UNIVERZA V LIUBLJANI
FAKULTETA ZA FARMACIJO

HERMINA CIBEJ

MAGISTRSKA NALOGA

Magistrski $tudij laboratorijske biomedicine

Ljubljana, 2014



UNIVERZA V LIUBLJANI
FAKULTETA ZA FARMACIJO

HERMINA CIBEJ

DOLOCAN]JE KLINICNO POMEMBNIH
KROMOSOMSKIH PREUREDITEV PRI
NEVROBLASTOMU

DETERMINATION OF CLINICALY IMPORTANT
CHROMOSOMAL REARRANGEMENTS IN
NEUROBLASTOMA

MAGISTRSKA NALOGA

Magistrski Studij laboratorijske biomedicine

Ljubljana, 2014



Magistrsko nalogo sem opravljala v Univerzitetnem klini¢cnem centru Ljubljana (Oddelek
za hematologijo, Specializirani hematoloski laboratorij) pod mentorstvom doc. dr. Helene

Podgornik, spec. med. biokem. in somentorstvom prof. dr. Janeza Jazbeca, dr. med.

Iskreno se zahvaljujem mentorici doc. dr. Heleni Podgornik za strokovno pomoc,

vodenje in nasvete pri nastajanju magistrske naloge.

Zahvaljujem se Otroski bolni$nici Zagreb za posredovane vzorce in podatke, da sem

nalogo lahko izvedla.

Zahvaljujem se svojim najdrazjim. Svojim starSem, Luku, Timu in Filipu za

potrpezljivost, pomoc¢, ter vzpodbudne nasmehe in besede.

Izjava
Izjavljam, da sem magistrsko nalogo samostojno izdelala pod mentorstvom doc. dr.

Helene Podgornik, spec. med. biokem. in somentorstvom prof. dr. Janeza Jazbeca, dr. med.

Podpis:

Ljubljana, 2014

Predsednica komisije: prof. dr. Marija Sollner Dolenc
Mentorica: doc. dr. Helena Podgornik
Somentor: prof. dr. Janez Jazbec

Clan komisije: doc. dr. Igor Locatelli



KAZALO

KAZALO SLIK ...t i
KAZALO PREGLEDNIC.........oo e, v
SEZNAM OKRAJSAV .......covimiiiiiiiiieiisissisee s V
POVZETEK .. ..o e Vi
ABSTRACT oo Vi
1 UVOD e 1
1.1 NEVROBLASTOM.....ocot ittt sttt sttt 1
1.1.1 Mednarodni sistem razvr§¢anja nevroblastoma - INSS (International
Neuroblastoma Staging SYSTEM) .......ccueiiiiiiiiiie it 2
1.1.2 Mednarodni sistem razvr§¢anja nevroblastomov z upostevanjem faktorjev
tveganja-INRGSS (International Neuroblastoma Risk Group Staging System)............... 3
11,3 ZArAVIIENJE e 4
1.2 GENETIKA NEVROBLASTOMA ...ttt 4
1.2.1 MYCN ampPifiKACTIA .. .cvioveieiiiieiieicieieee s 4
1.2.2 Ponavljajoce kromosomske spremembe pri nevroblastomu .............ccccocvveiennen, 7
1.2.3 PlOIANOST .....eeeieciiecieece ettt ettt e eeneeereenneeneenreas 7
1.3 Fluorescenéna »in situ« hibridizacija ...................cccooiiii, 8
1.3.1 FISH na tkivih fiksiranih v formalinu in tkivih vklopljenih v parafin .................. 9
I S LN ST o =SSOSR 10
2 NAMENDELA ... 12
3 MATERIALIIN METODE..........ccooiiiieec e 14
3.1 MATERIALI ZA I1ZVEDBO FISH ......ocoiie e 14
3.1.1 Priprava raztopin Za FISH ........cooioiiiiiec e 15
3.1.2 DNA sonde, uporabljene za FISH ... 16



3.2 APARATURE ..ot 19

3.3 PREDPRIPRAVA STEKEL ZVZORCEM IN FISH METODA ........ccceoveienn. 19
3.4 STATISTICNA ANALIZA PODATKOV ........cccocovvvmiiiiriiersrsessiessesseesssies s, 23
4 REZULTATI oo 24
4.1 PREISKOVANC I ..ottt 24
4.2 OPTIMIZACIIA FISH ..o 25
4.3 FISH ANALIZA TARCNIH SPREMEMB ...........ccccoovviiiiieseseeseseneses s 28
4.4 REZULTATI FISH ANALIZE NA VZORCIH NEVROBLASTOMA............... 30

4.4.1 Stopenjska FISH ananliza...........coccoiviiiiiiiiiin e 30

4.4.2 TehniCno NePrimerni PrEPATALL ....cueeirueeirrrieiiieeeiiieeesieessieessreesssseessssessnseessssnees 31

4.4.3 Pogostost ponavljajocih klinicno pomembnih kromosomskih sprememb........... 33

45 PREZIVETJE BOLNIKOV GLEDE NA DOLOCENE KROMOSOMSKE

SPREMEMBE ..o ettt b 35
45.1 Vplivamplifikacije MYCN Na PreZivetje......covvvririiirinienieiieniesiesiesiesieseseseenes 35
4.5.2 Vpliv ostalih preurediteVv Na PreZiVetje.......covrvrrirrririeenieiesie e 36

O RAZPRAVA L 37

5.1 VPELJAVA METODE ...t 37

5.2 POJAVNOST CITOGENETSKIH SPREMEMB.........cccooiiiiiiiniieeeneee 38

5.3 VPLIV DOLOCENIH KROMOSOMSKIH SPREMEMB NA PREZIVETJE.. 39



KAZALO SLIK

Slika 1: Intrakromosomska in ekstrakromosomska amplifikacija MYCN..........c.ccccecvivennenn 5

Slika 2: Razvoj podskupin nevroblastoma glede na kromosomske preureditve in ploidnost

............................................................................................................................................... 6
Slika 3: Fluorescencna in Situ NIDMQIZACHA...........coveieieieiercicne e 9
SHIKA 41 DINA-SONUE ...tttk b e 11
Slika 5: Podrocje vezave DNA-sonde ON 1021/SRDI1P36........cccevvvevveieiieieerieeie e 17
Slika 6: Podro¢je vezave DNA-sonde LS| N-MYC(2p24)/CEP2.........ccccooevveeiiiceineiene 18
Slika 7: Podroc¢je vezave DNA-SONAE LS MLL ..o, 18
Slika 8: Starost arhivsega vzorca tumorskega tkiva ob analizi ............cccccoeeevveiiciciieen, 24
Slika 9: Starost otrok z nevroblastomom ob postavitvi diagnoze ............cccccoeveviveieiieennenn, 25
Slika 10: Shematski Prikaz FISH. ... 26
Slika 11: Preverjanje uspeSnosti pepsinizacije pod fluorescenénim mikroskopom z
barvanjem jeder z DAPI: A) nezadostna pepsinizacija, B) ustrezna pepsinizacija............. 27
Slika 12: Podro¢ja vzorca neprimerna za $tetje: A) avtofluorescenca tkiva, B) prekrivanje
(oL [ oSS PP TP TVRURORPRPPTN 28
Slika 13: DNA-sonda ON 1g21/SRD1p36. A) Celica z delecijo na kratkem kraku
KIOMOSOMA L ...ttt bbbt n et b b 29
Slika 14: DNA sonda LSI MLL.: Celica z delecijo na dolgem kraku kromosoma 11......... 29
Slika 15: DNA-sonda LSI N-MY C(2p24)/CEP2: Celica z amplifikacijo MYCN............... 30
Slika 16: Normalna celica. A) DNA-sonda LSI N-MYC(2p24)/CEP2, B) DNA-sonda LSI
SO P T RPUP PR RTR 30
Slika 17: Shematski prikaz $tevila analiziranih vzorcev in izbor DNA-sonde za FISH

113 (0o [0 SRS U TR U VRS ORPPOO 31
Slika 18: Doloc¢anje amplifikacije gena MYCN.........ccooiiiiiiiiiiiieeee e 33
Slika 19: Ponavljajoce kromosomske preureditve, pri bolnikih z nevroblastomom............ 34
Slika 20: Krivulji preZivetja bolnikov z amplifikacijo in brez amplifikacije MYCN........... 35

Slika 21: Krivulje prezivetja bolnikov s ponavljajo¢imi kromosomskimi spremembami .. 36


file:///G:/06_HERMINA/NEVROBLASTOM-13.doc%23_Toc400886103
file:///G:/06_HERMINA/NEVROBLASTOM-13.doc%23_Toc400886108
file:///G:/06_HERMINA/NEVROBLASTOM-13.doc%23_Toc400886110
file:///G:/06_HERMINA/NEVROBLASTOM-13.doc%23_Toc400886110

KAZALO PREGLEDNIC

Tabela I: Seznam uporabljenih materialov za izvedbo FISH. ..., 14
Tabela II: Pricakovani signali za uporabljene DNA-SONE. ........cccvevviiieiiereiieieeie e, 19
Tabela I11: Seznam uporabljenih aparatur za izvedbo FISH metode............ccooevveieinnnnn. 19
Tabela IV: Priporocila za terminologijo nevroblastoma s strani ENQUA. .............c.ccceueee 22

Tabela V: Tehni¢no neprimerni preparati za oceno pod fluorescenénim mikroskopom. ... 32
Tabela VI: Pojavnost testiranih kromosomskih preureditev pri nevroblastomu. ................ 34
Tabela VII: Preglednica spola, starosti, ¢asa prezivetja in kromosomskih sprememb pri

bolnikih Z NEVIODIASTOMOM ... . 44



SEZNAM OKRAJSAV

bp — bazni par

BSA - goveji serumski albumin

CEP — DNA-sonda specifi¢na za centromero kromosoma

DAPI - 4', 6'-diamidino-2-fenil-indol

DNA - deoksiribonukleinska kislina

FISH - fluorescenéna in situ hibridizacija

FITC - fluorescein izotiocianat

HSR — Homogeneously staining regions; homogeno obarvane regije

IDRF-Image Defined Risk Faktors; dejavniki tveganja za neuroblastom opredeljeni s
slikovno diagnostiko

INSS - International Neuroblastoma Staging System; mednarodni Sistem razvr§¢anja
neuroblastomov v stadije

INRGSS-International Neuroblastoma Risk Group Staging System; mednarodni sistem
razvr$¢anja neuroblastomov v stadije z upostevanjem dejavnikov tveganja

LSI — lokus specificna DNA-sonda

LOH - Loss of heterozygosity- izguba heterozigotnosti

NP-40 - Nonidet P-40

PBS — fosfatno pufrana slanica

PBT — fosfatno pufrana slanica s Tweenom

SSC - citratni pufer z NaCl

SRD - The smallest region of consistent deletion; najmanjse podro¢je delecije

TEL — telomerno specifi¢cna DNA-sonda

WCP — DNA-sonda za obarvanje celotnega kromosoma



POVZETEK

Pri bolnikih z nevroblastomom smo s fluorescen¢no in situ hibridizacijo s komercialno
dostopnimi  DNA-sondami dolocali klinicno pomembne kromosomske preureditve:
amplifikacijo gena MYCN, delecijo 1p, delecijo 11923 in ploidnost tumorja. Preiskavo smo
uvedli na arhivskih parafinskih rezinah tumorja in jo preizkusili na diagnosti¢nih vzorcih
novih bolnikov. Ugotavljali smo pogostost posameznih kromosomskih preureditev in jih
primerjali s prezivetjem bolnikov.

