Investigarea prin aCGH a unei tumori mamare
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INTRODUCERE

Tesutul tumoral este o entitate biologicd heterogend, ce prezintd un mozaicism genetic complex. Geneza si
progresia tesutului tumoral pot fi corelate cu anomalii genomice, in literatura raportdndu-se acumulari de mutatii
in evolutia leziunii. Hibridizarea genomicad comparativd pe microarray (Microarray Comparative Genomic
Hybridization - aCGH) ofera fata de analiza citogenetica clasica o rezolutie semnificativ mai buna, putand
evidentia microdeletii sau microaditii de material genetic. ADN-ul de cercetat este analizat comparativ cu un ADN
de referintd, rezultatul obtinut fiind o harta a diferentelor relative de material cromozomial dintre cele probe.

MATERIALE SI METODE

ADN a fost extras din tesutul tumoral obtinut Tn urma unei operatii de mastectomie totala prin digestia enzimatica
a probei urmatd de adsorbtia pe faza solidda (QIAmp DNA Mini, Qiagen). ADN-ul extras a fost evaluat prin
spectrometrie si electroforeza in gel de agaroza. 0,5 ug ADN genomic (amestec echimolecular de ADN tumoral si
ADN de referinta - Promega® kit) a fost marcat fluorescent prin extensia unor primeri aleatori marcati cu
fluorocromi Cy3 si Cy5, urméand sa hibridizeze pe un microarray cu 135.000 de sonde oligonucleotidice (Roche
NimbleGen human 12x135 CGH). Achizitia datelor s-a realizat cu un sistem NimbleGen MS200, iar pentru
normalizarea si prelucrarea lor s-au utilizat programele software Roche NimbleScan si Biodiscovery Nexus Copy
Number 6.

ANALIZA DE DATE

Pentru a putea raporta o anomalie identificatéd in genomul cercetat ca avand semnificatie biologica, s-a urmat un
algoritm de raportare urmand recomandarile din literatura de specialitate. S-au stabilit nivele de cut-off peste si
sub care se pot raporta aditiile respectiv deletile, s-au fixat dimensiuni (in kb) minime pentru rezultate
semnificative, limitele de variatie ale medianelor probelor investigate, suprapunerea peste zone cu variabilitate
cunoscutd mare si peste zone care codifica proteine cunoscut implicate in patologia tumorald (Online Mendelian
Inheritance in Men).

REZULTATE

Conform acestor criterii, s-au raportat 17 anomalii genomice (12 aditii si 5 deletii) cu lungimi cuprinse ntre 52.698
si 1.993.898 perechi de baze, implicAnd mai multe segmente cromozomiale: regiuni peritelomerice si
pericentromerice (recunoscute ca fiind vulnerabile in cazul absentei mecanismelor celulare de repare genomica)
Si regiuni cu un continut ridicat de gene codante (1p36.32, 16p11, 16g22, 17921, 20p13). Datele obtinute pot fi
considerate semnificative din punct de vedere statistic, obtinandu-se p value cuprins in intervalul 1,53 x 10% 7,27
x 108, Unele dintre variatiile cantitative de material genetic identificate au fost raportate anterior in literatura ca
zone de instabilitate asociate procesului de tumorigeneza mamara. Este, de pilda, cazul unei aditii in regiunea
genei RASA4, 0 protooncogena activatoare a proteinei P21, implicata in controlul proliferarii celulare maligne.

CONCLUZIT

In concluzie, tehnica aplicatd s-a dovedit suficient de sensibilad pentru a supinde aberatii genetice cantitative
discrete, situate sub limita de detectie a cariotiparii clasice. Tocmai datorita acestei sensibilitati, este necesara
stabilirea judicioasa a parametrilor algoritmului de analiza, cu scopul evitarii rezultatelor fals pozitive. Desi este Tn
continuare subiect de studiu, identificarea unor anomalii cromozomiale ce includ gene implicate in procesul
malign poate oferi informatii cu valoare prognostica in privinta evolutiei bolii si raspunsului la terapie.



