TEHNICI DE CITOGENETICA S|
GENETICA MOLECULARA UTILIZATE IN
DIAGNOSTICUL BOLILOR GENETICE



Tehnica FISH
(hibridizarea
fluorescenta in situ)

e Se bazeaza pe hibridizarea prin
complementaritate intre o sonda ADN
marcata fluorescent si o tinta de ADN
genomic, reprezentata de regiunea
cromozomiala de interes.

* FISH standard - varianta cea mai frecvent
utilizata Si aplicata in detectia
microdeletiilor/microduplicatiilor,
aneuploidiilor

 Comparativ cu citogenetica clasica, tehnica
FISH are un nivel ridicat de rezolutie, este
mai rapida folosind nuclei interfazici si
permite identificarea precisa a punctelor de
ruptura si a fragmentelor cromozomiale
implicate, putand fi astfel caracterizate
modificari cromozomiale complexe sau
cromozomi marker

FISH (Fluorescent In Situ Hybridization)
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Tehnica FISH

In varianta FISH standard, absenta semnalului fluorescent la
nivelul zonei cromozomiale de interes indica o deletie, iar aparitia
unui semnal suplimentar indica o duplicatie (un cromozom
suplimentar, in cazul FISH interfazic pentru diagnosticul prenatal al
aneuploidiilor)

Este utilizata in diagnosticul prenatal al aneuploidiilor pe nuclei
interfazici, sindroamelor cu deletii/microdeletii (DiGeorge, Cri du
chat, Williams-Beuren, Prader-Willi etc.), detectia unor inversii,
translocatii  specifice in hemato-oncologie cum ar fi
t(9;22)(q34.1;911.23) sau t(11;22)(g24.1-g24.3;q12.2)

De asemenea, tehnica FISH poate fi folosita in oncologie, pentru
detectia amplificarii genice (exemplu, detectia amplificarii genei
HER2 in cancerul de san).




A. B.
Figura 1. A. Nucleu interfazic normal; B. Nucleu interfazic cu trisomie 21

BCR (crz 22)
o &
ABL (crz 9) gena himera .
ﬁ'ﬂ- (crz 9) i BCR-ABL . (crz9)
- O

BCR (crz 22) BCR (crz 22)

A. B.
Figura 2. A. Nucleu interfazic normal; B. Nucleu interfazic cu translocatie 9;22 (BCR-ABL)



Tehnica array CGH (aCGH - hibridizarea genomica
comparativa bazata pe microarray)

* aCGH foloseste mii de sonde oligonucleotidice

monocatenare (fragmente mici de ADN)
imobilizate in pozitii specifice pe o lama
microscopica de sticla, fiecare sonda fiind
complementara unei secvente ADN cunoscute,
ce corespunde unei anumite regiuni
cromozomiale.

Genomul testat este comparat cu un genom de
referinta standard prin marcarea lor cu
fluorocromi diferiti.)

Fragmentele de ADN marcate diferit sunt
denaturate si prin competitie cantitativa, se
fixeaza de sondele de pe lama.
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Tehnica array CGH
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* Pe baza raportului de fluorescenta dintre
proba de interes si proba de referinta, sunt
obtinute informatii privind modificarile
cantitative prezente in genomul testat, in
comparatie cu proba de referinta.
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* Se realizeaza un screening genomic rapid
pe baza de ADN, cu o rezolutie superioara
cariotiparii conventionale, fiind astfel
posibila detectia tuturor aneuploidiilor
cromozomiale complete sau partiale, T .- WK
precum si a pierderilor (microdeletii) sau —
achizitiilor (microduplicatii) mici de T WURE VS P JE Yot SN R —
material genetic — variatii ale numarului de
copii ale unor segmente ADN.
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* Permite diagnosticul sindroamelor cauzate Microdeletie 18q
de microdeletii (ex. sindromul DiGeorge)/
micrOdupIicatii’ deletii (ex. SindromUI Cri AChrom 4/ Start 42 St a3 Gene Name Cytoband | Size(kb) T #Probes  Mean Log Ratio
du chat) si aneuploidii (ex. sindromul T e A T T e | P e
Patau). . ; -

Microdeletie 7q11.23 (regiunea criticd implicatd in sindromul Williams-Beuren)
~ 1,36 Mb (26 gene: 21 gene OMIM)



