ANNALES
ACADEMIAE MEDICAE
GEDANENSIS

TOM XXXX

2010

SUPLEMENT 3






GDANSKI UNIWERSYTET MEDYCZNY

Mariola lliszko

Zastosowanie cytogenetyki klasycznej i molekularnej
w ocenie zaburzé genomowych w wybranych mgsakach
tkanek miekkich cztowieka

Application of the classical and molecular cytogenetic techniques
in analysis of the genomic imbalances in the selected soft tisswensesrc

Praca habilitacyjna

Katedra i Zaktad Biologii i Genetyki
Gdaiskiego Uniwersytetu Medycznego
Kierownik: Prof. dr hab. n. med. Janusz Limon

Gdaisk 2010



Wydano za zgaod
Senackiej Komisji Wydawnictw Gdakiego Uniwersytetu Medycznego

REDAKTOR NACZELNY
EDITOR-IN-CHIEF
prof. dr Marek Grzybiak

KOMITET REDAKCYJNY
EDITORIAL BOARD
Z-ca redaktora naczelnego — prof. dr Zbigniew Méidiséi,
sekretarz redakcji — dr Wtodzimierz Kuta,
prof. dr Zdzistaw Bereznowski, prof. dr Andrzej Hehnn, prof. dr J6zef Jordan,
mgr Jozefa de Laval, prof. dr Jerzy tukasiak, pdofStefan Raszeja

ADRES REDAKCJI
ADDRESS OF EDITORIAL OFFICE
Annales Academiae Medicae Gedanensis
Zaktad Anatomii Klinicznej
Gdaiskiego Uniwersytetu Medycznego
ul. Debinki 1, 80-211 Gdask, Poland
e-mail: annales@gumed.edu.pl

Artykuty opublikowane w Annales AMG

s zamieszczane w bazie EMBASE
Articles published In Annales AMG are covered
by the Excerpta Medica database (EMBASE)

PL ISSN 0303-4135

Gdaiski Uniwersytet Medyczny



Sktadam serdeczne pogkiwania:

Panu Profesorowi Januszowi Limonowi, mojemu Mistrzowgkdkté-
remu rozwija st moja fascynacja i poghia wiedza z genetyki cztowie-
ka, za opiek naukow i zyczliwas¢.

Wszystkim Kokankom i Kolegom z Katedry i Zaktadu Biologii i Gene-
tyki GUMed i Laboratorium Genetyki Klinicznej UCK, za pomoc oraz
atmosfeg petry zyczliwaici, ktora utatwita mi realizagj pracy.
Wszystkim Przyjaciotom za wgw moje mgiwosci.

Prace dedyku¢ mojej Rodzinie



Spis publikacji zawieragych wyniki badéa dodatkowo analizowanych w pracy ha-
bilitacyjnej:

1. Schneider-Stock R., Ryl., Walter H., Limon Jlliszko M., Niezabitowski
A., Roessner A.: A rare chimeric TLS/FUS-CHOP traipg in a patient
with multiple liposarcomas: a case report. Cancer Geéwytogenet 1999;
111: 130-133.

2. Panagopoulos I., Mertens F., Isaksson M., Limon J., &8st P., Skytting
B., Akerman M., Sciot R., Cin P. D., Samsonlliszko M., Ryoe J., B
biec-Rychter M., Szadowska A., Brosjo O., LarssonRydholm A., Man-
dahl N.: Clinical impact of molecular and cytogenetiadings in synovial
sarcoma. Genes Chromosomes Cancer 2001; 31: 362-372.

3. lliszko M., Ry J., Waniak A., Chosia M., Sciot R., §diec-Rychter M.,
Limon J.: Complex tumor-specific t(X;18) in seven synowsalcoma tu-
mors. Cancer Genet. Cytogenet 2009; 189: 118-121.

Praca zostata wykonana w ramach grantow KBN:
1. 4P05A07117
2. PBZ-KBN-091/P05/2003/10



Spis tréci

SPIS SKIOTOW. ...t i e e et e et e e e e e e e e e e ettt e e e e e e e e e e e eeessrrnaaeaeeeas 8
T ST o B TP P PR OTRTPRTRPIN 11
1.1.Metody bada cytogenetyCznyCh............coooiiuiiiiiiiiiii e 11
1.2.Badania cytogenetyczne w nowotworach cziowieka. .o vvniiiiiiiieiinnnnnn. 12
1.2.1. Aberracje chromosomowe w gsakach cztowieka .................cceeiiees 13
1.3.Charakterystyka cytogenetyczna wybranych typdesakow ......................... 16
1.3.1. Ttuszczakomgsaki (Liposarcoma- LPS) .........oooiiiiiiiiiiiiciniiiieeees 16
1.3.2. Migsaki maziowkowe (Synovial sarcoma - SS)........cceeeeeeiiieeeeeeenn. 18
A O (= o] - T VTSRO 21
3. Materiat i MELOAY .......i i 22
S LIMAEEIIAE ... e e e 22
3.1.1. Thuszczakomgsaki (LPS) .........uiiiiiiiiiieiiiii et 22
3.1.2. Migsaki MaziOWKOWE (SS) .....euurrrriiiiiiieeeiiiiiieemeenneeeeiiiiinae e e e eeeaes 23
L2 MEBLOAY ...t e e e eaaas 24
3.2.1. Hodowle KOMOrkOwe in VItrO ............eueeviiieiiiieeeees i 24
3.2.2. Metody cytogenetyki KIasSyCznej...........cooviiieeeaeiiiiiiiiiin e 25
3.2.3. Metody cytogenetyki molekularnej.............oouucoomecveiiiiiiiiiiiieeeeennnn, 25
3.2.4. Metody StatyStYCZNE ........ooiieiiiieeieiie e eeei e 28
A WVYNIK ottt et et e e e e e e e e e e e e e e e e e e e 29
4.1.Charakterystyka cytogenetyczna ttuszczak@ahow ................ccovvvvviiiieeneennn. 29
4.1.1. Aberracje chromosomowe wyplijace w guzach ttuszczakogsakow
dobrze zranicowanych — WDLPS...........ccoiiiiiieeiiie s e e 29
4.1.2. Aberracje chromosomowe wyplijace w guzach ttuszczakogsakow
odr@nicowanyCh - DDLPS .........cuuiiiiiiiiiieeiie s e a e 33
4.1.3. Aberracje chromosomowe wyplijace w guzach ttuszczakoegsakow
sluzowatych/okggtokomorkowych (M/RLPS).......cvevvvviiiiiiiiiiiiannnn, 35
4.2.Charakterystyka cytogenetycznaggakdw mazidwkowych - SS..........cccceeennn. 41
4.2.1. Analiza chromosomoéw metedsTW oraz M-FISH ...........ccccooevivinnnnns 41
4.2.2. Badania molekularne metpdISH z zastosowaniem sond swoistych dla
gENOW SS18 0raz SSXL-2....cccevviiiiiiiiiiiie e ettt eeeeaaeeeeeeanns 43
4.2.3. Zaburzenia rGWnowagi ENOMU ..........ccvvvierirueeeeaeeererriininaaeaeaaaaaees 44
4.3.Ewolucja zmian cytogenetycznych w guzach pierwotnych, oi@waych i
przerzutowych nésakéw pochodcych od jednego pacjenta ............cceeeeeeeenns 53
4.3.1. Thuszczakomysaki dobrze zrniCoOWaNe............oeevvveeeviiieeiiineeevnn o 53
4.3.2. Thuszczakomysaki odr@niCoOWANE ...........uevvvnieiiineeiiieeevn e 54
4.3.3. Tluszczakomgsakisluzowate/okggtokomaorkowe ...............veiiieennnn. 56
4.3.4. MieSaKi MAzZIOWKOWE ........oovvviiiie e eeeem e 58
T B )] (U [ - LU 61
B. WINIOSKI. ..t e ettt 76
7. SIESZCZENIE ...ttt ee ettt e e et e 77
8. SUMIMANY ...t ettt e et e e et e e et eenneran e 79
9. PISMIENNMICIWO ...t e e e e eeeenne 81
L0 ANEKS. ettt a e e e rn s 90



Spis skrétow

Nazwy substancji chemicznych, roztworéw, buforéwzaretod

arrayCGH poréwnawcza hybrydyzacja genomowa do mikr@rmac/ compara-

CGH

CG,
Cy5
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dd HO
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DNA
duTP

EDTA
FISH
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GTW

M-FISH
NaCl
NaOH
NP-40
PCR
Prazki C
SDS

SKY
SSC

TRITC

tive genomic hybridization microarray

poréwnawcza hybrydyzacja genomovearmparative genomic hy-
bridization

dwutlenek wgla /carbon dioxide

Cyanine 5 barwnik fluorescencyjnyfluorochrome
4'.6-diaminoino-2-fenylindol barwnik fluorescencyjnyfluoro-
chrome

woda dejonizowanawithout ion water

diethyl aminomethyl coumarirbarwnik fluorescencyjnyfluoro-
chrome

kwas dezoksyrybonukleinowydeoxyribonucleic acid

tréjfosforan urydyny lub deoksyurydyngiéoxyuridine-
triphosphatase

kwas etylenodwuaminoczterooctowgthylenediaminetetraacetate
fluorescencyjna hybrydyzadjasitu / fluorescence in situ hybridiza-
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izotiocyjanian fluoresceiny - barwnik fluorescgimy / fluorochrome
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bands

wielobarwna fluorescencyjna hybrydyzaigjssitu/ multicolor fluo-
rescence in situ hybridization

chlorek soddi sodium chloride
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detergent niejonowynbn-ionic detergent

reakcja tacuchowa polimerazypolymerase chain reaction
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ABL
BCR
CBFB
CDK4

c-abl oncogene 1, receptor tyrosine kin§8¢g34)
breakpoint cluster regiof22q11)

core-binding factor, beta suburiit6q22)
cyclin-dependent kinase (42q13-14)



DDIT3 DNA-damage-inducible transcript @2q13)
EWSR1 Ewing sarcoma breakpoin{22q12).

FLI1 friend leukemia virus integration 111q24)
FUS fusion, involved in t(12;16) in malignant liposarcorfi®pl11)
GLlI glioma-associated oncogene (zinc finger protgih2q13)

HMGA2 high mobility group AT-hook £1.2q14)
MDM2 mouse double minute 2 homol¢Rql4)

MIC2 MIC2 MHC class | related antigen Zp11)
MYH11 myosin, heavy chain 11, smooth mustkp13)
SAS sarcoma amplified sequen@®gl3-15)

SS18 (SYT) synovial sarcoma chromosome 18 (synovial sarcoma translocation,
chromosome 18§18qg11)

SSX1-4 synovial sarcoma, X breakpoint D411)

TP53 tumor protein p5317p13.1)

Terminy cytogenetyczne

- przed numerem chromosomu oznacza ¢ikapii danego chromosomu w
kariotypie /before a chromosome designation to indicate the missing
chromosome

+ przed numerem chromosomu oznacza dodathkmpic danego chromo-
somu w kariotypie before a chromosome designation to indicate the
additional chromosome

BAC  sztuczny chromosom bakteryjnidcterial artificial chromosome

cen centromerdentromere

del delecja Heletion
der chromosom pochodnylérivative chromosome
dic chromosom dicentrycznydicentric chromosome

dmin  acentryczne mate chromosomy powstate w wyniku aikgotif genow /
double minute chromosome
i izochromosom fsochromosome

inv inwersja chromosomuchromosome inversion

mar chromosom markerowyrarker chromosome

p ramiona krétkie chromosomtiort armsof achromosome
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r chromosom pigcieniowy /ring chromosome

t translokacja franslocation
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Skroty histopatologiczne i kliniczne

ALL ostra biataczka limfatycznaacute lymphoblastic leukemia

AML ostra biataczka szpikowaatute myeloid leukemia

BiSS mesak maziéwkowy dwufazowybiphasicsynovial sarcoma
CLL przewlekta biataczka limfocytowachronic lymphocytic leukemia
CML przewlekta biataczka szpikowahronic myeloid leukemia

DDLPS tluszczakomgsak odrénicowany /dedifferentiated liposarcoma
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DFSP
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M
M/RLPS

MFH
MoSS
MPNST

P
PDSS

PNET
R

SS
WDLPS

widkniakomigsak guzowaty dermatofibrosarcoma protuberans
wtokniakomgsaksluzowaty o niskim stopniu zétwosci / low-grade
fibromyxoid sarcoma

tluszczakomngsak /liposarcoma
guz przerzutowy metastasis
tluszczakomgBaksluzowaty/okggtokomorkowy /myxoid/round cell
liposarcoma
zlosliwy widkniak histiocytarny imalignant fibrous histiocytoma
mgsak mazidwkowy jednofazowynmonophasisynovial sarcoma
zlgliwy nowotwor ostonek nerwdw obwodowycimalignant periph-
eral nerve sheath tumors

guz pierwotny primary tumor

mesak maziowkowy niskozediicowany /poorly differentiatedsyno-
vial sarcoma

obwodowy niedojrzaty guz neuroektodermalpyiritive neuroecto-
dermal tumors

wznowa miejscowalbcal recurrence

mésak mazidwkowy synovial sarcoma

tluszczakongsak dobrze zrdicowany /well-differentiated liposarco-
ma
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1. WSTEP

W 1914 r. embriolog Teodor Boveri, zaobserwowat w komérkemhiotworowych
zaburzenia przebiegu mitozy i na tej podstawie sformuttyaaie, wskazujca na muta-
cje chromosomowe w komérkach somatycznych jako przycpgmwstawania nowotwo-
réw. Boveri nie mégt déwiadczalnie udowodii swojej teorii, poniewa w czasach
jemu wspétczesnych nie znano jeszcze nie tylko morfofagwidtowych chromoso-
moéw cztowieka, ale nawet jej liczby. Dopiero w 1956 r. dwajldrze: Tijo i Levan
opublikowali prag, w ktorej ostatecznie okdidi, i z w prawidtowej komérce cztowieka
znajduje st 46 chromosomoéw [105].

Prowadzone od ponad 100 lat badania cytogenetyczne guzéwwmaetych jed-
noznacznie udowodnityziaberracje chromosomowe petistotry role w transformac;ji
nowotworowej i niekontrolowanej proliferacji komoérek naworowych [54, 64]. Naby-
te liczbowe jak i strukturalne aberracje chromosomowe faes w komorkach soma-
tycznych, prowadz do zaburze réwnowagi genomowej komorki i powoduiransfor-
macj; nowotworowt. U podstaw tego zjawiska $rzy gtbwne mechanizmy zwiane z
réznymi rodzajami aberracji chromosomowych: (1) Zmianulkdtiralne chromosomow
prowadzace do utraty fragmentu (delecja) lub catego chromosomu dgoonia); (2)
Aberracje liczbowe chromosomowe prowackz do zw¢kszenia iléci materiatu gene-
tycznego komoérki poprzez podwojenie (duplikacja) fragmentow cbsomow lub
zwigkszenie liczby ich kopii (trisomia, tetrasomia, itd3) Przemieszczaniegsmateria-
tu genetycznego porazy chromosomami (translokacje, insercje) [45].

Juz pierwsze wyniki badacytogenetycznych wykazaty obedthdicznych aberraciji
chromosomowych w komérkach nowotworowych. Zaiove take r&nice pomédzy
obrazem cytogenetycznym guzow nowotworowych pochodzenia etezealnego i
nabtonkowego. Te ostatnie charaktergzugjcz;sciej liczne i ztazone aberracje chromo-
somowe, w wyniku ktérych dochodzi gtéwnie do utrat matengnetycznego, podczas
gdy w misakach stwierdza siczesto wystpowanie pojedynczych, zrownowanych
zmian chromosomowych w postaci translokacji wzajemnpj Quz Ewinga, mgsak
mazidowkowy i in.) [45, 66].

1.1. Metody badan cytogenetycznych

Zrodtem materiatu do badacytogenetycznychaskrétkoterminowe hodowle ko-
morkowein vitro, z ktdrych uzyskuje sichromosomy metafazowe. Badania cytogene-
tyczne litych guzéw czlowieka zagy si¢ intensywnie rozwija w latach 80-tych ubie-
gtego wieku, kiedy udoskonalono metody uzyskiwania chromosométafazowych z
hodowli pierwotnych tkanek guzéw. Zastosowanie enzymatycznegirabniania tka-
nek guza, opracowanie skladuzpaek hodowlanych dla okénych nowotwordw,
uzycie naczyt hodowlanych pokrytych kolagenem, szok hipotonicingitu zdecydo-
wanie polepszyty wydajrio i jakas¢ uzyskiwanych chromosomoéw metafazowych [44].
Chromosomy wybarwiane,$edm z wybranych metod pgkowych, najczsciej metod,
prazkdw G, w ktorej stosuje sitrypsyre i barwniki Giemsy (metoda GTG) lub Wrighta
(GTW). Rzadziej stosuje simetod; fluorescencyja prazkow Q, w ktorej wykorzystuje
sie pochodne akrydyny (QFQ) orazapkéw C, w ktdrej wybarwia siokotocentrome-
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rowa heterochromatyn (CBG) [5]. Powysze procedury barwienia chromosoméw i ich
rézne warianty okrédane g mianemklasycznych metod cytogenetycznych.

W ostatnich 20 latach dokonat sntensywny rozwoj metodytogenetyki moleku-
larnej. W metodzie fluorescencyjnej hybrydyzaagjisitu (FISH) wykorzystuje s sondy
molekularne znakowane dymi fluorochromami, co umitiwia bardziej precyzyja
identyfikacg aberracji chromosomowych. Ma to szczegdlne znaczersgtuacji, gdy
klasyczne metody pzkowe uniemaliwiaja identyfikacg zmian takich jak: markery
chromosomowe niewiadomego pochodzeniazarie oraz ukryte (nie widoczne pod
mikroskopemswietlnym) mikrodelecje, insercje, duplikacje lub transigka Z kolei
zastosowanie sond molekularnych komplementarnych do gémyjnych umaliwia
identyfikacg translokacji swoistej nie tylko w chromosomach, alee w gdrach ko-
morek interfazowych pochodeych zaréwno z tkankiwiezej, mrazonej, jak i z materia-
tu archiwalnego. Metoda ta jest obecnie szeroko stosowardentyfikacji aberracii
swoistych w hematoonkologii i coraz ¢§ziej w identyfikacji aberracji swoistych w
guzach litych, np. w msaku Ewinga, mesaku maziowkowym oraz w ttuszczak@sa-
kach sluzowatym i okagtokomérkowym [44, 46, 64]. Stosujegsiakze wielobarwia
analiz kariotypu, ktéra umadiwia réznokolorowe barwienie 22 par autosoméw oraz
chromosoméw X i Y cztowieka, zwana jako M-FISi(ticolor FISH), lub jej wariant
- analiza widmowa kariotypu, okilana jako SKY ¢pectral karyotyping umaliwiaja-
ce precyzyjn identyfikacg aberracji chromosomowych w ztanych kariotypach [5, 24
44, 68].

Stosowana od kilku lat poréwnawcza hybrydyzacja genomo@&H (Compara-
tive Genomic Hybridizationpozwala z wysaok czutaicia (5 do 10 Mpz) okrdi¢ nawet
niewielkie aberracje chromosomowe, ktére prowada niezréwnowzenia kariotypu
[5, 31]. Dostarcza ona informacji na temat utrat lufaw@nia s¢ dodatkowych kopii
materiatu genetycznego fragmentéw dkorych chromosomow. Wgza¢ tej metody
nad innymi metodami cytogenetycznymi polega na tnglo jej zastosowania nie jest
wymagane prowadzenie hodowli komdrkowych, a potrzebny ysi DNA wyizolo-
wany z badanej tkanki. Metada nie mana jednak identyfikow@azmian zréwnowzo-
nych, a wgc translokacji wzajemnych, co jest #lisve przy stosowaniu technik kla-
sycznych. Ostatnio, coraz bardziej popudastata st metoda CGH do mikromacierzy
(array CGH) ktéra stanowi bardziej czubdmiara metody CGH i umdiwia identyfi-
kacg zaburzé genomowych nawet wielkoi od 10 do 100 kpz [5, 83].

1.2. Badania cytogenetyczne w nowotworach cztowieka

Wyniki bada cytogenetycznych komoérek nowotworowych wykazaeywiekszasé
nowotworéw cztowieka i to zaréwno biataczek, chioniakdesliwych, jak i guzéw
litych charakteryzuje si wystpowaniem liczbowych i/lub strukturalnych aberracji
chromosomowych. Niektére z tych aberracji rigpezypadkowe i dla g&ci nowotwo-
réw s one wysoce specyficzne. Aberracije te, ngjej translokacje wzajemnegdace
czasami jedym zmiary cytogenetycze w komérkach nowotworowych, a przyczynowo
zwiazane z transformacjnowotworovd, nazwano aberracjami pierwotnymi (swoisty-
mi). Okrelenie miejsc pknig¢ w chromosomach uczestnicych w aberracjach swo-
istych, wyznaczylo drag biologom molekularnym w poszukiwaniu i charakterystyce
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molekularnej gendéw zlokalizowanych w tych miejscach waamch genami fuzyjnymi
[45], ktérych produkty biatkowe, poprzez wptyw na procesyskaypcji DNA wywotu-
ja transformaej nowotworovy [44, 64].

Pierwsz translokag swoist wystpujaca w komorkach przewlektej biataczki
szpikowej (CML) cztowieka, wykryli w roku 1960 Nowell i Hungerfio Byta to, jak si
p&zniej okazato, translokacja t(9;22)(g34;q11), w wyniku ktérej pajgschromosom
Philadelfia (Ph). W 1980r. zidentyfikowano gen fuzyjny poyasiaw wyniku tej trans-
lokacji - BCR/ABL, ktéry przyczynowo zwizany jest z transformagcjnowotworove
komérek pnia szpiku. W tym samym czasie odkryto transloké®jl4)(q24;932) swo-
ista dla chtoniaka Burkita [17, 25, 46].

Wyniki bada& cytogenetycznych wykazaty obeddocharakterystycznych zmian
chromosomowych tede w innych chorobach rozrostowych uktadu krwiotwérczegb. (
1) i staly s¢ one rutynowym badaniem diagnostycznym i niezafen czynnikiem ro-
kowniczym w badaniach niektérych nowotwordw [44, 64].

Tab. 1. Przyktady swoistych aberracji chromosomowych apygicych w komérkach
nowotworowych uktadu krwiotworczego cztowieka [9, 46]
Tab. 1. Specific chromosomal aberrations in leukemic bone marrés\€ef6]

Rodzaj nowotworu Aberracje Chromosomowe | Geny fuzyjne
Leukemia type Chromosome aberrations | Fusion genes
Ostra biataczka limfoblastycznat(1;19)(q23;p13 PBX-E2A
Acute lymphocytic leukemia | t(4;11)(921;923) AF4-MLL
(ALL)

Ostra biataczka szpikowa
Acute myeloid leukemia (AML)

M2 t(8;21)(q22;922) ETO-AML1
M3 t(15;17)9022;q11-21) PML-RARA
M4 inv(16)(p13g22) CBFB-MYH11
M5 t(9;11)(p21;923) AF9-MLL

Zespoly mielodysplastyczne | del(5q), -7, +8, del(20q), -Y
Myelodysplastic syndromes
(MDS)

Przewlekta biataczka szpikowd t(9;22)(q34;911) BCR-ABL
Chronic myeloid leukemia
(CML)

Chtoniak nieziarniczy t(14;18)(g23;921) IGH-BCL2
Malignant lymphoma
Chioniak Burkita t(8;14)(q24;932) c-MYC-IGH
Burkitt's lymphoma

1.2.1. Aberracje chromosomowe w ggakach cziowieka

W katalogu Mitelmana zgromadzono ponad 54atesinieprawidtowych karioty-
péw nowotwordw cztowieka, z czego nowotwory hematologiczarcsvia ponad 38



14

Mariola lliszko

tysiecy (> 70%) a guzy lite ponad 14 tysy kariotypow (27%). Spodd guzdw litych,
migsaki tkanek mikkich licza okoto 1200 (>8%), a Kai 570 (4%) guzdéw [64, 65].

Tab. 2. Aberracje chromosomowe typowe dla niektorych rodzaiémicsliwych oraz ztgliwych
nowotworéw tkanek mkkich cztowieka [44, 64]
Tab. 2. Specific chromosomal aberrations in same benign and malignatissodtsarcomas

[44, 64]

Rodzaj guza nowotworowego
Tumor type

Aberracje chromosomowe
Chromosome aberrations

Geny fuzyjne
Fusion genes

Guzy niezigliwe / Benign tumors

Thuszczak
Lipoma

t(3;12)(q27-28;q13-15) transloka
cje z udziatem regionutfansloca-
tions6p21-23; 13q12-22, 12q13-]

HMGIC-LPP, mutacje /
mutations HMGIC-LPP
15

Ttuszczak zarodkowy
Lipoblastoma

translokacje z udziatem regionu
translocations8q11-13

Zimowiak
Hibernoma

translokacje z udziatem qika /
translocationsl1g13, 12q13-15

Migsniak gtadkokomorkowy
macicy
Leiomyoma utemi

aberracje chromosomuchromo-
somal aberration§p, delecje /
deletions7q, 13q, +12

Guzy zigliwe / Malignant tumors

Ttuszczakomisaksluzowaty/
okragtokomorkowy
Myxoid/round cell liposarcoma

t(12;16)(g13.3;p11.2)

t(12;22)(q13;912)

FUS-DDIT3(CHOP)

EWSR1-DDIT3(CHOP)

Thuszczakomisak odrénico-
wany /Dedifferentiated liposar-
coma

chromosomy piecieniowe (r),
olbrzymie chromosomy markero-
we, tas

ring (r), large marker chromo-
somes, tas

Amplifikacja / amplifica-
tion

12q,czsto /often
MDM2 lub / or CDK4

Migs$niakomigsak pazkowano-
komorkowy gcherzykowy
Rhabdomyosarcoma alveolare

t(2;13)(q35-7;q14);
t(1;13)(p36;q14)

PAX 3-FOXO1A
PAX 7-FOXO1A

Migsak mazidwkowy
Synovial sarcoma

t(X;18)(p11.2;q11.2)

SS18(SYT)-SSX1-4

Migsak Ewinga, PNET - obwo-
dowy niedojrzaty guz neuroek-
todermalny

Ewing’s sarcoma, PNET- pe-
ripheral primitive neuroecto-
dermal tumor

t(11;22)(g24;912)
t(21;22)(g21;912)
t(7;22)(p22;q12)
t(17;22)(q12;912)
t(2;22)(933;q12)

EWSR1- FLI1
EWSR1- ERG
EWSR1- ETV1
EWSR1- ETV4
EWSR1- FEV

Pozaszkieletowy chegstniako-
migsaksluzowaty
Extraskeletal myxoid chondro-
sarcoma

1(9;22)(q22;q12)
t(9;17)(q22;q11)
t(9;15)(q22;921)

EWSR1-NR4A3
RBP56-NR4A3
TCF12- NR4A3
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Rodzaj guza nowotworowego | Aberracje chromosomowe Geny fuzyjne

Tumor type Chromosome aberrations Fusion genes
Guzy zigliwe / Malignant tumors

Drobnokomérkowy desmopla- | t(11;22)(p.13;q12) EWSR1-WT1

styczny guz dziegcy jamy

brzusznej

Desmoplastic small-round cell

tumor

Migsak jasnokomorkowy t(12;22)(q13;912) EWSR1-ATF1

Clear cell sarcoma

Wiékniakomigsak guzowaty r(17;22)(g22;q13) COL1A1-PDGFB

skory

Dermatofibrosarcoma protube+

rans

1.2.1.1. Aberracje pierwotne (swoiste)

Migsak Ewinga jest pierwszym, litym guzem nowotworowym czteajev ktdrym
wykryto swoist, wzajemmn translokacj chromosomow t(11;22)(q24;912), obeanw
ponad 90% guzéw. W wyniku tej translokacji nafaej nastpuje pohczenie s genu
EWSR1zlokalizowanego w chromosomie 22q¥2genemFLI1 znajdupcym sk w
chromosomie 11qg24, w wyniku czego powstaje gen fuz#MySR1-FLI1.Biatkowy
produkt tego genu ma zdoltowiazania st z DNA i aktywowania procesow transkryp-
cji. Translokag} t(11;22) oraz jej warianty (tab. 1) wykryto réwaiev obwodowych
niedojrzatych guzach neuroektodermalnych (PNET), co wcpehiu z wynikami in-
nych bada molekularnych (ekspresja biatka p30/32 powsigo na matrycy genu
MIC2) maze swiadczy o wspolnym pochodzeniu tych nowotwordw [37, 44, 64].

1.2.1.2. Aberracje wtdrne

W komorkach nowotworowych, obok aberracji swoistych, gnagstpowa do-
datkowe, czasami liczne zmiany chromosomowe, ktoresleket jako zmiany wtorne.
Nie wykazuj one takiej swoiskzi jak aberracje pierwotne i prawdopodobnie szsine
Sa z progresi nowotworu. Znaczenie tych aberracji najlepiej poznanpraypadku
choréb rozrostowych uktadu krwiotworczego. W ostrej hizde szpikowej (AML)
wystepowanie wtornych aberracji w postaci monosomii chreonedw?7 i Y czy triso-
mii chromosomu 8 ma znaczenie rokownicze [67].

Zmiany wtérne wysipuja takze w guzach tkanek mlikich czlowieka i obserwuje
sie je zarébwno w guzach pierwotnych, wznowach jak i guzazkrputowych. Przykia-
dem takiej zmiany liczbowej jest trisomia chromosomut8rakstwierdza si w: migsa-
ku jasnokomorkowym (70% guzéw), gsaku Ewinga (29%), ttuszczakogeakusluzo-
watym (26%) oraz w mesaku maziowkowym (14%). Z kolei przyktadem wtérnej, struk-
turalnej zmiany chromosomowej jest niezréwnowrea translokacja der(16)t(1;16)(q11-
21;q11-13), nagpstwem ktorej jest ggciowa monosomia chromosomu 16 ggdowa
trisomia chromosomu 1. Wysgtuje ona w wielu nowotworach, w tym w 11%egsakow
Ewinga [44, 66].
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1.3. Charakterystyka cytogenetyczna wybranych typéw misakow

Migsaki, to pochodzenia mezenchymalnego, lite guzy nowotwooavesvieka lo-
kalizujace st gtownie w tkankach mkkich i kosciach. Histologicznie jest to bardzo
zréznicowana grupa stanoyga mniej nk 1% wszystkich nowotworéw cztowieka. &z
stasci wystepowania nieziéliwych guzow tkanek nekkich okrela sii na 3000/milion a
ztosliwych guzéw 30/milion [18].

Z punktu widzenia cytogenetyki, gsiaki maemy podziek na dwie grupy: pierw-
sza, charakteryzuje ¢siwystepowaniem aberracji swoistych np. gsk Ewinga, tusz-
czakomgsak sluzowaty/okngtokomorkowy, mgsak mazidwkowy (tab. 1) i druga ze
ztozonymi kariotypami, wykazapymi liczne strukturalne i/lub liczbowe aberracje
chromosomowe, w ktorych dat nie wykryto aberracji swoistych. Do tej ostatniejmy
naleza migsaki wrzecionowatokomoérkowe i pleomorficzne wieku dorasteniesnia-
komigsak gtadkokomorkowy(leiomyosarcoma)ziasliwy nowotwoér ostonek nerwow
obwodowych(MPNST) wielopostaciowy ttuszczakogsak (pleomorphic liposarcoma)
iin.[1, 44, 64].

1.3.1. Thluszczakomgsaki (Liposarcoma- LPS)

Tluszczakomgsaki stanowg okoto 20% wszystkich nowotworéw tkanek gkdich
u dorostych. Jest to grupa znicowana histologicznie i wy#dia sk w niej cztery pod-
typy: dobrze zrégnicowany {vell-differentiated liposarcomaWDLPS), odrégnicowany
(dedifferentiated liposarcoma DDLPS), sluzowaty i okggtokomorkowy (nyxoid, ro-
und-cell liposarcoma M/RLPS) oraz wielopostaciowypleomorphic liposarcoma
PLPS) [62, 83, 109].

