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Streszczenie: Odlaczanie od guza pierwotnego imigracja krazacych komoérek nowotworowych jest
gldwna przyczyna tworzenia przerzutdw i $mierci. Identyfikacja i monitorowanie liczby tych komorek
we krwi obwodowej i/lub szpiku kostnym ma potencjal prognostyczny w raku piersi, jelita grubego,
prostaty, drég moczowych oraz zotadka. Detekcja CTC we krwi obwodowej moze by¢ przeprowadza-
na technikami opartymi na ich wlasciwosciach biologicznych, cechach fizycznych oraz charakterystyce
molekularnej. Stosujac rozne techniki wzbogacania i detekeji CTC wykrywane sg ich r6zne subpopulac-
je, potwierdzajac tym samym heterogenny charakter tych komoérek. Uwzgledniajac proces transformacji
mezenchymalno-nabtonkowej, techniki wykrywania krazacych komoérek nowotworowych powinny by¢
zdolne do rozpoznawania zaréwno komorek EpCAM+, jak i EpCAM-, co stwarza potrzebe znalezienia
nowych markeréw, ktorych ekspresja nie ulega obnizeniu podczas tego procesu. Stosowanie kombinacji
markerow nabtonkowych i mezenchymalnych w celu eliminacji tego problemu, stwarza mozliwo$¢ lep-
szej charakterystyki zdolno$ci przezycia, migracji i osiedlania CTC w odlegtych narzadach. Niemniej,
rozroznienie zywych CTC od martwych jest dla diagnozy i rozwoju terapii spersonalizowanej kluczowa
kwestia, jako ze wylacznie zywe komorki sg w stanie utworzy¢ przerzut. Metoda EPISPOT umozliwia
takie zréznicowanie. Opiera si¢ ona na detekcji nie tyle komorek, co ich produktow, zgodnie z zatoZeni-
em, ze zdolnos¢ komorki do produkeji, sekrecji i aktywnego wydzielania biatek jest dowodem jej zywot-
nosci. Technika EPISPOT zostala z powodzeniem wdrozona u pacjentéw z rakiem piersi, stercza oraz
jelita grubego. Optymalne wydaje si¢ polaczenie metody EPISPOT wskazujacej unikalny “odcisk palca”
pojedynczej, zywej komorki nowotworowej z nastepujaca analizg molekularng tych komorek.

Stowa kluczowe: krazace komorki nowotworowe, przerzut, metody izolacji iidentyfikacji 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

WSTEP

Rozprzestrzenianie komorek moze by¢ zarowno zjawiskiem prawidlowym
i niezbednym, jak w przypadku komorek trofoblastu odpowiadajacych za prawi-
dlowa implantacje i morfogeneze zarodka [26], jak i tworzgcym przerzuty nowo-
tworowe 1 by¢ gtowng przyczyng $mierci [49]. Pod pojeciem przerzutu rozumiemy
przemieszczanie si¢ komorek nowotworowych z ogniska pierwotnego do innych,
oddalonych nieraz znacznie, narzadow. Glownymi etapami tego procesu sg: zmia-
ny na poziomie molekularnym i wzrost komorek guza, angiogeneza, odtaczanie si¢
komorek od guza, transformacja nabtonkowo-mezenchymalna (EMT), przedosta-
nie si¢ do naczyn krwionosnych i transport, opuszczenie naczyn w miejscu docelo-
wym, transformacja mezenchymalno-nabtonkowa (MET), osiedlenie w narzadzie,
formowanie guza i jego wzrost (ryc.1).

