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3

CitogeneticaCitogenetica

•• Es el Es el estudioestudio de la de la geneticagenetica de de laslas celulascelulas..
•• Las Las celulascelulas contienencontienen cromosomascromosomas..
•• Los Los cromosomascromosomas contienencontienen el material el material 

geneticogenetico del del individuoindividuo..
•• PacientesPacientes con cancer con cancer tienentienen alteracionesalteraciones

cromosomicascromosomicas..
•• El El resultadoresultado del del estudioestudio de de cromosomascromosomas se se 

llama: llama: cariotipocariotipo (karyotype) y (karyotype) y eses la la 
representacionrepresentacion graficagrafica de de loslos cromosomascromosomas..

4

CariotipoCariotipo

•• Se Se obtieneobtiene medulamedula oseaosea del del pacientepaciente y se  y se  
transportatransporta al al laboratoriolaboratorio..

•• Los Los biologosbiologos procesanprocesan el material el material parapara
obtenerobtener un un cariotipocariotipo..

•• En el En el cariotipocariotipo loslos cromosomascromosomas se  se  
apareanaparean de de acuerdoacuerdo a a susu tamaňotamaňo y y 
morfologiamorfologia..
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AnormalidadesAnormalidades CromosomicasCromosomicas

•• TodasTodas loslos cambioscambios identificadosidentificados se se 
expresanexpresan con con numerosnumeros y y simbolossimbolos..

•• El El sistemasistema eses internacionalinternacional..

•• An international System for Human An international System for Human 
Cytogenetics Nomenclature (ISCN95)Cytogenetics Nomenclature (ISCN95)
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TecnicaTecnica DirectaDirecta parapara MedulaMedula OseaOsea

•• ColectarColectar el el aspiradoaspirado de de medulamedula oseaosea en un en un tubotubo queque
contengacontenga mediomedio de de transportetransporte

[[mediomedio de de cultivocultivo RPMIRPMI--1640, 20% FBS +  1640, 20% FBS +  
preservativepreservative--free free heparinaheparina]]

•• AgregarAgregar ColcemidColcemid 25 min a 25 min a temperaturatemperatura ambienteambiente..

•• CentrifugarCentrifugar 900 rpm 900 rpm porpor 10 min. 10 min. DescartarDescartar
sobrenadantesobrenadante..

•• AgregarAgregar solutionsolution hypotonicahypotonica 2525--30 min a 30 min a temperaturatemperatura
ambienteambiente. . CentrifugarCentrifugar..
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TecnicaTecnica DirectaDirecta parapara MedulaMedula OseaOsea

•• AgregarAgregar fijadorfijador de de CarnoyCarnoy
((metanol/acidometanol/acido aceticoacetico 3:1)3:1)
15 min a 15 min a temperaturatemperatura ambienteambiente..

•• CentrifugarCentrifugar a 600 rpm. a 600 rpm. DescartarDescartar
sobrenadantesobrenadante. . 

•• PrepararPreparar loslos extendidosextendidos (slides)(slides)
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Como se Como se EscribeEscribe un un KaryotypeKaryotype??

•• EvaluarEvaluar 2020 metafasesmetafases en el en el microscopiomicroscopio

•• CapturarCapturar imagenesimagenes de de metafasesmetafases normalesnormales y y 
anormalesanormales con un con un sistemasistema de de cariotipocariotipo
automaticoautomatico o o tomartomar fotosfotos y y cortarcortar loslos
cromosomascromosomas

•• InformarInformar el el cariotipocariotipo final de final de acuerdoacuerdo al al 
ISCN95 (International System Human ISCN95 (International System Human 
Cytogenetic Nomenclature)Cytogenetic Nomenclature)
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MetafaseMetafase
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CariotipoCariotipo NormalNormal
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Como Como InterpretarInterpretar un un CasoCaso??

•• EstablecerEstablecer el el numeronumero de de metafasesmetafases
normales/abnormalesnormales/abnormales

•• EstablecerEstablecer el el numeronumero modal de modal de cromosomascromosomas en en 
celulascelulas anormalesanormales

AnormalidadesAnormalidades recurrentesrecurrentes=CLONE=CLONE
**MinimoMinimo de 2 de 2 metafasesmetafases con la con la mismamisma
alteracionalteracion cromosomicacromosomica o o gananciaganancia del del mismomismo
cromosomacromosoma

**MinimoMinimo de 3 de 3 metafasesmetafases con con perdidaperdida del del mismomismo
cromosomacromosoma
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46,XX,t(9;22)(q34;q11.2)
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HaploidiaHaploidia CercanaCercana (Near(Near--Haploid)Haploid)

