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Molekularni cytogenetika — hlavni vyhody

predstavuje spojeni mezi klasickou cytogenetikou a
molekularni biologii

vyuziva poznatky molekularni biologie, mikroskopie a
pocitacové analyzy obrazu ke studiu struktury a
vlastnosti chromozomu

umozinuje analyzy pocetnich i strukturnich odchylek
chromozomu reidentifikovatelnych Klasickymi
cytogenetickymi technikami

zvySuje rozliSeni cytogenetickych analvz

nevvzaduje pritomnost mitoz, hodnoceni aberaci v
interfaznich bunkach (I-FISH)




Material pro cytogeneticke
vySetreni

periferni krev

vzorky ruznych tkani (biopsie kozni)

bunky plodové vody, choriovych klkt, placenty
pupecnikova krev

bunky kostni diené

vzorky solidnich nadoru

- Izolovana DNA

- Suspenze bunék (jadra interfazni ¢i metafaze)



I. Metody molekularni cytogenetiky

hybridizace na Cipech

t(11;14)

detekce balancovanych 1 nebalancovanych zmén

Mnohobarevna FISH — M FISH;
Spektralni karyotypovani (SKY)

detekce balancovanych 1 nebalancovanych zmén v genomu

Array-CGH - komparativni genomova

Agilent’s Human CGH Microarray Kit
detekce nebalancovanych zmén v celém genomu

detekce nebalancovanych zmeén J JMJ[J




Umoznuje detekci balancovanych 1 nebalancovanych zmén
v interfaznich bunkach i v mitozach

1969 Parduova a Gall - radioaktivni znaceni
1986 Pinkel a spol. - fluorescencni znaceni (FISH)

Hybridizace sondy (znacené fluorescencnim barvivem) s chromozomy na
cytogenetickém preparatu
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FISH Vybaveni

lampova skfin
osvétlovace epifluorescence

« fluorescencni mikroskop vybaveny
sadou fluorescencnich filtra
e citliva CB kamera

spoust’ (shutter)
 epifluorescence

=% fluorescenéni modul

)
clony osvétlovace 5
pifluorescence

fluorescengfiich blokli T

* pocitac a specifické programove
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* Karyotyping
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FISH : Typy sond

Celochromozomoveé ) ., ) d
Centromerické ";‘2: M
Sondy subtelomerické _
Sondy lokus specifické y ¢ @
- A
Sondy pro jedineéné sekvence: C——
a) plazmidové (500pb-5 kb) isbyoiioniaststearingiet o
b) kosmidové (20-50 kb)
c) bakteriofag lambda (8-15 kb) Nucieus

— d) YAC klony (50-1000 kb)
Znaceni DNA sond

fluorochromy, Texas Red, Spectrum Green,
Spectrum Orange, FITC, TRITC

SpectrumAqua, SpectrumGold, aj Metaphase | Uncondensed

28y Hybridized
DNA
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Mnohobarevna FISH (M FISH)
Spektralni karyotypovani (SKY)

vicebarevné FISH techniky — detekce vice znaCenych sond na jednom
preparatu
Speicher a kol., 1996 (M-FISH), Schrock a kol., 1996 (SKY)

Umoznuje odhaleni balancovanych a
nebalancovanych (1 kryptickych ) prestaveb
celého genomu v jednom kroku

Identifikace kazdého chromozému pomoci
jedinecné kombinace 5 fluorochromi
TexasRed

ercferencni spektra - pseudobarvy, piifazeny
kazdému chromozomovému paru na zaklad¢
méfeni vinovych délek

Nevyhody - potieba kvalitnich mitdz
- UuspéSna hybridizace
- finan¢né nakladné
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M FISH/SKY - komplexni karyotyp
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Mnohobarevné pruhovani (M-banding)

= parcialni malovaci sondy ze specifickych
oblasti chromozomu

= fluorescencni signaly jednotlivych sond se
pode¢l sledovaného chromozomu castecné
prekryvaji a dochazi k jejich kombinaci

