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Abstrakt 

Úvod: Cirkulující nádorové buňky (CTC) a diseminované nádorové buňky (DTC) jsou 

zodpovědné za rozvoj metastazování nádorů. Detekce CTC z periferní krve (tzv. liquid 

biopsy) může přispět k diagnostice a volbě terapie u pacientů, u kterých není možné získat 

vzorky nádorové tkáně při chirurgickém zákroku. Obdobně monitorování efektu chirurgické 

léčby pomocí CTC a záchyt časné rekurence nádorového onemocnění představují další 

možnosti jejich využití. 

Cíle: Cílem práce bylo izolovat CTC/DTC z krve či peritoneální laváže pacientů s různými 

druhy solidních tumorů a následně se pokusit o jejich kultivaci in vitro a cytomorfologickou 

charakterizaci. Práce měla zodpovědět následující hypotézy: 

I. Vyskytují se CTC u různých druhů solidních tumorů? 

II. Odráží se ve výskytu CTC stadium nádorového onemocnění? 

III. Lze využít CTC k molekulární charakterizaci nádorového onemocnění? 

IV. Je možné vizualizovat CTC/DTC ve viabilním stavu? 

Metodika: CTC/DTC detekce proběhla celkem u 288 pacientů v průběhu chirurgické či 

systémové léčby: u 24 s karcinomem pankreatu, 165 s karcinomem prsu, 98 s kolorektálním 

karcinomem a u 1 s neuroendokrinním tumorem (NET) tenkého střeva. Pro obohacení CTC 

byl použit separační protokol založený na velikosti buněk. Po jednoduché filtraci krve přes 

polykarbonátovou membránu s póry byly zachycené buňky (větší než 8 µm) inkubovány 

in vitro po krátkou dobu (3–5 dnů) či dlouhodobě (déle než 5 dnů). Po krátkodobé inkubaci 

byly buňky barveny histochemickým barvením fixovaných buněk, imunohistochemickým 

barvením pomocí specifických protilátek k identifikaci buněčných organel či jádra a vitálními 

fluorescenčními barvivy. Přítomnost CTC byla vyhodnocena na základě cytomorfologické 

charakterizace podle definovaných histopatologických kritérií. Část vzorků (n = 43) byla 

využita k identifikaci CTC pomocí molekulárně-biologických metod. Ve frakci zachycených 

buněk byla u pacientek s karcinomem prsu provedena analýza genové exprese pomocí 

multimarkerového panelu genů spojených s tumorigenním či terapeutickým potenciálem. 

Celkem 20 pacientek bylo v průběhu léčby pravidelně sledováno se zaměřením na status 

HER2 a ER. Výskyt CTC/DTC (prokázaná přítomnost CTC/DTC v testovaných vzorcích 

krve či peritoneální laváže) byl u kohorty pacientů srovnán se stadiem nádorového 

onemocnění. 
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Výsledky: Přítomnost CTC byla prokázaná u 216 (75,3 %) testovaných vzorků krve pacientů 

s karcinomem prsu, kolorekta a pankreatu. Dále CTC/DTC byly inkubovány jako krátkodobé 

i dlouhodobé buněčné kultury. Některé izolované CTC/DTC (kolorektální karcinom, NET) 

byly kultivovány in vitro déle než 6 měsíců. Pozitivita CTC nekorelovala se stadiem 

onemocnění, velikostí nádoru ani postižením lymfatických uzlin. Stejné procento pozitivity 

CTC bylo pozorováno u metastatických i non-metastatických (66,7 % vs. 66,7 %) pacientů 

s karcinomem pankreatu. Dále se ukázalo, že charakter CTC se během sledovaného období 

probíhajícího onemocnění měnil. Z terapeutického hlediska bylo nejvýznamnějším zjištěním, 

že status humánního epidermálního receptoru 2 (HER2) a estrogenového receptoru (ER) 

u CTC se může lišit od stavu těchto receptorů u primárního tumoru. 

Závěr: Použitá izolační metoda založená na velikosti umožnila zavedení životaschopných 

buněčných kultur CTC in vitro u pacientů s různými druhy solidních tumorů. Po obohacení 

CTC bylo možné tyto živé nádorové buňky vizualizovat a dále analyzovat i v průběhu léčby 

pacientů. 
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Abstract 

Introduction: Circulating tumor cells (CTC) and disseminated tumor cells (DTC) are 

responsible for the development of metastasis. Detection of CTC from peripheral blood (so-

called "liquid biopsy") may contribute to the diagnosis and choice of therapy in patients in 

whom it is not possible to obtain tissue directly from the tumor. Monitoring the effect of 

surgical treatment and detecting early recurrence of cancer are other potential uses for CTC. 

Aim: The aim of our work was to isolate CTC/DTC from blood or peritoneal lavage of 

patients with various types of solid tumors and then try to cultivate them in vitro and to 

describe their cytomorphological characteristics. We targeted the following hypotheses: 

I. Do CTCs occur in different types of solid tumors? 

II. Does the presence of CTC reflect cancer stage? 

III. Is it possible to use CTC for molecular characterization of cancer? 

IV. Is it possible to visualize CTC/DTC in a viable status? 

Methods: CTC/DTC detection was performed in a total of 288 patients, including 24 patients 

with pancreatic cancer, 165 with breast cancer, 98 with colorectal cancer and 1 with a 

neuroendocrine tumor of the small intestine. A cell size separation protocol (MetaCell®) was 

used to enrich CTC. After simple filtration of blood through a polycarbonate membrane with 

pores, the captured cells (greater than 8 µm) were incubated in vitro for a short time (3–5 

days) or for a long time (more than 5 days). After short-term incubation, cells were stained by 

histochemical staining, immunohistochemical staining with specific antibodies to identify cell 

organelles, nuclear staining or vital fluorescent staining. The presence of CTC was evaluated 

on the basis of cytomorphological characterization according to defined histopathological 

criteria. In a portion of the samples (n = 43) CTC were detected by molecular analysis 

(qPCR). Gene expression analysis was performed in breast cancer patients using a 

multimarker panel of genes associated with tumorigenic or therapeutic potential. Twenty 

patients were monitored regularly during treatment for HER2 and ER status. The incidence of 

CTC/DTC was compared with the stage of cancer in a cohort of patients. 

Results: The presence of CTC was demonstrated in 216 (75.3%) of total patient cohort. 

CTC/DTC were further incubated as both short-term and long-term cell cultures. Some 

isolated CTC/DTC (colorectal cancer and neuroendocrine tumors) were grown in vitro for 

more than 6 months. CTC positivity did not correlate with disease stage, tumor size, or lymph 
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node involvement. The same percentage of CTC positivity was observed in metastatic and 

non-metastatic (66.7% vs. 66.7%) patients with pancreatic cancer. The characteristics of the 

CTC changed during the observed period of ongoing disease. The most significant finding 

was that the status of HER2 and ER in the CTC may differ from the status of these receptors 

in the primary tumor. 

Conclusion: The size-based isolation method used allowed us to introduce viable CTC cell 

cultures in vitro in patients with various types of solid tumors. After CTC enrichment, we 

were able to visualize and further analyze these living tumor cells during the treatment of 

patients. 
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1 Úvod 

1.1 Karcinogeneze, cirkulující a diseminované nádorové buňky 

Karcinogeneze, tj. vznik a rozvoj nádorového onemocnění, je vícestupňový proces, který 

probíhá ve třech stadiích: iniciace, promoce a progrese. Buňky nádorové populace se 

vyznačují ztrátou řady funkcí: kontaktní inhibice, kontroly růstu, schopnosti terminální 

diferenciace, schopnosti apoptózy a snížením nebo inhibicí mezibuněčné komunikace. Pokud 

nádorové buňky vstoupí do krevního či lymfatického řečiště z místa primárního nádoru, 

nazývají se cirkulující nádorové buňky (circulating tumor cells – CTC), zatímco jednotlivé 

nádorové buňky rozseté na vzdálených místech těla před detekcí vzniklé metastázy jsou 

označovány jako diseminované nádorové buňky (disseminated tumor cells – DTC). 

Cirkulující nádorové buňky se v oběhové cirkulaci vyskytují v různých formách ovlivňujících 

jejich přežívání, a to ve formě jednotlivých buněk, buněčných subpopulací (klastrů) nebo 

ve formě tzv. mikroembolů (circulating tumor microemboli – CTM). Tyto CTM jsou složeny 

z nádorových buněčných klastrů (2 a více než 50 buněk), leukocytů, fibroblastů, 

endoteliálních buněk a trombocytů (Krebs et al., 2014). Tyto nádorové mikroemboly mají 

vysoký metastatický potenciál skrze inhibici apoptózy, podporu buněčné klonální proliferace 

a poskytnutí odolnosti vůči mechanickým silám s ochranou centrálně uložených buněk před 

identifikací imunitními buňkami označovanými jako přirození zabíječi (natural killers – NK 

buňky) (Palumbo et al., 2005). 

Ukazuje se, že největším problémem při léčbě solidních (pevných) nádorů je fáze progrese, 

kdy probíhá maligní transformace a tvoří se metastatická ložiska. Tvorba metastatických 

ložisek a progrese maligního nádorového onemocnění jsou hlavními příčinami úmrtí pacientů 

s onkologickými onemocněními. 

K úspěšné tvorbě nového metastatického nádorového ložiska je potřeba nejen CTC schopná 

tvořit metastázy, ale i vhodné orgánové mikroprostředí (stroma). Přes značnou 

morfologickou, fenotypovou a genetickou různorodost CTC je pouze malý počet z nich 

schopen přežít v krevním oběhu a vytvářet metastázy (Obrázek 1.). 
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Obrázek 1. Metastatický proces národového onemocnění 

Detekce a identifikace CTC schopných tvořit metastázy je nezbytná při vývoji terapeutických 

strategií proti diseminaci solidních nádorů. Rovněž je nezbytné zkoumání tumorigenního 

a metastatického potenciálu CTC schopných metastazovat v rámci in vitro a in vivo 

studií (Menyailo et al., 2020). 

