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Cytogenetické vysetreni:

Klinicka cytogenetika — stanoveni karyotypu nemocnych s
vrozenymi vyvojovymi vadami, geneticky podminénymi
syndromy apod.

Prenetdlni diagnostika — uréeni chromosomové vybavy plodu

In vitro fertilizace — vySetreni oocytl, spermii, blastomer
a blastocyst

Nadorova cytogenetika — zpresnéni diagnozy a urceni
prognozy nekterych nadorovych onemocnéni

Laboratore hygienické sluzby - testovani mutagennich déinku
chemickych latek na lidsky organismus na drovni chromosomu:
radiacni cytogenetika.



Chromosomove aberace:

=m=p heterochromosomové x autosomové

I. Vrozené (konstitucni) odchylky jsou zdkladem pri
vzniku  chromosomalné = podminénych  klinickych
syndromtd (napr. Downiuv syndrom): obvykle jsou
pritomny ve vsech bunkach téla.

IT. Ziskané odchylky chromosomi nalézame v
nadorovych  bunkach; maji klondlni charakter
(postihuji jen urcité bunécné klony).



Nadorova bunka

m) vysokad genomova nestabilita - jedna
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procesu

m) vznik genovych mutaci a pocetnich i strukturnich

chromosomovych aberaci
Chromosomové aberace jsou specifické pro jednotlivé typy
nddorti a u rFady z nich je presné znam i jejich

prognosticky vyznam.



Hematologické malignity
(leukémie, preleukémie a lymfomy)
@® Z cytogenetického hlediska nejlépe prostudovana
nadorova onemocnéni

® U hemoblastoz ma cytogenetické vysSetreni nejvetsi
klinicky vyznam (zakladni diagnostické vysetrent)
— relativné snadny odbér vzorku pro cytogeneticke
vysetreni (bunky kostni drene)

— relativné jednoduchy zplsob zpracovani a pripravy
cytogenetickych preparatu

@ Teprve v poslednich letech informace o chromosomovych
aberacich v burikach solidnich nadoru



Konvencni cytogeneticka
analyza (3-5 Mb)

Metody
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Analyza chromosomu
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» Analyza karyotypu
» Detekce chromosomovych odchylek

(pocetni x strukturni)
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Postup pfi kultivaci a pripravé preparata k cytogenetickému vysetreni




Pruhovadni chromosomu:
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KONVENCNI CYTOGENETICKA
ANALYZA
Vyhody:

poskytuje komplexni informace o karyotypu studovanych bunék
véetné modalniho poctu chromosomu

# jedno ze zadkladnich diagnostickych vysetreni nemocnych
s hematologickymi malignitami

Problemy:

nizky nebo nulovy mitoticky index studovanych bunék (napr. u
leukémii cca 80% udspésnost kultivace)

#.‘.patné kvalita hodnocenych mitos, komplexni karyotypy

omezend proliferaéni aktivita patologickych bunéénych klonu —
v bunécné kulture se déli pouze burnky s normadlnim karyotypem,
zatimco patologické bunky /n vitro neproliferuji



Fluorescencni /n situ hybridizace (FISH)

‘ Umoznuje hodnotit karyotyp a  detekovat
numerické a strukturni chromosomové aberace v
bunkach v mitose i v nedélicich se interfasnich
jadrech (I-FISH)

‘ Je vhodna k urceni procentudlniho zastoupeni
patologickych bunék pri diagnoze i po terapii

‘ Studie zalozené na FISH se pouzivaji ke sledovani
vzniku a progrese malignich onemocnéni




FLUORESCENCNI IN SITU HYBRIDIZACE (FISH)
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Cytogeneticky preparat

Dvouretézcova znaéend DNA
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Denaturace bunééné DNA fixované
ha cytogenetickém prepardtu Denaturace DNA sondy
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Hybridizace DNA sondy ke komplementdrnim Gsekim
cilové DNA fixované na cytogenetickém preparatu

Analyza fluorescenénich signdlt
ve fluorescencnim mikroskopu




DNA sondy pro detekci pocetnich
odchylek
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Lokus-specificke sondy

Prima lokalizace geni na chromosomech a cilena detekce
strukturnich aberaci (deleci, translokaci, inversi, inserci,
duplikaci/amplifikaci atd.)
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Malovaci sondy pro celé chromosomy

» analyza strukturnich prestaveb (pouze metafaze)

mnohobarevna FISH (mFISH)

dvoubarevna FISH
J &> o i =
; v

der(18)t(14:18)




Mnohobarevné pruhovani s vysokou rezoluci - mBAND

‘ UmozZnuje presné urceni zlomovych mist na chromosomech s vyssi
presnosti, nez klasické pruhovaci techniky
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Mikrocipové technologie

‘ Vysoce citliva celogenomova analyza — detekuji zmény v poctu DNA
sekvenci (DNA Cipy) x umoznuji sledovat genovou expresi (RNA cipy)

‘ Nejsou nutné mitosy
‘ Velmi presné urceni zlomovych mist

Neumoznuji detekci balancovanych strukturnich aberaci (translokace,
fuzni geny atd.)

