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ABSTRAKT

Uvod: Vyskyt diseminovanych nadorovych bunék (DTCs) a cirkulujicich nadorovych
bun¢k (CTCs) je spojen se Spatnou prognozou a zvysenym vyskytem umrti v disledku
onemocnéni u pacientek s nemetastatickym karcinomem prsu. Cilem dizerta¢ni prace bylo
stanovit DTCs v kostni dieni a CTCs v periferni krvi u pacientek s primarnim karcinomem
prsu, zhodnotit korelaci vyskytu DTCs/CTCs s ptitomnosti dal§ich prognostickych markeri a
monitorovat vyskyt DTCs/CTCs v prabéhu 1éCby.

Metody: Do studie bylo zafazeno 50 pacientek s primarnim karcinomem prsu.
K analyze CTCs z periferni krve byla pouzita imunomagnetickd separace a k jejich detekci
byl pouzit diagnosticky kit AdnaTest Breast Cancer™ (AdnaGen GmbH, Langenhagen,
Némecko).

Detekce DTCs Vv kostni deni probihala pomoci imunocytochemické analyzy s pomoci
pancytokeratin protilatky konjugované s FITC (monoklondlni anti-cytokeratin protilatka
F3418, Sigma Aldrich, USA).

Vysledky: DTCs jsme stanovili u 30% (15/50) a CTCs u 22% (11/50) pacientek.
Studie potvrdila, ze DTC pozitivita signifikantné korelovala s velikosti priméarniho nadoru (p-
hodnota 0,011) a infiltraci lymfatickych uzlin (p-hodnota 0,002). CTC pozitivita nekorelovala
ani s velikosti nadoru ¢i infiltraci axilarnich uzlin. DTCs byly pfevazné detekovany u
pacientek ER/PR negativnich a HER-2 pozitivnich. CTC pozitivita byla zastoupena u
pacientek stejnomérn¢, bez ohledu na pfitomnost ¢i nepfitomnost standardnich
prognostickych a prediktivnich markert, jako je ER, PR a HER-2 pozitivita. V nasi studii
jsme neprokazali vztah mezi pfitomnosti CTCs a DTCs (r = -0,097, p = 0,054). Analyzu
DTCs/CTCs jsme pouzili k monitoraci efektu terapie u 29 pacientek indikovanych
k neoadjuvantni chemoterapii (NACT). Negzjistili jsme zadnou signifikantni korelaci mezi
vyskytem DTCs/CTCs a odpoveédi na primarni NACT. V na$i studii dosidhlo 31% (9/29)
pacientek patologické kompletni remise (pCR) a neprokdzali jsme u nich korelaci pCR
s vyskytem DTCs po NACT.

Zavér: Analyza DTCs/CTCs u ¢asného karcinomu prsu by mohla poslouzit jako dalsi
prognosticka informace pro klinickou praxi, to dokazuji 1 nase vysledky. Vyzkum v uvedené
oblasti mé nejenom prognosticky vyznam, ale i obrovsky potencial pti individualizaci terapie
u zen s karcinomem prsu.

Kli¢ova slova: karcinom prsu; diseminované nadorové bunky; cirkulujici nadorové

bunky; sternalni punkce; prognostické/prediktivni faktory; efekt terapie



ABSTRACT

Introduction: Simultaneous detection of disseminated tumor cells (DTCs) and
circulating tumor cells (CTCs) was shown to be associated with an especially poor prognosis
and increased incidence of disease-related deaths in non-metastatic breast cancer patients. We
analyzed the occurance of DTCs in bone marrow and CTCs in peripheral blood in patients
with primary breast cancer, we evaluated the correlation of their presence with other
prognostic markers and we investigated the changes in DTCs/CTCs number at different time
points during treatment.

Materials and methods: Blood of 50 patients with primary breast cancer were used
for immunomagnetic separation and detection of circulating tumor cells using the commercial
available system the AdnaTest Breast Cancer™ (AdnaGen GmbH, Langenhagen, Germany).
Bone marrow aspirates from 50 patients were analyzed for DTCs by immunocytochemistry
using the pancytokeratin antibody conjugated with FITC (Monoclonal Anti-Cytokeratin
antibody F3418, Sigma Aldrich, USA).

Results: DTCs were identified in 30% (15/50) and CTCs in 22% (11/50) of patients.
We found that DTC positivity could point to a significantly high risk of larger primary tumor
size (p- value 0.011) and significantly higher risk of lymph node involvement (p- value
0.002). For CTC positivity, no such relationship was proven. DTCs have shown significantly
higher prevalence in ER/PR-negative females and in HER-2-positive cases. CTCs were
equally prevalent in patients with the presence and absence of standard prognostic and
predictive markers such as ER, PR and HER-2. We found no correlation between CTCs and
DTCs findings (r = -0.097, p = 0.504). We used DTCs/CTCs analysis for therapy monitoring
in a small group of 29 patients, who underwent neoadjuvant chemotherapy (NACT). We find
out no significant correlation between DTCs/CTCs detection and the primary tumor response
to NACT. A pathologic complete response (pCR) was achieved by 31% (9/29) of the patients
in our study, however, no association was observed between pCR and the detection of DTCs
after NACT.

Conclusion: These results support the use of DTCs/CTCs analysis in early breast
cancer to generate clinically useful prognostic information. The study of these cells apart from
the impact on refining prognosis, has the exciting potential of individualising treatment for
women with breast cancer.

Keywords: breast cancer; disseminated tumor cells; circulating tumor cells; bone

marrow aspiration; prognostic/predictive markers; therapy monitoring
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1 UVOD

Karcinom prsu je nejéastéj$im zhoubnym nadorovym onemocnénim Zen v Ceské
republice (CR), coZ potvrzuji i nejnovéjsi epidemiologicka data Narodniho onkologického
registru (NOR). V roce 2010 bylo zjisténo 6 498 ptipadl, coz v prepoctu na 100 tisic zen
predstavovalo 121,3 piipadi a zaroveinl témet 18,2% ze vSech hlaSenych zhoubnych novotvart
(ZN) a novotvart in situ u zen. Incidence, tedy pocet nové hlasenych ptipadt na 100.000
obyvatel za rok, ma stoupajici tendenci.

Mortalita, tedy pocet umrti v diisledku zhoubného nadoru prsu na 100.000 obyvatel za
rok, v posledni dobé mirn¢ klesa, coz znamend, ze diky pravidelnému vysetfovani zen a
lepSim lé€ebnym moznostem umird méné Zen, které onemocnély zhoubnym nadorem prsu.

Zhoubny novotvar prsu Casto postihuje Zeny v produktivnim veku, témét 43%
pacientek je mladsich nez 60 let. Piiznivou charakteristikou epidemiologie nadort prsu v CR
je dlouhodobé rostouci podil nové diagnostikovanych malo pokrocilych klinickych stadii. To
vyrazné zlepsuje dosazitelné vysledky 1éby a vede téZ ke snizeni souvisejicich nakladt [1].

Detekce diseminovanych nadorovych bunék (DTC) v kostni dfeni a cirkulujicich
nadorovych bun¢k (CTC) v periferni krvi je pfedmétem vyzkumu Cetnych pracovnich skupin,
které se snazi zdokonalit nové diagnostické postupy. Rakovina prsu hraje dilezitou ,,fidici*
ulohu v oblasti vyzkumu DTC/CTC. Generalizované onemocnéni v dob€ primarni diagndzy
nebo relaps nemoci jsou zodpovédné za drtivou vétSinu piipadi umrti v souvislosti
s rakovinou (~90%), [2]. Dikazy naznacuji, ze metastatické Sifeni z primarniho nadoru je
¢asnou znamkou progrese onemocnéni a nikoli jeji pozdni nasledek, jak se diive myslelo [3].