Nádorové buňky v primárním tumoru podstupují změny známé jako epiteliálně-

mezenchymální transformace (EMT), během níž nádorové epiteliální buňky primárního 

nádoru prochází vývojem a mění se v buňky podobné mezenchymálním. Díky této přeměně 

jsou nádorové buňky schopny migrace a invaze. Takto jsou schopny uniknout z primárního 

nádoru či metastatického ložiska. Některé z nich přežívají v krevním oběhu, kde cirkulují 

a následně migrují do intersticiálního prostoru. Tento extravazační proces nakonec vede 

v novém mikroprostředí k tvorbě vzdáleného nádoru (Plaks et al., 2013). 

Tato přeměna epiteliálních buněk na pohyblivé mezenchymální buňky vyžaduje specifické 

změny v genové expresi. Díky snížení exprese epiteliálních markerů (specifických znaků), 
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např. E-kadherinu, dochází k zeslabení spojů mezi sousedícími buňkami a spojů mezi 

buňkami a extracelulární matrix. U mezenchymálních markerů dochází k opačnému ději, 

ke zvýšení exprese. Mezi mesenchymální markery patří vimentin, N-kadherin, tenascin C, 

SIP1/ZEB2 (členové „zinc finger“ nukleárních faktorů δEF-1) či laminin β1. Proces EMT se 

podílí také na degradaci bazální membrány v epitelech a překonání cévní stěny nádorovými 

buňkami. Nádorové buňky pak přestupují do lumen cév, kde jsou unášeny krevním nebo 

lymfatickým řečištěm do dalších tkání. V cílové tkáni pak adherují k endotelu cév a dochází 

k jejich migraci do tkáně. Na tomto místě pak podstupují opačný proces od EMT, tedy 

mezenchymálně-epiteliální tranzici (MET) (Liberko, 2013). 

Molekulární charakteristika CTC se v průběhu nádorového onemocnění vyvíjí. V důsledku 

toho CTC částečně odráží spektrum mutací a heterogenitu nádoru v daném čase (tzv. real-

time biopsy). Na základě toho může být charakterizace CTC na molekulární úrovni klíčem 

k monitoraci vývoje tohoto onemocnění a k určení vhodné terapie (Brown et al., 2018). 

1.2 Personalizace léčby nádorového onemocnění – prognostické 

a prediktivní biomarkery 

Personalizovaný přístup v léčbě nádorového onemocnění využívá biologických charakteristik 

pacientovy nemoci s cílem určení efektivní léčby. V klinické praxi jsou pak pacienti rozděleni 

do podskupin na základě klinických, histopatologických, radiodiagnostických 

a molekulárních charakteristik nádoru. Podle tohoto rozřazení je pak indikována léčba. 

Limitací k určení vhodné terapeutické strategie (systémové terapie s optimálním načasováním 

chirurgického výkonu) individuálně pro každého pacienta je skutečnost, že klasická tumor-

node-metastasis (TNM) klasifikace vyjadřuje statické zhodnocení rozsahu nádorového 

onemocnění, které nemusí být v korelaci s aktuálním stavem (Sedláček, Vyzula, 2003). 

Zohlednit je třeba skutečnost, že současné zobrazovací techniky nemají dostatečnou 

rozlišovací schopnost pro zachycení časných stadií metastatického procesu. 

Rutinně používané krevní nádorové markery, např. karcinoembryonální antigen (CEA) nebo 

karbohydrátové antigeny (CA) CA 19-9, CA 19-3 či CA 125, jsou v rámci diagnostiky 

metodou doplňkovou, s ohledem na jejich nízkou orgánovou specifitu, a jsou využívány 

hlavně k dynamickému sledování v pravidelných intervalech v rámci monitorace onemocnění. 

Nalezení a použití vhodného markeru u maligních onemocnění nejen k monitoraci vývoje 

onemocnění (záchytu progrese či recidivy nádoru), ale i ke stanovení včasné diagnózy 
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v reálném čase, prognózy či predikce odpovědi na léčbu může rozhodujícím způsobem přispět 

k výsledku léčby, a tím zlepšit dobu přežití nemocného. 

K prvním biomarkerům, které byly rutinně využity pro cílenou léčbu, patří vyšetření exprese 

estrogenových/progesteronových receptorů z nádorové tkáně u karcinomu prsu. Nadměrná 

exprese těchto receptorů se vyskytuje až u 70 % pacientek a je prediktorem dobré léčebné 

odpovědi na hormonální terapii (Davies et al., 2011). Dalším významným objevem byl fakt, 

že gen HER2 kódující transmembránový protein p185 (rodina receptorů pro epidermální 

růstový faktor EGFR/ErbB) reguluje růst a diferenciaci buněk. Mutace způsobující 

nadměrnou expresi proteinu HER2 bývá nalezena přibližně u 15–20 % pacientů/pacientek 

s karcinomem prsu a je nezávislým negativním prognostickým faktorem. Nádory prsu 

pozitivní na HER2 jsou agresivnější a méně citlivé na standardní chemoterapii (Gutierrez 

et al., 2011). V souvislosti s tím lze pak pacientům/pacientkám s HER2 pozitivním 

karcinomem prsu indikovat cílenou biologickou léčbu trastuzumabem (humanizovaná 

monoklonální protilátka IgG1), a to jak v paliativním, tak neo-/adjuvantním režimu 

(Koudeláková et al., 2012). 

Vedle výše uvedených biomarkerů u karcinomu prsu je dnes používána celá řada 

molekulárních nádorových markerů detekovaných z nádorové tkáně, např. mutační status 

genu KRAS u kolorektálního karcinomu, a další přibývají. 

Další oblastí zájmu řady studií a možností klinického využití jako biomarkerů z krevních 

vzorků jsou v rámci tzv. liquid biopsy (tekutá biopsie) cirkulující nádorové elementy: 

cirkulující nádorová deoxyribonukleová kyselina (DNA), mikroribonukleová kyselina (micro-

RNA) a již výše zmíněné CTC/DTC. 

Na buňky, které jsou přítomny v periferní krvi a vykazují podobnost s buňkami primárního 

nádoru, upozornil již v roce 1869 australský lékař Thomas R. Ashworth (Ashworth, 1869). 

V době zahájení této práce v roce 2012 byly již CTC/DTC předmětem intenzivního výzkumu 

déle než 10 let. Snaha o objevení citlivé a specifické metody pro detekci CTC/DTC 

a rozklíčování jejich role v procesu metastazování za účelem vyvinout cílenou a individuální 

účinnou terapeutickou strategii v léčbě maligních nádorů dala vzniknout desítkám 

výzkumných prací jak ve světě, tak České republice (Eliášová et al., 2013). 

Během následujících let bylo provedeno několik metaanalýz, které hodnotily výsledky 

publikovaných studií o vlivu CTC na prognózu pacientů s nádorovým onemocněním. 

Zhao et al. (2011) prokázali na souboru 4 013 pacientů z 24 studií negativní prognostický 
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význam CTC v periferní krvi u pacientek s karcinomem prsu. Obdobně Rahbari et al. (2010) 

potvrdili analýzou 36 studií prognostický význam CTC u 3 094 pacientů s kolorektálním 

karcinomem. Provedené studie opakovaně došly ke stejnému závěru, a to že pozitivita CTC u 

pacientů s nádorovým onemocněním koreluje s jejich prognózou (Juratli, 2013). 

Novou éru výzkumu CTC přineslo několik úspěšných příkladů metod záchytu 

životaschopných CTC a určení vhodných podmínek pro jejich kultivaci. Zatímco pozorování 

dlouhodobých kultur CTC sebou nese velký příslib jako preklinický model pro vývoj nádoru 

jako takového, výzkum krátkodobých kultur poskytuje aktuální molekulární informace 

o stavu progrese onemocnění (Guo et al., 2016). Také může pomoci identifikovat rozdíly 

mezi primárním nádorem a metastázami na úrovni fenotypů a genotypů. Určení těchto rozdílů 

je základem pro zlepšení terapeutických přístupů (Bobek et al., 2014). 

Do současné doby přetrvává stále řada problémů, které je potřeba vyřešit pro úspěšné 

začlenění stanovení CTC do klinické praxe. Snaha o vyvinutí dostatečně senzitivních 

a specifických standardizovaných postupů pro izolaci a následnou úspěšnou kultivaci těchto 

nádorových elementů je náročná kvůli řadě faktorů: 

• CTC existují v periferní krvi ve velmi malém počtu (odhadem 1 CTC na miliardu 

krevních buněk), 

• velký podíl CTC nemusí být viabilní a je potřeba dostatečně spolehlivé analytické 

metody k rozlišení viabilních a neviabilních nádorových buněk, 

• stále přetrvává řada nejasností při identifikaci biologických rysů CTC a příznivého 

prostředí pro jejich růst (Guo et al., 2016). 

1.3 Izolace a detekce nádorových buněk z krve a peritoneální laváže 

Detekce a izolace CTC/DTC může být provedena několika různými metodami, které vždy 

začínají odběrem a zpracováním nesrážlivé krve. Tyto metody se zakládají na rozdílech mezi 

krevními elementy a nádorovými buňkami, a to buď ve vlastnostech biofyzikálních (hustota, 

velikost, elektrický náboj) nebo biologických (vazba protilátky na určitý povrchový marker). 

Separace založené na principu odlišných biologických vlastností mohou mít pozitivní nebo 

negativní výběrový postup. Tyto technologie jsou založeny na imunomagnetických nebo 

mikrofluidních zařízeních, kde je na nádorovou buňku navázána specifická protilátka. 
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1.3.1 Imunomagnetická detekce 

Hlavní zástupce využívající tohoto principu je metoda CellSearch®Assay (Veridex, Raritan, 

New Jersey), první uznaná pro klinické využití americkým Úřadem pro kontrolu potravin 

a léčiv (U.S. Food and Drug Administration – FDA). Jedná se o imunomagnetické obohacení 

CTC frakce z krve pomocí ferrofluidních nanočástic pokrytých specifickými protilátkami 

proti adhezní molekule epitelových buněk (anti-epithelial cell adhesion molecule – anti-

EpCAM). Tento proces představuje pozitivní selekci. Následně je obohacená frakce 

nabarvena fluorescenčním barvivem 4',6-diamidino-2-fenylindolem (DAPI) barvícím buněčná 

jádra a fluorescenčními protilátkami specifickými pro CD45+ (cluster of differentiation) 

leukocyty (negativní selekce) a pro intracelulární cytokeratiny 8, 18 a 19 (specifita 

k epiteliálním buňkám). Vzorky jsou analyzovány čtyřbarevným analyzátorem (Cell-Spotter 

Analyzer), který identifikuje epiteliální buňky (potenciální CTC) jako pozitivní 

na cytokeratiny, negativní na CD45 marker a s kompaktním jádrem zobrazeným pomocí 

DAPI (Allard et al., 2004). 

