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Istotn¹ rolê w postêpowaniu z cho-

rym na nowotwór odgrywa coraz lep-

sza diagnostyka, która przekroczy³a

granice wykrywalnoœci klasycznych

metod oscyluj¹ce wokó³ miliarda komó-

rek nowotworowych (tab. 1.). Zasadni-

cz¹ zmianê stanowi³o wprowadzenie

w 1984 r. przez Kary Mullisa ³añcucho-

wej reakcji polimerazy (PCR) [1], po-

zwalaj¹cej wykryæ pojedyncze kopie

genu w badanym materiale, a nastêp-

nie wsparcie tej metody reakcj¹ odwrot-

nej transkrypcji (RT), co pozwoli³o wy-

kryæ pojedyncze kopie transkryptu ta-

kiego genu, a wiêc badaæ geny, które

rzeczywiœcie ulegaj¹ ekspresji w bada-

nych komórkach, a nie tylko takie, któ-

re w nich s¹. Z kolei zrozumienie, ¿e

choroby nowotworowe s¹ nabytymi

chorobami genetycznymi, a wiêc cho-

robami, które s¹ spowodowane muta-

cjami okreœlonych genów, a tak¿e s¹

zwi¹zane z wtórnie zaburzon¹ ekspre-

sj¹ wielu innych genów zwróci³o uwa-

gê na mo¿liwoœæ wykorzystania tych

zmian genetycznych jako znaczników

chorób nowotworowych, czyli ich swo-

istych wizytówek. To wszystko spowo-

Diagnostyka nowotworów coraz bar-

dziej przesuwa siê w kierunku wy-

krywania choroby resztkowej, czyli

niedostêpnej wykryciu i badaniu za

pomoc¹ klasycznych metod. Wpro-

wadzenie techniki RT-PCR pozwoli-

³o wykrywaæ pojedyncze komórki no-

wotworowe w badanej próbce krwi

lub tkanki i obni¿yæ poziom wykry-

walnoœci do ok. 103 w ca³ej objêtoœci

krwi obwodowej. Jednak¿e uwolnie-

nie a¿ 1 tys. komórek do krwi dla

wielu nowotworów mo¿e byæ zjawi-

skiem bardzo rzadkim i do jego oce-

ny potrzebne s¹ czulsze metody.

Sprawa ta sta³a siê szczególnie kon-

trowersyjna w przypadku czerniaka

z³oœliwego, gdzie wyniki badañ mo-

lekularnych wydawa³y siê nie korelo-

waæ z zaawansowaniem choroby.

Nasze wczeœniejsze badania pos³u-

¿y³y do weryfikacji hipotezy, ¿e dzie-

je siê tak, dlatego ¿e liczba kr¹¿¹-

cych we krwi komórek czerniaka

znajduje siê i zmienia w miarê pro-

gresji choroby, stale pozostaj¹c

znacznie poni¿ej dolnej granicy wy-

krywalnoœci. W chorobie niezaawan-

sowanej przeciêtnie jedno na piêæ

badañ jest dodatnie (ok. 200 kr¹¿¹-

cych komórek), a w zaawansowanej

œrednio jedno na trzy badania jest

dodatnie (ok. 333 kr¹¿¹cych komó-

rek). Zosta³o to stwierdzone dziêki

wielokrotnemu powtarzaniu testów

u ka¿dego pacjenta oraz zastosowa-

nia odpowiednich analiz statystycz-

nych. W ten sposób powsta³a naj-

czulsza obecnie dostêpna metoda

badania choroby resztkowej, pozwa-

laj¹ca wykrywaæ nawet mniej ni¿ 100

kr¹¿¹cych we krwi komórek nowo-

tworowych, któr¹ autorzy nazwali

MR-RT-PCR. Dla dalszej jej weryfika-

cji powinno siê j¹ obecnie spróbo-

waæ wykorzystaæ w innych schorze-

niach nowotworowych, takich jak

przewlek³a bia³aczka szpikowa, ch³o-

niak p³aszcza czy rak prostaty. Po-

winno to zaowocowaæ technologi¹

wykrywania bardzo rzadkich komó-

rek, wystêpuj¹cych rzadziej ni¿

w pojedynczej próbce badanego

materia³u, a tak¿e dostarczyæ no-

wych informacji na temat biologii

wielu nowotworów. 

