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Nadorové bunky maji schopnost $pecifickej dediferenciacie a vd'aka tomu mo6zu ziskat vlastnosti umoznujuce
ich uvolnenie z primarneho nadoru do cirkulacie, kde dokazu dlhodobo preZivat a stavaji sa z nich cirkulujuce na-
dorové bunky. Tie maju preukazatelny potencial vytvarat metastazy, a to vo forme jednotlivych buniek aj ako ich
aglomeraty. Moznost ich identifikacie a kvantifikacie ma preto vyznamnu prognostickd hodnotu, pricom ta sa na
zdaklade uz dostupnych metéd schvalenych autoritami vo vyspelom svete vyuziva v ramci prognostiky, napr. u pa-
cientov s rakovinou prsnika. V stic¢asnosti beZia viaceré klinické studie, ktoré s velkou pravdepodobnostou preu-
kazu aj prediktivhu hodnotu analyzy pritomnosti a mnozstva cirkulujicich nadorovych buniek u pacientov s roz-
nymi onkologickymi ochoreniami a prispeju k rozvoju neinvazivnych analyz prostrednictvom tzv. tekutej biopsie.
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Circulating tumour cells as markers usable in management of patients with oncological diseases

Tumour cells have the ability of specific form of dedifferentiation, and thus they can acquire properties enabling
their release from the primary tumour to circulation, where they can survive for a long time and become circulat-
ing tumour cells. These have the demonstrable potential to produce metastases, both in the form of single cells
as well as their agglomerates. The possibility of their identification and quantification has, therefore, a signifi-
cant prognostic value, which is based on already available and authority-approved methods also used in clini-
cal routine, e. g. in patients with breast cancer. Moreover, there are ongoing several clinical trials that are likely
to prove the predictive value of such analysis in patients with various oncological diseases and will contribute
to the development of non-invasive tests working as part of the tests performed as so-called liquid biopsies.
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Cirkulujuce nadorové bunky

Cirkulujice nadorové bunky (CTC) st bunky uvolfiované
do krvného rieCiska z primarneho nadoru uz v€asne pocas je-
ho formovania a rastu a/alebo jeho metastdzami. Su preuka-
zatelne asociované s metastazovanim, pricom su schopné
invazie do okolia cez extracelularnu matrix a vrstvy stromal-
nych buniek, nasleduje intravazacia tychto buniek do lumenu
ciev, ich transport krvnym rieCiskom, zachytenie v inej vzdia-
lenej lokalite a nasledna extravazacia do parenchymu vzdia-
leného tkaniva. Bunky dalej prezivaju v novom mikroprostre-
di a maju potencial tvorby mikrometastaz, ak znovu spustia
svoj proliferativny program na danom mieste, ¢im davaji
vznik makroskopickym, klinicky detegovatelnym neoplastic-
kym Gtvarom®.

Z cytologického pohl'adu su CTCs heterogénnou skupinou
buniek obsahujlcou zivotaschopné, apoptické, dormantné
(spiace) bunky, ako aj bunky schopné zalozit metastazu. Ich
vnutrobunkové zmeny mézu viest k vzniku diseminovanych
nadorovych buniek (DTCs), ktoré st povazované za samot-
né mikrometastazy. Kym CTCs su nadorové bunky pritomné
v krvnom obehu onkologickych pacientov, DTCs su nadoro-
vé bunky, ktoré sa uz usidlili v cielovom tkanive, napriklad
v kostnej dreni. DTCs su najCastejSie detegované a opisané
prave v kostnej dreni onkologickych pacientov. Jednym z d6-
vodov je aj to, ze tento orgdn je lahsie pristupny pre biopsiu

v porovnani s inymi organmi, ako je pecen, plica alebo mo-
zog. DTCs mozu zostat v spiacom stave aj niekolko rokov po
odstraneni primarneho nadoru a nasledne vyvolat vznik me-
tastaz@. Navyse, DTCs z tychto metastaz sa m6zu opatov-
ne uvolnit do krvného obehu a sirit sa jeho prostrednictvom
do dalsich vzdialenych tkaniv a vytvarat tak sekundarne me-
tastazy. Dokonca takéto DTCs konvertované spatne na CTCs
mézu kolonizovat primarny nador a uz existujice metastazy
v procese nazyvanom samovysev (self-seeding), ¢im davaju
moznost vzniku agresivnych typov metastaz®.

