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Streszczenie

W ostatnich latach coraz wieksze zainteresowanie wzbudza tzw. plynna biopsja (ang. liquidbiopsy). Ptynna
biopsja polega na analizie tzw. nowotworowych komorek krazacych (ang. circulating tumor cells, CTC) i /lub
fragmentoéw DNA (ang. circilating tumor DNA, ctDNA) pochodzacych z komoérek nowotworowych w krwi
obwodowej. CTC to komorki, ktore przeniknely z guza pierwotnego do $wiatla naczyn krwionoénych i sa
przenoszone w organizmie w krazeniu krwi. Uwaza sie, ze komorki te stanowig zZrédlo rozwoju choroby
metastatycznej, a ich wykrywanie i analiza moze mie¢ znaczenie w prognozowaniu przebiegu rozwoju
nowotworu. W niniejszej pracy przedstawiono ogolng charakterystyke nowotworowych komorek krazacych
z uwzglednieniem podstawowych metody ich izolacji i analizy.

Abstract

In recent years, the interest in the so-called liquid biopsy technique is growing rapidly.Liquid biopsy
involves the analysis of circulating tumor cells (CTC) and / or DNA fragments (circulating tumor DNA,
ctDNA) derived from cancer cells in the peripheral blood. CTCs are cells that have penetrated from the
primary tumor into the lumen of blood vessels and are transferredin the body in blood circulation. It is
believed that these cells are a source of metastatic disease development, and their detection and analysis
may be of importance in predicting the course of cancer development. This paper presents the general
characteristics of circulating cancer cells, including the basic methods of their isolation and analysis.
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Wostatnichlatach corazwieksze zainteresowaniewzbudzatzw. ptynnabiopsja (ang. liquidbiopsy) polegajaca
na analizie krazacych komorek nowotworowych (ang. circulating tumor cells, CTC) i /lub fragmentow DNA
(ang. circilating tumor DNA, ctDNA) pochodzacych z komoérek nowotworowych w krwi obwodowej(1).
CTC to komorki, ktére przeniknely z guza pierwotnego do §wiatla naczyn krwionosnych i sg przenoszone
w organizmie w krwioobiegu. Uwaza sie, ze komorki te stanowia Zrédlo rozwoju choroby przerzutowej, a ich
wykrywanie i analiza moze mieé znaczenie w prognozowaniu przebiegu rozwoju nowotworu. CTC zostaly po
raz pierwszy opisane juz w 1869 roku przez Thomasa Ashwortha, ktory postulowal, ze ,komorki te obecne
w krwi obwodowej, identyczne z komoérkami guza, moga thumaczy¢ obecno$¢ wielu guzéw tego samego typu
u jednego chorego”. Ostatnie badania potwierdzaja przydatno$¢ oznaczania liczby nowotworowych komorek
krazacych jako narzedzia prognostycznego i markera postepu choroby.

CTC w przypadku wielu nowotworéw (np. raka stercza czy raka sutka) sa wykrywane zaro6wno u chorych
na wczesnym etapie zaawansowania, jak i u tych w stadium zaawansowanym. Wykazano przydatno$é
oznaczania liczby CTC w krwi obwodowej do przewidywania odpowiedzi klinicznej, zwlaszcza u chorych
przed zastosowaniem leczenia systemowego(2). Analiza CTC po poszczegolnych etapach leczenia stanowi
marker odpowiedzi na zastosowana terapie(3). Ponadto, z uwagi na fakt, ze CTC sg frakcja komorek
pochodzaca bezposrednio z ogniska pierwotnego, moga one stanowi¢ idealny model do badan in vitro
biologii nowotworu(4). Roénie liczba dowodéw wskazujaca na istotne znaczenie analizy CTC w diagnostyce
i spersonalizowanym leczeniu raka piersi. CTC moga przenika¢ do krwioobiegu przez naczynia krwionosne,
ktore powstaja na poczatku procesu kancerogenezy. Zwykle wystepuja w krwi obwodowej w niewielkiej
liczbie (1 na 10® komorek jadrzastych) i moga tam przebywaé w stanie ,u$pienia” (ang. dormancy) przez
wiele lat. Na kazdy milion komorek krazacych, ktory jest dziennie uwalniany do krwioobiegu, blisko 90%
zanika w ciggu kilku minut, jedynie 2,5% moze utworzy¢ tzw. mikroprzerzuty, a tylko 0,01% ma zdolnosé¢
formowania makroprzerzutow(s).

