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Moleculair-biologische diagnostiek bij tumoren van het steun- en

bewegingsapparaat
J.V.M.G.BOVEE EN P.C.W.HOGENDOORN

Tumoren van het steun- en bewegingsapparaat zijn re-
latief zeldzaam. Bij de diagnostick van deze tumoren
zijn behalve de pathologie ook de klinische observatie
en disciplines zoals de epidemiologie en de radiodiag-
nostiek van groot belang. De interpretatie van een biopt
door de patholoog dient daarom altijd te geschieden met
inachtneming van deze facetten.

Voor de histologische diagnostiek is de belangrijkste
bewerking van biopsiemateriaal het vervaardigen van
adequaat ontkalkte, gesneden en met hematoxyline en
eosine (HE) gekleurde coupes. Juist bij tumoren van
steun- en bewegingsapparaat komt men met de klassie-
ke morfologie soms moeizaam tot een eensluidend oor-
deel, waardoor vaak een beroep op aanvullende diag-
nostische technieken wordt gedaan,

Tot voor kort waren het immuunhistochemisch on-
derzoek en de elektronenmicroscopie de belangrijkste
aanvullende technieken. Wanneer op lichtmicroscopisch
niveau geen uitsluitsel kan worden gegeven over de ty-
pering van ongedifferenticerde sarcomen, kan deze ver-
gemakkelijkt worden door het aantonen van expressie
van bepaalde eiwitten met behulp van immuunhistoche-
mische technieken of door het zichtbaar maken van ul-
trastructurele differentiatiekenmerken door middel van
elektronenmicroscopie. Aan beide technieken kleven
echter vele, vooral technische, bezwaren.

Sinds de opkomst van de moleculaire biologie zijn
steeds meer technieken beschikbaar gekomen om de bij-
drage van genetische factoren aan de oncogenese te
bestuderen. Met cytogenetische onderzoeksmethoden,
waarbij het chromosomenpatroon in cellen wordt beke-
ken, kunnen numericke en structurele chromosoom-

Academisch Ziekenhuis, afd. Pathologie, Postbus g6oo, 2300 RC
Leiden.

Dr.P.C.W.Hogendoorn, patholoog; mw.J.V.M.G.Bovée, arts-onder-
zoeker.

Correspondentieadres: dr.P.C,W Hogendoorn,

SAMENVATTING
— Bij de diagnostiek van tumoren van steun- en bewegingsap-
paraat komt men met de klassieke morfologie soms moeizaam
tot een eensluidend oordeel, waardoor vaak een beroep wordt
gedaan op aanvullende diagnostische technieken.
— In het afgelopen decennium zijn nieuwe technieken beschik-
baar gekomen, gebaseerd op tumorspecificke genetische afwij-
kingen, bijvoorbeeld chromosomale translocaties.
— Nu een aantal translocatiebreukpunten is gekloneerd en de
betrokken genen zijn geidentificeerd, is detectie van het fusie-
gen met de ‘reverse transcriptase’-polymerasekettingreactie
(RT-PCR) een zeer belangrijk diagnosticum geworden.
-~ Ook kunnen niet-tumorspecificke genetische afwijkingen
met prognostische waarde worden gedetecteerd.

afwijkingen worden gedetecteerd. Op genetisch niveau
kunnen deleties en amplificaties van bepaalde genen
worden aangetoond.

De hiermee verworven kennis is niet alleen van be-
lang voor het ophelderen van de oncogenese, maar ook
voor mogelijke toepassingen in de diagnostiek. In te-
genstelling tot de meeste epitheliale tumoren, waarbij
complexe genetische afwijkingen een rol lijken te spe-
len, wordt bij sommige mesenchymale tumoren een be-
perkt aantal specificke genetische afwijkingen gevon-
den. Dit is de reden dat deze nieuwe vorm van aanvul-
lende diagnostiek in het bijzonder op het gebied van de
bot- en wekedelentumoren zo'n hoge vlucht heeft geno-
men.

