MOLEKYLARA ANALYSER
inom sarkomdiagnostik

De molekyldra analysmetoderna ar ett vardefullt tillskott till den histopatologiska
diagnostiken. Nedan redogor Charles Walther, disputerad vid Institutionen for labora-
toriemedicin, Lunds universitet och specialistldkare i klinisk cytologi och patologi

vid Labmedicin Skane, for de olika metoderna.
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odartade mjukdeltumérer som
till exempel lipom och uterus-
myom dr vanliga och utgor sil-

lan ett diagnostiskt problem ur histolo-
gisk synvinkel. Uterusmyom har till ex-
empel noterats hos dver 75 procent av
fertila kvinnor', vilket illustrerar hur
vanliga de ir.

De maligna tumérerna, sarkom, ir
ddremot ovanliga och utgdr endast en
procent av alla maligna tumdérer. Till
skillnad frin de godartade cumdorerna ir
sarkomen ofta diagnostiskt utmanande
savil kliniskt som histologiskt. De ir
ovanliga, morfologiskt likartade och
uppvisar ett brett och varierande biolo-

giskt beteende. Ett tecken pd denna he-
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”De maligna
tumorerna, sarkom,
dr ovanliga och
utgor endast en
procent av alla
maligna tumdorer.”

terogenitet dr att det i den senaste
WHO klassificeringen finns éver 100
subtyper av dessa tumérer’.
Morfologisk bedémning tillsammans
med immunhistokemisk utvirdering ut-
gor grunden for den histopatologiska di-
agnostiken och ricker i mdnga fall for
att faststilla diagnosen. Dock har mole-
kylidrpatologiska och genetiska analys-
metoder sdsom cytogenetik, fluorescens
in-situ hybridisering (FISH), singel nu-
kleotid polymorfism (SNP) array, poly-
meras kedjereaktion (PCR) och sekven-
sering (Next Generation Sequencing-
NGS) blivit allemer virdefulla ur diag-
nostisk synvinkel (Tabell 1). Den gene-
tiska informationen rorande dessa tu-
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TABELL 1. EXEMPEL PA SARKOM OCH DERAS MOLEKYLARA PROFIL SAMT HUR DEN KAN DIAGNOSTISERAS MOLEKYLART

Diagnos Kromosom- Gener5°-3° Cellular effekt Klinisk anvénd- Molekylédr/Genetisk
lokalisation av mutationen barhet metod for detektion*
Ewing/PNET t(11;22)(q24;912) EWSR1-FLI Overuttryck av Diagnostisk Cytogenetik
t(21;22)(q22;912) EWSR1-ERG onkgener FISH
t(7,22)(p22;q12) EWSR1-ETV1 RT-PCR
t(17;22)(q12;912) EWSR1-ETV4 NGS
t(2;22)(933;q12) EWSR1-FEV FUS-
t(16;21)(p11;922) ERG FUS-FEV
t(2;16) inv (22) EWSR1-ZSG
Myxoitt liposarkom | t(12;16)(q13;p11) FUS-DDIT3 Aktiverar trans- Diagnostisk FISH
t(12;22)(q13;912) EWSR1-DDIT3 kription Potentiellt be- RT-PCR
handlingspre- NGS
diktiv
Synovialt sarkom t(X;18)(p11;911) SS18-SSX1 Stort genuttryck Diagnostiskt FISH
t(X;18)(p11;911) SS18-SSX2 Prognos (5518- RT-PCR
t(X;18)(p11;913) SS18-SSX4 SSX2=béttre NGS
t(X;20)(p11;913) SS18L1-SSX1 prognos)
GIST (Gastro- Punktmutation KIT eller PGDFRA | Aktiverar tyros- Diagnos PCR
intestinal stroma- 4q12 inkinasreceptor Behandling (Ima- | NGS
cellstumor) tinib)

* FISH= Fluorescerande In-Situ Hybridisering, RT-PCR= Reverse Transciptase polymeras kedjereaktion,

NGS= Next Generation Sequencing, sekvensering

mortyper dkar snabbt och kan anvindas
for att bekrifta eller avfirda en specifik
diagnos, men kan idven ha betydelse for
prognosen hos alveoldra rhabdomyosar-
kom och for behandlingen avseende
gastrointestinala stromacellstumérer
(GIST).

D4 ben- och mjukdelcumdrer dr svar-
virderade och konsekvenserna av en fel-
aktig diagnos kan vara stora for patien-
ten dr de molekyldra analysmetoderna
ect virdefulle tillskott till den diagnos-
tiska arsenalen. Avsikten dr att hir i
korthet beskriva metoderna, vilken typ
av tumormaterial som kan anvindas och
hur resultaten tolkas.

