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Review

KROMOSOMSKI MICROARRAY U KLINICKOJ DIJAGNOSTICI OSOBA S
RAZVOJNIM POREMECAJIMA

IVONA SANSOVIC, ANA-MARIA IVANKOV, ADRIANA BOBINEC, INGEBORG BARISIC*

Klinicko geneticko testiranje je standardna praksa za bolesnike s nerazjasnjenim razvojnim zaostajanjem/intelektualnim po-
teskocama, poremecajima iz autisticnog spektra ili visestrukim kongenitalnim anomalijama. Vecéina ovih bolesnika nema dovoljno
specificnih obiljezja iz osobne anamneze ili/i iz klinickog pregleda koji bi upuéivali na odredeni geneticki (ili ne-geneticki) uzrok.
Kromosomski microarray se vecé vise od deset godina koristi Sirom svijeta u rutinskoj klinickoj obradi ove populacije bolesnike kao
prvi dijagnosticki test. Stoga smo u Klinici za djecje bolesti Zagreb prvi u Hrvatskoj uveli kromosomskim microarray u geneticku
dijagnostiku djece s razvojnim poremecajima. Ovdje sazeto prikazujemo klinicka citogenetska testiranja koja se koriste u dija-
gnostici spomenute populacije bolesnika te na primjeru dva klinicka slucaja usporedujemo kromosomski microarray s klasicnom
kariotipizacijom s obzirom na tehnicke prednosti i ogranicenja, dijagnosticki prinos za razlicite vrste kromosomskih aberacija i
probleme koji utjecu na interpretaciju rezultata. Kromosomski microarray nudi znatno veci dijagnosticki prinos (20%) u genetic-
kom testiranju osoba s razvojnim poremecajima nego klasicna kariotipizacija (~3%), prvenstveno zbog visoke rezolucije u otkri-
vanju submikroskopskih delecija i duplikacija. Analiza visestrukog umnazanja vezanih sondi i fluorescentna in situ hibridizacija
imaju znatno vecu razinu rezolucije od klasicne kariotipizacije, ali su ogranicene samo na ciljane segmente genoma. U zakljucku,
kromosomski microarray é¢e omoguciti postavljanje tocne dijagnoze/specificnog genetickog sindroma u oko 20% djece s razvojnim
zaostajanjem/intelektualnim poteskocama, poremecajima iz autisticnog spektra ili visestrukim kongenitalnim anomalijama, pa je

zasad najucinkovitija dijagnosticka metoda za ove skupine bolesnika.

Deskriptori: KROMOSOMSKI MICROARRAY, RAZVOJNO ZAOSTAJANJE, INTELEKTUALNE POTESKOCE, KONGENITALNE ANOMALIJE,

KARIOTIPIZACIJA, MLPA, FISH

Skracenice:

DD/ID - razvojno zaostajanje/intelektualne potes-
koce (engl. developmental delay/intellectual disabi-
lity); ASD - poremecaji iz autisti¢nog spektra (engl.
autism spectrum disorders); MCA - visestruke
kongenitalne anomalije (engl. multiple congenital
anomalies); CNV - varijante u broju kopija (engl.
Copy Number Variations); CMA- kromosomski
microarray (engl. chromosomal microarray); aCGH
- komparativna genomska hibridizacija na array-u
(engl. array comparative genomic hybridization);
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SNP - polimorfizmi jednog nukleotida (engl. single
nucleotide polymorphism); FISH - fluorescentna in
situ hibridizacija (engl. fluorescence in situ hybri-
dization); MLPA - viSestruko umnazanje vezanih
sondi (engl. multiplex ligation-dependent probe
amplification); BAC- umjetni kromosom iz bakte-
rije (engl. bacterial artificial chromosome); PAC-
P1-dobiveni umjetni kromosom (engl. P1-derived
artificial chromosome); VOUS - varijante nepozna-
tog klinickog znacenja (engl. variants of uncertain
clinical significance); DGV - baza podataka vari-
janti genoma (engl. Database of Genomic Variants);
dbVAR - baza podataka strukturnih varijanti (engl.
Database of Structural Variation); DECIPHER
- baza podataka kromosomskih promjena i feno-
tipova u ljudi koriStenjem izvora Ensembl (engl.
Database of Chromosomal Imbalance and Phenoty-
pe in Humans Using Ensembl Resources); ECA-
RUCA - registar nebalansiranih kromosomskih
aberacija europskog citogenetskog drustva (engl.
European Cytogeneticists Association Register of
Unbalanced Chromosome Aberrations); OMIM -
Online Mendelian Inheritance in Man; ISCA kon-
zorcij - medunarodni konzorcij za standardizaciju
array-a u citogenomici (eng. International Standard
Cytogenomic Array Consortium); PMS - sindrom
Phelan-McDermid

