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Znaczenie zmiennoSci
w obrebie cytogenetycznych aberracji pierwotnych
w wybranych typach nowotworow cztowieka

Barbara Piefikowska-Grela

Molekularnym podlozem procesu nowotworowego sq zmiany w strukturze i funkcjonowaniu aparatu genetycznego komorki.
Morfologicznym wyrazem tych zmian sq nieprawidiowosci kariotypu, widoczne w obrazie aberrantnych chromosomow
metafazowych. Poznanie skladu specyficznych chromosomow markerowych i okreslenie genow, ktorych funkcjonowanie
zostalo zmienione w efekcie powstalej aberracji ma podstawowe znaczenie dla poznania mechanizmow karcinogenezy.
Przedstawione badania prowadzono technikami cytogenetyki klasycznej i rownolegle, technikq fluorescencyjnej hybrydyzacji
in situ. W analizie FISH stosowano sondy komercyjne i konstruowane samodzielnie, na matrycy odcinkéw DNA,
odpowiadajgcych obszarom zmian. Badano spektrum zmiennosci w obrebie cytogenetycznej zmiany pierwotnej, okreslonej
jako specyficzna dla: zarodkowych guzow jgder — powielenie obszaru 12p, chioniaka z komdrek plaszcza — translokacja
t(11;14)(q13,;q32), chioniaka Burkitt'a — t(8;14)(q24,q32) oraz przewleklej bialaczki szpikowej — t(9;22)(q34;q11).
Stwierdzona heterogennos¢ aberracji pierwotnych swiadczy o mozliwosci funkcjonowania rownoleglych mechanizmow
genetycznych, prowadzqcych do powstania komorki nowotworowej o okreslonym fenotypie. Podjeto proby okreslenia zakresu
zmiennosci w obszarze cytogenetycznej zmiany pierwotnej, w tym: ustalenie morfologii zmiany specyficznej w zarodkowych
guzach jgder; okreslenie zmian cytogenetycznych w grupie chioniakow z pogranicza BL/DLBCL, o morfologii chloniaka
Burkitt'a, a bez rearanzacji genu MYC. W przewleklej bialaczce szpikowej badano skutek obecnosci submikroskopowej
delecji w obszarze fuzyjnego genu ABL/BCR oraz role typu transkryptu genu fuzyjnego BCR/ABL. Stwierdzono, ze powielenie
materialu krotkiego ramienia chromosomu 12 wystepuje we wszystkich guzach zarodkowych jgdra. Realizowane jest ono
najczesciej w postaci klasycznego markera i(12p), zas przypadkach zmian substytutywnych o zréznicowanej morfologii
okreslono obszar powielenia jako 12p11-12 oraz 12p13. W grupie chioniakéw o morfologii chioniaka Burkitt'a wykryto
nowy, powtarzalny marker chromosomowy, pochodzqcy z chromosomu 11. Taka aberracja: dup(11)(q23q13) moze mie¢
praktyczne znaczenie dla reklasyfikacji wysoce niejednorodnej grupy chioniakow z pogranicza BL i DLBCL. W przewleklej
bialaczce szpikowej w trakcie dlugotrwalego leczenia imatinibem u pacjentow z delecjq obszaru ABL/BCR wykazano
czestsze wystepowanie ewolucji kariotypu, w porownaniu do pacjentow nie wykazujgcych tej cechy. Potwierdzono korzystne
znaczenie rokownicze transkryptu typu b2a3 w fuzji BCR/ABL. Rozne mechanizmy zaburzenia funkcjonowania genow
zaangazowanych w patogeneze okreslonego nowotworu, widoczne jako modyfikacje zmiany pierwotnej, mogq skutkowac
zroznicowanym przebiegiem choroby u poszczegolnych pacjentow z tq sama diagnozq.

Significance of variability in primary cytogenetic aberrations
in selected types of human malignancies

The molecular bases of malignant processes lie within the structure and function of the genetic system of the cell, while
its morphological expression takes the form of karyotype anomalies, frequently visible as abnormalities in metaphase
chromosome morphology. It is essential to understand the structure of specific marker chromosomes and to determine
genes which functions have been altered as a result of the aberration, in order to fully understand the mechanisms of
carcinogenesis. The presented studies have been performed using both classical cytogenetic techniques and parallel
fluorescent in situ hybridisation. We were using both commercially available probes and self-constructed, unique probes
made on a base of DNA sections that correspond the altered areas. We have studied the variability of the primary cytogenetic
aberration, assumed specific for the following malignancies: testicular germ cell tumours — multiplication of the 12p area;
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mantle cell lymphoma — translocation t(11;14)(q13;q32); Burkitt’s lymphoma — t(8;14)(q24,q32), and chronic myeloid
leukaemia — 1(9;22)(q34,;q11). The variability within primary cytogenetic changes is indicative of the possibility of parallel
genetic mechanisms to be in activity, leading to the formation of a malignant cell of a determined phenotype. We have
analysed the variability within the primary cytogenetic anomaly area, more specifically: to determine the morphology of the
specific anomaly in testicular germ cell tumours; to definee the cytogenetic abnormalities within the group of BL/DLBCL
lymphomas, with Burkitt’s lymphoma morphology, but without the MYC gene rearrangement. In chronic myeloid leukemia
we tryed to determine the effect of submicroscopic deletion within the fusion area of the ABL/BCR gene and to assess the
type of transcript of the BCR/ABL gene.

We showed that a multiplication of the material of the short arm of chromosome 12 occurs in all testicular germ cell
tumours. It usually appears as a classic i(12p) marker. In substitutive markers with variable morphology the multiplication
areas have been determined as 12p11-12 and 12p13. Within the group of lymphomas with Burkitt’s morphology, we have
discovered a new recurrent chromosomal marker, originating from chromosome 11. Such an aberration — dup(11)(q23q13)
— may have a practical implication for the re-classification of the highly heterogeneous group of lymphomas with features
intermediate between DLBCL and BL. During long-term imatinib treatment of chronic myeloid leukemia we have noted
a more frequent occurrence of karyotype evolution in patients with a deletion within the ABL/BCR area, as compared with
patients without that particular feature. We have confirmed the beneficial prognostic value of the b2a3 transcript in the
BCR/ABL fusion. A variety of mechanisms of disturbance a genes functions, that determine the pathogenesis of a specific
malignancy, evidenced as modifications of primary aberrations, may result in an altered course of the disease in various
patients with the same initial diagnosis.

Stowa kluczowe: chromosom, aberracja, zmiana pierwotna, chloniaki nieziarnicze, przewlekta biataczka szpikowa,
zarodkowy guz jadra

Key words: chromosome, aberration, primary change, non-Hodgkin’s lymphoma, chronic myeloid leukemia, testicular
germ cell tumor

Wykaz wazniejszych skrotow

Geny:

ABL ABLI, v-abl Abelson murine leukemia viral oncogene homolog 1
ASS ASSI (argininosuccinate synthetase 1)

BCR Breakpoint cluster region

CCND!I Cyclin D1 (vel PRADI: parathyroid adenomatosis 1 vel BCL1: B-cell leukemia/lymphoma 1)
IGH Immunoglobulin Heavy

IGK Immunoglobulin Kappa

IGL Immunoglobulin Lambda

MLL Mpyeloid/lymphoid or mixed lineage leukemia
MYC MC?29 avian myelocytomatosis virus

Klasyfikacja nowotwordow:

ALL ostra biafaczka limfoblastyczna (acute lymphoblastic leukemia)

BL chioniak Burkitt’a (Burkitt’s lyphoma)

BL/DLBCL chtoniak graniczny (B-cell lymphoma, unclassifiable, with features intermediate between DLBCL and BL)
CML przewlekta biataczka szpikowa (chronic myeloid leukemia)

DLBCL chtoniak rozlany z duzych limfocytow B (diffuse large B-cell lymphoma)

MCL chtoniak z komérek ptaszcza (mantle cell lymphoma)

NHL chtoniak nieziarniczy (non-Hodgkin’s lymphoma)

NS nienasieniak (nonseminoma)

SE nasieniak (seminoma)

TGCT zarodkowy guz jadra (festicular germ cell tumor)

Inne:
FISH technika fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (fluorescent in situ hybridization)
Ph chromosom Philadelphia

D-FISH sonda DNA z podwdjnym sygnalem fuzyjnym (double fusion signal)
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1. Wstep
1.1. Etiopatogeneza nowotworow

Molekularnym podiozem procesu nowotworowego sg
zmiany w strukturze i funkcjonowaniu aparatu gene-
tycznego komorki. Intensywne badania doprowadzity do
wykrycia ponad 150 genéw, ktérych zmiana funkcji badz
budowy zwigzana jest z procesami powstania i progre-
sji nowotworéw [1, 2]. Morfologicznym wyrazem takich
zmian genetycznych sg aberracje kariotypowe, widoczne
w obrazie aberrantnych chromosoméw metafazowych.
Znaczna cze$¢ znanych, klonalnych aberracji chromoso-
mowych jest specyficznie zwigzana z okreSlonym typem
nowotworu. Niektore z nich uznawane sa za krytyczne,
determinujace powstanie nowotworu na poziomie gene-
tycznym. Poznanie skladu specyficznych chromosomow
markerowych i okre§lenie genéw, ktérych funkcjono-
wanie zostalo zmienione w efekcie powstalej aberracji,
ma podstawowe znaczenie dla poznania mechanizméw
karcinogenezy, pozwalajac niekiedy na okreslenie gene-
tycznej zmiany pierwotnej, odpowiedzialnej za powstanie
fenotypu nowotworowego komorek.

