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Aplikacje kliniczne badan cytogenetycznych
w zlosSliwych chioniakach nieziarniczych

Barbara Piefikowska-Grela

Chioniaki nieziarnicze (NHL) sq heterogenng grupg nowotworow ukiadu chionnego. Ostatnie lata przyniosly intensywny roz-
wdj metod badawczych, pozwalajgcych na udoskonalenie systemu klasyfikacji NHL, a takze poznanie nowych czynnikow pro-
gnostycznych. Identyfikacja specyficznych dla okreslonych subtypow NHL aberracji kariotypowych, pozwolita na poznanie me-
chanizmdw patogenezy wielu z tych nowotworow. Aberracje strukturalne, wystepujgce w komdrkach chioniakow, to przede
wszystkim translokacje. Ich efektem jest na ogot deregulacja ekspresji okreslonych biatek. W chloniakach wywodzgcych sie
z limfocytow B, najczesciej opisywanym mechanizmem jest nadekspresja onkogenow, spowodowana przez ich przeniesienie
w rejon aktywnego promotora immunoglobulin. Konkretne zmiany kariotypowe skorelowane sq z charakterystyczng morfo-
logiq, specyficznym immunofenotypem i okreslonymi cechami klinicznymi nowotworu. Mozliwosc detekcji zmian genetycz-
nych, na poziomie analizy kariotypu, czyni z badania cytogenetycznego uzyteczne narzedzie diagnostyczne. Analiza aberracji
wtdrnych pozwala, w wielu przypadkach, na okreslenie rokowania.

Clinical aplications of cytogenetic analysis in Non Hodgkin's lymphoma

Non-Hodgkin’s lymphomas (NHL) represent a heterogeneous group of diseases. Recent years have brought an explosion of
new diagnostic tools to the pathology of lymphomas, thus permitting more precise disease definition and prognosis prediction.
Detection of recurrent chromosomal abnormalities by cytogenetic analysis has led to the identification of most genetic altera-
tions of NHL. Many translocations lead, in consequence, to the overexpresion of a protein not ordinarily found in that cell ty-
pe. The common consequence of the translocation in B-NHL is the deregulated expression of an oncogene by juxtaposition
to the immmunoglobulin locus, characterised by recurrence within a specific clino-pathologic category of malignant lympho-
mas. Detection of the alteration can be useful for the diagnosis of particular patients — both for distinguishing lymphomas from
a benign lymphoid process and for making a specific diagnosis of lymphoma. Analysis of genetic abnormalities can also be used
for the detection of minimal residual disease, and may also affect prognosis.
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Wstep

Wraz z postgpem wiedzy na temat biologii chtoniakow
nieziarniczych ich, poczatkowo prosta, klasyfikacja ule-
gla rozbudowaniu i skomplikowaniu. Od czaséw gdy roz-
r6zniano jedynie lepiej rokujace ,,chtoniaki grudkowe”
od gorzej rokujacych ,,chtoniakdéw rozlanych”, pojawily
si¢ szczegdtowe kategorie NHL, ujete w obowiazujacej
dzi§ klasyfikacji REAL/WHO [1, 2].

Niejednorodno$¢ kliniczna, wspOlwystepujaca z roz-
norodnoscia obrazu histologicznego, jest przyczyna trud-
nosci klasyfikacji wielu chioniakéw nieziarniczych. Wigk-
szo$¢ pacjentow trafia do lekarza z objawami uogolnione-
go powigkszenia weztéw chionnych, jednak zmiany moga
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lokalizowac¢ si¢ takze w miejscach nietypowych: w sko-
rze, tarczycy, sutku, przewodzie pokarmowym, mozgu,
jajnikach lub jadrach. Rozpoznanie NHL bazuje na bada-
niu wezldéw chionnych lub innych narzadow zajetych przez
proces nowotworowy. Proces diagnostyczny obejmuje
obecnie, obok klasycznego badania histopatologicznego,
réwniez genetyczne i molekularne badania nowotwordow.
Obok danych morfologicznych bierze si¢ pod uwage im-
munofenotyp komoérek, okreslany metodami barwienia
immunohistochemicznego i cytometrii przeplywowe;j,
a takze obecno§¢ zmian genetycznych, oznaczanych tech-
nikami biologii molekularnej i cytogenetyki, w kontek-
Scie obrazu klinicznego (Tab.1). Nowe narzgdzia badaw-
cze: technologie poréwnawczej hybrydyzacji genomowe;j
(comparative genomic hybridization CGH), mikromacierze
DNA (microarrays), zaawansowane techniki FISH (multi-
color-FISH, unique sequence probes, SKY) czy zaawanso-
wane techniki PCR, pozwalaja na badanie genomu komo-



Tabela I. Klasyfikacja chioniakéw B-komorkowych, (wg A. Cuneo, 2000)

Histologia

Immunofenotyp

Cytogenetyka

Dane kliniczne

Chtoniak limfocytarny
Small lymphocytic
lymphoma (SLL)

Chtoniak
limfoplazmacytoidalny
Lymphoplasmacytic
lymphoma (LP)

Chloniak z komoérek plaszcza
Mantle cell lymphoma

Chloniak z o§rodkow
rozmnazania

Follicle centre cell lymphoma
(FL)

Chtoniak rozlany
z duzych komoérek B.
Diffuse large cell lymphoma

Chtoniak Burkitta
Burkitt’s lymphoma

Chtoniak typu Burkitta
Burkitt-like lymphoma
(tez ALL L3)

Chloniak z komorek strefy
brzeznej

Marginal zone B-cell
lymphoma (MZBCL)

Pan-B+; CD5+; CD23+;
CD10-; sIgM + faint

Pan-B+; CD5-; CD10-;
cylgM+

Pan-B +; CD5+; CD23-;
CD10-/+; sigM + bright

Pan-B+; CD10+/-;
CD5-; slg+

CD10-/+; D19+;
CD22+; SIg+

Pan-B+; TdT-, CD10+;
CD5-; sIigM+-;

