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Summary
The development of various analitic techniques like classical cytogenetics, molecular cyto-
genetics and molecular methods has greatly improved our ability to understand the basis of 
cancer development, that can be helpful in hematological diagnostics and treatment. Thus, 
improving these methods and raising the diagnostic standards remain of key importance in 
haematooncology. The influence of cytogenetic and biomolecular analysies on clinical deci-
sions has increased considerably recently, but laboratory techniques have to be optimized to 
provide reliable results for the best patient care. The aim of this study is to present the ba-
sis of genetic diagnostic methods used in hematooncology and their role in clinical practice.

molecular diagnostics • cytogenetic diagnostics • hematological malignancies

Streszczenie
Zastosowanie różnorodnych technik diagnostycznych, takich jak cytogenetyka klasyczna, 
cytogenetyka molekularna czy też nowoczesne metody biologii molekularnej w diagnostyce 
hematoonkologicznej pozwala na poznanie i zrozumienie podstaw transformacji nowotworo-
wej, co umożliwia wdrożenie skutecznej terapii. Podstawowe znaczenie ma więc udoskonala-
nie i podwyższanie standardów diagnostycznych w zakresie badań genetycznych, a techniki 
diagnostyczne muszą być optymalizowane w celu zapewnienia wiarygodnych wyników do 
prawidłowej opieki nad pacjentem. Celem prezentowanej pracy jest przybliżenie czytelnikom 
wiedzy na temat zasad, na których opierają się stosowane w diagnostyce hematoonkologicznej 
metody genetyczne, a także omówienie ich znaczenia w postępowaniu diagnostyczno-tera-
peutycznym w określonych chorobach.

diagnostyka molekularna • diagnostyka cytogenetyczna • nowotwory hematologiczne
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Wprowadzenie

Znaczny postęp w udoskonalaniu metod wykrywania i te-
rapii nowotworów, który nastąpił w ostatnich dziesię-
cioleciach, zwiększył szanse przeżycia pacjentów onko-
logicznych. Diagnostyka laboratoryjna we współczesnej 
onkologii hematologicznej ma niezwykle istotne znacze-
nie i niejednokrotnie jest niezbędnym elementem sto-
sowanych programów diagnostyczno-leczniczych [44]. 
Hematoonkologia od wielu lat korzysta z postępów nauki 
w dziedzinie technik genetycznych w praktyce klinicznej, 
m.in. w badaniach patomechanizmów chorób nowotwo-
rowych, diagnostyce poszczególnych chorób, klasyfikacji 
chorób w oparciu o parametry molekularne, monitorowa-
niu odpowiedzi na leczenie, wykrywaniu progresji cho-
roby, a także w ocenie chimeryzmu potransplatacyjnego 
czy też odrzucenia przeszczepu [5]. Do najważniejszych 
metod badań genetycznych mających zastosowanie w he-
matoonkologii należą: klasyczne badania cytogenetyczne, 
molekularne badania cytogenetyczne oraz badania me-
todami biologii molekularnej [19,44]. Celem pracy jest 
przybliżenie wiedzy na temat zasad, na których opierają 
się te podstawowe narzędzia diagnostyczne współczesnej 
hematologii, a także omówienie ich znaczenia w postę-
powaniu diagnostyczno-terapeutycznym w określonych 
chorobach hematologicznych.

Badania cytogenetyczne

Od zidentyfikowania pierwszej aberracji chromosomowej 
– chromosomu Philadelphia w przewlekłej białaczce szpi-
kowej (CML) w 1960 r. dowiedziono, że prawie każdy no-
wotwór układu krwiotwórczego ma typowe zmiany w ka-
riotypie, toteż metody cytogenetyczne są od lat szeroko 
stosowane w diagnostyce wielu rodzajów nowotworów 
hematologicznych [22]. Dla przeważającej większości ko-
mórek nowotworowych układu krwiotwórczego oraz nie-
których chłoniaków złośliwych i guzów litych charaktery-
styczna jest obecność aberracji w obrębie chromosomów, 
zmiany te mogą być zarówno ilościowe, jak i strukturalne. 
Część nieprawidłowości jest bardzo swoistych, dlatego 
wykrywanie zmian chromosomowych w komórkach no-
wotworowych uważa się za istotny czynnik diagnostycz-
ny i niekiedy prognostyczny w przebiegu choroby [16]. 
Zmiany cytogenetyczne są ściśle związane z procesem 

leukemogenezy oraz rodzajem rozwijającego się nowo-
tworu, co stanowi o ich istotnej wartości jako markera 
diagnostycznego w poszczególnych nowotworach he-
matologicznych. Przykładem jest translokacja t(15;17) 
– aberracja swoista dla ostrej białaczki promielocytowej, 
której detekcja stanowi podstawę jednoznacznego roz-
poznania choroby, niezależnie od wyników innych ba-
dań diagnostycznych. Istotna jest również identyfikacja 
cytogenetyczna chromosomu Philadelphia (translokacja 
między chromosomem 9 i 22) w zespołach mieloprolife-
racyjnych (MPD), która decyduje o rozpoznaniu prze-
wlekłej białaczki szpikowej (CML, chronic myeloid leu-
kemia). Należy wspomnieć, że poszczególne aberracje 
mogą mieć zróżnicowane znaczenie prognostyczne w od-
niesieniu do rozpoznanej choroby – obecność wspomnia-
nego chromosomu Philadelphia w ostrej białaczce limfo-
blastycznej (ALL) jest bardzo niekorzystnym czynnikiem 
prognostycznym. Istnieją także aberracje, które nie mają 
jednoznacznej wartości rokowniczej nawet w przypadku 
jednego typu choroby, zależnie od współwystępowania 
innych zmian chromosomowych i złożoności kariotypu. 
Od konkretnych aberracji może zależeć wybór schematu 
terapeutycznego w zależności od znaczenia rokowniczego 
– zmiany niekorzystne, w odwrotności do korzystnych, 
sugerują zastosowanie agresywniejszego leczenia [45]. 
Znaczenie kliniczne ma również obecność zmian w ob-
rębie chromosomów u pacjentów w stanie remisji hema-
tologicznej, gdyż może to zapowiadać rozwój wtórnego 
nowotworu, czy to w przypadku aberracji pierwotnych, 
czy też wtórnych. Zastosowanie cytogenetyki ma w tym 
przypadku mniejsze znaczenie od metod molekularnych, 
natomiast w razie wystąpienia nowych aberracji, anali-
za cytogenetyczna jest nadal niemożliwa do zastąpienia, 
zwłaszcza w monitorowaniu CML [27].

Klasyczne techniki określania kariotypu nowotworowych 
komórek metodą prążkową GTG i metody molekularne 
FISH, są nadal złotym standardem w klinikach hemato-
logicznych na całym świecie. Według klasyfikacji WHO 
z 2008 r. [40] (tab. 1), analiza cytogenetyczna jest podsta-
wą w diagnostyce nowotworów układu krwiotwórczego, 
wiele aberracji chromosomowych ma również powszech-
nie uznane znaczenie prognostyczne w tej grupie chorób. 
Według Hastingsa i wsp. diagnostyka cytogenetyczna jest 
niezbędna do klasyfikacji chorób, oceny prognostycznej 

Wykaz skrótów: ALL – ostra białaczka limfoblastyczna, AML – ostra białaczka szpikowa, array-CGH – CGH do mikro-
macierzy, CGH – porównawcza hybrydyzacja genomowa, CLL – przewlekła białaczka limfocytowa, 
CML – przewlekła białaczka szpikowa, dNTP – dezoksyrybonukleotyd, ddNTP – dideoksynukle-
otyd, FISH – fluorescencyjna hybrydyzacja in situ, GTG – technika barwienia prążków za pomocą 
trypsyny i barwnika Giemsy, M-FISH – wielokolorowa technika FISH, NGS – sekwencjonowanie 
nowej generacji, PCR – łańcuchowa reakcja polimerazy, RT-PCR – łańcuchowa reakcja polimerazy 
z odwróconą transkrypcją, SKY – analiza widmowa kariotypu, SNP – polimorfizm pojedynczego 
nukleotydu, WHO – Światowa Organizacja Zdrowia.
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oraz decyzji terapeutycznych [12]. Mimo że nowe metody 
molekularne są bardzo obiecujące, klasyczne metody cy-
togenetyczne wraz z techniką FISH są nadal referencyjne 
w przypadku wielu nowotworów hematologicznych [22]. 

