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Molekularna kariotipizacija — nov pristup u

klinickoj i laboratorijskoj genetici

Molecular karyotyping — a new approach in clinical and laboratory

genetics

Luca Lovreéi¢’, Irena Vreéar, Borut Peterlin

SaZetak. Metoda molekularne kariotipizacije omogucava analizu genomskih mutacija s viso-
kom rezolucijom na razini cijelog humanog genoma. Manje genomske mutacije (mikrodeleci-
je, mikroduplikacije) koje nije moguce otkriti klasi¢cnom kariotipizacijom prisutne su u ¢ak
15 % pacijenata s mogucom dijagnozom genetickog poremecaja. Molekularna kariotipizacija
je u odredenim klini¢kim slu¢ajevima vec u potpunosti zamijenila klasi¢nu kariotipizaciju i pri-
mjenjuje se u prenatalnoj i postnatalnoj genetickoj dijagnostici.

Kljuéne rijeci: komparativna genomska hibridizacija s mikromrezama; mikrodelecija; prena-
talna genetska dijagnostika; zaostajanje u razvoju

Abstract. Molecular karyotyping enables the analysis of the entire human genome on high
resolution scale. Smaller genomic mutations (microdeletions, microduplicaitons) that are not
detectable using conventional G-banded karyotyping, are present in about 15 % of patients
with suspected genetic disease. In certain clinical settings molecular karyotyping has already
replaced classical karyotype analysis and is used in postnatal as well as in prenatal genetic di-
agnosis.

Key words: array based comparative genomic hybridization; developmental delay; microde-
letions; prenatal genetic diagnosis

Klini¢ki institut za medicinsku genetiku,
Klinika za ginekologiju i porodnistvo,
Univerzitetski medicinski centar Ljubljana,
Ljubljana, Slovenija

Primljeno: 4. 2. 2014.
Prihvaceno: 20. 2. 2014.

"Dopisni autor:

Doc. dr. sc. Luca Lovreci¢, dr. med.
Klini¢ki institut za medicinsku genetiku,
Klinika za ginekologiju i porodnistvo,
Univerzitetski medicinski centar Ljubljana
Slajmerjeva 3, 1 000 Ljubljana, Slovenija
e-mail: lucalovrecic@gmail.com

http://hrcak.srce.hr/medicina

medicina fluminensis 2014, Vol. 50, No. 2, p. 181-187

181




L. Lovreci¢, I. Vrecar, B. Peterlin: Molekularna kariotipizacija — nov pristup u klini¢koj i laboratorijskoj genetici

UVOD - RAZVOJ | METODA

Metoda molekularne kariotipizacije omogucava
analizu cijelog genoma pacijenta odjednom s vi-
sokom rezolucijom i tako sve ¢eSce zamjenjuje
klasi¢nu kariotipizaciju. Otkrivanje kromosom-
skih preuredenja, tijekom vise od 35 godina te-
meljilo se na metodama klasi¢ne citogenetike i
G-oprugavanja kromosoma. Glavno ograniéenje
klasi¢ne citogenetske metode je rezolucija, koja
i u najboljim laboratorijima nije ve¢a od 3 do 5

Molekularna kariotipizacija primjenjuje se u svim po-
drucjima klinicke genetike, ukljucujuci postnatalne slu-
Cajeve, prenatalnu geneticku dijagnostiku te sve cesce
preimplantacijsku geneticku dijagnostiku. Postala je
glavna dijagnosticka metoda pomocu koje se otkrivaju
genomske mutacije u pacijenata s idiopatskom mental-
nom retardacijom, zaostajanjem u razvoju, dismorfnim
znakovima i prirodenim razvojnim anomalijama.

megabaza (Mb), a najéesée iznosi izmedu 5i 10
Mb, ¢ime je onemoguceno otkrivanje manjih
mikrodelecija/mikroduplikacija. S druge strane,
takve manje mikrodelecije i mikroduplikacije
uzrok su klinickih poremecaja u otprilike 15 %
pacijenata sa sumnjom na gensku ili kromosom-
sku aberaciju’. Dodatna ogranicenja kariotipiza-
cije su subjektivna procjena kromosomskih pre-
uredenja i znacajna varijabilnost u sposobnosti
njihova otkrivanja izmedu razli¢itih laboratorija.
Metoda komparativne genomske hibridizacije
na kromosomima razvijena je s ciljem povecanja
rezolucije i uspjesno se koristila za analizu kro-
mosomskih preraspodjela u solidnim tumorima
ve¢ od 1992. godine?. Metoda se temelji na fluo-
rescentonom oznacavanju ispitivanog i referen-
tnog DNK-a oznacenog razli¢itim bojama, koje
se potom istovremeno hibridizira na unaprijed
pripremljene normalne kromosomske prepara-
te. Razlike u hibridizaciji ispitivanog i referen-
tnog DNK-a uocavaju se kao razlike intenziteta
boja, $to je osnova za procjenu prisutnosti kro-
mosomskih preuredenja. Kako bi se dodatno
povecala rezolucija, krajem devedesetih godina
razvila se komparativna genomska hibridizacija s
upotrebom mikromreza ili molekularna karioti-

