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Laborator molekularni cytogenetiky (1998)

Spoleéné pracoviste Oddeleni genetiky a molekularni biologie,
UEB PrF MU a Oddéleni Iekarské genetiky FN Brno

1) specializované molekularné cytogeneticke @
vySetreni pacientd FN Brno

2) vyzkumna cinnost

Integrovana laboratof molekularni cytogenetiky

3) vzdélavaci ¢innost e ——

___,_,_.—--"""'_'_'_#_Zamii‘e ni LRracovnici | Cytogeneticka vySetieni | ¥¥zkum a vyuka | Slufby | Technické zdzemi | Kontakty

Samostatné webové stranky:
http://www.cba.muni.cz/cytogenlab




Materidl pro molekularni cytogenetické vysetreni

periferni krev

kostni dren

vzorky ruznych tkani

bunky plodové vody, choriovych klkd, placenty
pupecnikova krev

vzorky solidnich nadoru

klinicka cytogenetika
Kde viude ndm molekuldrni nadorova cytogenetika
cytogenetika mize pomoci? evolucni studie karyotypu
studium architektury
interfazniho jadra
mapovani lidského genomu
geneticka toxikologie
forenzni genetika
analyza virovych infekci



Rozlisujeme tedy:

Zakladni (,klasicka®) cytogeneticka vysSetreni

k identifikaci chromosom{ a jejich zmén je vyuzito ARIRL P
hlavné barvicich metod (Giemsa, Wright) TR TIRYETIRTas raT
az na vyjimky je nutné ziskat chromosomy z T R R

metafaznich bunék oot waw v

OLG FN Brno

Molekularne cytogeneticka
vysetreni 0114
S— identifikuji zmény chromosomu molekularné i
biologickymi metodami

hybridizace in situ, SKY/mFISH, CGH, PRINS,
PCR In Situ, MLPA, MAPH OLG FN Brno

K vySetreni vetSinou staci jadra interfaznich bunék




Metody vyuzivané na OLG FN Brno

r. 1996 t(11;14)
detekce balancovanvch 1 nebalancovanvch zmén

“ el 12000

EJ CG H/ HR-CGH (komparativni genomova hybr?zfi?;gé)
F detekce nebalancovanych zmén v celém genomu
CGH (5-10Mb), HR-CGH (do 3Mb)

S il Bl NIIGENl N

Spektralni karyotypovani (SKY) r.2002

detekce balancovanych 1 nebalancovanych zmén v genomu
nutnost mit6z

r.2008 OLG FN Brmo

Agilent’s Human CGH Microarray Kit
Detekce nebalancovanych zmén v celém genomu

Screening subtelomerovych oblasti
DiGeorge syndrom

H H ||| Jdf
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Umoznuje detekci balancovanych i nebalancovanych zmén
v interfaznich bunkach i v mitozach

OLG FN Brno

— = 1969 Parduova a Gall - radioaktivni znaceni
1986 Pinkel a spol. - fluorescencni znaceni (FISH)

Hybridizace sondy (znacené fluorescencnim barvivem) s chromosomy
na cytogenetickém preparatu



ds DNA ss DNA  DNA-DNA hybrid
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FISH : Typy sond

Celogenomové
a b B [ d 4
Celochromozomoveé oo @ i [ )
Centromerické : > ®
Sondy telomerické, I o & |
ramenove Cl pruhove SpeCIﬁCke Gane-spacific Cantromexic Telomerc Cheemesoma-painting
probe probe probe probe
L ]
Repetive-sequence probes
Examples of different types of fluorescence in situ hybridisation (FISH) probes
Expert Reviews in Molecular Medicing © 2000 Cambndge University Prass

Sondy pro jedinené sekvence:
_____a)plazmidové (500pb-5 kb)
b) kosmidové (20-50 kb)
c) bakteriofag lambda (8-15 kb)
d) YAC klony (50-1000 kb)
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Vyhody, nevyhody FISH

