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Studenter var involvert 1 utvikling av nytt
molekylaerpatologisk laboratoriekurs

Studentene etablerte disse
metodene: Real-Time qPCR,
fluorescens in situ hybridise-
ring (FISH) og G-band-karyo-
typering. Metodene ble tatt i
bruk i undervisningen i pato-
logi hgsten 2017.
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Innledning

I patologiemnet ved bioingenigrutdan-
ningen, Hogskulen pa Vestlandet (HVL),
avdeling Bergen, skal studentene lere
hvordan sykdommer forer til forandrin-
ger i celler og vev. De skal videre kjenne
til grunnleggende metoder innen patolo-
gisk diagnostikk. Patologi er det eneste
medisinske laboratorieemnet hvor
utdanningen ved HVL ikke har etablert
eget internt laboratoriekurs. Den prak-
tiske laboratorieerfaringen studentene
far i dag er via ekstern praksis i histo-
logi og cytologi ved avdeling for pato-
logi, Haukeland Universitetssykehus.
Diagnosene innen patologi baserer seg
fortsatt i stor grad pa tradisjonell makro-
og mikroskopisk undersgkelse av pasi-
entmateriale. Senere utvikling innen
molekylaerpatologi har fort til identifi-
sering av spesifikke sykdomsmarkerer i
vev og celler, noe som er viktig bade for
a stille presis diagnose og for persontil-
passet behandling. Dermed har moleky-
leerpatologiske analyser av DNA/RNA- og
proteinmarkgrer i stgrre grad blitt tatt i
bruk i patologilaboratorier og i diagnos-

Artikkelen bygger pa en bacheloropp-
gave fra 2017 utfert ved bioingeniar-
utdanningen.
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F1GUR 1. Modning av hematopoetiske celler. Modifisert med tillatelse fra Nature Reviews Can-

cer (13).
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tikken av flere sykdommer. Utdanningen
har derfor hatt som mal d etablere mole-
kyleaerpatologiske analyser til et internt
laboratoriekurs pa HVL.

Med utgangspunkt i en kommersiell leu-
kemicellelinje, Molm-13, har studentene
etablert folgende analyser for laboratorie-
kurset: Real-Time qPCR, fluorescens in situ
hybridisering (FISH) og G-band-karyoty-

MLLT3 (AF9)

F1GUR 2. Kromosomalt rear-
rangementet mellom kro-
mosom 11 og kromosom 9

i Molm-13 cellene (ins(11;9)
(923;p22p23). Modifisert med
tillatelse fra Department of
Pediatrics Division of Genetics
and Metabolism (14, 15).

pering. Bachelorstudentene har ogsa utar-
beidet en film som viser bruk av Real-Time
qPCR-instrumentet. Filmen skal brukes til
ePraksis for studentene i laboratoriekurset.

Patologisk kasus

Akutt myelogen leukemi (AML) er en
blodkreftsykdom som utvikles fra myelo-
ide celler hvor stamcellene fra beinmar-



Molekylzrpatologiske teknikker

lieliedyriming av Molm

-13 cellelinje

Hegsting av dyrkede celler

G-bands analyse

F1GUR 3. Oversikt over metoder
og teknikker som ble utfort pa
Molm-13 cellene.
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gen ikke gjennomgar normal modning
(differensiering) til normale hvite blod-
celler, men resulterer i umodne (abnor-
male) myeloblaster (figur 1). Molm-13 er
en kommersielt tilgjengelig cellelinje
isolert fra perifert blod fra en pasient
med AML FAB Msa. Dette er en aggressiv
subtype av AML som er assosiert med en
darlig prognose (4). Hos denne pasienten
er leukemitypen utviklet fra myelodys-
plastisk syndrom og uttrykker i henhold
til litteraturen pentasomi 8 og trisomi

13 (2). Molm-13 innehar en kromosomal
insersjon forarsaket av et kromosomalt
rearrangement (3). Deler av MLLT3-genet
(koder for proteinet AF9) lokalisert pa
kromosom 9 band p22p23, har fusjo-

nert inn i MLL-genet (koder for prote-
inet Lysin Metyltransferase 2A), som

er lokalisert pa kromosom 11 band q23.
De kromosomale endringene (ins(11;9)
(q23;p22p23)) er vist i figur 2. Dette rear-
rangementet gir opphav til et MLL-AF9
onkogen, og ekspresjon av fusjons mRNA
(MLL-AF9), som hindrer normal mod-
ning av hematopoetiske celler. Insersjo-
nen kan pdvises bade i genomisk DNA
(gDNA) og pad messenger RNA (mRNA-
niva. Flytdiagram over analysene utfart
pa Molm-13 cellelinjen for identifisering

av patologisk marker, er vist i figur 3.

