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microarray profilem a odlisnou konstituci karyotypu
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Uvod

FN MOTOL

biologie a lIékarské genetiky

Proximalni oblast dlouhych ramen chromozomu 15 (region 15911-q13) je vzhledem k pritomnosti péti rekurentnich zlomovych mist (BP1-BP5) tvorenych segmentalnimi duplikacemi nachylna ke vzniku
intrachromozomovych prestaveb (deleci, duplikaci, triplikaci a inverzi), pripadné k formovani nadpocetnych marker chromozomu. S oblasti 15g11.2-q13 jsou spojeny delecni syndromy Prader-Willi (PWS) a Angelman (AS)
a duplikacni syndrom 15q, jejichz konkrétni fenotypovy projev a zavaznost postizeni jsou vlivem genového imprintingu variabilni v zavislosti na rodicovském plvodu derivovaného chromozomu 15.

Intersticialni triplikace 15q11-g13 zapricCinujici tetrazomii dané oblasti jsou vzacné a na rozdil od duplikaci jsou vzdy doprovazeny zavaznym fenotypovym projevem. Podobné jako u intersticialnich triplikaci Ize parcialni
tetrazomii oblasti 15q11-q13 a tedy tézZ tetrazomii kritického regionu pro PWS/AS syndrom pozorovat u pacientt nesoucich v karyotypu velky nadpocetny inv dup(15) marker chromozom.

Prezentujeme genotypové a fenotypové porovnani dvou pacientek s velice podobnym patologickym microarray profilem (triplikace oblasti 15q11.2-gq13.2 s navazujici duplikaci 15q13.2-q13.3) pri odliSné konstituci
karyotypu. Zatimco u pacientky A se jednalo o komplexni prestavbu oblasti 15q, u pacientky B byl zjistén velky nadpocetny inv dup(15) marker chromozom. Obé prestavby mély de novo puvod.

Klinicky nalez

Pacientky A i B (v dobé vySetreni 4 a 2 roky) vykazovaly velmi podobny fenotyp:

e velmi mirny kraniofacialni dysmorfismus
e centralni hypotonii

* poruchu hrubé motoriky a koordinace s chlzi o Siroké bazi

e autistické rysy

e psychomotorickou retardacis opozdenim vyvoje reci

* u pacientky A byla diagnostikovana stredne tézka mentalni retardace

Vysledky

Pacientka A

* Pri karyotypovani byl pozorovan nadbytecny material v proximalni oblasti 15q (obr. 1. a).
* Array CGH prokazala 7,98 Mb triplikaci 15911.2-g13.2 (BP1-BP4), obsahujici PWS/AS kriticky

region a navazujici 2,18 Mb duplikaci 15q13.2-q13.3(BP4-BP5) (obr. 1. b, c).

 Kombinaci sond byl metodou FISH potvrzen a upresnén komplexni charakter prestavby
oblasti 15g11.2-g13.3 sestavajici ze tfi nestejné dlouhych segmentu (obr. 4. a, bl).

* Triplikované useky 15911.2-g13.2 jsou umistény kontinualné za sebou, pricemz oba krajni
segmenty (BP1 — BP5) jsou prodlouzeny o oblast duplikace 15q13.2g13.3 (obr. 4. cl),
prostredni segment (BP1 — BP4) tuto oblast nenese a je invertovany (obr. 3. a, b).

* Metodou SNP array byl prokazan maternadlni plvod vsech nadpocetnych kopii., ¢emuz

odpovida i metylacni profil imprintovanych oblasti zjisteny metodou MS-MLPA.
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Obr. 1. a. Parcidlni karyotyp
pacientky A, vpravo derivovany
chromozom 15. V proximalni
Casti dlouhych ramen je patrny
nadbyte¢ny material.

b. Vysledek vysetreni
pacientky A metodou array CGH,
triplikovana ¢ast je ve schématu
znazornéna  modrou linkou,
duplikovand ¢ast oranzovou
linkou.

c. Na priblizenych
oblastech (vpravo) Ize pozorovat
umisténi dalezitych gena.

Obr. 3. a. Prikaz opacné orientace prostiedniho segmentu triplikace
metodou FISH. Schéma usporadani sond u normalniho a derivovaného

chromozomu 15.

b. S pouzitim sond pro gen SNRPN v proximalni casti
triplikovaného useku (éervena s kontrolni sondou pro 15 gter — zelend) a
BAC sondy RP-145J24 pro distalni oblast triplikovaného useku (zelend) byla
potvrzena inverze prostredniho segmentu triplikace.
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Porovnanim obou patologickych microarray profill predstavovanych triplikaci oblasti 15911.2g13.2
(BP1-BP4) u obou divek v minimalnim rozsahu 7,88 Mb (pacientka A) a 8,0 Mb (pacientka B)
s navazujici duplikaci oblasti 15913.2q13.3 (BP4-BP5) v rozsahu 2,18 Mb (A) a 2,07 Mb (B) byly
zjistény pouze nevyznamné odchylky v délce jednotlivych segmentu, celkem ~ 12 kb u triplikace a

~ 110 kb u duplikace bez obsahu relevantnich genu (obr. 5). Z hlediska genového obsahu lze tedy

obé prestavby hodnotit jako rovnocenné.

