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ABSTRACT

Introduction: Myelodysplastic syndromes (MDS), classified by
World Health Organization as myelodysplastic neoplasms, are
a heterogeneous group of clonal disorders of haematopoietic
stem cells, characterized by ineffective haematopoiesis, periph-
eral blood cytopaenias, and the propensity to evolve into acute
myeloid leukaemia.

The aim of the study was to estimate, using classical and molecu-
lar cytogenetic methods, the chromosome aberrations of adult
patients with myelodysplastic syndrome.

Materials and methods: The results of patients’ bone marrow
tests were analysed. For each patient, a non-stimulated, a 24-hour
bone marrow culture was analysed using classical cytogenetic
techniques and fluorescent in situ hybridization (FISH).

Each stage of the study covered the analysis of the results of
karyotype examinations as well as selected aberrations of the
Y chromosome and the 3¢, 5, 7%, 8" and 20" pair of chromo-
somes. The research was conducted with FISH. The effectiveness
of classical and molecular methods in myelodysplastic syndrome
cytogenetic diagnostics was compared, and a statistical analysis
which examined the correlation of the cytogenetic results with
patients’ clinical data was conducted.

ABSTRAKT

Wstep: Zespoty mielodysplastyczne (myelodysplastic syndro-
mes - MDS), wg klasyfikacji Swiatowej Organizacji Zdrowia
nowotwory mielodysplastyczne, to heterogenna grupa klonal-
nych choréb komoérki macierzystej szpiku charakteryzujaca sie
nieefektywna hematopoeza, cytopeniami we krwi obwodowe;j

oraz sktonnoscia do transformacji w ostra biataczke szpikowa.
Celem pracy byta ocena aberracji chromosomowych dorostych
pacjentéw z zespotem mielodysplastycznym metodami cytoge-
netyki klasycznej i molekularne;j.

Materiaty i metody: Material badawczy stanowit wynik bada-
nia szpiku kostnego. Dla kazdego pacjenta zostata zatozona

24-godzinna niestymulowana hodowla szpiku kostnego. Na pre-
paratach uzyskanych po hodowli in vitro wykonano analize
technikami cytogenetyki klasycznej GTG oraz fluorescencyjne;j

hybrydyzacji in situ (FISH).

Poszczegodlne etapy pracy obejmowaty analize wynikow bada-
nia kariotypu oraz wybranych aberracji chromosoméw ', 3, 5,

The cytogenetic test was done for all 38 patients, and the statisti-
cal analysis was done for the 30 who had clinically confirmed MDS.
Results: Chromosome abnormalities were detected in 14 (47%)
patients. The most common cytogenetic abnormalities were:
chromosome 5 deletion (13.3%), chromosome 8 trisomy (6.6%),
and chromosome 20 deletion (6.6%).

The results of the statistical analysis proved a significant statisti-
cal correlation between patients’ sex and the age at the onset of
MDS (p = 0.035), and a correlation close to the limit of statistical
significance between the age of patients with correct karyotype
and patients with characteristic aberration karyotype suffered
from MDS (p = 0.07).

Conclusions: The above results prove that it is justified to con-
duct karyotype tests for every patient with suspected MDS. The
simultaneous application of both conventional cytogenetics and
FISH methods allows the identification of chromosome aberra-
tions invisible in the karyotype examination. The cytogenetic
analysis together with other diagnostic criteria increases diag-
nostic accuracy and also allows a more precise determination
of the risk groups and the choice of proper treatment methods
for patients with MDS.

Keywords: myelodysplastic syndromes; conventional cytoge-
netics; fluorescence in situ hybridization.

7,81 20 pary za pomocg techniki FISH. Poréwnano skuteczno$¢
metod klasycznych i molekularnych w diagnostyce cytogene-
tycznej zespotéw mielodysplastycznych oraz przeprowadzono
analize statystyczng badajaca korelacje uzyskanych wynikow
cytogenetycznych z danymi klinicznymi pacjentéw.

Badanie cytogenetyczne przeprowadzono u wszystkich 38
pacjentow, analizy statystycznej dokonano u 30, u ktérych
potwierdzono klinicznie zespét mielodysplastyczny.

Wyniki: Aberracje chromosomowe wykryto u 14 (47%) chorych.
Do najczesciej wystepujacych zmian cytogenetycznych nalezaty:
delecja dtugiego ramienia chromosomu 5 pary (13,3%), trisomia
chromosomu 8 pary (6,6%) oraz delecja dtugiego ramienia chro-
mosomu 20 pary (6,6%).

Wyniki analizy statystycznej wykazaty istotny statystycznie
zwigzek pomiedzy wiekiem zachorowania na MDS a ptcig pacjen-
tow (p = 0,035) oraz zblizony do progu istotnosci statystycznej
zwiagzek pomiedzy wiekiem zachorowania pacjentéw z prawi-
dtowym wynikiem badania kariotypu i pacjentéw z wynikiem
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kariotypu obejmujgcym charakterystyczne aberracje chromo-
somow (p = 0,07).

