1. Uvod

3%

Aberantni fenotyp mtize vznikat z mnoha riznych pficin, napiiklad naruSenim jednoho urcitého
genu, fuzi vice genii dohromady, efektem polohy nebo odhalenim recesivni mutované alely (Emanuel,
2008). Vsechny tyto ptipady nastdvaji v disledku chromozomové aberace, tedy zmény struktury
chromozomu. Pfestavby se podle vysledného mnoZstvi genetické informace d€li na balancované
a nebalancované, a podle osudu zasazené oblasti rozliSujeme napi. inverze, translokace, delece,

duplikace atd. V této praci se budeme zabyvat pouze mikrodelecemi a mikroduplikacemi.

Ke vzniku reciprokych duplikaci a deleci (nemusi se jednat pouze o mikropiestavby) dochdzi béhem
nerovnomérného crossing-overu v disledku nespravného parovani homologickych chromozomi nebo
chromatid. VétSina nalezenych deleci a duplikaci je ohrani¢ena homolognimi sekvencemi (LCRs
nebo SDs), které jsou dobrym substrdtem pro nealelickou homologini rekombinaci (NAHR) — dochézi
skrz né k vyStépeni nebo vloZeni sekvence. Béhem rekombinace dojde k pfiloZzeni nehomologickych
LCRs (diky vysoké sekvencni podobnosti), k vyméné nehomolognich tsekt a vzniku delece na jednom

chromozomu a duplikace na druhém.

Mikrodelece a mikroduplikace se v lidském genomu nevyskytuji vzdcné, ale ziidka se stane, Ze je jak
deleci, tak duplikaci (u rtznych jedincli), zasaZen stejny nebo podobné ohraniceny region na stejném
chromozomu, pficemZ se v obojim pfipadé manifestuje jako genomova porucha, tedy jako zisk nebo
ztrata specifické chromozomové oblasti spojené s klinickym genetickym syndromem (Lupski, 1998).

Mutované oblasti jsou jiZ z definice velmi malé, nejedna se ale o zmény na drovni sekvence nukleotidi.

Cilem této bakalarské prace je shrnout poznatky o né€kolika vybranych reciprokych mikrodelecich
a mikroduplikacich nalezenych v lidském genomu, popsat jejich fenotypové projevy a posoudit, zda jsou
zasazené geny citlivé na pocet svych kopii a zda se u pacientll manifestuji zrcadlovym (reciprokym)

fenotypem.



2. Metody detekce chromozomovych aberaci

Standardn€ se pro vySetieni karyotypu pouZivaji klasické cytogenetické metody jako je pruhovéani
chromozomi, ale vzhledem k jeho malé rozliSovaci schopnosti (4 — 10 Mb) (Rosenberg, 2006) nelze
takto detekovat mikrodelece a mikroduplikace. Pokud cytogenetické metody neodhali Zddnou poruchu
v karyotypu, nastupuji metody jako fluorescencni in situ hybridizace (FISH) nebo komparativni

genomova hybridizace (CGH), které jsou schopné detekovat zmnoZeni ¢i ztratu vySetfovanych lokust.

Sondy znacené fluorescencéni barvou (fluorochromem) hybridizuji s metafdznimi chromozomy
(z krevnich lymfocytl), které jsou denaturovany a ukotveny na mikroskopickém sklicku. Pokud se
na sondy sviti svétlem o spravné vlnové délce, lze ve fluorescencnim mikroskopu pozorovat emitované
barevné svétlo a podle typu sondy detekovat genomové sekvence, C4sti ramen, celd ramena

nebo chromozomy.
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Obrdazek 1la (vlevo): Analyza chromozomovych pfestaveb metodou FISH u pacienta
s mikroduplikaci. Kontrolni sonda je oznacena zelen&. Testovaci sonda (Cervend) prokdzala piitomnost
tif kopii regionu 22q11.21 (duplikaci). Na fotografii je interfdzni bunécné jadro (Yobb, 2005).

Obrdzek 1b (vpravo): Graf ukazuje vysledek array CGH s duplikaci na chromozomu 6 v oblasti
6p12.3. Cervené je znazornén testovany vzorek (duplikace) a zelené kontrolni sonda (Rosenberg, 2006;

upraveno).

Aby bylo moZné rozliSit mensi usek chromozomu, napiiklad jednotlivé pocty genl, pouZivd se
komparativni (srovnavaci) genomova hybridizace (CGH) nebo jeji modifikace array CGH, ktera slouzi
k porovnavani dvou genomt (studovany genom s kontrolou). Dvé sady celogenomovych sond se oznaci
odliSnou fluorescen¢ni znackou (obvykle cervenou a zelenou), smichaji se dohromady a spolecné
hybridizuji (kohybridizuji) na sekvence DNA ukotvené na pevném nosici (mikroskopické skli¢ko nebo
jiné platformy). V piipadé¢ klasické CGH se jednd o metafdzni chromozomy a v piipad¢ array CGH jde
o pole (array) sekvenci DNA, které muze byt tvofeno jednotlivymi oligonukleotidy, cDNA nebo
genomovymi fragmenty naklonovanymi do vektor - napf. BAC (bakteridlni arteficidlni chromozom;

uméle vyrobeny), plazmid, kosmid (Bejjani, 2006). V klinické diagnostice se nej¢astéji pouzivaji uméle



vyrobené bakteridlni chromozomy, BAC, ale nevyhodou je jejich omezend velikost inzertu 80 - 200 kb.
Vé&tsi prestavby nebo bodové mutace tak nejsou zjistitelné pomoci tohoto nosice a je nutné pouZit jiny.
Po hybridizaci se méfi vysledny pomér emitované fluorescence jednotlivych vzorki, a pokud se
sekvence shoduji, bude pomér barev 1:1, zatimco odliSny pomér odrdzi rozdily v délce nebo poctu
sekvenci (delece, duplikace) (Mefford, 2008). Po hybridizaci je moZné dsek osekvenovat a zjistit presné

poradi nukleotidii a zmény.

Vyhodou (array) CGH je rychlost, se kterou produkuji vysledky. RozliSovaci schopnost této metody
je zavisla na velikosti cilové DNA a hustoté téchto sekvenci v genomu (jak blizko jsou vedle sebe).
Oproti FISH je CGH schopnd detekovat pfestavby na vice mistech v genomu soucasné (Bejjani, 2005).
Pomoci array CGH se provadi prenatdlni vySetfeni plodu, kdy je schopnd detekovat aneuploidie v DNA
vyizolované z 1 ml plodové vody (Rickman, 2006), ale pGvodné byla vyvinuta pro vyzkum genomovych
zmén v nddorovych bunkdch, ze kterych je t€Zké kultivovat kvalitni metafdzni chromozomy (Pinkel,
2005).
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Obrdzek 2: Schéma metody array CGH (pfevzato z review Bejjani, 2006; upraveno).



3. Chromozomové aberace a nealelicka homologni rekombinace

Chromozomové aberace (mutace) piedstavuji strukturni zmény nachromozomu. Podminkou
pro vznik pfestavby je zlom. Dtlezitym rozdilem je, zda se po zmén¢ struktury zachov4, ztrati, ¢i zmnoZi
pivodni mnoZstvi genetického materidlu. Pokud se pocCty genli nezméni, vétSinou nepozorujeme
fenotypové projevy a takové aberace oznaCujeme jako balancované. Zména fenotypu ovSem muiZe nastat,
pokud se zlom vytvoii uprostfed genu nebo mezi kddujici sekvenci a jejim promotorem. Balancované
piestavby nesou riziko vzniku nebalancované mutace v pribéhu dalsiho meiotického bunééného déleni.
Mezi tento typ patii napi. inverze a translokace. Pokud dojde k duplikaci (zkopirovani) daného tseku
(genil) nebo deleci (ztrat¢), mluvime o nebalancovanych aberacich, které maji vétSinou fenotypové
projevy, nékdy i zavazné az letalni (podle konkrétné zasaZenych genti).

Genetickd onemocnéni mohou vznikat pfestavbou chromozomu, kterd vede ke zméné poctu kopif
gent (které jsou citlivé ke genové davce), jejich narusenim nebo fuzi (Gu, 2008). V lidském genomu
mohou vzniknout chromozomové aberace né€kolika mechanismy, ale za vétSinu dosud znamych
piestaveb je zodpov€dnd nealelickd homologni rekombinace (NAHR; rnonallelic homologous
recombination). Dalsim mechanismem je napi. spojovani nehomologickych konci (NHEIJ;
nonhomologous end-joining) nebo Spatnd replikace, kterd produkuje samostatné delece, duplikace,
inverze, translokace. (Liu, 2012). Model mechanismu NAHR byl navrZen pted tfinicti lety (Stankiewicz,
2002) a ptedpokladd vznik dvouvldknovych zlomid DNA, ¢aste¢né odstranéni jednoho vldkna a invazi
ptesahu druhého vlakna do molekuly DNA. Vznikd intermediét (dvojitd Hollidayova struktura), ktery se
ddle pfeménuje prostiednictvim crossing-overu, ¢imz produkuji delece a duplikace (Kehrer-Sawatzki,
2014).

Obecné jsou pro homologni rekombinaci (AHR, NAHR) dileZité specifické nukleotidové sekvence,
které piestavbu stimuluji a oznacuji se jako horkd mista (hotspots) rekombinace (Lindsay, 2006;
De Raedt, 2006). Ve 40 % horkych mist, vyskytujicich se v lidském genomu, byla nalezena sekvence
13 nukleotidit 5'-CCNCCNTNNCCNC-3’ (Myers, 2008), ktera slouZi jako vazebné misto pro zinc-finger
DNA vazebny protein PRDMO (PR domain-containing protein 9). PRDM9 je povazovadn za faktor
urcujici meiotickd rekombinantni horkd mista a jeho variabilita ovliviiuji aktivitu téchto mist (Berg,
2010). Nealelickd homologni rekombinace (NAHR) je umoZnéna takovou architekturou, kdy je sekvence
ohrani¢ena LCRs (low-copy repeats), které se nékdy oznacuji jako segmentové duplikace (SD) (Bailey,
2002; Shaw, 2004) a nesou v sob& hork4 rekombinacni mista. Aby byli pary LCR vhodnym substratem
pro NAHR, musi spliiovat urcita kritéria ohledné své délky, sekvencni identity ¢i podobnosti a orientace
viici sob€ (Ou, 2011). Obvykle sdileji vice nez 95 % podobnosti s druhym z paru (Bailey, 2006), coZ ma
béhem déleni za nasledek pédrovani nealelickych kopii a po probéhnutém crossing-overu vznik
chromozomovych piestaveb v dcefinych buiitkdach (Gu, 2008). LCRs, méfici primérné€ stovky kb, v sobé
nesou usek dlouhy maximdln€ 500 bp sextrémné vysokou identitou, ktery se oznacuje jako MEPS

(minimum efficient processing segment) (Liskay, 1987; Reiter, 1997).



