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ABSTRAKT

Uvod: Piitomnost cirkulujicich nadorovych bunék (CTC) v periferni krvi je asociovana
S horsi prognozou a ¢asnym relapsem u pacientek s karcinomem prsu. Stanoveni pfitomnosti
CTC v periferni krvi je nyni povazovano za tzv. tekutou biopsii. Cilem této prace bylo
stanoveni pfitomnosti CTC a jejich molekuldrni charakterizace s potencidlnim vyuzitim nejen
jako novy biomarker pro sledovani G¢innosti systémové terapie ale také jako vhodny nastroj
pro stratifikaci pacientek a naslednou individualizaci 1é¢by karcinomu prsu.

Metody: Do prospektivni studie bylo zafazeno 54 pacientek s Casnym karcinomem prsu.
Opakované jsme odebirali 10ml periferni krve pro stanoveni pfitomnosti a charakterizaci CTC
Vv prubehu 1é¢by. Izolace a detekce CTC byla provedena za pouziti AdnaTest BreastCancer™
kitu (AdnaGen AG, Némecko) vyuzivajici kombinaci imunomagnetické separace s multiplex
PCR pro stanoveni transkripti epitelidlnich a tumor-asociovanych genti (EpCAM, MUCI a
HER2) vlyzatu CTC. Nasledné¢ byla ¢cDNA zizolovanych 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 vySettily 195 vzorkt periferni krve. Pfitomnost CTC byla prokazana
u 31 % pacientek pred zahdjenim 1€¢by. Pouze u 10% pacientek jsme zjistili CTC pozitivitu
po ukonéeni 1é¢by. Uspésné jsme navrhli a optimalizovali qPCR eseje pro TOP1, TOP2A,
CSTD, ST6GAL, KRT19 a aktin. Ziskand data poukdzala na znac¢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 piistupu je mozné detekovat a charakterizovat CTC
Vv periferni krvi pacientek s karcinomem prsu. Informace ziskané na zéklad¢ prikazu CTC a
jejich expresnich profild mohou napomoci v klinické praxi jako podpora pro individualizaci

1écby.

Kli¢ova slova: cirkulujici nadorové builky; karcinom prsu; kvantitativni polymerazova

fetézova reakce; imunomagnetickd 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 MUCL1 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 MUCL1 (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.



1 Uvod

1.1 Epidemiologie karcinomu prsu u Zen v Ceské republice

Nadorova onemocnéni piedstavuji zévazny zdravotni problém soucasné ceské
populace. Karcinom prsu patii po ,,jiném zhoubném novotvaru kuze* (dg. C44) k nejéastéjsim
zhoubnym nadorim u Zen. Znov¢ diagnostikovanych novotvaria v zenské populaci
predstavoval v letech 2005 — 2009 vice nez 24%. Incidence nadort 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 nardstu piipada s karcinomem prsu (1).

Obrazek 1: Casovy vyvoj hrubé incidence (pocet novych piipadi na 100 000 osob) a hrubé mortality (po&et tmrti na
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diagn6zu na 100 000 osob) u zhoubného nadoru prsu.

Epidemiologie karcinomu prsu v mezinarodnim srovnani poukazuje na vysokou zatéz
evropskych zemi timto onemocnénim doprovazenou velmi vysokou umrtnosti. Ceska
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 svétoveé a na 37. misto v Evropé (2).

V dnesni dob¢ etiopatogeneze karcinomu prsu neni stale zcela jasnd, ale i pfesto jsou
znamé urcité faktory, které zvySuji riziko vzniku tohoto onemocnéni. Jednd se zejména o
faktory genetické, hormondlni, nutri¢ni a faktory zevniho prostfedi. U 75-85 % nemocnych
dochazi ke vzniku sporadického karcinomu prsu. Hereditarni karcinom prsu vznikajici

v dtsledku genetické mutace se vyskytuje u 5 — 7 % nemocnych (3).



1.2 Cirkulujici nadorové buriky

1.2.1 Biologie a charakteristika cirkulujicich nadorovych bunék

Cirkulujici nadorové bunky jsou buiky, které se jiz pii Casné tvorbé a rastu
primarniho nadoru z néj uvolnuji a nasledné vstupuji do krevniho ¢i lymfatického ob&hu, jimz
se $ifi do vzdalenych organti. Pravé tyto buiiky jsou zdrojem pro vznik metastdz v zivotné
dulezitych organech (jatra, plice, kostni dien, lymfatické uzliny, CNS).

Cirkulujici nédorové bunky ziskané z periferni krve pacientii s nadorovym
onemocnénim piedstavuji heterogenni skupinu nadorovych bunck. Tyto buinky ptezivaji
v cirkulaci 1 az 2,4 hodiny. V periferni krvi je mozné prokdzat zivotaschopné ale i apoptické
CTC, které vykazuji absenci ¢i vyjimecné¢ expresi nukledrniho proteinu Ki-67, jez je
asociovan s bunécnou proliferaci. Podskupina CTC, ktera vykazuje absenci exprese tohoto
proteinu, predstavuje nedélici-se buiiky oznacované jako tzv. dormantni. Tyto dormantni
buitky nereaguji na nckterd chemoterapeutika, coz miZze napomadhat k tomu, ze urcitd
subpopulace CTC je schopna piezivat v organismu i V pribéhu 1écby (4). Dormantni
nadorové bunky jsou rezistentni k T-lymfocyty mediované lyze a maji niz$i schopnost
stimulovat cytotoxické T-lymfocyty k sekreci interferonu gama a tumor nekrotizujiciho
faktoru alpha. Dormantni buiiky jsou ve vétSiné pifipadi velmi pomalu proliferujicimi
buitkami. Konven¢ni chemoterapeuticka 1é¢ba plsobi na vysoce proliferativni buiiky, coz
mize zpusobit selhani cytotoxické adjuvantni 1é€by u nékterych pacientek s karcinomem prsu
a je tieba zvazovat dodate¢nou lé¢ebnou strategii (5).

Sifeni nadorovych bun&k piedstavuje slozity a komplexni proces, ktery je stale velmi
intenzivné studovan. Metastaticky proces se sklada z fady procest zahrnujicich riist nddoru,
angiogenezi, Unik nadorovych bunck, epitelidlni — mezenchymalni tranzici (EMT),
intravazaci, pfeZivani nadorovych bun€k v krevnich a lymfatickych cestdch a embolizaci,
extravazaci, mezenchymalni-epitelialni tranzici (MET), rist makrometastazy (13).

Krevni systém piedstavuje pro jiz uvolnéné (cirkulujici) néddorové buinky velmi
nepiiznivé prostiedi pro jejich pieziti v disledku plisobeni fyzikalnich sil, pfitomnosti bunck
imunitniho systému a nedostatku substratu (19).

Uvolnéné a ptezivajici buiiky mohou vytvofit samostatné sekundarni nadorové lozisko
Vv novém prostiedi hostitelského orgdnu. CTC zde mohou podstoupit apoptézu nebo pretrvat
V inaktivovaném tzv. dormantnim stavu po fadu let. CTC, které extravazaci pronikly do
nového mikroprostiedi, zde ptezivaji ve formé tzv. diseminovanych nddorovych bunck

(DTC). Tyto DTC se mohou transformovat do vice agresivnich forem a vyrist tak do zna¢né



metastazy a/nebo mohou recirkulovat do dalSich sekundarnich orgdnti nebo dokonce se vratit
zpét do mista primarniho nadoru. Existuji dva modely §ifeni nddorovych bun¢k. U linearniho
modelu dochazi k §ifeni bun¢k v pozdni fazi, kdy primarni nador dosahne kritického mnozstvi
bun¢k a ziska tak vysoce agresivni fenotyp. Naopak u paralelniho modelu, mize k Sifeni
bun¢k dochazet jiz v asné fazi, a to i kdyz zhoubny nddor dosahuje malé velikosti. U
linearniho modelu mutze nasledné postupné dochazet k progresi nadoru, zatimco u paralelniho
modelu dochézi k usazeni CTC/DTC ve vzdalenych organech, které zde mohou vytvaret
Klony bunék, které se rozviji soubézné s primarnim nadorem (7).

Invaze je doprovazena piepnutim (switch) exprese cadherini nadorovymi bunikami.
Jedna se o proces nazyvany jako epitelidlni — mezenchymalni tranzice. V priabéhu tohoto
prechodu epitelidlni bunky ztraci své epitelialni charakteristiky a misto toho ziskavaji
mezenchymalni fenotyp. EMT proces zvySuje metastaticky a invazivni potencidl nadorovych
bun¢k tim, Ze dochazi ke ztrat¢ mezibunéénych kontaktl a ke snizeni bunécné polarity.
Zasadni charakteristikou EMT je snizeni regulace epitelidlnich markert jako je cytokeratin a
E-cadherin a naopak zvySeni regulace mezenchymalnich markerd (vimentin, N-cadherin a
cadherin 11). Hlavni regulacni roli EMT maji vedle transformujiciho ristového faktoru p také
transkripéni faktory Twist, Snail, Slug a Sipl (8, 9). EMT proces byl dlouho chapan jako
soubor molekularnich zmén v nddorovych buiikach vedouci k jejich zvySené motilité a
k indukci proteaz zapojenych do degradace ECM a usnadnujici invazi a intravazaci do
krevniho ob&hu. Vedle této tradicni definice, existuje nova hypotéza, podle které EMT musi
mit ulohu ve vytvareni urcité frakce CTC a nésledné v jejich udrZzovani.

Néadorové bunky v prubéhu extravazace do sekundarnich organt podléhaji opacnému
procesu tedy tzv. mezenchymalni-epitelialni tranzici (MET). Nadorové buiiky jsou zpétné
diferencovany na buiiky s epitelidlnim fenotypem, které tvoii metastazy s obdobnou
histologickou charakteristikou primarniho nddoru. Neni zcela dosud zifejmé, zda
diseminované nadorové bunky podléhaji MET a ztraci mezenchymadlni fenotyp a/nebo
fenotyp kmenovych nadorovych bunék nebo frakce mezenchymalnich a/nebo kmenovych
nadorovych bunc¢k dava vznik diferencovanému potomstvu b&hem kolonizace. Nicméné,
Vv obou piipadech by toto vedlo ke vzniku bunék s diferencovanym, epitelialnimu nadorovym
fenotypem (10, 11).

