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ABSTRACT: Cancer continues to be a big problem in XXI centdrigere are a lot of
methods to diagnose this disease, such as: USGmuography, tomography. However
they are still imperfect. Genetic diagnosis is depimg very fast and it can become the
most important method in the nearest future. Thisep presents some of the universal,
modern and the most scientifically advanced waygewietic diagnosis of cancer. These
include: cytogenetics, polimerase chain reactio€R] restriction fragment length
polymorphism (RFLP), fluorescence in situ hybridiza (FISH), Southern blotting,
microarray, microdissection and others. Each ongescribed with its advantages and
disadvantages. It also contains basic informatiouathe process of cancerogenesis and
about the reasons for tumour forming.
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1. Wprowadzenie

W ostatnich kilkudziegciu latach nagpit znaczny posp w medycynie i biologii
molekularnej, pomimo tego choroby nowotworowe nastahowa plag XXI wieku.
Dzigki udoskonalaniu metod wykrywania i leczenia nowatow, zwikszap sic szanse
przezycia cztowieka. Przewidywania lekarzy wskazjgdnak na dalszy wzrost liczby
0s6b zapadagych na raka. Wedtug WHO nowotwory stangwdrugy po chorobach
uktadu kazenia przyczya zgondéw naswiecie, szczegllnie w krajach wysoko
rozwinietych. Choroba ta me dotkra¢ kazdego, niezalenie od wieku, pici czy statusu
majatkowego. Szacuje si ze SmiertelnG¢ zwiazana z chorobami nowotworowymi
wzrasnie 0 45% do 2030 roku. denadal kdzie utrzymywatla sitendencja wzrostowa,
to w 2020 r. u 16 milionéw ludzi ndwiecie zostanie zdiagnozowany rak. Wiele
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nowotworéw mana skutecznie wyleczy jesli odpowiednio wczénie sk je wykryje i
podejmie prawidiowe pogbowanie terapeutyczne. Dlatego takzne jest prowadzenie
bada majpcych na celu rozwéj metod diagnostycznych. Dobregotprzyktadem jest
Znaczenie wczesnego wykrycia raka piersi: w Patscevzgkdu na péne rozpoznanie,
prawdopodobigstwo wyleczenia wynosi tylko 309%l{wowska et al. 2005), natomiast
w Stanach Zjednoczonych Ameryki Potnocnej 7z8% (Kochaska-Dziurowicz et al.
2003). W Polsce okoto 70% kobiet zgtasezgch sé do lekarza jest w Il lub 11l stopniu
zaawansowania klinicznego raka piersi. Na tym etaghioroba nowotworowa jestzju
zwykle trudna do leczenia i €xto prowadzi do przedwczesn@pierci (Siedlecki i
Limon 2006).

2. Nowotwory i molekularne przyczyny ich powstawania

Nowotwory g grupami komorek, ktore przestaty prawidtowo furdi@ywa i podlega
mechanizmom regulacyjnym organizmu, co skutkujenigikontrolowanymi podziatami

i nieprawidtowym ré@nicowaniem. Charakteryzujsic one niezahamowanym wzrostem
zZwigzanym z dua niestabilndcia genetycza, nabyciem zdoln&i do naciekania
(inwazji) oraz kolonizacji obszaréw normalnie zajwamych przez inne rodzaje
komorek (przerzutéw). Powstajw wyniku serii somatycznych i/lub germinalnych
mutacji DNA, ktére prowadzdo zaburzé wzrostu, rénicowania, proliferacji, starzenia

i $mierci komérek. Zmianom molekularnym najéziej towarzysz anomalie
chromosomowe, damlacym swoistym markerem nowotworowym wykorzystywanym
czesto w ich diagnostyce (Srebrniak et al. 2006).

Nowotwory zalicza & do tzw. choréb kompleksowych. Wykazujone
rodzinne wystpowanie, ale ich rozklad nie odpowiada wzorom onzakym dla
prostego mendlowskiego modelu dziedziczenia. Aklieadefiniuje st je jako jednostki,
w ktorych kilka lub wecej gendw wspotdziatagych ze soly, z udziatem lub bez udziatu
czynnikéw srodowiskowych, prowadzi do zwkszenia lub zmniejszenia ryzyka
ujawnienia choroby. Wanym celem genetyki jest identyfikacja genéw waryakuch
szang wyshpienia choréb, co pozwolitoby na wdenie bardziej skutecznych metod
wczesniejszego ich rozpoznawania oraz prewencji (Downgités i Silverman 2011,
Weitzel et al. 2011).

2.1.Geneza powstawania choroby nowotworowej

Jedn, z pierwszych teorii dotyezych molekularnych mechanizméw powstawania
nowotworéw byta tzw. hipoteza dwoch uderzeaproponowana przez Knudsona i
wspotpracownikow (Knudson 1971, Knudson 2001). Bgl@a oparta na wynikach
bada nad ludzkim siatkbwczakiem oka. Badacze Ci zamljaze choroba ta m@
wystepowa jako dziedziczna lub nie. d&i ma ona charakter dziedziczny, nowotwor
powstaje przewaie w obu gatkach ocznych, bardzo szybko po uradzedeli
natomiast ma postasporadyczs, ujawnia s¢ w starszym wieku, ale w jednej gatce
ocznej. Na podstawie tych obserwacji i badéormutowano teog, ktéra zaktadataze

do powstania nowotworu niegine jest zdgie przynajmniej dwéch mutacji. W
nowotworach dziedzicznych pierwsza z nich zachadztomérkach zarodkowych, a
druga w somatycznych. Natomiast w postaci sporawjcpbie mutacje powstajw
komérkach somatycznych. Z temprita zwigzane jest tale pogcie utraty
heterozygotyczniwi — LOH (ang. loss of heterozygosity). W wynikiepiszej mutacji
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nastpuje utrata prawidtowej funkcji jednego allelu wnig supresorowym, natomiast
aby zaszia transformacja nowotworowa musi gmstuszkodzenie drugiego allelu.
Prowadzi to do catkowitej inaktywacji genu supr@seego, a co za tym idzie utraty
heterozygotycznii (Beroukhim et al. 2006).

Proces transformacji zdrowej komorki w nowotworoyest mechanizmem
ztozonym, podczas ktérego musi ébjdo wielu mutacji. Tak teorig powstawania
nowotworéw zaproponowano na podstawie Wadad rakiem jelita grubego (Fearon i
Vogelstein 1990). Transformacja rozpoczyna stworzeniem niewielkiego ogniska
dysplastycznego w nabtonku, a w wyniku kolejnychrzéh rozwija st gruczolak, ktéry
nabierajc cech inwazyjnych przeksztatca; siastpnie w raka. Vogelstein uwa, ze
kolejne zmiany prowadze do powstawania nowotworwy spowodowane licznymi
mutacjami inaktywujcymi tzw. geny supresorowe oraz aktyveaanpkogenow (Kinzler i
Vogelstein 1996).

Wedle innej teorii (Hahn i Weinberg 2002) rak paajst wowczas, gdy
komodrka nabywa zdoloi do niekontrolowanego wzrostu i nie podlega mechaom
decydujcym o jej podziatach, funkcji i lokalizacji. Cyklokndérkowy normalnych
komorek jestscisle kontrolowany przez odpowiednie systemy, tak aly zostata
zachwiana réwnowaga pogdizy ich podziatami a obumieraniem. W komdrkach
nowotworowych réwnowaga ta ulega przesaii w kierunku intensywnych podziatéw
komorkowych. Wedtug Weinberga i Hahna eltsza¢ komérek nowotworowych
posiada wspolne cechy: niezaies¢ od sygnatdéw wzrostu, niewtlavosé na sygnaty
hamupce wzrost, niémiertelng¢, nieograniczom proliferack, zdolng¢ do
angiogenezy, zdol$6 do inwazji i przerzutéw (Hahn i Weinberg 2000).

2.2.Etapy transformacji nowotworowej

Transformacja komérki prawidtowej w nowotworavjest procesem wieloetapowym.
Zwykle czas przemiany jest diugotrwaly i wymaga lwiemian w komdrce. Podczas
kancerogenezy mina wyr&ni¢ cztery giéwne etapy: preinicjagjinicjacje, promocg i
progresg (Ryc. 1). Preinicjacja zachodzi gdy organizm wwsteny zostaje na dziatanie
czynnikébw kancerogennych, co ma miejsce praktycgnieez cate jegazycie. Do
kancerogenéw zaliczaestzynniki chemiczne, fizyczne oraz biologiczne ¢PitDragan
1991, Gooderham et al. 2007).

Etap | Etap Il Etap I Etap IV

PREINICJACIA |=— | [INICJACJA |=——| PROMOCIA |=— | PROGRESJA

Tr\tva cale Kilka do 20-30 Kilka lat Kilka miesiecy
zycie lat do kilku lat

Ryc. 1. Etapy transformacji nowotworowej (opis stge) (Pitot i Dragan 1991)
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Pomimo, ze kady czlowiek cagle poddawany jest dziataniu czynnikow
kancerogennych, to nie u #dego przyczyniaj sic one do rozwoju nowotworu,
poniewa na rozwdj choroby maj takze wplyw osobnicze wilaskoi organizmu
wynikajace m.in. z wydolnéci uktadu immunologicznego i polimorfizmu genetyego
(Sugimura et al. 1995).

