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ABSTRAKT

Uvod: Pfitomnost cirkulujicich nadorovych bungk (CTC) v periferni krvi je asociovana
s horsi prognézou a ¢asnym relapsem u pacientek s karcinomem prsu. Stanoveni pritomnosti
CTC v periferni krvi je nyni povazovano za tzv. tekutou biopsii. Cilem této prace bylo
stanoveni pritomnosti CTC a jejich molekularni charakterizace s potencialnim vyuzitim nejen
jako novy biomarker pro sledovéani uc¢innosti systémové terapie ale také jako vhodny ndstroj
pro stratifikaci pacientek a naslednou individualizaci 1écby karcinomu prsu.

Metody: Do prospektivni studie bylo zafazeno 54 pacientek s ¢asnym karcinomem prsu.
Opakované jsme odebirali 10ml periferni krve pro stanoveni pfitomnosti a charakterizaci
CTC v prabéhu lécby. Izolace a detekce CTC byla provedena za pouziti AdnaTest
BreastCancer™ kitu (AdnaGen AG, Némecko) vyuzivajici kombinaci imunomagnetické
separace s multiplex PCR pro stanoveni transkriptli epitelidlnich a tumor-asociovanych genti
(EpCAM, MUC1 a HER2) v lyzatu CTC. Nasledné byla cDNA z izolovanych CTC pouzita
pro analyzu genovych expresi TOP1, TOP2A, CSTD, ST6GAL, KRT19 a aktin pomoci nové
navrzenych a optimalizovanych eseji pomoci kvantitativni PCR (qPCR). Vysledky qPCR
byly analyzovany pomoci softwaru Genex (MultiD Analysis).

Vysledky: Celkem jsme vySetfily 195 vzorkl periferni krve. Pfitomnost CTC byla prok4zana
u 31 % pacientek ptfed zahdjenim 1€cby. Pouze u 10% pacientek jsme zjistili CTC pozitivitu
po ukonéeni 16¢by. Usp&sné jsme navrhli a optimalizovali qPCR eseje pro TOP1, TOP2A,
CSTD, ST6GAL, KRT19 a aktin. Ziskana data poukazala na zna¢nou rozdilnost v expresnich
profilech CTC pro vSechny sledované geny. Nejvice exprimovanym genem v CTC byl MUC1
(70%), HER2 (52%) a EpCAM (35%). Ostatni geny byly detekovany v méné jak 20%.
Porovnanim HER2 stavu mezi primarnim nadorem a CTC jsme zjistili diskrepanci u 20%
pacientek. Na zéklad¢ statistického vyhodnoceni jsme nezjistili vyznamnou korelaci mezi
CTC a klinicko-patologickymi charakteristikami primarniho nadoru u jednotlivych pacientek.
Zavér: Pomoci naseho metodického pfistupu je mozné detekovat a charakterizovat CTC
v periferni krvi pacientek s karcinomem prsu. Informace ziskané na zékladé€ prikazu CTC a
jejich expresnich profilii mohou napomoci v klinické praxi jako podpora pro individualizaci

1é¢by.

KLiCOVA SLOVA: cirkulujici nddorové buiiky; karcinom prsu; kvantitativni polymerazova

fetézova reakce; imunomagneticka separace; genova exprese; charakterizace.



ABSTRACT

Introduction: The presence of circulating tumor cells (CTC) in the peripheral blood has been
associated with worse prognosis and early relapse in breast cancer patients. CTC
determination in the peripheral blood has been considered as a liquid biopsy. The aim of this
project was to analyze the presence of CTC followed by their molecular characterization with
the potential use not only as a new biomarker for real-time monitoring of therapy efficacy but
also as a suitable tool for patient’s stratification and individualization of treatment for breast
cancer.

Methods: A total of 54 patients with diagnosed early breast cancer were enrolled into a
prospective study. Ten millilitres of peripheral blood were sequentially collected to test for
the presence and characterization of CTC during the follow-up of patients. CTC isolation and
detection was performed by AdnaTest BreastCancer™ (AdnaGen AG, Germany), which is
based on the detection of EpCAM, HER2 and MUC1 specific transcripts in enriched CTC-
lysates. cDNA from isolated CTC has been further used for newly optimized gPCR assays for
breast tumor and therapy resistance associated genes: TOP1, TOP2A, CSTD, ST6GAL,
KRT19 and reference gene actin. qPCR results have been analyzed by Genex software
(MultiD Analysis).

Results: 195 blood samples have been analyzed in total. We detected CTC before therapy
initiation in 31 % of patients. Only 10 % of patients remained CTC positive after the
completion of therapy. We have successfully designed and optimized qPCR assays for genes
TOP1, TOP2A, CSTD, ST6GAL, KRT19 and reference gene actin. Our data indicated
noticeable heterogeneity of expression profile of detected CTC for all studied genes. The most
expressed gene in CTC was MUC1 (70%), HER2 (52%) and EpCAM (35%). For others
genes the detection rate was lower than 20%. HER2 status comparison between the primary
tumor and CTC shown mismatch in 20% of patients. We found no significant correlation
between CTC and individual clinico-pathologic characteristic of the primary tumor.
Conclusions: We have confirmed practicability of our methodological approaches for the
detection and characterization of CTC in the peripheral blood of breast cancer patients.
Information based on the CTC presence and expression profiles could provide clinicians

additional support for therapy management.

KEY WORDS: circulating tumor cells; breast cancer; quantitative; polymerase chain

reaction; immunomagnetic separation; gene expression; characterization; detection.
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SEZNAM POUZITYCH ZKRATEK

BRMS1  breast cancer metastasis suppressor 1

cDNA komplementarni deoxyribonukleova kyselina
CEA karcinoembryondlni antigen

CEpCs  cirkulujici epitelidlni nadorové bunky

CMF Cyklofosfamid

CSC nadorové kmenové bunky

CST6 cystatin M

CT pocitatova tomografie

CTC cirkulujici nddorové buiiky

DCIS duktalni karcinom in situ

DEP Dielektroforéza

DFS celkové bezptiznakové preziti
DNA deoxyribonukleova kyselina

DTC diseminované nadorové buiky
ECM extracelularni matrix

EGFR receptor epidermalniho ristového faktoru
EMT epitelidlni-mesenchymalni tranzice

EpCAM epitelialni bunécnd adhezivni molekula
EPISPOT Epithelial immunospot

ER estrogenovy receptor

G grade

HER?2 epidermalni rustovy faktor 2

ICC Imunocytochemie

IDC invazivni duktalni karcinom

IGF insulinovy ristovy faktor

IGF-IR  receptor pro insulinovy rustovy faktor
LCIS lobularni karcinom in situ

LSC laserova skenovaci cytometrie

MET mesenchymalni-epitelialni tranzice
MFS pieziti bez metastazovani

MMP matrixové metalloproteinazy

MRNA messenger ribonukleova kyselina
NGS Next Generation Sequencing

(ON) celkové preziti

PBMC mononukledrni buiiky periferni krve
PCR polymerazova fetézova reakce

PET pozitronova pocitacova tomografie
PK periferni krev

PMOFF  mikrofluidni pratokové frakcionacni zatizeni
PR progesteronovy receptor

gPCR kvantitativni polymerazova fetézova reakce

RT-PCR reverzni transkriptazova polymerazova fetézova reakce
tRNA celkova ribonukleova kyselina
uPA urokinazovy aktivator plasminogenu



uPAR
VEGF
ZN

receptor urokinazového aktivatoru plasminogenu
vaskularni endotelidlni rastovy faktor
zhoubny nador
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1 UVOD
1.1 KARCINOM PRSU

1.1.1 Epidemiologie karcinomu prsu u Zen v Ceské republice

Nadorova onemocnéni predstavuji zavazny zdravotni problém souCasné ceské
populace. Karcinom prsu patii po ,,jiném zhoubném novotvaru kuze“ (dg. C44) k nejéastéj$im
zhoubnym nadorim u zen. Znoveé diagnostikovanych novotvari v Zenské populaci
ptedstavoval v letech 2005 — 2009 vice nez 24%. Incidence nadorti prsu v tomto obdobi méla
setrvale rostouci trend, od roku 2007 vSak doslo ke stagnaci a mirnému poklesu. Z Obr. 1 je
patrné, Ze od roku 2010 opét dochazi k mirnému narastu piipadu s karcinomem prsu (1).

V roce 2011 byl karcinom prsu u Zen necast&j$im hlaSenym novotvarem. Celkovy
pocet nové diagnostikovanych pacientek s timto onemocnénim byl v poctu 6 620 piipadd, coz
Vv piepoctu na 100 tisic zen predstavovalo 123,9 ptipadi. Oproti roku 2010 doslo k nardstu o
0,5% ptipadd. Karcinom prsu ptedstavoval 16,2% ze vSech hlasenych zhoubnych nadord a
novotvard in Situ u Zen. Ve stejném roce zemfielo na tuto diagnozu 1655 pacientek. Incidence
karcinomu prsu je v poslednich letech ovlivnéna celostatnim screeningovym programem,
ktery byl zahajen v zafi roku 2002. Toto je patrné v incidenc¢ni kiivce, kde se objevuji dva
vyrazné vrcholy ovlivnéné pravé zavedenim ploSného screeningového programu, diky

kterému je mozné v¢as zachytit nizSich stadia tohoto onemocnéni (2).

C58 = 7N pr=u, Zeny

Wiwaj W Gase

—#- [hcidence
& Mortalita
1 Zdroj dat: 0215 £R
0 rm 7T 17 17 1 17 17 17 1T 17T 17T 17 17 17T 17 17T T T 1T 17T 7T 17 17T T 1T T T 1T T 1T 17T
A & L iy o N0
SECEEEEESEEEEII8ESESES8E: OSSR
Analuzovand data: NOinci=162997, Nimori=5dodl http:/ Awww svod .cz

Obrizek 1: Casovy vyvoj hrubé incidence (poet novych p¥ipadii na 100 000 osob) a hrubé mortality (pocet imrti na
diagnozu na 100 000 osob) u zhoubného nadoru prsu.
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| pfes stale se zvySujici incidenci nddorid prsu, dochazi dlouhodobé ke stagnaci umrtnosti, a to
zejména diky zlepSovani uspéSnosti 1éCby, dostupnosti modernich 1écebnych metod a

programu mamografického skrininku v CR.

CH58 = ZH pr=su, Zeny
wiynj zastoupenl klinickich stadil

R AR AR RN AU U AN A | o
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) LY 2 T P
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Analyzovand data: W=162997 Zdroj dat: UZIS CR http:/Awww svod .cz

Obrazek 2: Casovy” vyvoj procentualniho zastoupeni klinickych stadii ur¢enych na zakladé TNM Klasifikace.

U nové diagnostikovaného nadoru je zasadni charakteristikou jeho morfologicky typ,
biologické chovani, ptesna lokalizace a stadium pokrocilosti onemocnéni. Nejcastéj$im typem
karcinomu prsu vroce 2010 byla skupina duktalnich karcinomu (78,9%), nasledovana
druhym nejcastéj$im typem - lobularni karcinomem (12,8%) (2). Podle klinického stadia (Vviz.
Obr. 2), které je zasadnim pro stanoveni prognozy a zvoleni vhodného 1écebného postupu,
bylo zastoupeni nasledujici: nejcastéji se vyskytujicim klinickym stadiem bylo ¢asné stadium
I (43,3%), poté stadium II (34,1%). Pokrocila stadia (III a IV) byla zastoupena v 12,8 % a
7,4%. Zbyvajici 2,4% ptipadala na stddia neznama. Vysoce rizikovou skupinu pifedstavuji
karcinomy prsu vyskytujici se u mladych Zen. U velmi mladych zen do 20 let je incidence
velmi nizka (v roce 2010 nebyl zadny piipad). Od 20. roku je vSak vyskyt Castéjsi a incidence
s vékem postupné nartistd. U pacientek ve véku pod 35 let bylo nahldSeno 123 novych
ptipadl, znichz 23 zemielo na tuto diagnézu. U zen po 40. roce veéku dle Obr.3 prudce

narGsta incidence nadort prsu (1).
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C58 - ZH prsu, Zeny
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Obrazek 3: Incidence a mortalita dle vékové struktury pacientek s diagnézou karcinomu prsu.

Zdroj dat: 0215 CR
T T T T 1

Epidemiologie karcinomu prsu v mezinarodnim srovnani poukazuje na vysokou zatéz
evropskych zemi timto onemocnénim doprovizenou velmi vysokou umrtnosti. Ceské
republika obsazuje v incidence karcinomu prsu u Zen ve srovnani se svétem 30. misto, ve
srovnani s evropskymi zemémi 18. misto. Umrtnost ¢eskych Zen na ZN prsu piipada na 118.

misto svétove a na 37. misto v Evropé (3).

1.2 Etiopatogeneze karcinomu prsu

V dnes$ni dob¢ etiopatogeneze karcinomu prsu neni stale zcela jasnd, ale 1 presto jsou
znamé urcité faktory, které zvySuji riziko vzniku tohoto onemocnéni. Jednd se zejména o
faktory genetické, hormonalni, nutricni a faktory zevniho prostiedi. U 75-85 % nemocnych
dochdzi ke vzniku sporadického karcinomu prsu. Hereditarni karcinom prsu vznikajici

v disledku genetické mutace se vyskytuje u 5 — 7 % nemocnych (4).
Genetické faktory

Hereditarni predispozice ke vzniku karcinomu prsu vyrazné ovliviiuje screening a
sledovani nemocnych. Specificky predisponujici gen je nalézan u méné nez 30 % piipadi
S osobni a/nebo rodinnou anamnézou. Téméf u 25 % piipadl s hereditarnim karcinomem prsu
je nalezena mutace v jednom znékolika jiz identifikovanych, vzacnych, ale vysoce
penetrujicich tumor-supresorovych geniit (BRCA 1 a BRCA 2, TP53, STK11, PTEN, CDH 1,
CHEK 2, ATM a dalsi). V roce 1991 byl identifikovan na chromozomu 17q21 gen BRCA1 a
o tfi roky pozdéji (1994) byl zmapovan na chromozomu 13q12 gen BRCA2 (5). U nositelky

mutace BRCAL1 je riziko vzniku onemocnéni karcinomem prsu 56 — 85 %. Postihuje zejména
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mladé Zeny do 35 let s oboustrannym vyskytem nadoru. Mutace BRCA1 je zodpovédna i za
dalsi naddorova onemocnéni a to karcinom vaje¢niki, karcinom tlustého stfeva a karcinom
prostaty u muzl. U nositelek mutace BRCA1 dochazi ke vzniku karcinomu vajecnika a to v
15 — 45 %. Nositelky mutace BRCA2 jsou také ve zvySeném riziku vzniku karcinomu prsu,
dale mize vést ke vzniku karcinomu vaje¢nikit (10 — 20 %), pankreatu a melanomu (4).
Nadory v disledku mutace BRCA1 maji tendenci vykazovat basal-like fenotyp, vyssi
histologicky grade a bézn¢ neexprimuji estrogenové, progesteronové receptory stejné jako
HER2/neu. Jsou proto fazeny mezi tzv. triple-negativni karcinomy prsu. Zatimco nadory,
vzniklé v dusledku mutace BRCA2, se blize podobaji sporadickému karcinomu prsu (6).
BRCA1 a BRCA2 mutace jsou zodpovédné za vznik syndromu hereditarni karcinomu prsu a
ovarii (7). Vtab. 1 jsou uvedeny vysoce penetrujici geny a jejich asociace s hereditarnimi

nadorovymi syndromy.

Tabulka 1: Prehled hereditarnich syndromu u karcinomu prsu.

Hereditarni Riziko vzniku
Gen DalSi asociované nadory
syndrom karcinomu prsu
BRCA1 syndrom 82 % celozivotni riziko karcinom ovarii a vejcovodl
BRCA 2 hereditarniho karcinom prostaty
karcinomu prsu a karcinom pankreatu a Zlu¢ovodi
ovarif melanom
PTEN Cowdentiv syndrom 85 % celozivotni riziko Karcinom endometria
Syndrom Nemedularni karcinom $titné zlazy
mnohoéetného Karcinomy urogenitalniho traktu
hamartomu
TP53 Li-Fraumeniho 25 % riziko Sarkom
syndrom Mozkové nadory
Leukémie
Bronchoalveolarni plicni karcinom
Karcinom kiry nadledvin
CDH1 Hereditarni difusni 39 % celozivotni riziko Karcinom Zaludku
karcinom Zaludku vzniku lobularniho  Kolorektalni karcinom

karcinomu prsu

STK11 Peutz-Jeghers 32 % riziko Karcinomy gastrointestinalniho traktu
syndrom Karcinom pankreatu

Neepitelové nadory ovarii
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Mensi pocet piipadi hereditdrniho karcinomu prsu je davana do souvislosti s prikazem
mutace u stfedné penetrujicich gentl. Jednd se zejména o geny zodpovédné za reparaci DNA,
které interaguji s BRCA1 a BRCA2. Mutace v genech CHEK2, BRIPI, ATM a PALB2
zvysuje dvojnasobné riziko vzniku karcinomu prsu. Diky pokroc¢ilému genetickému testovani
byly objeveny vzacné mutace u nizko penetrujicich gent, které mohou pfispét k riziku
polygenné¢ podminénych genetickych nadoru prsu. Stanoveni stfedné a nizko penetrujicich
genll zatim neni dostupné v klinické praxi, zatimco stanoveni vysoce penetrujicich gent je

soucasti diagnostiky hereditarné podminénych nadorovych onemocnéni (5).
Hormonadalni faktory

ZN prsu muze vzniknout u Zen po delsi expozici estrogent. Jedna se zejména o Zeny
s ¢asnou menarche, pozdni menopauza, prvni graviditou po 30. roce Zivota, kratkou dobou
laktace a dlouhodobym uzivanim exogennich estrogent (v rdmci substitucni 1éCby) a také

nuliparitou.
Nutriéni faktory

Zvyseny piijem alkoholu, tukli ve stravé, nadvaha ¢i obezita a nedostatek fyzické
aktivity zvySuji riziko vzniku ZN prsu. U Zen pfed menopauzou je vétSina estrogentl
produkovany vajecniky, zatimco tukova tkan produkuje malé mnozZstvi estrogenti. Po
menopauze, je vSak vétSina estrogenli produkovana tukovou tkani. Nadvéha a obezita po
menopauze vede tedy ke zvySené hladiné estrogenii a zvysuje tak riziko vzniku ZN prsu. U
Zen s nadvahou muZe dochazet ke zvySené hladiné€ inzulinu, coz je spojovano s vyskytem

zhoubnych nadorii véetné ZN prsu.

Faktory zevniho prostiedi

Velmi vyznamnym rizikovym faktorem pro vznik ZN v pre-menopauzalnim obdobi
pfedstavuje expozice ionizujicimu zatfeni. Mira rizika zavisi zejména na véku, kdy doslo
k ozafeni, davce radiace a dosazeného veéku. U zen ozatovanych z divodu Hodgkinovy
choroby pied 25. rokem stoupa riziko vzniku ZN prsu o 10% do 45 let, a 0 29% kolem 55 let
ve srovnani se zdravou populaci. Radioterapie po 50. roce Zivota je zcela neSkodna, zatimco
ozateni pied 18. rokem je pro prs velmi nebezpecné z diivodu proliferace prsni Z1azy v obdobi

adolescence, kdy by ionizujici zatfeni mohlo zptsobit mutace DNA.
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1.2.1 Klinické projevy karcinomu prsu

Klinické ptiznaky primarniho nddoru mohou byt zcela asymptomatické, nebo naopak
mohou vést ke zmén¢ velikosti prsu, vtazeni kiize ¢i zménam kontury prsu, k asymetrii prsu,
vpaceni bradavky a sekreci z bradavky. NejcastéjsSim ptiznakem je vSak hmatna rezistence
vprsu ¢i podpazi. U generalizovanych forem nadori prsu se objevuje specificka
symptomatologie postizenych organt (plic, jater, skeletu). U metastatického postizeni plic se
objevuje dusnost a chronicky kasel, u jaternich metastdz hepatomegalie a alterace jaternich
funkci, u metastdz do skeletu se objevuji bolesti kosti a v pokrocilych ptipadech patologické
zlomeniny. U 10 — 16% pacientek s karcinomem prsu dochazi k postizeni centralniho
nervového systému. Mozkové metastazy jsou ¢asto asociovany s nizkym vékem pacientek a
s ptitomnosti primarniho nadoru, ktery je ER a HER2 negativni nebo ma basal-like fenotyp.
Dale se mohou u pacientek objevit metastaticka loZiska v podkozi a lokoregiondlni metastazy,
které se projevi hmatnou rezistenci v odpovidajicim misté.

Pred vznikem karcinomu prsu se mohou u pacientek objevit premaligni zmény
predstavujici hyperplazie epitelidlnich bunék bazalni membrany duktt nebo lobuli prsni
tkané. Hyperplazie mohou nasledné piejit do benigniho stadia karcinomu prsu ozna¢ované¢ho
jako karcinom ,,in situ“ (duktalni karcinom in situ — DCIS, lobularni karcinom in situ —
LCIS). Zménou benigniho stadia na maligni, ziskdvaji nadorové builkky schopnost
metastazovat. NejCastéji zastoupenym invazivnim karcinomem prsu je infiltrujici duktalni
karcinom (IDC — ptedstavuje 53% vSech piipadi ZN), dale se objevuji smiSené typy se
zastoupenim IDC (28%), infiltrujici medularni karcinom (6%), lobuldrni (5%) a acindzni
(2,5%). Velmi raritni jsou papilokarcinomy a karcinosarkomy, které se vyskytuji u méné néz
poloviny procenta pacientek. V souc¢asné dobé se do poptedi dostava velmi agresivni forma
IDC piedstavovand inflamatornim (erysipeloidnim) karcinomem prsu. Tato forma ZN
postihuje duktalni ¢ast prsni tkan€, nadorové butiky jsou nediferencované a jsou schopny
infiltrovat cely prs. Typickym projevem je zarudnuti a bolestivost postizené klze, kterd
vzhledové vypada jako pomerancova kiira (peau d’orange). Jedna se o velmi rychle rostouci
ZN, ktery je jiz velmi Casn¢ schopen metastazovat do lymfatickych uzlin podpazi a nasledné¢ i

do dalsich organd.
1.2.2 Diagnostika karcinomu prsu

Zakladem stanoveni diagnézy je podrobnd rodinnd a osobni anamnéza, které miize

upozornit nejen na mozny geneticky vyskyt nemoci, ale i na dobu jejiho trvani a dynamiku
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ristu nadoru. Déle nasleduje fyzikalni vySetieni zeny, pfi kterém mohou byt pozorovany vyse
uvedené klinické ptiznaky. V piipadé ndlezu hmatné rezistence se stanovi jeji velikost,
konzistence a pohyblivost proti spodin€ a kuzi. Palpacné se provadi i vySetieni lymfatickych
uzlin v podpazi, nadklicku a na krku. Na zaklad¢ vysledku fyzikalniho vySetfeni je Zena
odeslana na mamografické ¢i ultrasonografické vySetfeni. V pribéhu obou téchto
zobrazovacich vySetfeni mize byt proveden odbér tkané na histopatologicky rozbor. Pfi
podezieni na multifokdlni postizeni je provaddéna magnetickd rezonance. Pro zhodnoceni
vztahu nadoru k okoli a stanoveni ptivodu nadoru se pouziva pocitacova tomografie (CT) ¢i
pozitronova emisni tomografie (PET). V pfipadé, ze je zen¢ stanovena diagnéza karcinomu
prsu, pro zhodnoceni jejiho stavu se provadi biochemicka vySetieni v¢. stanoveni nadorovych
markert (CEA, CA 15-3) a hematologicka vySetfeni. Tato vySetieni se provadi opakované
Vv prib¢hu celé 1éCby.

Velmi zasadni pfi stanoveni diagndzy je ziskani tkané pro histopatologické vysetieni.
Pti zakladnim histopatologickém vySetieni se hodnoti velikost nadoru (mikroskopicky métena
invazivni ¢ast nadoru), histologicky typ nadoru a jeho grade (dobte diferencovany — G1,
sttedné diferencovany — G2, nizce diferencovany — G3). Dale se hodnoti invaze do
lymfatickych a krevnich cév, pfitomnost perineurdlni propagace a nekr6éz v nadoru.
Ptitomnost téchto parametrd je nepiiznivym prognostickym faktorem pro pacientku. Vedle
histopatologického vySetieni se provadi imunohistochemické stanoveni hormondalnich
receptoru (estrogenovych a progesteronovych), ukazateli bunééné proliferace Ki-67 a PCNA
s expresi onkogenu HER2 na membrandch nadorovych bunék. Pro stanoveni stadia
onemocnéni je nezbytné¢ vySetiit stav lymfatickych wuzlin. Zjistuje se pocet uzlin
infiltrovanych nadorovymi buikami z celkového poctu odebranych uzlin. Navic se jesté
provadi vySetfeni sentinelové uzliny, jehoZ vysledek informuje o mife rizika postizeni
ostatnich uzlin v regionalni oblasti.

Progn6za onemocnéni karcinomem prsu je ovliviiovdna fadou prognostickych a
prediktivnich faktort. Mezi prognostické faktory jsou fazeny charakteristiky nadoru jako je
velikost primérniho nddoru, postizeni axilarnich lymfatickych wuzlin a jejich pocet,
histologicky typ nadoru, klinické stadium, jaderny nebo histologicky grade nadoru a
prolifera¢ni aktivita nadoru, angioinvazivita a lymfangioinvazivita a pfitomnost hormondalnich
receptori v nddorovych buiikdch a dale v€k a vztah k menoupauze. Prognostické faktory
urcuji, jakou miru rizika onemocnéni pfedstavuje pro délku Zivota pacientky. Déle se sleduji
prediktivni faktory 1é¢ebné odpovédi, mezi které jsou fazeny: exprese HER2/neu je

prediktivnim faktorem ucinnosti 1écby trastuzumabem, zvySend exprese proteinu p53
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(zpisobena mutaci genu TP53) je prediktorem chemosenzitivity k chemoterapeutické 1écbé

zalozené na antracyklinech ¢i mitomycin (4).

1.2.3 Lécba karcinomu prsu

Zakladnim pfedpokladem uspésné 1écby pacientek s onemocnénim karcinomem prsu
je spravné zvolend lécebna strategie. Mezi 1éCebné modality u karcinomu prsu je fazena
chirurgicka lécba, radioterapie, chemoterapie, hormonalni terapie a biologicka 1écba.

