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Znaczenie techniki aCGH w nowotworach
mieloproliferacyjnych - przeglad literatury

The significance of aCGH technique in myeloproliferative neoplasms —
areview
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Nowotwory mieloproliferacyjne (MPN) sa klonalnymi chorobami komérek macierzystych szpiku, ktére charakteryzuja sie proliferacjg
jednej lub wiecej linii mieloidalnych krwiotworzenia: granulocytowej, czerwonokrwinkowej i/lub megakariocytowej. Do MPN BCR-
ABL1(-) zalicza sie m.in. czerwienice prawdziwg (PV), nadptytkowos¢ samoistng (ET) oraz pierwotng mielofibroze (PMF). Nowotwory
mieloproliferacyjne BCR-ABL1(-) nalezg do najmniej poznanych nowotwordéw uktadu krwiotwdérczego pod wzgledem nabytych zmian
genetycznych. Badania nad MPN trwaja od ponad 60 lat. Podobienstwo objawdw klinicznych wskazuje na wspdlna patogeneze PV, ET i
PMF. Gtéwnym celem prowadzonych badan jest wytypowanie markeréw, ktére nie tylko pomoga w diagnostyce poszczegdlnych typéw
MPN czy w klasyfikacji chorych do grup ryzyka, ale mogtyby by¢ takze celem terapeutycznym. Gtéwnym celem terapii jest przedtuzenie
zycia pacjentow, w tym takze zminimalizowanie prawdopodobienstwa transformacji w ostra biataczke. aCGH jest niewatpliwie technika
bardzo przydatna klinicznie, ktdra, cho¢ nie znalazta jeszcze rutynowego zastosowania w klinice hematoonkologii, to wykorzystywana
jest w coraz wiekszej liczbie badan, zwtaszcza do analizy nowotworéw, w ktérych istotne sg aberracje niezréwnowazone. Niniejsza praca
przedstawia zastosowanie techniki aCGH w nowotworach mieloproliferacyjnych.

Rydygiera w Bydgoszczy, Uniwersytet Mikotaja
Kopernika w Toruniu, Polska

Abstract

Myeloproliferative neoplasms (MPNs) are a heterogeneous group of clonal bone marrow stem cell diseases, with overproliferation of
one or more types of blood cells (granulocytes, erythrocytes and megakariocytes). MPNs BCR-ABL1(-) include: polycythemia vera (PV),
essential thrombocythemia (ET), primary myelofibrosis (PMF), and other diseases. MPNs BCR-ABL1(-) are the least known hematopoietic
neoplasms in respect of acquired genetic changes. Research on myeloproliferative neoplasms has been going on for over 60 years. The
similarity of clinical symptoms indicates a common pathogenesis of PV, ET and PMF. The main aim of the research is to select markers
that will not only help the diagnostics of individual types of MPN, or in the classification of patients into risk groups, but could also be
a therapeutic goal. The main aim of the therapy is to prolong the life of patients and to minimize the likelihood of transformation into
acute leukemia. aCGH is undoubtedly a clinically very useful method which, although not yet routinely used in hematooncology clinic,
was applied in many studies of hematopoietic malignancies, especially those with unbalanced chromosome aberrations. This paper
presents the application of the aCGH technique to cytogenetic analysis in myeloproliferative neoplasms.

© 2019 Polish Society of Hematology and Transfusion Medicine, Insitute of Hematology and Transfusion Medicine. Published by Sciendo.
All rights reserved.

Stowa kluczowe:

poréwnawcza hybrydyzacja genomowa do mikromacierzy (aCGH), nowotwory mieloproliferacyjne (MPN), fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH)
Keywords:

array Comparative Genomic Hybridization (aCGH), myeloproliferative neoplasms (MPN), fluorescent in situ hybridization (FISH)

