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Przedstawiono przypadek 39-let-
niego mezczyzny, przyjetego do
Kliniki Urologii Centrum Onkolo-
gii z podejrzeniem nowotworu le-
wego jgdra. Wstepna diagnoza
histopatologiczna wykonana po
orchidectomii wskazywata na
nasieniaka (seminoma)).
Badanie cytogenetyczne na
materiale guza wykonano przy
uzyciu technik klasycznego bar-
wienia roznicowego chromoso-
mow metafazowych (GTG) oraz
fluorescencyjnej hybrydyzacji in
situ (FISH). Stwierdzono obec-
nosc kariotypu hipotetraploidal-
nego z wystepowaniem licz-
nych zmian strukturalnych, do-
tyczgcych gtéwnie chromoso-
mow 1, 6, 18, X. Nie stwierdzo-
no aberracji obejmujgcych krot-
kie ramie chromosomu 12-12p.
Obecnosc amplifikacji materia-
tu 12p jest specyficzna dla
wszystkich guzow jgder (TGCT
— Testicular Germ Cell Tumor),
niezaleznie od typu histologicz-
nego. Komorki badanego no-
wotworu wykazywaty natomiast
wysoki stopieri multiplikacji ma-
teriatu pochodzgcego z chro-
mosomu 18. Aberracje dotyczg-
ce tego chromosomu nie sg ty-
powe dla guzéw jgder, sg
natomiast charakterystyczne
dla chtoniakdw nieziarniczych.
Uzyskany wynik poddawat
w watpliwosc pierwotng diagno-
ze. Powtdrna analiza prepara-
tow histologicznych, wraz
z dodatkowym badaniem im-
munohistochemicz-
nym i histochemicznym, po-
zwolita na ostateczne ustale-
nie rozpoznania jako chtoniak
rozlany z duzych komdrek B
(DLBCL - Diffuse Large B-Cell
Lymphoma).
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WSTEP

Chtoniak rozlany z duzych komo-
rek B (DLBCL - Diffuse Large B-Cell
Lymphoma) jest jednym z czescie]
wystepujgcych chfoniakéw nieziarni-
czych (NHL — Non-Hodgkin’s Lym-
phoma). Stanowi 25-30 proc. chto-
niakow, wystepujgc w postaci wezto-
wej lub w lokalizacji pozaweztowej
z zajeciem, np. skory, zotadka czy
jader.  Wiekszos¢  przypadkéw
DLBCL wykazuje w swoich komor-
kach obecnos¢ nielosowych aberra-
cji kariotypu [1]. Zmianami pierwot-
nymi sg najczesciej translokacije, np.
t(14;18) (932;,921) z rearanzacjg ge-
nu BCL-2 (zmiana spotykana w wie-
lu subtypach NHL) lub wariantowe
translokacje obejmujgce region ge-
nu BCL-6 na chromosomie
3 - t(B;V)(g27;V) [2,3]. Zmiany wtdr-
ne obejmujg na ogdét chromosomy 3,
5 7,11, 12, 18 i X.

Zarodkowe guzy jader (TGCT -
Testicular Germ Cell Tumor) charak-
teryzujg sie pod wzgledem cyto-
genetycznym obecnoscig specy-
ficznej aberracji kariotypowej — izo-
chromosomu krotkiego ramienia

chromosomu 12 — i(12p) [4,5]. Wy-
stepuje on w 80 proc. TGCT, nie-
zaleznie od ich typu histologiczne-
go. W przypadkach nie wykazuja-
cych obecnosci i(12p) wystepujg
aberracje substytutywne, prowa-
dzace do amplifikacji materiatu
pochodzgcego z krotkiego ramie-
nia chromosomu 12 w innych mar-
kerach chromosomowych [6, 7].
Tak wiec obecnos¢ aberracji w re-
gionie 12p jest wysoce specyficz-
na dla wszystkich TGCT i moze
stanowi¢ marker diagnostyczny.