UvOoD

Klini¢ko geneticko testiranje, uklju-
¢ujuci analizu kromosoma, je standardna
praksa za bolesnike s nerazjasnjenim
razvojnim zaostajanjem/intelektualnim
potesko¢ama (engl. developmental de-
lay/intellectual disability, DD/ID), po-
remecajima iz autisticnog spektra (engl.
autism spectrum disorders, ASD), 1 vi-
Sestrukim kongenitalnim anomalijama
(engl. multiple congenital anomalies,
MCA). Ove kategorije poremeéaja ¢ine
najve¢i udio citogenetskog testiranja
zbog njihove visoke prevalencije u popu-
laciji. Incidencija DD/ID u opc¢oj popu-
laciji je oko 3%, a ASD pogada ~1:150
osoba (1-3). Vecini bolesnika nedostaje
dovoljno specifi¢nih obiljezja iz osobne
anamneze i klinickog pregleda da bi su-
gerirali odredeni geneticki (ili ne-gene-
ticki) uzrok.
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Opisani poremecaji najée$ée su
uzrokovani varijantama u broju kopija
(engl. Copy Number Variations, CNV)
genoma. One se definiraju kao visak ili
manjak odredenog odsjecka DNA u od-
nosu na referentni humani genom. Mogu
biti veli¢ine od 1 kilobaze do nekoliko
megabaza, a mogu obuhvacdati vise gena,
jedan ili ¢ak niti jedan gen. S obzirom
na funkciju i klinicki znacaj gena koji
obuhvacaju, neke uzrokuju bolest, ali su
mnoge benigne varijante u zdravoj popu-
laciji. Patoloski CNV-ovi mogu dovesti
do suviska ili manjka gena ovisnih o dozi
§to moze uzrokovati fenotipsku varija-
bilnost, sklonost odredenim poremeca-
jima ili specificne patoloske fenotipove.

Analiza genoma na broj kopija ko-
riStenjem kromosomskog microarray-a
(engl. chromosomal microarray, CMA)
je Cesto trazeni klinicki geneticki test za
ovu populaciju bolesnika. Termin CMA
obuhvaca sve vrste na arrayu-temeljenih
analiza broja kopija u genomu, ukljucu-
juéi na array-u temeljenu komparativ-
nu genomsku hibridizaciju (engl. array
comparative genomic  hybridization,
aCGH) i array-e s polimorfizmima jed-
nog nukleotida (engl. single nucleotide
polymorphism, SNP).

Klasi¢na kariotipizacija omogucuje
pregled i analizu svih kromosoma, te ot-
krivanje kako balansiranih (translokacija
i inverzija) tako i nebalansiranih kro-
mosomskih aberacija. To je uglavnom
uniformna tehnika s relativno jednostav-
nom analizom i jasnom interpretacijom
nalaza koja se koristi u velikom broju la-
boratorija ve¢ vise od 40 godina. Njezina
razina detekcije moze biti najvise 3 Mb,
ali Cesto se mogu previdjeti promjene
5-10 Mb, ovisno o mjestu u genomu i/ili
razini rezolucije opruganih kromosoma.
Nedostatak joj je Sto se osniva na subjek-
tivnoj procjeni osobe koja analizira, sto-
ga postoje znacajne varijacije u razina-
ma otkrivanja aberacija medu osobama i
laboratorijima. Premda se smatra da ima
mogucénost otkrivanja niske razine mo-
zaicizma (kariotipizacija standardnih 20
stanica otkriva mozaik na razini 14%),
mnogi mozaicizmi su propusteni, bilo
zbog toga Sto ih nije bilo u odgovaraju-
¢im limfocitima ili zbog toga §to stanice
s kromosomskom aberacijom ne odgova-
raju na mitogen (4).

Dijagnostika DD/ID je unaprijedena
primjenom subtelomerne fluorescentne
in situ hibridizacije (engl. fluorescence
in situ hybridization, FISH) te viSestru-
kog umnazanja vezanih sondi (engl. mul-
tiplex ligation-dependent probe amplifi-
cation, MLPA) koji su prvenstveno otkri-
vali subtelomerne promjene, ali i poznate
mikrodelecijske/duplikacijske sindrome
(5). Ovi testovi i raniji razvoj CGH-a
na metafaznin kromosomima su sluzili
kao kamen temeljac u evoluciji aCGH.
Daljnje povecanje razine otkrivanja
submikroscopskih promjena postignuta
su zamjenom metafaznih kromosoma s
DNA odsje¢cima na array-u kao Sto su
bili BAC-ovi (engl. bacterial artificial
chromosome)/PAC-ovi (engl. Pl-derived
artificial chromosome), cDNA klonovi,
PCR produkti, te na kraju sintetizirani
oligonukleotidi u¢vrscéeni na predmetno
stakalce (6). Razina rezolucije CMA je
u stvari bez ogranic¢enja, ona ovisi samo
o veli¢ini 1 udaljenosti izmedu ispitnih
sonda na array-u.

