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Povzetek

Molekularna citogenetika igra pomembno viogo v genetiki raka, pri diagnosti-
ki in ugotavlianju specifi¢nih kromosomskih sprememb. Je eno osnovnih
orodij v odkrivanju genov, pomembnih v patogenezi rakastih bolezni. v poznih
80. letih prejsnjega stoletja so se razvile Stevilne tehnike, ki temeljijo na meto-
di fluorescencne in situ hibridizacije (FISH). Najpomembnejse med njimi so
interfazni FISH, vecbarvni FISH (M-FISH, SKY) in primerjalna genomska hib-
ridizacija (PGH). V zadnjem &asu pa se uveljavlja tehnologija mikromrez. Digi-
taina karictipizacija, PGH na mikromrezah in tehnika oligonukleotidinin
mikromrez, so tehnike, ki so prevzele vodilno viogo v raziskavah raka.

V Laboratoriju za medicinsko genetiko mariborske bolnignice smo razvili vse
osnovne molekularno citogenetske metode, razen &ip tehnologije. Molekular-
ne citogenetske tehnike uporabliamo pri diagnostiki levkemij in limfomov ter
nekaterih solidnih tumerjih. V tem prispevku je prikazana uporaba FISH-a |
interfaznega FISH-a, vedbarvnega FISH-a in PHG pri posameznih primerih
levkemij. Razpravljamo tudi o pomnoZitvah onkogena Her? pri diagnostiki
raka dojke ter pogostejdih kromosomskih preureditvah pri raku mehurja.

FISH - fluorescenc¢na in situ hibridizacija

Metode FISH na interfaznih jedrih so prinesle revolucionarno moznost v cito-
genetski diagnostiki in predvsem v kliniénih aplikacijah. Tehnike temeljijo na
edinstveni sposobnosti vezave enojne DNA verige ~ DNA sonde na komple-
mentarno taréno mesto v genomu. Sendo vizualiziramo z direktnim oznade-
vanjem s fluorokromi konjugiranimi na nukleotide ali indirektno z imunolokim
barvanjem molekul biotina oz digoxigenina vezanega na nukleotide. Taréna
sekvenca je vidna tako v metafazi kot v interfazi celidnega ciklusa.

Poznamo tri vrste DNA sond, ki nudijo razliéne aplikacije: centromerno speci-
ficne, lokus specifi¢ne in kromosomsko specifiéne DNA sonde.

Visoka senzitivnost, specifi¢nost in hitrost FISH preiskav omogoé¢a kliniéno
uporabnost v citogenetiki in patologiji (1,2). Glavna omejitev metode je v
detekciji samo specifi¢nih strukturnih ali &tevildnih kromosomskih sprememo,
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ki pa se da preseci z drugimi tehnikami kot so M-FISH, SKY, CGH in Array-
CGH.

Specificne kromosomske preureditve in njihova vloga pri
diagnostiki levkemij

Vloga kromosomskih sprememb v patologiji je bolj poznana pri hematoloskih
malignih stanjin kot pri solidnih tumorjih. Tako uravnoteZzene kot neu-
ravnoteZzene kromosomske preureditve so opisane pri razli¢nih malignih stan-
jin in igrajo specifitno vlogo pri razvoju napredovanju bolezni. Predpostavija
se, da imajo uravnotezene spremembe direkino viogo v onkogenezi, medtem
ko so neuravnotezene spremembe bolj posledica sekundarnega napredovan-
ja tumorjev (3).

