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DLACZEGO CYTOGENETYCY ANALIZUJA ABERRACJE
CHROMOSOMOWE, KTORE POJAWIAJA SIE W KOMORKACH
NOWOTWOROWYCH CZtLOWIEKA?*

Kazda prawidtowa komoérka somatyczna cztowieka podczas swojego podziatu
mitotycznego wykazuje obecnosé 46 chromosomoéw, posréd ktérych wyrézniamy
44 chromosomy autosomalne oraz dwa chromosomy ptciowe XX u kobiety i XY
u mezczyzny. Reprezentatywny zestaw chromosoméw danej komoérki, utozony
wedtug obowigzujgcych zasad, nazywamy kariogramem (rye. 1). Komorki piciowe
natomiast posiadajg zredukowana liczbe chromosoméw do 23, tak ze powstajgca
w procesie zaptodnienia zygota posiada 46 chromosomoOw dajac poczatek orga-
nizmowi, ktérego wszystkie komorki somatyczne beda posiadaty 46, czyli diplo-
idalng liczbe chromosoméw ( nazewnictwo genetyczne jest wyjasnione w stow-
niku termindw genetycznych znajdujgcym sie na koncu artykutu).

Uptyneto wiele lat zmudnych doswiadczen, zanim cytogenetycy zdotali ustalic¢
prawidtowa liczbe chromosoméw cziowieka. Wynikato to przede wszystkim
z trudnosci metodycznych w uzyskiwaniu czytelnych obrazéw chromosomow.
Jak wiadomo, chromosomy uwidaczniajg sie podczas podzialu mitotycznego
komorki, szczegélnie wyraznie w stadium metafazy. Dlatego tez, aby uzyskac
czytelne do analizy chromosomy, stosowano poczatkowo tak zwane metody
bezposrednie analizy tkanek, ktorych komorki wykazuja wysoka aktywnosé
mitotycznag, na przykiad szpik kostny. Najlepiej jednak do tego celu stuzg
hodowle komérek in vitro, na przyktad fibroblastéw pobranych ze skéry czy tez
limfocytow T pobranych z krwi obwodowej pacjenta. Druga wazng sprawa
metodyczng bylo zatrzymanie podziatu komérki wiasnie w stadium metafazy,
kiedy to chromosomy sg najbardziej widoczne. W tym celu stosuje sie obecnie
kolchicyne (alkaloid roslinny wyizolowany z Ziemowita jesiennego), ktéra uszka-
dzajac mikrotubule wrzeciona podziatowego komorki zatrzymuje mitoze w sta-
dium metafazy. Wreszcie ostatnim waznym czynnikiem okazato sie wprowadze-
nie szoku hipotonicznego komorki bedacej w stadium metafazy — komoérka taka
poddana dziataniu, na przyktad, wody pecznieje, a pojej utrwaleniu w preparacie
mikroskopowym obserwuje sie duzy rozrzut chromosomow w tak zwanej plytce
metafazalnej, co umozliwia wykonanie analizy liczby lub struktury chromoso-
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moéw. Dopiero réwnoczes-
ne zastosowanie wszy-
stkich powyzszych osigg-
nie¢ metodycznych dopro-
wadzito do odkrycia pra-
widtowej liczby chromoso-
moéw cztowieka przez szwe-
dzkichbadaczyTuo iLeva-
na W 1956 roku.
Kolejnym postepem
w badaniach cytogenety-
cznych byto odkrycie przez
CASPERSSONa i wspotpra-
cownikéw (1970), takze
szwedzkich badaczy, zja-
wiska nieréwnomiernej,
tak zwanej prazkowej fluo-
rescencji ramion chromo-
somow w mikroskopie
fluorescencyjnym po wy-
barwieniu ich pochodnymi
akiydyny (Beit i Limon
1973). Okazato sie miano-
wicie, ze kazdy chromo-
som cztowieka wykazuje
wzdtuz swoich ramion
charakterystyczna budo-
we prazkowa, ktoéra po-
zwala na jego precyzyjna
identyfikacje pos$réd po-
zostalch  chromosomow
i w konsekwencji umozli-
wia wykrycie ewentual-
nych jego mutacji wskutek
zmiany liczby chromoso-
méw w zaburzeniach po-
dziatlu w komorce, badz tez
uszkodzen jego struktury.
W chwili obecnej cytogene-
tycy stosujg kilkadziesigt
3 . . . roznych technik ujawnia-
Rye. 1 Goérna czes¢ ryciny przedstawia chromosomy prazkowa strukture
cziowieka w stadium metafazy podziatu komorki wybar- J; 3~ .
wione technika prazkowa. W dolnej czesci znajduje sie chromosomow oraz opra-

kariogram utozony z tychze chromosomow wedtug obo- cowali  mapy rozkiadu
wigzujacych zasad. Prawidlowy zapis tego kariogramu: powtarzalnych  prazkéw
46,XY (1imon | Mitelman 1994). w poszczegolnych chromo-

somach cztowieka (ryc. 2)
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wraz z zasadami zapisu uszkodzen (aberracji) tychze chromosomoéw (ISCN,
1985).

Ryc. 2. Prawidtowy Kkariotyp cztowieka. Obok kazdego chromosomu wybarwionego
technikg prazkowa znajduje sie mapawystepujagcych w nim regionéw i pragzkéw. Ramiona
krétkie okreslamy literg ,p” a diugie literg ,q”. Regiony i prazki zapisujemy cyframi
arabskimi. Na przyktad prazek 3 regionu 1ramion dtugich chromosomu 2 zapisujemy: 2q31.