Thuszczakomgsak dobrze zricowany klasyfikowany jest jako nowotwoér o miegj-
scowej ztgliwosci i stanowi od 40 do 45% wszystkich LPS. Wystje gtownie u os6b
w 6-7 dekadzieycia i lokalizuje s¢ najczsciej w migsniach uda, rzadziej zaotrzewno-
wo i srodpiersiu. Ttuszczakorgak odranicowany to ztéliwa post& nowotworu, ktora
w 90% powstajede nowg a w 10%w wyniku odré&nicowania WDLPS. Wyspuje
gtéwnie u oséb w wiekdrednim, najczsciej lokalizuje st zaotrzewnowo i w 10-15%
daje przerzutySluzowata posia tluszczakomisaka (MLPS) to ponad 1/3 wszystkich
LPS, wystpuje w 4-5 dekadzigycia u pacjentow obojga pici i najgziej (2/3 przy-
padkow) lokalizuje & w migsniach uda [83].

1.3.1.1. Cytogenetyka klasyczna

Guzy WDLPS charakteryzajsic cytogenetycznie wygbowaniem chromosomow
pierscieniowych (r) i/lub olbrzymich chromosomoéw markerowy(ahar). Struktura cen-
tromeréw w tych markerach nie jest widoczna, ponieyeainak chromosomy te nie
ulegap utracie w trakcie podziatébw komorkowych, centromery zacho swop funk-
cje. Okazato si mianowicie,ze w chromosomach tych brak jest sekwengatelitarne-
go DNA, ale zachowane diatka kinetochoru, ktérych obecitowykryto badaniami
immunologicznymi z zastosowaniem przeciwciatl anty-CEN@®, 89]. W WDLPS
powyzsze aberracje (czasami kilka ich kopii) veyatja najczsciej obok 46 prawidto-
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wych chromosomoéw. Opisano réwniguzy, w ktérych obok zmian charakterystycz-
nych stwierdzano dodatkowe, liczbowe i/lub strukturalnérmé zmiany chromosomo-
we. Komérki WDLPS najagciej wykazuj stopié ploidii 2n, tylko sporadycznie 3n.
Oprdcz wyej wymienionych aberracji, w komérkach WDLPS, magystpowa, cza-
sami liczne, kopie malutkich chromosomoéw nazywargetin [83].

W guzach DDLPS stwierdzono podobne zmiany chromosomowe kRS, w
postaci chromosoméw pigieniowych (r) i/lub olbrzymich chromosoméw markero-
wych (giant chromosomegjraz malutkie chromosomigmin) Nowotwdr ten czasami
charakteryzuje wyspowanie wielu podklonéw komérkowych z licznymi kopiami ww.
marker6w oraz obec&dwtérnych aberracji chromosomowych [83].

Guzysluzowate (MLPS) charakteryzuje wgpbwanie wysoce swoistej (>95% gu-
z6w) translokacji t(12;16)(q13.3;p11.2), ktéra zostata po remysizy opisana w 1986r.
[39]. W prawie potowie przypadkéw MLPS translokacja ta, lubnjafiant - w 5% jest
to 1(12;22)(q13;q12), wyspuje jako jedyna zmiana cytogenetyczna i nie stwierdga si
jej w innych nowotworach, z wyikiem postaci okygtokomoérkowej - RLPS, céwiad-
Czy 0 jej znaczeniu w rozwoju W obu postaci ttuszczaksakiow.W wyniku tej trans-
lokacji dochodzi do fuzji gen6WDIT3 (CHOP)i FUS zlokalizowanych odpowiednio w
chromosomach 1213 i 16p11. Produkty genéw fuzyjnych edgingci wiazania st z
DNA i aktywowania procesow transkrypcji [44, 64].

Obecnéc¢ t(12;16) w guzach MLPS ma szczegdlne znaczenie w diagnasgiyde
cowej tego nowotworu zéuzowatymi postaciami innych nowotworéw takimi jaku-
zowata postawtokniaka histiocytarneggmyxofibrosarcoma)chrz:stniakomgsak slu-
zowaty(myxoid chondrosarcomayaz ttuszczak zarodkowiipoblastoma)[23, 45].

Wsréd zmian wtérnych w guzach LPS najgdej obserwuje sitrisomie chromo-
somow: 8 (26% guzéw), 7 (12%) i 5(8%); aberracje strukturehmemosomow 7, w
tym i(7)(q10) oraz 1p11i 9913 [51].

1.3.1.2. Cytogenetyka molekularna

Wyniki bada& FISH wykazaty,ze chromosomy piécieniowe i olbrzymie chromo-
somy markerowe wygpujace w guzach WDLPS, zbudowargezsDNA pochodzcego z
chromosomu 12 [77]. Stosigj sondy specyficzne dla gendéw zlokalizowanych w 12q13-
15, wykazano obecé amplifikacji genuMDMZ2 oraz zlokalizowanych w jegasiedz-
twie innych gendwSAS CDK4 orazHMGA2. Nie obserwowano natomiast amplifikacji
gendéw zlokalizowanych w pobli centromeru tego chromosomu, takich j&i:l lub
DDIT3 (CHOP)[47, 83, 88]. Metodami cytogenetyki molekularnej, zaréwnguaach
WDLPS jak i DDLPS, wykazano amplifikacfragmentu chromosomu 12q13-q15, w
ktérym zlokalizowanegsgenyMDM2, CDK4, orazSAS HMGIC. W komérkach guzow
WDLPS genMDM2 ulega nie tylko amplifikacji, ale obserwuje; $akze jego nadeks-
presg [83, 93].

Dzigki metodzie FISH wykazanae mutacje genldDIT3 (CHOP) s charaktery-
styczne dla tluszczakorsakow sluzowatego i okggtokomdrkowego. Wyspuja one
takze w wariancie t(12;22), aleie stwierdza siich w zadnym innym nowotworze z
aberracjami regionu chromosomu 12q13-15 (ttuszczaku, zimowWdRKWPS, mgsnia-
ku macicy, gruczolaku wielopostaciowygtinianek i obtoniaku krwiongnym). Przy-
puszcza s, ze produkt biatkowy genDDIT3 zaangaowany jest w rénicowanie ko-
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morek tluszczowych [44, 83]. Dagincs¢ komercyjnych sond tego genu, uiiwiaja-
cych identyfikacg aberracji w gdrach interfazowych, ma obecnie zastosowanie w dia-
gnozowaniu M/RLPS i mnicowaniu z innymi postaciandiuzowatymi nowotworow.

Badania CGH w rinych typach histologicznych LPS wykazakg najczsciej do-
datkowe kopie materiatu genetycznego (w tym amplifikacippizyczyrs zaburzé
réwnowagi genomowej. Tylko sporadycznie spotykausiat materialu genetycznego,
a wyjatek stanowdq guzy pleomorficzne, w ktérych stwierdzg $iczne aberracje chro-
mosomowe prowadze do utrat materiatu genetycznego [54, 83].

Opublikowano wyniki bada CGH ponad 60 guzéw WDLPS oraz 37 guzéw
DDLPS [26, 30, 47, 61, 76, 80, 85, 87, 100, 101]. W obydwu nowotwargkhzano
amplifikacje chromosomu 12g13-q22 z tyme czsciej amplifikacji ulega region
12q14-g15 arieli 12921-922. Amplifikacji tej nie stwierdzagsiv innych podtypach
LPS, ale wykrytoq takze w komodrkach zidiwego widkniaka histiocytarnego (MFH)
[12]. W wielu guzach WDLPS wykazano tak amplifikacg chromosomu 1qg21-23,
podczas gdy w innych LPS wypuje ona sporadycznie [100, 101]. Natomiast w wielu
guzach DDLPS stwierdzagsbbecné¢ dodatkowych kopii chromosomoéw 6q i 20q [54,
83, 85].

Wyniki baday CGH ponad 40 guzéw M/RLPS w 57% przypadkdéw wykazaty kario-
typ zréwnowaony. W pozostatych guzach przycayniezrownowaenia kariotypu byty
przede wszystkim dodatkowe kopie materiatu genetycznego, éfezsciej dotyczyty
fragmentdéw lub calego chromosomu 8, rzadziej 13q, 5p i 48qy71, 76, 83, 85, 100].

1.3.2. Miesaki maziéwkowe (Synovial sarcoma - SS)

Migsak maziowkowy stanowi od 5 do 10% wszystkich guzow tkanekkich.
Wystepuje przede wszystkim u ludzi mtodychgé@ej u mgzczyzn. Lokalizuje s w
réznych miejscach organizmu, nagéziej na gtowie i karkugcianie klatki piersiowej
orazsérédpiersiu. Histologicznie wyedia sk trzy podtypy SS: jednofazowymonopha-
sic), dwufazowy (biphasic) oraz niskozrénicowany (poorly differentiated)[63, 82,
110].

1.3.2.1. Cytogenetyka klasyczna

W ponad 95% guzéw, niezaldge od podtypu histologicznego, stwierdzasyste-
powanie wysoce swoistej translokacji wzajemnej t(X;18)(ptlR22), ktéra zostata
opisana po raz pierwszy w 1986r [40]. Wykrycie tej translokaigto donioste znacze-
nie w diagnostyce edicowej guzow SS z innymi wrzecionowatokomérkowymi posta-
ciami nowotworéw tkanek ngkkich, takich jak: wtokniakomisak, obtoniak krwiono-
$ny, miesak jasnokomorkowy czy Aiwy nerwiak ostonowy [45].

Wykrycie aberracji swoistej nie urzlowia okreslenia podtypu histologicznego SS,
jak to ma miejsce w LPS, gdzie wykrycie t(12;16) wykluczgpoananie WDLPS czy
DDLPS a potwierdza M/RLPS, poniewfX;18) stwierdzana jest we wszystkich podty-
pach SS [82]. Mniej 2i10% SS charakteryzujegsbbecnécia wariantow translokacii
swoistej, w ktore zaangawane g, obok chromosomow X i 18, ¥de autosomy [74,
82]. Aberrag; swoist, lub jej warianty stwierdza gizaréwno w guzach pierwotnych,
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wznowach jak i w odlegtych przerzutach. Z tyre,w potowie guzéw pierwotnych jest
to jedyna obserwowana zmiana chromosomowa, natomiastkgzdci wzndw i gu-
zOw przerzutowych towarzyszej liczne zmiany wtérne [44]. W wyniku translokaciji
dochodzi do fuzji gen$S18 (SYTllokalizowanego w prku q11.2 chromosomu 18 z
genemSSX1lub SSX2(bardzo rzadkdSSX# znajdujcymi si w chromosomie X w
prazkach p11.23 i pl11.21 [44, 37, 54].

Wsrdd aberracji wtornych i to zaréwno w guzach pierwolmywznowach i guzach
przerzutowych obserwowano najéeiej aberracje liczbowe chromosomoéw: 3, 14, 17,
11 i 22 (monosomie) oraz trisomie 7, 8, 12, 9, 21, 2, 4 i g&r&d aberracji struktural-
nych najcgsciej stwierdzano utraty chromosomu 3p21 oraz 17pl3. Zaaneaze tri-
somia chromosomu 2 wygiuje wyhcznie w guzach przerzutowych i wznowach, a
trisomia chromosomu 8 w guzach pierwotnych i wznowachgq3497].

1.3.2.2. Cytogenetyka molekularna

Zastosowanie sond molekularnych ger®®&X1 i SSX@mazliwia nie tylko stwier-
dzenie obecrigi aberracji swoistej, ale rowm®kreila, ktory z gendévsSXjest zaanga-
zowany w t translokagj. Wykazano,ze translokacja swoista wygiuje w obydwu
komponentach morfologicznych komérek w SS dwufazowym i w 85 - p&%padkow
zaangaowany jest getsSX14]. Natomiast w guzach jednofazowych gesyX1 i SSX2
zaangaowane § z jednakow czgstaicia (po ok. 50%) [82, 69].

Wydawalo st pocatkowo, ze w danym guzie wygpuje jeden typ genu fuzyjnego
[82]. Jednak w 2002 r. Yang i wsp. wykazali w 12/120 guzéw wspOipysianie w
jednym guzie dwéch postaci gendw fuzyjnycB¥T/SSX1 i SYT/SSXawisko to, wg
tych autoréw, mze by spowodowane poliklonalnym charakterem badanych guzéw -
powstanie dwdch niezaleych mutacji w czasie wzrostu guza pierwotnego lub, przy
zalazeniu monoklonalnego pochodzenia nowotworu, pojawiendedsugiej mutaciji,
moze by zmiary wtOrng w czasie progresji guza [112].

Metoda CGH zbadano ok. 100 guzéw SS [82, 69], z czego w 55% wykazano nie-
zrbwnowaenie (czsciej dodatkowe kopie azli utraty chromosoméw) kariotypu. W
podtypie jednofazowym obserwowano 2xeej aberracji na guz w poréwnaniu z dwu-
fazowymi, ale nie wykryto zmian specyficznych dla danpgdtypu histologicznego
[69]. Najczsciej obserwowano dodatkowe kopie chromosoméw: 8q, 12q, 7, 2, 1,7q, 19
Xq, 18q i 16p oraz utraty chromosomow: 13q, 3p, 3q, 10q, Xq, 14, 11q Ni&pgnale-
ziono specyficznych wtérnych zmian liczbowych, ktoryabecnéé miataby wptyw na
diugas¢ catkowitego czasu przgcia lub czasu wolnego od przerzutéw pacjentow [82],
ale stwierdzono gorsze rokowanie w przypadku gpishia trzech i wicej zmian licz-
bowych w guzie [54, 69]. Zaobserwowanozmakze trisomia chromosomu 8 lub jego
fragmentéw w komorkach nowotworu ma wptyw na tempo wargsiza - najescie)
stwierdzana jest ona w guzackrednicy ponad 5cm [82].

Wykrycie aberracji swoistych w wielu typach gsakdw oraz znajonsé lokalizacji
i struktury gendw zlokalizowanych w miejscaatkpic¢ swoistych translokacji chromo-
somowych, wprowadzito metody cytogenetyki klasycznej iekdarnej do procedur
diagnostycznych wielu nowotworéw [45]. Znaczenie bacigogenetycznych w diagno-
styce wielu mgsakdw jest niezaprzeczalne, natomiast nielicarsosiesienia dotyezre
znaczenia tych badaw prognozowaniu klinicznym, co wynika gtéwnie z fakta, i
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osrodki zajmujce sg tymi badaniami, nie dysporwpdpowiednio licza grup pacjen-
tow z danym typem msaka (niska astas¢ wyskpowania), aby dobrze zbadto zja-
wisko. Pojawity s¢ préby okrélenia zwizku pomedzy molekularnie scharakteryzowa-
nym guzem a przebiegiem klinicznym choroby, czego przykladere by migsak
maziowkowy. Zaobserwowano mianowicigs pacjenci, w guzach ktérych wggbwat
gen fuzyjnySYT/SSX2nieli diuzsze czasy przgcia wolne od przerzutéw argli pa-
cjenci z genenSYT/SSX1Stwierdzono, 4 lepsze rokowanie mapacjenci, u ktérych w
guzach wykryto pojedyncze aberracje chromosomowe iIYEFSSX2y poréwnaniu
do pacjentdéw z licznymi aberracjami i gen&MT/SSX5].

Jak przedstawiono pousgj, w literaturze jest wiele doniesi@pisupcych wyniki
bada cytogenetycznych w rasakach cztowieka, przeprowadzonych z wykorzystaniem
zaréwno metod cytogenetyki klasycznej jak i molekulardefinak w wikszaci przy-
padkéw przedstawiano wyniki badaytogenetycznych uzyskanych tylko jedn tych
metod. Niewiele jest doniesiew ktérych przeprowadzono badania jednego guza nowo-
tworowego i wykorzystano w tym celu kilka metod cytogenatych: klasycza, FISH i
CGH. Nieliczne s publikacje, w ktorych praéedzono ewolug kariotypéw uzyskiwa-
nych z kilku nasipujacych po sobie guzéw w trakcie trwania choroby u jednego pacje
ta. Nieliczne s takze doniesienia dotyaze guzéw, w ktérych poréwnano stofpieabu-
rzeh rownowagi kariotypdw uzyskanych metodami klasycznej cytetynz wynikami
analizowanymi metadCGH.
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2. CELE PRACY

Poprzez réwnoczesne zastosowanie metod cytogenetykickiagyi molekularnej
w analizie aberracji chromosomowych wamijacych w guzach tluszczakoesakdw i
migsakow mazidwkowych cztowieka postanowiono:

1. Scharakteryzowazaburzenia genomowe w komoérkach tychzsakow z
uwzglkdnieniem podtypOw histologicznych.

2. Okrssli¢ czgstasci wystepowania swoistych aberracji chromosomowych i
ich wariantéw oraz aberracji wtérnych w passgych mesakach.

3. Poréwna stopiéi zaburzé genomowych w guzach pierwotnych, wzno-
wach miejscowych i guzach przerzutowych oraz wloier podtypow obu
rodzajéw mesakow.

4. Przdledzic ewoluck zmian cytogenetycznych w guzachesakow poja-
wiajacych s¢ w trakcie trwania choroby u jednego pacjenta.
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3. MATERIAL | METODY

3.1. Materiat

Badaniom cytogenetycznym poddano metafazy uzyskane z Koniéreguzow
tluszczakomgsaka pochodrych od 44 pacjentéw oraz 23 guzéwesaika mazidwko-
wego od 17 pacjentéw. Dane kliniczne i histologiczne podanmeksie w tab. 26, 27 i
28 dla guzoéw LPS oraz w tab. 29 dla SS. Materiat badawzygkiwano z tkanek gu-
z6w pacjentow, ktorzy poddawani byli zabiegom operacyjnyntzterech polskich
osrodkach:

» Katedry i Kliniki Chirurgii Onkologicznej Gdaskiego Uniwersytetu Medycz-
nego (GUMed) (kierownik: prof. dr hab. n. med. A. Kopa&gere histopato-
logiczm preparatow z tkanek nowotworowych wykonano w KatediZakia-
dzie Patomorfologii GUMed (dr n. med. Eytka-Swieszewska; kierownik:
prof. dr hab. n. med. K. ddewicz)

e Zakladu Patologii Nowotwordw, Centrum Onkologii, Oddziat wakowie
(kierownik: dr hab. n. med. J. Ry

e Zaktadu Patologii Uniwersytetu Medycznego w todzi (kierdwprof. dr hab.
n. med. R. Kordek)

» Zaktadu Patomorfologii Wydziatlu Lekarskiego Pomorskiej Akadénedycz-
nej w Szczecinie (prof. dr hab. n. med. M. Chosia;dxi@ik: prof. dr hab. n.
med. W. Domagata)

Weryfikacje histologiczm wszystkich guzow przeprowadzili prof. M. Miettinen
oraz dr n. med. J. Lasota z Department of Soft TissueBgih Armed Forces Institute
of Pathology, Washington, DC, USA.

W pracy dodatkowo wykorzystano kariotypy &€za guzéw LPS [23, 86] i 37 gu-
z6w SS [40, 42, 43, 50, 74, 96] opublikowanych przez pracownikdedkat Zaktadu
Biologii i Genetyki GUMed. Na podstawie tych kariotypow elono zaburzenia row-
nowagi genomowej guzow. Ponadto, wykorzygtuinateriat archiwalny (skrawki mi-
kroskopowe), wykonano badania FISH. Zaréwno ocena zabgergomu, jak rownie
wyniki bada FISH tych guzéw, nie byty przedmiotem wéagejszych publikacii.

Badania FISH wykonano we wszystkich guzach M/RLPS iv&&{érych stwier-
dzono kariotyp prawidtowy lub, gdy w kariotypie z aberragjghromosomowymi nie
wykryto aberracji swoistej dla danego nowotworu. W przypadiy,kariotyp okréono
w kilku guzach pochodzych od jednego pacjenta i wzalym badaniu cytogenetycz-
nym stwierdzano obeckotranslokacji swoistej, badanie FIStkonywano na materia-
le pochodzcym tylko z jednego guza.

3.1.1. Tluszczakomgsaki (LPS)

Wsrdd 70 badanych guzéw (tab.3), 23 (pochwoeazod 18 pacjentéw: siedmiu kobiet
i 11 nezczyzn, wiek 27-65 latsrednio - 45 lat) stanowity WDLPS (ttuszczkagsaki
dobrze zrénicowane /well-differentiated liposarcomal9 (od dziewiciu pacjentow:
pieciu kobiet i czterech giczyzn, wiek 31-78 latrednio - 51 lat) DDLPS (tluszczako-
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mig¢saki odr@nicowane /dedifferentiated liposarcomaraz 28 guzéw (od 17 pacjen-
tow: osiem kobiet i dziewtiu mezczyzn, wiek 25-60 lat§rednio - 49 lat) M/RLPS
(thuszczakomisaki sluzowate/okggtokomoérkowe -myxoid/round-cell liposarcomabDo
tej ostatniej grupy dodano $#eguzow (od czterech pacjentow), ktérych wyniki hada
cytogenetycznych zostaty opublikowane, lecz bez ocebyrzeh genomu i badaFISH
[23, 86]. tacznie zbadano 34 guA0 pacjentéw) M/RLPS. Dane kliniczne, histolo-
giczne oraz cytogenetyczne opublikowanych wynikow hautadano w Aneksie w tab.
30.

Metoda CGH poddano analizie: 21/23 guzéw WDLPS, 15/19 guzéw DDLPS oraz
16/34 guzéw M/RLPS. W 21 guzach M/RLPS wykonano badania BtS$tijc sondy
swoiste dla genDDIT3 (CHOP)

Tab. 3. Podtypy histologiczne badanych cytogenetycznie 70 guasmezbkomisakow z podzia-
tem na guzy pierwotne (P), wznowy (R) i guzy przerzutowg (M

Tab. 3. Histological subtypes of 70 cytogenetically examined tunnded into primary (P),
recurrent (R) and metastatic (M) liposarcoma

Podtyp/Subtype P R M Razem Total
WD 10 13 - 23
DD 3 10 6 19
M/R 5 13 10 28
Razem/Total 18 36 16 70

WD- dobrze zrénicowany, DD- odrénicowany, M/R-$luzowaty/okagtokomérkowy
WD- well-differentiated DD- dedifferentiated, M/R- myxoid/round-cell

3.1.2. Miegsaki mazidwkowe (SS)

Analize¢ cytogenetycza przeprowadzono na chromosomach z 23 guzéw (od 17 pa-
cjentéw: siedmiu kobiet i 10 gaczyzn, wiek 17-71 latrednio - 42 lata), trzech podty-
poéw histologicznych: 17 guzow jednofazowy@ioSS), jeden dwufazowy (BiSS) oraz
pig¢ guzéw niskozrénicowanych (PDSS). Wod SS analizowanych cytogenetycznie,
uwzglkdniono pg¢ guzow, ktérych wyniki kariotypow opublikowano w 2009 rdRa].

Do tej grupy nowotworow dodano 37 guzow (od 25 pacjentéw), ktdegdlotypy byty
opublikowane (przed 2009r.) przez zesp6t Katedry Biologii igBga GUMed, lecz bez
oceny zaburze genomowych [40, 42, 43, 50, 74, 96]$M guzéw opublikowanych
byto: 19 guzéw MoSS, 12 BiSS oraz §2€DSS, w ktorych w niniejszej pracy oklie

no zaburzenia rownowagi genomowej w oparciu o kariotypy baaania FISH z zasto-
sowaniem sondy swoistej dla geB&18 (SYTLacznie zbadano 60 guzéw SS (42 pa-
cjentéw) (tab. 4). Dane kliniczne, histologiczne orazeggczne opublikowanych (przed
2009r.) wynikdw podano w Aneksie w tab. 31.

Metods CGH analizowano 15/60 guzow SS, 25 guzow metléH z zastosowa-
niem sond swoistych dla gei8518 (SYTh w 10 z zastosowaniem sond swoistych dla
gendwSSX1 i SSX2.
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Tab. 4. Podtypy histologiczne 60 guzéwesakow mazidwkowych z podziatem na guzy
pierwotne (P), wznowy (R) i guzy przerzutowe (M)

Tab. 4. Histological subtypes of 60 synovial sarcoma tumomdedivnto primary (P), recurrent
(R) and metastatic (M) tumors

Podtyp /Subtype| P R M Razem Total
Mo 13 19 4 36
Bi 3 10 - 13
PD 4 6 1 11
Razem /Total 20 35 5 60

Mo- jednofazowy, Bi- dwufazowy, PD- niskozmiicowany
Mo- monophasic, Bi- biphasic, PD- poorly differexéd

3.2. Metody

3.2.1. Hodowle komoérkowe in vitro

Fragmenty tkanek guzéw nowotworowych pobrane podczas operagszczano
w jatowym naczyniu z po/wka (ptyn Hanksa; streptomycyna - 100 pg/ml i penicylina -
100 U/ml) i dostarczano do laboratorium. Zd materiatu zaktadano pierwotne ho-
dowle komoérkowe, a pozostaty zarnaao w -80 °C.

Stosowano metad krotkotrwatych hodowli komdrkowychn vitro. Fragmenty
tkanki nowotworowej rozdrabniano mechanicznie, agpage enzymatycznie stoagj
kolagenaz (stzenie kaicowe 150 U/ml hodowli). Tkarkinkubowano z enzymem
przez 12 - 24 godz. w temp. 37 °C, przy 5%eniu CQi 80% wilgotndci powietrza.
Uzyskan, zawiesire komorek ptukano ptynem Hanksa (37 °C) i wirowano przy 100g
przez 10 min. Z otrzymanego osadu komorek zaktadano pienlottmwvle, ktére pro-
wadzono z gyciem paywki hodowlanej: ptyn Eagle’a z 10% o¢eh surowic ptodowy
(FBS), 100 pg/ml streptomycyny, 100 U/ml penicyliny i hodowanavarunkach jak
podano powsej. Zmiany paywki dokonywano przegtnie 2x w tygodniu. Przy pomo-
cy mikroskopu odwréconego Axiovert I@pton) prowadzono codziemnobserwag
hodowli. Zwracano uwagna aktywné¢ mitotyczra komdrek - zaobserwowanie zhj
liczby mitoz byto wskazéwkdo jej utrwalenia. Czas trwania hodowli wahated 7 do
20 dni.

Na ostatnie dwie godziny trwania hodowli dodaw&wcemid(Gibco)w sizeniu
koncowym 0,05 pg/ml, zlewano pgwke i wlewano ptyn hipotonicznin situ na okres
30 min. W kolejnej fazie utrwalania hodowli, mechanicavdelzielano komoérki od dna
naczynia, otrzymanzawiesirg przenoszono do probowek i wirowano przez 10 min przy
100g. Po usugrciu supernatantu, do osadu dodawano kroplami utrwalacz (nhetano
kwas octowy lodowaty w stosunku etmgsciowym 3:1). Po uptywie 20 min zawiesin
komorkows wirowano przez 10 min przy 100g. Supernatant usuwano, a osaeszawi
no w nowej porcji utrwalacza. Utrwalacz zmieniano dwirkie stosujic ww. protokét
[22, 41].

Utrwalone komoérki zawieszano w niewielkiej efosci utrwalacza i rozlewano na
zimne (4 °C), mokre szkietka podstawowe. Preparaty psreyrwano w temp. pok. i
barwiono metog GTW. Z ka&dej hodowli 1 - 2 preparaty zanzemo w temp. -20 °C.
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3.2.2. Metody cytogenetyki klasycznej
3.2.2.1. Barwienie chromosomoéw metod GTW

Preparaty z metafazami wybarwiano stesujneto@ prazkowa GTW [113] Naj-
pierw trawiono je w 0,008% roztworze trypsyny stasujzasy od 15 do 60 s, a ngst
nie barwiono 0,08% roztworem barwnika Wrighta. Czasviearia wahat s od 35 do
45 s. Po zabarwieniu, preparaty ptukano w wodzigabig i suszono na powietrzu.

Analize¢ mikroskopow od 5 do 25 metafaz przeprowadzano pod mikroskopem
Axioskop (Zeiss)przy pow. 1200%x. Wybrane metafazy fotografowano karmaetoma-
tyczm z zastosowaniem mikrofilmu negatywowego o cgcit@5 ASA (Kodak) Analizg
i zapisy aberracji liczbowych i/lub strukturalnych przepadzano na podstawie atm
nych kariogramoéw zgodnie z zasadami ISCN 2009. Za znkbmalr przyjmowano
obecné¢ aberracji strukturalnej lub wygiowanie dodatkowych chromosoméw w
dwéch metafazach a uteathromosomu w co najmniej trzech metafazach [29].

3.2.3. Metody cytogenetyki molekularnej
3.2.3.1. Fluorescencyjna hybrydyzacjain situ - FISH
a. Barwienie chromosomoéw metod M-FISH

Do bada wykorzystano komercyjny zestaw - 24XCyte Human M-FISinting
Kit (Metasystems)Procedury badawcze przeprowadzono zgodnie z protokotear pod
nym przez producenta.

Preparaty chromosomowe trawiono pepsyirwalano w zbuforowanym roztworze
formaliny i denaturowano w 0.07 N NaOH. Po odwodnienikfatdano na szkietka 24
zdenaturowane, vde sondy barwice chromosomy (22 autosomy oraz chromosomy X i
Y), wyznakowane gcioma r@nymi fluorochromami (DEAC, FITC, Spectrum Orange,
Texas Red oraz Cyb). Preparaty hybrydyzowano 72 godz. w t&mpC w komorze
ptyty grzewczej HYBRITE(Vysis) ptukano i nanoszono roztwér do detekcji (zestaw
przeciwciat sprgzonych z fluorochromami).

Obraz analizowano pod mikroskopem Olympus BX51 (pow. 1200x) aveest fil-
trow, sprzzonym z kamer i polaczonym z systemem komputerowej analizy obrazu -
oprogramowanie ISIfMetasystem)W kazdym przypadku zapisywano obrazy 5-8 me-
tafaz, z ktérych uktadano kariogramy i analizowano aoggrchromosomowe.

b. Barwienie jader interfazowych metody FISH z zastosowaniem sond swo-
istych dla genowSSX1 i SSX2

Do bada zastosowano wyizolowane ze sztucznych chromosomoéw psten
(BAC) nastpujace sondy: RP11-552E4 swaislla genuSSX1 RP11-552J9 dI&SX2
oraz sond RP11-344N17 zlokalizowanpomkdzy ww. genami. Wszystkie chromoso-
my BAC z sondami pochodzity z RPCI11 P. de Jong lib¢amyw.chori.org/bacpac/).
Wyizolowane sondy wyznakowano techmikick translationstosugc komercyjne ze-
stawy odczynnikéw. Dwie pierwsze sondy wybarwionoymatstosugc BIO-nick trans-
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lation mix (Roche),a trzeci digoksygenin przy wyciu DIG-nick translation miXRo-
che) Procedury przeprowadzono zgodnie z zaleceniami producenta

Badania wykonano na preparatach z odciskamizamgch fragmentéw tkanek gu-
z6w SS. Pierwszym etapem byto utrwalenie w mieszam@&nol: kwas octowy lodo-
waty (w stosunku okjosciowym 3:1). Po odwodnieniu w etanolu, preparaty trawiono
pepsyn, utrwalano w zbuforowanym roztworze formaldehydu i demastano w 70%
roztworze formamidu w temp. 75 °C. Po odwodnieniu w ggeretanoli naktadano
zdenaturowag mieszanig sond: RP11-552E4 zmieszam sond RP11-344N17 oraz
RP11-552J9 tale zmieszasp z sond RP11-344N17. Na szkietko nanoszono, na dwa
wybrane miejsca, sondy swoiste dla obydwu gendw. Po aalepdnybrydyzaciji w
temp. 37 °C w komorze piyty grzewczej HYBRITEysiS) niespecyficznie zwirzam
sond; odptukiwano w 0,4xSSC/0,1% NP-40 (temp. 75 °C), a na preparadszono
roztwor do detekcji - zestaw przeciwciat sgranych z fluorochromami (FITC i Texas
Red) oraz DAPI.

Analize przeprowadzano pod mikroskopem fluorescencyjnym (pow. 12Q%o)}
skop 20(Zeiss) wyposaonym w filtry: DAPI, FITC, TRITC, kamer o wysokiej czuto-
ci oraz system komputerowej analizy obrazu - CytoVigipplied Imaging) W kaz-
dym przypadku analizowano sygnaty, w co najmniej 100 nienakiagdyj st jadrach
komérkowych. Wynikiem pozytywnym (potwierdzaym pkniecie chromosomu X w
miejscu ql11.2 - lokalizacja ger8SX bylo uzyskanie (u gzczyzn) dwdch sygnatdw:
zielonego i czerwonego oddalonych od siebie i (u kobiet)ctvaygnatow: zielonego i
czerwonego oddalonych od siebie oraz sygaéltego lub Ieacych blisko siebie zielo-
nego i czerwonego (z prawidtowego chromosomu X). Natorstaserdzenie wadrach
komérkowych tylko sygnatéudttych i/lub lezacych blisko siebie zielonego i czerwone-
go - oznaczato wynik ujemny, czyli brak translokacji [94].

c. Barwienie jader interfazowych metody FISH z zastosowaniem sond swo-
istych dla genéowSYT oraz CHOP

Do bada wykorzystano bezpgoednio znakowane (dwukolorowe), komercyjne son-
dy: LSI SYT Dual Color Breakapart Prob¥ysi9, w przypadku badania gaakow
maziowkowych (SS) i LSI CHOP Dual Color Breakapartderd/ysig, w ttuszczako-
migsaku sluzowatym/okagtokomoérkowym (M/RLPS) oraz zestaw odczynnikdéw nie-
zbzdnych do wykonania oznaczenia w skrawkach parafinowielnaffin Pretreatment
Reagent KIT Vysi9. Procedury przeprowadzono zgodnie z protokotem podanyra prze
producenta.