Vyhody Nevyhody

" nevyZaduje pritomnost mitdz (ve = Usp&$na hybridizace
Vvétsing piipadii) _

= rychlé zhodnoceni velkého poctu neposkytuje celogenomovy
bunék pohled




Spektralni karyotypovani SKY

Umoznuje odhaleni balancovanych
a nebalancovanych (i kryptickych )

prestaveb celého genomu v jednom
kroku

* vyvinuta v roce 1996

* identifikace kazdého chromosomu pomoci

jedine¢né kombinace S fluorochromii Laren

TexasRed B e e N
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‘referencni spektra - pseudobarvy, prirazeny
kazdému chromosomovému paru na zakladé
méreni vinovych délek

Nevyhody - potreba kvalitnich mitoz
- uspésna hybridizace
- finan¢né nakladné



Chlapec, 1 rok, neuroblastom
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46,XY,del(1p),+del(9p),-20

OLG FN Brno

46,XY,del(1p),der(20)t(17;20)
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Mnohobarevné pruhovani
(M-banding)

Chromsom 1

|

Chromosom 5

Chromosom 7

1

[ DEAC

EFITC

B Spectrum Orange
B Texas Red
Clcys
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Komparativni genomova hybridizace (CGH)

= umoznuje béhem jediné hybridizacni
reakce stanovit zmeény vedouci ke ztratam ¢i
ziskim sekvenci DNA v celém genomu bez

ohledu na mitotickou aktivitu bunék

=Kallioniemi A., Kallioniemi O.-P. a kol., 1992

=potrebny material: izolovana DNA
= rozlisovaci schopnost - 10 Mb

= klonalni zastoupeni - 50 %

Comparative Genomic Hybridization for Molecular
Cytogenetic Analysis of Solid Tumors

Anne Kallioniemi,* Olli-P. Kallioniemi, Damir Sudar,
Denis Rutovitz, Joe W. Gray, Fred Waldman, Dan Pinkel

Comparative genomic hybridization produces a map of DNA sequence copy number as
a function of chromosomal location throughout the entire genome. Differentially labeled test
DNA and normal reference DNA are hybridized simultaneously to normal chromosome
spreads. The hybridization is detected with two different fluorochromes. Regions of gain
or ioss of DNA sequences, such as deletions, duplications, or amplifications, are seen as
changes in the ratio of the intensities of the two fluorochromes along the target chromo-
somes. Analysis of tumor cell lines and primary bladder tumors identified 16 different
regions of amplification, many in loci not previously known to be amplified.

The discovery of genetic changes involved
in the development of solid tumors has
proven difficult. Karyotyping is impeded by
the low number of high-quality metaphase
spreads and the complex nature of chromo-
somal changes (1). Molecular genetic stud-
ies of isolated tumor DNA have been more
successful and have been used to detect

R TR S S T N B SR < e T Y

common regions of allelic loss, mutation, or
amplification (2, 3). However, such molec-
ular methods are highly focused; they target
one specific gene or chromosome region at a
time and leave the majority of the genome
unexamined.

We have developed a molecular cytoge-
netic method, comparative genomic hy-
bridization (CGH), that is capable of de-
tecting and mapping relative DNA se-



A tak to funguje...

1. Genomic DNA is
iIsolated and quantitated

Test Sah"uple Reference,‘ISample

2. Genomic DNA is labeled

with Cy3 or Cy5

www.abbottmoleculars.com



A tak to funguje...

3. Labeled A |s digested
into smallef products that
allow optimal hybridization

www.abbottmoleculars.com




DNA extraction

b

competitor reference test
[red AUTP) {grees 4UTTH)

Fluorescent

r:llul])-

g dim(lq3)
Hybridisation for
48.72 hours
v Image through a triple-band filter
Creen: increase in copy number
Red; decrease in copy number

Normal metaphase chromoesomes

_ _
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interpretace vysledku
AN
¢

CGH
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CGH interpretace vysledkii

Referencni DNA

nﬁ\ f&



CGH

interpretace vysledku

heterochromatin

5 \

LT BN 1D

<

cervena - ztrata

vysledny pomeér
__—fluorescence

15 [24]

hranice 0,8

hodnota 1

- /'“'ﬁiﬁ] \ / \
¢. chromozomu

AEIES L2 pocet hodnocenych

chromozomu

dim — ztraty, delece




Ukazka profilu CGH zpracovaného pocitacovou analyzou
obrazu u pacienta s neuroblastomem

- R=

1021) Z(18) 322
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6 (22) 7123 521 9(23) 2) 11(22) 12 [21]

| B f T

12 (24) 14 (23] 15 (23] 16 (23] 17 (24) 18 (23]

HE{EYMHi%

18 [21) 20 (23] 21 [24] 2 (24] IRE v 1] OLG FN Brno
rev ish enh (1q21-qter, 2p22-p24, 12q21-qter, 17q21-qter)
rev ish dim (1p31-pter, 10q22-qter)

enh — zisky, amplifikace
dim — ztraty, delece



Vyhody a nevyhody klasické CGH?

