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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

umoznuje analyzy pocetnich i strukturnich odchylek
chromozomu reidentifikovatelnych Kklasickymi
cytogenetickymi technikami

zvysSuje rozliSeni cytogenetickych analvz

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




Material pro cytogeneticke
vySetreni

periferni krev

vzorky ruznych tkani (biopsie kozni)

bunky plodové vody, choriovych klku, placenty
pupecnikova krev

bunky kostni dien¢

vzorky solidnich nadoru



I. Metody molekularni cytogenetiky

t(11;14)

detekce balancovanych 1 nebalancovanych zmén o™

Mnohobarevna FISH — M FISH;
Spektralni karyotypovani (SKY)

detekce balancovanych 1 nebalancovanych zmén v genomu

Array-CGH

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



Umoznuje detekci balancovanych 1 nebalancovanych zmén
v interfaznich bunkach 1 v mitézach

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

Hybridizace sondy (znacené fluorescencnim barvivem) s chromozdémy na
cytogenetickeém preparatu

Zhotoveni kvalitnich preparatu
— 1. Denaturace sondy i cilového mista
2. Hybridizace
3. Odmyti
4. Barveni pozadi
5. Hodnoceni pomoci fluorescencniho mikroskopu




FISH Vybaveni

lampova skfin

okulary trinokularni tubus
osvétlovace epifluorescence

vystup pro kameru

« fluorescen¢ni mikroskop vybaveny
sadou fluorescencnich filtru
e citliva CB kamera v — N

 pocitaC a specifické programove oy
moduly pro aplikace FISH, M-FISH
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— Integrovaneé filtry 1

* Automated Slide Scanning
* DNA Probe Kits

" « I A BT BES RGBT a”




Pfiprava ;

chromozomovych

preparatd e
7/

.~ Cilova sekvence ™. Sonda
v

Denaturace Znagcen
fluorochromem

Hybridizace

ss DNA  DNA-DNA hybrid
'R

Znacena sonda
hybridizovana
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FISH : Typy sond

Celochromozomové : \ .= d

Centromerické ;'::; () o

Sondy subtelomerické *_) ® ;D

Sondy lokus specifické ':.\_J,! L) |
Coube T hoe s e poe

L ]
Riapetith-sequance prodes

Sondy pro jedinecné sekvence:
. Examples of different types of fluorescence in situ hybridisation (FISH) probes
a) plazmidové (500pb-5 kb) St et i Mol ks € 2080 Calokig Unkersy Poms
b) kosmidove (20-50 kb)
c) bakteriofag lambda (8-15 kb)
d) YAC klony (50-1000 kb)

Cell
Nucleus

Znaceni DNA sond
fluorochromy, Texas Red, Spectrum Green, B
Spectrum Orange, FITC, TRITC o Hypgifised

SpectrumAqua, SpectrumGold, aj i, Ui
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Mnohobarevna FISH (M FISH)
Spektralni karyotypovani (SKY)

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

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

Identifikace kazdého chromozdému pomoci

jedinecné kombinace 5 fluorochromu r 19 0o om
1] HEIRI
TexasRed A

8 g
n x

sreferenCni spektra - pseudobarvy, piirazeny
kazdému chromozomovému paru na zakladé
meéieni vinovych délek
Nevyhody - potieba kvalitnich mitoz
- uspesna hybridizace
- finan¢n¢ nakladné



afre e B8] Bl =l

PR =]

3

HY BVEN B¢ e 0B B B
% a0 755 H‘:‘ B{Ei H'E' E'E' H B B 1E
Reference: _&_J _.E_J _Q_J __E)__J _E_I __J = = B 7

vaers: o] 6 o a] of [l a)
E’Ilpa H EI Egﬂﬂt Bs Be E m:

| W Under the Cursar v Morrnalization

— Spectrurm
|| 556

For Help. press F1 [0%: T |Chromosomes: 46 |Outofimage | 83%



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 sledovaneho chromozomu ¢aste¢né
piekryvaji a dochazi k jejich kombinaci

= umoznuje rozliSeni intrachromozomovych

piestaveb (inverzi)

O DEAC

EFITC

[l Spectrum Orange
Texas Red

Clecys




Komparativni genomova hybridizace
na Cipech (array-CGH)

- Efektivni metoda celogenomoveého screeningu
nebalancovanych prestaveb chromosomii béhem 1 hybridiza¢ni
reakce

 Zalozena na spole¢né hybridizaci rizné€ znacenych vzorki DNA
(testovane DNA a referencni DNA) na DNA mikrocip pokryty
fragmenty oligonukleotidu

e Ztrata i zisk genetickeého materialu v testované DNA je odeCten
ze spotu vykazujici abnormalni poméry intenzit signalu
Kdo je vhodnym pacientem?

