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Abstrakt

Marker chromozémy (sSMC) st malé nadpocetné chromozémy l'udského karyotypu, ktoré su
mensie ako chromozom 20 v rovnakej metafdze. Vznikaji bud’ ulomenim alebo v procese
nerovnomernej rekombindcie (tzv. vymena typu U). Mdzu byt odvodené od vsetkych
I'udskych chromozoémov, ale najcastejSie sa jedna o akrocentrické chromozdémy. Tato
podskupina markerov nesie so sebou az styrikrat nizSie riziko abnormalneho fenotypu nez
markery nonakrocentrického pévodu. Na vysledny fenotyp ma vplyv taktiez familiarny
vyskyt a vyskyt v mozaikach, pritomnost’ euchromatinu, ¢i uniparentalna dizomia. Frekvencia
markerov je v zdravej populacii asi 0,044%, zvySena je potom u mentalne retardovanych
pacientov a 'udi trpiacich poruchami plodnosti, ktoré stvisia s neStandardnou
chromozémovou sadou obsahujucou marker. Najvéacsie marker chromozémy mozno niekedy
charakterizovat’ za vyuzitia metdd Standardnej karyotypizacie. Spravidla je vSak nutné volit
metody molekularne cytogenetické, pripadne molekularne biologické. Najéastejsie ide 0
fluorescenénu in situ hybridizaciu a jej obmeny — multifarebntit FISH a spektralnu
karyotypizaciu (u komplexnych markerov), multifarebné pruhovanie, reverzna FISH

a mikroFISH (u markerov neznameho povodu). Preferovanymi sondami s centromerické
sondy, ale vyuzivaju sa tiez lokus Specifické a celochromozémové mal'ovacie sondy.

V pripade potreby sa prevadza tiez komparativna genomova hybridizacia, resp. array-CGH

(DNA ¢ipy), ktorda umoznuje odhalit’ pritomnost’ euchromatinu na markeroch.

KTIacoveé slova:
marker chromozém, sSMC, uniparentilna dizOmia, mozaika, neocentromeéra, mentalna

retardacia, neplodnost’, FISH, M-FISH, CGH, centromericka sonda



Abstract

Small supernumerary marker chromosomes (sSMC) are extra chromosomes of human
karyotype, which are smaller in length than chromosome 20 of the same metaphase. They
originate as broken fragments of chromosomes or in the event of non-homologous
recombination (U-type change). They can be derivates of all human chromosomes, but the
most common are markers of acrocentric origin. In terms of abnormal phenotype, acrocentric
markers are four times less severe than their nonacrocentric counterparts. Other factors
determining an overall phenotype are familiar and mosaic forms of markers, euchromatin
presence or uniparental disomy. The frequency of a marker in a healthy population is
approximately 0,044%. Higher frequencies can be found among the mentally retarded and
people suffering from infertility, which arises from an atypical chromosome set containing

a nonstandard chromosome. The largest markers could be identified by means of standard
karyotyping, but in general, it is necessary to apply techniques of molecular cytogenetics,
possibly molecular biology. The most common is fluorescent in situ hybridization and its
modifications — namely multicolor FISH and spectral karyotyping (for complex markers),
multicolor banding, reverse FISH and microFISH (for markers of unknown origin). The most
frequently used are centromeric probes, but locus-specific and whole-chromosome probes can
be employed as well. In case of a more detailed identification we use the technique of
comparative genomic hybridization (CGH), or array-CGH; both capable of recognizing the

presence of euchromatin on markers.
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infertility, FISH, M-FISG, CGH, centromeric probe
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1. UvoD

Marker chromozémy st nadpocetné chromozomové utvary, ktoré mozno pozorovat
v karyotype. Vyskytuju sa asi u 0,044% populécie, ale ich vyskyt je zvySeny napr. u mentalne
retardovanych pacientov alebo l'udi trpiacich neplodnostou. Markery mozu vznikat' pri
meidze, ale aj mitdze, takze vystupuju v mozaikdch. Mechanizmy vzniku st rozne (uvadza sa
napr. nerovnomerny crossing-over s naslednou vymenou typu U), ale vznikat’ mozu aj pri
procese trisomy rescue. Markery mézu byt familidrnej povahy, ale az dvakrat CastejSie
vznikaji de novo. Existuju tri zdkladné morfologické typy markerov — malé markery, kruhové
markery aizochromozomy (izodicentrické chromozémy). Okrem toho rozliSujeme
neocentromerické markery akomplexné markery, ktoré obsahuju fragmenty roznych

chromozomov.

Povod markerov sa odhaduje, aby bolo mozné stanovit’ prognézu. Abnormalny fenotyp je
pozorovany u markerov de novo v 13% pripadov. U markerkov akrocentrického povodu je to
len 7%, zatial' ¢o u markerkov nonakrocentrického povodu je to az 28%. Pri familiarnych
formach fenotyp, mozno predpokladat, ze fenotyp dietata sa bude zhodovat s fenotypom
rodi¢a s markerom. Ddlezitymi faktormi pri stanoveni prognozy je tieZ pritomnost’ a rozsah

euchromatinu v markeri, uniparentalna dizomia a miera mozaicizmu.

Najéastejsie byvaju markery odvodené od chromozému 15 [napr. inv dup(15)]. Dalsie bezné
markery su typické pre konkrétne syndromy — napr. der(22) u Emanuelovho syndromu, i(12p)
u syndromu Pallister-Killian alebo inv dup 22 u cat-eye syndromu. Typické st tiez d’alSie

izochromozomy napr. i(18p), i(8p) a i(9p).

K presnej molekularnej charakteristike markerov sa vyuzivaju molekularne cytogenetické
metody a molekuldrne biologické metddy. Rutinne sa prevadzaja vySetrenia pomocou metody
FISH za pouzitia multifarebnych centromerickych sond. Pre preciznejSie urcenie je mozné
vyuzit' mikrodisekciu spojenu s FISH alebo postupy gendémovej hybridizacie (CGH, DNA
¢ipy).



2. MARKER CHROMOZOMY

2.1.

2.1.1.

2.1.2.

CHARAKTERISTIKA MARKER CHROMOZOMOV

VYZNAM A VYSKUM MARKER CHROMOZOMOV V HISTORICKOM

KONTEXTE

Po prvykrat bol marker chromozém popisany v roku 1961 (1). I8lo o pripad
nekompletnej trizomie, kedy dieta nieslo minimalne stigmata Downovho
syndromu (epicanthus, velky jazyk). V roku 1962 bol pozorovany extra de
novo akrocentricky chromozom so satelitmi na kratkych i dlhych ramienkach
u mentalne retardovanej pacientky (2). V roku 1963 Froland et al. (3) popisali
chlapca s kongenitalnymi defektmi, mentalnou zaostalostou a cerebralnou
atrofiou, ktory bol nositelom nadpocetného malého metacentrického

chromozomu.

Vroku 1987 Hook aCross (4) previedli podrobnt S$tadiu nadpocetnych
chromozomov, ale povod boli schopni identifikovat’ len u Casti markerov.
Podrobnejsia molekularna charakteristika markerov bola mozna az po zavedeni
metédy FISH. Mnozstvo autorov sa snaZilo spojit’ pritomnost’” marker
chromozomu s klinickou diagnoézou a typickym fenotypom, atak bolo
popisanych niekol'ko syndromov, medzi inymi i(18p) syndrém, i(9p) syndrom,

Pallisterov-Killianov syndrém, Emanuelov syndrom, ¢i cat-eye syndrom (5).

DEFINICIA A POUZIVANE TERMINY

Liehr et al. (6) definuji (malé) marker chromozomy ako $truktirne abnormalne
chromozomy,  ktoré  nemdézu byt  jednoznane  identifikované
a charakterizované pouzitim klasickych cytogenetickych metéd. Vo
vSeobecnosti su velkostne mensie alebo rovnaké ako chromozom 20 v
rovnakej metafaze. Zo skupiny malych marker chromozdémov teda niekedy

velkostne vyrad'ujeme bezné izochromozomy, dic(22) = tzv. CES chromozom



2.2.

2.2.1.

(bezny u cat-eye syndromu), inv dup(15) a der(22). Zastupenie jednotlivych

marker chromozémov v celkovom spektre znazornuje Graf 1.