V priabehu chirurgické 1€cby se provadi modifikovana radikalni mastektomie doplnéna
o axilarni lymfadenektomii a exstirpaci sentinelové uzliny. U lokalné pokrocilych stadii se
provadi prostd mastektomie. V poslednich letech je ze strany pacientek preferovany prs
zachovavajici operace, pii které je odstranén bud piislusny kvadrant s nadorem
(kvadrantektomie) nebo pouze nador s minimalné centimetrovym okrajem zdravé tkané
(lumpektomie). Pacientky, které podstoupily modifikovanou radikalni mastektomii z divodu
karcinomu in situ mohou podstoupit bezprostiedni rekonstrukci prsu, u ostatnich pacientek je
doporuc¢ovano tento vykon odlozit o 6 — 24 mésicti od posledni chemoterapie ¢i radioterapie a
to z diivodu vysokého rizika komplikaci radioterapie po rekonstrukénim vykonu s autolognim
i heterolognim implantatem. U pacientek s prokdzanou mutaci v genech BRCA1 a BRCA2 se
provadi profylakticka bilateralni mastektomie a ovariektomie.

Karcinom prsu nepatii mezi radiosenzitivni nadory, i pfesto se k jeho 1écbé pouziva
adjuvantni radioterapie. NejCastéji vyuzivané formy radioterapie predstavuji brachyterapie
(ozéfeni na kratkou vzdalenost s vyuzitim intersticialnich jehel), lokoregionalni aktinoterapie
a teleterapie (zevni ozafeni).

Karcinom prsu je v soucasné dobé povazovan za systémové onemocnéni, proto v jeho
lécbé dominuje chemoterapie. Pfi indikaci chemoterapie se bere v uvahu rozsah nadoru,
davkovani cytostatik, naCasovani chemoterapie a moznost vzniku rezistence na jednotliva
cytostatika. Existuji tfi hlavni indikacni skupiny chemoterapie prsu a to adjuvantni,
neoadjuvantni a paliativni. Adjuvantni chemoterapie je aplikovana Zenam po piedchozi
radikélni 1é€bé (chirurgické nebo radiacni) odstraiiujici cely nador a v dobé, kdy je pacientka
bez aktualnich znamek nédorové choroby s cilem odstranit minimalni rezidudlni chorobu.
PouZivaji se chemoterapeutika s CMF a reZimy na zéklad€ antracyklinti, taxani a vinorelbinu.
Neoadjuvantni chemoterapie je indikovdna u zen s pokroc¢ilym operabilnim nadorem, jejimz
cilem je zmensit lokalné nador a eventuelné provést prs zachovavaji vykon nebo zlepsit
operabilitu. Pro 1é€bu pacientek S pokro€ilym (generalizovanym) nelécitelnym nadorem prsu

neexistuje standardni lécebny postup. Systémova lécba kombinujici chemoterapii, hormonalni

19



terapii a symptomatickou 1écbu si klade za cil zachovat dobrou kvalitu a prodlouzit Zivot
pacientky. I kdyz existuje vice jak 40 dosud znamych cytostatik uéinnych pro 1écbu
karcinomu prsu, nejcastéji pouzivanymi jsou cyklofosfamid, metotrexat, 5-fluorouracil,
doxorubicin, vinorelbin, paklitaxel, docetaxel, gemcitabin, kapecitabin, cisplatina a
karboplatina. Tato cytostatika pasobi na rizné faze bunééného cyklu a lisi se svym
mechanismem uc¢inku. Pouzivaji se v monoterapii, ale stale vice se pouzivaji rizné kombinace
potencujici ucinnost 1écby. Mezi nejstarsi zpusob 1écby pacientek s nddorem prsu patii
hormonalni 1écba. Ta je indikovana u pacientek s pfitomnosti estrogenovych a
progesteronovych receptorit na povrchu nadorovych bunék. Hormonalni 1écba blokuje rist
nadorovych bun¢k zavislych na stimulaci estrogeny (blokace estrogennich receptort) nebo
dochazi k cytostatickému ¢i cytocidnimu plisobeni hormonélnich piipravkd pfimo na
nadorové buiiky prostfednictvim ristovych faktort. Mezi zpiisoby hormonélni 1é¢by je fazena
ablativni 1é¢ba odstranujici zdroj produkujici hormony se stimula¢nim G¢inkem na karcinom
prsu (ovariektomie), kompetitivni 1é€ba vyuzivajici inhibici pfirozeného hormonu
antihormonem (antiestrogeny — tamoxifen) a inhibi¢ni 1é¢ba, pii které je blokovana tvorba
estrogenu Vv perifernich tkénich a nadledvinkéch pacientek (inhibitory aromataz a progestiny).

V poslednich letech se velmi uplatiiuje biologicka 1éCba, ktera cilené ovlivituje
specifickou cilovou molekulu a tim selektivné ni¢i nadorové bunky. Cilovymi molekulami
Vv soucasnosti schvalené biologické 1é€by u karcinomu prsu jsou receptor HER2 a vaskuldrni
endotelidlni faktor (VEGF). Nejvétsi klinicky vyznam z téchto 1€kt ma monoklonalni
protilatka proti HER2 trastuzumab (Herceptin). Déle je pouzivan lapatinib, ktery je indikovan
pro 1é¢bu pokrocilych karcinomii prsu po selhani terapie trastuzumabem. Lapatinib (Tyverb)
pusobi jako intracelularni dudlni inhibitor HER1 a HER2 receptoru. Nadory vétsi nez 1 cm
vyZzaduji cévni zésobeni, ke kterému je nezbytna proliferace endotelovych bun€k a indukce
vristani novych cév do nadoru. Proto nékteré nadory produkuji VEGF. Bevacizumab
(Avastin) je monoklonalni protilatka ptisobici neutralizaci VEGF, ¢imz dochézi k zablokovani
angiogeneze a zastavé nadorového ristu. Bevacizumab je indikovan v 1. linii 1écby
metastatického karcinomu prsu v kombinaci s paklitaxelem. Vsechny vyse zminéné 1écebné
modality jsou vzijemné kombinovany a sestavovany do standardnich lécebnych postupt,

které navazuji na svétovy a evropsky standardni postup (4).
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1.3 Cirkulujici nadorové bunky

1.3.1 Historie cirkulujicich nadorovych bunék

Cirkulujici nadorové buiky jsou bunky, které se jiz pii Casné tvorbé a ristu
primarniho naddoru z néj uvoliuji a nasledné vstupuji do krevniho ¢i lymfatického ob&hu, jimz
se §ifi do vzdalenych organt. Pravé tyto buiky jsou zdrojem pro vznik metastdz v zivotné
dilezitych organech (jatra, plice, kostni den, lymfatické uzliny, CNS).

Prvni zminka o CTC byla publikovana Thomasem Ashworthem v roce 1869, ktery
zpozoroval v krvi pacienta s metastatickym karcinomem prostaty buiiky morfologicky
podobné buiikam primarniho nadoru. O dvé¢ desetileti pozdéji byla Stevem Pagetem (1889)
vyslovena tzv. ,,seed and soil* hypotéza, podle které proces metastazovani zavisi na komplexu
interakci nddorovych bunék (,,the seed”) s mikroprostfedim specifickych organti (,,the soil®).
Rozsiteni této teorie (Schackert a Fidler) poukazalo na skute¢nost, ze n€které nadory vykazuji
selektivni predispozici k zakladani metastatickych lozisek v jednotlivych organech. U
karcinomu prsu a prostaty predstavuji kostni metastazy nejéastéjsi misto pro vyskyt metastaz
a to vice nez u 68 % pacientd. Nadory prsu, mocového méchyte, tlustého stfeva, ledvin,
nadory hlavy a krku a kozni nadory — vSechny tyto nddory maji sklon k tvorbé plicnich
metastaz. Pravé husta cévni plocha plic predstavuje velmi atraktivni mikroprostiedi pro

podporu vzniku a ristu metastaz (8).

1.3.2 Biologie cirkulujicich nadorovych bunék

Cirkulujici nadorové bunky ziskané =z periferni krve pacientdl s nadorovym
onemocnénim pfedstavuji heterogenni skupinu nadorovych bunék. Tyto bunky prezivaji
v cirkulaci 1 az 2,4 hodiny. V periferni krvi je mozné prokazat zivotaschopné ale i apoptické
CTC, které¢ vykazuji absenci ¢i vyjimecné expresi nukledrniho proteinu Ki-67, jez je
asociovan s bunécnou proliferaci. Podskupina CTC, kterd vykazuje absenci exprese tohoto
proteinu, piedstavuje ned¢lici-se builky oznaCované jako tzv. dormantni. Tyto dormantni
buiiky nereaguji na nckterd chemoterapeutika, coZz miZe napomahat k tomu, Ze urcitd
subpopulace CTC je schopna ptezivat v organismu i v prub&hu 1é¢by (9). V soucasné dobé je
pojem ,,dormantni zaloZen na pozorovanich a hypotézach. Definice vznikld na zakladé
pozorovani popisuje dormanci jako prodlouzenou latentni fazi (nejméné 5 let), kterou je
mozné pozorovat u nékterych pacientti mezi 1é€bou priméarniho nadoru a progresi onemocnéni
podlozenou klinickymi dikazy. Samostatny pojem ,,dormance* se datuje k prvni poloving 20.

stoleti a byl poprvé piedstaven patologem Rupertem A. Willisem (10). Na zaklad¢ vyzkumut

21



s vyuzitim bunéénych linii a zvifecich modeld bylo zjisténo, Ze proces dormance probihd na
dvou odlisnych trovnich. Jednotlivé dormantni buiiky jsou definovany jako bunky se
snizenymi proliferacnimi a apoptotickymi procesy a zastavenym bunéénym cyklem (v Gg —
G; fazi). Jakmile vSak dojde ke zméné mikroprostiedi nebo zméne genové exprese, dormantni
bunky zacinaji proliferovat. Druhou urovein dormance nadorovych bunck ptedstavuje
mikrometastaticky model. Ten ji definuje jako stav rovnovahy mezi apoptoézou a proliferaci
mikrometastaz. Dormantni nadorové buiikky mikrometastazy jsou schopné proliferace a rustu,
pricemz nadorova masa vsak neptekroci urCitou velikost. Tato rovnovaha je regulovana ruast
stimulujicimi a inhibujicimi faktory sekretovanymi mikroprostiedim, imunitnimi bufikami a
samotnymi nadorovymi bunikami (11). Dormantni nadorové bunky ptedstavuji riziko vzniku
relapsu primarniho onemocnéni a nasvédcuji, Ze subpopulace téchto rezidualnich bun¢k musi
byt tedy schopnd uniknout imunitnimu systému pacienta. Mechanismus uniku nadorovych
bun¢k zahrnuje ztrdtu exprese antigenli a/nebo prezentace imunosupresivnich faktora
sekretovanych nadorovymi bunkami, toleranci T- lymfocytd v dasledku potlaceni
kostimulace, vyCerpani T-lymfocytli vlivem chronické antigenni stimulace, stejné¢ jako
stimulaci regulac¢nich T-lymfocytd. Preferenénim mistem usidleni dormantnich nadorovych
bunék piedstavuje kostni dienl. Dormantni nadorové bunky jsou rezistentni k T-lymfocyty
mediované lyze a maji niz8i schopnost stimulovat cytotoxické T-lymfocyty k sekreci
interferonu gama a tumor nekrotizujiciho faktoru alpha. Dormantni buiiky jsou ve vétSing
pfipadli velmi pomalu proliferujicimi buiikami. Konven¢ni chemoterapeuticka 1écba piisobi
na vysoce proliferativni buiiky, coz mize zpusobit selhani cytotoxické adjuvantni 1é¢by u
nekterych pacientek s karcinomem prsu a je tteba zvazovat dodateCnou léCebnou strategii

(12).
1.3.3 Osud cirkulujicich nadorovych bunék v metastatickém procesu

Sifeni nadorovych bun&k piedstavuje slozity a komplexni proces, ktery je stale velmi
intenzivné studovan. Metastaticky proces se sklada z fady procesii zahrnujicich riist nadoru,
angiogenezi, unik nadorovych bun¢k, epitelidlni — mezenchymalni tranzici (EMT),
intravazaci, prezivani naddorovych bunék Vv krevnich a lymfatickych cestich a embolizaci,

extravazaci, mezenchymalni-epitelialni tranzici (MET), rist makrometastazy (13).
Invaze nadorovych bunék
Iniciacnim a soucasné kritickym krokem metastatického procesu je invaze nddorovych

bunék do krevnich ¢i lymfatickych cest. V pribéhu tohoto kroku dochazi ke zménam
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v mezibunécné adhezi (cell-to-cell) stejné jako v adhezi bun€k k extracelularnimu matrix
(ECM). Adherence nadorovych bunék k ECM je zprostfedkovana prostfednictvim integrind,
zatimco za mezibunécnou adhezi je zodpovédnéd skupina cadherind, které umoziuji vazat
bunky pies homofilické proteinové interakce jejich extracelularnich domén. Invazi
nadorovych bunc¢k usnadiiuje dale proteolyticka degradace ECM pomoci matrixovych
metaloproteinaz (MMPs) a urokinazového aktivatoru plazminogenu (uPA). Navazanim uPA
na receptor uPA (uPAR) dochazi ke St€peni plazminogenu, coz aktivuje plazmin a nasledné
vede k degradaci slozek ECM a aktivaci MMP (14, 15).

Invaze a migrace naddorovych bun¢k miize probihat dvéma zpisoby v zavislosti na
zapojeni odlisnych bunécnych signalnich drah. Prvnim zpisobem invaze je améboidni pohyb
(pohyb jedné buriky). Tento pohyb je zalozen na uvolnéni vazby nadorovych bunék na ECM a
ztraté jejich bunééné polarity vedouci k rychlému pohybu bunék cestou nejmensiho odporu,
coz je dano tvarem bun€k a bariérami tkani. Jak bylo ukdzano na 3D-modelu lymfomu, pfi
améboidni invazi se neuplatiiuji pevna integrinova spojeni, ale zapojuji se aktinova vlakna
umoznujici klouzavy pohyb nadorovych bun€k (16). Druhym zplsobem invaze je tzv.
kolektivni migrace (pohyb skupiny buné€k). Tento zplisob do urc€ité miry vyzaduje pokracujici
prezentaci mezibunéénych spojeni. Nadorové bunky invaduji, intravazuji a $iii se ve formé
shluki. Tyto shluky bunék velmi u¢inné embolizuji lymfatické nebo krevni cesty a snaze
prezivaji v cirkulaci (17).

Pohyb vétSiny nadorovych bunék je tedy dynamickym procesem, ktery jim umozni
vcestovat do krevnich ¢i lymfatickych cest. Tok nadorovych bun¢k nemusi byt jednosmérny.
Pravdépodobné dochazi k tomu, Ze CTC mohou byt uvoliiovany z metastatického nadoru a
mohou tak proniknout zpét do plivodniho mista nddoru. Tento proces je oznacovan jako ,,self
seeding® a vyzaduje dvé odlisné funkce. Jednou z nich je schopnost nadoru prilakat své
vlastni cirkulujici potomstvo a druhou pfedstavuje schopnost CTC neinfiltrovat primarni
nador. Tato koncepce muze napomoci objasnit pfi¢inu vzniku lokalnich relapst u pacientek

s kompletnim odstranénim nadoru prsu (18).

Prezivani nadorovych bunék v cirkulaci

Krevni systém piedstavuje pro jiz uvolnéné (cirkulujici) nadorové buiky velmi
neptiznivé prostiedi pro jejich ptfeZiti v dlisledku plsobeni fyzikalnich sil, pfitomnosti bunck
imunitniho systému a nedostatku substratu (19). Buiky, které se odd¢lily z primarniho
loziska, Vv krevnim systému nejCastéji podléhaji bunécné smrti oznacované jako anoikis.

Anoikis je proces biochemicky odpovidajici apoptoze, ktery je indukovan ztratou kontaktu se
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sousednimi buiikami ve tkani nebo S ECM. Nedostatecna signalizace vede k aktivaci
kaspazovych proteaz za spoluticasti mitochondrii zptisobujici bunéénou smrt. Pfedpoklada se,
ze anoikis prispiva k metastatické neucinnosti (20). Exprese riznych receptor tyrozinovych
kinaz a signaliza¢nich molekul v pritb¢hu invaze zpusobuje rezistenci naddorovych buné¢k
k anoikis in vitro a muze tak ptispét k prezivani nadorovych buné¢k v cirkulaci. Na zvitecich
modelech bylo prokdzano, ze koagula¢ni faktory hraji velmi dulezitou roli v procesu
metastazovani a zvySuji progresi nadori prsu. Vazbou nadorovych bunék na koagulacni
faktory zahrnujici tkanovy faktor, fibrinogen a trombin dochézi k tvorbé embolu, ktery snaze
pfilne ke kapilardm a nésledné muze dojit ke vzniku metastdzy. V pribéhu vyzkumu
metastatického procesu bylo zjisténo, ze ne vSechny kapilary jsou stejné. Endotelidlni bunky
Z riznych orgdna exprimuji odlisné povrchové proteiny. Ke studiu povrchovych proteinti byla
vyuZzita metoda biopanningu vyuzivajici vlaknitych bakteriofagh E. coli ke genetické tprave,
tak aby na jejich povrchu byly exprimovany riizné proteiny piedstavujici tzv. knihovnu
sekvenci. Nasledn¢ dochazi ke specifické selekei fagi s exponovanym proteinem, které jsou
poté infikovany do bakterie, z nichZ je izolovana DNA pro sekvenci pfisluSného proteinu.
Pomoci tohoto zplsobu byl identifikovdn protein, metadherin, ktery zprostfedkovava
usidlovani nadorovych bunék v plicich ne vSak v kuzi, ledvinach ¢i jinych orgéanech.
Prezentace riznych povrchovych proteini muze tedy napomdhat nddorovym bunkam

preferen¢né kolonizovat rizné té€lesné organy (21).

Physical translocation Colonization
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Obrazek 4: Sifeni nadorovych bunék v pritbéhu metastatického procesu. Pfevzato a upraveno podle Chaffer CL and
Weinberg RA, Science 2011.
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Uvolnéné a ptezivajici buiikky mohou vytvofit samostatné sekundarni nadorové lozisko
Vv novém prostiedi hostitelského organu. CTC zde mohou podstoupit apoptézu nebo pietrvat
V inaktivovaném tzv. dormantnim stavu po fadu let. CTC, které¢ extravazaci pronikly do
nového mikroprostiedi, zde pfezivaji ve formé tzv. diseminovanych nadorovych bunck
(DTC). Tyto DTC se mohou transformovat do vice agresivnich forem a vyrtst tak do zna¢né
metastazy a/nebo mohou recirkulovat do dal§ich sekundérnich orgénii nebo dokonce se vratit
zpét do mista primarniho nadoru. Existuji dva modely Sifeni naddorovych buné¢k. U linearniho
modelu dochazi k Siteni bun¢k v pozdni fazi, kdy primarni nador dosédhne kritického mnozstvi
bunck a ziskd tak vysoce agresivni fenotyp. Naopak u paralelniho modelu, mize k Sifeni
bun¢k dochazet jiz v asné fazi, a to i kdyZz zhoubny nador dosahuje malé velikosti. U
linedrniho modelu mize nasledné postupné dochazet k progresi nadoru, zatimco u paralelniho
modelu dochézi k usazeni CTC/DTC ve vzdalenych organech, které zde mohou vytvaret

klony bungk, které se rozviji soub&ézné s primarnim nadorem (22).

Kolonizace

Uspésna kolonizace vyznamné zavisi na interakci mezi mikroprostiedim (,,s0il%)
vzdalenych organl. Nedavné vysledky studie poukazaly, Zze hematopoetické progenitorové
buiiky tvofené v kostni dieni mohou vést ke vzniku pre-metastatického mista pfitahujiciho
nadorové bunky a podporujiciho vznik metastazy. Charakteristika téchto bunck kostni diené a
pferuseni interakce mezi nimi a nddorovymi buiikami miiZe zabranit metastatické kolonizaci
(23). Pro rlst metastazy v jakékoli tkani je nezbytné cévni zasobeni poskytujici kyslik,
rustove faktory, nutriety a metabolity nddorovym bunkdm. V pribéhu angiogeneze dochazi
k formaci nového krevniho zisobeni z jiz existujiciho vaskuldrniho systému. Rada faktort
stimuluje endotelidlni buniky indukujici angiogenezi, zahrnujicich vaskuldrni endotelidlni
rustovy faktor (VEGF), angiopoetin, ephrin, ristovy faktor krevnich desticek, transformujici
ristovy faktor a rustovy faktor fibroblasti (24). Mezi nejcastéji kolonizované organy u
pacientek s karcinomem prsu patii mozek, jatra, kosti. U pacientek S metastatickym
karcinomem prsu a s HER2 overexpresi, které jsou léCeny trastuzumabem, je incidence
mozkovych metastaz dvakrat Castéjs$i nez u ostatnich pacientek (25). Existuji dva zakladni
typy kostnich metastdz. U pacientek s karcinomem prsu se objevuji osteoklastické 1éze,

zatimco u pacientd s karcinomem prostaty jsou nalézany osteoplastické 1éze (26).
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Uloha EMT v metastatickém procesu

Invaze je doprovéazena ptrepnutim (switch) exprese cadherinii nddorovymi bunkami.
Jedna se o proces nazyvany jako epitelidlni — mezenchymalni tranzice. V prub¢hu tohoto
pirechodu epitelidlni bunky ztraci své epitelidlni charakteristiky a misto toho ziskavaji
mezenchymalni fenotyp. EMT proces zvySuje metastaticky a invazivni potencial nddorovych
bun¢k tim, Ze dochazi ke ztrat€¢ mezibunéénych kontaktl a ke snizeni bunécné polarity.
Zasadni charakteristikou EMT je snizeni regulace epitelialnich markeri jako je cytokeratin a
E-cadherin a naopak zvySeni regulace mezenchymalnich markert (vimentin, N-cadherin a
cadherin 11). Hlavni regula¢ni roli EMT maji vedle transformujiciho riistového faktoru 3 také
transkrip¢ni faktory Twist, Snail, Slug a Sipl (14, 27). EMT proces byl dlouho chéapan jako
soubor molekuldrnich zmén v nddorovych buiikkach vedouci k jejich zvySené motilité a
k indukci proteaz zapojenych do degradace ECM a usnadfiujici invazi a intravazaci do
krevniho obéhu. Vedle této tradi¢ni definice, existuje nova hypotéza, podle které EMT musi
mit Glohu ve vytvareni urCité frakce CTC a nasledné v jejich udrzovani. Doposud bylo
publikovano omezené mnozstvi dat spojujicich CTC s EMT procesem. Pomoci RT-PCR byla
hodnocena exprese markert asociovanych s EMT (TWIST, AKT2 a PI3Ka) v CTC, jejichz
obohacena frakce byla ziskdna na zékladé exprese EpCAM témito buitkami. 62% CTC bylo
pozitivnich pro alespon jeden z EMT markert (28). Dale bylo zjisténo, ze CTC exprimuji
fosforylované signaliza¢ni kindzy (EGFR, HIF1a, HER2 a PI3K/Akt). Pravé tyto signalizacni
drahy se uplatiuji v EMT procesu (27, 29).
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Obrazek 5: Plasticita nadorovych bunék v priibéhu epitelidlniho-mezenchymalniho prechodu. Pfevzato a upraveno
podle Thiery et al..Nature Reviews Molecular Cell Biology 2006

EMT je navic asociovan s fenotypem kmenovych bun€k a rezistenci k apoptickym
signalim u CTC. Tudiz EMT odvozené CTC jsou pravdépodobné mnohem vice schopné
extravazace, kolonizace a pfezivani v cizim prostiedi vzdalenych organt (30-32). Je to diky
tomu, Ze EMT pfispiva jednak ke zvySené regulaci adhezivnich molekul zajist'ujicich pfilnuti
nadorovych bunék k endoteliu a umoznéni prostupu pies tuto vrstvu a dale také vyvolava
angiogenni zménu, pfi které dochézi k rtistu novych cév v novém mikroprostredi. Vice jak 60
% CTC exprimuje marker NOTCHI1 (gen asociovany se sebeobnovou nadorové iniciacnich
bunék) a témét 70 % CTC exprimuje ALDHI (gen asociovany s nadorovymi kmenovymi
bunkami) (33, 34). Pro kmenové bunky karcinomu prsu je typicky nalez triple negativity (ER,
PR, HER2) (28). CTC mohou vykazovat i ¢aste¢ny EMT fenotyp, tzn. Ze exprimuji epitelialni
a mezenchymalni antigeny. Zda se, Ze mezenchymalni charakter bun€k umoziuje ¢asna stadia
metastazovani, zatimco epitelialni charakter bun€k je zodpovédny za pozdni stadia kolonizace
a nadorové progrese. Heterogenita populace CTC vyrazné ovlivigje jejich hodnotu jako

biomarkeru a silné zavisi na pouzité detekéni metode (19).
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Néadorové bunky v pribehu extravazace do sekundarnich organt podléhaji opacnému
procesu tedy tzv. mezenchymalni-epitelialni tranzici (MET). Nadorové bunky jsou zpétné
diferencovany na bunky s epitelidlnim fenotypem, které tvoifi metastazy s obdobnou
histologickou charakteristikou primarniho nadoru. Neni zcela dosud ziejmé, zda
diseminované nadorové builky podlé¢haji MET a ztrdci mezenchymalni fenotyp a/nebo
fenotyp kmenovych nddorovych bunck nebo frakce mezenchymalnich a/nebo kmenovych
nadorovych bun¢k dava vznik diferencovanému potomstvu béhem kolonizace. Nicméng,
Vv obou piipadech by toto vedlo ke vzniku bunék s diferencovanym, epitelialnimu nadorovym

fenotypem (35).