pizacija) (engl. array-based comparative geno-
mic hybridization; aCGH). lako su prvotno kori-
Steni BAC klonovi (engl. bacterial artificial
chromosome)?, kasnije su ih zamijenile mikro-
mreZe s oligonukleotidima, koje se sastoje od
umjetno sintetiziranih kratkih specifi¢nih sljedo-
va nukleotida, koji su jedinstvenog redoslijeda u
genomu i predstavljaju specifican odsjecak hu-
manog genoma. Time rezolucija mikromreze
ovisi samo o tome koliko su blizu smjesteni ti
odabrani kratki jedinstveni sljedovi kroz cijeli
genom. Trenutno dostupne komercijalne mikro-
mreZe nude rezoluciju od 1000 — 2000 bp.

S obzirom na sve vecu upotrebu metode tijekom
posljednjih godina, raste i broj razjasnjenih sluca-
jeva zaostajanja u razvoju i prirodenih razvojnih
anomalija, a otkrivaju se i novi sindromi, poput
nedavno opisanih 5931.3*i 13912.3 mikrodelecij-
skih sindroma?®.

PREDNOSTI | OGRANICENJA METODE

Metoda molekularne kariotipizacije, aCGH, u us-
poredbi s klasiénom kariotipizacijom ima bolju
rezoluciju, daje vecu sigurnost pri interpretaciji
rezultata (subjektivnost ocitavanja nije moguca),
omogucava krace vrijeme do rezultata, ne zahti-
jeva da su stanice u fazi diobe, koristi manje
osnovnog radnog materijala i omogucéava auto-
matizaciju cijelog postupka. U usporedbi s FISH
metodom (engl. fluorescence in situ hybridizati-
on), prednosti aCGH metode su mogucnost anali-
ze cijelog genoma odjednom i sposobnost otkri-
vanja duplikacija s ve¢om osjetljivoséu®.

Glavno ograni¢enje metode je nemogucnost ot-
krivanja balansiranih kromosomskih preuredenja
(translokacije i inverzije), koja mogu biti patolos-
ka ako se lom dogodio na mjestu gena ili regula-
torne regije, te koja mogu biti problemati¢na pri
segregaciji kromosoma tijekom stvaranja jajnih
stanica i spermija, ¢esto uzrokujuéi spontane po-
bacaje.

Drugo ogranicenje metode aCGH je mogucnost
otkrivanja varijacija broja kopija (engl. copy num-
ber variation; CNV) nepoznatog znacenja (engl.
variant of unknown significance; VUS). Takvi nala-
zi su izazov prilikom interpretacije rezultata. Nai-
me, vecina otkrivenih CNV-ova su benigne varija-
cije i prisutne su u normalnoj populaciji, dok su
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neke patoloske. Prilikom interpretacije rezultata
vazan korak cini pregled svih postojecih baza po-
dataka, u kojima se redovito skupljaju novi pri-
mjeri, kao $to su DECIPHER’, ECARUCAS, ICCG? i
DGV?™.

EPIDEMIOLOGIJA GENOMSKIH MUTACIJA

Primjenom nove metode aCGH genomske muta-
cije (delecije i duplikacije) postale su potpuno
novo podrucje klinicke genetike. Genomske mu-
tacije Cine prijelaz izmedu genskih i kromosom-
skih mutacija. Tek je uvodenjem metode aCGH
postalo jasno kolika je ucestalost genomskih mu-
tacija te kakav udio Cine patoloske, benigne i mu-
tacije s nejasnim znacenjem. U jednom istraZiva-
nju analizom 1.000 genoma otkriveno je vise od
14.000 vecih delecija't, dok je, usporedivo, druga
skupina istrazivaca otkrila vise od 11.000 struk-
turnih varijacija analizom 800 genoma??, ¢ime je
pokazano da su to ¢esta genomska preuredenja.

