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Abstrakt

Mikrodele¢ni syndromy jsou komplexni onemocnéni, zplsobena ztratou genetické
informace v dusledku kryptickych deleci menSich nez 5 Mb. Jsou pfi€inou velkého mnozZstvi
vady a abnormality ¢i poruchy chovani. Bylo dokdzano, ze v jistych ptipadech hraje
parentalni pivod postizeného chromozomu roli pfi vzniku mikrodele¢nich syndroma. Pfi
vzniku Angelmanova, Prader-Williho a Beckwith-Wiedemannova syndromu vyrazné
zasahuje genovy imprinting, ktery zapfi¢ifiuje nerovnomérné postizeni chromozomu. Diivody
vyrazné prevahy postizeni jednoho z paterndlné zdédénych chromozomil u syndromu Cri du
chat, monosomie 1p36 a Phelan-McDermidova syndromu jsou odlisné¢ a vliv genového

imprintingu u téchto syndromt nebyl potvrzen.

Klic¢ova slova: mikrodelece, mikrodelecni syndromy, metylace, genovy imprinting



Abstract

Microdeletion syndromes are complex diseases caused by loss of genetic information
resulting from cryptic deletions which are smaller than 5 Mb. They are cause a large number
of phenotypic features. Most common are developmental and mental retardations, various
physical defects and abnormalities or behavior problems. It has been shown, that in some
cases plays a role parental origin of affected chromosome in microdeletion syndrome. In
Angelman, Prader-Willi and Beckwith-Wiedemann syndromes is unequal disability
of chromosomes caused by genomic imprinting. The reasons for dominance disability of one
parental chromosome in Cri du chat syndrome, monosomy 1p36 and Phelan-McDermid

syndrome are different and the effect of genomic imprinting has not been confirmed.
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Uvod

Chromozomové piestavby, mezi které se fadi i mikrodelece, jsou zodpovédné za 25 %
spontannich potratii a porozeni mrtvych plodii (Shaffer and Lupski, 2000). Kryptické delece
neboli mikrodelece zplisobuji vznik variabilnich fenotypovych znakii, a tudiz i1 klinicky
rozpoznatelnych syndromi. Nejen na tyto znaky maji v nékterych ptipadech zésadni vliv
epigenetické modifikace. Tedy modifikace, které¢ jsou dédi¢né, a reguluji projev genu beze
zmény v sekvenci DNA. Jednou z nejlépe prostudovanych epigenetickych modifikaci je
metylace DNA, uplatiujici se v zasadnich bunécnych procesech véetné fenoménu genového
imprintingu. Genovy imprinting zptsobuje tzv. monoalelickou expresi, kdy se plné projevi
pouze jedna alela genu a druhd je umlcend. Dnes je identifikovano pies 300 lidskych
imprintovanych geni (Catalogue of parent of origin effects). Mutace nckterych z nich se

vyznamn¢ podili na vzniku konkrétnich onemocnéni.

VeétSina mikrodeleénich syndromi vznikd v diisledku mikrodeleci, ke kterym dochézi ve
stejné mife na paterndlné a materndlné¢ zdédéném chromozomu. Nekteré mikrodelecni
syndromy jsou ovSem pevn¢ spjaty s mikrodeleci lokalizovanou pravé a pouze na materndlné
nebo pravé a pouze na paterndlné zdédéném chromozomu. Takovéato situace nastava, pokud
k mikrodeleci dochéazi v regionu s vysokou koncentraci geni podléhajicich genovému
imprintingu. Kromé toho existuji jesté syndromy, jejichZ vznik neni zavisly na parentdlnim
puvodu postizeného chromozomu, ovSem mira cCetnosti mikrodeleci mezi paternalné

a maternan¢ zdédénymi chromozemi je prokazatelné¢ nerovnomérna.

Tato prace si klade za cil podrobnéji analyzovat mechanismy genového imprintingu, tlohu
genového imprintingu pifi vzniku vybranych mikrodelecnich syndromi a pficiny
nerovnomérného vyskytu kauzalnich mikrodeleci mezi paterndlné¢ a maternalné¢ zdédénymi

chromozomy u vybranych mikrodele¢nich syndromu



1. Mikrodele¢ni syndromy

1.1. Chromozomové piestavby

Chromozomové piestavby jsou mutantni zmény postihujici genom. Mohou zpuUsobit
naruSeni genu, zménu poctu jeho kopii a genomovou nestabilitu vedouci k patologickym
stavim. Patii mezi né duplikace, delece, inzerce, translokace apod. (Lupski, 1998). V roce
2000 byly chromozomové piestavby detekovany u 0,6 % vSech novorozenci. Mély za
nasledek 25% spontannich potratl a porozenych mrtvych plodi, z toho k 50 — 60 % doslo
v prvnim trimestru te¢hotenstvi (Shaffer and Lupski, 2000). Distribuce deleci, duplikaci
a inzerci spolecné oznacCovanych jako copy number variants (CNV) nebo copy number
polymorphisms (CNP), je mnapfi¢ populacemi utvafena mutacemi, pfirodnim vybérem
a demografickymi faktory (Redon et al., 2006), a je hlavnim zdrojem lidské genetické
variability a genomové diverzity (Zhang et al., 2009). Nestabilita a z ni vyplyvajici mutabilita
lidského genomu byla umocnéna ptitomnosti opakujicich se sekvenci jako low copy repeats
(LCR), segmentarnich duplikaci (SD), kratkych vmezetenych elementt (SINE-short
interspersed nuclear elements) a dlouhych vmezetenych elementti (LINE -long interspersed

nuclear elements) (Carvalho et al., 2010).

Korelace mezi pfestavbami a klinickou manifestaci dovolila rozvoj novych diagnostickych
postupll poskytujicich informace k progndéze onemocnéni. Bylo navrZzeno nékolik hlavnich
mechanismi chromozomovych piestaveb: nealelickd homologni rekombinace (NAHR),
nehomologni spojovani konct (NHEJ) a replika¢ni mechanismy. Ddle zde hraji roli dlouhé

vmezefené elementy (LINE) zprostiedkované inzerci retrotranspozi¢nich nebo mobilnich

elementt (MEI) (Liu et al., 2012).

1.2. Delece

Delece je jednou z nebalancovanych strukturnich pfestaveb chromozomu, tedy pifestaveb,
které vedou ke ztraté urcité ¢asti chromozomu a které tvoii 3% chromozomovych abnormalit
(Shaffer and Lupski, 2000). Prvnimi objevenymi delecemi u ¢lovéka byla delece v distalni
casti kratkého raménka patého chromozomu (5p), spojovana se syndromem Cri du chat,
a delece v distalni casti kratkého raménka na ¢tvrtém chromozomu (4p), kterd byla pozdéji
spojena s Wolf-Hirshornovym syndromem. Delece se mohou vyskytovat kdekoliv v genomu,
ovSem jisté oblasti jsou vice nachylné k delecim nez jiné (Brewer et al., 1998). Naopak

v nekterych oblastech nebyly delece nikdy pozorovéany, coz mtize byt zptisobeno tim, ze tyto

2



oblasti pravdépodobné obsahuji senzitivni geny, u kterych by delece byla letdlni (Shaffer and
Lupski, 2000).

Mezi mechanismy vzniku deleci se fadi zlomy indukované zevnimi mutageny (chemicka
¢inidla, UV zafeni), chyby pii replikaci, abnormalni segregace chromozomt s balancovanou
prestavbou a zvlasté nealelickd homologni rekombinace (NAHR) v oblastech LCR (Lupski
and Stankiewicz, 2005). LCR (low copy repeats), téz nazyvané jako segmentalni duplikace,
jsou region-specifické oblasti DNA majici obvykle od 10 do 40 000 kb, jez jsou z vice jak
97 % identické. Mohou obsahovat geny, genové fragmenty nebo endogenni retrovirové
sekvence (Stankiewicz and Lupski, 2002). Tfi mechanismy vzniku deleci nasledkem NAHR
ilustruje obr. 1 — jednd se o interchromozomalni, intrachromozomalni a intrachromatidovou

rekombinaci.

. Interchromozomova rek. Intrachromozomova rek. Intrachromatidova rek.

(interchromatidova)

1 Al

delece
duplikace duplikace

delece delece

Obr. 1: NAHR jako mechanismus vzniku deleci a duplikaci; rekombinace (rek.) (Prelozeno a
prevzato z Liu et.al. 2012)

Delece rozliSujeme na termindlni a intersticidlni. Termindlni delece jsou vysledkem
jednoho zlomu na konci chromozomu a nasledné ztraty koncového segmentu. Intersticialni
delece jsou zplisobeny dvéma zlomy a ztritou segmentu uvniti raménka a ndslednym
spojenim zbyvajicich ¢asti chromozomu. Je nutné podotknout, ze pacienti s onemocnénimi
zpliisobenymi intersticidlnimi delecemi, do jist¢ miry sdili lokalizaci 1 velikost delece.
Dtkazem mitize byt napiiklad DiGeorglv (velocardiofacidlni) syndrom, u kterého ma vice jak
90% pacient shodnou deleci o velikosti 3Mb (Carlson et al., 1997). Klinické ptfiznaky

onemocnéni Casto koreluji s rozsahem chybéjiciho segmentu (Shaffer and Lupski, 2000).
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Pokud delece zahrnuje vyznamnou ¢ast chromozomu, mizeme hovofit o parcidlni
monozomii. Tedy o stavu, kdy je pfitomna pouze jedna kopie piislusné ¢asti chromozomu,

zatimco ostatni ¢asti chromozomu jsou ptitomné ve dvou kopiich.

K detekci deleci a obecné chromozomalnich pifestaveb se od 60. let dvacatého stoleti
pouziva technika pruhovani chromozomi. Pruhovani je zaloZeno na synchronizaci a inhibici
déleni buné€k, ptidanim mitotického inhibitoru, a nasledné obarveni chromozomil, coz umozni
vizualizaci a diferenciaci homologii na zaklad¢ jejich morfologie. V soucasné dob¢ je
nejpouzivangj§im typem k detekci chromozomadlnich aberaci G-pruhovéni, pfi némz jsou
chromozomy ¢éaste¢né natraveny trypsinem a obarveny Giemsou, kterd vytvoii typické pruhy
a vizualizuje tak vétSinu transkripéné aktivniho chromatinu - euchromatinu. Tyto klasické
metody jsou ale limitovany rozliSenim svételného mikroskopu a nejsou schopny detekovat

zmény mensi nez SMb (Vissers et al., 2003).
1.3. Mikrodelece

Na pocatku osmdesatych let dvacatého stoleti zkombinovala klinicka cytogenetika metody
cytogenetické a metody molekularni biologie, ¢imZz umoznila identifikaci malych deleci,
mensich nez 5 Mb, téz ozna¢ovanych jako kryptické ptestavby (Schinzel, 1988). Mikrodelece
jsou tedy kryptické delece o velikosti mensi nez SMb, které mizeme identifikovat pouze
technikami s vysokym rozlienim. Casto indukujici vznik klinicky rozpoznatelnych
syndromtl. Prvni patologické mikrodelece byly objeveny diky sérii pacientd vykazujicich
stejné klinické znaky. Pocet gentli, které se nachazeji v deletované oblasti, mize piimo
korelovat s fenotypovym projevem prostiednictvim klinickych ptfiznakt (Shaffer and Lupski,

2000).
1.4.Mikrodelecni syndromy

Mikrodele¢ni syndromy (MS) jsou syndromy, zplisobené ztratou genetick¢ informace
v disledku kryptickych deleci, zahrnujici velkou skupinu onemocnéni s klinicky
rozpoznatelnymi pfiznaky. Velka ¢ast deleci mé pro kazdy syndrom uniformni velikost, coz
naznacuje, ze nékteré regiony chromozomu mohou mit predispozice pro ztratu malych
fragmentli (Devriendt and Vermeesch, 2004). Navzdory uniformni velikosti vétSiny deleci
konkrétntho MS jsou jejich klinické rysy rtznorodé, komplexni a s velkym rozsahem
fenotypové manifestace, coz mizeme vysvétlit deleci jednoho kauzélniho genu zptsobujici

haploinsufienci, kdy se ztrati jedna alela genu a zbyvajici funkéni alela neni schopna
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dostatecné vytvatfet produkt pro zajist€éni normalni funkce. Dal§i moZnosti je vznik deleci
zahrnujicich vice genl v tésné blizkosti, které ovliviiuji fenotyp nezéavisle na sobé. V roce
1968 popsal tyto delece R. Schmickel a nazval onemocnéni z nich vyplyvajici jako syndromy

ptilehlych gent (contiguous gene syndromes, CGS) (Theisen and Shaffer, 2010).

Vliv na fenotypovou variabilitu syndromit maji i enviromentalni faktory a epigenetické

modifikace, jako jsou metylace DNA a remodelace chromatinu (Birney et al., 2007).
1.4.1. Detekce mikrodeleci

Detekce mikrodeleci, vedoucich mnohdy ke vzniku zavaznych onemocnéni, vyzaduje
specidlni metody molekuldrni cytogenetiky, mezi néz patii genomové Cipy tzv. arrays,
fluorescencni in situ hydridizace (FISH), kvantitativni retézova polymerdzova reakce (qPCR)
a MLPA (Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification).

Array Comparative Genomic Hybridization (aCGH) je metoda, kterd kvantitativné méti
pocet submikroskopickych zmén DNA, mapuje jejich sekvenci v genomu (Solinas-Toldo et
al., 1997) a je schopna vySetfit najednou tisice genomovych lokust (Vissers et al., 2003). Je
zaloZzend na principech komparativni genomové hybridizace, kdy jsou pomoci odlisnych
flourochromti oznaceny testovand DNA (zelen€) a normalni kontrolni DNA (Cervené). Ty
spolecné hybridizuji s normalnimi metafazickymi chromozomy v piipadé klasické CGH. U
¢ipovych CGH metod jsou chromozomy nahrazeny imobilizovanymi fragmenty DNA
umisténé na mikro€ipu, coz vyrazné zvySuje rozliSovaci schopnost metody (Solinas-Toldo et
al., 1997). Vysledky se porovnavaji pomoci pocitace. Pokud je na vystupu lokusu zvyseny
pomér zelené barvy, je sekvence amplifikovana nebo duplikovana. Pokud ptevazuje barva
Gervena, jedna se o deleci nebo jakoukoli chromozomélni ztratu. Zlutd barva znaéi

nepiitomnost CNVs. (Kallioniemi et al., 1992).

