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INTRODUZIONE

Gid all'inizio del secolo era stato ipotiz-
zato che alterazioni cromosomiche potesse-
ro essere alla base del processo neoplastico.
Nel 1960, Nowell ¢ Hungerford identilicaro-
no il cromosoma Philadelphia (Ph') come
una allerazione cremosomica associata alla
leucemia mieloide cronica (CML). Questa
prima osservazione [u poi seguita, nel 1972,
dalla scoperta che circa 1'80% dei casi di
linfoma di Burkitt (BL) mostravano il mar-
catore cromosomico 14+ .

Il continue miglioramento delic metodi-
che citogenetiche ¢ molecolart ha portato
all’intensiticarsi delle osservarzioni di altera-
zioni cromosomiche non random, associate
a linfomi e leucemie.

In questo capitolo verranno descritte le
tappc metodologiche fondamentali in citoge-
netica e le pil frequenti alicrazioni cromo-
somiche, e verranno discussi 1 limiti ¢ il ruo-
lo della citogenclica nella diagnosi e ciassi-
ficazione dell¢ neoplasie ematopoietiche.

ASPETTI TECNICI

Le analisi citogenetiche sono effettuabili
solo su campioni che contengone cellule vi-

tali, in ciclo. Per questo & estremamente im-
portante che il campione sia trasportato al
labaratoric di citogenctica nel pill breve
tempo possibile dal momento del prelievo.,
In caso di leucemia, il campione & solita-
mente ottenuto mediante aspirazione di mi-
dollo osseo, ¢ analizzato immediatamente
{preparazione diretta) o dopo coltura per 24-
48 ore. Il metodo direlto & quelle che rispec-
chia maggiormente la situazione in vivo, an-
che se una coltura a breve termine mette a
volte in evidenza metafas: anormali non os-
servate nella preparazione diretta. Da evita-
re invece la coltura a lungo termine, che ha
{a tendenza a favorire una crescita cellulare
selettiva, e pud quindi determinare una sot-
to- o sovra-rappresentazione delle diverse
componenti ¢ellulari presenti; non infre-
quentemente, le cellule con alterazioni cro-
mosomiche (cellule tumorali) hanno uno
svantaggio di crescita, che pud comportare
dei risultati falsi-negativi. Per pazienti che
hanno una conta di globuli bianchi maggiore
di 10.000/mm", con pit del 10% di cellule
atipiche, pud essere utilizzato un prelieve di
sangue periferico. In caso di linfoma, le cel-
lule neoplastiche possono essere ottenute da
un linfonodo o da una massa tumorale.

I cromosomi umani sono 46 nelle cellule
somatiche: 22 paia di autosomi (identificati
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TabeHa 1 - Significato dei simboli usati nella nomenclatura citogenetica.

se prima del cromosoma, indica ["acquisizione di un intero cromosoma {es. +8}; s¢ dopo il

cromosoma, indica acquisizione di parte del cromosoma (cs. [4g+, aggiunte di materiale al

se prima del cromosoma, indica la perdita di nn intero cromosoma (es. -7} se dopo il

cremosoma, indica perdita di parte del cromosoma (es. 5q-, perdita di parte del braccio

simbolo significato

p braccio corto

q braccio lungo

+
braccio lungo del cromosoma 14,
lungo del cromasoma 5).

?

t traslocazione

del delezione

mny inversionc

i 1ISOCTOMOsSOma

niar CIromosoma I]'Ial‘kt:]'

r cromosoma ad anello

con un namero da I a 22) e 2 cromosomi
sessuyali (identificati con X e Y). Ogni cro-
mosoma ha un braccio corto {designato "p"),
un braccio lungo (designato "g"), e una re-
gtone centrale (centromero) (vedi Tab. | per
i simboli in uso in citogenetica).

