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Laboratoif molekuldrni cytogenetiky (1998)

Spoleéné pracovisté Oddéleni genetiky a molekularni biologie,
UEB PfF MU a Oddé&leni lIékafské genetiky FN Brno

1) specializované molekularné cytogeneticke @
vySetieni pacientu FN Brno

2) vyzkumna ¢innost

Integrovana laboratof molekularni cytogenetiky

3) vzdélavaci ¢innost
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Samostatné weboveé stranky:
http://www.cba.muni.cz/cytogenlab




Materidl pro molekularni cytogenetické vysetreni

periferni krev

kostni dren

vzorky ruznych tkani

bunky plodové vody, choriovych klku, placenty
pupecnikova krev

vzorky solidnich nadoru

klinicka cytogenetika
Kde vsude nadm molekularni 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 vySetfeni

k identifikaci chromozomu a jejich zmén je vyuzito (! }3 1 Pt
hlavné barvicich metod (Giemsa, Wright) WM
aZz na vyjimky je nutné ziskat chromozémy z e R R R
metafaznich bunék N

OLG FN Brno

Molekularn é cytogenetick a

vy Setieni
— © Iidentifikuji zmény chromozému molekularné T
biologickymi metodami i

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

k vySetfeni vétSinou staci jadra interfaznich bunék




Metody vyuZivané na OLG FN Brno

r. 1996 t(11;14)
detekce balancovanych i nebalancovanycBrzm

* 7| . 2000

CG H/ HR-CGH (komparativni genomova hyoﬁ?fa?g(éce)
detekce nebalancovanych @mv celéem genomu
CGH (5-10Mb), HR-CGH (do 3Mb)

Y

Spektralni karyotypovani (SKY) r.200
detekce balancovanych i nebalancovanycBizmgenomu
nutnost mitoz

r.2008 — OGFNBrno

Agilent’'s Human CGH Microarray Kit
Detekce nebalancovanych @mv celém genomu

Screening subtelomerovych oblasti | ‘)
DiGeorge syndrom | M | J\

i,
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Umoziuje detekci balancovanych | nebalancovanych zén
v interfaznich bunkach i1 v mitézach

— 1 1969 Parduova a Gall - radioaktivni znaceni
1986 Pinkel a spol. - fluorescencni znaceni (FISH)

Hybridizace sondy (znacené fluorescencnim barvivem) s chromozomy
na cytogenetickém preparatu
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FISH : Typy sond

Celogenomove _ : E d
Celochromozomoveé oo = fil A
Centromerické o i H
Sondy telomerické, [ i [ |
ramen0€ éi pru hO\é SpeCifiCké Gemne-apaciic ﬂanw-n:-meﬁc Tedomeric CN{}*‘N}SEI-I'I\EI-;]SiI'I'.':’Iﬂ
e ke probe probe
L |
Rapetiha-sequenca probes
Examples of different types of fluorescence in situ hybridisation (FISH) probes
Expart Raviews in Mofscular Madicinn © 2000 Cambodge Univarsty Prass

Sondy pro jedingné 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

\'/érggi\é)ézsfcilggie&%itomnost mitéz (ve = Gspsdna hybridizace
= rychlé zhodnoceni velkého plu neposkytuje celogenomovy
burck pohled




Spektralni karyotypovani SKY

kroku

Umoziuje odhaleni balancovanych
a nebalancovanych (i kryptickych)
pirestaveb celeho genomu v jednom

 vyvinuta v roce 1996

o identifikace kazdého chromozomu pomoc
jedineéné kombinace 5 fluorochromi

TexasRed

sreferenéni spektra - pseudobarvy, [firazeny
kazdému chromozomovemu paru na zaklaél

méieni vinovych delek
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Nevyhody- potieba kvalitnich mitdz
- Uspésna hybridizace
- finan¢né nakladné



Chlapec, 1 rok, neuroblastom

OLG FN Brno

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

D_ )

o Cal

MDEAC

BFITC

- M Spectrum Orange
M Texas Red
Llcys







Komparativn i genomova hybridizace( CGH)

= umoznuje béhem jediné hybridizaéni
reakce stanovit zmény vedouci ke ztratam ¢i
ziskiim sekvenci DNA v celém genomu bez

ohledu na mitotickou aktivitu bunék

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

=potfebny 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 (I). Molecular genetic stud-
ies of isolated tumor DNA have been more
successful and have been used to detect

A Kallioniemi O -P Kallinniemi N Qudar .| W Grav

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-



CGH A takto to funguije...