Najnowszym osiggnieciem technik cytogenetycznych jest potaczenie analizy
prazkowej chromosomow z hybrydyzacjg irt situ. Hybrydyzacja in situ umozliwia
identyfikacje catych chromosomow (tak zwane malowanie chromosomow), ewen-
tualnie wybranych ich regionéw lub prazkéw, a nawet niewielkich odcinkéw DNA
(genéw) w ramionach chromosoméw lub w jadrach komorek bedacych w stanie
spoczynku (interfazalne komdérki). Nalezy w tym celu dysponowaé¢ odpowiedniag
sondg (odcinkiem) DNA, ktdra po sprzezeniu na przykitad z biotyng hybrydyzuje
sie z komplementarnymi odcinkami DNA w chromosomach lub w jadrach
interfazowych. Specyficzne miejsce hybrydyzacji wykrywa sie przeciwciatami
sprzezonymi ze zwigzkiem fluorescencyjnym (technika FISH — fluorescence in
situ hybridization) i w konsekwencji obserwuje sie pod mikroskopem fluoryzu-
jacy odcinek chromosomu metafazowego, ewentualnie swiecacy punkt w jadrze
interfazalnym komorki w miejscu odpowiadajgcym lokalizacji badanego chro-
mosomu czy tez genu (ryc. 3) (Gray i Pinker 1992). Szczegbétowy opis tych
molekularnych technik cytogenetycznych oraz ich zastosowanie w medycynie
i biologii jest zawarty w kilku publikacjach polskich autoréw (Zawada i Latos-
Bieleriska 1993, Bocian 1993, Gronwald i wspotaut. 1994).

W patologii cztowieka jest znany caly szereg choréb czy tez zespotéw choro-
bowych wywotanych zaburzeniami liczby badZ tez struktury chromosomoéw.
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Ryc. 3. Schemat efektow barwien cytologicznych
w przypadku zastosowania hybrydyzacji in situ.

Po lewej stronie znajdujg sie wybrane chromosomy w sta-
dium metafazy, a po prawej jadra interfazalne komorek,
w ktérych znajduja sie te chromosomy. Zastosowano zna-
kowang sonde fragmentu DNA znajdujgcego sie w ramio-
nach dtugich chromosomoéw. W przypadku gdy w metafazie
znajdujg sie dwa takie chromosomy, to wjadrze interfazal-
nym tej komorki obserwujemy dwa Swiecgce punkty (te-
chnika FISH)(A), a gdy wystepuje trisomia tychze
chromosoméw — trzy Swiecace punkty (B). Mozna réwniez
stosowa¢ znakowanie dwoéch réznych fragmentéw DNA
znajdujacych sie w poblizu siebie w ramionach dtugich
chromosoméw — wjadrze interfazalnym obserwujemy dwa
znajdujace sie blisko siebie Swiecace punkty (C). Gdy na-
tomiast dojdzie to translokacji pomiedzy dwoma chromo-
somami i dla ktérych wyznakowania zastosowano sondy
DNA sprzezone ze fluorochromami o r6znym kolorze Swie-
cenia — mozna wykry¢ te translokacje w jadrze interfazal-
nym w postaci dwdéch znajdujacych sie obok siebie swieca-
cych réznymi kolorami punktéw (D).

Zjawisko powstawania tych aberracji chromosomowych zachodzi najczesciej
w komodrkach rozrodczych rodzicow i powstajgce mutacje chromosomowe sg
przekazywane potomstwu powodujac ich poronienia samoistne lub w wielu
przypadkach liczne wady rozwojowe i choroby. Okazuje sie, ze ponad 50%
embrionéw pochodzacych ze spontanicznych poronien wykazuje obecnos$¢ aber-
racji chromosomowych. Do najbardziej czestych zespotéw chorobowych wywo-
tanych aberracjami chromosomowymi (tak zwane chromosomopatie) nalezy tak
zwany ,mongolizm” — zesp6t Downa (trisomia chromosomu 21). Tak wiec
niektére aberracje chromosomowe, wystepujace we wszystkich komoérkach or-
ganizmu cztowieka, sg najczesciej letalne (wywotujg poronienia embrionéw
obarczonych ta zmiang) lub wywotuja choroby.

Do powstawania aberracji chromosomowych moze dochodzi¢ réwniez
w pojedynczych komorkach somatycznych réznych tkanek i narzadéw ciata
ludzkiego podczas rozwoju osobniczego na skutek dziatania znanych lub najcze-
sciej nie poznanych dotad czynnikéw mutagennych. Oczywiscie nie kazda
aberracja chromosomowa prowadzi do transformacji nowotworowej komérki,
w niektdrych przypadkach prowadzi dojej $mierci, w innych do powstania klonu
komoérek (potomstwa jednej komdrki) o ,niegroznej dla organizmu mutacji
chromosomowej”. Jak sie obecnie sadzi, tylko niektére aberracje chromosomowe
prowadza do transformacji nowotworowej komoérki i te wtasnie aberracje beda
omowione w dalszej czesci tego artykutu. Nalezy wyraznie podkreslié, ze
w przypadku choroby nowotworowej, aberracje chromosomowe wystepujg wy-
tacznie w komorkach nowotworowych przy réwnoczesnym prawidtowym skita-
dzie chromosoméw w komdrkach pozostatych tkanek i narzadéw organizmu.
Dlatego tez proces powstawania nowotworu jest nazywany przez wielu autoréw
chorobg genetyczng pojedynczej komérki somatycznej, w ktérej dochodzi do
powstania aberracji chromosomowej, aby nastepnie poprzez nie kontrolowany
rozrost tej komérki doprowadzi¢ do powstania guza nowotworowego (wyjatek
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stanowia rzadkie zespotly dziedzicznej predyspozycji do nowotworéw). Nalezy
rowniez pamietac, ze zjawisko to moze powsta¢ w dowolnej komorce organizmu,
praktycznie kazdego narzadu i w dowolnym okresie czasu zycia cztowieka. Co
wiecej, proces ten trwa niekiedy wiele lat zanim zostanie rozpoznany przez
lekarza lub bezposrednio przez chorg osobe.