V roce 2006 bylo ze znalosti lidského genomu a pozic LCRs v ném, navrZeno kolem sta regionil,
které by mohly teoreticky podlehnout prestavbé. Jednotlivé dseky jsou dlouhé od 50 kb do 10 Mb, jsou
ohraniCeny pary LCRs vét§imi nez 10 kb s minimélné 95% sekvencni identitou a nemély by zasahovat
centromeru. Mnoho z nich jiZ bylo nalezeno v genomech pacientli s genomovou poruchou (Sharp, 2006;
Liu, 2012). Ze LCRs zprostfedkovéavaji NAHR a zptsobuji prestavby vedouci k onemocnénim, bylo
prokdzéno napiiklad u chromozomové oblasti 22q11; 17p11.2 (onemocnéni CMT1A); 15q12 (Prader-
Williho syndrom); 7q11.23 (Williams-Beurentv syndrom) a 17p11.2 (Smith-Magenistv syndrom).

nsa | A
Y
E -
cen = tel -
— -—
57 -3 odstranéni Fetézce B
1 A + lB’I‘E
-
‘ amm ‘
— -
l - .
A B -
' EEEN ' h
- .
- abx «a b «b
EEEER X ‘
A A o -
A B
-
—

Obrdzek 3: Mechanismus NAHR zavisly na opravé dvoutetézcovych zlomi (DSB; double-strand
break). V LCR se vytvoii zlom a ndsleduje kritké 5° - 3” odstranéni poskozeného vldkna. Vytvoii se 3°
piesah, ktery invaduje do homologni (vysoce identické) neporuSené sekvence LCR a vytvoii dvojitou
Hollidayovu strukturu (dHj; double Holliday junction). Pokud se dHj fesi pomoci crossing-overu, jsou
mozné dva typy kiiZeni vlaken. PferuSované je zndzornéna syntéza fetézce DNA, kterd probiha podle

druhé alely LCR (na modrém vldkn¢) (Kehrer-Sawatzki, 2014; upraveno).

Pokud jsou homologické (vysoce identické) LCRs vii¢i sob¢ invertované a na stejném chromozomu,
produkuje rekombinace inverze, ale pokud se nachdzeji na nehomologickych chromozomech, vytvoii se
translokace (Lupski, 1998). Rekombinace mezi invertovanymi LCRs, které leZi na sesterskych
chromatidach, vede ke vzniku izochromozomu, ktery se vyznacuje ¢aste¢nou ztratou jednoho a duplikaci
druhého raménka a dvéma centromerami, je tedy isodicentromericky a oznacuje se zkratkou idic. Takovy
chromozom miZeme Casto pozorovat u somatickych bunék, které podlehli nadorovému bujeni (Liu,
2012). V ptipadé, Ze se LCRs nachdzeji v piimé orientaci, mohou ptestavby probihat v ramci jedné
chromatidy (intrachromatidové), coz vede vZdy kdeleci, a dile mezi sesterskymi chromatidami
(interchromatidové nebo také intrachromozomov€) nebo mezi homolognimi chromozomy
(interchromozomové) a takto vznikaji reciproké delece a duplikace. Teoreticky by méla byt frekvence

vyskytu deleci vysS$i nez duplikaci (Gu, 2008), ale tato teorie nelze potvrdit ani vyvrétit hned z nékolika



divodl. Ob¢ prestavby mohou byt letdlni jiz ve vyvojové fazi zygoty nebo embrya, manifestuji se
mirnym nebo zddnym fenotypem a selekce bun¢k s duplikaci miiZe byt jinak citliva nez selekce deleci.

Ve vSech pfipadech nejsou prestavby detekovdny a nelze je zahrnout do stanoveni frekvence vyskytu.
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Obrdzek ¢. 4: Znazornéni rekombinace mezi homologickymi chromozomy, sesterskymi
chromatidami a vradmci jedné chromatidy za predpokladu, Ze LCRs jsou v piimé orientaci

a mezi sesterskymi chromatidami s obracenou polohou LCRs (Liu, 2012; upraveno).

NAHR se vyskytuje béhem meiotického 1 mitotického déleni bunék. Pokud prob&hne v meidze
v zarodecné linii bunék (vajicko, spermie), jsou vzniklé genomové piestavby pfitomny ve vSech bunikach
organismu, mohou zpusobit genomovou poruchu (Turner, 2008) a byt pfeddny do dalSi generace
potomkt. Piikladem vyznamné dédicné genomové poruchy zplsobené mechanismem NAHR je
reciprokd duplikace a delece na kratkém raménku chromozomu 17 zptisobujici CMT1A (Charcot-Marie-
Toothtiv syndrom typ 1) a HNPP (hereditary neuropathy with liability to pressure palsy). Z jedné studie
vyplyvd, Ze v muZzské zarodecné linii (béhem spermatogeneze) vznikaji delece s dvakrat vyssi frekvenci
neZz duplikace (Turner, 2008), ale jiné studie piichdzeji s opatnymi vysledky (Lam, 2007). Odlisna
frekvence NAHR v prubéhu saméi a samic¢i gametogeneze se odrazi také v odlisném podilu chromozomi
ur¢itého parentalniho pivodu na vzniku onemocnéni, napiiklad vétSina duplikaci vedouci k CMTIA
nebo deleci zapficifujicich spindlni muskuldrni atrofie pochdzi ze spermie (Lopes, 1997) a naopak
vétsina deleci zpusobujici neurofibromatézu typu 1 jsou materndlnitho pivodu (Lopez-Correa, 2001).
Mitotickdi NAHR zpisobi mozaiku somatickych bunék s pfestavbou a bez prestavby. Somatické

genomové prestavby se Casto vyskytuji u ne¢kterych druhd rakoviny (Fridlyand, 2006; Darai-Ramqvist,

2008).

Viz ptiloha ¢. 1: Schematické zndzornéni chromozomi s vyznacenymi zndmymi mikrodelecemi

a mikroduplikacemi.



4. Reciproké mikrodelece a mikroduplikace na lidskych chromozomech

4.1. Chromozom 1 - oblast 1q21.1

Kritickd oblast zkoumaného regionu je dlouhd miniméln¢ 1,35 Mb a zahrnuje asi 12 gend. Cely
region obsahuje Ctyii body zlomu (breakpoints; BP 1 — 4), pfi¢emZ vétSina pacientil s deleci ztratila dsek
mezi BP 3 a 4. Nebyly nalezeny vyrazné fenotypové rozdily mezi jedinci s odliSnymi deletovanymi

useky (Mefford, 2008).
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Obrdzek 5: Znazornéni bodt zlomu v regionu 1g21.1 (Rosenfeld, 2012; upraveno).
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Obrdzek 6: Schéma chromozomové oblasti 1g21.1. Nalezené geny jsou oznaceny ¢ernymi pruhy.
Pér velkych piimych repetic, které lemuji distalni dsek 1q21.2 je oznaCen modrymi Useky s pismeny A
a A”. Dalsi par pifmych repetic ohrani¢ujici 4 Mb oblast je oznacen &ervené s pismeny B a B”. Zluté
znacky s pismeny C a C” jsou opacné orientované repetice, které ohranicuji nejveétsi ¢ast prestavby

(Brunetti-Pierri, 2008; upraveno).

Strukturné se oblast 1q21.1 skladd ze ctyf blokd (segmentll) duplikaci (SD) velkych 270 kb
a7z 2,2 Mb. SD jsou podle definice (Mefford, 2008) navzdjem shodné ve vice nezZ 90 % své sekvence
a v genomu piitomné ve dvou a vice kopiich, ¢imZ je umoznéna a podporovdna nealelickd homologn{
rekombinace (NAHR) (Sharp, 2005). Pouze 25 % oblasti 1q21.1 je tvofeno unikdtnimi (kédujicimi)
sekvencemi (Mefford, 2008). Kombinace array-CGH a metody FISH prokdzala, Ze chromozomovou

oblast lze podle SD délit na dvé ¢4sti a to na proximalni a distalni (Brunetti-Pierri, 2008).



Podle fenotypu, ktery zpisobuji se mikroduplikace/delece déli do dvou tfid; prvni tfida zahrnuje
mutace pouze distadlnfho usek s telomerickym bodem zlomu, které jsou zodpovédné za Spatny vyvoj
nervové soustavy. Druhd tfida obsahuje velké delece distalniho i proximdlniho tseku vcetné regionu
TAR (Brunetti-Pierri, 2008), které zvySuji citlivost jedince k rozvoji TAR syndromu (trombocytopenia
absent radius; nesrdzlivost krve a zkrdcend radidlni kost). Cisté proximélni mikrodelece je velmi vzacna
a k prokézani jeji Skodlivosti by bylo nutno testovat vice pacientli. Naopak mikroduplikace proximalniho

useku mé prokazatelny vliv na fenotyp (Rosenfeld, 2012).

Fenotyp mikrodelece (stejné jako mikroduplikace) je velmi proménlivy a zahrnuje mnoZstvi
vlastnosti a projevii — mirnd az stfedné tézka mentalni retardace, mikrocefalie, srde¢ni vady a Sedy zdkal
(katarakt), méné Casto se vyskytuji povolené vazy, hypermobilita a kiece. Reciprokd mikroduplikace se
projevuje celkovym vyvojovym zpoZdénim (mentalni retardaci nebo autistickym spektrem poruch),
zpomalenym ristem a dysmorfické oblicejovymi vady jako napi. Celni vyrustek, hluboko posazené o€i
a baiaty nos (De Vries, 2005; Sharp 2006), u 50 % piipadii se manifestuje makrocefalie. Casto byly
pozorovany poruchy chovdni a problémy s ufenim (porucha pozornosti, hyperaktivita, tizkost nebo
deprese, agrese). Studie mikroduplikaci nejsou jasné prokazatelné vzhledem k malému poctu testovanych
pacienti a jejich rodic¢t (Mefford, 2008).

Region obsahuje geny GJAS (kédujici konexin 40) a GJAS (kédujici konexin 50), které byly casto
spojovany s vrozenymi vadami srdce (CHDs; congenital heart defects) (Greenway, 2009), ale v dalSich
vyzkumech nebyly nalezeny dlikazy podporujici souvislost téchto gent s CHDs (Mefford, 2008).
Meffordem (2008) byl také vyvradcen moZny piispévek metylace DNA, imprintingu a zmény genetického
pozadi k variabilit€¢ fenotypu. K proménlivym vlastnostem projevu mikroduplikace mohou pfispivat také
environmentalni faktory jako Spatnd socidlni situace nebo pokrevni piibuznost (Rosenfeld, 2012).
Marsell (2008) identifikoval gen PDZKI podilejici se na tvorb& a funkci urogenitdlniho systému, jenZ
reguluje transport na apikdlni strané buiiky v proximdlnim tubulu nefronu tak, Ze zvySuje propustnost

pro organicky aniont (Anzai, 2004).