1. Genomic DNA is
isolated and quantitated

Test Sahwple F%eference:lSample

www.abbottmoleculars.com



CGH A takto to funguije...

3. Labeled [DNA is digested
into smaller prioducts that

allow optimal hybridization
! )

www.abbottmoleculars.com



DNA extraction
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competitor tost
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Hybridisation for
48-72 hours
+ Image through a triple-band fAlter

Cipven increase in copy number
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Normal metaphase chromesomes
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interpretace vysledki

CGH

OLG FN Brno



CGH interpretace vysledk

Referenc¢ni DNA

=

n—\ f&



CGH

interpretace vysledki

heterochromatin

5 \

LT BN I

<

cervena - ztrata

vysledny pomér
_—"fluorescence

L | | 15 (24
/'“'ﬁiﬁ] \ / \
¢. chromozomu

hranice 0,8

hodnota 1

AElnEa pocet hodnocenych

chromozénd
dim - ztraty, delece




Ukazka profilu CGH zpracovaného p@&itac¢ovou analyzou
obrazu u pacienta s neuroblastomem

||| 2P

1(z1) FIREY 322 a(21) &(22)

I

£ (22) 7 (23] EYER a(23) 2] 11(22] 1z [21]

g | B F 0403

13 [24) 14 [23) 16 23] 16 [22] 17 [24) 18 [22)

HE{EYMHW\

rev ish enh (1q21-qter, 2p22-p24, 12q21-qter, 17q21-qter)
rev ish dim (1p31-pter, 10g22-qter)

enh - zisky, amplifikacie
dim - straty, delécie



Vyhody a nevyhody klasicle CGH?

V 4
V h 0 d 1 Lakcling of genomic tumor ZNA and normal genomic control DNA by Nicl translation

nnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnnn

= nevyzaduje mitozy R e

= poskytuje prehled numerickych zmén v celém |

genomu Vv jedné hybridiza¢ni reakci

Nevyhody

= nemoznost vyuZziti u zmeén, pri kterych se neméni 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
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rev ish enh (17,Y)
rev ish dim (14)
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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, velkeé 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

1111111111

E E | FISH: der(1)t(1:11)
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Array CGH : jesté vétsi rozlisen

- detekce numerickych zmén v celem genomu v jedné reakci

- presna lokalizace zmén!

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

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

princip DNA/DNA hybridizacie, sondy fluorescenéne znacené



. rozdil je jen v podkadu

Array CGH

Array -CGH

000000
000000
000000
000000
000000

CGH




Takto to potom vyzera...

GenoSensor
Array 300 V.1

www.abbottmoleculars.com

b)

=
www.affymetrix.com

www.agilent.com

Ukazky CGH ¢ipov firmy a) Affymetrix a b) Agilent.



Array CGH : princip metody

-16X -4X -2X +2X X +16X

Fluorescent Labels

i i Scan  SREES RO
| : Fluorescent
| f— Signal

'
' i i
' " '
' " '
' " '
' " '
' " i
' " '
' " '
0 i '
' " '
' " '
i ' i l
[ i ]

I nterpret Data

www.agilent.com




vyhodnocen

Array CGH

aCGH Analytics Software, Agilent Technologies

18: 25017051-53208848, 28.1 Mb
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Trosku viac molekularnej 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
1080 Kbp
10Kph |—
1 Kbp
100 bp

