Snabbare

, , Miéinga frége-
stillningar som

inkommer till genetiska
laboratorier kréver
snabba svarstider for
att mota sjukvardens
och virdprogrammens




genetiska analyser
— for att mota vdardens behov

Patienter med misstiankt akut leukemi far nu snabbare provsvar. Allt tack vare ett
nytt arbetsséatt och en effektiv metod som har utvecklats i Skdne. Det innebér att
behandlande ldkare kan fa snabbare svar om en patient har misstankt akut leukemi.
Tidigare tog det alltid 6ver tvd dygn. Nu tar det bara fyra till fem timmar fér medar-
betarna pd laboratoriet att gora en genetisk analys. Har beskriver sjukhusgenetiker
Linda Arvidsson och enhetschef Anna Collin hur utvecklingsarbetet gatt till.

tt omfattande teknikskifte pagar inom sjukvarden och
Einneb'ﬁir att de mer traditionella genetiska undersok-

ningsmetoderna pa vara genetiska laboratorier succes-
sivt ersitts av storskaliga tekniker som gemensamt bendimns
next generation sequencing (NGS) eller, mer korrekt, mas-
siv parallell sekvensering (MPS)"?. Dessa storskaliga tekni-
ker mojliggdr undersdkningar av vart genom i en enda ana-
lys och anvinds for att hitta genetiska férindringar som ger
upphov till sjukdomar eller som kan anvindas som riskmar-
korer och ge varje individ chansen till att fa individuellt
anpassad behandling (precisionsmedicin). Manga frage-
stallningar som inkommer till genetiska laboratorier kriver
snabba svarstider for att mota sjukvardens och vardpro-
grammens behov. Ett omrade dir sidana krav stills 4r till
exempel utredning av patienter som insjuknat i leukemi.
MPS ir en omfattande undersdokningsmetod och innebir
idag en svarstid pa 21 dagar i normalfallet for dessa forvir-
vade fragestillningar och som snabbast sju dagar for en
mycket bradskande analys. For att kunna tillgodose det fort-
satta behovet av snabba svarstider har vi, parallellt med in-
forandet av MPS, ocksa satsat pa att optimera och forbitt-
ra de kiassiska genetiska metoderna saisom fluorescense 7z
sitn hybtidisering (FISH).

GENSPECIFIKA FISH-PROBER

FISH dr en metod som i sin nuvarande form har funnits
sedan 80-talet och baseras pa anvindning av sa kallade
FISH-prober som binder till specifika, vil karakteriserade
omraden, i genomet. FISH-prober dr denaturerade DNA-

fragment som bir pa fluorescerande molekyler (fluoroforer)
och i en undersdkning kombineras normalt 2—3 prober som
var och en bir pa specifik fluorofor med sirskild vaglingd
(firg). Genom att lata FISH-proberna smilta ssmman med
sina komplementira malsekvenser (figur 1) pa deras speci-
fika platser i genomet (sa kallad hybridisering in situ) sa kan
dessa omraden undersokas direkt i cellerna genom analys i
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Figur 1. En schematisk bild pd komplementar FISH-probe som smalter
samman med sin malsekvens i cellkdrnan och bildar en DNA-hybrid.
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fluorescensmikroskop’. Genom att anvinda genspecifika
FISH-prober kan undersokningen till exempel ge svar pa
om kinda, leukemiassocierade gener i omradet dr intakta
eller rearrangerade till f6ljd av kromosomférindringar, se
figur 2.

der(22)

Figur 2. Undersokning i fluorescensmikroskop. Till vanster ses cell-
karnor i interfas, till hoger kromosomer i metafas. P& bada bilderna
ses resultat av hybridisering med FISH-prober fér generna ABL1 pa
kromosom 9 (r6d signal) samt BCR pa kromosom 22 (grén signal).
Provet uppvisar ett rearrangemang mellan ena kromosom 9 och 22
som gor att delar av ABL1 flyttat till BCR och tvédrtom, vilket resulterar
i en fusion mellan dessa gener som visualiseras som tva gula signaler,
dar den lilla derivatkromosomen (der(22)) kallas Philadelphia-kromo-
som (bilder fran bildanalyssystemet CytoVision).

