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Nádorové bunky majú schopnosť špecifickej dediferenciácie a vďaka tomu môžu získať vlastnosti umožňujúce 
ich uvoľnenie z primárneho nádoru do cirkulácie, kde dokážu dlhodobo prežívať a stávajú sa z nich cirkulujúce ná-
dorové bunky. Tie majú preukázateľný potenciál vytvárať metastázy, a to vo forme jednotlivých buniek aj ako ich 
aglomeráty. Možnosť ich identifikácie a kvantifikácie má preto významnú prognostickú hodnotu, pričom tá sa na 
základe už dostupných metód schválených autoritami vo vyspelom svete využíva v rámci prognostiky, napr. u pa-
cientov s rakovinou prsníka. V súčasnosti bežia viaceré klinické štúdie, ktoré s veľkou pravdepodobnosťou preu-
kážu aj prediktívnu hodnotu analýzy prítomnosti a množstva cirkulujúcich nádorových buniek u pacientov s rôz-
nymi onkologickými ochoreniami a prispejú k rozvoju neinvazívnych analýz prostredníctvom 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.
Keywords: circulating tumour cells, cancer metastasis, liquid biopsy

Newslab, 2018; roč. 9 (2): 108 – 112

Cirkulujúce nádorové bunky
Cirkulujúce nádorové bunky (CTC) sú bunky uvoľňované 

do krvného riečiska z primárneho nádoru už včasne počas je-
ho formovania a rastu a/alebo jeho metastázami. Sú preuká-
zateľne asociované s metastázovaním, pričom sú schopné 
invázie do okolia cez extracelulárnu matrix a vrstvy stromál-
nych buniek, nasleduje intravazácia týchto buniek do lúmenu 
ciev, ich transport krvným riečiskom, zachytenie v inej vzdia-
lenej lokalite a následná extravazácia do parenchýmu vzdia-
leného tkaniva. Bunky ďalej prežívajú v novom mikroprostre-
dí a majú potenciál tvorby mikrometastáz, ak znovu spustia 
svoj proliferatívny program na danom mieste, čím dávajú 
vznik makroskopickým, klinicky detegovateľným neoplastic-
kým útvarom(1).

Z cytologického pohľadu sú CTCs heterogénnou skupinou 
buniek obsahujúcou životaschopné, apoptické, dormantné 
(spiace) bunky, ako aj bunky schopné založiť metastázu. Ich 
vnútrobunkové zmeny môžu viesť k vzniku diseminovaných 
nádorových buniek (DTCs), ktoré sú považované za samot-
né mikrometastázy. Kým CTCs sú nádorové bunky prítomné 
v krvnom obehu onkologických pacientov, DTCs sú nádoro-
vé bunky, ktoré sa už usídlili v cieľovom tkanive, napríklad 
v kostnej dreni. DTCs sú najčastejšie detegované a opísané 
práve v kostnej dreni onkologických pacientov. Jedným z dô-
vodov je aj to, že tento orgán je ľahšie prístupný pre biopsiu 

v porovnaní s inými orgánmi, ako je pečeň, pľúca alebo mo-
zog. DTCs môžu zostať v spiacom stave aj niekoľko rokov po 
odstránení primárneho nádoru a následne vyvolať vznik me-
tastáz(2). Navyše, DTCs z týchto metastáz sa môžu opätov-
ne uvoľniť do krvného obehu a šíriť sa jeho prostredníctvom 
do ďalších vzdialených tkanív a vytvárať tak sekundárne me-
tastázy. Dokonca takéto DTCs konvertované spätne na CTCs 
môžu kolonizovať primárny nádor a už existujúce metastázy 
v procese nazývanom samovýsev (self-seeding), čím dávajú 
možnosť vzniku agresívnych typov metastáz(3).

