Zaburzenia cytogenetyczne
w nowotworach komorek
hemolimfatycznych u psow

Rafat Sapierzyiski, Tomasz Hu¢*

z Katedry Patologii i Diagnostyki Weterynaryjnej Wydziatu Medycyny Weterynaryjnej

w Warszawie

P 1 echanizm udzialu mutacji genetycz-
nych i aberracji chromosomalnych

w onkogenezie jest rozmaity. Do najpow-
szechniejszych zaburzen sekwencji mate-
rialu genetycznego naleza:

— mutacje punktowe (zmiana jednej za-
sady w sekwencji genu),

— delecje — utrata fragmentu chromosomu,

— inwersje — odwrdcenie sekwencji zasad,

— addycje, duplikacje i multiplikacje —
dodanie, podwojenie i zwielokrotnie-
nie kopii genu lub genéw,

— translokacje — przeniesienie genu z jed-
nej pozycji na inng.

— liczbowe anomalie chromosoméw —
aneuploidie — zmniejszenie lub zwiek-
szenie liczby chromosoméw w danej
parze — monosomia, trisomia itd. oraz
poliploidie — zwigkszenie zestawu chro-
mosom&w — triploidia, tetraploidia itd.
W onkologii medycznej w przypadkach

rozrostéw obejmujacych szpik kostny oraz

limfocyty badania cytogenetyczne sa po-
wszechnie stosowane, w pierwszej kolej-
nosci w celach diagnostycznych, a ponad-
to stuza do przewidywania reakcji na za-
stosowane leczenie, co wiecej: pozwalaja
zaplanowac takie leczenie dla konkretne-
go pacjenta. W onkologii weterynaryjnej
ta technika nie jest, niestety, powszechna,
co ma zwiazek z czaso- i kosztochtonno-
$cia, dlatego tez jak na razie ma niewielkie
znaczenie praktyczne (1). Co wigcej, ocena
kariotypu psa jest trudna z dwéch zasadni-
czych powoddéw. Po pierwsze, liczba chro-
mosomow tego gatunku zwierzat jest sto-
sunkowo wysoka (2n=78), a po drugie (co
jest wazniejsze) wiekszo$¢ chromosoméw
morfologicznie wyglada prawie tak samo,
przez co ich identyfikacja jest utrudniona.

Analize cytogenetyczng z zastosowaniem

technik klasycznych w onkologii wetery-

naryjnej wykonuje sie juz od 30 lat (2, 3, 4).

Dzigki wprowadzeniu technik hodowli ko-

morek psich chioniakéw i biataczek mozliwe

jest prowadzenie analizy cytogenetycznej,
ktéra pozwala na ustalenie zaburzen struk-
tury iliczby chromosoméw (5). Starsze ba-
dania przeprowadzone na psach z ré6znymi
typami bialaczek wykazaly powszechne wy-
stepowanie aberracji chromosomalnych,

w szczegolnosci aneuploidie (gléwnie hi-
perploidie oraz tetraploidie) i obecno$¢ do-
datkowych chromosoméw metacentrycz-
nych. Liczba chromosoméw wahata sie od
54 do 156, chociaz u wigkszosci pacjentéw
byta ona w normie (2). Jednak w badaniach
tych nie wykazano obecnosci specyficznych
nieprawidlowosci w zaleznosci od typu bia-
taczki, a takze nie wykazano predykcyjnej
wartoéci takiej analizy (2).

