POLYMORFISMUS CHROMOZOMU A JEJICH INSTABILITA
V PERMANENTNIM RUSTU LINIE VUP Z MALIGNIHO MELANOMU UVEY

POLYMORPHISM OF CHROMOSOMES IN THE CELL LINE OF UVEAL
MELANOMA AND THEIR INSTABILITY IN PERMANENT IN VITRO
GROWTH
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Souhrn: Pfedmétem studie bylo jak klasickymi tak v molekularn& cytogenetickymi (FISH) metodami analyzovat variabilitu
chromozomi u permanentni bun&¢né linie VUP 1, vypé&stované z lidského maligniho melanomu uvey, postihujiciho Zenu. Stu-
die byla zamé¥ena na vSechny autosomy a gonosom X. Bylo zji§t&no, Ze chromozom 13 jako jediny neni v stadardni formé
zachovén a je v karyotypu pfitomem v né€kolika typech pfestaveb. Pfestavbam nejvice podléhaji chromozomy 13,1 a 7. Nové
metody molekuldrni cytogenetiky (FISH) upfesnuji a roziifuji ve v&t$f mife moZnosti odkryt numericky i strukturalni poly-
morfismus chromozomd, ¢asty v populacich nddorovych bun€k. Velmi &asto jsou tyto vysledky zcela odli¥né nejen od vysled-
ki, dosaZenych konvendnimi cytogenetickymi metodami,ale i metodami sekven&niho barveni chromozomil (GTG).

Kli¢ova slova: permanentni rist, bun&n4 linie, uvedlni melanom, polymorfismus, chromozomy 1-22,X,instabilita

Summary: Heteronuclear permanent cell line VUP 1 derived from the human malignant melanoma of the femal uvea was our
object of the longitudinal cytogenetical study (FISH). Numerical and structural polymorfism of all chromosomes except
structural once of 15 and 22 are discovered. Most changes was found in chromosomes 13,1 and 7. Development of the
molecular-cytogenetical technics folows into the possibility to discover more and more numerical and structural polymorfism

of the chromosomes in cancer cell lines.
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Uvod

Zavedeni molekularné cytogenetickych technik do genové dia-
gnostiky neoplasii pfina3i pfekvapivé poznatky. Dfive s jisto-
tou stanovené karyotypy klasickymi a sekvenénimi technika-
mi jsou nejen novymi technikami upfesnény ve smyslu dalgich
podrobnosti, ale fada chromozomovych pfestaveb ma zcela
odlidny podklad, neZ bylo dfive uréeno.V nafem pfisp&vku
zvefejnujeme poznatky, které jsme ziskali viemi dostupnymi
cytogenetickymi technikami v€etn& FISH . Studie byla zamé-
fena na chromozomy 1-22 a X v permanentni linii VUP
z maligniho melanomu lidské uvey kterou jsme isolovali na
naem pracovisti vr. 1971 (1, 18, 19, 20, 21, 22 23, 24).

Materidl a metodika

Permanentni linie VUP (1, 18, 19, 20,21, 22,23, 24) bylaizo-
lovana vr.1971 z maligniho melanomu lidské chorioidey smi-
Seného typu,ktery postihoval Zenu.Melanom byl stfedné& pig-
mentovan. Vyristal z cévnatky. Casti nddoru byly fascikularni
s typickym palisddovitym uspofadanim vietenitych bun&k.
Technika fragmentové kultivace na monofilu z umé&lé hmoty
umoZnila ziskat z maligniho melanomu lidské chorioidey
dlouhodobé kultivovatelnou bun&énou kulturu. V soucasné
dob& uplynulo od ziskani linie 30 let. Uchovala si heteronuk-
le4rni charakter a stejné rozloZeni riistovych a zdkladnich cyto-
logickych vlastnosti. Je permanentni linii obdobného charak-
teru jako fada lidskych linii dlouhodob& pé&stovanych
a odvozenych z nejriznéjiich lidskych tkani. Bylo vyklono-
véno n&kolik klond. I jejich zékladni vlastnosti je heteronuk-
learita a numerick4 variabilita chromozomu. Bufiky linie
neobsahuji melanin ani vyvojova stadia melanogeneze. Pre-
paraty k vySetfeni chromozomu jak ke klasickému, tak
sekven¢nimu barveni GTG byly pfipraveny obvyklym zpii-
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sobem. Pro FISH techniku bylo postupovino podle doporu-
Ceni producentd sond fy Oncorn. UZili jsme sond celochro-
mozomovych i centromerickych.

