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POVZETEK

Preureditve subtelomernih podrocij kromosomov so statisticno pomembno povezane z
razvojnim zaostankom (RZ) ter idiopatsko dusevno manjrazvitostio (IDM). Na
subtelomernih podrocjih kromosomov se namrec nahajajo Stevilni funkcionalni geni, prav
tako so na teh podrocjih pogoste preureditve kromosomov: delecije, duplikacije in
neuravnotezene translokacije. Studije dokazujejo, da je pogostost pojavijanja
subtelomernih preureditev pri bolnikih z IDM med 0,5% do 23,5%. Te preureditve so
najveckrat tako majhne, da jih ne moremo zaznati s standardno citogenetsko analizo z
locljivostjo 5-10 Mb. Za presejanje subtelomernih preureditev pa sicer obstaja vec
molekularno-genetskih in citogenetskih metod. NajpogostejSa med njimi je metoda
simultane fluorescentne in situ hibridizacije (FISH), uveljavljena pa je tudi metoda od

ligacije odvisnega hkratnega pomnozevanja sond (MLPA).

V magistrski nalogi smo Zeleli dolociti pogostost subtelomernih preureditev pri izbranih
bolnikih, ki so bili napoteni v citogenetski laboratorij Pediatricne klinike v Ljubljani ter
dolociti uporabnost metode FISH pri klinicnem diagnosticiranju RZ/IDM.

V Studijo smo vkljucili in nato pregledali 103 preiskovance, ki so bili v nas laboratorij
napoteni z naslednjimi diagnozami: dusevna manjrazvitost (DM), razvojni zaostanek (RZ)
in epilepsija, bodisi z dismorfnimi znaki ali z nenormalno nevrolosko simptomatiko.
Izkljucili pa smo vse tiste preiskovance, pri katerih so bili klinicni znaki del jasno

opredeljenega in dolocenega sindroma.

Subtelomerne kromosomske preureditve smo odkrili pri petih preiskovancih (4,85%), kar
se ujema s predhodno objavljenimi rezultati.

Zakljucimo lahko, da je metoda FISH primerno diagnosticno orodje za odkrivanje
subtelomernih  kromosomskih  preureditev  pri izbranih preiskovancih oz. pri

diagnosticiranju RZ/IDM.
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ABSTRACT

Rearrangements of the subtelomeric regions of chromosomes account for a significant
proportion of developmental delay (DD) and idiopathic mental retardation (IMR).
Subtelomeric regions of chromosomes include functional genes and are often involved in
chromosomal rearrangements (deletions, duplications, unbalanced translocations) which
may have clinical consequences. Such small chromosomal rearrangements can be missed
by conventional cytogenetic analysis (resolution 5-10 Mb). Studies revealed that the
frequency of subtelomeric rearrangements in subjects with developmental delay and/or
idiopatic mental retardation (DD/IMR) ranged between 0,5% and 23,5%. There are
several molecular-genetic and cytogenetic laboratory techniques for screening of
subtelomeric rearrangements e.g., fluorescent in situ hybridization (FISH). Recently the

use of multiplex ligation-dependent probe amplification (MLPA) has also been described.

The presented study was carried out to identify the prevalence of subtelomeric
rearrangements in selected patients and to determine the usefulness of FISH in clinical
trials of DD/MR.

103 individuals were studied. The study subjects were posted to Pediatric clinic, Ljubljana.
Patients were referred to cytogenetic laboratory with the following diagnoses: mental
retardation (MR), developmental delay (DD), epilepsy either with dsymorphic features or

abnormal neurological symptoms. Subjects with clear clinical syndroms were excluded.

Five cases were identified with subtelomeric rearrangements (4,85%). The frequency is
comparable to previously reported studies, in which subtelomeric defects were identified in
approximately 5% of the patients. We suggest that subtelomeric FISH test is a useful
screening tool for selected patients with DD/MR.
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SEZNAM OKRAJSAV

DM (angl. mental retardation oz. intellectual disability), duSevna manjrazvitost

IDM (angl.idiopatic mental retardation), idiopatska dusevna manjrazvitost

RZ (angl. developmental delay), razvojni zaostanek

IQ (angl. intellegence quotient), inteligencni koli¢nik

FISH (angl. fluorescence in situ hybridization), fluorescenéna in situ hibridizacija

MLPA (angl. multiplex ligation-dependent probe amplification), od ligacije odvisno
hkratno pomnoZevanje sond

MKB-10 (angl. ICD-10, international statistical classification of diseases and related health
problems, 10™ revision), mednarodna klasifikacija bolezni in sorodnih zdravstvenih
problemov za statisticne namene, 10. izdaja

Barvanje GTG (angl. G bands by Trypsin using Giemsa)

aCGH (angl. microarray-based comparative genomic hybridization), na mikromrezah
temeljeCa primerjalna genomska hibridizacija

PRINS (‘angl. primed in situ labelling), oja¢ano oznacevanje in situ

LSI (angl. locus specific identifier probe), sonda za identifikacijo specifi¢nega lokusa

CEP (angl. centromere enumeration probe), sonda za Stetje centromer

WCP ( angl.whole-chrosome paint probe), sonda za obarvanje celotnega kromosoma

DNK (angl. DNA, deoxyribonucleic acid), deoksiribonukleinska kislina



Maja Ficko, Analiza subtelomernih preureditev pri otrocih in mladostnikih z razvojnim zaostankom ter
idiopatsko dusevno manjrazvitostjo. Magistrsko delo. Univerza v Ljubljani, Fakulteta za Farmacijo

1. UVOD

Z izrazom duSevna manjrazvitost (DM) oznacujemo podpovprecno inteligenco in moteno
zmogljivost prilagajanja posameznika, ki nastane v njegovem adolescentnem obdobju (<18
let). V zadnjem casu se v anglesko govorecih drzavah (ZDA in EU) namesto izraza MR
(mental retardation) uporablja izraz ID (intellectual disability) (1). Delez dusSevno
manjrazvitih predstavlja 1-3% celotne populacije (2,3), Ceprav se dejanski podatki o njeni
prevalenci gibljejo v obmocju 5-10% (2,4). Podatki o prevalenci DM se razlikujejo zaradi
kompleksne definicije DM, razli¢nih meritvenih metod in razlik v izvedbah populacijskih
studij (5,6). Dusevna manjrazvitost se pogosteje pojavlja pri moskem spolu. Razmerje
pojavnosti med spoloma je namre¢ 1,5:1 v korist moskih. Verjetna razlaga za to bi lahko
bila bioloska razli¢nost med spoloma, ki je pogojena z razlikami med kromosomi X in Y
(5). Pri priblizno 1/3 duSevno manjrazvitih oseb ne poznamo vzroka za motnjo v razvoju
intelektualnih sposobnosti. Takrat govorimo o idiopatski dusevni manjrazvitosti (IDM).
Kromosomske preureditve, ki vkljucujejo podrocje telomerov, skupaj s pod njimi leze¢imi
subtelomernimi regijami, so pogost vzrok IDM. Na subtelomernih regijah se namrec
nahajajo Stevilni funkcionalni geni, katerih preureditve so odgovorne za znacilno klini¢no
sliko pri bolnikih z IDM. Te preureditve so najveckrat zelo majhne, zato standardna
citogenetska analiza z lo€ljivostjo 3-5 Mb ne omogoca njihove zaznave (7). Za detekcijo
subtelomernih preureditev imamo na voljo ve¢ molekularno-genetskih oz. citogenetskih
metod. V zadnjem casu je opazen poudarek na iskanju dovolj specifi¢nih in obcutljivih

presejalnih metod, ki bi morale biti tako cenovno dostopne kot tehni¢no lahko izvedljive.

1.1 DUSEVNA MANJRAZVITOST PRI OTROCIH IN MLADOSTNIKIH

DuSevna manjrazvitost (DM) je ena od najkompleksnejSih nevropsihiatricnih motenj in
eden od mnogih znakov prizadetosti osrednjega ziv€evja ter je lahko posledica razli¢nih
patoloskih dejavnikov, ki zmotijo razvoj organizma. O DM govorimo kadar inteligencne
sposobnosti in prilagoditvene zmogljivosti posameznika ne dosegajo ravni, ki je primerna
za njegovo starost. Prav tako so omejene tudi kognitivne funkcije. Ta razvojni primankljaj

se pokaze Ze pred osemnajstim letom starosti. Pri tem velja za neustrezno raven
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inteligencnih  sposobnosti inteligenéni kvocient (IQ) nizji od 70. Prilagoditvene
sposobnosti pa so pomembno motene na dveh ali ve¢ naslednjih podroc¢jih: komuniciranje,
samostojna skrb zase, Zivljenje doma, druzabne spretnosti, zabava, zdravje in varnost,
samostojno odlo¢anje, izobrazevanje, druzbena korist in delo (4,8). DuSevna manjrazvitost
in druge razvojne nepravilnosti so pogoste v splosni pediatri¢ni praksi. Razvojni zaostanek
(RZ) velikokrat nepravilno uporabljajo kot sinonim za DM. DuSevno manjrazvitost lahko
pravilno diagnosticiramo Sele, ko otrok dopolni starost 5 let oz. pri starejsih otrocih, ko je
standardizirano merjenje njihove inteligentnosti zanesljivo in veljavno. Izraz RZ obi¢ajno
uporabljamo za dojencke in majhne otroke (<5 let), pri katerih je diagnoza bodisi nejasna
ali pa so premladi za standardno testiranje (2,9). Globalni razvojni zaostanek opisujejo kot
»zaostajanje« na dveh ali ve¢ podro¢jih, in sicer: zaznavanja, govora/jezika, grobe/fine
motorike, socialne/osebne spretnosti in vsakdanjega zivljenja. Pri RZ gre za znalilen
primankljaj pri pricakovani starosti na podro¢ju sposobnosti ucenja in prilaganja, v
primerjavi s kronoloSko enakimi vrstniki (10). Otrok z RZ ni nujno obsojen na DM, kajti
njegov zaostanek v sposobnosti ucenja v zgodnjem otrostvu je lahko posledica razli¢nih
stanj. Tak otrok je lahko namre¢ kasneje ocenjen s testom inteligence, ki pa je normalen.
Po drugi strani pa je RZ pomemben in lahko napoveduje kasnejSi kognitivni in
intelektualni zaostanek (11).

Moznost ugotavljanja DM, je torej odvisna od starosti otroka. V sploSnem velja, da je
ugotavljanje DM toliko lazje, kolikor tezja je stopnja prizadetosti. Zato v zgodnjem
obdobju otrokovega razvoja diagnosticiramo le najresnejSe primere. NajveC otrok z
inteligen¢nimi sposobnostmi, nizjimi od tistth, ki so primerne za njihovo starost,
diagnosticiramo Sele v prvih letih Solanja. Nizje inteligencne sposobnosti so ponavadi le
del obseznejse problematike. Pri diagnosti¢ni obravnavi preiskovanca praviloma sodeluje
celotna skupina strokovnjakov, ki ovrednoti in upoSteva vse razseznosti otrokove
prikrajSanosti. Tako psiholog s standardiziranimi psthometri¢nimi testi oceni intelektualne
sposobnosti otroka, njegove prilagoditvene zmogljivosti, koncentracijske sposobnosti ter
vizualno-motori¢no integracijo. Ustrezno oceno poda tudi pediater, ki svoje mnenje po
potrebi dopolni z ugotovitvami nevrologa, okulista, otologa in ortopeda. Psihiater pa
ugotavlja znacilnosti otrokovega odzivanja, Custvovanja in vedenja, njegovo samopodobo,

odnose v njegovi druzini in okolju. Logoped ocenjuje govor in verbalne izrazne
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sposobnosti, pedagog pa opredeli otrokove sposobnosti za ucenje. V skupino je vkljucen

tudi socialni delavec, ki oceni lastnosti otrokovega socialnega prostora (4,12).

10
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1.1.1 STOPNJE DUSEVNE MANJRAZVITOSTI

Stopnjo duSevne manjrazvitosti ocenjujemo s psihometri¢nimi testi. Izmerjeni IQ je dober
pripomocek za oceno stopnje DM. Vsaka stopnja, v katero razvrstimo testirane otroke,
nakazuje okvirne moznosti razvoja duSevno manjrazvitega otroka, seveda ob upostevanju
osebnostnih dejavnikov in socialnega okolja. Inteligentnost v obsegu 1Q od 70 do 79
ocenjujemo kot mejno. Glede na vrednost IQ, po mednarodni klasifikaciji bolezni MKB
(angl. international statistical classification of diseases and related health problems, ICD),

lo¢imo naslednje stopnje DM (13).

Blaga duSevna manjrazvitost (kategorija F70)

Priblizni obseg 1Q je od 50 do 69. Splosno raven dusevnega razvoja oseb z blago DM
lahko primerjamo s sposobnostmi devet- do dvanajstletnega otroka. V predSolskem
obdobju otroci razvijejo osnovne govorne sposobnosti in vsakdanjo komunikacijo ter
postopoma postajajo samostojni pri osnovni skrbi zase. Opazen je blag primankljaj na
senzori¢nih in motori¢nih podrogjih, ve¢ina pa jih ni resneje telesno prizadetih. Ce so
custveno uravnotezeni in socialno dovolj spretni, se ustrezno in dejavno vkljucujejo v

znano okolje.

Zmerna duSevna manjrazvitost (kategorija F71)

Priblizni obseg 1Q je od 35 do 49. Njihove zmogljivosti primerjamo z ravnijo razvoja
otroka pri Sestih do devetih letih starosti, globalne sposobnosti pa jim znizuje pogosta
telesna prizadetost. V predsSolskem obdobju opazimo ociten zaostanek v razvoju njihovih
govornih in motori¢nih sposobnostih. Kasneje jih vecina lahko razvije doloeno stopnjo
samostojnosti pri samooskrbi in pridobi ustrezno komunikacijo, tezave pa jim povzroca

neznano okolje. Potrebujejo razli¢no stopnjo nadzora za zZivljenje in delo v skupnosti.

Huda duSevna manjrazvitost (kategorija F72)

Priblizni obseg IQ na tej stopnji je od 20-34. Osebe s hujSo obliko DM niso samostojne in
so minimalno komunikativne. Njihovo raven zrelosti, ki je mo¢no obremenjena zaradi
najveckrat resnih telesnih motenj, tezko opiSemo s primerjavo. Stopnjo razvoja klub temu

orientacijsko opiSemo s tisto, ki jo opazimo pri otrocih v starosti od 3 do 6 let.

