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Uvod - Bleskovo nieéo o genetike



Nucleus

Chromosome

/l/l/’( Base pair

/1/,//////

Gendm cCloveka

_ DNA (double hellx) 2. ;/’/.
22 parov chromozémov g < Pp, &
+ XX alebo XY G

e G, B
spolu ~3 miliardy baz (x2) y
baza = nukleotid = {A, C, G, T} : 2@ R o2

é | Nucleosoes

double-stranded DNA

IR BN
RS 1O {38 | (I TR U

O T C T LI T ¥

THRRTRRR TR

19 20 21 22 X v



Referencny gendm

Referencny genom = genom (virtualneho)
priemerného Cloveka

Human Genome Project
prva kompletna verzia v 2003/4
14 rokov a $3 miliardy

Stale sa aktualizuje, najnovsia verzia je
GRCh38 (aka hg20) z decembra 2013

WGS dnes stoji okolo $1000

Osekvenované DNA sa zarovnava a
porovnava voci referenChému genomu




Co nas robi jedine¢nymi

- Single Nucleotide Polymorphism (SNP):

alele1 AATCATGTGTGGCTACTTACTGTCACT

.

alele2 AATCATGTGTAGCTACTTACTGTCACT

- v ;v e s , G/G G/A A/A
nieco vyse 60 milionov znamych SNPov homozygous heterazygous homozygous

- rozdiel medzi dvoma lludmi je zvacsa v
2-3 miliénoch SNPov (0.1%)
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Co nas robi jedinecnymi (2)

- Structural Variation (SV):

- inzercie, duplikacie, delécie, translokacie
Ci inverzie casti chromozdémov

+ Copy Number Variation (CNV): zvlast
meno pre inzercie, duplikacie, a delécie

- odhaduje sa ze 12% ludskej DNA su
CNV velkosti 1kb az niekol'ko Mb

Duplicated area
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duplication
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Genetické poruchy a choroby (velmi priblizne)

- Abnormality v gendme:
- bodové mutacie a/alebo “zlé” kombinacie SNPov
- Stukturalne zmeny, najma CNV
- DediCné vs. de novo
- Casto sa neda povedat Ze konkrétna sada mutacii <=> konkrétne ochorenie

- Najjednoduchsie st choroby dedené Mendelianskou dedi¢nostou ktoré
postinuju naraz len jeden gén (napr. Cysticka fibroza)

- Mnoho chorob ma vsak velmi zlozity mechanizmus (napr. rakovina)

- Prostredie je dOlezity faktor spolu s epigenetikou



Downov syndrom
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Rozdiel medzi testovanim a diagnostikovanim



Preventivne testovanie (screening)

- Chceme zistit poruchy predtym ako sa prejavia

- Aj za cenu “false positives”, t.|. zdravému Cloveku
povieme ze je chory

Nechceme vsak “false negatives”, Cize chorému Cloveku
povedat ze je zdravy

- Chceme aby takyto test bol dostupny a relativne lacny

Pozitivnhe nalezy idu na diagnosticky test



Diagnosticky test

- Mal by byt Uplne presny a bez chyb

- Obvykle ma nejaké prakticke nevyhody:
cena, invazivna procedura, vedlajsie Ucinky/rizika



Neinvazivne testovanie pred narodenim (NIPT)



Prehl'ad

- Staci vzorka matkinej krvi (+ niekedy aj DNA
otca)

-V plazme plavaju kratke zlomky
mimobunkovej DNA, cell-free DNA [Lo, 1997]

Cell-free DNA in matemal plasma

- Obycajne 10% tychto fragmentov je DNA ‘Maternal DNA

plodu S)“S‘/ =

by G
- Tento pomer zalezi najma od “
.'/ Red blood cell

- stadia tehotenstva (od 10 tyzdna zvacsa uz R J}Qﬂ
Fetal DNA

dostatoCne vela) %
Rp
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+ a nepriamo umerne od telesnej hmotnosti
matky



Cell-based NIPT

-V krvnom obehu matky su aj celé bunky s DNA plodu

- Je ich vsak velmi malo (do 50 buniek na celu ampulku
Krvi)

+ Ziadna spolahlivd metdda separujica tieto bunky zatial
nie je (a asi tak skoro ani nebude)