MATERIAL | METODY
Opis przypadku

39-letni chory zgtosit sie do kli-
niki urologii, zaniepokojony powiek-
szeniem sie lewego jadra. W wy-
wiadzie podawat uraz okolicy kro-
cza przed 5. tygodniami. Jadra
zstgpity o czasie, nie wystepowat
kontakt z substancjami chemiczny-
mi. Badanie przedmiotowe wyka-
zato nieco powiekszone jadro le-
we, z wyczuwalnymi zgrubieniami,
guzkami, twarde. Innych odchylen
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A 39-year-old patient, edycja
suspected of testicular cancer
was admitted to the Urology
Clinic and left - sided inguinal
orchidectomy was performed.
The preliminary diagnosis of
seminoma testis sinistri, grade
| was estabished.

Cytogenetic study was
performed using subsequent
conventional G-band analysis
and fluorescent in  situ
hybridization (FISH) method
using specific DNA probes.
Analysis of G-banded
metaphases  revealed a
hypotetraploid  chromosome
complement with many non-
random chromosome
aberrations. Those changes
mainly comprised 1, 6, 18 and X
chromosomes. Aberrations of
12p material were not detected,
especially isochromosome i(12p)
was absent.

The amplification of the short
arm of the chromosome 12,
especially as the i(12p) marker
chromosome, has been found
as a highly non-random
chromosome abnormality
associated with testicular germ
cell tumors (TGCT).
Amplification of 12p material is
specific for all histological types
of such tumors. In 80-90 per
cent of cytogenetically analysed
TGCT an overrepresentation of
complete  short arm  of
chromosome 12, as the i(12p)
marker, has been frequently
reported. Furthermore, studies
using FISH methods have
revealed that 12p aberrations
occur in every i(12p)-negative
TGCT. In  such cases
multiplicated 12p material has
been found in  markers
substitutive for i(12p).

In the current studied case,
analysed cells showed
multiplication of normal copy of
chromosome 18 and some
chromosomal markers, that
involved  chromosome 18
material. A huge amplification of

w badaniu fizykalnym nie stwier-
dzono. W badaniach uzupetniajg-
cych stwierdzono:

D USG jamy brzusznej — podwyzszo-
na echogenicznos¢ migzszu watro-
by; w prawej pachwinie pojedyncze
wezty chtonne, najwiekszy o wymia-
rach 10 x 6 mm; jgdro lewe 0 wy-
miarach 65 x 25 mm, najgdrze 12
x 5 mm; migzsz jgdra lewego nie-
jednorodny, uwidoczniono obszary
nieregularne, o nieréwnych obry-
sach, hipoechogeniczne; w dolnym
biegunie jadra lewego zlokalizowa-
na zmiana ogniskowa, hipoechoge-
niczna o wymiarach ok. 15 x 10
mm; bez odchylenn w pozostatych
narzgdach jamy brzusznej;

D RTG klatki piersiowej — bez od-
chylern od normy;

D tomografia komputerowa jamy
brzusznej nie wykazata odchylen
od normy poza cechami sttusz-
czenia watroby;

D badania morfologii i biochemii
krwi pozostawaty bez odchylen
od normy (LDH 323 U/I, ASPAT
51 u/l, ALAT 37 u/l, INR 0,9).
Markery nowotworowe przed
operacja: AFP 4,4; HCG 0,9.

Wykonano orchidectomie pachwino-

wag lewostronng. Po zagojeniu sie ra-

ny, w stanie ogélinym dobrym pacjent
zostat wypisany do domu. W bada-
niu histopatologicznym jadra stwier-
dzono: guz w najwiekszym wymiarze

3 cm bez cech martwicy. Utkanie no-

wotworowe charakteryzowato sie wy-

.'ud.-

sokg aktywnoscig proliferacyjng. Na-
ciek nowotworowy zajmowat ostonke
biatawg jgdra bez jej przekraczania.
Widoczna byta inwazja nowotworowa
naczyn. Cech ITGCN (Intra Tubular
Germ Cell Neoplasia) nie znaleziono.
Sie¢ jgdra, najadrze, powrdzek na-
sienny w tym w linii ciecia chirurgicz-
nego wolne od nacieku nowotworo-
wego. Wobec powyzszego wstepnie
rozpoznano nasieniaka lewego jadra
(seminoma testis sinistri) (pT2).

