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Etiologie vyskytu mentalni retardace zustava u vétsiny pacientti neobjasnéna. Jednou z moznych
pficin jsou pfestavby v subtelomerickych oblastech chormozému. Ty byvaji nalezeny piiblizné u
7% vysettovanych pacientu. Jednotlivé prace se v procentu zachycenych piestaveb lisi. Tato situace
je zpusobena zejména nejednotnosti vybérovych kritérif. V nékterych pracich lze téZz pozorovat
odlisné metodické piistupy. Vétsina praci se vsak stale odvolava na vysledky ziskané pomoci FISH
(Fluorescencni 7 situ hybridizace). A to at’ jako zakladni vySetfovaci metody ¢i jako metody
referencni pfi ovéfovani vysledkti ziskanych jinou metodou. Diky stile rostoucimu poctu
vySetfenych pacientd a jejich klinickému popisu se v posledni dobé podatilo z velké skupiny
subtelomerickych pfestaveb vyclenit ty, které jsou svym fenotypickym projevem rozpoznatelné od
ostatnich, a popsat je jako samostatné syndromy. Stale vsak zistavaA mnoho pfestaveb, jejichz

zachyt je jen ojedinély a jejich charakterizace proto velmi obtizna.
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Uvod

Mentalni retardace (MR) neobjasnéného ptivodu pfedstavuji staly problém v klinické diagnostice.
U 40% stfedné tézkych a tézkych MR (IQ<50) a u 70% lehkych MR (IQ=50-70) je etiologie
neznama (Walter a kol, 2004). Podstatnou skupinu tvofi pacienti se submikroskopickymi
pfestavbami v koncovych oblastech chromozomu (Flint a kol 1995; Knight a kol.,1999). Takto malé
ptestavby zustavaji neodhaleny pfi klasickém karyotypovani, které je schopno detekovat pouze
pfestavby vétsi nez 4 Mb a mnohdy neodhali ani vétsi pfestavby vzhledem k jejich lokalizaci a
aktualni kvalit¢ metody a materidlu (Flint a kol., 1995). Takové piestavby mohou byt druhou
nejcastéjsi pricinou tézkych a stfedné tézkych MR po Downovée syndromu (Knight a kol., 1999).
K diagnostice v oblasti koncti chromozémt se pouziva fluorescence in situ hybridisation
(FISH)(Walter a fol., 2004). V roce 1995 Flint a kol. poprvé odhalili do té doby nedetekovatelné
pfestavby u 99 mentalné retardovanych pacientd. Pfestavby nalezli u 5% z nich. V roce 1999
Khnight a kol. zvefejnili své vysledky, z nichz vyplyvalo, Ze u pacienta s tézkymi a stfedné tézkymi
MR je procento prestaveb vyssi nez u pacientu slehkou MR (7,4% vs. 0,5%). Pro srovnani

uved'me, ze syndrom fragilnfho X byva nelezen u 1-2% pacienti s MR (de 1'res, 2002).



Kapitola 1

1  STAVBA A POPIS SUBTELOMERY

Chromozoém je utvar v lidském jadfe sestavajici z nukleovych kyselin a proteint, ktery nese
genetickou informaci. Konec chromozému se nazyva telomera. Tato oblast obsahuje tandemové
repetice (TTAGGG)n, které mohou nabyvat rozmért 3-20 kb. Tyto repetice se nachazi na koncich
vsech lidskych chromozému a chrani chromozém pfed degradaci a fuzi s jinym chromozémem.
Béhem zivota bunky dochazi k jejich postupné degradaci, coz hraje klicovou roli v regulaci délky
zivota bunky. Vyjimku tvofi bunky germinalni (zarodecné) a rakovinné. Tyto bunky transkribuji
enzym telomerazu, ktery dovede telomerické repetici prodluzovat a zajist'uje, tak bufce
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p (kratké rameno) [ : gL -‘f
Sekundarni konstrikce f}’L \ | {’_T-‘):-{f

Primarni konstrikce
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: 'L Telomera

T

Chromatidy

Obrézek 1: Stavba chromozému (pfevzato z presentace Joan HM Knoll, 2003)

Pod telomerou (smérem k centromefe) se nachazi oblast zvana TAR (Telomere Associated
Repeats), ktera obsahuje sekvence homologni pro vice chromozému a vsunuté kratké aseky, které
jsou chromozémove specifické. TAR dale obsahuje 1 degenerované repetice (TTAGGG)n. Oblast
TAR byva 100-300 kb dlouhd. Degenerované repetice rozdéluji TAR na distalni oblast subtelomery,



ktera obsahuje kratké tuseky spolec¢né pro vice chromozému, a proximalni oblast subtelomery, ktera

obsahu dlouhé useky spolecné jen pro maly pocet chromozému (Knight a Flint, 2000; Joan H.M.
Knoll, 2003).

Proximalni oblast Distalni Ohblast
subtelomery subtelomery Telomera

——— Centromera
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[ Unikatni sek ohsahuje i vimezefené unilatni sekvence
nikatni sekvence

@®® Unikatmi subtelomerni sekvence
@ Degradovane (TTAGGGN

Obrazek 2: Stavba konce chromozému (pievzato z presentace Joan HM Knoll, 2003 a upraveno)

Saccone (1992) pomoci analyzy presence GC-bohatych H3 izochor zjistil, Ze oblasti subtelomer
jsou genové nejbohatsi oblasti genomu. Mezi nejtypictéjsi klinické pfiznaky pfestaveb subtelomer
patif rastové a vyvojové opozdéni, mentalni retardace (MR) a v mensi mife téZ vrozené vyvojové

vady (Knight a kol., 1999, 2000, de V'ries a kol., 2003).

V lidském genomu se vSeobecné hovoii pouze o 41 subtelomerickych oblastech, i kdyz cely
lidsky karyotyp se sestava ze 46 chromozomu (diploidni sada). To proto, Zze u akrocentrickych
chromozému (skupina D tvofena chromozoémy cislo 13, 14 a 15 a skupina G tvofena chromozémy
21 a 22) je v distalni oblasti kratkych ramen (p) tvofena tzv. satelity, které obsahuji geny pro

ribozomalni RNA, jejichZ delece nemaji fenotypicky dopad.