1.2.2 Metodické moznosti izolace a detekce cirkulujicich nadorovych bunék

V souCasné dob& molekuldrni charakterizace CTC ptedstavuje rozsahlé téma ve

vyzkumu nadorovych onemocnéni, jejimz cilem je nejen potvrdit maligni ptivod CTC, ale



také identifikovat diagnosticky a terapeuticky vhodné markery exprimované témito bunkami.
Charakterizace CTC muze piispét k prokazani pfitomnosti metastatickych kmenovych bunck
(cancer stem cells - CSC) mezi ostatnimi CTC. Zjisténi kompletniho genomového profilu a
expresnich zakonitosti je velmi dilezit¢ z hlediska pochopeni biologickych vlastnosti a
molekularnich charakteristik CTC a jejich spojitost s CSC. CTC jsou velmi riznorodé, jak jiz
bylo prokéazano prostiednictvim zobrazovacich a molekularnich metod. Zvlasté dalezité je to
v ptipadé, kdy CTC exprimuji markery, které nejsou pfitomny v primarnim nadoru.
Rtznorodost CTC vsak neni doposud plné klinicky vyuzivana. Molekuldrni charakterizace
CTC u karcinomu prsu za posledni desetileti prosla velkym vyvojem. Pfi charakterizaci CTC
se sleduji/stanovuji nasledujici markery: epitelidlni markery (cytokeratin 8, 18, 19, EpCAM,
MUC-1), pfitomnost 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, HIFl-alpha), markery signalnich drahy PIK3CA
(EGFR, HER2, PIK3K, pFAK), mammaglobin a DNA metylacni markery (CST6GAL,
BRMS1, SOX17).

Stanoveni a molekularni charakteristika cirkulujicich nadorovych bunék piedstavuji
novou diagnostickou oblast zejména u pacientek s pokrocilym stadiem nadoru prsu, ale stale
vice pozornosti se vénuje i pacientkdm s casnym nadorem prsu. Vzhledem k tomu, ze CTC
jsou v periferni krvi ve velmi nizké koncentraci a dostupnost vzorkt v dostatecném mnozstvi
je omezend, 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 bunck je dilezité, aby pouzitd metoda byla schopna detekovat
buiiky v omezeném objemu a rozlisit tyto buiiky od ostatnich bunék véetné bunécného odpadu
(zbytkt apoptickych bunék). CTC jsou velmi ojedin€lé a jejich rozlozeni odpovida
Poissonové distribuci. Poissonova distribuce se uplatiiuje v pfipad¢, kdy ndhodné rozlozené
objekty (buniky) jsou pocitdny v ur¢itém intervalu nebo objemu. V ptipadé CTC, limit detekce
neni omezen pridanim dodate¢nych identifikatorti nebo vylepSenim pfistroje, ale mnozstvim
krve, ktera je pouzita pro stanoveni piitomnosti CTC Stimto omezenim musi byt tedy
pocitano pied zacatkem jakékoli analyzy a zejména v piipadé ¢asnych stadii nemoci (12).

Soucasny pokrok ve vyvoji novych technologii umoziuje rozdélit tyto metody do
dvou zakladnich skupin dle vyuziti fyzikéalnich (velikost, hustota, elektricky naboj, atd.) a
biologickych vlastnosti CTC (exprese povrchovych proteinli, Zivotaschopnost). VétSina
technologii pro specifickou detekci CTC vyuziva kombinace dvou krokl: obohaceni

(enrichment) a detekci CTC.



Metody vyuzivajici fyzikalnich vlastnosti bunék umoziiuji ziskat obohacené frakce
bun¢k bez jejich oznaceni a naruSeni bunééného povrchu, ¢imz jsou ziskany zivotaschopné
buiiky. Mezi tyto metody patii: gradientovd centrifugace vyuZzivajici rozdéleni bun€k dle
jejich hustoty pomoci separa¢niho média o znamé hustoté (napft. Ficoll, OncoQuick), filtrace
bunék s vyuzitim specialnich filtrii (ISET metoda — izolace epitelialnich nadorovych bunék
dle jejich velikosti, ScreenCell® - filtrace CTC pies mikroporézni membranu), biochip
vyuzivajici rozdilnost ve velikosti a deformovatelnosti nadorovych bun¢k (jsou vétsi a tuzsi
ve srovnani s krevnimi buiitkami), mikrofluidni pritokové frakcionacni zatizeni (pMOFF) —
CTC jsou izolovany na zakladé hydrodynamickych sil a velikosti bun¢k od krevnich bunék na
chipu s dilataénimi/expanzivnimi mikrokanalky, fotoakusticky prutokovy cytometr a separace
bun¢k pomoci dielektroforézy (DEP) — umoziiuje separaci zivych bunck na zakladé jejich
odli$né odpovédi na DEP kvili rozdilné velikosti a membranovych vlastnostech.

Dalsi skupinu metod pouzivanych pro obohaceni CTC pfedstavuje imunomagneticka
separace. Metoda vyuzivda imunitni reakci zalozenou na interakci mezi specifickymi
protilitkami a tumor-asociovanymi antigeny piipadn¢ antigeny epitelidlniho piavodu
(pozitivni selekce) nebo povrchovych antigenem leukocytii CD45 (negativni selekce).

Protilatky jsou konjugovany s magnetickymi kulickami a vznikly komplex protilatky a
antigenu je nasledné izolovan v prostfedi magnetického pole. Tyto metody nejéastéji
pouzivaji protilatku proti EpCAM molekule. Nicménég, nékteré nadorové bunky vykazuji
velmi nizkou nebo dokonce Zadnou expresi EpCAM, vtomto piipadé nemohou byt
detekovany EpCAM negativni CTC. Nové bylo publikovano pouZiti kombinace anti-CD146 a
EpCAM pro zlepseni detekce CTC u pacientek s nadorem prsu (13). Ke zvySeni miry detekce
doslo i pfi pouziti protilatky anti-CD176 (14). 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 piikladem je AdnaTest® BreastCancer (Adnagen)
vyuzivajici pro separaci CTC magnetické kuli¢ky 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 (15).

Ziskana obohacena frakce CTC obvykle stale obsahuje neurcité mnozstvi leukocyti a
je tedy pottebné pouzit metodu, ktera je schopné identifikovat CTC na trovni jedné buniky a

odlisit naddorovou bunku od kontaminujicich bunék periferni krve. Detekce CTC probiha

10



nejcastéji témito zpiasoby: 1) imunocytochemicka (ICC) detekce specifickych antigeni; 2)
molekularni analyza nukleovych kyselin CTC; 3) detekce nadorové specifickych proteintt
produkovanych CTC.

Imunocytochemickd detekce charakterizuje izolované CTC prostfednictvim
fluorescencné znacenych protilatek zejména proti epitelialnimu antigenu jako je CK-19. Pro
jejich zobrazeni se nejCastéji pouziva Ariol systém nebo laserovd skenovaci cytometrie
(LSC). Nejcasteji pouzivanym systémem zalozenym 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 fluorescen¢niho mikroskopu jsou CTC definovany jako CK'/CD45/DAPI” buiiky.
Tento systém ziskal povoleni FDA pro detekci CTC u metastatického nadoru kolorekta,
prostaty a prsu. Dale je dostupnd metoda LSC kombinujici rychlost prutokové cytometrie
s moznosti morfologické analyzy kazdé pozitivni buniky. 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 (16). Kromé téchto metod byla nové
vyvinuta imunofluorescen¢ni protokol pro multimarkerovou zobrazovaci analyzu vyuzivajici
DyLight technologie. Diky tomuto novému zplsobu je moZzné pouzit nékolik protilatek
znac¢enych fluorochromy odlisnych barev a pomoci spektralni zobrazovaci analyzy rozd¢lit
jejich barevna spektra. Tento protokol muze usnadnit detekci a fenotypovou charakteristiku
diseminovanych nadorovych bun¢k. Kromé toho ptidanim dal§ich markerti by bylo mozné
zhodnotit expresi ur€itych terapeutickych cilii u riznych subpopulaci CTC (17).

Molekularni detekce je zaméfena na stanoveni specifické mRNA a pfedstavuje velice
pouzivanou alternativni metodu k imunocytochemickému stanoveni CTC. Tento pfistup
umoziuje analyzovat velké mnoZzstvi gent. V klinickych studiich je nej€astéji pouzivana
MRNA kodujici CK. Limitaci této metody ptedstavuje skutecnost, ze nékteré transkripty
(napt. CK18, KRT19, CK20, MUCI1 a PSA) mohou byt produkovany normalnimi bunkami
krve ¢i kostni dfené (18). Pouziti kvantitativni PCR (qPCR) s pfesné stanovenimi hodnotami
cut-off napoméha vyfesit tento problém. Navic exprese nékterych genti miize byt v CTC
snizena napf. v disledku EMT procesu (19). Casto je tedy vhodné pouzit multimarkerovou
analyzu. Diky molekularni detekci je mozné stanovit nizké pocty CTC prostiednictvim
vysoce senzitivnich eseji. Zatim neni mozZné timto pfistupem stanovit piesné pocty CTC
pfitomnych v analyzovaném vzorku. Nejvétsi uplatnéni nachéazi pii sledovani molekularnich
charakteristik naddorovych bun€k. V fadé evropskych studii zamétenych na detekci CTC je

pouzivan komercéné dostupny test zalozeny na stanoveni specifické mRNA CTC. Jedna se o
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AdnaTest™ (Adnagen). Tento test je kombinaci imunomagneticka separace CTC z periferni
krve a multiplex RT-PCR detekujici transkripty epitelialnich ¢i nadorové specifickych gent.
Detekce CTC je zalozena na prukazu nejméné jednoho z geni HER2, MUC1 a EpCAM(20).
Nedéavno byl popsan novy zpiisob multimarkerové analyzy CTC pomoci liquid bead arrayi.
Princip metody spociva v pouziti fluorescencné¢ znacenych polystyrenovych kulicek
(mikrosfér) konjugovanych se specifickou probou. mRNA izolovand z imunomagneticky
obohacenych CTC je podrobena multiplex PCR pro KRT19, HER2, MGB1, MAGEAS.
TWIST-1, HMBS. Inkubaci oznacené proby s biotinylovanym amplikonem vznika komplex,
ktery je nasledné dekodovan pred kulicky pritokovym cytometrem Luminex. Tato metodu
umoznuje soucasné stanovit 6 gend ve velmi malém mnozstvi vzorku (21).