Wraz z pojawieniem sipierwszych zmian w aparacie genetycznym rozpoczyna
sie nastpny etap czyli inicjacja nowotworowa. Na tym etapiezna role odgrywaj
predyspozycje zwiane z odziedziczonymi mutacjami np. w genach saposvych. W
przypadku os6b u ktérych wysgiuja rodzinne sktonnixi do nowotworéw, aby nagiita
zlodliwa transformacja, nie musi wygtic etap preinicjacji, co znacznie zwsza ryzyko
rozwoju nowotworu. Okoto 20% wykrywanych nowotwordevnowotwory dziedziczne
(Bebenek et al. 2006). Nagita faza rozwoju raka jest promocja. Komorki
nowotworowe zaczyngj ulega& szybkim podziatom, dochodzi do powstawania
kolejnych mutaciji, jednak proces ten jest jeszabaracalny. Jdi na tym etapie rozwoj
choroby nie zostanie zahamowany, wokot defektywnigomorek zaczynajrozwijat
sie naczynia krwionéne, ktére dostarczajkomorkom substanciji agtwczych. Wraz z
procesem angiogenezy rozpoczyngksilejny etap kancerogenezy — progresja. Komorki
guza intensywnie eidzieb, nabierajc zdolndgci do przetamania btony podstawnej
otaczajcej tkanki, a w konsekwencji do tworzenia przerau{@itot i Dragan 1991).

2.3. Onkogeny oraz geny supresoroweg sodpowiedzialne za transformacj
nowotworovg

Poznanie genéw i mechanizméw zaamyeanych w proces onkogenezy jest warunkiem
koniecznym, aby mma byto identyfikowa nowe cele terapii nowotworéw. Do takich
genéw majcych zasadniczy wpltyw na transformacjowotworova naleza: onkogeny,
geny supresorowe i geny stabilizeg (Hilkens 2006).

W prawidlowo funkcjonujcych komorkach proliferacja jestscisle
kontrolowana przez czynniki mitogenne, gkziktdrym rozpoczyna cykl podziatowy. Za
prawidtows proliferacg i roznicowanie odpowiedzialne as protoonkogeny. Ich
transkrypcja jest rygorystycznie kontrolowana, adukty biatkowe tych genow
odpowiedzialne & m.in. za podziat komérki. Biatka te mpgnie¢ rézny charakter, w
zaleznosci od petnionych funkcji mag byé: receptorami czynnikébw wzrostu,
czynnikami wzrostu, mag pasredniczy¥ w przekazywaniu sygnatow, a tak by
czynnikami transkrypcyjnymi reguligymi proliferacg i apoptoz (Novakofski 1991).
Jednak proces prawidtowej proliferacji komérki imoulec zaburzeniu, gdy na skutek
np. mutacji, protoonkogen ulega przeksztatceniu nkogen. Mutacje te magmiet
charakter: mutacji punktowych, delecji, translokagjromosomu. Mog powodowa
nadekspresj biatka lub zmiana jego struktury, w wyniku czego nie podleg=g juz
kontroli czynnikéw regulujcych komoérka mee sk ciagle i niekontrolowanie dzidi
Najczsciej spotykan zmiara wyskepujaca w komérkach nowotworowychasmutacje w
kodonach 12, 13i 61 trzech genéw RAS: H-RAS, KRA-RAS. Kady z tych genéw
koduje biatko 0 masie 21 kDa o aktywéapkinazy biatkowej. Mutacje w tych genach s
wykrywane w wielu rodzajach nowotworéw. Wystija w okoto 90% nowotworéw
trzustki, jelit — 50%, ptuc — 30%, tarczycy — 50%iataczek szpikowych — 30% (Urbain
1999). Prawidiowo funkcjonage biatko ma zdolng wiazania i hydrolizy
guanozynotrisfosforanu (GTP) i zaaagaane jest w przenoszenie sygnatow webie
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komorki. Mutacja prowadzi do utraty prawidlowej GBRowej aktywnéci biatek Ras,
co powoduje niemdiwos¢ dezaktywacii biatka i agte pobudzenie komdérek do mitozy
jako wynik zwkkszonego poziomu cAMP (Reuter et al. 2000).

Geny supresorowe chranikomérke przed transformagj nowotworow
kontrolujac jej podziaty (Tab. 1). W prawidtowych warunkadgulup negatywnie cykl
komorkowy, utrzymujc liczbe komoérek na statym poziomie poprzez hamowanie
proliferacji lub indukcg apoptozy. Ich prawidtiowe funkcjonowanie znacznieniejsza
ryzyko powstania nowotworu. Do utraty funkcji gesupresorowego potrzebna jest
inaktywacja obydwu kopii genu — utrata heterozygatgici (LOH). Wyrézni¢ mozna
trzy klasy genoéw supresorowych:

- ,gatekeepers” — nalg tutaj geny bezpwednio wpltywajce na proliferag
poprzez hamowanie podzialu lub promocpoptozy. Czsto @ specyficzne dla
okreslonej tkanki, dlatego ich dysfunkcja powoduje kostky typ nowotworu, np.
mutacja genu RB wywotuje nowotwory siatkowki.

- ,caretakers” — pérednio wptywaj na proliferagg komorki. Ich zadaniem jest
utrzymywanie stabilnizi w genomie. Do tej grupy nalge gtéwnie geny zaangawane
w naprave uszkodzé DNA.

- Jandscaper” — ksztattaj mikrosrodowisko w ktérym powstaje nowotwér
(Kopnin 2000).

Tab. 1. Przykladowe geny supresorowe i funkcje moduktéw biatkowych (na
podstawie Kopnin 2000)

Gen supresorowy Funkcja biatka

P53 Czynnik transkrypcyjny, regulator cyklu koménlego i apoptozy
RB Czynnik transkrypcyjny, kontroler cyklu komérkego

APC Biatko cytoszkieletu

BRCA1 Nalezy do systemu naprawy DNA, aktywator transkrypcji
BRCA2 Aktywator transkrypcji, bierze udziat w napiea DNA

Dwa z pdrod wielu gendéw supresorowych petiedn z najwaniejszych rél
w transformacji nowotworowej, a mianowicie geny PbRB. Mutacje genu P53
obserwuje & w ponad 50% przypadkéw nowotworéw (Oesterreichugia 1999). U
0s6b cierpicych na raka jamy ustnej poziom przeciwciat ant@-pést wykrywalny
jeszcze przed wygpieniem objawéw kcisle skorelowany ze wzrostem guza (Ralhan et
al. 1998). Gen P53 jest naggeziej uszkadzanym genem supresorowym. Nazywany jest
takze ,stranikiem genomu” gdy wplywa na transkrypegj wielu innych genow. Jest
genem o wielkéci 20 000 par zasad znajdaym sk na 17 chromosomie, zawiera 11
ekson6éw i 10 intronow. Biatko zbudowane jest z 388inokwasow i zawiera trzy
domeny. N-kdcowa domena zawiera subdoragransaktywacyja i region bogaty w
proline. Czs$¢ centralna posiada sekwegajiazaca DNA. Jest to region w ktérym
najczsciej dochodzi do mutacji, tzw. region goych miejsc — HSR (z ang. hot spot
region). Mutacje najeZciej zachodz w kodonach: Argl75, Gly245, Arg248, Arg249,
Arg273, Arg282. Cg¢ C-koncowa zawiera domenoligomeryzacyjn, zasadow
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domer regulatorow oraz sygnat lokalizacji i eksportadrowego (Bai i Zhu 2006). W
normalnych warunkach biatko p53 jest wykrywane dziuw bardzo matych ikziach
gdyz ulega szybkiemu rozktadowi dki ubikwitynacji. Jego okres poftrwania wynosi
okolo 20 minut, a biatkka zmutowanego wyiHu st nawet do kilku godzin
(Balgosklonny 2002). Biatko p53 jest bardzo istotiee prawidtowego funkcjonowania
komorki. Nie pozwala wéf komorce w cykl podziatowy gii ma uszkodzone DNA, co
Zwigzane jest z zatrzymaniem cyklu komoérkowego w putkt@strykcyjnych G1/S lub
G2/M. Gdy dojdzie do sytuacji, w ktorej uszkodze@m8IA nie zostanie naprawione,
biatko p53 kieruje komérkna drog apoptozy (Efeyan i Serrano 2007).

Innym waznym genem supresorowym regualeym cykl komorkowy, ktérego
mutacje maj wplyw na nowotworzenie jest gen RB. Gen RB zlda@lany jest na
chromosomie 13 i posiada 27 eksonow. Biatko pRlezgatio rodziny biatek zwanych
kieszeniowymi (ang. pocket protein). Biatko to sidasi z 928 aminokwaséw i posiada
dwie kieszenie A i B, do ktérych wia sic inne biatka (Dick 2007). Jego gtowiunkcija
jest regulacja przégia komorki z fazy G1 do S, jednak gdy biatko w wkgnmutacji nie
ulega defosforylacji, staje esinieaktywne w wyniku czego komérka ieow sposéb
niekontrolowany wej¢ w kolejr faze cyklu. Inaktywacja obu alleli genu RB prowadzi
do rozwoju siatkbwczaka (retinoblastoma) we wczesnyieku. Badania nad
siatkdwczakiem potwierdzity hipotezdwoch uderzé& Knudsona (Knudson 1971,
Knudson 2001).

