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Streszczenie  Wprowadzenie nowoczesnych metod leczenia chorych na MM wi¹¿e siê z konieczno�ci¹
poszukiwania lepszych technik oceny choroby resztkowej � MRD (ang.  minimal residual disease)
umo¿liwiaj¹cych wczesne rozpoznanie i leczenie nawrotu choroby. Najczê�ciej stosuje siê metody feno-
typowania i cytometrii przep³ywowej oraz ró¿ne rodzaje ilo�ciowego i jako�ciowego PCR. W artykule
przedstawiono wady i zalety oraz zastosowanie kliniczne ró¿nych metod badania MRD u chorych na
MM.

S³owa kluczowe: szpiczak mnogi, choroba resztkowa, cytometria przep³ywowa.

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, flow cytometry.

WPROWADZENIE

Szpiczak mnogi � MM (ang. myeloma multiplex) jest nowotworem, charakte-
ryzuj¹cym siê niekontrolowanym rozrostem plazmocytów. Choroba poddaje siê leczeniu
standardow¹ chemioterapi¹, jednak niemo¿liwe jest za pomoc¹ tej metody ca³kowite
wyleczenie MM. Po leczeniu konwencjonalnym �redni czas prze¿ycia chorych wynosi
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30 miesiêcy. Zastosowanie wysokodawkowanej chemioterapii wspomaganej przeszcze-
pieniem autologicznych komórek macierzystych pozyskanych ze szpiku (ABMT z ang.
autologous bone marrow transplantation) lub z krwi obwodowej (PBSCT z ang.
peripheral blood stem cell transplantation) poprawi³o wyniki leczenia � czê�ciej udaje
siê uzyskaæ ca³kowit¹ remisjê choroby, wyd³u¿y³ siê czas prze¿ycia chorych bez objawów
choroby oraz czas ich ca³kowitego prze¿ycia. Jednak nadal nieuchronny jest nawrót choroby.

Postêpy terapii MM stwarzaj¹ piln¹ potrzebê opracowania metod badania obecno�ci MRD
w celu monitorowania odpowiedzi na ró¿ne typy leczenia oraz analizy materia³u
przeszczepianego pod k¹tem zanieczyszczenia komórkami nowotworowymi. Badanie MRD
mo¿e mieæ równie¿ istotne znaczenie w poznaniu patofizjologii i biologii choroby [2].

PATOFIZJOLOGIA DOJRZEWANIA PLAZMOCYTÓW
A IDENTYFIKACJA KOMÓREK NOWOTWOROWYCH

U CHORYCH NA MM

Mo¿liwo�æ badania MRD u chorych na MM jest uwarunkowana znajomo�ci¹
okre�lonych, charakterystycznych cech komórek nowotworowych. S¹ one nastêpnie
identyfikowane za pomoc¹ ró¿nych metod.

G³ówn¹ populacj¹ komórek nowotworowych MM, ³atwo rozpoznawaln¹ cytolo-
gicznie, s¹ oczywi�cie plazmocyty. Nie mo¿na jednak rozró¿niæ w ten sposób plazmo-
cytów patologicznych od prawid³owych,  podczas gdy do klonu komórek nowo-
tworowych w MM nale¿¹ równie¿ postaci prekursorowe plazmocytów, czyli znajduj¹ce
siê na ró¿nych szczeblach dojrzewania limfocyty B [10,16]. W ostatnich piêtnastu
latach opracowano dok³adniejsze techniki badawcze uniezale¿niaj¹ce identyfikacjê
komórek MM od badania cytologicznego. Okaza³o siê bowiem, ¿e komórki nowo-
tworowe, okre�lane w pi�miennictwie równie¿ jako klonogenne, mog¹ charakteryzowaæ
siê nietypow¹, ró¿n¹ od fizjologicznej, ekspresj¹ antygenów powierzchniowych.
Antygeny te wykrywa siê swoistymi przeciwcia³ami monoklonalnymi znakowanymi
fluorochromo ami za pomoc¹ cytometrii przep³ywowej. Komórki nowotworowe mo¿na
zidentyfikowaæ tak¿e za pomoc¹ nowoczesnych technik biologii molekularnej poprzez
wykrycie swoistego przegrupowania genów koduj¹cych informacjê dla czê�ci zmiennej
³añcucha ciê¿kiego cz¹steczek immunoglobulin (Ig). Techniki fenotypowania i
molekularne bêd¹ przedmiotem odrêbnego omówienia.