Pan-B+; TdT-;
CD10-/+ CD5-; slg+

pan-B+; CD5-/+; CD10-;
CD23-; CD1lc+/-;

cylg+ (40%),

sIgM+ bright; sIgD-)

del(6)(q21-23)(ok. 30% przypadkow)
del(13q14)
tris 12, del(11q), del(17p)

t(9;14)(p13;q32) PAXS5/IgH
(50% przypadkow)

t(11;14)(q13;q32) / BCL1

zmiany wtorne: 3q, 7p, 12q, 17p
tetraploid, 2x t(11;14)

t(14;18)(q32;q21) / rearanzacje BCL2
(70-80% przypadkow)

delecje: 3q, 10q, 13q, 17p, 17q, 2p, 10p

t(14;18) (ok. 20% przyp.)
t(3;V)(q27;V)/ BCL6 rear (ok. 30%)
t(8;14)(q24;q32) lub wariantowe
rearanzacje c-MYC (7-10%)

t(8;14)(q24;q32) 85% przyp.
translokacje wariantowe:
t(2;8) 5% oraz t(8;22) 10%

t(8;14) lub wariantowo (25% przyp.)
t(8;14)+ t(14;18) (30% przypadkow)

t(11;18)(q21;q21) / P12 / MLT fuzja
(30-50% low-grade MALT)
t(1;14)(p21;q32)

del(7)(q22-31) (40% przypadkow)

+3/43q (30-70% przypadkow)

Przebieg powolny;
w 10-20% obraz biataczkowy
— gorsze rokowanie

Przebieg powolny; mozliwa progresja

Agresywny przebieg

— faza blastyczna, gorsze rokowanie

Przebieg do$¢ powolny,
w 50% postep choroby

— zwiekszone ryzyko progresji

Przebieg zazwyczaj agresywny.

Nie znane szczeg6dlne markery
prognostyczne. Kariotyp z licznymi
zmianami (complex karyotype) zwiazany
z krotszym okresem przezycia

Bardzo agresywny

Bardzo agresywny
Przypadki z réwnoczesnym
t(8;14) + t(14;18) maja gorszy przebieg

Powolny przebieg, lokalizacja
pozaweztowa

MALT

postac §ledzionowa MZBCL

wezlowe, pozaweziowe i §ledzionowe
MZBCL

rek z niezwykla do tej pory precyzja. Poznanie molekular-
nych mechanizméw patogenezy chtoniakow uscislito kry-
teria diagnostyczne, wobec czego podziat tych nowotwo-
rOw oparty jest w znacznej mierze na obecnosci markerow
immunologicznych i genetycznych, wystepujacych w ko-
marce nowotworu.

Nowotwo6r mozna zdefiniowac¢ jako wynik akumula-
cji nie naprawionych uszkodzefh DNA, powstajacych w ko-
morce. Wigkszos¢ komorek dorostego organizmu wielo-
komorkowego ulega regularnym podzialom. Powtarzaja-
ce sie cykle komorkowe sa szczegdtowo kontrolowane
przez wiele biatek, w tym produkty protoonkogendw i ge-
now supresorowych. Od ich wiaSciwego dzialania zalezy
prawidlowy przebieg proliferacji oraz homeostaza organi-
zmu. Uszkodzenie aparatu genetycznego, przyczyniajace
si¢ do obnizenia lub podwyzszenia poziomu okreSlonych
czynnikOw regulujacych cykl komorkowy, powoduje roz-
strojenie funkcjonowania punktéw kontrolnych cyklu ko-
morkowego. Komorki uwolnione od kontroli prolifera-
cji ulegaja szybkim podziatom, w efekcie narasta klon
z uszkodzonym aparatem genetycznym, a szybko prze-

biegajacy cykl komorkowy sprzyja powstawaniu nowych
aberracji. Te za$ sa przyczyna m.in. transformacji nowo-
tworowe;j.

Rola badan cytogenetycznych

W procesie transformacji nowotworowej dochodzi do mo-
dyfikacji aktywnoSci okreSlonych genéw w wyniku np. ak-
tywacji onkogenow, inaktywacji genéw supresorowych czy
fuzji gendéw badz zmian iloSciowych, obejmujacych zwielo-
krotnienie lub utrate kopii okreSlonych genéw. Zmiany
molekularne objawiajg si¢ najczesciej w widocznych ano-
maliach chromosomowych, bedacych swoistymi marke-
rami nowotworu. W komorkach nowotworéw widoczne sa
odstepstwa od obrazu prawidlowego, cytogenetycznie wy-
razajace si¢ jako nieprawidtowosci (aberracje) kariotypu
(Ryc. 1). Wz6r anomalii cytogenetycznych jest odmienny
w réznych typach nowotworéw. Wykazuje on szerokie
spektrum od pojedynczych zmian strukturalnych badz
liczbowych do glebokich zmian (complex karyotype), obej-
mujacych liczne aberracje strukturalne czy zmiane plo-
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Ryc. 1. Prawidlowy kariotyp czlowieka.

Zaznaczono obszary szczegllnie czesto zaangazowane w translokacje w przypadku

chioniakdw nieziarniczych B-komoérkowych

idii. Znaczna czg$§¢ poznanych, nielosowych aberracji
chromosomowych jest specyficznie zwiazana z okre§lo-
nym typem nowotworu i ma znaczenie rokownicze. Istnie-
ja bazy danych, gromadzace informacje o aberracjach ka-
riotypowych, wystepujacych w ludzkich nowotworach, np.
Mitelman Database of Chromosome Aberration in Cancer
2001 [3]. Okreslenie tych zmian i ich zwiazku z transfor-
macja/progresja nowotworu jest przedmiotem badan cyto-
genetyki onkologiczne;j.