V soucasné dob¢ existuji a nové vznikaji panely genli pouzivané ke stanoveni rizika
rekurence onemocnéni a k individualizaci 1é€ebného postupu. U pacientek s nddorem prsu
jsou k dispozici Sest prognostickych genomickych testli. Mezi né patii Oncotype Dx™,
MammaPrint®, Genomic Grade Index, PAM50 (ROR-S), Breast Cancer Index a EndoPredict.
Ze stanoviska pracovni skupiny IMPAKT 2012 vyplyva, ze pouze Oncotype Dx™a
MammaPrint® maji dostatecnou analytickou a klinickou validitu. Zatim ale Zadny z vySe
uvedenych testli neprokdzal zasadni dikazy o jejich klinické prospéSnosti. Nebylo dokazéano,
ze by zména 1é¢by na zakladé vysledku testu vedla ke zlepseni klinickych vysledku (22).
Oncotype Dx™ umoziuje stanovit 16 tumor-asociovanych genti a 5 referencnich gend a
podstatné rozsdhlejsSi MammaPrint® analyzuje 70 genll. Uvedené panely gent sleduji
nejCastéji geny uplatiiujici se proliferaci a onkogenni transformaci, potlacujici expresi
rustovych faktorti, ovliviiujici ziskani rezistence viici apoptdze, ménici metabolismus bunék
V hypoxickém mikroprostiedi, piisobici nekontrolovatelny bunécny cyklus, snizujici expresi
angiogennich faktorii, zodpovédna za tkanovou invazi a metastazovani, geny pro estrogenové
a progesteronové receptory a HER2 a fadu dalsich (23).

V pribéhu stanoveni CTC je velmi dulezité¢ zjistit, zda detekované CTC jsou
zivotaschopné ¢i apoptické. Jen zivotaschopné builky mohou piispét k metastatickému
procesu. Pomoci EPISPOT (EPithelial InmunoSPOT) technologie je mozné detekovat pouze
zivotaschopné CTC a stanovit nadorove specifické proteiny uvolnéné témito sekretujicimi
bunikami. Imunospoty pfedstavuji proteinové otisky prstil vytvofené pouze Zivotaschopnymi
buitkami. Tento zplsob zamezuje piimému kontaktu s cilovymi builkami, muize byt
kombinovan s jakoukoli enrichment metodou a vyzaduje pouze kratkodobou kultivaci (24 —
48h) pro zhodnoceni sekrece proteini (24). Pouzitim této metody bylo sledovano, zda

KRT19, jeden z hlavnich cytoskeletalnich proteini epitelialnich bunék, je z zivotaschopnych
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nadorovych bunck uvolnén ve zkracené nebo skutecné délce. Studie ukézala, Ze
zivotaschopné CTC uvolnuji KRT19 ve skute¢né délce a tyto bunky mohou piedstavovat

biologicky aktivni podskupinu nddorovych bunék prsu s vysokym metastatickym potencidlem
(25).

1.3 Klinické vyuziti cirkulujicich nadorovych bunék
1.3.1 Cirkulujici nadorové bunky u nadorovych onemocnéni

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

Klinicky vyznam CTC miiZe byt potvrzen prostfednictvim klinickych studii specificky
navrzenych tak, aby poskytl dostatek dikazi, Ze prikaz CTC miiZe byt pouzit pro:

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

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

3. identifikaci a charakteristiku potencialnich terapeutickych cila,

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

5. pochopeni metastatického vyvoje u pacientit s nddorovym onemocnénim.

Pocet CTC v krevnim ob&hu u pacientil s metastatickym naddorovym onemocnénim ma
prognosticky vyznam pro celkové pieZiti, jak bylo prokazano klinickymi studiemi zejména u
metastatického karcinomu prsu, prostaty a kolorektalni karcinomu (27-29). Prvni
prognosticky vyznamnou studii zaméfenou na prognostickou hodnotu CTC u pacientek s
metastatickym karcinomem prsu publikovala skupina Massima Cristofanilliho v roce 2004.
Vyskyt CTC byl u 177 pacientek s metastatickym karcinomem prsu testovan pred zahajenim
nové linie 1écby (hormonalni, 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
s hladinou CTC <5 na 7.5 ml krve maji krat$i PFS (2.7 mésice vs. 7 mé&sict, P<0.001) a kratsi
OS (10.1 mésice vs. >18 mésicli, P<0.001). Multivaria¢ni analyzou, zahrnujicich molekularni
a klinické prognostické faktory, zjistili, Ze pocet CTC je silnym nezavislym prognostickym
faktorem (30).
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1.3.2 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 ¢asnych stadii karcinomu prsu jsou
pocty detekovatelnych CTC cCasto vyrazné niz$i a mnohdy nepiesahnou 5 CTC v 7,5 - 10 ml
krve (31). Bylo prokazano, ze pfitomnost pouze jedné nadorové buriky u ¢asného nadoru prsu
je asociovana se zvySenym rizikem metastaz (32). Némecka studie SUCCESS poukazala, Ze u
10 % pacientek pred zahajenim adjuvantni 1é¢by je mozné detekovat vice nez jednu CTC. U 7
% pacientek byla zjiSténa perzistentni negativita CTC pii opakovanych odbérech souvisejici
S vyrazné lep$i progndzou onemocnéni. Do této studie bylo zahrnuto vice nez 1700 pacientek
jak s pozitivitou lymfatickych uzlin také i vysoce rizikovych pacientek s negativitou
lymfatickych uzlin bez metastdz indikovanych k adjuvantni chemoterapeutické 1€¢bé taxany

(33).

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 ovéfeni pouziti detekce CTC jako néstroje pro sledovani
1écebné odpovedi. Ukézalo se, Ze pretrvavani CTC v pribéhu 1écby muze reflektovat selhdni
systémové terapie (34). 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
CKI9mRNA pozitivni CTC po adjuvantni 1é€b€ pacientek s ¢asnym nadorem prsu jsou
nezavislym rizikovym faktorem pro rezistentni rezidualni chorobu (35). Ve studii
REMAGUSO02 pocet CTC u pacientek s nemetastatickym karcinomem prsu pied a po
primarni systémové 1é€bé byl nezavislym prognostickym faktorem pro krat§i MFS (metastasis
free survival) (36).

Ve studiit GEPARQuattro, bylo sledovéano, zda je mozné CTC pouzit jako indikator
ucinnosti 1é¢be. Vysledky naznacuji, ze prevalence pacientek s pozitivitou CTC pred
zahajenim neoadjuvantni 1é¢by byla 22% a po jejim ukonceni doslo k poklesu na 11% (88).
Casna detekce progrese onemocnéna zalozena na prikazu CTC miize napomoci pii zméné
1é¢ebného postupu u individualnich pacientek. Rada probihajicich studii se snaZi zhodnotit
potencialni klinicky prospéch vychézejici ze zmény terapeutického rezimu pravé na zakladé
detekce CTC. Randomizovana studie SWOGS0500 hodnotila zménu lé¢ebného postupu u

pacientek s metastatickym karcinomem prsu. Pacientky byly v prvni linii 1éCeny anti-HER2
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(trastuzumab terapii a nasledné 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 (38).

Vybér 1écby a monitorovani vzniku rezistence

Tradicni metoda stratifikace pacientd dle rizika vzniku vzdéalenych metastaz je
zalozena na klinickych a patologickych rysech primarniho nadoru (grade, velikost, postizeni
lymfatickych uzlin). Diky molekularni charakterizaci jsou pro primarni nadory ziskavany
navic informace o expresi specifickych genli a hladinach nadorovych markert, na jejichz
zékladé je mozné identifikovat agresivni nadory s vysokou proliferaéni aktivitou. Nové
objevené nadorové specifické geny jsou zdrojem pro vyvoj cilenych protinddorovych 1é¢iv,
jejichz Ucinky jsou testovany v fad¢ klinickych zkouSek zaméfenych na personalizovanou
medicinu. Pravé stanoveni CTC je Casto také soucésti klinickych zkousSek, jejichz zavéry
stanovi, zda detekce a charakterizace CTC bude vhodnym ndstrojem pro hodnoceni odpovédi
na lécbu nebo jeji selhani (CTC jako ndhradni (surrogate) marker).

Detekce CTC sehrava velkou ulohu v individualizaci 1é€ebného procesu a to zejména
jako vhodny zplisob pro sekvencéni monitorovani pribéhu nemoci jednotlivych pacientek a
molekularni charakterizaci CTC zejména pro terapeutické cile (HER2, EGFR, VEGF) nebo
mutace zodpoveédné za rezistenci k cilené biologické lécbé. U Casti pacientek, které jsou
léceny anti-HER?2 terapii mize v adjuvantnim reZimu dojit k selhani 1écby projevujici se jako
recidiva ¢i progrese onemocnéni. V rezistenci na trastuzumab se uplatiiuje snizena exprese
proteinu PTEN. Trastuzumab v senzitivnich nadorovych bunikach narusuje vazbu Src na
HER2, ¢imZ umozni inhibici AKT proteinem PTEN. Dochazi tak k zastaveni riistu bunék.
Pacientky s deficitem PTEN mély omezeny prospéch z 1é¢by trastuzumabem, ve srovnani s
pacientkami s normalni aktivitou tohoto proteinu. Rezistence na trastuzumab miize byt mimo
jiné zpusobena 1 aktivaci alternativnich signalnich drah. Jedn4 se napt. o signalni drahu
insulinového rastového faktoru (IGF). Aktivaci receptoru pro IGF dochazi k bunétné
proliferaci a procesu metastazovani. Pravé IGF-IR miiZze byt medidtorem vzniku této

rezistence (39).

Molekularni charakterizace CTC
CTC pfedstavuji cenny zdroj pro molekularni charakterizaci nadorti u jednotlivych
pacientl. Genomické a proteomické analyzy jsou pouzivany pro detekci pfitomnosti ¢i

absence klicovych signéalnich orogennich aberaci pravé v CTC. Pomoci cytogenetickych
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studii zaloZenych na fluorescen¢ni in situ hybridizaci byla odhalena variabilita mezi CTC,
nadorovou metastdzou a primarnim nddorem pfi sledovani zmény poctu kopii studovaného
genu (40). Specificka analyza transkriptomu CTC ukazala, ze béhem 1écby pacientek
s karcinomem prsu je mozné detekovat relativni zmény v expresi epitelidlnich a
mezenchymalnich markerit v CTC a tento nalez byl korelovan s odpovédi na 1écbu a
prognézou nemoci (41).