Whioski: Powyzsze wyniki dowodza zasadno$ci wykonywa-
nia badan kariotypu oraz badan technikg FISH u pacjentéow
z podejrzeniem MDS. Analiza cytogenetyczna w potaczeniu
z innymi kryteriami diagnostycznymi zwieksza skuteczno$¢

WSTEP

Zespoty mielodysplastyczne (myelodysplastic syndrome - MDS),
wg klasyfikacji Swiatowej Organizacji Zdrowia (World Health
Organization - WHO) nowotwory mielodysplastyczne, to hete-
rogenna grupa klonalnych choréb komoérki macierzystej szpiku
charakteryzujaca sie nieefektywna hematopoeza, czyli niepra-
widtowym réznicowaniem i dojrzewaniem komorek szpiku [1,
2]. Wszelkie nieprawidtowosci w morfologii komoérek szpiku,
do ktérych dochodzi w wyniku ich zaburzonego rozwoju,
czyli dysmielopoezy, okreslane sg jako mielodysplazja. Takie
komorki nie sg w stanie prawidtowo spetnia¢ swojej funkcji
w organizmie. Dysplazja moze obejmowac zmiany jakosciowe:
dyserytropoeze (zaburzenia linii erytroidalnej), dysgranulo-
poeze (zaburzenia linii granulocytarnej) oraz dysmegakario-
poeze (zaburzenie linii megakariocytowej), a takze ilosciowe,
przejawiajace sie wzrostem liczby komorek prekursorowych
danej linii w szpiku. Cytopenie stwierdza sie we krwi obwodo-
wej [3, 4, 5]. Mechanizm powstawania MDS jest ztozony i nie
do konca poznany. U podtoza choroby znajduje sie mutacja
w genomie komorki macierzystej pnia. W badaniach doswiad-
czalnych wykazano, iz w miejscach ztaman chromosoméw znaj-
duja sie geny odpowiedzialne za kodowanie cytokin oraz hema-
topoetycznych czynnikéw wzrostowych, regulujacych procesy
réznicowania i dojrzewania [6, 7]. Zesp6t mielodysplastyczny
jestjedna z najczesciej rozpoznawanych chordb uktadu krwio-
twdrczego. Zespoty mielodysplastyczne wg danych epidemio-
logicznych wystepuja gtéwnie u oséb starszych, gdyz w grupie
wiekowej powyzej 70. r.Z. nastepuje gwattowny wzrost zacho-
rowan na MDS, czego przyczyna moga by¢ gromadzone mutacje
powstate w wyniku dziatan substancji karcynogennych [8, 9].
Pierwsze doniesienia poréwnujgce zachorowalno$¢ na MDS
wg ptci pacjentéw prowadzone byty w Diisseldorfie (jeszcze
przed 1990 r.). Germing i wsp. twierdza, ze w grupie pacjen-
tow powyzej 50. r.z. czesciej na zespoty mielodysplastyczne
choruja mezczyzni niz kobiety [10, 11].

Rozpoznanie MDS opiera sie na iloSciowych i jakosciowych
zmianach w szpiku i krwi obwodowej. Do jednych z najwaz-
niejszych kryteriéw rozpoznawczych MDS nalezy dyshema-
topoeza w szpiku charakteryzujaca sie nieprawidtowo$ciami
morfologicznymi komoérek poszczeg6lnych linii krwiotwér-
czych. Badania niezbedne do szczeg6towej diagnostyki obej-
muja morfologie krwi z oceng rozmazu oraz ocene szpiku:
cytologiczna, histopatologicznag, cytochemiczng i cytogene-
tyczng [12, 13]. Pierwsza klasyfikacja zespotéw mielodyspla-
stycznych zostata opracowana przez Francusko-Amerykan-
sko-Brytyjska Grupe (FAB) w1982 r. System FAB uwzgledniat
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diagnostyczng, a takze pozwala na doktadniejsze okreslenie
grup ryzyka oraz wybor odpowiedniej metody leczenia pacjen-
téw z MDS.

Stowa kluczowe: zespoty mielodysplastyczne; cytogenetyka
klasyczna; fluorescencyjna hybrydyzacja in situ.

odsetek blastéw we krwi obwodowej i szpiku kostnym oraz
charakterystyke morfologiczng komérek. Aktualna klasyfi-
kacja zespotéw mielodysplastycznych opublikowana zostata
przez WHO w 2008 1. Klasyfikacja wg WHO wyréznia zespoty
mielodysplastyczne charakteryzujace sie dysplazja jednoli-
niowa lub wieloliniowg z uwzglednieniem odsetka blastow
oraz zmian cytogenetycznych [13, 14].

Réznorodno$¢ obrazu klinicznego, zmian cytologicznych
oraz cytogenetycznych w szpiku doprowadzita do opracowania
wielu modeli prognostycznych MDS, m.in. Miedzynarodowego
Indeksu Prognostycznego (International Prognostic Scoring
System - IPSS). Indeks IPSS ma znaczenie kliniczne; wykorzy-
stywany jest w klasyfikacji chorych do danego rodzaju leczenia,
uwzglednia réwniez korelacje z czasem catkowitego przezycia
i czasem transformacji do ostrej biataczki szpikowej [2, 15, 16].

W diagnostyce zespotéw mielodysplastycznych brak jest
jednego markera genetycznego lub biologicznego, ktéry pozwa-
latby w jednoznaczny sposéb identyfikowac pacjentéw z MDS.
Dlatego tak istotna wydaje sie ocena aberracji chromoso-
mowych w szpiku kostnym. Do najczesciej wystepujacych
zmian cytogenetycznych u pacjentéw z MDS, identyfikowa-
nych u ok. 40-50%, naleza: delecja dtugich ramion chromoso-
mow 5, 7120 pary oraz trisomia chromosomu 8. W odniesieniu
do niektdrych zmian ustalono ich znaczenie prognostyczne.
Zwiazane z dobrym rokowaniem s3a: izolowana delecja dtugiego
ramienia chromosomu 5 pary [tzw. zesp6t 5q-/del(5) q)], dele-
cja dtugiego ramienia chromosomu 20 pary [del(20)(q)], utrata
chromosomu ptciowego Y [-Y]; z posrednim rokowaniem: tri-
somia chromosomu 8 pary [+8], kariotyp prawidtowy; ze ztym
rokowaniem: monosomia chromosomu 7 pary [-7], delecja dtu-
giego ramienia chromosomu 7 pary [del(7)(q-)] oraz klonalne
aberracje wystepujace w liczbie [23], definiujac kariotyp zto-
zony lub bardzo ztozony [25] [10, 12, 17, 18]. Specyficzne zmiany
cytogenetyczne sg identyfikowane dzieki analizie badania
kariotypu i/lub przy uzyciu fluoroscencyjnej hybrydyzacji in
situ (FISH). Zmiany cytogenetyczne pojawiajg sie w pdzZniej-
szych stadiach rozwoju komdrki macierzystej. Sa one obecne
dopiero na etapie ukierunkowanych komoérek mieloidalnych,
natomiast brak ich w poczatkowych etapach wszystkich linii
krwiotwdrczych [7]. Niemiecko-austriacka grupa uczonych
w 2008 r. dowiodta, jak duze znaczenie diagnostyczne oraz
prognostyczne majg badania cytogenetyczne w zespotach
mielodysplastycznych, dajace mozliwo$¢ wyboru odpowied-
niej metody leczenia [19].