OBSERWACJE CHROMOSOMOW W KOMORKACH NOWOTWOROWYCH
CZLOWIEKA

Analiza chromosoméw komdrek nowotworowych ma swojg diugg tradycje.
Juz pod koniec ubiegtego stulecia patolog niemiecki, D. von Hansemann zauwa-
zyt w preparatach mikroskopowych tkanek nowotworowych cztowieka niepra-
widltowe podziaty mitotyczne komérek, co sktonito go do wysnucia hipotezy, ze
u poditoza powstawania nowotwordw sg zaburzenia podziatéw komdrkowych
prowadzace do nieréwnego podziatu jadra komoérki. Jak to czasami bywa
w nauce, na skutek silnej krytykijego pogladéw przez innych badaczy, w latach
pozniejszych wycofat sie ze swojej koncepcji (wedtug Sandberga 1990). Dopiero
kolejny badacz niemiecki, Theodor Boveri, Sformutowat mutacyjng teorie po-
wstawania nowotworéw w swojej pracy pt. Zur Frage der Entsuchung maligner
Tumoren, ktérg opublikowat w 1914 roku. Ujmujac problem w duzym uprosz-
czeniu: Boveri uwazat, ze nieprawidlowe podziaty mitotyczne zachodzgce
w komoérkach nowotworowych prowadzg do réznej liczby chromosomow, co
z kolei prowadzi do transformacji nowotworowej komorki. Koncepcja ta, nazy-
wana teorig mutacji somatycznej, jest uznawana obecnie za jeden z podstawo-
wych mechanizméw powstawania nowotwordw i coraz wiecej dowoddéw na
istnienie tego mechanizmu dostarczajg wspotczesne wyniki badan cytogenety-
cznych oraz molekularnych.

Proces powstawania nowotworow jest wieloetapowy i zostat przedstawiony
w artykule Chorazego I Duxa (1995) w tym zeszycie Kosmosu. Obserwacje
chromosoméw w komérkach nowotworowych, aczkolwiek dotyczg tylko jednego
elementu tego ztozonego procesu, wydajg sie tworzy¢ istotny czynnik w bada-
niach mechanizméw karcynogenezy. Wynika to z faktu, ze rozrastajgce sie
w organizmie cziowieka komorki nowotworowe wykazujg obecnos¢ licznych
aberracji (mutacji) chromosomowych i to zaréwno liczbowych (genomowych),jak
i strukturalnych. Dotychczasowe obserwacje wykazuja, ze liczba chromosoméw
w komoérce nowotworowej wykazuje duze wahania i moze zmniejszy¢ sie
z prawidiowej do niekiedy liczby okotohaploidalnej, to znaczy okoto 23, albo,
i tak jest najczesciej, zwieksza sie, osiggajac niekiedy liczbe dochodzgca do
kilkuset chromosoméw w jednej komorce. Co wiecej, chromosomy komorek
nowotworowych ulegaja niekiedy bardzo licznym aberracjom strukturalnym —
praktycznie obserwuje sie w nich wszystkie rodzaje aberracji wystepujacych
w komoérkach ssakéw — delecje, duplikacje, rdéznego rodzaju translokacje
i inwersje. O ile poczatkowo cytogenetycy nie byli w stanie dokona¢ szczegétowej
charakterystyki tych niekiedy bardzo ztozonych aberracji chromosomowych, to
od kilku lat, dzieki istotnemu rozwojowi technik hodowli komdrek i barwien
prazkowych chromosoméw, zaczeli dostrzega¢ pewne korelacje pomiedzy okre-

3 — Kosmos
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Slonymi aberracjami chromosomowymi, nazywanymi aberracjami pierwotnymi,
a rodzajem histologicznym nowotworu, z komérek ktérego uzyskano te chromo-
somy (Heim iMitelman 1987, Sandberg 1990, Limon i Mitelman 1994) Ponadto
zauwazono, ze wyniki analizy cytogenetycznej moga mie¢ implikacje praktyczne
w prognozowaniu klinicznym pacjentéw.

ABERRACJE CHROMOSOMOWE W KOMORKACH NOWOTWOROWYCH UKLADU
KRWIOTWORCZEGO (BIALACZKI)

Pierwszg swoistg aberracje chromosomowag wykryto w komérkach nowotwo-
rowych pacjentéw z przewleklg biataczka szpikowg (CML).Nowelt iHunderford
(1960) zauwazyli, ze w metafazach tychze komérkach wystepuje maty chromo-
som, ktory powstat wedtug nich jako wynik delecji jednego z chromosoméw
grupy G, jak ustalono potem, chromosomu 22. Nalezy zaznaczy¢, ze komérki
innych tkanek badanych pacjentéw wykazywaty obecnos¢ prawidtowego zesta-
wu chromosoméw. Tak wiec tylko komoérki szpiku zmienione nowotworowo
posiadaty nieprawidtowy chromosom, ktéry nazwano, ze wzgledu na miasto,
w ktorym dokonano tej obserwacji — chromosomem filadelfijskim (w skrécie Ph).
Wkrétce inni autorzy potwierdzili fakt wystepowania chromosomu Ph w komor-
kach nowotworowych pacjentéw z przewleklg biataczka szpikowa oraz w czesci
przypadkow ostrej biataczki szpikowej. Co wiecej, zaobserwowano, ze podczas
przetomu blastycznego choroby pojawiajg sie dodatkowe aberracje chromoso-
mowe, ktore niekiedy pojawiajg sie na kilka miesiecy przed wystgpieniem
objawéw chorobowych (Haus 1992). Jakie miato to 6wczesnie implikacje prakty-
czne w medycynie? Otoz analiza cytogenetyczna stata sie postepowaniem diag-
nostycznym i prognostycznym w biataczkach oraz zachecita cytogenetykow
i hematologéw do dalszych poszukiwan swoistych aberracji chromosomowych
w réznych nowotworach uktadu krwiotwdérczego.