W procesie transformacji nowotworowej dochodzi
do modyfikacji aktywnoSci okre§lonych gendéw w wyniku
aktywacji onkogeno6w, inaktywacji gendw supresorowych
czy fuzji genowych. Zaburzenie, uchwytne na poziomie
detekcji metodami cytogenetycznymi, moze by¢ efektem
zmian iloSciowych badz jakosSciowych. Zmiany iloSciowe
obejmuja zwielokrotnienie lub utrate kopii okreslonych
genow. Transpozycje molekularne objawiaja si¢ najcze-
Sciej w strukturalnych anomaliach chromosomowych,
bedacych swoistymi markerami nowotworu. W komor-
kach nowotworu widoczne sa odstepstwa od obrazu pra-
widlowego, cytogenetycznie wyrazajace si¢ jako niepra-
widlowosci kariotypu. Wzor aberracji cytogenetycznych
jest odmienny w réznych typach nowotworéw. Wykazuje
on szerokie spektrum: od pojedynczych zmian struktu-
ralnych badz liczbowych do glebokich, licznych uszko-
dzen kariotypu (complex karyotype). Do chwili obecnej
opublikowano ponad 56000 przypadkéw nowotworow
z aberacjami klonalnymi, a identyfikacja nowych zmian
kariotypowych wciaz uzupelnia wiedze w zakresie karci-
nogenezy [3].

Poznanie mechanizméw powstawania nowotwo-
ru zapoczatkowalo okreslenie translokacji t(9;22) jako
zmiany zwiazanej z przewlekly bialaczka szpikowa (chro-
nic myeloid leukemia, CML). Jej odkrycie byto pierwsza
obserwacja zwiazku miedzy specyficzna zmiang chromo-
somowa a okre§lonym typem nowotworu. Nieprawidlo-
wy, maly chromosom, widoczny w komoérkach pacjentow
z przewleklg bialaczka szpikowa, nazwany chromosomem
Philadelphia, odkryty zostal w latach 60. XX wieku przez
Nowela i Hungerforda [4]. W 1967 r. w kilku przypad-
kach chtoniaka Burkitt’a (Burkitt's lymphoma — BL) zaob-
serwowano zmiang strukturalng jednego z chromosoméw
grupy C, ktora niemal 10 lat pdzniej zdefiniowano jako
translokacja pomigdzy chromosomami 8 i 14 [5]. W wielu
innych typach biataczek i chtoniakéw obecnos¢ okreslo-

nej aberracji chromosomowej jest obecnie podstawa
diagnozy (klasyfikacja Swiatowej Organizacji Zdrowia,
The World Health Organization — WHO, 2008) [6]. Jed-
nak, szczeg6lnie w nowotworach rzadkich, precyzyjne
okreSlenie pierwotnej zmiany cytogenetycznej jest nadal
tematem otwartym.

Okreélenie etiopatogenezy wielu guzow litych jest
nadal kwestia przysztoSci, tym bardziej, ze wykrycie spe-
cyficznej aberracji kariotypu stanowi tu powazne wyzwa-
nie techniczne. Komoérki uzyskane z guzow litych sg
trudno dostepne do analizy cytogenetycznej, ze wzgledu
na sposob pobrania (jednorazowo, w trakcie usunigcia
guza), a takze trudnosci ze wzrostem komdérek nowotwo-
rowych w hodowli in vitro 1 uzyskaniem metafaz o jakosci
pozwalajacej na szczegdtowa analiz¢ morfologii chro-
mosomdw metafazowych. Kariotypy takich nowotworow
wykazuja zwykle mnogo§¢ zmian liczbowych i struktural-
nych, dlatego ewentualne zmiany pierwotne maskowane
sg obecnoscig licznych zmian wtérnych, z ktorych znacz-
na czes$¢ stanowig zmiany niespecyficzne, akumulowane
w komorce w trakcie progresji guza.

Ostatnie lata wniosly ogromny postep w rozwo-
ju badan biologicznych, ktére pozwolily zglebié istote
mechanizméw prowadzacych do transformacji nowotwo-
rowej. Przyczynit si¢ do tego rozwdj immunologii, dzigki
ktorej poznano struktur¢ oraz zasady funkcjonowania
ukladu odpornoSciowego, a przede wszystkim nastapit
postep w dziedzinie badan molekularnych, w tym cyto-
genetyki molekularnej, ktore odkryly i wcigz odkrywaja
genetyczne aspekty patogenezy i progresji nowotworow.

1.2. Aberracje kariotypowe

Wsrdd nieprawidtowosci wykrywanych klasyczng metoda
cytogenetyki — kariotypowaniem, wyr6zni¢ mozna dwie
zasadnicze grupy: aberracje zrownowazone (balanced)
i niezrownowazone (unbalanced). Badanie technika
fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (fluorescent in situ
hybridization, FISH) przy uzyciu sond DNA, jedno-, dwu-
i wielokolorowych, komplementarnych do okreslonych
obszaréw genomu, pozwala na okreSlenie liczby kopii
i statusu rearanzacyjnego znakowanego genu, a takze
okreSlenie zmian liczby kopii i morfologii poszczegdlnych
chromosomow.

1.2.1. Zmiany zrbwnowazone

Kariotypowe zmiany zrOwnowazone to najczesciej trans-
lokacje wzajemne. W zalezno$ci od funkcjonalnych kon-
sekwencji, translokacje chromosomowe mozna podzieli¢
na dwa zasadniczo odmienne typy (Ryc. 1): A. powodu-
jace deregulacj¢ ekspresji genu o prawidiowej struktu-
rze — w wickszosci chtoniakéw oraz B. prowadzace do
powstania hybrydowego genu fuzyjnego — w wigkszoSci
biafaczek.

Efektem translokacji prowadzacych do przeniesie-
nia nienaruszonej cz¢sci kodujacej onkogenu w poblize
silnych elementow regulatorowych jest podwyzszona eks-
presja onkogenu i (nad)produkcja kodowanego przez nie
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O Czgs¢ regulatorowa genu (promotor) (5°)

C} Czgs¢ kodujaca genu (3°)

A. CHLONIAKI

1G : : onkogen

—(O<CO—0L—

Deficyt produktu IG?

Zmiana iloSci produktu(6w)

CHLONIAKI - deregulacja

Nadmiar produktu onkogenu

TRANSLOKACJA

B. BIALACZKI

—OKO——C0L—
genl X gen 2

—O<- O~

Gen fuzyjny 1/2 Gen fuzyjny 2/1

Zmiana jakoSci produktu(6w)

BIALACZKI - fuzja genowa

Ryc. 1. Schemat efektu translokacji prowadzacej do: A — przeniesienia czg$ci kodujacej genu w rejon obceej
sekwencji regulatorowej (rearanzacja onkogenu), B - fuzja genowa (gen hybrydowy)

biatka (Ryc. 1A). W agresywnych chtoniakach B-komor-
kowych aktywacja (heterotopic deregulation), prowadzaca
do ekspresji fizjologicznie nieaktywnego protoonkogenu,
powoduje pojawienie si¢ biatka nieobecnego w prawi-
dtowych limfocytach (cyklina D1 w chtoniaku z komoérek
plaszcza, biatko MYC w chtoniaku Burkitt’a) [7].

Zasadniczy mechanizm leukemogenezy jest odmien-
ny. W biataczkach, na skutek fuzji genowych i utworzenia
genu hybrydowego, dochodzi do powstania nieprawidto-
wego bialka, fizjologicznie nieistniejacego w komorce
(Ryc. 1B) [8]. Konsekwencja takich nieprawidlowosci
funkcjonowania i struktury gendéw sa zaburzenia regu-
lacji cyklu komoérkowego, réznicowania i dojrzewania
komorek, prowadzace do powstania fenotypu nowotwo-
rowego.

1.2.1.1. Aberracje prowadzace do deregulacji ekspresji
genu

Przyktadem translokacji wzajemnej, prowadzacej do re-
aranzacji onkogenu, jest translokacja t(8;14)(q24;q32)
w chioniaku Burkitt’a. W rezultacie translokacji
t(8;14)(q24;q32) dochodzi do przeniesienia czesci ko-
dujacej genu MYC (lokalizacja 8q24) w region regula-
torowy genu ci¢zkiego fancucha immunoglobulin IGH
(14g32) lub wariantowo, w sasiedztwo gendéw fafncuchow
lekkich lambda IGL (22q11) lub kappa IGK (2p12) [9].
Z genu MYC przenoszone sa zwykle dwa egzony kofica
3’, natomiast egzon zawierajacy informacje o stabilnosci
transkryptu (z konca 5’) pozostaje na chromosomie 8.
Translokacja (8;14)(q24q32) jest aberracja wystepujaca
w ponad 80% przypadkéw BL, a translokacje warianto-
we: t(8;22)(q24; q11) lub t(2;8)(p12;q24) pojawiaja si¢
rzadko (odpowiednio w okoto 10% i 5% wszystkich przy-
padkéw BL). Gen MYC koduje biatko jadrowe, petniace
rol¢ czynnika transkrypcyjnego, ktdre stymuluje podziaty
komoérkowe oraz bierze udzial w procesach replikacji,
roznicowania i apoptozy. Nadprodukcja biatka MYC pro-
wadzi do nadmiernego wzrostu klonu komdrek obcigzo-
nych aberracja. Translokacja t(8;14) nie jest specyficzna

dla BL, z niska cz¢stoScig notowana jest rowniez w innych
nowotworach, zwykle bedac sygnalem progresji/wzrostu
agresywnosci [10, 11].