Pti Single Nukleotid Polymorphims (SNP) array je oznacena a hybridizovana na komer¢ni
¢ipy (Bernardini et al., 2009) pouze testovand DNA, ktera je porovndvéana se zndmymi vzorky
DNA (Manning and Hudgins, 2010). Oproti aCGH je SNP array limitovana distribuci
jednonukleotidovych polymorfismti (SNP) v genomu, ale poskytuje navic informaci o ztraté

heterozygozity (Schaaf et al., 2011).

Fluorescencni in situ hybridizace (FISH) ma Siroké vyuziti od identifikace chromozomt,
detekce chromozomalnich abnormalit az k lokalizaci sekvenci na chromozomech (Trask,

1991). Pracuje s fluorescenéné znacenymi sondami, které jsou komplementarni ke zvolené
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vySetiované sekvenci, navazi se na ni a tim ji zviditelni. Tuto specifickou sekvenci DNA ¢i
RNA Ize pozorovat pomoci fluorescenéniho mikroskopu. FISH poskytuje analyzu

specifickych cilovych mist, ale neumoziuje kompletni analyzu genomu (Halder et al., 2013).

Kvantitativni polymerdzova retézovad reakce (qPCR) je variantou klasick¢ metody PCR,
kdy pomoci jednofetézovych useki DNA — primeri amplifikujeme specifickou vybranou
sekvenci DNA, pficemz jeji vstupni mnoZzstvi mize byt extrémné malé. Exponencidlné se
zvySuje mnozstvi vybran¢ho fragmentu jako vysledek opakovani cykld zahrnujici denaturaci
templatu, nasednuti primeri a néslednou syntézu nového fetézce pomoci DNA polymerazy
(White et al., 1989). Kvantitativni PCR vyuziva jak nespecifickd fluorescen¢ni barviva, tak
sekvenéné specifické sondy s napojenym fluorescenénim reportérem, které hybridizuji
s vybranou DNA sekvenci a generuji signal jako reakci na amplifikaci sekvence (Gelmini et
al., 1997). Monitorovanim emitovani takto vzniklé fluorescence mizeme sledovat genovou
expresi v realném case. Nyni se qPCR jiz bézn¢€ pouziva k detekovani CNVs (Weksberg et al.,

2005a).

MLPA (Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification) je metoda odvozend rovnéz
od PCR, pfi¢emz mnozstvi oligonukleotidovych sond hybridizuje se specifickou sekvenci
nukleové kyseliny. UmoZzni ndm najednou vySetfovat az padesat sekvenci. Kazda sonda se
skladd ze dvou oligonukleotidovych sekvenci, kratké a dlouhé. Kratkd oligonukleotidova
sekvence obsahuje specifickou targetovou (cilovou) sekvenci. Dlouhd oligonukleotidova
sekvence, odvozend od faga M13, obsahuje kromé specifické targetovaci sekvence i sekvenci
o variabilni délce. Sekvence se zliguji po hybridizovani s cilovou sekvenci a jsou zdrojem
signdlu. Porovnanim vrcholi signali hybridiza¢nich sond, lze indikovat sekvence

s nenormalnim poctem kopii (Schouten et al., 2002).

2. Genovy imprinting
2.1.Epigenetické modifikace

Jako prvni pouzil slovo epigenetika v roce 1942 Conrad Waddington pii studiu octomilky
(Drosophila Melanogaster) a to pro vztah mezi genotypem a fenotypem. Waddington
usuzoval na zéklad¢ existence genil, které fidi a reguluji vznik casti téla octomilky, Ze

z genotypu vznikd postupnymi programovanymi zménami fenotyp (Waddington, 1942) Dnes



je epigenetika chapéna jako dédicné zmény v genové expresi, které nejsou zpisobeny zménou
v sekvenci DNA (Rodenhiser and Mann, 2006). Epigenetické modifikace tedy reguluji
interpretaci genetické informace jak prostfednictvim proteini — metyltransferdaz, histon-
deacetyldz a proteinii asociovanych s heterochromatinem, tak proteinovych komplext —
skupiny polycomb proteinti (PcG) (Rivera and Bennett, 2010). ProtoZe jsou tyto modifikace
dédicné, mohou byt stabilné predavany na dalsi generace bunék. Tyto modifikace predstavuji
metylace cytosinovych zbytkdi v DNA hrajici zasadni roli pfi genovém imprintingu,
posttransla¢ni modifikace histonti zahrnujici acetylaci a metylaci lysinovych zbytki na jejich
N-koncich a umlcovani genti pomoci nekodujici RNA (napf. miRNA), vcetné regulace
exprese imprintovanych gent (Egger et al., 2004). Kazd4 burka si nese sviij epigeneticky
vzor, ktery musi byt fadné udrzovan pro zajisténi spravné regulace genové exprese. Odchylky
od vzoru metylace DNA nebo modifikace histonii mohou vést k nejriiznéjSim onemocnénim

(Egger et al., 2004).

2.2. Metylace DNA

Metylace DNA je pravdépodobné nejprostudovanéjsi chemicka a epigenetickd modifikace
chromatinu. Uplatituje se v buné&cné a tkanové diferenciaci, signalni transdukci riistovych
faktorii, kontrole bunééného cyklu (Jackson-Grusby et al., 2001). Je vyuzivand k potlaceni
iniciace (represi) transkripce, umléeni parazitdrni virové DNA (Jihner et al., 1982) a je
nepostradatelnd b&hem embryonalniho vyvoje (Jaenisch, 1997). Dale se uplatiuje pfi
inaktivaci jednoho chromozomu X, ktery je u savcii béhem samiciho embryondlniho vyvoje
transkripéné umlcen (inaktivovan) jako kompenzace davky genti mezi samci (XY) a samicemi
(XX) (Lyon, 1961). Hraje stézejni roli v ramci fenoménu genového imprintingu (Li et al.,
1993). Imprintované geny jsou charakteristické rozdilnou expresi maternalné nebo paternalné
zdédeénych alel. Disregulace imprintingu genli mize vést k riznym onemocnénim vcetné
rakoviny (Bachmann and Bergmann, 2012). U savci se metylace vyskytuje témét vyhradné
v CpG (cytosin-fosfat-guanin) dinukleotidech po celém genomu s vyjimkou CpG ostruvkd.
CpG ostravky jsou oblasti genomu o velikosti vice jak 500 Mb s nadpolovicnim obsahem CG
dinukleotidii, které byly uchovany béhem evoluce bez metylace (Egger et al., 2004). V mnoha
ptipadech jsou CpG bohata mista asociovana s promotory genii (Weber et al., 2005). V CpG
mistech je cytosin metylaci zménén na 5-metylcytosin (m’C). m’C piedstavuje asi 1 %
ze vSech bazi DNA a ovliviiuje tak 70 — 80% vSech CpG dinukleotidi v genomu (Ehrlich et

al., 1982). Metylace navodi vznik heterochromatinu, ktery je transkripéné neaktivni.



2.2.1. DNA metyltranferazy

DNA (cytosin-5) metyltranferdzy (DNMT) jsou skupinou proteini, kterd je zodpovédna
za vytvofeni a udrZeni metyla¢niho vzoru DNA v sav¢ich bunikach tim, Ze katalyzuji adici
metylové skupiny z S-adenosyl-L-metioninu, na paty atom uhliku cytosinu (Robertson,
2002a). Prvni DNMT byla zaznamendna v roce 1988 a od té doby bylo identifikovano
na zéklad¢ sekvencéni podobnosti mnoho proteinovych homologl véetné tfi rodin sav€ich
metyltransferaz — DNMT1, DNMT2 a DNMT3. Rodiny DNMT1 a 3 jsou katalyticky aktivni

a podileji se na vyznamnych bunécnych procesech (Bestor, 2000).

DNMTTI1 je primarni udrzovaci metyltransferdzou diky semikonzervativnimu zptisobu
replikace a vysoké preferenci k hemimetylovanym dvouvldknovym DNA (Bacolla et al.,
1999). Pfi semikonzervativni replikaci DNA vznikaji dvé dcefiné molekuly, které jsou
hemimetylované. Jedno vldkno je tedy pln€¢ metylované a nese v sobé zakédované metylacni
vzory a druhé nové vladkno metylovano neni viibec. DNMT1 metyluje nové vzniklé vladkno
podle vzoru vldkna plivodniho a udrzuje tak epigenetickou informaci. Alternativnim sestfihem
lidského genu DNMTI vznikd nékolik izoforem — DNMTIlb, DNMTlo a DNMTIp
(Robertson, 2002b).

Navzdory tomu, Ze postradd Kkatalytickou aktivitu, je DNMT2 pravdépodobné tou
nejuniverzalngjs$i metyltransferazou, nebot’ byla nalezena v celé Skale organizmi od kvasinek
po Cloveka. Gen DNMT?2 byl objeven pii pokusech o identifikovani de novo metyltransferazy
v roce 1998 (Yoder and Bestor, 1998).

Sav¢i genom koduje dvé funkéni rodiny metyltransferdiz DNMT3 — DNMT3a a DNMT3b,
které metyluji primarné CpG dinukleotidy, a tfeti homolog DNMT3L, ktery postrada
metyltranferazovou aktivitu (Goll and Bestor, 2005). DNMT3a jsou asociované se
strukturalnimi zménami chromatinu pies protein-proteinové interakce a transkripty DNMT3a
jsou exprimovany v dospélych tkénich, ranych embryich, embryonalnich zarodec¢nych
buitkach a v nddorovych bunéénych liniich (Xie et al., 1999). V porovnani s DNMT3a je
exprese DNMT3b ve vétsing tkani nizsi s vyjimkou varlat, coZ naznacuje jeji klicovou ulohu
ve spermatogenezi (Okano et al., 1998; Robertson et al., 1999). Diky alternativnimu sesttihu
existuje nekolik izoforem DNMT3b napt. DNMT3b1l, DNMT3b4, DNMT3b5 (Robertson et
al., 1999).



Lidsky gen DNMT3L (DNA methyltransferase 3-like) byl identifikovan v roce 2000
analyzou databaze sekvenci genomu (Aapola et al., 2000). DNMT3L je katalyticky neaktivni,

ale vysoce exprimovan ve varlatech a mysich embryich (Aapola et al., 2001).
2.2.2. Mechanismy represe transkripce

V kazdé buiice je DNA ovinut4 okolo oktamert bazickych proteinti — histontt H2A, H2B,
H3 a H4, vytvarejicich tak nukleozom (Peterson and Laniel, 2004). Tyto nukleozomy tvofi
chromatin, jehoZ struktura mé& vyrazny vliv na genovou expresi. Pokud je chromatin
kondenzovan, geny jsou inaktivovany a naopak — genova exprese je aktivovana, kdyZz je
chromatin rozvolnén. Obecné je chromatin ¢lenén na transkripéné aktivni euchromatin
a transkripéné neaktivni heterochromatin (Rountree et al., 2001). Histony jsou hlavnim cilem
kovalentnich modifikaci. Ve vétSin¢ ptipadli jsou modifikovany jejich N-konce. N-konec

histonu H3 se zda byt hlavnim cilem metylaci (Weissmann and Lyko, 2003).

Metylace DNA potlacuje genovou transkripci dvéma zptsoby. Prvnim zpisobem je pfimé
zabranéni navazani transkripénich faktort (TF) na nukleozém, které vyZzaduji kontakt
s cytosinem. VétSina savéich TF ma vazebnd mista bohatd na CG a struktury rozpoznavajici
DNA bohatou na CpG. Metylace CpG vede k naruSeni ¢i Uplnému zni¢eni vazby TF
na nukleozém (Bird and Wolffe, 1999).

Druhou moznosti je navdzani komplext, které vedou ke zméné struktury chromatinu
do neaktivni formy. Metylované oblasti DNA sousedici s promotorem genu mohou piijmout
metylcytosin-vazajici proteiny, které se asociuji s proteinovymi komplexy obsahujici
korepresory a histondeacetyldzy. Navazani téchto komplex na DNA ma za nésledek pfechod
struktury chromatinu z aktivni do neaktivni formy (Attwood et al., 2002). Deacetylazy
odeberou acetylové skupiny histoniim, coz vede ke zkompaktnéni chromatinu a tim k represi

transkripce (Hui Ng, 2000).
2.3. Genovy imprinting

V diploidnim organismu existuje kazdy gen ve dvou kopiich - alelach. Jedna alela pochazi
od matky a druhd od otce. VéEtSina geni mize byt exprimovana jak z matetské tak otcovské
alely. Existuji ale geny s tzv. monoalelickou expresi — coz je stav, kdy je jedna alela umlcena
(imprintovand) a plné se projevi pouze druha alela. Tento jev rozdilné exprese genil zavislé
na rodicovském piivodu alely se nazyva genovy imprinting (Delaval and Feil, 2004). Zasadni

epigenetickou modifikaci odli$né oznacujici parentdlni chromozomy je metylace. Metylace
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napliiuje principidlni mechanismy genového imprintingu, jimiZz jsou vliv na transkripci,
dédi¢nost v somatickych builkkdch a moZnost pfedavat informaci do dcefinych bungk,
schopnost vytvofeni se na fyzicky oddélenych parentdlnich chromozomech a moznost
vymazani a znovu ustanoveni v nové generaci bun¢k (Ferguson-Smith, 2011). S imprintingem
souvisi vyssi riziko spojené s mutacemi, kdy mutace v jedné a jediné funk¢ni alele miize vést
k absenci produktd genu, kterd mlZe vyustit vonemocnéni jako naptiklad Beckwith-

Wiedemanniv syndrom (Reik et al., 1995).

Genovy imprinting byl objeven vroce 1984 diky experimentim s transplantaci jader
provedenym D. Solterem a A. Suranim a hraje z4sadni roli béhem fetadlniho a placentarniho
ristu a vyvoje (Abu-Amero et al., 2006). Identifikace imprintovanych genti byla odstartovana
vroce 1991 objevenim prvniho imprintovaného genu — Igf2r kodujiciho insulin-like growth
factor 2 receptor, ktery je exprimovan z chromozomu zdédéného po matce, zatimco jeho
kopie zdédeéna od otce je umlcena (Barlow et al., 1991). K dneSnimu datu bylo identifikovéano
326 lidskych imprintovanych genli (Catalogue of parent of origin effects). Po identifikaci
prvnich imprintovanych genit bylo prokdzano, Ze se dva rodicovské chromozomy
v imprintovaném lokusu li§i ve vzoru metylace (Ferguson-Smith et al., 1993). Tato mista se
oznacCuji jako rozdiln€ metylované regiony (differentially methylated regions, DMRs). Ptes
80% imprintovanych gent tvofi s ostatnimi imprintovanymi geny v genomu shluky — regiony
kontrolované imprintingem (imprinting control region, ICR) (Reik and Walter, 2001). Geny
v klastrech (ICR) jsou koordinované regulovany imprintingovymi centry (imprinting centre,
IC), ve kterych se projevuji epigenetické modifikace regulujici jejich aktivitu (Lewis and
Reik, 2006).