RYCINA 1. Uwalnianie komorek z guza pierwotnego: proliferacja i angiogeneza, inwazja, transport
w naczyniach krwionos$nych, opuszczenie naczyn krwionosnych, zajecie narzadu, wzrost guza (zmo-
dyfikowano wg. FIDLER 1J. 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 1J. The pathogenesis of cancer metastasis: the ‘seed and soil” hypothesis revisited. Nat Rev
Cancer 2003; 3: 453-458 [21])
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Wybér miejsca docelowego tworzenia przerzutu jest procesem stabo pozna-
nym, uwaza si¢ jednak, ze wazng role odgrywaja w nim wydzielane przez narzad
specyficzne dla niego czasteczki, chemokiny, ktore zwabiaja komorki w swoje sa-
siedztwo oraz biatka blonowe (np. receptory) komorek srodbtonka tych narzadow
[21]. Wsrdéd pacjentdow z rakiem piersi, okrgznicy oraz czerniakiem 20-30% wyka-
zuje obecnos¢ przerzutow w momencie diagnozy, co sugeruje, ze do ich powsta-
nia dochodzi juz na wczesnych etapach rozwoju choroby a proces ten moze mieé
charakter utajony [23]. Szacuje sig, ze zaledwie 15% komorek guza uwalnianych
do krwioobiegu przezywa w nim dtuzej niz 5 minut [11]. Komorki ging w wyniku
$mierci apoptotycznej zwanej anoikis, wynikajacej z braku mozliwos$ci potaczenia
z innymi komoérkami. Procent komorek zdolnych do podjecia wzrostu w odlegtych
narzadach, angiogenezy irozwoju w makroprzerzuty jest znacznie nizszy, gdyz
zdecydowana wigkszo$¢ tych komorek jest usuwana przez system odporno$ciowy
(np. fagocytoza, efekt cytotoksyczny) [27]. Jednakze, komorki oporne na powyzsze
zjawiska mogg zasiedli¢ inne narzady lub pozostawac w uspieniu latami ze wstrzy-
manym cyklem komorkowym, a drobny czynnik zaburzajacy rownowage pomig-
dzy proliferacja i apoptozg moze skutkowaé rozwojem lub regresjg guza [8].

Komérki migrujace z guza pierwotnego 1 przemieszczajace si¢ do nieraz od-
leglych narzadow nazywamy krazacymi komodrkami nowotworowymi. Obecnie
w terminologii pojawia si¢ wiele okreslen tych komorek. Najpowszechniejszy —
CTC (ang. Circulating Tumor Cells) oznacza komorki, znajdujace si¢ w naczyniach
krwiono$nych badz limfatycznych. Natomiast DTC (ang. Disseminated Tumor
Cells) oraz ITC (ang. Isolated Tumor Cells), to komorki znajdujace si¢ w narza-
dach, szpiku kostnym i we¢zlach chtonnych (6). Jednak Zrodiem przerzutow nie
sa wylacznie pojedyncze komoérki nowotworowe obecne w krazeniu. Moga si¢
one przemieszcza¢ rowniez w formie agregatow CTM (ang. Circulating Tumor
Microembrioli) w procesie zwanym ,,kolektywna” migracjg. Szacuje si¢, ze w tej
formie komorki nowotworowe o charakterze nablonkowym maja wicksze szanse na
przezycie, proliferacj¢ i tworzenie przerzutow w odlegtych narzadach [12]. W ich
przypadku nie jest konieczne pokonanie $ciany naczynia krwiono$nego aby dostac¢
si¢ do narzadu docelowego. Przytwierdzaja si¢ one do $cian tetniczek i naczyn wito-
sowatych a nastepnie intensywnie proliferujagc prowadza do uszkodzenia $ciany na-
czynia i zasiedlenia narzadu [6]. Dlatego obecnos¢ CTM we krwi jest utozsamiana
z wysokim potencjatem do tworzenia przerzutow [22]. Co wigcej, w wyniku apo-
ptozy inekrozy krazacych komoérek nowotworowych do krwiobiegu przedostajg
si¢ ich sktadniki wewnatrzkomoérkowe, tj. fragmenty komorek (endosomy, ciatka
apoptotyczne), DNA czy fragmenty chromatyny, zwane CTMat (ang. Circulating
Tumor Materials). Jako, ze komorki ulegaja ciaglemu odrywaniu z guza pierwot-
nego oraz rozpadowi, wyzej wymieniony materiat moze stanowi¢ niezalezne zro-
dto informacji o chorobie przerzutowej i utatwia¢ jej monitorowanie [46]. Zaden
zZ powyzszych termindéw nie powinien by¢ utozsamiany z mikroprzerzutami MIC
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(ang. Micrometastases), czyli komérkami zasiedlajacymi narzad po wczesniej-
szej wstepnej proliferacji. Ich rozmiar nie przekracza 0.2 cm a ich diagnostyka
jest mozliwa wyltacznie przy zastosowaniu technik histologicznych. MIC moga
si¢ rozwija¢ w narzadach zar6wno z pokonujgcych $ciane naczynia krwionosnego
CTC, jak i z proliferujacych i przerywajacych ja CTM [27, 35].