Diseminaci nadoru u ¢asného karcinomu prsu nelze zpocatku diagnostikovat ani
pomoci zobrazovacich metod ani histopatologicky, proto se stdle vice uplatiuji citlivé
imunocytochemické a molekularni metody, ur¢ené k Casn¢jSimu zachytu nadorovych bunék v
kostni dfeni, periferni krvi nebo lymfatickych uzlindch. VcEasny zachyt diseminovanych
nadorovych bun¢k (DTC) je diilezitou informaci o nebezpeci budouciho znovuvzplanuti
nemoci a tedy i divodem k podéni systémové zajistovaci 1é¢by a stava se jedinou ,,méfitelnou
1ézi* pro posouzeni efektu adjuvantni lécby. Také informace o pfitomnosti izolovanych
nadorovych bunék v sentinelové uzlin€ posouva hranice stagingu nadoru a podava informaci

o mozné lymfogenni propagaci [4].


http://www.linkos.cz/slovnicek/incidence/
http://www.linkos.cz/slovnicek/mortalita/

Metastazy jako kone¢ny produkt vyvoje zhoubného nadoru jsou pro onkologa i jeho
pacienta nezadoucim vyusténim pribéhu choroby. TNM klasifikace 1 typing nadoru
predstavuji jen hrubou orientac¢ni metodu k posouzeni rizika metastazovani a volbé vhodné
zajistovaci 1écby. Vznik metastazy souvisi nejen s typem a rozsahem nadoru, ale i s
charakteristikou mikroprostfedi organizmu, ve kterém se primarni nddor nachazi. Nadorova
masa je tvorena heterogenni populaci nadorovych bunék a jen nékteré buiiky jsou predurceny
k Gspésnému metastazovani. Vyzkum v oblasti metastatické kaskady na bunééné a
molekularni Grovni poskytuje velky potencial pro zlepSeni diagnostiky a rozvoj ucinné
adjuvantni terapie.

Biopsie z primarniho nadoru pfed zahajenim 1é¢by se v soucasné dobé pouziva ke
stanoveni molekularnich cilii. Tyto biopsie nesou urcita rizika pro pacienty, jsou invazivni,
bolestivé, a stanoveni vysledku trva uréitou dobu. Dal§im problémem je, Ze populace
nadorovych bunék primarniho nédoru je heterogenni, a proto mize histologické vySetfeni
vzorku primarniho nadoru vést k chybné ptredstavé o charakteru nadorovych metastaz, které
se V biologickém chovani i pfipadné 1é¢ebné odpoveédi mohou od primarniho nadoru zasadné
odliSovat. Posun v této oblasti pfinesla tzv. tekutd biopsie (liquid biopsy), neinvazivni
vySetfeni cirkulujicich nddorovych bunék a cirkulujicich nadorovych nukleovych kyselin.
Uvedend metoda umoziuje sledovat genotyp nadoru v redlném cCase, predikovat s
dostateCnym predstihem dalSi vyvoj onemocnéni, odpovéd na lécbu nebo riziko progrese.

Vyhledové by se vySetieni CTC mohlo uplatnit jako ndhrada biopsie metastazy.



2 Hypotézy a cile prace
2.1 Pracovni hypotéza

Karcinom prsu je morfologicky a geneticky velmi heterogenni onemocnéni. I pies
pokrok ve vcasné diagnostice karcinomu prsu a zlepSeni adjuvantni terapie je progndza
pacientek limitovéana v disledku vyskytu vzdalenych metastaz, které jsou okultni a zlstavaji
nedetekovatelné v dobé€ stanoveni primdrni diagndzy. Proto se soucasny vyzkum soustied’uje
na stanoveni dalSich parametrd, které umoziuji individualni posouzeni rizik a stratifikaci
pacientt pro cilenou terapii. Tradi¢ni prognostické faktory totiz nejsou dostate¢né k tomu, aby
ptedpovédély relaps onemocnéni.

Vysoce citlivé a specifické imunomagnetické, imunofluorescenéni a molekularni
metody nyni umoznuji detekci a charakterizaci DTC/CTC na urovni jediné bunky v kostni
dfeni a periferni krvi, coz ndm poskytuje ndhled do prvniho zasadniho stupné v metastatické
kaskdd¢. Mnoho studii prokazalo, Ze ptfitomnost DTC vV kostni dieni koreluje s horsi
progndzou u pacientek s karcinomem prsu. Periferni krev je idedlnim zdrojem pro detekci a
monitorovani CTC kvili neinvazivnosti vySetfeni s moznosti opakovani odbéru. Kromé toho
by mohla molekuldrni charakterizace CTC pfispet ke zlepSeni cilené onkologické 1€cby.
Perspektivné by vySetfeni DTC/CTC mélo byt zafazeno mezi doporucené standardy
lécebného schématu u karcinomu prsu jako biomarker odhadu rizika relapsu vhodny pro
individualizaci terapie, monitorovani ucinnosti 1é¢by a v neposledni fadé i pro rozvoj novych
lécebnych postupit u zhoubnych onemocnéni prsu. Cilend onkologicka 1éCba tzv. ,Sitd na
miru® (tailored therapy) znamena i snizeni nakladt individualni 1é¢by jednotlivé pacientky s

umyslem léc¢it dostatené adresné s minimalizaci nezddoucich u¢ink.

2.2 Cile prace

e Zavedeni metodiky stanoveni minimalni rezidualni choroby.
- Stanoveni diseminovanych nadorovych bunék v kostni difeni u
pacientek s ¢asnym karcinomem prsu pomoci denzni gradientové

centrifugace a imunocytochemické detekce



- Stanoveni cirkulujicich nadorovych buné€k v periferni krvi u pacientek s
¢asnym karcinomem prsu pomoci diagnostického systému AdnaTest
Korelace vyskytu DTC/CTC s Klinicko-patologickymi charakteristikami
primarniho nadoru
Vztah mezi ptitomnosti CTC v periferni krvi a DTC v kostni dfeni
Monitorovani vyskytu DTC/CTC v pribéhu 1écby ve skupin€ pacientek s

neoadjuvantni a adjuvantni terapii



3 Material a metodika
3.1 Subjekty hodnoceni

Do studie byly zafazeny pacientky, které byly v obdobi let 2010 az 2013
diagnostikovany a lé¢eny pro karcinom prsu na Onkologické klinice VFN a 1. LF UK
V Praze. Odbér vzorkii byl proveden na zaklad¢ pisemného souhlasu pacientek a podepsani
informovaného souhlasu schvaleného lokalni etickou komisi VFN a 1. LF UK. Vzorky byly
zpracovany v Laboratofi klinické imunologie a alergologie Ustavu klinické biochemie a
laboratorni diagnostiky VFN a 1. LF UK v Praze.

Vstupni kritéria pro zatfazeni pacientek byla nasledujici: histologicky verifikovany
karcinom prsu, veék 18-75 let, bez ptedchoziho chirurgického zdkroku a bez ptedeslé
onkologické terapie. Vylucujicimi kritérii byly vzdalené metastazy a predesla chirurgicka ¢i
onkologicka terapie. Stadium nemoci bylo hodnoceno podle TNM Kklasifikace, 6. vydani,
Ceska verze z roku 2004. Klinicko-patologicka charakteristika pacientek v dobé diagnozy je

shrnuta v tabulce 1.