Le principali fasi della preparazione dei
cromosomi per analisi citogenetica consisto-
no in; distruzione del fuso mitotico median-
te colchicina, colcemide o agenti analoghi;
rigonfiamento delle celluie con una soluzio-
ne ipotonica, ¢ stesura dei cromosomi su un
vetrino. L’identificazione dei cromosomi
viene poi effettuata sia sulla base delle ca-
ratteristiche morfologiche (posizione del
centromero, lunghezza del cromosoma, pre-
senza di satellitt), che sulla base delle carat-
teristiche strutturali. L’ analisi di goeste ulti-
me & resa possibile dall’utilizzo di speciali
tecniche di colorazione che inducono la for-
mazione di bande, cio¢ di segmenti adiacen-
ti chiari e scuri. Le metodiche di bandeggio
si dividono in due gruppi principali: 1) quel-
le che risultano in bande distribuite lungo
tuita la lunghezza dell’intero cromosoma,
come le bande -G, -Q, ed -R; e 2) quelle che
colorano un ristretto numero di bande o
strutture specifiche, come le bande -C (cen-
tromeriche) ¢ le bande -T (telomeriche).

indica incertezza sull’identita del cromosoma o della banda elencata suhito dopo 7.

Le anormalitd cromosomiche vengono
descritic secondo lo "laoternational System
for Human Cytogenetic Nomenclature™.

Cariotipo: assetto dei cromosomi secon-
do la lore grandezza, i pitt grandi per primi ¢
i piu piccolt per uttimi. Un cariotipo femmi-
nile normale & descritto come 46, XX, e uno
maschile come 46, XY.

Bandeggio: rivelazione di bande e/o re-
gioni intracromosomiche di varia intensita
mediante 'uso di colorazioni differenziali;
le metodiche pid comunemente utilizzate
identificano bande -Q, -G, -C, -R, ¢ -T.

Traslocazione: una rottura in almeno due
cromosomi, con scambio di materiale. In
una traslocazione reciproca non ¢’€ una evi-
dente perdita di materiale cromosomico. Le
alterazioni seno indicate dalla lettera t; i
cromosomi coinvolti sono annotati net pri-
mo set di parentesi (per convenzione il cro-
mosonia con il numero pib basso & indicato
per primo). La traslocazione Ph' & descritia
come t{9; 22)(q34; gt 1).

Delezione: perdita di un segmentoe di
cromosoma come risultato di una singola
rottura (delezione terminale), o di due rottu-
re con perdita del frammento interposto {de-
lezione interstiziale).
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Inversione: & il risultato di una doppia
rottura nello stesso cromosoma con rotazio-
ne del segmento interposto.

[socromosoma: cromosoma formato da
due copice di uno dei due braces {separati dal
centromero}, con perdita detl’altro braccio.

Clone: i citogenetica & definito dalla
presenza di almeno due cellule con lo stesso
cromosoma addizionale o strutturalmente
riarrangiato, o da almeno tre cellule con per-
dita dello stesso cromosoma,

Dipleidia: numero e composizione nor-
mali dei cromosomi.

Aneuploidia: numero anormale di cro-
mosomi, dovuio o ad acqguisizione {iperdi-
ploide} 0 a perdita {ipodipleide} di cromoso-
mi,

Pscudodiploidia: nomero diploide di cro-
mosomi accompagnato da anormalita cro-
mosontiche strutturali.

Anormalitd ricorrente; una anormalith
numerica o strutturale osservata in pid pa-
zienli affeui dalla stessa neoplasia ematolo-
gica. Queste anormalitd sono caratteristiche
o diagnostiche di distinti sottotipi di leuce-
mia o linfoma. Le anormalit ricorrenti rap-
presentane mutazioni genetiche che sono co-
involte nella patogenesi delle corrispondenti
patologic, e molte hanno significato progno-
stico.

In sintesi, I'osservazione di almeno due
ccllule con o stesso riarrangiamento struttu-
rale (traslocazioni o delezioni) 0 con I’ac-
quisizione delle stesso cromosoema, o tre
cellule ipodiploidi per la perdita dello stesso
cromosoma, ¢ considerata diagnostica di
presenza di un clone anormale.