Celem pracy byta identyfikacja aberracji chromosomowych
dorostych pacjentéw z rozpoznaniem zespotu mielodyspla-
stycznego przy zastosowaniu metod cytogenetyki klasycznej
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i techniki FISH oraz ocena przydatno$ci i poréwnanie sku-
tecznosci obydwu metod. Zastosowana analiza statystyczna
miata na celu zbadac¢ korelacje uzyskanych wynikéw cytoge-
netycznych z danymi klinicznymi pacjentéw.

MATERIALY | METODY

Badaniem objeto grupe 38 pacjentéw z podejrzeniem zespotu
mielodysplastycznego. Dalszej analizie poddano 30 chorych,
u ktorych na podstawie cato$ci obrazu klinicznego potwier-
dzono MDS, u pozostatych 8 rozpoznano inne choroby rozro-
stowe szpiku. Grupa liczyta 16 (53%) kobiet i 14 (47%) mez-
czyzn; mediana wyniosta 65,5 lata, natomiast $rednia wieku
62 lat.

Materiat badawczy stanowit wynik badania szpiku kostnego
pobrany do rutynowej diagnostyki od pacjentéw z Oddziatu
Hematologii Samodzielnego Publicznego Szpitala Klinicznego
nr 1 Pomorskiego Uniwersytetu Medycznego w Szczecinie
w latach 2010-2011.

Dla kazdego pacjenta przeprowadzono niestymulowane
mitogenami 24 i 48 godz. hodowle szpiku kostnego, a nastep-
nie wykonano analizy technikami cytogenetyki klasycznej
GTG (G-banding using trypsyn and Giemsa) i technika FISH.
Z uzyskanej zawiesiny komdrek wykonano preparaty bar-
wione metodg GTG, a nastepnie w systemie do automatycz-
nego kariotypowania Spectral Imaging oceniano co najmniej
30 ptytek metafazalnych. Badania technikg FISH wykonano
przy uzyciu specyficznych sond (unique sequence probe) - kom-
plementarnych do okreslonej sekwencji DNA stosowanych
w diagnostyce MDS:

1. Vysis EGR1FISH Probe Kit.

2. Vysis LSI CSF1R Spectrum Orange/D5S23, D5S721 Spec-
trum Green Probes.

3. Vysis LSI D7S522 Spectrum Orange/CEP 7 Spectrum
Green Probes.

4. Vysis LSI D20S108 Spectrum Orange Probe.

5. Vysis CEP X Spectrum Oragne/Y Spectrum Green Direct
Labeled Fluorescent DNA Probe Kit.

6. Vysis LSI RUNX1/RUNX1T1 Dual Color Dual Fusion Pro-
bes - sonda AML1/ETO (sonda wykorzystywana tylko do ozna-
czenia liczby kopii chromosomu 8 pary).

WYNIKI

Hodowle szpiku kostnego przeprowadzono u wszystkich 30
pacjentéw. Wynik badania kariotypu uzyskano u 29 z nich. Nie-
powodzeniem zakonczyto sie badanie kariotypu u 1 pacjenta,
gdyz w catym materiale nie uzyskano komoérek dzielacych
sie (stwierdzono catkowity brak wzrostu hodowli metafaz).
Badanie molekularne technika FISH z wykorzystaniem sond
dlalocus 5q31, 5933-34, 7q31 wykonano u wszystkich pacjentow.
Dodatkowo u 3 pacjentéw przeprowadzono badanie technika
FISH z sonda specyficzna dla locus 20q12 oraz u 2 chorych
z sonda znakujaca geny RUNX1/RUNX1T1 (dawniej AML1/ETO)

10

Prawidtowy wynik badania kariotypu - 53%. Nieprawidtowy wynik obejmujacy
aberracje chromosomoéw Y, 3, 5,7, 8 1 20 pary — 27%. Nieprawidtowy wynik badania
kariotypu obejmujacy inne aberracje chromosomdw - 17%. Brak wyniku badania
kariotypu 3%

RYCINA 1. Procentowy rozktad wynikéw badania kariotypu w badanej
grupie pacjentow

w celu oznaczenia liczby chromosoméw 8 pary. Jeden pacjent
wykazat klonalna utrate chromosomu Y.

W oparciu o uzyskane analizy badania kariotypu i badania
FISH wyniki pacjentéw podzielono na trzy grupy. Do grupy I
zaliczono pacjentéw z prawidlowym wynikiem kariotypu
i badania FISH. Grupe II stanowili pacjenci z aberracjami chro-
mosomoOw majacych znaczenie w diagnostyce i rokowaniu
w MDS: byli to chorzy z delecjami dtugich ramion chromo-
somow 3, 5, 7120 pary, z trisomig chromosomu 8 oraz utratg
chromosomu ptciowego Y. Do grupy Il zaliczono pacjentéw
z aberracjami w innych pozostatych chromosomach (ryc. 1).