10 bp

1bp

MRC Holland, www.mlpa.com



iba 20 ng DNA

MLPA je schopna odlisit’ sekvencie lisiace sa v jedinom nukleotide

dokaze detekovat zmeny poctu kopii az 45 specifickych sekvencii v
jednej reakcii

MLPA reakciu je mozné uskutocnit v jednej skumavke

Kit obsahuje vsetky potrebné reagencie, nevyhnutné vybavenie je
beznou sucastou vsetkych molekularne-biologickych laboratorii



vysoka citlivost na kontaminaciu reakcie
¢asovo naroc¢na a obtiazna vyroba vlastnych sond
minimalne 50% buniek nesucich danu prestavbu

bodové mutacie alebo polymorfizmus v mieste ligacie mozu
viest k falosnym vysledkom



PCR primer X
PCR primer Y /

N~

MRC Holland, www.mlpa.com



A takto MLPA funguje...

5' Y The two parts of each
o Target A 5’ SAN{ \, adjacent target
Target B 5 Sl s
Ligation reaction
X

The two parts of
v hybridised probes are
S ligated by a thermostable

Target A

Y X

5 3

Probe added to test DMA and allowed to hybridise

ligase.

3 TargetB 3 TargetB 5

—

X The amplification product of

FPCRE amplification using a single primer pair
Y
5

length (130-480 bp).

MRC Holland, www.mlpa.com

cach probe has 2 unique kapilarna elektroforéza




A takto MLPA funguije...

Pacient

Kontrola




w We

S hodnotenim je to niekedy tazsie

office 20

Select an MLPA Mix
F 2 " ; Y J- . L = e | _J { MHKL-Holland
LUj_lai}( DLJ_ Currently active MIX _' ? b& E&%‘ﬁ?ﬁ

Bl YEL Tembmd in Microed
| Chr 20 MLPA MIX2

Importyour Data |  Data Analysis | ResultsSection | Statistical Analysis |  Batch Analysis Help Page

Navigate .

e STRED01-136-M SLOWS ) | FRG1-D0Z-151M
ﬁm"ki FRG1-D02-151-M FLJ10474-D01-166-M = ODZ3

BCL2L1-D01-1504 COND2M02-220-M
Genehames v FLI10474-D01-168-M = ODZ3

KCNIP4-DO1-256-M
MYBL2-D01-178-M DECR2-D02-283M
JAGID01-202M CREBBP-D03-328-M
BCAS1-D01-211M 1L2-D01-373M

CCND2-MO2-220-M
HCK-D01-229-M
THNFRSFEE-D01-238-M
KIAADSB0-D01-255-M
remove Probe KCNIP4-DD1-256-1
THED-DO01-265-M
SOX12-D01-2744

T5C2-D37-436-M

Insert New DECR2-D02-233-M
ADA-DD1-292-M

Rename Probe C200rf1-D01-310M = TRN2
| FLI22115-D01-318-M = C200rfae
CREBBP-D03-328-4

Apply changes OPRL1D01-3374
ZNF217-D02-346-M
PTPN1-D01-364-M

Save to file 1L2D01-373M

REM-D01-373-M

E2F1D01-391-M
TOP1-D01-400

BCL2L1-D03-418
DNMT38-001-414
URKLL
TSC2-D37-436-M
EEF1A2-D01-463




MLPA Kity fy MRC Holland

aneuploidie celych chromozomov 13, 18, 21, Xa Y

delécie a duplikacie chromozomovych oblasti a celych génov (DiG,
CMT1, subtelomerické oblasti)

delécie a duplikacie v jednom alebo viacerych exonoch (DMD)
metylacia DNA

= 120 roznych aplikacii

OLG FN Brno:

= subtelomerické prestavby u pacientov s MR
= DiGeorge syndrom

= delécia exonov u pacientov s DMD

= prestavby u pacientov s NF

= delécia RB1génu




Vyuziti metod molekularncytogenetiky
u solidrich radotti : Neuroblastommimo jine.)