Kapitola 2

2 METODY VYUZIVANE K DETEKCI SUBTELOMERICKYCH
PRESTAVEB

Priblizné polovina vsech segmentalnich aneusomii zahrnuje telomerické oblasti (Biesecker,
2002). Wilkie a kol. vyvinuli v roce 1993 techniku k detekci subtelomerickych pfestaveb
vyuzivajici hypervariabilnich DNA polymorfizmu tzv. VNTR (Variable Number of Tandem
Repeats — variabilni pocet tandemovych repetic) a mikrosatelitnich markert. O 2 roky pozdéji
Flint a kol. vyuzili tuto metodu k detekci do té doby neodhalitelnych pifestaveb u 99 pacienta
s MR. Prestavby nalezli u 5% z nich. V roce 1999 Knight a kol. zvefejnili své vysledky, z nichz
vyplyvalo, Ze u déti s té¢zkou a stfedné tézkou MR je procento zachycenych pfestaveb vyssi nez

u déti s lehkou MR (7,4% vs. 0,5%) (de 17ries, 2003, Biesecker, 2002).

K detekci genetického materialu v subtelomerickych oblasti byla vyvinuta fada metod. Ze
znalosti stavby telomerické oblasti vyplyva, ze kazda metoda je kompromisem mezi citlivosti a
specifitou. Pokud se vySetfeni zaméifi na sekvenci, kterd je zcela unikatni (lezici blize
k centromefe), mohou pfestavby lokalizované blize konci chromozému zustat nedetekovany

(Knight a Flint, 2000).

2.1. VyuzZiti DNA polymorfizmu

Tato metoda vyuziva k detekci pfestaveb zejména polymorfni mikrosatelitni markery v oblastech
subtelomer. K této analyze je potfeba ziskat DNA pacienta a obou jeho rodict. Jako marker se voli
takovy gen, v némz jsou oba rodice heterozygoti a nesdili spolu ani jednu alelu. Presence jen jedné
alely u pacienta vypovida o deleci, 3 alely o trizomii. Vyhodou tohoto pfistupu je moznost detekce
izodizomie (pfipad, kdy potomek zdédi 2 alely od téhoz rodice). Nevyhody spocivaji v mozném
nedostatku markert, jejich polymorfizmu ¢i v jejich nizké informativité. K této metodé je tieba
vzorka od obou rodict, coz muze byt také v nekterych pifpadech problém. Problém s markery lze
fesdit zvolenim vice nez 1 markeru pro 1 subtelomeru. Ale v takovém pfipadé bude mnoho markera
pomeérné daleko od skutecného konce chromozému a malé distalni delece zustanou neodhaleny.

(Knight a Flint, 2000; de Vries a kol., 2003)

Dnes je molekularné biologicky piistup opét angazovan ve vysetfovan{ subtelomer a to zejména

analyza polymorfizmu kratkych tandemovych repetic (STRPs — Short Tandem Repeat
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Polymorphizms). Dale metoda vyuzivajici polymerazovou feté¢zovou reakci tzv. PCR (Polymerase
chain reaction), pfi které se kvantifikuji oblasti o znamé sekvenci tzv. STS (Sequence Tagget Site).
Toto metoda vsak zatim nema dostatek vysledka (Biesecker, 2002). Jinou metou vyuzivajici PCR je
analyza mikrosatelitnich markert. Pro vhodny vybér markert k detekci v oblastech subtelomer se
vyuzivaji genomové databaze nebo sekvence ze zmapovanych klont. Mikrosatelitni markery se

hlavné uplatiuji pfi potvrzovani podezteni na terminalni deleci 2q (van Karnebeek a k0l.,2002).

STRPs metoda se jevi jako levnéjsi alternativa FISH (Fluorescence In Situ Hybridisation — viz
2.3) a na rozdil od nf ji lze automatizovat. Ovsem generuje mnohem vice falesné pozitivnich nez
skutecné pozitivnich vysledkd. Dochazi k tomu hlavné kvili tzv. nulovym alelam (pfipadim, kdy
pro deleci vétstho ¢i mensi rozsahu chybi kus ¢i cela alela anebo pfipady hemizigotnich alel),

alelickym mutacim a polymorfizmu telomer (Biesecker, 2002).

2.2. Cytogenetické pruhovaci techniky

Nejcasteji uzivanou metodou klasické cytogenetiky je tzv. G-pruhovani (,,G-banding®), kdy jsou
chromozémy po kratkém vystaveni ptisobeni trypsinu obarveny roztokem Giemsa-Romanowski.
Vzniknou tak na chromozémech napadné pficné pruhy, jejichz pocet a lokalizace jsou pro kazdy
chromozoém specifické (Kodarek a kol., 2002). Citlivost metody je pfimo tmérna poctu rozlisitelnych
pruht. Napf. pii 400-550 pruzich nelze spolehlivé detekovat prestavby mensi nez 5 megabazi (Mb)
(Knight a Flint, 2000). Ke stanoveni strukturalnich aberaci malého rozsahu slouzi HRT (High
Resolution Technique — vysoce rozlisujici technika). Pfi nf se bunééné cykly vsech bunck nejprve
sesynchronizuji (pozastavenim v S-fazi) a nasledné vsSechny zastavi v prometafazi. Dale se jiz
postupuje jako pfi G-pruhovani. Prometafizické chromozoémy jsou protiahlé a lze na nich
pozorovat az 850 pruht na genom. Nevyhodou pruhovacich metod je jejich nizka rozliSovaci
schopnost — fadové megabaze (Mb). HRT je navic ¢asové narocna a jeji dobré zvladnuti vyzaduje
zkusenost. Nicméné vyuzitt HRT pfi vysetfovani subtelomer shledali Joyce a kol. (2001) a van

Karnerbeek a kol. (2002) za schopnou detekce kryptickych subtelomerickych pfestaveb.
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Obrazek 4: Muzsky karyotyp — rozliSeni vice nez 550 pruhti (pomoci HRT) — u chromozému 1 pro srovnani
klasické G-pruhy s rozlisenim 450 pruht (pfevzato z presentace Joan HM Knoll, 2003)

2.3. Fluorescence In Situ Hybridisation (FISH)

Tato metoda je zaloZzena na aplikaci fluorochromem znacenych préb (dseki DNA ¢i RNA),
specifickych pro nékterou zunikatnich subtelomerickych sekvenci, pfimo na matefazické
chromozémy a jadra. Na zakladé¢ komplementarity probéhne hybridizace préby se specifickym
lokusem. Metafaze jsou vyhodnocovany pod fluorescenénim mikroskopem. Pfitomnost 2 signala
na pfislusnych ramenech piislusnych chromozému vypovida o normalnim stavu. Absence ¢i
nadbytek 1 signala svéd¢i o deleci resp. trizomii. Pfitomnost signalu na rameni jiného chromozému
svéd¢i o translokaci. Proby uzivané v soucasnosti jsou zejména BAC (Bacterial Artificial
Chromosome — umélé bakterialni chromozémy), PAC ( Plasmid Artificial Chromosome —

plazmidové umélé chromozémy) a P1 (jako vektor pouzit Pl-bakteriofag) klony lokalizované
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nejdale 300 kb od telomery a proto jimi lze detekovat 1 malé subtelomerické prestavby. (de 7es a

kol., 2003; Walter a kol., 2004)