1%1%

8% mi(8p)

mi(9p)
PKS

a7% mi(18p)

m dic(22)
m der(22)

inv dup(15)
24% ostatné SMC

Graf 1: Vyskyt najcastejSich foriem marker chromozémov v Pudskom

karyotype [Gdaje adaptované podl'a Liehra, The sSSMC homepage (7)]

V literatire sa mozno stretnut’ s nasledovnymi oznaceniami marker
chromozomov:

SMC/sSMC — (small) supernumerary marker chromosome (6, 8, 9, 10)

ESAC - extra structurally abnormal chromosomes (4,5)

SAC - small accessory chromosome (11)

VZNIK, POVOD A ZAKLADNE FORMY MARKER
CHROMOZOMOV

VZNIK A POVOD MARKER CHROMOZOMOV

Christian et al. (12) presetrili 4 bezné body zlomov (BP — break points) na
chromozéme 15  asociované. s Angelman/Prader-Willi  syndromom
a nachadzajuce sa v danom kritickom regione. VBP 2 aBP 3 odhalili
duplikované oblasti obsahujtice niekol’ko pseudogénov. Mimoriadna instabilita
daného useku (15ql11-ql3) by teda mohla byt sposobena prave pritomnost’ou
spominanych duplikonov, ktoré pri prvom meiotickom deleni homoldogne

rekombinuju a moze dochadzat’ k nerovnomernej vymene typu U nasledovanou
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nondisjunkciou (9). Danym mechanizmom mozno popisat’ vznik sSMC(15).
Takéto chromozomy st maternalneho povodu a obsahuji material z oboch

homologov chromozému 15 (13).

Podstatna cast’ sSSMC je odvodena od akrocentrickych chromozéomov — Crolla
et al. (9) uvadza az 64%. Velku Cast’ pritom predstavuji derivaty chromozému
15 (vécsinou ide oinv dup) — 35% (9) , 50% (14). Su teda najCastejSie
diagnostikovanymi sSMC u ¢loveka, ¢o tzko suvisi s faktom, ze de novo
sSMC 15 boli asociované so zvySenym vekom matky, zatial ¢o obecne vek

matky nehra ziadnu rolu pri vzniku sSMC (9).

35%
H podla Crolla et al. (2005)
30% -
podla Liehr (The sSMC homepage)
25%
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Graf 2: Percentuidlne zastipenie sSMC derivovanych od jednotlivych
chromozémov 'udského karyotypu (5/19, 13/21 a 14/22 boli SSMC, ktorych

povod nemohol byt’ jednoznac¢ne urceny)



2.2.2.

2.2.3.

DEDICNOST

Familiarne formy sSMC boli zaznamenané v 20% pripadov (14), 31%
pripadov (15), 42% pripadov z celkového poctu sSMC pripadov (16). Vyrazné
rozdiely medzi jednotlivymi Stidiami su zapri¢inené malym suborom
pozorovanych sSMC pripadov. Pritomnost sSMC vedie zrejme CcastejSie
k neplodnosti u muzov nez u Zien (u neplodnych muzov je nalez sSMC az
7,5krat Castejsi), a preto sa sSSMC dedia preferenéne po maternalnej linii (6).

Zdedené sSMC vicsinou obsahujt len heterochromatin (15).

Naopak de novo sSMC obsahuji aj euchromatin, ktory mdéze mat’ vyrazny
dopad na fenotyp - Bartsch et al. (15) zaznamenali medzi de novo sSMC
euchromatin az Vv polovici pripadov. De novo formy su castejSie
u nonakrocentrickych chromozémov. Predstavujti az 90% pripadov, zatial’ ¢o

u akrocentrickych chromozémov je to len 60% (9, 6)

Liehr et al. (6) stanovili pomer de novo k familiarnym formam na 2:1, a to vo
vSetkych skimanych podskupinach (prenatalne $tudie na nahodnych i vopred
vymedzenych suboroch, postnatalne $tadie). Crolla et al. (9) toto rozdelenie
potvrdili; v svojej studii totiz zaznamenali 70% de novo SSMC a 30%

familidarnych sSMC (z toho 19% zdedenych maternalne a 11% paternélne).

MORFOLOGIA MARKER CHROMOZOMOV

V populdcii marker chromozomov rozliSujeme 3 zdkladné morfologické typy:
malé marker chromozémy - minutes (v uzSom slova zmysle ide o malé
nekruhové markery vicSinou pozostavajuce z centromerickej oblasti
a pericentromerického heterochromatinu,), kruhové chromozomy —rings
anajpocetnejSiu  (az 52% vSetkych sSMC) skupinu chromozomov s
invertovanou duplikédciou (pripady izochromozémov, resp. izodicentrickych
chromozémov). Okrem toho mozno vy¢lenit skupinu sSMC s neocentromérou

a komplexné sSMC.
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B malé chromozéomy
(minutes)

B kruhové chromozémy
(rings)

m inv dup/i/idic
chromozémy

B neocentromerické
chromozémy

B komplexné markery

M neidentifikované

Graf 3: Zastipenie jednotlivych morfologickych foriem sSMC v populacii
marker chromozémov (Udaje adaptované podla Liehra, The sSMC

homepage)

Vypovedni hodnotu ma aj prerozdelenie jednotlivych foriem sSMC medzi
skupiny  akrocentrickych  (chromozémy 13, 14, 15, 21 a 22)
a nonakrocentrickych chromozémov. V oboch skupinach su najpocetnejSie
invertované  duplikdcie = aizochromozomy. Medzi  akrocentrickymi
chromozémami potom moZno najst’ velkt cast’” malych chromozémov, ale
hlavne kruhové chromozomy, ktoré¢ su az trikrdit pocetnejSie nez
U nonakrocentrickych chromozomoch. Medzi nonakrocentrickymi

chromozémami naopak nachadzame velké zastipenie komplexnych sSMC.
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Akrocentrické ® malé chromozémy Nonakrocentrické
chromozémy (minutes) chromozémy

H kruhové
chromozémy (rings)
5%
inv dup/i/idic
chromozémy

H neocentromerické
chromozémy

H komplexné markery 2% 59%

M neidentifikované

Graf 4: Zastupenie jednotlivych morfologickych foriem sSMC v zavislosti
na ich akrocentrickom/nonakrocentrickom povode (idaje adaptované podl'a
Liehra, The sSSMC homepage)

2.2.3.1. MALE MARKER CHROMOZOMY - MINUTES

Malé marker chromozémy obsahuju jedint centroméru a nie su cirkularizované
(Obrazok 1). Vzhl'adom na zna¢nu redukciu pericentromerickych sekvencii je
zlozité charakterizovat’ ich molekularne, dokonca iza pouzitia metéd CGH
aFISH, ako dokumentuji na pripade s niekol’kymi komplexnymi sSMC
Tsuchyia et al. (17). Crolla et al. (16) zaznamenali vo svojej Stadii az 50%
malych (,,minutes) sSMC obsahujtcich iba heterochromatin jednotlivych

centromerickych oblasti — 1, 4, 12, 13/21, 14, 16, 19 a5/19.

Nélez malého sSSMC bez euchromatinového regionu je vel'mi ¢asto pozorovany
V asociacii s mechanizmom ozna¢ovanym ako trisomy rescue. Stefanou
a Crocker (18) zaznamenali pripad min sSMC 21, ktory s najvacSou
pravdepodobnostou vznikol znadpocetného chromozomu 21. Riziko
Downovho syndrému bolo v tomto pripade odvratené redukciou tohto extra
chromozému na maly fragment. V podobnych pripadoch je nevyhnutné pri
stanovovani prognozy zvazit mozaikové rozSirenie markeru a uniparentalnu
dizomiu (UPD). Je potrebné presetrit’ nieckol’ko d’alSich bunecnych linii, aby

sme vylucili pritomnost’ aneuploidnej linie s neredukovanym tretim

12



chromozémom, ktory by mohol mat’ nepriaznivy fenotypicky dopad. Samotny

min sSMC vsak so sebou riziko abnormalneho fenotypu nenesie.

Kruhovy sSMC

Bisatelitné sSCM
(sinv dup)

e
\85-

Inv dup chromozdm Minutes

(izochromozdém)

IIII]T]]]:D

Modelovy
akrocentricky

chromozém
Modelovy

submetacentricky

chromozdém

Obrazok 1: Priklady jednotlivych morfologickych foriem sSMC

2.2.3.2. KRUHOVE MARKER CHROMOZOMY - RINGS

Dalsou skupinou sSMC su kruhové - ring (r) chromozémy (Obrazok 1),
ktorych velkost’ je mensSia nez Sirka metafazického chromozomu (11). Barsch
et al. (15) zaznamenali vo svojej Studii 31% kruhovych sSMC odvodenych od
chromozomov 1, 4, 6, 8, 11, 16, 17, 19, 21 a 22. Vsetky tieto sSSMC vznikli de
novo. Crolla et al. (16) pozorovali tiez kruhové sSSMC 3 a 20. Liehr (7) udava
priklady kruhovych sSMC u vsetkych chromozémov okrem SSMC(13).
Najfrekventovanejsimi kruhovymi sSMC st r(1) a r(8) v relativnom zastipeni
13 a 12%. Kruhovy chromozém 8 je pritom az v 70% priamo zodpovedny za

abnormalny fenotyp (19).
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Marker chromozomy zostavené len z heterochromatinu vykazuju normalny
fenotyp (11). Abnormalne fenotypy st vo vSeobecnosti pozorované najcastejsie
v pripade malych kruhovych sSMC s euchromatinom - v 28% pokial' §lo
0 derivaty ~ nonakrocentrickych  a 7% u derivatov  akrocentrickych
chromozémov (16). Mnohé kruhové sSMC rovnakého chromozomalneho
povodu obsahuju podobné euchromatinové sekvencie, ¢o naznacuje, ze aj pri
vzniku kruhovych sSMC moézu mat® vyznam nenahodné zhluky BP na
konkrétnom chromozome (11). Kzlomom teda dochadza v konkrétnych

oblastiach a vznikaju skupiny sSSMC s charakteristickym fenotypom.

