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ABSTRAKT

Uvod a cile studie

Cirkulujici nadorové bunky (circulating tumour cells — CTC) piedstavuji slibny zptlisob
identifikace pacientl s kastracné — rezistentnim karcinomem prostaty (castration — resistant
prostate cancer — CRPC), ktefi budou profitovat z Casto narocné cytotoxické 1écby. Cilem této
prace bylo zhodnoceni prognostického vyznamu CTC u pacientt s CRPC léCenych
docetaxelem. V ramci projektu jsme také testovali rizné moznosti kultivace CTC a stanoveni
jejich genetického profilu vcetné genetického profilu histologickych preparati v dobé
diagnozy.

Metodika

Do prospektivni studie bylo zafazeno celkem 39 pacientil, kteti spliiovali kritéria CRPC,
indikovanych k chemoterapii docetaxelem. Odbér krve pro analyzu CTC byl proveden u
vSech pacientll pfed zahijenim chemoterapie a v den poddni ctvrtého nebo pétého cyklu
docetaxelu. Paraleln¢ byly CTC kultivovany. Izolace a detekce CTC byla provedena pomoci
systému AdnaTest, ktery spoc¢iva v imunomagnetické separaci a néasledné detekci mRNA z
lyzatu CTC. Primarnim cilem studie bylo zhodnotit celkové pieziti (overall survival — OS)
pacientll. Analyza OS byla zkoumana pomoci Kaplan — Meierovy metody odhadu distribu¢ni
funkce preziti. Vliv jednotlivych faktorii byl testovan pomoci Log—rank testu, Wilcoxon testu
a Coxova regresniho modelu.

Vysledky

Do analyzy pteziti vstoupilo celkem 30 muzl. Cirkulujici nddorové buiiky byly detekovany
celkem u 33 z39 (84,6 %) pacienti pred chemoterapii a u 17 z32 (53,1 %) bcéhem
chemoterapie. Stfedni doba OS byla 15,3 (0,9-35,2) mésict. Nejdelsi OS bylo zaznamenano u
Ctyt pacientl, ktefi byli hodnoceni jako CTC negativni v obou odbérech. Béhem projektu
jsme také testovali moZnost detekce CTC u pacientil pied radikélni prostatektomii. U Zadného
pacienta jsme nezjistili ptitomnost CTC v krevnim vzorku vcetné dvou pacientli s pozitivnim
uzlinovym ndlezem po vykonu. VySetfili jsme také dva pacienty s vysokou hodnotou
prostatického specifického antigenu pii negativni biopsii prostaty, u zadného nebyly CTC
zjistény. Dale jsme vySetfili celkem 41 pacientl na pfitomnost androgenniho receptoru (AR),
koncentrace fragmentu AR byla ve vzorku odebraném béhem chemoterapie 1,5 — 11 x nizsi
ve srovnani se vzorkem odebranym pied chemoterapii. V ramci kultivace CTC se nejvice
osvédcila metoda izolace mononuklearni vrstvy bunék a jeji nasledna kultivace v Roswell
Park Memorial Institute médiu s pfidavkem fetdlniho teleciho séra. Provedli jsme také
optimalizaci metody zpracovani histologickych preparati pro izolaci mRNA a pro naslednou
analyzu exprese vybranych gend.

Zavér

Analyza CTC muze pfispét k ur€eni prognézy pacientli s CRCP, u kterych je indikovana
chemoterapie docetaxelem. Kultivace CTC a stanoveni jejich genetického profilu vcetné
srovnani s genetickym profilem karcinomu prostaty v dobé diagnézy muze dale zpiesnit
odhad odpovédi na cytotoxickou lécbu. Projekt byl podpotfen granty IGA NT 12205-5/2011
a MZ CR — RVO VFN64165.



ABSTRACT

Introduction and aim of the study

Circulating tumor cells (CTCs) are a promising tool of identifying patients with castration—
resistant prostate cancer (CRPC) who will benefit from often demanding cytotoxic therapy.
The aim of this work was to evaluate the prognostic significance of CTC in docetaxel—treated
CRPC patients. Within the project, we also tested the various methods of CTC cultivation and
studied their genetic profile as well as the genetic profile of histological specimen at the time
of diagnosis.

Patients and methods

A total of 39 patients who met the CRPC criteria and were indicated for docetaxel
chemotherapy were included in the prospective study. Blood collection for CTC analysis was
done in all patients before chemotherapy and on the first day of the fourth or fifth cycle of
docetaxel. In parallel, CTCs were cultivated. Isolation and detection of CTC was done using
the AdnaTest system, which consists of immunomagnetic separation and subsequent detection
of mRNA from the CTC lysate. The primary objective of the study was to evaluate the overall
survival (OS) of patients. Survival analysis was performed using the Kaplan—-Meier method of
estimating the survival distribution function. The impact of individual factors was tested using
the Log—rank test, the Wilcoxon test and the Cox regression model.

Results

Data of a total of 30 patients were used in the survival analysis. Circulating tumor cells were
detected in a total of 33 out of 39 (84.6 %) patients before chemotherapy and 17 out of 32
(53.1 %) during docetaxel treatment. The mean OS was 15.3 (0.9-35.2) months. The longest
OS was recorded in four patients who were CTC negative in both samples. During the project,
we also tested the possibility of CTC detection in patients before radical prostatectomy. We
did not detect CTC in any patient, including two patients with positive lymph nodes after
surgery. We also tested two patients with high prostate—specific antigen levels and negative
prostate biopsy, and no CTC were detected. In addition, we examined a total of 41 patients for
the presence of androgen receptor (AR). The concentration of the AR fragment in the sample
taken during docetaxel treatment was 1.5 to 11 times lower compared to the sample taken
before chemotherapy. Regarding the methods of cultivation, the isolation of the mononuclear
cell layer and its subsequent cultivation in the Roswell Park Memorial Institute medium with
the addition of fetal calf serum proved to be the most efficient. We have also optimized the
method of histological specimen processing for mRNA isolation and for subsequent analysis
of expression of selected genes.

Conclusion

Analysis of CTC can help estimate the prognosis of CRCP patients who are indicated for
docetaxel therapy. Cultivation of CTC and determination of their genetic profile, including
comparison with the genetic profile of prostate cancer at the time of diagnosis, can further
improve the estimation of response to cytotoxic therapy. The project was supported by grants
IGA NT 12205-5/2011 and MZ CR — RVO VEN64165.
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1. KARCINOM PROSTATY

1.1. Epidemiologie karcinomu prostaty v Ceské republice

Karcinom prostaty (KP) je v Ceské republice po koznich nadorech nejéastéjsi
nadorové onemocnéni u muzi a po karcinomu plic druhou nejCastéj$i pfiCinou umrti
z malignich pfi¢in. Za poslednich 20 let se incidence KP vice nez ztrojnasobila a v roce 2015
doséhla 136 na 100 tisic muzi. Oproti tomu se mortalita prakticky nezménila a pohybuje se
kolem 30 na 100 tisic muzt (obrdzek 1). V poslednich letech je tak ro¢né diagnostikovano
kolem 7000 novych onemocnéni a ptiblizn€¢ 1500 muzi na KP zemfe. V roce 2015 ptezivalo
s diagnézou KP (vyléCeni nebo aktualné 1éceni pacienti) vice nez 53 000 muzii. Ve srovnani
s ostatnimi zemé&mi svéta byla Ceska republika v roce 2008 na 29. misté v incidenci a 36.
misté v mortalité. Karcinom prostaty je také jeden z mala nadori, jehoz incidence se posouva
smérem k mlad$imu veéku pacientll. Zatimco v roce 2000 bylo s nadorem zjisténo celkem 66
muzi ve véku 50-54 let, respektive 164 muzi ve véku 55-59 let, v roce 2015 to bylo jiz 238,
respektive 651 pacientl (obrazek 2).

Vice nez 90 % ptipadld je zjisténo v lokalizovaném (stddium I a II) nebo lokalné
pokrocilém (stddium III) stavu. Specifickou kategorii je metastatické onemocnéni, tedy
vétSina pacientll ze stadia IV. Zvlastni postaveni v epidemiologii mé proto, Ze pétileté preziti
pacientl s lokalizovanym nebo lokalné€ pokroc¢ilym nadorem dosahuje témét 100 %, zatimco u
metastatického karcinomu ptezivad pét let pouze 40 % muzi. Predpoklad, Ze casnéjsi
diagnostika KP sniZi pocet pokroc€ilych stadii, se zatim bohuZel nepotvrdil. Od roku 2001 do
roku 2015 sice kleslo procento vyskytu metastatického karcinomu z 16,7 na 9,2 %, absolutni

pocty se vSak v tom samém obdobi pohybovaly mezi 527-673 piipady rocné.