Obrazek 5: Princip FISH (pfevzato z presentace Joan HNM Knoll, 2003)

Obrazek 6: Vysledek FISH — pacient s deleci
chromozému 4; znaceni sond: cervena pro 4q a
zelend pro 4p — absence jednoho signalu pro 4p,
druhy chromozém 4 je normalni (pfevzato z price
Bocian a kol., 2004)




Knight a kol. navrhli roku 2000 set prob, s jejichz pomoci lze vySetfit vSech 41 lidskych
subtelomer na jednom podloznim skle. Takovy set komeréné¢ wvyrabi firma Cytocell
(Chromoprobe Multiprobe-T System) a kromé sond pro 41 subtelomer obsahuje jesté sondu
k detekci nejéastéjsitho polymorfizmu — polymorfizmu chromozému 2q (Viikovd, 2004, 2005).
Celkové se FISH sondy rozdéluji na sondy prvni a druhé generace. Set prvni generace sond
obsahoval klony kosmidové, P1 a PAC. Ty byly ziskany pomoci tzv. polovi¢nich YAC (yeast
artificial chromosome — kvasinkovy umély chromozém) — kvasinkové chromozémy nesouci
termindlni segmenty pochazejici z lidskych chromozému. Vétsina téchto klont byla
lokalizovana do 300 kb od chromozomalniho konce. Nékteré z téchto klona vsak vykazovaly
cross hybridizaci (ad oddil 3.4. a tabulka 7). Déle nebylo mozno pomoci polovi¢nich YAC
ziskat klony pro 7 oblasti (1p, 5p, 6p, 9p, 12p, 15q a 20q). K ziskani sond pro tyto oblasti se
vyuzilo PAC knihoven. Zde vSak nebyla znama skutecna fyzicka vzdalenost od konce
chromozoému. Pozdéji se ukazalo, ze napt. 12p klon je od konce vzdalen vice nez 800 kb. To
vse mélo za nasledek vytvofeni druhé generace sond. Jeji klony jsou ziskany pomoci izolaci
z PAC, P1 a BAC klont. U vsech je znama skute¢na vzdalenost od konce. U téchto sond se jiz
neobjevuji cross hybridizace a i n¢které problémy spojené s polymorfizmy (ad oddil 3.4. a

tabulka 7) se povedlo vytesit (Knight a Flint, 2000).

Nevyhodou FISH je pracnost vysetfeni. K vySetfeni se nejcastéji pouzivaji lymfocyty
z periferni krve pacienta. Jejich kultivace a pfipravu podloznich skel s metafizemi nelze nijak

automatizovat a muze se stat, ze se nevydafi optimalné (Biesecker, 2002).

2.4. Dvanactibarevna subtelomericka FISH — 12-color FISH asssay (M-TEL)

Tuto metodu vyvinuli a popsali roku 2001 Brown a kol. Pouzili set klont specifickych pro
kazdou lidskou subtelomeru. Vsechny (az na klon specificky pro 5p) jimi navrzené klony
hybridizovaly nejdale 500 kb od telomery. Ty obarvili pomoci 4 fluorochromu, jejichz kombinaci
ziskali 12 rozdilnych barev. Vytvofili postup, ktery dovoluje vySetfit vSechny telomery ve dvou
hybridizacich. U této metody jsou sondy pro kratka (p) i dlouha (q) ramena chromozému znacena
stejnou barvou. Metoda tedy neni schopna detekovat translokace telomer mezi obéma rameny
téhoz chromozému resp. chromozému téhoz paru. Dale vyvinuli software pro stanoveni vysledku
M-TEL. Nejprve M-TEL aplikovali na vzorky od péti zdravych jedinct, ¢imz vyloudili mozné

falesné pozitivni nalezy. Jako pozitivni kontrolu pouzili osm pacientt s jiz znamymi pfestavbami



(konkrétné dva s terminalni deleci, pét s nebalancovanou translokaci' a jednoho s balancovanou

translokaci). Ve vSech pifipadech pomoci M-TEL potvrdili nalez.

errom 1

Wi 11

W §1

e snamane 1Y

M-TEL 2

Obrazek 7: Vysledek M-TEL vysetieni (pfevza-to z Brown a kol., 2007)

2.5. Comparative Genomic Hybridisation (CGH)

CGH je svym principem obdobou FISH. Na referencni vzorek zdravého jedince (jiz
piipraveného na sklicku) se aplikuje smés dvou vzorkit DNA — prvni opét od zdravého jedince
obarvena jednou fluorescenéni barvou a druha od vysetfovaného pacienta obarvena odlisné.
Béhem hybridizace musi oba DNA vzorky kompetovat o moznost hybridizace se vzorkem na
podloznim skle. Pokud je DNA urcitého lokusu jednoho vzorku v nadbytku, projevi se tento stav
pfevahou jedné barvy. At uz je v kompetici zvyhodnéna referencni DNA, protoze u pacienta je
vdané oblasti delece, ¢i pacientova DNA, protoze je v této oblasti amplifikace. Intenzita
zastoupenych signald je hodnocena specialnim pocitacovym programem. CGH umoznuje

zpracovani DNA z jakychkoliv tkani bez naroku na kultivaci.

Rozlisovaci schopnost této metody je odvozena od faktu, Ze je vyhodnocovana fluorescencnim

mikroskopem a pohybuje se tedy okolo 3 Mb. I tato metoda ma svou vysokorozliSovaci (HR-

I Translokace: Jedna se o chromozomalni pifestavbu, pii které dochdzi k pfesunu ¢asti chromatidy jednoho chromozému na jiny
chromozém nebo k vimeéné genetického materialu mezi dvéma a vice rdznymi chromozémy. Pokud vlivem zlomua nedojde
k poruseni nebo ztrat¢ n¢kterjch geni, mluvime o balancované translokaci. V téchto pifpadech ma nositel zpravidla zcela normalni
fenotyp. Aberace se vSak mize po germinalni linii pfedat dalsim generacim a zde se (vlivem segregace chromozomalnich para
behem meiézy) vyskytnout v nebalancované forme.