Koncentrácia CTCs
Predpokladá sa, že jeden gram nádorovej masy uvoľňu-

je denne desaťtisíce CTCs do krvného obehu(4). Ich životnosť 
v cirkulácii je však časovo veľmi obmedzená a pohybuje sa 
v rozmedzí 1 – 2,4 hodiny(5). Odhaduje sa, že len asi 1 z 1 000 
buniek zostáva v cirkulácii životaschopných a len 1 z 10 000 
z týchto CTCs je schopných vytvoriť metastázy(6). Je to tak 
pre nutnosť prekonania vplyvu hemodynamických síl a pô-
sobenia buniek imunitného systému (predovšetkým NK bu-
niek)(4). Navyše k tomu prispieva strata kontaktu s okolitými 
bunkami, a tým spôsobená smrť v procese anoikózy. Vo vý-
sledku sú preto CTCs v periférnej krvi prítomné vo veľmi níz-
kej koncentrácii, ktorá sa pohybuje medzi 1 – 10 bunkami na 
10 ml krvi u väčšiny onkologických pacientov(7).
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Prechod CTCs do cirkulácie a epiteliálno- 
mezenchymálny prechod

CTCs sa môžu do cirkulácie dostať dvomi spôsobmi, a to 
aktívne – vycestovaním buniek so zvýšeným migračným po-
tenciálom, alebo pasívne – uvoľňovaním buď jednotlivých 
buniek, prípadne bunkových zhlukov. Biologicky významnej-
šie sú práve tie CTCs, ktoré sú schopné aktívne vycestovať, 
čo je spojené s ich vstupom do procesu epiteliálno-mezen-
chymálneho prechodu (EMT)(8).

Epiteliálno-mezenchymálny prechod je proces, ktorý sa fy-
ziologicky uplatňuje počas embryogenézy a zahŕňa migráciu 
ektodermálnych buniek v embryu počas gastrulácie za vzni-
ku mezodermu (EMT typu I)(9). V neskoršom období hrá veľmi 
dôležitú úlohu počas hojenia rán, regenerácie tkanív a fibró-
zy orgánov (EMT typu II)(10) a z pohľadu nádorového tkani-
va je spojený s metastatickým šírením (EMT typu III). Umož-
ňuje diferencovaným epitelovým bunkám, ktoré interagujú 
s bazálnou membránou prostredníctvom ich povrchu, pod-
stúpiť také biologické zmeny, ktoré im umožňujú získať feno-
typ mezenchymálnych buniek. Ten zahŕňa zvýšenú migrač-
nú kapacitu, invazívnosť, zvýšenú odolnosť proti apoptóze 
a značne zvýšenú produkciu zložiek extracelulárnej matrix 
(ECM)(8). Dokončenie EMT je signalizované degradáciou ba-
zálnej membrány a  vytvorenie mezenchymálnych buniek, 
ktoré sú schopné migrovať z epitelovej vrstvy, z ktorej vznik-
li (obrázok 1).

EMT je zložitý proces, do ktorého je zapojených viace-
ro signálnych dráh, pretože bunky musia prejsť funkčný-
mi aj morfologickými zmenami. EMT môže byť indukovaný  

rôznymi mechanizmami, medzi ktoré patrí zápal, acidóza, hy-
poxia, rastové faktory a v neposlednom rade aj vplyv mikro-
prostredia nádoru, ktoré môže stimulovať bunkovú migráciu 
a inváziu. Na druhej strane však ide o reverzibilný proces, keď 
cirkulujúce nádorové bunky po dosiahnutí vzdialeného orgá-
nu a extravazácii do jeho parenchýmu získavajú znovu fe-
notyp epiteliálnych buniek v procese nazývanom mezenchy-
málno-epiteliálny prechod (MET), aby mohli ďalej proliferovať 
ako epiteliálne metastatické depozity.

Nádorové kmeňové bunky
Malá časť nádorových buniek vykazuje vlastnosti dospe-

lých kmeňových buniek, čiže majú schopnosť samoobno-
venia, sú multipotentné a dávajú tak možnosť vzniku dife-
rencovaných nádorových buniek a sú schopné iniciovať rast 
nádoru. Tieto bunky sú označované ako nádorové kmeňové 
bunky (CSCs), bunky podobné kmeňovým bunkám, prípad-
ne ako bunky iniciujúce nádor a sú spájané s mezenchymál-
nym fenotypom.