Obok klasycznych metod prazkowych, pozwalaja-
cych na uchwycenie zmian morfologicznych w chromo-
somach metafazowych, stosowane sa techniki FISH (fTu-
orescent in situ hybridization), umozliwiajace, przy uzyciu
specyficznych sond DNA, precyzyjne okreslenie zmian
obejmujacych poszczegdlne chromosomy, ich czgsci, badz
okreslone geny, tak w metafazach, jak i w jadrach interfa-
zowych.

Znajomo$¢ aberracji kariotypowych, specyficznych
dla okreslonych typéw nowotworow, data podstawy do
rozwini¢cia badah nad molekularnymi mechanizmami
patogenezy. Badania te, w wielu przypadkach, pozwolily
na okreSlenie genéw kluczowych dla powstania nowotwo-
ru i poznanie szczegdtowych mechanizméw tego procesu.

chromosom 8 chromosom 14

Punkt peknigcia
q24

q32
locus c-myc

Punkt pgknigcia

locus IgH

W obszarze uzytecznoSci klinicznej cytogenetyka,
bedac badaniem uzupelniajagcym wobec diagnostyki hi-
stopatologicznej, moze by¢ pomocna w zdefiniowaniu
okreSlonego subtypu NHL. Precyzyjna diagnoza za$, ma
istotny wplyw na ustalenie strategii leczenia pacjenta.
W naszej pracowni od kilku lat prowadzimy analiz¢ cyto-
genetyczng NHL, dla potwierdzenie/uSciSlenia diagnozy
histopatologicznej badz — w rzadkich przypadkach watpli-
wych — okreSlenia rozpoznania. Poszukujemy réwniez cy-
togenetycznych czynnikdw rokowniczych.

Molekularne efekty aberracji kariotypowych
w chioniakach nieziarniczych

Aberracje strukturalne, wystepujace w komorkach chto-
niakéw B, to przede wszystkim translokacje [4]. Schemat
translokacji wzajemnej pokazano na Ryc. 2. W wyniku
peknigcia chromosomu i przeniesienia jego fragmentu
w region pegkniecia na innym chromosomie, nastepuje za-
burzenie funkcjonowania genu (genéw) zlokalizowane-
go w tym obszarze.

W wiegkszosci chioniakéw molekularnym efektem
translokacji jest deregulacja transkrypcji kluczowego genu

Marker 14q+
t(8;14)(q24;q32)

o— translokacja _y

Ryc. 2. Schemat translokacji t(8;14) w chtoniaku Burkitt’a



(protoonkogenu), zachodzaca poprzez jego aktywacje ob-
cymi sekwencjami regulatorowymi (Ryc. 3). Punkt peknie-
cia w onkogenie przebiega pomie¢dzy jego czg¢scia regula-
torowa (R), a kodujaca (K). W wyniku rearanzacji czg$¢
kodujaca zostaje przeniesiona w rejon wysoce aktywnego
promotora immunoglobulin. Rezultatem jest zwigkszo-
ny poziom produktu biatkowego, wystepujacego w sta-
nie fizjologicznym w komoérkach (np. nadekspresja MYC
w chioniaku Burkitt’a) badz obecnos¢ bialka, nie wykazu-
jacego ekspresji w komorkach prawidlowych (np. BCL-2
w chtoniaku grudkowym). Réwnocze$nie, w badaniu ka-
riotypu ujawnia si¢ obecno$¢ specyficznych markerow
chromosomowych, tj. chromosoméw o nieprawidiowe;j
morfologii.

Efektem pracy wielu zespotéw badawczych bylo usta-
lenie korelacji pomigdzy specyficznymi nieprawidlowo-
Sciami cytogenetycznymi, wyst¢pujacymi w komorce no-
wotworowej, a typem histologicznym chioniaka [5]. Na
podstawie analizy punktoéw pekniecia chromosomow
w powtarzajacych si¢ aberracjach, mozliwe byto w wielu
wypadkach okreSlenie genéw, ktérych nieprawidtowa eks-
presja odpowiedzialna jest za powstanie fenotypu nowo-
tworowego limfocytéw B w r6znym stadium réznicowania
[6-8]. I tak np. kluczowym zdarzeniem w onkogenezie
chloniakéw Burkitt’a jest aktywacja onkogenu c-MYC
przez promotor immmunoglobulin [9, 10]. Zmiana ta wi-
doczna jest w badaniu kariotypu jako translokacja obej-
mujaca chromosomy 8 i 14, w postaci markera t(8;14)
okreslanego rowniez jako 14q+ (Rye. 2). Podobne ano-
malie, specyficzne dla okreSlonych typéw B-NHL, pro-
wadza do zaburzonej ekspresji takich onkogendéw jak:
BCL-2 w translokacji t(14;18), BCL-1 w translokacji
t(11;14) czy BCL-6 w translokacji t(3;14).

gen immunoglobuliny

|
1
i
T KODUJACY
|
1

Punkt pgknigcia

!

Obecnie znane s3 konkretne zmiany kariotypowe
skorelowane z charakterystyczna morfologia, specyficz-
nym immunofenotypem i okre§lonymi cechami klinicz-
nymi nowotworu. Aberracje angazujace onkogeny sa na
ogdt w B-komorkowych chtoniakach nieziarniczych zmia-
nami pierwotnymi i jako takie, maja gloéwnie znaczenie
diagnostyczne. Aberracje wtorne, Swiadczace zwykle
o progresji choroby, dotycza najczesciej genéw supresoro-
wych. Inaktywacja gen6w supresorowych w NHL nastepu-
je, podobnie jak w innych nowotworach, poprzez delecje
jednego allelu z rGwnoczesna mutacja allelu homologicz-
nego. NajczeSciej zaangazowane sa tu geny: p53, pl6
i ATM. Dodatkowo, kariotypy chioniakéw nieziarniczych
czesto wykazuja obecnos$¢ ubytkow, widocznych w posta-
ci delecji chromosoméw 6 (6q) i 13 (13q), co sugeruje lo-
kalizacje dalszych, niezidentyfikowanych jeszcze, genow
supresorowych.