Na podobném principu je založena metoda izolace CTC AdnaTestTM (AdnaGen AG, 

Langenhagen, Německo), která selektuje buňky pozitivní na EpCAM. Pro kolorektální 

karcinom a karcinom prsu se využívá kombinace protilátek vázaných na magnetických 

částicích EpCAM/Mucin 1 (MUC1), pro karcinom prostaty EpCAM/HER2. 

Po imunomagnetické separaci následuje v tomto testu analýza specifických genových 

transkriptů pomocí semikvantitativní polymerázové řetězové reakce (polymerase chain 

reaction – PCR) (Zieglschmid et al., 2005). Nevýhodou těchto metod je ale obohacení CTC 

populace na základě využití specifických epiteliálních markerů, takže je detekována jen určitá 

populace CTC. Studie prokázaly, že v krvi cirkuluje populace CTC (v různé fázi EMT), která 

neexprimuje dostatečné množství epiteliálních markerů, aby byla těmito metodami 

detekována (Mego et al., 2010). EpCAM negativní populaci buněk tak v uvedených případech 

vůbec nelze zachytit. 

Vyvinuté novější technologie využívají k detekci další markery, jako jsou markery 

kmenových buněk nebo mesenchymální markery. Jedním z představitelů je detekční systém 

Mag Sweeper (Deng et al., 2014, Cann et al., 2012). Nicméně ani tyto metody nejsou schopny 

izolovat celou populaci CTC, a to v důsledku vysoké heterogenity související zejména 

s procesem EMT. Mimo to jsou cílové epitopy pro protilátky v klastrech CTC mnohdy 

nepřístupné, a proto mohou být buněčné shluky následně zachyceny obtížněji či vůbec. 
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Příkladem negativní výběrové technologie založené na vyčerpání krevních buněk (především 

leukocytů), které jsou lépe charakterizovány za použití protilátek proti antigenům 

exprimovaným na těchto buňkách, je systém EasySEPTM (Stemcell Technologies, 

Grenoble, Francie) (Lapin et al., 2016; Yin et al., 2015) či CTC-iChip (Aceto et al., 2018; 

Fachin et al., 2017). Tyto metody mají potenciál zachytit všechny subpopulace CTC, avšak 

za cenu nízké čistoty získaného vzorku. 

1.3.2 Mikročipové mikrofluidní technologie 

V průběhu několika posledních let byly zavedeny také metody izolace CTC využívající 

obohacení CTC pomocí mikročipů, např. Cell Enrichment and Extraction Technology, 

CEETM. Na rozdíl od imunomagnetické separace je CEETM metoda schopna izolovat CTC 

nezávisle na expresi EpCAM nebo cytokeratinů. Buňky jsou na čipu analyzovány 

morfologicky, imunohistochemicky a po extrakci RNA nebo DNA jsou také podrobeny 

molekulární analýze (Dickson et al., 2011). 

1.3.3 Separace založená na velikosti 

Mezi často využívané metody izolace CTC/DTC z tělních tekutin (krev, peritoneální laváž) 

patří separace na základě rozdílné velikosti nádorových buněk a krevních elementů. Funguje 

na principu filtrování přes polopropustnou membránu s póry, která zachytí buňky větší než 

maximální velikosti pórů. Krev nesmí při filtraci koagulovat, a proto se používají 

antikoagulační činidla, např. kyselina ethylenediamintetraoctová (EDTA). Pro obohacení 

frakce CTC z krve se využívají filtry s póry o velikosti 7–8 μm. Separační systémy jako 

ISETTM (Broncy et al., 2018; Kallegri, 2018), ScreenCellTM (Sarcella, Francie) (Yanagita, 

2018; Kruspe, 2017), CellSieveTM (Adams et al., 2014; Adams et al. 2015) nebo MetaCellTM 

(Cegan et al., 2014; Kolostová et al., 2016) vycházejí z předpokladu, že izolované nádorové 

buňky mají průměrnou velikost 15–30 μm a svým průměrem se značně odlišují od ostatních 

krevních buněk (erytrocytů s průměrem 7,4 μm, leukocytů s průměrem 7–20 μm ). Tento fakt 

je z velké míry založen především na měření velikosti v CTC buněčných liniích. Ukazuje se, 

že mnoho CTC ve vzorcích od pacientů se velikostí přibližuje k leukocytům. Odhaduje se, že 

na základě jednostupňové selekce podle velikosti může být ztraceno 20–50 % menších CTC, 

které mohou projít filtrem (Alunni-Fabbroni et al., 2010). 

Přestože je separace málo sensitivní a málo specifická (možná kontaminace CTC většími 

leukocyty), mají tyto filtrační metody některé důležité výhody, např. snadné použití, nízké 
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náklady, možnost rychlého zpracování materiálu a především získání nemodifikovaných 

a životaschopných buněk (včetně buněčných shluků) využitelných k následné kultivaci 

a charakterizaci. 

Nicméně snaha o vylepšení bioinženýrského vybavení izolačních metod dále pokračuje, 

jak ukazuje například začlenění 3D mikrofiltrů (Yusa et al., 2014). 

1.3.4  Separace založená na hustotním gradientu 

Alternativní metodou k filtraci CTC je separace v hustotním gradientu založená na oddělení 

buněk podle rozdílů v jejich hustotě, kdy CTC jsou oddělené s lymfocyto-monocytární frakcí. 

Výhodami metod založených na centrifugaci, pro které jsou i značně rozšířené, jsou 

spolehlivost, snadné provedení a nízké náklady. S ohledem na jejich hlavní nevýhody, a to 

ztrátu CTC s vysokou hustotou při separaci frakce a nízkou čistotu vzorku pro vysokou 

kontaminaci leukocyty, se běžně používají jako počáteční krok před dalšími izolačními 

metodami. Díky modernizaci v metodice centrifugace byla vylepšena deplece leukocytů 

pomocí specifických protilátek či vložením porézní bariéry do centrifugy. Tím se zvýšila 

čistota vzorku a snížila se ztráta větších CTC nebo klastrů. Ficoll-Hypaque® (GE Healthcare 

Life Sciences, Freiburg, Německo) nebo Oncoquick® (Greiner Bio One, Courtaboeuf, 

Francie) jsou příklady běžně užívaných komerčních testů (Jaeger et al., 2014; Alvarez-Cubero 

et al., 2017). 

1.4 Identifikace cirkulujících a diseminovaných nádorových buněk 

Stejně jako buňky primárního nádoru i CTC/DTC jsou extrémně heterogenní, ať v podobě 

jednotlivých buněk, nebo ve formě klastrů, které se skládají z fenotypicky a geneticky 

odlišných subpopulací. V souvislosti s tím se ukazuje, že variabilita buněčné populace se 

během procesu diseminace solidních nádorů mění v prostoru i v čase a genetický profil CTC 

se může lišit od primárních tumorů, z kterých pocházejí. Identifikace CTC schopných tvořit 

metastázy i CTC jako takových je základním cílem při vývoji terapeutických postupů proti 

metastatickým onemocněním (Menyailo et al., 2020). 

Zachycení typických tumor-asociovaných znaků CTC/DTC lze na úrovni cytomorfologické 

nebo molekulární. Získaná obohacená frakce CTC/DTC obvykle stále obsahuje určité 

množství leukocytů. Je tedy potřebné použít detekční metodu, která je schopná odlišit 

nádorovou buňku od buněk kontaminujících, a tím vyloučit falešně pozitivní výsledky. 
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Detekce probíhá nejčastěji těmito způsoby: 

• imunocytochemickou či imunofluorescenční detekcí specifických antigenů, které jsou 

výlučně exprimovány na nádorových buňkách, 

• pomocí kvantitativní PCR (qPCR) molekulární analýzy nukleových kyselin CTC, 

• detekcí nádorově specifických proteinů produkovaných CTC. 

Pro účely cytomorfologické analýzy je nutné vizualizovat morfologii buněčných struktur 

pomocí barvení. Využívají se základní cytologická barvení fixovaných buněk, také in vivo 

barvení buněk pomocí speciálně upravených fluorescenčních barviv či imunohistochemické 

barvení pomocí specifických protilátek pro identifikaci buněčných organel. Pro detekci CTC 

jsou použity markery pro cytokeratin 19 (CK-19), leukocyty (CD45) a buněčné jádro (DAPI). 

Pomocí vícebarevné zobrazovací analýzy za použití fluorescenčního mikroskopu jsou CTC 

pak definovány jako CK+/CD45₋/DAPI+ buňky. Mimo to lze přidáním dalších 

markerů (tumor-asociovaných genů, např. EpCAM, MUC1 a HER2) zhodnotit expresi 

určitých terapeutických cílů u různých subpopulací. 

Genetický profil CTC/DTC je v prvním kroku molekulární analýzy determinován na základě 

exprese znaků asociovaných s konkrétním nádorovým onemocněním, podobně jako v případě 

diferenciální diagnostiky u histopatologického vyšetření tkáně. Pro zjištění exprese 

specifických genových transkriptů je využívána qPCR. Reakce qPCR umožňuje amplifikaci 

určitého úseku DNA za současné kvantifikace replikátu po každém cyklu PCR pomocí 

uvolněné fluorescence. Tento fluorescenční signál je detekován a je úměrný množství 

amplifikované DNA. 

Pomocí qPCR je k identifikaci CTC/DTC detekována pozitivita v minimálně jednom 

z markerů: cytokeratin 7 (KRT7), cytokeratin 18 (KRT18), cytokeratin 20 (KRT20), CEA, 

EpCAM. Následně je možné ve frakci CTC analyzovat expresi dalších tumor-asociovaných 

genů či genů chemorezistence. Určení chemorezistentního profilu u CTC může mít 

prediktivní význam pro odpověď onkologických pacientů na léčbu. 
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2 Cíle práce a stanovené hypotézy 

2.1 Cíle práce 

Cílem práce bylo izolovat CTC z krve pacientů s různými druhy solidních tumorů a následně 

se pokusit o jejich kultivaci in vitro a cytomorfologickou charakterizaci. 

