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Stowa kluczowe:

Streszczenie

Zastosowanie réznorodnych technik diagnostycznych, takich jak cytogenetyka klasyczna,
cytogenetyka molekularna czy tez nowoczesne metody biologii molekularnej w diagnostyce
hematoonkologicznej pozwala na poznanie i zrozumienie podstaw transformacji nowotworo-
wej, co umozliwia wdrozenie skutecznej terapii. Podstawowe znaczenie ma wiec udoskonala-
nie i podwyzszanie standardéw diagnostycznych w zakresie badan genetycznych, a techniki
diagnostyczne musza by¢ optymalizowane w celu zapewnienia wiarygodnych wynikéw do
prawidtowej opieki nad pacjentem. Celem prezentowanej pracy jest przyblizenie czytelnikom
wiedzy na temat zasad, na ktérych opieraja sie stosowane w diagnostyce hematoonkologicznej
metody genetyczne, a takze omdéwienie ich znaczenia w postepowaniu diagnostyczno-tera-
peutycznym w okreslonych chorobach.
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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.
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Wykaz skrotow:

ALL - ostra biataczka limfoblastyczna, AML - ostra biataczka szpikowa, array-CGH - CGH do mikro-

macierzy, CGH — poréwnawcza hybrydyzacja genomowa, CLL - przewlekfa biataczka limfocytowa,
CML - przewlekta biataczka szpikowa, dNTP — dezoksyrybonukleotyd, ddNTP — dideoksynukle-
otyd, FISH - fluorescencyjna hybrydyzacja in situ, GTG - technika barwienia prazkéw za pomoca
trypsyny i barwnika Giemsy, M-FISH - wielokolorowa technika FISH, NGS - sekwencjonowanie
nowej generacji, PCR - faricuchowa reakcja polimerazy, RT-PCR - tar\cuchowa reakcja polimerazy
z odwrécong transkrypcja, SKY — analiza widmowa kariotypu, SNP — polimorfizm pojedynczego
nukleotydu, WHO - Swiatowa Organizacja Zdrowia.

WPROWADZENIE

Znaczny postep w udoskonalaniu metod wykrywania i te-
rapii nowotwordw, ktéry nastapit w ostatnich dziesie-
cioleciach, zwiekszyt szanse przezycia pacjentéw onko-
logicznych. Diagnostyka laboratoryjna we wspdtczesnej
onkologii hematologicznej ma niezwykle istotne znacze-
nie i niejednokrotnie jest niezbednym elementem sto-
sowanych programéw diagnostyczno-leczniczych [44].
Hematoonkologia od wielu lat korzysta z postepdw nauki
w dziedzinie technik genetycznych w praktyce klinicznej,
m.in. w badaniach patomechanizméw choréb nowotwo-
rowych, diagnostyce poszczegdlnych choréb, klasyfikacji
choréb w oparciu o parametry molekularne, monitorowa-
niu odpowiedzi na leczenie, wykrywaniu progresji cho-
roby, a takze w ocenie chimeryzmu potransplatacyjnego
czy tez odrzucenia przeszczepu [5]. Do najwazniejszych
metod badan genetycznych majacych zastosowanie w he-
matoonkologii nalezg: klasyczne badania cytogenetyczne,
molekularne badania cytogenetyczne oraz badania me-
todami biologii molekularnej [19,44]. Celem pracy jest
przyblizenie wiedzy na temat zasad, na ktérych opieraja
sie te podstawowe narzedzia diagnostyczne wspdlczesnej
hematologii, a takze oméwienie ich znaczenia w poste-
powaniu diagnostyczno-terapeutycznym w okreslonych
chorobach hematologicznych.

BADANIA CYTOGENETYCZNE

0d zidentyfikowania pierwszej aberracji chromosomowej
- chromosomu Philadelphia w przewlektej biataczce szpi-
kowej (CML) w 1960 r. dowiedziono, ze prawie kazdy no-
wotwér uktadu krwiotwérczego ma typowe zmiany w ka-
riotypie, totez metody cytogenetyczne sa od lat szeroko
stosowane w diagnostyce wielu rodzajéw nowotwordw
hematologicznych [22]. Dla przewazajacej wiekszosci ko-
morek nowotworowych uktadu krwiotwdrczego oraz nie-
ktérych chtoniakéw ztosliwych i guzéw litych charaktery-
styczna jest obecno$¢ aberracji w obrebie chromosoméw,
zmiany te moga by¢ zaréwno ilo§ciowe, jak i strukturalne.
Cze$¢ nieprawidtowosci jest bardzo swoistych, dlatego
wykrywanie zmian chromosomowych w komérkach no-
wotworowych uwaza sie za istotny czynnik diagnostycz-
ny i niekiedy prognostyczny w przebiegu choroby [16].
Zmiany cytogenetyczne sg $ci$le zwigzane z procesem

leukemogenezy oraz rodzajem rozwijajacego sie nowo-
tworu, co stanowi o ich istotnej warto$ci jako markera
diagnostycznego w poszczeg6lnych nowotworach he-
matologicznych. Przyktadem jest translokacja t(15;17)
- aberracja swoista dla ostrej biataczki promielocytowej,
ktérej detekcja stanowi podstawe jednoznacznego roz-
poznania choroby, niezaleznie od wynikéw innych ba-
dani diagnostycznych. Istotna jest réwniez identyfikacja
cytogenetyczna chromosomu Philadelphia (translokacja
miedzy chromosomem 9 i 22) w zespotach mieloprolife-
racyjnych (MPD), ktéra decyduje o rozpoznaniu prze-
wlektej biataczki szpikowej (CML, chronic myeloid leu-
kemia). Nalezy wspomnie(, ze poszczegdlne aberracje
moga mie¢ zréznicowane znaczenie prognostyczne w od-
niesieniu do rozpoznanej choroby - obecno$¢ wspomnia-
nego chromosomu Philadelphia w ostrej biataczce limfo-
blastycznej (ALL) jest bardzo niekorzystnym czynnikiem
prognostycznym. Istnieja takze aberracje, ktére nie maja
jednoznacznej warto$ci rokowniczej nawet w przypadku
jednego typu choroby, zaleznie od wspétwystepowania
innych zmian chromosomowych i ztozono$ci kariotypu.
0d konkretnych aberracji moze zaleze¢ wybdr schematu
terapeutycznego w zaleznosci od znaczenia rokowniczego
- zmiany niekorzystne, w odwrotnosci do korzystnych,
sugeruja zastosowanie agresywniejszego leczenia [45].
Znaczenie kliniczne ma réwniez obecno$¢ zmian w ob-
rebie chromosomdéw u pacjentéw w stanie remisji hema-
tologicznej, gdyz moze to zapowiadal rozwéj wtérnego
nowotworu, czy to w przypadku aberracji pierwotnych,
czy tez wtérnych. Zastosowanie cytogenetyki ma w tym
przypadku mniejsze znaczenie od metod molekularnych,
natomiast w razie wystapienia nowych aberracji, anali-
za cytogenetyczna jest nadal niemozliwa do zastgpienia,
zwlaszcza w monitorowaniu CML [27].

Klasyczne techniki okreslania kariotypu nowotworowych
komérek metoda prazkowa GTG i metody molekularne
FISH, sa nadal ztotym standardem w klinikach hemato-
logicznych na catym $wiecie. Wedtug klasyfikacji WHO
22008 r. [40] (tab. 1), analiza cytogenetyczna jest podsta-
wa w diagnostyce nowotwordéw uktadu krwiotwérczego,
wiele aberracji chromosomowych ma réwniez powszech-
nie uznane znaczenie prognostyczne w tej grupie choréb.
Wedtug Hastingsa i wsp. diagnostyka cytogenetyczna jest
niezbedna do klasyfikacji choréb, oceny prognostycznej
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oraz decyzji terapeutycznych [12]. Mimo ze nowe metody
molekularne sg bardzo obiecujace, klasyczne metody cy-
togenetyczne wraz z technika FISH sg nadal referencyjne
w przypadku wielu nowotworéw hematologicznych [22].

