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Abstrakt:

V poslednich dvou desetiletich je vyznamna snaha nalézt neinvazivni markery v diagnostice,
predikci a monitorovani u¢innosti terapie malignich onemocnéni. Cirkulujici nddorové buiky
(CTC) maji moznost splnit vSechny tyto kritéria. Monotematicka prace se v uvodu vénuje
problematice CTC a jejich souasnému vyuziti v klinické medicing. V ptfehledném clanku je
shrnut aktudlni stav vyuziti CTC u gynekologickych malignit. V dalsi publikaci je originalni
¢lanek na téma CTC u karcinomu endometria. Popisuje uspes$ny zachyt vitalnich CTC u 75%
testovanych pacientek. Identifikuje CTC jako individualni marker onemocnéni bez spojitosti se

stadiem, stupném (grade) nebo postizenim lymfatickych uzlin.

V druhé poloviné se prace vénuje endometriéze, benignimu, ale cCasto recidivujicimu
onemocnéni zhorsujici kvalitu Zivota u Zen v reprodukénim ve€ku. Multicentrickd studie
popisuje uspésnou izolaci cirkulujicich endometridlnich bunék (CEC) u Zen s histologicky
potvrzenou endometridozou v rtizném stadiu onemocnéni i subjektivnimi potizemi pacientek.
Z celkovych 423 vzorkl bylo Gspésné izolovano 78.4%. CEC byly sledovany u 11 pacientek
v ruznych fazich menstruac¢niho cyklu, pii ¢emz nejvyssi pocet CEC byl detekovan tésné po
ovulaci. Cytomorfologickou a néasledné¢ molekularni analyzou byly zjistény bunécné typy a
geny charakteristické pro jednotlivé faze cyklu umoznujici vysvétleni dynamiky patofyziologie
endometriozy. Posledni originalni ¢lanek disertani prace je pilotni studie detekce CEC u
pacientek se spontannim pneumotoraxem s podezienim na katamenialni charakter. U v§ech 20
vySetfovanych pacientek byly prokdzany CEC, které¢ ndslednou molekuldrni analyzou byly
rozdéleny na dvé¢ skupiny. Profil t€chto dvou skupin korespondoval s periopera¢nim nalezem,
co by vysvétlovalo dvé patofyziologické cesty Sifeni endometriézy do hrudni dutiny (brani¢ni
fenestrace vs. hematogenni Sifeni). Klinickym pfinosem této studie by byla v€asna diagnostika
mozné etiologie endometriozy, efektivnéjsiho terapeutického zasahu a sledovani gynekologem

ke sniZeni riziku recidivy.

Klicova slova: biomarker, cirkulujici nddorové bunky, cirkulujici endometrialni bunky,

endometridza, genova exprese, karcinom endometria



Abstract:

In the last two decades there is an enormous effort to discover a non-invasive marker to
diagnose, predict and monitor therapy effect of malignant diseases. Circulating tumor cells
(CTC) have the ability to fulfil all these criteria. The introduction of the monothematic thesis
deals with the problematics of CTC in general and its application in clinical medicine. It is
followed by the author’s first publication, which reviews the current status of CTC in
gynecological malignancies. The next publication is an original article about CTC in patients
with endometrial carcinoma. It reports a successful isolation of vital CTC in 75% of tested
patients and identifies CTC as an individual marker of the disease without correlation to the

stage, grade or lymph nodes involvement.

The second part of this thesis deals with endometriosis, a benign but often recurrent disease
worsening the life quality of women in reproductive age. The multicentre study presents a
successful isolation of circulating endometrial cells (CEC) in patients with histologically
proven endometriosis with various stages and symptoms. From the total of 423 samples 78.4%
were CEC positive. Eleven patients were monitored during their menstrual cycle and CEC
tested in different phases, being the early post-ovulatory period in which the highest CEC
number was detected. Cytomorphologic and later molecular analysis showed characteristic cell
types and genes for different phases, which could lead to better understanding of endometriosis
dynamics. The last original article of this thesis is a proof-of-concept study which demonstrates
successful isolation and characterization of CEC in patients with spontaneous pneumothorax
with very suspect catamenial involvement. In all the 20 patients CEC were detected and with
further molecular analysis divided in to two groups. The gene expression profile of the two
groups corresponded with the intraoperative findings, which would explain the two
pathophysiological routes of endometriosis spread to the thoracic cavity (diaphragm
fenestration vs. hematogenous spread). The clinical value of this original study would be the
early diagnostics of endometriosis etiology, more effective therapy management and a follow

up by the gynaecologist to lower the risk of recurrence.

Key words: biomarker, circulating tumor cells, circulating endometrial cells, endometriosis,

endometrial cancer, gene expression



Obsah:

1. Uvod
1.1. Sporadické buiiky u gynekologickych onemocnéni
1.2. Cirkulujici nddorové bunky
1.3. Klinické vyuziti cirkulujicich nddorovych bunék
1.4. Cirkulujici nadorové buiky u gynekologickych onemocnéni (publikace €. 1)
2. Hypotéza a cile prace
3. Material a metody
3.1. Izolace CTC
3.2. Cytomorfologicka analyza
3.3. Molekulérni analyza
4. Vysledky a hodnoceni hypotéz
4.1. Existuje korelace stadia onemocnéni s ptitomnosti zivych CTC karcinomu endometria?
Je mozna dlouhodoba kultivace in vitro vyizolovanych CTC karcinomu endometria?
(publikace ¢. 2)
4.1.1. Vysledky
4.1.2. Diskuze
4.1.3. Zaveér
4.2. Je mozno vyuZzit cirkulujici endometridlni buniky v diagnostice a monitorovani
endometriozy? (publikace €. 3)
4.2.1. Vysledky
4.2.2. Diskuze
4.2.3. Zavér
4.3. Je mozno cirkulujici endometridlni buiiky vyuzit v diagnostice a 1é¢b¢ u pacientek se
spontannim pneumotoraxem? (publikace €. 4)
4.3.1. Vysledky
4.3.2. Diskuse
4.3.3. Zavér
5. Souhrn/ Summary
5.3 Souhrn
5.4 Summary
6. Zkratky a vysvétlivky