Cirkulujúce nádorové mikroembólie
Cirkulujúce nádorové bunky môžu v obehu cirkulovať ako 

samostatné bunky alebo z primárneho tumoru sa môže od-
lúčiť zároveň viacero buniek, ktoré potom putujú v zhlukoch. 
Tie môžu obsahovať od dvoch do viac ako 50 buniek a ozna-
čujú sa ako cirkulujúce nádorové mikroembólie (CTMs). 
CTMs tvoria buď len nádorové bunky, alebo môžu byť spoje-
né s inými typmi buniek, ako sú fibroblasty, leukocyty, endote-
liálne bunky, pericyty, krvné doštičky(12). O významnosti CTC 

Obrázok 1. Schematický prehľad epiteliálno-mezenchymálneho prechodu. Proces EMT je spustený cytokínmi, 
ktoré regulujú aktivitu efektorových transkripčných faktorov. V dôsledku ich pôsobenia dochádza k významným 
zmenám cytoskeletu a vo vylučovaní proteínov extracelulárnej matrix, čo sa využíva pri ich detekcii. Upravené 
podľa Shih a kol., 2011(11).
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zhlukov sa dlho diskutovalo, avšak CTMs pochádzajúce od 
pacientov s malobunkovým karcinómom pľúc vykazovali ne-
prítomnosť apoptických buniek, čo im dávalo výhodu v preží-
vaní, a tiež nízky podiel proliferatívnych buniek, čím sa stáva-
li rezistentnejšími proti chemoterapii(13). Dôležitým zistením 
tiež bolo, že bunky nachádzajúce sa v CTMs nevznikli dele-
ním jedinej migrujúcej bunky, ale sú oligoklonálneho pôvodu 
a hoci sa v cirkulácii vyskytujú oveľa zriedkavejšie ako samo-
statné CTCs, majú signifikantne vyšší metastatický poten- 
ciál (23- až 50x) a ich prítomnosť je spojená so zhoršeným 
celkovým prežívaním(14).

Detekcia CTCs
Identifikácia a charakterizácia CTCs si vyžaduje vysokosen-

zitívne a špecifické metódy, keďže CTCs sa v cirkulácii nachá-
dzajú vo veľmi nízkej koncentrácii, navyše s vysokým pozadím 
iných krvných buniek (na jednu CTC pripadajú milióny iných 
krvných buniek). Pri ich detekcii ide zvyčajne o kombináciu izo-
lačných a detekčných metód. Na izoláciu CTCs sa využívajú 
rôzne technológie, ktoré sú založené na rôznych vlastnostiach 
CTCs, ktoré ich odlišujú od normálnych hematopoetických bu-
niek. Ide o vlastnosti fyzikálneho (veľkosť, denzita, elektrický 
náboj, tvarová flexibilita) aj biologického charakteru (expresia 
proteínov na povrchu buniek, životaschopnosť).

Výhodou technológií využívajúcich fyzikálne vlastnosti je 
separácia CTCs bez ich farbenia. Patrí sem napr. centrifugá-
cia v hustotnom gradiente (Ficoll, OncoQuick), filtrácia cez 
špeciálne filtre na základe veľkosti CTCs (ISET), všestranný 
biočip využívajúci jedinečné rozdiely vo veľkosti a deformo-
vateľnosti nádorových buniek (zachytávané sú väčšie a tuh-
šie CTCs v porovnaní s krvnými bunkami), fotoakustická prie-
toková cytometria, dielektroforéza (DEP)(15).