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

Ostre biataczki z powtarzajacymi si¢ zmianami cytogenetycznymi

0BS z1(8;21)(q22;922), (RUNX1-RUNX1T1)

0BS z nieprawidtowa eozynofilig w szpiku: inv(16)(p13q22) lub t(16;16)
(p13.1;922), (CBFB-MYH11)

0BS promielocytowa: t(15;17)(q22;921), (PML-RARa) i warianty

0BS z nieprawidtowosciami 1123 (MLL), t(9;11)(p22;923), (MLLT3-MLL)
0BS zt(6;9)(p23;q34), (DEK-NUP214)

0BS zinv(3)(q21926.2) / 1(3;3)(q21,426,2), (RPN1-EVI1)

0BS megakarioblastyczna z t(1;22)(p13;q13), (RBM15-TMKL1)

0BS z mutacja NPM1

0BS z mutacja CEBPA

Ostre biataczki szpikowe z wieloliniowa dysplazja

0BS z poprzedzajacym MDS lub mielodysplastyczno-mieloproliferacyjnym

0BS bez poprzedzajacego MDS

Ostre hiataczki szpikowe i zespoty mielodysplastyczne spowodowane
uprzednim leczeniem

0BS po leczeniu zwigzkami alkilujacymi

0BS po leczeniu inhibitorami topoizomerazy Il

0BS —inne typy

Ostre biataczki szpikowe inaczej niesklasyfikowane

0BS minimalnie zréznicowana (MO wg FAB)
0BS bez cech dojrzewania (M1 wg FAB)

0BS z cechami dojrzewania (M2 wg FAB)

0BS mielomonocytowa (M4 wg FAB)

0BS monoblastyczna i monocytowa (M5 wg FAB)
0BS erytroblastyczna (M6 wg FAB)
0BS bazofilowa

Ostra panmieloza z mielofibroza

Miesak szpikowy (mieloidalny)

0BS zwigzane z zespotem Downa

Material do analizy cytogenetycznej i uzyskanie
kariotypu

Do okreSlenia kariotypu komérki sa niezbedne chromoso-
my w stanie metafazy cyklu mitotycznego. Materiatem re-
ferencyjnym do analizy cytogenetycznej w nowotworach
hematologicznych, zwytgczeniem niektérych schorzen, jest
aspirat szpiku kostnego (tab. 2). W celu uzyskania komé-
rek jednojadrzastych, materiat biologiczny jest poddawany

hodowli komérkowej w $rodowisku in vitro [22]. Hodowle
komdérkowe w przypadku cytogenetyki to tzw. element kry-
tyczny, gtéwnie z powodu koniecznosci uzyskania komérek
na etapie metafazy. Inkubacja 24-godzinna jest optymalnym
odzwierciedleniem stanu cytogenetycznego komdrek szpiku
kostnego, natomiast w niektérych nowotworach, takich jak
szpiczak plazmocytowy (MM), na ogét prowadzi sie dtuzsze,
nawet 96-godzinne hodowle [45]. Pewna trudnoscia w dia-
gnostyce hematoonkologicznej jest wptyw czasu prowa-
dzenia hodowli komérkowych na zmiane odsetka komérek
zaberracjami chromosoméw. U chorych na CML wydtuzanie
czasu hodowli zwieksza odsetek komérek z prawidtowym
kariotypem w stosunku do komérek z obecnym chromoso-
mem Philadelphia. W AML natomiast dhuzszy czas inkubacji
ma odwrotny wplyw - powoduje wzrost odsetka komérek
z nieprawidtowo$ciami chromosomowymi [2,44].

Tabela 2. Referencyjny materiat diagnostyczny w okreslonych nowotworach
hematologicznych [11,44]

Jednostka chorobowa Refe;;r;c:‘j)r:zyrcr;;t;riat
Przewlekta biataczka limfocytowa Krew obwodowa
Pozostate biataczki Szpik kostny
Chtoniaki nieziarnicze Wezet chtonny
Zesp6t mielodysplastyczny Szpik kostny
Szpiczak plazmocytowy Szpik kostny

Standardowo w hodowli jest dodawana kolchicyna, ktéra
zatrzymuje cykl komdrkowy na pozadanym etapie me-
tafazy, pozwalajac na uzyskanie chromosoméw nadaja-
cych sie do analizy metoda GTG. Analiza powinna by¢
prowadzona z uzyciem wysokiej jako$ci mikroskopu ze
specjalnym oprogramowaniem do kariotypowania. Cha-
rakterystyczne zmiany kariotypu sg opisane w miedzyna-
rodowej nomenklaturze (tab. 3) [22]. Istotne jest pobranie
materiatu diagnostycznego przed rozpoczeciem leczenia
przeciwnowotworowego, poniewaz stosowanie cytostaty-
kéw lub steroidéw moze uniemozliwi¢ wykrycie aberracji
bedacych podlozem nowotworu [45].

Tabela 3. Skroty stosowane w badaniach cytogenetycznych [35]

Skrot Wyjasnienie skrétu
p krdtkie ramie chromosomowe
q dtugie ramie chromosomowe
t translokacja
() nawiasy w ktdrych umieszcza sie chromosomy biorace

udziat w translokacji lub punkty peknie¢
- utrata kopii chromosomu

+ dodatkowa kopia chromosomu
del delecja
dup duplikacja
ins insercja
inv inwersja
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Klasyczne badania cytogenetyczne — metoda

prazkowa GTG

Metody klasycznej analizy cytogenetycznej, mimo po-
jawienia sie metod molekularnych, wcigz sg zalecane,
a niejednokrotnie obligatoryjne w diagnostyce hema-
tologicznej. Pomijajac liczne udoskonalenia i postep
w sposobach analizy i klasyfikacji obrazéw chromoso-
moéw, zasady cytogenetyki klasycznej pozostaja ciagle
aktualne, a rutynowe zastosowanie w klinice choréb he-
matologicznych przypisuje sie zwlaszcza technice praz-
kéw GTG [22]. Prazki G, powstate jako wynik trawienia
trypsyna i barwienia barwnikiem Giemsy, pozwalaja na
uzyskanie obrazu naprzemiennie utozonych ciemnych
ijasnych prazkéw, uktadajacych sie w swoisty dla kazde-
go chromosomu wzdr (ryc. 1). Wzorce uktadu prazkéw G
sa szczegStowo opisane w Miedzynarodowym Systemie
Nazewnictwa Cytogenetycznego (ISCN, An International
System for Human Cytogenetic Nomenclature) [35,44].
Podstawowe skréty w opisie badari cytogenetycznych
wg ISCN przedstawiono w tab. 3. Prazki sa zréznico-
wane pod wzgledem wielko$ci oraz intensywnosci za-
barwienia, a ich liczba w badaniu kariotypu decyduje
o czutosci, a co za tym idzie o wielko$ci rozpoznawanych
aberracji chromosomowych. Poniewaz w haploidalnym
zestawie chromosoméw zazwyczaj uzyskuje sie $rednio
500 (+ 50) prazkéw, warunkuje to szanse detekcji aberra-
cji o wielkosci co najmniej 5 milionéw par zasad (Mpz)
[38]. Uznaje sie, ze liczba metafaz poddanych ocenie nie
powinna by¢ mniejsza niz 20, gdy kariotyp wszystkich
analizowanych komdrek nie wykazuje nieprawidtowosci,
przy czym wieksza liczba analizowanych obrazéw cyto-
genetycznych komérek zwieksza czuto$é wykrycia aber-
racji. W przypadku nieprawidtowego kariotypu, wystar-
czajacym jest ocena kilku metafaz z powtarzajacymi sie
aberracjami. W przypadku kariotypu zlozonego, gdzie
liczba aberracji wynosi 3 i wiecej, nalezy zwiekszy¢ licz-
be ocenianych metafaz w celu okre$lenia klonu zaréwno
gléwnego, jak i klonédw dodatkowych [11].

ramie p

—— —=5— centromer

e
- B

Prazek jasny ———8
Prazek ciemny —

Ryc. 1. Uktad prazkéw w chromosomie w badaniu metoda GTG na przykfadzie
chromosomu 9

Nieprawidlowosci chromosomowe analizowane na po-
ziomie cytogenetyki klasycznej ukazuja kompleksowy
obraz zmian cytogenetycznych w analizowanej komérce,
abadanie dotyczy puli komdrek o najwyzszym potencjale
proliferacyjnym, a wiec niejednokrotnie najistotniejszych
dla rozwoju nowotworzenia. Analiza kariotypowania po-
zwala na okre$lenie wielu waznych klinicznie translokacji

w hematoonkologii, ktérych nie sposéb w tym opraco-
waniu wymienié, a czego dobrym przyktadem moze by¢
m.in. t(11;14)(q13;q32) w chioniaku z komdrek ptaszcza
(MCL), czy t(8;14)(q24;q32) w chtoniaku Burkitta. Badanie
tego typu umozliwia réwniez identyfikacje ubytkéw czy
powieleni kopii chromosoméw oraz ich fragmentéw, jak
chociazby wtérna zmiana w chtoniaku Burkitta - dupli-
kacja (1q) [42,44]. Inne swoiste aberracje chromosomowe
wykrywane z uzyciem cytogenetyki klasycznej to m.in.
translokacje powodujace powstanie genéw fuzyjnych,
tj. £(1;19)(q23;p13) i t(4;11)(q21;923) w ostrej biataczce
limfoblastycznej (ALL), t(9;22)(q34;q11) - czyli charakte-
rystyczna fuzja BCR-ABL w przewleklej biataczce szpiko-
wej (CML), jak réwniez fuzja t(8;21)(q22;q22) w przebiegu
ostrej biataczki szpikowej [19,44].

