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Diagnostyka nowotwordw coraz bar-
dziej przesuwa sie w kierunku wy-
krywania choroby resztkowej, czyli
niedostepnej wykryciu i badaniu za
pomocg klasycznych metod. Wpro-
wadzenie techniki RT-PCR pozwoli-
fo wykrywac pojedyncze komorki no-
wotworowe w badanej probce krwi
lub tkanki i obnizyc poziom wykry-
walnosci do ok. 10° w cafej objetosci
krwi obwodowej. Jednakze uwolnie-
nie az 1 tys. komdrek do krwi dla
wielu nowotworéow moze byc zjawi-
skiern bardzo rzadkim i do jego oce-
ny potrzebne sg czulsze metody.
Sprawa ta stata sie szczegolnie kon-
trowersyjna w przypadku czerniaka
ztosliwego, gdzie wyniki badari mo-
lekularnych wydawaty sie nie korelo-
wac z zaawansowaniem choroby.
Nasze wczesniejsze badania postu-
zyty do weryfikacji hipotezy, ze dzie-
je sie tak, dlatego ze liczba krgzg-
cych we krwi komdrek czerniaka
znajduje sie i zmienia w miare pro-
gresji choroby, stale pozostajgc
znacznie ponizej dolnej granicy wy-
krywalnosci. W chorobie niezaawan-
sowanej przecietnie jedno na piec
badari jest dodatnie (ok. 200 krgzg-
cych komdrek), a w zaawansowanej
Srednio jedno na trzy badania jest
dodatnie (ok. 333 krgzgcych komo-
rek). Zostato to stwierdzone dzieki
wielokrotnemu powtarzaniu testow
u kazdego pacjenta oraz zastosowa-
nia odpowiednich analiz statystycz-
nych. W ten sposob powstata naj-
czulsza obecnie dostepna metoda
badania choroby resztkowej, pozwa-
lajgca wykrywac nawet mniej niz 100
krgzgcych we krwi komdrek nowo-
tworowych, ktorg autorzy nazwali
MR-RT-PCR. Dla dalszej jej weryfika-
cji powinno sie jg obecnie sprobo-
wac wykorzystac w innych schorze-
niach nowotworowych, takich jak
przewlekta biataczka szpikowa, chfo-
niak ptaszcza czy rak prostaty. Po-
winno to zaowocowac technologig
wykrywania bardzo rzadkich komo-
rek, wystepujgcych rzadziej niz
w pojedynczej probce badanego
materiatu, a takze dostarczyc¢ no-
wych informacji na temat biologii
wielu nowotworow.

Stowa kluczowe: krazgce komaorki
nowotworowe, wielokrotnie powta-
rzana reakcja RT-PCR, czerniak.
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Istotng role w postepowaniu z cho-
rym na nowotwor odgrywa coraz lep-
sza diagnostyka, kitéra przekroczyta
granice wykrywalnosci klasycznych
metod oscylujgce wokot miliarda komo-
rek nowotworowych (tab. 1.). Zasadni-
Cczg zmiane stanowito wprowadzenie
w 1984 r. przez Kary Mullisa taricucho-
wej reakcji polimerazy (PCR) [1], po-
zwalajagcej wykry¢ pojedyncze kopie
genu w badanym materiale, a nastep-
nie wsparcie tej metody reakcjg odwrot-
nej transkrypciji (RT), co pozwolito wy-

kry¢ pojedyncze kopie transkryptu ta-
kiego genu, a wiec badac geny, ktére
rzeczywiscie ulegajg ekspresji w bada-
nych komorkach, a nie tylko takie, kto-
re w nich sg. Z kolei zrozumienie, ze
choroby nowotworowe sg nabytymi
chorobami genetycznymi, a wiec cho-
robami, ktére sg spowodowane muta-
cjami okreslonych gendw, a takze sg
zwigzane z wtérnie zaburzong ekspre-
sja wielu innych gendw zwrdcito uwa-
ge na mozliwos¢ wykorzystania tych
zmian genetycznych jako znacznikéw
choréb nowotworowych, czyli ich swo-
istych wizytowek. To wszystko spowo-

