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Prenatalny zachyt variant so zmenou v pocte
kopii u plodov so zachytenymi vrodenymi
vyvojovymi poruchami, v obdobi 2015—2020
metodou Multiplex Ligation-Dependent Probe
Amplification a mikrocipovou analyzou
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" Ustav Iékafské genetiky, LF UP a FN Olomouc
?Porodnicko-gynekologicka klinika LF UP a FN Olomouc

Suhrn: Ciele: Analyza prenatalnych vzoriek za obdobie 2015-2020. Porovnanie miery detekcie klinicky relevantnych variant cytogenetickou analyzou
karyotypu a cytogenomickymi metédami MLPA (Multiplex Ligation-Depent Probe Amplification) a mikro¢ipmi (CMA - chromosomal microarray).
Subor a metodika: Analyzovanych bolo 1 029 prenatélnych vzoriek cytogenetickym hodnotenim karyotypu (n = 1 029), cytogenomickymi metédami
MLPA (n=144)aCMA (n=111).Vsetky nebalansované zmeny boli potvrdené metédou MLPA alebo CMA. Vysledky: Z analyzovaného stboru plodov, po
od¢itanianeuploidii— 107 (10,40 %, n = 1 029), bolo analyzou karyotypu zachytenych 22 Strukttrnych aberacii (2,39 %, n = 922) - devit nebalansovanych
zmien (0,98 %), 10 balansovanych zmien (1,08 %), jeden pripad nejasnej mozaiky (0,09 %), jeden pripad pritomnosti marker chromozému (0,09 %) a jeden
pripad diskordancie pohlavia (0,09 %). U 255 vzoriek s fyziologickym karyotypom indikovanych k cytogenomickému vysetreniu bolo zachytenych
celkom osem (7,21 %, n = 111) patologickych variant metédou CMA. Metédou MLPA bolo z tychto 6smich patogénnych variant zachytenych pat
(3,47 %, n = 144). Celkovy zachyt patogénnych variant metédami MLPA a CMA vratane konfirmacnych vysetreni patologického karyotypu je 14 (5,14 %)
a 17 (6,25 %) (n = 272). Zachyt patologickych variant v skupine s izolovanymi poruchami bol nizsi nez v skupine s mnohopocetnymi poruchami (5,08 vs.
21,42 %). Zaver: Potvrdila sa vyssia Uspesnost zachytu patologickych variant so zmenou v pocte kdpii, metédou CMA nez MLPA.

Klucové slova: vrodené vyvojové poruchy - CMA — MLPA - varianty so zmenou v pocte képif

Summary: Objective: Analysis of prenatal samples from 2015 to 2020. Comparison detection rates of clinically relevant variants by cytogenetic
karyotype analysis and cytogenomic MLPA (Multiplex Ligation-Depent Probe Amplification) and microarray methods (CMA - chromosomal microarray).
Material and method: 1,029 prenatal samples were analyzed by cytogenetic karyotyping (N = 1,029), cytogenomic methods — MLPA (N = 144) and
CMA (N =111). All unbalanced changes were confirmed by MLPA or CMA. Results: From the analyzed set of fetuses, after subtraction of aneuploidies -
107 (10.40%, N = 1,029), 22 structural aberrations (2.39%, N = 922) - nine unbalanced changes (0.98%), 10 balanced changes (1.08%), one case of
unclear mosaicism (0.09%), one case of presence of a marker chromosome (0.09%) and one case of sex discordance (0.09%) — were detected by
karyotype analysis. A total of eight (7.21%, N = 111) pathological variants were detected by CMA in 255 samples with physiological karyotype indicated
for cytogenomic examination. Five (3.47%, N = 144) of eight pathogenic variants were detected by MLPA method. The total capture of pathogenic
variants by MLPA and CMA methods was 14 (5.14%) and 17 (6.25%) (N = 272), including confirmatory pathological karyotype testing. Detection of
pathological variants in the isolated disorders group was lower than in the multiple disorders group (5.08 vs. 21.42%). Conclusion: A higher success rate
for the detection of pathological copy number variation variants by the microarray method than by the MLPA method was confirmed.
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PRENATALNY ZACHYT VARIANT SO ZMENOU V POCTE KOPII U PLODOV SO ZACHYTENYMI VRODENYMI VYVOJOVYMI PORUCHAMI