Metodyka badan cytogenetycznych

Istota badania cytogenetycznego jest okreSlenie odstgpstw
od prawidlowego kariotypu w komorkach nowotworu.
Material do analizy stanowig zywe komorki, pobrane ze
zmienionych nowotworowo narzadow, weztow chtonnych
lub szpiku kostnego ewentualnie krwi obwodowe;j (gtow-
nie w przypadku biataczek). W przypadku chioniakow
winny by¢ to fragmenty badz aspiraty weziéw chionnych,
pobrane w trakcie biopsji diagnostycznych. Komorki no-
wotworu poddawane sa krotkotrwatej hodowli in vitro
w standardowych warunkach (5%CO,, 37°C) w medium
hodowlanym z dodatkiem 15% surowicy cielgcej, L- glu-
taminy i antybiotykow. Zawiesina komorek utrwalana jest
po 24, 48 lub 72 godzinach hodowli, nie stymulowane;j
lub prowadzonej z dodatkiem mitogenu. Sukces klasycz-

protoonkogen

Punkt peknigcia

translokacja

!

@ KODUJACY

Deregulacja transkrypcji

W rezultacie peknigcia chromosoméw i ich blednego polaczenia, protoonkogen,
ktory w warunkach fizjologicznych ulega ekspresji na niskim poziomie (badz
wecale), ulega aktywacji, kiedy znajdzie si¢ pod kontrolg silnego elementu
regulatorowego, nalezacego do aktywnego genu immunoglobuliny.

Na schemacie genu: obszar REGulatorowy, obszar KODUJACY.

Ryc. 3. Mechanizm deregulacji genéw, powszechny w chioniakach nieziarniczych
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nej analizy cytogenetycznej zalezy od uzyskania wzrostu
hodowli komoérek nowotworu. Utrwalony material, na-
dajacy si¢ do analizy kariotypu, musi zawiera¢ figury po-
dzialowe, bowiem morfologiczne r6éznice miedzy chro-
mosomami ujawniaja si¢ w stadium metafazy. W nie sty-
mulowanej hodowli in vitro indeks mitotyczny jest czesto
bardzo niski, stosuje si¢ wigc mitogeny, tj. substancje pod-
wyzszajace aktywnoS¢ podzialowa hodowanych komorek.
W hodowli chloniakéw B-komoérkowych powszechnie sto-
suje si¢ TPA (Phorbol 12-myristate-13-acetate), stymuluja-
cy podzialy komorek linii B. W przypadku chioniakow
T-komdrkowych dobre efekty przynosi zastosowanie LF 7
(ekstrakt fasoli Phaseolus vulgaris), bedacy mitogenem
komorek T. Preparaty cytogenetyczne, zawierajace me-
tafazy, barwione sg réznicowo dla uzyskania prazkéw
G (G-banding, GTG) [11], badZ poddawane fluorescencyj-
nej hybrydyzacji in situ (FISH) [12].

Badanie kariotypu prazkowego (GTG) pozwala na
ocen¢ ploidii komdrek, zakresu i rodzaju zmian liczby
chromosoméw oraz wystepowania zaburzeni morfologii
chromosomoéw, spowodowanych aberracjami takimi jak
translokacje, delecje czy duplikacje okre§lonych obsza-
réw chromosomoéw. Opis aberracji kariotypowych wyko-
nywany jest zgodnie z obowiazujaca klasyfikacja Interna-
tional System for Human Cytogenetic Nomenclature (ISCN)
1995 [13]. Podstawowe skroty uzywane w opisie badan
kariotypowych zestawiono w Tabeli II.

Klasyczne badanie kariotypu, cho¢ szczegdtowo okre-
§la liczbe i rodzaj cytogenetycznie uchwytnych aberracji,
obejmuje jedynie populacje komdrek dzielacych sie¢. Jed-
nak w utrwalonym preparacie jedynie kilka procent komo-
rek badanej populacji znajduje si¢ w mitozie, tak wiec
komorki stabo proliferujace moga zosta¢ pominigte. Po-
nadto, anomalie dotyczace malych obszaré6w pozostaja
nieuchwytne w badaniu prazkowym, poniewaz przy uzyciu
tej techniki widoczne sga zmiany strukturalne, obejmujace
obszar co najmniej 106-107 par zasad (dla poréwnania:
wielkos§¢ genu waha si¢ w granicach od 2 do 200 x 103
par zasad).

Badanie przy uzyciu techniki fluorescencyjnej hy-
brydyzacji in situ (FISH), przy zastosowaniu zr6znicowa-
nych sond DNA, rozszerza mozliwos$¢ detekcji zmian na
komorki interfazowe, jednocze$nie podwyzszajac znacznie
poziom rozdzielczoSci w stosunku do cytogenetyki kla-
sycznej. Jednak badanie takie ukierunkowuje analiz¢ na
okreSlony, wybrany wczesniej, obszar chromosomu. Zasto-
sowanie techniki FISH pozwala m.in. na oceng¢ liczby ko-
pii poszczeg6lnych chromosomow, okreslenie partnerow
translokacji, czy stwierdzenie obecnosci zaburzen, doty-
czacych okreslonych gendw.