Je zndmo, ze nador obsahuje subpopulace nadorovych buné¢k lisicich se fenotypovymi
1 genotypovymi vlastnostmi. V dasledku ptisobeni systémové 1écby na tyto bunky muze
dochazek ke zménam vedoucim k vzniku l€kové rezistence. Tato informace muze byt
dilezita, pokud bychom chtéli hodnotit pfitomnost prediktivniho markeru v urcity specificky
¢as podani nové linie 1€¢by nebo bychom chtéli vySettit biopticky vzorek nddoru odebraného
V ¢asném stadiu onemocnéni. Studie zahrnujici 254 pacientek s karcinomem prsu se zamétila
na stanoveni exprese HER2 v CTC. Vysledky ukazaly, ze u téméf tietiny pacientek byla
detekovana zvySena exprese HER2 ve srovnani s expresi HER2 v primarnim nadoru. Toto
zjisténi ma velky klinicky vyznam, vzhledem k tomu, ze HER2 je prediktivnim markerem

odpovédi na 1é¢bu anti-HER?2 terapii u karcinomu prsu (42,43).

1.3.3 Potencial cirkulujicich nadorovych bunék v budoucnosti

Perspektivni vyuZiti cirkulujicich nddorovych bunék spociva zejména na molekularni
charakterizaci téchto bunék. V personalizované mediciné nebude pro oSetfujiciho 1ékaie
dostatecnd informace o pfitomnosti a poctu nddorovych bungk, ale pravé molekularni
charakter nadorovych bunék. Ziskanim informaci tykajicich se exprese specifickych genti
témito builkami, mutaci onkogenii a tumor supresorovych gent, epigenetickych zmén c¢i
chromozomalnich aberaci usnadni identifikaci novych terapeutickych cili. Tyto nové
terapeutické cile napomohou k vyvoji cilenych 1é¢iv zabrafujicich metastatické Sifeni
nadorovych bunék a preventivné pusobicich proti metastatickému relapsu onemocnéni.
Odhaleni a studium téchto terapeutickych cili napomtze k pochopeni mechanismu vzniku
rezistenci k 1é€ebnym modalitdm a také k porozuméni biologickych procesti metastatického
vyvoje u pacientdl s nddorovym onemocnénim. Vzhledem ke stale se zvySujicimu poctu nové
vyvijenych metod pro detekci a charakterizaci buné¢k bude nezbytné zavedeni systému externi
kontroly kvality vcetn€ validace vramci mezilaboratorniho srovnavani. Bude nezbytné
stanovit nejvhodnéjsi metodu pro enumeraci a charakterizaci CTC a také vybrat klinicky
akceptovatelny pfistup jejich stanoveni. Dosud stéle ziistdva nenaplnénou klinickou potiebou

stanoveni heterogenity bun€k uvnitf nadoru jako nastroje pro individualizaci lécebnych
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postupii. Pomoci novych technologii, jako je Next Generation Sequencing (NGS) a
proteomika, bude mozné odhalit heterogenni mutaci a sledovat vyvoj jednotlivych
subpopulaci néadorovych bunék. Predpoklada se, ze tyto cenné informace pftispéji
k pochopeni, pro¢ u pacientii s nadorovym onemocnénim nachazime odlisné odpovédi na
1é¢bu v riznych metastatickych loziscich pfi podavani cilené terapie. Analyza CTC, jako
minimaln¢ invazivni pfistup, napomize k individualizaci 1écebnych postupt a k personifikaci

pfistupu k nemocnym.

2 Hypotézy a cile prace

Karcinomem prsu je v sou¢asné dobé ohrozena kazda osma zenu v Ceské republice.
V soucasné dob¢ je karcinom prsu povazovan za systémového onemocnéni, proto miize
dochéazet 1 u pacientek s velmi malym solidnim nadorem k ¢asné diseminaci nadorovych
bun¢k. Tyto nddorové buitky mohou setrvavat v krevnim ¢i lymfatickém obéhu (cirkulujici
nadorové bunky — CTC) a mohou tak pfispet k progresi onemocnéni, nebo naopak pretrvavat
v klidovém stavu v kostni dfeni (diseminované nddorové bunky — DTC). Az po nékolika
letech mohou piispét k relapsu nemoci. Proto identifikace a molekularni charakterizace u
pacientek s c¢asnym nadorem prsu muze mit vyrazny vliv na stanoveni progndzy a
individualizaci 1écebnych postupti.

Prognostickd hodnota a vyznam stanoveni CTC u metastatického karcinomu prsu a
noveé i u casného karcinomu prsu jsou podlozeny vysledky fady studii. Diky rozsdhlému
vyzkumu a pouzitim novych technologii v oblasti nadorovych bungk, je v soucasné dobé
mozné detekovat CTC v periferni krvi pacientek v rozmezi 9 — 50 %. Jednotlivé studie se
vsak lisi pouzitim odlisSnych detekénich pfistupii a zafazenim pacientek s riznymi klinickymi
stadii nemoci.

Odbér periferni krve pfedstavuje neinvazivni zplsob ziskdni vzorku a oproti odbéru
kostni dfen€ pro pacientku je podstatné méné invazivnim a bolestivym. Opakované odbéry
periferni krve pro detekci CTC mohou byt pouzity k monitorovani zmény ¢i uplného
vymizeni CTC z krevniho fec€isté. Vzhledem k tomu, ze CTC v cirkulaci pfezivaji jen kratkou
dobu (2,4h), je nepravdépodobné, detekovat CTC v po sob¢ nasledujicich odbérech periferni
krve, pokud by nedochdzelo k trvalému uvoltiovani nddorovych bunék z priméarniho nadoru
do krevniho ob&hu.

Metody stanoveni CTC v periferni krvi se potykaji se dvéma zdsadnimi problémy.

Jednim z nich je velmi nizk4 koncentrace CTC Vv porovnani s vysokou koncentraci ostatnich
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bun¢k periferni krve. Pomoci imunomagnetické separace dochazi k obohaceni frakce
nadorovych bunék a odstranéni nezddoucich krevnich bunék. Druhy problém spociva
Vv nelegitimni expresi nadorové specifické RNA jinymi jadernymi buitkami (napf. trombocyty,
leukocyty). Vyuziti qPCR pro analyzu expresnich profili CTC v kombinaci
s imunomagnetickou separaci predstavuje vysoce senzitivni a specificky zptisob stanoveni a
molekularni charakterizace CTC.

Molekularni charakterizace CTC muze poskytnout dalezité informace k odhaleni
novych terapeutickych cili a mechanismul rezistence nddorovych bunék k systémové 1écbé.
Moznost pravidelného hodnoceni vyvoje onemocnéni pomoci prikazu CTC by mohlo byt

uzitecné ke stratifikaci pacientek a monitorovani ucinku systémové 1écby v readlném case.
Zakladnim cilem této prace bylo popsani problematiky cirkulujicich nadorovych bunék
u karcinomu prsu. Soucasti této prace byla prospektivni studie zaméifena na

molekularni charakterizaci cirkulujicich nadorovych bunék, jejimiz hlavnimi cily byly:

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

CSTD, ST6GAL, KRT19 a aktinu pomoci kvantitativni polymerazové fetézové reakce
PCR).

Hypotéza ¢ 1: Podle dostupnych poznatkid jsme chtéli zavést a optimalizovat gPCR metodu
umoznujici stanoveni exprese gentt TOP1, TOP2A, CSTD, ST6GAL, KRT19 a aktinu
(referencni gen) a rozsifit tak spektrum vySetfovanych genl v cirkulujicich nadorovych
bunkach. Stanoveni takovéto kombinace gend nebylo zatim provedeno. Piedpokladali jsme,

ze nadorové buiiky jednotlivych pacientek budou vykazovat odli$né expresni profily.

Porovndni miry exprese geni TOP1, TOP2, CSTD, ST6GAL, KRT19 a aktinu mezi

cirkulujicimi nadorovymi buiitkami a mononuklearnimi buiitkami separovanymi z periferni

krve pacientek s ¢asnym karcinomem prsu.

Hypotéza ¢. 2: Prokézand nelegitimni exprese nddorové RNA jinymi butikami krve mlize vést
k ovlivnéni vysledku stanoveni, ktery neodpovida skute¢nosti. U pacientek se tak mohou
objevit falesné pozitivni vysledky. Predpokladali jsme, Ze exprese nadorové RNA bude
v mononukledrnich buiikach periferni krve minimalni a pokud bude zvysena, je to zplisobeno

nelegitimni expresi. Proto jsme se rozhodli, Ze zanalyzujeme a porovndme mezi sebou miry
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exprese sledovanych geni exprimovanych cirkulujicimi nédorovymi bunkami a
mononukledrnimi buitkami periferni krve, a zjistime tak rozdily mezi expresemi a odhalime

nepatrnou minimalni expresi genu jinymi krevnimi buitkami.

Prospektivni studium dynamiky cirkulujicich naddorovych bunék v periferni krve pomoci

metody kombinujici imunomagnetickou separaci s multiplexovou polymerizovou fetézovou

reakci.

Hypotéza ¢ 3. V nasi studii jsme chtéli sledovat dynamiku zmén CTC v periferni krvi
opakované odebirané v priabéhu 1€cby pacientek s operabilnim a inoperabilnim karcinomem
prsu podle 1écebného schématu. Pfedpokladali jsme, Ze z primarniho nddoru miize i v casné
fazi onemocnéni dochazet k uvoliiovani nadorovych bunék, které je mozné detekovat
v periferni krvi pacientek a jejich pfitomnost mize byt ovlivnéna podavanou lé€bou. Na
zakladg toho, jsme chtéli stanovit miru detekce CTC u pacientek v Ceské republice a porovnat
ji svysledky publikovanych studii. Dale jsme provedli prospektivni monitorovani CTC
Vv pritbéhu 1écby a zajimali jsme se o zmény pfitomnosti CTC mezi jednotlivymi odbéry.
Vzhledem k tomu, ze CTC vykazuji znacnou heterogenitu v expresi nadorové-asociovanych
gentl, zajimalo nas, jaké bude zastoupeni HER2, MUCI1 a GA733.2 pouzitych pro detekci

CTC v nasem souboru pacientek.