Wstep

Pierwsze opisy wspoiczesnie znanych nowotworéw mieloprolife-
racyjnych pochodzg z XIX i poczatku XX wieku. W roku 1951
William Dameshek zaproponowat pierwsza klasyfikacje nowotworéw
mieloproliferacyjnych. W roku 1960 Peter Nowell i David Hungerford
opisali charakterystyczng dla przewlektej biataczki szpikowej (chronic
myeloid leukemia — CML) aberracje chromosomowg — chromosom
Filadelfia (Philadelphia — chromosom Ph), ktéry jest pochodnag
chromosomu 22, krétszg od prawidtowego chromosomu 22. W 1973
roku Janet Rowley odkryta, ze chromosom Filadelfia powstaje w wyniku

translokacji wzajemnej pomiedzy chromosomami 9 i 22. W latach
80. XX wieku doktadnie opisano punkty ztaman tych chromosoméw,
scharakteryzowano geny fuzyjne powstate w wyniku aberracji oraz
stwierdzono, ze gen fuzyjny kodujacy kinaze BCR-ABL1 jest nie tylko
markerem choroby, ale takze czynnikiem wywotujgcym CML. W 1996
roku po raz pierwszy w terapii CML zastosowano imatynib — pierwszy
inhibitor kinazy tyrozynowej. W 2005 roku 4 niezalezne zespoty
badawcze odkryty, ze wigkszo$¢ pacjentéw z Ph-ujemnymi zespotami
mieloproliferacyjnymi posiada mutacje w genie JAK2. W 2006 roku u
czesci pacjentéw z ET i PMF, u ktérych wykluczono mutacje w genie
JAK2, stwierdzono mutacje w genie MPL [1-5]. W 2013 roku opisano
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mutacje w genie CALR. Zmiany w tym genie wystepowaty u czesci
pacjentow z ET i PMF, u ktérych nie stwierdzono mutacji w genach
JAK2i MPL[6, 7]. W 2012 roku zerejestrowany zostat lek ruksolitynib
(inhibitor kinazy JAK2), ktory stanowi terapie celowang dla chorych
na MPN. Terapia dostepna jest takze w Polsce [8].

W 2008 roku Swiatowa Organizacja Zdrowia (World Health
Organization — WHO) wprowadzita nowy podziat nowotworéw
mieloproliferacyjnych, w odniesieniu do wcze$niej obowigzujacej
klasyfikacji z 2001 roku. Dotychczas obowigzujgcy termin
.przewlekte choroby mieloproliferacyjne” (chronic myeloproliferative
diseases — CMPD) zamieniono na ,nowotwory mieloproliferacyjne”.
Nowa nazwa lepiej opisuje charakter oraz przebieg kliniczny tej
grupy chorob. Klasyfikacja ta zostata uzupetniona w 2016 roku i
stanowi algorytm postepowania dla lekarzy klinicystow, patologow i
diagnostow laboratoryjnych [9].

Nowotwory mieloproliferacyjne

Nowotwory mieloproliferacyjne sg klonalnymi chorobami komodrek
macierzystych szpiku, ktore charakteryzujg sie proliferacjg jednej
lub wiecej linii mieloidalnej
czerwonokrwinkowej lub megakariocytowej [10, 11].

Aktualna klasyfikacja nowotworéw mieloproliferacyjnych wedtug
WHO wyréznia: przewlekig biataczke szpikowa, przewlekig biataczke
neutrofilowg, czerwienice prawdziwg, nadptytkowo$¢ samoistng,
pierwotng mielofibroze, przewleklg biataczke eozynofilowg
niesklasyfikowang inaczej (chronic eosinophilic leukemia, not
otherwise specified — CEL NOS) i niesklasyfikowany nowotwor
unclassifiable

krwiotworzenia: granulocytowe;j,

mieloproliferacyjny (myeloproliferative neoplasm,
— MPN-U). Diagnostyka MPN opiera sie na obrazie klinicznym,
wynikach badan laboratoryjnych, cechach histopatologicznych
oraz (w wigkszosci przypadkéw) na obecnosci nieprawidtowosci
genetycznych [12]. Obecno$¢ chromosomu Ph roéznicuje MPN
na grupe nowotworéow Ph-dodatnich [BCR-ABL1(+)], do ktérej
zaliczamy przewlektg biataczke szpikowa, oraz grupe nowotworéw
Ph-ujemnych [BCR-ABL1(-)], do ktérej zaliczamy pozostate MPN.
Cho¢ gtéwnymi czynnikami diagnostyczno-prognostycznymi w MPN
sg mutacja wiodgce (driver mutations) genéw JAK2, MPL i CALR,
aberracje chromosomowe sg nadal brane pod uwage jako elementy
diagnozowania i réznicowania tych choréb oraz poszukiwania
nowych celow terapeutycznych.

