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1. Rys historyczny

W 1888 r. W. Waldeyer wprowadzil termin ,chromosomy”, natomiast
w 1890 r. niemiecki patolog David von Hansemann przeprowadzil naj-
wezesniejsze  badania podzialu komérek w nowotworach  ztodliwych.
W 1913 r. Theodor Boveri wysnul hipoteze, iz zmiany chromosomalne
powoduja przejscie z prawidlowego funkcjonowania komérki do ztosliwej
proliferacji. Musiato jednak uplynaé kilkadziesiat lat, Zeby ograniczenia
techniczne przestaly sta¢ na przeszkodzie odkryciom z zakresu cytogenetyki
i pozwolily na rozwinigcie idei naukowcéw. Cytogenetycy roslinni radzili sobie
zdecydowanie lepiej i dopiero okoto 1950 r. dokonano odkrycia, iz nowotwory
ssakéw mozna bada¢ wykorzystujac podobne metody jak przy badaniu
materiatéw roglinnych.

Kolejne udoskonalenia procedur przyczynialy si¢ do znaczacych postepéw
i tak w 1956 r. ]J.Tijo i A. Levan chcac odkryé, co wyréznia komorke
nowotworowa wykazali prawidlowsa liczbe chromosoméw w komoree
czlowieka. Jednym z pierwszych, znaczacych sukceséw w cytogenetyce
nowotworéw byto odkrycie malego markera — chromosomu Philadelphia.

Dokonali tego Nowell i Hungerford w 1960 r. Przelomem natomiast okazato
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sic opracowanie techniki wybarwienia prazkéw w chromosomach w 1970 r. za
sprawa Casperssona i Zecha. Pozwolito to miedzy innymi na korekte
wezesniejszych zatozeri co do chromosomu Philadelphia, ktéry nie jest
delecja chromosomu 22, jak wczesniej przypuszczano, a translokacja miedzy
chromosomem 9 i 22. W latach 80 XX w. swdj rozwdj rozpoczeta genetyka
molekularna,  doprowadzajac do  powstania nowych  technologii
cytogenetycznych, w tym fluorescencyjnej hybrydyzacji 7z situ (FISH) (Heim,
2015; Ferenc, 2011).

2. Podstawowe informacje

Cytogenetyka jest dzialem genetyki zajmujacym si¢ badaniem chromosoméw
oraz ich aberracji (nieprawidtowosci) pod wzgledem liczebnosci oraz
struktury.

Mozemy  wyrézni¢  cytogenetyke klasyczna, ktérej  przedmiotem
zainteresowania jest badanie kariotypu — zestawu chromosoméw bedacego
cecha charakterystyczna danego gatunku. Przedstawia sic go w postaci
kariogramu, czyli graficznej postaci kariotypu, gdzie chromosomy utozone sa
w pary wedtug ich charakterystycznych cech (wielko$ci, miejsca potozenia
centromeru, uktadu prazkéw) (Srebniak, 2008).

Ludzki kariotyp zawiera 22 pary chromosoméw autosomalnych oraz jedng
pare chromosomdw pici — u kobiet sg to chromosomy XX, a u mezezyzn XY.
Badaniu podlegaja chromosomy w trakcie metafazy, poniewaz w tej fazie
podziatu  komoérkowego chromatyna jadrowa przyjmuje najbardziej
skondensowana posta¢, przez co chromosomy mozna najtatwiej rozdzieli¢ oraz
rozréznié. Najezesciej stosowang technika w badaniach kariotypu jest
barwienie metoda GTG (G-bands after trypsin and Giemsa) z zastosowaniem
trypsyny wytrawiajacej wchodzace w sktad chromosomu biatka histonowe
oraz barwnika Giemsy. Dzigki temu jesteémy w stanie zobaczy¢
charakterystyczny uktad prazkéw. Uwidocznione w tym barwieniu prazki

jasne sktadaja sie z rozluznionej euchromatyny, w sktad ktérej wechodzi DNA
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bogate w zasady C-G, prazki ciemne natomiast sktadajg si¢ ze skondensowanej
heterochromatyny, w sktad ktérej wchodzi DNA bogate w zasady A-T. Cho¢
wspomniane zostaly tutaj najczedciej wybarwiane prazki G, to nalezy
wspomnied, ze istnieja réwniez prazki Q, R i C (Ferenc 2011; Srebniak 2008).