MOLEKULARNE BADANIA CYTOGENETYCZNE

Klasyczne badanie kariotypu w szczegétowy sposéb
okresla liczbe i rodzaj cytogenetycznie uchwytnych
aberracji, jednak obejmuje jedynie populacje komérek
dzielgcych sie. Natomiast w utrwalonym preparacie je-
dynie kilka procent komérek badanej populacji znajduje
sie w fazie mitotycznej, totez komérki stabo proliferuja-
ce zostajg z analizy wykluczone. Innym problemem jest
to, ze zaburzenia na matych obszarach pozostaja nie-
mozliwe do zaobserwowania w badaniu prazkowym, uzy-
cie tej techniki uwidocznia zmiany strukturalne, obej-
mujace obszar rzedu co najmniej 10°-107 par zasad [44].
Pewnym rozwigzaniem tych probleméw byto opraco-
wanie potgczenia metod cytogenetycznych z metodami
biologii molekularnej, co pozwolito na nowe mozliwosci
badan nad chromosomami, umiejscowieniem genéw i -
wzrostem efektywnosci detekeji zaburzeti chromosomo-
wych. Mozliwe stato sie wykrywanie niewielkich zmian
strukturalnych oraz rearanzacji w obrebie chromoso-
moéw, dzieki czemu cytogenetyka molekularna znalazta
szerokie zastosowanie w hematologicznej diagnostyce
laboratoryjnej [21]. Niebywale uzyteczng metoda po-
wstalg z kompilacji metod cytogenetycznych oraz mo-
lekularnych jest technika fluorescencyjnej hybrydyzacji
in situ (FISH). Bardzo istotnie rozszerzyta mozliwosci
identyfikacji aberracji w populacji komérek interfazo-
wych, jednocze$nie podwyzszajac poziom rozdzielczo-
$ci w stosunku do cytogenetyki klasycznej. Zastosowa-
nie techniki FISH pozwala m.in. na ocene liczby kopii
poszczegblnych chromosoméw, okre$lenie partnerdw
translokacji, czy stwierdzenie obecnosci innych rézno-
rakich zaburzeri genowych, okre§lonych wraz z wybo-
rem sondy [44].

FLUORESCENCYINA HYBRYDYZACJA IN siTU — FISH

Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ jest technika dia-
gnostyczna, majaca rozlegle zastosowanie w wielu dzie-
dzinach medycyny, a szczegdlnie w onkologii. FISH jest
nie tylko doskonatym uzupetnieniem klasycznej analizy
cytogenetycznej - w niektdérych przypadkach zapewnia
dodatkowe informacje o aberracjach chromosomowych,
ktérych konwencjonalne techniki nie mogg wykry¢. Nie-
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zmiernie istotne klinicznie jest to, iz metodg FISH mozna
analizowa¢ komérki bedace nie tylko na etapie metafazy,
ale i jadra interfazowe. Dzigki temu mozna odrézniad
metody klasyczne z molekularnymi i rozszerza¢ mozli-
wosci diagnostyczne w praktyce klinicznej z ominieciem
wielu ograniczen klasycznych badan kariotypowych.
Utatwia identyfikacje zaburzen chromosomalnych w wy-
krywaniu schorzen, ocene choroby resztkowej, tempa
remisji cytogenetycznej czy detekcji nawrotu choro-
by [16,45]. Mozliwo$¢ uzycia w analizie FISH materia-
tu genetycznego o sporym stopniu dekondensacji - jak
w przypadku jader interfazowych, wptyneto korzystnie
na zwiekszenie rozdzielczo$ci do wielkosci 100 kb, a na-
wet 10 kb [44].

Podstawa techniki FISH jest zjawisko hybrydyzacji - two-
rzenie dwuniciowych komplekséw miedzy komplemen-
tarnymi do siebie jednoniciowymi odcinkami DNA lub
RNA, gdzie jedna ni¢ tworzy kwas nukleinowy danego
fragmentu restrykcyjnego na filtrze, a drugg znakowana
luminescencyjnie sonda molekularna. Takie potaczenie
umozliwia wykrycie jedynie fragmentéw DNA, ktére za-
wieraja sekwencje nukleotydéw komplementarnych do
sekwencji zastosowanej sondy, ktérej cechg charaktery-
styczna jest wyjatkowa swoisto$¢ [1,16,41]. W zalezno$ci
od potrzeb diagnostycznych i podejrzenia nieprawidto-
woéci chromosomowych w zastosowaniu sg réznorakie
rodzaje sond, wrdd ktérych wyrédznia sie:

* sondy malujace, komplementarne do DNA na catej dtu-
go$ci chromosoméw lub ich poszczegblnych ramion,
szczeglnie przydatne do analizy translokacji, inne chro-
mosomy pozostawiajac bez zréznicowania,

* sondy centromerowe, stosowane najczesciej do oceny
aberracji liczbowych - umozliwiaja okre$lenie liczby ko-
pii wybranego chromosomu, natomiast nie dostarczajg
informacji o pozostatych chromosomach,

* sondy telomerowe, swoiste do sekwencji telomerowej
wspdlnej dla wszystkich chromosoméw lub dla danego
ramienia poszczegdlnych chromosoméw,

* sondy specyficzne, uzywane do detekcji aberracji struk-
turalnych, sa komplementarne dla okre$lonych gendw
lub unikalnych sekwencji nukleotydowych, nadaja sie do
poszukiwania zmiany w postaci delecji, amplifikacji czy
zmiany pozycji genu, w tym do badania bardzo matych
aberracji, np. mikrodelecje [45].

Do uzyskania chromosomdéw metafazowych czy tezjader
interfazowych wykorzystuje sie standardowe procedury
cytogenetyczne, nastepnie materiat pozostawia sie do
wyschniecia po rozmazaniu na szkietku podstawowym.
Zdenaturowane DNA jest poddane hybrydyzacji z uzy-
ciem sond znakowanych bezposrednio fluorochromem
lub tez inng substancjg, ktéra obserwuje sie za pomoca
fluorescencyjnie znakowanych przeciwcial. Pozwala to
na detekcje sygnatu pohybrydyzacyjnego i analize kom-
puterowg uzyskanego obrazu mikroskopowego. Wyniki
hybrydyzacji obserwuje sie¢ w mikroskopie fluorescen-
cyjnym w postaci barwnych sygnatéw na chromosomach
(ryc. 2) [44].

Ryc. 2. Analiza FISH metafazowych chromosoméw w limfocycie. Uzycie
odpowiednich fluorochroméw pozwolito na zabarwienie na niebiesko
chromosomalnego DNA, natomiast na czerwono telomeréw

