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Zastosowanie metod
cytogenetycznych w diagnostyce
zaburzen wieku rozwojowego

Barbara Wisniowiecka-Kowalnik
Zaktad Genetyki Medycznej IMID

KURS: Choroby genetyczne wieku rozwojowego — mozliwosci diagnostyczne w erze badan
genomowych
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CYTOGENETYKA

Dzial genetyki zajmujgcy si¢ badaniem chromosomow.
Koncentruje si¢ zarowno na ksztatcie jak i liczbie chromosomow
oraz na ich dziedziczeniu.

v' cytogenetyka klasyczna — opiera sie na analizie liczby
1 morfologii chromosoméw zatrzymanych w stadium metafazy

v' cytogenetyka molekularna — taczy metody cytogenetyki
klasycznej z metodami biologii molekularnej
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DIAGNOSTYKA ZABURZEN
WIEKU ROZWOJOWEGO

v kariotyp klasyczny
v FISH (fluorescent in situ hybridization)
v' aCGH (array Comparative Genomic Hybridization)

v' MLPA (Multiplex Ligation-dependent
Probe Amplification)
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ROZDZIELCZOSC STOSOWANYCH METOD
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Kariotyp >5 Mpz MLPA 40-60 pz

del 7q11.23q11.23
q11.23q11.23

.....

aCGH > 1 kpz (sr. 3-100 kpz)

158 probes dsplaved

FISH > 100 kpz
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KARIOTYP

v' Badanie poprzedzone jest hodowlg komorkowa (znaczenie
jakosci, 1lo$ci oraz warunkow I czasu transportu materiatu)

v Utrwalone chromosomy barwione sa z zastosowaniem techniki
prazkowe) GTG

v' Kazdy chromosom ma specyficzny dla siebie wzor prazkowy
czyli uklad poprzecznych prazkow, roznigcych sie wielkoscia
| intensywnoscig zabarwienia

v’ Wzor prazkowy chromosomow jest stalty i specyficzny
gatunkowo
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ZASADY ANALIZY PRAZKOWEJ

v’ Kazda para chromosoméw musi by¢ przeanalizowana co najmnigj
dwukrotnie przy zalecanej rozdzielczosci na podstawie wzorcéw z ISCN

v Ponadto nalezy okresli¢ liczbe chromosomoéw oraz zidentyfikowac
chromosomy pici i akrocentryczne

v W przypadku znalezienia aberracji strukturalnej lub numerycznej nalezy
przeanalizowa¢ przynajmniej 30 komorek

6p21.2
region 2

/ prazek 1
subpragzek 2

chromosom 6 o - - -
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Prawidlowy kariotyp meski, rozdzielczos¢ 450 prazkow
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Czulos¢ badania zalezy od dlugosci | wyprazkowania uzyskanych chromosomoéw
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Prawidlowy kariotyp meski, rozdzielczos¢ 750 prazkow
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CO MOZEMY ZOBACZYC W KARIOTYPIE
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Delecja w obrebie dlugiego ramienia chromosomu 18 pary, 46,XY,del(18)(q21.3)
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CO MOZEMY ZOBACZYC W KARIOTYPIE
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Translokacja wzajemna zrownowazona, 46,XX,t(4;7)(p15.2;q11.2)
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CO MOZEMY ZOBACZYC W KARIOTYPIE
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Trisomia chromosomu 21
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CO MOZEMY ZOBACZYC W KARIOTYPIE
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CO MOZEMY ZOBACZYC W KARIOTYPIE
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KARIOTYP-WADY | ZALETY

Zalety kariotypu Ograniczenia Kkariotypu

v’ Dotyczy wszystkich v" Niska rozdzielczo$¢ (czutos¢)
chromosomow — mozliwos¢ badania
wykrycia rzadkich aberracji v" Dhugi czas od pobrania materiatu
chromosomowych do otrzymania wyniku

v' Umozliwia wykrycie:

e aberracji zrownowazonych
(translokacje, inwersje,
Insercje)