Liczba prazkéw widocznych na chromosomie zalezy od wielu czynnikéw,
miedzy innymi od uzytego do badania materiatu oraz sposobu hodowli. Dzi¢ki
temu uzyskujemy okreslona rozdzielczo$¢, ktdra jest obliczong wartoscia liczby
prazkéw w pojedynczym zestawie chromosoméw. Na co dziet przeprowadza
si¢ badania przy rozdzielczosci ok. 400. Nalezy jednak wziaé pod uwage, ze
czesto chromosomy komérek nowotworowych majg nizsza rozdzielczo$é
prazkowa, przez co badanie jest mniej czule i zmiany trudniej dostrzegalne.

Niekiedy prazki nie posiadaja zadowalajacej rozdzielczosci i wykrycie matych
zmian moze nie by¢ mozliwe, jednak w takiej sytuacji mozemy rozszerzy¢
badania o analiz¢ technika FISH. Dla danego pacjenta wykonuje si¢
okreslong liczbe preparatéw przeznaczonych do oceny, jednak bywaja tez
sytuacje, ze z powodu niskiej rozdzielczosci czy niskiego indeksu mitotycznego
(mata liczba metafaz) nastgpuje konieczno$¢ dorobienia wickszej ilosci
preparatéw, w zwigzku z czym czas badania wydtuza sic. Analizie poddaje si¢
ok. 20-30 metafaz. Europejskie rekomendacje, co do minimalnej liczby
metafaz, jaka trzeba przeanalizowal okreslaja EHA (European Hematology
Association) oraz ECA (European Cytogenetics Association). Preparaty do
wykonania analizy wykonuje si¢c z przeprowadzonych wczesniej hodowli
o réznym czasie trwania (np. bezpo$rednia, 24 godzinna oraz 72 godzinna).
U jednego pacjenta badaniu podlegaja metafazy z kazdej hodowli, jednak taka
analiza nie zawsze jest mozliwa. Nickiedy w jednej hodowli znajdziemy wicle
metafaz, w innej za$ nie bedzie ich praktycznie weale (Srebniak, 2008).

Przy hodowlach komérkowych waznym czynnikiem sg mitogeny. Dobiera
sic je w zaleznosci od tego, jaka jednostke chorobowsa podejrzewa lekarz,
poniewaz dziataja na okreslong linie hematopoezy. Dlatego tak istotnym jest,

by na skierowaniu osoba zlecajaca zaznaczyta w jakim kierunku

1172



Znaczenie badari cytogenetycznych w hematoonkologii ]

..................................................................................................

przeprowadzana jest diagnostyka u danego pacjenta i w miar¢ mozliwosci
dotaczyta wynik immunofenotypowania oraz mielogramu.

Analiza cytogenetyczna sktada si¢ z analizy ilosciowej, w ktérej okresla si¢
liczbe chromosoméw wraz z identyfikacja chromosoméw plciowych oraz
analizy jako$ciowej, gdzie wraz z okresleniem liczby, identyfikacje
chromosoméw  przeprowadza si¢ poprzez analize¢ prawidtowosci wzoru
prazkowego. Obecnie proces ten przebiega z uzyciem programéw
komputerowych, co ufatwia pordéwnanie prazkéw chromosoméw
homologicznych, a tym samym znalezienie aberracji.

O jakosci badania cytogenetycznego decyduje rozdzielczo$¢ prazkéw
w analizowanych chromosomach. Im wiccej prazkéw jest widocznych, tym
wyzsza jest rozdzielczo$¢, a tym samym drobniejsze zmiany mozna dostrzec. Im
wyzsza rozdzielczo$é, tym wyzsza czuto$é badania.

W diagnostyce nowotworéw stosuje si¢ rowniez fluorescencyjna
hybrydyzacje in situ — FISH. Badanie tg technika wykonuje si¢, w przypadku,
gdy w badaniu kariotypu ustalenie doktadnego rodzaju lub miejsca rearanzacji
jest niemozliwe lub jako samodzielne badanie. W badaniu szpiczaka
plazmocytowego czy przewleklej biataczki limfocytowej stanowi ono
podstawowe badanie, a w wielu przypadkach umozliwia lekarzowi
wykluczenie lub potwierdzenie jednostki chorobowej, a takze okreslenie

ryzyka jeszcze przed wydaniem wyniku kariotypu.