Zhodnoceni pfitomnosti cirkulujicich naddorovych bunék ve vztahu ke klinicko-patologické

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

Hypotéza ¢ 4: Na zaklad€ dostupnych poznatkl 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 pfitomnost CTC se bude ménit

Vv pribéhu 1é¢by pacientek s karcinomem prsu.
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3 Material a metodika

3.1 Charakteristika pacientek zarazenych do studie

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

Klinicka data v dob¢ prvniho vySetfeni jsou uvedena Vv tab. 1. Pti vstupu do studie byl
soubor rozdélen na dvé podskupiny podle planované indikace k 1éCbe. Prvni skupina
pacientek byla indikovana k chirurgickému odstranéni primarniho nadoru (skupina S1) a

druhé skupina byla indikovédna k podstoupeni neoadjuvantni 1é¢by (skupina S2).

3.2 Schéma odbéru vzorkii periferni krve

Celkem 54 pacientkam spliiujicim vstupni kritéria, byly pfi vstupu do studie odebrany
2 vzorky periferni krve o 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 vzorki, byla
periferni krev odebirana do specialnich zkumavek AdnaCollect, které umoznily zpracovani
vzorku do 24 hodin od provedeni odbéru. Do t€¢ doby byly vzorky uchovavany pfti 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 nddorovych bunék byly
provedeny pied zahdjenim neoadjuvantni 1éCby (1. odbér), po ukonceni neoadjuvantni 1€cby a
zaroven pred chirurgickym odstranénim priméarniho nadoru (2. odbér), pied zahdjenim (3.
odbér) a po ukonceni adjuvantni 1é¢by (4. odbér).

Pacientkdm s operabilnim karcinomem prsu byly odebrany celkem 3 vzorky periferni
krve a to ptfed chirurgickym odstranénim priméarniho nadoru (1. odbér), pfed zahdjenim (2.
odbér) a po ukonceni adjuvantni 1é¢by (3. odbér).

Zpracovani pacientskych vzorkii a veSkeré laboratorni vySetfeni 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.
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Tabulka 1: Klinicko-patologicka charakteristika pacientek

Klinicko-patologicka
charakteristika

Veék
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+

Kompletni
skupina

36 (22 — 72 let)
54
15
21
10

5
3

34
20

26
21

29
25

29
25

34
20

22

24

Skupina S1

34 (22— 43 let)

13
13

13
14

15
12

13

12

Skupina S2

38 (32— 72 let)

27

[EEN
o

N O

16
11

14
13

16
11

o ©
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3.3 Stanoveni cirkulujicich nadorovych bunék v periferni krvi

Cirkulujici nddorové buiky byly izolovany z 5 ml periferni krve pomoci komeréné
dodavaného diagnostického kitu AdnaTest BreastCancer™ (AdnaGen AG, Langenhagen,
Némecko). Obohacena frakce nddorovych bunck byla ziskana na zakladé¢ imunomagnetické
separace vyuZzivajici pritomnost epitelidlnich a nddorové-asociovanych antigenii na povrchu
nadorovych bunék. Pripravend smés monoklondlnich protilatek proti epitelialnimu
glykoproteinu GA733-2 (EpCAM) a epitelialnimu antigenu MUCL, ktera byla konjugovana
s magnetickymi kulickami (Dynabeads), byla pfiddna do pacientské periferni krve. Vzorek
byl nasledn¢ inkubovan a poté byl pomoci magnetického separatoru ziskan komplex
magnetickych kuli¢ek s navdzanymi nddorovymi bunikami. Nadorové buniky byly nasledné
lyzovany. Bunécny lyzat byl zamraZen pii -20°C maximalné po dobu 14 dni.

Z bunééného lyzatu byla nasledné izolovana mRNA pomoci AdnaTest BreastCancer
Detect kitu™ (Adnagen AG, Langenhagen, Némecko). Izolace mRNA byla provedena za
pouziti superparamagnetickych kulicek, na kterych byly kovalentné navazané oligo(dT)
sekvence. Izolace probihala na zakladé parovani bazi mezi poly (A)" konci izolované mRNA
a oligo (dT) sekvencemi na povrchu kuli¢ek. V prvnim kroku izolace dochazelo k promyti
kuli¢ek prostfednictvim Lysis/Binding Buffer, které¢ byly nasledné ptidany k pacientskému
bunéénému lyzatu a inkubovany 10 min pfi laboratorni teploté na rotatoru. Smés kuli¢ek
Snavazanou mRNA byla po inkubaci celkem Cctyfikrat promyta, aby byly odstranény
kontaminujici druhy RNA (napf. ribozomalni RNA, transferovd RNA, mikroRNA, mala
nukleolarni RNA, maléd cytoplazmatickd RNA). V poslednim kroku izolace byla provedena
eluce mRNA do RNase free vody. mRNA pro nasledné analyzy stale zlistdvala navazdna na
superparamagnetické kulicky.

Nasledné byla mRNA reverzné piepsana do komplementarni DNA (cDNA) pouZzitim
Sensiscript® Reverse Transcriptase kitu (Qiagen, Hilden, Némecko). Vznikla cDNA slouzila
jako templat v multiplex PCR reakci. Pomoci multiplex PCR byla sledovana amplifikace
nadorové-specifickych a tumor-asociovanych markerti v izolovanych nadorovych buikéch.
Jednalo se o epitelialni glykoprotein GA733-2 (EpCAM), receptor epidermalniho rustového
faktoru 2 (Her-2) a Mucin 1 (MUC1). Jako vnitini pozitivni kontrola PCR byl stanovovan [3-
aktin.

Vizualizace a kvantitativni hodnoceni amplifikovanych PCR produktt byly provedeny

na pristroji 2100 Bioanalyzer za pouziti DNA 1000 kitu (Agilent Technologies, Némecko).
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Vysledek byl hodnocen jako pozitivni v pfipadé, Ze byl jasné detekovan alespon jeden ze
sledovanych PCR produktii o nasledujicich velikostech:
GA733-2: 395 bp

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

Piky s koncentraci vyssi nez 0,30 ng/ul byly hodnoceny jako pozitivni. Piky
nedetekovatelné nebo s koncentraci nizs§i nez 0,15 ng/ul byly negativni. Piky, jejichz
koncentrace byla v rozmezi 0,15 — 0,30 ng/ul byly hodnoceny jako neprtikazné a bylo nutné
provést stanoveni CTC v novém vzorku odebraném s odstupem 3 — 4 tydni. Pti vyhodnoceni
musel byt ve vSech pacientskych vzorcich detekovan PCR produkt -aktinu. U negativni PCR
kontroly a RT negativni kontroly nesmély byt pfitomny piky o velikosti vy$si nez 80 bp.
V piipad¢, Ze se objevil fragment vétsi nez 1kb, znamenalo to, ze vzorek byl kontaminovan

genomovou DNA a takovyto vysledek musel byt z dalSich analyz vytazen.

3.4 Porovndni exprese genit TOP1, TOP2A, CSTD, ST6GAL a CK 19
mezi cirkulujicimi nddorovymi burikami a mononukledrnimi burikami
periferni krve

Cirkulujici nadorové bunky je mozné izolovat z frakce mononuklearnich bunék
ziskanych po centrifugaci s pouzitim gradientového separacniho média (napt. Ficoll,
Leucosept). V nasem piipadé byly CTC separovany na zakladé vyse uvedeného zptisobu, pfi
kterém zlistalo dostatecné mnozstvi periferni krve pro dal$i vyzkumné Gcely. Bylo zjisté€no, Ze
mononukledrni buiiky periferni krve u onkologickych pacientii mohou exprimovat nékteré
nadorové-specifické geny vlivem napt. soucasné probihajici infekce €1 zanétlivého procesu.
Aby bylo zjisténo genové pozadi periferni krve pro sledované geny, byla provedena izolace
mononukledrnich bunék periferni krve (PBMC).

Mononuklearni 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 ml
Falcon zkumavky naplnéné 20 ml Histopaque mediem byla pfiddna periferni krev a
zkumavka byla centrifugovana 30 minut pifi 400g. Po centrifugaci doSlo k oddéleni
jednotlivych frakci (erytrocyty a krevni desticky — separacni médium — PBMC — plazma).
Interfaze obsahujici PBMC byla promyta v PBS a centrifugovéana 15 minut pti 400g.
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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 inkubovana 15 minut pii laboratorni
teploté a nasledné centrifugovana 15 minut pti 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 pii 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 nasledné vysusena ponechanim 5 minut v laminarnim boxu a
poté byla rozpusténa ve RNase free vodé a inkubovana 10 — 15 minut pii 55 — 60°C.

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
zéakladé stanoveni RIN (RNA Integrity number).

Pomoci metody reverzni transkripce byla z izolované celkové bunééné RNA pomoci
enzymu reverzni transkriptazy pfipravena komplementdrni DNA (cDNA), ktera byla nésledné
metodou PCR amplifikovdna. cDNA slouzila jako templat pro amplifikaci studovanych gend.
100 ng tRNA bylo inkubovano po dobu 10 min pii 65°C vse smési nahodnych
hexanukleotidli slouzicich jako primery (60uM). Thned po inkubaci byl vzorek zchlazen a
nasledné inkubovan pii 25°C 10 min a pii 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 transkriptaza 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).

Pro analyzu exprese genti TOP1, TOP2A, CSTD, ST6GAL a KRT19 byla pouzita
jako templat jednovldknova c¢DNA. Jednotlivé fragmenty studovanych gend byly
amplifikovany pomoci polymerazové tetézové reakce (PCR) s pouZzitim nové navrzenych
specifickych primerGi uvedenych v tab. 2. Navrh primert 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 2: Primery navrzené pro amplifikaci studovanych genii.

