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Streszczenie: Odłączanie od guza pierwotnego i migracja krążących komórek nowotworowych jest 
główną przyczyną tworzenia przerzutów i śmierci. Identyfikacja i monitorowanie liczby tych komórek 
we krwi obwodowej i/lub szpiku kostnym ma potencjał prognostyczny w raku piersi, jelita grubego, 
prostaty, dróg moczowych oraz żołądka. Detekcja CTC we krwi obwodowej może być przeprowadza-
na technikami opartymi na ich właściwościach biologicznych, cechach fizycznych oraz charakterystyce 
molekularnej. Stosując różne techniki wzbogacania i detekcji CTC wykrywane są ich różne subpopulac-
je, potwierdzając tym samym heterogenny charakter tych komórek. Uwzględniając proces transformacji 
mezenchymalno-nabłonkowej, techniki wykrywania krążących komórek nowotworowych powinny być 
zdolne do rozpoznawania zarówno komórek EpCAM+, jak i EpCAM-, co stwarza potrzebę znalezienia 
nowych markerów, których ekspresja nie ulega obniżeniu podczas tego procesu. Stosowanie kombinacji 
markerów nabłonkowych i mezenchymalnych w celu eliminacji tego problemu, stwarza możliwość lep-
szej charakterystyki zdolności przeżycia, migracji i osiedlania CTC w odległych narządach. Niemniej, 
rozróżnienie żywych CTC od martwych jest dla diagnozy i rozwoju terapii spersonalizowanej kluczową 
kwestią, jako że wyłącznie żywe komórki są w stanie utworzyć przerzut. Metoda EPISPOT umożliwia 
takie zróżnicowanie. Opiera się ona na detekcji nie tyle komórek, co ich produktów, zgodnie z założeni-
em, że zdolność komórki do produkcji, sekrecji i aktywnego wydzielania białek jest dowodem jej żywot-
ności. Technika EPISPOT została z powodzeniem wdrożona u pacjentów z rakiem piersi, stercza oraz 
jelita grubego. Optymalne wydaje się połączenie metody EPISPOT wskazującej unikalny “odcisk palca” 
pojedynczej, żywej komórki nowotworowej z następującą analizą molekularną tych komórek.

Słowa kluczowe: krążące komórki nowotworowe, przerzut, metody izolacji i identyfikacji CTC, 
EPISPOT

Summary: Detaching from tumor and invading blood vessels by circulating tumor cells are the most im-
portant steps leading to metastasis and cancer death. Identification of CTC and monitoring their numbers 
in blood and/or bone marrow has a prognostic value in breast, colorectal, urothelial and stomach cancer. 
CTC detection techniques are based on their biological and physical properties or molecular character-
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istics. By applying various technologies to enrich and detect CTC different subpopulations could be de-
tected, confirming their heterogeneity. Taking into account possible epithelial to mesenchymal transition, 
CTC detection techniques should be able to detect both, EpCAM+ and EpCAM- cells thus, new markers 
that are not downregulated during this process are urgently needed. Using combination of epithelial and 
mesenchymal markers can eliminate this problem, enabling better characterization of survival, migration 
and formation of metastasis in distant organs. However, distinguishing between viable and apoptotic 
cells is of great importance for diagnosis and personalized therapy, as only viable cells are able to form 
metastasis. EPISPOT enable such a discrimination in accordance with theory that secretion, shedding or 
active release of specific marker proteins are features of viable cells. EPISPOT was successfully applied 
to blood samples of patients with breast, prostate and colorectal cancer. The EPISPOT technology reveal-
ing a unique “fingerprint” of single viable tumor cell followed by molecular analysis of these tumor cells 
seems to be the best solution.

Key words: circulating tumor cells, metastasis, CTC detection and isolation methods, EPISPOT

WSTĘP

Rozprzestrzenianie komórek może być zarówno zjawiskiem prawidłowym 
i niezbędnym, jak w przypadku komórek trofoblastu odpowiadających za prawi-
dłową implantację i morfogenezę zarodka [26], jak i tworzącym przerzuty nowo-
tworowe i być główną przyczyną śmierci [49]. Pod pojęciem przerzutu rozumiemy 
przemieszczanie się komórek nowotworowych z ogniska pierwotnego do innych, 
oddalonych nieraz znacznie, narządów. Głównymi etapami tego procesu są: zmia-
ny na poziomie molekularnym i wzrost komórek guza, angiogeneza, odłączanie się 
komórek od guza, transformacja nabłonkowo-mezenchymalna (EMT), przedosta-
nie się do naczyń krwionośnych i transport, opuszczenie naczyń w miejscu docelo-
wym, transformacja mezenchymalno-nabłonkowa (MET), osiedlenie w narządzie, 
formowanie guza i jego wzrost (ryc.1). 