Poza guzem pierwotnym wystepuja takze tzw. rozproszone komorki nowotworowe (ang. disseminated
tumor cells, DCT), ktoremigruja przez uklad limfatyczny i sg3 wykrywane w wigekszym odsetku w szpiku
kostnym. Analiza populacji zarowno CTC, jak i DCT moze mie¢ istotne znaczenie kliniczne w monitorowaniu
przebiegu choroby(2, 6). DCT s3 analizowane w okreslonym punkcie czasowym w swoistej lokalizacji (szpik
kostny), stad wydaje sie, ze CTC maja wieksza wartos$¢ prognostyczna(7).

Analiza nowotworowych komoérek krazacych

CTC sa izolowane z krwi obwodowej, co upraszcza procedure uzyskania probek, a jednocze$nie umozliwia
monitorowanie populacji tych komoérek w czasie rzeczywistym. Zatem wydaje sie, ze krew obwodowa moze
stanowi¢ alternatywne zrodlo materialu do diagnostyki chorych, a analiza liczby CTC czesto jest nazywana
»plynna biopsja”(1). Z drugiej strony nalezy podkresli¢, ze wykrywanie CTC jest utrudnione przez niepoznang
dokladnie biologie tych komorek, ktora odzwierciedla heterogennosé guza pierwotnego. Nawet najnowsze
technologie, ktore zostaly zastosowane do izolowania i charakterystyki CTC nadal wymagaja walidacji(8).
Ostatnie wyniki wskazuja na zwigzek miedzy obecno$cia CTC i rozsiewem choroby, jednak w przypadku
wielu nowotwordéw ich przydatno$¢ musi zosta¢ potwierdzona w badaniach wieloosrodkowych.

Podczas rozwoju nowotworu niewielkie populacje komorek zlokalizowane w guzie pierwotnym
(ang. primary tumour) moga nabiera¢ cech komorek inwazyjnych i zdolnoSci do ruchu, a nastepnie
przemieszcza¢ sie do $wiatla naczyn krwiono$nych Mechanizm odpowiedzialny za ten proces nie jest
jeszcze dokladnie poznany, jednak postuluje sie, ze jest zwigzany z interakcjami pomiedzy komoérkami
nowotworowymi, a otaczajaca je macierza, wlaczajac w to odpowiedz na hipoksje (i), powstawanie
przerzutow zalezne od ekpresjimetaloproteinaz (ii), tworzenie nowych naczyn krwiono$nych (iii) oraz
nabycie cech komoérek mezenchymalnych, czyli tzw. Tranzycje epitelialno — mezenchymalna (ang. epithelial
— mesenchymaltransition, EMT) (iv) (9-11).

Komorki, ktore ulegly rozsiewowi i przezyly moga utworzy¢ wtorne ognisko nowotworu w narzadach
odleglych (np. w szpiku kostnym, ptucu, watrobie, moézgu). Komoérki CTC, ktore opuscily §wiatlo naczyn
krwiono$nych zasiedlajg inne organy jako DTC i zmieniaja mikrosrodowisko formujac nowa nisze. Taka
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populacja moze nabra¢ cech bardziej zlosliwych rozwina¢ sie w przerzut i/lub moze re-cyrkulowa¢ do
innych narzadéw wtérnych, a nawet do ogniska pierwotnego(12). Tworzenie mikro i markoprzerzutéw moze
zachodzi¢ w koncowej postepu choroby, w momencie kiedy guz pierwotny osiagnal mase krytyczna i nabrat
wysoce agresywnego charakteru (model liniowy), ale tez czesto zachodzi weze$niej, kiedy ognisko pierwotne
jest jeszcze stosunkowo niewielkie (model rownolegly) (13). W obu przypadkach pojawienie sie przerzutow
wigze sie ze ztym rokowaniem.