CYTOGENETISK ANALYS - EN MIKRO-
SKOPISK KROMOSOMANALYS
Cytogenetisk analys dr en metod for att
visualisera cellernas kromosomer. Firska
tumorceller tas via biopsering eller ki-
rurgisk resektion och odlas. Cellerna sti-
muleras till celldelning och skérdas nir
kromosomerna ir kondenserade under
mitosens metafas. De firgas vilket resul-
terar i morka och ljusa band som bildar
ett specifikt monster for respektive kro-
mosom. Dirmed kan kromosomernas
antal och eventuella strukturella forind-
ringar inklusive forluster, kning och
forflyteningar av genetiskt material be-
domas (Bild 1).
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Bild 1. Karyotyp fran ett myxoitt liposarkom med en translokation associerad med denna

diagnos t(12;16)(q13;p11)

Metoden ger en versikesbild dver tu-
morcellernas kromosomuppsittning vil-
ket kan ge vigledning om malign po-
tential och diagnos men dven bekrifta
behov av och rikta vidare molekyldr un-
dersokning. Metoden bygger pd mikro-
skopisk undersskning och det innebir
att forindringar under fem miljoner bas-
par inte sikert uppticks. Metodens be-
grinsningar ir att den kriver firskt tu-

mormaterial, cellodling och arbetsinten-

siv analys’.

FLUORESCENS IN-SITU HYBRIDISERING
(FISH) - EN MIKROSKOPISK FLUORE-
CENSANALYS

FISH ir en beprovad och vil anvind me-
tod dir fluorescensmirkta prober binder
till komplementira nukleotidsekvenser
hos en tumércell. Det finns tre olika ty-
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Bild 2. FISH med break-apart prober som visar delning och forflyttning av EWSR1 genen.
Detta dr karakteristiskt re arrangemang for Ewing sarkom/PNET.

”Ur klinisk synvinkel dir de molekyléira
och genetiska metoderna i forsta hand
diagnostiska hjdlpmedel.”

per av prober for att uppticka genetiska
avvikelser som genbrott, genfusioner
och forekomst/forlust av specifika gener.
Sdledes kan bdde numeriska och struk-
turella avvikelser upptickas (Bild 2).
Metoden idr dock riktad och svarar pd
forekomst eller avsaknad av de specifika
mutationerna som proberna utformats
for. Det gér att anvinda firske, for-
malinfixerat och cytologiskt utstryksma-
terial for analys. Detta ger metoden en
bred klinisk anvindning och tilldter en
oversikt pd kromosomnivd men kan dven
uppticka forindringar ner till genniva.
Sédledes utgor FISH en detektionsmissig
brygga mellan cytogenetik och mer hig-
upplosta molekylira metoder. En nack-
del med metoden ir att den bara kan
svara pa en specifik frigestillning och
inte ge uppslag om alternativa diagnoser
eller mutationer. Andra begrinsningar
dr tekniska problem med ospecifik in-
bindning av prober och variabilitet mel-
lan bedémare.
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SINGEL NUKLEOTID POLYMORFISM
(SNP)- EN PLATTFORMS (ARRAY) BASE-
RAD OVERSIKTSTEKNIK

Singel Nukleotid Polymorfism (SNP) ir
en individuell variation av enstaka nu-
kleotider i ett kromosompar. Prevalen-
sen av denna nukleotidvariation mellan
tvd homologa kromosomer dr en procent
och det finns dver 63 miljoner enskilda
polymorfismer beskrivna (http://www.
ncbi.nlm.nih.gov/SNP/; build 141). Ma-
joriteten av dessa “genetiska skonhets-
flickar” far inga biologiska konsekvenser
dven om somliga predisponerar for sjuk-
dom®. SNP array idr en teknik som an-
vinder de enskilda variationerna som
markorer for atc kartligga genomet.
Korta nukleotidsekvenser ir fixerade pd
ett chip och tumércellernas fragmente-
rade DNA binder in till de komplemen-
tira sekvenserna. De inbundna oligonu-
kleotiderna avger en fluorescerande sig-
nal som mits och kvantifieras. Utdver
information om forlust och ¢kning av

genmaterial sd framgdr det om det finns
tvé olika kopior av allt genetiskt mate-
rial, det vill sdga det normala heterozy-
gota forhdllandet. Bide firskt och fixerat
material gdr att anvinda dven om det
forstnimnda 4r det mest beprovade. Me-
toden ger en “virtuell karyotyp” pé kro-
mosomniva och kan detektera forind-
ringar pd ner till 20 000 baser. Den an-
vinds i varierande utstrickning som er-
sittning eller komplement till den tra-
ditionella cytogenetiska analysen. En
begriansning ir att balanserande forind-
ringar (till exempel en balanserad trans-
lokation) inte uppticks utan en okning
eller en forlust av mingden genetiskt
material méste ske for detektion. En an-
nan begrinsning dr tillblandningen av
normalceller som kan maskera tumor-
cellsforindringar i ett prov.