FISH smo izvedli z ze pripravljenim kompletom za parafinske rezine in s pomocjo
raztopin, ki smo jih pripravili sami. Uspe$sno smo uvedli postopek, pri katerem smo
raztopine pripravili sami. Ugotovili smo, da arhivske parafinske rezine potrebujejo daljso
pepsinizacijo z vi§jo koncentracijo pepsina kot preparati predhodno gojenih celic
tumorskih infiltratov.

V preiskavo smo vkljucili 61 bolnikov. 54 vzorcev je bilo arhivskih parafinskih rezin
tumorjev bolnikov iz Otroske bolni$nice Zagreb in 7 vzorcev tumorjev novih bolnikov, ki
so bili poslani na diagnosticno obravnavo v Specializiran hematoloski laboratorij UKC
Ljubljana.

Odlocili smo se za stopenjsko diagnostiko sprememb glede na njihovo pomembnost,
analizo posameznih sprememb pa je omejevala tudi tehni¢na primernost preparatov.
Amplifikacijo MYCN z DNA-sondo LSI N-MYC(2p24)/CEP2 smo dolocali pri 53/54
(98%) arhivskih vzorcev in 7/7 (100 %) svezih vzorcev bolnikov. Delecijo 1p in triploiden
kariotip smo dolocali z DNA-sondo ON 1g21/SRD1p36 pri 46/48 (96 %) vzorcev brez
amplifikacije MYCN oziroma pri 46/61 (75 %) vseh vzorcev. Delecijo 11g smo dolocali z
DNA-sondo LSI MLL pri 26/32 (81 %) diploidnih tumorjev oziroma pri 26/61 (43 %) vseh
VZOrcev.

Amplifikacijo MYCN smo nasli pri 12/61 (19,7 %) analiziranih vzorcev. Delecijo 1p smo
analizirali samo pri vzorcih brez amplifikacije MYCN in jo nasli pri 6/48 (12,5 %),
triploiden kariotip pa pri 14/48 (29,2 %) vzorcev. Diploidne vzorce smo nato analizirali $e
na izgubo heterozigotnosti - delecijo 11g23, ki smo jo nasli pri 16/32 (50 %) vzorcev.
Strukturne spremembe kromosomov smo nasli pri 22/32 (69 %) diploidnih tumorjev. Nasi
rezultati se dobro ujemajo z literaturnimi podatki.

Analizo prezivetja smo naredili pri 60 bolnikih. Najdaljse prezivetje imajo bolniki, pri

katerih s tarénimi sondami nismo nasli kromosomskih sprememb in diploidnim tumorjem

Vi



ter pri bolnikih s triploidnim kariotipom. Najslabse prezivetje pa smo dolo¢ili pri bolnikih
z delecijo 1p in, pricakovano, z amplifikacijo gena MYCN.

Kljuéne besede: nevroblastom, klinicno pomembne kromosomske preureditve, arhivske
parafinske rezine, fluorescen¢na in situ hibridizacija, DNA sonda.
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ABSTRACT

The aim of this study was to determine clinically significant chromosome rearrangements
in neuroblastoma patients: MYCN amplification, 1p deletion, 11923 deletion, and tumor
ploidy. Chromosomal rearrangements were determined with fluorescence in situ
hybridization using commercially available DNA probes. The research was implemented
on archived paraffin sections and diagnostic samples of new patients. The frequency of
individual chromosomal rearrangements was observed and compared in terms of patient
survival.

FISH was implemented with commercially available paraffin pre-treatment kit as well as
solutions prepared in the laboratory. The procedure using our own solutions was
implemented successfully. Our study has shown that archived paraffin sections require a
longer pepsinization with a higher concentration of pepsin compared to cultivated tumor’s
cells.

Our study included 61 patients. 54 of the samples were archived tumor paraffin sections
from patients of a Children's hospital Zagreb, while the remaining 7 samples came from
patients referred for routine diagnostics to the Specialized Hematology Laboratory in UMC
Ljubljana.

The chromosomal aberrations were analysed stepwise regarding their clinical significance.
The analysis of individual changes was limited by the technical adequacy of the
preparations used. MYCN amplification was analysed using LSI N-MYC(2p24)/CEP2
DNA probe in 53/54 (98 %) of the archived samples, and in 7/7 (100 %) of the samples
from new patients. 1p deletion and triploid karyotype were analysed by ON
1921/SRD1p36 DNA probe in 46/48 (96 %) of samples without MYCN amplification, or in
46/61 (75 %) of all samples. 11q deletion was analysed using LSI MLL DNA probe in
26/31 (81 %) of diploid tumors, or in 26/61 (43 %) of all samples.

MYCN amplification was found in 12/61 (19,7 %) of the analysed samples. 1p deletion was
analysed only in samples without MYCN amplification and found in 6/48 (12,5 %) of the
samples, while the triploid karyotype was found in 14/48 (29,2 %) of the samples. The
diploid samples were further analysed for loss of heterozigosity (11923 deletion), which
was determined in 16/32 (50 %) of the samples. Structural chromosome changes were
found in 22/32 (69 %) of the diploid samples. Our results are consistent with already

published data.

VI



Survival was analysed for 60 patients. The longest survival was found in patients without
chromosomal changes and diploid tumors, and in those with triploid karyotype. The
survival was shortest in patients with 1p deletion and, as expected, with MYCN
amplification.

Key words: neuroblastoma, clinically significant chromosome rearrangements, archived

paraffin sections, fluorescence in situ hybridization, DNA probe.



1 UVvOD

1.1 NEVROBLASTOM

Nevroblastom je genetsko in klini¢no heterogena maligna novotvorba, ki se pojavlja v
otrostvu. Letna incidenca je 1 na 100,000 otrok mlajSih od 15 let. Najvi§ja incidenca je v
starosti 0-5 let. Predstavlja 8-10 % vseh malignih rakavih obolenj v otrostvu. Okoli 90 %
otrok zboli v prvih 5-ih letih zivljenja (1,2).

Nevroblastom je maligni tumor, ki vznikne iz mati¢nih celic simpati¢nega Zivénega
sistema. Izhaja iz primitivnega nevralnega grebena. Tumor se lahko pojavi kjerkoli ob
poteku struktur simpati¢nega Zivénega sistema. Pri 70 % bolnikov se pojavi v trebuhu, pri
25 % na vratu ali v prsnem koSu ter pri 5 % v medenici. Zaseva lahko limfogeno v
podro¢ne bezgavke ali hematogeno, najpogosteje v kostni mozeg, kosti, redkeje v kozo,

jetra, pljuca (1,2,8).

Klini¢ni znaki bolezni so odvisni od lokacije tumorja in od prisotnosti morebitnih
metastaz. Pri lokalizaciji v trebuhu ga spremljajo trebusne bole¢ine, prebavne motnje in
povecan obseg trebuha. Pri lokalizaciji v prsnem koSu lahko povzroc¢a oteZzeno poziranje in
tezave pri dihanju. Tumor, ki pritiska na hrbtenjaco, lahko povzroé¢i misi¢no oslabelost in
posledi¢no nezmoznost, da otrok sam stoji, se plazi ali hodi. Zasevki v kosteh povzroc¢ajo
bolecine in Sepanje. Za nevroblastom so znacilni zasevki v kosteh orbite, ki lahko
povzro€ijo nastanek ocalnega hematoma in otekline. Infiltracija tumorja v kostni mozeg
lahko povzro¢i bledico in anemijo. Pojavi se lahko tudi paraneoplasti¢na vrodina in

hipertenzija, ki je posledica tvorbe in nereguliranega izlo¢anja kateholaminov (3).

Bolezen je glede na potek zelo heterogena, od spontane remisije brez terapevtskih posegov,
do hitrega napredovanja in smrtjo kljub zdravljenjem z agresivno kemoterapijo. Klini¢ni
izid je kljub temu predvidljiv, glede na prisotnost metastaz (stadij M), starost bolnika ob
postavitvi diagnoze, histopatoloskih znacilnosti tumorja in prisotnosti ali odsotnosti vec

genetskih sprememb, kot so amplifikacija MYCN, delecija 11q in ploidnost tumorja (1,2).



Bolniki stari vec¢ kot 1,5 leta ob postavitvi diagnoze imajo precej slabsi izid kot dojencki.
Prisotnost metastaz pomeni slabo napoved ne glede na starost bolnika. Posebna podskupina
bolnikov mlajSih od 18 mesecev z metastazami v jetrih, kozi ali kostnem mozgu, ne glede

na slabo napoved (stadij Ms) lahko preide v spontano remisijo. Pri mlajsih otrocih lahko
tumor spontano dozori v benigni ganglionevrom. Pri starejSih otrocih je potek ponavadi

agresiven in hiter (2).

1.1.1 Mednarodni sistem razvr§¢anja nevroblastoma - INSS
(International Neuroblastoma Staging System)

Obstajata dva sistema razvrs¢anja nevroblastomov v stadije. INSS (International
Neuroblastoma Staging System), ki je bil objavljen leta 1986 in INRGSS (International
Neuroblastoma Risk Group Staging System), ki je bil objavljen leta 2005 (3, 4).

Stadiji mednarodnega sistema razvrs¢anja nevroblastomov (INSS stadiji):

Stadij 1: Lokaliziran tumor, ki ga lahko v celoti kirurs§ko odstranimo.

e Stadij 2: 2A: Lokaliziran tumor, ki ga kirur§ko ne moremo v celoti odstraniti, ne
vkljucuje bezgavke, 2B: Lokaliziran tumor, ki ga lahko kirurS§ko odstranimo v

celoti ali delno in vkljucuje ipsilateralne neadherentne bezgavke.

e Stadij 3: Kirursko neizrezljiv tumor, ki s Sirjenjem Sega preko mediane in lahko

vkljucuje tudi kontralateralne bezgavke.

e Stadij 4: Vsak primaren tumor z metastazami v oddaljenih bezgavkah, kosteh,

kostnem mozgu, jetrih in drugih organih.

e Stadij 4S: Lokaliziran primarni tumor (stadij 1, 2A ali 2B), ki je z razSirjenjem
omejen le na kozo, jetra in kostni mozeg, in je znacilen za otroke mlajSe od enega

leta (3).



INSS temelji predvsem na uspesnosti kirurSke odstranitve tumorja. Zaradi razlik v
razvrsCanju nevroblastomov v stadije se je pojavila potreba po novi Kklasifikaciji.
Mednarodni sistem razvrS€anja nevroblastomov v stadije z upoStevanjem faktorjev
tveganja (INRGSS) je bil razvit, da bi bil pristop k razvr§¢anju in zdravljenju
nevroblastomov bolj enoten. Razvrs¢anje v INGRSS temelji na klini¢nih kriterijih,
genetskih spremembah (amplifikacija MYCN, delecija 11923, ploidnost tumorja) in
faktorjih tveganja (IDRF-Image Defined Risk Faktors) (4, 6).