S³owa kluczowe: kr¹¿¹ce komórki

nowotworowe, wielokrotnie powta-

rzana reakcja RT-PCR, czerniak. 
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dowa³o, ¿e medycyna mo¿e obecnie

badaæ wystêpowanie choroby nowotwo-

rowej w stadium choroby minimalnej (a

wiêc poni¿ej granicy wykrycia klasycz-

nymi metodami), oraz minimalnej cho-

roby resztkowej (a wiêc jej przetrwania

po leczeniu w takiej liczbie komórek).

Chocia¿ jednak pojawi³y siê takie mo¿-

liwoœci, to s¹ one ci¹gle bardzo dale-

kie od pe³nego wykorzystania, a próby

ich badania ujawni³y tak¿e nowe, nie-

przewidziane wczeœniej problemy. 

TESTY MOLEKULARNE 
W DIAGNOSTYCE CHORÓB
NOWOTWOROWYCH 
– STAN OBECNY

Wizytówk¹ nowotworu mo¿e byæ,

np. mutacja punktowa, amplifikacja,

zmiana struktury lub ekspresji jakiegoœ

genu, charakterystyczna tylko dla ko-

mórek danego nowotworu, a czêsto

wrêcz odpowiedzialna za zmianê no-

wotworow¹. Na przyk³ad w przewlek³ej

bia³aczce szpikowej (CML) funkcjê wi-

zytówki pe³ni charakterystyczny tylko

dla tej choroby chromosom Filadelfia,

powsta³y na skutek wzajemnej translo-

kacji d³ugich ramion chromosomów

9 i 21. Prowadzi to do fuzji genów

BCR i ABL i powstania genu fuzyjne-

go BCR/ABL, którego produktowi przy-

pisuje siê spowodowanie nowotworo-

wego zachowania komórek posiadaj¹-

cych ten gen [2]. W przypadku

wiêkszoœci nowotworów nie s¹ jednak-

¿e znane znaczniki molekularne cha-

rakterystyczne tylko dla nich, pocho-

dz¹ce od zmienionych onkogenów lub

antyonkogenów, poniewa¿ mutacje wy-

stêpuj¹ce w komórkach danego nowo-

tworu wystêpuj¹ równie¿ w innych no-

wotworach. W takiej sytuacji mo¿na

wykorzystywaæ znaczniki swoiste tkan-

kowo, tzn. badaæ ekspresjê takich ge-

nów, których transkrypty s¹ obecne

w normalnych komórkach tkanki, z któ-

rej wywodzi siê nowotwór i tak¿e ko-

mórkach tego nowotworu. Je¿eli ozna-

czenie wykonuje siê w innych tkankach

ni¿ macierzysta tkanka nowotworu

(a w odró¿nieniu od wiêkszoœci nor-

malnych komórek komórki nowotworo-

we mog¹ siê przemieœciæ w inne miej-

sce w organizmie), to dysponuje siê

wtedy znacznikiem charakterystycznym

dla komórek danego nowotworu.

Znacznikami tkankowo-specyficznymi

s¹, np. tyrozynaza w czerniaku i PSA

w raku prostaty. Nie s¹ one przydatne

do badania nowotworów w miejscu na-

turalnego wystêpowania komórek,

z których nowotwór siê wywodzi, ale

mog¹ byæ wykorzystane, np. do wy-

krywania komórek nowotworowych we

krwi, gdzie normalne komórki odpo-

wiednich tkanek nigdy nie trafiaj¹. 

Z praktycznego punktu widzenia, tj.

z punktu widzenia dostêpnoœci mate-

ria³u do badania, najwa¿niejsze wyda-

je siê rozwijanie metod wykorzystuj¹-

cych krew obwodow¹. Materia³ ten ma

oczywiœcie równie¿ i wady. W szcze-

gólnoœci zale¿noœæ miêdzy liczb¹ ko-

mórek nowotworowych we krwi oraz

w ca³ym organizmie jest ró¿na dla ka¿-

dego nowotworu i prawdopodobnie

bardzo zró¿nicowana u ró¿nych cho-

rych z tym samym rodzajem nowotwo-

ru. To zastrze¿enie dotyczy jednak rów-

nie¿ wszystkich innych lokalizacji do-

stêpnych badaniu, ale dostêp do nich

jest jednorazowo trudniejszy, a powta-

rzanie badañ jest czêsto niemo¿liwe. 