Vysledky

Heteronuklearita je v permanentni linii pevné geneticky zako-
dovéna. Poltovou i strukturalni variabilitu dokazalo i rozdé-
leni chromozomil do skupin podle jiZ klasickych prvotnich
norem ICSN i soucasnych kriterii standardizace a nomenkla-
tury (6). Po podstatné uZ§i variabilit& po¢tu a struktury po prvot-
nich konvenénich hodnocenich, sekvenéni techniky identifi-
kace chromozomi rozifily vyrazné varia¢ni §ifi jak
numerického polymorfismu, tak i polymorfismu, podminéné-
ho strukturlnimi pfestavbami (24). Strukturdlni zmé&ny iden-
tifikovatelné sekven¢ni technikou barveni GTG zahrnuji pte-
dev3im delece a nejriizn&jii pfestavby. RADU Z NICH NELZE
ANIPRESNEJI DEFINOVAT. Pfehled jednotlivych typt abe-
raci, odkrytych technikou GTG i FISH je v tab. &. 1. Centro-
merickou sondou prokdzany chromozom se vZdy neshoduje
se standardnim (24). MiiZe byt vyznamné strukturilng pfesta-
vénym. Schéma 1. Celochromozomovymi sondami bylo pro-
kazano, Ze polymorfismus jak strukturdlni tak numericky je
zdkladni vlastnosti permanentni linie VUP. Zahrnuje vice ¢i
mén€ viechny chromozomy. Proti GTG pruhovini, technika
FISH odkryv4 o 30 % vys§i pocet variant chromozomi.

Diskuse

JiZ konven¢ni techniky znidzorng&ni chromozomu jadernymi
barvivy, bez pruhovani chromatid (24), pfinesly poznatek, Ze
chromozomélni vybava dlouhodobé péstované kultury ma
vysoce aneuploidni charakter. Jak velikosti tak morfologii se
chromozomy liSily a b&€Zné jejich rozdéleni do skupin podle



Tab. 1. Srovnéni numerickych astrukturalnich zmén nalezenych tech-
nikou GTG a FISH (celochromozomové sondy).

numerické strukturdini
zmény zmény
pocet pocetn
v% (pouze typy)
chromo- | hyposomie | medilni |hypersomie| delece prestavby
zom pocet
G|F|(G|F |G |F G|F |G |F
1. 3129 |[89D |67D| 8 1115 7114
2. -1 2 70D |89D| 30 91 0 3 6 3
3. 44 3 |44D |87D| 12 101 3 5 7 6
4. 3137 (94D |62D| 3 11 0 8| O 5
S. 74 | 96 (74M|95M| - -1 0 6| 7 6
6. 3 4 [5TD (62T (40 | 69| 4 1 6 1
7. - |25 |82D|58D| 18 17] 0 | 11 5|11
8. 43 | 13 |57D |81D| - 6 1 2 3 4
9. 56 | 14 (44D |80D| - 61 1 1 3 3
10. 6| 3|91ID|83D| 3| 14| - -| 1 2
11. 11 | 20 86D {67D| 3 13] 0 1 3 2
12, 11 8 (89D |77D} - | 151 © 61 4 6
13. 18 - |79D | - 3 - 0113 6 | 22
14. 33 - |60D (92D | 7 18] 0 1 3 1
15. - —|60T [86T |15 | 96| 1 0 2 0
16. 2 148D |93T |49 | 96| O 3 2 3
17. 8 8D 88T | 3 | 92| 3 3 2 2
18. 11 | 49 {89D |51D| - -1 3 2 1 2
19. 3 89D [96D| 8 31 0 210 2
20. 7 31|167D|78T |26 | 88| O 4|1 0 6
21, 9118 |55D|41D|36 | 41 © 1 4 2
2. 9| 6(62D|68T|29 | 76| 0| 0] 1| O
X 6| 6 194D|92D| - 210 1]10 1
Tab. 2. Srovnéni rozdéleni typii chromozomii do skupin riznymi tech-
nikami jejich zndzornéni.
Linie VUP z maligniho melanomu uvey
Skupiny chromozomii podle ISCN
Pocet ve skupindch
Al B|C+«X|D | E F G | aber { n | metodika
4 2 29 6 8 8 6 1 64 | Giemsa
6 3 16 7 6 4 6 83 64 GTG
6 3 16 5 8 5 5 | 102 | 64 FISH
6| 4|16 6|6 |a|a] o0 [a|Konrh
9 6 24 9 9 6 6 0 69 | triploidni