2.3.1. Cyklus imprintingovych metyla¢nich vzori

Vzory imprintingu se méni v ur€itych fazich zivotniho cyklu jedince. Jsou zaloZeny béhem
gametogeneze, kdy jsou fyzicky oddéleny matefské a otcovské genomy. Po oplozeni jsou
imprintingové vzory udrzovany jako kopie chromozomu a jsou segregovany ve vyvijejicim se
organismu. V zarode¢nych builkdch nového organismu je vzor vymazdn a nasledné znovu
ustaven. V somatickych bunikach jsou imprintingové vzory udrzovdny a ménény bchem

vyvoje (Reik and Walter, 2001).

Vyvijejici se zdrodecné bunky ziskéavaji epigenetické vzory véetné¢ pohlavné specifickych
metylacnich vzorti vICR. De novo DNA metyltransferiza DNMT3A spolu s DNMT3L
zakladd DMR v zarode¢nych buiikdch (Kaneda et al., 2004). DNMT3L postradd metyla¢ni
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aktivitu, nicméné ovliviiuje strukturu DNMT3A a tim jeji schopnost navazat se na DNA
a pridavat metylové skupiny na ICR (Chedin et al., 2002). Imprintingové metyla¢ni vzory
jsou vytvofeny jak v matefském, tak otcovském genomu. Po oplozeni jsou parentalni
zarodecné builky vystaveny celogenomové demetylacni viné a ndsledné de novo metylaéni
viné po implantaci embrya (Monk et al., 1987). DMR imprintovanych genl jsou vSak proti
témto vlndm rezistentni. V nové generaci zarodeCnych bunék se musi vymazat piedeslé
imprintingové vzory a vytvofit nové, pohlavné specifické. Primordidlni zarode¢né bunky
podstoupi komplexni demetylaci, kterd odstrani rodicovské imprintingové znacky (Monk et
al., 1987). Toto vymazani nastavd kolem desatého dne po splynuti gamet, je rychlé

a asynchronni tj. vSechny imprintované geny nejsou demetylovany soucasné (Lee et al., 2002)

Obecné pfijimana teorie vysvétlujici pfitomnost imprintovanych genti v genomu se nazyva
hypotéza konfliktu, kterd tikd, Ze za genovy imprinting je z evolucniho hlediska zodpovédna

konkurence mezi pohlavimi (Jirtle and Weidman, 2007).
2.3.2. Mechanismy imprintingu

Centra imprintingu mizeme rozdélit do dvou kategorii podle mechanismu jejich fungovani

(Ideraabdullah et al., 2008).
Model izolatoru — paternalni metylace

Tento model demonstruje dilezitost metylace pii udrZzeni vzoru imprintingu. Nejlépe ho
charakterizuje klastr obsahujici gen H19, ktery je maternaln€ exprimovany a gen Igf2 ktery je
aktivni pouze na otcovském chromozomu (Li et al., 1993). H/9 kdéduje gen pro 2,3 kb
dlouhou nekddujici RNA (Brannan et al., 1990). Proteiny gent H/9 i Igf2 vyznamné
podporuji embryondlni, placentalni rist a vyvoj (Ideraabdullah et al., 2008). Tento klastr je
regulovan IC ozna¢ovanym IC1 (imprinting center 1) u lidi a ICR nebo DMD (differentially
methylated domain) u mysi. ICR/DMD fungujici jako izoldtor je metylovany (neaktivni)
na otcovské alele a nemetylovany (aktivni) na matefské alele a je umistén mezi geny H/9 a
Igf2 kde reguluje aktivitu jejich zesilovacli (enhancerti). Kdyz je izolator nemetylovany,
na matef'ském chromozomu, navaze se na n§j CCCTC-vazajici faktor (CTCF), omezi aktivitu
zesilovace a stimuluje expresi H79. A naopak, kdyz je izolator metylovany (na otcovském
chromozomu) nemize se na néj CTCF navézat, zesilova¢ neni omezen a napomaha expresi
Igf2 (Bartolomei et al., 1993). Delece v ICR/DMD miize vyustit ve ztratu imprintingu (loss of
impritinting, LOI) (Gicquel et al., 2005).

11



Model nekodujici RNA — materndlni metylace

VétSina imprintovanych lokust je regulovdna mechanismem nekddujici RNA. Nejlépe
popsany je klastr genu /gf2r umistény na mysim chromozomu 17A (Ideraabdullah et al.,
2008). Klastr obsahuje i1 sousedici geny Slic22a2 a Slc22a3, které jsou metylovany
na paternalnim chromozomu a exprimovany maternalné (Zwart et al., 2001). Jejich otcovské
kopie jsou uml¢eny. Jako jediny nemetylovany paternalné exprimovany gen je v tomto klastru
gen pro nekddujici RNA nazyvanou Air, jejiz promotor se nachazi v druhém intronu genu
Igf2r a jeho antisense transkript prekryva promotor /gf2r (Lyle et al., 2000). Exprese Air
koreluje s represi vSech tii gend na jejich otcovské alele, ackoli se ptekryva pouze s Igf2r a je

nutnd k umléeni autozomalnich imprintovanych genii (Zwart et al., 2001).

3. Syndromy vazané na parentalni piivod postizeného

chromozomu

Tato kapitola popisuje tfi nejlépe charakterizované syndromy, pii jejichz vzniku sehrava
vyznamnou roli genovy imprinting. Prader-Williho syndrom a Angelmanliv syndrom jsou
zpiisobeny poruchami v totozné oblasti chromozomu 15. Beckwith-Wiedemanntv syndrom je

zpiisobeny mutacemi postihujicimi mechanismus imprintingu na chromozomu 11.
3.1. Prader-Williho syndrom

Prader-(Labhart)-Williho syndrom (PWS) je prvni dédicné multisystémové onemocnéni
dané do souvislosti s genovym imprintingem (Driscoll et al., 1992). Vyznacuje se Sirokym
spektrem klinickych rysii a je jednou z nejcastéjSich genetickych pficin obezity (Cataletto et
al., 2011) s incidenci 1/15 000 az 1/25 000 (Procter et al., 2006; Whittington, 2001). Patii
mezi syndromy prilehlych gentd a je zplisoben absenci exprese imprintovanych gent. Spolu
s Angelmanovym syndromem tvofi nejzndmé&js$i priklad vlivu genového imprintingu pfi

vzniku klinicky vyznamného fenotypu.
3.1.1. Klinické znaky a diagnostika

PWS byl poprvé identifikovan doktory Praderem, Labhartem a Willim vroce 1956
na zaklad€ klinickych znakli zahrnujicich abnormalni prenatdlni aktivitu, téZkou hypotonii

v détském veéku pretrvavajici v leh¢i formé v dospélosti, typicky facies, slabé sani vedouci

12



ke stravovacim problémim v détstvi, morbidni obesitu (pokud neni strava kontrolovana),
hypogenitalismus a hypogonadismus, ¢astou neplodnost, malou postavu, malé ruce a nohy,
zpozdény psychomotoricky a mentdlni vyvoj, mentalni retardaci. Dal§imi znaky jsou
problémy v chovani v¢etné vybucht vzteku, hyperfagie, kompulzivniho a manipulativniho
chovani, a tvrdohlavosti (Cassidy et al, 2012). Velké mnozstvi klinickych znakl se

individudlné méni v pribéhu zivota jedince.

PWS se vyskytuje u obou pohlavi a nezavisle na rase (Cassidy, 1997). PWS je
diagnostikovan na zdklad¢ sjednocenych diagnostickych kritérii (Gunay-Aygun et al., 2001)
viz Tabulka 1.

Vék posuzovani Znaky vedouci k vySetifeni DNA
od narozeni do 2 let Hypotonie a slabé sani
2-6 let (1) Hypotonie a diive pozorované slabé sani

(2) Celkové zpozdéni vyvoje

6-12 let (1) Dfive pozorovana hypotonie se slabym sanim (hypotonie mize ptetrvavat)
(2) Celkové zpozdéni vyvoje
(3) Nadmeérné stravovani (hyperfagie, posedlost jidlem) a obesita pfi

nekontrolovatelném stravovani

od 13 let do dospélosti | (1) Kognitivni zhorSeni, ¢asto mirna mentalni retardace

(2) Nadmeérné stravovani (hyperfagie, posedlost jidlem) a obesita pii
nekontrolovatelném stravovani

(3) Hypothalamicky hypergonadismus a/nebo problémové chovani (véetné

zachvatl vzteku a obsedantné-kompulzivnich znaki)

Tabulka 1: Doporucend aktualizovana kritéria indikujici vysetreni DNA pro potvrzeni PWS
(prevzato a prelozeno z Gunay-Ayun et al., 2001)

3.1.2. Genetické pozadi

Geny souvisejici se vznikem PWS se nachézeji v regionu ql1 — 13 na dlouhém raménku
chromozomu 15 (15q11.2 — q13) jehoz velikost je 5 — 6 Mb. Tyto geny se exprimuji pouze
z paternalné¢ zdédéného chromozomu (Butler et al., 1986), zatimco geny na mateiském
chromozomu jsou imprintované — umlcené. K rozvoji PWS dochazi, kdyz jsou geny
na otcovském chromozomu umléeny, poskozeny nebo zcela chybi (Henkhaus et al., 2012).
V oblasti 15q11.2 — q13 sidli také geny souvisejici se vznikem Angelmanova syndromu (AS)
s tim rozdilem, ze exprimovéany jsou maternalné¢ zdédéné geny, zatimco paternalné zdédéné
geny jsou imprintovany (Knoll et al., 1989). Molekularni pti¢iny vzniku PWS bychom mohli
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rozdélit do Ctyt kategorii: de novo delece, uniparentalni disomie, defekty imprintingu a ostatni
defekty (napiiklad translokace). NejcastéjSi pfi¢inou nedostatecné exprese genii je delece
regionu 15q11.2 — q13 na otcovském chromozomu, ktera je zodpoveédna za 70 — 80 % ptipada
(Elena et al., 2012; Jauregi et al., 2013). Tyto delece se vyskytuji u PWS i AS mezi
3 nejcastéjSimi body zlomu (BZ) rozdé€lujicimi region 15q11.2 — q13 na C¢tyfi autonomni
useky (Christian et al., 1999). Body zlomu 1 (BZ1) a 2 (BZ2) se nachazeji na centromerickém
konci regionu, zatimco bod zlomu 3 (BZ3) na telomerickém konci regionu (Butler et al.,
2008). Body zlomu BZ1 a BZ2 rozd¢luji delece na typy I a II. Typ I a II se mezi sebou lisi ve
velikosti deletovaného useku, mnozstvi a zdvaznosti ur¢itych klinickych nasledkti (Butler et
al., 2004). Oblast mezi BZ1 a BZ2 obsahuje ¢tyi'i neimprintované geny exprimované u obou
pohlavi — TUBGCPS5, CYFIPI, NIPAl a NIPA2 (Chai et al., 2003). Mezi BZ2 a BZ3 se
nachazi vice jak 15 genl véetn¢ MKRN3, MAGEL2, NDN a malych nekodujicich RNA
ovlivilyjicich ostatni geny (paterndlné exprimované) a UBE34 a ATPI0A (maternalné
exprimovan¢) (Henkhaus et al, 2012). NejzidsadnéjSim genem vtomto regionu je
polycistronni maly jaderny ribonukleoprotein polypeptid N (SNRPN-SNURF) ptekryvajici

imprintingové centrum a hrajici roli pfi vzniku a rozvoji PWS (Gray et al., 1999).

Druhy nejcastéjSi molekularni mechanismus vzniku PWS je materndlni uniparentdlni
disomie (mUPD) vyskytujici se u 20 — 25 % pacientll (Elena et al., 2012). Jedna se o stav,
ve kterém jsou oba chromozomy zdédéné od matky a Zadny od otce (Glenn et al., 1997) a ve
vice jak 80 % pfipadii vznikd nespravnym rozchodem chromozomii b&hem prvniho

meiotického déleni (Robinson et al., 1993).

Jsou zaznamenény fenotypové rozdily mezi pacienty s mUPD a deleci. Pacienti s deleci
vykazuji vyssi riziko epileptickych zachvatli, hypopigmentaci, vice charakteristickych
facidlnich znakd a leh¢i formy problémového chovéani (Gillessen-Kaesbach et al., 1995).
Pacienti s mUPD vykazuji vyss§i vyskyt kryptorchismu a vrozenych anomalii, t¢Z8i projevy
hypotonie (Gillessen-Kaesbach et al., 1995), vyssi pravdépodobnost psychdzy (Holland et al.,

2003) a s autismem asociovanych onemocnénich (Veltman et al., 2004).

Méné jak 5 % ptipadl je zplisobeno poruchou v centru imprintingu, balancovanymi nebo
nebalancovanymi translokacemi (Buiting et al., 1995). Defektni imprinting spolu
s translokacemi je zodpovédny za vétSinu zdédénych piipadi PWS (Elena et al., 2012).

