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Hematologia molekularna
— nowoczesna metodologia w sluzbie pacjenta i nauki

W ciagu ostatnich lat obserwuje sie gwaltowny rozwdj metod molekularnych,
pozwalajacych w sposéb precyzyjny i z wysoka czuto$cia wspierac dotychczasowe tra-
dycyjne metody badawcze i diagnostyczne stosowane w hematoonkologii, np. przez
identyfikacje genéw fuzyjnych powstajacych w wyniku translokacji, analize choroby
resztkowej oraz poprzeszczepowego chimeryzmu komérkowego. Stanowia one meto-
dologiczna podstawe nowego dziatu badan naukowych w hematologii, jakim staje sie
hematologia molekularna. Zastosowanie metod biologii molekularnej w istotny sposéb
unowocze$nia podstawowe badania naukowe w tym dziale medycyny, pozwalajac odpo-
wiedzie¢ na fundamentalne pytania dotyczace biologii komérek hematopoetycznych,
przebiegu procesu leukemogenezy, odpowiedzi na terapie itp. Jednocze$nie metody te
rewolucjonizuja diagnostyke hematoonkologiczna, szybko stajac sie niezbednym ele-
mentem nowoczesnych programéw diagnostyczno-terapeutycznych. Ich uzycie staje sie
gléwnym zadaniem lawinowo powstajacych hematologicznych laboratoriéw diagnostyki
molekularnej — réwniez w Polsce laboratoria takie powstaja ostatnio w duzej liczbie.
Spowodowane jest to niezwyklym znaczeniem, jakie w nowoczesnej klinice hematolo-
gicznej przypisuje sie danym molekularnym, ktére w wielu wypadkach w sposéb jedno-
znaczny doprecyzowuja stawiane rozpoznania lub uscislaja prognoze kliniczna. W chwili
obecnej nie mozna sobie wyobrazic¢ skutecznego, zgodnego z nowoczesnymi kryteriami,
prowadzenia chorego po allogenicznym przeszczepieniu komérek hematopoetycznych
czy poddawanego innym nowoczesnym formom terapii, bez ciaglego monitorowania
molekularnych wyktadnikéw choroby. Jednoczesnie, ze wzgledu na olbrzymie zapotrze-
bowanie ze strony osrodkéw klinicznych z jednej strony oraz wysokie koszty takich
badani z drugiej, wypracowanie ogdlnokrajowego, spdjnego systemu organizacyjno-
technologicznego takich badari staje sie w kraju wielkos$ci Polski palacym wymogiem
chwili.

Dzieki wspomnianemu rozwojowi metod molekularnych stosowanych w hemato-
logii, mozliwa stala sie stosunkowo szybka i wiarygodna identyfikacja bardzo niewielkiej
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liczby komérek nowotworowych, znanych pod nazwa choroby resztkowej (minimal resr-
dual disease, MRD). Jak wskazuja dotychczasowe badania, w niektérych z choréb hema-
toonkologicznych ocena poziomu MRD umozliwia precyzyjne okreslenie prognozy kli-
nicznej, umozliwia wczesna ocene odpowiedzi na leczenie, pozwala na szybka inter-
wencje terapeutyczna itp.

W przypadku wielu hematologicznych choréb rozrostowych (bialaczki ostre i prze-
wlekte, zespoty mielodysplastyczne, nieziarnicze chloniaki zlosliwe) istnieja wskazania
do przeprowadzenia allogenicznej transplantacji komérek hematopoetycznych, ktéra
daje szanse trwatego wyleczenia. Niezaleznie od rodzaju przeprowadzonej transplantacji
allogenicznej, rutynowym postepowaniem zawsze powinno by¢ monitorowanie stanu
pacjenta poprzez analize chimeryzmu komorek hematopoetycznych. Dzieki niemu moz-
liwe jest stwierdzenie zmian w skladzie komérkowym krwi obwodowej/szpiku kostnego
$§wiadczacych o przyjeciu/odrzuceniu przeszczepu oraz, przez analize kinetyki tych
zmian, prognozowanie dalszego przebiegu okresu potransplantacyjnego. Zmiany na
poziomie molekularnym z reguly znacznie wyprzedzaja w czasie wystapienie zaburzen
w rutynowych badaniach hematologicznych i objawéw klinicznych choroby, stad ich
szczegoblna wartos$c prognostyczna. Badanie chimeryzmu pozwala wyselekcjonowac cho-
rych z wysokim ryzykiem wznowy, co moze przektadac sie na konkretne decyzje terapeu-
tyczne, np. zastosowanie infuzji limfocytéw dawcy (donor lymphocyte infusion, DLI).