PRIMJENA MOLEKULARNE KARIOTIPIZACIJE
U KLINICKOJ PRAKSI

Molekularna kariotipizacija primjenjuje se u svim
podrucjima klinicke genetike, ukljucujuci postna-
talne slucajeve, prenatalnu geneticku dijagnosti-
ku, te sve ceSce preimplantacijsku geneticku dija-
gnostiku. Metoda u navedenim podrucjima vec
uspjesno nadopunjuje klasi¢nu kariotipizaciju, a
sve viSe i potpuno zamjenjuje te metode.

Postnatalna dijagnostika

Molekularna kariotipizacija je glavna dijagnostic¢-
ka metoda pomocu koje se otkrivaju genomske
mutacije u pacijenata s idiopatskom mentalnom
retardacijom, zaostajanjem u razvoju, dismorf-
nim znakovima i prirodenim razvojnim anomalija-
ma®31>. Odnedavno su znadajne indikacije i
odredeni tipovi epilepsije i stanja spektra auti-
stickih poremedajal®'’. U jednom istraZivanju je
pomocu metode molekularne kariotipizacija ana-
lizirana velika skupina od 21.000 pacijenata sa za-
ostajanjem u razvoju, mentalnom retardacijom,
prirodenim razvojnim anomalijama i poremecaji-
ma autisticnog spektra. U tom je istraZivanju
utvrdena uzrocna genomska mutacija (mikrode-
lecija ili mikroduplikacija) u 15 — 20 % slucaje-
va'*'8 Za usporedbu, klasicnom kariotipizacijom
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uspjesno bi bila otkrivena kromosomopatija u
svega 2 do 3 % pacijenata. Prepoznatljivi kromo-
somski poremecaji, kao Sto je Down sindrom, bili
su iskljuceni iz ovog istraZivanja. Nadalje, u dru-
gom istraZivanju je provedena retrospektivna
analiza nalaza svih pacijenata upuéenih na citoge-
neticku dijagnostiku u razdoblju od 1996. do
2005. godine, njih vise od 36.000. Utvrdeno je da
upotrebom molekularne kariotipizacije ne bi bilo
moguce otkriti kromosomska preuredenja u sve-
ga 0,78 % svih upuéenih pacijenata®.

Osim §to je rezultat neusporedivo bolji, moleku-
larnom kariotipizacijom moguce je otkriti i nove,
nepoznate mikrodelecijske i mikroduplikacijske
sindrome, kao i nove gene ukljucene u patogene-
zu prethodno opisanih klini¢kih sindroma.
Klinicki slu¢aj 1

U ambulanti Klini¢kog instituta za medicinsku ge-
netiku (UKC Ljubljana) pregledan je Sestogodisnji
djecak s op¢im zaostajanjem u razvoju, dismor-
fnim znakovima lica (izduZeno lice, koso poloZeni
ocni rasporci usmjereni prema dolje, udubljeni
filtrum, nisko postavljene usi neobicna oblika), hi-
potonijom, displasti¢nim desnim bubregom, pije-
loureteralnom stenozom, hidronefrozom i hipoti-
reozom. Obiteljska anamneza bila je uredna.
Nalaz klasi¢éne kariotipizacije i subtelomernog
FISH-a bili su uredni. Molekularnom kariotpizaci-
jom utvrdena je mikrodelecija podrucja 3p21.31
(arr[hg19] 3p21.31(45,881,062-48,009,576)x1 dn),
veli¢ine 2,13Mb + 0,01 Mb (slika 1). U tom po-
drucju nalazi se vise od 30 poznatih gena indeksi-
ranih u bazi podataka RefSeq. Zasad nema opisa
istog slucaja u literaturi, a pregledom svih baza
utvrdili smo da su dosad opisana samo dva sli¢cna
slucaja. Opisana mikrodelecija najvjerojatnije je
uzrok klinicke slike u djecaka, te ¢ini novu spozna-
ju u razumijevanju geneticke etiologije klinicke
slike u tog djeteta.

Prenatalna geneticka dijagnostika

U prenatalnoj genetickoj dijagnostici metode kla-
sicne kariotipizacije, FISH i kvantitativna fluores-
centna lancana reakcija polimerazom (QF-PCR)
trenutno su metode izbora za otkrivanje kromoso-
mopatija. Molekularna kariotipizacija svakako je in-
dicirana u slucajevima ultrazvucno utvrdenih struk-
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Slika 1. Delecija 3p21.31 otkrivena molekularnom kariotipizacijom.