Poréwnawcze badania cytogenetyczne
z uzyciem techniki FISH (fluorescent in
situ hybridization — fluorescencyjna hy-
brydyzacja in situ) wykazaly, ze niektdre
z aberracji chromosomalnych, zaréwno
strukturalnych, jak i liczbowych stwier-
dzanych w przypadkach nowotworéw ko-
moérek hemolimfatycznych u pséw sa iden-
tyczne z tymi rozpoznawanymi u ludzi (6).
Wykrycie specyficznych nieprawidlowosci
w materiale genetycznym pozwala, przynaj-
mniej potencjalnie, na bardziej precyzyj-
na charakterystyke rozrostu (bardziej pre-
cyzyjna diagnoze), a tym samym pozwala
sprecyzowac rokowanie, a takze dopaso-
wac terapie do indywidualnego przypadku
(3,7, 8). Badania cytogenetyczne pozwala-
ja wykazac obecnos$¢ wyraznych réznic do-
tyczacych genomu w obrebie komdrek ta-
kich samych rozrostéw pod wzgledem cy-
tomorfologicznym. Przykltadowo, opisano
przypadki ostrej bialaczki limfoblastycznej
u dwdch pséw, ktére pomimo podobnego
obrazu cytologicznego charakteryzowaly
sie odmiennym kariotypem. Jeden przy-
padek dotyczyl 4-miesiecznego szczenia-
ka rasy owczarek niemiecki, a drugi 7-let-
niego boksera, co wedlug autoréw pracy
moze sugerowac¢ odmienny patomechanizm
w réznych podtypach tej samej biataczki
(3). Wykazano, ze analize cytogenetyczna
w przypadku chloniakéw u pséw mozna
z powodzeniem przeprowadzi¢, poddajac
procedurze krew obwodowa zamiast ma-
terialu z weztéw chlonnych objetych rozro-
stem, co wydaje sie by¢ przydatne w przy-
padku, gdy nie ma mozliwoéci pobrania ma-
teriatu tkankowego do badania (8). Badanie
obejmujace 25 pséw z chloniakiem wyka-
zalo pelna zgodno$¢ pod wzgledem wyste-
powania aberracji chromosomalnych, bez
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wzgledu na to, czy material pobrano z za-
jetego wezla chlonnego, krwi obwodowej,
czy aspiratow szpiku kostnego (8).
Pomimo potencjalnych korzysci, jak do-
tad nie wykazano przydatnosci progno-
stycznej oceny kariotypu komoérek rozro-
stéw tkanki hemolimfatycznej u pséw, jed-
nak uwaza sie, ze wprowadzanie coraz to
nowych metod badawczych na poziomie
genomu pozwoli w przyszlosci na takie ich
zastosowanie (9). Réznorodne zmiany cyto-
genetyczne (kariotypowe) zostaly wykryte
w przypadku wielu rozrostéw nowotworo-
wych wywodzacych sie z komérek ukladu
hemolimfatycznego (ukladu obejmujacego
komorki linii limfoidalnej — limfocytéw oraz
linii mieloidalnej, czyli granulocytéw, ery-
trocytéw, linii monocytarnej i ptytkowej).

Aberracje chromosomalne
a nowotworzenie

Uznaje si¢ jako pewnik, ze poza zaburze-
niami ekspresji gendéw (zaburzenia epige-
netyczne — przebiegajace bez zmiany se-
kwencji materialu genetycznego) podstawa
nowotworzenia sg zaburzenia genetycz-
ne wyrazajace sie zmianami dotyczacymi
sekwencji zasad w obrebie genéw. Geny
zaangazowane w nowotworzenie mozna
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podzieli¢ na trzy podstawowe typy: pro-
toonkogeny/onkogeny, geny supresoro-
we oraz geny mutatorowe.