Na przyktadzie chromosomu filadelfijskiego mozna przesledzi¢ dalszy rozwdj
badan genetycznych, w tym molekularnych, w hematoonkologii. Otéz w roku
1973 Rowley dzieki zastosowaniu techniki prazkowej identyfikacji chromoso-
moéw wykryta, ze chromosom Ph nie powstaje, jak poczatkowo przypuszczano,
w wyniku delecji, lecz translokacji wzajemnej pomiedzy chromosomami 9 i 22
i doktadnie sprecyzowata miejsca peknie¢ obu chromosoméw t(9;22)(q34;ql3)
(ryc. 4). Obserwacja ta zainteresowata genetykéw molekularnych, ktorzy podjeli
sie analizy molekularnej gendw znajdujgcych sie w miejscu peknie¢ tych chro-
mosomow lub w ich poblizu wychodzac z zalozenia, ze tam wiasnie powinny
znajdowac sie geny odpowiedzialne za transformacje nowotworowg. Juz wkrotce
wykryto, ze w wyniku translokacji pomiedzy chromosomami 9 i 22 dochodzi do
przeniesienia protoonkogenu c-abl (homologa retrowirusowego onkogenu) znaj-
dujacego sie w chromosomie 9934 na chromosom 22ql3 w poblize nie poznanego
dotychczas genu ber. Pomimo, iz wkrotce poznano produkt biatkowy nowo
powstatego genu bcr/abl nie wyjasniono do konca roli tego biatka w procesie
transformacji nowotworowej komorek szpiku (Nowet1r 1994, Rabbitt 1994).
Dalsze badania molekularne chromosomu Ph doprowadzity do sklonowania
i pelnej charakterystyki genu bcr/abl wskazujace, miedzy innymi, na roznice
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w miejscu pekniecia genu berw procesie formowania chromosomu Ph pomiedzy
komoérkami przewlektej biataczki szpikowej oraz ostrej biataczki szpikowej.
Efektem tego jest mniejszy produkt biatkowy genu bcr/abl w ostrej biataczce
szpikowej, co wydaje sie determinowac¢ odmienny przebieg kliniczny obu choréb
(Nowe11 1994). Z chwilg gdy sonda genu bcr/abl stata sie osiggalna dla badaczy
i to nawet w formie gotowych do uzycia zestawéw odczynnikéw, nastagpit
zasadniczy przetom w diagnostyce i monitorowaniu leczenia przewleklej biata-
czki szpikowej oraz niektorych innych postaci biataczek — w tym ostrej biataczki
limfoblastycznej (ALL) wystepujacej zaréwno u dzieci, jak i dorostych (Kowalczyk
1994) oraz ostrej biataczce szpikowej (AML) u dorostych. Wykrycie chromosomu
Ph w komorkach tych ostatnich biataczek ma znaczenie dla pacjentéw, gdyz
znacznie pogarsza rokowanie kliniczne (Kowatczyk 1994, Skotnicki 1993).

Ryc. 4. Schemat translokacji t(9;22)(q34;ql3) powstajacej w komérkach przewlektej
biataczki szpikowej . Powstaty w wyniku tej translokacji chromosom bedacy pochod-
nym chromosomu 22 (z prawej strony) nazywamy chromosomem Ph.

Aczkolwiek badania cytogenetyczne chromosomow powinny by¢ nadal wykony-
wane w diagnostyce tych choréb, to dysponujac sonda genu bcr/abl mozemy
wykry¢ obecnos¢ komorek z tg specyficzng translokacjg dzieki metodzie PCR.
Jest to wysoce czuta technika biologii molekularnej, ktéra pozwala na wykrycie,
na przyktad, jednej komorki z ta translokacja na milion prawidtowych komorek
szpiku (Nowak i Januszkiewicz 1994). Co wiecej, dysponujgc znakowang sondg
tego genu mozna wykonac¢ opisane powyzej molekularne badanie cytogenetycz-
ne, tak zwang hybrydyzacje in situ polegajaca na taczeniu sie (hybrydyzacji) tej
sondy z genem translokacyjnym, znajdujgcym sie w jadrze interfazowym komor-
ki i wykrywaniu miejsca hybrydyzacji metodami immunohistochemicznymi pod
postacia barwnych reakcji lub fluorescencji. Tak wiec aby wykry¢ chromosom
Ph u pacjenta z podejrzeniem okreslonej biataczki, nie musimy w niektérych
przypadkach hodowaé¢ komdrek szpiku w celu uzyskania chromosoméw, lecz
mozemy identyfikowac¢ te translokacje w jadrze interfazalnym komoérki szpiku
na zwyklym rozmazie cytologicznym tychze komérek, ajezeli komérki nowotwo-
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rowe przedostang sie ze szpiku do krwi obwodowej to znajdujemyje w rozmazie
tej krwi na szkietku mikroskopowym.

Przedstawiony powyzej przyktad chromosomu Ph ilustruje postep metodycz-
ny genetykow w badaniach chorob nowotworowych uktadu krwiotwdrczego.
Jakie zasadnicze implikacje poznawcze i praktyczne wynikajg z osiggnietego
postepu tych badan?

Po pierwsze, okazato sie, ze wiekszos$¢ choréb nowotworowych uktadu krwio-
tworczego wykazuje obecnos¢ swoistych aberracji chromosomowych dla okre-
Slonego rodzaju biataczki. Stad tez analiza aberracji chromosomowych stata sie
niezaleznym czynnikiem wspomagajacym diagnostyke réznicowa tych chordéb.
Tabela 1przedstawia wybrane (najbardziej czeste) choroby nowotworowe szpiku,
w ktérych wykiyto swoiste aberracje chromosomowe.

Tabela 1
Przyktady swoistych aberracji chromosomowych wystepujacych
w nowotworach uktadu krwiotwdrczego

Choroba Anomalie chromosomowe
Ostra biataczka limfoblastyczna (ALL) t(1;19)(g23;p 13)
Mielodysplazje (MDS) del(5q)

Chioniak Burkitt'a 1(8;14)(q24;932)

Ostra biataczka szpikowa (AML) 1(8;21)(922;922)
Przewlekita biataczka szpikowa (CML) 1(9;22)(q34;q 11)
Chioniak ztosliwy t(14; 18)(032;921)

Ostra biataczka promielocytowa (APL) t(15; 17)(g22;q1 1)

Ostra biataczka mielomonocytowa inv(16)(p!3g22) lub del(16)(g22)
(AMMol)

Po drugie, kompleksowa analiza korelacji pomiedzy aberracjami chromoso-
mowymi a przebiegiem klinicznym choroby wykazaly, ze obserwacje cytogenety-
czne komdrek nowotworowych maja znaczenie prognostyczne w klinice. Tabela
2 przedstawia znaczenie prognostyczne aberracji chromosomowych wystepuja-
cych w komdrkach nowotworowych chorych z ostrag biataczka szpikowa i ostrag
biataczkg limfoblastyczng (Skotnicki 1993). Nalezy podkresli¢, ze wlasciwe
rozpoznanie choroby oraz znajomos¢ czynnika ryzyka decyduja o wyborze przez
lekarzy okre$lonej strategii leczenia to znaczy wyboru odpowiednich lekow
cytostatycznych i, niekiedy, wielkosci dawek i czasu podawania tych lekéw
(Skotnicki 1993, Kowalczyk 1994).