11
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Globoka dusevna manjrazvitost (kategorija F73)

Priblizni obseg 1Q prizadetih otrok je pod 20. Globoko dusevno manjrazvite osebe so
popolnoma odvisne od drugih. Slabo se odzivajo na dogajanje v okolju, prepoznavajo le
najblizje osebe in ne razvijejo niti preprostejSih motori¢nih spretnosti. Moznosti zZivljenja

jim tako doloc¢a njihova osnovna telesna prizadetost (4,13).

1.1.2 ETIOLOGIJA DUSEVNE MANJRAZVITOSTI

Po svoji etiologiji je DM multifaktorska in poligenska »motnja« oz.stanje, ki se odraza na
ve¢ kromosomih. V priblizno tretjini primerov DM pa nam vzroka zanjo ne uspe ugotoviti.
Takrat govorimo o idiopatski dusevni manjrazvitosti (IDM). Med bioloSke dejavnike, ki
zmotijo dusevni razvoj, uvrs¢amo dedne (kromosomske nepravilnosti, genetske, presnovne
in nevroloske motnje) in okoljske dejavnike (virusne okuzbe, posledice Skodljivega
delovanja zdravil in drugih kemic¢nih snovi, sevanje ter zaplete v nose¢nosti oz. pri
porodu). Med psihosocialne dejavnike uvr§€éamo pomanjkanje ustreznih pobud za razvoj
otrokovih dusevnih sposobnosti ter socio-ekonomski status starSev. Raziskave so pokazale
precejsnjo verjetnost za to, da psihosocialni dejavniki pomembno vplivajo na razvoj mejne
in blazje oblike DM, bioloski pa prevladujejo pri razvoju zmerne, hude in globoke DM
(4,14). Ocenjujejo tudi, da se blaga DM zgodi s pojavnostjo 20-30 /1000 rojstev in je 7-10
krat pogostejSa od zmerne ali hude DM, ki se pojavljata v 3-4 primerih /1000 rojstev (15).

Zgodnje odkrivanje DM in vzrokov zanjo je bistvenega pomena za nacrtovanje ustrezne
strokovne obravnave in vzgoje prizadetega otroka. Pojasnjen vzrok nam namre¢ omogoca
predvideti potek duSevnega razvoja s precejSnjo zanesljivostjo. Ker se duSevna
manjrazvitost pojavlja v druzini, in lahko prizadene ve¢ druzinskih ¢lanov, nam
poznavanje vzroka zanjo omogoca dolocitev tveganja za posamezne druzinske Clane ter
napotitev starSev na genetsko svetovanje. Postavitev ustrezne diagnoze je torej nujna za
dolocitev ustrezne terapije in je pomembna tudi z vidika vedenjskih znacilnosti oseb z DM

(4,5).
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1.1.3 KROMOSOMSKE SPREMEMBE POVEZANE Z DM

Kromosomske nepravilnosti in okolje vplivajo na pojav in potek DM bodisi v kombinaciji
ali lo¢eno in to izredno spremenljivo. V kolik§ni meri kromosomske nepravilnosti zaznamo
oz. koliko prispevajo k DM je tezko napovedati, saj se raziskave na tem podroc¢ju zelo
razlikujejo v parametrih kot so: klini¢ni kriteriji za izbor oseb, stopnje in definicije DM ter
obcutljivosti uporabljenih citogenetskih metod. Kromosomske spremembe se pojavljajo
kar pri 40% posameznikov s hudo DM in le pri 5-10% posameznikov z njeno blago obliko
(16). Do leta 2000 so med skupno 24.245 osebami z DM pri 4-34,1% nasli kromosomske
nepravilnosti. V povprecju so jih odkrili 16,1%, kar pomeni pri 3.906 od skupno 24.245
preiskovancev (15).

NajpogostejSa kromosomska nepravilnost, ki je povezana z DM je trisomija 21 ali Downov
sindrom. NajpogostejSa na kromosom X vezana nepravilnost, povezana z DM, pa je
sindrom fragilnega X. Za vecino primerov DM, pa ne najdejo nobene posebne oz. znacilne
genetske nepravilnosti (17). NajpogostejSe kromosomske spremembe in posledi¢ne
sindrome, ki so povezani z DM, smo zbrali v tabeli 1 (15).

Priblizno polovica vseh strukturnih kromosomskih nepravilnosti vkljucujejo telomere.
Nekatere mikroskopsko vidne subtelomerne delecije povzrocajo specifiéne, t.i.
mikrodelecijske sindrome, za katere je poleg to¢no dolofenega klini¢nega fenotipa
znacilna tudi DM. Pogostejsi mikrodelecijski sindromi, pri katerih se kot loCena entiteta
pojavlja tudi DM, so: 4p- (Wolf-Hirschhornov sindrom), 5p- (sindrom Cri-du-chat) ter
sindroma 13q- in 18q- (2,18). Mikrodelecija se sicer lahko pojavi kjerkoli na kromosomu,
bodisi intersticialno ali pa terminalno. Nekatere izredno majhne (submikroskopske)
subtelomerne delecije, ki jith zaznamo z metodo FISH, so Ze povezali s specificnim
fenotipom, npr. delecijo 22qter, delecijo Ipter in delecijo 1qter ter del 8p23.1 (2,18,19). Pri
ve€ini ugotovljenih subtelomernih preureditev pa ostaja klini¢ni fenotip Se vedno
nedefiniran in Stevilne preureditve dolo¢ene s klasi¢no citogenetsko analizo so Se naprej
neresljive (kripticne subtelomerne preureditve). Zaradi tega sta njihovo odkrivanje in

natanc¢en opis zelo pomembna (2,18,20).
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Tabela 1: Kromosomske spremembe in spremljajo¢i sindromi, povezani z duSevno

manjrazvitostjo (DM) (15).

Trisomija 21/Downov sindrom
Sindrom fragilnega X
Neuravnotezene translobacije
Duplikacije

Delecije (intersticielne, terminalne)
Markersk kr omosomi
Mozaicizem diploid/triploid

Submikroskopske spremembe prinavid ezno uravnotezenih preureditvah

Subtelomerne preureditve

Mikrodelecijski sindromi

del(1Mp36.3) monosomija 1p

del( D) pl6) sindrom W olf-Hirschhorn
del(3xpl5) sindrom Cri du chat
del{Tygll23q1123) zsindrom William
del(8)(g24.1q24.1) sindrom Langer-Giedion
del(110pl 3pl3) zindrom W AGR.
del(13Mq11q1 3)pat sindrom Prader-Willi
del(13)(q11g1 3)ymat sindrom Angelman
del(16Mpl3.3) sindrom Bubinstein-Tavbi
del{(17xpl12pl1.2) sindrom Smith-MMagenis
del(17Wpl3.3) sindrom Mller-Dielker
del(200pl 123p11.23) sindrom Alagille
del(220(q112q11.2) sindrom VCEF/DiGeorge
Uniparentalna disomija

UPD(13)mat* sindrom Prader-Willi
UPD{15)pat* sindrom Angelman

Legenda k tabeli: mat*: maternalni, dedovano po materi; pat*: paternalni, dedovano po ocetu

1.1.4 KLASICNA CITOGENETSKA ANALIZA IN STOPENJSKA DIAGNOSTIKA

Ob sumu na kromosomsko nepravilnost in pri nepojasnjeni diagnozi RZ in DM je prvi
korak v stopenjski diagnostiki kariotipizacija. To je klasi¢na citogenetska analiza, s katero
doloc¢imo Stevilo in strukturo kromosomov. Pri barvanju GTG (G bands by Trypsin using
Giemsa) z loc¢ljivostjo 450-500 prog/haploidni genom, zaradi omejene locljivosti
svetlobnega mikroskopa, ne opazimo preureditev manjSih od 5SMb (7), pa¢ pa le vecje
kromosomske spremembe (5-10 Mb). Terminalni kromosomski konci po barvanju GTG

ostajajo neobarvani, zato lahko majhne preureditve na teh predelih zgreSimo tudi pri
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resoluciji  550-800 prog/haploidni genom. V tem primeru govorimo o kripticnih
subtelomernih preureditvah (21).

Ob normalnem kariotipu je naslednji korak v procesu stopenjske diagnostike, presejalna
analiza vseh subtelomernih kromosomskih regij. Z njo lahko zaznamo tudi nekatere
najpogostejse mikrodelecijske sindrome (npr. Wolf-Hirschhornov sindrom, sindrom Cri du
chat), ki se nahajajo v obmocju subtelomerov. Molekularno-citogenetska metoda za
ugotavljanje subtelomernih preureditev je osnovana na simultani fluorescentni in situ
hibridizaciji (FISH). S to metodo lahko kvantitativno ovrednotimo in lokaliziramo
prisotnost/odsotnost specifi¢nih kromosomskih preureditev v interfaznem ali metafaznem
jedru celice.

V primeru zaznane subtelomerne kromosomske preureditve, moramo rezultat analize
potrditi Se z drugo, neodvisno metodo. V primeru vecjih subtelomernih preureditev je
sprememba lahko vidna Ze v samem kariogramu, pri submikroskopskih preureditvah pa
imamo na voljo razlicne molekularno-genetske metode, npr. od ligacije odvisno hkratno
pomnozevanje sond (MLPA), na mikromrezah temeljeCa primerjalna genomska
hibridizacija (aCGH) ter ojacano oznacevanje in situ (PRINS). Slika 2 prikazuje shemo
stopenjske diagnostike v primeru nepojasnjene diagnoze (IDM, RZ, dismorfni znaki), ki
smo ji deloma sledili tudi mi.

Pacienti z DM brez jasnih
sindromskih znakov

.

Kariotipizacija
(G-proganje)
= Brez posebnosti

Analiza subtelomerh
regij (simultana FISH)

h Najdene preureditve

Potrditev preureditve z
drugo metodo (MLPA)

Slika 2: Shema stopenjske diagnostike pri nepojasnjeni diagnozi dusevne manjrazvitosti

(DM), razvojnega zaostanka (RZ) ali dismorfnih znakov (2,22).
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1.2 TELOMERI

Telomeri so specificna, ponavljajo¢a se zaporedja nukleotidov na koncih linearnih
evkariontskih kromosomov. Pri ¢loveku so sestavljeni iz osnovnega zaporedja Sestih
nukleotidov, TTAGGG. Osrednje nukleotidno zaporedje, skupaj s proteini, tvori telomerni
nukleoproteinski kompleks, ki omogoca zascito kromosomov. Stabilnost genoma je delno
odvisna od strukture telomerov. Ta se postopoma zmanjsSuje zaradi njihovega krajSanja ob
vsaki celi¢ni delitvi (23).

Encim, ki z dodajanjem nukleotidov na 3'-konec DNK verige prepreCuje krajSanje
telomerov in jih ohranja, se imenuje telomeraza (telomerna terminalna transferaza). Njena
aktivnost je gensko pogojena in je variabilna med osebki. Stopnja telomerazne aktivnosti je
odvisna tudi od starosti ¢loveka in se z leti zmanjSuje. Telomerazne aktivnosti v normalnih
somatskih celicah ve€inoma ni, njena nizka aktivnost pa ostaja v proliferativno sposobnih
celicah obnavljajocih tkiv, nezrelih predstopnjah hematopoetskih celic, bazalnih celicah
koze, premenopavzalnem proliferacijskem endometriju, epitelu ¢revesnih kript in mati¢nih
celicah razli¢nih tkiv. Ponovna aktivacija telomeraze je prisotna tudi v 85-95% primarnih
malignih tumorjev pri ¢loveku. Zato telomerazi in njeni reaktivaciji pripisujejo kljuéno

vlogo v procesu kancerogeneze (24,25).

1.2.1 STRUKTURA TELOMEROV

Terminalni konec telomerov sestavljajo zaporedja (TTAGGQG), ki se veckrat ponavljajo (n-
krat). Povprecna dolzina te regije je 2-15 kb. Sledi ji distalna subtelomerna regija, ki je
kompleksno podrocje segmentno podvojene DNK in je dolga nekaj 100 kb. To podrocje na
sploSno oznacujejo kot subtelomerno ponovitev DNK (angl. Subtelomeric repeat DNA) in
je skupna vecim kromosomom ter je zato nespecifi¢na. Naslednja, v smeri proti
centromeri, je intersticijska degenerativna regija (TTAGGG)n, ki subtelomerno regijo deli
na distalno in proksimalno strukturno podenoto, z razlicnimi vzorci homologije z drugimi
konci kromosomov. Pod njo lezijo proksimalna subtelomerna podrocja, ki so daljSa od
distalnih in predstavljajo najbolj centromerni predel subtelomerne regije. Vanje segajo
razlicno dolge regije, specificne za posamezen kromosom (angl. Chromosome unique
sequence). To so mesta kamor se vezejo subtelomerne sonde FISH (23,26). Strukturno

organizacijo telomernega in subtelomernega podrocja ter strukturo kromosoma prikazuje

slika 3.
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Ponovitve (TTAGGG)n

(2-15 kb)

Distalna Nespecifiéna
subtelomerna krajsa regija,
regija (100-300kb) skupna mnogim

kromosomom
Intersticijska degenerativna regija (TTAGGG)n
== Telomer —

== Rodtica p
/

= Centromer

\ \ == Rocica q

\) == Telomer

Proksimalna subtelomerna regija

Dalja regija, skupna le nekaj
kromosomom

Kromosom

Za posamezne kromosome
edinstvena regija

Slika 3: Strukturna organizacija telomerne in subtelomerne regije ter struktura kromosoma

(Povzeto po Knight, 26).