1.3.4 Molekularni charakteristika CTC

V soucasné dobé¢ molekularni charakterizace CTC predstavuje rozsahlé téma ve
vyzkumu nadorovych onemocnéni, jejimz cilem je nejen potvrdit maligni ptivod CTC, ale
také identifikovat diagnosticky a terapeuticky vhodné markery exprimované témito bunikami.
Charakterizace CTC muze ptispét k prokazani piitomnosti metastatickych kmenovych bunék
(cancer stem cells - CSC) mezi ostatnimi CTC. Zjisténi kompletniho genomového profilu a
expresnich zakonitosti je velmi dilezité z hlediska pochopeni biologickych vlastnosti a
molekularnich charakteristik CTC a jejich spojitost s CSC. CTC jsou velmi rtiznorodé, jak jiz
bylo prokazano prostfednictvim zobrazovacich a molekularnich metod. Zvlasté dilezité je to
v piipadé, kdy CTC exprimuji markery, které nejsou pfitomny v primarnim nadoru.
Rbznorodost CTC vSak neni doposud plné klinicky vyuZzivana. Molekularni charakterizace
CTC u karcinomu prsu za posledni desetileti prosla velkym vyvojem. Pfi charakterizaci CTC
se sleduji/stanovuji nasledujici markery: epitelialni markery (cytokeratin 8, 18, 19, EpCAM,
MUCI), pritomnost estrogenovych a progesteronovych receptorti (ER, PR), HER-2 status,
markery kmenovych bunék a EMT (CD44, CD24, ALDH1, TWIST-1, vimentin, N-cadherin),
angiogenni markery (VEGF, VEGF-2, HIF1l-alpha), markery signalnich drahy PIK3CA
(EGFR, HER2, PIK3K, pFAK), mammaglobin a DNA metyla¢ni markery (CST6, BRMSI,
SOX17).

Cirkulujici nadorové bunky jsou detekovany na zaklad€ prikazu jadra (DAPI),
cytokeratinti (CK 8, 18 a 19) a neptitomnosti CD45. CTC jsou z periferni krve separovany na
zaklade exprese EpCAM (Epithelial Cell-Adhesion Molecule). MUCT je vysokomolekularni
glykoprotein, jehoz cytoplasmatickou i membranovou expresi je mozné detekovat v nadorové

tkani prsu.
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Receptor epidermalniho ristového faktoru 2 (HER-2) je transmembranovy protein
tyrozin kindzového ristového receptoru, ktery je kodovan protoonkogenem lokalizovanym na
chromozomu 17g21. HER2 protoonkogen je amplifikovén a over-exprimovan u pfiblizné 20 —
25% invazivnich primarnich nadord prsu. Pozitivni HER-2 status je spojovan s agresivnim
chovanim nadoru a rezistenci k cytotoxické a endokrinni 1é¢bé. Pacientky s HER-2
amplifikaci/over-expresi jsou indikovany klécb¢é trastuzumabem (Herceptin®) —
monoklonalni protilatka proti HER-2 receptoru. Blokaci tohoto receptoru dochazi k inhibici
proliferace neoplastickych bunék in vivo a in vitro a k zesileni chemosenzitivity téchto bunék
(36).

Estrogenovy receptor a (ER) a progesteronovy receptor (PR) jsou dal§imi markery
spole¢né s HER-2, které se stanovuji pii diagnostice karcinomu prsu. Tyto receptory jsou za
normalnich okolnosti pfitomny v buitkdch zdravé prsni Zlazy. Pfitomnost téchto receptorii
v nadorovych buiikdch znamena, ze nador je stale zavisly na regulaci Zenskymi pohlavnimi
hormony. Jejich prognosticka a prediktivni hodnota je vyuzivana k efektivnimu podani
hormonalni systémové 1é¢by (Tamoxifen, inhibitory aromatdzy). Proto jejich piesné a
spolehlivé stanoveni ma stale prvofady vyznam. Stanoveni ER a PR se provadi nejen ve
vzorku primérniho nadoru, ktery je imunohistochemicky vySetien, ale soucasné se pfitomnost
téchto receptori vySetiuje v CTC pomoci RT-PCR metody. ER a PR v kombinaci s HER-2
slouzi k identifikaci zakladnich podtypti karcinomu prsu pomoci DNA microarrayi. Pomoci
této metody bylo charakterizovano 5 zakladnich podtypl karcinomu prsu:

1. ER a/nebo PR pozitivni / HER-2 negativni (tzv. Luminal A)

2. ER a/nebo PR pozitivni / HER-2 pozitivni (tzv. Luminal B)

3. ER 1 PR negativni / HER-2 pozitivni

4. ER 1 PR negativni / HER-2 negativni / EGFR pozitivni a/anebo cytokeratin 5/6

pozitivni (tzv. Basal like — typicka je vysoka proliferacni aktivita, vysoky grade a

Spatna prognoza)

5. ER 1 PR negativni / HER-2 negativni / EGFR negativni / cytokeratin 5/6 negativni

(tzv. Normal like — triple negativni).
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Obrazek 6: Exprese ER, PR, HER2 receptoru u jednotlivych subtypu karcinomu prsu. Pievzato od Sandhu R
Labmedicie 2010.

Jak bylo jiz zminéno, epitelidlni — mezenchymalni tranzice se velmi vyznamné
uplatiiuje na zméné fenotypovych charakteristik nadorovych bunék v pribéhu metastatického
procesu. Nejcastéji sledovanymi markery souvisejicimi s EMT jsou vimentin, N-cadherin,
TGEFp a transkripéni faktory jako Twist, Snail, Slug and Sipl. Vimentin, pattici do skupiny
intermedialnich filament, je za béznych podminek exprimovan mezenchymalnimi builkami a
zapojuje se do migrace epitelialnich bun¢k v pribéhu jejich vyvoje (37). Exprese vimentinu
v nadorovych bunkach zvySuje jejich migraci a invazivitu a soucasné je charakteristikou
epitelidlnich buné¢k, které podstupuji EMT (38).V disledku EMT dochazi v nadorovych
bunikach ke zméné exprese E-cadherinu na expresi N-cadherinu. Mohou nastat i situace, kdy
se exprese E-cadherinu vyznamné nezméni, ale buriky i piesto zvysené exprimuji N-cadherin.
V nékterych piipadech muze také dojit k tomu, Ze ostatni cadheriny nahradi nebo jsou
soucasn¢ exprimovany s E-cadherinem (napt. R-cadherin, cadherin 11, T-cadherin a P-
cadherin). Pfitomnost nevhodnych cadherinit mize modifikovat chovani nddorovych bunck
(39). TWIST1 je transkrip¢ni inhibitor genu pro E-cadherin. U fady nadorovych bun¢k byla
zjisténa zvySena exprese TWISTI vedouci k rezistenci téchto bunék k paklitaxelu a
vinkristinu prostfednictvim vazby na Akt promotor a zvySeni jeho transkripéni aktivity (40).
Zvysena regulace TWISTI navic podporuje expresi VEGF uplatiujici se v procesu
novotvorby krevniho zasobeni nadoru. Dale pak HIF-la reguluje expresi TWIST1
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prostfednictvim pfimé vazby na hypoxicky responzivni element v proximalnim promotoru
TWIST1 (29).

Dalsim specifickym molekularnim markerem pro detekci CTC u pacientek
s karcinomem prsu je mammaglobin A. Pfitomnost bunék s pozitivitou CK19mRNA a
MGBI1mRNA v periferni krvi predikuje hor§i DFS u zen s ¢asnym karcinomem prsu. Pomoci
tohoto markeru by bylo mozné monitorovat pacientky béhem a po ukonceni 1é¢by (41).
Nedavna studie poukédzala na vliv epigenetického pusobeni na tumor supresorové a
metastatické supresorové geny v CTC izolovanych z periferni krve pacientek s karcinomem
prsu. Metylacni analyza DNA ziskané EpCAM dependentni imunomagnetickou separaci CTC
prokazala, ze cystatin M (CST6) ptsobi jako nadorovy supresor u karcinomu prsu, stejné jako
BRMS1 (breast cancer metastasis suppressor 1) a SOX17. Tyto molekuly sehravaji tumor
supresorovou Ulohu prostfednictvim potlaceni signalizacni drahy Wnt a pravé promotorové
sekvence téchto molekul jsou vysoce metylovany (42-44). Tyto vysledky pfispély novym
rozmérem k molekuldrni charakterizaci CTC a mohou pomoci pii objasnéni ziskavani

malignich vlastnosti v€etn¢ fenotypu kmenovych bunék.

1.3.5 Izolacni a detekéni systémy CTC

Stanoveni a molekularni charakteristika cirkulujicich nadorovych bunék predstavuji
novou diagnostickou oblast zejména u pacientek s pokrocilym stadiem nadoru prsu, ale stale
vice pozornosti se vénuje 1 pacientkdm s casnym nadorem prsu. Vzhledem k tomu, ze CTC
jsou v periferni krvi ve velmi nizké koncentraci a dostupnost vzorktl v dostatecném mnozstvi
je omezena, metody pouzivané pro jejich izolaci a detekci se potykaji s fadou nelehkych
analytickych a technicky piekazek. V klinickych aplikacich vyuzivajicich detekce ojedinéle se
vyskytujicich naddorovych bunék je dulezité, aby pouZzitd metoda byla schopnd detekovat
builkky v omezeném objemu a rozliSit tyto bunky od ostatnich bun€k vcetné bunécného
odpadu (zbytkid apoptickych bunék). CTC jsou velmi ojedin€lé a jejich rozlozeni odpovida
Poissonové distribuci. Poissonova distribuce se uplatituje v pfipadé, kdy nahodné rozloZzené
objekty (bunky) jsou pocitany v ur¢itém intervalu nebo objemu. V ptipadé CTC, limit detekce
neni omezen pridanim dodate¢nych identifikatori nebo vylepSenim pfistroje, ale mnoZstvim
krve, kterd je pouzita pro stanoveni pfitomnosti CTC S timto omezenim musi byt tedy
pocitano pied zacatkem jakékoli analyzy a zejména v piipad¢ Casnych stadii nemoci (45).

Soucasny pokrok ve vyvoji novych technologii umoznuje rozdé€lit tyto metody do
dvou zakladnich skupin dle vyuziti fyzikalnich (velikost, hustota, elektricky naboj, atd.) a

biologickych vlastnosti CTC (exprese povrchovych proteinl, zivotaschopnost). VéEtSina
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technologii pro specifickou detekci CTC vyuziva kombinace dvou kroki: obohaceni

(enrichment) a detekci CTC.

Metodické pristupy k obohaceni CTC

Metody vyuzivajici fyzikalnich vlastnosti bun€k umoznuji ziskat obohacené frakce
bunck bez jejich oznaceni a naruseni bunécného povrchu, ¢imz jsou ziskdny zivotaschopné
buniky. Mezi tyto metody patii: gradientova centrifugace vyuzivajici rozdéleni bunck dle
jejich hustoty pomoci separacniho média o znamé hustoté (napft. Ficoll, OncoQuick), filtrace
bun¢k s vyuzitim specidlnich filtri (ISET metoda — izolace epitelidlnich nadorovych bunék
dle jejich velikosti, ScreenCell® - filtrace CTC pies mikroporézni membranu), biochip
vyuzivajici rozdilnost ve velikosti a deformovatelnosti nddorovych bunck (jsou vétsi a tuzsi
ve srovnani s krevnimi bunkami), mikrofluidni pritokové frakcionacni zatizeni (pMOFF) —
CTC jsou izolovany na zaklad¢ hydrodynamickych sil a velikosti bunék od krevnich bun¢k na
chipu s dilataénimi/expanzivnimi mikrokanalky, fotoakusticky prutokovy cytometr a separace
bunck pomoci dielektroforézy (DEP) — umoziuje separaci zivych bunék na zikladé¢ jejich

odlisné odpovédi na DEP kvili rozdilné velikosti a membranovych vlastnostech.
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Obrazek 7: Prehled metod pouzivanych k separaci CTC z periferni krve. Pfevzato a upraveno podle Lianidou E and
Markou A, Lab Med Online 2012.
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Dalsi skupinu metod pouzivanych pro obohaceni CTC pifedstavuje imunomagneticka
separace. Metoda vyuzivd imunitni reakci zalozenou na interakci mezi specifickymi
protilaitkami a tumor-asociovanymi antigeny piipadné¢ antigeny epitelidlniho plvodu
(pozitivni selekce) nebo povrchovych antigenem leukocytd CD45 (negativni selekce).
Protilatky jsou konjugovany s magnetickymi kulickami a vznikly komplex protilatky a
antigenu je nasledn¢ izolovan v prostiedi magnetického pole. Tyto metody nejcastéji
pouzivaji protilatku proti EpCAM molekule. Nicmén¢, nékteré nadorové buiky vykazuji
velmi nizkou nebo dokonce zadnou expresi EpCAM, vtomto piipadé nemohou byt
detekovany EpCAM negativni CTC. Nov¢ bylo publikovano pouziti kombinace anti-CD146 a
EpCAM pro zlepseni detekce CTC u pacientek s nadorem prsu (46). Ke zvySeni miry detekce
doslo i pfi pouziti protilatky anti-CD176 (47). Mezi metody zalozené na EpCAM patii:
CellSearch® System (Veridex) — jedina technologie povolena FDA v USA pro detekci CTC u
pacientek s metastatickym karcinomem prsu a oznacovana jako zlaty standard pro vSechny
nové metody stanovujici CTC. Dalsim ptikladem je AdnaTest® BreastCancer (Adnagen)
vyuzivajici pro separaci CTC magnetické kulicky konjugované s dvojici protilatek — anti-
MUC1 a anti-EpCAM. Vedle téchto nejrozsifenéjsich technologii byla vyvinuta dalsi vysoce
senzitivni a reprodukovatelnd metoda zalozena na pouziti protilatky anti-CK samostatné nebo
v kombinaci s anti-EpCAM. K zobrazeni a analyze CTC je pouzito automatické snimani
obrazku bungk na sklenénych skli¢cich pomoci Ariol® systému (48).

Jinou moznost ziskani obohacené frakce CTC pfedstavuje MagSweeper technologie.
Ta je zaloZena na imunomagnetickd separaci cirkulujicich epitelidlnich nadorovych bunék
(CEpCs), které mohou byt nasledné pouzity pro molekularni analyzu. V pribéhu separac¢niho
procesu jsou nejdiive krevni vzorky nafedény a pre-inkubovany s magnetickymi kulickami.
Vzorky jsou poté rozdéleny do jamek. Do téchto jamek jsou nasledné ponofeny magnetické
ty¢e obalené plastovym obalem. Tyce se v jamkach pohybuji v soustiednych kruhovych
smyckéch na trovni 1,5 mm nad dnem jamky. V pribéhu tohoto pohybu dochéazi k zachyceni
oznacenych bun€k na tyto magnetické ty€e. Jakmile dojde k projiti celého prostoru jamky,
oplasténé magnety jsou omyty, tak aby doslo k odstranéni kontaminujicich, neoznacenych a
adherujicich bun€k. Magnetické tyce se dale umisti do nového pufru a uvolni se z plastovych
obali. Vnéjs$i magnety umisténé pod jamkami umozni zakoncentrovani oznac¢enych bunék
(49).

V soucasné dobé dochazi krozvoji nejmoderngjSich analytickych mikrofluidnich
zatizeni (CTC chipli) pro zachyceni CTC pii praci s velmi malymi objemy krve. Tyto chipy

vyuzivaji laminarniho proudéni, které kontroluje a manipuluje s kapalinou proudici skrz toto
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zafizeni. Chip je vyroben litografickou metodou a na povrchu ma specidln¢ vytvorené
mikrospoty nebo novéji povrchové brazdy nebo struktury ve tvaru rybich kosti (herringbone-
chip)(50). Tyto struktury jsou strategicky umistény ve tvaru rovnostranného trojuhelniku na
chipu, tak aby byl maximalizovan kontakt mezi spoty a prochazejicimi bunkami. Prvnim
mikrofluidnim zafizenim byl chip obsahujici mikrospoty pokryté anti-EpCAM protilatkou
(51). Nedavno byl piedstaven novy chip ,,Ephesia“, obsahujici sloupce s biofunk¢énimi
superparamagnetickymi kulickami samostatné uspofadanymi v mikrofluidnim kanélu na néz
pusobi magnetické pasti. Ephesia umoziiuje nejen imunomagnetické tiidéni bunck, ale i
konfokalni a fluorescen¢ni mikroskopii v kombinaci s morfologickou a imunofenotypovou
analyzou jedné bunky (52). Nejnovéji byl pfedstaven mikrofluidni chip zalozeny na mikro-
Hall detektoru, ktery umoziuje piimo méfit jednotlivé, imunomagneticky oznacené bunky
v piitomnosti velkého mnozstvi krevnich bunék a nenavdzanych reaktantl, pfi¢emz
nepotiebuje zadny promyvaci ¢i purifikaéni proces. Navic je zde pouzit panel magnetickych
nanopartikuli, které se odliSuji svymi jedine¢nymi magnetickymi vlastnostmi. Tento panel
umoziuje soucasné stanovit biomarkery EpCAM, HER2/neu a EGFR na trovni jedné bunky
(53). Pro tfidéni CTC s nedostate¢nou expresi EpCAM je pouzivan koktejl protilatek proti
riznym epitelialnim  povrchovym antigenim (HER2, MUCI1, EGFR, TROP-2),
mezenchymalnim antigenim ¢i antigenim kmenovych bunék (c-MET, N-cadherin,
CD318)(54).

Vedle mikrofluidnich zafizeni se objevuji i mikrofiltra¢ni zatizeni pro rozdéleni bunék
dle jejich velikosti. Uéinnost této metody je na rozdil od mikrofluidnich zafizeni limitovana
pomérné Sirokym rozmezim velikosti CTC, které mohou u jednoho pacienta mit v praméru 4
— 30 um. Navic pii filtraénim procesu dochazi ¢asto ke kontaminaci frakce CTC leukocyty.
CTC, které jsou mensi nez je otvor na membranég, jim mohou projit a proto ¢asto mohou byt
Vv pritbéhu procesu ztraceny. Proto byl navrZzen novy zpusob, pifi kterém je vétSina CTC
pokryta velkym poc¢tem mikrokulicek, které zvétSuji jejich velikost a tim usnadiuji jejich
odliSeni od leukocytl. K dosazeni G€¢inného a selektivniho oznaceni CTC z periferni krve byl
pouzit mikrofluidni mixér. Vytvorenim sekundarniho vitivého proudu (tzv. Taylor-Gortler —
proud kolmy na pfimy tok v mikrofiltratnim zafizeni) byly CTC pokryty mikrokulickami
konjugovanymi s anti-EpCAM. Po nepietrzitém znaceni, zvétsené CTC byly zachyceny na
mikrofiltru, zatimco vSechny leukocyty jim prosly (55).

Mikrofluidni a mikrofiltraéni zafizeni pfedstavuji in vitro (ex vivo) metodologicky
pfistup izolace a detekce CTC v periferni krvi pacientti. V nedavné dob¢ byl vyvinut in vivo

zpusob zachytu CTC. Tento systém vyuziva nerezového 1€karského dratku o priméru 0,5 mm
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a délce 160 mm. Prvnich 20 mm drétku je potaZzeno 2um silnou vrstvou zlata, na kterou je
nanesena vrstva hydrogelu. Karboxylové skupiny pfitomné v hydrogelu jsou aktivovany EDC
(1-ethyl-3-[3-dimethyl-]karbodiimidu) a NHS (N-hydroxysukcimidu) a umoziuji navazat
prostiednictvim kovalentni vazby chimerické protilatky anti-EpCAM. Tento zdravotnicky
prosttedek je zaveden pies standardni kanylu do loketni zily, kde je ponechan po dobu 30
minut. Nadorové bunky cirkulujici v periferni krvi pacientt jsou vychytavany z proudici krve
in vivo. Poté je prostfedek odstranén ze Zily a CTC jsou identifikovany imunocytochemickym
barvenim za pouziti protilatky proti EpCAM a/nebo cytokeratinu a jadru a jsou

kvantifikovany (56).

Metodické piistupy k detekci CTC

Ziskana obohacend frakce CTC obvykle stale obsahuje neurcité mnozstvi leukocytii a
je tedy potiebné pouzit metodu, ktera je schopna identifikovat CTC na tGrovni jedné bunky a
odlisit nadorovou bunku od kontaminujicich bun¢k periferni krve. Detekce CTC probiha
nejcastéji témito zplsoby: 1) imunocytochemickd (ICC) detekce specifickych antigent; 2)
molekularni analyza nukleovych kyselin CTC; 3) detekce nadorové specifickych proteinti
produkovanych CTC.

Imunocytochemickd detekce charakterizuje izolované CTC prostifednictvim
fluorescenéné znacenych protilatek zejména proti epitelidlnimu antigenu jako je CK-19. Pro
jejich zobrazeni se nejcastéji pouziva Ariol systém nebo laserova skenovaci cytometrie
(LSC). Nejcast€ji pouzivanym systémem zaloZzenym na kombinaci ICC a imunofluorescence
je CellSearch system®. Pro detekci CTC jsou pouzity markery pro: cytokeratin (CK-19),
leukocyty (CD45) a bunécné jadro (DAPI). Pomoci vicebarevné zobrazovaci analyzy za
pouziti fluorescenéniho mikroskopu jsou CTC definovany jako CK'/CD45/DAPI* buiiky.
Tento systém ziskal povoleni FDA pro detekci CTC u metastatického nddoru kolorekta,
prostaty a prsu. Dale je dostupnd metoda LSC kombinujici rychlost prutokové cytometrie
s moznosti morfologické analyzy kazdé pozitivni builkky. Pomoci této metody je mozné
analyzovat az 50 tisic bun¢k béhem 30 minut. Enrichment metodou (magnetickd separace)
bylo dosazeno zakoncentrovani bunék 10 tisic krat (57). Krom¢ téchto metod byla nové
vyvinuta imunofluorescenéni protokol pro multimarkerovou zobrazovaci analyzu vyuzivajici
DyLight technologie. Diky tomuto novému zplsobu je mozné pouZzit n€kolik protilatek
znaenych fluorochromy odliSnych barev a pomoci spektralni zobrazovaci analyzy rozd¢lit

jejich barevna spektra. Tento protokol miize usnadnit detekci a fenotypovou charakteristiku
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diseminovanych nadorovych bunck. Kromé toho pfiddnim dalSich markerti by bylo mozné

zhodnotit expresi uréitych terapeutickych cili u riznych subpopulaci CTC (58).
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Obrazek 8: Prehled metod pouzivanych k detekci a charakterizaci CTC. Pfevzato a upraveno podle Lianidou E and
Markou A, Lab Med Online 2012.

Molekularni detekce je zaméfena na stanoveni specifické mRNA a ptedstavuje velice
pouzivanou alternativni metodu k imunocytochemickému stanoveni CTC. Tento pfistup
umoziuje analyzovat velké mnozstvi gent. V klinickych studiich je nejcastéji pouzivana
mRNA koédujici CK. Limitaci této metody predstavuje skutenost, Ze nékteré transkripty
(napt. CK18, CK19, CK20, MUCI a PSA) mohou byt produkovany normalnimi bunikami
krve ¢i kostni dfené (59). Pouziti kvantitativni PCR (qPCR) s pfesné stanovenimi hodnotami
cut-off napomaha vyfesit tento problém. Navic exprese nékterych genit muze byt v CTC

snizena napt. v disledku EMT procesu (60). Casto je tedy vhodné pouzit multimarkerovou
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analyzu. Diky molekularni detekci je mozné stanovit nizké pocty CTC prostiednictvim
vysoce senzitivnich eseji. Zatim neni mozné timto pfistupem stanovit pfesné pocty CTC
pritomnych v analyzovaném vzorku. Nejvétsi uplatnéni nachazi pti sledovani molekularnich
charakteristik nadorovych bunék. V fad¢ evropskych studii zaméfenych na detekci CTC je
pouzivan komer¢né dostupny test zalozeny na stanoveni specifické mRNA CTC. Jedna se o
AdnaTest™ (Adnagen). Tento test je kombinaci imunomagneticka separace CTC z periferni
krve a multiplex RT-PCR detekujici transkripty epitelialnich ¢i nadoroveé specifickych gent.
Detekce CTC je zaloZena na prikazu nejméné jednoho z geni HER2, MUC1 a EpCAM(61).
Nedavno byl popsén novy zpisob multimarkerové analyzy CTC pomoci liquid bead arrayi.
Princip metody spociva v pouziti fluorescencné znacenych polystyrenovych kuli¢ek
(mikrosfér) konjugovanych se specifickou probou. mRNA izolovana z imunomagneticky
obohacenych CTC je podrobena multiplex PCR pro CK19, HER2, MGB1, MAGEAS.
TWIST-1, HMBS. Inkubaci oznacené proby s biotinylovanym amplikonem vznika komplex,
ktery je nasledn¢ dekodovan pred kulicky pritokovym cytometrem Luminex. Tato metodu
umoziuje soucasné stanovit 6 genti ve velmi malém mnozstvi vzorku (62).

V soucasné dobé existuji a noveé vznikaji panely genli pouzivané ke stanoveni rizika
rekurence onemocnéni a k individualizaci 1é¢ebného postupu. U pacientek s nddorem prsu
jsou kdispozici Sest prognostickych genomickych testi. Mezi né patii Oncotype Dx™,
MammaPrint®, Genomic Grade Index, PAMS50 (ROR-S), Breast Cancer Index a EndoPredict.
Ze stanoviska pracovni skupiny IMPAKT 2012 vyplyvd, Ze pouze Oncotype Dx™a
MammaPrint® maji dostateCnou analytickou a klinickou validitu. Zatim ale zadny z vyse
uvedenych testli neprokazal zasadni dikazy o jejich klinické prospésnosti. Nebylo dokazano,
ze by zména 1é¢by na zakladé vysledku testu vedla ke zlepSeni klinickych vysledkd (63).
Oncotype Dx™ umoziuje stanovit 16 tumor-asociovanych genti a 5 referencnich genl a
podstatné rozsahlej§i MammaPrint® analyzuje 70 genl. Uvedené panely gent sleduji
nejcastéji geny uplatnujici se proliferaci a onkogenni transformaci, potlacujici expresi
rustovych faktort, ovliviujici ziskdni rezistence viuc¢i apoptoze, ménici metabolismus bun¢k
V hypoxickém mikroprostfedi, piisobici nekontrolovatelny bunéény cyklus, snizujici expresi
angiogennich faktoril, zodpovédna za tkanovou invazi a metastazovani, geny pro estrogenové
a progesteronové receptory a HER2 a fadu dalSich (64).

