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Vzhledem

k tomu, Ze

oba partnefi
byli zdravymi
pFfenasecdi
variant,

bylo riziko
opakovani

v dalsi
gravidité 25 %.

Klinicky exom v prenatalni

diagnostice

MUDr. Véra HClrkova

Klinicky exom (CES) je metoda laboratorni diagnostiky
vhodna pro prenatélni i postnatalni diagnostiku, a to pre-
devsim v pfipadech, kdy méame jasny fenotyp, u kterého
predpokladéme genetickou etiologii. Vysetfeni mlize
indikovat pouze klinicky genetik s odbornosti 208.

Castou pfiginou geneticky podminénych prenatéiné
diagnostikovanych genetickych onemocnéni jsou
tzv. de novo mutace. Jde o ndhodné vzniklé chyby pfi
prepisu DNA v zdrodecnych bunkdach zdravého rodice
(spermii nebo vajicku), pfipadné k nim mize dojit

v raném embryondlnim stadiu vyvoje plodu. V tako-
vém pripadé je pak riziko opakovani v dalsi gravidité
velmi nizké.

Dal$im ddleZitym mechanismem jsou autozomalné
recesivné dédi¢na onemocnéni, kdy oba rodice jsou
zdravymi pfenaseci a riziko opakovani v dalsi gravidité
je 25 %, a X vdzana onemocnéni, kdy Zena mdze byt
zdravou prenaseckou a vada se objevi pfi pfenosu
mutovaného genu na plod muzského pohlavi.

V rdmci analyzy klinického exomu dokdzeme odhalit
de novo mutace, autozomalné recesivni onemocnéni
i onemocnéni s X recesivnim typem dédic¢nosti.

Znalost molekularné genetické podstaty onemocnéni
ndm umoznuje stanovit riziko opakovani v dal§im
téhotenstvi a nabidnout paru moZnost prenatalni
diagnostiky nebo preimplanta¢niho genetického tes-
tovani v rdmci metod asistované reprodukce.

Vysetfeni je provadéno metodou NGS (Next Gene-
ration Sequencing) na pfistroji NextSeq (lllumina)
panelem Clinical Exome Solution (Sophia Genetics).
Tento panel obsahuje 5500 klinicky vyznamnych
gen(. V piipadé detailnéjsi analyzy Ize vyuzit analyzu
celého exomu (WES), ktery obsahuje 19 425 gen(

a analyzuje i mitochondrialni DNA.

Vysetfeni exomu zahrnuje trio analyzu (postizeny
jedinec/plod a oba rodice), kterd ndm pomahd iden-
tifikovat kauzalni varianty a k filtraci ziskanych dat se
pouzivaji téz HPO kritéria dle fenotypu postizeného
jedince/plodu.

Ziskana sekvenacni data jsou analyzovéna soft-
warem Sophia DDM. Potencialné kauzalni varianty
ovéfujeme Sangerovou sekvenaci a, pokud Ize,

i segregacni analyzou v rodiné.

Omezenim pfi analyze klinického exomu v prenatalni
diagnostice je pfedev§im mnozstvi a kvalita gene-
tického materidlu, ktery je pro analyzu k dispozici.

S timto problémem jsme se potykali také v ramci
genetické diagnostiky priCiny postizeni plodu v na-
sledujici kazuistice. Nastésti diky spolupraci s oddé-
lenim patologie Uherskohradigtské nemocnice a.s.

a také kreativnimu nasazeni molekularnich genetik
v laboratofi GHC Genetics, s.r.o0., se podafilo diagné-
zu u plodu odhalit.

KAZUISTIKA

Ke kombinovanému screeningu |. trimestru se na pra-
covisté PREDIKO, s.r.o., dostavila v 12+1 t.g. t€hotna
29letd Zena. Ona i jeji partner byli zcela zdravi, nepfi-
buzni a v rodiné nebyla Zaddna vyznamnéjsi geneticka
z4atéz.

Kombinovany screening na zakladni chromozomalni
vady byl negativni, ale jiZ v tomto tydnu téhotenstvi
byla zfetelné patologie v oblasti mozeéku, rozsifena

4. mozkové komora a nedafrilo se zobrazit intrakranidl-
ni translucenci.

Nasledna kontrola vyvoje mozku plodu byla provedena
v 13+6 t.g., kdy byla viditelna dilatace cisterna magna

na 6 mm, hyperelorismus (o¢i daleko od sebe) a bylo
vysloveno podezieni na Dandy-Walker abnormalitu. Byl
jiz pfitomen oligohydramnion (malé mnoZstvi plodové
vody). Placenta byla v nepfiznivé poloze nizko vzadu za
plodem a nebylo tak technicky mozné provedeni odbéru
choriovych klk(i (CVS). Vzhledem k nepfiznivému vyvoji
mozku plodu byl proveden ¢asny odbér plodové vody
(AMC). Analyza QF PCR neodhalila nékterou z nejcastéj-
sich chromozomadlnich vad a nasledné i karyotyp plodu
byl fyziologicky.

Pfi odbéru ¢asné AMC je v odebraném materialu kon-
centrace DNA natolik nizkd, Ze pro dalsi genetickou



GHC Genetics magazin profilelEli-Rer Elsl il N3V V¥ (elci 3|

diagnostiku jiz nebyla Zddna DNA plodu k dispozici
a nebyla tak mozn4 ani analyza arrayCGH na mikro-
dele¢ni/mikroduplikacni syndromy.

