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Detekce submikroskopickych aberaci metodou array CGH

Abstrakt

Tato bakalaika prace se zabyva metodou array CGH (array Comparativ Genomic
Hybridization — komparativni genomova hybridizace na c¢ipech) a jejim vyuziti
v genetické diagnostice, a to jak prenatalni tak i postnatdlni. Metoda slouzi k urceni
aberantnich mist, tedy chromozomovych oblasti, ve kterych doslo ke zméné poctu kopii
sekvenci DNA. Lokalizace aberantnich mist neni pfedem zndma, jednid se tedy o
celogenomovy screening. Metoda se pouziva pii podezieni na vyskyt mikrodele¢niho ¢i
mikroduplika¢niho syndromu. Také je ji mozno pouzit v pfipadech pacientt, u kterych se
projevuji patologické fenotypové zmény, ale jiné metody zménu genetické vybavy

neprokazaly.

Bakalatskéd prace se zaméfuje na stanoveni diagndzy v prenatalnim obdobi a také na
stanoveni pii¢iny patologickych projevil v postnatalni diagnostice. Nejprve prace probira
postupy Vv klinické cytogenetice a poté se zabyva submikroskopickymi zménami. Prace
dale popisuje metodou array CGH, vysvétluje jeji princip, vyuziti, vyhodnoceni a
interpretaci jejich vysledkt. V posledni ¢asti prace statisticky vyhodnocuje data array
CGH ziskana na oddéleni OLG Thomayerovy nemocnice v obdobi 8/18 — 3/109.

Metoda array CGH muze slouzit k doplnéni rutinné provadénych cytogenetickych
vySetfeni, umoziuje ziskat podrobnéjsi informace o genetickém materialu jedince, lze
vySettit mnoZstvi mikodelecnich ¢i mikroduplikacnich syndromi. Na zdklad¢ vysledkt

muze byt pfesné stanovena diagndza i progndza pacientll.

Kli¢ova slova

Array CGH; cytogenetické vysSetfeni; karyotyp; submikroskopické aberace; mikrodelec¢ni

syndromy; postnatalni vySetfeni, prenatalni vySetieni



Detection of submicroscopics aberrations using array CGH

Abstract

This thesis addresses array CGH method (Comparative Genomic Hybridization on
microarrays) and its use inprenatal and postnatal genetic diagnosis. The method used was
to determine the chromosomal areas in which the number of copies of DNA sequences
had changed. Localizations of the aberrations sites are not known in advance; the issue is
that of all genomic screening. The method is used in suspected cases of microdeletion and
microduplication syndromes. It may also be used in cases of patients with pathological

phenotypic changes, but other methods have shown no change in genetic makeup.

This thesis focuses on diagnosis in the prenatal period and investigates the causes of
pathological symptoms in the postnatal diagnosis. Firstly, this thesis describes
procedures in clinical cytogenetics and then it discusses submicroscopic changes.
Secondly, the thesis looks into the array CGH method, explains its procedure and use,
and evaluates and interpretates its results. Finally, the work statistically evaluates the
array CGH data procured in the OLG department in Thomayrova hospital from 8/ 8 to
3/19.

The array CGH method may be used to supplement routinely administered cytogenetic
tests. It enables specialists to obtain more detailed information about the genetic material
of an individual and examine the frequency of microdeletion and microduplication
syndromes. The diagnosis and prognosis of patients may be determined based on the

results.

Key words

Array CGH; cytogenetic examination, karyotype, submicroscopic aberrations,

microdeletion
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1. Uvod

Cytogenetické vysetfeni slouzi piedevSim ke stanoveni karyotypu nemocnych
S vrozenymi vyvojovymi vadami, v prenatalni diagnostice k uréeni chromozémové
vybavy plodu, ke zpfesnéni diagndézy a urceni progndézy nekterych nadorovych
onemocnéni.

Metody klasické cytogenetiky stanovuji pfedev§im numerické a strukturni odchylky
chromozému. Jejich rozlisitelnost ma ovsem své meze. Oproti tomu metoda array CGH
umoziuje detekci nebalancovanych zmén s velkou rozliSovaci schopnosti. Toho je
vyuzivano V klinické cytogenetické diagnostice k zachyceni submikroskopickych deleci
a multiplikaci, jejichz ptesna lokalizace v genomu neni pfedem znama. Nezanedbatelnou

vyhodou metody je 1 moZnost provadéni analyzy bez kultivace bunék.

Diky rutinnimu pouziti této metody na fad¢ pracovist’ stale stoupa pocet zachycenych
mikrodelecnich a mikroduplika¢nich syndromi. Presné stanoveni diagn6zy u pacienti, u
kterych nebyl klasickymi cytogenetickymi ani molekuldrné-genetickymi metodami

stanoven syndrom, je pro jejich budouci prognozu ¢asto kausalni.



2. Literarni prehled

2.1 Klinickd cytogenetika

Cytogenetika ¢loveéka je pomérné mlada a velmi tizce specializovana védecka disciplina.

Presny pocet lidskych chromozémti je zndm teprve od roku 1956.

Zajmem oboru klinickd cytogenetika je detekce odchylek chromozémli — tzn. aberaci
chromozému. Aberaci rozumime zménu normalniho poc¢tu chromozémi nebo zménu
jejich struktury. Soucasti klinické cytogenetiky jsou prenatalni vySetfeni (diagnostika
chromozomalnich aberaci pfed narozenim jedince, z materidlu nenarozené¢ho plodu),
postnatalni vySetfeni (jiz narozeného jedince). V reprodukéni medicin€ jsou provadéna

preimplanta¢ni vySetfeni genetické vybavy embrya (Kocarek et al., 2010).

Hlavnim bodem zajmu klinické cytogenetiky jsou ty chromozémové aberace, které jsou
zodpovédné za konkrétni chorobné stavy. Ddale cytogeneticka vySetfeni vyuziva i
onkologie, nebot’ nékteré nalezy hraji vyznamnou roli pfi vzniku urcitych typti nadora

(Michalova, 1999).

Pomoci cytogenetického vysetfeni je mozné zjistit karyotyp pacienta a urcit mozné
chromozomalni aberace. U nékterych lze urcit klinicky vyznam, u nékterych je potieba
pouzit metodu s vyssi rozliSovaci schopnosti a tedy i1 s vy$si vypovédni hodnotou

(Kocarek et al., 2010).

2.1.1 Indikace pro cytogenetickd vySetieni

Cytogeneticka vysetieni se Casto provadeéji v ramei prenatalni diagnostiky. Zde je jednou
ze zasadnich indikaci pokrocily vék matky, jelikoZ pravdépodobnost chromozomalnich
aberaci vyrazné S vys$S§im vékem matky stoupd. Dal§Simi divody pro cytogeneticka
vySetieni jsou pozitivni vysledky screeningu plodu — ultrazvukového a biochemického.

Biochemicky screening se provadi ze vzorku krve matky, stanovuji se hladiny



specifickych biochemickych markerd (Hajek et al, 2000). Vyznamny je také
ultrazvukovy screening plodu. Jiz v prvnim trimestru lze odhalit mnozstvi vrozenych
vyvojovych vad. V 11. — 13. tydnu se vysetiuje $ijové projasnéni (NT — nuchélni
translucence). M¢fi se pti ném nahromadéni tekutiny v zahlavi plodu. Hodnoty $ijového
projasnéni jsou ovlivnény patologiemi plodu, napt. vyskytem Downova syndromu
(Calda, 2007). Pro invazivni prenatalni vySetfeni jsou jednozna¢né indikace: nalez
chromozomalni aberace u jednoho zrodi¢l (napf. chromozomalni mozaicismus,
pienaseCstvi balancované aberace), vystaveni rodi¢li mutagennim vliviim z vnéjSiho
prostiedi, opakované spontanni aborty, postizeni potomstva z ptedchazejicich gravidit

chromozomovou aberaci (Hajek, 2000).

V rdmci postnatalni diagnostiky jsou cytogeneticka vySetfeni indikovana u pacientt,
u kterych se projevuji patologické fenotypové znaky — napt. psychomotoricka ¢i mentalni
retardace a také u osob, které maji poruchu reprodukce. Pokud v téchto ptipadech dojde

k zachytu patologie, jedna se nejcastéji o vrozené aberace chromozomu (Kocarek et al.,
2010).

Ziskané chromozomalni aberace jsou prokazovany pii onkocytogenetickém vysSetfeni a
také u pacientd, ktefi byli vystaveni vyznamné expozici mutagennimi latkami (Kocarek

et al., 2010).

2.1.2 Material pro cytogeneticka vySetieni a jeho kultivace

Pro cytogeneticka vySetteni jsou pouzivany rizné typy kultivaci bunék in vitro. Material

se 1i81 v zavislosti na tom, zda se jednd o prenatalni nebo postnatalni vySetieni.

V postnatéalni diagnostice je vyuZzivana periferni krev, kostni dfeni a vzorky rtiznych tkani
ziskané biopsiii. V béZné klinické praxi je nejcastéjsi vySetieni lymfocyth periferni krve.
Odebira se nesrazliva krev do zkumavky s heparinem (lithnym nebo sodnym). Krev je
kultivovana v termostatu za pfitomnosti kultivacniho média. Jeho podstatnou slozkou je
rostlinny lektin fytohemaglutinin (PHA). Tento vytazek z fazoli stimuluje déleni
T-lymfocyti (Michalova, 1999). Dale Ize do roztoku piidat latky, které zesynchronizuji
déleni lymfocyth (napf. roztok Synchronet) a latky, které zvyrazni pruhovani
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chromozom (napft. roztok CRA — Chromosome Resolution Additive). Na zavér kultivace
se pouziva kolcemid, coz je synteticky derivat kolchicinu. Je pouzivan jako tzv. mitoticky
jed, ktery zastavi rozchod chromozému v metafizi mitdzy. Podstata jeho ucinku spociva
V tom, ze rozrusuje de¢lici vieténko. Ve vysSich koncentracich ptispiva ke kondenzaci

chromatinu a tim k vétsi spiralizaci chromozému (Kocarek et al., 2010).

