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IBRIDAZIONE GENOMICA COMPARATIVA
(CGH- Array)

Descrizione della tecnica

Il principio della tecnica CGH-array si basa su una ibridazione competitiva tra due DNA genomici, marcati
con fluorocromi diversi, e porzioni di DNA genomico spottate su un vetrino (sonde). Le regioni di DNA
spottate derivano da un soggetto sano e possono essere: cloni BAC (cromosomi batterici artificiali), PAC
(cromosomi artificiali di fago P1), oligonucleotidi, corrispondenti a specifiche regioni cromosomiche. La
risoluzione, da cui dipende la capacita di riuscire ad identificare sbilanciamenti genomici, varia dalle
100-150kb ad 1Mb e dipende dalla dimensione, dalla numerosita delle sonde e dalla loro distanza
rispetto al genoma di riferimento. I DNA in competizione sono il “test DNA” derivato dal paziente in
esame (liquido amniotico, sangue periferico, etc) ed il “control DNA”, cioé un DNA genomico di un
soggetto sano; entrambi sono marcati con fluorocromi di diverso colore ad esempio la cianina 5 (Cy 5,
fluorocromo verde) e la cianina 3 (Cy 3, fluorocromo rosso) rispettivamente.

Dopo la fase di marcatura i DNA sono riuniti e ad essi va aggiunto il DNA-cot1, un DNA altamente
ripetitivo in modo da saturare le sequenze ripetitive in entrambi i genomi. Tutto il DNA presente in
questa miscela viene denaturato e ibridato con le regioni di DNA spottate sul vetrino. Al termine della
reazione un apposito scanner analizza i singoli spots presenti sul vetrino quantificano I'intensita di
fluorescenza emessa da entrambi i fluorocromi da ogni singolo spots. In condizioni normali il DNA test
ed il DNA control saranno presenti in quantita uguali e i due fluorocromi si bilanceranno producendo un
terzo colore (giallo). Nel caso in cui il DNA test presenti una duplicazione ci sara un eccesso di materiale
cromosomico rispetto al normale, il colore risultante sara il verde, se invece presenta una delezione si
determinera un eccesso del DNA normale e il colore emesso sara rosso. Un apposito software & in grado
di elaborare un profilo per ogni cromosoma identificando le eventuali aree di guadagno o perdita di
materiale genetico, eventualmente associate a condizioni patologiche.
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Anomalie identificate con il CGH-array

L’ibridazione genomica comparativa (CGH-array) €& wuna tecnica sviluppata per identificare
amplificazioni-duplicazioni (gain) e/o di perdite-delezioni (loss) di materiale genetico presenti
nell’'intero genoma del soggetto in studio, in un unico esperimento.

Con questa tecnologia & quindi possibile identificare:

1 Variazioni del numero dei cromosomi;

2 Macrodelezioni/macroduplicazioni;

3 Microduplicazioni/microdelezioni associate a patologie note in letteratura;

4 “Copy Number Variations” (CNVs) variazioni di DNA di lunghezza maggiori di 1kb che sono
presenti in un numero variabile di copie nei genomi umani e che si ritiene siano alla base delle
differenze fenotipiche tra gli individui. Le CNVs sono ritenute benigne quando presenti in
soggetti sani di una stessa famiglia, altre CNVs invece sembrano essere associate a condizioni

patologiche. ma non tutte sono state correttamente studiate e caratterizzate e restano di
significato incerto

Quando e perché eseguire il CGH-array

Secondo le indicazioni della SIGU pubblicate sulla rivista Ultrasound Obstet Gynecol. 2012
Apr;39(4):384-8, il CGH-array é da ritenersi un’indagine di secondo livello INTEGRATIVA e NON

SOSTITUTIVA del cariotipo costituzionale pre-natale, da eseguire solo in un gruppo selezionato di
gravidanze e non per uno screening generale.