Y 4
Vy h 0 d y 1 Labeling of genomic tumor DNA and normal genomic control DNA by Nick transkation

= nevyzaduje mitozy

= poskytuje prehled numerickych zmén v celém

genomu Vv jedné hybridizacni reakci

” balanced P high level
DNA content of the whole of the long arm within amplificatior
chromosome within the tumor DN A
the tumor DNA

= nemoznost vyuziti u zmeén, pri kterych se neméeni pocet sekvenci
_____(translokace, inverze)
= neni vhodna k odliseni ploidie (normalizace)
= moznost identifikovat jen klony pritomné min. v 50 % bunék

= rozlisovaci schopnost 10 Mb



CGH

HR-CGH

neuroblastom

1111111111

1111111111

5 (22)
12 (20)

ﬁawé
-y

|
B
=
|
T

E
i

22222222222

N 720) [
g f _TKE
Bl E E ] il kil e
17 (22) 1) 14 [21) 18 [21) 12 [22)
ﬁl [ ‘]% E . Q:[l EI_/J EI i é ii ! E%L ﬁ % g
T 13 (21) 20(21) 21(22) 22 (22) ®[11] ¥ [11]

rev ish enh (17,Y)
rev ish dim (14)

OLG FN Brno OLG FN Brno

rev ish enh (1,2,6,7,12q,17,19,22,Y)
rev ish dim (3,4,8,9,10,11,14,15,20,21)




Kazuistika .1

= dévce, rok narozeni 2002
= dg: stigmata - mongoloidni postaveni oci, hyperplasticka gingivalni

VIV

sliznice, soudkovity hrudnik, velké rozlité brisko

= matka 46,XX, inv(9), otec 46,XY,add(1)[87]/46,XY[13]
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46,XX,add(1)



Kazuistika .1

CGH: rev ish enh (11p15-pter) - nebalancovana translokace
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FISH: der(1)t(1;11)
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- detekce numerickych zmeén v celém genomu v jedne reakci
- presna lokalizace zmen!

00000

t

. BAC, P1 klony, —
Solinas-Toldo a kol., 1997 oligonukleotidy ~ 35 kb

nahrazeni chromosomu separovanymi klony
BAC, PAC, c-DNA klony, oligonukleotidy ~ 35 kb

princip DNA/DNA hybridizace, sondy fluorescencné znacené



Array CGH : rozdil je jen v podkadu

CGH Array-CGH

000000
000000
000000
000000
00000




GenoSensor
Array 300 V.1

www.abbottmoleculars.com

\/’.".

A e |

et |

www.affymetrix.com

www.agilent.com

Ukazky CGH cipl firmy a) Affymetrix a b) Agilent.
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: vyhodnoceni

Array CGH

aCGH Analytics Software, Agilent Technologies

18: 25017051-532088448, 28.1 Mb
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Trosku vice molekularni biologie - MLPA

* Multiplex Ligation-dependend Probe Amplification
= Schouten a kol., 2002

(Relative quantification of 40 nucleic acid sequences by multiplex ligation-
dependent probe amplification. Nucleic Acids Res. Jun 15;30(12):57)

100 Mbp
10 Mbp

1 Mbp

100 Kbp

10 Kph

1 Ebp
100 bp

10 bp

:TBMF

MRC Holland, www.mlpa.com

1bp




jen 20 ng DNA

MLPA je schopna odlisit sekvence lisici se v jediném nukleotidu

dokaze detekovat zmény poctu kopii az 45 specifickych sekvenci v
jedné reakci

MLPA reakci je mozné uskutecnit v jedné zkumavce

Kit obsahuje vsechny potifebné reagencie, potiebné vybaveni je
béznou soucasti vsech molekularné-biologickych laboratofi



vysoka citlivost na kontaminaci reakce
casové narocna a obtizna vyroba vlastnich sond
minimalné 50% bunék nesoucich danou prestavbu

bodoveé mutace nebo polymorfizmus v misté ligace mohou
vést k falesnym vysledkdm



PCR primer X
PCR primer Y 4

N

MRC Holland, www.mlpa.com



A takto MLPA funguje...