= umoZznuje rozliSeni intrachromozomovych

piestaveb (inverzi)
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Komparativni genomova hybridizace
na Cipech (array-CGH)

- Efektivni metoda celogenomoveho screeningu
nebalancovanych prestaveb chromosomiu béhem 1 hybridiza¢ni
reakce

 ZaloZena na spolecné hybridizaci rizné znaCenych vzorku DNA
(testované DNA a referenéni DNA) na DNA mikroCip pokryty
fragmenty oligonukleotidu

o Ztrata 1 zisk genetickeho materialu v testované DNA je odeCten
ze spotu vykazujici abnormalni poméry intenzit signalu

Kdo je vhodnym pacientem?

- ¢ Pacienti s intelektualnim postizenim (neurovyvojovymi poruchami, vyvojovymi
poruchami intelektu), poruchami autistickeho spektra, vrozenymi vyvojovymi
vadami, stigmatizaci...

* Prenatalni indikace z divodu abnormalniho prubéhu gravidity (abnormalni
prenatalni screening)

 Tkan potracenych plodi

* Vzorky nadorové tkané




Puvod metody array-CGH

e Solinas-Toldo a kol., 1997
e vyhazi z principu klasické (chromosomalni) CGH

e nahrazeni chromozomu separovanymi klony
(BAC, c-DNA klony, oligonukleotidy)

Array-CGH
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Array CGH
Materal:

- DNA izolovana z biologického materialu vysetrovaného jedince

- Prenatalni — amniocyty, bunky choriovych klku, lymfocyty
fetalni krve, bunky z tkani potracenych plodu (kiize)

 Postnatalni — lymfocyty periferni krve

* Onkologicky material — nadorové bunky (solidni nadory,
hematologické malignity)

* DNA referencni (nejéastéji komeréni piiprava)
* do reakce 500-1500 ng DNA dle typu platformy mikroCipu
* nutna presna kvantifikace — do reakce shodna mnozstvi DNA

reference a testovan¢ DNA
» Kontrola kvality DNA (A260/280, A260/230, integrita DNA)
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Agilent Human CGH Microarray
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: vyhodnoceni

Array CGH

1€S

Agilent Technologi

)

ics Software

aCGH Analyt

25017051-53208848, 28.1 Mb
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Interpretace nalezii CNVs musi probihat vzdy v
kontextu s:

1. Fenotyp jedince

2. VySetfeni rodicu -> stanoveni puvodu CNVs (de novo/zdédéna
CNYV od rodi¢e s normalnim/patologickym fenotypem)

3. Informace v databazich genetickych variant (UCSC,
DECIPHER, DGV...) a 0 genech v oblasti CNVs (databaze
OMIM)

4. Informace v relevantni védecké literature (Pubmed...)



Vyvoj novych cytogenetickych technik pro
detekci chromozomovych zmeén

Wb et 3e 1971 G-pruhovani (5 — 10 Mb)
FHEBAY Y
o 1986 Molekularni cytogenetika

FISH (100 kb)

5.2 a8 A8 28
- [ SR SR R e L 1997 array-CGH (oligo 0,06 kb)
A8 88 an ao G o | C SR P
2000 NGS
e Sacecan:is T ———

Terresiisiesianiiieat N ’ ?g oro: Sl L 2010 Optical mapping

Od chromozomui
...k analyzam DNA




Déti s neurovyvojovymi onemocnénimi, ULGG, FN Brno

> 200 déti s NDDs / rok | 2007-2022 ~1500 déti

‘ pavod klinicky vyznamnych variant
~ 50 o/ Axes 1;3% 1; 3%
FISH, MLPA DEAE
NDDs a
stanovenou
~18 % diagnézou
AT ~
~40 %
WES
= de novo = paternalni maternalni
materndlni X-vdzanad = biparentalni = mitochondridlni
VySetfeno 68 rodin (64 trii + 4 quatra) — 72 probandu
. o . Human Core Exome kit (Twist
39 dlvek., 42, Chlapcu - ] ] o _ Biosciences) + lllumina NovaSeq 6000
diagnosticky zachyt 44 % (32/72) klinicky vyznamnych sekvenénich variant | .  Bioinformatické zpracovani dat dle

