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Pregled
Review

CITOGENETIKA I TUMORSKE BOLESTI

ISKRA PETKOVIC*

U ovom radu dat je pregled metoda za analizu kromosoma i kromosomskih poremecaja u djece sa solidnim tumorom, s osvr-
tom na danas poznate citogeneticke osobine populacije tumorskih stanica, poremecaje kromosoma specificne za pojedine tipove
i stadije bolesti, s posebnim naglaskom na klinicku primjenu citogenetickih ispitivanja u postavljanju dijagnoze, procijeni stadija
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Citogenetika i solidni tumori

Tijo i Levan su 1956. god. otkrili da
somatske stanice ¢ovjeka sadrze 46 kro-
mosoma. Par godina kasnije otkriveni su
prvi konstitucijski i steCeni poremecaji
genoma u humanoj populaciji, a u godi-
nama koje slijede upoznata je raznolikost
numerickih i strukturnih aberacija kro-
mosoma. Aberacije kromosoma uzro-
kuju visak, manjak ili prestrukturiranje
genetickog materijala, te imaju Stetne
posljedice na funkcionalnu aktivnost
stanice te na rast i razvoj organizma.

U proteklih pet desetljea ucinjen
je znatan napredak i usvojene su mnoge
nove metode ispitivanja. Tako su klasi¢ne
metode ispitivanja morfoloskog izgle-
da kromosoma upotpunjene metodama
diferencijalnog bojenja kromosoma za
preciznu identifikaciju pojedinih kromo-
somskih tipova i specificnih kromosom-
skih regija. Od posebnog su prakti¢nog
i znanstvenog interesa metode mole-
kularne citogenetike kao $to su metode
fluorescentne in situ hibridizacije, kom-
parativne genomske hibridizacije 1 "mi-
croarray-CGH" (1-4). Metode sjedinjuju
prednosti citogenetickih i molekularnih
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metoda ispitivanja. Zasnivaju se na hi-
bridizaciji komplementarnih sekvenci
nukleinskih kiselina. Nove metode ispi-
tivanja omogucuju detaljnu analizu stru-
kture kromosoma, kromosomskih abera-
cija i identifikaciju sitnih submikroskop-
skih poremecaja genoma Sto klasi¢nim
pristupom ispitivanja nije moguce.

Suvremene metode molekularne
citogenetike, za razliku od klasiénih ci-
togenetickih metoda, nisu ovisne o pro-
liferativnoj aktivnosti stanica. Tako se
korisne informacije mogu dobiti anali-
zom stanica koje su zbog diferencijacije
izgubile sposobnost proliferacije ili se
u trenutku ispitivanja nalaze u stadiju
interfaze. Mogué¢nost analize genoma
interfaznih stanica je od prakti¢nog in-
teresa u onkologiji, a posebno u ispitiva-
njima kromosomskih poremeéaja stanica
solidnih tumora. Neophodno je imati na
umu da svaka od spomenutih metoda
ima prednosti i nedostatke. Odabir meto-
de ispitivanja ovisi o uputnoj dijagnozi,
cilju ispitivanja i uzorku, dok interpre-
tacija rezultata ispitivanja ovisi o upo-
trijebljenoj metodi analize. U populaciji
djece sa solidnim tumorom provode se
citogenetiCka ispitivanja konstitucijskog
kariotipa 1 analize genoma tumorskih
stanica.

Cilj ispitivanja konstitucijskog kari-
otipa bolesnika je:

e otkrivanje stanja koja se mogu pove-
zati s veé¢im rizikom za nastanak tu-
morske bolesti;

e identifikacija kromosomskih regija
koje imaju vaznu ulogu u malignom
procesu.