Isprva se CMA tehnologija koristila
za profiliranje genoma u zdravoj popula-
ciji, a potom su sli¢ne studije napravljene
da bi otkrili CN'V-e u osoba s ID, s ASD-
om, ili MCA (7-18). Usporedbom fre-
kvencija dobivenih CNV-a za slucajeve
1 kontrole, brzo su se otkrivali za bolest
vezani CN'V-i.

U ovom radu smo iznijeli prednosti
i ogranicenja CMA u usporedbi s klasic-
nom kariotipizacijom u otkrivanju pato-
loskih nebalansiranih promjena genoma
u bolesnika s DD/ID, ASD, i/ili MCA.
Takoder je prikazan preporuceni postu-
pnik geneticke obrade ove kategorije bo-
lesnika.

RAZVOJ ARRAY-a I POVECANA RAZINA
OTKRIVANJA CNV-a

Poveéani prinos klinickih genetic-
kih dijagnoza primjenom CMA slijedi
evoluciju dizajna arreya. Rani aCGH
testiranja su ukljucivala BAC klonove i
ciljane subtelomerne i pericentromerne
regije, "poznate" ucestale mikrodelecij-
ske i mikroduplikacijske sindrome (19).
Na kasnijim array-ima su one udruzene
sa sondama osovine (engl. backbone)
koje su ravnomjerno rasporedene u ~1
Mb genomskim intervalima, ali s ni-

zom gusto¢om, preko cijelog genoma da
olaksaju otkrivanje sporadi¢nih velikih
delecija i duplikacija (20). Kao posljedi-
ca toga, ve¢ina CNV-a koji su se otkrili
ovim platformama su bili patogeni, bu-
dudi su bili ili unutar klini¢ki relevantnih
regija ili veliki. Tada je dijagnosticki
prinos bio 7-11% za djecu s normalnim
kariotipom (9, 21-27). S evolucijom teh-
nologije, ve¢ina CMA koji se danas ko-
riste ima veliki broj sondi (esto vise od
jednog milijuna) koji se prostiru duz ci-
jelog humanog genoma, omogucujuéi ot-
krivanje jako malih CNV-a (veli¢ine <10
kb). Pregled 33 objavljene studije koje su
obuhvatile 21,698 bolesnika s DD, MCA
ili ASD je odredio dijagnosticki prinos
CMA od 15-20% u usporedbi s ~3% za
klasi¢nu kariotipizaciju (28).

Cjeloviti probir genoma na velikoj i
sveobuhvatnijoj skupini bolesnika i nor-
malnih kontrola je pomogao u kontinui-
ranom otkrivanju novih sindroma u ID/
DD. To je pogotovo bitno za jako rijetke
poremecaje i za one koji pokazuju ne-
potpunu penetrantnost i/ili promjenjivu
izrazajnost. Na osnovu analize 15,767
bolesnika s dijagnozom ID/DD i 8,329
normalnih osoba, Cooper i sur. (2011.)
su otkrili 14 novih lokusa te su napravili
sveobuhvatnu procjenu prevalencije i pe-
netrantnosti za znacajnu veéinu poznatih
mikrodelecijskih/duplikacijskih sindro-
ma. Oko 14% bolesnika imalo je ID/DD
uzrokovan patogenim CNV-ijima veéim
od 400 kb (29).

KLASIFIKACIJA CMA
VARIJANTI

Glavni kriteriji koji se koriste kao
pomo¢ u interpretaciji klini¢ke vaznosti
CNV-ja su: nadin nasljedivanja, veli¢ina,
vrsta i sadrzaj gena (28). Vjerojatnije je
da su de novo CNV-i patogeniji od na-
slijedenih, pogotovo kod teskih pore-
mecaja, premda ovdje postoje odredene
iznimke. Naslijedeni CNV moze se kli-
nicki o€itovati poremecajem razliCite te-
zine 1 moze nedvojbeno biti patogen, pa
i kad je prisutan u fenotipski normalnog
roditelja (30, 31).

Vjerojatnije je da ve¢i CNV uzroku-
ju bolest (32). Djelomic¢no je to zato jer
veliki CNV opcenito obuhvacaju vise
gena, a proporcionalno s time raste vje-
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rojatnost da mijenjaju gene osjetljive na
dozazu. Isto tako, delecije rezultiraju
haploinsuficijencijom gena. Duplikaci-
je je teze objasniti jer ponekad i velike
duplikacije mogu biti benigne. Sadrzaj
gena takoder treba uzeti u obzir. CNV-i
koji sadrze puno gena ili gene povezane
s bolesti vjerojatnije je da su patogeni
nego oni koji sadrze malo gena ili gene
nepoznate uloge.