« fuzji robertsonowskich

* niskoprocentowego
mozaicyzmu

* markerow
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FISH

badany fragment DNA

denaturacja i hybrydyzacja sondy
I badanego fragmentu DNA

znacznik

\ K ﬂUOI“escencyj ny

Metoda FISH umozliwia identyfikacje specyficznych sekwencji DNA
w chromosomach metafazowych lub jadrach interfazowych znajdujacych sig
w preparatach cytologicznych
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FISH - ETAPY BADANIA

1) Przygotowanie 2) Wyznakowana sonda 3) Sonda i preparat s3

preparatu jest nakrapiana na szkietko denaturowane co umozliwia
przylaczenie sie sondy do

chromosomow pacjenta

@

4) Chromosomy sg

5) Mikroskop

uwidocznione .dZIQI{I fluorescencyjny
DAPI (Vectashield)
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RODZAJE SOND MOLEKULARNYCH

sondy sondy sondy sondy malujace
specyficzne centromerowe subtelomerowe
do unikalnych | |

sekwencji
DNA . sondy specyficzne do

powtarzalnych sekwencji DNA

Expert Reviews in Molecular Medicine © 2000 Cambridge University Press
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JAK ZROBIC WLASNE SONDY FISH

Human genome browser
http://genome.uscs.edu/
Ensembl w instytucie Sanger Centre

\/ Wybraé Wlaéciwe DNA http:/iwww.ensembl.org/index

Base Fosition 166206666 166369066 166466068 166590604| 166660064 166740008
Chromosome Bands Localized by FISH Mapping Clones

1024.2 1024.2
5TS Markers on Gen Et ( (b]ue\ and Radiation Hdabrid (black) Mans
RHE3356 | 175 | STI032523FS |
FMCETETRL | STSGS4299 |
° S ° 1 |4 B C FMCETE79F2 | RH11883 |
CHLC DBEST_21841_Tezels| [EINEER |
zukanie klonow BA o
D1§332 |
08592677 |
WWW.genome.ucsc.edu rest|
. . . Clones Flaced on Cytogenstic Map Using FISH

rei-206015 I Rre-T n_ T RPI-gTR2e

' RF1-86F14 _ CTE-EFat m—
http://www.ensembl.org/index.html | i —
RP11=TA1AL] [smisiis] CTD- 31'.-‘5124l-—-—-——-—-——-——-—-.-—-.-.-1 RF11-3480140

/4 RF11-212H21 i ETD-313PS o] CTO-3104H5 o]
* Dostawcy klonow BAC
RP L1 =51 32 ) o] RP11-324P15 frriimmimsiiiii]  CTD-258307 b
OS a C Ono R P RPL1-B2ING poessstbesstsestessionts]  RE1L-TORP10 o
CT0-. 2194n2-~—-——-{ RF11-082.9 poees ‘] RPL-1112019
[ oo [T BN v e

https://bacpacresources.orq i i e
http://clones.thermofisher.com/cloneranger.php
www.sanger.ac.uk/teams/teams63/clonerequest

v Hodowla i przygotowanie DNA

v' Znakowanie DNA
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http://www.genome.ucsc.edu/
http://www.ensembl.org/index.html
https://bacpacresources.org/
http://clones.thermofisher.com/cloneranger.php
http://www.sanger.ac.uk/teams/teams63/clonerequest

PRZYGOTOWANIE SOND

~

4 PaCJent.Z Wykfytaf\ fldentyfikacja regionu %
aberracjg — =) | okreslonego przy
brak sond pomocy innej techniki "
| komercyjnych ) J

Zamowienie DNA

Hybrydyzacja |¢=m

Znakowanie

Izolacja DNA
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FISH

WCP 13 (VYSIS)

~

NORMAL

del 7q11.23911.23

\

Sonda malujagca WCP 13
(VYSIS)

Translokacja (4,7)

translokacja (4;7)
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FISH

prawidiowa liczba sygnatow  nieprawidlowa liczba sygnatow
sygnaly zielone — 3p14.3 sygnaty zielone — 5021.1
sygnaty czerwone — 30923 (duplikacja)

sygnaly czerwone — 5pl5
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FISH -WADY | ZALETY