Wykazano, ze identyfikacja i monitorowanie liczby krgzacych komorek nowo-
tworowych we krwi obwodowej i/lub szpiku kostnym ma potencjat prognostyczny
w raku piersi [24], jelita grubego [14], prostaty [17], drog moczowych oraz Zzotadka
[30]. Zatem oczekiwania wzglgdem zastosowania tych komorek jako tatwo dostepnej
plynnej biopsji s wysokie. Umozliwitoby to oceng potencjatu do tworzenia przerzu-
tow 1 wystgpienia choroby resztkowej, monitorowanie rezultatow terapii, szybka oce-
ne trafno$ci leczenia oraz oszczedzito pacjentom efektow ubocznych nietrafionej tera-
pii (zastosowanie terapii spersonalizowanej) [9]. Heterogenno$¢ rakow oraz rzadko$¢
krazacych komorek nowotworowych wymaga cigglego ulepszania i ujednolicania
technik ich detekcji. Nie jest to proste zadanie, poniewaz CTC wystgpujace w bardzo
matych ilosciach nie podlegaja tradycyjnym barwieniom immunocytochemicznym
ani ocenom mikroskopowym. Jak dotad detekcja CTC nie stata si¢ rutynowym ba-
daniem, poniewaz w wielu badaniach klinicznych nie zaobserwowano zaleznosci
statystycznej pomiedzy iloscig CTC i stadium zaawansowania choroby. Przyczyna
tych rozbiezno$ci sa najprawdopodobniej réznice techniczne i metodologiczne po-
miedzy roéznymi technikami oraz rozbieznosci w sposobie przygotowania probki.
Inng przyczyna moze by¢ fakt, ze antygeny nabtonkowe, tj. EpCAM (ang. Epithelial
Cell Adhesion Molecule), E-kadheryny oraz cytokeratyny podczas EMT mogg ulegaé
nawet catkowitemu zanikowi a w ich miejsce pojawiac si¢ markery mezenchymalne,
tj. wimentyna czy N-kadheryny [36, 51]. Z kolei antygeny mezenchymalne sg tez
obecne na innych komdrkach pochodzenia mezenchymalnego, tj. leukocyty, dlatego
zaro6wno antygeny nabtonkowe jak i mezenchymalne nie moga by¢ podstawa detekcji
CTC [35]. Stwarza to potrzebe znalezienia nowych markerow, ktorych ekspresja nie
ulega obnizeniu podczas tego procesu. Przyktadem moze by¢ plastyna-3, ktora zosta-
fa ostatnio zastosowana jako marker prognostyczny w raku jelita grubego. Ulega ona
rowniez ekspresji w innych rakach, wiacznie z rakiem piersi i dlatego moze stac si¢
uzytecznym markerem w detekcji CTC [50].

TECHNIKI IZOLACJI I IDENTYFIKACJI CTC

Detekcja CTC/DTC we krwi obwodowej moze by¢ przeprowadzana techni-
kami opartymi na ich wtasciwos$ciach biologicznych (ekspresja bialek powierzch-
niowych, zywotno$¢, przerzutowo$c¢), cechach fizycznych (rozmiar, gestosé, tadu-
nek elektryczny, zmiana ksztattu) oraz charakterystyce molekularne;j [42].
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Detekcja na bazie ekspresji czasteczek powierzchniowych komorek znalazta
szerokie zastosowanie w technikach wykorzystujacych znakowanie ,,magnetyczne”
(CellSearch, MagSweeper, AdnaTest), urzadzenia mikrofluidyczne (CTC-chip),
podtoza nanostrukturalne (Nano Velcro), cytometri¢ przeptywowa (LSC, FAST)
oraz w testach in vivo (Gilupi CellCollector).

Jak dotad jedynym systemem zaaprobowanym przez amerykanska Agencje ds.
Zywnosci i Lekow (ang. Food and Drug Administration, FDA) do celow diagnostycz-
nych jest CellSearch® (Veridex LLC). Opiera si¢ on na selekcji pozytywnej komorek
EpCAM-+ poprzez zastosowanie ,,magnetycznych” kulek pokrytych przeciwciatami
anty-EpCAM a nastepnie ich identyfikacji na podstawie obecnosci CK 8, 18 i/lub 19
przy jednoczesnym braku markera leukocytarnego — czasteczki CD45 [37].

Innym testem wykorzystujacym system znakowania zelazem i izolacji ,,magne-
tycznej” oraz ekspresj¢ czasteczki EpCAM jest MagSweeper stworzony na uni-
wersytecie Stanforda. Kulki magnetyczne pokryte przeciwciatami inkubowane sa
z krwia pacjenta a nastepnie wylapywane z mieszaniny za pomoca magnetycznych
precikow omiatajacych kolistymi ruchami zawarto$¢ naczynia. Zwigzane komorki
uwalniane sg z magnesu po usuni¢ciu z pola magnetycznego [44].