Probe added to test DMA and allowed to hybridise

5 : The twe parts of each
3 Target A 5 SN \ adjacent target

Target B 3  TargetB 5 sequences
Ligation reaction
X
The two paris of
v hybridisaed probes are i
9 ligated by a thermostable I_
3  TargetA % ligase.

3 TargetB 3 TargetB 5

FCR amplification using a single primer pair
Y

Y X' The amglification product of L )
each prabe has a unique
= Y 5 3 Sach probe has o uric kapilarni elektroforeza

MRC Holland, www.mlpa.com



A takto MLPA funguije...

) Pacient

Kontrola




S hodnocenim je to nékdy téz

U)<

\ q Select an MLPA Mix _
\ ' | T 5, o0 ki | _I ( MKC-Holland 1
 \ Ulldl}l bbl Currently active MIX || ’ b :E%‘;%g%

Excel VBA. Tested in Microsg)
[ Chr 20 MLPA MIX2 otce 2003)

0 MLPAMX| Importyour Data | DataAnalysis | ResultsSection | Statistical Analysis | Batch Analysis | Help Page

Navigate

MLPAMx

& STK6-D01-136-M SLOW | FRG1-D02-151-M
Show List FRG1-D02-151-M FLJ10474-D01-166-M = ODZ3
BCL2L1-D01-1601 i CCND2-M02-220-M
GeneNames v FL110474-D01-166-M = ODZ3 o KCNIP4-D01-256-M
MYBL2-D01-178-M B DECR2-D02-2834M
JAG1-D01-202-M h CREBBP-D03-328-M
BCAS1-D01-2114V > 1L2-D01-373M
CCND2-M02-2201 TSC2-D37-436-M
5 HCK-D01-229-M
Edit mix TNFRSF6B-D01-238-M
KIAAD980-D01-255-M e
remove Probe KCNIP4-D01-25641
THBD-D01-265-M e
et e SO0X12-D01-274
DECR2-D02-283-M <<
ADA-D01-292-M g
Rename Probe C200rf1-D01-310M = TPX2 T
FLJ22115D01-319M = C200rfog
CREBBP-D03-328-M
Apply changes OPRL1-D01-337-¥
e ] ZNF217-D02-3464
PTPN1-D01-364M
Save to file 1L2-D01-373-M
REM-D01-373-M
EF1-D01-391M
TOP1-D01-400
BCL2L1-D03-418
DNMT38-D01-41
URKL1 0
T5C2-D37-436M 00
EEF1A2-D01-463

4(




MLPA Kity fy MRC Holland

aneuploidie celych chromosom( 13, 18, 21, Xa Y

delece a duplikace chromosomovych oblasti a celych gent (DiG,
CMT1, subtelomerickeé oblasti)

delece a duplikace v jednom nebo vice exont (DMD)
metylace DNA

= 120 riznych aplikaci

OLG FN Brno:

= subtelomerickeé prestavby u pacientl s MR
= DiGeorge syndrom

= delece exonu u pacientu s DMD

= prestavby u pacientu s NF

= delece RB1 genu




Vyuziti metod molekularni cytogenetiky
u solidnich nadort : Neuroblastommimo jine.)