Zalety FISH

v Umozliwia wykrycie:

* lokalizacji aberracji
stwierdzonej w innym
badaniu

* aberracji zrOownowazonych
(translokacje, inwersje,
Insercje)

* niskoprocentowego
mozaicyzmu

Ograniczenia FISH

v Metoda celowana —
stosowana gtownie jako
metoda uzupetniajgca

v’ Metoda pracochtonna
w porOwnaniu z innymi
szybkimi metodami
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METODA MLPA

1. Denaturation and Hybridization

PCR primer sequence Y

. Stuffor sequence Zasada metOdy:

Hybridization sequence (left) Hybridization sequence (right) Zhybrydyzowane do D NA
sondy oligonukleotydowe

2. Ligation

PCR primer sequence X

| | sg laczone przez ligaze
S Se— | powielane w reakcji PCR
il i z odpowiednimi starterami.

Liczba produktow takie]
reakcji jest proporcjonalna
do liczby kopii badanej
sekwencji DNA.

i
1L

4. Fragment analysis

HHMM' jinmnnmml
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MLPA

v" MLPA umozliwia jednoczesna ocene kilkudziesieciu sekwencji
jednoczesnie w jednej reakcji

v' Badanie trwa do 48 h

v Warto$¢ dla probek prawidtowych wynosi okoto ~1 co znaczy, ze
w probce jest taka sama liczba kopii jak w kontroli

v" Dla duplikacji wartosci wynosza >1,30, dla deleCJl wartosci

wynoszg <0,7 s T H—=€
2‘ ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,, ' ,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,,
§ ok R G PO --------------------
E 1 & qﬁm:m"?ﬂlhaq,mq:mn‘bn-}----
0,54 : EERREG
! s et o cstan ettt
100 200 300 400 500
Sl:elbps
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\/

>_.

MLPA Analysis Report - SoftGenetics Probe Name Bin Size  |gm_111162
Software: GeneMarker V1.75 Analysis Type: MLPA 1 |AATF 207.4 0.995
Project: Untitled Compare Type: MLPA Ratio 2 |AATFA1 147.3 1.034
Technici Normalization By: Population Normalization 2 :glﬁ :gg; ;gl;
Report Time: 07/31/2019 - 12:01:25 Quantification By: Peak Height : 2
— - - 5 [BcLs 249.1 0.997
Panel: P297_C1 Classification: Loss < 0.70 <= Equivalent <= 1.30 < Gain 5 CD160 1405 s
Control:' Svynthetic Control Sample — Report Value Type: Peak Ratio 7 CHRNAT 2677 £ |0505
Synthetic Used: gm_111144.sa /// gm_111156.fsa /// gm_111163.fsa 5 TCHRNATS 227 \ {0568
9 |CNTNAP2 4345 :
gn:- {14162 i5a 10 | CNTNAP2-1 2615 1.017
I l P N NP a—
; -
100 150 200 250 300 350 400 450 500 5 TeANG 1119 7 [0548
MARNAAAN FANAAAAAN FAAAANE ARAAEA B AR AEAEE S R RERARE ARAERE AR AR AEs s
4000 14 [FAN1-2 117.2 0.525
15 |FMO0S 218.4 A
3500 16 [GJAS 255.3 0.971
17 _|GJA8 281.4 1.017
32000 18 |HFE2 2717 1.014
19 |HIRP3 177.0 0.970
2500 20 |HNF1B 3096 1103
21 |HNF1B-1 2369 1.006
2000 22 [HNF1B-2 202.2 1.041
23 |HNF1B-3 159.4 1.003
15004 24 [IL21R 328.9 1.003
25 [IL21R-1 195.5
10004 26 |KLF13 166.6 0.571
27 [LHX1 362.4 LR —
5004 28 |MAPK3 302.2 0.962
EUTIERIERINURIITT . = S
A JUULRUVLNEARA IV A AL LU 30_{wve 355 [10%
31 |PAKZ 184.0 1.031
Juf el bt bl bl il el bl bl bl bl bl bt il bl el bl b el el Suliol il bl bl bl b bl bl bl bl bl el bl b bl bl bl el bl b el el b b b bl b b b 32 PAK7 4251 1060
[x=Fraf[c{rdddadnni[PdHifPIfHN; T{{DdHNIN cNTNHF CH T{MHPRK{PAL PATL THPEX TC TR{sc][chna T]PE]PHACIPISCGS) 33 | PAK7-1 188.4 1.029
32 |PALB2 406.7 0.913
35 |PALB2-1 353.8 0.950
Sample Name: 111162 T T 36 |PALB2-2 337.7 0.972
Machine: 3500 Instrument 28F mansnn r SASEE 37 | PDE4DIP 128.2 0.982
Run Time: ' ' 38 |PEX11B 4527 1.053
24------ r e 39 |PEX11B-1 381.7 1.027
2 : i : 20 [PNLC 4797 1.050
i, (11 RN Firsme RS, | b 4 i 41 [PML-1 461.7 1.002
Conclusi NIEPRAWIDLOWY % i T T T | 42 | PPFIBPI 1715 0,993
onclusion 5 11 N B s o Ry o L 43 |PRKABZ 318.3 1.020
f d : ) ! 44 |SCGS 439.9 1.040
Date Initial T TR T o R 45 |SCG5-1 416.7 0.958
' : : ' o B 46 |1CF4 3505 0.919
Authorization 1 i P —— b dthscmnsont Gomontiens 47 |TCF4-1 2127 1.003
; : : ; - | 3w [TIPT 359.1 7.0
- 100 200 300 400 500 49 [TIP1-1 295.0
Authorization 2 Size (bps) =0 [TREMI 2445 0431
ST | TRPMI-1 371.9 \_ |0473
52 |X-FRAGMENT [100.7 e
53 | Y-FRAGMENT |105.4 El