En stor fordel med FISH 4r dess mangsidighet med av-
seende pa malsekvenser. Kartliggningen av det manskliga
genomet och utvecklingen av den molekylirgenetiska diag-
nostiken har lett till att vi idag kan képa kommersiellt till-
gingliga FISH-prober for de flesta riktade genetiska frage-
stillningarna. Forutom genspecifika FISH-prober finns
andra slags FISH-prober for andra anvindningsomraden:

hela kromosomer eller stora delar av kromosomer kan un-
dersokas med specifika ’painting probes” och kromosomer-
nas centromer, telomerer och polymorfiska satelliter kan
undersokas med specifika “repetitions sekvens prober”.**
Foretagen som tillverkar FISH-proberna testar och kvali-
tetssikrar produkterna noga vilket mojliggor ett snabbare
inférande i kliniskt bruk. Dessa kommersiella FISH-prober
ger mer stabila och starkare signaler 4n nir vi behdvde till-
verka dem sjilva i laboratoriet fran bakterier, vilket under-

littar vid analysen.

MASTE VALJA MALSEKVENSER

Alla de olika FISH-applikationerna kriver dock att labora-
toriet gor ett aktivt val av vilka sekvenser som ska underso-
kas samtidigt i en analys innan den paborijas eftersom tek-
niken mojliggor detektion av ett begrinsat antal malsekven-
ser samtidigt per cell beroende pa vilka fluoroforer som kan
kombineras i ssamma hybridisering. I en analys far varje flu-
rofor/firg bara anvindas en gang, i annat fall ir inte resul-
tatet tolkningsbart. Att undersdkningen inte kan ske forbe-
hallslést som vid MPS utan ér en riktad analys dir de sek-
venset/specifika omraden i genomet som eftersoks maste
ha faststillts innan, 4r en begrinsande faktor for FISH'.
FISH-proberna ir relativt stora (100 kbp-1 Mbp) vilket vis-
serligen ger en bittre upplosning in kromosomanalys men
ir ligre dn exempelvis microarray och MPS och andra mo-
lekyldrgenetiska metoder. Vid FISH-analys, precis som vid
kromosomanalys, undersoks varje cell var for sig vilket gor
det mojligt att dven med FISH-analys besvara om de olika
genetiska forindringarna som detekteras, dr nirvarande i
samma cell/klon eller finns i olika celler/kloner i provet.
Vid molekylirgenetiska undersokningar dr detta generellt

FISH-protokoll tidigare (3 dagar)

FISH-protokoll nu (ca 4.5h)

Lysering av blod/benmérg 40 min

Lysering av blod/benmarg 40 min

Hypotonbehandling (alla prov) 10 min

Hypotonbehandling (alla prov) 10 min

Fixering (4 ganger) 40 min

Fixering (4 ganger, sista iskall) 40 min

Spridning pa objektglas

Spridning pa objektglas

60° C over natt

60° C 30 min

2 x SSC+Tween20 60°C 30 min

2 x SSC + Tween20 60°C 60 min

Skolj i kranvatten

skolj i kranvatten

Dehydrera i etanolserie

Dehydrera i etanolserie

Lufttorka Lufttorka

Pepsin 37° 8 min Denat + prob 30 sek-2 min

1x PBS Hyb 37° C 60 min (FAST-hybl6sning)
Formaldehyd 10 min 0,4xSSC + Tweeen20i 74° C 2 min

1 x PBS Dehydrera i etanolserie

Dehydrera i etanolserie Lufttorka

Lufttorka Monteringsmedium med DAPI
Denat + prob 3-5 min Analys

Hyb 37° C 6ver natt

0,4 x SSC+Tweeen20i 74° C 2 min

Dehydrera i etanolserie

Lufttorka

Monteringsmedium med DAPI

Analys

Tabell 1. Jamforelse mellan grundprotokollen for FISH fore och efter optimering

av metoden.
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inte mojligt da allt DNA fran alla celler i provet analyseras
samtidigt. FISH-metodens storsta styrkor dr att den 4r vil-
kind, robust och kan anvindas pda manga olika material sa
som blod, benmiirg, firska solida tumorer och prenatala pro-
ver.

For att fa fram cellkdrnorna till FISH-analysen krivs det
att det inkommande provmaterialet foridlas, det vill sdga
omhindertas pa ritt sitt. For detta finns ett validerat och
ackrediterat grundprotokoll som f6ljs av medarbetarna pa
laboratoriet, se tabell 1. Detta protokoll strickte sig tidigare
over tre dagar och inneholl giftiga imnen saisom formalde-
hyd. Efter ett intensivt arbete under senare delen av 2019
och boérjan av 2020 med manga tester och valideringar sa
har vi i Lund kunnat utesluta vissa steg i metoden samt in-
fort en ny hybridiseringslosning for att fa fram resultaten
snabbare, se jimforelsen mellan protokollen 1 tabell 1. Ar-
betet har ocksa gjort det mojligt att helt utesluta formalde-
hyd.