25,X,+14,+21
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TriploidiaTriploidia CercanaCercana (Near(Near--Triploid)Triploid)
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LeucemiaLeucemia LinfoblasticaLinfoblastica AgudaAguda
ClasificacionClasificacion GeneticaGenetica

PronosticoPronostico AdversoAdverso

•• t(9;22)(q34;q11.2) / t(9;22)(q34;q11.2) / BCRBCR--ABLABL
•• t(11q23;V) / t(11q23;V) / MLLMLL con con rearreglorearreglo
•• hipodiploidehipodiploide (<45 (<45 cromosomascromosomas))
•• t(1;19)(q23;p13.3) / t(1;19)(q23;p13.3) / PBX1PBX1--E2AE2A

**SiSi se se tratatrata agresivamenteagresivamente el el pacientepaciente tienetiene
buenabuena sobrevidasobrevida..
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LeucemiaLeucemia LinfoblasticaLinfoblastica AgudaAguda
ClasificacionClasificacion GeneticaGenetica

PronosticoPronostico FavorableFavorable

•• t(12;21)(p13;q22) / t(12;21)(p13;q22) / TELTEL--AML1AML1
•• hiperdiploidehiperdiploide (51 (51 –– 67 67 cromosomascromosomas))

•• EvaluacionEvaluacion de de ploidiaploidia: : 
•• citogeneticacitogenetica ((numeronumero de de cromosomascromosomas)  )  
•• CitometriaCitometria de de flujoflujo ((indiceindice de ADN = de ADN = cantidadcantidad

de ADN en de ADN en blastosblastos / / cantidadcantidad de ADN en de ADN en 
celulascelulas normalesnormales) ) 
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LeucemiaLeucemia MieloblasticaMieloblastica AgudaAguda
ClasificacionClasificacion GeneticaGenetica

PronosticoPronostico AdversoAdverso

-- CariotipoCariotipo complejocomplejo
(>5 (>5 alteracionesalteraciones cromosomicascromosomicas))

-- --77
-- AlteracionesAlteraciones 3q 3q 
-- DelecionDelecion 5q/5q/--55
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LeucemiaLeucemia MieloblasticaMieloblastica AgudaAguda
ClasificacionClasificacion GeneticaGenetica

PronosticoPronostico FavorableFavorable

-- t(15;17)(q22;q12) / t(15;17)(q22;q12) / PMLPML--RARARARA
-- t(8;21)(q22;q22) / t(8;21)(q22;q22) / ETOETO--AML1AML1
-- inv(16)(p13.1q22) / inv(16)(p13.1q22) / MYH11MYH11--CBFBCBFB
-- t(9;11)(p22;q23) / t(9;11)(p22;q23) / AF9AF9--MLLMLL
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Provides Provides 
simultaneous simultaneous 
assessment of  assessment of  
multiple multiple 
chromosomal and chromosomal and 
gene abnormalities in gene abnormalities in 
a single cella single cell

FISH SystemFISH System
(Fluorescence in situ Hybridization)

VYSIS®
(© 2003 Vysis Inc.)VYSISVYSIS®®
((©© 2003 Vysis Inc.)2003 Vysis Inc.)
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FISH Metafase con Nucleos en Interfase
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Post Post TransplanteTransplante de de MedulaMedula OseaOsea
DetecionDetecion de de NucleosNucleos en en InterfaseInterfase: : 

XX (XX (FemeninoFemenino)) XXY (Y (MasculinoMasculino))

Raimondi
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TrisomiaTrisomia 19 (+19)19 (+19)
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T(4;11) Insercion Compleja
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Probe de Secuencia Unica (Unique Sequence Probe)
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FISH Patterns / TranslocationsFISH Patterns / Translocations

•• 22--Color Color BreakBreak--Apart ProbeApart Probe (BAP)(BAP)

• 2-Color Simple-Fusion pattern  (SF)

•• 22--Color Color Extra Signal patternExtra Signal pattern (ES)(ES)

•• 22--Color Color DoubleDouble--Fusion patternFusion pattern (DF)(DF)
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Dual Color -Break Apart Probe (BAP)
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Simple 2-Color Fusion -
BCR/ABL Probe

BCR

ABL
Mbcrmbcr

Cen

Cen

Cen der(22)

der(9)Cen

Cen
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((©© 2003 Vysis Inc.)2003 Vysis Inc.)



6

31

t(9;22)(q34;q11.2) BCR – ABL (yellow)
BCR (green) – ABL (red)

Color Dual –Fusion Unica (Dual Color -Single Fusion)
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Double Fusion Pattern  BCR/ABL  ES Probe

BCR

ABL
Mbcrmbcr

der(22)

der(9)

Cen

Cen

Cen

Cen

VYSIS®
(© 2003 Vysis Inc.)VYSISVYSIS®®
((©© 2003 Vysis Inc.)2003 Vysis Inc.)