Molekylzerpatologiske analyser

og funn

Celledyrkning

Den kommersielle cellelinjen Molm-13
(Leibniz Institute DSMZ) ble dyrket i
RPMI-medium tilsatt Penicillin-Strep-
tomysin (1 %), L-glutamin (1 %), fotalt
bovint serum (10 %) ved 37°C 0g 5% CO,

(2).

RNA-isolasjon og cDNA-syntese

RNA ble isolert fra ca. 10 millioner sen-
trifugerte og pelleterte celler, ved bruk
av PureLink®RNA Mini Kit (Invitrogen
av Thermo Fisher Scientific, Waltham,
MA, USA) i henhold til anbefalinger av
produsent (5). Cirka 400 ng total RNA
ble benyttet videre i cDNA-syntesen
(revers transkriptasereaksjon) ved bruk
av enzymkitet SuperScript™ IV VILO™
Master Mix with ezDNase™ (Invitrogen,
Thermo Fisher Scientific) i henhold til
protokoll (6).

Real-Time qPCR

Kvantitativ PCR (qPCR) for pavisning
av MLL-AF9 fusjons-mRNA ble utfort
pa StepOnePlus Real-Time PCR system
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FISH. Fluorescens in situ hybridise-
ring er en metode som bruker fluores-
cerende DNA-biter som binder spesi-
fikke DNA-omréder pé et bestemt
kromosom for analyse.

G-band farging. Bruk av kjemikalier
som farger DNA og detekterer et unikt
bandmaenster til hvert individuelle kro-
mosom.

Insersjon. Insetting av kromosomalt
materiale.

Karyotype. Viser antall, sterrelse og
struktur av kromosomer.

Kromosom. Bestar av to identiske
DNA-trader som holdes sammen av
en centromer. Mennesker har 23 par
kromosomer hvor hvert par er for-
skjellig bade i sterrelse og plassering
av centromer.

Kromosomalt rearrangement. En
unormal kromosomsammensetning
som kan oppsta nar deler av kromo-
somer mistes eller bytter plass, pa
grunn av brudd i dobbeltradet DNA.
Real-Time gPCR. Ogsa kjent som
kvantitativ polymerase kjede reak-
sjon. Metoden méaler mengden av en
bestemt DNA sekvens, i sann tid.

(Applied Biosystems, Foster city, CA,
USA). Her ble et Fast-program pa 40 min
bestdende av fglgende steg brukt: Hol-
ding stage (95 °C i 2 sek) og Cycling stage
(95°Ci1sek og 60 °Ci20 sek over 40
PCR-sykler). Fast-program ble valgt for
aredusere analysetiden i et laboratorie-
kurs (7). Kitet PowerUp™ SYBR™ Green
Master Mix (Applied Biosystems) (8),
bestdende av SYBR Green dye, Taq poly-
merase, dNTP, ROX passiv referanse-
farge og optimaliserte bufferkomponen-
ter, ble blandet med nysyntetisert cDNA
og primere spesifikke for amplifisering
av MLL-AF9 fusjonsprodukt og et egnet
referansegen. Titrering av mengder
cDNA og PowerUp™ SYBR™ Green Mas-
ter Mix for optimalt resultat, ble utfort

i henhold til anbefalinger fra produsen-
ten (9). Primere brukt til amplifisering av
MLL-AF9-produktet og referansegenet
beta-2-mikroglobulin (32M), er spesifi-
sert itabell 1. En gkning i fluorescens-
intensitet ved Real-time qPCR vil veere et
mal pd mengden av MLL-AF9 eller f2M
PCR-produkt. PCR-produkt detekteres
nar fluorescensintensiteten, det vil si
mengden av produkt, stiger over forven-
tet fluorescens bakgrunnsniva ved cycle
of threshold (ct-verdi) (7). En negativ kon- »
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troll (blankpreve som inneholder vann
i stedet for cDNA templat) ble inkludert
for d avkrefte uspesifikt PCR-produkt
produsert i reaksjonen.