Zlepšením a stanovením vhodných postupů při detekci CTC z periferní krve (tzv. liquid 

biopsy) bychom rádi přispěli k diagnostice a volbě vhodné terapie (včetně chirurgické), 

např. u pacientů, kterých není možné získat vzorky nádorové tkáně při chirurgickém zákroku. 

Obdobně monitorace efektu chirurgické léčby pomocí CTC a záchyt časné rekurence 

nádorového onemocnění (kdy ještě nejsou přítomny metastázy) představují další z možných 

způsobů využití těchto nádorových elementů. 

Ze skupiny pacientů se solidními tumory jsme se v rámci práce zaměřili na pacienty s nádory 

gastrointestinálního traktu a prsu. U pacientek s karcinomem prsu bylo cílem pokusit se 

o molekulární charakterizaci cirkulujících nádorových buněk v průběhu léčby. 

Záměrem rovněž bylo zjistit, zda je pomocí identifikace CTC a specifikace vztahu výskytu 

CTC a stadia nemoci možné rozdělit pacienty do prognostických skupin. 

2.2 Stanovené hypotézy 

Hypotéza I: Vyskytují se CTC u různých druhů solidních tumorů? 

Základem léčby všech solidních nádorů je jejich chirurgické odstranění. Otázkou, kterou 

si klademe, je, zda výskyt CTC souvisí s určitým histologickým typem tumoru. 

Hypotéza II: Odráží se ve výskytu CTC stadium nádorového onemocnění? 

V klinické praxi slouží k jednoduchému popisu rozsahu nádoru a určení stadia onemocnění 

TNM systém (klinická klasifikace cTNM a patologická klasifikace pTNM). Staging 

nádorového onemocnění je jedním z kritérií, podle kterého se lékař rozhoduje o načasování 

a typu vhodné terapie: lokoregionální (chirurgický výkon, radioterapie) či systémové. 

Restaging v průběhu léčby či po jejím ukončení monitoruje odpověď nádorového onemocnění 

na léčbu. S ohledem na skutečnost, že přítomnost CTC v krvi doprovází šíření maligního 

onemocnění hematogenní cestou, nás zajímá, zda výskyt CTC koreluje se stadiem nádorového 

onemocnění. 
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Hypotéza III: Lze použít CTC k molekulární charakterizaci nádorového onemocnění? 

Profily subpopulací CTC představují prostředek identifikace individuálních změn 

v kancerogenezi a citlivosti na léčbu (tzv. real-time nádorová biopsie) a díky tomu vhodný 

biomarker pro monitoraci nádorového onemocnění v průběhu léčby. 

Hypotéza IV: Je možné vizualizovat CTC/DTC ve viabilním stavu? 

Stanovení viability nádorových buněk je založeno na detekci životně důležitých funkcí 

pomocí selektivního značení fluorescenčními barvami (např. měřením intracelulární 

esterázové aktivity či sledováním membránové integrity). Ke sledování značených buněk je 

tradičně využíván fluorescenční mikroskop, který poskytuje náhled na jednotlivé buňky 

a umožňuje analýzu jejich vlastností. 
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3 Materiál a metodika 

3.1 Použité metody 

3.1.1 Zpracování vzorků od pacientů se solidními tumory 

Vzorky (krev, peritoneální laváž) byly shromažďovány od pacientů s nádory 

gastrointestinálního traktu. V rámci testování byly pacientům odebírány vzorky: 

• periferní krve před operací (nesrážlivá ve zkumavkách s 1,6 mg EDTA/ml), 

• peritoneální laváže (výplach fyziologickým roztokem z oblasti peritoneální dutiny při 

operaci) 

• krve z cévy z oblasti nádoru v průběhu operace (ve zkumavkách s 1,6 mg EDTA/ml), 

• části primárního nádoru ve sterilní nádobě s RPMI-1640 médiem. 

Vzorky byly odebírány v rámci plánovaného operačního výkonu za účelem resekce nádorové 

tkáně. Do studie bylo zařazeno 24 pacientů s karcinomem pankreatu a 98 pacientů 

s karcinomem kolorektálním. 

U pacientek s karcinomem prsu byly vzorky krve (8 ml, nesrážlivá ve zkumavkách 

s 1,6 mg EDTA/ml) odebírány v perioperačním období nebo během plánovaní či průběhu 

onkologické léčby. Do studie bylo zařazeno 167 pacientek. 

Obě skupiny pacientů/ek podepsaly informovaný souhlas se zařazením do studií v souladu 

s Helsinskou deklarací. Zpracování vzorků proběhlo vždy bezprostředně po odebrání 

biologického materiálu, nejpozději však do 24 hodin od odběru. Práce se vzorky probíhala 

v laboratoři Oddělení nádorové biologie 3. lékařské fakulty Univerzity Karlovy a v laboratoři 

Oddělení laboratorní genetiky Fakultní nemocnice Královské Vinohrady. Pracovní postupy 

byly prováděny v laminárním boxu, který byl pravidelně vysvěcován lampou s ultrafialovým 

světlem (UV). 

Před zpracováním byly vzorky uloženy při +4 °C. Část nádorové tkáně byla uskladněna pro 

další analýzy v 1 ml roztoku RNA later při +4 °C. 

3.1.2 Izolace cirkulujících/diseminovaných nádorových buněk 

K izolaci CTC byl aplikován separační protokol založený na velikosti buněk a separační 

kolona MetaCell® (Cegan et al., 2014; Kolostová et al., 2016). Celá izolace probíhala při 
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pokojové teplotě. Podrobněji je metodika popsána v přiložených publikacích (Bobek et al., 

2014; Eliášová et al., 2017; Jakabová et al., 2017). 

3.1.3 Kultivace cirkulujících/diseminovaných nádorových buněk in vitro 

Založené buněčné in vitro kultury z buněk izolovaných z analyzovaného biologického 

materiálu (krev/peritoneální laváž) byly pravidelně kontrolovány pomocí mikroskopu. 

Práce s buněčnými kulturami a kultivace probíhaly podle zavedeného protokolu pro 

krátkodobé (do 5 dnů) a dlouhodobé (déle než 5 dnů) CTC kultivace in vitro spolu s kultivací 

DTC izolovaných z peritoneální laváže u pacientů s kolorektálním karcinomem a karcinomem 

pankreatu. 

Inkubace buněčné kultury v destičce probíhala standardně 3–5 dní v termostatu (37 °C; 5,0 % 

tenze CO2). Růstové médium R+ bylo vyměňováno, pokud se jeho pH snížilo (kontrolováno 

pomocí indikátoru v médiu fenolové červeně) nebo pokud inkubace byla delší než 

týden (docházelo k degradaci antibiotik). Nejpozději po dvou týdnech kultivace buněk bylo 

růstové médium odsáto, buněčné kultury byly zabarveny pro vizualizaci jader buněk. 

Následovalo vyhodnocení přítomnosti CTC pod světelným či fluorescenčním mikroskopem. 

3.1.4 Cytomorfologická a molekulární charakterizace cirkulujících nádorových buněk 

Vizualizace a cytomorfologická charakterizace CTC 

Prvním krokem v analýze separovaných buněk bylo popsání morfologie buněk na základě 

cytomorfologických parametrů pomocí světelného či fluorescenčního mikroskopu ve dvou 

krocích: 

1. skríning při 20násobném zvětšení pro lokalizaci buněk, 

2. při 40–60násobném zvětšení pro detailní cytomorfologickou analýzu. 

Izolované buňky nebo shluky buněk byly vybrány, digitalizovány a zhodnoceny zkušeným 

výzkumníkem, cytologem či patologem. CTC byly definovány jako buňky splňující 

následující histopatologická kritéria pro CTC: 

1. viditelná cytoplazma – velké množství cytoplazmy (velikost buňky> 15 μm), 

2. nepravidelnost okrajů jaderné membrány, 

3. velikost jádra stejná nebo větší než 10 μm, 

4. prominentní nukleoly (jadérka), 
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5. vysoký poměr mezi velikostí jádra a cytoplazmy – N/C poměr, 

6. přítomnost 2D/3D struktur proliferujících buněk – proliferace, plasticita. 

Obohacená frakce CTC z krve byla po barvení tzv. MGG (cytologické barvení pomocí barviv 

May-Grünwald a Giemsa-Romanowski; jádra – červenofialová barva, cytoplazma – světle 

fialová barva) pozorována u fixovaných buněk nad i pod membránou pomocí invertovaného 

mikroskopu. Byla sledována proliferace nádorových buněk a jejich plasticita (prorůstání póry 

membrány na dno kultivační misky) (Obrázek 2.). 

 

Obrázek 2. CTC zachycené u pacienta s kolorektálním karcinomem, barvení MMG, a) membránová 

frakce, b) spodní frakce 

Pro účely cytopatologické analýzy CTC/DTC in vivo bylo použito speciálně upravených 

vitálních fluorescenčních barviv buněčného jádra (NucBlueTM) a cytoplazmy (CellTrackerTM 

Green CMFDA) k vizualizaci buněčné morfologie (Obrázek 3.). 

 

Obrázek 3. Vizualizace buněčné morfologie, a) nativní diseminovaná nádorová buňka (DTC) 

neuroendokrinního tumoru (NET), b) DTC NET s fluorescenčním barvením jádra (NucBlueTM), 

c) DTC NET s fluorescenčním barvením cytoplazmy (CellTrackerTM GreenCMFDA) 

Molekulární charakterizace nádorových buněk – analýza genové exprese 

Pro stanovení molekulárního profilu CTC u karcinomu prsu byl použit multimarker panel 

genů asociovaných s tumory (tzv. tumor asociované geny) a s terapeutickým potenciálem: 

Actin, CD45, CD68, EPCAM, MUC1, KRT18, KRT19, ESR, PGR, mamaglobin, HER2, 

CD24, CD44. Kromě toho byly testovány geny spojené s chemoresistencí (MRP1-10, MDR1, 
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ERCC1). Geny byly do panelu vybrány na základě standardních postupů diferenciální 

diagnostiky v cytopatologii při určování typů tumorů s neznámým původem. 