Uvod

Prenatalna diagnostika

a prevencia vrodenych portch

V celkovej populdcii sa vyskytuje 2-3 %
narodenych deti s vyvojovou vrodenou
poruchou [1]. Prenatélna diagnostika za-
hffa subor vySetrovacich metdéd a po-
stupov, vdaka ktorym sa da odhalit pri-
tomnost vrodenych vyvojovych portch
u plodu [2]. Prenatalna diagnostika
kongenitalnych porach v CR vyrazne
ovplyvnuje kone¢nu pocetnost vrode-
nych anomilii v populacii novoroden-
cov. V sucasnosti je trend vysetrovat
takéto poruchy v ¢o mozno najrannej-
som stadiu tehotenstva a zachytit tak
najvacsi pocet strukturnych malforma-
cii [3]. Najcastejsie morfologické po-
ruchy v populdcii su vrodené srdcové
poruchy (VSP) [4] a tvoria az 40 % zo
vsetkych zachytenych vrodenych mal-
formacii [5]. Prenatdlny zachyt VSP ma
narastajlcu tendenciu, u niektorych de-
fektov, napr. hypoplazie a vyrazné poru-
chy srdcovych komor, je to az 100 % [6].
V priblizne 50 % pripadov spontannych
potratov existuje vyssia frekvencia pri-
druzenych chromozémovych abnorma-
lit, hlavne aneuploidii [7].

U niektorych typov vrodenych porich
sa pocetnost v novorodeneckej popu-
lacii znizuje vdaka Uspesnej prenatal-
nej diagnostike, niektoré viak aj napriek
uspesnosti diagnostickych postupov vy-
kazuju vyssi zachyt alebo su to defekty,
ktoré zatial nie je mozné prenatdlne dia-
gnostikovat a ich pocetnost sa v popula-
cii meni [3].

Metodika prenatalneho
genetického vysetrenia plodu
Prednostne sa na genetické vysetre-
nie vyuziva invazivny odber choriovych
klkov (CVS - chorionic villus sampling)
a plodovej vody (amniocentéza), ana-
lyzou ktorych je mozné ziskat najpres-
nejsi geneticky profil plodu [2], napr.
metéddou QF-PCR (kvantitativna fluores-
cencnd PCR analyza) [8].

V sucasnej laboratérnej praxi je na
prenatalne hodnotenie pritomnosti vy-

znamnych variant so zmenou v pocte
képii (CNV - copy number variants),
najviac vyuzivand mikrocipovd ana-
lyza (CMA - chromosomal microarray)
a metdéda MLPA (Multiplex Ligation-De-
pendent Probe Amplification). CMA ma
oproti konvenénej cytogenetike svoje
vyhody. Poskytuje detailnejsi obraz ka-
ryotypu a naviac zaznamenava zmeny
v CNVs ndjdenych prave u pacientov s fy-
ziologickym karyotypom [9]. Avsak nie je
mozné tymito metddami zachytit balan-
sované prestavby, Robertsonské trans-
lokacie a inverzie. Naviac neposkytuju
informaciu zahiiajucu umiestnenie roz-
siahlej inzercie, ani jej orientaciu [10,11].
Podrobnejsiu analyzu jednotlivych
génov je mozné ziskat celogenomovym
alebo celoexomovym sekvenovanim
(WGS/WES - whole-genome sequen-
cing/whole-exome sequencing) pomo-
cou 3Specidlnych panelov génov [12,13].
V sui¢asnosti je doleZitou sucastou skrinin-
gového vysetrenia v tehotenstve neinva-
zivne genetické testovanie (NIPT - non-
-invasive prenatal testing) volnej fetalnej
DNA z krvného séra matky. Tato metdda
sa vyznacuje vysokou senzitivitou a $pe-
cificitou v rozmedzi 92-100 % [14]. V su-
¢asnosti je v CR toto vysetrenie v plnom
rozsahu hradené pacientom.

CNV ako pricina genetickej
poruchy

Castou pri¢inou genetickych poruch
su zmeny v CNVs. Vyskytuju sa v roz-
sahu chromozémovych aneuploidii az
po mikroduplikécie a mikrodelécie, vra-
tane malych Strukturnych variant, ktoré
ovplyviuju jednotlivé gény a exény.
V ludskom gendme sa vyskytuje asi 10 %
CNV variant [15]. Benigne CNVs su ¢asto
malé, intergénové alebo zahiiaju gény,
ktoré toleruju zmeny v pocte kopii, za-
tial ¢o patogénne CNV sa nachdadzaju
v délezitych génoch zapojenych do vy-
voja [16]. Mnoho CNV variant sa vyzna-
Cuje neuplnou penetranciou a varia-
bilnou expresivitou, ¢o je ovplyvnené
daldimi genetickymi, epigenetickymi
a environmentalnymi faktormi [17].