Koncentracia CTCs

Predpoklada sa, Ze jeden gram nadorovej masy uvolfu-
je denne desattisice CTCs do krvného obehu®. Ich Zivotnost
v cirkuldcii je vSak ¢asovo velmi obmedzena a pohybuje sa
vrozmedzi 1 - 2,4 hodiny®. Odhaduje sa, Ze len asi 1z 1 000
buniek zostava v cirkuldcii zivotaschopnych alen 1z 10 000
z tychto CTCs je schopnych vytvorit metastazy®. Je to tak
pre nutnost prekonania vplyvu hemodynamickych sil a po-
sobenia buniek imunitného systému (predovsetkym NK bu-
niek)®. Navyse k tomu prispieva strata kontaktu s okolitymi
bunkami, a tym spésobena smrt v procese anoikdzy. Vo vy-
sledku su preto CTCs v periférnej krvi pritomné vo velmi niz-
kej koncentracii, ktora sa pohybuje medzi 1 — 10 bunkami na
10 ml krvi u vacsiny onkologickych pacientov®.

108

2/2018
newsla




Prehladové prace

Prechod CTCs do cirkulacie a epitelialno-
mezenchymalny prechod

CTCs sa mozu do cirkulacie dostat dvomi spésobmi, a to
aktivne — vycestovanim buniek so zvySenym migracnym po-
tencidlom, alebo pasivne - uvolfiovanim bud' jednotlivych
buniek, pripadne bunkovych zhlukov. Biologicky vyznamnej-
Sie su prave tie CTCs, ktoré st schopné aktivne vycestovat,
Co je spojené s ich vstupom do procesu epitelidlno-mezen-
chymalneho prechodu (EMT)®.

Epitelialno-mezenchymalny prechod je proces, ktory sa fy-
ziologicky uplatriuje poCas embryogenézy a zahffia migraciu
ektodermalnych buniek v embryu pocas gastrulacie za vzni-
ku mezodermu (EMT typu ). V neskor§om obdobi hra velmi
dolezitu ulohu pocas hojenia ran, regeneracie tkaniv a fibré-
zy organov (EMT typu I1)79 a z pohladu nadorového tkani-
va je spojeny s metastatickym sirenim (EMT typu IIl). Umoz-
nuje diferencovanym epitelovym bunkdm, ktoré interaguju
s bazalnou membranou prostrednictvom ich povrchu, pod-
stupit také biologické zmeny, ktoré im umoznuju ziskat feno-
typ mezenchymalnych buniek. Ten zahfiia zvySenu migrac-
nu kapacituy, invazivnost, zvySenu odolnost proti apoptdze
a znacne zvySenu produkciu zloziek extracelularnej matrix
(ECM)®. Dokoncenie EMT je signalizované degradéciou ba-
zalnej membrany a vytvorenie mezenchymadlnych buniek,
ktoré st schopné migrovat z epitelovej vrstvy, z ktorej vznik-
li (obrazok 1).

EMT je zlozity proces, do ktorého je zapojenych viace-
ro signalnych drah, pretoze bunky musia prejst funkcény-
mi aj morfologickymi zmenami. EMT moze byt indukovany

réznymi mechanizmami, medzi ktoré patri zapal, acid6za, hy-
poxia, rastové faktory a v neposlednom rade aj vplyv mikro-
prostredia nadoru, ktoré moze stimulovat bunkovi migraciu
ainvaziu. Na druhej strane vSak ide o reverzibilny proces, ked'
cirkulujice nadorové bunky po dosiahnuti vzdialeného orga-
nu a extravazacii do jeho parenchymu ziskavaju znovu fe-
notyp epitelialnych buniek v procese nazyvanom mezenchy-
malno-epitelidlny prechod (MET), aby mohli dalej proliferovat
ako epitelidlne metastatické depozity.