Materiał do analizy cytogenetycznej i uzyskanie 
kariotypu

Do określenia kariotypu komórki są niezbędne chromoso-
my w stanie metafazy cyklu mitotycznego. Materiałem re-
ferencyjnym do analizy cytogenetycznej w nowotworach 
hematologicznych, z wyłączeniem niektórych schorzeń, jest 
aspirat szpiku kostnego (tab. 2). W celu uzyskania komó-
rek jednojądrzastych, materiał biologiczny jest poddawany 

hodowli komórkowej w środowisku in vitro [22]. Hodowle 
komórkowe w przypadku cytogenetyki to tzw. element kry-
tyczny, głównie z powodu konieczności uzyskania komórek 
na etapie metafazy. Inkubacja 24-godzinna jest optymalnym 
odzwierciedleniem stanu cytogenetycznego komórek szpiku 
kostnego, natomiast w niektórych nowotworach, takich jak 
szpiczak plazmocytowy (MM), na ogół prowadzi się dłuższe, 
nawet 96-godzinne hodowle [45]. Pewną trudnością w dia-
gnostyce hematoonkologicznej jest wpływ czasu prowa-
dzenia hodowli komórkowych na zmianę odsetka komórek 
z aberracjami chromosomów. U chorych na CML wydłużanie 
czasu hodowli zwiększa odsetek komórek z prawidłowym 
kariotypem w stosunku do komórek z obecnym chromoso-
mem Philadelphia. W AML natomiast dłuższy czas inkubacji 
ma odwrotny wpływ – powoduje wzrost odsetka komórek 
z nieprawidłowościami chromosomowymi [2,44]. 

Standardowo w hodowli jest dodawana kolchicyna, która 
zatrzymuje cykl komórkowy na pożądanym etapie me-
tafazy, pozwalając na uzyskanie chromosomów nadają-
cych się do analizy metodą GTG. Analiza powinna być 
prowadzona z użyciem wysokiej jakości mikroskopu ze 
specjalnym oprogramowaniem do kariotypowania. Cha-
rakterystyczne zmiany kariotypu są opisane w międzyna-
rodowej nomenklaturze (tab. 3) [22]. Istotne jest pobranie 
materiału diagnostycznego przed rozpoczęciem leczenia 
przeciwnowotworowego, ponieważ stosowanie cytostaty-
ków lub steroidów może uniemożliwić wykrycie aberracji 
będących podłożem nowotworu [45].

Tabela 1. Klasyfikacja ostrych białaczek wg WHO 2008 [40]

Ostre białaczki z powtarzającymi się zmianami cytogenetycznymi

OBS z t(8;21)(q22;q22), (RUNX1-RUNX1T1)

OBS z nieprawidłową eozynofilią w szpiku: inv(16)(p13q22) lub t(16;16)
(p13.1;q22), (CBFβ-MYH11)

OBS promielocytowa: t(15;17)(q22;q21), (PML-RARα) i warianty

OBS z nieprawidłowościami 11q23 (MLL), t(9;11)(p22;q23), (MLLT3-MLL)

OBS z t(6;9)(p23;q34), (DEK-NUP214)

OBS z inv(3)(q21q26.2) / t(3;3)(q21;q26,2), (RPN1-EVI1)

OBS megakarioblastyczna z t(1;22)(p13;q13), (RBM15-1MKL1)

OBS z mutacją NPM1

OBS z mutacją CEBPA

Ostre białaczki szpikowe z wieloliniową dysplazją

OBS z poprzedzającym MDS lub mielodysplastyczno-mieloproliferacyjnym

OBS bez poprzedzającego MDS

Ostre białaczki szpikowe i zespoły mielodysplastyczne spowodowane 
uprzednim leczeniem

OBS po leczeniu związkami alkilującymi

OBS po leczeniu inhibitorami topoizomerazy II

OBS – inne typy

Ostre białaczki szpikowe inaczej niesklasyfikowane

OBS minimalnie zróżnicowana (M0 wg FAB)

OBS bez cech dojrzewania (M1 wg FAB)

OBS z cechami dojrzewania (M2 wg FAB)

OBS mielomonocytowa (M4 wg FAB)

OBS monoblastyczna i monocytowa (M5 wg FAB)

OBS erytroblastyczna (M6 wg FAB)

OBS bazofilowa

Ostra panmieloza z mielofibrozą

Mięsak szpikowy (mieloidalny)

OBS związane z zespołem Downa

Tabela 2. �Referencyjny materiał diagnostyczny w określonych nowotworach 
hematologicznych [11,44]

Jednostka chorobowa
Referencyjny materiał 

diagnostyczny

Przewlekła białaczka limfocytowa Krew obwodowa

Pozostałe białaczki Szpik kostny

Chłoniaki nieziarnicze Węzeł chłonny

Zespół mielodysplastyczny Szpik kostny

Szpiczak plazmocytowy Szpik kostny

Tabela 3. Skróty stosowane w badaniach cytogenetycznych [35]

Skrót Wyjaśnienie skrótu

p
q
t

( )

-
+

del
dup
ins
inv

krótkie ramię chromosomowe
długie ramię chromosomowe

translokacja
nawiasy w których umieszcza się chromosomy biorące 

udział w translokacji lub punkty pęknięć
utrata kopii chromosomu

dodatkowa kopia chromosomu
delecja

duplikacja
insercja
inwersja
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Klasyczne badania cytogenetyczne – metoda 
prążkowa GTG

Metody klasycznej analizy cytogenetycznej, mimo po-
jawienia się metod molekularnych, wciąż są zalecane, 
a niejednokrotnie obligatoryjne w diagnostyce hema-
tologicznej. Pomijając liczne udoskonalenia i  postęp 
w sposobach analizy i klasyfikacji obrazów chromoso-
mów, zasady cytogenetyki klasycznej pozostają ciągle 
aktualne, a rutynowe zastosowanie w klinice chorób he-
matologicznych przypisuje się zwłaszcza technice prąż-
ków GTG [22]. Prążki G, powstałe jako wynik trawienia 
trypsyną i barwienia barwnikiem Giemsy, pozwalają na 
uzyskanie obrazu naprzemiennie ułożonych ciemnych 
i jasnych prążków, układających się w swoisty dla każde-
go chromosomu wzór (ryc. 1). Wzorce układu prążków G 
są szczegółowo opisane w Międzynarodowym Systemie 
Nazewnictwa Cytogenetycznego (ISCN, An International 
System for Human Cytogenetic Nomenclature) [35,44]. 
Podstawowe skróty w opisie badań cytogenetycznych 
wg ISCN przedstawiono w tab. 3. Prążki są zróżnico-
wane pod względem wielkości oraz intensywności za-
barwienia, a  ich liczba w badaniu kariotypu decyduje 
o czułości, a co za tym idzie o wielkości rozpoznawanych 
aberracji chromosomowych. Ponieważ w haploidalnym 
zestawie chromosomów zazwyczaj uzyskuje się średnio 
500 (± 50) prążków, warunkuje to szansę detekcji aberra-
cji o wielkości co najmniej 5 milionów par zasad (Mpz) 
[38]. Uznaje się, że liczba metafaz poddanych ocenie nie 
powinna być mniejsza niż 20, gdy kariotyp wszystkich 
analizowanych komórek nie wykazuje nieprawidłowości, 
przy czym większa liczba analizowanych obrazów cyto-
genetycznych komórek zwiększa czułość wykrycia aber-
racji. W przypadku nieprawidłowego kariotypu, wystar-
czającym jest ocena kilku metafaz z powtarzającymi się 
aberracjami. W przypadku kariotypu złożonego, gdzie 
liczba aberracji wynosi 3 i więcej, należy zwiększyć licz-
bę ocenianych metafaz w celu określenia klonu zarówno 
głównego, jak i klonów dodatkowych [11].