uloZeni centromery a centromerického indexu v riznych pas-
Zich vykazovalo polymorfismus pfedeviim po&tovy (24).

Pfi srovnani vysledki z druhé paséZe s dal$imi a z riiznych
etap jejich longitudinalniho sledovani vyplyv4, %e bunécn4
populace stale udrZuje Sirokou poctovou variabilitu chromo-
zomi, jak ve skupinéch tak celkovou. Modalnimi buiikami
byly ty, jejichZ karyotyp obsahoval 62 a% 64 chromozomi.
Poctovou i strukturalni variabilitu dokézalo i rozd&leni chro-
mozomil do skupin podle prvotnich klasifikaci (18, 20, 21, 23,
24). Nejpocetnéji byly zastoupeny chromozomy fazené do sku-
piny C, nejvice ztrat bylo ve skupin& A, B, D. Tab. 2. Nej-
konstantné&j§i zastoupeni se objevovalo u chromozomi ze sku-
piny G. I tento polymorfismus, prokdzany prvotnimi kriteriemi
standardizace, se neli$i od nalezd, ziskanych hodnocenim chro-

mozomi pouze podle pozice centromery (8,24). Sekven¢ni
techniky obarveni chromozomu polymorfismus upfesnily
a typy variant roz§ifily . Tab. 1. 2,

Molekularné cytogenetické techniky zndzoméni chromozomii
(FISH) je$té vyrazné&ji roz3ifily pocet numerickych a struktu-
ralnich zmén nalézanych u chromozomélni vybavy dlouho-
dobe péstovanych bun&cnych kultur.Tab. 2. Velmi &asto, jak
konven¢nimi tak sekvendnimi technikami stanovené chromo-
zomy a zafazené do karyotypu, zcela nesouhlasi s jejich iden-
tifikaci a fazenim podle hybridizace DNA in situ. Tab. 1.2. Na
prvém miste je to v nasi linii chromozom 13. Jak velikosti tak
strukturdlné se chromozom vZdy 1i¥i od standardu ISCN.Jeho
kopie neni v linii zachovana. Poznatky ziskané GTG sekvené-
nim barvenim chromozomy se také neshoduji s poznatky dosa-
Zenymi FISH technikou. Podle GTG barveni byly nejéast&ji
ztritovou mutaci numerickou postiZeny chromozomy 5, 3, 8,
9,11,12,13, 14,21, u FISH 1, 4, 5, 11, 21. Nulisomie byla
nalezena (vedle mono,di i trisomie) pouze u chromozomi 8,
9,10,19a21,uFISH 4,5, 7, 10, 8, 20, 21. Ostatni chromo-
zomy byly zastoupeny v karyotypu alespon v jedné kopii. Poly-
somie nepostihovala chromozomy 5, 8, 9, 12, 18 (GTG) a X,
uFISH4,5,13,18aX.