7. Pouzita literatura



Prilohy

Publikace ¢. 1, ptehledovy ¢lanek: Circulating tumor cells in gynaecological
malignancies

Publikace €. 2, originalni prace: Correlation between disease stage and the presence of
viable circulating tumor cells in endometrial cancer

Publikace €. 3, originalni prace: Circulating endometrial cells: A new source of
information on endometriosis dynamics

Publikace €. 4, originalni prace: Circulating endometrial cells in women with

spontaneous pneumothorax



1. Uvod

1.1. Sporadické bunky u gynekologickych onemocnéni

Sporadické bunky jsou v krevnim feCisti zastoupeny v poméru k ostatnim elementim
v minimalnim mnozstvi. U zdravého jedince jsou eliminovany imunitnim systémem, u
patologického procesu mohou byt zdrojem vzdalenych metastaz. V gynekologii je jejich vyskyt
popisovan mimo onkologickych onemocnéni také u endometriozy. Cirkulujici nddorové buiiky
(CTC) jsou izolovany u malignich onemocnéni a cirkulujici endometrialni buiiky (CEC) jsou
detekovany u endometridézy. Predkladand disertacni monotematickd prace piinasi dualezité
poznatky o uspésné izolaci a poukazuje na moznosti dalsiho vyzkumu a vyuziti téchto bunck

v klinické praxi.
1.2. Cirkulujici nadorové buiky

Poznani cirkulujicich nadorovych bun¢k (CTC) je zalozeno na zjiSténi, Ze z primarniho
solidniho nadoru se odlucuji vitalni buiiky schopné priniku do nejblizsi kapilary a pies ni dale
do celkové cirkulace organismu. Moznost tzv. intravazace ¢asto podminuje proces epitelidlné
mesenchymalni transformace (EMT), ktery méni molekularni charakter bunky. Na tuto
transformaci musime myslet pfi izolaci a pii dal$i analyze téchto bunck, které ziskadme napft.
z periferni krve odbérem. Mnohdy maji CTC potencidl zakladani vzdalenych metastaz a pii
zachyceni na endotel kapilary a extravazaci se vraceji zpatky k ptivodnim vlastnostem pomoci
mesenchymalné epitelidlni transformace (MET). V cilové tkani dle bunééného environmentu

dochazi k riistu malignich metastaz. Cely vySe popsany proces ilustruje obrdzek 1.



Obrazek 1: Odlouceni nddorové bunky od priméarniho tumoru, intravazace s procesem EMT,

CTC v cirkulaci, extravazace a MET, zakladani vzdalenych metastaz (Kiss et al., 2020.)
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1.3. Klinické vyuziti cirkulujicich nadorovych bunék

Teorie tekuté biopsie - liquid biopsy s pouzitim cirkulujicich nddorovych bun¢k (CTC) byla
v diagnostice a terapii popsana pied vice nez 15 lety. Pro velky zajem védeckych skupin se
mnozstvi publikovanych ¢lanki rozrista kazdym dnem, které se mimo CTC zamétuji i na dalsi
mozné potencialni markery jako ctDNA, cfDNA, extraceluldrni vezikuly, tumor-educated
platelets. ZvySuje se 1 pocet klinickych studii hodnotici jejich vyuZiti v diagnostice a terapii
(aktualng vice nez 300 registrovanych klinickych studii v datab4zi National Cancer Institute,
http://clinicaltrials.gov). Soucasné prehledové c¢lanky a meta-analyzy prokazuji CTC jako
vysoce specificky a senzitivni marker v diagnostice 1 v prognostice mnoha solidnich nadort:
napf. karcinom plic (Zhao et al., 2021), karcinom jicnu (Matsushita et al., 2020), (Li et al.,
2020), hepatocelularni karcinom (Chen et al., 2020), (Cui et al., 2020), karcinom hlavy a krku
(Xun et al., 2020), (Lauritano et al., 2019), karcinom pankreatu (Zhu et al., 2020), (Wang et al.,
2020), karcinom plic (Jiang et al., 2019), (Ye et al., 2019), karcinom Zaludku (Gao et al., 2019),
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karcinom prsu (Mansouri et al., 2019), karcinom mocového méchyte (Khetrapal et al., 2018),

(Azevedo et al., 2018) a kolorektalni karcinom (Tan and Wu, 2018).

Nejprve byly kladeny velké nadéje do vyuziti CTC v ¢asné diagnostice malignich onemocnéni.
Jiz star$i vyzkumy napft. u karcinomu prsu poukazovaly na hematogenni diseminaci bun¢k na
zacatku nadorového bujeni (Hiisemann et al., 2008) piedurcujici potencial vychytavani téchto
bun¢k z cirkulace. Faktorem branicim jejich rozsifeni v klinické praxi je velmi kolisavy pocet
izolovanych bun¢k. Nejpravdépodobnéjsi pticinou téchto rozdilt se zdaji byt odlisné metody
izolace a rozdilné typy zkoumanych nadort. Napiiklad epitelidlni marker leukocyti CD45,
ktery je obecné¢ vyuzivan k identifikaci CTC, muze falesné detekovat i bézné buiiky v krevnim
ob¢hu. Jak jiz bylo zminéno v uvodu, CTC pfechodem EMT méni sviij fenotyp, coz zptisobuje
obchéazeni detekce protildtkami CD45 a vzorek je vyhodnocen faleSné negativné. TotézZ plati
pro protilaitku EPCAM (Epithelial Cell Adhesion Molecule), kterd se mimo CTC exprimuje
také u pacientd s benignim onemocnénim sttev (Pantel et al., 2012). Metoda izolace CTC dle
velikosti, na zaklad¢ které byly detekovany CTC a CEC s naslednou identifikaci pomoci
cytomorfologie, snizuje riziko faleSného zachytu normadlnich bunck i zddnlivé prehlédnuti
falesn€ negativniho pacienta. I kdyZ pomoci této metody jsme schopni detekovat CTC brzy
pfed zachytem napf. malignich nodulti zobrazovacimi technikami v plicich, prospektivni
multicentricka studie zatim nedoporucuje jeji vyuziti ve screeningu rakoviny plic (Marquette et

al., 2020).