zestaw sond mikrodelecyjnych P297

zespol
mikrodelecji
15013.3

Fundusze

Europejskie
Wiedza Edukacja Rozwéj - Polska

Rzeczpospolita ‘% Instytut

Unia Europejska
Mdfki i Dziecka Europejski Fundusz Spoteczny

edu-metgen.imid.med.pl



MLPA-WADY | ZALETY

Zalety MLPA Ograniczenia MLPA
v Jednoczesna ocena v Metoda celowana
kilkudziesigciu sekwencji
w jednej reakcji v Nie wykrywa aberracji
zrOwnowazonych
v' Mozliwo$¢ rownoczesnego
badania bardzo wielu v Nie wykrywa mozaicyzmu
pacjentow

v" Metoda wrazliwsza niz aCGH
v/ Niski koszt badania na zanieczyszczenia i inhibitory

v/ Mata ilo§¢ DNA 120-150 ng

Vv Krotki czas badania
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POROWNAWCZA HYBRYDYZACJA GENOMOWA
DO MIKROMACIERZY

Izolacja i trawienie genomowego DNA badanego i referencyjnego

\/\/\/ AR
- 1{ P Drukowanie
L - 5/“1 »»wa" mikromacierzy
L &S \
I

DNA referencyjne DNA badane wyznakowane
wyznakowane barwnikiem barwnikiem
fluorescencyjnym Cy3 fluorescencyjnym Cy5 |
Analiza obrazu
Potqczenie rownych
Sondy iloSci DNA
Hybrydyzacja do mikromacierzy Skanowanie mikromacierzy [ ‘
Y
o
) ¢ D
@ @ ﬁ ﬁ
L
Nadmiar fragmentu DNA Brak fragmentu DNA badanego
badanego Duplikacja Delecja
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ZASADAMETODY aCGH

Delecja Wynik prawidlowy Duplikacja
Pacjent Kontrola Pacjent Kontrola Pacjent ntrola
/ <

NV / A
\ /A
YN /(N
NV 4
VI
\ /(A
\ /[
Y
V /(N
vV /I8
YN 1A
I

A 4
*
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X: log, Ratios
4 2 - +1 +2 +4
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2
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2
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4
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RODZAJE MIKROMACIERZY

v' Mikromacierze kliniczne (celowane, ang. targeted array)
z sondami specyficznymi do regiondéw 0 znanej juz patologii, takich
jak regiony krytyczne zespoléw mikrodelecji/mikroduplikacii,
regiony subtelomerowe oraz okotocentromerowe
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v' Mikromacierze skonstruowane dla poszczeg6lnych chromosomow
lub wybranych regionéw chromosomowych (np. 1p36)

v' Mikromacierze calogenomowe
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INTERNETOWE BAZY DANYCH