Obecnie do dyspozycji diagnosty dostepnych jest wiele ko-
mercyjnych sond FISH gotowych do uzycia i identyfikacji
niemal kazdej aberracji chromosomowej zaobserwowanej
w nowotworach hematologicznych, wliczajac w to sondy
do detekgji translokacji, delecji, centromerdw, telomeréw,
sondy malujace zaréwno catosé, jak i tylko wybrane frag-
menty chromosoméw. Dostepne sa w wielu kolorach (czyli
zastosowanych fluorochromach), o uzytecznosci zaleznej
od zainstalowanych filtréw fluorescencyjnych w mikro-
skopie [22]. Istnieje réwniez mozliwo$¢é wykorzystania
modyfikacji standardowej metody FISH i wybér bardziej
zaawansowanych technik hybrydyzacyjnych polegaja-
cych na jednoczesnej detekeji wszystkich chromosomdéw
iich okreslonych obszaréw, do ktérych zalicza sie chociaz-
by wielobarwna M-FISH (multiplex-FISH). Metoda ta jed-
nak jest rzadko stosowana w rutynowej diagnostyce, m.in.
ze wzgledu na wysoki koszt tego typu badari [44]. Przydat-
no$¢ fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ w hematologii
jest niebywale doceniana, poniewaz analiza taka pozwala
na jednoznaczne okre$lenie w populacji nowotworowych
komérek obecnosci rearanzacji onkogenéw czy fuzji ge-
nowych - zmian chromosomowych o nieocenionej war-
tosci klinicznej. Umozliwia réwniez ocene liczby kopii
okreslonych gendw i statusu genéw istotnych rokowni-
czo u chorych m.in. na przewlekta biataczke limfocytowa
(np. delecja 17p, prowadzaca do utraty biatka TP53 czy
delecja 11q - utrata genu ATM) czy szpiczaka plazmocy-
towego (delecja chromosomu 17p12, a wiec utrata TP53).
Na podstawie danych cytogenetyczno-molekularnych
wsérdd chorych na ostra biataczke szpikowa scharakte-
ryzowano grupy prognostyczne, wérdd ktérych korzyst-
nie rokuja pacjenci z t(8;21), inv(16)/t(16;16) i t(15;17),
pacjenci z prawidtowym kariotypem i aberracjami: +6,
+8, -Y, t(9;11) i del(12p) zalicza sie do grupy rokowania
posredniego. W przypadku chorych z kariotypem ztozo-
nym lub zmianami, tj. inv(3)/t(3;3), t(6;9), -5, -7, del(5q),
del(7q), rearanzacje 11g23 - prognoza jest niekorzystna
[23]. Istnieja niestety pewne ograniczenia metody, gdyz
rezultat standardowej analizy FISH obejmuje swoim za-
kresem jedynie obszary komplementarne do zastosowa-
nej sondy DNA, a wiec nie dostarcza informacji o poten-
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cjalnych zmianach wérdd innych genéw. Rozwigzaniem
tego problemu jest stosowanie tej metody jednocze$nie
z klasyczna analiza kariotypowa, wzajemne uzupelnia-
nie sie obu technik gwarantuje uzyskanie bardziej mia-
rodajnej i szerszej diagnozy nieprawidtowosci w obrebie
materiatu genetycznego [19]. FISH wystepuje w réznego
typu modyfikacjach, wéréd ktérych najbardziej znane sa
metody wielobarwnej oceny chromosoméw (m.in. M-FISH
oraz SKY). Modyfikacje te wykorzystuja sondy malujace,
a ich gtéwna zaleta jest detekcja wszystkich chromoso-
mdw podczas jednego procesu hybrydyzacji, co jest szcze-
g6lnie przydatne w ocenie nadliczbowych markerowych
chromosoméw, addycji (dodatkowego materiatu gene-
tycznego) czy tez translokacji [44].

Porownawcza HyBRYDYZACJA GENOMOowA — CGH 1 CGH po
mikroMAcierzy — ACGH

Nastepstwem ciaglego rozwoju metodologii badawczej
sa nowe techniki, ktérych zastosowanie jest najlepsze
do metod weczesniej dostepnych, a niejednokrotnie wa-
runkuja nowe mozliwosci diagnostyczne. Opracowanie
poréwnawczej hybrydyzacji genomowej (CGH) umoz-
liwito analize struktury genomu, tj. identyfikacje dele-
cji, duplikacji czy transpozycji wiekszych fragmentéw
DNA, z pominieciem etapu zaktadania hodowli i izolacji
chromosomdéw. Technika CGH nie wymaga koniecznosci
analizy komdrek dzielacych sie, gdyz jej zasada polega
na hybrydyzacji fluorescencyjnie wyznakowanego DNA
komorek uktadu krwiotwdrczego pacjenta do prawidto-
wego DNA wzorcowych chromosoméw metafazowych.
W ten sposéb ubytki badanego materialu genetycznego
ujawniajg sie w postaci barwnych ideograméw w posta-
ci przewagi fluorochromu zwiazanego z referencyjnym
DNA, natomiast naddatki w postaci przewagi barwnika
zwigzanego z DNA badanym. Wynik tego typu analizy
cytogenetycznej jest podawany w postaci sumy profi-
li wysycenia uzytymi fluorochromami chromosoméw,
uzyskanych w badaniu przynajmniej 10 metafaz, prze-
stawiajacych ubytki, naddatki i stany réwnowagi DNA ba-
danego w réznych obszarach chromosomdw [45]. Analizy
dokonuje sie z wykorzystaniem mikroskopii fluorescen-
cyjnej, a ilo$ciowa analize wzajemnej intensywnosci obu
sygnaléw fluorescencyjnych wzdtuz kazdego chromoso-
mu, umozliwia specjalistyczny program komputerowy
do obrébki danych. Profil o warto$ci 0,75-1,25 jest uzna-
wany za prawidtowy, powyzej 1,25 $wiadczy o duplika-
cji, a ponizej 0,75 za delecje danego regionu. W zwiazku
z tym CGH jest uzyteczng metoda do badania aberracji
niezréwnowazonych, czyli przebiegajacych z utratg lub
zwiekszeniem ilo$ci materiatu genetycznego, natomiast
nie ma mozliwos$ci detekeji zréwnowazonych aberracji
(ryc. 3) [7]. Ograniczeniem jest takze rozdzielczo$¢ kon-
wencjonalnej CGH, niewiele wieksza od klasycznej ana-
lizy cytogenetycznej [16]. Istotnym jest natomiast to, iz
odmiennie do techniki FISH, analiza metodg CGH umoz-
liwia identyfikacje i zmian genomowych bez uprzedniego
podejrzenia ich istnienia, poniewaz CGH umozliwia ocene
wszystkich chromosoméw w jednym badaniu, w krétszym
czasie w porédwnaniu z FISH [26]. Ograniczenia wynika-
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Ryc. 3. Schemat interpretacji wyniku barwnego podczas analizy aCGH (rycina
wiasna na podstawie danych z pismiennictwa)

jace z niewielkiej rozdzielczo$ci CGH zostaty zniwelowa-
ne przez modyfikacje tej metody i opracowanie techniki
mikromacierzy CGH (array-CGH), majacej szerokie zasto-
sowanie w diagnostyce laboratoryjnej, stuzace m.in. do
identyfikacji zmian w genomie, oceny aktywnosci eks-
presji, poszukiwania wariantéw polimorficznych (SNP)
oraz mutacji czy tez okreslania kolejnosci zasad w nie-
zsekwencjonowanych fragmentach DNA. Mikromacie-
rze to wykonane z tworzywa sztucznego plytki, w kté-
rych sg umieszczone sondy - jednoniciowe odcinki DNA.
Miedzy DNA pochodzacym z materiatu badanego a sonda
dochodzi do hybrydyzacji w sposéb analogiczny do kon-
wencjonalnej CGH [38,44]. Kompetycyjna hybrydyzacja
do sond dwdch réznych sekwencji genomowego DNA -
jedna od pacjenta, druga kontrolna - wyznakowanych
odpowiednimi barwnikami fluorescencyjnymi, umozli-
wia jednoczesng detekcje duplikacji, delecji, aneuploidii
i amplifikacji kazdego z reprezentowanych na mikroma-
cierzy loci genowych, z rozdzielczoscig ograniczong wy-
tacznie liczba oraz wielkoscia sond uzytych do konstrukeji
mikromacierzy [38]. W zaleznosci od liczby sond stoso-
wanych do konstrukcji mikromacierzy, aCGH ma bardzo
duza rozdzielczo$¢, siegajaca 50-100 kb [16]. Mozliwo$¢
identyfikacji niewidocznych w standardowym badaniu
cytogenetycznym aberracji submikroskopowych z nie-
spotykang jak dotad rozdzielczoscia siegajaca kilkuset,
aw niektérych przypadkach, kilku-kilkunastu par zasad
jest niewatpliwie istotng zaleta techniki aCGH [26]. Na-
lezy wspomnie¢ réwniez o ograniczeniach opisywanych
metod - w przypadku mikromacierzy CGH, podobnie jak
i w standardowej metodzie CGH, brak jest mozliwosci
identyfikacji translokacji zréwnowazonych [38]. Mimo
ze aCGH jest stosunkowo bardzo przydatna klinicznie,
nie znalazta dotad rutynowego zastosowania w hemato-
onkologii, przede wszystkim z powodu wysokich kosztéw
oraz stopnia skomplikowania analiz bioinformatycznych,
niezbednych do wizualizacji oraz interpretacji uzyskane-
go wyniku wykonanego badania.