Dalsi otazka, kterd se nabizi ptfi mozné klinické aplikaci je specifikovani ptivodu CTC u
pozitivnich pacientli. Redukuje to spektrum potiebnych vySetfeni, ekonomické zatizeni
zdravotnich pojistoven a v neposledni fadé 1 vystavéni psychické zatézi samotného pacienta.
Resenim je molekularni analyza izolovanych sporadickych bunék, kdy zvysena exprese
urcitych genti specifikuje dany organovy ptivod. Nékteré geny jsou v riznych molekularnich
profilech identické (napft. keratin 19 u karcinomu prsu, ktery se ale exprimuje v CTC 1 u jinych
typli malignich onemocnéni). Cim vice specifickych genti molekularni profil obsahuje, tim
docilime ptresnéjsich vysledkii (Alix-Panabieres and Pantel, 2021). V neposledni fadé mohou
mit cirkulujici buiiky jistou plasticitu, odliSujici jejich molekularni charakter od plivodni tkané

primarniho tumoru a timto ztéZuji diagnostiku (Quintanal-Villalonga et al., 2020).

Po zjisténi malignity obvykle nasleduje staging se zjisténim rozsahu onemocnéni a naplanovani
adekvatni terapie. Spolu s histologii a zobrazovacimi metodami se mohou CTC stat dalSim

dilezitym faktorem v identifikaci nizce a vysoce rizikovych pacientil. Pozitivni izolace CTC
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pied operaci nebo neoadjuvantni terapii predikuje horsi prognézu u tfady diagnoz (viz vyse

vzpominané meta-analyzy).

Vyuziti CTC se nabizi rovnéz pii monitoraci 1écby a béhem sledovani k ¢asné diagnostice
rekurence. Momentaln¢ kromé sledovani hodnoty PSA po 1é¢bé karcinomu prostaty neexistuje
krevni marker dostatecné specificky k zachyceni ¢asného relapsu pied propuknutim klinickych
symptomu nebo nalezu na zobrazovacich metodach (Alix-Panabieres and Pantel, 2021). Dale
dle vicerych studii je detekce i malého poctu CTC po adjuvantni terapii karcinomu prsu
nezavisly marker k vy$Simu riziku navratu onemocnéni (Trapp et al., 2019), (Sparano et al.,
2018). Zatim se nevi, zda-li tento brzky zachyt buné¢ného relapsu mize pomoci k ispésnému
vyléceni pacienta. Cilena terapie malého nddorového postizeni je efektivnéjsi nez jiz
rozvinutého rekurentniho maligniho bujeni, kdy pocet metastatickych bun¢k exponencialné
roste. Molekularni analyzou CTC jsme schopni prokazat i pfitomnost geni chemorezistence

nebo onkogend s moznosti nastavéni cilené, personalizované terapie.
1.4. Cirkulujici nadorové buniky u gynekologickych onemocnéni.

Ptehledem dostupné literatury je ¢lanek pojednavajici o vyskytu CTC u gynekologickych
malignit (publikace €. 1): Kiss, L., Kolostova, K., Pawlak, 1., Bobek, V., Circulating tumor
cells in gynaecological malignancies, JBUON 2020; 25(1): 40-50 [IF 1.379]).

Ptehledovy clanek uvadi zakladni poznatky o neinvazivni tzv. liquid biopsy metodé se
zam&fenim na CTC. Graficky znazoriuje odlouceni nadorové buiiky z primarniho tumoru,
epitelidlné mesenchymalni pfeménu (EMT) pro prinik do krevniho fecist€, odkud jsme schopni
tyto buniky izolovat. Upozorfiuje 1 na zpétnou mesenchymalné epitelialni pfeménu (MET),
extravazaci do tkané a zaloZeni metastaz ve vzdalené lokalizaci. Clanek dale seznamuje Gtenate
s dostupnymi metodami detekce a izolace CTC. Hlavni ¢ast je souhrn literatury o detekci CTC
u endometrialniho, cervikalniho a ovaridlniho karcinomu. Zavérem c¢lanku je poznatek, ze
ptitomnost CTC u gynekologickych malignit nemusi byt jednozna¢né v korelaci s pokroc€ilosti
onemocnéni, ale je v souladu s hor$i prognozou. Do budoucna se CTC ukazuji jako perspektivni

pomocny marker v personalizované terapii, jeji zhodnoceni a ¢asné detekci rekurence.
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2. Hypotéza a cile prace

V poslednich letech je snaha o nalezeni metody, ktera je mini-invazivné schopna potvrdit a
specifikovat onemocnéni, odhadnout prognozu, efektivné monitorovat terapii a v¢as odhalit
moznou recidivu. Vyzkum byl zaméfen na vyuziti cirkulujicich sporadickych bunék
v 1écbé a diagnostice u malignich onemocnéni (detekci CTC), jakoZ i u benignich

onemocnéni (CEC u endometriozy).

Cirkulujici sporadické buiniky jsou moznym biomarkerem, ktery by mohl vyhovét vyse
uvedenym ndarokiim. Cilem bylo zjistit korelaci CTC se stadiem onemocnéni (v nasem
ptipadé karcinomu endometria). Ukolem byla izolace viabilni CTC a jejich dlouhodoba

kultivace, coz umozni dal$i studium onemocnéni.