Tab. 1. Poréwnanie doinych granic wykrywalno$ci roznych metod wykrywania komorek nowotwo-

rowych we krwi ohwodowej

Table 1. The comparison of lower detection limits of various methods of detection of neoplastic cells

in the peripheral blood

Liczba komérek nowotworowych
w catej objetosci krwi obwodowej

Dolna granica
wykrywalno$ci metody

10° morfologia krwi

108 cytometria przeptywowa
10° PCR w czasie rzeczywistym
10° RT-PCR

10° MR-RT-PCR
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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 10° 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 muiltiply 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.

dowato, ze medycyna moze obecnie
badac wystepowanie choroby nowotwo-
rowej w stadium choroby minimalnej (a
wiec ponizej granicy wykrycia klasycz-
nymi metodami), oraz minimalnej cho-
roby resztkowej (a wiec jej przetrwania
po leczeniu w takiej liczbie komaorek).
Chociaz jednak pojawity sie takie moz-
liwosci, to sg one ciggle bardzo dale-
kie od petnego wykorzystania, a proby
ich badania ujawnity takze nowe, nie-
przewidziane wczesniej problemy.

TESTY MOLEKULARNE

W DIAGNOSTYCE CHOROB
NOWOTWOROWYCH

— STAN OBECNY

Wizytowkg nowotworu moze byc,
np. mutacja punktowa, amplifikacja,
zmiana struktury lub ekspresji jakiegos
genu, charakterystyczna tylko dla ko-
morek danego nowotworu, a czesto
wrecz odpowiedzialna za zmiane no-
wotworowg. Na przyktad w przewlektej
biataczce szpikowej (CML) funkcje wi-
zytowki petni charakterystyczny tylko
dla tej choroby chromosom Filadelfia,
powstaty na skutek wzajemnej translo-
kacji dtugich ramion chromosomow
9 i 21. Prowadzi to do fuzji genéw
BCR i ABL i powstania genu fuzyjne-
go BCR/ABL, ktdrego produktowi przy-
pisuje sie spowodowanie nowotworo-
wego zachowania komodrek posiadajg-
cych ten gen [2]. W przypadku
wiekszosci nowotwordw nie sg jednak-
ze znane znaczniki molekularne cha-
rakterystyczne tylko dla nich, pocho-
dzgce od zmienionych onkogendw lub
antyonkogendw, poniewaz mutacje wy-
stepujgce w komorkach danego nowo-
tworu wystepujg rowniez w innych no-
wotworach. W takiej sytuacji mozna
wykorzystywac znaczniki swoiste tkan-
kowo, tzn. badac ekspresje takich ge-
now, ktérych transkrypty sg obecne
w normalnych komorkach tkanki, z kto-
rej wywodzi sie nowotwor i takze ko-
morkach tego nowotworu. Jezeli ozna-
czenie wykonuje sie w innych tkankach
niz macierzysta tkanka nowotworu
(a w odréznieniu od wiekszosci nor-
malnych komodrek komaorki nowotworo-
we mogg sie przemiesci¢ w inne miej-
sce w organizmie), to dysponuje sie
wtedy znacznikiem charakterystycznym
dla komorek danego nowotworu.
Znacznikami tkankowo-specyficznymi
sa, np. tyrozynaza w czerniaku i PSA
w raku prostaty. Nie sg one przydatne

do badania nowotwordw w miejscu na-
turalnego  wystepowania komorek,
z ktérych nowotwor sie wywodzi, ale
mogg by¢ wykorzystane, np. do wy-
krywania komorek nowotworowych we
krwi, gdzie normalne komorki odpo-
wiednich tkanek nigdy nie trafiaja.

Z praktycznego punktu widzenia, tj.
z punktu widzenia dostepnosci mate-
rialu do badania, najwazniejsze wyda-
je sie rozwijanie metod wykorzystujg-
cych krew obwodowsg. Materiat ten ma
oczywiscie rowniez i wady. W szcze-
golnosci zaleznos¢ miedzy liczbg ko-
morek nowotworowych we krwi oraz
w calym organizmie jest rozna dla kaz-
dego nowotworu i prawdopodobnie
bardzo zréznicowana u réznych cho-
rych z tym samym rodzajem nowotwo-
ru. To zastrzezenie dotyczy jednak row-
niez wszystkich innych lokalizacji do-
stepnych badaniu, ale dostep do nich
jest jednorazowo trudniejszy, a powta-
rzanie badan jest czesto niemozliwe.