Material a metodika

Na analyzu DNA boli pouzité prenatalne
vzorky choriovych klkov, plodovej vody
a potratového tkaniva, od tehotnych pa-
cientok vysetrenych na Ustave lekarskej
genetiky vo Fakultnej nemocnici v Olo-
mouci alebo externych pacientok, kto-
rych vzorky boli poslané na Ustav le-
karskej genetiky na geneticku analyzu.
Vsetky pacientky podpisali informovany
suhlas s vyskumom. Odber vzoriek ge-
netického materidlu prebehol za spo-
luprace s Centrom fetalnej mediciny vo
Fakultnej nemocnici v Olomouci a ana-
lyza genetického materidlu a vyhodno-
tenie dat prebiehalo od roku 2015 do
roku 2020 na Ustave lekarskej genetiky
vo Fakultnej nemocnici v Olomouci a vy-
brané vzorky na pracoviskdch Gennet
v Prahe a Ustave molekularnej a trans-
la¢nej mediciny, Univerzity Palackého
v Olomouci.

V subore vysetrovanych plodov bolo
441 zenského pohlavia, 581 muzského
pohlavia, u Styroch vzoriek z potrato-
vého tkaniva doslo k zlyhaniu kultivacie
buniek, preto nebolo mozné urcit po-
hlavie a dalsia geneticka analyza uz ne-
bola vykonand. U dvoch vzoriek potra-
tového tkaniva doslo ku kontamindcii
primarnej vzorky a nebolo mozné sta-
novit karyotyp. U jednej vzorky bola pri-
tomnd geneticka diskordancia pohlavia
s fenotypom.

Pre fyziologicky nélez v karyotype,
bolo u 144 plodov indikované vysetrenie
metédou MLPA na pracovisku Ustavu le-
karskej genetiky a u 111 plodov met6-
dou CMA na externych pracoviskach
Ustavu molekularnej a translacnej me-
diciny, Univerzity Palackého v Olomouci
a Gennet v Prahe (tab. 1).

Na prvotnu analyzu genetického ma-
teridlu boli pouzité komer¢ne dodavané
kity SALSA” MLPA KIT P036, P070, P245,
P297, na analyzu srdcovych portch kity
P250, P311 a pre dalsie typy aberacii
na zadklade indikacie lekéra kity P424,
MEO028, ME030, ME032 od firmy MRC-
-Holand (Holandsko) a CMA a/alebo SNP
(single nucleotide polymorfism) array
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Tab. 1. Pocet plodov analyzovany cytogenomickymi metédami (MLPA, CMA) s fyziologickym karyotypom plus
doplnena konfirmacna analyza u plodov s patologickym karyotypom za obdobie 2015-2020.

Tab. 1. The number of fetuses analyzed by cytogenomic methods (MLPA, CMA) with normal karyotype plus additional
confirmatory analysis of fetuses with pathological karyotype for period 2015-2020.

. e MLPA + CMA + Patolo-
Fyziologicky karyotyp (255) MLPA CMA gicky karyotyp Celkom

spolu 144 111 17 272

CMA - mikrocipova analyza, MLPA — Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification

Tab. 2. Zistené Strukturne aberacie u 13 plodov. Aberacie zistené cytogenetickym hodnotenim karyotypu.
Tab. 2. Structural aberrations detected in 13 fetuses. Aberrations detected by cytogenetic evaluation of karyotype.

C.pac. TT Materal Indikacia Karyotyp/FISH MLPA CMA Aberacia

Al pv pof/'tlwt?”? I(:;r:iing 46,XY,inv(10)(q2?2¢2?5)mat - negativna inverzia
s os Dimebouin e "I e
A4 1246 cvs susp. sy Cri du chat 46,XX,t(5;11)(p15.1;p1572)mat negg%r‘sz(zg; 6 - balizsec;\;anr;éot;a:qsalz)':(;cia
A5 20+0 pv Otei:]j(if )tézt?;::qnjj; é,\:.‘féxm 46,XY,inv(1)(p33q44)pat - - inverzia zdedena od otca
A6 2145 pv pozitivny Triple test 46,XX,t(5;711)(p?15;p?15)mat nf)%%\llr,&g? 03)6' - bal;;gicé\;anr;éot(rjarr:algfjcia