Upravo su ispitivanja konstitucij-
skog kariotipa u bolesnika s tumorskom
bolesti te analize genoma tumorskih
stanica omogucila otkrivanje tumor su-
presorskih gena i razumijevanje njihove
uloge u malignom procesu. Od posebnog
je interesa nalaz intersticijske delecije
dugog kraka kromosoma 13 (13ql4) u
bolesnika s retinoblastomom i kratkog
kraka kromosoma 11 (11p13) u bolesnika
s Wilmsovim tumorom (5). Identifikacija
konstitucijske delecije u limfocitima bo-
lesnika te ste¢ene delecije dugog kraka
kromosoma 13 i kratkog kraka kromoso-
ma 11 u stanicama tumora omogucila je
otkrivanje gena za retinoblastom i Wilm-
sov tumor i ispitivanje molekularnih me-
hanizama njihova djelovanja. Tako gen
za retinoblastom kodira RB protein. RB
protein ima klju¢nu ulogu u regulaciji
stani¢nog ciklusa. Aktivan oblik proteina
je vezan za E2F1 transkripcijski faktor te
inhibira tranziciju stanice iz G1 u S fazu
ciklusa. Pod djelovanjem ciklina D dola-
zi do fosforilacije RB proteina, njegove
inaktivacije, oslobadanja E2F1 transkri-
pcijskog faktora i aktivacije transkripcije
gena neophodnih za ulazak stanice u S
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fazu ciklusa i poc¢etak DNA replikacije.
Gubitak funkcije RB proteina uzrokuje
nekontroliranu proliferaciju stanica.

Tumor supresorski geni su recesivni
na stani¢nom nivou te je za razvoj tu-
mora neophodna inaktivacija oba alela u
istoj somatskoj stanici. Kod hereditarnih
oblika tumora prisutna je konstitucijska
inaktivacija jednog od dva alela, dok je
za nastanak tumora neophodan gubitak
funkcije drugog alela u odgovarajucoj
somatskoj stanici. Za razliku od here-
ditarnih oblika bolesti, kod sporadi¢nih
tumora prisutna je inaktivacija oba ale-
la u istoj somatskoj stanici. Mehanizmi
inaktivacije tumor supresorskih gena su
razli¢iti, a ukljucuju toCkaste mutacije i
poremecaje kromosoma kao §to su dele-
cije. Poznato je da mnogi geneticki sin-
dromi nose ve¢i rizik za pojavu tumorske
bolesti. Tako se Wilmsov tumor javlja u
30-50% bolesnika s WAGR mikrodele-
cijskim sindromom i Denys-Drash sin-
dromom te u 10% bolesnika s Beckwith-
Wiedermannovim sindromom. Sindrom
testikularne feminizacije se povezuje s
pojavom gonadoblastoma, dok autoso-
mno recesivne sindrome kromosomskih
lomova obiljezava nestabilnost genoma
i ¢eSc¢a pojava leukemija, limfoma i so-
lidnih tumora (6). Svrha citogenetickih
ispitivanja tumorskih stanica jest:

e identifikacija stecenih kromosom-
skih poremecaja;

e otkrivanje poremecaja specificnih za
pojedine oblike i stadije tumorske
bolesti;

e identifikacija kromosomskih regija
koje imaju vaznu ulogu u nastanku i
evoluciji bolesti.

U tumorskim stanicama otkriveni
su razliiti poremecaji genoma kao §to
su delecije, duplikacije, translokacije,
homogenoobojene regije (hsr), double
minutes (dms) kromosomi, poremedaji
broja kromosoma kao $to su poliploidije
i aneuploidije. Danas su poznate osnovne
citogenetiCke osobine populacije tumor-
skih stanica i to:

e Kklonska priroda kromosomskih pore-
mecaja;
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e specificnost kromosomskih aberacija
za pojedine tipove tumora;

e nestabilnost genoma;
e cvolucija tumorskog klona;

e postojanje primarnih i sekundarnih
kromosomskih poremecaja.

Od posebnog znanstvenog i prakti-
¢nog interesa u medicini su aberacije
specificne za pojedine tipove bolesti.
Citogenetskim ispitivanjem malignih
stanica otkriveni su danas brojni kro-
mosomski poremecaji specificni za po-
jedine tipove i podtipove bolesti. Veéina
podataka se odnosi na leukemije, dok
su rezultati ispitivanja solidnih tumora
oskudni i za sada nezadovoljavaju¢i. Ra-
zlog tome su poteskoce na koje se nailazi
prilikom citogenetske analize solidnog
tumora kao §to su poteskoée u obradi
tkiva 1 pripremi odgovarajuce suspenzi-
je stanica, niska proliferativna aktivnost
tumorskih stanica, lo§ morfoloski izgled
kromosoma i kompleksnost kromosom-
skih aberacija. Tumorski proces se najce-
S¢e otkriva u kasnijim stadijima evolucije
malignog klona kada su pored primarnih
prisutne brojne, ¢esto veoma slozene se-
kundarne kromosomske aberacije. U ta-

kovim je situacijama veoma tesko razlu-
¢iti primarane od sekundarnih aberacija,
te identificirati kromosomsku aberaciju
specifi¢nu za pojedini tip tumora. Una-
to¢ navedenim poteskocama i relativno
malog broja izvrSenih analiza, danas
poznajemo citogenetske osobine i spe-
cificne aberacije za neke tipove solidnih
tumora djecje dobi (Tablica 1) (7, 8).