Wykrywanie nowotworowych komorek krazacych, pomimo duzego postepu w dziedzinie, pozostaje nadal
sporym wyzwaniem(14, 15). Kluczowym problemem jest wybor metody umozliwiajacej wykrycie tych CTC,
ktore sa odpowiedzialne za powstawanie przerzutow. Powinna ona by¢ polaczeniem uzupeiajacych sie
technologii zoptymalizowanych pod katem konkretnego typu nowotworu, np. raka piersi.

Izolacja nowotworowych komérek krazacych

Zlotym standardem wykrywania CTC jest klasyczna analiza immunocytochemiczna. Technika najczesciej
stosowana ze wzgledu na dostepno$c jest polaczenie barwienia swoistym przecicialem (np. skierowanym
przeciwko cytokeratynie) z fluorescencyjna hybrydyzacjia in situ (FISH). Jednak ocena takich preparatow
powinna by¢ przeprowadzona przez specjaliste patologa i jest czasochlonna, stad intensywny rozwéj metod
automatycznych, ktore sa bardziej czule i dokladne. Podsumowanie najwazniejszych komercyjnych systemow
do wykrywania CTC w krwi obwodowej chorych z wykorzystaniem technik cytometrii przeplywowej
przedstawiono w tabeli (tab.1, za:(16), zmodyfikowano).

Analiza populacji CTC w oparciu o metody biologii molekularnej polega glownia na zastosowaniu
wariantow tancuchowej reakcji polimerazy (ang. polymerasechainreaction, PCR). Wada tej metody jest fakt,
ze za pomocg PCR mozna okresli¢ ilo§¢ DNA pochodzacego z CTC, ale nie mozna stwierdzi¢, czy pochodzi ono
z komorek zywych, czyli takich, ktore zachowaly zdolno$¢ tworzenia przerzutéw. Problem ten rozwigzano
stosujac analizy w czasie rzeczywistym (ang. real-time PCR, RT-PCR), ktore opieraja sie na pomiarze poziomu
ekspresji mRNA (jedynie zywe komorki maja zdolno$¢ syntezy mRNA, mRNA pochodzace z komorek
apoptotycznych jest szybko degradowane). Nalezy jednak pamietaé, ze ilo§¢ mRNA produkowana przez te
same komorki jest rozna w zaleznos$ci od fazy cyklu komoérkowego czy poziomu zréznicowania komorek.
Poza tym wysoka czulo$¢ tej metody moze sprzyjaé powstawaniu wynikéw falszywie pozytywnych, zatem
analiza populacji CTC za pomoca RT-PCR stuzy raczej ich charakterystyce, niz wykrywaniu(17).

Jak wspomniano liczba CTC w krwioobiegu jest stosunkowo niska (1 komérka na 106 — 107 jednojadrzastych
komorek krwi), stad wstepne zageszczenie tej populacji jest niezbedne do prawidlowego przeprowadzenia
analizy(18). Metody selekcji CTC obejmuja szereg technologii w zaleznos$ci od cech tych komorek
odrozniajacych je od pozostalych komoérek hematopoetycznych, takich jak wlasciwosci fizyczne (rozmiar,
gesto$¢, tadunek elektryczny, odksztalcalno$¢) lub/i biologiczne (ekspresja bialek powierzchniowych,
zywotno$¢, inwazyjno$c¢). Nalezy podkresli¢, ze wiekszo$¢ dostepnych obecnie opiera sie na analizie poziomu
ekspresji bialka adhezji miedzykomérkowej (ang. epithelialcelladhesionmolecule,EpCAM), jednak coraz
cze$ciej analizuje sie tez komorki EpCAM negatywne ze wzgledu na zjawisko EMT, ktéremu towarzyszy
obnizenie poziomu ekspresji EpCAM CTC (patrz nizej).

Tabela 1. Wybrane metody oparte na analizie bialka EpCAMstosowane do oceny populacji
CTC