Pro sledování přítomnosti a frekvence mutací genu ESR/Her bylo potřeba analyzovat DNA 

z primárního nádoru (DNeasy, Qiagen, Německo). Dále byly stanovovány exprese genů na 

úrovni messenger RNA (mRNA) v nádorových buňkách v periferní krvi. U vzorků 

pozitivních na CTC nebo DTC byla RNA přepsána reverzní transkripcí do komplementární 

DNA (cDNA). Stanovení expresí genů proběhlo pomocí qPCR. 

RNA byla izolována z celé krve a z frakce bohaté na CTC, tedy z frakce buněk pěstovaných 

na separační membráně in vitro (tzv. membránová frakce). Buňky zachycené na membráně 

byly podrobeny lýze pomocí RLT-pufru s β-merkapto-ethanolem (Qiagen, Německo). RNA 

pak byla izolována pomocí RNeasy Mini Kit (Qiagen, Německo). RNA z celé krve byla 

izolována modifikovaným postupem a kvalita/koncentrace RNA byla změřena pomocí Nano-

Drop (ThermoScientific, USA). Vzhledem k tomu, že na membráně bylo jen do několika 

stovek buněk, střední koncentrace RNA byla poměrně nízká (5–10 ng/μl). Pro vytvoření 

cDNA byla použita vysokokapacitní cDNA reverzní transkripční sada (Life Technologies, 

USA). Exprese genů byla pro všechny testované geny zajištěna pomocí TaqMan chemistry, 

TaqMan MGB-probes (Life Technologies, USA). 

Oproti původnímu protokolu (Life Technologies, USA) bylo zvolen vyšší počet cyklů reakce, 

aby bylo možno detekovat i velmi malé koncentrace cDNA, protože množství genetického 

materiálu z CTC je detekováno na pozadí jaderných imunitních buněk, kterých je v tělních 

tekutinách mnohem více. 

3.1.5 Statistická analýza 

Statistická analýza byla provedena pomocí klinickopatologických informací 

transformovaných na proměnné 0 a 1, pokud byly použitelné pro testované vlastnosti. Chi-

čtvercový (Chi Squared) test byl použit k určení, zda existuje významný vztah mezi dvěma 

nominálními (kategorickými) proměnnými (např. přítomnost metastázy a CTC-pozitivita). 

Statisticky významná incidence rozdílů mezi dvěma porovnanými skupinami a přítomností 

CTC byla stanovena na p <0,05. 
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4 Výsledky 

4.1 Izolace cirkulujících/diseminovaných nádorových buněk z krve 

u pacientů s různými druhy solidních tumorů 

Přítomnost CTC/DTC byla prokázaná v 75,3 % případech z celkového počtu 298 testovaných 

vzorků krve pacientů, kteří podstoupili chirurgický zákrok či systémovou léčbu pro malignitu. 

K izolaci CTC/DTC jsme použili separační metodu založenou na velikosti (MetaCellTM) 

a úspěšně jsme tímto způsobem detekovali CTC/DTC u pacientů s různými druhy zhoubných 

solidních nádorů – s karcinomem prsu (přítomnost v 72,1 % ze 165 pacientek), karcinomem 

pankreatu (přítomnost v 66,7 % z 24 pacientů), karcinomem tlustého střeva (přítomnost 

v 88,9 % ze 45 pacientů) a karcinomem rektosigmoidea (přítomnost v 77,4 % z 53 pacientů) 

(Bobek et al., 2014; Eliášová et al., 2017; Jakabová et al., 2017). 

U pacienta s inoperabilním NET tenkého střeva (tkáňová histologická verifikace metastázy 

peritonea – Obrázek 4.) jsme izolovali DTC z peritoneální laváže získané při operaci 

(Obrázek 5). 

 

Obrázek 4. Imunohistochemické vyšetření tkáně primárního nádoru pacienta s inoperabilním 

neuroendokrinním tumorem, a) chromogranin, b) proliferační aktivita (Ki67 20 %), c) serotonin, 

d) CDX 2-marker specifický pro střevní epitel 
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Obrázek 5. Diseminovaná nádorová buňka izolovaná a kultivovaná in vitro z peritoneální laváže 

pacienta s inoperabilním neuroendokrinním tumorem 

4.2 Výskyt cirkulujících nádorových buněk a rozdělení pacientů 

do prognostických skupin 

Do studií byli zařazeni pacienti s diagnostikovanou malignitou v různém stadiu onemocnění, 

od kterého se odvíjela i jejich prognóza. Prognostické faktory jako velikost tumoru, 

přítomnost metastáz v regionálních uzlinách či ve vzdálených orgánech a histologický typ 

nádoru či jeho grade jsme se snažili dát do souvislosti se shromážděnými údaji o CTC 

pozitivitě. Naším překvapivým zjištěním byl fakt, že CTC pozitivita nekorelovala se stadiem 

onemocnění a že jsme u pacientek s karcinomem prsu detekovali CTC i v preinvazivním 

stadiu 0 (karcinom in situ) (Tab. 1, Bobek et al., 2014; Tab. 1, Eliášová et al., 2017; Tab. 2, 

Jakabová et al., 2017). 

Stejné procento pozitivity CTC jsme pozorovali u metastatických i non-metastatických 

pacientů s karcinomem pankreatu (66,7 % vs. 66,7 %) (Tab. 1, Bobek et al., 2014). 

U pacientů s kolorektálním karcinomem bylo procento pozitivity u metastatických o něco 

vyšší než u non-metastatických nádorů (87,1 % vs. 80,6 %), ale ani hodnocení výskytu 

vzdálených metastáz ani metastatické postižení uzlin (u N0 pacientů pozitivita CTC v 82,7 % 

vs. 85 % u N1 pacientů) neprokázalo žádný statisticky významný rozdíl ve vztahu s výskytem 

CTC v krvi (p ≥ 0,05) (Tab. 1, Eliášová et al., 2017). 
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Obdobně u kohorty pacientek s karcinomem prsu nebyl zjištěn žádný významný rozdíl mezi 

testovanými podskupinami s rozdílnou prognózou. Nejvyšší výskyt CTC byl pozorován 

ve skupině pacientek před operací (86,6 %) nebo před zahájením neoadjuvantní léčby 

(82,3 %). 

4.3 Molekulární charakterizace cirkulujících nádorových buněk 

v průběhu léčby pacientek s karcinomem prsu 

Část vyšetřovaných pacientek s karcinomem prsu (n = 20) jsme pravidelně v průběhu 

onemocnění a léčby sledovali a mimo přítomnost CTC jsme zkoumali také molekulární 

charakteristiku CTC se zvláštním zaměřením na stav receptorů HER2 a ER. Analýza genové 

exprese odhalila (celkem 43 qPCR vyšetření), že status HER2 a ER se u CTC může lišit 

od jejich statusu u primárního tumoru. 

Nejčastější změny byly pozorovány ve skupině pacientek s triple negativním karcinomem 

prsu (ER-/PR-/HER2-; n = 12), u kterých bylo hodnoceno 27 vzorků. U 4 z 12 pacientek jsme 

zachytili změnu HER2, a to z HER2 – stavu detekovaného z tkáně primárního tumoru na 

HER2+ detekovaný z CTC. Změna byla relevantní pro 33, 3 %, což je již významným číslem. 

Podobně se u dalších 50 % pacientek status HER2 změnil z HER2+ u primárního tumoru 

na HER2- u CTC (3 z 6 pacientek). Stav ER v CTC se změnil pouze v jednom směru, a to 

z ER+ na ER- (3 z 3 pacientek). Toto zjištění potvrdilo naši hypotézu, že CTC lze využít 

k molekulární charakterizaci nádorového onemocnění (Jakabová et al., 2017). 

4.4 Kultivace in vitro a cytomorfologická charakterizace cirkulujících/ 

diseminovaných nádorových buněk 

Po izolaci CTC/DTC jsme za předem definovaných podmínek úspěšně založili životaschopné 

buněčné kultury in vitro, které byly dále inkubovány jako krátkodobé (do 5 dní) nebo 

dlouhodobé (déle než 5 dní) kultury. Některé izolované DTC byly pěstovány a proliferovaly 

in vitro i déle než 6 měsíců (Bobek et al., 2014; Eliášová et al., 2017; Jakabová et al., 2017). 

Ke stanovení viability nádorových buněk jsme použili detekci životně důležitých funkcí 

buněk pomocí selektivního značení fluorescenčními barvivy, např. sledování membránové 

integrity a buněčného dělení prostřednictvím sledovaní jaderné morfologie (NucBlue®) 

či pohybu buněk (Celltracker®). Ke sledování značených buněk jsme použili fluorescenční 

mikroskop, který nám poskytl náhled na jednotlivé buňky a umožnil analýzu jejich 
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cytomorfologie a chování (Obrázek 1., Eliášová et al., 2017; Obrázek 1., Jakabová et al., 

2017). Životaschopné CTC/DTC jsme úspěšně zachytili a zobrazili u pacientů se všemi typy 

nádorů, které jsme vyšetřovali. V řadě případů jsme byli schopni zachytit i proliferaci 

nádorových buněk a jejich přesun přes póry separační membrány (Obrázek 1., Bobek et al., 

2014). 
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5 Publikace in extenso s impakt faktorem, které jsou podkladem 

disertační práce, komentář jejich výsledků 
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Příloha 1 

 

ELIASOVA P., PINKAS M., KOLOSTOVA K., GURLICH R., BOBEK V.; Circulating 

tumor cells in different stages of colorectal cancer. Folia Histochem Cytobiol., 2017;55(1):1-

5. ISSN: 0239-8508 (Print), ISSN: 1897-5631 (Electronic). DOI: 10.5603/FHC.a2017.0005. 

IF: 1.389/2016. 

 

Komentář výsledků 

V naší práci jsme prezentovali spolehlivý, levný a relativně rychlý způsob pro detekci CTC 

z krve pacientů s kolorektálním karcinomem. K vyhodnocení pozitivity jsme použili 

cytomorfologickou analýzu izolovaných buněk za pomoci prostředků vitálního 

fluorescenčního barvení (Obrázek 1.). 

Bylo vyšetřeno 45 pacientu s karcinomem tlustého střeva a 53 pacientů s karcinomem 

rektosigmoidea. Z této skupiny bylo 83 (81 %) pacientů CTC pozitivních. Tato CTC 

pozitivita u námi hodnocených pacientů byla dána do souvislosti s klinickopatologickými 

charakteristikami. Podskupiny pacientů ve vztahu k TNM klasifikaci vykazovaly CTC 

pozitivitu ve všech stadiích bez signifikantního rozdílu (Tab. 1.). 