RYCINA 1. Uwalnianie komórek z guza pierwotnego: proliferacja i angiogeneza, inwazja, transport 
w naczyniach krwionośnych, opuszczenie naczyń krwionośnych, zajęcie narządu, wzrost guza (zmo-
dyfikowano wg. FIDLER IJ. The pathogenesis of cancer metastasis: the ‘seed and soil’ hypothesis 
revisited. Nat Rev Cancer 2003; 3: 453-458 [21])
FIGURE 1. Detachment of cells from primary tumor: proliferation and angiogenesis, invasion, trans-
port in capillaries, extravasation, arrest in organ, proliferation and tumor growth (modified according 
to FIDLER IJ. The pathogenesis of cancer metastasis: the ‘seed and soil’ hypothesis revisited. Nat Rev 
Cancer 2003; 3: 453-458 [21])
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Wybór miejsca docelowego tworzenia przerzutu jest procesem słabo pozna-
nym, uważa się jednak, że ważną rolę odgrywają w nim wydzielane przez narząd 
specyficzne dla niego cząsteczki, chemokiny, które zwabiają komórki w swoje są-
siedztwo oraz białka błonowe (np. receptory) komórek śródbłonka tych narządów 
[21]. Wśród pacjentów z rakiem piersi, okrężnicy oraz czerniakiem 20-30% wyka-
zuje obecność przerzutów w momencie diagnozy, co sugeruje, że do ich powsta-
nia dochodzi już na wczesnych etapach rozwoju choroby a proces ten może mieć 
charakter utajony [23]. Szacuje się, że zaledwie 15% komórek guza uwalnianych 
do krwioobiegu przeżywa w nim dłużej niż 5 minut [11]. Komórki giną w wyniku 
śmierci apoptotycznej zwanej anoikis, wynikającej z braku możliwości połączenia 
z innymi komórkami. Procent komórek zdolnych do podjęcia wzrostu w odległych 
narządach, angiogenezy i rozwoju w makroprzerzuty jest znacznie niższy, gdyż 
zdecydowana większość tych komórek jest usuwana przez system odpornościowy 
(np. fagocytoza, efekt cytotoksyczny) [27]. Jednakże, komórki oporne na powyższe 
zjawiska mogą zasiedlić inne narządy lub pozostawać w uśpieniu latami ze wstrzy-
manym cyklem komórkowym, a drobny czynnik zaburzający równowagę pomię-
dzy proliferacją i apoptozą może skutkować rozwojem lub regresją guza [8].

Komórki migrujące z guza pierwotnego i przemieszczające się do nieraz od-
ległych narządów nazywamy krążącymi komórkami nowotworowymi. Obecnie 
w terminologii pojawia się wiele określeń tych komórek. Najpowszechniejszy – 
CTC (ang. Circulating Tumor Cells) oznacza komórki, znajdujące się w naczyniach 
krwionośnych bądź limfatycznych. Natomiast DTC (ang. Disseminated Tumor 
Cells) oraz ITC (ang. Isolated Tumor Cells), to komórki znajdujące się w narzą-
dach, szpiku kostnym i węzłach chłonnych (6). Jednak źródłem przerzutów nie 
są wyłącznie pojedyncze komórki nowotworowe obecne w krążeniu. Mogą się 
one przemieszczać również w formie agregatów CTM (ang. Circulating Tumor  
Microembrioli) w procesie zwanym „kolektywną” migracją. Szacuje się, że w tej 
formie komórki nowotworowe o charakterze nabłonkowym mają większe szanse na 
przeżycie, proliferację i tworzenie przerzutów w odległych narządach [12]. W ich 
przypadku nie jest konieczne pokonanie ściany naczynia krwionośnego aby dostać 
się do narządu docelowego. Przytwierdzają się one do ścian tętniczek i naczyń wło-
sowatych a następnie intensywnie proliferując prowadzą do uszkodzenia ściany na-
czynia i zasiedlenia narządu [6]. Dlatego obecność CTM we krwi jest utożsamiana 
z wysokim potencjałem do tworzenia przerzutów [22]. Co więcej, w wyniku apo-
ptozy i nekrozy krążących komórek nowotworowych do krwiobiegu przedostają 
się ich składniki wewnątrzkomórkowe, tj. fragmenty komórek (endosomy, ciałka 
apoptotyczne), DNA czy fragmenty chromatyny, zwane CTMat (ang. Circulating 
Tumor Materials). Jako, że komórki ulegają ciągłemu odrywaniu z guza pierwot-
nego oraz rozpadowi, wyżej wymieniony materiał może stanowić niezależne źró-
dło informacji o chorobie przerzutowej i ułatwiać jej monitorowanie [46]. Żaden 
z powyższych terminów nie powinien być utożsamiany z mikroprzerzutami MIC  
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(ang. Micrometastases), czyli komórkami zasiedlającymi narząd po wcześniej-
szej wstępnej proliferacji. Ich rozmiar nie przekracza 0.2 cm a ich diagnostyka 
jest możliwa wyłącznie przy zastosowaniu technik histologicznych. MIC mogą 
się rozwijać w narządach zarówno z pokonujących ścianę naczynia krwionośnego 
CTC, jak i z proliferujących i przerywających ją CTM [27, 35].