W 1988 r. Kawasaki i wsp. [3] po

raz pierwszy zastosowali RT-PCR do

wykrywania ekspresji genu fuzyjnego

BCR/ABL w kr¹¿¹cych komórkach no-

wotworowych w przewlek³ej bia³aczce

szpikowej. W 1991 r. Smith i wsp. [4],

wykorzystuj¹c do badania czerniaka

znacznik tyrozynazê (test TYR), udo-

wodnili po raz pierwszy, ¿e równie¿

w przypadku guzów litych ich komór-

ki mog¹ kr¹¿yæ we krwi obwodowej.

W 1992 r. ukaza³a siê pierwsza praca

Moreno i wsp. [5], poœwiêcona wykry-

waniu kr¹¿¹cych we krwi komórek ra-

ka prostaty przy pomocy RT-PCR dla

PSA (test mPSA), oparta na podob-

nych za³o¿eniach i metodyce, jak pra-

ca Smith i wsp. [4] o czerniaku. 

Rozpocz¹³ siê szybki rozwój tej

dziedziny badañ i do tej pory pojawi-

³o siê wiele prac, opartych na rozma-

itych znacznikach molekularnych

w ró¿nych chorobach nowotworowych.

Przyk³adowo s¹ to hydroksylaza tyro-

zyny w neuroblastoma [6]; cytokeraty-

ny w raku piersi [7], w raku jelita gru-

bego [8] i raku trzustki [9]; antygen ra-

kowo-p³odowy, czyli CEA (ang.

carcinoembryonic antigen) w raku jeli-

ta grubego [10] i raku ¿o³¹dka [11];

CD44 w raku ¿o³¹dka [12] i raku jeli-

ta grubego [13] oraz maspina w raku

piersi [14] (zacytowano tylko pierwsze

publikacje, które pojawi³y siê na dany

temat; obecnie na ka¿dy z tych tema-

Molecular diagnosis of cancer is

gradually shifting towards diagnosis

of minimal disease i. e. disease that

avoids detection and investigation

using classical methods. Introduction

of RT-PCR allowed to detect indi-

vidual cancer cells in tested sample

of blood or tissue and to lower the

limit of detection to about 103 in the

entire blood. However, release of

1000 cells to the blood may be for

many tumors an extremely rare event

and such situation requires yet more

sensitive methods. The problem

became particularly controversial in

malignant melanoma, where results

of molecular investigations appeared

not to correlate with the disease

stage. Studies performed by our

group have been used to verify

a hypothesis that it was due to the

fact that the number of circulating

melanoma cells (CMCs) is and

fluctuates in the course of the

disease significantly below the

lowest detection level of RT-PCR.

Therefore, on average, in the early

disease only one out of five samples

tests positive (approximately 200

CMCs), while in the advanced

disease, on average, one out of three

samples tests positive (approxi-

mately 333 CMCs). These conclu-

sions have been reached after

employing multiply repeated tests in

each patient and utilization of the

appropriate statistical analyses. We

have developed the most sensitive

available method of diagnosis of

residual disease in the peripheral

blood that allows to detect even less

than 100 CMCs. We termed this

method multiply repeated RT-PCR or

MR-RT-PCR. This method should be

now explored in other neoplastic

disorders such as chronic myelocytic

leukemia, mantle cell lymphoma or

prostate cancer. It should provide

a technology to detect very rare

cells, present in less than one

evaluated sample, and allow to study

novel aspects of neoplastic

disorders. 

Key words: circulating tumor cells,

multiply repeated RT-PCR, mela-

noma.
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tów istnieje kilka, kilkanaœcie lub nawet

kilkadziesi¹t pozycji). 

NIEROZWI¥ZANE PROBLEMY
ZE STOSOWANIEM TESTÓW
MOLEKULARNYCH 
W KLASYFIKACJI 
I MONITOROWANIU 
PRZEBIEGU CHORÓB 
NOWOTWOROWYCH 