Analyza metodou FISH, potvrdila pfitomnost genu HYDIN2 (vyvolavajictho hydrocefalus) v této
oblasti mezi BP3 a 4 (Mefford, 2008). Gen se exprimuje zejména v mozku a jeho nedostatek nebo
nadmérnd exprese md vliv na abnormalni velikosti hlavy. HYDIN2 je ztracen nebo zmnoZen u vSech
studovanych pacientl s mutaci v distdlnim regionu 1g21.1. U jedinct s mutovanym proximalnim tdsekem

chromozomu se velikost hlavy vyrazné neliSi od normdlu (Brunetti-Pierri, 2008).

Studie bunécné linii lymfoblasti (LBCs) se zaméfily na dva geny této oblasti, které jsou kromée
dalSich geni spolecné pro vSechny postizené: CHDIL/ALCI a PRKAB2, a provedly analyzu korelace
zmény genové exprese a poctu kopii CNVs (Harvard; 2011). Gen CHDIL/ALCI (nebo jen CHDIL) hraje
roli v DDR (DNA demage response), GCastni se remodelace chromatinu béhem replikace, reparace
a transkripce DNA (Deng; 2009). Zména exprese tohoto genu narusSuje remodelaci chromatinu béhem
opravy jednovldknové DNA (Ahel, 2009). Byla nalezena dal$i enzymova tloha kédovaného proteinu,

a to role v dekatenaci DNA bé&hem jeji replikace — topoizomerdza Ila tvoii dvoufetézcové DNA zlomy



(DSB) a umoZzniuje tim rozmotat katenaty. Porucha urceni mista, kde ma dojit k dekatenacnimu zlomu
(DCC - Decatenation Checkpoint), vede k rozlamédni chromozomu a zvySeni genomové nestability,
jejimz diikazem jsou nalezend mikrojadra (Fenech, 2011).

Gen PRKABZ2 je soucasti proteinového komplexu AMP-proteinkinizy (AMPK), kterd reguluje
bunécnou a energetickou rovnovihu (regulace piijmu potravy, télesné hmotnosti, gluk6zové a lipidové
homeostdzy) (Kahn, 2005) prostfednictvim negativni regulace mTOR drdhy (kontrola ribozomi
a biosyntézy proteinit) (Garelick, 2011). Proteinkiniza se sklada ze tii podjednotek a kazdd ma nékolik
izoforem. Sledovany gen koéduje -2 izoformu regulacni podjednotky. AMPK zprostiedkovava
inhibujici fosforylaci serinu na enzymu acetyl-CoA karboxyldze (ACC), ktery se ucastni biosyntézy
mastnych kyselin. Biosyntéza je zastavena, pokud buiika nemd dostatek energie (pfevlad4 koncentrace
AMP nad ATP). Fosforyluje také protein RAPTOR, ktery inhibuje mTORCI1 kindzu a zastavuje tak
syntézu proteinl a indukuje zastaveni bunécného cyklu (opét pfi nedostatku energie) (Kim, 2002). Role
AMPK v mozku nebyla zatim ujasnéna, ale byla prokdzana ti¢ast v draize mTOR, kterd je potfebna pro
uceni a pamét’ (Qi, 2010). U pacienti s deleci byla detekovdna sniZend proteinova exprese a u bunécné
linie s duplikaci zase zvySend. Gen pro izoformu enzymové podjednotky -1 je lokalizovdn na
chromozomu 12 a tudiZ nebyla ovlivnéna jeji funkce. Podle Schuster-Bocklera (2010) je proteinovy
komplex AMPK citlivy k nerovnovdze svych podjednotek a piisluSnych izoforem. Studie deleci
prokazala, Ze snizend hladina AMPK- -2 podjednotky ma souvislost se sniZenou stabilitou a funk&nosti
celého komplex (Harvard, 2011). Duplikace (nadbytek) PRKAB2 nemd negativni vliv na kindzovou
aktivitu. Oba geny jsou tedy citlivé k davce (ddze).

De novo vzniklé mikrodelece byly nalezeny, ale duplikace byly vZdy dédény od rodici, coz
znamend, Ze nositelé mikroduplikace jsou plodni jedinci schopni reprodukce (Rosenfeld, 2012).
Frekvence deleci vzniklych nehomologickou rekombinaci je vySSi v muZské zdrodecné linii (vznikaji

b&hem spermatogeneze) (Turner, 2008).

Zavérem vyzkumu (Brunetti-Pierri, 2008) zabyvajiciho se timto kritickym regionem je tvrzeni, Ze
fenotyp je podminén nedplnou penetraci ¢i variabilni expresivitou. Nedostatek jasné prokazatelnych
funkci a vlastnosti, které by byly charakteristické pro tyto syndromy, komplikuje jejich diagnostiku

a genetické poradenstvi.



4.2. Chromozom 5 - oblast 5q35.2 - q35.3

Na dlouhém raménku chromozomu 5 v oblasti 35.2 - 35.3 se nachazi az 2,0 Mb dlouhy region, jehoz
delece je pficinou vzniku Sotosova syndromu (OMIM 117550), ktery vykazuje autozomdlné dominantn{
dédicnost. Projevuje se nadmérnym rastem v détstvi, star§Sim kostnim vékem neZ by mél pacient mit,
kraniofacidlnimi abnormalitami, zejména makrocefalii, a poruchou uceni (LD; learning disabilities)
(Sotos, 1964; Tatton-Brown, 2004). Nékdy jsou piitomny srde¢ni vady, defekty ledvin nebo skoliéza
(Rosenfeld, 2013). Syndrom muiZze byt kromé mikrodelece zplisoben také intragenovou mutaci pfimo
v genu NSDI (Nuclear receptor Set Domain containing protein 1) nebo ¢aste¢nou genovou deleci
(Kurotaki, 2003). Haploinsuficience (heterozygotni ztrita funkce) tohoto genu byla stanovena jako
ptic¢ina Sotosova syndromu (Tatton-Brown, 2005). Kvili ovéfeni tohoto pfedpokladu byl mutovany gen
vloZen do mystho modelu. Mysi sice vykazovaly mentdlni poruchy a abnormality ledvin (Migdalska,
2012) typické pro toto onemocnéni, ale nedoSlo ke zméné velikosti t€la ani hlavy, coZ naznacuje, Ze

NSDI ma odlignou funkci v regulaci riistu u my3f a lidi (Zilina, 2013).

b IIII‘II‘I‘I AR

Zfilina et al., 2013

Zhangetal.. 2011

Kasnauskiene etal.. 2011

Case 1: Franco et al., 2010

Case 2: Franco et al., 2010

Kirchhotf et al., 2007

Chen et al., 2006

Obrdzek 7: Chromozomova oblast 5q35: (b) zndzornéna oblast, kterd podléhd deleci pfi vzniku
Sotosova syndromu; (c) fragmenty, které byly popsédno jako duplikace. Plnd ¢ara oznacuje minimdln{

a preruSovand ¢ara maximélni délku duplikovaného useku (Zilina, 2013; upraveno).

Pacienti, u kterych syndrom vznikl v dasledku mikrodelece celého regionu 5q35.2-3, maji

v

Vv

Veber, 2007). Mezi identifikované geny patii i SLC34A1, jehoz delece zpisobuje nefrokalcinézu a/nebo
détskou hyperkalcémii (Kenny, 2011).
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Stejné jako fada dalSich mikrodeleci vznikd i tato nealelickou homologni rekombinaci (NAHR), coz
pfedpoklada soucasné vznik reciproké duplikace, jejiz klinicky projev byl popsan jiZ v roce 1977 jako
Hunter-McAlpintv syndrom (Hunter, 1977). S rozvojem vySetfovacich technik byla zjiSténa geneticka
podstata onemocnéni, kterd ukazala, Ze jde o onemocnéni zplsobené subtelomerickou reciprokou

mikroduplikaci chromozomového regionu 5q35.2 — 35.3 (Hunter, 2005).

Mikroduplikace se u vSech pacientii manifestuje velmi podobnymi vlastnostmi, které odpovidaji
obracenému fenotypovému projevu (oproti deleci) — maly vzrist, mikrocefalie, brachydaktylie, zpozdény
kostni v€k, mirnd az stfedné¢ t€Zkd mentdlni retardace. Dosud bylo diagnostikovano pouze nékolik
piipadd této duplikace, coZ znesnadiiuje analyzu genové exprese zasaZenych genl. U pacientii byly
identifikovany reciproké mutace s totoznymi i odliSnymi body zloml. Nejmensi nalezend duplikovana
oblast byla dlouhd 520 kb a nejvétsi 6,4 Mb (Kirchhoff, 2007). ZavaZnost fenotypu koreluje s velikosti
duplikované oblasti — nejvétsi duplikace se projevila i motorickou retardaci, Silhdnim a abnormalitou

patého prstu na ruce (Chen, 2006).

U pacienta s mikroduplikaci byla diagnostikovana i kraniosynostéza (pfedcasné uzavieni lebecnich
$vi, které zpasobuje charakteristicky zdeformovanou lebku). Tato porucha se vyskytuje i samostatné
(ne jako soucdst syndromu) a je zpisobena mutaci v genu MSX2 (Jabs, 1993). Genova duplikace vloZena
do mysiho modelu se manifestovala stejnou poruchou jako u lidi (Liu, 1995), coZ potvrdilo dcast genu
MSX2 na fenotypu. Tuto teorii naruSila chromozomové analyza, kterd odhalila duplikaci nepoSkozujici
gen MSX2, u pacienta s kraniosynostézou. Bud’ doslo k poruse nekddujici regulacni oblasti distalné
od genu a pozménila se mira genové exprese (Ott, 2012) nebo je kraniosynostdza az sekundérni projev
vznikly v dasledku mikrocefalie zptisobené duplikaci genid distdlné od NSDI. Pti ztraté funkce nebo
delece MSX2 b&hem vyvoje lebky dojde ke zpozdénému uzavirdni lebe¢nich fontanel (Gajecka, 2005).
Gen NSDI je transkripcni faktor, ktery fidi expresi dalSich genl: ovliviiuje metyltransferdzu histonovych
lyzind a tim reguluje uspotfddani chromatinu béhem transkripce (Huang, 1998). Déle pomaha regulovat

spravnou expresi kostniho morfogenniho proteinu 4 (Lucio-Eterovic, 2010).