SPRANGA SONDER BLODKROPPAR

Det nya grundprotokollet innebidr for vara blod- och ben-
mirgsprover att de direkt vid ankomst lyseras med egen-
blandad 1x lyseringsbuffert. Lyseringsbuffert 4r en hypoton
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l6sning som gor att vitska dras in i cellerna pa grund av
skillnader i jonstyrka 6ver cellens membran, detta for att
springa sonder de réda blodkropparna som inte innehaller
nagon cellkdrna och dr mer kinsliga dn de vita blodkrop-
parna med cellkirna. Nu har vi en cellpellet av de vita blod-
kropparna pa botten av ett centrifugror dir de hypotonbe-
handlas igen med en egenblandad saltlésning (0,075 M ka-
liumklorid) sa att de sviller nir de drar in vitskan i cellerna.
Cellerna fixeras sedan i minst fyra omgangar med en egen-
blandad fixeringslosning (3 delar isittika, 1 del metanol)
som successivt renar och hirdar cellsuspensionen i centri-
fugoret. I nista steg tillverkas preparat f6r FISH-analys ge-
nom att fixerade celler fran cellsuspensionen sprids ut pa ett
objektglas. Preparaten férbehandlas sedan genom inkube-
ring i virme och tvitt i isoton saltbuffert (2x SSC) som inte
forindrar cellernas volym. Saltbufferten 4r blandad med en
tvallosning (Tween20) for att fa bort cellmembran och pro-
teiner pa preparaten sa att cellkdrnan blottliggs vilket un-
derlittar for FISH-proberna att binda in. Tvitt med etanol
g6r slutligen att vatten drivs ut och preparaten torkar. Nu
kan FISH-proberna appliceras vilket de gor tillsammans
med en hybridiseringslésning som ska hjilpa FISH-proben
att binda till sin komplementira DNA-sekvens i cellkir-



norna pa preparatet”’. Traditionella hybridiseringslosningar
kriver 16h inkubering for att na en fullgod hybridisering
men med IntelliFISH hybridiseringsbuffert som r en ”Fast
working buffer” (Fast-hyb) frin Abbott Molecular har f6-
retaget lyckats framstilla en hybridiseringslosning som en-
dast kriver 1h inkubering f6r fullgod hybridisering. Aven
for till exempel den aggressiva solida tumoren Ewings sar-
kom som drabbar barn och unga vuxna har vi validerat att
Fast-hyb kan anvindas for att fa ut ett snabbt svar om genen
EWSR1 ir rearrangerad, vilken definierar denna tumortyp®.
Efter hybridiseringen sker tvitt i saltlésning (0,4x SSC)
blandad med tvallésningen for att fa bort ospecifikt bundna
FISH-prober/bakgrundsbrus. Innan analys tillsitts ocksa
DAPI till preparaten, en fluorescerande bla ”kontrastfirg”,
som firgar in allt DNA och gor det mojligt att urskilja cell-
kirnorna/kromosomerna mot den svarta bakgrunden, se
figur 2 som visar ett exempel pa hur det ser ut nir vi tittar i
ett fluorescensmikroskop. Forindringarna i grundprotokol-
let har inte bara effektiviserat FISH-metoden och reducerat
tiden fran 3 dagar till 4.5h (tabell 1) utan har ocksa gjort den
mer stabil. Stabiliteten visar sig till exempel i att vi numera
har firre omhybridiseringar, det vill siga ny tillsats av prob
pa annat preparat fran patienten och analys pa nytt, vilket
beh6vs om preparaten ir skripiga och ger mycket bak-
grundssignaler eller nir signalerna fran FISH-proberna ar
svaga och stor analysen. Baserat pa tre manaders mitning
behover vi nu géra om hybridiseringen i 1 procent av alla
analyser vi utfor i rutin, jimfort med 8 procent med det
gamla protokollet och detta sparar bade tid och pengar.