Te wszystkie osi¹gniêcia mog³yby

umo¿liwiæ rutynowe wykorzystanie me-

tod molekularnych przede wszystkim

do monitorowania leczenia wybranych

chorób nowotworowych. Obecnie, mo-

nitoruj¹c molekularnie leczenie chorób

nowotworowych u¿ywa siê terminów

PCR-dodatni i PCR-ujemny, które ozna-

czaj¹, ¿e u chorego badaniem RT-PCR

wykryto lub nie kr¹¿¹ce we krwi ko-

mórki nowotworowe. Badanie z regu³y

wykonuje siê w ten sposób, ¿e pobie-

ra siê od chorego 5–10 ml krwi, pre-

paruje RNA, przepisuje na cDNA za

pomoc¹ odwrotnej transkryptazy i na-

stêpnie poddaje podwójnej reakcji PCR

(najpierw z par¹ starterów zewnêtrz-

nych, a potem wewnêtrznych), co po-

zwala wykryæ nawet pojedyncz¹ ko-

mórkê zawieraj¹c¹ poszukiwany trans-

krypt w badanym materiale. Nastêpnie

chory PCR-ujemny jest z regu³y trakto-

wany jako osoba zdrowa, a chory

PCR-dodatni jest poddawany dalszej

analizie i ewentualnie leczeniu. 

Tymczasem wynik okreœlaj¹cy, ¿e

ktoœ jest PCR-ujemny oznacza tylko, ¿e

chory ma mniej ni¿ 1 komórkê w ba-

danej próbce, np. 5 ml krwi, a to ozna-

cza, ¿e ma mniejsz¹ liczbê poszukiwa-

nych komórek we krwi ni¿ objêtoœæ krwi

ca³kowitej podzielona przez objêtoœæ

krwi badanej. Przyk³adowo, dla wspo-

mnianej próbki o objêtoœci 5 ml bêdzie

to mniej ni¿ 1 000 (objêtoœæ krwi, czy-

li ok. 5 000 ml dzielone przez objêtoœæ

próbki, czyli 5 ml, równa siê 1 000). Ty-

si¹c komórek to ci¹gle doœæ du¿a licz-

ba, a je¿eli siê weŸmie pod uwagê, ¿e

jest to tylko niewielka czêœæ komórek

obecnych w miejscu, w którym ulega-

j¹ one podzia³om i z którego s¹ uwal-

niane do krwi, oznacza to, ¿e potrzeb-

ne s¹ mo¿liwoœci zwiêkszenia tej czu-

³oœci. Taka potrzeba jest istotna nie

tylko do zwiêkszenia mo¿liwoœci moni-

torowania leczenia chorób nowotworo-

wych, ale tak¿e do wykonania badañ

podstawowych okreœlaj¹cych, jak czê-

sto komórki nowotworowe wydostaj¹ siê

z ognisk pierwotnych i wtórnych do

krwi, oraz w jakich iloœciach kr¹¿¹ we

krwi. Jest to o tyle istotne, ¿e u cho-

rych z wiêkszoœci¹ guzów litych komór-

ki nowotworowe s¹ niewykrywalne we

krwi obecnie stosowanymi metodami

lub metody te daj¹ nie do koñca zro-

zumia³e wyniki. 

Zagadnienie to zostanie omówione

na przyk³adzie badañ czerniaka testem

TYR i badañ raka prostaty testem

mPSA, poniewa¿ na te tematy ukaza-

³o siê do tej pory najwiêcej prac. Test

TYR charakteryzuje siê bardzo dobr¹

specyficznoœci¹, tzn. jedynie spora-

dycznie daje wyniki dodatnie we krwi

osób, które nie s¹ chore na czerniaka.

Wed³ug metaanalizy 23 prac dotycz¹-

cych testu TYR, wykonanej przez Tsao

i wsp. [15], tylko 2 spoœród 521 kon-

troli negatywnych da³y wynik dodatni

(0,4 proc.). PSA nie jest tak œciœle swo-

isty tkankowo dla prostaty i raka pro-

staty – jego ekspresja zachodzi rów-

nie¿ w innych tkankach. Wed³ug me-

taanalizy 28 prac dotycz¹cych testu

mPSA, wykonanej przez Su i wsp.

[16], 61 spoœród 1 231 kontroli nega-

tywnych da³y wynik dodatni (5 proc.). 

Jednak¿e okaza³o siê, ¿e wystêpu-

j¹ du¿e rozbie¿noœci w wynikach wy-

krywania kr¹¿¹cych komórek nowotwo-

rowych (CTCs) w ró¿nych stadiach

choroby. Po pierwsze, generalnie

wszystkie zespo³y badawcze z wiêk-

sz¹ czêstoœci¹ wykrywaj¹ CTCs w bar-

dziej zaawansowanych stadiach, lecz

podawane czêstoœci wykrywania dra-

matycznie ró¿ni¹ siê zarówno w sta-

diach zlokalizowanych, jak i rozsianych.