MutripLex Lication-perenpenT Prose AmpLiricaTion — MLPA

Warto$ciowa, aczkolwiek dopiero rozwijajaca sie technika
jest MLPA, ktdra stanowi pewnego rodzaju alternatywe
w badaniach delecji i amplifikacji fragmentéw genomu.
W odniesieniu do FISH, istotna zaletg MLPA jest moz-
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liwo$¢ analizy bardzo krétkich sekwencji (50-70 nukle-
otydéw), co umozliwia identyfikacje czestych aberracji
submikroskopowych obejmujacych pojedynczy gen, a jed-
nocze$nie zbyt matych, aby z powodzeniem zastosowaé
FISH. Do analizy technika MPLA wystarczy niewielka ilo$¢,
bo 50-200 ng DNA chorego - pozwala to na ilociowa ocene
nawet 50 réznych sekwencji nukleotydowych w jednej re-
akcji [37,42]. Sondy stosowane w MLPA sg skonstruowane
z dwdch oddzielnych oligonukleotydéw (sondy potéwko-
we, half-probes), kazdy z nich ma sekwencje starteréw do
reakcji PCR, przy czym obie sondy hybrydyzuja do anali-
zowanej sekwencji obok siebie, gdyz tylko wtedy mogg zo-
staé polaczone w procesie ligacji. Zasada MLPA opiera sie
na ligacji i taricuchowej reakcji polimerazy (PCR) i umoz-
liwia identyfikacje delecji i duplikacji pojedynczych ekso-
néw, a nawet zmian pojedynczych nukleotydéw. W meto-
dzie tej amplifikacji nie ulegaja badane sekwencje a sondy,
ktére do tych sekwencji hybrydyzowaty. Procedure MLPA
rozpoczyna denaturacja genomowego DNA, nastepnie
przebiega hybrydyzacja matrycy z sondami i ligacja sond
za pomocg enzymu - ligazy. Nastepnym etapem jest reak-
cja PCR, wynikiem czego jest powielenie DNA sond, kté-
rych fragmenty ulegty ligacji oraz rozdzial produktéw za
pomoca sekwenatora kapilarnego i komputerowa analiza
danych. Sondy, ktére nie ulegly ligacji zawieraja sekwen-
cje tylko jednego startera - nie ulegaja amplifikacji i nie
generuja sygnatu [20]. Liczba produktéw MPLA jest pro-
porcjonalna do liczby kopii badanej sekwencji DNA. Po-
tencjalne mozliwo$ci wykorzystania tej metody sg dosy¢
szerokie, pozwala na dokonywanie szybkiej diagnostyki
aneuploidii chromosomowych oraz zespotéw mikrode-
lecyjnych, m.in. w rejonach subtelomerowych [6,20,37].
Dostepnych jest ponad 300 sond specyficznych do kon-
kretnych zaburzen genetycznych. Poréwnanie wynikéw
uzyskanych metodami MLPA z FISH prowadzone m.in.
przez Coll-Mulet i wsp., potwierdzily istotng korelacje
miedzy nimi [4]. Zwrécono takze uwage, ze wielkg zaleta
testu MLPA jest mozliwo$¢ jednoczesnego badania wielu
prébek w zautomatyzowany sposéb i przy stosunkowo
niskich kosztach. Przydatno$¢ MLPA wykazano réwniez
w ostrych biataczkach i zespotach mielodysplastycznych,
gdzie wykazano bardzo duza doktadno$¢ i swoisto§é MLPA
w poréwnaniu do FISH [6,34]. Dynamicznie wzrastajaca
liczba publikacji dotyczacych MLPA potwierdza, ze jest to
warto$ciowa i uzyteczna technika analizy genomu i z po-
wodzeniem uzupetnia inne metody diagnostyki cytoge-
netyczno-molekularnej [20].

BADANIA BIOLOGII MOLEKULARNE)

Badania molekularne w diagnostyce choréb uktadu
krwiotwdrczego maja ugruntowang pozycje w obliga-
toryjnych procedurach diagnostyczno-leczniczych i sa
niezwykle szeroko wykorzystywane w klinice tej grupy
schorzeni. Potwierdzeniem zasadno$ci badan z zakresu
biologii molekularnej jest chociazby nieustanna aktu-
alizacja klasyfikacji nowotwordw, opierajaca sie na wia-
czeniu do kryteriéw diagnostycznych swoistych i cha-
rakterystycznych zmian genetycznych. Przykladem jest
obserwowana u 90% chorych na czerwienice prawdziwa

identyfikacja mutacji w genie kinazy tyrozynowej JAK2
V617F, zakwalifikowana w 2008 r. przez WHO [39] jako
jedno z gtéwnych kryteriéw warunkujacych réznicowa-
nie zespotu mieloproliferacyjnego z wtérna erytrocytoza
czy wtérnym zwidknieniem szpiku. Do ukazania roli bio-
logii molekularnej moze postuzy¢ takze swoista mutacja
D816V w genie KIT w diagnostyce mastocytozy - zmiana
$ci$le zwigzana z wyborem schematu terapeutycznego,
poniewaz warunkuje oporno$¢ na drogie leczenie imati-
nibem. Konieczno$¢ wykorzystania omawianych metod
dotyczy réwniez diagnostyki chtoniakéw, gdzie wykorzy-
stuje sie oznaczenie klonalno$ci limfocytéw w przypadku
niejednoznacznego obrazu immunohistochemicznego.
Nie sposéb nie doceni¢ znaczenia biologii molekularne;j
w postepowaniu diagnostyczno-terapeutycznym ostrych
biataczek. W tej heterogennej grupie chordb oprécz dia-
gnostyki i klasyfikacji, ocena ekspresji genéw umozliwia
réwniez rokowanie i wptywa na wybér optymalnego le-
czenia, przede wszystkim stanowiac czynnik kwalifikacyj-
ny do transplantacji czy zastosowania terapii celowanej
[9,45]. Metody te pozwalaja na zobrazowanie sensowno-
$ci diagnostyki biomolekularnej ze wzgledu na korzysci,
takze finansowe, jakie ptyna z wykorzystania dostepnych
obecnie narzedzi diagnostycznych. Techniki molekularne
maja wiele zalet - poza tym, ze charakteryzuja sie duza
czuloscig (przynajmniej na poziomie 107, cho¢ standar-
dem jest obecnie 10, a nawet 10°), cechujg sie niewiel-
kim ryzykiem wynikdéw fatszywie zaréwno dodatnich,
jak i ujemnych, duza powtarzalno$cia oraz mozliwoscia
oceny ilo$ciowej konkretnych zmian molekularnych [44].
Nie ulega watpliwosci, ze metody biologii molekularne;
s uznanymi i niezbednymi obecnie narzedziami umoz-
liwiajacymi wczesne i jednocze$nie szczegdtowe rozpo-
znanie rodzaju nowotworu, oceny progresji schorzenia
oraz doboru wlasciwej terapii [45].

Eancuchowa reakcja polimerazy — PCR

Technika PCR (polimerase chain reaction) opiera sie na
zasadzie enzymatycznego powielania, czyli amplifikacji
wyizolowanego wczesniej fragmentu DNA, ograniczone-
go dwoma oligonukleotydowymi primerami (starterami),
komplementarnymi do przeciwlegtych nici DNA analizo-
wanych sekwengji [16]. Umozliwia identyfikacje obecno-
$ci swoistej sekwencji DNA (reakcja PCR) lub RNA (reakcja
RT-PCR, reverse transcriptase-PCR) w badanym materiale.
Technika PCR oraz oparte na zasadzie PCR metody umoz-
liwiajg analize jako$ciowa - podajac informacje o obec-
nosci lub tez braku produktu reakcji, a po odpowiedniej
modyfikacji, takze ocene ilo$ciowa [36].

Standardowymi komponentami reakcji PCR jest matryca
DNA lub RNA, startery, substraty bedace dwufosforana-
mi dezoksyrybonukleotydéw (dNTP), jony magnezowe
i termostabilna polimeraza DNA. Zasada PCR polega na
powielaniu fragmentéw DNA wyznakowanych z wyko-
rzystaniem syntetycznych oligonukleotydéw - starteréw,
komplementarnych do koticéw wybranej sekwencji DNA.
Na jeden cykl reakcji sktadaja sie trzy etapy - denatura-
cja, hybrydyzacja starteréw i elongacja nici. Teoretycznie
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w kazdym cyklu PCR liczba kopii powielanego fragmentu
DNA ulega podwojeniu (ryc. 4) [44]. Pierwszy etap cyklu
- denaturacja, rozpoczyna sie od podwyzszenia tempera-
tury mieszaniny reakcyjnej do 95°C, co powoduje rozple-
cenie podwdjnej nici DNA na dwa pojedyncze taricuchy.
Nastepnie startery przylaczaja sie do pojedynczej nici,
tzw. matrycy, w temperaturze obnizonej 50-75°C. Kolej-
ny etap wymaga ponownego podgrzania mieszaniny do
temperatury 72°C, poniewaz takie warunki umozliwiaja
najefektywniejsze wydtuzanie nowej nici przez dobudo-
wywanie nukleotydéw za pomoca polimerazy DNA. Ko-
lejne cykle reakcji PCR przebiegaja analogicznie do opi-
sanego - uzyskane dwuniciowe DNA ponownie musi ulec
rozdzieleniu [5,44]. Matryca dla reakcji PCR moze by¢
DNA wyizolowane z kazdej tkanki. W hematoonkologii
najcze$ciej wykorzystuje sie DNA pochodzace z komdrek
krwi obwodowej, szpiku kostnego lub wezta chlonnego.
Warunkiem niezbednym do zaprojektowania komplemen-
tarnych starteréw jest znajomos¢ sekwencji obejmuja-
cych amplifikowany odcinek DNA, niezaleznie od Zrédta
materiatlu matrycowego. Starterami sg oligonukleotydy
o dlugosci 18-30 nukleotydéw oraz zblizonej zawarto$ci
guaniny (G) i cytozyny (C). Ustalenie dtugo$ci uzyskanych
produktéw polega na elektroforetycznym rozdziale pro-
duktéw w zelu agarozowym lub poliakrylamidowym po
zakoriczeniu reakgji [3,41].