Tabulka 1 Klinicko-patologicka charakteristika pacientek (n=50)

Klinicko-patologicka charakteristika Celkem %
Median véku, y 37 let NA
T — primarni nador

T1 24 48
T2 19 38
T3/4 7 14
Stupeii diferenciace — grade

Dobie diferencovany 3 6
Stiedné diferencovany 20 40
Nizce diferencovany 27 54
Histologicky typ nadoru

Duktalni 44 88
Lobularni 2 4
Jiny 4 8
Stav hormonalnich receptori

Estrogenové receptory pozitivni 30 60
Progesteronové receptory pozitivni 29 58
HER-2 pozitivni 11 22
Stav lymfatickych uzlin

Lymfatické uzliny negativni 30 60
Lymfatické uzliny pozitivni 18 36
Nelze hodnotit lymfatické uzliny 2 4

Pozn.: NA- not aplicable (neaplikovatelny)

Vstupné podstoupila kazda pacientka stagingovéa vySetieni (RTG plic, UZ bficha,
scintigrafii skeletu) Kk vylouceni generalizace zakladniho onemocnéni. Cut-off hodnota
pouzita ke stanoveni hormonélni pozitivity byla 5%. Nador byl vyhodnocen jako HER-2
pozitivni v pfipad¢, ze vysledek HercepTestu byl 3+. Ve spornych piipadech (2+) byla
doplnéna fluorescen¢ni in situ hybridizace. Ve studii byly dvé podskupiny pacientek podle
pokrocilosti onemocnéni a lécebného schématu. V prvni podskupiné bylo vySetfenych 29
pacientek s onemocnénim ve stadiu T2-4 NO-2, které zahajily 1écbu neoadjuvantni
chemoterapii (NACT), poté nasledovala operace a adjuvantni terapie. Vysetfili jsme u nich
kostni dieni a periferni krve pied zahajenim NACT a po ukonceni NACT, kdy kontrolni odbér
drfen¢ 1 krve probéhl v dob¢ operace. Ve druhé podskupiné bylo vysetieno 21 pacientek stadia
T1-2 NO-1, které podstoupily priméarni chirurgicky vykon doplnény adjuvantni 1écbou.
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Vzorky kostni dien¢ a periferni krve byly ziskany v prabéhu operace - segmentektomie nebo

ablace. Kontrolni odbér byl proveden po 12 mésicich adjuvantni 1écby.

3.2 Odbér vzorku kostni drené

Pfi sternalni punkci jednorazovou punkéni jehlou (Sterylab, Italie) bylo aspirovano 3-5
ml kostni dfené. Vykon probihal v mistnim znecitlivéni nebo v celkové anestezii v dobé
chirurgického zakroku. Kostni dient byla odebrana do zkumavek Vacutainer® BD K3EDTA
(Becton Dickonson Diagnostics, USA). Casova sekvence odbéru kostni diené je uvedena v

predchozim odstavci.

3.3 Odbér vzorku periferni krve

Periferni krev mnozstvi 7 ml byla odebrana do zkumavek BD Vacutainer® K3EDTA
(okamzité zpracovani) nebo do specialnich zkumavek AdnaCollect (zpracovani vzorku do 24

hodin). Vzorky krve byly odebrany ve stejnou dobu jako vzorky kostni dien¢.

3.4 Stanoveni pritomnosti diseminovanych nadorovych

bunék

3.4.1 Zpracovani vzorku kostni dfené a izolace diseminovanych nadorovych

bunék

Do zkumavky o objemu 50 ml naplnéné 20 ml Hankova roztoku byl pfidan aspirat
kostni dfené a zkumavka byla centrifugovana po dobu 10 minut pti 168 x 125 g. Centrifugaci
doslo k oddéleni jednotlivych frakci, horni vrstva byla nasledné odstranéna a peleta byla
resuspendovana. Tato bunéfna suspenze byla pfidana do zkumavek Leucosep ™ (Greiner
Bio-One GmbH, Némecko) a centrifugovana s pouzitim gradientového separacniho media
k ziskani frakce mononuklearnich bunék. Denzni gradientova centrifugace byla provedena
podle instrukci vyrobce. Cilem gradientové centrifugace bylo téz ocisténi vzorku o mrtvé
bunky, které maji tendenci k nespecifickému znaceni a zéchytu v koloné. V jednokrokové

proceduie by tak mohly vyrazné kontaminovat pozitivni frakci.



Interfaze obsahujici mononuklearni bunky kostni diené byla promyta 10 ml
fosfatového pufru (PBS) a poté centrifugovana po dobu 10 minut pii 250 x g. Tento krok byl
opakovan dvakrat. Buné¢na peleta byla resuspendovana s 5 ml PBS. Ve vzorku byl stanoven
pocet bunék a nasledné byla bunécna suspenze naifedéna na koncentraci 1 x 10° /900 ul. 300
ul bunécéné suspenze bylo pipetou naneseno na mikroskopické sklicko potazené poly-L-
lysinem (Poly-Prep skli¢ka, Sigma-Aldrich, USA). Sklicka s nanesenou buné¢nou suspenzi
byla inkubovana ve vlhké komirce pii pokojové teploté po dobu 30 minut a nasledné

vysusena pii pokojové teplote.
3.4.2 Imunocytochemicka detekce diseminovanych nadorovych bunék

Po ususeni buné¢né suspenze byla sklicka fixovana 3,7% roztokem p-formaldehydu po
dobu 10 minut pti pokojové teploté. Sklicka byla tfikrat promyta (po 5 minutach) PBS pufrem
a pak byl pfidan 0,5% Tween 20 roztok a sklicka byla inkubovana 15 minut pii pokojové
teploté. Po oplachu PBS pufrem (3 krat po 5 minutach) byl aplikovan roztok protilatky.
Roztok protilatky sestaval z fediciho pufru (Couating Stabilizer and Blocking Buffer, Sigma
Aldrich, USA) a pan-cytokeratin protilatky konjugované s FITC (Monoclonal Anti-
Cytokeratin antibody F3418, Sigma Aldrich, USA). Skli¢ka byla inkubovana s roztokem
protilatky po dobu 12 hodin pii pokojové teploté ve tmé. Nasledoval dalsi proplach v PBS (3
krat po 5 minutach). K montazi sklicek bylo pouzito montazni médium ProLong® Gold
Antifade s DAPI cinidlem (Molecular Probes®, Life Technologies, USA). Po zaschnuti
preparatu probihala detekce DTC pomoci fluorescenéniho mikroskopu Olympus BX51.

3.5 Stanoveni pritomnosti cirkulujicich nadorovych bunék

3.5.1 Zpracovani vzorku periferni krve a izolace cirkulujicich nadorovych

bunék

Analyza a izolace CTC probihala z 5 ml plné krve pomoci diagnostického kitu
AdnaTest Breast Cancer™ (AdnaGen GmbH, Langenhagen, Némecko). Periferni krev byla
zpracovana podle pokyntli vyrobce. Detekce byla zaloZena na imunomagnetické separaci CTC
z plné krve, nasledné lyze CTC a identifikaci genové exprese s nadorem asociovanych
markertt pomoci PCR. Imunomagneticka separace byla zalozena na vyuziti protilatky proti
epitelidlnimu  glykoproteinu GA733-2 (EpCAM) a epitelidlnimu antigenu MUC-1. Tyto
protilatky byly konjugovany s magnetickymi kuli¢kami (Dynabeads), které umoziiuji separaci
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jednotlivych frakei. Magnetické kulicky byly pfidany do odebrané krve. Vzorek byl nasledné
inkubovan a poté byl pomoci magnetického separatoru ziskan komplex magnetickych kulicek
s konjugovanymi protildtkami navdzanymi na obohacenou frakci nadorovych bunék. Po
nasledném promyti byly navazané¢ CTC lyzovany. Z lyzatu byla izolovand mRNA pro detekci
tumor-asociované mRNA ziskané¢ z CTC. Dale byla reversni transkripci vytvorena

komplementarni DNA, kterd byla detekovana a charakterizovana PCR.
3.5.2 Detekce cirkulujicich nadorovych bunék