Stejné jako u mikrodelece mize byt fenotyp mikroduplikace ovlivnén i dal§imi geny v regionu
Pdlim7 véZzici k sobé aktin a protein Tbx5, souCasné predstavuje transkripéni faktor pro vyvoj srdce,
koncetin a tvorbu kosti (Camarata, 2006). Interakce proteini Pdlim7 a Tbx5 byla prokdzana na zvitecich
modelech, a tak potvrzena ucast PDLIM7 na srde¢nich defektech. Pacient s tetrasomii regionu 5q35
(oblast zduplikovana na velikost 6,6 Mb) viibec nevyvinul palec na ruce (Sellars, 2011). Heterozygotni
nedostatecnost 7BX5 je zndmd také u Holt-Oramova syndromu, ktery se projevuje charakteristickymi
anomdliemi palce na rukou a srde¢nimi defekty (Basson, 1997). Na morfologii kosti maji kromé
PDLIM7 vliv také dalsi geny vcetn€ NSDI. Tato teorie je podpofena ndlezem duplikace, kterd

nezahrnovala PDLIM7, nicméné pacient vykazoval zkracené prsty a loketni kost.
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Na riistové retardaci se miZe podilet gen ZNF346, ktery koduje RNA-vazebny protein (zinc finger)
a jehoZ nadmérnd exprese spousti apoptézu (Yang, 1999), kterd vysvétluje zpomaleny riist. Transkripcni
represor ZNF354C se podili na diferenciaci osteoblastli, jeho nadmérnd exprese zplUsobuje pfeménu
chrupavky v kost a zastaveni rastu (Jheon, 2009). Pro osteoblasty je dtlezita také MAP kinaza 9, ktera
pfedava signdly v pozdni fazi jejich diferenciace, pfi nadmérné expresi kindzy dojde ke zvySenému
ukladani minerald do kosti (Matsuguchi, 2009). V regionu 5q35 byl také nalezen gen pro pozitivni
reguldtor rustu (Lazarus, 2007), ale zjeho funkce neni pravdépodobné, Ze by duplikaci genu doslo

ke zpomalen{ rastu.

Podle Crespiho (2010) dochazi u reciprokych mutaci, které maji vliv na vysku, rast a velikost hlavy,
ke korelaci pravé mezi velikosti hlavy a fenotypem projevujicim se zmé&nou chovéni nebo pozménénym
mentdlnim stavem. ZvétSend hlava je spojovdna s autistickym spektrem poruch anaopak jedinci

s menSim obvodem hlavy jsou €asto postiZeni schizofrenii.

4.3. Chromozom 7 - oblast 7q11.23

Mechanismem vzniku reciprokych chromozomovych aberaci v regionu 7q11.23 je opét nealelicka
homologni rekombinace (NAHR) zprostfedkovand vysoce homolognimi tseky DNA (LCRs), které
ohraniCuji postizeny tusek (Lowery, 1995). Rekombinace probihd jak intrachromozomdlné tak
interchromozomomalné¢ béhem meidzy. NejcastéjSim nepatologickym disledkem tohoto mechanismu
jsou inverze, jejichZ nosi¢i jsou bez piiznakl, ale maji vyS$i riziko dal$i meiotické nehomologni
rekombinace, kterd by produkovala gamety s moZnosti vzniku mikrodelece (Scherer, 2005).

Mikrodelece vregionu 7q11.23 byla objevena vroce 1993 a stanovena jako pfiina Williams-
Beurenova syndromu (WBS; MIM 194050) (Ewart, 1993). Kritickd oblast je u 95 % pacienti dlouha
1,55 Mb, v dalsich studiich byla nalezena deletovand oblast velkd 1,29 Mb, 1,84 Mb a 2,36 Mb (Pober,
2008; Todorova, 2014). Dochazi ke ztraté pfiblizné 26 a7z 28 gentd (Schubert, 2009), podle toho, ktery
z telomerickych zlomovych bodi je dotéen. Deletovand oblast je ve vSech piipadech ohranicena stejnym
centromerickym bodem zlomu, ale telomerické body byly nalezeny dva. Mikrodelece vznikd

na matetském i otcovském chromozomu se stejnou frekvenci (Pober, 2008).

Syndrom zptisobeny mikrodeleci byl popsan poprvé v roce 1961 na ctyfech pacientech (Williams,
1961), a o rok pozdé&ji na dalSich jedenicti (Beuren, 1962) a nazvan po svych objevitelich Williams-
Beurendv syndrom. V celosvétové populaci bez ohledu na etnickou skupinu se vyskytuje s frekvenci
1/10 000 Zivé narozenych (Stromme, 2002). U jedincii s WBS se typicky vyskytuji kardiovaskuldrni
onemocnéni (zejména arteriopatie), maji charakteristické rysy obliceje (rozstép patra, predkus, mirna
hypoplazie, vyrazné rty), které se s vékem méni (Morris, 1988; Axelsson, 2005). K castym fenotypovym
projeviim patii také endokrinni problémy (hyperkalcémie, porucha metabolismu glukézy a hypotyredza),
dentalni anomaélie (abnorméln¢ tvarované malé zuby, n€kdy aZ jejich absence), ztuhlost kloubi, skolidza,

ztrata sluchu a neurologické problémy (Morris, 1988). Projevuje se mirnd az sttedné t€Zka mentdln{
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retardace, pacienti jsou emotivni, pratelsti a socidlni, ale zdroven trpi dzkosti, rGznymi fobiemi
atendencemi k opakujicim se myslenkdm achovédni (perseverativni chovani) (Cherniske, 2004).
Obvykle se vyskytuje poSkozeni oka, mezi nejcastéjsi defekty patii Silhani (aZ 78 % pacientl) zejména

détskd dédi¢nd forma esotropie a hvézdicovity tvar duhovky (Winter, 1996).

Obrdzek 8: Fotografie pacienta s Williams-Beurenovym syndromem. Na fotografii vlevo je
pacient ve véku 15 mésici, uprostied stejny pacient ve tfech letech a vpravo ve 21 letech. Mlzeme

pozorovat ménici se rysy obliCeje, pfetrvavaji pouze Sirok4 usta a plné rty (Pober, 2008).

Podobnou patologii pojivovych tkdni vykazuje familiarni SVAS (supravalvular aortic stenosis
syndrome; OMIM 185500), ktery je zpisoben stejné jako WBS poruchou funkce genu ELN,
ale neprojevuji se u né&j neurobehaviordlni, metabolické, endokrinni, vyvojové a nckteré kraniofacialni
charakteristiky typické pro WBS. Familidrni SVAS neni mikrodelecni syndrom, ale je zpisoben
translokaci chromozomové oblasti s ELN (Curran, 1993), deleci (Ewart, 1993; Olson, 1993) nebo
bodovou mutaci v ELN (Urbéan, 2000). Studie tohoto piibuzného ale geneticky odliSného onemocnéni
pomohly k pochopeni molekuldrni podstaty WBS (Perou, 1961). Studie genu ELN, nalezeného v kritické
oblasti pro vznik WBS, prokdzaly, Ze jeho mutace jsou pficinou jak familidrni SVAS (Curran, 1993;
Olson, 1993), tak Williams-Beurenova syndromu (Ewart, 1993). Hemizygotni ztrita alely ELN je

Gen ELN koéduje prekurzorovy protein tropoelastin, ze kterého vznikaji v extraceluldrni matrix
elastinovd vldkna, jednotlivé izoformy elastinu jsou produktem alternativniho sestfihu mRNA (Kielty,
2006). Syntéza elastickych vldken vrcholi v dobé pozdniho fetdlniho a perinatdlniho obdobi a kromé
ELN vyzaduje celou fadu dalSich genti (Kelleher, 2004).

Jakakoli mutace ELN zptsobi poruchu na ridznych trovnich biosyntézy elastinu a elastickych
vldken (Urban, 2000). Mutace ELN zptsobuje kromé sniZzené syntézy elastinu také zvySenou proliferaci
bunck hladkého svalstva cév a fibroblastii (Urban, 2002). Elastin je dilezity pro termindlni diferenciaci
a klidovy stav bun¢k hladkého svalstva cév (Li, 1998). Fibroblasty a buniky hladkého svalstva izolované
od pacientl se SVAS, vykazaly zvySenou proliferaci nepiimo umérnou k mnozstvi syntetizovaného

elastinu (Urbén, 2002), z ¢ehoZ vyplyva, Ze ELN je negativnim reguldtorem buncé¢né proliferace.
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Ztrata nebo Spatnd funkce elastinu se manifestuje jako generalizovand arteriopatie, kterd se
projevuje stendzou velkych a stfedné velkych elastickych tepen a hypertenzi. SVAS (supravalvular
aortic stenosis syndrome) se u pacienti s WBS projevuje zejména jako lokalizované poskozeni
supravalvularniho tseku aorty a plicnich cév (Pober, 2008). Nékolik pacientll (s WBS nebo familidarnim
aortic syndrome) a projevuje se stenézou hrudni a bfiSni Casti aorty, mezenteridlnich tepen a rendlni
tepny, hypertrofii levé komory a hypertenzi (Scheiber, 2006). Méné Casto (27 % piipadd) se vyskytuje
poskozeni korondrnich tepen (Kim, 1999). VSichni pacienti vykazuji abnormality cév na histologické

drovni (Pober, 2008).

Haploinsuficience ELN je hlavni piic¢ina kardiovaskularniho onemocnéni u pacientii s WBS, coZ
bylo potvrzeno také na zvifecich modelech. MySi s homozygotni inaktivaci ELN umiraly v ¢asném
postnatdlnim obdobi na cévni okluze (uzavfeni), které byly zplsobeny zvySenou subendotelidlni
proliferaci bunék hladkého svalstva. Uhynu téchto my3i zabrafiuje transgenni exprese elastinu, kterd také
sniZuje krevni tlak. Tento vysledek pfindsi moZnost jak regulovat syntézu dostate¢ného mnoZstvi elastinu
a tim pfedchdzet arteriopatii. Dosud ale neni jasné, zda se tato metoda d4d pouzit i k1écb¢ jiz
propuknuv§iho onemocnéni (Pober, 2008). MySi nesouci heterozygotni deleci ELN mély vysoky krevni
tlak a zvySenou tuhost tepen, ale nedoSlo k tvorbé cévnich stendz. Hypertenze (charakteristicky rys
arteriopatie, kterd je zplsobena nedostatkem elastinu) vznikla vyvojovou adaptaci kvuli udrZeni

funkéniho prisvitu cév a dostate¢nému prokrveni.
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Obrdzek 9: Znazornéni chromozomu 7 a kritického regionu 7q11.23 pro vznik WBS s oznacenymi

geny, které byly popsany. Cervené je vyznaden rozsah nalezenych deleci (Pober, 2008; upraveno).



Kvuli kardiovaskuldrnim poruchdm maji pacienti s WBS 25 — 100 ndsobné zvySené riziko ndhlého
umrti oproti béZné populaci (Wessel, 2004). Mezi pacienty se zdvaZznym poSkozenim cév a srdce
vyZadujicim chirurgicky zékrok se ve 45 % piipadi vyskytla ischemicka choroba srde¢ni (Stamm, 1999).
Jsou vedena umrti souvisejici se snizenym srde¢nim vydejem, ktery byl zpisoben spojenim vlivu
anestetik a abnormalitou korondrnich tepen. Kromé srdecnich a cévnich abnormalit jsou poskozenim
genu ELN vysvétleny také charakteristické poruchy v oku (Lowery, 1995). Elastin, ktery je timto genem
koédovan, je soucdsti kolagenni pojivové tkané, kterd se vyskytuje v duhovce. Nedostate¢nost elastinu

zpusobuje hvézdicovity tvar duhovky az u 50 % pacientii (Vogiatzis, 1994).