Metoda PCR to stosunkowo nieskomplikowana metoda
badawcza, majaca wiele zalet, szczegSlnie duza czuto$é
i mozliwo$¢ amplifikacji bardzo matych ilo$ci DNA mi-
liony razy w krétkim czasie. Pewng trudnoscia jest nato-
miast ryzyko otrzymania falszywie dodatnich wynikéw
(skutek kontaminacji) lub falszywie ujemnych (wynik
zastosowania nieodpowiednich primeréw). Obecnie jest

wiele modyfikacji standardowego PCR, techniki te sg wy-
korzystywane w sekwencjonowaniu DNA, identyfikacji
mutacji, hybrydyzacji in situ, gdzie stanowia cze$é me-
tod innych technik badawczo-diagnostycznych [3,16,41].

PCR z oowrotna TRANSKRYPCIA — RT-PCR

Nie ma mozliwo$ci bezposredniego amplifikowania RNA.
Termostabilna polimeraza DNA nie moze wykorzysta¢d
RNA jako matrycy, totez pewnego rodzaju rozwiazaniem
jest zastosowanie enzymu - odwrotnej transkryptazy (RT,
reverse transcriptase), ktéry podczas reakcji odwrotnej
transkrypcji na matrycy RNA syntetyzuje pojedyncza
komplementarng ni¢ DNA (cDNA, complementary DNA)
wybranych regionéw genomu, a nastepnie wytworzona
ni¢ cDNA zostaje powielona za pomoca PCR. Kompila-
cja techniki odwrotnej transkrypcji i taricuchowej reak-
¢ji polimerazy, czyli RT-PCR (reverse trancriptase-PCR)
umozliwia pomiar bardzo matej iloéci RNA [39,45]. Ma
ugruntowane zastosowanie w diagnostyce hematologicz-
nej, szczegdlnie w rozpoznawaniu chtoniakéw i biataczek,
gdzie wiekszo$¢ translokacji w obrebie chromosoméw
warunkuje utworzenie genu mozaikowatego, a miejsca
ztaman DNA nastepuja na rozleglych obszarach w DNA
intronowym. Dlatego tez badanie tych zmian na pozio-
mie DNA moze by¢ niewykonalne, natomiast RNA, przy
zastosowaniu RT-PCR, z powodzeniem mozna wykorzy-
staé [16,45].

RT-PCR ze wzgledu na znaczna wielko$¢é DNA gendw fuzyj-
nych, znalazta w onkologii hematologicznej zastosowanie
gtéwnie do identyfikacji fuzji genowych w oparciu o ana-
lize fuzyjnego mRNA. Zaleta w tym przypadku jest bardzo
dobra czuto$é RT-PCR - mozliwo$é wykrycia 1 komérki

analizowany gen
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Ryc. 4. Schemat reakgji taricuchowej reakgji polimerazy (PCR)
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nowotworowej z genem fuzyjnym w 1 milionie komé-
rek prawidtowych [19]. Istotnym klinicznie jest réwniez
to, ze reakcja tego typu niejednokrotnie daje pozytywne
wyniki, gdy badania cytogenetyczne sg nieskuteczne [1].
Niestety sa tez problemy z interpretacja kliniczna wy-
niku w przypadku oceny choroby resztkowej, nie dajac
jednoznacznej odpowiedzi na pytanie, czy staby prazek
w analizie RT-PCR oznacza obecno$¢ przetrwatego no-
wotworu czy tez jest wynikiem odnawiajacego sie klonu
biataczkowego [19]. Nalezy pamietaé takze o tym, iz nie
wszystkie nowotwory cechuja sie obecnoscig charakte-
rystycznych gendw fuzyjnych. Trudnoscia jest réwniez
konieczno$¢ znajomosci sekwencji konkretnego genu fu-
zyjnego, co jest niezbedne do zaprojektowania starteréw
do reakcji [1].

PCR w czasie rRzeczywistym — Reat-Tive PCR

Modyfikacja omawianej techniki PCR jest mozliwo$¢ §le-
dzenia reakcji PCR w rzeczywistym przebiegu (real-time
PCR). Technika ta daje nowe mozliwosci diagnostyczno-
-badawcze, jest niezwykle szybka metoda, umozliwiaja-
ca ilo$ciows, seryjna analize badanego materiatu biolo-
gicznego [36,39]. Komponentami w tego typu analizie sg
sktadowe wykorzystywane w standardowym PCR i do-
datkowo - sonda znakowana barwnikami fluorescencyj-
nymi. Metoda ma system monitorujacy zaawansowanie
amplifikacji z udzialem technologii fluorescencyjnej z wy-
korzystaniem urzadzenia umozliwiajacego wzbudzanie
energii zastosowanych barwnikéw i fotodetektora oraz
komputera z odpowiednim oprogramowaniem. Reakcja
PCR w czasie rzeczywistym cechuje sie tym, ze powielanie
oraz detekcja amplifikowanego produktu sa przeprowa-
dzane jednocze$nie w tej samej probéwce, ograniczajac
w ten sposéb ryzyko kontaminacji oraz skracajac czas
badania. Istotng zaletag metody jest réwniez mozliwos§é
ilosciowej analizy produktéw amplifikacji uzyskanych
w kazdym cyklu reakcji przez detekcje fluorescencji, gdyz
emisja sygnatu fluorescencyjnego uzyskana w reakcji jest
proporcjonalna do ilosci amplifikowanego DNA [36,44].
Dostepne obecnie sondy molekularne uzywane do real-
-time PCR charakteryzuja sie wyjatkowo dobrg doktadno-
$cig oraz czuto$cia. Do ograniczeti mozna zaliczy¢ etapy
krytyczne metody - wybdr odczynnikéw, przygotowanie
matrycy, standaryzacja protokotéw metody, natomiast
najczestszym zrédlem bledéw bywa zwykle niewystar-
czajaca ilo$¢ RNA lub jego niedostateczna jako$é. RNA do
badania tg technika musi sie bowiem charakteryzowad
wyjatkowa czystoscig - byé wolne od DNA, inhibitoréw
odwrotnej transkrypcji i nukleaz. Problemem jest réwniez
trudno$¢ z kontrolg wewnetrzng oraz analiza uzyskanych
w badaniu danych. Wyjatkowo dobra czuto$é PCR w czasie
rzeczywistym, pozwala na jej stosowanie w monitorowa-
niu terapii biataczek czy chtoniakéw [36,40].

Mikromacierze DNA

Innowacyjna technika mikromacierzy DNA jest wynikiem
potaczenia osiagnie¢ z dziedziny bioinformatyki, nano-
technologii oraz biologii molekularnej. Jest to przyszto-

$ciowa metoda badania genetycznego pozwalajaca na
jednoczesna ocene wielu tysiecy gendw. Zastosowanie
mikromacierzy daje nadzieje na mozliwo$¢ indywiduali-
zacji chemioterapii z szybkim i precyzyjnym ustaleniem
pacjentéw potencjalnie opornych na standardowe lecze-
nie, przy jednoczesnej racjonalizacii kosztéw tei metody
diagnostycznej. Ze wzgledu na koKomoérki prawidtowe inie
mikromacierzy w laboratoriach nie postepowato dyna-
micznie. Pewnym przetomem okazata sie publikacja wy-
nikéw pracy dotyczacej profilu molekularnego biatacz-
kowych blastéw, gdzie wykazano mozliwo$¢ odréznienia
ostrej biataczki szpikowej od limfoblastycznej w oparciu
o analize ekspresji odpowiednich gendw za pomoca mi-
kromacierzy [15,18].