Tkanke nowotworovg zatopiora w parafinie, przy gyciu mikrotomu (HM340E
STS, firmyMikrom), cigto na skrawki o grubsei 4 um i nanoszono na szkietka mikro-
skopowe (STAR FROST). Po osuszeniu, preparaty ogrzewasz 12 godz. w temp.
56 °C, ptukano je w ksylenie, odwadniano w szeregu etarofZzono na powietrzu.

Czas trawienia pepsynktory wahat s od 15 do 70 min, dobierano indywidualnie
dla kazdego preparatu. Naginie preparaty utrwalano w zbuforowanym roztworze for-
maldehydu, ptukano (2xSSC, pH 7,0) i suszono w temp. 45-501&@reparaty nano-
szono sondy zawieszone w buforze i umieszczano w kaanpyty grzewczed YBRITE
(Vysis,) w ktérej odbywat s najpierw proces denaturacji DNA sondwdér interfazo-
wych (5 min, temp. 72 °C), a naghie hybrydyzacji (19 godz., temp. 37 °C). Po Zako
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czeniu tego procesu, niespecyficznie azaim sond; odptukiwano w 0,4xSSC/0,1%
NP-40 (temp. 72 °C), preparaty suszono na powietrzu i baobAPI.

Analizg przeprowadzono pod fluorescencyjnym mikroskopem AxioskofZ2ss
pow. 1200x), wyposanym w filtry: DAPI, FITC, TRITC, kamer o wysokiej czutéci
oraz systemem komputerowej analizy obrazu - CytoVighgplied Imaging) W kaz-
dym preparacie analizowano sygnaty w 100 nienakdaglah st jadrach komoérkowych.
Wynikiem pozytywnym (potwierdzagym udziat chromosomu 18q11.2 w aberracji w
przypadku guzéw SS i 12913 w przypadku M/RLPS) byta obgcwoadrach komor-
kowych dwdch sygnatow: zielonego i czerwonego oddalonychiebiesorazzottego lub
lezacych blisko siebie zielonego i czerwonego pochodgo z chromosomu prawidto-
wego. Jeeli w jadrach komodrkowych obserwowano tylko sygnaéjte, i/lub lezace
blisko siebie zielone i czerwone - oznaczato to wymemny, czyli brak translokacji
[94].

3.2.3.2. Genomowa hybrydyzacjain situ —CGH
a. lzolacja DNA z tkanki nowotworowej

Fragmenty tkanek guzdw, po rozmeoiu, rozdrabniano mechanicznie, a gasie
zawieszano w roztworze 0,075M NacCl /0,001M EDTA z dodatki®¥b SDS (sizenie
koncowe 1%) i proteinazy K (stenie kaicowe 0,1 mg/ml). Mieszangninkubowano
przez noc w temp. 46 °C. Do strawionego materialu dodawsdhdlaCl oraz chloro-
form i doktadnie mieszano, a ngstie wirowano przez 5 min przy 2000g. Eawodm
przenoszono do czystej probowki, w ktérej DNA precypitowangrpez zmieszanie z
izopropanolem w stosunku e@hpsciowym 1:1. Nasfpnie mieszanig wirowano przez
10 min przy 16 000g, a po usgaiu supernatantu, osad przemywano 70% etanolem,
wirowano przez 1 min przy 900g. Uzyskany osad DNA suszonemp.t pok. i zawie-
szano w ddikD.

Stgzenie DNA oznaczono przy pomocy NanoDrop ND1000 Spectroptetty
(Nano Drop TechnologieslJzyskany z komoérek nowotworowych DNA rozibizano
ddHO do stzenia kaicowego od 150 do 500 ng/pl i przechowywano w temp. 4 °C.

b. Procedura CGH

Do bada wykorzystano zestawZomparative Genomic Hybridization (CGH) re-
agent (Vysis)W sktad zestawu wchodzodczynniki, w tym zestaw do znakowania sond
technilg nick translation DNA referencyjny (prawidtowy DNA cztowieka) oraz peep
raty cytogenetyczne prawidtowymi chromosomami metafazowymezozyzny. Proce-
dury badawcze przeprowadzono zgodnie z protokotem podaragm producenta.

Pierwszym etapem byto znakowanie DNA badanego orazeref@gnego, ktére
przeprowadzono techniknick translation.DNA (1 pg) z komdrek nowotworowych
znakowano fluorochromem SpectrumGreen dUTP, natomiasenefgne (1 pug) Spec-
trumRed dUTP. Nagpnie oba DNA zawieszano w buforze do hybrydyzacji, ikudy
no przez 30 min w 37 °C, a ngstie poddawano denaturacji (73 °C, 5 min). Preparaty
cytogenetyczne denaturowano stasuj0% formamid/SSC (73 °C, 5 min), a r@sie
odwadniano w szeregu etanoli o wzragtgjn stzeniu, suszono w temp. pok. i nakia-
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dano obydwie mieszaniny hybrydyzacyjne. Preparaty umdeso w komorze piyty
grzewczeHYBRITE(Vysis)i hybrydyzowano w temp. 37 °C, przez 72 godz. Pozako
czeniu procesu hybrydyzacji, niespecyficznie azam sond odptukiwano w
0,4xSSC/0,3%NP-40 (temp. 74 °C), preparaty suszono na pamdtarwiono DAPI.

Obraz analizowano przyzuciu fluorescencyjnego mikroskopu Axioskop Z®iss
1200x) wyposaonego w filtry: DAPI, FITC, TRITC, kamero wysokiej czutéci oraz
komputera z oprogramowaniem do analizy CGH - CytoVigkpplied Imaging).

W pierwszym etapie uktadano 10-15 kariogramow z wybarwionyfviikiem
DAPI metafaz. Przy pomocy programu komputerowego analizoveaosunek inten-
sywnaci sygnatow fluorescencyjnych z DNA badanego (zielsygnat) do referencyj-
nego (czerwony) wzdiudtugacici kazdego chromosomu. lemiescit si¢ on w przedzia-
le 0,75-1,25 - uznawano jako wynik prawidtowy. Wactoponizej 0,75 lub powyej
1,25 w okrélonym regionie chromosomu, uznawano kolejno jako ¢itcdi zwickszenie
liczby kopii danego regionu chromosomu w komoérkach nowotworowyeiteli nato-
miast stosunek intensyw§m sygnatu zielonego do czerwonego bykkegizy niz 1,5 -
wskazywat na amplifikagjmaterialu genetycznego w danym regionie chromosomu. W
trakcie analizy nie uwzgtiniano telomerdéw i heterochromatyny okotocentromejowe
chromosoméw oraz ramion g chromosomu Y [31].

3.2.4. Metody statystyczne

Do poréwnania rozktadéw uzyskanych wynikéw wykorzystana yfePearsona,
testy’z poprawlg Yatesa oraz doktadny test Fishera. W wynikach anttystycznych
podano obliczony poziom istotéw statystycznej (p) weryfikowanej hipotezy zerowej.
Wartgici p < 0,05 interpretowano jako znamienne statystycznidicZen dokonano
przy zastosowaniu oprogramowar®8TATISTICA8 (StatSoftinc.,USA) dla systemu
operacyjneg®Windows XP.
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4. WYNIKI

4.1. Charakterystyka cytogenetyczna ttuszczakongsakow

Przeprowadzono anaizcytogenetycza chromosoméw uzyskanych z 70 guzow
czterech podtypow histologicznych tluszczakegsakow: dobrze zedicowanych
(WDLPS) i odrgnicowanych (DDLPS) orazsluzowatych/okggtokomorkowych
(M/RLPS).

Tab.5. Wyniki bada cytogenetycznych (metoda GTW) w guzach tluszczaksshkiow
Tab. 5. Cytogenetic results (GTW technique) in liposarcoma tumors

Aberracje charakterystyczne lub swoiste
Characteristic or specific chromosome aberrations

Podtyp Obecne Present Brak /Absent
(liczba guzow) tacznie z : : .
Subtype Wytacznie wtérnymi Wy+afczn|e Kariotyp prawid-
- . wtorne towy
(Tumors No.) Exclusively | With secon- S q I Lk
dary econdarpnly | Normal karyotype
liczba guzéw (%) fumors No. (%)
WD (23) 14 (60,9) 6 (26,1) - 3(13)
DD (19) 8 (42,1) 6 (31,6) 2 (10,5) 3(15,8)
M/R (28) 2(7,1) 20 (71,5) 2(7,1) 4 (14,3)
Razem/Total (70) | 24 (34,3) 32 (45,7) 4 (5,7) 10 (14,3)

WD- dobrze zrénicowanych, DD- odrinicowany, M/R-luzowaty/okagtokomarkowy
WD- well-differentiated DD- dedifferentiated, M/R- myxoid/round-cell

4.1.1. Aberracje chromosomowe wyglujgce w guzach ttuszczakomi
sakow dobrze zghicowanych — WDLPS

Spardd 23 (18 pacjentéw) guzéw, w 20 (87%) stwierdzono gpysianie chromo-
somoéw piegcieniowych i/lub olbrzymich chromosoméw markerowych.s#éciu gu-
zach (26,1%) obserwowano towarzysz im wtorne liczbowe i/lub strukturalne aberra-
cje chromosomowe i stwierdzano je statystycznie znameeazadziej w poréwnaniu do
guzoéw M/RLPS (p=0,0013), natomiast w poréwnaniu z guzami B®hie stwierdzono
istotnych statystycznie #dic (p=0,69). W trzech guzach (13%) kariotyp byt prawidtowy
(tab. 5). Zapisy kariotypdw poszczeg6inych guzow podanmeksie w tab. 32.

Badania CGH (ryc. 1) wykonano na DNA pochgtigm z 21 guzéw. We wszyst-
kich guzach stwierdzono zaburzenia rownowagi genomowej, stagiododatkowych
kopii materialu genetycznego. W trzech guzagystcpowaly pojedyncze dodatkowe
kopie chromosomu 12g11/13-q21/22, natomiast w 18 guzach (85,7%) amsifikgoj
chromosomu (ryc. 1). W 13 guzach (62%) wykryto agyhie dodatkowy materiat (tab.
6) i zmiany te znamiennie statystyczniexsciej wysepowalty w guzach WDLPS w
poréwnaniu do DDLPS (p=0,01) i M/RLPS (p=0,025). Natomiast vwostaych émiu
guzach (38%) stwierdzono zaréwno utraty jak i dodatkowy maggenetyczny (tab. 6) i
zmiany te statystycznie znamienniegtzej wysgpowaty w guzach DDLPS (p=0,01)
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anizeli w WDLPS, natomiast w poréwnaniu z guzami M/RLPS siwierdzono istot-
nych ré&nic (p=0,36).

Tab. 6. Zaburzenia rownowagi genomowej w 63 guzach tluszczesakdw
Tab. 6. Genomic imbalances in 63 liposarcoma tumors

Podtyp histol. (\j/\é)g;‘tckzgvl\?e Wytacznie Utraty i dodatko- Razem
(liczba guzow) A utraty we kopie
. : kopie . Total
Histological subtype Gains only Losses only| Gains and losses
(tumors No.) Liczba guzéw Tumors No(%)
WD (21) 13 (62) - 8 (38) 21 (100)
DD (15) 3 (20) - 12 (80) 15 (100)
M/R (27) 8 (27) 10 (37) 9 (33) 27 (100)

WD- dobrze zrénicowany, DD- odrénicowany, M/R-$luzowaty/okagtokomérkowy
WD- well-differentiated DD- dedifferentiated, M/R- myxoid/round-cell
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Ryc. 1. Zaburzenia réwnowagi genomowej w 21 guzhudzczakomisakow dobrze zedicowanych okréo-
ne metod CGH. Lewa strona diagramu chromosomoéw - utratgwar dodatkowe kopie chromoso-
moéw lub ich fragmentéw, pogrubiona, przerywanaalinamplifikacja

Fig. 1. Summary of DNA copy number changes detdugtede CGH method in 21 well-differentiated lipesa
comas. Losses are shown on the left side of themabsome diagram, gains on the right side. High-
level amplifications are indicated by thick dottetes

Wtdérne aberracje niezréwnowene wysgpowaty w 19 guzach (90,5%). W guzach
tych stwierdzonodcznie 70 aberracji niezrownow@nych, co daje 3,7 aberracji/guz, w
tym 1,4 utrat i 2,3 dodatkowych kopii/guz. Ligzhberracji w zalencsci od rodzaju
guza przedstawiono w tab. 7.
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Tab. 7.Srednia liczba wtérnych aberracji niezrownaaaych w guzach pierwotnych (P), wzno-
wach (R) i guzach przerzutowych (Myrych podtypéw ttuszczakorggakow

Tab. 7. Theaverage numbers of secondary unbalanced aberrations in differentritposa
subtypes in primary (P), recurrent (R) and metastatict(M)ors

WD | DD | M/R
Rodzaj guzéw (liczba) Tumors typgNo.)

P [ RAH] PEA[ RE] M@ P R@4) M@]
Liczba aberracji/guzChromosome aberrations No./tumor
Utraty /Losses 2,1 0,9 2,0 3,3 4,3 0,5 1,6 0,6

Dodatkowe | 56 | 59 | 33| 23| 23] 14 23 13
kopie /Gains
Razem [Total 47 3,0 53 5,6 6,6 1,5 3,9 1,9
WD- dobrze zrénicowany, DD- odrénicowany, M/R-$luzowaty/okagtokomérkowy
WD- well-differentiated DD- dedifferentiated, M/R- myxoid/round-cell

~

Wtérnym zmianom niezréwnovzanym najczsciej ulegaty chromosomy: 14 (7 gu-
z6w - 36,8%), 6 (6 guzdw - 31,6%), 22 (5 guzow - 26,3%) oraz 3, 1119.8go 4 guzy
- 21,1%). Wyniki zbiorcze wszystkich aberracji niezrowaganych w guzach WDLPS
przedstawia ryc. 1. Wyniki badaposzczegolnych guzéw przedstawiono w tab.32 w
Aneksie.
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Ryc. 2.Wtérne, niezrownowzneaberracje chromosomowe w guzach pierwotnych (PJriowach miejsco-
wych (R) tluszczakombakow dobrze zedicowanych okrdone metod CGH. Lewa strona diagra-
mu chromosomow - utraty, prawa dodatkowe kopie mimsomow lub ich fragmentéw. Pogrubiona,
przerywana linia - amplifikacja

Fig. 2. Secondary imbalanced chromosomal aberrationsotiedeby the CGH method in primary (P) and local

recurrent (R) tumors in well-differentiated liposamas. Losses are shown on the left side of the chr
mosome diagram, gains on the right side. High-leweplifications are indicated by thick dotted lines
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Tab. 8. Najczsciej wyskpujace wtdrne, niezrownowane aberracje chromosomowe w guzach

réznych podtypow tluszczakogsakow
Tab. 8. The mogtequently occurring secondary unbalanced chromosome aberratioréaredt

subtypes of liposarcoma

Ttuszczakomgsaki dobrze zrinicowane (19 guzéw)
Well-differentiated liposarcoma (19 tumors)

. - Rodzaj guzéwiTumors type
Iict))dzaj gberraql P | R | M | RazemTotal
erration type . ,
Liczba guzéw/Tumors No(%)
+3/+3p 4 (50) - - 4(21)
+5p 2 (25) 3(27) - 5 (26)
+6923/26-qter 2 (25) 3(27) - 5 (26)
+14q11/24-gter - 5 (45) - 5 (26)
-19 2 (25) 2 (18) - 4 (21)
-22 2 (25) 3(27) - 5 (26)

Ttuszczakomgsaki odrGnicowane (14 guzéw)
Dedifferentiated liposarcoma (14 tumors)

+4p/+4q 2 (66,7) 1(12,5) 1(33,3) 4 (28,6)
+5014-23 1(33,3) 2 (25) 1(33,3) 4 (28,6)
+14q 1(33,3) 1(12,5) 1(333 3(21,4)
-1p/-1q 1(33,3) 3(37,5)] 2(66,1 6 (42,9)
-11p/-11q 1 (33,3) 2 (25) 2 (66,1 5(35,7)
-17/-17p - 1(12,5)] 2 (66,7 3(21,4)
-19 - 3(37,5) | 3(100) 6 (42,9)
-20q - 3(375)| 1333 4 (28,6)
-22 - 3(37,5) | 3(100) 6 (42,9)
Tluszczakomisaki $luzowate/okggtokomorkowe (27 guzéw)
Myxoid/round-cell liposarcoma (27 tumors)
. - Rodzaj guzéwiTumors type
i%i?gt%ae{;zgl P | R | M | RazemTotal
Liczba guzéw/Tumors No(%)
+1q 1 (50) 5(35,7)| 3273 9 (33,3
+8 - 5 (35,7) 1(9,1) 6 (22,2)
-6q - 3(1,4)| 2(18,2) 5(18,5)
-16p/-16q 1 (50) 2(143) 1(941 4 (14,8)

+- dodatkowe kopie, - utraty, P- guz pierwotny viznowa, M- guz przerzutowy,
*- wytluszczonym drukiem zaznaczono chromosom yleysamplifikacji
+- gains, - losses, P- primary, R- recurrent, M- astatic, *- chromosome amplifications are in bold

Wszystkie wtérne aberracje niezrownawae w guzach P i R tluszczak@saka
dobrze zrénicowanego przedstawia ryc. 2, a chromosomy p&je zaangaowane w
zaburzenia genomu w tych guzach przedstawiono w tab.@zypadku chromosomoéw
191 22 byly to wyhcznie utraty i stwierdzono je w dwdch guzach P (25%) dwizjno
w dwoch (18%) i trzech (27%) guzach R. Amplifikacjamgch fragmentéw chromoso-
mu 14q jest zmiantypowa dla guzéw R w poréwnaniu do P (p=0,026) - stwierdzano |
wytacznie w guzach R - gt (45%) guzow, natomiast dodatkowe kopie chromosomu 3
lub 3p byly bardziej charakterystyczne dla guzéw RanR (p=0,0083) i wykryto je
wytacznie w guzach P - cztery (50%) guzy. Dodatkowe kopie pogobtahromoso-
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mow wystpowaty zarowno w guzach P jak i R (tab. 8). Chromosom 20cgestniczyt
w niezrownowaonych aberracjach genomowych (ryc. 2).

4.1.2. Aberracje chromosomowe wyglujgce w guzach ttuszczakomi
sakéw odrgnicowanych - DDLPS

Badaniom cytogenetycznym poddano 19 guzéw. W kariotypach 14 (Y§r2éw
stwierdzono wyspowanie chromosomow pigieniowych i/lub olbrzymich chromoso-
moéw markerowych (tab. 5), z czego, ¥nou (57,1%) guzach byly to jedyne zmiany
cytogenetyczne, a w pozostatych s&he (42,9%) ww. aberracjom towarzyszyty wtorne
zmiany chromosomowe i wygtowaly one statystycznie rzadziej w porOéwnaniu do
guzéw M/RLPS (p=0,04). W poréwnaniu z guzami WDLPS, nie stwerdistotnych
réznic (p=0,69). W piciu (26,3%) guzach stwierdzono: wgknie wtdrne aberracje
chromosomowe w dwdch guzach oraz kariotyp prawidiowy wchrzguzach (tab. 5).
Zapisy kariotypOw poszczegoéinych guzéw podano w Aneksie \83ab
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Ryc. 3. Zaburzenia rownowagi genomowej w 15 guzthebzczakomjsakéw odranicowanych okrédone
metody CGH. Lewa strona diagramu chromosomoéw - utratgyar - dodatkowe kopie chromosomoéw
lub ich fragmentéw. Pogrubiona, przerywana lin@anplifikacja

Fig. 3 Summary of DNA copy number changes detdsteie CGH method in 15 dedifferentiated liposarco-

mas. Losses are shown on the left side of the a@bsome diagram, gains on the right side. High-level
amplifications are indicated by thick, dotted lines

Metoda CGH wykryto zaburzenia rownowagi genomowej we wszystkElguzach
(ryc. 3). W 100% guzéw stwierdzono amplifikacje chromosdragl1/13-g22/24 (ryc.
3), réwniez w guzach, w ktérych nie wygiowaty chromosomy lub mar. W 12 (80%)
guzach byly zaréwno utraty jak i dodatkowy materiat i zmism byty statystycznie
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istotne w stosunku do guzéw WDLPS (p=0,01), natomiast w porGwramguzami
M/RLPS nie stwierdzono #ic (p=0,1). W trzech (20%) guzach DDLPS (tab. 6) wy-
stepowat jedynie dodatkowy materiat genetyczny.

Wtérne aberracje niezréwnowene wysgpowaty w 14 (93,3%) guzach. W guzach
tych stwierdzonodcznie 81 aberracji niezrownow@nych, co daje 5,8 aberracji/guz, w
tym 3,3 utraty i 2,5 dodatkowych kopii/guz. Ligzbrodzaj aberracji w zammaosci od
rodzaju guza przedstawiono w tab. 7.

Wtérnym aberracjom niezréwnowanym ulegaty przede wszystkim chromosomy:
1 (6 guzdw - 42,9%), 5, 6, 11 i 14 ¢y w 5 guzach - 35,7%) oraz 4, 81 194t w 4
guzach - 28,6%). We wszystkich ww. chromosomach stwieazaréwno utraty jak i
dodatkowe kopie ich materialu genetycznego. Natomiast clsammp 17 i 22 ulegaly
wytacznie utratom (odp. 3 guzy - 21,4% i 6 - 42,9% guzow,). Wynilorzbe wszyst-
kich aberracji niezrownowanych w guzach DDLPS przedstawia ryc. 3. Wyniki bada
CGH poszczegdlnych guzéw podano w Aneksie w tab. 33.
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Ryc. 4.Wtérne, niezrownowzone aberracje chromosomowe ckoee metod CGH w guzactpierwotnych
(P), wznowach miejscowych (R) i guzach przerzutdwid) ttuszczakomisakéw odranicowanych.
Lewa strona diagramu chromosomow - utraty, prawadatkowe kopie chromosoméw lub ich frag-
mentow
Fig. 4. Secondary imbalances chromosomal aberrations tettdry CGH in primary (P), local recurrence (R)
and metastasis (M) tumors in dedifferentiated lgroema. Losses are shown on the left side of the
chromosome diagram, gains on the right

Wtérne aberracje niezrownowane w guzach P, R i M tluszczakasakow odra-
nicowanych przedstawia ryc. 4, a chromosomy ré§igj zaangzowane w zaburzenia
genomu w tych guzach, tab. 8. Dodatkowe kopie chromosomu 5q14z88¢chdfrag-
mentow chromosomu 4 oraz utratgmgch fragmentéw chromosoméw 1 i 11 (gtéwnie
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ramion q) obserwowano w guzach P, R i M. Z kolei utrétpych fragmentéw chromo-
somow 20q, 19 oraz 22 stwierdzono yognie w guzach R i M (tab. 8).

Przeprowadzone w niniejszej pracy wyniki badagtogenetycznych wykazaly za-
réwno podobiéstwa, jak i rénice w obrazie cytogenetycznym guzéw WDLPS i
DDLPS.

Podobi@éstwa:

e Zaréwno w guzach WDLPS jak i DDLPS stwierdzadiarakterystyczne aber-
racje chromosomowe pod postaa@hromosoméw pidcieniowych i/lub ol-
brzymich chromosomoéw markerowych.

* We wszystkich guzach wygiuja dodatkowe kopie lub amplifikacje chromo-
somu 12q11-22.

*  Wystepuja utraty chromosomow 19 i 22, odp. w 4 (21%) i 5 (26%) guzach
WDLPS, natomiast w DDLPS w 6 guzach (43%) oba chromodoatpne s
réwnoczénie.

Ré&znice:

* W guzach DDLPS stwierdzono 2x (2,9/guzkeej utrat/guz w poréwnaniu do
WDLPS (1,3/guz).

* Fragment chromosomu 12g23-24 ulegat amplifikacji aezhie w guzach
DDLPS.

* W guzach WDLPS dodatkowe kopie chromosomoéw 3/3p charakterystggzn
dla guzéw P (p=0,0083), chromosomu 5p wysaja w guzach P i R, a amplifi-
kacje r@nych fragmentow chromosomu 14q sajbardziej typowe dla guzéw
R (p=0,0008). Natomiast w guzach DDLPS charakterystyczneraty chro-
mosomu 20q (guzy R i M) i dodatkowe kopie 5q (guzy P, R i M).

4.1.3. Aberracje chromosomowe wyslujgce w guzach ttuszczakomi
sakéwsluzowatych/okggtokomérkowych (M/RLPS)

4.1.3.1. Analiza chromosoméw metog GTW oraz jader interfazowych metody
FISH z uzyciem sondy gentCHOP (DDIT3)

Badaniom cytogenetycznym poddano 28 guzéw ttuszczakakdw M/RLPS (22
guzy podtypu MLPS oraz sge RLPS). Obecri@ swoistej translokacii
t(12;16)(q13;p11) stwierdzono w 22 guzach (78,6%), a w pozostaigtiu (21,4%)
obecne byly: albo jedynie wtdrne aberracje chromosom@vegizy - 7,1%), albo kario-
typy prawidtowe (4 guzy - 14,3%) (tab. 5). Zapisy kariotypéw poagélnych guzow
podano w tab. 34 w Aneksie. W 20 guzach (90,9%), translokagjstej towarzyszyty
wtorne strukturalne i/lub liczbowe aberracjemgch chromosoméw i zmiany te wyst
powaty czsciej anieli w guzach WDLPS (p=0,0013) i DDLPS (p=0,04). W pozosta-
tych 2 (9,1%) guzach kariotyp byt prosty, w ktorym translggkaswoista byta jedyn
zZmiary cytogenetycza

Badania FISH, z zastosowaniem sondy molekularnej swdistegenuCHOP, wy-
konano w 22 guzach. Badaniami tymigbj19 guzdw, ktérych wyniki cytogenetyczne
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przedstawiono powej oraz trzech guzéw, ktérych kariotypy zostaty opublikoe§23,
86]. Wyniki uzyskano w 21 guzach (95,5%), w ktérych potwierdzamutacje genu
CHORP (ryc. 5). Wyniki bada FISH poszczegdlnych guzéw podano w Aneksie w tab.
34. Uwzgkdniaac obie metody badawcze (cytogenetyka klasyczna i Fi@kBicpo-
wanie translokacji swoistej stwierdzono w 100% guzow.

chromosom 1:

CHOP +

Ryc. 5.Jadra interfazowe komorek tluszczakasakasluzowatego wybarwione techniFISH z zastosowa-
niem dwukolorowej sondy genDDIT3 (CHOP) Strzatki z6lte wskazuj rozdzielone sygnaty
(DDIT3+) - obecné¢ swoistej translokacji t(12;16), biata - sygnat rapidtowego chromosomu 12.
Kariotyp guza 46,XX. Badanie wykonane na matereiehiwalnym (skrawki mikroskopowe), pow.
1200x

Fig. 5. Interphase FISH with break apart probe shimwearrangement of the DDIT3 (CHOP) gene in mgxoi
liposarcoma. One separate red and green signaldwearrows) and one fused signal (white arrows)
per nucleus indicates a t(12;16) translocation. Burkaryotype is 46,XX. Nuclei from paraffin blocks
were used, magnification 1200x

W ztozonym kariotypie guza MLPS pochagtzego od pacjenta nr 11 (zapis karioty-
pu podano w Aneksie w tab. 34) stwierdzono yystvanie t(12;16), chromosomow
pierscieniowych i olbrzymich chromosoméw markerowych oradadkowych aberraciji
strukturalnych, w ktére zaangawvane byly chromosomy 16 i 19. Badaniem FISH tego
guza wykazano, oprocz t(12;16), amplifikachromosomu 12q13 (ryc. 6).
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/

Amplifikacja
12q

Amplifikacja
12q

Ryc.6. ddra interfazowe komoérek mieszanego tluszczakeaka sluzowatego/dobrze z#dicowanego
(M/WDLPS) wybarwione technikFISH z zastosowaniem dwukolorowej sondy gbmiT3 (CHOP)
Strzalkizotte wskazuj rozdzielone sygnaty (CHOP+) - obeétewoistej translokacii t(12;16), biata -
amplifikacje fragmentu genGHOP zlokalizowanego w chromosomie 12q13. Zapis kapotpodano
w Aneksie w tab. 34, pacjent 11). Badanie wykonaaenateriale archiwalnym (skrawki mikroskopo-
we), pow. 1200x

Fig. 6. Interphase FISH with break apart probe shgwearrangement of the DDIT3 (CHOP) gene in mixed
myxoid/well differentiated liposarcomas (M/WLPSheGseparate red and green signal (yellow arrows)
and many green signals (white arrows) per nuclediécate a t(12;16) translocation and amplifications
of 12913 chromosome, respectively. Karyotype tiedin Annex in Tab. 34, patient 11. Nuclei from pa
raffin blocks were used, magnification 1200x

4.1.3.2. Zaburzenia rwnowagi genomu

Zaburzenia réwnowagi genomowej w komorkach guzéw ddme poréwnawcz
hybrydyzacy genomow (CGH) i analiz kariotypow w 16 guzach, a w 18 guzach jedy-
nie w oparciu o kariotypy. W sumie badaniamiethj34 guzy (27 MLPS i 7 RLPS)
pochodzce od 20 pacjentéw. Wyniki bal@ytogenetycznych 28 guzow przedstawiono
w podrozdziale 4.1.3.1, natomiast &2e byty wczéniej opublikowane, ale bez oceny
zaburzenia genomu [23, 86].

W 27 (79,4%) guzach stwierdzono wtorne, niezréwnmna aberracje genomowe i
zmiany te obserwowano w dwoch (33,3%) guzach P, w 14 (87,5%gtg&zaraz w 11
(91,7%) guzach M (tab. 9). Powsre zmiany cgciej stwierdzano w guzach R
(p=0,025) i M (p=0,0217) w poréwnaniu do guzéw P, natomiast @rpiguzami Ri M
nie stwierdzono rfnic statystycznych (p=0,7). W pozostatych siedmiu (20,6%a¢iuz
genotyp byt zréwnowzony i byty to gtéwnie guzy P (tab. 9), w tym: $Zeguzow z
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translokacj swoist t(12;16) jako jedya zmiary cytogenetycza i jeden guz z karioty-
pem prawidtowym.

Tab. 9. Czstaici wystpowania zaburzerbwnowagi genomowej w 34 guzach tluszczaksmi
sakowsluzowatych/okggtokomorkowych (M/RLPS) w zakmosci od rodzaju guza

Tab. 9. Frequency of genomic imbalance occurrences in 34 tumoysoidinound cell liposar
coma (M/RLPS) in dependence to tumor type

Rodzaj guzéw (liczba) Tumors typdgNo.) Razem
P®6) | R(@16) ] M (12) Total
Liczba guzéw Tumors No(%)
Z zaburzeniami
With imbalances 2 (33,3) 14 (87,5) 11 (91,7) 27 (79,4
Bez zaburze
Withoutimbalances 4 (66,7) 2 (12.5) 1(83) 7 (206)
Razem [Total 6 (100) 16 (100) 12 (100) 34 (100)

P- guz pierwotny, R- wznowa, M- guz przerzutowB-/primary, R- recurrent, M- metastatic

Wspolwystpujace utraty i dodatkowe kopie wykryto w dziewiu (33,3%) guzach
- gtéwnie guzy R (7 guzow - 50%) i zmiany tex@zej stwierdzano w guzach R aali
M (p=0,029). Wyhcznie utraty wykryto w 10 (37,1%) nowotworach - guzy R i M-(k
lejno po 5 guzdw - 35,7% i 45,5%) (tab. 10) i byty to chromos@®@qy4, 6q, 14, 16p i
19p (ryc. 7). Natomiast wytznie dodatkowe kopie stwierdzono w pozostaty&mio
guzach (29,6%), gtéwnie w guzach M (5 guzoéw - 45,5%) (tab.al@piany te dotyczy-
ty chromosoméw: 1q, 5, 7, 8, 12q, 13, 14, 18q, 19 i 20 (ryc.7)stwerdzono staty-
stycznych ranic pomkdzy guzami R i M w ogstasci wyskpowania wyhcznie utrat
(p=0,6), czy wyacznie dodatkowych kopii w guzie (p=0,08).