MRNA izolace z lyzovanych, obohacenych bunék byla provedena S pouzitim
Dynabeads mRNA DIRECT™ Micro kitu (Dynal Biotech GmbH, Hamburg, Némecko) v
kombinaci s oligo(dT) konjugovanymi magnetickymi kulickami (Dynabeads). Komponenty
byly soucasti AdnaTest BreastCancer Detect kitu (Adnagen AG, Langenhagen, Némecko).
mRNA byla pfepsdna reverzni transkripci do cDNA. Analyza nadorové-asociované mRNA
ziskané z CTC byla provedena s vyuzitim multiplex PCR pro 3 nadorové asociované
transkripty: receptor lidského epidermalniho faktoru 2 (HER-2), Mucin 1 (MUC-1) a
epitelialniho glykoproteinu GA733-2 (EpCAM). Gen aktin byl pouzit jako vnitini pozitivni
kontrola PCR. Piistroj 2100 Bioanalyzer s DNA 1000 kitem (Agilent Technologies,
Némecko) poslouzil ke kvantitativnimu vyhodnoceni a vizualizaci amplifikovanych PCR
transkriptl. Za pozitivni vysledek byla povazovana zietelna detekce alespon jednoho ze
sledovanych PCR transkriptl. Jako pozitivni byly hodnoceny piky s koncentraci vyssi nez
0,30 ng/pl. Nedetekovatelné piky nebo ty s koncentraci méné nez 0,15 ng/ul byly negativni.
Piky, jejichz koncentrace byla v rozmezi 0,15 — 0,30 ng/ul byly neprikazné a bylo tedy nutné
proveést re-testovani nového vzorku. Ve vzorcich vSech pacientli musel byt pfi vyhodnoceni
detekovan aktin. V pfipad¢ negativni PCR a RT kontroly nesmély byt zaznamenany piky o
velikosti vyssi nez 80 bp. Pritomnost fragmentu vétSiho neZ 1 kb by znamenala, ze vzorek byl

kontaminovéan genomovou DNA, takovy vysledek musel byt vytazen.

3.6 Statisticka analyza

Pozadovana velikost souboru byla vypoctena pomoci freeware Epi InfoTM 6,04 z
Centra pro kontrolu a prevenci nemoci (USA). VSechny statistické analyzy byly provedeny v
programu STATISTICA CZ verze 12.0 (StatSoft Inc, USA). Pro deskriptivni popis spojitych

parametrl byly vypocteny primérné hodnoty a smérodatné odchylky. Pro srovnani hodnot
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meéfenych opakované v Case byl pouzit parovy t-test. Souhrnné udaje jsou vyjadieny jako
mediany (interquartile range) nebo procenta. FisherGv test byl pouzit pro vypocet
vyznamnosti rozdilu dvou rozptyli. Riuzné skupiny byly porovnany s pouzitim
neparametrického Kruskal-Wallisova testu. Spearmaniv test byl pouzit ke korelaci mezi

dvéma proménnymi. Za statisticky vyznamnou byla povazovana p-hodnota <0.05.
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4 Vysledky
4.1 Charakteristika souboru pacientek

Do celkového hodnoceni bylo zafazeno celkem 50 nemocnych s karcinomem prsu.
Median véku pacientek byl 37 let (vékové rozmezi 33 — 40 let). 24 pacientek z 50 (48%) bylo
stadia T1, 19 pacientek (38%) bylo stadia T2 a ostatni pacientky mély primarni nador stadia
T3/T4. U 18 pacientek (36%) byly pfedoperacné prokazany metastazy v regiondlnich miznich
uzlindch (odpovidd N1 nebo N2). 88% pacientek mélo histologicky potvrzeny invazivni
duktalni karcinom. Stupen diferenciace nadoru byl u 3 pacientek stanoven jako low grade
karcinom, u 20 pacientek se jednalo o grade 2 a u 27 pacientek byl stupen diferenciace
vyhodnocen jako grade 3. Exprese HER-2 byla prokazana v 11 z 50 p¥ipadt (22%). Dale byla
V primarnim nadoru imunohistochemicky stanovena exprese hormonalnich receptorti. Ve 30 z
50 (60%) ptipadi Slo o ER pozitivni nddory a PR pozitivita byla u 29 z 50 (58%) vysetienych.
Triple negativni nddory (ER negativni/PR negativni/HER-2 negativni) byly zastoupeny u 28%
(14/50). Klinicka data jsou uvedena v tabulce 1.

4.2 Korelace vyskytu CTC/DTC v souvislosti s TNM

klasifikaci

Vstupné byla CTC pozitivita prokazana u 11 z 50 (22%) pacientek. Rozd¢leni CTC ve
vztahu k TNM Kklasifikaci je uvedeno v tabulce 2. DTC byly inicialné¢ detekovany u 15 z 50
(30%) pacientek, viz tabulka 3. Pouze ptitomnost DTC v kostni dfeni byla signifikantné vyssi
u pacientek s pokrocilejsim stadiem onemocnéni. DTC pozitivita tedy signifikantné koreluje s
velikosti primarniho nadoru (T-stadium) a infiltraci lymfatickych uzlin (N-stadium).
Neprokazali jsme zadnou korelaci mezi CTC a DTC (r =-0,097, p = 0,504).
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Tabulka 2 Vyskyt CTC v korelaci s TNM klasifikaci

Pacientky CTC pozitivni CTC negativni p
n=50 n=11
n % n % N %
T-stadium T1 24 48 5 45.5 19 48.7
T2 19 38 4 36.4 15 38.5 0.418
T34 7 14 2 18.2 5 12.8 NS
N-stadium  NO 30 60 7 63.6 23 59.0
N1 17 34 4 36.4 13 33.3 0.304
N2 1 2 0 0 1 2.6 NS
NX 2 4 0 0 2 5.1
NS, nesignifikantni;
* p <0.05
** < 0.01
Tabulka 3 Vyskyt DTC v korelaci s TNM Klasifikaci
Pacientky DTC pozitivni DTC negativni p
n=50 n=11
n % n % N %
T-stadium T1 24 48 4 26.7 20 58.3
T2 19 38 8 53.3 11 30.6 0.011*
T3/4 7 14 3 20.0 4 11.1
N-stadium  NO 30 60 7 46.7 23 65.7
N1 17 34 6 40.0 11 314  0.002**
N2 1 2 1 6.7 0 0
NX 2 4 1 6.7 1 2.9
NS, nesignifikantni;
* p <0.05
** < 0.01

4.3 Korelace vyskytu CTC/DTC v souvislosti s expresi

hormonalnich receptori a HER-2

CTC byly detekovany u 23% pacientek s pozitivni expresi ER a u 20% pacientek s ER

negativnim nadorem, u 21% pacientek s PR pozitivnim onemocnénim ve srovnani s 24%

pacientek s PR negativnim onemocnéni. V piipadé HER-2 pozitivity byly CTC prokazany u

18% pacientek, u HER-2 negativnich nemocnych byla CTC pozitivita prokazana u 23%.
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DTC pozitivita byla pozorovana u 20% pacientek s ER pozitivnim nadorem a u 45%
pacientek s ER negativnim nadorem, u 24% pacientek s PR pozitivnim nadorem a u 38% s PR
negativnim nadorem. U HER-2 pozitivnich pacientek to bylo u 36% ve srovnani s 28% u
pacientek s HER-2 negativnim onemocnéni.