Na molekularni ravni je subtelomerna regija enega kromosoma v povprecju v 95%
identi¢na z enakim podro¢jem drugega, pri Cemer se tovrstne homologije pogosto raztezajo
¢ez veC kilobaz. Na primer, homologija med terminalnim 30kb p in roc¢ico q ¢loveskega
kromosoma 4, je 98%. To je pomembno, saj ravno nekatere subtelomerne regije
vklju€ujejo funkcionalne gene. Na telomeri 4p se nahajajo trije eksoni za gen cinkovega
prsta. Preostali eksoni istega gena pa so razporejeni tudi na akrocentrikih (kromosomi pri
katerih se centromera nahaja v blizini enega konca kromosoma) 13p, 15p, 21p in 22p (27).
Subtelomerna regija Xq oziroma Yq vkljucuje gen za receptor interlevkina 9, z delnimi
regijami z visoko stopnjo podobnosti blizu telomernih regij 16p, 9p in 10q (27,28,29).
Predvidevajo, da je ravno visoka stopnja podobnosti lahko vzrok za kromosomske

preureditve med telomeri, in sicer zaradi delovanja rekombinacijskih procesov (27,28).
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1.2.2 FUNKCIJA TELOMEROV

Subtelomerne kromosomske regije vkljuCujejo kompleksno in dinami¢no DNK, ki je
skupaj s povezanimi proteini bistvenega pomena za stabilnost genoma in popolno
replikacijo DNK (26). Terminalna regija posreduje klju¢no biolosko aktivnost: regulacijo
celicnega cikla, celicno staranje in imortalizacijo. Sodeluje tudi pri lokalizaciji
kromosomov v jedru in uravnavanju transkripcije subtelomernih genov. Kljuéni vlogi
telomerov v celici sta torej ohranjanje njene vitalnosti in zas¢ita dednih informacij (23).
Za telomerne regije je znacilna najvisja stopnja rekombinacije, kar pomeni da se proces
prekrizanja in nepravilnega parjenja kromosomov najpogosteje pojavlja prav v telomernih
podrocjih, posledica Cesar so kromosomske preureditve. Opisana struktura in funkcija
telomerov pa potrjuje to, da so preureditve na terminalnih kromosomskih delih fenotipsko

pomembne in razmeroma pogoste (23,16).

1.3 SUBTELOMERNE KROMOSOMSKE PREUREDITVE PRI IDIOPATSKI
DUSEVNI MANJRAZVITOSTI (IDM)

Subtelomerne regije kromosomov so z geni najbogatejSa podrocja genoma in so, kot smo
ze omenili Se posebej nagnjene k rekombinaciji. Zato imajo tovrstne preureditve
najverjetneje klini¢ne posledice tudi pri IDM. Med subtelomerne preureditve uvrs¢amo
delecije, duplikacije in neuravnotezene translokacije (16,21). Te so najveckrat zelo majhne,
zato jih ne moremo zaznati s standardnimi citogenetskimi analizami. Zaradi njihove
velikosti in kompleksnosti je bilo subtelomerne regije v preteklosti tudi izredno tezko
analizirati na molekularni ravni (26). Z odkritjem novih metod (FISH, CGH, MLPA) pa
danes lahko izvajamo hitrejSe in natan¢nejSe analize teh podrocij tudi pri otrocih z IDM. Z
uporabo molekularno-genetskih in citogenetskih metod so razkrili, da so vzrok Stevilnih
primerov IDM ravno kripti¢ne (neresljive z barvanjem GTG) subtelomerne preureditve
(15,30). Pomembnost kromosomskih preureditev kot vzrokov za IDM je znana, saj so
preureditve, ki vkljucujejo kromosomske konce nasli pri priblizno 5% primerov (26,31).
Ravnan in sodelavei so izvedli Studijo na 11.688 naklju¢no izbranih preiskovancih z
DM/RZ, kar je dale¢ najve¢ do sedaj. Za iskanje subtelomernih preureditev pri
posameznikih so uporabili metodo FISH. Studija predstavlja izsledke analize pogostosti in

vzorce subtelomernih preureditev, in sicer tako patoloskih kot tudi nepatoloskih variant.
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Delez klinicno pomembnih subtelomernih preureditev je bil priblizno 2,5%, z dodatnimi
0,5% odkritth domnevnih druzinskih variant. PribliZzno polovica klinicno pomembnih
preureditev so bile terminalne delecije, od katerih jih je ve€ina nastala de novo. Preostale
pa so bile vecinoma neuravnotezZene translokacije med dvema kromosomoma ali dvema
roCicama istega kromosoma. Priblizno 60% neuravnotezenih translokacij je bilo
podedovanih od star$a, sicer nosilca uravnotezene oblike preureditve. Ostale preureditve pa
so vkljucevale: tandemske duplikacije, uravnotezene translokacije, delne delecije in
insercije. V devetih primerih je $lo za intersticijsko delecijo netelomernih kontrolnih
lokusov. Najpogostejse kliniéno pomembne preureditve so bile delecije: 1p, 22q, 4p, 9q,
8p, 2q in 20p. NajpogostejSe druzinske variante pa so bile: delecija ali duplikacija 10q ter
deleciji 4q in Yq (32).

1.3.1 PREVALENCA SUBTELOMERNIH PREUREDITEV PRI IDIOPATSKI
DUSEVNI MANJRAZVITOSTI (IDM)

Prevalenca (pogostost) izraza skupno Stevilo obolelih oseb znotraj dolo¢ene populacije ob
dolo¢enem casu, in sicer ne glede na to, kdaj se je bolezen pojavila. Presejalno testiranje
posameznikov z IDM za subtelomerne preureditve, je leta 1992 predlagal Ledbetter
(33,34). Leto kasneje pa je Wilkie opisal splosni pristop k analizi subtelomernih
preureditev in tako kot prvi opozoril na pomen majhnih subtelomernih kromosomskih
preureditev pri pojasnjevanju vzrokov za IDM (35). Flint in sodelavci so leta 1995 izvedli
pilotsko Studijo in z njo pokazali, da so lahko vsaj 6% primerov IDM pojasnili s
submikroskopskimi preureditvami, ki so vkljuevale telomerno oziroma subtelomerna
podrocja (36). Prvo vecjo Studijo odkrivanja subtelomernih preureditev, ki je bila osnovana
na analizi FISH, je leta 1999 izvedel Knight s sodelavci. Dokazali so, da je pri 7,4% otrok
z zmerno do hudo DM (21/284) in pri 0,5% z blago DM (1/182) prislo do subtelomernih
kromosomskih preureditev (37). Joyce in sodelavci pa so na osnovi svoje Studije zakljucili,
da subtelomerne kromosomske preureditve predstavljajo glavni vzrok IDM (34).

Sistematicno presejanje je torej razkrilo velik razpon pogostosti pojavljanja subtelomernih
preureditev. Natan¢no oceno njihove prevalence pri osebah z IDM pa je tezko dobiti, in
sicer zaradi omejenega Stevila porocil, razlicnih nacinov presejalnih testov subtelomernih
preureditev (FISH, CGH, MLPA) in razlicnih metod, uporabljenih za potrjevanje

pozitivnih rezultatov. K tej raznolikosti pa Se dodatno prispevajo razlike v naslednjih
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dejavnikih: kvaliteta izoliranih kromosomov in resolucija proganja, klinicna merila za
vkljucitev bolnikov, velikosti preiskovanih vzorcev ter obcutljivost uporabljene metode
(7,38). Prevalenca subtelomernih kromosomskih preureditev pri IDM je bila med leti 1998
in 2001 od 0,5% - 23,5% (34). Tabela 2 prikazuje kronoloski pregled presejalnih Studij
subtelomernih regij pri IDM, ki so bile opravljene v letih 1999 do 2012 (39).

Tabela 2: Pregled rezultatov presejalnih Studij prevalence subtelomernih preureditev pri

preiskovancih z IDM (39).

Stevilo Delez
Referenca Metoda . subtelomernih
preiskovancev sprememb (%)

Knight in sodelavci [1999] | FISH 284 (zmerna-huda) 7,4

182 (blaga) 0,5
Ballif in sodelavci [2000] FISH 154 2,7
Fan in sodelavci [2001] FISH 150 4,0
Riegel in sodelavci [2001] | FISH 254 5,0
Rosenberg in sodelavci Analiza 120 4,1
[2001] mikrosatelitov
Rossi in sodelavci [2001] FISH 200 6,5
Anderlid in sodelavci FISH 111 9,0
[2002]
Baker in sodelavci [2002] | FISH 250 3,6
Rio in sodelavci [2002] Fluorescentna 150 8,0

genotipizacija

Van Karnebeek in FISH 184 0,5
sodelavci [2002]
Jalal in sodelavci [2003] FISH 372 6,8
Koolen in sodelavci [2004] | MLPA 210 6,7
Ravnan in sodelavci FISH 11688 2,5
[2006]
Rooms in sodelavci [2006] | MLPA 275 2,9
Ahn in sodelavci [2007] FISH, MLPA 455 5,9
Stegmann in sodelavci MLPA 466 3,2
[2008]
Shao in sodelavci [2008] CGH 8105 7,2
Wau in sodelavci [2010] MLPA, SNP 451 5,1
Rafati in sodelavci [2012] | MLPA 322 0.98

Legenda k tabeli:MLPA (angl. multiplex ligation-dependent probe amplification)- od ligacije
odvisno hkratno pomnozevanje sond; FISH (angl. fluorescence in situ hybridization)-fluorescencna
in situ hibridizacija;, CGH (angl. comparative genomic hybridization)-primerjalna genomska

hibridizacija; SNP (angl.single nucleotide polymorphism)-polimorfizem posameznih nukleotidov.
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1.3.2 IZBOR PREISKOVANCEV

Na splosno se zaradi tehni¢ne zahtevnosti in stroSkov metod za analizo subtelomernih regij
priporoc¢a ucinkovit klini¢ni predizbor. Tovrstni izbor za vkljucitev v preiskovano skupino
pa je pomemben tudi z vidika izboljSanja stopnje odkrivanja subtelomernih nepravilnosti
pri preiskovancih z RZ oz. DM (18,7).

V ta namen je bil oblikovan kontrolni seznam, ki je sestavljen iz petih pomembnih
pokazateljev moznih subtelomernih preureditev, in sicer: druzinskega pojavljanja DM,
prenatalnega zaostanka v rasti, postnatalne nepravilnosti v rasti, dveh ali ve¢ obraznih
dismorfizmov, enega ali ve¢ dismorfnih telesnih znakov ter vidnih kongenitalnih
sprememb. V kontrolnem seznamu (tabela 3) so navedeni znacilni fenotipski znaki, z
ustreznim $tevilom dobljenih tock. Na podlagi Stevila tock, ki jih preiskovanec zbere,
lahko torej sklepamo, s kaks$no verjetnostjo bomo pri njem zaznali subtelomerno
preureditev. Testiranje preiskovancev z ve¢ kot tremi to¢kami izrazito poveca diagnosticno

obcutljivost (18).

Tabela 3: Kontrolni seznam za testiranje subtelomernih regij (7).

Skupine in klini¢ni znaki DM oz. RZ Vrednost (tocke)

1.Pojav v druZini

skladno z Mendlovim dedovanjem

neskladno z Mendlovim dedovanjem

N [— DN

2.Prenatalni vzrok zaostanka v rasti

IN—

3.Postnatalne nepravilnosti rasti (najvec 2

nizka rast

visoka rast

mikrocefalija (mikrokranija)

— |t [ | —

makrocefalija (makrokranija)

4.Dva /ve¢ obrazna dismorfizma

anomalije nosu, uses, hipertelorizem 2

5.Drugi dismorfizmi in kongenitalne (najvec 2)
nepravilnosti

anomalije rok 1

anomalilije srca (PDA, ASD, VSD) 1

Hipospadija +/- nespusCeni testisi 1

Legenda k tabeli:
PDA (angl. patent ductus arteriosus); ASD (angl. atrial septal defect); VSD (angl. ventricular
septal defect).
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2. NAMEN IN DELOVNA HIPOTEZA

Kljub pogostemu pojavljanju DM, v priblizno tretjini primerov ne uspemo najti vzroka
zanjo (IDM). Pomemben vzrok so lahko kripticne kromosomske preureditve, ki nastanejo
na subtelomernih podrocjih.

Namen naloge:

1. S postopkom simultane FISH analizirati subtelomerne regije kromosomov
preiskovancev z diagnozo RZ ali DM, pri katerih bi predhodno, s klasicno
citogenetsko analizo ugotovili normalne kariotipe. Ugotoviti Zelimo pogostost
pojavljanja kripti¢nih subtelomernih preureditev v izbrani skupini ter ali so le-te
vzrok za patoloske fenotipe in ali se pogostost tovrstnih preureditev pri
preiskovancih ujema z, v strokovni literaturi objavljenimi rezultati.

2. Dolociti uporabnost simultane analize FISH za klini¢no testiranje RZ 0z. DM in

ugotoviti ali je to zanesljiva in uporabna metoda za analizo subtelomernih regij.

Delovna hipoteza:
Predpostavljamo, da je simultana FISH zanesljiva in uporabna metoda za presejalno

analizo subtelomernih regij pri preiskovancih z diagnozo RZ ali DM.
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3. MATERIALI IN METODE

3.1 SHEMA POTEKA DELA

VKUUCITEV PREISKOVANCEV

VZORCENJE

GOJENJE CELIC

IZOLACDA IN FIKSACDA CELIC

PRIPRAVA PREPARATOV ZA KARIOTIPIZACIO
{nanosvzorca, staranje preparata in barvanje GTG)

KARIOTIPIZACUA IN ANALIZA

PRIPRAVA PREPARATOV ZA ANALIZO FISH

{nanosvzorca, staranje preparata, dehidracija, nanos sond,
denaturacijain hibridizacija, spiranje in barvanje z DAPI)

ANALIZA FISH IN INTERPRETACIA
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3.2 METODE IN MATERIALI

3.2.1 1ZBOR IN VKLJUCITEV PREISKOVANCEV

Za namen nase raziskave smo zbrali 160 preiskovancev z napotno diagnozo RZ/DM, ki so
bili napoteni v citogenetski laboratorij Sluzbe za specialno laboratorijsko diagnostiko
Pediatri¢ne klinike, UKC Ljubljana, in sicer v obdobju med letoma 2010 in 2012. Vsi
preiskovanci so bili napoteni na kariotipizacijo in analizo subtelomernih regij.

Za njihovo vkljucitev v raziskavo smo sledili naslednjim kriterijem:

- Napotna diagnoza: duSevna manjrazvitost, razvojni zaostanek, dismorfni znaki,
epilepsija, sum na kromosomopatijo, nenormalna nevroloSka simptomatika.

- Normalen kariotip po proganju GTG, pri resoluciji 400-550 prog na haploidni genom.

- Izkljuceni jasni klini¢ni sindromi (npr. Downov sindrom, sindrom fragilnega X,...).

Od skupaj 160 preiskovancev so 103 ustrezali opisanim kriterijem.

Klini¢ne podatke, kot so diagnoza, klinicne znaclilnosti, starost, spol, pojavljanje DM v
druzini in tocke iz kontrolnega seznama za analizo subtelomernih regij, smo pridobili iz
razpolozljive medicinske dokumentacije.

Izbrane preiskovance smo glede na klinicne znake razdelili v naslednje skupine: DM, RZ,
dismorfni znaki, mikro/makrokranija in epilepsija.

Vsem smo odvzeli po 6 ml periferne krvi za citogenetske preiskave. Star$i oz. zakoniti
zastopniki so sodelovanje v raziskavi prostovoljno potrdili z lastorocnim podpisom v

obrazec za privolitev v genetsko oz. citogenetsko testiranje.