(29) a CNVs (3) (patogenni nebo pravdépodobné patogenni varianty) Al PN

delece exonu 2 v genu GRIN2A, exont 3-5 v genu ZC4H?2 © sekvenovani, qPCR, MLPA




Existuje univerzalni metoda, ktera by
nahradila vse?
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11. VyuZiti metod molekulirni cvtogenetiky
v klinicke genetice dle typu aberaci

Detekce numerickych zmén: aneuploidie (monozomie, trizomie,...)

Detekce strukturnich zmeén:
- balancované: inverze, reciproké translokace,
robertson. translokace,...
- nebalancované:
-Mikrodelece (mikrodelecni/mikroduplikac¢ni syndromy, CNV,..)
-Subtelomerické prestavby
-Nebalancované translokace
-Marker chromozomy
-Izochromozom; ring chromozomy,...
Detekce LOH., UPD




Vyuziti metod molekularni cytogenetiky (piikiady)
numerické zmény: Downiv syndrom 47, XX/XY,+21

Karyotype from a female with Down syndrome (47 ,XX,+21)
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A Vyuziti metod molekularni cytogenetiky
N\ (piiklady)

a numerické zmény: Klinefelteriiv syndrom

47,XXY

vysoka postava, porucha
rustu vousu, zenska

distribuce podkoZniho
tuku, PMR

2% 3% 88 26 sx
AR BE B KB 88 2 6

AR A &6 KX BR KR

TR R




Vyuziti metod molekularni cytogenetiky (piiklady)
numerické zmény: Turneruv syndrom

45,X

chybi jeden chromozom X
1/2500 divek

95 % SA

mala postava, chybi vajeCniky az
sterilita




Vyuziti metod molekularni cytogenetiky
strukturni zmény: balancované translokace

vyskyt v populaci s Cetnosti asi 1 : 500

neovliviuji jednoznacné fenotyp nositele (5 x vyssi vyskyt v
populaci mentalné retardovanych pacientu)

vyznamna pficina sterilit u prenasecu

v dusledku aberantni meiotické segregace vznik gamet s
nebalancovanymi prestavbami (duplikace, delece)

Metoda FISH, karyotyp

‘Chromosomes of
translocation
heterozygote

—___ Meiosis L

Balanced Unhalanced

Prcd

$t(511)




Mikrodele¢ni syndromy

Jsou zplisobeny mikrodeleci iseku chromozomu — vétSinou 2 — 4 Mb

Nejcastéjsi rekurentni mikrodele¢ni syndromy:
DiGeorgetuv/Velokardiofacialni syndrom

Prader-Williho a Angelmantiiv syndrom
Williamstv-Beurentiv syndrom

Obecné priznaky:

* rustova retardace

e dysmorfismus

* stigmata

*  mentalni retardace

*  malformace
e vrozené vady

Prader-Willi

Frequent interstitial microdeletion

syndromes

Williams velo-cardio Langer-
facial Giedeon

: oy ! Nejéastéjsi velikost Cetnost v
Mikrodeleéni syndrom Lokalizace prestavby [kb] populaci
DiGeorgeliv syndrom/ ]
Velokardiofacialni syndrom o — i
WilliamsGv-Beurentlv syndrom 7p11.23 2000 1:10 000
Smith-Magenistlv syndrom 17p11.2 5000 1:25 000
Prader-Williho syndrom/ 15q11-q13 4000 1-95 000