Aberracje chromosomowe w nowotworach
mieloproliferacyjnych Ph-ujemnych

Aberracje chromosomowe wystepuja z roézng czestoscig w
W chwili
rozpoznania zmiany cytogenetyczne wystepujg u okofo 11-20%
chorych z PV, 5-10% chorych z ET i okoto 30-60% chorych z PMF
[4, 12, 13]. W miare trwania choroby pojawiajg sie nowe aberracje,
w wyniku czego zwieksza sie odsetek chorych z zaburzeniami
kariotypu, osiggajgc nawet 80-90% wsrod chorujgcych ponad 10
lat. Aberracje chromosomowe wystepujg czesciej u chorych po 60.
roku zycia i prawie u 100% tych, u ktérych nastgpita transformacja

w zespot mielodysplastyczny (myelodysplastic syndrome — MDS)

poszczegolnych nowotworach —mieloproliferacyjnych.

lub ostrg biataczke szpikowg (acute myeloid leukemia — AML) [4,
12, 13]. Najczesciej obserwuje sie trisomie chromosoméw 8 i 9
oraz delecje w obrebie dtugich ramion chromosoméw 13 i 20. Do
rzadszych zmian zalicza sie: utrate chromosomu Y, dodatkowg kopie
dtugiego ramienia chromosomu 1, delecje w obrebie krétkich ramion
chromosoméw 3 i 12, monosomie chromosomu 6, duplikacie w
chromosomie 13, aberracje roznego typu w obrebie chromosoméw 9
i 11. Delecje w obrebie dtugich ramion chromosoméw 5 i 7 mogg by¢
wynikiem zastosowanego leczenia cytotoksycznego lub wymagaja
dokfadniejszych analiz morfologicznych w kierunku réznicowania
z MDS [4, 12, 14, 15]. W grupie chorych z PV wiekszo$¢ aberracji
obserwuje sie gtéwnie u chorych w wieku > 60 lat. W grupie chorych z
ET wiek nie ma zwigzku z wystepowaniem aberracji chromosomowych.
W tej grupie chorych obecno$¢ aberracji
korespondowata z takimi czynnikami srodowiskowymi jak nikotynizm

chromosomowych

oraz klinicznymi jak wyczuwalna splenomegalia, trombofilia i anemia
(hemoglobina ponizej 10 G/I). W grupie chorych z PMF obecnos¢
aberracji
ztozonego, uznano za niekorzystny czynnik predykcyjny [4, 16].

chromosomowych, zwilaszcza w ukfadzie kariotypu

Badania cytogenetyczne i cytogenetyczno-
-molekularne w hematoonkologii

Zgodnie z klasyfikacja WHO nowotwordow uktadu krwiotworczego i
chtonnego analiza cytogenetycznajestjednymzpodstawowych badan
diagnostycznych. Obecno$¢ charakterystycznych nieprawidtowosci
chromosomowych umozliwia rozpoznanie poszczegdlnych jednostek
chorobowych. Zastosowanie odpowiedniego leczenia, pozwalajgcego
uzyskac najlepszy efekt terapeutyczny i zmniejszy¢ ryzyko powiktan,
mozliwe jest dzieki stwierdzeniu obecnosci specyficznej mutaciji,
rearanzacji lub aberracji chromosomowej. Metody cytogenetyki
klasycznej oraz cytogenetyki molekularnej wzajemnie sie uzupetniajg,
dlatego wazne jest, aby diagnostyka i monitorowanie pacjentéw z
nowotworami ukfadu krwiotworczego opieraty sie na wynikach badan
z zastosowaniem obydwu technik. Wediug przyjetych wytycznych,
badania cytogenetyczne w hematoonkologii nalezy wykonywa¢ w
celu diagnostyki i klasyfikacji nowotworéw uktadu krwiotworczego,
ustalenia rokowania, wyboru odpowiedniej metody leczenia oraz
monitorowania przebiegu choroby i efektywnosci terapii [17].
Cytogenetyka klasyczna po raz pierwszy zostata wprowadzona
do diagnostyki hematoonkologicznej w roku 1960, kiedy Nowell i
Hungerford opisali chromosom Filadelfia. Wprowadzone w latach 70.
techniki prazkowania chromosomoéw umozliwity precyzyjng analize i
identyfikacje 23 par chromosomoéw. Ustalono, ze, aby wynik badania
byt obiektywny, analiza powinna z reguty obejmowac co najmniej 20
ptytek metafazalnych [17].