Zajimavé jsou také predikéni modely, které pravidelné aktualizuje Institut biostatistiky
a analyz Masarykovy univerzity (IBA MU) v Brné€. V roce 2018 tak mizeme ocekavat celkem
7026 nové diagnostikovanych nadord, z nichZz 878 bude ve stadiu IV. Celkem tak bude
s diagndzou KP prezivat vice nez 66 000 muzi, ve stadiu IV to bude pfiblizné 5250 pacientt.
Odhadované pocty protinadorové lécenych pacientli s metastatickym KP v roce 2018 pak
dosahuji 720 muzi s nové zjistenym KP ve stadiu IV. Relapsy nebo progrese do stadia IV
budou léceny u 2364 muzi a tzv. terminalni relapsy (onemocnéni povede v roce 2018
k umrti) budou léeny u 1043 muzi. Celkem tak bude léceno vice nez 4000 pacientil
s pokroc¢ilym onemocnénim. Lécba posledni faze onemocnéni, tedy kastraéné rezistentniho

KP (castration—resistant prostate cancer — CRPC), bude zah4jena u 500 muzi a dalSich 300
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pacientl bude pokracovat v 1écbé, ktera byla zapocata pred rokem 2018 (1). Vzhledem
k tomu, ze lécba pokrocilého KP je mnohonasobn¢ nakladngjs$i, jednd se o zavazna

epidemiologicka data.

Obrazek 1. Vyvoj incidence a mortality karcinomu prostaty (podle 1)
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Obrazek 2. Vékové specificka incidence karcinomu prostaty v obdobi 19862015 (laskavosti doc.
RNDrv. Ladislava Duska, Ph.D. — IBA MU — osobni data)

°§ = 900 -
S S 800 -
= % —— 2011-2015
5 x 700
=9
© o 600
> X
2’8 00
Fe°
o >
2.5 400
o’N
© -
5 E 300
w S
3 S 200
c8
‘g"— 100
’ m
[]
m C 0 T T T T T T T T 1
@«:"‘é”e"‘@*\""\‘*%"‘«a"
E
S FFE YT

Veék pri diagnoze

13



1.2. Etiopatogeneze karcinomu prostaty

Pro vyvoj KP je nutnd pfitomnost testosteronu. Toto je zdkladni fakt, na kterém je
zalozen princip hormonalni 1é¢by a také definice CRPC. Rist a preziti KP jsou tedy zavislé na
aktivaci androgenniho receptoru (AR) na povrchu nadorovych bunék. Androgenni receptor
ucinkuje hlavné jako DNA-vazebny transkripcni faktor, ktery reguluje genovou expresi.
Geny, které jsou regulovany AR, jsou zdsadni pro vyvoj a udrzovani muzského fenotypu.
V nékterych typech bun€k se na aktivaci receptoru podili pfimo testosteron, zatimco u jinych
bun¢k se uplatiuje jeho ucinnéjsi metabolit, So—reduktazou konvertovany, dihydrotestosteron.
Primérnim mechanismem ucinku aktivace AR je pfimé regulace genové transkripce. Vazba
androgenu na AR vede kjeho konformaéni zméné€, ktera zpisobuje disociaci proteinil
tepelného Soku (heat shock proteins), transport z cytosolu do bunécného jadra a dimerizaci.
Dimer receptoru se vaze na specifickou sekvenci DNA znamou jako androgen-response
element (ARE). Androgenni receptor pak ovliviiuje dal§i proteiny v jadru, coz vede ke
specifické genové up— nebo down-regulaci transkripce. Vysledkem je aktivace bunécného
déleni. Blokada AR nebo nedostatek testosteronu vede k naruseni receptorové signalni drahy

a v kone¢ném dusledku k apoptoze.

Hormonalni 1é¢ba vSak neni kurativni a béhem dvou az ti let dochézi k reaktivaci této
signdlni drahy a dalSi proliferaci bunék KP 1 pfes nizké hladiny testosteronu. Ve fazi CRPC
tak dochazi k amplifikaci nebo zvySené expresi androgenniho receptoru, jeho mutacim,
objevuji se nové koregulatory nebo extragonadalni a intratumoralni produkce androgent (2).

Pokracovani hormonalni 1é¢by 1 béhem faze CRPC je tak naprosto zasadni.

1.3. Diagnostika karcinomu prostaty

Diagnéza KP je stanovena z histologického preparatu, nejcastéji z biopsie prostaty
transrektalnim nebo transperinedlnim piistupem, méné Castéji jako ndhodny nalez pti operaci
prostaty pro benigni zvétSeni. Transrektalni biopsie probiha vétSinou ambulantné v lokalni
anestezii s kratkodobym podanim antibiotik, zatimco transperinealni biopsie vyzaduje
vétSinou hospitalizaci s analgosedaci. Indikace k biopsii vychdzi v soucasnosti nejcastéji ze
zvySené hodnoty prostatického specifického antigenu (PSA), méné Cast&ji pouze na zaklade
hmatného nalezu pii per rektum vySetfeni. Hodnota PSA je spojitd veliCina, tj. s rostouci

hladinou PSA se zvySuje pravdépodobnost diagnézy KP v biopsii. Pro zpfesnéni indikace
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biopsie je mozné vyuzit poméru volného a vdzaného PSA nebo stanoveni izoformy PSA

(Prostate Health Index).

Pti potvrzeni diagnézy KP je v preparatu hodnoceno celkem pét stupni pokrocilosti
dediferenciace nddorovych zlazek. Soucet prvnich dvou nejcastéjSich stupni predstavuje tzv.

Gleasonovo skore (GS) (viz kapitola 1.4.).

V piipadé podezieni na KP je v rdmci zobrazovacich metod mozné vyuzit zobrazeni
pomoci multiparametrické magnetické rezonance s cilenym odbérem vzorkd ze suspektnich
1ézi (tzv. fuzni biopsie prostaty). Magnetickd rezonance se také vyuzivd k hodnoceni
lokdlniho rozsahu onemocnéni pifed planovanym radikalnim oSettenim. Mezi dalsi
zobrazovaci metody patii CT bficha k posouzeni pfipadné lymfadenopatie nebo viscerdlnich
metastdz. Karcinom prostaty nejCastéji metastazuje do skeletu, scintigrafie skeletu je tedy

zlatym standardem pro identifikaci pfipadného postizeni kosti. Piesnéjsi informace pak

poskytne '8E_cholin PET/CT nebo *®*Ga—PSMA PET/CT (3).

1.4. Stadia a rizikové skupiny karcinomu prostaty

Karcinom prostaty miize byt rozdélen do nékolika stadii podle pokrocilosti
onemocnéni dle Tumour, Node, Metastasis (TNM) klasifikace 2017, hladiny PSA a GS
z histologie. Klasifikace Tla—b zahrnuje pacienty s nahodné zjisténym KP pii operacich pro
benigni hyperplazii. Klasifikace Tlc je nejcastéj$i a predstavuje nehmatny nador, ktery neni
viditelny na zobrazovacich vySetfenich a byl zjiStén v biopsii prostaty na zaklad¢ elevace
PSA. Klasifikace T2a—c zahrnuje nador lokalizovany na prostatu, u T3a nalezu se jedna o
extraprostatické Siteni, u T3b jsou postizeny semenné vacky. Nejpokrocilejsi nalez je u T4
klasifikace, kdy nador invaduje mocovy méchyft, rektum, zevni sfinkter nebo pfilehlé panevni
svaly. PostiZzeni panevnich uzlin je hodnoceno jako klasifikace N1. Metastatické rovné jsou

postizeni uzlin nad panevni oblasti (M1a), skeletu (M1b) a ostatnich organti (M1c) (4).

Gleasonovo skore vyjadiuje histologickou klasifikaci diferenciace nadorovych Zlazek.
V odbéru z biopsie prostaty nebo preparatu po radikdlni prostatektomii stanovi patolog
nejcastéjSi a druhy nejcastéjsi stupenn z péti stupni Gleasonova gradingu. Skore tak miize
dosédhnout hodnoty 2—10. V roce 2014 doslo k formalni zméné v hldSeni a v soucasnosti by
mél byt spolu s GS stanoven i tzv. International Society of Urological Pathology (ISUP) 2014
stupen (tabulka 1) (5).
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Karcinom prostaty muzeme také klasifikovat do tii rizikovych skupin: nizkého,

sttedniho a vysokého rizika. Riziko vychdzi z fadu let uznévané predikce selhani radikalni

lécby a navratu onemocnéni ve formé biochemického relapsu (6). Rizikové skupiny také

umozni stratifikovat pacienty pro potieby analyz registri nebo klinickych studii a

v neposledni fad¢ se jimi do velké miry fidi i volba 1éCby (tabulka 2).