Zaver

Material a metody

U obou pacientek byla provedena nasledujici vysetreni:

karyotypovani na kultivovanych lymfocytech z periferni krve u probandek a u jejich rodict
array CGH: SurePrint G3 ISCA V2 8x60K (Agilent) s vyuzitim DNA z periferni krve probandek
SNP array: HumanCytoSNP-12 v2.1 BeadChip (lllumina) s vyuzitim DNA z periferni krve pacientek

a jejich rodicu

analyza imprintovanych oblasti 15 metodou MS-MLPA: SALSA MLPA MEO28 (MRC-Holland)

s vyuzitim DNA z periferni krve probandek

FISH za Ucelem ovéreni a upresnéni nalezl: Prader-Willi / Angelman - SNRPN, (Aquarius, CytoCell),
BAC sondy RP11-145J24 a RP11-265117 (BlueFISH, lllumina) na kultivovanych lymfocytech probandek

PacientkaB

Karyotypovani odhalilo velky nadpocetny inv dup(15) marker chromozom (obr. 2. c).
Array CGH prokazala 8 Mb triplikaci 15g11.2-g13.2(BP1-BP4) a navazujici 2,07 Mb duplikaci 15g13.2-q13.3

(BP4-BP5) (obr. 2. a, b).

Pro potvrzeni lokalizace nadpocetnych kopii byly pouzity stejné smeési sond jako u pacientky A

(obr. 4. a, b2).

Dveé kopie oblasti BP1 — BP5 se nachazeji na normalnich chromozomech 15. Dalsi dve kopie regionu BP1 — BP4
jsou pak v opacné orientaci umistény na marker chromozomu, pricemz jedna z nich je prodlouzena o oblast

BP4 — BP5 (obr. 4. c2).

Metodou SNP array a MS-MLPA byl i u pacientky B prokazan maternalni plivod nadpocetného markeru inv

dup(15).
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Obr. 4. a. Znazornéni proximalni oblasti 159 s vyznacenim zlomovych mist BP1 — BP5 a polohy mist
hybridizace sond pouzitych k vysetifeni metodou FISH. V oblasti triplikace byla pouzita sonda pro SNRPN gen
(Cervena) s kontrolni sondou pro 15 gter (zelend). V oblasti duplikace byla pouZzita sonda RP-265117 (zelenad). - .

b. Schéma znazoriujici vzajemnou pozici triplikovanych a duplikovanych useki a zarovern polohu
signall sond na derivovaném chromozomu 15 u pacientky A (b1) a na nadpocetném marker chromozomu u

pacientky B (b2).

c. FISH s pouzitim sond znacenych dvéma odliSnymi fluorochromy pro ovéreni vysledk(i array CGH a
objasnéni vzajemné polohy segment(l. Na snimku c1 Ize pozorovat tfi ¢ervené signaly pro oblast BP1-BP4,
dva zelené signaly pro oblast BP4-BP5 (viz Sipky) na derivovaném chromozomu 15 u pacientky A. Prostfedni
triplikovany segment tuto oblast nenese. Na obrazku c2 lze pozorovat dva cervené a jeden zeleny signal ve

strukture nadpocetného marker chromozomu u pacientky B.
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13.03 Mb Forward strand

Pacientka A
22,345,546

Pacientka B
22,345,546

Skuteéna délka triplikované oblasti je vyssi, nebot zasahuje az k centromere.

30,333,884 32,515,681

30,346,230 32,418,038

12,3 kb, bez OMIM genii 97,6 kb, bez OMIM genu

Tato oblast vsak je vsak polymorfni a neni pokryta diagnostickymi sondami.

Chromozomové abnormality zasahuijici proximalni oblast 15q se vyskytuji v populaci relativné €asto, intersticidlni triplikace 15q jsou vSak velmi vzacné a z dosud popsanych pripadl byly pouze dva >4 vySetfeny pomoci
metody array CGH. Parcidlni tetrazomie proximalni oblasti 15q, projevuijici se charakteristickym fenotypem, byva castéji spojena s pritomnosti nadpocetného marker chromozomu inv dup (15q)* 3.

Obée pacientky pacientek s parcialni tetrazomii 15q pri odlisné konstituci karyotypu vykazuji podobny fenotyp, tj. velmi mirny kraniofacialni dysmorfismus, centralni hypotonie, autistické rysy, psychomotoricka retardace
s opozdénim vyvoje reci, stredné tézka mentalni retardace (diagnostikovana vzhledem k véku zatim pouze u pacientky A). U obou pacientek byl podrobnym vysetrenim zjistén minimalni rozdil v rozsahu jednotlivych
segmentU prestaveb i v genovém obsahu. Lze se proto domnivat, ze usporadani jednotlivych kopii v karyotypu v tomto pripadé nehraje zasadni roli.
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