Slika prikazuje rezultat aCGH. Lijevo je prikazan cijeli kromosom 3. Crna crta prikazuje prosjecne vrijednost razlike intenziteta medu
ispitivanim i referentnim DNK-om i crta se nalazi vertikalno u jednoj liniji. U odsjeku 3p21.31 prosjek vrijednosti se znacajno pomakne
ulijevo, sto predstavlja deleciju. Desna slika prikazuje samo dio kromosoma 3, gdje je prisutna delecija. Crvene i plave tocke predstavljaju
razlike u intenzitetu medu ispitivanim i referentnim DNK-om za svaki oligonukleotid posebno.

Interpretacija

rezultata molekularne kariotipizacije

predstavlja izazov, pogotovo u sluajevima otkrivanja
VUS-a i genomskih mutacija koje prethodno nisu bile
opisane, kao i u slu¢ajevima kada su genomske mutaci-
je prisutne u pacijenta i jednog od roditelja (pojam vari-
jabilne penetrabilnosti). Zbog moguénosti pronalazenja
VUS-a posebno je vaino provesti geneticko savjetova-
nje prije i poslije testa.

turnih anomalija ploda, ukljucujuéi poremecaje u
razvoju srca, dijafragmalnu herniju, poremecaje u
razvoju srediSnjeg zivéanog sustava, te posebice
kad je zahvadeno viSe organskih sustava®®. Anali-
zom vise od 5.000 prenatalnih uzoraka pokazano je
da je u skupini plodova s ultrazvu¢no utvrdenim

http://hrcak.srce.hr/medicina

anomalijama moguce otkriti uzro¢nu genomsku
mutaciju u 6,5 % slucajeva, od kojih se vecina, cak
71 %, ne bi mogla utvrditi klasichom kariotipizaci-
jom?°. U prenatalnoj dijagnostici je molekularnom
kariotipizacijom potrebno pratiti jos jednu skupinu
pacijenata, koja ukljuuje osobe kojima je klasic-
nom kariotipizacijom otkrivena balansirana tran-
slokacija de novo ili marker kromosom de novo®.
Prema podacima objavljenih istraZivanja u skupini
pacijenata s prirodenim razvojnim anomalijama u
kojih je klasicna kariotipizacija otkrila balansiranu
translokaciju, ¢ak u 40 % slucajeva otkrivena su
manja kromosomska preuredenja®?%.

Svakako je jasno da je i u prenatalnoj genetickoj
dijagnostici rezultat metode molekularne karioti-
pizacije neusporedivo bolji, no potrebno je nagla-
siti znacajan izazov. Naime, metoda cesto otkrije
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zala naizgled balansiranu kompleksnu transloka-

ciju u ploda: 46,XYt(7;8;12)(q34;921.1;q12)dn. b

Metodom aCGH otkrivena je intersticijska delecija :;:;;

podrucja 12p11.2 ((arr[hgl9] 12p12.1(21,356, -

582-25,062,714)x1 dn), veli¢ine 3,70 + 0,01 Mb £

(slika 2). U tom podrucju nalazi se trenutno 13

poznatih gena. U literaturi je dosad opisano ne- Slika 2. Delecija 12p11.2 otkrivena molekularnom kariotipizacijom.

koliko slu¢ajeva s delecijama koje su ukljuCivale i Slika prikazuje rezultat aCGH. Lijevo je prikazan cijeli kromosom 12. Crna

crta prikazuje prosjecne vrijednost razlike intenziteta medu ispitivanim i
referentnim DNK-om i crta se nalazi vertikalno u jednoj liniji. U odsjeku
12p11.2 prosjek vrijednosti se znac¢ajno pomakne ulijevo, Sto predstavlja
deleciju. Desna slika prikazuje i rezultate SNPa (engl. single nucleotide
polymorphisms), gdje se vidi da u odsijeku delecije nema heterozigotnosti
(u vertikalnoj liniji u sredini, u regiji delecije nema signala).

opisanu regiju. U tim slucajevima bilo je prisutno
zaostajanje u razvoju, dismorfni znakovi i struk-
turne anomalije srca?*. Ultrazvuk srca u naSem
primjeru bio je urednog nalaza.

Klini¢ki slucaj 2 jasno prikazuje kako je kod kom-
pleksnih translokacija moguca ukljucenost i dru-
gih podrudja genoma, a ne samo tocaka loma, Sto
je od uvodenja aCGH metode opisano i u nekoli-

. I mosoma odjednom, a s napretkom tehnologije i
ko znanstvenih publikacija®.