V námi prezentované studii přednášíme úspěšnou izolaci CTC z krve pacientů 

s kolorektálním karcinomem. Ukázalo se, že CTC získané filtračním přístupem založeným na 

velikosti v životaschopném stavu umožňují zavedení krátkodobých i dlouhodobých 

buněčných kultur (Obrázek 1.). Některé izolované CTC byly pěstovány in vitro jako 

standardní buněčná kultura až 6 měsíců. 

Detekce a charakterizace CTC může být využita jako cenný nástroj pro zlepšení prognózy 

v léčbě kolorektálního karcinomu. 
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Příloha 2 

 

JAKABOVA A., BIELCIKOVA Z., POSPISILOVA E., MATKOWSKI R., 

SZYNGLAREWICZ B., STASZEK-SZEWCZYK U., ZEMANOVA M., PETRUZELKA L., 

ELIASOVA P., KOLOSTOVA K., BOBEK V.; Molecular characterization and heterogeneity 

of circulating tumor cells in breast cancer. Breast Cancer Res Treat. 2017 Dec;166(3):695-

700. ISSN: 0167-6806 (Print) 1573-7217 (Electronic). DOI: 10.1007/s10549-017-4452-9. IF: 

3.626/2016. 

 

Komentář výsledků 

CTC pozitivita v kohortě námi sledovaných pacientek s karcinomem prsu byla 76 %. 

Nezjistili jsme žádný statisticky významný rozdíl mezi testovanými skupinami pacientek, ale 

nejvyšší výskyt CTC byl identifikován ve skupině před zahájením neoadjuvantní léčby 

a u pacientek indikovaných k operaci. Na druhou stranu nejnižší frekvence CTC pozitivity 

byla pozorována u žen v menopauze (56 %) a u pacientek s nálezem duktálního karcinomu 

in situ (DCIS, 44,4 %). Za zmínku stojí, že po dokončené neoadjuvantní terapii byla CTC 

pozitivita zjištěna v 77,7 % případů. Na druhé straně u pacientek po ukončené hormonální 

léčbě byla CTC pozitivita zjištěna v 52 % případů. Tento relativně vysoký výskyt CTC 

u pacientek s karcinomem prsu by měl být zvážen při dlouhodobé monitoraci relapsu 

onemocnění v rámci dispenzarizace pacientek. 
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Příloha 3 

 

BOBEK V., GÜRLICH R., ELIASOVA P., KOLOSTOVA K.; Circulating tumor cells in 

pancreatic cancer patients: enrichment and cultivation. World J Gastroenterol, 2014 Dec 

7;20(45):17163-17170. ISSN:1007-9327 (Print) ISSN: 2219-2840 (Electronic). DOI: 

10.3748/wjg.v20.i45.17163. IF: 2,369/2014-15. 

 

Komentář výsledků 

Proces metastázování je založen na plasticitě maligních buněk, která umožňuje jejich migraci 

z primárního nádoru do jiného mikroprostředí. Identifikace rozdílů mezi buňkami primárního 

nádoru a populací šířených buněk může vysvětlit rozdíly ve vývoji klonální heterogenity. 

Cirkulující nádorové buňky jako prostředníci hematogenního šíření nádoru skrývají potenciál 

pro stanovení nových léčebných režimů u zhoubných onemocnění. 

Inovace a zlepšování detekčních metod CTC jsou velmi důležité k zavedení dostatečně citlivé 

a specifické technologie pro detekci CTC, která by umožnila jejich analýzu na molekulární 

úrovni nutnou k pochopení metastatického procesu. Zlepšení efektivity záchytu, kvantifikace, 

zobrazovací a molekulární analýzy pravděpodobně umožní jejich další klinickou aplikaci 

v podobě nového prognostického a prediktivního biomarkeru umožňujícího monitoraci 

účinnosti systémové terapie. 

Tento článek poskytuje informace o způsobu izolace založené na velikosti a kultivace 

pankreatických CTC z vzorků krve pacientů s karcinomem pankreatu. Hlavním bodem naší 

práce je zavedení živé kultury CTC, které jsou dále schopny dalších testů k jejich 

charakterizaci. 
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Příloha 4 

ELIASOVA P., KOLOSTOVA K., KOBIERZYCKI C., BOBEK V.; Clinical studies 

monitoring circulating and disseminated tumor cells in gastrointestinal cancers. Folia 

Histochem Cytobiol.,2013;51(4),265-277. ISSN: 0239-8508 (Print), ISSN: 1897-5631 

(Electronic). DOI: 10.5603/FHC.2013.0037. IF: 1,364/2014-15. 

 

Komentář výsledků 

Review shrnuje prognostický význam detekce CTC/DTC u různých typů malignit 

gastrointestinálního traktu s přehledem jejich možného použití jako prognostického 

biomarkeru. Klinický význam CTC/DTC analýzy u pacientů s karcinomy jícnu, žaludku, 

pankreatu či kolorekta je shrnut v tabulkách, ve kterých jsou studie uvedeny podle diagnózy 

a metody detekce CTC. Studie jsou děleny podle metody detekce na metody 

imunocytogenetické a RT-PCR metody CTC analýzy. 

Je nezbytné stanovit citlivé a specifické technologie pro detekci CTC. Podrobnější analýzy 

jejich molekulárních charakteristik by měly být prováděny s cílem pochopit biologii 

CTC/DTC. To může poskytnout dosud nevyužitou možnost vyvinout terapeutické strategie, 

které budou účinně léčit a bránit metastatickému procesu pro každou osobu individuálně. 
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6 Diskuse 

6.1 Cirkulující nádorové buňky u různých druhů solidních tumorů – 

diagnostický biomarker 

Detekce a charakterizace CTC může přispět ke včasné diagnostice, pochopení nádorového 

onemocnění a zefektivnění terapie. Klíčovým krokem je použití dostatečně citlivé metody 

izolace a detekce CTC. Vysoká heterogenita CTC musí být zohledněna před výběrem 

izolačních a obohacujících metod za účelem minimalizace chybných postupů v detekci CTC 

hned v počátku. 

Separační filtrační metody nezávislé na protilátkách se ukazují účinnější při identifikaci CTC, 

neboť izolační metody CTC založené pouze na detekci epiteliálních markerů (např. EpCAM, 

cytokeratiny) nezachytí všechny CTC v důsledku jejich změn, které podstupují v rámci EMT 

procesu (Cohen et al., 2008; Cohen et al., 2009). Byly uveřejněny relativně nízké hodnoty 

záchytu CTC pomocí metod izolace vycházejících ze záchytu exprese EpCAM v časných 

fázích onemocnění (např. CellSearch®, Adnagen®). Ukazuje se, že izolační protokoly 

EpCAM nemusí být pro CTC detekci dostatečně senzitivní (Farace et al., 2011; Hofman et al., 

2011; Sandri et al., 2010). 

Mnoho úsilí bylo v posledním desetiletí věnováno vývoji nových „non-EpCAM“ detekčních 

metod. Jejich další vývoj je konfrontován s dalšími výzvami, jako jsou zlepšení míry čistoty 

a obohacení získaného vzorku, zajištění životaschopnosti CTC a udržení intaktního 

buněčného povrchu izolovaných CTC (Gabriel et al., 2016). 

Wang et al. (2016) přednáší k další diskusi problematiku kultivování izolovaných CTC pro 

klinické účely pouze z periferní krve. S ohledem na strukturu cirkulačního systému poukazuje 

na skutečnost, že ne všechny populace CTC jsou rovnoměrně rozloženy v krvi a použití 

samotné periferní krve k detekci CTC nemůže představovat celou genetickou variabilitu 

cirkulující nádorové buněčné populace (Wang et al., 2016). 

Námi prezentovaný soubor studií je zaměřen na úspěšnou izolaci CTC od pacientů se 

zhoubnými nádory gastrointestinálního traktu (slinivky, tlustého a tenkého střeva) a prsu 

pomocí jednoduché separační metody založené na velikosti (MetaCell®) (Cegan et al., 2014, 

Kolostová et al., 2016). 
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Nízká specificita je bohužel největší nevýhodou námi použité separační metody založené 

na velikosti. Oproti tomu výhodou je její vysoká citlivost a šetrná izolace životaschopných 

buněk s možnou následnou kultivací. Izolace celých buněk poskytuje další možnost 

molekulární charakterizace k jejich specifikaci. Jak kultivace s vyhodnocením CTC 

cytomorfologie dle histopatologických kritérií, tak molekulární charakterizace pak umožňují 

přesnou identifikaci CTC/DTC a jejich využití jako diagnostického biomarkeru (Bobek et al., 

2014; Eliášová et al., 2017; Jakabová et al., 2017). 

V korelaci s našimi daty byly obdobnou metodikou detekovány a identifikovány CTC 

u dalších typů solidních nádorů, a to nádorů jícnu (Bobek et al., 2014), žaludku (Kolostova 

et al., 2016), močového měchýře (Cegan et al., 2014) či ledviny (Klézl et al., 2020). 

6.2 Cirkulující nádorové buňky a stadia nádorového onemocnění – 

prognostický biomarker 

Ve snaze zhodnotit prognostický význam CTC pozitivity byla publikována celá řada 

studií (Eliášová et al., 2013) a meta-analýz o možném využití CTC jako prognostického 

markeru. Příkladem uvádíme metaanalýzu Rahbari et al. (2012) u pacientů s kolorektálním 

karcinomem, kde bylo zahrnuto 36 studií (n = 3 094 pacientů). Tyto studie kombinovaly 

různá místa odběru krve z krevního oběhu (periferní krev, mesenterická krev), přičemž je 

pojil vztah pozitivity CTC/DTC a kratší doba přežití bez návratu nemoci. Také bylo 

prokázáno, že detekce CTC z periferní krve byla statisticky významným prognostickým 

faktorem (Rahbari et al., 2012). 