Wspélczesne protokoly lecznicze prowadza do calkowitej remisji u znacznego odset-
ka chorych na ostre biataczki, jednak po pewnym czasie u wielu z nich dochodzi do
nawrotu choroby zasadniczej. Oznacza to, ze chociaz u chorego stwierdzono catkowita
remisje w oparciu o kryteria kliniczne i morfologiczne, zastosowane leczenie nie dopro-
wadzilo do efektu najbardziej pozadanego: calkowitej eliminacji komérek nowotworo-
wych z ukladu hematopoetycznego. Metody morfologiczne pozwalaja na wykrycie komd-
rek nowotworowych, gdy stanowia one generalnie powyzej 5% badanej populacji komé-
rek: ocena na tym poziomie czulo$ci daje ograniczony wglad w efektywno$c leczenia,
poniewaz jedynie chorzy o niekorzystnej prognozie (nie uzyskujacy remisji) moga zostaé
zidentyfikowani przy uzyciu badan cytomorfologicznych. U chorych w remisji metody
morfologiczne nie pozwalaja na zréznicowanie miedzy bialaczkami o wysokim i niskim ry-
zyku wznowy. Stad wlasnie bardzo czule molekularne metody badania MRD s3 elementem
umozliwiajacym wykrywanie komdérek nowotworowych tam, gdzie metody morfologiczne
okazuja sie zbyt mato czule. Stosowane obecnie metody molekularne charakteryzuja sie
czulo$cia przynajmniej 10 ° (identyfikacja jednej komérki nowotworowej na 1000 komérek
badanych; najnowsze z tych metod charakteryzuja sie czutoscia 10 *10°), niskim ryzykiem
wynikéw fatszywie dodatnich, stabilno$cia markeréw nowotworowych (niskie ryzyko
wynikéw falszywie ujemnych), mozliwoscia latwej standaryzacji metod, powtarzalnoscia
uzyskiwanych wynikéw oraz mozliwoscia analizy ilo§ciowe;j.
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Pozyskiwanie i bankowanie materiatu biologicznego stanowi integralna cze$¢ badari
medycznych. Lawinowy postep w rozwoju technik molekularnych i informatycznych
otwiera, nieosiaggalne dotad, mozliwo$ci prowadzenia badan naukowych na skale popu-
lacyjna. W wielu krajach obserwuje sie rosnace zainteresowanie tworzeniem bankow
materialu biologicznego na potrzeby szeroko zakrojonych projektéw badawczych, rea-
lizowanych obecnie, jak i w przyszlosci. Projekty te dotycza najczesciej zaleznosci mie-
dzy czynnikami §rodowiskowymi i genetycznymi a wystepowaniem powaznych scho-
rzen, jak nowotwory, cukrzyca czy choroby ukiadu krazenia. Niezbednym warunkiem
realizacji takich projektéw jest badanie materiatu biologicznego, pozyskanego od licz-
nych grup dawcéw, w polaczeniu z analizg szczegétowych danych, dotyczacych m.in.
stanu zdrowia, wynikéw badan klinicznych oraz trybu i warunkéw zycia.