Medzi technológie využívajúce biologické vlastnosti  
CTCs patria imunofluorescenčné metódy. V tomto prípade 
sa používajú protilátky proti nádorovo asociovaným antigé-
nom, keď ide o pozitívnu selekciu, alebo protilátky proti bež-
nému leukocytovému antigénu CD45, keď ide o negatívnu 
selekciu. Protilátky proti danému antigénu sú naviazané na 
magnetických partikulách, ktoré umožňujú separáciu CTCs 
naviazaných na antigén pôsobením magnetického poľa. Pri 
pozitívnej selekcii sa zvyčajne využívajú protilátky proti ad-
hezívnej molekule epitelových buniek (EpCAM). CTCs sú ná-
sledne detegované imunocytologicky protilátkami na cytoke-
ratíny (CKs). Medzi metódy využívajúce na separáciu CTCs 
EpCAM protilátky patrí systém CellSearch® (Janssen Diag-
nostics, Raritan, NJ, USA). Tento systém umožňuje stanoviť 
početnosť CTCs epiteliálneho pôvodu použitím magnetic-
kých partikúl pokrytých molekulami EpCAM a CTCs identifi-
kuje podľa morfologických charakteristík, pozitívnej expresie 
cytokeratínov 8, 18 a/alebo 19 a absencie hematopoetických 
antigénov CD45(16). Ide o jediný systém, ktorý schválil americ-
ký Úrad pre kontrolu liekov a potravín (FDA) ako prostriedok 
na určenie prognózy u pacientov s metastatickou rakovinou 
prsníka, prostaty a kolorekta(17-19).

Novými sľubnými metódami založenými na EpCAM sú 
platformy využívajúce mikrofluidickú technológiu, najmä 
CTC-čip, Herringbone čip, iCHIP, IsoFlux(12), ktoré umožňujú 
spracúvať vzorky s veľmi malým objemom.

Biologický význam CTCs epiteliálneho pôvodu (EpCAM 
a bunky pozitívne na cytokeratín) je zrejmý z prognostickej 

dôležitosti CTCs, ktoré boli zachytené CellSearch® systé-
mom v rôznych typoch nádorov(17-19). Ak však nejaká časť cir-
kulujúcich nádorových buniek podstúpi EMT, keď sú down-
regulované epiteliálne markery, a, naopak, upregulované tie 
mezenchymálne, dôležitá subpopulácia CTCs nemusí byť 
metódami, ktoré sú závislé od expresie EpCAM a cytokeratí-
nov, zachytená. Z tohto dôvodu sa na zachytenie CTCs nee-
xprimujúcich EpCAM využíva kokteil protilátok proti rôznym 
iným epiteliálnym povrchovým antigénom, napr. proti recep-
toru 2 ľudského epidermálneho rastového faktora (HER2), 
receptoru pre epidermálny rastový faktor (EGFR), mucín-1 
(MUC1) a protilátkam proti mezenchymálnym a kmeňovým 
bunkovým antigénom (c-MET, N-kadherín, CD318 a antigén 
mezenchymálnych kmeňových buniek)(20).

Bez ohľadu na výber izolačnej metódy ani jednou jednok-
rokovou platformou nemožno dosiahnuť izoláciu čistých CT-
Cs. CTC frakcia obyčajne stále obsahuje aj značný počet le-
ukocytov. Z tohto dôvodu je potrebná následná identifikácia 
CTCs na úrovni buniek použitím metód umožňujúcich odlíšiť 
nádorové bunky od normálnych krvných buniek. Tieto metó-
dy sú založené buď na detekcii proteínov, alebo expresii anti-
génov asociovaných tumor pomocou kvantitatívnej RT-PCR.

V súčasnosti na detekciu viabilných CTCs získaných od 
onkologických pacientov existujú dva rozdielne in vitro tes-
ty. Prvým je EPISPOT, ktorý deteguje špecifické proteíny vylu-
čované CTCs do prostredia(21), druhým je invazívny test, ktorý 
skúma schopnosť CTCs tráviť fluorescenčne značenú bun-
kovú matrix(7).

Na detekciu viabilných CTCs možno tiež použiť metódu 
kvantitatívnej RT-PCR, keď sa vyhodnocuje expresia špecific-
kých mRNA molekúl. V prípade rakoviny prsníka sa najčas-
tejšie využíva mRNA kódujúca CK19. Nevýhodou však je, že 
táto metóda neumožňuje stanovenie početnosti buniek a na-
vyše mnoho transkriptov (napr. kódujúce CK18, CK19, CK20, 
MUC1, karcinoembryonálny antigén, prostatický špecifický 
antigén) je v malom množstve exprimovaných aj v normál-
nych krvných bunkách a bunkách kostnej drene(22), preto pre 
správne vyhodnotenie a detekciu viabilných CTCs je potreb-
ná validácia cut-off hodnoty.

