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charakteristika a mechanismus vzniku
CHA u c¢lovéka

vrozené aberace chromosomu u ¢lovéka a
syndromy s nimi spojené

indikace ke stanoveni karyotypu €loveka a
moznosti vySetieni chromosomu ¢lovéka
moderni pristupy v cytogenetice ¢loveka -
DNA &ipy

moderni pristupy v cytogenetice €lovéka -
metoda MLPA



Geneticky podminéna onemochéni
u Clovéeka

1. Monogenni choroby (AD, AR, XD, XR) —
poruchy strukturnich gent, hormonut, enzymu
(metabolické poruchy)

2. Chromosomove aberace (CHA)

3. Patologické stavy s multifaktorialnim typem g
dedicnosti (cukrovka, aterioskleroza)

4. Choroby s nemendelistickym zpusobem
dedicnosti - mitochondrialni, expanze
trinukleotidovych repetici...

5. Genetické poruchy somatickych bunék
(nadory)




Zastoupeni genetickych chorob

iIncidence vaznych monogenné podminénych chorob
odhadnuta na 0,36% u Zivé narozenych
novorozencU (studie na 1 000 000 déti), méné nez
10% se manifestuje po puberte

0,6 % populace ma vrozenou chromosomovou
aberaci

az 80 % populace onemocni do konce zivota
multifaktorialné podminénou chorobou (geneticka
predispozice + vliv zevniho prostiedi)




Chromosomy...

Chromosome
Chromatid Chromatid

lomrs

Eorerd

Image adapted from: National Human Genome Research Institute.



Karyotyp Cloveka
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Co muze poskodit chromozomy ?

a) nahodné chyby pri bunéénych procesech (chyby
replikace, reparace, rekombinace DNA)



Chromozomove aberace a jejich
rozdeleni

Vrozené CHA
20 — 50% vSech poceti
50 — 60% abortt v I. trimestru
5% vSech rozpoznanych téhotenstvi
4,4% se potrati
0,6 % se narodi
- VVV, psychomotoricka retardace, sterilita, stigmatizace, aj.

Ziskané CHA

- v somatickych bunkach

A) nadorova tkan (leukémie, solidni nadory) — onkocytogenetické
vysSetreni

B) hodnoceni plsobeni mutagent — studujeme v lymfocytech
periferni krve - rizikové prostredi, Iéky



Chromozomove aberace a jejich

rozdéleni

Numerické - zmény v poctu
chromozomi
(polyploidie, aneuploidie)

Strukturni - zmény ve strukture
chromozomt
(balancované, nebalancované)

Dreletion

Types of mutation

Duplication Inwversion




Polyploidie — zmnozeni celé sady
chromozomu

triploidie (3n = 69,XXX) — 1 az 3 % poceti
tetraplodie (4n = 92, XXXX) : -
obé tyto konstituce jsou u Clovéka letalni 2 HH Im
mixoploidie — 46,XX/69,XXX o) Mool e

- 46,XX/92,XXXX

(N)

Normal chromosome complement

b) Polyploidy
(more than the normal number of sets of chromosomes)

(3N) ' _
(4N) n _

Article

Mixoploidy in humans: Two surviving cases of diploid-tetraploid mixoploidy
and comparison with diploid-triploid mixoploidy

Matthew J. Edwards', Jonathan P. Park?, Issue

Doris H. Wurster-HilP, John M. Graham Jr
MD. ScD*"
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triploidy 68, XXX

Volume 52, Issue 3, pages

Article first published online: 7 JUN 2005 324-330 1 September 1994
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Copyright © 1994 Wiley-Liss, Inc_, A Wiley
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Russel, 2001



Vznik polyploidie u clovéka

Triploidie —
Diandrie — haploidni sada navic pochazi od otce

tzv. dispermie (oplozeni vajiCka dvéma spermiemi) nebo splynuti
neredukované spermie s vajiCckem

Digynie — haploidni sada navic pochazi od matky
disledkem splynuti neredukovaného vajicka se spermii — chyba pfi
meiotickém déleni vajicka nebo nevylouceni polarniho téliska

Tetraploidie vznika endoreduplikaci, tj. rozdélenim chromozom( bez
rozdéleni bunky.

(A) (B) ©) DNA duplication
T (D) but no cell division
Inploidy (endomitosis)
5 Tetraploidy C—

9
by Vi

Russel, 2001



Triploidie u Cloveka

Odlisny fenotyp zavisi na rodi¢ovském plivodu nadpocetné sady
chromozomui:

Diandrie - €aste€¢na hydatidézni mola

Digynie - nemolarni produkt, extraembryonalni tkané jsou redukovane

Je pravdépodobné zpusoben imprintingem gent (aktivni otcovské aley
urcitych genll podporuji vyvoj obald, aktivni materské alely dalSich genli zase
vyvoj vlastniho embrya).




Aneuploidie

- numericka odchylka se tyka pouze urcitého chromozomu. Konkrétni
chromozom mdZe byt bud zmnozen — trizomie (tfi kopie),
tetrazomie (Ctyri kopie), nebo ztracen — monozomie (jedna kopie).

Normal chromosome complement

1 2 3 4 = Ve - gm v v
Dipioid : Nejcastejsi aneuploidie u Clovéka
Aneuploid Abnormalities in the Human Population
Chromosomes Syndrome Frequency at Birth
Nullisomic Autosomes
(2N—2)
Trisomic 21 Down 14.3/10,000
Nishsssmia Trisomic 13 . Patau 2/10,000
kel Trisomic 18 Edwards 2.5/10,000
Doubly Sex chromosomes, females
?;ONrES Ertr;lc X0, monosomic Turner 4/10,000 females
e XXX, trisomic Viable; most
gﬁf_T)’C XXXX, tetrasomic  are fertile 14.3/10,000 females

XXXXX, pentasomic

Tetrasomic Sex chromosomes, males

R XYY, trisomic Normal 25/10,000 males
Doubly XXY, trisomic

letrasomlie XXYY, tetrasomic  Klinefelter 40/10,000
(2N+2+2)

XXXY, tetrasomic



Nondisjunkce — priCina aneuploidii

Vznik aneuploidie

a) v disledku chyby pfi rozchodu chromozomu do dcefinych bunék
béhem bunécného déleni (nondisjunkce)

b) opoidém’m chromozomu pii rozchodu v anafazi bunécného déleni

(a) Nondisjunction in meiosis

Zygotes (c) Nondisjunction in mitosis

MEIOSIS 1( MEIOSI ||W ( ~ petiai 3
[ “ {®] o FTANRETI Vet




Vék jako pri¢ina aneuploidii

* Vék a nondisjunkce

- vék matky > 35 let, vék otce > 50 let
Vék matky:

" starnuti vajiCka, Spatna funkce déliciho vieténka (s vékem klesa ¢etnost rekombinaci
chromozoml)

" kumulace mutagenniho ovlivnéni béhem zivota Zeny (meiotické déleni u Zeny zagina jiz v
dobé embryonalniho vyvoje, pak je zastaveno a pokracuje az v dobé pohlavni dospélosti)
= zmény v intracelularnich podminkach v disledku hormonalni nedostate¢nosti

Nondisjunkce +21 Oogeneze : spermiogeneze
80 % mat : 20 % pat
Ml mat : MIl mat
80% :20%

* Vék a opozdéni chromozomu v anafazi
- zavislost neni tak ziejma

P¥iblizné % vyskytu chromozomalnich aberaci ve
vztahu k véku matky (primeér dle rGznych autort)

Veék matky 20 25 30 35 40 45
VSechny CHA 0,12 0,22 0,34 0,49 1,59 5,26




VYSKYT CHROMOSOM. ABERACI
V ZAVISLOSTI NA VEKU MATKY

VEKOVA HRANICE
PRO INDIKACI
CHROMOSOMALNIHO |

VYSETRENI V CR ~-

=0—Downuv syndrom —#— Chrom. aberace celkem



Mozaika vs. chiméra

Chromozomalni mozaika — dveé (nebo
vice) bunéénych linii s riznym
karyotypem

pochazejicich z jedné zygoty.