W 1988 r. Kawasaki i wsp. [3] po
raz pierwszy zastosowali RT-PCR do
wykrywania ekspresji genu fuzyjnego
BCR/ABL w krazgcych komorkach no-
wotworowych w przewlektej biataczce
szpikowej. W 1991 r. Smith i wsp. [4],
wykorzystujgc do badania czerniaka
znacznik tyrozynaze (test TYR), udo-
wodnili po raz pierwszy, ze rowniez
w przypadku guzéw litych ich komor-
ki moga krgzy¢ we krwi obwodowe;j.
W 1992 r. ukazata sie pierwsza praca
Moreno i wsp. [5], poswiecona wykry-
waniu krgzgcych we krwi komorek ra-
ka prostaty przy pomocy RT-PCR dla
PSA (test mPSA), oparta na podob-
nych zatozeniach i metodyce, jak pra-
ca Smith i wsp. [4] o czerniaku.

Rozpoczat sie szybki rozwoj tej
dziedziny badan i do tej pory pojawi-
to sie wiele prac, opartych na rozma-
itych  znacznikach  molekularnych
w réznych chorobach nowotworowych.
Przyktadowo sg 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-ptodowy, czyli CEA (ang.
carcinoembryonic antigen) w raku jeli-
ta grubego [10] i raku zotadka [11];
CD44 w raku zotadka [12] i raku jeli-
ta grubego [13] oraz maspina w raku
piersi [14] (zacytowano tylko pierwsze
publikacje, ktére pojawity sie na dany
temat; obecnie na kazdy z tych tema-
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téw istnieje kilka, kilkanascie lub nawet
kilkadziesigt pozycji).

NIEROZWIAZANE PROBLEMY
ZE STOSOWANIEM TESTOW
MOLEKULARNYCH

W KLASYFIKACJI

| MONITOROWANIU
PRZEBIEGU CHOROB
NOWOTWOROWYCH

Te wszystkie osiggniecia mogtyby
umozliwi¢ rutynowe wykorzystanie me-
tod molekularnych przede wszystkim
do monitorowania leczenia wybranych
choréb nowotworowych. Obecnie, mo-
nitorujgc molekularnie leczenie chordb
nowotworowych uzywa sie termindéw
PCR-dodatni i PCR-ujemny, ktére ozna-
czaja, ze u chorego badaniem RT-PCR
wykryto lub nie krgzace we krwi ko-
morki nowotworowe. Badanie z reguty
wykonuje sie w ten sposob, ze pobie-
ra sie od chorego 5-10 ml krwi, pre-
paruje RNA, przepisuje na cDNA za
pomocag odwrotnej transkryptazy i na-
stepnie poddaje podwaojnej reakcji PCR
(najpierw z parg starteréow zewnetrz-
nych, a potem wewnetrznych), co po-
zwala wykry¢ nawet pojedynczg ko-
morke zawierajgcg poszukiwany trans-
krypt w badanym materiale. Nastepnie
chory PCR-ujemny jest z reguty trakto-
wany jako osoba zdrowa, a chory
PCR-dodatni jest poddawany dalszej
analizie i ewentualnie leczeniu.

Tymczasem wynik okreslajgcy, ze
kto$ jest PCR-ujemny oznacza tylko, ze
chory ma mniej niz 1 komoérke w ba-
danej probce, np. 5 ml krwi, a to ozna-
cza, ze ma mniejszg liczbe poszukiwa-
nych komadrek we krwi niz objetos¢ krwi
catkowitej podzielona przez objetos¢
krwi badanej. Przyktadowo, dla wspo-
mnianej probki o objetosci 5 ml bedzie
to mniej niz 1 000 (objetos¢ krwi, czy-
li ok. 5 000 ml dzielone przez objetosc
prébki, czyli 5 ml, réwna sie 1 000). Ty-
sigc komorek to ciggle dos¢ duza licz-
ba, a jezeli sie wezmie pod uwage, ze
jest to tylko niewielka czes¢ komodrek
obecnych w miejscu, w ktérym ulega-
ja one podziatom i z ktérego sg uwal-
niane do krwi, oznacza to, ze potrzeb-
ne sg mozliwosci zwiekszenia tej czu-
tosci. Taka potrzeba jest istotna nie
tylko do zwiekszenia mozliwosci moni-
torowania leczenia choréb nowotworo-
wych, ale takze do wykonania badan
podstawowych okreslajgcych, jak cze-

sto komaorki nowotworowe wydostajg sie
z ognisk pierwotnych i wtornych do
krwi, oraz w jakich ilosciach krgzg we
krwi. Jest to o tyle istotne, ze u cho-
rych z wiekszoscig guzéw litych komar-
ki nowotworowe sg niewykrywalne we
krwi obecnie stosowanymi metodami
lub metody te dajg nie do korica zro-
zumiate wyniki.