2.4. Geny stabilizugce (geny mutatorowe) odpowiadajza napraw uszkodzgé w
genomie

W wyniku dziatania niekorzystnych czynnikéw, w ongamie chgle dochodzi do
uszkodzé w aparacie genetycznym. Sprawny system naprawkodgei DNA, w
ktorego funkcjonowanie zaangavanych jest wiele genow, petni bardzozwafunkcije
w utrzymaniu stabilnici genomu (Verdine i Bruner 1997). Wyrd¢ mazna kilka
systeméw naprawy uszkodz®NA:

- bezpdrednia naprawa uszkodze DR (ang. direct repair),

- naprawa przez wycinanie zasad — BER (ang. bassiex repair),

- naprawa przez wycinanie nukleotydow — NER (angcleotide excision
repair),

- naprawa kddnie sparowanych zasad — MMR (ang. mismatch repair)

- rekombinacja homologiczna — HR (ang. homolog@e®mbination),

- rekombinacja niehomologiczna — NHEJ (ang. nolwrmdiogous end joining).

Gléwnym enzymem biacym udziat w bezpoedniej naprawie DNA jest
produkt biatkowy genu MGMT — metylotransferaz& ®etyloguaninowa. Posiada ona
zdolnas¢ do usuwania alkilowych uszkodz®NA. Z uszkodzeniem genu MGMT wdie
sie zwickszona wraliwos¢ nasrodki alkilujace i podatné& na nowotwory (Hegi et al.
2005). Naprawa poprzez wycinanie zasad ma za zadssuwanie nieprawidtowych
zasad. Za rozpoznanie zmodyfikowanej zasady odmtaety jest enzym glikozydaza
8-oksoguaniny, produkt genu OGG1. Innym zmgm genem biacym udziat w
systemie BER jest XRCC1, produkt biatkowy tego geramngaowany jest we
wstawianie nukleotydu w @iDNA (Krokan et al. 2000). System NER ma zdato
naprawy bardziej ziwnych uszkodze m.in. spowodowanych dziataniem
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promieniowania UV. Naprawa rozpoczynag siod rozpoznania niewdaiwego
nukleotydu, nagpnie dochodzi do jego wygiia i syntezy nowej nici DNA.
Zaangaowanych jest w ni okoto 30 réanych biatek, ich dysfunkcja powoduje
powstawanie wielu rdych choréb np. zespolu skéry pergaminowej (Xenoder
pigmentosum) (Wood 1997). System MMR naprawigdp}t ktére powstaly w czasie
replikacji DNA oraz uszkodzone nukleotydy. Pelnilmardzo wana role w stabilizacji
genomu, dlatego uszkodzenia w genach tego szlaywpmiaj sic do wzrostu ryzyka
zachorowania na wiele xdych nowotworéw (Li 2008). Mutacje genéw systemu RM
(gtéwnie MSH2 i MLH1), wchodzce w kompleksy odpowiedzialne m.in. za
rozpoznawanie uszkodzesy czsto zwhzane z wysfpowaniem raka jelita grubego.
Podwojne pknigcia nici DNA mog@ by¢ usuwane na drodze homologicznej i
niehomologicznej rekombinacji (Hewish et al. 2010).

Procesy naprawy DNAasniezkzdne, poniewa kazdego dnia organizm jest
narazony na liczne kancerogenne czynniki, ponadto metgmpwstai rowniez z
powodow przypadkowych nieprawidiov® w sparowaniu nukleotydéw podczas
replikacji DNA. Gdy ktéryg z tych gendw ulega uszkodzeniu (lub jest dzieduéecz
nieprawidtowy) — tym samym nagtuje zwielokrotnienie liczby mutacji w komorce i
zZwiekszona cgstas¢ zapadania na choroby nowotworowe (Valdiglesiaglet2011).
Sadzi sk, ze mutacje somatyczne i zaktécenia w funkcji tycindye nie prowadz
bezpdrednio do procesu nowotworzenia, ale przyczyns§ do stanu nieréwnowagi
genetycznej i lawinowego wzrostu tempa mutacji ginygenow, dcznie z genami
supresorowymi i protoonkogenami (Weitzel et al. P01

3. Genetyczne metody diagnostyki nowotworow

Diagnostyka molekularna nale do najbardziej dynamicznie rozwigaych se dziatdw
biologii i medycyny. Ji w polowie lat osiemdziegtiych znalazta ona zastosowanie w
genetyce czlowieka. Statoedio za przyczyn wprowadzenia m.in. sond molekularnych,
enzyméw restrykcyjnych oraz nowych technik badawbzytakich jak transfer
Southerna, sekwencjonowanie, znakowanie i detekbjdA, PCR i synteza
oligonukleotydéw. Obecnie diagnostyka molekularndejmuje m.in. genetyk
cztowieka, immunologi, onkologe, medycyr sadowa, choroby kazenia, wykrywanie
patogenéw. W coraz wkszym stopniu wspéiczesna diagnostyka laboratoryjna
uczestniczy te w wykrywaniu i monitorowaniu leczenia choréb nowotowych
(Kopanski 1995, Weitzel et al. 2011).

Bodzcem dla rozwoju metod diagnostycznych w onkologitjdizenie do
rozpoznawania nowotworow we wczesnym, jeszcze hawmbvym stadium choroby.
Dlatego obok ceigtego rozwoju technik obrazowania nowotworow rozgijsic rowniez
metody molekularne (Nowsheen et al. 2011).

3.1 Markery nowotworowe

W przebiegu proceséw nowotworowych dochodzi bardzgsto do konstytutywnej
(niezalenej od fizjologicznych mechanizméw regulacyjnyckypresji genéw, ktérych
produkty w komérkach normalnych pojawdagie tylko przegciowo — w okresie ich
rozplemu i rénicowania si. Jezeli produkty pochodice z komorek nowotworowychy s
uwalniane do ptynéw ustrojowych to mpgby¢é markerami w@ytecznymi w
rozpoznawaniu, prognozowaniu i leczeniu choréb rmwomowych (Steffen 1994,
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Niezabitowski et al. 2000). Szereg takich markertiw substancje wytwarzane w
znacznych iléciach na pewnych etapach ontogenezy. W dojrzatyoimdkkach
prawidtowych ich synteza nie zawsze ulega catkaniteablokowaniu, ale pozostaje na
sladowym poziomie. Niestety, nie wszystkie komorlégapce transformaciji nabywaj
zdolnaici do syntetyzowania i/lub uwalniana dakgnia tego rodzaju substancji.a&t
szereg chorych, u ktérychegenia markeréw ksztattyjsie w granicach obserwowanych
u ludzi zdrowych, czy z chorobami nienowotworowy(idiezabitowski et al. 2000).

3.1.1.Markery biochemiczne

Marker biochemiczny to dowolna substancja wiellkgteczkowa umdiwiajaca
odr&nienie komoérki prawidtowej od nowotworowej. Odzwierdlap one zwikszory
proliferacg komérek nowotworowych, ich #aicowanie i obumieranie. Obecnie
oznacza si wiele substancji petacych rok markeréw nowotworowych takich jak np.
biatka, antygeny, enzymy, hormony. Zzki te wystpuja w zmienionej postaci lub
ilosci w poréwnaniu z komdrkami prawidlowymi. Obeétotychze markeréw lub
Zmiany w poziomie ujawnia &iza pomog przeciwciat mono- i poliklonalnych
(Kopanski 1994, Kopaski 1995, Nowsheen et al. 2011).

Zastosowanie markeréw biochemicznych w praktycgribatycznej jest dosy
powszechne, jednak rzadkep @ne specyficzne dla danego typu nowotworgstzjeden
Z nich jest charakterystyczny dla wielu jednosteirobowych. Znaneadiczne markery
nowotworowe np. obechie najgziej badany jest CA 15-3 dotygzy raka piersi
(Kopczyfiska i Tyrakowski 2006). Obecéb tego antygenu stwierdzono réwhiev
licznych nowotworach: pluc, jajnika, trzustkizotadka i watroby, z wyptkiem
nowotworéw pochodzenia mezenchymalne§iasnowska et al. 2005).

Liczne biomarkery maj wiele funkcji: nie tylko stwierdzaj obecnéé
nowotworu w organizmie, ale zenog mie¢ wartas¢ predykcyjm jak np. ECDHER?2.
Niektére markery mog rowniez by¢ pomocne w wyborze terapii oraz ocenie reakciji
komoérek nowotworowych na stosowane leczenie. HEBRatKo pl185) to receptor
btonowy o aktywnéci kinazy tyrozynowej, zbudowany =z trzech domen:
wewntrzkomérkowej, transmembranowej i zewmkomoérkowej (Kopcziiska i
Tyrakowski 2006, Woéjcik et al. 2006). Kodowany jgstzez protoonkogen HER2
(ERBB2, NEU), zlokalizowany w chromosomie 17q. Zatwzkomoérkowa domena
receptora HER2 zwana jest inaczej ECDHER?2 i jegpowdedzialna za wizanie
ligandéw, konsekwengjczego jest przenoszenie unikalnego sygnatmd@jkomorki i
stymulacja mitogenna. Uwa sk, ze nadekspresja onkoproteiny HER2 w komoérkach
nabtonkowych gruczotu piersiowego jest amana ze wzmmna proliferach i
rozwojem fenotypu zidiwego. Domena ECDHER2 me by odszczepiana od
receptora (przy udziale metaloproteinaz) i uwalaido krwioobiegu, dlatego pomiar jej
stezenia w surowicy p@ednio umaliwia wykrywanie nadekspresji biatka
receptorowego w raku piersi. ¢3eénie ECDHER2 stwierdzono w surowicy u 0-38%
pacjentek z pierwotnym rakiem piersi i u 23-80% rgish z przerzutami.
Komplementarne do CA 15-3 oznaczenia sSHER2 istotpednosz czutas¢
diagnostycza (Kopczyaska i Tyrakowski 2006, Wéjcik et al. 2006, Palacgbdsl. 2008,
Nowsheen et al. 2011).