Nieprawidłowości chromosomowe analizowane na po-
ziomie cytogenetyki klasycznej ukazują kompleksowy 
obraz zmian cytogenetycznych w analizowanej komórce, 
a badanie dotyczy puli komórek o najwyższym potencjale 
proliferacyjnym, a więc niejednokrotnie najistotniejszych 
dla rozwoju nowotworzenia. Analiza kariotypowania po-
zwala na określenie wielu ważnych klinicznie translokacji 

w hematoonkologii, których nie sposób w tym opraco-
waniu wymienić, a czego dobrym przykładem może być 
m.in. t(11;14)(q13;q32) w chłoniaku z komórek płaszcza 
(MCL), czy t(8;14)(q24;q32) w chłoniaku Burkitta. Badanie 
tego typu umożliwia również identyfikację ubytków czy 
powieleń kopii chromosomów oraz ich fragmentów, jak 
chociażby wtórna zmiana w chłoniaku Burkitta – dupli-
kacja (1q) [42,44]. Inne swoiste aberracje chromosomowe 
wykrywane z użyciem cytogenetyki klasycznej to m.in. 
translokacje powodujące powstanie genów fuzyjnych, 
tj. t(1;19)(q23;p13) i t(4;11)(q21;q23) w ostrej białaczce 
limfoblastycznej (ALL), t(9;22)(q34;q11) – czyli charakte-
rystyczna fuzja BCR-ABL w przewlekłej białaczce szpiko-
wej (CML), jak również fuzja t(8;21)(q22;q22) w przebiegu 
ostrej białaczki szpikowej [19,44].

Molekularne badania cytogenetyczne

Klasyczne badanie kariotypu w  szczegółowy sposób 
określa liczbę i  rodzaj cytogenetycznie uchwytnych 
aberracji, jednak obejmuje jedynie populacje komórek 
dzielących się. Natomiast w utrwalonym preparacie je-
dynie kilka procent komórek badanej populacji znajduje 
się w fazie mitotycznej, toteż komórki słabo proliferują-
ce zostają z analizy wykluczone. Innym problemem jest 
to, że zaburzenia na małych obszarach pozostają nie-
możliwe do zaobserwowania w badaniu prążkowym, uży-
cie tej techniki uwidocznia zmiany strukturalne, obej-
mujące obszar rzędu co najmniej 106-107 par zasad [44]. 
Pewnym rozwiązaniem tych problemów było opraco-
wanie połączenia metod cytogenetycznych z metodami 
biologii molekularnej, co pozwoliło na nowe możliwości 
badań nad chromosomami, umiejscowieniem genów i – 
wzrostem efektywności detekcji zaburzeń chromosomo-
wych. Możliwe stało się wykrywanie niewielkich zmian 
strukturalnych oraz rearanżacji w obrębie chromoso-
mów, dzięki czemu cytogenetyka molekularna znalazła 
szerokie zastosowanie w hematologicznej diagnostyce 
laboratoryjnej [21]. Niebywale użyteczną metodą po-
wstałą z kompilacji metod cytogenetycznych oraz mo-
lekularnych jest technika fluorescencyjnej hybrydyzacji 
in situ (FISH). Bardzo istotnie rozszerzyła możliwości 
identyfikacji aberracji w populacji komórek interfazo-
wych, jednocześnie podwyższając poziom rozdzielczo-
ści w stosunku do cytogenetyki klasycznej. Zastosowa-
nie techniki FISH pozwala m.in. na ocenę liczby kopii 
poszczególnych chromosomów, określenie partnerów 
translokacji, czy stwierdzenie obecności innych różno-
rakich zaburzeń genowych, określonych wraz z wybo-
rem sondy [44].

Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ – FISH

Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ jest techniką dia-
gnostyczną, mającą rozległe zastosowanie w wielu dzie-
dzinach medycyny, a szczególnie w onkologii. FISH jest 
nie tylko doskonałym uzupełnieniem klasycznej analizy 
cytogenetycznej – w niektórych przypadkach zapewnia 
dodatkowe informacje o aberracjach chromosomowych, 
których konwencjonalne techniki nie mogą wykryć. Nie-

Ryc. 1. �Układ prążków w chromosomie w badaniu metodą GTG na przykładzie 
chromosomu 9
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zmiernie istotne klinicznie jest to, iż metodą FISH można 
analizować komórki będące nie tylko na etapie metafazy, 
ale i  jądra interfazowe. Dzięki temu można odróżniać 
metody klasyczne z molekularnymi i rozszerzać możli-
wości diagnostyczne w praktyce klinicznej z ominięciem 
wielu ograniczeń klasycznych badań kariotypowych. 
Ułatwia identyfikację zaburzeń chromosomalnych w wy-
krywaniu schorzeń, ocenę choroby resztkowej, tempa 
remisji cytogenetycznej czy detekcji nawrotu choro-
by [16,45]. Możliwość użycia w analizie FISH materia-
łu genetycznego o sporym stopniu dekondensacji – jak 
w przypadku jąder interfazowych, wpłynęło korzystnie 
na zwiększenie rozdzielczości do wielkości 100 kb, a na-
wet 10 kb [44].

Podstawą techniki FISH jest zjawisko hybrydyzacji – two-
rzenie dwuniciowych kompleksów między komplemen-
tarnymi do siebie jednoniciowymi odcinkami DNA lub 
RNA, gdzie jedną nić tworzy kwas nukleinowy danego 
fragmentu restrykcyjnego na filtrze, a drugą znakowana 
luminescencyjnie sonda molekularna. Takie połączenie 
umożliwia wykrycie jedynie fragmentów DNA, które za-
wierają sekwencje nukleotydów komplementarnych do 
sekwencji zastosowanej sondy, której cechą charaktery-
styczną jest wyjątkowa swoistość [1,16,41]. W zależności 
od potrzeb diagnostycznych i podejrzenia nieprawidło-
wości chromosomowych w zastosowaniu są różnorakie 
rodzaje sond, wśród których wyróżnia się:

• �sondy malujące, komplementarne do DNA na całej dłu-
gości chromosomów lub ich poszczególnych ramion, 
szczególnie przydatne do analizy translokacji, inne chro-
mosomy pozostawiając bez zróżnicowania,

• �sondy centromerowe, stosowane najczęściej do oceny 
aberracji liczbowych – umożliwiają określenie liczby ko-
pii wybranego chromosomu, natomiast nie dostarczają 
informacji o pozostałych chromosomach, 

• �sondy telomerowe, swoiste do sekwencji telomerowej 
wspólnej dla wszystkich chromosomów lub dla danego 
ramienia poszczególnych chromosomów,

• �sondy specyficzne, używane do detekcji aberracji struk-
turalnych, są komplementarne dla określonych genów 
lub unikalnych sekwencji nukleotydowych, nadają się do 
poszukiwania zmiany w postaci delecji, amplifikacji czy 
zmiany pozycji genu, w tym do badania bardzo małych 
aberracji, np. mikrodelecje [45].

Do uzyskania chromosomów metafazowych czy też jąder 
interfazowych wykorzystuje się standardowe procedury 
cytogenetyczne, następnie materiał pozostawia się do 
wyschnięcia po rozmazaniu na szkiełku podstawowym. 
Zdenaturowane DNA jest poddane hybrydyzacji z uży-
ciem sond znakowanych bezpośrednio fluorochromem 
lub też inną substancją, którą obserwuje się za pomocą 
fluorescencyjnie znakowanych przeciwciał. Pozwala to 
na detekcję sygnału pohybrydyzacyjnego i analizę kom-
puterową uzyskanego obrazu mikroskopowego. Wyniki 
hybrydyzacji obserwuje się w mikroskopie fluorescen-
cyjnym w postaci barwnych sygnałów na chromosomach 
(ryc. 2) [44].