Transformacja fenotypowa, czyli pojawianie siê nietypowego zestawu antygenów
powierzchniowych na komórkach nowotworowych MM, ma miejsce najprawdo-
podobniej na szczeblu plazmoblastu. Fizjologicznie, w procesie dojrzewania limfocytów
B po opuszczeniu o�rodków rozmna¿ania w wê�le ch³onnym, ekspresja antygenów
powierzchniowych: CD19, CD45 i Ig powierzchniowych (sIg) zmniejsza siê, natomiast
zwiêksza siê ekspresja antygenu CD38. Kolejne szczeble dojrzewania limfocytów B
mo¿na okre�liæ poprzez badanie ekspresji swoistych antygenów powierzchniowych.
Plazmocyty s¹ komórkami charakteryzuj¹cymi siê ekspresj¹ antygenów powierz-
chniowych CD38++/CD45 i/ CD19 +, plazmoblasty okre�la fenotyp CD38++/ CD45+/
CD19+, a limfocyty B: CD38-/CD45+/CD19 + [13].
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Dodatkowo, dla rozró¿nienia plazmocytów nowotworowych od prawid³owych ma
znaczenie badanie ekspresji antygenu CD56 i CD138. U chorych na MM, klon
nowotworowy plazmocytów charakteryzuje siê fenotypem CD38++/CD56++/CD19+,
podczas gdy  u osób zdrowych plazmocyty cechuje ekspresja antygenów CD38++/CD56�
/+/CD19+. Populacja plazmocytów nowotworowych ró¿ni siê zatem od zdrowych brakiem
ekspresji antygenu CD 19 oraz raczej niewielkim natê¿eniem ekspresji antygenu CD56.
Na wiêkszo�ci plazmocytów chorych na MM oraz komórkach wywodz¹cych siê z
plazmocytarnych linii komórkowych stwierdza siê ekspresjê antygenu CD138, który w
warunkach fizjologicznych jest obecny na dojrza³ych plazmocytach [17]. Nowotworowe
plazmocyty izolowane zarówno ze szpiku, jak i ze krwi obwodowej mo¿e znamionowaæ
ponadto nieprawid³owa ekspresja antygenów CD28, CD117 [7,13]. U wiêkszo�ci chorych
na MM plazmoblasty mo¿na zidentyfikowaæ w obrêbie subpopulacji komórek o fenotypie
CD38++/CD45++; mog¹ siê one charakteryzowaæ zarówno ekspresj¹ antygenu CD19+,
jak  i  jej  brakiem. Niepra-wid³owe antygeny: CD56, CD117 i CD28 uwa¿ane za
charakterystyczne dla komórek szpiczaka udaje siê wykryæ jedynie na komórkach
pozbawionych ekspresji antygenu CD19 [14].

Utrata ekspresji antygenu CD19 przez plazmocyty jest uwa¿ana za charakterystyczny
etap procesu transformacji nowotworowej tych komórek. Mohamoud i wsp. wykazali,
¿e antygen CD19 bierze udzia³ w regulacji proliferacji nowotworowych linii komór-kowych
wywodz¹cych siê z plazmocytów [9]. Bia³ko identyfikowane przez przeciwcia³o CD19
mo¿e byæ produktem genu hamuj¹cego wzrost komórek w drodze przezb³onowej transdukcji
sygna³u. Przypuszczalnie ostatni etap onkogenezy w procesie powstawania MM dotyczy
stadium plazmoblastu [6]. Komórki nowotworowe nale¿¹ce do klonu MM zidentyfikowano
w populacji limfocytów B znajduj¹cych siê w stadium dojrzewania poprzedzaj¹cym etap
plazmoblastu za pomoc¹ ASO IgH RT-PCR, co potwierdza tê hipotezê [3,14].