Riziko opakovaného vyskytu PWS zavisi na molekularnim mechanismu vzniku.
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3.1.3. Lécba

Piiznaky PWS zvladaji pacienti individudlné v zavislosti na variabilité¢ klinickych znak.
Mezi zékladni kroky patii dodrZzovani odpovidajici vyzivy, dokrmovéni v raném véku jedince
jako kompenzace slabého sani, limitace piijmu kalorii, denni fyzické aktivita, fyzioterapie,
dodéavani rastového hormonu a v neposledni fadé psychologicka pomoc (Goldstone, 2004;

Scheermeyer, 2013).
3.2. Angelmanuv syndrom

Angelmaniv syndrom (AS) poprvé popsal v roce 1965 1ékat H. Angelman diky nékolika
klinickym znakiim sdilenych u tfech pacientd. Pavodné ho nazval jako syndrom ,,puppet
children” (v ptekladu ,loutkové déti) podle jejich typickych pohybli (Angelman, 1965
v Hart, 2008). Dnes je jeho incidence odhadovand na 1/10 000 az 1/20 000 (Williams, 2005).
Spolu s PWS je AS jednim znejlépe a nejdiive popsanych piikladt klinickych vlivi
genového imprintingu. Oba syndromy vznikaji podobnym zpisobem ve stejném regionu

15q11 — q13, ale jejich fenotypovy projev je velmi odlisny (Chan et al., 1993).
3.2.1. Klinické znaky a diagnostika

V roce 1995 Ch. Williams sepsal soubor diagnostickych kritérii AS, ktery nasledné v roce
2005 aktualizoval. Klinické znaky AS rozdélil do tii kategorii podle frekvence vyskytu.
Ve 100 % ptipadi se u AS vyskytuje opozdény vyvoj se zavaznymi nasledky (mentalni
retardace), porucha pohybu ¢i rovnovahy, ataxie zplsobujici rozechvélé a trhavé pohyby,
Casty smich a usmivani, porucha feci. Z vice jak 80 % jsou ptitomny disproporcialni rist
hlavy vedouci ¢asto k mikrocefalii, epileptické zachvaty, abnormalni EEG. Z velkého poctu
pfidruzenych znakt (20 — 80 %) naptiklad Silhdni, méalo pigmentovana kiize, skoli6za, Casté
slintani a dalsi (Williams et al., 2006). Mezi nejvice uniformni znaky patii typické chovani.

oy e

fascinovani lesklymi povrchy a umélou hmotou (Clayton-Smith and Laan, 2003).
3.2.2. Genetické pozadi

AS vznika ¢tyfmi molekuldrnimi mechanismy piisobicimi na matefském chromozomu
15: deleci v kritickém regionu, mutaci v genu UBE3A, paternalni uniparentalni disomii
a defektem v imprintingovém centru (Dagli et al., 2011). Pacienty s AS tak miiZeme rozdélit

do 5 tfid — do 4 podle mechanismu vzniku, zatimco posledni tfidu tvofi pacienti vykazujici
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klinické znaky AS, ale bez abnormalniho chromozomu 15 (Clayton-Smith and Laan, 2003).
V65 - 75 % (1. tfida) je AS zplsoben de novo intersticialni deleci (mikrodeleci o velikosti
4Mb) v regionu 15q11 — q13 mezi body zlomu shodnymi s PWS (BZ1, BZ2 a BZ3) (Jiang et
al., 1999). Tyto delece vznikaji jako ndsledek nerovnomérného crossing-overu v oblastech
BZ, bohatych na opakujici se sekvence (duplikony), ve kterych se nachdzi vysoce
konzervativni gen HERC2, jehoz mutovand forma umySi zpiisobuje neplodnost,
neuromuskuldrni a vyvojové anormality (Ji et al, 1999). Druhou pii¢inou (II. tfida) je
paterndlni uniparentdlni disomie (pUPD) chromozomu 15 (3 — 5%) (Jiang et al., 1999).
Na rozdil od maternalni UPD jsou v piipad¢ paterndlni UPD pfitomny pouze paternalné
zdédeéné chromozomy a Zadny maternalné zdédény. V porovnani cetnosti UPD u PWS a AS je
cetnost UPD u PWS je nékolikanasobné¢ vyssi nez u AS (Robinson et al., 2000). Okolo
7 — 9 % pacientti s AS (III. tfida) mé& mutaci v centru imprintingu (IC) zpisobujici defektni
metylaci, pfiCemz maternadlné¢ zdédény chromozom ma paterndlni vzory metylace
a imprintované maternalni geny v oblasti 15q11 — q13 (Jiang et al., 1999). V poloviné téchto
ptipadl se jedna o malé delece zasahujici ¢ast IC, kterd se nachazi blizko promotoru genu
SNRPN, které zabrani chromozomu zménit paterndlni vzor metylace a expresi genil
na maternalni (Jiang et al., 1999). V ostatnich ptipadech delece nebyly dekovany (Jiang et al.,
1999) a jedna se pravdépodobné o epimutace nezplsobujici zménu struktury DNA (Buiting et
al., 2003). IV. tfidu tvofi pacienti (4 — 6 %), u nichz je AS zpiisoben poruchou genu UBE3A4
kédujiciho ubiqitin-protein ligdzu (Jiang et al,, 1999). UBE3A se nachazi v regionu
15q11 — ql3 a je exprimovan v neuronech vyhradné z matefského chromozomu (Jiang et al.,
1999). Paternalné¢ zdédénd alela genu UBE3A4 je v neuronech imprintovana. V ostatnich
bunikéch téla je gen transkribovan z obou chromozomil (Dagli et al., 2011). Posledni V. tfidou
(10 — 14 %) je skupina pacienti vykazujicich klinické pfiznaky AS, ale bez abnormalniho
chromozomu 15. Pravdépodobnou pficinou mohou byt dosud neobjevené poruchy v regionu
15q11 — ql3 postihujici UBE34, poruchy vyskytujici se jinde nez v oblasti 15q11 — ql3
a ovlivilujici UBE34, ¢i $patna diagndza (Jiang et al., 1999).

Byly pozorovany klinické znaky, které koreluji s genotypem a li§i se mezi sebou
v zavislosti na mechanismu vzniku AS. Pacienti s deleci 15q11 — q13 jsou postiZzeny téZ§imi
formami kieci, mikrocefalii, vadami fec¢i a pohybu, zatimco jedinci s rozsahlejsi deleci mohou
vykazovat znaky autismu (Sahoo et al., 2007). Skupiny pacientli s UPD vykazuji mirné;si
formu AS s nizsi frekvenci kieci, mikrocefalii a ataxii oproti pacientiim s deleci (Bottani et

al., 1994). Nekteti pacienti s defekty IC maji pokrocilejsi schopnost fe¢i (Nazlican et al.,
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2004). Mutace v genu UBE3A4 zptsobujici naruseni jeho proteinu zpisobuji mentalni retardaci

a kiece (Williams, 2005).
3.2.3. Lécba

Pro AS neexistuje kompletni G¢inna 1é¢ba. Pacienti pouze mohou zvladat ¢i zmirfiovat
klinické ptiznaky. Pro jedince s AS je dilezité¢ pravidelné fyzické cviceni, které pomaha
zmirnit pfiznaky skolidzy. Pacienti s velmi téZkou ataxii vyZaduji specialni polohovaci kiesla.
Existuji rtizné terapie feci. Velkym problémem je v détstvi hyperaktivita a sni spojena
porucha spanku. (Guerrini et al., 2003). Kviili moZzné frustraci a mozné agresi, vyplyvajici
z problém v komunikaci ¢i problémliim s pohybem, je nutno zvazit i psychologickou terapii
(Clayton-Smith and Laan, 2003). Ackoli miZze byt kvalita zivota jedince s AS vysoka,

pacienti vyZaduji neustaly dozor a nejsou schopni samostatného Zivota (Dagli et al., 2011).
3.3. Beckwith-Wiedemanniiv syndrom

Beckwith-Wiedemanntiv syndrom (BWS) je détské onemocnéni zplsobujici poruchu
regulace rlstu projevujici se jako nadmérny riist, malformace a predispozice k ristu nadori.
BWS se vyskytuje s odhadovanou incidenci 1/13 700 (Pettenati et al., 1986), napfi¢ vSemi
svétovymi rasami, bez rozdilu u muzi a Zen s vyjimkou jednovaje¢nych dvojcat, u kterych
pfevazuje postizeni Zen (Weksberg et al., 2010). Jedna se o velmi heterogenni chorobu a
u jedincl vykazujicich mirngjsi fenotypové piiznaky (zvlasté v dospélosti) nemusi byt BWS
diagnostikovan (Greer et al., 2008). Je tedy pravdépodobné, Ze incidence vyskytu choroby je

jesté vyssi nez dosud stanovena.
3.3.1. Klinické znaky a diagnostika

BWS byl popsdn Beckwithem a ndsledné Wiedemannem v 60. letech 20. stoleti. Mezi
typické ptiznaky BWS patii makroglosie, pre/postnatalni giganstimus, defekty bfiSni stény,
uSni zadhyby, vady ledvin, porucha cévnich kapilar v obli¢eji (naevus flammeus),
hyperglykémie, hemihypertrofie, vrozené srde¢ni vady, maligni neoplazie, stiedni az tézka
mentalni retardace a polydaktylie (Elliott and Maher, 1994). VétSina ptipadd (85 %) se
vyskytuje sporadicky, ale 15 % ma familiarni vyskyt a tidi se autozomaln¢ dominantni
dédicnosti (Baskin et al., 2014). Nejcast¢jSimi malignimi projevy jsou Wilmsiv tumor a

hepatoblastom (Lapunzina, 2005).
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3.3.2. Genetické pozadi

BWS vznikd ve vétSiné piipadi jako nasledek piestavby ¢i mutace regulacnich gent
v oblasti 11p15.5 (Li et al., 1997). Region 11pl5 je velky asi 1 Mb a je rozdéleny na
2 imprintingové domény - distalni a proximalni, které jsou oddélené neimprintovanymi geny z
nichz kazda obsahuje imprintované geny regulujici riist a centrum imprintingu (IC1 a IC2)
(Weksberg et al., 2005b). Distalni doména 1 obsahuje imprintované geny IGF2 a HI9
regulované prostfednictvim IC1 (Weksberg et al., 2005b). Paternalné¢ exprimovany gen /GF2
(insulin-like growth factor 2) hraje stéZejni roli ve fetdlnim a détském vyvoji a béhem
tumorogeneze (Hedborg et al, 1994). Materndln€¢ exprimovany gen HI/9 koduje
nepiekladanou mRNA s funkci nadorového supresoru (Hao et al., 1993). Proximélni doména
2 obsahuje fadu imprintovanych gend, ale nejstudovanéj$imi v souvislosti s BWS a regulaci
ristu jsou maternalné¢ exprimované geny CDKNIC, KCNQI (Maher and Reik, 2000) a
paternalné exprimovany neptekladany transkript KCNQIOT, jehoz promotor je umistén
v intronu genu KCNQI, k némuz je opacné orientovan. 5’konec KCNQIOT funguje jako 1C2
(Cerrato et al., 2002) a reguluje expresi imprintovanych genti v doméné 2 (Smilinich et al.,
1999). Produkt (p57""%) genu CDKNIC je inhibitor cyklin-dependentnich kinaz (regulatort
bunécného cyklu) a negativné ovliviiuje bunéénou proliferaci (Matsuoka et al., 1995). Produkt

genu KCNQ] tvori ¢ast draslikového kanalu (Wang et al., 1996).

Nejcastgjsi pfi¢inou BWS je ztrata metylace vIC2 na materndlnim chromozomu
vyskytujici se u 50 — 60 % ptipadd (Lee et al., 1999). Ve vétSin€ ptipadi jsou pfiinou
epigenetické mutace KCNQIOT1, ktery je za normalnich okolnosti uml¢eny a vzacné delece.
Mezi dalsi pfi€iny patii naopak zvySena metylace v IC1 na matetské alele (10 %) zplisobena
mikrodelecemi usticimi v epigenetické mutace (De Crescenzo et al., 2011; Weksberg et al.,
2005b), ¢i paterndlni uniparentalni disomie vyskytujici se u v obou doménach asi u 20 %
piipadd (Catchpoole et al., 1997). Bodové mutace a delece v genu CDKNIC se vyskytuji
u 5 — 10 % sporadickych ptipadu, ale az u 40% familidrnich ptipad (Lam et al., 1999). Asi 2
% ptipadi tvori prestavby 11p15.5 jako jsou duplikace, translokace a inverze (Weksberg et
al., 2005b).

Zajimavym faktem je vys$i vyskyt jednovajeCnych dvojcat mezi pacienty s BWS,
pfedevS§im zenského pohlavi s diskonkordantnimi znaky pro BWS. Dlvodem mohou byt
defekty vIC2, vyvojové poruchy, které se vyskytuji se stejnou frekvenci u muzskych

1 Zenskych embryi, ale maji letalni efekt na muzskd embrya, ¢i jako disledek inaktivace X
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chromozomu, kterd by mohla ¢init jednovajecnd zenskd embrya nachylnéjsi k vyvojovym

porucham (Weksberg et al., 2002).
3.3.3. Lécba

Existuje n€kolik moZnosti jak udrzovat zdravotni stav déti s BWS. Makroglosie miiZze vést
ke stravovacim a dychacim komplikacim v raném véku. V dospélosti miiZze branit spravné
artikulaci a vést az k vadam skusu. Tento problém lze feSit chirurgicky za ptispéni plastickych
chirurgli, zubail a logopedi naptiklad odstranénim jazyka ¢i redukci Celisti. Déti s BWS maji
asi 7,5 % riziko rozvoje nadorti (Wiedemann, 1983), proto je doporuceno sledovani jeho
vyskytu pomoci ultrazvuku bticha opakovaného kazdé ¢tyfi mésice do 8 let véku (Choyke et

al., 1999).