CYTOGENETISCHE ANALYSE
Door middel van cytogenetische analyse kan het chro-
mosomenpatroon van tumorcellen in kaart worden ge-
bracht. Hiervoor moet vers tumormateriaal in kweek
worden gebracht. Een voorbeeld van een aldus verkre-
gen karyogram van een Ewing-sarcoom staat afgebeeld
in figuur 1. Een groot aantal bot- en wekedelentumoren
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FIGUUR 1. Karyogram van tumorcellen van een Ewing-sarcoom. De tumorcellen tonen de typische reciproque translocatie tussen
de lange armen van chromosoom 11 (band q24) en 22 (band q12), aangeduid met t(11:22)(q24;q12) die gevonden wordt in onge-
veer 95% van de Ewing-sarcomen (foto: H.Wessels, afdeling Cytogenetica, Rijksuniversiteit Leiden).

is met deze technick onderzocht.! Hierbij zijn bij diver-
se tumoren specificke chromosomale translocaties vast-
gesteld. Enkele voorbeelden staan weergegeven in tabel
1. Deze tumoren kunnen op basis van hun translocaties
worden geidentificeerd, vaak nauwkeuriger dan met his-
tologische en immuunhistochemische methoden. In de
dagelijkse praktijk kan het dan ook zeer waardevol zijn
om, indien men klinisch-radiodiagnostisch een primaire
bot- of wekedelentumor overweegt, vers weefsel te ge-
bruiken voor cytogenetisch onderzoek.

Ook deze techniek kent echter verscheidene proble-
men zoals arbeidsintensiviteit en de noodzaak tot weef-
selkweek met een variabel succespercentage. Bovendien
laten resultaten, gezien de bewerkelijkheid van de tech-
niek, vaak lang op zich wachten, zodat dit een slagvaar-
dig begin van de therapie op basis van deze resultaten in
de weg staalt.

‘REVERSE TRANSCRIPTASE'-

POLYMERASEKETTINGREACTIE
Eén van de belangrijkste ontwikkelingen was de klone-
ring van de translocatiebreukpunten met de identificatie
van de genen waarin deze breukpunten liggen. Deze ge-
nen bleken voornamelijk transcriptiefactoren te code-
ren. De ‘reverse transcriptase’-polymerasekettingreac-
tie (RT-PCR) bleek daardoor een zeer geschikte me-
thode om het fusiegen, en daarmee de translocatie, aan
te tonen. Het principe van deze techniek, met als voor-
beeld weer het Ewing-sarcoom, staat schematisch weer-
gegeven in figuur 2. De translocatie bij deze tumor leidt
tot fusie van een deel van het op chromosoom 11 gele-
gen FLIT-gen en een deel van het EWS-gen op chromo-
soom 22, waardoor een fusiegen ontstaat; door trans-
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criptie van het gen wordt een fusietranscript gevormd
dat door middel van RT-PCR gedetecteerd kan wor-
den.? * Het resultaat hiervan wordt getoond in figuur 3.
Een PCR-product wordt alleen verkregen indien deze
specifieke translocatie aanwezig is.

Het voordeel van deze snelle, efficiénte en sensitieve
techniek is dat slechts een kleine hoeveelheid weefsel
nodig is, waardoor deze toepasbaar is op biopten en wel-
licht zelfs op cytologische preparaten. Verder kan deze
techniek gebruikt worden bij identificatie van (micro)-
metastasen en circulerende tumorcellen.*

VERLIES VAN HETEROZYGOTIE
Bij sommige tumoren spelen bepaalde tumorsuppres-
sorgenen een rol in de oncogenese. Deze genen zijn ook
vaak betrokken bij familiaire syndromen met verhoog-

TABEL 1. Voorbeelden van ‘non-random’-translocaties in tumoren van
steun- en bewegingsapparaat

fwmaortype chromosomale frequentie
afwifking®* fin %)

Ewing-sarcoom en PNET 1(11:22)(q24:q12) 95
rabdomyosarcoom

(alveolair) t(2:13)(g35:q14) 80
synoviosarcoom t({(X:18)(pll.2:g11.2) 95
myxoid chondrosarcoom 1(9:22)(g31:q12.2) 50
‘clear-cell’-sarcoom 1(12:22)(q13-14:q12) 90
myxoid liposarcoom t(12:16)(q13:pl1) 75

PNET = primitieve neuro-ectodermale tumor.