V pribéhu stanoveni CTC je velmi dulezité zjistit, zda detekované CTC jsou
zivotaschopné ¢i apoptické. Jen Zivotaschopné buiiky mohou pfispét k metastatickému
procesu. Pomoci EPISPOT (EPithelial InmunoSPOT) technologie je moZzné detekovat pouze

zivotaschopné CTC a stanovit nddorové specifické proteiny uvolnéné témito sekretujicimi
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bunikami. Imunospoty pfedstavuji proteinové otisky prstii vytvofené pouze Zivotaschopnymi
buitkami. Tento zpisob zamezuje piimému kontaktu s cilovymi bunkami, miize byt
kombinovén s jakoukoli enrichment metodou a vyzaduje pouze kratkodobou kultivaci (24 —
48h) pro zhodnoceni sekrece proteint (65). Pouzitim této metody bylo sledovano, zda CK19,
jeden z hlavnich cytoskeletalnich proteinti epitelidlnich bun€k, je z zivotaschopnych
nadorovych buné¢k uvolnén ve zkricené nebo skutecné délce. Studie ukézala, ze
zivotaschopné CTC uvoliuji CK19 ve skutecné délce a tyto buitky mohou piedstavovat
biologicky aktivni podskupinu nadorovych bunék prsu s vysokym metastatickym potencidlem

(66). Nekteré z vyse uvedenych metod jsou detailnéji popsany v Priloze €. 1.

1.4 Klinické vyuziti cirkulujicich nadorovych bunék
1.4.1 Cirkulujici naddorové buiiky u nadorovych onemocnéni

Cirkulujici nddorové buiiky poskytuji novou piilezitost, pomoci které, by bylo mozné
hodnotit biologické rysy nadoru opakované v pribéhu vyvoje onemocnéni a urychlit tak
vybér nejvhodnéjsi specifické 1é¢ebné modality pro individualniho pacienta (67).

Klinicky vyznam CTC miize byt potvrzen prostiednictvim klinickych studii specificky
navrzenych tak, aby poskytl dostatek dikazi, ze prikaz CTC muze byt pouzit pro:

1. odhad rizika metastatického relapsu nebo progresi metastazovani (CTC jako
prognosticky a prediktivni marker),

2. stratifikaci pacienti a monitorovani ¢innosti 1é¢by v realném case (CTC jako marker
odpovédi na lécbu),

3. identifikaci a charakteristiku potencialnich terapeutickych cila,

4. vznik rezistence k 1é¢b¢ a jeji mechanismus,

5. pochopeni metastatického vyvoje u pacientti s nadorovym onemocnénim.

Pocet CTC v krevnim ob&hu u pacientl s metastatickym nadorovym onemocnénim ma
prognosticky vyznam pro celkové pieziti, jak bylo prokazano klinickymi studiemi zejména u
metastatického karcinomu prsu, prostaty a kolorektalni karcinomu (68-70). Prvni
prognosticky vyznamnou studii zaméfenou na prognostickou hodnotu CTC u pacientek s
metastatickym karcinomem prsu publikovala skupina Massima Cristofanillino v roce 2004.
Vyskyt CTC byl u 177 pacientek s metastatickym karcinomem prsu testovan pied zahajenim
nov¢ linie 1é¢by (hormondélni, chemoterapeutické nebo jiné) a dale pak pifi prvni navstéve

sledovani. Zjistili, Ze pacientky s hladinou CTC > 5 na 7.5ml krve ve srovnani s pacientkami
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s hladinou CTC <5 na 7.5 ml krve maji krat$i PFS (2.7 mé&sice vs. 7 mésict, P<0.001) a kratsi
OS (10.1 mé&sice vs. >18 mésicti, P<0.001). Multivariacni analyzou, zahrnujicich molekulérni
a klinické prognostické faktory, zjistili, ze pocet CTC je silnym nezavislym prognostickym
faktorem (71).

U metastatického karcinomu prostaty probéhla klinicka studie IMMC38 zahrnujici
164 pacientl pied zahdjenim prvni linie chemoterapeutické 1écby (81 % léceno docetaxelem,
zbyvajici cast 1éCena rezimem obsahujicim docetaxel). Pocet CTC > 5 na 7.5 ml krve pted
zahajenim 1é¢by byl asociovan s vyznamné zkrdcenym prezivanim ve srovnani s pacienty
S CTC <5 na 7.5 ml krve (11.5 mésice vs. 21.7 mésicti, P<0.001. Navic bylo prokazano, ze
pocet CTC je lepSim indikatorem preziti nez hladina prostatického specifického antigenu
(PSA) (70, 72). V ramci studie IMMC38, byla jako prvni provedena korelace poc¢tu CTC
s klinickym vysledkem. Pacienti s mCRPC, kteti m¢li pfed zahajenim 1écby vyssi pocet CTC
a po chemoterapii doslo k jejich vyraznému poklesu, méli vyrazné lepsi klinicky vysledek nez
pacienti, jejichz poc¢et CTC se v pribéhu 1é¢by nezménil. Tyto vysledky byly validovany
Vv randomizované klinické studii 3. faze, ktera vedla ke schvéleni pouzivani CYP-17
inhibitoru abirateronu (Zytiga, Janssen, Biotech) (73).

U pacientt s metastatickym kolorektdlnim karcinomem byla publikovéna prospektivni
studie zahrnujici 430 pacientli sledovanych pied zahajenim nové linie chemoterapeutické
lécby, ktefi byli stratifikovani dle detekovaného poc¢tu CTC > 3 na 7.5 ml krve a < 3 na 7.5.
ml krve. U pacientl s nepfiznivou progndzou byl zjiSténo zkracené celkové piezivani (9.4
mésice vs. 18.5 mésicli, P<0.0001) a také doba pfeziti bez progrese (4.5 meésice vs. 7.9
mésict, P<0.001).

Vysledky klinického ovéteni prognostické hodnoty CTC byly publikovany nové jiz u
pokroc€ilych stadii dalSich nadorovych onemocnéni a to napt. u nadoru plic (74, 75),
melanomu (76), nadort v oblasti hlavy a krku (77) a nador slinivky bfi$ni (78).

Drtive se predpokladalo, ze pouze z invazivnich nadori mize dochazet k uvoliiovani
izolovanych nadorovych bun¢k do krevniho obéhu a lymfatickych cest. Nejnovejsi studie
poukazuji na moznou diseminaci nadorovych bunék dokonce u karcinomu in situ (79, 80). To
by znamenalo, Ze nddorové buiiky mohou diseminovat jiz z pre-invazivnich mammarnich 1ézi
nebo ze skrytych invazivnich nador nebo dokonce se miize jedna o ¢asny krok mikroinvaze
z pre-invazivnich 1ézi. Proto se v soucasné dobé vyzkumné aktivity zaméfuji na detekci a
charakterizaci CTC u c¢asnych stadii nadorovych onemocnéni. Jako ptiklad je mozné uvést

studii zahrnujici 735 pacientd s kolorektalnim karcinomem, ktefi byli indikovani z 1écebnych
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divodi k chirurgickému zékroku. U pacientl s detekovatelnymi CTC bylo zjisténo vyznamné
horsi celkové pieziti a zkracen ¢as do relapsu nemoci (81).

Z vyse uvedenych publikaci je ziejmé, Ze detekce CTC je silnym prognostickym
parametrem u pacientii s pokro¢ilym nadorovym onemocnénim a dynamika zmén CTC miize
napomoci ke stratifikaci téchto pacientii. U ¢asnych stadii nddorovych onemocnéni zatim jeste
neni dostatek klinicky podlozenych vysledkd, nicméné je mozné, ze v budoucnosti bude

mozné pouzit detekci CTC jako nastroj pro monitorovani minimalni rezidualni choroby.

1.4.2 Klinicky vyznam CTC u pacientek s karcinomem prsu

Prognosticka hodnota CTC

U pacientek s metastatickym karcinomem prsu je pouzivana prognosticka cut-off
hranice odpovidajici 5 CTC v 7.5 ml periferni krve. U casnych stadii karcinomu prsu jsou
pocty detekovatelnych CTC casto vyrazné niz§i a mnohdy neptesahnou 5 CTC v 7,5 - 10 ml
krve (82). Bylo prokazano, ze ptitomnost pouze jedné nadorové buiiky u ¢asného nadoru prsu
je asociovana se zvySenym rizikem metastaz (83). Némecka studie SUCCESS poukazala, Ze u
10 % pacientek pred zahdjenim adjuvantni 1é¢by je mozné detekovat vice nez jednu CTC. U 7
% pacientek byla zjisténa perzistentni negativita CTC pii opakovanych odbérech souvisejici
s vyrazné lepsi progndzou onemocnéni. Do této studie bylo zahrnuto vice nez 1700 pacientek
jak spozitivitou lymfatickych uzlin také i vysoce rizikovych pacientek s negativitou
lymfatickych uzlin bez metastdz indikovanych k adjuvantni chemoterapeutické 1écbé taxany
(84).

CTC jako marker odpovédi na 1é¢bu

Vliv protinddorové terapie na zmény poctu CTC je velmi intenzivné studovan v fadé
klinickych studii, jejichz cilem je ovefeni pouziti detekce CTC jako nastroje pro sledovani
1é¢ebné odpoveédi. Ukazalo se, ze pretrvavani CTC v prabéhu 1é€by muze reflektovat selhani
systémové terapie (85). Naopak, dojde-li k poklesu nebo je-li udrzovan stejny pocet CTC, je
mozné toto povazovat za ukazatel dobré lécebné odpovédi. Dale bylo zjisténo, ze
CK19mRNA pozitivni CTC po adjuvantni 1é¢bé pacientek s Casnym nadorem prsu jsou
nezavislym rizikovym faktorem pro rezistentni rezidualni chorobu (86). Ve studii
REMAGUSO02 pocet CTC u pacientek s nemetastatickym karcinomem prsu pifed a po
primarni systémové 1é€be¢ byl nezavislym prognostickym faktorem pro kratsi MFS (metastasis

free survival) (87).

40



Ve studii GEPARQuattro, bylo sledovano, zda je mozné CTC pouzit jako indikator
ucinnosti 1é¢bé. Vysledky naznauji, Ze prevalence pacientek s pozitivitou CTC pied
zahajenim neoadjuvantni 1é¢by byla 22% a po jejim ukonceni doslo k poklesu na 11% (88).
Casna detekce progrese onemocnéna zalozena na prikazu CTC miZze napomoci pii zméné
1é&ebného postupu u individualnich pacientek. Rada probihajicich studii se snazi zhodnotit
potencidlni klinicky prospéch vychdzejici ze zmény terapeutického rezimu pravé na zakladé
detekce CTC. Randomizovana studie SWOGS0500 hodnotila zménu Ié¢ebného postupu u
pacientek s metastatickym karcinomem prsu. Pacientky byly v prvni linii 1é¢eny anti-HER2
(trastuzumab terapii a nasledn¢ dualni anti-EGFR a anti-HER2 terapii (lapatinib). Zména
v terapii vedla k depleci EGFR-pozitivnich CTC a byla pozorovana odpovéd primarniho

nadoru. Progrese nadoru souvisela s rekurenci CTC, které byly HER2 a EGFR negativni (89).

Vybér 1écby a monitorovani vzniku rezistence

Tradicni metoda stratifikace pacientd dle rizika vzniku vzdalenych metastaz je
zalozena na klinickych a patologickych rysech primarniho nddoru (grade, velikost, postizeni
lymfatickych uzlin). Diky molekularni charakterizaci jsou pro primarni nadory ziskavany
navic informace o expresi specifickych genti a hladindch nadorovych markerd, na jejichz
zéklad¢ je mozné identifikovat agresivni nddory s vysokou prolifera¢ni aktivitou. Nove
objevené nadorové specifické geny jsou zdrojem pro vyvoj cilenych protinadorovych 1é¢iv,
jejichz ucinky jsou testovany v fadé klinickych zkouSek zamétenych na personalizovanou
medicinu. Pravé stanoveni CTC je Casto také soucasti klinickych zkousek, jejichz zavéry
stanovi, zda detekce a charakterizace CTC bude vhodnym néstrojem pro hodnoceni odpovédi
na 1é¢bu nebo jeji selhani (CTC jako nahradni (surrogate) marker).

Detekce CTC sehrava velkou tlohu Vv individualizaci 1éc¢ebného procesu a to zejména
jako vhodny zpiisob pro sekvenéni monitorovani pribéhu nemoci jednotlivych pacientek a
molekularni charakterizaci CTC zejména pro terapeutické cile (HER2, EGFR, VEGF) nebo
mutace zodpovédné za rezistenci k cilené biologické 1écbé. U Casti pacientek, které jsou
1éceny anti-HER2 terapii mize v adjuvantnim rezimu dojit k selhdni 1écby projevujici se jako
recidiva ¢i progrese onemocnéni. V rezistenci na trastuzumab se uplatiiuje snizena exprese
proteinu PTEN. Trastuzumab Vv senzitivnich nadorovych burikach narusuje vazbu Src na
HER2, ¢imZ umoZzni inhibici AKT proteinem PTEN. Dochazi tak k zastaveni rlistu bunék.
Pacientky s deficitem PTEN mély omezeny prospéch z 1écby trastuzumabem, ve srovnani s
pacientkami s normalni aktivitou tohoto proteinu. Rezistence na trastuzumab mize byt mimo

jiné zpisobena 1 aktivaci alternativnich signalnich drah. Jednd se napt. o signalni drdhu
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insulinového rtstového faktoru (IGF). Aktivaci receptoru pro IGF dochazi k bunécné
proliferaci a procesu metastazovani. Pravé IGF-IR muze byt medidtorem vzniku této

rezistence (90).

Molekularni charakterizace CTC

CTC predstavuji cenny zdroj pro molekularni charakterizaci nadorti u jednotlivych
pacientl. Genomické a proteomické analyzy jsou pouzivany pro detekci pfitomnosti ¢i
absence klicovych signalnich orogennich aberaci pravé v CTC. Pomoci cytogenetickych
studii zalozenych na fluorescenéni in situ hybridizaci byla odhalena variabilita mezi CTC,
nadorovou metastazou a primarnim nadorem pfi sledovani zmény poctu kopii studovaného
genu (91). Specificka analyza transkriptomu CTC ukazala, ze béhem 1é¢by pacientek
S karcinomem prsu je mozné detekovat relativni zmény v expresi epitelidlnich a
mezenchymalnich markertt v CTC a tento nalez byl korelovan s odpovédi na Ié¢bu a
prognozou nemoci (92).

Je znamo, Ze nador je obsahuje subpopulace nadorovych bunék liSicich se
fenotypovymi 1 genotypovymi vlastnostmi. V dasledku plisobeni systémové 1écby na tyto
bunky mtze dochazek ke zménam vedoucim k vzniku lékové rezistence. Tato informace
muze byt dulezita, pokud bychom chtéli hodnotit ptitomnost prediktivniho markeru v urcity
specificky €as podani nové linie 1é€by nebo bychom chtéli vysetfit biopticky vzorek nadoru
odebraného v ¢asném stadiu onemocnéni. Studie zahrnujici 254 pacientek s karcinomem prsu
se zamcfila na stanoveni exprese HER2 v CTC. Vysledky ukézaly, Ze u téméf tretiny
pacientek byla detekovana zvysena exprese HER2 ve srovnani s expresi HER2 v primarnim
nadoru. Toto zjisténi ma velky klinicky vyznam, vzhledem k tomu, Ze HER?2 je prediktivnim

markerem odpovédi na 1é¢bu anti-HER?2 terapii u karcinomu prsu (93, 94).

1.4.3 Potencial cirkulujicich nadorovych bunék v budoucnosti

Perspektivni vyuziti cirkulujicich nddorovych bunék spociva zejména na molekularni
charakterizaci téchto bun¢k. V personalizované mediciné nebude pro osetfujiciho lékare
dostateCna informace o pfitomnosti a poctu nadorovych bunék, ale pravé molekularni
charakter nadorovych bunék. Ziskanim informaci tykajicich se exprese specifickych genti
témito bunkami, mutaci onkogenli a tumor supresorovych gent, epigenetickych zmén ¢i
chromozomalnich aberaci usnadni identifikaci novych terapeutickych cili. Tyto nové
terapeutické cile napomohou k vyvoji cilenych 1éCiv zabraiujicich metastatické Sifeni

nadorovych bunc¢k a preventivné pilisobicich proti metastatickému relapsu onemocnéni.
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Odhaleni a studium téchto terapeutickych cili napomiize k pochopeni mechanismu vzniku
rezistenci k 1é¢ebnym modalitdm a také k porozuméni biologickych procest metastatického
vyvoje u pacientll s nddorovym onemocnénim. Vzhledem ke stale se zvySujicimu poctu nove
vyvijenych metod pro detekci a charakterizaci bunék bude nezbytné zavedeni systému externi
kontroly kvality vcetné¢ validace Vrdmci mezilaboratorniho srovndvani. Bude nezbytné
stanovit nejvhodnéjsi metodu pro enumeraci a charakterizaci CTC a také vybrat klinicky
akceptovatelny pfistup jejich stanoveni. Dosud stale zistava nenaplnénou klinickou potiebou
stanoveni heterogenity bun¢k uvniti nadoru jako nastroje pro individualizaci 1écebnych
postupti. Pomoci novych technologii, jako je Next Generation Sequencing (NGS) a
proteomika, bude mozné odhalit heterogenni mutaci a sledovat vyvoj jednotlivych
subpopulaci nadorovych bunék. Predpokldda se, Ze tyto cenné informace piispéji
Kk pochopeni, pro¢ u pacientii s nadorovym onemocnénim nachazime odlisné odpovédi na
1é¢bu v riznych metastatickych loziscich pfi podavani cilené terapie. Analyza CTC, jako
minimalné invazivni pfistup, napomize k individualizaci 1é¢ebnych postupi a k personifikaci

ptistupu k nemocnym (102).
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2 HYPOTEZY A CILE PRACE

Karcinomem prsu je v sou¢asné dobé& ohrozena kazda osméa Zenu v Ceské republice.
V soucasné dob¢ je karcinom prsu povazovan za systémového onemocnéni, proto miize
dochazet i u pacientek s velmi malym solidnim nadorem k ¢asné diseminaci nadorovych
bunék. Tyto nadorové buniky mohou setrvavat v krevnim ¢i lymfatickém ob¢hu (cirkulujici
nadorové bunky — CTC) a mohou tak ptispét k progresi onemocnéni, nebo naopak pretrvavat
Vv klidovém stavu v kostni dfeni (diseminované nddorové bunky — DTC). Az po nékolika
letech mohou pfispét k relapsu nemoci. Proto identifikace a molekularni charakterizace u
pacientek s casnym nadorem prsu mize mit vyrazny vliv na stanoveni progndzy a
individualizaci 1écebnych postupt.

Prognosticka hodnota a vyznam stanoveni CTC u metastatického karcinomu prsu a
noveé i u Casného karcinomu prsu jsou podlozeny vysledky fady studii. Diky rozsahlému
vyzkumu a pouzitim novych technologii v oblasti nddorovych bunék, je v soucasné dobé
mozné detekovat CTC v periferni krvi pacientek v rozmezi 9 — 50 %. Jednotlivé studie se
vsak lisi pouzitim odliSnych detekénich pfistupil a zafazenim pacientek s riznymi klinickymi
stadii nemoci.

Odbér periferni krve pfedstavuje neinvazivni zplsob ziskéni vzorku a oproti odbéru
kostni dfené pro pacientku je podstatné méné invazivnim a bolestivym. Opakované odbéry
periferni krve pro detekci CTC mohou byt pouzZity k monitorovani zmény ¢i uUplného
vymizeni CTC z krevniho fecisté. Vzhledem k tomu, Ze CTC v cirkulaci ptezivaji jen kratkou
dobu (2,4h), je nepravdépodobné, detekovat CTC v po sob¢ nasledujicich odbérech periferni
krve, pokud by nedochazelo k trvalému uvolfiovani nadorovych bunék z primarniho nadoru
do krevniho ob¢hu.

Metody stanoveni CTC v periferni krvi se potykaji se dvéma zésadnimi problémy.
Jednim z nich je velmi nizkéd koncentrace CTC v porovnani s vysokou koncentraci ostatnich
bun¢k periferni krve. Pomoci imunomagnetické separace dochdzi k obohaceni frakce
nadorovych bunék a odstranéni nezadoucich krevnich bunék. Druhy problém spociva
V nelegitimni expresi nadorové specifické RNA jinymi jadernymi buiikami (napf. trombocyty,
leukocyty). Vyuziti qPCR pro analyzu expresnich profili CTC v kombinaci
s imunomagnetickou separaci pfedstavuje vysoce senzitivni a specificky zptsob stanoveni a
molekularni charakterizace CTC.

Molekularni charakterizace CTC muze poskytnout dilezité informace k odhaleni

novych terapeutickych cili a mechanismi rezistence nadorovych bunck k systémové 1écbé.
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Moznost pravidelného hodnoceni vyvoje onemocnéni pomoci prikazu CTC by mohlo byt

uzitecné ke stratifikaci pacientek a monitorovani ucinku systémové 1€cby v realném cCase.
Zakladnim cilem této prace bylo popsani problematiky cirkulujicich nadorovych bunék
u Kkarcinomu prsu. Soudasti této prace byla prospektivni studie zaméfena na

molekularni charakterizaci cirkulujicich nadorovych buné€k, jejimiZ hlavnimi cily byly:

Zavedeni a optimalizace nové metody stanoveni exprese vybranych genda — TOP1, TOP2,

CSTD, ST6GAL, KRTI19 a aktinu pomoci kvantitativni polymerdzové fetézové reakce
PCR).

Hypotéza ¢ 1. Podle dostupnych poznatkd jsme chtéli zavést a optimalizovat g°PCR metodu
umoziujici stanoveni exprese geni TOP1, TOP2A, CSTD, ST6GAL, KRT19 a aktinu
(referencni gen) a roz$itfit tak spektrum vySetfovanych gentl v cirkulujicich nadorovych
bunkach. Stanoveni takovéto kombinace geni nebylo zatim provedeno. Predpokladali jsme,

ze nadorové buniky jednotlivych pacientek budou vykazovat odliSné expresni profily.

Porovnani miry exprese geni TOPI1, TOP2, CSTD, ST6GAL, KRT19 a aktinu mezi

cirkulujicimi nadorovymi bunikami a mononuklearnimi bufikami separovanymi z periferni

krve pacientek s ¢asnym karcinomem prsu.

Hypotéza ¢ 2: Prokazana nelegitimni exprese nadorové RNA jinymi buikami krve miiZze vést
K ovlivnéni vysledku stanoveni, ktery neodpovida skutecnosti. U pacientek se tak mohou
objevit falesn€ pozitivni vysledky. Predpokladali jsme, ze exprese nddorové RNA bude
v mononuklearnich buiikach periferni krve minimalni a pokud bude zvysena, je to zptisobeno
nelegitimni expresi. Proto jsme se rozhodli, Ze zanalyzujeme a porovname mezi sebou miry
exprese sledovanych genli exprimovanych cirkulujicimi nadorovymi builkami a
mononuklearnimi bunikami periferni krve, a zjistime tak rozdily mezi expresemi a odhalime

nepatrnou minimalni expresi genu jinymi krevnimi bunikami.

Prospektivni studium dynamiky cirkulujicich nadorovvch bunék v periferni krve pomoci

metody kombinujici imunomagnetickou separaci s multiplexovou polymerazovou fetézovou

reakci.
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Hypotéza ¢ 3. Vnasi studii jsme chtéli sledovat dynamiku zmén CTC v periferni krvi
opakované odebirané v pribehu 1écby pacientek s operabilnim a inoperabilnim karcinomem
prsu podle 1écebného schématu. Predpokladali jsme, ze z primarniho nddoru muize i v ¢asné
fazi onemocnéni dochdzet k uvoliovani nadorovych buné¢k, které je mozné detekovat
v periferni krvi pacientek a jejich pfitomnost muze byt ovlivnéna podavanou l1é€bou. Na
zakladg toho, jsme chtéli stanovit miru detekce CTC u pacientek v Ceské republice a porovnat
ji svysledky publikovanych studii. Déle jsme provedli prospektivni monitorovani CTC
Vv prib¢hu 1écby a zajimali jsme se o zmény ptitomnosti CTC mezi jednotlivymi odbéry.
Vzhledem k tomu, ze CTC vykazuji zna¢nou heterogenitu v expresi nadorové-asociovanych
gend, zajimalo nas, jaké bude zastoupeni HER2, MUC1 a GA733.2 pouzitych pro detekci

CTC v naSem souboru pacientek.

Zhodnoceni pfitomnosti cirkulujicich nddorovych bunék ve vztahu ke klinicko-patologické

charakteristice a typu podavané 1é¢by u studované skupiny.

Hypotéza & 4: Na zakladé dostupnych poznatkt jsme piedpokladali, ze ptitomnost CTC bude
korelovat s uzivanymi prognostickymi faktory jako je velikost uzlin, postizeni lymfatickych
uzlin, exprese hormonalnich receptorit s HER2 receptorem a ptitomnost CTC se bude meénit

Vv prib&hu lé¢by pacientek s karcinomem prsu.
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2 MATERIAL A METODIKA

2.1 Kritéria pro zarazeni pacientek do studie

Vybér pacientek do této studie probihal na Onkologické klinice VFN a 1. LF UK
vV Praze pod odbornym vedenim doc. MUDr. Petry Tesafové, PhD. Pacientky byly vybirany
podle nasledujicich kritérii:
e histologicky potvrzeny karcinom prsu
e rizikovy veék (median 36 let)
e Dbez ptedchoziho podstoupeni chirurgického zakroku

e bez piedchoziho podani chemoterapeutické, hormonalni a biologické 1éCby.

Pacientky, které spliiovaly nékteré z nize uvedenych kritérii, nemohly byt zatazeny do této
studie. Jednalo se o:

e piedchozi 1é¢bu karcinomu prsu

e piedchozi podstoupeni chirurgického zdkroku pro karcinom prsu

e predchozi podani chemoterapeutické, hormonalni a biologické 1écby.

Pacientkdm spliiujicim vstupni kritéria, a které vyslovily souhlas se vstupem do studie, byl
piedloZen k podpisu informovany souhlas schvaleny lokalni Etickou komisi VFN (¢j.: 156/08
— GAUK — 1. LF UK).

2.2 Charakteristika pacientek zarazenych do studie

Do studie bylo celkem zatazeno 54 pacientek s asnym nadorem prsu. Median véku
pacientek byl 36 let (vékové rozmezi 22 — 72 let). Vice jak 62 % pacientek bylo pfi zatazeni
ve véku do 39 let a tato skupina predstavovala velmi rizikovou skupinu pacientek pro vznik
metastatického onemocnéni nadoru prsu.