Pored prakti¢ne koristi u dijagnosti-
ci, istrazivanja stecenih kromosomskih
poremecaja, identifikacija zahvacene
kromosomske regije i mjesta loma su od
znanstvenog interesa jer doprinose otkri-
vanju onkogena i razumijevanju moleku-
larnih mehanizama njihova djelovanja.
Onkogeni su druga skupina gena koji
imaju vaznu ulogu u procesu nastanka
i evoluciji tumorske bolesti. Njihova je
uloga na stani¢nom nivou dominantna, a
to znaci da je dovoljna aktivacija jednog
alela za manifestaciju tumorskog fenoti-
pa. Citogeneticki poremecaji kromoso-
ma, kao Sto su traslokacije, su jedan od
mehanizama njihove aktivacije. Rezul-
tati citogenetickih ispitivanja tumorskih
stanica imaju prakti¢énu primjenu u me-
dicini i to prilikom:

Il;ite){gllceadlslpecy‘iénih kromosomskih poremecaja za pojedine solidne tumore djecje dobi
Table 1
An overview of specific chromosomal disturbances for specific solid tumours in childhood
Tumor Kromosomski poremecaj Geni
Dms/hsr
Neuroblastom Del(lp) N-Myc
Visak 17q21-qter
Alveolarni rabdomiosarkom :g:ll ;))((gggzgiig ﬁii;:ﬁgﬁﬁ
Ewingov sarkom, periferni t(11;22)(q24;q12) FLII-EWS
neuroektodermalni tumor t(21;22)(q22;q12) ERG-EWS
PNET i(17q) TP53
Sinovijalni sarkom t(X;18) (p11.2;q11.2) SSX-SYT
Germ cell tumor i(12p) ?
Kongenital fibrosarkoma t(12;15)(p13;925) ETV6-NTRK3
Miksoid liposarkom t(12;16)(ql13;pl1) FUS-CHOP
"Clear cell" sarkom t(12;22)(q13;q12) ATFI1-EWS
Miksoidni hondrosarkom 1(9;22)(q22;q12) CHN-EWS
Dot ey s wriews
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e odredivanja klonskog podrijetla tu-
morskih stanica;

e postavljanja precizne dijagnoze tu-
morske bolesti;

e postavljanja precizne dijagnoze sta-
dija bolesti;

e prosudbe ucinkovitosti terapijskog
postupka;

e prosudbe tijeka i ishoda bolesti.

Brojna sustavna ispitivanja stece-
nih poremecaja kromosoma ukazala su
na citogenetiCku heterogenost pojedi-
nih morfoloskih tipova bolesti. Kako se
proSiruju naSe spoznaje o specificnim
kromosomskim aberacijama tako i cito-
geneticke analize solidnih tumora imaju
sve veci znacaj u postavljanju dijagnoze
i predikeiji tijeka bolesti u djece sa so-
lidnim tumorom. Uloga citogenetickog
ispitivanja u postavljanju dijagnoze, pro-
cjeni stadija te predikciji tijeka bolesti
moze se ilustrirati na primjeru neurobla-
stoma. Neuroblastom je jedan od najce-
§¢ih solidnih tumora dje¢je dobi. Danas
je poznato da u stanicama neuroblastoma
nalazimo opsezne kvantitativne promje-
ne genoma, double minute kromosomi,
homogenoobojene regije, N-myc ampli-
fikaciju, strukturne aberacije kromoso-
ma broj 11 17 (9, 10). Poznata je takoder
geneticka heterogenost tumora te se ra-
zlikuju tumori s vrijednostima koli¢ine
DNA ili modalnim brojem kromosoma u
diploidnoj, triploidnoj i tetraploidnoj re-
giji. UoCena je, takoder, povezanost koli-
¢ine DNA i dobi te stadija bolesti. Tako
su tumori s triploidnom koli¢cinom DNA
¢es¢i u bolesnika do godine dana starosti
il,2,4-S stadijem bolesti.