Nadorové kmenové bunky

Malé ¢ast nadorovych buniek vykazuje vlastnosti dospe-
lych kmenovych buniek, ¢ize majui schopnost samoobno-
venia, su multipotentné a davaju tak moznost vzniku dife-
rencovanych nadorovych buniek a st schopné iniciovat rast
nadoru. Tieto bunky st oznaCované ako nadorové kmenové
bunky (CSCs), bunky podobné kmeriovym bunkam, pripad-
ne ako bunky iniciujice nador a su spajané s mezenchymal-
nym fenotypom.

Cirkulujice nadorové mikroembélie

Cirkulujuce nadorové bunky mozu v obehu cirkulovat ako
samostatné bunky alebo z primarneho tumoru sa méze od-
l4cit zaroven viacero buniek, ktoré potom putuju v zhlukoch.
Tie mozu obsahovat od dvoch do viac ako 50 buniek a ozna-
¢uju sa ako cirkulujuce nadorové mikroembdlie (CTMs).
CTMs tvoria bud' len nadorové bunky, alebo m6Zu byt spoje-
né s inymi typmi buniek, ako su fibroblasty, leukocyty, endote-
lidlne bunky, pericyty, krvné dosticky(?. O vyznamnosti CTC

Obrazok 1. Schematicky prehlad epitelialno-mezenchymdlneho prechodu. Proces EMT je spusteny cytokinmi,
ktoré reguluju aktivitu efektorovych transkripénych faktorov. V désledku ich pésobenia dochddza k vyznamnym
zmendm cytoskeletu a vo vyluCovani proteinov extraceluldrnej matrix, o sa vyuZiva pri ich detekcii. Upravené

podla Shih a kol., 2071707,
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zhlukov sa dlho diskutovalo, avSak CTMs pochadzajuce od
pacientov s malobunkovym karcinémom pluc vykazovali ne-
pritomnost apoptickych buniek, ¢o im davalo vyhodu v prezi-
vani, a tiez nizky podiel proliferativhych buniek, ¢im sa stava-
li rezistentnejsimi proti chemoterapii. Délezitym zistenim
tiez bolo, ze bunky nachadzajuce sa v CTMs nevznikli dele-
nim jedinej migrujucej bunky, ale su oligoklondlneho pévodu
a hoci sa v cirkuldcii vyskytujui ovela zriedkavejsie ako samo-
statné CTCs, maju signifikantne vy$si metastaticky poten-
cial (23- az 50x) a ich pritomnost je spojena so zhorsenym
celkovym prezivanim(4,

Detekcia CTCs

Identifikacia a charakterizacia CTCs si vyzaduje vysokosen-
zitivne a Specifické metddy, kedze CTCs sa v cirkulacii nacha-
dzaju vo vel'mi nizkej koncentracii, navyse s vysokym pozadim
inych krvnych buniek (na jednu CTC pripadaju miliény inych
krvnych buniek). Priich detekcii ide zvyCajne o kombinaciu izo-
lacnych a detekénych metdd. Na izolaciu CTCs sa vyuzivaju
rozne technoldgie, ktoré su zalozené na réznych vlastnostiach
CTCs, ktoré ich odlisuju od normalnych hematopoetickych bu-
niek. Ide o vlastnosti fyzikalneho (velkost, denzita, elektricky
naboj, tvarova flexibilita) aj biologického charakteru (expresia
proteinov na povrchu buniek, Zivotaschopnost).