Hipotetyczny  przebieg  transformacji nowotworowej w MM przedstawiono na
rycinie 1. Najbardziej niedojrza³¹ komórk¹ klonogenn¹ jest limfocyt wywodz¹cy siê z
o�rodków rozmna¿ania w wê�le ch³onnym, czyli centrocyt powsta³y po stymulacji
antygenowej i selekcji. W przeciwieñstwie do warunków prawid³owych nie podlega
on u�mierceniu w nastêpstwie apoptozy. Centrocyty potencjalnie charakteryzuje
zdolno�æ do ró¿nico-wania siê b¹d� do komórek pamiêci odporno�ciowej, b¹d� do
plazmoblastów. Proces ten wi¹¿e siê z uruchomieniem mechanizmu przegrupowania
genów koduj¹cych immunoglobuliny (Ig). Najczêstszy typ nieprawid³owo�ci
genetycznych u chorych na MM, czyli translokacjê 14q32 obejmuj¹c¹ rejon rekombinacji
somatycznej genów dla Ig, wykrywa siê tak¿e u osób z rozpoznaniem gammapatii
monoklonalnej o nieustalonym znaczeniu (MGUS ang. monoclonal gammapathy of
undetermined significance). MGUS stanowi najprawdopodobniej etap poprzedzaj¹cy
transformacjê nowotworow¹ do komórek MM. Klonogenne limfocyty B lub plazmoblasty
nie mo¿na uznaæ jeszcze za komórki nowotworowe, ale s¹ one unie�miertelnionym
potomstwem centrocytów. Te ostatnie uwa¿a siê zatem za komórki prekursorowe MM
[14]. Z tej równie¿ populacji wywodzi siê najprawdopodobniej klon komórek opornych
na wysokodawkowan¹ chemioterapiê.
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METODY BADANIA MRD

Standardowe kryteria remisji MM stosowane w praktyce klinicznej zaproponowali
Blade i wsp. Obejmuj¹ one badanie: stê¿enia bia³ka monoklonalnego w surowicy lub
bia³komoczu dobowego (w przypadkach choroby ³añcuchów lekkich), odsetka plazmo-
cytów w szpiku i ocenê swoistych zmian osteolitycznych w badaniu radiologicznym
ko�ci [4]. Wprowadzenie nowoczesnych metod leczenia, zw³aszcza wysokodaw-
kowanej chemioterapii wspomaganej SCT, stworzy³o nagl¹c¹ potrzebê wynalezienia
udoskonalonych metod badania choroby resztkowej (MRD) umo¿liwiaj¹cych wykry-
wanie ma³ych liczb komórek nowotworowych. Po transplantacji komórek krwio-
twórczych konieczne jest precyzyjne monitorowanie chorych pod k¹tem pojawienia
siê komórek nowotworowych w szpiku lub w krwi obwodowej. Okre�lanie ca³kowitej
remisji MM klasycznymi metodami jest niewystarczaj¹ce ze wzglêdu na ich ma³¹
czu³o�æ. W praktyce klinicznej wa¿ne jest ponadto mo¿liwie wczesne wykrycie nawrotu
choroby. Nowoczesne protoko³y lecznicze, pomimo coraz wiêkszej skuteczno�ci, nie
doprowadzaj¹ do usuniêcia wszystkich klonogennych komórek MM z organizmu. Próg
wykrywalno�ci komórek nowotworowych za pomoc¹ technik cytomorfologicznych
wynosi 1�5%, co w praktyce oznacza, ¿e dostarczaj¹ one jedynie orientacyjnych
informacji na temat skuteczno�ci leczenia. Ponadto w przypadku leczenia przeszcze-
pianiem autologicznych komórek macierzystych istotne jest okre�lenie stopnia �zanie-
czyszczenia� materia³u przeszczepowego komórkami nowotworowymi. Po¿¹dana
czu³o�æ technik oceniaj¹cych MRD wynosi co najmniej 10�3 komórek (jedna komórka

RYCINA 1. Dojrzewanie komórki szpiczakowej. Limfocyty B nale¿¹ do klonu komórek szpiczaka.
Najmniej ró¿nicowan¹ komórk¹ jest centrocyt, który po ekspozycji na antygen nie ginie w procesie
apoptozy. Centrocyt mo¿e ró¿nicowaæ siê do limfocytów B pamiêci odporno�ciowej lub plazmocytu.
Komórka pamiêci odporno�ciowej mo¿e byæ komórk¹ prekursowow¹ dla szpiczaka. Na etapie plaz-
moblastu dochodzi do transformacji fenotypowej: zmniejsza siê ekspresja antygenu CD19, nastêpuje
ekspresjê markerów nowotworowych CD56, CD28, CD117 (zmodyfikowane �  wg Ramussen i wsp.)
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nowotworowa na 1000 prawid³owych). Docelowo poszukuje siê metod umo¿liwiaj¹cych
precyzyjne wykrywanie i monito-rowanie MRD charakteryzuj¹cych siê czu³o�ci¹ od
10�4  do 10�6   komórek MM.