Pfi kontrole v 15+1 t.g. byl zji§tén anhydramnion
(prakticky nulové mnozstvi plodové vody) a potvrzena
vada mozku plodu. Vzhledem k anhydramnionu bylo
detailni UZ vySetfeni plodu limitované a nebyl mozny
ani dalsi odbér plodové vody. Prognéza pro plod byla
vzhledem k anhydramnionu infaustni. T€hotna se
tedy rozhodla v gravidité déal nepokracovat a gravidita
byla ukoncena. Jako pfic¢ina se zvaZovala také mozna
infekénf etiologie.

Z pitvy plodu provedené v Uherskohradistské nemoc-
nici a.s. na oddéleni patologie nasledné vyplynul pre-
kvapivy nalez. Byly potvrzeny vyvojové vady mozku
plodu, které byly popsény pfi prenatalnim UZ vyset-
feni — ageneze vermis mozecku, dilatace 4. mozkové
komory, ageneze corpus callosum. Byly ale nalezeny
také zvétSené ledviny s mnohocetnymi cystickami —
oboustranna polycystoza ledvin.

Nalez oboustranné polycystézy ledvin byl odpovéd-

ni na oligo- a nasledny anhydraminon a kombinace
vrozené vyvojové vady mozku s polycystézou ledvin
jednoznacné ukazovala na moznou monogenni
pficinu. Bylo nutné zacit patrat po pfic¢iné vad u plodu.
Problémem byla absence DNA plodu.

Na oddéleni patologie Uherskohradi$tské nemoc-
nice byla k dispozici tkan plodu v parafinovych
blo¢cich. Z minulosti vime, Ze je mozné z téchto pre-
parati DNA extrahovat a vy$etfit. Tyto analyzy jsou
provadény napf. ze vzorkd nador( cilené na kon-
krétni geny. Analyza je obtizng, protoze nalozenim
tkdné do formalinu a nésledné zaliti parafinem vede
k fragmentaci DNA, a v tomto pfipadé bylo nutné
vySetfit velké mnozstvi gend, abychom se dobrali ke
konecné diagndze.

Analyza byla tedy provedena z tkdné plodu a také ze
vzorku DNA od obou rodic( a byla provedena jak ana-
lyza klinického exomu, tak celoexomové sekvenovani
(WES). Data se nasledné skladala dohromady.

Timto sloZitym a ¢asové narocnym postupem se na-
konec podafilo odhalit pFi¢inu postizeni plodu v genu
CEP290, kde byla v DNA plodu zjisténa pfitomnost
dvou variant genu CEP290 (NM_025114) v trans po-
zici. Prvni variantou byla patogenni varianta c.4962_
4963delTT (p.Glu1656AsnfsTer3, rs764309755)

v heterozygotnim stavu zdédéna od matky a druhou

variantou byla pravdé-
podobné patogenni
varianta ¢.1225delT (p.lle-
409PhefsTer5, rs1287628446)
zdédéna od otce.

Gen CEP290 je genem s autozomalné recesivnim typem dédi¢nosti

a kéduje centrozomalni protein vyskytujici se v rznych typech bunék.
Ackoliv jeho funkce neni zcela objasnéna, studie naznacuji, Ze ma
dulezitou roli v centrozomech a rasinkéch. Centrozomy se podileji na
bunééném déleni, sestavovani mikrotubuld slouZicich k transportu
uvnitf bunék a udrzovéni tvaru buriky. Rasinky (cilie) jsou vybézky na
povrchu bunék slouzici k pohybu a podilejici se na pfenosu chemic-
kych signald. Jsou také nezbytné pro smyslové vnimani.

Bialelické patogenni varianty v genu CEP290 jsou spojeny s nékolika
zavaznymi autozomalné recesivnimi syndromy (JoubertGv syndrom 5,
Senior-Loken(v syndrom 6, Meckel syndrom 4, Bardet-Biedl syndrom 14).
Tyto syndromy maji fadu pfiznakd, postihuji mnoho ¢ésti téla a mezi
pacienty se lisi. Charakteristicky je abnormalni vyvoj mozku (Dandy-
-Walker malformace - chybéjici cerebeldrni vermis, dilatace 4. mozko-
vé komory, zvétSeni zadni jdmy mozkové), o¢i (retinalni dystrofie,
kolobom), ledvin (polycystické onemocnéni, nefronoftiza), jater, kostry
(polydaktylie) a hormonalniho systému.

Fenotyp plodu odpovidal tomu, Ze jde o kauzalni pfi¢inu zjisténych
vad. Vzhledem k tomu, Ze oba partnefi byli zdravymi prenaseci variant,
bylo riziko opakovani v dalsi gravidité 25 %.

Partner(im byly vysledky vysvétleny a byla s nimi probrana moznost
plénovani dalsi gravidity. Partnefi se rozhodli pro dalsi graviditu pomoci
IVF cyklu s provedenim preimplanta¢niho genetického testovéni na toto
monogenni onemocnéni (PGT-M), kdy pomoci analyzy metodou karyo-
mappingu budou vyrazena embrya, kterd by méla obé patogenni varianty,
aby se naprosto minimalizovalo riziko opakovéni v dalsim téhotenstvi.

V pfipadé pfirozeného otéhotnéni je mozné provedeni invazivni pre-
natdlni diagnostiky (CVS/AMC) s pfipadnym ukonc¢enim gravidity pfi
prlikazu pfitomnosti obou variant u plodu.