Vznika nondisjunkci pfi mitotickem déleni
a pomeér bunécnych linii zavisi na tom, ve
kterém déleni k nondisjunkci nebo ztraté
chromozomu doslo a na tom jak jsou
abnormalni bunky zivotaschopne.

Chiméra - dvé bunécné linie s odliSnym
karyotypem, pochazejici ze dvou zygot. U
Clovéka zname vzacné chimeru
46,XX/46,XY.

n T\
A
/ \\
A

\ /
i
/
N/
.-

Normal cell with 46 chromosomes

i
HRa i -~

i “ “ LT i/i/ missing X

\ chromsome

NURIRIRTE 7
\ /

Cell missing a chromosome

Chromosomal
Mosaicism

http://ghr.nlm.nih.gov




NejCastéjsSi syndromy spojené s
numerickymi CHA

Autozomy: Gonozomy:
+13 Patau sy Zeny
+18 Edwards sy L)' Turner sy
+21 Down sy XXX
BXXXX
+8 Warkany 2sy  mpMuzZi
+9 trizomie 9 "XXY Klinefelter sy
(Retho re. +9 p) X XXY Aneuploid Abnormalities in the Human Population
+22 trizo m i e 22 -XXYY Chromosomes Syndrome  Frequency at Birth
.XYY Au?;::r::: 21 Down 14.3/10,000
Trisomic 13 . Patau 2/10,000
Trisomic 18 Edwards 2.5/10,000
Sex chromosomes, females
X0, monosomic Turner 4/10,000 females
XXX, trisomic Viable; most

XXXX, tetrasomic  are fertile 14.3/10,000 females

Cytogenetika!!

Sex chromosomes, males

XYY, trisomic Normal 25/10,000 males
XXY, trisomic
XXYY, tetrasomic Klinefelter 40/10,000

XXXY, tetrasomic



Strukturni zmény chromosomu

- jsou nasledkem chromosomovych zlomU, na které navazuje urcita
pfestavba. Mohou vznikat spontanné nebo jako nasledek plsobeni
rznych vnéjsich faktord.

* Nebalancované (Cast genetického materialu chybi Ci prebyva):
— Delece

— Duplikace

— Izochromozom

— Dicentricky chromozom

— Ring chromozom

— Marker chromozom

« Balancované (zachovano puvodni mnoZstvi genetického materialu)
— Inverze
— Translokace



Delece a duplikace

= Terminalni

" Intersticialni 5 H 'p 0
T | B | E
* zlom chromozomd — ztrata acentrického fragmentu R B P; i m
(delece) =2 0 4 e
* nerovnomeérny crossing-over (delece — duplikace) E : f; lﬂ
« disledek abnormalni segregace chromozom0 s A o 1 |
balancovanymi translokacemi nebo inverzemi i © H
3 (7

.

NejCastéjsi syndromy spojené s deleci/ ¢

duplikaci u ¢lovéka Russel, 2001

" del 4p — Wolf Hirschhorn sy

" del 5p - Cri du chat sy

" del 18q - 18q dele€ni sy

" mikrodeleéni/lmikroduplika€ni sy

Cytogenetikal!

http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Crossing-over.jpg



Izochromosom, dicentricky chromosom -
porucha déleni centromery

Izochromozom: jedno rameno chybi, zbyvajici je naopak duplikovano

“  pritomnost jednoho izochromozomu v karyotypu - parcialni monozomie pro
Jjedno rameno, parcialni trizomie pro druhé

“ u Clovéka nejcastéjsi i(Xq),i(18p), i(12p)
dicentricky chromosom — flize dvou ¢asti chromozomd, kazda méa centromeru

“ u ¢lovéka nejcastéji z pohlavnich nebo akrocentrickych chromozomti

Figure from de la Chapelle, 1982
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(normal) (a) (b) . (c)

Figure 3 Possible modes of division of the centromere as depicted by de la Chapelle etal.

(a) Transverse misdivision giving rise to an isochromosome for the long arm and another for
the short arm ; (b) breakage distally in the centromeric region producing a dicentric
isochromosome and an acentric fragment; (c) breakage in the proximal part of one arm produc-
ing a dicentric isochromosome with the centromeres a short distance apart.

http://ghr.nim.nih.gov



Marker chromozom

Marker

* maly nadbyteCny chromozom, ktery ¢asto neni mozno
urCit pruhovacimi metodami

* bez euchromatinu

* s euchromatinem — parcialni trizomie

[T
g’
) 4 "

#14 #14 r(14)

Ring chromozom 850 band

level

e vyskyt - 1/4000 u novorozencut, 1/2500 u amniocentéz

http://ghr.nim.nih.gov



Inverze

a) Pericentric inversion b) Paracentric inversion
(includes centromere) (does not include centromere)
A Al A A
B BB a a
C: @ @ ——a o — [
i d i
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Russel, 2001

* nezplsobuje abnormalni fenotyp

" klinicky vyznam pro potomstvo — prenasec jakekoliv inverze ma zvysené
riziko tvorby abnormalnich gamet — nebalancované CHA u potomstva

" celkoveé riziko narozeni ditéte s nebalancovanym karyotypem se v pripadé
prenasece pericentrické inverze odhaduje na 5 az 10 %



Normalni varianta: inv(9)(p11g12)

vyskyt asi u 1% jedincli vySetfovanych v cytogenetickych
laboratofich
normalni varianta — neovliviuje fenotyp

Syndrom: inv dup(15)

Casto jako marker chromozom

Poor muscle tone
Epicanthal folds
Small size
Mental retardation
Seizures
Developmental delay
Curved spine (scoliosis)
Learning disabilities
Autistic features

— poor speech

— hand flapping

— lack of eye

contact
— need for routine

Type 1

No
symptoms  symptoms




Translokace

b) Nonreciprocal
interchromosomal
translocation
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¢) Reciprocal interchromosomal
translocation

vymeény chromozomovych segmentl mezi dvéma ¢i vice
chromozomy

prosté

reciproké

Robertsonovskeé translokace

komplexni translokace (postihuji tfi ¢i vice chromozom(l)

t(5:11)

Ukéazka reciproké translokace pomoci techniky FISH



Balancované translokace - dusledky

vyskyt v populaci s Cetnosti asi 1 : 500

neovliviuji jednoznacné fenotyp nositele (5 x vyssSi vyskyt v populaci
mentalné retardovanych pacientl)

vyznamna pricina sterilit u pfenasecu

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

nemoca
d-sum

W) zdravé dité s normainim karyotypem.