Wykazano, że identyfikacja i monitorowanie liczby krążących komórek nowo-
tworowych we krwi obwodowej i/lub szpiku kostnym ma potencjał prognostyczny 
w raku piersi [24], jelita grubego [14], prostaty [17], dróg moczowych oraz żołądka 
[30]. Zatem oczekiwania względem zastosowania tych komórek jako łatwo dostępnej 
płynnej biopsji są wysokie. Umożliwiłoby to ocenę potencjału do tworzenia przerzu-
tów i wystąpienia choroby resztkowej, monitorowanie rezultatów terapii, szybką oce-
nę trafności leczenia oraz oszczędziło pacjentom efektów ubocznych nietrafionej tera-
pii (zastosowanie terapii spersonalizowanej) [9]. Heterogenność raków oraz rzadkość 
krążących komórek nowotworowych wymaga ciągłego ulepszania i ujednolicania 
technik ich detekcji. Nie jest to proste zadanie, ponieważ CTC występujące w bardzo 
małych ilościach nie podlegają tradycyjnym barwieniom immunocytochemicznym 
ani ocenom mikroskopowym. Jak dotąd detekcja CTC nie stała się rutynowym ba-
daniem, ponieważ w wielu badaniach klinicznych nie zaobserwowano zależności 
statystycznej pomiędzy ilością CTC i stadium zaawansowania choroby. Przyczyną 
tych rozbieżności są najprawdopodobniej różnice techniczne i metodologiczne po-
między różnymi technikami oraz rozbieżności w sposobie przygotowania próbki. 
Inną przyczyną może być fakt, że antygeny nabłonkowe, tj. EpCAM (ang. Epithelial 
Cell Adhesion Molecule), E-kadheryny oraz cytokeratyny podczas EMT mogą ulegać 
nawet całkowitemu zanikowi a w ich miejsce pojawiać się markery mezenchymalne, 
tj. wimentyna czy N-kadheryny [36, 51]. Z kolei antygeny mezenchymalne są też 
obecne na innych komórkach pochodzenia mezenchymalnego, tj. leukocyty, dlatego 
zarówno antygeny nabłonkowe jak i mezenchymalne nie mogą być podstawą detekcji 
CTC [35]. Stwarza to potrzebę znalezienia nowych markerów, których ekspresja nie 
ulega obniżeniu podczas tego procesu. Przykładem może być plastyna-3, która zosta-
ła ostatnio zastosowana jako marker prognostyczny w raku jelita grubego. Ulega ona 
również ekspresji w innych rakach, włącznie z rakiem piersi i dlatego może stać się 
użytecznym markerem w detekcji CTC [50].

TECHNIKI IZOLACJI I IDENTYFIKACJI CTC

Detekcja CTC/DTC we krwi obwodowej może być przeprowadzana techni-
kami opartymi na ich właściwościach biologicznych (ekspresja białek powierzch-
niowych, żywotność, przerzutowość), cechach fizycznych (rozmiar, gęstość, ładu-
nek elektryczny, zmiana kształtu) oraz charakterystyce molekularnej [42]. 
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Detekcja na bazie ekspresji cząsteczek powierzchniowych komórek znalazła 
szerokie zastosowanie w technikach wykorzystujących znakowanie „magnetyczne” 
(CellSearch, MagSweeper, AdnaTest), urządzenia mikrofluidyczne (CTC-chip), 
podłoża nanostrukturalne (Nano Velcro), cytometrię przepływową (LSC, FAST) 
oraz w testach in vivo (Gilupi CellCollector).

Jak dotąd jedynym systemem zaaprobowanym przez amerykańską Agencję ds. 
Żywności i Leków (ang. Food and Drug Administration, FDA) do celów diagnostycz-
nych jest CellSearch® (Veridex LLC). Opiera się on na selekcji pozytywnej komórek 
EpCAM+ poprzez zastosowanie „magnetycznych” kulek pokrytych przeciwciałami 
anty-EpCAM a następnie ich identyfikacji na podstawie obecności CK 8, 18 i/lub 19 
przy jednoczesnym braku markera leukocytarnego – cząsteczki CD45 [37].