[1 Cytogenetika: kultivace tkané tumoru; vysetreni karyotypu

O Molekularni cytogenetika:
1 I —FISH: amp.MYCN
del 1p36
gain 17/q
1 CGH, HR-CGH
[1 array-CGH
[1 SKY, MLPA

——— [1 Molekularni genetika:
tyrozinhydroxylaza,
protein PGP 9.5

OLG FN Brno



NB I-FISH amplifikace MYCN genu




NB CGH : profily pacientu

O Souhrn CHA u pacientt ze 0 Souhrn CHA u pacientt ze
skupiny HR NB skupiny IMR NB

iy @ " mm
3 @H\h o 3\ P E P

R umm. n B nuua m@  }
IRERENE RS AT P HNH@

Ztraty genetického materialu oznaceny cervene a zisky zelene




2: 1999253-134856949, 132 Mh

Qi 06 Qi PET

22

12

10

22

21

20

14

18

17

14

NB array CGH amplifikace MYCN genu
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Vyznam molekularné cytogenetickych vysetreni :

I-FISH, CGH
komplexni analyza cytogenetickych
Zmeén
array-CGH \ upresnéni stratifikace pacienti

]




Spekirum molekuldrné
cytogenetickych vysetreni

-Prenatalni__geneticka diagnostika
-Klinicka ( postnatalni) cytogenetika
-Onkogenetika




Spekirum molekuldrné cytogenetickych vysefreni

PV — kultivovana, nekultivovana, fetalni krev, choriové klky

* trizomie chromosomu 13, 18, 21 (Patau, Edwards, Down sy)
« vySetrfeni sestavy a poCtu gonosomu (XX, XY)

* mikrodelecCni syndromy (DiGeorge, del(22)(q1l1.2),...)

« vySetreni suspektnich CHA (balancované translokace,...)

- - .
OLG FN Brno - -, r
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FISH: + 21

Downtiv syndrom



Amniocentéza

d \
kultivace
l FISH
konvencni
cytogenetické
techniky 4
N

diagnoza
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Prenatalni geneticka diagnostika

Downuv syndrom




Prenatalni geneticka diagnostika

Edwardsuv syndrom  Patauv syndrom

Karyotype from a female with Edwards syndrome (47,XX,+18) Karyotype from a female with Patau syndrome (47,XX,+13)

“><i< iz u | “)53;:5{ Iy
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13 14 15 16 17 1 13 \14 15 16 17 a 18
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© Clinical Tools, Inc



KlinefelterUv syndrom

47, XXY 5 3k 78 26 wx ,

vysoka postava, fﬁ%ﬁ@ 5w nn e
& Ak Evdy Ax BR &R

porucha rustu vousu, == ==
zenska distribuce
podkozniho tuku,PMR

OLG FN Brno



Prenatalni geneticka diagnostika

Turneruv syndrom

45,X

chybi jeden chromosom X
1/2500 divek

95 % SA

mala postava, chybi vajeCniky az
sterilita

medgen.genetfics.utah.edu

OLG FN Brno



Prenatalni geneticka diagnostika

Balancované franslokace - dusledky

vyskyt v populaci s Cetnosti asi 1 : 500

neovliviuji jednoznacne fenotyp nositele (5 x vyssi vyskyt v
populaci mentalné retardovanych pacientu)

vyznamna pfi€ina sterilit u prenasecu

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

Chromosomes of
translocation
heierozygoie

—____ Meiosis L

Genotypes
of gametes

Balanced Unbhalanced

www.vivo.colostate.edu/hbooks/genetics/medgen/chromo/translocations.html



Ukdzka karyotypu s translokaci

,,,,,,,, .. 2. 3:E 212
¢ g !5 é x 3 %8 g8
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Preimplantacni genetickd diagnostika (PGD)

*Nutné postupy asistované reprodukce — IVF

- Vysetreni 1-2 bunék tridenniho embrya

in vitro pomoci FISH metody,
- moznost detekce genetické abnormality budouciho plodu
- vyrazeni patologickych embryi z programu IVF

- transfer embrya bez genetické zatéze do délohy matky

cilem je zvysit uspésnost metod asistovaneé reprodukce a snizit riziko SA,
predevsim pak narozeni zdraveho potomka



Preimplantacni geneticky screening (PGS)
nejcastéjsich aneuploidii

blastomera

OLG FN Brno

limitovany pocCet bunék dostupnych genetické analyze
mozné riziko naruseni vyvoje vysetfovaného embrya
neni vyloucena jina geneticka vada

doporuceno doplnéni PGD CVS nebo amniocentézou a stanovenim
karyotypu plodu



1. Spekirum molekularné cytogenetickych vysetreni

-Prenatalni geneticka diagnostika
-Klinicka ( postnantalni) cytogenetika
-Onkogenetika