V souhrnu byla CTC pozitivita zastoupena u pacientek stejnomérné bez ohledu na
ptitomnost ¢i nepfitomnost standardnich prognostickych a prediktivnich markert, jako je
exprese ER, PR a HER-2. DTC pozitivita se naopak ukézala signifikantn¢ vyssi u ER/PR
negativnich pacientek. Pritomnost DTC byla podstatné castéjsi u HER-2-pozitivnich
pacientek. Overexprese HER-2 onkoproteinu, respektive amplifikace HER-2 genu je spojena
se signifikantné hor$i prognézou. Obrazek 1 znazornuje CTC a DTC pozitivitu v korelaci s

expresi hormonalnich receptorii a HER-2 expresi, které byly stanoveny ve vstupni biopsii.

Obrazek 1 CTC a DTC pozitivita v korelaci s expresi hormonalnich receptori a HER-2

expresi
p=0.004
T p=0.041
p=0.024
- NS "
2 : NS s
CC } ........................... 1
Q ! -
o)
; NS T
2 r --------------------------- 4 n
[ |
a
| n
L
ER positive PR positive HER?2 positive
ER negative PR negative HER2 negative
DY crcpositive || DTC positive

ER- estrogenové receptory

PR- progesteronové receptory

HER2- receptor lidského epidermalniho riistového faktoru
CTC- cirkulujici nadorové burky

DTC- diseminované ndadorové bunky

NS- nesignifikantni

Cerné ¢tverce predstavuji mediany.
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Pro analyzu vztahti mezi binarnimi proménnymi, kterymi klasifikujeme (1) T1 versus
>T2 velikost primarniho nédoru, (2) NO versus >NI1 infiltrace axilarnich uzlin, (3) stav
hormonalnich receptort - ER pozitivni versus ER negativni, PR pozitivni versus PR
negativni, a (4) stupen diferenciace grade 1 versus grade 2-3, a spojitymi prediktory CTC a
DTC jsme pouzili logisticky regresni model.

DTC pozitivita korelovala s vétsim primarnim nadorem a vysSim rizikem postizeni
axilarnich uzlin a tyto vysledky byly signifikantni. Toto vSak nebylo prokazéano pro CTC, viz
tabulka 4.

Tabulka 4 Krokova multivaria¢ni regrese vyskytu CTC a DTC pred zahajenim

terapie.
CTC pozitivita DTC pozitivita
Velikost nadoru OR 1.24 2.317
T1 versus >T2 95% CI 0.51-5.71 0.035-4.667
p 0.102, NS 0.0249*
Stav lymfatickych uzlin OR 1.65 3.260
NO versus >N1 95% CI 0.85-12.90 1.059-8.374
p 0.093, NS 0.0047**
Stav hormonalnich OR 0.95 1.984
receptori 95% CI 0.42-3.24 0.98 -4.26
ER+ versus ER- p 0.345, NS 0.0371*
Stav hormonalnich OR 0.89 1.879
receptoru 95% ClI 0.32-2.99 0.09 - 3.54
PR+ versus PR- p 0.410, NS 0.0405*
Stupen diferenciace OR 1.09 1.04
I versus I1, 111 95% CI 0.58 - 4.27 0.047 - 2.98
p 0.108, NS 0.057*

Pozn.: Pomeér Sanci (ORs) a 95% konfidencni interval (Cls) jsou uvedeny pro primarni charakteristiky ndadoru.

NS- nesignifikantni;
*, p <0.05
** p<0.01
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4.4 Vztah mezi pritomnosti CTC v periferni krvi a DTC v

kostni dreni

Vstupné jsme vysetfili periferni krev a kostni dfeii u 50 pacientek. U 9 (18%) z 50
pacientek jsme zjistili pouze CTC pozitivitu a u 13 (26%) z 50 pacientek pouze DTC
pozitivitu. Ve dvou ptipadech z 50 jsme prokazali soucasné pozitivitu CTC i DTC. Klinicko-
patologicka charakteristika téchto 2 pacientek se vyznamné neliSila od pacientek, které byly
bud® CTC pozitivni nebo DTC pozitivni nebo u kterych nebyla detekovdna minimalni
rezidudlni nemoc. V nasi studii jsme neprokazali vztah mezi pfitomnosti CTC v periferni krvi
a DTC v kostni dfeni (p = 0,054). CTC negativni a zaroven DTC negativni nalez byl u 26
(52%) z 50 vysetfenych pacientek. Klinicko-patologické vlastnosti téchto 26 pacientek se
vyznamné neliSily od charakteristik pacientek s prokdzanou minimalni rezidualni nemoci. V
dalsi fazi projektu jsme monitorovali hladiny CTC a DTC v prabéhu terapie. U nahodné
vybrané skupiny pacientek jsme opakované vysetfili krev i kostni dfen pied zahajenim 1&écby i

V jejim pribéhu.

4.5 Monitorovani vyskytu DTC/CTC v priabéhu terapie

45.1 CTCv prubéhu terapie

U 32 pacientek jsme opakované vysetiili pfitomnost CTC. Z nich v 10 ptipadech byla
vstupné prokazana CTC pozitivita a ve 22 pfipadech CTC negativita. Tti (13,6%) z pivodné
negativnich pacientek (3/22) byly pti kontrolnim odbéru pozitivni. V pribéhu terapie jsme pti
kontrolnim vySetfeni krve nedetekovali CTC u 9 (90%) z 10 vstupné CTC pozitivnich

pacientek viz obrazek 2.
4.5.2 DTC v prubéhu terapie

Opakované bylo vySetieno 21 pacientek na ptitomnost DTC. Z toho bylo 12 DTC
negativnich a 9 DTC pozitivnich. 41,7% (5/12) pacientek vstupné DTC negativnich bylo pfi
kontrolnim odbéru pozitivnich. U 2 pacientek (22%) pietrvaval pozitivni nalez v kostni dieni
pii kontrolnim odbéru v prabéhu terapie. U vétSiny pacientek (7/9, tj. 78%) s pozitivnim

vstupnim nalezem v kostni dieni doslo po 1écbé k vymizeni DTC z dien¢, viz obrazek 2.
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Obrazek 2 Srovnani nalezu CTC/DTC pred a po terapii
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DTC- diseminované nadorové buiiky

4.6 Monitorovani vyskytu DTC/CTC v pribéhu IéCby ve

skupiné pacientek s neoadjuvantni a adjuvantni terapii

V podskupiné pacientek indikovanych k neoadjuvantni chemoterapii bylo 29
pacientek. Odbér kostni dien¢ a periferni krve byl proveden pied zahdjenim neoadjuvantni
chemoterapie a po ukonceni neoadjuvantni 1é¢by. Vstupné jsme detekovali DTC u 11 z 29
(38%) pacientek a CTC u 5 z 29 (17%) pacientek. Po ukon¢eni neoadjuvance byl kontrolni
odbér proveden u 8 z 11 pacientek, u 2 pacientek pietrvavala pozitivita v kostni dfeni, 6
pacientek bylo negativnich.

Vstupni vysetfeni diené bylo DTC negativni u 18 pacientek (22%). Kontrolni odbér

byl v této skupiné proveden u 10 piipadu, z nichz 4 byly pozitivni a 6 negativnich. Opakovana
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analyza krve byla provedena u vSech 5 pacientek vstupné pozitivnich na ptitomnost CTC,
pozitivita byla zjisténa u 1 (20%) pacientky. Pacientek vstupné CTC negativnich bylo 24,
kontrolni odbér byl proveden u 16 z nich a ve 3 pfipadech byla prokazana pozitivita viz

obrazek 3.