In diagnosi prenatale e consigliato:

In presenza di anomalie cromosomiche determinate mediante citogenetica convenzionale ma con
implicazioni fenotipiche incerte. Ad esempio quando si rilevano al cariotipo markers
soprannumerari o riarrangiamenti cromosomici de novo, apparentemente bilanciati.

In presenza di anomalie ecografiche singole o multiple;



- Associazione di 2 o piu soft markers ecografici di aneuploidia (cisti dei plessi corioidei,
iperecogenicita intestinale, pielectasia renale, arteria ombelicale unica, foci iperecogeni
intracardiaci);

- Alterazione del volume del LA e/o IUGR con o senza anomalie strutturali maggiori (difettti
cardiaci congeniti, ernia diaframmatica, anomalie del SNC).

In presenza di uno screening sierologico materno anomalo con elevato rischio di Sindrome di
Down e cariotipo normale

In diagnosi post-natale e consigliato quando, in presenza di cariotipo normale, si sospetta una
particolare sindrome genetica da microdelezione/microduplicazione per particolari segni fenotipici.
Risultati incoraggianti in termini di implementazione della “detection rate” sono stati ottenuti
utilizzando il CGH-array in presenza di: - ritardo dello sviluppo/disabilita intellettuale; disordini dello
spettro autistico; - anomalie congenite multiple. In questi ultimi casi il potere diagnostico dell’array &
risultato di un 20-30% superiore rispetto al cariotipo convenzionale.

Vantaggi e limiti del CGH-array

[1 CGH-array ha il vantaggio di analizzare direttamente DNA estratto da cellule di liquido amniotico, villi
coriali, sangue periferico, con tempi piu rapidi di esecuzione e di refertazione dell’esame, superando il
problema del fallimento della crescita cellulare. I tempi di refertazione possono essere prolungati nel

caso in cui siano necessari esami di approfondimento diagnostico.

I[I CGH-array tuttavia non é in grado di identificare poliploidie, e tutte quelle anomalie cariotipiche che
non comportino perdita e/o guadagno di materiale genetico come le inversioni e le traslocazioni
bilanciate. Allo stesso tempo non ¢ sufficientemente sensibile per identificare anomalie presenti solo in
alcune sub-popolazioni cellulari, come nei casi di mosaicismo inferiori al 30%.

I CGH-array, come il cariotipo, non & in grado di identificare patologie genetiche dovute a mutazioni
puntiformi (es. fibrosi cistica, sordita congenita, talassemie, etc..) o patologie genetiche dovute a difetti
di metilazione.

Tutte le anomalie identificate mediante il CGH-array devono essere confermate mediante metodiche
alternative (FISH, MLPA e PCR quantitativa per singolo locus), con possibile incremento dei costi e dei
tempi dell'indagine.

Il CGH-array pud talvolta identificare varianti di significato incerto (VOUS), cioe delle variazioni nel
contenuto di DNA la cui implicazione fenotipica e clinica non € ancora nota dai dati presenti in
letteratura.

Tipologia di campione

Per I'esecuzione del CGH array in diagnosi prenatale sono necessari 8-10ml di liquido amniotico,
conservato a temperatura ambiente e fatto pervenire al laboratorio nel piu breve tempo possibile. Il
campione non deve essere ematico onde assicurarsi I'assenza di una contaminazione di cellule materne
che possono interferire con la corretta esecuzione dell’esame.



Per I'esecuzione del CGH array in diagnosi post-natale 3ml di sangue periferico in provette contenti
EDTA/K3.

Tempi di esecuzione del CGH-array

La refertazione di un CGH-array e effettuata entro 7-10 giorni dalla data di ricezione del campione, in
diagnosi pre-natale, entro 30 giorni in caso di diagnosi post-natale. | tempi possono essere piu lunghi
nel caso in cui sia necessario effettuare degli esami di approfondimento, sul campione stesso o sui
genitori.

Costi del CGH-array

[ costi dell’esame variano in funzione della tipologia di piattaforma utilizzata, come di seguito indicato,
per informazioni piu dettagliate e chiarimenti contattare il laboratorio tramite e-mail info@merigen.it o
telefono (+39)0815465026.

