~ centrifugace 9- 10 min 900 - 1000 ot/min

-~ 2. fixace - pridat cca 8 ml fixacniho roztoku, protrepat

-~ centrifugace 9- 10 min 8900 - 1000 ot/min
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-~ odsati nebo sliti supematantu

~ 5 - 10 kapek suspenze sedimentu se nakapava automatickou pipetou na podlozni skla
nadychnuta, namrazena nebo namocena do destilované vody (zpusob pripravy podioznich
sklicek stanovi ZL po mikroskopickém prohlédnuti nativniho preparatu. Nevyhowujici
preparaty likviduje).

~  Pokud ZL neni spokojena s kvalitou preparatu po druhé fixaci, mize byt provedena jesté

-~ 3. fixace - analogicka se 2. fixaci

-~  zjedné zkumavky se nakapnou 3 - 4 skla

~  popis skel-vizSm 05

-~ skla pred barvenim ponechat 2 dny "dozrat” pfi lab. teploté nebo nahfat na plotynce cca 10
min pfi 75 - 85°C. Po skonteni prace plotynku odistit buniGinou navihéenou v destil. vodé.

83 G pruhovani
Material: Giemsa
Peroxid vodiku 20% p.a. (pripravuje lekarna)
Trypsin 1:250 (navazky trypsinu po 250 mg navazuje ZL a uchovava v uzavienych
10 ml plastovych zkumavkach v mrazaku pri-18 az -22°C)
Sorensenuv pufr (pripravuje lékarma)
8.3.1 Barvici roztoky
Roztok trypsinu: 0,25% (250 mg trypsinu ve 100 ml Sérensenova pufru)
Roztok Giemsy: 5% (5ml Giemsy, 95 ml Sérensenova pufru)
Peroxid vodiku: 20%
Postup barveni: skla ponoiit na 2 - 12s do peroxidu vodiku, umyt pod proudem studené vody
(z kohoutku), ihned ponont do roztoku trypsinu 2 - 10s, oplachnout pod tekouci vodou a barvit
v 5% roztoku Giemsy 2 - 5 min. Oplachnout vodou, na vzduchu oschnout.
Poznamka: éasy pro pisobeni enzymu je nutno vyzkouset. Casy stanovi ZL po mikroskopickém
prohlédnuti nabarveného zkusebniho preparatu.

84 Hodnoceni preparati postnatilniho cytogenetického vyseffeni barvenych G-
pruhovanim

U kazdého pripadu hodnoti ZL minimainé 10 - 15 metafazi numericky a zakresli je. Pokud neni

mozno zhodnotit numericky minimainé 10 metafazi je nutno toto uvést ve vysledkové zpravé.

Ze dvou mitéz jsou sestaveny karyogramy, které jsou ZL zdokumentovany pomoci zobrazovaci

techniky Lucia Karyo a uloZeny do databaze. Podrobna struktumi analyza je provadéna VS

minimainé u dvou mitéz. Je nutné strukturné zhodnotit kazdy par chromosomu zietelné

viditelny, bez prekfizeni minimainé ve dvou mitézach.

Kvalita hodnoceni spociva na pottu pozorovanych hodnotitelnych G pruhi v haploidni sadeé.

Prislusna kvalitativni uroven je uvedena v priloze 1 této SOP.

Vysledny karyotyp a pripadné odchylky v poctu nebo struktufe chromosomi jsou zapsany

atestovanym VS dle platné mezinarodni ISCN nomenklatury do vysledkové zpravy.

V pripadé nalezu mozaiky v nékterych mitézach, zvySujeme pocet hodnocenych mitéz na

minimainé 30.

V pripadé detekce suspektni fyziologické varianty ve formé fakultativniho heterochromatinu je

nutné ji ovérit C- barvenim (Priloha €. 2).

Nelze-li strukturni analyzu provést v pozadovane kvalitativni arovni, je nutno toto opét uvést ve

vysledné zpravé. VS rozhodne o daldim postupu (nové nakapani suspense na skla, opakované

nasazeni puvodni krve pacienta, pripadné se indikujici lékar rozhodne o provedeni nového

odbéru).
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85 Vydavanivysledka
Pisemnou laboratorni zpravu vydava po podpisu atestovany VS - viz PK a Sm 05 Hlavni
Proces.