Vyhodou technoldgii vyuzivajucich fyzikalne vlastnosti je
separdcia CTCs bez ich farbenia. Patri sem napr. centrifuga-
cia v hustotnom gradiente (Ficoll, OncoQuick), filtracia cez
Specialne filtre na zaklade velkosti CTCs (ISET), vSestranny
bioCip vyuzivajuci jedinecné rozdiely vo velkosti a deformo-
vatelnosti nadorovych buniek (zachytavané su vacsie a tuh-
Sie CTCs v porovnani s krvnymi bunkami), fotoakusticka prie-
tokova cytometria, dielektroforéza (DEP)(9.

Medzi technolégie vyuzivajuce biologické vlastnosti
CTCs patria imunofluorescencné metédy. V tomto pripade
sa pouzivaju protilatky proti nadorovo asociovanym antigé-
nom, ked' ide o pozitivnu selekciu, alebo protilatky proti bez-
nému leukocytovému antigénu CD45, ked' ide o negativnu
selekciu. Protilatky proti danému antigénu si naviazané na
magnetickych partikulach, ktoré umoznuju separaciu CTCs
naviazanych na antigén poésobenim magnetického pola. Pri
pozitivnej selekcii sa zvyCajne vyuzivaju protilatky proti ad-
hezivnej molekule epitelovych buniek (EpCAM). CTCs su na-
sledne detegované imunocytologicky protilatkami na cytoke-
ratiny (CKs). Medzi metédy vyuZivajice na separaciu CTCs
EpCAM protilatky patri systém CellSearch® (Janssen Diag-
nostics, Raritan, NJ, USA). Tento systém umoznuje stanovit
pocetnost CTCs epitelidlneho pévodu pouzitim magnetic-
kych partikdl pokrytych molekulami EpCAM a CTCs identifi-
kuje podl'a morfologickych charakteristik, pozitivnej expresie
cytokeratinov 8, 18 a/alebo 19 a absencie hematopoetickych
antigénov CD45(9. |de o jediny systém, ktory schvalil americ-
ky Urad pre kontrolu liekov a potravin (FDA) ako prostriedok
na ur¢enie progndzy u pacientov s metastatickou rakovinou
prsnika, prostaty a kolorekta(7-19,

Novymi slubnymi metéddami zalozenymi na EpCAM su
platformy vyuzivajuce mikrofluidickd technolégiu, najma
CTC-Cip, Herringbone Cip, iCHIP, IsoFlux(?, ktoré umoznuju
spracuvat vzorky s velmi malym objemom.

Biologicky vyznam CTCs epitelidlneho pévodu (EpCAM
a bunky pozitivne na cytokeratin) je zrejmy z prognostickej

dolezitosti CTCs, ktoré boli zachytené CellSearch® systé-
mom v réznych typoch nadorov('7'9. Ak v§ak nejaka Cast cir-
kulujucich nadorovych buniek podstupi EMT, ked su down-
regulované epitelidlne markery, a, naopak, upregulované tie
mezenchymalne, délezitd subpopulacia CTCs nemusi byt
metddami, ktoré su zavislé od expresie EpCAM a cytokerati-
nov, zachytena. Z tohto dévodu sa na zachytenie CTCs nee-
xprimujucich EpCAM vyuziva kokteil protilatok proti roznym
inym epitelidlnym povrchovym antigénom, napr. proti recep-
toru 2 ludského epidermalneho rastového faktora (HER2),
receptoru pre epidermalny rastovy faktor (EGFR), mucin-1
(MUC1) a protilatkam proti mezenchymalnym a kmernovym
bunkovym antigénom (c-MET, N-kadherin, CD318 a antigén
mezenchymalnych kmenovych buniek)®?9,

Bez ohl'adu na vyber izolacnej metddy ani jednou jednok-
rokovou platformou nemozno dosiahnut izolaciu ¢istych CT-
Cs. CTC frakcia obycajne stale obsahuje aj znacny pocet le-
ukocytov. Z tohto dovodu je potrebna nasledna identifikacia
CTCs na Urovni buniek pouZzitim metéd umoznujucich odlisit
nadorové bunky od normalnych krvnych buniek. Tieto meto-
dy su zalozené bud' na detekcii proteinov, alebo expresii anti-
génov asociovanych tumor pomocou kvantitativnej RT-PCR.