Referenéni
Umisténi Délka
Gen sekvence Sekvence primeru 5'— 3” )
genu amplikonu
mMRNA
TOP1 NM 003286.2 20912- CAAGGTTACTTGGCTGGTTT 120 b
- gl3.1 CGAGCAGTCTCGTATTTCTG P
TOP2A NM 001067.3 ) AGTGAAGAAGACAGCAGCAA
- 17021-022 | A GGATCAGGCTTTTGAGAGA | 127Pp
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, kterd obsahovala 2 pl
cDNA. Pro kazdy gen byly provadény dvé reakce s odlisnou vstupni templatovou cDNA.
Prvni reakce obsahovala CcDNA ziskanou ptepisem zcelkové RNA izolované
z mononuklearnich bunék periferni krve. Druha reakce obsahovala cDNA ziskanou izolaci
z cirkulujicich nadorovych bunék. Amplifikaci cDNA z PBMC jsme stanovili genetické
pozadi studovanych genti v nenddorovych bunkach, které jsme poté vyuzili ke srovnani s
vysledky amplifikace studovanych genti v nadorovych buitkach. Do reakéni smési byly dale
pfidany primery (0,4 pl F/R primeru), 5 pul 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, ptisednuti primerd (annealing) 20 sec pii teplot¢ 60°C a fazi elongace 20 sec pfi
teploté 72°C. Po elongacnim kroku dochazelo k méteni fluorescence. Ve tietim kroku byla
teplota snizena na 65°C po dobu 5 sec. Nasledné ve ¢tvrtém kroku byla teplota gradientove
zvySovana na teplotu 95°C. Postupné zvySovani teploty bylo pouzito pro kontrolu vzniklych
amplikonti a odhaleni vzniku nespecifickych produkti ve formé primer-dimer. Primer-dimery

jsou tvofeny krat§imi sekvencemi, a proto denaturuji pii nizSich teplotdch nez cilova
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sekvence. Jejich tvorbu bylo mozné odhalit pomoci zhodnoceni kiivky teploty tani (krok 4).
K méfeni genové exprese byl pouzit pfistroj CFX96 Real-Time System, C1000 Thermal
Cycler od firmy Bio-Rad.

Pro vyhodnoceni ziskanych dat genové exprese byla pouzita komparativni C+ metoda
(znama té7 jako 27*C7). Exprese jednotlivych sledovanych geni byla vyjadiena jako nasobek
exprese genu v CTC v porovnani s PBMC. Studentiv t-test byl pouzit pro statistické
vyhodnoceni vyznamnosti rozdilu v expresi sledovanych genti. Korelace klinicko-patologické
charakteristiky studované skupiny s vysledkem vysSetteni CTC a zjiSténou expresi genti 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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4 Vysledky

4.1 Stanoveni pritomnosti CTC pied zahdjenim a v priibéhu léCby

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 vySetieno 195 vzorki, znichz 6 bylo stanoveno
opakované. CTC pozitivita byla zjiSténa ve 38 vzorcich periferni krve (19 %), zatimco CTC
negativnich vzorkl bylo 157 (80%).

Ptitomnost CTC ve studované populaci byla prokazana u 31 % pacientek pied
zahdjenim lécby. Provedli jsme korelaci CTC pozitivity a klinicko-patologickymi
charakteristika primarniho nadoru. Z tabulky ¢. 3 vyplyva, Zze jsme neprokazali statisticky
vyznamnou korelaci stavu CTC s velikosti primarniho nadoru, postizenim lymfatickych uzlin,
histologickym typem nadoru, gradem ani stavem ER, PR a HER2/neu receptorti. Vice jak
polovina CTC pozitivnich pacientek vSak méla pifi vstupnim vySetieni velikost nadoru T2,
zasazené lymfatické uzliny, histologicky potvrzeny invazivni duktalni karcinom s gradem III

a negativnim HER2/neu receptorem.

Heterogenita exprese nadorové-asociovanych genii v CTC

Pro detekci a charakterizaci obohacené frakce CTC byla pouzita metoda multiplex
PCR. Pomoci této metody za pouziti smési specifickych primerd byly vytvoreny PCR
produkty nadorové-asociovanych gent HER2, MUC1 a EpCAM. Ptitomnost ¢i absence
téchto PCR produktl byla vyhodnocena kvantitativné pomoci kapilarni elektroforézy.
V pribéhu vyhodnoceni CTC pozitivnich vzorki, odebranych pfed zahajenim 1éCby, jsme
zjistili znacnou rozdilnost exprese amplifikovanych genii. U vice jak 70 % vzorkd byl
prokdzan PCR produkt pro gen MUCI. PCR produkt pro HER2 gen byl pfitomen v 52 %
vzorcich. Nejméné Casto byl pfitomen PCR produkt pro EpCAM a to u35 % vzorki.
Vzhledem k moznostem biologické 1é¢by, 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.
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Zhodnoceni vzorku jako CTC pozitivni bylo stanoveno na zakladé detekce jednoho
PCR produktu u 10 vzorkli, dvou PCR produkti u 4 vzorkd. U 3 vzorkl byla prokézana
ptitomnost vSech tii PCR produkti sledovanych gent. Jednotlivé expresni profily u CTC
pozitivnich pacientek jsou zobrazeny na obr. 1. Je patrné, ze jednotlivé vzorky se liSily nejen

pfitomnosti ¢i absenci jednotlivych PCR produkti ale také jejich koncentraci.
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Obrazek 1: Expresni profily CTC u jednotlivych pacientek pii vstupnim vysetieni periferni krve.

28



Tabulka 3: CTC u vSech pacientek pi‘ed zahajenim 1é¢by.

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
pT1 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
Il 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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Monitorovani CTC v pribéhu lécby

Pacientky byly v prubéhu sledovani rozdéleny do dvou skupin podle 1écebného
schématu. Do skupiny S1 byly zatazeny pacientky indikované k odstranéni priméarniho naddoru
a podstoupeni adjuvantni 1écby. Skupinu S2 tvofily pacientky na pocatku s inoperabilnim
karcinomem prsu indikované k neoadjuvantni 1é¢bé a nasledné k chirurgickému odstranéni

operabilniho nadoru a k podstoupeni adjuvantni 1éCby.

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 ¢tyt nebyly pred
chirurgickym zakrokem detekovany CTC. U zbyvajicich dvou pacientek ptetrvavaly CTC i
po chirurgickém zakroku. U ¢tyf pacientek dosSlo k vymizeni CTC po provedeném
chirurgickém zakroku. Pacientky nejéastéji podstoupily ablaci v kombinaci s exanteraci axily
a biopsii sentinelové lymfatické uzliny.

Tteti odbér periferni krve byl u skupiny S1 proveden po ukonceni adjuvantni 1écby.
Pacientky byly lé€eny systémovou pooperacni 1é€bou 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 1éCbou (trastuzumab). Ve skupiné S1 po ukonceni adjuvantni 1é¢by byly
prokdzany 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 1é¢bu, a proto byla
pievedena na jiny lé€ebny rezim. U pacientky s perzistenci CTC byly prokazany vzdalené
metastazy ve skeletu a bylo zahdjeno podavani paliativni 1é€by zahrnujici chemoterapii
antracykliny v kombinaci s bisfosfonaty. U vice jak 90% pacientek nebyly po ukonceni
adjuvantni 1é¢by prokazany CTC v odebraném vzorku periferni krve. Pro skupinu S1 byl toto
posledni vySetfovany odbér periferni krve.

U skupiny pacientek S1 jsme provedli testovani hypotézy zda, dynamika CTC je
. . 2 . .
z4visla na typu lécby. Pro testovani byl pouzit chi-kvadrat test () ) porovnavajici nami

stanovené cCetnostmi CTC pozitivnich resp. CTC negativnich vysledkli v jednotlivych
odbérech periferni krve v pribéhu sledovani pacientek s o¢ekavanymi ¢etnostmi. Pro skupinu
S1 nebyl potvrzen statisticky vyznamny vliv jednotlivych typt 1éEby na pfitomnost ¢i

vymizeni CTC. Nasledujici obr. 2 zobrazuje vysledky stanoveni CTC u pacientek ze skupiny
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S1 ve vSech provedenych odbérech. Vysledky chi-kvadrat testu jsou uvedeny v horni Casti

obrazku.
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Obriazek 2 Asociace nalezu CTC v priibéhu 1é¢by u skupiny pacientek S1

Na obr 3 je zobrazeno porovnani vysledkd vySetfeni pritomnosti CTC v periferni krvi béhem
tiech riznych odbért u jedné pacientky. Z elektroforeogramu je patrné, ze v prvnim odbéru
byla prokdzana CTC pozitivita (HER2 a MUCI pozitivni CTC), druhy odbér byl negativni a
ve tietim odbéru byla opét prokézana ptitomnost CTC (MUCI pozitivni CTC).
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Obrazek 3: Porovnani vysledku vySetieni pritomnosti 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 pouzity tyto cytostatické rezimy: AC/docetaxel (doxorubicin, cyklofosfamid a
nasledné¢ 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 1écby. Po ukonceni
neoadjuvantni 1écby byly CTC prokédzany u 7 pacientek (26%). U Ctyf pacientek 1 po podani
této 1écby byla prokéazéana perzistence CTC. Naopak u tii pacientek byly detekovany CTC az
po ukonceni neoadjuvantni 1é¢by. Sedmi pacientkam jiz nebyly po absolvovani 1é¢by CTC
v periferni krvi detekovany. Tato skupina pacientek byla léfena v reZzimu podavani
AC/docetaxel a navic u jedné pacientky byl v disledku pfitomnosti HER2 podavan
trastuzumab. VSechny pacientky byly nasledn¢ indikovany k chirurgickému odstranéni
nadorové tkané prsu.