Pro prenatalni diagnostiku je vyuzivana tkan choriovych klkt a plodova voda. Lze pouzit
i fetalni krev. Typy téchto materiald se odebiraji v zavislosti na stadiu gravidity. Choriové
klky jsou odebirany mezi 10. — 12. tydnem, plodova voda mezi 12. — 20. tydnem. Odbér
vSech typd téchto materiali je invazivni a je nutno ho provadét pod ultrazvukovou
kontrolou, aby nedoSlo k poskozeni plodu (Kocarek et al., 2010). Kultivace bunék
choriovych klka a plodové vody je delsi nez kultivace bunék periferni krve. Je zakladano
vice tkanovych kultur, jsou kultivovany v riznych termostatech a dale s nimi lze pracovat
zv1ast’. Pribéh kultivace (rst bun€k) je kontrolovan reverznim mikroskopem. Kultivace

je také ukoncena aplikaci kolcemidu (Michalova, 1999).

Pro cytogenetickou analyzu je dale mozno pouzit tkan z potraceného embrya ¢i plodu. Je

kultivovana stejnym zptsobem jako tkan choriovych klkii.

2.1.3  Priprava chromozomovych preparatii

Cytogenetické chromozdmové preparaty pripravujeme z fixovanych bunéénych suspenzi
kapanim na namrazena nebo mokra podlozni skla. Pfi pouziti takto upravenych sklicek
dojde k lepsimu rozlozeni bun€k v preparatu. Fixované bufiky pak na urcitou dobu
umistime do hypotonického roztoku 0,075M KCI. Hypotonizace se provadi proto, aby
doslo ke zvétSeni bunck tim, ze voda projde pfes cytoplazmatickou membranu. Poté
provedeme opakovanou fixaci smési methanolu a kyseliny mravenci v poméru 3:1. Cilem
je ziskat preparat s mnozstvim mit6z v optimalni hustoté vhodné pro barveni a odecitani

(Michalova, 1999).
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2.1.4  Barveni chromozomii — pruhovani

Barveni chromozémi slouzi k jejich vizualizaci a individudlnimu rozpoznani.
Nejcast¢jsimi zptisoby barveni jsou riizné pruhovaci techniky, kterymi vznikaji prouzky
na metafaznich chromozémech. Pruhovani je viditelné az po jejich urcité kondenzaci.
Typicky vzor prouzkii je v pfimé souvislosti se stupném kondenzace chromatinu. Prouzek
je definovan jako ¢ast chromozomu, ktery lze zietelné odliSit od dalSiho useku
chromozému (Shaffer et al, 2013). Nejbézn¢jsi barvici technikou je G-pruhovani.
Dochazi pti ném k Castecné degradaci proteinti trypsinem. Takto pfipravené preparaty
poté barvime Giemsovym roztokem (popf. roztokem eosin-methylenové modii podle
Wrighta). Podle vzniklého pruhovani je mozné jednotlivé chromozoémy identifikovat
(Clark et Wall, 1996).

2.1.5 Karyotyp

Pfi mikroskopickém pozorovani se chromozomy spocitaji a vyfotografuji nebo
Vv souCasné dobé& castéji zpracuji pocitaovou technikou. Chromozomy jsou tedy
vyhodnoceny numericky a poté strukturné. Je kladen duraz na rozlozeni svétlych a
tmavych pruhti, jejich velikost a intenzitu barveni. Nasledné je sestaven karyotyp
konkrétni buiky. Pocet zkoumanych bun€k (mit6z) je zavisly na typu vySetfeni
(Michalova, 1999). Vysledny karyotyp je sestaven tak, Ze autozomy jsou ocislovany 1
az 22 sestupné podle jejich velikosti. Vyjimkou je autozom 21, ktery je mensSi nez
autozoém 22. Pohlavni chromozémy, gonozoémy, jsou oznafeny pismeny X a Y. X

oznacuje zZensky a Y muzsky pohlavni chromozoém (Shaffer et al., 2013).
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Obrazek 1: Lidsky karyotyp, muz, G-pruhovani (Zdroj: Shaffer et al., 2013)

2.1.6  Standardizace v lidské cytogenetice

K usnadnéni popisu cytogenetickych nalezti byl vypracovan standardizovany systém
nomenklatury ISCN (International Systém for Human Cytogenetic Nomenclature —
Mezindrodni sytém lidské cytogenetické nomenklatury). Tato nomenklatura ma
mezinarodni charakter 1 platnost (Michalova, 1999). ISCN je vysledek jednani né¢kolika
genetickych kongresti. Prvni vydani bylo na konferenci v Denveru roku 1960. Od té doby
se neustale vyviji. Obsahuje zavazné popisy chromozoémovych patologii vrozenych
i ziskanych (popisovanych hlavné u malignich nadorti). Usnadiluje spolupraci
a komunikaci mezi cytogenetiky. Diky ni panuje shoda pfi popisu a interpretaci
karyotypl. V nov¢jsich vydanich jsou nové definice, priklady a oddily. Je zde napiiklad

uvedena nomenklatura pro metodu microarry (Simons et al., 2013).
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2.1.7 Vyhody a nevyhody klasické cytogenetiky

Klasické cytogenetické vySetfeni chromozoému se pouziva jako prvotni uré¢eni moznych
chromozomovych aberaci. Je to stale nejpouzivanéj$i vysetieni v rutinni diagnostice.
Umoziuje pohled na karyotyp pacienta, ze kterého lze odhalit nebalancované i
balancované zmény na trovni chromozémut. To je nesporna vyhoda metod klasické
cytogenetiky. V neposledni fadé je potieba zminit i ekonomické divody, pro které se tyto
metody stale pouzZivaji. Ale pouziti konvencnich pruhovacich metod mé své limity a
nékteré prestavby nelze timto zptisobem identifikovat (Kocarek, 2010). Limitujici faktor
rozpoznani aberaci je jejich velikost. Obecné plati, Ze spolehlivé 1ze identifikovat pouze
ty odchylky, jejichZ velikost je vétsi nez SMB. Detekce submikroskopickych aberaci je
tedy prakticky nemozna. Nevyhodou karyotypovani je 1 nutnost kultivace bunck, zvIaste

u prenatalnich vzorkt (Hurd, 2010).

2.2  Submikroskopické aberace

Submikroskopické aberace jsou aberace relativné malého rozsahu, které oznacujeme také
jako kryptické (skryté) piestavby. Radime sem mikrodelece a mikroduplikace. Klinicky
vyznam mayji hlavné ty, které zptisobuji mikrodelecni a mikroduplika¢ni syndromy. Jedna
se o abnormality, které zpravidla nelze (nebo jen velmi vyjimecn€) zachytit metodami
klasické cytogenetiky (Otova, 2008). Po roce 2000 bylo diky vétsimu vyuziti
molekularné-cytogenetickych metod zachyceno a popsano mnozstvi mikrodeleénich a

mikroduplika¢nich syndromt (Weise et al., 2012).

Mikrodele¢ni a mikroduplikaéni syndromy jsou zplsobeny zejména nasledkem
nereciprokého crossing-overu, ke kterému dochdzi behem meiotického déleni. U vétSiny
pacientil vznika aberace de novo a jeji vyskyt ve vice generacich je velmi vzacny. Pro
tyto syndromy je zpravidla charakteristicka autozomalné dominantni dédi¢nost, netiplna
penetrace a variabilni expresivita. O netplné penetraci hovotime, kdyZ ne vSichni jedinci
v populaci nesouci stejnou alelu, ji manifestuji ve fenotypu. Variabilni expresivita je stav,
kdy se stejny genotyp u vice jedinct lisi hloubkou projevu nebo ptitomnosti dalSiho

znaku. Neuplnd penetrace a rozdilna expresivita jsou vysvétlovany riznymi rozsahy
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aberantnich tseki, mozaicismem, vlivem pohlavi nositele nebo ptitomnosti druhé mutace
(Kocarek et al., 2010). Mikrodele¢ni a mikroduplika¢ni syndromy byvaji oznaCovany
jako ,ssyndromy genli na sebe naléhajicich® (contiguous genes syndromes), jelikoz se
jednd o vétsi pocet gent, které jsou lokalizovany v daném segmentu tésn¢ vedle sebe
v ramci jednoho chromozomu. Kazdy tento postizeny gen ovliviiuje fenotypovou expresi
nezavisle na ostatnich genech. Tyto geny mohou mit zna¢né odlisné funkce a vysledkem

mize byt tedy velké spektrum symptomi (Weise et al., 2012).

2.2.1 Mikrodelecni a mikroduplikacni syndromy

Existuje mnoztvi mikrodele¢nich a mikroduplika¢nich syndromt, které se Casto oznacuji
podle cytogenetické oblasti, ve které se dand aberace vyskytuje. Mezi nejznaméjsi patii
Di-Georgeuv syndrom, coz je mikrodelece 22q11.1, ktera je nejéastéj$im mikrodele¢nim
syndromem u ¢lovéka. Jeho klinické projevy jsou zna¢né variabilni, pohybuji se od
roz$tépu patra az po zavazné srde¢ni a imunitni poruchy (Bahamat et al., 2014). Dalsi
Castou mikrodeleci jsou syndromy Prader-Williho a Angelmaniv, u kterych se vyskytuje
delece na stejném tseku 15q11-g1l3. Pro Angelmantv syndrom jsou typické Casté
zachvaty, které doprovazi ataktické pohyby koncetin a strnula chiize. Bézné je také
zavazné vyvojové opozdéni a mentalni retardace. U Prader-Williho syndromu se po
narozeni Vyskytuje tézka hypotonie, Spatna schopnost sani a polykani. Stejné jako u
Angelmana i zde je charakteristickd porucha psychomotorického vyvoje a mentalni
retardace. Pozdéji nastupuje obezita a diabetes (Kocarek et al., 2010). Dal§im znamym
mikrodeleénim syndromem je Williams-Beureniv syndrom, zpisobeny deleci v oblasti
7q11.23. Charakteristické jsou typické rysy obliceje, mentélni retardace a vrozené srdecni
vady. Cévni stenozy u téchto pacientl tvoii zavazné komplikace, jelikoz zvySuji dispozici

Kk infarktim (Huarte, 2013).
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2.2.2 Mentalni retardace