Tab.10. Rodzaje zaburzedwnowagi genomowej w 27 guzach tluszczakmakowsluzowa-
tych/okmgtokomoérkowych (M/RLPS) w zaimosci od rodzaju guza

Tab. 10. Genomic imbalances in 27 tumors of myxoid/round cadldipoma (M/RLPS) in depen-
dence to tumor type

. . Rodzaj guzéw (liczba) Tumors typgNo.) Razem
Ro?rzn"ﬂ azlggg(rezsenla PR | R@H | M@ Total
Liczba guzéw Tumors No(%)

Wykacznie utraty ; 5 (35,7) 5 (45,5) 10 (37,1
Losses only

Wy+qcznc|;ez QOdatkowe kopie 1 (50,0) 2 (14,3) 5 (45,5) 8 (29,6)
ains only

Utraty i dodatkowe kopie
Losses and gains 1 (50,0) 7 (50,0) 1(9,0) 9 (33,3
Razem [Total 2 (100) 14 (100) 11 (100) 27 (100

P- guz pierwotny, R- wznowa, M- guz przerzutowB-/primary, R- recurrent, M- metastatic
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Ryc. 7. Wtérne, niezrébwnowane aberracje chromosomowe w 27 guzach tluszczakakdw sluzowa-
tych/okmgtokomdrkowych okrdone metod CGH i/lub analizy kariotypow. Lewa strona diagramu
chromosomoéw - utraty, prawa - dodatkowe kopie cloeamoéw lub ich fragmentéw

Fig. 7. Secondary imbalanced chromosomal aberratidetected by the CGH method and/or karyotype analy
ses on 27 myxoid/round-cell liposarcomas. Lossesshown on the left side of the diagram, gains on
the right side

W 27 guzach z zaburzeniami rownowagi genomowej stwierdemznie 78 nie-
zrownowaonych aberracji chromosomowych, co daje 2,8 aberracjilguym 1,1 utrat
i 1,7 dodatkowych kopii chromosomoéw na guz. Ligcalberracji niezréwnowanych w
zalezndéci od rodzaju guza przedstawiono w tab. 7.

Niezrownowaonym aberracjom najegciej ulegaty chromosomy: 1 i 6 po dziewi
(33,3%) guzdw, 8 - osiem guzow (29,6%) oraz 16é guzow (18,5%). Wyniki zbior-
cze przedstawiage wszystkie wtorne, niezréwnosane aberracje chromosomowe w
guzach M/RLPS przedstawia ryc. 7. Aberracje wyspice w poszczegodlnych guzach
podano w tab. 35 i 36 w Aneksie.

Wszystkie wtérne aberracje niezrownawae w guzach P, R i M przedstawia ryc.
8, natomiast chromosomy najéziej zaangaowane w utraty i dodatkowe kopie gu-
zach tluszczakorasakéw MLPS/RLPS, tab. 8. Dodatkowe kopie chromosomu 1q (wy-
tacznie w MLPS) oraz utraty #dych fragmentow chromosomu 16 obserwowano w
guzach P, R i M. Natomiast utraty chromosomu 6q i dodathkapée 8 wyhcznie w
guzach R i M, z tymze +8 wystpowaty gtdwnie w guzach R (5 guzéw - 35,7%). Nie
stwierdzono istotnych #ébic w czstasci wystgpowania aberracji ww. chromosoméw w
guzach R i MChromosomy 2, 10 i 15 nie uczestniczyty w niezrowrnimgch aberra-
cjach (ryc. 7 8).



40 Mariola lliszko

s PR REEY
AR
ERER

i

gy
o
G
E =

Ryc. 8.Wtdrne, niezrownowsne aberracje chromosomowe w guzadarwotnych (P), wznowach miejsco-
wych (R) i guzach przerzutowych (M) tluszczakesaikdw sluzowatych/okigtokomérkowych okre-
slone metod CGH i/lub analizy kariotypéw. Lewa strona diagrarciwomosomoéw - utraty, prawa -
dodatkowe kopie chromosoméw

Fig. 8. Secondary imbalanced chromosomal aberratidetected by the CGH method and/ or karyotype
analyses in primary (P), local recurrent (R) andtastatic (M) tumors in myxoid/round-cell liposar-
comas. Losses are shown on the left side of thmmatsome diagram, gains on the right side

Zaburzenia rownowagi genomowej metocdGH okrélono w 16 guzach tdnych
podtypow histologicznych LPS (13 MLPS i 3 RLPS), a otrayemayniki poréwnano z
danymi uzyskanymi z analizy kariotypéw tych samych guzow.Wdeystkich guzach
stwierdzono zaburzenia genomu, z tym,w 10 (62,5%) guzach wykazano je zaréwno
metod, CGH jak i w oparciu o kariotyp danego guza, a w pozostadyeltiu (37,5%),
zmiany te stwierdzono w oparciu tylko o jedre stosowanych metod. Wepiu (50%)
guzach uzyskano identyczne wyniki stasupbydwie metody badawcze, a w pozosta-
tych pieciu (50%) guzach, obok zmian wspdlnych stwierdzanych togasaniem oby-
dwu metod, byly pojedyncze aberracje chromosomowe, ktére teykiyo tylko bada-
niem CGH, albo tylko w oparciu o kariotyp (ryc. 7). Wykan obecn& 59 niezrow-
nowazonych aberracji chromosomowych, z czego 23 (39%) stwierdgtmsogc oby-
dwie metody, 14 (23,7%) watznie w metodzie CGH i 22 (37,3%) aberracje tylko w
oparciu o kariotypy.

Podsumowanie:
» Translokagj swoish t(12;16)(q13;p11) dla guzéw MPLS/RLPS stwierdzono w
100% guzow, w tym w 79% metagrazkow G, a w pozostatych 21% metod
FISH z zastosowaniem sondy swoistej dla g@fiT3 zlokalizowanego w
chromosomie 12q13 (translokacja ukryta).
* Opisano drugi przypadek guza nowotworowego, ktérego wynikirbegage-
netycznych potwierdzajmazliwosé¢ istnienia postaci mieszanej ttuszczakemi
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sakasluzowatego - wspotwyspowanie aberracji chromosomach typowych dla
tych dwdch podtypdéw guza.

» Po raz pierwszy poréwnano zaburzenia réwnowagi genomowejc@py gu-
zami R i M i wykazano,z érednia liczba aberracji niezréwnogemych przypa-
dapca na guz, byla 2x wksza w guzach R (3,9/guz) w poréwnaniu do guzéw
M (1,9/guz). Przyczym zaburzé byty zaréwno utraty materialu genetycznego,
ktére wystpowaly prawie 3x ogciej (1,6/guz), jak i dodatkowe kopie, okoto
2x czsciej (2,3/guz) stwierdzane w guzach Rzafiiw M (0,6/guz i 1,3/guz,
kolejno).

e Zaburzenia rownowagi genomowej stwierdzono w 80% guzéw MRBSE.
Zaburzenia te polegaly gtownie na wysbwaniu dodatkowych kopii materiatu
genetycznego pochogizego z chromosomow: 1qg (33% guzéw) i 8 (22% gu-
z6w), stwierdzone wytznie w guzach R i M. Po raz pierwszy opisano utraty
chromosoméw: 6q (18% guzow) stwierdzane w guzach R i Mnyah frag-
mentow chromosomu 16 (15%), a wymijace zarbwno w guzach P jak i R
oraz M.

*  Wspdblwystpujace utraty i dodatkowe kopie gziej stwierdzano w guzach R
anieli M (p=0,029). Nie stwierdzono statystycznyclimé pomedzy guzami
R i M w czstasci wyskpowania wyhcznie utrat (p=0,6), czy watznie dodat-
kowych kopii na guz (p=0,08).

»  Stosujc jednoczenie badania metadCGH oraz analig zaburzé z kariotypu,
zaburzenia réwnowagi genomowej stwierdzono w 62% guzow, wiyi0%
guzow uzyskano identyczne wyniki w obu metodach; 39% abemnegidw-
nowazonych stwierdzono obiema metodami, natomiast pozosidé tylko
jedm z powyzszych metod.

4.2. Charakterystyka cytogenetyczna mgsakow mazidwkowych - SS

Analizie cytogenetycznej poddano 23 guzy trzech podtypowlbggtanych: 17
guzow jednofazowych - MoSS, jeden dwufazowy - BiSS orazrmpskozrénicowanych
- PDSS. Dane kliniczne pacjent6w i histologiczne guzéwatworowych przedstawio-
now w tab. 29 w Aneksie.

4.2.1. Analiza chromosomow metqdGTW oraz M-FISH

Spardd 23 analizowanych guzéw SS, translokaujoist, t(X;18)(p11;q11) lub jej
wariant, stwierdzono w 17 (73,9%) guzach: w 12 guzach MoS@iudgPDSS (tab. 11).
Kariotyp prosty z translokaci(X;18), jako jedya zmiary cytogenetyczagy wykazano w
dwéch (11,8%) guzach i byly to guzy MoStb. 11). Natomiast w pozostatych 15
(88,2%) guzach towarzyszyty jej liczne, wtérne, strukturalfiebi liczbowe aberracje
chromosomowe. Translokacji swoistej nie wykryto wssze (26,1%) guzach i wykaza-
no jedynie obecrid aberracji wtérnych - cztery guzy, albo kariotyp prawidtowgwa
guzy (tab. 11). Zapisy kariotypéw poszczegolnych guzoéw podaadvB87 w Aneksie.
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Tab. 11.Wyniki bada cytogenetycznych (metoda GTW) 23 guzévesakdéw mazidwkowych
Tab. 11. Cytogenetic data (GTW technique) in 23 synovial sarconma g

Podtyp / Aberracje swoiste $pecific aberrations

Subtype Obecne Present . Brak /Absent

(liczba . La((,:znle z Wy+afczn|e Kar!otyp

guzow) Wytacznie wtornymi Razem wtorne prawidtowy | Razem
tumors Only With secon-| Total Secondary| Normal Total

No.) dary only karyotype

Liczba guzéw Tumors No(%)

Mo (17) | 2(1.,8) 10(58,8) [ 12(70/) 4 (23,5 1(5,9) 5 (29,4)
Bi (1) - - - - 1 (100) 1 (100)
PD (5) - 5 (100) 5 (100) - - -
Razem

Total 2(8,7) 15(65,2) | 17 (73,j 4 (17,4) 2(8,7) 6 (26/1)

(23) W

Mo- jednofazowy, Bi- dwufazowy, PD- niskozmiicowany
Mo- monophasic, Bi- biphasic, PD- poorly differextéid

1E6T S008 208 &

-

Ryc. 9. Kariogram misaka maziéwkowego jednofazowego z wariantem tr&asjpswoistej, w ktérym, obok
chromosoméw X i 18, zaangawany jest chromosom 5 (strzatki). Kariotyp guzatokriploidalny,
ztozony, z t(X;5;18) i licznymi zmianami wtérnymi (Zapkariotypu podano w Aneksie w tab. 37, pa-
cjent 15). Badanie wykonano metdil- FISH, pow. 1200x
Karyograme presenting complex specific slanation with X, 18 and 5 chromosomes involved (ar
rows) in monophasic synovial sarcoma. The compdeyxatype was near-triploidal with t(X;5;18) and
many secondary chromosome aberrations. Karyotypstésl in Annex in Tab. 37, patient 17). The ka-
ryotype was identified using the multicolor FISHtheel, magnification 1200x

Fig. 9.

W siedmiu (41,2%) guzach (5 MoSS od 4 pacjentéw i 2 PDSSpatjenta) wyka-
zano obecni@ wariantéw aberracji swoistegdzie obok chromosomoéw X i 18, w trans-
lokacg zaangaowane byty autosomy: 15 w trzech guzach, 5 w dwéch oraz7lpgo
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jednym guzie. Wszystkie ww. guzy charakteryzowatyzsdzonymi kariotypami z licz-
nymi wtornymi aberracjami chromosomowymi. W trzech agz (pacjenci: 3, 10 i 26)
wyniki bada metody GTW potwierdzono technakM-FISH (ryc. 9). Zapisy kariotypow
poszczegodlnych guzoéw podano w tab. 37 w Aneksie.

4.2.2. Badania molekularne metag FISH z zastosowaniem sond swo-
istych dla genéw SS18 oraz SSX1-2

Badania FISH przy ayciu sondy molekularnej swoistej dla gel®518(SYT)
(chromosom 18g11) wykonano w 25 guzach. BadaniamimBD guzow pochodzych
od 17 pacjentow, ktérych wyniki opisano w podrozdziale 4.2.2 pkg guzdw, ktdrych
kariotypy byty wczéniej opublikowane [50, 40, 42, 43]. W sumie zbadano 18 guzéw
jednofazowych (MoSS), dwa dwufazowe (BiSS)démiskozré@nicowanych (PDSS). W
100% guzéw uzyskano wynik pozytywny (ryc.10). W 10 guzach dodatkozeprowa-
dzono badania FISH z zastosowaniem sond swoistych dlavgg8%&1 i SSX2lokali-
zowanych w chromosomie Xpll. Zaangaanie genuSSX1stwierdzono w Szeiu
guzach, w tym w czterech MoSS i dwéch PDSS (1 pacjentmast genuSSX2w
trzech guzach MoSS (1 pacjent) i w jednym BiSS. WynikHrposzczegdlnych guzow
podano w Aneksie w tab. 37.

chromosom 18

N

~

Ryc. 10.Jdra interfazowe komoérek gsaka mazidwkowego jednofazowego wybarwione techfilSH z
zastosowaniem dwukolorowej sondy ge®\T .Strzalkizotte wskazuj rozdzielone sygnaty (SYT+)
- obecna swoista translokacja t(X;18), biata - s§gnprawidtowego chromosomu 18. Kariotyp guza
46,XY. Badanie wykonane na materiale archiwalnyknaieki mikroskopowe), pow. 1200x

Fig. 10. Interphase FISH with break apart probe wirg rearrangement of the SYT gene in monophasic
synovial sarcoma. One separate red and green sigrelow arrows) and one fused signal (white
arrows) per nucleus indicates a t(X;18) translooati Tumor karyotype is 46,XY. Nuclei from paraf-
fin blocks were used, magnification 1200
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Ryc. 11.Jadra interfazowe komoérek guza ¢eaka mazidwkowego jednofazowego wybarwione dwuloolgr
technila FISH z zastosowaniem sondy geB$X1.Strzatki zotte wskazuj rozdzielone sygnaly
(SSX1+) - potwierdza zaangawanie genuSSX1w translokaa} swoist - t(X;18), biata - sygnat z
prawidtowego chromosomu X. Kariotyp guza: 46,X,48)(p11;911). Badanie wykonano na odci-
skowych preparatach mronej tkanki, pow. 1200x

Fig. 11. Interphase FISH with break apart probe sty rearrangement of the SSX1 gene in monophasic
synovial sarcom. One separate red and green sigrdlow arrows) and one fused signal (white ar-
rows) per nucleus indicates a t(X;18) translocatidnmor karyotype is 46,X,t(X;18)(p11;q11). Touch
slides were used, magnification 1200x

4.2.3. Zaburzenia rbwnowagi genomu

Zaburzenia rownowagi genomowe]j piteelzono w 60 guzach rsakéw mazidw-
kowych ré@&nych podtypow histologicznych (36 guzéw MoSS, 13 BiSS i 11 P[PSS)
chodzcych od 42 pacjentéw z tyme w 15 guzach okéano ww. zjawisko wykorzy-
stupc dwie metody: CGH i anakzkariotypow, natomiast w pozostatych 45 yo#nie
w oparciu o kariotypy. Wyniki zbiorcze przedstaw@g wszystkie zmiany niezréwno-
wazone przedstawia ryc. 12. Aberracje vegstjace w poszczegoélnych guzach podano w
Aneksie w tab. 38 i 39. Wyniki baflacytogenetycznych 23 guzéw opisano w podroz-
dziale 4.2.1, natomiast pozostatych 37 byty opublikowane mozjg40, 42, 43, 50, 74,
96].

Niezréwnowaenie genomowe stwierdzono w 48 (80%) guzach. W pozostatych 12
(20%) kariotyp byt zrownoweny. w siedmiu (11,7%) guzach stwierdzono swpist
translokagj t(X;18) jako jedyma zmiarg, a w pkciu (8,3%) guzactkariotyp prawidtowy
(tab. 12).Czstasci wyskpowania guzOw z zaburzeniami genomu pginy trzema
podtypami histologicznymi SS, byly statystycznie nierstot
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Tab. 12. Czstas¢ wystgpowania zaburzegenomu w 60 guzach trzech podtypow histologicznych
migsakOw maziéwkowych
Tab. 12. Frequency of genomic imbalances in 60 synovial sarcomaefiibtypes

7 zaburzeniami Bez zaburzé/ Withoutimbalances
gfg type tacznie Tylko translokacja gwggp I?raz)ztglm
_Subype 1 \uith imbalan- | swoista kpecific | | P Wy
(liczba guzdw) ces translocation onl Normal karyo-
(tumors No.) y type
Liczba guzéw Tumors No(%)
Mo (36) 29 (80,6) 5 (13,9) 2 (5,6) 36 (100
Bi (13) 9 (69,2) 2 (15,4) 2 (15,4) 13 (100)
PD (11) 10 (90,9) - 1(9,1) 11 (100
Raz‘?g‘of oal | 48 (80,0) 7 (11,7) 5(83) | 60 (100

Mo- jednofazowy, Bi- dwufazowy, PD- niskozmiicowany
Mo- monophasic, Bi- biphasic, PD- poorly differexéd

Sparéd nowotwordw z zaburzeniami rownowagi genomowej, w 33 (68, Z#gah
wykazano zaréwno utraty jak i dodatkowe kopie, natomiapbrostatych 15 (31,3%)
guzach stwierdzono albo vagiznie utraty (9 guzow - 18,8%), albo wginie dodatko-
we kopie chromosomow lub ich fragmentéw (6 guzow - 12,5%) {tah

Uwzgledniapc rodzaj guza, wykcznie utraty wykryto w trzech (20%) guzach P i
pieciu (17,2%) R, natomiast wadznie dodatkowe kopie, odpowiednio w czterech
(26,7%) i dwdch (6,9%) guzach. Natomiast utraty i dodatkapeekchromosomow lub
ich fragmentow stwierdzono wémiu (53,3%) guzach P i 22 (75,9%) guzach R oraz w
trzech (75%) guzach M (tab. 13). Zdice w czstcci wystpowania ww. rodzajow
zaburzé réwnowagi genomowej pordzy guzami P i Rgstatystycznie nieistotne.

Tab. 13. Rodzaje zaburzgenomu w 48 guzach gsiakdw mazidwkowych w zataadsci od
rodzaju guza
Tab. 13. Genomic imbalances in 48 synovial sarcoma tumors in dependancetdype

. . Rodzaj guzéw (liczba) Tumors typgNo.) Razem
Ro?é"’t‘)’azlgglc‘gzse”'a PA5) | RQR9 | M@ Total
Liczba guzéw Tumors No(%)
Whytacznie utraty
Losses only 3 (20,0) 5(17,2) 1 (25,0) 9 (18,8
Wytacznie dodatkowe kopie )
Gains only 4 (26,7) 2(6,9) 6 (12,5)
Utraty i dodatkowe kopie J
Losses and gains 8 (53,3) 22 (75,9) 3 (75,0) 33 (68,7)
RazemTotal 15 (100) 29 (100) 4 (100) 48 (100

P- guz pierwotny, R- wznowa, M- guz przerzutowB-/primary, R- recurrent, M- metastatic

L acznie stwierdzono wygbowanie 399 aberracji niezréwnaiamych, co daje 8,3
aberracji na guz, w tym 4,5 utrat i 3,8 dodatkowych kopii chemm@dw lub ich frag-
mentow na guz. Liczby aberracji niezréwnasaych w guzach P, R i M przedstawiono
w tab. 14.
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Tab. 14.Srednia liczba aberracji niezrownosych w guzach pierwotnych (P), wznowach (R) i
guzach przerzutowych (M) gsakoéw maziéwkowych

Tab. 14. Theverage number of unbalanced aberrations in primary (P), recurrérdarf& metas-
tatic (M) synovial sarcoma tumors

. . Rodzaj guzéw (liczba) Tumors typgNo.)
Type of aberration | PU5)___R@) | M@
Liczba aberracji/guz Aberrations No./tumor
Utraty /Losses 45 4.6 3,8
Dodatkowe kopie Gains 4.2 3,9 3.0
Razem [Total 8,7 8,5 6,8
I
1! | I
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Ryc. 12. Wtérne, niezréwnowane aberracje chromosomowe w 48 guzacksakiow mazidwkowych okre-

slone metod CGH i/lub analizy kariotypow. Lewa strona diagraghromosoméw - utraty, prawa -
dodatkowe kopie materiatu genetycznego

Fig. 12. Secondary imbalanced chromosomal abematidetected by the CGH method and/ or karyotype

analyses on 48 synovial sarcomas. Losses are sbowthe left side of the chromosome diagram,
gains on the right side

Wyniki zbiorcze zaangawania chromosomow we wtérne aberracje niezrownowa-
zone w guzach SS przedstawia ryc. 12. Aberracjegpyigice w poszczegdinych guzach
podano w Aneksie w tab. 38 i 39. W aberracje te, (zarowradyuk i dodatkowe ko-
pie) zaangzowane byty wszystkie chromosomy. gk stanowi chromosom 20, ktéry
ulegat jedynie utratom (ryc. 12).

Aberracjom niezrownownym najczsciej ulegaly chromosomy: 8 - 22 guzy
(45,8%), 12 - 21 (43,8%), 21 9 - po 19 guzdw (39,6%), 7 - 18 (37,5%)11X35,4%)
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oraz 1, 3i 5 po 15 guzow (31,3%) i wysbwaty one w guzach P, Ri M (tab. 15). Wy-
jatek stanowa chromosomy 1 i 2, ktérych aberracji nie stwierdzanguaach M. Aber-
racje chromosomow: 3, 7 i 12 z podaleeestaicia stwierdzano w guzach P i R, pod-
czas gdy chromosomoéw: 1, 2 i 8 wysbwaly ok. 2x czsciej w guzach R awneli P (tab.
15). Z kolei aberracje chromosomoéw 5 i 9, 2xsciej stwierdzano w guzach P aeli R
(tab. 15), jednak ehice te g statystycznie nieistotne.

Tab. 15. Najcziciej wyskpujace wtorne, niezréwnowane aberracje chromosomowe w guzach
pierwotnych (P), wznowach (R) i guzach przerzutowych (Mpaiow maziéwkowych

Tab. 15. The mostequently occurring secondary unbalanced chromosome aberrations in-prima
ry (P), recurrent (R) and metastatic (M) synovial sarcdumaors

NI chromosomu* Rodzaj guzdw (liczba) Tumors typé (No.) | Razem 48 gzow|
Chromosome No.P (8 [ R@9) [ M4 Total48 tumors
) Liczba guzéw (%) Tumors No. (%)
1 2 (13,3) 13 (44,8) - 15 (31.3)
2 4 (26,7) 15 (51,7) - 19 (39,6)
3 5 (33,3) 9 (31,0 1(25,0) 15(31,3)
5 7 (46,7) 6 (20,7) 2 (50,0) 15 (31,3)
7 5 (33,3) 11(37,9) 2 (50,0) 18 (37,5)
8 4 (26,7) 17 (58,6) 1(25,0) 22 (45,8)
9 9 (60,0) 8 (27,6) 2 (50,0) 19 (39,6)
11 7 (46,7) 8 (27,6) 2 (50,0) 17 (35,4)
12 7 (46,7) 12 (41,4) 2 (50,0) 21 (43,8)

*- Wyttluszczono chromosomy zaarnmgavane przynajmniej2czeéciej w aberracje w guzach R aeli P,
pismem pochylym chromosomy zaangaane ok. 2x agciej w aberracje w guzach P aeli R

*- Chromosomes in which aberrations in R than Pdwsrare twice more frequent are in bold, while anm
somes in which aberrations in P than R tumorstaiee more frequent are in italics

Wystepowanie dodatkowych kopii dotyczyto gtéwnie chromosoméw: 8 w U9 g
zach (39,6%), 12 - w 18 (37,5%) oraz 2 i 7 - po 13 guzdw (27,1%) itbylpjczscie]
zmiany liczby kopii chromosoméw, rzadziej ich fragmemitab. 16, ryc.12). Aberracje
ww. chromosomoéw stwierdzano gtdwnie w guzach P i R, z #gnw przypadku chro-
mosomu 8 zmiany te 2x, a chromosomu 2 okoto 1,é%coz] wysgpowaty w guzach R
anieli P (tab. 16), jednak #dice te nie g statystycznie istotne. Wszystkie wtérne aber-
racje niezrownowzone w guzach P, R i M gsakéw maziéwkowych przedstawia ryc.
13.

Utraty najczsciej dotyczyly nasfpujacych chromosomow lub ich fragmentéw: 11
w 15 guzach (31,3%), 3 w 13 (27,1%) oraz 1 w 10 (20,8%) guzach,, zeyaierracje
chromosomu 1 wyspowaty wyhkcznie w guzach P i R, a pozostatych chromosoméw
zaréwno w guzach P, R i M (tab. 16). Utraty chromosdmut,6x czsciej stwierdzono
w guzach R ageli P, jednak zmiany te nie Statystycznie istotne (p=0,067), podczas
gdy chromosomu 11 ok. 1,3xziej w guzach P aneli R (tab. 16), rownienieistotne
statystycznig€p=0,69). W przypadku chromosomu 1 utratom ngjej ulegaty ramio-
na p, natomiast w pozostatych chromosomach aberracjezgbtycatych chromosoméw
i/lub réznych fragmentéw obu ramion (ryc. 12 i 13).
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Tab. 16. Najcziciej wyskpujace wtorne, niezrownowane aberracje chromosomowe w 48 gu-
zach mgsakow mazidwkowych w zatadsci od rodzaju guza

Tab. 16. The mo$tequent occurring secondary unbalanced chromosome aberrations in 48 syno-
vial sarcomas in dependence to tumor type

. . Rodzaj guzéw (liczba) Tumors type (No.)| Razem guzow
iggigt%ae{;ggl P(@5) | R(29) | M (4) Total tumors
Liczba guzéw Tumors No(%)
+8 4(26,7) 15 (51,7) - 19 (39,6)
+12 5 (33,3) 11 (37,9) 2 (50) 18 (37,5)
+2 3 (20,0) 10 (34,5) - 13 (27,1)
+7 3 (20,0 8 (27,6) 2 (50) 13 (27,1)
-11 5(33,3) 8 (27,6) 2 (50) 15 (31,3)
-3 4 (26,7) 8 (27,6) 1 (25) 13 (27,1)
-1 1(6,7) 9 (31,0 - 10 (20,8)

+- dodatkowe kopie chromosomu lub jego fragmenturaty chromosomu lub jego fragmentu, P- guz pier-
wotny, R- wznowa, M- guz przerzutowy

+- chromosome or part of chromosome gains, - chromesor part of chromosome losses, P- primary, R-
recurrent, M- metastatic

Ryc. 13. Wtérne, niezrbwnowane aberracje chromosomowe cloae metod CGH i/ lub analizy karioty-
péw w guzacltpierwotnych (P), wznowach miejscowych (R) i guzacherzutowych (M) misakéw
maziéwkowych. Lewa strona diagramu chromosoméwatyt prawa - dodatkowe kopie materiatu
genetycznego

Fig. 13. Secondary imbalanced chromosomal abematidetected by the CGH method and/ or karyotype
analyses in primary (P), local recurrent (R) andtasatic (M) tumors in synovial sarcomas. Losses
are shown on the left side of the chromosome diaggmins on the right side

Zaburzenia réwnowagi genomowej meto@GH okrélono w 15 guzach SS (11
MoSS, 1 BiSS i 3 PDSS), a otrzymane wyniki poréwnangyaikami uzyskanymi z
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analizy kariotypéw tych samych guzéw. W 14 (93,3%) guzactestaono niezrowno-
wazenie genomu, z tynze w 10 (71,4%) guzach wykazano je zar6wno me@aH jak

i w oparciu o kariotyp tego samego guza, a w pozostatyrech (28,5%) guzach
zmiany te stwierdzono w oparciu tylko o jedre stosowanych metod. W jednym guzie
BiSS o kariotypie prawidtowym nie wykazano zmian w genomiesumie stwierdzono
wystepowanie 158 niezrownoweanych aberracji chromosomowych, w tym 76 (48,1%)
wspolnych (wykrytych obiema metodami), 42 (26,6%) acghie metod CGH i 40
(25,3%) tylko w oparciu kariotypy. We wszystkich tych guzagty zaréwno zmiany
wspolne - stwierdzone dwiema metodami, jak rowraberracje chromosomowe, kto-
rych obecn& wykazano wyicznie badaniem CGH, albo tylko w kariotypie (ryc. 12).

4.2.3.1. Poréwnanie zaburzé genomu w trzech podtypach histologicznych

Zaburzenia rownowagi genomowej stwierdzono we wszystadtypach histolo-
gicznych SS: w 29 (81%) guzach MoSS, w dzégewi (70%) guzach BiSS i w 10 (91%)
guzach PDSS. We wszystkich podtypach glkovmzyczyra zaburzé genomu byty
wspotwystpujace utraty i dodatkowe kopie materiatu genetycznego i stwoeae w
22 (75,9%) guzach MoSS oraz éngu (80%) PDSS, a zmiany te byly statystycznie
(p=0,02) w stosunku do guzow BiSS. \Agznie utraty lub wycznie dodatkowe kopie
chromosoméw lub ich fragmentéw stwierdzono odpowiednio geipi(17,2%) i w
dwdéch (6,9%) guzach MoSS i po jednym (10%) guzie PDSS. W pikypguzéw BISS
z jednakow czgstaicia - po trzy guzy (33,3%) - stwierdzano wyznie utraty, wydcz-
nie dodatkowe kopie oraz guzy, w ktérych jednénmewystpowaly utraty i dodatkowe
kopie (tab. 17). Wtdrne aberracje niezréwngevee w trzech podtypach histologicznych
SS przedstawia ryc. 14.

Tab. 17. Rodzaje zaburzgenomu w 48 guzach trzech podtypow histologicznycaisakiow
maziéwkowych
Tab. 17. Genomic imbalances in 48 synovial sarcoma of three subtypes

Rodzaj zaburzenialibalances
Podtyp (liczba Wytacznie g\éﬁg‘szg\fe Utraty i dodatkowe| Razem
guzow) utraty . kopie
kopie Total
Subtype Losses only Gains only Losses and gains
(tumors No.) Liczba guzdéw (%) Tumors No. (%)
Mo (29) 5(17,2) 2(6,9) 22 (75,9) 29 (100)
Bi (9) 3(33,3) 3(33,3) 3(33,3) 9 (100)
PD (10) 1(10,0) 1 (10,0) 8 (80,0) 10 (100)
tacznieTotal (%) 9 (18,8) 6 (12,5) 33 (68,8) 48 (100)

Mo- jednofazowy, Bi- dwufazowy, PD- niskozmiicowany
Mo- monophasic, Bi- biphasic, PD- poorly differexéd
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Ryc. 14. Wtérne, niezrownowane aberracje chromosomowe ckoee metod CGH i/lub analizy karioty-
péw w guzach trzech podtypéw histologicznychesakéw maziéwkowych. Lewa strona diagramu
chromosomow - utraty, prawa - dodatkowe kopie niategenetycznego

Fig. 14. Secondary imbalanced chromosomal abematidetected by the CGH method and/or karyotype

analyses in three synovial sarcoma subtypes. Laaseshown on the left side of the chromosome dia-
gram, gains on the right side

Zbadano zaangawanie chromosomow w niezrownoieae aberracje chromoso-
mowe w trzech podtypach histologicznych guzéw SS. W 29 gukéaBS hcznie
stwierdzono 159 aberracji niezrownawgaych, co daje 5,5 aberracji/guz w tym: 3,2
utrat/guz i 2,3 dodatkowych kopii/guz. W aberracje zazmgane byty wszystkie chro-
mosomy, z tymze najczsciej dotyczyty chromosomoéw: 7 - 12 guzéw (41,4%), 12 - 11
guzéw (37,9%), 2 -10 (34,5%) oraz 9, 11 i 14 po dziéwuzéw (31%), a byly to za-
réwno utraty jak i dodatkowe kopie. Natomiast chromosd@n guzow - 27,6%), 20 (5
guzéw- 17,2%), 16 (4 guzy - 13,8%) i 21 (3 guzy - 10,3%) ulegalynjedutratom.
Najczsciej obserwowano dodatkowe kopie chromosomow: 12 (9 guzéw - 3198),
guzéw - 27,6%), 8 (7 guzow - 24,1%) i 2 (6 guzow - 20,7%) (k8.