Zagadnienie to zostanie omdwione
na przyktadzie badan czerniaka testem
TYR i badan raka prostaty testem
mPSA, poniewaz na te tematy ukaza-
to sie do tej pory najwiecej prac. Test
TYR charakteryzuje sie bardzo dobrg
specyficznoscia, tzn. jedynie spora-
dycznie daje wyniki dodatnie we krwi
0sob, ktore nie sg chore na czerniaka.
Wedtug metaanalizy 23 prac dotycza-
cych testu TYR, wykonanej przez Tsao
i wsp. [15], tylko 2 sposréd 521 kon-
troli negatywnych daty wynik dodatni
(0,4 proc.). PSA nie jest tak Scisle swo-
isty tkankowo dla prostaty i raka pro-
staty — jego ekspresja zachodzi row-
niez w innych tkankach. Wedtug me-
taanalizy 28 prac dotyczgcych testu
mPSA, wykonanej przez Su i wsp.
[16], 61 sposréd 1 231 kontroli nega-
tywnych daty wynik dodatni (5 proc.).

Jednakze okazato sie, ze wystepu-
ja duze rozbieznosci w wynikach wy-
krywania krgzgcych komorek nowotwo-
rowych (CTCs) w réznych stadiach
choroby. Po pierwsze, generalnie
wszystkie zespoty badawcze z wiek-
szg czestoscig wykrywajg CTCs w bar-
dziej zaawansowanych stadiach, lecz
podawane czestosci wykrywania dra-
matycznie réznig sie zarbwno w sta-
diach zlokalizowanych, jak i rozsianych.
Wynosza one w stadiach zlokalizowa-
nych od zera do 76 proc. w raku pro-
staty [17] i dla poréwnania 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
poréwnania od zera do 100 proc.
w czerniaku [15, 18].

Po drugie, w stosunku do obu te-
stow (1. testu TYR i testu mPSA) poja-
wia sie zarzut zbyt niskiej czutosci dia-
gnostycznej — pojawia sie pytanie: dla-
czego dos¢ czesto zdarza sie, ze
w ewidentnie rozsianej chorobie CTCs
nie sg wykrywane [19, 20]?

Po trzecie, sprzeczne sg rowniez wy-
niki prac réznych zespotéw, dotyczace
wartosci prognostycznej testow TYR
i mPSA. W badaniach dotyczacych
czerniaka kilkkanascie grup badaczy ob-

serwowato znaczgco skrocony czas
przezycia catkowitego i przezycia wol-
nego od nawrotu choroby u oséb z do-
datnim wynikiem testu TYR, lecz pare
innych zespotéw badawczych nie po-
twierdzito tej korelacji [15, 21]. W ba-
daniach dotyczgcych raka prostaty tez
nie ma zgodnosci co do gorszego ro-
kowania dla pacjentéw dodatnich w te-
$cie mPSA [20, 22]. Pewien poglad na
panujgcy miedzy réznymi laboratoriami
rozrzut wynikéw dajg tab. 2. i 3.
Zatem w miare zwiekszania liczby
publikacji i po ukazaniu sie paru prze-
glgdowych artykutow zaczeto wydawac
sie, ze idea wykrywania za pomocg
PCR krazacych we krwi obwodowej ko-
morek nowotworowych wiasciwie nie
spetnita poktadanych w niej nadziei. Tak
duze niezgodnosci miedzy zespotami
badawczymi w otrzymywanych wyni-
kach i wycigganych wnioskach depry-
mowaty badaczy, a Klinicystow wrecz
zniechecaty do ewentualnego zastoso-
wania wynikow tych badan w praktyce.

