Abstrakt

Uvod: Cirkulujici nadorové buiiky (CTC) a diseminované nadorové buiiky (DTC) jsou
zodpovédné za rozvoj metastazovani nadord. Detekce CTC z periferni krve (tzv. liquid biopsy)
muze prispét k diagnostice a volbé terapie u pacientl, u kterych neni mozné ziskat vzorky
nadorové tkané pii chirurgickém zakroku. Obdobné monitorovani efektu chirurgické 1écby
pomoci CTC a zachyt ¢asné rekurence nadorového onemocnéni piedstavuji dal$i moznosti
jejich vyuziti.

Cile: Cilem prace bylo izolovat CTC/DTC z krve ¢i peritonedlni lavaze pacientl s raznymi
druhy solidnich tumord a nasledné se pokusit o jejich kultivaci in vitro a cytomorfologickou

charakterizaci. Prace méla zodpovédét nasledujici hypotézy:

I.  Vyskytuji se CTC u riiznych druhii solidnich tumora?
Il.  Odrazi se ve vyskytu CTC stadium nadorového onemocnéni?
I, Lze vyuzit CTC k molekularni charakterizaci nadorového onemocnéni?

IV. Je moZné vizualizovat CTC/DTC ve viabilnim stavu?

Metodika: CTC/DTC detekce probehla celkem u 288 pacientli v prubéhu chirurgické ¢i
systémové 1écby: u 24 s karcinomem pankreatu, 165 s karcinomem prsu, 98 s kolorektalnim
karcinomem a u 1 s neuroendokrinnim tumorem (NET) tenkého stieva. Pro obohaceni CTC byl
pouzit separacni protokol zaloZeny na velikosti bunék. Po jednoduché filtraci krve ptes
polykarbonatovou membranu s pory byly zachycené buiky (vétsi nez 8 um) inkubovany
in vitro po kratkou dobu (3—5 dnt) ¢i dlouhodobé (déle nez 5 dni). Po kratkodobé inkubaci
byly bunky barveny histochemickym barvenim fixovanych bunék, imunohistochemickym
barvenim pomoci specifickych protilatek k identifikaci bunéénych organel ¢i jadra a vitalnimi
fluorescenénimi barvivy. Pfitomnost CTC byla vyhodnocena na zakladé cytomorfologické
charakterizace podle definovanych histopatologickych kritérii. Cast vzorkd (n = 43) byla
vyuzita k identifikaci CTC pomoci molekularné-biologickych metod. Ve frakci zachycenych
bun¢k byla u pacientek s karcinomem prsu provedena analyza genové exprese pomoci
multimarkerového panelu genli spojenych s tumorigennim ¢i terapeutickym potencidlem.
Celkem 20 pacientek bylo v pribéhu 1é¢by pravidelné sledovano se zaméfenim na status HER2
a ER. Vyskyt CTC/DTC (prokazana ptitomnost CTC/DTC v testovanych vzorcich krve ¢i

peritonealni lavaze) byl u kohorty pacientl srovnan se stadiem nadorového onemocnéni.



Vysledky: Ptitomnost CTC byla prokézana u 216 (75,3 %) testovanych vzorkl krve pacient
s karcinomem prsu, kolorekta a pankreatu. Dale CTC/DTC byly inkubovany jako kratkodobé i
dlouhodobé bunéeéné kultury. Nékteré izolované CTC/DTC (kolorektalni karcinom, NET) byly
kultivovany in vitro déle nez 6 mésici. Pozitivita CTC nekorelovala se stadiem onemocnéni,
velikosti nadoru ani postizenim lymfatickych uzlin. Stejné procento pozitivity CTC bylo
pozorovano u metastatickych i non-metastatickych (66,7 % vs. 66,7 %) pacienti s karcinomem
pankreatu. Dale se ukazalo, ze charakter CTC se béhem sledovaného obdobi probihajiciho
onemocnéni ménil. Z terapeutického hlediska bylo nejvyznamnéj$im zjisténim, ze Status
humanniho epidermalniho receptoru 2 (HER?2) a estrogenového receptoru (ER) u CTC se miize

lisit od stavu téchto receptorti u primarniho tumoru.

Zavér: Pouzitd izolacni metoda zalozena na velikosti umoZznila zavedeni Zivotaschopnych
buné¢nych kultur CTC in vitro u pacientd s riznymi druhy solidnich tumorti. Po obohaceni
CTC bylo mozné tyto zivé nadorové bunky vizualizovat a dale analyzovat i v prubéhu 1écby

pacientil.



