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Trefwoorden

Samenvatting

Op 3 december 2004 promoveerde drs. A.M.
Snijders aan de Universiteit Utrecht op het pro-
motieonderzoek 'Human and mouse genome
analysing using array comparative genomic

Inleiding

Numerieke chromosomale afwijkingen van een
bepaalde sequentie in het genoom liggen vaak ten
grondslag aan verschillende vormen van kanker,
ontwikkelings- en groeiachterstanden. Deze chromo-
somale afwijkingen veroorzaken een verandering in
expressie van één of meerdere genen. Het detecteren
van de chromosomale afwijkingen kan dus inzicht
geven in complexe ziektes en syndromen. Dit
inzicht is klinisch relevant aangezien deze kennis
gebruikt kan worden voor de ontwikkeling van
medicatie en voor prognostische of diagnostische
doeleinden.

Met de techniek array ‘comparative genomic hybri-
dization’ (array-CGH) kunnen chromosomale ver-
anderingen in aantallen kopieén van een bepaalde
sequentie in het genoom nauwkeuriger gedetecteerd
worden dan met conventionele CGH. Meestal worden
een testgenoom (bijvoorbeeld genomisch DNA van
een tumor of van een patiént met een bepaalde aan-
doening) en een referentiegenoom (meestal een normaal
genoom) gelabeld met twee verschillende fluoro-
chromen, vervolgens samengevoegd en gehybridiseerd
op een array van genomische klonen (zie Figuur
1A)."? Ongelabeld Cot-1-DNA wordt toegevoegd om
hybridisatie van repetitief DNA tot een minimum te
beperken.

Na de hybridisatie is de ratio tussen de intensiteit
van test- en referentiesample een maat voor het relatieve
verschil in aantallen kopieén tussen deze twee genomen.
Door het gebruik van een normaal referentiegenoom
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array 'comparative genomic hybridization', plaveiselcelcarcinoom

hybridization' Hij deed dit onder begeleiding van
de promotoren prof. dr. P.J. van Diest en prof. dr.
D.G. Albertson. Hieronder staan de belangrijkste
bevindingen van het proefschrift weergegeven.
(Ned Tijdschr Oncol 2005;2:162-4)

zijn veranderingen in ratio’s meestal direct gerela-
teerd aan veranderingen in aantallen kopieén in het
testsample. Dit relatieve verschil kan uiteenlopen
van homozygote en heterozygote deleties tot dupli-
caties en amplificaties (zie Figuur 1B). Aangezien de
exacte positie van iedere kloon op de sequentie van
het humane genoom bekend is, kunnen de genen
die aanwezig zijn in een chromosomale afwijking
relatief eenvoudig achterhaald worden. Met behulp
van een specialistische arrayprinter kunnen duizenden
klonen dicht naast elkaar geprint worden. Een array
met 3.000 klonen, die verspreid liggen over het
genoom, leidt bijvoorbeeld tot een resolutie van
ongeveer 1 megabase.

De ontwikkeling en toepassing van de eerste, genoom-
dekkende, megabaseresolutiearray staan beschreven
in het hier besproken proefschrift.*> Deze bespreking
bevat een tweetal voorbeelden, die betrekking heeft
op het werk beschreven in dit proefschrift, waarbij
array-CGH in de kliniek een belangrijke rol kan spelen.

Toepassingen van array-CGH

Klonale verwantschap tussen tumoren

In het promotieonderzoek is array-CGH onder andere
gebruikt om de klonale verwantschap te bepalen
tussen primaire en tweede primaire orale tumoren
(Schmidt BL, in bewerking). Na de diagnose van
een primair plaveiselcelcarcinoom in de mondholte,
hebben patiénten een hoog risico (4-7% jaarlijks)
voor het ontwikkelen van een tweede primaire
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Figuur 1. A. Schematische weergave van de array-CGH-techniek. B. Array-CGH detecteert verschillende typen chromosomale

afwijkingen. CGH="comparative genomic hybridization'.

tumor. De vijfjaarsoverleving van patiénten met een
primaire tumor is 40%, terwijl de vijfjaarsoverleving
na de diagnose van een tweede primaire tumor
slechts 25% is. Soms ontstaan deze tweede primaire
tumoren op een andere anatomische plaats in de
mondholte, jaren na de diagnose van de indextumor.