Klini¢ko tumacenje CMA
rezultata

Odredivanje klinickog znacaja va-
rijanti otkrivenih CMA moze biti za-
htjevno. Poseban teret laboratorijima i
klinicarima predstavlja interpretacija
varijanti nepoznatog klinickog znace-
nja (engl. variants of uncertain clinical
significance, VOUS). Opcenito, CNV-i
se mogu kategorizirati kao: 1. patogeni
- dobro poznati sindromi, de novo vari-
jante, 1 promjene >400 kb); 2. vjerojatno
patogeni - nisu tako dobro opisani, de
novo varijante, promjene >400 kb ili za-
hvacaju klinic¢ki vazne gene; 3. benigni -
ve¢ opisani kod zdravih osoba i/ili nasli-
jedeni od zdravog roditelja; 4. vjerojatno
benigni - oni koji nisu prethodno opisani,
ali su naslijedeni od zdravog roditelja; 5.
VOUS.

Problemi vezani za odredivanje VO-
US-a se mogu rijesiti: 1. izborom razine
rezolucije platforme koja balansira osjet-
ljivost i specificnost; 2. povec¢anim dije-
ljenjem podataka preko baza podataka;
3. analizom roditelja da bi se odredilo da
li je CNV nastao de novo ili je naslije-
den.

CMA se trenutno izvodi u mnogo
razli¢itih laboratorija na platformama
razli¢itih tehnologija i razliCitog diza-
jna 1 sadrzaja array-a. Vecina klinic¢kih
laboratorija zadrzava interne baze po-
dataka patogenih i benignih CNV-ova, i
ne moraju se slagati u interpretaciji. Ovi
problemi se mogu rijesiti preko unifor-
mnijeg sadrzaja array-a, racionalnim
pristupom u interpretaciji varijanti i po-
vec¢anim dijeljenjem podataka medu la-
boratorijima i klini¢arima. Prijavljivanje
(novo) otkrivenih CNV-ja preko javno
dostupnih baza podataka ¢e donijeti naj-
vecu korist laboratorijima, klini¢arima,
a u konacnici i najvaznije bolesnicima.
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Najsveobuhvatnija postojeCa mrezna
baza podataka vjerojatno benignih CN'V-
a prisutnih u zdravih ljudi je DGV (engl.
Database of Genomic Variants http://
projects.tcag.ca/variation). Baza poda-
taka strukturnih varijanti iz normalne
kontrolne populacije i bolesne populacije
je dbVAR (engl. Database of Structu-
ral Variation, http://www.ncbi.nlm.nih.
gov/dbvar). Baze podataka DECIPHER
(engl. Database of Chromosomal Imba-
lance and Phenotype in Humans Using
Ensembl Resources, https://decipher.
sanger.ac.uk/application) i ECARUCA
(engl. European Cytogeneticists Asso-
ciation Register of Unbalanced Chromo-
some Aberrations) skupljaju CNV-je koji
su nadeni u osoba s abnormalnim fenoti-
pom. DECIPHER pojednostavljeno pri-
kazuje korelaciju klinickih fenotipova s
odredenim genomskim preraspodjelama
(33). Ostale vazne baze podataka koje su
korisne u analizi CNV-a su preglednici
genoma (eng. Genome Browser) UCSC
Genome Browser (http:/genome.ucsc.
edu/) i ENSEMBL (http:/www.ensembl.
org/Homo_sapiens), zatim baza podata-
ka gena i patoloskih stanja OMIM (eng.
Online Mendelian Inheritance in Man,
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/Omim)
i baza podataka medicinske literature
PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/
PubMed). Utvrdene su i radne skupi-
ne koje odreduju standardne formate
podataka i rje¢nike za opisivanje geno-
tipa 1 fenotipa, a ujedno daju i preporu-
ke i standardne smjernice za tumacenje
CMA rezultata. ISCA konzorcij (engl.
International Standard —Cytogenomic
Array Consortium) je 2010. godine dao
preporuke glede odgovarajuée klinicke
indikacije za citogenetsko array testira-
nje (28).

MATERIJALI I METODE

Ispitanici

Djevojcica u dobi od Sest godina
koja se prati od 16 mjeseci u Ambulanti
za medicinsku genetiku Klinike za djec-
je bolesti Zagreb. Djevojcica ima diz-
morfi¢ne crte (uski ocni rasporci, loSije
oblikovane uske, viSe nepce i retrognati-
ja), operacijski je korigirana koarktacija
aorte 1 ductus arteriosus Botali. Pored
toga, ima ektopiju desnog bubrega i dis-

plaziju bubrega obostrano, usporen tjele-
sni i psihomotorni razvoj te intrauterini
zastoj rasta.

