ONKOCYTOGENETIKA

Oddéleni lékarské genetiky FN Brno
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Nadorové onemocnéni

- neregulovany rist bunék /autonomni povaha
bunééné proliferace / spojeny s poruchou
kontrolnich mechanismt a s alteraci
bunécné diferenciace

-ne‘rické onemochnéni na bunécni drovni




Prvni cytogeneticky ndlez

1962 - Ph chromosom CML
1972 - nalezena reciproka translokace t(9;22)

princip: vznik fuzniho genu (bcr/abl)
produkce nadorového proteinu
(chimericky protein)

t(9:22)(q34:q11) 95% CML
2% AML P -
25-30% ALL




cytogenetické vysledky
prispivaji:

v' ke stanoveni progndzy

v k volbé lécebného postupu

v" monitorovani prubéhu onemocnéni

v sledovadni cytogenetické remise




\ Soucasné hypotézy nadorové transformace

Pricina:
- inaktivace TU supresorovych gent
- aktivace onkogend

mechanismus: mutace
genové (bodové) - tykajici se jednotlivych gent /nukleotidy /

chromosomové - tykajici se struktury chromosomi

genomové - tykajici se poétu chromosomi. aneuploidie a polyploidie

tvorba fuzniho genu
tzv. polohovy efekt



- mutace
— hromadéni mutaci — nddorové bujeni

- vznikaji bud’ spontdnné nebo jsou indukované
= fyzukélnim| > fngory
- chemickymi
- biologickymi

- aby karcinogen uskutecnil zmény

v prislusném genu
usi mit mutagenni dcinky




Vznik nadoru je vicestupfiovy proces

- ndsledek postupného selhavani genetické kontroly déleni b.
- vysledek sloZité interakce gen. a epigen. plsobicich faktort

Iniciace - indukce mutaci- zména genetického materidlu burniky

Promoce - plsobeni nddorové promoénich podnétd,
- preferovany klondlni rist preneoplastickych bunék

Transformace (konverze) - zména fenotypu, vznik malig. klonu
jeho nekontrolované mnozeni (klondlni expanze)
a lokdlni rist nddoru - progrese
- ireverzibilni déj

Tvorba metastdz




- charakter genetickych aberaci
v transformovanych burikach — rozmanity

v rozdil genet. zmén nejen mezi
jednotlivymi nddor. typy

v heterogenita téchto abnormalit
je vysokd i v riznych stadiich
vyvojového procesu daného nddor. typu



Nddor ziskava nové funkéni schopnosti [l

Vlastne rastove
signaly o o
— > tvorba vlastnich rust. signdlu
Mecitlivost voii
inhibujicim faktoram

— > necitlivost vaci inhibujicim

Vyhnutie sa apoptozy

faktorum ristu
> invazivnost a tvorba metastaz
> neomezeny replikacni potencial
- enzym telomerdza
> angiogeneze

Trvala tvorba krvnych Invazivnost a > vyhnu.ﬁ se apop.réze

a lymfatickych thaniv metastazovanie

Neobmedzeny
replikacny potencial

Hanahah, Weinberg

> _nestabilita genomu




Hematoonkologicka onemocnéni

Solidni nadory
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\ Hematoonkologicka onemocnéni

~ - postihuji kmenové krvetvorné b., mutace v hemopoetické b.
- porucha ve vyzravani krevnich bunék, které si ponechdvaji schopnost
mnoZeni pri soucasné zdastavé vyzradvani

_ - rozdéleni: leukemie (difuzni)
“ lymfomy (loZiskovitad)

etiologie multifaktoridlni

> myeloblastické leukemie

akutni

| > lymfoblastické leukemie chronické

’r
|

\, Blasty - nezralé bunky KD obsahujici granula

Fd I

> leukemie bifenotypické
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Hlavni typy leukemii:

1. akutni myeloidni leukemie (AML)

/akutni myeloblasticka leukemie, akutni nonlymfoblasticka leukemie/

2. chronicka myeloidni leukemie (CML)

3. akutni lymfoblasticka leukemie (ALL)

- /akutni lymfocytarni leukemie/

f’/ 4. chronickd lymfatickd leukemie (CLL)
|

|
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\ 1. Akutni myeloidni leukemie

Frekvence vzniku novych onemocnéni: 4/100 000/rok
prevaha u dospélych

Charakteristika:
akumulace nezralych nonlymfoblastickych bb v kostni
. dreni, periferni krvi, ostatnich tkanich

i FAB klasifikace:
f’/ AML skup. MO - M7
podle prevladajici diferenciace
. a stupné vyzravani
g r ~
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N Dobré prognoza:
1(15:17)(q22:12) AML M3
) PML/RARa-podporuje G¢inek kys JJfrans-retinové
90% kompl. remisi