Konven¢ni technika m4 velmi omezené mo¥nosti identifiko-
vat strukturdlni zmé&ny. Odkryva spolehlivé jen n&které pre-
stavby a to rozs4hlej8i neZ 10 % délky chromatid jednotlivych
chromozomi. Sekvencni technikou a FISH jsou diferencova-
telné i podstatné men3i zm&ny. Lze urdit i jejich lokusy a pivod.
Pfesto ziistdva fada z nich, které nelze ani touto metodou urdit.
Delecemi byly nejast&ji postiZeny chromozomy podle GTG
3,6,17,18,u FISH 13, 1,7, 4, 5, 3, 12, 20. Pfestavény byly
nejcast&ji chromozomy 1, 2, 5, 6, 3, 13 (GTG). FISH odkryla
pfestavbyu 1,2,3, 5, 12, 13. Nejvice typi strukturdlnich zm&n
bylo GTG nalezeno u chromozoma 1, 3, 5,6, 17, FISH 1, 3,
4,5,7,12, 13, 20. Zadné nebyly nalezeny u chromozomi 4,
19, 20, 22 (GTG) a FISH u 15, 22. U X chromozomu GTG
nasvéd¢ovala 10 typtm pfestaveb, FISH prok4zala jen jednu
stabilni translokaci s tvorbou stfedn& velkého metacentrické-
ho chromozomu. Stabilni nebyl chromozom &. 13. Jeho mno-
hocetné translokace (22 typi) tvofi nové chromozomy. Jsou
diileZité pro vitalitu permanentni linie a jeji permanentni rist
in vitro. Vysok4 aneuploide linie je sluciteln4 jen s podmin-
kami umé&lého prostfedi. Polymorfii dokumentuje i fakt, %e pro
Zivotnost bunécné populace in vitro je nutnd pitomnost ales-
poil jednoho standardniho chromozomu nebo v pfipadé nuli-
somie jeho mnohoCetna pfestavba. Dokazuje to monosomie 5
a nulisomie 13. Obecnym pravidlem se ukazuje ptim4 dmér--
nost mezi hyposomiemi a strukturdlnimi zménami. Cim
Cast€jsi je hyposomie chromozomu, tim &ast&j3i je jeho pre-
stavba. Toto pravidlo plati obvykle pro velké a stfedni chro-
mozomy. Nepfimé Gméra je mezi polysomiemi a struktural-
nimi zm&nami. Cim &ast&jii je polysomie chromozomu, tim
méné &astd je jeho pfestavba. Strukturdlni zmény identifiko-
vatelné FISH technikou barveni jsou &ast8ji naléziny ne’
u GTG technikou sekven&niho barveni.

V literarnich sdé€lenich se uvadi, Ze maligni melanom lidské-
ho oka,je velmi ¢asto aneuploidni a nendhodné postihuje chro-
mozom &, 6 (13, 14). DalSimi &ast&ji se vyskytujicimi abera-
cemi chromozomil jsou poltové i strukturdlni pfestavby
chromozomi 8, 3.(2, 12). Z literarnich sd&leni také vyplyva,
Ze vSechny chromozomy lidského karyotypu byly v malignich
melanomech uvey, pfipad od pipadu, vice & mén& nekon-
stantn€ zménény (2, 4, 10, 11, 14, 15, 16, 20, 22, 23, 24,).
U gonosomil byly popsény pouze monosomie. Dlouhodob&
péstované linie z malignich melanomi jsou vzacné (11, 12).
Ne&které v8ak maji zachovanu tvorbu melanosomi nebo jejich
vyvojovych stadii a jsou diferencovanymi butikami t.j.mela-
nocyty (2,4, 11, 16, 19). Nae linie tuto vlastnost ztratila (21,
24). Jeji genom je viak permanentng vysoce aneuploidni a pro-
ménny. V této proménlivosti v¥ak zlistdv4 konstantnim (modus
vy38i neZ 80 % pfi FISH detekci) chromozom 3, 8, 9, 10, 14,
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Schema L Po analyee FISH technikou je kuryotyp sumarizovin v idiogram.
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19, a X v disomii, 5 v monosomii, 13 v nulisomii a 15, 16, 17,
20 v trisomii. Chromozom 6 patfi mezi ty, které maji sklon
k trisomii a polysomii. Jeho pfestavby se manifestuji vzacné.
Literarni sdé€leni uvad&ji pfedeviim jeho polysomie, ze struk-
turalnich pak delece ,,q* ramene.

