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SPONTANA PREMATURNA KONDENZACIJA KROMOSOMA
UDJECE S AKUTNOM LEUKEMIJOM

ISKRA PETKOVIC!, MELITA NAKIC', JOSIP KONJA?

Ispitivanja spontane pojave prematurne kondenzacije kromosoma (PCC) u djece s malignom boles¢u su oskudna. Nije poznata
ucestalost PCC-a i njegovo biolosko i klinicko znacenje. U ovom radu prikazujemo rezultate ispitivanja spontane pojave fuzijom-po-
taknute-PCC u 85-ero djece s akutnom leukemijom. Analiza je obavijena u vrijeme postavijanja dijagnoze na preparatima dobive-
nim 24-satnom kulturom stanica kostane srzi i/ili periferne krvi bez stimulacije mitogenom. PCC je otkriven u 6-ero (7,1%) pacije-
nata, u 3-je (9,4%) od 32-je bolesnika s AML-om i u 3-je (5,7%) od 53-je djece s ALL-om (ukljucujuci 3-je bolesnika s morfoloski ne-
diferenciranom leukemijom, i fenotipskim svojstvima ALL-a). Rezultati upucuju na to da PCC nije rijetka pojava u djece s hemobla-
stozama. Ispitivanje, medutim, ne potvrduje pretpostavku da je fenomen PCC jedan od mehanizama nastanka varijabilnosti genoma
i evolucije tumorskog klona u djece s akutnom leukemijom.

Deskriptori: KROMOSOMSKE ABERACIJE; KROMOSOMI — ultrastruktura; MIJELOICNA LEUKEMIJA, AKUTNA — genetika; LIMFOCITNA LEUKEMIJA,

AKUTNA - genetika

UVOD

Poznato je da su kromosomi dina-
micne strukture koje tijekom stani¢nog
ciklusa mijenjaju stupanj spiralizacije.
Kromosomi su despiralizirani tijekom in-
terfaze, a proces spiralizacije zapocinje
ulaskom stanice u mitozu. Spiralizacija
kromosoma i stani¢na dioba strogo su
kontrolirani procesi, jer osiguravaju pod-
jednaku rasporedenost identi¢nih replika
kromosoma u dvije novonastale stanice
kéerke. Malo znamo, medutim, o meha-
nizmima spiralizacije i genetickoj kontro-
li procesa te su ispitivanja od znanstvenog
i prakticnog zanimanja (1). Prematurna
kondenzacija kromosoma (PCC) ozna-
Cava poremecaj u procesu kondenzacije
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kromatina i spiralizaciju genoma u fazi
stani¢nog ciklusa, kad su kromosomi de-
spiralizirani i ¢ine finu mreZicu unutar
jezgrine membrane (2). Poremecaj kon-
denzacije kromatina moZe biti konstitu-
cijski ili stecen, induciran ili spontan, te
moZe biti posljedica stani¢ne fuzije ili po-
remecaja gena koji kontroliraju spiraliza-
ciju kromatina i stani¢ni ciklus (3-7).
Nitzel i sur. su2002. godine opisali
autosomno recesivan PCC  sindrom
[OMIM # 606858] u dvoje djece s pre-
maturnom kondenzacijom kromosoma,
mikrocefalijom, niskim rastom i mental-
nom retardacijom (3). Spontana pojava
fuzijom-potaknutog-PCC-a opisana je u
populaciji ¢ovjekovih tumorskih stanica.
PCC je posljedica fuzije dviju stanica od
kojih je jedna stanica u metafazi, a druga
u interfazi (4). Fuzijom stanica dolazi do
morfoloskih promjena genoma interfazne
jezgre. Morfoloski izgled prematurno
kondenziranih kromosoma je varijabilan i
ovisan je o stadiju stani¢nog ciklusa u ko-
jem se nalazila interfazna jezgra u trenut-
ku fuzije (8). Tako su kromosomi inter-
fazne stanica u G1 fazi ciklusa gradeni od
jedne kromatide, u G2 fazi od dvije tije-
sno priljubljene kromatide, dok je kon-

denzacija kromatina interfazne jezgre u S
fazi neujednacena i fragmentirana. PCC
je opisan u otprilike 70-ero bolesnika sa
solidnim tumorom, leukemijom i prema-
lignim stanjima (9-13). Dosad provedena
istrazivanja obuhvatila su populaciju
odraslih bolesnika, dok su ispitivanja u
djece oskudna. Biolosko i klinicko zna-
¢enje PCC-a u malignom procesu nije ja-
sno. Smatra se da su produkti stanicne fu-
zije i stanice s prematurno kondenziranim
kromosomima sposobni za Zivot i znace
izvor genomske heterogenostl populacije
tumorskih stanica (14,15).