*Voorbeeld: 1(11,22)(q24:q12) betekent translocatie (1) tussen chromo-
soom 11 en 22 betreffende respectievelijk band q24 en q12 (q is de lan-
ge arm, p de korte).
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FIGUUR 2. Schematische voorstelling van het principe van
de ‘reverse transcriptase’-polymerasekettingreactie (RT-PCR)
ter detectie van een chromosomale translocatie, met als voor-
beeld het Ewing-sarcoom. De voor deze tumor kenmerkende
translocatie tussen chromosoom 11 en 22 leidt tot een fusiegen.
Dat fusiegen bestaat uit een deel van het op chromosoom 11
gelegen FLIr-gen en een deel van het EWS-gen op chromo-
soom 22. Bij de diagnostick wordt uit tumormateriaal RNA
geisoleerd. Dat RNA wordt vervolgens in vitro teruggeschre-
ven (de ‘reverse transcriptie’) naar complementair DNA
(cDNA). Het cDNA kan daarna worden vermenigvuldigd (ge-
amplificeerd) door middel van de polymerasekettingreactie.
Het enzym DNA-polymerase vermenigvuldigt het stuk DNA
dat gelegen is tussen de specifieke primers, die zo gekozen zijn
dat ze aan weerszijden van het breekpunt hechten. De PCR zal
daarom alleen een product opleveren indien een fusietrans-
cript, ontstaan door de translocatie, aanwezig is.

de predispositic voor oncogenese, Deletie van een der-
gelijk gen kan worden aangetoond met onderzoek ge-
richt op verlies van heterozygotie. Dit onderzoek berust
op de vergelijking van constitutioneel (normaal) DNA
in een bepaald chromosoomgebied met DNA uit tu-
morcellen. Hiervoor wordt gebruikgemaakt van DNA-
polymorfismen die in de bevolking voorkomen en die

nauw gekoppeld met een bepaald gen overerven. In ge-
val van verlies van heterozygotie in het bestudeerde ge-
bied zal blijken dat, indien het normale DNA twee al-
lelen had, er in het tumor-DNA slechts één allel gede-
tecteerd kan worden. Aangezien verlies van heterozy-
gotie zelden tumorspecifiek is, wordt deze techniek niet
vaak ter ondersteuning van de diagnostiek gebruikt.
Daarentegen blijkt het verlies bij sommige bot- en we-
kedelentumoren te correleren met de prognose waar-
door gebruik als prognostische marker mogelijk is.

FTOEPASSING IN DE DIFFERENTIELE DIAGNOSTIEK
Binnen de groep bot- en wekedelentumoren zijn het
vooral de rondcellige tumoren (tabel 2), die veelal op
jonge leeftijd voorkomen, en de spoelcelsarcomen (tabel
3) die zich kenmerken door afwezigheid van betrouw-
bare criteria om de verschillende tumoren onderling van
elkaar te kunnen onderscheiden op basis van de HE-
coupe. Een specificke diagnose is echter essentieel voor
de bepaling van de prognose en de effectiviteit van de
vaak op dit moment nog experimentele adjuvante the-
rapieén.
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FIGUUR 3. Resultaat van ‘reverse transcriptase’-polymerase-
kettingreactie (RT-PCR) met tumormateriaal van 2 patiénten
met een tumor, mogelijk Ewing-sarcoom. De afbeelding is van
agarose-gel-elektroforese (looprichting van de preparaten van
boven naar beneden). PCR-producten zijn zichtbaar gemaakt
met ethidiumbromide; deze stof hecht zich aan DNA en is
zichtbaar onder ultraviolet licht. Laan 5 en 6 bevatten een
PCR-product uit patiéntenmateriaal, in laan 7 staat als positie-
ve controle het PCR-resultaat van een cellijn van Ewing-sar-
coom met de met behulp van klassicke cytogenetica bewezen
translocatie t(11:22) uit figuur 1. Laan § geeft aan dat bij deze
patiént in de tumorcellen translocatie t(11;22) aanwezig is. ter-
wijl deze bij het materiaal van de patiént in laan 6 afwezig is.
Het PCR-product is iets kleiner (het is verder in de gel gemi-
greerd) dan het product in laan 7, doordat de exacte plaats van
de breukpunten licht kan variéren. Als controle op de RNA-
kwaliteit bevatten laan 1, 2 en 3 PCR-producten van de RNA-
monsters uit respectievelijk de lanen s, 6, en 7 waarbij een an-
der gen is geamplificeerd: het huishoudgen HPRT. Laan 4 be-
vat een controle (water) ter uitsluiting van contaminatie. De
grootte van de PCR-producten kan worden afgelezen aan de
100-baseparenladder (laan a).
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TABEL 2. Differentiéle diagnose van rondcellige bot- en
wekedelentumoren