Pod koniec lat 80. XX wieku opracowana zostata technika
fluorescencyjnej hybrydyzaciji in situ (fluorescent in situ hybridization
— FISH ). FISH jest technika szybka, o wysokiej czutosci, doskonale
uzupetniajgcg metody cytogenetyki klasycznej. Moze by¢ takze
wykorzystywana jako samodzielna metoda analizy. Technika
FISH skraca oczekiwanie na wynik. Jest technikg ukierunkowana,
stosowang do identyfikacji naddatkéw (addycji) chromosomowych
nieznanego pochodzenia, chromosoméw markerowych, ztozonych
translokacji oraz mikrodelec;ji [18].
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Ryc. 1. Schemat analizy aCGH
Fig. 1. aCGH analysis scheme

Delecja

DNA badany wyznakowany jest zielonym fluorochromem, DNA referencyjny — czerwonym. Zmieszany DNA naktadany jest na macierz, w obrebie ktdrej nastepuje

hybrydyzacja do konkretnych sond oligonukleotydowych. Kolejnym etapem je
sygnaty sie znoszg (kolor zétty). Kolor zielony w danym locus $wiadczy o jego

Poréwnawcza hybrydyzacja genomowa do
mikromacierzy, aCGH

Na poczatku XXI wieku w diagnostyce genetycznej wprowadzono
mikromacierze, ktore stosuje sie do identyfikacji niezréwnowazenia
intelektualna,
autyzmem, dysmorfig i wadami wrodzonymi, a takze w diagnostyce

genomu u pacjentdw z niepetnosprawnoscig
onkologicznej. W genetyce klinicznej i onkologicznej zastosowanie
znalazly gtéwnie: poréwnawcza hybrydyzacja genomowa do
mikromacierzy (microarray-based comparative genomic hybridisation
— aCGH array CGH) oraz mikromacierze SNP (array-based
single nucleotide polymorphism — array SNP). Technika aCGH jest
rutynowo wykorzystywana w genetyce klinicznej do identyfikaciji
delecji i duplikacji. Obecnie stosowane platformy umozliwiajg
identyfikacje delecji nawet pojedynczych eksondéw. Najczesciej
stosowanymi platformami sg platformy oligonukleotydowe, w ktérych
kilkaset tysiecy oligonukleotydéw (odpowiadajgcych prawie catemu
genomowi) jest unieruchomionych na szkietku podstawowym
[17, 19]. Technika aCGH, ktdéra nazywana jest kariotypowaniem
molekularnym, pozwala okresli¢ rodzaj niezrownowazonej aberracji,

jej wielkos¢ oraz lokalizacje w genomie [20-22]. Dzigki tej technice

st skanowanie macierzy. Przy takiej samej ilosci DNA badanego i referencyjnego
duplikacji, kolor czerwony — o delecji

mozliwe jest wykrycie aberracji, ktére nie sg widoczne w klasycznej
analizie kariotypu ani w technice FISH [23, 24]. W zaleznosci od
konstrukcji macierzy, aCGH moze uzyska¢ rozdzielczos¢ siegajgca
10-100 kpz, podczas gdy klasyczna cytogenetyka zapewnia
rozdzielczos¢ rzedu okoto 5 Mpz (mega paz zasad), a FISH okofo
0,04-0,25 Mpz. Ponadto, mozliwa jest jednoczesna analiza wielu loci
genomowych w jednym badaniu. Ograniczeniem techniki jest brak
mozliwosci wykrywania aberracji zrownowazonych, czyli bez zmian
ilosciowych materiatu genetycznego oraz wykrycie zmian obecnych
w niewielkim odsetku komoérek [17, 22, 25, 26].