Do markeréw przydatnych w diagnostyce laboratoryjaka piersi wdczono w
latach 90 ubieglego wieku komercyjne testy do ozamia stzenia tkankowego
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antygenu  polipeptydowego swoistego (TPS) oraz theslgo antygenu
polipeptydowego (TPA). Oznaczenie pierwszego amiyge surowicy oraz w ptynach
ustrojowych dostarcza informacji o aktyw#ed procesu nowotworowego nawet przy
matej masie guza. Natomiastznie TPA wzrasta wraz z progresjowotworu i wzrost
jego poziomu mee by sygnatem nawrotu choroby nowotworowej, spadek rnaze
wskazywa na efektywnéé stosowanego leczenia (Wéjcik 1994¢dRowska et al.
2007). Warté¢ diagnostycza oznaczania TPA w rozpoznaniu tego rakaznso
zwickszyt poprzezdczne oznaczenieggenia TPA z CA 15-34liwowska et al. 2005).

Kolejnym biomarkeremascytokiny hematopoetyczne (HGFs), ktoseréwniez
uzywane jako markery raka piersi. Ponadto poibzgnie stzenia HGFs w surowicy
zaobserwowano rowniew przebiegu niedrobnokomoérkowego raka ptuca i kurglita
grubego. Badania wykazalye stzenie oraz czulg diagnostyczna HGFs wzrastaty
wraz ze stopniem zaawansowania nowotworu (Lawiokis).

Ogromn, zalet, biomarkerow jest toze mog, sygnalizowd poczatek procesu
nowotworzenia znacznie wcgeej niz uwidaczniag si¢ zmiany kliniczne, poniewa
proces nowotworzenia ma charakter wieloetapowy, térykn zmiany molekularne
poprzedzaj zmiany na poziomie komoérki i organizmu. Wathtomiast jest trudsé w
wypracowaniu wzorcéw tdniacych stan markera w komoérce prawidtowej od stanu
markera w komdérce nowotworowej oraz niska w&rtiagnostyczna, gdy stosuje
pojedynczo. Dlatego esto stosuje gioznaczenie kliku markeréwdznie. Na przyktad
dodatnia wart& predykcyjna zwjkszenia sgzenia ECD (HER2), CEA i CA15-3 dla
wykrycia reaktywacji nowotworzenia ocenia sidpowiednio na: 18%, 20%, 32,6%.
Natomiast wart& markeréw oznaczanychidznie: dla CA15-3 oraz ECD (HER2)
wynosi 62,9%, dla CEA i CA15-3 — 59,6% (Kopézka i Tyrakowski 2006, Wojcik et
al. 2006, Nowsheen et al. 2011).

3.1.2 Markery genetyczne

Marker genetyczny jest zmianw strukturze, sekwencji lub ekspresji materiatu
genetycznego. Znajdujone zastosowanie w badaniach predyspozycji dodrégana
choroby nowotworowe, ich diagnozowaniu i przebie@statnio zostalo wykazange
mog mie¢ wptyw na wybér terapii (Siedlecki i Limon 2006, @det al. 2010).

Podstawow cechy markera musi by jego polimorfizm, to znaczy
wystepowanie w danymiocus wigcej niz jednego allelu. Mze on by dwualleliczny,
gdy jest nim sekwencja DNA rozpoznawana na przykpmdez okrélony enzym
restrykcyjny (obecn& lub brak miejsca restrykcyjnego) lub wieloallehigz gdy
stanows go sekwencje powtérzone (np. sekwencje mikrosetare). W analizie DNA
wykorzystuje si zarowno markery wevatrzgenowe, jak i umiejscowione fizycznie
blisko badanego genu. Szacuje, ste polimorfizm DNA (w r&nych postaciach)
wystepuje srednio raz na 100 nukleotydéw. Wikee dlatego markery polimorficzne s
bardzo aytecznym i poszukiwanym namziem w diagnostyce medycznej. Ponadto
analiza markeréw polimorficznych jest bardzo pragda poniewa umazliwia
diagnozowanie choréb genetycznie uwarunkowanych, kitbrych nie jest znany ani
produkt badanego genu, ani molekularny charaktéarzmrowadzcych do powstania
schorzenia (Eddy et al. 2010).
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Rodzaj markera polimorficznego decyduje o wyborzedzaju techniki
molekularnej stosowanej do jej wykrycia. Na przyktav przypadku markerow
mikrosatelitarnych wystarczy ocena wietkoproduktéw PCR z azyciem elektroforezy
w zelu poliakrylamidowym (Lin 2010).

Badania wykazatyze markerem nasilenia zmian nowotworowych i obééno
przerzutéw u chorych na zndicowane raki tarczycy jestegenie tyreoglobuliny (Tg) w
surowicy. Poznanie sekwencji i sklonowanie genedgtobuliny umaliwito badanie
jego ekspresji. Wyizolowanie mMRNA dla Tg pozwolitona preparatyk
komplementarnych sond molekularnych. Analiza otrgysanych wynikéw wskazuje,
ze poziom mRNA Tg zalgy od typu nowotworu gruczotu tarczycowego. W raku
anaplastycznym wykazano bardzo niski poziom traymtkrv genu Tg w poréwnaniu z
wolem obogtnym, nieco wyszy poziom w rakach zz@icowanych wywodgcych se z
komoérki pecherzykowej. Z przeprowadzonych badaynika, ze zaobserwowany spadek
ekspresji mMRNA Tg w przypadkach nowotworéwéiwych tarczycy wywodzcych si
z komorek pcherzykowych mge by jednym ze wskanikdw okrelajacych stopié
ztosliwosci procesu nowotworowego geka et al. 2000).

3.2.Cytogenetyka

Cytogenetyka zajmuje sibadaniem chromosoméw, ich morfologii, liczby iirev
procesie dziedziczenia. Badania cytogenetyczne tvaovOw s wykonywane rutynowo
w wielu csrodkach onkologicznych. Dostarczapne informacji na temat catoksztaftu
zmian chromosomowych w komorkach nowotworowych i oistych zmian
chromosomowych, ktore asczsto istotne dla diagnostyki idicowej. Rownie
pozwalaj na rozrénienie proliferacji klonalnej od nieklonalnej i wycie wiecej niz
jednego klonu w przypadkach nowotworéw zaych. Klasycza analiz
chromosomow przeprowadza i po krotkotrwatym wyhodowaniu komérek
nowotworowychin vitro, inkubacji w obecnii Colcemidu (analog alkaloidu $linnego

— kolchicyny), a nagpnie pazkowym wybarwieniu chromosoméw metafazalnych.
Wady tej metody jest amta trudnéé w uzyskaniu plytek metafazalnych, zta jéko
chromosoméw, ograniczona zdo#thorozdzielcza przkdw chromosomowych oraz
ztlozone reararacje kariotypowe. Wprowadzenie technik agkowego barwienia
chromosoméw umdiwito precyzyjma identyfikacg kazdej z 23 par chromosomoéw
cztowieka, a tym samym rozpoznawanie i charaktgkgsaberracji chromosomowych
(Tab. 2) (Bocian i Limon 2006, Bridge i Cushman-¥aok 2011, Kluin i Schuuring
2011).

Technika uzyskiwania dej rozdzielczéci prazkowej chromosomoéw (ang.
high resolution technique - HRT) zapocatkowata rozwéj mikrocytogenetyki. Powstata
réwniez mazliwo$¢é analizy fluorescencyjnej DNA chromosomowego w oygdrze
przeptywowym. Ponadto rozwdj techniki zymierii genetycznej przyczynit sido
opracowania metody hybrydyzacji in situ (amgsitu hybridization - ISH). Metody te
znacznie poszerzyly nabwosci diagnostyczne badacytogenetycznych (Bridge i
Cushman-Vokoun 2011, Kluin i Schuuring 2011).
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Tab. 2. Przyklady swoistych aberracji chromosomdwyyst:pujacych w nowotworach
uktadu krwiotworczego (na podstawie Siedlecki i bim2006)

Rodzaj aberracji Nazwa choroby Geny fuzyjne
chromosowe]

t(1;19)(g23;p13) ostra biataczka limfoblastyczna (A PBX; E2A
t(4;11)(921;923) ostra biataczka limfoblastyczna I\ AF4; MLL
1(9;22)(934;q11) przewlekia biataczka szpikowa (OML  BCR; ABL
t(14;18)(q32;921) chioniak zsbwy IGH; BCL2
1(8;21)(g22;922) ostra biataczka szpikowa (AML) M2 ETO; AML1

Badania cytogenetyczne wykazalye zdecydowana wksza¢ komérek
nowotworowych ukfadu krwiotwérczego oraz niektorychioniakéw zigliwych i
guzow litych charakteryzujeegbbecndcia aberracji chromosomowych. Aberracje e s
zar6wno iléciowe, jak i strukturalne. Niektore z tych aberre®j wysoce swoiste,
dlatego te identyfikacja zmian chromosomowych w komérkach otworowych staje
sig coraz waniejszym czynnikiem diagnostycznym i niekiedy progtycznym w
przebiegu choroby (Kluin i Schuuring 2011).