U ovom radu obavljeno je ispitivanje
spontanog fuzijom potaknutog PCC-a u
djece s akutnom leukemijom, a radi proc-
jene ucestalosti i bioloske uloge poreme-
¢aja.

MATERIJAL I METODE

Ispitano je 85-ero djece, 32 djevojCice
i 53 djecaka, u dobi od 1 mjeseca do 15
godina. Kod 50-ero bolesnika postavljena
je dijagnoza akutne limfocitne leukemije
(ALL), kod troje su otkrivene morfoloski
nediferencirane stanice te je postavljena
dijagnoza akutne nedifenecirane leukemi-
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je (ANL), ali su zbog fenotipskih svojsta-
va ukljuceni u skupinu ALL. Dijagnoza
akutne mijeloidne leukemije (AML) po-
stavljena je kod 32-je djece. Citogene-
ticko ispitivanje je provedeno u vrijeme
postavljanja dijagnoze i prije pocetka te-
rapije na preparatima dobivenim kratko-
trajnom nestimuliranom kulturom stanica
kostane srzi ili periferne krvi. Nakon
24-satne kulture stanica slijedila je obrada
s kolhicinom (0.1 pg/mL), hipotoni¢nom
otopinom (0.075M KCl, 15 min., 37°C) i
na kraju fiksacija stanica u mjeSavini
metanola i octene kiseline u omjeru 3:1.
Preparati su pripremljeni metodom su-
Senja na zraku i bojani klasicnom meto-
dom po Giemsi, GTG- i BCG- metodama
pruga.

Ispitano je viSe od 15 stanica po bole-
sniku, te procijenjen modalni kariotip po-
pulacije stanica, prisutnost poliploidnih
stanica i spontana pojava fuzijom potak-
nutog PCC-a.

REZULTATI

Prematurna kondenzacija kromosoma
otkrivena je u 6-ero od 85-ero djece s
akutnom leukemijom. Spontana pojava
PCC-a utvrdena je u 3-je (9,4%) od 32-je
djece s AML-om i u 3-je (5,7%) od 53-je
djeteta s ALL--om (ukljucujuéi 3-je bole-
snika s ANL-om) (tablica 1.). PCC je ot-
kriven kod 1-og od 14-ero bolesnika s
AML-M2, u 2-je od 10-ero djece s
AML-MS te u 3-je od 15-ero bolesnika s

Tablica 1. Ucestalost prematurne kondenzacije kro-
mosoma u 85-ero djece s akutnom leukemijom
Table 1. Frequency of premature chromosome con-
densation in 85 children with acute leukemia

Tip

T | s | FoC | ec
of leukemia

AML 32 3 9,37
Ml 2

M2 14 1

M3 2

M4

M5 10 2

M7 1

ALL 53 3 5,45
L1 15 3

L2 32

L3 3

ANL 3

Tom 85 S

Slika 1. Spontana prematurna kondenzacija kromo-
soma u bolesnika s ALL-LI (a) i AML-MS5 (b), poka-
zuje cjelovite metafazne kromosome (velika strjeli-
ca) i kondenzirane kromatinske elemente interfazne
stanice u S-fazi stanicnog ciklusa (mala strjelica)
Figure 1. Spontaneous premature chromosome con-
densation from patients with ALL-LI (a) and
AML-M5 (b) showing intact metaphase chromoso-
mes (large arrow) and condensed chromatin frag-
ments of interphase cell in S-phase of the cell cycle
(small arrow).