Zasada techniki aCGH

Technika aCGH opiera sie na kompetycyjnej hybrydyzacji do sond
zawartych w mikromacierzy 2 réznych sekwencji genomowego
DNA — DNA badanego (chorego) oraz DNA referencyjnego
(prawidtowego, kontrolnego). Kazdy z nich wyznakowany jest innym
fluorochromem; badany DNA z reguly zielonym, referencyjny —
czerwonym. Wyznakowane DNA hybrydyzujg do komplementarnych
sekwencji sond oligonukleotydowych umieszczonych na platformie
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(mikromacierzy). Ocena ilosciowa stosunku

intensywnosci

wzajemnego
obu sygnatéw fluorescencyjnych pozwala na
jednoczesng analize wszystkich loci i identyfikacje duplikacji/
amplifikacji jednych loci oraz delecji/utraty innych. Rozdzielczo$¢
ograniczona jest liczbg i wielkoscig sond oligonukleotydowych
uzytych do konstrukcji macierzy. Odczytu fluorescencji dokonuje
sie przy zastosowaniu skanera z odpowiednim oprogramowaniem
(Ryc. 1). Niewatpliwg zaletg aCGH jest mozliwos¢ identyfikaciji
aberracji submikroskopowych z rozdzielczoscig nieosiggalng w
cytogenetyce klasycznej. W zaleznosci od konstrukcji macierzy,
aCGH moze uzyska¢ rozdzielczo$¢ siegajaca 10-100 kb. Ponadto,
jak wyzej wspomniano, mozliwa jest jednoczesna analiza wielu loci
genomowych w jednym badaniu. Ograniczeniem metody jest brak
mozliwosci wykrywania aberracji zréwnowazonych, czyli bez zmian
ilosciowych materiatlu genetycznego oraz ograniczona mozliwosé
wykrywania poliploidii, czyli
haploidalnego [17, 22, 25, 26].
W interpretacji wyniku uzyskanego z =zastosowaniem aCGH
uwzglednia sie takie parametry, jak: typ aberracji (delecja, duplikacja),
jej wielko$¢ oraz liczba i funkcja gendw, ktére znajduja sie w obrebie
zmienionego regionu [20, 27, 28]. Wynik badania podawany
jest zgodnie z wystandaryzowanym zapisem przedstawionym w
aktualnym wydaniu An International System for Human Cytogenomic
Nomenclature 2016 (ISCN 2016) [29].

zwielokrotnienia catego garnituru

Zastosowanie CGH do mikromacierzy w
hematoonkologii

Identyfikacja aberracji chromosomowych oraz polimorfizméw liczby
kopii regionéw chromosomowych (copy number variants — CNV)
pozwala lepiej zrozumie¢ patogeneze choréb nowotworowych.
Regiony chromosomowe, ktére ulegajg duplikacji, zawierajg m.in.
onkogeny oraz geny antyapoptotyczne i geny odpowiedzialne za
proliferacje i opornos$é, zas regiony ulegajgce delecji zawierajg m.in.
geny supresorowe, geny apoptozy i réznicowania. Prowadzonych
jest coraz wiecej badan z zastosowaniem mikromacierzy CGH u
pacjentow onkologicznych — zaréwno w zakresie nowotworéw uktadu
krwiotworczego, jak i guzéw litych. aCGH jest niewatpliwie technikg
bardzo przydatng klinicznie, jednak nie znalazta jeszcze rutynowego
zastosowania w klinice hematoonkologii. Najprawdopodobniej
powodem sg wysokie koszty oraz skomplikowana analiza
bioinformatyczna, niezbedna do interpretacji
wyniku. Przy mnogosci danych uzyskiwanych w wyniku aCGH w
hematoonkologii, trudno czasem wytuskac te, ktére sg istotne, mimo
weryfikacji wyniku aCGH innymi technikami, np. zalezna od ligacji
multipleksowa amplifikacja sond (multiplex ligation-dependent probe
amplification —MLPA) lub FISH [17, 19, 30-32]. Ograniczeniem tej
techniki w chorobach nowotworowych bywa brak do analizy materiatu
o odpowiedniej jakosci (np. mata ilo$¢ szpiku o niskiej komérkowosci,
uzyskana z biopsji) [33-38].