4. Syndromy s nerovnomérnym parentalné-chromozomovym

puvodem

Monosomie 1p36, syndrom Cri du chat, Phelan -McDermidiv syndrom jsou onemocnéni,
u kterych se postizeni chromozomii vzhledem k parentdlnimu plivodu nevyskytuje
rovnomérné. Existuji hypotézy, pro¢ tomu tak je. V pfipadé¢ syndromu Cri du chat je
nepravdépodobnéjSim vysvétlenim vyssi vyskyt anomalii pfi vyvoji sam¢ich gamet. Naproti

tomu u monosomie 1p36 a Phelan-McDermidova syndromu neni zatim diivod znamy.
4.1. Monosomie 1p36

Monosomie 1p36 je onemocnéni zplsobené termindlni deleci s incidenci 1/5 000
(Heilstedt et al., 2003b) zivé narozenych, vyskytujici se bez rozdilu pohlavi a napfi¢ vSemi
etniky (Gajecka et al., 2007). Toto onemocnéni je jednim ze syndroml prilehlych gent
s Sirokym spektrem fenotypovych projevi, projevuje se zvlasté vrozenymi vadami a mentalni

retardaci (Heilstedt et al., 2003a).
4.1.1. Klinické znaky a diagnostika

Klinické znaky pfitomné u pacientd s monosomii 1p36 z vice jak 50 % jsou: velka pfedni
fontanela, opozdény motoricky a ristovy vyvoj, mirnd az t€zka mentalni retardace (IQ < 60),

Spicatd brada, zrakova postiZeni, epilepsie, plochy nos, klinodaktylie, nizko posazené a
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asymetrické usi, sluchové problémy, hrubé chovani a hluboko posazené o¢i. Mezi dal$i patii
napiiklad obesita, mikrocefalie, roz$tépy a piedkus (Shapira et al., 1997). V roce 1995 byli
pacienti podle fenotypovych projevll rozdéleni do dvou skupin sdilejicich dysmorfické rysy,
ale odliSujicich se pfitomnosti ristovych retardaci nebo makrosomii. Jako mozny divod
téchto rozdilnych fenotypovych projevli byly navrzeny rozdily ve velkosti delece, ale tato

korelace nebyla prokazana (Gajecka et al., 2007).
4.1.2. Genetické pozadi

Hlavni pfi¢inou vzniku syndromu jsou delece, jejichz velikost se pohybuje ve velkém
rozmezi od 1,5 Mb do vice jak 10,5 Mb. Body zlomu se frekventované nachdzeji ve
vzdalenosti mezi 4,0 — 4,5 od telomery (Heilstedt et al., 2003a). Nej€astjsi jsou terminalni
delece (72 %), dale pak delece intersticidlni (7 %). Oblast telomery na je v 17 % nahrazena
jinym chromozomovym koncem (derivace chromozomu 1). Derivace chromozomu vznika
jako nasledek Spatné segregace rodiCovskych chromozomi s balancovanou translokaci, ¢i
de novo. Poslednimi strukturnimi zménami oblasti 1p36 vedoucimi k monosomii jsou
komplexni ptfestavby vyskytujici se asi ve 4 % ptipadi (Heilstedt et al., 2003a). 60 % deleci
se objevuje na maternalnim chromozomu, pficemz vétSina znich jsou mensi delece
o velikosti < 5 Mb vznikajici hlavné de novo, zatimco delece na paternalnim chromozomu,
pfitomny u 40 % ptipadi, jsou delece vétsi velikosti ( > 5 Mb) (Heilstedt et al., 2003a).
Dtivod tohoto nerovnomérného postizeni chromozomtl je zatim neznamy. Bylo identifikovano
nékolik kandidatnich gent, jejichz mutace vedou k n€kterym ptiznakim monosomie 1p36.
Jednim z nich je gen KCNAB2, kodujici podjednotku sodného kanalu. Ztraita KCNAB2 je
pticinou epileptickych zachvati (Heilstedt et al., 2001). Dal§im genem je protoonkogen SKI,
pravdépodobné zodpovédny za rozstép patra nebo rtu (Colmenares et al., 2002). Gen MMP23,
uplatiiujici se v remodelaci kosti, byl navrzen jako regulator uzavirani fontanel (Gajecka et
al., 2005). Jako kandidatni gen pro neuropsychologické a neurovyvojové poruchy
u monosomie 1p36 byl identifikovain GABRD (GABA-A receptor) (Windpassinger et al.,
2002). Ackoli se monosomie 1p36 tfadi mezi CGS, posledni studie naznacuji, Ze pficiny
klinickych znakii jsou mnohem slozit&js$i nez u klasickych CGS (Oiglane-Shlik et al., 2014).
Rozdilny fenotyp miize byt zpisoben pozi¢nim efektem genu/genti, kdy jsou geny v blizkosti
heterochromatinu umlceny (Redon et al., 2005). CNV, mutace geni mimo 1p36
a environmentalni faktory mohou mit také vliv na silu projevu fenotypu (Oiglane-Shlik et al.,

2014). V posledni dob¢ nartista pocet zachycenych pacientli s monosomii 1p36 diky testovani
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jedinct s mentalni retardaci a vyvojovymi poruchami pomoci array CGH (Shaffer et al.,
2006).

4.2. Syndrom Cri du chat

Syndrom Cri du chat (CdCS), v ptekladu syndrom koci¢iho kiiku, byl poprvé popsan
v roce 1963 francouzkym lékatem J. Lejeunem podle typického détského pla¢e napadné se
podobajicimu mioukani kocky. CdCS je onemocnéni postihujici rist a vyvoj jedince CNS
s prevalenci 1/15 000 az 1/50 000, které vznika jako nésledek delece na kratkém raménku
5. chromozomu (5p) bez rozdilu vyskytu mezi pohlavimi ¢i etniky (Higurashi et al., 1990)
(Cornish and Pigram, 1996).

4.2.1. Klinické znaky a diagnostika

Typické ,,mnoukani®, jeden z nejtypictéjsich znakti CdCS, béhem nékolika prvnich mésict
az let mizi (Rodriguez-Caballero et al, 2010). Mnoukani je pravdépodobné zpiisobené
vadami hrtanu a hrtanové piiklopky. Pacienti s CdCS déle vykazuji nizkou porodni hmotnost,
mikrocefalii, kulaty oblicej, velky nosni mistek, hypertelorismus, epikantus, dolli zahnuté
koutky ust, nizko posazené us$i, mikrognacii, abnormalni dermatoglyfy, tézkou mentalni
a psychomotorickou retardaci (Cerruti Mainardi, 2006). Mezi behaviordlni znaky CdCS patii
hyperaktivita, hypersenzitivita na zvukové podnéty, téZkopadnost, opakovani pohybti, ztrata
pozornosti, sebeposkozovani a agresivni chovani (Collins and Cornish, 2002; Cornish and

Pigram, 1996).
4.2.2. Genetické pozadi

CdCS je z vétsi ¢asti vysledkem de novo delece o velikosti od 5 do 40 Mb v regionu 5pl5
(Simmons et al., 1995). Ackoliv se velikost delece u riznych pacientt 1isi, existuje kriticky
region 5p15.2, ktery je deletovan u vSech a ktery je tak zdsadni pro rozvinuti typickych
klinickych znakt (Niebuhr, 1978). Celkové jsou pii¢inou CdCS terminalni delece (77,5 %),
intersticialni delece (8,75 %), de novo (5 %) a zdédéné translokace (3,75 %), dvou-liniové
mozaiky (3,75 %) a delece zdédéna z rodiCovské inverze (1,25 %) (Mainardi et al., 2001).
Z90 % k deleci dochazi na paterndln¢ zdédéném chromozomu, bez vlivu genového
imprintingu. Diivodem mulze byt pravdépodobné pievaha deleci v dusledku poskozeni
chromozomu béhem tvorby spermii (Martin et al., 1987). Jako kandidatni geny CdCS byly
prozatim identifikovany SEMAF (lidsky semaforin F) hrajici roli v migraci prekurzora
neuronti béhem vyvoje, CTNND?2 (d-katenin), jehoz delece koreluje s vyskytem mentalni
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retardace u pacientil s termindlni deleci (Medina et al., 2000) a A”TERT (telomerdzovd reverzni
transkriptaza), ktery nejspise ptispiva k riznorodému fenotypovému projevu CdCS (Mainardi
et al., 2006). Fenotypové projevy nekoreluji s velikosti delece, nybrz s jejim umisténim. Bylo
provedeno nékolik studii majicich za cil identifikaci kritickych regiont pro kiik, vadu feci a
oblicejové rysy, ale jejich lokalizace se liSila. V posledni dobé byl jako kriticky region,
zodpovédny za koc€i¢i kiik, identifikovany segmenty 5pl15.31 a 5p15.32 ve vzdélenosti
4,5 Mb od telomery (Wu et al., 2005). Haploinsufience n¢kterého z genti v této oblasti ma za
nasledek typické miioukani. Za vadu feci jsou zodpovédné také regiony 5p15.31 a 5p15.32 ve
vzhlednosti 6 — 7,6 Mb od telomery a geny zodpovédné za oblicejové rysy se nachézi
v oblasti 5p15.31 vzdalené od telomery 9 — 11,4 Mb (Zhang et al., 2003). Dale byly v této
oblasti popsany 3 regiony zodpovédné za mentalni retardaci (MR 1, II, III), pfiCemz mira
mentalni retardace zavisi na postizeném regionu a ne na velikosti delece (Zhang et al., 2003).
Pro zkvalitnéni zivota pacientii s CAdCS by bylo vhodné investovat ¢as do dalSich studii pro
celkové zmapovani kritickych regiont a divodu ptevladajiciho postizeni paternalné

zdédéného chromozomu.
4.3. Phelan-McDermidiiv syndrom

Phelan-McDermidiv syndrom (PMS) je genetické neurodevelopmentarni onemocnéni
doprovazené autistickymi rysy, zpusobené deleci v distadlni ¢asti dlouhého raménka
chromozomu 22. Bylo zaznamenano pies 600 piipadli zahrnujicich ob€ pohlavi, ale incidence
nebyla dosud odhadnuta. Ditvod tak nizkého poctu zachycenych ptipadi je pravdépodobné
diagnostickd naro€nost, nebot’ u vice jak 30 % ptipadl je zapotfebi minimaln¢ dvou

cytogenetickych vysetieni pro detekci delece (Phelan, 2008).
4.3.1. Klinické znaky a diagnostika

Mezi typické znaky PMS patii celkova vyvojova retardace, vady feci Ci jeji tplnd absence,
hypotonie, sniZzeny prah bolesti, normalni az zrychleny riist, vady nehtti, dlouhé fasy, masité
ruce, velké usi, Spicatd brada, dolichocefalie, ptéza, sklon k piehfivani. U méné jak 50 %
ptipadll se mize dale vyskytovat epikantus, syndaktylie prsti na nohou, opakované zvraceni,
anomalie ledvin, epilepsie a klinodaktylie patého prstu a dalsi (Phelan, 2008). Po behavioralni
strance mohou byt pfitomny stereotypni pohyby, Zvykani, skiipani zuby a agresivita (Phelan,
2008). Nekteti pacienti mohou vykazovat autistické rysy v chovani, jako jsou porucha
komunikace, problémy se socializaci, vyhybani se o¢nimu kontaktu ¢i tizkostné stavy (Phelan
and McDermid, 2011).
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4.3.2. Genetické pozadi

PMS vznika v disledku ztraty genetického materidlu v oblasti 22q13.3 v80 — 85 %
ptipadl de novo deleci, z nichz se kolem 70 % nachazi na paternalné¢ zdédéném chromozomu.
Delece je ve vétSin€ piipadl termindlni a pojima telomeru (Cusmano-Ozog et al., 2007).
Velikost deletované oblasti se pohybuje od 100 kb po 9 Mb (Phelan, 2008) a nekoreluje se
zavaznosti klinickych znakl ani s parentdlnim ptivodem chromozomu (Sarasua et al., 2014).
Dale jsou pak pricinou PMS nebalancované ptestavby (15 — 20 %) zdédéné z 50 % po rodici
s balancovanou ptestavbou bez rozdilu v plivodu zdédéného chromozomu. Nejzasadnéj$im
genem pii vzniku PMS je SHANK3 (SH3 and multiple ankyrin repeat domains 3), ktery
zaujima 70 kb velky region chromozomu 22, podléhd alternativnimu sestfihu a jeho produkty
se nachdzeji v mistech excitacnich synapsi v CNS. Proto haploinsufience genu SHANK3
zpusobuje vétSinu klinickych znakid neurologické povahy (Bonaglia et al., 2001). Gen /B2
(MAPKS8IP2, mitogen-activated protein-kinase 8-interacting protein 2) exprimovany v mozku
v mistech synaptickych spoji muze také hrat roli v rozvoji neurologickych znakii PMS
(Phelan and McDermid, 2011). S rozvojem diagnostickych technik 1ze ocekavat zvySeni poctu

zachycenych ptipadii PMS a stanoveni jeho prevalence.
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Z.avér

Tato prace se zamcfila na vybrané mikrodelecni syndromy (MS) z hlediska vlivu
parentdlniho ptivodu chromozomu na fenotypové projevy ¢i na samotny vznik onemocnéni.
Obecné vzato mizeme rozdélit MS podle vlivu parentdlné¢ zdédéného chromozomu na tfi

skupiny.

Prvni skupinou jsou syndromy, u kterych se vyskytuji mutace na obou parentalné
zdédénych chromozomech bez rozdilu ve fenotypovych projevech, neboli u kterych

na pivodu postizeného chromozomu nezélezi.

Druhou skupinou jsou syndromy vznikajici vyhradné v diisledku postizeni bud’ paternalné,
nebo materndlné zdédéného chromozomu, coz souvisi s plisobenim genového imprintingu.
PWS a AS jsou velmi dobfe zmapované piiklady vlivu genového imprintingu na fenotypovy
projev. U obou syndromil je vzdy jedna alela kauzalniho genu ¢i gend umlcena a ta druhd
podléha néjaké mutaci. Geny souvisejici se vznikem PWS jsou exprimovany pouze
z paternaln¢ zdédéného chromozomu a analogicky v pifipadé AS pouze z materndlné
zdédéného chromozomu. PWS 1 AS propuka ve vétSin€¢ piipadi v disledku nedostatku
exprese nckteré¢ho z téchto genl. Genovy imprinting tak zde neumozni kompenzaci genové
davky, coz mé za nasledek vznik onemocnéni. V ptipadé BWS jsou pfevazné postizeny geny
na maternalné¢ zdédéném chromozomu v disledku ztraty ¢i nadmérné metylace centra

imprintingu.

Posledni skupinou jsou syndromy, které vznikaji prokazatelné Castéji v dasledku postizeni
bud’ paternaln¢, nebo maternalné¢ zdé€déného chromozomu. Existuji hypotézy vysvétlujici,
pro¢ neékteré MS zpisobuji mutace z vétsi ¢asti na jednom zdédéném chromozomu. Navzdory
rychlému technickému pokroku, je u nékterych MS, jako jsou monosomie 1p36 a PMS,
pfiCina stdle neznama. Syndrom kociciho kiiku je z majoritni ¢asti zplisoben deleci, kterd se
z 90 % nachazi na paterndlnim chromozomu. Nejslibnéji se jevici hypotézou, pro¢ tomu tak

je, je vyssi procento vyskytu mutaci pfi vyvoji spermii v porovnani s vajickem.

Zavérem nezbyva, nez poukazat na nutnost dalSiho zkoumani i pro vefejnost méné
matraktivnich® a vzacnéjsich syndromt nebot’ jejich prevalence miize byt v populaci mnohem
vys$$i nez je stanovena. Detailnéj$i pochopeni mechanismti vzniku MS by mohlo vést
k lepSimu a casngjSimu zachyceni n€kterych onemocnéni, piipadné k nalezeni vhodné&jsi

a ucinngjsi 1éCby.

24



Seznam literatury

Aapola, U., Kawasaki, K., Scott, H.S., Ollila, J., Vihinen, M., Heino, M., Shintani, a, Minoshima, S., Krohn, K.,
Antonarakis, S.E., et al. (2000). Isolation and initial characterization of a novel zinc finger gene, DNMT3L, on
21q22.3, related to the cytosine-5-methyltransferase 3 gene family. Genomics 65, 293-298.

Aapola, U., Lyle, R., Krohn, K., Antonarakis, S.E., and Peterson, P. (2001). Isolation and initial characterization
of the mouse Dnmt31 gene. Cytogenetics and Cell Genetics 92, 122—126.

