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ABSTRAKTY PREDNASEK

Analyza a tiidéni mitotickych chromozomii pomoci priitokové cytometrie
Jaroslav Dolezel
Centrum strukturni a funkéni genomiky rostlin, Ustav experimentalni botaniky AV CR

Kondenzované mitotické chromozémy jsou tradicné studovany imobilizované na vhodném
podkladu pomoci svételné nebo elektronové mikroskopie. Je vSak také mozné je analyzovat za
pohybu vizkém vodnim paprsku pomoci pritokové cytometrie. Takzvand pratokova
karyotypizace klasifikuje chromozémy podle relativniho obsahu DNA a pritomnosti urcitych
repetitivnich sekvenci DNA. Tento zptlisob analyzy karyotypu je vSak méné informativni nez
metody molekularni cytogenetiky a genomiky a byl uZiteCny pouze v urcitych pripadech.
Skute¢na prednost analyzy chromozémul pomoci priitokové cytometrie spociva ve schopnosti
purifikovat mitotické chromozémy trfidénim pro nasledné analyzy. DulezZité je, Ze morfologie
tfidénych chromoz6émi je dobfe zachovana, jejich DNA je intaktni a vhodna pro fadu aplikaci.
Rozdéleni genom?i na jednotlivé chromozémy znac¢né zjednodusilo mapovani a klonovani gent
a také sestavovani sekvenci komplexnich genom?i rostlin. Schopnost purifikovat kondenzované
mitotické chromozdmy umoznila popsat trojrozmérné usporadani DNA a charakterizovat jejich
proteinové sloZeni. Zkoumani purifikovanych chromozémi pomoci environmentalni rastrovaci
elektronové mikroskopie odhalilo unikatni organizaci perichromozomalni vrstvy. Analyza
a tfidéni pomoci pritokové cytometrie tak idedlné dopliiuje mikroskopicka pozorovani
a usnadnuje studium jadernych genomi a jejich stavebnich prvkl - chromozémi.

Podékovani: tato price je podporena projektem Operacniho programu Jan Amos Komensky
(EFRR) ,Nové poznatky pro plodiny nové generace®, reg. ¢. CZ.02.01.01/00/22_008/0004581.



Cytogenomika v diagnostice MDS - vyznam a aktualni trendy
Zuzana Zemanova

Centrum nadorové cytogenomiky, Ustav lékai'ské biochemie a laboratorni diagnostiky,
VSeobecna fakultni nemocnice a 1. 1ékarska fakulta Univerzity Karlovy v Praze

a.  Myelodysplastické neoplasie (MDS) jsou klinicky a geneticky heterogenni skupina
onemocnéni hematopoetickych kmenovych bunék, jejichz diagnostika i 1é¢ba jsou
nékdy velmi obtizné. Klicovou roli v diagnostice hraje analyza genetickych zmén
v burikach kostni drené, kterd prinasi informace dileZité pro uptesnéni diagndzy
a prognézy, vybér vhodné terapie a pro sledovani lécebné odpovédi. Konvencni
cytogenetickd analyza, kterd umoziiuje detekci Sirokého spektra chromosomovych
aberaci vcetné strukturnich prestaveb a prinasi rovnéz informace o klonalni
heterogenité a subklondlnich zménach, zlistava zlatym standardem v diagnostice MDS.
V poslednich letech doslo k vyznamnému rozvoji fady modernich cytogenomickych
a molekuldrné genetickych metod (rizné modifikace FISH, MLPA, aCGH/SNP, NGS),
které umoznuji detekci kryptickych aberaci a genovych mutaci a které vyznamné
prispély ke zlepSeni diagnostiky a 1écby MDS. I pres pouziti pokrocilych technologif
vSak stdle zistdvaji nékteré potencidlné Kklinicky vyznamné Kkryptické aberace
neidentifikované a geneticky nalez je netplny.

b. Klondlni chromosomové aberace se objevuji u ~50% primarnich a 70-90%
sekundarnich MDS. Nejcastéji jde o delece a monosomie. U 20% MDS se nachazeji
komplexni aberace. Trisomie (kromé +8) a balancované translokace jsou méné cCasté.
Prognéza pacienti s MDS je casto Uzce spojena s pritomnosti specifickych
chromosomovych zmén. Naptiklad pacienti s del(5q) maji lepsi progndzu, zatimco
aberace chromosomu 7 a komplexni karyotypy jsou spojeny se $patnou progndzou.
Somatické genové mutace se vyskytuji u vice nez 90 % pripadti MDS, zejména v genech
souvisejicich s epigenetickou regulaci (TET2, ASXL1, EZH2, DNMT34, IDH1/2), RNA
sestrihem (SF3B1, SRSF2, U2AF1, ZRSR2), regulaci transkripce (RUNX1, BCOR a ETV6),
prenosem signélu (CBL, NRAS, JAK2) a odpovédi na poskozeni DNA (TP53).

V rutinni diagnostice MDS se v soucasnosti klade dliraz na komplexni pfistup a cilenou kombinaci
cytogenomickych a molekuldrné genetickych technik. Tyto postupy, zaloZené na kaskaddovitém
vyuziti rtiznych cytogenomickych metod, jsou vSak ¢asové i finan¢né narocné. Proto se hledaji
nové celogenomové pristupy, které by umoznily soucasnou detekci vSech chromosomovych
aberaci svyssi citlivosti, rozliSenim a efektivitou. Jednou ztakovych slibnych technologii je
optické mapovani genomu (OGM), které vyuziva fluorescen¢né znacenou vysokomolekularni
DNA a nanofluidni ¢ipy. OGM umoziiuje soucasné detekovat vSechny strukturni (SV) i pocetni
varianty (CNV) a také ztraty heterozygostnosti (cnLOH) v genomu studovanych bunék a ma
potencidl nahradit nékolik soubézné probihajicich standardnich technik (karyotypovani, FISH,
aCGH/SNP) jednim testem a tim vyznamné zjednodusit laboratorni postupy a zaroven snizit
naklady na rutinni diagnostiku. Tato pokrocild technologie mize zasadné prispét k lepSimu
porozumeéni biologii onemocnéni a prizplisobeni 1é¢by individudlnim potfebdm pacientl a tim
maximalizovat terapeutické ucinky.

Podporeno RVO-VFN64165.



Vzacny nalez dvou klonii s deleci 5q riizného rozsahu u dvou nemocnych s MDS

Sarka Ransdorfoval, Iveta Mendlikoval, Marie Valerianova?, Kristina Rochloval, Libuge
Lizcova?, Lenka PavliStova?, Karla Svobodova?, Lucie Hodatnovaz, Johana Richteroval, Margita
Vrzakoval, Anna Jona$ovas3, Marie Lauermannoval, Jana Brezinoval a Zuzana ZemanovaZ

1stav hematologie a krevni transfuze, Praha

2 Centrum nadorové cytogenomiky, Ustav 1ékatské biochemie a laboratorni diagnostiky VFN
a1l.LF UK v Praze

31. internf klinika - klinika hematologie, VFN a 1. LF UK v Praze

Delece dlouhych ramen chromosomu 5 je nejcastéj$i rekurentni chromosomova aberace
v buiikich kostni drené pacientti s myelodysplastickymi neoplasiemi (MDS). Rozsah intersticialn{
delece 5q se miiZe u jednotlivych nemocnych liSit, nicméné u téhoz pacienta byvaji obvykle ve
vSech burikach delece stejného rozsahu. V literatute jsou popisovany dvé spolecné deletované
oblasti (CDR): 5q31.2 a 5q32-q33. Proximalni oblast 5q31.2 je spojovana s vysoce rizikovymi
MDS a AML, zatimco distalni oblast 5q32-q33 byva asociovana s izolovanou del(5q) a lepsi
progndzou. Vzacné byly popsany delece i mimo tyto oblasti.

V nasi praci predstavujeme 2 piipady nemocnych s MDS s multilinearni dysplazii (MDS-MLD,
WHO 2022), u nichZ jsme nalezly dva rtizné bunécné klony s odlisnymi rozsahy delece dlouhych
ramen chromosomu 5. Nélezy jsme ovérili pomoci dostupnych cytogenomickych metod I-FISH
(Abbott, MetaSystems, BlueGnome, Empire Genomics/Viagene), mBAND (XCyte 5, MetaSystems)
a array CGH/SNP (CytoChip Focus Hematology, [llumina nebo SurePrint G3 Cancer CGH+SNP
Microarray, 4x180K, Agilent).

V prvnim pripadé se jednalo o 68letou Zenu, u které jsme prokazali jeden klon s deleci: 5q14.3 az
5q33.2, ktery zahrnoval i oblast 5q31 a druhy klon s mensi deleci: 5q14.3 az 5q23.1, kde ztistala
oblast 5q31 zachovéana.

V druhém ptipadé se jednalo o 77letého muze, u kterého jsme rovnéz prokazali pfitomnost dvou
klond s riiznym rozsahem delece: prvni klon s vétsi deleci 5q14.3 az 5q31.1, kterd zahrnovala
oblast 5q31 a druhy klon s mensi deleci 5q14.3 az 5q23.3, ve které zlistala oblast 5q31 zachovana.

Pritomnost dvou klont s riznym rozsahem delece 5q patii mezi velmi vzacné nalezy. U obou
nasich pacientti jsme detekovali jak klon s deleci 5q zahrnujici pro MDS typické oblasti, tak i klon
s atypickou ztratou 5q v rozsahu 5q14.3-5q23.1/5q23.3, ktera se nachazi mimo konvené¢ni CDR.
Ve spolec¢ném tseku 5q14.3-5q23.1, ktery byl deletovany v obou pripadech, se nachazi vice nez
150 gent (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene). Mnoho z nich jiz bylo identifikovano jako
kandidatni geny, jejichz haploinsuficience by mohla vést k maligni transformaci (napriklad
RASA1, CCNH, CHD, MAN2A1 atd.). Jedna se o geny, které se podili na rizeni bunécné proliferace
a diferenciace buriky nebo mohou ovlivnit mikroprostiedi. Detailni analyza atypickych nalezt
u MDS je velmi dileZita, protoZe miZe prinést novy pohled na patogenezi onemocnéni.

Podpoteno projekty MZCR00023736 a RVO-VFN64165.



Cytogenomicka analyza genomu plasmatickych bunék u pacientti s mnohoéetnym
myelomem (MM) a klonalnim ziskem delece genu TP53 v priitbéhu onemocnéni

Novakova A.1, Pavlistova L.1, Berkova A.1, Lizcova L.}, Lhotska H.1, Aghova T. 1, Tichackova V.1,
Spicka 1.2, Straub ].2, Zemanova Z.1

1 Centrum nadorové cytogenomiky, Ustav 1ékatské biochemie a laboratorni diagnostiky, VFN
a1l.LF UK v Praze
2 1. interni klinika - klinika hematologie, VFN a 1. LF UK v Praze

S

Mnohocetny myelom (MM) je maligni hematologické onemocnéni z B bunéc¢né rady z terminalné
diferencovanych plasmatickych bunék. Prognéza pacienti s MM je ovlivnéna cytogenomickym
nalezem v jejich kostni dreni. U MM se nejcastéji vyskytuji translokace zahrnujici IgH gen
(14932), monosomie 13/delece 13q, zisk/delece 1q21/1p32 a delece genu TP53 (17p13). Mezi
vysoce rizikové aberace se fadi zejména delece genu TP53. Nalez delece TP53 je asociovan s kratsi
dobou preziti a velmi $patnou prognézou. Tato aberace byva diagnostikovana u asi 10 % nové
diagnostikovanych pacientii s MM, nicméné zisk této aberace v priibéhu onemocnéni je velmi
vzacny. Delece TP53 se miiZe vyskytovat bud’ jako plivodné subklonélni zména a v pribéhu 1é¢by
muze dojit k selekci a nasledné expanzi tohoto klonu, nebo mtize byt jeji vznik vyvolan de novo
v disledku lé¢by.

0d roku 2005 jsme provedli cytogenomické vySetieni u 1970 MM pacientd. Celkem 292/1970
nemocnych jsme vysetrili opakované pri diagnéze a pri relapsu ¢i progresi onemocnéni. Nové
ziskanou deleci genu TP53 v priibéhu onemocnéni jsme detekovali u 22/292 (7,5 %) pacientt.
NejCastéj§i chromosomové aberace spojené s MM jsme sledovali metodou FISH na
imunofluorescen¢né znacenych plasmatickych burikach (clg-FISH) s panelem specifickych DNA
sond (Kreatech, MetaSystems, Abbott Vysis). Komplexni karyotypy jsme analyzovalimetodou
mFISH (MetaSystems). K detekci mutace genu TP53 jsme pouzili metodu NGS (fastGEN TP53
Cancer Kit, BioVendor).

U vétsiny pacientl jsme detekovali deleci TP53 aZ po 1. relapsu ¢i pozdéji. Zpétné jsme potvrdili,
Ze u tfech pacientti byla tato aberace pritomna jako subklonalni jiZ v dobé diagndzy. Kromé delece
TP53 jsme u 17 nemocnych prokazali i zisk dal$ich vysoce rizikovych aberaci (napt. komplexniho
karyotypu ¢i zisku oblasti 1q21). Translokace IgH genu byly zjiStény pouze u ti'i pacientt.

Podpoteno projektem MZ CR RVO-VFN64165.



Vyuziti volné cirkulujici DNA pro analyzu mutaci u mnohocetného myelomu

Balcarkova J., Navratilova J., Grohmann J., Krhovska P, Mlynarcikova M., Latal V,, Pika T,
Urbankova H., Papajik T, Minafik J.

Hemato-onkologicka klinika LF UP a FN Olomouc

Mnohocetny myelom (MM) je hematologickd malignita plazmatickych bunék (PB)
charakterizovana rekurentnimi cytogenetickymi a molekuldrnimi abnormalitami, mezi které
také patfi aktivujici mutace v genech signalnich drah MAPK, NFkB, v mechanismech oprav DNA
a cereblonu. Nejéastéji byvaji identifikovany mutace v genech NRAS, KRAS, BRAE TP53 a DIS3,
pricemz jejich incidence narista v priibéhu onemocnéni.

Standardni analyza kostni dfené (KD) u pacientii s MM je limitovana zastoupenim nadorové
populace a velmi ¢asto vyZaduje separaci plazmatickych bunék (PB). Jako vhodna alternativa se
jevi analyza volné cirkulujici DNA (cfDNA) z periferni krve, kterd miZe odrazet mutac¢ni profil
patologické populace PB.

Cilem této prace bylo analyzovat mutace ve 27 vybranych genech metodou sekvenovani nové
generace (NGS) ve vzorcich cfDNA a DNA izolované ze separovanych CD138+ bunék a dale
nalezené mutace korelovat s vysledky metod arrayCGH a FICTION.

Celkem bylo vySetfeno 45 pacientd s aktivnim MM a 8 nelécenych pacientd s monoklonalni
gamapatii nejasného vyznamu (MGUS) nebo doutnajicim myelomem (SMM). Mutace alespon
vjednom vySetfovaném genu byly nalezeny u 65 % pacienti, u vétsiny se jednalo o mutace ve
dvou a vice analyzovanych genech. U jednoho pacienta byla nalezena bialelicka inaktivace genu
TP53 (mutace a delece).