Vyznamnym cilem planovaného vyzkumu bylo vyuziti izolaéni metody vyuZivané
doposud pouze pri onkologické diagnostice u pacientek s endometriézou. Detekované
bunky po filtraci periferni krve jsme nazvali cirkulujici endometrialni buiiky (CEC). Néasledné
jsme ziskané buiiky podrobili genové analyze, jejiz vysledky by slouzily k dal§imu vyzkumu
dané¢ho onemocnéni. Ziskané zkusenosti a poznatky jsme vyuzili ve studii, ve které je cilem
popis vyskytu a molekuldrni charakteristiky CEC u Zen se spontdnnim pneumotoraxem s

podezienim na katamenialni charakter.
Souhrnem byly stanoveny nésledujici otazky-hypotézy:

I: Existuje korelace stadia nddorového onemocnéni s ptfitomnosti zivych CTC? Je mozna

dlouhodobd kultivace in vitro vyizolovanych CTC?

II: Je mozno vyuziti cirkulujicich endometridlnich bun¢k v diagnostice a monitorovani

endometridzy?

II: Je mozné cirkulujici endometridlni bunky vyuzit v diagnostice a 1écbé u pacientek se

spontannim pneumotoraxem?

13



3. Material a metody
3.1. Izolace CTC

Sporadické buiky: cirkulujici nadorové bunky (CTC) a cirkulujici endometridlni bunky (CEC)
jsme ziskali odbérem periferni krve. Izolace bunék z venézni krve probéhla metodou filtrace
(obrazek 2). Systém obsahuje membranu s pory o velikosti 8 um, ptes kter¢ je filtrovano cca 8
ml krve. Na membrané se spolu s leukocyty nebo makrofagy zachyti i patologické buiiky jako
nadorové nebo endometridlni. Vyznamnou vyhodou oproti jinym metodam je zachovani
zivotnosti buné¢k (viability) a tedy moznost nasledné kultivace. Po 3 az 6 denni kultivaci, béhem
které dochazi k odumteni vétSiny leukocytli a makrofaghl, aplikujeme na vzorky fluorescenéni
barveni (NuceBlue™, CellTracker™, MitoTracker™) a pod fluorescencnim mikroskopem

hodnotime cytomorfologii bun¢k (obrdzek 3).

Obrazek 2: Filtrace krve metodou MetaCell
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Obriazek 3: Izolované CTC s vitalnim fluorescenénim barvenim. Sipky ukazuji probihajici

déleni bun¢k. M¢titko 10 um.

A

3.2. Cytomorfologicka analyza

Cytomorfologicka analyza se skladd ze dvou krokd. V prvnim, jsou pifi zvétSeni 10x-20x
lokalizovany viabilni buiky, ve druhém pii zvétSeni 40x-60x jsou pozorovany detaily
cytoplazmy, jadra s jadérky a mitochondrie. Mikroskopicky obraz je digitalizovan a snimky
ulozeny ke kontrolnimu ¢teni zkuSenym védeckym pracovnikem nebo patologem. VSechny

vzorky jsou analyzovany dvéma rtiznymi specialisty.

Po cytomorfologické analyze je membrana sbuikami fixovana suSenim k dalsi

imunohistochemické analyze nebo uskladnéni v RLT bufferu k dal$i RNA analyze.

Imunohistochemické analyza slouzi k potvrzeni endometrialniho piivodu sporadickych bunék
v periferni krvi u pacientek s endometriéozou. Rutinné se k diagnostice endometridzy uziva

CD10, ESR a VIM protilatky.
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Obrazek 4: Porovnani izolovanych CEC u pacientek se spontannim pneumotoraxem (A, B) a
panevni endometriéozou (C, D). Snimky A, C jsou imunohistochemicka analyza s pouzitim
VIM, snimky B, D jsou svyuzitim vitalniho imunoflorescencného barveni (NucBlue a

CellTracker).

CECPNO

CEC Pelvic

3.3.Molekulérni analyza

Molekularni analyza vzork probihd pomoci kvantitativni polymerdzové fetézové reakce
(qPCR) s mozZnosti testovani az 24 gent v jednotlivych vzorcich. Identifikace gentli se zvySenou
expresi v CTC a CEC je dosazena porovnanim molekuldrniho profilu plné krve (jesté pred
filtraci membranou) a buné€k separovanych na membranég. Z uchovanych vzorki v RLT bufferu
jsme RNA izolovali pomoci RNeasy Mini Kit (QIAGEN) a poté je koncentrace RNA meéfena
ptistrojem NanoDrop (Thermo Fisher Scientific). Produkce cDNA probiha pomoci vysoko
kapacitni cDNA Reverse Transciption Kit (Thermo Fisher Scientific), genova analyza probiha
s vyuzitim Tagman sond. Detailni popis izolovani bun€k, imunohistochemie a genové analyzy

je popsan v jednotlivych publikacich v ptiloze.

16



Udaje z genovych expresi jsou analyzovany pomoci softwaru GenEx verze 6 (MultiD) a
kalkulaci na zakladé¢ metody ddCt. Porovnani expresi v riznych skupinach probiha pomoci
metod Kruskal-Wallis a Mann-Whitney U testu. P < .05 je vyjadieno jako signifikantni
odchylka.

4. Vysledky a hodnoceni hypotéz

4.1. Existuje korelace stadia nadorového onemocnéni s ptitomnosti zivych CTC? Je mozna
dlouhodobd kultivace in vitro vyizolovanych CTC? - zodpovézeno zejména
v impaktovaném clanku (publikace ¢. 2) - Kiss, 1., Kolostova, K., Matkowski, R.,
Jedryka, M., Czekanski, A., Pavlasek, J., Bobek, V., 2018. Correlation Between
Disease Stage and the Presence of Viable Circulating Tumor Cells in Endometrial

Cancer. Anticancer Res 38, 2983-2987 [IF 1.935].