W dziewkciu guzach BiSSatznie wykryto 44 aberracje niezréwnaowae, co daje
4,9 aberracji/guz, w tym: 2,3 utrat/guz i 2,6 dodatkowych kopii/dNejczsciej tym
aberracjom ulegaty chromosomy 2, 8 i 10 - po cztery guz%oj44v przypadku pierw-
szych dwoch chromosomoéw byly to wgknie dodatkowe kopie chromosomow lub ich
fragmentéw. Utratom najegciej ulegat chromosom 10 - trzy guzy (33%). Chromosomy
5, 6, 18, X i Y nie uczestniczyty w niezrownaweaych aberracjach (tab. 18).
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Tab. 18. Czstas¢ aberracji niezrownowanych okrélona metod CGH i / lub w oparciu o anali-
z¢ kariotypoéw w 48 guzach trzech podtypowesakéw mazidéwkowych

Tab. 18. Unbalanced aberrations frequency in 48 tumors of three aysawtoma subtypes
determined by CGH and / or karyotype analyses

Podtyp (liczba guzéw)$ubtype (tumors No.)
Mo (29) | Bi (9) | PD (10)
Rodzaj zaburzenialinbalances
Nr . | Dodatkowe . | Dodatkowe . | Dodatkowe
chromosomu* ULtraty* kopie** Utraty* kopie** Utraty* kopie **
osses . Losses . Losses ;
Chromosome Gains Gains Gains
No. Liczba (%)/ No. (%)
1 5(17,2) 3(10,3) 1(11,1 - 4 (40) 2 (20)
2 4 (13,8) 6 (20,7) - 4 (44,4 2 (20) 4 (40)
3 8 (27,6) - 2(22,2) - 3 (30) 2 (20)
4 2(6,9) 3(10,3) 1(11,1) - 3 (30) 2 (20)
5 4 (13,8) 2(6,9) - - 3 (30) 6 (60)
6 3(10,3) 3(10,3) - - 5 (50) 2 (20)
7 4 (13,8) 8 (27,6) - 2(22,2) 1(10) 3 (30)
8 13,4) 7 (24,1) - 4 (44,4) 2 (20) 8 (80)
9 4 (13,8) 5(17,2) 1(11,1) 2(22,2) 3(30) 4 (40)
10 4 (13,8) 2(6,9) 3(33,3) 1(11,1) 2 (20) 2 (20)
11 7(24,1) 2(6,9) 1(11,1) - 7 (70) -
12 2(6,9) 9 (31,0 1(11,1) 2(22,2) - 7(70)
13 4 (13,8) 3(10,3) - 2(22,2) 4 (40) -
14 6 (20,7) 3(10,3) 1(11,1) - 3 (30) 1(10)
15 3(10,3) 13,49 1(11,1 1(11,1) - 3 (30)
16 4 (13,8) - 1(11,1)] 2(22,2) 2 (20) -
17 5(17,2) 2(6,9) 2(22,2) - 1(10) 1(10)
18 2(6,9) 3(10,3) - - - 3 (30)
19 3(10,3) 2(6,9) 2(22,2) - 1(10) 3 (30)
20 5(17,2) - 1(11,1) - 2 (20) -
21 3(10,3) - 1(11,1)] 2(22,2) - 3 (30)
22 5(17,2) 13,4 2(22,2) 1(11,1) - 1(10)
X 2(6,9) 2 (6,9) - - 1(10) 2 (20)
Y 2(6,9) - - - 1 (10) 1(10)

Mo- jednofazowy, Bi- dwufazowy, PD- niskoztiicowany, *- liczono aberracje obejmag cate chromosomy
oraz ich fragmenty, **- wyttuszczonym drukiem zazmano niezréwnowgenie w co najmniej 20% guzéw w
kazdym podtypie histologicznym

Mo- monophasic, Bi- biphasic, PD- poorly differenéid,* the aberrations of whole chromosomes orthei
parts were counted,** imbalances in at least 20%uofiors in each histological subtypes are in bold

Zaburzenia rownowagi genomowej stwierdzono w 10 guzach POIS$&rwowano
tacznie 109 aberracji - 10,9 aberracji/guz ¢€@¢ utrat wynosita 5,0/guz, a dodatko-
wych kopii 5,9/guz. W 100% guzéw stwierdzono aberracje chsoma 8 i byly to
dodatkowe kopie (8 guzdw - 80%) jak i utraty (2 guzy - 20%). Dodaike aberracje
niezréwnowaone zaangeowane byty chromosomy: 5 - dziexiguzéw (90%); 6, 9, 11
i 12 po siedem guzéw (70%); 11 2 po&z€60%) oraz 3i 4 po pé guzow (50%). Utra-
tom najczsciej ulegat chromosom 11 - siedem guzéw (70%) oraz 13 - cgiery
(40%) i byty to jedyne zmiany niezréwnosane ww. chromosomow stwierdzane w
guzach PDSS. Dodatkowe kopie naftzej dotyczyty, oprocz chromosomu 8, chromo-



52

Mariola lliszko

somoéw: 12 (jedynie dodatkowe kopie) - siedem (70%) guzow, 5¢é §@%) oraz 2 9
po cztery (40%) guzy (tab. 18).

Podsumowanie:

Translokag} swoist t(X;18)(p11;911) wykryto metedcytogenetyki klasycz-
nej w 74% guzéw. Badania FISH z zastosowaniem sondy swdlstgjenu
SSi1&lokalizowanego w chromosomie 18g11, utiwity zidentyfikowanie tej
translokacji w pozostatych 26% guzéw.

Warianty t(X;18)(p11;q11) stwierdzono w 41% guzéw. W aberrégjeobok
chromosoméw X i 18, zaangavane byty kolejno, co do ggtdci, chromoso-
my 15, 5, 11 17.

Zaburzenia rownowagi genomowej wykazato 80% guzdéw wszystkiclypo
péw histologicznych SS: 69% guzow - zar6wno utraty jak iatlkasive kopie,
w pozostatych 31%, albo wadznie utraty (19%), albo wytznie dodatkowe
kopie chromosomow lub ich fragmentéw (12%).

Aberracjom niezrownowanym najczsciej ulegaty chromosomy: 8 (46% gu-
z0w), 12 (43,8%), 2 i 9 (po 39,6%), 7 (37,5%), 11 (35,4%) oraz 1, pd 5
(31,3%) guzbéw. Aberracje chromosomoéw 1 i &ciej stwierdzano w guzach
R anieli P, natomiast 51 9 w guzach P w poréwnaniu do Bn{oé statystycz-
nie nieistotne).

W dodatkowe kopie zaangawane byty, przede wszystkim, chromosomy: 8
(40% guzdw), 12 (38%), 2 i 7 (po 27% guzdw), a w utraty chromgsd 1l
(31% guzow), 3 (27%) oraz 1p (21% guzdow).

Dodatkowe kopie chromosomow 8, 2 i &&dej stwierdzano w guzach R ani-
zeli P (statystycznie nieistotne). W guzach przerzythwnie stwierdzono do-
datkowych kopii chromosomow 2 i 8.

Utraty chromosoméw lpashardziej charakterystyczne dla guzow RzehiP,
chromosomu 11 dla guzéw P w poréwnaniu do R (statystycznstoties), na-
tomiast chromosomu 3 z podebezgstascia wystepuja w tych guzach.

Stosujc jednoczénie badania metadCGH i analiz zaburzé z kariotypu, za-
burzenia rownowagi genomowej stwierdzono w 71% guzéw. Okoto &ifsit-
racji niezréwnowaonych wykazane byto obiema metodami, natomiast pozosta-
te 50% stwierdzono tylko w oparciu o jedn nich. We wszystkich guzach byty
zaréwno zmiany wspolne stwierdzone dwiema metodami,zakany, ktorych
obecnaé¢ wykryto tylko jedry z tych metod (CGH, lub w oparciu o kariotyp).
Analiza poréwnawcza zaburzedwnowagi genomowej w trzech podtypach hi-
stologicznych SS wykazata najiszy odsetek guzéw (91%) z aberracjami nie-
zrownowaonymi w PDSS, a najmszy (70%) w BiSS. W guzach PDSS i BiSS
czestasci wystpowania dodatkowych kopii chromosomoéw byly nieznacznie
wyzsze w poréwnaniu do utrat, natomiast w guzach MoSS utragyoky 1,4x
czesciej przyczyn, zaburzé w genomie arieli dodatkowe kopie. Niezréwno-
wazone aberracje chromosomow 8 i 1kdcrej stwierdzano w guzach MoSS
anizeli PDSS (odp. p=0,001 i p=0,03) i w PDSS w poréwnaniu do Bi8§. (
p=0,017 i p=0,019). Wykazana, chromosomy: 3, 16 i 21 w guzach MoSS; 3,
4,11i19 wBISS oraz 11 i 13 w PDSS zaatgane byty wydcznie w utraty,
natomiast chromosomy 2, 7, 8 i 13 w guzach BiSS oraz 12, 12N &iPDSS
zaangaowane byty wyhcznie w tworzenie dodatkowych kopii.
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4.3. Ewolucja zmian cytogenetycznych w guzach pierwotnych,
nawrotowych i przerzutowych migsakow pochodacych od
jednego pacjenta

tacznie przéledzono ewolucje kariotypdw guzéw (11 pacjentéw), pojaeiaih
si¢ w trakcie trwania choroby nowotworowej. Liczba guzéw pothca od jednego
pacjenta wahata giod dwdch do émiu: pig¢ guzéw WDLPS od jednego pacjenta, czte-
ry i osiem guzéw od dwoéch pacjentéw z DDLPS. Bledzono ewolug kariotypow
guzow M/RLPS pochodzych od czterech pacjentéw kolejno: siedem guzéw, trzy guzy
i po dwa guzy od dwdch pacjentéw. W przypadku guzéw SS zbadadegguzy od
czterech pacjentow.

4.3.1. Thuszczakomgsaki dobrze zrénicowane

Analize kariotypéw przeprowadzono metodami GTW oraz CGH geipiguzach
bedacych wznowami miejscowymi zlokalizowanymi w przestrizeaotrzewnowej po-
jawiajacymi sk wciagu 46 mies. trwania choroby pacjenta nr 15. We wszystkichcguza
stwierdzono aberracje charakterystyczne w postaci cteaméw pieécieniowych, a w
ostatnim guzie dodatkowo wygiit olbrzymi chromosom markerowy. We wszystkich
guzach wykazano amplifikacchromosomu 12g11- 21 oraz dodatkowe kopie chromo-
somu 5p13-15. W guzie trzecim dodatkowo wy#y utraty chromosomow 191 22, a w
czwartym dodatkowe kopie 6ql5-gter. W ostatnim guzie zalyikiodatkowe kopie
chromosomu 6q, ale pojawityescthromosomu 4p13-15 oraz dodatkowo amplifikacja
14911-12, a obok utrat chromosomoéw 19 i 22, stwierdzono utratyab61®). Najwg-
cej niezréownowzen genomowych, w tym amplifikagj14q, stwierdzono w ostatniej
badanej wznowie (tab. 19, guz 15-5).

Tab. 19. Aberracje niezrownowane okrélone metod CGH w pkciu guzach (wznowy miejsco-
we — R) tluszczakorasakow dobrze zedicowany pacjenta nr 15

Tab. 19.Unbalanced aberrations in five tumors (recurrence - R) of-diéfiérentiated liposarco-
ma patient no 15 determined using the CGH method

Data badania Utraty Dodatkowe kopie Gains
Nr guza (mies.)* chromosomow Chromosom Inne chromosomy **
Tumor No. | Analysis date| Chromosomes y
Chromosoméd2 | Other chromosomes
(month) losses
15-1 04.96 (0) brakabsent 12g11-21 (a) 5p13-15,
15-2 09.97 (17) brakdbsent 12g11-21 (@) 5p13-15,
15-3 10.98 (30) 19, 22 12q11-21 (a) 5p13-15,
15-4 10.98 (30) brakdbsent 12g11-21 (a) | 5p14-15 6g15-qgter
4p13-155p14-15,
15-5 02.00 (46) 16, 19, 22 12q11-21 (a) 14911-12 (a)

*- podano mieskt i rok oraz, w nawiasie - odleglow miesicach od badania cytogenetycznego pierwszego
guza, **- wytluszczono zmiany wspolne dla wszystkguzow, a- amplifikacja

*- month and year and a time period - in the brackence the first tumor cytogenetic examinatioa given,

**. the changes dual for all tumors are in bold,amplification
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Podsumowanie
We wszystkich guzach WDLPS danego pacjenta amplifikaegaulten sam
fragment chromosomu 12q.
Wspdlm dla wszystkich guzéw wtdanaberragi chromosomow byty dodat-
kowe kopie chromosomu 5p13-15.
Najliczniejsze zmiany wtérne obserwowano w ostatw@jowie, ktdra pojawi-
ta sk po 46 mies. od pierwszego guza.

4.3.2.

Thuszczakomgsaki odr&nicowane

Przeprowadzono anatiZariotypu metodami GTW i CGH czterech guzoeddd
cych wznowami miejscowymi pojawigjymi Sk w przecigu 23 miesicy trwania cho-
roby pacjenta nr 4. We wszystkich guzach stwierdzono obéaiwomosomow pier-
scieniowych i/lub olbrzymich chromosomoéw markerowych. st CGH wykazano,
wspolre dla wszystkich badanych guzéw, amplifikaghromosomu 12g11-23 oraz
utrak chromosomu 6p2l-pter. Oprécz pawgych zmian, we wszystkich guzach
stwierdzano réne, dodatkowe aberracje wtérne. Najliczniejsze aberratjrne stwier-
dzono w pierwszej badanej wznowie, a najmniej liczntezeciej, ktéra pojawita sipo
siedmiu mies. od pierwszego badanego guza (tab. 20).

Tab. 20. Aberracje niezrownowene okrélone metod CGH i/lub w oparciu o kariotypy w gu-
zach ttuszczakomasakow odranicowanych (DDLPS) pochodeych od dwdch
pacjentéw

Tab. 20. Unbalanced aberrations in tumors of dedifferentiated ligosaa (DDLPS) from two
patients determined using the CGH and/or karyotype analyses

Data Dodatkowe kopie Gains
Nr badania Rodzai Utraty chromo- Inne chro-
guza* | (mies.)** ! SOMOW*** Chromosom
Tumor | Analysis guza Chromosomes | Chromosome mosormy
No. date Tumor type losses P Other chro-
(month) mosomes
1p36 -pterpp21-
pter, 7q32-qter, 2p22-pter,
4-1 07.02 (0) R 11923-qter, 19, 12911-23 (a) 5021-23,
20ql12-gter, 22
1p36 -pterpp21-
4-2 07.02 (0,3) R pter, 19, 20q12- 12g11-23 (a) | 5921-23,
gter, 22
4-3 02.03 (7) R 6p21-pter 12911-23 (a) | 16912-22
6p21-pter, 7q32- 2p22-pter,
4-4 06.04 (23) R gter,13q10-21 12911-23 (a) 16012-22
5p13-pter, 9934- 2p21-qter,
9-1 08.94 (0) M gter, 11p15-pter, nb 3q12-qgter,
12p11-pter 4q12-gter
92 | 10.96 (26) R brakabsent nb prak
9-3 07.97 (33) M brak absent 12q12-22 (a) | brak




Wyniki 55
Data Dodatkowe kopie Gains
Nr badania . Utraty chromo-
guza* | (mies.)** Rodzaj Somow*** Chromosom Inne chro-
Tumor | Analysis guza Chromosomes | Chromosome mosormy
No. date Tumor type losses P Other chro-
(month) mosomes
absent
9-4 11.98 (49) R 7q32-gter 12g12-22 (a) | 6923-26
95 | 07.99 (58) M 19p13-pter nb | vk
4, 5913-g31,
9-6 | 11.99 (63) M 17p, 19, 20q, 22 | 12q12-22 (a) ggggzgfg’
14910-g21,
i 1p36-pter, ) brak
9-7 | 11.00 (75) M 11q12-q13, 19, 22 1291222 @) | joers
) 1p36-pter, 11q12- : 5015-923,
9-8 | 11.00 (75) M 413, 17, 19, 22 12q12-22 (a) 6022-026.

R- wznowa, M- guz przerzutowy, nb- nie badano,*thagzczono nr guzéw badanych met@iGH, pozostate
guzy analizowane wytznie w oparciu o kariotyg’ - podano miesi i rok oraz - w nawiasie, odleglow
mieskcach od badania cytogenetycznego pierwszego guzawttuszczono zmiagwspdlr dla wszystkich
guzoéw pochodeych od jednego pacjenta, amplifikacja

R- recurrent, M- metastatic, nb- not research,umbr no which were analyzed by CGH method are id,bo
the rest of the tumors were analyzed by karyotygiftgnonth and year and a time period - in the bkat,
since the first tumor cytogenetic examination axeg, ***- the changes dual for all tumors isolatédm a
one patient are in bold, a- amplification

U pacjenta nr 9 badania cytogenetyczne wykonandmiwoguzach (2 guzy Ri 6
M). Poszczeg6lne guzy poddawano badaniom cytogenetycznywreestrzeni 75 mies.
trwania choroby. Chromosom piereniowy (), jako jedym zmiarg cytogenetycza
stwierdzono w jednym guzie R i w jednym guzie M. W pozgstaguzach M wykryto
albo wyhcznie zmiany wtérne, albo chromosomyi/lub mar, ktérym towarzyszyty
liczne wtérne aberracje chromosomowe. W dwdch guzadhMRkariotyp byt prawi-
diowy. Amplifikacje chromosomu 12g12-g22 obserwowano we wszystkiebilpigu-
zach (jeden R i cztery M) badanych met@iGH, a w guzie nr 9-3 (M) byfa to jedyna
niezréwnowaona aberracja chromosomowa. Pozostate guzy charaktetyzoavawno
utraty jak i dodatkowe kopie #dych chromosomow lub ich fragmentow (tab. 20).

Podsumowanie

*  We wszystkich guzach DDLPS pochadygch od danego pacjenta amplifikacji
ulega zawsze ten sam fragment chromosomu 12: 12q11-23 (padjeritcdp-
g22 (pacjent 9).

» Guzy DDLPS charakteryzowata niestabié&ariotypowa. Tylko jedna wtérna
aberracja chromosomowa byta wspdina, dla wszystkich gymamjenta nr 4
(utrata chromosomu 6p21-pter), natomiast u pacjenta nr $miudkolejno
analizowanych guzach, nie stwierdzono wspdlnej, wtéabejracji chromoso-
mowe;.

e Utratg chromosomu 7q32-qter stwierdzono w dwéch guzach R pacjerita nr
jednym guzie R od pacjenta nr 9.
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» Pojawiasce st w trakcie choroby (pacjent 9) guzy M charakteryzowaine
wtorne aberracje chromosomowe. Nie stwierdzono wtameéany chromoso-
mowej charakterystycznej dla wszystkich guzéw M tegoquaaj

4.3.3. Thuszczakomgsaki sluzowate/okggtokomabrkowe

Przeprowadzono anadizytogenetycza siedmiu guzow (5 M i 2 R) MLPS poja-
wiajacych s¢ w ciagu 64 mies. trwania choroby pacjenta nr 14. Kariotypycszeyu-
z6w byty identyczne - t(12;16) wraz z abersasitérna w postaci delecji interstycjalnej
chromosomu 6 - del(6)(q15923). Badaniem FISH z zastosowaniety genuCHOP,
uzyskano wynik pozytywny. Jedynie w przerzutowym guzie 14#a ww. zmian,
dodatkowo stwierdzono uteathromosomu 8pll-pter oraz dodatkokopic chromo-
somu 1q (tab. 21).

Tab. 21. Aberracje niezrownowene okrélone metod CGH i/lub w oparciu o kariotypy w gu-
zach tluszczakorasakéwsluzowatych/ okggtokomérkowych pochodzych od czterech
pacjentéw

Tab. 21. Unbalanced aberrations in tumors of myxoid/round celldigosna from four patients
determined using the CGH and/or karyotype analyses

Nr Data badania Dodatkowe
guza* | Podtyp/ (mies.)** Rodzaj guza| Utraty*** Kopie t(12;16)
Tumor | Subtype | Analysis date| Tumor type Losses G P FISH
ains
No. (month)
brak obecna
14-1 MLPS 01.95 (0) M 6g15-23 absent pr?]ient
brak obecna
14-2 MLPS 05.98 (41) M 6q15-23 absent pr?]ient
brak obecna
14-3 MLPS 06.98 (42) M 6q15-23 absent pr?]ient
obecna
14-4 MLPS 02.00 (62) M g qif-zt?e,r 1q present
P2LP CHOP+
brak obecna
14-5 MLPS 02.00 (62) M 6g15-23 absent pr?]ient
brak obecna
14-6 MLPS 02.00 (62) R 6g15-23 absent pr?]ient
obecna
14-7 MLPS 03.00 (64) R 6q15-23 1q present
nb
brak
41 | MLPS | 07.98(0) p Drak | Drak | absent
CHOP+
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Nr Data badania Dodatkowe
guza* | Podtyp/ (mies.)** Rodzaj guza| Utraty*** Kopie t(12;16)
Tumor | Subtype | Analysis date| Tumor type Losses Gp FISH
ains
No. (month)
brak
4-2 MLPS Oélo)o R 16p1l-pter att))rsaeknt absent
CHOP+
brak brak
4-3 MLPS 06.00 (23) M 16pll-pte absent absent
CHOP+
obecna
5-1 MLPS 10.02 (0) P 16q 1q present
CHOP+
brak | 5,7q, 8,13, °Pecnd
5-2 RLPS 06.04 (20) R absent ql4 pr?]ient
obecna
17-1 | RLPS 07.00 (0) R att’)rsaekm att’)rsaekm present
CHOP+
brak obecna
17-2 RLPS 04.02 (21) M 5 present
absent nb

MLPS- ttuszczakomisaksluzowaty, RLPS- ttuszczakogsak okagtokomodrkowy, P- guz pierwotny, R-
wznowa miejscowa, M- guz przerzutowy, *- wytluszeaar guzéw badanych metodami CGH i w oparciu o
kariotypy, pozostate guzy analizowano wgznie w oparciu o kariotypy; - podano miesic i rok oraz - w
nawiasie, odlegk® w miesicach od badania cytogenetycznego pierwszegogtizavyttuszczono zmiag
wspolm dla wszystkich guzéywochodzacych od jednego pacjenta, nb- nie badano

MLPS myxoid liposarcoma, RLP®und cell liposarcoma, P- primary, R- recurrent; Metastatic,

*- tumor no which were analyzed by CGH method aagdtyping are in bold, the rest of the tumors were
analyzed by karyotyping only, **- month and yeadamtime period - in the bracket, since the fitstnbr
cytogenetic examination are given, ***- the changksl for all tumors isolated from a one patientan
bold, nb- not research

Przeprowadzono anadizrzech guzéw (P, R i M) MLPS pacjenta nr 4 (24 mies.
trwania choroby) i po dwa guzy (MLPS i RLPS) od pacjentéwb (P i po 11 mies. R),
nr 13 (R i po 4 mies. M) oraz dwa guzy RLPS od pacjenta nr 1p@21 mies. M,).
Tylko u pacjenta nr 4 vzadnym z trzech badanie stwierdzono obecta t(12;16) - w
pierwszym badaniu (guz P) uzyskano kariotyp prawidtowy, avacth pozostatych (R i
M) identyczra wtdrna zmiarg chromosomow prowadaca do zaburzenia réwnowagi
genomowej w postaci utrat chromosomu 16p11-pter (metoda CGE)wSYystkich
trzech guzach tego pacjenta, przyaiu sondy swoistej dla ge@HOP, technilg FISH
uzyskano wyniki pozytywne (tab. 21).

Prz&ledzono ewolug kariotypdw guzéw P i R (po 20 mies.) u pacjenta nr 5, u kt6-
rego obserwowano progredjistologiczn ttuszczakomisakasluzowatego do okigto-
komérkowego. Aberracje wtérne w postaci utrat chromosomu tiégatkowych kopii
1q stwierdzone w guzie MLPS, zangypnw guzie RLPS, w ktérym pojawity sinowe
zmiany chromosomowe - dodatkowe kopie chromosomoéw: 5, 7q,i841@ab. 21).

Spardéd dwoch badanych guzéw RLPS pacjenta nr 17 (R i M) tyllgurie prze-
rzutowym stwierdzono niezrownowana aberragi wtérma w postaci dodatkowych kopii
chromosomu 5 (tab. 21).
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Podsumowanie:

» Kariotypy guzéw MLPS czy RLPS pocheadzch od jednego pacjenta charak-
teryzowaly st duza stabilngcia. ldentyczne wtérne zmiany chromosomowe
stwierdzano w guzach pojawdajych st nawet po 64 mies. od badania pierw-
szego guza. W pojedynczych guzach obserwowano nieliczne, dogatkor-
ne aberracje chromosomowe.

* Guz MLPS ulegaicy progresji histologicznej do RLPS, obok translokacji swo-
istej, charakteryzowaty pie aberracje wtérne. Dodatkowe kopie chromosomu
1q stwierdzane w guzie MLPS, nie wysbwaly w guzie RLPS tego pacjenta

» Witdrna aberracja w postaci utraty 6q15-23 byta zm@rarakterystyczndla
wszystkich guzéw R i M pacjenta nr 14, a utrata 16p11-pter eq@ar 4.

4.3.4. Miesaki mazidwkowe

Przeprowadzono anatizytogenetycza dwéch guzéw MoSS pochagtzych od pa-
cjenta nr 6 (guz P i po 11 migsach M) (tab. 22). W obydwu guzach potwierdzono,
stosupc metod FISH, obecn&, nie wykrytej metog prazkowa, swoistej translokacji -
t(X;18)(p11;q11). Dodatkowo, w guzach tych, badaniem teghRliSH z zastosowa-
niem sondy swoistej dla ger&SX2uzyskano wynik pozytywny. W kariotypach oby-
dwu guzow wykazano obecfolicznych, wspolnych, wtérnych, niezrownaoieaych
aberracji chromosomowych, w ktére zaargeane byty chromosomy: 5, 11, 12, 13, 16,
18, 21 i 22. Cytogenetycznie guzy temiby si¢ utran chromosomu 17pl1-pter, obecn
tylko w guzie P i utrat chromosomu 10p stwierdzpm guzie R (tab. 22).

Tab. 22. Aberracje niezrownowane w okrélone metod CGH i/lub w oparciu o kariotypy w
guzach misakow maziéwkowych pochogtzych od czterech pacjentow

Tab. 22. Unbalanced aberrations in tumors of synovial sarcomaffyonpatients determined
using the CGH method and/ or karyotype analyses

Nr Pod- Data_ Rodzaj

guza* typ/ (En?(ej:r;’l*g guzaJ Utraty*** Dk%dp?étgrv € t(X;18)/

Tumor Sub- . Tumor Losses ; FISH

No. type Analysis type Gains

date (month)

5q13-qter, brak
11pli-pter,

62 | Mo | 11.98(0) P | 13p-cen-qll igplll'gter' ggslegnj
17p11-pterls, P-q coxor
21,22
5qg13-qter, brak
10p,11p11- 12p11-pter, absent

63 | Mo | 09.99(11) R | pter, 13,18, | 16p-ql2 SS18+
21, 22 SSX2+
XL qriqer
2 21_31’ 5’ 8p21-qter, obecna

9-1 Mo 12.04 (0) R 6q13_ t’ ' 9p13-qter, present
q-o-grer, 14q13-qter, SS18+
7pll-pter, 15p-q22
15g22-qgter
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Nr Pod- Data_ Rodzaj
gzt | ol | PO g | uray | Dodaowe gy
Tumor Sub- Anal .sis Tumor Losses Gains FISH
No. | type 4 type
date (month)
12q13-gter, brak/
9-2 Mo 12.04 (0) R 5 ?i%lt-grtezr,z 14qll-qter | absent
P-L-prer 17p-q11 SS18+
wariant
variant
151 | PD | 04.02(0) R ig%g"ﬁgfp’ ipi%zp:er, t(X;5:18)
qs2-4 pLe-pter SS18+
SSX1+
wariant
1932-ger Y, 7,8, 12, variant
15-2 PD 11.02 (7) R 36 11 1’4 18, 19913- t(X;5;18)
T gter, 21 SS18+
SSX1+
6p23-pter, 5pll-qter, obecna
17-1 PD 06.04 (0) R 8p-q13 9p, 11, | 8ql3-qgter, 9q,| present
13, 19p13-pter SS18+
6p23-pter, 8p- obecna
qls, 5p13-pter,
17-2 PD 02.05 (8) M 9p13-pter, 19q13-qgter ﬁ[)esent
11, 13p-q11

Mo- jednofazowy, PD- niskoz#dicowany, P- guz pierwotny, R- wznowa miejscowa,ddz przerzutowy*-
wyttluszczono nr guzéw badanych metd@GH i w oparciu o analizkariotypu, pozostate guzy analizowano
wytacznie w oparciu o kariotypy; - podano miesgic i rok oraz - w nawiasie, odlegibow miesiycach od
badania cytogenetycznego pierwszego gtiza wytluszczono zmiagiwspolry dla wszystkich guzéw pocho-
dzacych od jednego pacjenta, nb- nie badano

Mo- monophasic, PD- poorly differentiated, P- prippaR- recurrent, M- metastatic, *- tumor no whiskere
analyzed by CGH method and karyotyping are in biblel rest of the tumors were analyzed by karyotypin
only, **- month and year and a time period - in thiacket, since the first tumor cytogenetic exartiimeare
given, ***- the changes dual for all tumors isoldtéfom a one patient are in bold, nb- not research

U pacjenta nr 9 zbadano dwa guzy MoSS - R uzyskane w trigkitiego zabiegu
chirurgicznego. Wyniki badacytogenetycznych guza pierwszego (translokacja swoista
i liczne zmiany wtérne) catkowicie #tia si¢ od wynikow uzyskanych w badaniu dru-
giego guza, w ktérym wygbowaty wykcznie aberracje wtorne inne agli uzyskane w
guzie pierwszym. Badaniem FISH z zastosowaniem sondy $8h8w obydwu guzach
uzyskano wynik pozytywny. Analiza zaburzenia réwnowagi genomowej wykazano,
ze Wréd licznych aberracji niezrownowanych, zmianami wspoélnymi dla obydwu
guzow, § jedynie utraty chromosomu 7pl1-pter oraz dodatkowe kopietadga?2).

U pacjenta (nr 15) z rozpoznaniem PDSS zbadano dwa guzgre,fddjawity s¢ w
przecagu 7 mies. trwania choroby. W guzach tych stwierdzonaore kariotypy z
licznymi aberracjami chromosomowymi,ssdd ktérych wykryto wariant translokacii
swoistej - t(X;5;18). Zaangawanie genusSXloraz SS18stwierdzono metad FISH
Wsrdd licznych wtérnych aberracji chromosomowych, utreteomosomu 1q32-gter
byta jedyry wspolr, dla obydwu guzdéw, zmian(tab. 22).

U pacjenta nr 17 zbadano dwa guzy PDSS (R i po 8 qnash M). W obu guzach
wykazano obecrio t(X;18) i licznych, wspolnych, wtérnych zmian chromosmaych,
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a r&nily si¢ obecnécia dodatkowych kopii chromosomoéw 8q i 9q, ktorych ob&éno
stwierdzono wyicznie w guzie R (tab. 22).

Podsumowanie

* We wszystkich guzach SS stwierdzono obé&éndranslokacji swoistej-
t(X;18)(p11;g11) lub wariantu tej translokaciji.

»  Wszystkie guzy charakteryzowatye sitozonymi kariotypami z licznymi, wtor-
nymi, niezrownowaonymi, w wickszaci powtarzalnymi aberracjami chromo-
somowymi.