Normalni Nadorova

genomova genomova
DNA DNA

2Ry

Genomova DNA
Analyza genové davky

cDNA RNA
Mikroci : -
RIOEIRY exprese genu xd s |

Normalni Nadorova
genomova genomova
RNA RNA

BAC arrays ~1IMB
Oligo arrays ~100 kb (maximal resolution ~ 35 kb)



Klinicky vyznam cytogenetickych
nalezd v onkohematologii

» Analyza karyotypu nddorovych bunék patri k zdkladnim
laboratornim vySetrenim

» Chromosomové aberace v nddorovych bunkach mohou byt
specifické pro jednotlivé typy nadord a u rady z nich je presné
znam i jejich prognosticky vyznam.

» U pacientu s riznymi subtypy hematologickych malignit prispiva
ke:  ® stanoveni diagnozy
® upresnéni prognozy

® sledovani Uspésnosti terapie



Chronicka myeloidni leukémie
(CML)

Akuni myeloidni leukémie (AML)

Akuni lymfoblasticka leukémie
(ALL)

Hematologicka Myelodysplastické syndromy

(MDS)

maligni
onemochneéni

Chronicka lymfocytarni leukémie
(CLL)

Mnohocetny myelom (MM)

Non Hodkinské lymfomy (NHL)

» Doporucené vysetrovaci postupy - zavisi na typu onemocnéni
a lécebném protokolu



Chronicka myeloidni leukémie (CML)

15-20% vSech leukémii

Nejcastéji u dospélych (median véku 45 let), u déti a dospivajicich

vzacné (déti 1-2%, <20 let 10%)

Tri faze onemocnéni: CP - chronicka faze (relativné benigni, 3-9 let)
AP - vice maligni akcelerovana faze

BC - terminalni blasticka krize

Klonalni myeloproliferativni onemocnéni — masivni nardst blasti v KD
(vytésni zdravé buriky)

Jedno z nejlépe prostudovanych nidorovych onemocnéni - Ph
chromosom 1(9:22)(q34:q11) - BCR/ABL fize

Jedna z prvnich malignit, u které terapie cilena primo na zdkladni
molekuldrni defekt zlepSila klinické vysledky u nemocnych: imatinib
mesylat (Glivec™, Novartis) - kompetitivni inhibitor tyrozin-kindzove
aktivity genu ABL

v' 1(9:22)(q34:q911) u 90-95% nemocnych - BCR/ABL

CML
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Chromosomove aberace u CML

Kromé t(9:22)(q34:q11) mohou byt detekovdny i dalsSi aberace:

Delece 9934 (delece oblasti vedle ABL) - miize byt provdzena horsi
progndzou; vznika soucasné s inicialni translokaci 1(9:22)(q34:q11)

Trisomie 8 (+8) - 34%
DalSi nadpocetny Ph chromosom (+Ph) - 30%
Isochromosom 17q - i(17)(q10) - 20%

Trisomie 19 (+19) - 13%

der(22)

Ztréta Y (-Y) - 8% muzd - ’I

atd.

BCR/ABL

CML



CML

Chronickda myeloidni leukémie (CML)

Konvencni cytogeneticka analyza:

KD
24h/48h kultivace
alespon 20 metafazi

— —~~

aberantni karyotyp

normadlni karyotyp bez 1(9:22)

nebo nedostatek metafazi v
7 cilena FISH nebo
jind molekuldrné
. cytogenetickd metoda
FISH: BCR/ABL1 (MFISH/mBAND, array CGH)
Popis karyotypu podle ISCN Doporucni pri monitorovani terapie:
cytogenetika + FISH - kazdych 6

mésicll az do dosazeni CCyR, ddle 1x
roc¢hé




Akutni myeloidni leukéemie (AML)

v’ Heterogenni skupina malignich onemocnéni krvetvorby

v/ Akumulace nezralych myeloidnich bunék (myeloblastu) v kostni
dreni

v’ Diagnostikovana ve vsech vékovych skupinach

v’ Nejcastéji postihuje lidi starsi nez 60 let
(median véku 64-68 let)

v Sekundarni AML, ,therapy-related” AML
v Agresivni onemocnéni - median OS 2-3 mésice

v’ Specifické chromosomové aberace s jasnym prognostickym
vyznamem — stratifikace |ééby podle cytogenetickych nalezu

