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De novo slozena kromosomska
preraspodjela u regiji 2932935

Ana-Maria lvankov, Adriana Bobinec, Ljubica Boban, Ivona Sansovi¢, Ingeborg Barisi¢*

SloZene kromosomske preraspodjele su rijetke strukturne kromosomske aberacije koje ukljucuju triili vise mjesta lomova u jednom ili
vise kromosoma. Ako pokazuju lokalizaciju i nedostatak homologije na mjestima lomova, najvjerojatnije su nastale mehanizmom
zvanim kromotripsis. Kromotripsis je katastrofalan dogadaj u stanici koji uzrokuje razlamanje dijela kromosoma, cijelog kromo-
soma ili nekoliko njih i ponovno nausmicno spajanje razlomljenih dijelova. U ovom radu prikazujemo 5,5-godisnjeg djec¢aka s izra-
Zenom dismorfijom, operiranim rascjepom nepca, anomalijom zubi, otvorenim ductusom arteriosus Botalli, slabjiom uhranjenoscu
i globalnim razvojnim zaostajanjem. Klasicnom citogenetikom i kromosomskim microarrayem otkrivena je slozena kromosomska
preraspodjela u regiji 2g32q35. Temeljem klinicke slike i genetickog nalaza djecaku je postavijena dijagnoza sindroma Glass. S
obzirom na lokaliziranost preraspodjele, mehanizam nastanka je vjerojatno kromotripsis. Za potvrdu je potrebna dodatna analiza

metodama sekvenciranja druge generacije.
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uvoD vise stani¢nih ciklusa. Prema novom modelu dovoljan je
samo jedan katastrofalni dogadaj u jednom stani¢cnom ci-

Slozene kromosomske preraspodjele (CCR, eng. Complex klusu diferencirane somatske stanice (4). CCR-ovi s lokalizi-

Chromosomal Rearrangement) rijetke su strukturne kromo-
somske aberacije koje ukljucuju tri ili vise mjesta lomova u
jednom ili vise kromosoma (1, 2). Mogu biti balansirane ili
nebalansirane, naslijedene ili de novo, povezane s normal-
nim ili patoloskim fenotipom (2). Prisutni su razliciti tipovi
preraspodjela: translokacije, inverzije, delecije, duplikacije
i/ili insercije. Klinicki fenotip moze biti rezultat neravnoteze
ili skracenja jednog ili vise gena ovisnih o dozaZi, spajanja
dvaju gena koje uzrokuje njihovu novu ulogu i narusavanja
regulatornih regija gena (1). Stoga je vrlo bitno dobro oka-
rakterizirati CCR kako bi se dobio to¢an opis svih promjena
povezanih s klinickim fenotipom (3).

Stephans i sur. su 2011. godine prvi opisali fenomen kromo-
tripsis (CTH, eng. Chromothripsis) (gr¢. chromo — kromosom,
boja i thrypsis — razlamanje) kako bi objasnili mehanizam
nastanka CCR-ova u stanicama raka. Zapazili su da se u ne-
kim tumorskim tkivima mjesta lomova lokaliziraju u relativ-
no malim genomskim regijama, u kojima broj kopija oscilira
uglavnom izmedu dviju ili jedne kopije (delecije). PredloZili
su novi mehanizam nastanka takvih CCR-ova, suprotan do-
tadasnjem progresivnom modelu nakupljanja mutacija kroz
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ranim mjestima lomova zamijeceni su i kod genetic¢kih po-
remecaja. Mehanizam nastanka takvih CCR-ova nazvan je
kromotripsis zametne linije (G-CTH, eng. Germline Chromot-
hripsis), jer se smatra da se dogada tijekom gametogeneze
kod roditelja, u zigoti ili u ranom postzigotnom razvoju (5).

Sindrom Glass (MIM #612313) uzrokuju heterozigotne dele-
cije kromosomske regije 2g32g33 ili mutacije u genu SATB2
(MIM *608148) (6, 7). Glavna fenotipska obiljezja su smanjen
rast, mikrocefalija, dismorfija lica, rascjep/visoko nepce, ne-
dostatci u formiranju vilice, abnormalna denticija, razvojno
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zaostajanje s naglaskom na kasnjenje u razvoju govora, po-
teskoce hranjenja i problemi u ponasanju (6, 8, 9).

U ovom radu prikazujemo djecaka u dobi od pet i pol go-
dina s fenotipom Glassovog sindroma i de novo CCR-om u
regiji 2g32935.