. . - L otkrivanje mikrodelecija i mikroduplikacija. Po-
Osim u klasi¢noj prenatalnoj dijagnostici, primje- L
I . " sljednjih godina najc¢esce se primjenjuje biopsija
na aCGH metode moguca je i u preimplantacij- ) v o ] )
skoj genetitkoj dijagnostici (PGD)?. Preimplanta- blastociste, nakon cega slijedi probir za aneuploi-
dije pomoéu metode aCGH, sto omogucava oda-

bir zametaka bez mutacije za prijenos u materni-
cu, Sto dokazano poboljSava postotak uspjesno

cijska geneticka dijagnostika primjenjuje se u
parova s visokim rizikom za prijenos kromosom-
ske ili genske mutacije na zametak i ukljucuje po-
stupak umjetne oplodnje. Indikaciju u vise od tri iznesenih trudnoca®.

Cetvrtine (76 %) PGD postupaka u Europi i Slove-

INTERPRETACIJA REZULTATA | GENETICKO

SAVJETOVANIJE

uredenja?’, za koje je FISH glavna metoda dija-

gnosticiranja. No, metoda FISH omogucava Interpretacija rezultata molekularne kariotipizaci-

analizu samo ciljanih kromosomskih preurede-
nja, te eventualno analizu diploidnosti za tri do
sedam kromosoma. S druge strane, metoda
aCGH omogucava analizu aneuploidija svih kro-
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je predstavlja izazov, pogotovo u slucajevima ot-
krivanja VUS-a (engl. variant of unknown signifi-
cance) i genomskih mutacija koje prethodno nisu
bile opisane, kao i u slucajevima kada su genom-
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ske mutacije prisutne u pacijenta i jednog od ro-
ditelja (pojam varijabilne penetrabilnosti).
Rezultate analize aCGH moZemo svrstati u jednu
od Cetiri kategorija:
1. bez klinicki znacajnih / patoloskih preuredenja
/ CNV
2. prisutnost klinicki znacajnih preuredenja koja
su izravno vezana uz klinicku sliku pacijenta
3. prisutnost VUS-a u pacijenta i jednog od rodi-
telja
4. prisutnost VUS-a samo u pacijenta, ali ne i ro-
ditelja.
Prve dvije kategorije jednostavne su za interpre-
taciju. U trecoj kategoriji, koja je prisutna u pri-
blizno 5 % slucajeva®, znacenje preuredenja ovisi
i o velicini, lokusu, genetickoj varijabilnosti i hete-
rogenosti lokusa. U slucaju Cetvrte kategorije izu-
zetno je vazno i trazenje informacija na razini
gena koji se nalaze u podrucju preuredenja, nji-
hovih funkcija i potencijalne povezanosti s klini¢-
kim obiljezjima pacijenta. Pacijente iz trece i Ce-
tvrte kategorije potrebno je pratiti i nakon godinu
dana ponovo ocijeniti status otkrivenog preure-
denja. Moguce je da se u tom vremenu promjena
klasificira kao benigna ili patoloska.
Geneticko savjetovanje nuzan je dio svakog gene-
tickog testa. Kod metode aCGH posebno je vazno
provesti geneticko savjetovanje prije i poslije te-
sta, zbog ve¢ objasnjene mogucénosti pronalaze-
nja VUS-a. Osim vaZnosti objasnjenja mogudeg
pronalazenja VUS-a potrebno je obrazloZiti i mo-
guénosti metode, odnosno da s jednim testom
sada mozemo otkriti razlicite sindrome (za razliku
od metode FISH koja moZe otkriti samo jedan
specifi¢ni sindrom ili samo subtelomerna preure-
denja), da je specifi¢nost i osjetljivost metode za
razli¢ite sindrome razli¢ita i da se rezolucija me-
tode razlikuje ovisno o laboratoriju. Prije testa
potrebna je pisana suglasnost pacijenta u kojoj
izjavljuje da se slaze s testom. Geneticko savjeto-
vanje u okviru prenatalne dijagnostike posebno
je vazno kako bi bududi roditelji razumjeli mogu¢-
nost otkrivanja VUS-a, te povezano s time donijeli
daljnje odluke o nastavku trudnoce.

ZAKLJUCAK

Metoda molekularne kariotipizacije, aCGH, zna-
Cajni je dio klinicke i laboratorijske genetike. Pri-
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mjenjuje se u postnatalnoj i prenatalnoj genetic-
koj dijagnostici i sve viSe zamjenjuje klasi¢nu
kariotipizaciju. U postnatalnoj dijagnostici postala
je metoda izbora u slucajevima idiopatske men-
talne retardacije, zaostajanja u razvoju, dismor-
fnih znakova i prirodenih razvojnih anomalija. U
podrucju prenatalne dijagnostike posebice se
upotrebljava u slucajevima kada je potrebna ana-
liza cijelog genoma s vecom rezolucijom nego
onom u klasi¢ne kariotipizacije.
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