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Postep w diagnostyce laboratoryjnej
w hematologii

Diagnostyka laboratoryjna w hematologii dotyczy kilku dzialow:

— chordéb nowotworowych jak ostre i przewlekte biataczki, chtoniaki, zespoty
mielodysplastyczne, mieloproliferacyjne choroby nowotworowe;

— zaburzen krzepniecia;

— niedokrwistosci.

Ponizej przedstawie jedynie przeglad najwazniejszych badan diagnostycz-
nych w hematologii w diagnostyce choréb nowotworowych i zaburzen krzepnie-
cia w ktdrych to dziatach i jestem o tym przekonany, nastapil najwiekszy postep
w ostatnich latach.

W ostatnich latach diagnostyka ostrych bialaczek wiele si¢ nie zmienita,
zawiera w sobie badanie fenotypowe, cytogenetyczne i badania molekularne.
W diagnostyce ostrych biataczek poza badaniami fenotypowymi wazne sa bada-
nia cytogenetyczne i molekularne pozwalajace na prognozowanie i odpowiednie
leczenie. Wazne jest tez badanie choroby resztkowej gléwnie przy pomocy cyto-
fluorymetrii przeptywowej oraz badan molekularnych - RQ-PCR pozwalajacych
na wyliczenie patologicznych zmian w szpiku i krwi obwodowej. Waznos¢ badan
cytogenetycznych i molekularnych znalazla swoje miejsce w nowej klasyfikacji
biataczek wg WHO z 2008 r.

W chorobach mieloproliferacyjnych przybyto badanie pomagajace w ich
rozpoznawaniu a dotyczy to mutacji JAK2 V617F wystepujacej gtownie w czer-
wienicy prawdziwej a w mniejszym odsetku dotyczacej samoistnego wtdknienia
szpiku kostnego i nadplytkowosci samoistne;j.

W przewleklej bialaczce szpikowej oprocz badania jakosciowego choromo-

somu Filadelfia i genu fuzyjnego BCR-ABL, w leczeniu wazng rol¢ odgrywa ilo-
$ciowe oznaczenie tego genu przy pomocy RQ-PCR.
W przewleklej biataczce limfatycznej oprécz badan cytogenetycznych, wérod
ktérych do najczestszych nalezg delecje 13q14 i 17p13, naleza badania muta-
cji ciezkiego tancucha immunoglobulin, oznaczanie ekspreacji CD38, ZAP-70
a w surowicy CD23 i 2-mikroglobuliny.

W chloniakach réwniez wazne jest poza badaniem fenotypowym komoérek
w preparacie histologicznym lub w pobranej z wezla chtonnego zawiesinie ko-
morek, wazng role odgrywa badanie cytogenetyczne klasyczne, przy uzyciu FISH
a takze badania molekularne.
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W zespolach mielodysplastycznych w diagnostyce nadal wazne sa badania
immunofenotypowe, cytogenetyczne i molekularne.

Badania molekularne pozwalajg na uscislenie zmian cytogenetycznych badz
stwierdzenie zmian genetycznych przy braku zmian cytogenetycznych. Badania
przy pomocy FISH majg charakter posredni pomiedzy cytogenetycznymi i mo-
lekularnymi, pozwalajgc na stwierdzenie obecnos$ci nieprawidlowych genow
w chromosomach, szczegdlnie wtedy kiedy nie mozna uzyska¢ w hodowli chro-
mosomow.

W trakcie intensywnych badan sg takie metody jak mikromacierze DNA,
biatek, RNA, miRNA. W zwigzku z tym mozna si¢ spodziewac w najblizszych la-
tach pojawienia si¢ nowszych, precyzyjniejszych metod diagnostycznych w cho-
robach nowotworowych, wynikajgcych z nabytych zaburzen genetycznych i epi-
genetycznych, jak i bardziej sprawng diagnostyke choréb wrodzonych.

W diagnostyce skaz krwotocznych w badaniach przesiewowych nadal naj-
czestsze wykonywane badania to liczba ptytek krwi i czas protrombinowy (PT)
z 1935 roku i czas aktywacji czg$ciowej tromboplastyny (czas kaolinowo — kefa-
linowy) (APTT) z 1953 roku. Czas protrombinowy powstal dla monitorowania
stosowania kumaryn a test kaolinowo - kefalinowy dla monitorowania leczenia
heparyng. Testy te w stosunku do krwotocznych skaz osoczowych majg charakter
przesiewowy.