Obecnie do dyspozycji diagnosty dostępnych jest wiele ko-
mercyjnych sond FISH gotowych do użycia i identyfikacji 
niemal każdej aberracji chromosomowej zaobserwowanej 
w nowotworach hematologicznych, wliczając w to sondy 
do detekcji translokacji, delecji, centromerów, telomerów, 
sondy malujące zarówno całość, jak i tylko wybrane frag-
menty chromosomów. Dostępne są w wielu kolorach (czyli 
zastosowanych fluorochromach), o użyteczności zależnej 
od zainstalowanych filtrów fluorescencyjnych w mikro-
skopie [22]. Istnieje również możliwość wykorzystania 
modyfikacji standardowej metody FISH i wybór bardziej 
zaawansowanych technik hybrydyzacyjnych polegają-
cych na jednoczesnej detekcji wszystkich chromosomów 
i ich określonych obszarów, do których zalicza się chociaż-
by wielobarwna M-FISH (multiplex-FISH). Metoda ta jed-
nak jest rzadko stosowana w rutynowej diagnostyce, m.in. 
ze względu na wysoki koszt tego typu badań [44]. Przydat-
ność fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ w hematologii 
jest niebywale doceniana, ponieważ analiza taka pozwala 
na jednoznaczne określenie w populacji nowotworowych 
komórek obecności rearanżacji onkogenów czy fuzji ge-
nowych – zmian chromosomowych o nieocenionej war-
tości klinicznej. Umożliwia również ocenę liczby kopii 
określonych genów i statusu genów istotnych rokowni-
czo u chorych m.in. na przewlekłą białaczkę limfocytową 
(np. delecja 17p, prowadząca do utraty białka TP53 czy 
delecja 11q – utrata genu ATM) czy szpiczaka plazmocy-
towego (delecja chromosomu 17p12, a więc utrata TP53). 
Na podstawie danych cytogenetyczno-molekularnych 
wśród chorych na ostrą białaczkę szpikową scharakte-
ryzowano grupy prognostyczne, wśród których korzyst-
nie rokują pacjenci z t(8;21), inv(16)/t(16;16) i t(15;17), 
pacjenci z prawidłowym kariotypem i aberracjami: +6, 
+8, –Y, t(9;11) i del(12p) zalicza się do grupy rokowania 
pośredniego. W przypadku chorych z kariotypem złożo-
nym lub zmianami, tj. inv(3)/t(3;3), t(6;9), –5, –7, del(5q), 
del(7q), rearanżacje 11q23 – prognoza jest niekorzystna 
[23]. Istnieją niestety pewne ograniczenia metody, gdyż 
rezultat standardowej analizy FISH obejmuje swoim za-
kresem jedynie obszary komplementarne do zastosowa-
nej sondy DNA, a więc nie dostarcza informacji o poten-

Ryc. 2. �Analiza FISH metafazowych chromosomów w limfocycie. Użycie 
odpowiednich fluorochromów pozwoliło na zabarwienie na niebiesko 
chromosomalnego DNA, natomiast na czerwono telomerów
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cjalnych zmianach wśród innych genów. Rozwiązaniem 
tego problemu jest stosowanie tej metody jednocześnie 
z klasyczną analizą kariotypową, wzajemne uzupełnia-
nie się obu technik gwarantuje uzyskanie bardziej mia-
rodajnej i szerszej diagnozy nieprawidłowości w obrębie 
materiału genetycznego [19]. FISH występuje w różnego 
typu modyfikacjach, wśród których najbardziej znane są 
metody wielobarwnej oceny chromosomów (m.in. M-FISH 
oraz SKY). Modyfikacje te wykorzystują sondy malujące, 
a ich główną zaletą jest detekcja wszystkich chromoso-
mów podczas jednego procesu hybrydyzacji, co jest szcze-
gólnie przydatne w ocenie nadliczbowych markerowych 
chromosomów, addycji (dodatkowego materiału gene-
tycznego) czy też translokacji [44].

Porównawcza hybrydyzacja genomowa – CGH i CGH do 
mikromacierzy – aCGH

Następstwem ciągłego rozwoju metodologii badawczej 
są nowe techniki, których zastosowanie jest najlepsze 
do metod wcześniej dostępnych, a niejednokrotnie wa-
runkują nowe możliwości diagnostyczne. Opracowanie 
porównawczej hybrydyzacji genomowej (CGH) umoż-
liwiło analizę struktury genomu, tj. identyfikację dele-
cji, duplikacji czy transpozycji większych fragmentów 
DNA, z pominięciem etapu zakładania hodowli i izolacji 
chromosomów. Technika CGH nie wymaga konieczności 
analizy komórek dzielących się, gdyż jej zasada polega 
na hybrydyzacji fluorescencyjnie wyznakowanego DNA 
komórek układu krwiotwórczego pacjenta do prawidło-
wego DNA wzorcowych chromosomów metafazowych. 
W ten sposób ubytki badanego materiału genetycznego 
ujawniają się w postaci barwnych ideogramów w posta-
ci przewagi fluorochromu związanego z referencyjnym 
DNA, natomiast naddatki w postaci przewagi barwnika 
związanego z DNA badanym. Wynik tego typu analizy 
cytogenetycznej jest podawany w postaci sumy profi-
li wysycenia użytymi fluorochromami chromosomów, 
uzyskanych w badaniu przynajmniej 10 metafaz, prze-
stawiających ubytki, naddatki i stany równowagi DNA ba-
danego w różnych obszarach chromosomów [45]. Analizy 
dokonuje się z wykorzystaniem mikroskopii fluorescen-
cyjnej, a ilościową analizę wzajemnej intensywności obu 
sygnałów fluorescencyjnych wzdłuż każdego chromoso-
mu, umożliwia specjalistyczny program komputerowy 
do obróbki danych. Profil o wartości 0,75-1,25 jest uzna-
wany za prawidłowy, powyżej 1,25 świadczy o duplika-
cji, a poniżej 0,75 za delecję danego regionu. W związku 
z tym CGH jest użyteczną metodą do badania aberracji 
niezrównoważonych, czyli przebiegających z utratą lub 
zwiększeniem ilości materiału genetycznego, natomiast 
nie ma możliwości detekcji zrównoważonych aberracji 
(ryc. 3) [7]. Ograniczeniem jest także rozdzielczość kon-
wencjonalnej CGH, niewiele większa od klasycznej ana-
lizy cytogenetycznej [16]. Istotnym jest natomiast to, iż 
odmiennie do techniki FISH, analiza metodą CGH umoż-
liwia identyfikację i zmian genomowych bez uprzedniego 
podejrzenia ich istnienia, ponieważ CGH umożliwia ocenę 
wszystkich chromosomów w jednym badaniu, w krótszym 
czasie w porównaniu z FISH [26]. Ograniczenia wynika-

jące z niewielkiej rozdzielczości CGH zostały zniwelowa-
ne przez modyfikację tej metody i opracowanie techniki 
mikromacierzy CGH (array-CGH), mającej szerokie zasto-
sowanie w diagnostyce laboratoryjnej, służące m.in. do 
identyfikacji zmian w genomie, oceny aktywności eks-
presji, poszukiwania wariantów polimorficznych (SNP) 
oraz mutacji czy też określania kolejności zasad w nie-
zsekwencjonowanych fragmentach DNA. Mikromacie-
rze to wykonane z tworzywa sztucznego płytki, w któ-
rych są umieszczone sondy – jednoniciowe odcinki DNA. 
Między DNA pochodzącym z materiału badanego a sondą 
dochodzi do hybrydyzacji w sposób analogiczny do kon-
wencjonalnej CGH [38,44]. Kompetycyjna hybrydyzacja 
do sond dwóch różnych sekwencji genomowego DNA – 
jedna od pacjenta, druga kontrolna – wyznakowanych 
odpowiednimi barwnikami fluorescencyjnymi, umożli-
wia jednoczesną detekcję duplikacji, delecji, aneuploidii 
i amplifikacji każdego z reprezentowanych na mikroma-
cierzy loci genowych, z rozdzielczością ograniczoną wy-
łącznie liczbą oraz wielkością sond użytych do konstrukcji 
mikromacierzy [38]. W zależności od liczby sond stoso-
wanych do konstrukcji mikromacierzy, aCGH ma bardzo 
dużą rozdzielczość, sięgającą 50-100 kb [16]. Możliwość 
identyfikacji niewidocznych w standardowym badaniu 
cytogenetycznym aberracji submikroskopowych z nie-
spotykaną jak dotąd rozdzielczością sięgającą kilkuset, 
a w niektórych przypadkach, kilku-kilkunastu par zasad 
jest niewątpliwie istotną zaletą techniki aCGH [26]. Na-
leży wspomnieć również o ograniczeniach opisywanych 
metod – w przypadku mikromacierzy CGH, podobnie jak 
i w standardowej metodzie CGH, brak jest możliwości 
identyfikacji translokacji zrównoważonych [38]. Mimo 
że aCGH jest stosunkowo bardzo przydatna klinicznie, 
nie znalazła dotąd rutynowego zastosowania w hemato-
onkologii, przede wszystkim z powodu wysokich kosztów 
oraz stopnia skomplikowania analiz bioinformatycznych, 
niezbędnych do wizualizacji oraz interpretacji uzyskane-
go wyniku wykonanego badania.