Grupa | - pacjenci z prawidtowym wynikiem kariotypu

i badania FISH

Analizy cytogenetyczne oraz wyniki badan FISH w tej grupie
pacjentéw nie wykazaty liczbowych ani strukturalnych zmian
chromosomowych. Grupa liczyta 16 (53%) pacjentéw, w tym 8
(50%) kobiet i 8 (50%) mezczyzn. Srednia wieku wynosita 56
lat, mediana 63 lata. Wszystkim pacjentom zakwalifikowanym
do grupy I wykonano badanie technika FISH, stosujac sondy
specyficzne dla dtugich ramion chromosoméw 5i7 pary. Bada-
nie technika FISH z sondg znakujacg 20q12 przeprowadzono u 1
chorego. Analiza technika FISH nie wykazata obecnosci Zadnej
z powyzszych zmian. Wyniki badan kariotypu byty zgodne
zwynikami uzyskanymi technikq FISH u wszystkich pacjentéw.

Grupa Il - pacjenci z kariotypem nieprawidtowym

obejmujacym aberracje chromosoméw Y, 3,5, 7, 8 i 20 pary
Analiza cytogenetyczna i badanie technika FISH wykazaty
izolowane lub wspdétwystepujgce z innymi aberracjami dele-
cje dtugich ramion chromosomu 3, 5, 7, 20 pary, trzecig kopie
chromosomu 8 lub monosomie chromosomu Y. Grupa liczyta
8 (27%) pacjentéw, w tym 3 (38%) kobiety i 5 (62%) mezczyzn.
Srednia wieku zachorowania wynosita 68 lat, mediana 70,5 lat.
Wszystkim pacjentom z tej grupy wykonano badanie technika
FISH w kierunku delecji/monosomii chromosomu 5 i 7 pary.
Dodatkowo u 2 pacjentéw przeprowadzono analize technika
FISH z sonda znakujaca region 20q12, a u 2 kolejnych okreslono
odsetek komorek z obecnoscia trisomii chromosomu 8. Analiza
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technika FISH potwierdzita obecng w badaniu kariotypu dele-
cje regionu 5q31 w przypadku 4 pacjentdéw, delecje 5q33-q34
u 3 pacjentéw, delecje regionu 7q3 u 1 pacjenta, delecje regionu
20q12 u 1 pacjenta oraz trisomie chromosomu 8 u 2 pacjen-
tow. Pacjent z utrata chromosomu ptciowego Y stwierdzonag
w badaniu kariotypu rowniez w badaniu technikg FISH nie
wykazat obecnosci tego chromosomu. W badaniu kariotypu
1 pacjent wykazat delecje dtugiego ramienia chromosomu 20
pary w innym regionie niz 20q12, dlatego badanie technika
FISH z zastosowaniem tej sondy wykazato wynik prawidtowy.
Wsrod wszystkich pozostatych pacjentéw zakwalifikowanych
do tej grupy wystapita zgodnos¢ kariotypow z wynikami uzy-
skanymi technika FISH.

Grupa lll - pacjenci z kariotypem nieprawidtowym
z aberracjami pozostatych chromosomoéw

Analiza cytogenetyczna i analiza technikq FISH wykazaty obec-
no$c¢ innych zmian niz delecje dtugich ramion chromosomoéw 3,
5,7 20 pary, trisomia chromosomu 8 czy utrata chromosomu
piciowego Y. Grupa liczyta 5 (17%) pacjentéw, w tym 2 (40%)
kobiety oraz 3 (60%) mezczyzn. Srednia wieku zachorowania
wynosita 67 lat, mediana 61 lat. Wszyscy pacjenci zakwalifiko-
wani do grupy Il mieli wykonane badanie technika FISH pod
katem oceny chromosoméw 5 i 7 pary i u nikogo nie stwier-
dzono zmian w tych chromosomach.

W badaniu cytogenetycznym w tej grupie chorych poja-
wity sie rézne, trudne do interpretacji metodami GTG markery
chromosomowe: u 2 pacjentéw stwierdzono przypadkowe
utraty pojedynczych chromosoméw, u 1 osoby stwierdzono
dodatkowy materiat na dolnym ramieniu chromosomu 7 oraz
zmiany strukturalne chromosomu 12 pary (inne niz opisy-
wane w MDS/AML), a takze u 1 pacjenta obecne byty zmiany
strukturalne chromosomu 1 pary, nieopisywane w literaturze.

Analizy statystyczne przeprowadzono z uzyciem nastepu-
jacych danych: pte¢, wiek zachorowania oraz wynik badania
kariotypu kazdego pacjenta. Po przeanalizowaniu wszyst-
kich wynikéw cytogenetycznych pacjentom z prawidtowym

wynikiem badania kariotypu nadano sygnature (symbol) A,
natomiast osobom, u ktérych w badaniu kariotypu stwierdzono
utrate chromosomu Y oraz aberracje chromosomoéw 3,5, 7, 8
i20 pary, nadano symbol B, a ceche C pacjentom z wszystkimi
innymi zmianami chromosoméw (ryc. 2).

Analiza statystyczna obejmowata ocene korelacji pomie-
dzy picia a wiekiem zachorowania pacjentéw na MDS oraz
zalezno$¢ pomiedzy wiekiem zachorowania pacjentéw na MDS
awynikiem badania kariotypu - dla kazdej z 3 kategorii. Ana-
lizy dokonano przy uzyciu m.in. testu Andersona-Darlinga oraz
GLM (uogdélnionego modelu liniowego) - tabela 1.