Reciproké mikroduplikace regionu 7q11.23 zpiisobuji syndrom (OMIM 609757), ktery nevykazuje
zadné charakteristiky typické pro WBS. Byl popsan az v roce 2005 u pacientl se zpoZdénym vyvojem
fe¢i (Berg 2007). De novo vzniklé mikroduplikace dlouhé 1,4 Mb, jsou spojovany s mentdlnim
postiZenim, vyvojovym zpoZdénim, autismem (Sanders, 2011) a v soucasné dobé i se schizofrenif
(Mulle, 2014). Fenotypové se projevuji hypotonii, vrozenymi srde¢nimi vadami, n&kdy epilepsii
a Spatnou socidlni komunikaci typickou pro autistické spektrum poruch (ASD) (Kirov, 2012). V oblasti
7q11.23 byly nalezeny CNVs (copy number variants), které az desetkrat zvySuji riziko vzniku
schizofrenie (Mulle, 2014). Nckteré ztéchto CNVs se s vyssi frekvenci vyskytuji iu pacientii
s mentdlnim postiZenim, autismem a epilepsii (Crespi, 2010), coZ naznacuje, Ze by autismus
a schizofrenie mohli mit stejnou etiologii a Ze tyto CNVs (v oblasti 3q23; 22q11) vykazuji vysokou

patogenitu (Grozeva, 2012).

JelikoZ schizofrenie postihuje 1 % populace po celém svété (Gottesman, 1982), je snaha zkoumat
chromozomové strukturni rozdily u schizofrenickych pacientli a najit genetické faktory, které zvySuji
nebo podminuji vznik tohoto onemocnéni. Bylo nalezeno nékolik CNVs, které se v genomu pacienti
vyskytuji zmnoZeny a vice jak deset specifickych CNVs jiZz bylo prohldSeno za rizikové faktory
schizofrenie — napt. delece v oblasti 22q11; 1q21; 15q11 a 15q13 a ¢tyfi rizné duplikace v oblasti 16p11
(Stefansson, 2008; Rujescu, 2009). V duplikované oblasti 7q11.23 bylo nalezeno Sest riznych CNVs
vétSich nez 500 kb.

Podle fenotypu, ktery vykazuje WBS, by mohl existovat i kvantitativni vztah pro genovou davku
zoblasti 7q11.23 a verbdlni a socidlni dovednosti. Pro pochopeni odliSnych projevii mikrodelece

a duplikace jsou nutné jesté dalsi studie chromozomové oblasti a zasaZzenych gend (Mulle, 2014).
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4.4. Chromozom 16 - oblast 16p11.2 az 12.2

Kratké raménko chromozomu 16 obsahuje mnoho segmentovych duplikaci a homolognich sekvenci
(LCRs, CNVs), které predurcuji tento usek ke zvySené nachylnosti ke strukturnim pifestavbam. Béhem
evoluce primatl doslo k intenzivnimu zmnoZeni a tvorbé téchto duplikaci do takové miry, Ze v soucasné
dobé tvoii na kratkém raménku vice nez 10 % euchromatinu (Martin, 2004). Jednotlivé bloky duplikaci
obsahuji nckolik jednotek repetic a oznacuji se jako LCR16a az LCR16t, jsou dlouhé 20 — 600 kb
asdileji 97 % sekvencni podobnosti (Johnson, 2006). LCR16 podporuji nealelickou homologni
rekombinaci (NAHR), kterd je zodpovédna za vétSinu z chromozomovych aberaci v€etné mikrodelece
a jeji reciproké mikroduplikace.

V oblasti 16p11.2-12.2 byly nalezeny 7,1 — 8,7 Mb dlouhé delece, které jsou zodpovédné za vznik
mikrodelecniho syndromu (OMIM 613604). Ten se typicky projevuje drobnymi zménami oblicejovych
rysi (zejména plochym obli¢ejem, tenkym hornim rtem, o¢ni Stérbinou sméfujici doll), Spatnym
pfijimanim potravy, zdvaznym vyvojovym zpozdénim, Spatnym vyvojem feci a opakujicimi se uSnimi
infekcemi. Nékteii jedinci trpi dzkosti, hyperaktivitou, neudrzi pozornost, jsou podrdzdéni a introvertn{

(Ballif, 2007; Hempel, 2009).

Obrazek 10: Fotografie japonskych pacientd a typickymi dysmorfiemi obliceje. Prvni dva snimky
(zleva) ukazuji pacienta s mikrodeleci oblasti 16p11.2-12.2. Snimek vpravo ukazuje pacientku
z duplikaci stejné oblasti: kulaty oblicej, plochy kofen nosu, plné tvare, Sirokd ryha od horniho rtu k nosu

(philtrum) a Spicatd brada (Okamoto, 2014).

Jednim z nalezenych genl v tomto regionu je OTOA, ktery pfi heterozygotni ztraté funkce muze
zpusobit poruchy sluchu. Druhym genem je CDI9, ktery je zfejmé zodpovédny za usni infekce
(u pacientll nebyly nalezeny imunologické abnormality, které by mohly infekce zptisobit) (Hempel,
2009). Poskozeny gen SH2BI je spojovdn s ranym ndstupem obezity (Walters, 2010), ale ne vZdy se
tento znak projevi, jelikoZ pacienti zejména v détském v€ku maji problémy s pi{jmem potravy. SH2B]
kéduje adaptorovy protein, ktery hraje roli v signalizani drize leptinu ainzulinu. Byla prokdzédna
podobnost mezi fenotypem, ktery se projevuje pii deficitu leptinového receptoru a fenotypem, ktery

vykazuji pacienti s deleci SH2B1 (Bochukova, 2010).
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Reciproké mikroduplikace regionu 16p11.2-12.2 jsou dlouhé 6,7 — 7,8 Mb a byly nalezeny
u nékterych pacientd s autismem, ktery byl také diivodem jejich vySetfeni (Barber, 2013). Duplikace byly
popsany jako novy syndrom projevujici se autistickym spektrem poruch (ASD) a dysmorfii (Okamoto,
2014). Duplikace se dédle manifestuji mirné¢ opoZdénym vyvojem, Spatnou socidlni komunikaci
a interakcemi, mirnym a7z téZkym mentdlnim postizenim (fenotyp charakteristicky pro autismus)
a dysmorfif obli¢eje (kulaty oblicej, plochy kofen nosu, plné tvéte, Spicatd brada, relativni makrocefalie)
(Ballif, 2007; Barber, 2013; Tabet, 2012).

Proximdlni bod zlomu se mtize u jednotlivych mikroduplikaci liSit. Pokud duplikace nezasahne
oblast 16p11.2, kterd nese rizikové faktory pro vznik ASD a gen SH2BI, jsou jeji fenotypové projevy
mirnéjsi. Studie prokdzaly, Ze zvySend exprese genil z oblasti 16p11.2 vyraznéji pfispiva k autistickému
spektru poruch (Okamoto, 2014). CoZ potvrzuje nélez duplikace dlouhé aZ 8,95 Mb, kterd zasdhla jak
region 16p11.2-12.2, tak sousedni proximdlni usek pl1.2, tento pacient vykazoval té€zké mentdln{

postiZzeni a autismus (Tabet, 2012).

Vzhledem k menSimu rozsahu duplikaci (oproti delecim), je vétSinou zasaZen i mensi pocet gent,
podle umisténi proximdlniho bodu zlomu mohou byt geny SH2BI, ATP2Al a CDI9 vynechiny
z duplikované oblasti. PoSkozeny gen ATP2A byl nalezen u autozomalné recesivni Brodyho myopatie,
kterd se projevuje zhorSenou svalovou relaxaci (OMIM 601003). Genové produkty CD19 se tcastni
signalizace B-lymfocytd. Homozygotni ztrata CD19 se manifestuje deficitem protilatek. ZvySend davka
genu PLKI (polo-like kinase I) ma vliv na vyvoj neuronil a velikost hlavy. Stejn¢ jako v pfipadé
mikrodelece i mikroduplikace vznikaji de novo, nebyly diagnostikovany u Zadnych rodi¢l pacientd

(Okamoto, 2014).

| 22000000 | | 23000000 | | 24000000 | | 25000000 | | 26000000 | | 27000000 | | _ 28000000 | | 2e000000 | | 300000 |
[ o S ——— R — A T —— e e —— e e ——

[ 16p11.2
16p12.2 16p12.1 16p11.2

Delece oblasti Gen SH2B1 Delece oblasti

16p12.1 16p11.2

Obrdzek 11: Ideogram chromozomu 16 s vyznacenou oblasti 16p12.2-p11.2. NejdelSim ¢ervenym
obdélnikem je vyznacen Usek nejcastéjs$i delece, distdlni ohraniceni (bod zlomu) deleci je vZdy stejné,
proximdlni konce se 1i§i (zndzornéno ten¢im Cervenym pruhem). Modrym ¢tvercem je oznafena pozice
genu SH2BI! a menS$imi Cervenymi obdélniky dal$i nalezené delece (Bachmann-Gagescu, 2010;

upraveno).
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Vedle tohoto poskozeného useku byly nalezeny 1,7 Mb dlouhé mikrodelece, konkrétng
v proximalnéj§im regionu 16p11.2 a popsany jako novy mikrodele¢ni syndrom (MIM 611913) spojeny
s autismem, vyvojovym zpoZdénim a obezitou (Bochukova, 2010). Delece byly nalezeny ul %
autistickych pacientti (Fernandez, 2010), jsou dédicné paternaln¢ i materndln¢ a mohou vznikat de novo.
Body zlomu leZi v segmentovych duplikacich, které se sklddaji z repetitivnich bloktit DNA velkych 36 kb
a s 99 % sekvencni identity. Bez ohledu na velikost delece se vZdy u jejich nositelli projevuje vyvojové
zpoidénf a mentalni postiieni, coZ byla indikace pro jejich vySetieni, a panovalo pfesvédéem’, Ze fenotyp
spojeny s poruchou genu SH2B] je zde potvrzen hodnotami BMI, které se u vétSiny pacientli nachdzeji
nad 95. percentilem. Souvislost mezi mikrodeleci a obezitou potvrdil i fakt, Ze pacienti se zdédénou
aberaci zahrnujici SH2B1 ji zdédili od svych obéznich rodici (Bachmann-Gagescu, 2010). Vztah se
zkoumal také pomoci mysSi s heterozygotni ztritou SH2BI, které manifestovaly obezitu a téZkou

inzulinovou rezistenci (Ren, 2007).

Mikroduplikace regionu 16p11.2 byla nalezena také u pacientl s autismem, ale jejich vyska a vaha
nedosahovala zdaleka tak vysokych hodnot jako u nositeld delece. U jednoho z pacientd se vaha dostala
pouze k patému percentilu a vySky k padesatému. Hodnoty BMI se pohybovaly velmi variabilnég, ale
nestouply k percentilu znac¢icimu obezitu. Fenotypov€é se tato aberace projevuje srde¢nimi
abnormalitami, zejména defektem komorového septa, dilataci levé komory, pfitomnosti foramen ovale,
déle mikrocefalii a dlouhymi prsty na rukou i nohou. Z hodnot vySkovych percentilil je vidét zpozdény

rust (Bachmann-Gagescu, 2010).