Multiplex Ligation-dependent Probe Amplification – MLPA

Wartościową, aczkolwiek dopiero rozwijającą się techniką 
jest MLPA, która stanowi pewnego rodzaju alternatywę 
w badaniach delecji i amplifikacji fragmentów genomu. 
W odniesieniu do FISH, istotną zaletą MLPA jest moż-

Ryc. 3. �Schemat interpretacji wyniku barwnego podczas analizy aCGH (rycina 
własna na podstawie danych z piśmiennictwa)
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liwość analizy bardzo krótkich sekwencji (50-70 nukle-
otydów), co umożliwia identyfikację częstych aberracji 
submikroskopowych obejmujących pojedynczy gen, a jed-
nocześnie zbyt małych, aby z powodzeniem zastosować 
FISH. Do analizy techniką MPLA wystarczy niewielka ilość, 
bo 50-200 ng DNA chorego – pozwala to na ilościową ocenę 
nawet 50 różnych sekwencji nukleotydowych w jednej re-
akcji [37,42]. Sondy stosowane w MLPA są skonstruowane 
z dwóch oddzielnych oligonukleotydów (sondy połówko-
we, half-probes), każdy z nich ma sekwencje starterów do 
reakcji PCR, przy czym obie sondy hybrydyzują do anali-
zowanej sekwencji obok siebie, gdyż tylko wtedy mogą zo-
stać połączone w procesie ligacji. Zasada MLPA opiera się 
na ligacji i łańcuchowej reakcji polimerazy (PCR) i umoż-
liwia identyfikację delecji i duplikacji pojedynczych ekso-
nów, a nawet zmian pojedynczych nukleotydów. W meto-
dzie tej amplifikacji nie ulegają badane sekwencje a sondy, 
które do tych sekwencji hybrydyzowały. Procedurę MLPA 
rozpoczyna denaturacja genomowego DNA, następnie 
przebiega hybrydyzacja matrycy z sondami i ligacja sond 
za pomocą enzymu – ligazy. Nastepnym etapem jest reak-
cja PCR, wynikiem czego jest powielenie DNA sond, któ-
rych fragmenty uległy ligacji oraz rozdział produktów za 
pomocą sekwenatora kapilarnego i komputerowa analiza 
danych. Sondy, które nie uległy ligacji zawierają sekwen-
cje tylko jednego startera – nie ulegają amplifikacji i nie 
generują sygnału [20]. Liczba produktów MPLA jest pro-
porcjonalna do liczby kopii badanej sekwencji DNA. Po-
tencjalne możliwości wykorzystania tej metody są dosyć 
szerokie, pozwala na dokonywanie szybkiej diagnostyki 
aneuploidii chromosomowych oraz zespołów mikrode-
lecyjnych, m.in. w rejonach subtelomerowych [6,20,37]. 
Dostępnych jest ponad 300 sond specyficznych do kon-
kretnych zaburzeń genetycznych. Porównanie wyników 
uzyskanych metodami MLPA z FISH prowadzone m.in. 
przez Coll-Mulet i wsp., potwierdziły istotną korelację 
między nimi [4]. Zwrócono także uwagę, że wielką zaletą 
testu MLPA jest możliwość jednoczesnego badania wielu 
próbek w zautomatyzowany sposób i przy stosunkowo 
niskich kosztach. Przydatność MLPA wykazano również 
w ostrych białaczkach i zespołach mielodysplastycznych, 
gdzie wykazano bardzo dużą dokładność i swoistość MLPA 
w porównaniu do FISH [6,34]. Dynamicznie wzrastająca 
liczba publikacji dotyczących MLPA potwierdza, że jest to 
wartościowa i użyteczna technika analizy genomu i z po-
wodzeniem uzupełnia inne metody diagnostyki cytoge-
netyczno-molekularnej [20].

Badania biologii molekularnej

Badania molekularne w  diagnostyce chorób układu 
krwiotwórczego mają ugruntowaną pozycję w obliga-
toryjnych procedurach diagnostyczno-leczniczych i są 
niezwykle szeroko wykorzystywane w klinice tej grupy 
schorzeń. Potwierdzeniem zasadności badań z zakresu 
biologii molekularnej jest chociażby nieustanna aktu-
alizacja klasyfikacji nowotworów, opierająca się na włą-
czeniu do kryteriów diagnostycznych swoistych i cha-
rakterystycznych zmian genetycznych. Przykładem jest 
obserwowana u 90% chorych na czerwienicę prawdziwą 

identyfikacja mutacji w genie kinazy tyrozynowej JAK2 
V617F, zakwalifikowana w 2008 r. przez WHO [39] jako 
jedno z głównych kryteriów warunkujących różnicowa-
nie zespołu mieloproliferacyjnego z wtórną erytrocytozą 
czy wtórnym zwłóknieniem szpiku. Do ukazania roli bio-
logii molekularnej może posłużyć także swoista mutacja 
D816V w genie KIT w diagnostyce mastocytozy – zmiana 
ściśle związana z wyborem schematu terapeutycznego, 
ponieważ warunkuje oporność na drogie leczenie imati-
nibem. Konieczność wykorzystania omawianych metod 
dotyczy również diagnostyki chłoniaków, gdzie wykorzy-
stuje się oznaczenie klonalności limfocytów w przypadku 
niejednoznacznego obrazu immunohistochemicznego. 
Nie sposób nie docenić znaczenia biologii molekularnej 
w postępowaniu diagnostyczno-terapeutycznym ostrych 
białaczek. W tej heterogennej grupie chorób oprócz dia-
gnostyki i klasyfikacji, ocena ekspresji genów umożliwia 
również rokowanie i wpływa na wybór optymalnego le-
czenia, przede wszystkim stanowiąc czynnik kwalifikacyj-
ny do transplantacji czy zastosowania terapii celowanej 
[9,45]. Metody te pozwalają na zobrazowanie sensowno-
ści diagnostyki biomolekularnej ze względu na korzyści, 
także finansowe, jakie płyną z wykorzystania dostępnych 
obecnie narzędzi diagnostycznych. Techniki molekularne 
mają wiele zalet – poza tym, że charakteryzują się dużą 
czułością (przynajmniej na poziomie 10-3, choć standar-
dem jest obecnie 10-4, a nawet 10-6), cechują się niewiel-
kim ryzykiem wyników fałszywie zarówno dodatnich, 
jak i ujemnych, dużą powtarzalnością oraz możliwością 
oceny ilościowej konkretnych zmian molekularnych [44]. 
Nie ulega wątpliwości, że metody biologii molekularnej 
są uznanymi i niezbędnymi obecnie narzędziami umoż-
liwiającymi wczesne i jednocześnie szczegółowe rozpo-
znanie rodzaju nowotworu, oceny progresji schorzenia 
oraz doboru właściwej terapii [45].

Łańcuchowa reakcja polimerazy – PCR

Technika PCR (polimerase chain reaction) opiera się na 
zasadzie enzymatycznego powielania, czyli amplifikacji 
wyizolowanego wcześniej fragmentu DNA, ograniczone-
go dwoma oligonukleotydowymi primerami (starterami), 
komplementarnymi do przeciwległych nici DNA analizo-
wanych sekwencji [16]. Umożliwia identyfikację obecno-
ści swoistej sekwencji DNA (reakcja PCR) lub RNA (reakcja 
RT-PCR, reverse transcriptase-PCR) w badanym materiale. 
Technika PCR oraz oparte na zasadzie PCR metody umoż-
liwiają analizę jakościową – podając informację o obec-
ności lub też braku produktu reakcji, a po odpowiedniej 
modyfikacji, także ocenę ilościową [36].