Tabulka 1. Gleasonovo skore a International Society of Urological Pathology 2014 (ISUP) grading

(podle 3)

Gleasonovo skore

ISUP stupen

2-6

7(3+4)

7(4+3)

8 (4 +4nebo 3+ 5nebo 5+ 3)

9-10

D B W N

Tabulka 2. Rizikové skupiny karcinomu prostaty (modifikovano podle 3, 7)

Rizikova skupina | Stadium Parametry
onemocnéni

Nizké riziko PSA <10 ng/ml a GS <7 (ISUP grade 1) a ¢cT1-T2aNOMO

G as .. PSA 10-20 ng/ml nebo GS 7 (ISUP grade 2—3) nebo cT2b—
Stredni riziko Lokalizované T2eNOMO
Vysoké riziko PSA> 20 ng/ml nebo GS 8—10 (ISUP grade 4—5) nebo
cT3aNOMO

Lokalné Jakékoli PSA, jakékoli GS a cT3b—T4NOMO nebo cT1-
pokrocilé 4ANIMO

Z;:E)‘ vysoke Metastatické | Jakékoli PSA, jakékoli GS a cT1-4NO—1Mla—c
Kastracné Testosteron <1,7 nmol/l (<50 ng/dl) a progrese PSA nebo
rezistentni radiologicka progrese
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1.5. Moznosti 1é¢by karcinomu prostaty podle klinickych stadii

1.5.1. Lécba lokalizovaného karcinomu prostaty

V ptipad¢ lokalizovaného KP nizkého rizika je mozné zvolit jeden z konzervativnich
rezimli. Pacienty s dobou ocekavaného doziti kratSi nez deset let nebo se zavaznymi
komorbiditami Ize pouze sledovat a 1écbu, v tomto ptipad¢ paliativni, zahgjit az v piipadé
symptomatické progrese. Jedna se o rezim pozorného vyckavani (watchful waiting). Druhym
konzervativnim rezimem je aktivni sledovani (active surveillance). V tomto ptipadé je pacient
s KP nizkého rizika na zdklad¢ piisnych kritérii zarazen do protokolu, ktery vyzaduje
pravidelné kontroly PSA, vySetfeni per rektum a opakované biopsie prostaty. Pii potvrzeni
objektivni progrese, tedy zhorSeni klinicko—patologickych parametri béhem sledovani ve
srovnani se vstupnimi parametry, je protokol ukoncen a pacient podstoupi radikalni 1écbu

s kurativnim zadmérem.

Radikalni prostatektomie je chirurgicky vykon, pii kterém je odstranéna prostata, tzv.
chirurgické pouzdro a semenné vacky. Nasledné je vytvorena anastomé6za mezi méchyfem a
mocovou trubici. V indikovanych pfipadech je pfipojena extenzivni panevni
lymfadenektomie. Vykon je mozné provést otevienou cestou, laparoskopicky nebo za
asistence operacniho robota. V ptipad¢ selhani radikalni prostatektomie je mozné ozafit oblast
liZka po operaci a/nebo spadovych uzlin bud’ formou adjuvantni radioterapie (v ptipadé
nepiiznivych histologickych parametri definitivniho preparatu) nebo zachranné (,,salvage)

radioterapie (v piipadé PSA relapsu).

Radioterapie s modulovanou intenzitou (intenzity — modulated radiotherapy), ptipadné
doplnénd o navadéni pomoci pravidelného zobrazeni polohy orgénu (image — guided
radiotherapy) je zlatym standardem pro radiacni lécbu KP. Soucasné reZzimy zahrnuji bud’
normalni frakcionaci davek (cca 37-40 x 2 Gy / den, tj. az osm tydnii 1é€by), hypofrakcionaci
(nejcasteji 20 x 3 Gy, tj. Ctyfi tydny 1éCby) nebo dokonce utrafrakcionaci (cca 4-5 x 7-8 Gy,
tj. cca dva tydny lécby). V ptipadé¢ KP stfedniho rizika je vhodné kombinovat radioterapii
s kratkodobou neoadjuvantni hormonalni 1é¢bou (cca 6 mésicti), u KP vysokého rizika dale
pokracuje hormondlni lé¢ba v adjuvantnim reZimu po dobu dvou az tii let. Protonova
radioterapie je slibnou metodou, ktera na zéklad¢ fyzikalné ptiznivéjSiho rozlozeni distribuce
davky (tzv. Braggiv peak) teoreticky snizuje riziko ozatfeni okolnich organi (mocovy
méchyt, rektum), dlouhodobé vysledky vSak nejsou k dispozici. Brachyterapie KP je

populérni metodou napt. ve Spojenych statech, jednd se bud’ o zavedeni radioaktivnich zrn
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jodu '®I (nizko—davkovana brachyterapie), nebo o kratkodobé zavedeni zati¢a '*Ir nebo

7Cs v celkové anestezii pies hraz do prostaty (cca téikrat béhem dvou dni).
1.5.2. Lécba lokalné pokrocilého karcinomu prostaty

Pti 1é¢bé lokalné pokrocilého KP (TNM klasifikace T3—4 NO—1 MO) se v soucasnosti
ke vétSin¢ piipadi pfistupuje s radikdlnim zamérem, tj. dosdhnout spojenim chirurgické,
radiacni a piipadné hormonalni 1éCby vyléCeni pacienta i za cenu vysSich komplikaci kazdé ze
zvolenych modalit a jejich kombinaci. Pacient vSak musi byt pfedem informovan, Ze
napiiklad po radikalni prostatektomii s vysokou pravdépodobnosti jesté podstoupi adjuvantni
radioterapii nebo ze pii zvoleni radikalni radioterapie bude jesté nékolik let po ozafeni uzivat

v adjuvantnim rezimu hormonalni 1é¢bu.

1.5.3. Lécba metastatického karcinomu prostaty

Kastracni 1é¢ba je prvni metodou volby u metastatického KP. Cilem 1écby je snizit
hladinu testosteronu na tzv. kastraéni aroveti, tedy pod 1,7 nmol/l nebo 50 ng/dl. Uginna
blokada zabranuje rastu KP, snizuje riziko komplikaci a prodluzuje nadorové specifické
(cancer—specific survival — CSS) i celkové (overall survival — OS) preziti. Chirurgicka
kastrace (bilateralni orchiektomie) je nejdéle znamou metodou hormonalni 1é¢by, vyhodou je
rychlost poklesu testosteronu a minimalni riziko selhani 1é¢by. Nevyhodou je nutnost
operacniho vykonu, irreverzibilita a mozny psychologicky efekt. Farmakologickou kastraci
lze provést aplikaci analog luteinizacniho hormonu (LH) uvoliujiciho hormonu (LHRH),
které dokazi zpétnou vazbou zablokovat produkci LH z hypofyzy, a tak zamezit tvorbé
testosteronu ve varlatech. Nejcastéji uzivané preparaty jsou leuprorelin, goserelin a triptorelin.
Injekce depotni latky jsou podavany v 1-3—6 mésicnich intervalech. Druhou moZnosti jsou
LHRH antagonisté (degarelix), které pifimo blokuji sekreci LH v hypofyze obsazenim
receptor pro LHRH. Nevyhodou farmakologické kastra¢ni 1écby je nutnost pravidelnych
injek¢nich aplikaci a vyssi riziko selhani v udrZeni kastra¢ni hladiny testosteronu ve srovnani
s bilateralni orchiektomii. Nedilnou soucasti kostnich metastdz je podavani bisfosfonata
(zoledronova kyselina) nebo denosumabu (monoklonalni protilatka), nové se také v prvni linii

1é¢by uplatiiuje docetaxel a abirateron, o kterych bude pojednano déle.

1.6. Kastracné rezistentni karcinom prostaty

V ptipad€ selhani hormonalni 1écby dochazi k ristu nddorovych bunék bez ohledu na

kastra¢ni hladiny testosteronu a onemocnéni vstupuje do faze CRPC. Podle doporuc¢eni EAU
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je CRPC definovan jako KP, ktery je 1écen hormonalni 1écbou, hladiny testosteronu dosahuji
kastra¢nich hodnot a soucasné je pfitomnd bud biochemicka nebo radiografickd progrese.
Biochemicka progrese je definovana jako postupny vzestup PSA, tj. tfi po sob& nasledujici
vzestupy PSA nejméné tyden od sebe, vZdy o nejméné 50 % ve srovnani s nadirem PSA, a
absolutni hladinou PSA> 2 ng/ml. Radiograficka progrese je definovéana zjisténim dvou a vice
novych kostnich 1ézi nebo progresi 1ézi v mékkych tkanich podle kritérii Response Evaluation
Criteria in Solid Tumours (RECIST) (7). Specifickou skupinu tvoii pacienti
s nemetastatickym CRPC (hormonalni 1é¢ba zahdjend napt. pifi biochemickém relapsu po
radikéalni 1é¢bé nebo jako primarni lécba u lokdln€ pokrocilého KP bez metastaz). Tito
pacienti jsou v soucasné dobé odkézani na klinické studie s novymi blokéatory androgenniho
receptoru (apalutamid, darolutamid) nebo pfidani bicalutamidu ve formé maximalni
androgenni blokady. U metastatického CRPC je volba mnohem S§irsi, at’ uZ se jedna o nové
hormonalni preparaty (abirateron, enzalutamid), cytotoxickou lécbu (docetaxel, cabazitaxel)

nebo systémovou radioterapii (radium—223).
1.6.1. Prognoéza kastracné rezistentniho karcinomu prostaty