ALL-L1. Sve stanice s PCC-om imaju, uz
metafazne kromosome, sitne kromosom-
ske fragmente varijabilne velicine i inten-
ziteta bojanja, Sto upucuje na fuziju mitot-
ske i interfazne stanice u S-fazi stani¢nog
ciklusa (Slika 1). Frekvencija stanica s
PCC-om varira od bolesnika do bolesnika
i nalazi se u rasponu od 5%-13,6%. Abe-
rantan maligni klon identificiran je u 2-je
od 6-ero djece s PCC-om. Kod bolesnika
s AML-M2 analizirano je 38 mitoza
kostane srzi. PCC je otkrivena u 7,9% sta-
nica, dok ostale imaju uredan broj i mor-
foloski izgled kromosoma. Analizom sta-
nica kostane srzi pacijenta s AML-MS5
identificiran je aberantan klon sa 46 kro-
mosoma i translokacijom kromosoma 4 i
15. Klonski kromosomski poremecaj pri-
sutan je u 12 od 22 ispitane stanice, dok je
PCC otkriven u 13,6% stanica. Kod dru-
gog bolesnika s AML-MS5 ispitane su 23
stanice. Otkriveno je 8,7% stanica s

PCC-om, dok 17 stanica pripada aberan-
tnom klonu sa 46 kromosoma i transloka-
cijom kromosoma br. 91 11. Kod troje bo-
lesnika s ALL-LI ispitano je 20, 108 i 40
stanica periferne krvi i otkriveno 5%,
5,6% i 5% stanica s PCC-om, dok su osta-
le urednog citogenetskog nalaza. Ovim
ispitivanjem nisu identificirane polipoid-
ne stanice u bolesnika a PCC-om.

RASPRAVA

Ovim ispitivanjem otkrivena je pre-
maturna kondenzacija kromosoma u
6-ero (7,1%) od 85-ero ispitane djece s
akutnom leukemijom.

IstraZivanja PCC-a u selekcioniranim
skupinama bolesnika s tumorskom bo-
les¢u su rijetka i obuhvacaju odrasle bole-
snike s leukemijom, solidnim tumorom i
premalignim stanjem, dok izostaju su-
stavna ispitivanja u selekcioniranim sku-
pinama djece. Ucestalost PCC-a je varija-
bilna i krece se od 0% do 56,25%. Tako
su Williams i sur. otkrili PCC u 8
-ero (16,2%) od 37-ero pacijenata s
AML-om, te Kovacs i sur. u l-og
(3,22%) od 31-og bolesnika s akutnom le-
ukemijom (9,10). Dva provedena istraZi-
vanja upuéuju na povezanost perzistentne
poliklonalne B limfocitoze s binuklear-
nim limfocitima (PPBL) i PCC-om. PCC
je otkriven u 18-ero (56,25%) od 32-je
bolesnika s PPBL-om (11, 16). S druge
strane PCC nije identificiran u 97-ero bo-
lesnika s CML-om (9,10). Uz ispitivanje
PCC-a u bolesnika s hemoblastozama,
znacajne su analize u onih sa solidni tu-
morom. Reichman i Levin otkrili
su PCC u 2-je (7,1%) od 28-ero bolesnika
s karcinomom debelog crijeva (12). Ko -
vacs i sur. suopisali pojavu PCC-au
troje (8,57%) od 35-ero bolesnika s karci-
nomima razli¢itih histoloskih tipova i po-
drijetla (10). Visoka frekvencija je utvr-
dena u bolesnika s karcinomom grli¢a
maternice. PCC je otkriven u 22-je
(14,7%) od 150-ero bolesnika s tumorom
(13). Frekvencija PCC-a je u veéini pro-
vedenih ispitivanja, ukljucujuéi i nase
istrazivanje, u rasponu od 1-13%, dok je
visok udio stanica s PCC-om opisan u bo-
lesnika s akutnom eritroleukemijom (9).