Po trzecie, poniewaz analiza molekularna PCR lub hybrydyzacja in situ
pozwalaja nawykrycie niewielkiej liczby komoérek nowotworowych (Gray i Pinkel
1992), to wyniki tych badan moga poméc lekarzowi w szczegdlnych przypadkach
postepowania klinicznego, kiedy lekarzowi niezbedna jest informacja — czy
W organizmie pacjenta, pomimo intensywnego leczenia, pozostaty komoérki bia-
taczkowe (tak zwana choroba resztkowa)? Podobnie w przypadku przeszczepu
prawidtowych komoérek szpiku pacjentowi, u ktérego w postepowaniu transplan-
tacyjnym zniszczono promieniowaniem komorki nowotworowe szpiku, pojawia
sie pytanie — czy przeszczepione normalne komorki szpiku przyjety sie i tworzg
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zdrowag tkanke szpikowa, a moze nie zniszczone do konca komorki nowotworowe
zaczynajg sie rozmnazac i ,wypiera¢” prawidtowe komorki szpikowe uzyskane
od zdrowego dawcy?
Tabela 2
Znaczenie prognostyczne aberracji chromosomowych u chorych z
ostrg biataczka szpikowa (AML) oraz z ostrag biataczka
limfoblastycznag (ALL). (Wedtug: Skotnicki 1993, zmodyfikowany)

. - Rodzaje aberracji chromosomowych
Rokowanie kliniczne

AML ALL

Dobre inv (16) hiperdiploidia
del (16)

1(8;21)
t(15; 17)

Posrednie 1(9;22) zblizony do haploidii
t(v;l 3 diploidia
del(9q)
+8

Zte 1(6:9), del(5q), t(119), t(4;11)
del(7q) 1(9:22). t(8; 14)
t(1;7), inv(3) t(l 1:14), t(v;12)
t(3;3) del(6q)

Po czwarte, uzyskane informacje o genach zlokalizowanych w miejscach lub
w poblizu miejsc peknie¢ chromosoméw zaangazowanych w swoiste translokacje
oraz znajomos$¢ produktow biatkowych tych nowo powstajgcych genéw pogie-
biaja naszg wiedze o mechanizmie powstawania nowotworow. Stwarza to takze
nadzieje na swoistg terapie przyczynowg choréb nowotworowych. Niezwykle
interesujgca jest ostatnio dokonana obserwacja, ze w wyniku translokacji
pomiedzy chromosomami 15i 17 w komérkach ostrej biataczki promielocytowej
(APL) dochodzi do uszkodzenia genu (w chromosomie 17) odpowiedzialnego za
budowe podjednostki receptora kwasu retinowego. Dlatego tez w leczeniu powy-
7szej biataczki stosuje sie, z pozytywnym rezultatem, wysokie dawki kwasu
retinowego (Nowert1 1994).

ABERRACJE CHROMOSOMOWE W KOMORKACH LITYCH GUzZOW
NOWOTWOROWYCH

Dlaczego lite guzy nowotworowe cztowieka staly sie tak intensywnie badanym
polem dziatania cytogenetykéw? Na pewno sprawity to odkrycia cytogenetyczne
dokonane w komérkach nowotworowych uktadu krwiotwdérczego, ktére zostaty
opisane w poprzednim podrozdziale. Albowiem, jezeli wyjdziemy z zatozenia, ze
proces powstawania nowotoru jest zwigzany z mutacjg somatycznej komérki,
nalezy oczekiwac, ze podobnie jak w komérkach szpiku, w komérkach innych
tkanek cztowieka dochodzi do powstawania swoistych aberracji chromosomo-
wych, ktére majag zwigzek z transformacjg nowotworowg tychze komorek. Wyniki
badan cytogenetycznych licznych guzéw nowotworowych cztowieka ostatnich lat
wykazaty, ze oczekiwania genetykow byty stuszne. Tabela 3 przedstawia najeze-
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stsze swoiste aberracje chromosomowe wystepujace w niektérych litych guzach
cztowieka.

Tabela 3
Przyktady swoistych aberracji chromosomowych wystepujacych w litych guzach nowotworowych
cztowieka
Choroba Anomalie chromosomowe
Guzy mezenchymalne:
tagodne:
Thuszczak translokacje chromosomu 12q13-15
chromosomy pierscieniowe
Miegsniak macicy t(12;14)(ql4-15;923-24)
Ztosliwe:
Thuszczakomigsak Sluzowaty t(12; 16)(q 13.3;p 11.2)
Maziéwczak ztosliwy t(X;18)(pl I;q1 1)
Miesniako-miesak prazkowanokomérkowy t(2; 13)(g35-37;q 14)
Guzy nabtonkowe:
Rak oskrzela del(3)(p 14-23)
Rak nerek del(3)(p 11-14) oraz t(3;5)(pI3;0922)
Guz Wilms'a (nerki) del(l )(pl3)
Guzy neurogenne, neuroektodermalne:
Oponiak del(22)(ql2-13) oraz -22
Siatkéwczak del(13)(q14)
Zwojak zarodkowy del(l)(p31-pter) oraz HSR/DMS
Guz Ewing'a t(l 1;,22)(q24;ql2) oraz +8

Wyniki te uzyskano powielu latach przetamywania trudnosci metodycznych,
albowiem o ile uzyskanie chromosomoéw ze szpiku kostnego czilowieka nie
przedstawia obecnie problemu metodycznego dla doswiadczonego zespotu cyto-
genetykéw, to analiza chromosomoéw komérek litych guzéw nowotworowych
stanowi nadal dos¢ duzy problem metodyczny. Wydaje sie paradoksem, ze
komoérki ztoSliwie rosngcego guza nowotworowego w zasadzie powinny ,dostar-
cza¢” duzo komérek w stadium metafazy. Tymczasem praktyka wykazuje, ze
wyprowadzanie hodowli pierwotnych in vitro tychze komorek, ktore, jak wspo-
mniano powyzej, stanowig gtdwne zrédto chromosomoéw, nie jest proste. Te
niekiedy szybko dzielgce sie komorki w tkance guza nowotworowego, z chwilg
~Wyrwania” poprzez dziatanie chirurga z naturalnego srodowiskajakim jest guz,
tracg aktywnos¢ mitotyczng w hodowli in vitro i dos¢ czesto hodowle te przera-
stajg prawidtowymi komoérkami znajdujacymi sie w obrebie guza, na przyktad
fibroblastami. Zainteresowanych tym problemem Czytelnikéw odsytam do prac
przegladowych z tego zakresu (Limon i Mitelman 1994, Limon 1994a).