Zmiang pierwotna, prowadzaca do powstania chto-
niaka z komorek plaszcza (mantle cell lymphoma, MCL)
jest wzajemna translokacja t(11;14)(q13;q32), powodu-
jaca rearanzacje genu CCNDI i charakterystyczng eks-
presje cykliny D1 [12] Zdefiniowanie punktéw peknie-
cia chromosomoéw, bioracych udziat w tej translokacji,
potwierdzito zaangazowanie genéw IGH (14q32) na
chromosomie 14 oraz genu okreslonego poczatkowo jako
BCLI (11q13) (B-cell leukemia/lymphoma 1) na chromo-
somie 11 [13]. Dalsze badania pozwolity okresli¢ biatko
kodowane przez ten gen jako cykling D1, a kodujacy gen
nazwano CCNDI (cyclin D1) [14]. Protoonkogen CCND],
dostajac si¢ pod kontrole elementéw promotorowych
IGH, ulega aktywacji i nabiera cech onkogennych. Trans-
lokacja t(11;14) prowadzi w rezultacie do nadekspresji
cykliny D1. Cyklina D1, tworzac kompleksy z kinazami
CDK4 badz CDKG, jest odpowiedzialna za fosforylacje
biatka RB1 i zniesienie jego funkcji inhibitora, co umoz-
liwia przejScie komorek z fazy G1 cyklu komorkowego
do fazy syntezy [2]. W prawidfowych komoérkach limfa-
tycznych cyklina D1 nie ulega ekspresji, za$ za przejscie
G1/S odpowiadaja cyklina D2 i cyklina D3. Znaczenie
roli translokacji t(11;14) w rozwoju MCL nie jest osta-
tecznie wyjaSnione. DoSwiadczenia na transgenicznych
zwierzgtach wykazaly, ze translokacja ta jest konieczna,
ale niewystarczajaca dla rozwoju nowotworu [15].

1.2.1.2. Aberracje prowadzace do fuzji genowej

Przyktadem translokacji wzajemnej, prowadzacej
do powstania genu hybrydowego jest translokacja
t(9;22)(q34;q11), ktéra jako zmiana pierwotna sta-
nowi przyczyn¢ powstania przewleklej biataczki szpi-
kowej [16]. W obrazie cytogenetycznym, translokacja
t(9;22)(q34;q11) manifestuje si¢ obecnoscig chromoso-
mow pochodnych: skroconego chromosomu 22 [der(22)],
zwanego chromosomem Philadelphia (Ph) oraz der(9),



bedacego wydltuzonym chromosomem 9. Rezultatem
peknigc w regionach 9q34 (lokalizacja genu ABL) i 22q11
(lokalizacja genu BCR) jest powstanie fuzyjnego genu
BCR/ABL, ktorego produktem jest patogenne biatko
p210ber-abl (wyjatkowo 190ber-abl Jub 230ber-abl) "o podwyz-
szonej aktywnoSci kinazy tyrozynowej [17]. Gen ABL
(ABL1, v-abl Abelson murine leukemia viral oncogene
homolog 1) wyrdznia si¢ duza zmiennoScig punktu pek-
nigcia, ktore zachodzi w obszarze obejmujacym ponad
300 kpz. Miejsca peknieé (breakpoint cluster region) genu
BCR s3 Scisle okreSlone. U wigkszosci chorych na CML
stwierdza si¢ peknigcie w obszarze M-bcr (major breakpo-
int cluster region), u niewielkiej za$ liczby w m-ber (minor
breakpoint cluster region) i sporadycznie w u-ber (micro
breakpoint cluster region). W nastgpstwie ztamania genu
w regionie M-bcr powstaja dwa najczestsze rodzaje trans-
kryptow: b3a2 lub b2a2 odpowiedzialne za kodowanie
biatka p210. Pekniecie w m-ber jest typowe dla ostrej bia-
taczki limfoblastycznej; w CML wystepuje bardzo rzadko
i ma zwigzek z obrazem mielomonocytarnym (transkrypt
ela2, biatko 190ber-abl) Peknigcia w obszarze u-ber wyste-
puja niezmiernie rzadko, tworzac obraz kliniczny prze-
wleklej biataczki neutrofilowej (transkrypt e19a2, biatko
p230bcr-abl)‘

Obecnos¢ i akumulacja w komorce produktu chi-
merycznego genu BCR/ABL prowadzi do nadmierne;j
aktywacji bialek, istotnych dla procesu regulacji wzrostu
komorek. Ponadto, obecnos¢ biatka BCR/ABL powo-
duje obnizenie adherencji komoérek hemopoezy do pod-
Scieliska i macierzy pozakomodrkowej szpiku, obnizenie
zdolnosci odpowiedzi na czynniki aktywujace apoptoze,
dtuzsze zycie i wzmozona proliferacje¢ komorek zmieni-
onych, a takze umozliwia opuszczania przez nie szpiku
kostnego w postaci niedojrzate;j.

Specyficzne translokacje chromosomowe zdefinio-
wano, jak do tej pory, w licznych nowotworach hema-
tologicznych i tylko w niewielu rodzajach guzdw litych.
Jednym z nielicznych wyjatkéw jest migsak Ewinga
(Ewing’s sarcoma), w ktorym jako pierwszym, w 1983
roku wykryto swoistg aberracj¢ chromosomowa w postaci
translokacji t(11;22)(q24;q12) i okreslono geny zaanga-
zowane w aberracj¢: gen EWS zlokalizowany w 22q12
i gen FLII (11q24) [18]. Jedng z kolejnych specyficz-
nych zmian w obszarze guzéw litych jest translokacja
t(X;18)(p11.2;q11.2) w maziéwczaku ztosliwym (Syno-
vial sarcoma), opisana w 1986 r. przez Limona i wsp.
[19]. Wspotczesnie, gtownie dzigki uzyciu techniki FISH
i metod genetyki molekularnej, wykryto w guzach litych
liczne aberracje chromosomowe i geny fuzyjne, ktérych
produkty bialkowe maja zdolnos$¢ regulowania procesu
transkrypcji DNA, jednak ich rola biologiczna pozostaje
w wigkszosci przypadkoéw niewiadoma.

1.2.2. Zmiany niezrownowazone
Do zmian niezréwnowazonych zaliczamy zaburzenia, po-

wodujace utrate czesci materiatu genetycznego (delecje),
jak i powielenia genow badzZ fragmentoéw chromosomow

(amplifikacje). Jako przyktady mozna wymieni¢ odpo-
wiednio: utrate fragmentu diugiego ramienia chromo-
somu 5 (delecja interstycjalna) w Zespole 5q- (Myelo-
dysplastic syndrome with isolated del(5q)), nalezacym do
rozrostow hematologicznych [20] oraz powielenie genu
N-MYC w nerwiaku zarodkowym wspotczulnym (Neuro-
blastoma) w grupie guzdw litych [21].

W komoérkach wigkszoSci zarodkowych guzow jader
(testicular germ cell tumor, TGCT), niezaleznie od ich typu
utkania histologicznego, obserwowana jest charaktery-
styczna aberracja strukturalna i(12p), bedaca isochromo-
somem krotkiego ramienia chromosomu 12 [22]. Marker
i(12p) jest isochromosomem rzeczywistym, a wigc zawiera
identyczny material genetyczny w obu ramionach, a jego
powstanie powoduje — obok powielenia materiatu krét-
kiego ramienia (p) jednej z kopii chromosomu 12 — row-
noczesng utrate jego diugiego ramienia (q). Obecnos¢
jednej Iub kilku kopii isochromosomu i(12p) obserwo-
wano w ponad 80% zbadanych przypadkow guzoéw jader,
zarébwno w nasieniakach (seminoma, SE), nienasienia-
kach (nonseminoma, NS), jak i w stadium przedinwazyj-
nym [23-25]. W guzach pozbawionych tego markera chro-
mosomowego zawsze obecne sg zmiany substytutywne,
niosagce powielony materiat 12p [26, 27]. Sugerowanym
mechanizmem karcinogenezy jest tu amplifikacja mate-
rialu genetycznego w obszarze 12p11.2-12p12.1 [28].

Jak wynika z powyzszego, krdtkiego przegladu stanu
wiedzy, zmienno$¢ w obrebie cytogenetycznej zmiany
pierwotnej jest zjawiskiem znanym, jednak obserwacja
licznych przypadkéw nowotwordw sktania mnie do przy-
jecia zalozenia, ze spektrum takiej zmiennoSci moze by¢
znacznie szersze, w duzym stopniu wplywajac na zrozni-
cowanie przebiegu choroby nowotworowej u poszczeg6l-
nych pacjentow.

Celem moich badan bylo poszukiwanie nietypowych
form pierwotnych aberracji cytogenetycznych, widocz-
nych na poziomie mikroskopowym i submikroskopowym,
ktorych obecno$¢ moze w istotny sposob zmienia¢ biolo-
gie komorek nowotworu, niezaleznie od wplywu aberracji
wtdrnych, kumulujacych si¢ w trakcie progresji. Dziatanie
r6znych mechanizméw aktywacji onkogenéw czy istnienie
zmian submikroskopowych w obrebie genow fuzyjnych
moze w istotny sposob modulowaé przebieg choroby czy
stopien niestabilnosci genetycznej komérek nowotworu.

W obszarze dzialalnoSci praktycznej moim celem
jest state rozszerzanie zakresu badan diagnostycznych,
zgodnie z nowymi osiagni¢ciami wiedzy, ustalenie wyso-
kiego standardu cytogenetycznych badan diagnostycznych
oraz wspoéldziatanie z laboratoriami o réznych profilach
diagnostycznych (histopatologia, cytometria przeptywo-
wa, badania molekularne), co ma podstawowe znaczenie
dla jakoSci rozpoznan oraz usprawnienia i optymalizacji
diagnostyki nowotwordow cztowieka.
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2. Material i metody badawcze

2.1. Uzyskanie figur podziatowych
(metafaz) i analiza kariotypowa

Material do analizy cytogenetycznej stanowily zywe komorki,
pobrane z nowotworowo zmienionych narzadéw, weziow chion-
nych, szpiku kostnego badz krwi obwodowej pacjentéw. Zawie-
sina takich komdrek utrwalana byla bezpo$rednio po otrzyma-
niu (preparaty bezposrednie) oraz po 24, 48 lub 72 godzinach
hodowli in vitro w przypadku bialaczek i chtoniakow, a po 7-14
(Srednio) dniach hodowli w przypadku guzéw litych.

Hodowla in vitro wszystkich typéw komoérek nowotworo-
wych prowadzona byfa w standardowych warunkach (5% CO,,
37°C), w medium hodowlanym z dodatkiem surowicy cielecej
(10-20%), L-glutaminy i antybiotykéw. W przypadku hodow-
li stymulowanych, medium hodowlane zawierato odpowiedni
mitogen.