PRIKAZ BOLESNIKA

Djecak je prvi put primljen na obradu u Kliniku za djecje bo-
lesti Zagreb u dobi od 22 mjeseca. Upucen je zbog izrazene
dismorfije, slabije uhranjenosti, operiranog rascjepa nepca,
provodne nagluhosti (~ 40 dB), otvorenog ductusa arte-
riosus Botalli (DAB) i razvojnog zaostajanja. Roden je iz trece,
blizanacke trudnoce, kao drugi blizanac, zdravih, nekon-
sagvinih roditelja, terminski, niske rodne mase (2380 g). Prva
trudnoca je bila izvanmaterni¢na. Ima tri godine starijeg
brata i sestru blizanku koji se uredno razvijaju. Ima izrazene
poteskoce hranjenja s posljedi¢nim slabijim prirastom na
tjelesnoj masi. Multidisciplinski se prati od rodenja, kardio-
loski zbog DAB-a, koji je operiran u prvoj godini Zivota, ga-
stroenteroloski zbog gastroezofagusnog refluksa. U dobi od
15 mjeseci obavljena je operacija korekcije rascjepa nepca.
Neuropedijatrijski se prati zbog motorickog deficita, intra-
ventrikularnog krvarenja i periventrikulske leukomalacije.

/bog poteskoca iz autisticnog spektra poremecaja, od ne-
pune druge godine Zivota ukljucen je u habilitacijski proces.
Razvojno zaostajanje je globalno, ali neujednaceno, s naj-
izraZenijim zaostajanjem u podrucju razvoja govora, komu-
nikacije i socijalnog kontakta. Govor potpuno izostaje, pri-
sutno je samo stereotipno ispustanje zvukova. Izostaje po-
kazivanje prstom, a ono $to zZeli postize povlacenjem prema
predmetu. Hoda samostalno, ali nespretnije. Kontrola tijela i
gruba motorika su u blaZzem zaostajanju, fina motorika/oku-
lomotorika je u granici prosjeka, a vidna percepcija i razu-
mijevanje su u Sirem prosijeku za dob. Pozornost mu je sma-
njena, povremeno je nervozan, bez usvojenog ritma sna i
budnosti. Kontrola sfinktera nije uspostavljena.

Ima izrazene dismorfi¢ne crte koje ukljucuju usko lice, viso-
ko izboceno celo, losije oblikovane uske, uze o¢ne rasporke,
epikantus, udubljen korijen nosa, hipoplasticnu maksily,
rascijepljenu donju desnu jedinicu (mlije¢na) i stanje nakon
operacije rascjepa nepca (Slika 1). Takoder ima neobicne $i-
roke palceve na stopalima, neobi¢ne nokte, od kojih su neki
usiljeni, valgus profil potkoljenica i korektibilni planovalgus
stopala.

Geneticka analiza bolesnika zapoceta je MLPA analizom s
kompletom sondi SALSA P245-B1 za probir najcesc¢ih mikro-
delecijskih sindroma i kompletima sondi SALSA PO36-E1 i
P070-B2 za probir subtelomernih kromosomskih podrucja
te MS-MLPA analizom s kompletom sondi SLASA ME039-B2
za odredivanje promjena broja kopija gena FMRT i AFF2 i

Ivankov AM., BoBINEC A., BOBAN L. I SUR. SLOZENA 2032Q35 KROMOSOMSKA PRERASPODJELA.

SLIKA 1. Prikaz bolesnika, u dobi od pet i pol godina, na kojem se vide
dismorfi¢ne crte lica.
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SLIKA 2. Aberantan muski kariotip 46,XX,del(2)(q34) naden kod
djecaka. Strjelicom je oznaceno mjesto na kojem se nalazi promjena.

metilacijskog statusa njihovih promotorskih regija. Sve tri
analize su dale uredan nalaz. Klasicnom citogenetikom,
G-pruganjem prometafaznih kromosoma iz uzorka perifer-
ne krvi, utvrden je aberantan muski kariotip 46,XY,del(2)
(934) (Slika 2). Analiza kromosomskim microarrayem (CMA,
eng. Chromosomal Microarray Analysis) otkriva tri uzastop-
ne delecije na dugom kraku kromosoma 2: deleciju regije
2032.3g33.1 veli¢ine 5903 kb, deleciju regije 2933.2g33.3
veli¢ine 2149 kb i deleciju regije 293435 veli¢ine 7002 kb
(arrlGRCh37] 2032.3933.1(193987239_199889760)x1,2933.
2033.3(203583507_205732083)x1,2934935(209245201_21
6247586)x1 prema ISCN 2016) (Slika 3). Roditeljima je klasic-
nom citogenetikom utvrden normalan kariotip, a CMA ana-
lizom nisu otkrivene promjene od klinickog znacenja.