Schwaenen i wsp. jako pierwsi wykonali badanie aCGH w
hematoonkologii [39]. Kolejne grupy badaczy poszukujg za pomoca
aCGH nowych rearanzacji chromosomowych, ktére nie zostaty
wykryte z wykorzystaniem cytogenetyki klasyczne;j.

uzyskanego

Zastosowanie CGH do mikromacierzy w
badaniach nowotworéw mieloproliferacyjnych

Brecqueville i wsp. przeprowadzili analizg aCGH u 35 chorych
z PMF i 73 z MPN innym niz PMF. Celem badania byto wykrycie
delecji genu BMI1 [B lymphoma Mo-MLYV insertion region 1 homolog
(mouse)], dlatego wyniki catych analiz aCGH nie byly opisane
szczegdtowo. Gen BMI1 jest odpowiedzialny za samoodnawianie
komérek macierzystych i progenitorowych. Badania na modelu
mysim wykazaty, ze u osobnikéw z delecjg genu Bmi1 rozwijata sie
choroba z objawami klinicznymi charakterystycznymi dla PMF. W
swoim badaniu Brecqueville i wsp. opisali tylko jednego chorego, u
ktérego obok delecji locus BMI1, stwierdzono kilka innych matych
delecji [40]. W innej pracy Brecqueville i wsp. przeprowadzili
analize aCGH u 63 chorych z PMF. U 34 chorych (54% grupy
badanej) stwierdzili obecnos¢ aberracji chromosomowych; u 17
stwierdzono obecnos$¢ jednej aberracji, u 6 — dwéch, u 11 — trzech
lub wiecej. Zaobserwowano zaréwno aberracje obejmujace regiony
chromosomowe > 4 Mpz, jak i delecje obejmujgce pojedyncze geny.
Najczesciej obserwowang aberracjg byta delecja dtugiego ramienia
chromosomu 20 (20g-) [41].

Courtier i wsp. przeprowadzili analize aCGH u 56 chorych z MPN
i 38 z AML po MPN. U 40 chorych (43%) stwierdzili aberracje;
delecje pojedynczych gendw lub utraty badz dodatkowe kopie catych
chromosomow [42]. Tefferi i wsp. przeprowadzili analize aCGH u
71 chorych z MPN. Rearanzacje stwierdzili u 25 z nich (35% grupy
badanej): 14/32 chorych z PMF (44%), 9/26 z PV (35%) i 2/113 z ET
(15%) [43]. Mehrotra i wsp. analizowali 17 chorych z PMF z izolowang
delecjg 139. W badaniu GTG najczestszym regionem delecyjnym
chromosomu 13 byt 13q13-q14.3. Analiza przeprowadzona przez
Mehrotra i wsp. wykazata obecnos$¢ w tym regionie delecji o wielkosci
od 14,7 Mpz do 36,8 Mpz. Najmniejszy wspolny region delecyjny
(commonly deletion region — CDR) zawierat sie miedzy 13913.3 a
13914.4 i miat wielko$¢ 15,323 Mpz. W CDR znajdowat sie miedzy
innymi gen RB1 [44]. Delecje 13q u 8 chorych z MPN (3 z PMF, 4 z
PV i 1 z ET) stwierdzili takze Olcaydu i wsp. Najmniejszy wspodlny
region delecyjny w ich pracy wynosit 9,8 Mpz i rowniez obejmowat
gen RB1 [45]. Pomimo wielu badan nie znaleziono jeszcze zwigzku
pomiedzy tg aberracjg a objawami klinicznymi.