I kdyZ ptitomnost CTC byla popsdna u fady nadorovych onemocnéni, u gynekologickych
malignit je stdle malo studii vhodnych k aplikaci do klinické praxe. Detekce zivych
cirkulujicich nadorovych bunék s moznosti jejich kultivace a nasledné moznosti dalsi genové
charakterizace u riznych stadii karcinomu pomuze k lepSimu pochopeni invaze a Sifeni této
malignity. U karcinomu endometria, jako nejcastéj$i gynekologické malignit¢ (vyjma
karcinomu prsu) v Ceské republice, je potieba dal§iho zkoumani na bunééné a genetické Girovni,
aby byla personalizovand terapie efektivnéj$i. Cilem prace bylo zjistit korelaci poctu CTC se
stddiem onemocnéni, jakoz i pokus o in vitro dlouhodobou kultivaci CTC u karcinomu

endometria.
4.1.1. Vysledky

Studie byla zaméfena na pacientky s karcinomem endometria. Do studie bylo zafazeno 92
pacientek s riznym histologickym typem a stadiem onemocnéni. CTC byly detekovany u 69
pacientek (75% pozitivita). Specifikaci pacientek 1 s CTC pozitivitou uvadi Tabulka 1, pro
blizsi a graficky znazornéné vysledky odkazuji do piivodni publikace. Zavérem této studie je,
ze CTC pozitivita nesouvisi se stadiem onemocnéni ani s metastazovanim do spadovych
lymfatickych uzlin. Dilezitym aspektem studie byla tuspéSna dlouhodoba kultivace
izolovanych nadorovych bunék az 6 mésici. Kultivované buniky mohou slouzit jako cenny
material k dalSimu zkoumani genové analyzy i ke stanoveni chemorezistence pfi managementu

personalizované terapie karcinomu endometria.
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Tabulka 1: Charakteristika souboru pacientek s CTC pozitivitou / negativitou

n CTC+ CTC- % p-Value
Total number of patients 92 69 23 75
Histology
Endometrial adenocarcinoma 81 65 16 80
Papillary serous adenocarcinoma 9 5} 4 56
Endometrial stromal sarcoma 1 0 1 0
Clear cell adenocarcinoma 1 1 0 100
Grade
Grade 1 29 23 6 79 0.648
Grade 2 46 a3 13 72
Grade 3 16 13 3 81
FIGO
IA 49 37 12 76 0.966
B 22 15 7 68
I 13 10 3 77
1A 1 1 0 100
mci 3 A 0 100
mIcz 3 2 1 67
Further staging
Lymph node involvment YES 6 5 1 83 0.616
Lymph node involvment NO 85 63 22 74
Peritoneal carcinomatosis 1 1 0 100 N/A
Ascites 0 0 0 N/A N/A
Residual disease 0 0 0 N/A N/A

4.1.2 Diskuse

Identifikace novych molekularnich markerti souvisejicich se zvySenym rizikem rekurence a
monitorace efektivity terapie jsou momentalné velkou vyzvou u karcinomu endometria. Tekuté
biopsie (liquid biopsy) znamend revoluci v onkologii vSeobecné a ma predpoklady hrat

vyznamnou roli v personalizované terapii nemocnych.

NejlepSim aktualnim shrnutim problematiky ilustruje publikace Spanélskych autorti (Muinelo-
Romay et al., 2018). Vedle délozniho aspiratu, cfDNA, ctDNA, cirkulujici miRNA a EPC tadi
CTC mezi potencionalné¢ vyuzitelné v hodnoceni progndzy a planovani pooperacni terapie.
Predpokladem je, Ze kombinovanim téchto metod identifikujeme mutace, které nam pomiizou
v strategii pfistupu pokroc¢ilého onemocnéni, Casné detekce recidivy a personalizovaném
piistupu u terapeutické rezistence vedouci k relapsu. Vhodné designované klinické studie na
vétSich souborech pacientek spolu se zhodnocenim technické metodiky a ekonomickych
faktoril slibuji Sanci na posunuti personalizované mediciny v gynekologické onkologii o krok

dal.
4.1.3. Zavér

Clanek popisuje usp&snou izolaci CTC u pacientek s karcinomem endometria. Vysoka

pozitivita CTC i u dobfe diferencovanych karcinomt v ¢asném stadiu upozoriiuje na potencial
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Sifeni metastdz tohoto onemocnéni. Neprokazali jsme korelaci mezi CTC a stadiem, stupném a
postizenim lymfatickych uzlin znalici jejich individudlni charakter s eventudlni moznosti
vyuziti 1 pfi monitoringu efektivity 1é¢by. Velkou vyhodou metody izolace je i mozné dalsi

kultivace zivych CTC s néaslednou funk¢éni a molekularni analyzou.

4.2. Je mozno vyuziti cirkulujicich endometridlnich buné¢k v diagnostice a monitorovani
endometriézy? Publikace €. 3: Pospisilova, E., Kiss, 1., Souckova, H., Tomes, P., Spicka,
J., Matkowski, R., Jedryka, M., Ferrero, S., Bobek, V., Kolostova, K., 2019.
Circulating Endometrial Cells: A New Source of Information on Endometriosis

Dynamics. J Clin Med 8 [IF 5.688]

CEC byly popsany v pilotni studii v roce 2014. Soucasna studie méla zjistit zda-1i kvantitativni
porovnani CEC u riznych typt a stadii endometriézy na velkém souboru pacientek specifikuje
moznou souvislost nebo prokaze heterogenitu onemocnéni. Zkoumanim dynamiky zmén
v ruznych fazich menstruacniho cyklu a néslednou molekuldrni analyzou ziskame geny
charakteristické pro endometriézu, které ndm ndsledné poslouzi k pochopeni role CEC na