METODA WIELOKROTNIE
POWTARZANEJ REAKCJI
RT-PCR (MR-RT-PCR)

DAJE SZANSE ROZWIAZANIA
PROBLEMOW

Wykonana przez nasz zesp¢t anali-
za, wykorzystujgca statystyczne opra-
cowanie powtarzanych kilkakrotnie te-
stow u 150 chorych, byta prébg wyja-
$nienia przyczyny tego stanu rzeczy.
Zastanawiajgc sie, jak to jest mozliwe,
zaproponowano i poddano ocenie sta-
tystycznej 2 teoretyczne modele [47].
Pierwszy model sprowadzat sie do hi-
potezy, ze chorzy na czerniaka dzielg
sie na 2 grupy: chorych, u ktérych ko-
morki czerniaka krgzg we krwi obwo-
dowej i chorych, u ktérych nie krgzg
one we krwi obwodowej. Jezeli ten
model bytby prawdziwy, to wielokrotne
badanie komodrek krgzgcych we krwi
powinno doprowadzi¢ do okreslenia
proporcji obu grup chorych, czyli po
wykryciu wszystkich chorych naleza-
cych do pierwszej grupy dalsze powta-
rzanie badan nie powinno dostarcza¢
nowych dodatnich wynikéw. Drugi mo-
del zaktadat, ze komorki czerniaka krag-
zg we krwi u wszystkich chorych, ale
z czestoscig znacznie ponizej dolnego
poziomu wykrywalnosci metody. Jesli
ten model bytby prawdziwy, to kazde
kolejne powtdrzenie badania powinno
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Tah. 2 Rozhiezno$ci w wynikach badaii testem TYR migdzy réznymi zespotami badawczymi
Table 2. The discrepancies of TYR test results between various published studies

TYR+/N (proc. TYR+)

Autor®, rok Kontrole Pacjenci Stadium /1l Stadium Il Stadium IV Korelacja Wartoé¢
negatywne  z czerniakiem  (miejscowe) (regionalne) (rozsiane) TYR+ prognostyczna
bez czerniaka (N)® ze stadium testu TYR
DFS®  OSs®
Mellado®, 1996 0/50 91 14/39 (28 proc.)  7/17 (41 proc.) 33/35 (94 proc.) TAK TAK  NIE
Glaser*, 1997 0/35 102 1/43 (2 proc.) 0/15 (0 proc.) 12/44 (27 proc.) NIE nb*  nb
Farthmann®, 1998 0/20 123 6/46 (13 proc.) 7/41 (17 proc.)  16/36 (44 proc.) TAK nb nb
Ghossein®, 1998 0/25 73 2/16 (12 proc.) 6/40 (15 proc.) 1/17 (6 proc.) NIE nb TAK/NIE'
Hanekom?, 1999 0o/ 165 10/143 (7 proc.) 0/10 (0 proc.) 0/12 (0 proc.) NIE NIE nb
Palmieri®, 1999 0/41 235 53/154 (34 proc.) 24/49 (49 proc.)  24/32 (75 proc.) TAK NIE nb
Proebstle*, 2000 nb 212 22/162 (14 proc.)  8/26 (31 proc.) 16/24 (67 proc.) TAK TAK  TAK
Gogas®, 2002 0/16 60 16/ 21 (76 proc.) 26/39 (66 proc.) nb NIE TAK  NIE
Mellado®', 2002 0/58 120 21/55 (38 proc.) 24/50 (48 proc.) 8/15 (53 proc.) NIE TAK  TAK
Palmieri®!, 2003 nb 200 62/153 (41 proc.) 13/24 (54 proc.)  15/23 (65 proc.) NIE NIE nb
Objasnlenla:
a— podano tylko nazwisko pierwszego autora
b _ uwzgledniono tylko te prace, w ktérych zbadano co najmniej 50 pacjentéw
€ — DFS - przezycie wolne od choroby (ang. disease-free survival)
d— OS - przezycie catkowite (ang. overall survival)
€ —nb — nie badano
I — TAK w stadium /Il i Ill; NIE w stadium IV
Tah. 3. Rozbieznosci w wynikach badan testem mPSA migdzy réznymi zespotami hadawczymi
Tahle 3. The discrepancies of mPSA test results between various published studies
mPSA+/N (proc. mPSA+)
Autor®, rok Kontrole Pacjenci pT1-pT2 pT3 Stadium klinicznie Korelacja Stadium
negatywne z rakiem Zlokalizowane mPSA+ rozsiane
bez raka prostaty ze stadium
prostaty (N)°
Sokoloff*?, 1996 1/19 (56 proc.) 102 30/51 (59 proc.) 13/18 (72 proc.) NIE 29/33 (88 proc.)
Corey®, 1997 0/20 (0 proc.) 75 8/37 (22 proc.)  4/25 (16 proc.) NIE 6/13 (46 proc.)
Ennis*, 1997 nb 227 61/227 (27 proc.) TAK nb
Ignatoff*, 1997 0/6 (O proc.) 93 17/ 82 (21 proc.) NIE 11/11 (100 proc.)
Ellis®, 1998 1/56 (2 proc.) 196 13/75 (17 proc.) 10/46 (21 proc.) NIE 28/75 (37 proc.)
De la Taille*, 1999° 0/65 347 50/218 (23 proc.) 51/101 (50 proc.) TAK 24/28 (88 proc.)