CGH) obdobu, ktera je schopna dosahnout rozliseni 2 Mb (Joly a kol., 2007). Nevyhodou CGH je
fakt, Ze neni schopna odhalit balancované translokace, protoze v jejich pfipad¢ je mnozstvi

referencni i testované DNA totozné.

. :
—WEST
é |

621 72N 5 (25) 9 (25) 10 (24) 11 {24) 12 (25)

- -

13 (26) 14 (19) 15 (19) 16 (24) 17 (25) 18 (29)

B BT EC EC éé%f&

19 (29) 20 (23) 21 (21) 22 (23) X (13) Y (13)

Obrazek 8: CGH u pacienta s karyotypem: 46,XX,der(18)t(6;18)(p24.1;q21.1) (zelen¢ znacena DNA pacienta, ¢ervené referencni)
(ptevzato od MUDr. 1/ likové)

CGH metodu k vysetfeni subtelomerickych oblasti pouzili Joly a kol. (2001). VySetiili 17 pacientt
ze 14 rodin a u 7 z nich nalezli pfestavby. Své vysledky nasledné potvrdili i subtelomerickou FISH.
Zde je vsak nutno dodat, ze u dvou translokaci CGH odhalila pouze jeden derivovany chromozém.
V prvanim piipad¢ diagnostikovali pouze monozomii 2q misto nebalancované translokace mezi
chromozémy 2 a 5 (neodhalili ¢astecnou trizomii chromozému 5). Ve druhém piipadé misto
nebalancované translokace mezi chromozémy 7 a 16 detekovali pouze trizomii 16q. Nicméné jejich
prace ukazala, ze CGH ma jisty potencial diagnostikovat pfestavby, které mohou zustat neodhaleny
pit klasickém vysetfeni pomoci G-pruhid. Baker a kol. (2002) pomoci HR-CGH zachytili u 4%

svych pacienti subtelomerické pfestavby.

Veltman a kol. roku 2002 vyvinuli tzv. microarray CGH systém vyuzivajici pfimo BAC a PAC
DNA kanalyze subtelomerickych pfestaveb a navrhli téz vyuziti tzv. DOP-PCR (Degenerate
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oligonucleotide primer — PCR — PCR uzivajici degenerujici oligonukleotidové primery) produkty
misto DNA piimo z BAC a PAC. Vysetfeni pomoci DOP-PCR produkti mtze byt méné citlivé
(Harada a kol., 2004). Harada a kol. (2004) navazali na Valtmantv tym a vyvinuli vlastni microarray
CGH systém s pouzitim DOP-PCR amplifikovanou subtelomerickou DNA.

Testovana DNA Referenéni DMNA

4 N\

ﬂ 000000000
‘U‘ 000000000
000000000
(H ) _ED (000000000,

Klasicka CGH Microarray CGH

Ratio

Obrazek 9: Princip CGH a microarray CGH (ptevzatu z Molinaro, Laan a moore, 2002)

U microarray CGH na rozdil od klasické hybridizuje znacena DNA ne s chromozémy, ale
s velkym poctem malych tsekt genomu. Ty jsou ve formé malych mikroskopickych tecek navazany
na podloznim skle. Kazdy takovy bod ma své pfesné umisténi v ramci miizky (slouzici
k vyhodnoceni). I.ze tak vysetfit fadové tisice usekit DNA (gent) najednou. Ke snimani vysledku je
zapotiebi specidlniho skeneru a k vyhodnoceni patficného software. Tato metoda je velmi citliva.

Umi nejen diagnostikovat delece a amplifikace, ale zvladne stanovit i jejich rozsah (Kodirek a kol.,

2002).

Veltman a kol.(2002) vysetfili pomoci microarray CGH 20 pacientd se znamymi
abnormalitami jedné ¢i vice telomer. U vSech vysetfovanych byl nalez potvrzen a dale ve tfech

pfipadech nalezli novou pfestavbu, do té doby nedetekovanou. Bohuzel ke stanoveni poctu
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falesné pozitivnich nalezi autofi vySetfili pouze 5 zdravych jedinci a navic u nékterych
pouzitych klont bylo spocitino az 15% riziko abnormalniho nalezu u zdravého jedince

(Veltman a kol., 2002).

Obrézek 10: Vysledky microarray CGH (pfevzato z http://www.geocities.com/kimdesok/Seminars/Cgh/index.htm)

2.6. Spektralni karyotypovani (SKY)

Spektralni karyotypovani nebo také spektralni karyotypizace (SKY — spectral karyotyping) je
podobné jako CGH obdobou zikladni metody FISH. Zde se k detekci pouziva smés tzv.
malovacich sond. Kazda malovaci sonda hybridizuje s jinym chromozémem, takze lze na
zaklade jediné hybridizace oznacit vsech 24 lidskych chromozému. Odlisnosti se dosahuje
nejen pouzitim raznych fluorochromu, ale také jejich rozdilnou kombinaci. K oznacen{ vsech
chromozémau je tfeba péti fluorescencnich barviv. U metody SKY se k odliseni barev a jejich
vzajemnych kombinaci pouziva spektrometr. Podobn¢ jako u FISH a CGH je k vySetfeni tfeba

kultivace bunék a ziskani dobfe rozprostfenych mitéz (Kodirek a kol., 2002).

SKY k detekei subtelomerickych pfestaveb pouzili Clarkson a kol (2002). Vysetfili 50 détf bez
nalezu pfi klasickém G-pruhovani. Pro srovnani pacienty vysetfili téz FISH metodou. Ta
odhalila 3 pfestavby (véetné¢ 2q polymorfizmu)., zatimco SKY pouze jednu. Autofi proto

konstatovali, ze ve srovnani s FISH metodou je SKY méne citliva (Clarkson a kol., 2002).
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Dalsimi, kdo vyuzili vySetfeni pomoci SKY metody k detekce terminalnich pfestaveb, byli
Anderlind a kol.(2002). Pomoci FISH metody nalezli 10 pfestaveb (resp. 11 — mezi
vySetfovanymi byl i sourozenecky par), z nichz byly 4 nebalancované translokace. Pravé u
pacientt s témito aberacemi a u jejich rodict, nosica translokaci v balancované formé, provedli
téz vysetfeni pomoci SKY metody, aby zjistili, jak je tato citliva a aby stanovili alespon hruby
odhad velikosti prestavby. Ve tfech pfipadech zaznamenali translokaci a to jak u pacienta, tak i
u rodice s balancovanou formou. V jednom pfipadé SKY nevykazovala zadné patologie. Dale
autofi pouzili SKY u 50 pacientd, u kterych nebyly nalezeny zadné pfestavby pomoci FISH, aby
vyloucili intersticialni pfestavby, ale Zadné detekovany nebyly (Anderlind a kol., 2002).