Innym testem wykorzystującym system znakowania żelazem i izolacji „magne-
tycznej” oraz ekspresję cząsteczki EpCAM jest MagSweeper stworzony na uni-
wersytecie Stanforda. Kulki magnetyczne pokryte przeciwciałami inkubowane są 
z krwią pacjenta a następnie wyłapywane z mieszaniny za pomocą magnetycznych 
pręcików omiatających kolistymi ruchami zawartość naczynia. Związane komórki 
uwalniane są z magnesu po usunięciu z pola magnetycznego [44]. 

Ciekawym połączeniem technik magnetycznych oraz molekularnych jest  
AdnaTest (AdnaGen®). Oprócz możliwości zastosowania szerokiego spektrum 
przeciwciał specyficznych dla komórek raka piersi, prostaty, okrężnicy, jajnika jak 
również komórek ulegających procesowi EMT oraz komórek macierzystych, tech-
nika umożliwia analizę genów związanych z procesem nowotworzenia, tj. HER2, 
EpCAM czy MUC1 na poziomie mRNA w oparciu o technikę RT-PCR [53]. 

Wśród systemów mikrofluidycznych można wymienić CTC-chip [29], HB-chip 
(Herringbone-Chip) [43], Nano-Velcro [48] oraz HTMSU (High-Throughput Micro-
sampling Unit) [19]. Zaletą tych technik jest duża powierzchnia styku komórek krwi 
z przeciwciałami, skutkująca wydajnością wychwytu ≥60%.

LSC (ang. Laser Scanning Cytometry), będąca modyfikacją cytometrii przepływo-
wej umożliwia korelację fluorescencji (np. panel CK i sygnał z jądra komórkowego) 
z morfologią komórek (wielkość, stosunek jądra komórkowego do cytoplazmy) oraz 
wielokrotność pomiarów przy zastosowaniu różnych barwników [32]. Oznaczenia są 
szybkie, ilościowe, umożliwiają jednoczesną analizę wielu parametrów oraz rozróż-
nienie komórek żywych od apoptotycznych. Jednak niska czułość i wymagana duża 
objętość krwi doprowadziła do wprowadzenia technologii FAST (ang. Fiber-optic 
Array Scanning Technology), umożliwiającej szybkie skanowanie do 3x105 komórek 
na sekundę i pozwalającej wykryć fluorescencyjnie wyznakowane CTC bezpośred-
nio na szkiełku podstawowym, bez konieczności ich izolacji. Korelacja wszystkich 
czynników zapewnia wykrywalność CTC tą metodą na wysokim poziomie 86% [25].

Wśród technik bazujących na właściwościach fizycznych separowanych ko-
mórek z krwi obwodowej wymienia się: wirowanie w gradiencie gęstości oraz 
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separację na porowatych membranach – OncoQuick® (Grenier BioOne) [38], 
mikrofiltrację (ang. Isolation by Size of Epithelial Tumor Cells, ISET) [47], urzą-
dzenia mikrofluidyczne [45] oraz dielektroforezę, wykorzystującą właściwości 
elektryczne CTC, poruszających się pod wpływem niejednorodnego pola elek-
trycznego [7].

Wszystkie powyższe techniki izolacji lub detekcji CTC prowadzone są in vitro, 
tzn. w ograniczonej do kilku mililitrów próbce krwi. Technika in vivo natomiast, opie-
ra się na zastosowaniu detektora (CellCollector, Gilupi GmbH) pokrytego przeciwcia-
łami anty-EpCAM. Detektor umieszczony na okres 30 minut w żyle przedramienia 
ma styczność z co najmniej 1,5-3 litrów krwi a wychwycone komórki są następnie 
analizowane pod kątem obecności cytokeratyn i markerów charakterystycznych dla 
różnych nowotworów przy jednoczesnym braku markerów leukocytarnych [40].

EPISPOT

Wyłącznie żywe komórki CTC są w stanie utworzyć przerzut, natomiast wspo-
mniane techniki wykrywania CTC/DTC bazujące głównie na reakcjach immunopo-
winowactwa czy metodach biologii molekularnej (np. RT-PCR) nie pozwalają od-
powiedzieć na pytanie czy komórka jest żywa czy martwa. Metoda EPISPOT (ang. 
EPithelial ImmunoSPOT), która  jest modyfikacją techniki ELISPOT (ang. Enzyme-
-Linked ImmunoSPOT) umożliwia takie zróżnicowanie [1]. Opiera się ona na detekcji 
nie tyle komórek, co ich produktów, zgodnie z założeniem, że zdolność komórki do 
produkcji, sekrecji i aktywnego wydzielania białek jest dowodem jej żywotności [33].