Numerické zmény v permanentnich liniich maji ziklad jednak
v poruchich cytokinese, jednak v nadbyte&né replikaci chro-
mozomil, vedouci pfedeviim k trisomii. Trisomické se pfitom
stavaji pouze predilek&ni chromozomy. Bez z4vislosti na tk4-
fiovém nebo typovém plivodu permanentnich linii jsou to chro-
mozomy 6, 3, 12,5, 7,21, 10,20 (3, 7, 10, 13). V na3i linii to
je chromozom 6, 15, 16, 17, 20 a 22. Strukturilni pfestavby
chromozomil provazeji proliferaci permanentnich linii stejné
Casto jak polyploidisace. Predilekénimi misty zlomd, v nichZ
dochdzi k nasledné reparaci vedouci k translokacim jsou cent-
romerické oblasti chromozomi 1, 3, 5. Intaktni jsou 8, 11. Telo-
merni oblast je Casto zaujata do pfestaveb pfedevsim u chro-
mozomi17,8,9,11a14.(10). V Cetnosti jsou viak pozorovany
rozdily. Jini je u HeLa buné&k,jin4 u Hep 2, gliom ¢i leuke-
mickych linii. U linie VUP jsou prvofadymi mnohocetné pfe-
stavby 13 chromozomu a chromozom 1. a 7. Za typickou zmé-
nu v permanentnich liniich je poklddé4na ztrita gonosomi.
Ptedeviim se ztraci heterochromatinem bohaty X chromozom.
Inaktivni X je ztrtovy pfednostné, a sekundirné aktivovany
druhy X je udrZovin permanentné v extrakopii. V parcidlnich
polysomiich i kompletnich polysomiich jsou obvykle v liniich
udrZoviny chromozomy 1, 3, 5, 12, 16, 20 (10). V melano-
movych liniich to jsou 7p+, 10p+, 2p+, 2q+. Ztrity postihuji
1,2,3,4,6,7,11 a17 (3). V nadi linii VUP1 jsou predileke-
nimi chromozomy se sklonem k polysomii pouze 6, 15, 16,17,
20 a 22. Predilek¢nimi misty zlomil jsou centromerické oblast
chromozomu X, 3, 5 a telomerick4 oblast pfedeviim chromo-
zomu 13, 2. Ztrata X gonosomu neni obvykl4. UdrZuje se diso-
mie a na nadbyte¢ny centromericky fragment je translokova-
na &ast, ktera tvofi del8i rameno nové vzniklého chromozomu,
ktery se konven¢né shoduje s morfologii X. Hybridisace DNA
in situ v3ak prokazuje, Ze jen Cast obsahuje strukturu chromo-
zomu X. Druh4 ¢4st nebyla identifikovana a pochazi z n€kte-
rého z autozomil. V parcidlnich polysomiich i kompletnich
polysomiich jsou obvykle v liniich udrZzovany chromozomy 1,
3,5, 12,16, 20 (10). V nasi linii VUP 1 jsou to 6, 16, 17, 20,
. 21 a se strukturdlnimi pfestavbami Xp+, 3-p, 5p-, q-, 16g+,
19q+. Ztraty postihujf 3,4, 5,7, 9, 11, 13, 21.

Zavér

Heteronuklearita je v permanentni linii VUP z maligntho mela-
nomu uvey pevné geneticky zakodovana. Metodou hybridisa-
ce DNA in situ (FISH) jsme pozorovali, Ze viechny chromo-
zomy lidské sady jsou v modélnich bunkéch numericky
i strukturaln€ zméné&ny. MnoZstvi zmén jak numerickych tak
strukturilnich je kvantitativné i kvalitativné u jednotlivych
chromozomil odli¥né.Jednoznaéné nejproménliveéjim je chro-
mozom ¢&. 13. Ve viech karyotypech byla jeho struktura pfe-
stavéna. Vysok4 aneuploide linie je sluitelna jen s podmin-
kami umeélého prostfedi. Polymorfii dokumentuje i fakt, Ze pro
Zivotnost bun&¢né populace in vitro je nutné pfitomnost ales-
pon jednoho standardniho chromozomu nebo v pfipadé€ nuli-
somie jeho mnoho&etné pfestavba. Dokazuje to monosomie 5
a nulisomie 13. Obecnym pravidlem se ukazuje pfima Gmér-
nost mezi hyposomiemi a strukturdlnimi zm&nami. Cim &as-