Caratteristiche della piattaforme CGH-array

E possibile scegliere tra differenti piattaforme array in funzione della tipologia di indagine (pre-natale o
post-natale) e dello specifico quesito diagnostico.

Le principali sono:

L Array CytoChip Focus Constitutional
I1. Array con piattaforme 60K
[II.  Array con piattaforme 180K

Array CytoChip Focus Constitutional

Questo array & formato da un insieme di cloni BAC ed e stato sviluppato per riconoscere:- variazioni nel
numero dei cromosomi; -sbilanciamenti di sequenze di DNA (delezioni/duplicazioni) con una
risoluzione media di circalMb; - specifiche delezioni/duplicazioni di un sottogruppo di 110 regioni
associate a patologie genetiche note che ricorrono con maggiore frequenza nella popolazione.

Elenco delle patologie:

Patologia Locus banda Disease Locus banda
1p36 Deletion Syndrome P21127-10 1p36.33 Hyperglycerolemia GK3P Xp21.2
1g21.1 Deletion Syndrome, 1g21.1 Hypoparathyroidism, GATA3 10p14
1.35-Mb Sensorineural Deafness, And Renal

Disease

1q41.-q42 Deletion Syndrome 1941 Ichthyosis, X-Linked; XLI SIS Xp22.31
2p16.1-p15 Deletion Syndrome 2pl5 Jacobsen Syndrome; JBS 11923.1g24.1
3929 Microdeletion Syndrome DLG1, 30929 Johanson-Blizzard Syndrome; UBR1 15q15.2

PAK2 JBS



8(21.3-g22.1 Microdeletion
9qg22.3 Microdeletion

15g13.3 Microdeletion
Syndrome

15g24 Deletion Syndrome
16p12.2-p11.2 Deletion

Syndrome

17911.2 Deletion Syndrome

17912 Microdeletion

17g21.31 Microdeletion
Syndrome

20913.13-q13.2 Microdeletion

22q11.2 Deletion Syndrome,
Distal

22q13.3 Deletion Syndrome

Adenomatous Polyposis of
the Colon; APC

Adrenal Hypoplasia,
Congenital; AHC

Alagille Syndrome 1; ALGS1

Angelman Syndrome; AS

Aniridia; AN

Autism

CRHR1,
MAPT

SHANK3

APC

NROB1

JAGL

UBE3A
ATP10A
MECP2

PAX6

RPL10

8021.3-022.1
9922.3

15q13.2¢13.3

15q24

16p12.2p11.2

17q11.2

17912

17¢21.31

Joubert Syndrome 4; JBTS4
Kabuki Syndrome

Kallmann Syndrome 1; KAL1

Leri-Weill Dyschondrosteosis;
LWD

Lissencephaly, X-Linked, 1; LISX1

Mental Retardation, X-Linked, With
Panhypopituitarism

Metachromatic Leukodystrophy

Microphthalmia, Syndromic 7;
MCOPS7

NPHP1

KAL1

SHOX

DCX

SOX3

ARSA

HCCS,
ARHGAP6

20q13.13- Miller-Dieker Lissencephaly PAFAH1B1,

q13.2

22qg11.21g11.23 Mitochondrial Complex | Deficiency

22q13.33

5022.2

Xp21.2

20p12.2

15g11.2 15q12
Xq28

11p13

16p11.2

X028

Syndrome; MDLS YWHAE,

Muscular Dystrophy, Becker
Type; BMD

Muscular Dystrophy, Duchenne
Type; DMD

Nail-Patella Syndrome; NPS

Nephronophthisis 1; NPHP1

Neurofibromatosis, Type I; NF1

Neurofibromatosis, Type Il; NF2

Neuropathy, Hereditary, With
Liability To Pressure Palsies;