V pripade r(1) a r(4) vSak nejde o vznik dependentny na konkrétnej sekvencii,
ked’ze viacsina zaznamenanych BP sa nachadza v odlisnych regiénoch. Pri
vzniku vacsich kruhovych chromozémov dochadza k ich néslednej redukcii.
V procese bunecného delenia s kruhovymi chromozémami, ktoré st navzajom
interlokované, dochadza k opakovanym zlomom a fizidm. Objavuji sa r6zne
formy kruhovych sSMC vrdéznych bunecnych linidch, ale len linie s
minimalnym rozsahom aneuploidie sa Vv postzygotickom vyvoji vyraznejSie
presadia a uchytia (11).

2.2.3.3. MARKER CHROMOZOMY S INVERTOVANOU DUPLIKACIOU

Marker chromozém obsahujici invertovani  duplikaciu  predstavuje
morfologicky chromozom, ktorého ramienka st tvorené tou istou sekvenciou,
tzv. izochromozém (Obrazok 1). Specifickym typom je izodicentricky
chromozém s dvoma centromérami, medzi ktorymi je zduplikovana oblast’.
Tieto st ¢asto akrocentrického povodu; zduplikované st teda Casti q ramienok,
aza obidvoma centromérami sa nachadzaji fB-satelitné oblasti p ramienok.

Hovorime tiez o bisatelitnych chromozdémoch.

Medzi sSMC typu inv dup st najpocetnejSie prave derivaty akrocentrickych
chromozoémov, ¢ize bisatelity. Bartsch et al. (15) zaznamenali az 57% tychto
SSMC. V danej $tadii boli zaznamenané izochromozomy 13p, 21p a 22p,

a dicentrické chromozémy odvodené od chromozémov 13/21, 15 a22 (tzv.
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CES chromozém, CES = cat eye syndrome). Crolla et al. (16) zaznamenali
navySe bisatelity odvodené od 14, resp.14/22. Kratke ramienka
akrocentrickych chromozémov amalé¢ dicentrické chromozomy 15 a 22
neobsahuji vSeobecne ziadne gény, U ktorych by zmena davky vyvolala
abnormdlny fenotyp. Preto sa predpokladd len mierne zvySené riziko
atypického fenotypu utohto typu sSMC (15). Podl'a tudajov The sSMC
homepage (7) st z nonakrocentrickych markrov najbeznejsie izochromozém 12
— Pallisterov-Killianov  syndrom (16% vSetkych inv dup sSMC)
a izochromozom 18 (11% vsetkych inv dup sSMC).

2.2.3.4. NEOCENTROMERICKE CHROMOZOMY

Neocentroméry boli po prvykrat a najcastejSie pozorované u sSMC, ktoré
stratili povodnu centroméru, ale detegované boli aj v niektorych rakovinovych
bunkach (napr. lipomy). V stadii, ktoru previedli Amor a Choo (20) boli
konstitutivne 'udské neocentroméry pozorované na 16 réznych chromozdémoch
aslo principialne o analfoidné sekvencie (Sekvencie nehybridizujice s a-
satelitnymi sondami) bohaté na AT pary baz. Liehr (7) zhrnul udaje o
neocentromerickych sSMC z 20 rbéznych chromozémov, z ktorych

najpocetnejsie (23,5% vsetkych neocentromerickych sSMC) boli sSSMC(15).

K vzniku neocentroméry dochadza pri Struktarnej prestavbe niektorého
z chromozémov. NajcastejSim (az 78% pripadov) mechanizmom je podla
Amor a Choo (20) vznik invertovanej duplikacie pri vymene typu U pocas
mei6zy. Takto vzniknuty sSMC sa dostava spolu s normalnym homoldégom do
gaméty, ktora sa stdva parcialne trizomickou. Zaujimavé je, Ze neocentroméra
je vytvorena len v jednej polovici SSMC napriek tomu, ze druhd polovica
obsahuje identicktl sekvenciu. Vo zvys$nych pripadoch sa centroméra vytvara
vo fragmente, ktory je vedlajsim produktom delécie. Ak ide o0 pericentricku
deléciu, vznika linearny neocentromericky sSMC, v pripade paracentrickej
delécie potom kruhova forma. Formovanie neocentroméry je mechanizmus,
ktory zabezpeCuje, aby nedoSlo k strate chromozomalneho fragmentu

a predchadza tak nebalansovanej zmene karyotypu, podobne ako sa pri procese
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trisomy rescue vytvara sSMC a predchadza trizomii vo vyvijajicom sa

embryu.

Neocentroméry vznikaju pri mitéze (mozaikové rozsirenie) i meidze, kedy su
prenaSané na potomstvo. Mozaicizmus je uzko spity s nestabilnym
karyotypom a mdze byt teda pozorovany i u markerov meiotického pdvodu.
(neocentromerické kruhové sSSMC sa nemusia dostat’ do kazdej bunec¢nej linie
vzhl'adom na ich prepletenie a pritomnost’ dvoch centromér). Nespravna
segregacia chromozomov moéze byt tiez vysvetlend znizenou aktivitou
neocentroméry v porovnani s povodnymi centromérami, |ked obecne sa
predpokladd, Ze neocentroméra vytvara funkény kinetochor, ktory je dost’
stabilny na to, aby doSlo krovnomernému rozdeleniu chromozémov.

Mozaicizmus mozno zaznamenat’ vo vacsine pripadov s neocentromérou (20).

Molekularne su centromerické oblasti rozpoznatel'né podl'a pritomnosti histonu
CENP-A - $pecifickej varianty histonu 3. Depozicia CENP-A histonov na
prave syntetizovanych sesterskych chromatidach je pritom priamo spojena
S vytvaranim novych centromér. Samotna o-satelitnd sekvencia nesta¢i na
vytvorenie centroméry, ¢o mozno demonsStrovat’ napr. na izodicentrickych
chromozémoch s dvoma takymito oblastami, ale len jednou plne funk¢énou.
Predpoklada sa, ze i pri tvorbe neocentroméry je nevyhnutny epigeneticky

marker; dochadza k cis/trans rozsireniu CENP-A histonu (21).

2.2.3.5. KOMPLEXNE MARKER CHROMOZOMY

Komplexné marker chromozémy obsahuju pocetné Strukturdlne prestavby
materialu pochadzajuceho z viac nez jedného chromozomu (22). Velkostne sa
pritom vymykaji definicii podla Liehra (6), aVvtakom pripade mozu byt
prvotne charakterizovatelné G pruhovanim. Segmenty pochadzajice z
rovnakého chromozému maju casto diskontinudlny charakter, a straty
konkrétnych intersticialnych usekov st detegované len za pomoci metddy
CGH (17). Naopak metoda FISH je potrebna pre urCenie topoldgie hlavne

komplexnejSich markerov pozostavajucich z viacerych chromozomov (23).
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NajcastejSie maju komplexné sSMC povod v chromozéomoch 22 , 21/13 a 15
(10, 7). Napriek tomu, Ze zatial' neboli zaznamenané pripady komplexnych
SSMC u vsetkych Tudskych chromozomoch, predpoklada sa, ze existuju aj
jedine¢né pripady komplexnych sSMC u chromozémov 1, 2, 3, 6, 10, 11, 19
a20. Zaujimavy je pripad CES chromozomu, ktory obsahoval dve centroméry
rozneho chromozomalneho povodu - jednu 14/22 ajednu 13/21 (10).
Frekvencia komplexnych sSMC [ak nezahffiame der(22)] medzi populaciou
markerov je minimalne 1%, ale je mozné, ze mnohé komplexné sSMC nie su
diagnostikované, napr. v pripade, ze pri vysetreni nie je pouzitd metdda array-
CGH. Podra Trifonov et al. (10) az 50% komplexnych sSMC vznika de novo,
30% je ziskanych familiarne ako nebalansovanad translokacia a zvySnych 20%
je zdedenych priamo maternalne. V 19 pripadoch, ktoré zhrnuli zaznamenali az
13 abnormalnych fenotypov. Giardino et al. (23) zhrnuli 21 prenatalne
vySetrenych komplexnych chromozémovych prestavieb, medzi ktorymi boli
detegované preferen¢né miesta zlomov (BP), a to na chromozomoch 4, 6 a 14.
Giardino et al. (23) navyse podrobne vysetrili pripad de novo translokacie
zahrnujucej chromozémy 4,10 a 20. Vyvijajuci sa plod vykazoval malformécie

a anomalie v migracii kortikalnych neurénov.