Tilstedevaerelsen og mengden 2M
og MLL-AF9 presenteres i figur 4 i sine
respektive amplifikasjonsplot. ARn pa
y-aksen viser intensitet av fluorescens-
signalet til PCR-produktet for f2M (4A)
og MLL-AF9 (4B), og er plottet mot
antall PCR-sykler pa x-aksen. Etter
optimalisering av reaksjonsmengder fant
viat ca. 15 ng cDNA i 20 pl reaksjonsvolum
gav mest optimalt resultat for amplifika-
sjon av det interne referansegenet $2M,
med grei signalintensitet og basert pd tre
jevne paralleller (grgnne kurver i figur
4A). For & ytterligere gke fluorescensinten-
siteten pa kurvene (gke mengden amplifi-
sert produkt) kan en gke antall PCR sykler
i Fast-programmet. Ved bruk av primer-
sett MLL-F1/AF9-R2 (tabell 1) ble MLL-AF9-
fusjonsproduktet best pavist ogsd ved 15
ng cDNA og 20 pl totalvolum i reaksjonen
(figur 4B). Blankpregven for begge qPCR-
oppsett var negative for produkt, noe som
indikerer ingen forurensning i reaksjons-
miksen (red kurve i Figur 4A og 4B).

FISH

Fluorescens in situ hybridisering (FISH) er
en molekylaerbiologisk teknikk hvor man
benytter fluorescensmerkede prober for
spesifikk merking av hele eller deler av
et kromosom. Teknikken benyttes blant
annet til  identifisere genetiske forand-
ringer som for eksempel tap av kromo-
somalt materiale (delesjoner), tillegg av
kromosomalt materiale (duplikasjoner),
forbytting av kromosomalt materiale
mellom to kromosomer (translokasjoner)
eller innsetting av kromosomalt mate-
riale (insersjoner). Hvilken FISH-probe
man velger er basert pd hvilket omrade

i gDNA, pa et bestemt kromosom, man
gnsker d studere (10). Det finnes ulike
typer fluorescerende prober, deriblant
locusspesifikke prober (binder til et
spesifikt omrade pa et kromosom), sent-
romerprober (hybridiserer til sekvenser i
midten av et kromosom, sentromeromra-
det) og paint prober (farger hele kromo-
somer) (11). Vare kromosomanalyser ble
utfort i metafasen. For dette ble Molm-13
cellene forbehandlet med colcemid, for
cellene ble merket med en locuspesifikk
probe som binder til MLL-genet (MLL-DC-
split-probe; locus 11q23). Det ble i tillegg
benyttet en sentromer-spesifikk probe
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TABELL 1. Oversikt over benyttede primere for deteksjon av $2M og MLL-AF9 mRNA -produk-

ter ved Real-Time gPCR.

Primernavn

Forwardsekvens (5-3")

Reversesekvens (5-3)

Beta-2 microglobulin

CCT TGA GGC TAT CCA GCG TA

TGG AGC AAC CTG CTG CTC AGATA

MLL-F1 CGC CTC AGC CAC CTA CTA CAG
AF9-R2 TGG CAG GAC TGG GTTGTT C
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F1GUR 4. Amplifikasjonsplott fra Real-Time qPCR med 3 replikater.
Analysebetingelser: 15 ng cDNA i 20 pL reaksjonsvolum (korrigert for 20 pL), med Hot-Start 20

sek.