Parové vzorky cfDNA a DNA z CD138+ PB byly analyzovany u 31 nemocnych. U 19/31 (61 %)
vzorki byly detekovany mutace v genech NRAS, KRAS a BRAF (VAF=9-41%). Shodné mutace jako
v DNA z CD138+ PB byly nalezeny, i na trovni cfDNA u 12/14 parovych vzorkl s VAF=0,1-6 %.
V péti pripadech byly mutace detekovany pouze ve vzorcich cfDNA. U pacientli s MGUS nebyly
prokdzany mutace ani v DNA z CD138+ PB ani v cfDNA. U 1/4 pacienta s SMM byla prokdzana
mutace v genech N-RAS a TENT5Cv DNA z CD138+ PB nikoliv na tirovni cfDNA.

Cytogenetické abnormality byly nalezeny u 96 % pacientd, hyperdiploididni status byl prokdzan
v 51 % a nonhyperdiploidni status v44 % pripadech. Mutace v analyzovanych genech byly
prokazany jak v hyperdiplidini skupiné, tak v nonhyperdiploidni skupiné.

Kombinace cytogenomickych a molekuldrné biologickych metod vede k presnéjsi identifikaci
genetickych zmén a lepSimu prognostickému rozdéleni pacientli s MM. Pouziti cfDNA ziskané
z periferni krve se jevi jako vhodna alternativa k molekularni analyze DNA z KD pomoci NGS.

Prace je podporovana MZ CR - RVO (FNOI, 00098892) a IGA_LF_2024_001



Vyuziti pokrocilé DNA diagnostiky pro tcely precizni onkologie: srovnani zkuSenosti
z dvou molekularnich tumor boardii

Ondji‘ej Slaby

Laboratot molekularni patologie, Ustav patologie, Fakultni nemocnice Brno
Centrum precizni mediciny, Fakultni nemocnice Brno

e

Nedavné pokroky ve vyzkumu nadorovych onemocnéni a modernich terapii vyznamné rozsirily
moZnosti 1é¢by téchto onemocnéni. Uspéchii bylo dosaZeno i u téch malignit, které byly
donedavna povaZovany za nezvladatelné systémovou lé¢bou. Progndza onkologickych pacientli
se tak zlepSuje, véetné téch s metastatickym onemocnénim, a logickym cilem klinického vyzkumu
je transformace metastatickéhoonemocnéni ze smrtelného na chronické. Za timto pokrokem
a touto ambici stoji vedle protinadorové imunoterapie predevSim aplikace poznatki
z molekuldrni patologie a jejich vyuziti pro individualizované planovani 1é¢by. Aplikace téchto
poznatkl ndas privadi od histopatologického popisu nadort na dal$i troven, ktera zohlediiuje
jejich biologické vlastnosti. Za timto ucelem vyuzZivime moderni technologie pro komplexni
genomové profilovani nadord, tedy pristup ktery oznacujeme precizni onkologie. Pro tspésnou
implementaci principG precizni onkologie do klinické praxe je nezbytnd multidisciplinarita
v podobé tzv. molekularniho tumor boardu (MTB); v Cestiné lze takovou mezioborovou komisi
oznacit jako molekuldrné-onkologicka indikac¢ni komise. V této komisi jsou obvykle zastoupeny
specializace jako klinicky onkolog, patolog, molekularni biolog (molekularni patolog), klinicky
genetik a klinicky farmakolog. Ukolem komise je pak na zakladé vyhodnoceni komplexnich
genomickych analyz najit vhodny a vysoce individualizovany lécebny plan nad rdmec standardni
1écby. V naSem sdéleni vas sezndmime s fungovanim a vysledky dvou molekularnich tumor
boardi fungujicich ve Fakultni nemocnici Brno, komisi pro nadory détského véku a komisi pro
nadory dospélych. Porovname typické charakteristiky a vysledky precizni onkologie u déti
a dospélych a poukdzZeme na jejich mozné sekundarni vyuziti pro onkologicky vyzkum.



Rizikova stratifikace pacientii s difiznim velkobunéénym B-lymfomem pomoci
molekularné-genetickych metod

Michaela Vatolikova?, Patrik Flodrz, Vit Prochazkal, Jana Navratilova?l, Veronika Hanackovat,
Helena Urbankoval, Tomas Papajik?!

1Hemato-onkologicka klinika, LF UP a FN Olomouc
2stav klinické a molekularn{ patologie, LF UP a FN Olomouc

Uvod: Difizni velkobunéény B-lymfom (DLBCL) prestavuje heterogenni skupinu lymfomd,
kterou lze dle jejich buné¢ného pivodu rozdélit do dvou podskupin - GCB (Germinal Center
B-cell) a ABC (Activated B-cell), navzajem se liSicich molekuldrni patogenezi, klinickou prezentaci
i prognézou. V nové revizi WHO Kklasifikace lymfoidnich neoplazii z roku 2022 byla vyc¢lenéna
skupina diftznich velkobunéc¢nych B-lymfomt/high-grade B-lymfom?t s prestavbou gent MYC
a BCL2, kterd predstavuje priblizné 8 % DLBCL pripadd a je charakteristickd agresivnim
klinickym pribéhem a selhdvanim standardni 1é¢by. Pfesna identifikace molekuldrnich subtypt
a prestaveb genti MYC a BCL2 nabyva na vyznamu piedev$im s vyvojem novych terapii, které maji
selektivni biologickou aktivitu v jednotlivych podskupinach.

Cil: Retrospektivni vySetieni genové exprese s pouzitim Lymph2Cx testu a zhodnoceni prrestaveb
gend MYC a BCL2 u pacientt s DLBCL.

Material&metody: Archivni biopsie (formalinem fixované tkané zalité do parafinu) 42 pacientl
s DLBCL (39 de novo, 2 relaps, 1 progrese) diagnostikovanych a lécenych antracyklinovymi
rezimy vletech 2016-2024 byly pouzity jak kextrakci RNA, tak pro vySetfeni pomoci
fluorescencni in situ hybridizace se sondami SPEC MYC DC BA a SPEC BCL2 DC BA (Zytovision).
Profilovani genové exprese vybranych 20 gent bylo provedeno svyuzitim pFistroje
nCounter®Sprint (nanoString). Data byla analyzovana pomoci softwaru nSolver a molekularni
subtypy byly uréeny testem Lymph2Cx (Scott et al., 2014).

Vysledky: Svyuzitim Lymph2Cx testu jsme identifikovali 11 ptipadi ABC, 24 CGB
a 7 neklasifikovanych DLBCL. Pacienti v ABC skupiné méli signifikantné horsi preziti bez progrese
i celkové preziti ve srovnani s GCB skupinou (3-leté PFS 20 % vs 65 %, p=0,01, 3-leté 0S 50 % vs
74 %, p=0,03). Prestavba genu MYC byla prokdzana pouze u 1 pacienta, a to ve skupiné ABC,
zmnoZzeni/amplifikace genu MYC bylo detekovano u 9/36 pacientti (25 %) s tendenci castéjSiho
vyskytu ve skupiné GCB. Prestavba genu BCLZ2 byla nalezena u 9/37 (24 %) pacientii, pricemz
vSichni byli zarazeni do GCB skupiny, zatimco zmnoZeni/amplifikace genu BCL2, prokdzané
u 13/37 (35 %) pacientd, bylo vyrazné castéji pozorovano ve skupiné ABC.

Zavér:

Nase pilotni data potvrzuji rutinni pouzitelnost platformy nanoString a algoritmu Lymph2Cx pro
analyzu molekuldrnich subtypG DLBCL. Data mohou byt vyuZzita v kombinaci s vysledky FISH
azhodnocenim Kklinického stavu pro vcasnou identifikaci pacientli vhodnych pro moderni
lécebné modality.

Préice je podporovana granty IGA_LF_2024_001 a MZ CR DRO (FN01_00098892).



Vznik patologického klonu z X monosomické bunécné linie pii onemocnéni CLL u
pacientky s konstitué¢nim mozaicismem s aneuploidiemi chromosomu X

Vohradska, P.1, Dvork, P1, Prochazka, T.2, Jaklova, R.1, Tesaiova, K.1, Sladkova, K.1, Subrt, 1.1

1 Ustav 1ékatské genetiky LF UK a FN Plzeti
2 Hematologicko-onkologické oddéleni FN Plzen

U pacientky s nové diagnostikovanou indolentni CLL bylo provedeno cytogenetické vySetieni
nadorovych bunék z periferni krve po kultivaci s IL2/DSP30 stimulaci buné¢ného déleni
patologickych B-lymfocytl. Ve vSech hodnocenych mitdzach byl zjiStén aberantni karyotyp
s monosomii chromosomu X a s derivovanym chromosomem 14, ktery vznikl z translokace
t(8;14)(q21.2;p11.2).Disledkem prestavby je nadpocetnd kopie genu MYC (8q24) v karyotypu.
Hodnocenim interfaznich jader byla zjiSténa pritomnost X monosomickych a X trisomickych jader
a bylo vysloveno podezreni na konstitu¢ni mozaicismus s aneuploidiemi chromosomu X.

Pro ovéreni konstituéniho mozaicismu bylo provedeno cytogenetické vysetieni bunék z periferni
krve po kultivaci s PHA stimulaci bunééného déleni T-lymfocyti. Kromé mit6z s monosomif
chromosomu X jako jedinou aberaci a mit6z s trisomii chromosomu X (konstitu¢ni mozaicismus)
byly zachyceny i mit6zy s monosomii X a s derivovanym chromosomem der(14)t(8;14). Nalez
ukazuje na spontanni bunécné déleni B-CLL nddorovych bunék v prostiedi in vitro bez stimulace.
Pro ovéteni konstituéniho mozaicismu bude p¥i dalsi kontrole pacientky doplnéno molekularné-
cytogenetické vySetieni bunék bukalni sliznice.

Prezentovand kazuistika je vzacnym prikladem onemocnéni CLL u pacientky s konstitu¢nim
mozaicismem s aneuploidiemi chromosomu X. Vysettreni karyotypu nddorovych bunék potvrdilo
udaje z literatury o téméf vyluéném vzniku patologického klonu z X monosomické linie
u pacientek shematoonkologickym onemocnénim a mozaicismem zahrnujicim monosomii
chromosomu X. Dle nékterych literarnich zdroji lze predpoklddat, Ze absence jednoho
chromosomu X by mohla byt pri¢inou zvySené proliferacni schopnosti leukemickych bunék nebo
naopak potlacovat jejich apoptézu v souvislosti s X vazanymi geny, které maji vztah k imunité
a kancerogenezi. Z tohoto tihlu pohledu diskutujeme v prispévku mozny prognosticky vyznam
nadpocetné kopie genu MYC (8q24) pro vyvoj onemocnéni u nasi pacientky.



Cytogenomika détskych pacientii s Wilmsovym tumorem ve FN Brno

Smejkal J. 1, Nastoupilova L. 1, Stérba J. 2, Ma dry P. 2, Baj¢iova V. 2, Smuhat'ova P. 1, Ondrouskovd
E.1, Cdbelova K. 1, BryjovaL.1, Chrést L.1, Ploténa E. 1, Mejstiikova S.13, Pokorna P. 3, Neradil J. 4,
KuttnerovaZ.?, JaroSova M.1. 2,5

1CMBG, IHOK, FN a LF MU Brno;
2KDO, FN a LF MU Brno;
3CEITEC MU Brno;

4PFF MU Brno;

5ULGG FN MU Brno

Uvod: Wilmsiiv tumor (WT) je nejéastdj$i solidni maligni nador ledvin v détském véku.
Prevalence onemocnéni je priblizné 1:10 000 déti. 90 % nadori se manifestuje ve véku 1-7 let,
nejcastéjsi vék diagndzy je mezi 3-4 lety. WT je vysledkem maligni transformace abnormalné
perzistujicich renalnich kmenovych bunék, které si mohou zachovat embryonalni diferencia¢ni
potencial. WT je tedy spojen s ¢asnym vyvojem ledviny. Zatimco vétSinou jde o nadory vzniklé de
novo, priblizné 9-17 % vsech pripadl malignit je spojeno s genetickymi syndromy. Pokroky
v1écebnych protokolech umoznily u vétSiny pacienti dosdhnout preziti presahujici 90 %.
BohuZel u pacientii s neptiznivou prognézou a vy$sim stddiem onemocnéni je mira recidivy WT
stale vysokd (az 15 %). Rekurentni genetické zmény, pozorované u WT, jsou zisk 1q, LOH
1p/16q/11p15 a mutace v genech WT1, SIX1, SIX2, IGF2, TP53, MYCN, TRIM28 a geny
zodpovédné za maturaci miRNA molekul.

Metody a soubor pacientii: V letech 2021-2024 bylo na KDO FN Brno diagnostikovano a lé¢eno
23 pripadi WT. Jednalo se v64 % o divky a v 36 % o chlapce s medianem véku 3 roky. U 18
pacientl bylo provedeno klasické cytogenetické vysSetteni, vySetfeni pomoci metody FISH se
sondami WT1, N-MYC a u 6 pacientd arrayCGH. Pacienti s relapsem onemocnéni (4) byli nasledné
vySetieni NGS sekvenovanim somatického a germinalniho genomu a dale byla u téchto pacientu
vySettena i fosforylace kinaz.

VysledKy a zavér: V nasem souboru pacientti jsme nalezli cytogenetické aberace chromosomi,
které jsou popisovany v odborné literatute u WT a korelovaly s klinickym stavem a prognézou
pacientl. Nejcastéji pozorovanou strukturni chromosomovou aberaci byla parcialni trisomie
dlouhého ramene chromosomu 1, ktera je spojena s horsim klinickym priibéhem onemocnéni
u pacienti s WT. Price bude zaméfena na obecné sezndmeni posluchacl s problematikou
onemocnéni WT jako nejcastéjSim solidnim malignim nddorem ledvin détského véku.
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Genomicka heterogenita ve vyvoji nadorovych klonii u primarnich a recidivujicich
astrocytarnich gliomu

Libuse Lizcoval, Halka Lhotska?, Karolina Janeckovat, Lucie Hodariova?, Karla Svobodova?,
Tatiana Aghoval, Lenka PavliStoval, Jana Limbergova!?, Veronika Tichackoval, Sarka
Ransdorfova?, Jiri Soukups3, Filip Kramar3, David Netuka3, Zuzana Zemanovat

1 Centrum nadorové cytogenomiky, GLBLD VEN a 1.LF UK v Praze;
2Ustav hematologie a krevni transfuize;
3Neurochirurgicka a neuroonkologicka klinika 1.LF UK a UVN

Astrocytarni gliomy, zahrnujici astrocytomy grade 2-4 a glioblastom grade 4, predstavuji
heterogenni skupinu mozkovych nadorl s velmi variabilnim biologickym chovanim a vznikem
recidivujicich 1ézi u vétSiny pacient. Béhem progrese onemocnéni dochazi k vyvoji nddorového
klonu a kumulaci novych genetickych/epigenetickych aberaci. Podstata a mechanismus tohoto
procesu spojeného s rezistenci na terapii vSak zatim zistavaji neobjasnény.

Vysettili jsme genomicky profil parovych vzorkd (primarniho a alespori jednoho rekurentniho)
nativni nddorové tkané u 35 pacientd. Nebalancované aberace jsme detekovali metodami I-FISH
(Abbott Molecular, MetaSystems) a aCGH/SNP (Agilent). Mutacni stavy genl IDH1, IDH2 a TERT
a metyla¢ni stav promotoru MGMT genu jsme vySetfili pomoci MLPA a MS-MLPA (MRC Holland).
U vybranych pacientli jsme provedli analyzu pomoci panelového NGS (Archer Invitae) nebo
optického mapovani (Bionano).