W drugiej potowie lat osiemdziesigtych dokonano przetomu metodycznego
w analizie chromosomow komoérek litych guzéw cztowieka i obecnie najczesciej
stosuje sie nastepujaca procedure (ryc. 5): podczas operacji chirurg wycina
w jatowych warunkach fragment tkanki guza nowotworowego i w sterylnym
naczyniu przesyta do laboratorium cytogenetycznego. Tam réwniez w warun-
kach jatowych rozdrabnia sie nozyczkami tkanke guza i poddaje dziataniu
enzymu zwanego kolagenazg przez okres od kilku do kilkunastu godzin. Enzym
ten powoduje uwolnienie komorek z tkanki guza i tym samym uzyskuje sie
zawiesine pojedynczych komorek nowotworowych, z ktérych po eliminacji mar-
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twych komoérek zaktada sie w naczyniach hodowlanych (najczesciej plastiko-
wych) pierwotng hodowle komoérkowa stosujac réznego rodzaju wzbogacone
pozywkKi (Limon i Miteiman 1994, Limon 1994a). w ten sposéb komoérki nowo-
tworowe, wprowadzone do pierwotnej hodowli in vitro po kilkunastu godzinach,
a najczesciej po kilku dobach zaczynaja sie rozmnazac (ryc. 6) i stajag sie zrodiem
chromosomoéw dla cytogenetyka poszukujgcego swoistych aberracji chromoso-
mowych w réznych rodzajach guzéw nowotworowych.

Ryc. 5. Proces zaktadania pierwotnej hodowli in vitro z litego guza nowotworowego (Li-
mon i Mitetman 1994). Kolejne etapy tej proceduiy sag opisane w tekscie.

Fakt wystepowania swoistych aberracji chromosomowych w niektérych ro-
dzajach guzéw nowotworowych cztowieka, podobniejak w chorobach nowotwo-
rowych hematologicznych, nadat nowa role cytogenetyce w diagnostyce réznico-
wej tych guzoéw. Oczywiscie, podstawowe rozpoznanie tych nowotworow opiera
sie na rutynowych badaniach histopatologicznych prowadzonych przez patolo-
géw, czy tez immunohistochemicznych czy tez w mikroskopie elektronowym.
Cytogenetyk moze jednak wypowiedzie¢ sie co do rozpoznania histopatologiczne-
go w przypadku tak zwanych anaplastycznych, niskozréznicowanych ztosliwych
guzéw, kiedy to wyniki wyzej wspomianych metod stosowanych przez patologéw
nie dajg jednoznacznej odpowiedzi (Limon i Mitetman 1994).

Podobnie jak w przypadku choréb nowotworowych szpiku genetycy moleku-
larni zainteresowali sie odkryciami cytogenetykéw dokonanymi na materiale
pochodzacym z litych guzéw nowotworowych. Na przyktadzie nowotworu dzie-
ciecego, nazywanego miesakiem Ewing'a, opisze dokonany w ostatnich latach
postep metodyczny w rozpoznawaniu tego guza, ktére dos¢ czesto przysparza
ktopotéw diagnostycznych patologom, a wczesna diagnoza tego ztosliwego no-
wotworu ma istotne znaczenie w wyborze terapii. w roku 1984 Turc-Carel
i wspoétpracownicy odkryli, ze komérki tego nowotworu posiadaja translokacje
pomiedzy chromosomami 11 i 22 — t(l 1;22)(q24;ql2). Juz wkrotce okazato sie,
ze ponad 90% tych nowotworéw wykazuje obecnos$¢ tej translokacji i w ten
sposob analiza cytogenetyczna stata sie waznym czynnikiem diagnostycznym
tego nowotworu. Fakt ten ma réwniez implikacje dotyczace pochodzenia tkan-
kowego tego nowotworu. Ot6z przez wiele lat sgdzono, ze nowotwor ten wywodzi
sie z tkanki mezenchymalnej i dlatego nazywano ten guz miesakiem. Tymczasem
identycznag translokacje pomiedzy chromosomami 11 i 22 wykryto takze
w guzach nowotworowych o jednoznacznym pochodzeniu z komérek zarodko-
wego grzebienia nerwowego. Podobienstwo tej translokacji sugeruje zatem, ze
guz Ewing'a wywodzi sie z tkanki neuroektodermalnej i nie jest miesakiem —
tak wiec wyniki badan cytogenetycznych moga niekiedy dostarcza¢ informacji
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Ryc. 6. Fotografia hodowli pierwotnej nadnerczaka. Widoczne sg rosnace in vitro ko-
morki posréd ktorych dwie komorki, znajdujg sie w stadium metafazy (strzatki) — jest
to wtasciwy moment do dodania do hodowli kolchicyny zatrzymujacej podziaty komér-

kowe w stadium metafazy.

o etiologii niektérych nowotworéw. W roku 1993 wyizolowano i sklonowano gen
obejmujacy te translokacje i scharakteryzowano produkt biatkowy tego genu
(Sandberg i Bridge 1994)). Osiggniecie to zostato natychmiast wykorzystane
w praktyce klinicznej. Podobnie jak w przypadku genu bcr/abl w hematologii
onkologicznej mozna obecnie rozpoznawa¢ guz Ewing'a technikami molekular-
nymi badajac bezposrednio gen translokacyjny w izolowanym DNA komorek
nowotworowych technika PCR lub, bez hodowli komorkowej, identyfikowac
obecnosé tego genu wjadrach interfazalnych komdrek tego nowotworu z uzyciem
opisanej uprzednio techniki hybrydyzacji in situ (FISH) (Giovannini i wspotaut.
1992). Obie techniki sg szybkie i cechuja sie wysokim stopniem swoistosci, ale
niestety i wysokimi kosztami.