Zmiany obejmujace protoonkogeny

Protoonkogeny to geny wystepujace w pra-
widlowych komérkach, ktérych produkty
kontroluja procesy proliferacji, réznicowa-
nia, dojrzewania i migracji. Zmiany dotycza-
ce struktury, lokalizacji i liczby kopii proto-
onkogenéw prowadza do powstania onko-
genéw réznigcych sie od tych pierwszych
funkcja, aktywnoscia czy struktura (chociaz
nie zawsze tak jest). W czesci przypadkéw
funkcja produktu biatkowego takiego genu
nie jest zmieniona, ale zwigksza sie jego eks-
presja, dlatego Ze zostanie on przeniesiony
w inne miejsce chromosomu (translokacja,
np. w obszar promotorowi innego genu, kté-
ry podlega stalej ekspresji) — konsekwencja
tego bedzie nagromadzenie prawidlowego
produktu biatkowego o wlasciwosciach pro-
mowania podzialéw mitotycznych, co prze-
tozy sie na wzrost aktywnosci proliferacyjnej
komorek nowotworowych. W przypadku in-
nych zmian w obrebie protoonkogenu (mu-
tacje punktowe, delecje, inwersje) powstaje
produkt o innej aktywnosci niz produkt pra-
widlowy, czesto charakteryzujacy sie hiper-
aktywno$cia. Produktem zmienionego pro-
toonkogenu moze by¢ tez biatko o nieprawi-
dlowej strukturze przestrzennej. Jezeli takie
bialko wchodzi w sklad receptora dla czyn-
nikéw wzrostowych, to zmiana konforma-
¢ji czasteczki biatkowej moze powodowac,
ze receptor ten jest stale aktywowany, nawet
bez udziatu ligandu, jakim jest specyficzny
czynnik wzrostu. W innych przypadkach
powielenie gen6éw (duplikacje, multiplikacje)
w obrebie zmienionego chromosomu skut-
kuje wytworzeniem dodatkowych kopii pro-
toonkogenu/onkogenu; niekiedy liczba ko-
pii danego onkogenu w materiale genetycz-
nym komérek nowotworowych wynosi do
kilku tysiecy, co skutkuje wysoka aktywno-
$cig jego produktu i nasileniem proliferacji.

Zmiany obejmujace geny supresorowe
oraz geny mutatorowe

Mutacje i aberracje chromosomalne moga
dotyczy¢ genéw supresorowych (produk-
ty tych genéw w warunkach prawidlowych
chronig komérki przed transformacja no-
wotworowa) oraz genéw mutatorowych
(produkty tych genéw sa zaangazowane
w naprawe uszkodzonego materialu ge-
netycznego). W takich przypadkach za-
zwyczaj dochodzi do zmiany sekwencji
lub catkowitej utraty genu, co skutkuje po-
wstaniem nieprawidlowej formy biatkowe-
go produktu, zupelnym brakiem produk-
tu bialkowego. To z kolei skutkuje osta-
bieniem lub utrata mozliwosci wykrycia
uszkodzenia materialu genetycznego i/lub

jego naprawy, a w konsekwencji prowadzi
do transformacji nowotworowej. W przy-
padku mutacji punktowych, delecji, insercji
lub translokacji powstajacy produkt biatl-
kowy wykazuje obnizona aktywno$¢ lub
tej aktywnosci jest calkowicie pozbawiony.

Zaburzenia cytogenetyczne
w chioniakach u psow

Pomimo powszechno$ci wystepowania
irozpoznawania chioniakéw u pséw, niewie-
le jest dostepnych informacji odno$nie do
zaburzen cytogenetycznych stwierdzanych
w komérkach tych nowotworéw. W pra-
cy Thomas i wsp. (10) wykazano, ze cho-
ciaz generalnie powszechne, to aberracje
chromosomalne w komérkach chtoniakéw
maja mniejsze nasilenie niz np. w komor-
kach psich kostniakomiesakéw czy guzéw
pochodzenia histiocytarnego. W starszych
badaniach do najpowszechniej opisywanych
nieprawidfowosci w komoérkach chioniakéw
u pséw zaliczono aneuploidie, a w szcze-
golnosci trisomie chromosomoéw 1, 2, 13,
341 36, tetrasomie chromosomu 9 oraz utra-
te chromosomu 13, 29, i 36 (11, 12). Nie
obserwowano jednak zalezno$ci pomie-
dzy tymi nieprawidtowosciami chromoso-
malnymi w komérkach nowotworowych
a immunofenotypem komodrek nowotwo-
rowych, typem histologicznym rozrostéw,
ani, co szczegdlnie istotne z punktu widze-
nia klinicznego, czasem przezycia pacjen-
téw poddanych chemioterapii (11).