Wiele instytucji, jak uniwersytety, szpitale, instytuty naukowe, posiadaja zbiory ma-
terialu biologicznego, kolekcjonowanego na potrzeby prowadzonych badan, dotyczacych
wybranych modelowych schorzen. Kolekcje te stanowia banki materiatu biologicznego,
W rozumieniu powszechnie przyjetej definicji, pod warunkiem ze jego gromadzeniu
towarzyszy dokumentacja i archiwizacja odpowiednich danych. Scisle powiazanie mate-
riatu biologicznego z charakteryzujacymi go danymi stanowi podstawowy warunek przy-
datno$ci takiego banku do badan naukowych. Dlatego integralnym elementem procesu
biobankowania jest konstrukcja informatycznych baz danych, stuzacych nie tylko archi-
wizacji, ale takze wielostronnej analizie, dotyczacej zebranego materiatu i jego dawcéw.

Drugim kluczowym elementem biobankowania jest pozyskanie zgody dawcy na
pobranie i przechowywanie materialu oraz danych, a takze na ich wykorzystanie w bada-
niach naukowych, przy jednoczesnym przestrzeganiu zasad ochrony danych osobowych.
W przypadku oséb nieletnich, badZz niezdolnych do wyrazenia tzw. swiadomej zgody
(z ang. informed consent), prawo to przystuguje, odpowiednio, rodzicom lub opiekunom
prawnym. Planujac utworzenie banku materiatu biologicznego, nalezy tak skonstruowacé
formularz swiadomej zgody, aby umozliwit on wykorzystanie zgromadzonego materiatu
nie tylko na potrzeby aktualnie wdrazanego projektu badawczego, ale takze z mys$la
o przyszlych przedsiewzieciach naukowych, ktére na jego bazie moga byc¢ inicjowane
i realizowane. Formularz powinien przewidywa¢ mozliwos¢ wykorzystania prébek i da-
nych w innych badaniach, tematycznie wykraczajacych poza ramy danego projektu, po
zaaprobowaniu przez wlasciwa komisje etyczna. Z jednej strony nalezy zwrécié uwage,
by wyrazona zgoda nie byla ograniczona limitem czasu i przewidywata mozliwo$¢ uzycia
materialu w blizej nieokres§lonej przysztosci, bez koniecznosci powtérnego docierania
do dawc6éw w celu odnowienia zgody, z drugiej zas zapewniata dawcy prawo do wyco-
fania wczes$niej udzielonej zgody, a w konsekwencji zniszczenie zdeponowanego mate-
rialu. Poniewaz warto$¢ naukowa banku materiatu biologicznego rosnie w miare po-
wiekszania sie kolekcji, nalezy mieé swiadomosc¢, iz w Swietle obowiazujacych standar-
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déw europejskich i §wiatowych prébki i dane bez odpowiednio sformutowanej zgody
dawcow na ich wykorzystanie staja sie praktycznie bezuzyteczne.

Generalng cechg charakterystyczna hematologii molekularnej w ogéle jest Sciste
wspdlistnienie nurtu poznawczego oraz nurtu aplikacyjno-diagnostycznego, ktére oparte
sa z reguly na tej samej platformie metodyczno-aparaturowej. Obydwa te nurty w spo-
s6b oczywisty pozostaja w Scistej zalezno$ci od kliniki i jej wymogéw. W najwazniej-
szych europejskich osrodkach badawczych zajmujacych sie hematologia molekularng
badania takie byly finansowane w fazie wstepnej z budzetéw badawczych, co umozliwito
wypracowanie standardéw diagnostycznych w $cislym oparciu o prowadzone tamze ba-
dania naukowe. Podobny model, opierajacy sie na konsorcjum realizatoréw, zapropono-
wany zostal réwniez w Polsce poprzez skonstruowanie projektu zamawianego Komitetu
Badari Naukowych (przejetego p6zniej formalnie przez Narodowe Centrum Badari i Roz-
woju) pt. ,Zaawansowane metody molekularne w hematologii. Opracowanie i wdrozenie
standardéw badan choroby resztkowej, chimeryzmu poprzeszczepowego i translokacji
markerowych”.