MK

1 Ilustracja 3. Wzrost rozdzielczoéci prazkéw. Zdjecie wiasne.
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Badanie FISH (tak jak metody aCGH i MLPA) nalezy do dziatu
cytogenetyki molekularnej. Jest technika cytochemiczng polegajaca na
hybrydyzacji DNA ze specyficznymi sondami, ktére wyznakowane sa
fluorochromem $wiecacym pod wpltywem wzbudzenia $wiattem (UV-VIS).
Wykorzystywane sondy stuza do wykrywania okreslonych (konkretnych)
aberracji chromosomowych. Ich zastosowanie umozliwia zlokalizowanie
miejsc  peknie¢ w  chromosomach, mikrodelecji, mikroduplikacji czy
translokacji. Do przeprowadzenia analizy ta technikg uzywa si¢ mikroskopu
fluorescencyjnego.

Sondy stosowane w badaniach FISH dzielimy na:

1. Alfa-satelitarne (centromerowe, telomerowe).

2. Malujace, pokrywajace wybrany chromosom lub poszczegdlne jego
ramiona. Sondy te pokrywaja obszar od kilku do kilkudziesigciu milionéw
par zasad.

3. Specyficzne dla okreslonego locus lub poszczegdlnych sekwencji — sondy
delecyjne, rozdzielnosygnatowe i fuzyjne.

Technika FISH w badaniach cytogenetycznych znalazta zastosowanie
w  diagnostyce  submikroskopowych  aberracji  chromosomowych,
dodatkowego materiatu genetycznego, chromosomdéw markerowych czy
identyfikacji ztozonych aberracji strukturalnych.

Zaleta badania FISH jest mozliwos¢ oceny konkretnych zmian, réwniez tych
submikroskopowych oraz stosunkowo krétki czas od zlecenia badania do
wydania wyniku. FISH daje takze mozliwo$¢ oceny nie tylko metafaz, a przede
wszystkim jader interfazowych, co pozwala na przeprowadzenie badania przy
niskim indeksie mitotycznym.

Zaleta badania kariotypu jest jednoczesna ocena wszystkich chromosoméw,
podczas ktérej jestesmy w stanie dostrzec rézne aberracje wystepujace u danego
pacjenta.

Zasady zapisu cytogenetycznego stuzacego do opisania wzorem

obserwowanych aberracji chromosomowych sa okrelane przez ISCN
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(An International System for Human Cytogenetic Nomenclature)).

3. Znaczenie w badaniach

Cytogenetyka ma ogromne znaczenie w hematoonkologii. S'wiadczal o tym
miedzy innymi zalecenia ESMO (European Society for Medical Oncology),
klasyfikacia WHO czy ELN (European Leukemia Net). W obecnie
obowiazujacej edyqji klasyfikacji WHO z 2022 znajdziemy uaktualniong
terminologie, podzial jednostek chorobowych wraz z towarzyszacymi im
zmianami genetycznymi (Khoury, 2022).

Badania cytogenetyczne pomagaja, a niekiedy $3 Wrecz konieczne w:

* Postawieniu rozpoznania choroby. Zaréwno w badaniu kariotypu, jak
réwniez w badaniu FISH mozemy zaobserwowaé zmiany, ktérych
obecno$¢ koreluje z dang chorobg.

* Ustaleniu znaczenia prognostycznego i wybraniu odpowiedniego
leczenia. Niektdre aberracje maja konkretne znaczenie rokownicze. Dzigki
wykryciu niekorzystnych zmian lekarze moga zdecydowaé o podjeciu
terapii lub jej modyfikacji.

* Monitorowaniu skutecznosci leczenia.

W badaniach cytogenetycznych mozna sprawdzié, czy wykryty wczesniej
nieprawidlowy klon komérek (klon komoérek z aberracjami) wystepuje
w wickszym czy mniejszym odsetku, jest niewykrywalny, czy tez ulegt ewolucji
klonalnej.