TABELA 1. Wyniki analizy statystycznej

Sredni

Parametry wiek zach. SD Zakres p
Ptec (K) 57 15,01 19-77 ref
Ptec (M) 67 16,76 24-86 0,035
Kariotyp A 56 18,18 19-78 ref
Kariotyp B 68 8,85 54-77 0,07
Kariotyp C 67 15,31 49-86 0,17

Pte¢: K- kobieta; M - mezczyzna; Kariotyp: A - prawidtowy; B - kariotyp, w ktérym
stwierdzono aberracje chromosoméw Y, 3, 5,7, 8 i 20 pary; C - nieprawidtowy
wynik badania kariotypu, inny niz w grupie B.

Wykazano istotna korelacje (p = 0,035) pomiedzy ptcia
a wiekiem zachorowania pacjentéw na MDS. Poréwnujgc wiek
zachorowania pacjentéw z kariotypem A i z kariotypem B, nie
uzyskano istotnej korelacji, mimo iz warto$¢ p (p = 0,07) zbli-
zona jest do warto$ci granicznej. Takze w przypadku pacjen-
tow z kariotypem A i C nie uzyskano istotnosci statystycznej
(p = 0,17) przy zatozeniu p = 0,05.

DYSKUSJA

W ostatnich latach nastgpit wzrost liczby zachorowan na
zespoty mielodysplastyczne. Wedtug najnowszych danych
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liczba zachorowan na MDS w Polsce wzrosta z ok. 1156 nowych
zachorowan w ciggu roku (3/100 000)/rok) do ok. 2000 (5/100
000)/rok) [20, 21, 22].

Poréwnanie parametrow klinicznych

Zapadalno$¢ na zespoty mielodysplastyczne jest inna dla kobiet
iinna dla mezczyzn. Stosunek ptci meskiej do zenskiej (M:K),
w zalezno$ci od zZrodta danych literaturowych, jest zmienny.
Skonieczka i wsp. zauwazyli, ze cze$ciej chorujg mezczyzni,
a stosunek liczbowy wynosi 1,6:1 [23]; poréwnywalng czestos¢
zachorowania mezczyzn i kobiet 1:1,04 uzyskali Sekeres i Macie-
jewski [21], za$ wyzszg czestos$¢ zachorowania wsrdd kobiet
opisali Romeo i Chauffaille: 1:1,7 [24]. Stosunek liczbowy mez-
czyzn i kobiet w badanej grupie wynidst 1:1,14; mezczyzni sta-
nowili 46% pacjentéw, natomiast kobiety 54%, co pozostaje
zgodne z wynikami pracy Sekeresa i Maciejewskiego [21].

Zespoty mielodysplastyczne naleza do choréb wieku
starszego, a $redni wiek zachorowania wynosi ponad 60
lat [21, 24, 25]. W przebadanej grupie 33% stanowili pacjenci
ponizej 60.r.Z,, a 67% osoby, ktére ukonczyty co najmniej 60 lat.
Sredni wiek zachorowania wyniést 62 lata, a przedziat wiekowy
19-86 lat. Wyzszy wiek zachorowania wérdd pacjentéw cierpia-
cych na MDS opisali Cordoba i wsp. Badana przez nich grupa
obejmowata wytgcznie pacjentéw z nieprawidtowym wynikiem
kariotypu, m.in. delecje lub monosomie chromosomu 7, a $redni
wiek zachorowania wynosit 69 lat [26]. Zalezno$¢ ta moze dowo-
dzi¢, iz wraz z wiekiem pacjenta wzrasta liczba posiadanych
mutacji i - co sie z tym wigze - aberracji chromosomalnych.

Czynnikiem wptywajacym na wiek zachorowania wydaje sie
takze pochodzenie geograficzne. Znacznie nizszy Sredni wiek
zachorowania na MDS wsrdd populacji azjatyckiej, wynoszacy
zaledwie 51 lat, oraz bardzo niski odsetek pacjentéw powyzej
60.1.Z., opisany w pracy Junga i wsp., moze przemawiac za tym
stwierdzeniem [27].

Aberracje chromosomowe obecne u pacjentéw z MDS
Wsréd pacjentéw cierpiacych na MDS nieprawidtowy wynik
badania kariotypu obserwuje sie u ok. 50% chorych [28]. Ana-
liza cytogenetyczna przeprowadzona na grupie 30 pacjen-
téw z wojewodztwa zachodniopomorskiego wykazata zmiany
chromosomalne u 14 (47%) z nich i jest zbliZona do danych
literaturowych.

Ze wzgledu na szeroki zakres zmian w uzyskanych wynikach
kariotypow badanych pacjentéw dokonano ich podziatu na dwie
grupy. Grupa [ obejmowata pacjentéw z utratg chromosomy Y
oraz aberracjami chromosoméw: 3, 5, 7, 8, 20 pary, najczesciej
opisywanych w zespotach mielodysplastycznych. Grupe II
stanowity osoby z aberracjami pozostatych chromosoméw.

Jedna z najcze$ciej obserwowanych zmian cytogenetycznych
wsrod pacjentéw z zespotem mielodysplastycznym jest dele-
cja dtugiego ramienia chromosomu 5 pary, obecna u 10-15%
chorych. Wedtug danych literaturowych utracie ulega najcze-
$ciej segment obejmujacy prazki 5q31i 5q33-34. Region 5q31
zawiera geny supresorowe, m.in. geny ERG1, CTNNA1, CSF2, kt6-
rych delecja zwiazana jest z rozwojem t-MDS (therapy related
MDS). Region 5q33-34 zawiera drugi typ genéw supresorowych,
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do ktérych nalezy m.in. gen PDGFRB, a ich delecja czesciej zwia-
zana jest z tzw. syndromem 5q-. Zesp6t 5q(-) stanowi odrebny
klinicznie typ MDS, a delecja dtugiego ramienia chromosomu
5 pary jest jedyna izolowang zmiang obserwowana w cytoge-
netyce [28, 29, 30, 31].