Duze znaczenie ma analiza cytogenetyczna réwnidlku rodzajéw
drobnookagtokomérkowych guzéw wieku dziegiego np. guz Ewinga i
migsniakomesak  pazkowanokomérkowy gcherzykowy, ktérych  diagnostyka
réznicowa mae sprawid patologom trudnéci. Wyniki bada cytogenetycznych tych
guzéw wykazuj, ze komérki kadego z nich maj odrbne, swoiste aberracje
chromosomowe (Tab. 3). Corazeéziej w diagnostyce msakéw tkanek ngkkich
stosowanesgbadania cytogenetyczne i badania w zakresie tkedfiologii molekularnej
(Bridge i Cushman-Vokoun 2011).

Tab. 3. Aberracje chromosomowe typowe dla komdiektarych rodzajow zidiwych
guzow nowotworowych tkanek gikikich cztowieka (Siedlecki i Limon 2006, Bridge i
Cushman-Vokoun 2011)

Rodzaj aberracji Nazwa choroby

chromosomowej

t(12;22)(q13;q12) meisak jasnokomaérkowy

t(12;15)(p13;925) wiokniakoresak dziegicy

t(11;22)(q24;q12) guz Ewinga, PNET - prymitywne obmwory

neuroektodermalne
1(9;22)(922;q12) pozaszkieletowy chsmiakoméesaksluzowaty

t(2;13)(g35-37;914); miesniakomisak pazkowanokomérkowy gcherzykowy
t(1;13)(p36;q14)
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Zalety diagnostyki cytogenetycznej jest stosunkowo rikslszt w poréwnaniu z
badaniami molekularnymi oraz nieskomplikowane testygice potwierdzi stawiam
diagnoz (Srebrniak et al. 2006). Aberracje chromosomowalizowane na poziomie
cytogenetyki klasycznej dajcatasciowy obraz zmian cytogenetycznych zachmyzh
w komorce. Ponadto analizujeesirOwniez pule komorek proliferuyjcych, czyli
najbardziej istotnych dla rozwoju procesu nowotweggo. Jest to metoda referencyjna i
w wielu wypadkach niezagiiona. Jednak wadtej techniki diagnostycznej jest
subiektywnd¢ zalezna od déwiadczenia i sprawrigi wzroku cytogenetyka. Ponadto,
niestety, wymaga hodowli komoérkowych, ktére w odme@iu do komdrek
biataczkowych nie zawszeg sfektywne (Haus 2001) (Tab.4.).

Tab. 4. Zalety i wady konwencjonalnych badajtogenetycznych (Bridge i Cushman-
Vokoun 2011)

ZALETY

WADY

Dostarcza og6Inych informaciji
na podstawie jednego badania
Ujawnia anomalie pierwotne i
wtdrne

Badanie tylko na podstawie
swiezej probki, najcgsciej
niezlkedne jest przeprowadzenie
hodowli komdrkowej

« Nie wymagana jest wczeiejsza
diagnoza histologiczna

« Moze ujawné zZmiany e Trudnadci w interpretacji
niewykrywalne metodami FISH wynikow przy ztazonych
oraz RT-PCR reararacjach w kariotypie

*  Niemaznos¢ zaobserwowania
zmian niewidocznych w skali
mikroskopowej

o Trudnas¢ uzyskania
chromosoméw dobrej jakoi

e Metoda czuta i specyficzna * Problemy z probkami

e Moga by¢ wykorzystywane pochodzcymi z nowotworéw
prébki pochodzce z kosci (niska g@stas¢ komorek,
cienkoigtowej biopsiji uwalnianie komorek ze szpiku
aspiracyjnej (BAC) kostnego)

3.3. Sekwencjonowanie DNA

Ta metoda polegata na ustaleniu kolejdoi i rodzaju nukleotyddw, sktadgajych sé na
zapis informacji w DNA, jest rownocgeie najbardziej precyzyjnmetod, poznania tej
struktury. Powszechnie sekwencjonowanie DNA opge® na metodzie Sangera.
Znajoma¢ sekwencji sklonowanego fragmentu DNA pozwala ndemiyfikowanie
rejondéw zawierajcych wiaciwe sekwencje kodage biatko, obszar6w zawiesaych
sekwencje wane dla regulacji ekspresji genéw. Stwarza telnmsé ciaglego postpu
bada w biologii molekularnej. W miar identyfikacji i sekwencjonowania whkszej
liczby genéw ludzkich &dzie maliwe wykrywanie coraz wikszej ildsci
nieprawidtowych alleli warunkagych nowotworzenie i wiele choréb genetycznych
(Bridge i Cushman-Vokoun 2011).
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Istnieje wiele mutacji wrodzonych, ktére predyspanudo rozwoju
nowotworéw oraz mutacje wygiujace w nowotworach sporadycznie. Oba posae
typy nieprawidtowych zmian w DNA mma wykazywa w badaniach molekularnych
opartych na bezgoednim lub pérednim badaniu struktury tego kwasu nukleinowego.
Do rozpoznawania nowych mutacji powszechnie stosige bezpdrednie
sekwencjonowanie DNA. Poniewasekwencjonowanie dych obszaréw DNA jest
diugotrwate i kosztowne, dlatego stosuje miiele innych metod skamgych, ktére
pozwalajj na szybsze wykrycie mutacji bez potrzeby sekwearmj@nie calego genu.
Jednak wszystkie te technika kosztowne i wymagaj duzej praktyki (Bridge i
Cushman-Vokoun 2011, Weitzel et al. 2011).

3.4.PCR

Reakcja tacuchowa polimerazy (angrolymerase chain reaction — PCR) jest metad
powszechnie tywam w wielu badaniach genetycznych, w tym Zakdo diagnostyki
nowotworéw. Technika ta opieragsha enzymatycznej amplifikacji fragmentu DNA,
ograniczonego dwoma  oligonukleotydowymi  starterami{ang. primers),
komplementarnymi do przeciwlegtych nici DNA badanysekwencji, zachodeej w
trakcie powtarzagcych se cykli replikacji i separacji nici DNA. Jednak déosowania
tej metody potrzebna jest znajostcsekwenciji amplifikowanego fragmentu DNA do
syntezy swoistych starteréw (Kluin i Schuuring 2p11

Polimorfizm DNA wykrywany za pomactechniki PCR stosuje srowniez do
ustalania nosicielstwa zmutowanego genu w rodzirzagtzykiem wysipienia czstych
chorob genetycznych. Zaletami PCR svysoka czulé¢, wystarcza niewielka ikg
DNA, ktéra mae pochodz z dowolnego rodzaju materiatu biologicznego oredthi
czas badania. Dgki temu maliwe jest znalezienie zmutowanych komorek, ktére
oddzielity st od tkanki guza nowotworowego we wczesnej fazieojegzwoju i
przedostaty si do ptyndéw, wydzielin ustrojowych. Metoda ta w prospos6b pozwala
na wykazanie obectoi mutacji charakterystycznych dla danego typu neweodw na
przyktad w plwocinie chorego na raka ptuc, w mochorego na rakaepherza czy w
kale chorego na raka jelita grubego. PCR #imda namnaanie bardzo matych probek
DNA miliony razy w ciagu godziny. Wag tej metody jest mdiwo$¢ otrzymania
wynikow falszywie dodatnich (przez mikrozanieczysaia) lub ujemnych (przez
zastosowanie niewdaiwych starteréw) (Chetverina i Chetverin 2010, 8&e et al.
2010).

Amplifikacja materialu genetycznego za pomo®CR jest te etapem
wyjsciowym do szeregu innych metod badawczych stosogbany diagnostyce
nowotworéw. Najwaniejszym zastosowaniem jest wykorzystanie jej dgskania
zwiekszonej iléci DNA przed jego dalsz analiz. Po uzyskaniu fragmentu genu
mozliwe jest dalsze jego badanie za pomawetody RFLP, a uzyskany wynik podobny
jest jak w przypadku zastosowania metody transBsutherna, jednak PCR zagpuje
ja czesto, poniewa jest znacznie mniej czasochtonny. Technika PCRfRRiaze by
stosowana zaréwno do beZpedniego identyfikowania mutacji jak i oktenia
nosicielstwa. Wysoka czu6é tej metody daje mdiwos¢ ich wykorzystania w
monitorowaniu leczenia biataczek, chtoniakéw orazvatworow litych z potencjalnym
krwiopochodnym rozsiewem (Stomski et al. 1996).
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Opracowano wiele odmian PCR. Techniki te wykorzjgstusi w
sekwencjonowaniu DNA, wykrywaniu mutacji, hybrydgiain situ, identyfikacji
patogenéw (Bal i Mazurczak 2006, Kluin i Schuur2@l1).

3.4.1 Real time - PCR

Jest to technika PCR w czasie rzeczywistym, ktéja dowe megliwosci diagnostyczne

i badawcze. Jest metpcbardzo szybk pozwalajca na seryjn analiz materiatu
diagnostycznego. Ponadto jest reakitpsciowa, podczas gdy klasyczna technika PCR
to tylko reakcja jakéciowa (otrzymuje s informacje o obecrigi lub braku produktu)
(Soumaoro et al. 2006). W Real time - PCR w spqsdbtarzalny okréa sk liczbeg
powielonych matryc. Obecnie jest kilka odmiazmacych s¢ metodami wykrywania
sygnatu fluorescencji, we wszystkich bowiem sondly markery znakowanes 4ego
typu znacznikami. Wysoka czuylb pozwala na wykorzystanie tej techniki w
monitorowaniu leczenia biataczek, chtoniakéw orazvatworow litych z potencjalnym
krwiopochodnym rozsiewem. Dgii tej metodzie jest midiwe oznaczanie 5-
lipoksygenazy, ktorej warfé jest podwyszona w raku okgnicy (Pidgeon et al. 2007).
Zahamowanie ekspresji tego enzymuzmdy¢ cenne w profilaktyce i leczenie tego
nowotworu (Soumaoro et al. 2006, Stahlberg i Besuyt2010).