Standardowymi komponentami reakcji PCR jest matryca 
DNA lub RNA, startery, substraty będące dwufosforana-
mi dezoksyrybonukleotydów (dNTP), jony magnezowe 
i termostabilna polimeraza DNA. Zasada PCR polega na 
powielaniu fragmentów DNA wyznakowanych z wyko-
rzystaniem syntetycznych oligonukleotydów – starterów, 
komplementarnych do końców wybranej sekwencji DNA. 
Na jeden cykl reakcji składają się trzy etapy – denatura-
cja, hybrydyzacja starterów i elongacja nici. Teoretycznie 
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w każdym cyklu PCR liczba kopii powielanego fragmentu 
DNA ulega podwojeniu (ryc. 4) [44]. Pierwszy etap cyklu 
– denaturacja, rozpoczyna się od podwyższenia tempera-
tury mieszaniny reakcyjnej do 95ºC, co powoduje rozple-
cenie podwójnej nici DNA na dwa pojedyncze łańcuchy. 
Następnie startery przyłączają się do pojedynczej nici, 
tzw. matrycy, w temperaturze obniżonej 50-75ºC. Kolej-
ny etap wymaga ponownego podgrzania mieszaniny do 
temperatury 72ºC, ponieważ takie warunki umożliwiają 
najefektywniejsze wydłużanie nowej nici przez dobudo-
wywanie nukleotydów za pomocą polimerazy DNA. Ko-
lejne cykle reakcji PCR przebiegają analogicznie do opi-
sanego – uzyskane dwuniciowe DNA ponownie musi ulec 
rozdzieleniu [5,44]. Matrycą dla reakcji PCR może być 
DNA wyizolowane z każdej tkanki. W hematoonkologii 
najczęściej wykorzystuje się DNA pochodzące z komórek 
krwi obwodowej, szpiku kostnego lub węzła chłonnego. 
Warunkiem niezbędnym do zaprojektowania komplemen-
tarnych starterów jest znajomość sekwencji obejmują-
cych amplifikowany odcinek DNA, niezależnie od źródła 
materiału matrycowego. Starterami są oligonukleotydy 
o długości 18-30 nukleotydów oraz zbliżonej zawartości 
guaniny (G) i cytozyny (C). Ustalenie długości uzyskanych 
produktów polega na elektroforetycznym rozdziale pro-
duktów w żelu agarozowym lub poliakrylamidowym po 
zakończeniu reakcji [3,41].

Metoda PCR to stosunkowo nieskomplikowana metoda 
badawcza, mająca wiele zalet, szczególnie dużą czułość 
i możliwość amplifikacji bardzo małych ilości DNA mi-
liony razy w krótkim czasie. Pewną trudnością jest nato-
miast ryzyko otrzymania fałszywie dodatnich wyników 
(skutek kontaminacji) lub fałszywie ujemnych (wynik 
zastosowania nieodpowiednich primerów). Obecnie jest 

wiele modyfikacji standardowego PCR, techniki te są wy-
korzystywane w sekwencjonowaniu DNA, identyfikacji 
mutacji, hybrydyzacji in situ, gdzie stanowią część me-
tod innych technik badawczo-diagnostycznych [3,16,41].

PCR z odwrotną transkrypcją – RT-PCR

Nie ma możliwości bezpośredniego amplifikowania RNA. 
Termostabilna polimeraza DNA nie może wykorzystać 
RNA jako matrycy, toteż pewnego rodzaju rozwiązaniem 
jest zastosowanie enzymu – odwrotnej transkryptazy (RT, 
reverse transcriptase), który podczas reakcji odwrotnej 
transkrypcji na matrycy RNA syntetyzuje pojedynczą 
komplementarną nić DNA (cDNA, complementary DNA) 
wybranych regionów genomu, a następnie wytworzona 
nić cDNA zostaje powielona za pomocą PCR. Kompila-
cja techniki odwrotnej transkrypcji i łańcuchowej reak-
cji polimerazy, czyli RT-PCR (reverse trancriptase-PCR) 
umożliwia pomiar bardzo małej ilości RNA [39,45]. Ma 
ugruntowane zastosowanie w diagnostyce hematologicz-
nej, szczególnie w rozpoznawaniu chłoniaków i białaczek, 
gdzie większość translokacji w obrębie chromosomów 
warunkuje utworzenie genu mozaikowatego, a miejsca 
złamań DNA następują na rozległych obszarach w DNA 
intronowym. Dlatego też badanie tych zmian na pozio-
mie DNA może być niewykonalne, natomiast RNA, przy 
zastosowaniu RT-PCR, z powodzeniem można wykorzy-
stać [16,45].

RT-PCR ze względu na znaczną wielkość DNA genów fuzyj-
nych, znalazła w onkologii hematologicznej zastosowanie 
głównie do identyfikacji fuzji genowych w oparciu o ana-
lizę fuzyjnego mRNA. Zaletą w tym przypadku jest bardzo 
dobra czułość RT-PCR – możliwość wykrycia 1 komórki 

Ryc. 4. Schemat reakcji łańcuchowej reakcji polimerazy (PCR)
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nowotworowej z genem fuzyjnym w 1 milionie komó-
rek prawidłowych [19]. Istotnym klinicznie jest również 
to, że reakcja tego typu niejednokrotnie daje pozytywne 
wyniki, gdy badania cytogenetyczne są nieskuteczne [1]. 
Niestety są też problemy z interpretacją kliniczną wy-
niku w przypadku oceny choroby resztkowej, nie dając 
jednoznacznej odpowiedzi na pytanie, czy słaby prążek 
w analizie RT-PCR oznacza obecność przetrwałego no-
wotworu czy też jest wynikiem odnawiającego się klonu 
białaczkowego [19]. Należy pamiętać także o tym, iż nie 
wszystkie nowotwory cechują się obecnością charakte-
rystycznych genów fuzyjnych. Trudnością jest również 
konieczność znajomości sekwencji konkretnego genu fu-
zyjnego, co jest niezbędne do zaprojektowania starterów 
do reakcji [1].

PCR w czasie rzeczywistym – Real-Time PCR

Modyfikacją omawianej techniki PCR jest możliwość śle-
dzenia reakcji PCR w rzeczywistym przebiegu (real-time 
PCR). Technika ta daje nowe możliwości diagnostyczno-
-badawcze, jest niezwykle szybką metodą, umożliwiają-
cą ilościową, seryjną analizę badanego materiału biolo-
gicznego [36,39]. Komponentami w tego typu analizie są 
składowe wykorzystywane w standardowym PCR i do-
datkowo – sonda znakowana barwnikami fluorescencyj-
nymi. Metoda ma system monitorujący zaawansowanie 
amplifikacji z udziałem technologii fluorescencyjnej z wy-
korzystaniem urządzenia umożliwiającego wzbudzanie 
energii zastosowanych barwników i fotodetektora oraz 
komputera z odpowiednim oprogramowaniem. Reakcja 
PCR w czasie rzeczywistym cechuje się tym, że powielanie 
oraz detekcja amplifikowanego produktu są przeprowa-
dzane jednocześnie w tej samej probówce, ograniczając 
w ten sposób ryzyko kontaminacji oraz skracając czas 
badania. Istotną zaletą metody jest również możliwość 
ilościowej analizy produktów amplifikacji uzyskanych 
w każdym cyklu reakcji przez detekcję fluorescencji, gdyż 
emisja sygnału fluorescencyjnego uzyskana w reakcji jest 
proporcjonalna do ilości amplifikowanego DNA [36,44]. 
Dostępne obecnie sondy molekularne używane do real-
-time PCR charakteryzują się wyjątkowo dobrą dokładno-
ścią oraz czułością. Do ograniczeń można zaliczyć etapy 
krytyczne metody – wybór odczynników, przygotowanie 
matrycy, standaryzacja protokołów metody, natomiast 
najczęstszym źródłem błędów bywa zwykle niewystar-
czająca ilość RNA lub jego niedostateczna jakość. RNA do 
badania tą techniką musi się bowiem charakteryzować 
wyjątkową czystością – być wolne od DNA, inhibitorów 
odwrotnej transkrypcji i nukleaz. Problemem jest również 
trudność z kontrolą wewnętrzną oraz analizą uzyskanych 
w badaniu danych. Wyjątkowo dobra czułość PCR w czasie 
rzeczywistym, pozwala na jej stosowanie w monitorowa-
niu terapii białaczek czy chłoniaków [36,40].

Mikromacierze DNA

Innowacyjna technika mikromacierzy DNA jest wynikiem 
połączenia osiągnięć z dziedziny bioinformatyki, nano-
technologii oraz biologii molekularnej. Jest to przyszło-

ściowa metoda badania genetycznego pozwalająca na 
jednoczesną ocenę wielu tysięcy genów. Zastosowanie 
mikromacierzy daje nadzieje na możliwość indywiduali-
zacji chemioterapii z szybkim i precyzyjnym ustaleniem 
pacjentów potencjalnie opornych na standardowe lecze-
nie, przy jednoczesnej racjonalizacji kosztów tej metody 
diagnostycznej. Ze względu na kosztowność, wdrażanie 
mikromacierzy w laboratoriach nie postępowało dyna-
micznie. Pewnym przełomem okazała się publikacja wy-
ników pracy dotyczącej profilu molekularnego białacz-
kowych blastów, gdzie wykazano możliwość odróżnienia 
ostrej białaczki szpikowej od limfoblastycznej w oparciu 
o analizę ekspresji odpowiednich genów za pomocą mi-
kromacierzy [15,18].