Ewing-sarcoom

primitieve neuro-ectodermale tumor (PNET)
rabdomyosarcoom (alveolair)
neuroblastoom
non-Hodgkin-lymfoom/leukemie

kleincellig osteosarcoom

mesenchymaal chondrosarcoom

TABEL 3. Differentiéle diagnose van de spoelcelsarcomen

monofasisch synoviosarcoom

maligne perifere zenuwschedetumoren (MPNST)
maligne fibreus histiocytoom (MFH)
fibrosarcoom

leiomyosarcoom

‘clear-cell’-sarcoom

Rondcellige tumoren
Ewing-sarcoom en primitieve neuro-ectodermale tumor
(PNET). De ‘Ewing-familie’ (Ewing-sarcoom en PNET)
kan op twee manieren worden onderscheiden van de an-
dere rondcellige tumoren: immuunhistochemisch met de
monoklonale antistof O13 (gericht tegen een eiwit geco-
deerd door het mic2-gen)® en moleculair-biologisch met
het aantonen van de reeds besproken translocatie tussen
chromosoom 11 en 22 die in 95% van de Ewing-sarco-
men aanwezig is. In de overige 5% wordt een EWS-
ERG-transcript gevonden dat ontstaat door t(21;22).% ¢

Rabdomyosarcoom. Deze tumor kan immuunhisto-
chemisch van de andere rondcellige tumoren worden
onderscheiden door de positiviteit voor myogene mar-
kers, en expressie van het MYODr-gen.” Een verdere
subclassificatie in de drie onderscheiden hoofdgroepen
van rabdomyosarcomen is, gezien de sterk uiteenlopen-
de prognose, noodzakelijk: embryonaal, alveolair of
pleomorf. In 80% van de alveolaire rabdomyosarcomen
is een consistente translocatie t(2;13)(q35:q14) aanwe-
zig,"resulterend in een fusiegen dat bestaat uit delen van
het PAX3-gen op chromosoom 2 en het ALV-gen op
chromosoom 13, dat gedetecteerd kan worden door
middel van de RT-PCR-detectiemethode,” die wordt
geillustreerd in figuur 2 en 3. Bovendien is beschreven
dat N-myc-amplificatie gedetecteerd kan worden in een
deel van de alveolaire rabdomyosarcomen.'” Het em-
bryonale subtype heeft een betere prognose; bij dat type
zijn de (2:13)-translocatie en de N-myc-amplificatie af-
wezig en lijkt er een consistent verlies van heterozygotie
op te treden op de korte arm van chromosoom 11.’

Neuroblastoom. Bij jonge kinderen is een neuroblas-
toom de meest voorkomende solide tumor; de ziekte
heeft een zeer wisselend beloop. Het tumorweefsel ver-
toont relatief vaak tekenen van amplificatie en een de-
letie van de korte arm van chromosoom 1 (1p36) bij cy-
togenetisch onderzoek.! Deze afwijkingen zijn echter
niet specifiek en kunnen dus niet in de diagnostiek ge-
bruikt worden. Daarentegen is bewezen dat verlies van
heterozygotie op 1p en N-myc-amplificatie sterke prog-
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nostische waarde hebben."" ' Voor verlies van hetero-
zygotie op chromosoom 1p is een multiplex-PCR-test
beschikbaar voor routinematig gebruik, waarbij in één
testreactie meerdere gebieden worden bekeken.'? Ver-
wacht kan worden dat dergelijke prognostische markers
een belangrijke factor worden bij het bepalen van de
agressiviteit van de therapie.

Spoelcelsarcomen
Synoviosarcoom. Deze zeldzame maligniteit komt voor-
al voor bij jong volwassenen en is door middel van cyto-
genetisch onderzoek te onderscheiden van andere tu-
moren met een spoelcelachtige morfologie aangezien in
95% van de gevallen t(X;18)(p11;q11) optreedt.! '* Het
resultaat van deze translocatie is fusie van het SY7T-gen
op chromosoom 18 met het S§X7- of het SSX2-gen, twee
sterk op elkaar lijkende genen op band Xpi1.2”
Hiermee is detectie van het fusietranscript door middel
van RT-PCR mogelijk geworden.'®

Maligne perifere zenuwschedetumor (MPNST). Deze
zeldzame, agressieve tumor van neurale oorsprong kan
als onderdeel van de erfelijke aandoening neurofibro-
matose type I optreden, maar ook afzonderlijk. Cyto-
genetisch onderzoek is beschreven voor 38 gevallen van
deze tumor, waarbij complexe, maar geen identieke
chromosoomafwijkingen gevonden zijn.' ' ' Wel was
het NFr-locus op band 17q11, waar het gen voor neuro-
fibromatose type I ligt, relatief vaak bij deze afwijkingen
betrokken,'” en verlies van heterozygotie kon in tumor-
DNA van neurofibromatosepatiénten op chromosoom
17 worden vastgesteld in de helft van de gevallen."” Voor
verdere opheldering van de histogenese en het beschik-
baar komen van diagnostische tests is uitbreiding van dit
onderzoek noodzakelijk.