Tteti 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. Pacientkam po parcialnim vykonu byla z divodu vysokého rizika
vzniku lokoregiondlnich a systémovych relapsti indikovana pooperacni radioterapie. U
skupiny pacientek s ablaci prsu bylo pfistoupeno k podani adjuvantni hormonalni 1é¢by, ktera
byla u 4 pacientek doplnéna o podani trastuzumabu. Pozitivita CTC byla pfed zahdjenim
adjuvantni 1é¢by nalezena u Ctyf pacientek. U dvou pacientek pietrvavaly CTC jiz od

vstupniho vySetfeni. U dalSich dvou pacientek doSlo k progresi onemocnéni.
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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
s vysoce agresivnim typem nadoru (,.triple negativni*), které neodpovidaly na indikované
1écebné rezimy. U téchto pacientek byly prokazany vzdalené metastazy ve vice jak dvou
organech (CNS, skelet, jatra), které byly pfic¢inou jejich umrti. U 5 pacientek doslo k recidivé
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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Obriazek 4 Asociace nalezu CTC v priibéhu 1é¢by u skupiny pacientek S2

Stejné jako pro skupinu S1, také i pro skupinu S2 jsme provedli testovani hypotézy
vlivu 1é€by na zmény v ptitomnosti CTC. Pomoci chi-kvadrat statistického testu (XZ) jsme
zjistili, Ze neoadjuvantni 1écba neméla statisticky vyznamny vliv zménu ptitomnosti CTC.
Naopak kombinace chirurgického odstranéni primarniho nadoru spole¢né s podanim
adjuvantni 1écby méla statisticky vyznamny vliv na vymizeni CTC z periferni krve u
vysetfovanych pacientek. Déle jsme také zjistily, ze 1éCebné schéma zahrnujici neoadjuvantni

chemoterapii, chirurgické odstranéni nadoru s naslednym poddnim adjuvantni lécby ma
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statisticky vyznamny vliv na odstranéni CTC =z krevniho fecisté. Dynamika zmén
. . . . e 2 .
v pfitomnosti CTC u pacientek ze skupiny S2 vcetné vysledku ¥~ je uvedena na obr 4. Je

titeba zduraznit, ze statistické testovani bylo provedeno na souboru 27 pacientek a z divodu

mensiho statistického souboru, mohou byt vysledky zkresleny.

Dynamika zmén pritomnosti ¢i absence CTC v pribéhu lécby

U skupiny S1 byla ptfitomnost CTC prokazana ve 22 % ptipadech (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 4: Pozitivita CTC v periferni krvi pacientek pred chirurgickym zakrokem, adjuvantni chemoterapii a po
jejim ukonceni.

Skupina Pacientky (N) CTC pozitivita CTC pozitivita CTC
pted chirurgickym | pfed adjuvantni pozitivita po
zékrokem 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
1é¢by doslo k poklesu na 10 %. V celkové skuping pacientek byla permanentni pozitivita CTC
ve vSech provedenych odbérech pozorovdna u 6 % pacientek, zatimco zcela negativni nalez
Vv prubehu sledovani byl zjistén u 55 % pacientek. Pti porovnani vysledki 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 zmé&né z CTC pozitivni na CTC
negativni doslo v 38 %. Obdobné srovnani bylo provedeno pro odbéry pied 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 nalez pozitivni. V pribéhu podavani adjuvantni chemoterapie jsme u Zadné

pacientky neprokazaly nové CTC a u 38 % pacientek doslo k znegativnéni vysledku CTC.

34




Rozdil exprese TOP1, TOP2A, CTSD, KRT 19, ST6GAL mezi cirkulujicimi
nadorovymi buiitkami a mononukleirnimi buiikami periferni krve

Vzorky 17 pacientek s pozitivitou CTC byly pouzity pro zhodnoceni rozdilnosti
exprese TOP1, TOP2A, CTSD, KRT 19, ST6GAL a referencniho genu aktinu. Pro kazdy gen
bylo provedeno porovnani exprese ve vzorku cirkulujicich nadorovych bunék se vzorkem
PBMC. Vzorek PBMC byl pouzit pro stanoveni zdkladniho pozadi sledovanych geni
z divodu existence nelegitimni exprese nadorové specifickych genii krevnimi bunikami.
Sledované geny byly vybrany nejen na zdklad¢ jejich spojitosti s proliferacni aktivitou
nadorovych bungk, ale také jako ukazatel citlivosti nadorovych bun¢k k chemoterapeutické
1é¢bé. Je nutné podotknout, Ze pro stanoveni a porovnani genové exprese bylo mozné pouzit
pouze vzorky, ve kterych byla prokazana piitomnost CTC.

Exprese sledovanych genii v cirkulujicich nddorovych butnikach byla signifikantné
vys$§i ve srovnani sexpresi v PBMC (p<0,001). Tabulka 5 shrnuje rozdily exprese
Vv analyzovanych vzorcich. Hodnoty uvedené v tabulce odpovidaji naméfenym Cq hodnotam.
Primérné Cq hodnoty sledovanych genti byly niz$i v CTC nez PBMC, coz vypovida o tom, ze
v CTC byla vyssi exprese sledovanych genli nez u PBMC. Vyjimkou byl gen KRT19, u

kterého jsme v PBMC zjistili vy$$i expresi v porovnani s CTC.

Tabulka 5: 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
CTC 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
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Provedli jsme korelaci naméfené genové exprese sledovanych genti s klasickymi
klinicko-patologickymi parametry primarniho nadoru pacientek s prokazanou piitomnosti
CTC.

Pro gen TOP1 jsme zjistili statisticky vyznamny rozdil exprese mezi HER2 pozitivni a
HER2 negativnimi pacientkami (p=0,025).

Pro gen TOP2A byla zjisténa statisticky vyznamna exprese s ohledem na velikost
nadoru. U pacientek s velikosti naddoru odpovidajici T1 byla vyssi exprese TOP2A ve
srovnani s pacientkami s nadory T2 — T4 (p=0,048). Exprese TOP2A byla statisticky
vyznamna ve vztahu s pozitivitou estrogenovych a progesteronovych receptortt (p= 0,002 a
p<0,001).

Pro gen CTSD byla zjisténa statisticky vyznamna exprese v souvislosti s velikosti
nadoru. Pacientky s nddorem o velikosti T2 mély vyssi expresi tohoto genu nez pacientky
sT1l a T3-T4 nadory (p=0,002). Exprese CSTD nebyla ve vztahu k pfitomnosti HER2
receptoru statisticky signifikantni (p=0,062).

Pro gen ST6GAL byla zjisténa statisticky vyznamna exprese nejen ve vztahu
k velikosti nadoru (p<0,001), ale také k piitomnosti estrogenovych (p=0,008) a
progesteronovych receptori (p=0,021). Navic u invazivniho lobuldrniho karcinomu byla
zjiSténa statisticky vyznamné zvySend exprese ve srovnani s invazivnim duktdlnim typem
karcinomu prsu (p<0,001).

Pro gen KRT19 nebyla zjisténa zadna statisticky vyznamna zavislost s klinicko-

patologickymi charakteristikami sledované skupiny pacientek.
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5 Diskuse

V soucasné dobé se molekularni diagnostika u pacientd s nadorovym onemocnénim
zejména zamétuje na primarni nador, jehoz soucasti jsou invazivni ale i neinvazivni nddorové
buiiky. Pro hodnoceni rizika relapsu nebo progrese onemocnéni jsou pouze klinicky
relevantni nadorové buiiky s invazivnim potencialem. CTC reprezentuji skupinu nadorovych
bun¢k uvolnénych do krevniho systému a jsou piipravené kolonizovat vzdalené organy a
z klinického hlediska ptfedstavuji potencialni riziko pro pacienty.

CTC je mozné detekovat jiz v Casnych stadiich onemocnéni. I pfesto stdle dominuji
klinické studie probihajici u pacientek s metastatickym onemocnénim, u nichz byla prokazéana
vyznamnost CTC jako prognostického markeru. V této praci jsme se proto zaméfili na
stanoveni piitomnosti 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 casného karcinomu prsu bylo popsano
detekéni rozmezi od 9,4 — 48,6% (32, 37, 44-46). Toto detek¢ni rozmezi muze byt ovlivnéno
pouzitim odlisSného detekéniho systému, zafazenim riznych klinickych stadii, poctem
zafazenych pacientek a mnozstvim odebraného vzorku.

Korelaci ptitomnosti CTC s dostupnymi histopatologickymi a imunohistochemickymi
charakteristikami jsme nezjistili Zadnou zavislost. Frekvence vyskytu CTC byla nej€astéji
prokazana 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 hormondlnich receptort v primarnim
nadoru bylo zjisténo, ze CTC byly pfevazné detekovany u pacienti s ER, PR a HER2
pozitivitou (36%, 32%, 30%). Obdobné vysledky byly publikovany Krishnamurthy at al.,
ktefi 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 hormonalnich receptorti
a lymfatickych uzlin. CTC v jejich pfipadé byly detekovany u 33 % ER, 32 % PR a 25 %
HER?2 pozitivnich pacientek (46). 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 imunofluorescencni detekci téchto bun¢k pouzitim anti-CK,
anti-CD45 a DAPI. My jsme pro stanoveni CTC ve vzorcich periferni krve pouzivali

diagnosticky systém AdnaTest®, ktery je zalozeny na imunomagnetické separaci CTC z krve
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pacientl a ty jsou nasledné prokazany pomoci detekce epitelidlnich a nadorové specifickych
geni (HER2, MUCI a EpCAM). Studie zaméfend na porovnani téchto dvou detekénich
systému poukézala na ekvivalenci AdnaTestu® a CellSearch™ systému pro priukaz CTC u
metastatického karcinomu prsu. Na zdkladé neddvno publikovanych dat je zifejma
konkordance vysledkl 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 builky, u nichz
tento marker chybi, nemohou byt zachyceny. Ackoli vétSina epitelialnich CTC exprimuji
EpCAM, u nékterych podskupin nadorovych bunék to tak nemusi byt. Piikladem jsou normal-
like nadorové bunky prsu, které EpCAM neexprimuji (47). Obdobné to plati i pro velmi malo
diferencované buiiky, stem-cell like buiiky a buiiky s EMT (19). Casto pravé tyto buiiky jsou
biologicky velmi dilezitou podskupinou s vyraznym klinickym dopadem. Proto je vhodné
pouzit kombinaci né€kolika markert. Pfi imunomagnetické separaci pomoci AdnaTestu® je
pouzita kombinace EpCAM a MUCI.

