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Streszczenie: Wprowadzenie nowoczesnych metod leczenia chorych na MM wiaze si¢ z koniecznoS$cia
poszukiwania lepszych technik oceny choroby resztkowej (MRD, ang. minimal residual disease) umoz-
liwiajacych wczesne rozpoznanie i leczenie nawrotu choroby. Najczgsciej stosuje si¢ metody fenotypo-
wania i cytometrii przeptywowej oraz rozne rodzaje ilosciowego i jakosciowego PCR. W artykule przed-
stawiono wady i zalety oraz zastosowanie kliniczne ré6znych metod badania MRD u chorych na MM.

Stowa kluczowe: szpiczak mnogi, choroba resztkowa, PCR, PCR w czasie rzeczywistym.

Summary: Introducing of the new methods of treatment of MM patients is connected with necessity of
searching for more sophisticated methods of MRD evaluation and earlier diagnosis and treatment of
relapse. The most often used methods are the fenotyping with flow cytometry and different types of
qualitative and quantitative PCR. The merits and drawbacks of different method MRD evaluation are
described.

Key words: Multiple myeloma, minimal residual disease, PCR, real time PCR.

WPROWADZENIE

Szpiczak mnogi (MM, ang. myeloma multiplex) jest nowotworem, charaktery-
zujacym si¢ niekontrolowanym rozrostem plazmocytow. Choroba poddaje si¢ leczeniu
standardowa chemioterapia, jednak niemozliwe jest za pomoca tej metody catkowite
wyleczenie MM. Po leczeniu konwencjonalnym §redni czas przezycia chorych wynosi
30 miesigcy. Zastosowanie wysokodawkowanej chemioterapii wspomaganej przeszcze-
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pieniem autologicznych komoérek macierzystych pozyskanych ze szpiku (ABMT z ang.
autologous bone marrow transplantation) lub z krwi obwodowej (PBSCT z ang.
peripheral blood stem cell transplantation) poprawito wyniki leczenia — czgsSciej
udaje si¢ uzyskaé catkowita remisje choroby, wydtuzyl si¢ czas przezycia chorych bez
objawow choroby oraz czas ich catkowitego przezycia. Jednak nadal nieuchronny jest
nawrot choroby.

Postgpy terapii MM stwarzaja pilna potrzebg opracowania metod badania obecnosci
MRD w celu monitorowania odpowiedzi na rozne typy leczenia oraz analizy materiatu
przeszczepianego pod katem zanieczyszczenia komorkami nowotworowymi. Badanie
MRD moze mie¢ réwniez istotne znaczenie w poznaniu patofizjologii i biologii choroby.

ANALIZA MARKEROW MOLEKULARNYCH.
ZASTOSOWANIE JAKOSCIOWEJ REAKCJI EANCUCHOWEJ
POLIMERAZY (PCR) W BADANIU MRD
U CHORYCH NA MM

Uktad odpornosci jest zdolny do rozpoznawania i odpowiedzi na szeroka game
antygendw dzigki ogromnej zmiennosci przeciwciat produkowanych przez limfocyty
B, a zwlaszcza roznorodnos$ci miejsc wiazacych antygen w Ig. O swoistym rozpozna-
waniu r6znych antygenow decyduja czgsci zmienne fancuchow cigzkich i lekkich Ig.
Zroznicowanie odpowiedzi immunologicznej jest pochodna rekombinacji genowych oraz
ich dodatkowym przegrupowaniom w okresie transkrypcji materiatu genetycznego.

Proces generowania zmiennosci przeciwciat jest niezwykle ztozony. W okresie
wcezesnych etapow roznicowania komorek uktadu odpornosciowego, kazdy odcinek
zmienny Ig jest kodowany przez dwa lub wigcej segmenty genu, polaczone ze soba w
procesie przegrupowania DNA kodujacego Ig. Domena zmienna tancucha Ig jest
kodowana przez gen ztozony z sekwencji dla czesci zmiennej (V' ang. variable),
réznorodnosci (D ang. diversity), 1taczacej (J ang. joining). Proces rekombinacji genow
dla fancucha cigzkiego Ig zaczyna si¢ od polaczenia genu D z.J, nastepnie jest przytaczany
gen V. Uproszczony schemat organizacji gendw dla Ig przedstawiono na rycinie 1.
Dodatkowa modyfikacja budowy Ig zwigkszajaca jej roznorodno$¢ zachodzi migdzy
innymi poprzez: delecje niektorych nukleotydow w tancuchu DNA, nieprecyzyjne
taczenie si¢ egzonow oraz dodawaniu na ztaczach VDJ sekwencji kilkunukleotydowych
kodujacych dodatkowe aminokwasy.