Angelman(v syndrom




Vyuziti metod molekularni cytogenetiky

FISH: detekce mikrodele¢nich syndromu
—napt. del 22ql1 DiGeorge syndrom

620/04

SRDECNI VADY
ANOMALIE TVARE
PORUCHY IMUNITY




Vyuziti metod molekularni cytogenetiky
FISH: DiGeorge syndrom del 22ql1

CDC45

A=

SEF

D2251637

SSUHLTD

22911.21 /
DGCRS8
Congit =

TBX]
TSP [GNe
‘ <_j D225|1662

D2251627

—
211kb

X

13.33
HANK3 ACR
[—)

50

s
Fish probe LSI 22 Vysis
contr 22

Obrazek: Piiklad komercné
dostupnych sond pro detekci

mikrodelece 22q11
(www.cytocell.co.uk)

Obrazek: Ukazka normalni
mit6zy a mitdzy

s mikrodeleci 22q11
vysetiena pomoci techniky
FISH (de Ravel et al., 2007;
upraveno)



Vyuziti metod molekularni cytogenetiky
MLPA: DiGeorge syndrom del 22q11.2

SALSA MLPA probemix P250-B2 DiGeorge contains 48 MLPA probes with amplification products between 129
and 487 nt: 29 probes are located in the 22911.2 region and can be used to distinguish the most common types of
deletion. Nineteen probes are present for relevant regions of DiGeorge syndrome (DGS), DGS type Il or disorders
with phenotypic features of DGS on 22913 and on chromosomes 4q, 8p, 9q, 10p and 17p.