Posledica uravnotezenih kromosomskih sprememb so pogosto himeriCni
celiéni proteini, ki imajo klju¢no viogo v malignem procesu. Njihova vioga je
lahko v stimulaciji celicne rasti in tirozin kinazni aktivhosti, kot je v primeru
translokacije 1(9;22) pri KML, zaradi BCR/ABL fuzije in translokacije 1(8;21) pri
AML, zaradi AML1/ETO fuzije. Antiapoptoti¢no deluje spremenjena aktivnost
BCL2 gena kot posledica t(14;18) pri folikularnem B-celicnem limfomu. V
primeru translokacije t(15;17) pa je spremenjeno delovanje PML in RARA pro-
teinov. PML. se inaktivira in vodi v izgubo proapoptoti¢ne aktivnosti, spremen-
jeno delovanje receptorja za retinoi¢no kislino pa blokira mieloidno diferen-
ciacijo (4,5,6).

Poleg translokacij so pomembne Stevilcne spremembe, amplifikacije in dele-
cije, ki povzrocajo presezke in primanjkljaje v genomu in so vzrok za nekon-
trolirano proliferacijo. Pri mielodisplasti¢nem sindromu (MDS) se pri 50% bol-
nikov pojavljajo delecije 5g- ali primanjkijaji celotnih kromosomov 5 in 7 ter
dodatni kromosom 8. Spremembe s0 z izjemo 5g- vezane na slabo prognozo
(7). Pravtako je slab prognosti¢en znak delecija 17p pri B celiéni KLL, ki vodi v
agresivno obliko bolezni, medtem ko je delecija 13q relativho dober prognos-
ticen znak (8).

Odkrivanje citogenetsko pomembnih klonov je klju¢no za spremljanje bolezni,
terapijo in ugotavljanje relapsa. FISH se uporablja za ugotavljanje uspesnosti
terapije pri spremljanju pojavljanja fuzijskih genov ABL/BCR in PML/RARA.
Uporabnost FISH-a se kaze tudi pri drugih vrstah levkemij in limfomov. Tabela
1 prikazuje najpogostejSe citogenetske spremembe, ki imajo diagnosti¢no
vrednost pri hematoloskih malignih stanjih.

Solidni tumorji
Vrednost citogenetske analize pri vrednotenju pojavljanja bolezni se je
pokazala tudi pri solidnih tumoriih.

Pri raku mehurja nam diagnostiko karcinoma tranzicijskih celic omogoca
dolocitev StevilCnih sprememb kromosomov 3, 7 in 17 ter delecije gena p16
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Tabela 1. Najbolj pogosti in pomembni citogenetski markerji pri levkemijah in limfomih,
kjer je FISH metoda izbire za diagnostiko in sledenje bolezni.

1(9;22)(q34;911.2) BCR-ABL Kroni€na mieloicna levkemija
t(8;21)(022;922) AML1/ETO AML z (8;21) (M2, M4-FAB)
inv(16)(p13922) or CBFb/MYH11 AML. (M4Eo-FAB)
t(16;16)(p13922)

t(15;17)}g22;912) PML/RARa APL (M3-FAB)

11923 rearrangements MLL AML z 11923 nepravilnostmi
5g- Mozen supresorni gen | 5g- sindrom: MDS
(8;14)(g24;432) or c-MYC Burkitt limfom
t(8;22)(g24;q11) or

12;8)(p12;924)

t(14;18)(q32;g21) BCL-2 Folikularni limfom
1(11;14)(q13;932) BCL1,cycline D1 Limfom plasénih celic
1(2;5)(p23;935) ALK T-elicni anaplastiéni limfom

na 9p21 kromosomu. FISH analiza dale¢ presega pomen drugih testov, vkljuc-
no s citopatologijo (11).

V Laboratoriju za medicinsko genetiko SBM smo v letu 2005 pregledali 36 bol-
nikov, pri 6-tih smo nasli tevilcne kromosomske spremembe, pri enem pa
delecije p16 genov.