Repertuar swoistosci Ig moze by¢ dodatkowo zwigkszony i adaptowany po ekspozycji
limfocytow na rozne antygeny. Proces ten nosi nazwe mutacji somatycznych, kiedy
nieliczne geny linii zarodkowej daja poczatek wielu zmutowanym genom w czasie zycia
osobnika podczas cigcia i taczenia nici DNA do wolnych koncow. Ponadto moga
przytacza¢ si¢ rowniez dodatkowe nukleotydy, a wiele roznych fragmentéw genow
moze podlega¢ rekombinacji przed utworzeniem genu V. Mutacj¢ somatyczne oraz
rekombinacje somatyczne sg czasem spotykane roéwniez w niektérych nowotworach
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RYCINA 1. Schemat przegrupowania genéw dla ludzkiego genu IgH, w tym przypadku DH3 jest w
pierwszym etapie przytaczony do IH4. Nastepnie VH4 przylacza si¢ do DH3-JH4

uktadu chtonnego. Odcinek taczacy J w powstatym w taki sposob tancuchu Ig jest
niepowtarzalny, charakterystyczny osobniczo, bywa poréwnywany do linii papilarnych. Jest
on typowy nie tylko dla kazdego limfocytu oraz réwniez dla nowotworu wywo-dzacego si¢
z uktadu chtonnego. Jest on, zatem idealnym celem badania MRD za pomoca technik
molekularnych, np. najbardziej popularnej PCR, w ktorych stosuje si¢ swoiste sondy o
budowie komplementarnej do poszukiwanego nieprawidtowego odcinka genu [29].

Technika PCR umozliwia wybiorcza amplifikacje okreslonego regionu DNA [32]
i polega na przeprowadzeniu wielu cykli syntezy DNA z wykorzystaniem starterow
flankujacych okreslony odcinek DNA. Warunkiem wykonania badania jest znajomo$¢
sekwencji nukleotydow ograniczajacych powielany odcinek DNA tak, aby mozna byto
syntetyzowa¢ dwa komplementarne startery o dlugosci ok. 20 nukleotydoéw. Typowa
reakcja obejmuje 30 powtarzajacych si¢ cyklicznie etapow: termicznej denaturacji
powielanego DNA, wigzania starter6w z matryca i syntezy DNA (ryc. 2). Analiza
produktéw PCR polega na ich uwidocznieniu poprzez elektroforezg¢ w zelach agaro-
zowych lub poliakrylamidowych oraz ocenie wielkosci amplifikowanego DNA przez
poréownanie wzgledem wzorca. Zwigkszone ilosci powielanego fragmentu DNA, w
ktorym wystepuje poszukiwana mutacja lub polimorfizm otrzymane w nastgpstwie
reakcji, stuza do dalszej analizy badanego materiatu genetycznego za pomoca technik,
takich jak np. badanie polimorfizmu dtugosci fragmentow restrykcyjnych (PCR RFLP,
ang. restriction fragment length polymorphism) lub klonowanie i sekwencjonowanie
materialu genetycznego [27]. Niektore z nich, znajdujace zastosowanie w badaniu MRD
u chorych na MM, begda przedmiotem dalszego omowienia.
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RYCINA 2. Schemat przebiegu reakcji PCR: A — Fazy rekeji PCR przebiegaja w roznych temperaturach:
w 94°C — DNA podlega denaturacji, w 60°C — przytaczenie starterow do nici DNA, 72°C — synteza
DNA przy udziale Taq polimerazy. W pierwszym cyklu reakcji amplifikacji ulega cata ni¢ DNA i
powstaje tak zwany diugi produkt. B —W nastgpnych cyklach matryca staje si¢ tzw. dtugi produkt DNA,
po amplifikacji powstaja ,.krotkie produkty PCR”. Kazdy cykl podwaja liczbg produktow PCR.
C — Zalezno$¢ przebiegu reakcji od temperatury. Kazdy cykl trwa 5-10 min, zaleznie od wielko$ci
produktu PCR