1.1.2 Mednarodni sistem razvr§¢anja nevroblastomov z upoStevanjem
faktorjev tveganja-INRGSS (International Neuroblastoma Risk
Group Staging System)

Razvrs$¢anja nevroblastomov v stadije z upostevanjem faktorjev tveganja (INRGSS):

e Stadij L1: Lokaliziran tumor, ki ne vkljucuje opredeljenih dejavnikov tveganja
(IDRF-Image Defined Risk Faktors). IDRF so faktorji tveganja pri nevroblastomu
pridobljeni z razli¢nimi slikovnimi tehnikami pred kirur§ko odstranitvijo in drugimi
terapijami. Od slikovnih tehnik se uporablja ultrazvok, ra¢unalniska tomografija,
scintigrafija telesa z J-13; meta-jod benzilgvanidinom in rentgen. IDRF opisujejo
anatomsko lokacijo in razsirjenost tumorja. Namen je predvsem bolj prirejeno
zdravljenje z ozirom na dejavnike tveganja. V skupini z nizkim tveganjem se
zdravljenje zmanjsa, v skupini z visokim tveganjem pa zdravljenje poteka bolj

intenzivno (5, 6).

e Stadij L2: Lokalizirani tumor ob prisotnosti enega ali ve¢ opredeljenih dejavnikov

tveganja.

e Stadij M: Daljnja metastatskega bolezen.

e Stadij Ms: Metastatska bolezen omejena na kozo, jetra in kostni mozeg, znacilna

za bolnike mlajse od 18 mesecev (4).



1.1.3 Zdravljenje

Pri lokalizirani bolezni z wugodnimi napovednimi kazalci zadostuje le operativno
zdravljenje. Pri razSirjeni ali napovedno neugodni bolezni pa je potrebno intenzivno
zdravljenje s kemoterapijo, avtologno presaditvijo krvotvornih mati¢nih celic, operacijo,
obsevanjem in vzdrzevalnim zdravljenjem s 13-cis-retinoi¢no kislino. Pri bolnikih starih
manj kot 18 mesecev z ugodnimi genetskimi znacilnostmi tumorja (stadij Ms), pa tumor

lahko spontano regredira in je minimalno zdravljenje potrebno le v primeru klini¢nih tezav

(7).

1.2 GENETIKA NEVROBLASTOMA

1.2.1 Amplifikacija MYCN

N-MYC je protoonkogeni protein, ki se nahaja v jedru celice in je pomemben
transkripcijski faktor. Na DNA se veze v dimerizirani obliki skupaj s proteinom max (myc-
associated factor X). V normalnih celicah se gen izraza samo v fazi S celi¢nega ciklusa. V
rakastih celicah pa je njegovo izrazanje stalno, kar vodi celico v ponovno delitev (7, 8).
Gen MYCN je ¢lan druzine MY C (C-myc, N-myc, L-myc). Gen MYCN nosi zapis za jederni
fosfoprotein z osnovno DNA-vezno domeno vijacnica-zanka—vija¢nica (bHLH).
Amplifikacija tega gena je povezana s Stevilnimi tumorji. Najdemo jo predvsem pri
nevroblastomu, lahko pa tudi pri plju¢nem raku, retinoblastomu, Wilmsovem tumorju (1,
57,9).

Gen MYCN se nahaja na drugem kromosomu na podrocju 2p24.3. Amplifikacijo gena
MYCN lahko opazimo intrakromosomsko kot homogeno obarvano regijo (HSR), lahko pa
jo najdemo izvenkromosomsko v obliki double minutes kromosomov (dmin). Double
minutes so majhni okrogli fragmenti DNA, ki vsebujejo onkogene, nimajo pa centromere
in telomere (Slika 1) (2, 3).

HSR lahko najdemo tudi na drugem kromosomu in ne le na podro¢ju p24 kromosoma 2,
kjer se nahaja normalna kopija gena MYCN. Tudi izvenkromosomska DNA (double

minutes) se lahko vgradi v drug kromosom (1,3).
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Slika 1: Intrakromosomska in ekstrakromosomska amplifikacija MYCN (10).

V tumorskih celicah s pomocjo FISH analize lahko vidimo od 5 do 500 kratno pomnozitev
gena MYCN, obi¢ajno pa okoli 50-100 kratno (1). Genomsko pomnoZevanje gena MYCN je
modcan in neodvisen napovedni dejavnik za krajse preZivetje bolnika. Studije so pokazale
statisticno znacilno povezavo med amplifikacijo gena MYCN in stadijem bolezni. Pri
stadiju 4 (stadij M) in stadiju 3 je amplifikacija MYCN veliko pogostejsa kot pri ostalih
stadijih. Pri bolnikih brez amplifikacije MYCN je petletno prezivetje 60 %. Samo 10 %
bolnikov, pri katerih je bila najdena amplifikacija MYCN z ve¢ kot 10 kopijami, pa je
prezivelo eno leto (1).

Amplifikacija MYCN ima izrazito neugoden napovedni pomen, vendar je klini¢no in
biolo§ko obnasanje tumorja Se vedno nejasno. Zato i$¢ejo povezave tudi z drugimi
dejavniki, kakrSen je Trk. Trk je druzina nevtrofinih receptorjev (NTRF), ki ima klju¢no
vlogo pri razvoju in vzdrZevanju centralnega in perifernega Zivénega sistema. Trk
nevtrofini receptorji vplivajo na stopnjo tveganja pri nevroblastomu. Tumorji, ki izrazajo

Trk A, so biolosko ugodni in nagnjeni k spontani regresiji in diferenciaciji. Tumorji z



amplifikacijo MYCN pogosto izrazajo Trk B nevtrofine receptorje. Bolezen poteka v zelo
agresivni obliki in pogosto s smrtnim izidom (11. 12, 13).

Studija o povezavi med amplifikacijo MYCN in izrazanjem Trk A nevtrofinega receptorja,
ki ima ugoden napovedni pomen (11), je pokazala, da lahko razdelimo tumorje z
amplifikacijo MYCN v tri skupine:

- visoko izrazanje gena MYCN in nizko izrazanje Trk A nevtrofinih receptorjev (petletno
prezivetje pri 9,3 % bolnikov)

- nizko izraZanje gena MYCN in Trk A nevtrofin receptorjev (petletno prezivetje pri 63 %
bolnikov)

- visoko izrazanje gena MYCN in Trk A nevtrofin receptorjev (petletno prezivetje pri 88 %
bolnikov) (Slika 2).
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Slika 2: Razvoj podskupin nevroblastoma glede na kromosomske preureditve in ploidnost (13).




1.2.2 Ponavljajo¢e kromosomske spremembe pri nevroblastomu

Stevilna ponavljajoéa genomska neravnovesja, vkljuéno z izgubo heterozigotnosti (LOH)
na kromosomskih podro¢jih 1p, 3p, 11q in pomnozitvijo 1q in 17q so povezani s slabo
napovedjo poteka bolezni. Tumorji z LOH 11qg imajo redko amplifikacijo MYCN in so
neodvisno povezani s slabo napovedjo prezZivetja bolnika. Delecije krajSega kraka
kromosoma 1 so najpogosteje opazene kromosomske spremembe pri malignih obolenjih.
Novo najmanjse podro¢je na kromosomu 1, ki je skladno z delecijo pri nevroblastomih, se
nahaja med markerji D1S2795 in D1S253. En ali ve¢ genov, ki so vkljuceni v tumorgenezo
in napredovanje bolezni se verjetno nahajajo na tem podro¢ju. Delecija ha kromosomskem
podrocju 1p je veckrat opazena pri tumorjih z amplifikacijo MYCN. Tumorji z LOH 11q so
pogosto povezani tudi z izgubo materiala na kromosomskem podro¢ju 3p. Pri tumorjih z
LOH 11q pogosto opazamo tudi izgubo kromosomskega materiala na 4p in pomnozZzitvijo
na 7g (14). Bolniki z LOH 11q in delecijo na 3p imajo vi§jo srednjo starost ob postavitvi
diagnoze kot bolniki z amplifikacijo MYCN (14, 15).

Priblizno 70 do 80 % vseh metastatskih tumorjev (stadij 4) nima amplifikacije MYCN ali
izgube heterozigotnosti na 11q. Ti tvorijo veliko genetsko heterogeno skupino tumorjev,
pri katerih najdemo Stevilne dodatne ponavljajo¢e kromosomske spremembe: delecijo 4p,
9p, 14q in pomnozitev 1q, 7q, 2p in 11p. Poleg pomnozitve in izgube kromosomskega
materiala se pojavljajo tudi Stevilna kromosomska neravnovesja (16). Prisotnost kakrSnega
koli osamljenega kromosomskega neravnovesja pomeni slabo napoved poteka bolezni
(Slika 2) (2, 3,11, 17).

1.2.3 Ploidnost

Nevroblastome lahko razdelimo v dve glavni skupini glede na ploidnost tumorskih celic:
na triploidno skupino (triploidi, pentaploidni tumorji) in diploidno skupino (diploidni,
tetraploidi tumorji). Skupina triploidnih tumorjev se pojavlja pri priblizno 55 % bolnikov,
skupina diploidnih tumorjev pa pri priblizno 45 %. Tumorji omejeni na eno lokacijo so
obicajno triploidni in imajo boljso napoved, diploidnost pa je pogosta pri napredovanju

tumorja (2, 3).



Triploidni tumorji z izgubo ali pridobitvijo celotnih kromosomov imajo boljso napoved se
zlasti, ¢e je bolnik mlajsi od 18 mesecev. Amplifikacijo MYCN in pomnozitev 17q zelo
redko najdemo pri triploidnih tumorjih (Slika 2) (2, 3, 10).

1.3 Fluorescencna »in situ« hibridizacija

Fluorescen¢na »in situ« hibridizacija (FISH) je molekularno citogenetska preiskava, s
katero iS¢emo ali dokazujemo to¢no dolo¢ene kromosomske preureditve ter pridobitve ali
izgube kromosomskega podroc¢ja ali celotnega kromosoma. Vzoreci za FISH preiskavo so
lahko aspirati, razli¢na tkiva, sperma ali oplojena jajéeca.

Na osnovi poznavanja iskanega gena oziroma zaporedja v genu lahko ustvarimo
komplementarno zaporedje DNA. Tako sintetizirano DNA imenujemo sonda. Tar¢na
molekula je DNA v jedru preiskovane celice, ta pa je pritrjena na predmetno mikroskopsko
steklo. S tako pritrjeno DNA hibridizira enoverizna komplementarna DNA-sonda.
Nukleotidi sonde so oznadeni s fluorescentnim barvilom, kar omogoc¢i kasnejSo oceno

oznacenih celic s pomocjo fluorescenénega mikroskopa (Slika 3) (19).

Standardni FISH protokol lahko opisemo v Sestih korakih, vsak korak je pomemben za
uspesno izvedeno analizo.