2dravé dité, nese stejnou balancovanou translokaci jako
B roat.
‘ postizené déti s nebalancovanym Karyotypem.

http://www.pronatalgroup.cz/pronatal-cz/neplodnost-lecba-cytogenetika.php




Robertsonovské translokace

14
§ r 5 /}.
the short arms I |€‘|
13 1 13

(lost)
two acrocentric a Robertsonian 4
chromosomes translocation nomnal t(13;14)

Zapis: 45,XX,der(13;14)(q10g10) — 45 chromozomdi

NejcastéjSi Robertsonovska translokace - chr. 13 a 14 (1 na 1300 osob!)

Asi 4% pripadl Downova syndromu — dlsledek
Robertonovskych translokaci postihujicich chromozom
21



Robertsonovské translokace




Komplexni chromozomové prestavby

vrozené komplexni prestavby se vyskytuji zfidka
jsou charakterizovany 3 nebo vice zlomy
lokalizovanymi na dvou nebo vice chromozomech
MozZna asociace s
- mentalni retardaci
- vrozenymi anomaliemi
- opakovanymi spontannimi aborty

46,XY,1(1;14),(p34;924),t(4;6)(q25;p23)pat
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TABLE 2 Frequencies of chromosome rearrangements

Rearrangement Frequency in the general population

Robertsonian translocations 1 in 1000

Reciprocal translocations I in 625

Marker chromosomes [ 1n 2000
Terminal deletions At least 1 m 50002
[nterstitial deletions At least 1 in 4000°
Interstitial duplications At least 1 in 4000°

“The most common terminal deletion is likely the del(1)(p36). The estimated frequency is
I'in 10,000, At least 50% were not detected by initial chromosome analysis. Thus, the
frequency may be twice the estimate, or 1 in 5000,

PRecognized interstitial deletions range in frequency between greater than 1 in 50,000 to 1
n 4000. Thus, the frequency is at least 1 in 4000 and may actually be more frequent than
recognized,

‘Based on the estimated frequency of interstitial deletions and the fact that many interstitial

duplications may be the reciprocal recombination product of deletions.
Shaffer & Lupski 2000



Klinické indikace pro vysetreni
karyotypu Clovéka

narozeni mrtvého plodu a tmrti novorozence
novorozenec s mnohocetnymi VVV
problémy ¢asného rtlistu a vyvoje

(neprospivani, opozdéni, mala postava,anomalie genitalu,
mentalni retardace...)

porucha pohlavniho vyvoje
problémy s fertilitou — sterilni a infertilni pary
darci gamet

téhotenstvi u Zzen pokrocilého véku anebo nepfiznivymi
vysledky screeningu

rodinna anamnéza (znama chromozomova abnormalita u
pribuznych I. stupné)

nadorova onemocnéni



Material pro vysetfeni chromozomovych
zmeén u ¢lovéka

periferni krev (bilé krvinky)
vzorky riznych tkani (biopsie koznf)

buniky plodové vody, choriovych klkd, placenty
pupecnikova krev

kostni dren
vzorky solidnich nador




Moznosti vysetreni

Geneticka
ambulance

pacient

1
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genealogické
vysetreni

laboratore

Cytogeneticke Laborator DNA/RNA

diagnostiky

==
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cytogenetické
vysetreni

klasicke

uuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuuu

M'me I

molekularne-
genetické vysSetreni

molekularne-
cytogenetické



Laboratorni vysSetreni

Cytogenetické vysSetreni - karyotyp, hodnoceni mozaiky,
ziskané chromosomoveé aberace

Molekularné cytogenetické vysetreni - FISH (metafazni,
interfazni), SKY, CGH

Molekularné genetické vysetieni @\W? DNA, RNA
DM i laboratorni vysSetieni - screening DPM, biochemie,
hematologie, histologie, imunohistoch U lie.

Da § i odborna vysetreni - |’1(sz|’<)\<)g;;ic.,cndokril”m\ogi(:...

CCATCACGTATGCTTCCTGGGGACAA




Moznosti vySetieni chromosomu ¢lovéka
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Klasicka cytogenetika

FISH (fluorescencni in situ hybridizace)

Spektralni karyotypovani (SKY)

LIEEN
—

CGH/HR-CGH (komparativni genomova hybridizace)

< Il HgEE N

MLPA (Multiple Ligation-dependend Probe Amplification)



Molekularni karyotypovani — 1000x
citlivejsi nez klasicka cytogenetika

Resolution Coverage
a Cytogenetics Karyotyping > 10 Mb Complete
SKY >2Mb Complete
Traditional CGH > 2 Mb (cytoband) Complete
FISH (interphase) > 20 Kb Probe Specific
FISH (metaphase) = 100 Kb Probe Specific
b aCGH BAC 100 Kb (Spectral Genomics - 2 Mb) Complete
cDNA 2 Kb Genes Only
Oligo (60-mer) 0.06 Kb Complete

t-sttsvtinﬁ-tiéhi&-i-

il m'ﬁ% b
“‘s‘)';".ﬁf&g‘.‘ S W mr

bl :
"f*'l’:assl“]" ILE%;E;:{_LI'J* i ial llijiué-! L

"’I“:
TR
! -~
|
A N e
[

ﬂw:j:fn-_,
|

e
< T

1 5




l. Klasicka cytogenetika

" klasické barveni - ziskané chromosomové aberace

" diferencia€ni barveni

- odlisi jednotlivé chromozomy dle charakteristickych pruh

- vhodné pro studium vrozenych CHA, chromozomalnich zmén u nadorf(

; '.4.. . 1
s AT A
s heterochromatin

Klasické barveni - hodnoceni zlomu



Il. Molekularni cytogentika - FISH

» 1969 Parduova a Gall - radioaktivni znaCeni
» 1986 Pinkel a kol. - fluorescenc€ni znaceni (FISH)
Hybridizace zna¢ené sondy s chromozomy na cytogenetickém preparatu

FISH
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PFitomnost, pocet a poloha signalu

747105

R /

TEL/AMLA

" nevyzaduje pritomnost mitdoz — cytogenetika interfaze
" rychlé zhodnoceni velkeho poCtu bunéek
" rychla identifikace znamych deleci, duplikaci, amplifikaci, translokaci



SKY (spektralni karyotypovani)
MFISH (multicolor FISH), mBand

v jedné hybridizaCni reakci simultanni vizualizace vSech 22
autozomu a chromosomd X a Y v odliSnych barvach

citlivost v rozmezi 1 — 2,5 Mb

kombinatorni znaceni sond; celkovy pocCet kombinaci pri pouziti
N fluorochromu je 2N — 1




Vyuziti technik SKY a mFISH, mBand

odhaleni balancovanych prestaveb
kryptické translokace a inzerce

marker chromozomy

nadbyte¢ny material neznamého plvodu
komplexné prestavby

charakterizace mista zlomu ¢i odhaleni
iIntrachromozomoveé prestavby (mBand)
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Komparativhi genomova hybridizace (CGH)

" umoznuje béhem jedné hybridizaCni reakce stanovit straty (delece)
Ci zisky (duplikace, amplifikace) sekvenci DNA v celém genomu;
neodhali balancované prestavby

" rozliSovaci schopnost — 10 Mb,

" nevyzaduje mitotickou aktivitu zkoumanych bunék

Referencni

2% D
-
‘ zelena - zisk
" n ’

&
e cervena - ztrata

Fil




Technika array-CGH aneb rozdil je
jen v podklade...