U pacientů s detekovatelnými CTC bylo zjištěno významně horší celkové přežití a kratší doba 

do relapsu nemoci (Iinuma et al., 2011). Z výše uvedených publikací je zřejmé, že detekce 

CTC je silným prognostickým parametrem u pacientů s pokročilým nádorovým onemocněním 

a dynamika změn CTC může napomoci ke stratifikaci těchto pacientů. Překvapivým zjištěním 

byl fakt, že CTC pozitivita nekorelovala se stadiem nádorového onemocnění (Tab. 1, 

Bobek et al., 2014; Tab. 1, Eliášová et al., 2017; Tab. 2, Jakabová et al., 2017). 

Dříve se předpokládalo, že pouze u invazivních nádorů může docházet k uvolňování 

izolovaných nádorových buněk do krevního oběhu a lymfatických cest. Podle našich výsledků 

a také ve shodě se zahraničními studiemi se ukazuje možná diseminace nádorových buněk 

dokonce u karcinomů in situ (Jakabová et al., 2017; Banys, 2012; Sanger, 2011). To by 

znamenalo, že nádorové buňky mohou diseminovat již z preinvazivních mammárních lézí, 



69 

ze skrytých invazivních nádorů nebo dokonce se může jednat o časný krok mikroinvaze 

z preinvazivních lézí. Proto se v současné době výzkumné aktivity zaměřují na detekci 

a charakterizaci CTC u časných stadií nádorových onemocnění (Thery et al., 2019). V naší 

studii u kohorty pacientek s časným karcinomem prsu bylo více než 68 % případů CTC 

pozitivních (Jakabová et al., 2017). Tento výsledek poskytuje důkaz, že CTC migrují a šíří se 

i z morfologicky velmi raných lézí. Hosseini et al. (2016) prokázal, že metastatické šíření se 

často vyskytuje brzy během tvorby nádoru (Hosseini et al., 2016). Cirkulující nádorové buňky 

detekované u pacientek před projevem metastázy rakoviny prsu obsahují méně genetických 

abnormalit než primární nádory a ukazují, že k šíření dochází i během raných fází růstu 

nádoru (Schardt et al., 2005; Schmidt-Kittler et al., 2003; Husemann et al., 2008; Sanger 

et al., 2011). Přestože postavení CTC jako nezávislého prognostického biomarkeru je 

potvrzeno, k možnému použití detekce CTC jako optimálního nástroje k záchytu časných 

stadií či monitorování minimální reziduální choroby je potřeba dalších klinicky podložených 

výsledků. 

6.3 Molekulární analýza a identifikace cirkulujících nádorových buněk – 

prediktivní biomarker 

Výzkum na poli CTC pokročil z kvantifikace izolovaných CTC buněk k jejich molekulární 

charakterizaci, což by mělo umožnit monitoraci vývoje fenotypu nemoci v čase a poskytnout 

potenciální prediktivní marker odpovědi na léčbu. Molekulární charakterizace vychází 

z konceptu EMT, kdy buňka primárního tumoru ztrácí vlastnosti epiteliální buňky a získává 

některé vlastnosti mesenchymální buňky. Současně se mění genetický profil a signální dráhy, 

které jsou zodpovědné za inhibici apoptózy, proliferaci a metastatické vlastnosti 

CTC (Liberko et al., 2013). 

Rozhodnutí o léčbě karcinomu prsu jsou založena na vlastnostech primárního nádoru, aniž by 

zohledňovala charakter metastáz či minimální reziduální chorobu. Nakolik se však vyvíjejí 

entita a genetická heterogenita, bylo zjišťováno porovnáním tkáně primárního nádoru 

s metastázami a analýzou různých oblastí stejného nádoru (Siu et al., 2013). Bylo 

předpokládáno, že úspěch personalizovaných léčebných postupů velmi závisí na schopnosti 

zachytit a monitorovat heterogenitu nádoru v průběhu času a následně modulovat terapeutické 

postupy (Gagan et al., 2015). Je možné identifikovat v CTC citlivé geny, které by mohly být 

použity pro vývoj a optimalizaci genové terapie a imunoterapie u jednotlivých pacientů (Cen 

et al., 2012). 
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Právě CTC mohou pomoci identifikovat rozdíly mezi primárním nádorem a metastázami na 

úrovni fenotypu a genotypu. Klonální heterogenita primárního nádoru by mohla vysvětlit 

rozdíly mezi populacemi DTC a vývojem jejich nových genotypů a fenotypů (Han et al., 

2014). Proto identifikace rozdílů na úrovni genové exprese mezi primárními nádorovými 

buňkami a CTC by měla být základem pro zlepšení terapeutických přístupů. 

Signifikantním zjištěním vycházejícím z našeho výzkumu bylo, že analýza genové exprese 

odhalila (celkem 43 qPCR vyšetření) odlišný stav receptorů HER2 a ER u CTC od jejich 

stavu u primárního tumoru (Jakabová et al., 2017). Molekulární profil CTC informuje 

o aktuálním stavu receptorů na CTC, což umožňuje monitorování onemocnění (real-time 

biopsy) a může vést k individuálnímu cílení onkologické léčby. 

6.4 Vizualizace viabilních cirkulujících a diseminovaných nádorových 

buněk – kultivace in vitro 

Založení životaschopné buněčné kultury in vitro, a to jak krátkodobé, tak dlouhodobé (Bobek 

et al., 2014; Eliášová et al., 2017; Jakabová et al., 2017), bylo základem pro další analýzu 

cytomorfologie a chování CTC/DTC u různých typů solidních nádorů (Bobek et al., 2014; 

Eliášová et al., 2017; Jakabová et al., 2017). Viabilita nádorových buněk byla hodnocena 

pomocí značení fluorescenčními barvivy (NucBlue®, Celltracker®). 

Studie in vitro mohou být užitečné pro pochopení proliferativního a apoptotického potenciálu 

CTC, také pro jejich migrační a invazní schopnosti aj. Nicméně je potřeba přihlédnout 

k faktu, že v buněčných kulturách při kultivaci in vitro je uměle vytvořené prostředí, které 

neodráží skutečný obraz růstu nádoru v živém organismu (odlišná dostupnost kyslíku, živin, 

metabolitů a signalizačních molekul). Nedochází tedy k plnohodnotné interakci nejen mezi 

nádorovými, imunitními a stromálními buňkami a extracelulární matrix, ale i mezi 

nádorovými buňkami navzájem. To vše hraje důležitou roli v buněčné diferenciaci 

a proliferaci (Thoma et al., 2014). Také přilnutí buňky k plastovému povrchu může způsobit 

změnu morfologie nádorové buňky, což může ovlivnit organizaci intracelulárních struktur 

buňky s narušením jejích funkcí (Delarue et al., 2014). 

Zavedení, kultivace in vitro a následný výzkum 3D buněčných kultur, jako jsou clustery, 

nádorové sféroidy či organoidy (trojrozměrné buněčné modely skládající se pouze 

z nádorových buněk nebo jejich kombinace s jinými typy buněk) jsou další možnou cestou 

preklinického výzkumu CTC/DTC (Guo et al., 2016; Gabriel et al., 2016). 
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7 Závěr 

Předkládaná disertační práce shrnuje dílčí výzkumné práce, jejichž cílem bylo izolovat CTC 

z krve pacientů s různými druhy solidních tumorů a následně se pokusit o jejich kultivaci 

in vitro a cytomorfologickou charakterizaci. Do studií bylo za období 2013–2017 zařazeno 

celkem 289 pacientů. 

Práce zodpověděla následující hypotézy: 

Hypotéza I: Vyskytují se CTC u různých druhů solidních tumorů? 

Studie prokázaly výskyt CTC u různých druhů solidních tumorů. Použili jsme jednoduchou 

separační metodu s nízkou specificitou a vysokou senzitivitou záchytu CTC. Touto metodou 

byly CTC detekovány a izolovány u různých histopatologických druhů nádorů. 

Hypotéza II: Odráží se ve výskytu CTC stadium nádorového onemocnění? 

U pacientů s detekovatelnými CTC bylo zjištěno významně horší celkové přežití a kratší doba 

do relapsu onemocnění. Detekce CTC je silným prognostickým parametrem u pacientů 

s pokročilým nádorovým onemocněním a dynamika změn CTC může napomoci ke stratifikaci 

těchto pacientů. Překvapivým zjištěním výzkumu byl fakt, že CTC pozitivita nekorelovala se 

stadiem nádorového onemocnění. 

Hypotéza III: Lze využít CTC k molekulární charakterizaci nádorového onemocnění? 

Ano, podařilo se identifikovat v CTC geny, které by mohly být použity pro vývoj 

a optimalizaci genové terapie a imunoterapie u jednotlivých pacientů. Tímto CTC mohou 

pomoci identifikovat rozdíly mezi primárním nádorem a metastázami na úrovni fenotypu 

a genotypu. Molekulární profil CTC informuje o aktuálním stavu receptorů na CTC, což 

umožňuje monitorování onemocnění (real-time biopsy) a může vést k individuálnímu cílení 

onkologické léčby. 

Hypotéza IV: Je možné vizualizovat CTC/DTC ve viabilním stavu? 

Ano, podařilo se založení životaschopné buněčné kultury in vitro, a to jak krátkodobé, tak 

dlouhodobé, které bylo základem pro další analýzu cytomorfologie a chování CTC/DTC 

u různých typů solidních nádorů. 
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8 Souhrn 

Přestože nárůst incidence zhoubných novotvarů v České republice (ČR) během posledních let 

zpomalil, je v ČR průměrně diagnostikováno kolem 58 000 pacientů s maligním nádorovým 

onemocněním (mimo nemelanomové kožní novotvary) za rok. V souvislosti s maligním 

onemocněním cca 27 000 osob každý rok také umírá (ÚZIS, 2022).  

Nejčastějším nově diagnostikovaným zhoubným onemocněním v roce 2018 byly (mimo kožní 

nádory) zhoubné nádory prsu u žen a prostaty u mužů, karcinomy tlustého střeva a nádory 

průdušnice, průdušek a plic. Důležitým předpokladem úspěšné léčby nádorových onemocnění 

je nejen záchyt časných stadií, ale i nastavení optimální léčby individuálně pro každého 

pacienta. 

Základní otázkou bylo, zda jsme CTC buňky schopni u různých typů nádorů zachytit, 

identifikovat a zjistit, jestli se jejich výskyt odráží ve stadiu onemocnění. Také nás zajímalo, 

jakou roli hrají CTC při sledování pacientů po operační léčbě a při nastavení terapie. 