Table 1. Public data resources for CNV interpretation

Name

URL

Common variants

DGV

Clinically relevant variants

ECARUCA

CAGdb

http://projects.tcag.ca/variation

http:/fwww.ecaruca.net

http://mavew.cagdb.org

Combination of common and clinically

!

relevant variants

dbvAR
DECIPHER
ISCA CHNY

Known disease genes

oMM

HGMD

Gene imprint

http:/fwww.nchi.nlm.nih.gov/dbvar
http://decipher.sanger.ac.uk

https:/fwww.iscaconsortium.org

http://mavew.omim.org
http:/Mmavew.hgmd.cf.ac.uk

http://maww.geneimprint.com

Hehir-Kwa JY et al. Clin Genet. 2013 Nov;84(5):415-21
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arr[GRCh37] 12024.21(116456895_116511276)x1 (54 kpz)
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pacjent z niepetnosprawnoscig intelektualng w stopniu umiarkowanym, zaburzeniami
zachowania, brakiem rozwoju mowy, mikrocefalig, wada wzroku
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arr[GRCh37] Xp22.2(10505931_10612877)x0
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Pacjent z wielowadziem (hipoplazja robaka mozdzku, rozszczep gornej wargi i
podniebienia, hydrothorax)
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arr[GRCh37] 17p13.3(2495564 2587414)x1
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pacjent z padaczka i1 niepelnosprawnoscia intelektualng w stopniu umiarkowanym
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aCGH -WADY | ZALETY

Zalety aCGH Ograniczenia aCGH

v Umozliwia analize catego v" Nie wykrywa aberracji
genomu zrOwnowazonych

v" Wysoka rozdzielczo$¢ v" Wysoki koszt badania

v" Precyzyjne mapowanie v' Problemy z interpretacja
miejsc zlaman niektorych wynikow badan

v" Krotki czas badania

v" Wykrywanie mozaicyzmu
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arr[GRCh37] 6p25.3(213632_1529540)x1,16022.2024.3(71755686_90252496)x3
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46,XX,r(18)
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pacjent z hipotonig, zespotem cech dysmorficznych, wada serca, IUGR
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arr[GRCh37] 18p11.32(149089_1754474)x1,18p11.32p11.31(1949900_4492096)x3,
18021.31423(54622489_78005754)x1
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arr[GRCh37] 21921.3922.3(31093063_48086607)x3
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46,XX,dup(21)(g21.3922.3)
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arr[GRCh37] 323(139444474_140621799)x1,3023024(142083894_143152441)x1,
30126.32026.33(177940998_179061643)x1
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pacjent z zespotem cech dysmorficznych, opoznieniem rozwoju mowy oraz Kraniostenoza
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46,XY,1(3;10)(g23;922),der(4)ins(4;3)(p12;923926.3)dn
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mos 47,XY,+der(15)del(15)(g21.2)dup(15)(q11.2913.1)[34]/46,XY[16]
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46,XY,del(10)(q11.2922.1)
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pacjent z zespotem cech dysmorficznych
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mos 47,XY,del(10)(g11.2922.1),+mar[25]/46,XY,del(10)(ql11.2922.1)[25]
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arr[GRCh37] 10q11.21g21.3(43622147_65314220)x1
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ish del(10)(p11.1q11.1)(D10Z1-),+der(10)(D10Z1+)[11]/del(10)(p11.1q11.1)(D10Z1-)[6]
nuc ish(D10Z1x2)[60]/(D10Z1x1)[77]
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arr[GRCh37] 16p13.11p11.2(15278668_28682251)x3
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ish der(16)dup(16)(p13.11p13.11)(RP11-58919++).nuc ish 16p13.11(RP11-58919x4)
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