Ciekawym potaczeniem technik magnetycznych oraz molekularnych jest
AdnaTest (AdnaGen®). Oprocz mozliwosci zastosowania szerokiego spektrum
przeciwcial specyficznych dla komorek raka piersi, prostaty, okreznicy, jajnika jak
rowniez komorek ulegajacych procesowi EMT oraz komorek macierzystych, tech-
nika umozliwia analiz¢ genéw zwigzanych z procesem nowotworzenia, tj. HER2,
EpCAM czy MUCI na poziomie mRNA w oparciu o technik¢ RT-PCR [53].

Wsrod systemow mikrofluidycznych mozna wymieni¢ CTC-chip [29], HB-chip
(Herringbone-Chip) [43], Nano-Velcro [48] oraz HTMSU (High-Throughput Micro-
sampling Unit) [19]. Zaleta tych technik jest duza powierzchnia styku komoérek krwi
z przeciwciatami, skutkujaca wydajnoscia wychwytu >60%.

LSC (ang. Laser Scanning Cytometry), bgdaca modyfikacja cytometrii przeplywo-
wej umozliwia korelacje fluorescencji (np. panel CK i sygnat z jadra komorkowego)
z morfologia komorek (wielko$¢, stosunek jadra komoérkowego do cytoplazmy) oraz
wielokrotno$¢ pomiardow przy zastosowaniu roznych barwnikdéw [32]. Oznaczenia sa
szybkie, ilosciowe, umozliwiaja jednoczesng analize wielu parametrow oraz rozrdz-
nienie komorek zywych od apoptotycznych. Jednak niska czulo$¢ i wymagana duza
objetos¢ krwi doprowadzita do wprowadzenia technologii FAST (ang. Fiber-optic
Array Scanning Technology), umozliwiajacej szybkie skanowanie do 3x10° komorek
na sekunde i pozwalajacej wykry¢ fluorescencyjnie wyznakowane CTC bezposred-
nio na szkietku podstawowym, bez koniecznosci ich izolacji. Korelacja wszystkich
czynnikow zapewnia wykrywalnos¢ CTC tg metoda na wysokim poziomie 86% [25].

Wisrod technik bazujacych na wilasciwosciach fizycznych separowanych ko-
morek z krwi obwodowej wymienia si¢: wirowanie w gradiencie gestosci oraz



406 J. BUDNA, M. SWIERCZEWSKA, A. JANKOWIAK, M. ZABEL

separacj¢ na porowatych membranach — OncoQuick® (Grenier BioOne) [38],
mikrofiltracje (ang. Isolation by Size of Epithelial Tumor Cells, ISET) [47], urza-
dzenia mikrofluidyczne [45] oraz dielektroforeze, wykorzystujaca wlasciwosci
elektryczne CTC, poruszajacych si¢ pod wptywem niejednorodnego pola elek-
trycznego [7].

Wszystkie powyzsze techniki izolacji lub detekcji CTC prowadzone sg in vitro,
tzn. w ograniczonej do kilku mililitréw probce krwi. Technika in vivo natomiast, opie-
ra si¢ na zastosowaniu detektora (CellCollector, Gilupi GmbH) pokrytego przeciwcia-
fami anty-EpCAM. Detektor umieszczony na okres 30 minut w zyle przedramienia
ma styczno$¢ z co najmniej 1,5-3 litrow krwi a wychwycone komorki sa nastgpnie
analizowane pod katem obecno$ci cytokeratyn i markerow charakterystycznych dla
réznych nowotwordow przy jednoczesnym braku markeréw leukocytarnych [40].

EPISPOT

Wylacznie zywe komorki CTC sg w stanie utworzy¢ przerzut, natomiast wspo-
mniane techniki wykrywania CTC/DTC bazujace glownie na reakcjach immunopo-
winowactwa czy metodach biologii molekularnej (np. RT-PCR) nie pozwalaja od-
powiedzie¢ na pytanie czy komorka jest zywa czy martwa. Metoda EPISPOT (ang.
EPithelial ImmunoSPOT), ktéra jest modyfikacja techniki ELISPOT (ang. Enzyme-
-Linked ImmunoSPOT) umozliwia takie zréznicowanie [1]. Opiera si¢ ona na detekcji
nie tyle komorek, co ich produktow, zgodnie z zatozeniem, ze zdolno$¢ komorki do
produkcji, sekrecji i aktywnego wydzielania biatek jest dowodem jej zywotnosci [33].