Tsuchiya et al. (17) popisali pacienta, ktory bol mozaikou s rozdielnym poctom
markerov (niektoré bunky obsahovali az 4 r6zne SSMC). Pacient vykazoval
znaky holoprozencefalie a bilaterdlny rozStep podnebia, ale ina¢ neboli
pozorované vaznejSie malforméacie, C€o mozno vysvetlit absenciou
euchromatinu v sSMC. Stanovenie progndzy v pripadoch s mnohocetnymi
sSMC je obzvlast zlozité, pretoze je potreba zvazit obsah euchromatinu
v markeroch, pritomnost” UPD, stupei mozaicizmu a chromozomalny pdévod
jednotlivych sSMC. Spolahlivii korelaciu medzi fenotypom a genotypom
znemoznuju aj liSiace sa kombindcie pozorovanych sSMC v jednotlivych
bunkach. Daniel a Malafiej (19) navrhli, ze kruhové sSMC maji povod
v nekompletne rozlozenych haploidnych jadrach. Pozostalé malé kruhove
chromozomy potom preferencne vstupuji do jadra zygoty. Vysoké zastipenie

mnohocetnych sSMC obsahujlicich takmer vzdy rozdielne centromerické
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2.3.

2.3.1.

sekvencie (tj. jedntolivé sSMC st rozdielneho chromozomalneho pdévodu)

podporuje tento predpoklad.

FENOTYPOVO-GENOTYPOVA KORELACIA A STANOVENIE
PROGNOZY

Ur¢it mozny suvis medzi genotypovym povodom markeru a fenotypom,
ktorému dava vznik, je obzvlast dodlezité pri stanoveni klinickej prognozy
V prenatalnej, ale ipostnatalnej diagnostike. Vel'mi délezitymi faktormi su
pritom chromozomovy povod markeru, jeho velkost', pritomnost’ konkrétnych
euchromatinovych regionov, vplyv uniparentdlnej dizomie (UPD), ¢i
vystupovanie markeru v mozaike. V priemere sa riziko abnormalneho fenotypu
pohybuje u markerov de novo okolo 13%. U derivovanych akrocentrickych
chromozomov 13, 14, 21 a22 je toto riziko nizSie (len 7%), ale
u nonakrocentrickych chromozémov sa odhaduje na 28% (24). Vyraznu
vypovednl hodnotu ma tiez marker familidrneho povodu, zdedeny od jedného
z rodi¢ov. Na rozdiel od markerov de novo mozno sledovat’ totiz fenotypovy
dopad sSMC u jedného z rodicov. Napriek tomu, Ze rodi¢, ktory sSSMC predal
d’alej do potomstva, nevykazuje Ziadny abnormalny fenotyp, nemozno s Gplnou
istotou tvrdit, ze fenotyp dietata bude tiez asymptomaticky. Na tento maju
totiz vplyv aj mnohé vonkajSie faktory a konStiticia génov na ostatnych
chromozdémoch. Ide o ve'mi komplexné génové interakcie, ktoré zatial' neboli

preskiimané.

VPLYV PRITOMNOSTI EUCHROMATINU NA FENOTYP

Nélez euchromatinového regionu na sSMC znamenda zvySenu génova déavku,
ktora mdze, nie vSak nutne, vyrazne ovplyvnit fenotyp. Prvotné hypotézy
predpokladali existenciu tzv. vSeobecného syndromu proximalnej trizomie, tj.
pritomnost’ génu v trojitej davke automaticky podmienuje neSpecificky
abnormalny fenotyp unositela (8). HIbsia charakteristika a vyskum
konkrétnych sSMC vsak preukazala diskrepanciu medzi jednotlivymi sSMC v

zévislosti na ich chromozomalnom pdvode.
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Centromerické oblasti st v pripade ludskych chromozémov génovo
chudobnejsie nez subtelomerické oblasti, preto vdc¢sSina sSSMC obsahuje malo
alebo ziaden euchromatin (15). NavySe sa do tychto oblasti preferencne
inzertuju duplikované useky s konkrétnymi génmi o zmnozenej davke, ktoré su
charakteristické napr. pre sSMC odvodené od chromozému 22 (Cat-Eye
syndrom) . Pericentromerické oblasti st ,,skladkou‘ génov, ale zda sa, Ze su to

tiez oblasti vzniku novych génov (25).

Starke et al. (8) previedli podrobnu analyzu 35 pripadov s SSMC (studia bola
zamerana na malé atypické formy sSMC, takze tie ktoré nie st spojené
s konkrétnym syndromom), medzi ktorymi nasli 18 pripadov s klinickymi
symptomami (mentalna a vyvojova retardacia, dysmorfizmy). Po prevedeni
molekularne cytogenetickej analyzy wurcili, Ze euchromatin obsiahnuty
v skimanych sSMC pochadza z chromozémov 1p, 1q, 2p, 79, 9p a 12q. Dalsi
autori podobne popisali pripady sSMC obsahujtcich euchromatin zo 6p (16),
5p a 6q (26), a 17p (27).

Spomedzi zvysnych 17 pripadov, ktoré boli asymptomatické, Starke et al. (8)
identifikovali euchromatin zo 2q, 3p, 5q, 7p, 8p, 17p a 18p. Miiller-Navia et al.

(28) popisali asymptomaticky pripad s trizomiou 3q (konkrétne $lo o cen->
gll).

Velkost” euchromatinovej oblasti na sSSMC zohréava tiez zna¢nu rolu. Starke et
al. (8) popisal pripad trizomie 17p11.2; nositel sSMC nevykazoval ziadnu
fenotypovl abnormalitu okrem primdrnej sterility sposobenej astenospermiou.
Na druhej strane Stankiewicz et al. (27) popisal pripady trizomie 17p11.2-12,
kde nositelia sSMC vykazovali psychomotorické oneskorenie, mentalnu
retardaciu, recovu zaostalost, zachvaty, problémy s prijmom potravy

a naruSené prospievanie.
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Chromozomalny p q Chromozomalny p q
pévod sSSMC ramienko | ramienko povod sSSMC ramienko | ramienko
1 + + 13 N/A ?
2 + = 14 N/A ?
3 = = 15 N/A ?
4 ? ? 16 ? ?
5 + = 17 +/— ?
6 i i 18 ) ?
7 + 19 ? ?
8 = = 20 ? ?
9 + ? 21 N/A ?
10 ? ? 22 N/A ?
11 ? ? X ? ?
12 ? + Y ? ?

2.3.2.

Tabul’ka 1: Pritomnost’ abnormalneho fenotypu u sSMC nositel'ov v
zavislosti na chromozémalnom podvode euchromatinu na sSMC podla
Starke et al. (8)

(+ abnormalny fenotyp, - normdlny fenotyp, +/- zaznamenané pripady s
abnormalnym i1 normalnym fenotypom, ? nezaznamenané Ziadne pripady, N/A

nevztahuje sa vzh'adom na absenciu euchromatinu)

a) jedinou pozorovatel'nou abnormalitou bol operativne odstraneny ASD (8)

VPLYV MOZAIK NA FENOTYP

Frekvencia mozaicizmu medzi nositel'mi sSMC jednotlivi autori stanovuju na:
54% (16), 59% (9), 60% (8). Vyrazne sa tiez li§i zastipenie mozaik
Vv zavislosti na chromozomalnom pdévode — 20% u sSMC 15, 35% medzi
akrocentrickymi ~ chromozémami  a69%  medzi  neakrocentrickymi
chromozomami (9). Fakt, ze iba 20% sSMC 15 sa objavuje v mozaikach
naznacuje vznik pri meiotickom deleni. Navyse st vSetky de novo formy sSMC

15 maternalneho povodu (29).

Pritomnost’ sSMC v mozaikovej forme ma obecne priaznivy dopad na
vysledny fenotyp (8). V danej §tadii bol mozaicizmus pozorovany len dvakrat
medzi 14 pripadmi s abnormalnym fenotypom, naopak medzi 9 pripadmi bez

klinickych symptomov boli mozaiky pritomné az v 8 pripadoch. Celkovo je
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2.3.3.

vel'mi naro¢né predvidat’ fenotyp na zaklade miery mozaicizmu. Zastipenie
buniek s sSSMC sa moze lisit’ medzi réznymi tkanivami a samotné Stanovenie

mozaicizmu je nepresné, pretoze nemozno vysetrit’ v§etky bunky.

Mozaicizmus sa spdja s formaciou sSMC. Nestability, ktoré prebytoc¢ny
chromozom prinasa, tiez moéze podporovat’ vznik réznych buneénych linii
(subklonov). Starke et al. (8) popisali komplexnejSie mozaiky V niekolkych
pripadoch.  Tetrazémie a hexazomie konkrétnych chromozémov Vv

kone¢nom dosledku zapri¢inovali problémy so srdcom.