V postizeném chromozomovém regionu byl nalezen gen TUFM (mitochondridlni elongaéni faktor),
jehoZ homozygotni ztrita se projevuje détskou encefalopatii (Valente, 2007). Fenotyp s duplikaci genu
SH2B] se vétSinou vyrazné neliSil od kontrolni skupiny, coZ naznacuje, Ze se u tohoto genu neprojevuje
citlivost k nadmérné expresi jeho produktu. Tato teorie zatim nebyla prokazdna kvuli nedostatku

pacientd nesoucich mikroduplikace (Bachmann-Gagescu, 2010).
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Obrdzek 12: Schéma oblasti 16p11.2. Doposud nalezené geny sefazeny podle pofadi, jaké maji na
chromozomu 16. Modré a Cervené Sipky predstavuji velké LCR rodiny; modré Sipky oznacuji LCR
dlouhé 147 kb, v piimé orientaci s 99,6% sekvencni identitou; Cervené Sipky jsou LCR dlouhé 72 kb,

také v piimé orientaci, s 98,6% identitou (Shinawi, 2010; upraveno).
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4.5. Chromozom 16 - oblast 16p13.11

U pacienti s mentdlni retardaci (MR), mnohocetnymi vrozenymi anomadliemi (MCA; multiple
congenital anomalies) a autickym spektrem poruch se ¢asto vyskytuji duplikace a delece na chromozomu
16 v oblasti 16p13.11. Mikroduplikace a delece dlouhé 1,5 — 1,65 Mb zahrnujici asi 15 genti predstavuji
predispozice prorozvoj autismu a/nebo mentdlni retardace, ale samy nejsou schopné onemocnéni
zpusobit (Ullmann, 2007; Hannes, 2009). Zlomové body se nachdzeji v chromozomovych ostrovech
bohatych na klastry LCR16 (Johnson, 2006). VétSina pacientli méla distalni i proximdlni body zlomi

lokalizované stejné.

Mezi fenotypové projevy zplsobené mikrodeleci 16p13.11 patfi mikrocefalie a dalSi anomélie
mozku, které vedly k pfedcasnému tmrti plodu, epilepsie, mensi vzrist, prenatdlni rozstép patra a méné
casto také mirnd mentdlni retardace a obezita. Mikrodelece, na rozdil od duplikaci, nebyly nalezeny
u zadného kontrolniho vzorku, podle ¢ehoZ by se dalo usuzovat, Ze jsou vZdy zodpovédné za aberantni

fenotyp, zejména mentdlni retardaci a MCA (Hannes, 2009).

Naopak mikroduplikace oblasti 16p13.11 se vyskytovaly v kontrolnich souborech se skoro stejnou
frekvenci jako u jedinct vykazujici onemocnéni. Fenotyp, za ktery jsou duplikace zodpovédné, je ziejme
slucitelny s takovym fenotypem, ktery ziistane bez povSimnuti nebo je duplikace skutecné klinicky
benigni a manifestuje se pouze v kombinaci s dal§im rizikovym faktorem pro vznik mentalni retardace
(Hannes, 2009) nebo pfi odhaleni jiné mutované alely (Lesnik Oberstein, 2006). Duplikace byly
nalezeny i u ostatnich pfislusnika z rodiny pacienta s autismem, tudiZ se piedpoklada jejich dédicnost,
ale nedochdzi vZdy ke stejnym fenotypovym projeviim u jednotlivych ¢lenti rodiny. Nektefi nositelné
duplikace jsou zdravi nebo postiZeni pouze lehce. Za variabilni fenotyp zptisobeny mikroduplikaci
16p13.11 muZe zfejmé i pohlavi rodic¢e, od kterého byla duplikace zdédéna, nebot’ podle jedné ze studif
se duplikace vyrazné manifestuje, pokud byla zdédéna od matky. Tento trend vykazuje také duplikace na
dlouhém raménku chromozomu 15, kde je prokdzédna asociace aberace s autismem pouze po matetské
linii (Ullmann, 2007).

Genové produkty genu NDE], ktery se exprimuje zejména v mozku a byl nalezen v oblasti 16p13.11
(Luttik, 1998), interaguji s kindzou MAPKI, kterd hraje roli v synaptické plasticité¢ (Ratto, 2006)
a s produkty genu LISI, ktery je citlivy ke genové davce a je dulezity pro migraci nervovych bunck
a rozvoj mozku; jeho mutace jsou prokdzané u Miller-Dikerova syndromu lisencefalie (OMIM 247200)
(Hannes, 2009). Mysi modely s homozygotni ztraitou NDEI vykazovaly prokazatelné zmenseny mozek
(Feng, 2004), coz odpovida faktu, Ze pacienti s mikrodeleci trpi mikrocefalii a naopak 20 — 30 %
autistickych pacientl (nesoucich duplikace) ma zvétseny mozek (Ullmann, 2007). Je tedy dileZité kolik
kopii genu NDEI se v genomu nachazi (Hannes, 2009). DalSim z gent tohoto regionu je NTANI
(asparagine-specific N-terminal amidase), ktery koduje N-termindlni asparagin amidazu (Grigoryev,
1996) a je zapojen do procesi socidlniho chovani, uceni a paméti (Balogh, 2001). Mysi modely
s poSkozenym genem zmeénily své socidlni chovani a pamét (Kwon, 2000) Tento gen se nachdzi

ve velkém klastru LCRs, coZ ho pfedurcuje k €astéjSim prestavbdm, neZ geny v jinych lokusech.
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Mezi pacienty s prestavbami v regionu 16p12-p13 byly nalezeny také dv€ vétsi aberace. Duplikace
dlouhd 3,4 Mb zahrnovala typicky region 16p13.1, ov§em sahala o jeden LCR16 bod dal v proximalnim
sméru a obsahovala 12 genti. Mikrodelece dlouhé 1,6 a 2,1 Mb zahrnovaly pouze 2 geny a nachazely se
mezi druhym a tfetim LCR16 klastrem. Oba typy aberaci byly zdédény od fenotypové zdravé matky
(Hannes, 2009).

4.6. Chromozom 17 - oblast 17p11.2

V roce 1886 bylo nezédvisle na dvou mistech v Evrop€ popsdno onemocnéni periferni nervové
soustavy, které vede k atrofii svalstva, podle objevitelti dostalo nazev Charcot-Marie-Toothtiv syndrom,
ve zkratce CMT (Charcot a Marie, 1886; Tooth, 1886). Fenotypové se zac¢ind projevovat mezi desatym
a dvacitym rokem Zivota jako distdlni svalovd atrofie nejdiive nohou a pozdéji i rukou, areflexif
a deformovanou chiizi. Podle elektrofyziologickych a patologickych studii se CMT déli na dva zakladni
typy. Typ 1 (CMT1) piedstavuje demyelinizujici formu onemocnéni (MIM 118200), kterd napada
nejdrive gliové podplrné bunky, ¢imzZ ni¢{ Schwannovy butiky, které jsou zodpovédné za vedeni vzruchu
v perifernich nervech. Tim dojde ke sniZeni rychlosti nervového vedeni (NCV). Typ 2 (MIM 118220)
neboli axondlni typ (CMT2) se neprojevuje sniZzenou NCV, ale ztrdtou myelinu, kdy dojde k poskozené

axondlniho zapojeni mezi jednotlivymi nervy nebo nervy a cilovou tkani.

Na zdkladé molekuldrniho studia sekvence genomu se odhalila duplikace v proximalnim udseku
kratkého raménka chromozomu 17 v oblasti p11.2. Jedné se konkrétné o tisek dlouhy 1,4 Mb ohrani¢eny
24kb ptfimymi LCR (low copy repeats) repeticemi oznacenymi jako CMTI1A-REPs (Reiter, 1997).
Kromé téchto jiz diive nalezenych repetic, byly objeveny dalsi tfi LCR. Za distdlnim koncem rizikové
oblasti se nachdzi LCRA2 velkd 11 kb a uvnitf oblasti (také distiln¢) jeji shodna (97 % homologie)

obricend kopie. Na proximaln{ strané pted rizikovou sekvenci se nachdzi LCRB zkracend pouze na 4 kb.

B CMTIA-REP JBCMTIA-REP T
13.3 133 ’ 1
132 13.2 !
13.1 . 13.1 : -
P ]
12 ! 12 1 1
s PMP22 : L
112 11.2 w2z 0§
. ) S.. L 1
CMTIA-REP CMTI1A-REP
| 100kb CMT1A | 100kb HNPP
duplication deletion

Obrdzek 13: Ideogram kritkého raménka chromozomu 17 s pruhy zndzornénymi G barvenim.
Podrobnéji zobrazend oblast na rozhrani pruhu 11.2 a 12 ukazuje rizikovou oblast pro vznik CMT

duplikace /HNPP delece ohrani¢enou repeticemi (Lupski, 1998).
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Homologni repetice (REPs) na okrajich sledované oblasti jsou substritem pro nerovnomeérnou
rekombinaci (Chen, 1997) — vyménu nesesterskych chromatid. Duplikace vznikaji mnohem castéji
v pribéhu spermatogeneze a jsou tedy vétSinou zdédeény paterndlné (Blair, 1996). Timto mechanismem
vznikaji jak duplikace, tak recipro¢ni piestavby - delece (Pentao, 1992), které byly popsdny jako pti€ina
dédi¢né neuropatie odpovédné za ochrnuti (tlakovou obrnu), ve zkratce HNPP (MIM 162500; hereditary
neuropathy with liability to pressure palsy). HNPP se projevuje mirnou senzorickou a motorickou

neuropatii s opakujicimi se stavy necitlivosti, svalové slabosti a atrofie svalii (Chance, 1994).

Fenotypové projevy CMT/HNPP jsou rtiznorodé, protoze ve sledované oblasti, dlouhé 1,4 Mb, se
nachazi velky pocet gent a lokust. Podle Shy (2002) bylo k roku 2002 identifikovdno 21 gent, které
jsou spojeny s CMT. K rtznorodosti CMT pfispiva také fakt, Ze mutace segreguji podle né€kolika
Mendelovskych vzorti dédicnosti — nejcastéji jsou hldSeny piipady s autozomalné dominantni dédicnosti,

méneé ¢asto s recesivni.