W chioniakach B-komérkowych materialem badanym byty
komorki uzyskane z fragmentéw badz aspiratow zmienionych
nowotworowo: weztow chionnych, pobranych w trakcie biopsji
diagnostycznych (biopsja cienkoigtowa) lub aspiratéw szpiku
kostnego szpiku. Prowadzitam hodowle niestymulowane i stymu-
lowane. Stosowany mitogen: TPA (phorbol-12-myristate-13-ace-
tate). W przewleklej bialaczce szpikowej materialem badanym
byl aspirat szpiku kostnego, pobierany od pacjentéw z podej-
rzeniem CML (diagnostyka) i w trakcie monitorowania leczenia
(Srednio co 6 miesigcy w okresie leczenia). Prowadzitam hodow-
le niestymulowane i stymulowane. Stosowany miogen: GCSF
(Granulocyte Colony-Stimulating Factor, ludzki czynnik pobu-
dzajacy wzrost kolonii granulocytéw). W zarodkowych guzach
jader materialem byly fragmenty guza pobrane Srédoperacyjnie,
poddane dyspersji (enzymatycznej badZ mechanicznej) i hodo-
wane z dodatkiem insuliny.

Utrwalanie prowadzone byto mieszaning Carnoy’a (meta-
nol: kwas octowy lodowaty vol/vol 3:1). Uzyskane metafazy byly
poddane barwieniu r6znicowemu metoda Wright’a dla uzyska-
nia wzoru prazkowego. Analiza kariotypéw odbywala si¢ zgod-
nie z zaleceniami International System for Human Cytogenetics
Nomenclature (ISCN). Obserwacje prowadzono w mikroskopie
Swietlnym przy uzyciu obiektywu 100x oil, a analiz¢ wykonywano
na powigkszonych odbitkach fotograficznych lub z zastosowa-
niem komputerowego systemu analizy IKAROS, MetaSystems
(Niemcy).

2.2. Analiza FISH (Fluorescent in situ
hybridization)

Technika FISH pozwala na uzyskanie informatywnego obrazu
w komorkach dzielgcych si¢ (metafazy), jak i znajdujacych si¢
w fazie spoczynkowej (jadra interfazowe). Hybrydyzacja in situ
polega na potaczeniu znanej, jednoniciowej sekwencji DNA,
wyznakowanej fluorochromem (sonda) z komplementarna,
jednoniciowa sekwencja badanego DNA komoérkowego, ktére
w okreslonych warunkach tworza stabilng hybryde. Detekcja
sygnatu zwigzanej sondy odbywa si¢ w mikroskopie fluorescen-
cyjnym, przy uzyciu odpowiednich filtréw i pozwala na oceng
statusu badanych regionéw genomu (gendw, wybranych obsza-
rOw chromosomowych badz calych chromosoméw). Materia-
fem poddanym badaniu byl tu zaréwno material utrwalony dla
uzyskania metafaz (opis powyzej), jak i material archiwalny,
uzyskany z bloczkéw parafinowych. Dla analizy FISH mate-
riatu archiwalnego stosowatam, opracowang z moim udzialem
w naszej pracowni, metodg izolacji jader komdrkowych z gru-
bych skrawkow parafinowych (modyfikacja techniki zapropono-
wanej przez Paternoster, 2002) [29].

Analiz¢ FISH wykonywalam, stosujac sondy komercyj-
ne hybrydyzujace do badanych lokalizacji chromosomowych
(firmy: Vysis, Qbiogene, AppliGene, Oncor). Dla definiowania

punktéw peknigé oraz okreslenia pochodzenia i sktadu niety-
powych aberracji uzywatam takze sond unikalnych, konstru-
owanych w naszej pracowni z DNA, wyizolowanego z klonéw
bakteryjnych, zawierajacych sztuczne chromosomy z wbudowa-
nymi sekwencjami ludzkiego DNA (BAC - bacterial artificial
chromosome) (dzigki uprzejmosci dr I. Wlodarskiej, Katolicki
Uniwersytet w Leuven, Belgia i dr F. Cavazzini, Uniwersytet
w Ferrarze, Wiochy), ktérzy uzyczyli mi klondéw bakteryjnych
i sond BAC. Klony wybrano w oparciu o bazy danych doty-
czacych genomu czlowieka i bibliotek klonéw bakteryjnych,
zawierajacych sztuczne chromosomy: UCSC Genome Browser
oraz Ensemble Genome Browser [30]. Preparaty FISH analizo-
wane byly w mikroskopie fluorescencyjnym, obiektyw 100x oil,
przy uzyciu komputerowych systemdéw analizy obrazu LUCIA
(Czechy) i ISIS MetaSystems (Niemcy).

2.3. Diagnoza nowotworu i selekcja
przypadkow

Chtoniaki nieziarnicze

Rozpoznanie ustalane bylo w Zakiadzie Patologii Centrum
Onkologii — Instytucie w Warszawie (CO-I) na podstawie oceny
skrawkow parafinowych barwionych hematoksyling i eozyna,
oceny immunohistochemicznej z referencyjnym panelem prze-
ciwcial i z uzyciem techniki cytometrii przeptywowej (FACS,
Becton-Dicinson immunocytometry system, Franclin Lakes, NJ),
zgodnie z zasadami diagnostyki patologicznej chtoniakéw [31].
W sumie wykonatam analiz¢ cytogenetyczng okoto 200 przypad-
koéw agresywnych chioniakéw nieziarniczych B-komdrkowych
(chtoniak Burkitt’a, chioniak rozlany z duzych limfocytéw B,
chtoniak z komorek plaszcza), leczonych lub konsultowanych
w Centrum Onkologii w Warszawie w latach 1997-2009. Z grupy
tej do szczegbtowej analizy wyselekcjonowatam przypadki ze
wzorem aberracji lub cechami immunofenotypu, odbiegajacymi
od typowych.

Chtoniak Burkitt’a

Chtoniak ten wykazuje w obrazie morfologicznym utkanie
chioniaka z populacjag komoérek Sredniej wielkoSci o duzej
aktywnoSci proliferacyjnej i apoptozie. Zazwyczaj widoczny jest
obraz tzw. gwiazdzistego nieba (starry sky apperance), zwigzany
z obecnoscig licznych nienowotworowych makrofagéw. Immu-
nofenotyp: CD20+, CD79a+, CD10+, Bcl6+, Ki67 okoto
100%, CD43+/-, Bel2-, CD5-, CD23-, CD30-, ALK1-, cyklina
D1-, TdT-, w badaniu cytometrycznym ekspresja CD45, CD19,
CD20, CD22, HLADR, nadekspresja CD10, ~100% popula-
cja komorek CD71+, wysoka frakcja proliferacji (ponad 90%
MIB1+++), negatywne wobec CDS5, CD23, CD25, CDllc,
CD62L i TdT. Niezb¢dnym potwierdzeniem takiej diagnozy byta
rearanzacja MYC, wykazana w badaniu FISH, lub/i obecnos¢
typowych translokacji w badaniu kariotypu. Przypadki odbiega-
jace od tego wzorca byly zaliczane do grupy atypowych. Zgodnie
z obecna klasyfikacja WHO [6] sa to chioniaki graniczne BL/
DLBCL (B-cell lymphoma, unclassifiable, with features interme-
diate between DLBCL and BL). Wszystkie dostgpne przypadki
byly przeze mnie szczeg6towo analizowane technikami cytoge-
netycznymi.

Chtoniak z komoérek plaszcza

Utkanie chloniaka stanowi populacja komorek matej/Sredniej
wielkosci, przypominajacych centrocyty, zwykle o rozlanym typie
wzrostu, czasem z pozostaloSciami nienowotworowych grudek
chfonnych. Immunofenotyp: CD20+, CD79a+, Ki67<40%
(zazwyczaj wyzszy niz w innych chtoniakach z matych komoérek),
Bcl2+, CD5+/-, CD43+/-, cyklina D1+, Bcl6-, CD10-, CD23-,



CD30-, ALK1-, TdT-. Chtoniak ujawnia cechy dojrzalych lim-
focytow B przez ekspresj¢ markeréw B-komdrkowych: CD19,
CD20, CD22, CD79a, z jednoczesng ekspresja antygendw pan-
T: CDS5 i CD43. Wykazuje tez silng ekspresje powierzchnio-
wych immunoglobulin IGM i IGD (czgsciej A-pozytywnych, niz
K-pozytywnych). Komorki wykazuja charakterystyczny fenotyp
z ekspresja CD19, CD20, CD22 i HLDR. Silna ekspresja cykliny
D1. Wszystkie dost¢pne przypadki byly szczegdtowo analizowa-
ne technikami cytogenetycznymi.

Przewlekta biataczka szpikowa

Rozpoznanie w grupie analizowanych przeze mnie przypadkow
przewleklej biataczki szpikowej wykonano zgodnie z zalece-
niami ekspertéow European LeukemiaNet i standardami opra-
cowanymi w imieniu Polskiej Grupy Leczenia Biataczek [32].
Materiatlem badania byt aspirat szpiku kostnego, pobierany dla
rozpoznania oraz w trakcie monitorowania przebiegu leczenia
(Srednio co 6 miesigcy u kazdego pacjenta). Warunkiem rozpo-
znania byla obecno$¢ translokacji t(9;22) lub zmiany réwnowaz-
nej, powodujacej fuzj¢ BCR/ABL. Rozpoznanie fazy choroby
(przewlekta, akceleracji lub kryza blastyczna) wykonywane bylo
w oSrodkach kierujacych. Ocena rodzaju transkryptu (tech-
nikag RT-PCR, RQ-PCR) przeprowadzona byla w wyspecjali-
zowanych pracowniach biologii molekularnej. Z grupy okoto
250 pacjentéw, diagnozowanych w naszej pracowni w latach
1998-2008, do szczegdtowego badania wyselekcjonowalam przy-
padki z nietypowym obrazem zmian kariotypowych lub/i wzorem
znakowania FISH oraz grupe pacjentéw, u ktorych szczegdtowo
analizowalam dynamike zmian kariotypowych w trakcie wielo-
letniego monitorowania leczenia imatinibem (inhibitor kinazy
tyrozynowej).