Pomoci konfokalni laserové skenovaci mikroskopie a molekularnich metod bylo
zjisténo, ze CTC jsou vysoce heterogenni buiiky, pokud jde o genetické aberace a profily
genoveé exprese. Stanoveni a sledovani této heterogenity je velmi dalezité pro hodnoceni
agresivity minimalni rezidudlni choroby a také v ptipadé, kdy terapeutické cile jsou pfitomny
praveé na téchto buinikach. V pribéhu hodnoceni fenotypu CTC u sledované skupiny pacientek
jsme zjistili zna¢nou heterogenitu v expresi specifickych genti pouzitych pro jejich detekci.
Nejcastéji exprimovanym markerem CTC byl MUCI (70%), dale pak HER2 (52%) a EpCAM
(35%). Pii sledovani stavu HER2 u priméarniho nadoru a CTC byla zjisténa neshoda u 20 %
pacientek. Tyto vysledky naznacuji, Ze u skupiny pacientek s HER2 negativnim priméarnim
nadorem mohou byt pfitomny CTC s pozitivni expresi HER2. Na zédklad¢ téchto informaci by
tato skupina pacientek mohla mit prospéch z podani anti-HER2 cilené terapie. Obdobné¢, ve
studii publikované Zidan et al., byl uveden stupen diskonkordance v HER2 statusu u
primarniho nadoru prsu a odpovidajici metastazy 26% (48). Pravdépodobna pfi¢ina téchto
fenotypovych/genotypovych zmén mulze souviset se silnou selekci bunc€k v prubehu
diseminace a systémové 1écby. Genomova nestabilita mtze tak vést ke vzniku novych klonti
nadorovych bungk liSicich se od primarniho nadoru. Navic se CTC mohou uvoliiovat zpét do
obéhového systému ze sekundarnich organti a tudiz jejich fenotypové/genotypové vlastnosti
mohou pfipominat nadorové bunky z okultnich metastatickych lozisek nez nadorové bunky

primarniho nadoru (49).
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Pro sledovani pacientek s karcinomem prsu v prabéhu 1é¢ebného procesu je stézejni
opakované vysetiovani jejich krevnich vzorkd. Vzhledem k tomu, ze odbér kostni diené pro
odhaleni minimalni rezidualni choroby ptedstavuje invazivni zakrok, odbér periferni krve pro
stanoveni CTC je snadno dostupnym biologickym materialem. Proto je mozné provadét
opakované odbéry pro hodnoceni progndézy onemocnéni a monitorovani systémoveé terapie.
Prostiednictvim opakovanych odbért periferni krve v ptesné definovanych casovych bodech
jsme provedli prospektivni monitorovani priibéhu nemoci u jednotlivych pacientek. Podle
indikované 1é¢by byly pacientky rozdéleny do dvou skupin. Prvni skupina pacientek byla
nejdiive indikovana k odstranéni primérniho nddoru a nasledné podstoupila adjuvantni
syst¢émovou 1éCbu. Druhd skupina pacientek s Casto inoperabilnim karcinomem prsu
podstoupila nejdiive neoadjuvantni 1écbu nasledovanou chirurgickym odstranénim primarniho
nadoru v kombinaci s adjuvantni Ié¢bou. U prvni skupiny pacientek jsme pozorovali, ze pouze
22% pacientek zlstalo po chirurgické 1é€bé CTC pozitivnich. U 19 % pacientek, u nichz pii
vstupnim vysetteni nebyly CTC prokazany, doslo k objeveni CTC po chirurgickém zakroku.
Nase vysledky odpovidaji studii hodnotici CTC u pacientek s lokalizovanym primarnim
nadorem prsu. U 30 % pacientek byly prokazany CTC po operaénim zakroku (50). Pfitomnost
CTC po operaci mize byt v disledku existence velmi malého loziska nadorovych bunék
pretrvavajicich ve vzdalenych organech. Mohou tak piedstavovat rezervoar, ze kterého se
CTC mohou uvolnovat zpét do ob&hového systému (31). U druhé skupiny pacientek byla
zjisténa incidence CTC pied neoadjuvantni lécbou u 40 % pacientek a po jejim ukonceni
doslo k poklesu u 25%. Vysledky randomizované studie II faze (REMAGUS 02) odpovidaly
nami zjisténym zavérum (36). Obdobné tomu bylo i u studie GeparQuattro(37). Pii sledovani
ucinnosti adjuvantni 1é€by na ptritomnost CTC jsme zjistili, ze incidence CTC pied podanim
1éeby byla 22% a po jejim ukonéeni poklesla na pouhych 7%. Rada studii potvrdila moZnost
stanoveni CTC jako prediktivniho faktoru pro Casny relaps onemocnéni. Vysledky studie
SUCCESS naznacuji asociaci ptitomnosti CTC pied lécbou s redukci DFS a OS, zatimco
pritomnost CTC po 1é¢bé je pouze asociovana s redukovanym DFS (33). Pouziti CTC jako
markeru pro monitorovani pribéhu onemocnéni je stale intenzivné studovano. Neexistuje
dosud jednoznacnd shoda o tom, kdy je nejvhodnéjsi provadét stanoveni CTC.
Zivotaschopnost CTC v krevnim obé&hu je velmi kratka. Stanoveni CTC pfed primarni 1é¢bou
by mohlo byt pouZzito pro hodnoceni prognézy onemocnéni a ke stanoveni pfitomnosti ¢i
absence 1é¢ebnych cili. Stanoveni CTC po 1éEbé by mohlo byt pouzito k urceni, zda podana
1é¢ba je ¢i neni efektivni. Hodnoceni CTC po primarni 1é¢bé poskytuje informace o okultnich

metastatickych depozitech, zatimco CTC hodnocené pied lécbou mohou vypovidat o
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diseminacni kapacit¢ primarniho nédoru. Stale ale chybi data porovnavajici klinickou
relevanci stanoveni CTC v téchto ¢asovych bodech.

Objevuje se stale vice ditkazii nasvédcujicich, ze CTC poukazuji na progresi nadoru ve
skutecném cCase a jejich molekularni charakterizace mize byt diilezitd zejména pro vedeni
specifické cilené terapie. Odbér periferni krve pro stanoveni CTC je v soucasné dob¢
oznacovan jako tzv. ,,real time liquid biopsy*. Tekutou biopsii je mozné definovat jako krevni
test, ktery je natolik analyticky senzitivni, Ze umoziuje detekovat jedinou naddorovou buriku
Vv prostfedi milionu normalnich hematopoetickych bunék. Tuto formu biopsie je mozné
provadét v urcitych skutecnych casovych bodech (,real-time®), vnichz je mozné
charakterizovat specifickou subpopulaci bunék CTC. V disledku toho CTC naleznou

uplatnéni v personalizované medicing.

6 Zavéry

Cilem této dizertacni prace bylo zavedeni nové metodiky umoznujici charakterizaci
cirkulujicich nadorovych bun¢k u pacientek s Casnym karcinomem prsu. Pro zékladni
stanoveni cirkulujicich nddorovych bunék v periferni krvi byla vybrana metoda, ktera vyuziva
kombinaci imunomagnetické separace s multiplexni polymerazovou fetézovou reakci. Vyuzili
jsme certifikovanou technologii AdnaTest® BreastCancer Select/Detect™. Pomoci této
metody jsme vySettili celkem 195 vzorkl periferni krve u souboru 54 pacientek. Ptitomnost
CTC v krvi pacientek jsme prokazali u 31 % ptipadt (17 pacientek).

Pro charakterizaci CTC byla zavedena a optimalizovana nova qPCR metoda, pomoci které
jsme byli schopni v CTC-pozitivnich vzorcich stanovit expresi genu TOP1, TOP2A, CSTD,
KRT19 a ST6GAL.

Provedenim paralelni analyzy TOP1, TOP2A, CSTD, ST6GAL, KRT19 a aktinu v
cirkulujicich nadorovych bunkach a mononuklearnich bunikach periferni krve jsme zjistili
statisticky vyznamny rozdil mezi expresi sledovanych genti v CTC a PBMC. Geny TOP1,
TOP2A, CSTD a ST6GAL vykazovaly zvySenou expresi v CTC, zatimco u genu KRT19 byla
exprese zvySena v PBMC. Na zaklad¢ vysledki analyz u KRT19 v PBMC se domnivame, ze
se jedna nelegitimni exprese nenadorovymi bunikami.

U pacientek s ¢asnym karcinomem se nam podafilo detekovat pfitomnost CTC nejen pied
zahajenim 1écby, ale 1 v jejim pribéhu. Pritomnost CTC pied zahajenim 1écby byla prokazéana
u 31 % piipadd. Publikovana data uvadgjicimi detekéni rozmezi od 9,4 — 48,6% jsou

srovnatelnd nami ziskanymi hodnotami. Pacientky byly nasledné rozdéleny do dvou skupin
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podle 1écebného rezimu. U 22 % pacientek s operovatelnym karcinomem prsu jsme
detekovaly CTC pted chirurgickym zdkrokem. Pacientky s inoperabilnim karcinomem prsu
podstoupily nejdiive neoadjuvantni chemoterapeutickou 1écbu. U téchto pacientek jsme pied
podanim 1é€by detekovali CTC ve 40 % ptipadi. Po ukonceni 1é¢by jsme detekovali CTC jen
u 10 % pfiipadd. Prostfednictvim opakovanych odbérii periferni krve jsme zjistili, ze u
pacientek muze dochazet ke zménam z CTC-pozitivity na CTC-negativitu a naopak.

Pfi studiu heterogenity CTC prostfednictvim detekce HER2, MUCI1, GA733.2, TOPI,
TOP2A, CSTD, KRT19 a ST6GAL jsme zjistili znacnou heterogenitu nadorovych bun¢k.
Pravé tato heterogenita mize byt zodpovédna za odliSnou odpoveéd pacientek na podavanou
lécbu a mize vést i ke vzniku rezistence na 1éCbu. Zjistili jsme statisticky vyznamnou
korelaci exprese TOP1 se stavem HER?2 receptoru. Pacientky se zvySenou expresi genu TOP1
a HER2 negativitou by mohly byt léceny irotekanem, ktery pisobi jako inhibitor TOP1. Zde
vyvstava otdzka, zda by TOP1 mohl byt prediktivnim biomarkerem pro sledovani u¢innosti
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 publikovéano, ze u 30 —
45 % je vedle HER2/neu amplifikovan i 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 mély HER2 negativni
primarni nador, jsme prokazali HER2 pozitivni CTC. Tato skupina pacientek by mohla diky
prikazu HER2 pozitivnich CTC prospéch z cilené biologické 1écby. Z vysledka studie
vyplyva, Ze u pacientek s Casnym karcinomem prsu dochazi k uvoliiovani nadorovych bunék
z primarniho nddoru, které je mozné detekovat v periferni krvi a dale charakterizovat
prostiednictvim molekularn€ biologickych metod. Cirkulujici nadorové buniky vzhledem ke
své heterogenité prispéji k odhaleni novych terapeutickych cilii a zodpovézeni otdzek odlisné
odpovédi na 1écbu. Pomoci opakovanych neinvazivnich odbérii periferni krve je mozné

monitorovat dynamiku CTC v priubéhu 1écby.
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