Test | Metoda zaggszczania | Metoda detekcji | Uwagi

Metody oparte na analizie EpCAM

Poélautomatyczny system

Beadsyimmunomagnetyczne: Immunocytochemia: satwierdzony orzez FDA
CellSearch® perelki sprzezone CK8+, 18+, 19%, CD45, w diagnost CZ Eaka ‘orsi
z przeciwcialem anty-EpCAM DAPI & Y P ’

prostaty i jelita grubego
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. Wysoka skuteczno$c
. . Immunocytochemia: . o
. Mikrokolumny sprzezone wykrywania (do 100%),
CTC-chip DRO CKS8*, CK18*, CK19*, .
z przeciwcialem anty-EpCAM . takze u chorych Mo, brak
CD45, DAPI P SHOTyel A0, b
walidacji klinicznej
CTC-chi Mikrokolumny wypelnione Immunocytochemia:
E hesiap nanoperetkami sprzezonymi CK8, 18+, 19*, CD45, brak walidacji klinicznej
P z przeciwcialem anty-EpCAM DAPI
Wizualizacja 1.2012.10_]21 WSZyStkl,Ch
. . epitelialnych komorek
MagSweeper | Beadsyimmunomagnetyczne mikroskopowa: . -
.. krazacych, mozliwa ocena
ocenamorfologii SR .
w duzej objetosci krwi
Wysoka wydajno$c¢ oceny
. . , Immunocytochemia: (do 3 rzedow wielko$ci),
Maintrack® Liza erytrocytow EpCAM*, CD45°, DAPI nieudowodniona
specyficzno$¢ testu
Immunocytochemia: Dwa przeciweiala
EpCAM, CK7*, 8+, PSA . przectwe .
. . . skierowane swoiScie przeciw
. Wirowanie w gradiencie (tylko dla raka stercza), ,
Ikoniscope® . ; . komoérkom nablonkowym
stezen lub filtracja DAPI, . . e
i analiza aberracji
FISH dla chromosomu 7
i3 chromosomowych
bifgsezﬁﬁiﬁ?ganiffizgee Immunocytochemia: Analiza komorek CTC
Ariol® Y snety CK8, 18+, 19, CD45, EpCAM pozytywnych oraz
sprzezone z przeciwcialem DAPI EpCAM nesatvwnveh
anty-EpCAM i anty-CK P satywny
Beadsylmmunomagnetyczne RT-PCR: MUC1, HER®, Mozliwe wynlkl falszywie
Anda sprzezone z anty-MUC1 EpCAM dodatnie z powodu
i EpCAM P niespecyficznej amplifikacji
Testy funkcjonalne
test rozetowy, Ficoll, Sekrecja bialek CK19, ko‘;\]n}(;lilt;iﬁ?ll)llirzl}l:(l)vxc}éh
EPISPOT eliminacja komorek MUC1, Cath-D (piers); yeh,

CD45,

CK19 (jelito); PSA (stercz);

ktore zachowaly zdolno$ci
wydzielnicze
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Immunocytochemia:

Vita-Assay™ Zdolnos$¢ do inwazji EpCAMY, ESA’, pan-CK4r, Wykrywan}e komorek C.TC

5%, 6%, 7%, 8%, 10", 13*, 18", o inwazyjnym fenotypie

CD45
Pozostale
Umozliwia wykrycie 1

komorki/1 ml krwi; RT-
ISET Wielko$¢ komorek Immunocytochemia: CK* | PCR na matrycy DNA CTC;
ryzyko wynikow falszywie

pozytywnych

wykaz skrotow:

Cath-D: katepsyna-D (ang. cathepsin D); CK: cytokeratyna (ang. cytokeratyn); DAPI: 46 — diamidyno-2-
fenyloindol; DEP: dielektroforeza (ang. dielectrophoresis);EpCAM: czasteczka przylegania nablonka (ang.
epithelialcelladhesionmolecule); EPISPOT: modyfikacja metody ELISPOT umozliwiajacg detekcje komorek
nablonkowych (ang. EPIthelialimmunoSPOT); ESA: antygenspecyficzny dla komorke nablonka (ang.
epithelialspecificantigen); FISH: fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (ang. fluorescent in situ hybridization); ISET:
izolacja na podstawie wielko$ci komorekepitelialnych (ang. isolation by size of epithelial tumor cells); MUC1: mucyna
1 (ang. mucine 1); PSA: antigen specyficzny dla stercza (ang. prostatespecificantigen); TG: tyroglobulina