TRASLOCAZIONI E INVERSIONI
CROMOSOMICHE

Queste due alterazioni cromosomiche
possono essere raggruppate insieme in quan-
lo per entrambe si verifica rottura e riposi-
zionamento di DNA. A seguito di questi
eventi, si pud per esempio verificare che il
gene per una proteina del recettore delle cel-
lule T {TCR) o delle immunoglobuline (Ig)
venga collocato vicino a un protooncogene,
che viene cosi attivato, o che le rotture av-
vengano all’interno di un gene in entrambi i

cromosomi coinvelti, creando cosi un gene
di fusione che codifica una proteina chimeri-
ca (per una revisione vedi ref, 4},

L’attivazione di un protooncogene &, ad
esempio, ta conseguenza della traslocazione
{(di cui esistono tre varianti, vedi Tab. 2) che
si verifica nel linfoma di Burkitt; in tuitl tre
gli eventi ¢’& I"attivazione dell’oncogene c-
myc per giustapposizione di sequenze delie
regioni costanti della catena pesanle o della
catena leggera delle immunoglobuline® 6. In
particelare, nella traslocazione t(8;14) il
gene c-myc trasloca dal cromosoma 8§ al cro-
mosoma L4 nel locus della catena pesante,
mentre una porzione del locus dell'immuno-
globulina (VH) & traslocata al cromosoma 8.
Nelle varianti meno frequenti t(2;8) ¢
t1(8;22) I'oncogene ¢-myc rimane nel cromo-
soma 8, mentre 1 geni per le regioni costanti
delle catene leggere delle immunoglobuline
{C kappa e C lambda) vengono traslocate sul
cromosoma 8 in una regione distale all’on-
cogene ¢-myc. Durante il processo di tras}o-
cazione cromosomica le regioni regolatorie
del gene c-myc vengono danneggiate o addi-
rittura delete, per cui la sua espressione di-
venta subordinata all’infiuenza delle se-
quenze regolatorie del gene delle immuno-
globuline che ora giace adiacente ad esso
sullo stesso cromosoma (in configurazione
cis). Di conseguenza, poiché nelle cellule B
i geni delle immunoglobuline sono costante-
mente espressi, anche e-myce € attivato; 'al-
lele c-mye normale presente sul cromosoma
% non traslocato &, per contro, solitamente
silente’.

Mole altre traslocazioni ¢ inversioni ri-
sullano in attivazione genica. Ad esempio, il
linfoma follicolare & quasi invariabilmente
associato alla traslocazione t(14;18)
{q32;q21}, la cui conseguenza & 1a giustap-
posizione della regione joining delia catcna
pesante delle Ig (14q32) con il gene bel-2
(B-cell leukemia/tymphoma 2) (18q21), che
risulta cosi attivato®. La proteina bel-2 & uni-
ca fra i protooncogeni in quanto € in grado
di bloccare la morte ceilulare programmata
(apoptosi). che rappresenta un meccanismo
cellulare autonomo di suicidio. Durante lo
sviluppo embrionale, la perdita definita di
specifiche cellule si verifica mediante que-
sto processo ed & una tappa cruciale dell’or-
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Tabella 2 - Traslocazioni e inversioni pid frequenti nei linfomi.

Fenotipo  Riarrangiamento Gient colnvolt Freguenza Ref.
CML 1{9:22)(g34:911) abi her 95% 1, 10
B.LNH 1(8;14¥q24:q32) myc 1gH 75-85% BL 2,511
t(2;8)p12:q24) Igk myc 3% BL 6,12
t(8:22)q24:q1 1} myc izl 154 BL 12
t(i4;183q32;q21) [gH bcl-2 80% SCCL %, 13,14
(1114 q13:32) bei-t IgH 30% MCL 15,16
T-LLNH t(10;14)(q24;911) tci-3 TCR-D  5-10% 17,18
H{2;5)1p23:935) alk Rpm 40-30% ALCL 19, 20
W8 1)g24q1 1) mye TCR-A 21
R-CLL {1 1:14)g13;932) hel-1 1gH 10-15% 22,16
1{14:19(q32:913) igH bei-3 23
t(2;14)(p13:q32) IgH 22
T-CLL 1(&:1d){q24.q1 1} myc TCR-A 24
inv{14)(q11:432) TCR-A  IgH 25
B-MM t{] 1;14)(q13:q32) hel-1 IgH 26
ATL 1(14;14)(q11:932) TCR-D  tcl-i 27,18
inv{14)(ql1;432) TCR-D  tci-1 29, 30
HD 1(2;5)(p23;435} alk Apm 11£13 casi 3l