— ¢+ Pacienti s intelektudlnim postizenim, poruchami autistického spektra,

vrozenymi vyvojovymi vadami, stigmatizaci...

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

 Tkan potracenych plodi

* Vzorky nadorové tkané




Array CGH
Material:

- DNA izolovana z biologického materialu vySetrovaného jedince
- Prenatalni — amniocyty, bunky choriovych klku, lymfocyty
fetalni krve, bunky z tkani potracenych plodu (kiize)
 Postnatdlni — lymfocyty periferni krve
* Onkologicky materidl — nadorové bunky (solidni nadory,
hematologické malignity)

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

reference a testované DNA
» Kontrola kvality DNA (A260/280, A260/230, integrita DNA)



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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Array CGH: proces

Step 1 Patient } ‘4 Control Step2

DNA ’ DNA Krok 1-3: DNA pacienta a DNA reference jsou

fluorescencné€ znaceny a aplikovany na mikrocCip

Krok 4: Kompetitivni hybridizace DNA na

mikroCip

Sn 3 ™ v Krok 5-6: Intenzita signall je méfena pomoci
skeneru mikroCipt

e Krok 7: PocitaCovy software analyzuje data a

="/ generuje profily

Step 5 Step 6
Step 4 HYBRIDIZATION

DNA dolsage loss

I
-..MW-*'“‘L"L__,_‘J. b
i
COMPUTER DATA PLOT
SOFTWARE (Chromosome 7)

Equal DNA DNA
hybridization dosageloss dosage gain

11 LABORATORIES,LLC



Agilent Human CGH Microarray

180K . ‘.SDK ‘BUK I -

Oligo arrays 400K S g—
*8x15K  custom chip - _ J b ‘5”"_ ‘ﬁ”",
*4x44K 43 kb rozliSeni 180K | ‘snk ‘snk
* 2x105K 21 kb rozliSeni 400K ) : O
+ 1x244K 9 Kb rozliSeni k|| oo ok
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* 8x60K 41 Kb rozliSeni
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negativni negativni del(1)(p36) del(1)(p36)



: vyhodnoceni

Array CGH

aCGH Analytics Software, Agilent Technologies

18: 25017051-532088448, 28.1 Mb
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Vyhody a nevyhody metody array-CGH

+ Celogenomovy screening nebalancovanych
submikroskopickych chromosomovych aberaci

+ RozliSeni dano parametry pouzit¢ho mikrocipu

+ NevyZzaduje pritomnost mitoz

+ Moznost detekce mozaiek (< 30 % dle kvality vySetieni)

- Genomova DNA o dostatecné koncentraci a integrité

- Neni mozn¢ detekovat balancované prestavby chromosomu, ani
zmeény ploidie

- VySSi cenové naklady

- ZkuSenosti s interpretaci vzacnych nalezu - prace s databazemi,
literaturou



Interpretace nalezi CNVs musi probihat vzdy v
kontextu s:

1. Fenotyp jedince

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

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

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



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 — —
Zkoumana’ DN A Hybridization sequence (left) Hybridization sequence (right)

- detekuje zmény poétu kopii P L —y T
( predevsim rozsahlejsich G , o,
deleci/duplikaci ) az 50 S Se—— a4
specifickych sekvenci v jedné : rcxwin universal primers xana v
PCR reakci g e '

- dokaze odlisit sekvence lisici se —— = —
v jediném nukleotidu; —_— =

» dalSi aplikace — stanoveni SNP, =

metylace v promotorové oblasti



jen 20 ng DNA
MLPA je schopna odlisit sekvence liSici se v jediném nukleotidu
MLPA reakci je mozné uskutecnit v jedné zkumavce

Kit obsahuje vSechny potfebné reagencie, potfebne vybaveni je beZnou
soucasti vSech molekularné-biologickych laboratoti



PCR primer X
PCR primer Y /

N

MRC Holland, www.mlpa.com



MLPA princip

) Pacient

Kontrola




I1. Vyuziti metod molekulirni cytogenetiky
v Kklinické genetice dle typu aberaci

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

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

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

Detekce LOH, UPD




Vyuziti metod molekularni cytogenetiky (piiklady)
numerické 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
¥ (priklady)