Zarodkowe guzy jader

Badania w grupie zarodkowych guzdw jader prowadzilam na
materiale uzyskiwanym w wyniku orchidektomii lub z usuwa-
nych guzdw przerzutowych w latach 1992-2002. Do analizy
cytogenetycznej zgromadzilam material obejmujacy ponad 100
przypadkéw guzoéw. Material pochodzit gtéwnie od pacjentow
klinik: CO-I oraz CMKP (Warszawa). Diagnoza histopatologicz-
na (zgodnie z zaleceniami WHO), z okreSleniem typu utkania
histologicznego i stopniem zaawansowania wg klasyfikacji TNM,
byla dokonywana w odpowiednich Zaktadach Patologii.

3. Omowienie wynikow wlasnych

3.1. Mechanizmy deregulacji ekspresji
genu MYC

3.1.1. Translokacje wariantowe

W zgromadzonym przeze mnie materiale 22 chioniakow
Burkitt’a przewazaly przypadki z typowa translokacja
(8;14)(q24q32), w ktdrych doszto do przeniesienia genu
MYC (lokalizacja 8q24) w region genu ci¢zkiego fancucha
immunoglobulin /GH (14q32). U 4 pacjentéw stwierdzo-
no obecno$¢ translokacji wariantowe;j t(8;22) z udzialem
gendw fancuchow lekkich lambda IGL (22q11). W jed-
nym przypadku ujawnita si¢ t(2;8) z udziatem tancucha
kappa IGK (2p12). Badanie kariotypowe i analiza re-
aranzacji badanych genéw byly tu w petni zgodne. Kla-
syczny obraz, zgodny z oceng cytogenetyczna, wykazywaly
réwniez wyniki badafn immunofenotypowych. Obraz taki
i czgsto$¢ zaangazowania gendéw tancuchéw lekkich im-

munoglobulin w translokacje wariantowe zgodne s3 z li-
teratura przedmiotu i potwierdzaja obecnos$¢ okoto 20%
przypadkow z translokacjami wariantowymi, a wSrod nich
przewage zaangazowania genow taincuchéw lambda [11].

3.1.2. Powielenie liczby kopii genu MYC

W pracy, przedstawiajacej analize aberracji angazujacych
chromosom 8, opisatam cztery przypadki, zdiagnozowa-
ne wstepnie jako chloniak Burkitt’a, w ktorych wystapity
nietypowe zmiany strukturalne dotyczace chromosomu 8,
z nietypowymi zaburzeniami genu MYC [33]. W jednym
przypadku ujawnita si¢ translokacja t(8;14)(q22;p11),
w ktdrej punkty pekni¢é nie odpowiadaly lokalizacji
gendow MYC i IGH. Réwnocze$nie wykazalam brak re-
aranzacji w obrebie zaréwno genu MYC, jak i genow
faficuchéw immunoglobulin. Jednak komorki chtoniaka
ujawnily obecnos¢ trzech kopii kompletnego genu MYC:
dwie na prawidtowych kopiach chromosomu 8§ i jedna
w opisanym markerze. W drugim przypadku, obok dwdch
prawidiowych kopii chromosomu 8, wystapita nietypowa
translokacja t(1;8)(p34;q24). W markerze tym punkt pek-
ni¢cia na chromosomie 8 byt zlokalizowany w bezposred-
nim sasiedztwie genu MYC, jednak proksymalnie poto-
zone peknigcie nie nastapito w obrebie genu. Kompletna
kopia MYC zostala wigc przeniesiona na krétkie rami¢
chromosomu 1, bez zajScia rearanzacji. W kolejnym przy-
padku nie udato si¢ okredli¢ partnera translokacji chro-
mosomu 8, jednak i tu translokacja taczyla si¢ z powie-
leniem nieuszkodzonej kopii genu MYC. W przypadkach
tych analiza immunofenotypu nie byla w pelni zgodna
z BL, natomiast poziom biatka MYC byt wysoki.

Uwaza sig, ze czgstoS¢ translokacji t(8;14)(q24;q32)
w nietypowym chloniaku Burkitt’a jest zasadniczo zgodna
z wykazywana w BL, a r&znica mi¢dzy tymi subtypami
polega raczej na obecno$ci zmian wtdérnych, gtéwnie
t(14;18). Réwnocze$nie niektory autorzy notowali
powielenie kopii genu MYC w przypadkach chloniakow
agresywnych o morfologii Burkitt’a [34, 35]. Nasze bada-
nia wykazaly istnienie przypadkow, w ktorych ekspresji
MYC towarzyszyly aberracje chromosomu 8 bez typowej
t(8,14) i translokacji wariantowych. Wykluczono aktywa-
cje genu MYC przez element regulatorowy IG. Wspolng
cecha tych przypadkéw okazalo si¢ powielenie liczby
kopii kompletnego genu MYC, co moze by¢ uznane za
alternatywny mechanizm skutkujacy (nad)produkcja
biatka MYC.

3.1.3. Zmiana substytutywna

Wsrdd chioniakéw o morfologii BL i cechach immuno-
fenotypowych odbiegajacych od klasycznego wzoru, bez
rearanzacji genu MYC, zaliczonych do grupy chfoniakow
granicznych BL/DLBCL (B-cell lymphoma, unclassifia-
ble, with features intermediate between DLBCL and BL),
wykazatam obecnos$¢ nowej, powtarzalnej (4 przypadki)
aberracji: markera chromosomowego, niosacego po-
wielony materiat diugiego ramienia chromosomu 11:
dup(11)(q23q13) [36]. Szczegblowa analiza wykazala, ze
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powieleniu odcinka pomigdzy prazkami 11q13 a 11q23
towarzyszy odwrocenie (inwersja) zduplikowanego frag-
mentu. Punkty peknigé znajduja si¢ w miejscu lokalizacji
gendéw CCNDI (proksymalnie) i MLL (dystalnie), jednak
zaden z tych genéw nie ulega pierwotnie rearanzacji. Na-
tomiast jako zmiana wtdérna pojawia si¢ amplifikacja (8-
10 kopii) genu MLL lub CCNDI, albo wtdrna rearanza-
cja IGH/CCNDI. W badaniu technika FISH gen MYC we
wszystkich tych przypadkach nie wykazywatl odstgpstwa
od prawidiowego wzoru znakowania i liczby kopii. Row-
noczesne podwojenie liczby kopii genéw CCNDI i MLL
moze by¢ funkcjonalnie substytutywne do nadekspresji
MYC. Dodatkowe znaczenie moze mie¢ powielenie pa-
nelu genéw zawartych w obszarze duplikacji [37]. W tym
obszarze zlokalizowane sg réwniez geny pozytywnej re-
gulacji cyklu komorkowego np.: API 24(11q21) o funkcji
inhibitora apoptozy, CASP-1 (q22.3) gen kaspazy, PAKI
(q13.5) majacy wplyw na przezycie i proliferacje komo-
rek, CHKA (q13.2) bioracy udzial w procesach wzrostu
i proliferacji komdrek czy CD248 (q13), ktorego funkcja
nie jest jeszcze okre§lona, dowiedziono natomiast jego
roli w procesach progresji i przerzutowania na modelu
mysim. Istotnym czynnikiem moze by¢ réwniez zaburze-
nie funkcjonowania gendw zlokalizowanych w regionie
peknigcia na chromosomie 11 (q13 i g23). Obecnos¢ po-
wtarzalnego markera dup(11)(q23q13) moze stanowié¢
morfologiczny wyrdznik subtypu chtoniakdéw o morfologii
BL bez rearanzacji MYC [36].

3.1.4. Modyfikacja potranskrypcyjna

Jednym z mozliwych, alternatywnych mechanizmow
zmiany ekspresji genu MYC w przypadkach gdzie brak
jest zaro6wno translokacji z zaangazowaniem 8q24, jak
rearanzacji i amplifikacji genu MYC, jest modyfikacja na
poziomie potranskrypcyjnym. W warunkach fizjologicz-
nych regulacja potranskrypcyjna odbywa si¢ za posred-
nictwem miRNA. MicroRNA to male, niekodujace struk-
tury RNA, ktoére dziataja poprzez blokowanie mRNA
lub inhibicje¢ translacji [38]. Wyniki badan ostatnich lat
wykazaly zaangazowanie miRNA w nowotworach, po-
przez ich asocjacje w miejscach czestych peknig¢ DNA
1 uczestnictwo w regulacji funkcjonowania onkogenow
i gendw supresorowych. Obserwacja ta data asumpt do
rozpoczecia nowego kierunku badan nad poszukiwa-
niem rdznic w profilu ekspresji miRNA w réznych no-
wotworach [39]. Ostatnie raporty wskazuja na znaczaco
wyzszy poziom mikroRNA-155 w ro6znych chtoniakach
z komorek B, w pordwnaniu z normalnymi limfocytami
B, za$ fragmentaryczne i niejasne dane w tym zakresie
dotycza chioniaka Burkitt’a. We wspolpracy z Zakta-
dem Immunologii CO-I podjelam probe zastosowania
ekspresji mikroRNA-155 w roznicowaniu chioniaka
Burkitt’a i chtoniaka rozlanego z duzych komérek B.
Wstepne dane wykazaly wyraznie nizszy poziom ekspre-
sji mikroRNA-155 w chioniaku Burkitt’a, w poréwnaniu
z chloniakiem rozlanym z duzych komoérek B, co moze
wskazywa¢ na mozliwo$¢ zastosowania oceny poziomu
ekspresji mikroRNA-155 w diagnostyce r6znicowej tych

dwoch typow nowotwordw uktadu chfonnego [40]. Wyni-
ki dalszych badan w tym obszarze moga przyczyni¢ si¢ do
lepszego zrozumienia roli mikroRNA-155 w patogenezie
nowotworéw ukfadu chlonnego.