[0 Cytogenetika: kultivace tkané tumoru; vysetreni karyotypu

0 Molekularni cytogenetika:
0 I -FISH: amp.MYCN
del 1p36
gain 179
] CGH, HR-CGH
1 array-CGH
] SKY, MLPA

—— [ Molekularni genetika:
tyrozinhydroxylaza,
protein PGP 9.5

OLG FN Brno



NB I-FISH amplifikace MYCN genu




NB CGH : profily pacieni

[0 Souhrn CHA u pacient( ze 0 Souhrn CHA u pacientt ze
skupiny HR NB skuplny IMR NB

Iy il +||||| ]
| Q\Hh - | E @ bR

| | @ E \Eﬂmm. Eh | E Al i

E P ‘E | . HN“E

Ztraty genetického materialu oznaceny cerveneé a zisky zelene
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NB array CGH amplifikaceMYCN genu
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Vyznam molekularné cytogenetickych vyseateni :

I-FISH, CGH
komplexni analyza cytogenetickych
Zmeén
array-CGH \ upresneéni stratifikace pacientt

!




Spekirum molekularné
cytogenetickych vysetreni

-Prenataln i _genetick & diagnostika
-Klinick a ( postnataln i) cytogenetika
-Onkogenetika




Spekirum molekuldrné cytogenetickych vysetieni

PV — kultivovana, nekultivovana, fetalni krev, choriové klky

e trizomie chromozomu 13, 18, 21 (Patau, Edwards, Down sy)
o vySetfeni sestavy a poétu gonozomu (XX, XY)

« mikrodelecni syndromy (DiGeorge, del(22)(ql11.2),...)

o vySetfeni suspektnich CHA (balancované translokace,...)

== ..-.F\. o
OLG FN Brno - ‘J- woll

Down v syndrom

FISH: + 21



Amniocentéza
/

kultivace

l

konvencni
cytogenetické
techniky

N

diagnoza
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Prenatalni geneticka diagnostika

Downuv syndrom
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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)

A o KK i 1

it Q! Y }E Q
O 2000y
il wam t!u.é 53 o
i 3 ad B i@ Br i 38 ad B iﬂ'



Klinefelterov syndrom

47,XXY %3 3% a8 mm’

vysokd postava, A e e
porucha rustu vousu, == ==
Zzenska distribuce

podkozniho tuku,PMR

OLG FN Brno



Prenatalni geneticka diagnostika

Turneruv syndrom

45,X

chybi jeden chromozom X
1/2500 divek

95 % SA

mala postava, chybi vajecniky az
sterilita

n I -
madgen.genaticz.utah.aedu

OLG FN Brno



Prenatalni geneticka diagnostika

Balancované translokace - dusledky

vyskyt v populaci s ¢etnosti asi 1 : 500

neovliviuji jednoznacné fenotyp nositele (5 x vyssSi vyskyt v
populaci mentalné retardovanych pacientu)

vyznamna pfic¢ina sterilit u prenasedu

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

Chromosomes of
translocation
heterozyzole

Memsm
Genotypes
of zametes

Balanced Unhalanced

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



Ukdzka karyotypu s translokaci

_E_8. Bk -u- .- 2 ¥ EF . r e
t a !5 5 ¥ A3 ] E s
X 15. | ) E 16 | 17 18
18 5 ¥ ¥ ,rc 46,XX,4(1;9)
” ; - y " OLG FN Brno

‘__;f t(5;11)
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Preimplantacni genetickd diagnostika (PGD)

*Nutné postupy asistované reprodukce — IVF

- VySetfeni 1-2 bun ék tfidenniho embrya

In vitro pomoci FISH metody,
- moznost detekce genetické abnormality budouciho plod u
- vy fazeni patologickych embryi z programu IVF

- transfer embrya bez genetické zat éze do d élohy matky

cilem je zvysSit uspésnost metod asistovane reprodukce a snizit riziko SA,
predevsim pak narozeni zdraveho potomka