Autora, rok Kontrole negatywne Pacjenci z rakiem Warto$¢ prognostyczna testu mPSA
bez raka prostaty prostaty (N)° DFS? 0s®
Ghossein44, 1997 0/41 (0 proc.) 84 nb TAK
Hara®, 2002 1/71 (1,4 proc.) 58 TAK nb
Shariat®, 2002 1/14 (7,1 proc.) 224 NIE nb

Objasnlenla:

2 — podano tylko nazwisko pierwszego autora

b — uwzgledniono tylko te prace, w ktdrych zbadano co najmniej 50 pacjentow

C — potgczone dane, otrzymane przez grupe badaczy z Uniwersytetu Kolumbia [38-43]
d - DFS - przezycie wolne od choroby (ang. disease-free survival)

€ — OS - przezycie catkowite (ang. overall survival)

!~ nb - nie badano
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zwiekszac liczbe chorych, u ktérych
chociaz raz uzyskano wynik dodatni
i wreszcie doprowadzi¢ do sytuacii,
kiedy praktycznie wszyscy chorzy cho-
ciaz raz wykazg reakcje dodatnia.

Statystyczna analiza naszych wyni-
kéw wykazata dos¢ jednoznacznie, ze
prawdziwy jest drugi model, oraz ze
po wykonaniu ok. 10 kolejnych badan
niemal wszyscy chorzy uzyskali przy-
najmniej jeden dodatni wynik. Okazato
sie wiec, ze komorki czerniaka krgzg
u chorych bezobjawowych z czesto-
Scig $rednio ponad 5 razy mniejszg od
dolnej granicy czutosci metody. To po-
wodowato, ze u tych chorych $rednio
1/5 badan jest dodatnia, a u niektdrych
sposrod tych pacjentéw nawet tylko
1/10 badan byta dodatnia. Natomiast
u chorych z zaawansowang chorobg
liczba krgzacych komorek zwiekszata
sie do poziomu ok. 3 razy mniejszego
od dolnej granicy czutosci metody
i u tych chorych $rednio co 3. test byt
dodatni, czyli 2/3 testéw jest ujemnych.
Wyjasnito to, dlaczego u takich cho-
rych zdarzajg sie wyniki ujemne. Takg
metode polegajgcg na wykonaniu ba-
dania RT-PCR wielu (kilku-kilkunastu)
probek krwi pobieranej od tego same-
go chorego nazwano kilka-kilkakrotnie
powtarzanym RT-PCR, czyli po angiel-
sku multiply repeated RT-PCR, w skro-
cie MR-RT-PCR.

Dalsze badania metodg MR-RT-PCR
wykazaty statystycznie istotny zwigzek
miedzy czestoscig dodatnich wynikow
w tescie TYR i stadium choroby. Ryzy-
ko nawrotu choroby statystycznie istot-
nie zwiekszato sie wraz ze wzrostem
liczby dodatnich wynikéw w tescie TYR
u badanego pacjenta [48]. Zatem me-
toda MR-RT-PCR okazata sie przydat-
na w klasyfikowaniu i przewidywaniu
nawrotu choroby u pacjentéw z czer-
niakiem [49].

Jezeli uznamy, ze jest istotne zba-
danie, czy u chorego z danym nowo-
tworem w krgzeniu znajduje sie jed-
na, kilka lub kilkadziesigt komdrek no-
wotworowych w catym krgzeniu, to
oczywiscie nie mozna tego zrealizo-
wac, pobierajgc od chorego catg je-
go krew i badajac ja, a przynajmniej
nie mozna tego zrobi¢ za pomocg
techniki RT-PCR. Chociaz pomyst, ze-
by w takich sytuacjach, kiedy celem
jest wykrycie komorek wystepujgcych

z takg rzadkoscig w catym krgzeniu
wykorzystywa¢ badanie mniejszych
probek, za to wielu i pobieranych
w réznych odstepach czasu (czyli po-
myst na MR-RT-PCR) moze nie wyda-
wac sie zbyt odkrywczy, to nie byt on
do tej pory przedstawiany i badany.
Pojawit sie dopiero w wyniku naszej
analizy statystycznej pozornie niezro-
zumiatych wynikéw uzyskanych u cho-
rych na czerniaka. W zaleznosci od
liczby powtdrzen zwieksza on czutosc
badania molekularnego o kilka do kil-
kunastu razy (tab. 1.).