Najlepszym markerem molekularnym dla MM jest odcinek genu zawierajacy infor-
macj¢ odnosnie budowy tancucha cigzkiego Ig. Charakteryzuje si¢ on najwigksza
roéznorodnoscia w zakresie sekwencji biblioteki egzonow V-D, D-J. Jest to tak zwany
odcinek nadzmienny — CDR 3 (ang. chain determining region 3) genu dla Ig. Brisco i
wsp. opracowali najczesciej stosowana, do dzi$ bardzo popularna technik¢ PCR
umozliwiajaca amplifikacje regionu CR 3 o budowie unikalnej dla kazdego indywidual-nego
przypadku MM [4]. Badania PCR wykonano na materiale genetycznym uzyska-nym z
r6znych nowotworowych linii komérkowych, przy uzyciu starteréw komple-mentarnych
do tzw. uzgodnionych (z ang. consensus) sekwencji odcinkow V- i J-genu dla tancucha
cigzkiego Ig. Billadeau i wsp. udoskonalili t¢ technike konstruujac tzw. ASO-PCR (z ang.
allele specific oligonucleotide) [2]. Autorzy przeprowadzili badania rearanzacji regionu
CDR3 w materiale genetycznym uzyskanym z komorek szpiku pobranego od chorych na
MM i inne nowotworowy wywodzace si¢ z uktadu chtonnego. Metoda ASO-PCR wykryto
takze komorki nowotworowe we krwi obwodowej u chorych na MM [7]. Owen i wsp.[23]
zwigkszyli mozliwos¢ wykrywania MRD w materiale genetycznym z komorek szpiku
chorych poprzez zastosowanie zestawow roznych kombinacji starterow. I tak spektrum
poszukiwanych rearanzacji gendw rozszerzono badajac zaréwno odcinki genu CDR3, jak i
CDR2 oraz CDRI1, a jednoczesnie poszukiwano nieprawidtowosci w réznych czgsciach
odcinka J. Zestawienie metod badania MRD u chorych na MM opartych na technikach
PCR zawarto w tabeli 1.

Technologie molekularne wykrywania MRD u chorych na MM oparte na PCR sa
swoiste, czute i specyficzne jednak nie sa pozbawione wad. W 60-70% przypadkoéw
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TABELA 1. Najczgsciej stosowane warianty metody jakosciowego PCR w badaniu MRD u chorych na
MM (PCR stuzy do amplifikacji DNA, potem sa stosowane inne sposoby analizy molekularnej)

Metoda Opis Rodzaj Literatura
poszukiwanej
rearanzacji

PCR Bezposrednia amplifikacja in vitro okreslonych CDR3 Brisco i wsp. [4]

fragmentow DNA, sekwencjonowanie
PCR-ASO Hybrydyzacja oligonukleotydow specyficznych dla | CDR3, Billadeau D. i wsp.
allelu z produktem PCR, sekwencjonowanie Fr 3, Frlf, Fr2, Owen R.G i wsp.

Frl con, JH con, | Cremer FW [2,23]
JH3, JH6

PCR Zastosowanie dwu par starterow druga para CDR3, VDJ Voena iwsp.[31]

wewngtrzne wewngtrznie do pierwszej

(nested)

DNA finger- | Identyfikacja prostych powtdrzen CDR3 Bird i wsp. [3]

printing oligonukleotydowych

PCR-GS Bezposrednia amplifikacja DNA, sekwencjono- CDR3/JH con Galimberti S. i

(gene wanie analiza za pomoca programu Gene Scan wsp. [13]

scaning)

