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Indikace k molekularné cytogenetickému vysetreni

Pary s poruchou reprodukce (vic nez rok, SA,..)
Zatéz v rode (VCA,...)

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

Prenatalni indikace z duvodu abnormalniho prubéhu
gravidity (abnormalni prenatalni screening)

Onkologicka onemocnéni



Cytogenetika v mediciné dnes...

V CR jsou cytogenetické laboratore souéasti Oddéleni lékaiské
genetiky (velké nemocnice — Praha, Brno, Olomouc, Ostrava,
Plzen, Hradec Kralové, Ceské Budéjovice...)

+ soukroma pracovisté (laboratore)

« 20 — 30 cytogenetickych laboratofi v CR...

Cytogeneticka laboratof/cytogeneticka diagnostika:

a) prenatalni cytogenetika
b) postnatalni cytogenetika
¢) nadorova cytogenetika

Lékarska genetika
Onkologie
Reprodukeni
medicina
Pediatrie
Kardiologie
Patologie

Kozni

Neurologie

aj



Material pro cytogeneticke
vySetreni

periferni krev

vzorky riznych tkani (biopsie kozni)

bunky plodové vody, choriovych klku, placenty
pupecnikova krev

bunky kostni dfen¢

vzorky solidnich nadoru

- Izolovana DNA
- Suspenze bunék ( jadra interfazni ¢i metafdze)



I. Metody molekularni cytogenetik

t(11;14)

detekce balancovanych 1 nebalancovanych zmén

Mnohobarevna FISH — M FISH;

detekce balancovanych i nebalancovanych zmén v genomu

Array-CGH - komparativni genomova

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

T
detekce nebalancovanych zmén . | _I,H_'.M;'i,_.i _‘

detekce balancovanych I nebalancovanych zmén v celém
genomu



Structural Variants (SVs) InDels SNVs
1kbp

|

Whole
Chromosome 5 Mop 500 kbp 50 kbp 5 kbp 500 bp 1bp

Resolution

Cytogenetics Sequencing




Umoznuje detekci balancovanych i1 nebalancovanych zmén
v interfaznich bunkach i1 v mitdézach

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

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




Zhotoveni kvalitnich preparata
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Denaturace sondy i cilového mista

Hybridizace
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FISH Vybaveni

lampova skfin

- fluorescen¢ni mikroskop vybaveny " e
sadou fluorescencnich filtru
e cithiva CB kamera

spoust’ (shutter)
epifluorescence
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FISH : Typy sond

Celochromozomové
Centromerické

Sondy subtelomerické
Sondy lokus specifické

Sondy pro jedineéné sekvence:

a) plazmidové (500pb-5 kb)
b) kosmidové (20-50 kb)

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

[ASA]
B

Gene-spacific
probe

Examples of different types of fluorescence in situ hybridisation (FISH) probes

Cantromeric Telomerc Cheomosome-painting
probe probe prode

L ]
Repetitive-sequence probes

Expart Raviaws in Molecular Medicing & 2000 Cambndge Univarsity Press

¢) bakteriofag lambda (8-15 kb)

fluorochromy, Texas Red, Spectrum Green,

Spectrum Orange, FITC, TRITC

SpectrumAqua, SpectrumGold, aj

M8 “Hybridized
DNA

Metaphase
Chromosome

Uncondensed
Chromatin

Cell
Nucleus
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Mnohobarevna FISH (M FISH)

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

Umoznuje odhaleni balancovanych a
nebalancovanych ( 1 kryptickych ) pfestaveb
celeho genomu v jednom kroku

Identifikace kazdého chromozdému pomoci

jedine¢né kombinace 5 fluorochromi
TexasRed

referencni spektra - pseudobarvy, prifazeny
kazdému chromozomovému paru na zakladé
méfeni vinovych délek
Nevyhody - potieba kvalitnich mit6z
- UspéSna hybridizace
- finan¢né nakladné
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M FISH - komplexni karyotyp
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Mnohobarevné pruhovani (M-banding)

" parcialni malovaci sondy ze specifickych

oblasti chromozomu

= fluorescen¢ni signaly jednotlivych sond se
pode¢l sledovan€ho chromozomu ¢aste¢né
piekryvaji a dochazi k jejich kombinaci

* umoZznuje rozliSeni intrachromozomovych

piestaveb (inverzi)

Chromsom 1 Chromosom 5 Chromosom 7

O DEAC

EFITC

M Spectrum Orange
Texas Red

Cecys




Komparativni genomova hybridizace
na ¢ipech (array-CGH)