3.2.2 GOJENIJE CELIC PERIFERNE KRVI

Za citogenetske preiskave moramo predhodno gojiti celice preiskovanca tako, da jih
dobimo ¢im ve¢ v metafazi celicne delitve. V tej fazi so namre¢ kromosomi pravilno
kondenzirani, kar omogoca zanesljivo doloCitev njihove morfologije. Ustrezno gojene

celice uporabimo tako za postopke kariotipizacije kot analize FISH.
Vzorec:

Vzorec za citogenetsko analizo je periferna kri, odvzeta v epruveto z dodanim

antikoagulantom in sicer Na ali Li-heparinom (optimalno 10-25 IU/ml krvi).
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Kemikalije in reagenti:

1) Komercialno pripravljeno gojis¢e: Chromosome medium 1A, (Gibco®). To je sterilna
raztopina hranil, rastnih dejavnikov, antibiotikov in antimikotikov, ki zagotavlja sterilno
rast celic bolnika in njihovo optimalno razmnozevanje.

2) Antikoagulant heparin 5000 i.e./ml (Braun).

3) Fitohemaglutinin (angl.Phytohemagglutinin, PHA); mitogeni laktin iz fizola, stimulator
poliklonske delitve limfocitov T (Gibco®).

4) Timidin (angl. Thymidine); sinhronizator celi¢ne delitve (Sigma-Aldrich).

Delovno raztopino pripravimo tako, da 120 mg timidina raztopimo v 20 ml razred¢ene
raztopine Hank's (1x). Raztopino nato sterilno prefiltriramo z vakumsko filtracijskim
sistemom (0,22 pm), jo razdelimo v sterilne epruvete (1,5 ml) in zamrznemo do uporabe.
5) Hanks-ova raztopina (angl. Hanks' Balanced Salt solution), HBSS 10x; uravnotezena
raztopina soli (Sigma-Aldrich).

Za uporabo 10x koncentrirano HBSS red¢imo z redestilirano vodo in vrednost pH
uravnamo na 7,2 z nasiceno raztopino NaHCOs.

6) Podaljsevalec strukture kromosomov CRA (angl.Chromosome Resolution Additive)
(Genial genetics).

Delovno raztopino vedno pripravimo sproti, in sicer tako, da 10 pul reagenta CRA red¢imo
z 990 pl redestilirane vode.

7) Raztopina kolcemida KaryoMAX ® (angl. Colcemid solution); citostatik, ki inhibira

tvorbo delitvenega vretena in tako ustavi celicno mitozo v metafazi (Invitrogen).

Aparature in potro$ni laboratorijski material:

- Asepti¢na komora z laminarnim pretokom zraka LFV 9 (Iskra PI1O)
- Centrifuga 5804 (Eppendorf)

- Inkubator CO,, [-CO2-150 SH (Kambic)

- Mesalo Vibromix 10 (vortex) (Tehtnica)

- Sterilne plastenke za gojenje celi¢nih kultur (25 cm?) (TPP)

- Sterilne centrifugirke 15 ml (Greiner)

- Pipetor Easypet (Eppendorf)

- Seroloske pipete, 10 in 25 ml (TPP)
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- Sterilna injekcijska igla in brizga

- Pipete z nastavki (Eppendorf)

- Epruvete 1,5 ml (Eppendorf)

- Sterilne Pasteurjeve pipete (Sarstedt)

Opis postopka:

Mononuklearne celice periferne krvi (limfocite) smo gojili v sterilnih plastenkah (25 cm?),

.....

kulture.

V sterilne gojilne plastenke smo odpipetirali po 10 ml komercialnega gojisca, ki
smo mu s sterilno injekcijsko iglo in brizgo dodali 5 kapljic raztopine heparina,
nato pa Se 300 ul raztopine PHA. Sterilno smo prenesli 0,5-1,0 ml periferne krvi
preiskovanca ter previdno premesali.

Celice smo nato gojili v inkubatorju pri 37°C in 5% CO, v zraku, v vlaZzni
atmosferi. Pozorni smo bili na to, da je bil pokrovcek gojilne plastenke toliko odvit,
da je omogocal izmenjavo plinov. Po 48 urah gojenja smo v vsako celi¢no kulturo
dodali po 400 pl timidina.

Po 16 urah dodatnega gojenja posamezne celi¢ne kulture, smo vso vsebino prenesli
v 15 ml centrifugirke in jih 10 minut centrifugirali pri 1.600 obratov/min. Odstranili
smo supernatant in celice resuspendirali s 5 ml svezega gojisca.

Po 3 urah in 20 minutah inkubacije pri omenjenih pogojih smo celi¢ni suspenziji
dodali 350 pl raztopine CRA in nadaljevali z inkubacijo $e 1 h in 10 minut.

Nato smo celicam dodali 25 pl raztopine kolcemida in jih ponovno inkubirali v
inkubatorju pri enakih pogojih Se 20 min, nato pa jih 10 minut centrifugirali pri
1.600 obratih/minuto.

Primerno vzorcu smo nadaljevali s postopkom hipotonije in fiksacije celic (40,41).

3.2.3 IZOLACIJA LIMFOCITOV 1Z PERIFERNE KRVI (HIPOTONIJA IN FIKSACIJA)

Celice iz periferne krvi po gojenju izoliramo in trajno fiksiramo za nadaljnjo citogenetsko

analizo. S hipotoni¢no obdelavo dosezemo njihovo nabrekanje in ustrezno razporeditev
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kromatina. Z uporabo raztopine za fiksacijo iz celicne kulture odstranimo citoplazmo in

celi¢ne ostanke, obenem pa celice konzerviramo za dolgotrajno shranjevanje.

Celi¢ni vzorec:

Vzorec za hipotonijo in fiksacijo je bila suspenzija celic gojenih v komercialnem gojiscu.

Kemikalije in reagenti:
1) Kalijev klorid, KC1 (Kemika)
2) Deionizirana voda (dH,O)

Za delo pripravimo vedno svezo sterilno hipotoni¢no raztopino (0,075 M KCI), ki jo
prefiltriramo skozi filtre s porami 0,22 pm.

3) Metanol p.a., (LexChem)

4) Ocetna kislina, glacialna p.a., (LexChem)

Raztopino za fiksacijo pripravljamo vedno: metanol in ocetna kislina v razmerju 3:1.

Aparature in potro$ni laboratorijski material:

- Asepticna komora z laminarnim pretokom zraka LFV 9 (Iskra PIO)
- Centrifuga 5804 (Eppendorf)

- Inkubator CO,, [-CO2-150 SH (Kambic)
- Vodna kopel WB-13H (Kambic)

- Tehtnica LA 1200 S (Sartorius)

- Mesalo Vibromix 10 (vortex) (Tehtnica)
- Sterilne centrifugirke 15 ml (Greiner)

- Pipetor Easypet (Eppendorf)

- Seroloske pipete, 10 in 25 ml (TPP)

- Pipete z nastavki (Eppendorf)

- Sterilne Pasteurjeve pipete (Sarstedt)

- Filtri minisart, velikost por 0,2 um (Sigma Aldrich)

Opis postopka:

Najprej smo pripravili hipotoni¢no raztopino KCl in jo segreli na 37°C v vodni kopeli.
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e 15 ml centrifugirko s celicno suspenzijo smo 10 min centrifugirali pri 1.600
obratih/min. Supernatant smo odstranili in sediment temeljito premesSali na

vorteksu.

e Hipotonijo smo izvajali med meSanjem celi¢ne suspenzije na vorteksu. Hipotoni¢no

raztopino KCI (7 ml) smo dodajali po€asi po kapljicah, ob stalnem meSanju.
e Sledila je 15 minutna inkubacija v vodni kopeli pri 37°C.

e Nato smo v vsako centrifugirko dodali po 1 ml raztopine za fiksacijo in tako

ustavili hipotonijo.

e (Celice smo centrifugirali 8 minut pri 1.600 obratih/min. Odstranili smo supernatant

in celice resuspendirali na vorteksu.

e Dodali smo jim 8 ml raztopine za fiksacijo, dobro premesali ter celice inkubirali 15

minut na sobni temperaturi.

e Sledilo je centrifugiranje, 8 minut pri 1.600 obratih/min; odstranili smo supernatant
in preostalo vsebino temeljito premesali na vorteksu. Ponovno smo dodali 8§ ml

fiksativa.

e Postopek fiksacije smo ponovili vsaj Se dvakrat oziroma dokler ni bila raztopina

nad celicami bistra.

e Po zadnjem centrifugiranju smo pustili v epruveti priblizno pol mililitra

supernatanta in vsebino dobro premesali.

e Fiksirano suspenzijo celic smo hranili v zamrzovalniku (-20°C), kjer smo jo pustili
najmanj dve uri pred nanosom na objektna stekelca oz. pred pripravo preparatov za

nadaljne delo (40,41).

3.2.4 PRIPRAVA PREPARATOV ZA KARIOTIPIZACIJO IN FISH

Objektna stekelca moramo pred uporabo v citogenetskih postopkih obvezno temeljito
ocistiti. Le na ta nacin zagotovimo kvaliteten nanos, barvanje in zajemanje slike. Stekelca,
ki se uporabljajo za citogenetske preiskave morajo biti najvisje kvalitete, z oznako »super
grade«.

Za izvedbo citogenetske analize moramo suspenzijo predhodno fiksiranih celic nanesti na

objektna stekelca in jih primerno starati. Za vsakega preiskovanca smo pripravili nanose za
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vse tri vzporedne kulture, ter jih uporabili za barvanje kromosomov GTG in za analizo

FISH.

Vzorec za nanos:

Vzorec za nanos je dobro premesSana suspenzija predhodno gojenih fiksiranih
mononuklearnih celic, iz periferne krvi. Celice morajo biti pred nanosom na objektna

stekelca vsaj 2 h v zamrzovalniku (-20°C).

Kemikalije in reagenti:
1) Destilirana voda (dH,O)
2) Voda

3) Krom-zveplena kislina p.a., (LexChem)
4) Metanol p.a., (LexChem)
5) Ocetna kislina, glacialna p.a., (LexChem)

Aparature in potro$ni laboratorijski material:

- Asepticna komora z laminarnim pretokom zraka LFV 9 (Iskra PIO)
- Centrifuga 5804 (Eppendorf)

- Mesalo Vibromix 10 (vortex) (Tehtnica)

- Termoblok oz. grelna plosca (Termoproc)

- Svetlobni mikroskop (Olympus)

- Steklene kadicke za objektna stekelca (Assistent)

- Stekleni nosilec za objektna stekelca (Assistent)

- Objektna stekelca super grade (VitroGnost®)

- Pipeta z nastavki (Eppendorf)

- Stanic¢evina

- Pinceta

Opis postopka:
e Ciséenje objektnih stekel

Objektna stekelca smo neposredno iz pakiranja zlozili v steklen nosilec, kot smo ga nato
postavili v stekleno kiveto, napolnjeno s krom-zvepleno kislino, jo pokrili in pustili stati

preko noci. Naslednji dan smo stekelca previdno vzeli iz krom-zveplene kisline, in jih 60
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minut spirali pod curkom vroc¢e vode. Temu je sledilo Se 60 minutno spiranje pod curkom
hladne vode, nakar smo vse dobro sprali z destilirano vodo (dH,O). Stekelca smo do
nanosov preparatov hranili v hladilniku, potopljena v dH,O.

e Nanos celic na objektna stekelca
- Vzorce smo vzeli iz zamrzovalnika, zamenjali fiksativ in jih centrifugirali 8 minut pri
1.600 obratov/min. Gostoto celic smo uravnali s koli¢ino fiksativa, ki smo ga po
centrifugiranju pustili v centrifugirki nad celicami.
- Objektna stekelca smo s pinceto vzeli iz dH,O in jih dobro odcedili na stani¢evini. Na Se
vedno mokra in hladna smo nanasali po 40 pl vsakega od vzorcev. S konico nastavka na
pipeti smo se rahlo dotaknili zgornjega roba stekelca in nanesli suspenzijo celic tako, da se
je enakomerno razporedila po celotni povrsini. Spodnji del objektnega stekelca smo nato
rahlo popivnali s staniCevino ter tako Se dodatno pripomogli k razporeditvi vzorca po
celotni povrsini.
- Pod svetlobnim mikroskopom smo nato ugotavljali ustreznost nanosa celic za nadaljnjo
citogenetsko analizo. Preverili smo gostoto celic, Stevilo mitoz (mitotski indeks), koli¢ino

citoplazme ter obliko kromosomov.

e Staranje mikroskopskih preparatov
Preparate za kariotipizacijo smo pripravili tako, da smo objektna stekelca z naneSenimi
celicami starali na grelni plos¢i, 90 min pri 90°C. Preparate za analizo FISH pa smo starali
na enak nacin, in sicer 15 min pri 90°C.
Starani preparati namenjeni za kariotipizacijo so bili tako pripravljeni za barvanje GTG,

tisti za analizo FISH pa za dehidracijo.

3.2.5 BARVANIJE GTG

S kariotipizacijo dolo¢imo Stevilo in strukturo kromosomov, pri ¢emer identifikacijo
posameznih kromosomov omogoca izgled njihovega proganja (angl. GTG banding). Iz
krvne kulture perifernih limfocitov, ki smo jih poliklonsko stimulirali s
fitohemaglutininom, skladno s standardno metodo proganja GTG, pripravimo celi¢ne
preparate z metafaznimi kromosomi. Te najprej obdelamo s proteoliticnim encimom

tripsinom, nato pa jih pobarvamo s kromosomskim barvilom, raztopino Giemse.

Vzorec:
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Barvamo preparate, ki so primerno starani za kariotipizacijo.
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Kemikalije in reagenti:
1) Destilirana voda (dH,O)
2) Fosfatni pufer, DPBS 10x (angl. Dulbecco's Phosphate-buffered saline-DPBS)

(Invitrogen).

Za delo si pripravimo raztopino 1x DPBS tako, da 100 ml 10x PBS red¢imo z dH,O do
1.000 ml. Preverimo pH vrednost (7,4) in ga prefiltriramo z vakuumskim filtracijskim
sistemom (0,22 pm).

3) Tripsin 250 ™ Difco (angl. Trypsin), (DB Diagnostic System)

Raztopino tripsina pripravimo vedno sproti oz. svezo tako, da v kadicki za objektna
stekelca raztopimo 0,5 g tripsina v 200 ml delovne raztopine NaCl in 50 ml 1x DPBS. Na
koncu uravnamo $e pH vrednost na 7,0.