RASPRAVA

Delecije otkrivene CMA analizom obuhvacaju regiju odgo-
vornu za razvoj Glassovog sindroma (6). Klinicka slika djeca-
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SLIKA 3. Prikaz rezultata CMA analize:

tri uzastopne delecije na kromosomu 2.

S lijeve strane je prikazan cijeli kromosom,
a s desne strane je prikaz regije u kojoj su

ka odgovara fenotipskim obiljeZjima navedenog sindroma:
izrazena dismorfija koja ukljucuje visoko celo i losije obliko-
vane uske, rascjep nepca, abnormalnu dentaciju, poteskoce
hranjenja, razvojno zaostajanje s nerazvijenim govorom,
psihomotorno zaostajanje i poteskoce iz autisticnog spek-
tra (6, 8,9, 14).

Sve tri delecije zajedno obuhvacaju 47 protein-kodirajucih
gena, od kojih je njih 14 opisano kao patogeno prema baza-
ma podataka OMIM i DECIPHER (10, 11). U regiji 2932.3933.1
deletirani su gen PGAPT (MIM *611655), koji se povezuje s
nedostatcima u kraniofacijalnom razvoju i s rascjepom nep-
ca, igen STK17B (MIM *604727), koji se povezuje s neurolos-
kim fenotipom, odnosno s autisticnim ponasanjem (8, 12,
13). U regiji 2933.2933.3 deletirani su geni AB2 (MIM
*606442) i CYP20A1, koji se smatraju odgovornima za potes-
koce u ponasanju, ponajvise hiperaktivnost (14). U regiji
2434q35 deletirani su geni LANCLT (MIM *604155) i UNC80
(MIM *612636), koji se povezuju s autisticnim simptomima,
te gen MAP2 (MIM *157130), koji se povezuje s osobinama
karakteristi¢nim za sindrom Rett (15).

Zanimljivo je da niti jedna delecija ne obuhvaca gen SATB2,
Cija se haploinsuficijencija smatra odgovornom za rascjep/
visoko nepce i vecinu ostalih obiljezja sindroma Glass. SATB2
kodira protein koji sudjeluje u regulaciji transkripcije i remo-
deliranju kromatina. Pokazuje evolucijsku o¢uvanost medu
vrstama, pa se drzi da njegova delecija utjece na vise razlici-
tih sustava u organizmu (7-9). Postoji mogucnost da je kod
naseg bolesnika doslo do pozicijskog ucinka i funkcionalne
hapolinsuficijencije gena SATB2, jer se distalni lom delecije u
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regiji 2032.3933.1 nalazi u neposrednoj blizini SATB2, uda-
lien samo 244 kb. Takoder se ne smije zanemariti ucinak
ostalih gena na fenotip Glassovog sindroma, jer je rije¢ o
sindromu delecije susjednih gena, ne iskljucivo SATB2 (9).

Delecije otkrivene u regiji 2g32935 podrazumijevaju mini-
malno Sest mjesta lomova lokaliziranih u relativno maloj
genomskoj regiji jednog kromosoma, $to znaci da je rijec o
CCR-u. Broj kopija oscilira izmedu dviju kopija (norm) i jedne
kopije (del) ovim redoslijedom: del — norm — del — norm -
del. Ove ¢injenice upucuju na to da je mehanizam nastanka
G-CTH.

CTH je fenomen razlamanja dijela kromosoma, cijelog kro-
mosoma ili nekoliko njih, tijekom jednog katastrofalnog do-
gadaja u stanici (4). Postoji nekoliko potencijalnih uzroka
CTH-a koji objadnjavaju nastanak lokaliziranih mjesta lomo-
va: ioniziraju¢e zracenje, skracivanje telomera, neuspjela
apoptoza, endogene endonukleaze, pogrjeske u mitozi itd.
(4, 16). Nakon CTH-a razlomljeni dijelovi kromosoma se po-
Novo nasumicno spajaju. Pretpostavka je da se fragmenti
spajaju mehanizmima popravka poput nehomolognog
spajanja krajeva (NHEJ, eng. Non-Homologus End-Joining),
jer je zamijeceno da na mjestima lomova naj¢es¢e nema
homologije ili je prisutna tek mikrohomologija. Tijekom
fragmentacije i ponovnog nasumi¢nog spajanja dolazi do
translokacija, inverzija i delecija te nastanka CCR-ova (4, 17).
Postoje tri dokaza koji podupiru teoriju da je CTH samo jedan