CML.: leucemia mieloide cronica; B-LNH, T-LNH: linfomi non Hedgkin (B e T celtulari); B-CLL, T-CLL:
lencemia linfatica cronica (B e T cellulare); B-MM: mieloma multipto B; ATL: lewcemia a celiule T
detl’adulte; HD: morbo di Hodgkin; BL: linfoma di Burkitt; SCCL: linfoma a piccole cellule non clivate;
MCL: linfoma a cellule mantcllari; ALCL: linfoma a grandi cellule anaplastiche.

abl: Abelson; ber: breakpoint cluster region; IgH: catena pesante delle immunoglobulioe; 1gK: catena

leggera K dellc immunoglobuline; Igl: catena leggera lambda delle immunoglobuline; Acl-f, -2, -3: B cell
leukemiaflymphoma -1, -2, -3; /-1, -3: T-cell leukemia/lymphoma -1, -3; afk: anaplastic lymphoma

kinase; apm: nucleophosinin.

ganogenesi; nei tessutt maturt, questo mec-
canismo & deputato a regolare il numero del-
le cellule. I topi transgenici che iperespri-
mono &cl-2 nella linea cellulare B mostrano
nna aumentata sopravvivenza cellulare e
sviluppano linfomi B®. La proteina bel-2 ap-
parentemente media un blocco dell’apoptosi
regolando i circuiti antiossidanti ¢ riducendo
Ia produzione di specie reattive dell’ossige-

nob.

[l primo esempio documentato di sintesi
di proteine chimeriche a seguito di trasloca-
zione cromosomica & derivato dal clonaggio
del punte di rottura del cromosoma Philadel-
phia. In questa traslocazione, "'omologo cel-
fulare del geue trasformanie Abelson, c-abt
(9q34) viene traslocato al cromosoma 22,
dove st fonde con il gene ber (break-point
cluster region) (22ql1). La proteina chime-
rica p210 ber-abl che viene cosi prodotta ha
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una elevata attivitd tirosin-chinasica, che
probabilmente rappresenta un fattore impor-
tante nella pategenesi della CML.

ALTERAZ1ONI NUMERICHE

Oltre alle traslocazioni comuni ricorreati
{RCT), osservate in varia percentuale in spe-
cifici tipi di linfomi (Tab. 2), sono state de-
scritte altre aberrazioni ricorrenti (ROA}Y .
Fra le alterazioni numeriche, la teisomia 7 ¢
ia trisomia 12 sono state osservate in pidl del
109 dei linfomi con alterazioni cromosoemi-
che, analizzati conscculivamente in una sin-
gola struttura (32). Nello stesso studio, com-
prendente 278 casi con alterazieni su 434
analizzati, il 3-10% dei casi mostravano al-
tre alterazioni nurneriche, quali trisomia 3,
trisomia 18, trisomia 5, trisomia 11, trisomia
21, perdita del cromosoma Y, trisomia 0,
monosomia 17, trisomia 9, Upa analisi delle
varie aberraziomi citogenetiche osservate ha
inolire messo in evidenza la presenza di
aberrazioni coincidenti. Ad esempto, la tri-
somia 7 & stata osscrvata nel 17.4% {23/132)
det campioni cen una delle traslocazioni co-
muni ricorrenti e solo nel 7.5% (11/146) dei
campioni senza (raslocazioni; in particolare,
la traslocazione a cui la trisomia 7 si associa
pill frequentemente & la ({14;18). Per guanio
riguarda I"associazione con specifici sottoti-
pi istologici, pit autori hanno descritto la
assocjazione della trisomia 12 con i linfomi
diffusi a grandi cellule.