47,XXY

vysoka postava, porucha
rustu vousu, zenska
distribuce podkoZniho
tuku, PMR

0% 3K m8 a8 s
AL B8 BB xB 88 2x 88
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WK x Godd o ES
e 20 = p x %




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 jednoznacné 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
translocation
heierozygoie

—____ Meiosis L

Genotypes
of gametes

Balanced Unbhalanced

7 5:11)




Vyuziti metod molekularni cytogenetiky

strukturni zmény: nebalancované translokace

s -4

- .
r B =
n g »

475/04

3. FISH: der(1)t(1;11)

11111

33333

11111

11111

OIEDN |

99999

111111

111111

111111

99999

111111

111111

111111

111111

111111

2. CGH: rev ish enh (11p15-pter)




Vyuziti metod molekularni cytogenetiky
strukturni zmény: Mikrodelec¢ni syndromy

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

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

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

B rekurentni - vznikaji opakované ve stejném
misté na chromozomu ...napr. del 22q11

B nerekurentni - mohou vzniknout kdekoliv v genomu ...




Mikrodelec¢ni syndromy:

Nejcasté)si mechanismy vzniku rekurentnich a non-rekurentnich

mikrodelecnich/duplika¢nich syndromti

Rekurentni mikrodelece

Non-rekurentni mikrodelece

Replikace Sekundarni struktura  Uvolnéni 3'konce
templatu zastavuje sekvence od pivodniho
replikaci templatu PFipojeni na jinou

replikaéni vidlici

f j

Vytvoreni posunutych zlomu

X A

.

Zastaveni replikacni vidlice a
preskok na odliSny templat

— S— E—

y X oz

—

X z
v
\
- I
X y X
\
Duplikace
Y X
- - Nerovnomérna
Pelece homologni
— rekombinace
X z
|
DvouFetézcovy zlom Parovani homologni sekvence
X z
- I

Spojeni nehomolognich koncti




Mikrodele¢ni syndromy

Jsou zplisobeny mikrodeleci iseku chromozomu — vétSinou 2 — 4 Mb

Nejcastéjsi rekurentni mikrodele¢ni syndromy:
DiGeorgetv/Velokardiofacialni syndrom
Prader-Williho a Angelmaniiv syndrom
Williamstv-Beurentiv syndrom

Obecné priznaky:

* rustova retardace

* dysmorfismus

e stigmata

i
l

1t

Williams

* mentalni retardace EBRARE
 malformace
e vrozené vady
. .. - Nejéastéjsi velikost Cetnost v
Mikrodeleéni syndrom Lokalizace prestavby [Kb] populaci
DiGeorgelv syndrom/ .

Velokardiofacialni syndrom 22911 3000 1:4000
Williamslv-Beurentv syndrom 7p11.23 2 000 1:10 000
Smith-Magenistv syndrom 17p11.2 5000 1:25 000
Prader-Williho syndrom/ 15q11-q13 4 000 1-95 000

Angelman(v syndrom

Frequent interstitial microdeletion

syndromes

velo-cardio Langer-
facial Giedeon



Vyuziti metod molekularni cytogenetiky

FISH: detekce mikrodelecnich syndromu
—napt. del 22ql1 DiGeorge syndrom

620/04

SRDECNI VADY
ANOMALIE TVARE
PORUCHY IMUNITY




Vyuziti metod molekularni cytogenetiky
FISH: DiGeorge syndrom del 22ql1

SSUILDD

22q11.21 / 22q13.33

o ” TBX] Obrazek: Priklad komerc¢né
HIRA :_ 45 SHA

(TUPLE1) sepTs[> [ g ] ﬁ " dostupnych sond pro detekci
<J| E(_ll DZZS|I637 ‘ J D2ZS|1562 (—,r\\ f<«_‘jt mlkrOdelece 22q11
ReaEey (www.cytocell.co.uk)
—— — =
211kb e 44kb

Dvoubarevna FISH

Obrazek: Ukazka normalni
mitézy a mitdzy

s mikrodeleci 22q11
vySetrena 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 22q11.2 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 |l or disorders
with phenotypic features of DGS on 2213 and on chromosomes 4q, 8p, 99, 10p and 17p.