3.4.2.RT - PCR

Jest to analiza transkryptu mozaikowego mRNA, gdzigerialem diagnostycznym jest
cDNA, przepisany metadodwrotnej transkrypcji (ang.everse transcription — RT).
Stosuje si ja np. w diagnostyce biataczek, chtoniakéw, nowotworlitych, gdzie
wigkszai¢ translokacji chromosomowych prowadzi do utworzegému mozaikowego,
miejsca ztama DNA wystkepuja na bardzo diych obszarach w intronowym DNA i
dlatego ich analiza na poziomie DNA jest trudna qidrska 2006, Kluin i Schuuring
2011).

Reverse transcription - PCR oparty na badaniu tkankowo specyficznych

markerow, pozwala na znalezienie nawet kilkuset &k nowotworowych kizacych

we krwi obwodowej. Przyktadem wykorzystania tej amt jest poszukiwanie komorek
czerniaka kizacych we krwi obwodowej u chorych po radykalnym =2gfi
chirurgicznym i/lub z czynnym procesem nowotworowyk¥y celu wykrycia tych
komérek wykorzystuje sifakt, ze s one jedynymi komdrkami kgacymi we krwi,
ktore wykazuy ekspresj genu tyrozynazy — enzymu uczesta@m@go w syntezie
melaniny, barwnika wytwarzanego tylko przez melamypcDlatego test ten jest wysoce
specyficzny i czulty (wykrywa nawet pojedymckomorke czerniaka w 5 ml krwi)
(Siedlecki i Limon 2006, Bridge i Cushman-Vokourl2QDadras 2011).

Sq réwniez testy wykorzystujce inne markery, co zeksza jeszcze bardziej ich
czutas¢ (o kilka procent) i sprawiaze staj Sie znacznie bardziej precyzyjne, ale z
drugiej strony — podia to koszty badania i utrudnia ich wykonanie. Zotggpwodu
najczsciej wykorzystywane sstesty dwu- i tréjmarkerowe (Stahlberg i Bengts&6i0,
Bridge i Cushman-Vokoun 2011).

RT - PCR aywany jest rownie do oceny fuzji genowych, oparty na analizie
fuzyjnego mRNA. Ta technika znalazia szersze zastasie nk PCR z ayciem DNA,
miedzy innymi ze wzgldu na znaczn wielkos¢ czasteczek DNA gendw fuzyjnych.
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Duza zalet tej metody jest wyitkowa czutd¢, ktéra pozwala na wykrycie jednej
komérki nowotworowej (np. z genem fuzyjnym) na wiliprawidtowych. Jednak wad
jest trudné¢, jaka czasem sprawia kliniczna interpretacja wyniku, asgbza gdy
badanie wykonywane jest w celu kontroli chorobyztieswej. Poniewata metod, bada
sie cah pule komérek z fuzjami genowymi (komérki prolifeage i nieproliferugce) nie
wiadomo wec, czy staby pzek w RT - PCR odpowiada przetrwatym komérkowym
nowotworowym, czy jest wyrazem odradzaggo s¢ klonu biataczkowego (Haus 2001)
(Tab.5.).

Tab. 5. Zalety i wady metody RT-PCR (Reverse Trapgon-PCR) (Bridge i
Cushman-Vokoun 2011)

ZALETY

Probla maze by materiat
swiezy, zamraony, zawieszony
w parafinie; wystarczy niewielka
jego ilas¢

WADY
Nie wszystkie nowotwory
wykazup obecna¢
charakterystycznych genéw
fuzyjnych

Moze d& pozytywne wyniki gdy
ilos¢ tkanki jest niewystarczaga
do bada cytogenetycznych lub

Podejcie ukierunkowane, nie
nadaje si do badéa o podejciu
calasciowym

kiedy badania cytogenetyczne < konieczna jest
byly nieskuteczne

Znajorké
sekwencji  konkretnego genu
fuzyjnego w celu zaprojektowania
odpowiednich primeréw

e Metoda wysoce czula i e Trudndci wynikajace z szybkiej
specyficzna degradacji analizowanego RNA

* wysokie ryzyko uzyskania

wynikéw falszywie negatywnych

3.4.3 VNTR-PCR

Jest jedn z metod wykrywajcych polimorfizm, ktory wynika z rinej liczby powtérzé
krotkich sekwencji DNA (angvariable number of tandem repeats; PCR). Technika ta
oparta jest na analizie uprzednio zamplifikowanymblimorficznych fragmentéw DNA.
W badaniach mutacji punktowych réwaierykorzystuje si polimorfizm DNA. Metoda
ta zapewnia ok. 100 razy &lisz czutas¢ w poréwnaniu z RFLP z ayciem sond
pojedynczego locus i znacznie mnigjspodatné¢ na skutki degradacji DNA
(Wtodarska 2006, Downs-Holmes i Silverman 2011) .

3.5.Enzymy restrykcyjne i RFLP

Enzymy restrykcyjne charakteryaugie tym, ze trawih DNA tylko w obszarach o
specyficznej dla siebie sekwencji zasad. Odkryadk u bakterii zapoctkowato

ogromny rozwdj iaynierii genetycznej. Znalazlty one zastosowanie wntgfikacji

mutacji i markerow polimorficznych, spaidzaniu map fizycznych gsteczek DNA i
wyodrebnianiu oraz klonowaniu fragmentéw DNA (Bal i Magzmak 2006).

Polimorfizm dlugdci fragmentow restrykcyjnych (angestriction fragment
length polymorphism — RFLP) wykorzystywany jest do oktania stopnia
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pokrewigistwa osobnikdw w populacji, kryminalistyce, a #akw diagnostyce
nowotworéw. Powstajone poprzez przypadkowe mutacje i rekombinacjeNADStaje
sig to przyczym indywidualnych rénic dotycacych liczby i lokalizacji miejsc
przecinanych przez poszczegélne enzymy restrykcygneo za tym idzie — dtugoi
powstajcych fragmentéw restrykcyjnych. Mutacje moby¢ nieszkodliwe, neutralne
dla organizmu lub powodowanaczne zmiany w DNA prowagtz do wielu choréb, w
tym nowotwor6éw (Northcott et al. 2010, Kanaji et2011).

Badanie typu RFLP jest jedrz najwczéniejszych pérednich analiz genu. W
tym przypadku wykonuje sitesty rodzinne. Nie jest tu oktany defekt genu, lecz
jedynie jego dziedziczenie zawiefe¢ mutag i umazliwia rozréznienie zmutowanych
alleli. Najczsciej genomowy DNA badanej rodziny trawiony jest ymami
restrykcyjnymi, a nagpnie wykonywana jest analiza za pormd@nsferu Southerna. W
badaniach typu RFLP mpa zastosowa réwniez metod PCR. Technika ta jest
wykorzystywana w identyfikacji defektow molekulaaty a w okrélonych przypadkach
umazliwia réwniez réznicowanie sekwencji prawidtowych od zmienionych siatek
mutacji. Wad tej metody jest toze w trakcie analizy RFLP z wykorzystaniem
hybrydyzacji genomowej z odpowiednimi sondami malaknymi mae pojawé sie
btad, gdy preparat DNA chromosomowego nie zostanieeqity we wszystkich
miejscach rozpoznawanych przez enzym restrykcyiNgrthcott et al. 2010, Kanaji et
al. 2011).

3.6.Badanie SNP

SNP - to niespecyficzny polimorfizm dotyexy zmian pojedynczego nukleotydu w
okreslonym miejscu sekwencji DNA (ang.ingle-nucleotide polymorphism — SNP).
Polimorfizmy SNP i RFLP s wykorzystywane jako fizyczne markery genetyczne. W
ludzkim genomie najmniejgz rozdzielczdcia charakteryzuje si RFLP, poniewa
istnieje stosunkowo niewielka liczba miejsc rozpmmanych w cgsteczce DNA
cztowieka przez enzymy restrykcyjne (Chung i Ch&n2@11, Kluin i Schuuring 2011).

Najwieksz nadzie¢ wiaze sk z mazliwosciami analizy SNP. Powodem tego
jest liczba miejsc zmienionych (czyli markeréw) wahan genomie cztowieka, ktdr
szacuje s na okoto trzy miliony, co stanowi okoto 90% ws#gsh réznic w sekwenciji.
SNP wystpuje s$rednio co 1000 pz. Najegciej spotykany jest polimorfizm
dwualleliczny, rzadziej tréjalleliczny, natomiastragvdopodobigstwo wysapienia
czwartego allelu w danynhocus jest bliskie zera. €stas¢ i nasycenie SNP nie jest
identyczne dla catego genomu (Huang et al. 2011).

Wiele analiz zmierzagych do rozszyfrowania genetycznego padta@hordb
kompleksowych opiera gina poréwnaniu grup niespokrewnionych oséb choriych
zdrowych w poszukiwaniu wspotwygtowania pomidzy objawami badanej patologii a
obecndcia markerdow genetycznych. Ra liczba markeréw SNP i ich réwnomierne
rozmieszczenie w genomie czyni jeytecznymi nargdziami w mapowaniu genéw
zaangaowanych w choroby kompleksowe. Jednak élerie przydatnéci wymaga
znajomdci ich czstaici w etnicznie ranych populacjach (Gibbs i Singleton 2006).