2.7. Multiplex Amplifiable Probe Hybridisation (MAPH)

Tato metoda, vynalezena roku 2000 Armourem a jeho kolektivem, umoznuje stanoveni poctu kopi
specifickych genetickych lokusi. K detekei subtelomerickych prestaveb ji roku 2001 pouzili Sismani
a kolektiv. Je zalozena na PCR kvantifikaci préb znovunabytych po hybridizaci s vysetfovanou

DNA vazanou na nylonovém filtru. Vsechny préby obsahuji vazebna mista pro bézny par primera.

MAPH

Set préb Separace na gelu

l

@ & W S

Genomicka DNA na nylonovém
filtru (2mm x 3mm)

l

Hybridizace wmms)p Pisné odmyti =l
@ %I @l % Prvni PCR Druha PCR

Obrazek 11: Princip MAPH (pievzato z: http://www.dmd.nl/)
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Hollox a kol. (2002) pouzili MAPH k detekci subtelomerickych pfestaveb. Zachytili v cca
4% fale$né pozitivni nalezy a ve 2% falesné negativni. I pfes mnoho falesné pozitivnich nalezt,

L3

shledavaji autofi tuto metodu jako wuzitecnou zejména ke zuzeni vybéru pacienta

doporucovanych na vysetfeni subtelomer pomoci pracnéjsi FISH metody (Hollox a kol., 2002).

2.8. Multiplex Ligation Dependent Probe Amplification (MLPA)

Jedna se o metodu, pfi niz jsou pomoci PCR amplifikovany dvojice ligovanych lokus specifickych
sond. Ke kazdé vysetfované sekvenci je zapotfebi mit dv¢é tésné sousedici sondy nesouci primerové
sekvence. Po hybridizaci se sekvenci dojde k ligaci, ¢imz z nich vznikne jedno vlakno, které je
mozno amplifikovat pomoci PCR. Nasleduje denaturace a PCR amplifikace s primery specifickymi
pro sondy. Pokud je cilova oblast deletovana, ligace neprob¢hne a ve vysledku bude chybét patfi¢ny
produkt. Dnes se komercné vyrabi sondy takové, ze lze vysetfit 41 telomer ve dvou multiplexnich

reakcich. Jednotlivé produkty se lisi svou délkou (kazdy o 9 bazi), coz umoziuje odecteni vysledki.

ds DNA
1 DENATURACE (98°C)
ss DNA
55 DNA
l HYBRIDIZACE (98°C)
-H— J_
l, LIGACE (54°C) Ligaza-65
w
l inaktivace ligazy pFi 98°C
= F PCR
1 R pouziti univerzalnich
primerQ
l’ fragmentova analyza
SEPARACE

Obrizek 12: Princip MLPA (pfevzato z www.pt-lab.cz/laborky/ METODY.pdf)

MLPA vysledek se stanovuje na zakladé kvantitativniho hodnoceni, proto je tfeba provést téz
dalsi vysetfeni (nejlépe FISH) k potvrzeni diagnézy v pifpadé nalezu patologie (Ikovi Z., 2004,
2005). Tato metoda neni schopna odhalit balancovanou translokaci, pokud nedoslo ke zlomu pravé

v oblasti mezi dvéma sondami.
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Obrazek 13: Vysledek MLPA; zdrava kontrola (nahofe) a pacient s deleci v oblasti dlouhych ramen chromozému 2

(ptevzato od MUDr. 1V likové)



Kapito

la 3

3 VYUZITI SUBTELOMERICKE FISH U PACIENTU

S MENTALNI RETARDACI

Byla publikovana cela fada studii zabyvajicich se vySetfenim subtelomer u pacientd s MR

s neobjasnénou piicinou — idiopatickou mentalni retardaci (IMR). Z vétsiny z nich vyplyva, ze

subtelomerické piestavby jsou signifikantni pficinou MR. Vyjimku tvofi prace Joyce a kol. (2001),

jejichz zavér znél opacné. Ve skupiné pacientd s MR nenalezli Zadnou pfestavbu, zato nalezli 2

ptestavby v kontroln{ skupiné zdravych pacientt. Procento nalezenych pfestaveb se ve vybranych

pracich se pohybuje od 0% (Joyce a kol., 2007) az po 29,41% (Joly a kol.,2007) (viz. tabulka 1).

Rozdily jsou dany odlisnymi kritérii, podle kterych byli pacienti indikovani k vysetfeni subtelomer.

Studie vyéez'%?/eatnych :faelse; evléy pl"epsc;:ceb familiarni | paternalni | maternalni| metoda
| Anderlind a kol. (2002) 111 11 (10)Y 9,91% 5(4)Y 4 (3)Y 1 FISH, SKY
Clarkson a kol (2002) 50 3 6,00% 3 1 1 (2 - pol)®| FISH, SKY
Knight a kol. (1999) 466 (75c)? | 22 (0c)? 4,72% 10 6 4 FISH
Joyee a kol (2001) 150 (150c)? | 0 (2c)? 0,00% X X X FISH
Helias-Rodzewicz a kol. (2002) 33 3 9,09% 3 34 X4 FISH
Joly a kol. (2001) 17 7 (5)V 41,18% | 6 (4)V 5@3)Y 1 FISH,CGH
Bocian a kol. (2004) 84 10 11,90% 8 6 2 FISH
Walter akol. (2004) 50 10 20,00% 5 2 3 FISH
Sogaard a kol. (2005) 132 (131)Y 9 (8)» 6,82% 3 (2 1 2(1)Y | FISH, PCR
van Karnebeek a kol. (2002) 281 29 10,32% 2 0 2 FISH, PCR
celkem 1374 101 7,35% 45 25 16
pramér 137,40 10,10 11,99% 4,50 2,50 1,60

1) Do studie byli zahrnuti i sourozenci; ¢isla v zavorkach jsou zohledriuji na tento fakt a berou zachyt stejné prestavby u dvou sourozencu

jako jeden pfipad

2) Do studie byla zahrnuta téz kontrolni (zdrava) skupina; €isla v zavorkach s oznacenim c jsou hodnoty pro kontrolni skupinu

3) Ve studii byl zachycen polymorfimus s moznym klinickym dopadem; &islo v zavorce je vysledkem, pokud by byl tento polymorfizmus
povazovan za pficinu klinického nalezu