< +(8:21)(q22:q22) AML M2
inv(16)(p13g22) AML M4

t(8.21){g22.q22)

_ Spatnd prognéza:
"+ MLL (11q923) s ruznymi CH 10-20% AML
."r komplexni karyotyp
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11923 (MLL dup) _Sq34 (FNEF1)
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10p11 CABI)

9p23 (AFD - MLLT3)
-

MLL and partrners - 73 recurrent translocations and 54 partner genes. Editor 06 /2000 ; last update 102007
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N 2. CHRONICKA MYELOIDNI LEUKEMIE

CML nadprodukce granulocyti a megakaryocytu v KD
vznik novych CML 1/ 100 000 / rok

I. Chronickd fdaze - az 3 roky
IT. akcelerace
ITI. blasticka krize

1(9:22) = Ph = bcr/abl
sekund.: +8, i(17q), +19
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S 3. Akutni lymfoblastickd leukemie - ALL

Akumulace malignich nezralych lymfoidnich bunék v KD, ¢asto i v PK
vyskyt: nova onemocnéni 3/100 000/rok
- Castéji déti 3-5let, dospéli pod 30 let

FAB klasifikace (cytomorfologicky) L1 - L3
cytogenetika:

| numerické zmény: hyperdiploidie 51-60 dobra progndza
| 47-50 stredni

| trisomie 18, 21. X, 4, 6, 10, 14, 17, 20
| hypodiploidie Spatna progn., 8% dospélych
\ 5% déti

o ~d
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4. Chronicka lymfatickd leukemie CLL

+12 neprizniva progn. (samost.)

del(13q) gen RBI1
del(17p) gen p53 neprizniva progn.

P del(11q) gen ATM

/
Panel: +12, RB1, ATM, p53

T



Hematoonkologicka onemocnéni

Solidni nadory




Nadory se obecné déli:

> Benigni : dobFe ohrani¢ené, pomalu rostouci b.

a heproristaji do okolni tkdné
> Maligni : utla&uji okolni tkd a proristaji do ni,
rychly rist a bez odpovidajici 1é¢by vedou ke smrti

pacienta
- tvorba druhotnych (sekundarnich) lozZisek, tzv. metastdz

Primarni - vznikaji z b. tkdné a z b. okolnich struktur

Sekundadrni - vznikaji jako ndsledek metastatickych procest




SCHEMA MALIGNIHO PROCESU

jednoduchy epitel
‘;'.‘I:OX. ®) 0o
,,,‘ -

INICIACE
Irevezibilni zména v genomu \ 4
buniky vyvolana iniciatorem sekundarni nador
neprojevujici se jesté METASTAZE
vznikem nadoru. T

ﬁg primarni maligni nador

(karcinom)

benigni nador
nebo mirna dysplazie
PROMOCE
Vystaveni bunék negeno-
toxickym kancerogenum : A
Podporujicim expanzi VYVOJ MALIGNIHO
zménénych bunék. FENOTYPU




Rozdily mezi nadory dospélych a déti

Proti vlastnostem nddort dospélych nepriznivé |

Odlisna lokalizace a histogeneze
Vyssi heterogenita a invazivita
Rychlejsi rist
Bohatsi vaskularizace
Veétsi podil ristové frakce - tj. déleni schopna ¢ast
nddoru
Vyssi tendence k tvorbé metastaz
v Vétsi senzitivita na CHT




Nadory CNS u déti

> heterogenni skupina nadord

» 20 - 30 % vSech détskych malignit

> incidence 3,2 novo diagnostikovanych
pripadd na 100 tisic déti

> vznikaji z bunék mozku a michy, z pripojenych tkani,
mozkomiSnich oball, se zbytku mezenchym. a epitel. tkaniva

> progndza preziti zavisi na lokalizaci, rozsahu onemocnéni
a histologickém typu onemocnéni

> maligni a benigni



Meduloblastom

- nejCastéjsi maligni nddor CNS u déti
- 15-20 % vsech primdrnich tu CNS déti
- vysoce agresivni nador s tendenci k Sifeni v CNS

v v laboratorni diagnostice — trend k mol. genetickému a
cytogenetickému vysetreni

- biologické vlastnosti nddoru s prediktivnim a prognostickym
vyznamem

- amplifikace a/nebo zvysend expresivita
gend MYCC a MYCN

- pritomnost i(17q)

- ztrata 8, 9, 10q, 11 a 16q

- zisk 1, 7a9




TP53 gen

- protein p53
- lokalizace na chromosomu - 17p13

- vyzhamny nddorovy supresor

- klicovy vyznam pri regulaci bun. cyklu a apoptdze

- pritomnost standardniho (hemutovaného)
proteinu p53 brani neoplastické transformaci b.