1. Priprava vzorca.

2. Priprava in oznac¢evanje sonde.

3. Denaturacija sonde in vzorca.

4. Hibridizacija sonde na vzorec.

5. Spiranje po hibridizaciji.

6. Detekcija.

FISH lahko izvedemo pri celic razlicnih bioloskih vzorcev in vsak zahteva specifi¢no
predpripravo. VVzorec moramo fiksirati na stekelce in ga obdelati s proteoliti¢cnimi encimi
(proteinaza K, pepsin), da naredimo nukleinske kisline v jedru celice dostopne za sondo.
Proteoliti¢ni encimi razgradijo gradnike celi¢nega jedra in citoplazmo celice. Sledi spiranje
s pufrom (2xSSC), ki odstrani razgrajene celi¢ne strukture. Vzorec nato fiksiramo s

pomocjo formaldehida, s cimer prepre¢imo kasnejSo izgubo celic s stekelca. Sledi



denaturacija, ki jo dosezemo s kemicno obdelavo ali s segrevanjem nad temparaturo
taljenja dvojne vijaénice DNA. Obicajno je temperatura taljenja vijaénice DNA previsoka
in Cas inkubacije predolg za uspe$no kasnej$o hibridizacijo. Pomagamo si z organskim
topilom, navadno formamidom. Formamid ima funkcijo destabilizacije dvojne vija¢nice
DNA, kar zniza temperaturo taljenja. Sledi hibridizacija sonde na vzorec. Hibridizacija je
odvisna od koncentracije sonde in temperature, navadno poteka pri 37 °C. Po hibridizaciji
sledi spiranje s pufri. Pred mikroskopsko analizo nanesemo DAPI (4', 6'-diamidino-2-fenil-
indol), ki se veze na kromatin in emitira modro svetlobo. Tako postanejo jedra celic vidna

pod fluorescen¢nim mikroskopom, s pomoc¢jo katerega analiziramo vzorce (Slika 3) (19).

Fluorescencna in situ hibridzacija

DNA - sonda oznacena s
fluorescenénim barvilom

Slika 3: Fluorescenéna in situ hibridizacija (20).

1.3.1 FISH na tkivih fiksiranih v formalinu in tkivih vklopljenih v

parafin

FISH na arhivskih rezinah tumorjev vklopljenih v parafin in fiksiranih v formalin ima v
diagnostiki vse vec¢ji pomen. S pomocjo FISH lahko dolo¢imo specifi¢ne genetske

znacilnosti na eni sami celici. Analizo lahko izvedemo na interfaznih ali metafaznih jedrih.



Bistvo FISH na arhivskih rezinah tumorjev je, da analizo lahko opravimo na celicah,
katerih izvorno tkivo ni ve¢ dostopno. Z analizo arhivskih vzorcev dobimo dostop do
velikega Stevila vzorcev, ki ga s sprotno diagnostiko ne moremo doseci v kratkem Casu, kar
je Se zlasti pomembno za genetske studije (19).

Pri analizi arhivskih vzorcev pa se pojavijo Stevilni problemi zaradi samega Vvzorca in
izvedbe metode. Tezavno je vstopanje sonde v jedro tumorske celice, dodatne tezave
povzroca avtofluorescenca starega tkiva, prekrivanje celic, poskodovana jedra in znizana

uc¢inkovitost hibridizacije zaradi dolge fiksacije v formalinu (19).

FISH postopek na tkivih fiksiranih v formalinu in tkivih vklopljenih v parafin se od

prej omenjenega FISH postopka (Poglavje 1.3) razlikuje:

1. Vzorce tkiv fiksiranih v formalinu in vklopljenih v parafin je potrebno predhodno
deparafinizirati (ksilol ali komercialno pripravljene raztopine).

2. Predpriprava vzorcev:

a) Obdelava vzorcev z 0,2 M HCI. Kislina delno odstrani histonske proteine iz molekule
DNA.

b) Obdelava vzorcev z NaSCN, ki jo je prvi opisal Hopman s sodelavci leta 1991 (19).
NaSCN raztopljen v vodi denaturira makromolekule vzorca. Topilo destabilizira kompleks
proteinov, aminokislin in polisaharidov.

3. Obdelava tkiv fiksiranih v formalin s proteoliticnimi encimi (pepsin) je daljsa in
koncentracija encima visja kot pri FISH na predhodno gojenih celicah.

Denaturacija, hibridizacija in detekcija potekajo po prej opisanem standardnem FISH
protokolu (19).

1.4 DNA-sonde

Za FISH uporabljamo razlicne DNA-sonde. DNA-sonde med seboj lo¢imo glede na
velikost, glede na podroc¢je kromosoma, kamor hibridizira in glede na to, s ¢im je sonda
oznaena. Sonda lahko obarva celoten kromosom (WCP-Whole Chromosome Painting
probe) ali le specificen del kromosoma 0ziroma posamezne gene (CEP-centromerna sonda,

TEL-telomerna sonda, LSI-lokus specificna sonda). DNA-sondo lahko uporabljamo na
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metafaznih ali interfaznih jedrih celic. Lahko je oznacena s pomocjo radioaktivnega
izotopa ali fluorokroma. Fluorokromi so barvila, ki absorbirajo svetlobo dolo¢ene valovne
dolzine, oddajo pa svetlobo vecje valovne dolzine. V citogenetiki so najbolj uporabljeni

fluorokromi fluorescein izotiocianat (FITC), rodamin in Texas Red (Slika 4) (19).

Slika 4: DNA-sonde (19)

Legenda:

A. WCP (sonda za obarvanje celotnega kromosoma)
B. CGH (primerjalna genomska hibridizacija)

C. sonda specifi¢na za p ali q krak kromosoma

D. CEP (centromerna sonda)

E. TEL (telomerna ali subtelomerna sonda)

F. LSl (lokus specifi¢na sonda).
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2 NAMEN DELA

Uvedli bomo FISH na arhivskih parafinskih rezinah tumorjev bolnikov z nevroblastomom
in jo preizkusili na diagnosti¢nih vzorcih novih bolnikov. Preiskavo bomo izvedli s
komercialno dostopnimi specificnimi DNA-sondami. Ugotavljali bomo pogostost klini¢no
pomembnih citogenetskih sprememb (amplifikacijo MYCN, delecijo 1p, delecijo 1123,
ploidnost tumorjev) in njihovo povezavo s prezivetjem bolnikov.

Preiskavo bomo opravili na arhivskih parafinskih rezinah tumorjev zato pri¢akujemo nekaj
tezav zaradi dolgotrajnega hranjenja vzorcev. Pri sami optimizaciji postopka pri¢akujemo
najveC tezav v fazi obdelave vzorca s proteoliticnim encimom (pepsin). Jedra vzorca
tumorja moramo narediti ¢im bolj dostopna za DNA-sondo. Glede na prisotnost vezivnega
tkiva, fibrinskih vlaken in razliéno gostoto celic pri¢akujemo, da bo potrebno cas
pepsinizacije prilagajati posameznemu vzorcu.

Po optimizaciji postopka in izvedbi FISH na vseh vzorcih bomo statisticno ovrednotili
vpliv ugotovljenih citogenetskih sprememb na prezivetje bolnikov. S pomocjo statisticnega
paketa IBM SPSS (IBM SPSS Statistics v19) bomo izracunali krivulje prezivetja po
Kaplan Meierju. Primerjali bomo krivulje prezivetja bolnikov s posameznimi
citogenetskimi spremembami ter bolnikov z amplifikacijo MYCN in brez nje. Glede na
podatke v literaturi pri¢akujemo slabSe prezivetje pri bolnikih z amplifikacijo MYCN, zato
bomo najprej na vseh vzorcih opravili analizo z DNA-sondo specificno za ta gen. Na
negativnih vzorcih bomo nadaljevali preiskavo z DNA-sondo specifi¢no za dolo¢itev LOH
1p in DNA-sondo specifiéno za dolocitev LOH 11q. Glede na podatke v literaturi
priCakujemo slabSe prezivetje pri bolnikih z delecijo 1p in delecijo 11q23. S pomocjo
DNA-sonde specifi¢ne za dolgi in kratki krak kromosoma 1 bomo dolo¢ili tudi ploidnost,
ki prav tako vpliva na potek bolezni. Pri tumorjih, ki imajo triploidni kariotip, bolezen

napreduje pocasneje in poteka v manj agresivni obliki.

Cilji nasega dela so:
- uvedli bomo FISH na arhivskih vzorcih parafinskih rezin tumorjev in jo preizkusili na
svezih vzorcih.
- primerjali bomo postopek s komercialno pripravljenimi kompleti in raztopinami, ki

jih bomo pripravili sami.
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- dolo¢ili bomo odstotek pojavnosti posameznih kromosomskih preureditev in jih
primerjali s podatki v literaturi.
- izvedli bomo analizo prezivetja bolnikov glede na posamezne kromosomske

spremembe in ploidnost.
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3 MATERIALI IN METODE

Prirava histoloskih preparatov:

Vzorce parafinskih rezin tumorjev smo dobili ze pripravljene iz laboratorija za patologijo
Otroske bolnisnice Zagreb. Tkiva so bila naneSena na objektna predmetna stekla in 2 h
susena na 56 °C. Vzorci tumorskih tkiv so bili arhivski preparati vzorcev, odvzetih med
leti 1989 do 2008 (54 vzorcev) in svezi vzorci tumorskih tkiv iz let 2012 in 2013, ki so
prispeli v Specializiran hematoloSki laboratorij za redno diagnosti¢no obravnavo (7

vzorcev) (Priloga 1).

3.1 MATERIALI ZA 1ZVEDBO FISH

Tabela I: Seznam uporabljenih materialov za izvedbo FISH.

Material Proizvajalec
LSI/WCP-hibridizacijski pufer Abbot Molecular
NaOH Sigma Aldrich
HCI Sigma Aldrich
MgCl,, Kemika
NazCgHs07X 2H,0 Kemika

Pepsin, 3,200—4,500 U/mg proteina Sigma-Aldrich
Formaldehid, 37 % Sigma-Aldrich
NaSCN Fluka

Tween 20 Sigma-Aldrich
Kemex A Kemika

DAPI Il Counterstain Abbot Molecular
Gumijasti cement Fixogum Marabuwerke GmbH & Co.
NP-40 BDH Chemicals
Formamid Sigma
Redestilirana voda Lekarna UKC Ljubljana
NaCl Kemika

KCI Kemika

KH2PO4 Kemika
Na;HPO4X2H,0 Kemika
UltraClear™ clearing reagent J.T. Baker
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3.1.1 Priprava raztopin za FISH

1 M MqgCl,: v 1 L destilirane vode smo zatehtali 203.31 g MgClx6H,0.

1M NaOH: 20 g NaOH smo ratopili v 500 mL destilirane vode.

1 M HCI: 4.24 mL koncentrirane HCI (36 %) smo odpipetirali v 50 mL bucko z nekaj
destilirane vode in dopolnili do oznake z destilirano vodo.

1 M NaSCN: v bu¢ko smo zatehtali 8,11 g NaSCN in dopolnili do 100 mL z destilirano

vodo ter prefiltrirali preko sterilnega filtra v sterilno reagen¢no steklenico.

0,2 M HCI: 15 mL 1 M HCI vlijemo v merilni valj in dodamo 60 mL 1xPBS

20xSSC, pH=6.3: 175,3 g NaCl in 88,2 g Na3CgHsO7x2H,0O smo raztopili v 850 mL
destilirane vode, pH vrednost smo z 1 M HCI uravnali na 6,3 in prefiltrirali preko

sterilnega filtra v sterilno reagen¢no steklenico. Raztopino smo hranili pri sobni

temperaturi in zavrgli po Sestih mesecih ali prej, ¢e je postala raztopina motna.

2xSSC: K 100 mL 20xSSC (pH=6.3) smo dodali 850 mL destilirane vode. Uravnali pH
vrednost na 7.0+0.2 z 1 M NaOH in dopolnili z destilirano vodo do 1000 mL. Raztopino

smo hranili v hladilniku najvec 2 tedna.

10xPBS, pH=7,4: v 900 mL destilirane vode smo raztopili 80 g NaCl, 2 g KCI, 2 g
KH,PO,, 14.41 g Na;HPO4x2H,0, (11.5 g Na;HPO,) . Uravnali smo pH vrednost na 7.4,
dopolnili z destilirano vodo do oznake in prefiltrirali preko sterilnega filtra v sterilno

reagencno steklenico.

