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EL CARIOTIPO

Estudio de los cromosomas (fase de metafase):

- cromatina altamente condensada y morfologia cromosomica bien definida

Ordenacion de los cromosomas: cariotipo
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CONCEPTOS METODOLOGICOS BASICOS
e

- Requiere tejido “vivo” con capacidad de dividirse (estudio de
metafases):
- Sangre periférica
- Medula osea
- Biopsias: Maxima esterilidad, eliminar zonas necroticas
- Liquidos biologicos (LCR, pleural, etc...)

- Requiere cultivo “in vitro”
- 24-72horas: neoplasias hematoldgicas
- 5-7 dias: tumores solidos
- Muestra a estudiar segun orientacion diagndstica:
— Leucemias, SMD, SMPC, mielomas: médula 6sea
— SLPC-B/T con expression periférica: sangre periférica
— SLP-B/T: ganglio, bazo,...
— Tumor solido: muestra tumoral esteril

El correcto procesamiento de la muestra es basico para poder I
obtener conclusiones diagnosticas
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CONCEPTOS METODOLOGICOS BASICOS
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PROTOCOLO

Cultivo “in vitro” (2x108 células por mililitro):
- Medio de cultivo (10ml):
- RPMI/DMEM
- Glutamina
- 10-20% Suero Fetal
- Penicilina/streptomicina
- Antimitotico: incubacién con colcemid

- Inhibe la formacion del huso mitético “parando” la célula en estadio de
metafase

- Solucién Hipotonica
- Hincha la célula y separa los cromosomas

- Fijacion: Carnoy (metanol+ ac. acético)
- fija y elimina restos citoplasmaticos
- Extension de metafases sobre portaobjectos

- Envejecimiento
- Placa térmica 1 hora a 100°C o estufa 2 dias a 65°C

- Bandeo cromosomico: Bandas G, Q, R, C,...



TECNICA DE CITOGENETICA
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BANDEO CROMOSOMICO

Bandas G: tincion con Giemsa,..., Wright,...
- Pretratamiento con soluciones salinas (2XSSC) o enzimas proteoliticos
- Zonas ricas en AT: bandas claras; CG: bandas oscuras

Bandas R: negativo de las bandas G
- Pretratamiento con soluciones alcalinas + Giemsa

Bandas C.: tifien las regiones centroméricas (cromosomas: 1, 9, 16 i Y)
Bandas Q: tincién con quinacrina. Generan el mismo patrén que las bandas G

Bandes G Bandes R Bandes C Bandes Q




ESTRUCTURA DE LOS CROMOSOMAS

p: brazo corto del cromosoma
g:brazo largo del cromosoma
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NOMENCLATURA

- La nomenclatura utilizada para describir un cariotipo normal
0 patoldgico se ha estandardizado en una nomenclatura
aceptada internacionalmente, ISCN (International System
for Human Cytogenetics Nomenclature)

KARGER

Formulacion de alteraciones mas frecuentes:

- del: delecion (pérdida de material genético)

- dup: duplicacion (ganancia de material genético)
- t: translocacion (intercambio de material genético)
- inv: inversion (fragmento cromosomico invertido)
- -7: monosomia 7 (una sola copia del cr. 7)

- +8: trisomia 8 (tres copias del cr. 8)



CARIOTIPADO

- Cariotipo: clasificacion de los 23
pares de cromosomas humanos

- 22 cromosomas autosémicos

- XX 0 XY cromosomas sexuales ! ! ' ‘ ' ’ ‘ ' ' ‘
-  Permite el analisis de todo el 2 2 Ly
genoma L g‘ ®® 8 52 A3

I RIEIEITETE
- Esencial para encontrar nuevas [,  «s . ‘ .
alteraciones geneticas . :
47, XX, +8, 1(9;22)(934;911.2)
- Detecta alteraciones
cromosdOmicas (cambios que

afectan a regiones grandes ~ 5-10
Mb)



ALTERACIONES CROMOSOMICAS CONSTITUCIONALES

- Alteraciones presentes en todas las células del individuo

Mosaicismo: pacientes con >2 poblaciones celulares distintas

- Ej: 47,XX,+21[10]/46,XX[10]
Si la alteracion es no balanceada ( ganancia/pérdida de genes) produce
dismorfologias, malformaciones, retraso mental o psicomotor

- Alteraciones mas frecuentes: u 3< H " “
Sindrome de Down (trisomia 21)
Sindrome de Patau (trisomia 13) : a4
Sindrome de Edwards (trisomia 18) W3l “ i it
Sindrome de Klinefelter (XXY) T T LT B
Sindrome de Turner XO
Sindrome XYY s %W e A 5 .