3.2. Mechanizmy deregulacji ekspresji
genu CCNDI

3.2.1. Translokacje wariantowe

W grupie chioniakéw z komérek ptaszcza badaliSmy
obecnos¢ typowej translokacji t(11;14)(q13;932), jej ko-
relacje z obecnoscia rearanzacji genow CCNDI i IGH
oraz obecno$¢ nietypowych wzoréw translokacji lub/i re-
aranzacji zaangazowanych genéw. W badanej przez nas
grupie chioniakow MCL typowa translokacja t(11;14)
obecna byla w kariotypach ponad potowy pacjentow,
czemu towarzyszyla klasyczna fuzja IGH/CCNDI, co
odpowiada czestoSci tej aberracji wykazywanej ta sama
metodg w innych laboratoriach [11].

W chioniaku z komorek ptaszcza dochodzi do prze-
niesienia cze¢sci kodujacej genu z cykliny D1 (CCND1,
dawniej BCL1) w sasiedztwo promotora IGH. Aber-
racje wariantowe, z udzialem IGK czy IGL, wystepu-
ja w tym typie chloniaka sporadycznie [41]. Wykryte
przez nas translokacje wariantowe stwierdzono w przy-
padkach, w ktorych doszlo do rearanzacji w regionie
11q13, ale gdzie partnerem translokacyjnym nie byt
14q32 (gen IGH), lecz inny region chromosomowy.
W jednym przypadku ujawniliSmy unikalng translokacje
t(2;11)(p11;q13) [42]. Analiza FISH wykazata zaanga-
zowanie genu CCNDI w tej zmianie i jego rearanzacje,
a badania molekularne i immunohistochemiczne po-
twierdzily nadekspresje cykliny D1. Jednak kolejne
badanie FISH wykluczyly udzial /GK, prawdopodobny
w translokacji t(2;11). Punkt peknigcia, zlokalizowany
na chromosomie 2, w tym przypadku lezy w odlegtosci
okolo 1 mpz od IGK w kierunku telomeru, w obszarze
zawezonym w kolejnych analizach do obszaru okokoto
260 kpz. W rejonie tym jedynym znanym genem jest
LOC440871, (symilar to Ig kappa chain V-III region VH
precursor). Nalezy on do orfondéw (orphons), grupy genow
bedacych odpowiednikami sekwencji czgSci zmiennej
IGK, ale lezacych poza miejscem zasadniczej lokalizacji
IGKV. Orfony sa pseudogenami, ktore cechuje obecnos¢
defektow w sekwencji (kodony stop, insercje, delecje),
jednak gen LOC440871 jest potencjalnie funkcjonal-
nym, aktywnym genem [43]. Hipoteza, ze moze on by¢
aktywatorem CCNDI w wykrytej translokacji, wymaga
potwierdzenia.

Druga wykryta unikalng aberracja kariotypowa,
angazujacg CCNDI, byla translokacja ztozona t(X;11;1
4;7)(q26;q13;q32;?). Badania FISH potwierdzily wyste-
powanie fuzji CCNDI1/IGH, obecnej na zmienionym
chromosomie 11, nie stwierdzono natomiast obecnoSci
produktu fuzyjnego na zmienionym chromosomie 14, co
sugeruje brak fuzji pomi¢dzy elementami regulatorowy-
mi IGH, a elementami kodujacymi CCND]. Zagadkowy
pozostaje tu mechanizm aktywacji CCNDI, poniewaz



dane uzyskane w wyniku analizy FISH wskazuja na to, ze
sekwencje kodujace tego genu przeniesione zostaly na
chromosom X, w obszar prazka q26. Sugeruje to mozli-
woS$¢ poszukiwania w tym rejonie nieznanego, aktywnego
genu odpowiedzialnego za ekspresj¢ CCNDI.

Mechanizm aktywacji CCNDI, przebiegajacy bez
zaangazowania regulatoréw genéw immunoglobulin, mo-
ze miec jednak inne podloze. Deregulacja CCNDI moze
by¢ skutkiem delecji badZ mutacji negatywnych elemen-
tow regulatorowych, epigenetycznych modyfikacji jak
hypometylacja DNA i hiperacetylacja histonéw promo-
tora, czy zmiany aktywnoSci zaleznych od ATP biatek
przebudowujacych chromatyne [2, 44]. Rozwiazanie tego
problemu pozostaje nadal kwestig przyszioSci.

3.2.2. Zmiana substytutywna

U czterech chorych z badanej grupy przypadkéw MCL
barwienie immunohistochemiczne wykazato brak ekspre-
sji cykliny D1. U dwdch z nich badanie RT-PCR wykazato
podwyzszony poziom m-RNA dla cykliny D2. Analiza
FISH potwierdzita w jednym z tych przypadkéw brak
zaangazowania genu CCNDI, natomiast wykazala rera-
ranzacj¢ genu CCND?2 i jego przeniesienie w region genu
IGL, prowadzac do unikalnej fuzji IGL/CCND2 (praca
W przygotowaniu).

Wystepowanie przypadkéw MCL bez ekspresji
CCND1, a tym samym bez rearanzacji tego genu, byto
watpliwe i przez dtuzszy czas budzito liczne kontrowersje.
W przedstawionych w literaturze, nielicznych przypad-
kach CCNDI-negatywnych, dochodzi do nadekspresji
cykliny D2 badz D3. Jednak mechanizm prowadzacy do
patogennnego zwickszenia aktywnosci gendw CCND2
i CCND3 nie jest jasny. W niektérych przypadkach
badanie FISH nie wykazuje translokacji ani amplifikacji
w obrebie tych genéw. W naszych badaniach potwier-
dzono aktywacj¢ CCND2 w rezultacie jej przeniesienia
w region IGL. Rearanzacje CCND2, opisane w nielicz-
nych przypadkach MCL, wiazaly si¢ z fuzja IGK/CCND?2
[41, 45, 46]. Wykazana przez nas aberracja I[GL/CCND2
jest jak do tej pory unikalna, potwierdzajac mozliwo$¢
uzyskania fenotypu chioniaka MCL przez nadmierne
pobudzenie produkeji cykliny D2 wskutek transpozycji
w region regulatora IG. Przeciwnie niz cyklina D1, cykli-
na D2 wykazuje aktywno$¢ w prawidiowych komoérkach
hematopoetycznych [47]. Mozna jednak wnioskowac, ze
jej nadmierna ekspresja prowadzi, w okreslonych warun-
kach, do tych samych patogennych skutkoéw, co ekspresja
cykliny D1.

3.3. ZmiennoS§¢ w obszarze genow
fuzyjnych

Zmienno$¢ w obszarze genu fuzyjnego badalam na mo-
delu przewleklej biataczki szpikowej. Cytogenetycznym
markerem przewleklej biataczki szpikowej jest wzajemna,
zrownowazona translokacja t(9;22)(q34;q11), prowadzaca
do zaburzenia funkcjonowania genéw ABL (9q34) i BCR
(22q11). Badane przeze mnie spektrum zmienno$ci obej-

muje tu: 1) zré6znicowanie w regionie fuzji ABL/BCR na
zmienionym chromosomie 9 to jest obecnoS¢ lub brak
submikroskopowej delecji w obszarze fuzji i jej zakres
oraz 2) zmienno$¢ punktow peknieé¢ w genach zaanga-
zowanych w fuzje, ktéra prowadzi do powstania r6znego
typu transkryptéw BCR/ABL na zmienionym chromoso-
mie 22.

3.3.1. Submikroskopowa delecja w obszarze genu fuzyj-
nego ABL/BCR

W 26 przypadkach biataczek badalam cz¢sto$¢ i wzor
submikroskopowej delecji obszaru fuzji ABL/BCR, ktora
jest drugim, obok fuzji BCR/ABL, produktem translo-
kacji t(9;22) [48]. Ze wzgledu na brak jednoznacznego
okreslenia obszaru ulegajacego delecji, nierozwigzana
pozostawala kwestia, czy analiza znakowania przepro-
wadzonego przy uzyciu rutynowo stosowanej w diagno-
styce sondy D-FISH BCR/ABL jest wystarczajaco czulg
metoda dla wykrycia takiej zmiany. Wykazatam obecnos¢
submikroskopowej delecji u 23% badanych pacjentow,
z przewaga przypadkdéw wykazujacych utrate calego genu
fuzyjnego ABL/BCR (Ryc. 2).

Potwierdzitam, ze wykrycie submikroskopowej
delecji w obszarze ABL/BCR jest mozliwe w rutynowym
badaniu FISH, przy uzyciu sondy D-FISH, z rownolegta
analiza kariotypu.

Submikroskopowa delecja obszaru fuzyjnego ABL/
BCR na zmienionym chromosomie 9 [der(9)] notowa-
na jest, wedtug danych literaturowych, u 10-30% cho-
rych z CML [49]. W jej wyniku dochodzi do utraty czeg-
Sci materiatu genetycznego, zawierajacego fragmenty
jednego lub obu genéw zaangazowanych w fuzje, oraz
obszar genu ASS (ASS1, argininosuccinate synthetase 1),
lezacego proksymalnie w stosunku do lokalizacji ABL.
Wielkos¢ delecji bywa rézna i moze wahaé si¢ od 120
kb do kilku 8 Mb, lokujac si¢ jednak ponizej poziomu
detekgcji klasycznej analizy prazkowej. Delecja obejmu-
je rowniez sekwencje flankujace geny zaangazowane
w translokacje [50]. Wykazano, ze delecja w regionie fuzji
ABL/BCR powstaje rownocze$nie z zajSciem transloka-
cji t(9;22), a wigc jest ona cechg zmiany pierwotnej [51].
Delecja taka nie pojawia si¢ w trakcie progresji, a cze-
sto$¢ jej wystepowania nie zalezy od stadium choroby.