Kompletni soubor pacientek byl charakterizovan dle klinicko-patologickych
charakteristik primarniho nadoru. Vice jak 35% pacientek mélo pfi vstupni diagnodze primarni
nador vEétsi nez 2 cm a ne vSak vétsi nez 5 cm v nejvétSim rozméru (odpovida T2). U 34
pacientek nebyly v regionalnich miznich uzlindch prokazany metastazy. U zadné pacientky
nebyly nalezeny vzdalené metastdzy pii vstupu do studie. Vice jak 83% pacientek mélo

histologicky potvrzeny nalez invazivni duktalniho karcinomu (IDC). Histologické struktura
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IDC je velmi variabilni struktura vykazujici solidné trabekuldrni, tubuldrni, kribriformni a
glandulérni rast. Stromalni komponenta u nékterych nadori mize byt vyrazné desmoplasticka
nebo jindy naopak s lozisky elastozy a hyalinizace. Nékdy muze byt stromatu jen velmi malo.
Ke stanoveni histopatologického gradingu invazivniho karcinomu byla pouzita tzv.
Nottinghamska klasifikace (modifikace podle Elstona a Ellise). Jedna se o modifikaci zlatého
standardu pro grading karcinomu prsu popsanou Bloomem a Richardsonem. Tato klasifikace
vychézi z kvantifikace a skorovani tii morfologickych parametr a to: tvorby tubulil (tvofi
vétSinu nddoru > 75% / stfedni mnozstvi 10-75% / malo nebo Zzadné <10%), jaderné
polymorfie (mald a pravidelna jadra / stfedné velkd a mirné¢ polymorfni jadra / vyrazné
polymorfni jadra) a po¢tu mitdéz (0 — 3 /4 — 6 / > 6). Kazdy parametr je ohodnocen urcitym
poctem bodil a na zdklad¢ dosazeného poctu bodil je stanoven grading. Grade II (6-7 bodl)
byl stanoven u 26 pacientek a grade 111 (8-9 bodii) u 21 pacientek.

V primarnim nddoru byly imunohistochemicky stanoveny estrogenové (ER) a
progesteronové receptory (PR). 29 pacientek bylo hodnoceno jako ER a PR negativni. U 25
pacientek byla stanovena pozitivita obou receptori, coz predstavovalo prediktivni faktor pro
podani anti-hormonalni terapie. Déle byla vySetiena pfitomnost HER2/neu receptoru, ktery je
povazovan za negativni prognosticky a prediktivni faktor u karcinomu prsu. V pfipadé, ze
byla stanovena pozitivni imunohistochemicky reakce se skore 2+ a 3+, bylo u pacientek
indikovanych k 1é€bé trastuzumabem doplnéno vySetfeni amplifikace genu HER2/neu
metodou fluorescenéni in situ hybridizace (FISH). Ve studované skupiné pacientek bylo 37%
HER2/neu pozitivnich a zbytek HER2/neu negativnich. U vSech pacientek s pozitivitou
HER2/neu dle THC byla provedena konfirmace metodou FISH, kterd potvrdila pozitivitu
HER2/neu pouze u 22 % pacientek. Navic u 12 pacientek byla prokazana mutace v genu
BRCAL. Rozlozeni pacientek do skupin dle imununohistochemického podtypu nadoru prsu
bylo nasledujici: 40% pacientek bylo triple-negativnich (ER, PR, HER2/neu negativni); 16%
HER2/neu pozitivnich (ER, PR negativni, HER2/neu pozitivni) a hormonalné-dependentnich
(ER a/nebo PR pozitivni) pacientek bylo 44%.

Klinicka data v dobé prvniho vySetfeni jsou uvedena Vv tab. 2. Pti vstupu do studie byl
soubor rozdélen na dvé podskupiny podle planované indikace klécbe. Prvni skupina
pacientek byla indikovana k chirurgickému odstranéni primarniho nadoru (skupina S1) a

druha skupina byla indikovana k podstoupeni neoadjuvantni 1¢€cby (skupina S2).

Tabulka 2: Klinicko-patologicka charakteristika pacientek
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Kompletni
skupina

Skupina S1

Skupina S2

Klinicko-patologicka
charakteristika

Vék
Celkem

Velikost nadoru
T1
T2
T3
T4
Tis

Status lymfatickych uzlin
pozitivni
negativni

Histologicky typ
duktalni
lobularni
ostatni

Grading
I
I
"

Estrogenovy receptor
negativni
pozitivni

Progesteronovy receptor
negativni
pozitivni

HER2/neu receptor
negativni
pozitivni

Imunohistochemicky subtyp

ER-,PR-,HER2-
ER-,PR- HER2+
ER+ a/nebo PR+

36 (22 - 72 let)
54
15
21
10

5
3

34
20

26
21

29
25

29
25

34
20

22

24

34 (22 — 43 Iet)

27
5
13
4
3
2

16
11

13
13

13
14

15
12

13

12

38 (32— 72 let)

27

[EEN
o

= N O

16
11

14
13

16
11
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2.3 Schéma odbéru vzorkii periferni krve

Celkem 54 pacientkam spliujicim vstupni kritéria, byly odebrany 2 vzorky periferni
krve 0 objemu 5 ml do zkumavek BD Vaccutainer EDTA (celkem 10 ml krve).

Tyto vzorky byly ihned po odbéru transportovany pii teploté¢ 4°C do laboratote, kde
byly okamzité¢ zpracovany. Pokud nebylo mozné zajistit okamzité zpracovani vzorkd, byla
periferni krev odebirana do specialnich zkumavek AdnaCollect, které umoznily zpracovani
vzorku do 24 hodin od provedeni odbéru. Do té doby byly vzorky uchovavany pii teploté 4°C
a ve tme.

Pacientkdm s inoperabilnim karcinomem prsu byly odebrany v asovém sledu celkem
4 vzorky periferni krve. Odbéry pro stanoveni cirkulujicich nadorovych bunék byly
provedeny ptred zahdjenim neoadjuvantni 1écby (1. odbér), po ukonceni neoadjuvantni 1éCby a
zaroven pred chirurgickym odstranénim primarniho nadoru (2. odbér), pred zahajenim (3.

odbér) a po ukonceni adjuvantni 1é¢by (4. odbér).

.00

*po ukonéeni adjuvantni
lécby

®po provedeném
chirurgickém zakroku a

zaroven pred zahajenim
adjuvantni lécby

e pred zahajenim
neoadjuvantni [éCby

*po ukonceni
neoadjuvantni [éCby a
zaroven pred
provedenim
chirurgického odstranéni
primdarniho nadoru

|1. ODBER| |3.0DBER

Obrazek 9: Schéma odbéru vzorki u pacientek s inoperabilnim karcinomem prsu.

Pacientkam s operabilnim karcinomem prsu byly odebrany celkem 3 vzorky periferni
krve a to ptfed chirurgickym odstranénim priméarniho nadoru (1. odbér), pted zahajenim (2.

odbér) a po ukonceni adjuvantni 1écby (3. odbér).
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chirurgického
odstranéni
primarniho nadoru
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epo provedeném
chirurgickém

(

epo ukonceni
adjuvantni [éCby

zakroku a zaroven
pred zahajenim
adjuvantni [éCby

\‘_ﬂ 1. ODBER‘

Obrazek 10: Schéma odbéru vzorki u pacientek s operabilnim karcinomem prsu.

I 3. ODBER |

Zpracovani pacientskych vzorkti a veskeré laboratorni vysSetfeni bylo provadéno
v Laboratofi klinické imunologie a alergologie, Ustav lékaiské biochemie a laboratorni
diagnostiky VFN a 1. LF UK v Praze pod odbornym vedenim prof. MUDr. Tomase Zimy,
DrSc., MBA.

2.4 Stanoveni cirkulujicich nadorovych bunék v periferni krvi

2.4.1 Separace cirkulujicich nadorovych bunék

Cirkulujici nadorové buiky byly izolovany z 5 ml periferni krve pomoci komeréné
dodavaného diagnostického kitu AdnaTest BreastCancer™ (AdnaGen AG, Langenhagen,
Némecko). Obohacena frakce nadorovych bunék byla ziskédna na zékladé imunomagnetické
separace vyuzivajici ptitomnost epitelialnich a nadorové-asociovanych antigeni na povrchu
nadorovych bunék. Pripravend smés monoklonalnich protilatek proti epitelidlnimu
glykoproteinu GA733-2 (EpCAM) a epitelialnimu antigenu MUCL, ktera byla konjugovana
s magnetickymi kulickami (Dynabeads), byla ptidana do pacientské periferni krve. Vzorek
byl nasledné¢ inkubovan a poté byl pomoci magnetického separatoru ziskan komplex
magnetickych kulicek s navazanymi nadorovymi bunikami. Nadorové bunky byly nasledné

lyzovany. Bunécny lyzat byl zamraZen pfi -20°C maximalné po dobu 14 dni.
2.4.2 Detekce cirkulujicich nadorovych bunék

Z bunécného lyzatu byla nasledné izolovana mRNA pomoci AdnaTest BreastCancer
Detect kitu™ (Adnagen AG, Langenhagen, Némecko). 1zolace mRNA byla provedena za

pouziti superparamagnetickych kulicek, na kterych byly kovalentn¢ navazané oligo(dT)
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sekvence. Izolace probihala na zakladé parovani bazi mezi poly (A)" konci izolované mRNA
a oligo (dT) sekvencemi na povrchu kulicek. V prvnim kroku izolace dochazelo k promyti
kuli¢ek prostiednictvim Lysis/Binding Buffer, které byly nasledné piidany k pacientskému
buné¢nému lyzatu a inkubovany 10 min pfi laboratorni teploté na rotatoru. Smés kulicek
snavazanou mRNA byla po inkubaci celkem c&tyfikrat promyta, aby byly odstranény
kontaminujici druhy RNA (napf. ribozomalni RNA, transferovda RNA, mikroRNA, mala
nukleolarni RNA, mala cytoplazmatickd RNA). V poslednim kroku izolace byla provedena
eluce mMRNA do RNase free vody. mRNA pro nasledné analyzy stale ziistivala navazana na
superparamagnetické kulicky.

Nasledné byla mMRNA reverzné prepsana do komplementarni DNA (CDNA) pouzitim
Sensiscript® Reverse Transcriptase kitu (Qiagen, Hilden, Némecko). Vznikld cDNA slouzila
jako templat v multiplex PCR reakci. Pomoci multiplex PCR byla sledovana amplifikace
nadorové-specifickych a tumor-asociovanych marker v izolovanych nadorovych bunkach.
Jednalo se o epitelialni glykoprotein GA733-2 (EpCAM), receptor epidermalniho rustového
faktoru 2 (Her-2) a Mucin 1 (MUCL). Jako vnitini pozitivni kontrola PCR byl stanovovan f-
aktin.

Vizualizace a kvantitativni hodnoceni amplifikovanych PCR produktu byly provedeny
na ptistroji 2100 Bioanalyzer za pouziti DNA 1000 kitu (Agilent Technologies, Némecko).
Vysledek byl hodnocen jako pozitivni v ptipad€, Ze byl jasné detekovan alespon jeden ze
sledovanych PCR produktii o nasledujicich velikostech:

GAT733-2: 395 bp

MUCL: 299 bp
Her-2: 265 bp
Aktin: 120 bp. (vnitini kontrola)

Piky s koncentraci vy$si nez 0,30 ng/ul byly hodnoceny jako pozitivni. Piky
nedetekovatelné nebo s koncentraci niz$i nez 0,15 ng/ul byly negativni. Piky, jejichZ
koncentrace byla v rozmezi 0,15 — 0,30 ng/ul byly hodnoceny jako nepritkazné a bylo nutné
provést stanoveni CTC v novém vzorku odebraném s odstupem 3 — 4 tydnt. Pfi vyhodnoceni
musel byt ve vSech pacientskych vzorcich detekovan PCR produkt B-aktinu. U negativni PCR
kontroly a RT negativni kontroly nesmély byt pfitomny piky o velikosti vys$si nez 80 bp.
V ptipadé, Ze se objevil fragment vétsi nez 1kb, znamenalo to, Ze vzorek byl kontaminovan
genomovou DNA a takovyto vysledek musel byt z dalSich analyz vyfazen. Na obr. 11 je

zobrazeno stanoveni amplifikovanych PCR produktt slouzicich pro prikaz CTC v periferni
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krvi. Prvni linie odpovidd DNA ladderu slouzicimu ke stanoveni velikosti detekovanych PCR
produktii. Linie 2 — 4 odpovida pacientskym vzorkd a linie 5 pozitivni kontrole. Vzorek 15
K je pozitivni pro HER2 a MUCI, vzorek 28K je negativni a vzorek 41K je pozitivni pro
MUCI1. U vsech vzorkii byl detekovan aktin, coz indikuje spravné provedené stanoveni.

V pozitivni kontrole jsou zfejmé vSechny ¢tyii sledované PCR produkty.

ladder 15K 28K 41 K pozitivni
kontrola
Horni marker
500 —
400 —_— <« GA733.2
300 <« MUC1
<— HER2
200
150
<« aktin
100
50
> Dolni marker

Obrazek 11: Vyhodnoceni vysledek stanoveni CTC pomoci AdnaTestu® na pristroji Bioanalyzer 2100 za pouziti DNA
1000 kitu (Agilent Technologies).
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2.5 Porovnani exprese genii TOP1, TOP2A, CSTD, ST6GAL a KRT 19

mezi cirkulujicimi nadorovymi buninkami a mononuklearnimi bunnkami

periferni krve

Cirkulujici nadorové builkky je mozné izolovat z frakce mononuklearnich bunck

ziskanych po centrifugaci s pouzitim gradientového separacniho média (napf. Ficoll,
Leucosept). V nasem piipad¢ byly CTC separovany na zakladé vyse uvedeného zptisobu, pfi
kterém zustalo dostatecné mnozstvi periferni krve pro dalsi vyzkumné ucely. Bylo zjisténo, ze
mononukledrni bunky periferni krve u onkologickych pacienti mohou exprimovat nékteré
nadorove-specifické geny vlivem napf. soucasné probihajici infekce ¢i zanétlivého procesu.
Aby bylo zjisténo genové pozadi periferni krve pro sledované geny, byla provedena izolace

mononukledrnich bunék periferni krve (PBMC).

2.5.1 Izolace mononuklearnich bunék periferni krve

Mononukledrni bunky periferni krve byly izolovany z 5 ml periferni krve po CTC
izolaci. K ziskani frakce PBMC byl pouzita centrifugace v hustotnim gradientu pomoci média
Histopaque® (hustota 1,077 g/ml, Sigma-Aldrich Corp., St. Luis, MO, USA). Do 50 mi
Falcon zkumavky naplnéné 20 ml Histopaque mediem byla pfidana periferni krev a
zkumavka byla centrifugovdna 30 minut pii 400g. Po centrifugaci doSlo k oddéleni
jednotlivych frakci (erytrocyty a krevni desticky — separaéni médium — PBMC — plazma).
Interfaze obsahujici PBMC byla promyta v PBS a centrifugovana 15 minut pti 400g.

2.5.2 Izolace celkové RNA z mononuklearnich bunék periferni krve

Celkova RNA (total RNA, tRNA) byla izolovana z PBMC pomoci TRI Reagent®
(Molecular Research Center, Inc., Cincinnati, OH). Alikvot obsahujici 10 x 10° PBMC byl
homogenizovan v 1 ml TRI Reagentu. K homogenatu bylo pfidano 0,2 ml chloroformu a
rychle zvortexovano po dobu 15 sekund. Smés byla inkubovéna 15 minut pfi laboratorni
teploté a nasledné centrifugovana 15 minut pii 12 000g a teploté 4°C. Vodna faze obsahujici
tRNA byla pfenesena do nové zkumavky a smichana s 0,5 ml izopropanolu. Vzorek byl
inkubovan 10 minut pii laboratorni teploté a nasledné centrifugovan 8 minut pti 12 000g a
teploté 4°C. RNA precipitat byl promyt 75% etanolem a centrifugovan 5 minut pii 7 5009 a
teploté¢ 4°C. RNA peleta byla nésledné vysuSena ponechdnim 5 minut v lamindrnim boxu a

poté byla rozpusténa ve RNase free vod¢ a inkubovana 10 — 15 minut pii 55 — 60°C.
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2.5.3 Kontrola kvality RNA

Pomoci mikrofluidniho zafizeni Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies) byla
provedena kvantifikace a kontrola integrity izolované RNA. K analyze RNA byl pouzit
Agilent RNA 6000 Nano Kit podle instrukci vyrobce. Integrita RNA byla hodnocena na
zéklad¢ stanoveni RIN (RNA Integrity number). Hodnota RIN 10 odpovidala intaktni RNA.
Snizujici se hodnoty RIN odpovidaly mife degradace RNA (mirn¢ az siln¢ degradované

RNA). Vzorky RNA byly nasledné uchovavany v hlubokomrazicim boxu pii teploté -80°C.

2.5.4 Reverzni transkripce

Pomoci metody reverzni transkripce byla z izolované celkové bunééné RNA pomoci
enzymu reverzni transkriptazy ptipravena komplementarni DNA (CDNA), ktera byla nasledné
metodou PCR amplifikovéna. cDNA slouzila jako templat pro amplifikaci studovanych genii.

100 ng tRNA bylo inkubovano po dobu 10 min pii 65°C v se smési ndhodnych
hexanukleotidl slouzicich jako primery (60uM). Ihned po inkubaci byl vzorek zchlazen a
nasledné¢ inkubovan pii 25°C 10 min a pfi 55°C 30 min ve 20ul reakci obsahujici 1x
Transcriptor RT pufr, smés DNTP (ImM kazdy), 20U Protector RNase inhibitoru a 10U
Transcriptor reverzni transkriptdzy. Reverzni transkriptdza byla inaktivovana pii 85°C po
dobu 5 min. Poté byla reakce zchlazena a zamrazena pii -20°C. K syntéze jednovldknové

cDNA byl pouzit Transcriptor First Strand cDNA Synthesis Kit (Roche).

2.5.5 Analyza exprese genti TOP1, TOP2A, CSTD, ST6GAL, KRT 19

Pro analyzu exprese geni TOP1, TOP2A, CSTD, ST6GAL a KRT19 byla pouzita
jako templat jednovldknovd cDNA. Jednotlivé fragmenty studovanych geni byly
amplifikovany pomoci polymerazové tetézové reakce (PCR) s pouZitim nové navrzenych
specifickych primerd uvedenych v tab. 3. Navrh primerd pro vSechny studované geny byl
proveden pomoci Primer-BLAST softwaru. Eseje pro jednotlivé geny byly navrZeny tak, aby
primery nasedaly v misté¢ exon/exon, ¢imz se zabranilo nezadouci amplifikaci mozné

kontaminace genomovou DNA.
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Tabulka 3: Primery navrzené pro amplifikaci studovanych genii.

Referencni
Umisténi Délka
Gen sekvence Sekvence primeru 5'— 3” )
genu amplikonu
mMRNA
TOP1 NM 003286.2 20912- CAAGGTTACTTGGCTGGTTT 120 b
- ql3.1 CGAGCAGTCTCGTATTTCTG P
TOP2A NM 001067.3 ) AGTGAAGAAGACAGCAGCAA
- 17021022 | A GGATCAGGCTTTTGAGAGA | 1270p
TACCTCGTTTGACATCCACT
CTSD NM_001909.4 11p15.5 131 bp
AGACCTGCCTCTCCACTTT
ST6GAL | NM_030965.1 1p31.1 AGACTGGCAAAGACAGGAAG 110bp
' GGGCACCATGCCATAAACATT
GCCACTACTACACGACCATC
KRT19 NM _002276.4 17921.2 133bp
TCCGTCTCAAACTTGGTTC

Amplifikace sledovanych genti probihala v 10 pl reakéni smési, ktera obsahovala 2 pl
cDNA. Pro kazdy gen byly provadény dvé reakce s odliSnou vstupni templatovou cDNA.
Prvni reakce obsahovala c¢DNA ziskanou piepisem zcelkové RNA izolované
z mononuklearnich bun¢k periferni krve. Druha reakce obsahovala ¢cDNA ziskanou izolaci
z cirkulyjicich nadorovych bunék. Amplifikaci cDNA z PBMC jsme stanovili genetické
pozadi studovanych genl v nenddorovych bunikach, které jsme poté vyuzili ke srovnani s
vysledky amplifikace studovanych genii v nadorovych buitkach. Do reakéni smési byly dale
pfidany primery (0,4 pl F/R primeru), 5 pl IQ SYBR Green Supermixu a 2,6 ul vody.

Proces amplifikace podle teplotniho protokolu a byl nastaven v programu Bio-Rad CFX
doslo ke snizeni teploty a nasledovala amplifikace. Amplifikace zahrnovala denaturaci 15 sec
pii 95°C, prisednuti primert (annealing) 20 sec pii teploté 60°C a fazi elongace 20 sec pfi
teploté 72°C. Po elonga¢nim kroku dochéazelo k méfeni fluorescence. Ve tietim kroku byla
teplota snizena na 65°C po dobu 5 sec. Nasledné ve ¢tvrtém kroku byla teplota gradientové
zvySovana na teplotu 95°C. Postupné zvySovani teploty bylo pouzito pro kontrolu vzniklych
amplikontl a odhaleni vzniku nespecifickych produktt ve formé primer-dimer. Primer-dimery
jsou tvofeny kratSimi sekvencemi, a proto denaturuji pfi nizSich teplotich nez cilova

sekvence. Jejich tvorbu bylo mozné odhalit pomoci zhodnoceni ktivky teploty tani (krok 4).
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K méfeni genové exprese byl pouzit pfistroj CFX96 Real-Time System, C1000 Thermal
Cycler od firmy Bio-Rad.

2.5.6 Statisticka analyza dat

Pro vyhodnoceni ziskanych dat genové exprese byla pouzita komparativni Ct metoda (znama
téz jako 224“7). Exprese jednotlivych sledovanych genii byla vyjadfena jako nasobek exprese
genu v CTC v porovnani s PBMC. Studentiiv t-test byl pouzit pro statistické vyhodnoceni
vyznamnosti rozdilu v expresi sledovanych gend. Korelace Kklinicko-patologické
charakteristiky studované skupiny s vysledkem vysetteni CTC a zjisténou expresi gent byly
hodnoceny pomoci neparametrického Mann-Whitneova testu a Kruskal-Wallisova testu.
Statisticka analyza byla provedena pomoci programu STATISTICA12. Hodnota P<0,05 byla

povazovana za statisticky vyznamnou.
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3 VYSLEDKY

3.1 Validace a ovéreni vytéZnosti AdnaTestu

Pred zahdjenim vySetiovani pacientskych vzorkll byla nejdiive provedena verifikace
AdnaTestu® BreastCancer Select/Detect opatfené¢ho znackou CE. Cilem bylo potvrdit
vyrobcem uvedeny limit detekce tohoto testu a ovéfit proveditelnost testu za béznych
podminek rutinni laboratorni Cinnosti. AdnaTest® je vyrobcem validovan na obohaceni
cirkulujicich nddorovych bunék z periferni krve a naslednou analyzu tumor-asociované
genové exprese u karcinomu prsu. Vyrobce uvadi specificitu detekce 90 %. Pét bunék v 5 ml
periferni krve je pomoci tohoto testu detekovdno S vytéZnosti 90%, zatimco u dvou

nadorovych bun¢k v 5 ml periferni krve je vytéznost nejméné 70%.

Pted zahajenim vySetfovani pacientskych vzorki nés zajimalo:
1. jak vypadaji komplexy CTC se superparamagnetickymi kulickami pted lyza¢nim
krokem v prabéhu jejich separace z periferni krve,
2. jak se méni koncentrace PCR fragmentli tumor-asociovanych gent pouZivanych pro
detekci CTC v zavislosti na po¢tu nadorovych bunék v 5 ml periferni krve,
3. jaka je vytéznost testu,

4. jaka je opakovatelnost méfeni PCR fragmenti pomoci Bioanalyzeru 2100.

Pro zodpovézeni vySe uvedenych otazek jsme provedli nasledujici experimenty.
Pomoci imunomagnetické separace byla ziskdna z periferni krve obohacend frakce
cirkulujicich naddorovych bun¢k navazanych na magnetické kuli¢ky. Standardni protokol
V poslednim kroku vyuZzivd lyzaéni roztok, ktery zplsobi pieruSeni vazeb mezi CTC a
kulickami. My jsme v naSem experimentu tento krok neprovedli a rovnou jsme frakci bunék
nanesli na sklicko a mikroskopicky hodnotili pfitomnost komplexti. Obr. 12A zobrazuje
superparamagnetické kuli¢ky navazané na nadorovou buitkku. Obr. 12B zobrazuje separované

shluky nadorovych bunék pokrytych navazanymi superparamagnetickymi kulickami.
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T& shluk

CTC

Obrazek 12: Komplex super-paramagnetickych kuli¢ek navazanych na nadorovych buiikach.

Vzhledem k tomu, ze pfti selekénim kroku je pouzita kombinace dvou markeri (HER2,
MUC1) a v detekénim kroku 3 markera (HER2, MUCI1 a EpCAM) bylo nezbytné vhodné
zvolit nddorovou linii exprimujici vSechny tyto markery. Pro tento experiment byly pouzity
dv¢ nadorové linie MCF-7 a MDA-MB-231, u nichZ bylo moZné stanovit sledované markery.
Nadorové linie byly kultivovany dle ndvodu vyrobce. Po uspéSné kultivaci byly bunky
sklizeny a alikvoty obou bunéénych liniich byly smichany a nasledné spocitany v Biirkove
komurce. Ze smési bunék byla pripravena Sesti bodova koncentra¢ni tada odpovidajici
nasledujicimu poétu bunék v1 ml: 0 — 2 — 20 - 200 - 2000 — 20 000. Bunééné suspenze o
téchto koncentracich byly pfidany do 5 ml periferni krve ziskané od dobrovolného zdravého
darce. Vzorky byly néasledné zpracovany a analyzovany dle pracovniho protokolu vyrobce.
Vyhodnoceni PCR fragmenti bylo provedeno na piistroji Bioanalyzer 2100 (Agilent).

Naméfené tidaje jsou uvedeny v tab. 4.

Tabulka 4: Naméfena koncentrace PCR fragmenti dle po¢tu nadorovych bunék obsaZenych v 5 ml periferni krve.