1xPBS, pH = 7,4: 100 ml 10xPBS smo zlili v 1000 mL buco, dopolnili z destilirano vodo
do 1000 mL in uravnali pH vrednost na 7,4.

Raztopina pepsina (0.05 %): V bucko smo odpipetirali 2 mL 1 M HCI in 2 mL

koncentrirane raztopine pepsina in dopolnili z destilirano vodo do 100 mL.
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Raztopina formaldehida (5 mM MgCl,, 1 % formaldehid): V bucko smo odpipetirali 5 mL
1 M MgCl,, 2.5 mL 37 % formaldehida dopolnili do 100 ml s 2xSSC in prelili v kiveto za

objektna stekla.

Spiralna raztopina po hibridizaciji NP-40: V reagenc¢no steklenico smo pripravili 0.9 g
detergenta NP-40, 60 mL 20xSSC (pH=6.3) in 240 mL destilirane vode. Raztopino smo

pustili stati ¢ez no¢, da se je detergent zanesljivo raztopil, nato smo jo prefiltrirali preko
sterilnega filtra v sterilno reagencno steklenico. Hranili smo v hladilniku in zavrgli takoj,

ko se je pojavila motna usedlina.

PBT: V 500 mL bucko smo pripravili 2 mL BSA (6 % raztopina), 0.5 mL Tweena 20 ter
dopolnili do oznake z 1xPBS pufrom. Raztopino smo pustili stati ¢ez no¢, da se je
detergent zanesljivo raztopil, nato smo jo prefiltrirali preko sterilnega filtra v sterilno

reagencno steklenico.

3.1.2 DNA-sonde, uporabljene za FISH

a) ON 1g21/SRD1p36 (Kreatech. Poseidon DNA Probes)

DNA-sonda 1g21 je optimizirana za zaznavanje Stevila kopij na daljsem kraku kromosoma
1 na podro¢ju 1g21. Neposredno je oznacena s fluorescentnim barvilom Platinum Bright
495. Velikost sonde je 330 kb in emitira zeleno svetlobo. DNA-sonda SRD 1p36 je
optimizirana za zaznavanje Stevila kopij na krajSem kraku kromosoma 1 na podroc¢ju 1p36.
Neposredno je oznacena s fluorescentnim barvilom Platinum Bright 550. Velikost sonde je
530 kb in emitira rdeco svetlobo (Slika 5) (21).

V normalni celici vidimo dva zelena in dva oranzna signala. Pri amplifikaciji 1q vidimo
pomnoZene zelene signale in dva oranzna signala, pri deleciji 1p vidimo en oranZen in dva

zelena signala (Tabela I1) (21).
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Slika 5: Podroéje vezave DNA-sonde ON 1g21/SRD1p36 (Kreatech) (21).

b) LSI N-MYC(2p24)/CEP2 (Vysis, Abbott)

DNA-sonda LSl N-MYC(2p24)/CEP2 je optimizirana za zaznavanje Stevila kopij gena
MYCN na kratkem kraku kromosoma 2 na podroc¢ju 2p24.

Z zelenim barvilom (Spectrum Green, FITC-fluorescein izotiocianat) je oznacen gen
MYCN na kratkem kraku kromosoma 2 na podrocju 2p24. Njegova velikosti je priblizno
200 kb. Z oranznim barvilom (Spectrum Orange, Cy3™) je oznacena centromerna regija
kromosoma 2 (2p11.1-g11.1) (Slika 6).

Pri normalni celici vidimo dva zelena in dva oranzna signala. Pri amplifikaciji gena MYCN
pa vidimo dva oranzna signala in pomnozene zelene signale (8 ali ve¢ zelenih signalov)

(Tabela 1) (22).
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Slika 6: Podrocje vezave DNA-sonde LSI N-MYC(2p24)/CEP2 (Vysis, Abbott) (22).

c) LSI MLL (Vysis, Abbott)

DNA-sonda LSI MLL oznacuje gen MLL na daljSem kraku kromosoma 11 na podroc¢ju
11g23. Sonda je oznacena s fluorescentnim barvilom, ki emitira zeleno svetlobo (Spectrum
Green, FITC-fluorescein izotiocianat) v velikosti priblizno 350 kb in fluorescentnim
barvilom, ki emitira oranzno svetlobo, v velikosti priblizno 190 kb (Spectrum Orange,
Cy3™) (Slika 7) (22).

Pri normalni celici dobimo dva fuzirana rumena signala. LOH 11q vidimo kot en fuziran

rumen signal, trisomijo 11, kot tri fuzirane rumene signale (Tabela II) (22).

g—11923 LSI MLL
SpectrumGreen

SpectrumOrange
1

Slika 7: Podroéje vezave DNA-sonde LSI MLL (Vysis, Abbott) (22).
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Tabela I1: Pri¢akovani signali za uporabljene DNA-sonde.

Normalen Amplifikacija | Delecija Ploidnost
vzorec signalov (LOH) (3n)
ON 1g21/SRD1p36 2R2Z 2R, >3Z 1R2Z 3R,3Z
LSI N-MYC(2p24)/CEP2 | 2R2Z 20, =87 ali

>20, >(4x0)Z

LSI MLL

3.2 APARATURE

Tabela I11: Seznam uporabljenih aparatur za izvedbo FISH metode.

Aparatura

Proizvajalec

Hibridizator ThermoBriteTM

StatSpin, Abbot Molecular

Komora z laminarnim pretokom zraka LFVP-12

Iskra P1O

MiniSpin centrifuga

Eppendorf

pH-meter SevenEasy

Mettler Toledo

Tehtnica AX 304

Mettler Toledo

Fluorescen¢ni mikroskop Olympus BX41

Olympus Optical Co.

Vodna kopel TW8

Julabo

Stevec za §tetje celic

3.3 PREDPRIPRAVA STEKEL ZVZORCEM IN FISH METODA

Postopek za predpripravo vzorca parafinskih rezin tumorja fiksiranega na stekelu in FISH

metodo na arhivskih tkivih vklopljenih v parafin smo ¢rpali iz literature (19) in navodil

proizvajalcev Ze pripravljenih kompletov za obdelavo vzorcev (21).

Vse raztopine smo pripravili po prej opisanih protokolih (Poglavje 3.1.1). Raztopine smo

nalili v kadicke z zarezami in vanje nalozili stekla z vzorcem za ¢as, dolocen v protokolu

za izvedbo FISH.
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a) Deparafinizacija stekel
Ultra clear, 10 min, sobna temperatura
Ultra clear, 10 min, sobna temperatura

Ultra clear, 10 min, sobna temperatura

b) Rehidracija stekel

100 % EtOH 3 min, sobna temperatura
85 % EtOH 3 min, sobna temperatura
70 % EtOH 3 min, sobna temperatura

b) Predpriprava stekel
0,2 M HCI, 20 min
Destilirana voda 3 min

1 M NaSCN, 80 °C, 30 min
Destilirana voda, 1 min

2x SSC, 2 min

2x SSC, 2 min

c) Pepsinizacija

2x SSC, 10 min (37 °C)

pepsin (0,05 %), 20 min* (37 °C)
Destilirana voda, 1 min

2x SSC, 5 min

2x SSC, 5 min

2x SSC, 5 min

*Po 20 minutni pepsinizaciji smo spirali stekla s spiralnimi pufri (PBT in NP40),
dehidrirali z raztopinami etanola naras¢ajoce koncentracije in nanesli 10 pLL DAPI ter pod
fluorescenénim mikroskopom preverili uspesnost pepsinizacije. Ce ¢asa pepsinizacije ni
bilo potebno podaljsati, smo sprali stekla z vzorcem s SSC pufri in nadaljevali postopek z
dehidracijo. Vzorce, kjer smo pepsinizacijo podaljsali, smo najprej sprali s SSC pufri, nato

ponovili tocko ¢) in nadaljevali z dehidracijo vzorcev.
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d) Dehidracija

70 % EtOH 3 min, sobna temperatura
85 % EtOH 3 min, sobna temperatura
100 % EtOH 3 min, sobna temperatura

e) Nanos DNA-sonde

Celotno koli¢ino komercialno pripravljene DNA-sonde smo odpipetirali na sredino
oznacenega polja na steklu, nanjo smo polozili krovno steklo (22x22 mm), tako da ni bilo
mehurc¢kov. Pri DNA-sondah, ki jih je bilo potrebno predhodno pripraviti, smo sledili
navodilom proizvajalca sond. Robove krovnega stekla smo zalili z »gumijastim

cementom« za tesnenje krovnega stekla.

f) Denaturacija in hibridizacija

Denaturacijo smo izvedli po navodilih proizvajalca DNA-sonde. Stekla smo polozili na
plosco hibridizatorja in upostevali priporoceno temperaturo in ¢as denaturacije. Sondo in
vzorec smo denaturirali istoasno. Po kon¢ani denaturaciji smo plo$¢o ohladili na 37 °C in

pustili hibridizirati vsaj 16 ur oziroma preko noci.

g) Spiranje stekel po hibridizaciji

Po hibridizaciji smo s stekel odstranili krovna stekla. Stekla smo postavili v spiralno
raztopino NP-40, segreto na 73 °C za 4 minute. Stekla smo prestavili za 4 minute v
posodico z raztopino PBT segreto na sobno temperaturo. Na mokro steklo, ki smo ga
odcedili na stanicevini, sSmo pipetirali 10 uL. DAPI ter ga prekrili z velikim krovnim
steklom. Pri pokrivanju smo pazili, da se nam niso naredili zra¢ni mehurcki. S stani¢evino
smo ovili, dobro popivnali in osusili stekla. Polozili smo jih v ¢rno Skatlo in postavili za

pol ure v zamrzovalnik.

h) Pregled stekel pod fluorescenénim mikroskopom

S pomocjo fluorescencnega mikroskopa in ustreznih filtrov smo ovrednotili preparat. V
primeru, da so preparati nespecificno svetili, smo jih ponovno spirali s spiralnimi
raztopinami, vendar s krajSimi c¢asi. Pri pregledu stekel smo vedno sledili navodilom v
katalogu proizvajalca sonde. Mi smo uporabljali LSI sonde proizvajalca Abbot in ON

sondo proizvajalca Kreatech. Pri pregledu preparata smo ugotavljali spremembo Stevila
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signalov, ki se lahko zmanj$a ali poveca, ter odsotnost ali pojav fuziranih signalov.
Preparat smo vrednotili tako, da sta dva preiskovalca prestela vsak po 200 celic v dveh
lo¢enih podro¢jih preparata. Pri rezultatih, Kjer sta se preiskovalca razlikovala za ve¢ kot
10 %, je stel Se tretji preiskovalec. Rezultat smo podali kot delez (%) nenormalnih celic v
vzorcu. Posebej smo bili pozorni na podrocja, kjer so se celice prekrivale. Za oceno
signalov na celicah se celice ne smejo prekrivati. Rezultat smo steli kot pozitiven, ¢e je bila
sprememba prisotna na vec¢ kot 10 % celic. Pri triploidnem Kariotipu pa je mejna vrednost

za pozitiven rezultat 50 % celic.