W kolejnej mojej pracy przedstawilam zaleznos¢
pomiedzy obecnoscig submikroskopowej delecji w obsza-
rze fuzji ABL/BCR a ewolucja kariotypu, w trakcie diugo-
trwatego leczenia inhibitorem kinaz u 39 pacjentow [52].
Ocena ewolucji kariotypu w trzech grupach pacjentéw,
roznigcych si¢ statusem delecji w obrebie fuzyjnego genu
ABL/BCR, byta prowadzona w ponad 5-letnim okresie
obserwacji. Poréwnanie odpowiedzi cytogenetycznej,
badanej technikami kariotypowania i FISH, pozwolito
na wykazanie cz¢stszego wystgpowania ewolucji karioty-
pu, w trakcie leczenia imatinibem, u pacjentéw z delecja
obszaru ABL/BCR (r6znica istotna statystycznie).

Funkcja produktu fuzyjnego genu ABL/BCR, powsta-
jacego na zmienionym chromosomie 9 nie jest ostatecz-
nie wyjasniona, jednak uwaza si¢, Ze jego znaczenie
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Ryc. 2. Analiza cytogenetyczna pacjenta z przewlekla biataczka szpikowa
a) Kariotyp: 46,XX,t(9;22)(q34;q11)
b) Analiza FISH: Sonda D-FISH (Vysis): fuzja - Y, sygnal z6ity; ABL — R, s. czerwony; BCR -G, s. zielony.
Wynik: znakowanie nietypowe (1IR1G1Y), obecna fuzja BCR/ABL z réwnoczesna delecja ABL /BCR

w procesie karcinogenezy jest niewielkie. Udowodniono,
ze obecno$¢ submikroskopowej delecji w regionie fuzji
ABL/BCR, obejmujacej rownocze$nie gen ASS, jest jed-
nak niezaleznym czynnikiem ztego rokowania u pacjen-
tow leczonym interferonem alfa [53]. W ostatnich latach
nastapilo znaczne poprawienie rokowania w CML, ze
wzgledu na wprowadzenie terapii celowanej (imatinib,
inhibitory kinazy tyrozynowej drugiej i trzeciej generacji).
Ustalenie czynnikow ryzyka w leczeniu inhibitorami kinaz
tyrozynowych jest nadal w trakcie badan. Nie podlega
dyskusji rola niektérych mutacji punktowych w domenie
kinazowej BCR/ABL oraz amplifikacji genu BCR/ABL,
w pierwotnej badZ wtornej opornosci na terapi¢ imatini-
bem [54-56]. Analiza przebiegu leczenia wskazuje jednak,
ze mechanizmy te nie wyczerpujg przyczyn niepowodze-
nia leczenia, a w szczeg6lnoSci progresji zmian cytoge-
netycznych w klonie komoérek Ph+ w trakcie leczenia
inhibitorami kinaz. Wyniki moich badafn w potwierdzaja
tezg, ze cho¢ submikroskopowa delecja w regionie fuzji
ABL/BCR nie wplywa bezpoSrednio na uzyskanie remisji
cytogenetycznej w pierwszym okresie leczenia, to jed-

nak koreluje z pojawianiem si¢ progresji choroby lub/i
opornoSci wtérnej [52]. Zagadnienie wplywu delecji na
rezultat leczenia inhibitorami kinaz jest nadal istotnym
problemem. Daje temu wyraz zamieszczony rownolegle
komentarz redakcyjny, podkreslajacy konieczno$¢ dal-
szych ustalen w tym zakresie [57].

3.3.2. Punkt peknigcia w genie fuzyjnym BCR/ABL

W swoich badaniach wykazalam, ze nietypowy punkt
peknigcia w genie fuzyjnym moze modyfikowaé prze-
bieg choroby [58]. U pacjenta z kompleksowym kario-
typem i negatywnymi cechami rokowniczymi wykazano
obecnos¢ rzadkiego transkryptu, bedacego produktem
genu BCR/ABL z punktami peknie¢ w egzonie 13 genu
BCR (b2) i egzonie 3 genu ABL (a3). Mimo obciazenia
kariotypu powieleniem chromosomu Philadelphia (2~3
kopii) i chromosomu 8 (5~6 kopii) oraz submikrosko-
powg delecja w regionie fuzji ABL/BCR, odpowiedz na
leczenie imatinibem byta bardzo dobra. Po p6t roku
uzyskano wigksza, a po roku catkowita odpowiedzZ cyto-



genetyczna. Po dwoch latach leczenia catkowita remisja
utrzymywala si¢ zar6wno na poziomie cytogenetycznym,
jak i molekularnym.

Miejscami pekniec¢ w przypadku translokacji t(9;22)
sa: w chromosomie 9 region obejmujacy gen ABL (prazek
q34) i w chromosomie 22 region genu BCR (prazek q11).
Punkt pekniecia w obrebie genu ABL jest zmienny i moze
pojawi¢ si¢ w kazdym miejscu obszaru obejmujacego
300 kpz, czgsto pomigdzy eksonami 1b i 1a. Natomiast
gen BCR peka w jednym z trzech regionéw — M-bcer, m-
ber lub p-ber [56].

W ostatnich kilku latach pojawily si¢ doniesienia
na temat roznic przebiegu CML, w zaleznosci od miej-
sca zlamania w obszarze M-bcr. Poczatkowo sadzono,
ze u pacjentow, u ktorych stwierdza si¢ transkrypt b2a2,
choroba przebiega tagodniej (diuzsza faza przewlekia
choroby, lepsza reakcja na interferon), niz u chorych
z transkryptem b3a2 [59]. Pdzniejsze doniesienia wska-
Zuja na role egzonu a3-BCR w korzystnym rokowaniu
[60], co zgodne jest z naszymi obserwacjami [52]. Mole-
kularna identyfikacja produktu kluczowego genu fuzyjne-
go, w korelacji z danymi cytogenetycznymi i klinicznymi,
moze przyblizy¢ zrozumienie biologicznego znaczenia
poszczegblnych domen genéw zaangazowanych w fuzje.

3.4. Powielenie materiafu 12p: i(12p)
i aberracje substytutywne

W zebranej, unikalnej kolekcji zarodkowych guzéw
jader, wyr6znilam dwa rodzaje aberracji, angazujacych
krotkie rami¢ chromosomu 12. Typowa zmiana to kla-
syczna aberracja i(12p). Rzadko, w miejsce typowego
isochromosomu dlugiego ramienia chromosomu 12,
wystepowato ukryte powielenie materiatu 12p (cryptic
rearangement). W tych ostatnich powielenie kluczowego
obszaru realizowane bylo na drodze duplikacji tandemo-
wych lub powielenia materiatu 12p w innych markerach,
co wykazatam w kolejnych pracach [24, 26, 27]. Dzigki
uzyciu zaawansowanej techniki FISH z uzyciem sond
unikalnych wykazatam, ze w markerach substytutyw-
nych, zastgpujacych i(12p), amplifikacji ulega wybidrczo
region 12p11-13, zaréwno w nasieniakach (seminoma),
jak i nienasieniakach (nonseminoma). Powielenie obej-
muje selektywnie dwa obszary: 12p11-12 oraz 12p13.
Powielenie obszaru 12p11-13 jest w TGCT wazna cecha
prognostyczna, zwigzang z wyzszym stopniem zaawanso-
wania guza.

Marker i(12p) jest rzeczywistym izochromosomem,
a wigc jego powstanie powoduje, obok powielenia mate-
riatu krotkiego ramienia (p) jednej z kopii chromoso-
mu 12, réwnoczesng utrate jego dlugiego ramienia
(q) [61]. Sugerowanym mechanizmem karcinogenezy
jest tu amplifikacja materiatu genetycznego w obszarze
12p11.2-12p12.1 [29]. Fenotyp nowotworowy komorek
guza zwigzany jest tu najprawdopodobniej z powiele-
niem panelu genow, zlokalizowanych w obszarze 12p, co
potwierdzaja wspolczesne badania technikami mikroma-
cierzy CGH [62].

4. Znaczenie badan cytogenetycznych w praktyce
klinicznej

Istotna czg¢S¢ powtarzalnych aberracji kariotypowych,
wystepujacych w komoérkach nowotworéw, petni role
kryterium diagnostycznego lub wskazZnika rokowni-
czego. Bywaja one tez waznym indykatorem przebiegu
klinicznego choroby badZz odpowiedzi na okreslone
leczenie. Swiatowa Organizacja Zdrowia wskazuje na
zmiany genetyczne jako jedna z najwazniejszych cech,
pozwalajacych na klasyfikacje poszczegolnych nowotwo-
row, szczegblnie bialaczek i chtoniakéw [6]. Obecnosé
typowej aberracji kariotypowej: wzajemnej translokacji,
inwersji czy insersji jest wyrazem wczesnej lub pierwot-
nej zmiany, zaangazowanej w onkogenezg. Duza czg$¢
tych zmian jest $ciSle zwigzana ze specyficznym typem
nowotworu i ma kluczowe znaczenie diagnostyczne. Inne
(np. utrata TP53, delecja 13q14) zwigzane sg z procesem
progresji i wystepuja w nowotworach réznych rodzajow,
niejednokrotnie wplywajac w sposob istotny na prognoze.
Genetyczne zdefiniowanie choroby nowotworowej stato
sie w wielu przypadkach niezbedne, w zwigzku z rozwo-
jem nowej kategorii leczenia: terapii celowanej. Leczenie
celowane mozna okresli¢ jako farmakologiczne oddzia-
Iywanie na cele czasteczkowe, odgrywajace zasadnicza
role w powstawaniu i rozwoju danego nowotworu [63].
W idealnej sytuacji, wszystkie przypadki rozrostow he-
matologicznych, tak nowotwor6w ztosliwych, jak i stanow
przednowotworowych, powinny by¢ poddane wnikliwej
analizie cytogenetycznej. Niestety, z roznych wzgleddw,
w tym finansowych, obecnie w Polsce nie zawsze jest to
mozliwe.