Mentalni retardace je postizeni, které je doprovazeno omezenim intelektualnich funkci a
také omezenim v adaptivnim chovani. Jednd se o jeden z hlavnich divodu k vySetteni
klinickym pediatrem a neurologem. Pacient byva indikovan ke genetickému vysetieni
(Tarpey et al., 2009). Za mentalni retardaci povazujeme stav, kdy u pacienta pozorujeme
3 vyznamna kritéria. Jednim z nich je podprimérna funkce obecného intelektudlniho
fungovani. Tento jev se musi vyskytovat alespont ve dvou oblastech dovednosti (napf.
v komunikaci, osobni péci, akademické dovednosti nebo v socidlni dovednosti). Tretim
kritériem je nastup téchto projevi pied 18. rokem zivota pacienta (Friedman et al., 2006).
Meéieni intelektudlnich funkci probihd prostifednictvim inteligen¢niho kvocientu (1Q).
Hodnoty 1Q pod 70 ukazuji na mentalni retardaci. Na zaklad¢ IQ délime MR na lehkou
(1Q 50 - 70), sttedné tézkou ( IQ 35 - 50) tézkou (20 — 35) a hlubokou (1Q < 20)
(Raymond, 2005). Prevalence vyskytu MR v populace je 1 — 3% (Haris, 2006). Pomér
pohlavi u vyskytu MR neni vyrovnany, o 40 — 90% ptevladaji chlapci nad divkami
(Maulik et al., 2011). Pfic¢iny vzniku mentalnich retardaci mohou byt genetické,
environmentalni nebo mohou byt vysledkem multifaktorialni dédi¢nosti, tzn. spoleéného

pusobeni obou faktorti (Rauch et al., 2006).

2.2.3 Subtelometrické aberace u mentalnich retardaci

Mentalni retardace mize vzniknout genetickymi abnormalitami. Zna¢nou ¢ast tvofi
aneuploidie, ale také velké delece a duplikace, které maji vliv na vétsi pocet genti. Mezi
dalsi pfiCiny patfi mutace jednotlivych geni a nelze vyloudit ani faktory vnéjsiho
prostiedi (Tarpey et al., 2009). Az u 60 % piipadi v§ak neni pti¢ina identifikovana a jedna
se tedy o idiopatické mentalni retardace. Zda se, ze za n€které z nich jsou zodpovédné
kryptické aberace (nejcastéji delece) v subtelomerickych oblastech. V téchto regionech
se totiz vyskytuji oblasti bohaté na geny. Aberace v této lokalit¢ nachazime u déti

S mirnou az stiedné t€Zkou mentalni retardaci s ¢etnosti 7-10 % (Dawson et al., 2002).
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3. Cile prace

1. Zabyvat se metodou array CGH, vysvétlit jeji princip, vyuziti, metodiku a
interpretaci ziskanych dat

2. Laboratorni prace — metodou array CGH zpracovat a vyhodnotit 2 Cipy — 16
vzorkl

3. Hodnoceni a klasifikace nalezenych CNV (zmény v poctu kopii DNA)

4. Statistické vyhodnoceni dat array CGH ziskanych na oddéleni OLG
Thomayerovy nemocnice za obdobi 10/18-3/19
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4. Metodika

Vzorky byly zpracovany v Laboratoti molekularni genetiky Oddéleni 1ékarské genetiky
Thomayerovy nemocnice.

4.1 Metoda array CGH, CNV (copy number variation)

Metoda array CGH je molekularné geneticka metoda. V prenatalni i postnatalni
diagnostice slouzi k zachyceni drobnych aberaci, které klasické cytogenetické pruhovaci
techniky nejsou schopné detekovat. Pii postnatalnich vySetieni se stala metodou prvni
volby u pacientli s mentalni retardaci, psychomotorickou retardaci, autistickymi projevy

nebo s mnohocetnymi vrozenymi patologiemi (Kearney et al., 2011).

Metoda array CGH identifikuje CNV (Copy Number Variation — varianty v po¢tu kopii).
CNV jsou segmenty DNA o velikosti mezi jednou kilobazi (kb) do né¢kolika megabazi
(Mb). Podili se na genetické variabilité lidského genomu. Zahrnuji delece a duplikace —
tedy zmény v poctu kopii. Pokud tyto delece a duplikace zasahuji dilezité geny, mohou
mikrodeleénimi a mikroduplika¢nimi syndromy (napt. W.illiams-Beuren syndrom,
DiGeorge syndrom). Dalsi CNV se vyskytuji jako polymorfismy bez zjevného vztahu
k onemocnéni (Madrigal et al., 2007).

4.1.1 Princip array CGH

Metoda je zaloZena na principu porovnani intenzity fluorescence vySetfované DNA
a komeréné¢ dodané referenéni DNA (Banerjee, 2013). Nejcastéji jsou vyuzivany
oligotidunukleotidové sondy, které reprezentuji cely genom. Tyto fragmenty DNA jsou

ve form¢ malych tecek navazany na podloznim skle — ¢ipu.
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Po kvantifikaci a optimalizaci DNA vySetfovaného vzorku (pfecisténi, fedéni nebo
zakoncentrovani na doporu¢enou vstupni koncentraci) a referenéni DNA jsou obé DNA
denaturovany a naznaceny odlisnymi fluorescenénimi barvivy (Cy-3 a Cy-5). Po
proméfeni koncentrace a absorbance a smichdni obou DNA je vytvofen hybridizacni
master mix, ktery je nanesen na Gasket slide a na ten je pfilozen Cip S imobilizovanymi
oligonukleotidovymi sondami. Po té v hybridiza¢ni peci dochazi k hybridizaci zna¢enych
DNA se sondami na ¢ipu. Po fadném odmyti ¢ipového skla je potieba ho co nejrychleji
pienést do laserového skeneru (fadové v hodindch). Ve skeneru dochdzi k nasniméni
intenzit signali obou fluorochromtl v kazdém misté sklicka. Ziskana data jsou zpracovana
a Vizualizovana analyzaénim softwarem CytoGenomics. Nasleduje vyhodnoceni

detekovanych zmén (Hurd, 2010).

Limity metody jsou nemoZnost zachytit inverze, balancované aberace, bodové mutace

a zmény ploidie.

Znacena DNA pacienta Znacenad referencni DNA
Aplikace na Cip / B
See ® o %
Hybridizace

Laserovy skener

C——> Pocitaova analyza

SRR IIIIIMT
 E L R R E R LR EREE L E R RN
A AR AL AR R R AR A )

Obrazek 2: Schéma postupu metody array CGH (Zdroj: Slégrova, 2017)
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4.1.2 Interpretace dat

Udaje ziskané z laserového skeneru jsou vyhodnocovany softwarovymi programy. Pro
spravné zatazeni nalezené CNV do jednotlivych skupin napoméhaji interni a externi
databaze (Weise et al., 2012). Jednotnost interpretace zachycenych CNV je podporovana
odbornymi pokyny, podle kterych se CNV vyhodnocuji. Tyto pokyny uvadéji doporucené
kategorie pro interpretaci — patogenni, benigni a nejisté klinické vyznamy. Jasné popsané
CNV, které¢ maji zavazny vliv na klinicky stav pacienta a které jsou uvedené ve vice
publikacich, fadime mezi patogenni. B€Zné polymorfismy fadime do kategorie benignich
nalezi. Kategorie varianta nejasného klinického vyznamu zahrnuje velky rozsah
vysledk, které podle souCasnych poznatkti nelze jednoznacné identifikovat jako benigni

ani patogenni (Kearney et al., 2011).

4.1.3 Interpretace CNV

Pii interpretaci CNV jsme v prvnim kroku ur¢ovali, zda detekovana aberace nezasahuje
lokus pro jiz popsany mikrodele¢ni ¢i mikroduplika¢ni syndrom. Ve druhém kroku jsme
zjistovali jeji velikost a teprve poté ji porovnali s databazi DGV. V tomto kroku byl také
zohlednén pocet piipadi v DGV, u kterych byla dand CNV diagnostikovana. Jelikoz
v DGV jsou uvedeny i CNV pozorované jen u jednoho jedince, v dasledku malého
mnozstvi pozorovani, to je$té neznamend, Ze tato CNV je nutné benigni. Ve ctvrtém
kroku byla zjiStovana funkce zasaZzenych geni. CNV byla zafazena do jedné

z péti kategorii podle zjednoduSeného rozhodovaciho algoritmu, ktery popisuje obrazek

3.
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Obrazek 3: Schéma zjednoduseného rozhodovaciho algoritmu (Zdroj: Drabova, 2017)
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414 ISCN

V poslednich letech doslo k velkému rozvoji molekularné-cytogenetickych metod, jsou
bézné vyuzivany v laboratofich. Publikace ISCN vénuje v soucasné dob¢ pozornost
zapisim jejich vysledkli. Obsahuje také spravnou nomenklaturu pro nalezy, které jsou
ziskavany metodou array CGH. Vzdy se nejdiive udava symbol ,arr®, ktery je zkratkou
pro metodu array CGH. U Zeny se zapisuji autozomy i zastupce gonozomi v jedné
zévorce, za niz se vyskytuje nasobek, v jakém jsou dané chromozomy piitomny.
V ptipadé muzského pohlavi se pouzivaji zdvorky dv€. V prvni z nich jsou zapsany
autozomy a ve druhé konstituce gonozomu. Jejich nasobek je zaznamenan za koncem

kazdé zavorky.
Zapis normalnich nalezi metodou array-CGH:

e arr(1-22,X)x2 u zeny
e arr(1-22)x2,(XY)x1 u muze

V piipadé¢ abnormalniho nalezu se za znaménkem ,arr* uvadi cytogenetickda oblast
chromozomu, jehoZ se aberace tyka (napi. arr 17p11.2). Poté nasleduje zavorka, ktera
obsahuje pocatek a konec jednotlivych zasazenych nukleotidii (napf. 16,512,256-
20,405,113). Za zavorkou se opét udava pocet detekovanych kopii (napi. x3). Takovy
zéapis by vypovidal o detekci tfech kopii useku 17p11.2. Jednalo by se tedy o duplikaci,
ktera by byla zapsana takto:

e arr 17pl11.2(16,512,256-20,405,113)x3 (Shaffer et al., 2013).