POLYMERAS KEDJEREAKTION (PCR)-
EN MOLEKYLAR DNA/RNA BASERAD
METOD

PCR ir en flexibel teknik som kan an-
vindas for att uppticka specifika gene-
tiska forindringar inkluderande translo-
kationer, brottspunkter, punktmutatio-
ner och fusionsgener.

Metoden kan anvinda genomiskt
DNA eller mRNA (Reverse Transcrip-
tase, RT-PCR) vilket ger den en stor di-
agnostisk bredd. Tekniken bygger pd att
sma nukleotidprober skapas for att de-
tektera om en specifik sekvens/mutation
existerar i provet. En fordel dr att myck-
et smd mingder av den efterfrigande
sekvensen behovs for att den ska upp-
tickas. Det gir att anvinda sdvil firskt
som fixerat tumdérmaterial. Metoden idr
mycket kinslig och kan uppticka sek-
venser mellan 100 och 10 000 baser.
Den héga kinsligheten innebir ocksé en
begrinsning da fororening eller process-
genererade artefakter kan ge falskt posi-
tiva resultat.

SEKVENSERING (NEXT GENERATION
SEQUENCING-NGS) - EN HELTACKANDE
MOLEKYLARGENETISK ANALYS
Sekvensering dr en metod for att be-
stimma ordningen av nukleotider i en
DNA eller RNAstring. Utvecklingen av
sekvenseringstekniker har varit mycket
snabb de senaste dren. Den nya genera-
tionens sekvensering (NGS) utfor analys
av miljontals nukleotidfragment i en
enda undersokningssession. Det forsta
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”De molekylédira analysmetoderna dir ett
virdefullt tillskott till den diagnostiska

arsenalen.”

steget i analysen dr fragmentering av
DNA/RNA som mirks och arrangeras i
ett bibliotek. Direfter spolas fragmenten
over fixerad yta och binder in till kom-
plementira sekvenser. Det inbundna
materialet utvidgas med PCR vilket re-
sulterar i miljontals kopior och “kluster”
av de olika sekvenserna. Direfter till-
sitts fluorecensmiirkta nukleotider och
reagens for att f fram den specifika nu-
kleotidsekvensen. Utslippen frin de
mirkta baserna registreras vilket ger
sekvensordningen. Materialet korreleras
sedan till referensgenomet och dirmed
skapas en detaljerad bild av tumérpro-
vets genetiska utseende. Tekniken kan
ticka flera nivder inkluderande hela ge-
nomet, enbart exon, selekterade intres-
santa genomrdden samt genuttryck i
form av RNA sekvensering.

Metoden ir mycket effektiv och upp-
ticker flertalet genetiska avvikelser in-
kluderande nukleotidsubstitutioner, de-
letioner, insertioner, fusioner, allelfrek-
vens och translokationer. Sdledes ger un-
dersokningen méjlighet till en global
oversikt 6ver genomet ner till nukleo-
tidniva. I likhet med PCR kan metoden
anvinda flera olika typer av material,
firsk vivnad, formalinfixerat material
samt cytologiskt utstryksmaterial. Alla
har gett tekniskt adekvata undersok-
ningsresultat”®.

Saledes ir sekvensering kliniskt an-
vindbart men det finns begrinsningar.
Mingden information som genereras ir
stor och resurskridvande att bearbeta.
Aven om flera prov kan analyseras sam-
tidigt dr undersskningen fortfarande re-
lativt dyr. Midngden tumérceller och
ddrmed provets representativitet ir av-

gorande for att f3 ete tillforlitligt resul-
tat. Slutligen dr det en avancerad metod
med manga steg som kan ge processge-
nerade tekniska artefakter vilket kan
leda till bade falskt positiva och falskt
negativa resultat.

DET KLINISKA VARDET AV ANALYSERNA
AVSEENDE MESENCHYMALA TUMORER
Ur klinisk synvinkel dr de molekylira
och genetiska metoderna i férsta hand
diagnostiska hjidlpmedel. Specifika tu-
mortyper kan i bista fall bekriftas eller
uteslutas och i svarvirderade fall kan in-
formationen ge vigledning om tu-
morens malignitetspotential. Behand-
lingsgrundande mutationer forekommer
hittills endast hos GIST i sarkomsam-
manhang. I takt med att fler mutationer
uppticks s kommer troligtvis mingden
diagnostiska och behandlingsprediktiva
avvikelser upptickas och behova utvir-
deras. Sammanfattningsvis 4r metoder-
na ett virdefulle diagnostiske verktyg
inom ben- och mjukdeltumérer men i
likhet med andra tekniker maste infor-
mationen virderas utifrén den kliniska
bilden och sammanhanget.
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