TYDLIGA RESULTAT VID AML
Ett exempel dir dessa forbittringar i FISH-metoden ger
tydliga resultat 4r vid akut myeloisk leukemi (AML). I Sve-
rige insjuknar varje ar cirka 350 vuxna och 10 barni AML".
Hos de cirka 8 procent av de vuxna patienterna som har sa
kallad CBF-AML, med de karakteristika kromosomavvi-
kelserna inv(16)(p13q22)/t(16;16)(p13;q22) eller t(8;21)
(922;922), bor man lidgga till behandlingen gemtuzumab
ozogamicin (GO) i forsta induktionskuren enligt det natio-
nella vardprogrammet f6r AML fran 2019°. Detta innebir
att behandlande likare 6nskar svar pa om patienten har na-
gon av dessa varianter i sina cancerceller inom 24h for att
kunna folja vardprogrammet vilket vi nu kan tillgodose med
var modifierade FISH-metod. Aven svar pa forekomst av
fusionsgenen BCR-ABLI, t(9;22)(q34;q11)’, kan vara akut
och det finns som bekant malterapier mot cancerceller med
denna fusion. Translokationen (t) innebdr att material fran
ena kromosom 9 innehallande delar av ABL1-genen, sam-
lokaliseras med material fran kromosom 22 innehillande
BCR-genen och ir vil synligt vid FISH-analys, se figur 2.
Akut promyelocytleukemi (APL), en ovanlig undergrupp
av AML med sirskilt hog risk for initiala blédningskompli-
kationer, behandlas enligt ett speciellt protokoll som inklu-
derar syntetiskt A-vitamin (ATRA) i kombination med ar-
seniktrioxid (ATO) vilket dr en malterapi mot den specifika
fusionsgenen PML-RARA som uppstatt genom rearran-
gemang av material frin kromosom 15 och 17 i patientens
cancerceller™. Patienten dr ofta svart sjuk och behandlingen

behovs genast och riddar liv om fusionsgenen dr nirva-
rande men behandlingen bor ibland inte sittas in forrin
fusionen bekriftats. I dessa fall riknas varje timme och da
ar det fantastiskt att vi pa ett validerat och robust sitt kan
ha svar pa detta inom 5h med var modifierade FISH-metod.

, ’ Att automatisera ana-

lysforfarandet dir ett
viktigt steg for att kunna mota
den okande efterfrdgan pda
dessa analyser och innebdir att
[fler laboratoriemedarbetare
kan delta i analysarbetet da
underlaget dr tillgingligt via
bildanalyssystemet och inte
begrdiinsas av hur mdnga fluo-
rescensmikroskop som finns
tillgiingliga.

KOMBINATION AV METODER

Om FISH-analysen inte uppvisar nagon fusionsgen finns
det i dessa fall en liten risk for falskt negativt resultat pa
grund av ovanliga men kinda kryptiska rearrangemang (in-
sertioner) som inte dr mojliga att detektera med FISH-ana-
lys”. Viinitierar ddrfor alltid, om méjligt, parallellt en mole-
kylirgenetisk analys for att detektera PML-RARA med me-
toden reverse transcriptase polymerase chain reaction (RT-
PCR). RT-PCR utgar frain RNA som extraherats fran pa-
tientprovet och som gors om till komplementirt DNA
(cDNA) med hjilp av enzymet reverse trancriptase. Genom
att anvinda en kombination av sa kallade primers, cirka 20—
25 bp langa enkelstringade DNA-fragment, specifika for
en viss genfusion amplifieras malsekvensen/genfusionen i
PCR-analysen och gor det mojligt att detektera den om den
finns i provet’. Baserat pa de senaste fem aren har vi haft
fyra kliniska fall (<5 %) med diskrepans mellan FISH-ana-
lysen som visade ett negativt resultat och RT-PCR analysen
som visade ett positivt resultat fér ndrvaro av PML-RARA.
Dock har vi ocksa i tva fall detekterat rearrangemang av
RARA-genen med annan fusionspartner 4n PM L vilket en-
bart kan patriffas med var FISH-analys'.

Under det senaste aret har dven vara PCR-baserade mo-
lekyldrgenetiska metoder sasom RT-PCR, fragmentlingds-
analys (for till exempel detektion av interna tandemdupli-
kationer (ITD) i genen FLT3 for vilken vardprogrammet
for AML 6nskar svar pa inom 72h%) och kvantitativ RT-PCR
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(RT-qPCR), setts 6ver och effektiviserats och vi star nu in-
for ett inférande av digital-PCR (BIO-RAD) for att ytter-
ligare forstirka vart utbud av riktade analyser. De kvalita-
tiva undersokningarna ir viktiga for att faststilla forekomst
eller inte av ett rearrangemang eller en genvariant och de
kvantitativa metoderna anvinds for att folja patienten 6ver
tid for att detektera “mitbar kvarvarande sjukdom” (MRD,
measurable resistant disease). Arbetet med de molekylirge-
netiska metoderna har till exempel inneburit att vi reducerat
tiden for cONA-syntesen fran 2.5h till 20 minuter samt in-
fort pipetteringsrobotar, vilket lett till att vi idag for till ex-
empel PMI-RARA kan ha ett resultat fran RT-PCR-ana-
lysen nistan lika snabbt som vid FISH-analys vilket sam-
mantaget dr mycket betydelsefullt for patienten.