V sucasnosti na detekciu viabilnych CTCs ziskanych od
onkologickych pacientov existuju dva rozdielne in vitro tes-
ty. Prvym je EPISPOT, ktory deteguje Specifické proteiny vylu-
¢ované CTCs do prostredia®®), druhym je invazivny test, ktory
skima schopnost CTCs travit fluorescencne znacenu bun-
kovu matrix®.

Na detekciu viabilnych CTCs mozno tieZ pouzit metddu
kvantitativnej RT-PCR, ked  sa vyhodnocuje expresia Specific-
kych mRNA molekul. V pripade rakoviny prsnika sa najcas-
tejSie vyuziva mRNA kddujuca CK19. Nevyhodou vsak je, ze
tato metdda neumoznuje stanovenie pocetnosti buniek a na-
vySe mnoho transkriptov (napr. kddujlice CK18, CK19, CK20,
MUC1, karcinoembryondlny antigén, prostaticky Specificky
antigén) je v malom mnozstve exprimovanych aj v normal-
nych krvnych bunkach a bunkach kostnej drene®?, preto pre
spravne vyhodnotenie a detekciu viabilnych CTCs je potreb-
na validacia cut-off hodnoty.

Klinické vyuzitie cirkulujicich nadorovych buniek

Potencialne vyuzitie CTCs v klinickej praxi je rozsiahle, od
prognostického a prediktivneho vyuzitia az po detekciu mini-
malnej rezidualnej choroby a monitorovania ochorenia (ob-
razok 2).

CTCs ako prognosticky a farmakodynamicky biomarker.
FDA schvdlila stanovenie poc¢etnosti CTCs s presnymi cut-off
hodnotami a s vyuzitim CellSearch® systému ako prognostic-
ky marker vybranych nadorovych ochoreni. V pripade rakovi-
ny prsnika a prostaty je pritomnost piatich CTCs na 7,5 ml
krvi spojend s krat§im prezivanim pacientov, pri kolorektal-
nom karcinéme (CRC) st to 3 bunky na 7,5 ml krvi®79. Prog-
nosticka vyuzitelnost enumeréacie CTCs s vyuzitim CellSear-
ch® systému bola preukazana aj v pripade nemalobunkového
karcinomu pltc (NSCLC) (cut-off hodnota 5 CTCs na 7,5 ml
krvi)® a malobunkového karcindmu plic (SCLC), pri ktorom
sU CTCs pritomné vo vy§Som mnozstve nez v ostatnych
typoch nadorovych ochoreni (0 — 44 896 buniek na 7,5 ml
krvi s cut-off hodnotou 50 CTCs na 7,5 ml krvi)(®,
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Obrazok 2. Kaplanove-Meierove krivky ziskané pri sledovani pocetnosti CTCs u pacientov s metastatickym nadorom prsnika (A), ko-
lorekta (B) a prostaty (C). Stbory pacientov reprezentuju skupiny s identifikdciou 0, 1 — 4,5 — 24 a > 24 CTC na 7,5 ml krvi pred zaciat-

kom terapie. Upravené podla Wit, Dalum a Terstappen, 20714@,

Predivamie

[LELARE | o

Okrem pouzitia CTCs ako markerov progndzy nadorové-
ho ochorenia mézu byt CTCs vyuzité ako farmakodynamic-
ké biomarkery. V reakcii na lieCbu bol zaznamenany pokles
bud celkového poctu CTCs('3171824 alebo ich subpopula-
cie@52_V pripade vacsiny pacientov s SCLC, bolo podstatne
znizené mnozstvo CTCs po jedinom cykle chemoterapie('32®)
v sulade s vysokou mierou odpovede na lie¢bu na baze pla-
tiny®, Bolo preukazané, Ze tieto zmeny su nezavisle asocio-
vané s dobrou prognézou. Naopak, narast poc¢tu CTCs po
chemoterapii z priaznivej na nepriaznivu Uroven je spojeny
s celkovym kratSim prezivanim pacientov s rakovinou prs-
nika, prostaty a CRC(71830_ DalSie o&akavané vyuzitie CTC
enumeracie je v ranom $tadiu vzniku rakoviny, ked pritom-
nost CTCs méze poméct vybrat pacientov, u ktorych je prav-
depodobnost, Ze budi mat prospech z adjuvantnej liecby.