W przypadku rakuzotadka dochodzi do wzmocnionej ekspresji MMPs (ang.
matrix metalloproteinases) oraz ich tkankowych inhibitorow TIMPs (andissue
inhibitors MPs). SNP w genach MMP i TIMPaszwigzane z podatrigia na tego typu
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nowotworzenie. Po przeprowadzonych badaniach stwiero,ze zwlaszcza MMRB.
181a5G | TIMP 2303cs1 mogh by¢ pomocne w diagnostyce rakatadka (Kubben et al.
2006).

W krotkich fragmentach DNA mma identyfikowég SNP technikami
przesiewowymi, takimi jak SSCP (angingle-strand conformation polymorphizm) czy
DGGE (ang.denaturing gradient gel electrophoresis). Zatazeniem badania SNP jest
jednak réwnoczesna analiza tych markeréw wydh czsciach lub w catym genomie.
Na taky skak bedzie to maliwe dopiero przy wykorzystaniu technologii mikrooiarzy
DNA (Gibbs i Singleton 2006, Varsale et al. 201DaH.6.).

Tab. 6. Zalety i ograniczenia analizy polimorfizrBNP (Bridge i Cushman-Vokoun
2011)

ZALETY

WADY

Analiza catgciowa w jednym
badaniu

nie jest wymagana wcgeiejsza
identyfikacja zZmiany
nowotworowe;j

Nie wszystkie rearamcje DNA
oraz mutacje punktowe as
powiazane z wysipowaniem
nowotworu

niektére identyfikowane zmiany
nie maj istotnego znaczenia
klinicznego

Wyzsza rozdzielcz@ niz bada
cytogenetycznych oraz metody
FISH

genotypowanie ~ SNP nina
przeprowaddi takze przy
niedosgpnasci materialu  ze
zdrowych komérek pacjenta

Wymaga prébki DNA wysokiej
jakosci

trudnaici przy analizie prébek
przechowywanych w
formalinie/parafinie

niezkegdne jest zastosowanie
zaawansowanej oraz drogiej
aparatury

metoda pracochtonna

Metoda  czula, mge d&

pozytywne wyniki w przypadku
kiedy konwencjonalne metody
cytogenetyczne lub metoda FISH

Informacja o liczbie rearaacji

jest wzgkdna (jestsredna ze

wszystkich komérek populacji
znajdupcych st w prébce)

zawiodh

3.7.Sondy i technika hybrydyzacji

Sondy to jednoniciowe fragmenty DNA lub RNA gisle okrelonej sekwencji
nukleotydéw, otrzymane na drodze klonowania lubtegym chemicznej. Mma je
wyznakowd radioaktywnie lub w inny spos6b iaszdolne do wizania st
(hybrydyzacji) z komplementagnnicia kwasu nukleinowego. Sondy stosowane w
identyfikacji okr&lonego DNA znajduy komplementarne sekwencje zasad w niektérych
tylko fragmentach restrykcyjnych DNA i dlatego — pgbrydyzacji — wykrywa si
obecnd¢ sondy za pomagcautoradiografii lub swoistej reakcji enzymatyczjegjynie w
obrebie niektorych pazkéw (fragmentéw restrykcyjnych DNA) (Kluin i Schung
2011).
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Hybrydyzacja wykorzystuje zjawisko tworzenia dwuoigych kompleksow
miedzy komplementarnymi, jednoniciowymi odcinkami kas nukleinowych, gdzie
jedm z nici jest DNA danego fragmentu restrykcyjnegditieee, a drug — znakowana
radioaktywnie, enzymatycznie lub luminescencyjnimda (ang.probe). Sondowanie
umazliwia wykrycie tylko tych fragmentdw DNA, ktére zaevaja sekwencje
nukleotydéw komplementasndo sekwencji sondy. Podstawpwech, tej techniki jest
specyficzné¢ danej sondy. Sondowaniecknie z ctciem badanego DNA enzymami
restrykcyjnymi, umaliwia identyfikacig zmian sekwencji DNA. Obserwujeesie jako
powstanie lub zanikanie wykrywanych przez spndolekularm fragmentéw DNA.
Technika ta ma szczegoélne znaczenie w badaniutstyuPNA. Umazliwia lokalizacg
okreslonych sekwencji w cmsteczce DNA i ich wzajemnego poréwnania. Imzdie
odcinki wykazujce komplementarrso, tym wicksza jest stabilnig powstatego
dwuniciowego kompleksu (Varsale et al. 2010, Brid@eishman-Vokoun 2011).

3.7.1.Kariotyp FISH

Technika cytogenetyki molekularnej opartej na fasmencyjnej hybrydyzacjin situ
(ang. fluorescence in situ hibridization — FISH) pozwolita omia¢ wiele ograniczé
analizy kariotypowej (Tab.7). FISH domder interfazowych i do chromosomoéw
metafazowych zalicza sido cytogenetyki molekularnej, ktéra jest na pogrzun
cytogenetyki klasycznej i metod molekularnych. tstej metody stanowi hybrydyzacja,
wykrywanie i lokalizacja specyficznych, komplementach sekwencji nukleotydowych
(dzigki uzyciu sond DNA) na morfologicznie zachowanych staniith biologicznych
(chromosomy, gdra komorkowe) (Kluin i Schuuring 2011). Stosuje siiele sond,
najczsciej wzywane to:

- sondy centromeryczne (wykorzystywane gibwnie do badania zmian liczbowych
chromosomow)

- sondy ,malujce” indywidualne chromosomy (angvhole chromosome painting
probes)

- sondy specyficzne dla olétenych genéw lub sekwencji nukleotydowyctiywane do
wykrywania aberracji strukturalnych chromosoméw)a(®la-Garcia et al. 2009,
Dedes et al. 2010, Gerami i Zembowicz 2011).

Przy pomocy FISH mma analizowa aberracje iléciowe (z sondami
molekularnymi komplementarnymi do centromeryczngelwencji satelitarnych) oraz
obecnd¢ lub brak okrélonych genéw, np. fuzyjnych (z sondami specyficznyta
gendéw bioscych udziat w fuzji) (Haus 2001, Horbinski et aD12). Zale4 metody
interfazowej FISH jest toze mazna zanalizowéa do kilku tysicy komorek i stosowa
réwniez do rutynowych hematologicznych rozmazéw krwi oszpiku. ,Natomiast
FISH do chromosoméw metafazowych, z zestawem 2 -soB8d malujcych,
komplementarnych do catej diugwp chromosomu, pozwala na obiektywne
zanalizowanie obecKoi poszukiwanychgcisle okrelonych aberracji strukturalnych w
kilkuset komérkach uzyskanych z hodowli” (Haus 2001

Technilke FISH wywa st w diagnostyce biataczek. Przyktadem tego jest
identyfikacja swoistej translokacji t(9;22)(q34;q1ab. 2) w przewlekltej biataczce
szpikowej (Bridge i Cushman-Vokoun 2011). E&ki zastosowaniu rmnych
fluorochroméw do znakowania sond uthwiajace jednoczesndetekcg przynajmniej
dwéch sond na jednym preparacie powstaly techiMkFISH (ang.multiplet FISH) i
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SKY (ang.spectral karyotyping). Umazliwiaja one zastosowanie ponad 24 kolorow do
jednoczesnej identyfikacji wszystkich chromosomd&owieka. Pozwalaj na analiz
calcsici zmian cytogenetycznych zachadgch w komorkach biataczkowych,
poréwnywaln, z cytogenetyk klasyczn, ale o wiele bardziej obiektywr pozwalajca

na ocen o wiele wikszej (kilkaset) liczby komérek (Haus 2001).

W migsakach Ewinga w 85% przypadkéw obserwugetisinslokagi (Tab. 3),
w wyniku ktérej gen EWSakzy skt z genem FLI1 nalacym do rodziny czynnikéw
transkrypcyjnych ETS. Wyizolowano i sklonowano géumyjny tej translokaciji.
Znakowana sonda komplementarna do tego genu jesbveana w technice FISH w
analizie chromosomoéw iagler interfazowych komérek nowotworowych, a Zakw
technice PCR w identyfikacji DNA genu FLI1-EWS igwlanego z tych komorek
(Siedlecki i Limon 2006).

Zalety FISH jest maliwos¢ monitorowania chromosoméw na plytkach
metafazalnych i w nie dzigych si¢ komorkach interfazalnych (izolowanedja
komérkowe, rozmazy szpiku, krwi). Metoda ta jesirge z najbardziej #ytecznych
technik badawczych i diagnostycznych w onkologiiiekiz czutasci, szybkdci i
wysokiej specyfice (Wiodarska 2006, Bridge i Cushmvakoun 2011, Kluin i
Schuuring 2011).

Tab. 7. Zalety i wady metody FISH (Bridge i Cushméskoun 2011)

ZALETY WADY
« Wykorzystanie  preparatéw  z e Podejcie bardziej
komérek metafazowych i ukierunkowane
interfazowych * wymaga znajomiei ogolnych
*  materiat made by Swiezy, informacji odngnie
mrozony, zawieszony w parafinie poszukiwanej zmiany
* pozwala zlokalizowa zmiarg w nowotworowej
obrebie danego typu komorek lub
tkanki
* Metoda czuta i specyficzna e Uzycie mikroskopii
« moze d& pozytywne wyniki w fluorescencyjnej (stabetie
przypadku kiedy konwencjonalne sygnatu)
metody cytogenetyczne zawipd e czeste trudnéci w interpretacji
sygnatu (autofluorescencja,

fluorescencja tla)

3.7.2.Southern blotting

Procedura, obejmafa etap kapilarnego przenoszenia fkania) DNA zzelu na filtr,
zwana jest hybrydyzagjSoutherna (od nazwiska jej odkrywcy E. M. Southgrn
Technika ta polega na fragmentaryzacji badanego D#wymami restrykcyjnymi,
rozdziale elektroforetycznym uzyskanych fragmentomybarwieniu zelu w celu
uwidocznienia pizkdw, przeniesieniu rozdzielonych fragmentéw zelu na filtr
nylonowy lub nitrocelulozowy i hybrydyzacji uniefugmionego na filtrze DNA z
wyznakowan sond, komplementarp do badanych sekwencji nukleotydéw (Wiodarska
2006). Sonda wie sk tylko z komplementarn do niej sekwengj dlatego badanie
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maozna wykonywag na catym komorkowym DNA lub RNA. Inkubacja filtrona kt6rym

jest DNA z radioaktywa sond, umaliwia zwigzanie st sondy z fragmentami
zawierajcymi sekwengj do niej komplementarne i uwidocznienie ich peioia.