. |= Allsamples |E Reference...
REES et |MLPA DG 12_[MLPA DG 12.|MLPA DG 17| MLPA DG kn_
all FRSS (n=7) all 100% gl 100% gl 100% ] 100%
[&] FMRS all  70%  all 45% il e0% ol  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
1=} ILT7RA-4 22-015.959666 1.08 1.01 1.07 1
SLC25A18-1 22-016.423211 088 0.86 088 1
BID-4 22-016,606684 103 039 103 1
MICAL3-20 22-016, 704656 078 07 07 1
UsPi1a-1 22-017.012922 1
CLTCL1-3 22017621598 :
HIRA-25 22-017 699015 1
CDC45-1 22-017 847478 1
CLDNS-1 22-017.891319 1
GP1BB-2 22-018.091521 1
TBX1-2 22-018.127111 1
TBX1-7 22-018,133286 1
TXNRD2-9 22-018.266225 1
DGCRE-2 22-018.453612 . . X 1
22q(n=29) |ZNF74-2 22.013.078428 ] ; y 1
KLHL22-2 22-018,173307 I ) ! 1
MED15-10 22-013,266745 ) ‘ : -
SNAP29E 2-019.572014 i T ; :
LZTR1-16 22-019.679191 . . X 1
HIC2-2 22-020125442 ; i ; :
PPIL2-20 22-020,379685 051 057 053 1
TOP3B-7 22-020,65299% 1.01 099 1,06 1
RTDR1-6 22-021,724047 098 098 1.02 1
GNAZ-3 22-021,795392 086 083 083 1
RTDR1-2 22-021,812539 1,03 104 057 1
RAB36-1 [22-021.817561 0.96 102 105 1
SMARCE1-1 22-022,459270 0.85 084 094 1
SMARCE1-8 22-022 506362 032 107 108 1
SNRPD3-2 22-023,283701 09 086 053 1
o SLC25A4 2  |04-186.303263 106 102 101 1
KLKB1-3* 04-187,390223 084 0.82 0.92 1
PPP1R2B-3* 08-009,036240 088 099 093 1
MSRA4™ 08-010,102752 1 0.87 0.96 1
GATA4-7T 08-011.653542 113 103 118 1
EHMT1-3* 09-139.721001 0.85 084 0.78 1
EHMT1-17* 09-139,805147 082 082 024 1
GATA3 3" 10-002, 140560 0,57 1,01 1 1
GATA3 6" 10-008.155803 103 0.96 109 1
References.. | TCEB1P3 RE_ |10-010.588371 1.08 0.58 1.06 1
CELF2-region..|10-011.017024 112 1.05 1,06 1
CELF24~ 10-011,247624 1.1 1,01 1,08 1
NEBL-5" 10-021.226273 1.09 1.07 1 1
RPH3AL-5* 17-000.169259 0.91 1 0.96 1
RPH3AL-2* 17-000.183588 0.96 1.07 0.98 1
GEMIN4-2=  |17-000,596608 103 .07 iR 3
YWHAE-5* 17-001. 211255 1 039 106 1
ARSA-1* 22-049,413270 038 108 095 1
SHANK3-21* 22-049,507578 091 033 0.98 1

Table 1. SALSA® MLPA® probemix P250-B2 DiGeorge probemix

Length (nt)

SALSA MLPA probe

Chromosomal position
other 22qi1

64-70-76-82

Q-fragments (Only visible with <100 ng sample DNA)

88-92-96 D-fragments (Low signal of 88 or 96 fragment indicates incomplete denaturation)
100 X-fragment (X chromosome specific)
105 Y-fragment (Y chromosome specific)
129 PPIL2 probe 07529-L04870 22q11.2 D-E
136 Reference probe 05059-L07380 EHMT1, 9934.3
142 SLC25A18 probe 05457-L07613 22q11.2 CES
148 x & DGCRS probe 08475-L08486 22qi1.2 A-B
154 Reference probe 05058-L07382 EHMT1, 9934.3
160 x HIRA probe 01214-102328 22qi1.2 A-B
166 SNRPD3 probe 08481-L08492 22q11.2G-H
172 = £ TBX1 probe 05408-L07614 22q11.2 A-B
178 MICAL3 probe 05458-L04861 22q11.2 CES
184 Reference probe 01217-L00694 KLKB1, 4935.2
191 x CLTCL1 probe 05462-L05809 22q11.2 A-B
196 x CLDN5 probe 01218-L06270 22q11.2 A-B
202 % + ZNF74 probe 05927-L07395 22q11.2 B-C
208 x + GP1BB probe 05464-.10114 22q11.2 A-B
214 GNAZ probe 08478-L08489 22q11.2 E-F
220 + SMARCB1 probe 05928-L07969 22q11.2 F-G
226 USP18 probe 07528-L04863 22q11.2 CES
232 = Reference probe 06787-L07383 SHANKS3, 22913
238 x TXNRD2 probe 01223-L05814 22qi1.2 A-B
245 x = TBX1 probe 10810-L14347 22qi1.2 A-B