Abu-Amero, S., Monk, D., Apostolidou, S., Stanier, P., and Moore, G. (2006). Imprinted genes and their role in
human fetal growth. Cytogenetic and Genome Research 773, 262-270.

Attwood, J.T., Yung, R.L., and Richardson, B.C. (2002). DNA methylation and the regulation of gene
transcription. Cellular and Molecular Life Sciences : CMLS 59, 241-257.

Bacolla, A., Pradhan, S., Roberts, R.J., and Wells, R.D. (1999). Recombinant human DNA (cytosine-5)
methyltransferase. II. Steady-state kinetics reveal allosteric activation by methylated dna. The Journal of
Biological Chemistry 274, 33011-33019.

Bachmann, N., and Bergmann, C. (2012). Epigenetics and imprinting. Archives de Pédiatrie : Organe Officiel de
La Sociéte Frangaise de Pédiatrie /9, 1145-1147.

Barlow, D.P., Stoger, R., Herrmann, B.G., Saito, K., and Schweifer, N. (1991). The mouse insulin-like growth
factor type-2 receptor is imprinted and closely linked to the Tme locus. Nature 349, 84-87.

Bartolomei, M.S., Webber, a L., Brunkow, M.E., and Tilghman, S.M. (1993). Epigenetic mechanisms
underlying the imprinting of the mouse H19 gene. Genes & Development 7, 1663—1673.

Baskin, B., Choufani, S., Chen, Y.-A., Shuman, C., Parkinson, N., Lemyre, E., Micheil Innes, A., Stavropoulos,
D.J., Ray, P.N., and Weksberg, R. (2014). High frequency of copy number variations (CNVs) in the
chromosome 11p15 region in patients with Beckwith-Wiedemann syndrome. Human Genetics /33, 321-330.

Belin, V., Cusin, V., Viot, G., Girlich, D., Toutain, A., Moncla, A., Vekemans, M., Le Merrer, M., Munnich, A.,
and Cormier-Daire, V. (1998). SHOX mutations in dyschondrosteosis (Leri-Weill syndrome). Nature Genetics
19, 67-69.

Bernardini, L., Alesi, V., Loddo, S., Novelli, A., Bottillo, I., Battaglia, A., Digilio, M.C., Zampino, G., Ertel, A.,
Fortina, P., et al. (2009). High-resolution SNP arrays in mental retardation diagnostics: how much do we gain?
European Journal of Human Genetics /8, 178—185.

Bestor, T.H. (2000). The DNA methyltransferases of mammals. Human Molecular Genetics 9, 2395-2402.

Binder, G., Ranke, M.B., and Martin, D.D. (2003). Auxology is a valuable instrument for the clinical diagnosis
of SHOX haploinsufficiency in school-age children with unexplained short stature. The Journal of Clinical
Endocrinology and Metabolism 88, 4891-4896.

Binder, G., Renz, A., Martinez, A., Keselman, A., Hesse, V., Riedl, S.W., Hiusler, G., Fricke-Otto, S., Frisch,
H., Heinrich, J.J., et al. (2004). SHOX haploinsufficiency and Leri-Weill dyschondrosteosis: prevalence and
growth failure in relation to mutation, sex, and degree of wrist deformity. The Journal of Clinical Endocrinology
and Metabolism 89, 4403-4408.

Bird, A.P., and Wolffe, A.P. (1999). Methylation-induced repression--belts, braces, and chromatin. Cell 99, 451—
454,

25



Birney, E., Stamatoyannopoulos, J.A., Dutta, A., Guigd, R., Gingeras, T.R., Margulies, E.H., Weng, Z., Snyder,
M., Dermitzakis, E.T., Thurman, R.E., et al. (2007). Identification and analysis of functional elements in 1% of
the human genome by the ENCODE pilot project. Nature 447, 799-816.

Blum, W.F., Crowe, B.J., Quigley, C. a, Jung, H., Cao, D., Ross, J.L., Braun, L., and Rappold, G. (2007).
Growth hormone is effective in treatment of short stature associated with short stature homeobox-containing
gene deficiency: Two-year results of a randomized, controlled, multicenter trial. The Journal of Clinical
Endocrinology and Metabolism 92, 219-228.

Bonaglia, M.C., Giorda, R., Borgatti, R., Felisari, G., Gagliardi, C., Selicorni, a, and Zuffardi, O. (2001).
Disruption of the ProSAP2 gene in a t(12;22)(q24.1;q13.3) is associated with the 22q13.3 deletion syndrome.
American Journal of Human Genetics 69, 261-268.

Bottani, A., Robinson, W.P., DeLozier-Blanchet, C.D., Engel, E., Morris, M.A., Schmitt, B., Thun-Hohenstein,
L., and Schinzel, A. (1994). Angelman syndrome due to paternal uniparental disomy of chromosome 15: a
milder phenotype? American Journal of Medical Genetics 51, 35—40.

Brannan, C.1,, Dees, E.C., Ingram, R.S., and Tilghman, S.M. (1990). The product of the H19 gene may function
as an RNA. Molecular and Cellular Biology /0, 28-36.

Brewer, C., Holloway, S., Zawalnyski, P., Schinzel, A., and FitzPatrick, D. (1998). A chromosomal deletion map
of human malformations. American Journal of Human Genetics 63, 1153—-1159.

Buiting, K., Saitoh, S., Gross, S., Dittrich, B., Schwartz, S., Nicholls, R.D., and Horsthemke, B. (1995). Inherited
microdeletions in the Angelman and Prader-Willi syndromes define an imprinting centre on human chromosome
15. Nature Genetics 9, 395-400.

Buiting, K., Gross, S., Lich, C., Gillessen-Kaesbach, G., el-Maarri, O., and Horsthemke, B. (2003). Epimutations
in Prader-Willi and Angelman syndromes: a molecular study of 136 patients with an imprinting defect.
American Journal of Human Genetics 72, 571-577.

Butler, M.G., Meaney, F.J., and Palmer, C.G. (1986). Clinical and cytogenetic survey of 39 individuals with
Prader-Labhart-Willi syndrome. American Journal of Medical Genetics 23, 793—8009.

Butler, M.G., Bittel, D.C., Kibiryeva, N., Talebizadeh, Z., and Thompson, T. (2004). Behavioral differences
among subjects with Prader-Willi syndrome and type I or type II deletion and maternal disomy. Pediatrics /73,
565-573.

Butler, M.G., Fischer, W., Kibiryeva, N., and Bittel, D.C. (2008). Array comparative genomic hybridization
(aCGH) analysis in Prader-Willi syndrome. American Journal of Medical Genetics. Part A 746, 854—860.

Carlson, C., Sirotkin, H., Pandita, R., Goldberg, R., McKie, J., Wadey, R., Patanjali, S.R., Weissman, S.M.,
Anyane-Yeboa, K., Warburton, D., et al. (1997). Molecular definition of 22q11 deletions in 151 velo-cardio-
facial syndrome patients. American Journal of Human Genetics 61, 620—629.

Carvalho, C.M.B., Zhang, F., and Lupski, J.R. (2010). Evolution in health and medicine Sackler colloquium:
Genomic disorders: a window into human gene and genome evolution. Proceedings of the National Academy of
Sciences of the United States of America /07 Suppl , 1765-1771.

Cassidy, S.B. (1997). Prader-Willi syndrome. Journal of Medical Genetics 34, 917-923.

Cassidy, S.B., Schwartz, S., Miller, J.L., and Driscoll, D.J. (2012). Prader-Willi syndrome. Genetics in
Medicine : Official Journal of the American College of Medical Genetics /4, 10-26.

Cataletto, M., Angulo, M., Hertz, G., and Whitman, B. (2011). Prader-Willi syndrome: A primer for clinicians.
International Journal of Pediatric Endocrinology 2011, 12.

26



Catchpoole, D., Lam, W.W., Valler, D., Temple, .K., Joyce, J.A., Reik, W., Schofield, P.N., and Maher, E.R.
(1997). Epigenetic modification and uniparental inheritance of H19 in Beckwith-Wiedemann syndrome. Journal
of Medical Genetics 34, 353-359.

Cerrato, F., Vernucci, M., Pedone, P. V, Chiariotti, L., Sebastio, G., Bruni, C.B., and Riccio, A. (2002). The 5’
end of the KCNQI1OT1 gene is hypomethylated in the Beckwith-Wiedemann syndrome. Human Genetics 7/1,
105-107.

Cerruti Mainardi, P. (2006). Cri du Chat syndrome. Orphanet Journal of Rare Diseases /, 33.

Clayton-Smith, J., and Laan, L. (2003). Angelman syndrome: a review of the clinical and genetic aspects.
Journal of Medical Genetics 40, 87-95.

Collins, M.S.R., and Cornish, K. (2002). A survey of the prevalence of stereotypy, self-injury and aggression in
children and young adults with Cri du Chat syndrome. Journal of Intellectual Disability Research : JIDR 46,
133-140.

Colmenares, C., Heilstedt, H. a, Shaffer, L.G., Schwartz, S., Berk, M., Murray, J.C., and Stavnezer, E. (2002).
Loss of the SKI proto-oncogene in individuals affected with 1p36 deletion syndrome is predicted by strain-
dependent defects in Ski-/- mice. Nature Genetics 30, 106—109.

Cornish, K.M., and Pigram, J. (1996). Developmental and behavioural characteristics of cri du chat syndrome.
Archives of Disease in Childhood 75, 448-450.

De Crescenzo, A., Coppola, F., Falco, P., Bernardo, 1., Ausanio, G., Cerrato, F., Falco, L., and Riccio, A. (2011).
A novel microdeletion in the IGF2/H19 imprinting centre region defines a recurrent mutation mechanism in
familial Beckwith-Wiedemann syndrome. European Journal of Medical Genetics 54, e451-4.

Cusmano-Ozog, K., Manning, M.A., and Hoyme, H.E. (2007). 22q13.3 deletion syndrome: a recognizable
malformation syndrome associated with marked speech and language delay. American Journal of Medical
Genetics. Part C, Seminars in Medical Genetics /45C, 393-398.

Dagli, a., Buiting, K., and Williams, C. a. (2011). Molecular and Clinical Aspects of Angelman Syndrome.
Molecular Syndromology 100—112.

Delaval, K., and Feil, R. (2004). Epigenetic regulation of mammalian genomic imprinting. Current Opinion in
Genetics & Development /4, 188—195.

Devriendt, K., and Vermeesch, J.R. (2004). Chromosomal phenotypes and submicroscopic abnormalities.
Human Genomics 7, 126-133.

Driscoll, D.J., Waters, M.F., Williams, C.A., Zori, R.T., Glenn, C.C., Avidano, K.M., and Nicholls, R.D. (1992).
A DNA methylation imprint, determined by the sex of the parent, distinguishes the angelman and Prader-Willi
syndromes. Genomics /3, 917-924.

Egger, G., Liang, G., Aparicio, A., and Jones, P. a (2004). Epigenetics in human disease and prospects for
epigenetic therapy. Nature 429, 457—463.

Ehrlich, M., Gama-Sosa, M.A., Huang, L.H., Midgett, R.M., Kuo, K.C., McCune, R.A., and Gehrke, C. (1982).
Amount and distribution of 5-methylcytosine in human DNA from different types of tissues of cells. Nucleic
Acids Research 70, 2709-2721.

Elena, G., Bruna, C., Benedetta, M., Stefania, D.C., and Giuseppe, C. (2012). Prader-willi syndrome: clinical
aspects. Journal of Obesity 2012, 473941.

Elliott, M., and Mabher, E.R. (1994). Beckwith-Wiedemann syndrome. Journal of Medical Genetics 3/, 560—564.

27



Ferguson-Smith, A.C. (2011). Genomic imprinting: the emergence of an epigenetic paradigm. Nature Reviews.
Genetics 12, 565-575.

Ferguson-Smith, a C., Sasaki, H., Cattanach, B.M., and Surani, M. a (1993). Parental-origin-specific epigenetic
modification of the mouse H19 gene. Nature 362, 751-755.

Gajecka, M., Yu, W., Ballif, B.C., Glotzbach, C.D., Bailey, K. a, Shaw, C. a, Kashork, C.D., Heilstedt, H. a,
Ansel, D. a, Theisen, A., et al. (2005). Delineation of mechanisms and regions of dosage imbalance in complex
rearrangements of 1p36 leads to a putative gene for regulation of cranial suture closure. European Journal of
Human Genetics : EJHG 13, 139-149.

Gajecka, M., Mackay, K.L., and Shaffer, L.G. (2007). Monosomy 1p36 deletion syndrome. American Journal of
Medical Genetics. Part C, Seminars in Medical Genetics 145C, 346-356.

Gelmini, S., Orlando, C., Sestini, R., Vona, G., Pinzani, P., Ruocco, L., and Pazzagli, M. (1997). Quantitative
polymerase chain reaction-based homogeneous assay with fluorogenic probes to measure c-erbB-2 oncogene
amplification. Clinical Chemistry 43, 752-758.

Gicquel, C., Rossignol, S., Cabrol, S., Houang, M., Steunou, V., Barbu, V., Danton, F., Thibaud, N., Le Merrer,
M., Burglen, L., et al. (2005). Epimutation of the telomeric imprinting center region on chromosome 11p15 in
Silver-Russell syndrome. Nature Genetics 37, 1003—1007.

Gillessen-Kaesbach, G., Robinson, W., Lohmann, D., Kaya-Westerloh, S., Passarge, E., and Horsthemke, B.
(1995). Genotype-phenotype correlation in a series of 167 deletion and non-deletion patients with Prader-Willi
syndrome. Human Genetics 96, 638—643.

Glenn, C.C., Driscoll, D.J., Yang, T.P., and Nicholls, R.D. (1997). Genomic imprinting: potential function and
mechanisms revealed by the Prader-Willi and Angelman syndromes. Molecular Human Reproduction 3, 321—
332.

Goldstone, A.P. (2004). Prader-Willi syndrome: advances in genetics, pathophysiology and treatment. Trends in
Endocrinology & Metabolism /5, 12-20.

Goll, M.G., and Bestor, T.H. (2005). Eukaryotic cytosine methyltransferases. Annual Review of Biochemistry
74,481-514.

Gray, T.A., Saitoh, S., and Nicholls, R.D. (1999). An imprinted, mammalian bicistronic transcript encodes two
independent proteins. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 96,
5616-5621.

Greer, K.J., Kirkpatrick, S.J., Weksberg, R., and Pauli, R.M. (2008). Beckwith-Wiedemann syndrome in adults:
observations from one family and recommendations for care. American Journal of Medical Genetics. Part A
1464, 1707-1712.