Metddy vyuzivajuce mimobunkovu DNA

- /Zacalo sa testovanim Downovho syndromu, prvé dve

oublikécie vysli v 2008

ore nespravny pocet chromozomov
(Downov syndrom = tri kopie chr21 = trizomia

Pokradovalo sa daldimi aneuploidiami = suhrnny nazov

21)

- Velmi rychly nastup komercnych testov, klinické testy sa

zacaliuz v 2011/2

- 2013 - prvé metody pre CNV velkosti aspon 5-10Mb



Ako zistit T21 -

relativny pomer chromozomov
normalna bunka

- Relativhy pomer chromozémov 21:1

normalne trizOmia 21

v placente 1:1 3:2

Vv plizme 1:1 1.05:1 T21 bunka

|

10% plodova DNA
90% matkina DNA

chr21
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Mimobunkove]

Parallel Sequencing

DNA z plazmy

- Princip je jednoduchy

- sekvenujeme vela kratkych

fragmetov DNA

DNA fragments in
maternal plasma

- zarovnavame k referenchému
gendému a zistujeme okial

fragment pochadza
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In4 moznost: pozriet sa na distriblciu SNP aliel

- SNP pozicia je takd, ze tam mame bud variant A alebo B

- Zdravy Clovek ma 2 kopie, preto 3 mozné genotypy:
A/A A/B B/B

- Ak ma Clovek A / B, tak polovica fragmentov ktoré
prekryvaju tento SNP by mala mat A a druha polovica B

Rovnaky princip ako predtym, ale teraz sa pozerame na
na pocty fragmentov podporujuce rozne alely na
jednom mieste a nie na pocty fragmentov z roznych
Chromozomov




Oriklady

+ Pekné ilustacie z tohto clanku (maj 2014):

Non-Invasive Prenatal Detection of Trisomy 13 Using a
Single Nucleotide Polymorphism- and Informatics-Based

Approach

Megan P. Hall', Matthew Hill', Bernhard Zimmermann', Styrmir Sigurjonsson', Margaret Westemeyer?,
Jennifer Saucier?, Zachary Demko?, Matthew Rabinowitz'*

1 Department of Research and Development, Natera Inc., San Carlos, California, United States of America, 2 Department of Genetic Counseling, Natera Inc., San Carlos,

California, United States of America
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Distribucia SNP aliel

Realne su tie “pasy” ovela blizsie pri sebe

D4 sa pouzit na genotypovanie plodu, aj na detekciu
CNV

TS;E;{EI ational Noninvasive Whole-Genome Sequencing of a Human Fetus
Jacob O. Kitzman et al.
A AAAS Sci Transl Med 4, 137ra76 (2012);
DOI: 10.1126/scitransimed.3004323

Medicine

btw, firmy samozrejme nepovedia ako presne to robia



Spolahlivost dneSnych testov

Dnes viacero firiem, ktoré vedia naraz otestovat pre
viacero poruch

Pre Downov syndrodm je senzitivita nad 99% a false
oositive rate niekde okolo 0.1% az 1%

Pre ostatné trizomie trocha horsie
- Vzdy len screening test

- cena: okolo $1500



Od celych chromozomov ku kratsim CNV

- Ten isty princip ale v mensich regionoch

- Treba osekvenovat viac fragmentov a robit prefikanejSiu
normalizaciu pocCtu zarovnanych readov

—Ste nie su dostupné komercné celo-gendmove testy na
KratSie CNV (ale je par testov na zameranych na
<onkrétne poruchy ako napr. DiGeorge, Cri du Chat)

. Coskoro ale bude



Nasa metoda

2014, pages i1-i7
doi:10.1093/bioinformatics/btu292

Probabilistic method for detecting copy number variation in a fetal

genome using maternal plasma sequencing

Ladislav Rampasek', Aryan Arbabi' and Michael Brudno'#°*
'Department of Computer Science, University of Toronto, Toronto M5S 2E4, Centre for Computational Medicine and
Genetics and Genome Biology, Hospital for Sick Children, Toronto M5G 1L7, Canada

-+ Kombinujeme oba typy signalov:
1. pomery SNP aliel

2. pokrytie regionov fragmentami



Nasa metdda - pomery SNP aliel

- Videli sme ze:

-+ ak pozname matkin a otcov genotyp, pocet moznosti
genotypu plodu je relativne maly

- ak pozname aj matkine a otcove haplotypy, vieme urcit
ako by vyzerall haplotypy plodu za predpokladu istého
vzoru dediCnosti

- Chceme urcit najpravdepodobnejsi vzor dedicnosti pre
Kazdy SNP: L(model | data) = P(data | model)



Nasa metoda - pomery SN

- aliel

L(model | data) = P(data | model)

- TUto pravdepodobnost modelujeme ako:

- multivariacné normalne rozdelenie

+ problémom je sum a skreslenia



Nasa metoda - pokrytie regidonov fragmentami

Pozerame sa na neprekryvajuce sa regiony okolo
jednotlivych SNPov

- Vieme urdit pravdepodobnost poctu kdpii regionu v
genome plodu:

-+ 1 kOpia = delécia
-+ 2 kopie = normalne dedenie

-+ 3 kopie = duplikacia



Nasa metdda - vsetko dokopy

- Pre kazdy SNP mame spocitane oba signaly

- VSetky SNPy spojime dokopy pomocou skrytého
markovovského modelu (HMM)

- Vypocitame tak najpravdepodolbnejsi vzor dedenia
vzhl'adom na cely chromozom, nie len lokalne



Nasa metoda - vysledky

- Mame len simulované data sety

- senzitivita pre CNV dlhsie ako 3Mb je nad 95% s 0%
false positive rate pre 13% primes a 7/8x priemerné
ookrytie pri sekvenovani

- pre kratsie CNV |e to horsSie, zalezi ale velmi aj od typu
CNV (Ci region ktory sa vymazal/zduplikoval je od otca
alelbo matky)




Invazivhe metody v skratke



Invazivhe metody

-+ Odobera sa tekutina z okolia plodu (amniocentéza)
+ Alebo bunky z krcku maternice (CVS)

Riziko cca 1:500 az 1:200 ze takato metdda sposobi
ootrat alebo degeneraciu vo vyvoji

- Ziska sa ale Cista plodova DNA takze sa daju robit
Standardné geneticke testy s diagnostickou kvalitou

Po pozitivnom NIPT naleze sa vzdy robi amnio pre
ootvrdenie diagnozy




Obvyklé testy

- Karyotype a chromosome
banding

- uz v 80’ rokoch, rozlisenie
nad 7-10Mb

- stale sa ale pouziva
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Obvyklé testy

- Chromosomal Microarray
Analysis (CMA)

Patient's DNA Control DNA

- standard dneska,
rozliSenie nad 0.5Mb Hybridise

- automatizovany
komplexny test

Scan
Results
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Ako to je v praxi



AKo 1o je v praxi

Riziko chromozomalnych porudch rapidne rastie vo veku
00 35

Preto zenam po 35 sa robi NIPT preventivne

- Ak NIPT ma pozitivhy nalez alebo na ultrazvuku je nieco
podozrivé -> robi sa amniocentéza

Kratsie CNV sposobujuce rozne syndromy vsak
nekoreluju s vekom -> v buducnosti bude NIPT
oonukané kazdej zene




Buducnost a moralne otazky



Uz dnes

-+ Uz dnes je prakticky mozné urcCit kompletny genotyp a
vsetky vacsie CNV plodu len z krvi matky

-+ Hoci je to este drahé a nie plne klinicky otestované

-V nie dalekej budiicnosti to véak bude mozné v
celoplosnom meritku - technolégia bude lacnejsia a
NIPT nema vedl'ajsie ucinky a da sa robit uz v
prvom trimestri tehotenstva



Probleémy (nie vsetky sU nové)

. Co v8etko ma matka pravo vediet a urobit?
...napr. “chcem modrooku dcéru”

- Tendencie rodicov selektovat pohlavie dietata tu uz je
dlho, takto by to mohlo nabrat este vacsi rozmer

Poistovne - budld moct odmietnut nadstandardné
noistenie na zaklade prenatalnych testov?

- Ako spravne nalozit s takymito vedomostami?
(kazdéa zena ma ale pravo testy odmietnut)



Dakujem za pozornost !

Laco Rampasek