415 |ISCA Consortium

ISCA Consortium (The International Standards for Cytogenomic Arrays Consortium) -
Konsorcium mezindrodnich standardii pro cytogenomické Cipy je organizace, ktera
se snazi o zlepSeni kvality vySetfeni v ramci klinické cytogenetiky, s vyuzitim novych
molekularné-cytogenetickych technologii. Pracovni skupina podilejici se na ISCA je
slozend z lékatskych genetikli, osob z vyzkumu a bioinformatikii. Jejich cilem je

shromazd’ovani védeckych informaci, které napomahaji pfi interpretaci vysledki tim, Ze
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dokazuji souvislost detekovanych nalezt s klinickymi fenotypy. Skupina se také zabyva
vyvinem standardd pro design Cipti. Jeden z hlavnich tkold je podpora jednotného

vykladu CNV (Riggs et al., 2012, Miller et al., 2010).

4.2 lzolace DNA

Pro metodu array CGH je vstupni material DNA z riznych biologickych materiali:
periferni krev, plodova voda, choriové klky a potracend tkan. DNA ziskavame izolacnim
kitem QIAmp DNA Blood Mini Kit, ktery je komeréné¢ dodavan spolu s potiebnymi
reagenciemi. Podle charakteru biologického materialu jsou pfi pfipravé vzorku k izolaci
DNA ur¢ité odlisnosti. Pfi samotné izolaci DNA je postup shodny pro vSechny typy
vzorkt. Uvedené postupy se fidi pokyny, které jsou uvedeny v doporucené piirucce

izola¢niho kitu QIAmp DNA Blood Mini Kit.

4.2.1 Priprava na izolaci DNA 7 periferni krve

Biologickym materialem je plna krev odebrana z periferni zily do odbérové zkumavky
s pridavkem protisrazlivého Cinidla EDTA. Piistrojové vybaveni, reagencie a pomiicky

pro izolaci DNA z periferni krve jsou uvedeny v tabulce 1.

Tab. 1: Vybaveni pro izolaci DNA z periferni krve

Pristrojové Sterilni box, vortex, centrifuga
vybaveni
: Izola¢ni kit QIAmp DNA Blood Mini Kit, protedza, elu¢ni
Reagencie
pufr, ethanol
1,5 ml zkumavky, automatické pipety, sterilni Spicky, buni€ina,
Pomiicky

stojanky, popisovac
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4.2.2 Priprava na izolaci DNA z plodové vody

Plodova voda je odebirana do odbérové zkumavky bez protisrazlivého ¢inidla a bez

transportniho média. Nejprve je centrifugovana a poté se pracuje se supernatantem.

Pfistrojové vybaveni, reagenciec a pomicky pro izolaci DNA z plodové vody jsou

uvedeny v tabulce 2.

Tab. 2: Vybaveni pro izolaci DNA z plodové vody.

Pristrojové Sterilni box, vortex, centrifuga
vybaveni
: Izolacni kit QIAmp DNA Blood Mini Kit, protedza, elu¢ni
Reagencie
pufr, ethanol
1,5 ml zkumavky, automatické pipety, pasteurovy pipety,
Pomiicky : : . : :
sterilni Spicky, bunicina, stojanky, popisovac

4.2.3 Priprava na izolaci DNA 7 tkani

Vzorky choriovych klkii a potracené tkané jsou do laboratoie dodavany ve zkumavkach

s transportnim médiem. Tyto tkang, ocisténé v PBS pufru, je tieba ptipravit k izolaci

DNA nakrajenim a rozmélnénim na malé casti pomoci skalpelli a injek¢nich jehel.

Pfistrojové vybaveni, reagencie a pomicky pro izolaci DNA z choriovych klki a

potracené tkané jsou uvedeny v tabulce 3.

Tab. 3: Vybaveni pro izolaci DNA z choriovych klki a potracené tkané.

Pristrojové Sterilni box, vortex, centrifuga, tepelnd deska pro 1,5 ml
vybaveni zkumavky
: Izola¢ni kit QTAmp DNA Mini Kit, protedza, elu¢ni pufr, PBS
Reagencie
pufr, ethanol
1,5 ml zkumavky, automatické pipety, sterilni Spicky,
Pomiicky pasteurovy pipety, petriho misky, skalpely, injekéni jehly,
bunicina, stojanky, popisovac
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4.2.4

Postup izolace DNA

Cely proces izolace DNA probiha ve sterilnim boxu.

1.

a > DN

Do 1,5 ml zkumavky se automatickou pipetou nadavkuje 200 pl pripraveného
vzorku, 20 ul proteazy a 200 ul lyza¢niho pufru. Lyzaéni pufr je soucasti
izola¢niho kitu.

Zkumavka se vortexuje asi 5 sekund.

Zkumavka se vlozi na 10 minut pfi 56°C do drzaku pfedem nahtaté tepelné desky.
Poté se prida 200 pl ethanolu a zkumavka se protiepe na vortexu.

Nasleduje preneseni smési do QIAmp Spin zkumavky, kterd je opatifena
kolonkou.

Centrifugace 1 minutu pti otackach 10 000xg.

Poté probihaji 2 filtrace pomoci promyvacich roztokl, které jsou obsazeny
Vizola¢nim kitu. Béhem promyvani se zkumavky centrifuguji 1 minutu pfi
otackach 10 000xg a kolonky se piendavaji do novych prazdnych zkumavek.
Dalsi centrifugace probiha pii stejnych otackach 2 minuty na sucho, bez pouziti
promyvaciho roztoku.

Kolonka je umisténa do 1,5 ml popsané zkumavky, do kolonky je napipetovan

elu¢ni pufr, posledni centrifugace trva 1 minutu pii otackach 10 000xg.

4.3 Priiprava na metodu array CGH

Pristroje a pomiicky:

Agilent Microarray Scanner

Centrifugy

Centrifuga MiniSpin

Hybridiza¢ni pec (s otoénym néastavcem na hybridizacni komiirky), kalibrovana na

teplotu 67 °C

Termocyklery

Magnetickd michacka s ohfevem
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Magneticka michacka bez ohfevu
Centrifugy
Spektrofotometr NanoDrop
Qubit Fluorometer
Pipety
Sklenéné kyvety se stojankem
Do6za na mikroskla s vickem
Drzacek zavésny k vloZce do dozy na mikroskla s vickem
Teromostat
Vortex
Hybridiza¢ni komirka
Gasket slide

Reagencie:
Sure Tag Complete DNA Labeling Kit
SurePrint G3 ISCA V2 CGH Kit 8x60K
Oligo aCGH/ChIP.on-chip Wash Buffer 1
Oligo aCGH/ChIP.on-chip Wash Buffer 2
Cot-1 DNA (1,0 mg/ml)
Oligo aCGH/ChlIP-on-chip Hybridization Kit
Microarray Slide Backing 8x60K
Pufr 1XTE (pH 8,0) molecular grade
Ethanol
3M acetat sodny
PCR voda

4.4  Metodicky postup arrayCGH

Tento postup se tidi doporucenou piiruckou pro genomickou analyzu metodou
microarray CGH pro format 8x60k od firmy Agilent Technologies. Verze protokolu 7.4,
ktera je platna od srpna 2015. Jedno ¢ipové sklo je ureno celkem pro 8 pacientli a na

kazdého z nich ptipada 60 000 oligonukleotidovych sond.
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4.4.1 Priprava vzorki

Pro analyzu array CGH je dilezité pouzit DNA o vysoké &istoté a integrité. Cistotu lze
zmétit pomoci spektrofotometru NanoDrop, ktery porovnava poméry absorbance pii
vinovych délkach 260/280 a 260/230 nanometri. Hodnota poméru 260/280 by se méla
pohybovat v rozmezi 1,8-2,0 a hodnota poméru 260/230 by méla byt vyssi nez 1,2.

Pokud DNA neni dostate¢né cistd, lze ji jednoduchym zpisobem ptecistit pomoci
precipitace. Do zkumavky se pfida 1/10 objemu DNA vychlazeného octanu sodného
(3M) a 2-2,5 nasobek etanolu. Poté se vzorek inkubuje minimalné 2 hodiny pii-20°C (lze
nechat v mrazaku pies noc), po té centrifuovat 15000g 30 minut, supernatant piecistit
70%
a resuspendujeme peletku v PCR vodg.

ethanolem, opét stodit na 2-5 minut, supernatant nechat vyschnout

DNA vzorku se upravuje destilovanou vodou bez nukleaz na objem 13 pl tak, aby jeji
koncentrace odpovidala 300 ng. Objem DNA vzorku a vody vypocita program Excel,
vV némz je piipravovana tabulka pro fedéni vzorkil. Stejn¢ pracujeme také s referencni
DNA, ktera je dodavana komerc¢né, jeji parametry jsou tedy pfedem zndmy. Pocet vzorka
vySetfovanych zen musi souhlasit s poctem zenskych kontrolnich DNA. Pro muzské

pohlavi plati stejné pravidlo.

Tab. 4: Stanoveni koncentrace DNA po ethanolovém ptecisténi, nafedéni TE pufrem.

2 = = konc. . . §

o s > DNA D?\lt;]\e[ml] vgglep n| &

2 3 2 [ng/ul] H Y 2
11 Al141-18 | Pacient 1 F 171 3,5 9,5
12 652-18 | Pacient 2 F 895 0,7 12,3
13 742-18 | Pacient 3 M 1023 0,6 12,4
14 719-18 | Pacient 4 F 969 0,6 12,4
21 758-18 | Pacient 5 M 934 0,6 12,4
22 792-18 | Pacient 6 F 708 0,8 12,2
23 796-18 | Pacient 7 F 940 0,6 12,4
2 4 794-18 | Pacient 8 M 1027 0,6 12,4
9 M1 M 329 1,8 11,2
10 M2 M 329 1,8 11,2
11 M3 M 406 1,5 11,5
12 F1 F 383 1,6 11,4

27




13 F2 383 1,6 11,4

14 F3 383 1,6 11,4

15 F4 383 16 11,4
4.4.2 Fluorescenéni znaceni vzorkii

K fluorescen¢nimu znac¢eni vzorkl se pouzije Sure Tag Complete DNA Labeling Kit.