Obrazek 3 Vyvoj CTC/DTC v podskupiné pacientek 1é¢enych neoadjuvantni terapii
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V operacnim nélezu bylo v této skupiné dle histologického vySetieni dosazeno
patologické kompletni remise (pCR) u 9 z 29 (31%) pacientek. Patologicka kompletni remise
korelovala s nizkym stupném diferenciace nadoru (8/9 mély grade 3) a triple negativitou (ER
negativni/PR negativni/HER-2 negativni) - 8 z 9 pacientek.

Vyskyt DTC a CTC nekorespondoval s odpovédi na 1é€bu. Nicméné toto zjiSténi
nebylo statisticky vyznamné.

Ve druhé skupiné bylo 21 pacientek indikovanych primarné k chirurgickému vykonu a

nasledné k adjuvantni systémové 1écbe. U 4 z 21 pacientek (19%) byly detekovany DTC v
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kostni dieni v dob¢ operace. CTC pozitivita byla zjisténa u 6 z 21 pacientek (29%) v dobé
primarniho chirurgického zakroku. Kontrolni analyza kostni dfené a krve byla provedena po
12 mésicich adjuvantni 1é¢by. Zatim jsme neprovedli kontrolni odbér u vSech pacientek, které

absolvuji adjuvantni terapii.

4.7 DTC/CTC u premenopauzalnich a postmenopauzalnich

pacientek

V naSem souboru jsme z celkového poétu 50 pacientek vysettili pouze 4 (8%)
postmenopauzalni pacientky. V téchto dvou skupinich pacientek nebyly pozorovany zadné
rozdily ve vyskytu DTC / CTC, viz tabulka 5. Nicméng, vysledek muze byt zatizen chybou v

dusledku malé velikosti souboru.

Tabulka 5 Vyskyt DTC/CTC u premenopauzalnich a postmenopauzalnich pacientek

premenopauzalni  postmenopauzalni p
pacientky, n =46  pacientky,n=4
CTC negativni, n (%) 36 (78 %) 3 (75 %) 0.674, NS
pozitivni, n (%) 10 (22 %) 1 (25 %)
DTC negativni, n (%) 31 (67 %) 4 (100 %) 0.508, NS
pozitivni, n (%) 15 (33 %) 0

NS, nesignifikantni
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5 Diskuse

Zkvalitnénim diagnostickych metod a 1écby se celkové piezivani pacientek s
karcinomem prsu v poslednich dekadach prodlouzilo. Standardné uzivany staging (TNM-
klasifikace) karcinomu prsu charakterizuje prognézu onemocnéni nedostate¢né, a to zejména
u pacientek s ¢asnym stadiem karcinomu prsu bez postizeni axilarnich uzlin, u kterych je
velice obtizné stanovit riziko relapsu a tudiz zvolit vhodnou formu terapie. Dle cetnych
vyzkumnych praci se predpoklada, Ze detekce diseminovanych nadorovych buné¢k (DTCs) v
kostni dfeni a cirkulujicich nadorovych bunék (CTCs) v periferni krvi mize poskytnout dalsi
informace vztahujici se k progndze onemocnéni a presnéji stratifikovat skupinu nemocnych.
Mikrometastazy jako nasledek disemina¢niho procesu jsou jen té¢Zko detekované standardnimi
zobrazovacimi a laboratornimi metodami. Pravé vyskyt mikrometastaz je po potencidlné
kurativnim opera¢nim zékroku pfi¢inou ¢asného relapsu onemocnéni. Systémova adjuvantni
terapie by méla byt pravé v piipadech pozitivni detekce DTCs a CTCs prostfedkem, kterym
metastatickému relapsu piedchazime.

V této praci jsme zkoumali diseminované nddorové buiiky v kostni dfeni a cirkulujici
nadorové bunky v krvi u 50 pacientek s ¢asnym karcinomem prsu. Zjistili jsme, ze U
pacientek v casné fazi onemocnéni, je mozné imunocytochemicky (ICC) stanovit DTCs v
kostni dfeni pfiblizn€ u 30% nemocnych. V zavislosti na detekénich metodach se DTCs
diagnostikuji v kostni dfeni dle udaji v literatute u 0% [5] az 100% [6] pacientek bez znamek
vzdalenych metastdz prokazatelnych béznymi postupy. Souhrnnd analyza velkého souboru
pacientek (4703 nemocnych) s karcinomem prsu stadii I, II a III imunocytochemicky
potvrdila pfitomnost DTCs v kostni dfeni u 30,6% nemocnych [7]. V soucasné dobé jsou k
dispozici dvé zakladni skupiny metod umoziujicich detekci DTCs ve dfeni, a to
cytologické/cytometrické postupy (na bazi monoklonalnich protilatek) a molekularni metody
[8-10].

Imunocytochemicka analyza je nejrozsifenéjsi cytologickou metodou, kterd umoznuje
izolaci a stanoveni poctu jednotlivych bunék [9]. Hlavni vyhodou cytologickych metod je
moznost znafeni izolovanych bunék monoklondlnimi protilatkami a jejich nasledna
morfologicka charakteristika, kterd ndm umoziuje stanovit velikost a tvar bunék, jakoz 1 urcit
vztah jadro-plazma. Na zaklad¢ uvedené charakteristiky lze odhadnout nelegitimni expresi

proteinu v bunkach kostni diené.
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Kromé¢ imunocytochemickych metod je dalsi Siroce uzivanou metodou molekularné
biologické stanoveni nukleovych kyselin, které umoziiuje detekci DTC na arovni jedné
buniky. Hlavni vyhodou molekularni detekce je téméf neomezend moznost primerd pro témet
jakykoliv gen. Populace nadorovych bun¢k u karcinomu prsu je velmi heterogenni, proto v
soucasnosti neexistuje univerzalni DNA marker pro primarni screening DTCs a doporucuje se
pouzit multimarkerovou analyzu [8,9].

Nase vysledky jsme korelovali s histopatologickymi a imunohistochemickymi
charakteristikami primarniho nadoru. Zjistili jsme, ze DTC pozitivita signifikantné korelovala
s velikosti priméarniho nadoru a infiltraci lymfatickych uzlin. Dale bylo zjisténo, ze DTC byly
prevazné detekovany u pacientek ER/PR negativnich a HER-2 pozitivnich. Nase vysledky
byly v souladu se zavéry studii Braun a kolektiv [7] a Wiedswang a kolektiv [11], které
potvrdily, ze pacientky s infiltraci kostni diené mély véEtsi primarni nddor, nizky stupeii
diferenciace nadoru, mély Castéji postizené axilarni lymfatické uzliny a negativni hormondlni
receptory (p <0,001 pro vSechny proménné). Na druhé strané nékteré studie neprokazaly
korelaci mezi ptitomnosti DTC a stddiem onemocnéni, pozitivitou uzlin, hormonélnim stavem
¢i HER-2 expresi [12-14].