* GuzyP iR (pacjent 6) oraz Ri M (pacjent 17) chargktavata dua zgodnéc
kariotypow i ré@nity sic miedzy sola pojedynczymi aberracjami chromosomo-
wymi. Natomiast w dwéch guzach R od jednego pacjenta (pacgi 15)
stwierdzano tylko pojedyncze wspodlne, wtérne aberradgjemosomowe.
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5. DYSKUSJA

Zasadniczym celem niniejszej pracy byto gkerie zaburzé rownowagi genomo-
wej w guzach dwdéch typow histologicznychesakdw cztowieka: ttuszczakogsiakdw
(LPS) i misakéw maziéwkowych (SS). Zjawisko to badano w podtypadolbgcz-
nych obu mgsakéw stosac metod CGH i/lub analiz kariotypow tego samego guza.
Zaburzenia genomowe poréwnywano w guzach pierwotnychowach miejscowych i
guzach przerzutowych. Ponadto, steswjodatkowo technikFISH, okrélono czstdci
wystepowania swoistych aberracji chromosomowych w obu typagkakoéw oraz prze-
sledzono ewolugj zmian cytogenetycznych w guzach pochpgzh od jednego pacjen-
ta, pojawiagcych st w trakcie trwania choroby nowotworowe;j.

Ttuszczakomigsaki (LPS)

Chromosomowymi aberracjami charakterystycznymi dla tzeizomgsakéw do-
brze zranicowanych (WDLPS)schromosomy pidcieniowe () i/lub olbrzymie chro-
mosomy markerowengar) zbudowane przede wszystkim z chromosomu 12 [78, 89],
aczkolwiek czasami stwierdzagsw nich dodatkowo obect® fragmentdéw innych
chromosoméw: 1, 4, 6, 10, 13 lub 16 [61, 78, 98]. Zmiany tegpyst w okoto 80%
guzow, a towarzysze im wtdrne aberracje chromosomowe pojayvig w ok. 29%
guzow [83]. Podobne wyniki uzyskano w niniejszej pracy, ggoeyzsze aberracje
stwierdzono odp. w 87% i 26% guzdw.

Poréwnawcz hybrydyzacg genomow (CGH) zastosowano w 21 guzach WDLPS i
we wszystkich stwierdzono zaburzenia rownowagi genomd®egjobne wyniki uzyska-

li inni autorzy badaijc w sumie okoto 60 guzéw WDLPS (metoda CGH) [26, 61, 76, 85,
100, 101]. W niniejszej pracy przyczyrzaburzé genomowych w tych guzach byt
przede wszystkim dodatkowy materiat genetyczmy62% guzéw stwierdzono vadz-

nie dodatkowy materiat (w tym amplifikacje chromosomu 12zpniany te znamiennie
czesciej obserwowano w poréwnaniu do guzéw DDLPS i M/RLPS, rzd2B8% gu-
z6w) wystpowaty rownoczénie utraty materiatu genetycznego, co jest zgodne z dany-
mi opublikowanymi przez innych autoréw [61, 85, 100].

Podaobnie jak w opublikowanych pracach [47, 83, 88], we wkirys guzach
WDLPS stwierdzono wysgpowanie dodatkowych kopii chromosomu 12q11/13- q21/22,
w tym w 86% guzow, amplifikacji tego regionug¢ Bmplifikacg wykryto réwniez w
dwéch guzach, w ktdrych kariotyp byt prawidtowy. Cytowani poeyyautorzy badali
guzy stosujc jedynie metogd CGH, natomiast Micci i wsp. we wszystkich guzach, po-
dobnie jak w niniejszej pracy, analizowali jedndtie kariotyp metog prazkow G i
zaburzenia rébwnowagi genomowej met@iGH i w 100% guzdéw potwierdzili obecito
charakterystycznych dla WDLPS zmian genetycznych [64ysklne w niniejszej pracy
wyniki dowodz, ze metoda CGH uzupelnia metody cytogenetyki klasycznej w wykry
waniu zmian charakterystycznych dla tych guzéw.

W chromosomie 12q zlokalizowany jest, ulegsgj amplifikacji, genMDM2 oraz
genySAS CDK4 i HMGA2[83, 85, 88]. Biatko MDM2 inaktywujc produkt genu su-
presorowegd P53maze wywotywat transformaej nowotworove [19, 83, 87].Uzyska-
ne w niniejszej pracy wyniki potwierdzajeork, iz amplifikacja geniMDM2 maze by
przyczyry transformacji w WDLPS.

Wtdérne aberracje niezrownowane wysgpowaty w ponad 90% guzOw i stwierdzo-
no w nichsrednio3,7 aberracji/guz, w tym 1,4 utrat i 2,3 dodatkowych kopii. Azyto
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cytowanych powyej prac nie okréali szczego6towo liczby i rodzajow aberracji chromo-
somowych przypadagych na jeden guz. W wkszaci przypadkéw autorzy wykonywa-
li badania na niewielkiej liczbie guzéw: od czterech [100]1do[85]. Jedynie Micci i
wsp. wykonali badania na podobnej liczbowo do badanych vejsiaj pracy guzéw
(22) [61]. Jednake, wszyscy powisi autorzy, nie przeprowadzili poréwnawczej analizy
w zalendéci od rodzaju guza (pierwotny, wznowa), czego dokonano vejsgj pracy,
w ktorej obliczonoze srednia czstas¢ wyskpowania wtérnych aberracji niezréwnowa-
zonych w guzach P (4,7/guz), jest 28ya anieli w guzach R (3,0). Utraty materiatu
genetycznego 2x ¢gciej s przyczyry zaburzé genomowych w guzach P (2,1/guz)
anieli w guzach R (0,9/guz). Natomiast dodatkowe kopie nieznaazaxciej stwier-
dzano w guzach P (2,6/guz) zgli w R (2,1 /guz). Uzyskane wyniki mggwiadczy o
wiekszym znaczeniu w rozwoju guzow P utrat gendw supresororlpkializowanych

w traconych chromosomach aeli aktywacji protoonkogendw zlokalizowanych w
dodatkowych kopiach chromosomow.

W niniejszej pracy wykazanae we wtorne aberracje niezrownowae zaangao-
wane byty gtéwnie chromosomy: 3, 5, 6 i 14 (dodatkowe koptayah fragmentow)
oraz 19 i 22 (utraty). Najistotniejgpzmiary jest, opisana po raz pierwszy, wymijaca
wytacznie w guzach R (45% guzéw), amplifikacjazmgch fragmentéw chromosomu
14q, co pozwala przypuszczae geny zlokalizowane w tym chromosomie mday¢
zwigzane z rozwojem guzéw R. Natomiast dodatkowe kopie chromo8¢(8p z rozwo-
jem guzéw P, poniewawystepowanie tej aberracji stwierdzono wygtnie w guzach P
(50% guzdéw). Dodatkowe kopie chromosomoéw 5p i 6g23/26-gter oray atredmo-
somu 22 wysipuja z podobr czgstascia w guzach P (25%) jak i R (27% guzow). Jedy-
nie utrata chromosomu 19¢ziej stwierdzana byta w guzach P (25% guzow}elniv
R (18% guzéw). Dodatkowe kopie wszystkich ww. chromosomowasiyoznie byty
stwierdzane w guzach WDLPS [61, 85, 100], natomiast nie opisaatochromosomow
191 22.

Wszystkie wymienione powgj niezrownowaone aberracje chromosomowe byty
opisywane w wielu rinych typach nowotworéw cztowieka [32Podatkowe kopie
chromosomu 5p obserwowano w komérkach ttuszczadsaka pleomorficzneg(ple-
omorphic liposarcoma)jak réwnie w migsaku kéciopochodnym MFH, ztosliwym
nowotworze ostonek nerwéw obwodowytchmigsniakomisaku gtadkokomorkowym
[80]. W chromosomie tym zlokalizowano g&KP2,ktérego produkt biatkowy petni
istotrg role w regulacji procesow proliferacji, a szczegolnie przy jche komorki z
fazy G1 do fazy S [32]. Rieker i wsp. wykazali aeek aberracji +5p z prograsjuza
[80]. Z kolei +6(23-24 opisano w guzach: DDLPSgéniakomisaku gtadkokomorko-
wym oraz MPNST [32, 80]. W regionie 6q23-24 zlokalizowandqmokogen z rodziny
czynnikow transkrypcyjnyctMYB (c-MYB) ktérego produkt uczestniczy w aktywacji
gendw reguluyjcych wzrost i rénicowanie komorek. Aktywacja tego genu odbywa si
na drodze amplifikacji i stwierdzono jej wgpbwanie m.in. w biataczkach, raku jelita
grubego i czerniaku zébwym skory [32, 81]. Zaréwno w chromosomach 19 jak i 22
zmapowano rine geny supresorowe, ktérych utraty moget wptyw na procesy trans-
formacji nowotworowej [32]. Guzy WDLPS natedo guzéw o granicznej zZ#lowosci.
Stwierdzenie w ich kariotypach opisanych paejyniezrownowaonych aberracji chro-
mosomowych, ktére wczriej opisano w wielu zkiwych nowotworach cztowieka,
moze swiadczy o progresji zachodeej w tych guzach lub o zachegym procesie
odr@nicowania w postaDDLPS.
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W nielicznych doniesieniach w literaturze opisano zmyigariotypowe w guzach li-
tych pochodzcych od jednego pacjenta i dotyczyty one poréwnywaniaragjerchro-
mosomowych pomgdzy guzami pierwotnymi (P) i wznowami miejscowymi (R) [T
miedzy guzami P a przerzutowymi (M) [104]. W niniejszej prageprowadzono bada-
nia cytogenetyczne kariotypdw i analizaburzé réwnowagi genomu stosigj metoa
CGH w pkciu guzach R, z rozpoznaniem WDLPS, pojagdg¢h se u pacjenta nr 15,
w ciagu 46 mies. trwania choroby. Uzyskane wyniki pozwalstwierdze, ze guzy
WDLPS pochodzce od jednego pacjenta charakteryzujeadstabilné¢ genomu, nie-
mniej jednak w trakcie trwania choroby, w komoérkach novweotw gromadz sig do-
datkowe zmiany genetycziéeiadczce o progresji choroby.

W tluszczakomgsakach odrinicowanych (DDLPS) wyspuja podobne charakte-
rystyczne zmiany chromosomowe, jakie obserwowano w gu?dohPS, czyli chro-
mosomy piefcieniowe () i/lub olbrzymie chromosomy markerowendr), w ktorych
stwierdza si amplifikacje chromosomu 12q13-21 [83, 88, 98]. Wyniki liadgogene-
tycznych przeprowadzonych w niniejszej pracy potwieydpibecné¢ tych aberracji
charakterystycznych w ponad 73% guzow DDLPS, z czego w2k byty to jedyne
zmiany, a w pozostatych 31% towarzyszyty im, czas@&mnk, wtdrne strukturalne i/lub
liczbowe aberracje chromosomowe. Wykrycie w kariotypie guiifych obecnéci
chromosoméw pidcieniowych nie potwierdza rozpoznania WD/DDLPS, poniewa
obecné¢ chromosomoéw o takiej strukturze stwierdzano réwmieinnych guzach no-
wotworowych: wéluzowatej postaci zihiwego wiokniaka histiocytarnego [72], wiok-
niakomisaku guzowatym [51], we widkniakogsaku sluzowatym o niskim stopniu
ztosliwosci [59], DFSP [51] czy LGFMS [59]. Dopiero wyniki bad&ISH wykazaty, 1
w tworzenie markerow pigcieniowych ¢) w guzach WD/DDLPS zaangawany jest
przed wszystkim chromosom 12 [78, 83, 88, 89, 98], natomiast w MFH6 i 20[58,
78, 99], w DFSP chromosomy 17 i P&1], a w LGFMS 71 16 [59].

Do tej pory opublikowano wyniki zabunzedwnowagi genomowej badanych me-
toda CGH w 37 guzach ttuszczakogaakéw odrénicowanych (DDLPS) [26, 80, 85,
100]. Guzy DDLPS (wyicznie P i R) w powszych pracach stanowity jedyniegse
(od dwbch do dziewtciu guzow) materiatu badawczego, w sktad, ktérego wchodzity
réwniez inne podtypy tluszczakomrsakow. W niniejszej pracy badania CGH przepro-
wadzono w 15 guzach DDLPS i byly to zaréwno guzy P, R jek W 100% guzow
stwierdzono zaburzenia réwnowagi genomowej, co jest zgadih@niesieniami wigj
cytowanych autorow. W 80% guzéw stwierdzono zaréwno ujaty dodatkowe kopie
materiatu genetycznedw tym amplifikacje chromosomu 12q) i zmiany te obserwowa-
no znamiennie e#ciej anieli w guzach WDLPS, a w pozostatych 20% aeyihie do-
datkowe kopie.

W 100% guzow stwierdzono wygtowanie amplifikacji chromosomu 12g11/14-
g21/24, co jest zgodne z wynikami innych autoréw [26, 80, 85, Yd@uzach DDLPS,
podobnie jak w WDLPS wygpuje amplifikacja gen6WIDM2, CDK4orazSAS47, 80,
88]. Amplifikacje chromosomu 12, stwierdzono rownve pieciu guzach, w ktorych nie
wykryto obecnéci, charakterystycznych dla DDLPS, chromosomow §pieniowych,
ani olbrzymich chromosomoéw markerowych, co potwierdzagobnie jak w guzach
WDLPS, ze metoda CGH uzupeinia metody cytogenetyki klasycznej w ywugmiu
zmian charakterystycznych dla tych guzow.

W ponad 93% guzéw DDLPS, stwierdzono wtérne, niezrowngovee zmiany
chromosomoweSrednia liczba aberracji wynosita 5,8/guz, w tym 3,3tyti2,5 dodat-
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kowych kopii. Jedynie Rieker i wsp. [80] obliczyli liczby at#eji przypadajce na guz
DDLPS: 2,0 utrat i 6,7 dodatkowych kopii/guz. Pozostali autevglonali takie obli-
czenia dla wszystkich guzow, bez uwedgiiania ich podtypow histologicznych [26, 85,
100]. Uzyskane wyniki wtasne #0ia si¢ od publikowanych, w ktérych badano 2 guzy P
i 7 R[80]. R&nice te mog by¢ spowodowane faktenige 50% guzdw opisanych w ww.
pracy byta, przed badaniem cytogenetycznym, poddanateeajid, podczas gdy spo-
$réd 15 analizowanych przez nas guzéwwiatlany byt tylko jeden i charakteryzowat
sig licznymi aberracjami chromosomowymi. W guzie tym stdizno najwtksz liczbe
aberracji niezréwnowanych (10/guz).

Przeprowadzona w niniejszej pracy analiza poréwnaweiniej liczby wtérnych
aberracji niezréwnowanych na guz, w zatacsci od rodzaju guza (P, R, M), czego nie
wykonali inni autorzy badagy zaburzenia genomu w guzach DDLPS [26, 80, 85, 100],
wykazata obecni najliczniejszych aberracji w guzach M (6,6/guz), natoma® i R
na podobnym poziomie (odpowiednio 5,3 i 5,6). Negmi czgstas¢ utrat obserwowano
w guzach P (2,0/guz), a najsza w guzach M (4,3/guz). Z kolei dodatkowe kopie
czeséciej stwierdzano w guzach P (3,3/guz)zafiiw guzach R i M (po 2,3/guz). Uzyska-
ne wyniki mog sugerows, ze w miag rozwoju choroby, w guzach DDLPS zmienia si
profil zmian cytogenetycznych - pojawia svigcej utrat materiatu genetycznego, kosz-
tem dodatkowych kopii, co z kolei m® oznaczg iz w miar rozwoju choroby wik-
szego znaczenia nabieyajtraty genow zlokalizowanych w traconych chromosomach,
poréwnaniu do gendw zlokalizowanych w dodatkowych kopiach mategenetyczne-
go w komérce nowotworowej.

Poniewa w niniejszej pracy dysponowano tylko trzema guzamosRjioma R i
trzema M, nie mgna byto przeprowadéi poréwnawczej analizy wtérnych aberraciji
niezrownowaonych w zalencici od rodzaju guza. Zauweno jednakze dodatkowe
kopie chromosoméw 4p/q i 5q14-23 oraz utraty chromosoméw 1p/q, 1iplepuja w
guzach P, Ri M, a utraty chromosoméw: 19, 20q i 223ezytie w guzach R i M. Aber-
racje chromosomow 4p/q, 5q14-23 i 1p/q byly obserwowane przezhirautorow tylko
w pojedynczych guzach DDLPS [26, 80, 100]. ¥tk stanowd utraty ré&nych frag-
mentow chromosomu 11, ktére byty obserwowane przez Riekesp.iw guzach P i R
[80] i wystepowaly rzadziej (22%) ameli w naszych badaniach (36%). Zaistniatanié
ca prawdopodobnie wynika z obeénioguzéw M, ktdre w niniejszej pracy badano obok
guzow P i R. Natomiast utraty chromosomoéw 19, 20q i 22, niedhygerwowane przez
innych autoréw [26, 80, 100].

Aberracje ww. chromosomoéw stwierdzane byly w wielulziych nowotworach
cztowieka: +4p/q i +5q w msaku kéciopochodnym [15, 36] czy MFH [32]. Utraty
chromosomu 11 (gtéwnie ramion q) stwierdzano wsmakomksaku gtadkokomorko-
wym macicy [11], mgsaku kéciopochodnym i MFH [33]. W chromosomie 11q zma-
powano kilka genéw supresorowych, np. dd&BN1, ktérego mutacje stwierdzono w
nowotworach przytarczyc i trzustki [33]. Z kolei w chrasomie 1p zlokalizowanych
jest wiele gendw, ktorych mutacje zwane § z rozwojem ranych nowotworow, np.
mutacje geniINBSstwierdzone w nerwiaku zarodkowym wspotczulnBRCD2w raku
piersi czyP73,ktory jest homologiem gentiP53i tracony jest w neuroblastoma i wielu
innych nowotworach [33]. Réwniew chromosomach 19, 20 i 22 zmapowano liczne
geny, ktérych mutacje opisywano w wielu nowotworach [38Jtérne dla guzoéw
DDLPS aberracje chromosomowe niaezenianami charakterystycznymi dla tego podty-
pu LPS i stwierdza sije w r&nych, zigliwych nowotworach cztowieka.
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Znane g doniesienia dotyeze wynikdéw bada cytogenetycznych i zabunzeye-
nomowych guzéw DDLPS, ale wykonane one byly w guzachRPpochodzcych od
réznych pacjentow [26, 47, 80, 85, 100]. W niniejszej pracy $edeono ewolucje
kariotypéw u dwdch pacjentdéw z rozpoznaniem DDLPS: czgerzy R pacjenta nr 4
oraz osiem guzéw (dwa guzy R i $&®) pacjenta nr 9 (tab. 20). W guzach obu pacjen-
tow stwierdzono charakterystyczne zmiany cytogenetyocrae amplifikacje fragmentu
chromosomu 12q, a ta& (czsto liczne) rane, wtérne aberracje chromosomowe pro-
wadzce zaréwno do utrat jak i dodatkowych kopii materialu genzetygo. Zaobser-
wowano, ¥ guzy DDLPS pochodge od jednego pacjenta cechuje niestabélkario-
typowa - u pierwszego pacjenta tylko jedna wtdrna abertaéggm zmiam wspolra dla
wszystkich guzow, ktore pojawity giw trakcie trwania choroby nowotworowej, a u
drugiego nie stwierdzono takiej zmiany. Nie zaobserwowaalenosci pomidzy cza-
sem trwania choroby, a licztaberracji pojawiajcych s¢ w kolejnych guzach wznowy
u pacjenta nr 4. Natomiast u pacjenta 9, guzy M, w pordiurndo guzow R charaktery-
zowaly liczniejsze zmiany cytogenetyczéwiadczce o progresji choroby nowotworo-
wej. Wzrost liczby zmian w genomie w czasie progrgegt cech charakterystyczn
wigkszdici nowotwordw [104]. Orndal i wsp. opisali w 1993r. wyniki badatogene-
tycznych dwoéch guzéw R i s@u M z rozpoznaniem MFH, pochagzch od jednego
pacjenta. Nowotwory te charakteryzowaly giozonymi, poliploidalnymi kariotypami z
licznymi aberracjami chromosomowymi. Podobnie jak w ghZaDLPS analizowanych
w niniejszej pracy, obok zmian wspdlnych dla kilku guzéw, olkseano aberracje
chromosomowe wyspujace w dwadch, trzech lub pojedynczych guzach tego pacjenta
[73].

W niniejszej pracy potwierdzona; guzy tluszczakomsakdéw dobrze zedicowa-
nych (WDLPS) i odrénicowanych (DDLPS) cechaijtakie same charakterystyczne
aberracje chromosomowe { mar). Zastosowanie metody CGH ushisvito bardziej
precyzyjra charakterysty&k genomu obu podtypéw LPS. Wykrytie fragment chromo-
somu 12q11-22 ulega amplifikacji zaréwno w guzach WD jak i DBL® 12923-24
wytacznie w guzach DDLPS. Poza tym, amplifikacjanyth fragmentéw chromosomu
14q charakterystyczna jest dla guzéw R, dodatkowe kopie chramo3(8p dla guzéw
P, a chromosomu 5p wystuja w guzach P i R, wyktznie w podtypie WDLPS. Nato-
miast dodatkowe kopie chromosomu 5q charakterystyczritasguzéw P, R i M, a
utraty chromosomu 20q dla guzéw R i M podtypu DDLPS. Z koleityithromosomow
19 22 wystpuja w guzach P i R podtypu WDLPS oraz w R i M podtypu DDLPS.

Spardd przeanalizowanych 28 guzow ttuszczakgakow sluzowatych/ okigto-
komorkowych (M/RLPS), w 79% guzow stwierdzono obééntanslokacji swoistej
t(12;16)(q13;p1l1). W pozostatych guzach wpsiwaly wyhcznie aberracje wtorne, albo
kariotyp byt prawidtowy. Aberracje wtérne towarzyszytyriséokacji swoistej w 91%
guzowi stwierdzano je znamiennie gziej anieli w guzach WDLPS i DDLPS, pod-
czas gdy w literaturze egtci¢ t¢ okreslono na 50% [23, 83]. Zaistniatezrice mog
wynika¢ z faktu, # w niniejszej pracy badaniom poddano tylkosézguzéw pierwot-
nych, a pozostate to byty wznowy i guzy przerzutowe, @ryidh czsciej wystpuja
aberracje wtorne [83].

Dodatkowo, w 22 guzach, wykonano badania FISH sfostjvukolorowe sondy
komplementarne do gendDIT3 (CHOP). Wynik pozytywny uzyskano w 95,5% gu-
zbw, co jest zgodne z doniesieniami innych autorowtetzac wyniki bada wykona-
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nych metodami cytogenetyki klasycznej i FISH, uzyskanazswy od publikowanej
(93%) [83], czstas¢ translokacji swoistej - 100% guzow.

W literaturze opisano wiele przypadkéw nowotworéw, w ktbrgee wykazano ba-
daniami cytogenetycznymi translokacji swoistej, naashimetodami FISH i/lub PCR
potwierdzano w nich obecébgenu fuzyjnego charakterystycznego dla danej transloka-
cji. Zjawisko to nazwano translokadjikryta (cryptic translocatioi [21, 56, 106, 107].
Najwigcej doniesié na ten temat dotyczy biataczek. Opisano przewlekie dakiazpi-
kowe, w ktorych metad cytogenetyki klasycznej nie stwierdzano obécihoprzyczy-
nowo zwhzanego z rozwojem tej choroby, chromosomu Philadel(®ig, ktéry po-
wstaje w wyniku translokacji wzajemnej t(9;22)(q34;q11), acoliewano +9 i +21
[21], lub t(6;9) [106]. Natomiast w obydwu przypadkach, techrRICR, stwierdzono
obecné¢, charakterystycznego dla chromosomu Ph, genu fuzyjBERYABL.Z kolei
w 2004 r. Merchant i wsp. opisali astbiataczlk szpikowa (AML-M4), w ktorej kario-
typie nie stwierdzono obecfm ani inwersji chromosomu 16 - inv(16)(p13g22), ani
t(16;16)(p13;922), charakterystycznych dla tej biataczki,dynie del(16g22). Bada-
niami FISH i PCR potwierdzono obedidp charakterystycznego dla AML-M4, genu
fuzyjnegoCBFS/MYH11, ktéry zlokalizowany byt w opisanym powsj chromosomie
16 z delegj [56].

Spardd guzow litych, opisano rgaka mazidwkowego dwufazowego z prawidto-
wym kariotypem, w ktérym metadFISH wykazano obecié, swoistego dla tego mi
saka, genu fuzyjneg8S18/SSX1Wedlug autoréw pracy pierwszym etapem byto po-
wstanie swoistej translokacji t(X;18)(p11;q1l), ktéra ¢ase zostata ,naprawiona”
przez systemy naprawcze komorki, ale geny fuzyjne pdggst@naprawione” [107].

W badaniu cytogenetycznym guza ggstie rozpoznanego jako MLPS, w zémym
tetraploidalnym kariotypie, obok t(12;16), wykryto chromogopierscieniowe i ol-
brzymie chromosomy markerowe. Te dwa ostatnie rodzajiendw chromosomowych
charakterystyczneasdla postaci WD i DDLPS. Badaniem FISH dwukolososond,
swoist, dla genuDDIT3, potwierdzono obecr§6 translokacji swoistej i dodatkowo
stwierdzono amplifikagj fragmentu tego genu. Do dzisiaj opublikowano tylko jeden guz
tluszczakomgsaka z tak kompozycy aberracji chromosomowych. Ten typ nowotworu
nazwano tluszczakorgakiemsluzowatym z komponeatdobrze zrénicowary (mixed
well differentiated and myxoid liposarcom®5]. Opisany w niniejszej pracy guz po-
twierdza maliwos¢ istnienia tego typu msaka.

Zaburzenia réwnowagi genomowej 34 guzéw M/RLPS d&ro dwiema metoda-
mi: w 16 guzach w oparciu o réwnoczesne badania CGH itgatipa w 18 wydcznie
w oparciu o analig kariotypow. Opublikowane dotychczas wyniki badaaburzé ge-
nomowych obejmuj tacznie ok. 40 guzoéw [71, 76, 85, 100]. W niniejszej pracy zabu-
rzenia genomowe stwierdzono w 80% guzéw M/RLPS, co stamgiszy czgstosé
anieli obserwowali inni autorzy: 30% [71], 36% [76] i 47% [8BJxznice powyszych
danych mog wynika¢ z faktu,ze w niniejszej pracy badaniom poddano przede wszyst-
kim guzy R i M, w ktérych cZciej stwierdza s aberracje wtérne prowaglze do zabu-
rzeh genomowych [83] i tylko szé guzow P, podczas gdy autorzy cytowanych pajvy
prac badali przede wszystkim guzy P, a ponadto stosopliadi technilc CGH. Dodat-
kowo stwierdzonoze wtérne, niezréwnowane aberracje chromosomowe znamiennie
czeg$ciej wysepuja w guzach R i M w poréwnaniu do guzéw P, czym potwierdzono
teorig, ze w miag rozwoju choroby nowotworowej wzrasta w guzach liczbérmgch
zmian chromosomowych [83].
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Utraty materiatlu genetycznego rzadkopszyczyry zaburzé genomowych w LPS.
Wyjatek stanowd guzy pleomorficzne, ktdre ezto charakteryzujsic ztozonymi kario-
typami z licznymi aberracjami chromosomowymi [83]. Podcgdy w niniejszej pracy,
sparod 27 guzow M/RLPS, w ktérych wykazano zaburzenia genomewmnad 1/3
guzéw (R i M) stwierdzono wytznie utraty materialu genetycznego, w gasej 1/3
guzéw (znamiennie zciej w guzach R ageli M), obok utrat, stwierdzono dodatkowy
materiat genetyczny, natomiast w pozostatej 1/3 guzow (gedWh) wytacznie dodat-
kowe kopie chromosoméw i/lub ich fragmentéw. Zaawveo, 2 w guzach, w ktérych
stwierdzono wyicznie utraty materiatu genetycznego, zaangane bylty inne chromo-
somy (3q, 4, 6q, 14, 16p i 19p), asli w guzach wyicznie z dodatkowym materiatem
genetycznym (1q, 5, 7, 8, 12q, 13, 14, 18q, 19 i 20). Uzyskaniiwgyviadcz o tym,
7€ w proces progresji guzow M/RLPS zaarmaygane g zardbwno geny supresorowe i
systemu naprawczego DNA zlokalizowane w traconych cbhsamach, jak i onkogeny
zlokalizowane w chromosomach, ktérych dodatkowe kopieralseano w ww. gu-
zach.

W guzach M/RLPSgrednia liczba aberracji niezréwnosamych byta identyczna
jak w danych z literatury [85] i wynosita 2,8 na guz. Pomiewparod 27 guzéw
M/RLPS, w ktérych stwierdzono zaburzenia rownowagi genosjayiko dwa to byty
guzy P, dokonano poréwnania zaburzmmidzy guzami R (14 guzéw) i M (11 gu-
z6w), czego nie dokonali autorzy innych prac [71, 76, 8B].10kazalo €, ze srednia
liczba wszystkich aberracji niezrownaiemych (3,9/guz) oraz utrat materiatu genetycz-
nego (1,6/guz) w guzach R, byta odpowiednio: 2x i ok. 3xks@a w poréwnaniu do
guzéw M (1,9 i 0,6/guz, kolejno). Dodatkowe kopie materialu gemaggo réwnie
czeséciej (2,3/guz) stwierdzano w guzach Rzatiw M (1,3/guz). Nksza czstas¢ aber-
racji wtornych w guzach M w poréwnaniu do R iaaoby spowodowana faktemz i
niektore guzy zakwalifikowane jako przerzutowe, mogly tak nagigaly¢ nowym
ogniskiem choroby - tak naprawdirugim guzem pierwotnym, a nie przerzutowym.
Dotyczy to maze guzéw M, ktore zlokalizowane byly na udzie, szyi éagnie klatki
piersiowej (byla to inna lokalizacja aeli guza pierwotnego), a nie w ptucach czy w
trobie, a te dwie ostatnie lokalizacje sajbardziej typowe dla guzéw przerzutowych
[62, 91].Ponadto, guzy przerzutoweg svorzone jedynie przez wyselekcjonowane klony
komorkowe istnigjce w guzie P lub R. @stasci chromosomowych aberraciji niezréw-
nowazonych w guzach pierwotnych sizsze anieli w guzach wznowy [83].

Poréwnujc czstosci wyskpowania niezrownowanych aberracji chromosomo-
wych w guzach R i M stwierdzona; w guzach tych w dodatkowe kopie najaze]
zaangaowane byty chromosomy 1q i 8, natomiast w utraty 6q i 16p/a6zgmiany te
czeéciej obserwowano w guzach R (odp. 1,3; 4; 1,2 i 1,6x)edinv M, jednalze zmiany
te s statystycznie nieistotne. Aberracje chromosomoéw @hyly opisywane przez
innych autoréw, ale nie podawali onigstici wyskpowania tych aberracji w guzach
MLPS. Nie zauwayli rowniez, stosujc wytacznie metod CGH, wystpowania aberra-
cji niezrownowaonych chromosomoéw 1q i 16 [71, 76, 85, 100]. Natomiast inni zytor
wykorzystupc metod GTW, stwierdzili zaangawanie ww. chromosomow we wtérne
aberracje, nagbstwem ktérych byta trisomia 1q i utrata 16q [66, 92,108]. Wtédmex-
racja w postaci trisomii chromosomu 8, opisywana byta preestgstkim w guzach R i
M [52]. W niniejszej pracy stwierdzona, aberracja ta 4x zciej wysgpuje w guzach
R ankeli M, w zwiazku z tym, wydaje si by¢ zmiam bardziej typow dla guzéw R
anieli M.
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Wszystkie opisane pourgj aberracje chromosomowe wykryto w wieluzmgch
nowotworach cztowiekaDodatkowe kopie chromosomu 8 opisywano w:esaku
Ewinga (29% guzéw), nasaku jasnokomorkowyrni70% guzow) i mgsaku mazidwko-
wym (14% guzéw) [45], MFH [111], widkniakorBaku [84], MPNST [8], myeloid
sarcoma[14] i chrzstniakomgsaku [35], jak réwniz w ostrych i przewlektych biatacz-
kach szpikowych [16, 67]. Okazujezste trisomia chromosomu 8, w niektérych nowo-
tworach, mae mi& znaczenie kliniczne: w CML trisomia 8, obok dodatkowegim-ch
mosomu Ph i izochromosomu 17p, zwiastuje &iytastyczm [9], natomiast w ngisaku
maziowkowym zwiazana jest z progrespuza - najcgiciej stwierdzana jest w guzach o
srednicy ponad 5cm [44, 82, 90].