Zastosowanie sondy DNA, hybrydyzujacej do okre-
§lonego centromeru (sonda centromerowo specyficzna,
alphasatellite probe), pozwala na okre§lenie liczby kopii
wybranego chromosomu, zaréwno w metafazach, jak i ko-
morkach nie dzielacych sie, jednak nie dostarczy informa-
cji dotyczacych pozostatych chromosoméw (Rye. 4a). Son-
da malujaca (total chromosome probe) hybrydyzuje
do wybranego chromosomu, pozwalajac na stwierdze-
nie obecnosci jego materiatu np. w badanym markerze

Tabela II. Podstawowa nomenklatura cytogenetyczna (wg ISCN 1995)

Skrét  Objasnienie

krotkie ramie chromosomu
diugie rami¢ chromosomu
translokacja
W nawiasie umieszcza si¢ chromosomy biorace udziat
w translokacji lub punkty pekniec¢ np. t(8;14)(q24;q32)
oddziela zaangazowane chromosomy lub punkty peknigcia
utrata kopii chromosomu (monosomia) np. -1
+ dodatkowa kopia chromosomu (trisomia) np. +8
del  delecja, utrata fragmentu chromosomu np. del(6)
der  pochodna chromosomu (derivative chromosome) np. der(9)
dic  chromosom dicentryczny np. dic(5;16)
dup  duplikacja fragmentu chromosomu np. dup(1q)
i isochromosom np. i(12p)
ins  insercja np. ins(13)
inv  inwersja np. inv(16)
mar  niezidentyfikowany chromosom markerowy (marker)

S~

translokacyjnym, jednak inne chromosomy pozostaja
wowczas niezroznicowane (Ryc. 4b). Specyficzne son-
dy translokacyjne (translocation probes) umozliwiaja
detekcje kolokalizacji czy fuzji gendw w okreslonej, zna-
nej translokacji (np. fuzja BCR/ABL w translokacji
t(9;22)(q34;q11)) (Ryc. 4c,d). Wykorzystuje si¢ takze sze-
roki panel sond hybrydyzujacych, np. do telomeréw, ra-
mion poszczegdlnych chromosomdw, czy ich wybranych
obszarow (prazkow). Uzycie sond specyficznych (unique
sequence probes), znakujacych obszar okreslonego genu,
pozwala na stwierdzenie obecnoSci poszukiwanej zmia-
ny (delecji, amplifikacji czy zmiany pozycji genu) (Ryc.
4a). W szczegdtowych analizach mozna zastosowac sondy
DNA, umozliwiajace nawet detekcje zmian w obrebie po-
jedynczego genu (np. break apart probe dla badania obec-
noSci rearanzacji)(Ryc. 5). Obecnie mozliwe jest stoso-
wanie zaawansowanych (i drogich) technik rownoczesnej
detekcji wszystkich chromosoméw i ich okreSlonych ob-
szaréw (np. technika M-FISH), jednak metody te s3 rzad-
ko stosowane w rutynowej diagnostyce.

Badanie cytogenetyczne jest obecnie zalecang meto-
da uzupetniajaca w diagnostyce chioniakow. Wtasciwie
zastosowane — pozwala na uzyskanie informatywnych wy-
nikow. Sukces analizy uzalezniony jest z jednej strony od
jakosci materialu dostarczonego do badania (wlasciwe
pobranie i warunki transportu), z drugiej za$§ — od wlasci-
wego doboru technik. Nalezy przy tym pamietac, ze kario-
typ konstytutywny pacjenta (komorki ,,nie-nowotworo-
we”) jest na ogdt prawidlowy, tak wiec np. analiza krwi
obwodowej pacjenta ze zmianami weztowymi nie wykaze
najprawdopodobniej obecnosci zadnych aberracji.

Ze wzgledu na specyficzne wtasciwosci podstawo-
wych technik cytogenetycznych, przyjmuje sig, ze pier-
wotna analiza przypadku powinna obejmowac ustalenie
pelnego kariotypu (badanie prazkowe), w uzasadnionych
przypadkach uzupelnione badaniem metoda fluorescen-
cyjnej hybrydyzacji in situ, przy uzyciu odpowiednio dobra-
nych sond DNA. Natomiast w trakcie monitorowania
przebiegu choroby wystarczy na ogo6t okreslenie obecno-
Sci badz braku specyficznego markera, a wigc pozwala
ograniczyC si¢ do dajacego szybka odpowiedZ badania
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Ryc. 4. Przyklady analizy cytogenetycznej technikg FISH, przy uzyciu r6znych sond DNA.
A. Zastosowano sonde a-satelitarng, hybrydyzujaca do centromeru chromosomu X. Sygnaly s3 widoczne tak w metafazie, jak i w komorce

interfazowe;j.

B. Sonda malujaca chromosom 7 (sygnal czerwony) i chromosom 14 (sygnat zielony). Widoczne dwie prawidiowe kopie chromosomu 14, jedna
prawidtowa kopia chromosomu 7 oraz marker translokacyjny, zawierajacy material chromosomu 7.
C. Zastosowano sond¢ hybrydyzujaca do genéw ABL na chromosomie 9 (sygnal zielony) i BCR na chromosomie 22 (sygnal czerwony).

Komorka prawidiowa — widoczne po dwie prawidlowe kopie genow.
D. Zastosowano sond¢ hybrydyzujaca do genéw ABL i BCR.

W komorce biataczki widoczna fuzja genéw BCR/ABL (sygnat z6tty, powstaly w wyniku kolohybrydyzacji sond). Obraz taki $wiadczy o obecnosci

translokacji t(9;22) — marker Philadelphia (Ph).

FISH. W niektorych przypadkach mozna stosowac tu wy-
miennie techniki cytogenetyczne i badania molekularne
badz immunologiczne. W przypadku badania wznowy za-
lecane jest jednak zastosowanie obu tych technik (GTG +
FISH) dla stwierdzenia pojawienia si¢ ewentualnych
zmian wtornych.