Idealna metoda wykrywania CTC powinna obejmowac poszukiwanie markera charakterystycznego
dla komoérek nablonkowych, ktérego ekspresja nie obniza sie w trakcie EMT i/lub takiego, typowego dla
komorek mezenchymalnych, ktory ulega ekspresji w trakcie EMT. Ponadto wazna jest mozliwo$¢ odréznienia
komorek zywych od apoptotycznych w celu wykrycia i profilowania CTC inicjujacych przerzut. Wreszcie,
istotne informacje moga zosta¢ uzyskane po ocenie wychwyconych CTC na poziomie molekularnym
i porownaniu ich charakterystyki z cechami komorek ogniska pierwotnego i/lub obecnymi przerzutami.
Duze zainteresowanie budzi opracowywanie urzadzen, ktore moga obslugiwaé probki o objetosci co najmniej
dziesieciokrotnie mniejszej, niz obecnie wymagana dla biezacych testow (<1 ml krwi w poréwnaniu z 5 do 20
ml), minimalizujac w ten sposéb czas badania i koszty zakupu odczynnikéw. Jednak CTC sa bardzo rzadkie
i analiza wiekszych objeto$ci krwi (=20 ml) moze by¢ bardziej korzystna, szczegdlnie u chorych z wezesnym
stadium raka. Zatem na szczegblna uwage zastuguja technologie, ktére analizuja CTC w wiekszych
objetosciach probek i ich kliniczna walidacja.

Cechy biologiczne populacji nowotworowych komorek krazacych utrudniajace prawidlowa
analize

CTC izolowane z krwi obwodowej reprezentuja heterogenna populacja komoérek nowotworu ze
$rednim polowicznym czasem przezycia wahajacym sie od 1 do 2,4 godzin (19). W krazeniu znajduja sie CTC
zywe i apoptotyczne, ale wiekszo$¢ metod umozliwiajacych ich izolacje nie rozréznia tych dwoch populaciji,
podobnie, jak nie dostarcza informacji, ktore z komorek sg aktywne w cyklu komérkowym, a ktore znajduja
si¢ w fazie G_. Pierwszym testem pozwalajagcym na charakterystyke CTC byt EPISPOT, ktory wykrywa
komorki CTC na podstawie ekspresji CK19 i MUC-1. Podwdjne barwienie przeciwcialem skierowanym
przeciwko CK19 i M30, ktory jest wezesnym markerem apoptozy umozliwia oszacowania komorek zywych
i preapoptotycznych(20).

Natomiast poziom ekspresji biatka Ki-67 zwigzanego z proliferacja komorkowa jest niski w CTC lub w ogole
nie wystepuje, co wskazuje na to, ze wiekszo$¢ CTC znajduje sie w fazie spoczynkowej cyklu komorkowego
i moze by¢ zwiazane z opornoscia tych komoérek na niektdre zastosowane schematy leczenia systemowego.

Analiza klasycznych marker6w nablonkowych, takich, jak EpCAM czy wybrane cytokeratyny nie jest
wystarczajaca do wykrycia caltej populacji CTC w krwi obwodowej (21) ze wzgledu na ich zréznicowanie
morfologiczne i molekularne (ryc. 1).
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Rycina 1. Schematyczne przedstawienie najwazniejszych cech charakterystycznych CTC

W dalszym ciggu nie sa poznane mechanizmy unikania anoikis. Roznorodnoé¢ fenotypowa CTC odnosi sie
nie tylko do zjawiska przejécia epitelialno-mezenchymalnego (EMT), ale obejmuje rowniez ekspresje bialek
zwiazanych z apoptoza, proliferacja, inwazja i chemotaksja i jest $cisle powigzana ze zmiennoS$cig genotypowa