Ke kazdému piipravenému vzorku i referenci se pfida 2,5 pul Random primeru.
Kazdy vzorek je vhodné dobie promichat opakovanym propipetovanim.
Nasleduje denaturace a fragmentace v termocykleru 10 minut pii 98°C a po
té ochlazeni na 4°C.

Vzorky se odstfedi na centrifuze 1 minutu pti 6000 X g.

Pokud objem vzorku neni 15,5 ul, upravi se na pozadovany objem destilovanou
vodou.

Pfiprava dvou znacicich Master Mixu (jeden s Cy-3 a jeden s Cy-5) pro znaceni

vzorkl pacientti a kontrol.

Tab. 5: Reagencie pro znaceni 8 vzorkit DNA pacientl a 8 kontrolnich DNA

. Objemna 8
Slozka reakci [ul]
5x Reaction Buffer - 5ul 42,5
10x dNTPs -2.5ul 21,3
Cy-3 nebo Cy-5 - 1.5ul 12,8
Exo(-) Klenow - 0.5ul 4,3

Do mikrozkumavek s 15,5 ml vzorku/reference se ptida 9,5 ml Master Mixu.
Pulzné vortexovat, pak stocit.

Proces znaceni pokracuje v termocykleru 2 hodiny pti 37°C a 10 minut pii 65°C.
Poté dojde k ochlazeni na 4°C.

V tomto kroku je moZzné analyzu zastavit a vzorky uskladnit ve tmé¢ az na 1 mésic

pfi teploté -20°C.
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Vzhledem k tomu, ze je v Master Mixu obsazen enzym Klenow, pracujeme s chladici

desti¢kou. Fluorescen¢ni barviva Cy-5 a Cy-3 (Cyanin-5 a Cyanin-3) nevystavujeme

svétlu. Vzorky pacientd jsou znac¢eny pomoci Cy-5 a kontrolni vzorky jsou znaceny

fluorescencnim barvivem Cy-3.

443

Purifikace znacené DNA

Vzorky odstredit 1 minutu 6000 x g.

Ptipravit 1 purifikaéni kolonku pro kazdy vzorek, oznacit je na vicka i kolonku.
Kolonku vlozit do 2 ml sbérné¢ mikrozkumavky.

Ke kazdé reak¢ni smési pridat 430 pl TE pufru (pH = 8), poté nanést na kolonku
ve sbérné zkumavce.

Zkumavky vortexovat, pak centrifugovat pfti laboratorni teploté v purifika¢nich
kolonkach 14 000g 10 minut.

Kolonky ptenést do novych sbérnych zkumavek, dopipetovat 480 ul pufru TE
(pH =8)

Opét centrifugace pii laboratorni teploté 14 000g 50 minut.

Kolonky se vyjmou ze sbérnych zkumavek a dnem vzhiru piendaji do Cistych
sbérnych zkumavek.

Nasleduje centrifugace 1 minutu pii 1 000x g a laboratorni teploté.

Zméteni objemu vzorku.

Odebere se 1,5 pl od kazdého vzorku, aby se mohl uréit vytézek naznaéené DNA
a specificka aktivita.

Po dobu méfeni uchovavat vzorky v lednici.
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4.4.4 Stanoveni stupné znaceni

Za pouziti piistroje NanoDrop ovefime, zda znaceni DNA probehlo v potadku. Pfistroj
disponuje programem pro mefeni inkorporace fluorescencniho barviva Cy3 a Cy5 do
DNA. M¢étime 2 pl zna¢eného vzorku. Tato hodnota by méla byt imérna koncentraci

vzorku a uvadi se v jednotkach pmol/pl.

NanoDror ONE

Obrazek 4: Ptistroj NanoDrop (Zdroj: vlastni)

4.4.5 Kombinovini DNA pacientit a kontrolnich DNA

e Vzdy je nutné kombinovat DNA stejného pohlavi. Pokud by doslo ke smichéani
DNA pacienta muzského pohlavi s kontrolni DNA Zeny (nebo naopak),
hodnoceni by pro pohlavni chromozomy nebylo informativni.

e Pfimichani se pouzivaji vypoctené objemy vzorku pacienta a kontrolniho vzorku,

tak aby celkovy objem dal dohromady 16 pl.
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e Vzorek a kontrola k nému ptifazena by mély mit podobnou hodnotu inkorporace
fluorescen¢niho barviva do DNA.
e V tomto kroku je mozné analyzu zastavit a vzorky uskladnit ve tmé az na 1 mésic

pfi teploté -20°C.

Tab. 6: Kombinace vzorku s referenci.

5 o konc. ° o) § .

= § DNA at[)s:)nrgl?:f]:e :E: 53 Dc;\lblj\e[rﬂl]

2 3 [ng/pl] < S <
1.1 | Al41-18 Pacient 1 371,0 13,26 F 13 8,3
12 | 652-18 Pacient 2 344,0 13,54 F 14 8,4
1.3 | 74218 Pacient 3 418,0 14,52 M 12 8,0
14 | 71918 Pacient 4 372,0 13,58 M 10 8,2
2.1 | 758-18 Pacient 5 380,7 14,52 M 9 8,2
2.2 | 792-18 Pacient 6 326,0 11,93 M 11 8,5
2.3 | 796-18 Pacient 7 332,7 12,4 F 16 7,2
2.4 | 79418 Pacient 8 344,5 11,41 F 15 7,8
9 M1 395,7 11,55 M 5 7.8
10 M2 393,8 11,18 M 4 7.8
11 M3 3715 11,09 M 6 7,5
12 F1 420,5 12,34 M 3 8,0
13 F2 400,1 11,3 F 1 7,7
14 F3 377,7 10,95 F 2 7,6
15 F4 326,8 9,11 F 8 8,2
16 F5 271,6 7,97 F 7 8,8

4.4.6 Hybridizace

e Blokovaci ¢inidlo (10x Blocking agent) se pfipravuje pfedem, rozpuSténim
lyofilizovaného ¢inidla v destilované vodé bez nukledz 60 minut pii pokojové
teploté.

e Piiprava hybridiza¢niho Mater Mixu.
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Tab. 7: Hybridiza¢ni Master Mix

. Objem na 8
Slozka (zbjle(rril I[‘]al]l reakci + 2
caka in navic [pl]
Cot-1 DNA 2 20
10x aCGH Blocking Agent 4,5 45
2x HI-RPM Hybridization 225 995
Buffer
Celkovy objem 29 290

Ke kazdému vzorku o objemu 16 pul se pfida 29 pl Master Mixu pro hybridizaci.
Objem reakéni smési by mél byt 45 pl.

Propipetovat cca 6x, lehce vortexovat a kratce stocit.

Nasleduje inkubace v termocykleru, nejdiive 3 minuty pii 98°C a poté 30 minut
pii 37°C.

Vzorky odstfedit 1 minutu pti 6000g.

Hybridizace musi nasledovat ihned poté, pokud to neni mozné, je potieba
udrzovat teplotu reak¢éni smési na 37 °C.

Gasket slide se polozi do hybridiza¢ni komiirky gumovym tésnénim nahoru a do
jednotlivych oblasti se opatrné pipetuje smeés — bez bublin. Potom se pfilozi Cip
aktivni stranou dolli a barkodem nahoru.

Hybridiza¢ni komtrka se uzavie ochrannym sklem a dotahne Sroubkem.
Nasleduje alespon 16 hodin hybridizace pti 67°C v hybridiza¢ni peci, ve které
vzorky rotuji rychlosti 20 rpm otacek.

Tab. 8: Pozice na podloznim skle, do kterych jsou nanaseny jednotlivé hybridiza¢ni

smesi.
Array 1 1 Array 1_2 Array 1_3 Array 1_4
¢. 1 ¢ 2 ¢ 3 ¢ 4
1
Qa
O
)
e
é Array 2_1 Array 2_2 Array 2_3 Array 2_4
¢ 5 ¢. 6 ¢ 7 ¢. 8
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4.4.7

Obrazek 5: Hybridizacni pec (Zdroj: vlastni)

Promyti skla s microarray

Nechat predehiat promyvaci pufr 2 (Agilent Oligo aCGH/Chip-on-Chip Wash
Buffer 2) na teplotu 37 °C pies noc. Pufr piedehiivat v plastové lahvi po
destilované vod¢, nechat predehtat i dozu.

Promyt dozy na mikroskla, vlozky a michadla ultra¢istou vodou.

Po hybridizaci vyjmout komirku z hybridiza¢ni pece, povolit Sroubky a sejmout
ochranné sklo.

Pogumované skli¢ko s pfilozenym ¢ipovym sklem ponofit do dézy s odmyvacim
roztokem 1 a oddé¢lit je od sebe pinzetou.

Déale pracujeme pouze s ¢ipovym sklem, které umistime do dalsi dozy

S odmyvacim roztokem 1 na 5 minut za stalého michani pomoci magnetického
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michadla. Poté ponotime skli¢ko do pfedem nahfatého roztoku 2 na 37°C a za

stalého michani promyvame 1 minutu.

Tab. 9: Promyvani array CGH

Déza Promyvaci Teplota Poznamky Cas
pufr
pfi promyvani v doze €. 1 musi
byt sklo stale ponofené o dobu
1 WB 1 RT CHVILINECHAT SKLA | P800
SAMOSTANE
ODPADNOUT

vlozit vloZku a michadlo; z
2 WB 1 RT dozy ¢. 2 prendavame sklo ve 5 min
vlozce rychle do dozy €. 3

vlozit michadlo; z dozy ¢. 3
3 WB 2 37°C vyndavame sklo velmi 1 min
pomalu

4,48 Skenovani

Skla je potieba naskenovat co nejrychleji, aby nedoslo k poskozeni oxidanty a tim snizeni
intenzity signalu. Cipové sklo vloZené do specidlniho drzaku je umisténo do laserového
skeneru. Fluorescen¢ni barvivo CyS5 je skenovano pii 633 nm a barvivo Cy3 pii 532 nm.
Jednotliva pole ¢ipu jsou ozéafena excitaénim svétlem o téchto vinovych délkach. Poté
dochazi k vyzafeni pfebytecné energie ve formé fluorescencniho svétla. Vystupy
zZ laserového skeneru jsou extrahovany do softwarového programu Agilent Feature
Extraction. Ziskana data jsou poté ptenesena do interpretaéniho programu, ve které lze

jednotlivé nalezy hodnotit a urcit jejich klinicky vyznam.
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Obrazek 7: Oskenované ¢ipové sklo pomoci laserového skeneru. Signaly pozorované

pomoci programu Agilent Feature Extraction (Zdroj: vlastni)
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Obrazek 8: Detail ptedchoziho ¢ipu
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5. Vysledky

5.1 Hodnoceni ndalezit

K hodnoceni nalezii jsou vyuzivany interpretacni programy. V nasem ptipad¢ se jedna

0 softwarovy program Agilent CytoGenomics 4.0.2.21 od firmy Agilent Technologies.