CGH Array-

000000
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Array-CGH patri mezi tzv. moderni metody analyzy
genomu, konkrétné mezi Cipové technologie...



Moderni metody analyzy genomu:
DNA Cipy

" principem metody je hybridizace zna€ené E ; 3{;&
)

vySetfované DNA s imobilizovanymi sondami na

Cipu )
" sondy: jednotlivé molekuly DNA o znamé .
sekvenci, ktere jsou upevnény ve shlucich (spoty) N

na pevném podkladu
" pocet spotl se pohybuje od fadové stovek do
milion{ podle typu Cip0
" podklad:
* sklo: mikroskopické sklicko; riizné tUpravy
povrchu
" nylonova nebo nitrocelulézova membrana
" plast, gel
" mikrokulicky (BeadArrays® (Illumina))

" historie: Southern blot (polovina 70. let), skuteCnée
mikroCipy - polovina 90. let 20.st., pak masivni rozvoj
a vyvoj riznych adaptaci a variaci; komercni trh




Déleni mikro€ipu

77 Pfima syntéza
'7
N

o Lratké zndmé sekvence
o 250 tis. spotii na cm?

Podle poctu sond 7
* Nizkohustotni (desitky aZ stovky men, 750 bt
specifickych sond, nékdy oznagované jako !
tzv. ,macroarray”, napr. analyza specifickych V v o
T —
- w Bl R hrcaerr sl

signalnich drah)

" Vysokohustotni (tisice az miliony G i

specifickych sond; vetSina analyz) | T
u B e

Podle pfipravy : |} ot

o velkd flexibilita

. ”Off Ch i p“ - "Spotované“ & - van Hal a kol., 2000; upraveno

- pfeneseni uz pipravené sondy ™ e ol e T
(oligonukleotidy, cDNA, BAC, atd.) e $96es e 88968
- kontaktni a bezkontaktni T - Sas

= ,On chip“ - syntetizované in situ £90%% wumus -8
- pouze oligonukleotidy b

" fotolitograficka syntéza (Affymetrix, - . e are
Roche/Nimbelegen) '
) Hlnk-Jet“ Syntéza (Agllent) Obr1: a) Fotolitografickd syntfza oligonukleotidi b) Schématickeé

znazornéni lampy, masky a cipu ( Lipshputz a kol, 1999, upraveno)



Déleni mikro€ipu

Podle znaceni
" fluorescence, autoradiografie, chemiluminiscence

a poc€tu snimanych barev
" Jednokanalové — znacCeni jednou barvou
" Dvoukanalové - kombinace dvou DNA znacenych odliSnymi fluorochromy

Podle typu sond Genome  Genome
Diagnostics Resolution Coverage
- BAC’ PAC 54 »10Mb - 100%
|
CD.NA . , *’”G Bandmg N
" Oligonukleotidové Doy .
- s kratkymi nebo dlouhymi
oligonukleotidy Y
r “BAC arrays(’r?@l&g)

- V soucasnosti nejrozsirengjSim
typem, pouzitelné pro prakticky
vSechny aplikace

Y

T
o
\1’- - —— %--- ———— ----“‘- »175Kh 96%
=10Kh  <1%

Ollgonucleonde arrays (25 - 85mer)



Déleni mikrocipu

Podle aplikace
l.analyza genomu
— material: genomova DNA
- array-CGH, SNP Cipy, resekvenacni Cipy
Il. expresné stuadie — mRNA, proteiny
lll. epigenetické Studie - ChiP-on-Chip (vazba proteinu na DNA)

¢ genomic DNA
M o ———

cross-link
and shear

2> DNA microarray ‘
http:/fen.wikipedia.org/wiki/ChlP-on-chip '



l. Array-CGH

" Solinas-Toldo a kol., 1997

" vyhazi z principu klasické (chromozomalni) CGH

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

" duplikace, delece, amplifikace — CNV(copy number variants)

" nedetekuje balancované prestavby

=

AFI’&}-"'CGH A: conven tignal B: Array-CGH

CGH
_!

I AN
(O W




Array-CGH

Postup
|zolace DNA
Kontrola kvality, stanoveni kvantity
Celogenomova amplifikace
Nastépeni DNA
NaznacCeni DNA - fluorescence
Hybridizace
Odmyti
Skenovani
Analyza dat

=
—

Dostatecné mnozstvi
DNA pro array CGH

DNA

Izolace
Vzorek %

| Maéll'?aB-NCAGFI)-er — WGA — Array-CGH




4 N

Step 1 Patient | Control  Step2
DNA DNA

Step3

Step 4

Equal DNA DNA

hybridization dosage loss dosage gain

Array CGH: The Complete Process

Steps 1-3 Patient and control DNA are labeled with fluorescent dyes

and applied to the microarray.

Step4  Patient and control DNA compete to attach, or hybridize,

to the microarray.
Step5  The microarray scanner measures fluorescent signal intensity.
Step6  Computer software gathers the data and generates a plot.

COMPUTER
SOFTWARE

DNA dolsage loss

DATA PLOT
(Chromosome 7)

1




Priprava DNA ¢ipu pro techniku array-CGH

1. Target loading 2. Assemble hybrid. chamber 5. Scanning

3. Incubation

6. Analysis and
interpretation

e e | i
T o3 -

§ T8 I
}“H\kl“\'!ll“i” pi l

=il i
L 2

www.agilent.co
m



Vyhodnocovani array-CGH

aCGH Analytics Software, Agilent Technologies

13 14 16 18
L

AY

17

|

19 20

Y

21 22 X

—_—

18
A2 A0 M2

198

34 Mb
|

18: 25017051-53208848, 28.1 Mh

43 Mb
|

S3 Mb




Rozliseni array-CGH

1.velikost klonu

Useky genomové DNA vloZené do vektort
BAC array

BAC (Bacterial Artificial chromosome) - =
50-200 kb

PAC (Phage Artificial chromosome) -
75-200 kb

RozliSeni ~ 1Mb
cDNA - 1-2 kb
Pouze genové oblasti
Rozliseni - 1-2 kb
Oligonukleotidy - 25-85 bazi
RozliSeni - pod 1 kb