Djecak roden 2007. godine, prvi put
dolazi na pregled 2009. Pri klinickom
pregledu uocava se dolihocefalija, ma-
krocefalija (+ 2 sd), te dizmorfija (viso-
ko ¢elo, izrazene obrve, guste i dugacke
trepavice, Sirok korijen nosa, hipoplazija
srednjeg dijela lica, puniji obrazi, izra-
zen filtrum, veée i slabije oblikovane
uske, izbocena brada). Dje¢ak ima kru-
pne Sake i hipoplasti¢an nokat na 5. prstu
lijeve noge. Prisutni su hipotonija, teze
psihomotorno zaostajanje, nerazvijen
govor, poremecaj iz autistiCkog spektra
i mioklona epilepsija. Magnetskom rezo-
nancom mozga nadena je cista dimenzija
oko 4 mm u podrucju pinealne zlijezde,
a rendgen kostiju pokazao je usporeno
kosStano sazrijevanje te smanjenu mine-
ralizaciju kostiju.

Metode

Klasi¢na kariotipizacija provedena
je analizom G, R i C-opruganih prome-
tafaznih kromosoma rezolucije do 550
pruga, dobivenih iz kulture stanica pe-
riferne krvi.

Analiza cijelog genoma na visoj ra-
zini rezolucije napravljena je metodom
CMA pomocu SurePrint G3 Unrestric-
ted CGH ISCA v2, 8x60K kita i SureS-
can Dx Microarray skenera (Agilent
Technologies, Santa Clara, Kalifornija,
SAD) prema uputama proizvodaca. Re-
zultati su analizirani u programu Agilent
Cytogenomics v3.0.6.6.

REZULTATI

Kod oba ispitanika analiza kari-
otipa je pokazala uredan nalaz; kod
djevojcice 46, XX, u djecaka 46, XY.
U djevojcice je CMA analizom otkri-
vena delecije velic¢ine 5,514 kb u regiji
15926.3q26.2 koja obuhvaca 30 gena
(Slika 1). Nalaz CMA je arr 15q26.
2q26.3(96.869.390-102.383.473)x1.

Geni u bazi podataka OMIM koji su
dobro opisani i odgovorni za klinicku sli-
ku u djevojcice su: NR2F2 (engl. nuclear
receptor subfamily 2, group F, member
2; MIM 107773), IGFIR (engl. insulin-
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Slika 1.

Rezultati analize CMA u djevojcice: delecija
regije 15q26.2q26.3 velicine 5,514 kb
prikazana u logaritamskoj skali

like growth factor I receptor gene, MIM
147370) 1 MEF2A (engl. mads box tran-
scription enhancer factor 2, polypeptide
A; MIM 600660).

U djeCaka je analiza CMA otkri-
la deleciju veliC¢ine 5,155 kb na lokusu
22q13.31q13.33 koja obuhvaéa 62 gena
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Slika 2.

Rezultati analize CMA u djecaka: delecija
regije 22q13.31q13.33 velicine 5,155 kb
prikazana u logaritamskoj skali

(Slika 2). Od njih u bazi OMIM opisano
je 22 gena, a gen SHANK3 (engl. SH3
and multiple ANKyrin repeat domains
3, MIM 606230) je odgovoran za ASD
fenotip bolesnika. Takoder smo micro-
array-em otkrili duplikaciju u regiji
9p24.3. Radi se o duplikaciji veli¢ine 212
kb koja obuhvaca samo 2 gena, od kojih
je DOCKS8 opisan u bazi OMIM. Nalaz
CMA je arr 9p24.3(204.193-416.351)x3,2
2q13.31q13.33(46.023.134-51.178.264)x1

RASPRAVA

Analizom rezultata CMA u pro-
gramu Agilent Cytogenomics v3.0.6.6.,
te pretrazivanjem baza podataka DGV,
DECIPHER, UCSC Genome Browser,
ENSEMBL, OMIM, ISCA pathogenic
na sli¢ne varijante kao u nasih bolesnika
dosli smo do slijedec¢ih dijagnoza.