ETAPY PROCEDURY:
Wzbogacenie

CTC sg obecne we krwi w bardzo matej liczbie jednej komodrki na miliony
komorek krwi, niezbgdne jest wiec ich zaggszczenie. Tzw. wzbogacanie moze by¢
oparte na wielu fizycznych i biologicznych wtasciwosciach komoérek CTC. Wigk-
szo$¢ technik wykorzystuje marker komodrek nablonkowych — antygen EpCAM,
jednakze uwzgledniajac mozliwy proces EMT pozadane sa techniki rozpoznaja-
ce rowniez komorki EpCAM-negatywne. Test EPISPOT najcze$ciej jest aczony
z wzbogacaniem opartym na deplecji komoérek CD45+ z zastosowaniem systemu
RosetteSep (StemCell Technology), pozwalajacego na analizg rowniez komorek
EpCAM- (ryc. 2a) [1].
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Zasada reakcji

Reakcja opiera si¢ na pokryciu bton nitrocelulozowych przeciwciatem przeciw-
ko poszukiwanemu biatku. Nastepnie na kazdy dotek ptytki wysiewane sa wzboga-
cone wczesniej komorki i hodowane przez 24-48h. Podczas tej inkubacji dochodzi
do bezposredniego wigzania produktow biatkowych przez przeciwciala pokrywa-
jace btong. Po uplywnie czasu inkubacji komoérki sa wyptukiwane a produkt biat-
kowy wykrywany przez zastosowanie kolejnego przeciwciata koniugowanego
z fluorochromem. Sygnaty sa zliczane pod mikroskopem fluorescencyjnym wedtug
zasady — jeden pozytywny sygnal odpowiada jednej zywej, produkujacej biatko
markerowe komorce CTC/DTC (ryc. 2b). EPISPOT jest technikg zardwno iloscio-
w3 (sygnaly sg zliczane), jak i jako$ciowa (analizowane bialka sg znanymi marke-
rami guzow litych, umozliwiajac charakterystyke fenotypowa CTC/DTC). Zaleta
testu jest mozliwo$¢ stosowania wigcej niz jednego przeciwciala znakowanego r6z-
nymi barwnikami, czyli detekcji dwoch a nawet kilku produktow biatkowych [1].
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RYCINA 2. Procedura techniki EPISPOT: a) wzbogacanie oparte o deplecj¢ komoérek CD45+ b) ho-
dowla komorek i barwienie ich zwigzanych na membranie produktow (zmodyfikowano wg. ALIXa
-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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Zywe komorki podczas hodowli in vitro produkuja badane biatko, co pozwala na
uzyskanie pozytywnego sygnatu reakcji. Dzieki temu test nie wykrywa niezdolnych
do tego martwych komorek [2]. W celu udowodnienia skuteczno$ci testu, przepro-
wadzono testy pokazujace, ze tylko funkcjonalne CTC/DTC sg zdolne do produkcji
biatka i dawania pozytywnych sygnatéw reakcji. Dodatek brefeldyny A spowodo-
wat zablokowanie transportu w aparacie Golgiego i kumulacj¢ bialek w siateczce
srodplazmatycznej. Z kolei cykloheksymid calkowicie zablokowat biosynteze bia-
lek. W obu przypadkach wykazano brak sygnatu reakcji (ryc. 3). Kolejna zaleta
testu jest fakt, ze rozmiar sygnatu z produktu biatkowego jest znacznie wigkszy od
rozmiaru samej komorki, utatwiajgc rozréznienie pozostatej na membranie martwe;j
komorki nowotworowej 1 produktu komorki zywej po 48h hodowli [1].

a) kontrola b) + cykloheksymid c) + brefeldyna A

yd

Y Y
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RYCINA 3. Zahamowanie syntezy biatek w tescie EPISPOT: a) kontrola z medium zawierajacym
czynniki wzrostu (intensywna synteza biatka) — sygnaly pozytywne reakcji, b) dodatek cykloheksymi-
du (inhibicja syntezy bialek) oraz c) dodatek brefeldyny A (zahamowanie transportu wyprodukowa-
nych biatek w aparacie Golgiego i kumulacja w siateczce $rodplazmatycznej) — brak sygnatow 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 zostata z powodzeniem wdrozona u pacjentow z rakiem
piersi, stercza oraz jelita grubego.