Loss Gain
[ T 1) T |

4 05 0 05 1

L

Loss

Gain



Rozliseni array-CGH

2.rozlozeni a vzdalenost kloni

* Cilena aCGH - vybrané oblasti z&jmu, napt. mikrodelece,

mikroduplikace
* Chromozomoveé-specificka aCGH

" Celogenomova aCGH - sondy

= v urcitych intervalech
" prekryvajici se - tilling arrays

Interval Markers

Davies et al., 2005

Tiling

esolution

Table 1 List of genomic microarrays available

Microarray name

Coverage

Produced by

Genome-wide microarrays
1 or 3Mb BAC array

32k BAC array

44k Oligonuclectide array
317k SNP array

386k oligonucleotide array
10 or 100 or 500k SNP array

Targeted microarrays
SignatureChip

GenoSensor
Chromosome microarray analysis array

Prenatal array

1 BAC clone per 1 or 3Mb

1 BAC clone per 95kb

1 oligonucleotide per 70 kb

1 SNP per 10kb

1 oligonuclectide per 8 kb

1 SNP per 300 or 30 or 6kb

subtelomeres and microdeletion
syndrome regions

subtelomeres and microdeletion
syndrome regions

subtelomeres and microdeletion
syndrome regions

1 BAC clone per 10Mb, higher
density at microdeletion
syndrome regions

Academia/Spectral Genomics
(www.spectralgenomics.com)

Academia

Agilent (www.agilent.com)

llumina (www.illumina.com)

Nimblegen (www.nimblegen.com)

Atfymetrix (www.affymetrix.com)

Signature Genomics
(www.signaturegenomics.com)
Vysis (www.vysis.com)

Baylor College of Medicine
(www.becmgeneticlabs.org)
Wellcome Trust Sanger Institute




Agilent Human CGH Microarray

i —_— % £ o ™\ i \ E—— R’
180K 80K || 60K
400K : : | e m s e s T D Sl e R pe Copy
180K goK || gok - CGH data Maia . S ; number
1Million I - . changes
180K 80K || 60K i
400K e s
1 I LOH/UPD
180K 60K || BOK h
| S — )
||
& y, _ A _

CGH-only
Description Part Number Number of targeted ISCA  Backbone probe density
regions

ISCA 4x180K v2 G48264 ~500 25 Kb
AMADID 031748

ISCA BxB0K v2 G4827A ~500 60 Kb
AMADID 031746

ISCA 2x105K v2 G4425B ~500 35 Kb
AMADID 031750

ISCA 4x 44K v2 G4426B ~230 75 Kb
AMADID 031747




Agilent ISCA CGH+SNP Microarray

Whole-genome plus Targeted Array Design

CGH probe:s: | MMM |11 N1 MAVOY OO0 OO0 0000
— I N
pter-« »cen« »qter
Resolution
W Telomere FISH clone
mmm Unique centromere FISH clone ~20 kb
Illlll Known clinically relevant targets
I ~25 kb interval backbone ~100 kb
60K SNP probes ~5-10 Mb LOH

Baldwin et al., Genet Med 2008



Porovnani zachytu chrom. aberaci
pomoci HR-CGH a oligonukleotidovych
Cipl — ruzny forméat

Pacient s del(1)(p36), ~ 3,2 MB

@ 2l 1: 09992226, 12.5 Mb l 2 2 1: 9407-5578157, 5.56 Mb L 28
. = 2 N . “ P el p 4 . “ " . =
HE. a— ol

L

i . e
- . :
- = = %
t’ . T 5 Vi
1[26)

Karyotyp HR-CGH 8x15K 4x44K 2x105K
normalni negativni negativni del(1)(p36) del(1)(p36)

Human CGH Microarray, Agilent Technologies, CGH Analytics 3.5, Aberration algorithm: ADM-1, Treshold: 6.0, Genome: hg18



Array-CGH a variabilita v poC€tu kopii (CNVs)

» se stale se zvySujicim rozliSenim je
stale obtiznéjsi nalézt hranici mezi
benignimi (polymorfnimi) a
patogenimi CNVs

- ziskat data je shadné
* interpretovat vysledek je obtizné

* existuje normalni karyotyp?

wero ool 4B v TR ATETH  HeEbm avt BEeT, 6
T o B o e vde TRAGE FIT oo Foode
TH- I < b SIS = B s
o BRT Mg B+ JH SHT JHow 8Ty
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botiso HTREF ETE wfeTe ol 8 JH < F o ol— ol
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EogE] JE T oot PR o T »TE-odo 3T el

rorss JETETE ~F T lTH Foaof BeTK ef g ol e il
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BT s R Kb o= BT I o= % 6 47
T s o oW oo )Tt T T BT i ]
e e T T4 BT BT T 0ol T P
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Array-CGH a CNVs

Global variation in copy number in the human genome
Richard Redon et al.: Nature. 2006 November 23; 444(7118): 444—-454.

CNVs - segmenty DNA vétsSi

nez 1 kb prfitomné ve
variabilnim poc¢tu kopii v
porovnani s referenénim
genomem

s Froem
EN_EN_I5 reference
Dweletion EX_E4

insertion EX_EN N T4

Inwversion I BN kX
Copy-number ek, g -
e (A TA T A LA G -

Segmental |y W LN NN

duplication

* doposud detekovano 29 133 CNV

* 12 % lidského genomu obsahuje CNV
* 0,12 - 7,3 % rozdily v CNV mezi jedinci
* 41 % vsech CNV pokryva geny

CNV patogenni x benigni

CNV nejasného vyznamu

proportion of CNVs

07
0.6
0,5
0.4
0.3
0,2

DJ

b=

1]

B Commaon

Llﬂﬂﬂﬂﬂﬂ

S wﬁ‘g@@:ﬁ‘gﬁw@ﬁ
;}“ﬁh@@”»a SO

Buysse et al., 2009



Charakteristika patogennich CNVs

Vysledky 15 753 analyz array-CGH ze 7 skupin ISCA

International Standards for Cytogenomic Arrays (ISCA) Consortium
>145 members, total cases to date (Nov 26th 2011): 28,526

patogenni CNV = 2 766 (17,6 %)

Velikost patogennich CNV:
Primeér: 6,2 Mb

Median: 2,7 Mb

Median poc¢tu genti: 44

Delece - 63,6 % vs. duplikace - 36,4 %



Il. SNP &ipy

umoznuji rozlisit nejen CNV ale i SNP
- sondy pro detekci CNV + sondy specialné navrzené pro detekci SNP

detekce uniparentalni dizomie (UPD), ztraty heterozygotnosti (loss of
heterozygosity — LOH)

genotypizace, asociacni studie Miotic crossover between

nonhomologous chromatids

father mother father mother

D QDD L
PP ==

1 (IR
isodisomy heterodisomy K U

Normal Normal PatSegUPD  Mat Seg UPD

=
!
|

=
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The DNA sequences of the four oligos highlighted
in the first bloc differ only at the last position. To
determine which alleles are present, genomic DNA
from an individual is isolated, fragmented, tagged
with a fluorescent dye, and applied to the chip. The
genomic DNA fragments anneal only to those
oligos to which they are perfectly complementary: in
this case, the allele with the ~T~ SNP allele binds to
the ~~A oligo, and the allele with the ~C~ SNP
allele binds to the ~~G oligo. A computer reads the
position of the two fluorescent tags and identifies the
individual as a C I T heterozygote. [The single
spots in the other three columns indicate that the
individual is homozygous at the three corresponding
SNP positions].