ABERRAZIONI CITOGENETICHE E
PROGRESSIONE TUMORALE

Molti tumori acquisiscono nel tempo ca-
ratteristiche pill aggressive ¢ un cemporta-
mento pit maligno. 1 fenomeni caratteristici
di progressione tumorale sono rappresentati
dalle metastasi, dalle variazioni del tasso di
crescita e dall’acquisizione di resistenza far-
macologica. Gia Nowell nel 1976 aveva in-
dicato che gli eventi della progressione {u-
morale sono accompagnati dalla comparsa
sequenziale di specifici cambi genetict e ¢i-
togenetici®?,

Una prima conferma a queste indicaziont
& poi venuta dagli studi citogenetict in corso
di leucemia mieloide cronica. Come gia di-
scusso, le fasi precoce e cronica della CML
sono caratterizzate da una popolazione mie-
loide portatrice di una singola alterazione
cromosomica, la traslocazione 1(9;22) che
produce il cromosoma Philadelphia. Quando
la CML progredisce nella fase blastica, si
possono sviluppare alterazieni cariotipiche
aggiuntive, quali un secondo cromosoma
Philadelphia, una trisomia 8, 0 un isocromo-
soma per il braccio lungo del cromosoma
17

Anche uvei linfomt B-cellulari la progres-
stone clinica & associata a variazioni citoge-
netiche sequenziali. La traslocazione
t(14;18) che coinvolge il gene bcl-2 si veri-
fica nella maggioranza dei linfomi foilicola-
ri a basso grado. La progressione ad uno
stadio pill aggressivo avvicne generalmente
ad opera di un subclone le cui cellule con-
tengono anche la traslocazione t(8;14} ¢ un
cromosoma 17g+; in entrambi gli cventi ¢’&
il coinvolgimento del gene c-myc®*%, Anche
la trisomia 7 e una delezione del 6g sono
state dimostrate accompagnare il 30-60%
dei linforni ad intermedio ed alto grado di
malignita portatori di traslocazione t(14;18);
la trisomia 7 & meno comune nei tumori a
basso grado’ ed ¢ stata dimostrata, in un
caso, associata alla trasformazione da basso
ad alto grado®®,

Nel complesso, quesii dati indicano che
queste ultime aberrazioni ricorrenti possono
giocare un ruolo nclla progressione dei tu-
mori ¢, lorse, nella genesi di un sottogruppo
det LNH. La caratterizzazione molecolare di
questc aberrazioni potrebbe averc implica-
zioni anche per tumori solidi, in quanto an-
che in gueste ncoplasie alcune delle altera-
zioni citogenetiche descritte nei LNH sono
associate alla progressione tumorale? 40,

ALTERAZIONI CITOGENETICHE E
TERAPIA

L’utilizzo di farmaci potenzialmente ge-
notossici pud comportare di per sé delle al-
terazioni cromosomiche, ma pochi studi
hanno cercato di affrontare questo aspetto.
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Una prima osservazione aveva indicato una
diminuita incidenza di metafasi normali in
34 campioni di LNH analizzati dopo il trat-
tamento*!. Nello studio di Offit e collabora-
tori®? su 278 casi con alterazioni, 91 erano di
campioni analizzati dopo il trattamento; una
analisi di confronto tra i casi analizzati pri-
ma del tratlamento e quelli post-trattamento
ha evidenziato differenze quantitative signi-
ficative. Nei campioni posi-trattamentio &
stata dimostraia una aumentata complessiti
cariotipica misurata come numero di
"breakpeints” e¢fo cromosom: marker; da
sottolineare che i tassi di incidenza delle tra-
slocazioni specifiche e delle altre aberrazio-
ni citogenetiche piu frequentt risultavano si-
mtlarmente distribuite nei due gruppt. In
contrasto, nei campioni post-trattamento era
significativamente aumentato il numero detl-
le rotture cromosemiche meno frequenti e
non-ricorrenti; gueste aberrazioni potrebbe-
ro rappresentare delle modificazioni correla-
te al trattamento o, come visto prima, essere
associate con gli stadi tardivi di progressio-
ne tumorale. Tali aberraziom citogenetiche
clonali tndotte sono state osservate in leuce-
mie umane acute post-trattamento citotossi-
¢co*? e in leucemia micloide cronica dopo il
trapianto di midollo*,

In conclustone, quindi, le aberrazioni ci-
togenetiche possone essere raggruppate in:
1) traslocazioni comuni ricorrenti; 2) altre
aberrazioni ricorrenti, e 3) aberrazioni o0s-
servate con bassa incidenza, e associate con
glt stadi tardivi di progressione tumorale,
forse come risultato dell’effetto diretlo o
della pressione selettiva del lrattamento ci-
t010881C0.