ETAPY PROCEDURY:

Wzbogacenie

CTC są obecne we krwi w bardzo małej liczbie jednej komórki na miliony 
komórek krwi, niezbędne jest więc ich zagęszczenie. Tzw. wzbogacanie może być 
oparte na wielu fizycznych i biologicznych właściwościach komórek CTC. Więk-
szość technik wykorzystuje marker komórek nabłonkowych – antygen EpCAM, 
jednakże uwzględniając możliwy proces EMT pożądane są techniki rozpoznają-
ce również komórki EpCAM-negatywne. Test EPISPOT najczęściej jest łączony 
z wzbogacaniem opartym na deplecji komórek CD45+ z zastosowaniem systemu 
RosetteSep (StemCell Technology), pozwalającego na analizę również komórek 
EpCAM- (ryc. 2a) [1].
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Zasada reakcji

Reakcja opiera się na pokryciu błon nitrocelulozowych przeciwciałem przeciw-
ko poszukiwanemu białku. Następnie na każdy dołek płytki wysiewane są wzboga-
cone wcześniej komórki i hodowane przez 24-48h. Podczas tej inkubacji dochodzi 
do bezpośredniego wiązania produktów białkowych przez przeciwciała pokrywa-
jące błonę. Po upływnie czasu inkubacji komórki są wypłukiwane a produkt biał-
kowy wykrywany przez zastosowanie kolejnego przeciwciała koniugowanego 
z fluorochromem. Sygnały są zliczane pod mikroskopem fluorescencyjnym według 
zasady – jeden pozytywny sygnał odpowiada jednej żywej, produkującej białko 
markerowe komórce CTC/DTC (ryc. 2b). EPISPOT jest techniką zarówno ilościo-
wą (sygnały są zliczane), jak i jakościową (analizowane białka są znanymi marke-
rami guzów litych, umożliwiając charakterystykę fenotypową CTC/DTC). Zaletą 
testu jest możliwość stosowania więcej niż jednego przeciwciała znakowanego róż-
nymi barwnikami, czyli detekcji dwóch a nawet kilku produktów białkowych [1].

RYCINA 2. Procedura techniki EPISPOT: a) wzbogacanie oparte o deplecję komórek CD45+ b) ho-
dowla komórek i barwienie ich związanych na membranie produktów (zmodyfikowano wg. ALIX�-
-PANABIERES C. EPISPOT Assay: Detection of Viable DTCs/CTCs in Solid Tumor Patients. Recent 
Res Cancer Res 2012; 195: 69-76 [1])
FIGURE 2. EPISPOT assay procedure: a) enrichment via depletion of CD45+ cells b) cell culture and 
immunostaining of secreted proteins caught on the membrane (modified according to ALIX-PANA-
BIERES C. EPISPOT Assay: Detection of Viable DTCs/CTCs in Solid Tumor Patients. Recent Res 
Cancer Res 2012; 195: 69-76 [1])
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Żywe komórki podczas hodowli in vitro produkują badane białko, co pozwala na 
uzyskanie pozytywnego sygnału reakcji. Dzięki temu test nie wykrywa niezdolnych 
do tego martwych komórek [2]. W celu udowodnienia skuteczności testu, przepro-
wadzono testy pokazujące, że tylko funkcjonalne CTC/DTC są zdolne do produkcji 
białka i dawania pozytywnych sygnałów reakcji. Dodatek brefeldyny A spowodo-
wał zablokowanie transportu w aparacie Golgiego i kumulację białek w siateczce 
śródplazmatycznej. Z kolei cykloheksymid całkowicie zablokował biosyntezę bia-
łek. W obu przypadkach wykazano brak sygnału reakcji (ryc. 3). Kolejną zaletą 
testu jest fakt, że rozmiar sygnału z produktu białkowego jest znacznie większy od 
rozmiaru samej komórki, ułatwiając rozróżnienie pozostałej na membranie martwej 
komórki nowotworowej i produktu komórki żywej po 48h hodowli [1].