Princip SNP ¢ipu - Affymetrix

= 25bp sondy, zameéna 13. nukleotidu

" jednobarevna detekce - na Cip se hybridizuje pouze oznacena
testovana DNA

Sample DNA
sequence

Complementary
probe sequence

Microarray cell



Princip SNP Cipu - Agilent

60bp, SNPs pouze v mistech rozpoznavanych restrikCnimi
endonukleazami

A B C ——— G — —— cGTc 2
e B 7 z‘”’ 1 Restriction Digestion 1
PR —_— — e AG T = w
Labeling
Workflow | | |
Restriction — s — — T — s — R pc
digestion S v b e TC e #e— — MW corc M
(Alul & Rsal) U=
' ' ' 1 Hybridization 1
FYs 2R FYy Ft
Enzymatic il ” i BB oy
labeling AR ot BN aas BEAE g 3 M AG
RN —
| | | \ v—T*—*- coTc e
LUV g
Hybridization 1 1 1 ﬂ ﬁ T3 e ——
Wash 5 5 5 ] o 5 — Ul — SNP = C; UNCUT
Scan 8 8 8 * high signal
Lot b Microarray
low signal
FE10.10 - : Probes
A5 B ._ Genomic status Genotype
Figure 1. Schematic for the Agilent CGH+SNP microarray workflow: Three possible cases for one SNP o
example are shown: homozygous CC, heterozygous CA, and homozygous AA. For each case, homol- Normal dipioid genome AA.AB. BB
ogous regions of two chromosomes are shown, with the two possible alleles colored in red and/or Diploid genome with copy-neutral LOH or UPD AA. BB
blue. (A) Neither of the SNP sites is cut by Alul or Rsal, which yields the highest signal level on the )
microarray. (B) One of the SNP sites is cut by Alul or Rsal, which yields an intermediate signal level. Hemizygous LOH A B
(C) Both of the SNP sites are cut by Alul or Rsal, which yields the lowest signal level. Amplification: e.g. trisomy AAA. AAB. ABB. BBB




Vysledky CGH + SNP cCipu

SurePrint G3 CGH+SNP Microarrays

b. Hemizygous deletion Chr 17 (NADS208)

LOH: 5.8 Mb

a. Trisomy Chr 21 (NAD4582)
Amplification: 37 Mb

00 10 20 20 4.0

Mo, uncut alleles

Catalog Ze400K
CCH+EMP
microamay

DLRSD: 014

Ha. uncut allaes
00 1.0 20 40 40

Catsing Iw4DOK
CGH=EMP

microanmay
DLR2D:- 017

Lag, ratia
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Vyuziti arrayCGH a SNP Cipu

Nadorova genetika
Klinicka genetika
Farmakogenomika

Asociacni studie — asociace SNP i CNV s radou
onemocneéni (revmatoidni artritida, diabetes, nadorova
onemocneéni, psychiatricka onemocnéni)

Evolucni studie



Nadorova genetika

identifikace specifickych klonalnich aberaci postihujicich
jednotlivé typy nador(

blizSi upfesnéni chromosomovych oblasti obsahujicich
onkogeny Ci tumor supresorove geny

kvantifikace celkové chromosomové nestability genomu
nadorovych bunek

studium genetickych zmén pfi vyvoji nador



Neuroblastom

" pevny détsky nador sympatického nervového systému

= 5-10 pfipadl /10° déti/rok

" 10 % rakoviny v détskem véku; 50 % do 2 let; 90 % do 6 let

" klinicka stadia (1,2 / 3,4; 4S) (International Staging System for
Neuroblastoma)

G.M.Brodeur et al., 1995: Molecular Basis for Heterogeneity in
Human Neuroblastomas

Charakteristika TYP I (LR) Typ Il (IMR) TYP Il (HR)

N-myc normalni normalni amplifikovano

1p36 LOH ne +ano obvykle ano

Ploidie hyper2n / 3n 2n/4n 2n/4n

Vek* obvykle < 1rok  obvykle =1 rok obvykle 1-5 let

Stadiume obvykle 1, 2, 4s obvykle 3, 4 obvykle 3, 4

Pravdépodobnost  95% 25-50% < 5% * v dobé stanoveni diagnozy

« International Staging System
for Neuroblastoma

preziti 3 roky



Vyznam array CGH u détskych pacientu s
neuroblastomem

VOLUME 27 - NUMBER 7 - MARCH 1 2008 A
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Klinicka genetika

Postnatalna genetika

hledani pficin u pacientd s MR, VVV, dysmorfickymi ¢rtami a
normalnim anebo zdanlivé balancovanym karyotypem

definovani a upresnéni mikrodele¢nich/mikroduplika¢nich syndroma
pUvod nadbyteéného materialu, marker chromozomd ...

Prenatalni a preimplatac¢ni genetika

detekce aneuploidii

diky celogenomoveé amplifikaci i urCovani zmén v blastomerach nebo

polarnich teliskach

ORIGINAL ARTICLE

Microarray based comparative genomic hybridisation
(array-CGH) detects submicroscopic chromosomal delefions
and duplications in patients with learning disability/mental
retardation and dysmorphic features

C Shaw-Smith*, R Redon®, L Rickman®, M Rio, L Willatt, H Fiegler, H Firth, D Sanlaville, R Winter,
L Colleaux, M Bobrow, N P Carter

Nucleie Acidy Research, 2006, Vol. 34, No. 9 ¢68
doi:10.1093/narlgkl336

Single-cell chromosomal imbalances
detection by array CGH

Cedric Le Caignec'?, Claudia Spits®, Karen Sermon?, Martine De Rycke?,
Bernard Thienpont', Sophie Debrock”, Catherine Staessen®, Yves Moreau?,
Jean-Pierre Fryns®, Andre Van Steirteghem?, Inge Liebaers? and Joris R. Vermeesch'*

'Center for Human Genetics, University Hospital Gasthuisberg, Leuven, Belgium, *Research Centre
Reproduction and Genetics, University Hospital and Medical School, Vrije Universiteil Brussel, Brussels, Belgium,
ESAT-SISTA, K.U. Leuven, Leuven, Belgium and “Leuven University Fertility Center, University Hospital
Gasthuisberg, Leuven, Belgium



Mentalni retardace (MR)

Vyskyt MR u 2-3 % populace

® neznama pfi¢ina ™ genetické faktory M vliv prostfedi

17- 20% pacientt s idiopatickou MR—
kauzalni nebalancované aberace —>
celogenomovy screening pomoci array-CGH



Vyznam array CGH u pacientu s MR

a/lnebo VVV

REVIEW

Array CGH in patients with learning disability (mental
retardation) and congenital anomalies: updated
systematic review and meta-analysis of 19 studies
and 13,926 subjects

Gurdeep S. Sagoo, MSc, PhD’, Adam S. Butterworth, BA, MSc®, Simon Sanderson, MRCP, FFPIF,
Charles Shaw-Smith, MA, PhD*, Julian P. T. Higgins, BA, PhD’, and Hilary Burton, MA, FFPIF

Table 2 Genetic abnormalities identified by array CGH in idiopathic learning disability and congenital anomalies