4) Barvilo Giemsa (angl. Giemsa stain, modified solution) (Sigma Aldrich)

Priprava barvila: 8,2 ml osnovne raztopine Giemse dodamo 250 ml fosfatnega pufra, dobro
premeSamo in uravnamo pH na 6,8. Raztopino barvila pripravimo vedno sproti, v kadicki
za objektna stekelca.

5) Natrijev klorid (NaCl), puriss p.a., (Riedel-de- Haen)

Delovno raztopino pripravimo iz 8,5 g NaCl, ki jih raztopimo v 1.000 ml dH,O in nato
prefiltriramo z vakuumskim filtracijskim sistemom (pore 0,22 um).

6) Dinatrijev hidrogen fosfat (Na,HPO4,) (Sigma-Aldrich)

7) Kalijev dihidrogen fosfat (KH,PO4) (Sigma-Aldrich)

8) Fosfatni pufer (za Giemso)

Pripravimo osnovni raztopini A (9,5 g Na,HPO4 v 1.000 ml dH,0) in B (9,1 g KH,PO4 v
1.000 ml dH,0). Delovna raztopina fosfatnega pufra: 127 ml raztopine A dodamo 123 ml
raztopine B in dopolnimo z dH,O do 5 1. Nato z dodajanjem ene ali druge raztopine

uravnamo pH na 6,8.

Aparature in potro$ni laboratorijski material:
- Vakuumski filtracijski sistem 500 ml, velikost por 0,22 ul (TPP)
- Tehtnica LA 1200 S (Sartorius)

- Magnetno meSalo Rotamix S-10 (Tehtnica)
- pH meter MP220 (Mettler Toledo)
- Svetlobni mikroskop BX51 (Olympus)

32



Maja Ficko, Analiza subtelomernih preureditev pri otrocih in mladostnikih z razvojnim zaostankom ter
idiopatsko dusevno manjrazvitostjo. Magistrsko delo. Univerza v Ljubljani, Fakulteta za Farmacijo

- Magnetna mesala

- Steklene kadicke za objektna stekelca (Assistent)
- Steklen nosilec za objektna stekelca (Assistent)

- Pipetor Easypet (Eppendorf)

- Seroloske pipete 10 ml (TPP)

- Laboratorijska steklovina: ¢asa, merilni valj

- Susilec za lase

- Stanicevina

Opis postopka:

Vse pufre, raztopine in barvilo Giemsa smo vedno pripravljali sproti. Preparate smo barvali
pri sobni temperaturi. Objektna stekelca z naneSenimi celicami preiskovancev smo zloZili v
stekleni nosilec in jih pomakali v kadicke z raztopinami, v naslednjem vrstnem redu:

1. raztopina tripsina, 15 sekund;

2. spiranje v raztopini 1x PBS;

3. raztopina Giemse, 2 minuti in 15 sekund
Preparate smo najprej sprali z vodo, nato Se z dH, O, stekelca dobro odcedili na stanicevini
ter jih posusili s suSilcem za lase. Vedno smo pod mikroskopom preverili kvaliteto
barvanja. Kadar je bilo to potrebno, smo prilagodili bodisi ¢as tripsinizacije ali pa Cas
inkubacije v raztopini Giemse. Tako smo pripravili preparate za mikroskopsko analizo

(slikanje) in za kariotipizacijo (40).

3.2.6 KARIOTIPIZACIJA IN ANALIZA

Kariotipizacija je standardna citogenetsko metoda, s katero dolo¢imo Stevilo in strukturo
kromosomov. Analiziramo GTG-barvane kromosome, ki so v metafazi celi¢ne delitve. V
zadnjo fazo analize kromosomov so lahko vklju¢ene samo celotne, nepopokane in

nezlomljene metafaze.

Vzorec:

Preparat z metafaznimi kromosomi, ki so primerno starani in barvani s postopkom GTG.
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Aparature in potro$ni laboratorijski material:

- Mikroskopski sistem za kariotipizacijo in FISH: mikroskop BX61 (Olympus), kamera,
racunalnik s programsko opremo CytoVision in tiskalnik.

- Imerzijsko olje (Olympus)

Postopek:

Sistem omogoca avtomatsko »skeniranje« preparatov, iskanje za analizo primernih metafaz
in njihovo slikanje. S pomocjo programske opreme CytoVision smo kromosome lo¢ili in
jih razvrstili v kariogram, glede na njihove dolzine, lego centromer ter vzorce proganja.

Pri analizi metafaze smo primerjali vsak set homolognih kromosomov, vklju¢no s
kromosomom X in Y kromosomom, in sicer progo za progo. V primeru prekrivanja
kromosoma smo morali homologa pregledati na novi metafazi, da smo lahko izkljucili

morebitne strukturne preureditve na mestu prekrivanja.

3.2.7 ANALIZA FISH SUBTELOMERNIH REGIJ

Metoda za ugotavljanje subtelomernih preureditev je osnovana na simultani fluorescentni
in situ hibridizaciji. To je molekularno-citogenetska metoda, s pomocjo katere lahko
kvantitativno ovrednotimo in lokaliziramo prisotnost ali odsotnost specificnih
kromosomskih preureditev v metafaznem jedru posamezne celice. Osnovni princip je
hibridizacija specificnih sond DNK na komplementarna zaporedja genomske DNK. Pri
tem lahko uporabimo bodisi neposredno (s fluoresceinom oznaceni oligonukleotidi) ali
posredno (s haptenom oznaceni oligonukleotidi) oznacene sonde DNK (16,40,41,42). Slika
4 prikazuje princip metode FISH s posrednim (levo) in neposrednim (desno)
oznacevanjem. Preparate ovrednotimo s pomocjo fluorescencnega mikroskopa, ob uporabi
ustreznih filtrov, glede na uporabljeni fluorofor, in sicer tako, da spremljamo odsotnost

oziroma prisotnost pri¢akovanih signalov.
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Slika 4: Princip fluorescentne in situ hibridizacije (FISH) z neposrednim (desno) in

posrednim (levo) oznacevanjem sond DNK (42)

Simultano analizo FISH smo izvedli z uporabo vecCsondnega kompleta za analizo
subtelomernih regij (Vysis ToTelVysion Multi-color FISH Probe kit, Abbott Molecular).
Ta vsebuje 41 telomernih sond, skupaj 64 s kontrolnimi sondami, in sicer CEP
(Centromere Enumeration Probe) in LSI (Locus Specific Identifier Probe). Tako lahko
hkrati pregledamo kar 41 subtelomernih regij. Sonde so specificne za subtelomere p in q
kromosomov od 1 do 12 ter 16 do 20; subtelomere q akrocentri¢nih kromosomov 13, 14,
15, 21 in 22 ter psevdo-avtosomnih regij Xp/Yp in Xq/Yq subtelomer. Sonde FISH za
roCice p akrocentrikov pa zaradi izrazito ponavljajo¢ih se terminalnih zaporedij niso na
voljo (43).

Sonde so na voljo v 15 meSanicah in so neposredno oznacene s fluoroforom, ki sveti v
zelenem in/ali oranznem spektru (Spectrum Green™ in/ali Spectrum Orange™™). Sonde
LSI in CEP pa so ozna&ene s fluoroforom, ki sveti v modrem spektru (Spectrum Aqua™).
Priloga I prikazuje podroben opis njihovih lastnosti. Po hibridizaciji in vizualizaciji nam
metoda omogoc€a pojasnitev specificnih kromosomskih preureditev kot so delecije,

duplikacije in translokacije specificnih telomernih regij.
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Vzorec:
Vzorec za analizo FISH je celi¢ni preparat z metafaznimi kromosomi. Za nanos sond

uporabimo preparat, ki je predhodno primerno staran in dehidriran.

Kemikalije in reagenti:

1) Absolutni etanol p.a. (Ethanol anhydrous) (LexChem) in destilirana voda (dH,0O)

Za delo si pripravimo nara$¢ujoce koncentracije etanola, in sicer 75%, 85% in 100%.

2) Detergent Nonidet P-40 (NP-40, Ethoxylated octyl phenol) (Abbott)

3) Komercialno pripravljena raztopina SSC 20x (angl. Saline-sodium citrate) (LexChem)
Za delo si pripravimo raztopino 2x SSC z 0.1% NP-40 in 0,4x SSC z 0,3% NP-40.

4) Raztopina za spiranje, 2x SSC z 0.1% NP-40:

Pripravimo jo tako, da temeljito zmeSamo 50 ml 20x SSC (pH=5,3) s 425 ml dH,O.
Dodamo 0,5 ml NP-40 in z magnetnim meSalom meSamo dokler se ves ne raztopi. Nato
dodamo Se 24,5 ml dH,0, do kon¢nega volumna 500 ml in preverimo pH raztopine, ki
mora biti 7,0+0,2. Raztopino prefiltriramo z vakuumskim filtracijskim sistemom (filtri 0,22
um).

5) Raztopina za spiranje, 0,4x SSC z 0,3% NP-40:

Pripravimo jo tako, da temeljito zmeSamo 10 ml 20x SSC (pH=5,3) s 475 ml dH,O,
dodamo 1,5 ml NP-40 in z magnetnim meSalom meSamo dokler se ta v celoti ne raztopi.
Dodamo 13,5 ml dH,0, do konénega volumna 500 ml in preverimo pH, ki mora biti 7,0-
7,5. Raztopino konc¢no prefiltriramo z vakuumskim filtracijskim sistemom (filtri 0,22 pm).
6) Komercialni komplet sond za analizo subtelomernih preureditev, Vysis ToTelVysion
Multi-color FISH Probe kit (Abbott)

7) Barvilo DAPI (4',6-diamidino-2-fenil-indol) (Abbott)

8) Imerzijsko olje (Olympus)

Aparature in potro$ni laboratorijski material:

- Asepti¢na komora z laminarnim pretokom zraka LFV 9 (Iskra PI1O)
- pH meter MP220 (Mettler Toledo)

- Vakuumski filtracijski sistem 150 ml, 0,22 um (TPP)

- Centrifuga MiniSpin (Eppendorf)

- Mesalo Vibromix 10 (vortex) (Tehtnica)

- Magnetno meSalo Rotamix S-10 (Tehtnica)
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- Denaturacijsko-hibridizacijski sistem Thermobrite (StatSpin)

- Vodna kopel WB-13 H (Kambic)

- Mikroskopski sistem za kariotipizacijo in FISH: mikroskop BX61 (Olympus), kamera,
racunalnik s programsko opremo CytoVision in tiskalnik.

- Kivete za objektna stekelca, 100 ml (Brand)

- Objektna stekelca za mikroskopiranje, super grade (VitroGnost ®)

- Krovna stekelca (22 mm x 22 mm) (Majbert)

- Pipete s sterilnimi nastavki (Eppendorf)

- Rubber cement fixogum lepilo (Marabu)

- Laboratorijska steklovina: ¢asa, merilni valj

- Stanicevina, pinceta, pasteurjeva pipeta

Postopek priprave preparatov in FISH analiza:

Postopek ¢is¢enja objektnih stekelc in nanose celic nanje smo opisali v podpoglavju 3.2.4.
Po izolaciji in optimalnem nanosu celic smo preparate starali za analizo FISH, in sicer na
grelni plosci, 15 minut pri 90°C. Na vsakem objektnem stekelcu smo oznacili mesta za
kasnej$i nanos sond. Tik pred njihovo aplikacijo smo preparate dehidrirali v etanolnih
raztopinah z nara$¢ujo¢imi koncentracijami (75%—85%—100%). V vsaki od njih smo
preparate pustili po 5 minut in jih nato dobro posusili. Na tako pripravljene preparate smo
nato nanesli sonde. Na koscke parafilma smo pripravili hibridizacijsko meSanico iz 0,5 pl
raztopine s sondo in 3,5 ul hibridizacijskega pufra. MeSanico smo nato odpipetirali na
predhodno oznaceno podro¢je na objektnem stekelcu, ki je bilo po nasi oceni
najprimernejSe za hibridizacijo. Preparat smo previdno pokrili s krovnim stekelcem tako,
da ni bilo mehurckov in stekelce zalepili z lepilom (fixogum). Preparat smo nato postavili
v hibridizator (denaturacija in hibridizacija) za 16 ur. Nato smo najprej odstranili krovna
stekelca in zaceli s spiranjem preparata v temi, tako kot sledi:

- objektna stekelca smo za 2 min potopili v raztopino za spiranje 2x SSC pri sobni
temperaturi;

- nato smo jih dali za 2 min v raztopino za spiranje 0,4x SSC, ogreto na 72 °C;

- na koncu smo jih za 2 min ponovno potopili v raztopino za spiranje 2x SSC, pri sobni

temperaturi.
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Objektna stekla smo popivnali s stani¢evino in jih posusili v temi. Tik preden smo zaceli s
pregledovanjem preparatov, smo nanje nanesli po 5 ul barvila DAPI in jih prekrili z
velikimi krovnimi stekelci. Nato smo jih pregledali pod fluorescentnim mikroskopom
Olympus BX61, pri 1.000-kratni povecavi. Pri izvajanju analize FISH smo sledili
navodilom proizvajalca. Pri vsakem bolniku smo pregledali 5 metafaz na posameznem
mikroskopskem polju. Ce smo zasledili kakr$nokoli nepravilnost, smo pregledali vse
metafaze na tistem polju (40,41). Specificnost in obcutljivost vseh sond FISH smo

predhodno preverili na negativnih kontrolnih vzorcih (zdravi preiskovanci).

3.2.8 INTERPRETACIJA REZULTATOV

Glede na vrsto vzorca je predpisano minimalno Stevilo metafaz, ki jih je potrebno
analizirati. V sploSnem moramo v celoti pregledati najmanj 2 metafazi, in sicer pri
minimalni resoluciji, glede na napotno diagnozo (44). Priporo¢ilo E.C.A (General
Guidelines and Quality Assurance for Cytogenetics 2012) zahteva za vsakega preiskovanca
z nepojasnjeno diagnozo (postnatalne napotitve v primerih DM, RZ, dismorfnih znakov)
minimalno resolucijo 550 prog/haploidni genom (44). V laboratorijski praksi smo zaradi
Stevilnih prekrivanj kromosomov sestavljali in pregledali najmanj 10 metafaz, od teh pa
smo natan¢neje pregledali minimalno 5 kariogramov. Slika 5 prikazuje kariogram po
barvanju GTG z resolucijo 550 prog/haploidni genom.