1. Spekirum molekuldarnich cytogenetickych vysetreni

lymfocyty periferni krve, bukalni stery
 detekce mikrodele¢nich syndromu — FISH, MLPA
» detekce mikrodeleci v subtelomerickych oblastech — FISH, MLPA
« analyza puvodu marker chromosomu — CGH, SKY
« identifikace a upresnéeni strukturnich chromosomovych prestaveb
» detekce malych numerickych mozaik - FISH

OLG FN Brno OLG FN Brno

FISH: delece 1p36

SKY: identifikace marker chromozému pochazejiciho z chr. 11



Klinickd cytogenetika

Mikrodelec¢ni syndromy

(hezachytitelné pomoci klasické cytogenetiky)

del 22911 (DiGeorge syndrom)

SRDECNI VADY:
prerusSeni oblouku aorty
Fallotova tetralogie: neuplné mezikomorove septum
stendza plicnice
hypertofie levé komory
posun aortalniho oblouku nad pravou komoru
ANOMALIE TVARE:
nizko polozené usi s abnormalnim ohybem usniho boltce
uzka ocni stérbina
mala usta a mala dolni Celist
bulbdzni nos s ¢tvercovou Spickou
submukozni nebo viditelny rozstép patra
PORUCHY IMUNITY:
nedostatek T-lymfocytl , hypokalcémie



Klinicka cytogenetika
Mikrodelece 22911
DiGeorgeuv/VCES syndrom

mikrodelece na chromosomu 22 v oblasti ql11.2 patfi mezi
nejCastejSi konstitucni aberace u Clovéka

pacienti s mikrodeleci se vyskytuji v populaci s Cetnosti 1: 4000
az 1: 6000 zive narozenych déti

pfiblizné 90 % probandu ma de novo deleci 22q11, asi u 6% se
jedna o familiarni prenos

Fenotyp obdobny mohou mit i pacienti s dalsimi mikrodelecemi —
doplnit dle DIG kitu



Nerovnomeérny crossing-over
22 22 t Repetitivni
sekvence
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http://camelot.If2.cuni.cz/turnovem/ublg/vyuka/prf/Cytogenetika_cloveka_PrFUK_5b.ppt#300,4,Nerovhomérny crossing-over
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Mikrodelecni syndromy

Syndromy Prader-Willy a Angelman
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Klinicka cytogenetika

Prader-Willy syndrom

Hlavni klinické priznaky:

= SniZena aktivita plodu
= Neprospivani kojencu
= Hypotonie novorozencu

= Obesita

= Hyperfagie, neukojitelny hlad

= Hypogenitalismus,
hypogonadismus

= PMR

= Mala postava
= Akromikrie

= Hypopigmentace
= Problemy s chovanim
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Klinicka cytogenetika

Angelman syndrom

Hlavni_klinické pfiznaky:

= Vazna PMR

= Trhavé pohyby, Spatna rovnovaha
= Hyperaktivita

= Vybuchy smichu , Stastna povaha
= Absence redi

= Hypotonie

= Epilepsie

=  Abnormalni tvar lebky

= Hypopigmentace

OLG FN Brno



A/ 4 4N ]

Genetické priciny vzniku PWS a AS

Prader-Williho syndrom Angelmanuv syndrom

1. Delece na paternalnim 1. Delece na maternalnim
chromosomu 15 chromosomu 15 (70%)
(70%)

2. Maternalni uniparentalni 2. Paternalni uniparentalni
disomie chromosomu 15 disomie chromosomu 15
(20 - 25%) (4%0)

3. Zména imprintingu 3. Zmena imprintingu (1%)
(2 - 4%) 4. Rlzné chromosomalni

prestavby (2%)

4. Rvuzne chromosomalni 5. Mutace v genu UBE 3A
prestavby (3 - 5%)

(méné nez 5%)




|dentifikace markerovych chromosomu

,<supernumerary marker chromosome”, markerovy
chromozom Ci jen marker;

je to maly nadbytecny chromosom, ktery neni mozno
analyzovat cytogenetickymi pruhovacimi metodami;

vyskyt - 1/4000 u novorozencu,

1/2500 u amniocentéz;
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Z/&kladni charakteristika markerovych chromosomu

chromosom - nese funkcni kinetochory, vétsinou se
stabilne dédi;

maly - velikost obvykle mensi nez chromosomy
skupiny G;

nadbytecny - vyjimka jsou markery odvozene od
gonosomu;

nepritomnost pruhoveho vzoru - nelze analyzovat
beéznymi cytogenetickymi metodami;