Mikromacierze DNA dzieli się na dwa typy – oligonukle-
otydowe (tzw. chipy DNA) oraz mikromacierze cDNA. Mi-
kromacierze oligonukleotydowe są wytwarzane podczas 
syntezy chemicznej bezpośrednio na stałej powierzchni 
– plastykowej płytce. Mały rozmiar oligonukleotydów 
umożliwia immobilizację na takiej płytce setek tysięcy 
sond, pozwalając na hybrydyzację z analizowanym kom-
plementarnym kwasem nukleinowym. Mikromacierze 
cDNA wykorzystują bibliotekę klonów DNA, a powstają za 
pomocą specjalnej mikrodrukarki, która automatycznie 
nanosi na podłoże stałe jednoniciowe sondy cDNA wyzna-
kowane fluorescencyjnie i umożliwia hybrydyzację ana-
lizowanego RNA lub cDNA z określonymi sondami cDNA 
[18]. Analiza z zastosowaniem mikromacierzy DNA pole-
ga na przygotowaniu sond, związaniu ich z powierzchnią 
płytki, wyznakowanie próbek kwasów nukleinowych, któ-
re będą badane, hybrydyzacji próbek z sondami, odczy-
taniu sygnału hybrydyzacji i bioinformatycznej analizie 
uzyskanych danych (ryc. 5). Wybór rodzaju mikromacie-
rzy zależy od planowanego badania – do przygotowania 
i zastosowania chipów DNA jest niezbędna znajomość se-
kwencji genów, których ekspresja będzie badana. W przy-

Ryc. 5. Schemat techniki mikromacierzy

Komórki prawidłowe
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padku mikromacierzy cDNA wiedza ta nie jest konieczna, 
co umożliwia zastosowanie jej do badania aktywności 
genów o nieznanej sekwencji [15,29].

Technika mikromacierzy umożliwia analizę ekspresji 
tysięcy genów, pozwalając na wytypowanie aktywności 
określonych genów przy stosunkowo niewielkiej ilości 
materiału wyjściowego w danych warunkach. Nie zawsze 
wykonanie analizy tego typu ma uzasadnienie praktycz-
ne – jeśli do klasyfikacji lub określenia rokowania, badane 
pole jest zawężone do kilku konkretnych genów, dalsze 
badania mogą być prowadzone mniej skomplikowanymi 
oraz tańszymi metodami, np. PCR [18]. Z praktycznym wy-
korzystaniem mikromacierzy DNA wiąże się duże nadzieje 
w diagnostyce onkologicznej i terapii chorób nowotwo-
rowych. W hematoonkologii opisano wykorzystanie tego 
typu metody w wykazaniu odrębności ekspresji genów 
w ostrych białaczkach szpikowych i limfoblastycznych 
– około 50 genów wykazywało różną aktywność w tych 
białaczkach. Nasuwa to przypuszczenie, iż zastosowanie 
mikromacierzy może nie tylko pomóc prawidłowo zdia-
gnozować rodzaj nowotworu, ale i dobrać indywidualny 
i optymalny schemat terapeutyczny dla konkretnego pa-
cjenta [15]. Skuteczność metody potwierdzają też bada-
nia nad jej zastosowaniem w rozpoznawaniu chłoniaków 
rozlanych z dużych komórek B, charakteryzujących się 
znaczną heterogennością kliniczną i molekularną. Cało-
ściowa analiza ekspresji genów metodą mikromacierzy 
przyczyniła się do wykazania różnic transkrypcyjnych 
między poszczególnymi typami histologicznymi nowo-
tworu oraz zdefiniowania podtypów molekularnych tej 
grupy chłoniaków. Eksperymenty z użyciem mikromacie-
rzy ujawniły także odrębność mechanizmów patogenezy 
w ich obrębie, co rodzi nadzieje na możliwość zastosowa-
nia terapii celowanych i poprawę rezultatów leczenia [14]. 
Ta przyszłościowa metoda badawcza umożliwiła identyfi-
kację nowych markerów diagnostycznych, prognostycz-
nych i terapeutycznych. Mimo że obecnie profilowanie 
nowotworów z użyciem miekromacierzy ma zastosowanie 
głównie w celach naukowo-badawczych, można oczeki-
wać, iż w najbliższej przyszłości technika mikromacierzy 
będzie miała w diagnostyce molekularnej coraz większe 
znaczenie praktyczne, ułatwiając sekwencjonowanie da-
nych genów oraz ich przeszukiwanie pod kątem identy-
fikacji dowolnej liczby mutacji [29].

SNP – polimorfizm pojedynczego nukleotydu

Polimorfizm genów to powszechne zmiany w sekwencji nu-
kleotydów genomu, występujące w populacji z częstością 
alleliczną powyżej 1%. Polimorfizmy pojedynczych nukle-
otydów są najczęstszą postacią tego typu zmian, odpowia-
dającą prawie za 90% różnic genomowych stwierdzanych 
u ludzi. Mogą dotyczyć sekwencji zarówno kodujących, 
co determinuje zmiany w strukturze aminokwasowej wy-
twarzanego białka, a więc współwystępowanie różnych 
izoform cząsteczki efektorowej, a także sekwencji niekodu-
jących, skutkując modyfikacją aktywności transkrypcyjnej 
tego genu, zwłaszcza gdy zmiany występują w obrębie se-
kwencji regulatorowych DNA – 5’ regionu promotorowe

go. Obecność takich polimorfizmów zmienia powinowac-
two promotorów genów do czynników transkrypcyjnych, 
wpływając bezpośrednio na poziom ekspresji genu. W kon-
sekwencji polimorfizmy intronów mogą wywoływać alter-
natywny splicing transkryptu genu, natomiast zmiany re-
gionu 3’ różnicować stabilność mRNA. Zasadą techniki SNP 
(single nucleotide polymorphism) jest możliwość oceny 
zjawiska zmienności sekwencji DNA, co umożliwia detekcję 
modyfikacji pojedynczego nukleotydu w obrębie wybranej 
sekwencji. Metoda polega na amplifikacji określonego frag-
mentu genomu w reakcji PCR i sekwencjonowaniu uzyska-
nego produktu. Analiza porównawcza obrazów elektrofore-
tycznych produktów powielania, umożliwia określenie czy 
mutacja w badanym obszarze genomu wystąpiła [13,17]. 

Analiza SNP ma dość szerokie zastosowanie kliniczne 
w hematoonkologii. Polimorfizm w zakresie genów ko-
dujących enzymy metabolizujące leki może być podło-
żem indywidualnych różnic w skuteczności i toksyczności 
wielu preparatów, w tym cytostatyków. Ponadto analiza 
występowania określonych mutacji SNP może pomagać 
w ocenie ryzyka wznowy ostrej białaczki u dzieci [24]. 
Użyteczności SNP można się doszukiwać również w kon-
struowaniu modeli prognostycznych u pacjentów ze scho-
rzeniami onkohematologicznymi, m.in. z gammapatią 
monoklonalną [8], przewlekłą białaczką limfocytową [13] 
czy przewlekłą białaczką szpikową [25]. Do zalet omawia-
nej techniki należy duża wydajność identyfikacji polimor-
fizmu w obrębie analizowanej sekwencji, wadą natomiast 
jest dość wysoki koszt analizy [17].