V primérnich i rekurentnich nadorech jsme detekovali aberace specifické pro astrocytarni
nadory, jako jsou mutace IDH1/IDHZ2 a TERT genu, numerické zmény chromosomt 7 a 10, delece
genu CDKN2A/B a amplifikace genu EGFR. Kromé dvou pacientli jsme u vS§ech nemocnych nalezli
v recidivujicich nddorech nové ziskané genetické/epigenetické aberace s vysokou frekvenci CNVs,
které vedly ke komplexnim prestavbam. V 11/33 rekurentnich vzorkl jsme detekovali linedrni
vyvoj nadorového klonu, tzn. rekurentni 1éze obsahovaly aberace pritomné v primarnich
nadorech a soucasné i nové ziskané genomické zmény. Ve 22/33 pripadl jsme pii rekurenci
detekovali nové aberace, a naopak jsme neprokazali pfitomnost nékterych ptvodnich zmén
detekovanych v primarnich vzorcich, tedy nalez svéd¢ici pro divergentni klonalni vyvoj. Nejcastéji
jsme v recidivujicich vzorcich nalezli zmény chromosomovych oblasti 4p, 6p, 8q, 9q, 11p a 11q.
cnLOH jsme prokazali ve 22 ptipadech, lokalizovanou predevsim v oblastech 7p a 17p. K progresi
onemocnéni doslo u 28 pacientd.

Rekurentni gliomy jsou geneticky/epigeneticky odlisné nadory od primarnich a jsou vysledkem
evoluc¢niho procesu, ktery miize byt fizen proliferaci bunék s nové ziskanymi aberacemi nebo
klonalni expanzi jednoho nebo vice subklond, které byly pritomny jiZ v ramci primarniho nadoru.
Komplexni cytogenomicka analyza bunék recidivujicich tumort je nezbytna nejen pro pochopeni
tohoto dynamického a velmi heterogenniho vyvoje genomu astrocytarnich nadori a pro
objasnéni mechanismi zodpovédnych za maligni transformaci bunék, ale i pro vyvoj efektivnéjsi
cilené terapie.

Podpoteno MZ CR AZV-NU21-04-00100, MZ CR RVO-VFN64165 a GA UK 159020.
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Strategie izolace ultra vysokomolekularni DNA pro optické mapovani genomu: Reseni
vyzev pri praci s naro¢nymi vzorky

Regina Bezdékova Fillerova, Martin Dihel, Irem Mertova, Petr Kvapil

Institute of Applied Biotechnologies, Olomouc, Czech Republic

Strukturni varianty (SV) jsou zdsadnim typem genetickych variant, které vyznamné ovliviiuji
fenotyp pacienta a jsou klicovymi hraci u celé fady onemocnéni. Proto je jejich identifikace
nezbytnou soucasti moderni genomické analyzy. Existuje mnoho ndstroji pro detekci SV, zejména
sekvenovani s dlouhym c¢tenim prokazalo velky potencial pro charakterizaci vSech typi SV. Tyto
sekvenacni techniky jsou ale stale limitovany délkou ¢teni DNA fragmentt (az 25 kbp). Metoda
optického mapovani genomu prekonava tuto hranici a je v soucasnosti jedinou technologif, ktera
dokaze pracovat s DNA fragmenty del$imi nez 1 Mbp.

Prace s dlouhymi neporusenymi fragmenty DNA vyzZaduje unikatni pristup k izolaci ultra
vysokomolekuldrni (UHMW) DNA. S vyuzitim kit a protokold pro technologii optického
mapovani (Bionano) jsme optimalizovali postupy extrakce UHMW DNA z rtiznych typt vzorkd,
a to jak Cerstvych, tak mrazenych biologickych materidlt, které cCasto slouZi pro potieby
biobankingu.

Jako materidlem prvni volby pro izolaci UHMW DNA se jevi periferni krev. Jsme vSak schopni
extrahovat ultra dlouhé fragmenty DNA i ze vzorkd kostni diené a tkani, a to i v pripadé
limitujictho mnozstvi. Vhodnym zdrojem pro izolaci UHMW DNA v oblasti humanni mediciny se
jevi i bunécné suspense sortovanych, kultivovanych, pripadné kryoprezervovanych bunék. Zde
nachédzime i mozZnost vytvoreni optické mapy pro potieby prenatalni diagnostiky izolaci UHMW
DNA z amniocytl nebo choriovych klkd.

Technologie optického mapovani genomu neni omezena jen na lidsky genom; UHMW DNA lze
izolovat také z tkani zvirat, rostlin a mikroorganismi. Diky této rozmanitosti vzorki je optické
mapovani genomu vhodné pro Sirokou $kalu studii a aplikaci diagnostickych i vyzkumnych,
zejména v oblasti onkologie a studia genetickych onemocnéni nebo voblasti zakladniho
vyzkumu.
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Optické mapovani genomu a jeho prinos v diagnostice mnohocetného myelomu

Jana Kotaskoval23, Andrea Mareckoval, Eva Ondrouskoval, Michaela Bohtinova?, Johana
Mayeroval, Dorota Niziianskal, Jakub Pawet Porc?, Veronika Navrkaloval23, Lucie Bravencova?,
Marie Zadrapovat, Barbora Sablikovat, Martin Stork?, Ludék Pour?, Sabina Sevéikova4, Marie
JaroSovals

1Interni hematologicka a onkologicka klinika, Fakultni nemocnice Brno a Lékarska fakulta,
Masarykova Univerzita, Brno, Ceska republika

2 Sttedoevropsky technologicky institut, Masarykova Univerzita, Brno, Ceska republika

3 Ustav lékai'ské genetiky a genomiky, Fakultni nemocnice Brno a Lékat'ska fakulta, Masarykova
Univerzita, Brno, Ceska republika

4+ Babakova myelomova skupina, Ustav patologické fyziologie, Lékai'ska fakulta, Masarykova
Univerzita, Brno, Ceska republika

Uvod: Mnohocetny myelom (MM) pati{ mezi onemocnéni s vysokou komplexitou genomickych
aberaci. U témér poloviny piipadi stoji za rozvojem onemocnéni kauzalni translokace. Stavajici
vySetfovaci algoritmus vyuZzivd metodu FISH k detekci aberaci lokusu IGH. V pripadé potvrzeni
disrupce nasleduje urceni fizniho partnera, které probiha sekvenc¢né podle frekvence dané
translokace. Zahrnuje urceni nejc¢astéjsich translokaci t(11;14)/IGH::CCND1, t(4;14) /IGH::FGFR3,
t(14;16)/IGH::MAF, t(14;20)/IGH::MAFB, ptipadné t(6;14) /IGH::CCND3. Nicméné pomoci FISH se
nepodafi identifikovat partnera az v 15 % ptipadl. Technik, jak identifikovat translokac¢niho
partnera, je vice a vybér zavisi na moznostech laboratofe. V nasi praci jsme testovali potencial
metody optického mapovani genomu (OGM).

Material a metody: Pomoci metody OGM jsme vySetfili soubor 25 pacient s MM. Pro analyzu
jsme pouzivali separované naddorové buiiky kostni dfené (CD138+). Do souboru byli zarazeni
pacienti (i) bez disrupce IGH (n=7), (ii) s disrupci a translokaci potvrzenou pomoci FISH (n=10),
a (iii) s disrupci bez nalezeného partnera (n=8). Nalezy jsme korelovali s daty ziskanymi pomoci
panelového sekvenovani (panel LYNX, PMID 34082072) a pomoci mFISH/FISH u vzorkd, kde bylo
mozné tato vySetieni provést.

VysledKky: U vSech deseti pacienti s translokaci identifikovanou pomoci FISH jsme metodou OGM
nalezy potvrdili. U pacienti s disrupci IGH jsme nasli transloka¢ni partnery u 5 pacienti z osmi.
Pomoci OGM jsme témér u vSech pacientd urcili dalsi translokace mimo lokus IGH. Dile jsme
identifikovali fadu strukturnich variant, které povazujeme za zavazné. Jednalo se o rozsdhlé
ztraty heterozygotnosti (LOH), bialelické defekty nadorovych supresord
(CDKN2A/CDKN2B/RB1/TP53) nebo amplifikace onkogeni (MYC). Tyto defekty se u myelomu
zatim rutinné nevysetiuji.

Zavér: Optické mapovani patii mezi pokrocilé technologie analyzy strukturnich variant, které si
hledaji cestu do diagnostiky. Na nasem souboru jsme potvrdili potencidl této metody
v diagnostickém pouziti u MM. OGM uspésné identifikovalo neznamé translokacni partnery
u pacientt s disrupci genu IGH, odhalilo fadu zavaznych aberaci, které zlistavaji pri sou¢asném
nastaveni vySetiovaciho algoritmu skryty, a potvrdilo heterogenitu genetickych zmén u MM.

Podpoteno MZ-CR AZV NU21-03-00076, MZ-CR RVO 65269705, MUNI/A/1558/2023,a projektu
National Institute for Cancer Research (Programme EXCELES, ID Project No. LX22NP05102) - Funded
by the European Union - Next Generation EU.
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Vysokokapacitni cytogenomické metody pro analyzu komplexniho karyotypu u
chronické lymfocytarni leukémie

Adamova S.13, Stranska K.123, Svatoii J.23, Cernovska K.12, Porc J.P.2, Ondrouskova E.3, Kazdova
N.3, Zavacka K. 23, Bohtinova M.3, Rausch T4, Pal K.2, Hynst ].2, Benes$ V.4, PospiSilova §.123
Kotaskova J.123, JaroSova M. 13, Plevova K.123

1 Ustav 1ékatské genetiky a genomiky, Lékai'ska fakulta, Masarykova univerzita, Brno

2 Centrum molekuldrni mediciny, Stfedoevropsky technologicky institut (CEITEC), Masarykova
univerzita, Brno

3 Interni hematologicka a onkologicka klinika, Fakultni nemocnice Brno a Lékarska fakulta,
Masarykova univerzita, Brno

4 Evropska laborator molekularni biologie (EMBL), Heidelberg, Némecko

Uvod: U pacientt s chronickou lymfocytarni leukémii (CLL) s nep¥iznivou prognézou se ¢asto
vyskytuje komplexni karyotyp (CK), ktery mlze zahrnovat numerické i strukturni varianty (SV).
Moderni vysokokapacitni technologie, jako jsou sekvenovani s dlouhym ¢tenim (LRS), analyza
konformace chromatinu (Hi-C) a optické mapovani genomu (OGM), nabizeji detailni analyzu
genomu ve vysokém rozliSeni. Pokusili jsme se proto zhodnotit jejich prinos pro charakterizaci
CKu CLL.

Metody: CK byl zjistén pri rutinnim vySetfeni pomoci chromosomového pruhovani (CpG/IL-2
stimulace) a mFISH. Dopliiujici vySetieni bylo provedeno genomickymi ¢ipy (CytoScan HD,
Affymetrix). Vysokomolekuldrni DNA byla sekvenovana na platformé PromethION (Oxford
Nanopore Technologies); data byla analyzovdna nastrojem Delly a néasledné filtrovdna oproti
referencnimu datasetu 1000 LRS genomd. Pro analyzu SV detekovanych OGM (Bionano
Genomics) byl pouzit postup Rare Variant Analysis. Pro detekci aberaci metodou Hi-C (Micro-C,
Dovetail Genomics) byly aplikovany EagleC a NeoLoopFinder.

Vysledky: U 10 CLL pacienti sCK jsme porovnali data zrutinnich cytogenomickych
i vysokokapacitnich metod. Vysledky analyzy poctu kopii DNA byly srovnatelné napfi¢ vSemi
pouzitymi metodami. Naopak v detekci SV se jednotlivé metody liSily v poc¢tu detekovanych
genomickych zlomt. Metody LRS a OGM detekovaly vysoky pocet deleci a duplikaci < 20 kb.
Vysokou tspésnost (82,4 %) mély vysokokapacitni metody také vdetekci reciprokych
translokaci, jednoduchych i komplexnich (zahrnujicich =3 chromosomy) derivovanych
chromosomt, které byly identifikoviny metodou mFISH v majoritnim klonu. LRS a OGM
opakované ukazaly vyssi komplexitu aberaci ve srovnani s cytogenetickymi metodami. Nicméné
v detekci minoritnich aberaci mély vysokokapacitni metody nizkou tspésnost (38 %).

Zaver: Presna charakterizace CK mize prispét klepsSimu porozuméni molekuldrnim
mechanismim vedoucim k progresi CLL a k odpovédi/rezistenci na 1é¢bu. Kombinace pokrocilé
analyzy genomu s rutinnimi metodami predstavuje vyznamny potencial pro analyzu CK. Stale
vSak existuji limity v detekci minoritnich klonid a zlomovych mist vrepetitivnich a obtizné
mapovatelnych oblastech.

Podporeno MZCR: AZV-NU21-08-00237 a RVO-FNBr65269705, MSMT: MUNI/A/1558/2023
a NPO-NUVR-LX22NP05102, spolufinancovdno EU - Next Generation EU.
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Optické mapovani genomu a sekvenovani s dlouhym ¢tenim - maji misto v klinické
cytogenetice?

Vladimira Valloval2, Dominik Rezny!, Hana Dynkova Filkova?, Miroslav Stolfa2, Eva
HLadilkova?, Marta Navarikova?, Renata Gaillyova3, Petr Kuglik!2

1stav experimentalni biologie, Pfirodovédecka fakulta, Masarykova univerzita, Brno
2Centrum molekularni biologie a genetiky, IHOK, Fakultni nemocnice Brno
3Ustav 1ékarské genetiky a genomiky, Fakultni nemocnice Brno

Chromozomové aberace a strukturalni odchylky DNA jsou jednou z hlavnich pti¢in lidskych
genetickych onemocnéni. Jejich detekce je v klinické praxi zaloZena na rutinnich technikach
klasické a molekuldrni cytogenetiky, jako napt. karyotyp, FISH, MLPA a mikrocipové technologie.
S rozvojem novych screeningovych technologii zaloZzenych na vysetfeni kompletniho genomu se
vSak zacinaji ukazovat jejich hlavni nedostatky - nizké rozliSeni a pracnost (karyotyp) a absence
detekce balancovanych genetickych zmén (array-CGH). Tyto nedostatky se ukazuji byt zasadni
predev$im pri stanoveni presnych zlomovych mist u translokaci, inverzi a pri detekci
komplexnich cytogenetickych prestaveb.

V posledni dobé se vSak objevuji technologie, které by tyto nedostatky mohly ve velké mire
prekonat. Jednda se techniky zaloZené na analyze dlouhych molekul DNA - optické mapovani
genomu (OGM) a celogenomové sekvenovani s dlouhym ¢tenim (LG-WGS). I kdyZ jsou obé metody
zaloZené na odliSném mechanizmu odhalovani strukturni variability genomu, obé mohou zasadni
mirou prispét k objasnéni nejasnych cytogenetickych naleza.

V prednésce na vybranych kazuistikach popiSeme vyuziti obou uvedenych metod u pacientt
s neurovyvojovymi poruchamia/nebo vrozenymi vyvojovymi vadami. Zamérime se na porovnani
efektivity a presnosti obou metod pti detekci strukturnich prestaveb v klinické praxi a porovnani
ziskanych dat s dostupnymi cytogenetickymi vysledky.

Podpoteno VaV IP2024, FN Brno a MZ CR - koncepéni rozvoj vyzkumné organizace (FNBr,
65269705)
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Vyuziti metody optického mapovani genomu (OGM) u pacienti s neurovyvojovym
onemocnénim aneb nase cesta za OGM a prvni zkuSenosti.