Tehnica PCR (reactia de polimerizare in lant)

150,000
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* PCR este o tehnica prin care se poate amplifica 3 100000 |
selectiv o secventa scurta de ADN sau ARN, a carei % 75000 .
structura nucleotidica este partial cunoscuta. S sl

* Amplificarea selectiva in vitro se bazeaza pe s e
principiul extensiei unei amorse (primer) de catre O % 6 8 MG MMM M2 Mm% 0 E e oW e
ADN polimerazi, folosind drept matrita crete : ¢
fragmentul ADN de amplificat monocatenar, I4
obtinut dupa denaturare. H - e =

© Atasare q Extensie "_‘:4 ;s

* Un ciclu de amplificare cuprinde trei reactii: B - Prmet_ £ primer | L
denaturarea segmentului de ADN supus H l = =
amplificarii, legarea primerilor la cele doua catene : ; ) : -
in pozitii opuse si extinderea primerilor, prin e ! B
polimerizarea dezoxiribonucleotidelor pe baza de 4 ‘ El : ﬂ ! 53
complementaritate, de catre enzima -
termorezistenta Taq polimeraza. Dupa fiecare ciclu 1 " - 73
de amplificare se dubleaza numarul de segmente A. B. c. D. E. =
de ADN. =



Tehnica RFLP (Restriction Fragment Length

Polymorphism — polimorfismul lungimii fragmentelor de
restrictie)

. . DNA template 4 DNA template B
°* RFLP este o metoda care permite N ., o —Primers _ -

I

detectia polimorfismelor/mutatiilor, ce 1 —

are la baza generarea unor modele

unice, prin actiunea enzimelor de FOR Amplifieation
restrictie, care sectioneaza anumite —_—
regiuni din ADN-ul tinta la nivelul
variantelor polimorfice prezente in Gel Electrophoresis
ADN-ul fiecarui individ.

A B

e Tehnica de analiza RFLP implica
sectionarea unei anumite regiuni din
ADN cu variabilitate cunoscuta, folosind
enzime de restrictie, dupa ce anterior
ADN-ul tinta a fost amplificat prin PCR.




Tehnica RFLP 3kb | 7 kb
Y

CromozomA =

* Fragmentele rezultate in urma sectionarii . Sis reswriche

sunt separate prin electroforeza in gel de ; oLt
agaroza in functie de lungimile Ilor,
determindndu-se numarul de fragmente si CromozomB = |
marimea lor relativa. ... Situs restrictie anulat
* Mutatiile pot anula situsul de restrictie sau ‘
pot crea situsuri noi, generandu-se Marker :
fragmente de ADN cu lungimi diferite si standard  Ap A/B BB
model de migrare modificat. iy | e
* Aceasta tehnica este utila in special pentru 10kb 10 kb
identificarea de mutatii monucleotidice in = o TE
afectiuni monogenice (ex. acondroplazia, - e -
hemocromatoza etc). —
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MLPA (Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification - amplificarea
simultana a sondelor ligaturate)

* MLPA este o metoda tintita, de inalta
rezolutie, prin care pot fi detectate
deletii sau duplicatii ale unor segmente o
de cromozomi/gene (exoni), folosind
pana la 50 de sonde ADN 25000 -
monocatenare, care se vor atasa pe 1
baza de complementaritate la ADN-ul 2000
tinta. - : SIS e 85 1 3.5 35 .
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« MLPA este o variantd semicantitativa a ' g | L
tehnicii PCR, care permite amplificarea | Ik g
simultana a mai multor tinte ADN, |
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folosind o singura pereche de primeri, _

marcati fluorescent, intr-o singura T - | | }

reactie. Fragmentele migrate prin (L

electroforeza capilara sunt analizate si N28R%ia% BREG3G:ZE i33SEiziiiE g
interpretate.




Tehnica MLPA

* Tehnica MLPA poate detecta aberatii numerice ' “ f t i '
(aneuploidii, poliploidii), dar si sindroame cauzate Al L.
de modificari mici neechilibrate (microdeletii, : lasils|] 313 )
microduplicatii), afectiuni monogenice in care pot 1IAG
fi prezente deletii genice extinse (sindromul LL I ) \
Marfan, Neurofibromatoza tip |, Distrofia : lLt A LY :%::,L.L:;‘,i

musculara Duchenne) sau duplicatii (de exemplu,

boala Charcot Marie-Tooth), precum si boli
cauzate de mutatii dinamice.