Razlikujemo dva mehanizma spontane
pojave fenomena PCC. Tako znacajnu
ulogu u procesu fuzijom potaknutog
PCC-a ima fuzija stanica i faktor za poti-
canje mitoze (MPF) (8,17). Fuzija stanica
je posljedica poremecaja permeabiliteta
stanicne membrane, povezivanja stanica
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te spajanja stani¢nog sadrZaja. Interfazna
jezgra dolazi pod utjecaj MPF mitotske
komponente stani¢ne fuzije. MPF uzro-
kuje razgradnju jezgrine membrane uz
kondenzaciju kromatina interfazne stani-
ce u vidljiva tjelesca. Danas znamo da
spontana pojava PCC-a moZe biti poslje-
dica disfunkcije gena koji imaju znacajnu
ulogu u procesu spiralizacije kromosoma
i kontrole stani¢ne diobe. Znacajan dopri-
nos u razumijevanju ovih procesa dala su
ispitivanja spontanog i kemijskim putem
induciranog PCC-a (2, 18).

Uloga spontane pojave PCC-a u mali-
gnom procesu nije jasna. Pojedini autori
drze da je spontani PCC, kao posljedica
poremecaja kontrolne tocke u G2/M fazi
ciklusa, svojstvo tumorskih stanica i izvor
genetiCke heterogenosti te rezistencije na
terapiju (15). Istrazivanja fuzijom potak-
nutog PCC-a upucuju na ¢eséu pojavu fe-
nomena u tumorima s poliploidnim bro-
jem kromosoma, varijabilnim brojem
kromosoma ili sekundarnom modalnom
vrijednoSéu u tetraploidnoj regiji (12-14).
Stoga se smatra da je stani¢na fuzija/PCC
jedan od mehanizama nastanka poliploid-
nih stanica, geneticke varijabilnosti popu-
lacije tumorskih stanica i evolucije tu-
morskog klona. Za razliku od solidnih tu-
mora, rezultati provedenih ispitivanja ne
upucuju na povezanost fuzijom potaknu-
tog PCC-a i numerickih poremecaja kro-
mosoma u bolesnika s PPBL-om i leuke-
mijom, ukljucujudi i nasu skupinu djece s
AL-om. Stoga se moZe pretpostaviti da
kod hemoblastoza novonastali poremecaj
genoma ne pridonosi selektivnoj predno-
sti stanica.

Rezultati dosad provedenih ispitivanja
u selekcioniranim skupinama osoba s tu-
morskom bolescu, ukljucujuéi i nase ispi-
tivanje, upuéuju na to da je stani¢na fuzija
i spontana pojava PCC svojstvo pojedinih
tipova bolesti i neovisna o dobi pacijenta.
Ovim ispitivanjem nije dokazana pove-
zanost fuzijom potaknutog PCC-a i poli-
ploidije te rezultati upucuju na to da feno-
men nije izvor genomske varijabilnosti
tumorskih stanica u bolesnika s leukemi-
jama. NuZna su, medutim, dodatna ispiti-
vanja u selekcioniranim skupinama bole-
snika, kako bi se procijenila povezanost
PCC-a i drugih tipova i stadija tumorskih
bolesti u djece.
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SPONTANEOUS PREMATURE CHROMOSOME CONDENSATION IN CHILDREN WITH ACUTE LEUKEMIA

L. Petkovié, M. Nakié, J. Konja

Investigations of spontaneous premature chromosome condensation (PCC) in children with malignant disease are rare. The
frequency and biological and clinical significance of PCC in the malignant process is not clear. Here we present the results of PCC
analysis in 85 children with acute leukaemia. Analysis was performed at diagnosis on slides obtained by unstimulated bone marrow
and/or peripheral blood culture. PCC were observed in 6 (7.1%) patients, 3 (9.4%) out of 32 patients with AML and in 3 (5.7%) out
of 53 children with ALL (including 3 patients with morphologically unclassified acute leukaemia but phenotypically they fitted ALL).
This study gives additional evidence that PCC is not a rare phenomenon in human malignancies, however, it does not support the
idea that cell fusion is one of the mechanisms of the origin of tumour cell genomic variability at least in childhood acute leukaemia.

Descriptors: CHROMOSOME ABERRATIONS; CHROMOSOMES - ultrastructure; LEUKEMIA, MYELOID, ACUTE - genetics; PRECURSOR CELL LYM-
PHOBLASTIC LEUKEMIA-LYMPHOMA - genetics
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