Rezacova H.1, Vosecka T. 1, Novotna D. 1, Kutilova T2, Drabova J.1,Sldmova Z.1, Han¢arova M. 2,
Prchalova D.2, Ryba L.1, Tesner P.1, Havlovicova M. !

Neurovyvojovd onemocnéni (NVO) predstavuji heterogenni skupinu onemocnéni, u nichz
postiZeni centralniho nervového systému (CNS) vede k poruse vyvojovych dovednosti z oblasti
motorické, kognitivni, socidlni a komunikacni. PostiZeni jedince zavisi na rozsahu poskozeni CNS
a miZe se projevit jednotlivymi izolovanymi poruchami nebo castéji jejich kombinaci. Dle
nejnovéjsiho paradigmatu je vétSina NVO zplsobena genetickymi faktory. Nicméné, i pres
neustale se rozsitujici poznatky a technické moznosti ztistava kauzalni geneticka pri¢ina u mnoha
pacientli neodhalena. Optické mapovani genomu je moderni metoda umoziujici vizualizaci
a analyzu genomu jedince v jednom kroku. Tato slibna technologie ma schopnost identifikovat
strukturni varianty genomu, jako jsou inzerce, delece, duplikace, inverze ¢i translokace. Podle
nedavného vyzkumu vykazuje OGM 98 % shodu s vysledky jinych rutinné vyuZzivanych
cytogenetickych metod (Barseghyan H. et al. 2024). Vyznamnou vyhodou technologie OGM je
moznost detekovat balancované strukturni aberace, ¢imz predstavuje vyznamny prinos ve
vyzkumu i klinické diagnostice. Prezentujeme tfi kazuistiky pacienti s NVO s prokdzanou
strukturni aberaci (duplikace, chromotripse, intragenova duplikace) u nichz byla metoda OGM
vyuzita pro porovnani a uptresnéni aberaci, detekovanych metodami aCGH, MLPA ¢i srWGS.

Podpoteno projektem koncep¢niho rozvoje vyzkumné organizace 00064203/6004 a AZV
NU22-07-00165.
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Evoluce zpiisobi urceni pohlavi a pohlavnich chromozomii u amniotickych obratlovci
Lukas Kratochvil

Katedra ekologie PfF UK, Praha

Amnioticti obratlovci, tedy sauropsidi (ptaci a plazi) a savci, maji rtizné zpisoby uréeni pohlavi.
Nékteii maji pohlavi uréené prostfedim béhem inkubace a chybéji jim zcela pohlavni rozdily
v genomu, zatimco jini maji pohlavni chromosomy. V ptispévku shrnu soucasné znalosti o evoluci
urceni pohlavi u této skupiny, fylogenetickou distribuci jednotlivych zpiisobl uréeni pohlavi
a sméry evolucnich prechodi. Taky se pokusim vyjadrit k tvaham o ancestralnim stavu a evolu¢ni
stabilité jednotlivych zptisobt a jejim moznym pri¢indm.
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Prenatalni diagnostika chromozomovych aberaci v CR
Sipek Antonin Jr. 123, Sipek Antonin 1345, Klaschka Jan 6, Maly Marek 67

1 0ddéleni 1ékarské genetiky, Thomayerova nemocnice, Praha
2 Ustav biologie a lékai'ské genetiky 1. LF UK a VEN v Praze

3 Ustav 1ékatské genetiky 3. LF UK, Praha

4 0ddéleni 1ékarské genetiky, GENNET, Praha

5 0ddéleni 1ékarské genetiky, Sanatorium Pronatal, Praha

6 Ustav informatiky Akademie véd Ceské republiky, Praha

7 Statni zdravotni dstav, Praha

Uvod: Chromozomové aberace jsou vyznamnou pri¢inou mortality i morbidity a to
v prenatalnim, perinatdlnim i postnatalnim obdobi. Na detekci nejcastéj$ich chromozomovych
aberaci jsou v téhotenstvi zameéreny specialni screeningové a diagnostické metody.

Cile: Analyzovat absolutni a relativni cetnost vybranych typti chromozomovych aberaci
zachycenych prenatdlné i postnatalné. Nasledné zhodnotit efektivitu prenatalni diagnostiky
u vybranych typt diagnéz a souvisejici casové trendy.

Metody: Retrospektivni epidemiologickd analyza populac¢nich dat ziskanych zNarodniho
registru vrozenych vad, ktery je soucasti Narodniho registru reprodukéniho zdravi, vedeného
v ramci Ustavu zdravotnickych informaci a statistiky Ceské republiky. Tyto Gidaje jsou dopliiovany
o aktivni hlaseni prenatdlné zachycenych diagnéz, které probihd pod zastitou Spolecnosti
1ékat'ské genetiky a genomiky CLS JEP. Analyzovany byly nasledujici diagnézy: Downtiv syndrom,
Edwardstv syndrom, Patautiv syndrom.

VysledKy: Nejcastéji jsou v ramci prenatdlni diagnostikovany zachycovany autozomalni trizomie
(syndromy Downtv, Edwardsiiv a Patativ), které v dlouhodobém ptrehledu tvorfi priblizné 2/3
vSech prenatalné zachycenych chromozomovych aberaci.

Uspésnost prenatalni diagnostiky u Edwardsova a Patauova syndromu piesahuje 90 %, u dal$ich
chromozomalnich aberaci je nizZsi.

Zavér: Diky uspésnému zarazeni kombinovaného screeningu prvniho trimestru do prenatalni
péce doslo v Ceské republice ke zlepSeni prenatalni diagnostiky zejména autozomalnich trizomii,
které jsou zachycovany jak castéji tak i casnéji.

Podpora: Podporeno MZ CR - RVO (Fakultni Thomayerova nemocnice - FTN, 00064190)
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Centralni evidence vrozenych vad v Ceské republice
prof. RNDr. Ladislav Dusek, Ph.D., RNDr. Jitka Jirova

Ustav zdravotnickych informaci a statistiky CR

Narodni registr vrozenych vad je jednou z péti ¢asti Narodniho registru reprodukéniho zdravi.
Jedna seo celoplo$ny populaéni registr, jehoz spravcem je Ustav zdravotnickych informaci
a statistiky CR, a ktery je diky legislativnimu ukotveni v zdkonu & 372/2011 Sb., o zdravotnich
sluzbach a podminkach jejich poskytovani (zdkon o zdravotnich sluzbach), soucasti Narodniho
zdravotnického informacniho systému (déle NZIS).

Ackoli vétsina pracovist je do registru zapojena a pocet hlaseni je uspokojivé porovnatelny
s dal$imi referen¢nimi zdroji NZIS, celkova kvalita dat v databazi bohuzel stale vykazuje fadu
nedostatkt. Velkym problémem je rovnéz pracnost spojend s hldSenim pro odborny personal.
Cilem ptispévku je predstavit pripravené kroky na restart sbéru dat o vrozenych vadach.

Hlavni zménou vramci sbéru dat bude predstavend datova standardizace elektronické
dokumentace, ktera by méla vést k automatizaci hld$eni a k minimalizaci administrativni zatéze.
Tzv. minimalni datovy standard registru bude obsahovat pouze minimalni pocet zasadnich
parametrii, které nelze ziskat zjiného datového zdroje vramci NZIS. Veskeré dalsi rozsifujici
informace budou cerpany zostatnich databazi NZIS, jako jsou Narodni registr hrazenych
zdravotnich sluzeb, ostatni moduly Narodniho registru reprodukéniho zdravi, Narodni registr
hospitalizovanych a dalsi. Takto propojend soustava informaci vytvari komplexni datové zazemi
pro hodnoceni prevalence vrozenych vad, véetné analyz dostupnosti a kvality péce.

Dale budou predstaveny datové vystupy, které vznikly v ramci validace dat Narodniho registru
reprodukéniho zdravi ve srovnani s administrativnimi daty zdravotnich pojiStoven.

Jako ukédzka propojenosti a komplexnosti nové datové zakladny NZIS budou predstaveny
vysledky analyzy cetnosti vrozenych vad v rodinach, ktera si klade za cil popsat opakovany vyskyt
vrozenych vad u déti a plodl jedné Zeny, a to s ohledem typ diagndzy, region, vék Zeny a ptivod
gravidity.

Email: Ladislav.Dusek@uzis.cz, Jitka.]Jirova@uzis.cz
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Etnicky prevalentni exonova delece genu CRPPA

Trkova M!, Cejnova V2, Staiikova M2, Lysa M2, Schreiberova L2, Dobsakova Z2, Stolfa M2,
Vale¢kova J2, Cesakova M2, Vlasakova A2, Burdova A2, Fiser M2, Lehnerova M2, Tajtlova J2,
Drabova ]2, Capkové P2, Havlikova P2, Bobkova K2, Mriiakova H1

1GENvia, s.r.o., Laborator 1ékarské genetiky, Praha
2Pracovni skupina CzechArray

Bialelické mutace a delece genu CRPPA (OMIM*614631) jsou pri¢inou autosomalné recesivni
muskularni dystrofie-dystroglykanopatie s vrozenymi malformacemi o¢i a mozku (Walkertv -
Warburgiv syndrom). Hypotonie a svalova slabost jsou u homozygotnich nosi¢t pritomné od
narozeni, psychomotoricky vyvoj je minimalni a vétSinou nepreziji kojenecky vék. Strukturni
abnormity mozku a sniZené pohyby plodu Ize diagnostikovat prenatalné. Incidence onemocnéni
je odhadovana na 1 na 100 000 Zivé narozenych déti.

Vlaboratori GENvia byly v souboru 5400 vySetifenych vzorkii metodou array CGH zachyceny
identické intragenové homozygotni delece CRPPA u dvou plodi se zavaznym ultrazvukovym
nalezem CNS. Nasledné byly potvrzeny heterozygotni delece u rodi¢ti ze dvou neptibuznych
rodin. Jako ndhodny nalez byly nalezeny dalsi dvé identické heterozygotni delece u plodi
nepribuznych matek. Delece se stejnym rozsahem byla uvadéna i ve sdilené tabulce skupiny
CzechArray, proto jsme postupné oslovili spolupracovniky po celé Ceské republice. Z dodanych
dat a s porovnanim dostupnych databasi vyplyva, Ze se jedna o specifickou Ceskou deleci
zasahujici exony 1 az 9 genu CRPPA: 90 heterozygotnich nosicti a 13 plodii s homozygotni deleci.

Zachyt delece je (pokud jsou dostupné informace) vazan na romské etnikum a obecné je vysoky
vlokalitich svysokym podilem romské populace. Mohlo by se tak jednat o founder
(,zakladatelskou”) mutaci a ktomuto faktu by se mélo prihlizet vramci prekoncep¢ni
a prenatalni péce.
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Vyuziti metody array-CGH u pacienti s malym vzristem

Skalicka Sandra?, Kucerova Hanal, Schwarz Martin?, Michalovska Renata2, Hofinova Véras3,
Huirkova Véra4, FiSer Miroslav?!

1PRENET - prenatalni diagnostika a genetika, Pardubice

2 GHC Genetics, s.r.o., Praha

3 Geneticka poradna, Nemocnice Jihlava

4Centrum prenatalni diagnostiky a genetiky PREDIKO s.r.0., Zlin

Télesna vyska ma polygenni dédi¢nost a je ovlivnéna hormonalnimi, metabolickymi i genetickymi
faktory. Jako maly vzrist se zpravidla oznacuje vyska jedince pod 3. percentilem pro dany vék,
pohlavi a skupinu populace. Jednd se o obsahlou skupinu poruch s riznym stupném zavaznosti.
Maly vzrist miZe byt soucasti rady syndrom a jeho priciny jsou velmi variabilni, coZ znac¢né
ztéZuje diagnostiku ilé¢bu. Na zdkladé fyzického vzhledu pacienta je maly vzriist obecné
kategorizovan do dvou typi - proporcni a dispropor¢ni. Propor¢ni maly vzrist, jak nazev
napovida, znamen3, Ze koncetiny a trup jsou pirimérené velikosti. Dispropor¢ni maly oznacuje
stav, kdy ma jedinec vyznamny rozdil ve vySce sezeni a stani, nebot byva porusen rist dlouhych
kosti hornich a dolnich koncetin.

Prezentace je zaméfena na predstaveni nalezi ziskanych metodou array-CGH, ktera umoziuje
detekci vyznamnych variant v poctu kopii (CNV). Ve studii byly pouzity ISCA ¢ipy ve formatu
8 x 60 (Agilent, Santa Clara) se zakladnim rozliSenim 240kb (48kb v ISCA oblastech).

Byly analyzovany vzorky DNA izolované zperiferni krve 40 pacientd sdiagnézou maly
vzrist/trpaslictvi. Vyznamné duplikace ¢i delece byly pomoci metody array-CGH nalezeny
v 5 pripadech. Déle u 6 pacientl s negativnim vysledkem array-CGH bylo provedeno vySetteni
klinického exomu. Patogenni varianta souvisejici s diagnézou byla nalezena ve 2 pripadech.

Prednaska je doplnéna o jednotlivé kazuistiky.
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Vyuziti SNP arrayi v preimplanta¢nim genetickém testovani
Hornak M., Brozek R., Kubic¢ek D., Navratil R., Vesel4 K.

Repromeda s.r.o., Brno

Preimplanta¢ni genetické testovani predstavuje genetické testovani embryi za Gcelem vylouceni
chromozomovych aneuploidii/aberaci (PGT-A/SR) nebo genovych patogennich variant
vedoucich k narozeni postiZeného ditéte (PGT-M). Trendem v genetickém testovani je vyuzivani
technologie NGS, avSak SNP arraye maji stale misto v moderni genetice. Pomoci SNP arrayi lze
provadét univerzalni neptimou diagnostiku v ramci PGT-M, ale je mozné je vyuzit pro detekci
aneuploidii, coz pomdha vyloucit klinicky zdvazné aneuploidie a efektivnéji vybrat embrya pro
transfer. Pomoci vhodné zvolenych bioinformatickych algoritmid lze rozliSit meiotické vs.
mitotické chromozomové abnormality i bez DNA vzorki rodict. Déle lze s pomoci DNA vzorku
jednoho rodice rozlisit materndlni vs. paterndlni ptivod téchto aneuploidii. Ziskané informace
o typu a charakteru chromozomovych chyb lze pouzit pro uréeni poradi embryi pro embryo
transfer nebo optimalizaci IVF 1écby.

V nasi laboratofi vyuzivime SNP arraye Infinium™ Global Screening Array-24 v3.0 BeadChip,
se 654 027 SNP markery, které lze pouzit pro PGT-M ale i detekci aneuploidii. DuleZitou
prerekvizitou je vhodné zvolena celogenomova amplifikace, pro tento tcel vyuzZivime metodu
Multiple Displacement Amplification (MDA). Do vysledné bioinformatické analyzy jsme
implementovali algoritmy umozniujici rychlej$i a presnéjsi detekci aneuploidii, napt:
normalizovany logR graf, ,parent origin B-allele frequency* graf nebo graf zisku heterozygotnosti.

Data ziskand ze SNP arrayi potvrzuji, Ze vétSina meiotickych aneuploidii v embryich je
maternalniho ptivodu. U aneuploidii v mozaice vidime rovnomérné zastoupeni chyb maternalné
i paternalné zdédénych chromozomd, coz svéd¢i o ndhodném charakteru mitotickych chyb.
Frekvence chyb ploidii (polyploidie/haploidie) detekujeme v blastocystach u 1-2% vzorkii.
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Retrospektivna analyza variantov nejasnej signifikancie detegovanych celogenémovym
sekvenovanim s nizkym pokrytim

Tomkova E. a kol.