W ostatnich kilkunastu latach wprowadzono wymienione poni¿ej metody badania
MRD u chorych na MM:
a) cytogenetyka: charakteryzuje siê czu³o�ci¹ 10�2  komórek, zastosowanie jest ograniczone

do przypadków MM z  obecno�ci¹ charakterystycznej aberracji chromosomalnej i uzy-
skania komórek nowotworowych w fazie metafazy cyklu komórkowego,

b) technika FISH: charakteryzuje siê czu³o�ci¹ 10�2  do 10�3 komórek nowotworowych,
mo¿liwe zastosowanie równie¿ tylko w przypadkach z okre�lon¹ aberracj¹ chromo-
somaln¹, do której identyfikacji s¹ dostêpne komplementarne sondy DNA [5],

c) hybrydyzacja Southern s³u¿y do identyfikacji okre�lonego fragmentu DNA � czu-
³o�æ metody szacuje siê na 10�2  do 10�3 komórek nowotworowych,

d) fenotypowanie komórek za pomoc¹ cytometrii przep³ywowej � analiza markerów
immunologicznych komórek klonogennych MM, czu³o�æ szacuje siê na 10�3  ko-
mórek nowotworowych,

e) technika ³añcuchowej polimerazy (PCR ang. polymerase chain reaction) czu³o�æ
wynosi 10�4  do 10�5 komórek nowotworowych.

Ostatnie dwie z wymienionych wy¿ej metod badania MRD s¹ coraz czê�ciej
stosowane u chorych na MM i bêd¹ one przedmiotem szczegó³owego omówienia.

ANALIZA MARKERÓW IMMUNOLOGICZNYCH � BADANIE
MRD U CHORYCH NA MM ZA POMOC¥ FENOTYPOWANIA

I CYTOMETRII PRZEP£YWOWEJ

Harada i wsp. wykazali za pomoc¹ techniki dwukolorowej cytometrii przep³ywowej,
¿e jednoczesne oznaczenie ekspresji antygenu CD38 przeciwcia³ami znakowanymi FITC
i ekspresji antygenów: VLA-4, VLA-5, MPC-1, CD44, CD55, CD19, CD20, CD24,
CD10 przy u¿yciu przeciwcia³ znakowanych PE umo¿liwia odró¿nienie plazmocytów
nowotworowych od prawid³owych. Jak uprzednio wspomniano, u osób zdrowych
plazmocyty identyfikowane jako CD38++ charakteryzuj¹ siê ekspresj¹ antygenu CD19,
natomiast s¹ niemal pozbawione ekspresji antygenu CD56. U chorych na MM komórki
CD 38++ nie wykazuj¹ ekspresji antygenu CD19, natomiast w wiêkszo�ci przypadków
wykrywa siê antygen CD56. Wyniki badañ Harady i wsp. potwierdzi³y tê obserwacjê.
Badania chorych z rozpoznaniem MGUS, uwa¿anej za stan poprzedzaj¹cy ujawnienie
siê MM, wykaza³y po analizie ekspresji tych trzech antygenów wystêpowanie zarówno
plazmocytów o prawid³owym, jak i nowotworowym fenotypie. Oznaczanie ekspresji
wymienionych antygenów mo¿e zatem s³u¿yæ do rozpoznawania i monitorowania leczenia
chorych na MM i MGUS w praktyce klinicznej [7, 8]. Ilustracjê metody badania
fenotypowego komórek nowotworowych MM przedstawiono na rycinie 2.

Technik¹ cytometrii przep³ywowej pos³u¿y³ siê Pope i wsp. do badania zanieczysz-
czenia komórkami nowotworowymi materia³u przeszczepowego uzyskanego w drodze
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leukaferez. Metodê oznaczania antygenów CD38++ na komórkach nowotworowych
wzbogacono o wykrywanie poziomu tzw. restrykcji ³añcuchów lekkich w tych komór-
kach, czyli okre�lania stosunku cytoplazmatycznych ³añcuchów lambda do kappa.
Obecno�æ jednego rodzaju ³añcuchów lekkich w plazmocytach dowodzi ich charakteru
nowotworowego. We wszystkich badanych produktach leukaferez stwierdzono
obecno�æ plazmocytów, ale restrykcjê izotypow¹ (jeden rodzaj ³añcuchów lekkich w
komórkach) stwierdzono jedynie w 16% badanych próbek. Autorzy wnioskuj¹, ¿e
plazmocyty obecne w produktach leukaferez w wiêkszo�ci reprezentuj¹ typ poliklonalny
wytwarzania ³añcuchów lekkich, ale niektóre z nich charakteryzuj¹ siê typem
monoklonalnym identyfikowanym zw³aszcza we frakcji dojrza³ych plazmocytów [12].