Dodatkowe kopie chromosomu 1q, w tym amplifikacje, obserwowamadelu réz-
nych guzach nowotworowych, rowaig@ochodzenia ttuszczowego: WDLPS, DDLPS,
ttuszczakomjsaku pleomorficznym, MFH [61, 70, 85] orazgsaku kéciopochodnym,
migsniakomisaku gtadkokomaorkowym i rakachatkoby i jelita grubego (najegciej w
guzach M ww. rakow). Wyspowanie tej mutacji w tak séiorodnych histologicznie
nowotworach, sugerujez iv chromosomie 1q zlokalizowang geny zwizane z rozwo-
jem i proliferacy guzéw [34].

Z kolei utraty chromosomu 6q opisywano w:g¢eaiku kdéciopochodnym [33],
chrzstniakomgsaku [53], MFH [33], misakach macicy [27], raku piersi i jajnika [33],
a utraty rénych fragmentéw chromosomu 16 w rakacitraby, ptuc i piersi [33], m
saku Ewinga [3] czy MPNST [8].Wygtowanie ww. aberracji w tak wielu adych,
ztosliwych nowotworach mze sugerowd iz w chromosomach tych zlokalizowang s
geny supresorowe [32].

W niniejszej pracy po raz pierwszy poréwnano zaburzeémisowagi genomowej
w guzach M/RLPS ok&one jednoczéie metod CGH i analizy kariotypow. W 62%
guzow obie metody potwierdzity niezréwnaokemie genomu, z tynye niespetna 39%
zmian byta stwierdzona obiema metodami, a pozostale,tglko metod CGH (24%),
albo tylko w oparciu o kariotypy (37%). Zgodtovynikdw uzyskanych z zastosowa-
niem obu metod stwierdzono w 50% guzo6w. Dlategowecelu precyzyjnego okéke-
nia zaburzé réwnowagi genomowej w guzach nowotworowych, najlepiesmtat
obydwie metody badawcze.

Prza&ledzono ewolug kariotypO6w guzow czterech pacjentéw z rozpoznaniem
M/RLPS analizujc od dwdéch do siedmiu guzéw od jednego pacjenta. We wszystkich
guzach stwierdzono (metpdorazkéw G i/lub FISH) obecni translokacji swoistej
t(12;16). Wykazanoyijezeli zmiana swoista wygbowata w postaci aberracji ukrytej, w
takiej postaci utrzymywata giwe wszystkich guzach pochaegych od tego pacjenta.
Wykazano rownig, ze guzy M/RLPS danego pacjenta pojawgaj st w trakcie trwania
choroby, charakteryzuje da stabilné¢ genomu - aberracje wtérne utrzymgic w
wigkszaci guzow R i M danego pacjenta i tylko sporadycznie pojavéigj dodatkowe
zmiany chromosomowe.

Mandahl i wsp. opisali wyniki badacytogenetycznych dwoch guzéw MLPS (P i
M) pochodacych od jednego pacjenta, ktére mialy identyczne kariotyf{2;16) jako
jedyra zmiary cytogenetycza [49]. Z kolei Gibas i wsp. opisali kariotypy dwéch guzow
M od jednego pacjenta rozpoznanych jako MLPS. Wspdmiara chromosomow dla
obydwu guzéw byta t(12;16) i #ity sic one aberracjami wtérnymi [23].

Po raz pierwszy prékedzono zmiany cytogenetyczne w guzach pacjenta, u ktérego
stwierdzono histologicznprogrest MLPS do RLPS. Jedynwspdlra zmiara cytogene-
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tyczma, wyskpujaca w obydwu guzach, byta aberracja swoista. W guzie MLP&stw
dzono pojedyncze zmiany wtérne (-16q i +1q), ktére zatykw guzie RLPS, ale poja-
wity si¢ inne wtérne aberracje i byly to vagiznie dodatkowe kopie chromosoméw: 5,
79, 8, 13 i 14. W trakcie histologiczne] progresji ttuszczakeakasluzowatego w
okragtokomorkowy wystpuja istotne ranice chromosomowe. Guzy te charakteryzuj
zupetie odmienne wtérne aberracje chromosomowe, priypwaniu wspoélnej aberra-
cji swoistej.

Poszczegdlne podtypy histologiczne tluszczaksakow rénia sig cytogenetycz-
nie, ale nie zaobserwowano, aby lokalizacja nowotworu wgy na obecrié aberracii
swoistych, czy stopfeztozonadsci kariotypu stwierdzanego w danym guzie.

Mi esaki mazidwkowe (SS)

Przeprowadzono anadizcytogenetycza 23 guzow trzech podtypow histologicz-
nych SS i byly to zar6wno guzy pierwotne, wznowy miejsegak i guzy przerzutowe.
Translokag} swoist t(X;18)(p11;q11) lub jej wariant stwierdzono w 74% guzéw, a w
pozostatych kariotyp byt prawidtowy lub wygowaly wykcznie aberracje wtérne. We
wszystkich guzach, w ktérych nie wykazano metogtogenetyki klasycznej obeciud
t(X;18), potwierdzono jej obec’d wykonupc badanie FISH z zastosowaniem sondy
swoistej dla gen®S18W zwiazku z tym, cgstas¢ wyskpowania aberracji swoistej w
badanych 23 guzach wzrosta z 74% do 10@%miki te s zblizone do danych z litera-
tury, gdzie swoist translokag wykrywano w ponad 95% guzéw [45, 82]. Zjawisko
translokacji ukrytej byto stwierdzane zaréwno w guzachoS&riotypie prawidtowym
[107] jak i w guzach charakteryagych st wysiepowaniem wyicznie aberracji wtor-
nych [2, 38], w ktérych metadFISH z zastosowaniem sond swoistych dla geB&4:8
lub SSX,albo metod PCR potwierdzono obecfiotranslokacji swoistej [2, 38, 1QAV
niniejszej pracy potwierdzono dane publikowane stwiesdeajz w guzach MoSS z
jednakowy czgstascia wystgpuja mutacje genovSX1 i SSX[B9, 74, 82], 5-10% guzow
BiSS charakteryzajmutacjeSSX282], a w guzach PDSS gtéwnie mutacje g&8X1
[74]. Dopiero wprowadzenie kilku metod badawczych - GTWSHEIz zastosowaniem
sond swoistych dla gendw zlokalizowanych w miejscagtnig¢ chromosomoéw zaan-
gazowanych w aberracje, urdovia petna diagnostyk i wykrycie aberraciji pierwotnej
w 100% guzdw.

Prosty kariotyp z t(X;18) jako jedyrzmiary cytogenetyczg stwierdzono tylko w
dwoch guzach (12%), w pozostatychs zawarzyszyty jej liczne wtérne, strukturalne
i/lub liczbowe aberracje chromosomowe, podczas gdy wg &agakrednio 30% gu-
z6w (gtdwnie pierwotnych) charakteryzuje prosty kariotyp [&istniata rénica po-
migdzy badaniami wtasnymi i opublikowanymi peswiadczy o wyzszym zawanso-
waniu klinicznym choroby u pacjentéw, ktérych nowotworyylgrzedmiotem badaw
niniejszej pracy.

W mnigj niz 10% guzéw stwierdza eswysigpowanie wariantow translokacji swo-
istej, w ktom, obok chromosoméw X i 18, zaangaane g inne chromosomy [82]. W
niniejszej pracy aberracje takie stwierdzono w 41% guzdéaSMi PDSS), w ktérych
obok chromosoméw X i 18 zaangavane byty chromosomy: 1, 5, 15 i 17. Natomiast
uwzglkdniapc kariotypy wszystkich SS badanych w Katedrze i Zakla@&i@ogii i
Genetyki GUMed, azstas¢ wyskpowania wariantdw wynosi 11,7% [28]. Warianty
translokacji z ww. chromosomami opisano w literatuige, stwierdzono inne miejsca
peknigé tych chromosomow [74, 82] amli w guzach przez nas analizowanychciac
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dane publikowane [42, 43, 50, 74] i wyniki wtasne, wariarapslokaciji stwierdzono w
27 guzach SS. Najegiej w aberrag te¢ zaangaowany byt chromosom 15 (6 guzéw)
oraz chromosomy 1, 51 12 (po 3 guzdw). Wszystkie guzy avedize w niniejszej
pracy, charakteryzajztozone kariotypy z licznymi wtérnymi aberracjami chromos
mowymi, ktore nie zawsze mea byto okréli¢ tylko w oparciu o badanie metpGTW.

W celu precyzyjnego okékenia zmian chromosomowych, w trzech guzach pociodz
cych od trzech pacjentéw, dodatkowo wykonano badaniadméteFISH. Nie zaobser-
wowano ranic cytogenetycznych ani histologicznych pedzy misakami maziéwko-
wymi z . klasyczm” postaca translokacji swoistej t(X;18), a guzami z wariantamji t
translokacji zawierapymi, obok chromosomoéw X i 18, czasami kilka dodatkowych
chromosoméw [28].

Zaburzenia réwnowagi genomowej analizowano w 60 guzach §81w36 guzow
MoSS, 13 BiSS i 11 PDSS. W 15 guzach zjawisko tostme w oparciu o jednoczesne
badania metad CGH i analizy kariotypOw, a w pozostalych 45 guzachaughie w
oparciu o kariotypy. Do tej pory w literaturze zaburzegéggomu, badane wagznie
metody CGH, opisano w ok. 100 guzach SS [69, 79, 102, 104], a w Zcxme w
oparciu o analig kariotypow [5Q. Wyniki bada licznych grup guzow przedstawili
Szymaska i wsp.- 67 guzow [102] oraz Nakagawa i wsp.- 22 guzy [69)mmiast po-
zostali autorzy przedstawiali po kilka guzow Sf8zice je z badaniami innych rodzajow
nowotworéw litych [79, 104].

W niniejszej pracy zaburzenia réwnowagi genomowej stw@rdav 80% guzéw
SS, co stanowi wiszy czestas¢ anizeli obserwowali inni autorzy: 55% [102] i 68% [69].
W 69% guzdw byly to zaréwno utraty jak i dodatkowe kopie, w 19#acznie utraty, a
w pozostatych 12% wytznie dodatkowe kopie. Uzyskane wyniki pozwakstwierdze,
iz w wigkszaci migsakdw maziowkowych (guzy P, R i M), zaburzenie réwnoveggi
nomowej wynika zaréwno z utrat, jak i dodatkowych kopii mate genetycznego,
natomiast wydcznie utraty lub wylcznie dodatkowe kopie stwierdzano gtéwnie w gu-
zach P i R (tylko w jednym guzie M), czego nie opisywaliorzy cytowanych powg|
prac.

Tab. 23Srednia liczba aberracji niezréwnosemych przypadaga na guz mesaka maziéwkowe-
go - poroéwnanie z literatar

Tab. 23. Theverage number of unbalanced aberrations per synovial sarcoma tuenggwrof
the literature

Liczba Liczba na guzNo. per tumor

guzow/ Aberracji/ Utrat/ Dodatkowych Ri;%?éonlc e
Tumors No. | Aberrations Losses kopii/ Gains
48 8.3 45 38 bad. wlasngl
present series
Nakagawa 2006
22 4,0 1,0 3,0 [69]
Szymaiska 1998
67 4,7 b.d. b.d. [102]

b.d.- brak danychro data

Srednia liczba aberracji niezréwnoiemych przypadapa na jeden guz w bada-
niach wtasnych byla 2x wgza anieli u innych autoréw (tab. 23). Zaistniateznice
mog wynikat z faktu, £ w badanym przez nas materiale przestliczbowo guzy R i
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M (tacznie 33 guzy) w stosunku do guzéw P (15 guzdw), podczas gdy cytovaatizba
analizowali zaburzenia genomu w 60 guzach P i tylko 7 R[102], natomiast Naka-
gawa i wsp. wyicznie w guzach P (22) [69]. Okazuje gdnak,ze w naszych bada-
niach, liczba aberracji niezrownogsanych przypadagra na jeden guz P (8,7/guz), row-
niez jest 2x wysza anieli u innych autoréw. Poniewaaden z badanych pacjentow nie
byt, przed badaniem cytogenetycznym guza, poddawany leczesinamrzypuszcza

iz przyczyr tak licznych wtérnych aberracji chromosomowych w guzgch pacjen-
tow byt wyzszy stopié zaawansowania klinicznego choroby,zahiu pacjentow bada-
nych przez innych autoréw [69, 102]. Wysoka liczba abernaigizrownowaonych
stwierdzona w guzach R i M (8,5 i 6,8 aberracji/guz kolejpojwierdza teos, iz w
trakcie progresji guza, wzrasta w nim liczba wtérnysezrownowaonych aberracji
chromosomowych [82].

Tab. 24. Poréwnanie egtasci wystepowania utrat i dodatkowych kopii wybranych chromosomoéw
w migsakach maziéwkowych - badania wkasne i dane z literatury

Tab. 24.Comparison of the losses and gains frequencies in selected crogws synovial
sarcomas - present series and review of the literature

Badania wtasne

Mandahl, 1995

Szymaiska,

sggrzrgjcji* Present series | [50] 1998, [102] I[\ézslfagawa,ZOOG
P(15), R(29), P(13), R(8), P(58), R(2),
Type of P(22)
aberration* M (4) M(6) M(1)
% guzow/% tumors
+8 40 17 30 27
+12 38 14 30 33
+2 27 10 16-22* 27
+7 27 13 b.d. 27
-11 31 10 14 b.d.
-3 31 17 22-24** 27
-1 21 b.d. 14 13

P- guz pierwotny, R- wznowa, M- guz przerzutowyrézne fragmenty chromosomoéw, **- odp. ramiona p i gq
danego chromosomu, b.d.- brak danych

P- primary, R- recurrent, M- metastatic,* - differtefragments of the chromosome, **- the p and tlzems of
each chromosome, respectively, b.d.- no data

Poréwnanie wynikéw wtasnych i danych literaturowych dhi® chromosomoéw
najczsciej zaangaowanych w aberracje wtérne w guzach SS przedstawiorabw2y.
W dodatkowe kopie zaangawvane byty kolejno, w zakaosci od czstasci wysipowa-
nia, chromosomy: 8, 12, 2 i 7, natomiast w utraty chromosdrhy3 i 1. Zaangawa-
nie wszystkich ww. chromosomoéw w zaburzenia réwnowagi gem@nbyty obserwo-
wane przez innych autoréw, z tyge czstdci zmian w badaniach wlasnych (wekd
szaci chromosomoéw) byty wisze anieli w danych opublikowanych (tab. 24), cozao
by¢ zwiazane z faktemze cytowani badacze analizowali przede wszystkim guzy pier
wotne [69, 102]. Poniewaw niniejszej pracy dysponowano tylko czterema guzami M,
poréwnano zaangawanie ww. chromosoméw we wtérne aberracje niezrévenome
wytacznie w guzach P (15 guzéw) i R (29 guzow). Nie znaleziononej@berracii
chromosomowej charakterystycznej dla guzéw P lub R, alwaano, ze ww. chromo-
somy (z wyjptkiem 11, ktérego utraty nieznaczniez@@ej obserwowano w guzach P),
cze$ciej zaangaowane byty w aberracje w guzach R w poréwnaniu do P. &tngeo,
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ze dodatkowe kopie chromosomu 8, ok. 2xsciej, a utraty chromosomu 1 ponad 4x
czesciej obserwowano w guzach R agli w P (statystycznie nieistotne), co recsuge-
rowa, iz geny obecne w tych chromosomach gnsgczegdlne znaczenie w rozwoju
guzéw R. Nakagawa i wsp. oraz Szyrsiea i wsp., z podolanczestaicia (w guzach P)
obserwowali trisomi chromosomu 8, natomiast utraty chromosomu 1 - 2cig ani-
zeli w niniejszych badaniach [69, 102]. Potwierdaily opublikowane [82] dane wska-
Zujace, &z trisomia chromosomu 2 nie wygpuje w guzach pierwotnych, a chromosomu
8 w przerzutowych. Stwierdzone w guzach P dodatkowe kopgendaomu 2 dotyczyty
ramion p lub g tego chromosomu (ryc. 13) i byly obserwowa@maiez przez innych
autorow [50, 68, 102]. W guzach SS, w ktorych wysfa dodatkowe kopie chromoso-
mu 2p, wykazano mutacje zlokalizowanych tam onkogeM®H2 i KCNK12 ktére
mog mie¢ znaczenie kliniczne [68]. Z kolei wygtujaca w guzach SS trisomia chromo-
somu 12, a szczegdlnie ramion q tego chromosomu, w ktdigkalzowane g liczne
onkogeny(CDK2, SAS, CDK4, MDM2 i intha zte rokowanie kliniczne [68].

Aberracje niezrownowane wszystkich ww. chromosoméw, obserwowano nie tyl-
ko w guzach mésakéw maziéwkowych, ale w wieluzdych typach nowotworéw czto-
wieka. Zmiany wtérne w postaci dodatkowych kopii chroomes 12 stwierdzono w
chrzstniakomésaku [35, 53], widkniakomsaku [84], mi¢saku kéciopochodnym [103]

i MFH [111], a 7 w chrgstniakomésaku [35, 53], widkniakomsaku [84], m¢sniako-
migsaku pazkowanokomérkowym [10] i MPNST [8]. Utraty chromosoméw: 1p i 11
obserwowano w guzach MPNST [8] i clsiniakomésaku [53], a 3 w MPNST [8] i
migsaku Ewinga [3]. Z utratami chromosomowaid si¢ utraty zlokalizowanych w nich
genéw. W mgsaku mazidowkowym opisano, np. utraty genéw supresorowiRhSSF1
(3p21.3) i protoonkogendwHRAS(11p15.5) oraxZCND1(11g13) [68]. Znaneasmu-
tacje tych genéw w wielu innych nowotworach [32, 33]. Wiystvanie ww. aberracji w
réznych zigliwych nowotworach cztowiekawiadczy o obecnii w nich gendw, kto-
rych mutacje zwazane g z proliferacy réznych typow nowotworow.

Po raz pierwszy oké®no zaburzenia rownowagi genomowej w tym samym guzie
wykorzystupc dwie metody badawcze: CGH i analkariotypu. Badaniami tymi otfjo
15 guzéw mgsakow maziowkowych. Wszystkie badane nowotwory charaktegizow
sie ztozonymi kariotypami z licznymi aberracjami chromosomowyiM 71% guzéw
obie metody potwierdzity niezrownoweanie genomu, 48% aberracji stwierdzone byto
obiema metodami, 27% wadznie metod CGH i 25% tylko w oparciu o analizowanie
kariotypéw. Przedstawione powsj wyniki wskazuy, ze petr ocerg zréwnowaenia
genomu komérek nowotworowych bma uzyska poprzez réwnoczesne zastosowanie
klasycznej techniki pzkowej G i techniki molekularnej CGH.

Przeprowadzona analiza poréwnawcza zaliurbgnowagi genomowej w trzech
podtypach histologicznych SS wykazata nagay odsetek (91%) guzéw z zaburzenia-
mi w podtypie niskozrinicowanym (PDSS), a najiszy (70%) w guzach dwufazowych
(BiSS), natomiast w postaci jednofazowej (MoSS) zmitakye wystpowaty w 81%
guzow, co jest zgodne z literaquw przypadku dwoéch ostatnich podtypdéw, natomiast
inni autorzy nie analizowali wystarcaagj liczby guzoéw PDSS, aby wykahdakie
obliczenia [69, 90, 102]. Wspd&iwygtowanie utrat i dodatkowych kopii byto gtéwn
przyczyry zaburzé réwnowagi genomowej w guzach Mo i PDSS (odp. 76% i 80%
guzow) i zmiany te byly statystycznie istotne w stosunkiguimw BiSS (33% guzéw).
Autorzy cytowanych powiej prac, nie analizowali szczegétowo rodzajow aberracji w
poszczegodlnych guzach, a tylko obliczali liczby utrat i dodagkabvmkopii [69, 90, 102].
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Uzyskane w niniejszej pracy wyniki dowegze w trakcie rozwoju kalego z podty-
péw SS maj znaczenie zaréwno utraty jak i dodatkowe kopie gendw zlakatinych
w chromosomach ulegagych aberracjom.

Tab. 25Srednia liczba niezrownowanych aberracji przypadgja na guz w rinych podtypach
migsakOw mazidwkowych - badania wtasne i dane z literatury

Tab. 25. Theverage number of unbalanced aberrations per tumors in differential/sakcoma
subtypes - present series and review of the literature

Liczba aberracji/ guz (liczba guzow)
Podtyp Aberrations No. per tumdtumors No.)
Subtype | Badania wlasne| Szymaska 1998| Nakagawa 2004
Present series [102] [69]
MoSS 5,5 (29) 5,3 (29) 4,2 (13)
BiSS 4,9 (9) 2,5(6) 2,1(9)
PDSS 10,9 (10) b.d. (2) b.d. ()

MoSS — mgsak maziéwkowy jednofazowy, BIiSS -¢aak mazidowkowy dwufazowy, PDSS -¢sak maziow-
kowy nisko zréanicowany, b.d.- brak danych

MoSS- monophasic synovial sarcoma, BiSS- biphgemvial sarcoma, PDSS- poorly differentiated syabvi
sarcomap.d.- no research

Najnizsz sredng liczbe aberracji przypadaga na jeden guz stwierdzono w guzach
BiSS (4,9/guz), a najwgza w guzach PDSS (10,9/guz). Uzyskane wyniki poréwnano z
danymi innych autordw (tab. 25) i stwierdzone,podobnie jak w niniejszej pracy, guzy
jednofazowe charakteryzuje ahisza czstas¢ aberracji na guz w poréwnaniu do dwufa-
zowych [69, 102]. Jednak w badaniach wtasnych, w guzach Bi&gStai¢ aberracii
byta 2x wiksza anieli wykazali inni autorzy (tab. 25). W badaniach przeprowagczo
w niniejszej pracy we wszystkich podtypach histologiczn®&h przewaaly liczbowo
guzy R i M, ktore charakteryzujsic wicksz liczba niezrownowaonych aberracji
chromosomowych w poréwnaniu do guzéw P [82], ktére byty gtownymjédynym
materiatem badawczym u cytowanych paejyautorow [69, 102].

W niniejszej pracy po raz pierwszy porownasr@dng liczbe utrat i dodatkowych
kopii chromosoméw przypadggych na jeden guz w kdym z trzech podtypow rga-
kow maziowkowych. Stwierdzona; zaburzenia réwnowagi genomowej we wszystkich
podtypach misakéw maziéwkowych wywotajzarowno utraty jak i dodatkowe kopie
materiatu genetycznego amfych chromosomoéw. Jedynie w podtypie MoSS utraty
(3,2/guz) przewzaja nad dodatkowymi kopiami (2,3/guz). W pozostatych podtypach
histologicznych cgstasci utrat i dodatkowych kopiiagsna podobnym poziomie.

Chocia nie znaleziono aberracji wtérnej, ktora bytaby chargktgczna dla okre-
slonego podtypu histologicznego SS zauwreo, iz dodatkowe kopie chromosomu 8 lub
jego fragmentu wyspuja we wszystkich trzech podtypach tegogsaka (24% guzow
MoSS, 44% BiSS i 80% PDSS). Utratyzngch fragmentéw chromosomu 11 i dodat-
kowe kopie 12 stwierdzono w znacznym odsetku guzéw MoSS (odp. 24% guzow)

i PDSS (po 70% guzdw), natomiast utraty chromosomu 10 i dodatkopie 2 w gu-
zach BISS (odp. 33% i 44% guzéw). Zaweao rownie, iz w guzach MoSS i PDSS w
aberracje niezréwnovzane zaangawane byty wszystkie chromosomy, podczas gdy w
guzach BiSS chromosomy 5, 6 i 18, nie uczestniczyty w atjacta

Wykorzystupc meto@d prazkéw GTW, CGH oraz FISH prékedzono ewolug cy-
togenetycza guzéw SS pochodzych od czterech pacjentéw i byty to kolejno: guzy P i
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R, R i M oraz od dwéch pacjentow po dwa guzy R. Trans|okawvoist -
t(X;18)(p11;q11) stwierdzono w guzach wszystkich pacjentdwz ze u dwdch z nich
byta ona w postaci translokacji ukrytej, u jednego w postaciantu z chromosomem 5
- 1(X;5;18), a u ostatniego w formie ,klasycznej’. Abejome tym zawsze towarzyszylty
liczne, wtdrne aberracje chromosomowe prowadzdo zaburzeréwnowagi genomo-
wej (tab. 22).

Wykazano, 4 guzy P i R oraz R i M pochogze od jednego pacjenta charakteryzo-
wata dua zgodnéc kariotypowa - guzy te edity si¢ migdzy sola tylko pojedynczymi
wtérnymi aberracjami chromosomowymi. W opisanych datyels badaniach guzéw P i
R od pacjenta z nssakiem maziowkowym stwierdzano, albo identyczne kavipoty
obu guzach [50, 79], albo w guzie R pojawiaty gdodatkowe, w stosunku do P, zmiany
chromosomowe [50]. Nie stwierdzono doniésienych autoréw, ktérzy poréwnali wy-
niki bada cytogenetycznych guzéw R i M gsaka maziowkowego pochagzch od
jednego pacjenta. Obserwacje takie przeprowadzono w przypeidkniakomisaka
[48] oraz MFH [73] i wykazano wzrost liczby aberracji w getzav w stosunku do
guzow R. Natomiast w kilku doniesieniach opisano wyniki hadgtogenetycznych
guzow P i M pochodrcych od jednego chorego z SS. U pacjentéw tych, w gulgach
obserwowano dodatkowe, w stosunku do guzéw P, aberracje clumiowe [73, 104].
Podobne wyniki obserwowano w badaniach guzéw P i M inm@liotwordw litych:
MFH [7, 104], raku prostaty [95], miniakomisaku gtadkokomdrkowym prostaty [13] i
widkniakomisaku [104]. Wzrost liczby aberracji chromosomowych w guzacitv R
stosunku do P, czy w R do M wskazuje,progresja z guza P do R i R do M zzegina
jest z gromadzeniemesiv komérkach guza zmian genetycznych [50, 79].

Przeprowadzone poréwnanie wynikow badstogenetycznych dwéch guzéw R od
jednego pacjenta z gsakiem maziowkowym wykazaty w kdym guzie odmienne
wtorne aberracje chromosomowe - stwierdzano tylkegywjcze, wspdlne dla obydwu
guzow danego pacjenta, wtdrne zmiany chromosomowe. Mandesil. iopisali wyniki
bada cytogenetycznych ptiu guzéw R (MoSS) pochodeych od jednego pacjenta i
podobnie jak powkej opisano, we wszystkich guzach stwierdzono abermepist
oraz liczne wtérne zmiany chromosomower&d ktérych byly aberracje wspoélne dla
wszystkich guzéw, jak i zmiany wystujace tylko w pojedynczych guzach [50].

Przeprowadzona analiza poréwnawcza wynikow cytogenefghzguzéw mgsa-
kéw mazidwkowych pochodezych od jednego pacjenta wykazalaguzy te charakte-
ryzuja liczne zmiany w genomie, a w trakcie trwania chorobyaetworowej pojawiaj
si¢ dodatkowe aberracje chromosomowe. Zaioma, ze kolejne guzy wznowy miej-
scowej charakteryzagjsic odmiennymi aberracjami wtornymi - tylko pojedyncze amyi
sa wspolne dla wszystkich guzéw R danego pacjenta, natoguagtpierwotne i wzno-
wy oraz wznowy i guzy przerzutowe pochede od jednego pacjenta charakteryzuje
wigksza zgodn& kariotypOw i r@nia sig migdzy sola pojedynczymi aberracjami wtor-
nymi. Nie znaleziono wtérnej aberracji chromosomowgrekterystycznej wytznie
dla guzéw P, R czy M ngsaka mazidwkowego.

Przedstawione powgj wyniki dowodza, iz badania cytogenetyczne odgryuwaj
istotrg role w diagnostyce rnicowej nowotwordw tkanek rgkkich. Ttuszczakongisa-
ka $luzowatego z t(12;16) nioa r@&nicowa zesluzowatymi postaciami innych guzéw,
a misaka mazidwkowego z t(X;18) z innymi guzami wrzecionokamorkowymi
[44]. Z kolei badania molekularne miejsgkpig¢ chromosomoéw zaangawanych w
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translokacje swoiste, umlowity wykrycie gendw fuzyjnych, ktérych produkty wiac
si¢ z DNA, reguluj procesy transkrypcji [45].

O ile badania cytogenetyczne nowotworow hematoonkologotemaj znaczenie
nie tylko diagnostyczne, ale rowajew wielu przypadkach, rokownicze [46], o tyle w
guzach litych znaczenie tych badaie jest jasne [45]. Pojawiapic jednak prace, w
ktorych autorzy probajokresli¢ role réznych aberracji chromosomowych w przebiegu
choroby i prognozowaniu klinicznym chorych z nowotworadkainek mgkkich. Obec-
nos¢ genu fuzyjnegdSS18/SSX@raz prosty kariotyp w msaku mazidwkowym daje
lepsze rokowanie niSS18/SSXilztozony kariotyp z tymze znaczenie mutacji genowej
jest wiksze [45, 74]. Z kolei dodatkowe kopie chromosomu 13q wiysigjasocjowé
ze ztym rokowaniem dla pacjentow z ttuszczakgakiem dobrze zédicowanym [85],
a utraty ww. chromosomu zgkiszap ryzyko przerzutéw u pacjentow z chsmiako-
miesakiem [53]. Stwierdzono réwrieze pekniecia w chromosomach 1pl, 1p4, 14qli
1792 oraz dodatkowe kopie chromosomu 6p obserwowagsakaich tkanek rgkkich o
wysokim stopniu zigliwosci, zwigkszag ryzyko wystpienia przerzutu [57].

W niniejszej pracy, po raz pierwszy, przedstawiono wyb@da cytogenetycznych
tak licznej grupy @cznie 136) guzéw dwdch typow histologicznychesaikow: ttusz-
czakomesakéw (WDLPS, DDLPS i M/RLPS) i mBakéw maziowkowych (MoSS,
BiSS i PDSS). Skupionoesprzede wszystkim na ocenie zaburzéwnowagi genomo-
wej komorek nowotworowych, wykorzysagj w tym celu metody cytogenetyki klasycz-
nej (GTW) i molekularnej (CGH). Stwierdzona,bardziej szczegotaywcharakterystyk
cytogenetycza guza mana uzyska poprzez wykorzystanie obu ww. metod do badania
jednego guza, areli przy stosowaniu jednej, wybranej metody.

Uzyskane wyniki zwikszaj wiedz na temat zmian w genomie komorek, nie tylko
poszczegdlnych podtypdw histologicznych, alezéalwv guzach pierwotnych, nawroto-
wych i przerzutowych badanych gaakéw, jak rowni2 w guzach pojawiagych sg w
trakcie trwania choroby nowotworowej u jednego pacjenta.

Pomimo,ze nie wykryto wspolnych, wtornych aberracji chromosomyawcharak-
terystycznych dla kalego z typow histologicznych gsakéw, ani zmian wspolnych dla
guzéw P, R czy M, to znajonsdzaburzé genomowych dotyexych okrglonych re-
gionéw chromosomoéw cztowieka otwiera deadp dalszych badamolekularnych nad
mechanizmami rozwoju i progresji ¢gsakow.
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6. WNIOSKI

1.

Guzy tluszczakomsakow dobrze zedicowanych (WDLPS) i odedicowa-
nych (DDLPS) rania sie cechami niezrownowania genomu, céwiadczy o
odmiennej biologii tych nowotwordw.

Niezrownowaenie genomu komérek guzéw ttuszczakegsakowsluzowatych/
okragtokomorkowych (M/RLPS) powoduje wygtowanie dodatkowego mate-
riatu genetycznego pochagtzgo gtéwnie z chromosoméw 1q i 8 oraz utraty z
chromosoméw 6q i 16p/q.

Najwyzsza cestas¢ guzOw z zaburzeniami rGwnowagi genomowej wysie
w podtypie niskozrinicowanym mg¢saka maziéwkowego (PDSS) a nafza
w podtypie dwufazowym (BiSS).

Nie stwierdzono wtdrnych aberracji chromosomowych akiarystycznych dla
nawrotowych i przerzutowych guzéw ¢ggakoéw LPS i SS.