t&j31 je hyposomie chromozomu, tim &ast&j$i je jeho pfestav-
ba. Toto pravidlo je obvyklé pro velké a stfedni chromozo-
my.Nepfim4 iiméra je mezi polysomiemi a strukturdlnimi zmé&-
nami.Cim Cast&jii je polysomie chromozomu, tim méné& Casta
je jeho prestavba. Strukturalni zmény identifikovatelné FISH
technikou barvent jsou asté&ji nalézany neZ u GTG sekvenc-
niho barveni. Nejméné& pfestaveb se objevilo u chromozomi
15, 22,(24dnd) au X, 6, 10, 11 (jedna konstantnf). Nej€astéji
byl ztrdtovou mutaci numerickou postiZen chromozom 1,4, 5,
11,21. Ostatni chromozomy byly zastoupeny v karyotypu ales-
pon jednou. Polysomie nepostihovala chromozomy 2, 3, 4, 7,
12, 19 a X a naopak polysomické byly velmi €asto chromozo-
my 6, 16, 17, 20, 21. Strukturalni zmé&ny identifikovatelné hyb-
ridisaci DNA in situ zahrnuji v men$im poctu delece a nej-
ast&ji nejrizndj’i prestavby. Radu z nich nelze ani p¥esnéji
definovat. Nejvice pfestaveb zahrnuje ve své morfologii (frag-
ment centricky jako zdklad) chromozom 1, 3,4, 5, 7, 12, 13,
20. Nejvice zm&nény, jak numericky tak strukturalné,(stan-
dardni je disomie ,prok4zand centromera a standardni velikost
chromozomu) jsou chromozomy 4, 5, 6, 7, 8, 11, 12, 13, 16,
17,20, 21,. Nejstabiln&jsi numerick4 sada u jednotlivych chro-
mozom je disomie ato 1,2, 3,4,7,8,9,10, 11, 12, 14, 19,
21, X. Trisomie je u 6, 15, 16, 17, 20, 22. Chybi zcela chro-
mozom 13 a pfestavbami tvofi nové typy chromozomi.
V novych typech chromozomii jsou nejéastéji chromozom 1,
7, 13. Do Z4adné pfestavby neni zahrnut chromozom 15, 22.
Jedinou konstantni pfestavbu tvofi chromozom X, 10, 14 a 6.
Tyto formace jsou rozhodujici pro permanentniho riist bunéc-
nych populaci. X chromozom je jednozna¢n€ v genomu bunék
heteronukle4rni linie VUP pfitomen v disomickém stavu a Zen-
sky piivod zdroje,gonosomové konfigurace XX, je v bunétné
populaci zachovéna. Sekvencni techniky barveni odkryvaji
polymorfismus v podstatn& vét§im poltu. Pfesto zafazeni chro-
mozomi podle jejich stadardniho rozloZeni pruhii a nomen-
klatury ISCN, &asto neodpovida skutené genové vybavé
a skladb&. Metody hybridisace DNA in situ, FISH, dokazuji
komplikovanost a strukturalni odli¥nost fady morfologicky
shodnych chromozomi.Tim také déle roz¥ifuji nalezy poly-
morfie chromozomil a jejich genomovych skladeb. Napf.mor-
fologicky fazeny X chromozom je FISH technikou stanoven
jako centricky fragmentem X s translokovanym acentrickym
fragmentem jinych chromozomil,nebo mar - t, dfive poklada-
ny za,,q" rameno chromozomu 4 je vlastné tvofen centrickym
fragmentem chromozomu 13 a acentrickym fragmentem chro-
mozomu 1. PfevaZujici disomie na pf. u chromozomu 6 doka-
zand GTG je FISH technikou jednozna¢né jen ve ¢tvrtin& bun&k
a pfevaZuje trisomie,stejné jak disomie 13 zcela chybn4 pro
nulisomii prokdzanou FISH nebo u 16, 17, 20 a 22 trisomie
(GTG disomie).

Bun&tné populace v permanentnim riistu po 33 letech od iso-
lovani in vitro stile zachovévaji heteronuklearni charakter.
Zadn4 z bunék neobsahuje pfevlddajici karyotyp s normalni
disomickou (diploidni sadou) chromozomu.. Polymorfismus
chromozomi jak strukturalni tak numericky postihuje vice i
méné viechny chromozomy a tak genom pfevaZné vétSiny
bunék je zcela odlisny od lidského standardu. Idiogram linie
je na schematu 1.

Price byla podpofena grantem IGA MZ CR 4375 - 3
aNC/6148 - 2
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