VPLYV UNIPARENTALNEJ DIZOMIE NA FENOTYP

Uniparentalna dizomia (UPD) je jav, kedy v karyotype jedinca nachadzame par
chromozomov zdedeny od jedného rodica. Méze ist' o dva rozne homology
daného chromozomu (heterodizomiu) alebo o dve kopie vytvorené duplikaciou
jedného chromozému - izodizomiu, ktord so sebou nesie riziko manifestacie
autozomalne recesivnych poruch (30). Pritomnost’ euchromatinu na sSMC
casto indikuje mentalnu retarddciu a abnormality r6zneho razu, takze UPD ma
len sekundarny vyznam. Na druhej strane, usSMC obsahujicich len

heterochromatin je diagnostika UPD krucialna (31).

UPD bola zatial' pozorovana v 30 zo 47 moZnych pripadov UPD Vv ramci
Pudského karyotypu (32, 33), hlavne ale na chromozémoch 6,7,11,14,15, 16
a 20 (31). Genetické poradenstvo sa odporuca podstupit’ v pripade paternalne;j
UPD 14 (pozorovany polyhydramnion, zvonovity thorax a kardiomyopatie),
materndlnej UPD 15 (Prader-Williho syndrom) a paterndlnej UPD 15
(Angelmanov syndrom). Zvy$Sné UPD maji len mierny fenotyp (UPD 6 —
pritomnost’ tranzientneho neonatalneho diabetus mellitus, UPD 7 — spomalenie
rastu, hemihypotrofia, atypické facies) alebo znacne kolisajuci fenotyp,
amoznost poradenstva a prenatdlneho testovania by sa mala zvaZzovat
indivindualne (31). Molekularne biologické vySetrenie pritomnosti UPD sa

prevadza vySetrenim 4 — 9 polymorfnych markerov rozprestretych po celom
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2.4.

chromozome (15.). Podl'a American Society of Human Genetics st potrebné na
potvrdenie UPD minimalne dva informativne markery (32).

Uz James et al. (34) navrhli, Ze u jedincov ssSMC existuje zvySena
pravdepodobnost’ UPD. Previedli §tadium UPD v 22 rodinach a objavili jeden
pripad s paternalnou izodizomiou 6. Starke et al. (8) previedli podrobnu
molekularnu analyzu v 12 pripadoch sSMC, u ktorych boli k dispozicii
parentalne chromozdémy na vysetrenie. UPD pritom potvrdili az v 2 pripadoch
(17%), €o naznacuje, ze pripady s sSMC st vhodnymi kandidatmi pre hl'adanie

a vyskum UPD.

Bartsch et al. (15) zaznamenali UPD 22 maternalneho pévodu u fenotypicky
normalneho pacienta s SSMC, ¢o potvrdilo tvrdenie, Ze tento konkrétny typ
UPD nema ziadne fenotypové nésledky. Povodne normalny paternalny
chromozom 22 bol v tomto pripade redukovany na sSMC 22 mechanizmom
»trisomy rescue.” Obecne je ale vplyv UPD na fenotyp velmi komplexny
vzhladom na tri hlavné faktory, ktoré zohravaju rolu: efekt trizoémie na
placentu a samotné embryo, moznost’ autozomalne recesivnych onemocneni
a vplyv imprintovanych génov na niektorych chromozomoch (33). Ledbetter
a Engel (33) zostavili imprintingovi mapu l'udského karyotypu popisujucu
imprintingovy efekt konkrétnych UPD na fenotyp jedinca, ktora by mala
pomoct’ v prenatalnej diagnostike UPD.

UPD je asociovana so Struktirnymi (Robertsonské translokacie) i numerickymi
aberaciami (33), atakto nestabilny karyotyp teda modze interferovat
S intrauterinnym vyvojom embrya. Shaffer et al. (35) vySetrili 18 potratenych
plodov v snahe zistit', ¢i ma UPD dopad na letalitu embryi. Nenasli vSak jediny
pripad UPD, a zda sa teda, Ze UPD nepodmienuje letalitu embryi, ako je tomu

napr. u triploidii.

KLASIFIKACIA MARKER CHROMOZOMOV

Pre lepSiu ajednoduchSiu charakterizaciu sSMC s tieto prebytocné

chromozoémy klasifikované podl'a réznych autorov do jednotlivych podskupin.
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Starke et al. (8) deli sSSMC podla pritomnosti NOR (regionu organizatora
jadierka), pritomnosti centroméry a chromozomalnych prestavieb na sSSMC do
5 tried a d’alej podl'a pritomnosti UPD a euchromatinu do 4 podtried. Do 1.
triedy zarad'ujeme chromozémy obsahujice NOR [podla Crolla et al. (16) az
80% sSMC], do 2. triedy zo zvysnych chromozomov zarad’'ujeme sSMC bez
Strukturalnych prestavieb, do 3. triedy sSMC so Strukturalnymi prestavbami
vramci toho isttho sSMC (izodicentrické, dicentrick¢é a kruhové
chromozomy), do 4. triedy vsetky SSMC s komplexnejsimi prestavbami medzi
viacerymi chromozomami a do 5. triedy sSMC bez o-satelitnej sekvencie
(vaésinou neocentromerické sSMC). Do podtriedy a zarad'ujeme SSMC bez
euchromatinu a bez UPD, do podtriedy b sSMC s UPD, do podtriedy ¢ SSMC

s euchromatinom, a do podtriedy d SSMC s euchromatinom a UPD.

Bartsch et al. (15) modifikoval rozdelenie podla Plattnera et al. (36), v ramci
ktorého sa sSSMC delia podl'a ich morfologie a pritomnosti euchromatinu do
piatich tried. Do prvych dvoch tried zaradujo malé bisatelitné SSMC
obsahujuce p-satelity p ramienok akrocentrickych chromozomov. Do triedy |
patria malé bisatelitné sSSMC (izochromozomy a dicentrické chromozomy bez
euchromatinu), do triedy II velké bisatelitné sSMC ( izochromozomy
a dicentrciké chromozomy s euchromatinom - napr. kriticky region CES alebo
PWS/AS). Do triedy III patria malé kruhové chromozdémy obsahujiuce len
heterochromatin centroméry, do triedy IV potom kruhové chromozomy

S euchromatinom. Zvys$né sSMC nesuce euchromatin spadaju do triedy V.

ZACHYT MARKER CHROMOZOMOV V POPULACII A ICH
VYSKYT VO VYBRANYCH SKUPINACH

Marker chromozomy st velmi cCasto objavené nahodou pri prenatalnom
vySetreni, ktoré je indikované bud po abnormalnom ultrazvukovom naleze
alebo u pacientov trpiacich infertilitou. Liehr et al. (6) zhrnuli 41
cytogenetickych §tudii prevadzanych prenatalne na nahodnom stubore (celkom
688 030 pripadov). Celkovo zaznamenali 514 pripadov s SSMC (0,075%),
a ziadne rozdiely medzi jednotlivymi etnickymi skupinami. Vyskyt sSSMC vo
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vzorkach ziskanych z odberu choriovych klkov a z amniocentézy Sa pritom
nelisil (pohyboval sa okolo 0,074%). Tato zhoda poukazuje na to, ze
Vv tyzdinoch, kedy su tieto vySetrenia prevadzané (9. - 15. tyzden), pritomnost’

markeru v bunkach plodu nema vplyv na vyskyt spontanneho potratu.

Dalej zhrnuli 8 §tadii, v ktorych bolo vySetrenie indikované po abnormalnom
ultrazvukovom naleze (celkom 4 409 pripadov), azaznamenali 9 pripadov
s sSMC (0,204%). Zhrnuli tiez 13 S§tudii obsahujucich pripady indikované
k prevedeniu ICSI - medzi 4 625 pripadmi nasli 2 pripady s SSMC (0,043%),
23 stadii prevedenych na mentalne retardovanych pacientov — medzi 69 332
pripadmi nasli 200 sSMC pripadov (0,288%), a42 stadii prevedenych
u pacientov trpiacich infertilitou — medzi 30 510 pripadmi nasli 38 sSMC
(0,125%). Obzvlast vysoky vyskyt sSMC medzi mentalne retardovanymi
pacientmi a v pripadoch abnormalneho ultrazvukového vysetrenia je spdsobeny
vysokym zastipenim typickych sSMC - i(12p), i(18p), i(22), der(22), inv
dup(15) v tychto dvoch skupinach. Spominané chromozémy st nachadzané
u sydromov Pallister-Killian a Cat-Eye, d’alej u syndromu izochromozému 18p
ausyndromu  derivovaného chromozému 22, ktoré si  spojené

s malforméciami pozorovateI'nymi ultrazvukom.