W przypadku wysipowania ukrytych swoistych translokacji w guzach tlusz-
czakomesakéw M/RLPS i w mgsakach maziéwkowych oraz braku wysi-
wania charakterystycznych chromosomoéw markerowych w guttaszczako-
migsakow WDLPS i DDLPShadania metodami FISH i CGH w znacy spo-
sGb uzupeiniaj ocerg stanu genomu komorki oklanej za pomag cytogene-
tyki klasycznej.

Potwierdzono madiwos¢ istnienia ttuszczakongsaka mieszanegéiuzowatego
z dobrze zrinicowanym (M/WDLPS),dczacego zmiany chromosomowe swo-
iste dla obu komponent histologicznych guza.

Guzy nawrotowe oraz przerzutowe tluszczakgakéw WDLPS i MLPS, po-
jawiajace st w trakcie trwania choroby nowotworowej, cechujeksra stabil-
nos¢ kariotypowa, arieli guzy ttuszczakomsakéw DDLPS i misakéw ma-
zibwkowych.

Jednoczesne zastosowanie metod CGH i analigk@ve] kariotypu jednego
guza pozwala na bardziej precyzyjnpetrs ocere zaburzé réwnowagi geno-
mowej w komdrkach ngsakow.
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7. STRESZCZENIE

Migsaki, to ztgliwe, lite guzy nowotworowe cztowieka lokalizige st gtéwnie w
tkankach migkkich i kasciach. Te histologicznie zzdicowane guzy stanowimniej niz
1% wszystkich nowotwordw cztowieka, z czego 20% to tluszczésaki (LPS) a 5-
10% mksaki maziowkowe (SS). Tiuszczakaweki sluzowate/okagtokomorkowe
(M/RLPS) i misaki maziéwkowe charakteryaupierwotne wysoce swoiste chromoso-
mowe translokacje odp.: t1(12;16)(q13;p11) i t(X;18)(p11;qll), wikuyrktérych po-
wstap geny fuzyjneFUS/DDIT3i SS18/SSX1-&wiazane z rozwojem tych nowotwo-
réw. Natomiast w ttuszczakogsakach dobrze zzdicowanych (WDLPS) i odidico-
wanych (DDLPS) stwierdza gsiwysigpowanie chromosoméw pigieniowych () i/lub
olbrzymich chromosomoéw markerowychmdr), w ktorych wysgpuje amplifikacja
chromosomu 12q11/13-q22/24. W trakcie rozwoju choroby, w guzach powstane
aberracje chromosomowe prowade do zaburzeréwnowagi genomowe;.

Celem pracy byto zastosowanie metod cytogenetyki klasy¢@T&V) i molekular-
nej (FISH, CGH) w okrdeniu czstaci wyskpowania swoistych aberracji chromoso-
mowych oraz zaburdegenomowych w komdrkach ndych podtypéw LPS i SS. Po-
réwnano take zaburzenia genomowe w guzach pierwotnych (P), nawrotoR) i
przerzutowych (M) oraz zbadano ewolyemian cytogenetycznych w guzach pocho-
dzacych od jednego pacjenta, pojaw@jch s¢ w trakcie trwania choroby.

Zaburzenia genomowe okfeno na podstawie analizy kariotypow 76 guzow czte-
rech podtypdéw histologicznych LPS: WDLPS, DDLPS i M/RL&1&z 60 guzow trzech
podtypOw histologicznych SS: jednofazowych (MoSS), dwufanbw{BiSS) i nisko-
zr&znicowanych (PDSS). Dodatkowo, zaburzenia genomoweslokie metod CGH w
51 guzach rinych podtypéw LPS i 15 guzach SS. Obeécnmanslokacji swoistej po-
twierdzono metogl FISH z zastosowaniem sond swoistych dla geB&T3 w 21 gu-
zach M/RLPS orasS18/SSX1+& 25 guzach SS.

Przyczyry zaburzé réwnowagi genomowej wszystkich guzéw byty zaréwno utraty
jak i dodatkowe kopie edych chromosoméw. Niezréwnowenia genomu obserwowa-
no we wszystkich guzach WDLPS i DDLPS oraz w 80% guzdRLW®WS i SS. W tych
ostatnich guzach zjawisko to byto spowodowane oktpetornych, niezréwnowen-
nych aberracji chromosomowych, podczas gdy w guzach WD LHF3D obecngxia
amplifikacji r&nych fragmentdw chromosomu 12q i/lub wtérnymi aberracjaret
zrownowaonymi.

Stwierdzono,ze guzy WDLPS i DDLPS charakteryaugic odmiennymi cechami
niezréwnowaenia genomu, céwiadczy o odmiennej biologii tych nowotworéw. Frag-
ment chromosomu 12g23-24 ulegat amplifikacji yeginie w guzach DDLPS, a amplifi-
kacje r@nych fragmentéw chromosomu 14q wysdwaty tylko we wznowach guzéw
WDLPS. Ponadto w guzach WDLPS stwierdzono wystvanie dodatkowych kopii
chromosoméw 3/3p oraz 5p, natomiast w guzach DDLPSepysiaty dodatkowe kopie
chromosomu 5q oraz utraty 20qg.

Niezréwnowaenie genomu komorek guzéw M/RLPS powoduje yystvanie do-
datkowego materiatu genetycznego pochodgo gtownie z chromosomoéw 1q i 8 oraz
utraty chromosomow 6q i 16p/q.

Przyczyry zaburzé rownowagi genomowej w rgakach SS byly, przede wszyst-
kim, dodatkowe kopie chromosoméw: 8, 12, 2 i 7 oraz utratynchsoméw 1p i 3.
Analiza poréwnawcza zaburzedwnowagi genomowej w podtypach histologicznych
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SS wykazala,zi najwyzsza czstas¢ guzow z zaburzeniami rGwnowagi genomowej wy-
stepuje w podtypie niskozedicowanym (91% guzéw), a naisza w dwufazowym
(70%).

Nie stwierdzono wtérnych aberracji chromosomowych aktarystycznych dla na-
wrotowych i przerzutowych guzow gsakéw LPS i SS.

W guzach WDLPS (87% guzdw) i DDLPS (74%) stwierdzono obgcaloarakte-
rystycznych chromosomoéw pigieniowych i/lub olbrzymich chromosoméw markero-
wych, a w podtypie M/RLPS (79%), swoistej 1(12;16)(q13;p1l). yatkre trzy podtypy
histologiczne SS (73%) charakteryzowata t(X;18)(p11;q11) luvaejanty.

We wszystkich typach resakoéw, dzki zastosowaniu technik FISH i CGH, wy-
krywalnas¢ zmian swoistych wzrosta do 100%. W przypadku gystvania ukrytych
swoistych translokacji lub braku innych charakterystychnchromosoméw markero-
wych, badania metodami FISH i CGH w znacy sposéb uzupetni@jocerg stanu ge-
nomu komérki okrélanej za pomag cytogenetyki klasycznej. Jednoczestigcie me-
tod CGH i analizy pizkowej kariotypu jednego guza pozwala na bardziej precyayjn
petra ocerg zaburzé rownowagi genomowej w komarkach ¢geakow.

Potwierdzono madiwos¢ istnienia ttuszczakorgsaka mieszaneggiuzowatego z
dobrze zréanicowanym (M/WDLPS),dczacego zmiany chromosomowe swoiste dla obu
komponent histologicznych guza.

Stwierdzono, guzy R/M tluszczakomsakéw WDLPS i MLPS, pojawiage st w
trakcie trwania choroby nowotworowej, cechujeckgza stabiln@ chromosomowa,
anieli guzy tluszczakomgsakow DDLPS i mgsakéw SS. W msakach WDLPS i
M/RLPS identyczne wtérne zmiany chromosomowe obserwowaguzach pojawiaj
cych s¢ nawet w kilkadzieait mieskcy od badania pierwszego guza. Natomiast guzy
DDLPS i SS charakteryzowatyndorodne wtorne aberracje chromosomowe.

Znajoma¢ zaburzé genomowych dotyexych okrdlonych regionéw chromoso-
moéw cztowieka otwiera dragdo dalszych badgamolekularnych nad mechanizmami
rozwoju i progresji ngsakow.
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8. SUMMARY

Sarcomas are aggressive solid tissue tumors localipetlynin soft tissues or in the
bones. This histologically varied group of tumors accotortkess than 1% of all human
cancer cases. The most frequent sarcomas are liposa(e®S) and synovial sarcoma
(SS) representing, respectively, 20% and 5-10% of all mebgenal malignancies.
Myxoid and round-cell liposarcomas (M/RLPS) as welbishe subtypes of synovial
sarcomas are characterized by the presence of speaifgiocations: t(12;16)(q13;p11)
and t(X;18)(p11;g11), respectively. These translocatioasl ® the fusion of the
DDIT3/FUS genes located on the chromosomes 12q13 and 16pl1BSh8/SSX1-4
located on the 18qll and Xpll. Conversely, cytogenetic feapuesent in well-
differentiated (WDLPS) and dedifferentiated (DDLPS) liposaras are supernumerary
ring (r) and/or giant chromosomeér) both associated with amplification of chromo-
some regions 12q11/13-q22/24. During progression of the disemseso-called secon-
dary, chromosome changes arise what leads to genomkamnoda

The aim of the present work was to characterize geniambalances and to assess
the frequency of specific chromosomal changes in alblbstal subtypes of liposar-
comas and synovial sarcomas. The above mentionedandas were analyzed in pri-
mary (P), recurrent (R) and metastatic sarcoma legid). Advancement of cytogenetic
changes was followed in subsequent samples of tumors eedeate an individual
patient during disease progression. Classical karyotyporgparative genomic hybridi-
zation (CGH) and fluorescence in situ hybridizationSgF) methods were used in the
study.

Classical karyotype study was used to estimate genoivaances in all histologi-
cal subtypes of 76 liposarcoma and 60 synovial sarcoma tu@@id technique was
applied in 51 LPS and 15 SS tumors. To confirm the preseracep#cific translocation
FISH analysis using probes specific for fragmentdheffusion geneddDIT3/FUS for
M/RLPS andSS18/SSX14r SS was performed.

The main cause of genomic imbalance in all of thdyaed sarcomas were dele-
tions and additional copies of various chromosomes. Genionialances were found in
all WDPLS and DDLPS and in 80% of M/RLPS and SS tumaorshé later cases, the
lost of genomic balance was attributable to the peesef secondary unbalanced chro-
mosomal changes. Amplification of different fragmertslwomosome 12q and/or sec-
ondary changes were the cause of genomic imbalanc®lrtP® and DDLPS tumors.

It was found that the features of genomic imbalance difedsween WDLPS and
DDLPS tumors. The finding provides an explanation for therebdebiological differ-
ences between these tumor subtypes. Certain chromadoamges were present in a
particular tumor subtype only. For instance amplifaratof 12g23-24 region was pre-
sent exclusively in DDLPS tumors while amplificatiohwvarious regions of chromo-
some 149 was found only in recurrent WDLPS tumors. Furtbes, additional copies
of chromosomes 3/3p and 5p were present exclusively in WDUR®rs, whilst of
chromosomes 5q in DDLPS tumors only. The genomic imbalam M/RLPS tumors is
attributable primarily to the presence of additional tjermeaterial mainly from chro-
mosomes 1q and 8, and to loses of chromosomes 6qg and 16p/q.

Synovial sarcoma tumors display distinct features nbgec imbalance. Additional
copies of chromosomes 8, 12, 2 and 7 and losses of chromospraesl 3 are charac-



80 Mariola lliszko

teristic for this type of sarcoma. The imbalancesewsost frequent in poorly differenti-
ated subtype PDSS (91% tumors) in contrary to biphasigmif 096).

There were no chromosomal changes characteristiedarnent and metastatic LPS
and SS tumors.

The analysis of the specific and/or characteristic chromes aberrations has
shown that recurrent ring and/or giant marker chromosomegr@sent in 87% of
WDLPS and 74% of DDLPS tumors. In the M/RLPS subtypecifipetranslocation
t(12;16)(q13;p11) was present in 79% of tumors. In 73% of tuneesnding to all three
synovial sarcoma subtypes specific t(X;18)(p11;q11) or itentsiwere detected.

For all types of the sarcomas analyzed in the studydétectability of specific
chromosomal rearrangements reached 100% when all thiggenogtic techniques: G-
banding, CGH and FISH were applied. In the case of argpigcific translocations or if
no characteristic chromosomal markers were presepticagon of FISH and CGH
techniques radically improved the evaluation of genomaittis of the cell as determined
in classical karytotype study. Simultaneous applicatid@-band karyotyping and CGH
techniques in the analysis of an individual tumor samibbeva for more precise and
comprehensive evaluation of the of genetic imbalahsar@oma cells.

In view of the results of the present study the pd#silaif development of a mixed
liposarcoma tumor containing both myxoid and well-diffgized (M/WDLPS) histo-
logical components was confirmed. Such a tumor, chaiaeteby the presence of
chromosomal changes specific for both subtypes, isyaraee finding.

As compared to DDLPS and SS tumors, the two subtypepsasiaicoma: WDLPS
and M/RLPS display a considerably more stable chromosohzaiges in consecutive
tumor samples resected from an individual patient during @isgagression. Identical
chromosomal changes were found in recurrent or metalgtsibtis which were resected
several months after cytogenetical evaluation offitise tumor. Conversely, during dis-
ease progression DDLPS and SS tumors developed a wideabsgeondary chromo-
some changes.

Knowledge of genomic imbalances of particular human chromesegions may
open the way to the molecular studies on the mecharubsercoma development and
progression.
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10. ANEKS
Spis tabel

Tab. 26-29
Dane kliniczne 78 pacjentow i histologiczne 93%sakow, ktérych badania cytogene-
tyczne wykonano w niniejszej pracy.

Tab. 30, 31
Dane kliniczne, histologiczne i wyniki badaytogenetycznych opublikowanych $cie
guzéw M/RLPS i 37 SS, w ktorych okfeno zaburzenia genomu (metoda analizy kario-

typow).

Tab. 32-39

Wyniki bada cytogenetycznych wykonanych metodamiaziowa GTW, FISH oraz
CGH wszystkich podtypdw histologicznych ttuszczakggakoéw (LPS) i misakow
maziowkowych (SS).
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Tab. 26. Dane kliniczne i histologiczne 23 guzéw (18 pacjertidegczakomisakow dobrze
zréznicowanych - WDLPS
Tab. 26. Clinico-pathologic data on 23 tumors (18 patients) dfdiérentiated liposarcomas -

WDLPS
Nr pacjenta - Rodzai Leczenie
nr guza Ptec* / wiek uza**j przed bada- [Lokalizacja
Patient No- [Sex/age 9 niem*** Site
Status ;
tumor No. Prior therapy
1 K/53 P nie /not Zaotrzewnowo
retro peritoneum
> M/38 = nie /not klatka piersiowa
thorax
3 M/46 P nie /not  [udo/ thigh
4 M/50 P nie /not  |/2Ma brzucha .
peritoneal cavity
5 M/51 P nie /not  [udo/ thigh
6 M/51 P nie /not nadnercze
adrenal gland
7 K/49 P nie /not  [>cana .erUCha
abdominal wall
8 M/65 P nie /not  [udo/ thigh
9 M/38 P nie /not  |udo/ thigh
10 K/64 P nie /not  |udo/ thigh
11 M/41 R nie /not |220trzewnowo
retro peritoneum
12 K/32 R nie /not Zaotrzewnowo
retro peritoneum
13 K/51 R nie /not Zaotrzewnowo
retro peritoneum
14 K/64 R nie /not Zaotrzewnowo
retro peritoneum
15-1 M/38 R nie /not  |720trzewnowo
retro peritoneum
15-2 M/36 R nie /not Zaotrzewnowo
retro peritoneum
15-3 M/39 R nie /not Zaotrzewnowo
retro peritoneum
15-4 M/40 R nie /not  |Z30trzewnowo
retro peritoneum
15-5 M/39 R nie/not  |730trzewnowo
retro peritoneum
16-1 M/46 R nie /not [|Ama brzucha
peritoneal cavity
16-2 M/48 R tak /yes |2Otrzewnowo
retro peritoneum
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Nr pacjenta - |Ptec* / wiek |Rodzaj |Leczenie Lokalizacja
nr guza Sex / age guza** |przed bada- |Site
Patient No - Status |niem***
tumor No. Prior therapy
17 K/38 R nie /not  |udo/ thigh
18 M/27 R tak /yes Zaotrzewnowo
retro peritoneum

* M- mezczyzna, K- kobieta, ** P- guz pierwotny, R- wznow#: przed badaniem chemio - i/lub radioterapia
* M- man, K- woman, ** P- primary, R- recurrent, *prior chemo - and/or radiotherapy

Tab. 27. Dane kliniczne i histologiczne 19 guzow (9 pacjentdsgd¢zakomisakoéw odranito-
wanych - DDLPS
Tab. 27. Clinico-pathologic data on 19 tumors (9 patients) of ieeliftiated liposarcomas —

DDLPS
Err plzjlztzéenta i Plect | wiek Rodzaj [Leczenie przeq
9 guza** |badaniem*** |Lokalizacja / site
Patient No- |Sex / age :
Status |Prior therapy
tumor No.
1 M/51 P nie /not | 220trzewnowo
retro peritoneum
2 M/48 P nie /not Zaotrzewnowo
retro peritoneum
3 M/50 P nie /not  |udo/ thigh
4-1 K/77 R nie /not  [|ama brzucha
peritoneal cavity
4-2 Ki77 R nie /not  [|ama brzucha
peritoneal cavity
4-3 K/78 R nie /not  [|ama brzucha
peritoneal cavity
4-4 K/78 R nie /not  [@ma brzucha .
peritoneal cavity
5 K/52 R tak /yes Zaotrzewnowo
retro peritoneum
6 K/47 R tak /yes Zaotrzewnowo
retro peritoneum
7 K/39 R nie /not Zaotrzewnowo
retro peritoneum
8 M/78 R tak /yes lcz)kiro]lslce kdzwiowe
9-1 K/31 M nie /not Zaotrzewnowo
retro peritoneum
9-2 K/35 R tak /yes Zaotrzewnowo
retro peritoneum
9-3 K/37 M tak /yes Zaotrzewnowo
retro peritoneum
9-4 K/37 R tak /yes Zaotrzewnowo
retro peritoneum
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Err plzjlztzéenta i Plec* | wiek Rodzaj [Leczenie przeq
9 guza** |badaniem*** |Lokalizacja / site
Patient No.- [Sex / age .
Status |Prior therapy
tumor No.
9-5 K/38 M tak /yes sclana .erUCha
abdominal wall
96 K/38 M tak /yes ~[1ama brzucha
peritoneal cavity
9-7 K/39 M tak /yes jama brzucha .
peritoneal cavity
98 K/39 M tak /yes ~[1ama brzucha
peritoneal cavity

* M- mezczyzna, K- kobieta, ** P- guz pierwotny, R- wznowd; przerzut, *** przed badaniem chemio -
i/lub radioterapia
* M- man, K- woman, ** P- primary, R- recurrent, Metastatic *** prior chemo - and/or radiotherapy

Tab. 28. Dane kliniczne i histologiczne 28 guzéw (17 pacjenttdegczakomisakowsluzowa-
tych / okagtokomorkowych
Tab. 28. Clinico-pathologic data on 28 tumors (17 patients) obidyxound cell liposarcomas

Nr pacjenta i . |Leczenie
nr guza P{ec / Plodtyp Rodza przed bada- |Lokalizacja
Pati wiek histol. **  |guza***|"." " ., .
atient No.-- Sex / agdSubtype  |Status niem Site
tumor No. 9 P Prior therapy
1 K/49 MLPS P nie /not  |udo/ thigh
2 M/48 MLPS P nie /not  |udo/ thigh
3 M/41 MLPS P nie /not  |udo/ thigh
4-1 M/48 | MLPS | P nie /not  |Srodpiersie
mediastinum
4-2 M/50 MLPS R nie /not  |szyja /neck
4-4 M/51 | MLPS | M tak Jyes |Srodpiersie
mediastinum
5-1 M/52 MLPS P nie/not  |udo/ thigh
5-2 M/55 RLPS R nie /not  |udo/ thigh
M/53 MLPS R nie /not (ramig /arm
K/58 MLPS R nie /not  |udo/ thigh
8 K/52 MLPS R tak /yes |udo/ thigh
9 K/58 MLPS R tak / yes |udo/ thigh
10 M/48 MLPS R tak /yes |udo/ thigh
11 M/55 MLPS R tak /yes |udo/ thigh
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Nr pacjenta - . |Leczenie
nr guza P{ec / P.odtyp Rodza przed bada- |Lokalizacja
. wiek histol. **  |guza***|". .
Patient No - Sex / aqt SuB e | Status niem#**** Site
tumor No. 9 typ Prior therapy
12 M/56 MLPS R nie /not  |udo/ thigh
13-1 M/45 | MLPS R nie /not  |d0! podkolanowy
popliteal fossa
132 | MM45 | MLPS | M nie /not  [Fa0trzewnowo
retro peritoneum
141 | K39 | MPS | M | nie/not [MOdPErsie
mediastinum
142 Kis4d | MLPS | M tak /yes |220trzewnowo
retro peritoneum
14-3 K/44 MLPS M tak /yes |nadgarstek yrist
14-4 K/46 MLPS M tak /yes |udo/ thigh
145 Ki46 | MLPS | M tak /yes |220trzewnowo
retro peritoneum
14-6 Ki46 | MLPS R tak /yes |Z20trzewnowo
retro peritoneum
147 K47 | MLPS R tak /yes |22otrzewnowo
retro peritoneum
15 K/55 | MLPS M nie /not [)Ama brzucha
peritoneal cavity
161 | K25 | MLPS | M nie /not  [Fa0lrzewnowo
retro peritoneum
17-1 K/60 RLPS R tak /yes |podudzie shin
172 | k62 | RPS | M | tak/yes [@mabrzucha
peritoneal cavity

* M- mezczyzna, K- kobieta, ** MLPS- tluszczakoegsaksluzowaty, RLPS- tluszczakogsak oky-
gtokomérkowy, *** P- guz pierwotny, R- wznowa, Mfzerzut,**** przed badaniem chemio - i/lub radicer
pia

* M- man, K- woman ** MLPS- myxoid liposarcoma, R8-FRound cell liposarcoma, *** P- primary,

R- recurrent, M- metastatic **** prior chemo - arat/radiotherapy

Tab. 29. Dane kliniczne i histologiczne 23 guzéw (17 pacjemdiggakdéw mazidwkowych
Tab. 29. Clinico-pathologic data on 23 tumors (17 patients) ai\sghsarcoma

Nr pacjenta - | Plec* / Podt Rodzai Leczenie
nr guza wiek odtyp ! przed bada- | Lokalizacja
’ histol. ** | guza** | " .

Patient No- | Sex/ Subtvoe | Status niem#*x** Site
tumor No. age typ Prior therapy

1 K/49 Mo P nie hot staw skokowy

ankle
2 K/62 Mo P nie hot udo/ thigh
3 M/39 Mo P nie hot rami / arm
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Nr pacjenta - | Plec* / Podt Rodzai Leczenie
nr guza wiek histo?/p** uza**j* przed bada- | Lokalizacja
Patient No- | Sex/ Sub ) e gStatus niem**** Site
tumor No. age typ Prior therapy
4-1 M/45 Mo P nie hot udo/ thigh
4-2 M/45 Mo P nie hot udo/ thigh
5 K/41 Mo P nie hot udo/ thigh
6-1 MI70 | Mo P nieot | Klatka piersiowa
thorax
6-2 M/70 Mo P nienot | Klatka piersiowa
thorax
6-3 M/71 Mo M nie /ot szyja /neck
7 K/35 Mo R nie hot udo/ thigh
8 M/65 Mo R nie hot Oer.CZ blodrowa
pelvic girdle
9-1 K/26 Mo R tak es reka /hand
9-2 K/26 Mo R tak yes reka /hand
10 M/49 Mo R nie hot | Preedramy
forearm
11 M/54 Mo R nie hot udo/ thigh
12 K/29 Mo R nie hot ramkg /arm
13 M/25 Mo R nie hot stopal foot
14 K/26 Bi P nie hot udo/ thigh
15-1 M/17 PD R takyes ramig / arm
15-2 M/17 PD R takyes rami / arm
16 M/42 PD R nienot | Staw kolanowy
knee joint
17-1 M/43 PD R nieot | Przedramy
forearm
17-2 M/44 PD M takyes | Wezly chionne
lymphatic nodes

* M- mezczyzna, K- kobieta,** Mo- jednofazowy, Bi- dwufazgwPD- niskozrénicowany, *** P- guz pier-
wotny, R- wznowa, M- przerzut¥** przed badaniem chemio - i/lub radioterapia

* M- man, K- woman ** Mo- monophasic, Bi- biphasRD- poorly differentiated, *** P- primary,

R- recurrent, M- metastatic, **** prior chemo - afat radiotherapy
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110 Mariola lliszko

Tab. 36. Niezrownowenie genomowe okébne poprzez anakzariotypdw w 18 guzach
(13 pacjentéw) ttuszczakorsakowsluzowatych / okggtokomdrkowych (M/RLPS).
Tab. 36. Imbalances determined by karyotyping on 18 tumors (Ehtof myxoid / round cell

liposarcoma (M/RLPS)

Err;ﬁggjenta - Podtyp Rodzaj Utraty chromosomow Dodatkowe Ifopie
Patient No- |Subtype gsltjggj s Chromosome losses Ehf{roo”r]n%SS%TnoeW ains
tumor No. 9
1 MLPS P brak/ absent brak/ absent
2 MLPS P brak/ absent brak/ absent
4-1 MLPS P brak/ absent brak/ absent
19 RLPS P brak /absent brak/ absent
8 MLPS R brak /absent 8
11 MLPS R |16pl1-pter, 19p13-ptgbrak/ absent
14-6 MLPS R 6qg21-qter brak/ absent
17-1 RLPS R brak /absent brak/ absent
18-1 MLPS R brak /absent brak/ absent
20-1 MLPS R 6q 6p, 1g21-qter
20-2 MLPS R 6q 6p, 1g21-qter
13-2 MLPS M brak/ absent 8
14-1 MLPS M 6qg21-qter brak /absent
14-2 MLPS M 6qg21-qter brak /absent
14-4 MLPS M 6qg21-qter brak /absent
14-5 MLPS M 6qg21-qter brak /absent
17-2 RLPS M brak/ absent 5
18-2 MLPS M brak/ absent brak/ absent

* wytluszczono numery pacjentéw, ktérych wyniki Baatytogenetycznych guzéw byty wcrgej opubliko-
wane (tab. 30)MLPS- ttuszczakomisaksluzowaty, RLPS- tluszczakorsak okngtokomorkowy, P- guz
pierwotny, R- wznowa, M- guz przerzutowy, nb- n&ano

* The patients whose tumor karyotypes were puldidbefore are in bold (tab. 30), MLPS- myxoid lipesa
coma, RLPS- round cell liposarcoma, P- primaryr&urrent, M- metastatic, nb- not research
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Tab. 39. Niezrownowenie genomowe okébne poprzez anakzariotypdw w 45 guzach
(31 pacjentow) rinych podtypéw misakow maziéwkowych
Tab. 39. Imbalances determined by karyotyping on 45 tumors (Zhistof different synovial

sarcoma subtype

Nr* pacjenta -

21

=

Rodzaj . |Dodatkowe kopie chromoso
nr guza Podtyp uza Utraty chromosomow MOW
Patient No- |Subtype 9 Chromosome losses h .
tumor No. Status Chromosome gains
1 Mo P brak /absent Xpll- gter, 8, 11,18ql1-qte
2 Mo P brak /absent 4,.6,7,8,9, 12,22
5 Mo P brak /absent brak /absent
18 Mo P brak /absent brak /absent
19 Mo P brak /absent brak /absent
20-1 Mo P brak /absent brak /absent
23-1 Mo P 3pter -p13,9922-qgter,1|brak /absent
24-1 Mo P 20 brak /absent
7 Mo R brak /absent brak /absent
8 Mo R brak /absent brak /absent
X, 1p13-32, 1q10-25, J ) ) )
o1 | wo | R [seio1 5 solsqer e M2 en Soio)
7pter-pl1, 15g22-gter ' '
} 2, 6ql11-qgter,7pter- 12qg13-gter, 14ql1-qter,
92 Mo R pl1,22 17pter-q11
1qg24-qter, 9pter-p13, X, Y, 2, 78,12,
10 Mo R 13, 16g13-gter 13932-qter, 14, 18qg11-qter
20-2 Mo R 3p13-21 4,7,8
1pter-p13, 2pter-p21,
291 Mo R 2g31-gter, 3pter-p13, |5g15-gter, 12q10-qter, 19pte
7911-gter,12pter-p10, |pl2
17pter-p10,21pter-p10
292 Mo R 3 Xpter-g26,11g13-qgter,19ptef
pl2
4q12-qter, 9, 11q11- |(1pl2-gter, 2pter-q32, 6p23-
22-3 Mo R gter, 13, 14, 15pter-pljqter, 7pter-q11, 8,
17p, 22 10pter-g24, 12q11-qter,
1pter-p12, 2q32-qgter, } .
22-4 Mo R 4q12-qgter, 7gl1-qter, 1p12-gter, 7pter-p1l, 11q,

9g11-gter, 10g24-qter

17p, 19pter-p12




118 Mariola lliszko
Nr* pacjenta ; Rodzaj Dodatkowe kopie chromoso
nr guza Podtyp ! Utraty chromosomoéw |, P
4 guza mow
Patient No- |Subtype Chromosome losses .
Status Chromosome gains
tumor No.
1pter-p12, 2q32-qter,

29.5 Mo R 8qg13-gter, 10p, 13p, |5gll-qgter, 7pter-pl1, 10q,
14q22-24, 15pter-p11,|11q13-qter, 12p
17pll-pter, 21g22-qte

23-2 Mo R 3pter-p13, 9g22-gter |brak /absent

) 3pter-pl3, 9g22-qter, ) .
23-3 Mo R 11q13-qter 2gl11-gter, 7pter-p13, 12
24-2 Mo R 20 brak /absent

25 Mo R 8pter-p21 2913-qgter, 7
24-3 Mo M brak /absent brak /absent
24-3 Mo M brak /absent brak /absent
26 Mo M 10g24-qter, 17 brak /absent
28 Bi P brak /absent 7,15

29 Bi P brak /absent brak /absent

. 9p,10p,17pter-p11, )

30 Bi P 19g13-gter 3p21-qgter
31 Bi R brak /absent 2

32-1 Bi R 12p, 17 brak /absent

32-2 Bi R 11p, 12p, 17 8, 10

32-3 Bi R 11p, 12p, 17 brak /absent

. 1p, 3, 4, 10, 12p, 15, 1
33 Bi R 20 21, 22 brak /absent
34 Bi R brak /absent brak /absent
35 Bi R brak /absent 7pter-q22
36 Bi R 3,10, 14, 19 2,8,9 12,13, 16, 20, 21
37 Bi R brak /absent brak /absent
38 PD P 5,11 12
39 PD P brak /absent 7,8,9
41 PD P Xq13-qgter,6g23-gter |brak /absent
15-2 PD R 1g32-gter, 8p, 3pter-p21, 4pter-p12

13g22-gter
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Nr* pacjenta -

gqll

Rodzaj . |Dodatkowe kopie chromoso
nr guza Podtyp Utraty chromosomoéw |,
4 guza mow
Patient No- |Subtype Chromosome losses .
Status Chromosome gains
tumor No.
Y, 1p, 11g23-qter,
16 PD R 13, 14pter-q11, 1q, 4p, 5910-921, 6, 8
16pter-pll, 17pter-pl]
X, 4g12-qter, 6pter-p212q11-qgter, 3pter-p21,
42-1 PD R 60g13-gter,7g11-qter, |5g13-qgter, 8, 12q13-qter, 14
19q13-gter 15,21
42-2 PD R brak /absent brak /absent
6pter-p23, 8pter-q13,
17-2 PD M 9pter-pl3, 11, 13pter- |5pter-p13, 19q13-gter

* wytluszczono numery pacjentéw, ktérych wyniki Baatytogenetycznych guzéw byty wcrgej opubliko-
wane (Tab. 31), Mo- jednofazowy, Bi- dwufazowy, Rilskozré&nicowany, P - guz pierwotny, R - wznowa

miejscowa, M - guz przerzutowy

* The patients whose tumor karyotypes were pubtigiefore are in bold (Tab. 31), Mo- monophasic; Bi

biphasic, PD- poorly differentiated, P - primary-Recurrent, M - metastatic
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