Wynosz¹ one w stadiach zlokalizowa-

nych od zera do 76 proc. w raku pro-

staty [17] i dla porównania od zera do

ponad 30 proc. w czerniaku [15, 18];

a w stadiach rozsianych – od 13 do

100 proc. w raku prostaty [16] i dla

porównania od zera do 100 proc.

w czerniaku [15, 18]. 

Po drugie, w stosunku do obu te-

stów (tj. testu TYR i testu mPSA) poja-

wia siê zarzut zbyt niskiej czu³oœci dia-

gnostycznej – pojawia siê pytanie: dla-

czego doœæ czêsto zdarza siê, ¿e

w ewidentnie rozsianej chorobie CTCs

nie s¹ wykrywane [19, 20]? 

Po trzecie, sprzeczne s¹ równie¿ wy-

niki prac ró¿nych zespo³ów, dotycz¹ce

wartoœci prognostycznej testów TYR

i mPSA. W badaniach dotycz¹cych

czerniaka kilkanaœcie grup badaczy ob-

serwowa³o znacz¹co skrócony czas

prze¿ycia ca³kowitego i prze¿ycia wol-

nego od nawrotu choroby u osób z do-

datnim wynikiem testu TYR, lecz parê

innych zespo³ów badawczych nie po-

twierdzi³o tej korelacji [15, 21]. W ba-

daniach dotycz¹cych raka prostaty te¿

nie ma zgodnoœci co do gorszego ro-

kowania dla pacjentów dodatnich w te-

œcie mPSA [20, 22]. Pewien pogl¹d na

panuj¹cy miêdzy ró¿nymi laboratoriami

rozrzut wyników daj¹ tab. 2. i 3. 

Zatem w miarê zwiêkszania liczby

publikacji i po ukazaniu siê paru prze-

gl¹dowych artyku³ów zaczê³o wydawaæ

siê, ¿e idea wykrywania za pomoc¹

PCR kr¹¿¹cych we krwi obwodowej ko-

mórek nowotworowych w³aœciwie nie

spe³ni³a pok³adanych w niej nadziei. Tak

du¿e niezgodnoœci miêdzy zespo³ami

badawczymi w otrzymywanych wyni-

kach i wyci¹ganych wnioskach depry-

mowa³y badaczy, a klinicystów wrêcz

zniechêca³y do ewentualnego zastoso-

wania wyników tych badañ w praktyce. 

METODA WIELOKROTNIE 
POWTARZANEJ REAKCJI 
RT-PCR (MR-RT-PCR) 
DAJE SZANSÊ ROZWI¥ZANIA
PROBLEMÓW

Wykonana przez nasz zespó³ anali-

za, wykorzystuj¹ca statystyczne opra-

cowanie powtarzanych kilkakrotnie te-

stów u 150 chorych, by³a prób¹ wyja-

œnienia przyczyny tego stanu rzeczy.

Zastanawiaj¹c siê, jak to jest mo¿liwe,

zaproponowano i poddano ocenie sta-

tystycznej 2 teoretyczne modele [47].

Pierwszy model sprowadza³ siê do hi-

potezy, ¿e chorzy na czerniaka dziel¹

siê na 2 grupy: chorych, u których ko-

mórki czerniaka kr¹¿¹ we krwi obwo-

dowej i chorych, u których nie kr¹¿¹

one we krwi obwodowej. Je¿eli ten

model by³by prawdziwy, to wielokrotne

badanie komórek kr¹¿¹cych we krwi

powinno doprowadziæ do okreœlenia

proporcji obu grup chorych, czyli po

wykryciu wszystkich chorych nale¿¹-

cych do pierwszej grupy dalsze powta-

rzanie badañ nie powinno dostarczaæ

nowych dodatnich wyników. Drugi mo-

del zak³ada³, ¿e komórki czerniaka kr¹-

¿¹ we krwi u wszystkich chorych, ale

z czêstoœci¹ znacznie poni¿ej dolnego

poziomu wykrywalnoœci metody. Jeœli

ten model by³by prawdziwy, to ka¿de

kolejne powtórzenie badania powinno
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Tab. 2 Rozbie¿noœci w wynikach badañ testem TYR miêdzy ró¿nymi zespo³ami badawczymi
Table 2. The discrepancies of TYR test results between various published studies 
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nneeggaattyywwnnee zz cczzeerrnniiaakkiieemm ((mmiieejjssccoowwee)) ((rreeggiioonnaallnnee)) ((rroozzssiiaannee)) TTYYRR++ pprrooggnnoossttyycczznnaa

bbeezz  cczzeerrnniiaakkaa ((NN))bb zzee  ssttaaddiiuumm tteessttuu  TTYYRR

DDFFSScc OOSSdd

Mellado23, 1996 0/50 91 14/39 (23 proc.) 7/17 (41 proc.) 33/35 (94 proc.) TAK TAK NIE