Sindrome de “cri du chat” (delecion 5p)

. . 474X
Sindrome de Prader-Willi/Angelman (delecion 15q)



DEFINICIONES EN CITOGENETICA DEL CANCER

Recomendable analizar 20 metafases

CLON:

- Ganancia o alteracion estructural: dos metafases con la misma
alteracion

- Pérdida de un cromosoma: tres metafases con la misma alteracion
Nomenclatura ISCN (1.995, 2.005, 2.009)
Cariotipo complejo: >3 alteraciones citogenéticas

KARGER

Informe de citogenética (Ej):

Se ha efectuado el cultivo de médula 0sea y realizado el recuento de 30
metafases que presentaban 46 cromosomas.

Con la técnica de bandas G se ha detectado, en todas las células
analizadas, la presencia de una delecion intersticial del brazo largo del
cromosoma 5, con puntos de rotura a nivel de las bandas 5913 a 5933.

Cariotipo (ISCN 2009): 46,XX,del(5)(q139g33)[30]




ALTERACIONES CROMOSOMICAS Y CANCER

- Alteraciones asociadas a una neoplasia solida o hematologica

- Frecuentemente se observan en mosaico:
- células neoplasicas+células no-neopléasicas

- Alteraciones mas frecuentes:

- Alteraciones numeéricas:
- Ej: +12 asociada ala LLC-B

- Alteraciones balanceadas:
- Translocaciones
- Gen de fusion: Ej: BCR/ABL: LMC
- Sobreexpresion por posicionamiento:
- Ej: 1(14;18)(932;921): BCL2/IGH en LF
- Inversiones 1(9;22)(g34:q11.2)
- Alteraciones no balanceadas:
Delecion: pérdida de un segmento cromosomico
- del(5)(q139g33): pérdida asociada a un SMD
- Cromosomas en anillo (“ring”): delecidn+duplicacion
- Inserciones
- Duplicaciones del[ﬁq)
- HSR o dobles diminutos (dmins): amplificaciones génicas




IMPORTANCIA DEL ESTUDIO CITOGENETICO EN LAS NEOPLASIAS

- Diagnostico: clasificacion OMS (WHO)



Cariotipo de un paciente de sexo femenino afecto de un linfoma del
manto(LM) con una translocacion t(11;14)(g13;932).
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IMPORTANCIA DEL ESTUDIO CITOGENETICO EN LAS NEOPLASIAS

- Prondstico: papel de las alteraciones cromosomicas
(secundarias)



Cariotipo de un paciente de sexo masculino afecto de un linfoma del
manto(LM) con una translocacion t(11;14)(g13;932) y un cariotipo complejo
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IMPORTANCIA DEL ESTUDIO CITOGENETICO EN LAS NEOPLASIAS

- Seguimiento de la enfermedad minima residual (PCR mas
sensible)
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IMPORTANCIA DEL ESTUDIO CITOGENETICO EN LAS NEOPLASIAS

- Conocimiento de los genes implicados en el origen y evolucion
de la enfermedad
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IMPORTANCIA DEL ESTUDIO CITOGENETICO EN LAS NEOPLASIAS

- El cambio genético define el tratamiento mas eficaz (LMC,
BCR/ABL y Glivec; Cancer de mama, ERBB2 y Herceptin)



ALTERACIONES CITOGENETICAS EN NEOPLASIAS
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Informacion de casos con alteraciones citogenéticas clonales: http://cgap.nci.nih.gov/Chromosomes/




ALTERACIONES CITOGENETICAS EN NEOPLASIAS

O AML (n=12124)
B MDS (n=4,008)
B CML (n=2,999)
O CMD (n=1180)
B ALL (n=794)
B B-ML (n=7,504)
O T-ML (n=1,094)
O HD (n=231)
@ Respiratory system (n=759)
O Digestive system (n=1,334)
O Breast (n=799)
O Female genital organs (n=790)
O Male genital organs (n=297)
O Urinary tract (n=1,590)
B Endocrine system (n=150)
8 Oo/ Nervous system (n=1416)
0 B Skin (n=264)
O Bone (n=570)
O Soft tissue (n=1169)

45.472 citogenéticas alteradas descritas en la literatura

Pocos estudio es tumores epiteliales respecto a los hematologicos

Mitelman F, Nature Reviews 2007



ALTERACIONES CROMOSOMICAS Y CANCER

SIMPLES Y ESPECIFICAS MULTIPLES Y NO ESPECIFICAS



TECNICAS DE MULTICOLOR FISH

M-FISH

Speicher et al., 1996 Schrock et al., 1996

Técnicas de Hibridacion In Situ Fluorescente que utilizan un conjunto de sondas
de pintado cromosomico, marcadas combinadamente con diferentes
fluorocromos, que permiten la clasificacion de los 24 cromosomas en colores
distintos