4.1. Chtoniaki nieziarnicze

Klasyfikacja nowotwor6éw limfoproliferacyjnych stanowi
najtrudniejsze wyzwanie wspolczesnej onkologii. Do-
brym przyktadem sg trudnoSci w diagnozie rdznicowej
w niektdrych przypadkach chioniaka Burkitta (BL), czy
chioniaka rozlanego z duzych limfocytow B (DLBCL).
Z klinicznego punktu widzenia jest to powazny problem,
bowiem leczenie w obu grupach tych chioniakéw rozni
si¢ w sposob istotny [64]. Pacjenci z BL odpowiadajg re-
latywnie slabo na leczenie standardowe dla DLBCL, za$
zastosowanie agresywnej, wysokodawkowej chemiotera-
pii niemal zawsze prowadzi do wyleczenia, cho¢ zwigzane
jest z duzym obcigzeniem pacjenta.

Innym problemem jest zdefiniowanie nowo utworzo-
nej grupy chtoniakéw z pogranicza BL i DLBCL. Z grupy
klasycznych BL wylaczone sa przypadki, w ktorych trans-
lokacja t(8;14) wystepuje w kariotypie kompleksowym.
Takze obecnos¢ translokacji t(14;18), z zaangazowaniem
genu BCL2 badz obecno$¢ zaburzen w obszarze 3q27
(gen BCL6), lub /i zaangazowanie genu CCNDI (11q13),
wystepujace rownoczesnie z rearanzacja MYC wyklucza
rozpoznanie ,,prawdziwego” BL (,frue” BL), odpowia-
dajac obrazowi chtoniakéw podwdjnego lub potrdjnego
uderzenia (double-hit or triple-hit lymphomas) [6, 65].
Whynika stad konieczno$¢ stosowania metod precyzyjnego
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roznicowania tych nowotwordw z zastosowaniem technik
cytogenetycznych, a uzyskane wyniki nierzadko bywaja
powodem korekty diagnozy [31].

Obecnos¢ translokacji t(11;14)(q13;q32) czy rearan-
zacji genu CCNDI jest pomocna w odrdznieniu chioniaka
z komorek plaszcza od innych przewlektych chfoniakow
nieziarniczych, takich jak chtoniak limfocytarny/przewle-
kfa biafaczka limfatyczna (SLL/CLL), chtoniak grudkowy
(follicular lymphoma — FL), czy chtoniak strefy brzeznej
(marginal zone lymphoma — MZL) [66]. Réwnolegte
uzycie technik cytogenetyki klasycznej i molekularne;j,
towarzyszace badaniu technika cytometrii przyptywowej,
przyczynito si¢ do znacznego poprawienia jakosci roz-
poznan w tej grupie chioniakéw. Potwierdzenie udziatu
genéw CCND?2 i CCND3 umozliwia wtasciwg diagnoze
w rzadkich przypadkach MCL, przebiegajacych bez zaan-
gazowania genu cykliny D1.

4.2. Przewlekta biataczka szpikowa

Detekcja obecnoSci translokacji t(9;22) z fuzja BCR/ABL
jest warunkiem zdiagnozowania przewlektej biataczki
szpikowej oraz wdrozenia leczenia inhibitorami kinaz
i monitorowania leczenia [67, 32]. Natomiast ta sama
aberracja, wystepujac w innych nowotworach jako zmia-
na wtoérna, wskazuje na niekorzystng prognozeg, jak to
si¢ dzieje u okoto 10-30% dorostych pacjentéw z ostra
biataczka limfoblastyczng (acute lymphoblastic leukemia,
ALL) [68].

Skutecznos¢ leczenia pacjentow z CML inhibitorami
kinaz jest zr6znicowana. Imatinib, podobnie jak inhibi-
tory kinaz poOzZniejszych generacji, jest znacznie mniej
skuteczny w zaawansowanych stanach choroby (faza
akceleracji i kryza blastyczna) niz u pacjentow w fazie
przewlektej CML [69, 70]. Leczenie takie pozwala jed-
nak na uzyskanie odpowiedzi cytogenetycznej u ponad
polowy pacjentéw z niepowodzeniem wczesniejszego
leczenia interferonem, aczkolwiek u znacznego odsetka
chorych dochodzi do utraty odpowiedzi, co wykazaliSmy
w badaniu grupy 60 pacjentow, obserwowanych w trakcie
4 letniego leczenia [71].

W momencie diagnozy nie obserwuje si¢ réznic kli-
nicznych i laboratoryjnych pomiedzy pacjentami z obec-
noscia i z brakiem submikroskopowych delecji w obszarze
genu fuzyjnego ABL/BCR. Jednak wystapienie tego typu
aberracji bylo znaczacym czynnikiem prognostycznym
w epoce przed zastosowaniem leczenia inhibitorami
kinaz tyrozynowych. Rokowania dla chorych z delecja
nie zalezg od wieku, plci i procentowej zawartosci bla-
stow i plytek krwi. Jednak wszyscy pacjenci obciazeni
ta zmiang wykazuja duzo gorsza odpowiedzZ na leczenie
interferonem o, skrocenie fazy przewleklej i catkowitego
czasu przezycia, a takze wczeSniejsze nawroty po prze-
szczepie szpiku [53-55] Znaczenie kliniczne tej zmiany
w erze terapii celowanej jest nadal szeroko dyskutowane.
Uzyskane przeze mnie wyniki wskazuja na istotnie wyz-
szg czesto$¢ progresji zmian kariotypowych u pacjentow
z delecja w regionie fuzji. W praktyce jest to wskazanie
do zmiany cyklu monitorowania, po osiagni¢ciu catko-

witej remisji. U pacjentéw z delecjg kontrolne badania
cytogenetyczne powinny by¢ wykonywane co 6 miesigcy,
czeSciej niz jest to zalecane u pacjentéw bez czynnikow
zlego rokowania (co 1 rok) [32].

4.3. Zarodkowy guz jadra

W diagnostyce guzdw litych badanie cytogenetyczne jest
w wigkszosci przypadkdéw technikg pomocnicza lub nie
wchodzi w zakres rutynowych czynnosci diagnostycznych.
Jednym z wyjatkéw jest okreSlanie statusu HER/NEU
w raku piersi, wazne dla wyboru strategii leczenia (te-
rapia celowana). W wielu innych nowotworach proby
okreSlenia zwigzku pomiedzy wystepowaniem okreSlone;j
aberracji chromosomowej czy tez rodzaju genu fuzyjne-
g0, a szczegOlowa diagnoza czy rokowaniem klinicznym,
sa czesto w stadium wstepnych analiz.

Cytogenetyczne badanie nowotwordw jader takze
nie ma w wigkszoSci przypadkdw znaczenia diagnostycz-
nego, gdyz klasyczne techniki histopatologiczne sa w pelni
wystarczajace dla okreSlenia rozpoznania i klasyfikacji do
podstawowych klas histopatologicznych. Badanie kario-
typu pod katem obecno$ci i(12p) moze by¢ uzyteczne
w diagnostyce guzow o nieokres§lonej histogenezie, takich
jak nisko zréznicowane nowotwory o nieznanym punk-
cie wyjscia (poorly differentiated carcinoma of unknown
primary site). Ta heterogenna grupa zwiera obok nowo-
tworéw zarodkowych o pierwotnych lokalizacjach poza-
jadrowych (extragonadal germ cell tumors), takze m.in.
chloniaki, czerniaki, czy rzadkie nerwiakonabtoniaki lub
guzy desmoplazmatyczne. Obecnos¢ powielonych obsza-
row 12p potwierdza diagnoze zarodkowego guza jadra,
a jej brak — ostatecznie wyklucza takie rozpoznanie.

Jako przyktad diagnostycznej uzytecznosci bada-
nia cytogenetycznego w tym zakresie mozna przytoczy¢
przykiad weryfikacji rozpoznania nasieniaka i ostateczne
rozpoznanie chloniaka rozlanego z duzych limfocytéw B,
u pacjenta z pierwotng lokalizacja nowotworu w jadrze.
Weryfikacja rozpoznania zostala przeprowadzona
w wyniku powtornej analizy preparatow histologicznych,
z dodatkowym barwieniem immunohistochemicznym,
przeprowadzonym na skutek negatywnego wyniku bada-
nia cytogenetycznego w kierunku powielenia 12p [72].
Kolejny przykiad to przeprowadzone przez nas potwier-
dzenie pochodzenia guza przerzutowego z pierwotnego
TGCT, u pacjenta ze zmianami zlokalizowanymi w pgche-
rzu moczowym i zotadku [73]. W tych przypadkach usta-
lenie rozpoznania bylo kluczowe dla podjecia wlasciwej
terapii opartej na cisplatynie.

Wsréd czynnikdw prognostycznych w grupie nowo-
twordw zarodkowych jadra, decydujacych o prawdopo-
dobienstwie dlugiego przezycia, sa: wymiary i lokalizacja
pierwotnego guza, obecno$¢/brak przerzutéw, rodzaj
utkania guza, poczatkowy poziom biochemicznych mar-
keréw nowotworowych, stopien zaawansowania. Okresle-
nie stopnia powielenia 12p, cho¢ uzyskalo potwierdzenie
statusu czynnika rokowniczo istotnego, w codziennej
praktyce klinicznej ma nadal znaczenie marginalne.
Badanie kariotypowe, ze wzgledu na poliploidalny cha-



rakter komdrek guza i na wspomniane wczesniej prze-
szkody techniczne, jest w tym przypadku zbyt trudne do
wykonania i interpretacji jako badanie rutynowe. Wyko-
rzystanie markeréw cytogenetycznych w rutynowej ocenie
guzéw TGCT bedzie mozliwe dopiero po opracowaniu
prostych testow, opartych na technice FISH, z ustaleniem
restrykcyjnych warunkéw kontrolnych dla uniknigcia

wynikow fatszywie pozytywnych.
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