Aberracje kariotypowe w B-NHL

Ponad 80% pacjentéw z nieziarniczymi chtoniakami B-ko-
moérkowymi wykazuje obecno$¢ klonalnych, nie-losowych
aberracji kariotypowych w komoérkach nowotworu [14].
Czeé&¢ tych zmian wystepuje niespecyficznie, w r6znych
typach nowotwor6w, inne aberracje sa specyficzne lub ty-
powe dla okreSlonych subtypow histologicznych NHL
(Ryc. 6). Wyr6zniamy wsrod nich zmiany pierwotne, ma-
jace bezposredni zwiazek z patogeneza nowotworu oraz
zmiany wtorne, $wiadczace niekiedy o trwajacej progres;ji.
Uwaza sie, ze liczne zmiany kariotypowe (>3), widoczne
w komorkach nowotworu, §wiadczg o istnieniu formy bar-
dziej agresywnej. Tak wigc, jeSli okreslenie zmiany pier-

wotnej ma istotne znaczenie diagnostyczne, to analiza
zmian wtérnych ma doprowadzi¢ do ustalenia zalezno-
$ci miedzy aberracjami kariotypu, a progresja choroby
(znaczenie prognostyczne).

Mechanizm molekularnej patogenezy w chioniaku
limfocytarnym B-komoérkowym (Small lymphocytic
lymphoma — SLL) nie jest do tej pory poznany. Wiadomo,
ze istnieja dwie formy kliniczne, r6zniace si¢ pod wzgle-
dem genetycznym. Przypadki o fagodniejszym przebiegu
charakteryzuja si¢ wystapieniem mutacji w rejonie genéow
immunoglobulin, czemu towarzyszy brak widocznych
aberracji cytogenetycznych. Progresywna forma choroby
(bez mutacji regionu Ig) wykazuje obecno$¢ zaburzen ka-
riotypu: najczesciej trisomie 12q lub 8q, delecje 13q14,
11q, 17p czy 6q badz translokacje obejmujace region
14932 [15]. Delecja obecna w regionie krdtkiego ramienia
chromosomu 17 wskazuje na gorsza prognoze, podobnie
jak delecja w regionie 11q, a takze trisomia chromoso-
mu 12, szczeg6lnie przy atypowej morfologii [16, 17]. De-
lecja 13q, wystepujaca jako jedyna zmiana kariotypowa,
jest natomiast czynnikiem korzystnym rokowniczo.
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Ryc. SA

Ryc. 5B

Ryc. 5. Cytogenetyczne potwierdzenie diagnozy chloniaka Burkitt’a.
A. Analiza prazkowa (GTG). Widoczny obraz $wiadczy o obecnosci translokacji t(8;14)(q24;q32), ktorej produktem sa: skrocony chromosom 8 —
del(8)(q24) oraz marker 14q+ (chromosom 14 przediuzony o fragment pochodzacy z chromosomu 8)

B. Analiza FISH, przy uzyciu dwukorolowej sondy DNA, hybrydyzujacej do genu c-MYC (LSI MYC break apart). Uzyskany obraz odpowiada
rearanzacji genu c-MYC.

Chtoniak limfoplazmacytoidalny (makroglobuline-
mia Waldenstroma, lymphoplasmacytic lymphoma — LPL)
jest chtoniakiem o przebiegu powolnym, wystepujacym
gtéwnie u ludzi starszych. Poczatkowo klasyfikowany byt
wspOlnie z chloniakiem limfocytarnym. Cytogenetycznie,
z chloniakiem tym zwigzana jest charakterystyczna trans-

del(8)(q24)

Schemat sondy:
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|- el | (¥t

£51 MYC Buat Cofor, Broak Apart

v

Peknigcie w obregbie c-myc

Dystalny fragment c-MYC
przeniesiony na chr. 14,
tworzy marker 14q+

Kompletny gen c-MYC

Proksymalny fragment
¢-MYC pozostaly na del(8)

lokacja t(9;14)(p13;q32) (w ponad 50% opisanych przy-
padkéw LPL) (Ryc. 5). Aberracja ta prowadzi do deregu-
lacji ekspresji genu BASP (B-cell specyfic activator protein)
zwanego tez PAXS5, poprzez kolokalizacje z locus IgH
[18]. Gen BASP koduje czynnik transkrypcyjny, zaangazo-
wany w kontrole proliferacji i roznicowania limfocytow
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Ryc. 6. Translokacje specyficzne dla poszczegdlnych subtypéw chioniakéw nieziarniczych

B [19]. Zmiana taka, wystepujaca giéwnie w LPL, stwier-
dzana jest sporadycznie w przypadkach chloniaka strefy
brzeznej oraz chtoniaka z duzych rozlanych komoérek B.

Chtoniak z komdrek ptaszcza (mantle cell lympho-
ma — MCL) wystepujacy na ogot u ludzi starszych, charak-
teryzuje si¢ agresywnym przebiegiem i gorszym rokowa-
niem. Podwyzszony poziom cykliny D1 (BCL-1, biatko
regulatorowe cyklu komérkowego) zwiazany jest z obec-
noscia translokacji t(11;14)(q13;q32), opisywanej w ok.
80% przypadkéw MCL [20]. Punkt peknigcia w chromo-
somie 11 obejmuje region genu BCL-I (zwanego takze
CCND1), ktory koduje cykling D1. Cyklina D1 nie przeja-
wia ekspresji w prawidtowych limfocytach B. Stymulacja
ekspresji genu BCL-1, poprzez jego przeniesienie w re-
gion IgH na chromosomie 14 (locus 14q32), powoduje
deregulacje cyklu komdérkowego i jest krytycznym zda-
rzeniem w patogenezie MCL [21].