A: Amplifikasjonsplott for $2M (referansegen)

B: Amplifikasjonsplott for MLL-F1/AF9-R2

FISH av
Molm-13 celler i hen-
holdsvis meta- og
interfase. Probene
som er brukt er CEP
8 (8p11) og MLL-DC
(11923).

mot kromosom 8 (CEPS; locus 8p11).
Begge probene ble behandlet i henhold
til anbefalinger fra leverandgr (Abbott
Laboratories, Abbott Park, IL, USA). MLL-
proben ble valgt pa grunnlag av infor-

masjon om rearrangement i dette genet,
og fordi det er en av probene som diag-
nostisk blir benyttet ved mistanke om
AML for prognostisk kartlegging. CEP8-
proben ble valgt etter informasjon om
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FIGUR 6. G-bandsanalyse av Molm-13 cellene. Bildet er representativt for i alt 6 analyserte

metafaser.

tilstedevaerelse av flere kromosom 8 hos
pasienten som Molm-13 cellene stammet
fra (1). FISH-analysene i Molm-13-cel-
lene viste tilstedevaerelse av fem kopier
av kromosom 8 ved merking med CEP8-
proben (figur 5). Det ble observert to nor-
male signaler pd kromosom 11 med MLL-
DC-split-proben. Dette er som forventet
da det tidligere er blitt vist at dette MLL-
rearrangementet med insersjon ikke kan
detekteres ved hjelp av MLL FISH-probe
(3) i motsetning til MLL-rearrangementer
basert pa kromosomale translokasjoner.

Vi konkluderte derfor med at FISH-
analyse for deteksjon av MLL-rearran-
gementet, slik det foreligger i Molm-13
cellene, er en mindre egnet analyse enn
Real-time qPCR.

G-band-karyotypering

Dette er en undersgkelse som utfgres pa
kromosomer etter dyrking og hgsting

av celler. Ved analysen ble seks Molm-
13-celler i metafasestadiet analysert for
kromosomfeil. Dette ble gjort ved at cel-
lene, etter hgsting, ble behandlet med
trypsin for & «dpne» DNA-strukturen

og gjere den tilgjengelig for pafglgende
Leishman-farge (Merck, Kenilworth,

NJ, USA), som farger genfattige og gen-
rike omrader i forskjellige fargenyanser.
Resultatet, som er vist i figur 6, ble ana-
lysert med et Nicon eclipse Ci mikroskop
og fotografert i Brightfield (svart/hvitt
lys) pa et fluorescensmikroskop. En meta-
fase ble karyotypert med det avanserte
bildeanalyseprogrammet Cytovision
(Leica Biosystems, Nussloch, Tyskland).
Seks metafaser ble analysert for d sikre at
kromosomavvikene var gjennomgaende
i cellelinjen. Den endelige karyotypen
som ble ferdigstilt i Molm-13-cellene da
alle analyser var utfart (FISH og Real-
Time qPCR, supplert med G-band-karyo-

typering), indikerte folgende kromo-
somavvik: 52, XY, +6, +8, +8, +8, ins(11;9)
(q23;p22p23), +13,+19, noe som bekreftet
pentasomi 8 og trisomi 13, som ogsa er i
trdd med hva som er oppgitt i litteraturen
(3). I det molekylaerpatologiske laborato-
riekurset vil studentene gve seg pad karyo-
typering i XY-karyotype-programvaren
(Learn genetics, University of Utah) (12)
pa normale kromosomer.

ePraksis

Det ble i sammenheng med Real-Time
qPCR oppsettet pa Molm-13 cellene laget
en film som kan benyttes i ePraksis pa
laboratoriekurset i molekylaerpatologi.
Filmen tar for seg prosessen fra
prevepreparering til tolkning av resultat
pa StepOnePlus Real-Time PCR instrumen-
tet. Det endelige produktet, som er egen-
hendig produsert av bachelorstudentene
ilepet av prosjektperioden, er tilgjenge-
lig via folgende link: https://www.yout-
ube.com/watch?v=QFQTybdqBmE

Konklusjon

G-bandsanalyse og FISH-analyse bekref-
tet pentasomi 8 i Molm-13 cellene. FISH-
analyse kan derimot ikke benyttes til sik-
ker pavisning av MLL rearrangementet i
Molm-13 cellene ved bruk av den valgte
MLL-DC-split-proben. FISH og G-band-
karyotypering kan imidlertid tas i bruk
pa laboratoriekurset, for a sikre forstael-
sen av tilgjengelige metoder i leukemi-
diagnostikk, og begrunne bruken av
Real-Time gPCR som ideell metode i
pavisning av MLL rearrangementet og
ekspresjon av MLL-AF9 fusjons mRNA i
Molm-13 cellene. Denne kombinasjonen
av metoder ble vurdert som mest opti-
mal, og supplert med ePraksis-filmen,
ble de inkludert i utdanningen hgsten
2017. 1
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Takk