Heteroduplex | Wykrywanie nie w pelni komplementarnych nici FR3, FR2 i JH Garcia-Sanz i wsp

PCR DNA (niesparowanych) [14]

RT-PCR- Izolacja RNA, uzyskiwanie ¢ DNA do FR 1 Aubin i wsp. [1]

odwrocone przeprowadzenia PCR

PCR

nie udaje si¢ uzyska¢ amplifikacji za pomoca par uzgodnionych starterow odcinka genu
dla Ig, ktory ulegt rearanzacji ze wzgledu na wysoka czgsto$¢ wystgpowania somatycz-
nych hypermutacji w komodrkach nowotworowych [1,23]. ASO - PCR jest uwazane
zanajczulsza metodg molekularng wykrywania MRD, jednak wymaga bardzo duzego
wktadu pracy. Ponadto badanie to nie daje mozliwosci rozréznienia pomigdzy komorkami
MM a limfocytami B zawierajacymi klonalng rearanzacj¢ gendow. Z tego wzgledu jej
przydatno$¢ jest ograniczona. W interpretacji badania PCR nalezy liczy¢ si¢ z mozli-
woscig otrzymania fatszywie negatywnych wynikéw zaleznych od niereprezentatywne;j
probki materiatu, nierbwnomiernego rozproszenia komorek nowotworowych w szpiku
oraz rzadko spotykana, ale jednak mozliwa zmiang pierwotnej budowy DNA w przebiegu
ewolucji klonalnej choroby.

Badanie MRD za pomoca PCR u chorych na MM znalazto jednak réznorodne
zastosowanie kliniczne. Techniki molekularne moga shuzy¢ do badania materialu
przeszczepowego. Vescio i wsp. [30] udowodnili, ze komorki krwiotworcze uzyskane
z krwi obwodowej charakteryzuja si¢ mniejszym zanieczyszczeniem komorkami
nowotworowymi w poréwnaniu z komorkami szpiku chorych na MM, co stanowi
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potwierdzenie zatozen teoretycznych. Z tego wzgledu w praktyce nie wykonuje si¢
autologicznych zabiegow przeszczepiania komorek szpiku chorych na MM. Preparaty
PBSC sa jednak zawsze, chociaz w r6znym stopniu, zanieczyszczone komoérkami MM.
W celu wyeliminowania zanieczyszczenia tymi komorkami probowano izolowac czysta
populacje komérek CD34 + odpowiadajaca wielopotencjalnym komoérkom macierzystym
z preparatoéw PBSC przez sortowanie lub specjalne techniki separacji. Cremer i wsp.
[10] wykazali za pomoca techniki ASO-PCR, ze w populacji komorek CD34+
uzyskanych z produktéw leukaferez od chorych na MM nie stwierdza si¢ produktow
amplifikacji gendéw dla Ig specyficznych dla MM, natomiast sa one obecne we frakcji
komorek CD19+. Skrajnie rézne wyniki przedstawili Martinelli i wsp. Stwierdzili oni
bowiem, ze izolacja komoérek CD34+ z produktéw leukaferez prowadzi do istotnego,
szacowanego na 3 log, zmniejszenia ilosci komorek MM, natomiast nie jest mozliwe
catkowite ich usunigcie [22].

Lemoli i wsp. przedstawili wyniki leczenia wysokodawkowana chemioterapia
wspomagana autoprzeszczepieniem selekcjonowanych komorek macierzystych CD34+
u 31 chorych z rozpoznaniem MM. Nie stwierdzono réznic w czgstosci uzyskiwania
remisji na poziomie klinicznym i molekularnym oraz w czasie trwania remisji w
poréwnaniu z grupa chorych leczonych niemodyfikowanym PBSCT [20]. Wstepne
dane wskazuja, ze zastosowanie jako materiatu przeszczepowego komorek CD34 nie
poprawia wynikow leczenia MM. Corradini i wsp. opublikowali wyniki terapii za
pomoca APSCT chorych na MM, u ktérych monitorowano molekularnie MRD po
zabiegu. We wszystkich przypadkach, w ktorych jako zrodto komoérek przeszczepowych
stosowano materiat PCR dodatni, wykrywano MRD po zabiegach APBSCT [8].