TECNICAS DE MULTICOLOR FISH (SKY)

Analisis de resultados:

1) Seleccion de metafases

2) Captura mediante el filtro espectral — Spectracube™ procesa la
imagen a partir de la camara CCD

3) Captura de la contratincion — camara CCD
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Ventajas x Inconvenientes

- Informacion de todos los cromosomas en - Necesidad de metafases

un unico experimento
- No visualizacion de alteraciones

- Descripcion de cariotipos complejos dentro de un mismo cromosoma o su
homologo

- Deteccion de translocaciones cripticas

por CC
-No deteccion de alteraciones <3-10 Mb
(resolucion similar a la CC)

- Definicion de translocaciones detectas

or CC , .
P - Elevado coste econdmico

- Definicidn de cromosomas marcadores
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SKY: CARIOTIPO ESPECTRAL
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EVOLUCION DE LA CITOGENETICA

Karyotyping
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VENTAJAS:

- Mayor resolucion:

- Definicion precisa de puntos de rotura

- Deteccion de alteraciones de pequeio

tamafno (5 Kb)
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PRINCIPIO DEL PROCEDIMIENTO (SISH)

Black Signal
o

Silver A
Silver B
Silver C

Rabbit ant-DNP Antibody e RP

) \ Goat anti-Rabbit Antibody

NO;
DNP-.... [ ]
éﬁf%j |

17q11.2-q2 S NIO,

HER2 DNA Probe
- (DNP-labeled)

Figura 1. SISH Reaction for HER2 Detection

Sonda HER2: reaccién enzimatica
antigeno-anticuerpo (Rabbit-anti-DNP),
utilizando la plata como cromégeno

pH Enhancer
Naphthaol
Fast Red

Red Signal |~

- Mouse anti-DIG Antibody

S H Chr17 DNA Probe

Chromosome 17 > - (DIG-labeled)
Centromere Reglon <

Figura 2. Red ISH Reaction for Chromosome 17 Detection

Sonda CEP17: reaccidon enzimatica
antigeno-anticuerpo (Mouse anti-DIG),
utilizando la fosfatasa alcalina (AP) como
cromoOgeno



VENTAJAS DE LA TECNICA SISH 3 RN el
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* Proceso totalmente automatizado

« Observacion en microscopio optico de campo claro

* |dentificacion del area histologica a analizar con mayor
precision

« Portaobjetos archivables

* Elevada sensibilidad, deteccion de hasta una sola copia
del gen

 Flexibildad, puede ser programado como DUAL SISH o
SINGLE SISH



INTERPRETACION DE LA HIBRIDACION

|dentificacion del area histoldgica con infiltracion tumoral (20x, 40x, 60x,
100x)

Localizacion de senales de hibridacion en células control (fibroblastos,
linfocitos, células endoteliales, etc.)

Si las células control muestran sefales de hibridacion correctas, proceder
al estudio del area tumoral

HER2/CEP17

— En aquellas areas heterogéneas para numero de copias de HER2, contar
unicamente aquellos nucleos que son representativos de la poblacion tumoral,
con el maximo namero de sefiales para las dos sondas

— Analizar 60 nucleos, y de cada uno de ellos anotar el nUmero de copias para
HER2 y para CEP

— Calcular el ratio HER2/CEP17 (media o0 moda)



HER2/CEP17

HER2
Cromosoma 17 (CEP17)

Control interno. Fibroblastos




HER2 EN CANCER DE MAMA

HéRrR2 no amplificado HER2 amplificado

HeER2
Cromosoma 17 (CEP17)



HER2 EN CANCER DE MAMA

I-[ebcroeeqcidod entre la poblacion tumoral




HER2 EN CANCER GASTRICO

Amplificacion en clusters Amplificacion dispersa




HER2 EN CANCER GASTRICO

HETEROGENEIDAD DE LA FOCALIDAD DE LA
AMPLIFICACION/POLISOMIA AMPLIFICACION/POLISOMIA



ARTEFACTOS QUE INVALIDAN LA VALORACION DEL
SISH

Desparafinado insuPficiente, nudear bubblir{g



ARTEFACTOS QUE INVALIDAN LA VALORACION DEL
SISH

Ruido de Fondo, polvo nuclear



ARTEFACTOS QUE INVALIDAN LA VALORACION DEL
SISH

Falta de hibridacion de una de las dos rondas
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