Preimplantacni genetickd diagnostika (PGD)

blastomera

OLG FN Brno
limitovany pocet bunék dostupnych genetické analyze
mozne riziko naruseni vyvoje vySetfovaného embrya
neni vylou€ena jina geneticka vada
doplnéni PGD amniocentézou




1. Spekirum molekularné cytogenetickych vysetreni

-Prenataln i genetick & diagnostika
-Klinick a ( postnantaln i) cytogenetika
-Onkogenetika




1. Spekirum molekuldrnich cytogenetickych vysetreni

lymfocyty periferni krve, bukalni stéry
» detekce mikrodele¢nich syndromu — FISH, MLPA
detekce mikrodeleci v subtelomerickych oblastech — FISH, MLPA
analyza puvodu marker chromozému — CGH, SKY

identifikace a upfesnéni strukturnich chromozomovych prestaveb
detekce malych numerickych mozaik - FISH

OLG FN Brno OLG FN Brno
SKY: identifikace marker chromozému pochéazejiciho z chr. 11 FISH: delece 1p36



Klinickd cytogenetika

Mikrodelecni syndromy

(nhezachytitelné pomoci klasické cytogenetiky)

del 22g11 (DiGeorge syndrom)

SRDECNI VADY:
preruseni oblouku aorty
Fallotova tetralogie: nedplné mezikomorové septum
stenodza plicnice
hypertofie levé komory
posun aortalniho oblouku nad pravou komoru
ANOMALIE TVA RE:
nizko polozené usi s abnormalnim ohybem usniho boltce
uzka ocni Stérbina
mala usta a mala dolni Celist
bulbdzni nos s ¢tvercovou Spickou
submukdzni nebo viditelny rozStép patra
PORUCHY IMUNITY:
nedostatek T-lymfocytl , hypokalcémie



Mikrodelece 22911
DiGeorgeuv/VCEFS syndrom

mikrodelece na chromozomu 22 v oblasti ql1.2 patfi mezi
nejcastéjSi konstituéni aberace u ¢lovéka

pacienti s mikrodeleci se vyskytuji v populaci s ¢etnosti 1: 4000
az 1: 6000 zivé narozenych deti

priblizné 90 % probandu méa de novo deleci 22q11, asi u 6% se
jedna o familiarni pfenos



Nerovnon&rny crossing-over
2 2 22 t Repetitivni
sekvence

‘ gen A

T .
g N xXt=2

| memy
B A
& B
C
¥ ¥ ™\ |
B
normalni del(22g11) dup(22gl1l) normalni ¢

syndrom
DiGeorge

syndrom
cat-eye

http://camelot.If2.cuni.cz/turnovem/ublg/vyuka/prf/Cytogenetika_cloveka_PrFUK_5b.ppt#300,4,Nerovnomérny crossing-over
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Mikrodelecni syndromy

Syndromy Prader-Willy a Angelman
i

abnormality na "z
chromozomu 15 Iz

14
v oblasti 15911-g13

Il

13
21

22
23

24
27

2

klinicky naprosto
odlisné syndromy!!

ol B0 i
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Klinick&a 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
=  Problémy s chovanim

OLG FN Brno



Klinick&a cytogenetika

Angelman syndrom

Hlavni Klinické priznaky:

= Vazna PMR

= Trhavé pohyby, Spatna rovnovaha
= Hyperaktivita

= Vybuchy smichu , Stastna povaha
= Absence feCi

= Hypotonie

= Epilepsie

= Abnormalni tvar lebky

= Hypopigmentace

OLG FN Brno
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Genetické priciny vzniku PWS a AS

Prader-Williho syndrom Angelman av syndrom

1. Delece na paternalnim 1. Delece na maternalnim
chromozomu 15 chromozému 15 (70%)
(70%)

2. Maternalni uniparentalni 2. Paternalni uniparentalni
disomie chromozému 15 disomie chromozomu 15
(20 - 25%) (4%)

3. Zména imprintinqu 3. Zména imprintingu_ (1%)
(2 - 4%) 4. RUzné chromozomaini

prestavby (2%)