47 XX,+mar[2]/47,-12p,+fis(12)

pozitivny skrining (910),+f1s(12)(q10)[11/ 46,XX,

A7 pv . . del(12) (p10)[11/45,X,del(12) = negativna nedpecificka mozaika
VLGN (p10)[11,45,X[1)/ chrb(5)(p?13)
[11/46,XX[26]
robertsonska
A8 pv matka plodu DM II. Typu 45,XX,t(13,14)(q10;910) - = translokécia
matka prenasacka 45,XX, . . . robertsonska translokacia
A9 cvs der, t(14:21),(q10:q10) 45,XY,der(14;21)(q10;qg10)mat ~ negativna (ME032) zdedend od matky
A10 ovs ponuvny skrln.mg 46,XX(10.17) 5 _ balansovlar)a
v |. trimestri translokécia
A1 pv pozitivny Triple test 46,XX,1(7;10)(q31.2;p?14) - negativna balansovana translokdcia
balansovana
) . P15 _ .
A12 21+3 pv agenéza corpus callosum 46,XY,1(5;19)(q?12;p?13.2) negativna translokécia
ozityvny skrinin UZ vy3etrenim zisteny
A13 cvs pozityvny 'ng 46,XX = = chlapec de la Chapell
v |. trimestri .
syndrém
R i) Ess balansovana translokécia
Al14 pv prendsac 46,XY,t(13;20) 46,XX,t(13,20)(932,913.3)pat - -

(932;913.3) zdedend od otca

A - analyza prislusnou metédou nebola vykonana, CMA - mikrocipova analyza, CVS - odber choriovych klkov, DM - diabetes melitus, FISH —
fluorescence in situ hybridisation, MLPA — Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification, NT — nuchdlna translucencia, PV - plodové voda,
TT - tyzden tehotenstva, UZ - ultrazvuk

(llumina - San Diego, CA, USA a Affy- klade doporucenych postupov od lasty (CVS, potratové tkanivo, plodova
metrix — Santa Clara, CA, USA), vratane  vyrobcov. voda). Ziskané mitotické chromozémy
verifika¢nych testov. Vzorky boli viet- Na cytogeneticki analyzu karyo-  boli po prisludnej fixacii ofarbené rozto-
kymi pracoviskami analyzované na za-  typu boli pouZité nakultivované fibrob-  kom Giemsa - G pruhovanie, nasnimané
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Tab. 3. Patogénne strukturne chromozomalne aberacie zachytené cytogenetickou analyzou karyotypu u deviatych

plodov a overené metédami MLPA a CMA.

Tab. 3. Pathogenic structural chromosomal aberrations detected by cytogenetic karyotype analysis in nine fetuses and

verified by MLPA and CMA.

x Mate- ThA , x

C.pac. TT vl Indikacia Karyotyp MLPA CMA Velkost OMIM gény
polydaktylia (6X) na

A2(3) 13 pv  HK, micromandibu-

la, micrognatia

46,XY,del(14) rsa 14q22.2 arr[GRCh37] 14q22.2

(922qg23) (P311,P424)x1 (52,468,517-60,202,293) X 1 HED ]
rsa 10p15(P036,

P070,P311,P245) x

3;18p11.3 (P0O70,

kratéie femury,  46,XY,der(18) PO36,P311)x1
A15(5) 1242 pv nuchalna riasa t(10;18)

= 3 Mb GATA3, CELF2, ZMYND11

CLTCLT, HIRA, CDC45,
620mm,NT4  (ptertjpter-) 53554112 CLDNS, GP1BB, TBX1,
(P311,P250, - 11 Mb TXNRD2, DGCRS8, ZNF74,
P245) x 3 KLHL22, MED15, SNAP29,
LZTR1
prenégadstvo arr[GRCh37]17936.1-q36.3 9761 Mb VIPR2
balansovanej 46XV der(7) 52 7936.3(P036, (149,364,045-159,125,464) x 1 ™
chromozomalnej n P070) x 1; pat rsa
glce) B aberacie u otca 405110 10926.3
(936.1;g25.1) : arr[GRCh37] 10924.31¢26.3
plodu ¢(7,10), (PO70,P036) x 3pat (105 760,989-135,434,178) x 3 >0 MP ECHS1, PAOX

UZ v poriadku

agenéza corpus cal-

losum, colpocefalia, rsa
BIETED e wy el e o e ) arfGRCh37] 18q21.1923

18921.2923(P036, ’
kulomegélia, dve a2kl P070, P297) x 1 (PP BRI PRI
cievy v pupocniku