Klinické využitie cirkulujúcich nádorových buniek
Potenciálne využitie CTCs v klinickej praxi je rozsiahle, od 

prognostického a prediktívneho využitia až po detekciu mini-
málnej reziduálnej choroby a monitorovania ochorenia (ob-
rázok 2).

CTCs ako prognostický a farmakodynamický biomarker. 
FDA schválila stanovenie početnosti CTCs s presnými cut-off 
hodnotami a s využitím CellSearch® systému ako prognostic-
ký marker vybraných nádorových ochorení. V prípade rakovi-
ny prsníka a prostaty je prítomnosť piatich CTCs na 7,5 ml 
krvi spojená s kratším prežívaním pacientov, pri kolorektál-
nom karcinóme (CRC) sú to 3 bunky na 7,5 ml krvi(17-19). Prog-
nostická využiteľnosť enumerácie CTCs s využitím CellSear-
ch® systému bola preukázaná aj v prípade nemalobunkového 
karcinómu pľúc (NSCLC) (cut-off hodnota 5 CTCs na 7,5 ml 
krvi)(24) a malobunkového karcinómu pľúc (SCLC), pri ktorom 
sú CTCs prítomné vo vyššom množstve než v  ostatných  
typoch nádorových ochorení (0 – 44 896 buniek na 7,5 ml  
krvi s cut-off hodnotou 50 CTCs na 7,5 ml krvi)(13).
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Okrem použitia CTCs ako markerov prognózy nádorové-
ho ochorenia môžu byť CTCs využité ako farmakodynamic-
ké biomarkery. V reakcii na liečbu bol zaznamenaný pokles 
buď celkového počtu CTCs(13,17,18,24) alebo ich subpopulá-
cie(25-27). V prípade väčšiny pacientov s SCLC, bolo podstatne 
znížené množstvo CTCs po jedinom cykle chemoterapie(13,28) 
v súlade s vysokou mierou odpovede na liečbu na báze pla-
tiny(29). Bolo preukázané, že tieto zmeny sú nezávisle asocio-
vané s dobrou prognózou(13). Naopak, nárast počtu CTCs po 
chemoterapii z priaznivej na nepriaznivú úroveň je spojený 
s celkovým kratším prežívaním pacientov s rakovinou prs-
níka, prostaty a CRC(17,18,30). Ďalšie očakávané využitie CTC 
enumerácie je v ranom štádiu vzniku rakoviny, keď prítom-
nosť CTCs môže pomôcť vybrať pacientov, u ktorých je prav-
depodobnosť, že budú mať prospech z adjuvantnej liečby.

CTCs ako prediktívny biomarker. V ideálnom prípade by 
CTCs bunky mohli byť využité ako tekuté biopsie, keď by bol 
výber špecifickej personalizovanej terapie uskutočnený na 
základe molekulárnych vlastností nádoru pacienta, zistených 
analýzou CTCs. Táto schéma bola vysvetlená v štúdii analy-

zujúcich vzorky od pacientov s NSCLC pozitívnych na EGFR 
mutáciu, v ktorej bola u 19 z 20 pacientov identifikovaná oča-
kávaná (na základe tkanivovej biopsie) aktivujúca EGFR mu-
tácia(31). Ďalším príkladom je analýza prešmyku EML4-ALK, 
ktorá sa vyskytuje u 3 – 5 % pacientov s NSCLC. Približne 
60  % pacientov má dobrú odpoveď na inhibíciu ALK(32,33). 
V ďalších štúdiách bola hodnotená expresia HER2 v CTCs 
v prípade rakoviny prsníka(34) a expresia androgénového re-
ceptora v prípade rakoviny prostaty(35,36), ktoré by tiež mohli 
byť potenciálne využité ako prediktívne biomarkery. Niekto-
ré ženy vykazovali rozdielny HER2 status v CTCs (pozitívny) 
a v primárnom nádore (negatívny), pričom prosperovali z te-
rapie trastuzumabom(37). Toto zistenie potvrdzuje názor, že 
vlastnosti CTC buniek sú relevantnejším terapeutickým cie-
ľom, keďže tieto bunky sú zodpovedné za vznik metastáz.
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