= . E A |5l Reference ..
prbs{ometinc |[MLPA DG 12_[MLPA DG 12.[MLPA DG 17..|MLPA DG kn..
4l FRSS (n=7] all 100% gl 100% il 100% all 100%
B & FMRS ol 70% ol 45% all 60% all  85%
PSLP - Relati.. @ oK @ oK @ oK @ oK
CAS (n=5) |FSLP - Relati.. @ oK @ oK @ oK @ oK
RSQ - Refere.. @ Bad @ Bad @ Bad @ Bad
RPQ - Refere... @ oK @ oK @ oK @ oK
a IL17RA4 22-015,959666 1,08 101 1,07 i
SLC25A18-1 22016423311 086 0.6 028 i
BID4 22-016,606684 1.03 059 1.03 i
MICAL3-20  [22-016.704656 0.78 07 07 1
(USP181 2017.01292 039 085 1
CLTCL1-3 22-017.621598 1
HIRA-25 22-017.699015 i
CDC45-1 22-017,847478 :
'CLDN5-1 22-017.891319 1
GP1BB-2 22-018,091521 i
TBX1-2 22-018.127111 i
TBX1-7 22-018,133286 .
TXNRD2-9 22-018.266225 1
DGCRS-2 22018453612 i
22q(n=29) |ZNF74-2 22-019.079428 -
e~ ! Table 1. SALSA® MLPA® probemix P250-B2 DiGeorge probemix
SNAP20.5 _ [22:019572014 » : i Length (nt) SALSA MLPA probe S P
LZTR1-16 22-019.679191 . . i other 22q11
HIC2-2 22-020,123442 3 X 1 64-70-76-82 | Q-fragments (Only visible with <100 ng sample DNA)
PPIL2-20 22-020.379685 0.1 0.57 0,93 1 88-92-96 D-fragments (Low signal of 88 or 96 fragment indicates incomplete denaturation)
TOP3B-7 22-020.6529%6 1.01 0.8 1.08 1 100 X-fragment (X chromosome specific)
RTDR1-6 22-021.734047 0.8 0.8 1.02 1 105 Y-fragment (Y chromosome specific)
GNAZ-3 22-021,795392 036 083 083 1
Plomz  ZEeee - = - L 129 PPIL2 probe 07529-L04870 22q11.2D-E
SMARCB1-1 _ [22-022.459370 0.5 082 052 7 136 Reference probe 05059-L07380 EHMT1, 9g34.3
SMARCB1-9  |22-022,506362 054 1.07 7.08 ] 142 SLC25A18 probe 05457-L07613 22q11.2 CES
SNRPD3-2 22-023.283701 0.9 0.86 093 1 148 x = DGCRS probe 08475-L08486 22q11.2 A-B
=] SLC25A4-2*  |04-186,303263 1.06 1.02 1.01 1 154 Reference probe 05058-L07382 EHMT1, 9934.3
KLKB13»  [04187.350323 08 082 052 i 160 x HIRA probe 01214-L02328 22q11.2A-B
BRRIEAFA3|05-005.056240 038 029 039 ! 166 SNRPD3 probe 08481-L08492 22q11.2G-H
WORAY e . = 32 L 172x+ | TBX1 probe 05408-L07614 22q11.2A-B
e 175751001 s = o : 178 MICAL3 probe 05458-L04861 22q11.2 CES
EHMT1-17° 09-139.805147 0,82 083 0.4 1 184 Reference probe 01217-L00694 KLKB1, 4935.2
GATA3-3" 10-008,140560 0.97 1.01 1 1 191 x CLTCL1 probe 05462-L05809 22q11.2 A-B
GATA3-6* 10-008,155803 1,03 0.96 1,09 1 196 = CLDNS5 probe 01218-L06270 22qi1.2 A-B
References.. [ TCEB1P3 RE..[10-010,588571 1.08 0.98 106 1 202 % £ ZNF74 probe 05927-L07395 22q11.2 B-C
CELF2-region..[10-011.017024 112 1.05 1.08 1 208x+ | GP1BB probe 05464-L10114 22q11.2 A-B
CELE2:42 :gg;i;g’; };’9 151 ‘v?s } 214 GNAZ probe 08478-L08489 22q11.2 E-F
e L L — = — - 220+ | SMARCB1 probe 05928-L07969 22q11.2F-G
N 00165 T = = - 226 USP18 probe 07528-L04863 22q11.2 CES
GEMING-2* 17-000.596608 1.03 1.07 11 T 232 = Reference probe 06787-L07383 SHANKS3, 22913
[YWHAE-5* __[17-001.211255 1 0.99 1.06 1 238 x TXNRD2 probe 01223-L05814 22q11.2 A-B
ARSA-1* 22049413270 0,98 1,08 0.95 1 245 x + TBX1 probe 10810-L14347 22q11.2 A-B
SHANK3-21*  [22-043507578 091 053 098 1 -




Vyuziti metod molekularni cytogenetiky
Array CGH: DiGeorge syndrom del 22ql1

Pomoci DNA Cipt zjistime 1 velikost mikrodelece
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Array-CGH profil DNA pacienta s mikrodeleci 22ql1 o velikosti 2,72 Mb
ISCN: arrff GRCh37] 22q11.21(18818376 21540347)x1



Vyuziti metod molekularni cytogenetiky
strukturni zmény: Mikrodele¢ni syndromy

m skupina geneticky podminénych chorob, jejichz pricinou jsou
drobn¢ mikrodelece DNA segmentt (2-4 Mb), které nejsou
detekovatelné klasickymi cytogenetickymi metodami

m pacientl maji specifické klinické priznaky...dtive popis dle
fenotypu (,,phenotype first*“...)

m nyni pristup ,,genotype first“ ...nejprve nalez, srovnani
velikosti, genu — vliv na fenotyp

m rekurentni - vznikaji opakované ve stejném
misté na chromozomu ...nap¥r. del 22q11

m nerekurentni - mohou vzniknout kdekoliv v genomu ...




Vyuziti metod molekularni cytogenetiky
mikrodele¢ni syndromy : Prader Willi a Angelman syndrom
del 15q11-13

Metody pro stanoveni diagnozy PWS a AS
Cytogeneticke : karyotyp - translokace
Molekularné cytogenetické : FISH - mikrodelece
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