* De asemenea, poate fi determinat statusul de
metilare al unor gene asociate cu anomalii de

amprentare (de exemplu, sindromul Prader -Willi,

sindromul Angelman).
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QF-PCR (Quantitative Fluorescent PCR)

* Tehnica QF-PCR se bazeaza pe evaluarea unor repetitii ADN in tandem de dimensiuni mici (microsateliti
— 4bp), denumite STR (short tandem repeats), variabile ca numar de la o persoana la alta. intr-o reactie
PCR multiplex (amplificare PCR simultana a mai multor fragmente ADN diferite), sunt tintiti anumiti
markeri STR, folosind primeri specifici marcati fluorescent.

* Analiza de fragmente dupa amplificare, care consta in electroforeza capilara, permite evaluarea lungimii
markerilor individuali (diferita in functie de numarul de repetitii ale secventei de 4bp) si analiza
cantitativa a fiecarei alele pe care individul o are pentru acel marker.
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QF-PCR

* Pe baza informatiilor obtinute se
poate stabili numarul de copii ale
cromozomului pe care se gaseste

markerul STR.

 Aceasta tehnica este folosita
special, in diagnosticul prenatal,
pentru identificarea aneuploidiilor

13,18, 21, Xsi Y.
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Marker 21B, prezenta a doud alele
n cantitate comparabila

— situatie normala.
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Marker 21A neinformativ, pacientul
este homozigot Tn acest locus.
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Marker 18C, prezenta a doua alele in
raport 1:2 — sugereaza trisomia

cromozomului 18 trisomia cromozomului 18

Marker #Alele |Allele Mame |PeakArea Peak Ratig
188 3(Z21) (214218 179579730 1.85
18C 3(1:2) [316:323 857715418 0.56
180-2 3(1:1:1) | 362:366:384 |6911:6284:6014

184 3(1:1:1) |458:462:466 | 755875017657

18M 3(1:1:1) [367:379:383 |12151:11106:12199

214 1 182 17828

218 2 238.242 92658738 1.06
21C 2 283296 10159:9677 1.05
210 2 467474 4919:5239 0.94
21H 2 375:405 8106:7768 1.04
rall 1 13 22162

AMELXY 2 AMBLCAMB 1214511229 1.08
SRY 1 235 6953

Marker 18M, prezenta a trei alele in
cantitate comparabild — sugereaza



Secventierea

» Secventierea ADN este procesul de determinare a
secventei nucleotidelor (A, T, C si G) dintr-un
fragment de ADN. Fragmentele de ADN, cu
lungimi de pana la 900 bp, sunt secventiate
folosind dideoxinucleotide cunoscute si sub
denumirea de terminatori (metoda Sanger).

* Avand in reactie atat nucleotide normale, cat si
terminatori, reactia de polimerizare poate fi
oprita in orice moment, prin inlocuirea unui
nucleotid cu un terminator.




Secventierea

* Ulterior, electroforeza capilara permite separarea
fragmentelor in functie de lungimea lor si este cuplata
cu citirea laser a semnalului terminatorilor. Se obtine
astfel o secventa complementara fragmentului de
interes.

 Aceasta metoda poate identifica mutatii mici
(punctiforme): substitutii, insertii/deletii.

 Secventierea este folosita si pentru validarea
rezultatelor altor tehnici ce permit detectia unor
modificari mici. Este aplicata, de exemplu, pentru
detectia de mutatii punctiforme asociate cu diferite
categorii de boli genetice (monogenice,
mitocondriale, etc); in prezent, este folosita, in
special, in acele situatii in care fenotipul este sugestiv.
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Metodele de secventiere de
noua generatie (NGS — next
generation sequencing)

 Se bazeaza pe realizarea simultana a
unui numar foarte mare de reactii de
secventiere intr-un volum mic.

* Aceasta tehnica permite secventierea

intregului exom (totalitatea secventelor Ll -
codante) sau chiar a intregului genom. ()
» Avand costuri din ce in ce mai accesibile, _

metodele NGS pot identifica variante R
genetice (mutatii) responsabile de boli Bo i o
mendeliene sau boli poligenice.