Stadium CRPC je i v dob& novych 1€kt stale letdlnim onemocnénim se stfedni dobou
pteziti zavislou na rozsahu metastdz a symptomatologii. Posledni piehled, ktery je k dispozici
v EAU Guidelines z roku 2011, uvadi relativné velky rozptyl pteziti od 9 do 27 mésicu
(tabulka 3) (8). Za poslednich né€kolik let vSak se dramaticky prodlouzilo pteziti ve vSech
kategoriich CRPC, naptiklad medidn celkového pfeziti pacientd s asymptomatickym
vzestupem PSA bez metastdz nebyl v nize publikovanych studiich dosaZen, ale s nejvétsi
pravdépodobnosti by ptesahl daleko nad 60 mésicii. Jedna se vSak o peclivé vybrané pacienty
bez vyraznych komorbidit, v dobrém vykonnostnim stavu a s pfiznivymi laboratornimi
vysledky. Nedavno publikovana analyza registru SEER rozdélila vice nez 8 500 pacientli na
poloviny, z nichZ jedna byla diagnostikovana s metastatickym KP v obdobi 2004-2008 a
druha v obdobi 2009-2014. Nadorove specifické preziti (36 mésicti vs. 32 mésicti; p <0,0001)
1 OS (29 mésicii vs. 26 mésich; p <0,0001) byly vyznamné delsi v kohorté¢ mladSich pacientd.

Riziko umrti na KP tak bylo o 12 % niz§i ve srovnani s historickou skupinou (9).
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Tabulka 3. Piedpoklidané piefiti pacientii s kastraéné rezistentnim karcinomem prostaty podle

rozsahu onemocnéni v roce 2011 (podle 8)

Charakteristika pacienti Celkové preziti

Asymptomaticky vzestup PSA

Bez metastaz 24-27 mésicu
Minimalni metastazy 16—-18 mésici
Rozsahl¢ metastazy 9-12 mésict

Symptomaticky vzestup PSA

Miniméalni metastazy 14-16 mésici

Rozséhlé metastazy 9—-12 mésict

1.6.2. Prognostické parametry kastracné rezistentniho karcinomu prostaty

V roce 2014 byla publikovana aktualizované data z protokolu studie CALGB-90401
ktera zatradila celkem 1050 s metastatickym CRPC k 1é¢bé docetaxelem s placebem nebo
s bevacizumabem. Primarnim cilem bylo OS. V multivariatni analyze byly pro OS vyznamné
hor$i vykonnostni stav, pfitomnost viscerdlnich metastaz, uzivani opiatl, vyssi hladiny
laktatdehydrogenazy (LDH), alkalické fosfatazy (ALP), PSA a nizsi hladiny hemoglobinu a
albuminu. Na zidkladé¢ bodového vysledku nomogramu byli pacienti zafazeni do skupiny
nizkého nebo vysokého rizika. Stiedni doba OS byla vyznamné del§i ve skupin€ s niz$im

rizikem (30,1 vs. 16,6 mésict; p <0,001) (10).

Také s nastupem novych hormonalnich preparati se objevuji prognostické modely
preziti pacientli lécenych naptiklad abirateronem nebo enzalutamidem. Subanalyza studie
COU-AA-301 vyhodnotila jako signifikantni s ohledem k pteZiti horS$i vykonnostni stav,
krat§i dobu hormonalni 1é¢by, pfitomnost jaternich metastaz, nizké hodnoty hemoglobinu a
vysSi hodnoty LDH a ALP. Valida¢ni studie téchto parametrli z jednoho centra, které se
ucastnilo vySe uvedeného protokolu, potvrdila delsi pireziti pacientd ve skupiné dobré
prognozy proti skupiné se stfedni nebo Spatnou prognoézou (21,8 vs. 10,6 vs. 6,8 mésict,

p=0,0001) (11).

Nejnoveéjsi predikéni model hodnoti riziko vzniku CRPC a OS u nové metastatického
KP. Celkem 449 pacientii bez viscerdlnich metastaz 1é¢enych na jednom pracovisti v letech

2011-2016 bylo hodnoceno v retrospektivni analyze. Stfedni doba do CPRC byla 26,4 mé&sict
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a stiedni doba OS byla 57,0 mé&sicii. Celkem 307 (68,4 %) pacienti mélo GS > 8. Mezi
prediktivni faktory pro dobu do CRPC i OS patfily vyssi GS, pfitomnost intraduktalniho KP,
horsi vykonnostni stav, vy$si vstupni hladina PSA, ALP a nizsi hladina hemoglobinu. Kazdy
z parametrii byl ohodnocen ve skorovacim systému, vysledné skore mohlo dosdhnout 0—13
pro dobu do CRPC a 0-16 pro OS. Pacienti ve skupiné s nizkym rizikem (0—4) méli
vyznamné delsi dobu do vzniku CRPC nez pacienti se stfednim (5—7) nebo vysokym (8—13)
rizikem (stfedni doba 62,6 vs. 28,0 vs. 13,0 mésict; p <0,001) (obrazek 3A). Podobné
pacienti s nizkym rizikem (0-5) piezivali vyznamné déle ve srovnani se skupinou stfedniho
(6-8) nebo vysokého (9—16) (stiedni doba nedosazena vs. 57,10 vs. 33,0 mésict; p <0,001)
(obrazek 3B) (12).

Obrazek 3. Doba preZiti bez kastracné rezistentniho karcinomu prostaty (CRPC) a celkové pieZiti

pacientii s de novo metastatickym karcinomem prostaty podle rizikovych skupin (podle 12)
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1.6.3 Lécba kastracné rezistentniho karcinomu prostaty

Zakladem 1écby CRPC je pokracovani v kastra¢ni 1é€bé. Kastrani 1é€ba muize byt
kombinovana s antiandrogeny, které se kompetitivn€ vazi na AR a blokuji ti¢inek androgenti z
extratestikularnich zdroji. V pfipad¢ dalSi progrese onemocnéni je pierusena 1écba
antiandrogenem a ponechdna pouze kastracni 1écba. Volba prvni linie 1é€by CRPC se
nejcastéji fidi klinickym stavem pacienta, rozsahem onemocnéni a odpovédi na predchozi
1écbu. Nové hormonalni preparaty se uplatni spiSe u pacientd v dobrém vykonnostnim stavu,

bez ptitomnosti visceralnich metastaz a relativné dlouhou (vice nez jeden rok) odpovédi na
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primarni kastra¢ni 1écbu. U pacientli s rychlou progresi onemocnéni nebo vyraznymi

bolestivymi symptomy volime spiSe cytotoxickou 1écbu.

Abirateron acetat je peroralni inhibitor CYP17A1. Tento enzym se podili na syntéze
testosteronu, jeho blokddou tedy dochazi k vyraznému prohloubeni kastra¢niho ucinku
(primérné hladiny testosteronu 1-2 ng/dl). Lék je pro jeho mineralokortikoidni vedlejsi
ucinky (hypertenze, hypokalémie, periferni otoky) nutné podavat s prednisonem. Enzalutamid
je peroralni blokator AR, ktery svym trimodalnim ucinkem zabranuje vazb¢ testosteronu na
receptor, blokuje prenos komplexu AR-ligand do blizkosti jadra a aktivaci ARE spolu s
dal$imi aktivatory transkripce. Mezi nejCastéjsi nezadouci u€inky patii gynekomastie, unava,
zacpa nebo prijem, navaly horka a bolest zad nebo kloubii. Oba preparaty jsou na zakladé
publikovanych randomizovanych studii fdze III v soucasné dobé schvaleny k podani jak pied
docetaxelem (studie COU-AA-302, PREVAIL), tak i po selhani cytotoxické 1écby (studie
COU-AA-301, AFFIRM) (13).

V ptipad€ chemoterapie je v sou€asnosti lékem prvni volby docetaxel. Klinické studie
TAX-327 a SWOG 99-19 prokazaly prodlouzeni pieziti u pacienti s metastatickym CRPC
lécenych docetaxelem proti pacientim lécenych mitoxantronem. Docetaxel je podavan
intravenozni infizi nejdastéji kazdé tfi tydny v davee 75mg/m”. Ke komplikacim 1é¢by pati
alopecie, inava, nauzea, porucha trofiky nehtl a neutropenie. Dal§i moZnosti 1écby po selhani
docetaxelu je chemoterapie pomoci nového analoga taxantli, cabazitaxelu. Na zakladé
vysledki studie CHAARTED je v soucasnosti u pacientli s metastatickym karcinomem

prostaty mozné kombinovat chemoterapii docetaxelem s kastracni lécbou v prvni linii.