Southern i Northern blotting

Istotą metod jest cięcie analizowanego DNA enzymami re-
strykcyjnymi, elektroforetyczne rozdzielenie mieszaniny 
uzyskanych fragmentów i przeniesienie ich na błonę nitro-
celulozową lub nylonową, tzw. filtr [45]. By możliwa była 
hybrydyzacja sondy z badanym DNA, kwas nukleinowy 
musi być zdenaturowany – czyli rozdzielony na pojedyncze 
nici [44]. Po hybrydyzacji DNA z wyznakowaną sondą kom-
plementarną do analizowanych sekwencji nukleotydów, 
za pomocą odpowiedniej detekcji, uwidocznia się badane 
fragmenty DNA [1,45]. Sondowanie wraz z cięciem anali-
zowanego DNA restryktazami, pozwala na detekcję zmian 
sekwencji DNA, co umożliwia lokalizację określonych se-
kwencji w cząsteczce DNA. Ponieważ sonda hybrydyzu-
je tylko z komplementarną do niej sekwencją, analizy tą 
techniką można wykonywać na całości komórkowego kwa-
su nukleinowego. Czym dłuższe odcinki komplementarne 
wobec siebie, tym większa stabilność powstałego komplek-
su dwuniciowego [1,41]. Metoda jest wykorzystywana do 
identyfikacji rearanżacji genów zaangażowanych w trans-
lokacje chromosomowe wtedy, gdy miejsca złamań DNA 
skupiają się w obrębie jednego lub najwyżej kilku intronów, 
dzięki czemu mogą być pokryte przez jedną lub więcej 
sond DNA. Należy zauważyć, iż taka właśnie sytuacja zda-
rza sie w przypadku większości translokacji w białaczkach 
limfoblastycznych i chłoniakach. Zaletą jest również duża 
wykrywalność rearanżacji genowych, natomiast utrud-
nieniem w analizie techniką blottingu metodą Southerna 
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jest potrzeba izolacji stosunkowo dużej ilości DNA (10 μg 
i więcej do jednej analizy), wydłużony czas badania sięga-
jący nawet 1 miesiąca i konieczność stosowania izotopów. 
Istnieje jednak możliwość zastosowania metod chemilumi-
nescencyjnych do znakowania i detekcji sond, co znacznie 
skraca czas badania [41,45].

Technika Northern blotting opiera się na zasadzie analo-
gicznej do Southern, z tą różnicą, że ta ma zastosowanie 
w hybrydyzacji kwasu rybonukleinowego, a ze względu 
na to, iż RNA ma postać pojedynczej nici, w procedurze 
blottingu nie wymagany jest proces denaturacji [44]. 

Sekwencjonowanie DNA

Technika polega na identyfikacji sekwencji, czyli kolejno-
ści i rodzaju poszczególnych par nukleotydowych w bada-
nej cząsteczce DNA, będącej najczęściej produktem PCR. 
Wiedza na temat sekwencji genów ludzkich umożliwia 
identyfikację licznych nieprawidłowych alleli będących 
podstawą leukemogenezy i chorób genetycznych [1,44]. 
Zmiany w obrębie DNA można uwidocznić metodami mo-
lekularnymi w sposób bezpośredni i pośredni. Do rozpo-
znawania nieznanych mutacji stosuje się sekwencjonowa-
nie bezpośrednie – czym większy obszar DNA jest badany, 
tym większe są koszty i czas trwania analizy [1,43]. Obecnie 
ciągły postęp i automatyzacja w sekwencjonowaniu wa-
runkuje użyteczność tej techniki w diagnostyce chorób 
nowotworowych, zwłaszcza techniki sekwencjonowania 
enzymatycznego opracowanej przez zespół Sangera – 
metody terminacji łańcucha [32]. Podstawą jest enzyma-
tyczna synteza komplementarnej nici na zdenaturowanej, 
jednoniciowej matrycy DNA, przeprowadzona za pomocą 
polimerazy DNA. Ze względu na to, iż w takiej nici DNA 
występują cztery rodzaje nukleotydów różniących się za-
sadą azotową, prowadzi się cztery odrębne reakcje syntezy 
DNA. Dodając do reakcji niewielką ilość poszczególnych 
dideoksynukleotydów (ddNTP), są one wbudowywane 
i pełnią rolę tzw. terminatorów – powodują zakończenie 
wydłużania nici komplementarnej w miejscu wbudowa-
nia konkretnego dideoksynukleotydu. Wynikiem tego 
jest otrzymanie fragmentów DNA o różnej długości, które 
rozdziela się elektroforetycznie. Sekwencję odczytuje się 
z autoradiogramu od prążka najniższego na żelu, kolejno 
wzwyż w czterech kanałach osobnych dla każdego nu-
kleotydu. Metoda pozwala na szybkie sekwencjonowanie 
odcinka DNA o długości kilkuset nukleotydów [32,43,44]. 
O istotności i roli tej techniki w hematoonkologii piszą 
Sacha i wsp., którzy podjęli próbę ustalenia wytycznych 
dotyczących m.in. celowości analizy domeny kinazowej 
glinu BCR-ABL u pacjentów z przewlekłą białaczką szpiko-
wą [33]. Jest to użyteczne badanie potwierdzające istnienie 
i jednocześnie identyfikujące typ mutacji genu ABL [45]. 
Wykorzystanie RT-PCR i ustalenie sekwencji nukleotydów 
jest niezastąpione również do określania miejsc złamań 
w sekwencji genów biorących udział w istotnych klinicz-
nie translokacjach [30]. Obecnie techniki sekwencjonowa-
nia kwasów nukleinowych są w pełni zautomatyzowane, 
a systemy bioinformatyczne opracowujące wyniki, mają 
możliwości nie tylko odczytywania kolejności nukleoty-

dów i gromadzenia danych, ale i analizy sekwencji w kie-
runku porównywania genomów czy przewidywania struk-
tur białkowych. Zastosowanie tej metody, ze względu na 
znaczne koszty, nie wykracza poza projekty badawcze, ale 
istnieje nadzieja na możliwości wykorzystania sekwencjo-
nowania również w diagnostyce klinicznej [44].

Sekwencjonowanie nowej generacji

Ciągły rozwój technik diagnostyki molekularnej jest uza-
sadniony występowaniem różnego rodzaju ograniczeń 
dostępnych powszechnie metod, szczególnie w przypad-
ku chorób o podłożu wielogenowym, czy też w sytuacji, 
gdy badany gen składa się z kilkudziesięciu lub więcej eks-
onów, w których mutacje prowadzą do rozwoju choroby, 
co dotyczy także nowotworów układu krwiotwórczego. 
Opracowanie metody NGS – sekwencjonowania nowej 
generacji, jest wynikiem potrzeby dostępności techniki 
o większych możliwościach [31]. W sekwencjonowaniu 
z użyciem NGS wyróżnia się kilka etapów: izolację i skon-
struowanie biblioteki jednoniciowych DNA, amplifikację 
matrycy i sam proces równoległego sekwencjonowania, 
co zależy od platformy opracowanej przez producenta 
komercyjnego zestawu badawczego [28]. Najtrudniejszą 
kwestią jest analiza danych bioinformatycznych, która 
wymaga zastosowania skomplikowanych programów, wy-
dajnych komputerów i umiejętności badacza do nakreśle-
nia odpowiednich wniosków klinicznych. Niemniej jednak 
NGS stanowi obiecującą opcję w procesie diagnozowania 
wielu chorób, w tym także nowotworowych oraz znaczną 
pomoc w podejmowaniu decyzji terapeutycznych [10].

Podsumowanie

Wczesna i precyzyjna diagnostyka zmian nowotworowych 
jest jednym z podstawowych wyzwań we współczesnej 
medycynie, zwiększając istotnie szanse powodzenia te-
rapeutycznego wśród pacjentów ze schorzeniami układu 
krwiotwórczego. Głównym zastosowaniem metod cyto-
genetyki oraz biologii molekularnej w hematoonkologii 
jest wykrywanie swoistych dla danego nowotworu zmian 
genetycznych, a także ocena właściwości komórek no-
wotworowych oraz badania predyspozycji genetycznych 
do zapadania na choroby nowotworowe. Zmiany w obrę-
bie genomu mogą dotyczyć zarówno dużych obszarów 
w przypadku aberracji chromosomowych, jak też zmian 
pojedynczych genów, czyli mutacji punktowych. Analiza 
zmian charakterystycznych dla określonych nowotwo-
rów ma uznaną wartość diagnostyczną, prognostyczną 
i predykcyjną, przyczynia się także do rozwoju badań 
w zakresie terapii ukierunkowanej na swoistą odmienność 
biologiczną rakowej komórki. Dysponujemy obecnie wie-
loma narzędziami diagnostycznymi, opierającymi się na 
technologicznych osiągnięciach nauk medycznych, któ-
re w znaczący sposób poprawiły możliwości postawienia 
właściwego rozpoznania, zastosowania odpowiedniego 
schematu terapeutycznego i możliwości monitorowania 
przebiegu choroby czy też jej nawrotu. Daje to niewątpli-
wie ogromne nadzieje na szybsze wykrywanie nowotwo-
rów i skuteczniejszą terapię.
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