30,788 Mb RBFA, TCF4, CTDP1

46,XX, rec(4)  rsa4p16.3(P070,

Inv(uparmeray - oanyinu) | p245) 3, - PIGG/FRGT

A18(23) 20+2 pv

UzZnommal s o33)pat  4q35.2(P070) X 1
rsa 6q27(P036,
u partnera balan-  46,XXder(13)  p070) x 3;13¢34 = 100 kb PSMB1, TBP
A19(25) cvs  sovana translokacia t(6;13) (P070,P036) X 1
(6;13) (9724;934)pat
rsa 13934 x 1 1,3 Mb F7,CDC16
missed abortion in A6XY,
g.h.7-8, garv po IVF o rsa 14q(P036, _
A20(39) tk u matky 45XX, der deq(lf;ﬂ;)ﬁ P070) x 3 CCNBTIP1, MTAT, PARP2
(13;14)(q10,010)
rsa 16p13.3
spont. abort 17+1, (P036, PO70, arfg&iﬁg@%ﬁ; Pl 23'3 19116Mb  POLR3K, CREBBP
A21(40) T retroplacentarny 46,XY,der  CREBBP-P245) x 3, ( ; )%
hematém, akdutna ~ 16t(16;21)
deciduitis, NT 4,8 rsa 21922.3 arr[GRCh37] 21g22.3
(P070,P036) x 1 (43592014-4808415) x 1 A il PRSI A
UUT pre agenézu
B . s o s
P / o rsa15q11.2-q13  snp arr[GRCh37] 15q11.2q14 MAGEL2, NDN, SNRPN,
AZ241) tk- mocovy mechdr der1S)t15)  poog) . 1het  (22765628-34498589) x 1 ' /32MP e, ATP10A, GABRB3,
nenaplneny, (q34;9714) OCA2, APBA2

v Zalddku malé
mnozstvo tekutiny

A — analyza prislusnou metédou nebola vykonanda, CMA — mikrocipova analyza, HK — horna koncatina, IVF — in vitro fertilizacia, MLPA — Multiplex Ligation-
-Dependent Probe Amplification, NT — nuchdlna translucencia, TT - tyzden tehotenstva, UUT — umelé ukoncenie tehotenstva, UZ — ultrazvuk
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Tab. 4. Podrobny suhrn vysledkov z analyzy cytogenomickymi technikami (MLPA, CMA) u plodov z fyziologickym

karyotypom, za obdobie 2015-2020. Uvedené su varianty s patologickym vyznamom, uvedené su len OMIM gény.
Tab. 4. Detailed results summary analyzed by cytogenomics techniques (MLPA, CMA) in fetuses with normal karyotype,
for the period 2015-2020. Pathological variants are listed and only OMIM genes are mentioned.

N TT

Fallotova

2. = -
tetralégia

megavesica,
equino-

varézne post-
venie DK, VSD

6. 16+4

cysty chorioi-

N délneho plexu

pozitivny
skrining
v |. trimestri,
NR 3,3

16. 13

pozitivny
skrining
v |. trimestri
NT 3,5

18 =

ventrikulome-
gdlia, pozitivny
skrining
v |. trimestri
NT 1,6

33. 1245

mnohopocetné
vyvojové
poruchy*

NB chyba,
spina bifida
s meningo-
myelokélou,

pes calcaneus
na DK, NT 1,5

38. 20+5

Fenotyp Material Karyotyp

pv

pv

cvs

MLPA

rsa 22q11.(P250-

46XVInVO) g5 p311-A2) x 1
rsa22q11.2
(P245-B1, P250-
AT -B2,P311-A2) x
1 mat
rsa 16p11.2(P297-
XY 1,p343-C3) x 3
rsa 22q11.2(P250-
46,XY B2) x 3
rsa 22911.(P250-
o] -B2,P311-B1) x 3
46,XY -
46,XY
46,XX -

CMA

arr[GRCh37]16p11.2
(29,622,813_30,
165,725) X 3 mat

arr[GRCh37]22q11.21
(18919942_215
05417) x 3 mat

arr[GRCh37122q11.21
(18919942_215
05417) x 3

arr[GRCh37]Xp22.31
(6,488,721_8,097,
511) x 0 mat

arr[GR-
Ch37112924.32q24.33
(126,301,886_133,777,
902) x 2-3[0.32] dn

arr[GRCh3712935q36.1
(221,148,359_224,
433,293)x1 dn

Rozsah
aberacie

2,1 Mb

2,1 Mb

0,542 Mb

2,585 Mb

2,585 Mb

1,608 Mb

7,476 Mb

3,284 Mb

OMIM gény

CLTCL1, HIRA25, CDC45, CLDNS,
GP1BB, TBX1, TXNRD2, DGCRS,
ZNF74, KLHL22, MED15, SNAP29,
LZTR1

CLTCL1, HIRA25, CDC45, CLDNS,
GP1BB, TBX1, TXNRD2, DGCRS,
ZNF74, KLHL22, MED15, SNAP29,
LZTR1

SLC7A5P1, SPN, QPRT, C160rf54,
KIF22, MAZ, PRRT2, PAGR1, MVP,
CDIPT, SEZ6L.2, ASPHD1, KCTD13,
TAOK2, HIRIP3, DOC2A, ALDOA,
PPPA4C, TBX6, YPEL3, GDPD3, MAPK3