patogenezi endometriozy.
4.2.1 Vysledky
Kvantitativni analyza

Studie byla koncipovana jako prospektivni a multicentricka (Polsko, Italie a Ceska republika,
ve které spolupracovalo 9 center). Ze 423 vzorkd byly CEC detekovany ve 331 ptipadech
(pozitivita 78 %). Dikladnym cytomorfologickym vySetfenim byly zjistény epitelialni,
glandularni a bunky podobné kmenovym (stem cell-like). Pozitivita vzorka se neliSila mezi
jednotlivymi pracovisti, a ve vSech typech i stadiich endometriézy se detekovali CEC bez
vyrazné€jsi kvantitativni odchylky. Je zajimavé, Ze ve vSech skupinach (rAFS klasifikace, typ
endometridzy, odbérové centrum) bylo piiblizné 20% vzorkii s poctem vice nez 100 bun¢k.
Paradoxné nejvice negativnich vzorkli bylo u pokrocilé endometridzy (rAFS stadium 1V).
Detailnéjsi kvantitativni data uvadi obrdzek 4. Brzké poovulacni obdobi (14.-17. den) bylo

charakteristické s nejvy$$im poctem izolovanych bunék.
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Obrazek 5: Detekce CEC u pacientek s endometriézou. (A) Percentudlni pozitivita mezi
jednotlivymi centry. (B) Percentudlni pozitivita u jednotlivych stadii dle klasifikace rAFS. (C)
Percentudlni zastoupeni dle poctu izolovanych bunék. (D) Percentualni pozitivita dle typu

endometridzy.
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Genova analyza

K vybéru nejvice specifickych genti endometriézy jsme dospéli porovnanim genové analyzy
ziskané ztkané ovarialni endometridzy (endometriomu) a vendzni krve (s cirkulujicimi
endometridlnimi bunikami) u stejné pacientky. Celkové bylo do analyzy zahrnuto 20 gend.
Dle klastrové analyzy vysledkii qPCR byla vybrana skupina genti (KRT18, KRT19, VIM,
NANOG), které dale slouzili k identifikaci CEC v dalSich vzorcich a doporucujeme jejich
vyuziti 1 v budoucich pracich na CEC.

Genové analyze bylo podrobeno 13 vysoce pozitivnich vzorkti (vice nez 100 CEC). Jak ukazuje
klastrova analyza (obrazek 5), buniky lze rozdé€lit do dvou skupin. Prvni klastr vykazuje

zvysenou expresi genit FLT1, MMP1 a ESRRB, druhy klastr NANOG, KRT18, VIM.
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Obrazek 6: Klastrova analyza vysoce pozitivnich vzorkli. Vpravo skupina s elevaci exprese

FLT1, MMP1, ESRRB, vlevo NANOG, KRT18, VIM.

Signifikantnim rozdilem mezi vysoce pozitivnimi vzorky a stiedné pozitivnimi (10 az 100
bun¢k) byla exprese FLT1 (zvySend u vysoce pozitivnich). Analyzou 52 vzorkl stfedné
pozitivnich byla zjisténa elevace KRT18, VIM, NANOG, MMP9 a deprese HIF1A, CDI10 a
MUCT oproti vzork plné krve.

Pro tyto rozdily jsme hledali vysvétleni pfi blizSim sledovani CEC béhem menstruac¢niho cyklu
(obrdazek 6). 11 Zen s potvrzenou endometriézu mélo minimalné 4 odbéry krve v riznych fazich
cyklu (menstruace, proliferace, ovulace, sekrece). CEC byly ptfitomny ve vSech fazich cyklu
s nejveétsim poctem tésn€ po ovulaci. Cytomorfologie CEC se ménila behem cyklu (epitelialni,
stromalni, kmenova). Podobné se meénila i exprese genii béhem faze cyklu. Exprese
strukturalnich geni (KRT18, NANOG, VIM) dosahovala maxima v post ovulaénim obdobi,
coz by mohlo znamenat ptitomnost kmenovou a stromalni (mesenchymalni) v populaci CEC.
Na konci sekre¢ni a zac¢atku proliferacni faze dominovala exprese FLT1 a MMP1 typicka pro
angiogenezi. Zvysend exprese ESR1 v proliferac¢ni fazi zrcadli receptivitu bunék na estrogeny
indukujici rist endometria. Velmi zajimavym zjisténim je nepfitomnost PGR. Vzhledem
k expresi ESR1 u CEC jenom v prvni ptilce cyklu a nepotvrzenou expresi PGR se naskyta
otazka, jestli je vétsina CEC v cirkulaci nevnimava k hormoniim a jaké to ma dasledky na
terapii? Teorii endometridzy jako nemoc kmenovych bunék podporuje i zvySend exprese

NANOG (marker kmenovych bunék) béhem cyklu (Sasson and Taylor, 2008). Diseminace

21



téchto progenitorovych bun¢k by vysvétlovala moznost zakladani vzdalenych a hluboko

infiltrujicich lozisek endometriozy.
Obrazek 7: Cytomorfologické zmény a rozdily v profilu genové exprese u CEC v riiznych

fazich menstruacniho cyklu.
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4.2.2. Diskuse

Epithelial cells

Inspiraci k praci byla prvni UspéSnd izolace a popis CEC =z periferni krve pacientek
s endometriozou (Bobek et al., 2014). Tyto buniky potvrdila i dalsi studie, ve které pozitivita
CEC méla vyssi senzitivitu nez elevace CA-125 pfti I a II stupni endometridozy (Chen et al.,
2017). Autofti v dal$i publikaci detekovali cirkulujici stromdlni endometridlni bunky (CD10
pozitivita) hypotézujic proces EMT i u endometriozy (Vallvé-Juanico et al., 2019). Tato zjisténi
teoretizuje jednak o podobné iniciaci Sifeni endometridzy jako metastdzovani malignich nadort
a rovnéz vznikem vzdalenych loZisek prostiednictvim mesenchymalnich kmenovych

endometrialnich bunék (Li et al., 2018).
4.2.3. Zavér

CEC je individualni marker endometridézy bez spojitosti se stddiem a typem onemocnéni a
subjektivnimi potizi pacientky. Nejvyssi poCet CEC je detekovan bezprostiedné po ovulaci.
Béhem menstruacniho cyklu se méni cytomorfologické sloZeni i genovy profil CEC dle faze
cyklu. Omezend exprese estrogenovych receptori a absence progesteronovych receptor by

v budoucnu mohla personalizovat konzervativni 1écbu endometriézy. Detekce bunék
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podobajicich se kmenovym buiikdm podporuje hypotézu endometridozy jako onemocnéni

kmenovych bunck.