Molekularni studie rizikové oblasti prokazaly pfitomnost nékolika vyznamnych gend, mezi které
patii PMP22. Kdduje periferni myelinovy protein 22 a je zamapovan zhruba do stfedu rizikové oblasti
(Matsunami, 1992). Gen je velky 35 kb a sklada se ze Ctyf kédujicich a dvou alternativné vyuZivanych
exonl (Sabéran-Djoneidi, 2000). Ptepisuje se smérem k telomefe. Z30 — 50 genl zoblasti 11.2
(Murakami 1997) je pouze PMP22 citlivy na genovou davku — nadmérné exprese proteinu pii duplikaci
zpusobuje CMT1 a monosomicka nedostatecnost genu se projevuje jako HNPP (Lupski 1995). VétSina
gent, které byly v tomto regionu nalezeny, je exprimovana zejména v embryondlnim obdobi, ale zatim

nebyl prokdzén jejich ptimy vliv na rozvoj onemocnéni (Inoue, 2001).
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Obrdzek 14: Genomova sekvence oblasti 17p12 (CMTI1A duplikace/HNPP delece). Modré svislé
cary predstavuji CMTI1A-REPs (proximdlni a distdlni) a cervené svislé Cary oznacuji mista nové
objevenych LCR (A1l uvnitf, A2 a B vn¢). Zelené Sipky oznacuji smér transkripce genll se zndmou
funkci, fialové predstavuji geny s pravdépodobnou funkci a ¢erné jsou zndzornény pseudogeny (Inoue,

2001; upraveno).
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Gen HS3ST3BI, ktery se také nachazi v oblasti 17p12, kdéduje jednu ze tii izoforem enzymu,
ucastnictho se biosyntézy heparansulfatu (heparansulfit-sulfotransferdza). Enzym velky 390
aminokyselin katalyzuje pfipojovani sulfatu na heparin (Liu, 1999), tato reakce je dileZita pro néasledujici
vazbu heparansulfatu ke specifickému proteinu a regulaci biologickych procesii jako napft. antikoagulace
nebo angiogeneze (Rosenberg, 1997). Zmény v genové davce HS3ST3BI nemaji ve vétsing piipadl vliv
na biosyntézu heparansulfitu, protoze existuji dal§i izoformy enzymu (paralogy genu), které jsou
schopné ho zastoupit jako napt. forma 3A1 s podobnou tkdilovou expresi a vlastnostmi (Inoue, 2001).

K dal§im vyznamnym genlim patii gen koédujici myelin Py (MPZ) nebo konexin, ktery je soucasti
gap junction mezi neurony (Cx32) (Warner, 1996). Bodové mutace v genu MPZ a PMP22 byly nalezeny
u pacientl s jinym neuropatologickym onemocnénim projevujicim se také ztratou myelinové pochvy
na nervech — Dejerine-Sottasovym syndromem (DSN). U CMT (CMT4A) byly identifikovany také
bodové nebo posunové (generujici stop kodon) mutace v genu GADPI (ganglioside induced
differentiation-associated protein I) kédujicim protein exprimovany v centrdlnim i perifernim nervovém
systému se zatim neupiesnénou funkci. Podle Cuesta (2002) by mél mit podobnou funkci jako glutation-

S-transferdza. Mutace jsou dédi¢né, ale mohou vznikat také de novo (Claramunt, 2005).

4.7. Chromozom 17 - oblast 17q11.2

V regionu 17q11.2 se nachdzi gen NFI, jehoz mutace zpusobuji onemocnéni, které se ve zkratce
znadi stejn€ jako gen a nazyva se neurofibromatéza typu 1 (NF1; MIM 162200). NF1 vykazuje
autozomalné dominantni typ dédiCnosti a typicky se projevuje neurofibromy, tj. skvrnami barvy bilé
kdvy na kazi (CALS; café au lait spots), axidlnimi a/nebo tffselnymi pihami a Lischovym uzlikem
(nodus) na duhovce v oku (Kehrer-Sawatzki, 2014), nékdy t€Zkym vyvojovym zpozZdénim, dysmorfiemi
oblieje a kardiovaskuldrnimi poruchami (Mautner, 2010). Vyskytuje se u jednoho z 60 000 Zivé
narozenych jedincti. Toto onemocnéni se manifestuje vZdy v plném fenotypu, dosud nebyly hldSeny

ptipady zdravych nositeltl delece v NF 1.

Neurofibromatéza typu 1 vznikd bud’ intragenovou mutaci v genu NFI, nebo v5 % piipada
mikrodeleci regionu 17ql11.2, ktery tento gen obsahuje (Kluwe, 2004), a pak se fadi do skupiny
genomovych poruch vyvolanych aberantnimi rekombinacemi mezi segmentovymi duplikacemi
(Bengesser, 2010). Pacienti s touto deleci maji aZz o 13 % vys§i riziko vzniku zhoubnych nadort
(De Raedt, 2003) a projevuji se vyraznéjsi dysmorfie obli¢eje (Mautner, 2010).

Podle bodt zlomt se mikrodelece v oblasti 17q11.2 rozdéluji do tif typti. NejcastéjSim prvnim typem
(70 — 80 % ptipadi NF1 zptisobenych mikrodeleci) je mikrodelece zahrnujici 1,4 Mb oblast se 14 geny
(Dorschner, 2000) a s body zlomi v LCR oznacovanych jako NF1-REPa a REPc (Messiaen, 2011).
V mistech REP byla nalezena horkd mista pro rekombinaci dlouhd pouze 2,2 kb, kterd se nazyvaji

paralogni rekombinaéni mista 1 a 2 (PRS1, PRS2) (Forbes, 2004). Delece typu 2 se vyskytuji u 10 —
20 % pacient s NF1, jsou dlouhé 1,2 Mb, zahrnuji 13 gend a body zlomt jsou umistény v genu SUZI2
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a jeho pseudogenu SUZI2P (suppressor of zeste 12), které jsou lokalizované pobliZ REPa a REPc.
U toho typu byl, na rozdil od typu 1 a 3, identifikovan i postzygoticky ptivod, kdy vznikd mozaika
s normdlnimi zdravymi bunikami (Roehl, 2010). Mikrodelece typu 3 dlouhé 1,0 Mb se vyskytuji vzdcné
maximdlné u 4 % pacientd (Zickler, 2012). Jejich body zlomi byly nalezeny ve vysoce
homolognich mistech oblasti REPb a REPc a zahrnuji devét gent (Bengesser, 2010). VSechny tfi typy

mikrodeleci vznikaji nej€astéji nealelickou homologni rekombinaci (NAHR).

NF1-REPa NF1-REPb NF1-REPc
centromera I I | | NF1 I I telomera
CPD “LRRC37B2 “CRLF3 LADAP2 'I‘-&M GLRABIIFJPd LuTP6 “LRRC37B LRHBDL3
LGOSR1 LATADS LRNF135 “Fvize LRHOT1 chmﬂs
JBC1D29 LTEFM EVI2A LCOPRS ZNF207

| NF1 delece typu 1 (1.4 Mb) |
| NF 1 delece typu 2 (1,2 Mb) |

l NF 1 delece typu 3 (1.0 Mb) ]

Obrdzek 15: Schéma chromozomové oblasti 17ql1.2 zahrnujici gen NFI: Znazornény tfi typy
deleci, jejich rozsah na chromozomu a body zlomi v NF1-REPa a7 c¢ (Kehrer-Sawatzki, 2014;

upraveno).

Vci mikrodeleci typu 1 byly popsany reciproké 1,4 Mb dlouhé mikroduplikace, jejichZ zlomové
body byly opét lokalizovdny v REPa a REPc (Kehrer-Sawatzki, 2014). V soucasnosti jde pouze
0 22 popsanych piipadi NF1 duplikaci, ale vzhledem k mirnému ¢i Zadnému fenotypu muiZe jit o aberaci
vyskytujici se se stejnou frekvenci jako jeji reciprokd delece. Zadny z pacientii s duplikaci nevykazoval
znaky charakteristické pro onemocnéni NF1 (skvrny barvy bilé kavy, pihy, neurofibromy), ale
nespecifické vyvojové zpozdéni a mentdlni postizeni (které nelze jednoznacné pfipsat duplikacim), maly
vzrist, mikrocefalii, kfece. U né€kolika pacientll se manifestovaly atypické CALS (s nepravidelnymi
okraji a nehomogenni pigmentaci), pihy a Lischiv nodus, ktery byl diivodem ke genetickému vySetien{
(Moles, 2012).

Vyskyt CALS je spojovdn snejméné 21 dalSimi patologickymi stavy (Ponti, 2012).
Pro diagnostikovani NF1 je stanoven jejich pocet na Sest. Za vznik skvrn barvy bilé kavy je zodpovédnd
intragenovd mutace v genu NFI, takZe se CALS mohou a nemusi manifestovat u nositelit duplikace.
Zalezi, zda je duplikovany gen ddle mutovdn nebo nikoli. U Zddného pacienta se neukdzal neurofibrom
¢ijiny typ nddoru, z ¢ehoZ se usuzuje, Ze zasaZené geny nejsou citlivé na zvySeni davky. V regionu
17q11.2 bylo nalezeno 14 gent kddujici proteiny a pét gentt kédujicich mikroRNA (Kehrer-Sawatzki,
2014).
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4.8. Chromozom 22 - oblast 22q11.2

Na chromozomu 22 se nachdzi oblast 22ql11.2, kterd je velmi ndchylnd ke strukturnim
chromozomovym piestavbam, jelikoZ obsahuje nckolik blokiit LCR (low-copy repeats) (Ensenauer,
2003), které jsou diky vysokému stupni sekvencéni podobnosti (aZ 98 %) (Shaikh, 2000) dobrym
substrdtem pro nealelickou homologni rekombinaci (NAHR). K wvys$si frekvenci vzniku
chromozomovych piestaveb pfispavaji také palindromatické AT-bohaté repetice, které se v blocich LCR
vyskytuji (Gotter, 2007). Vysledkem NAHR mtiZe byt delece, duplikace a inverze (Shaffer, 2000; Feuk,
2006). Tyto prestavby mohou zpisobit chybné parovani a nésledny nerovnomérny crossing-over
¢i rekombinaci mezi homolognimi chromozomy nebo sesterskymi chromatidami (Emanuel, 2008). Takto
vznikd duplikace, kterd se ¢asteCné prekryva s rizikovou oblasti pro vznik DG/VCEFES a je zodpovédna
za syndrom kocicitho oka (CES, Cat Eye; MIM 115470), ktery je zplisoben zménou genové davky
(McDermid, 2002). Pacienti, u kterych byla nalezena velkd duplikace zahrnujici kritickou oblast jak
pro CES tak pro DG/VCEFS syndrom, vykazovali fenotyp typicky spiSe pro syndrom koc¢i¢iho oka (Knoll,
1995). Nestabilitu chromozomové oblasti 22q11.2 doklad4 také vznik translokace, kterd se manifestuje

jako Emanueltiv syndrom (MIM 609029) (Zackai, 1980).

V regionu 22q11.2 byly nalezeny ctyti velké LCRs (LCR22A az D, od proximalniho k distdlnimu)
a Ctyfi mensi LCRs (LCR22E az H), které lezi distdlné¢ od LCR22D. VSechny mohou byt soucésti boda
zlomu a zpusobit rizné velké prestavby, podle toho, ktery bod je tcasten na nerovnomérné rekombinaci
(Shaikh, 2007).