U pacientli s kostnimi metastazami bez visceralnich lozisek je v ptipadé progrese po
docetaxelu a ptitomnosti bolestivych symptoml podat systémové radiofarmakum radium-—
223. Jedna se o alfazafi¢ s vysokou afinitou ke kostni hmot¢, jehoz vliv na prodlouzeni OS ve

srovnani s placebem byl jasné prokédzan ve studiit ALSYMPCA.

Nedilnou soucasti 1écby kostnich metastaz nejen u KP je podavani bisfosfonati
(nejcastéji kyselina zoledronova intraven6zn¢€) nebo denosumabu (monoklondalni protilatka

proti ligandu receptoru aktivatoru nuklearniho faktoru kappa—B — RANKL) (7).
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2. METASTATICKY PROCES

Naprosta vétSina (90 %) umrti spojend s malignimi onemocnénimi je zpusobena
metastazovanim ptvodniho nadoru na vzdalend mista od primarniho nadorového loziska.
Metastaticky proces je definovan jako unik nadorovych bunék z plvodniho loziska do
lymfatického nebo krevniho fecist¢ a vytvoreni nového loziska v tkanich nebo organech
lidského téla. Tato loziska pak maji charakteristiky bunék primarniho nadoru, napiiklad
buitky metastaz KP do kosti maji vlastnosti bunék KP, a ne kostnich bunék. Zasadni roli

v metastatickém procesu hraji cirkulujici nddorové buniky (circulating tumour cells — CTC).

2.1. Historie vyzkumu metastatického procesu

Prvni dokumentovana zminka o nadorovych buiikdch v periferni krvi pochézi z roku
1869, kdy australsky lékat Thomas Ashworth vyslovil hypotézu, ze buiky v krvi identické s
buitkami primarniho tumoru mohou souviset s metastatickym rozsevem u pacientli. Porovnal
morfologii CTC u rGznych nadora a uzavitel, ze ,,pokud (CTC) pochézi z existujici nddorové
masy, musely projit velkou casti obéhového systému, nez dorazily do v. saphena zdravé
koncetiny* (14). Patogeneze metastatického procesu zahrnuje nékolik krokd, které jsou
ovlivnény jednak vlastnostmi naddorovych bunck a jednak imunitni odpovédi organismu. V
roce 1889 definoval anglicky chirurg Stephen Paget interakci hostitel vs. nadorové buiiky. Na
zaklad¢ pitevnich vysledkl vice nez 700 zen s metastatickym karcinomem prsu zpochybnil
puvodni Virchowovu teorii embolizace ¢asti nadord, ktera méla byt odpovédnad za vznik
metastaz. U pacientek totiz byly ve vyS$§i mife infiltrovany organy, které maji relativné slabsi
krevni zasobeni (skelet, vajecniky), zatimco napiiklad postiZzeni sleziny bylo velmi vzacné.
Paget tak pfichdzi s teorii ,,seed and soil* a pfirovnal proces metastazovani k rozsevu semen
rostlin, ktery také probihd vSemi sméry, ale nova rostlina vyroste pouze na piithodné ptade
(15). V novém tisicileti je tato teorie stile Siroce pfijiméana, ackoliv termin ,,seed” byl
nahrazen progenitorovou nebo kmenovou buiikou a ,,s0il“ je definovano jako stroma nebo
organoveé mikroprostiedi. V soucasnosti se uvazuje také o expresi tzv. ,,homing factors* u
CTC a v misté vzniku metastdz, které mohou pfedurcovat smérovani CTC do jednotlivych

metastatickych lokaci (16).

2.2. Patofyziologie metastazovani malignich nador

Metastazovani je postupny proces, ktery zahrnuje lokalni infiltraci nddorovych bun¢k

do ptilehlych tkani, transendotelidlni migraci bunék do cév (intravazace) a pieziti béhem
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jejich cirkulace, dalsi transendotelidlni migraci mimo cévni feCisté (extravazace) a naslednou
proliferaci v uréenych organech, kterd vede ktzv. kolonizaci. Metastazovani je velmi
neefektivni, nebot’ velké mnoZzstvi uvolnénych bun¢k musi zabranit selhani komplexniho
obranného procesu. Tento proces zahrnuje mechanické a molekularni aspekty migrace, ucast
imunitniho a hormonalniho systému a v neposledni fad¢ zajistuje vhodné misto pro vytvoieni
vzdalenych lozisek. V disledku toho méné nez 0,1 % diseminovanych buné¢k Gspésné vytvori

vzdalené metastazy (17).
2.2.1. Transformace nadorovych bunék

Proces metastazovani je zahajen uvolnénim subpopulace bun¢k priméarniho tumoru do
krevniho nebo lymfatického fecist¢ a migraci téchto bunék do tkéni. Nadorové bunky
podstupuji morfologické a fenotypické zmény zndmé jako epitelidlné — mesenchymalni
transformace (EMT), kolektivné — améboidni transformace (collective to amoeboid transition

— CAT) a mesenchymdlné — améboidni transformace) (obrazek 4) (18).
2.2.1.1. Epitelialné-mesenchymalni transformace

Koncept EMT vychazi z in vitro studii, které zkoumaly embryonélni vyvoj, vCetné
zmeén fenotypu a chovani bun¢k pfi invaginaci dovniti embrya a tvorbé mesodermu. Tento
proces umoznuje pteziti bunck blokovanim apoptotického procesu a odpovédi na reakci
imunitniho systému. Podobny proces probiha také pfi embryogenezi, chronickém zéanétu,
fibréze nebo hojeni ran. Molekularn€ je EMT charakterizovana ztratou vlastnosti epitelidlnich
bunék, tj. adhezivity a bazo — apikalni polarizace, pod vlivem riznych ristovych faktord,
krokem ztrata transmembranového glykoproteinu E—cadherinu. Soucasné bunka ziskava
zvySenou expresi vimentinu nebo neuronalniho N—cadherinu vlastnosti mesenchymadlnich
bunék, tj. pohyblivost a s tim spojenou schopnost migrace pfes bazalni membranu a vstupu do
krevniho fecisté (19). Na procesu EMT se podili fada faktort, véetné integrind, rustového
faktoru hepatocytli, fibroblasti, vaskularné — endotelidlniho a z desti¢ek odvozeného
rastového faktoru. Transforming growth factor beta (TGF—f) je povazovan za kli¢ového hrace
v regulaci nadorové progrese. V ramci tohoto procesu se u naddorové buiiky objevuji také
znaky bunék kmenovych. Pro uchyceni nadorové buiky (tj. seeding) a nasledné vznik
metastatického loziska, je nezbytné, aby byla EMT reverzibilni a bunka byla schopnd se
zmeénit zpét na bunku epitelidlni. Tento proces se logicky nazyva mesenchymalné — epitelidlni

transformace (MET) a hraje klicovou roli pro vznik metastaz. Je pravdépodobné, ze proces
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EMT je trvale podporovan spise prechodnymi molekularnimi zménami, které vznikaji vlivem
extracelularnich podnéti z mikroprostiedi nadort, napf. hypoxii, spiSe nez trvalymi
genetickymi abnormitami. Zda se tedy, ze reverzibilita EMT je zplsobena epigenetickymi
regulacnimi mechanismy a jejich stabilnimi, nicméné reverzibilnimi zménami, bez zmén v
primarni sekvenci DNA (20). Rozbor epigenetickych zmén, které vedou k EMT, ptesahuje
rozsah této prace, jednad se hlavné o DNA metylaci CpG dinukleotidii a posttranskripcni
modifikace histond, vcetné acetylace, metylace, biotinylace a fosforylace. Nedavné prace
potvrdily, Ze dostupnost urcitych metaboliti produkovanych samotnymi buitkami je nezbytna
pro udrzeni tohoto procesu epigenetickych zmén. Byla tak potvrzena piima souvislost
nutricnich zmén a metabolického vydeje s genovou expresi a nasledné¢ malignim bujenim.
V disledku toho je pravdépodobné, ze abnormalni podminky bunééného mikroprostiedi jako
hypoxie, nizké pH nebo nedostatek zivin spusti sérii odpovédi v nadorovych bunikdch véetné
metabolické adaptace, epigenetickych zmén vcetné dediferenciaci charakteru EMT. To pak
malignim bunkdm umozni premistit se do vzdalenych tkéni a organi, které poskytnou

odpovidajici prosttedi pro jejich rychly rist.
2.2.1.2. Kolektivné améboidni transformace

Kolektivné améboidni transformace je popisovana jako oddéleni jednotlivych bunék
od bunéénych celkli pomoci tzv. ameboidni migrace, napfiklad u melanomu. Améboidni
bunky vykazuji snizenou interakci s extracelularni matrix (ECM), které jim umoziuje prinik
touto bariérou nezavisle na proteolyze. Ke koletivné améboidni transformaci dochazi
nejCastéji po inhibici integrinu—f1, kterd umoZznuje améboidni pohyb jednotlivych bunék.
Unik bunék ztakové souhrnné bunééné organizace souvisi s rozpojenim komplexii E—
cadherin dependentnich bunck. V soucasné dobé je otevienou otdzkou, zda se CAT vyskytuje

pfimo nebo jinak nepiimym zpiisobem pouzitim intermediarniho bunéného fenotypu (21).
2.2.1.3. Mesenchymalné améboidni transformace

Pfeména mesenchymalnich bunék do améboidnich byla popsdna u karcinomu prsu,
melanomu a fibrosarkomu. Tato zména je zavisld na signélnich drahach Rac a Rho/ROCK a
soucasné neni ovlivnéna proteazovymi aktivitami, tj. matrix — metaloproteindzami (MMP),
serinovymi proteazami nebo kathepsiny. Blokada extracelularni proteolyzy tak vede k indukci
MAT. Krom intratumorozni regulace mize byt MAT indukovéna regulacnimi proteiny, napf.
EphA2 kinazou. Exprese tohoto proteinu napi. u melanomu souvisi se zménami v plasticité

bunék vedouci k améboidni motilité, ktera je doprovazena schopnosti invaze bez piedchozi
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proteolyzy. Na kontrole MAT se navic podili tumor—supresorové proteiny p27 a p53. Ztrata
téchto proteint prispiva k agresivité nadorovych bun¢k zménou jejich zplisobli invaze (22).
Na invazivit¢ napf. bunék sarkomu se navic podili 1 zvySend exprese mikrotubuly

destabilizujiciho proteinu stathminu.