Delecja 20q jest aberracjg bardzo czesto opisywana, zaréwno u
pacjentow z MPN, jak i z innymi nowotworami uktadu krwiotwérczego
[46-50]. Uwaza sie, ze jest ona pierwotng aberracjg w kariotypach
ztozonych, co wskazywatoby na kluczowag role tej zmiany w
leukemogenezie. Poznanie na poziomie molekularnym zwigzku
pomiedzy delecja 20q a rozwojem MPN mogtoby by¢ wazne w
odniesieniu do poszukiwania nowych, celowanych terapii [51]. W
literaturze mozna znalez¢ takze opisy delecji 20q u osob, u ktdrych
nie stwierdzono zadnych objawdéw nowotworu szpiku [52]. Okada
i wsp. przy pomocy aCGH analizowali delecje 20q stwierdzong w
kariotypie u 12 chorych na nowotwory uktadu krwiotwérczego, w tym
MPN. U wszystkich delecja miata charakter interstycjalny, a punkty
ztaman chromosomu 20 u réznych chorych zawieraty sie w regionie
20911.21~12 do 20q13.13~13.33. Wielkos¢ delecji wahata sie od
11,2 Mpz do 27,3 Mpz. Najmniejszy wspolny region delecyjny dla
wszystkich pacjentéw wynosit 7,2 Mpz. Delecje zostaty potwierdzone
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przy pomocy techniki FISH [53]. MacKinnon i wsp. doniesli o jeszcze
mniejszym wspolnym regionie delecyjnym 20q u chorych z AML,
MDS i MPN, wynoszgcym 1,7 Mpz [54].

Tefferi i wsp. poréwnali wyniki GTG i aCGH u 57 chorych z
rozpoznaniem MPN: 25 z PMF, 21 z PV i 11 z ET. Nieprawidtowy
wynik GTG uzyskali tylko u 9 chorych (16% grupy badanej), podczas
gdy analiza aCGH wykazata obecnos$¢ aberracji u 20 chorych (35%
grupy badanej). W grupie chorych z nieprawidtowym wynikiem aCGH
znalazio sie 4 z nieprawidtowym wynikiem GTG i 16 z prawidtowym
wynikiem GTG. W grupie 21 chorych z PV technikg aCGH aberracje
stwierdzono u 29%, w grupie 11 pacjentéw z ET — u 18%. Wynik
badania GTG byt u nich wszystkich prawidtowy. W grupie chorych
z PMF nieprawidtowy wynik aCGH stwierdzono u 48%, natomiast
aberracje w badaniu GTG zidentyfikowano u 36% [43]. Potrzebne sg
dalsze badania, aby stwierdzi¢, czy wszystkie zmiany obserwowane
w badaniu aCGH maija takie same znaczenie prognostyczne jak te,
ktoére obserwuje sie w badaniach wykonanych technikg GTG [37].
Slovak i wsp. w grupie 30 chorych z AML, MDS i PMF wykonali
badania technikami GTG, aCGH i FISH. W badaniu GTG u chorego
z PMF stwierdzono obecnos¢ chromosomu pochodnego der(1;7).
Natomiast analiza aCGH wykazata u niego jeszcze obecnos$¢ 4
delecji: 5932, 12p13.1, 13914.2q14.3 oraz 17q11.2. Obecnos¢
wszystkich wyzej wymienionych aberracji zostata potwierdzona
technikg FISH [55]. Shao i wsp. wykonali badania GTG, FISH i aCGH
tacznie u 55 chorych z réznymi nowotworami hematologicznymi,
stwierdzajgc znaczng rozbiezno$¢ wynikdw badan wykonanych
réznymi technikami. Rozbieznosci te wynikaty z ograniczen jednych
technik w stosunku do innych (brak mozliwosci oceny matych
klonéw komodrkowych oraz aberracji zrownowazonych w aCGH,
brak dostepnych sond FISH dla niektérych regionéw, zbyt mata
rozdzielczos¢ GTG), ale tez — w pojedynczych przypadkach — z
braku wykonania badania GTG oraz zastosowania w badaniu FISH
jedynie Scisle wyselekcjonowanego, jednolitego dla danej jednostki
chorobowej panelu sond [39].