Vecina bolesnika s neuroblasto-
mom u diploidnoj ili tetraploidnoj regiji
su stariji od jedne godine i tumorom u
3 i 4 stadiju. Ispitivanja koli¢ine DNA
ukazuju da je DNA indeks vrijedan indi-
kator tijeka i ishoda bolesti te odgovora
na terapijski postupak. Neuroblastomi s
DNA indeksom u triploidnoj regiji imaju
povoljniji tijek, dok tumori u diploidnoj i

i lose reagiraju na terapiju.

Vecina tumora s modalnim brojem
kromosoma u diploidnoj i tetraploidnoj

regiji ima pridruzene strukturne aberaci-
je kromosoma, dok su ove veoma rijetka
pojava u triploidnim tumorima. Double
minute kromosomi i homogeno obojene
regije su druga citogeneticka osobina
neuroblastoma. Tako su dms otkriveni u
otprilike 30% primarnih tumora dok su
hsr znatno rjeda pojava. Danas znamo
da su dms i hsr u stanicama neuroblasto-
ma citoloSka manifestacija amplifikacije
N-myc onkogena. Promjena je prisutna
ve¢ u vrijeme postavljanja dijagnoze.
Amplifikacija N-myc je povezana s dise-
miniranim oblicima tumora, uznapredo-
vanim stadijem bolesti i loSom progno-
zom. Otkrivena je u svega 5-10% tumora
u stadiju 1, 2 ili 4-S, te u 38% u stadiju
3 i 4. Dokazana je takoder povezanost
amplifikacije onkogena i tijeka bolesti.
To je los prognosticki znak neovisan o
stadiju bolesti, dobi ili drugim klinickim
parametrima. Strukturni poremecaj kro-
mosoma broj 1 uz gubitak terminalnog
segmenta kratkog kraka identificiran je u
70-85% primarnih tumora i stani¢nih li-
nija. Strukturni poremecaji kromosoma
broj 1 u stanicama neuroblastoma su ve-
oma raznoliki. Mjesta loma rasporedena
su po ¢itavoj duzini kratkog kraka, a naj-
cesce se nalaze izmedu 1p32 — Ipter.

Nalaz specificnog kromosomskog
poremecaja moze biti bitan u postavlja-
nju precizne dijagnoze bolesti i doprini-
jeti rjeSavanju dijagnostickih problema.
To se prije svega odnosi na skupinu tu-
mora poznatu pod zajedni¢kim nazivom
"tumori malih okruglih stanica". U sku-
pinu tumora ubraja se Ewingov sarkom,
rabdomiosarkom (RMS), neuroblastom,
non-Hodgkinov limfom, retinoblastom i
Wilmsov tumor (8). Pojedine tipove tu-
mora "malih-okruglih stanica" je pone-
kad veoma teSko razlikovati na temelju
morfoloskih i histopatoloskih osobina.
U takovim se slu¢ajevima za postavljane
precizne dijagnoze koriste citogeneticki
markeri specifi¢ni za pojedine tipove bo-
lesti. Tako je na primjer translokacija t(-
11;22)(q24;q12) identificirana u otprilike
90% Ewing sarkoma. Rabdomiosarkom
je najces¢i tumor mekih tkiva u djece i
predstavlja heterogenu skupinu bolesti
te se na osnovu histoloskih osobina ra-
zlikuju 4 podtipa bolesti. Citogenetickim
ispitivanjem otkriveni su numericki i
strukturni poremecaji. Recipro¢na tran-

slokacija t(2;13)(q35;ql4) je specifi¢na
za alveolarni RMS. Aberacija je identi-
ficirana u 70-90% primarnih tumora. U
pojedinim sluc¢ajevima, umjesto uobica-
jene t(2;13) identificirana je translokaci-
ja kromosoma 1 i 13 s mjestima loma u
1p361 13ql4.

Iz ovog kratkog pregleda provede-
nih ispitivanja ocito je da citogeneticke
analize mogu biti od koristi u postavlja-
nju precizne dijagnoze solidnog tumora,

da bolesti.
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Summary
CYTOGENETICS AND NEOPLASTIC DISEASES

L Petkovi¢

This paper review the advances in cytogenetic methods, chromosome analysis and chromosome aberrations in children with
solid tumours, briefly outlines the current knowledge on cytogenetic characteristics of malignant cell population, specific chromo-
somal abnormalities with special attention to the clinical usefulness of cytogenetic markers in diagnosis, prognosis and manage-
ment of children with solid tumours.
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