ENQUA (European Neuroblastoma Quality Assessment) je pri nevroblastomu zasnovala
skupno terminologijo za spremembe v genu MYCN in izgube na podrocju 1p36.3.
Terminiologijo je mogoce uporabljati tudi za ostale delecije, kromosomska neravnovesja in
LOH.

Pri vsakem vzorcu tkiva mora patolog najprej potrditi prisotnost tumorskih celic. Za
vrednotenje preparatov in podajanje rezultatov tudi smernice predlagajo poenoteno
izrazoslovje (Tabla V) (24).

Tabela IV: Priporodila za terminologijo nevroblastoma s strani ENQUA.

Amplifikacija gena Vec kot stiri kratno povecanje Stevila signalov
za iskani gen v primerjavi s kontrolno sondo

na istem kromosomu.

Zari$éna Vsaj 50 celic z amplifikacijo gena obdanih s
amplifikacija gena tumorskimi celicami brez amplifikacije.
Pomnozitve Sumljiva pomnozitev | Do $tiri kratno povecanje $tevila signalov za

iskani gen v primerjavi s kontrolno sondo na
istem kromosomu. Tako dobljen rezultat

potrebuje nadaljnjo analizo.

Brez  amplifikacije | Enako Stevilo signalov iskanega gena in

gena kontrolne sonde.

Delecija Prisoten samo en signal za iskano

kromosomsko podrocije.
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Kromosomsko

Nesorazmerje v Stevilu signalov tar¢nega in

neravnovesje kontrolnega kromosomskega podrocja z vec¢
Izgube kot enim signalom. VVzorce je potrebno nadalje
analizirati s PCR.
Zari§éna Vsaj 50 celic z delecijo ali kromosomskim
delecija/neravnovesje | neravnovesjem obdanih s celicami, ki imajo
uravnotezen hibridizacijski vzorec.
Brez delecije/ni Enako Stevilo signalov za tar¢ni in kontrolni
kromosomskega gen.
neravnovesja
Potrebno je podati zakaj ni rezultata (nejasen
Ni rezultata rezultat, ni dovolj tumorskih celic, ni tumorja,

preiskava ni uspela).

3.4 STATISTICNA ANALIZA PODATKOV

Podatke smo analizirali s pomo¢jo statisticnega paketa IBM SPSS (IBM SPSS Statistics

v19). Analizo prezivetja smo opravili po Kaplan-Meierjevi metodi, za primerjavo med

skupinami smo uporabili Log-Rank test. Med seboj smo primerjali skupine bolnikov z

amplifikacijo MYCN in brez amplifikacije MYCN, bolnike z delecijo 11q, bolnike z

delecijo 1p ter bolnike s poliploidnim kariotipom. Rezultati so bili statisti¢no znacilni, ¢e je

bila vrednost p<0,05.
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4 REZULTATI

4.1 PREISKOVANCI

V raziskavo smo vkljucili 54 vzorcev arhivskih parafinskih rezin tumorskih tkiv bolnikov z
nevroblastomom. Vzorci so bili tumorska tkiva otrok zdravljenih na Oddelku za
hematologijo in onkologijo Otroske bolnisnice Zagreb. Starost arhivskih vzorcev ob analizi
je bila 4 do 23 let (Slika 8).

V letih 2012 in 2013 smo analizirali tudi 7 svezih vzorcev bolnikov, ki so prispeli v
Specializiran hematoloski laboratorij UKC Ljubljana za redno diagnosti¢no obravnavo.
Skupno Stevilo analiziranih vzorcev je bilo 61. Bolniki so bili stari od 2 meseca do 12 let.

Povprecna starost otrok je bila 3,4 let (Slika 9).

Starost vzorca ob analizi

12

10

Stevilo
[wn]

4 5 6 7 8 9 10 11 12 13 14 15 16 17 21 22 23
Starost (leta)

Slika 8: Starost arhivsega vzorca tumorskega tkiva ob analizi (n=54).
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Slika 9: Starost otrok z nevroblastomom ob postavitvi diagnoze (n=61).

4.2 OPTIMIZACIJA FISH

a) Priprava protokola za FISH na arhivskih parafinskih rezinah tumorjev

V pripravi postopka za predpripravo vzorca in FISH analizo smo sledili literaturi (19) in
navodilom proizvajalcev ze pripravljenih kompletov za predobdelavo vzorcev (21).
Proizvajalci kompletov svetujejo optimizacijo postopka zlasti glede na ¢as pepsinizacije. V
literaturi tudi ni bistvenih odstopanj pri ostalih korakih, ki jih shematsko prikazuje Slika
10.

25



Vzorci parafinskih rezin tumorjev,
suSeni 2 h na 56°C

Deparafinizacija vzorca, Ultra Clear

|
Predobdelava vzorca: 0,2 M HCI, 1M NaSCN

Pepsinizacija

|
Nanos DNA-sonde
& J
|
( )\

Denaturacija, hibridizacija

Spiranje odveéne DNA-sonde in analiza
pod fluorescenénim mikroskopom

Slika 10: Shematski prikaz FISH.

b) FISH s komercialno pripravljenim kompletom

FISH smo najprej izvedli z ze pripravljenim kompletom za obdelavo vzorcev (Tissue
Digestion Kit Il, Kreatech). Pri izvedbi postopka smo sledili navodilom proizvajalca
(Kreatech). Izbrali smo vzorce, ki so imeli na treh delih naneseno tumorsko tkivo in najprej
optimizirali ¢as pepsinizacije. Koncentracija pepsina v kompletu za obdelavo vzorcev je
0,025 % (21). Vsak del tumorja smo ¢asovno razli¢éno pepsinizirali (10 min, 20 min, 40
min). Pri vzorcih, ki so bili izpostavljeni raztopini pepsina 10 min in 20 min, pepsinizacija
ni bila uspesna. Pri 7-ih vzorcih, ki smo jih pepsinizirali 40 min, smo ocenili pepsinizacijo
kot uspesno. Na teh vzorcih smo izvedli celoten FISH postopek in nanesli DNA-sondo. Pri
pregledu pod fluorescenénim mikroskopom smo samo pri enem vzorcu opazili Sibke

signale, vendar neprimerne za oceno.
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¢) FISH z raztopinami pripravljenimi v laboratoriju

Vse raztopine smo nato pripravili sami in ponovili celoten postopek (Slika 11).
Optimizirati smo morali ¢as pepsinizacije. Prieli smo z 10 minutami, kolikor Casa
pepsiniziramo predhodno gojene krvne celice (0,005 % raztopina pepsina). Na vzorcih so
bili vidni §ibki signali, vendar $e vedno neprimerni za oceno. Odlo¢ili smo se, da 10 krat
povecamo koncentracijo pepsina v raztopini in podaljSamo ¢as pepsinizacije. Ocenili smo,
da je optimalen ¢as pepsinizacije za ve¢ino vzorcev parafinskih rezin tumorjev 20 minut v
0,05% raztopini pepsina. Nekateri vzorci so potrebovali daljSo pepsinizacijo, zato Smo med
postopkom za vsak vzorec posebej pod fluorescenénim mikroskopom preverjali uspesnost
pepsinizacije in po potrebi podaljsali ¢as 0ziroma pepsinizacijo ponovili (Slika 12).

Izjema je bilo vseh 7 vzorcev, ki so prispeli v Specializiran hematoloski laboratorij za
redno diagnosti¢no obravnavo. Pri vseh vzorcih je zadoscal ¢as pepsinizacije 20 minut, pri

¢emer so bili signali lepo vidni.

Slika 11: Preverjanje uspesnosti pepsinizacije pod fluorescenénim mikroskopom z barvanjem jeder z
DAPI: A) nezadostna pepsinizacija, B) ustrezna pepsinizacija.

d) Ocena vzorca pod fluorescenénim mikroskopom

Pri oceni vzorca pod fluorescenénim mikroskopom smo bili posebej pozorni na:
avtofluorescenco tkiva (Slika 12 A), poskodovane celice in debelino vzorca (celice so se
med seboj prekrivale) (Slika 12 B). Pri vrednotenju preparatov smo upostevali le celice, Ki
so bile neposkodovane, se niso prekrivale (Slika 12 B) in smo na njih lepo videli signale.
Zaradi razlicne debeline parafinskih rezin smo vedno najprej poiskali ustrezno obmocje na

vzorcu in $ele nato priceli s Stetjem in oceno signalov.

27



Slika 12: Podrocja vzorca neprimerna za Stetje: A) avtofluorescenca tkiva, B) prekrivanje celic.

e) Primerjava cene komercialnega kompleta s ceno raztopin pripraviljenih v

laboratoriju

Cena preiskave s pomocjo Ze pripravljenega kompleta je 10-krat visja od cene preiskave,
&e jo izvedemo s pomod&jo raztopin, ki smo jih pripravili sami. Ce predpostavimo, da je
cena preiskave enaka pri obeh nacinih priprave, pri preiskavi, pri kateri smo raztopine
pripravili sami, doprinese predpriprava k celotni ceni 4 %, pri uporabi ze pripravljenega

kompleta pa 40 % celotne cene preiskave.

4.3 FISH ANALIZA TARCNIH SPREMEMB

a) Delecija 1p
Delecijo 1p smo dolocali z DNA-sondo ON 1921/SRD1p36. Pri deleciji 1p smo videli 1

rdec in 2 zelena signala na celici (Slika 13 A).

b) Triploidna celica

Triploidnost smo dolocali z DNA-sondo ON 1g21/SRD1p36. Tumor smo uvrstili med
triploidne, ce je bilo ve¢ kot 50 % celic s 3-emi ali 5-imi rde¢imi in zelenimi signali (Slika
13 B). Ploidnost smo lahko opazili tudi z ostalimi uporabljenimi DNA-sondami (LSI MLL,
LSI N-MYC(2p24)/CEP2), vendar je bila bistvena ON 1g21/SRD1p36, ker Stevilo
kromosomov 1 najbolje korelira s ploidnostjo tumorja (28).
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Slika 13: DNA-sonda ON 1g21/SRD1p36. A) Celica z delecijo na kratkem kraku kromosoma 1
B) Triploidna celica.

c) Delecija 11923
Delecijo 11g23 smo dolocali z DNA-sondo LSI MLL. Delecijo 11q smo videli kot 1

fuziran oranzen signal, pri triploidnem kariotipu smo videli 3 ali 5 fuziranih signalov (Slika
14).

Slika 14: DNA sonda LSI MLL.: Celica z delecijo na dolgem kraku kromosoma 11.

d) Amplifikacija MYCN
Amplifikacijo MYCN smo dolocali z DNA-sondo LSI N-MYC (2p24)/CEP2. Celica z
amplifikacijo MYCN je imela vsaj 8 zelenih signalov in 2 oranzna ali ve¢ kot 4-kratni

produkt ve¢ kot dveh oranznih signalov (Slika 15).
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Slika 15: DNA-sonda LSI N-MYC(2p24)/CEP2:
Celica z amplifikacijo MYCN.

e) Normalna celica

Pri normalni celici (diploidna celica) smo videli 2 zelena in dva oranzna signala z DNA-
sondama LSI N-MYC(2p24)/CEP2 in ON 1g21/SRD1p36 (Slika 16 A). S sondo LSI MLL
smo videli normalno celico kot 2 fuzirana (oranzna) signala (Slika 16 B).

Slika 16: Normalna celica. A) DNA-sonda LSI N-MYC(2p24)/CEP2, B) DNA-sonda LSI MLL.