Poznana je tudi tesna povezava med Her2/neu gensko amplifikacijo na kro-
mosomu 17q in slabo prognozo pri metastazirani obliki raka dojke. Her2/neu
amplifikacija se odlicno odziva na specifitno terapijo s trastuzumabom
(Herceptin), ki je humano protitelo proti Her? proteinskem receptorju. Bolnice
zdravljene z dodatno terapijo s Herceptinom kazejo dober odgovor in visoko
prezivetje. Zato je zgodnje ugotavljanje Her2/neu amplifikacij bistveno pri
prognozi in zdravljenju bolezni. Prednost FISH-a pred imunohistokemi¢no
analizo (ICH) pa je v visoki specifiCnosti in senzitivnosti metode, saj po ICH
dobimo visok odstotek lazno pozitivnih in tudi lazno negativnih primerov. V
nasSem laboratoriju smo v letu 2005 testirali 64 ICH 2+ pozitivnih primerov in
potrdili Her2 amplifikacijo le pri 21-tih.

M-FISH (Multicolour FISH)

Poleg klasi¢ne FISH tehnike so se razvile Stevilne druge metode, ki izhajajo iz
FISH-a in omogo¢&ajo dodatne aplikacije. M-FISH uporablja tehniko oznale-
vanja celotnih kromosomov. S kombinacijo 5 razli¢nih barvil lahko dosezemo
diferencialno oznacevanje vsakega kromosoma z drugo barvo in simultano
analizo vseh kromosomov. M-FISH se uporablja za analizo marker kromoso-
mov, derivativnih kromosomov in kompleksnih kariotipov. Omejitve tehnike so
v resoluciji subtilnih delecij in amplifikacij, nezmoznosti odkrivanja intrakromo-
somskih inverzij in insercij (13,14,15). Z M-FISH je bilo odkritih nekaj diagnos-
ticno pomembnih preureditev, kot je t(5;11) pri 7% otroskih AML (16). Resni¢-
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na vrednost M-FISH-a je v analizi kompleksnih kariotipov, kot je primer
pacienta AL (Slika 1), ki smo ga analizirali v naSem laboratoriju s pomocjo
Ochtachrome Multiprobe Device System (Cytocell), ki uporablja simultano
analizo vseh kromosomov s pomodjo kombinacije treh razlicno obarvanih kro-
mosomov na 8 poljih.

Slika 1. Kompleksni kariotip primera akutne levkemije.

46,X,der(X)t(X:3)(q28,025)t(X; 16)(p 14,q12),der(3)(X;3)(q28;p25), derO}(X:6)(0 14;
q25),

i(8)(q10),del(11)(q14g23),der(13)t(5,13)(q34;p11),der(13)t(13; 14)(q22;q11),inv(14)(
q11932),der(16)t(X;16)(q28;q12),(17)(p13q21),der(20)t(17,20)0(q21;q13),22p+.

PGH - primerjalna genomska hibridizacija

Moznost primerjave patoloskega DNA z normalno DNA na normalnih kromo-
somih je prelomnega pomena v molekularno-citogenetskih tehnikah. To nam
omogota primerjalna genomska hibridizacija (17). Princip, ki ga PGH uporabl-
ja je tudi osnova za najnovejse tehnike mikromrez (array-CGH).

PGH je robustna FISH metoda, ki omogoca analizo celotnega genoma v smis-
lu ugotavljanja presezkov in primanjkljajev, vendar z omejeno resolucijo (2-10
Mb). Prednost metode pred ostalimi je v tem, da ne potrebujemo ve¢ deljivih
celic in slike patologkih kromosomov. Analiza se dela na testnih normalnih
kromosomih kamor hibridiziramo razli¢no obarvano testno in referenéno DNA,
ki tekmujeta za vezna mesta. Razlika v barvi hibridizacije ter racunalniSka
analiza nam omogodi prikaz pomika v desno ali levo na krivulji vzdolZ kromo-
soma in s tem ugotavljanje preseZkov oz. primanjkljajev v genomu. Podrocja
v genomu z visokim $tevilom amplifikacij so izhodi$&na mesta za identifikaci-
jo genov, ki igrajo viogo v patogenezi (18). Na sliki 2 prikazujemo primer
uporabe PGH v nasem laboratoriju: analiza bolnika z dendriticno levkemijo z
visoko ampilifikacijo kromosoma 21.
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Slika 2. Primer PGH profila, ki prlkazule amp//f/kaCI/o kromosoma 21 pri bolniku z den-
driticno levkemijo.