NUOVI APPROCCI METODOLOGICI
PER LO STUDIO DELLE ALTERAZIO-
NI CROMOSOMICHE

Le analisi citogenetiche convenzionali
talvolta non ricscone a fornire una informa-
zione completa sulle alterazioni cromosomi-
che, 0 perché il numero delle metafasi & in-
sufficiente o perché la morfologia det cro-
mosomi ¢ insoddisfacente, Inoltre, poiché le
analisi citogenetiche sono effectuate solo su
celfule in divisione, vengono aviomat-

A.DEL MISTRO ET AL,

icamente escluse dall’analisi le cellule che
rimangono in interfase (es, cellule completa-
mente differenziate ¢ con un basso indice
mitotico).

Recentemente sono state sviluppate nuo-
ve metodiche molecolari che permettone di
superare in parte i limiti della citogenetica
convenzionale. Una delle metodiche pil
promettenti & la ibridizzazione in site a fluo-
rescenza (FISH), che utilizza sonde DNA
cromosoma-specifiche non-radioatiive e
permette analisi di cellule sia o interfase
che in metatase*®, Mediante la FISH & possi-
bile analizzare rapidamente un elevalo nu-
mero di cellule, e non & necessurio effcttuare
la coltura in vitro. Le applicazioni cliniche
possono essere raggruppate in cingue aree
principali: 1) identificazione di cromosomt
marker; 2} tdentificazione i trisomie; 3) va-
lutazione del significato (clonalita o meno)
di una trisomia osscrvata in una singola cel-
lula con metodica convenzionale: 4) monito-
raggio post-traptanto di midollo per valutare
Pattecchimento delle cellule del donatore;
5) rivelazione di malattia residua dopo re-
missionc clinica, nei casi per i quali & dispo-
nibile una analisi citogenetica iniziale che

consente di usare delle sonde "personalizza-
[C"45_4?,

CONCLUSIONI: LIMITI E RUOLO
DELLA CITOGENETICA

L’analisi cariotipica convenztonale pud
ristltare tecnicamente inadeguata in una ele-
vata proporzione dei casi; 1 parametri che
maggiormente influenzano il tasso di insuc-
cesst sono da un lato legati alle fasi di pro-
cessazione (ad cs., un ritardo nel trasporto
del campione al laboratorio di citogenetica
puod elevare il tasso di insuccesst fino al
50%), e dall’altro all'indice mitotico dei
campioni (ad es., il tasso & del 21.5% nej
linfomi a basse grado di malignity, e del
13.2% in guelli ad alto grado di malignita,
come descritto nella casistica di Offiz). In
realth anche in centri con buona esperienza
in queste metodiche, un cariotipo soddisfa-
cente viene ottenuto approssimativamente
nell’80% det casi®. Di questi, circa 1l 20%
mostra un cariotipo normale, e a tutt’oggi

i

ASPETTI METO

non & chiaro se
normali o tumo
vuti principalm
metafasi analizz
sto precedeuter
analizzare un el
in metafase che
sce un guadro p
sa tumorale. T
anormalitd cro
studiate simulta
la, la FISH dewvi
rata una meiodi
stitutiva alla cit
L’analisi cit
portante strune
sificazione dell
riscontro di una
quisita conferw
escludendo ta d
e fornisce una g
I’istituzione di
Specifiche anor
ficano specific
scomparsa di v
diagnost & un |
definizione di
trattamento, me
riabilmente indi
[t prossimo
plicazione terap
quisite con 1’ us:
togenetiche e
proteine di fusi
zionli sono det
¢i, € guindi dei
pia. Sfortunatar.
te proteine nugl
cellulari; € pert
delle molecole
morale. Un pos
genica sulla
esempio, la mi
cellule resistent

Bibliogratia

1. Nowell PC, Hh
me in human
Scicnee 1960,

2. Manolovy G, ?
chromosome 1



)