PRODH, DGCR2, DGCR14, TSSK2,
GSC2, SLC25A1, CLTCLT, DVLIPI,
HIRA, MRPL40, UFD1L, CDC45,
CLDNS, SEPT5, GP1BB, TBX1, GNBIL,
TXNRD2, COMT, ARVCF, DGCRS,
TRMT2A, RANBP1, ZDHHCS8, RTN4R,
DGCR6L, GGTLC3, RIMBP3, ZNF74,
SCARF2, MED15, PI4KA, SERPIND1,
SNAP29, CRKL, AIFM3, LZTR1, THAP?Z,
P2RX6, SLC7A4, BCRP2, E2F6P2

PRODH, DGCR2, DGCR14, TSSK2,
GSC2, SLC25AT, CLTCL1, DVLTPI,
HIRA, MRPL40, UFD1L, CDC45,
CLDNS5, SEPT5, GP1BB, TBX1, GNBIL,
TXNRD2, COMT, ARVCF, DGCRS,
TRMT2A, RANBP1, ZDHHCS, RTN4R,
DGCRe6L, GGTLC3, RIMBP3, ZNF74,
SCARF2, MED15, PI4KA, SERPIND1,
SNAP29, CRKL, AIFM3, LZTR1, THAP?Z,
P2RX6, SLC7A4, BCRP2, E2F6P2

PUDR, STS, VCX, PNPLA4

TMEM132D, FZD10, PIWIL1, RIMBP2,
STX2, RAN, GPR133, SFSWAP,
MMP17, ULKT, PUST, EP400, NOC4L,
GALNTY, P2RX2, POLE, PGAMS,
GOLGA3, CHFR, ZNF26, ZNF140,
ZNF10, ZNF268

EPHA4, PAX3, SGPP2, FARSB,
MOGAT1, ACSL3, KCNE4

Syndrém

22q11.2
mikrodelecny
syndrom

22q11.2
mikrodelecny
syndréom

16p11.2 mik-
roduplikacny
syndrém

22q11.21
duplikacny
syndrém

22q11.21
duplikacny
syndrém

X viazana
ichty6za

patologicka
mozaika

Waandenbur-
gov syndrém

* dextropozicia srdca, lavostranna brani¢na hernia, ChM - Chiariho malformécia, lumbalna meningomyelokéla, v hrudnej dutine zaltdok, slezina a celé tenké
Crevo, fava cast plic vyrazne hypoplasticka a ulozend v stredovej Ciare, srdce a prava cast plic dislokované doprava hore a dozadu, pecen pod branicou.

NT 2,7. — analyza prisluSnou metédou nebola vykonand, CMA — mikro¢ipova analyza, DK — dolné kon¢atiny, LDK - [avé dolnd koncatina, MLPA — Multi-
plex Ligation-Dependent Probe Amplification, NB — nosnd kost, NT — nuchalna translucencia, OMIM — Omin Mendelian Inheritance in Man, TT - tyzden
tehotenstva, VSD - defekt komorového septa
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Tab. 6. Podrobny suhrn vysledkov z analyzy molekularne cytogenetickymi technikami (MLPA, CMA) u plodov

z fyziologickym karyotypom, za obdobie od roku 2015-2020. Zaznamenané su varianty s nejasnym vyznamom,
uvedené su len OMIM gény.

Tab. 6. Detailed results summary analyzed by cytogenomics techniques (MLPA, CMA) in fetuses with normal karyotype,
for the period 2015-2020. VOUS variants are listed and only OMIM genes are mentioned.

e Rozsah .
N TT Fenotyp Material Karyotyp MLPA aberécie CMA OMIM gény
pozitivny skrining arr [GRCh37]7qg35
7. 1340 v |. trimestri, cvs 46,XY  rsa7g35(CNTNAP2) x 1 0,792 Mb (146,079,235_146, CNTNAP2
NT 4,6 872,072) x 1
pozitivny skrining rsa 13q12.11 arr[GRCh37]13q12.11 TPTE2, MPHOSPHS,
9. 12+6 v . trimestri, cvs 46,XY (MPHOSPHS,PSPC1, 0,832 Mb (19,972,233_20, PSPC1, ZMYMS5,
NT 5 ZMYM2) x 3 804,712) x 3 pat ZMYM2, GJA3, GJB2
mnohopocetné vyvojové I (BT
10. 1245 P o VIVO) cvs 46.XY - 8,3 kb (189,363,665_189, P63
poruchy 371,964) x 1 mat
pozitivny skrining
v . trimestri, rsa 17p13.3
15 B \wpsdeav predchadzaj-  <° 46.XY (RPH3AL) x 3 mat SO N RPH3AL
Ucej. gravidite, NT 3,4
pozitivny skrining nevysetreny
17. 1341 v |. trimestri, cvs - zlyhanie s 12p>1(33.3nigl§DM5A) - KDM5A
NT 3,5 kultivacie
tachykardia, pozitivny 46,XX - rsa 15q11.2 arr[GRCh37]15q11.2 M;’:'L;N,’VAI/’PT]’ F;@gfjl_
26. 12+5  skrining v I. trimestri, cvs  nizka kvalita (TUBGCP5, NIPA1) x 451,887 kb (22,765,628-23, ! ¢ !
NT 2,2 metafazi 1 mat 217,514) X 1 mat GitalPT, Gz,
i ! ELMO2P1
arr[GRCh3712q13
= 102,261 kb (110,862,477_110, MALL, NPHP1
964,737) % 3 pat
arr[GRCh3717q36(147,
= 42,421 kb 970,857_148,013, CNTNAP2
277) X 1 pat
arr[GRCh37]121922.11922.12  KCNE2, SMIM11A,
- 170,515 kb (35,734,654 _35, SMIM34A, FAM243A,
905,168) x 1 pat KCNET, RCANT
pozitivny skrining it arr[GRCh371Xq25