W analizie przeprowadzonej przez Hahn
i wsp. (13) na 15 z 61 poddanych ocenie
pséw z chloniakiem stwierdzono klonalna
trisomie chromosomu 13. Co interesujace,
wykazano takze, ze u pséw z tym typem
aberracji czas trwania pierwszej remisji oraz
calkowity okres przezycia po chemioterapii
byly dluzsze niz u pacjentéw z innymi ty-
pami nieprawidlowosci genetycznych (13).
U psa z chloniakiem immunoblastycznym
wykazano miedzy innymi trisomie chromo-
somu 8. Psi chromosom 8 wykazuje znaczne
podobienstwo do chromosomu 14 czlowie-
ka. W genomie czlowieka na diugim ramie-
niu chromosomu 14 w pozycji q32 znajduje
sie onkogen Bcl-1. W wielu przypadkach no-
wotwordw tkanki hemolimfatycznej (w tym
chloniakéw i biataczek szpikowych) u ludzi
obserwuje sie trisomie chromosomu 14 lub
tez translokacje fragmentu tego chromoso-
mu zawierajacego onkogen Bcl-1.

Oprécz innych funkcji biologicznych,
biatka z grupy Bcl-2 indukuja apoptoze
komoérek (miedzy innymi z uszkodzonym
DNA). U ludzi translokacja obejmujaca re-
gion zawierajacy gen kodujacy bialko z gru-
py Bcl-2 czesto lezy u podstaw onkogenezy,
bowiem dochodzi w takich przypadkach do
supresji lub calkowitego zahamowania apop-
tozy w komérkach z uszkodzonym materia-
fem genetycznym — uszkodzony jest gen,

ktérego produkt uruchamia proces apop-
tozy komorek (12).

U psa z chloniakiem limfoblastycznym
(chtoniak o wysokiej ztosliwosci) ziden-
tyfikowano liczne zaburzenia chromoso-
malne, takie jak utrata chromosoméw 11,
30 i 38 oraz zwielokrotnienie chromosomu
36. Komorki tego nowotworu charaktery-
zowaly sie nietypowym immunofenotypem,
bowiem 95% komérek nowotworowych wy-
kazywalo jednoczesna ekspresje antygenéw
powierzchniowych typowych zaréwno dla
linii T — antygen CD3, jak i linii B — anty-
gen CD79alfa (14). Aberracje numeryczne
dotyczace chromosoméw 11, 13, 141 31 zo-
staly tez potwierdzone w komérkach chlo-
niakéw wieloogniskowych metoda mikro-
macierzowa (7).

Przeprowadzona ostatnio szczegélowa
analiza 150 przypadkéw psich chloniakéw
z zastosowaniem bardziej precyzyjnych me-
tod badawczych wykazala, ze najpowszech-
niej obserwowane nieprawidlowosci byly
zwiazane ze zwiekszeniem liczby kopii w ob-
rebie chromosoméw 13 i 31 (14). Zaobser-
wowano ponadto, Ze aberracje chromoso-
malne sg bardziej zfozone i silniej wyrazone
w komoérkach chloniakéw T-komérkowych
w poréwnaniu do chtoniakéw wywodzacych
sie z komdrek B. Mianowicie, w komérkach
chloniakéw T-komoérkowych (gléwnie chlo-
niakéw z obwodowych komérek T) stwier-
dzano powszechnie zaréwno zwigkszenie
liczby kopii genéw (szczegé6lnie w obrebie
chromosoméw 6, 9, 13, 20, 29, 31 i 36), jak
i ich zmniejszenie (w obrebie chromoso-
méw 11, 17, 22, 28 i 38). Niestety, jak do-
tad nie udalo sie w sposéb jednoznaczny
okresli¢, czy obserwowane nieprawidlowo-
$ci moga miec¢ przydatno$¢ terapeutyczno-
-rokowniczg, chociaz wydaje sig, ze anali-
za cytogenetyczna moze przyczynic si¢ do
bardziej precyzyjnej charakterystyki chlo-
niakéw u pséw (14).