We wspomnianym projekcie polaczono elementy hematologii pediatrycznej oraz
hematologii dorostych, gtéwnie w zakresie badarn podstawowych, z elementami aplikacji
praktycznych. Idea projektu zrodzila sie z inicjatywy kilku waznych osrodkéw hemato-
logii molekularnej (Poznani, Krakéw, Warszawa, Lublin, Wroclaw, Gdanisk), ktére utwo-
rzyly konsorcjum wykonawcéw, bedace jego zasadniczym trzonem organizacyjno-mery-
torycznym, stanowiac jednocze$nie poczatek krajowej sieci laboratoriéw referencyjnych
hematologii molekularnej. Zamierzeniem autoréw projektu bylto, aby dziatania kon-
sorcjum stanowily punkt wyj$cia do powstania krajowej sieci osrodkéw hematologii
molekularnej, wzorowanej na narodowych sieciach istniejacych juz w innych krajach
europejskich (np. Francji, Holandii, Wloszech, Niemczech). Taka forma organizacji
zapobiega¢ ma rozpraszaniu $rodkéw; jednoczesnie z czasem sprzyja¢ moze wypraco-
waniu pozadanej specjalizacji poszczegolnych osrodkéw, prowadzacej do unikania dublo-
wania dzialan laboratoryjnych (specyficzne metody, techniki, urzadzenia) w skali kraju.
Taki system organizacyjny pozwala na:

e opracowanie wspdlnego protokotu sluzacego prowadzeniu badan w sposéb zunifi-
kowany, zapewniajacy wysoki poziom jakos$ci, wiarygodno$ci i powtarzalnosci wyko-
nywanych oznaczen z zachowaniem maksymalnej czulosci i o zminimalizowanym
ryzyku otrzymania wynikéw falszywie dodatnich i falszywie ujemnych;

¢ opracowanie formuly pozwalajacej na dokonywanie poréwnania wynikéw badania
uzyskiwanych w réznych laboratoriach;

* wprowadzenie opracowanego standardu w laboratoriach rozpoczynajacych dziatal-
no$c¢ lub posiadajacych mniejsze do§wiadczenie w tej dziedzinie i stworzenie mozli-
wosci szybszego dostosowania ich pracy do wymogow jako$ciowych;
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* unikniecie problemu interpretacji wynikéw badan prowadzonych za pomoca réz-
nych protokoléw metodycznych;

* stworzenie mozliwo$ci opracowania wiekszego materialu klinicznego w wyniku
wspélpracy wielooSrodkowe;.

Dobér badanych modelowych schorzen hematoonkologicznych podyktowany zostat
z jednej strony pewna specjalizacja o§rodkéw wchodzacych w sktad konsorcjum, waga
kliniczng wybranych jednostek chorobowych, posiadanymi kolekcjami materialu biolo-
gicznego oraz dostepnoscia warsztatu molekularnego w odniesieniu do zasadniczych
zagadnieni zwiazanych z tymi schorzeniami. Te modelowe jednostki chorobowe, ktére
staly sie zasadniczymi obiektami zainteresowania w ramach projektu, to: ostra biataczka
limfoblastyczna u dzieci (acute lymphoblastic leukemia, ALL), ostra bialaczka szpikowa
dzieciidorostych (acute myeloid leukemia, AML), przewlekla biataczka szpikowa ( chro-
nic myeloid leukemia, CML) oraz nieziarnicze chloniaki ztosliwe (non-Hogdkin [ympho-
ma, NHL). Szczegélowej analizie poddane zostaly réwniez zagadnienia zwiazane z bada-
niami potransplantacyjnymi (chimeryzm hematopoetyczny, choroba resztkowa). Cato$é
realizacji oparta zostata o planowo bankowany materiat biologiczny. Dane molekularne
i kliniczne oraz informacje o bankowanym materiale zbierane byly przy uzyciu, specjal-
nie na potrzeby projektu skonstruowanych, komputerowych baz danych.