Pocet nadorovych PCR fragmenty tumor-asociovanych genii
bunék v 5 ml periferni ) Hodnoceni
Krve Aktin HER?2 MUC1 EpCAM

0 5,19 0 0 0 Negativni
2 4,43 0,27 0,24 0,14 Pozitivni
20 5,32 1,59 0,95 0,81 Pozitivni
200 4,20 18,6 3,89 11 Pozitivni
2000 4,97 24,18 4,07 1,59 Pozitivni
20000 5,87 31,43 5,79 1,78 Pozitivni
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Pro stanoveni opakovatelnosti méfeni PCR fragmentli pomoci pfistroje Bioanalyzer 2100
jsme provedli méfeni 4 vzorki s odliSnou koncentraci a zastoupeni PCR fragmentt. Tyto
vzorky byly tfikrat opakované méfeny. Z naméfenych hodnot jsme poté vypocitali primér,
smérodatnou odchylku a varia¢ni koeficient. V nasledujici Tabulce 5 jsou uvedeny namétené
hodnoty. Z vysledki méfeni vyplyva, Ze i pies vysoké hodnoty SD u nékterych méfenych

PCR fragmentt, toto neovlivni hodnoceni vysledku CTC.

Tabulka 5: Opakovatelnost méfeni PCR fragmentii tumor-asociovanych genii pomoci pristroje Bioanalyzer 2100.

prumér (ng/ul) | SD (%) CV (%)
vzorek 1 - pozitivni Aktin 13,36 72 51,9
HER2 7,43 12 15
MUC1 13,16 21 4,6
GA733.2 0,25 0 0
vzorek 2 — pozitivni Aktin 9,41 23 5,3
HER2 0,63 2 0
MUC1 0,79 2 0
GA733.2 0,18 0 0
vzorek 3 — hraniéni Aktin 11,65 48 22,6
HER2 0 0 0
MUC1 0,22 1 0
GA733.2 0 0 0
vzorek 4 — negativni Aktin 5,07 21 43
HER2 0,01 0 0
MUC1 0 0 0
GA733.2 0 0 0

Na zaklad€ vySe provedenych experimentalnich pokustl jsme zjistili, Ze:

1) test je proveditelny pii pfesném dodrzeni pracovniho postupu dané¢ho vyrobcem v naSich
laboratornich podminkéach — ve vSech analyzovanych vzorcich byl jasné detekovan kontrolni

gen Aktin. Pfitomnost tohoto genu zarucuje spravné a piesné provedeni celé analyzy.

i1) u vzorku periferni krve neobsahujici Zadnou nadorovou bunku, nebyl detekovan PCR

fragment ani jednoho ze tfi tumor-asociovanych gent;

1i1) ve vzorcich obsahujicich dvé a vice nddorovych bunck byla zjiSténa pifitomnost PCR
fragmentl sledovanych gent. Koncentrace PCR fragmentl pro jednotlivé body koncentracni

fady vykazovaly vzristajici tendenci.
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iv) Pomoci AdnaTestu® jsme v naSich laboratornich podminkach detekovali 2 nadorové

bunky v 5 ml periferni krve.

3.2 Stanoveni pritomnosti CTC pi‘ed zahajenim a v priibéhu 1écby

Stanoveni pfitomnosti CTC v periferni krvi jsme provedli u 54 pacientek
s karcinomem prsu, které byly vybrany podle vstupnich kritérii uvedenych v kapitole 3.1.
Celkem bylo v prubéhu této studie vysetfeno 195 vzorki, znichz 6 bylo stanoveno
opakované. CTC pozitivita byla zjisténa ve 38 vzorcich periferni krve (19 %), zatimco CTC
negativnich vzorkt bylo 157 (80%).

Ptitomnost CTC ve studované populaci byla prokadzdna u 31 % pacientek pied
zahdjenim 1écby. Provedli jsme korelaci CTC pozitivity a klinicko-patologickymi
charakteristika primarniho nadoru. Z tabulky ¢. 5 vyplyva, ze jsme neprokazali statisticky
vyznamnou korelaci stavu CTC s velikosti primarniho nadoru, postizenim lymfatickych uzlin,
histologickym typem nddoru, gradem ani stavem ER, PR a HER2/neu receptort. Vice jak
polovina CTC pozitivnich pacientek vSak méla pifi vstupnim vySetfeni velikost nadoru T2,
zasazené lymfatické uzliny, histologicky potvrzeny invazivni duktalni karcinom s gradem III

a negativnim HER2/neu receptorem.
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Tabulka 6: CTC u vSech pacientek pi‘ed zahajenim lécby.

Celkem CTC-pozitivita P! P°
Klinicko-patologicka
charakteristika
Vek 36 (22 — 72 let)
Délka sledovani 7 (1-20
meésicl)
Celkem 54 17/54 (31)
Velikost nadoru 0,468
pT1l 15 5/15 (33) 0,892
pT2 21 9/21 (43) 0,353
pT3 10 2/10 (20) 0,465
pT4 5 1/5 (20) 0,594
Tis 3 0/3 (0) 0,246
Status lymfatickych uzlin
Pozitivni 34 11/34 (32) 0,932 0,835
Negativni 20 6/20 (30) 0,903
Histologicky typ
Duktalni 45 15/45 (33) 0,844 0,798
Lobularni 4 1/4 (25) 0,787
Ostatni 5 1/5 (20) 0,594
Grading 0,111
I 7 1/7 (14) 0,348
I 26 6/26 (23) 0,437
i 21 10/21 (48) 0,191
ER status
Negativni 29 8/29 (32) 0,712 0,514
Pozitivni 25 9/25 (36) 0,691
PR status
Negativni 29 9/29 (31) 0,967 0,514
Pozitivni 25 8/25 (32) 0,963
HER2/neu
Negativni 34 11/34 (32) 0,932 0,835
Pozitivni 20 6/20 (30) 0,903
Imunohistochemicky subtyp
ER-,PR-,HER2- 22 5/22 (23) 0,445 0,644
ER-,PR-,HER2+ 8 3/8 (38) 0,734
ER+ a/nebo PR+ 24 8/24 (33) 0,872
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Heterogenita exprese nadorové-asociovanych genu v CTC

Pro detekci a charakterizaci obohacené frakce CTC byla pouzita metoda multiplex
PCR. Pomoci této metody za pouziti smési specifickych primertt byly vytvofeny PCR
produkty nadorové-asociovanych gent HER2, MUCI a EpCAM. Pfitomnost ¢i absence
téchto PCR produkti byla vyhodnocena kvantitativné pomoci kapilarni elektroforézy.
V priubéhu vyhodnoceni CTC pozitivnich vzorkid, odebranych pied zahajenim 1é¢by, jsme
zjistili znaénou rozdilnost exprese amplifikovanych genti. U vice jak 70 % vzorkli byl
prokazan PCR produkt pro gen MUCI. PCR produkt pro HER2 gen byl pfitomen v 52 %
vzorcich. Nejméné Casto byl ptfitomen PCR produkt pro EpCAM a to u35 % vzorku.
Vzhledem k moznostem biologické 1écby, bylo zajimavé porovnani HER2 pozitivity CTC
s HER2 pozitivitou primarniho nadoru. Zjistili jsme, ze u celkem 9 pacientek byla zjisténa
HER2 pozitivita CTC, znichz 6 pacientek mélo HER2 negativni primarni nador. U
zbyvajicich tfech pacientek byla nalezena shoda HER2 pozitivity CTC vs. primarni nador. U
trech pacientek, jejichz primarni nador byl HER2 pozitivni, byly nalezeny CTC s HER2

negativitou.
0,8
70%
0,7
0,6
52%
0,5
0,4 35%
31%
0,3
0,2 18%
0,1 |
0
Celkem CTC HER2 pozitivni MUC1 GA 733.2 Triple
pozitivnich pozitivni pozitivni pozitivni

Obrazek 13: Heterogenita v expresi sledovanych markeri cirkulujicimi nadorovymi buiikami.

Zhodnoceni vzorku jako CTC pozitivni bylo stanoveno na zéklad¢ detekce jednoho
PCR produktu u 10 vzorkli, dvou PCR produkti u 4 vzorki. U 3 vzorkid byla prokazana
pritomnost vSech tfi PCR produktii sledovanych gent. Jednotlivé expresni profily u CTC
pozitivnich pacientek jsou zobrazeny na obr. 14. Je patrné, ze jednotlivé vzorky se lisily nejen

pfitomnosti ¢i absenci jednotlivych PCR produkti ale také jejich koncentraci.
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Obrazek 14: Expresni profily CTC u jednotlivych pacientek pri vstupnim vySetieni periferni krve.

Monitorovani CTC v pribéhu 1é¢by

Pacientky byly v pribéhu sledovani rozdéleny do dvou skupin podle 1é¢ebného
schématu. Do skupiny S1 byly zatazeny pacientky indikované k odstranéni primarniho nadoru
a podstoupeni adjuvantni 1éCby. Skupinu S2 tvorily pacientky na pocatku s inoperabilnim
karcinomem prsu indikované k neoadjuvantni 1écbé a nasledné k chirurgickému odstranéni

operabilniho nadoru a k podstoupeni adjuvantni 1é€by.
Skupina S1

Druhy odbér periferni krve byl proveden u skupiny S1 pfed zahdjenim podavani
adjuvantni terapie. Pozitivita CTC byla prokazana u 6 pacientek, z nichZ u ¢tyf nebyly pred
chirurgickym zakrokem detekovany CTC. U zbyvajicich dvou pacientek ptetrvavaly CTC i
po chirurgickém zdkroku. U ¢ty pacientek doSlo k vymizeni CTC po provedeném
chirurgickém zakroku. Pacientky nejéastéji podstoupily ablaci v kombinaci s exanteraci axily

a biopsii sentinelové lymfatické uzliny.
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Tabulka 7: Pritomnost CTC v jednotlivych ¢asovych bodech u pacientek skupiny S1.

1. ¢asovy bod 2. ¢asovy bod

pted chirurgickym  po chirurgickém zakroku

zakrokem -

pted adjuvantni 1écbou

3. ¢asovy bod

po adjuvantni 1écbé

CTC pozitivita

CTC pozitivita 1 pacientka
. CTC negativita
2 pacientky i
CTC pozitivita 1 pacientka
6 pacientek CTC pozitivita
CTC negativita 0 pacientek
. CTC negativita
4 pacientky 4 pacientky
CTC pozitivita
CTC pozitivita 1 pacientka
. CTC negativita
4 pacientky .
CTC negativita 3 pacientky
21 pacientek CTC pozitivita
CTC negativita 0 pacientek

CTC negativita

17 pacientek 17 pacientek

Tteti odbér periferni krve byl u skupiny S1 proveden po ukonceni adjuvantni 1écby.
Pacientky byly lé€eny systémovou pooperacni lécbou zahrnujici podavani hormonalni 1écby
v kombinaci s chemoterapeutiky u hormonalné dependentnich pacientek (ER* a/nebo PR), u
hormonalné independentnich podani chemoterapeutik (AC, FEC, T) v kombinaci
s biologickou 1é¢bou (trastuzumab). Ve skupiné S1 po ukonceni adjuvantni 1écby byly
prokazany CTC pouze u dvou pacientek, pficemz jedna pacientka méla pietrvavajici
pfitomnost CTC a u druhé byly CTC prokazany jiz pied zahajenim ale i po ukonceni
adjuvantni 1é¢by. U této pacientky byla zjisténa rezistence na podavanou 1écbu, a proto byla
pfevedena na jiny léCebny rezim. U pacientky s perzistenci CTC byly prokazany vzdalené
metastazy ve skeletu a bylo zahajeno podéavani paliativni 1€cby zahrnujici chemoterapii
antracykliny v kombinaci s bisfosfonaty. U vice jak 90% pacientek nebyly po ukonceni
adjuvantni 1écby prokazany CTC v odebraném vzorku periferni krve. Pro skupinu S1 byl toto

posledni vySetfovany odbér periferni krve.
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U skupiny pacientek S1 jsme provedli testovani hypotézy zda, dynamika CTC je
zavisla na typu 1€cby. Pro testovani byl pouzit chi-kvadrat test (XZ) porovnavajici nami
stanovené cCetnostmi CTC pozitivnich resp. CTC negativnich vysledkt v jednotlivych
odbérech periferni krve v pribéhu sledovani pacientek s oéekavanymi ¢etnostmi. Pro skupinu
S1 nebyl potvrzen statisticky vyznamny vliv jednotlivych typu 1é¢by na piitomnost ¢i
vymizeni CTC. Nasledujici obr. 15 zobrazuje vysledky stanoveni CTC u pacientek ze skupiny

S1 ve vSech provedenych odbérech. Vysledky chi-kvadrat testu jsou uvedeny v horni ¢asti

obrazku.
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Obrazek 15 Asociace nalezu CTC v pribéhu 1é¢by u skupiny pacientek S1

Na obr 16 je zobrazeno porovnani vysledkt vySetteni piitomnosti CTC v periferni krvi béhem
trech riznych odbéri u jedné pacientky. Z elektroforeogramu je patrné, Ze v prvnim odbéru
byla prokézana CTC pozitivita (HER2 a MUCI pozitivni CTC), druhy odbér byl negativni a
ve tfetim odbéru byla opét prokdzéana ptitomnost CTC (MUCI pozitivni CTC).

66



U 32 K 1. odbér
vs. 32 K 2. odbér
vs. 32 K 3. odbér

2004

S
e

150+

e

1004

A4 ="

70 | | 80 90 100 110 120 " s]

Dolni marker aktin HER2 MUC1 Horni marker

Obrazek 16: Porovnani vysledku vysetieni piritomnosti CTC ve tiech odbérech provedenych u jedné pacientky.

Skupina S2

Druhy odbér periferni krve byl proveden po ukonceni neoadjuvantni 1é€by. Pro 1é¢bu
pacientek byly pouZzity tyto cytostatické reZimy: AC/docetaxel (doxorubicin, cyklofosfamid a
nasledn¢ docetaxel), TAC (docetaxel, doxorubicin, cyklofosfamid), AT (doxorubicin a
paklitaxel) a AC/TH (doxorubicin, cyklofosfamid, paklitaxel a trastuzumab). Neoadjuvantni
chemoterapie byla poddvana pacientkim po dobu 8 — 12 cykld 1é¢by. Po ukonceni
neoadjuvantni 1é€by byly CTC prokazany u 7 pacientek (26%). U Etyf pacientek 1 po podéani
této 1écby byla prokazana perzistence CTC. Naopak u tfi pacientek byly detekovany CTC az
po ukonceni neoadjuvantni 1écby. Sedmi pacientkdm jiz nebyly po absolvovani 1é¢by CTC
v periferni krvi detekovany. Tato skupina pacientek byla lé€ena v reZimu podavani
AC/docetaxel a navic u jedné pacientky byl v disledku pfitomnosti HER2 podavan
trastuzumab. VSechny pacientky byly nasledné indikovany k chirurgickému odstranéni

nadorové tkané prsu.
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Tabulka 8: Pritomnost CTC v jednotlivych odbérech periferni krve u pacientek skupiny S2.

1. odbér

pted neoadjuvantni

[é¢bou

2. odbér

po neoadjuvantni

1écbe

pted chirurgickym  pted adjuvantni lécbou

3. odbér

po chirurgickém

zakroku

4, odbér

po adjuvantni 1é¢bé

zékrokem
CTC pozitivita
CTC pozitivita 2 pacientky
e 2 pacientky CTC negativita
CTC pozitivita 0 pacientek
4 pacientky CTC negativita cTc pozitivita
5 pacientk 0 pacientek
P y CTC negativita
CTC pozitivita 2 pacientky
11 pacientek CTC pozitivita
CTC pozitivita 0 pacientek
. 1 pacientka CTC negativita
CTC negativita 1 pacientka
. CTC pozitivita
7 pacientek CTC negativita 0 pacientek
6 pacientek CTC negativita
6 pacientek
CTC pozitivita
CTC pozitivita 0 pacientek
e 1 pacientka CTC negativita
CTC pozitivita 1 pacientka
3 pacientky CTC negativita CgC pc_szvllta
2 pacientky paC|ent_e .
CTC negativita
CTC negativita 2 pacientky
16 pacientek CTC pozitivita
CTC pozitivita 0 pacientek
- 0 pacientek CTC negativita
CTC negativita 0 pacientek
. CTC pozitivita
13 pacientek CTC negativita 0 pacientek

13 pacientek

CTC negativita
13 pacientek

Tieti odbér periferni krve proveden po chirurgickém odstranéni nadoru. U osmi
pacientek byl proveden parcidlni chirurgicky vykon a u 19 pacientek byla provedena
kompletni ablace prsu. Pacientkdm po parcidlnim vykonu byla z divodu vysokého rizika
vzniku lokoregionalnich a systémovych relapsi indikovana pooperacni radioterapie. U

skupiny pacientek s ablaci prsu bylo piistoupeno k podani adjuvantni hormonalni 1écby, ktera
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byla u 4 pacientek doplnéna o podani trastuzumabu. Pozitivita CTC byla pied zahijenim
adjuvantni 1écby nalezena u Ctyf pacientek. U dvou pacientek pretrvavaly CTC jiz od
vstupniho vySetfeni. U dalSich dvou pacientek doslo k progresi onemocnéni.

U skupiny S2 byl ¢tvrty odbér periferni krve proveden po dokonéeni adjuvantni 1é¢by.
Pouze u dvou pacientek z této skupiny byly detekovany CTC. Jednalo se o pacientky do 35 let

ree
1

s vysoce agresivnim typem nadoru (,.triple negativni®), které neodpovidaly na indikované
léCebné rezimy. U téchto pacientek byly prokdzény vzdalené metastazy ve vice jak dvou
organech (CNS, skelet, jatra), které byly pfi¢inou jejich umrti. U 5 pacientek doslo k recidive
onemocnéni. U 13 pacientek bylo v pribéhu monitorovani dosazeno kompletni patologické

remise. Zbyvajici pacientky jsou v dispenzarni péci pro karcinom prsu.
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pred neoadjuvantni lécbou pied chirurgickou lé€bou po adjuvantni lé¢bé

Obrazek 17 Asociace nalezu CTC v pribéhu 1é¢by u skupiny pacientek S2

Stejn¢ jako pro skupinu S1, také 1 pro skupinu S2 jsme provedli testovani hypotézy vlivu
1é€by na zmény v pfitomnosti CTC. Pomoci chi-kvadrat statistického testu (), ) jsme zjistili,

ze neoadjuvantni 1é€ba neméla statisticky vyznamny vliv zménu ptitomnosti CTC. Naopak

kombinace chirurgického odstranéni primarniho nadoru spole¢né¢ s poddnim adjuvantni 1éCby

69



méla statisticky vyznamny vliv na vymizeni CTC z periferni krve u vySetfovanych pacientek.
Dale jsme také zjistily, Ze 1é¢ebné schéma zahrnujici neoadjuvantni chemoterapii, chirurgické
odstranéni nadoru s naslednym podanim adjuvantni 1é¢by ma statisticky vyznamny vliv na

odstranéni CTC zkrevniho feCisté. Dynamika zmén v pfitomnosti CTC u pacientek ze
) Y Y 2 . . . . T
skupiny S2 vcetn¢ vysledku ¥~ je uvedena na obr 17. Je tieba zdlraznit, ze statistické

testovani bylo provedeno na souboru 27 pacientek a z ditvodu mensiho statistického souboru,

mohou byt vysledky zkresleny.

Dynamika zmén piitomnosti ¢i absence CTC v prubéhu 1écby

U skupiny S1 byla ptitomnost CTC prokazéana ve 22 % piipadech (u 6 pacientek),
zatimco u skupiny S2 byla pozitivita CTC u vice nez 40 % ptipadi (u 11 pacientek) pred
zahdjenim lécebné intervence. Po chirurgickém zakroku u skupiny S1 mira pozitivity

setrvavala na 22 % a po podani adjuvantni chemoterapie doslo k poklesu na 10 %.

Tabulka 9: Pozitivita CTC v periferni krvi pacientek pied chirurgickym zakrokem, adjuvantni chemoterapii a po
jejim ukonceni.

Skupina Pacientky (N) CTC pozitivita CTC pozitivita CTC
pted chirurgickym | pted adjuvantni pozitivita po
zakrokem chemoterapii adjuvantni
chemoterapii
S1 27 6 22% 6 22% 2 10%
S2 27 7 31% 4 15% 2 10%

U skupiny S2 byla mira pozitivity pted provedenim chirurgického zékroku 31 %, po
odstranéni primarniho nadoru doslo k poklesu na 15 % a po ukonceni podavani adjuvantni
1écby doslo k poklesu na 10 %. V celkové skuping pacientek byla permanentni pozitivita CTC
ve vSech provedenych odbérech pozorovana u 6 % pacientek, zatimco zcela negativni nalez
v pribéhu sledovani byl zjistén u 55 % pacientek. Pfi porovnani vysledkli stanoveni CTC
pied a po podani neadjuvantni chemoterapie jsme zjistili, Ze u 16 % pacientek doslo ke zméné
stavu z CTC negativni na CTC pozitivni, zatimco ke zmén€ z CTC pozitivni na CTC
negativni doslo v 38 %. Obdobné srovnani bylo provedeno pro odbéry pfed a po chirurgickém
zakroku. Zjistili jsme, ze u 11 % pacientek doslo ke zméné z CTC negativity na CTC
pozitivitu a u 38 % pacientek nebyly CTC ve vzorku detekovany, i kdyZ pted chirurgickym
zakrokem byl ndlez pozitivni. V pribéhu podéavani adjuvantni chemoterapie jsme u Zadné
pacientky neprokazaly nové CTC a u 38 % pacientek doslo k znegativnéni vysledku CTC (viz
Ptiloha ¢. 2).
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3.3 Vybrané kazuistiky pacientek

Jak jiz bylo uvedeno, léc¢ba pacientek s Casnym karcinomem prsu vychazi
z charakteristiky primarniho nadoru (velikost naddoru, postiZzeni axilarnich lymfatickych uzlin,
grade nadoru, pritomnost hormonélnich receptorti v nadorovych buiikdch a hormondlni stav
pacientky). VétSina pacientek se stadiem I a II je léCena pro onemocnéni karcinomem prsu
kombinaci chirurgické, chemoterapeutické, hormonalni a biologické 1é¢by v rezimu
adjuvantnim ¢i neoadjuvantnim. Pro zhodnoceni Gc¢innosti zvolené 1é€by a pro sledovani
odpovédi pacientek na jednotlivé rezimy bylo provedeno prospektivni monitorovani prub&hu
onemocnéni s vyuzitim stanoveni CTC v jednotlivych klicovych bodech 1écby pacientek. Na
zaklad¢é vybranych kazuistik pacientek bychom radi demonstrovali mozny zpusob sledovani

ucinnost terapie hodnocené prostfednictvim detekce CTC Vv periferni krvi.

Kazuistika ¢. 1
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8| == HER2 0,26 0,37 0,00
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Casovy bod odbéru periferni krve

Obrazek 18: Prospektivni monitorovani dynamiky CTC u pacientky s operabilnim karcinomem prsu.

3.3.1 Kazuistikal

Pacientce pfi vstupu do studie bylo 34 let. Z divodu operability primarniho nadoru o
velikosti Tlc (vétsi nez 1 cm, ne vSak vice neZ 2 cm v nejvétSsim rozméru), byla indikovana
k provedeni kvadrantektomie. Prvni odbér pro vySetieni CTC byl proveden pied chirurgickym
zakrokem. Vysledek vySetfeni byl hranicn€ pozitivni pro markery HER2 a EpCAM.
Z histopatologického a imunohistochemického vySetfeni primarniho nadoru bylo zjisténo, Ze
se jednd o invazivni duktdlni karcinom, ktery je malo diferencovany (G3) a nevykazuje
pfitomnost hormonalnich receptort a expresi HER2 na povrchu nddorovych bunék. Pacientce

byla aplikovana adjuvantni radioterapie a chemoterapie sestavajici z 6 cykli FEC (5-
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fluorouracil, epirubicin, cyklofofamid). Pred vlastni aplikaci cytostatik byl proveden druhy
kontrolni odbér periferni krve. Vysledek vysetfeni byl pozitivni pro vsechny sledované
markery. V pribéhu chemoterapeutick¢é 1écby byla zjisténa piitomnost lokoregionalni
recidivy. Pacientce byla nasledné¢ provedena ablace prsu. Treti odbér periferni krve byl
proveden po ukonceni adjuvantni 1é¢by a vysledek vyskytu CTC byl opét pozitivni. Pacientka
mesic po provedené ablaci zemtela. Jednalo se o vysoce agresivni typ karcinomu prsu, ktery
se velmi rychle §ifil a jeho 1écba byl neucinna. Jiz pii prvnim a nésledné druhém odbéru byla
zjisténa exprese HER2 v CTC. Toto zjisténi mohlo vést k indikaci 1é¢by trastuzumabem. Ze
studii vyplyva, Ze u pacientek s HER2 negativnim primarnim nadorem mohou byt v pribéhu
1é¢by prokazany nadorové bunky exprimujici HER2. Tyto pacientky by mohly byt vhodnymi

kandidatkami na 1écbu trastuzumabem v piipad¢, Ze zvolena 1é¢ebna strategie neni ucinna.

3.3.2 Kazuistika Il

32leté pacientce byl diagnostikovan karcinom prsu. Dle TNM klasifikace se jednalo o
stddium IIB (T3NOMO). Pacientce byl objeven nddor vétsi nez 5 cm. Histopatologické
vySetfeni primarniho nddoru potvrdilo invazivni duktilni karcinom s nizkou diferenciaci
nadorovych bunék (G3). Imunohistochemické vysetieni prokazalo povrchovou expresi HER2
a hormonalni nezavislost nadorovych bunck. Pacientka podstoupila neoadjuvantni
chemoterapeutickou 1é¢bu (4x AC, 4x TH, Herceptin v monoterapii). Pfed zahdjeni 1écby
bylo provedeno vysetieni CTC. Vysledek prokazal pozitivni CTC (HER2, MUCI pozitivni,
EpCAM pozitivni - hrani¢ni). Po 4 cyklech neoadjuvantni 1€cby byl proveden druhy odbér.
Stanoveni potvrdilo opétovnou ptfitomnost CTC. Ve srovnani s prvnim odbérem doslo
K naristu exprese HER a mirnému poklesu exprese MUCI1 a k negativit¢ EpCAM. Po
ukonceni neoadjuvantni 1écby (pfed chirurgickym zakrokem) byl proveden tfeti odbér krve,
jehoz vysledek byl také pozitivni. Oproti pifedchozimu vySetfeni doslo k poklesu exprese
HER2 a MUC1 a k mirnému naristu EpCAM (z negatitivity na pozitivni — hrani¢ni).
Pacientka podstoupila ablaci prsu s exanteraci axily a sentinelové uzliny a byla nasledné
lécena v adjuvantnim rezimu cilenou lécbou (trastuzumab v monoterapii) a nasledné ji byla
podéavana hormonalni 1é¢ba (goserelin). Pacientce 1 v po provedeném chirurgickém zakroku
byla zjisténa piitomnost CTC. I pies podavani cilené 1é¢by doslo u pacientky k progresi
onemocnéni ve formé metastatickych lozisek postihujicich jatra a skelet. Vzhledem
k velikosti primarniho nadoru je mozné se domnivat, Ze metastaticky proces probihal jiz od
casn¢ho stadia onemocnéni a dochazelo ke kontinudlnimu uvoliiovani nddorovych bunék do

krevniho obéhu. U pacientky nebyly prokazany metastazy v lymfatickych uzlinach. Po celou
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dobu lécby této HER2 pozitivni pacientky byly prokazany HER2 pozitivni CTC. Jejich
pfitomnost mize byt zndmkou rezistence pacientky na 1é€bu trastuzumabem. Lécebny efekt
by mohl byt pozorovan po podavani lapatinibu, ktery méa dualni u¢inek na blokaci HER2 ale i

HERI1 receptoru. Pacientka zemiela v disledku pfitomnosti vzdalenych metastaz.