Zaburzenia cytogenetyczne
w biataczkach u psow

Aberracje chromosomalne sa czesto stwier-
dzane w komorkach biataczek u pséw, jed-
nak sa one raczej rzadko opisywane w lite-
raturze, a ponadto brak jest badarn obejmu-
jacych duze grupy zwierzat z tymi rodzajami
nowotworéw. Jedna z powszechniej stwier-
dzanych nieprawidtowosci w komoérkach
ostrych biataczek szpikowych jest trisomia
chromosomu 1, ktéra moze by¢ zaangazo-
wana w powstawanie rozrostu nowotworo-
wego, jednak, jak wykazano, moze tez poja-
wiac sie w trakcie progresji procesu z formy
przewleklej w ostra (15). Z kolei w przypad-
ku przewleklej biataczki mielomonocytar-
nej réwniez wykryto trisomie, jednak do-
tyczyla ona gléwnie chromosomu 7 i byla
obserwowana az w 42% komoérek nowotwo-
rowych (4). Dowiedziono tez, ze rozrosty
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tego samego typu moga wykazywac zr6zni-
cowanie pod wzgledem aberracji chromo-
somalnych, co obserwowano na przyktadzie
ostrych bialaczek limfoblastycznych o tych
samych cechach cytomorfologicznych (3).

Powszechna nieprawidlowoscia cytoge-
netyczna rozpoznawana w komorkach bia-
faczek jest translokacja BCR-ABL. Trans-
lokacja BCR-ABL (okreslana skrétem:
7/9q+; 22q-) jest obserwowana powszech-
nie (90-95% przypadkéw) w komoérkach
przewleklej biataczki szpikowej u ludzi, rza-
dziej (6-30% przypadkéw) w ostrych bia-
faczkach limfoblastycznych u ludzi i wy-
jatkowo (okoto 1% przypadkéw) w komor-
kach ostrych biataczek szpikowych u ludzi.
Efektem translokacji jest przeniesienie genu
BCR (jego produktem jest kinaza serynowo-
-treoninowa) z krétkiego ramienia chromo-
somu 22 pary na dlugie rami¢ chromoso-
mu 9 w rejon genu ABL (gen mysiej biatacz-
ki Abelsona, ktérego produktem jest kinaza
tyrozynowa). W efekcie tej delecji powstaje
gen fuzyjny BCR-ABL, ktérego produktem
jest nieprawidlowa kinaza tyrozynowa BCR-
-ABL, wykazujaca stala aktywnos¢, co po-
woduje wzmozong aktywnos¢ proliferacyj-
ng komérek biataczki, a w dodatku ich unie-
zaleznienie sie od czynnikéw wzrostowych.

Gen ABL jest protoonkogenem koduja-
cym biatko z rodziny kinaz tyrozynowych,
ktére w prawidlowych komérkach regulu-
je podzialy komérkowe, dojrzewanie i ad-
hezje. Po przytaczeniu si¢ do genu BCR
gen ABL ulega stalej aktywacji. Efektem
fuzji tych dwdch genéw jest tez hamowa-
nie naprawy DNA, a wiec powstatych mu-
tacji, a dodatkowo uposledzony jest proces
apoptozy zmutowanych komoérek. Finalnie
ta aberracja chromosomalna skutkuje nasi-
lona proliferacja komoérek i pojawieniem sie
przelomu blastycznego (przejscie biataczki
przewleklej w kierunku formy blastycznej,
ostrej), ktéry bez odpowiedniego leczenia,
lub pomimo niego prowadzi do zgonu (16).
Morfologicznym wykladnikiem tej translo-
kacji u ludzi jest wydluzenie chromosomu 9
i skrocenie chromosomu 22, ktéry okresla
sie mianem chromosomu Philadelphia (Ph).
U ludzi stwierdzenie obecnosci chromoso-
mu Ph umozliwia rozpoznanie przewlektej
bialaczki szpikowej.