Vyuziti metod molekularni cytogenetiky
Array CGH: DiGeorge syndrom del 22q11

Pomoci DNA Cipt zjistime 1 velikost mikrodelece
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Array-CGH profil DNA pacienta s mikrodeleci 22q11 o velikosti 2,72 Mb
ISCN: arrfGRCh37] 22q11.21(18818376 21540347)x1



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

Metody pro stanoveni diagnozy PWS a AS
Cytogenetickeé : karyotyp - translokace

Molekularné cytogeneticke : FISH - mikrodelece
15q11-13 DNA sonda

- 15p11.2 D15Z1
= (Spectrum Green)

15q11-q13 SNRPN
(SpectrumOrange)

LI
™"\ 15422 PML
(SpectrumOrange)

MLPA, array-CGH
Molekularné geneticke:
PCR - uniparentalni disomie, Metyla¢ni analyza
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Vyuziti metod molekularni cytogenetiky
Geneticke pri¢iny vzniku PWS a AS

Prader-Williho syndrom

1. Delece na paternalnim
chromozému 15
(70%)

2. Maternalni uniparentalni

disomie chromozomu 15
(20 - 25 %)

3. Zmeéna imprintingu
(2-4%)

4. Ruzné chromozomalni
piestavby
( méné nez 5 %)

Angelmanuv syndrom

1. Delece na maternalnim
chromozomu 15

(70 %)

2. Paternalni uniparentalni disomie
chromozomu 15

(4 %)

3. Zmeéna imprintingu
(1%)

4. Rizné chromozomalni prestavby
(2 %)

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




Prader-Williho syndrom

Hlavni klinické priznaky:

= SniZena aktivita plodu

= Neprospivani kojencu

= Hypotonie novorozencu (do 9 més.
= QObesita

= Hyperfagie, neukojitelny hlad

= Hypogenitalismus, hypogonadismu
= PMR

= Mala postava
=  Akromikrie

= Hypopigmentace
= Problémy s chovanim



Angelmantiv syndrom — ,,Happy Puppet

Vyskyt : frekvence neni presné znama —
- odhad asi 1: 15 000- 1: 30 000

Hlavni klinické priznaky

= Vazna PMR

= Tuha nemotorna chiize

= Trhavé pohyby, Spatna rovnovaha
= Absence feci

« Silhani

=  Vybuchy smichu, St'astnd povaha

= Hypotonie

= Epilepsie

= Abnormalni tvar lebky
= Hypopigmentace




— 1 MLPA, aCGH

Vyuziti metod molekularni cytogenetiky
mikrodeleéni syndrom: Williams-Beurenuv syndrom
del7ql1123

autozomalné dominantni onemocnéni s variabilni expresivitou,
vyskyt zpravidla de novo

riziko stejného postizeni je pro déti probanda 50%
vyskyt 1:20 000 zivé narozenych déti
pri¢ina vzniku: del (7)(q11.23), deletovana oblast o velikosti kolem

Y e w/

1,5 Mb zahrnuje nejméné 17 genu nejvyznamnéjsi je ELN gen

kodujici elastin e s e

detekce: FISH DNA sonda .
Vysis ELN 7q11.23 SO/7q31 SG |-

profil arrabeH S mlgrbdeleci 7911.23



Vyuziti metod molekularni cytogenetiky
mikrodeleéni syndrom: Williams-Beureniv syndrom
del7q1123

Skritkovity oblicej* — Siroké Celo, nizky kotfen nosu, kratkeé ocni Stérbiny,
velka usta, mala brada

mala, drobna postava, mikrocefalie

vadny skus, chybné postaveni zubti, hypoplastické zuby

lehké az stredné tézké dusevni postizeni (IQ mezi 35-70)

VCC- cevni stenozy

hyperkalcemie

pratelska povaha, hyperaktivita, hruby hlas




Vyuziti metod molekularni cytogenetiky
Prestavby subtelomerickych oblasti (delece/ duplikace)