PODSUMOWANIE

O ile nasze badania dotyczyty wy-
tacznie czerniaka, to wydaje sie, ze ten
rodzaj analizy powinien by¢ zastosowa-
ny takze do innych schorzeri nowotwo-
rowych, a scislej — w pierwszej kolejno-
$ci powinno sie zbadac, czy wyniki tej
analizy mozna uogdlni¢ na inne nowo-
twory. Tak wiec celowe wydaje sie pod-
jecie proby wykorzystania MR-RT-PCR
do zbadania zjawiska krgzenia komo-
rek nowotworowych we krwi w innym
nowotworze niz dotychczas badany
czerniak.

Mozna sobie tutaj wyobrazi¢ 2 ro-
dzaje badan: badania podstawowe
i badania diagnostyczne. Po pierwsze,
MR-RT-PCR moze zosta¢ wykorzysta-
ny do poznania zjawiska dostawania
sie komodrek nowotworowych do krwio-
biegu w wielu innych nowotworach. Do
takich celéw mozna sobie wyobrazic¢
powtdrzenie badania u jednego chore-
go nawet kilkadziesigt razy, co pozwo-
i zidentyfikowa¢ nowotwory, w ktérych
niemal nigdy nie dochodzi do przedo-
stawania sie komoérek nowotworowych
do krwi. Pozwoli takze zbadac¢ zjawi-
sko w tych nowotworach, gdzie jest
ono rzadsze niz w czerniaku. Oczywi-
Scie, sytuacja, w ktorej dla uzyskania
wiarygodnego wyniku trzeba bedzie
powtdrzy¢ badanie kilkadziesigt razy
eliminuje praktycznie test z wykorzysta-
nia diagnostycznego. Jednakze w tych
nowotworach, gdzie okaze sie, ze licz-
ba krgzgcych komadrek nowotworowych
jest wieksza i gdzie konieczne bedzie
co najwyzej kilkakrotne powtdrzenie ba-
dania, tam mozna sobie wyobrazi¢ za-
stosowanie diagnostyczne.

Odrebnym zagadnieniem jest rela-
cja pomiedzy klasycznym RT-PCR, MR-
RT-PCR i ilosciowym PCR. Obecnie nie

ma bezposrednich badan poréwnuja-
cych te metody. Jednakze wiadomo,
ze ilosciowy PCR jest metodg mniej
czutg niz badanie jakosciowe i w ni-
czym nie utatwia dookreslenia chorych
ujemnych w RT-PCR [50]. Z kolei, jak
wyzej omowiono, MR-RT-PCR jest spo-
sobem na zwiekszenie czutosci RT-
PCR. Mozna, wiec przypuszczac, ze
w przysztosci podstawowym badaniem
molekularnym pozostanie RT-PCR. Za-
leznie od wyniku badania tg metodg
chorzy PCR-dodatni zostang dookresle-
ni ilosciowym PCR, ktdry odpowie, czy
majg oni 10, 100, 1 000 itd. komorek
nowotworowych w badanym materiale.
Z kolei chorzy PCR-ujemni zostang do-
okresleni za pomocg MR-RT-PCR, jako
tacy, ktorzy pozostang ujemni w bada-
niu powtarzanym wielokrotnie albo ja-
ko tacy, kitorzy okazg sie dodatni, ale
ponizej progu wykrywalnosci RT-PCR.

Wykaz skrotéow uzywanych
w artykule

RT (ang. reverse transcription) — re-
akcja odwrotnej transkrypciji; PCR
(ang. polymerase chain reaction) — tan-
cuchowa reakcja polimerazy; PSA
(ang. prostate specific antigen) — an-
tygen specyficzny dla prostaty; CMCs
(ang. circulating melanoma cells) -
krgzace komorki czerniaka; CTCs
(ang. circulating tumor cells) — kraza-
ce komaorki nowotworowe
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