AML



Cytogenetické ndlezy u AML

Chromosomova aberace

geny

prognaza

£(8;21)(922;922)

RUNX1-RUNX1T1

dobrd

inv(16)(p13.1922) nebo t(16;16)(p13.1;922)

CBFB-MYH11

dobra

£(15;17)(q22;q12)

PML-RARA

dobra

£(9;11)(p22;923)

MLLT3-MLL

stredni

t(6;9)(p23;934)

DEK-NUP214

Spatna

inv(3)(q21926.2) nebo t(3;3)(921;926.2)

RPN1-EVI1

velmi Spatna

t(1,22)(p13;q13)

RBM15-MKL1

dobra

prestavby MLL genu

MLL

Spatna

monosomie 7 nebo delece 7g31

Spatna

delece 5931

Spatna

komplexni chromosomové prestavby

velmi Spatnd




Kumulative surviving

Prognosticky vyznam chromosomovych
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Akutni myeloidni leukéemie (AML)

Konvencni cytogeneticka analyza:

KD
24h/48h kultivace
Alespon 20 metafazi

/

normadlni karyotyp nebo
madlo metafazi

—~

aberantni karyotyp

|

}

subtyp-specificka FISH:
MLL, 5q31/5p15, 7q31/7,
PML/RARA, AML1/ETO, CBFB, atd.

cilena FISH

nebo dalsi molekuldrné

8/9 cytogenetické metody

(MFISH/mBAND, array CGH)
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Popis karyotypu podle ISCN

AML



Akutni lymfoblasticka Ieukemle (ALL)

v~ heterogenni skupina onemocnéni

20% leukémii u dospélych
80% vsech détskych leukemii
(1/3 véech pediatrickych ndadori)

v’ Nejcastéji postihuje déti ve véku 2-5 let (3-5% kojer.\;i <1 rok veku)
v~ U dospélych incidence mirné stoupa po 50. roku véku.

v’ Nejéastéji leukémie z nezralych prekurzort B-lymfocti (BCP ALL)
v’ Méné Casta leukémie z prekurzort nebo zralych T-lymfocytu (T-ALL)

v Vzdcné leukémie z velmi nezralych prekurzorld krvetvorby pred
vyvojem do lymfatické rady (hybridni leukémie).



Cytogenetika ALL

Rizikova skupina

Stredni riziko

Vysoké riziko

Cytogeneticky ndlez

vysokd hyperdiploidie (51-65 chromosomu)
ETV6-RUNXI

1(1:19)(q23:p13)

IGH-CEBP

IGH-ID4

del(6)(q)

aberace 9p

aberace 11q

dup(1q)

-7

dic(9:20)(p13:q11)
dic(9:12)(p11-21;p11-13)

jakdkoliv jind zména

normdlni karyotyp

1(9;22)(q34:q11)

iAMP21

MLL translokace

.near" haploidie (<30 chromosom)
nizkd hypodiploidie (30-39 chromosomi)
1(17:19)(q23:p13)

aberace 17p

ztrdta 13q

Moorman et al.,, Lancet Oncol 2010



Prognosticky vyznam chromosomovych
aberaci u détskych ALL

10094

50%

t(9;22)

1 2 3 4 5 roky



Akutni lymfoblasticka leukémie (ALL)

I-FISH:
Konvencni cytogeneticka analyza: TB,-IALIT': e
pFimé/24h kultivace bundk KD | <> «ITPi€ Tes
G-pruhovani ETV6/RUNX1
MLL
Hyperdiploidie
v nebo
aberantni karyotyp T-ALL:
2 TCR geny
cilend FISH nebo dalsi TCRad (14q11), TCRP (7q34), TCRy (7pl4)
molekuldrné cytogenetické TP16 (9p21)
metody
(MFISH/MBAND, array CGH) ABL1 (9934)

= d

Popis karyotypu podle ISCN

ALL
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Zavery:
Cytogeneticka a molekularné cytogenetickda analyza nadorovych
bunék
v~ Prispiva ke stanoveni diagnézy onemocnéni
v Prispiva k upresnéni progndzy onemocnéni
v’ UmozZfiuje monitorovani lééebné odpovédi

vy’ Prispiva k ¢asnému zdchytu relapsu onemocnéni

Kombinace molekuldrné cytogenetickych technik poskytuje
komplexni informace o genomu nddorovych bunék a umoZnuje
zachyt kryptickych strukturnich aberaci, které mohou hrat

vyznamnou Ulohu v patogenezi onemocneéni.