Delece subtelomerickych oblasti

® Sub-microscopic (cryptic) telomeric
rearrangements cannot be seen by
conventional chromosome banding

e Cryptic rearrangements have been implicated
in up to 6% of unexplained mental retardation
@ Method exists for assaying all 41 unique

telomeres (no p arm for 13, 14, 15, 21 and 22;
Xp same as Yp) simultaneously on one slide

del tel(4p)

/
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1. Spekirum molekularné cytogenetickych vysetreni

-Prenatalni geneticka diagnostika
-Klinicka ( postnatalni) cytogenetika
-Onkogenetika




1. Spekirum molekularné cytogenetickych vysetreni

kultivované bunky KD, natéry KD, otisky nadort, DNA z KD
a nadoru
* detekce prognosticky vyznamnych specifickych CHA
u nekterych hematologickych malignit (AL, CL, MDS, lymfomy),
u détskych solidnich nadoru (NB, meduloblastom, Ewinguv sarkom)
* FISH, CGH, SKY

OLG FN Brno
OLG FN Brno Komplexni karyotyp pomoci SKY

Amplifikace N-myc onkogenu



Cytogenetickd vysetreni v onkologii

nedilna soucast vsech onkohematologickych vysetreni

cytogeneticke a molekularné genetické metody pouzivane
v onkohematologii jsou soucasti diagnostiky a leCcby techto
malignit ve smyslu:

upresneni diagnosy

stanoveni leCebné strategie

monitorovani leCby

sledovani rezidualni choroby po transplantaci
predpoved pravdepodobného vyvoje onemocneni
lokalizovani protoonkogenu a tumorsupresorovych genu



Chromosomové zmény u nddoru — rozdéleni |.

ztrata genetickeho materialu
(delece, monosomie)

zmnozeni genetického materialu
(duplikace, amplifikace, trisomie, polyploidie)

premisteni bez ztraty materialu
(translokace, inverze, inzerce)



Chromosomové aberace u hddoru — rozdéleni Il.

primarni zakladni pfi vzniku nadoru, jedina zména,
spousti mnohastupnovy proces
karcinogeneze

sekundarni  objevuji se v pribéhu onemocnéni, obraz
stadia choroby, vyraz progrese tumoru,
prognosticky faktor progrese onemocneéni

specifické pravidelne u urcitého typu nadoru,
predstavuji specificky nadorovy marker, v mistech
zlomu byly identifikovany geny, které jsou
zucCastnéneé v nadorovém procesu

nahodné vyskytuji se nahodné, postihuji ruzné
chromosomy



Pocetni CHA u nddoru

® aneuploidie x polyploidie

B hyperdiploidie (vice nez 46 chromosomu) — ¢asto lepSi
prognodza (ALL, mnohoCetny myelom)

B hypodiploidie — méné nez 46 chromosomu — horsi prognéza
(mnohoCetny myelom)



— amplifikace ma klinicky a

Strukturni CHA: Amplifikace 748105

-
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amplifikace MLL genu

Casté u solidnich nadoru ale
| U leukémii

vétSinou zmnozeni proto-
onkogenu OLG FN Bro
double minutes (d-min)
vySetreni pomoci FISH,
pocet signall v burice
vysSetreni pritomnosti

terapeuticky vyznam

OLG FN Brno



Onkogenetika

Strukturni CHA : Delece

ztrata cCasti chromosomu,
Casto postizeny nadoroveé-
supresorové geny nebo geny
pro stimulaéni a rlstové
faktory

LOH-ztrata heterozygotnosti
v dusledku delece genu

u hematologickych malignit
specifické zmény

3
»

Mormal Deleted
chromosome S chromosome Sp

(E) Clinical Tools, Ing



Onkogenetika

/trata &asti chromosomu je Eastou piicinou raznych
typu solidnich nddorU - priklady deleci
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neuroblastom melanom plicni karcinom Wilmsuv testikularni
tumor tumor