Realizacja projektu, w oparciu o przeprowadzone badania naukowe, réwnolegle do
zasadniczego nurtu poznawczego projektu, umozliwila takze wypracowanie optymalnych
w krajowych warunkach standardéw hematologicznej diagnostyki molekularnej, ktére
z czasem powinny stac sie stalym elementem coraz powszechniej stosowanych nowo-
czesnych procedur diagnostyczno-terapeutycznych. Standardy takie, wypracowane przez
konsorcjum w trakcie realizacji projektu, sa rekomendowane w $rodowisku hema-
tologéw innym laboratoriom zajmujacym sie podobna tematyka. Zgodnie z oryginalnym
zalozeniem standardy te zachowuja pelna kompatybilno$c ze stosownymi standardami
powszechnie przyjetymi w paristwach Unii Europejskiej. Powinno to zapewnic polskim
osrodkom hematologicznym mozliwo$¢ partycypacji, na zasadach pelnego partnerstwa
merytorycznego, w paneuropejskich programach badawczych oraz programach diagno-
styczno-terapeutycznych.

Calo$¢ doswiadczen uzyskanych w trakcie realizacji opisanego projektu zamawia-
nego podsumowana zostata w wydanej w II polowie 2009 roku, nakltadem poznariskiego
Osrodka Wydawnictw Naukowych (OWN), ksiazce Hematologia molekularna. Patoge-
neza, patomechanizmy 1 metody badawcze, pod redakcja prof. Michata Witta, doc. To-
masza Szczepariskiego i dr Malgorzaty Dawidowskiej. Ksiazka ta, pierwsza monografia
na polskim rynku ksiazki naukowej po§wiecona hematologii molekularnej (praca zbioro-
wa, 45 autoréw), zawiera podsumowanie dzialalnosci badawczej prowadzonej w ramach
projektu, rozszerzone o kilka zagadnieri pokrewnych wykraczajacych poza jego ramy.
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Czesci I zawieraja eseje pos§wiecone tlu molekularnemu kilku wybranych jednostek
hematoonkologicznych (ALL, AML, CML, NHL, czerwienicy prawdziwej, nadplytkowo$-
ci samoistnej, pierwotnemu zwléknieniu szpiku) oraz aspektom molekularnym wspét-
czesnych sztandarowych procedur diagnostycznych (immunofenotypizacji metoda cyto-
metrii przeplywowej, cytogenetyce hematoonkologicznej, monitorowaniu minimalnej
choroby resztkowej, analizie poprzeszczepowego chimeryzmu komérkowego, uwarun-
kowaniom genetycznym doboru pary dawca-biorca) i terapeutycznych (przeszczepienie
allogenicznych macierzystych komérek krwiotwérczych). Cze$c IV jest rozszerzong
iuaktualniona wersja wydanego w roku 2007 skryptu zawierajacego zasadnicze, i co naj-
wazniejsze, sprawdzone w polskich laboratoriach, podstawowe procedury laboratoryjne
stosowane w hematologii molekularnej, z zasadami bankowania materialu biologicznego
oraz uzyskiwania swiadomej zgody pacjenta bioracego udzial w badaniach wlacznie.
Skrypt ten spotkat sie wtedy z duzym zainteresowaniem ze strony réznorodnych labora-
toriéw uzywajacych molekularnych metod diagnostycznych w odniesieniu do kliniki he-
matologicznej. Ta pozycja ksiazkowa wydaje sie godna polecenia zaréwno lekarzom-kli-
nicystom, pragnacym rozszerzyc swa wiedze w zakresie molekularnych aspektéw hema-
tologii, jak i biologom oraz biotechnologom zajmujacym sie warsztatowa strona mole-
kularnej diagnostyki medycznej, interesujacym sie kontekstem klinicznym uzywanych
procedur.

Molecular hematology
— modern methodology serving patients and research

The article describes a country-wide attempt to organize a network of laboratories performing
molecular diagnostic procedures in a context of clinical hematology. The principles of con-
struction of a commissioned grant in molecular hematology are presented. A major result of this
project, the monographic book on molecular hematology is being announced.

Key words: allogenic transplantation of hematopoetic stem cells, leukemia, lymphoma, minimal
residual disease, posttransplant chimerism
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