 Efektivni metoda celogenomového screeningu nebalancovanych prestaveb
chromosomii béhem 1 hybridizacni reakce

e ZaloZena na spolecné hybridizaci rizn€ znaCenych vzorki DNA (testované
DNA a referencni DNA) na DNA mikroCip pokryty fragmenty oligonukleotidu

o Ztrata C1 zisk genetického materialu v testované DNA je odecten ze spott
vykazujici abnormalni poméry intenzit signalt .
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Extract &
Label DNA

Sample Control
DNA DNA
@
5 %9
Ed
™ ™

Extract genomic DNA
from a test and a reference
sample and label one
with a red fluorescent dye
and the other a green

\ fluorescent dye.

.

Hybridize
& Wash
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Mix and hybridize to
a microarray printed
with thousands of
oligonucelotide probes
then wash.

Detect red and green
signals using a
fluorescence scanner.

.

Analyze
Data

T RIS
CIRI RS =R

CytoGenomics
Software

Compute and report gains
or losses in the test DNA
using software.

%

https://www.agilent.com/cs/library/videoanimation/
public/Agilent%20CGH%20-%20D12b.mp4



Puvod metody array-CGH

 Solinas-Toldo a kol., 1997

* vyhazi z principu klasické (chromosomalni) CGH

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

& CGH Array-CGH
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Agilent Human CGH Microarray
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Oligo arrays

« 8x15K  custom chip

« 4x44K 43 kb rozliseni
« 2x105K 21 kb rozliseni
« 1x244K 9 Kb rozliSeni

Nové typy — Sure Print G3 Human
* 8X60K 41 Kb rozliSeni

* 4x180K 13 Kb rozli§eni

« 2x400K 5 Kb rozliSeni

« 1X1IM 2 Kb rozliSeni
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: vyhodnoceni

Array CGH

aCGH Analytics Software, Agilent Technologies

18: 25017051-53208848, 28.1 Mb
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Interpretace naleziu CNVSs musi probihat vzdy v
kontextu s:

. Fenotyp jedince

2. VySetieni rodicl -> stanoveni puvodu CNVSs (de novo/zdédeéna
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...)

Array CGH: ~ 1000-krat vetsi rozliSeni nebalancovanych
zmeén nez klasicka cytogenetika, ale nedokaze detekovat
balancované prestavby chromozomui...!!!



Multiplex Ligation-dependend Probe
Amplification - MLPA

« jedna se o specialni formu
multiplex PCR, pfi které se

1. Denaturation and Hybridization

PCR primer sequence X PCR primer sequence Y

amplifikuji MLPA sondy a ne — -

Zkoum ané DN A Hybridization sequence (left) Hybridization sequence (right
- detekuje zmény poétu kopii Semae® S

( predevsim rozsahlejsich S

deleci/duplikaci ) az 50 S S

specifickych sekvenci v jedné s ecrmn uversaipimers xana v

PCR reakci S

X Y
==

» dokaze odliSit sekvence liSici se
v jediném nukleotidu;
» dalSi aplikace — stanoveni SNP, e

No ligation of mismatched probes

w22/

Target1 Target1 Target 2

R —

= =

metylace v promotorové oblasti




MLPA princip

) Pacient

Kontrola




Vyvoj novych cytogenetickych technik pro
detekci chromozomovych zmeén

¥ 0oe 9¢ & 1971 G-pruhovani (5 — 10 Mb)
i (1,(_\, i a6 ]
1986 Molekularni cytogenetika

32 38 8L 38 5 83 § FISH (100 kb)

IS A A8 254

o o SRR I 1097 array-CGH (oligo 0,06 kb)

R 2000 NGS
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T J g .g,‘ 2010 Optical mapping

Od chromozomui
...k analyzam DNA




Existuje univerzalni metoda, ktera by
nahradila vSe?