Vsem preiskovancem smo uspesno sestavili kariograme in jim dolo¢ili kariotipe. Rezultate
kariotipizacij in analiz FISH pa smo dolo¢ili skladno z aktualno nomenklaturo ISCN (angl.

An international system for human cytogenetic nomenklature) (45).
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Slika 5: Primer normalnega zenskega kariograma (barvanje GTG), resolucija 550 prog

/haploidni genom.

3.2.9 ANALIZA PODATKOV

Vse podatke o preiskovancih smo obdelali ter izvedli njihovo selekcijo, s pomocjo
raCunalniskega programa Microsoft Excel.

Prevalenco oz. pogostost subtelomernih preureditev v vzorcu smo izracunali s formulo:
P=Ex/n

Legenda:P je pogostost, Ex Stevilo preiskovancev z odkrito preureditvijo, n pa Stevilo vseh
testiranih preiskovancev.
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4. REZULTATI

4.1 PREISKOVANCI

Za Xkariotipizacijo in analizo subtelomernih regij kromosomov smo uporabili vzorce
izoliranih celic 103 preiskovancev, ki med seboj niso bili v sorodu. Od teh je bilo 58
(56,3%) deckov in 45 (43,7%) deklic, starih od 0 do 26 let (povprecje 5,3 let). Razmerje
med spoloma je bilo 1,29:1 v korist de¢kov. Do vklju¢no 5 let je bilo starih 69 otrok
(66,9%), od tega 38 deckov (55,1%) in 31 deklic (44,9%). StarejSih od 5 let (do 26 let) je
bilo 20 deckov (58,8%) in 14 deklic (41,2%). Stevilo preiskovancev glede na spol in

starost prikazuje graf 1.
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Graf 1: Struktura preiskovancev glede na spol in starost

Glede na napotno diagnozo oz. klini¢ne znake, smo izbrane preiskovance razdelili v
sledeCe skupine: DM, RZ, dismorfni znaki, mikro/makrokranija in epilepsija. Poleg
nenormalne nevroloske simptomatike namre¢ ravno dismorfni znaki, epilepsija ter
mikro/makrokranija pogosto spremljajo klinine znake pri IDM. Delezi posameznih

klini¢nih znakov pri preiskovancih so prikazani v tabeli 4.
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Tabela 4: Delezi klini¢nih znakov pri izbranih preiskovancih (n=103).

Klini¢ni znak oz. diagnoza Prisotnost Odsotnost
Razvojni zaostanek (RZ) 65,0% 35,0%
(67/103) (36/103)
Dusevna manjrazvitost (DM) | 13,2% 86,8%
(9/68) (59/68)
Dismorfni znaki 41,7% 58,3%
(43/103) (60/103)
Epilepsija 23,3% 76,7%
(24/103) (79/103)
Mikro/makrokranija 8,7% 91,3%
(9/103) (94/103)

Legedna k tabeli: * DM lahko zanesljivo dolocimo pri otrocih, starejsih od 5 let.

4.2 POGOSTOST SUBTELOMERNIH KROMOSOMSKIH DELECIJ ZAZNANIH
Z METODO SIMULTANE FISH

Z metodo simultane FISH smo v skupini 103 preiskovancev, nasli subtelomerne delecije
pri petih osebah, kar znasa 4,85%. Prva preiskovanka, pri kateri smo odkrili subtelomerno
kromosomsko preureditev, je imela hemizigotno delecijo na rocici q kromosoma 13. V
drugem primeru smo naSli hemizigotno delecijo subtelomerne regije na rocici p
kromosoma 17. Pri tretji preskovanki smo odkrili subtelomerno delecijo na rocici q
kromosoma 6. V Cetrtem primeru je $lo za delecijo na distalnem delu ro¢ice q kromosoma
10, v zadnjem, petem pa za terminalno delecijo subtelomerne regije rocice p na
kromosomu 8. Preiskovanci, pri katerih smo odkrili subtelomerne delecije, so bili na
osnovi kontrolnega seznama ocenjeni z od 3 do 5 tockami. Ostali, pri katerih
subtelomernih preureditev nismo zaznali, pa so dosegli od 1 do 3 tocke. Rezultate

predstavljamo v tabeli 5.
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Tabela 5: Laboratorijski izsledki kariotipizacije in simultane analize FISH pri petih

preiskovancih s subtelomernimi kromosomskimi preureditvami.

Stevilka Kontrolni
. Kariotip Rezultat FISH seznam
primera (totke)
1(9),17 let 46,XX ish del(13)(q34-qter)(D13S327-) 3
2 (2), 6 let 46, XY ish del(17)(17pter)(282M16/SP6 -) 3
3(9),2 leti 46,XX ish del(6)(6qter)(VIJyRM2158-) 5
4 (3), 2 leti 46,XY,del(10)(q26.1) ish del(10)(q26.3)( D10S2290-) 4
5(&4), 1 leto 46,XY,del(8)(p23.1) ish del(8)(p23.3)(D8S504 -) 3

4.3 OPISI POSAMEZNIH PRIMEROV UGOTOVLJENIH SUBTELOMERNIH
DELECIJ

4.3.1 Primer 1

Sedemnajstletnica z diagnozo epilepsije ter umske in gibalne manjrazvitosti, je bila
naroena na poglobljeno laboratorijsko diagnostiko, zaradi iskanja vzroka njenega
razvojnega zaostanka in epilepsije. Poleg navedenega je imela tudi dismorfne znake,
hipertelorizem (nenormalno zvecana razdalja med o¢mi), epikantus (navpi¢na ocCesna
guba), konvergentni strabizem (Skiljenje, odklon oCesa navznoter). Njen govor je bil tezje
razumljiv. Prisotna je bila tudi izrazito okorna motorika, s hudo motnjo koordinacije gibov.
Glede na kontrolni seznam je dosegla 3 tocke.

Preiskovanki smo dolocili normalen zenski kariotip (46,XX). Rezultat analize FISH
subtelomernih regij, in sicer ish del(13)(qter)(D13S327-), je pokazal, da gre za
hemizigotno delecijo subtelomerne regije roCice q na kromosomu 13. Prisoten je bil
namre¢ samo en jasen rumeni signal, po hibridizaciji na subtelomerni regiji 13q34, lokus

D13S327. Rezultat kariotipizacije in analize FISH prikazujeta slika 7 in 8.
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Slika 7: Primer 1 (kariogram 17-letnega dekleta), kariotip 46,XX, locljivost 400-500
prog/haploidni genom.

Slika 8: Rezultat analize FISH (ToTelVysion) pri preiskovanki 1. Regija q kromosoma 13
je obarvana rumeno. Ugotovili smo hemizigotno delecijo subtelomerne regije rocice q na

kromosomu 13 (pus¢ica). Normalna porazdelitev opisane subtelomerne regije je prikazana
na sliki 14.
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4.3.2 Primer 2

Pri Se ne 6-letnem decku z globalnim razvojnim zaostankom na podroc¢ju govora in okorno
motoriko s prisotnimi blazjimi kognitivnimi teZzavami, v smislu motnje pozornosti oz.
koncentracije, so predhodno izkljuili sindrom fragilnega X. Prisotni so bili tudi dismorfni
znaki, epikantus, progenija (naprej pomaknjena celjust), manjsa glava. Glede na kontrolni
seznam je dosegel 3 toCke. V njegovi druzini ni bilo nevroloskih obolenj. Decek redno
obiskuje psihologa, logopeda in je voden v razvojni ambulanti in pri specialistih za sluh. V
vrtcu ima dodatno u¢no pomo¢, v prihodnje pa so zanj predlagali Solo s prilagojenim
programom.

Dolocili smo normalen moski kariotip (46,XY). Kariogram je prikazan na slika 9. Pri
analizi subtelomernih regij pa smo odkrili hemizigotno delecijo subtelomerne regije rocice
p na kromosomu 17. Rezultat analize FISH je bil ish del(17)(17pter)(282M16/SP6-).
Subtelomerna sonda, ki se prilega na regijo 17p13.3 je bila oznacena z rumeno barvo.
Rezultat analize (slika 10) pa je pokazal odsotnost signala SP6 na enem kromosomu, kar

potrjuje, da gre za hemizigotno delecijo na subtelomernem podroc¢ju 17pter.
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Slika 9: Primer 2 (kariogram 6-letnega decka), kariotip 46,XY, locljivost 400-500
prog/haploidni genom.
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Slika 10: Rezultat analize FISH (ToTelVysion) pri preiskovancu 2. Regija p kromosoma
17 je obarvana rumeno. Ugotovili smo hemizigotno delecijo subtelomerne regije rocice p

na kromosomu 17 (puscica)

Slika 11: Rezultat analize FISH (ToTelVysion, meSanica sond §t. 8), ki vkljucuje regijo p
kromosoma 17. Prikazana je normalna ureditev subtelomernih regi;.

4.3.3 Primer 3
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Deklica, ki je bila nedonoSena zaradi prezgodnjega razpoka plodovih ovojev. Pri sedaj 2-
letni deklici, ki obiskuje nevrofizioterapijo, delovno terapijo in socialnega pedagoga, z
diagnozo mikrokranije, razvojnega zaostanka, strabizma (Skilavost) in dismorfnih znakov,
je bila opravljena kariotipizacija. Rezultat je pokazal normalen Zenski kariotip (46,XX).
Kariogram prikazuje slika 12. V kontrolnem seznamu je dosegla 5 tock. Rezultat analize
FISH subtelomernih regij je bil: ish del(6)(6qter)(VIJyRM2158-). Pri deklici je torej
prisotna hemizigotna delecija subtelomerne regije rocice q na kromosomu 6. Sonda, ki se
prilega na regijo 6q27 (VIJyRM2158) je bila obarvana orazno. Odsotnost ustreznega
signala pa prikazuje slika 13.
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Slika 12: Primer 3 (kariogram 2-letne deklice), kariotip 46,XX, locljivost 400-500
prog/haploidni genom.
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Slika 13: Rezultat analize FISH (ToTelVysion). Regija q kromosoma 6 je obarvana
oranzno. Ugotovili smo hemizigotno delecijo subtelomerne regije ro¢ice q na kromosomu

6 (puscica).

Slika 14: Rezultat analize FISH (ToTelVysion, meSanica sond $t. 6). Vklju€ena je regija q

kromosoma 6 - normalna ureditev subtelomernih regij.
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4.3.4 Primer 4

Dveletni decek je bil napoten na kariotipizacijo in analizo subtelomernih regij zaradi
globalnega razvojnega zaostanka, dismorfnih znakov, konvergentnega strabizma in motenj
misSi¢nega tonusa. V druZzini naj ne bi bilo posebnosti glede nevroloskih obolenj. Glede na
kontrolni seznam je dosegel 4 tocke. Dolocili smo mu kariotip 46,XY,del(10)(q26.1).
Kariogram prikazuje slika 15. Analiza subtelomernih regij je pokazala odsotnost
specificnega signala za podrocje 10g26.3 na lokusu D10S2290. Decek ima torej

hemizigotno delecijo na subtelomernem podrocju dolge rocice kromosoma 10 (slika 16).
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Slika 15: Primer 4 (kariogram dveletnega decka), kariotip 46,XY,del(10)(q26.1), lo¢ljivost
71 550 prog/haploidni genom.
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Slika 16: Rezultat FISH analize (ToTelVysion). Regija q kromosoma 10 je obarvana
oranzno. Ugotovili smo hemizigotno delecijo subtelomerne regije rocice q na kromosomu

10 (puscica).

Slika 17: Rezultat analize FISH (ToTelVysion, mesanica sond §t.10) - normalna ureditev
subtelomernih regij ro¢ice q na kromosomu 10.

4.3.5 Primer 5
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Pri enoletnem decku z diagnozo razvojni zaostanek, je bil porod sprozen 3 tedne pred
terminom, in sicer zaradi zastoja plodove rasti. V porodnisnici je bil narejen Ultra zvok
glave, ki je kazal na intraventrikularno krvavitev ploda. V druzini ni nevroloskih obolenj.
Decek je vkljucen v vrtec in obiskuje razvojno ambulanto ter logopeda. Glede na kontrolni
seznam je prejel 3 tocke. Analiza FISH subtelomernih regij kromosomov je pokazala
hemizigotno terminalno delecijo rocice p na kromosomu 8. Odsoten je bil namre¢ zelen
signal sonde, ki hibridizira na terminalno regijo 8p23.3 lokusa D8S504. Rezultat
kariotipizacije je bil 46,XY,del(8)(p23.1). Kariogram je prikazan na sliki 18. Izsledki

analize FISH pa so prikazani na sliki 19.
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Slika 18: Primer 5 (kariogram 1-letnega decka), kariotip 46,XY,del(8)(p23.1), lo¢ljivost
550 prog/haploidni genom.
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Slika 19: Rezultat analize FISH (ToTelVysion), terminalna regija kromosoma 8 je
obarvana zeleno. Ugotovili smo hemizigotno terminalno delecijo subtelomerne regije

ro¢ice p na kromosomu 8 (pusCica). Normalne porazdelitve te subtelomerne regije

prikazuje slika 11.
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5. RAZPRAVA

Preureditve subtelomernih regij kromosomov so vzrok za pomembnen delez idiopatske
dusevne manjrazvitosti (IDM) in klini¢nih znakov, ki jo spremljajo (18,26,31,34,37). Za
vecino subtelomernih preureditev je klini¢ni fenotip Se vedno neopredeljen, zato je
presejanje vseh subtelomernih regij kromosomov izjemno pomembno diagnosti¢no orodje
(20).

Za odkrivanje subtelomernih preureditev imamo na razpolago S$tevilne molekularno-
genetske in citogenetske metode, med katerimi se najpogosteje uporablja metoda simultane
FISH, s telomernimi sondami na metafaznih kromosomih. Prednosti te metode, v
primerjavi s klasicno citogenetsko analizo, sta njena specificnost in obcutljivost. Metoda je
po drugi strani zamudna, draga in zahteva izkuSenega izvajalca. Slabosti metode FISH sta
tudi slabsa oz. tezja detekcija kromosomskih podvojitev in odvisnost od kvalitetne
razporeditve metafaznih kromosomov (46). Analiza subtelomernih regij s simultano FISH
je pomembna, saj z njo presegamo resolucijo klasi¢ne citogenetske analize.