W Polsce zostaly stworzone programy lekowe, kwalifikujace pacjentéw do
terapii wybranymi lekami. Czg¢§¢ z nich wymaga przeprowadzenia badan
cytogenetycznych jedynie na etapie diagnostyki, a czes¢ zaleca monitorowanie
leczenia z okreslong czestotliwoscia lub w razie potrzeby.

W dalszej czgéci rozdziatu zostang przedstawione przyktady choréb
hematoonkologicznych ~ wraz ~z  towarzyszacymi im  aberracjami
chromosomowymi, a takie w czedci przypadkéw odniesieniem do

obowiazujacych obecnie programéw lekowych. Nalezy jednak mieé na
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uwadze, ze postgp w badaniach oraz nowe odkrycia prowadza do zmian
zaréwno w klasyfikacji choréb, diagnostyki, jak i sposobach leczenia. W pracy

zostaly przedstawione dane obowiazujace wiosng 2023 r.

4. Ostra biataczka szpikowa
(Acute> Myeloid Leukemia, AML)

Jedna z najwazniejszych badanych aberracji cytogenetycznych jest fuzja PML:
:RARA wystepujaca w szczegdlnej postaci ostrej biataczki szpikowej jaka jest
ostra biataczka promielocytowa. Receptor RARA jest czynnikiem
transkrypcyjnym, ktéry reguluje ekspresje kluczowych genéw bioracych udziat
w réznicowaniu si¢ komérek progenitorowych linii mieloidalnej. Aktywnosé
tego genu regulowana jest kwasem retinowym. W wyniku translokacji
réznicowanie komdrek zostaje zahamowane. Zmiany te zwykle prowadzg do
wystapienia zespotu wykrzepiania wewnatrznaczyniowego (DIC), co moze
prowadzi¢ do $miertelnych powiklan krwotocznych. W przypadku
podejrzenia wystapienia tej translokacji nalezy jak najszybciej wiaczy¢ do
leczenia pacjenta kwas transretinowy (ATRA), mie¢ pod ciagla kontrola
zaburzenia krzepniecia oraz jak najszybciej przeprowadzi¢ badanie genetyczne
w celu potwierdzenia lub wykluczenia translokacji. Obecnie metoda FISH
pozwala nam na szybkie przygotowanie preparatu do analizy z utrwalonego
wezesniej materiatu, wynik uzyskujemy juz nastgpnego dnia. Ma ona duze
znaczenie nie tylko ze wzgledu na stosunkowo krétki czas wykonania badania,
ale réwniez pozwala na wykrycie zmiany, nawet wtedy, gdy translokacja
t(15;17) jest niewidoczna w badaniu kariotypu ze wzgledu na niska
rozdzielczos¢ prazkows chromosoméw (Krzakowski, 2015; Wierzbowska,
2013).

W ostrej biataczce szpikowej wyrézniono zmiany, ktérym nadano okreslone
znaczenie prognostyczne przedstawione w tabeli ponizej.

Program lekowy dla ostrej biataczki szpikowej obejmuje w zakresie

Swiadczenia gwarantowanego badanie cytogenetyczne lub  badania
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1 Tabela 1. Znaczenie prognostyczne aberracji cytogenetycznych w AML.
Opracowanie na pods§tawie 2022 ELN risk classification by genetics at initial
diagnosis (Dohner, 2022)

Znaczenie

prognostyczne

Nieprawidlowos¢ cytogenetyczna

Korzystne

Posrednie

Niekorzystne

(8;21)(q22;q22.1)/RUNX1::RUNXIT1
inv(16)(p13.1q22) 1
t(16;16)(p13.1;q22)/CBFB:MYH11

t(9;11)(p21.3;q23.3)/MLLT3::KMT2A
Cytogenetyczne i/lub molekularne nieprawidtowosci
niezaklasyfikowane jako korzystne lub niekorzystne
€(6;9)(p23;q34.1)/DEK::NUP214
t(v;11q23.3)/KMT2A - zrearanzowane
(9;22)(q34.1;q11.2)/BCR::ABL1
¢(8;16)(p11;p13)/KAT6A::CREBBP
inv(3)(q21.3926.2) lub (3;3)(q21.3;q26.2)/GATA2,
MECOM (EVI1)

t(3q26.2;v)/MECOM (EVI1) — zrearanzowane

-5 lub del(5q)

-7

-17/abn(17p)

Ztozony kariotyp

Monosomalny kariotvp




] Wyzwania diagnostyki XXI w.