Badanie cytogenetyczne

Fragmenty guza pobrane w trak-
cie orchidectomii zostaty poddane
rownoczesnemu badaniu histopato-
logicznemu i cytogenetycznemu. Pre-
paraty cytogenetyczne wykonane po
krétkotrwatej hodowli in vitro komorek
nowotworu, zostaty zabarwione roz-
nicowo dla uzyskania prgzkéw G
w chromosomach metafazowych [8],
a nastepnie poddane analizie meto-
da fluorescencyjnej hybrydyzacji in
situ (FISH) [9], z zastosowaniem
sond malujgcych cate chromosomy:
1, 6, 12, 18, X oraz sondy malujace;
krétkie ramie chromosomu 12.

Badanie histopatologiczne

W badaniu histopatologicznym
zastosowano rutynowe metody
barwienia hematoksylina-eozyna
i oceny komorek.

W trakcie powtérnej oceny histo-
patologicznej wykorzystano barwie-
nie immunohistochemiczne z uzy-
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Ryc. 1. Kariotyp komérki chtoniaka DLBCL: 86,X, 1(X;1)(n22;023)x2,Y,-2,-2,-6,del(6)(a11),-7,-7,-8,-
9,-10,-11,-13,-13,-14,-15,-16,-16,-17,+18,+18,+18,+18,+18,+der(18),+der(18), +der(18),-19,+5mar
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chromosome 18 material was
observed preliminarily in banding
metaphases. That was also
confirmed by FISH analysis.
Chromosome 18 amplification is
not specific for TGCT, but it is
mostly characteristic for some
subtypes of Non Hodgkin
Lymphomas (NHL). The result of
cytogenetic analysis brought the
preliminary diagnosis in question.
The second analysis of
histological specimens and
additional immunohistochemica
I and histochemical examination
permitted to establish a final
diagnosis as Diffuse Large B-
Cell Lymphoma (DLBCL).
Diffuse Large B-Cell Lymphoma
is characterised by marked
heterogeneity in phenotype and
clinical behaviour. Cytogenetic
studies that demonstrated
chromosomal alteration in tumor
cells is useful in the diagnosis
and correct classification of Non
Hodgkin’s Lymphomas.

Key words: DLBCL, chromosome
18, FISH.

chr.12

Ryc. 2. Metafaza komarki chtoniaka DLBCL, cztery normalne kopie chromosomu 12. FISH, sonda

malujaca p-12

ciem przeciwciat monoklonalnych
dla CD3, CD19 oraz PLAP, a tak-
ze barwienie histochemiczne na
obecnos¢ glikogenu.

WYNIKI

Wstepna diagnoza histopatolo-
giczna wykonana bezposrednio po
orchidectomii wskazywata na nasie-
niaka (seminoma). Réwnolegle prze-
prowadzona analiza cytogenetycz-
na wykazata obecnos¢ hipotetraplo-

idalnego kariotypu (ryc. 1.), w kto-
rym stwierdzono liczne, niezidenty-
fikowane markery oraz brak typo-
wego dla zarodkowych guzow jg-
der izochromosomu i (12p).
Badanie technikg fluorescencyjnej
hybrydyzaciji in situ z uzyciem spe-
cyficznych sond DNA potwierdzito
brak markera i(12p) oraz wykluczy-
to obecnos¢ innych translokacji
obejmujgcych obszar krotkiego ra-
mienia chromosomu 12 (ryc. 2.).