katastrofalni dogadaj, a ne niz progresivnih nepovezanih do-
gadaja. Prvi dokaz odnosi se na broj kopija koji oscilira izmedu
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dviju i jedne kopije, a kad bi bila rije¢ o progresivnom modelu,
ocekivano bi se broj kopija povecavao s brojem lomova. Dru-
gi dokaz je heterozogotnost koja ostaje o¢uvana u regijama s
dvije kopije. Progresivni modeli uklju¢uju delecije i duplikacije
te bi delecije koje se dogode u ranim fazama uzrokovale gu-
bitak heterozigotnosti. Naposljetku, uklju¢enost kromosoma
(haplotipa) samo jednog roditelja potvrduje da je rije¢ 0 samo
jednom dogadaju (4, 16).

CTH se obi¢no veze za tumorska tkiva i nastaje u diferenci-
ranim somatskim stanicama (4). CTH koji se dogodi tijekom
gametogeneze, U zigoti ili u ranom postzigotnom razvoju,
naziva se G-CTH i uzrokuje CCR-ove kod genetickih pore-
mecaja (5, 18). Tumorski CTH uzrokuje mnogo sloZenije
CCR-ove s ve¢im brojem lomova nego G-CTH, jer stanica u
ranom embrionalnom razvoju ne moze podnijeti toliku ko-
licinu promjena koliko i diferencirana somatska stanica (19).
Opisani CCR nalazi se na dugom kraku jednog kromosoma
2 i kod djecaka je uzrokovao geneticki poremecaj. Takoder
znamo da je rije¢ o CCR-u koji je nastao de novo, jer su ka-
riotipovi roditelja uredni, kao i rezultati CMA analize. 1z nave-
denih dokaza proizlazi da se G-CTH kod ovog bolesnika
dogodio tijekom gametogeneze kod jednog od roditelja ili
u zigoti. CCR-ovi nastali de novo vec¢inom su ocevog podri-
jetla, pa mozemo pretpostaviti da se G-CTH dogodio tije-
kom spermatogeneze (2).

CCR-ovi se naj¢esce otkrivaju klasi¢nim citogenetickim me-
todama, ali se njima ne mogu otkriti strukturne promjene
na molekularnoj razini. CMA analiza omogucava otkrivanje
neravnoteza u genomu povezanih s CCR-ovima. Tako je bilo
i kod ovog bolesnika: promjena na dugom kraku kromoso-
ma 2 otkrivena je kariotipizacijom, dok su delecije na istome
mjestu otkrivene CMA analizom. No delecije najvjerojatnije
nisu jedine promjene koje su nastale nakon G-CTH-a. Pri-
mjenom molekularnih citogenetickih metoda, kao $to je
fluorescentna in situ hibridizacija (FISH), moguca je detaljni-
ja analiza CCR-ova i otkrivanje potencijalnih translokacija,
duplikacija, inverzija te samim time dodatnih mjesta lomo-
va. Odredene varijante sekvenciranja sljedece generacije
(NGS, eng. Next-Generation Sequencing) omogucuju analizu
mjesta lomova velike rezolucije, gotovo na razini nukleotida.
NGS-om se tako mogu otkriti promjene koje nisu vidljive
ostalim metodama, $to omogucava potpunu rekonstrukciju
CTH-a, odnosno G-CTH-a, koji je doveo do nastanka CCR-a
(3). Postoji mogucnost da su kod naseg bolesnika prisutne
promjene koje nisu vidljive primijenjenim metodama, koje
takoder utjecu na njegov klinicki fenotip.

Postoji jos jedan mehanizam, slican CTH-u, kojim takoder
nastaju CCR-ovi u jednom stani¢nom ciklusu: kromoanasin-
teza. Zajednicki naziv za ova dva fenomena je kromoanage-
neza. Kromoanasinteza je posljedica pogrjesaka tijekom re-
plikacije. Za razliku od CTH-a kod kromoanasinteze su, osim
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delecija, prisutne duplikacije i triplikacije te homologija na
mjestima lomova (19). Kod naseg bolesnika nisu prisutne
duplikacije, stoga moZzemo s velikom pouzdanoscu iskljuciti
kromoanagenezu kao mehanizam nastanka CCR-a na kro-
mosomu 2.