Wykrycie translokacji BCR-ABL jest nie-
zwykle istotne w hematoonkologii medycz-
nej, bowiem warunkuje przebieg choroby,
a w szczegblnosci rokowanie. Obecno$¢
chromosomu Ph w ostrej bialaczce limfo-
blastycznej wiaze sie z gorszym rokowaniem,
z kolei w przewleklej biataczce szpikowej
jest czynnikiem rokowniczo korzystnym.
Co wiecej, wykrycie obecnosci chromoso-
mu Philadelphia jest podstawa do wdrozenia
terapii celowanej inhibitorami kinazy tyrozy-
nowej, np. imatynib (Glivec®), ktory w przy-
padku przewlektej biataczki szpikowej u lu-
dzi umozliwia uzyskanie calkowitej remisji.
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Odpowiednikiem chromosomu Philadel-
phia wystepujacego w komorkach biataczek
czlowieka jest chromosom Raleigh wykry-
wany w komoérkach psich biataczek, ktéry
powstaje w wyniku translokacji fragmentu
chromosomu 26 na chromosom 9, co skut-
kuje powstaniem genu fuzyjnego BCR-ABL
(17). Obecnos¢ chromosomu Raleigh byta
obserwowana w komdrkach z ostrej bia-
faczki mieloblastycznej bez dojrzewania
(AML-M1) u labradora, ostrej biataczki
limfoblastycznej u innego psa oraz w ko-
morkach przewleklej biataczki szpikowej
i przewleklej biataczki monocytarnej u ko-
lejnych 6 pséw (17, 18). Powyzsza aberra-
cje obserwuje sie umiarkowanie czesto —
zmiany notowano w 17 do 32% przeanali-
zowanych komérek nowotworowych (17).

W grupie pséw z ostra bialaczka szpiko-
wa w 71% przypadkéw obserwowano muta-
cje w obrebie genéw kodujacych biatka FLT3
(jest receptorem o aktywnosci kinazy tyro-
zynowej obecnym na komérkach macierzy-
stych szpiku kostnego, jego aktywacja mie-
dzy innymi nasila proliferacje komérkowa),
C-KIT (jest receptorem o aktywnosci kina-
zy tyrozynowej, ktory kontroluje miedzy in-
nymi proliferacje komérkowa) i RAS, cho-
ciaz znaczenie tych mutacji dla patogenezy
i przebiegu choroby u psich pacjentéw jest
na razie nieznane (9). Mutacje w obrebie ge-
néw RAS (RAS-N, RAS-K i RAS-H) obser-
wowano w wiekszosci przypadkéw ostrych
bialaczek szpikowych i limfoblastycznych
u pséw (19). Geny RAS (oraz ich zmutowa-
ne formy — onkogeny RAS) koduja produkty
biatkowe, odpowiedzialne za przenoszenie
sygnaléw z receptoréw powierzchownych
komérki do cytoplazmy i jadra komérko-
wego, ktdre to sygnaly wywieraja stymu-
lujacy wplyw na aktywnosé proliferacyjna
komoérek. Mutacje dotyczace genu RAS ob-
serwowano w wielu typach komérek nowo-
tworowych, mutacje te bardzo czesto skut-
kuja ciagta aktywacja genu i stala stymulacja
cyklu komoérkowego, tym samym intensyw-
na proliferacja komérek nowotworowych.

Podsumowanie

Pomimo znacznego rozpowszechnienia
rozrostow komorek tkanki hemolimfatycz-
nej, w szczegdlnosci chloniakéw, a takze
powszechnie akceptowanej wiedzy odno-
$nie do genetycznego podloza karcynoge-
nezy dane dotyczace wystepowania zabu-
rzen cytogenetycznych u pséw sa nielicz-
ne. Chociaz wiadomo, ze takie zaburzenia
sa obserwowane w komorkach biataczek
i chloniakéw stosunkowo czesto, to jak do-
tad niewiele wiadomo na temat molekular-
nych podstaw rozwoju tych nowotworéw.
Nalezy mie¢ nadzieje, ze wprowadzenie no-
wych technik badawczych pozwoli pozna¢
mechanizmy rzadzace zjawiskami zacho-
dzacymi w czasie onkogenezy, a co wiecej:

Prace pogladowe

bedzie je mozna uzy¢ w praktyce dla ta-
twiejszego rozpoznawania poszczeg6lnych
typow rozrostéw oraz do okreslania indy-
widualnego podejscia terapeutycznego.
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