Podsumowanie

Techniki GTG, FISH i aCGH majg rozng rozdzielczos¢. Kazda z
nich ma swoje zalety i ograniczenia. Wzajemnie sie uzupetniaja,
przez co daja lepszy wglad w zmiany genetyczne obecne u chorych
[66-60]. Analiza technikg GTG uwazana jest za zioty standard
diagnostyki w hematoonkologii. Dzigki tej technice mozliwe jest
tez uzyskanie informacji na temat klonalnosci wykrytej zmiany.
Niestety, do wykonania badania tg technikg potrzebne sg aktywnie
dzielgce sie komorki. Jakos¢ uzyskanych ptytek metafazalnych
w wielu przypadkach moze by¢ niewystarczajgca do identyfikacji
niektoérych rearanzacji, zwtaszcza w kariotypach ztozonych. Technika
FISH jest pewnego rodzaju pomostem pomiedzy standardami
cytogenetycznymi a diagnostyka molekularng. Jest technikg o
wiekszej rozdzielczosci niz GTG, jednak w jednym badaniu mozliwa
jest analiza ograniczonej liczby loci. Technika aCGH jest relatywnie
nowa technikg stosowang w onkologii. Umozliwia ona identyfikacje
klinicznie istotnych CNVs, ktére nie sg mozliwe do zaobserwowania
w technikach GTG czy FISH [61].

Wskazuje sie na kilka aspektow swiadczgcych o przewadze aCGH
nad FISH. Technika aCGH umozliwia analize w jednej reakcji catego
genomu pod katem delecji, duplikacji i amplifikacji, podczas gdy
analiza FISH ograniczona jest liczbg sond, ktére mozna jednoczesnie
zastosowac. Badanie FISH wymaga wstepnej diagnozy u chorego,
aby mozliwe byto odpowiednie dobranie sond. Dodatkowo, w analizie
technika FISH tatwo jest wykry¢ mikrodelecje, natomiast identyfikacja
duplikacji (nawet na ptytce metafazalnej) przysparza juz nieco
problemoéw. Takie ograniczenia nie pojawiaja sie w przypadku analizy
z zastosowaniem techniki aCGH. Jednakze technika FISH ma takze
przewage nad aCGH: pozwala wykry¢ poliploidie oraz aberracje
zrownowazone, a takze dokfadnie umiejscowi¢ dang zmiane (analiza
na ptytce metafazalnej) [62, 63].

W wielu krajach w diagnostyce niepetnosprawnosci intelektualnej,
dysmorfii czy wad wrodzonych aCGH jest badaniem z wyboru
technike GTG [62]. Platformy aCGH
czesciej stosowane sg w diagnostyce onkologicznej, réwniez w
hematoonkologii. Jednakze, chociaz technika ta umozliwia wykrycie
nowych zmian zwigzanych z nowotworzeniem, nadal wykorzystuje
sie jg raczej do badan naukowych. Rutynowa diagnostyka
hematoonkologiczna z zastosowaniem techniki aCGH jest w chwili
obecnej ograniczona, gtéwnie z uwagi na koszty, potrzebe duzego

wypierajgcym coraz

zaplecza technicznego oraz z powoddéw czestych trudnosci z
interpretacjg wynikow badan [37].

Czerwienica prawdziwa, nadplytkowos¢ samoistna i pierwotna
mielofibroza majg wspdlne cechy kliniczne, dlatego potrzebne
sg badania cytogenetyczne i cytogenetyczno-molekularne w
celu lepszego poznania ich patogenezy i podtoza genetycznego.
Biorgc pod uwage dane z pisSmiennictwa, mozna wysuna¢ teze, ze
badanie technikg aCGH bytoby dobrym uzupetnieniem diagnostyki
i ustalania rokowania u chorych z podejrzeniem nowotworu

mieloproliferacyjnego.
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