86 Udriba mikroskopické techniky a zasady prace s programem Lucia

Po skonteni prace s mikroskopem je nutné odistit mikroskop od zbytku imerze. Stolek a objektiv
otistime suchou bunifinou, objektivy nejprve jemné suchou buniGnou a poté bunicinou
s nékolika kapkami roztoku etér : etanolu 7:3. Pii praci s mikroskopem respektujeme pokyny
vyrobce uvedenych v manualu. Pravidelny servis a jiné zasahy jsou zapisovany do Provozniho
deniku. Za vedeni Provozniho deniku a péd o svéfeny mikroskop zodpovida pfisludna ZL a VS.
Pristup do databaze a programu Lucia je omezen pouze na pracovniky cytogenetickych
laboratofi, ktefi se pfihlasuji pod svymi éisly a hesly. ZL a VS pracuji s programem Lucia
v souladu s Uzivatelskou priruckou. Dalsi viz PK.

9. Preventivni bezpecnostni opatreni

Vysetreni je provadéno v souladu s bezpecnostnimi a hygienickymi pravidly platnymi ve FNOL.
Pii zalozeni kultury a béhem kultivace je nutné dodrzovat zasady sterility pfi praci. Pred
zahajenim prace vbiohazardu je nutné provést preventivni UV sterizac (viz manual
biohazardu), stejné jako po skonceni prace, kdy kromé UV programu provede ZL, ktera zde
vykonavala praci, uklid a dekontaminaci vnitrniho povrchu desinfekénim roztokem.

Za uklid biohazardu zodpovida ZL, ktera provadi zaloZzeni kultury. Svym podpisem do “Knihy
nasazeni vzorku k postnataini chromozomaini analyze® stvrzuje ZL, Ze toto provedia.

Za ocisténi nahfivaci plotynky po pouziti zodpovida ZL, ktera s pristrojem pracuje.

Dalsi opatreni jsou stanovena v samostatném dokumentu identifikovaném v Prirucce kvality.

10. Vyhodnoceni vysledku (kritéria pro propusténi vysledku, kritické hodnoty)

10.1 Zasady postupu vypoctu vysledku véetné nejistoty méreni

Vystupem zkousky je karyotyp o pozadovaném poctu pruhu a pozadované kvalité barveni
(nepodkroditelné minimum 400 nebo 500 pruhi v haploidni sadé) viz priloha €. 1 této SOP.
Hodnotime optimalni (co nejméné zkiizené a optimalné dlouhé a rozprostrené) mitozy
(chromozomy). Numericky hodnoti laborantka nejméné 10 mitéz se zakreslenim a dalSich 5 bez
zakresleni. Sestavuje 2 karyogramy pomoci programu Lucia.

VS pracownik kontrolule numerické hodnoceni provedené ZL a provadi podrobnou
cytogenetickou analyzu struktury vSech chromozomi z mikroskopu a z ocbrazoveé analyzy.

10.2 Biologické referencni rozmez
Nespecifikovano.

10.3 Rozmez vysledki vysetreni pfijatelné pro zpravu

Ze vzorku musi byt ziskano 10 - 15 hodnotitelnych mitéz Pfi nedosazeni pozadovane
kvalitativni irovné metafazi rozhodne VS o dalsim postupu.

10.4 Varovné kritické hodnoty

Jakakoliv odchylka od fyziologického karyotypu 46 XX a 46 XY wve smyslu pofetnim nebo
strukturnim.

10.5 Laboratorni interpretace

Zapis karyo podle norem ISCN 2009 a pisemné zhodnoceni ziskaného vysledku provadi
atestovany VS. Vysledna interpretace laboratorniho vysledku je provadéna vyhradné klinickym
genetikem s prislusnou odbornosti.
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11. Validace a verifikace

11.1  Procesni validace

Aplikace procesni validace provadéna dle validatniho protokolu:

pri vyskytu neshod (napf. neshoda pfi EKK nebo pfi meziroénim poklesu uspésnosti o vice jak
2%), pri selhani uspésnosti kultivace v celé kohorté pacientu, na zakladé rozhodnuti vedouci
laboratore.

12 Kontrola kvality
121 Interni kontrola

12.1.1. Kontrola interpersonalni variability - ,,dvoji ¢teni*

Dile doporuceni k provadéni validace a verifikace analytickych metod v klinickych laboratorich.
Vzhledem k tomu, Zze neexistuji obecna doporuceni pro verifikaci dané metody je provadéna
interni verfikace metody .dwojim ¢tenim® (paralelni vyhodnoceni dvéma atestovanymi
cytogenetiky) vzdy u 4 vzorku za rok- viz verifikacni list (u manazerky kvality).