29 1342 v 1. trimestri, am  IBIEY - 0,391 Mb (127,050,472_127, ACTRTI

NT 2,6 index (t 441,794) x 0 mat
metafazy)
1246 arr[GRCh37]11922.3
30. 5,4 stendzaaorty,NT18 pv 46,XY - 0,284 Mb (102,983,567_103, DYNC2H1

268,313) x 1 mat

ozitivny skrinin arr[GRCh37]Xq21.32
34, 1344 P y 9 cvs 46,XY - 0,581 Mb 91,811, PCDH11X

vl wimestri 409_92,392,650) x 2
rsa 19q13.43

gemini monochoriales nevysetreny (CHMP‘;A) «1 - CHMP2A

36. - biamniales mortui gr. h. tk - vzlyhanie 0013
35, plod B kultivacie iz) 2409 _
P (S0X12) x 1 SOX12

pozitivni kombinovany arr[GRCh3712q13

42. 13+2  skrining v I. trimestri, cvs 46,XX - 93,174 kb (110,874,326_110, NPHP1, MALL
NT 4,1 967,499) x 1

* nizko postaveny lavy usny lalok, Sijové presiaknutie (Sirka 15 mm), patoldgia vietkych 4 koncatin: bérec silne deformovany a skrateny na 7 mm, noha
vyrazne hypoplastickéa — 4 prsty (ektrodaktylia), v kolennom kibe flekénd kontraktura, talus (¢lenkova kost) v supinacii, NT 15 — analyza prislu$nou met6-
dou nebola vykonand, CMA — mikrocipova analyza, CVS — odber choriovych klkov, MLPA — Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification, OMIM —
Omin Mendelian Inheritance in Man, NT — nuchalna translucencia, PV - plodové voda, TK - tkanivo potrateného plodu, TT - tyzden tehotenstva
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Tab. 7. Suhrn prenatalne detegovanych abnormalit metédami klasického cytogenetického hodnotenia a cytogeno-
mickej analyzy (MLPA, CMA). Porovnanie s dostupnou literattrou.
Tab. 7. Summary of prenatally detected abnormalities by methods of classical cytogenetic evaluation and cytogenomic
analysis (MLPA, CMA). Comparison with available literature.

Literatara n
Srebniak et al [26] 1033
Chao et al [27] 1510
Lou et al [28] 247
Wang et al [29] 5003
Xia et al [30] 447
sucasnd praca 922/144°/111~

Karyotyp* MLPA
19 (1,84 %) -
47 (3,1 %) -
9 (3,6 %)
188 (3,8 %) =
2(0,4 %) —

10 (1,1 %)a 5 (3,47 %)°

CMA
patogénne Vous
57 (5,5 %) -
61 (4 %) 66 (4,37 %)
22 (8,9 %) 11 (4,45 %)
50 (1 %) 85
17 (3,8 %) 31 (6,9 %)
8 (7,21 %)~ 11 (4,31 %)°~