Badania molekularne MRD przeprowadzano takze w stosunkowo duzej grupie
chorych na MM leczonych za pomoca przeszczepienia allogenicznego szpiku. Bird i
wsp. [3] stwierdzili, ze negatywizacja PCR nast¢puje w rok po zabiegu i jest trwata, co
przemawia za mozliwo$cia catkowitego wyleczenia MM metoda przeszczepiania
allogenicznych komorek krwiotwoérczych. W materiale klinicznym opracowanym przez
Cavo i wsp. caltkowita eliminacj¢ MRD po alloprzeszczepieniu zanotowano tylko w
czgsci przypadkow [5,6]. Martinelli 1 wsp. wykazali z kolei, ze mozna osiagnac remisj¢
molekularng u 50% chorych leczonych allotransplantacja komorek krwiotworczych,
wystepuje ona szybciej u chorych po podaniu PBSCT — po okoto 6 miesiacach, natomiast
po podaniu komoérek szpiku po roku. W pismiennictwie przewaza poglad, ze istnieje
prawdopodobnie grupa chorych na MM, u ktérych jest mozliwe catkowite zniszczenie
klonu komoérek nowotworowych [21].

Okreslenie przydatnosci jakosciowego badania MRD za pomoca PCR pozostaje na
razie kwestig przysztosci. Wykazano, ze nawet w przypadkach negatywnego wyniku PCR
u chorych na MM moga wystapi¢ wczesne nawroty choroby, czyli uzyskanie wyniku
negatywnego badania MDR za pomoca PCR ma ograniczone znaczenie prognostyczne.
Badanie jakosciowe PCR u chorych na MM nie pozwala tez przewidzie¢, jaki bedzie
kliniczny przebieg choroby po przeszczepieniu komorek krwiotworczych [25,28].

Ocena ilosciowa MRD za pomoca PCR, ze wzgledu na wigksza czuto$¢ budzi
wigksze nadzieje co do przydatnosci w ustalaniu rokowania i doborze leczenia.
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Zastosowanie techniki potilosciowej ASO - PCR w badaniu chorych na MM opracowat
Cremer i wsp. [9]. Badanie liczby komérek nowotworowych w seryjnie pobie-ranych
prébkach szpiku od chorych na MM pozwala zidentyfikowaé grupg chorych o ztym
rokowaniu, poniewaz po wysokodawkowanej chemioterapii nadal wykrywa si¢ u nich
komorki klonogenne MM w podobnej liczbie jak przed chemioterapia [11]. Mozna
takze wyrézni¢ grupg chorych o dobrym rokowaniu charakteryzujaca si¢ wyrazna
redukcja masy komorek MM zwlaszcza po pierwszym kursie wysokodawkowanego
melfalanu wspomaganego przeszczepienia PBST. Badanie potilosciowe ASO PCR
zastosowano do oszacowania wptywu chemioterapii na komorki klonogenne MM
zawarte w subpopulacji limfocytow o fenotypie CD19+ [18]. Wykazano, ze postep
choroby w przypadkach MM §cisle wiaze sig z ekspansja klonu komoérek nowotworo-
wych identyfikowanych zard6wno w subpopulacji komorek CD19 +, jak i CD19-.
Przetrwale, oporne na leczenie komorki MM odpowiedzialne za nawrot i uogdlnienie
choroby znajduja si¢ glownie w obrebie frakcji o fenotypie CD19+. Komorki klonogenne
MM wykrywa si¢ réwniez we frakcji limfocytow CD20+, przetrwatych po chemioterapii
wysokimi dawkami, co stwarzatoby w przysztosci mozliwos¢ stosowania w leczeniu
choroby przeciwciat anty CD20 [26].