Kazuistika c. 2
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i 0,00
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§ —4—HER2 0,63 1,34 1,01 1,03
S|—m-Muc1 0,79 0,70 0,35 0,25

EpCAM 0,18 0,03 0,21 0,30

Casovy bod odbéru periferni krve

Obrazek 19: Prospektivni monitorovani dynamiky CTC u pacientky s inoperabilnim karcinomem prsu.

3.3.3 Kazuistika III

Pacientce ve véku 42 let byl diagnostikovan hormonalné dependentni karcinom prsu
ve stadiu [ (TIcNOMO). Jednalo se o invazivni duktalni karcinom s gradem G3. Nadorové
bunky ve vySetfovaném vzorku nevykazovaly povrchovou expresi HER2. Pacientce byl pied
zahdjenim neoadjuvantni 1é¢by proveden odbér periferni krve. Ve vzorku nebyla prokazana
ptitomnost CTC. Pacientka byla 1é¢ena 4 cykly AC a 4 cykly D. Po ukonceni neoadjuvantni
1é¢by byl proveden druhy odbér krve. Ani v tomto vzorku nebyly prokazany CTC. Pacientka
poté podstoupila bilateralni ablaci s exanteraci sentinelové uzliny. Pfed zah4jenim adjuvantni
hormonalni 1é¢by byl proveden tieti odbér krve, ktery prokazal ptitomnost CTC. Pacientka
byla dlouhodob¢ léCena goserelinem a tamoxifenem. Posledni odbér pro vySetieni CTC byl
proveden po 6 meésicich podavani hormonalni terapie. VySetfeni neprokéazalo piitomnost

CTC. Podanim hormondlni systémové 1écby doslo k potlaeni diseminace nadorovych bun¢k.

73



Kazuistika c€. 3

3,6

2,4

1,2 —o—HER2
—@—MUC1
0 )

____Koncentra PCR fragmentu (ng/ul)

1 2 3 4 EpCAM
—4=—HER2 0,12 0 2,20 0,00
—@—MUC1 0,4 0,02 3,21 0,00
EpCAM 0,01 0 0,05 0,00

Casovy bod odbéru periferni krve

Obrazek 20: Prospektivni monitorovani dynamiky CTC u pacientky s inoperabilnim karcinomem prsu.

3.3.4 Kazuistika IV

22leté pacientce s diagnézou karcinomu prsu ve stadiu I[IA (T2NOMO) byl histopatologicky
verifikovan invazivni duktadlni karcinom s nizkou diferenciaci nadorovych bunék.
Imunohistochemicky byla potvrzena triple-pozitivita pro ER, PR a HER2. Pacientka
podstoupila 1écbu neadjuvantnim podévanim 4 cykli AC a 4 cykli TH. Nésledné pacientka
podstoupila exanteraci axily a marginalni biopsii. V pribéhu adjuvantni 1é¢by podstoupila
1écbu radioterapii a hormonalni terapii v kombinaci s cilenou biologickou 1é¢bou. Pri
vstupnim vySetieni periferni krve byly prokazany HER2 pozitivni CTC, které ptetrvavaly 1 po
4. cyklu neoadjuvantni 1écby. Tteti odbér byl vySetien po ukonceni neoadjuvantni 1écby
s Herceptinem®. Tento vzorek byl negativni na pfitomnost CTC. Pacientka byla dale
sledovéana po provedeném chirurgickém zakroku. V tomto vzorku opét nebyly CTC pfitomny.
Z opakovaného monitorovani 1é¢by prostfednictvim vysetteni CTC je ziejmé, Ze podanim

cilené 1€¢by proti HER2 receptoru je mozné odstranit HER2 pozitivni CTC.
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Kazuistika c. 4
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Obrazek 21: Prospektivni monitorovani dynamiky CTC u pacientky S inoperabilnim karcinomem prsu.
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3.4 Sledovani heterogenity CTC pomoci analyzy genové exprese vybranych
nadorové specifickych genii.

3.4.1 Stanoveni koncentrace a kvality celkové RNA ziskané z PBMC

Hodnoceni kvality a stanoveni koncentrace celkové RNA, kterd byla izolovana
z mononuklearnich bunék periferni krve, bylo provedeno s vyuzitim tzv. mikrofluidni lab-on-
chip technologie prostfednictvim piistroje Bioanalyzer 2100 (Agilent Technolgies). Obr. 21
ptredstavuje charakteristicky zdznam analyzy vzorku RNA. Na elektroforeogramu jsou patrné
dva piky odpovidajici 18S a 24S bandim ribozomalni RNA. Kvalita RNA je hodnocena
pomoci RIN, coz je softwarovy ndstroj, ktery automaticky pfifazuje Cislo integrity celkové

eukaryotické RNA.

[FU] ‘ 23'{1
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RNA koncentrace: 504 ng/ul
| rRNA pomér [28s/ 18s]: 1.5 l‘[ 245 \ &'
2004} RIN:10 1
\ ]
\ ]
1 1
oot 185 |
2 ‘ I | S
g [ | |
E 1 |
“ood | a—
J |
] |
\ |
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| / \ﬁm/ b\/\ |
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Obrazek 22: Kontrola integrity a stanoveni koncentrace izolované RNA pomoci RNA Nano Kitu na piistroji
Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies) - INTAKTNI RNA.

V ptipadé obr. 21 je RIN rovno 10, coz zarucuje intaktni RNA. U obr. 22 je RIN rovno 5.5 a
z charakteru elektroforeogramu je patrné, ze vzorek celkové RNA obsahuje fragmentované
useky zplisobené degradaci RNA. Vedle elektroforeogramu je obrazek gelu s jednotlivymi

fragmenty ribozomalni RNA.

Pro analyzu exprese sledovanych gent byly vybrany vzorky RNA, jejichz hodnoty RIN byly

V rozmezi 6 — 10.

76



[FU]
RNA plocha: 301.2

RNA koncentrace: 139 ng/ul X |
FRNA pomér [28s / 185]: 1.6 | 185 \ 245

[ ‘WJ

T T T T T
20 25 30 35 40 45 S0 55 60 [s]
¢as analyzy

104
2211

fluorescence

\M\\M/\ \

Obrazek 23: Kontrola integrity a stanoveni koncentrace izolované RNA pomoci RNA Nano kitu na piistroji
Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies) - CASTECNE DEGRADOVANA RNA.

3.4.2 Optimalizace qPCR analyzy pro sledované geny

Pred vlastni analyzou genové exprese pacientskych vzorkll jsme provedli stanoveni
specificity nami navrzenych primerti pro geny TOP1, TOP2, CSTD, ST6GAL, KRT19 a

referencni gen aktin a u¢innosti polymerazové fetézové reakce.

Pro jednotlivé studované geny byly pfipraveny standardni kiivky pomoci
nékolikanasobného fedéni vzorku s nezndmou koncentraci templatu cDNA. Redici fada byla
ziskdna 10-ti nasobnym fedénim zasobniho roztoku, ¢imz byly ziskany nésledujici
koncentrace od 1*1076, 1*¥1075, 1*10"4, 1*¥10°3, 1*10"2 a 1*10"1. Pro kazdé fedéni bylo
pipetovano v replikatech. Standardni kiivka byla sestrojena jako zéavislost log neznadmé
koncentrace templatu cDNA proti Cq hodnotdm ziskanych béhem amplifikace pro jednotliva
fedéni. U jednotlivych standardnich kiivek byla hodnocena jeji linearita (R* > 0,980),
amplifika¢ni u¢innost (80 — 100%) a shoda mezi replikaty. Redici fada by za idealnich
podminek méla poskytnout amplifikacni kiivky, jejichz jednotlivé fluorescencéni kiivky by

mély byt rovnomérné rozlozeny podle rovnice:

2" = dilucni faktor
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Pro standardni kiivky s dilu¢nim faktorem 10 by hodnoty Cq mély byt oddéleny 3,32
cykly. Obr. 23 — 28 zobrazuje standardni a amplifikacni kiivka pro kazdy sledovany gen.

Uginnost primert byla vypogitana dle vztah:

E = 10—1/smérnice

% U¢innosti = (E — 1) * 100%

Nasledujici obrazky (obr. 23 — 28) zobrazuji amplifika¢ni kiivky (A) a standardni kiivky (B)

pro studované geny.
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Obrizek 24: Tvorba standardni kfivky pro gen Topoisomerasa I.

Standardni kiivka byla vytvofena 10-ti ndsobnym fedénim cDNA templatu, ktery byl
amplifikovan na pftistroji. Kazdé fedéni bylo analyzovano v replikatech. A. Amplifikacni
kiivka fedici fady. B. Standardni kiivka ziskana vynesenim Cq hodnot proti log templatu
cDNA s nezndmou pocatecni koncentraci. Rovnice regresni piimky a hodnoty jsou uvedeny
v grafu véetng R Vypocitana G€innost testovanych primert byla 86,30% (na konci kazdého

cyklu se pocet kopii amplikonu zvysil 1,863krat).
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Obrazek 25: Tvorba standardni kifivky pro gen Topoisomerasa II alpha.

Standardni ktfivka byla vytvofena 10-ti nasobnym fedénim cDNA templatu, ktery byl
amplifikovan na pfistroji. Kazdé tfedéni bylo analyzovano v replikatech. A. Amplifika¢ni
kiivka fedici fady. B. Standardni kiivka ziskana vynesenim Cq hodnot proti log templatu
CcDNA s nezndmou pocatecni koncentraci. Rovnice regresni pfimky a hodnoty jsou uvedeny
v grafu vcetné R?, Vypocitana G€innost testovanych primert byla 89,90% (na konci kazdého

cyklu se pocet kopii amplikonu zvysil 1,899krat).
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Obrizek 26: Tvorba standardni kiivky pro gen Cathepsin D.

Standardni kifivka byla vytvofena 10-ti nasobnym fedénim cDNA templatu, ktery byl
amplifikovan na pfistroji. Kazdé tfedéni bylo analyzovano v replikatech. A. Amplifikaéni
kiivka fedici fady. B. Standardni kfivka ziskana vynesenim Cq hodnot proti log templatu
CcDNA s nezndmou pocatecni koncentraci. Rovnice regresni pfimky a hodnoty jsou uvedeny
v grafu vcetné R% Vypocitana ucinnost testovanych primerti byla 81% (na konci kazdého

cyklu se pocet kopii amplikonu zvysil 1,810krat).
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Obrazek 27: Tvorba standardni kiivky pro gen Cytokeratin 19.

Standardni kfivka byla vytvofena 10-ti ndsobnym fedénim cDNA templatu, ktery byl
amplifikovan na pftistroji. Kazdé fedéni bylo analyzovano v replikatech. A. Amplifikacni
kiivka fedici fady. B. Standardni kiivka ziskand vynesenim Cq hodnot proti log templatu
cDNA s neznamou pocatecni koncentraci. Rovnice regresni pfimky a hodnoty jsou uvedeny
v grafu vcetné R% Vypocitana Gcinnost testovanych primera byla 89,98% (na konci kazdého

cyklu se pocet kopii amplikonu zvysil 1,900krat).
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Obrazek 28: Tvorba standardni kifivky pro gen ST6GALNACS.

Standardni kiivka byla vytvofena 10-ti nasobnym fedénim cDNA templatu, ktery byl

amplifikovan na pfistroji. Kazdé tfedéni bylo analyzovano v replikatech. A. Amplifika¢ni

kiivka fedici fady. B. Standardni kfivka ziskand vynesenim Cg hodnot proti log templatu

CcDNA s nezndmou pocatecni koncentraci. Rovnice regresni pfimky a hodnoty jsou uvedeny

v grafu vcetné R?, Vypocitana G€innost testovanych primert byla 91,47% (na konci kazdého

cyklu se pocet kopii amplikonu zvysil 1,915krat).
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Obrazek 29: Tvorba standardni kiivky pro referen¢ni gen Aktin.

Standardni kfivka byla vytvofena 10-ti ndsobnym fedénim cDNA templatu, ktery byl

amplifikovan na pftistroji. Kazdé fedéni bylo analyzovano v replikatech. A. Amplifikacni

kiivka fedici fady. B. Standardni kiivka ziskand vynesenim Cq hodnot proti log templatu

cDNA s neznamou pocatecni koncentraci. Rovnice regresni piimky a hodnoty jsou uvedeny

v grafu vietn& R2. Vypocitana G&innost testovanych primert byla 89,77% (na konci kazdého

cyklu se pocet kopii amplikonu zvysil 1,898krat).
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3.4.3 Porovnani a vybér vhodnych reagencii pro provedeni RT qPCR

RT gPCR piedstavuje velmi dualezity krok pro citlivou a piesnou kvantifikaci.
Mnozstvi cDNA vytvoiené reverzni transkriptasou by mélo odpovidat pocatecnimu mnozstvi
pouzit¢ RNA. Dynamické rozmezi, citlivost a specifi¢nost jsou hlavnimi diivody pro tspésné
provedenou RT qPCR. Komeréné dostupné reagencie pro RT qPCR se ve zna¢né mife lisi
V jejich senzitivit¢ a specificité a typu reverzni transkriptasy, coz se v prib&éhu experimentu
miiZze projevit posunem Cq hodnot odpovidajicim jednomu fadu pocate¢niho mnoZstvi
templatu. Pro zvyseni senzitivity a specificity genové analyzy bylo provedeno porovnani dvou
RT gPCR kitt. Jako prvni byl pouzit TagMan Reverse Transcription Reagents (N808-0234,
Applied Biosystems) a druhym byl Transcriptor First Strand ¢cDNA Synthesis Kit
(04379012001, Roche). RT qPCR byla provedena dle navodu vyrobce. Jako testovaci vzorek
byla pouzita smés pfipravené smichdnim 5 riznych pacientskych vzorkli RNA. Testovaci
vzorek byl pfipraven v replikatech spolecné s negativni kontrolou (vzorek bez templatové
RNA) a blankem (vzorek bez reverzni transkriptasy). Vzorek byl nasledné analyzovéan
pomoci qPCR pro referencni gen Aktin. Nasledné byly porovnany primérné hodnoty Cq.
Utinnost RT qPCR kitu byla vypo¢itana dle nasledujiciho vztahu:

7 e —_ o (o] 1 +u .
porovnani = (prumCQTaqMan - prumCQTranscriptor) Aktin

Tabulka 10: Porovnani u¢innosti RT qPCR Kkiti.

‘ Primér Cq
Nézev RT qPCR kitu ) Vysledek
pro Aktin
Tagman Reverse ) ) o
o 31,95 Transcriptor First Strand cDNA synthesis Kit je
Transcription Reagents o
) ) 23krat u€innéjsi v porovnani s TagMan Reverse
Transcriptor First Strand o
o 27,05 Transcription Reagents.
cDNA Synthesis Kit

Vsechny navrzené primery pro detekci sledovanych genti spliiovaly pfedem stanovené
podminky. Standardni kfivky vSech gendi vykazovaly linearni zavislost (R%>0,980).
Amplifikacéni kiivky pfi diluénim faktoru 10 by za idedlnich podminek mély byt od sebe
vzdaleny 3,32 cyklu. Amplifikacni kiivky v nasem piipadé byly od sebe vzdaleny: TOP1 3,81
cyklu; TOP2 3,53 cyklu; CTSD 3,90 cyklu; KRT19 3,61 cyklu, ST6GAL 3,53 cyklu a pro

referencni gen aktin 3,49 cyklu. Ze smérnice rovnice regresni piimky byla vypocitana
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ucinnost primert pro jednotlivé geny, a to vyssi nez 80 % u TOP1, TOP2A, CTSD, KRT19,
Aktin a u genu STO6GAL dokonce vyssi nez 90%. Hodnoty ucinnosti blizici se 100% jsou
nejlepsim indikatorem robustni a reprodukovatelné eseje. Na zaklad¢ zjiSténi vyssi ucinnosti
Transcriptor First Strand ¢cDNA Synthesis kitu jsme se rozhodli pouzit tyto reagencie pro

analyzu exprese geni v CTC a PBMC.

3.4.4 Rozdil exprese TOP1, TOP2A, CTSD, KRT 19, ST6GAL mezi cirkulujicimi

nadorovymi bunnkami a mononuklearnimi bunkami periferni krve

Vzorky 17 pacientek s pozitivitou CTC byly pouzity pro zhodnoceni rozdilnosti
exprese TOP1, TOP2A, CTSD, KRT 19, ST6GAL a referen¢niho genu aktinu. Pro kazdy gen
bylo provedeno porovnani exprese ve vzorku cirkulujicich nddorovych bun¢k se vzorkem
PBMC. Vzorek PBMC byl pouzit pro stanoveni zdkladniho pozadi sledovanych genti
z diivodu existence nelegitimni exprese nadorové specifickych genti krevnimi buiikami.
Sledované geny byly vybrdny nejen na zéklad¢ jejich spojitosti s proliferacni aktivitou
nadorovych bun€k ale také jako ukazatel citlivosti nadorovych bunck k chemoterapeutické
1é¢bé. Je nutné podotknout, Ze pro stanoveni a porovnani genové exprese bylo mozné pouzit

pouze vzorky, ve kterych byla prokazana ptitomnost CTC.

Tabulka 11: Srovnani genové exprese mezi CTC a PBMC

N Mean Median Minimum Maximum SD p-value
TOP1
CTC 17 26,45 26,45 22,16 33,14 2,58 < 0,001
PBMC 17 32,41 32,25 30,48 34,40 1,01
TOP2A
CcTC 17 30,17 30,17 27,60 36,11 1,72 0,040
PBMC 17 35,01 35,13 33,21 35,99 0,54
CTSD
CTC 17 28,00 28,00 20,38 35,44 3,55 <0,001
PBMC 17 34,91 34,61 32,39 37,38 1,15
ST6GAL
CTC 17 34,65 38,07 4,55 39,72 8,90 <0,001
PBMC 17 36,79 37,41 32,90 39,64 2,24
KRT19
CTC 17 36,46 36,46 33,39 38,01 0,94 <0,001
PBMC 17 25,13 25,13 21,05 31,48 2,45

Exprese sledovanych genl v cirkulujicich nddorovych bunkach byla signifikantné

vy$§i ve srovnani sexpresi v PBMC (p<0,001). Tabulka 11 shrnuje rozdily exprese

86



v analyzovanych vzorcich. Hodnoty uvedené v tabulce odpovidaji naméfenym Cy hodnotam.
Primérné Cq hodnoty sledovanych genti byly niz$i v CTC nez PBMC, coz vypovida o tom, Ze
vV CTC byla vyssi exprese sledovanych gentit nez u PBMC. Vyjimkou byl gen KRT19, u

kterého jsme v PBMC zjistili vyssi expresi v porovnani s CTC.

3.4.5 Exprese genu TOP1, TOP2A, CTSD, KRT 19, ST6GAL v cirkulujicich
nadorovych bunkach ve vztahu ke klinicko-patologickym charakteristikam
primarniho nadoru
Provedli jsme korelaci naméfené genové exprese sledovanych gent s klasickymi

klinicko-patologickymi parametry primarniho nadoru pacientek s prokazanou pfitomnosti

CTC. V nasledujicich tabulkach (Tab. 12 - 16) jsou uvedeny genové exprese pro TOPI,

TOP2A, CTSD, KRT 19, ST6GAL u pacientek rozdélenych do skupin podle TNM

klasifikace, postizeni lymfatickych uzlin, pfitomnosti ER, PR, HER2 receptort a diferenciace

a typu nadoru. Pro gen TOPI1 jsme zjistili statisticky vyznamny rozdil exprese mezi HER2

pozitivni a HER2 negativnimi pacientkami.

Tabulka 12: Exprese TOP1 ve vztahu ke klinicko-patologickym charakteristikam souboru.

TOP1 N Pramér Minimum Maximum SD p-value

T1 5 27,10 22,16 33,14 3,93 0,173
T2 9 26,10 22,93 30,82 2,27

T3+4 3 26,45 26,45 26,45 0,00

NO 10 26,45 22,16 30,82 2,08 0,090
N1 6 26,45 22,93 33,14 3,67

ER- 8 26,64 22,16 33,14 3,01 0,458
ER+ 9 26,28 22,93 30,82 2,29

PR- 9 26,62 22,16 33,14 2,82 0,723
PR+ 8 26,26 22,93 30,82 2,45

HER- 10 26,86 22,16 33,14 3,23 0,025
HER+ 7 25,87 23,27 26,45 1,19

G1 1 26,45 26,45 26,45 0,00 1,000
G2 8 25,62 22,16 30,82 2,79

G3 8 27,28 25,58 33,14 2,41

IDC 15 26,45 22,16 33,14 2,75 1,000
ILC 2 26,45 26,45 26,45 0,00
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Pro gen TOP2A byla zjisténa statisticky vyznamna exprese s ohledem na velikost nadoru. U
pacientek s velikosti nadoru odpovidajici T1 byla vyssi exprese TOP2A ve srovnani
s pacientkami s nadory T2 — T4. Exprese TOP2A byla statisticky vyznamna ve vztahu

S pozitivitou estrogenovych a progesteronovych receptort.

Tabulka 13: Exprese TOP2A ve vztahu ke klinicko-patologickym charakteristikam souboru.

TOP2A N Primér Minimum Maximum SD p-value
T1 5 29,82 28,43 30,17 0,78

T2 9 30,36 27,60 36,11 2,35 0,048
T3+4 3 30,17 30,17 30,17 0,00

NO 10 30,58 28,43 36,11 2,02 0,244
N1 6 29,48 27,60 30,17 1,12

ER- 8 29,94 28,43 30,17 0,61 0,002
ER+ 9 30,37 27,60 36,11 2,35

PR- 9 29,97 28,43 30,17 0,58 <0,001
PR+ 8 30,39 27,60 36,11 2,51

HER- 10 30,43 28,43 36,11 2,11 0,071
HER+ 7 29,79 27,60 30,17 0,97

Gl 1 30,17 30,17 30,17 0,00 1,000
G2 8 30,17 27,60 36,11 2,60

G3 8 30,16 30,12 30,17 0,02

IDC 15 30,17 27,60 36,11 1,84 1,000
ILC 2 30,17 30,17 30,17 0,00

Pro gen CTSD byla zjisténa statisticky vyznamna exprese v souvislosti s velikosti nadoru.
Pacientky s nadorem o velikosti T2 mé&ly vyssi expresi tohoto genu nez pacientky s T1 a T3-
T4 nadory. Vyznamna exprese byla ve vztahu k pfitomnosti HER2 receptoru, ale nebyla

statisticky prokéazéna.

Tabulka 14: Exprese CTSD ve vztahu ke klinicko-patologickym charakteristikim souboru.

CTSD N Primér Minimum Maximum SD p-value
Tl 5 28,78 20,38 35,44 6,53
T2 9 27,56 22,83 29,22 1,82 0,002
T3+4 3 28,00 28,00 28,00 0,00
NO 10 26,54 20,38 29,22 2,87 0,666
N1 6 29,24 28,00 35,44 3,04
ER- 8 27,33 20,38 35,44 4,42 0,195
ER+ 9 28,59 24,95 35,15 2,71
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PR- 9 27,40 20,38 35,44 4,14 0,359

PR+ 8 28,66 24,95 35,15 2,89
HER- 10 28,51 20,38 35,44 4,38 0,062
HER+ 7 21,26 22,83 28,00 1,95
Gl 1 28,00 28,00 28,00 0,00 1,000
G2 8 27,20 20,38 29,22 2,79
G3 8 28,79 22,83 35,44 4,43
IDC 15 28,00 20,38 35,44 3,80 1,000
ILC 2 28,00 28,00 28,00 0,00

Pro gen ST6GAL byla zjisténa statisticky vyznamna exprese nejen ve vztahu k velikosti
nadoru, ale také k pfitomnosti estrogenovych a progesteronovych receptorti. Navic u
invazivniho lobuldrniho karcinomu byla zjisténa statisticky vyznamné zvySena exprese ve

srovnani s invazivnim duktalnim typem karcinomu prsu.

Tabulka 15: Exprese ST6GAL ve vztahu ke klinicko-patologickym charakteristikam souboru.

ST6 N Primér Minimum Maximum SD p-value
T1 5 38,71 38,07 39,72 0,84
T2 9 31,20 4,55 39,09 11,35 <0,001
T3+4 3 38,24 36,10 39,38 1,85
NO 10 33,47 4,55 39,52 10,81 0,211
N1 6 35,77 24,27 39,38 5,83
ER- 8 31,72 4,55 38,13 11,93 0,008
ER+ 9 37,25 26,62 39,72 4,22
PR- 9 32,56 4,55 39,24 11,44 0,021
PR+ 8 37,00 26,62 39,72 4,44
HER- 10 34,75 4,55 39,72 10,69 0,215
HER+ 7 34,50 24,27 39,52 6,33
Gl 1 36,10 36,10 36,10 0,00 1,000
G2 8 32,11 4,55 39,52 12,20
G3 8 37,00 26,62 39,72 4,29
IDC 15 36,44 24,27 39,72 4,66 <0,001
ILC 2 21,20 4,55 37,84 23,54

Pro gen KRTI19 nebyla zjist€tna zadna statisticky vyznamna zavislost s Klinicko-

patologickymi charakteristikami sledované skupiny pacientek (viz Ptiloha €. 2).
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Tabulka 16: Exprese KRT19 ve vztahu ke klinicko-patologickym charakteristikim souboru.