Mikromacierze DNA dzieli si¢ na dwa typy - oligonukle-
otydowe (tzw. chipy DNA) oraz mikromacierze cDNA. Mi-
kromacierze oligonukleotydowe sg wytwarzane podczas
syntezy chemicznej bezposrednio na statej powierzchni
- plastykowej plytce. Maly rozmiar oligonukleotydéw
umozliwia immobilizacje na takiej plytce setek tysiecy
sond, pozwalajac na hybrydyzacje z analizowanym kom-
plementarnym kwasem nukleinowym. Mikromacierze
cDNA wykorzystuja biblioteke klonéw DNA, a powstaja za
pomoca specjalnej mikrodrukarki, ktéra automatycznie
nanosi na podtoze state jednoniciowe sondy cDNA wyzna-
kowane fluorescencyjnie i umozliwia hybrydyzacje ana-
lizowanego RNA lub cDNA z okre$lonymi sondami cDNA
[18]. Analiza z zastosowaniem mikromacierzy DNA pole-
ga na przygotowaniu sond, zwigzaniu ich z powierzchnia
plytki, wyznakowanie prébek kwaséw nukleinowych, kté-
re bedg badane, hybrydyzacji prébek z sondami, odczy-
taniu sygnatu hybrydyzacji i bioinformatycznej analizie
uzyskanych danych (ryc. 5). Wybér rodzaju mikromacie-
rzy zalezy od planowanego badania - do przygotowania
i zastosowania chipéw DNA jest niezbedna znajomos¢ se-
kwencji gendéw, ktérych ekspresja bedzie badana. W przy-
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padku mikromacierzy cDNA wiedza ta nie jest konieczna,
co umozliwia zastosowanie jej do badania aktywnosci
gendw o nieznanej sekwencji [15,29].

Technika mikromacierzy umozliwia analize ekspresji
tysiecy gendéw, pozwalajac na wytypowanie aktywnosci
okreslonych genéw przy stosunkowo niewielkiej ilo$ci
materiatu wyjéciowego w danych warunkach. Nie zawsze
wykonanie analizy tego typu ma uzasadnienie praktycz-
ne - je$li do klasyfikacji lub okreslenia rokowania, badane
pole jest zawezone do kilku konkretnych gendéw, dalsze
badania mogg by¢ prowadzone mniej skomplikowanymi
oraz tafiszymi metodami, np. PCR [18]. Z praktycznym wy-
korzystaniem mikromacierzy DNA wiaze sie duze nadzieje
w diagnostyce onkologicznej i terapii choréb nowotwo-
rowych. W hematoonkologii opisano wykorzystanie tego
typu metody w wykazaniu odrebnosci ekspresji genéw
w ostrych biataczkach szpikowych i limfoblastycznych
- okoto 50 genéw wykazywato rézng aktywno$¢ w tych
biataczkach. Nasuwa to przypuszczenie, iz zastosowanie
mikromacierzy moze nie tylko poméc prawidlowo zdia-
gnozowac rodzaj nowotworu, ale i dobra¢ indywidualny
i optymalny schemat terapeutyczny dla konkretnego pa-
cjenta [15]. Skuteczno$¢ metody potwierdzajg tez bada-
nia nad jej zastosowaniem w rozpoznawaniu chtoniakéw
rozlanych z duzych komérek B, charakteryzujgcych sie
znaczna heterogenno$cia kliniczna i molekularng. Cato-
$ciowa analiza ekspresji genéw metodg mikromacierzy
przyczynita sie do wykazania réznic transkrypcyjnych
miedzy poszczegblnymi typami histologicznymi nowo-
tworu oraz zdefiniowania podtypéw molekularnych tej
grupy chioniakéw. Eksperymenty z uzyciem mikromacie-
rzy ujawnily takze odrebno$¢ mechanizméw patogenezy
w ich obrebie, co rodzi nadzieje na mozliwo$¢ zastosowa-
nia terapii celowanych i poprawe rezultatéw leczenia [14].
Ta przyszto$ciowa metoda badawcza umozliwita identyfi-
kacje nowych markeréw diagnostycznych, prognostycz-
nych i terapeutycznych. Mimo ze obecnie profilowanie
nowotwordéw z uzyciem miekromacierzy ma zastosowanie
gléwnie w celach naukowo-badawczych, mozna oczeki-
wad, iz w najblizszej przysztosci technika mikromacierzy
bedzie miata w diagnostyce molekularnej coraz wieksze
znaczenie praktyczne, ulatwiajgc sekwencjonowanie da-
nych gendéw oraz ich przeszukiwanie pod katem identy-
fikacji dowolnej liczby mutacji [29].

SNP - polimorfizm pojedynczego nukleotydu

Polimorfizm gendw to powszechne zmiany w sekwencji nu-
kleotydéw genomu, wystepujace w populacji z czesto$cia
alleliczng powyzej 1%. Polimorfizmy pojedynczych nukle-
otyddw sa najczestsza postacia tego typu zmian, odpowia-
dajaca prawie za 90% réznic genomowych stwierdzanych
u ludzi. Moga dotyczy¢ sekwencji zaréwno kodujgcych,
co determinuje zmiany w strukturze aminokwasowej wy-
twarzanego biatka, a wiec wspétwystepowanie réznych
izoform czasteczki efektorowej, a takze sekwencji niekodu-
jacych, skutkujac modyfikacja aktywno$ci transkrypcyjnej
tego genu, zwlaszcza gdy zmiany wystepuja w obrebie se-
kwengcji regulatorowych DNA - 5" regionu promotorowe-

g0. Obecno$¢ takich polimorfizméw zmienia powinowac-
two promotoréw gendw do czynnikéw transkrypcyjnych,
wplywajac bezposrednio na poziom ekspresji genu. W kon-
sekwencji polimorfizmy intronéw moga wywotywac alter-
natywny splicing transkryptu genu, natomiast zmiany re-
gionu 3’ réznicowac stabilno$¢ mRNA. Zasada techniki SNP
(single nucleotide polymorphism) jest mozliwo$é oceny
zjawiska zmienno$ci sekwencji DNA, co umozliwia detekcje
modyfikacji pojedynczego nukleotydu w obrebie wybranej
sekwencji. Metoda polega na amplifikacji okre$lonego frag-
mentu genomu w reakcji PCR i sekwencjonowaniu uzyska-
nego produktu. Analiza poréwnawcza obrazéw elektrofore-
tycznych produktéw powielania, umozliwia okreslenie czy
mutacja w badanym obszarze genomu wystgpita [13,17].

Analiza SNP ma do$¢ szerokie zastosowanie kliniczne
w hematoonkologii. Polimorfizm w zakresie genéw ko-
dujacych enzymy metabolizujace leki moze by¢ podto-
zem indywidualnych réznic w skuteczno$ci i toksycznosci
wielu preparatéw, w tym cytostatykéw. Ponadto analiza
wystepowania okreslonych mutacji SNP moze pomaga¢
w ocenie ryzyka wznowy ostrej biataczki u dzieci [24].
Uzyteczno$ci SNP mozna sie doszukiwaé réwniez w kon-
struowaniu modeli prognostycznych u pacjentéw ze scho-
rzeniami onkohematologicznymi, m.in. z gammapatia
monoklonalna [8], przewlekta biataczka limfocytowa [13]
czy przewlekta biataczkg szpikowa [25]. Do zalet omawia-
nej techniki nalezy duza wydajno$¢ identyfikacji polimor-
fizmu w obrebie analizowanej sekwencji, wada natomiast
jest do$¢ wysoki koszt analizy [17].