Oddelenie lekarskej genetiky, Medirex, a.s., Bratislava

Celogenémové sekvenovanie s nizkym pokrytim (LC-WGS) je metéda na detekciu zmien poctu
képii (CNV) v ludskom gendéme, ktora nasla Siroké uplatnenie v klinickej praxi a v mnohych
laboratériach nahradila tradi¢ni array CGH. S cielom zhodnotit podiel variantov nejasnej
signifikancie (VOUS), ktoré st povazované za najvacSiu vyzvu pri interpretacii vysledkov
celogenémovych analyz, a s cielom zodpovedat otazky tykajtice sa ich dalSej interpretacie sme
v subore 1112 vzoriek po LC-WGS realizovali rozsiahlu $tatisticki analyzu. Analyzované vzorky
boli rozdelené do dvoch skupin, a to na 402 vzoriek indikovanych v ramci prenatalnej diagnostiky
a 710 vzoriek indikovanych v rdmci postnatalnej diagnostiky. V prvej skupine bol podiel VOUS
stanoveny na 14,81% (32/216), v druhej skupine bolo detegovanych 27,03% (103/381), podiel
VOUS z celkového poctu CNV bol stanoveny na 22,61% (135/597). Podiel vzoriek so zaverom
nejasnej signifikancie bol 6,97% (28/402) pre prenatdlne vzorky, 11,97% (85/710) pre
postnatalne vzorky a 10,16% (113/1112) v celom stibore. Popisali sme vlastnosti detegovanych
VOUS a zhodnotili moznosti ich reklasifikacie. V stilade s rasticim po¢tom reportov tato Stidia
podporuje tedriu, Ze s va¢sim poctom vykonanych celogenémovych detekcii CNV a ich zvySujicim
sa rozliSenim bude pocet detegovanych VOUS najskor stupat, avSak ich reklasifikdciou v ¢ase
bude ich podiel naopak klesat, nakol'ko bude tendencia radit VOUS prevazne do kategérie
pravdepodobne benignych variantov. Diagnostickd vyzva, ktord VOUS predstavuji, moze byt
minimalizovand prostrednictvom intenzivnej spoluprace klinickych genetikov a laboratérnych
diagnostikov, pomocou vzajomnej spoluprace laboratdrii, zdielanim informacii a dosiahnutych
vysledkov.
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Vliv duplikaci v regulaénich oblastech genu SHOX na stav metylace DNA u pacientt
s Lériho-Weillovou dyschondrostedzou a vyznam zmén metylace DNA pro jeji etiologii

Valeriia Kopytko 1, Katetina Hirschfeldova 2, Pavlina Capkova 3, Roman Solc 1

1 Katedra antropologie a genetiky ¢lovéka, Prirodovédecka fakulta, Univerzita Karlova, Praha

2 Ustav biologie a lékai'ské genetiky, 1. 1ékai'ska fakulta, Univerzita Karlova, a Véeobecna fakultni
nemocnice, Praha

3 Ustav 1ékatské genetiky, Fakultni nemocnice Olomouc, Olomouc

Gen SHOX se nachazi v pseudoautozomalnim regionu 1 na konci kratkého raménka chromosom
X aY (Xp22.32/Yp11.32) a kéduje transkripcni faktor, ktery reguluje proliferaci a diferenciaci
chondrocyti v riistovych chrupavkach. Haploinsuficience SHOX je asociovana s Lériho-Weillovou
dyschondroste6zou (LWD) a idiopatickym nizkym vzristem (ISS). Ve vét$iné pripadl je
zplisobena CNV (,copy number variation“) zahrnujicimi exony SHOX a/nebo jeho regula¢ni
elementy, nicméné priblizné u 30 % pripadu pricina patologického fenotypu ziistava neodhalena.
Oproti delecim zlistavd vyznam duplikaci v nékterych pripadech kontroverzni. Duplikace
zahrnujici CNE (,conserved non-coding element“) v blizkosti SHOX byly popsdny u pacienti
s fenotypem LWDY/ISS, ale také u zdravych jedincd. Za normalniho stavu jsou CpG ostrivky
obklopujici gen SHOX hypometylovany, coZ odpovida skute¢nosti, Ze SHOX nepodléha inaktivaci.
Nékteré studie predpokladaji, Ze zmény v trovni metylace DNA gend mohou byt asociovany
s prestavbami vjejich okoli, zndma je téZ role zmén profilu metylace DNA v etiopatogenezi
nékterych chorob. Nasim cilem bylo ovérit platnost téchto predpokladii v pfipadé genu SHOX.

Analyzovali jsme dva CpG ostriivky v genu SHOX u 23 zdravych jedinct, u 20 pacientt s fenotypem
LWD a duplikaci zahrnujici regula¢ni elementy SHOX a u 30 pacientti s fenotypem LWD/ISS bez
detekovanych strukturnich a bodovych mutaci. Pomoci pfimého bisulfitového sekvenovani
vzorkid genomické DNA bylo stanoveno, Ze CpG ostrivky v oblasti SHOX vykazuji niz$i troven
metylace u pacientl s duplikaci, nez u zdravych jedincl, ovSiem pouze u jednoho ostriivku byl
zaznamenany rozdil statisticky vyznamny. Pro stanoveni, zda samotné zmény v metylaci mohou
byt zodpovédné za patologicky fenotyp, bylo provedeno metylacni profilovani CpG ostrivki
u pacientli bez nalezené bodové ¢i strukturni mutace. Vysledky této analyzy naznacuji, Ze
metylacni indexy pacientli se odliSovaly od priméru skupiny zdravych jedinc alespon
o dvojnasobek smérodatné odchylky u 86,6 % pacienti v pripadé ostriivku CpG 1, a u 70 %
pacientti ve sledovaném useku ostrivku CpG 3. Rozdil v irovni metylace byl oviem pozorovin
u jednotlivych CpG dinukleotidd, nikoliv u v§ech CpG v ostriivku zarover.

U pacientd s duplikaci v regulacnich oblastech i u pacientl bez detekovanych mutaci v regionu
SHOX byly tedy pozorovany rozdily v irovni metylace DNA. Otazkami pro dal$i vyzkum zlistavaji
efekty konkrétnich duplikaci v zavislosti na jejich lokaci, sila redlného biologického efektu
pozorované zmény metylace i vyznam zmén profilu metylaci v etiologii LWD a ISS.
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Preimplantacni genetické testovani strukturnich aberaci v letech 2021-2023
Horak J., Velebny J., Svobodova N., Racochova E., Koudova M., Stejskal D.

GNTlabs by GENNET, Praha, Ceska republika

Strukturni chromozomova aberace u jednoho zpartnert je indikaci k preimplanta¢nimu
genetickému testovani (PGT-SR) priblizné u kazdého dvacatého paru, ktery prichazi na kliniku
asistované reprodukce. Balancované chromozomové aberace jako Robertsonské translokace,
reciproké translokace, pericentrické inverze, paracentrické inverze, inzerce ¢i delece jsou spojeny
srizikem tvorby nebalancovanych gamet a mohou vést kpotraceni plodu, nebo narozeni
postiZeného ditéte v pripadé malého rozsahu nebalancovanych tsekti genomu. Plodnost nosice
balancované translokace miZe byt sniZena o 20-80%, coZz vkombinaci sdal$imi faktory
ovlivitujicimi plodnost jedince jako je vék, ¢i kvalita spermiogramu muze byt diivodem k navstévé
kliniky asistované reprodukce. VySetfeni karyotypu obou partnerii je zakladnim genetickym
vySetienim, které by mélo vzdy predchazet zahdjeni cyklu IVFE.

K provedeni PGT-SR mdme na vybér mezi dvéma metodami, které se pouzivaji primarné
k testovani aneuploidii (PGT-A), nebo monogennich chorob (PGT-M). Obecné je mozné ¥ici, Ze pro
vSechny chromozomové aberace zachycené vySetfenim karyotypu je mozné provést PGT-SR
metodou NGS podobné jako u bézného PGT-A a soucasti vySetieni je tudiz vzdy analyza poctu
kopii také u vSech ostatnich chromozomi. Nebalancované chromozomové aberace v podobé
mikrodeleci a mikroduplikaci se v mnohém podobaji monogennim chorobam. Maji zpravidla
riznou penetranci aexpresivitu a jsou zachyceny postnatdlni ¢i prenatdlni array, kterd je
indikovana z divodu fenotypu jedince ¢i plodu. Pro tyto typy aberaci je vhodnou metodou k PGT-
SR karyomapping vyuzivajici stejné SNP ¢ipy, ktery byly pouzity pro zachyt kauzalni strukturni
aberace. Kromé primé detekce aberace na Cipu a vySetfeni poctu kopii vSech ostatnich
chromozomu je mozné vramci karyomappingu zvysit diagnostickou spolehlivost u embrya
haplotypovou analyzou svyuzitim vzorkd otce a matky na principu nepfimé genetické
diagnostiky.

Vletech 2021 - 2023 bylo vnasi laboratofi provedeno PGT-SR u 337 pacientd, kterym bylo
vySetieno celkem 1396 embryi. Metodou karyomapping s vyuzitim SNP array bylo vySetfeno 48
pacientli a 193 embryi. Ostatni pacienti a embrya byla vySetfena metodami zaloZenymi na
principu NGS. Podil pacienti s indikaci k PGT-SR ¢inil u obou metod shodné 5 %. Tento Siroky
soubor pacientli pokryvajic celé spektrum PGT-SR nam umozZnuje podivat se na tuto
problematiku z mnoha riznych uhld pohledu a zasadit ji do aktudlniho kontextu reprodukéni
genetiky a asistované reprodukce. V soucasnosti je mozné provést PGT-SR u kazdého pacienta, at
uZ je nosi¢em balancované ¢i nebalancované strukturni chromozomové aberace.

e-mail: jakub.horak@gennet.cz
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Mozaicismus pohlavnich chromozomi - pripady z laboratore, kazuistika

Mgr. Sona Stierandova, Ph.D.

Spravné hodnoceni a interpretace mozaicismu, jako jednoho z moznych mechanismi vzniku
patologie, patfi k opomijené, ale velmi dulezité oblasti v Kklinické genetice. Mozaicismus
pohlavnich chromozomi sebou navic prinasi vyzvu v podobé nerovnomérného prenosu z rodict
na potomky a spolu s tim i moznost projevl X-vazanych onemocnéni. Cytogenomika nam, diky
své robustnosti, umozniuje vidét velké genomické mozaiky, se kterymi by si molekuldrné-
genetické metody jako tfeba NGS nebo ddPCR neumély zcela poradit. Spojeni karyotypu, aCGH
a FISH je u¢innym nastrojem pii hodnoceni mozaicismu.
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Retrospektivni vySetieni piestaveb gent IGL, IGK a MYC u pacientii s mnohocetnym
myelomem

Bohtnova Michaelal, Ondrouskové Eval, Fidrichova Annal, Bryjova Lenka?, Kotaskova Janals3,
Stork Martin2, Pour Ludék, Jaro$ova Mariel

1Centrum molekuldrni biologie a genetiky, Interni hematologicka a onkologicka klinika, Fakultn{
nemocnice Brno a Lékarska fakulta Masarykovy Univerzity, Brno

2Interni hematologicka a onkologicka klinika, Fakultni nemocnice Brno a Lékarska fakulta
Masarykovy Univerzity, Brno

3 Stredoevropsky technologicky institut (CEITEC), Masarykova Univerzita, Brno

Uvod

Mnohocetny myelom (MM) je klondlni lymfoproliferativni onemocnéni charakterizované
zvySenym poctem plasmocytli v kostni dieni a znac¢nou Kklinickou i genetickou heterogenitou.
Pacienty lze i pres tuto riznorodost rozdélit podle primérni genetické zmény do dvou hlavnich
skupin, které se lis§i progndzou: hyperdiploidni (zmnoZeni poctu chromosomd, predevsim
lichych) a s prestavbou genu IGH. Prvni skupina ma relativné priznivou prognézu, u druhé riziko
zavisi na konkrétnim partnerovi translokace.

Pro upresnéni prognézy a predikci odpovédi na léc¢bu jsou v rdmci rutinni diagnostiky MM
provadény mimo jiné vysetieni metodou fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH). Zakladni panel
zjiStuje aberace oblasti 1p/1q, 13q, 17p a genu IGH, néasledné se dle vysledku IGH doSettuje
hyperdiploidie chromosomt 5, 9 a 15 nebo translokace t(4;14), t(11;14), t(14;16), t(6;14)
a t(14;20). V bézné praxi nevySetiované aberace gend IGL, IGK a MYC maji dle novéjsich praci
negativni prognosticky vyznam, a vzhledem k jejich ¢astému vyskytu i u pacientt s hyperdiploidii
muzou jejich aberace ovlivnit plivodni zarazeni pacienta do skupiny s ptriznivéjsi prognézou.

Metody

Retrospektivné bylo vysSetfeno 77 vzorki separovanych plasmocytli od IGHnegativnich pacientl
s nové diagnostikovanym MM (IHOK FN Brno, 2020-2022). Metodou FISH byly vySetieny flze,
prestavby a pocetni zmény genii MYC, IGL a IGK.

Vysledky

V kohorté 77 prevazné muzskych pacientl (53 %) s medidnem véku v dobé diagnézy 68 let byla
vétSina (61 %) zarazena do kategorie R-ISS II dle stadia onemocnéni. Progrese nastala celkem
u 45/77 (58 %) pacientti (celkova doba do progrese PFS primérné 17,3 mésice), primérné
celkové preziti OS bylo 26 mésicl. U 74/77 pacientti byla detekovana hyperdiploidie, pricemz
v 77 % ptipadi byla asociovana s aberacemi v genech IGL, IGK a MYC. Tyto aberace zahrnovaly
vznik fuznich gent (IGL::MYC 7/77,1GK::MYC 1/77), disrupce (MYC 16/77,1GL 10/77,1GK 1/77),
zmnoZeni intaktniho genu (MYC 20/77, IGK 11/77, IGL 2/77), amplifikace (MYC 1/77) a ztraty
jedné kopie genu (IGL 15/77, MYC 2/77). U 51 % pacientti byly zaznamenany aberace vice gent
soucasné. Vliv na pribéh onemocnéni a celkové preziti mély z hlediska statistiky aberace genu
MYC: byl pozorovan statisticky vyznamné niz$i medidn PFS (14 vs. 28 mésicti, p=0,033) oproti
pacientiim bez aberaci v tomto genu, podobné byl zjistén i rozdil mezi OS téchto skupin (u OS ale
kratka doba sledovani a pouze 20 % zesnulych pacientii).
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Zavér

Tato prace prinesla prehled aberaci v genech IGL, IGK a MYC u pacientti s MM a pribliZila jejich
vyznam v kontextu klinického obrazu onemocnéni. Nejéastéji byly pozorovany aberace v genu
MYC ajejich pritomnost méla negativni vliv na dobu do progrese i celkové preZziti pacientl
s témito zménami. Do budoucna by bylo vhodné tyto zjiSténi dale ovérit, aby mohlo dojit k celkové
revizi nebo jejich implementaci do stavajicich prognostickych systémi. Hledani prognosticky
vyznamnych aberaci je u MM dtlezité také z hlediska vyvoje cilené a personalizované terapie.