ILOSCIOWE BADANIE MRD-PCR W CZASIE RZECZYWISTYM

Po raz pierwszy opisano metodg ilosciowego badania PCR w czasie rzeczywistym
w 1993 1. [17]. Metoda ta polega na pomiarze produktu reakcji amplifikacji w czasie
rzeczywistym, tzn. w okresie, w ktorym amplifikacja DNA w reakcji PCR przebiega
wyktadniczo (faza plateau) [16]. Dokonywanie pomiaréw w tym wiasnie okresie jest
istotne, poniewaz umozliwia przeprowadzenie wstecznej ekstrapolacji koniecznej dla
okreslenia poczatkowej ilosci DNA matrycowego. Podstawowym parametrem w tym
typie badania jest warto$¢ tzw. progu cyklu (Ct, ang. Cycle threshold). Ct oznacza
liczbg cyklow PCR konieczna dla wyemitowania sygnatu fluorescencyjnego przekra-
czajacego tzw. warto$¢ progowa oznaczajaca generacj¢ sygnalu wigkszego niz
fluorescencja tha. Wartos$¢ Ct jest wprost proporcjonalna do ilosci poczatkowego DNA
matrycowego. Stuzy do obliczenia poziomu ekspresji mRNA lub pomiaru liczby kopii
DNA za pomoca specjalnego oprogramowania komputerowego. Hipotetyczny wykres
reakcji wraz z obja$nieniami przedstawiono na rycinie 3. W metodzie PCR w czasie
rzeczywistym stosuje si¢ obecnie rozne metody generowania sygnatu fluores-cen-
cyjnego. Najczesciej wykorzystywana jest metoda 5°- nukleazowa, w ktorej $wiatto
fluorescencyjne powstaje po przecigciu znakowanej fluoresceing czasteczki na koncu
5" specyficznego nukleotydu. Opisana reakcja jest w petni zautomatyzowana. Na rynku
sa dostepne urzadzenia zwane termocyklerami wyposazone w oprogramowanie utat-
wiajace uzyskiwanie i interpretacje wynikow.

PCR w czasie rzeczywistym zastosowano do badania iloSciowego MRD u chorych
na MM w 1998 r. Uzyto starteréw, podobnie jak w klasycznym PCR, swoistych dla
genu dla regionu nadzmiennego Ig CDR3 i V IgH. Przeprowadzono badania probek
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RYCINA 3. Przyktadowy wykres reakcji PCR w czasie rzeczywistym wprowadzajacy podstawowe
pojecia, zwiazane z ta technika. Wykres reakcji amplifikacji przedstawia zalezno$¢ natgzenia sygnatu
fluorescencyjnego w stosunku do liczby cykli. Podstawa jest definiowana jako cykle, w ktorych powstaje
sygnat, ale jego natgzenie jest ponizej czutosci instrumentu wykrywajacego. Pomiar sygnatu jest uzywany
dla wyznaczenia progu. Wartos$¢ progowa oblicza sig jako 10 x odchylenie standardowe $redniego sygnatu
podstawowego. Sygnat fluorescencyjny o nat¢zeniu przekraczajacym prog jest uwazany za rzeczywisty
sygnat konieczny do okreslenia progu cyklu (Ct) dla badanej probki. Z definicji Ct jest to kolejny cykl
PCR, w ktorym sygnat fluorescencyjny przekracza minimalny poziom jego wykrywania. Na wykresie
dwie linie: ciagla i kropkowana oznaczaja przebieg reakcji dla dwu réznych produktow. Przecigcie ciaglej
odpowiada 18 cyklowi PCR, a kropkowanej — 20 cyklowi PCR. Stwierdza si¢ zatem réznicg dwu cykli
pomigdzy dwoma produktami — DCt = 2. Uwzgledniajac wyktadniczy typ reakcji PCR DCt moze by¢
przeksztatcony do postaci linearnej — 2 (DCt), czyli réznica syntezy produktéw wynosi 4