HNPP

HIC1

NDUFS2
NDUFS1
NDUFS6
NDUFS4
NDUFA12L
PTPMT1
NDUFS8,
NDUFV1
NDUFV2

NDUFS7

DMD

DXS7

DMD

LMX1B

NPHP1

NF1

NF2

PMP22

2g13
8p22

Xp22.31

Xp22.33

X022.3-G23

Xq27.1

22q13.33

Xp22.2

17p13.3

1923.32
g33.35
p15.33
5q11.2
5q12.1
11p11.2
11013.2
11013.2
18p11.22
19p13.3

Xp21.1-
p21.2

Xp11.3
Xp21.1p21.2

9433.3

2g13

17q11.2

22q12.2

17p12



Autism, X-Linked, = NLGN4X Xp22.31p22.32 Noonan Syndrome 1; NS1 PTPN11 12924.13
Susceptibility To, 2

Autism, X-Linked, NLGN3 Xq13.1 Pelizaeus-Merzbacher Disease; PLP1 Xq22.2
Susceptibility To, 1 PMD

Autism, X-Linked, MECP2 Xg28 Polycystic Kidney Disease, PKD1 16p13.3
Susceptibility To, 3 Infantile Severe, With Tuberous

Sclerosis; PKDTS

Basal Cell Nevus Syndrome; PTCH1 9q22.32 Potocki-Lupski Syndrome; PTLS RAIL, 17p11.2
BCNS MFAP4,
FLII
Beckwith-Wiedemann NSD1 5035.2-035.3  Potocki-Shaffer Syndrome ALX4, EXT2 11p11.2
Syndrome; BWS H19, IGF2 11p15.5
KCNQ1 11p15.4p15.5

CDKN1C 11p15.4

Brachydactyly-Mental 751342 2q37.3 Prader-Willi syndrome; PWS SiM1 6q16.3
Retardation Syndrome; BDMR
Branchiootorenal Syndrome 1; EYA1l 8g13.3 Prader-Willi Syndrome; PWS SNRPN, NDN 15qg11.2
BOR1
Bruton Agammaglobulinemia BTK Xqg22.1 Retinoblastoma; RB1 RB1 13q14.2
Tyrosine Kinase; Btk
Buschke-Ollendorff Syndrome 12g14.2-915 Rett Syndrome; RTT CDKL5 MECP2Xp22.13
Xq28
Campomelic Dysplasia SOX9 17924.3 Rieger Syndrome, Type 1; RIEG1 PITX2 4925
Cat Eye Syndrome; CES CECRS5, 22q11.1 Rubinstein-Taybi Syndrome; RSTS CREBBP 16p13.3
CECR1,
CECR6
Charcot-Marie-Tooth Disease, PMP22 17p12 Saethre-Chotzen Syndrome; SCS TWIST1 7p21.1
Demyelinating, Type 1a;
CMT1A
Charcot-Marie-Tooth Disease, X- GJB1 Xq13.1 Sex-Determining Region Y; SRY SRY Yp11.31
Linked, 1; CMTX1
Charge Syndrome CHD7 8q12.2 Smith-Magenis Syndrome; SMS RAI1, MFAP4, 17p11.2
FLII
Cleidocranial Dysplasia; CCD RUNX2 6p12.3 Sotos Syndrome NSD1 5035.2035.3
Cornelia De Lange Syndrome NIPBL 5p13.2 Spermatogenic Failure, USP9Y, Yql1.21
1; CDLS1 Nonobstructive, Y-Linked uTyYy Yql1.221
CDY2B Yq11.222
JARID1D Yql1.223
NR_001537
DAZ3,
DAZ1,
DAZ2
Cri-Du-Chat Syndrome TERT 5p15.33 Split-Hand/Foot Malformation 1; SHFM1 7921.3