Infertilni muzi azZeny st so zvySenou pravdepodobnostou nositel'mi
chromozémovej abnormality (37). Podla Liehr et al. (6) bol u pacientov
trpiacich infertilitou vyskyt SSMC asi trikrat vy$si neZ u novorodencov. MuZi
boli pritom nosicmi sSMC az 7,5krat CastejSie nez zeny. Mechanizmy, ktoré
preferencne spdsobuju infertilitu u muZského pohlavia, v§ak neboli objasnené,
aj ked Mau-Holzmann et al. (37) zistili, ze az 7% muzov trpiacich
oligozoospermiou je nosi¢mi sSMC. Vyskyt SSMC medzi novorodencami
narodenymi po prevedeni metdody ICSI je naopak porovnatelny s vyskytom
sSMC medzi novorodencami vo vseobecnosti (Graf 5). Liehr et al. (6) nasli v
subore deti narodenych po prevedeni ICSI len 2 sSMC, ¢o mohlo byt
sposobené malou velkost'ou pozorovaného stiboru. Karaman et al. (14) udava,
ze medzi vySetrovanymi 20 sSMC pripadmi boli aZ 4 tehotenstva indukované

pomocou ICSI. V stadii vSak chyba informacia o pocte presetrenych ICSI
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pripadov, preto sa predpokladd minimalne riziko vzniku sSMC u tehotenstiev
po ICSI.

Liehr et al. (6) zhrnuli tiez 10 s$tudii prevedenych na nahodnom subore
novorodencov. Medzi 121 694 pripadmi zaznamenali 54 sSMC (0,044%).
Pocet nositelov sSSMC v dnesnej svetovej populacii bol teda stanoveny na asi
2,7 milionov. Diskrepancia medzi vyskytom sSMC v prenatalnych (0,075%)
a postnatalnych studiach (0,044%) poukazuje na fakt, Ze prenatalna diagnostika
sa vzt'ahuje na uzsi subor jedincov. Blennow et al (5) tento fenomén vysvetluje
na zaklade 3 faktorov: prenatalna diagnostika je primarne prevadzana u starSich
zien (nad 35 rokov), V pripadoch suspektnej fetalnej abnormality a t'azko
postihnuté plody s potratené, takze su nasledne eliminované z postnatalnych
stadii. Treti z menovanych efektov sa vSak uplatiluje len mierne; pomer de
novo a familiarnych foriem je 2:1 v §tidiach prevadzanych v skorSich i
neskorSich Staddiach tehotenstva. V pripade, Ze by dochadzalo k potratom
mimoriadne zavaznych fenotypov, tento pomer by v §tadiach prevadzanych
neskor v tehotenstve klesal v prospech familiarnych foriem sSMC (6). Vyrazny
efekt na nizs$i vyskyt sSSMC v postnatalnych Studiach ma tiez vysoka miera
potratov (30 — 50%) u pripadov, kde boli diagnostikované SSMC. Riziko
abnormalneho fenotypu sa pri naleze sSSMC v karyotype odhaduje na asi 13%

(24, 38).Cast’ potencionalne zdravych plodov je teda potratena.
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Graf 4: Frekvencia sSMC v zavislosti na charaktere pozorovanej skupiny

pripadov [Liehr et al. (6)]
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3. ZAKLADNE METODY VYUZIVANE V DIAGNOSTIKE MARKER
CHROMOZOMOV

Kompoziciu a povod marker chromozémov vo vacsine pripadov nie je mozné urcit’ postupmi
konvencnej cytogenetiky. Preto je potrebné vyuzit metdody molekuldrnej cytogenetiky,
konkrétne metddu FISH. Je mozné pouzit' celochromozémové sondy (resp. ich kombinaciu
pri M-FISH, alebo pri spektralnej karyotypizacii) alebo sa zamerat na konkrétne lokusy
pouzitim lokus Specifickych alebo centromerickych sond (ich kombinacia je podstatou
centromerickej multifarebnej FISH). V pripade, Ze nemame O Struktire markeru jasnu
predstavu je mozné vyuzit' mikrodisekciu a z takto izolovaného segmentu vytvorit'® sondu
(reverzna FISH, mikroFISH). Coraz &astejie sa v takychto pripadoch vyuZivaju pre
charakterizdciu markerov aj metddy komparativnej hybridizacie, ktoré vychadzaju

principialne prave z metddy reverznej FISH (39).

3.1. KONVENCNA KARYOTYPIZACIA

Zakladna analyza ludskych chromozémov sa prevddza na kultivovanych
bunkach (napr. lymfocytoch z periférnej krvi, kultivovanych amniocytoch,
kultivovanych fibroblastoch z CVS atd.). Buneéné kultiry periférnych
lymfocytov st najprv stimulované k intenzivnemu deleniu fytohemaglutininom
(PHA), nasledne je bune¢ny cyklus zastaveny v mitéze pomocou kolchicinu,
a k bunkam je pridany hypotonicky roztok KCIl. Bunky tak zvicsia svoj objem,
ale neprasknu. Po prevedeni fixacie za pomoci metanolu a kyseliny octovej je
suspenzia buniek nakvapkavana na podlozné sklicka (40). Pre vizualizaciu

chromozomov je potrebné farbenie, napr. Giemsou.

Pre spolahlivii karyotypizaciu sa Standardne pozaduje G pruhovanie
(posobenie trypsinu s naslednym ofarbenim Giemsou) S rozliSitelnostou aspon
550 pruhmi. V pripade podozreni na mozaikovy vyskyt aberacie sa vySetruje
30 (niekedy aj 100) metafaz. Konvencéné postupy svetelnej mikroskopie
umoziuju rozlisit' len tie najmarkantnej$ie chromozomové prestavby, napr.
iI(12p), i1(18p), i(9p) (vid® 9). Senzitivita rutinného karyotypu umoziuje
detegovat’ len prestavby o minimalnej velkosti zhruba 4 Mb (41). Napriek
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3.2.

tomu G pruhovanie nestridca na vyzname, kedze na rozdiel od CGH dokéaze

rozpoznat’ nizkofrekven¢né mozaiky (17).

FLUORESCENCNA IN SITU HYBRIDIZACIA

Princip vySetrenia fluorescenénej in situ hybridzacie (FISH) spociva
V hybridizacii medzi fluorescencne oznacenou sondou a vysetrovanou DNA
(bud’ na metafazickych chromozoémoch alebo interfaznom jadre). Aby bolo
mozné aplikovat’ FISH vysetrenie, je potrebné a priori odhadnit moznu
prestavbu i jej lokalizaciu v ramci genomu, a podla toho pouzit’ konkrétnu
sondu (41). Jednotlivé sondy st znacené, a moze ist’ bud’ o lokus S$pecifické
sondy hybridizujuce s konkrétnym usekom genomu, centromerické sondy
(vyuzivané hlavne pre diagnostiku aneuploidii), alebo o tzv. malovacie sondy,
ktoré hybridizuju s dlh$im tsekom genomu a farebne ho oznaéia (42, 39).
Vseobecne sondy obsahuju mnozstvo repetitivnych sekvencii (Alu, LINES,
Kpn), akedZe je genom cloveka bohaty na takéto useky, vysledkom
hybridizacie by bolo pozadie ovysokej fluorescenénej odpovedi
a nepozorovatelny lokus zaujmu. Problém je 'ahko odstraneny pridanim Cot-
IDNA, ktord takéto repeticie vychytdva a vyraduje ich =z naslednej
hybridizacie (43). Pri prevedeni FISH sa pouziva len zuzeny vyber

vygenerovanych sond, ktoré su potom naamplifikované v PCR reakcii.

Metoda FISH sa Standardne aplikuje pri vySetreni markerov. V pripade, ze
sSMC obsahuje satelitné sekvencie, mozno pouzit FISH zacieleni na
najcastejsie sSSMC — inv dup (15q) alebo inv dup (22q). V pripade negativnych
vysledkov je vSak nutné pouzit’ d’alSie Specifické sondy a postup sa stava
neefektivny. VySetrenie sa zbyto¢ne predlzuje a predrazuje. Odporuca sa preto
zvolit' alternativne metoédy (napr. CGH). DalSou nevyhodou FISH je, Ze

nedokaze detegovat’ analfoidné sSMC.

Na druhej strane, na rozdiel od metdd komparativnej hybridizacie, metoda
FISH dokaze urcit presnu Struktru markerov, napr. pritomnost inverzii,

duplikacii ¢i rozmiestnenie jednotlivych segmentov v ramci sSMC (17). FISH
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umoziuje tiez vySetrenie nekultivovanych buniek v interfaze (napr. vySetrenie
fibroblastov s izochromozémom 12p u syndromu Pallister-Killian), a buniek
V ramci tkaniva, ¢o v kone¢nom ddsledku dovol'uje stanovit’ detailnti korelaciu
medzi genotypom a fenotypom. Vyuzitic metody FISH je Sirokospektralne —
pouziva sa pri analyze karyotypu v biologii i medicine, pri génovom mapovani,
v klinickej diagnostike a monitorovani chor6b, pri Studiu dozimetrie
radiacného ziarenia, pri Studiach replikacie DNA, rekombindcie, génovej

transkripcie a organizacie chromatinu (44).