@ &> Cytogenetic
e 0 < p‘ Analysis

l 1Y OPTICAL GENOME MAPPING
,l “ 7§Zv>i 15‘)1( N »

https://bionano.com/videos/saphyr-ogm-
technology-overview-video/



Optical mapping for clinical
structural variant detection

Alexander Hoischen
Associate Professor Genomic Technologies & Immuno-Genomics
Scientific Director Radboud Genomics Technology Center
Departments of Human Genetics and Internal Medicine
Radboud University Medical Center,
Nijmegen, The Netherlands

|:> Next generation cytogenetics 4:

Cytogenetics with 500,000 ‘bands’ i.e. labels ~10,000 improved sensitivity!
-Genomewide analysis
-Positional information
-Single molecule resolution




Optické mapovani genomu - postup

Vzorka:
krv/tkanivo
bunky/baktérie
d
Izolacia DNA Znatenie $pecifickych Prenos znacenej DNA Ogakoyane’ cykly linearizécie bionano
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Bionano Genomics (https://bionanogenomics.com/technology/platform-technology/)



Detekce chromozomovych aberaci pomoci
optického mapovani

Structural variant calling by optical mapping

GAIN/LOSS COPY NUMBER CHANGE BALANCED

Deletion >500 bp Repeat array expansion Translocation > 50 kb

I

Insertion >500bp Tandem Duplication >30kb Inversion >30kb

reference

vzorek




OGM - priklad translokace (13;20)(q32;p13)
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| 1. Vyuziti metod molekuldrni cytogenetiky
v klinické genetice dle typu aberaci

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

Detekce strukturnich zmén:
- balancované: inverze, reciproké translokace,
robertson. translokace,...

- nebalancované:
-Mikrodelece (mikrodele¢ni/mikroduplikacni syndromy, CNV,..)
-Subtelomericke prestavby
-Nebalancované translokace
-Marker chromozomy
-Izochromozom; ring chromozomy,...

Detekce LOH, UPD




Vyuziti metod molekularni cytogenetiky (piiklady)
numericke zmény: Downuv syndrom 47, XX/XY,+21

Karyotype from a female with Down syndrome (47 ,XX,+21)
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Vyuziti metod molekularni cytogenetiky
% (ptiklady)

47, XXY

vysoka postava, porucha
rustu vousu, zenska

distribuce podkozniho
tuku, PMR

i6 38 88 BB B
AR HE B %p B 2 88

AR Ak o XX B8R RB
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WK xx HD  fn o
1 20 = 2 x x v




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: balancovane translokace

vyskyt v populaci s Cetnosti asi 1 : 500

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

vyznamna pfi€ina sterilit u prenasecu

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

Metoda FISH, karyotyp

Chromosomes of
iranslocation
heterozygole

—____ Meiosis L

Genotypes
of gametes

Balanced Unbhalanced

&
$ t(5:11)




Kazuistika

= dévce, rok narozeni 2002

= dg: stigmata - mongoloidni postaveni oci, hyperplasticka gingivalni
sliznice, soudkovity hrudnik, velké rozlité brisko

= matka 46,XX, inv(9), otec 46,XY,add(1)[87]/46,XY[13]
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Kazuistika

CGH: rev ish enh (11p15-pter) - nebalancovana translokace

111111111111111
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Vyuziti metod molekularni cytogenetiky
strukturni zmény: Mikrodele¢ni syndromy

B skupina geneticky podminénych chorob, jejichZ pti¢inou jsou
drobné mikrodelece DNA segmentt (2-4 Mb), které nejsou
detekovatelné klasickymi cytogenetickymi metodami

B pacienti maji specifické klinicke priznaky...dtive popis dle
fenotypu (,,phenotype first“...)

B nyni pristup ,,genotype first“ ...nejprve nalez, srovnani
velikosti, geni — vliv na fenotyp

B rekurentni - vznikaji opakované ve stejném
misté na chromozomu ...nap¥. del 22g11

B nerekurentni - mohou vzniknout kdekoliv v genomu ...




Mikrodelec¢ni syndromy

Jsou zptisobeny mikrodeleci tiseku chromozomu — vétsinou 2 — 4 Mb

Nejcéastéjsi rekurentni mikrodele¢ni syndromy:
DiGeorgetv/Velokardiofacialni syndrom
Prader-Williho a Angelmantav syndrom
Williamstv-Beurentv syndrom

Obecné priznaky:

* rustova retardace

e dysmorfismus

e stigmata

*  mentalni retardace

 malformace
 vrozené vady

i i Frequent interstitial microdeletion
syndromes

Prader-Willi Angelman  Williams velo-cardio Langer-
facial Giedeon

. - . Nejcastéjsi velikost Cetnost v
Mikrodeleéni syndrom Lokalizace prestavby [kb] populaci
DiGeorgelv syndrom/ _
Velokardiofacialni syndrom 22q11 3000 1:4 000
Williamslv-Beurentv syndrom 7p11.23 2 000 1:10 000
Smith-Magenis(v syndrom 17p11.2 5000 1:25 000
Prader-Williho syndrom/ .
Angelmanv syndrom 15q11-g13 4 000 1:25 000