Southern i Northern blotting

Istotg metod jest ciecie analizowanego DNA enzymami re-
strykcyjnymi, elektroforetyczne rozdzielenie mieszaniny
uzyskanych fragmentéw i przeniesienie ich na btone nitro-
celulozowg lub nylonowa, tzw. filtr [45]. By mozliwa byta
hybrydyzacja sondy z badanym DNA, kwas nukleinowy
musi by¢ zdenaturowany - czyli rozdzielony na pojedyncze
nici [44]. Po hybrydyzacji DNA z wyznakowang sondg kom-
plementarna do analizowanych sekwencji nukleotydéw,
za pomocg odpowiedniej detekcji, uwidocznia sie badane
fragmenty DNA [1,45]. Sondowanie wraz z cieciem anali-
zowanego DNA restryktazami, pozwala na detekcje zmian
sekwencji DNA, co umozliwia lokalizacje okre$lonych se-
kwencji w czasteczce DNA. Poniewaz sonda hybrydyzu-
je tylko z komplementarna do niej sekwencja, analizy ta
technika mozna wykonywaé na cato$ci komérkowego kwa-
su nukleinowego. Czym dtuzsze odcinki komplementarne
wobec siebie, tym wieksza stabilno$¢ powstatego komplek-
su dwuniciowego [1,41]. Metoda jest wykorzystywana do
identyfikacji rearanzacji genéw zaangazowanych w trans-
lokacje chromosomowe wtedy, gdy miejsca ztamari DNA
skupiaja sie w obrebie jednego lub najwyzej kilku introndéw,
dzieki czemu moga by¢é pokryte przez jedng lub wiecej
sond DNA. Nalezy zauwazy(¢, iz taka wlasnie sytuacja zda-
rza sie w przypadku wiekszosci translokacji w biataczkach
limfoblastycznych i chtoniakach. Zaleta jest réwniez duza
wykrywalno$¢ rearanzacji genowych, natomiast utrud-
nieniem w analizie technikg blottingu metodg Southerna
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jest potrzeba izolacji stosunkowo duzej ilo$ci DNA (10 pg
i wiecej do jednej analizy), wydluzony czas badania siega-
jacy nawet 1 miesiaca i konieczno$¢ stosowania izotopSw.
Istnieje jednak mozliwo$¢ zastosowania metod chemilumi-
nescencyjnych do znakowania i detekcji sond, co znacznie
skraca czas badania [41,45].

Technika Northern blotting opiera sie na zasadzie analo-
gicznej do Southern, z ta réznica, ze ta ma zastosowanie
w hybrydyzacji kwasu rybonukleinowego, a ze wzgledu
na to, iz RNA ma postaé pojedynczej nici, w procedurze
blottingu nie wymagany jest proces denaturacji [44].

SekwencJoNowANIE DNA

Technika polega na identyfikacji sekwencji, czyli kolejno-
$ciirodzaju poszczegblnych par nukleotydowych w bada-
nej czasteczce DNA, bedacej najczesciej produktem PCR.
Wiedza na temat sekwencji gendw ludzkich umozliwia
identyfikacje licznych nieprawidtowych alleli bedacych
podstawa leukemogenezy i choréb genetycznych [1,44].
Zmiany w obrebie DNA mozna uwidoczni¢ metodami mo-
lekularnymi w sposéb bezposredni i po$redni. Do rozpo-
znawania nieznanych mutacji stosuje sie sekwencjonowa-
nie bezposrednie - czym wiekszy obszar DNA jest badany,
tym wieksze sg koszty i czas trwania analizy [1,43]. Obecnie
ciagly postep i automatyzacja w sekwencjonowaniu wa-
runkuje uzyteczno$¢ tej techniki w diagnostyce choréb
nowotworowych, zwlaszcza techniki sekwencjonowania
enzymatycznego opracowanej przez zespdt Sangera -
metody terminacji faricucha [32]. Podstawa jest enzyma-
tyczna synteza komplementarnej nici na zdenaturowanej,
jednoniciowej matrycy DNA, przeprowadzona za pomoca
polimerazy DNA. Ze wzgledu na to, iz w takiej nici DNA
wystepuja cztery rodzaje nukleotydéw réznigcych sie za-
sada azotows, prowadzi sie cztery odrebne reakcje syntezy
DNA. Dodajac do reakcji niewielka ilo§¢ poszczegdlnych
dideoksynukleotydéw (ddNTP), sa one wbudowywane
i petnig role tzw. terminatoréw - powodujg zakoriczenie
wydtuzania nici komplementarnej w miejscu wbudowa-
nia konkretnego dideoksynukleotydu. Wynikiem tego
jest otrzymanie fragmentéw DNA o réznej dtugosci, ktére
rozdziela sie elektroforetycznie. Sekwencje odczytuje sie
z autoradiogramu od prazka najnizszego na zelu, kolejno
wzwyz w czterech kanatach osobnych dla kazdego nu-
kleotydu. Metoda pozwala na szybkie sekwencjonowanie
odcinka DNA o dlugosci kilkuset nukleotyddw [32,43,44].
0 istotnosci i roli tej techniki w hematoonkologii pisza
Sacha i wsp., ktérzy podjeli prébe ustalenia wytycznych
dotyczacych m.in. celowos$ci analizy domeny kinazowej
glinu BCR-ABL u pacjentéw z przewlekla biataczka szpiko-
wa [33]. Jest to uzyteczne badanie potwierdzajace istnienie
i jednoczesnie identyfikujace typ mutacji genu ABL [45].
Wykorzystanie RT-PCR i ustalenie sekwencji nukleotydéw
jest niezastagpione réwniez do okre$lania miejsc ztamar
w sekwencji genéw biorgcych udziat w istotnych klinicz-
nie translokacjach [30]. Obecnie techniki sekwencjonowa-
nia kwaséw nukleinowych sa w pelni zautomatyzowane,
a systemy bioinformatyczne opracowujgce wyniki, maja
mozliwosci nie tylko odczytywania kolejno$ci nukleoty-

déw i gromadzenia danych, ale i analizy sekwencji w kie-
runku poréwnywania genoméw czy przewidywania struk-
tur biatkowych. Zastosowanie tej metody, ze wzgledu na
znaczne koszty, nie wykracza poza projekty badawcze, ale
istnieje nadzieja na mozliwo$ci wykorzystania sekwencjo-
nowania réwniez w diagnostyce klinicznej [44].

SEKWENCJONOWANIE NOWEJ GENERACJI

Ciagly rozwéj technik diagnostyki molekularnej jest uza-
sadniony wystepowaniem réznego rodzaju ograniczen
dostepnych powszechnie metod, szczegdlnie w przypad-
ku choréb o podtozu wielogenowym, czy tez w sytuacji,
gdy badany gen sktada sie z kilkudziesieciu lub wiecej eks-
onéw, w ktérych mutacje prowadza do rozwoju choroby,
co dotyczy takze nowotwordw uktadu krwiotwdrczego.
Opracowanie metody NGS - sekwencjonowania nowej
generacji, jest wynikiem potrzeby dostepnosci techniki
o wiekszych mozliwosciach [31]. W sekwencjonowaniu
zuzyciem NGS wyrdznia sie kilka etapdw: izolacje i skon-
struowanie biblioteki jednoniciowych DNA, amplifikacje
matrycy i sam proces réwnolegtego sekwencjonowania,
co zalezy od platformy opracowanej przez producenta
komercyjnego zestawu badawczego [28]. Najtrudniejszg
kwestig jest analiza danych bioinformatycznych, ktéra
wymaga zastosowania skomplikowanych programéw, wy-
dajnych komputeréw i umiejetno$ci badacza do nakresle-
nia odpowiednich wnioskéw klinicznych. Niemniej jednak
NGS stanowi obiecujaca opcje w procesie diagnozowania
wielu choréb, w tym takze nowotworowych oraz znaczna
pomoc w podejmowaniu decyzji terapeutycznych [10].

PopsumowaNie

Wczesna i precyzyjna diagnostyka zmian nowotworowych
jest jednym z podstawowych wyzwan we wspdtczesnej
medycynie, zwiekszajac istotnie szanse powodzenia te-
rapeutycznego wéréd pacjentédw ze schorzeniami uktadu
krwiotwdrczego. Gléwnym zastosowaniem metod cyto-
genetyki oraz biologii molekularnej w hematoonkologii
jest wykrywanie swoistych dla danego nowotworu zmian
genetycznych, a takze ocena wtadciwosci komdrek no-
wotworowych oraz badania predyspozycji genetycznych
do zapadania na choroby nowotworowe. Zmiany w obre-
bie genomu moga dotyczy¢ zaréwno duzych obszaréw
w przypadku aberracji chromosomowych, jak tez zmian
pojedynczych gendw, czyli mutacji punktowych. Analiza
zmian charakterystycznych dla okre§lonych nowotwo-
réw ma uznang warto$¢ diagnostyczna, prognostyczna
i predykcyjng, przyczynia sie takze do rozwoju badan
w zakresie terapii ukierunkowanej na swoista odmiennos¢
biologiczng rakowej komérki. Dysponujemy obecnie wie-
loma narzedziami diagnostycznymi, opierajacymi sie na
technologicznych osiggnieciach nauk medycznych, kté-
re w znaczacy sposob poprawity mozliwosci postawienia
wiasciwego rozpoznania, zastosowania odpowiedniego
schematu terapeutycznego i mozliwo$ci monitorowania
przebiegu choroby czy tez jej nawrotu. Daje to niewatpli-
wie ogromne nadzieje na szybsze wykrywanie nowotwo-
réw i skuteczniejsza terapie.
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