2.2.2. Mechanismus invaze (intravazace) nadorovych bunék

2.2.2.1. Kolektivni bunécna invaze

Ke hromadné invazi nadorovych bunék dochazi napt. u karcinomu prsu, endometria,
kolorektalniho karcinomu a u melanomu. Tento proces charakterizuji tfi kroky: a)
mezibunécna spojeni zlstavaji béhem migrace intaktni, b) vicebunécna koordinace polarity a
cytoskeletalni aktivity vytvaii trakéni silu potfebnou pro pohyb bunééného komplexu, c)
dochazi kremodelaci ECM a zménam v bazdlni membrané. Spolupracujici buiky si
zachovavaji vzdjemné kontakty, jakymi jsou adherence, pevnd a volnd spojeni a sdileni
desmosomil. K usmérnéni pohybu celého komplexu je nutna vazba integrini ze substratu na
tzv. vedouci buniky invaze. Remodelace ECM je naprosto zdsadni pro umoznéni kolektivni
invaze. Z velké Casti je zavisla na produkci MMP vedoucimi buikami. Metaloproteinazy totiz

oteviraji a rozsifuji cestu pruchodu celému komplexu skrz ECM (23).
2.2.2.2. Mesenchymalni bunécna invaze

Mesenchymalni invaze zahrnuje pét stupiii, tj. pseudopodni protruze, vytvoreni
fokalnich kontaktd, cilenou proteolyzu, kontrakci vldken aktinu a myosinu, a nakonec
oddéleni tzv. nasledujiciho konce bunky. Invaze jednotlivych mesenchymadlnich bunék byla
pozorovana u fibrosarkomu, glioblastomu a melanomu. U karcinomt vznikaji mesenchymalni
buitkky procesem EMT, jak je popsano vyse. Preskupeni vldken aktinu vede k Castecné
polarizaci bun¢k. Tyto bunky jsou pak v pfedni ¢asti fixovany k ECM, zatimco zadni cast
»vlaje® v kontrakcich retrakénich vlaken. Prechodna exprese TGF— je zodpovédnd za
dediferenciaci nadorovych buné€k a za nasledné odpojeni z bunéénych komplexil a napojeni na
ECM. V nadorové tkani vykazuji jednotlivé buiiky riznou motilitu a za ty vskutku pohyblivé
lze povazovat pfiblizn€ 5 % z nich. Do procesu aktivace motility navic vstupuje i jaderna
akumulace proteinu Smad2, ktery je hlavnim signalnim proteinem pro receptory TGF—f. Bylo
také prokazano, ze TGF—3 umoznuje motilitu nadorovych bunck aktivaci Smad4, receptoru
epidermalniho rastového faktoru (EGFR) a fady jinych faktord, které jsou jiz spojeny s EMT
(24).
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2.2.2.3. Améboidni bunécna invaze

Zakladni charakteristiky améboidni invaze zahrnuji ztratu adherence k ECM,
kompletni ztratu bunécné polarity a schopnost chemotaxe (25). Invaze jednotlivych amébnich
bun¢k byla popsana u karcinomu prsu, lymfomu, malobunééného karcinomu plic a
v neposledni fadé u KP. Na rozdil od mesenchymalnich bun¢k se améboidni buiiky vyznacuji
kulovitym tvarem, schopnosti ristu v suspenzi, absenci formace tzv. stresovych vlaken a vlivu
na remodelaci extracelularni matrix a nepfitomnosti integrinti. Navic jsou améboidni buiiky
nezavislé na proteazach, jelikoz vyuzivaji spiSe mechanické sily (fizené aktinem a myosinem)
k rozvolnéni ECM. Améboidni buinky vznikaji nejcastéji pii protinddorové 1écbe, kterd
vyuziva protilatky proti integrinlim nebo inhibitory protedz. Napiiklad inhibice integrinu—f1
vede ke ztraté mezibunécné adheze, rozvolnéni bunék a preméné do améboidnich bunék u
melanomu nebo fibrosarkomu (26). Podobné inhibice MMP nedokdzala zabranit nadorové
progresi, protoze doslo ke zméné motility do améboidniho typu. V soucasnosti je améboidni
invaze zkoumana v podminkach in vitro a ptedpoklada se, Ze studie v nativni kolagenni

komponenté pfinesou dalsi poznatky.

Obrazek 4. MoZnosti invaze nadorovych bunék. Uvolnéni nadorové buiiky z epitelidlniho clusteru (4)
behem epitelialné — mesenchymalni transformace (EMT). Vytvoreni fokalnich adhezi a dezintegrace
extracelularni matrix (ECM) pomoci protedz (B). Kolektivné — améboidni transformace (CAT) je
nejrychlejsi varianta bunécné invaze (C), ktera vede k uplné ztraté bunécné polarity a parakrinné
Fizené chemotaxi inhibici f—integrinii (CAT) nebo protedz (mesenchymalné — améboidni transformace

— MAT) (podle 18)
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2.2.3. Transendotelialni migrace

Krevni fecist€¢ je povazovano za hlavni cestu metastatického rozsevu, ackoliv nové
studie pfinaseji informace o mozné klicové roli lymfatického systému v diseminaci
nadorovych bun¢k. Na rozdil od cévnich kapilar jsou lymfatické kapilary tenkosténné cévy
tvofené jednou vrstvou endotelidlnich bunék bez pevnych mezibunéénych spojeni. Navic
neobsahuji vrstvu bunck hladké svaloviny a bazalni membranu (27). Bez ohledu na to, ze
intersticidlni tekutiny, makromolekuly, a dokonce bakterie mohou do lymfatickych cév
snadno pronikat, dochazi také ke snadné invazi nadorovych bunék potencované piedevsim
vaskularnim endotelialnim rastovym faktorem (VEGF) typu C nebo D (28). Je stale
pfedmétem diskuzi, zda nddorové buniky aktivné ptestupuji pres krevni a lymfatickou bariéru
v odpovédi naptiklad na rustové faktory nebo dokonce pronikaji pfes cévni sténu pasivne.
Jednou z moznosti pasivniho pruniku je vyuziti tzv. slabych mist v adhezi bunék endotelu pii
nekontrolovaném riistu nddorovych klastrii. Nicméné nadorové buiiky podléhaji v krevnim
nebo lymfatickém feciSti v naprosté vétSiné apoptéze a nejsou tak schopny mechanicky
narusit cévni sténu k extravazaci, jak tomu bylo pfi vySe zminéné intravaskularni invazi.
Zmény fenotypu bunék charakterizované expresi a sekreci rastovych faktort spiSe podporuji
teorii aktivni intravazace béhem metastazovani. Napiiklad u karcinomu prsu tak bylo
prokazano jasné spojeni sekrece epidermélniho rhstového faktoru (EGF) koloniemi
stimulujiciho faktoru (CSF1) makrofagh se sekreci receptoru EGF buiikami karcinomu prsu
(29). Navic opét aktivace receptoru typu II pro TGF—3 a Smad4 se ukazala jako mediator
hematogenni diseminace karcinomu prsu. Diseminované nadorové bunky nalezené
v lymfatickém fecisti vSak nebyly zavislé na signalni draze TGF—f a byly spiSe organizovany
v klusterech. Alternativni model tak navrhuje, Ze metastaticky proces je vysledkem

spoluprace mezi buiikami, které podstoupily EMT a buiikami ostatnimi (30).