Porównywano równie¿ stopieñ zanieczyszczenia komórkami nowotworowymi
produktów leukaferez u chorych na MM, w grupach mobilizowanych tradycyjnie tylko
cyklofosfamidem oraz poprzez chemioterapiê nacelowan¹ na tzw. oczyszczanie in
vivo (ang. purging in vivo) polegaj¹ce na podaniu skojarzonej, sekwencyjnej
chemioterapii wysokodawkowanej zawieraj¹cej poza cyklofosfamidem, wepezyd oraz
deksametazon w celu zmniejszenia stopnia potencjalnej MRD. Zastosowano oznaczanie

RYCINA 2. Przyk³adowy wynik fenotypu komórek szpiku chorego na szpiczaka  mnogiego (ze zbiorów
Kliniki)
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liczby plazmocytów nowotworowych za pomoc¹ cytometrii przep³ywowej okre�laj¹c
ekspresjê antygenów CD38 i CD38 z jednoczesn¹ ekspresj¹ nieprawid³owego antygenu
CD138 na tych komórkach. Stwierdzono, ¿e chemoterapia nakierowana na oczyszczanie
in vivo umo¿liwia uzyskanie materia³u przeszczepowego o mniejszym zanieczyszczeniu
komórkami klonogennymi MM, ale ich nie eliminuje [11].

Almeida i wsp. wykazali, ¿e czu³o�æ badania MRD za pomoc¹ cytometrii przep³ywowej
mo¿na zwiêkszyæ poprzez jednoczesne oznaczanie zawarto�ci DNA w komórkach MM.
U oko³o 60% chorych na MM stwierdza siê aneuploidiê. Badaniem objêto grupê chorych
w okresie remisji ca³kowitej ustalonej zgodnie z klasycznymi kryteriami. Równoczesne
immunofenotypowanie i badanie zawarto�ci (ploidii) DNA przeprowadzono w próbkach
szpiku i materia³u przeszczepowego uzyskanego w drodze leukaferez. W oddzielonej populacji
komórek CD 38+++/138+ oznaczano wystêpowanie nieprawid³owego fenotypu CD56+,
CD28+ oraz CD33+ i asynchronicznej ekspresji antygenów CD117, sIg i CD20. Badanie
zawarto�ci DNA oparto na barwieniu jodkiem propydyny. Zastosowanie tych dwu technik
umo¿liwi³o wykrycie nieprawid³owego lub/i aneuploidalnego fenotypu u 95% chorych. Cechy
MRD stwierdzano zarówno w szpiku chorych po PBSCT, jak i w próbkach materia³u
przeszczepowego. Autorzy szacuj¹ czu³o�æ opisanej metody na 10�5, co odpowiada w
przybli¿eniu czu³o�ci metod molekularnych [1].

W 2002 roku Rawstron i wsp. opublikowali wyniki badania MRD jednocze�nie za
pomoc¹ dwu metod: cytometrii przep³ywowej i PCR u chorych na MM leczonych
wysokodawkowan¹ chemioterapi¹. Autorzy zastosowali metodê cytometrii przep³ywowej
ze specjalnym sposobem wstêpnego bramkowania i separacji komórek nowotworowych
MM na podstawie ekspresji antygenów CD138 i CD19. Z uzyskanej w ten sposób populacji
komórek izolowano nastêpn¹, wysoce oczyszczon¹ populacjê komórek nowotworowych,
charakteryzuj¹c¹ siê ekspresj¹ antygenów CD19 i CD56. Autorzy podkre�laj¹, ¿e du¿e
znaczenie dla tego rodzaju diagnostyki ma jako�æ badanego materia³u, która zale¿y od
techniki pobrania szpiku (konieczne badanie pierwszej puli komórek z aspiratu szpiku),
jako�æ i precyzja bramkowania komórek w trakcie wykonywania badania. Przy zachowa-
niu wskazanych warunków czu³o�æ metody jest zbli¿ona do czu³o�ci metod molekularnych,
a nawet mo¿e j¹ przewy¿szaæ, bior¹c pod uwagê trudno�ci techniczne wykonywania
niektórych metod molekularnych. Analiza materia³u klinicznego umo¿liwi³a wyodrêbnienie
grup chorych o ró¿nym rokowaniu w zale¿no�ci od stopnia MRD [15]. Metoda
podwójnego, stopniowanego bramkowania w czasie cytometrii przep³ywowej wydaje siê
obiecuj¹ca, jednak dla oceny jej znaczenia klinicznego konieczne s¹ dalsze badania
porównawcze przeprowadzane przez inne o�rodki.
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