4) Ve studii byly popsany tfi rozsahlé rodiny s vyskytem subtelomerické pfestavby; u vSech primarnich pacientl byly pfestavby ziskany od
otce. V rdmci celych rodin se v€ak tyto prestavby pfedavaly i po maternalni linii

tabulka 1: Piehled vysledkt vybranych studif
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Priblizné polovinu zachycenych piipadi pfestaveb tvoii de novo vzniklé delece a polovinu tvoii
nebalancované translokace vzniklé segregaci balancovanych translokaci vyskytujicich se v rodiné
pacienta. (Flint a Knight, 2003). Anderlind a kol.(2002) a Bocian a kol. (2004) ve svych pracich
zaznamenali vy$${ zastoupeni paternalniho puavodu pfestavby (u Bocian a kol. to bylo 6 z 8
familiarnich pfestaveb; u Anderlinda a kol. to byly 4 pfestavby z 5 resp. 3 z 4 — v 1 piipadé se
jednalo o sourozence). Roberts a kol. (2004) zaznamenali 2 familiarni pfestavby a obé byly

maternalniho ptvodu.

3.1. Vybérova kriteria — Checklist

Jak jiz bylo feceno vyse, jednotlivé studie se od sebe lisi vybérovymi kriterii. PHsnéjsi vybér
pacientt sice zvysi procento zachytu pfestavby, ale n¢ktef{ pacienti se subtelomerickou pfestavbou
zustavaji nevysetfeni.

Roku 2001 zvefejnili svou praci de Vries a kol, v niz se zabyvali zastoupenim jednotlivych
fenotypickych znakt u pacientd s prokazanymi subtelomerickymi pfestavbami. Na zakladé své
studie vypracovali tzv. checklist, podle kter¢ho lze zuzit vybér pacientd k vysetfeni subtelomer.
Jejich checklist obsahuje celkem pét kategorif: vyskyt MR v rodiné, prenatalni rastova retardace,
postnataln{ rdstové abnormality, viskyt dvou a vice oblicejovych dysmorfickych® znakli a vyskyt

jednoho a vice mimooblicejovych dysmorfickych znaka.

Kategorie Skdre Minimalni Senzitivita Specifita (95%

Vyskyt MR v rodiné skdre (95% CI*) Cl¥)
podléhajici pravidlim Mendelovské dedi¢nosti 1 >3 1,00 (0,87-1,00) 0,27 (0,18-0,39)
nepodléhajici pravidlim Mendelovské dédi¢nosti 2 >4 0,89 (0,71-0,98) 0,43 (0,32-0,55)

Prenatdlni ristova retardace 2 =5 0,70 (0,50-0,68) 0,69 (0,57-0,79)

Postnatalni rastové abnormality 2 >6 0,56 (0,35-0,75) 0,88 (0,79-0,95)
za kazdou z nasledujicich 1 bod (celkem max. 2): >7 0,33 (0,17-054) 0,94 (0,86-0,98)
mikrocefalie, kratkd postava, makrocefalie, =8 0,19 (0,06-0,38) 0,95 (0,87-0,99)

vysokd =9 0,11 (0,02-0,29) 0,99 (0,93-1,00)
postava * 95% interval spolehlivosti

Vyskyt 2 a vice facidlnich dysmorfizm@ 2
zejména hypertelotizmus, abnormality nosu a tabulka 2: Senzitivita a specifita checklistu podle de Vries a kol.
usi

Vyskyt mimooblicejovych deformit a vrozenych 2

vyvojovych vad
za kazdou anomdlii 1 bod (celkem max. 2)
zejména anomalie rukou a srdce, hypospadie,
nesestoupla testes

tabulka 3: Checklist podle de Vries a kol. (2001)

2 Dysmorficky: Charakterizovany zménami a poruchami (anomaliemi) v anatomické stavbé (téla, riznych organovych systémi apod.)



Dalsim, kdo navrhl checklist pro vybér pacient, byl Dr. Oliver Bartsch z Institutu klinické
genetiky v Drazdanech a to pro studii Walter a kol. zvefejnénou roku 2004 (viz. tabulka 2). Jeho
checklist ma 4 kategorie: MR nebo vyvojové opozdéni, dysmorfizmus, rastovy defekt a abnormalni
rodokmen (tj. vyskyt jedinci s abnormalnim fenotypem ¢i aborty v rodiné). Maximum moznych
dosazenych bodu v tomto checklistu je 8. Selekeni kritérium pro vysetfeni subtelomer je ziskani tif
a vice bodu ve tfech raznych kategoriich nebo ziskani ¢tyf a vice bodu ve dvou kategoriich. Jeho
checklist pfevzala a upravila firma Cytocell a doporucuje prave na jeho zakladé vybirat pacienty pro
vysetfeni subtelomerickych pfestaveb (viz tabulka 4).

Kritéria, ke kterym se vSeobecné pfihlizi pfi vybéru pacienti, tvofi téz neznama etiologie jejich
MR a karyotyp na trovni 450-550 pruht bez nalezu (popft. téz vylouceni znamé submikroskopické
ptestavby, ke které se svym klinickym popisem pacient ptiblizuje) (Walter a kol., 2004).

1. Mentalni retardace
B nespecificka nebo lehka
B Stfedni nebo téZka 2

[HEN

2. Rustové abnormality
B nizka porodni vaha (-2SDY) nebo IUGR? 1

B Postnatilni mala vyska (-2SDY) 1
B mikrocephalie/makrocephalie (-2SDY/+2SDY) 1
3. Dysmorfologie
B 2 avice oblicejové anomalie 1
B 2 avicejiné VVV? 1
4. Abnormality v rodokmenu
B MR sourozenec, teta, stryc, bratranec, sestfenice 1
B VVV? sourozenec, teta, stryc, bratranec, sestfenice 1 L
B exitus neonatalis, pfedCasny porod, 2 a vice abortl 1 %Orucovan}

1) smérodatna odchylka (SD — Standard deviation); 2) nitrodéloZni ristova retardace (IUGR — intra-uterine growth
retardation)3) vrozena vyvojova vada (VVV)

3.2. Delece subtelomerickych oblasti

De Vries a kol. (2003) publikovali souhrnny ¢lanek zabyvajici se nalezy pfestaveb v jednotlivych
subtelomerickych oblastech. Pfevzali vysledky vysetfeni vice nez 2 500 pacientd s podezfenim na
subtelomerické prestavby. Ty byly nalezeny pfiblizné¢ u 5% z nich. V zavéru své prace poukazali na

stale nedostatecny pocet odhalenych pfestaveb.