Nerovnomérnou rekombinaci v regionu 22q11.2 vznikaji mikrodelece (Saitta, 2004), které jsou
s frekvenci vyskytu 1 : 4 000 — 6 000 Ziv€ narozenych déti nejcastéji detekovanymi delecemi u ¢lovéka
(Shaffer, 2000; Kato, 2003), a vétSina z nich vznikd de novo. Deletovana oblast je u 85 % pacientil
dlouhd 3 Mb (Emanuel, 2008) a tuto délku nikdy nepfesahuje, coZ nasvédCuje tomu, Ze v oblasti
rozsahlejsi delece by se vyskytovaly geny, u kterych nenf tolerovédna sniZend genova davka (Kato, 2003).
U vétSiny pacientli (3Mb delece) je region ohranicen LCR22A a LCR22D. Minimum pacientl nese
mensi, 1,5 Mb dlouhou, deleci ohranicenou LCR22A a LCR22B. Jsou popsiny také mikrodelece,
u kterych LCR22D vystupuje jako proximdlni bod zlomu a LCR22E a7 H jako distdlni bod (Ben-
Shachar, 2008). Tyto piestavby se tykaji oblasti 22q11.21 az 11.23 a zahrnuji gen BCR. Pacienti vykazuji
fenotyp podobny syndromu DG/VCFS. Mikrodelece oblasti 22q11.21 zplsobuje syndrom DG/VCFS
(DiGeorgetiv syndrom, MIM 188400/velokardiofacidlni syndrom, MIM192430), ktery se projevuje
velofaryngedlni nedostatecnosti, ,,nosovou* fe¢i, roz§tépem patra, charakteristickymi rysy obliceje,
srde¢nimi vadami, poruchou uceni a chovéni (Swillen, 1999). U nekterych pacienti doslo ke ztraté

thymu a projevu hypokalcémie.
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Duplikovany region v oblasti 22q11.21 je dlouhy nejcastéji 3 Mb, nékdy 4 Mb nebo i 6 Mb
(ten zahrnuje oblast 22q11.21 aZ 23) a vétSina z doposud identifikovanych vznikla de novo (Ensenauer,
2003). Nejcastéji duplikovana 3Mb oblast odpovidd deletovanému useku, ktery zplisobuje syndrom
DG/VCEFS. LCRs lemuji duplikovanou oblast a funguji opét jako body zlomu, tudiZ jsou zodpovédné
za prestavbu v chromozomu (Edelmann, 1999; Shaffer, 2000; Shaikh, 2000). Proximalni (centromericky)
bod zlomu je shodny u vétSiny pacientdl, ale distdlni bod byl nalezen ve tfech riznych mistech
(Ensenauer, 2003). Fenotypové se mikroduplikaéni syndrom manifestuje mirnymi aZ t€Zkymi projevy.
Casto se vyskytuji kardiovaskuldrni defekty (Fallotova tetralogie, hypoplazie levého srdce), rozitépy
patra a charakteristické dysmorfie obli¢eje (vySe poloZené oboci, Siroké o¢ni §térbiny, dlouhy tuzky
oblicej), u 70 % piipadt velofaryngedlni nedostate¢nost (Edelmann, 1999). U mensiho procenta pacienti
dochdzi ke ztraté sluchu nebo nedoslychavosti, ztraté thymu i k predéasnému tmrti v disledku mnoha
tézkych vyvojovych vad. U né€kolika pacienti se projevily defekty srdce (conotruncal heart defects)
typické spiSe pro pacienty s mikrodele¢nim syndromem (DG/VCES) (Emanuel, 2001), stejné tak byla
pozorovana deformace patra, aplazie thymu a tendence k velofaryngedlni nedostatecnosti (Ensenauer,
2003).

= proximalné
= CES BP
a3 t{11;22) BP — ..
CES BP
22q11.2DS

distalné

I
l

Obrdzek 16: Ideogram chromozomu 22 s vyznagenou oblasti 22q11.2. Cerné obdélniky predstavuji
LCRs (LCR22A - D), u kterych byla prokdzédna ti¢ast na chromozomovych ptestavbach. Bilé obdélniky
oznacuji LCRs (E-F), které se do pfestaveb zapojuji jen vyjimecné (do duplikaci). Vysvétlivky: CES BP
— mista zlomd, které zptisobuji syndrom kocic¢iho oka; t(11;22) BP — bod zlomu, ktery je zodpovédny za
translokaci a Emanueliv syndrom; 22q11.2DS — souhrnné oznaceni pro mikrodele¢ni syndromy, které

jsou zptisobeny delecemi v tomto regionu (Emanuel, 2008).
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Kromé& duplikace byla analyzovdna také triplikace oblasti 22q11.21 — pacienti nesli Ctyfi alely
jednoho lokusu, tudiZ dvé kopie stejného chromozomového dseku navic (Yobb, 2005), ale nebyl u nich
mikroduplikaci nebo duplikaci zahrnujici velky chromozomovy tsek se manifestoval fenotypovy znak
syndromu koc¢i¢tho oka — Sikmé ocni Stérbiny. Dosud Zddnd studie nemd vysledky, které by podpotily
korelaci mezi velikosti duplikované oblasti a zdvaznosti fenotypu. U téchto onemocnéni se ziejmé
neprojevuje zména genové divky, ale mechanismy jako genetické a environmentdlni interakce nebo
imprinting.

Mikroduplikace regionu 22q11.2 jsou hldSeny vzacné, ale podle nékterych studii jsou duplikace
stejné Casté jako delece. Duplikace se musi diagnostikovat metodou FISH (fluorescenéni in situ
hybridizace) na interfaznich bunéénych jadrech (Ensenauer, 2003). Dal§im divodem, pro¢ se
mikroduplikace Spatn€ diagnostikuji je fenotypovy projev, ktery se pii mirné manifestaci pfiliS nelisi
od zdravého jedince (Edelmann, 1999). Teoreticky by mél vyskyt duplikace odpovidat frekvenci
reciprokého produktu — deleci (1 : 4 000 — 6 000 Ziveé narozenych).

Mikroduplikace vregionu 22q11.21-23, ktery lezi distdln€ od rizikové oblasti pro syndrom
DG/VCEFS (22q11.21) jsou zprostfedkovany mens$imi LCR. Proximdlni bod zlomu je tvofen LCR22D
a distdlni bud’ LCR22E nebo F. Mikroduplikace u pacientl zptisobuje vyvojové zpozdéni, mentalni
retardaci, vrozené anomdlie srdce, ledvin a trdviciho traktu, Silhdni a odstdvajici uSni boltce. Klinicky
projev se velmi 1isi, coZ ukazuje vyskyt protichtidnych projevii jako je napf. makrocefalie a mikrocefalie.
Opét nebyla prokdzana korelace mezi velikosti duplikovaného regionu a zdvaZznosti fenotypu — napf.
delece dlouhd 1,4 Mb (bod zlomu F-H) se projevuje zdvaznym zpozdénim ve vyvoji jedince a téZkou
hypotonii, naopak velkd 3,6Mb duplikace (D-H) zptsobuje pouze mirné dysmorfie, bez problémi

s vyvojem a svalovym tonem (Coppinger, 2009).
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5. Zavér

Popsané reciproké mikrodele¢ni a mikroduplika¢ni syndromy, ukazuji, Ze neni mozné obecné fict,
Ze reciproké aberaci vici sobé vykazuji obrdceny fenotypem (jak bychom u reciprokych aberaci
ocekavali). Projevy onemocnéni, zpisobeného témito aberacemi, jsou zavislé na genech a okolnich

kédujicich sekvencich, které prestavba postihla.

Protichidny fenotyp miZeme sledovat u syndromli zptusobenych aberacemi v oblasti 1q21.1
(pacienti s deleci trpi mikrocefalii, pacienti s duplikaci makrocefalii) a regionu 5q35.2-q35.3 (delece se
manifestuje Sotosovym syndromem - nadmérnym rlstem a makrocefalif, duplikace se projevuji malym
vzrustem a mikrocefalif). K vysvétleni je v prvnim pfipadé¢ vhodny gen HYDIN2, jehoZ ztrita nebo
zmnoZeni se projevuje abnormalni velikosti hlavy. V druhém piipad€ se zdaji byt za fenotyp zodpoveédné
dva geny (MSX2 a NSD1I), jejichz produkty maji dlohu ve vyvoji lebky a dalSich kosti zejména koncetin.
Obdobné se projevuje zména poctu kopii genu NDE] lezicim na kritkém raménku chromozomu 16

(delece — zmenSeni mozku / duplikace — zvétSeni).

Aberace v oblasti 17p11.2 se oproti predchazejicim piikladiim manifestuji podobnymi az shodnymi
fenotovymi vlastnostmi. Jak Charcot-Marie-Toothitv syndrom (CMT; zptsobeny duplikacemi), tak
dédicna neuropatie (HNPP; zpisobena delecemi) se projevuji poSkozenim perifernich nervovych vlaken,
vedoucim k svalové slabosti a atrofii. Aberantni fenotyp téchto syndromt je zptsobeny poskozenim genu
pro periferni myelinovy protein (PMP22), ktery na ztritu nebo zmnoZeni ziejmé reaguje stejnym
zpusobem. Podobnym piipadem jsou aberace v oblasti 22q11.2, kdy se delece zpiisobujici DiGeorgetiv
/velokardiofacidlni syndrom (DG/VCEFS) i duplikace manifestuji kardiovaskuldrnim onemocnénim,
roz§tépy patra a velofaryngedlni nedostatecnosti. V regionu 17ql11.2 se nachazi gen NFI, jehoz
poskozeni nebo delece zptisobuje neurofibromatézu typu 1 (NF1). Jednim z charakteristickych ryst NF1
je vyskyt skvrn barvy bilé kavy na kuzi (CALS), které se ale vyskytuji i u nékterych pacientl
s mikroduplikaci tohoto regionu. Tato stav je zplsobeny tim, Ze CALS vznikaji intragenovou mutaci
v genu NFI, takZe pokud duplikovand oblast obsahuje jeSt¢ mutovany gen, mohou se CALS objevit

i u nositeld duplikaci.

MW

Zcela odlisny fenotyp se projevuje u mikrodelece (pfi¢ina Williams-Beurenova syndromu -
kardiovaskuldrni defekty, rozStépy patra, piedkus) a mikroduplikace oblasti 7q11.23 (spojeno
se schizofrenii). Tato situace je zplsobena tim, Ze v piipad¢ mikrodelece je poskozen gen pro elastin
(ELN), ktery ale nereaguje na nadmérnou expresi v piipad¢ duplikace. Tam se zase projevuje vysoky
pocet CNVs, ktery zvySuji riziko vzniku schizofrenie.

U mnoha piipad nejsme schopni jesté fict, ktery gen a pro¢ je zodpovédny za vznik daného
fenotypu. Svou roli hraje jisté i variabilni expresivita a netiplnd penetrace, kterd komplikuje diagnostiku

a prognézu v genetickém poradenstvi.
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7. Piiloha

Priloha 1I:

Schematicky zn4zornéné vSechny chromozomy s vyznadenymi misty zndmych

mikrodele¢nich a mikroduplika¢nich regiond. Cervené Sipky zna¢i mikrodelece,

mikroduplikace a modrocCervené Sipky urcuji regiony s vyskytem reciproké
a mikroduplikace (pfevzato z review Weise, 2012).
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