Takk til Helle Lybaek, forsker ved Senter
for medisinsk genetikk og molekylaerme-
disin, Haukeland Universitetssykehus,
for kritisk gjennomlesning av manus-
kriptet og nyttige kommentarer.

Ogsa takk til Hilde Maeland ved Senter
for medisinsk genetikk og molekylaerme-
disin for hjelp til karyotyping av tilsendte
metafaser.

Forfatterne oppgir ingen interessekon-
flikter.

Referanser

1. Pokharel M. Leukemia: A Review Article. [JARPB.
2012;2(3):397-407.

2. Deutsche Sammlung von Mikroorganismen und
Zellkulturen GmbH (DSMZ). MOLM-13: https://www.
dsmz.de/catalogues/details/culture/ACC-554.html
(3.5.2017).

3. Matsuo Y, MacLeod RA, Uphoff CC, Drexler HG, Nishi-
zaki C, Katayama Y, et al. Two acute monocytic leuke-

mia (AML-Ms5a) cell lines (MOLM-13 and MOLM-14) with
interclonal phenotypic heterogeneity showing MLL-AF9
fusion resulting from an occult chromosome insertion,
ins(11;9)(q23;p22p23). Leukemia. 1997;11(9):1469-77.

4. Mueller D, Garcia-Cuéllar MP, Bach C, Buhl S, Maethner
E, Slany RK. Misguided transcriptional elongation causes
mixed lineage leukemia. PLoS Biol. 2009;7(11):e1000249.
5. Life Technologies Corporation. Pure Link” RNA Mini
Kit: https://tools.thermofisher.com/content/sfs/manuals/
purelink_rna_mini_kit_qrc.pdf (1.5.2017).

6. Thermo Fisher Scientific. Superscript™IV VILO™ Mas-
ter Mix: https://tools.thermofisher.com/content/sfs/man-
uals/superscriptlV_VILO_master_mix_UG.pdf (23.4.2017).
7. Applied Biosystems. Applied Biosystems StepOne™ and
StepOnePlus™ Real-Time PCR systems: https://tools.ther-
mofisher.com/content/sfs/manuals/cms_046739.pdf
(7.5.2017).

8. Thermo Fisher Scientific. PowerUp™ SYBR™ Green Mas-
ter Mix: https://www.thermofisher.com/order/catalog/
product/A25780 (23.3.2017).

9. Applied Biosystems. PowerUp™ SYBR ™ Green

Master Mix: https://tools.thermofisher.com/content/
sfs/manuals/100031508_PowerUp_SYBRgreen_QRC.pdf
(23.3.2017).

10. Sjpberg NO. Molekylzer genetikk: genteknologi,
humant DNA. 5. utgave. Hovik: Vett & viten; 2013.

11. National Human Genome Research Institute. Flu-
orescense In Situ Hybridization (FISH): https://www.
genome.gov/10000206 /fish-fact-sheet/ (2.6.2017).

12. Genetic science learning center. Make a Karyotype:
http://learn.genetics.utah.edu/content/basics/karyotype/
(9.6.2017).

13. Nature reviews cancer. The role of FLT3 in haemato-
poietic malignancies. http://www.nature.com/nrc/jour-
nal/v3/n9/fig_tab/nrc1169_F1.html (30.5.17).

14. Department of Pediatrics Division of Genetics and
Metabolism. Chromosome Ideograms. https://www.peds.
ufl.edu/divisions/genetics/teaching/chromosomes/9.
htm (30.5.17).

15. Department of Pediatrics Division of Genetics and
Metabolism. Chromosome Ideograms. https://www.peds.
ufl.edu/divisions/genetics/teaching/chromosomes/11.
htm (30.5.17).

BIOINGENIGREN 9.2017| 29