ZNACZENIE ABERRACJI CHROMOSOMOWYCH W PROGNOZOWANIU
KLINICZNYM

Na obecnym etapie rozwoju cytogenetyki litych guzéw cztowieka stosunkowo
niewiele mozna powiedzie¢ o roli tych badan w prognozowaniu klinicznym.
Najlepiej udokumentowang zaleznos¢ pomiedzy obrazem cytogenetycznym guza
a przebiegiem klinicznym choroby znajdujemy w przypadku zwojaka zarodko-
wego (neuroblastoma) — guza nowotworowego wystepujacego w wieku dziecie-
cym. Okazuje sig, ze o pacjentach w wieku ponizej pierwszego roku zycia,
w guzach ktérych wystepuje hiperdiploidalna lub okototriploidalna liczba chro-
mosomoéw z brakiem lub niewielkg liczbg aberracji strukturalnych, mozna
rokowac¢ dobrze. Natomiast pacjenci powyzej 5 roku zycia z zaawansowanymi
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guzami o okotodiploidalnej lub okototetraploidalnej liczbie chromosoméw
z rownoczesng delecjg ramion krétkich chromosomu 1 nie rokujg wyzdrowienia
(Sandberg | Bridge 1994). Dokonano szeregu obserwacji podobnych korelacji
w innych guzach nowotworowych cziowieka, a szczegélnie w rakach pecherza
moczowego, stercza, jajnikéw i okreznicy oraz gwiazdziakéw moézgu. Jednak
wiekszos¢ tych obserwacji jest jeszcze na wstepnym etapie i wymaga dalszych
badan na wigkszej liczbie pacjentéw (Limon i Mitetman 1994, Limon 1994b).

Na obecnym stopniu rozwoju naszej wiedzy mozna wymieni¢ nastepujace
praktyczne i poznawcze znaczenia badan cytogenetycznych w patologii i klinice
litych guzéw nowotworowych cziowieka.

Po pierwsze, juz sam fakt wykrycia w jakichkolwiek komérkach powtarzal-
nych licznych aberracji chromosomowych wskazuje na nowotworowy charakter
badanych komaérek.

Po drugie, wykrycie swoistej aberracji chromosomowej w komérkach nowo-
tworowych umozliwia, w niektorych przypadkach, przeprowadzenie diagnostyki
roznicowej tych guzéw. UsScislenie tej diagnozy z kolei decyduje niekiedy
0 wyborze sposobu leczenia pacjenta z danym guzem nowotworowym. Nalezy
jednak zaznaczy¢, ze zbyt mata liczba danych powoduje, ze analiza aberracji
chromosomowych w guzach litych nie jest niezaleznym czynnikiem diagnosty-
cznym, tak jak ma to miejsce w nowotworach ukladu krwiotwdrczego.

Po trzecie, niektore obserwacje cytogenetyczne komorek litych guzéw maja
zastosowanie w prognozowaniu klinicznym. Uzyskane do tej pory dane upowaz-
niajg do przypuszczenia, ze zgromadzenie wiekszej liczby danych pozwoli,
w najblizszej przysztosci, na Sciste okreslenie zaleznosci pomiedzy rodzajami
1 ztozonoscig aberracji chromosomowych wystepujacych w komérkach guza
nowotworowego a przebiegiem klinicznym choroby.

Po czwarte, obserwowane czeste utraty materiatu genetycznego w litych
guzach, szczeg6lnie pochodzenia nabtonkowego, pod postacig delecji fragmentu
lub braku catego chromosomu doprowadzity do odkrycia tak zwanych genéw
supresorowych petnigcych istotng role w regulacji funkcji onkogenéw. A zatem
wyniki potgczonych badan cytogenetycznych i molekularnych dostarczajg wiele
istotnych informacji o mechnizmie powstawania i progresji howotworow.

Do przedstawionych w tabelach 1 i 3 wykazéw choréb nowotworowych
cztowieka, w komdrkach ktorych znaleziono swoiste aberracje chromosomowe,
stale przybywajg nowe i nalezy oczekiwaé, ze do konca XX wieku wiekszos¢
swoistych aberracji chromosomowych oraz powstajgce w ich wyniku specyficzne
biatka w nowotworach cziowieka zostang zdefiniowane. Dynamiczny postep
metodyczny badan cytogenetycznych oraz molekularnych sprawia, ze cytogene-
tyk oraz biolog molekularny stajg sie pomocnikami patologa w diagnostyce
choréb nowotworowych. Juz obecnie wyniki badan genetycznych znalazty zasto-
sowanie w Kklinicznej diagnozie, w prognozowaniu i monitorowaniu leczenia
niektérych choréb nowotworowych cziowieka. Najistotniejszym wydaje sie jed-
nak postep badann genetycznych nad mechanizmem procesu powstawania
nowotworow, albowiem poznawanie tego ztozonego procesu dziata stymulujaco
na poszukiwania nowych rozwigzan terapeutycznych i stwarza nadzieje na
swoiste leczenie jednej z najczestszych powaznych choréb trapiacych wspotczes-
nego cztowieka — choroby nowotworowe;j.
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SLOWNIK TERMINOW GENETYCZNYCH

Aberracje chromosomowe liczbowe (genomowe):

Diploidia— prawidtowa liczba chromosoméww komadce (u cztowieka 46=2n).

Aneuploidia — zwiekszenie lub zmniejszenie sie liczby chromosomow
w komdrce o liczbe 22 lub mniejsza, to znaczy 46-+22. Zwiekszenie sie liczby
chromosoméw nazywamy hiperdiploidia, a zmniejszenie hipodiploidig. Zwie-
kszenie liczby chromosoméw o jeden nazywamy trisomig i na przykiad dla
chromosomu 7 zapisujemy +7, a utrate jednego chromosomu nazywamy
monosomig i zapisujemy -7.

Poliploidia — zwigkszenie liczby chromosomoéw w komérkach, na przyktad
u cztowieka o liczbe 23=n. Komoérka triploidalna posiada 46 + 23=69 chromo-
somoéw, tetraploidalna 92 itd.

Aberracje chromosomowe strukturalne:

Delecja — utrata fragmentu dystalnego chromosomu (jedno pekniecie) lub
Srédchromatydowego (dwa pekniecia). Jezeli dystalne delecje dotyczg na przy-
kifad prazka 12 ramion krétkich chromosomu 7 to zapisujemy: del(7)(pl2),
a prazka 21 ramion dtugich tego chromosomu: del(7)(g21).