4.4 REZULTATI FISH ANALIZE NA VZORCIH NEVROBLASTOMA

4.4.1 Stopenjska FISH ananliza

Na vseh vzorcih smo izvedli FISH analizo s komercialno dostopnimi DNA-sondami.
Najprej smo vse vzorce analizirali z DNA-sondo LSl N-MYC/CEP2. Amplifikacija MYCN

ima pri nevroblastomu izrazito neugoden napovedni pomen. Zato smo nadalje analizirali
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samo vzorce brez amplifikacije MYCN. S sondo ON LSI 1p/1q smo dolocali ploidnost
tumorja in delecijo 1p, s sondo LSI MLL pa delecijo 11q na diploidnih celicah (Slika 17).

60 vzorcev
tehni¢no ustreznih
[LSI N-MYC(2p24)/CEP2
| |
amplifikacija MYCN brez amplifikacije MYCN
(12 vzorcev) (48 vzorcev)

[ ON 1¢21/SRD1p36 ]

(46 vzorceyv tehni¢no ustreznih\
& J
1
1 P 1 < 1
triploidne celice delecija 1p diploidne celice
(14 vzorcev) (6 vzorcev) (26 vzorcev)
& J
[ LSI MLL ]_

delecija 11q
(32 vzorcev)

Slika 17: Shematski prikaz Stevila analiziranih vzorcev in izbor DNA-sonde za FISH metodo.

4.4.2 Tehni¢no neprimerni preparati

Za analizo je bilo 9 vzorcev tehni¢no neprimernih. Na enem vzorcu nismo mogli dolo¢iti
amplifikacije MYCN. Na dveh vzorcih nismo dolo¢ili ploidnosti in delecije 1p. Na 6-ih
vzorcih nismo uspesno dolocili delecije 11923 (Priloga 1). Vzorci, ki jih nismo mogli
analizirati pod fluorescen¢nim mikroskopom, so bili arhivski vzorci iz let 1995 do 1999,
vsi starejsi od 13 let. Na ostalih arhivskih vzorcih in vseh svezih diagnosti¢nih vzorcih smo

FISH analizo uspesno izvedli.

31



Na vzorcu 1159/95 z nobeno od uporabljenih DNA-sond nismo uspesno izvedli analize.
Prisotni so bili fibroblasti in endotelijske celice, kar je povzrocilo nespecifi¢no vezavo
DNA-sonde, preparat je mo¢no svetil, zato ga nismo mogli ovrednotiti.

Pri vzorcu 721/96 hibridizacija z DNA-sondama LSI MLL in ON LSI 1p/1q ni potekla,
vzorca sta bila brez signalov.

Pri 4-ih vzorcih (181/99, 1908/95, 2038/95, 2041/96), ki smo jih analizirali z DNA-sondo
LSI MLL, nismo videli ustreznih signalov pri pregledu pod fluorescen¢nim mikroskopom
(Priloga 1). Pri dveh vzorcih (1908/95, 2038/95) smo opazili zelo Sibke zelene signale,

oranznih signalov nismo videli (Tabela V).

Tabela V: Tehni¢no neprimerni preparati za oceno pod fluorescenénim mikroskopom.

LSI MLL ON 1g21/SRD1p36 LSI N-MYC(2p24)/CEP2
1159/95 1159/95 1159/95
721/96 721/96
1908/95
2038/95
2041/96
181/99

Najvec¢ tehni¢no neprimernih vzorcev je bilo v skupini, Kjer smo dolocali delecijo 11923.
Pri dveh vzorcih, ki smo jih analizirali z DNA-sondo LSl MLL, smo videli Sibke zelene
signale, oranznih signalov nismo videli. DNA-sonda LSI MLL (11g23) je v velikosti
priblizno 350 kb oznacena s fluorescentnim barvilom, ki emitira zeleno svetlobo in v
velikosti priblizno 190 kb oznacena s fluorescentnim barvilom, ki emitira oranzno
svetlobo. Glede na to, da smo videli zelene signale, oranznih, ki so manjsi pa ne,

predvidevamo, da tudi velikost in zgradba DNA-sonde vplivata na rezultat analize.
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4.4.3 Pogostost ponavljajo¢ih klinicno pomembnih kromosomskih
sprememb

Pri 12/61 (19,7 %) analiziranih vzorcev smo nasli amplifikacijo gena MYCN (Slika 18).
FISH smo izvedli na 53/54 (98 %) arhivskih vzorcev in 7/7 (100 %) svezih vzorcev

tumorjev.

1%

mT(n=1)
B N-MYCN pozitivni (n=12)

= N-MYCN negativni (n=48)

Slika 18: Dolo¢anje amplifikacije gena MYCN (n=61), T-tehni¢no neuporaben vzorec.

Triploidni tumor smo nasli pri 14/48 (29,2 %) vzorcev in delecijo 1p pri 6/48 (12,5 %)
pregledanih vzorcev (Slika 19) (Tabela 1V). FISH s sondo ON 1p/1g smo izvedli na 46/48
(96 %) vzorcev brez amplifikacije MYCN oziroma na 46/61 (75 %) vseh vzorcev.

Delecijo 11q smo dolo¢ili pri 16/32 (50 %) vzorcev. Analizo smo izvedli na diploidnih
(2n) vzorcih, ki smo jih predhodno analizirali z DNA-sondo ON LSI 1p/1qg. Delecijo 11q
smo uspesno dolocilii na 26/32 (81 %) diploidnih celicah oziroma na 26/61 (43 %) vseh
vzorcev (Tabela V).

7 vzorcev iz leta 2012 in 2013 smo analizirali z obema sondama, LSI MLL in ON LSI
1p/1q.

Strukturne spremembe kromosomov smo nasli pri 22/32 (69 %) diploidnih vzorcev
(Tabela V).
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N-MYC negativni

M 2n brez sprememb (n=6)
H del(1p) (n=6)

» T (n=6)

H del(11q) (n=16)

¥ 3n (n=14)

Slika 19: Ponavljajo¢e kromosomske preureditve (n=48), pri bolnikih z nevroblastomom , T-tehni¢no
neprimeren vzorec.

Tabela VI: Pojavnost testiranih kromosomskih preureditev pri nevroblastomu.

Stevilo Delez pozitivnin | Delez pozitivnih | Tehni¢no
analiziranih (analizirani (vsi vzorci) neuporabni
vzorcev pozitivni | negativni |vzorci) (%) (%) VZOrCi
MYCN 61 12 48 19,7 19,7 1
3n 48 14 32 29,2 23 2
1p 48 6 40 12,5 9,8 2
11q 32 16 10 50 26,2 6
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45 PREZIVETJE BOLNIKOV GLEDE NA DOLOCENE
KROMOSOMSKE SPREMEMBE

45.1 Vplivamplifikacije MYCN na preZivetje

V analizo smo vkljucili 60 bolnikov. Primerjali smo krivulji prezivetja bolnikov z (n=12)
in brez (n=48) amplifikacije MYCN.

Krivulji prezivetja sta statisticno razli¢ni (p<0,0002). Pri bolnikih z amplifikacijo MYCN
vidimo v prvih dveh letih mo¢an padec krivulje (Slika 20). Bolniki z amplifikacijo MYCN
imajo izrazito slabse prezivetje v primerjavi z bolniki brez amplifikacije MYCN. Povprecen
Cas prezivetja bolnikov z amplifikacijo MYCN je 2,5 let. Povpre¢no prezivetje bolnikov

brez amplifikacije MYCN pa je 12,9 let.

Survival Functions
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Slika 20: Krivulji preZivetja bolnikov z amplifikacijo (n=12) in brez amplifikacije MYCN (n=48).
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4.5.2 Vpliv ostalih preureditev na prezivetje

V analizo smo vkljucili 60 bolnikov. Primerjali smo krivulje prezivetja pri bolnikih z
amplifikacijo MYCN (n=12), delecijo 1p (n=6), delecijo 11923 (n=16), triploidnim
kariotipom (n=14) in bolnike brez sprememb (n=12).

Krivulje prezivetja bolnikov z amplifikacijo MYCN, del(1p), del(11q), triploidnim
tumorjem in bolnikov brez kromosomskih sprememb se med seboj statisti¢no razlikujejo
(p<0,006). Povprecno prezivetje bolnikov z amplifikacijo MYCN je 2,5 let, bolnikov z
delecijo 1p 4,4 let, bolnikov z delecijo 11923 11,4 let, triploidnim Kkariotipom 12,2 let in
bolnikov s tumorjem brez zaznanih kromososmkih sprememb 15,2 let (Slika 21).

Petletno prezivetje bolnikov z amplifikacijo MYCN je 25 %, bolnikov z delecijo 1p 67 %,
bolnikov z delecijo 11q 69 %, bolnikov s triploidnim kariotipom 81 % ter bolnikov brez
sprememb 89 % (Slika 21).
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Slika 21: Krivulje preZivetja bolnikov s ponavljajo¢imi Kromosomskimi spremembami (n=60).
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5 RAZPRAVA

5.1 VPELJAVA METODE

Pri vpeljavi metode smo najprej preizkusili komercialno pripravljene komplete. Pri enem
od 7-ih testiranih vzorcev smo opazili signale, vendar neustrezne za oceno preparata.
Predvidevamo, da zaradi starosti arhivskih rezin tumorja nismo bili uspeSni. Razpon
starosti arhivskih vzorcev, ki smo jih vklju¢ili v analizo, je bil 4 do 23 let. Na svezih
vzorcih komercialno pripravljein kompletov nismo preizkusili. Poleg starosti pa je na
uspesnost vplivala tudi koncentracija raztopine pepsina. V komercialno pripravljenem
kompletu za obdelavo vzorcev je koncentracija pepsina 0,025 % (21), ki je bila glede na
nase nadaljnje delo verjetno prenizka. Lahko bi Se podaljsali ¢as pepsinizacije, vendar je

celoten postopek ¢asovno dolgotrajen in bi to le Se podaljsalo analizo.

Analizo smo nadaljevali z raztopinami, ki smo jih v celoti po temeljnih protokolih,
dostopnih v literaturi (19), pripravili sami. Najve¢ tezav nam je pri vpeljavi metode
povzorocal ¢as pepsinizacije. Pri neustrezni pepsinizaciji DNA-sonda ne more dostopati do
jeder celic in ne more uspe$no hibridizirati s taréno DNA v jedru. Za arhivska tumorska
tkiva smo dolocili zacetni ¢as 20 minut, uspesnost pepsinizacije pa smo preverjali pod
fluorescenénim mikroskopom in jo po potrebi podaljsevali.

Pri 7-ih vzorcih, ki smo jih dobili za redno diagnosti¢cno obravnavo v Specializiran
hematoloski laboratorij, je bila 20 minutna pepsinizacija dovoljsnja. Po ustreznem Stevilu
obdelanih vzorcev, bi bilo iz protokola preverjenje pepsinizacije mozno umakniti, ker le-ta

na svezih vzorcih verjetno ni potrebna.

Pri vrednotenju preparatov s fluorescen¢nim mikroskopom nam je najve¢ tezav povzrocala
avtofluorescenca tkiva, prekrivanje celic (zaradi razli¢ne debeline vzorca) in nepopolna
hibridizacija (celice brez signalov). Vedno smo poiskali podrocje, kjer so bile celice
razporejene posamicno in neposkodovane. Avtofluorescenco tkiva in poskodbo celic je
najbrz povzrocilo dolgotrajno hranjenje vzorcev tumorskih tkiv in posledicno njihova
oksidacija.