Wykazano, ze nawet stosujac metode Cell Search®, ktéra jako jedyna jest dopuszczona do diagnostyki
klinicznej przez Agencje Zywnoéci i Lekow (ang. Food and Drugs Administration, FDA) mozna otrzymaé
wyniki falszywie negatywne, poniewaz nie zostaja rozpoznane komorki zblizone morfologiczne do zdrowych,
ale jednak wykazujace cech komorek zlosliwych. Dopiero zastosowanie innego markera, CD146 (ang.
cluster of differentiation 146, CD146), znanego réwniez jako czasteczka adhezyjna komérek czerniaka (ang.
melanoma celladhesionmolecule, MCAM) lub glikoproteina na powierzchni komérki MUC18, umozliwilo
prawidlowa ocene populacji CTC. Za jedna z przyczyn trudnosci izolacji CTC w oparciu o nablonkowe markery
powierzchniowe uwaza sie fakt, ze stosowane przeciwciala nie wykrywaja szerokiego spektrum wszystkich
biatek powierzchniowych obecnych na komérkach(22). Badano $ciezki przekazywania sygnatu przez biatko
EpCAM, a rezultaty tych prac czeSciowo thumacza otrzymywanie falszywie negatywnych wynikéw analizy
CTC w oparciu o ten marker powierzchniowy(23).Komercyjnie dostepne przeciwciala skierowane przeciw tej
glikoproteinie rozpoznaja tylko jego domene zewnatrzkomérkowa, podczas gdy EpCAM moze by¢ trawione
przez proteazy, co z kolei prowadzi do translokacji domeny wewnatrz komoérkowej do jadra komoérkowego
i ,ukrycie” bialka przed przeciwcialem. Co ciekawe, udowodniono, ze komoérki z wewnatrzjadrowa ekspresja
EpCAM maja potencjal onkogenny(23). Postuluje sie, ze zmienny poziom ekspresji EpCAM moze byc¢
zwiazany z okresowa proliferacja CTC, ktora zostaje znaczaco obnizona w §wietle naczyn krwiono$nych.
Zatem guzy EpCAM pozytywne moga uwalnia¢ komorki, ktére w krwi obwodowej traca ekspresje markerow
powierzchniowych i wznawiaja ja dopiero w miejscu tworzenia przerzutu.

Kolejna przyczyna utrudnionej analizy CTC w oparciu o ekspresje markeréw nablonkowych komérki jest
zjawisko tranzycji epitelialno-mezenchymalnej. Komérki guza o charakterze nablonkowym w okreslonych
warunkach mikroérodowiska na skutek wewnetrznych zmian lub pod wplywem bodzcow zewnetrznych
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moga przeksztalcac sie w komorki mezenchymalne lub quasi-mezenchymalne(10), zatem ekspresja markerow
nablonkowych na tych komorkach jest niska lub niewykrywalna. Badano ekspresje genéw komorek linii
komorkowej wyprowadzonej z DTC izolowanych ze szpiku kostnego chorego na raka i wykazano, ze posiadaja
one cechy charakterystyczne dla EMT, tj. relatywnie niski poziom ekspresji cytokeratyn (CK7, CK8, CK17,
CK18, CK19) i wysoki poziom ekspresji wimentyny, bialtka zwigzanego z fenotypem mezenchymalnym (24).
Podobne wyniki uzyskano w innych eksperymentach prowadzonych niezaleznie przez rdzne zespoly. Aktas
i wsp. wykazali obecno$¢ marker6w mezenchymalnych (Twist 1, Akt2 lub PI3Ka) w62% CTC, natomiast
Raimondi i wsp. udowodnili obecno$¢ dwoéch markeré6w EMT: wimentyny i fibronektyny na komorkach
CTC izolowanych z krwi obwodowej 28% chorych. U chorych, u ktérych CTC nie wykazywaly ekspresji CK
ten odsetek byl nawet wyzszy (38%). Badania powtoérzono i potwierdzono wyniki wykonujac jednoczesna
analize ekspresji tych bialek w krwi obwodowej zdrowych dawcow(2s, 26). Jednak nalezy podkreslic, ze
chorzy otrzymujacy neoadjuwantowa terapie wykazuja wyzszy poziom ekspresji genéw odpowiedzialnych za
EMT(27), co jest zwiazane z gorszym rokowaniem. Uwaza sie, ze CTC, ktére ulegaja EMT moga byé oporne
na neoadjuwantowe leczenie, a wimentyna powinna by¢ stosowana jako marker dodatkowy w analizie
tych komérek. Warto jednak zauwazy¢, ze wimentyna jest bialkiem charakterystycznym dla subpopulacji
aktywowanych monocytéw, co znaczaco ogranicza jej przydatno$¢ i utrudnia analize CTC w probkach
bogatych w monocyty. Zatem konieczne staje sie poszukiwanie markera zwigzanego z EMT, ktory jest swoisty
dla CTC.