Jedna z mnoha otazek, vznasejicich se kolem detekci subtelomerickych pfestaveb, zni, kdy lze

submikroskopickou deleci povazovat za pficinu MR. Vseobecné se ma za to, ze pouze v piipade,
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kdy byla stejna delece pozorovana u nepfibuzného pacienta taktéz s MR. Bohuzel existuji i delece,
které nezptisobuji MR u vSech svych nositeld. Piikladem takové pfestavby muze byt delece
v subtelomerické oblasti kratkého ramene chromozému 18. Dalsim problémem je polymorfizmus

vvvvvv

se zprvu predpokladalo(de 17ies a kol., 2003).

V neposledni fadé existuji i subtelomerické delece, které byly zaznamenany pouze v jednom

Vv

Jedno z nejjednodussich vysvétleni zni, Ze jen zatim nebyly detekovany a s nastupem novych
technologii a stale vzrustajictho poctu vysetfovanych pacientt je jejich nalez jen otazkou casu. Jiné
vysvétlend fika, Ze tyto delece nejsou spojeny s fenotypem napovidajicim chromozomalni pfestavbu
(jako napt. absence MR a/nebo malformaci’). To ma za nasledek, Ze tito pacienti nejsou odesilani
na podrobna cytogeneticka vysetfeni. Dale je mozné, ze by tyto byt’ submikroskopické delece byly
letalni. Uskali této teotie tkvi v tom, Ze u nekterych chromozomalnich ramen jako napt. 18p ¢i 19p
byly pozorovany mikroskopicky viditelné delece koncu (vcetné subtelomer a telomer), zatimco
pouze submikroskopické delece subtelomer nikoliv. A na konec teorie, ktera vysvétluje tento jev
vysokou stabilitou nckterych subtelomerickych oblasti. To zpusobuje, Ze v téchto oblastech

k pfestavbam prakticky nedochazi (de 17ies a kol., 2003).

Pocet zaznamenanych pfipadi Telomericka oblast

vice nez 50 4p, 5p, 9p, 16p, 17p

11 az 50 1p, 2q, 22q

2az 10 1q, 2p*, 3p*, 4q, 5q, 6q, 7q, 8p, 9q, 10p, 10q, 11q,
12p, 13q, 14q, 18q, 20p*

pouze jediny 3q, 6p, 7p, 11p, 164, 17q

zadny 8q, 12q, 15q, 18p, 19p, 19q, 20q, 21q

*vice néz jeden piipad, ale v raimci jedné rodiny

tabulka 5: Frekvence deleci jednotlivich subtelomerickych oblasti (prevzato 3 de 1ries a kol., 2003), stav k roku 2003

3 Malformace: Vrozena tchylka tvaru vznikla za nitrodélozniho vyvoje zarodku. Jiné nazvy jsou zridnost, monstrozita, vrozend vyvojova vada
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3.3. Syndromy asociované s pfestavbami subtelomer

Wolf-Hirschhorniv syndrom® (4p-), Cri-du-chat syndrom (5p-), 9p- syndrom, 13q- syndrom a
18p- syndrom pfedstavuji pifklady mikroskopicky viditelnych deleci, které vétsinou zasahuji i do
oblasti subtelomer a zptisobuji MR spojené se specifickym fenotypem (de ['ries a kol., 2003). Nastup
novych molekularnich a molekularné cytogenetickych metod s sebou piinesl popis pacientd s
terminalnimi delecemi do té doby nenalézanymi. Na jejich zakladé byly popsany dalsi fenotypicky
specifické a klinicky dobfe rozpoznatelné delecni syndromy. Nejvyznamnéjsi z nich je 1p- syndrom.
Ten je dnes jiz dobfe popsan a je povazovan za nejbéznéjsi syndrom terminaln{ delece (de I7ies a
kol., 2003). Dnes se téz uvazuje, ze Pittiv a Wolf-Hirschhorntiv syndrom reprezentuji fenotypické

varianty téze mikrodelece (Sogaard a kol., 2005).

Presny popis pacientt s nékterymi delecemi umoznil popis nékolika zcela novych syndromu se
subtelomerickou deleci jako pficinou. Mezi takové syndromy patfi i monozomie 22q. Spolecné
znaky pacientt s touto pfestavbou jsou vyvojové opozdéni, MR, absence rozvoje fe¢i a snizené
svalové napéti (hypotonie). Mezi jiz méné Casto pozorované projevy patii zahyb kozni fasy pfi
vnitinim o¢nim koutku (epikantu), nedostate¢né vyvinuté (hypoplastické) usi a prodlouzeni hlavy
v pfedozadnim sméru (dolichocefalie). Jako u jedné z mala subtelomerickych deleci se u tohoto

syndromu muzeme setkat i s nadmérnym rastem (de [7ies a £0l,2001; Roberts a kol., 2004).

Jak jiz bylo feceno vyse, 1p36 delecni syndrom patii dnes mezi nejvyznamnéjsi subtelomerické
dele¢ni syndromy. Je znam sSirokym rozpétim klinickych projevi, mezi které patii razny stupen MR,
rastova retardace, abnormaln{ EEG zaznam, hypotonie, vyvojové opozdéni, ¢asny nastup puberty,
orofacialni rozs$tépy nebo jiné abnormality patra, poruchy sluchu a kardiomyopatie. Dale jen mozno
pozorovat, ze tito pacienti vykazuji mezi sebou znamky podobnosti dané zejména vyskytem siroké
pfedni (anteriorni) fontanely, poruch vyvoje usi, hluboko polozenych oci, ploché, hloubéji posazené
horni ¢asti nosntho hibetu, ostré brady a trvale zakfiveného (klinodaktylie) patého prstu ruky.
Molekularni studie ukazaly, Zze prevalence urcitych fenotypickych projevii mize korelovat s velikosti
delece. Frekvence vyskytu tohoto syndromu se pohybuje kolem 1:5000 zivé narozenych deti (Balif
a kol., 2003; Knight a Flint, 2000; de V'ries a kol., 2001; Roberts a fol., 2004).

Dalsim dnes jiz dobfe popsanym syndromem spojenym s pfestavbu v subtelomerické oblasti je

18p dele¢ni syndrom. Pacienti s timto syndromem vykazuji lehké az stfedné tézké rastové

4 Syndrom: Soubor piiznaki (symptomi) charakterizujici urcité onemocnéni
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opozdéni, hypotonii, napadné¢ malou hlavu (mikrocefalii), prominujici usi, Siroka usta a trvalé
zakfiveni (klinodaktylie) patého prstu ruky. V nékterych piipadech byly popsany téz anomalie
genitalu a srdecni defekty (Roberts a kol., 2004).