Glaser24, 1997 0/35 102 1/43 (2 proc.) 0/15 (0 proc.) 12/44 (27 proc.) NIE nbe nb

Farthmann25, 1998 0/20 123 6/46 (13 proc.) 7/41 (17 proc.) 16/36 (44 proc.) TAK nb nb

Ghossein26, 1998 0/25 73 2/16 (12 proc.) 6/40 (15 proc.) 1/17 (6 proc.) NIE nb TAK/NIEf

Hanekom27, 1999 0/1 165 10/143 (7 proc.) 0/10 (0 proc.) 0/12 (0 proc.) NIE NIE nb

Palmieri28, 1999 0/41 235 53/154 (34 proc.) 24/49 (49 proc.) 24/32 (75 proc.) TAK NIE nb

Proebstle29, 2000 nb 212 22/162 (14 proc.) 8/26 (31 proc.) 16/24 (67 proc.) TAK TAK TAK

Gogas30, 2002 0/16 60 16/ 21 (76 proc.) 26/39 (66 proc.) nb NIE TAK NIE

Mellado31, 2002 0/58 120 21/55 (38 proc.) 24/50 (48 proc.) 8/15 (53 proc.) NIE TAK TAK

Palmieri21, 2003 nb 200 62/153 (41 proc.) 13/24 (54 proc.) 15/23 (65 proc.) NIE NIE nb

OObbjjaaœœnniieenniiaa::  
a – podano tylko nazwisko pierwszego autora
b – uwzglêdniono tylko te prace, w których zbadano co najmniej 50 pacjentów 
c – DFS – prze¿ycie wolne od choroby (ang. disease-free survival) 
d – OS – prze¿ycie ca³kowite (ang. overall survival) 
e – nb – nie badano
f – TAK w stadium I/II i III; NIE w stadium IV

Tab. 3. Rozbie¿noœci w wynikach badañ testem mPSA miêdzy ró¿nymi zespo³ami badawczymi
Table 3. The discrepancies of mPSA test results between various published studies

mmPPSSAA++//NN  ((pprroocc..  mmPPSSAA++))  

AAuuttoorraa,,  rrookk KKoonnttrroollee PPaaccjjeennccii  ppTT11--ppTT22 ppTT33 SSttaaddiiuumm  kklliinniicczznniiee KKoorreellaaccjjaa    SSttaaddiiuumm
nneeggaattyywwnnee zz rraakkiieemm zzllookkaalliizzoowwaannee mmPPSSAA++ rroozzssiiaannee
bbeezz  rraakkaa  pprroossttaattyy  zzee  ssttaaddiiuumm
pprroossttaattyy ((NN))bb

Sokoloff32, 1996 1/19 (5 proc.) 102 30/51 (59 proc.) 13/18 (72 proc.) NIE 29/33 (88 proc.) 

Corey33, 1997 0/20 (0 proc.) 75 8/37 (22 proc.) 4/25 (16 proc.) NIE 6/13 (46 proc.) 

Ennis34, 1997 nb 227 61/227 (27 proc.) TAK nb

Ignatoff35, 1997 0/6 (0 proc.) 93 17/ 82 (21 proc.) NIE 11/11 (100 proc.) 

Ellis36, 1998 1/56 (2 proc.) 196 13/75 (17 proc.) 10/46 (21 proc.) NIE 28/75 (37 proc.) 

De la Taille37, 1999c 0/65 347 50/218 (23 proc.) 51/101 (50 proc.) TAK 24/28 (88 proc.) 