V konecné fazi musi vSechny diseminované buniky vyvinout co nejvice Usili k preziti
v lymfatickém nebo krevnim fecisti. V této fazi se uplatituji hlavné krevni desticky, které
mohou nadorové bunky uchranit od smykovych sil posunu v fecisti, bunééné 1yzy fizené NK
buitkami (NK cells) nebo naopak umoznit extravazaci do vzdalenych lozisek (31).
V klinickém kontextu je vysokd hladina krevnich desti¢ek spojena s kratSim prezitim u fady
malignich onemocnéni vcetné karcinomu prsu, plic nebo kolorektdlniho karcinomu. Za
zminku také stoji, Ze antikoagulacni 1éCba byla spojena s redukci metastatického postizeni

(32).
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2.2.4. Role nadorového mikroprostiredi

Nadorové 1éze nejsou tvoieny pouze malignimi buiikami, ale jedna se o komplexni
systém zahrnujici také endotelidlni buiiky, které vytvari krevni a lymfatické cévy, pericyty,
stromdlni fibroblasty a bunky kostni diené, jako jsou makrofagy, neutrofily, zirné bunky a
mesenchymalni kmenové buiiky (33). Rada rstovych faktor se vyznamné podili na EMT.
Jedna se hlavné¢ o TGF—B, EGF, hepatocytarni (HGF), fibroblastovy (FGF) a insulinu —
podobny (IGF) rtstovy faktor. Tyto faktory spolu s interleukinem la (IL-lo) také fidi
kolektivni bunéénou invazi. Vyznam TGF— pro nadorovou progresi je zcela zdsadni a
zahrnuje a) indukci EMT, b) rst myofibroblastii, c) tvorbu autokrinnich mitogent, napiiklad
od desticek odvozené¢ho rlstového faktoru (PDGF), d) omezeni imunitniho systému
ovlivnénim CD8+ T-bun¢k (18). U kostnich metastaz hraje TGF—f také zasadni roli, a to
stimulaci produkce proteinu asociovaného s parathormonem, IL—11 a ristovymi faktory CTC
(34). Tyto faktory stimuluji osteoblasty k uvolnéni RANKL, ¢imz dochazi k mobilizaci
osteoklastii k zahdjeni a naslednému udrZeni osteolytického procesu a rlstu kostnich

metastaz.

Soucasti nddorového mikroprostiedi jsou také jiz diive zminéné MMP. Jejich zvySena
exprese je pfitomna prakticky u vSech typll nddori a je spojena s bunécnou proliferact,
migraci, angiogenezi, metastazovdnim a zhorSenim pfeziti. Jsou produkovany nadorovymi
buitkami, myofibroblasty a prakticky vSemi buikami imunitniho systému. Jejich funkci je a)
destrukce molekul bunécné adheze (naptiklad E—cadherinu), b) degradace proteiniit ECM, c)
aktivace cytokinli a rlstovych faktor, d) regulace zanétlivého procesu a e) vytvofeni

podminek pro metastatické usazeni (35).

Mezi dal$i slozku naddorového mikroprostiedi patii fibroblasty, které¢ produkuji MMP,
cytokiny (napiiklad IL-8 a VEGF) a chemokiny. Timto podporuji bunécnou proliferaci a
invazi a neoangiogenezi. Navic mohou fibroblasty vytvofit invazivni kanaly v endotelu,

kterymi mohou nadorové buiiky pronikat a zachovat si své epitelialni vlastnosti (36).

V neposledni fadé se na metastatickém procesu podili slozky imunitniho systému.
Pivodné uvaZzovana obranna role systému byla v fad¢ studii vyvracena a dnes se imunitni
systém povazuje za jeden z hlavnich promotéri nadorového riistu. Je také prokazano, ze
chronicka infekce a zanét vedou ke vzniku nadorti a urychleni jejich progrese. Napiiklad u
chronické infekce virem hepatitidy B nebo C byly dobfe popsany faktory pro vznik

chronického zanétu jater a nasledného hepatocelularniho karcinomu (37). Exprese cytokint
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(IL-1, IL—6, tumor—necrosis factor — TNF) a RANKL zpusobuje zadnét a indukuje diseminaci
nadorovych bunék. Makrofagy mohou produkovat ristové faktory a enzymy degradujici
matrix, a tak potencovat angiogenezi, buné¢nou invazi a hematogenni intravazaci. Nadorové
bunky pak produkuji CSF1, ktery je hlavnim medidtorem invaze CSF1 pozitivnich
makrofagii. Pfi vyuziti této parakrinné cytokinni smycky bylo prokazano, ze nadorovée
asociované makrofagy pfimo umoziuji hematogenni diseminaci bun¢k karcinomu prsu, ktera
je dale podpoiena sekreci protedz jak z malignich bunék, tak z makrofagt (38). Makrofagy
navic prispivaji k remodelaci ECM sekreci MMP a cysteinovych kathepsinii a serinovych

proteaz.

Role nadorového mikroprostiedi je zdsadni pro progresi maligniho onemocnéni a
nevyhnutelné¢ jde za hranice primarniho tumoru. Vracime se tak k pivodnimu konceptu ,,seed
and soil“. Pfiprava plidy (,,s01l*) jako pfedpoklddaného mista metastatického umisténi je
nepochybné pod taktovkou nadorového mikroprostfedi. Metastatické nadorové buiiky nesou
vlastni faktory z primarniho nddoru charakterizujici a priori ptedpokladané ,,soil, jako jsou
aktivované fibroblasty, endotelidlni buiiky a makrofagy. Tyto elementy nasledné umozni
metastatické zakotveni v pfedem definovaném prostoru — definitivni ,,s0il“. Stromdlni buiiky
pak vyznamné piispivaji ke kolonizaci nddorovymi bunikami (39). U KP je znamo, ze
metastaticky proces je umoznén obejitim komunikace nadorovych bunék s buiikami kostni
matrix. Realné se buiiky KP vazi na annexin II exprimovany na povrchu osteoblastll v kostni
dreni, ¢imZ dochazi k expresi specifického receptoru zamezeni ristu (growth arrest — specific
6 receptor [Gas6—R]) v nadorovych buiikach. Tento protein produkovany osteoblasty pak
zajistuje ,,spanek buné¢k KP a zabranuje tak chemoterapii indukované apoptdze (40).

Schématicka role nddorového mikroprostfedi je zndzornéna na obrazku 5.
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Obrazek 5. Ndadorové mikroprostiedi a jeho vliv na transendotelialni migraci. Pasivni migrace
epitelialnich nadorovych bunék do lymfatickych cév miize nastat skrz mezibunécné prostory. Aktivni
migrace lymfatickych endotelialnich bunék je vizena sekreci VEGF nebo ligandu chemokinii 21
(CCL21) (A). Epitelialné — mesenchymalni transformace indukovana TGF—ff a VEGF—A vede
k hematogenni diseminaci (B). V krevnim recisti vyuzivaji nadorové buriky trombocyty jako obranu
proti fyzikalnim silam a NK—bunkam (C). Tumor — asociované makrofagy a fibroblasty produkuji radu
latek, které stimuluji nadorovou progresi (D). Tumor — asociované fibroblasty navic narusuji ECM a
wtvari tak cestu pro migraci epitelialnich bunék (E). V tésném kontaktu s nadorovymi bunkami jsou

makrofagy schopné také iniciovat hematogenni transmigraci (F) (podle 18)
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3. CIRKULUJiCi NADOROVE BUNKY

Cirkulujici nadorové bunky jsou takové bunky, které pronikly do krevniho nebo
lymfatického fecist€¢ a mohou se tak premistovat do vzdalenych mist od primérniho tumoru.
Invaze do cév je mozna po zmén¢ vlastnosti plivodné epitelidlni bunky, nejcastéji
mechanismem EMT (kapitola 2.2.1.). Jednotlivé mechanismy nasledné invaze jsou popsany

v kapitole 2.2.2. Po vstupu do cév je primérny polocas pteziti CTC pouze v fadu hodin (41).

3.1. Typy cirkulujicich nadorovych bunék

Zivotaschopné CTC je mozné rozdélit na tzv. klasické CTC, které maji neporusené
bunécné jadro, na svém povrchu exprimuji cytokeratiny, které potvrzuji epitelidlni ptivod a
neexprimuji membranovy antigen CD45, ktery naopak definuje hematopoetické bunky. Jedna
se také Casto o vétsi buiky s nepravidelnym tvarem a vétSim karyocytoplasmatickym
pomérem ve srovnani s nenddorovymi buiikkami. Pfi imunohistochemickém barveni jsou u
pokrocilejSich nadorovych (tj. CTC) bun€k ve srovnani s primarnim tumorem také vice

zvyraznény membrany jak samotné bunky, tak i buné¢ného jadra (obrazek 6) (42).

DalSim typem jsou cytokeratin—negativni CTC (CK ~ CTC). Jedna se bud’ o nadorové
kmenové bunky, které si zachovavaji urCité¢ vlastnosti buné¢k kmenovych (schopnost
proliferaci a zmény na jiny typ nadorové builky v daném nadoru), nebo o bunky, u kterych
prob&éhla EMT. Tyto buiiky neexprimuji cytokeratiny ani CD45, jejich morfologie 1 genovy
profil odpovidaji plivodnim nadorovym bunkdm. Zdé se také, ze naptiklad u karcinomu prsu

TC

je pritomnost CK ~ '€ spojena s pokroéilej§im stadiem onemocnéni a vyznamné krat3im

nadorové specifickym 1 celkovym prezitim (43).