Translokacja — przemieszczanie sie fragmentéw ramion chromosoméw
pomiedzy nimi. Moze by¢ wymiana wzajemna lub niewzajemna. Dotyczy¢ moze
wiecej niz dwoéch chromosomow. Jezeli doszto do wzajemnej translokacji pomie-
dzy chromosomami 9 i 22 z miejscami peknie¢ 9934 i 22qll, to zapisujemy:
1(9;22)(q34;ql 1.

Duplikacja — podwojenie sie fragmentéw chromosomoéw. Stosujemy zapis:
dup(2)(p23-pl4).

Inwersja — na skutek dwoch peknie¢ w obrebie chromatyd jednego chro-
mosomu dochodzi do odwrdécenia sie tego odcinka o 180 i nastepnie do ponow-
nego potaczenia sie obu koricdw. Inwersja moze by¢ pericentiyczna obejmujaca
centromer, lub paracentryczna zachodzgca w obrebie jednego z ramion chromo-
somu. Najprostszy zapis inwersji: inv(2)(p21931).

Izochromosomg — chromosomy zbudowane wytacznie z ramion diugich lub
krétkich chromosomu. Jezeli izochromosom jest zbudowany z ramion dtugich
chromosomu 7 to zapis wyglada nastepujaco: i(7)(ql0).

Centromer — przewezenie pierwotne chromosomu, miejsce potgczenia obu
chromatyd. W zaleznosci od jego umiejscowienia wyrézniamy chromosomy:
metacentryczne (u cztowieka nr 1, 3, 16, 19, 20), akrocentryczne (odp. 13, 14, 15,
21, 22iY), submetacentryczne (wszystkie pozostate chromosomy). Patrz rycina. 1

Chromosomy ,,double minutes” (DMS): malutkie chromosomy pojawiajace
sie w metafazach w liczbie od kilku do kilkuset. Wystepuja gtéwnie w komoérkach
nowotworowych niektérych guzéw — uwaza sie, ze sg cytologicznym efektem
amplifikacji (powielenia sie wielu kopii) gendw.

HSR — Homogenously Staining Regions: jednolicie wybarwiajgce sie regiony
ramion chromosoméw komérek nowotworowych. Uwaza sie, ze podobnie jak
DMS sg efektem cytologicznym amplifikacji gendw.
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Kariotyp — reprezentatywny zestaw chromosomoéw danego osobnika (lub
guza nowotworowego) utozony wedtug obowiazujacych zasad). Kariogram: ze-
staw chromosoméw jednej komérki — nie zawsze stanowi kariotyp danej osoby,
gdyz czasami organizm jest tworzony przez komoérki o ré6znych kariogramach
(tak zwane organizmy mozaikowe).

Klonowanie — wyizolowanie okreslonego fragmentu DNA (na przyktad zna-
nego genu) ijego namnozenie w koloniach bakteryjnych.

Geny supresorowe (antyonkogeny) — geny dziatajgce supresyjnie na aktyw-
nos¢ onkogendw. Dziedzicza sie autosomalnie recesywnie. Do tej pory zlokalizo-
wano w chromosomach cztowieka okoto 10 takich genéw, miedzy innymi gen p53
w chromosomie 17pl3. Uwaza sie, ze utrata tych genéw prowadzi do wzrostu
ekspresji protoonkogenow.

Hybrydyzacja — taczenie sie dwdch pojedynczych i komplementarnych nici
DNA w czasteczke dwuniciowa.

Protoonkogeny — zlokalizowane w jgdrze komdrkowym geny homologiczne
do retrowirusowych onkogendéw. Scharakteryzowano ponad 20 takich gendw,
ktore miedzy innymi kontrolujg réznicowanie sie i proliferacje komorek.
W przypadku mutacji tych genéw moze dochodzi¢ do powstawania nieprawidto-
wych produktéw biatkowych uczestniczacych w procesie transformacji nowo-
tworowej .

PCR — technika molekularna polegajaca na wielokrotnym powtérzeniu
reakcji replikacji okreslonego fragmentu DNA w wyniku czego otrzymuje sie setki
lub tysigce kopii takiego samego odcinka DNA (moze to by¢ okreslony gen).

Sonda — sklonowany fragment DNA lub RNA, oznakowany radioaktywnie
(lub innym znacznikiem na przykiad fluorochromem) stuzacy do wykrycia
sekwencji komplementarnych nukleotydéw poprzez hybrydyzacje, na przykiad,
z chromosomami lub jadrami interfazowymi komoérek.

WHY SHOULD CHROMOSOME ABERRATIONS IN HUMAN NEOPLASTIC CELLS
BE ANALYZED BY CYTOGENETISTS?

Cancer and leukemia are genetic diseases not at the organism level, although occasionally this
is the case, but at the level of individual cells. The main difference between a neoplastic cell and
a normal one is that the former has undergone DNA change(s) — mutation(s) that enable it to escape
the organism’s normal proliferation control mechanisms. On the cytological level, during mitosis the
genome (DNA) of the cell takes the form of chromosomes. Many hematologic malignancies and solid
tumors in man are characterized by acquired genetic rearrangements that can be detected by
cytogenetic methods as clonal chromosomal abnormalities mostly as deletions or translocations, or
by molecular studies as a gene mutations. A combination of cytogenetic and molecular genetic
techniques has been used to provide considerable information on the development of leukemias and
solid tumors. Chromosome aberrations may be primaiy, i.e. occuring at the beginning of a tumor’s
life and presumably playing an important role in the pathogenesis of neoplastic cells, or secondary,
i.e. occuring during later tumor evolution-progression. In general, chromosome studies of human
cancer and leukemias have provided important clues to the location of revelant genes and their
products (tumor-specific proteins) and to the mechanisms by which their growth regulatory functions
have been altered. The specific chromosome aberrations in a particular tumor type or leukemia also
serve as disease markers that help in reaching a more precise diagnosis, including a better
assessment of the prognosis in individual cases. Thus, the distinct chromosomal aberrations and
molecular genetic findings have already found clinical application in differential diagnosis, prognosis,
and monitoring of the treated patients, and will be helpful in designing a therapy based on molecular
understanding and methodology.
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