.strdzce genomu
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Sarkomy mékkych tkani a kosti

> heterogenni skupina nddort
> incidence SA mékkych tkani 7-10%, SA kosti 5%

RABDOMYOSARKOM
EWING. SARKOM
OSTEOSARKOM




Rabdomyosarkom

+ 70% SA mekké tkaneé u déeti
* agresivni onemocneéni s tendenci k Sireni do lymf. uzlin a k
tvorbé metastdz

pleomorfni, embryondlni , alveoldrni

A-RMS : $(2:13) PAX3-FKHR (70%)
(1;13) PAX7-FKHR




Nadory skupiny Ewingova SA

> Ewinguv sarkom (ES) kosti, extra-
skeletalni forma a PNET
> 2. nejCastéjsi primarni maligni

TU kosti u déti a mladistvych (10-15%)

t(11:22) EWSR1/FLI1

der 11

t(11;22)(q24;q12)






- heterogenni skupina nadoru
- rozdilné biologické chovani

Healthy ovary — 1 Ovarian tumor

- vajeCniky, varlata /i mimo a to v oblasti CNS, kostrce/

- uspésnost 1é¢by v soucasnosti = 90% déti s lokalizovanym
a priblizné 7% déti s pokrocilym onemocnénim v dobé dg.

— T — n»c_» < -
- - . . -
//ovariancancerawarenessl.com

American Journal of Roentgenology




12p

i(12p) — u testikularnich i ovarialnich germ. TU
— stejna /podobna/ nadorova geneze
— amplikon 12p11.2-p12.1
Kandidatni geny — Cyclin D2
KRAS2, JAW1, SOXS a DAD-R

- zisk 12p — zavislost na véku / TGCT u déti- bez /
- zavislost progrese i agresivity nadoru

na poctu kopii 12p stale nejasna




METODY VYSETRENI STRUKTURNICH [ s
A NUMERICKYCH ABERACI CHROMOSOMU

Zdkladni cytogenetické vysetreni

- kultivace KD, nadorové tkané

— ziskani kvalitnich mitoz
— dobre rozlozené

chromosomy

- kratkodoba kultivace

- dlouhodoba kultivace




Zakladni cytogenetické vysetreni

PRUHY

Q- G- G- G- R- C- T-
T

Fluorochrom Enzym SSC Pridavek do  pufr 87°C  g40H Pufr 87°C

(chinakrin)  (trypsin) (60°C) kultivace nebo MaOH pH 6,7
{aktinomycin) Giemsa SSC ’

pH11
+

pufr Giemsa Giemsa Giemsa Giemsa Giemsa Giemsa
pH 5,1

ool
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FISH

> KD, PK <N

> otisky nddorl /jen jadra/ ‘\ -
> kultivované tkdné nddort CEPS

» fixované TU v parafinu

CGH

izolovand DNA z
— KD, nddorové tkdné

vyhoda - potrrebnd jen DNA z testované tkdné

SKY | ST 1€41

. £ aLsx (] B

- pouze kultivovana tkan, KD, PK L :' saniag
- potieba kvalitnich mitéz a pomérné dobre | 8@ &= e
rozloZenych chromosomi T TX X



» G6-banding - karyotyp TU

1 > FISH
}("J )L 5 coH 7 HR-ceH
LD 1))
(1R} THTH) > SKY
1 0wt | > array - CGH

Doplriovani se cytogenetickych a molek. cytogenetickych technik

!

Nutnost spravné kombinace metod !




Vyznam cytogenetickych vysetreni

> identifikace specifickych klondlnich aberaci

postihujicich jednotlivé typy nddord,
delece TSG nebo amplifikace onkogenu

> upresnéni, potvrzeni dg. + prognostické markery
i(12p), i(17q), N-myc,
uréeni miry rizika ve vnitrku diagnézy
identifikace pacientl: s nizkym /s vysokym rizikem

> zjiSt'ovani dalSich zmén v ramci celého genomu,
které miZu mit diagnosticky a prognosticky vyznam

> kvantifikace celkové chromosomové nestability
genomu




komplexni analyza
cytogenetickych zmeén

: B

individualizace
|écebné terapie