Cytogenetycznie uchwytnym efektem tej aberracji
jest obecno$¢ diugiego markera (14q+), powstatego
z przeniesienia dlugiego ramienia chromosomu 11 na
chromosom 14, oraz silnie skréconego chromosomu 11

(11g-) (Ryc. 6). Pojawiajace si¢ aberracje wtdrne, szcze-
golnie obejmujace regiony 3q, 7p, 12q czy delecje w obsza-
rze 17p moga Swiadczy¢ o niebezpieczenstwie progresji do
fazy blastycznej [22]. Faza blastyczna charakteryzuje si¢
obecnoscig komorek tetraploidalnych z podwojonym mar-
kerem t(11;14) i towarzyszacymi licznymi aberracjami
strukturalnymi.

Badanie efektywnosci leczenia czy obecnosci choro-
by resztkowej w przypadkach chioniaka z komorek ptasz-
cza (MCL) mozna przeprowadzi¢ zardwno przez stwier-
dzenie ekspresji cykliny D1 technika cytometrii przeply-
wowej, jak i technika FISH przez detekcj¢ rearanzacji
w regionie genu BCL-1. Obok typowych form MCL obec-
no$¢ markera t(11;14) notuje si¢ w rzadkich przypadkach
CLL, PLL czy §ledzionowej postaci chioniaka ze strefy
brzeznej. Istniejg sugestie, ze moga to by¢ atypowe przy-
padki MCL.

Chioniak z osrodkéw rozmnazania (follicle centre cell
lymphoma — FL) jest jednym z czgéciej wystepujacych
chtoniakéw nieziarniczych u dorostych. Zwigkszona eks-
presja bialka BCL-2 zwigzana jest na ogot z typowa dla
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FL translokacja t(14;18)(q32;q921) (Ryc. 6), wystepujaca az
w 70-80% przypadkow [4]. W wyniku tej translokacji do-
chodzi do deregulacji inhibitora apoptozy — genu BCL-2
(18q21) przez przeniesienie go w region promotora genu
dla IgH (14q32) badz (rzadko) IgL (locus 2p11 lub
22q11). Zmiana promotora stymuluje nadmierna ekspre-
sje BCL-2, op6zniajac w rezultacie programowang §mierc
komorek. Translokacja t(14;18) uwazana jest za zmiang
pierwotnag w FL. Towarzyszg jej czesto pojedyncze badz
liczne zmiany wtérne, takie jak: +7, del(6q), +12, +X,
+18, +5, +8, der(18), +21 (w 10-25% przypadkow) [23].
Na og6t przebieg choroby jest powolny, jednak w ok. 50%
przypadkéw notuje sie przejScie w chioniaka rozlanego
z duzych komdrek B. Zmiany wtorne, wystepujace w bar-
dziej zaawansowanych stadiach FL ze zwigkszonym ry-
zykiem progresji do DLBCL, to gtéwnie delecje: ubytki
fragmentéw chromosomoéw 10q, 13q, 3q, 17p, 17q, 2p,
10p.

Chtoniak rozlany z duzych komérek B (DLBCL -
diffuse large B-cell lymphoma) jest bardziej agresywny niz
chioniak grudkowy, z ktérego czesto sie wywodzi. Nowo-
twory tej grupy charakteryzuje duza heterogenno$¢ kli-
niczna i genetyczna. Obok typowej dla FL aberracji
t(14;18) charakteryzuje si¢ on zmianami pierwotnymi,
obejmujacymi najczgéciej region BCL6 na chromosomie 3
(3927). W ok. 20% zmianie pierwotnej towarzysza muta-
cje p53, wskazujace na gorsze rokowanie [24]. Rearan-
zacja w regionie c-MYC, w obrazie cytogenetycznym wi-
doczna jako translokacja t(8;14)(q24;q32), wystepuje w 7-
-10% przypadkéw. Obecnie w 6-30% przypadkow
wykrywa si¢ aberracje obejmujace region BCL6, widocz-
ne w postaci translokacji wariantowych z udziatem chro-
mosomu 3: t(3;V)(q27;V) [25, 26]. Partnerem tej translo-
kacji bywa najczesciej chromosom 14 z punktem peknie-
cia w prazku q32 oraz chromosomy 2p11, 22q11, 6p21
lub 11q23. Przypadki takie wydaja si¢ wigzac z lokalizacja
pozawezlowa i lepszym rokowaniem.

Zmiany wtorne obejmuja na og6t chromosomy 3, 5,
7,11, 12, 18 i X. Kariotyp z licznymi zmianami wtérnymi
(complex karyotype) zwigzany jest z krotszym okresem
przezycia.

Chioniak Burkitta (Burkitt’s lymphoma — BL) w fazie
biataczkowej okreSlany jest jako ostra bialaczka limfo-
blastyczna L3 z komoérek B (FAB) (lymphoblastic leukemia
ALL L3). Kryteria diagnostyczne réznicowania chlonia-
kéw BL, BL-L (Burkitt like lymphoma) i DLBCL (diffuse
large B-cell lymphoma) nie zawsze sa w pelni rozstrzygaja-
ce [27]. Rozpoznanie powinno by¢ wigc oparte na pota-
czonej ocenie obrazu morfologicznego, fenotypu komorek
i kariotypu [28].