5.1.1 Hodnoceni kvality analyzy

Nejprve zkontrolujeme kvalitu provedené analyzy. Program CytoGenomics automaticky
generuje hodnoty, které urcuji, zda je kvalita analyzy vynikajici, vyhovujici nebo
nevyhovujici. Mezi tyto parametry patii standardni odchylka (SD — standard derivation)

a pomery intenzit signal vii¢i pozadi.

Tab. 10: Hodnoty paramentd, které uréuji kvalitu analyzy

Parametr Vynikajici kvalita Vyhovujici Nevyhovujici kvalita
kvalita
Hodnota SD <0,2 <0,3 =0,3 nebo > 0,3

Pomér intenzit
>100,0 > 30,0 = 30 nebo < 30,0
signali vici pozadi

5.1.2 Hodnoceni aberaci

Jednotlivé nalezy miZeme zhodnotit, pokud ma vzorek alespont vyhovujici kvalitu.
Program CytoGenomics zobrazuje cely genom pacienta i jednotlivé chromozomy. Na
oblasti, ve kterych se nachazeji duplikace/delece, detailn¢ zaostfuje. Program nés
informuje, zda se aberace nachazi v intronové, ¢i exonové oblasti, popiipadé kolik exont

se Vzasazené oblasti nachdzi. Zobrazi také tabulku, ve které jsou informace o
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jednotlivych nalezech - uvadi cytogenetickou oblast na chromozomu, druh aberace,
velikost aberace, zasazené geny, pocet sond v dané oblasti, pocatek a konec jednotlivych

zasazenych nukleotidi.

5.1.3 Vizualizace hodnocenych nalezit

Obrazek 9: Nahled na vysledek pacienta v programu Agilent CytoGenomics 4.0.2.21 od
firmy Agilent Technologies. ( Zdroj: vlastni)
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5.2 Interpretace vysledkii

Kurcovani klinického vyznamu nalezenych CNV slouzi tada databazi. Program
CytoGenomics je s nimi pfimo spojen. Mezi nejpouzivanéjsi databaze patii napiiklad
OMIM (Online Mendelian Inheritance in Man), kterd zahrnuje komplexni piehled
lidskych genii a jejich popis. Dalsi znama databaze je DGV (Database of genomic
variants), ktera ziskava data z populacnich studii a obsahuje tedy vétSinou CNV
povazované za benigi (MacDonald et al., 2013). Hojné¢ vyuzivana je DECIPHER
(Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Human using Ensembl

Resources), databaze variant nepovazovanych za benigni.

5.3  Vysledky zpracovanych Cipi

Vzhledem k obtiznosti i finan¢ni naro¢nosti této metody, jsem vzorky nezpracovavala

sama, ale byla jsem jejich zpracovani pfitomna a podilela jsem se na ném.

Cip 1:

Pacient 1: muz, 32 let, vzorek — periferni krev
indikace: patologicky nalez plodu

Pacient 2: zena, 32 let, vzorek — periferni krev
indikace: patologicky nalez plodu

Pacient 3: zena, 8 let, vzorek — periferni krev
indikace: LMD

Pacient 4: chlapec, 1 rok, vzorek — periferni krev
indikace: PMR

Pacient 5: divka, 3 roky, vzorek — periferni krev
indikace: PMR, détsky autismus

Pacient 6: chlapec, 15 let, vzorek — periferni krev
indikace: PMR

Pacient 7: divka, 2 roky, vzorek — periferni krev

indikace: PMR
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Pacient 8: Zena, 30 let, vzorek — plodova voda

indikace: podezieni na chromozomalni aberace plodu

Tab. 11: Vysledky cipu 1

C{SIO Chromozém Lokalita Typ aberace Hodnoceni
pacienta

1 chr7 qll.23 Gain pravdépodobné benigni
chrl0 g25.2 Loss pravdépodobné patogenni
chrX g21.31 Gain varianta nejasného vyznamu

2 chr7 p21.1 Gain benigni
chrl6 pll.2-pll.1 Gain benigni
chrl?7 g21.31 Loss pravdépodobné benigni

3 chrl4 g32.33 Loss varianta nejasného vyznamu
chr5 p15.33 Loss pravdépodobné benigni
chr5 p15.33 Loss benigni
chr7 q34 Loss pravdépodobné benigni
chr8 p23.3 Gain pravdépodobné benigni
chr9 q34.3 Loss pravdépodobné patogenni
chrl0 p15.1 Loss pravdépodobné benigni
chrl5 qll.2 Gain pravdépodobné benigni
chrl?7 g21.31 Gain pravdépodobné benigni

5 chré p25.3 Gain benigni
chr8 p23.1 Loss benigni
chrl0 g23.1 Gain pravdépodobné benigni
chr1l5 gql1.2 Loss varianta nejasného vyznamu
chrl6 pll.2-pl1.1 Gain pravdépodobné benigni
chrl?7 g21.31 Loss pravdépodobné benigni

6 chr3 p26.3 Deletion varianta nejasného vyznamu
chr9 p23 Loss varianta nejasného vyznamu

7 chrl g21.2 Loss pravdépodobné benigni
chr2 q34 Gain varianta nejasného vyznamu
chrd p16.3 Gain benigni
chr5 g33.1 Gain pravdépodobné benigni
chré p25.3 Loss benigni
chr8 p23.1 Loss benigni
chri4 qll.2 Loss pravdépodobné benigni
chr17 g21.31 Loss pravdépodobné benigni

8 chr2 ql3 Gain varianta nejasného vyznamu
chré p25.3 Loss benigni
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Cip 2:
Pacient 9: chlapec, 2 roky, vzorek — periferni krev
indikace: PMR

Pacient 10: divka, 3 roky, vzorek — periferni krev

indikace: PMR, autismus
Pacient 11: muz, 32 let, vzorek — periferni krev

indikace: rodinna anamnéza, u dcery PMR, otec pacienta 7
Pacient 12: Zena, 30 let, vzorek — periferni krev

indikace: rodinna anamnéza, u dcery PMR, matka pacienta 7
Pacient 13: Zena, 33 let, vzorek — periferni krev

indikace: rodinnd anamnéza, u syna mikroduplikace na chromozému X
Pacient 14: chlapec, 14 let, vzorek — periferni krev

indikace: MR, rozstép rtu a patra
Pacient 15: divka, 2 roky, vzorek — periferni krev

indikace: PMR, stigmatizace
Pacient 16: chlapec, 1 rok, vzorek — periferni krev

indikace: PMR, hypotonie

Tab. 12: Vysledky ¢ipu 2

C'I_S|° Chromozém Lokalita Typ aberace Hodnoceni
pacienta
9 chr10 g26.3 Gain benigni
chri3 gl2.11 Gain benigni
chrl7 pl1.2 Gain benigni
chr22 gql2.2 Loss varianta nejasného vyznamu
10 chr3 q29 Loss malé aberace
chrl7 g21.31 Loss benigni
11 chrl gq21.2 Gain malé aberace
chrl q32.2 Gain malé aberace
chr2 g31.1 Gain malé aberace
chr2 g31.1 Gain malé aberace
chr2 q34 Gain varianta nejasného vyznamu
chr4 p16.3 Gain malé aberace
chr4 026 Loss benigni
chr5 p13.3 Gain benigni
chré p25.3 Loss benigni
chrl6 p13.11 Deletion varianta nejasného vyznamu
chrX pl11.23 Gain benigni
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chrX gq27.1 Gain benigni
chrX q28 Gain benigni
12 bez aberace
13 chr22 qll.21 Loss benigni
chrX p22.32 - p22.31 Gain varianta nejasného vyznamu
14 chr2 ql3 Loss nalez ovérit
chrd pl6.1 Gain benigni
chr10 pl2.1 Loss varianta nejasného vyznamu
chrl7 g21.31 Loss benigni
chrX p22.31 Gain varianta nejasného vyznamu
15 chrl g21.2 Loss benigni
chré g22.1 Loss benigni
16 chr5 gql3.2 Loss nalez ovérit
chr5 g35.1 Loss malé aberace
chrll gl3.4 Loss varianta nejasného vyznamu
chrl3 q34 Gain varianta nejasného vyznamu
chr15 gql1.2 Loss malé aberace

5.4  Statistické vyhodnoceni dat array CGH

Statisticky jsem vyhodnocovala data array CGH ziskana na oddéleni OLG Thomayerovy

nemocnice za obdobi 10/18-3/19 (viz. ptiloha 1). Byla ziskana data od 69 pacientt. Do

statistiky nejsou zahrnuty vzorky, ve kterych nebyly detekovany zadné CNV, jsou

zpracovany pouze udaje od pacientli, u kterych byly prokazany zmény v poctu kopii

DNA.

Tab. 13: Pocty detekovanych aberaci

Kategorie aberace Pocet Procento
Benigni 79 28,8%
Pravdépodobné benigni 97 35,4%
Varianta nejasného vyznamu 52 19,0%
Pravdépodobné patogenni 8 2,9%
Patogenni 5 1,8%
Malé aberace 33 12,0%
Celkem 274 100%
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35,4%

Obrazek 10: Graf procentualniho rozlozeni detekovanych variant CNV
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6. Diskuse

CNV jsou podle dostupné literatury fazeny do péti kategorii: patogenni, pravdépodobné
patogenni, varianta nejasného vyznamu, pravdépodobné benigni a benigni. Pro potieby
této laboratote byla zavedena jesté dalsi kategorie — malé aberace. Je pouzivana v pripad¢,
kdy se zména tyka malého poctu bazi a je lokalizovana v intronové oblasti genu. Pfi
hodnoceni to nema vliv na vysledek, ktery je vydavan pacientovi. Je identifikovana spise
pro budouci tcely, pro dal$i vyhodnocovani ¢ipt, pro ptipady, Ze by v oblasti, které jsou

zasazeny, byly v budoucnu identifikovany néjaké geny.