Guerrini, R., Carrozzo, R., Rinaldi, R., and Bonanni, P. (2003). Angelman syndrome: etiology, clinical features,
diagnosis, and management of symptoms. Paediatric Drugs 5, 647-661.

Gunay-Aygun, M., Schwartz, S., Heeger, S., O’Riordan, M. a., and Cassidy, S.B. (2001). The Changing Purpose
of Prader-Willi Syndrome Clinical Diagnostic Criteria and Proposed Revised Criteria. PEDIATRICS 708, €92—
€92.

Halder, A., Jain, M., Chaudhary, 1., Gupta, N., and Kabra, M. (2013). Fluorescence in situ hybridization (FISH)
using non-commercial probes in the diagnosis of clinically suspected microdeletion syndromes. The Indian
Journal of Medical Research 738, 135-142.

Hao, Y., Crenshaw, T., Moulton, T., Newcomb, E., and Tycko, B. (1993). Tumour-suppressor activity of H19
RNA. Nature 365, 764-767.

28



Harrington, M.A., Jones, P.A., Imagawa, M., and Karin, M. (1988). Cytosine methylation does not affect binding
of transcription factor Spl. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America
85,2066-2070.

Hart, H. (2008). “Puppet” children. A report on three cases (1965). Developmental Medicine and Child
Neurology 50, 564.

Hedborg, F., Holmgren, L., Sandstedt, B., and Ohlsson, R. (1994). The cell type-specific IGF2 expression during
early human development correlates to the pattern of overgrowth and neoplasia in the Beckwith-Wiedemann
syndrome. The American Journal of Pathology /45, 802—-817.

Heilstedt, H. a, Burgess, D.L., Anderson, a E., Chedrawi, a, Tharp, B., Lee, O., Kashork, C.D., Starkey, D.E.,
Wu, Y.Q., Noebels, J.L., et al. (2001). Loss of the potassium channel beta-subunit gene, KCNAB2, is associated
with epilepsy in patients with 1p36 deletion syndrome. Epilepsia 42, 1103—-1111.

Heilstedt, H. a, Ballif, B.C., Howard, L. a, Lewis, R. a, Stal, S., Kashork, C.D., Bacino, C. a, Shapira, S.K., and
Shaffer, L.G. (2003a). Physical map of 1p36, placement of breakpoints in monosomy 1p36, and clinical
characterization of the syndrome. American Journal of Human Genetics 72, 1200—1212.

Heilstedt, H.A., Ballif, B.C., Howard, L.A., Kashork, C.D., and Shaffer, L.G. (2003b). Population data suggest
that deletions of 1p36 are a relatively common chromosome abnormality. Clinical Genetics 64, 310-316.

Henkhaus, R.S., Kim, S.-J., Kimonis, V.E., Gold, J.-A., Dykens, E.M., Driscoll, D.J., and Butler, M.G. (2012).
Methylation-specific multiplex ligation-dependent probe amplification and identification of deletion genetic
subtypes in Prader-Willi syndrome. Genetic Testing and Molecular Biomarkers /6, 178—186.

Higurashi, M., Oda, M., lijima, K., [ijima, S., Takeshita, T., Watanabe, N., and Yoneyama, K. (1990). Livebirth
prevalence and follow-up of malformation syndromes in 27,472 newborns. Brain and Development /2, 770-773.

Hintz, R.L. (2002). SHOX mutations. Reviews in Endocrine & Metabolic Disorders 3, 363-367.

Holland, a J., Whittington, J.E., Butler, J., Webb, T., Boer, H., and Clarke, D. (2003). Behavioural phenotypes
associated with specific genetic disorders: evidence from a population-based study of people with Prader-Willi
syndrome. Psychological Medicine 33, 141-153.

Hui Ng, H. (2000). Histone deacetylases: silencers for hire. Trends in Biochemical Sciences 25, 121-126.

Chai, J.-H., Locke, D.P., Greally, J.M., Knoll, J.H.M., Ohta, T., Dunai, J., Yavor, a, Eichler, E.E., and Nicholls,
R.D. (2003). Identification of four highly conserved genes between breakpoint hotspots BP1 and BP2 of the
Prader-Willi/Angelman syndromes deletion region that have undergone evolutionary transposition mediated by
flanking duplicons. American Journal of Human Genetics 73, 898-925.

Chan, C.T., Clayton-Smith, J., Cheng, X.J., Buxton, J., Webb, T., Pembrey, M.E., and Malcolm, S. (1993).
Molecular mechanisms in Angelman syndrome: a survey of 93 patients. Journal of Medical Genetics 30, 895—
902.

Chedin, F., Lieber, M.R., and Hsieh, C. (2002). The DNA methyltransferase-like protein DNMT3L stimulates de
novo methylation by Dnmt3a. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America
99, 16916-16921.

Choyke, P.L., Siegel, M.J., Craft, A.W., Green, D.M., and DeBaun, M.R. (1999). Screening for Wilms tumor in
children with Beckwith-Wiedemann syndrome or idiopathic hemihypertrophy. Medical and Pediatric Oncology
32, 196-200.

Christian, S.L., Fantes, J. a, Mewborn, S.K., Huang, B., and Ledbetter, D.H. (1999). Large genomic duplicons
map to sites of instability in the Prader-Willi/Angelman syndrome chromosome region (15q11-q13). Human
Molecular Genetics 8, 1025-1037.

29



Ideraabdullah, F.Y., Vigneau, S., and Bartolomei, M.S. (2008). Genomic imprinting mechanisms in mammals.
Mutation Research 647, 77-85.

Jackson-Grusby, L., Beard, C., Possemato, R., Tudor, M., Fambrough, D., Csankovszki, G., Dausman, J., Lee,
P., Wilson, C., Lander, E., et al. (2001). Loss of genomic methylation causes p53-dependent apoptosis and
epigenetic deregulation. Nature Genetics 27, 31-39.

Jaenisch, R. (1997). DNA methylation and imprinting: why bother? Trends in Genetics : TIG /3, 323-329.

Jéhner, D., Stuhlmann, H., Stewart, C.L., Harbers, K., Lohler, J., Simon, 1., and Jaenisch, R. (1982). De novo
methylation and expression of retroviral genomes during mouse embryogenesis. Nature 298, 623—-628.

Jauregi, J., Laurier, V., Copet, P., Tauber, M., and Thuilleaux, D. (2013). Behavioral profile of adults with
Prader-Willi syndrome: correlations with individual and environmental variables. Journal of
Neurodevelopmental Disorders 5, 18.

Ji, Y., Walkowicz, M.J., Buiting, K., Johnson, D.K., Tarvin, R.E., Rinchik, E.M., Horsthemke, B., Stubbs, L.,
and Nicholls, R.D. (1999). The ancestral gene for transcribed, low-copy repeats in the Prader-Willi/Angelman
region encodes a large protein implicated in protein trafficking, which is deficient in mice with neuromuscular
and spermiogenic abnormalities. Human Molecular Genetics 8, 533—542.

Jiang, Y., Lev-Lehman, E., Bressler, J., Tsai, T.F., and Beaudet, A.L. (1999). Genetics of Angelman syndrome.
American Journal of Human Genetics 65, 1-6.

Jirtle, R., and Weidman, J. (2007). Imprinted and More Equal. American Scientist 95, 143.

Kallioniemi, A., Kallioniemi, O., Sudar, D., Rutovitz, D., Gray, J., Waldman, F., and Pinkel, D. (1992).
Comparative genomic hybridization for molecular cytogenetic analysis of solid tumors. Science 258, 818—-821.

Kaneda, M., Okano, M., Hata, K., Sado, T., Tsujimoto, N., Li, E., and Sasaki, H. (2004). Essential role for de
novo DNA methyltransferase Dnmt3a in paternal and maternal imprinting. Nature 429, 900-903.

Knoll, J.H., Nicholls, R.D., Magenis, R.E., Graham, J.M., Lalande, M., and Latt, S.A. (1989). Angelman and
Prader-Willi syndromes share a common chromosome 15 deletion but differ in parental origin of the deletion.
American Journal of Medical Genetics 32, 285-290.

Lam, W.W., Hatada, 1., Ohishi, S., Mukai, T., Joyce, J. a, Cole, T.R., Donnai, D., Reik, W., Schofield, P.N., and
Mabher, E.R. (1999). Analysis of germline CDKN1C (p57KIP2) mutations in familial and sporadic Beckwith-
Wiedemann syndrome (BWS) provides a novel genotype-phenotype correlation. Journal of Medical Genetics 36,
518-523.

Lapunzina, P. (2005). Risk of tumorigenesis in overgrowth syndromes: a comprehensive review. American
Journal of Medical Genetics. Part C, Seminars in Medical Genetics /37C, 53-71.

Lee, J., Inoue, K., Ono, R., Ogonuki, N., Kohda, T., Kaneko-Ishino, T., Ogura, A., and Ishino, F. (2002). Erasing
genomic imprinting memory in mouse clone embryos produced from day 11.5 primordial germ cells.
Development (Cambridge, England) 7129, 1807-1817.

Lee, M.P., DeBaun, M.R., Mitsuya, K., Galonek, H.L., Brandenburg, S., Oshimura, M., and Feinberg, A.P.
(1999). Loss of imprinting of a paternally expressed transcript, with antisense orientation to KVLQTT1, occurs
frequently in Beckwith-Wiedemann syndrome and is independent of insulin-like growth factor II imprinting.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 96, 5203-5208.

Lewis, a, and Reik, W. (2006). How imprinting centres work. Cytogenetic and Genome Research /73, 81-89.

Li, E., Beard, C., and Jaenisch, R. (1993). Role for DNA methylation in genomic imprinting. Nature 366, 362—
365.

30



Li, M., Squire, J. a, and Weksberg, R. (1997). Molecular genetics of Beckwith-Wiedemann syndrome. Current
Opinion in Pediatrics 9, 623-629.

Lichtenstein, J.R., Sundaram, M., and Burdge, R. (1980). Sex-influenced expression of Madelung’s deformity in
a family of dyschondrosteosis. Journal of Medical Genetics /7, 41-43.

Liu, P., Carvalho, C.M.B., Hastings, P.J., and Lupski, J.R. (2012). Mechanisms for recurrent and complex
human genomic rearrangements. Current Opinion in Genetics & Development 22, 211-220.

Lupski, J.R. (1998). Genomic disorders: structural features of the genome can lead to DNA rearrangements and
human disease traits. Trends in Genetics : TIG 14, 417-422.

Lupski, J.R., and Stankiewicz, P. (2005). Genomic disorders: molecular mechanisms for rearrangements and
conveyed phenotypes. PLoS Genetics /, e49.

Lyle, R., Watanabe, D., te Vruchte, D., Lerchner, W., Smrzka, O.W., Wutz, A., Schageman, J., Hahner, L.,
Davies, C., and Barlow, D.P. (2000). The imprinted antisense RNA at the Igf2r locus overlaps but does not
imprint Mas1. Nature Genetics 25, 19-21.

Lyon, M.F. (1961). Gene action in the X-chromosome of the mouse (Mus musculus L.). Nature /90, 372-373.

Mabher, E.R., and Reik, W. (2000). Beckwith-Wiedemann syndrome: imprinting in clusters revisited. The Journal
of Clinical Investigation /05, 247-252.

Mainardi, P.C., Perfumo, C., Cali, a, Coucourde, G., Pastore, G., Cavani, S., Zara, F., Overhauser, J., Pierluigi,
M., and Bricarelli, F.D. (2001). Clinical and molecular characterisation of 80 patients with 5p deletion:
genotype-phenotype correlation. Journal of Medical Genetics 38, 151-158.

Mainardi, P.C., Pastore, G., Castronovo, C., Godi, M., Guala, A., Tamiazzo, S., Provera, S., Pierluigi, M., and
Bricarelli, F.D. (2006). The natural history of Cri du Chat Syndrome. A report from the Italian Register.
European Journal of Medical Genetics 49, 363-383.

Manning, M., and Hudgins, L. (2010). Array-based technology and recommendations for utilization in medical
genetics practice for detection of chromosomal abnormalities. Genetics in Medicine : Official Journal of the
American College of Medical Genetics /2, 742—745.

Martin, R.H., Rademaker, a W., Hildebrand, K., Long-Simpson, L., Peterson, D., and Yamamoto, J. (1987).
Variation in the frequency and type of sperm chromosomal abnormalities among normal men. Human Genetics
77,108-114.

Matsuoka, S., Edwards, M.C., Bai, C., Parker, S., Zhang, P., Baldini, A., Harper, J.W., and Elledge, S.J. (1995).
pS7KIP2, a structurally distinct member of the p21CIP1 Cdk inhibitor family, is a candidate tumor suppressor
gene. Genes & Development 9, 650—662.

Medina, M., Marinescu, R.C., Overhauser, J., and Kosik, K.S. (2000). Hemizygosity of delta-catenin (CTNND2)
is associated with severe mental retardation in cri-du-chat syndrome. Genomics 63, 157-164.

Monk, M., Boubelik, M., and Lehnert, S. (1987). Temporal and regional changes in DNA methylation in the
embryonic, extraembryonic and germ cell lineages during mouse embryo development. Development
(Cambridge, England) 99, 371-382.

Nazlican, H., Zeschnigk, M., Claussen, U., Michel, S., Boehringer, S., Gillessen-Kaesbach, G., Buiting, K., and
Horsthemke, B. (2004). Somatic mosaicism in patients with Angelman syndrome and an imprinting defect.

Human Molecular Genetics 13, 2547-2555.

Niebuhr, E. (1978). Cytologic observations in 35 individuals with a 5p- karyotype. Human Genetics 42, 143—
156.

31



Ogata, T., Matsuo, N., and Nishimura, G. (2001). SHOX haploinsufficiency and overdosage: impact of gonadal
function status. Journal of Medical Genetics 38, 1-6.

Oiglane-Shlik, E., Puusepp, S., Talvik, L., Vaher, U., Rein, R., Tammur, P., Reimand, T., Teek, R., Zilina, O.,
Tomberg, T., et al. (2014). Monosomy 1p36 - A multifaceted and still enigmatic syndrome: Four clinically
diverse cases with shared white matter abnormalities. European Journal of Paediatric Neurology : EJPN : Official
Journal of the European Paediatric Neurology Society 1-9.

Okano, M., Xie, S., and Li, E. (1998). Cloning and characterization of a family of novel mammalian DNA
(cytosine-5) methyltransferases. Nature Genetics 79, 219-220.

Peterson, C.L., and Laniel, M.-A. (2004). Histones and histone modifications. Current Biology : CB /4, R546—
R551.