MULTIFAREBNA FLUORESCENCNA IN SITU HYBRIDIZACIA

Multifarebna fluorescenéna in situ hybridizacia (tzv. Multiplex FISH, M-FISH)
je technika zaloZzend na aplikdcii viacerych diferenéne znacenych sond, ktoré
v dosledku umoznuja rozdielne ofarbit’ vSetky chromozomy karyotypu, resp.
len ich casti. Existuju dve stratégie, ako dosiahnut’ takuto diferenciaciu. Ide
bud’ o kombinatoricky pristup, kedy su vysledné farby kombinaciou
niekol’kych zakladnych fluorochromov, alebo pristup miesania fluorochromov
v roznych pomeroch. Neustdle sa zvySujuci pocet dostupnych fluorochrémov
umoznuje diferencne farbit’ nielen jednotlivé chromozémy (24 potrebnych
kombinacii), ale aj ich jednotlivé ramena (tzv. armFISH so 42 farebnymi
kombinaciami). Multifarebni FISH nemoZno pouzit’ pri bunkéach Vv interfaze,
pretoze chromozomy su deSpiralizované aemitované signaly by boli

disperzného charakteru (44).

SPEKTRALNA KARYOTYPIZACIA

Spektralna karyotypizacia (SKY) je obdobou metédy M-FISH, u ktorej
sa analyza metafazickych chromozémov prevadza pomocou spektralnej
mikroskopie. Principom je meranie emisnych spektier jednotlivych lokus
Specifickych sond, ktoré sa viazu na testované chromozomy (47). Ide
0 multifarebni techniku, kde jednotlivé proby hybridizuji s konkrétnym

chromozémom a umoznia jeho naslednu vizualizaciu v mikroskope.

28



3.2.3.

Proby su pripravované pomocou PCR za pouzitia degenerovanych
oligonukleotidov ako primérov, a oznacené st 1 az 4 fluorescen¢nymi farbami,
ktoré dokazu v konecnom dosledku spektralne odlisit’ vSetky chromozomy. Po
prevedeni hybridizacie a imunudetekcie, je spektralny obraz chromozdémov
zaznamenany pomocou konvenéného fluorescenéného mikroskopu so
Specialnym filtrom. Vysledky st spracované v podobe emisnych spektier
pozorovanych chromozémovych Struktar, ktoré jednoznacne charakterizuju
chromozémy aich derivaty vramci karyotypu. Po porovnani vysledkov
s konvenénym G pruhovanim je mozné urcit poziciu atyp aberacie
v karyotype. Vsetky takto stanovené zmeny karyotypu by mali byt nasledne
potvrdené vyuzitim metddy FISH s lokus Specifickymi probami (48).

Detekcia interchromozomalnych prestavieb pri pouziti metody SKY je mozna,
ak su prestavby minimalne 1 — 2 Mb dlhé (47). Fan et al. (49) rovnako
potvrdili, Ze metédou je mozné detegovat’ kryptické translokécie o vel’kosti 1 —
3 Mb. Metoda SKY nedokaze spolahlivo identifikovat’ mensie inzercie, resp.
tieto nemusia byt vobec zaznamenané. Velmi zlozitd je tiez identifikacia
koamplifikovanych Struktr pozostavajucich z materialu nehomolognych

chromozémov (48).

Metdda sa uplatiiuje hlavne v onkocytogenetike pri spracovavani komplexnych
karyotypov pochadzajicich znadorovych buniek (50), acasto tiez
V prenatdlnej  a postnatdlnej  diagnostike pri  popise  balansovanych

I nebalansovanych translokacii, ale ipri identifikacii marker chromozémov

(48).

CENTROMERICKA MULTIFAREBNA FLUORESCENCNA IN SITU
HYBRIDIZACIA

Centromericka multifarebna fluorescenc¢na in situ hybridizacia (cenM-FISH)
dokdze za pouzitia sond Specifickych pre centroméry jednotlivych
chromozoémov diferenne ofarbit’ vSetky centromerické regiony karyotypu
okrem vysoko konzervovanych centromér chromozomov 13 a?2l. Je to

preferovany typ metddy FISH pri vySetrovani marker chromozémov, kedze
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3.2.5.

dokéze, na rozdiel od metody M-FISH s celochromozomovymi probami,
charakterizovat’ aj tie najmensie markery so ziadnym alebo nizkym obsahom
euchromatinu. Hybridizacia prob s cielovymi repetitivnymi sekvenciami
centromér alebo SO Sub-centromerickymi regionmi (napr. chromozom 1)
umoziuje ofarbit’ vSetky Struktiry v jedinom kroku a spolahlivo stanovit

povod markeru (45).

MULTIFAREBNE PRUHOVANIE

Nevyhodou malovacich prob je, Ze len velmi tazko dokdzu odhalit’
intrachromozomalne prestavby. Delécie a duplikécie su detekovatelné, len ak
su dostatocne velké, pericentrické inverzie len v pripade pozicného posunu
centroméry vramci chromozému, a paracentrické inverzie detekovatelné
takmer vobec nie si. Bola preto vyvinuta technika multifarebného pruhovania
(multicolor banding, mBAND), ktorej vysledkom je podobne ako u konvenénej
cytogenetiky  pruhovany chromozém (46). Tieto pruhy vznikaja
nahybridizovanim fluorescen¢ne oznacenych sond do Specifickych lokusov
metafazickych chromozémov. Pozicia a velkost pruhov charakterizuje
jednotlivé chromozomy, a vznika Specificky vzor. Technika umoZiluje

rozpoznat’ aj chromozomalne prestavby mensich rozsahov.

REVERZNA FLUORESCENCNA IN SITU HYBRIDIZACIA

Reverzna fluorescenéna in situ hybridizacia (reverzna FISH) spociva
Vv purifikacii aberantného chromozému (bud’ za pomoci ,,flow sortru® alebo
mikrodisekcie). Chromozém je potom naamplifikovany v PCR reakcii
a jednotlivé proby, ktoré vreakcii vznikaju, su fluorescencne oznacené.
Nésledne st hybridizované na normalne metafazické chromozémy, a poskytuju
informaciu o zloZeni aberantného chromozému , ¢i umiestneni bodov zlomu.
Reverzna FISH je v principe podstatou komparativnej genémovej hybridizacie

(44).
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3.2.6. MIKRO-FLUORESCENCNA IN SITU HYBRIDIZACIA

3.3.

Chromozémové abnormality sa vel'mi ¢asto vySetruji pomocou tzv. mikro-
fluorescenénej in  situ hybridizacie (microFISH). Ide 0 kombinaciu
mikrodisekcie (MD) a metoédy FISH (51, 52). Chromozémova mikrodisekcia je
metdda, ktord sa prevaddza u chromozémovych Struktir nejasného pdvodu
(napr. sSMC). Tieto abnormélne Struktury karyotypu s ,narezané“ na
jednotlivé fragmenty pomocou UV oziarenych borosilikatovych sklenenych
ihiel. Proces disekcie sa prevadza pod mikroskopom pomocou 3D
mikromanipulatora. Izolované fragmenty su potom v mikrokvapke vody
prevedené do skumavky, kde prebehne PCR amplifikdcia. Namnozené
fragmenty su fluorescenne oznafené (pomocou inkorporovanych biotin-16
dUTP) a mozu byt pouzité ako sondy pre FISH. Takto pripravené sondy budu
v normalnom karyotype hybridizovat’ s konkrétnymi pruhmi, a nésledne je tak
mozné urcit’ povod vySetrovanej Struktiry. Prevadza sa aj hybridizacia
s povodnymi abnormalnymi chromozémami, ktora potvrdzuje povod
disekéného materidlu (sondy hybriduzuji s chromozémovou Strukturou,

z ktorej boli samy pripravené) a urcuje tspesnost’ samotnej disekcie (53).

KOMPARATIVNA GENOMOVA HYBRIDIZACIA

Komparativna gendémova hybridizadcia (CGH) je molekularne cytogeneticka
technika, ktora umoziuje rychlu detekciu a mapovanie zmien v pocte kopii
konkrétnych tsekov DNA medzi normalnym a abnormalnym genémom.
Metdda umoziuje celogenomové vysetrenie vzoriek, u ktorych si nie sme isti
lokalizaciou aberacie. Metodu aplikujeme hlavne v onkocytogenetike (napr.
zistovanie pritomnosti amplifikovanych génov aich mapovanie Vv ramci
genoému), ale aj v klinickej cytogenetike pri presnejSom charakterizovani

nebalansovanych prestavieb.

Klasicka (tiez chromozémova) CGH je modifikovana hybridizacia in situ, kedy
rozdielne oznacend testovana areferencna DNA hybridizuji s normalnymi
metafazickymi chromozomami, ktoré boli izolované konvenénou metddou a po

fixacii prenesené na podlozné sklicko (vid’ 3.1). Testovana a referencna DNA
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st extrahované napr. zlymfocytov pomocou fenol-chloroformu, aich
koncentracie odhadnuté spektrofotometricky. Nasleduje znacenie jednotlivych
DNA metdédou posunom zlomu (nick translation); testovana DNA je ozna¢ena
zelenym fluorescein izotiokyanatom (FITC), referencnd DNA cervenym
rodaminom. Pre spravny priebeh hybridizacie st pozadované proby dlhé 500 —

3000 bp, ktorych vel’kost’ je overena elektroforeticky.