9 vzorcev je bilo tehni¢no neprimernih. Vsi vzorci, ki jih nismo mogli analizirati, so bili

arhivski. Pri 6-ih vzorcih, ki smo jih analizirali z DNA-sondo LSI MLL, nismo dobili
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ustreznih signalov. Na 7-ih svezih diagnosti¢nih vzorcih smo bili uspesni z vsemi DNA-
sondami.

Na svezih diagnosti¢nih vzorcih bi bilo smiselno preveriti komercialno pripravljene
komplete, ki se na arhivskih vzorcih niso pokazali za uspe$ne. Ker pa je cena komercialno
pripravljenih kompletov bistveno visja, bi raztopine, ki jih pripravljamo sami, ostale prvi

izbor, kljub morebitni uspesni analizi, ker so se izkazala kot povsem ustrezne.

5.2 POJAVNOST CITOGENETSKIH SPREMEMB

Amplifikacija MYCN se pojavlja v vseh stadijih bolezni in pri otrocih vseh starosti. Je
izrazito neugoden napovedni dejavnik. V literaturi je omenjena pojavnost od 17 do 25 %
(1, 23, 25, 26). Pri analizi naSih vzorcev smo amplifikacijo MYCN nasli pri 19,7 %
vzorcev, kar se sklada z navedbami v literaturi.

Pri vseh vzorcih je bila amplifikacija MYCN zelo nedvoumna. PomnoZene signale smo

nasli pri hiperploidnih celicah, ostalih pojavnih oblik nismo ugotovili.

Literatura navaja pojavnost delecije 1p okrog 23 do 30 % vseh tumorjev (23, 27). Pri
analizi naSih vzorcev smo nasli delecijo 1p pri 12,5 % vzorcev. Pri vseh stadijih tumorja
delecija 1p kaze na tesno povezavo z amplifikacijo MYCN in slabo napovedjo poteka
bolezni (23). Sklepamo, da so naSi rezultati nizji, ker smo izkljucili vse vzorce z
amplifikacjo MYCN, ker je ta sama zase najmoc¢nej$i napovedni dejavnik in delecija 1p ne
vpliva na celokupni neugodni napovedni pomen. DNA-sonde so drage, zato smo izkljucili
vzorce, pri katerih smo Ze dolo¢ili napovedno zelo neugodno spremembo (prisotna
amplifikacija MYCN) in analizo nadaljevali le z vzorci, pri katerih bi ugotovitev del(1p)

vplivala na napovedno opredelitev.

Po podatkih v literaturi je pojavnost trisomije kromosoma 1 med 39 in 55 % tumorjev vseh
stadijev (3, 28). Mi smo jo nasli pri 29,2 % vzorcev. Nasi rezultati se dokaj dobro ujemajo
z navedbami v literaturi. Izkljucitev vzorcev z amplifikacijo MYCN nima vpliva na
pojavnost trisomije kromosoma 1, ker jo redko opazimo skupaj z amplifikacijo MYCN
(28). Stevilo kopij kromosoma 1 je morebitna alternativa za dologanje ploidnosti tumorja,
ker Stevilo kromosomov 1 najbolje korelira s ploidnostjo tumorja. Ob triploidnih celicah

velikokrat opazimo tudi pentaploidne celice. Nevroblastome, pri katerih zaznamo ve¢ kot
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50 % triploidnih in/ali pentaploidnih celic, uvrs¢amo med triploidne tumorje (28). Vendar
zal pri nasih vzorcih ploidnost ni bila dolo¢ena s preto¢no citometrijo, ki je referen¢na

metoda, s ¢imer bi lahko ovrednotili tudi zanesljivost dolocitve ploidnosti s FISH.

V studijah izgube heterozigotnosti (LOH) je bila delecija 11q dolocena pri 5 do 44 % vseh
tumorjev (1, 18, 16, 25). Izgubo celotnega kromosoma 11 so opazili pri 19 %,
neuravnotezeno LOH 11q pa pri 22 % vseh primarnih tumorjev (13). Mi smo delecijo 11q
dologili pri 50 % analiziranih vzorcev. Ce pa upostevamo, da imajo tumorji z amplifikacijo
MYCN redko delecijo 11q, prav tako tudi triploidni tumorji, in izra¢unamo pojavnost na

celotno Stevilo vzorcev, je le-ta 26,2 %, kar se sklada z literaturnimi navedbami.

5.3 VPLIV DOLOCENIH KROMOSOMSKIH SPREMEMB NA
PREZIVETJE

Z analizo prezivetja smo dolocili petletno prezivetje bolnikov s kromosomskimi
spremembami in povprecno starost bolnikov. Pri bolnikih z amplifikacijo MYCN, delecijo
1p in delecijo 11g smo dolocili krajse petletno prezivetje kot pri bolnikih s triploidnim
tumorjem (81 %). Slika 18 kaze, da je najboljse (89 %) petletno prezivetje bolnikov brez
zaznanih sprememb. V to skupino smo uvrstili vzorce z diploidnim tumorjem, pri katerih z
DNA-sondami nismo dolocili nobene od iskanih kromosomskih sprememb. Kot ze veckrat

poudarjeno pa imajo najslabse petletno prezivetje (25 %) bolniki z amplifikacijo MYCN.
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6 SKLEP

Uspesno smo uvedli FISH analizo na arhivskih parafinskih rezinah tumorjev s pomocjo

raztopin, ki smo jih po protokolu pripravili sami.

Na arhivskih vzorcih s komercialno pripravljenimi kompleti nismo bili uspesni. Smiselno

bi bilo ponoviti analizo e na novih diagnosti¢nih vzorcih saj bi bili najverjetneje uspesni.

Doloc¢anje ponavljajocih kromosomskih sprememb pri nevroblastomu ima pomemben
napovedni pomen poteka bolezni, poleg tega pa vpliva tudi na izbiro zdravljenja. S
pomocjo FISH smo doloc¢ili amplifikacijo MYCN pri 19,7 % analiziranih vzorcev. Na
vzorcih brez amplifikacije MYCN smo doloc¢ili delecijo 1p pri 12,5 % in triploiden kariotip
pri 29,2 % vzorcev. Pri 50 % diploidnih vzorcev smo doloc¢ili delecijo 11g23. Nasi rezultati

se dobro ujemajo s podatki navedenimi v literaturi.

Z analizo prezivetja bolnikov smo pokazali, da je najboljse 89 % petletno prezivetje
bolnikov, ki jim z nobeno od uporabljenih DNA-sond nismo dokazali kromosomskih
sprememb, najslabse 25 % petletno prezivetje pa Smo pri¢akovano dolo¢ili pri bolnikih z
amplifikacijo MYCN. Tako je tudi analiza prezivetja posredno potrdila pravilnost nasih

rezultatov.
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Priloga 1:

Tabela VII: Preglednica spola, starosti, ¢asa preZivetja in kromosomskih sprememb pri bolnikih z
nevroblastomom

1D vzorca/

Starost Letnica Cas preZivetja Amplifikacija del del
vzorca rojstva spol | starost | (leta) preZivetje | MYCN Ploidnost(3n/5n) | (1p) | (11q)
4569/01 2001 M 0,17 11,00 1 0 1 0 /
5313/07 2007 z 0,17 5,00 1 0 1 0 /
11004/06 | 2005 M 1,00 6,00 1 0 1 0 /
11184/06 | 2005 7 1,00 6,00 1 0 0 0 1
11469/06 | 2006 M 0,83 0,60 0 1 / / /
1159/95 1993 M 2,00 17,00 1 T T T T
1213/97 1994 M 3,50 15,00 1 0 1 0 /
1272/00 1998 z 1,17 12,00 1 0 1 0 /
1449/91 1981 M 10,00 0 1 / / /
1621/97 1987 M 10,00 0,90 0 1 / / /
1670/99 1992 M 7,00 2,10 0 0 0 0 1
1698/97 1994 M 3,00 0,70 0 0 0 0 1
1806/04 2004 M 4,00 8,00 1 0 0 0 0
181/99 1989 z 10,00 13,00 1 0 0 0 T
1896/95 1992 M 3,00 17,00 1 0 0 0 1
1908/95 1993 M 2,00 17,00 1 0 0 0 T
1917/98 1990 M 8,00 2,10 0 1 / / /
197/98 1990 M 8,00 14,00 1 0 0 0 1
2038/95 1993 M 2,00 17,00 1 0 0 0 T
2041/96 1996 M 0,83 16,00 1 0 0 0 T
2057/06 2004 M 1,50 6,00 1 0 0 0 1
2293/96 1993 M 3,00 1,50 0 0 0 0 1
230/00 1995 M 4,50 1,30 0 0 0 1 /
2394/05 2002 Z 3,00 7,00 1 1 / / /
2458/05 2000 M 5,00 7,00 1 0 0 0 0
2956/00 1996 Z 4,00 1,00 0 1 / / /
3088/04 2004 M 0,25 8,00 1 0 0 0 1
3318/89 1977 M 12,00 2,00 0 0 1 0 /
3401/06 2003 M 3,00 6,00 1 0 1 0 /
3432/08 2003 M 4,50 4,00 1 0 0 0 1
3914/07 2007 M 0,25 5,00 1 0 0 1 /
4115/07 2003 V4 3,80 5,00 1 0 0 1 /
4133/06 2004 V4 1,75 6,00 1 1 / / /
4187/04 2001 M 3,00 8,00 1 0 0 0 1
42/00 1998 Z 2,00 0,90 0 1 / / /
420/98 1993 z 5,00 1,10 0 0 0 0 1
4282/03 1998 V4 4,50 2,50 0 0 0 0 1
4378/04 1999 V4 4,70 0 0 1 0 /
4513/00 1998 z 1,50 12,00 1 0 0 0 1
4595/03 1996 M 6,50 9,00 1 0 0 0 1
46/05 2001 z 3,50 0,50 0 0 0 0 0
4627/01 1998 M 3,00 2,00 0 1 / / /
466/97 1994 V4 3,00 15,00 1 0 0 0 1
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468/04 2001 VA 3,00 0,80 0 0 0 1 /
4832/06 2004 M 2,00 6,00 1 1 / / /
5440/02 2002 M 0,17 10,00 1 0 1 0 /
5592/06 2006 z 0,42 0,30 0 1 / / /
5726/06 2003 z 2,75 6,00 1 0 0 1 /
6349/06 2000 M 5,50 6,00 1 0 0 1 /
6561/05 2002 M 3,00 7,00 1 0 1 0 /
721/96 1993 z 3,00 16,00 1 0 T T T
957/90 1998 z 2,00 0,70 0 1 / / /
96/98 1993 M 5,00 6,00 0 0 0 0 1
9627/06 2000 M 6,00 6,00 1 0 / / /
1 2011 M 0,40 1 0 0 0 0
2 2011 M 0,90 1 0 1 0 0
3 2007 M 1,60 1 0 1 0 0
4 2000 M 7,20 1 0 1 0 0
5 2009 Z 1,62 1 0 0 0 0
6 2011 Z 0,45 1 0 1 0 0
7 2010 Z 0,94 1 0 0 0 0
Legenda:

Prezivetje bolnikov: 1-zivi, 0-mrtvi

Ploidnost: 3n/5n-1. 2n-0

Delecija 1p: prisotna-1, odsotna-2
Delecija 11q: pri§otna—1, odsotna-1
Spol: M-moski, Z-zenska
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