Pro stanoveni CTC v periferni krvi jsme pouzivali diagnosticky test
AdnaTestBreastCancer. V nasem souboru byla CTC pozitivita prokdzana u 22% pacientek s
primarnim karcinomem prsu. Riizné pracovni skupiny potvrdily zachyt CTC v krvi v rozmezi
od 9% do 50%. Vysledek byl zavisly na pouzité detekéni metod¢ a klinickém stadiu nemoci
[15-19]. Dosud neni jednozna¢né prokazano, které z metod jsou vhodné&jsi do klinické praxe
pro monitorovani efektu terapie a pro predikci prognézy, zda detekce zalozena na RT-PCR
(naptiklad AdnaTestBreastCancer ™) nebo imunocytochemicka detekce (napfiklad systém
Cell-Search ™). Oba typy metod jsou zatizené pravdépodobnosti falesné pozitivity, jelikoz se
k detekci nejcastéji pouzivaji antigeny epitelialniho ptivodu a neexistuje specificky antigen,
ktery by identifikoval pouze nadorové buiiky rakoviny prsu. Toto téma zpracovava v literatuie
vice autort [20,21].

V dalsi analyze jsme srovnavali klinicko-patologickou charakteristiku nadoru a CTC
pozitivitu. Zjistili jsme, ze CTC pozitivita byla zastoupena u pacientek stejnomérné bez
ohledu na pritomnost ¢i nepfitomnost standardnich prognostickych a prediktivnich markerd,
jako je exprese ER, PR a HER-2. CTC pozitivita nekorelovala ani s velikosti nadoru ¢i
infiltraci axilarnich uzlin. Nase vysledky byly v souladu s pozorovanim pracovni skupiny
Krishnamurthy a kolektivu. Vysetfili celkem 92 pacientek s ¢asnym karcinomem prsu a k

detekci CTC pouzili CellSearch system. Pfitomnost CTCs v periferni krvi byla prokazana u
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13 ze 43 pacientek (30%) s nadorem stadia T1 a u 12 z 38 pacientek (32%) s nadorem stadia
T2. CTC pozitivita byla zastoupena u pacientek stejnomérné, bez ohledu na pfitomnost ¢i
nepfitomnost standardnich prognostickych a prediktivnich markert. Nebyl zjistén zadny
statisticky vyznamny rozdil mezi vyskytem CTC a poctem postizenych lymfatickych uzlin
nebo mezi piitomnosti mikrometastaz versus makrometastaz v lymfatickych uzlinach [13].

Na rozdil od ptfedchozich zjisténi Krishnamurthy a nasich zjisténi, Fehm a kolektiv
vyhodnotili CTCs v krvi u 431 pacientek s primarnim karcinomem prsu a prokazali, ze
pritomnost CTCs vyznamn¢é Koreluje s postizenim lymfatickych uzlin (p = 0,04), ER (p =
0,05) a PR negativitou (p = 0,01). Nejvyssi zachyt CTCs byl zejména u triple negativnich
pacientek, dale nasledovaly pacientky s ER pozitivnim a/nebo PR pozitivnim nadorem (30%
vs. 13%, p=0,01). Zadné CTCs nebyly detekovany v podskuping HER-2 pozitivnich
nemocnych [22].

V nasi studii jsme soucasné detekovali CTCs v krvi a DTCs v dfeni pouze u 2/50
pacientek (4%) s primarnim karcinomem prsu. Klinicko-patologické vlastnosti téchto 2
pacientek se vyznamné neliSily od charakteristik nemocnych, u kterych byla stanovena
samostatné bud’ CTC nebo DTC pozitivita, nebo od pacientek bez prikazu minimalni
rezidudlni nemoci. Neprokdzani zavislosti mezi CTCs a DTCs a mezi CTCs a standardnimi
prognostickymi a prediktivnimi markery v nasi studii zvySuje pravdépodobnost teorie o
nezavislém zpiisobu Sifeni nadorovych bunék do vzdalenych organti. Doba sledovani byla v
naSem souboru dosud velmi kratka, a proto jsme v této praci nemohli hodnotit vyskyt
CTCs/DTCs v zavislosti na celkovém pieziti. Nicméné mame v planu dal$i sledovani
pacientek a naslednou analyzu ziskanych dat.

Nase vysledky nejsou v souladu se zjisténim Piergy a kolektivu [17], ktery nasel
korelaci mezi vyskytem diseminovanych nadorovych bunék v kostni dfeni a cirkulujicich
nadorovych bungk v periferni krvi u pacientek s primarnim a metastatickym karcinomem
prsu. Nepozorovali v§ak kompletni shodu mezi ptitomnosti CTCs v krvi a DTCs v kostni
dfeni. Moznym vysvétlenim téchto vysledk je teorie, Ze krev je pouze docasnym prostiedim
pro diseminované bunky v pribéhu Sifeni. CTCs piezivaji v cirkulaci jen kratkou dobu [23] a
ne vSechny uvolnéné nadorové buiiky jsou schopné vytvofit sekundarni nadorové lozisko
vV novém prostfedi hostitelského organizmu, jako je napiiklad osidleni kostni diené. Na
zéklad€ zjisténi klinickych studii u pacientek s nemetastazujicim karcinomem prsu se
doporucuje monitorovat hladiny CTCs v krvi i DTCs v dfeni s cilem ziskat vice informaci 0

rozsahu onemocnéni.
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V nasi studii jsme pouzili analyzu DTCs/CTCs pro sledovani efektu neoadjuvantni
chemoterapie u malé skupiny pacientek (29 pacientek). Nezjistili jsme Zzaddnou signifikantni
korelaci mezi vyskytem DTCs/CTCs a odpovédi na primarni neoadjuvantni terapii. Také jsme
pozorovali vyskyt CTCs u pacientek, které byly ptivodné CTC negativni, coz naznacuje teorii,
7ze CTC se mohou uvolnovat do ob&hu ze vzdalenych organid [24]. Uvedeny stav muze byt
zpusoben také falesné negativnim vysledkem pii vstupnim vysetfeni CTCs nebo skutecnosti,
ze tyto bunky prezivaji v cirkulaci kratkou dobu.

Na druhé strané jsme identifikovali skupinu pacientek, které byly vstupné CTC
pozitivni, a pii kontrolnim odbéru jsme zjistili negativni nalez v Krvi, coz mizeme vysvétlit
cytotoxickym efektem chemoterapie v uvedené podskupiné pacientek. Rovnéz zménu nalezu
z DTC negativniho na DTC pozitivni Ize vysvétlit pfitomnosti nizkého poctu DTC, které jsou
rezistentni k terapii (bud’ pod, nebo nad detekénim limitem) a které budou pii dalsim
kontrolnim odbéru perzistovat ve difeni. Pfedchozi zjisténi naznacuji, Ze DTCS/CTCs jsou
relativné odolné vuci chemoterapii, pravdépodobné v disledku jejich nizkého proliferaéniho
potencialu [25,26]. Vétsina DTCs/CTCs se nachazi v neproliferativni fazi, ktera vykazuje
absenci exprese nuklearniho proteinu Ki-67, jez je asociovana s buné¢nou proliferaci [16].

Zajimavé je, Ze pouze polovina pacientl s pozitivitou DTC relabuje v prubéhu deseti
let od diagnozy, zbyvajici polovina zlstava bez znamek nemoci [7]. Na druhou stranu, tento
spici (dormantni) stav DTCs/CTCs miize byt také pii¢inou nedostate¢né ucinnosti adjuvantni
chemoterapie na odstranéni téchto bunék u pacientek s vysoce rizikovym karcinomem prsu
[27]. K transformaci nadorovych bun¢k z klidové faze do stadia metastazy mohou piispét jak
zmény v samotnych DTCs/CTCs, naptiklad dalS$i mutace, tak i1 snizeni imunologického
dozoru nebo zvyseni angiogenetického potencialu v okolnim mikroprostiedi [28,29]. Nicméné
dosud neni objasnéno, za jakych podminek dochéazi k probuzeni dormantnich bunék.