Wedtug danych WHO ponad milion kobiet rocznie zapada na raka piersi [15],
ktory w 2014 roku stanowit 15% wszystkich zgonow spowodowanych nowotwora-
mi [41]. Pomimo stosowania nowych form leczenia, tj. przeciwciata monoklonalne
przeciwko receptorowi ludzkiego naskérkowego czynnika wzrostu (HER2) — tra-
stuzumabu, czy inhibitora kinazy tyrozynowej receptora naskorkowego czynnika
wzrostu — lapatinibu, ok. 30% kobiet zdiagnozowanych we wczesnym stadium raka
rozwija przerzuty, ktore sg praktycznie niewyleczalne. Terapia ma na celu wydhuzy¢
dziesigcioletnig $rednig przezycia (ok. 75% w Europie Zachodniej) oraz jej jakos¢
[31]. Ostatnio dowiedziono, ze wigkszos¢ CTC w raku piersi ulega apoptozie [39],
stad idea zastosowania techniki EPISPOT w celu okreslenia jej przydatnosci.

Jako biatka markerowe zostata wybrana mucyna-1 (MUCI), bedaca blonowym
biatkiem ulegajacym nadekspresji i masowo glikozylowanym w komoérkach raka
piersi oraz cytokeratyna 19 (CK19). CK19 obecna razem z CK8 i CK18 w nablon-
kach jedno i wielowarstwowych [4], charakteryzuje si¢ wysoka ekspresjg w pier-
wotnych guzach nablonkowych, tj. komoérkach raka piersi, okreznicy, ptuc oraz
watroby [13], lecz nie w normalnych komoérkach mezenchymalnych linii hemato-
poetycznej. Analiza krwi obwodowej wykazata obecnos¢ komorek produkujacych
MUCI u wszystkich pacjentek z zaawansowanym, przerzutowym rakiem piersi, co
nie byto obserwowane u 0s6b zdrowych. Diagnostyka oparta na zliczaniu komorek
produkujacych zaréwno MUCI, jak i CK19 pozwolita na detekcje zywych CTC/
DTC w szpiku kostnym u 90 i 54% pacjentéw odpowiednio z i bez przerzutéw [4].
Czestotliwos¢ ta byta pordownywalna z otrzymana przy zastosowaniu czutych tech-
nik detekcji opartych na RT-PCR [52].

Interesujace okazalo si¢ polaczenie techniki EPISPOT z uznang za ztoty stan-
dard technikg CellSearch w przerzutowym raku piersi. Do badania wiaczono 254
pacjentek z przerzutowym rakiem piersi w wieku 49-68 lat. Detekcje oparto na
wydzielaniu CK19 przez zywe CTC [5]. Stosujac technik¢ EPISPOT 59% pa-
cjentek byto pozytywnych pod wzgledem obecnos$ci CTC, podczas gdy jedynie
48% stosujac CellSearch. Co wiecej, zgodnos¢ pomigdzy obiema technikami byta
niska, na poziomie 33%. Dowodzi to, ze liczba CTC okreslona wytacznie tech-
nikag EPISPOT nie moze by¢ uznana za niezalezny czynnik prognostyczny. Zad-
na z technik nie miata tez zastosowania predykcyjnego dla przezycia wolnego
od progresji — PFS (ang. Progression-free Survival). Wedtug Miillera i wsp. brak
korelacji moze by¢ czgsciowo wyjasniony stosowaniem roznych definicji PFS
w r6znych osrodkach [28]. Niemniej, polgczenie obu technik miato juz silniejsze
znaczenie prognostyczne.
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Podobnym badaniem objeto grupe 75 pacjentdow z rakiem jelita grubego. W ba-
danej grupie byli pacjenci zarowno z przerzutami jak i bez oraz 20 zdrowych osob.
CTC wykrywano we krwi obwodowej oraz we krwi z zyty krezkowej dwoma tech-
nikami. Analiza komorek CK19+ z zastosowaniem techniki EPISPOT wykazata
obecnos¢ zywych CTC u 66% i 55% pacjentéw odpowiednio we krwi z zyty krez-
kowej i obwodowej, podczas gdy stosujac CellSearch u 56% i1 29% pacjentow. Dla
porownania, CTC nie wykryto u zadnej ze zdrowych oséb [18]. Uwaza sie, ze do
$mierci w raku jelita grubego dochodzi gltéwnie z powodu przerzutéw do watroby,
ktora jest waznym narzadem filtrujacym i zatrzymujacym CTC. Uzyskane wyniki
wykazaty znacznie wyzszg liczbe CTC we krwi z zyly krezkowej niz obwodowe;j,
potwierdzajac ta hipoteze [10]. Wyniki uzyskane po analizie krwi z zyly krezko-
wej byly porownywalne dla obu technik, natomiast znacznie wyzsza liczba CTC
zostata wykryta we krwi obwodowej przy zastosowaniu EPISPOT w stosunku do
CellSearch. Moze to wynika¢ ze sposobu pozytywnej selekcji EpCAM+ komorek
w CellSearch, podczas gdy EPISPOT odrzuca komorki CD45+, zachowujac za-
rowno CTC EpCAM+, jak i EpCAM- [1]. Podejrzewa si¢, ze nablonkowe CTC
EpCAM+ s3 mniej plastyczne i sztywniejsze niz mezenchymalne CTC EpCAM-
iz tego powodu mogg by¢ zatrzymywane w waskich naczyniach kapilarnych wa-
troby. Zatem kazda z technik wykrywa nieco inne subpopulacje CTC, co ttumaczy
brak zgodnos$ci pomiedzy nimi. Stosujac EPISPOT pokazano po raz pierwszy, ze
CTC obecne we krwi z zyty krezkowej sa zywe a dalsze obserwacje kliniczne wska-
zaty, ze tylko CTC znalezione we krwi obwodowej przy pomocy EPISPOT miaty
charakter prognostyczny u pacjentow w stadium MO [18].