Zasadniczym czynnikiem patogenezy chioniakow
Burkitt’a jest deregulacja ekspresji genu ¢-MYC (locus
8q24). Przyczyna nieprawidlowej ekspresji tego genu jest
jego przeniesienie w rejon aktywnego promotora jednej
z trzech immunoglobulin, stwierdzane we wszystkich przy-
padkach BL. Pierwotna, najcz¢Sciej wystepujaca, zmiana
kariotypowa jest translokacja t(8;14)(q24;q32) (Ryc. 5),
opisana w 70-80% przypadkow [29]. Bioracy udziat w tej
translokacji chromosom 14 zawiera w prazku q32 gen dla

ciezkiego taficucha IgH, ktérego promotor aktywuje gen
¢-MYC. Zmiany wariantowe, obejmujace typowy punkt
peknigcia 8q24, wystepuja w postaci translokacji
t(2;8)(p11;q24) oraz t(8;22)(q24;q11). W pierwszej z nich
zaangazowany jest gen fanicucha lekkiegok (chromosom 2,
punkt pekniecia p11) — 12% przypadkow, w drugiej zas —
gen tancucha lekkiego A (chromosom 22, q11) — 8% przy-
padkoéw [30]. W sporadycznych przypadkach diagnozo-
wanych jako BL z nietypowymi translokacjami, obejmuja-
cymi region lokalizacji genu c-MYC [28], zaleca si¢ po-
twierdzi¢ obecno$¢ rearanzacji w obrebie tego genu,
szczegOlnie przy atypowym przebiegu badz gorszej od-
powiedzi na leczenie. Brak rearanzacji genu c-MYC pod-
daje w watpliwos¢ pierwotng diagnoze, natomiast analiza
innych nieprawidiowosci kariotypu moze wskazac kieru-
nek weryfikacji diagnozy. I tak np.: obecno$¢ translokacji
t(14;18), obejmujacej region 18q21 (gen BCL-2), wystepu-
jacej obok typowych dla BL aberracji angazujacych re-
jon c-MYC (8q21), wskazuje na atypowego chtoniaka
Burkitt’a (Burkitt-like lymphoma, BL-L).

Inne aberracje wtorne, stwierdzane najczgsciej w ko-
morkach BL, to: delecja 6ql1-14, delecja w obszarze
17p oraz trisomie 12, 7, 8 i 18. Duplikacja fragmentu diu-
giego ramienia chromosomu 1 (1q23-24) zwigzana jest
prawdopodobnie z powieleniem genu odpowiedzialnego
za inwazyjno$¢ komoérek nowotworowych [31].

Chtoniaki z komorek strefy brzeznej (marginal zone
B-cell lymphoma — MZBCL) to zrdznicowana grupa no-
wotworéw o powolnym przebiegu. Wywodza si¢ one z ko-
morek tkanki limfatycznej bton §luzowych (mucosa-asso-
ciated lymphoid tissue, MALT), komorek strefy brzeznej
§ledziony (splenic form) oraz we¢ztéw chtonnych. Te trzy
formy wykazuja podobne cechy histologiczne i immunolo-
giczne [32]. Ich patogeneza nie jest do konca poznana,
przy czym znaczna cz¢S¢ przypadkow zwigzana jest z in-
fekcja Helicobacter pylori. Najczgsciej (u 40-50% pacjen-
tow z lokalizacja pozawgzlowa) wystepuje translokacja
t(11;18)(q21;q21), prowadzaca do fuzji genu API2 (inhibi-
tor apoptozy) oraz genu MLT. Mechanizm patogenezy
jest tu odmienny niz w wigkszoSci chtoniakéw. W wyniku
pekniecia gendw w obszarze kodujacym i ich translokacji,
powstaje nowe biatko fuzyjne o wtasciwosciach anty-apop-
totycznych. Inny regulator apoptozy, gen BCLI10, jest za-
angazowany w rzadka translokacje t(1;14)(p21;q32) [33].
Obecnos¢ tej zmiany skorelowana jest z gorsza prognoza.
W przypadkach MALT pozaweziowych (gastric) z translo-
kacja t(11;18) istnieje niewielkie prawdopodobienstwo
dobrej odpowiedzi na terapi¢ antybiotykowa. Rdwnocze-
$nie przypadki takie charakteryzuje niskie ryzyko transfor-
macji do chioniaka z duzych komorek (large-cell).

Delecja del(7)(q22-31) jest typowa dla postaci §le-
dzionowej. Najczesciej spotykane, inne aberracje karioty-
powe, takie jak czeSciowa trisomia chromosomoéw 3, 18
i X, zmiany strukturalne obejmujace obszary chromoso-
méw 1921 i 1g32 oraz czesciowe lub catkowite delecje
krétkich ramion chromosoméw 1719, sa na ogoét wspolne
dla chioniakéw strefy brzeznej, niezaleznie od ich pierwot-
nej lokalizacji [34].



Podsumowanie

Poznanie molekularnych mechanizméw patogenezy i roz-
woju chioniakéw nieziarniczych przyniosio intensywny
postep w metodach diagnozowania B-NHL, umozliwiajac
bardziej precyzyjne okreSlenie typu nowotworu, a takze
poznanie nowych czynnikéw prognostycznych. Obecnie
stosowana klasyfikacja chor6b rozrostowych ukfadu chion-
nego REAL/WHO oparta jest na analizie danych morfo-
logicznych, immunofenotypowania (barwienia immunohi-
stochemiczne, cytometria przeplywowa) oraz badan cyto-
genetycznych i molekularnych, pozwalajacych na
okreSlenie genetycznych nieprawidiowosci wystepujacych
w komorkach nowotworu. W wielu oSrodkach badania
genetyczne i molekularne stanowia nieodlaczny element
procesu diagnostycznego, majgcego na celu precyzyjne
rozpoznanie i roznicowanie subtypow chtoniakdw nie-
ziarniczych.

Wraz z rozwojem technik badawczych, szczeg6lnie
cytogenetyki molekularnej, wzrasta rola badania cytogene-
tycznego. Poznanie cytogenetycznych czynnikéw progno-
stycznych zwieksza przydatnos$¢ informacji uzyskiwanych
w wyniku analizy aberracji kariotypowych, w praktyce kli-
nicznej. W $wietle dotychczasowej wiedzy nalezy przyjac,
ze badanie cytogenetyczne powinno stanowiC integralng
cze$¢ nowoczesnej diagnostyki w tej grupie nowotwordw,
pozwalajacej na optymalny wybor postgpowania terapeu-
tycznego.
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