W badanej grupie chorych delecje dtugiego ramienia chro-
mosomu 5 pary stwierdzono u 4 pacjentéw (ok. 13,3% catej
badanej grupy), co pokrywa sie z danymi literaturowymi.
Jednoczesng delecje regionu 5q31 oraz 5q33-34 stwierdzono
u 3 0séb. U 2 pacjentéw stwierdzono izolowang delecje dtu-
giego ramienia chromosomu 5, a u 2 innych wspotistniejaca
delecje chromosomu 5 z innymi aberracjami. Wspétistnienie
w badaniu kariotypu delecji w dtugim ramieniu chromosomu
5 pary z innymi klonalnymi zmianami, w przeciwienstwie
do izolowanej del(5)(q), wykazuje gorsze znaczenie progno-
styczne [23, 32].

Trisomia chromosomu 8 pary byta druga najczes$ciej obser-
wowang zmiang w badaniu kariotypu analizowanej grupy.
Taki wynik badania byt obecny u 2 pacjentéw (6,6% wszyst-
kich chorych), co pozostaje zgodne z danymi literaturowymi.
Trisomia chromosomu 8 pary wigze sie z posrednim rokowa-
niem, natomiast rokowanie jest gorsze, jesli wystepuje wiek-
sza liczba kopii chromosomu 8, np. tetrasomia (cztery kopie
chromosomu 8) [29, 32, 33, 34]-

Z poréwnywalng czestoscia co trisomia 8 pary wéréd bada-
nej grupy chorych wystepowata delecja dtugiego ramienia chro-
mosomu 20, obecna u 2 pacjentéw. W zespotach mielodyspla-
stycznych delecji ulega najczesciej dtugie ramie chromosomu 20,
obejmujace region 20q11-q13, co wigze sie z dobrym rokowa-
niem i wystepuje u ok. 2-5% chorych [29, 35]. Delecja dtugiego
ramienia chromosomu 20 pary wystepowata u 6,6% badanych
pacjentéw i byta nieznacznie wyzsza niz dane literaturowe.

Do zmian typowych wystepujacych stosunkowo czesto
w badaniu kariotypu pacjentéw z MDS naleza aberracje chro-
mosomu 7. Obecne s3 u ok. 10-20% chorych. Zazwyczaj obejmuja
delecje dtugiego ramienia lub catkowitg utrate chromosomu 7.
Gtéwne punkty ztaman obejmuja prazki 7q11-qz22, gdzie zlo-
kalizowane sa m.in. geny EPO czy ASNS oraz prazki 7q31-q36
obejmujace m.in. sekwencje D7S522 i WI-5336. Ostatnie bada-
nia dowodzg, Ze delecja dtugiego ramienia chromosomu 7 pary
wiaze sie z lepszym rokowaniem niz monosomia 7. Aberracje
chromosomu 7 wigzg sie z ogélnie ztym rokowaniem, a $rednie
przezycie to 1 rok/2 lata [26, 29, 36]. W poréwnaniu z danymi
pochodzacymi z literatury, w badanej grupie pacjentéw dele-
cja chromosomu 7 byta znacznie rzadsza, obecna zaledwie u 1
pacjenta (3,3%), co moze wynikac¢ z niewielkiej grupy prze-
badanych chorych.

W badaniu kariotypu pacjentéw z MDS u ok. 2% obserwuje
sie aberracje chromosomu 3 pary, gtéwnie z punktami ztaman
3q21i3qg26. Obszar ten zawiera protoonkogen EVI1. W wyniku
translokacji lub inwersji dochodzi do aktywacji onkogenu
i zahamowania dojrzewania w uktadzie mielo- i erytropoetycz-
nym. W badaniu kariotypu widoczna jest wowczas inwersja
lub translokacja obejmujaca prazek 3q26; zmiana ta wykazuje
niekorzystne znaczenie prognostyczne. Obserwowang aberra-
cja wspotistniejaca jest najczesciej -7/7q [31, 35, 37]. W badanej
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grupie chorych aberracja chromosomu 3 pary obecna byta
u1pacjenta (3,3% wszystkich chorych), a zmianami wspétist-
niejacymi byty delecje w dtugich ramionach chromosomoéw 5
i7 pary. Wspétwystepowanie tych aberracji réwniez opisuje
literatura. W badanej grupie chorych monosomie chromo-
somu Y zaobserwowano u 7% mezczyzn (1 pacjent), co nie-
znacznie odbiega od danych dostepnych w pi$miennictwie [38],
w ktérym autorzy podajg, ze odsetek komdrek z utratg chro-
mosomu Y przekraczajacy 75% jest bardziej zwigzany z roz-
wojem zespotu mielodysplastycznego niz z wiekiem pacjenta.
Wedtug International MDS risk Analysis Workshop aberracja
ta koresponduje z korzystnym rokowaniem [39].

Pozostali chorzy wykazali w badaniu kariotypu aberracje
innych niz opisywane w literaturze MDS chromosomoéw: chro-
mosomu 12 pary, ale nieobejmujgcg genu ETV6 (1 pacjent), chro-
mosomu X (1 pacjent), 7 pary nieobejmujace genéw kluczowych
dla MDS (1 pacjent), chromosomu 1 pary (1 pacjent). Dodatkowo
wsrod wynikéw cytogenetycznych u 3 0s6b z wynikiem kario-
typu C stwierdzono obecno$¢ nieklonalnych zmian i markeréw
nieznanego pochodzenia. Nieprawidtowo$ci wymienionych
chromosomoéw nie majg udokumentowanego wptywu na prze-
bieg i rodzaj MDS; by¢ moze wieksza liczba pacjentéw z tymi
samymi zmianami pozwolitaby na doktadniejsza ich analize.