Podpoteno z MZ CR - RVO (FNBr, 65269705).
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Cytogenomicka a molekularné biologicka analyza nadorového genomu pacienti
s myeloidnimi malignitami se zaméfenim na akutni myeloidni leukémii s komplexnimi
zménami a na analyzu genu MECOM

Lenka Bryjoval, Katerina Cabeloval, Eva Ondrouskoval, Michaela Bohtinoval, Petra
Smuhatoval, Jird §mejkall, Jana Kotaskoval, Ivana Jeziskoval, Adam Foltal, Dagmar Smitaloval,
Michael Doubek!.23, Barbora Weinbergerova?, Libor Cervinek?, Anna Panovskaz, Daniela

Zackovaz, Sarka PospiSiloval23, Marie Jaro$oval23

1Centrum molekularni biologie a genomiky, IHOK, FN Brno, Brno
2[nterni hematologicka a onkologicka klinika, FN Brno a Lékarska fakulta MU, Brno
30stav 1ékatské genetiky a genomiky, FN Brno a Lékai'ska fakulta MU, Brno

Akutni myeloidni leukémie (AML) tvori az 80% akutnich leukémii u dospélych. U 10-12 % téchto
pacientli se vyskytuje komplexni karyotyp (KK), ktery je definovany jako nalez =3 zmén
v karyotypu, kdy alespoii jedna z nich je strukturniho charakteru. Mezi nejcastéjsi zmény v KK
patfi nebalancované zmény zahrnujici ztraty genetického materidlu ramen chromosomi 5q, 7q
a/nebo 17p. Ndlez vice jak 3 zmén zahrnujici tyto delece je oznacovan jako tzv. typicky KK (T-KK),
zatimco jejich nepritomnost v KK definuje skupinu atypického KK (A-KK).

Podle WHO Kklasifikace akutnich leukémii a souvisejicich neoplazii patfi zmény na chromosomu
3q26.2 mezi rekurentni chromosomové aberace, které jsou pozorovany u 1-2,5 % u pacientli
s myelodysplastickym syndromem (MDS) a s akutni myeloidni leukémii (AML) a az v 25-40 %
u pacientti s chronickou myeloidni leukémii (CML) v blastické fazi onemocnéni. V oblasti 3q26.2
je lokalizovan gen MECOM. Chromosomové zmény na chromosomu 3, inverze nebo translokace
(inv(3)/t(3;3)), vedou kderegulaci genu MECOM (transkripéniho faktoru, ktery indukuje
leukemickou transformaci regulaci svych cilovych genti) a jeho nadmérné expresi, jejiz
dtsledkem je neptizniva prognosa nemocnych.

Cilem nasi prace bylo provést komplexni analyzu vlastniho souboru nemocnych s AML s KK a také
souboru nemocnych s myeloidnimi malignitami s prestavbou genu MECOM (ur¢it typy a frekvenci
aberaci genu MECOM, jeho genovou expresi).

Provedli jsme komplexni genetickou analyzu souboru 62 pacientd (29 Zen a 33 muzli, median
véku 65 let) s AML sKK a pacientli s myeloidnimi malignitami s ptestavbou genu MECOM,
diagnostikovanych a lé¢enych na IHOK FN Brno v letech 2014-2024. DNA téchto pacientti jsme
analyzovali metodami klasické cytogenetiky, FISH, mFISH/mBAND, arrayCGH, cilenou analyzou
NGS (panel Agilent a Archer), Q-RT-PCR pro urceni hladiny exprese genu MECOM a 1 pacient byl
vySetien metodou optického mapovani genomu (OGM).

T-KK byl pozorovan u 22 pacientl, A-KK u 10 pacientl. T-KK s delecemi na vsech trech
chromosomech mélo 7 pacientti, kombinace deleci na dvou chromosomech byla nalezena u 8
pacientti, 3 pacienti méli pouze deleci na chromosomu 7q a 3 pacienti méli pouze deleci na
chromosomu 5q. Ostatni nalezy byly velmi heterogenni.

Cytogenetickd a FISH analyza potvrdila prestavbu genu MECOM u 16 pacientti, u dal$ich 10
pacientti doslo k zisku chromosomové oblasti s genem MECOM, u 4 pacientti byl lokalizovan gen
MECOM na derivovaném chromosomu a u 1 pacienta doslo k deleci 1 kopie genu. Nasledna cilena
NGS a Q-RT-PCR doplriuje komplexni informace o prestavbé a heterogenité exprese genu
MECOM.
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Vnasem prispévku budeme prezentovat vysledky spolecné cytogenomické, molekularné
biologické a klinické analyzy souboru pacientii s myeloidnimi malignitami se zaméfenim na AML
s KK a na zmény genu MECOM. UkdZeme detailni analyzy prestaveb genomu téchto pacientd,
véetné analyzy prestavby genu MECOM a heterogenitu jeho exprese. Na zdkladé vysledki
uvedenych metod budeme laboratorné i Kklinicky charakterizovat pacienty, ktefi jsou
prognosticky nepfiznivou skupinou nemocnych.

Podpoteno grantem: MZ-CR RVO 65269705.
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Detekce metylace promotoru MGMT genu pomoci dvou pristupii s odliSnym principem
detekce mCpG u nemocnych s glioblastomem

Halka Lhotska?’, Karolina Janeckoval, Tatiana Aghoval, Hana Cechova?, Jaromir Macouns3,
Libuse Lizcoval, Karla Svobodova?, Lucie Hodanoval, Veronika Tichd¢koval, Dora Konecna#,
Jiri Soukup5, David Netuka?, Zuzana Zemanoval

1 Centrum nadorové cytogenomiky, GLBLD, VFN a 1. LF UK v Praze;
20ddéleni HLA, UHKT, Praha;

30ddéleni klinického hodnoceni, VFN a 1. LF UK v Praze;
4Neurochirurgickd a neuroonkologicka klinika, 1. LF UK a UVN v Praze;
50ddéleni patologie, 1. LF UK a UVN v Praze,

Glioblastom je nejcastéjsim malignim onemocnénim mozku s velmi $patnou prognézou. Snizena
exprese 0-6-metylguanin-DNA metyltransferazového (MGMT) genu (10q26.3), ovlivnéna
zejména metylaci dvou diferencidlné metylovanych oblasti (DMR1 a DMR2), je spojena s lepsi
odpovédi na 1é¢bu temozolomidem. Vhodné metody detekce metylace promotoru MGMT genu
a urceni odpovidajicich hodnot cut-off jsou stile predmétem diskuse.

Retrospektivni analyza byla provedena na souboru 108 pacientli s histologicky a geneticky
definovanym glioblastomem za pouziti metylacné specifického Sangerova sekvenovani (sSeq)
a metylacné specifické MLPA (MS-MLPA). Pomoci metody sSeq byla detekovana metylace
v oblasti DMR2 u 32 vzorki (31 %) a v oblasti DMR1 u 13 vzorki (12,6 %). Metylace detekovana
metodou MS-MLPA pomoci sond MGMT_215, MGMT_190 a MGMT_124 z kitu ME012-A1l
(nachazejicich se v oblastech DMR1 a DMR2) byla v souladu s metylaci ptislusnych CpG
dinukleotidti analyzovanych pomoci sSeq (p-value = 0,005 pro sondu MGMT_215; p-value < 0,001
pro sondu MGMT_190; p-value = 0,016 pro sondu MGMT_124). Prah pro detekci metylace
metodou MS-MLPA byl stanoven analyzou dat ziskanych obéma metodami pomoci PCA a ROC
krivek na hodnotu 0,362. Metylace promotoru MGMT genu byla potvrzena u 36 % vzorki. Tito
pacienti méli statisticky vyznamné lepsi celkové preZiti (p = 0,003).

Vysledky nasi studie ukazuji, Ze stanoveny prah pro detekci metylace metodou MS-MLPA je
diagnosticky funkéni a umoziiuje stratifikaci pacientti, kteri profituji z lécebnych protokoli
zahrnujicich temozolomid. Detailni analyza promotoru MGMT genu miiZe prispét k presnéjsi
a personalizované 1é¢bé pacientt s glioblastomem.

Tato studie byla podporena granty NU21-04-00100, GIP-22-NL-02-846 a RVO-VFN64165.
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SKUSENOSTI NASHO PRACOVISKA S IDENTIFIKACIOU MUTACIi VIMUNOGLOBULINOVOM
GENE IGHV U PACIENTOV S CHRONICKOU LYMFOCYTOVOU LEUKEMIOU OD ROKU 2018.

Lukackova R.1, Majerova L.1, Tomkova E.1, Tothova K.1, Tatayova L.1, Sprincové A2, Kopcsayova
D.2

1 0ddelenie Kklinickej genetiky MEDIREX a.s., Bratislava
2 Oddelenie klinickej genetiky MEDIREX a.s., KoSice

Chronicka lymfocytovd leukémia (CLL) je charakterizovand ako klondlna proliferdcia
a akumulacia zrelych CD5+ B-lymfocytov v periférnej krvi, kostnej dreni, lymfatickych uzlinach
aslezine. U CLL st rekurentné chromozémové aberacie podstatné pre stratifikdciu pacientov do
prognostickych skupin. Na stanovenie progndzy sa vyuZzivaju aj rézne molekuldrne markery,
ktoré umoziuju predikovat priebeh ochorenia. Nezavislym prognosticky vyznamnym markerom
CLL je stanovenie muta¢ného statusu génu IGHV, ktory kéduje variabilnu oblast tazkého retazca
imunoglobulinov. Podla muta¢ného statusu IGHV sa pacienti delia do dvoch skupin. Pacienti,
ktorych IGHV vykazuje v nukleotidovej sekvencii oproti zarodo¢nej linii rozdiel >2%, st nositelmi
tzv. mutovaného génu IGHV (M-IGHV), ktory sa spaja s miernej$Sim priebehom ochorenia
a definuje potencialne indolentnt formu CLL. Druhd skupina pacientov, kde bazovy rozdiel oproti
zarodoc¢nej linii tvori < 2%, su pacienti s nemutovanym stavom IGHV génu (UM-IGVH), ktory
koreluje s horSou prognézou a krat$im prezivanim. Za obdobie 01/2018 - 07/2023 sme vySetrili
2657 pacientov s podozrenim na CLL. Zastipenie muzov/Zien v sibore bolo 55,9%/44,2%. Na
molekulovi analyzu sme pouzivali periférnu krv alebo kostnu dreii s protizraZzavym roztokom
EDTA. Pomocou fragmentacnej analyzy sme identifikovali prestavby génu IGH (gén pre tazky
retazec imunoglobulinu) a ndslednym Sangerovym sekvenovanim sme zistovali muta¢ny status
génu IGHV. Monoklonalnu populdciu B-lymfocytov sme stanovili u77% vySetrenych vzoriek
audalSich 21% sme detegovali rézne typy inych populdcii. Po stanoveni klonality bolo moZné
ur¢it mutaény status IGVH u73% pacientov (M-IGHV 40% a MU-IGHV 33%). Polyklonalita
B-lymfocytovej populacie u zdravého jedinca je désledkom rdznej dizky preskupenych génov
IGHV. U pacienta sCLL je typickd pritomnost monoklonalnej populdcie, pri ktorej jeden
patologicky klon uplne potlacil ostatné klony. V pripadoch neurceného statusu IGHV (bi-,tri-,
polyklon) je vhodné s odstupom casu vySetrenie opakovat na stanovenie definitivnej diagnézy.
V nasej praci sme sa zamerali prave na to, ako sa menil klonalny profil a IGVH status u pacientov
v progresii CLL. Vysoky vyskyt atypickych modelov poukazal na ddlezitost vySetrenia klonality
nadorovej populacie suspektnych pacientov sCLL. Vysledkom diagnostiky a spravnej
interpretacie prognostickych faktorov je véasna stratifikacia CLL pacientov pre vol'bu vhodného
terapeutického manazmentu podla rizika.
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PRESTAVBA RUNX1 GENU U PACIENTOV S DIAGNOZOU AML
V. Ondreickova, K. Lengyelov4, L. Tatayova, A. Blahov4, A. Zakovitova, R. Lukackova

Oddelenie lekarskej genetiky, Medirex a.s

Akuatna myeloidna leukémia (AML) je heterogénna hematologickd malignita charakterizovana
nekontrolovanou proliferdciou nediferencovanych blastov v kostnej dreni a periférnej krvi.
Prognéza AML je variabilnd a zavisla hlavne od molekuldrno-genetickych zmien. Jednym
z najcastejSie mutovanych génov pri hematologickych malignitach je gén RUNX1. Nachadza sa na
chromozéme 21q22 a zohrava délezitu tlohu pri diferenciacii hematopoetickych buniek. V nasej
praci predstavujeme pripady troch pacientov s diagnézou AML, u ktorych sme zistili aberacie
génu RUNX1.

V prvej kazuistike ide o 54 ro¢ného pacienta, ktory mal v ¢ase diagnézy normdlny karyotyp.
Néasledne bol transplantovany a po roku od transplanticie nastal relaps. Cytogenetickym
vySetrenim sme identifikovali patologicky karyotyp s t(3;21)(q26;q22), ktory sme nasledne
potvrdili FISH metédou.

V druhej kazuistike prezentujeme pripad 73 roc¢nej pacientky, ktord mala pri vstupnom vySetreni
normélny karyotyp, po 9 mesiacoch nastal relaps. Cytogenetickd analyza odhalila patologicky
karyotyp s t(10;21)(q24;q22). Do dvoch tyzdiiov od tohto nalezu pacientka zomrela.

Poslednd je kazuistika 61 rocnej pacientky, ktord mala vstupny cytogeneticky nalez
t(1;21)(p11;q22). FISH metédou sme potvrdili zisk RUNX1 génu.

Nasou pracou poukazujeme na ddleZitost genetického vySetrenia pri diagnostike a liecbe AML.

Klacové slova: AML, RUNX1, translokacia, kazuistika
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Del(1p32) is an early and high-risk event in relapsed multiple myeloma patients with
extraosseous plasmacytomas

Ondrouskova Eval*, Stork Martin'*, Bohunova Michaelal, Boichuk Ivanna?, Fric Dominik?,
Adam Zdenek?, Krejci Martal, Sandecka Vieral, Knechtova Zdenka?, Radova Lenka23 Jelinkova
Zuzana*, Adlerova Tatana*, Krticka Milan5, Nekuda Vladimir5, Borsky Marek!, Kotaskova Janal23,
Sevcikova Sabina’, Jarosova Mariel3, Pour Ludek!
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In multiple myeloma (MM), the accumulation of high-risk aberrations is one of the key hallmarks
related to disease spread beyond the bone marrow, resulting in extraosseous plasmacytomas
(EMM).We analyzed paired samples of separated bone marrow plasma cells (BMPCs) and
plasmacytoma tissue plasma cells (TPCs) from 22 EMM patients using interphase fluorescent in
situ hybridization (I-FISH), assessing IGH, t(4;14), t(11;14), t(14;16), hyperdiploidy, del17p,
13q14, and 1p32/1q21. Moreover, we retrospectively analyzed I-FISH data from 111 newly
diagnosed EMM patients, 56 relapsed EMM patients, and 243 MM patients without a history
of EMM.

The 1p32/1q21 aberrations were present in 90.9 % (20/22) of the EMM patients' paired
samples. The incidence of 1p32/1q21 aberrations was higher in TPCs than in BMPCs (86.4 %
(19/22) vs. 68.2 % (15/22)). Del(1p32) was found in 31.8 % (7/22) of the patients, with 85.7 %
(6/7) of cases shared between BMPCs and TPCs. In the population study of EMM patients, we
found the highest incidence of del(1p32) in relapsed EMM patients compared to newly diagnosed
EMM patients or MM patients without EMM (28.6 % (16/56) vs. 20.7 % (23/111) vs. 11.1 %
(27/243); p=0.002). In the relapsed EMM patients, there was a clear negative prognostic impact
of del(1p32) on overall survival (2.7 months (95% CI: 1.1-6.8) compared to 10.6 months (95%
Cl: 4.6-NA), p=0.001).