Denaturacia prob a metafazickych chromozomov sa prevadza oddelene.
Nasleduje kohybridizacia testovanej a referencnej DNA s chromozomami po
dobu 72 hodin pri teplote 37°C. Hybridizacia repetitivnych sekvencii sa
blokuje pridanim Cot-1 DNA. Hybridizaciu medzi referen¢nou a testovanou
DNA mozno zanedbat’, pretoze dané dvojzavitnice nie st fixované na podlozné
sklo, a st v dalsom kroku odmyté. Chromozémy st po ukonceni hybridizacie
zafarbené DAPI, aby ich bolo mozné identifikovat a vytvorit karyotyp.
Pomocou fluorescenéného mikroskopu s tromi excitaénymi filtrami (DAPI-
FITC-rodamin) sa vyhladaju vhodné mitozy, ktoré nasnimame Specidlnou
CCD-kamerou. Za pomoci pocitatového programu hodnotime intenzity zelenej
a cervenej fluorescencie v jednotlivych tsekoch chromozémov. U normalnych
nalezov by sa pomer medzi intenzitou zeleného a Cerveného signalu mal
pohybovat” okolo 1. V pripade, Ze je pomer vy$§i nez 1,2 ide o moZnu
amplifikaciu useku; v pripade, ze je pomer nizsi nez 0,8 pojde o deléciu tseku
(40).

DNA cipy (ARRAY-CGH)

DNA ¢ipy alebo tzv. matrix-CGH, tiez array-CGH, je obdobou komparativnej
gendmove] hybridizécie, ktora V poslednych rokoch vyrazne prispela
k identifikacii molekularnej podstaty mnozstva geneticky podmienenych

chorob (54).

Na rozdiel od chromozomovej CGH sa ako cielova DNA nepouzivaji
metafazické chromozomy, ale fragmenty tejto DNA, ktoré st pomocou

mikrorobota asklenenej kapilary alebo kovového hrotu nanesené
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a imobilizované na Specidlnom skle. Ako cielova DNA sa pouzivaju
bakteridlne arteficidlne chromozémy (BAC), klony odvodené od bakteriofaga
P1 (PAC) o velkosti 75-200 kb, fozmidy o velkosti 40-50 kb alebo
oligonukleotidy o dizke 25-85 nukleotidov. Pouzitie oligonukleotidovych prob
pritom vo vSeobecnosti umoziuje rozoznat’ mensie zmeny v ramci gendému nez

pouzitie BAC préb a navyse znizuje Sum pozadia.

Na podlozné sklo scielovou DNA sa aplikuje vzdy rovnaké mnozstvo
testovanej a referenénej (normalnej) DNA. Ako referencna DNA sa pouziva
bud’ DNA individuala, alebo DNA S§irSej vzorky jedincov z danej populacie. Je
mozné pouzit bud reprezentativnu DNA od rovnakého pohlavia, ale
prevadzaju sa aj hybridizacie s reprezentativnou DNA od opacného pohlavia.
Testovana DNA pacienta je znacend pomocou zeleného fluorescencného
farbiva Cyanine 3 (Cy3), referencnd DNA pomocou cerveného Cyanine 5
(Cy5). Potom, ¢o prebehne kohybridizécia, sa jednotlivé body naskenuju
a intenzity fluorochromov sa poc¢itacovo spracuju (55). Pomer intenzit oboch
fluorescenénych farbiv (Cy3:Cy5) by mal byt rovny jednej. V pripade, ze je
pomer VACSi, prevlada signal Cy3, a dana ¢ast’ gendmu (napr. konkrétny gén) je
u testovanej DNA multiplikovana. V opatnom pripade prevlada signal Cy5
adand cast’ je deletovani. Vysledky array-CGH by mali byt validované
d’alsimi cytogenetickymi a molekularnymi metoédami (napr. FISH) (41).

Vicsina dostupnych dosti¢iek pre array-CGH bola vytvorena so zamerom
detekcie konkrétnych aneuploidii, mikrodelécii, mikroduplikacii,
subtelomerickych a d’al§ich nebalansovanych chromozémovych prestavieb, ale
existuju aj celogendémové dosticky s pokryvom 1 — 10 klonov na 1 Mb
genomu. Vacsina vyuzivanych cielovych DNA BAC typu je pritom
viacnasobne Validovana pouzitim FISH technik a ich jedine¢nost’ je potvrdena
znalostou DNA sekvencie, takZe pravdepodobnost’ neSpecifickej hybridizacie

s testovanou DNA je menej nez 1% (56).

DNA C¢ipy sa Coraz viac vyuzivaju i pri diagnostike povodu komplexnych
sSMC. Za pomoci array-CGH mézeme (na rozdiel od multifarebnych FISH

metod) exaktne stanovit zlomy aregiony, Vktorych ktymto prestavbam
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dochadza (17). Medzi vyhody metoédy patri jej robustnost a moznost
automatizacie, jednoduchost’, reprodukovatel’nost’ a preciznost’. Metoda array-
CGH je rychlejsia nez cytogenetické metody, pretoze nie je potrebné bunky
kultivovat’ a aj mnozstvo pozadovaného materidlu je minimalne (niekol'ko
mikrogramov DNA). Na druhej strane metdéda nedokaze identifikovat
balansované prestavby (translokacie a inverzie), a ked’Ze porovnava zmeny
V pocte kopii genomového segmentu vzhl'adom na d’alSie segmenty toho istého

segmentu, nedokaze rozoznat ani polyploidiu (41).
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4. ZAVER

Vyskum v oblasti marker chromozomov sa orientuje primarne na fenotypovo-genotypovi
korelaciu. Dochddza k podrobnej molekularnej charakteristike jednotlivych pripadov,
a vsetky vysledky su centralizované. Ciel'om je ¢o najexaktnejsie predvidat’ fenotypovy dopad
U konkrétneho pripadu sSMC v prenatalnej diagnostike, a v konecnom doésledku umoznit’
narodenie zdravého potomka. Vyskum markerov moze taktiez objasnit’ mnohé choroby, ktoré

st podmienené génmi nachadzajicimi sa v pericentromerickej oblasti.

Nie vSetky markery vSak musia nutne podmieniovat’ abnormalny fenotyp. Na druhej strane,
nositelia markerov obsahuji nadpocetny chromozém, ktory velmi cCasto interferuje so
spravnou segregaciou chromozémov pri bune¢nom deleni, ateda ipri tvorbe gamét.
Mnozstvo nositelov trpi neplodnostou a musia podstupit metody asistovanej reprodukcie.
Identifikacia markeru néas teda odkazuje aj na d’al$i postup a poskytnutie pomoci takymto

pacientom.

S markermi sa vel'mi Casto spdja aj fenomén uniparentalnej dizoémie, a nositelia su vhodnou
vzorkou pre vyskum aj vtejto oblasti. Okrem toho si mnozstvo markerov po strate
centroméry vytvara vlastni neocentromeéru, ¢o predurcuje markery k vyskumu vzniku

centromér a naslednej remodelécii chromozému.

Pre stanovenie pdvodu marker chromozému je najvhodnejSie pouzit' centromericku
multifarebnt FISH. U menSich markerov vic¢Sinou nie je pritomny euchromatin, u tych
vacsich sa jeho pritomnost zistuje za pomoci dalSich lokus Specifickych sond alebo za
pomoci metdd komparativnej hybridizacie. Komplexné markery st najpresnejSie

charakterizované za pomoci celochromozémovych mal'ovacich sond (M-FISH, SKY).
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6. ZOZNAM POUZITYCH SKRATIEK

ASD - atridlny septalny defekt

BAC — bakterialny arteficialny chromozém

BP — breakpoint (bod zlomu)

cen — centroméra

CES - cat-eye syndrom, resp. dicentricky chromozém 22

CGH — comparative genomic hybridization (komparativna genémova hybridizacia)
CVS — chorionic villus sampling (odber choriovych klkov)

der(22) — derivovany chromozém 22

dic(22) — dicentricky chromoz6ém 22

FISH — fluorescen¢na in situ hybridizacia

i(18p) — izochromozém 18p

1(8p) — izochromozom 8p

1(9p) — izochromozém 9p

ICSI — intra cytoplasmic sperm injection (intracytoplazmatickd injekcia spermie)
idic — izodicentricky

inv dup(15) — chromozoém 15 s invertovanou duplikaciou

MD — microdissection (mikrodisekcia)

M-FISH - multicolor FISH (multifarebna fluorescenéna in situ hybridizacia)

min — minute (maly marker chromozom)

NOR — nukleolarny organizator

p — kratke ramienko chromozému

PAC — arteficialny chromozom bakteriofaga P1

PCR — polymerase chain reaction (polymerazova retazova reakcia)

PKS — Pallisterov-Killianov syndrém, resp. izochromozom 12p

g — dlhé ramienko chromozému

I —ring (kruhovy)

SKY - spectral karyotyping (spektralna karyotypizécia)

SSMC - small supernumerary marker chromosome (maly nadpocetny marker
chromozdém)

UPD — uniparentélna dizémia
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