U djevojcice smo korelirali klinic-
ku sliku s mikrodelecijskim sindromom
15926 ili Drayerovim sindrom (MIM
612626) koji ukljucuje slijedeca obiljez-
ja: mikrocefaliju, dizmorfiju - trokutasto
lice, blefarofimozu, strabizam, Sirok ko-
rijen nosa, mikrognatiju, nisko polozene
uske te ostecenje sluha. Od malforma-
cija prisutni su u ovom sindromu srca-
na grjeska (urodene srcane anomalije
i septalni defekti), anomalije urogeni-
talnog trakta i koStane abnormalnosti-
brahidaktilija, odsutnost ili hipoplazija
srednjih falangi i talipes equinovarus.
Takoder zabiljezeni su prenatalno i pos-
tnatalno zaostajanje u rastu te usporen
psihomotorni razvoj (34). Bolesnici su
uglavnom nizi rastom zbog haploinsu-
ficijencije gena IGFIR, gen NR2F2 se
povezuje s nastankom kongenitalnih
sr¢anih grjesaka (MIM 615779), a gen
MEF2A je odgovoran za koronarnu arte-
rijsku bolest (MIM 608320) (35). Od na-
vedenih obiljezja kod nase bolesnice bili
su prisutni blefarofimoza, mikrognatija,
nisko polozene uske, sr¢ana greska, ano-
malije urogenitalnog trakta, prenatalno i
postnatalno zaostajanje u rastu te uspo-
ren psihomotorni razvoj.

U djecaka je korelacijom genotipa s
fenotipom koriStenjem baze DECIPHER
zaklju¢eno da se radi o mikrodelecij-
skom sindromu 22q13.3 (sindrom Phe-
lan-McDermid, MIM 606232). Phelan-
McDermid sindrom (PMS) je razvojni

poremecaj s varijabilnim obiljezjima.
Glavna obiljezja opisana u ovom sindro-
mu, a koja su bila prisutna i u djecaka
su slijedeca: neonatalna hipotonija, glo-
balno razvojno zaostajanje, nerazvijen
govor, autisticki spektar poremeéaja,
normalan ili vi$i rast, krupne Sake, hi-
poplasti¢ni nozni prsti, dolihocefalija i
dizmorfija (velike uske, naglasene obrve,
dugacke/guste trepavice, puniji obrazi,
dublje usadene oci, plosnat srednji dio
lica i prominentna brada). Od ostalih
obiljezja mogu biti prisutna imunodefi-
cijencija/sklonost infekcijama, povecana
tolerancija na bol i poremecaj termoregu-
lacije (36, 37). Haploinsuficijencija gena
SHANK3 smatra se odgovornom za ko-
gnitivni deficit, koji ukljucuje poreme-
¢aj jezika i govora te ASD (38-40). Gen
SHANK3 kodira strukturni protein koji
omogucava pre- 1 post- sinapticko veza-
nje neuroligin-neurexin kompleksa koji
je neophodan za razvoj i funkciju sinap-
si, pa se disrupcija ovog kompleksa sma-
tra jednim od najvaznijih uzroka ASD-a.
Vjerojatno i drugi geni unutar deletirane
regije pridonose varijabilnim obiljezjima
PMS-a. Disciglio i sur. (2014.) su izvije-
stili 0 9 bolesnika s fenotipom koji je od-
govarao PMS koji su imali heterozigotnu
deleciju u regiji 22q13, ali koja nije uklju-
¢ivala gen SHANKS3 (41). Duplikaciji na
lokusu 9p24.3 koja obuhvaéa samo 2
gena je opisana kao benigna varijanta.

CMA tehnicki nije zahtjevan i pod-
lozan je automatizaciji za razliku od kla-
si¢ne kariotipizacije. Moze se izvoditi s
malom koli¢inom pocetnog materijala,
uz koriStenje umnozavanja cijeloga ge-
noma po potrebi. Za razliku od analize
kariotipa, CMA ne treba stanice koje
se dijele, a to ima prednost u izvodenju
studija na post mortem ili mrtvim fetal-
nim uzorcima. Premda rezolucija CMA
metoda uvelike ovisi o gusto¢i sondi,
suvremeni array-i koji se sastoje od stoti-
na tisuca ili milijuna sondi mogu otkriti
CNV-ove koji su nekoliko redova velici-
ne manji nego oni vidljivi standardnom
analizom kariotipa.

Glavna prednost klasi¢ne kariotipi-
zacije u odnosu na CMA je mogucénost
otkrivanja balansiranih preraspodjela
u genomu. Medutim, mnoge navodno
balansirane promjene otkrivene kario-
tipizacijom nisu balansirane na submi-

61



1. Sansovi¢ i sur. Kromosomski microarray u klini¢koj dijagnostici. Paediatr Croat. 2016; 60 (Supl 1): 58-64

kroskopskoj razini. Navodi se da cak
29-41% Dbalansiranih aberacija ima
submikroskopske nebalansirane promje-
ne, pogotovo Cesti nalaz u osoba s pato-
loskim fenotipom (42, 43). Osim toga,
balansirane preraspodjele predstavljaju
samo manji udio klini¢ki vaznih ge-
nomskih dogadaja u ovoj populaciji bo-
lesnika (1, 44). Druga prednost klasi¢ne
kariotipizacije je otkrivanje niske razine
mozaicizma. Buduéi da je incidencija ni-
ske razine mozaicizma u ovoj populaciji
bolesnika relativno niska, kariotipizacija
nece biti od veée koristi (45).