Maligne fibreus histiocytoom (MFH). Deze tumor is
een van de meest voorkomende wekedelensarcomen,
met een breed morfologisch spectrum. Net als bij malig-
ne perifere zenuwschedetumor worden complexe, maar
geen karakteristieke chromosomale afwijkingen gevon-
den.' ™ Wel is chromosoomband 19p13 relatief vaak be-
trokken bij structurele veranderingen en de aanwezig-
heid van extra chromosomaal materiaal op 19p is gecor-
releerd met een slechtere prognose.?’ Het tot nu toe ont-
breken van karakteristicke chromosomale afwijkingen
staat de toepassing van moleculaire diagnostick bij ma-
ligne fibreus histiocytoom echter nog in de weg.

Fibrosarcoom. Het fibrosarcoom komt vooral voor
diep in de extremiteiten bij volwassenen van 30-55 jaar.
Tot op heden is cytogenetisch onderzoek gedaan bij 6 tu-
moren, hetgeen zowel structurele afwijkingen van chro-
mosoom X, 7 en 22 liet zien als numerieke afwijkingen:
verlies van chromosoom 11 en 19.! Voordat diagnos-
tische mogelijkheden zich eventueel aandienen, zal dit
onderzoek uitgebreid moeten worden.

‘Clear-cell'-sarcoom. De spoelcellige component van
het clear-cellsarcoom, ook bekend als het melanoom
van de weke delen, kan een lastig differentieel-diagnos-
tisch probleem vormen. Het is van belang deze tumor te
onderscheiden van satellietmetastasen van het cutane
melanoom. In 90% van de clear-cellsarcomen kan de ka-




rakteristicke translocatie t(12;22)(q13-14:q12) gevon-
den worden, terwijl deze in het cutane melanoom nooit
wordt gezien.”? # De betrokken genen (AFTT en EWS)
zijn bekend en detectie van het fusietranscript door mid-
del van RT-PCR is onlangs beschreven.*

BESLUIT

De ontwikkelingen in de tumordiagnostiek in het alge-
meen en bij bepaalde tumortypen in het bijzonder vor-
deren snel. De waarde van aanvullend cytogenetisch on-
derzoek bij maligne wekedelentumoren is inmiddels uit-
gekristalliseerd.” Gebleken is dat vooral bij rondcellige
tumoren bij kinderen cytogenetische analyse van het tu-
mormateriaal van grote waarde is. Ook voor wekede-
lensarcomen in het algemeen is chromosoomanalyse, bij
een niet-eenduidig histologisch beeld, een zinnige aan-
vulling voor het stellen van de diagnose.”?*" Omdat
steeds meer genen, betrokken bij de optredende trans-
locaties, bekend zijn geworden, is de RT-PCR beschik-
baar voor een snellere, efficiéntere en sensitievere
detectie van karakteristicke translocaties.”® Dergelijke
technieken worden in gespecialiseerde centra reeds toe-
gepast in de diagnostische routine. Ook van prognos-
tische genetische markers kan worden verwacht dat deze
een bijdrage zullen leveren bij het nemen van de beslis-
sing over de te geven therapie. Voor wekedelentumoren
waarbij geen karakteristicke genetische afwijkingen be-
kend zijn, gaat de zoektocht door, Het is dan ook te ver-
wachten dat de moleculair-biologische diagnostiek op
dit veld van de pathologie in het komende decennium
sterk een stempel zal gaan drukken.

Wij danken prof.dr.C.J.Cornelisse, hoogleraar Moleculaire
Tumorpathologie, en prof.dr.R.O.van der Heul, patholoog,
voor commentaar op eerdere versies van dit artikel.

ABSTRACT
Molecular-biological diagnostics in bone and soft tissue tumours
— It is sometimes difficult to make an unequivocal diagnosis of
tumours of bone and soft tissue based upon classical morphol-
ogy alone, which has led to an increased use of additional
diagnostic tools.

—In the past decade new techniques have become available,
based on tumour specific genetic alterations, for instance chro-
mosomal translocations.

— With the cloning of the translocation breakpoints and the
identification of the genes involved, the reverse transcriptase
polymerase chain reaction (RT-PCR) detection of the fusion
gene has become an important diagnostic test.

— Also, non-tumour specific genetic alterations with prognostic
value can be detected.
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