Vyuziti metod molekularni cytogenetiky

FISH: detekce mikrodelecnich syndromu
— napt. del 22911 DiGeorge syndrom

620/04

SRDECNI VADY
ANOMALIE TVARE
PORUCHY IMUNITY




Vyuziti metod molekularni cytogenetiky
FISH: DiGeorge syndrom del 22911

HIRA

(TUPLE1)

UFD

1L

SSUALTD

22q11.21 / 22q13.33

TEX1

tmr>
| '<_J

D2251627

I
211kb

)
D2251637 ‘ D2251662

¢ J

100kb s4kb

Dvoubarevna FISH

.
Fish probe LSI 22 Vysis
contr 2

Obrazek: Priklad komer¢né
dostupnych sond pro detekci
mikrodelece 22q11
(www.cytocell.co.uk)

Obrazek: Ukazka normalni
mitdzy a mitozy

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



Vyuziti metod molekularni cytogenetiky
Array CGH: DiGeorge syndrom del 22911

Pomoci DNA cCipt zjistime i velikost mikrodelece
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Array-CGH profil DNA pacienta s mikrodeleci 22g11 o velikosti 2,72 Mb
ISCN: arr[GRCh37] 22011.21(18818376_21540347)x1



Vyuziti metod molekularni cytogenetiky
mikrodele¢ni syndromy : Prader Willi a Angelman syndrom

del 15911-13
Metody pro stanoveni diagnozy PWS a AS
Cytogenetické : karyotyp - translokace
Molekularné cytogenetické : FISH - mikrodelece
15911-13 DNA sonda
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Prader-Williho syndrom

Hlavni klinické priznaky:

= SniZena aktivita plodu

= Neprospivani kojenci

= Hypotonie novorozencu (do 9 més.
= Obesita

= Hyperfagie, neukojitelny hlad

= Hypogenitalismus, hypogonadismt
= PMR

= Mala postava
=  Akromikrie

=  Hypopigmentace
= Problémy s chovanim



Angelmantv syndrom — ,, Happy Puppet*

Vyskyt : frekvence neni pfesné zndma —
- odhad asi 1: 15 000- 1: 30 000

Hlavni klinické priznaky
= Vazna PMR

= Tuha nemotorna chuze

= Trhavé pohyby, Spatna rovnovaha
= Absence feci

= Silhani

= Vybuchy smichu, St'astnd povaha
=  Hypotonie

= Epilepsie

= Abnormalni tvar lebky
= Hypopigmentace




Vyuziti metod molekularni cytogenetiky
Geneticke priciny vzniku PWS a AS

Prader-Williho syndrom

1. Delece na paternalnim
chromozoému 15
(70%)

2. Maternalni uniparentalni

disomie chromozomu 15
(20 - 25 %)

3. Zména imprintingu
(2 - 4 %)

4. Ruzné chromozomalni
piestavby
( méné nez 5 %)

Angelmanuv syndrom

1. Delece na maternalnim
chromozému 15

(70 %)

2. Paternalni uniparentalni disomie
chromozému 15

(4 %)

3. Zména imprintingu
(1 %)

4. Riazne chromozomalni piestavby
(2 %)

5. Mutace v genu UBE 3A
(3-5%)




Vyuziti metod molekularni cytogenetiky

onkocytogenetika (ptiklad reciproké translokace)
Chronicka myeloidni leukemie (CML)

Philadelphsky chromozom
translokace BCR/ABL (9934/22911.2)

% TR

FeT™T = 1=T~]

9 9q+ 22 22q




abl|

e

ber/abl

ber

)

1(9.22)



Philadelphsky chromozom
translokace BCR/ABL (90934/22q11.2)

Two colour FISH for cancer
translocations (CML)

MNormal interphase

c-abl
oncogene
9 22

Normal metaphase t(9;22) metaphase




Philadelphsky chromozom
translokace BCR/ABL (90934/22q11.2)

Two colour (ES) FISH for CML

Larger probe — spanning the breakpoint

MNormal interphase

c-abl
oncogene
9 22

Normal metaphase t(9;22) metaphase




Vyuziti metod molekularni cytogenetiky
u solidnich nadorti : Neuroblastommimo jine.)

[1 Cytogenetika: kultivace tkané tumoru; vysetreni karyotypu
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