4.3. Je mozné cirkulujici endometridlni buiikky vyuzit v diagnostice a 1€cbé u pacientek se
spontannim pneumotoraxem? Publikace ¢. 4: Kiss, 1., Pospisilova, E., Kolostova, K.,
Maly, V., Stanek, 1., Lischke, R., Schutzner, J., Pawlak, 1., Bobek, V., 2020. Circulating
Endometrial Cells in Women With Spontaneous Pneumothorax. Chest 157, 342—
355 [IF 9.657].

Katamenidlni pneumotorax je Casto spojen s panevni endometriézou a je nejcastéjsi formou
syndromu hrudni endometridzy. Vyskytuje se pomérné raritné a vlivem multidisciplinarni
diagnostiky a 1é¢by je povédomi mezi 1ékati zainteresovanych obort (chirurg, plicni internista,
gynekolog) nizké. Z predeslych studii byly izolovany cirkulujici endometridlni buiky u
pacientek s endometriozou. Na zaklad¢ tohoto zjisténi predpokladame ptitomnost CEC u
pacientek se spontdnnim pneumotoraxem s vysokou pravdépodobnosti na katamenidlni
charakter. Izolaci a dal$i cytomorfologickou a genovou analyzou zjistime vic o charakteru

téchto bun¢k i mozné patofyziologii onemocnéni.
4.3.1.Vysledky

U 20 Zen hospitalizovanych pro spontanni pneumotorax s katameniadlnim charakterem byly
odebrany 2 zkumavky venodzni krve. Ve vSech 40 vzorcich byly detekované CEC (100 %
pozitivita). U 4 pacientek bylo po terapii sledovan pocet CEC v tydennim intervalu po dobu
jednoho mésice a nasledné 1 v riznych fazich menstruac¢niho cyklu. Chirurgicky vykon sniZil
pocet CEC béhem pooperacniho sledovani, nicméné Gplna negativita byla dosahnuta pouze u

jediné pacientky.

Z 20 pacientek mélo 7 Zen (35%) pocet izolovanych CEC vice neZ 100, z téchto 7 mé&li 3 (43%)
potvrzend loziska endometridzy na pleufe nebo noduly v plicni tkani a u 5 (72%) to byla
opakovana epizoda pneumotoraxu. Z tohoto mizeme uvazovat spojitost vysokého poctu CEC
a katamenidlnim pneumotoraxem. Jina klinickd souvislost nebyla zjiSténa (pro kompletni
vysledky odkazuji na tabulku v pivodnim c¢lanku pfiloZenou v pfiloze). Cytomorfologicka
analyza hodnotila velikost a tvar bunky i jadra, strukturu jadra, pocet jadérek, intenzitu
cytoplazmy, pocet a velikost vakuol. In vitro kultivaci jsme pozorovali rostouci i aktivné se
délici individudlni CEC i shluky bunék. Observaci se buiiky délily do 4 typi: epitelialni (55%),
podobné kmenovym buiikdm (30%), stromdlni (7%) a glandularni (7%).
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Tuto cytomorfologickou diverzitu jsme prokazali 1 naslednou molekularni analyzou. Prokézali
jsme zvysenou expresi markerti pro epitelidlni i neepitedlni charakter CEC. ZvySenou expresi
ve vzorkll od pacientek s pneumotoraxem jsme zaznamenali u geni VIM, KRT18, NANOG,
CD10 a ESRRA. Porovnanim genovych profili jsme detekovali dva rtizné fenotypy CEC: prvni
fenotyp u pacientek s potvrzenou endometriozou branice a druhy fenotyp ve spojitosti
s endometrialnimi lozisky na pleufe. Zjisténi by vysvétlovalo dvé mozné hypotézy tvorby
syndromu hrudni endometriézy. 1. Prvni cesta je migrace endometridlnich bun¢k pomoci
retrogradni menstruace do malé panve a poté peritonealni cirkulaci smérem k branici. Prinik
CEC pfes fenestrace branice dopomaha i pistovy mechanismus tlaku jater k branici (spontanni
pneumotorax se vice vyskytuje na levé stran¢). II. Druha teoreticka cesta je ptes hematogenni
Sifeni do plicni tkané. Genovou analyzou jsme pozorovali zvysenou expresi ESR u Zen s prvni

incidenci spontanniho pneumotoraxu v porovnanim s rekurentnimi pfihodami.

V dal§im kroku jsme porovnavali jiz zndmy molekuldrni profil vzorkd od pacientek se
spontdnnim pneumotoraxem se vzorky pacientek s histologicky prokdzanou panevni
endometriézou. U Zen po spontdnnim pneumotoraxu byla signifikantné zvysena exprese HER2,
coz spolu s KRT18 muze slouzit jako specificky marker k identifikaci epizod pneumotoraxu.
Na druhou stranu vzorky Zen s panevni endometridzou vykazovali vyssi expresi VEGF.
Pacientky se spontannim pneumotoraxem s vysokym poc¢tem CEC mély zvySenou expresi genil
MUCI a MUCI6, které souvisi s panevni endometriozou. Obé skupiny CEC (pneumotorax i
panevni endometriéza) mély zvySenou expresi KRT18 a VIM v porovnani s expresi vzorkl ze

zdravé endometrialni tkané.

Endometridlni pivod CEC jsme potvrdili imunohistochemickou analyzou detekci VIM.
Signifikantné vic VIM jsme pozorovali ve vzorcich pacientek s panevni endometriézou, na
druhou stranu CEC s prokazanym VIM byly vétsi u pacientek po pneumotoraxu (49 = 12 vs 37
+ 9 um).