Koristenje pojedinih FISH testova
ima viSestruke nedostatke: 1. klinicar
mora biti izrazito struan za dismorfo-
logiju i imati bolesnike s relativno ti-
picnom klini¢kom slikom da bi mogao
posumnjati na odredeni genomski pore-
mecaj te zahtijevati odredeno geneticko
testiranje; 2. FISH se €esto radi na meta-
faznim kromosomima, $to onemogucava
detektiranje tandemskih duplikacija; 3.
vrednovanje FISH testa zna biti vrlo na-
porno. MLPA analiza ima prednost u ot-
krivanju Sirokog raspon nebalansiranih
promjena, od 1 pb - 10 Mpb. Robustna je
metoda i relativno ekonomicna i omogu-
¢uje analizu veceg broja uzoraka u krat-
kom vremenu. Nedostatak je Sto zahtje-
va, kao i FISH metoda, iskustvo i vjesti-
nu klinickog genetic¢ara koji upucuje na
ciljanu analizu odredene regije genoma.

ISCA konzorcij je predlozio klini¢-
ki algoritam kao vodi¢ u postnatalnom
testiranju osoba sa nerazjasnjenim DD/
ID, ASD ili MCA (Slika 3) (28). Prema
njemu CMA treba biti prvi geneticki
test. FISH ili kvantitativni PCR (qPCR)/
MLPA mogu sluziti za potvrdu npr. ter-
minalnih delecija ili duplikacija.

Opcenito, tradicionalne citogenetske
metode su jo$ uvijek potrebne za anali-
zu pojedinacnih stanica, a indicirane su
umjesto (ili prije) CMA u slucaju prepo-
znatljivih kromosomskih sindroma kao
§to su trisomija 21, 13, sindrom Turner
ili Klinefelter. Konvencionalna analiza
kromosoma je i dalje najprikladniji test
za otkrivanje potencijalnih balansiranih
translokacija za parove s povijesti ponav-
ljaju¢ih pobacaja i u obiteljima s nadenim
balansiranim poremecajima. U slucaju
otkrivene slozene nebalansirane kromo-
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Slika 3.

Postupnik CMA testiranja u bolesnika s DD/ID, ASD i MCA. U ovom postupniku pretpostavka

Jje da su iz ispitivanja iskljuceni bolesnici s obiljezjima prepoznatljivih sindroma (npr. Down,
Klinefelter, Turner i sl.) i metabolickih poremecaja, parovi s povijesti visestrukih pobacaja i obitelji
s balansiranim kromosomskim poremecajima. Ukoliko se s CMA ne otkriju klinicki vazne promjene
u broju kopija odnosno ako se otkriju poznati benigni CNV, tada se rezultat oznacava urednim.
Slijedi dodatna klinicka obrada da bi se odredila eventualna daljnja geneticka testiranja na osnovu
klinicke prezentacije.Ukoliko se otkrije CNV unutar poznate, klinicki vazne regije/gena, ili ako je
CNV u genomskoj osovini i zadovoljava preporucene smjernice za velic¢inu i sadrzaj gena, tada

se rezultat smatra patoloskim. U ovom slucaju, nastavna anliza ukljuj¢uje potvrdne metode (nisu
obavezne), odredivanje mehanizma nastanka aberacije te analizu roditelja da bi se odredio rizik
ponavljanja. Svi ostali rezultati se smatraju VOUS dok se ne napravi analiza roditelja koja pomaze u
konacnoj klinickoj interpretaciji. Nakon analize roditelja kod patoloskih i VOUS rezultata, konacni
rezultati se mogu klasificirati u tri glavne kategorije: obiteljska varijanta, patoloSki s niskim rizikom
ponavljanja (RP) i patoloski s pove¢anim RP. U nekim slucajevima VOUS ostaje nerazjasnjen i

nakon testiranja roditelja.

NGS - sekvenciranje slijedece generacije (engl. next generation sequencing); WES - sekvenciranje
cijeloga genoma (engl. whole genome sequencing); NB - nebalansirana kromosomska aberacija; B
nositelj - nositelj balansirane kromosomske aberacije

Postupnik napravljen i preureden prema radu Miller i sur. (2010.) (28)

somske aberacije u djeteta, klasi¢na kari-
otipizacija ili FISH se koriste za analizu
balansiranih poremecaja roditelja.