4. Ruzne chromozomalni 5. Mutace v genu UBE 3A
pfestavby (3 - 5%)

méné nez 5%
(




Identifikace markerovych chromozomu

,supernumerary marker chromosome*, markerovy
chromozom Ci jen marker;

je to maly nadbyteCny chromozom, ktery neni mozno
analyzovat cytogenetickymi pruhovacimi metodami;

vyskyt - 1/4000 u novorozencu,

1/2500 u amniocentéz;

1 :
y - , o > 26/98 .
o mar idic(15)
’ L]
- P
. >
£l RN
) * K
;\‘ \
rrrrrr \ '
al
i ~ ‘i. \\ Y
= 3,
e .
~ 7
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Z&kladni charakteristika markerovych chromozomu

chromozom - nese funk¢ni kinetochory, vétsSinou se
stabilné dédi;

maly - velikost obvykle mensSi nez chromozomy
skupiny G;

nadbytecny - vyjimka jsou markery odvozené od
gonozomu;

nepritomnost pruhoveho vzoru - nelze analyzovat
béznymi 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)

/

OLG FN Brno



1. Spekirum molekularné cytogenetickych vysetreni

-Prenataln i genetick & diagnostika
-Klinick a ( postnataln i) cytogenetika
-Onkogenetika




1. Spekirum molekuldrné cytogenetickych vysetreni

kultivované bunky KD, natéry KD, otisky nadoru, DNA z KD
a nadoru
e detekce prognosticky vyznamnych specifickych CHA
u nékterych hematologickych malignit (AL, CL, MDS, lymfomy),
u détskych solidnich nadort (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

cytogenetické a molekularné genetické metody pouzivané
v onkohematologii jsou soucasti diagnostiky a lécby téchto
malignit ve smyslu:

upresnéni diagnozy

stanoveni léCebné strategie

monitorovani |éCby

sledovani rezidualni choroby po transplantaci
predpoved pravdépodobného vyvoje onemocnéni
lokalizovani protoonkogenu a tumorsupresorovych genu



Chromozomové zmény u nddoryU — rozdéleni |.

ztrata genetickeho materialu
(delece, monozomie)

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

premisténi bez ztraty materialu
(translokace, Inverze, inzerce)



Chromozomové aberace u nddoru - rozdéleni Il.

prim arni zakladni pfi vzniku nadoru, jedina zména,
spousti mnohastupriovy proces
karcinogeneze

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

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

nahodné vyskytuji se nahodné, postihuji rdzné
chromozomy



Onkogenetika

Types of mutation

Typy CHA Delaetion Duplication Inwersion

PocCetni (numericke)

OLG FN Brno

Strukturni:

-AMPLIFIKACE
-DELECE
-DUPLIKACE
-INVERZE
-INZERCE
-TRANSLOKACE
-INVERZE

http://creationwiki.org/Mutation



Pocetni CHA u nddoru

® aneuploidie x polyploidie

®m hyperdiploidie (vice nez 46 chromozomu) — Casto lepsSi
progndza (ALL, mnohocetny myelom)

® hypodiploidie — méné nez 46 chromozomu — horSi prognoza
(mnohocetny myelom)



— amplifikace ma klinicky a

Strukturni CHA: Amplifikace 48108

o

i

amplifikace MLL genu

casté u solidnich nadoru ale
| U leukémii

VvétSinou zmnozeni proto-
onkogenu OLG FN Bino
double minutes (d-min)
vySetfeni pomoci FISH,
pocet signalu v burice
vysetreni pritomnosti

terapeuticky vyznam

OLG FN Brno



Onkogenetika

Strukturni CHA : Delece

ztrata d¢asti chromozomu,

)

v ot chomozomu, 3 -
¢asto postizeny nadorove-
supresorové geny nebo geny
pro stimulacni a rustove !
faktory
LOH-ztrata heterozygotnosti