..................................................................................................

molekularne na etapie kwalifikacji do leczenia. Ponadto jednym z kryteridéw jest
wykluczenie ostrej biataczki promielocytowej. W' szczegétowych kryteriach
kwalifikacji do leczenia gemtuzumabem ozogamycyny w  skojarzeniu
z daunorubicyng i cytarabing ujete jest potwierdzenie korzystnych lub
posrednich czynnikéw rokowniczych. W przypadku braku mozliwoéci oceny
ryzyka cytogenetycznego dopuszcza si¢ wlaczenie terapii indukujacej, jednakze
pod warunkiem wykluczenia niekorzystnych czynnikéw rokowniczych
w badaniach molekularnych (Minister Zdrowia, 2023).

5. Zespoly mielodysplastyczne
(Mpyelodysplastic neoplasms, MDS)

W zespotach mielodysplastycznych WHO wyréznito jednostke chorobowa,
jaka jest Zespdl mielodysplastyczny 5q (MDS-5q). W przypadku zmiany
obejmujacej delecje wickszego fragmentu diugiego ramienia chromosomu
S pary mozemy zobaczy¢ ja w badaniu kariotypu; niekiedy jednak mamy do
czynienia z delecjg submikroskopows, zbyt mata, zeby mozna byto dostrzec ja
w badaniu kariotypu. W badaniu FISH mozliwe jest wykrycie tej zmiany przez
zastosowanie sond skierowanych w material genetyczny znajdujacy sie na
ramieniu 5q. Dzi¢ki tej analizie mozemy postawic rozpoznanie.

W zespotach mielodysplastycznych mozna zaobserwowaé wiele zmian

w badaniu kariotypu, ktére zostaty odpowiednio zaklasyfikowane w tabeli.

6. Przewlekla bialaczka szpikowa (Chronic myeloid lenkemia,
CML)

Ze wzgledu na wystepowanie charakterystycznej translokacji t(9;22)(q34;
ql1.2) lub submikroskopowej insercji skutkujacej powstaniem genu,
przewlekta biataczka szpikowa jest jedna z choréb, w ktérych badania
cytogenetyczne oraz te z zakresu biologii molekularnej maja ogromne

znaczenie. Dzigki tym metodom mozemy uczestniczyé W rozpoznaniu
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& Ilustracja 4 (u géry) i 5 (na dole). Delecja ramienia dtugiego chromosomu
S pary, del(5q) kolejno w badaniu kariotypu (po lewej stronie chromosom
prawidlowy, po prawej delecja 5q) i badaniu FISH. Zdjecia whasne.
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& Tabela 2. Znaczenie prognostyczne aberracji cytogenetycznych w MDS.
Opracowanie na podstawie Revised International Prognostic Scoring System

for Myelodysplastic Syndromes (Greenberg, 2012)

Znaczenie . . L,
. Nieprawidlowos¢ cytogenetyczna
prognostyczne

. t_Y"

Bardzo dobre .+ del(11q)

* Norma,

* del(5q),
Dobre * del(12p),

* del(20q),

* Podwdjna zmiana, w tym del(5q)

* del(7q)

° +8
Posrednie e +19

* i(17q)

* Wszelkie pojedyncze lub podwdjne niezalezne klony

.7
* inv(3) / t(3q) / del(3q)

Zle * Podwdjna zmiana, w tym -7 / del(7q)

* Kariotyp zlozony: 3 nieprawidtowosci

Bardzo zle * Kariotyp ztozony: > 3 nieprawidtowosci
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& Ilutracja 6 (u gory). Translokacja t(9;22) BCR::ABL1 obserwowana
w badaniu kariotypu. Zdjecie wlasne.

7 Ilustracja 7 (na dole). Translokacja t(9;22) BCR::ABL1 obserwowana
w badaniu FISH. Zdjecie whasne.

181;



] Wyzwania diagnostyki XXI w.

..................................................................................................

jednostki chorobowej, ale réwniez w monitorowaniu leczenia czy
monitorowaniu choroby resztkowe;j.