KRT 19 N Pramér Minimum Maximum SD p-value
T1 5 35,84 33,39 36,46 1,37 0,087
T2 9 36,80 35,94 38,01 0,68
T3+4 3 36,46 36,46 36,46 0,00
NO 10 36,19 33,39 37,41 1,05 0,441
N1 6 36,90 36,46 38,01 0,70
ER- 8 36,01 33,39 36,46 1,07 0,144
ER+ 9 36,86 36,46 38,01 0,62
PR- 9 36,06 33,39 36,46 1,02 0,242
PR+ 8 36,91 36,46 38,01 0,64
HER- 10 36,35 33,39 37,54 1,12 0,193
HER+ 7 36,61 35,94 38,01 0,65
Gl 1 36,46 36,46 36,46 0,00 1,000
G2 8 36,52 33,39 38,01 1,41
G3 8 36,39 35,94 36,46 0,18
IDC 15 36,46 33,39 38,01 1,01 1,000
ILC 2 36,46 36,46 36,46 0,00

Dale byly publikovany vysledky ziskané v ramci feSeni grantovych projektli zamétenych na
problematiku cirkulujicich nadorovych bunék nejen u karcinomu prsu ale také u karcinomu

prostaty (viz Pfiloha €. 3, 4 a 7), které nejsou uvedeny v této disertacni praci.
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4 DISKUSE

V soucasné dobé se molekularni diagnostika u pacientii s nddorovym onemocnénim
zejména zaméfuje na primarni nador, jehoz souéasti jsou invazivni ale i neinvazivni nadorové
buniky. Pro hodnoceni rizika relapsu nebo progrese onemocnéni jsou pouze klinicky
relevantni nadorové buiky s invazivnim potencialem. CTC reprezentuji skupinu nadorovych
bunék uvolnénych do krevniho systému a jsou pfipravené kolonizovat vzdalené organy a
z klinického hlediska pfedstavuji potencialni riziko pro pacienty.

CTC je mozné detekovat jiz v Casnych stadiich onemocnéni. I presto stdle dominuji
klinické studie probihajici u pacientek s metastatickym onemocnénim, u nichz byla prokdzana
vyznamnost CTC jako prognostického markeru. V této praci jsme se proto zamcéfili na
stanoveni pfitomnosti CTC u pacientek s casnym karcinomem prsu a zejména u zen
Vv rizikovém véku do 35 let. Zjistili jsme, Ze CTC je mozné prokazat v periferni krvi u vice jak
30% pacientek s karcinomem pied zahajenim 1ééby. Ve srovnani s dosud publikovanymi
vysledky nékolika studii zaméfenych na detekci CTC u ¢asného karcinomu prsu bylo popsano
detekéni rozmezi od 9,4 — 48,6% (83, 88, 95-97). Toto detek¢ni rozmezi muze byt ovlivnéno
pouzitim odliSného detekéniho systému, zafazenim rtznych klinickych stadii, poctem
zatazenych pacientek a mnozstvim odebraného vzorku.

Korelaci ptitomnosti CTC s dostupnymi histopatologickymi a imunohistochemickymi
charakteristikami jsme nezjistili zadnou zavislost. Frekvence vyskytu CTC byla nejéastéji
prokézéna u pacientek s T2 velikosti primarniho nadoru (43%), bez zasazeni lymfatickych
uzlin metastazami (32%), u duktalniho karcinomu prsu (33%) a ugradu Il (48%).
Sledovanim vztahu mezi pozitivitou CTC a pfitomnosti hormonalnich receptori v priméarnim
nadoru bylo zjisténo, ze CTC byly prevazné detekovany u pacientli s ER, PR a HER2
pozitivitou (36%, 32%, 30%). Obdobn¢ vysledky byly publikovany Krishnamurthy at al.,
kteti sledovali vyskyt CTC a DTC u Zen s ¢asnym stadiem I a II karcinomu prsu a hodnotili
korelaci pfitomnosti CTC s ostatnimi prognostickymi markery. Také nenalezli korelaci mezi
ptitomnosti CTC a klasifikaci nddoru, histologickym gradem, stavem hormondlnich receptori
a lymfatickych uzlin. CTC v jejich ptipadé byly detekovany u 33 % ER, 32 % PR a 25 %
HER?2 pozitivnich pacientek (97). V této studii byl pouzit pro ziskani obohacené frakce CTC
a jejich detekci CellSearch™ System zalozeny na imunomagnetickd separaci CTC pomoci
anti-EpCAM protilatky v kombinaci s imunofluorescen¢ni detekci téchto bunck pouzitim
anti-CK, anti-CD45 a DAPI. My jsme pro stanoveni CTC ve vzorcich periferni krve pouzivali

diagnosticky systém AdnaTest®, ktery je zalozeny na imunomagneticka separaci CTC z krve
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pacientl a ty jsou nasledné prokazany pomoci detekce epitelidlnich a nddorové specifickych
geni (HER2, MUC1 a EpCAM). Studie zaméfend na porovnani téchto dvou detekénich
systémt poukazala na ekvivalenci AdnaTestu® a CellSearch™ systému pro prukaz CTC u
metastatického karcinomu prsu. Na zdkladé neddvno publikovanych dat je ziejma
konkordance vysledki ziskanych pomoci CellSearch™ systému a AdnaTestu® a to az v 88%.
Pro izolaci CTC je nej€astéji pouzivanym povrchovym markerem EpCAM. Nevyhnutelnou
limitaci izola¢nich technik zalozenych na pouziti povrchovych markert je, Ze buiky, u nichz
tento marker chybi, nemohou byt zachyceny. Ackoli vétSina epitelialnich CTC exprimuji
EpCAM, u nekterych podskupin nddorovych bunék to tak nemusi byt. Pfikladem jsou normal-
like nadorové bunky prsu, které EpCAM neexprimuji (98). Obdobné to plati i pro velmi malo
diferencované buiiky, stem-cell like buiiky a buiiky s EMT (60). Casto pravé tyto buiiky jsou
biologicky velmi dilezitou podskupinou s vyraznym klinickym dopadem. Proto je vhodné
pouzit kombinaci né¢kolika markerti. Pfi imunomagnetické separaci pomoci AdnaTestu® je
pouzita kombinace EpCAM a MUCI.

Pomoci konfokalni laserové skenovaci mikroskopie a molekuldrnich metod bylo
zjisténo, ze CTC jsou vysoce heterogenni buiky, pokud jde o genetické aberace a profily
genové exprese. Stanoveni a sledovani této heterogenity je velmi dualezité pro hodnoceni
agresivity minimalni rezidualni choroby a také v piipad¢, kdy terapeutické cile jsou pfitomny
prave na téchto bunkéch. V pribehu hodnoceni fenotypu CTC u sledované skupiny pacientek
jsme zjistili znanou heterogenitu v expresi specifickych genli pouzitych pro jejich detekci.
Nejcastéji exprimovanym markerem CTC byl MUCI1 (70%), dale pak HER2 (52%) a
EpCAM (35%). Pii sledovani stavu HER2 u primarniho nadoru a CTC byla zji$téna neshoda
u 20 % pacientek. Tyto vysledky naznacuji, Ze u skupiny pacientek s HER2 negativnim
primarnim nadorem mohou byt pfitomny CTC s pozitivni expresi HER2. Na zéklad¢ téchto
informaci by tato skupina pacientek mohla mit prospéch z podani anti-HER2 cilené terapie.
Obdobng, ve studii publikované Zidan et al., byl uveden stupen diskonkordance v HER2
statusu u primarniho nadoru prsu a odpovidajici metastazy 26% (99). Pravdépodobna pficina
téchto fenotypovych/genotypovych zmén miiZze souviset se silnou selekci bun¢k v prubéhu
diseminace a systémové 1écby. Genomova nestabilita mlze tak vést ke vzniku novych klonti
nadorovych bungk lisicich se od primarniho nadoru. Navic se CTC mohou uvoliiovat zpét do
ob¢hového systému ze sekundarnich orgdnti a tudiz jejich fenotypové/genotypové vlastnosti
mohou pfipominat nadorové buiky z okultnich metastatickych lozisek neZz nadorové bunky

primarniho nadoru (100).
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Pro sledovani pacientek s karcinomem prsu v prubéhu 1é¢ebného procesu je stézejni
opakované vySetrovani jejich krevnich vzorkl. Vzhledem k tomu, ze odbér kostni dfené¢ pro
odhaleni minimalni rezidudlni choroby ptedstavuje invazivni zakrok, odbér periferni krve pro
stanoveni CTC je snadno dostupnym biologickym materidlem. Proto je mozné provadét
opakované odbéry pro hodnoceni prognoézy onemocnéni a monitorovani systémové terapie.
Prostiednictvim opakovanych odbért periferni krve v ptesné definovanych casovych bodech
jsme provedli prospektivni monitorovani pribéhu nemoci u jednotlivych pacientek. Podle
indikované 1é¢by byly pacientky rozdéleny do dvou skupin. Prvni skupina pacientek byla
nejdiive indikovéna k odstranéni primarniho nadoru a nasledné podstoupila adjuvantni
syst¢émovou 1éCbu. Druhd skupina pacientek s Casto inoperabilnim karcinomem prsu
podstoupila nejdfive neoadjuvantni 1écbu nasledovanou chirurgickym odstranénim
primarniho nadoru v kombinaci s adjuvantni 1é¢bou. U prvni skupiny pacientek jsme
pozorovali, ze pouze 22% pacientek ztstalo po chirurgické 1é¢bé CTC pozitivnich. U 19 %
pacientek, u nichz pfi vstupnim vysetfeni nebyly CTC prokazany, doslo k objeveni CTC po
chirurgickém zékroku. NaSe vysledky odpovidaji studii hodnotici CTC u pacientek
s lokalizovanym primarnim nadorem prsu. U 30 % pacientek byly prokazany CTC po
opera¢nim zakroku (101). Pfitomnost CTC po operaci mize byt v dusledku existence velmi
malého loziska nadorovych bunék pretrvavajicich ve vzdalenych organech. Mohou tak
pfedstavovat rezervodar, ze kterého se CTC mohou uvoliovat zpét do ob&hového systému
(82). U druhé skupiny pacientek byla zjisténa incidence CTC pied neoadjuvantni 1écbou u 40
% pacientek a po jejim ukonceni doSlo k poklesu u 25%. Vysledky randomizované studie 11
faze (REMAGUS 02) odpovidaly nami zjisténym zavéram (87). Obdobn¢ tomu bylo i u
studie GeparQuattro(88). Pii sledovani G¢innosti adjuvantni 1é¢by na pFitomnost CTC jsme
zjistili, Ze incidence CTC pted podanim lécby byla 22% a po jejim ukonceni poklesla na
pouhych 7%. Rada studii potvrdila moznost stanoveni CTC jako prediktivniho faktoru pro
Casny relaps onemocnéni. Vysledky studie SUCCESS naznacuji asociaci ptfitomnosti CTC
pied lécbou s redukci DFS a OS, zatimco piitomnost CTC po 1écbé je pouze asociovana
s redukovanym DFS (84). Pouziti CTC jako markeru pro monitorovani pribéhu onemocnéni
je stale intenzivné studovano. Neexistuje dosud jednoznac¢na shoda o tom, kdy je nejvhodné;jsi
provadét stanoveni CTC. Zivotaschopnost CTC v krevnim ob&hu je velmi kratka. Stanoveni
CTC pted primarni 1é€bou by mohlo byt pouzito pro hodnoceni prognézy onemocnéni a ke
stanoveni pritomnosti ¢i absence lécebnych cild. Stanoveni CTC po 1écbé by mohlo byt
pouzito k uréeni, zda podana lécba je ¢i neni efektivni. Hodnoceni CTC po primarni 1écbé

poskytuje informace o okultnich metastatickych depozitech, zatimco CTC hodnocené pied
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1écbou mohou vypovidat o diseminacni kapacité primarniho nadoru. Stale ale chybi data
porovnavajici klinickou relevanci stanoveni CTC v téchto ¢asovych bodech.

Objevuje se stale vice ditkazi nasvédcujicich, ze CTC poukazuji na progresi nadoru
ve skuteCném case a jejich molekuldrni charakterizace muze byt dilezita zejména pro vedeni
specifické cilené terapie. Odbér periferni krve pro stanoveni CTC je v soucasné dobé
oznacovan jako tzv. ,,real time liquid biopsy*. Tekutou biopsii je mozné definovat jako krevni
test, ktery je natolik analyticky senzitivni, Zze umoziuje detekovat jedinou nadorovou bunku
Vv prostfedi milionu normdlnich hematopoetickych bunc¢k. Tuto formu biopsie je mozné
provadét v urcitych skuteCnych casovych bodech (,real-time®), Vvnichz je mozné
charakterizovat specifickou subpopulaci bun¢k CTC. V disledku toho CTC naleznou

uplatnéni v personalizované medicing.
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5 ZAVER

Cilem této dizertatni prace bylo zavedeni nové metodiky umoziujici charakterizaci
cirkulujicich nadorovych bun¢k u pacientek s cCasnym karcinomem prsu. Pro zdkladni
stanoveni cirkulujicich nadorovych bunék v periferni krvi byla vybrana metoda, zalozena na
kombinaci imunomagnetické separace s reverzné transkriptazovou polymerazovou fetézovou
reakci. Vyuzili jsme certifikovanou technologii AdnaTest® BreastCancer Select/Detect.
Pomoci této metody jsme vysettili celkem 195 vzorkt periferni krve u souboru 54 pacientek.

Ptitomnost CTC v krvi pacientek jsme prokdzali u 31 % ptipadl (17 pacientek).
V priibéhu vyzkumné prace jsme pracovali s nasledujicimi hypotézami:

Hypotéza ¢ 1: Podle dostupnych poznatkt jsme chtéli zavést a optimalizovat qPCR metodu
umoznujici stanoveni exprese gent TOP1, TOP2A, CSTD, ST6GAL, KRT19 a aktinu
(referencni gen) a roz$ifit tak spektrum vySetfovanych genii v cirkulujicich nadorovych
bunkach. Stanoveni kombinace téchto genti nebylo provedeno. Predpokladali jsme, ze exprese
heterogenni expresi téchto genti v nadorovych buiikach jednotlivych pacientek.

Vysledek: Pro charakterizaci CTC byla zavedena a optimalizovana nova qPCR metoda,
pomoci které jsme byli schopni v CTC-pozitivnich vzorcich stanovit expresi genu TOPI,

TOP2A, CSTD, KRT19 a ST6GAL.

Hypotéza ¢ 2: Prokazana nelegitimni exprese nadorové RNA jinymi buikami krve miize vést
K ovlivnéni vysledku stanoveni, ktery neodpovida skutecnosti. U pacientek se tak mohou
objevit faleSn€ pozitivni vysledky. Predpokladali jsme, ze exprese nddorové RNA bude
v mononuklearnich buiikach periferni krve minimalni a pokud bude zvysena, je to zplisobeno
nelegitimni expresi. Proto jsme se rozhodli, Ze zanalyzujeme a porovname mezi sebou
expresni profily sledovanych genti cirkulujicich nddorovych bun¢k s profily mononuklearnich
bunék periferni krve, a zjistime tak rozdily vedouci k odhaleni nepatrné minimalni exprese
gentl jinymi krevnimi buiikami.

Vysledek: Provedli jsme paralelni analyzu TOP1, TOP2A, CSTD, ST6GAL, KRT19 a aktinu
a porovnani expresnich profili v cirkulujicich nadorovych builkkdch a mononuklearnich
bunkach periferni krve scilem odhalit faleSné¢ pozitivni vysledky z divodu nelegitimni
exprese nadorové RNA bunkami nenddorového plivodu. Analyzou genové exprese jsme

zjistili statisticky vyznamny rozdil mezi expresi sledovanych genti v CTC a PBMC. Geny
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TOP1, TOP2A, CSTD a ST6GAL vykazovaly zvySenou expresi v CTC, zatimco u genu
KRT19 byla exprese zvySena v PBMC. Z toho jsme usoudili, ze pravé KRT19 byl v PBMC

zvysen¢ exprimovan v disledku nelegitimni exprese nenadorovymi bunikami.

Hypotéza ¢ 3: Predpokladali jsme, Ze z primarniho nddoru muaze i v ¢asné fazi onemocnéni
dochézet k uvoliiovani nddorovych bunék, které je mozné detekovat v periferni krvi pacientek
a jejich pfitomnost miize byt ovlivnéna podavanou lécbou. Na zaklad¢ toho, jsme chtéli
stanovit miru detekce CTC u pacientek v Ceské republice a porovnat ji s vysledky
publikovanych studii. Dale jsme provedli prospektivni monitorovani CTC v prabehu 1écby a
zajimali jsme se 0 zmény piitomnosti CTC mezi jednotlivymi odbéry. Pro detekci CTC byla
v metodické Casti pouzita kombinace tii nadorové-asociovanych genl, pfiCemz pro
jednoznacny prikaz CTC bylo nezbytné prokazani alespon jednoho PCR fragmentu genu.
Ocekavali jsme, ze zastoupeni HER2, MUC1 a GA733.2 pouzitych pro detekci CTC v nasem
souboru pacientek bude variabilni a zajimalo nas, ktery ze sledovanych markerti bude
nejcastéji vyjadien v CTC.

Vysledek: U pacientek s ¢asnym karcinomem se nam podafilo detekovat piitomnost CTC
nejen pied zahajenim 1éCby, ale i v jejim prub¢hu. Pfitomnost CTC pted zah4jenim 1écby byla
prokazana u 31 % ptipadd. Publikovana data uvadéjicimi detekéni rozmezi od 9,4 — 48,6%
jsou srovnatelna ndmi ziskanymi hodnotami. Pacientky byly nésledné rozdéleny do dvou
skupin podle lé¢ebného rezimu. U 22 % pacientek s operovatelnym karcinomem prsu jsme
detekovaly CTC pted chirurgickym zakrokem. Pacientky s inoperabilnim karcinomem prsu
podstoupily nejdiive neoadjuvantni chemoterapeutickou 1écbu. U téchto pacientek jsme pied
podanim 1é¢by detekovali CTC ve 40 % ptipadii. Po ukonceni 1é¢by jsme detekovali CTC jen
u 10 % pfipadld. Prostfednictvim opakovanych odbérti periferni krve jsme zjistili, Zze u

pacientek mtize dochazet ke zménam z CTC-pozitivity na CTC-negativitu a naopak.

Hypotéza ¢ 4: Na zaklad¢ dostupnych poznatkli jsme predpokladali, ze ptitomnost CTC bude
korelovat s uzivanymi prognostickymi faktory jako je velikost uzlin, postizeni lymfatickych
uzlin, exprese hormonalnich receptorit s HER2 receptorem a ptitomnost CTC se bude ménit
Vv pribéhu 1é¢by pacientek s karcinomem prsu.

Vysledek: Pti studiu heterogenity CTC prostfednictvim detekce HER2, MUCI1, GA733.2,
TOPI1, TOP2A, CSTD, KRT19 a ST6GAL jsme zjistili znaénou heterogenitu nadorovych
bun¢k. Pravé tato heterogenita mize byt zodpovédna za odlisnou odpoveéd pacientek na

podavanou 1écbu a mize vést 1 ke vzniku rezistence na léCbu. Zjistili jsme statisticky
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vyznamnou korelaci exprese TOP1 se stavem HER2 receptoru. Pacientky se zvySenou expresi
genu TOP1 a HER2 negativitou by mohly byt 1éeny irotekanem, ktery pusobi jako inhibitor
TOP1. Zde vyvstava otazka, zda by TOP1 mohl byt prediktivnim biomarkerem pro sledovani
ucinnosti 1éCby irotekanem. U TOP2A genu jsme prokazali korelaci exprese s velikosti
primarniho nadoru (T1) a sestrogenovym a progesteronovym receptorem. Hrani¢ni
statistickou vyznamnost jsme zjistili ve vztahu TOP2A s HER2 receptorem. Bylo
publikovano, ze u 30 — 45 % je vedle HER2/neu amplifikovan 1 TOP2A gen. Pro pacientky
s amplifikaci TOP2A je pfinosna adjuvantni chemoterapie zaloZena na antracyklinech a tyto
pacientky maji lepsi celkové bezptiznakové preziti. Dale jsme sledovali konkordanci HER2
pozitivity primarniho nadoru s HER2 pozitivitou CTC. Zjistili jsme, ze u 6 pacientek, které
mely HER2 negativni primarni nador, jsme prokazali HER2 pozitivni CTC. Tato skupina
pacientek by mohla diky priikazu HER2 pozitivnich CTC benefitovat z cilené biologické
1é¢by. Z vysledk studie vyplyva, Zze u pacientek s Casnym karcinomem prsu dochazi
K uvoliiovani nadorovych bunék z primarniho nadoru, které je mozné detekovat v periferni
krvi a dale charakterizovat prostfednictvim molekularné biologickych metod. Cirkulujici
nadorové bunky vzhledem ke své heterogenité ptispé€ji k odhaleni novych terapeutickych cila
a zodpovézeni otazek odlisné odpovedi na 1é¢bu. Pomoci opakovanych neinvazivnich odbért

periferni krve je mozné monitorovat dynamiku CTC v pritbéhu 1€¢by.
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8 PREHLED AKTIVNI UCASTI NA KONGRESECH A KONFERENCICH

Studentska védecka konference, 1. Iékarska fakulta, Karlova Univerzita v Praze, kvéten
2008

Prezentace: Porovnani mRNA profild genit MUC-1, EpCAM a HER-2 v cirkulujicich
nadorovych burikach, periferni krvi a kostni dieni u pacientd s karcinomem prsu.

XIV. dny Vladimira Staska, Praha, Ceska republika, birezen 2009,
Prezentace: Minimalni rezidualni choroba u pacientt s karcinomem prsu: detekéni metody a
pfinos pro pacienty.

XXX. Imunoanalytické dny, Jihlava, Ceska republika, duben 2009
Prezentace: Metody detekce cirkulujicich nadorovych bunék u pacientt s karcinomem prsu.

IMPAKT Breast Cancer Conference, Brussel, Belgie, kvéten 2009
Poster: Cirkulujici nddorové bunky: Novy diagnosticky nastroj personalizované 1é€by u
pacientdi s nadorem prsu?

Studentska védecka konference, 1. 1ékai'ska fakulta, Karlova Univerzita v Praze, kvéten
2009

Prezentace: Cirkulujici nadorové buiky jako prediktivni a prognosticky biomarker u pacienti
s karcinomem prsu.

International Student Congress of Medical Sciences, Groningen, Nietherlands, ¢erven
2009

Prezentace: Klinicky vyznam cirkulujicich nddorovych bunék u karcinomu prsu.

Ocenéni: “The Best Presentation Award” in the Oncology session.

Federation of European Biochemical societies, Praha, Ceska republika, ¢erven 2009
Poster: Prognostickd hodnota cirkulujicich nadorovych bunék u karcinomu prsu.

V. dny diagnostické, prediktivni a experimentalni onkologie a II. sympozium o cilené
biologické 1é¢bé, Olomouc, listopad 2009

Spoluautor prezentace: Sledovani exprese gent v cirkulujicich nddorovych buiikach (CTC) u
karcinomu prsu jako soucast procesu individualizace 1€cby a soucasné detekce metastatického
procesu.

Prague ONCO 2010, Praha, Ceska republika, leden 2010

Poster: Sledovani exprese genu v cirkulujicich nadorovych buiikach (CTC) u pacientek

s rakovinou prsu, jako soucast procesu individualizace 1é¢by a ¢asné detekce metastatického
procesu.
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IMPAKT Breast Cancer Conference, Brussels, Belgium, kvéten 2010
Co-author of poster: Gene expression profiling in circulating cells (CTCs) of breast carcinoma
patients.

qPCR sympozium, Gothenburg, Sweden, ¢erven 2010
Co-author of poster: Circulating tumor cells (CTCs) handling in laboratory practice.

International Society of Oncology and Biomarkers, Munchen, Germany, 3. — 8. 9. 2010
Poster: The role of disseminated tumor cells and circulating tumor cells in management of
breast cancer patients.

International Conference on “Molecules of life: from discovery to biotechnology”,
Melbourne, Australia, 26. — 1.10.2010

Poster: Gene expression profiling in circulating cells (CTCs) of breast carcinoma patients — a
tool for early metastasis detection and therapy individualization

2010 Breast Cancer Symposium, Washington, DC, USA, 1. — 3. 10. 2010
Poster: Disseminated and circulating tumor cells as biomarkers in breast cancer patients.

33" Annual San Antonio Breast Cancer Symposium, San Antonio, Texas, USA, 8. — 12.
12. 2010
Poster: Minimal residual disease monitoring in breast cancer patients.

IMPAKT Breast Cancer Conference, Brussels, Belgium, kvéten 2011
Poster: Changes in the presence of circulating tumor cells in the peripheral blood of breast
cancer patients during the course of treatment.

gPCR Symposium in Prague — Developments in Real-Time PCR: From Preanalytics to
Molecular Diagnostics, ¢erven 2011

Spoluautor prednasky: Challenges of new discoveries of clinical application into the
management of cancer patients.
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Controversies in Rheumatology and Autoimmunity, Sorrento, Italy, birezen 2015

Poster: Levels of metastases-related serum markers and the presence of circulating tumor cells
in relation to brain metastases in cancer patients.

9 VYZKUMNE PROJEKTY
2008 - 2011 IGA MZ CR NS 9976-3: Sledovani exprese gent v cirkulujicich nadorovych
buiikach (CTC) u karcinomu prsu jako soucést procesu individualizace 1éCby a Casné detekce

metastatického procesu (Clen fesitelského tymu spolufesitele)

2009 - 2010 GAUK 7709: Cirkulujici nadorové bunky: Novy prognosticky faktor u pacientek
s karcinomem prsu? (hlavni feSitel)
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2010 - 2011 GAUK 59410: Sledovani korelace ptitomnosti cirkulujicich nadorovych bunék
(CTC) v periferni krvi a diseminovanych nadorovych bun¢k (DTC) v kostni dieni u pacientek
S primarnim nadorem prsu (spoluiesitel).

2012 — 2015 GAUK 539512: Stanoveni matrixovych metaloproteinas 2 (MMP2) a 9
(MMP9), vaskularniho endotelidlniho rastového faktoru (VEGF) a cirkulujicich nadorovych
bun¢k (CTC) ve vztahu k progresi nadorovych onemocnéni prsu a prostaty (spolufesitel).

2011 — 2015 IGA MZ CR NT 12205-5: Detekce cirkulujicich nadorovych bunék a sledovani

exprese genu u kastracné rezistentniho karcinomu prostaty jako soucast individualizace
systémové 1é¢by (Clen fesitelského tymu).
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