W zwiazku z pojawieniem si¢ nowych lekéw hamujacych cz. X lub trombineg
pojawily sie nowe testy diagnostyczne dla monitorowania ich skutecznosci. Sg to
gltownie testy chromogenne, gdzie substratem dla enzymdw procesu krzepniecia
sg zwigzki chemiczne o odpowiedniej budowie dla dziatania odpowiednich en-
zymow np. trombiny, cz. X czy plazminy. Dla monitorowania inhibitoréw trom-
biny moze stuzy¢ ekarynowy czas krzepniecia (Ecarin clotting time — ECT) gdzie
pod wplywem ekaryny, jadu weza, protrombina przechodzi w meizotrombing na
ktorg dziatajg leki hamujgce trombine. Inny test monitorujacy heparyne niefrak-
cjonowang, drobnoczasteczkowg, inhibitory cz. X i trombiny nazywa si¢ czasem
krzepniecia indukowanym przez protrombinaze (PICT - prothrombinase indu-
ced clotting time). Tutaj gtéwna role odgrywa jak weza Daboia russelli (RVV-V),
ktory aktywuje cz. V. Jad tego weza — RVV moze aktywowac cz. X i jest uzywany
w testach badajacych inhibiotory tego czynnika.

Kolejna grupa to ,udoskonalone PT i APTT testy generacji trombiny przy
pomocy ktérych mozna bada¢ inhibiotory cz. X i trombiny. Naleza do nich test
krzepniecia zewnetrznego (EXCA - extrinsic coagulation activity), test krzepnie-
cia wewnetrznego (INCA - intrinsic coagulation activity assay) i test krzepniecia
po rekalcyfikacji (RECA - recalcified coagulation activity assay). W testach tych
uzywa sie barwnych substratow zamiast fibrynogenu, w EXCA stosuje si¢ czyn-
nik tkankowy (TF) w znacznie mniejszym stezeniu niz w tescie PT a w INCA
z kolei dla aktywacji krzepniecia stosuje sie niewielka dawke tlenku krzemu jako
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czynnik kontaktu z chlorkiem wapnia. W tescie rekalcyfikacji nie ma Zadnego
czynnika kontaktu poza $ciang probowki polistyrolowej.

Fibrynogen mozna oznacza¢ przy pomocy dwoch nowych testow: FIFTA
(Fibrinogen Function Turbidimetric Assay) i FIATA (Fibrinogen Antigen
Turbidimetric Assay). W pierwszym tescie wystepuje niska aktywnos¢ trombiny
w rekalcyfikowanym osoczu - 0,2IU/ml odpowiadajaca osoczu prawidlowemu.
Jedna cze¢$¢ osocza cytrynianowego miesza si¢ z odczynnikiem FIFTA: 0,31U/
ml trombiny, 0,4mg/ml polibrenu, 6% albuminy ludzkiej i PBS. W tescie FIATA
fibrynogen i biatka fibrynopodobne s3 precypitowane przy pomocy antybiotyku
wankomycyny.

Pojawil si¢ nowy globalny test dla oznaczania fibrynolizy — FIPA (Fibrynolysis
Parameters Assay). 10 cze$ci cytrynianowego osocza jest inkubowane z odczynni-
kiem FIPA: 100 IU/ml urokinazy, 6mM kwasu traneksemowego, 6% ludzkiej al-
buminy i PBS. Po 10 min. reakcja zostaje zatrzymana przy pomocy argininy, a po-
wstalg plazmine bada si¢ przy pomocy barwnego substratu zamiast fibrynogenu.

Oprécz ww testow, ktore wymagaja czasu dla wykonania w laboratorium
pojawily sie urzadzenia, ktéorymi mozna wykonywac testy przy t6zku chorego
przez co zyskuje sie na czasie a przez to szybsze i kompletne postepowanie te-
rapeutyczne. Zazwyczaj wykonuja je anestezjolodzy a w niektorych wypadkach
wykonywane sg w blisko potozonym laboratorium. Badania te nosza nazwe an-
gielska POCT (Point of Care Testing) czyli testy w miejscu opieki nad pacjentem.
Do badan, ktére mozna wykonywac¢ naleza: PT, INR, APTT, aktywowany czas
krzepniecia (ACT - Activated Clotting Time), zmodyfikowany TT, badania przy
pomocy TEG® (tromboelastografii) i ROTEM® (rotacyjnej tromboelastometrii),
badania funkcji ptytek krwi i oznaczanie D-dimerow.
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