Nase vysledky jsou v souladu s dosud publikovanymi zavéry nékolika studii, které
neprokazaly korelaci mezi pietrvavajici DTC/CTC pozitivitou a odpovédi na terapii
[20,30,31]. Naproti tomu, Hayes a kolektiv zjistili, ze vyskyt CTCs v periferni krvi u pacientd
S metastatickym karcinomem prsu kdykoli béhem 1é¢by piimo hodnoti odpovéd na lécbu bud’
ve smyslu prokazané efektivity, nebo selhani terapie [32]. CTC se tedy jevi jako lepsi metoda
k monitoraci odpovédi na terapii nez dosud pouzivané zobrazovaci metody [33,34].

Patologickd kompletni remise (pCR) po neoadjuvantni chemoterapii je definovana
jako neptitomnost nadorovych bunék s moznosti rezidualniho nadoru in situ v histologickém
hodnoceni operacniho preparatu po neoadjuvantni 1écbé. Tento nélez je spojen s vyraznym

zlepSenim obdobi bez nemoci a celkovym piezitim pacienti.
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V nasi studii dosahlo 31% pacientek patologické kompletni remise a neprokazali jsme
u nich korelaci pCR s vyskytem DTCs po neadjuvantni chemoterapii. Nase vysledky jsou v
korelaci s analyzou pracovni skupiny Beckera a kolektivu, ktera vySetiila 120 pacientek
podstupujicich primarni systémovou 1€cbu, a zjistila, ze 1 pies dosazeni patologické kompletni
remise perzistoval pozitivni DTC nalez v kostni dieni [25]. Obdobné vysledky publikovala i
jind pracovni skupina, kterd sledovala 154 pacientek a potvrdila pfitomnost DTCs v kostni
dieni u 10 z 24 pacientek, které dosahly patologické kompletni remise [35]. Pierga a kol. v
souboru 118 pacientek s lokaln¢ pokrocilym karcinomem prsu pozoroval, ze po ukonceni
neoadjuvantni chemoterapie pietrvavala ptitomnost CTCs v krvi. Pozitivni CTC nalez vsak
nekoreloval s odpovédi na 1é¢bu, ale ukazal se jako nezavisly prognosticky faktor ¢asného
relapsu onemocnéni [31]. Patologickd kompletni remise byla signifikantné¢ asociovand s
nizkym stupném diferenciace a triple negativitou. Uvedené vysledky jsou v souladu s
némeckou studii GeparQuattro. Studie byla zaméfena na detekci CTCs v periferni krvi pred
zahajenim neoadjuvantni chemoterapie a po jejim ukonceni. Zjistila, Zze u 20 pacientek (15%)
vstupné CTC pozitivnich byl kontrolni odbér krve po ukonceni 1é¢by jiz negativni. Zatimco
11 pacientek (8,3%) bylo po terapii CTC pozitivnich, av§ak pied 1é¢bou u nich CTCs nebyly
prokazany. CTC nalez nekoreloval s charakteristikami primarniho naddoru. Nebyl zji§tén ani

zadny vztah mezi odpovédi na neoadjuvantni chemoterapii a vyskytem CTCs [36].
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6 Zavery

Karcinom prsu je v Ceské republice kazdoro¢nd nové diagnostikovan u 7000 Zen
vSech vékovych kategorii. I pies nartstajici incidenci zhoubnych nédori prsu lze od poloviny
90. let 20. stoleti sledovat pokles mortality na toto onemocnéni diky screeningovym
programiim a novym moznostem diagnostiky a onkologické 1écby. Nadory prsu jsou
morfologicky a geneticky velmi heterogenni onemocnéni. Genové profilovani karcinomu prsu
pomoci DNA cipt vedlo ke zméné v chapani karcinomu prsu a na molekularni trovni
ukazalo, ze se jedna o slozitou nosologickou jednotku. Molekularni rozmanitost nadorti prsu
je dnes podkladem pro volbu lécebné strategie, v niz se mohou uplatnit také nové postupy
cilené terapie. Diky moznostem moderni 1é¢by patii dnes karcinom prsu k nejlépe 1é¢itelnym
solidnim nddorm. Vyuziti detekce vyskytu diseminovanych nadorovych bunék v kostni dfeni
a cirkulujicich naddorovych bun¢k v periferni krvi u ¢asného karcinomu prsu je pokusem
implementovat moderni diagnostické technologie do klinické praxe.

V nasi praci jsme se zaméfili na izolaci a detekci diseminovanych nadorovych bunék v
kostni dfeni a cirkulujicich nadorovych bunék v periferni krvi u pacientek s casnym

karcinomem prsu.

Z vysledku predkladané prace vyplyvaji tyto zavéry:

e Vyskyt DTC v kostni dfeni jsme pomoci imunocytochemické analyzy stanovili
pfiblizn€ u 30% pacientek. Pro stanoveni CTC v periferni krvi jsme pouZivali
diagnosticky test AdnaTestBreastCancer zaloZzeny na principu RT-PCR. CTC
pozitivita byla prokazana u 22% pacientek s primarnim karcinomem prsu.
NaSe zjisténi dokazuji, Ze pouzit¢é metody stanoveni DTC/CTC piindseji
vysledky konzistentni se zavéry dosavadnich klinickych studii, av§ak dosud
neni jednoznacné prokazano, které z metod jsou vhodngjsi pro pouziti v
klinické praxi.

e Studie potvrdila, Ze DTC pozitivita signifikantn€ korelovala s velikosti
primdrniho nddoru a infiltraci lymfatickych uzlin. DTC byly ptevazné
detekovany u pacientek ER/PR negativnich a HER-2 pozitivnich. CTC

pozitivita nekorelovala ani s velikosti nadoru ¢i infiltraci axilarnich uzlin. Az
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dalSi analyza po péti letech by méla pfinést informaci o prognostickém a
prediktivnim vyznamu DTC/CTC.

e Nebyla prokazana zavislost mezi CTC v krvi a DTC v kostni dfeni. Poznatky z
nékterych studii ukazuji, Ze infiltrace diené je Castéjsi. Moznym vysvétlenim je
fakt, ze dien je cilovym organem pro DTC, kdezto vysSetieni CTC je jenom
informaci o momentalnim stavu procesu diseminace nadoru. Zda se tedy, ze
vysetfeni DTC ma vétsi prognostickou véahu nez vysetfeni CTC u pacientek s
¢asnym karcinomem prsu.

e Vyskyt DTC/CTC nekoreloval s odpovédi na primarni neoadjuvantni terapii.
Vysledky vSak nebyly statisticky vyznamné. Zatim jsme neprovedli kontrolni
odbér u vSech pacientek, které absolvuji adjuvantni terapii, proto uvedenou

skupinu jesté nelze hodnotit.

Zavérem mozno fici, ze moznosti zlepSeni terapeutickych vysledkid prostiednictvim
soucasné systémové 1écby jsou ziejmé jiz znacn€ omezeny. K prilomu v 1é€bé vSech nadort
véetné karcinomu prsu je nezbytné pochopeni klicovych molekuldrnich mechanizmii
vedoucich ke vzniku malignich onemocnéni. Dals§i vyzkum a podrobnd molekuldrni
charakteristika DTC/CTC prostfednictvim genomové amplifikace a popisu expresniho profilu
jednotlivych nadorovych bunék muize byt uZzitetna pro lepsi pochopeni molekularnich
mechanismt vedoucich k tvorbé metastaz, ke zlepSeni a individualizaci strategie 1é¢by a k

objasnéni rezistence na terapii.
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