*nalezy aneuploidii a polyploidii neboli zapocitané, ®SNP array (Illumina® San Diego, Kalifornia, USA), © analyza metédou MLPA, ~ analyza
metddou microarray, a karyotyp analyzovany so siboru 922 vzoriek
CMA - mikrocipova analyza, MLPA — Multiplex Ligation-Dependent Probe Amplification, VOUS - varianty neznameho vyznamu

n = 144) a u 4,31 % (11/255) plodov va-
rianty s nejasnym vyznamom, z cel-
kového suboru 255 pacientov s uz cy-
togeneticky overenym fyziologickym
karyotypom. Tieto hodnoty su konzis-
tentné s nélezmi publikovanymi v do-
stupnej literature, ktorej suhrn je v tab. 7.
Z tychto studii je jasné, Ze technika CMA
je vhodnd na skrining celého genému,
vdaka ¢omu sa zvysuje zachyt patologic-
kych CNV variant. Avsak aj napriek vset-
kym vyssie uvedenym zisteniam, ma
klasické cytogenetické hodnotenie ka-
ryotypu nenahraditelné miesto v celom
hodnotiacom procese. A to hlavne pre
detekciu balansovanych prestavieb [23],
mozaik [24] a polyploidii [25], ktoré su cy-
togenomickymi metdédami (MLPA, CMA)
naro¢ne identifikovatelné a castokrat
nezistitelné.

Prinos a problematické
hodnotenie VOUS variant
Vyznamnou sucastou vysledkov prena-
talneho testovania su VOUS varianty. De-
tekcia tychto variant je Castd u genetic-
kych testov, ktoré zahiiaju podrobnejsiu
a komplexnu analyzu genému [31]. Apli-
kdcia CMA u plodu sa sucasne stretdva
s vyhradami pre nalezy VOUS variant,
ktoré su prave v prenatdlnej diagnostike
problematické na klinickd interpreta-
ciu. U niektorych variant, ktoré boli skor
hodnotené ako patogénne sa ukazuje,

Ze sa vyskytuju aj u zdravej populacie.
Jednd sa o varianty, ktorych klinicky
dopad je velmi variabilny a penetrancia
nelplna. Casto su takéto varianty zde-
dené od zdravych rodicov. Jednym z pri-
kladov je delécia v oblasti 15q11.2 zahf-
najuca 4 gény - NIPA1, NIPA2, TUBGCPS,
CYFIP1 — oznacovana ako mikrodele¢ny
syndrém (OMIM *615656 - Chromosome
15911.2 deletion ,syndrome”) [32,33].
Dopady tejto CNV nie su jednoznacné
a v sucasnosti sa odborna verejnost pri-
klana ku klasifikacii ,vysoko frekventna
varianta s nizkou penetranciou” (high-
-frequency low-penetrant variant). Pred-
poklada sa vsak, Zze pritomnost tejto de-
lécie dopina dalsie genetické (model
,second-hit’, polygénna dedi¢nost) a en-
vironmentélne faktory [34,35]. Efekty ta-
kychto delécii v oblasti 15911.2 mézu
smerovat k pochopeniu doélezitych bio-
logickych mechanizmov, ale ich vel-
kost je prilis mald na to, aby samostatne
mohli vypovedat o relevantnosti hod-
notenia klinického dopadu u jednot-
livca [36]. Rovnako sa to tyka aj nalezu
mikroduplikacie 16p11.2 [37], ktora
v tejto praci bola klasifikovana ako pato-
génna varianta, ale v suvislosti s prena-
talnou diagnostikou sa odbornd verej-
nost zacina priklanat ku klasifikacii VOUS
varianty, prave z dovodu neuplnej pene-
trancie tejto varianty, Castokrat zdedenej
od zdravého rodica.

Zaver

V tejto praci sa potvrdila vys$sia Uspes-
nost zachytu patologickych CNV variant
metédou CMA nez metédou MLPA. Me-
tédou MLPA sa nezachytili tri patogénne
varianty, ktoré viak boli zachytené CMA.
Firma MRC Holland sice ponuka probe-
mixy, ktorymi by tieto varianty boli za-
chytené, ale v ¢ase prebiehajucich ana-
lyz Ustav lekarskej genetiky tymito
probemixami nedisponoval, kedZe by
bolo finan¢ne a ¢asovo velmi naro¢né
disponovat vsetkymi dostupnymi pro-
bemixami. Tdto metdéda je na druhej
strane vhodna na overovanie patologic-
kych nalezov zistenych prostrednictvom
CMA.

Cytogenetickym hodnotenim kary-
otypu bolo zachytenych 10 balansova-
nych aberacii (1,08 %), z ktorych v3ak ani
jedna nebola zachytena pouzitymi cy-
togenomickymi metéddami, kedZe je to
limitujuci technologicky faktor oboch
metdd (MLPA a CMA). Vynechanim kon-
vencnej cytogenetiky by tak uniklo az
1 % aberacii, vdaka ktorym bolo mozné
urcit riziko genetickej nestability v ro-
dine a dalsie kroky z toho vyplyvajuce.

V neposlednom rade ma CMA vyssi
podiel zachytu VOUS variant, ktoré do
znacnej miery komplikuju klinickd in-
terpretaciu. Aviak na druhej strane su
zdrojom nového poznania. V tejto praci
sa cytogenomickymi metédami celkom
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