Pri barvanju GTG z lo€ljivostjo 450-500 prog/haploidni genom namrec, zaradi omejene
lo¢ljivosti svetlobnega mikroskopa, ne uspemo zaznati preureditev, ki so manjSe od SMb.
Opazimo lahko le ve¢je kromosomske spremembe (5-10 Mb). Terminalni kromosomski
konci po barvanju GTG ostanejo neobarvani in zato majhne preureditve na teh predelih
lahko zgreSimo tudi pri vis§ji resoluciji (high resolution karyotyping) s 550-800
progami/haploidni genom (16,21). Metodo simultane FISH smo uporabili za ugotavljanje
kripti¢nih s klasi¢no citogenetsko analizo nedolo¢ljivih subtelomernih preureditev, saj so te

vzrok za pomemben delez IDM.

5.1 PREISKOVANCI

Z upostevanjem vkljucitvenega kriterija »normalen kariotip«, smo izkljucili vse
preiskovance s patoloskimi kariotipi. Pri nekaterih preiskovancih so bili klini¢ni znaki del
jasno opredeljenega in doloCenega sindroma, npr. sindroma fragilnega X in Downovega
sindroma o0z. pogostih mikrodelecijskih sindromov, za katere je poleg znanega

specificnega fenotipa znacilna tudi DM, npr. DiGeorgeov sindrom, Prader Willjjev
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sindrom. Konéni nabor je zajemal 103 preiskovance, ki so ustrezali vsem vkljucitvenim
kriterijem. V primeru dveh preiskovancev (4 in 5), pri katerih smo z metodo FISH zaznali
subtelomerno preureditev, smo po ponovni evaluaciji kariotipa, z zavedanjem ugotovljene
spremembe, le to zaznali tudi s klasi¢no citogenetsko analizo. Oba preiskovanca sta sicer v
celoti ustrezala vkljucitvenemu kriteriju »normalen kariotip«. Obe preureditvi nista bili
kripticni, pac pa (sub)telomerni, zato smo ju tudi vkljucili v nalogo. Obe spremembi smo
dejansko detektirali z metodo FISH in bi ju s klasi¢no citogenetsko preiskavo zagotovo

spregledali.

Postavitev diagnoze DM zahteva to¢ne in veljavne ocene inteligence, pri ¢emer lahko
otrokovo inteligenco natan¢no ocenimo Sele po petem letu starosti (2). Preiskovance smo
zato, glede na njihovo starost razvrstili v dve skupini, in sicer na tiste stare do 5 let in tiste,
starejSe od 5 let. RazSirjen pregled subtelomernih regij pri osebah z motnjami v duSevnem
razvoju je zelo zazelen, vendar pa zaradi kompleksnosti metode FISH in visokih stroskov,
tovrstnega testiranja ni mogoce izvajati pri predhodno neselekcioniranih pacientih. Kljuc¢en
je torej njihov klini¢ni predizbor. De Vries in sodelavci so zato postavili pet-tockovni
kriterij, ki izboljSa diagnosti¢no stopnjo subtelomernih preureditev pri osebah z RZ/DM. Z
ucinkovitim predizborom lahko kar za 20% zmanjSamo Stevilo preiskovancev, ne da bi pri
tem kakSnega s subtelomerno preureditvijo, izpustili. Testiranje preiskovancev z vec kot
tremi predselekcijskimi to¢kami poveca diagnosticno obcutljivost (18). V naSem primeru
so bili vsi preiskovanci, pri katerih smo odkrili subtelomerne kromosomske preureditve, po
pet-tockovnem kriteriju dosegli od 3-5 tock. Vsi preostali, pri katerih subtelomernih
preureditev nismo zaznali, pa so imeli 1-3 tocke. Nasi rezultati torej nedvomno potrjujejo

pomen klini¢nega predizbora in uporabnost pet-to¢kovnega kriterija.

Glede na napotno diagnozo in klinicne znake smo preiskovance razdelili v naslednje
skupine: DM, RZ, dismorfni znaki, mikro/makrokranija in epilepsija. Vsi omenjeni znaki
pogosto spremljajo IDM. Glede pogostosti klini¢énih znakov med preiskovanci smo
ugotovili, da je bil pri 65,0% prisoten RZ, DM pa le pri 13.2%. To se ujema s starostjo
preiskovancev in s predhodno opisano mejo za postavitev diagnoze DM. Omeniti velja,
tudi to, da so bili med spremljevalnimi klinicnimi znaki RZ/DM najpogosteje prisotni

dismorfni znaki (41,7% preiskovancev), epilepsija - tudi infantilni spazmi in cerebralni

53



Maja Ficko, Analiza subtelomernih preureditev pri otrocih in mladostnikih z razvojnim zaostankom ter
idiopatsko dusevno manjrazvitostjo. Magistrsko delo. Univerza v Ljubljani, Fakulteta za Farmacijo

paroksizem (23,3% preiskovancev) ter mikro/makrokranija (8,7% preiskovancev). Misi¢na
hipo in hipertonija (motnja miSi¢nega tonusa) pa sta bili prisotni pri 39,8% preiskovancev.
Kariotipizacijo in analizo subtelomernih regij kromosomov s simultano FISH, smo izvedli
na vzorcih izoliranih celic 103 preiskovancev, ki med seboj niso bili v sorodu. Od tega je
bilo 58 (56,3%) deckov in 45 (43,7%) deklic, starih od 0 do 26 let (povprecje 5,3 let).
Razmerje med spoloma je bilo 1,29:1 v korist deCkov. Do vklju¢no 5 let je bilo starih 69
otrok (66,9%), od tega je bilo 38 deckov (55,1%) in 31 deklic (44,9%). StarejSih od 5 let
(do 26 let) pa je bilo 20 deckov (58,8%) in 14 deklic (41,2%).

5.2 POGOSTOST

V okviru magistrske naloge smo dolocili uporabnost metode simultane FISH za klini¢no
testiranje subtelomernih regij. Hkrati smo dolo¢ili tudi pogostost pojavljanja subtelomernih
preureditev pri preiskovancih z RZ/DM, dismorfnimi znaki, mikrokranijo in drugimi
nepravilnostmi, ob sicer normalnem kariotipu.

Kot smo Ze omenili smo analizo subtelomernih regij kromosomov izvedli pri 103
preiskovancih. Pri petih med njimi, smo odkrili subtelomerne kromosomske preureditve,
kar predstavlja 4,85%. V tabeli 2 smo predstavili pregled $tudij o prevalenci (pogostosti)
subtelomernih preureditev med preiskovanci z IDM (39). Pogostost pojavljanja
subtelomernih preureditev je sicer tezko natancno dolocCiti, saj je odvisna od Stevilnih
dejavnikov kot so: razli¢ne tehnike iskanja subtelomernih preureditev, uporabe razlicnih
potrditvenih metod, razli¢cno Stevilo preiskovancev (n), razlicna klinicna merila za
vkljucitve preiskovancev in razli¢na obcutljivost uporabljenih metod (7,38). Pogostost
pojavljanja subtelomernih preureditev v nasi skupini je primerljiva z rezultati Studije 5380
preiskovancev (4,4%). V njej pa so avtorji uporabljali drugo analitsko metodo (aCGH) kot
mi (21). Podobno kot mi, so tudi oni med najpogostej$imi razlogi za napotitev bolnikov na
analizo subtelomernih regij navedli RZ/DM, dismorfne znake, kongenitalne anomalije in
nevroloSke napade.

Doslej najsStevilénejSa Studija, ki so jo na 11.688 preiskovancih izvedli Ravnan in
sodelavci, je ugotovila stopnjo odkrivanja klini¢no znacilnih subtelomernih preureditev pri

priblizno 2,5% bolnikov, kar je manj kot v naSem primeru. V omenjeni $tudiji so tako kot
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mi uporabljali metodo FISH, vanjo pa so vkljuili preiskovance s podobnimi napotnimi
diagnozami oz. klinicnimi znaki kot v naSem primeru (32).

Pomembnost kromosomskih preureditev, ki so vzrok za IMR je dobro poznana. Tiste, ki
vklju€ujejo kromosomske konce so nasli pri priblizno 5% primerov (26,31). V povprecju
se torej rezultati naSega dela ujemajo z objavljenimi izsledki. Menimo, da so strozji
vkljucitveni kriteriji pomemben dejavnik za pravilnejSo oceno pogostosti pojavljanja
subtelomernih preureditev pri posameznikih z RZ/DM, ki je poleg tega odvisna tudi od
vrste raziskave. Stopnja DM je eden glavnih napovedovalcev verjetnosti, da bomo vzrok za
tezave posameznika nasli na nivoju subtelomernih kromosomskih preureditev (16,18).

Prvo vecjo Studijo iskanja subtelomernih preureditev, ki je bila osnovana na analizi FISH
je leta 1999 izvedel Knight s sodelavci. Ugotovili so, da je do subtelomernih
kromosomskih preureditev prislo pri 7,4% otrok z zmerno do hudo DM (21/284) in pri
0,5% tistih z blago DM (1/182)(37). V nasem primeru ne moremo tako natan¢no opredeliti
rezultatov, saj je bilo v nasi skupini 65% preiskovancev mlajsih od pet let in jim zato
natancne diagnoze DM Se niso mogli postavili, poleg tega pa smo razpolagali s preskopo
medicinsko dokumentacijo. Zaradi tega v naSo raziskavo nismo vkljucili druZinskih
anamnez, ki pravtako pomembno prispevajo k postavitvi diagnoze. Pri 5 pozitivnih
preiskovancih je bila v dveh primerih druzinska anamneza sicer znana, a negativna, v

ostalih treh pa podatkov o tem nismo imeli.

5.3 CITOGENETSKE IN KLINICNE ZNACILNOSTI PREISKOVANCEV S
SUBTELOMERNIMI DELECIJAMI

Z metodo simultane FISH smo med 103 preiskovanci z RZ/DM odkrili skupno 5 takih s
subtelomernimi preureditvami, natan¢neje delecijami.

Pri preiskovanki 1, smo naSli hemizigotno delecijo na roici q kromosoma 13. Na
poglobljeno laboratorijsko diagnostiko je bila narocena z diagnozo RZ in epilepsije. Poleg
tega so bili pri njej prisotni tudi dismorfni znaki (izrazita deformacija levega stopala),
hipertelorizem (nenormalno poveCana razdalja med oc¢mi), epikantus (navpi¢na ocCesna
guba) in konvergentni strabizem (Skilavost, odklon ofesa navznoter). Njen govor je bil
tezje razumljiv, prisotna pa je bila tudi izrazito okorna motorika s hudo motnjo

koordinacije gibov. Preiskovanki smo dolocili normalen Zenski kariotip (46,XX). Rezultat
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analize FISH subtelomernih regij, ish del(13)(qter)(D13S327-), je pokazal, da gre za
hemizigotno delecijo subtelomerne regije ro¢ice q na kromosomu 13, saj smo zaznali le en
jasen rumen signal, po hibridizaciji sonde na subtelomerno regijo 13q34 lokus D13S327.
Fenotip 13q delecijskega sindroma so prvi¢ opisali leta 1969. Znacilen je za RZ,
mikrokranijo (majhna glava), hipertelorizem, hipoplazijo ali odsotnost palcev,
hipoplasticni ledvici in dvoumne genitalije. Odvisen je od lokacije in velikosti
»delitiranega« segmenta in ga delimo v tri skupine:

- skupina 1 z delecijo proksimalno od domnevne kriti¢ne regije q32, ki se odraza v
zaostanku rasti, blagi DM in manj$ih nenormalnostih;

- skupina 2, ki vkljuCuje delecijo q32 z »najresnejSim« fenotipom, z zaostankom rasti,
hudo DM, mikrokranijo, dismorfnimi znaki, gastrointestinalnimi  okvarami,
pomanijkljivostmi udov in okvarami centralnega Zivénega sistema (CZS);

- skupina 3 s terminalnimi delecijami q33-q34, z DM brez ve¢jih nepravilnosti in brez
zaostanka v rasti (47).

Delecijski sindromi 13q so redki, Se posebej tisti iz 3. skupine. Fenotipsko nasa
preiskovanka ne ustreza opisanemu sindromu. Drugi avtorji so z visoko resolucijsko SNP
mikromrezo (angl. single nucleotide polymorphism array) zaznali del 13q34 v velikosti 1,1
Mb, ki je do danes najmanjSa opisana delecija na tej kromosomski regiji. Vanjo so

vkljuceni Stevilni geni, odgovorni za razvoj srca (48).

Drugi primer odkrite preureditve je bila hemizigotna delecija subtelomerne regije na rocici
p kromosoma 17. Pri decku z globalnim RZ in okorno motoriko z blazjimi kognitivnimi
tezavami, so predhodno izkljucili sindrom fragilnega X. Prisotni so bili tudi dismorfni
znaki, epikantus (navpicna ocesna guba), progenija (naprej pomaknjena celjust),
mikrokranija (majhna glava). Dolo¢ili smo normalen moski kariotip (46,XY). Z analizo
subtelomernih regij smo odkrili hemizigotno delecijo subtelomerne regije rocice p na
kromosomu 17. Rezultat analize FISH je bil ish del(17)(17pter)(282M16/SP6).

Miller-Diekerjev lisencefali¢ni sindrom (MDLS) spremljajo mikrokranija, lisencefalija,
znalilen videz obraza (vidno celo, majhen nos z obrnjenimi nosnicami, Strle¢a zgornja
ustnica, majhna Celjust), ter RZ oz. DM (49). Nastane lahko zaradi delecije oz. mutacije
gena LISI v kromosomski regiji 17p13.3. Mutchinick in sodelavci so opisali primer otroka

z delecijo, ki je vklju€evala kritino regijo znotraj 17p13.3, pri Cemer pa je bil lokus LIS1
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nespremenjen. Zakljucili so, da gre za posebno obliko fenotipa ne-LIS/ MDLS (19).
Delecija celotnega gena LISI (601545) ali njegova mutacija najverjetneje povzroca
lisencefalijo. Dismorfizmi obraza pri MDLS pa so posledica delecij drugih genov, ki se
nahajajo distalno od LISI. Delecije dodatnih genov, npr. CRK, v kombinaciji z delecijo
LIS1, so razlog za tezje oblike lisencefalije pri pacientih z MDLS (49).

Tretji preiskovanki z odkrito subtelomerno preureditvijo smo dolocili normalen Zenski
kariotip (46,XX), pri presejanju subtelomernih regij z analizo FISH pa smo zaznali
hemizigotno delecijo subtelomerne regije rocice q kromosoma 6, in sicer na regiji 6q27,
ish del(6)(6qter)(VIJyRM2158-). Poleg mikrokranije, diskranije (spremenjena oblika
glave), RZ, strabizma in dismorfnih znakov (valgus stopal-deformirano stopalo, ozka
zgornja ustnica, gotsko nebo) so bili pri deklici prisotni Se ASD (angl. atrial septal defect),
generalizirana hipotonija in sindrom malega ocesa.