Susana C. Susana C. RaimondiRaimondi, PhD, PhD Susana.RaimondiSusana.Raimondi@stjude.org@stjude.org

www.cure4kids.org

More medical education materials are available at:

End of Part 2 of 3End of Part 2 of 3
Aspectos Aspectos TecnicosTecnicos

de de CitogeneticaCitogenetica Convencional Convencional 
y Molecular en Leucemias Agudasy Molecular en Leucemias Agudas

Part 3 of 3Part 3 of 3

www.cure4kids.org
Susana C. Susana C. RaimondiRaimondi, PhD, PhD

LecturaLectura EspecialEspecial--EdumedEdumed
EneroEnero 20042004

34

FISH System OverviewFISH System Overview
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FISH System OverviewFISH System Overview::
Translocation Gene Fusion in LeukemiaTranslocation Gene Fusion in Leukemia

LSI LSI bcr/ablbcr/abl ES ES hybridized to hybridized to 
cultured blood lymphocytescultured blood lymphocytes VYSIS®

(© 2003 Vysis Inc.)VYSISVYSIS®®
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Color Dual -Fusion Doble (Dual Color –Double Fusion
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t(12;21)(p13;q22)
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12 der(12) 21 der(21)

T(12;21) TEL-AML1       Single Fusion ES
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der(12) der(12) 21 der(21)

T(12;21) TEL-AML1 Single Fusion ES   [TEL Deleted]
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Amplificacion de BCR-ABL en Pacientes con Recaida
Despues de Responder Inicialmente a STI-571

Science (293) 2001 Clinical Resistance to STI-571
50

MDS Specimen  MDS Specimen  
44,XX,44,XX,--4,del(5)(q13q33),add(6)(p23),add(13)(q34),4,del(5)(q13q33),add(6)(p23),add(13)(q34),

add(17)(p11.2),add(20)(p13),add(17)(p11.2),add(20)(p13),--21[20]21[20]

VYSIS®
(© 2003 Vysis Inc.)VYSISVYSIS®®
((©© 2003 Vysis Inc.)2003 Vysis Inc.)
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InvestigacionesInvestigaciones ActualesActuales, , 
NuevosNuevos AspectosAspectos y y PerspectivasPerspectivas

•• El El aňoaňo pasadopasado se se finalizofinalizo el el proyectoproyecto de de secuenciarsecuenciar el el 
genomagenoma humanohumano (ADN) lo (ADN) lo cualcual estaesta facilitandofacilitando el el 
conocimientoconocimiento de la base molecular de de la base molecular de distintasdistintas
enfermedadesenfermedades. . 

•• En cancer, En cancer, estaesta ayudandoayudando a a clasificarclasificar loslos distintosdistintos tipostipos de de 
tumorestumores a a nivelnivel submicroscopicosubmicroscopico. . 

•• Dos Dos metodosmetodos son son loslos masmas utilizadosutilizados..
•• UnoUno eses la la determinaciondeterminacion directadirecta del ADN (material del ADN (material 

geneticogenetico))
•• OtroOtro consisteconsiste en el en el estudioestudio de de loslos productosproductos celularescelulares

(RNA y (RNA y proteinasproteinas).).
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Gene Expression Profile

Golub et al Science 286, 531, 1999

53

MCA: Genomic SubsetsMCA: Genomic Subsets

Yeok et al. Cancer Cell1: 133-143, 2002
54

Microchip ArrayMicrochip Array

•• EstaEsta tecnologiatecnologia se llama “microchip array” y se llama “microchip array” y proveeprovee unauna
disecciondiseccion global de global de loslos cambioscambios en la expression de en la expression de loslos genes genes 
queque ocurrenocurren en en celulascelulas malignasmalignas..

•• El El usouso combinadocombinado de de estasestas tecnologiastecnologias vava ha ha facilitarfacilitar nuestronuestro
entendimientoentendimiento de de laslas complejidadescomplejidades geneticasgeneticas inherentesinherentes al al 
cancer. cancer. 

•• Se Se anticipaanticipa queque “microchip arrays” “microchip arrays” tendratendra impactoimpacto a a nivelnivel
individual, individual, ayudandoayudando a a identificaridentificar pacientespacientes queque respondenresponden o o 
no al no al tratamientotratamiento y y queque necesitennecesiten distintosdistintos tipostipos de de terapiaterapia
parapara tratartratar enfermedadesenfermedades queque presentanpresentan con con rasgosrasgos similaressimilares..
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