Na podstawie badan prowadzonych przez Jung i wsp. wnio-
skowaé mozna, iz rozktad i czesto$¢ aberracji chromosomo-
wych obecnych w populacji zalezy od pochodzenia chorych
na MDS. Procentowy udziat poszczegoélnych aberracji jest inny
w przypadku populacji europejskich i azjatyckich. Do najczest-
szych aberracji w populacji azjatyckiej, wsrod pacjentow z nie-
prawidlowym wynikiem kariotypu, naleza: +8 (35%), 1q+ (17%),
59- (15,5%), 209- (13%), -7 (8%), -5 (7%), +21 (7%) 1 79- (6%) [27],
natomiast Haase i wsp. w badaniach prowadzonych na popula-
cji europejskiej stwierdzili inny rozktad tych zmian: 5g- (30%),

-7/79- (21%), +8 (16%), -18/18q- (7%), 20q (7%) [28]. Niezaleznie
jednak od typu aberracjiijej znaczenia rokowniczego obecno$¢
trzech lub wiecej zmian cytogenetycznych wigze sie ze ztym
rokowaniem.

Ocena cytogenetyczna jest zatem istotnym czynnikiem
wyboru metody leczenia (bardziej lub mniej agresywnej)
oraz monitorowania jej skutecznosci [29)].

Ocena przydatnosci metod GTG i FISH w diagnozowaniu
pacjentéw z MDS

Zmiany genetyczne analizuje sie rutynowo za pomocg metod
cytogenetycznych i molekularnych. Celem badan cytogene-
tycznych jest analiza i ocena kariotypu pod katem struktury
i liczby chromosoméw. Metody cytogenetyki klasycznej pole-
gaja na analizie obrazu prazkowego chromosomoéw, uzyskanego
przez zastosowanie specjalnych technik barwienia. Czuto$¢
irozdzielczos¢ GTG zaleza od stopnia kondensacji chromoso-
moéw (uzyskanej rozdzielczosci prazkowej). Im mniejszy sto-
pien kondensacji chromosomdéw, tym wyzsza rozdzielczo$¢
prazkowa i doktadniejszy wynik. Badanie technika klasyczng
GTG umozliwia analize wszystkich chromosomoéw jednocze-
$nie; pozwala potwierdzi¢ podejrzenie danej choroby i czasem
nieoczekiwanie zmieni¢ diagnoze dzieki wykrytym innym,
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nieoczekiwanym zmianom chromosomalnym. Niewatpliwym
ograniczeniem metody jest ocena wytacznie komdrek prolife-
rujacych, ktérych indeks mitotyczny w szpiku kostnym moze
by¢ niski [40]. Skutecznej oceny badania kariotypu dokonano
u 97% badanych chorych; jedynie w przypadku 1 pacjenta nie
udato sie uzyska¢ wyniku.

Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ jest podstawowa
technika cytogenetyki molekularnej i stanowi uzupetnie-
nie cytogenetyki klasycznej. Celem badania FISH jest iden-
tyfikacja okreslonych fragmentéw DNA przy uzyciu specy-
ficznych sond molekularnych, komplementarnych do czesci
poszukiwanego genu lub chromosomu. Umozliwia réwniez
identyfikacje mikroaberracji (1-10 Mb) niewidocznych w GTG.
Metoda FISH jest ukierunkowana analizg zmian genetycz-
nych nieuwzgledniajacg innych aberracji chromosomowych
(wykrywa tylko poszukiwane aberracje przy uzyciu okreslonej
sondy). Metoda technikg FISH, w poréwnaniu z technika GTG,
pozwala analizowa¢ duzo wieksza liczbe komoérek zaréwno
w stadium metafazy, jak i interfazy, co w przypadku braku
wyniku badania kariotypu jest niezwykle istotne [40, 41, 42].
I tak w przypadku pacjenta, u ktorego nie udato sie uzyskac
hodowli metafaz, badanie FISH wykluczyto nieprawidtowo-
$ci chromosomoéw 5, 7, 8, 20, jednak nie pozwolito na analize
pozostatych chromosoméw. Natomiast u pacjenta, u ktérego
analiza kariotypu wykazata delecje dtugiego ramienia chro-
mosomu 20, badanie FISH wykluczyto delecje regionu 20q12,
charakterystycznego w przebiegu MDS. Przyczyng niezgod-
nosci wynikéw uzyskanych metoda GTG i FISH byta najpraw-
dopodobniej delecja innego regionu niz 20q12.

Wielu autoréw podkresla znaczenie uzupetniania sie kla-
sycznych i molekularnych metod cytogenetycznych. Romeo
i Chauffaille przebadali grupe chorych na MDS, wykorzystujac
technike GTG i FISH. W grupie 40 pacjentéw aberracje chro-
mosomowe stwierdzono w 16 przypadkach. Wykorzystanie
wytacznie techniki GTG pozwolito wykry¢ aberracje chro-
mosomowe u 35,2% oséb, natomiast technika FISH uwidocz-
nita zmiany obecne réwniez u 35% pacjentéw. Réwnoczesne
wykorzystanie obu metod pozwolito na wykrycie aberracji
chromosomowych u 40% 0s6b [24]. Skonieczka i wsp. stwier-
dzili aberracje wsréd 35 z 58 chorych na MDS. W 25 przypad-
kach aberracje chromosomowe wykryto przy uzyciu techniki
GTG, zas$ wykorzystanie techniki FISH umozliwito wykrycie
dodatkowych aberracji u 10 pacjentéw, a w 6 przypadkach
aberracje chromosomowe przy uzyciu GTG i FISH byty iden-
tyczne. Autorzy obu prac stwierdzaja, iz metody cytogene-
tyki klasycznej i molekularnej zaréwno zapewniaja korzysci,
jak i majg ograniczenia. Jednoczesne stosowanie obu metod
zwieksza skuteczno$¢ diagnostyczng, pozwala na doktad-
niejsze przydzielenie pacjentéw do grup ryzyka oraz wybér
odpowiedniej metody leczenia [23].