Een aantal theorieén kan het ontstaan van deze
tweede primaire tumoren verklaren. Tweede primaire
tumoren kunnen onafthankelijk van de indextumor zijn
ontstaan, mogelijk uit een patch cellen die blootgesteld
zijn aan bepaalde omgevingsfactoren zoals bijvoor-
beeld sigarettenrook (‘field cancerization’).® In dit
geval zouden de specifieke chromosomale afwijkingen
in de primaire tumor niet overeenkomen met die in
de tweede primaire tumor. Tevens kunnen cellen van
de indextumor loskomen, zich verspreiden in de
mondholte en elders een nieuwe tumor vormen.
Ook is het mogelijk dat tweede primaire tumoren
ontstaan uit een klonale cellulaire patch waarbij klo-
nale, aberrante cellen een groot oppervlak van het
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orale epitheel in beslag nemen.”® In de laatste twee
gevallen zouden de specifieke chromosomale afwij-
kingen in de primaire tumor wel overeenkomen met
die in de tweede primaire tumor.
Array-CGH-analyse werd uitgevoerd op tumoren
van drie patiénten bij wie meerdere tumoren in de
mondholte ontstonden over een periode van soms
meer dan tien jaar. Ondanks de aanwezigheid van
tumorspecifieke chromosomale afwijkingen was het
duidelijk dat de tweede primaire tumoren eenzelfde
oorsprong hadden. Dit is gebaseerd op de aanwezig-
heid van bepaalde chromosomale afwijkingen die
aanwezig zijn in alle, of een subset van tumoren bij
iedere patiént. Dit betekent dus dat tweede primaire
tumoren zijn ontstaan uit een klonale patch cellen of
door migratie van primaire tumorcellen door de
mondholte die zich elders in de mondholte settelen
en een nieuwe tumor vormen.

Patiénten met een klonale patch hebben een hoog
risico op de ontwikkeling van een derde of vierde
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tumor. Het is daarom klinisch gezien van belang dat
deze patiénten geidentificeerd kunnen worden. Om
de mogelijke aanwezigheid en/of extensie van een
klonale patch te bepalen, kunnen orale epitheelcellen,
bijvoorbeeld met een borsteltje van verschillende
locaties in de mondholte afgeschraapt worden. DNA
kan direct uit deze preparaten geisoleerd worden
voor array-CGH-analyse om vervolgens vergeleken
te worden met de CGH-profielen van de primaire en
de tweede primaire tumor.

Array-CGH-analyse, in combinatie met andere
cytogenetische analyses, kan in dit geval dus leiden
tot een meer gerichte behandeling van een bepaalde
groep patiénten met een verhoogd risico op de ont-
wikkeling van een tweede primaire tumor.

Chromosomale aandoeningen

Een andere waardevolle toepassing van array-CGH
behelst het detecteren van deleties of duplicaties die
vaak geassocieerd zijn met congenitale afwijkingen
en mentale retardatie.

De arrays beschreven in dit proefschrift zijn onder
meer gebruikt voor de detectie van een deletie op
chromosoom 22 bij patiénten met velo-cardio-
faciaal syndroom (VCEFS, ook wel DiGeorge-
syndroom genoemd).’

Conclusie

Het array-CGH-platform dat beschreven is in dit
proefschrift heeft de potentie voor klinische toepas-
singen in medische genetica en diagnostiek. Dit
wordt mede bepaald door de betrouwbaarheid en de
nauwkeurigheid waarmee chromosomale afwijkingen
gedetecteerd kunnen worden. Al met al kan ditin de
nabije tockomst leiden tot een verbetering van de
behandeling van kanker.
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