Subtelomerne delecije dolge rocice kromosoma 6 so redke, saj je njihova frekvenca pri
osebah z RZ/DM in/ali dismorfnimi znaki priblizno 0,05%. Leta 1997 so Hopkins in
sodelavci definirali tri fenotipske skupine povezane z delecijo 6q, ki so vidne po barvanju
GTG:

- skupina A ima proksimalno 6q: del(6)(q11-q16);

- skupina B intersticialno: del(6)(q15-925);

- skupina C pa distalno delecijo: del(6)(q25-qter), ki je povezana z RZ/DM, nepravilnostmi
mreznice, vol¢jim zrelom, spolno hipoplazijo, nepravilnostjo udov, vodenoglavostjo,
srénimi napakami in napadi. Glede na to in regijo, na kateri smo odkrili subtelomerno
delecijo, ugotavljamo, da ima naSa preiskovanka fenotip, ki sodi v terminalno delecijo

skupine C (50).

Cetrti primer je bil preiskovanec, ki smo mu dologili kariotip 46,XY,del(10)(q26.1). Poleg
globalnega RZ, dismorfnih znakov (slabo oblikovani in nizje polozeni uhlji, valgus stopal),
konvergentnega strabizma in motenj miSicnega tonusa, je bila kot del napotne diagnoze
navedena tudi trigonocefalna glava (trioglata glava). Z analizo subtelomernih regij smo
dokazali odsotnost specificnega signala za subtelomerno regijo q26.3 na lokusu D10S2290
dolge rocCice kromosoma 10. De Vries in sodelavci opisujejo, da imajo preiskovanci z

mikroskopsko vidno delecijo 10g26.1-qter konsistenten fenotip, ki vkljucuje: DM, RZ
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(prenatalen in postnatalen), z mikrokranijo, trigonocefalno glavo, strabizmom,
hipertelorizmom, nizko polozenimi uSesi, nespus¢enimi testisi 0z. spolnimi napakami ter

srénimi in ledviénimi nepravilnostmi (31).

V zadnjem, petem primeru smo ugotovili terminalno delecijo subtelomerne regije ro¢ice p
na kromosomu 8. Analiza FISH subtelomernih regij kromosomov je pokazala hemizigotno
terminalno delecijo rocice p na kromosomu 8. Odsoten je bil zelen signal specifi¢ne sonde,
ki hibridizira na terminalno regijo 8p23.3 lokusa D8S504. Decek je bil napoten na
preiskavo z diagnozo RZ, vedenjsko pa ni problemati¢en. Rezultat kariotipizacije je bil
46,XY,del(8)(p23.1).

Majhne terminalne delecije 8p23.1 ugotavljajo pogosteje. Pomemben vidik tega fenotipa je
blaga DM ter nepravilnosti s hudimi vedenjskimi motnjami v otroStvu. OpaZene so namrec
nenadne in ekstremne spremembe vedenja, z izbruhi agresivnosti in destruktivnosti.
Toleranca frustracije je izjemno nizka, vedenje pa naj bi se izboljSalo Sele v pozni
adolescenci. Mozno je, da je za to klini¢no sliko odgovorna lokacija »nevrovedenjskih«
genov na distalnem delu 8p. Terminalna ali intersticialna delecija 8p23.1 lahko »izbriSe«
gene za srce znaCilni transkripcijski dejavnik (GATA4), kar je razlog, za pogosto
pojavljajoce sréne napake (19). Fenotip nasega preiskovanca zaenkrat sicer $e ne ustreza
opisanemu, kljub temu da gre za delecijo omenjene regije. Mozen razlog zato je, da

doloceni klini¢ni znaki pri enoletnem preiskovancu Se niso izrazeni.

Pri vseh preiskovancih, pri katerih smo z metodo simultane FISH zaznali subtelomerno
preureditev, bi bilo smiselno, le to potrdili Se z drugo, neodvisno metodo, npr. z od ligacije
odvisnim hkratnim pomnozevanjem sond (MLPA). Ta metoda se uporablja za relativno
kvantifikacijo zaporedij priblizno 45 specifi¢nih regij DNK, v eni sami reakciji, poleg tega
pa je obcutljiva in zahteva le majhno koli¢ino DNK. Princip metode temelji na
identifikaciji tar¢nih zaporedij s hibridizacijo parov sond MLPA, ki se veZejo na
prilegajoCa zaporedja in se kasneje povezejo z ligacijo. Za vsako specifino tar¢no
zaporedje imamo na razpolago set dveh sond, ki hibridizirata na prilegajoce se zaporedje,
ena poleg druge. Sestavljeni sta iz kratkega specificnega tarCnega zaporedja in

univerzalnega  smernega  (forward) ali  protismernega  (reverse) zaporedja
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oligonukleotidnega zacetnika PCR. Po hibridizaciji na tar¢no zaporedje, para sond
povezemo s termostabilno ligazo (16,22). Metoda MLPA je to¢na, zanesljiva in cenovno
ugodna alternativa za simultano FISH. Poleg tega je tehni¢no nezahtevna in uporabna za
detekcijo delecij in/ali duplikacij pri razli€nih genetskih boleznih. Z njo lahko izrazito
skrajSamo ¢as analize, saj so¢asno preiskujemo razli¢ne kromosomske regije (46).

Poleg tega bi bilo smiselno izvesti tudi parentalno analizo, za podporo morebiti
potrebnemu genetskemu svetovanju, ter zato, da bi pri preiskovancih ugotovili izvor

dedovanja subtelomerne preureditve.

Za preiskovanca, pri katerih smo s citogenetsko analizo opredelili mesto kromosomskega
loma (preiskovanca 4 in 5), smo opravili iskanje v bazi Ecaruca, ki je dostopna na
svetovnem spletu. Ecaruca (angl. European Cytogeneticists Association Register of
Unbalanced Chromosome Aberrations) je evropski citogenetski register neuravnotezenih
kromosomskih preureditev, ki sluzi za pomoc pri interpretaciji ugotovljenih kromosomskih
preureditev.

V bazi je za kariotip 46,XX, del(10)(q26.1) oz. 46,XY,del(10)(q26.1) trenutno opisanih 21
primerov. Nobena od opisanih delecij ni bila dedovana po materi (maternalno), ali po ocetu
(paternalno). De novo je nastalo 17 delecij, za 4 pa ni podanih podatkov o izvoru njihovega
dedovanja. Za vse opisane primere navedene delecije, so v klini¢nih opisih prisotni bodisi
RZ ali DM, dismorfni znaki ter motnje miSi¢nega tonusa. Vsi ti klini¢ni znaki pa so
prisotni tudi pri nasem preiskovancu z delecijo tega subtelomernega podroc¢ja, kar pomeni,
da je ta kromosomska preureditev vzrok za razvoj njegovega patoloSkega fenotipa (51).

Za kariotip 46,XX,del(8)(p23.1) oz. 46,XY,del(8)(p23.1) je v bazi Ecaruca opisanih 43
primerov. Od vseh opisanih delecij nobena ni bila dedovana maternalno, paternalno sta se
podedovali dve. Po podatkih, dostopnih v bazi je 29 primerov nastalo de novo, za
preostalih 12 pa ni podatkov o izvoru delecije. Tudi v tem primeru se opisani klini¢ni znaki
(DM, dismorfni znaki, motnje miSi¢nega tonusa) ujemajo s tistimi, ki jih ima na$
preiskovanec z delecijo na tem subtelomernem podroc¢ju. To potrjuje, da je kromosomska
preureditev, ki smo jo odkrili pri naSem preiskovancu dejansko vzrok za nastanek

njegovega patoloskega fenotipa (51).
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Na koncu torej lahko potrdimo, da so odkrite subtelomerne kromosomske preureditve
odgovorne za prisotnost patoloSkih fenotipov pri izbranih preiskovancih. Odkrivanje
vzrokov IDM je velik izziv. V ta namen lahko vsem preiskovancem z diagnozo RZ/DM
neznanega vzroka ponudimo presejalno testiranje subtelomernih regij. Metoda simultane
FISH je uporabno dopolnilo klasi¢ne citogenetske analize. Za izkljucitev suma na
kromosomske preureditve pri osebah z RZ/DM so nujno potrebne tocne in zanesljive
metode. Trenutno sta v ospredju postopka MLPA in aCGH. S slednjim lahko zaznamo
submikroskopske kromosomske preureditve celega genoma, poleg tega pa omogoca
natancno razmejitev podvojenih ali delitiranih kromosomskih segmentov. To pa je
kljucnega pomena za opredeljevanje korelacije genotip-fenotip in za ugotavljanje

kandidatnih genov, ki sodelujejo pri razvoju RZ/DM (52).

Uspeli smo potrditi delovno hipotezo, in to kljub temu, da so pri nasem delu obstajale
objektivne pomanjkljivosti. Ena izmed njih je ta, da bi morali v Studijo vkljuciti vecje
Stevilo preiskovancev. Smiselno bi bilo tudi, da bi ugotovljene subtelomerne preureditve
potrdili Se z eno, neodvisno metodo, npr. z MLPA. Pri pozitvnih preiskovancih bi bilo
potrebno izvesti tudi parentalno analizo, da bi lahko dolocili izvor ugotovljenih

preureditev.
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6. ZAKLJUCKI

1. Subtelomerne kromosomske preureditve smo odkrili pri 5 (4,85%) od 103 izbranih
preiskovancev. Dokazali smo, da predstavljajo vzroke za njihove patoloskege fenotipe
povezane z RZ/DM. Pogostost subtelomernih kromosomskih preureditev pri izbranih

preiskovancih se v povprecju ujema s predhodno objavljenimi izsledki.

2. Simultana FISH je uporabna in zanesljiva metoda za iskanje in potrjevanje

subtelomernih kromosomskih preureditev pri izbranih preiskovancih.
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8. PRILOGE

Priloga I: Lastnosti sond iz kompleta Vysis ToTelVysion Multi-color FISH Probe kit,
Abbott Molecular.
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. Pozicija
St. Opis oznacenega Velikost UCSC
mesanice | produkta Lokus sonde Browser
Feb 2009
1p SpGreen CEB108/T7 100,6 kb | 1043148
mix 1q SpOrange VIJyRM2123, 1QTEL10 (D1S3738, GDB: 9043912) 294 kb | 248900861
#1 Xp/Yp Yellow DXYS129, DXYSI153 163 kb 506482
CEP X Aqua Xpll.1-q11.1 alfa satelit DNK.
2p SpGreen VIJyRM2052 (GenBank U32389) 181 kb 415273
mix 2q SpOrange VIJyRM2112 (D25447), 2QTEL47 73 kb | 242888770
#2 Xq/Yq Yellow EST Cdy 16c07 for SYBL1-maps within cosmid C8.2 (GenBank Z43206) 8,5kb | 155215488
CEP X Aqua Xpl1.1-q11.1 alfa satelit DNK
3p SpGreen 3PTEL25 (D3S4559) 184 kb 368406
mix | 3q SpOrange 3QTELOS (D354560) 96 kb | 197037915
#3 22q Yellow MS607 (GenBank X58044) 96 kb | 51174589
LSI ber 22q11 Aqua LSI BCR 22ql1
4p SpGreen GS10K2/T7, 4p02 (D4S3359, GDB: 6244599) 143 kb 230387
mix | 4q SpOrange AFM A224XH1 (D4S2930) 147 kb | 190196310
#4 21q Yellow VIJyRM2029 176 kb | 48108188
LSI AML 21922 Aqua LSI AML 21q22
mix 5p SpGreen C84c11/T3 210 kb 560466
#5 5q SpOrange GS3508/T7, SQTEL70 (D5S2907) 114 kb | 180694015
6p SpGreen 6PTEL48 82 kb 240069
mix 6q SpOrange VIJyRM2158 105 kb | 170886082
#6 13q Yellow VIJyRM2002 (D13S327) 80 kb | 115058299
LSI 13q14 Aqua LSI 13q14
7p SpGreen VIJyRM2185 (GenBank G31341) 69 kb 162450
mix 7q SpOrange VIJyRM2000 (GenBank G31340) 99 kb | 158958164
#71 14q Yellow D14S1420 109 kb | 107268415
LSITCR 14ql1.2
Aqua
8p SpGreen AFM 197XG5 (D8S504, GDB: 199153) 160kb| 1141058
mix 8q SpOrange VIJyRM2053 97 kb | 146168433
#8 17p Yellow 282M16/SP6 84 kb 136647
CEP 17 Aqua 17p11.1-q11.1 alfa satelit DNK
9p SpGreen 305J7-T7 114 kb 346205
mix | 9q SpOrange VIJyRM2241 (D9S325) 106 kb | 140998174
#9 17q Yellow D175928 (GenBank Z23646) 161 kb | 80297642
CEP 17 Aqua 17p11.1-q11.1 alfa satelit DNK
10p SpGreen 10PTEL006 (GenBank Z96139) 83 kb 344930
mix 10q SpOrange D10S2290 116 kb | 135222302
#10 15q Yellow WI-5214 (D15S936); GenBank-G04801 107 kb | 102204518

LSI PML 15922 Aqua

LSI PML 1522
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Nadaljevanje tabele

11p SpGreen D11S2071 (GenBank U12896) 121 kb 139814
mix 11q SpOrange D11S1037 153 kb | 134796214
#11 18p Yellow VIJyRM2102 (D18S552) 165 kb 305567
CEP 18 Aqua 18p11.1-q11.1 alfa satelit DNK
12p SpGreen 8M16/SP6 102 kb 415458
mix 12q SpOrange VIJyRM2196 164 kb | 133762815
18q Yellow VIJyRM2050, 18QTEL11, STSG193, AFM254VD5, CU18-010L/CU18-010R,
#12 STS-F04195, TIGR-A008P37, STSG52963 187 kb | 77904682
CEP 18 Aqua 18pl11.1-q11.1 alfa satelit DNK
mix 16p SpGreen 16PTELO5, STSG608831; STSG608938 142 kb 245973
#13 16q SpOrange 16QTELO013 (GenBank Z96319) 123kb | 90165604
19p SpGreen 129F16/SP6 90kb 379833
mix 19q SpOrange D19S238E 193 kb | 58954260
#14 LSI 19p13 Aqua
mix | 20p SpGreen 20PTEL18 (D20S1157) 164 kb 258227
#15 20q SpOrange 20QTEL14 163 kb | 62922616

Legenda: Spectrum Green- »spektralno zelena«, Spectrum orange- »spektralno oranzna« (43).
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