The 1p32/1q21 aberrations are frequent findings in EMM patients. Del(1p32) is a frequent and
high-risk aberration in relapsed EMM patients. Del(1p32) may play an important role during the
initial stages of EMM development.

Support:

NU21-03-00076, Conceptual development of research organization (FNBr 65269705), Program
EXCELLES, ID Project No. LX22NP05102; LM2023067 funded by MEYS CR)
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Prediktivni biomarker ERBB2 u adenokarcinomu zaludku a gastroezofagealni
junkce

Martina Pefinoval2, Denisa Drozdkoval3
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HER2, epidermalni ristovy faktor, membranovy receptor regulujici bunécnou proliferaci
a preziti, je nadmérné exprimovan u 15-30 % adenokarcinom zaludku a gastroezofagealni
junkce (GEJ). HER2 slouzi jako prognosticky a prediktivni biomarker, ktery umoziiuje
cilenou anti-HER2 terapii zlepSujici preziti pacientli s pokrocilym HER2 pozitivnim
karcinomem. Analyzovali jsme exprese HER2 u nadord zaludku a GE] pomoci
imunohistochemie (IHC) a fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH). Zjistili jsme 31%
pozitivitu HER2 u IHC 2+ vzorki hodnocenych jako ISH pozitivni, prestoZe je predloZeny
soubor pacientl maly, podporuje nova doporuceni pro hodnoceni HER2 pozitivity z prosince
2023. Tato kritéria optimalizuji 1é¢bu pacientti s karcinomem Zaludku a GEJ.
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Myelodysplastické neoplazie (MDS) s izolovanou deleci 5q
Radova A., Navratilova J., Holzerova M., Urbankova H., Machova R. & Papajik T.

Hemato-onkologicka klinika, LF UP a FN Olomouc

Nejcastéj$im cytogenetickym nalezem u pacientti s MDS je intersticialni delece oblasti 5q
(priblizné u 20 %). Pouze 5 % pacientd s touto aberaci je klasifikovano dle WHO Kklasifikace
jako low-risk subtyp MDS-del(5q).

Dle cytogenetického skoérovaciho systému (Schanz et al, 2012) vykazuji pacienti
sizolovanou del(5q) dobrou prognézu (zahrnuje i pacienty s 1 pridatnou aberaci vyjma
aberaci chromosomu 7 - dale oznacovano jako 5q-). Rozsah del(5q) je variabilni a ukazuje
se dle literatury, Ze pacienti saberaci telomerické oblasti 5q maji agresivnéjsi pribéh
onemocnéni. Chovani tohoto low-risk subtypu MDS miiZe byt potencionalné ovlivnéno
i dalsimi zndmymi faktory (mutace v TP53 nebo SF3B1).

Cilem této studie bylo analyzovat soubor MDS pacientii s prokdzanym nélezem 5q-, urcit
pridatné aberace a detekovat telomerickou deleci oblasti 5q. Pro detailni zmapovani rozsahu
del(5q) vyuzit metodu arrayCGH (Agilent) a pro detekci variant ve 45 kandidatnich genech
metodu MPS (Illumina).

Celkem bylo béhem 21 let (2002-2023) ve Fakultni nemocnici Olomouc diagnostikovano
328 pacienti s potvrzenou diagnézou MDS, kdy metodou FISH s rutinnim panelem sond
(MetaSystems) byla aberace chromosomu 5 detekovdna u 111 pacientti (34 %). Nalez 5q- byl
prokdzan u 44 pacientd (13 %) atelomerickd del(5q) pak byla nalezena pouze ujediné
pacientky.

Retrospektivni analyza provedend metodou arrayCGH na vzorcich DNA 44 pacienti z doby
diagndzy prokazala nebalancované aberace oblasti 5q u 42 pacientl. ArrayCGH umoznila
detekovat CDR o velikosti 1,8 Mb nachézejici se v oblasti 5q32.1 (obsahuje 39 genii). Nejvétsi
deletovana oblast zaujimala 86,13 Mb. Nalezy dal$ich pridatnych aberaci metodou arrayCGH
vedly k vytazeni 2 pacientl ze souboru pacienti s 5q-.

Pomoci MPS byly analyzovany vzorky 42 pacientd, z nichz 29 pacientd mélo alespoii jednu
variantu ve sledovanych genech. Nejcastéji mutovanym genem byl SF3B1 (14 pacienti), a to
zejména varianta K700E. U jednoho pacienta byla nalezena varianta DDX41 s nejistym
vyznamem. U 5 pacientti byl mutovan gen TP53. U 13 pacientl doslo k progresi onemocnéni
do sAML, ale nepodafilo se jednoznacné identifikovat Zadné jasné prediktory.

Kombinace cytogenetickych a molekularné-cytogenetickych metod je pfinosnd pro
spravnou diagnostiku a stratifikaci pacienti s MDS. V soucasné dobé je vSak pro piesnou
diagnostiku tohoto onemocnéni nezbytné pouziti metod MPS.

Podpoteno grantem: IGA_LF_2024_001.
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Cytogenomicka analyza aberaci chromosomu 7 u myeloidnich malignit

Kristina Rochlovadl, Marie Valerianoval, Iveta Mendlikova?, LibuSe Lizcova?, Lenka
PavliStovaz?, Johana Richteroval, Margita Vrzakoval, Jaroslav Cermak?, Jan Valkal, Anna
Jonasovas3, Zuzana ZemanovaZ a Sarka Ransdorfoval

1stav hematologie a krevni transfuze, Praha

2 Centrum nadorové cytogenomiky, Ustav lékai'ské biochemie a laboratorni diagnostiky
VFN a 1. LF UK v Praze

31. interni klinika-klinika hematologie, VFN a 1. LF UK, Praha

Aberace chromosomu 7 patii mezi rekurentni chromosomové zmény u myeloidnich
malignit, jako jsou myelodysplastické syndromy (MDS) a akutni myeloidni leukémie (AML).

e

Jejich studium prispiva k rozsiteni znalosti o etiologii a progresi nadorovych onemocnéni.

Cilem studie bylo mapovani zlomovych mist a aberaci chromosomu 7 pomoci
cytogenomickych a molekularné cytogenetickych metod.

Vletech 2017-2024 jsme vySetrili celkem 177 vzorki kostni diené nové diagnostikovanych
dospélych nemocnych s MDS/AML, u kterych jsme nalezli aberaci chromosomu 7. U 24
pacientti (14 %) jsme detekovali izolovanou monosomii chromosomu 7. Samostatnou deleci
dlouhych ramen chromosomu 7 jsme prokazali u 6 nemocnych (3 %). Alteraci chromosomu
7 v kombinaci s dals$i zménou mélo 29 nemocnych (16 %). 118 pacienti (67 %) mélo aberace
chromosomu 7 jako soucast komplexniho karyotypu. U 92 nemocnych jsme prokazali deleci
7q, z toho u 44 pacientti doslo ke ztraté tumor supresorového genu EZH2 (7q36.1). Zmény
na kratkych ramenech jsme nejcastéji lokalizovali v oblasti 7p12, kde se nachazi gen IKZF1,
jehoz deleci jsme potvrdili u 21 pacientd. U 13 nemocnych jsme zaznamenali deleci vSech
nami vySetiovanych oblasti 7q22, 7q31 i 7q36.

Alterace chromosomu 7 se nejcastéji objevovala jako soucast komplexnich prestaveb.
Soucasné jsme potvrdili zna¢nou heterogenitu zlomovych mist, a to jak na kratkych, tak
dlouhych ramenech. VSechny tyto zmény jsou spojeny se $patnou prognézou a rychlou
progresi onemocnéni. Jejich v€asna detekce je proto zdsadni pro spravné vyhodnoceni
prognostického rizika nemocnych a vybér odpovidajici terapie.

Podporeno projekty MZCR00023736 a RVO-VFN64165.
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Marker chromozom u pacienta s nespecifickou stigmatizaci a opozdénym
psychomotorickym vyvojem

Burzikova K., Cerna D., Balcar A., Gre¢malova D., Sirti¢kova S., Vale¢kova J., Kaniova R, Novotna
R., Brychova L., Durechova K., Dolinkova M.

Oddéleni 1ékatské genetiky, Ustav klinické a molekularni patologie a lékai'ské genetiky, Fakultni
nemocnice Ostrava

Uvod: Malé nadpocetné marker chromozomy (sSMC) jsou strukturalné abnormalni chromozomy,
jejichz ptivod nelze jednoznaéné uréit klasickym G-pruhovanim. Casto se vyskytuji v mozaikach.
Jejich detekce a charakterizace je diilezita pro diagnostiku genetickych poruch, prestoze nejsou
vzdy spojeny s klinickymi ptiznaky. Vyskytuji se u 0,043 % novorozenct a u 0,426 % pacientl
s mentalnim postizenim. V posteru predstavujeme pacienta s nespecifickou stigmatizaci
a opozdénym psychomotorickym vyvojem, u néhoz byl detekovan marker chromozom v mozaice.

Material a metody: V novorozeneckém véku byl stanoven karyotyp + SNP/CGH array z periferni
krve (na jiném pracovisti). Ve véku 4 let byl znovu stanoven karyotyp z periferni krve (FN
Ostrava). Ve véku 10 let byl odebrdn kozni $té€p z u$niho boltce (béhem operace odstavajicich usi)
s naslednou kultivaci bunék a izolaci DNA pro stanoveni karyotypu, SNP array a NGS test (FN
Ostrava).

VysledKy: Stanoveni karyotypu novorozence z periferni krve na jiném pracovisti: karyotyp se
17% mozaikou sSMC. VySetfeni metodou SNP/CGH array mozaiku marker chromozomu
nepotvrdilo. Ve Fakultni nemocnici Ostrava byl opakované stanoven karyotypu z periferni krve:
karyotyp s 3% mozaikou sSMC. SNP array nebyla vzhledem k nizkému zastoupenf linie s marker
chromozomem indikovédna. Stanoveni karyotypu z kozniho $tépu: karyotyp se 62% mozaikou
sSMC. Na zakladé tohoto nalezu bylo indikovano vySetfeni SNP array a byla detekovana cca 50%
mozaika duplikace oblasti 17p11.2q21.1 (cca 21,0 Mb, 411 genti databdze HGNC, 202 gent
databaze OMIM). NGS panel mikrocefalie neodhalil Zddnou patogenni sekvenéni variantu (678
geni).

Zavér: Duplikace oblasti 17p11.2 odpovidd syndromu Potocki Lupski, ktery zahrnuje
neprospivani, opozdény PMV, neurovyvojovou problematiku, nespecifickou stigmatizaci.
Duplikace oblasti 17q11.2 (gen neurofibromin) nema charakter klasické neurofibromatézy,
manifestuje se jako neurovyvojovd porucha. Duplikace oblasti 17q12 odpovida 17q12
duplikaénimu  syndromu, dominuje neurovyvojovd problematika vcetné epilepsie
a psychiatrickych zmén. Diagnéza byla urcena aZ po odebrani vzorku kozniho $tépu z usniho
boltce. Nalezeny marker chromozom vznikl de novo, riziko opakovani pro dalsi téhotenstvi neni
zvySené nad obecné populaéni riziko.
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Variabilita klinickych nalezii u pacientii se CNV oblasti 2q13

Mikogkova A., Durechova K., Cerna D., Vale¢kova J., Balcar A., Kaniova R., Novotna R,
Grecmalova D.

Ustav klinické a molekularni patologie a lékai'ské genetiky, FN Ostrava

Uvod: Delece a duplikace v oblasti 2q13 jsou v populaci vzacné, vznikaji de novo nebo jsou AD
dédi¢né. CNV na chromozomu 2 jsou spojovany s mnozstvim riznych patologickych stavi, napft:
neurovyvojovymi poruchami, poruchami chovani, kostnimi dysplaziemi, malignitami a dal§imi.

Rekurentni varianty oblasti 2q13 byly nalezeny u pacient s poruchou autistického spektra
v rozsahu gend NPHP1 (*607100) a MALL (*602022) nebo spole¢né s geny RGPD6 (*612709)
a BUB1 (*602452) jako pricina $ir$i fenotypové manifestace ve smyslu kognitivniho deficitu,
neuropsychiatrické symptomatologie, poruch motorické koordinace, nékdy i VVV (srdce,
ledviny)5. Vyraznym rysem je netiplna penetrance, rodice pacienti mohou byt i bezpriznakovymi
nosici.

Metody: Celogenomova SNP array byla provedena pomoci kith HumanCytoSNP-12 v2.1 Analysis
Beadchip a HumanCytoSNP-850K v1.3 DNA Analysis Beadchip (Illumina Inc., San Diego, CA, USA).
Ziskana data byla zpracovdna pomoci softwaru BlueFuse Multi (Illumina Inc., San Diego, CA, USA).
Nalezy byly ovéieny metodou MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification) pomoci
soupravy SALSA MLPA P387 NPHP1 na genetickém analyzatoru ABI3130. Pro analyzu dat
ziskanych metodou MLPA byl pouzit software Coffalyser (MRCHolland).

VysledKy: V letech 2015-2024 bylo metodou SNP array vySetireno 2000 pacientd, u 15 pacientt
byly zjiStény delece nebo duplikace oblasti 2q13 (0,75 %). U 10 pacienti se jednalo o deleciau 5
pacientli o duplikaci této oblasti. U pacientti mlad$ich 1 roku nebylo mozné klinické znaky
zhodnotit. Dalsi genetické zmeény byly pfitomny u 5 pacienti, u 10 pacienti se jednalo o jedinou
nalezenou zménu.

Shrnuti: Byla potvrzena vysoka variabilita klinickych projevi variant oblasti 2q13. Vyrazny
rozdil byl zaznamendan i ve srovnani klinickych projevii mezi delecemi a duplikacemi. V obou
skupinach byly pritomny: porucha feci, opozdéni vyvoje, stigmatizace, hypotonie a epilepsie,
zatimco ADHD, PAS a o¢ni vady byly zaznamenany jen u pacientt s deleci. U pacientti s duplikaci
byly navic zjiStény kostni dysplazie a maly vzrilst. Tyto ndlezy jsou ve shodé s dostupnou
literaturou. Makrocefalie, mikrocefalie nebo vrozené srde¢ni vady, které jsou také uvadény
v odbornych ¢lancich3, nebyly u naSich pacientli zjistény, pravdépodobné z diivodu malého
souboru pacientd.