Poréwnanie wynikéw analizy statystycznej

Wykazano zaleznos¢ istotng statystycznie pomiedzy picia
a $rednim wiekiem zachorowania pacjentéw na MDS. Zacho-
rowalno$¢ po 70. 1.z. jest wyzsza u mezczyzn (p = 0,035). Sredni
wiek zachorowania wynidst 57 lat w przypadku kobiet i az 67
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w przypadku mezczyzn. Wyniki te koreluja z wynikami innych
autoréw. Germing i wsp. stwierdzili, Ze wskazniki zapadalno$ci
na MDS s3 znacznie wyzsze u mezczyzn w starszych grupach
wiekowych (>60, 70 lat) [10].

Analiza statystyczna nie wykazata bezposredniej korelacji
pomiedzy uzyskanym wynikiem badania kariotypu (A, B, C)
a $rednig wieku zachorowania. Nalezy jednak zwrdéci¢ uwage,
iz uzyskana wartos¢ p = 0,07, dotyczaca wieku zachorowania
0s6b z prawidtowym wynikiem kariotypu (A) i pacjentéw
z wynikiem badania kariotypu (B) obejmujacym utrate chro-
mosomu Y oraz aberracje chromosomoéw 3, 5, 7, 8120 pary,
byta bliska wartos$ci granicznej (p = 0,05), mimo niezbyt licz-
nej grupy pacjentéw. Znacznie wyzsza warto$¢é p = 0,17 uzy-
skano, badajac korelacje u chorych z prawidtowym wynikiem
badania kariotypu (A) i chorych z aberracjami w pozostatych
chromosomach (C).

Sredni wiek zachorowania pacjentéw z kariotypem A wyno-
sit 56 lat i byt najnizszy sposrod wszystkich grup, pacjentow
z kariotypem B - 68 lat, za$ z kariotypem C - 67 lat. Pomimo
ze Sredni wiek zachorowania pacjentéw majacych nieprawi-
dtowy wynik badania kariotypu byt wyzszy niz os6b z pra-
widlowym wynikiem badania kariotypu, nie uzyskano war-
tosci istotnych statystycznie. Czynnikiem, ktéry w znacznym
stopniu wptynat na ocene statystyczng, byta mata liczebno$¢
grupy badanej. Zwiekszenie liczby pacjentéw by¢ moze pozwo-
litoby na uzyskanie warto$ci istotnych statystycznie. Nieza-
leznie od wartosci korelacji, na podstawie uzyskanych danych
mozna stwierdzi¢, iz w badanej grupie pacjentéw posiadajg-
cych aberracje chromosomowe typowe dla MDS $redni wiek
zachorowania jest wyzszy niz u os6b posiadajgcych kario-
typ prawidtowy. W badaniach prowadzonych przez Cordoba
i wsp. wsrod pacjentéw z aberracja chromosomu 7 charaktery-
styczng dla MDS $redni wiek zachorowania pacjentéw wyno-
sit 69 lat [26]. Warto$¢ ta pokrywa sie ze Srednim wiekiem
zachorowania oséb z nieprawidtowym wynikiem badania
kariotypu w postaci utraty chromosomu Y oraz aberracjami
chromosoméw: 3, 5,7, 8120 pary.

Zespoty mielodysplastyczne sa chorobg objawiajgca sie sze-
rokim zakresem zmian cytogenetycznych. Pomimo powstania
licznych nowych metod biologii molekularnej, niezmiennie
badanie kariotypu stanowi podstawe rutynowej diagnostyki
MDS, pozwalajgc na analize struktury i liczby wszystkich chro-
mosomoéw jednoczes$nie. Stosowanie wytacznie metod prazko-
wych GTG nie zawsze jest wystarczajace do petnej diagnostyki
i powinno by¢ uzupetnione technikami o wyzszej rozdzielczo-
$ci, np. FISH. Rola badan cytogenetycznych pacjentéw z MDS
jest nie tylko identyfikacja aberracji chromosomowych, lecz
takze ocena rokowania, wybor metody leczenia oraz ocena
jej skutecznosci.

WNIOSKI

1. Delecja dtugiego ramienia chromosomu 5 pary to wcigz
najczesciej wystepujacg aberracja cytogenetyczna u pacjentéw
z rozpoznaniem zespotu mielodysplastycznego.
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2. Czesto$¢ pojawiania sie w szpiku kostnym aberracji chro-
mosomowych wzrasta wraz z wiekiem pacjenta.

3. Jednoczesne wykorzystanie metod cytogenetyki kla-
sycznej i molekularnej podnosi skuteczno$¢ diagnostyczna
i zwieksza wykrywalnos¢ aberracji chromosomowych.

4. U pacjentéw po 70. r.z. zachorowalno$¢ na MDS jest wyz-
SZa u meZCZyzn.

5. Sredni wiek zachorowania wéréd pacjentéw wykazuja-
cych w badaniu kariotypu aberracje typowe dla MDS jest wyz-
szy niz u oséb z prawidtowym wynikiem badania kariotypu.
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