CTCs ako prediktivny biomarker. V idealnom pripade by
CTCs bunky mohli byt vyuZité ako tekuté biopsie, ked' by bol
vyber Specifickej personalizovanej terapie uskuto¢neny na
zdklade molekularnych vlastnosti nddoru pacienta, zistenych
analyzou CTCs. Tato schéma bola vysvetlend v Studii analy-

LITERATURA

1. Fidler IJ. The pathogenesis of cancer metastasis: the ,seed and soil’
hypothesis revisited. Nat Rev Cancer 2003; 3(6): 453-458.

2. UhrJW, Pantel K. Controversies in clinical cancer dormancy. Proc Natl
Acad Sci U S A 2011; 108(30): 12396-12400.

3. Kim MY, Oskarsson T, Acharyya S, Nguyen DX, Zhang XH, Norton L,
Massague J. Tumor self-seeding by circulating cancer cells. Cell 2009;
139(7): 1315-1326.

4. Joyce JA, Pollard JW. Microenvironmental regulation of metastasis.
Nat Rev Cancer 2009; 9(4): 239-252.

5. Meng S, Tripathy D, Frenkel EP, et al. Circulating tumor cells in patients
with breast cancer dormancy. Clin Cancer Res 2004; 10(24): 8152-8162.
6. Fidler IJ. Metastasis: quantitative analysis of distribution and fate of
tumor emboli labeled with 125 |-5-iodo-2-deoxyuridine. J Natl Cancer Inst
1970; 45(4): 773-782.

7. Alix-Panabieres C, Pantel K. Challenges in circulating tumour cell re-
search. Nat Rev Cancer 2014; 14(9): 623-631.

8. Kalluri R, Weinberg RA. The basics of epithelial-mesenchymal transi-
tion. J Clin Invest 2009; 119(6): 1420-1428.

9. Edelman GM, Gallin WJ, Delouvee A, et al. Early epochal maps of two
different cell adhesion molecules. Proc Natl Acad Sci U S A 1983; 80(14):
4384-4388.

10. Kim KK, Kugler MC, Wolters PJ, et al. Alveolar epithelial cell mesen-
chymal transition develops in vivo during pulmonary fibrosis and is regu-
lated by the extracellular matrix. Proc Natl Acad Sci U S A 2006; 103(35):
13180-13185.

i
Pre¥vanse
i

zujucich vzorky od pacientov s NSCLC pozitivhych na EGFR
mutaciu, v ktorej bola u 19 z 20 pacientov identifikovana oca-
kavana (na zéklade tkanivovej biopsie) aktivujica EGFR mu-
tacia®". Dalsim prikladom je analyza presmyku EML4-ALK,
ktora sa vyskytuje u 3 — 5 % pacientov s NSCLC. Priblizne
60 % pacientov méa dobrd odpoved na inhibiciu ALKG233),
V dalSich studiach bola hodnotena expresia HER2 v CTCs
v pripade rakoviny prsnika®® a expresia androgénového re-
ceptora v pripade rakoviny prostaty®53%), ktoré by tiez mohli
byt potencidlne vyuZité ako prediktivne biomarkery. Niekto-
ré zeny vykazovali rozdielny HER2 status v CTCs (pozitivny)
a v primarnom nadore (negativny), pricom prosperovali z te-
rapie trastuzumabom®?. Toto zistenie potvrdzuje nézor, Zze
vlastnosti CTC buniek su relevantnejsim terapeutickym cie-
'om, kedZe tieto bunky su zodpovedné za vznik metastaz.
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