IISTRO ET Al

le cellule che
lule completa-
1 basso indice

viluppate nuo-
permettono di
la citogenetica
netodiche pin
> in situ a fluo-
a sonde DNA
-radioattive ¢
sig in interfase
1 FISH & possi-
un elevato nu-
sario effettuare
azioni cliniche
in cingue aree
di cromosomi
irisomie; 3) va-
nalitd o meno)
ma singola cel-
ale; 4) momto-
lio per valulare
+ del donatore;
sidua dopo re-
i quali & dispo-
ca iniziale che
: "personalizza-

i RUOLO

venzionale pud
ruata in una ele-
i parametri che
| tasso di insuc-
alle fasi di pro-
io nel trasporto
di citogenetica
uccessi fino al
:e mitotico del
- del 21.5% nei
nalignita, e del
jo di malignita,
ca di Offit). In
uona esperienza
iotipo soddisfa-
issimativamente
sti, circa il 20%
e, e a turt’oggl

ASPETTI METODOLOGHCI ED APPLICATIVI DELLA CITOGENETICA 147

non & chiaro se questo rappreseanti linfociti
normali o tumorali. Gli insuccessi sono do-
vuti principalmente al limitate numero di
metafasi analizzabile in ognoi caso. Comce vi-
sto precedentemente, la FISH consente di
analizzare un ¢levato numero di cellule, sia
in metafase che in intcrfase, e questo forni-
sce un quadro pib rappresentativoe della mas-
sa tumorale. Tuttavia, poiché solo poche
anormalitd cromosomiche possono essere
studiate simultancamentc nella stessa cellu-
la, la FISH deve attualmente essere conside-
rata una metodica complementare e non s0-
stitutiva alla citogenctica convenzionale,

1.’analisi citogenetica costituisce un im-
porlante strumento per la diagnosi e la clas-
sificazione delle neoplasie ematologiche. Il
riscontro di una anormalitd cromosomica ac-
guisita conferma la diagnost di neoplasia,
escludendo la diagnosi di iperplasia reattiva,
¢ fornisce una giustificazione sufficiente per
Iistituzione di un trattamento citofossico.
Specifiche anormalitd cromosomiche identi-
ficano specifici sottogruppi di linfomi; ia
scomparsa di una alterazione presente alla
diagnosi & un parametro importante per la
definizione di remissionc completa posi-
trattamento, mentre la sua ricomparsa inva-
riabilmentc indica ricaduta.

[l prossimo passo imporiante sard ap-
plicazione terapeutica delle conoscenze ac-
quisite con 'uso combinato di metodiche ci-
togenetiche ¢ molecelari. Ad esempio, le
proteine di Tusione gencrate dalle trasloca-
zioni sono dei verl antigeni tumore-specili-
ci, e quindi det possibili bersagli per la tera-
pia. Sfortunatamente, esse sono generalmen-
e proteine nucleari, e invariabilmente intra-
cellulari; & percid necessaria 1'introduzione
delle molecole terapeutiche nella cellula -
morale. Un possibile vantaggio della terapia
genica sulla terapia convenzionale &, ad
esempio, la minor possibilita di selezionare
cellule resistenti,
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This finding underlines the close biological relation
. berweent these ™wo diseases, which is also shown by

morphology, and genotypic and immunophenorypic
analysis.

The method described for detection of this
chromosomal translocation will allow better

differentiation between borderline cases, most of which
are Tecell lymphomas (eg, angicimmunoblastic
lymphadenopathy type, lymphoepithelioid Iymphoma,
and pleiomorphic T-cell lymphomas) and some B-cell
lymphomas, such as rare cases of chronic lymphocytic
laukaemia of B-cell type with a high content of Hodgkin
and Sternberg-Reed cells. Tt will be of interest to study
transitional cases developing from one entity to another,
as the occurrence—or lack of—i{2;3) would allow us
better to understand the biological relevance of this
translocation.

It is almost impossible to detect rearrangements of the
T-cell receptor or immunoglobulin genes in cases of
Hodgkin’s disease, because of the smaill number of
tumour cells. The t{2;5) translocation may therefore be
used as an indicator of clenality. It can also be used to
monitor patients during disease-free intervals. The
sensitivity demonstrated in this study allows the detection
of one npm/ialk-positive cell in 100 000 negative cells,
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