Powyzsza metoda wykrywa rearaactje gendw zaangawanych w translokacje
chromosomowe w sytuacjach, kiedy miejsca ziam&A skupiaj sie ha stosunkowo
niewielkiej przestrzeni (w okbie jednego lub najwagj kilku intronéw) i dlatego mag

by¢ pokryte przez jedn albo kilka sond DNA. Taka sytuacja dotyczyelkszaci

translokacji wysfpujacych w biataczkach limfatycznych i chtoniakach. fie&a ta
znajduje szerokie zastosowanie (Wlodarska 2006salaret al. 2010).

Wadami Southern blottingaspotrzeba izolacji stosunkowo zkj ilosci DNA
(10 — 15 pg na jeden eksperyment) z@viezego lub zamrgonego materiatu
nowotworowego, diugi czas trwania badania (2 — gotinie), stosowanie izotopow i
granica wykrywalnéci na poziomie okotlo 5%. Jednak zastosowanie t&chni
chemiluminescencyjnych do znakowania i detekcjids®@NA znacznie skraca czas
trwania badania. Natomiast zaleej metody jest wysoka wykrywald rearagacii
gendéw (Wiodarska 2006, Varsale et al. 2010).

3.8. Technika mikromacierzy

Stworzenie mikromacierzy (ang.microarray cDNA, DNA chip technology)
oligonukletydéw umaliwito obserwacje zmian w wielu genach réwnogze. Dziki
niej mazna obserwow& réwniez poziom ekspresji, a co za tym idzie, zak@&nice w
ekspresji midzy komérl prawidtows i nowotworowa. Interpretacja tak ogromnej fci
danych, ktore jednorazowo otrzymuje g mikromacierzy, opierasna komputerowej
analizie przeprowadzonej za pomospecjalistycznych programow statystycznych
(Siedlecki i Limon 2006, Thorgeirsson et al. 20CG@storina et al. 2010).

Metoda mikromacierzy unitiwia badanie ekspresji tygly gendéw w czasie
jednego badania lub sekwencjonowania DNA. Analieaatworéw za pomagarray-
cDNA pozwala na okedenie profili transkrypcyjnych poszczegdlnych typéw
nowotworéw. Dostarcza réwnie obszernych danych na temat molekularnych
mechanizméw onkogenezy. [9ki tej technice udato siwyodrebni¢c nowe molekularne
podtypy nowotworéw oraz identyfikacj nowych markeréw diagnostycznych,
rokowniczych, a take terapeutycznych. Mimo tego,z iobecnie profilowanie
nowotworéw przy uyciu array-cDNA prowadzi s¢ gtownie w celach badawczych,
potencjalne znaczenie tej metody w wykrywaniu i maoewaniu swoistych zmian
genetycznych w nowotworach jest ogromne (Perez-Biet. 2007). Technikte mazna
wykorzyst&g do wczesnego wykrycia markera mRNA komoérek naldenich raka
okreznicy. Wczesna diagnostyka tego nowotworu jest ldutzlo zredukowania zgonow
przez niego wywotywanych (Solmi et al. 2006, vaniéatein et al. 2011).

Microarray DNA jest metod przyszigciowa. ,Dzieki jednoczesnemu
zastosowaniu wielu sond molekularnych przytwiergobn do stalego podia i
hybrydyzacji z materiatem genetycznym choregedzie mana zaobserwowa
caloksztalt zmian molekularnych w komdrkach nowatweych albo przynajmniej
najistotniejsze z nich” (Haus 2001). Wprowadzenie diagnostyki molekularnej
techniki mikromacierzy m@e w najblzszej przysziéci upradicic  zar6éwno
sekwencjonowanie danego genu, jak i jego przesarkav pod ktem obecnfci
dowolnie duej liczby znanych mutacji (Perez-Diez et al. 2007).
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Najnowsz techniky wykorzystujca mikromacierze jest technikdrotein
microarray — mikromacierzy biatkowych. Jest to c&dwe podejcie pozwalajce
przeprowadd roéwnolegh analiz wielu biatek. Mdliwe jest jednoczesne oldenie
ilosci, podobiéstwa, wzajemnego powinowactwa oraz funkcji biatelaczej nk w
technice mikromacierzy DNA, gdzie wykorzystywanezalety hybrydyzacji sekwencji
komplementarnych, wProtein microarray istotnym jest réwnoczesne wykrycie
interakcji casteczek poszczegdlnych biatek z wybranymi przecitaoni, peptydami
oraz kwasami nukleinowymi (Lin 2010, Matarraz et24111).

4. Podsumowanie

Rozwdj rozmaitych technik genetyki molekularnej, aifiwiajacych doktadniejsz i
szybsz analiz kwasow nukleinowych jest bardzo iy we wspoétczesnej medycynie.
Coraz powszechniej w diagnostyce rutynowej stosevgibadania cytogenetyczne oraz
analiza DNA. Szeroki zakres zastosawanalizy molekularnej obejmuje diagnostyk
choréb uwarunkowanych genetycznie, w tym choréledizicznych i nowotworowych, a
takze chordéb infekcyjnych oraz sprawdzanie pokrésiea os6b, zgodsoi
genetycznej tkanek (Bal i Mazurczak 2006).

Sekwencjonowanie DNA i hybrydyzacia situ sa juz rutynowymi technikami
diagnostycznymi. Tate w Polsce metody tea svprowadzane do codziennej praktyki
badawczej w wielu laboratoriach. Zakszapcy sk zakres bada molekularnych w
medycynie zawdzczmy gtdwnie zastosowanie do celéw diagnostyki fatmryjnej
techniki PCR, ktéra umdiwita zwigkszenie czuléci i specyficznéci bada. Technika
ta uprdcita roéwniez procedury badawcze, umlwiajac ich automatyzagj i
wytworzenie wielu rodzajéw testéw dephych w handlu (Bal i Mazurczak 2006).

Przedstawione metody diagnostyczne pozwalaj wielu przypadkach na
wczesne rozpoznanie obeéob komoérek nowotworowych, okékenie przebiegu
choroby, a w licznych — wybranie najskuteczniejszagdzaju terapii. Wykrywane
mutacje i zmiany polimorficzne w specyficznych gemaokrelaja podatné¢ na
zachorowania na niektre typy nowotworéw np. ralitka, raka gruczotu krokowego,
czerniaka (Bal i Mazurczak 2006). Obecnie diagnastyolekularna koncentrujecsna
okresleniu predyspozycji genetycznych. Bkitemu w przysziéci bedzie mana bardzo
szybko identyfikowa liczne choroby uwarunkowane genetycznie np. chorob
Alzheimera, choroby serca, wiele nowotworéw. Uzyskawczénie informacje s
bardzo cenne, poniewaimazliwi g swiadormy eliminacg tych czynnikow ryzyka, ktore
przynajmniej czéciowo s odpowiedzialne za ujawnieniegsbkreslonych fenotypdw.
Dzigcki temu zmniejsza si szansa na zachorowanie. Poznanie peinej sekwencji
nukleotydéw genomuafirowego cztowieka przyspieszyto wykrywanie takichian w
DNA, ktére mog by¢ pomocne w ocenie wczesnego ryzyka wpinia okrélonej
choroby uwarunkowanej genetycznie. &itemu maliwa jest kontrola cztonkéw
rodzin wysokiego ryzyka genetycznego (Bal i Mazakc2006).

Wartas¢ diagnostyki molekularnej nowotworéw wydajec shy¢ ogromna,
chocia w dzisiejszych czasach jeszcze nie zawsze doani@hecnie stosowana w
wigkszaici przypadkéw diagnostyka nowotworéw opierg gjtdwnie na metodach
obrazowych i pozwala jedynie stwierdzich obecnéci lub brak oraz okrdi¢
lokalizacg. Natomiast, diagnostyka genetyczna stwarzazlimosci przewidywania
ryzyka zachorowania. Niestety, aih si¢ z tym rownie pewne zastrzenia — w jaki
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sposoOb tak ogromanwiedz wykorzysta cztowiek? Wyniki tego typu bad@owoduj
powstanie wielu probleméw socjalnych, psychologyeni prawnych. Z jednej strony
takie badania przyczynigj sii do zastosowania odpowiedniego ppstvania
pozwalajcego na ograniczenie ryzyka zachorowania na nowgtwozy niektére
choroby genetyczne, a z drugiej — mdiy¢ przyczyr dyskryminacji wielu os6b. Mimo
licznych watpliwosci i probleméw (w tym finansowych) molekularna diagtyka daje
ogromry szang na szybkie wykrywanie choréb nowotworowych i skatg@ejsze ich
leczenie.
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