Ryc. 3. Metafaza komorki chtoniaka DLBCL, osiem kopii chromosomu 18 oraz trzy markery niosa-
ce materiat chromosomu 18. FISH, sonda malujaca p-18
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Dalsza analiza FISH pozwolita
okresli¢ pochodzenie niezidentyfi-
kowanych markeréw chromosomo-
wych. W zadnym z nich nie stwier-
dzono zaangazowania materiatu
pochodzgcego z chromosomu 12.
Dwa markery byty rezultatem trans-
lokacji chromosomdéw 1 i X, kolej-
ny powstat w wyniku delecji duze-
go fragmentu dtugiego ramienia
chromosomu 6. Uzycie sondy ma-
lujgcej caty chromosom 18 wyka-
zato wysoki stopien multiplikacji
materiatu pochodzacego z tego
chromosomu (do 15 kopii na ko-
morke) (ryc. 3.). Obok 8-10 prawi-
dtowych kopii chromosomu 18
stwierdzono, ze 3 z niezidentyfiko-
wanych markerow zawieraty mate-
riat pochodzacy z chromosomu 18.
Aberracje dotyczace tego chromo-
somu rzadko wystepujg w przypad-
kach zarodkowych guzow jader, sg
natomiast charakterystyczne dla
chtoniakéw nieziarniczych.

Wynik badania cytogenetyczne-
go poddawat w watpliwos¢ pier-
wotng diagnoze. Dodatkowe bada-
nie immunohistochemiczne z uzy-
ciem przeciwciat monoklonalnych
CD3 i CD19 oraz PLAP, a takze
badanie histochemiczne na obec-
nos¢ glikogenu pozwolito na usta-
lenie ostatecznej diagnozy jako
chtoniak rozlany z duzych komo-
rek B, wykluczajgc jednoczesnie
pierwotne rozpoznanie nasieniaka.

DYSKUSJA

Badanie cytogenetyczne pozwa-
la na okreslenie odstepstw od pra-
widtowego kariotypu w komorkach
badanego nowotworu. Wiele chto-
niakow, jak i guzéw litych, wykazu-
je obecnosc¢ aberracji kariotypo-
wych, specyficznie zwigzanych
z okreslonym typem nowotworu, co
ma istotne znaczenie diagnostycz-
ne [1]. Obecnosé¢ markeréw chro-
mosomowych, specyficznych dla
okreslonych typdéw histologicznych
nowotworéw moze stanowi¢ pod-
stawe weryfikacji diagnozy histopa-
tologicznej, szczegdlnie w przypad-

kach watpliwych bgadz o cechach
nietypowych. W chtoniakach nie-
ziarniczych niejednorodnosc¢ klinicz-
na wspotwystepujgca z réznorod-
noscig obrazu histologicznego by-
wa niekiedy przyczyng trudnosci
klasyfikacji. Charakteryzujg sie one
dos¢ czesto lokalizacjg w miejscach
nietypowych: w skérze, tarczycy,
sutku, przewodzie pokarmowym, jaj-
nikach lub jgdrach. Do rozpoznania
wiekszosci przypadkéw wystarczajg
konwencjonalne techniki histopato-
logiczne, niekiedy jednak nalezy
rozwazy¢ wykonanie szczegoétowych
badan uzupetniajgcych, w tym cy-
togenetycznych [10]. Wedtug obec-
nych zalecen WHO diagnostyka
NHL powinna by¢ oparta na anali-
zie danych morfologicznych, immu-
nofenotypowania, badan cytogene-
tycznych i molekularnych w kontek-
$cie obrazu klinicznego [11].

Przedstawiony przypadek chfonia-
ka DLBCL stanowi przyktad przydat-
nosci analizy cytogenetycznej jako
badania uzupetniajgcego w diagno-
styce onkologicznej. Specyficznym
dla guzéw jgder markerem jest iso-
chromosom i(12p). W opisywanym
przypadku brak i(12p) badz substy-
tutywnych zmian krétkiego ramienia
chromosomu 12, byty istotng wska-
z6wkg dla podjecia weryfikaciji
pierwotnej oceny wskazujgcej na
nasieniaka jgdra. Wynik dodatko-
wych badan histochemicznych
oraz immunohistochemicznych byt
podstawg do ustalenia diagnozy
chtoniaka rozlanego z duzych ko-
morek B. Obraz zmian cytogene-
tycznych, w tym amplifikacja ma-
teriatu podchodzgcego z chromo-
somu 18, jest zgodny =z tak
ustalonym rozpoznaniem.
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