RYCINA 3. Zahamowanie syntezy białek w teście EPISPOT: a) kontrola z medium zawierającym 
czynniki wzrostu (intensywna synteza białka) – sygnały pozytywne reakcji, b) dodatek cykloheksymi-
du (inhibicja syntezy białek) oraz c) dodatek brefeldyny A (zahamowanie transportu wyprodukowa-
nych białek w aparacie Golgiego i kumulacja w siateczce śródplazmatycznej) – brak sygnałów reakcji 
(zmodyfikowano wg. ALIX-PANABIERES C. EPISPOT Assay: Detection of Viable DTCs/CTCs in 
Solid Tumor Patients. Recent Res Cancer Res 2012; 195: 69-76 [1])
FIGURE 3. Inhibition of protein secretion in EPISPOT assay: a) control with enriched culture me-
dium (intensive production of proteins) – positive signal of the reaction b) addition of cycloheximide 
(inhibition of protein biosynthesis in vitro) and c) addition of brefeldin A (inhibition of transport in 
Golgi, proteins accumulation inside the endoplasmic reticulum) – inhibition of immunospots forma-
tion (modified according to ALIX-PANABIERES C. EPISPOT Assay: Detection of Viable DTCs/
CTCs in Solid Tumor Patients. Recent Res Cancer Res 2012; 195: 69-76 [1])
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ZASTOSOWANIE KLINICZNE

Technika EPISPOT została z powodzeniem wdrożona u pacjentów z rakiem 
piersi, stercza oraz jelita grubego.

Według danych WHO ponad milion kobiet rocznie zapada na raka piersi [15], 
który w 2014 roku stanowił 15% wszystkich zgonów spowodowanych nowotwora-
mi [41]. Pomimo stosowania nowych form leczenia, tj. przeciwciała monoklonalne 
przeciwko receptorowi ludzkiego naskórkowego czynnika wzrostu (HER2) – tra-
stuzumabu, czy inhibitora kinazy tyrozynowej receptora naskórkowego czynnika 
wzrostu –  lapatinibu, ok. 30% kobiet zdiagnozowanych we wczesnym stadium raka 
rozwija przerzuty, które są praktycznie niewyleczalne. Terapia ma na celu wydłużyć 
dziesięcioletnią średnią przeżycia (ok. 75% w Europie Zachodniej) oraz jej jakość 
[31]. Ostatnio dowiedziono, że większość CTC w raku piersi ulega apoptozie [39], 
stąd idea zastosowania techniki EPISPOT w celu określenia jej przydatności. 

Jako białka markerowe została wybrana mucyna-1 (MUC1), będąca błonowym 
białkiem ulegającym nadekspresji i masowo glikozylowanym w komórkach raka 
piersi oraz cytokeratyna 19 (CK19). CK19 obecna razem z CK8 i CK18 w nabłon-
kach jedno i wielowarstwowych [4], charakteryzuje się wysoką ekspresją w pier-
wotnych guzach nabłonkowych, tj. komórkach raka piersi, okrężnicy, płuc oraz 
wątroby [13], lecz nie w normalnych komórkach mezenchymalnych linii hemato-
poetycznej. Analiza krwi obwodowej wykazała obecność komórek produkujących 
MUC1 u wszystkich pacjentek z zaawansowanym, przerzutowym rakiem piersi, co 
nie było obserwowane u osób zdrowych. Diagnostyka oparta na zliczaniu komórek 
produkujących zarówno MUC1, jak i CK19 pozwoliła na detekcję żywych CTC/
DTC w szpiku kostnym u 90 i 54% pacjentów odpowiednio z i bez przerzutów [4]. 
Częstotliwość ta była porównywalna z otrzymaną przy zastosowaniu czułych tech-
nik detekcji opartych na RT-PCR [52].