Priklady deleci

del 5q

u AML a MDS, delece je intersticialni,
rozsah velmi variabilni, vzdy je postizen
pruh 5qg31-kriticka oblast, v oblasti
zmapovano vice genu fidicich normalni
hemopoézu, predpoklada se pritomnost
nadoroveého- supresorového genu

del 11923

u AML a ALL, v oblasti 11923 mapovan
MLL gen, mimo deleci zucCastnén
v pocetnych translokacich (6927, 9p21,
10p15, 17911, 19p13)

monozomie

ztrata celych chromosomu, zmény jsou
spiSe sekundarni, Casta monosomie 5, 7
uMDS




Onkogenetika

Strukturni CHA : Duplikace

celé chromosomy nebo
jejich Casti

Casté sekundarni zmeény
v nadorovych bunkach
zmnozeni genove davky

Stav a progrese
nadorového onemocneéni

u leukémii Casté +8, u CLL
specificka +12, dalsi Ph

Normal Duplicated
chromosome 10 chromosome 10q

(© Clinical Tools, Inc



Onkogenetika

Strukturni CHA : Inserce a lzochromosom

Normal Normal
chromosome 9 chromosome 17

Normal isochromosome

Partial Derivative X chromosome i(Xq)
9q deletion chromosome 17
@ Clinical Tools, Inc. © Clinical Tools, Inc.



Onkogenetika

Strukturni CHA : Inverze

AML-M4eo

Inv(16), t(16;16)
fuzni gen CBF/MYH11 23 {E) _
asi 50% m& pridatné o Bl
zmeény 7q-, +8, +21 e il
spojena s dobrou i :
prognézou a0 =
detekce FISH pomoci q _ =
specifické sondy =1

16 invi6



Translokace : DUsledky jednotlivych chromosomovych
aberaci v procesu karcinogeneze

B v mistech zlomU identifikovany geny pfimo zucastnéné v nadorovém
procesu

dva principialni disledky translokaci a inverzi:

B misto zlomu uvnitf gent na kazdém chromosomu, preskupenim se
vytvofi fuzni gen, kodujici chiméricky protein, zapojeny do
maligniho procesu

B deregulace exprese genu (aktivace protoonkogenu) translokaci
do oblasti silného promotoru (gen pro T-cell receptor nebo
imunoglubulinovy protein)




Onkogenetika

DUsledky chromosomovych aberaci v procesu

karcinogeneze;

Translokace spojené se vznikem chimerického proteinu

t(9;22)
u CML, vznika Ph chromozom

na chromosomu 9q34 je lokalizovan
bunecny protoonkogen ABL, na
chromozomu 22911 BCR gen, pfi
translokaci vzajemna vymeéna casti obou
chromozomu

na chromozomu 22 se vytvofi fuzni gen
BCR/ABL, ktery kdduje hybridni protein
p210, ktery je iniciatorem maligniho procesu
t(15;17)

AML M3, fuzni protein PML/RARA je
pravdéepodobné cilovym proteinem pfi terapii
trans retinovou kyselinou,

primy vztah léCby genetického defektu a
maligniho onemocnéni
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Philadelphsky chromosom
translokace BCR/ABL (9q34/22911.2)

Two colour (ES) FISH for CML

Larger probe — spanning the breakpoint

MNormal interphase

c-abl
oncogene
9 22

Normal metaphase t(9;22) metaphase

www.abbott molecular


http://www.abbott/

DUsledky chromosomovych aberaci v procesu
karcinogeneze;
Translokace spojené s aktivaci protoonkogenu

t(8;14)
u ALL a lymfomu S 14

c-MYC onkogen z 8924 presunut
do oblasti genu pro tézky retézec
Imunoglobulinu na 14932

premistenim dochazi k deregulaci
exprese c-MYC protookogenu

deregulace spousti proces
karcinogeneze

t(2;8), t(8;22)
variantni translokace s mistem
zlomu v c-MYC genu
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=
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C-myc




Komplexni aberace

Komplexni karyotyp — detegujeme numerické €i poCetni zmény
zahrnuijici tfi a vice chromosomu nebo strukturni zmény, pfi
kterych dochazi ke tfem a vice zlomim
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