4.1.2 Diskuse

Nase studie byla prvni, kterd popsala piitomnost i geneticky profil CEC u pacientek se
spontannim katamenidlnim pneumotoraxem. Poskytuje moznou odpovéd’ vybéru Zen se
znamou endometriézou s rizikem vzniku spontanniho pneumotoraxu. Na druhou stranu pfi
podezieni na katamenidlni charakter spontdnniho pneumotoraxu a ndlezu CEC je mozné
pacientku gynekologicky vySetfit pro pravdépodobnou etiologii endometridzy a zahdjit

naslednou 1éc¢bu ke sniZeni riziku recidivy. Pro chirurgy by v€asna diagnostika endometrialni
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etiologie pomohla ve volbé vhodného zakroku jiz pii zaCatku prezentace pneumotoraxu a

vyloucilo jinou etiologii potizi.
413 Zavér

Publikace prezentuje uspésnou izolaci CEC u vSech pacientek se spontdnnim pneumotoraxem
s podezienim na katamenialni charakter. Geneticka analyza CEC poukazuje na rtzné
patofyziologické pochody, korespondujici s perioperacnim nélezem (branicni fenestrace vs.
pleuralni implantace lozisek endometridzy). Signifikantni elevace genu HER2 ve vzorki CEC
u zen se spontannim pneumotoraxem muze slouzit jako marker u Zen sjiz znamou
endometriézou pro vznik pneumotoraxu v budoucnu. Pii prvni epizodé pneumotoraxu a nalezu
CEC je casné odeslani ke gynekologické konzultaci a potvrzeni endometridzy s naslednou

1é¢bou klicové ke snizeni rizika opakujicich se pneumotoraxd.

5. Souhrn / Summary

5.1. Souhrn

Ptedlozeny souhrn publikaci se vénuje sporadickym buiikdm u gynekologickych onemocnéni.
V Gvodu je popsdna problematika CTC bunék a jejich soucasné vyuziti v klinické praxi.
Nasledné se jiz vénuje vyhradné oboru gynekologie, souhrnou praci na CTC u karcinomu
endometria, délozniho ¢ipku a vajecnikli. V komentéii k ¢lanku autor podava jesté doplnujici
aktualni informace. Nasledujici originalni ¢lanek prezentuje tspésnou izolaci CTC u karcinomu
endometria bez korelace se stadiem, stupném nebo postizenim lymfatickych uzlin. Ve druhé
poloving prace cytomorfologickou a molekularni analyzou cirkulujicich endometrialnich bunék
u pacientek s endometriozou demonstruje nové pohledy do dynamiky patofyziologie tohoto
onemocnéni. Navrhuje mozné klinické vyuziti CEC u Zen se spontannim pneumotoraxem, kdy
loZziska endometriézy zplsobuji tzv. syndrom hrudni endometriézy. VEasnou spravnou
diagnozou se zvySuje terapeuticky efekt a specializovanou monitoraci gynekologem snizuje

riziko recidivy pneumotoraxu.

CTC a CEC jsou potenciondlnimi ndstroji v diagnostice a terapii v tzv. personalizované
medicin€. Je potieba dalSich studii k podloZeni prezentovanych dat, které vedou k presvédceni

1 8ir$i odborné vetejnosti k budoucimu klinickému vyuZiti téchto sporadickych bungk.
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5.2. Summary

The presented monothematic thesis concentrates on rare cells in gynecological diseases. The
introduction describes the problematics of circulating tumor cells and their momentary state in
clinical medicine. Further on it focuses specifically on gynecology, beginning with a review
article about CTC in endometrial, cervical and ovarian cancer. In the follow up commentary
the author adds up-to-date additional information. The following original article presents the
successful isolation of CTC in patients with endometrial cancer without correlation with disease
stage, grade or lymph node involvement. In the second part of the thesis, cytomorphologic and
molecular analysis of circulating endometrial cells in patients with endometriosis demonstrates
new insights in the pathophysiology of this disease. Suggest a clinical use of CEC in patients
with spontaneous pneumothorax, when endometrial lesions develop into thoracic endometriosis
syndrome. Precise early diagnostics increases the therapeutical effect and specialized follow-

up by the gynecologist lowers the recurrence of subsequent pneumothoraxes.

CTC and CEC are a potential tool in diagnostics and therapy tailored for the individual patients,
so called personalized medicine. Further studies are needed to prove the presented results,

which could convince other professionals in medicine for future clinical use of these rare cells.

6. Zkratky a vysvétlivky:

AR-V7 (androgen receptor splice variant 7)

CA-125 (cancer antigen 125)

CEC (circulating endometrial cells) — cirkulujici endometrialni buiiky

cDNA (complementary DNA)

cfDNA (cell free DNA)

ctDNA (circulating tumor DNA)

CTC (circulating tumor cells) — cirkulujici nadorové bunky

CRPC (castration resistent prostate cancer) — kastra¢né rezistentni karcinom prostaty
DNA (deoxyribonucleic acid) — kyselina deoxyribonukleova

DTC (disseminated tumor cells) — diseminované nadorové bunky
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EMT (epitelial mesenchymal transition)

EPC (endothelial progenitor cells)

ESR1 (Estrogen Receptor 1)

FIGO (International Federation of Gynecology and Obstetrics)
FLT1/ VEGFRI (Vascular Endothelial Growth Factor 1)
HER2 (Human Epidermal Growth Factor Receptor 2)

CHT — chemoterapie

KRT (keratin)

miRNA (micro RNA)

MMP1 (Matrix Metalloproteinase 1)

NANOG — marker kmenovych bun¢k

PGR (Progesteron Receptor)

PFS (progression free survival) — pteziti bez progrese

PSA (prostate specific antigen) — prostaticky specificky antigen
qPCR (quantitative polymerase chain reaction)

rAFS (revised American Fertility Society)

RMI — Risk of Malignancy Index

ROMA - Risk of Ovarian Malignancy Algorithm

OS (Overall survival) — celkové preziti

VEGF (Vascular Endothelial Growth Factor)

VIM (Vimentin) — mesenchymalni marker
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