FORTSATT UTVECKLING

Detta har varit ett intensivt och viktigt arbete. Hela arbets-
flodet har setts 6ver/ses 6ver: fran det att patienten limnat
ett prov ute i sjukvarden med tydliga remisser och instruk-
tioner om hur prov ska tas (volymer, typ av provror), forva-
ras och transporteras; hur ett prov ska fordelas smidigt nir
det kommer till vart laboratorium for att ricka till alla de
olika analyserna som ska utforas; hur analyser ska priorite-
ras och det dagliga praktiska arbetet och analysarbetet limp-
ligen fordelas for att anpassa arbetssittet till vardens behov;
till det att behandlande likaren har svaret. Vidare jobbar vi
nu med att automatisera sjdlva FISH-analysen genom att ett
nytt automatiserat mikroskop, CytoVision GSL120 (Leica
biosystems genom TRIOLAB), anpassat for fluorescens-
analys, integreras i vart befintliga bildanalyssystem (Cyto-
Vision). GSL120 hittar cellerna och tar bilder pa dessa och
sedan kan signalerna pa preparaten analyseras pa en dator-
skdrm med hjilp av bildanalyssystemet istéillet f6r manuellt
mikroskoperingsarbete. Idag undersoker laboratoriemedar-
betarna manuellt 200 cellkdrnor per FISH-analys och ibland
krivs sa manga som sju olika FISH-analyser for en patient
for att svara pa allt som vardprogrammet kriver att vi ska
undersoka. Att automatisera analysforfarandet dr ett viktigt
steg for att kunna mota den 6kande efterfragan péa dessa
analyser och innebir att fler laboratoriemedarbetare kan
delta i analysarbetet da underlaget ir tillgidngligt via bild-
analyssystemet och inte begrinsas av hur manga fluores-
censmikroskop som finns tillgingliga.

I takt med att det pagaende teknikskiftet fortskrider blir
det alltmer tydligt hur viktigt det fortsatt 4r med en kombi-
nation av de nya storskaliga MPS-analyserna och de mer
traditionella undersokningsmetoderna da de tillsammans
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g6r det mojligt att ge svar pa sjukviardens fragestillningar
inom de tidsramar som krivs. De kommande arens fort-
satta utveckling inom omradet kommer troligtvis gora att
nya mojligheter uppstar och vi ser att ett nira samarbete och
en dialog mellan de parter som ir specialister inom sina
olika metod- och diagnosomraden har en stor betydelse for
att anvinda sjukvardens resurser pa bista sitt, kunna bidra
till sjukvardens behov utifran gillande vardprogram och
riktlinjer och for den fortsatta utvecklingen av precisions-
medicin och andra viktiga landvinningar.

REFERENSER

1. Heim, S., and Mitelman, F. 4 uppl. Cancer Cytogenetics: Chromo-
somal and Molecular Genetic Aberrations of Tumor Cells. England:
WILEY Blackwell, 2015.

2. Weiss, M.M.,, et al. Best practice guidelines for the use of next-ge-
neration sequencing applications in genome diagnostics: a national
collaborative study of Dutch genome diagnostic laboratories. Hum
Mutat, 2013. 34(10):1313-21.

3. Levsky, M.J., and Singer, H.R. Fluorescence in situ Hybridiza-
tion: past, present and future. Journal of Cell Science, 2003. 116(Pt
14):2833-8.

4. Mascarello, J.T., et al. Section E9 of the American College of Medi-
cal Genetics technical standards and guidelines: Fluorescence in
situ hybridization. Genet Med, 2011. 13(7):667-75.

5. Matthiesen, S.H., and Hansen, C.M. Fast and non-toxic in situ hy-
bridization without blocking of repetitive sequences. PLoS One,
2012.7(7): e40675.

6. Mertens, F,, et al. Translocation-related sarcomas. Semin Oncol,
2009. 36(4):312-23.

7.Johansson, B. Cytogenetiska och molekylargenetiska forand-
ringar i maligna hematologiska sjukdomar. Avdelningen for klinisk
genetik, Lunds universitet, 2014. https://sfmg.se/riktlinjer/hemato-
logisk-genetik/

8. Nationellt vardprogram Akut myeloisk leukemi version 4.1. ISBN:
978-91-87587-95-5. 2019. https://www.cancercentrum.se

9. Mahdieh, N., and Rabbani, B. An Overview of Mutation Detection
Methods in Genetic Disorders. Iran J Pediatr, 2013. 23(4): 375-88.

ANNA.COLLIN@SKANE.SE

LINDA.K.ARVIDSSON@SKANE.SE