W raku prostaty z kolei za marker przyjeto biatko PSA (ang. Prostate-Specific
Antigen) [20]. Analiza krwi obwodowej wykazata obecno$¢ komoérek produkuja-
cych PSA u 83% pacjentow z odlegltymi przerzutami (M1) 1 65% pacjentow bez
przerzutow (MO), podczas gdy nie byly one obecne u 0sob zdrowych i pacjentow
z tagodnym rozrostem gruczotu krokowego. W przypadku raka prostaty techni-
ka EPISPOT zostala rozszerzona o analize biatka FGF2 (ang. Fibroblast Growth
Factor 2), znanego czynnika wzrostu komorek macierzystych oraz odpowiedzial-
nego za wzrost in vitro komorek przerzutowych raka piersi. Wyniki testu przepro-
wadzonego na 19 pacjentach pokazaly, ze znaczny odsetek komodrek CTC/DTC
produkowat oprocz PSA réowniez FGF2, sugerujac, ze sg one zdolne do produkcji
czynnika potencjalnie zwigzanego z ich nadmiernym wzrostem [4].

EPISPOT zostat poddany wstgpnym probom réwniez na pacjentach nienowo-
tworowych. W ostatnim przypadku do badania wiaczono 53 pacjentow (37,7% ko-
biet 1 62,3% mezczyzn w wieku 18-84 lat) z nienowotworowymi chorobami okrez-
nicy, tj. chorobg uchytkows jelit, nieztosliwymi polipami, choroba Lesniowskiego
— Krohna czy wrzodziejacym zapaleniem jelita grubego (bez wczesniejszej histo-
rii nowotworowej) oraz 25 zdrowych oséb stanowiacych kontrole. U wszystkich
przeanalizowano krew obwodowg dwoma technikami — EPISPOT oraz CellSearch.
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Wisrdd testowanych pacjentow komorki uznane za pozytywne byly obecne w przy-
padku testow kazda z technik (EPISPOT — 18,9%, CellSearch — 11,3%), podczas gdy
komorki te nie zostaly wykryte u 0oso6b zdrowych. Tylko u jednego pacjenta stwier-
dzono sygnaly pozytywne obiema technikami. Prawdopodobienstwo, ze komorki
te sg rzadkimi komorkami krwi, przejawiajacymi ekspresj¢ nabtonkowych CK jest
mate, poniewaz wszystkie komorki CD45+ zostaly wyeliminowane z oceny badz
to dzieki rownolegltym barwieniom (CellSearch), badz przez deplecje (EPISPOT).
Liczba komorek CK+ wykrytych obiema technikami u pacjentéw z nienowotworo-
wymi zmianami byla znacznie nizsza niz w przypadku grupy nowotworowej, uzytej
w badaniu jako kontrola pozytywna. Ponadto, po 3 latach kontroli Zaden z pacjen-
tow biorgcych udzial w badaniu nie zachorowat na nowotwor jelit ani inny pocho-
dzenia nablonkowego [34].