18q delec¢ni syndrom je pfiznacny vyskytem MR casto spojené s mikrocefili{, izkym vstupem do
zvukovodu, Sirokym kofenem nosu, oblicejovych hypoplasii (nedostatecného vyvinuti) a tzv.
kapfimi usty. Dale se u tohoto onemocnéni vyskytuje maly vzrist, deformity nohou, poruchy

sluchu, deficience rastového hormonu ¢i IgA deficience (Katg a kol., 1999; Roberts a kol., 2004).

U pacientd s monozomif 2q37 byla pozorovana variabilita klinického projevu odvijejici se od
velikosti delece. U vSech vsak bylo mozno pozorovat urcity stupent MR a oblicejové dysmorfizmy.
Dnes se i tato delece fadi mezi syndromy. V této oblasti se vSak muze vyskytovat téz
polymorfizmus. Je proto tfeba vzdy vysetfit téz pifbuzné pacienta a pokud je to mozné, stanovit
pfesny rozsah delece. Na stanoveni pfesné hranice mezi polymorfizmem a patologii se v soucasné

dobé zamétuji ncékteré studie.

3.4. Polymorfizmy v subtelomerickych oblastech a cross hybridizace

Polymorfizmy a cross hybridizace jsou dvé nejbéznéjsi komplikace pii FISH vysetfeni
subtelomer. Pokud se hovoii o polymorfizmu subtelomer, hovoii se v prvni fad¢ o polymortni
délce cilovych sekvenci nékterych FISH sond. Prodlouzeni cilové sekvence ma za nasledek zesileni
signalu, zkraceni pak zeslabuje signal a ten se muze jevit mdlym az neprukaznym. V piipadé
polymortfizmu v oblasti 2q muze byt signal sondy tak slaby, Ze je zde diagnostikovana delece.
V piipadé Xp a Yp polymorfizmu mohou cilové sekvence uplné chybét. Pfi takovém nalezu je vzdy

tfeba vysetfit oba rodice k vylouceni delece ¢i polymortizmu (Knight a Flint, 2000).

Po @77700(2{77”/ n Potet pﬁ;b&ldﬁ 7. él’i’OjM)é studie tabulka/ 6: NCL.J.‘tréh’lll polymorfizmy nalezené ve
79 1 Toyee a fol, 2007 vybranych studiich
4q 1 Joyee a kol, 2001

2q 7 Van Karnebeek a ko., 2002

Xp/Yp 4 Van Karnebeek a ko., 2002

2q 14 Knight a kol., 1999

3q 1 Riegel a kol., 2001

Xp 1 Riegel a kol., 2001

2q 14 Rosenberg a klo., 2001

7q 9 Rosenberg a klo., 2001

9p 27 Rosenberg a klo., 2001

Delece 2q se casto posléze nalezne i u dalsich clent rodiny. Patii proto mezi nejcasteji

detekované polymorfizmy (Flint a Knight, 2002). Pro ovéfeni, zda se v daném pfipadé jedna
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skutecné o deleci nebo jen o polymorfizmus, se vysetfuje oblast vzdalena 240-290 kb od telomery.
Tato oblast je pro 2q subtelomeru unikatni a nevykazuje zadny polymorfizmus (van Karnebeek a
k0l,2002 ). Delece v oblasti 2q se také ¢asto nachaz{ u déti s autizmem. Zda se, ze by tato delece

mohla byt predispozici pro toto onemocnéni (1/elagaleti a kol., 2005).

U cross hybridizace je situace jina. Cross hybridizace je zpusobovana podobnosti sekvenci mezi
jednotlivymi telomerami. To ma za nasledek, ze nékteré sondy mohou hybridizovat s vice
chromozoémy. Situace pak muize pusobit jako amplifikace s translokaci. Jak jiz bylo zminéno vyse,
degenerované (TTAGGG)n repetice rozdéluji subtelomerickou oblast na distalni a proximalni c¢ast
s odlisSnymi vzory homologie s jinymi chromozémy. Pokud je klon (DNA, kterou nese sonda)
odvozen zdistalni oblasti obsahujici bloky kratkych sekvenci, muze hybridizovat s vice
chromozémy. Klony odvozené od proximalni oblasti hybridizuji jen s malym poctem jinych

chromozoému, se kterymi sdili homologni useky (Knzght a Flint, 2000).

Telomera Kion
Polymorﬁzmy 2q 210E14 (P1), 2112b2 (cosmid)
Xp, Yp CY29 (cosmid)
Cross hybridjzace 5p s kratkymi rameny akrocentrickych chromozému 114j18 (BAC)
5q s centromerami akrocentrickych chromozému B22a4 (cosmid)
8pslq 2205a2 (cosmid)
11pse 17p 2209242 (cosmid)
12s s 6p a 20q 496a11 (PAC)

tabulka 7: Polymorfizmy a cross hybridizace u prvni generace telomerickych sond (pievzato z Knight a Flint, 2000)
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Zaivér

Odhaleni malych pfestaveb u mentalné retardovanych pacientd a jejich charakterizace nam
mohou pomoci lépe porozumét biologii intelektualnich funkci (Flint a Knight, 2003). Pro rodinu
postizeného pak presna diagndza a urceni pri¢iny MR skyta moznosti preventivatho vysetfen{
v piipadé té¢hotenstvi napf. u nosice balancované formy translokace. Stale ztistava mnoho pfestaveb
nalezenych pouze vjednom piipadé. Dalsi nalezy a popisy fenotypu spojenych s urcéitymi
pfestavbami muze v budoucnu zefektivnit vysetfeni takto postizenych jedincti. Takovy pacient by
podle svého fenotypu mohl byt odeslan pouze na vysetfeni konkrétnich prestaveb, u nichz byl

podobny fenotyp jiz popsan.

Zatim nejuzivanéjsi metodou k vySetfeni subtelomer je FISH. Tato metoda se hojné vyuziva i
k potvrzovani diagnéz stanovenych jinou metodou. Je tak povazovana za standardni na poli

vySetfovani subtelomer.

Tato bakalafskda prace je struénym souhrnem metod wuzivanych k detekci pfestaveb
v subtelomerické oblasti spolu s nastinénim problematiky jejich vyskytu u pacientd s mentalni
retardaci. Méla by slouzit jako podkladovy material pro mou budouci diplomovou praci. V té bych
rada publikovala vysledky vySetfeni subtelomer pomoci FISH metody u pacientd s mentalni

retardaci ve Fakultni nemocnici v Motole.
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