Patients with Patients with
noncausal False-positive casual
Author (year) Resolution Patients abnormality yield (%) abnormality Diagnostic yield (%)
Vissers et al. (2003) I Mb 20 1 5.0 2 10.0
Shaw-Smith et al. (2004) I Mb 50 5 10.0 ) 14.0
de Vries et al. (2005) S0Kb 100 5 5.0 10 10.0
Schoumans et al. (2005) I Mb 41 NS N§= 4 9.8
Menten et al. (2006) I Mb 140 9 6.4 19 136
Miyake et al. (2006) 1.4 Mb 30 20 66.7 & 16.7
Rosenberg et al. (2006) I Mb 81 E, 8.6 13 16.0
Sharp et al. (2006) Targeted 290 7 24 16 5.5
Aradhya et al. (2007) 35Kb 20 3 15.0 ) 350
Baris et al. (2007) | Mb 234 12 5.1 13 5.6
Baross et al. (2007) 30Kb 100 1 1.0 11 1.0
Engels et al. (2007) 0.5 Mb 60 1 1.7 [ 10.0
Fan et al. (2007) 30-35Kb 100 1 1.0 15 150
Lu et al. (2007) Targeted 2444 231 9.5 171 7.0
ShafTer et al. (2007) Targeted 8789 445 5.1 604 6.9
Shen et al. (2007) 35Kb n 9 43 16 16
Thuresson et al. (2007) I Mb 48 2 42 3 6.3
Wagenstaller et al. (2007) 23.6 Kb 67 13 194 11 16.4
Pickering et al. (2008) I Mb 1101 47 43 86 78

“Not stated: a total of 151 copy number polymorphisms (CNP) detected in the cohort; number of patients with CNPs not stated

Zachyt CNVs pomoci array
CGH u pacientli s MR/VVV
zavisi na:

" typu Cipu, rozliSeni

* pokryti znamych syndromu
" kritériich vybéru pacientu

1 Mb BAC array

44K oligonucleotide array

unknown
significance
1%

causal
9%
probably
normal
6%

probably
normal
54%

Buysse et al., 2009



VysSetfovaci postup u pacientti s MR a VVV na
OLG FN Brno

l. |karyotyp G-pruhovani

/ N\

normalni aberace

l ,

IL. MLPA specificky
/ \ syndrom

normalni aberace

|

potvrzeni
potvrzeni

L
0
T

array- FISH

Il. CGH




Pouzivany algoritmus vysetfeni pomoci aCGH

CNV nezjisténa

CNV nalezena
<CNV nalezena Array . CGH S

\|/ CNV nalezena

/‘\

VysSetieni rodicl

/Kauzalitax
V. ~
CNV patogenni @ CNV nejasného vyznamu

v

CNV benigni




Interpretace CNV nalezenych pomoci array-CGH
v klinické genetice - rozhodovaci kriteria

%gm n’..\-. r

M Nl A .
Risk assessment of CNVs Se47 Karolinska
3 2 7 Institutet
Ty 18
Major Criteria Characteristic of Characteristic of
Pathogenic CNVs Benign CNVs
1 a CNV is inherited from a healthy parent X
b CNV is inherited from an affected parent X
2 a CNV is similar to a CNV in a healthy relative X
b CNV is similar to a CNV in an affected relative X
3 a CNV overlaps a genomic imbalance in DGV X
b CNV overlaps a genomic imbalance in
Decipher or ECARUCA X
4 CNV contains morbid OMIM genes X
5a CNV is generich X
b CNV is gene poor X
Minor Criteria Characteristic of Characteristic of
Pathogenic CNVs Benign CNVs
1 aCNV is a deletion X
b"CNV is a homozygous deletion X
2 a CNV is a duplication X
b CNV is an amplification X
3CNVis >3 Mbin size X
4 CNV is devoid of know regulatory elements X

Lee Nature Genetics 2007



Array-CGH u pacientli s MR - korelace
genotypu s fenotypem

Vyuziti web. databazi k interpretaci vysledku

DECIPHER

ISCA

ECARUCA

GENOGLYPHIX 5 QA

CARTAGENIA BENCH

@ 00 .
eecartagenia
T

® 00 All tomorrow’s genomes



Array-CGH u pacientli s MR - korelace
genotypu s fenotypem

Databaze jsou dulezité pro:
klinickou interpretaci vysledku array-CGH

identifikaci kauzalnich regionli pro nové chromozomové
syndromy

moznost vyhledat stejnou €i podobnou aberaci a srovnat
fenotypove projevy

moznost rozliSeni benignich CNVs

odhad prognoézy dle typu a funkce genii nachazejicich se v
sledované oblasti



Interpretace array CGH

Vzdy v kontextu i

- fenotypem pacienta () oo d Lowe
* s vySetifenim rodicl o Y‘d 38,8 beien Ci"

S databézemi e compare l compare

b dosage sensitive, J
imprinted,
recessive
genes
PATHOGENIC BENIGN
CNV CNV
UNCLASSIFIED

o3 )




Molekularni karyotypovani aneb soumrak
konvenéni cytogenetiky v éfe DNA mikrocipu?

Current controversies in prenatal diagnosis 3: is conventional
chromosome analysis necessary in the post-array CGH era?"

The-Hung Bui', Annalisa Vetro®®, Orsetta Zuffardi>® and Lisa G. Shaffer?s

'The Karolinska Institute, Center For Molecular Medicine & Surgery, Clinical Genetics Unit, Karolinska University Hospital,
Stockholm, Sweden

2Genetica Medica, University of Pavia, Pavia, Italy

YRCCS, Fondazione C. Mondino, Pavia, Italy

YSignature Genomic Laboratories, Spokane, WA 99207, USA

Prenatal Diag. 31, 235,2011

The questions that need to be answered
are: Is microarray analysis sufficient for
the detection of cytogenetic
abnormalities?

Is there still a role for karyotyping and

FISH in this new era of cytogenetics ?




Moderni metody analyzy genomu:
MLPA

MLPA - Multiple Ligation-dependend Probe Amplification

" rychla, jednoducha, relativné levna metoda zalozena na PCR

" poprveé popsana v roce 2002, Schouten JP et al., Nucleic Acids Res.

* publikovano uz vice jak 750 ¢lankd na rizna témata vyuzivajicich MLPA
" rutinné se déla ve vice nez 800 laboratofich v 80 krajinach

MLPA mixy jsou dostupné pro vice nez 250 riiznych aplikaci

10y Karyotyping ||
L LSKY

2 o

1 Mbp

V HSH.‘.

100 Kbp ¢
mpb_ﬁsram ! M

TKbp o PCR
100bp (—

10bp DNA

MRC Holland, www.mlpa.com 1bp




MLPA

" jedna se o specialni formu multiplex PCR, pfi které se amplifikuji MLPA
sondy a ne zkoumana DNA,;

" detekuje zmény poctu kopii az 50 specifickych sekvenci v jedné PCR reakci;
" dokaze odlisit sekvence liSici se v jediném nukleotide;

" vyzaduje minimum DNA (20 ng (3000 bunék));

" identicky protokol pro riizné aplikace;

" v§echny potfebné reagence jsou soucasti kitu; nevyhnutné vybaveni je
béznou soucasti vSech molekularné-biologickych laboratofi.