AAuuttoorraa,,  rrookk KKoonnttrroollee  nneeggaattyywwnnee PPaaccjjeennccii  zz rraakkiieemm WWaarrttooœœææ  pprrooggnnoossttyycczznnaa  tteessttuu  mmPPSSAA
bbeezz  rraakkaa  pprroossttaattyy pprroossttaattyy  ((NN))bb DDFFSSdd OOSSee

Ghossein44, 1997 0/41 (0 proc.) 84 nb TAK

Hara45, 2002 1/71 (1,4 proc.) 58 TAK nb

Shariat46, 2002 1/14 (7,1 proc.) 224 NIE nb

OObbjjaaœœnniieenniiaa::  
a – podano tylko nazwisko pierwszego autora
b – uwzglêdniono tylko te prace, w których zbadano co najmniej 50 pacjentów
c – po³¹czone dane, otrzymane przez grupê badaczy z Uniwersytetu Kolumbia [38–43] 
d – DFS – prze¿ycie wolne od choroby (ang. disease-free survival) 
e – OS – prze¿ycie ca³kowite (ang. overall survival) 
f – nb – nie badano
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zwiêkszaæ liczbê chorych, u których

chocia¿ raz uzyskano wynik dodatni

i wreszcie doprowadziæ do sytuacji,

kiedy praktycznie wszyscy chorzy cho-

cia¿ raz wyka¿¹ reakcjê dodatni¹. 

Statystyczna analiza naszych wyni-

ków wykaza³a doœæ jednoznacznie, ¿e

prawdziwy jest drugi model, oraz ¿e

po wykonaniu ok. 10 kolejnych badañ

niemal wszyscy chorzy uzyskali przy-

najmniej jeden dodatni wynik. Okaza³o

siê wiêc, ¿e komórki czerniaka kr¹¿¹

u chorych bezobjawowych z czêsto-

œci¹ œrednio ponad 5 razy mniejsz¹ od

dolnej granicy czu³oœci metody. To po-

wodowa³o, ¿e u tych chorych œrednio

1/5 badañ jest dodatnia, a u niektórych

spoœród tych pacjentów nawet tylko

1/10 badañ by³a dodatnia. Natomiast

u chorych z zaawansowan¹ chorob¹

liczba kr¹¿¹cych komórek zwiêksza³a

siê do poziomu ok. 3 razy mniejszego

od dolnej granicy czu³oœci metody

i u tych chorych œrednio co 3. test by³

dodatni, czyli 2/3 testów jest ujemnych.

Wyjaœni³o to, dlaczego u takich cho-

rych zdarzaj¹ siê wyniki ujemne. Tak¹

metodê polegaj¹c¹ na wykonaniu ba-

dania RT-PCR wielu (kilku-kilkunastu)

próbek krwi pobieranej od tego same-

go chorego nazwano kilka-kilkakrotnie

powtarzanym RT-PCR, czyli po angiel-

sku multiply repeated RT-PCR, w skró-

cie MR-RT-PCR. 

Dalsze badania metod¹ MR-RT-PCR

wykaza³y statystycznie istotny zwi¹zek

miêdzy czêstoœci¹ dodatnich wyników

w teœcie TYR i stadium choroby. Ryzy-

ko nawrotu choroby statystycznie istot-

nie zwiêksza³o siê wraz ze wzrostem

liczby dodatnich wyników w teœcie TYR

u badanego pacjenta [48]. Zatem me-

toda MR-RT-PCR okaza³a siê przydat-

na w klasyfikowaniu i przewidywaniu

nawrotu choroby u pacjentów z czer-

niakiem [49]. 

Je¿eli uznamy, ¿e jest istotne zba-

danie, czy u chorego z danym nowo-

tworem w kr¹¿eniu znajduje siê jed-

na, kilka lub kilkadziesi¹t komórek no-

wotworowych w ca³ym kr¹¿eniu, to

oczywiœcie nie mo¿na tego zrealizo-

waæ, pobieraj¹c od chorego ca³¹ je-

go krew i badaj¹c j¹, a przynajmniej

nie mo¿na tego zrobiæ za pomoc¹

techniki RT-PCR. Chocia¿ pomys³, ¿e-

by w takich sytuacjach, kiedy celem

jest wykrycie komórek wystêpuj¹cych

z tak¹ rzadkoœci¹ w ca³ym kr¹¿eniu

wykorzystywaæ badanie mniejszych

próbek, za to wielu i pobieranych

w ró¿nych odstêpach czasu (czyli po-

mys³ na MR-RT-PCR) mo¿e nie wyda-

waæ siê zbyt odkrywczy, to nie by³ on

do tej pory przedstawiany i badany.