Zasada najveci izazov u CMA ana-
lizi predstavlja interpretacija VOUS-eva.
Poteskoce u interpretaciji VOUS-eva se
mogu rijesiti suradnjom istrazivaca, kli-
nicara, laboratorijskih geneticara i bioin-
formatic¢ara. Nase razumijevanje kromo-
somskih varijanti i interpretacija CMA
rezultata s vremenom se unapreduju
prikupljanjem informacija o razli¢itim
CNV-ima i njihovoj patogenosti. Mrezne
baze podataka DECIPHER, DGV, UCSC
Genome Browser, ENSEMBL i dbVAR
bi trebale znacajno smanjiti sadasnju
ucCestalost VOUS rezultata. Medutim,

CNV-i s nepotpunom penetrantnoscéu i/
ili promjenjivom ekspresijom ¢e i dalje
predstavljati znacajan izazov u tumace-
nju nalaza.

Tijekom zadnjih 12 godina dogodio
se znatan napredak u tehnologijama brze
i sveobuhvatne analize genoma. Sada je
moguce brzo pretraziti CNV u cijelom
genomu, uz bitno poboljSane metode ot-
krivanja mikrodelecija i mikroduplikaci-
jauusporedbi s tehnologijama prije dese-
tak godina. Vise od 80% kromosomskih
aberacija nadenih kod osoba s ID/DD ili
ASD su submikroskopski i nece se vidje-
ti klasi¢nim citogenetickim metodama.
Primjer za to su i prikazana dva ispitani-
ka u ovom radu. Tehnologije profiliranja
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genoma kao Sto su CMA, su dramatic-
no promijenili prirodu analize humanog
genoma kombinacijom ciljanog pristupa
visoke rezolucije koju koriste FISH ili
MLPA tehnologije te cijelogenomskog
pristupa koju koristi tehnologija kario-
tipizacije. Jedan CMA test ima mogu¢-
nost izvodenja jednaku stotinama ili
tisucama FISH analiza odnosno MLPA
testova. Stoga, uz to §to daje mogucnost
brzeg postavljanja dijagnoze, njegova je
primjena i ekonomski opravdana.

Siroka primjena microarray tehnolo-
gija je dovela do renesanse u razumije-
vanju kromosomske osnove bolesti u bo-
lesnika s ID/DD. Od 2006., otkriveno je
vise od 20 rekurentnih mikrodelecijskih
i mikroduplikacijskih sindroma vezanih
za ID/DD. Pri tome, skupina bolesnika
se radije pocetno klasificira na osnovu
obiljezja zajednicke preklapajuce gene-
ticke lezije nego na osnovu konstelacije
klinickih obiljezja. Prepoznavanje grupe
bolesnika sa zajednickim genomskim
preraspodjelama omogudéuje precizni-
ju karakterizaciju klinickih simptoma i
vodi do poboljSane dijagnoze i pracenja
bolesnika.
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Summary

CHROMOSOMAL MICROARRAY IN CLINICAL DIAGNOSTIC TESTING OF INDIVIDUALS WITH DEVELOPMENTAL DISORDERS

1. Sansovi¢, A.M. Ivankov, A. Bobinec, 1. Barisi¢

Clinical genetic testing is standard practice for patients with unexplained developmental delay/intellectual disability, autism
spectrum disorders, or multiple congenital anomalies. Most patients lack sufficient specific history or features from physical exa-
mination to suggest a specific genetic (or non-genetic) cause. Chromosomal microarray has been used for more than ten years all
over the world in routine clinical evaluation of this population of patient as the first-tier cytogenetic test. Therefore, chromosomal
microarray analysis has been implemented in the Children’s Hospital Zagreb for the first time in Croatia in genetic diagnostic
setting of children with developmental disorders. Here we reviewed clinical cytogenetic testing that have been used in diagnostic
of this population of patients and on the example of two cases we compared chromosomal microarray with traditional karyotyping
with respect to technical advantages and limitations, diagnostic yield for various types of chromosomal aberrations, and issues that
affect test interpretation. Chromosomal microarray offers a much higher diagnostic yield (20%) for genetic testing of patients with
developmental disorders than traditional karyotyping (~3%), primarily because of its higher resolution in detection submicrosco-
pic deletions and duplications. Fluorescence in situ hybridization and multiplex ligation-dependent probe amplification methods,
although have a significantly higher level of resolution than classical karyotyping, are limited only to the target segments of the
genome. In conclusion, chromosomal microarray will enable to establish accurate diagnosis/specific genetic syndromes in about
20% children with developmental delay/intellectual disability, autism spectrum disorders, or multiple congenital anomalies and is
currently the most effective diagnostic method for this group of patients.

Descriptors: CHROMOSOMAL MICROARRAY, DEVELOPMENTAL DELAY/INTELLECTUAL DISABILITY, AUTISM SPECTRUM DISORDERS,
MULTIPLE CONGENITAL ANOMALIES, KARYOTYPING, MLPA, FISH
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