SHFM1
723908 5p15.2



Dandy-Walker Syndrome; DWS

Diaphragmatic Hernia,
Congenital

Digeorge
Syndrome/Velocardiofacial
Syndrome Spectrum Of

Malformation 2

Digeorge Syndrome; DGS

Dosage-Sensitive Sex
Reversal; DSS
Down Syndrome

Feingold Syndrome

Fragile X Mental Retardation
Syndrome

Greig Cephalopolysyndactyly
Syndrome; GCPS

Heterotaxy, Visceral, 1, XLinked;
HTX1

Holoprosencephaly

Holoprosencephaly 2; Hpe2

Holoprosencephaly 3; Hpe3

Holoprosencephaly 4; Hpe4

Holoprosencephaly 5; Hpe5

Holt-Oram Syndrome; HOS

CHD2

NR2F2

D10S293
NEBL

HIRA, TBX1

NROB1

DSCR2

GATAL

MYCN

FMR1

GLI3

ZIC3

TMEM1

SIX3

SHH

TGIF1

ZIC2

TBX5
TBX3

15¢26.1

15426.2
10p14
10p12.31

22q11.21

Xp21.2

21g22.2

Xp11.23

2p24.3

X027.3

7p14.1

X026.3

21q22.3

2p21

7036.3

18p11.31

13¢32.3

12q24.1

ZIC1, ZIC4

3024
FBXW4 10024.32 SHFM3

Split-Hand/Foot Malformation 4;
SHFM4

Split-Hand/Foot Malformation 5;
SHFM5

Synpolydactyly 1; SPD1

Townes-Brocks Syndrome; TBS

Trichorhinophalangeal
Syndrome, Type |; TRPS1

Trichorhinophalangeal

Syndrome, Type II; TRPS2
Tuberous Sclerosis; TS

Velocardiofacial Syndrome

Split-Hand/Foot Malformation 3;

TP63 3028
DLX1, EVX2 2q31.1
HOXD13 2q31.1
SALL1 16q12.1
TRPS1 8923.3
TRPS1 8923.3
EXT1 8qg24.11
Tsc1 934.13
TSc2 16p13.3

ARVCF, TBX1 22q11.21

Williams-Beuren Region Duplication

7911.23

Williams-Beuren Syndrome; WBS

Wilms Tumor 1; WT1
Wilms Tumor, Aniridia,

Genitourinary Anomalies, And
Mental Retardation

Wolf-Hirschhorn Syndrome; WHS

X Inactivation-Specific Transcript

Hirschprung disease 1, HSCR1

GTF2IRD1,
MLXIPL,
BAZ1B,
ELN, RFC2,
WBSCR22,
FKBPG,
GTF2lI,
LAT2,
BCL7B,
TBL2,
CLIP2,
EIF4H,
LIMK1,
WBSCR27,
WBSCR16,
FZD9,

WBSCR23

7q11.23

WT1 11p13

PAX6 11p13

WHSC1 MSX1 4p16.3

4p16.2
XIST Xq13.2
RET 10g11.21



Array con piattaforme 60K
Array specificamente disegnati per I'applicazione in diagnosi prenatale.
E possibile scegliere tra due tipologie:

- Array Whole Genome: costituito da 60.000 sonde distribuite lungo tutto il genoma con una
risoluzione media di 120kb.

- Array 60K targeted: costituito da 60.000 sonde distribuite lungo tutto il genoma, che consente
di investigare ad alta risoluzione circa 250 regioni genomiche di cui pit di 160 loci associati a
malformazioni congenite e sindromi con ritardo mentale, le regioni telomeriche e le regioni
pericentromeriche. Il resto del genoma viene analizzato con una risoluzione di circa 250 Kb. I
disegno che caratterizza questo array consente di ridurre drasticamente l'identificazione di
alterazione del DNA di incerto significato clinico, che rappresentano la problematica principale
nell’applicazione dell’analisi array in diagnosi prenatale.

- prenatale.