V jednom piipadé€ se jednalo o vySetieni plodové vody, protoze screeningové genetické
testy krve matky v prvnim trimestru ukazaly na riziko chromozomalni aberace. Vysledky
potvrdily vyskyt aberace, kterd je podle soucasné dostupné literatury vcetné databazi
hodnocena jako pravdépodobné benigni nebo varianta nejasného vyznamu, kterd mize
byt asociovana s poruchami autistického spektra, hypotonii, poruchami motoriky, facialni
dysmorfii, opozdénym vyvojem a poruchami uceni. Uvadi se, Ze tato varianta byva velmi

casto zdédéna po jednom z rodict

U patnécti pacientt byla jako vzorek pouzita periferni krev, jednalo se tedy o vysetieni
jejich vlastniho genomu. Z toho u deseti z nich byl divodem vysetieni jejich patologicky
fenotypovy projev. Vzdy se jednalo o n¢jaké formy psychomotorické retardace, Casto
v kombinaci s dalsi vadou, napf. stigmatizaci, rozSt€pem patra. V téchto piipadech $lo o
déti rizného staii. U pacienta Cislo 4 byla nalezena mikrodelece oblasti 9934.3 o velikosti
15 kb. Tento nalez je podle soucasné dostupné literatury hodnocena jako pravdépodobné
patogenni nebo patogenni. K fenotypovym projeviim této delece patii PMR, hypotonie,

obli¢ejové abnormality a pulmonalni stenoza.

Pé&t pacientt byli dospéli lidé. U dvou byl indikaci k vySetieni patologicky nalez plodu.
V tomto piipade se zjiStuje, zda patologie plodu je ziskand od jednoho z rodict nebo jde
0 mutaci de novo. Toto zjisténi je dulezité pro prognézu dalsi gravidity. U prvniho
pacienta byla detekovana patologie, ktera mize mit v pozdé&jsim véku vliv na vznik
karcinomu prostaty. Pacientka 13 podstoupila array CGH analyzu, protoze u jejiho syna
byla nalezena mikroduplikace na chromozomu X. U ni byla detekovana ta sama aberace,
ale patologie se fenotypu neprojevila diky ptitomnosti druhého chromozému X. Pacienti

11 a 12 jsou rodice divky s PMR. V mat¢iné¢ genomu Zzadnd aberace nalezena nebyla.
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V otcoveé genomu byly nalezeny nékteré stejné zmény jako u divky, ale protoze on sam

je zdravy, pravdépodobné tyto aberace vliv na PMR nemayji.

Za obdobi 8/18 — 3/19 bylo vySetfeno 97 pacientd, u kterych byl zjistén vyskyt
chromozomalnich abnormalit. Celkem bylo nalezeno 274 aberaci. Detekovano bylo 1,8%
jasn¢ patogennich CNV, 2,9% pravdépodobné patogennich CNV a 19% variant
nejasného vyznamu. Zbylych 76,3% tadime do kategorii, které nemaji vliv na klinicky

stav pacienta.
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Metoda array CGH se pouziva ve stale vét§im rozsahu. Lze ji povazovat za perspektivni
a kvalitni metodu. Jsou pro ni vytvofeny interpretacni programy umoziujici
standardizovanou analyzu dat ziskanych array CGH. Obsah databazi pouzivanych

K interpretaci nalezu je dale rozsifovan a aktualizovan.

Diky této metod¢ je moznéa detekce submikroskopickych aberaci, kterd Casto ptispiva
k objasnéni pfic¢in klinickych abnormalit u pacientd a umoziuje tak propojit genotyp

s fenotypem.

Pouziva se u pacientl, u kterych byl klasickymi cytogenetickymi nebo 1 jinymi
molekularné-genetickymi metodami stanoven normalni geneticky profil a pfesto
se V jejich fenotypu projevuji abnormality. Slouzi také k upfesnéni nalezu z piedeslych
vysetieni. Casto se pouziva k upfesnéni rodinné anamnézy zdravych rodici s patologiemi

u potomki nebo plodu. Posouva tak cytogenetickou diagnostiku na molekularni uroven.
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9. Seznam priloh

Ptiloha 1: Data ziskana array CGH

51

C{SIO Chromozém Lokalita Typ aberace Hodnoceni
pacienta

1 chrl p36.13 Loss pravdépodobné benigni
chrl g21.2 Loss pravdépodobné benigni
chrd p16.3 Gain benigni

2 chr12 p13.31 Loss benigni

3 chrl4 qll.2 Loss benigni

4 chrl4 g32.33 Loss pravdépodobné benigni

5 chr22 gql2.2 Loss pravdépodobné benigni

6 chr5 ql3.2 Loss pravdépodobné patogenni
chrl7 g25.3 Loss pravdépodobné benigni

7 chrl4 qll.2 Loss benigni

8 chré gql6.1 Loss pravdépodobné benigni
chrl0 qll.22 Loss benigni
chrX p22.33 Deletion pravdépodobné benigni
chrX p22.32 Deletion pravdépodobné benigni
chrY pl1.32 Deletion pravdépodobné benigni

9 chrl2 g21.32 Deletion pravdépodobné benigni
chrl?7 g21.31 Gain benigni
chr22 ql2.2 Loss pravdépodobné benigni
chr15 qll.2 Gain benigni

10 chrl4 g32.33 Loss pravdépodobné benigni

11 chr7 gll.21 Loss benigni
chrl6 pll.2 -pl1.1 Gain pravdépodobné benigni

12 chr7 qll.21 Loss benigni

13 chrl4 g32.33 Loss pravdépodobné benigni
chr15 ql3.1 Loss pravdépodobné benigni

14 chrl7 p13.3 Deletion pravdépodobné benigni
chrX q27.2 Loss pravdépodobné benigni

15 chrl g25.3-9g31.1 Deletion patogenni
chri4 q32.33 Loss pravdépodobné benigni
chr22 gqll.21 Loss patogenni

16 chrl g31.3 Loss pravdépodobné patogenni
chré p25.3 Gain pravdépodobné benigni
chri4 g32.33 Loss pravdépodobné benigni
chr21 g21.1 Loss benigni

17 chrl p36.13 Loss benigni

18 chr2 g31.1 Gain pravdépodobné benigni
chr4 g25 Gain pravdépodobné benigni
chr7 p21.1 Gain pravdépodobné benigni




chr7 q34 Loss pravdépodobné benigni
chrll p15.5 Loss pravdépodobné benigni
chrll ql3.2 Deletion pravdépodobné benigni
chrl5 qll.2 Gain pravdépodobné benigni
chr20 ql3.32 Gain pravdépodobné benigni
chrX g23 Gain pravdépodobné benigni

18 chré p21.1 Gain varianta nejasného vyznamu
chr9 p24.3 Gain varianta nejasného vyznamu
chrl4 gqll.2 Loss benigni

19 chrl g21.2 Loss benigni
chrl4 g32.33 Loss pravdépodobné benigni
chrX pl1.23 Loss pravdépodobné benigni

20 chrl4 g32.33 Loss benigni

21 chr2 g31.1 Gain benigni
chr5 ql3.2 Loss pravdépodobné patogenni
chré ql6.3 Gain pravdépodobné benigni
chr8 pll.1 Gain pravdépodobné benigni
chrl0 p15.1 Loss pravdépodobné benigni
chr15 qll.2 Loss pravdépodobné benigni
chrX pll.22 Gain pravdépodobné benigni

22 chrl p35.1-p34.3 Loss pravdépodobné patogenni
chr7 q34 Loss pravdépodobné benigni
chrl4 qll.2 Loss benigni
chr22 ql2.2 Loss pravdépodobné benigni

23 chr8 pll.l Loss varianta nejasného vyznamu
chrl4 g32.33 Loss pravdépodobné benigni
chrl5 qll.2 Loss pravdépodobné benigni

24 chrX p22.32 -p22.31 Gain patogenni

25 chr2 q37.3 Loss pravdépodobné benigni
chré p25.3 Loss pravdépodobné benigni
chrl7 g21.31 Loss pravdépodobné benigni
chr15 gq24.1 Gain varianta nejasného vyznamu
chrl6 p13.3 Gain pravdépodobné benigni
chri4 qll.2 Loss benigni

26 chrl g31.1 Gain pravdépodobné benigni
chri4 qll.2 Gain benigni
chrX p13.32 Gain benigni

27 chrl7 g31.1 Gain pravdépodobné benigni
chr19 qll.2 Gain benigni
chrX p21.2 Gain pravdépodobné benigni
chrX gqll.21 Gain pravdépodobné benigni

28 chr2 g31.1 Gain pravdépodobné benigni
chré p25.3 Gain pravdépodobné benigni
chr7 p21.1 Gain pravdépodobné benigni
chr15 qll.2 Gain pravdépodobné benigni
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chr22 qll.22 Amplification pravdépodobné benigni
chrX pl1.23 Loss pravdépodobné benigni

29 chr3 p26.3 Loss pravdépodobné benigni
chrl9 gql3.2-q13.31 Gain pravdépodobné benigni

30 chrl?7 g24.3 Gain benigni
chrl9 ql3.43 Gain pravdépodobné benigni
chrX pll.22 Gain pravdépodobné benigni
chrX pll.22 Loss pravdépodobné benigni

31 chr5 g35.2 Amplification pravdépodobné benigni
chrl7 g24.3 Gain benigni
chr18 p11.32 Deletion pravdépodobné benigni
chr20 p11.21 - p11.1 Gain pravdépodobné benigni
chrX pl1.23 Gain benigni

32 chr2 g31.1 Gain pravdépodobné benigni
chrd g25 Gain pravdépodobné benigni
chr7 p21.1 Gain pravdépodobné benigni
chrll p15.5 Loss pravdépodobné benigni
chr15 qll.2 Gain pravdépodobné benigni
chr20 ql3.32 Gain pravdépodobné benigni