Do jednotlivých studií bylo za období 2013–2017 zařazeno 289 pacientů. Sběr dat 

probíhal retrospektivně. V rámci testování CTC byla všem pacientům odebrána periferní krev 

(2 x 8 ml, EDTA), a to buď v den operace, nebo v průběhu chemoterapie. Pro obohacení CTC 

byl použit separační protokol založený na velikosti buněk (MetaCell®). Po jednoduché filtraci 

krve přes polykarbonátovou membránu s póry byly zachycené buňky (větší než 8 µm) 

inkubovány in vitro po krátkou dobu (3–5 dnů) či dlouhodobě (déle než 5 dní). Po krátkodobé 

inkubaci byly buňky barveny histochemickým barvením fixovaných buněk (např. barvení 

May-Grünwald-Giemsa), imunohistochemickým barvením pomocí specifických protilátek 

k identifikaci buněčných organel (př. anti-cytokeratin 18-FITC) či jádra (DAPI) a vitálními 

fluorescenčními barvivy (NucBlueTM, CelltrackerTM). Přítomnost CTC byla vyhodnocena na 

základě cytomorfologické charakterizace podle definovaných histopatologických kritérií. 

Přítomnost CTC byla prokázaná 75,3 % případech testovaných vzorků krve pacientů 

s různými druhy solidních nádorů. Dále byly CTC/DTC inkubovány jako krátkodobé 

i dlouhodobé buněčné kultury. Některé izolované CTC/DTC byly pěstovány in vitro déle než 

6 měsíců. CTC pozitivita nekorelovala se stadiem onemocnění, velikostí nádoru nebo 

postižením lymfatických uzlin. Stejné procento pozitivity CTC bylo pozorováno 

u metastatických i non-metastatických (66,7 % vs. 66,7 %) pacientů s karcinomem pankreatu, 
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u pacientů s kolorektálním karcinomem pak bylo pozorováno mírně vyšší procento pozitivity 

u metastatických než u non-metastatických (87,1 % vs. 80,6 %). 

Překvapivým zjištěním, byl fakt, že CTC byly detekovány i v případech pacientek 

s preinvazivním stadiem karcinomu prsu (4,2 %). 

Vyšetření CTC patří do skupiny testů tekuté biopsie a jednou z jeho hlavních výhod je 

relativně minimální invazivita (odběr krve). Použitá filtrační metoda založená na velikosti 

(MetaCell®) umožnila zavedení životaschopné kultury CTC in vitro, která byla nezbytná pro 

zjištění rozdílů mezi primárními nádorovými buňkami a CTC. 

Z terapeutického hlediska bylo nejvýznamnějším zjištěním, že status HER2 a ER u CTC 

karcinomů prsu se může lišit od stavu těchto receptorů u primárního tumoru, tedy že charakter 

CTC se během sledovaného období mění a skutečně umožňuje sledování nádorové dynamiky. 
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9 Summary 

Although the increase in the incidence of malignant neoplasms in the Czech Republic (CZ) 

has slowed during recent years, on average around 58,000 patients are diagnosed with cancer 

every year. About 27 000 people every year also die in connection with malignant neoplasms 

(ÚZIS,2022). 

The most common newly diagnosed malignancies in 2018 were (excluding skin cancers) 

breast cancer in women, prostate cancer in men, colorectal cancer and tracheal, bronchial and 

lung cancers. 

An important prerequisite for successful treatment of cancer is not only the detection of early 

stages, but also the setting of optimal treatment individually for each patient. 

The basic question was whether we are able to capture, identify and find out whether CTC 

cells in different types of tumours are reflected in the stage of the disease. We were also 

interested in the role that CTCs play in monitoring patients after surgery and oncological 

treatment. 

A total of 289 patients were included in the individual studies that took place during the years 

2013 to 2017. Data collection took place retrospectively. Peripheral blood samples were 

collected from all patients, either on the day of surgery or during chemotherapy. A cell size 

separation protocol (MetaCell®) was used to enrich CTC. After simple filtration of the blood 

through a polycarbonate membrane with pores, the captured cells (greater than 8 µm) were 

incubated in vitro for a short time (3–5 days) or for a long time (more than 5 days). After 

short-term incubation, cells were stained by histochemical staining (May-Grünwald-Giemsa 

staining), immunohistochemical staining with specific antibodies to identify cell organelles 

(anti-cytokeratin 18-FITC), nuclear staining (DAPI, Sigma) or vital fluorescent staining 

(NucBlue®, Celltracker®). The presence of CTC was evaluated on the basis of 

cytomorphological characterization according to defined histopathological criteria. In a 

portion of the samples (n = 43) CTC were detected by molecular analysis (qPCR). 

The presence of CTC was demonstrated in 75.3% of cases of blood samples tested from 

patients with various types of solid tumours. CTC/DTC were further incubated as both short-

term and long-term cell cultures. Some isolated CTC/DTCs were grown in vitro for more than 

6 months. CTC positivity did not correlate with disease stage, tumour size, or lymph node 

involvement. The same percentage of CTC positivity was observed in metastatic and non-
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metastatic patients with pancreatic cancer (66.7% vs 66.7%). In patients with colorectal 

cancer a slightly higher percentage of positivity was observed in metastatic patients than in 

non-metastatic (87,1% vs. 80,6%). 

A surprising finding was the fact that CTCs were detected in patients with pre-invasive breast 

cancer (4,2%). 

CTC examination is a type of liquid biopsy test and one of its main advantages is relatively 

minimal invasiveness. The size-based filtration method used (MetaCell®) allows in vitro cell 

cultivation, which can be used to detect differences between primary tumour cells and CTC. 

From a therapeutic point of view, the most significant finding was that the status of HER2 and 

ER may differ between CTC breast cancer and the primary tumor and that the characteristics 

of the CTC changed during the study period. These fact highlight the need for monitoring of 

tumour cell dynamics in clinical practise. 
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11 Seznam zkratek 

CA (carbohydrátový antigen) 

CD (Cluster of Differentiation) 

cDNA (komplementární DNA) 

CEA (karcinoembryonální antigen) 

CEETM (Cell Enrichment and Extraction Technology) 

CTC (cirkulující nádorová buňka) 

ČR (Česká republika) 

DAPI (4',6 - diamidino-2-fenylindol) 

DCIS (duktální karcinom in situ) 

DNA (deoxyribonukleová kyselina) 

DTC (diseminovaná nádorová buňka) 

EDTA (ethylenediaminetetraacetic acid) 

EGFR (receptor epidermálního růstového faktoru) 

EMT (epiteliálně-mezenchymální tranzice) 

EpCAM (epithelial cell adhesion molecule) 

ER (estrogenový receptor) 

ERCC1 (excision Repair 1, Endonuclease Non-Catalytic Subunit) 

ESR (gen estrogenového receptoru) 

FDA (Food and Drug Administration) 

HER2 (humánní epidermální receptor 2) 

IgG1 (imunoglobulinG1) 

KRAS (Ki-ras2, Kirsten rat sarcoma virus oncogene homolog) 

KRT (keratin) 
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MDR1 (gen kódující P-glykoprotein) 

MET (mezenchymálně-epiteliální tranzice) 

microRNA (micro-ribonukleová kyselina) 

mRNA (mediátorová ribonukleová kyselina) 

MRP1-10 (multidrug resistence protein 1-10) 

MUC1 (mucin 1) 

NET (neuroendokrinní tumor) 

NK (přirození zabíječi) 

PCR (polymerase chain reaction) 

PGR (gen progesteronového receptoru) 

PR (progesteronový receptor) 

qPCR (quantitative polymerase chain reaction) 

SIP1/ZEB2 (Smad-interacting protein 1/Zinc finger E-box-binding homeobox 2) 

TNM (Tumor Node Metastasis) 

UV (ultrafialový) 

ÚZIS (Ústav zdravotnických informací a statistiky ČR) 

δEF-1 (δ-crystallin/E2-box factor) 



86 

12 Seznam publikací autora 

Publikace s IF 

BOBEK V., GÜRLICH R., ELIASOVA P., KOLOSTOVA K.; Circulating tumor cells in 

pancreatic cancer patients: enrichment and cultivation. World J Gastroenterol, 2014 Dec 

7;20(45):17163-17170. ISSN:1007-9327 (Print) ISSN: 2219-2840 (Electronic). DOI: 

10.3748/wjg.v20.i45.17163. IF: 2,369/2014-15. 

ELIASOVA P., KOLOSTOVA K., KOBIERZYCKI C., BOBEK V.; Clinical studies 

monitoring circulating and disseminated tumor cells in gastrointestinal cancers. Folia 

Histochem Cytobiol.,2013;51(4),265-277. ISSN: 0239-8508 (Print), ISSN: 1897-5631 

(Electronic). DOI: 10.5603/FHC.2013.0037. IF: 1,364/2014-15. 

ELIASOVA P., PINKAS M., KOLOSTOVA K., GÜRLICH R., BOBEK V.; Circulating 

tumor cells in different stages of colorectal cancer. Folia Histochem Cytobiol., 2017;55(1):1-

5. ISSN: 0239-8508 (Print), ISSN: 1897-5631 (Electronic). DOI: 10.5603/FHC.a2017.0005. 

IF: 1.389/2016. 

JAKABOVA A., BIELCIKOVA Z., POSPISILOVA E., MATKOWSKI R., 

SZYNGLAREWICZ B., STASZEK-SZEWCZYK U., ZEMANOVA M., PETRUZELKA L., 

ELIASOVA P., KOLOSTOVA K., BOBEK V.; Molecular characterization and heterogeneity 

of circulating tumor cells in breast cancer. Breast Cancer Res Treat. 2017 Dec;166(3):695-

700. ISSN: 0167-6806 (Print) 1573-7217 (Electronic). DOI: 10.1007/s10549-017-4452-9. IF: 

3.626/2016. 

Publikace bez IF 

ELIASOVA P., KOLOSTOVA K., JAKABOVA A., PINKAS M., BOBEK V., GURLICH 

R.; Circulating tumor cells in tumors of gastrointestinal tract-personalized therapy. Selected 

papers from European Federation Congress of the International College of Surgeons in Praque 

and Pilsen,2015; EurSurg (25 August 2016);48(3): S179-S226. ISSN: 1682-8631 (Print) 

1682-4016 (Online). DOI: 10.1007/s10353-016-0442-0. 