Badanie kariotypu oraz FISH faczg si¢ ze soba. Obraz, ktéry dostrzegamy
przy analizie chromosoméw pokrywa sie z sygnatami obserwowanymi w jadrze
interfazalnym. Jednakze analiza kariotypu pozwala nam dostrzec przypadki,
gdy w translokacje miedzy chromosomem 9 a 22 zaangazowane s3 réwniez
inne chromosomy albo wystepuja aberracje wtérne, dzieki czemu mamy wigcej
informagji na temat tego, co dzieje sic u danego pacjenta, a to z kolei pozwala
nam na dokladniejsza ocene prognostyczna.

Po uzyskaniu badai genetycznych informujacych o wystepowaniu fuzji
BCR::ABLI stosuje si¢ u pacjenta leczenie inhibitorami kinazy tyrozynowej
(hamuja dzialanie nieprawidtowego biatka, ktére powstalo na skutek
translokacji). Leczeniem pierwszej generacji jest imatynib, jednak gdy nie
przynosi on pozadanych efektéw, wprowadza sie leki kolejnych generacji, czyli
dazatynib i nilotynib, wchodzace w program lekowy. Kazdy etap diagnostyki
oraz leczenia jest kontrolowany pod wzgledem obecnosci oraz tego, w jakiej
ilo$ci obecny jest transkrypt genu fuzyjnego (Glogowska; Minister Zdrowia,
2023).

7. Szpiczak plazmocytowy (Multiple> myeloma, MM)

Szpiczak plazmocytowy jest jednostka chorobows, w ktérej mozna
zaobserwowa¢ duze zréznicowanie cytogenetyczne, co rzutuje na jej przebieg
kliniczny. Czgé¢ zmian pozwala na postawienie przypuszczen, co do przebiegu
choroby oraz rokowania. Najpowszechniejsze z nich zostaly zebrane w tabeli
i zaklasyfikowane do poszczegblnych grup ryzyka, pozwalajac na
wykorzystanie ich jako markery prognostyczne.

W Polsce w ramach programu lekowego w §wiadczeniach gwarantowanych
jest wykonanie badan cytogenetycznych przy klasyfikacji do leczenia. Dzigki
temu mozna okresli¢ czy pacjent posiada aberracje wysokiego ryzyka

(w programie lekowym zostaty uwzglednione: delecja w chromosomie 17 —
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& Tabela 3. Grupy ryzyka w MM. Opracowanie na podstawie mSMART 3.0:
Classification of Active MM (Dispenzieri 2007; Kumar 2009; Mikhael 2013))

Wysokie ryzyko Standardowe ryzyko

. t(414)
. (14516)
o ¢(14;20)
e del 17p
* mutacje TP53 e Wszystkie inne,
e amp Iq wliczajac w to:
¢ RISS-3 * trisomie
* wiele komérek plazmatycznych w fazie S * t(11;14)
* GEP: niekorzystna sygnatura * t(6;14)
* szpiczak ,double hit”: dowolne 2 zmiany wysokiego

ryzyka
e szpiczak ,triple hit”: 3 lub wiccej zmian wysokiego

ryzvka

del(17p), translokacja t(4;14) oraz translokacja t(14;16)) i zakwalifikowa¢ go
do odpowiedniego schematu leczenia. Takze w przypadku podejrzenia
progresji, czy przy nawrocie choroby wykonuje si¢ badania cytogenetyczne, by
w razie konieczno$ci zmodyfikowac obecnie trwajaca lub wybraé nows terapie.
(Minister Zdrowia, 2023)

8. Przewlekla bialaczka limfocytowa

(Chronic lymphocytic lenkemia, CLL)
Jest to jedna z niewielu jednostek chorobowych w hematoonkologii, gdzie
badanie przeprowadza si¢ z prébki krwi, a nie szpiku. W codziennej praktyce

wykonuje si¢ gtéwnie badanie FISH panelu CLL umozliwiajace okreslenie

czynnikéw prognostycznych, z ktérych najwazniejszym jest wykrycie delecji
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17p (del17p). Ta zmiana oraz mutacja w genie TP53 (mutTP53) i IgHV
uzalezniaja decyzje o kwalifikacji pacjenta do poszczegdlnych terapii
z programu lekowego. Delecja genu TP53 wykrywana w badaniu FISH jest

niekorzystnym czynnikiem rokowniczym. (Minister Zdrowia, 2023)
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