33 chr10 qll.22 Loss pravdépodobné benigni
chrX p22.32 Deletion varianta nejasného vyznamu

34 chr2 p24.3 Loss malé aberace
chr2 g31.1 Gain pravdépodobné benigni
chrd qll Loss malé aberace
chrd qll Loss malé aberace

35 chr2 pl6.2 - pl16.1 Loss varianta nejasného vyznamu
chr2 pll.2-pl11.1 Loss varianta nejasného vyznamu
chri3 ql4.2 Loss varianta nejasného vyznamu
chrl6 p13.12 - p13.11 Loss pravdépodobné patogenni

36 chr2 pl6.2 - pl6.1 Loss varianta nejasného vyznamu
chr2 pll1.2-pl11.1 Loss varianta nejasného vyznamu
chri3 ql4.2 Loss varianta nejasného vyznamu
chrl6 p13.12 - p13.11 Loss pravdépodobné patogenni
chrl7 g21.31 Gain pravdépodobné benigni
chry ql1.222 Gain pravdépodobné benigni

37 chrl p21.1 Loss varianta nejasného vyznamu
chr10 g26.3 Gain benigni
chrl6 g23.1 Gain varianta nejasného vyznamu

38 chr7 gql1l.23 Gain pravdépodobné benigni
chr10 g25.2 Loss pravdépodobné benigni
chrX g21.31 Gain pravdépodobné benigni

39 chr7 p21.1 Gain benigni
chrl6 pl1.2-p11.1 Gain benigni
chr17 g21.31 Loss pravdépodobné benigni

40 chrl4 g32.33 Loss varianta nejasného vyznamu
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41 chr5 p15.33 Loss pravdépodobné benigni
chr5 p15.33 Loss benigni
chr7 q34 Loss pravdépodobné benigni
chr8 p23.3 Gain pravdépodobné benigni
chr9 q34.3 Loss pravdépodobné patogenni
chrl0 p15.1 Loss pravdépodobné benigni
chrl5 qll.2 Gain pravdépodobné benigni
chrl?7 g21.31 Gain pravdépodobné benigni

42 chré p25.3 Gain benigni
chr8 p23.1 Loss benigni
chrl0 g23.1 Gain pravdépodobné benigni
chrl5 qll.2 Loss varianta nejasného vyznamu
chrl6 pll.2 -pll.1 Gain pravdépodobné benigni
chrl?7 g21.31 Loss pravdépodobné benigni

43 chr3 p26.3 Deletion varianta nejasného vyznamu
chr9 p23 Loss varianta nejasného vyznamu

44 chrl g21.2 Loss pravdépodobné benigni
chr2 q34 Gain varianta nejasného vyznamu
chrd pl16.3 Gain benigni
chr5 g33.1 Gain pravdépodobné benigni
chré p25.3 Loss benigni
chr8 p23.1 Loss benigni
chrl4 qll.2 Loss pravdépodobné benigni
chrl?7 g21.31 Loss pravdépodobné benigni

45 chr2 ql3 Gain varianta nejasného vyznamu
chré p25.3 Loss benigni

46 chr3 p26.3 Gain varianta nejasného vyznamu
chr3 gl3.11 Loss varianta nejasného vyznamu
chr4 g21.1 Gain varianta nejasného vyznamu
chrd q28.3 Gain pravdépodobné benigni
chr4 g32.1 Gain varianta nejasného vyznamu
chré g22.31 Gain varianta nejasného vyznamu
chr7 gqll.21 Loss benigni
chril p15.4 Loss benigni
chril g22.1 Gain varianta nejasného vyznamu
chri3 g21.1 Gain benigni
chri4 g32.33 Gain varianta nejasného vyznamu
chrX p22.33 - p22.32 Gain benigni
chrX p21.1 Gain varianta nejasného vyznamu

47 chr5 ql3.2 Loss nalez ovérit

48 chr2 ql3 Gain varianta nejasného vyznamu
chr7 p22.3 Deletion varianta nejasného vyznamu
chr15 qll.2 Gain benigni

49 chrl0 gqll.22 Loss benigni
chrl6 p13.11 Loss pravdépodobné patogenni
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chrl6 pll.2-pll.l Gain pravdépodobné benigni
50 chrl g42.2 Gain pravdépodobné benigni
chr5 g21.3 Gain malé aberace
chrl0 ql1.22 Loss benigni
chr22 gqll.21 Loss malé aberace
51 chr7 q34 Loss benigni
chrl4 gqll.2 Loss benigni
chrl6 pll.2-pll.1 Gain benigni
chrl?7 gql1.2 Loss patogenni
52 chr2 q24.2 Loss malé aberace
chrd g34.1 Gain pravdépodobné benigni
chrY ql1.222 Gain malé aberace
53 chrd pl16.3 Gain pravdépodobné benigni
54 chrd g25 Gain malé aberace
chr7 q34 Loss pravdépodobné benigni
chr8 p23.1 Gain benigni
chrl0 g26.3 Gain benigni
chrll ql3.2 Loss malé aberace
chril g25 Gain benigni
chrl4 qll.2 Loss pravdépodobné benigni
chr15 ql5.3 Gain malé aberace
55 chr2 g31.1 Gain benigni, malé aberace
chrd pl16.3 Gain benigni
chr4 gl3.1 Gain varianta nejasného vyznamu
chrd q28.3 Loss benigni
chr8 p23.1 Gain benigni
chr8 pll.1 Loss benigni, malé aberace
chrl5 ql3.1 Loss malé aberace
chr20 pl1.21-pl1.1 Gain varianta nejasného vyznamu
chr21 g21.1 Loss benigni
chrX pl1.23 Loss benigni, malé abrece
56 chr2 g31.1 Gain benigni, malé aberace
chré q24.2 Loss malé aberace
chr7 p21.1 Loss malé aberace
chrX pl1.23 Loss benigni,malé aberace
57 chr2 ql3 Gain benigni
chr2 g36.1 Gain varianta nejasného vyznamu
chr4 g35.2 Gain malé aberace
chr7 p22.3 Deletion malé aberace
chr9 g33.1 Gain varianta nejasného vyznamu
chri3 g32.3 Loss varianta nejasného vyznamu
chr15 qll.2 Gain benigni
chr21 g21.1 Loss benigni
chrX p22.33 Gain malé aberace
chrX p22.33 Loss malé aberace
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chrX p22.33 Loss malé aberace
chrX p22.31 Loss varianta nejasného vyznamu
chrX p22.2 Loss malé aberace
chrX g21.1 Loss malé aberace
58 chr5 gl3.2 Loss nalez ovérit
chrl6 pll.l Gain malé aberace
chrX g22.3 Gain malé aberace
chrX g24 Gain malé aberace
59 chrl?7 g24.1-9g25.3 Gain patogenni
60 chr2 g32.3 Loss varianta nejasného vyznamu
chr2 g37.3 Loss benigni
chré p25.3 Loss benigni
61 chr3 p26.3 Gain varianta nejasného vyznamu
chr3 gl3.11 Loss varianta nejasného vyznamu
chr4 g21.1 Gain varianta nejasného vyznamu
chrd q28.3 Gain pravdépodobné benigni
chr4 g32.1 Gain varianta nejasného vyznamu
chré gq22.31 Gain varianta nejasného vyznamu
chr7 qll.21 Loss benigni
chr8 ql3.3 Gain malé aberace
chrll pl5.4 Loss benigni
chril g22.1 Gain varianta nejasného vyznamu
chri3 g21.1 Gain benigni
chrl4 q32.33 Gain varianta nejasného vyznamu
chrX p22.33 - p22.32 Gain benigni
chrX p22.11 Gain malé aberace
chrX p21.1 Gain varianta nejasného vyznamu
62 chr4 g32.1 Gain varianta nejasného vyznamu
63 chrl0 g26.3 Gain benigni
chri3 gql2.11 Gain benigni
chrl7 pl1.2 Gain benigni
chr22 gql2.2 Loss varianta nejasného vyznamu
64 chr3 g29 Loss malé aberace
chrl7 g21.31 Loss benigni
65 chrl g21.2 Gain malé aberace
chrl q32.2 Gain malé aberace
chr2 g31.1 Gain malé aberace
chr2 g31.1 Gain malé aberace
chr4 p16.3 Gain malé aberace
chr4 g26 Loss benigni
chr5 p13.3 Gain benigni
chré p25.3 Loss benigni
chrl6 pl13.11 Deletion varianta nejasného vyznamu
chrX pl11.23 Gain benigni
chrX g27.1 Gain benigni
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chrX q28 Gain benigni

66 chr22 gll.21 Loss benigni

67 chr2 ql3 Loss nalez ovérit
chra pl6.1 Gain benigni

68 chrl gq21.2 Loss benigni
chré g22.1 Loss benigni

69 chr5 ql3.2 Loss nalez ovérit
chr5 g35.1 Loss malé aberace

chrl5 gql1.2 Loss malé aberace
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10. Seznam pouzitych zkratek

Array-CGH - Array-Comparative genomic hybridization (komparativni genomova
hybridizace na ¢ipech)

CNV — copy number variation (varianty v poc¢tu kopii)

CRA — Chromosome Resolution Additive (piisada pro vyssi rozliSeni chromozomil)
Cy3 —Cyanin 3

Cy5 — Cyanin 5

DECIPHER - Database of Chromosomal Imbalance and Phenotype in Human using
Ensembl Resources

DGV - Database of Genomic Variants

EDTA — kyselina etylendiamintetraoctova

FISH — Fluorescence in situ hybridization (Fluorescenéni in situ hybridizace)

ISCA Konsorcium — The international Standards for Cytogenomic Arrays Consortium
(mezindrodnich standardl pro cytogenomické Cipy)

ISCN — An International System for Human Cytogenetic Nomenclature (Mezinarodni
systém lidské cytogenetické nomenklatury)

LMD - lehka mozkova dysfunkce

NT — Nuchalni Translucence (Sijové projasnéni)

OMIM - Online Mendelian Inheritance in Man

PBS — fosfatovy pufr

PMR — psychomotoricka retardace

SD — Standard Derivation (standardni odchylka)

TAR — Telomere Associated Repeats (repetitivni sekvence asociované s telomerickymi

oblastmi chromozomt)

TE pufr — TrissEDTA pufr
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