PGH na mikromrezah (array CGH)

Tehnika PGH je osnova za tehnologijo mikromreZ, le da so pri mikromrezah
testne kromosome nadomestili ¢ipi s kloni BAC-ov, cDNA ali oligonukleotidov
(19), kar omogoca vecjo resolucijo, ki je omejena z velikostjo uporabljene
sonde. MikromreZe, ki pokrivajo celoten genom vsebujejo klone razporejene
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na 1Mbp intervala razdalje. Resolucijo lahko povecamo z visoko-resolucijski-
mi mikromrezami, ki vsebujejo prekrivajote se klone BAC-ov (20). Glavna
prednost PGH na mikromrezah je v moznosti odkrivanja subtilnih sprememb
v celotnem genomu. Prvi rezultati pri analizi limfomov so pokazali kriptitne
amplifikacije $tevilnin genov (BCL2, CCD1, CCD2, JAKZ, FG4MDM2...) (21)
ali n.pr. pri AML tandemske duplikacije/ampilifikacije MLL gena.

Zakljucek

Maligni fenotip je rezultat vsaj Sestih posami¢nih sprememb v celici: neodvis-
nost signalizacije, izguba apoptoze, odpornost do zaviralcev celi¢ne rasti,
nesposobnost proliferacije, ohranjanje angiogeneze in zmoZnost invazije oz.
metastaziranja (22). Sposobnost vpogleda nad celotnim biockemi¢nim doga-
janjem v malignih celicah je klju¢nega pomena v izvajanju terapije. V tabeli 2

Tabela 2. Primerjava razlicnih citogenetskih tehnik

Primerjava razlicnih citogenetskih tehnik

Tehnike Lotljivost | Prednosti Omejitve

Klasi¢na citogenetika - 10Mb Rutinska laboratorijska Potrebna Ziva kuftura

proganje kromosomov praksa. celic in metafazni
Pregled celotnega genoma. | kromosomi.

Matafazni FISH 1-10Mb Odkrivanje dolo¢enih DNA
sprememb.

Vetja locljivost kot kiasicna
citogenetika.

M-FISH 2-3Mb Najbolj senzitivna od vseh
metafaznih analiz.

Pregled celotnega genoma.

PGH 50kb-10Mb | Zelo visoka senzitivnost. Tehni¢na zahtevnost.
Ziva celi¢na kultura ni Potrebna visoko
potrebna. kvalitetna DNA.
Pregled celotnega genoma. | Potrebni visoko

kvalitetni testni
kromosomi.

Interfazni FISH 50-100 kb | Zelo visoka senzitivnost in Ni pregleda Cez celi
specificnost. genom.

Ziva celiéna kultura ni
potrebna.
Mozna anliza na eni celici.

PGH na 40-100kb | Visja senzitivnost in Tehni¢no zelo

mikromreZah 3-4 Mb specifitnost kot PGH. zahtevna in draga
Genom-wide scan. metoda.

Zahteva visoko
kvalitetno DNA.

FISH na iztegnjeni 1-5kb Zelo natan¢na analiza Tehni¢no izredno

DNA molekuli genoma.. zahtevna metoda.
Ni potrebna ziva celi¢na
kultura.
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€ pregled citogenetskih tehnik, ki se trenutno uporabliajo pri analizi raka ter
Y p

njihovih prednosti in pomankljivosti. Opisane metode so pomemben del v pro-
cesu diagnostike in sledenja bolezni. So tudi osnova za analize v bodoénosti

pri

kompleksnih Studijah na ekspresijskih in proteomskih mikromrezah.
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