U vSech pacientti s duplikaci byl rozsah srovnatelny - 95,1 kb az 119 kb. Rozsah deleci vykazoval
vétsi variabilitu - 107 kb az 942,9 kb (1 az 7 OMIM genti). Gen NPHP1 byl deletovan nebo
duplikovan uvSech 15 pacientli, ve 14 pripadech spolecné s genem MALL. Gen NPHP1
lokalizovany v oblasti 2q13 kdduje protein nefrocystin, ktery funguje pti kontrole bunécného
déleni a ma signaliza¢ni funkci pfi mezibunécénych interakcich. Mutace v genu NPHP1 jsou
popisovany u AR dédi¢né juvenilni nefronoftizy (#256100) a u Joubertova syndromu-4
(#609583). Gen MALL kéduje protein s transportni funkci v endotelidlnich buiikach a je
lokalizovan zejména v glykolipidovych a cholesterolem bohatych membranach. CNV genu NPHP1
byly plivodné referovany jako benigni varianty, v soucasnosti jsou hodnoceny jako varianty
nejasného klinického vyznamu.
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Rok s VeriSeq NIPT v GNTlabs

Sheardova J., Cadova P, Bich Nguyen Thi Ngoc L., Zembol F, Dvorackova H., Suhajova S., Stejskal
D., Bittéova M., Koudova M. GNTlabs by GENNET, jessica.sheardova@gennet.cz

Uvod: VeriSeq NIPT Solution v2 je IVD test uréeny ke screeningu chromozomalnich aberaci plodu
z periferni krve téhotnych Zen od 10. gestacniho tydne. S vyuzitim WGS je kromé zachytu
aneuploidii v§ech chromozomi schopen i detekce ¢aste¢nych autozomalnich duplikaci a deleci
(CNVs) 2 7 Mb. Pfechodu na tuto CE-IVD metodu v GNTlabs predchazel dvoumésic¢ni ,competency
testing” s analyzou dat a validaci od spole¢nosti lllumina®. Od zaf{ 2023 jsme touto metodou
provedli vice nez 2700 NIPT. NIPT je v GENNET komer¢né nabizen pod znackou PRENASCAN.

Material, metody: Prvnim krokem NIPT vySetieni je separace plazmy ze vzorku periferni krve
matky. Jeden experiment zahrnuje obvykle 48 vzorkl. Nasleduje zhruba osmihodinovy
automatizovany proces izolace cfDNA a pripravy knihovny pomoci pristroje VeriSeq NIPT
Microlab STAR (Hamilton®). Celogenomové sekvenovani pomoci pristroje NextSeq 550Dx trva
~16 hodin, navazujici datova analyza je plné automatizovana a probiha na serveru VeriSeq Onsite
Server v2. V ramci verifikace vysledki a pripadného zachytu CNVs <7 Mb je v GNTlabs vyuzivan
i software Wisecondor X (Gentska univerzita).

VysledKky: K dnesnimu dni byla metodou VeriSeq NIPT detekovana aberace u 66 téhotnych Zen
(2,4 % z celkového pocltu vysetteni). Nalezy proporciondlné témér z jedné Ctvrtiny (24,2 %)
zahrnovaly trizomii 21 nebo CNV nebo aneuploidie pohlavnich chromozomii nebo RAA (rare
autosomal aneuploidies), z nichZ se ve vice nez 50 % jednalo o T7, ktera se ukazuje byt typicky
placentarni mozaikou s rizikem IUGR plodu. Z celkového poctu NIPT selhalo pouze 1,2 % testq,
coz odpovida vyrobcem deklarovanym limittim. Po opakovaném odbéru krve vsak bylo i v téchto
pripadech v 65 % dosazeno validniho vysledku.

Kazuistika 1

Abnormalni vysledek NIPT mizZe vyjimec¢né upozornit na onkologické onemocnéni matky. 27leta
pacientka s negativnim vysledkem screeningu v . trimestru se v 15. tydnu gravidity rozhodla pro
PRENASCAN, ktery detekoval opakované zriznych odbérti krve mnohocetny chromozomalni
nalez: dup(2)(p25.1p11.2);-4;+5. Nasledné provedend aminocentéza a SNP array vySetieni
plodu i obou rodic¢t prokazalo u plodu uniparentalni izodizomii chromozomu 6 maternalniho
ptivodu (iUPD(6)mat), ktera byla posléze potvrzena i ze vzorku placenty po porodu. V priibéhu
téhotenstvi apo porodu byla pacientka na zdkladé vysledku NIPT hemato-onkologicky
vySetfovdna a sledovdna, po porodu ji byla odstranéna zvétSena uzlina na krku, zniZz byl
histologicky diagnostikovan Hodgkiniiv lymfom a byla zahajena chemoterapie.

Kazuistika 2

Pacientka snegativnim vysledkem screeningu vI. trimestru se rozhodla pro PRENASCAN.
Provedeny VeriSeq NIPT byl negativni. Sekundarni analyzou CNVs pomoci softwaru Wisecondor
X byla zachycena mikrodelece 22q11.21 o vel. 4,8 Mb (781 kb dle nésl. provedené array CGH),
nedetekovatelnd samotnym VeriSeq testem. Tato mikrodelece je soucasti kritické oblasti
DiGeorge syndromu, ztohoto dGvodu byla na jiném genetickém pracovisti indikovana
aminocentéza a provedeno array CGH vySetieni plodu i obou rodicd, které prokazalo, Ze plod tuto
deleci zdédil po své klinicky zdravé matce, ktera se proto rozhodla v gravidité pokracovat.
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Intrachromozomova triplikace ¢i nadbytec¢ny chromozom? Kazuistika

Schreiberova L1, Zmolikova J4, Pitronova St, Nesc¢akova N1, Skalikova R1, Konvalinka D2,
Smolikova M1, Trombik I1, Trombik L1, Lazarova Al, Maier J1, Kopeckova J!, Hagenova M1,
Vseticka J2, Uvirova M1

1EUC laboratore CGB a.s.
2 Genetika Ostrava s.r.o.

Chromozom 15 je nachylny ke strukturnim aberacim, asi polovina marker chromozomi je
ptivodem z chromozomu 15. Vyznamnou instabilitu vykazuje zvlasté region 15q11-q14. Zde se
nachézi 5 shlukl repetitivnich sekvenci, které jsou podstatou rekurentnich zlomovych mist
znamych jako BP1-BPS5. Je zde také lokalizovan napt. Prader-Willi/Angelman kriticky region,
jehoz delece zplsobuji charakteristické projevy téchto syndromt. Duplikace a triplikace regionu
15q11-q14 mivaji variabilni klinické projevy.

U dvouletého chlapce s poruchou motoriky, feci, epilepsii, hypotonii a mozkovou obrnou byla
pomoci metody arrayCGH nalezena triplikace o velikosti 10,39 Mb v oblasti 15q11.2q13.3.
Vzhledem ktomu, Ze vliteratufe je popisovdna podobnost fenotypovych projevi pacientt
s intrachromozomovou triplikaci a pacientd s idic(15), byla také u probanda a rodic¢d provedena
klasicka cytogeneticka analyza. U probanda byla nalezena 90% mozaika muzského karyotypu
s nadbyvajicim isodicentrickym (nebo pseudoisodicentrickym) chromozomem 15 a normalniho
muzského karyotypu. FISH metodou byla na tomto derivovaném chromozomu potvrzena
pritomnost dvou kopii genu SNRPN (lokus pro Prade-Willi/Angelman region) v 92% mozaikové
formé.

V literatufe je popisovan fenotyp pacienti s triplikaci 15q11-q13 jako obecné méné zavazny
avariabilnéj$iho charakteru nez fenotyp pacientl sidic(15). Spravna diagnostika je tedy
nezbytna pro véasnou intervenci a budouci spravnou terapii a je nezbytné vzit v ivahu i moznost
chromozomovych aberaci detekovatelnych klasickou cytogenetickou analyzou.
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Zdanlivé shodna strukturni prestavba 8p v karyotypu dvou pacientek s opozdénim
vyvoje.

Slamova, Z., Drabovs, J., Vyhnalkovd, E., LagSuthovd, P, Vosecka, T, Rezatova, H., Kutilovs,
T., Palanova, M., Mouckov4, H., Novotna, D.

Ustav biologie a 1ékatské genetiky 2. LF UK a FN Motol

Uvod: Invertovana duplikace s piilehlou terminalni deleci kratkého raménka chromozomu 8 -
inv dup del(8p) je vzacna komplexni chromozomova prestavba relativné snadno rozpoznatelna
pri karyotypovani diky své specifické a do jisté miry konstantni strukture. Prestavba je
doprovazena variabilnim fenotypem, mezi jehoZ znaky dominuje PMV a opoZzdéni reci.

Cil: Prezentujeme pripady dvou pacientek s postiZzenim fenotypu se zdanlivé shodnym nalezem
strukturni prestavby v oblasti kratkych ramen chromozomu 8 pripominajici strukturu inv dup
del(8p), u nichz byla dal$imi metodami zjiSténa rtizna povaha prestavby i mechanismus jejiho
vzniku.

Material a metody: Probandka A vykazovala opozdény PMV, hypotonii, absenci feci, rysy PAS,
KFD a dysgenesis corpus callosum. U probandky B byl pozorovan opozdény PMV a opozdéni
vyvoje Fe¢, dale mirnd KFD. U probandek bylo provedeno karyotypovani na kultivovanych
lymfocytech z periferni krve a zjisténa prestavba 8p byla dale upresnéna metodou array CGH
s vyuzitim DNA izolované z periferni krve. Probandka B byla dale vySetfena metodou FISH.
U rodi¢t probandek bylo nasledné provedeno stanoveni karyotypu pro ovéfeni plivodu
prestaveb.

VysledKky: Vysledkem karyotypovani u obou probandek byl nalez derivovaného chromozomu
8 se suspekci na inv dup del(8p). Vysetteni array CGH u probandky A potvrdilo duplikaci oblasti
8p23.1p11.21 vrozsahu 29,2 Mb a deleci v oblasti 8p23.3p23.1 s rozsahem 6,9 Mb typickym pro
invertované duplikace s deleci. U probandky B byla zjisténa shodna delece jako u probandky A,
avSak nadbyte¢ny material na 8p v rozsahu 24,4 Mb pochazel z oblasti 3p26.3p24.2 a jednalo se
tedy o derivat nebalancované translokace t(3;8)(p24.2;p23.1), coZ bylo potvrzeno vySetfenim
FISH. VySetfenim rodicti probandek byl stanoven de novo ptivod obou aberaci.

Zavér: U probandek byla navzdory stejnému vysledku z karyotypu prokazana odli$na strukturni
prestavba, coz doklada nezbytnost kombinace rtiznych diagnostickych metod pro plné objasnéni
aberace. Ackoli ma prestavba u obou divek jiny charakter a mechanismus vzniku, sdileji shodny
nalez termindlni delece 8p, patrné vlivem pritomnosti segmentalnich duplikaci v oblasti
zlomového mista. Oblast delece 8p23.1-pter je povazovana za kritickou oblast spojenou
s autismem, opozdénym vyvojem feCi a epilepsii. Fenotyp probandek je dale ovliviiovan
duplikovanymi oblastmi prestaveb.

Podpora: Podporeno projektem koncepéniho rozvoje vyzkumné organizace 00064203.
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Novy etnicky polymorfizmus nebo jen nahoda?

Vosecka T., Rezadova H., Slamova, Z., Drabova, J., Kutilova, T, Stolfa M., Peldova P, Zoubkova V.,
Novotna D.

Ustav biologie a 1ékat'ské genetiky 2. LF UK a FN Motol

Uvod: Gen NEXN (MIM:613121; NM_144573.4) lezici v oblasti 1p31.1 kéduje protein, ktery se
podili na bunécné adhezi a migraci. Heterozygotni patogenni varianty tohoto genu jsou
asociovany s AD dilata¢ni (#613122) a hypertrofickou kardiomyopatii (#613876). VétSina
pripadl dilata¢nich kardiomyopatii vykazuje variabilni expresivitu a neuplnou penetranci
[McNally and Mestroni, 2017].

Material a metody: Prezentujeme tfi pacienty, dva s fenotypem dilatacni kardiomyopatie
a jednoho pacienta se suspektni alveolokapilarni dysplazii (ACD), respira¢nim selhanim
a pigmentovymi névy, u nichZz byla metodou CES detekovana delece proximalni oblasti genu
NEXN. K ovéreni a uptfesnéni ndlezu byla pouzita metoda array CGH s vyuzitim platformy ,kardio“
aCGH + SNP 4x180K, jejiz diagnostické sondy jsou navrzeny tak, aby pokryvaly geny (exonové
pokryti) souvisejici sVVV srdce. VySetfeni pomoci kardioarraye bylo déile provedeno
i u rodinnych prislusnikd pacientii pro stanoveni rizika a urc¢eni ptivodu aberace.

VysledKky: VySetieni prokazalo u dvou ze tif pacientl identickou heterozygotni intragenovou
deleci genu NEXN (MIM: 613121; NM_144573.4) v oblasti 1p31.1 o velikosti ~2,1 kb zasahujici
s urcitosti exony 2 az 4 a pravdépodobné také exon 5 (nelze uptesnit vzhledem k rozloZeni sond).
U trettho probanda byla prokazana identickad delece, avSak lezici voblasti se ztratou
heterozygozity (homozygotni delece).

Zaver: Vysetrenim tfi pacientl a jejich rodinnych prislusniki metodou array CGH jsme ovérili
pritomnost identické intragenové delece v genu NEXN. Zajimavé je, Ze ve vSech pripadech se
jednd orodiny romského plvodu svyskytem ztraty heterozygotnosti hranicné velkého
rozsahu. Je tedy mozné, Ze se jedna o variantu typickou pravé pro romskou populaci vyskytujici
se na uzemi Ceské republiky. Otdzkou zfistava, zda jsme odhalili dal$i etnicky polymorfizmus
nebo jde o ndhodné nalezy?

Podora: Podporeno projektem koncepcniho rozvoje vyzkumné organizace 00064203
aAZV 17-29423A.
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Nalez ¢tyinasobné trizomie v mozaice - kazuistika

Hana Kuéerova, Klara Rozehnalova, Lenka Hrékova, Hedvika Timov4, Klara Bobkova, Vaclav
Sebron, Romana Mihalova

UBLG 1. LF UK a VEN v Praze, Klinika gynekologie, porodnictvi a neonatologie 1. LF UK a VFN

Uvod: Prezentujeme kazuistiku ditéte, chlapce, ktery byl piedéasné narozeny, té%ce hypotroficky
po porodu cisarskym fezem v celkové anestezii matky pro tézkou FGR a centralizaci obéhu plodu.
Chlapec mél opakované infekty, hepatomegalii a cholestatickou hepatézu. Podavana transfuze
a opakované ATB.

Po tfech mésicich na oddéleni Perinatologického centra gynekologicko-porodnické Kliniky
U Apolinare dochazi k rozvoji multiorgdnového selhani a rozvratu vnitiniho prosttedi, exitus
letalis 91. den Zivota.

Pred umrtim byly odebrany vzorky krve na geneticka a metabolicka vysetfeni.

Cile a metodika: Do cytogenetické laboratore byly zasldny vzorky sindikovanym vySetienim
karyotypu a microarray.

VysledKy: Karyotyp byl standardné zhodnocen z deseti mitdz strukturné, preparat byl vzhledem
k véku a stavu (zaléceni antibiotiky) pacienta pomérné nekvalitni, del$ich mitéz bylo velmi malo,
pfi maximalni rozliSovaci schopnosti 400-500 bp byl nejprve stanoven normalni muZzZsky
karyotyp. VySetfeni metodou microarray prineslo nalez mozaicistni trizomie u ¢tyf chromozomi
- 8, 13, 17 a 18. Vkaryotypu bylo zhodnoceno numericky dal$ich 50 mitéz s velmi nizkou
rozliSovaci schopnosti a byla potvrzena soucasna trizomie ¢ty chromozomi v mozaice.

Zavér: Vysetieni metodou microarray odhalilo pfitomnost trizomie ¢tyt chromozomii v mozaice,

nasledné dovySetieni karyotypu tento nalez potvrdilo. Jednalo se o velmi raritni a neocekavany
nalez 20-30 % mozaiky soucasné trizomie ¢tyf chromozomi 8, 13,17 a 18.
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