Pettenati, M.J., Haines, J.L., Higgins, R.R., Wappner, R.S., Palmer, C.G., and Weaver, D.D. (1986).
Wiedemann-Beckwith syndrome: presentation of clinical and cytogenetic data on 22 new cases and review of the
literature. Human Genetics 74, 143—154.

Phelan, M.C. (2008). Deletion 22q13.3 syndrome. Orphanet Journal of Rare Diseases 3, 14.

Phelan, K., and McDermid, H.E. (2011). The 22q13.3 Deletion Syndrome (Phelan-McDermid Syndrome).
Molecular Syndromology 186-201.

Procter, M., Chou, L.-S., Tang, W., Jama, M., and Mao, R. (2006). Molecular diagnosis of Prader-Willi and
Angelman syndromes by methylation-specific melting analysis and methylation-specific multiplex ligation-
dependent probe amplification. Clinical Chemistry 52, 1276—1283.

Rao, E., Weiss, B., Fukami, M., Rump, A., Niesler, B., Mertz, A., Muroya, K., Binder, G., Kirsch, S.,
Winkelmann, M., et al. (1997). Pseudoautosomal deletions encompassing a novel homeobox gene cause growth
failure in idiopathic short stature and Turner syndrome. Nature Genetics /6, 54—63.

Redon, R., Rio, M., Gregory, S.G., Cooper, R. a, Fiegler, H., Sanlaville, D., Banerjee, R., Scott, C., Carr, P.,
Langford, C., et al. (2005). Tiling path resolution mapping of constitutional 1p36 deletions by array-CGH:
contiguous gene deletion or “deletion with positional effect” syndrome? Journal of Medical Genetics 42, 166—
171.

Redon, R., Ishikawa, S., Fitch, K.R., Feuk, L., Perry, G.H., Andrews, T.D., Fiegler, H., Shapero, M.H., Carson,
AR., Chen, W., et al. (2006). Global variation in copy number in the human genome. Nature 444, 444-454.

Reik, W., and Walter, J. (2001). Genomic imprinting: parental influence on the genome. Nature Reviews.
Genetics 2, 21-32.

Reik, W., Brown, K.W., Schneid, H., Le Bouc, Y., Bickmore, W., and Maher, E.R. (1995). Imprinting mutations
in the Beckwith—Wiedemann syndrome suggested by an altered imprinting pattern in the IGF2-H19 domain.
Human Molecular Genetics 4, 2379-2385.

Rivera, R.M., and Bennett, L.B. (2010). Epigenetics in humans: an overview. Current Opinion in Endocrinology,
Diabetes, and Obesity /7, 493—499.

Robertson, K.D. (2002a). DNA methylation and chromatin - unraveling the tangled web. Oncogene 2/, 5361—
5379.

Robertson, K.D. (2002b). DNA methylation and chromatin - unraveling the tangled web. Oncogene 2/, 5361—
5379.

32



Robertson, K.D., Uzvolgyi, E., Liang, G., Talmadge, C., Sumegi, J., Gonzales, F. a, and Jones, P. a (1999). The
human DNA methyltransferases (DNMTs) 1, 3a and 3b: coordinate mRNA expression in normal tissues and
overexpression in tumors. Nucleic Acids Research 27, 2291-2298.

Robinson, W.P., Bernasconi, F., Mutirangura, a, Ledbetter, D.H., Langlois, S., Malcolm, S., Morris, M. a, and
Schinzel, a a (1993). Nondisjunction of chromosome 15: origin and recombination. American Journal of Human
Genetics 53, 740-751.

Robinson, W.P., Christian, S.L., Kuchinka, B.D., Pefiaherrera, M.S., Das, S., Schuffenhauer, S., Malcolm, S.,
Schinzel, a a, Hassold, T.J., and Ledbetter, D.H. (2000). Somatic segregation errors predominantly contribute to
the gain or loss of a paternal chromosome leading to uniparental disomy for chromosome 15. Clinical Genetics
57,349-358.

Rodenhiser, D., and Mann, M. (2006). Epigenetics and human disease: translating basic biology into clinical
applications. CMAJ : Canadian Medical Association Journal = Journal de 1’ Association Medicale Canadienne
174,341-348.

Rodriguez-Caballero, a., Torres-Lagares, D., Rodriguez-Perez, a., Serrera-Figallo, M., Hernandez-Guisado, J.,
and Machuca-Portillo, G. (2010). Cri du chat syndrome: A critical review. Medicina Oral Patologia Oral Y
Cirugia Bucal 15, e473—e478.

Rountree, M.R., Bachman, K.E., Herman, J.G., and Baylin, S.B. (2001). DNA methylation, chromatin
inheritance, and cancer. Oncogene 20, 3156-3165.

Sahoo, T., Bacino, C. a, German, J.R., Shaw, C. a, Bird, L.M., Kimonis, V., Anselm, 1., Waisbren, S., Beaudet,
A L., and Peters, S.U. (2007). Identification of novel deletions of 15q11q13 in Angelman syndrome by array-
CGH: molecular characterization and genotype-phenotype correlations. European Journal of Human Genetics :
EJHG 15, 943-949.

Sarasua, S.M., Boccuto, L., Sharp, J.L., Dwivedi, A., Chen, C.-F., Rollins, J.D., Rogers, R.C., Phelan, K., and
Dupont, B.R. (2014). Clinical and genomic evaluation of 201 patients with Phelan-McDermid syndrome. Human
Genetics.

Shaffer, L.G., and Lupski, J.R. (2000). Molecular mechanisms for constitutional chromosomal rearrangements in
humans. Annual Review 34, 297-329.

Shaffer, L.G., Kashork, C.D., Saleki, R., Rorem, E., Sundin, K., Ballif, B.C., and Bejjani, B. a (2006). Targeted
genomic microarray analysis for identification of chromosome abnormalities in 1500 consecutive clinical cases.
The Journal of Pediatrics 749, 98—102.

Shapira, S.K., McCaskill, C., Northrup, H., Spikes, a S., Elder, F.F., Sutton, V.R., Korenberg, J.R., Greenberg,
F., and Shaffer, L.G. (1997). Chromosome 1p36 deletions: the clinical phenotype and molecular characterization
of a common newly delineated syndrome. American Journal of Human Genetics 61, 642—650.

Schaaf, C.P., Wiszniewska, J., and Beaudet, A.L. (2011). Copy number and SNP arrays in clinical diagnostics.
Annual Review of Genomics and Human Genetics 12, 25-51.

Scheermeyer, E. (2013). Prader-Willi syndrome - care of adults in general practice. Australian Family Physician
42, 51-54.

Schinzel, a (1988). Microdeletion syndromes, balanced translocations, and gene mapping. Journal of Medical
Genetics 25, 454-462.

Schneider, K.U., Sabherwal, N., Jantz, K., R6th, R., Muncke, N., Blum, W.F., Cutler, G.B., and Rappold, G.
(2005). Identification of a major recombination hotspot in patients with short stature and SHOX deficiency.
American Journal of Human Genetics 77, 89-96.

33



Schouten, J.P., McElgunn, C.J., Waaijer, R., Zwijnenburg, D., Diepvens, F., and Pals, G. (2002). Relative
quantification of 40 nucleic acid sequences by multiplex ligation-dependent probe amplification. Nucleic Acids
Research 30, e57.

Simmons, A.D., Goodart, S.A., Gallardo, T.D., Overhauser, J., and Lovett, M. (1995). Five novel genes from the
cri-du-chat critical region isolated by direct selection. Human Molecular Genetics 4, 295-302.

Smilinich, N.J., Day, C.D., Fitzpatrick, G. V, Caldwell, G.M., Lossie, A.C., Cooper, P.R., Smallwood, A.C.,
Joyce, J.A., Schofield, P.N., Reik, W., et al. (1999). A maternally methylated CpG island in KvLQT]1 is
associated with an antisense paternal transcript and loss of imprinting in Beckwith-Wiedemann syndrome.
Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States of America 96, 8064—8069.

Solinas-Toldo, S., Lampel, S., Stilgenbauer, S., Nickolenko, J., Benner, A., Déhner, H., Cremer, T., and Lichter,
P. (1997). Matrix-based comparative genomic hybridization: biochips to screen for genomic imbalances. Genes,
Chromosomes & Cancer 20, 399-407.

Stankiewicz, P., and Lupski, J.R. (2002). Genome architecture, rearrangements and genomic disorders. Trends in
Genetics : TIG 18, 74-82.

Theisen, A., and Shaffer, L.G. (2010). Disorders caused by chromosome abnormalities. The Application of
Clinical Genetics 3, 159-174.

Trask, B.J. (1991). Fluorescence in situ hybridization: applications in cytogenetics and gene mapping. Trends in
Genetics : TIG 7, 149-154.

Veltman, M.W.M., Thompson, R.J., Roberts, S.E., Thomas, N.S., Whittington, J., and Bolton, P.F. (2004).
Prader-Willi syndrome--a study comparing deletion and uniparental disomy cases with reference to autism
spectrum disorders. European Child & Adolescent Psychiatry 73, 42-50.

Vissers, L.E.L.M., de Vries, B.B.A., Osoegawa, K., Janssen, .M., Feuth, T., Choy, C.O., Straatman, H., van der
Vliet, W., Huys, E.H.L.P.G., van Rijk, A., et al. (2003). Array-based comparative genomic hybridization for the

genomewide detection of submicroscopic chromosomal abnormalities. American Journal of Human Genetics 73,
1261-1270.

Waddington, C.H. (1942). The epigenotype. Endeavour 18-20.

Wang, Q., Curran, M.E., Splawski, 1., Burn, T.C., Millholland, J.M., VanRaay, T.J., Shen, J., Timothy, K.W.,
Vincent, G.M., de Jager, T., et al. (1996). Positional cloning of a novel potassium channel gene: KVLQT1
mutations cause cardiac arrhythmias. Nature Genetics /2, 17-23.

Weber, M., Davies, J.J., Wittig, D., Oakeley, E.J., Haase, M., Lam, W.L., and Schiibeler, D. (2005).
Chromosome-wide and promoter-specific analyses identify sites of differential DNA methylation in normal and
transformed human cells. Nature Genetics 37, 853—-862.

Weise, M., De-Levi, S., Barnes, K.M., Gafni, R.I., Abad, V., and Baron, J. (2001). Effects of estrogen on growth
plate senescence and epiphyseal fusion. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States
of America 98, 6871-6876.

Weissmann, F., and Lyko, F. (2003). Cooperative interactions between epigenetic modifications and their
function in the regulation of chromosome architecture. BioEssays : News and Reviews in Molecular, Cellular
and Developmental Biology 25, 792—-797.

Weksberg, R., Shuman, C., Caluseriu, O., Smith, A.C., Fei, Y.-L., Nishikawa, J., Stockley, T.L., Best, L.,
Chitayat, D., Olney, A., et al. (2002). Discordant KCNQ1OT1 imprinting in sets of monozygotic twins
discordant for Beckwith-Wiedemann syndrome. Human Molecular Genetics /7, 1317—1325.

34



Weksberg, R., Hughes, S., Moldovan, L., Bassett, A.S., Chow, E.W.C., and Squire, J.A. (2005a). A method for
accurate detection of genomic microdeletions using real-time quantitative PCR. BMC Genomics 6, 180.

Weksberg, R., Shuman, C., and Smith, A.C. (2005b). Beckwith-Wiedemann syndrome. American Journal of
Medical Genetics. Part C, Seminars in Medical Genetics /37C, 12-23.

Weksberg, R., Shuman, C., and Beckwith, J.B. (2010). Beckwith-Wiedemann syndrome. European Journal of
Human Genetics : EJHG 18, 8-14.

White, T.J., Arnheim, N., and Erlich, H.A. (1989). The polymerase chain reaction. Trends in Genetics : TIG 5,
185-189.

Whittington, J.E. (2001). Population prevalence and estimated birth incidence and mortality rate for people with
Prader-Willi syndrome in one UK Health Region. Journal of Medical Genetics 38, 792—798.

Wiedemann, H.-R. (1983). Tumours and hemihypertrophy associated with Wiedemann-Beckwith syndrome.
European Journal of Pediatrics /41, 129-129.

Williams, C. a (2005). Neurological aspects of the Angelman syndrome. Brain & Development 27, 88—94.

Williams, C.A., Beaudet, A.L., Clayton-Smith, J., Knoll, J.H., Kyllerman, M., Laan, L.A., Magenis, R.E.,
Moncla, A., Schinzel, A.A., Summers, J.A., et al. (2006). Angelman syndrome 2005: updated consensus for
diagnostic criteria. American Journal of Medical Genetics. Part A /40, 413-418.

Windpassinger, C., Kroisel, P.M., Wagner, K., and Petek, E. (2002). The human gamma-aminobutyric acid A
receptor delta (GABRD) gene: molecular characterisation and tissue-specific expression. Gene 292, 25-31.

Wu, Q., Niebuhr, E., Yang, H., and Hansen, L. (2005). Determination of the “critical region” for cat-like cry of
Cri-du-chat syndrome and analysis of candidate genes by quantitative PCR. European Journal of Human
Genetics : EJHG 13, 475-485.

Xie, S., Wang, Z., Okano, M., Nogami, M., Li, Y., He, W.W., Okumura, K., and Li, E. (1999). Cloning,
expression and chromosome locations of the human DNMT3 gene family. Gene 236, 87-95.

Yoder, J. a, and Bestor, T.H. (1998). A candidate mammalian DNA methyltransferase related to pmt1p of fission
yeast. Human Molecular Genetics 7, 279-284.

Zhang, A., Zheng, C., Hou, M., Lindvall, C., Li, K.-J., Erlandsson, F., Bjorkholm, M., Gruber, A., Blennow, E.,
and Xu, D. (2003). Deletion of the telomerase reverse transcriptase gene and haploinsufficiency of telomere
maintenance in Cri du chat syndrome. American Journal of Human Genetics 72, 940-948.

Zhang, F., Carvalho, C.M.B., and Lupski, J.R. (2009). Complex human chromosomal and genomic
rearrangements. Trends in Genetics : TIG 25, 298-307.

Zwart, R., Sleutels, F., Wutz, a, Schinkel, a H., and Barlow, D.P. (2001). Bidirectional action of the Igf2r imprint
control element on upstream and downstream imprinted genes. Genes & Development /5, 2361-2366.

Seznam webovych zdroju

Catalogue of parent origin effects : http://igc.otago.ac.nz/home.html, pouzito 7. 5. 2014

Medical dictionary : http://www.medilexicon.com/medicaldictionary.php

35


http://igc.otago.ac.nz/home.html
http://www.medilexicon.com/medicaldictionary.php
http://igc.otago.ac.nz/home.html