Telomery - fyzické konce

chromozomu
The telomere
uplné konce tvoreny proteiny
B 1] 3-20kb (TTAGGG)n a tandemovymi repeticemi
100300kb g Telomere DNA (I'TAGGG) 3-20 kb
associated repeats (spolecne pro vSechny
chromozomy)

TAR — doprovodné

™~ Unique telomere region
(site of FISH probes)
centromere repetitivni sekvence

| subtelomerické oblasti 100-
300 kb




Vyuziti metod molekularni cytogenetiky
Delece/ duplikace subtelomerickych oblasti

subtelomerické oblasti na chromozomech — nejvétsi hustota genti v genomu!

aberace v této oblasti - pfi¢ina spontannich abortli, VVV a mentalnich
retardaci

nebalancovane¢ translokace mohou byt také pti¢inou subtelomerickych
prestaveb

7 % pacientt s dysmorfii a MR - mikrodelece subtelomerickych oblasti
chromozomu !!!

priklady:

Wolf-Hirschhorniiv syndrom (4p-),

1p36 syndrom,

Cri-du-chat syndrom (5p-),

9p- syndrom, TR

13q- syndrom, \\
S...

del tel(4p)

;,S.;.
\

18p- syndrom {.;:

gl




.ﬁ ‘ Vyuziti metod molekularm cytogenetlky

J. Lejeune 3

)
1 - 15 000- 50 000 [
5—40 Mb “
rizny rozsah delece |
- del 5p15.2 az celé p rameno R
78 % terminalni delece 1

10 — 15 % potomci pienaSect translokace
typicky kiik novorozence

laryngomalacie

kulata hlava

mikrocefalie

PMR, srde¢ni vady -
epicanthi
hypotonie

Clinical feat of a pati
age of 8 mon |-| (A), 2y

rs (B), 4yea

rs (C) a

ient with Cri du Chat syndrome at

nd 9 years 6/12



Vyuziti metod molekularni cytogenetiky
Identifikace markerovych chromozomiu

,,supernumerary marker chromosome*, markerovy chromozom ¢i jen

marker;
je to maly nadbyteCny chromozom, ktery neni mozno analyzovat
cytogenetickymi pruhovacimi metodami;

vyskyt - 1/4000 u novorozenct,
1/2500 u amniocentéz;

"\ y o 26/98
. |
o . mar idic(15)
. '
W, 7 TR
i . . \
a‘(— \
marker\.'
I 4 \.\\' ’
=T Y
. P 4
Ag-NOR banding




Vyuziti metod molekularni cytogenetiky
onkocytogenetika (ptiklad reciproké translokace)
Chronicka myeloidni leukemie (CML)

Philadelphsky chromozom
translokace BCR/ABL ( 9q34/22ql1.2)

5 S

STl = =T~

L l |
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Vyuziti metod molekularni cytogenetiky
Chronicka myeloidni leukemie (CML)

Two colour (ES) FISH for CML

Larger probe — spanning the breakpoint

ber/abl

Ph obvykle pfitomen ve 100% mitoz
v dob¢ diagndzy, pfitomen 1 v prubchu
onemocnéni

nejlepsi progndézu maji pacienti, ktefi
maji v dobé diagnozy Ph chromozom
jako jedinou zménu

v dobé diagnozy u nékterych nemocnych
krom¢ Ph dalSi chromozémové zmény,
jejich vyskyt je neptiznivy prognosticky
znak

FISH detekujeme piestavbu BCR/ABL,
specificka sonda umoznuje vySetrovat 1
interfazni jadra



Cytogenetika 21. stoleti = cytogenomika

.. "f? 12t EUROPEAN
Cytogenomics is used as a _i‘-l };_C\'TBGEI]I]H]ICS

general term that encompasses
conventional, as well as molecular
cytogenetics(fluorescence in situ
hybridisation (FISH), microarrays)

and molecular-based techniques.

Silva et al.: European guidelines for constitutional cytogenomic analysis.
European Journal of Human Genetics (2019) 27:1-16



Vyuziti metod molekularni cytogenetiky
u solidnich nadort ; Neuroblastommimo jin¢.)

[1 Cytogenetika: kultivace tkané tumoru; vysetreni karyotypu

O Molekularni cytogenetika:
1 I —FISH: amp.MYCN genu 2p24

[
0 Molekularni genetika: |,

del 1p36
gain 17q
O array-CGH e e e
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