szpiku i PBSC uzyskanych u chorych na MM przed i seryjnie po leczeniu chemioterapia.
Wykazano, ze metoda jest powtarzalna, czuta oraz umozliwia ilosciowe badanie MRD
[15]. Rasmussen i wsp. opracowali technik¢ oznaczania ilosciowego MRD za pomoca
tzw. technologii TagMan opartej na badaniu ASO PCR. Zastosowano startery
komplementarne do typowego markeru klonalnego w MM — regionu nadzmiennego
CDR3 oraz VDIJ. Badania wykonano u 7 chorych po leczeniu autologicznym PBSCT.
Wykazano, ze technologia jest czula i specyficzna. Autorom udato si¢ wykry¢ komorki
MM w przypadkach, w ktérych inne badania wskazywaty na catkowita remisje, co
udowadnia jej niezwykla uzytecznosc [24]. Wiasnie przypadki catkowitej remisji MM
rozpoznawane na podstawie klasycznych kryteriéw oraz jakosciowych badan moleku-
larnych stanowia docelowo grupg chorych, u ktorej badanie MRD metoda PCR
ilosciowego wydaje si¢ mie¢ najwigksze zastosowanie w przysztosci w celu ustalenia
wskazan do dalszego leczenia [12].

PCR w czasie rzeczywistym moze rowniez shuzy¢ do badania zanieczyszczenia komorkami
klonogennymi MM materiatu przeszczepowego. Ladetto i wsp. badali obecno$¢ komorek
MM w materiale przeszczepowym uzyskanym ze szpiku lub z krwi obwodowej u chorych
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na MM poddanych dwukrotnie mobilizacji. Wykorzystano startery komplementarne dla
regionu nadzmiennego CDR3 lub V IgH. Wykazano, ze materiat przeszczepowy uzyskany
z krwi obwodowej jest mniej zanieczyszczony komérkami nowotworowymi w pordwnaniu
ze szpikiem po pierwszym kursie mobilizacyjnym chemioterapii. Material pobierany z
réznych leukaferez nie r6zni sig istotnie pod wzgledem zanieczyszczenia komorkami MM.
Stwierdzono, ze powtarzanie kursow chemioterapii mobilizacyjnej ma niewielkie znaczenie
w uzyskaniu redukcji liczby komdrek nowotworowych w materiale przeszczepowym.
Stwierdzono takze, znaczne rdéznice w ilosciowej ocenie MRD za pomocg PCR w czasie
rzeczywistym i cytometrii przeptywowej. Nalezy przypuszczac, ze komorki o fenotypie
CD38++ uznawane za typowe dla MM tylko w cze$ci naleza do klonu nowotworowego,
poniewaz badanie PCR w czasie rzeczywistym wykazywato mniejszy stopien MRD niz
ocena za pomoca cytometrii [ 19].

PCR w czasie rzeczywistym jest nowoczesna metoda oceny MRD u chorych na
MM, ktorej przydatnos¢ zweryfikuje najblizsza przysztosc. Ma ona niewatpliwe zalety
W postaci wysokiej czutosci, powtarzalnosci oraz wygody w wykonaniu zwlaszcza w
poréwnaniu z metodami potilosciowymi PCR, ktére wymagaja badania MRD w wielu
rozcienczeniach. Seryjne badanie MRD ta metoda moze stuzy¢ do ustalenia wskazan
do wezesnego wdrozenia leczenia w momencie, kiedy nawrot choroby jest jeszcze
niemozliwy do rozpoznania innymi metodami. Wadami sa wysoka cena termocyklerow
1 odczynnikow, a zwlaszcza sond znakowanych fluoresceina.

UWAGI KONCOWE

W polskich warunkach nadal najwazniejsze jest przeprowadzanie rzetelnej oceny
efektow leczenia za pomoca klasycznych kryteriow EBMT. Nie unikniemy jednak,
wprowadzajac nowoczesne metody leczenia MM, konieczno$ci nowoczesnego badania
poziomu MRD. Przedstawiony powyzej przeglad pismiennictwa na ten temat pokazuje,
jak duzo nowoczesnych metod jest do dyspozycji. Najbardziej przydatna wydaje si¢
technika fenotypowania i cytometrii przeptywowej, ktorej czutos¢ mozna zwigkszy¢
prostymi technikami bramkowania. W przyszto$ci konieczne bedzie zapewne badanie
MRD za pomoca PCR w czasie rzeczywistym. Jest to jedyny sposob wczesnego wykrycia
progresji MM po PBSCT i ustalenia wskazan do zastosowania leczenia.
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