Warto podkresli¢, ze obie zastosowane techniki uzywaty CK jako markera do
rozroznienia komoérek nabtonkowych od leukocytow, jednak CK wystepuja zarow-
no na powierzchni normalnych jak i rakowych komorek nablonkowych. Sugeruje
to, ze komorki nabtonkowe z jelita nieobjetego procesem nowotworowym moga
dostawac si¢ do krazenia w stanach zapalnych, co pozostaje w zgodzie z faktem, ze
cytokiny prozapalne mogg stymulowac¢ migracje komorek nabtonkowych [16]. Wy-
niki niniejszych badan potwierdzaja, Ze pacjenci z chorobami zapalnymi jelit moga
posiada¢ zywe krazace komorki nabtonkowe wykrywane technikami detekcji CTC.
Nasuwa to koniecznos¢ dodatkowego zastosowania analizy molekularnej, jedno-
znacznie okreslajgcej nowotworowy badz nienowotworowy charakter komorek.

PRZYSZLE KIERUNKI ROZWOJU TECHNIKI EPISPOT

Obecnie ktadzie si¢ nacisk na rozwoj technik stosujacych mikrourzadzenia,
ktore wymagaja dziesigciokrotnie mniejszych objetosci krwi niz dotychezas stoso-
wane, skracajac tym samym czas testu i obnizajac zuzycie drogich odczynnikow.
Niemniej, pamietajac o matej zawartosci CTC we krwi, techniki analizujgce duze
objetosci krwi sg nadal pozadane, szczegdlnie u pacjentow we wczesnym etapie
rozwoju nowotworu i z matg iloscig CTC. Spora zaleta bylaby tez mozliwo$¢ ana-
lizy zwigzanych CTC na poziomie molekularnym i poroéwnanie ich charakterystyki
z komoérkami guza pierwotnego oraz odlegtych przerzutow.

Niemniej, rozréznienie zywych CTC od martwych jest dla diagnozy i rozwoju
terapii spersonalizowanej kluczowa kwestig. Dzigki bezposredniemu wigzaniu pro-
duktow komodrkowych na membranie czuto$¢ techniki EPISPOT jest czterokrotnie
wyzsza w stosunku do technik mierzacych zawarto$¢ tych samych biatek w superna-
tantach analizowanych po hodowlach komérkowych [3]. Dane kliniczne pokazuja, ze
zywe CTC/DTC u pacjentow nowotworowych moga by¢ heterogenne pod katem wy-
dzielania biatek. Jako, ze wiele z nich wplywa na tworzenie przerzutow (np. czynni-
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ki wzrostu, proteazy) i dostepny jest szeroki wachlarz fluorochromow, w przysztosci
powinno by¢ mozliwe rozszerzenie techniki wieloparametrycznej. Umozliwitoby to
lepsze zrozumienie kaskady tworzenia przerzutow. Optymalne wydaje si¢ zatem po-
Taczenie techniki EPISPOT wskazujacej unikalny “odcisk palca” pojedynczej, zywej
komorki nowotworowej z nastgpujaca analizg molekularng tych komorek [1].

PODSUMOWANIE

Stosujac rézne techniki wzbogacania i detekcji CTC wykrywane sg ich rozne
subpopulacje, potwierdzajac tym samym heterogenny charakter komorek nowotwo-
rowych. Uwzgledniajac proces EMT, techniki wykrywania CTC powinny by¢ zdolne
do rozpoznawania zarowno komorek EpCAM+, jak i EpCAM-, co stwarza potrzebg
znalezienia markerow, ktorych ekspresja nie ulega obnizeniu podczas tego procesu.
Ponadto, stosowanie kombinacji markeréw nabtonkowych i mezenchymalnych stwo-
rzytoby mozliwo$¢ lepszej charakterystyki CTC. Kwestia kluczowa pozostaje okre-
$lenie czy krazaca komorka nowotworowa jest martwa czy zywa, a tym samym zdol-
na do tworzenia przerzutow. Technika EPISPOT pozwala odpowiedzie¢ na to pytanie,
co dowiedziono w testach z udzialem pacjentéw z rakiem piersi, stercza oraz jelita
grubego. Optymalnym rozwigzaniem wydaje si¢ by¢ potaczenie techniki EPISPOT
z analiza molekularng CTC w celu trafniejszego okreslenia zdolnosci przezycia, mi-
gracji i osiedlania CTC w odleglych narzadach, a tym samym skutecznego rozwoju
terapii spersonalizowane;.

PODZIEKOWANIA

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