Interesujące okazało się połączenie techniki EPISPOT z uznaną za złoty stan-
dard techniką CellSearch w przerzutowym raku piersi. Do badania włączono 254 
pacjentek z przerzutowym rakiem piersi w wieku 49-68 lat. Detekcję oparto na 
wydzielaniu CK19 przez żywe CTC [5]. Stosując technikę EPISPOT 59% pa-
cjentek było pozytywnych pod względem obecności CTC, podczas gdy jedynie 
48% stosując CellSearch. Co więcej, zgodność pomiędzy obiema technikami była 
niska, na poziomie 33%. Dowodzi to, że liczba CTC określona wyłącznie tech-
niką EPISPOT nie może być uznana za niezależny czynnik prognostyczny. Żad-
na z technik nie miała też zastosowania predykcyjnego dla przeżycia wolnego 
od progresji – PFS (ang. Progression-free Survival). Według Müllera i wsp. brak 
korelacji może być częściowo wyjaśniony stosowaniem różnych definicji PFS 
w różnych ośrodkach [28]. Niemniej, połączenie obu technik miało już silniejsze 
znaczenie prognostyczne.
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Podobnym badaniem objęto grupę 75 pacjentów z rakiem jelita grubego. W ba-
danej grupie byli pacjenci zarówno z przerzutami jak i bez oraz 20 zdrowych osób. 
CTC wykrywano we krwi obwodowej oraz we krwi z żyły krezkowej dwoma tech-
nikami. Analiza komórek CK19+ z zastosowaniem techniki EPISPOT wykazała 
obecność żywych CTC u 66% i 55% pacjentów odpowiednio we krwi z żyły krez-
kowej i obwodowej, podczas gdy stosując CellSearch u 56% i 29% pacjentów. Dla 
porównania, CTC nie wykryto u żadnej ze zdrowych osób [18]. Uważa się, że do 
śmierci w raku jelita grubego dochodzi głównie z powodu przerzutów do wątroby, 
która jest ważnym narządem filtrującym i zatrzymującym CTC. Uzyskane wyniki 
wykazały znacznie wyższą liczbę CTC we krwi z żyły krezkowej niż obwodowej, 
potwierdzając tą hipotezę [10]. Wyniki uzyskane po analizie krwi z żyły krezko-
wej były porównywalne dla obu technik, natomiast znacznie wyższa liczba CTC 
została wykryta we krwi obwodowej przy zastosowaniu EPISPOT w stosunku do  
CellSearch. Może to wynikać ze sposobu pozytywnej selekcji EpCAM+ komórek 
w CellSearch, podczas gdy EPISPOT odrzuca komórki CD45+, zachowując za-
równo CTC EpCAM+, jak i EpCAM- [1]. Podejrzewa się, że nabłonkowe CTC 
EpCAM+ są mniej plastyczne i sztywniejsze niż mezenchymalne CTC EpCAM- 
i z tego powodu mogą być zatrzymywane w wąskich naczyniach kapilarnych wą-
troby. Zatem każda z technik wykrywa nieco inne subpopulacje CTC, co tłumaczy 
brak zgodności pomiędzy nimi. Stosując EPISPOT pokazano po raz pierwszy, że 
CTC obecne we krwi z żyły krezkowej są żywe a dalsze obserwacje kliniczne wska-
zały, że tylko CTC znalezione we krwi obwodowej przy pomocy EPISPOT miały 
charakter prognostyczny u pacjentów w stadium M0 [18].

W raku prostaty z kolei za marker przyjęto białko PSA (ang. Prostate-Specific 
Antigen) [20]. Analiza krwi obwodowej wykazała obecność komórek produkują-
cych PSA u 83% pacjentów z odległymi przerzutami (M1) i 65% pacjentów bez 
przerzutów (M0), podczas gdy nie były one obecne u osób zdrowych i pacjentów 
z łagodnym rozrostem gruczołu krokowego. W przypadku raka prostaty techni-
ka EPISPOT została rozszerzona o analizę białka FGF2 (ang. Fibroblast Growth  
Factor 2), znanego czynnika wzrostu komórek macierzystych oraz odpowiedzial-
nego za wzrost in vitro komórek przerzutowych raka piersi. Wyniki testu przepro-
wadzonego na 19 pacjentach pokazały, że znaczny odsetek komórek CTC/DTC 
produkował oprócz PSA również FGF2, sugerując, że są one zdolne do produkcji 
czynnika potencjalnie związanego z ich nadmiernym wzrostem [4].

EPISPOT został poddany wstępnym próbom również na pacjentach nienowo-
tworowych. W ostatnim przypadku do badania włączono 53 pacjentów (37,7% ko-
biet i 62,3% mężczyzn w wieku 18-84 lat) z nienowotworowymi chorobami okręż-
nicy, tj. chorobą uchyłkową jelit, niezłośliwymi  polipami, chorobą Leśniowskiego 
– Krohna czy wrzodziejącym zapaleniem jelita grubego (bez wcześniejszej histo-
rii nowotworowej) oraz 25 zdrowych osób stanowiących kontrolę. U wszystkich 
przeanalizowano krew obwodową dwoma technikami – EPISPOT oraz CellSearch. 
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Wśród testowanych pacjentów komórki uznane za pozytywne były obecne w przy-
padku testów każdą z technik (EPISPOT – 18,9%, CellSearch – 11,3%), podczas gdy 
komórki te nie zostały wykryte u osób zdrowych. Tylko u jednego pacjenta stwier-
dzono sygnały pozytywne obiema technikami. Prawdopodobieństwo, że komórki 
te są rzadkimi komórkami krwi, przejawiającymi ekspresję nabłonkowych CK jest 
małe, ponieważ wszystkie komórki CD45+ zostały wyeliminowane z oceny bądź 
to dzięki równoległym barwieniom (CellSearch), bądź przez deplecję (EPISPOT). 
Liczba komórek CK+ wykrytych obiema technikami u pacjentów z nienowotworo-
wymi zmianami była znacznie niższa niż w przypadku grupy nowotworowej, użytej 
w badaniu jako kontrola pozytywna. Ponadto, po 3 latach kontroli żaden z pacjen-
tów biorących udział w badaniu nie zachorował na nowotwór jelit ani inny pocho-
dzenia nabłonkowego [34].