‘

v dusledku delece genu

u hematologickych malignit
specifické zmény

4

Normal Deleted
chromosome 3 chromosome Sp

[EF L=himlcdl 1Oo48, IR



Onkogenetika

/trata &asti chromozomu je Eastou pricinou riznych
typU solidnich n&adorU - priklady deleci

Hobias-.tam:;:-? B lulula_ _-;1_

Lung, small |
cell Ca |

] i Wilms || Testicular |
|| P23 === i | Tumors |
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neuroblastom melanom plicni karcinom Wilmsuav testikularni
tumor tumor



Priklady deleci

del 5¢

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
nadorového- supresorového genu

del 11923

u AML a ALL, v oblasti 11923 mapovan
MLL gen, mimo deleci zucastnén
v pocetnych translokacich (6927, 9p21,
10p15, 17q11, 19p13)

monozomie

ztrata celych chromozomd, zmény jsou
spiSe sekundarni, ¢astd monozomie 5, 7
uMDS

15.3

151
14

12
12

11.2




Onkogenetika

Strukturni CHA : Duplikace

celé chromozomy nebo A
jejich Casti

Casté sekundarni zmeény

v nadorovych bunkach

zmnozeni genoveé davky

Stav a progrese _—-[
nadorového onemocnéni

u leukémii ¢asté +8, u CLL |%HI

specificka +12, dalSi Ph

Mormal Duplicated
chromosome 10 chromosome 10q

Ml B ra g ol 5 i
|:.:| LEITHCRAN PSR



Onkogenetika

Strukturni CHA : Inserce a lzochromozom

Mormal Isochromosome

Partial Derivative X chromosome I[2Q)
Sq deletion chromgsoma 17
@ Clinical Toogks, Inc @ Climical Tf.I'I:IIE-, Inc.



Onkogenetika

Strukturni CHA : Inverze

AML-M4eo
Inv(16), t(16;16)
fuzni gen CBF/MYH11

asi 50% ma pridatné
zmeny 7qg-, +8, +21

spojena s  dobrou
prognozou

detekce FISH pomoci q
specifické sondy

-----




Translokace : DUsledky jednotlivych chromozdmovych
aberaci v procesu karcinogeneze

B v mistech zlomu identifikovany geny pfimo zucastnéné v nadorovém
procesu

dva principialni d Usledky translokaci a inverzi:

B misto zlomu uvnitf gend na kazdém chromozomu, pfeskupenim se
vytvori fuzni gen, kodujici chimeéricky 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 chromozdmovych aberaci v procesu
karcinogeneze;
Translokace spojené se vznikem chimerického proteinu

t(9;22)
u CML, vznika Ph chromozom
na chromozomu 9934 je Ilokalizovan
bunécny protoonkogen ABL , na
chromozomu 22qll1 BCR gen, pii

translokaci vzajemna vymeéna cCasti obou
chromozomu

na chromozomu 22 se vytvori fuzni gen

[eTeT = 1=T~

BCR/ABL, ktery koduje hybridni protein

p210, ktery je iniciatorem maligniho procesu
t(15;17)

AML M3, fuzni protein PML/RARA je

pravdépodobné cilovym proteinem pfi terapii

trans retinovou kyselinou,

primy vztah IéCby genetického defektu a
maligniho onemocnéni




ber/abl




Philadelphsky chromozdom
translokace BCR/ABL (9934/22911.2)

Two colour (ES) FISH for CML

Larger probe — spanning the breakpoint

MNormal interphase

c-abl
oncogene
9 22
Normal metaphase 1(9.22) metaphase

www.abbott molecular



DUsledky chromozdmovych 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 fretézec
imunoglobulinu na 14932

pfemisténim dochazi k deregulaci
exprese c-MYC protookogenu

deregulace spousti proces
karcinogeneze

variantni translokace s mistem zlomu : : C-myc
v c-MYC genu




Komplexni aberace

Komplexni karyotyp — detegujeme numericke Ci poCetni zmeény
zahrnuijici tfi a vice chromozomu nebo strukturni zmeny, pfi
kterych dochazi ke tfem a vice zlomum
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