Elenco delle patologie:
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Xp22 PAK3 K-linked mental retardation 30 300558 Xq28 FLNA linkesel doinant 300043
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Q23 DCX ey e 300067 Xq28 GDI| X-linked mental retardation 41 300104
Xq24 ~ Uppp  Jyngromic Xdnked mental re- 300070 Xq28  KBKG  Incontinentia pigment 308300

X-linked mental retardation with
Xq24 CUL4B short stature, hypogonadism,and 300354 Xq28 RAB3%8 XK-linked mental retardation 72 300271

abrorimal guit
Xq24  GRIA3  Xlinked mental retardation 94 305915  Xq28 PAR2

X325 OCRL | Lowe 309000  Ypll  SRY Gonadal dysgenesis SR¥.relsted 400044
93¢ EHMTI 99343 Microdeletion 610253  Xpll  PQBPI  Renpenning | 309500
9g34 9 subtelonanc deletion 610253  Xpll  SYP At menisl ebedtion SIP- 300602
Xp22 PARI Xpll  SMCIA  Comelia de Lange X-linked 300590

Array con piattaforme 180K:
Array specificamente disegnati per 'applicazione del cariotipo molecolare in diagnosi postnatale.
E possibile scegliere tra due tipologie:

- Array Genome-Wide: costituito da 180.000 sonde distribuite lungo tutto il genoma con una
risoluzione media di 40kb.

- Array 180k targeted: costituito da 180.000 sonde distribuite lungo tutto il genoma, che consente

di investigare ad alta risoluzione circa 390 regioni genomiche associate a malformazioni



congenite e sindromi con ritardo mentale, oltre alle regioni pericentromeriche e subtelomeriche.
Il resto del genoma e analizzato con una risoluzione media reale di circa 80Kb. Elenco delle

patologie investigate con la piattaforma.
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Xofinked mental retardation 41 300104

In alternativa sono disponibili altre piattaforme Array:

Array MicrogenChip 60K CGH+SNP: simile alla piattaforma MicrogenChip 60K con la presenza di circa
8.000 sonde SNPs. Consente di identificare disomie uniparentali e assenze di eterozigosita a carico dei
cromosomi 7, 11, 14, 15, inquinamenti del DNA testato con altri DNA (es. inquinamento del DNA fetale
con DNA materno), poliploidie, chimerismi e mosaicismi di basso grado.

Tale piattaforma e stata disegnata al fine di incrementare le possibilita di diagnosticare possibili
patologie genetiche in epoca pre-natale.



Array MicrogenChip 180K CGH+SNP: simile alla piattaforma MicrogenChip 180K con la presenza di
circa 60.000 sonde SNPs che consentono di identificare disomie uniparentali, assenze di eterozigosita,
poliploidie, chimerismi e mosaicismi di basso grado.

Tale piattaforma e stata appositamente disegnata per ottimizzare I'applicazione del cariotipo molecolare
in diagnosi postnatale, incrementando le possibilita di individuare anomalie genomiche causative di
patologia.

Array Genome-Wide 60K: 63.000 sonde, risoluzione media reale di circa 120 Kb;

Array Genome-Wide 180K: 181.000 sonde, risoluzione media reale di circa 40 Kb;

Array Genome-Wide 400K: 420.000 sonde, risoluzione media reale di circa 20 Kb;

Array Genome-Wide 1M: 974.000 sonde, risoluzione media reale di circa 9 Kb.

Array ISCA 60K: vengono analizzate circa 500 regioni genomiche associate a patologia, il resto del
genoma e analizzato con una risoluzione di circa 250 Kb;

Array ISCA 180K: vengono analizzate circa 500 regioni genomiche associate a patologia con una
risoluzione piu elevata rispetto alla piattaforma ISCA 60K. Il resto del genoma é analizzato con una
risoluzione di circa 100 Kb.

Array ISCA 180K CGH+SNP: simile alla piattaforma ISCA 180K, contiene 60.000 sonde SNP per
I'identificazione di disomie uniparentali e assenze di eterozigosita;

Array ISCA 400K CGH+SNP: simile alla piattaforma ISCA 180K, contiene 120.000 sonde SNP per
I'identificazione di disomie uniparentali e assenze di eterozigosita.

NOTA:

In caso di identificazione di anomalie & possibile che possano essere richieste delle analisi ulteriori di
conferma:

PCR quantitativa per singolo locus

Estensione dell’analisi CGH-Array ai genitori.
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