Warto podkreślić, że obie zastosowane techniki używały CK jako markera do 
rozróżnienia komórek nabłonkowych od leukocytów, jednak CK występują zarów-
no na powierzchni normalnych jak i rakowych komórek nabłonkowych. Sugeruje 
to, że komórki nabłonkowe z jelita nieobjętego procesem nowotworowym mogą 
dostawać się do krążenia w stanach zapalnych, co pozostaje w zgodzie z faktem, że 
cytokiny prozapalne mogą stymulować migrację komórek nabłonkowych [16]. Wy-
niki niniejszych badań potwierdzają, że pacjenci z chorobami zapalnymi jelit mogą 
posiadać żywe krążące komórki nabłonkowe wykrywane technikami detekcji CTC. 
Nasuwa to konieczność dodatkowego zastosowania analizy molekularnej, jedno-
znacznie określającej nowotworowy bądź nienowotworowy charakter komórek.

PRZYSZŁE KIERUNKI ROZWOJU TECHNIKI EPISPOT

Obecnie kładzie się nacisk na rozwój technik stosujących mikrourządzenia, 
które wymagają dziesięciokrotnie mniejszych objętości krwi niż dotychczas stoso-
wane, skracając tym samym czas testu i obniżając zużycie drogich odczynników. 
Niemniej, pamiętając o małej zawartości CTC we krwi, techniki analizujące duże 
objętości krwi są nadal pożądane, szczególnie u pacjentów we wczesnym etapie 
rozwoju nowotworu i z małą ilością CTC. Sporą zaletą byłaby też możliwość ana-
lizy związanych CTC na poziomie molekularnym i porównanie ich charakterystyki 
z komórkami guza pierwotnego oraz odległych przerzutów. 

Niemniej, rozróżnienie żywych CTC od martwych jest dla diagnozy i rozwoju 
terapii spersonalizowanej kluczową kwestią. Dzięki bezpośredniemu wiązaniu pro-
duktów komórkowych na membranie czułość techniki EPISPOT jest czterokrotnie 
wyższa w stosunku do technik mierzących zawartość tych samych białek w superna-
tantach analizowanych po hodowlach komórkowych [3]. Dane kliniczne pokazują, że 
żywe CTC/DTC u pacjentów nowotworowych mogą być heterogenne pod kątem wy-
dzielania białek. Jako, że wiele z nich wpływa na tworzenie przerzutów (np. czynni-
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ki wzrostu, proteazy) i dostępny jest szeroki wachlarz fluorochromów, w przyszłości 
powinno być możliwe rozszerzenie techniki wieloparametrycznej. Umożliwiłoby to 
lepsze zrozumienie kaskady tworzenia przerzutów. Optymalne wydaje się zatem po-
łączenie techniki EPISPOT wskazującej unikalny “odcisk palca” pojedynczej, żywej 
komórki nowotworowej z następującą analizą molekularną tych komórek [1].

PODSUMOWANIE

Stosując różne techniki wzbogacania i detekcji CTC wykrywane są ich różne 
subpopulacje, potwierdzając tym samym heterogenny charakter komórek nowotwo-
rowych. Uwzględniając proces EMT, techniki wykrywania CTC powinny być zdolne 
do rozpoznawania zarówno komórek EpCAM+, jak i EpCAM-, co stwarza potrzebę 
znalezienia markerów, których ekspresja nie ulega obniżeniu podczas tego procesu. 
Ponadto, stosowanie kombinacji markerów nabłonkowych i mezenchymalnych stwo-
rzyłoby możliwość lepszej charakterystyki CTC. Kwestią kluczową pozostaje okre-
ślenie czy krążąca komórka nowotworowa jest martwa czy żywa, a tym samym zdol-
na do tworzenia przerzutów. Technika EPISPOT pozwala odpowiedzieć na to pytanie, 
co dowiedziono w testach z udziałem pacjentów z rakiem piersi, stercza oraz jelita 
grubego. Optymalnym rozwiązaniem wydaje się być połączenie techniki EPISPOT 
z analizą molekularną CTC w celu trafniejszego określenia zdolności przeżycia, mi-
gracji i osiedlania CTC w odległych narządach, a tym samym skutecznego rozwoju 
terapii spersonalizowanej. 

PODZIĘKOWANIA

Praca finansowana z projektu ERA-NET TRANSCAN, pt: „Krążące komórki 
nowotworowe (CTC) jako biomarker choroby resztkowej (MRD) w raku stercza”
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