12.1.2 Kontinualni intemi kontrola kvality

Stanoveni urovné resoluce pro jednotlivé indikacni skupiny je uvedeno v priloze €. 1 této SOP.
Pii nedosazeni této resoluce toto musi byt uvedeno ve vystupni zpravé. Vedouci laboratore
zajistuje napravu pro dosazeni zlepSeni kvality zpracovani (napf. procesni validaci apod.) a
prubéznou kontrolu kvality zpracovani. Laborator ma stanovena krténa pro jednotlivé arovné
resoluce (viz pribha €. 1 této SOP). Interni kontrola kvality hodnoceni je zajiStovana
dvoustupiové - prvotni hodnoceni je provadéno ZL a posléze kontrolovano VS. V pripadé
hodnoceni détskych pacientl do patnacti let je provadéno dvoji hodnoceni dvéma VS
pracovniky.

12.1.3 Kontrola kvality vstupnich chemikalii a novych sarzi pouzivanych chemikalii
Verifikace provadéna pii vstupu novych materiald a novych Sarzi porovnanim s dosavadné
pouzivanymi. (Zaznam viz dokument Fm-L008-026-GEN-040, Fm-L003-026-GEN-041, Fm-
L0DS-026-GEN-042 a Fm-L003-026-GEN-043).

122 Extemni kontrola kvality

Extemi kontrola kvality je zajiStovana formou mezilaboratorniho porovnavani vzorki minimainé
1x rofné. V pripadé zavedeni mezinarodniho systému kontroly kvality cytogenetickych
laboratoii CEQA ~ Cytogenetic European Quality Assessment, ktery je soucasti EurogenTest
Network of Excellence kontrola probiha 1x rotné.

13.  Souvisejici dokumenty

13.1 Dokumenty vyssi iurovné, dokumenty FNOL

ISCN - An International System for Human Cytogenetic Nomenclature, ShafferL.G. Slovak
M.L., Campbell L.J. Karger S.Medical and Scientific Publishers, Basel, 2009.

Professional Guidelines for Clinical Cytogenetics, 2007

Cytogenetic Guidelines and Quality Assurance (A commom European framework for quality
assesment for constitutional and acquired cytogenetic investigation)

E.C.A. Permanent Working Group for Cytogenetics and Society.

Chromosome synchro P for cell culture (Euroclone }- protocol of use

Prirucka kvality GEN

Laboratorni manual GEN

Sm 04 Prostredi, zafizeni a pristroje, nakupovani
Sm 05 Hlavni proces

Sm 06 Prijem biologického materialu
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13.2 Vystavené dokumenty
formulare: Kniha nasazeni vzorku k postnatalni chromosomaini analyze
Zaznam o vyhodnoceni metafaz kolecka®
Verifikace v pripadé nové Sarze séra
Verifikace v pripadé novésarze PHA
Verifikace v pripadé nové Sarze média
Verifikace v pripadé nové Sarze kolcemidu
Zaznam o vysledku mezilab. porovnani vzorku
Zaznam o procesni validaci
Verifikacni protokol
Knihy: Evidence pacientl a vysledku postnataini chromosomalni analyzy

14. Zavérecna ustanoveni

14.1. Plainost dokumentu
Uvedena v zapati dokumentu.

14.2. Drzitelé smémice
Dokument veden elektronicky.

15.  Prilohy

Priloha€. 1  Kritéria pro jednotlivé urovné a rezoluce pro jednotlivé indikacni skupiny.

Prilcha¢€. 2 C-barveni.

Priloha€. 3 Cytogenetické vySetreni karyoltypu z lymfocyta periferni krve s vywzitim
synchrosetu synchro P (Euroclone).

16. Revize
Revize a zmény dokumentu se provadi do Fm-G001-REV-001 Zaznam o revizi ON a Fm-G001-
ZMENA-001 Zménovy protokol vedenych u spravce dokumentace.

17. Poznamky (specifika CL)

Ma-li byt vzorek dlouhodobé skladovan v podobé suspenze, ponechdava se vuzavweneé
Zkumavce v posledni fixaci v mrazaku (-18 az -22°C ). Preparat lze pozdéji prefixovat 2 - 3
minuty v éerstvé pripraveném fixatnim roztoku (kyselina octova konc. p.a. : metanol konc. p.a. v
poméru 1:3) a po uzrani dobarvit vySe uvedenym zpusobem.

17.1. Narodni ¢iselnik laboratornich vykoni

VWkon neni zahrut do narodniho €iselniku

Kody pojistoven pro jednotlivé vykony:

94 129 Rutinni vySetreni chromosomu z periferni krve

94 181 Zhotoveni karyotypu minimalné ze dvou mitos véetné fotodokumentace