Zaklju¢no, djecaku je temeljem klinickog fenotipa i gene-
ticke analize, koja je ukljucivala citogeneticke (kariotipiza-
cija) i molekularne (MLPA, MS-MLPA i CMA) metode, utvrde-
na dijagnoza sindroma Glass. Promjena otkrivena u regiji
24320g35 je okarakterizirana kao CCR koji je najvjerojatnije
nastao mehanizmom G-CTH-a tijekom spermatogeneze
kod oca. Za potvrdu ove pretpostavke, potrebna je dodatna
analiza metodom NGS. To bi omogucilo potpunu karakteri-
zaciju CCR-a, otkrivanje potencijalnih dodatnih promjena i
mjesta lomova povezanih s klini¢ckim fenotipom djecaka te
roditeljsko podrijetlo promjene. Takoder bi odredivanjem
homologije na mjestima lomova mogli dobiti konacnu po-
tvrdu da je rije¢ o G-CTH-u, a ne o kromoanasintezi ili ne-
kom drugom mehanizmu nastanka.

Kratice:

CCR - sloZzene kromosomske preraspodjele (eng. Complex Chromo-
somal Rearrangements)

CTH — kromotripsis (eng. Chromothripsis)

G-CTH — kromotripsis zametne linije (eng. Germline Chromothripsis).

DAB - lat. Ductus Arteriosus Botalli

MLPA - metoda visestrukog umnazanja vezanih sondi (eng. Multiplex

Ligation-dependent Probe Amplification)
MS-MLPA - metilacijski-specificna metoda visestrukog umnazanja veza-
nih sondi (eng. Methylation-Specific Multiplex Ligation-depen-

dent Probe Amplification)

CMA - kromosomska microarray analiza (eng. Chromosomal Micro-
array Analysis)

arr — kromosomski microarray (CMA, eng. Chromosomal Microarray
Analysis)

GRCh37 - (eng. the Genome Reference Consortium human genome (build
37)) genomska karta ¢ovjeka na kojoj se temelji nalaz

ISCN —medunarodni sustav nazivlja u humanoj citogenetici (eng.
International System for Human Cytogenetic Nomenclature)

- (eng. Online Mendelian Inheritance in Man®) besplatno do-
stupna i svakodnevno azurirana sveobuhvatna, autoritativna
zbirka ljudskih gena i genetskih fenotipova. Sadrzi informacije
0 svim poznatim poremecajima koji se nasljeduju po Mende-
luiovise od 15000 gena

DECIPHER - baza podataka o genomskim varijacijama i ¢ovjekovom feno-

tipu temeljena prema Ensembl izvoru (eng. DatabasE of geno-
miC varlation and Phenotype in Humans using Ensembl Resour-
ces) interaktivna je mrezna baza podataka, koja ukljucuje skup
alata za tumacenje genomskih varijanti

OoMIm®

Norm - normalno, dvije kopije u genomu

Del - delecija, jedna kopija u genomu

NHEJ - nehomologno spajanje krajeva (eng. Non-Homologus End-
-Joining)

FISH - fluorescentna in situ hibridizacija

NGS - sekvenciranje sljedece generacije (eng. Next-Generation Se-
quencing)
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SUMMARY

De novo complex chromosomal rearrangement
in region 2932935

Ana-Maria Ivankov, Adriana Bobinec, Ljubica Boban, lvona Sansovi¢, Ingeborg Barisi¢

Complex chromosomal rearrangements are rare events involving three or more cytogenetic breaks, generally on two or more chro-
mosomes. If breakpoints are localized and show lack of homology, they are most likely formed by the mechanism called chro-
mothripsis. Chromothripsis is a single catastrophic event where a part or an entire chromosome, or few chromosomes are frag-
mented into multiple pieces and reassembled in a random order. Here we report on a 5.5-year-old boy with characteristic
dysmorphism, cleft palate, dental anomaly, patent ductus arteriosus, feeding difficulties and global developmental delay. Conven-
tional cytogenetic analysis and chromosomal microarray analysis revealed complex chromosomal rearrangement in region
2g32q35. The boy was diagnosed with Glass syndrome, based on clinical phenotypic features and results of genetic analysis. Consid-
ering the localization of rearrangements, the mechanism of origin could be chromothripsis. To confirm the mechanism, additional

research with next-generation sequencing methods is required.
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