Proces tranzycji epitelialno-mezenchymalnej i fenotyp macierzysty, ktérego nabieraja niektére komorki
nowotworowe s3 ze soba powigzane. W konsekwencji subpopulacje CTC/DTC moga demonstrowaé cechy
komoérek macierzystych. Wykazano ekspresje bialka ALDH1 uwazanego za marker charakterystyczny
dla komorek macierzystych w 46 — 70% CTC izolowanych od chorych z rakiem piersi (25, 26). W innych
badaniach stwierdzono, ze w badanej populacji CTC ponad 35% komorek ma fenotyp CD44*/ CD247"v,
a 17% ALDH1""/ CD247/"%(28). Obecnos$¢ nowotworowych komérek macierzystych w guzie, ich potencjal
do samoodnowy i oporno$¢ na leczenie powoduje, ze u chorych, u ktérych wykryto CTC z cechami komorek
macierzystych czesciej dochodzi do niepowodzenia terapii(25). Stwierdzono, ze w 86% CTC izolowanych
od pacjentek z przerzutujacym rakiem piersi wystepuje nadekspresja jednego lub wiecej bialek zwigzanych
z odpornoscig wielolekowa (ang. multi-drugresistance-related protein, MRP), co jest zwigzane z istotnym
skroceniem czasu przezycia (ang. overallsurvival, OS).

Diagnostyka molekularna chorych na nowotwory opiera sie przede wszystkim na analizie ogniska
pierwotnego, jednak w masie guza znajduja sie zarowno komorki inwazyjne, jak i nieinwazyjne. Z klinicznego
punktu widzenia w ocenie ryzyka nawrotu choroby znaczenie maja tylko te pierwsze(29). CTC stanowia
populacje komorek, ktoére juz rozprzestrzenily sie w organizmie i maja potencjal tworzenia przerzutow.
Ro6znice pomiedzy CTC, a komoérkami guza pierwotnego wystepuja stosunkowo czesto, moga wplywaé na
odpowiedz chorego na terapie, ktorej schemat nie uwzglednia fenotypu komorek krazacych (30). Wykazano
obecnos¢ w krwi obwodowej CTC HER-2 pozytywnych, pomimo zdiagnozowania u chorych raka piersi HER-
2, notowano takze sytuacje odwrotne, podobnie rozbieznosci dotyczyly ekspresji receptora estrogenowego,
progesteronowego, czy EGFR, ktorych poziom ekspresji ma istotne znaczenie w kwalifikowaniu chorych
do konkretnej terapii(30-33). To zjawisko mozna wytlumaczy¢é ograniczeniami dostepnych metod
eksperymentalnych, ktére np. pomijaja w ocenie niewielkie, ale istotne kliniczne klony komorek guza
pierwotnego. Pojawia sie tez postulat, ze CTC podlegaja silnej selekcji w trakcie przenikania do Swiatla
naczyn krwiono$nych, rozsiewu lub na skutek zastosowanego leczenia ogdlnoustrojowego i ich niestabilnosé¢
genomowa moze prowadzi¢ do wytworzenia nowych klonéow komoérek nowotworowych o cechach
fenotypowych/genotypowych rézniacych sie od cech pierwotnych komoérek nowotworowych. Dodatkowo
CTC izolowane z krwi obwodowej moga pochodzi¢ z ogniska przerzutowego i ich fenotyp/genotyp moze
odpowiada¢ komérkom budujacym przerzut (12).

Podsumowanie
Plynna biopsjado oceny nowotworowych komorek krazacych w krwi chorego wydaje sie by¢ obiecujacym

testem shluzacym do wczesnego wyrycie mikroprzerzutéw. Wstepne wyniki sa zachecajace, jednak w celu
oszacowania klinicznej uzytecznoéci CTC, jako niezaleznego biomarkera niezbedne sa wieloosrodkowe
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badania obejmujace wieksze grupy chorych, dtuzsze okresy obserwacji, bardziej szczeg6towa charakterystyke
molekularng CTC i walidowaneprocedury. Przyszle analizy powinny koncentrowaé¢ sie na biologii CTC
i pokaza¢, czy zmiany ich liczebno$ci i wlasciwo$ci moga utatwi¢ przewidywanie odpowiedzichorego na
okreslone terapie, a tym samym uzupekic obecne testy diagnostyczne.
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