Pojawi³ siê dopiero w wyniku naszej

analizy statystycznej pozornie niezro-

zumia³ych wyników uzyskanych u cho-

rych na czerniaka. W zale¿noœci od

liczby powtórzeñ zwiêksza on czu³oœæ

badania molekularnego o kilka do kil-

kunastu razy (tab. 1.). 

PODSUMOWANIE

O ile nasze badania dotyczy³y wy-

³¹cznie czerniaka, to wydaje siê, ¿e ten

rodzaj analizy powinien byæ zastosowa-

ny tak¿e do innych schorzeñ nowotwo-

rowych, a œciœlej – w pierwszej kolejno-

œci powinno siê zbadaæ, czy wyniki tej

analizy mo¿na uogólniæ na inne nowo-

twory. Tak wiêc celowe wydaje siê pod-

jêcie próby wykorzystania MR-RT-PCR

do zbadania zjawiska kr¹¿enia komó-

rek nowotworowych we krwi w innym

nowotworze ni¿ dotychczas badany

czerniak. 

Mo¿na sobie tutaj wyobraziæ 2 ro-

dzaje badañ: badania podstawowe

i badania diagnostyczne. Po pierwsze,

MR-RT-PCR mo¿e zostaæ wykorzysta-

ny do poznania zjawiska dostawania

siê komórek nowotworowych do krwio-

biegu w wielu innych nowotworach. Do

takich celów mo¿na sobie wyobraziæ

powtórzenie badania u jednego chore-

go nawet kilkadziesi¹t razy, co pozwo-

li zidentyfikowaæ nowotwory, w których

niemal nigdy nie dochodzi do przedo-

stawania siê komórek nowotworowych

do krwi. Pozwoli tak¿e zbadaæ zjawi-

sko w tych nowotworach, gdzie jest

ono rzadsze ni¿ w czerniaku. Oczywi-

œcie, sytuacja, w której dla uzyskania

wiarygodnego wyniku trzeba bêdzie

powtórzyæ badanie kilkadziesi¹t razy

eliminuje praktycznie test z wykorzysta-

nia diagnostycznego. Jednak¿e w tych

nowotworach, gdzie oka¿e siê, ¿e licz-

ba kr¹¿¹cych komórek nowotworowych

jest wiêksza i gdzie konieczne bêdzie

co najwy¿ej kilkakrotne powtórzenie ba-

dania, tam mo¿na sobie wyobraziæ za-

stosowanie diagnostyczne. 

Odrêbnym zagadnieniem jest rela-

cja pomiêdzy klasycznym RT-PCR, MR-

RT-PCR i iloœciowym PCR. Obecnie nie

ma bezpoœrednich badañ porównuj¹-

cych te metody. Jednak¿e wiadomo,

¿e iloœciowy PCR jest metod¹ mniej

czu³¹ ni¿ badanie jakoœciowe i w ni-

czym nie u³atwia dookreœlenia chorych

ujemnych w RT-PCR [50]. Z kolei, jak

wy¿ej omówiono, MR-RT-PCR jest spo-

sobem na zwiêkszenie czu³oœci RT-

PCR. Mo¿na, wiêc przypuszczaæ, ¿e

w przysz³oœci podstawowym badaniem

molekularnym pozostanie RT-PCR. Za-

le¿nie od wyniku badania t¹ metod¹

chorzy PCR-dodatni zostan¹ dookreœle-

ni iloœciowym PCR, który odpowie, czy

maj¹ oni 10, 100, 1 000 itd. komórek

nowotworowych w badanym materiale.

Z kolei chorzy PCR-ujemni zostan¹ do-

okreœleni za pomoc¹ MR-RT-PCR, jako

tacy, którzy pozostan¹ ujemni w bada-

niu powtarzanym wielokrotnie albo ja-

ko tacy, którzy oka¿¹ siê dodatni, ale

poni¿ej progu wykrywalnoœci RT-PCR. 

Wykaz skrótów używanych 
w artykule

RT (ang. reverse transcription) – re-

akcja odwrotnej transkrypcji; PCR

(ang. polymerase chain reaction) – ³añ-

cuchowa reakcja polimerazy; PSA

(ang. prostate specific antigen) – an-

tygen specyficzny dla prostaty; CMCs

(ang. circulating melanoma cells) –

kr¹¿¹ce komórki czerniaka; CTCs

(ang. circulating tumor cells) – kr¹¿¹-

ce komórki nowotworowe
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