Princip MLPA

" pro kazdé ciloveé misto vstupuje do reakce sonda sestavajici ze dvou
oligonukleotidUl; jeden je synteticky, druhy derivovany z M13 faga;

" oba oligonukleotidy obsahuji hybridizacni sekvenci specifickou pro dane
cilové misto, oligonukleotid z M13 faga navic nehybridizujici sekvenci o rlizné
délce pro kazdou sondu; vSechny sondy maji na koncich stejny PCR primer;

" po hybridizaci sond k cilovym sekvencim a jejich nasledné ligaci, je
vytvorena kopie kazdé cilove sekvence ve studovaném vzorku;

" k ligaci dojde jediné kdyz oba oligonukleotidy perfektné hybridizuji k cilové
sekvenci;

" vSechny zligované sondy jsou soucasne amplifikovany v multiplexni PCR
reakci pouzitim jednoho paru PCR primer(;

* naamplifikované produkty dosahuiji diky rlizné délce sond velikost 130— 490
bp a jsou analyzovany pomoci kapilarni elektroforézy; pocCty kopii cilovych
sekvenci jsou urCeny porovnanim s kontrolnim vzorkem



Princip MLPA - priprava sond

Synteticky oligonukleotid M13-derivovany oligonukleotid
50-60 bp 60-450 bp
PCR primer X

PCR primer Y
vlozena sekvence
~ (odlisna pro kazdou
sondu)

Hybridiza¢ni sekvence
Hybridizaéni sekvence

MRC Holland, vavnvrmlpa.com




Princip MLPA

1. Denaturation and Hybridization

PCR primer sequence X PCR primer sequence Y
v J Eluﬁﬂ' SPQHPI‘II:#
Hybridization sequence (left) Hybridization sequence (right)

No ligation of mismatched probes

A ANV

Target1 Target1 Target 2

3. PCR with universal primers X and Y
exponential amplification of ligaled probes only

.=—=

X L i
_ =
e
——
—

130 — 480 bp



MRC Holland, vvive.mlpa.com



Vyhodnoceni MLPA

Relativni technika — absolutni intenzity signald nejsou
pouzivaneé pro interpretaci!

Pro interpretaci je nutny referencni vzorek, s kterym je pacient

porovnavan.

Comparing electropherograms
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Vyhodnoceni MLPA

1 3 4
1 3 4

I:: N, L.IIL.JII‘-\.'I)‘-\.' J

Homozygous & heterozygous deletion ASPA gene

Homozygous deletion
ASPA gene exon 1-6

111

!I
e T | e J-iL‘"—.—-

......

2 6 Reference sample

l
]

| |

=L UL

6 Heterozygous deletion
[ ASPA gene exon 1-6

|
n

K
LU -"":L “\*"‘!7'

.__/Jn-_ul' L) .
L gt

Kolektiv
Laboratofe molekuwdmi biologie Onkologicke centrum J. G. Mendela Novy Jigin



Vyhodnoceni MLPA

Detection of Chr. X copy number: 1, 2 or 3 copies per cell

- U

A )\ ' o ‘- '-
Female ( \. / \ | / \i ;/ \ /f K / \ ff{\\ //\
| P |
Trile X ll\ \ | {\ll -’)J \ fl { :! |||| ‘/If 'I\. ( \ !',"ﬂa B

www.mlpa.com MI&C_—Hollanq,




Problémy MLPA reakce

3.1 High Q-fragments — not sufficient DNA
3.2 Incomplete denaturation 3.3 Signal sloping

+ The signal intensities of longer MLPA fragments are more than 3

3 . 3 S I g n al S I O pl n g times lower than those of the shorter MLPA fragments

o R R >
; b £ g3
3.1 High Q-fragments A s D
1 || L
P424.82.0211.QTE a1 mple-263-RYI-ONAS 1B £= L E Hg i
b ] 2 389 -
= e R T ?. L, %L KL AR AR AAELLL L LR
§: £ i éi i 5!5 FRRTE] YR ROT CRRRATRTARRE FE SR EGETIEELED
g HH i;% i Z !
et Rl !ii i
i aZ ? .
j ;: 3.2 Incomplete denaturation
=l
im ‘ JJ Denaturation incomplete: reduction of probe signals
Bt |
ilhll;u | L| uJLgJJ. Jh“;n JLUd UI.. mél\_ "z_
Normal situation with sufficient DNA e £ H




Vyuziti MLPA

1. zjiStovani zmeén v pocCtu kopii DNA

= aneuploidie celych chromosomdu 13, 18, 21, XaY

" delece a duplikace chromosomovych oblasti a celych gen
(subtelomerickeé oblasti)

" delece a duplikace v jedném nebo vice exonech (DMD)

Modifikace

2. zjiStovani metylace u imprintovanych genti a
promotorovych oblasti

3. relativni kvantifikaci mRNAs

4. detekci znamych bodovych mutaci a SNPs



Modifikace MLPA -

metylace DNA

Methylated Target Unmethylated Target

5 |

T

Denaturation and Hybridization

M
Ligation and Digestion .
with methylation-sensitive endonuclease \)

S —

PCR with universal primers X and Y
oxponential amplification of ligated, undigested probes only

X Y
=

Fragment Analysis & Sample Comparison

S ¥ S S S DY .

e Tl

Do procesu vstupuje krok Stépeni DNA

DNA je metylovana — neprobéhne
Stépeni nahybridizované sondy a
signal pro danou oblast je viditelny

DNA je nemetylovana -
nahybridizovana sonda je Stépena
a signal pro danou oblast nevznika

Vyuziti:

Epigenetické studie

" Regulace genové transkripce (napf.
hypermetylace promotoru genu TP53 u
nékterych nador()

" Imprinting u nékterych syndromu —
Prader-Willy/Angelman, X-vazana MR



Modifikace MLPA - relativni
kvantifikace RNA

1. Reverse transciptase reaction

—_— — Do procesu vstupuje krok
MRNATEDNA  +RTpimermix  cONATagetA reversni transkripce mRNA -
2. Denaturation and Hybridisation cDNA; dalSi proces stejny
cDNA Target A cDNA Target B
3. Ligation

vith methylation-sensitive endonuclease
g ﬂ
4. PCR with universal primers X and Y
exponential amplification of ligated, undigested probes only

5. Fragment analysis

1|.IU ,lluJJ [ li | i ]l!l“ JL'“ MRC Holland, www.mlpa.com




Modifikace MLPA - detekce znamych
bodovych mutaci

Mismatch Perfect match
Mismatch at the probe ligation site - Ligation of the two probe oligonucleotides
No ligation, no amplification product _ - Amplification product

L Jw/& \Jk J i‘»J L*“J L*{L&J i LL““'

MRC Holland, vivavemlpa.com




Nevyhody MLPA

" detekuje jenom zmeény v relativnim mnozstvi —
neodliSi napriklad diploidni a triploidni bunky

" vysoka citlivost na kontaminaci reakce

" nutnost mit minimalné 50% bunék nesoucich danou
prestavbu

" casove narocna a obtizna vyroba vlastnich sond

" bodové mutace nebo polymorfizmus v misté ligace
mUzou vést k faleSnym vysledkim



DEKUJI ZA POZORNOST

Otazky?
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