VétsSina CTC v tecisti vSak podstoupi proces apoptdozy. Tyto buiky zpravidla
neexprimuji nuklearni protein Ki—67, ktery je spojen s bunécnou proliferaci a jehoz absence
zkracuje zivotnost CTC. Nejsou také detekovatelné metodami, které vyuZivaji vazbu
protilatek na povrchové antigeny (napf. CellSearch™), protoze v dusledku apoptozy neni
sténa builkky zachovéna. Je vSak mozné stanovit DNA nebo RNA, které nejsou vazané na

buitky (cell-free DNA/RNA).

Urcita ¢ast bunek, které neexprimuji Ki—67, se nedéli a je oznaCovana jako tzv. spici
(dormantni). Dormantni nadorové buiiky jsou pravdépodobné jednou z hlavnich pficin
pozdnich relapsti 1 né€kolik let po uspé€Sné 1écbé primarniho tumoru, které se vyskytuji

prakticky u vSech malignich nador. Dormantni nddorové bunky Uspésné piezivaji diky ztraté
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exprese antigeni a/nebo prezentaci faktort, které blokuji protinddorové akce imunitniho
systému. Kostni dien je pak hlavnim organem, ve kterém dormantni nadorové buiky ptezivaji

(44).

Obrazek 6. Exprese cytokeratinu a glykoproteinu Muc—1 na cirkulujicich nddorovych buiikdch
karcinomu prsu a prostaty (KP). Burika karcinomu prsu obarvena protilatkou anti—mucin—1 (a). Jina
bunika stejné pacientky obarvenda na cytokeratiny 5, 6, 8 a 18 (b). Buiika barvena na cytokeratin u
pacientky s lokalizovanym karcinomem prsu (c). Buitka barvena na cytokeratin u pacienta
s lokalizovanym KP (d). Bunka karcinomu prsu s obarvenymi apoptotickymi télisky pripojena

k makrofagu (e). Normalni epitelova burika z predkozky barvena anti—-mucinem—I (f) (podle 42)

3.2. Molekularni vlastnosti cirkulujicich nadorovych bunék

Molekularni charakterizace CTC predstavuje v soucasnosti velké téma pro vyzkum
kancerogeneze, EMT a metastatického procesu, ale také pro vyvoj novych diagnostickych
metod CTC. Z klinického hlediska pak ma poznani odliSnych molekularnich vlastnosti bunck
stejného nadorového typu vyznam v predikci odpovédi protinddorové 1écby a v odhadu
progndzy vyvoje nadorového onemocnéni. Zjisténi exprese jednotlivych molekul mize mezi
CTC identifikovat také kmenové nadorové bunky, které jsou povazovany za dilezité Cinitele
v nadorové progresi. Molekuldrni charakterizace tak vychazi z konceptu EMT, kdy bunka
primarniho tumoru ztraci vlastnosti epitelidlni bunky a ziskdva nékteré vlastnosti
mesenchymalni bunky. Soucasné se méni geneticky profil a signalni drédhy, které jsou

zodpovédné za inhibici apoptozy, proliferaci a metastatické vlastnosti CTC.
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3.2.1. Molekularni charakterizace bunék karcinomu prostaty

V piipadé KP jsou u CTC stanovovany nebo zkoumdény: a) epitelidlni markery
(cytokeratin 8, 18, 19, epithelial cell adhesion molecule — EpCAM), b) androgenni receptor
(AR) a jeho varianty, ¢) nadorové specifické geny (KLK2/3, MSMB, DDC, HPN, fluze
transmembranové proteazy, serin 2 s ETS—pfibuznym genem — TMPRSS2-ERG), d)
s nadorem asociované antigeny (PSA, PSMA, alfa—metylacyl-CoA racemaza — AMACR,
EGFR), e) markery invazivniho ristu nebo opravy DNA (basigin, angiopoietin—like 4, PARP
1/2), f) micro RNA (MIR-23, MIR-373 nebo g) zmény v signalni draze PI3K/AKT/mTOR
(45). Cirkulujici nadorové bunky jsou detekovany na zaklad¢ fluorescencniho prikazu jadra
(4',6—diamidino—2—phenylindol — DAPI), cytokeratini 8, 18 a 19 a nepfitomnosti CD45, z

periferni krve jsou CTC nejcastéji separovany na zaklade exprese EpCAM.
3.2.2. Androgenni receptor a jeho varianty

Vlastnosti a mechanismus ucinku AR jsou popsany v kapitole 1.2. Androgenni
receptor ma nékolik domén, které jsou zasadni pro odpovéd’ nebo rezistenci KP k systémové

1€¢bé, a jejichz slozeni a funkce jsou popsany na obrazku 7 (46).

Obrazek 7. Struktura androgenniho receptoru. N—terminalni doména (NTD) je zodpovédnd
za transkripcni aktivitu aktivovanou ligandem (AF—1) nebo trvalou aktivitu bez ligandu (AF-5
— bez vyobrazeni). DNA—vazajici doména (DBD) zajistuje vazbu na DNA v bunécném jadru.
vazebna doména (LBD) obsahuje oblast zodpovédnou za agonistickou aktivitu navdazaného
preparatu (AF-2). C—terminalni doména (CTD) je posledni z hlavnich casti AR, okrajova cast
pak zahrnuje C—terminalni extenzi (CTE) (podle 46)

/CTD\

NTD DBD LBD  CTE
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Je popsana celé fada variant AR. Jednim z mechanismti resistence k antiandrogenem je
zmeéna na urovni LBD, kterd je procesem tzv. alternativniho sestiihu (salicin) celd nahrazena
jinym kratkym peptidem s odlisSnou funkci. Naptiklad varianta ARVS567ES puisobi jako staly
aktivni receptor, zvySuje expresi AR a jeho transkripcni aktivitu. V soucasnosti je nejvice
studovana splice—varianta AR—V7, ktera zajistuje bunécné pieziti a je zvySen¢ exprimovana u
CRPC. U pacientli se splice—variantou AR-V7 zjisténou v CTC byla vyznamné horsi
odpovéd’ na 1é¢bu novymi hormondlnimi preparaty ve srovnani se skupinou bez této varianty.
V prilomové a nejvice citované praci bylo zafazeno celkem 71 pacient s CRPC léCenych
abirateronem (n=36) nebo enzalutamidem (n=35). Cirkulujici nddorové buniky nebyly zjistény
celkem u deviti pacientii. Pouze Sest z 31 (19 %) pacientii ve skuping s abirateronem a 12 z 31
(39 %) pacienti mélo zjisténou splice—variantu AR—V7. Odpovéd’ PSA byla nulova ve
skupiné AR-V" jak u 1é¢by abirateronem (0 vs. 68 %), tak i enzalutamidem (0 vs. 53 %).
Preziti bez progrese PSA, klinické nebo radiografické progrese a predbézné 1 délka celkového
preziti byly vzdy statisticky delsi u pacientd bez splice—varianty AR—V7 (47). Tato prace je
ukazkou mozného vyuziti CTC v personalizované 1é¢bé¢ KP, ovéteni vysledkd vSak bude
vyzadovat robustni data z randomizovanych studii. V soucasnosti tak pfitomnost AR—V7 neni

rutinné testovana.

3.2.3. S nadorem spojené antigeny

Dalsi relativné dobfe prozkoumanou skupinou molekul jsou antigeny spojené piimo
s KP. Jednd se bud o markery spjaté vyluéné s KP (PSA, PSMA), tkanové markery
(AMACR) nebo faktory spojené jak s Cinnosti benignich prostatickych zlazek, tak 1
kancerogenezi (EGFR). Prostaticky specificky antigen je markér nejdéle pouzivany pro
diagnostiku KP. Jedna se také o markér, ktery je ve vysokych koncentracich pfitomen pouze
ve spermatu a prostatické tkani, v minimalnim mnoZstvi pak ale také v aminové tekuting,
matetském mléku nebo séru ¢i moci u Zen (48). V ptipad€ nejasnosti je mozné PSA vyuzit pro
imunohistochemické zhodnoceni metastatického loziska nezndmého ptivodu. Ve vztahu
k CRPC je PSA jednim z prognostickych parametrii stran pieziti, ackoliv zde ne tak
vyznamnym, jako v piipad¢ primarni diagn6zy nebo relapsu onemocnéni po radikalni 1écbé.
Postaveni PSA v detekci CTC je paradoxné spiSe okrajové, uplatituje se u metod zaloZzenych
na polymerdzové fetézové reakci (polymerase chain reaction — PCR), pomoci které jsou

stanoveny rizné mRNA markery lyzovanych CTC.
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Prostaticky specificky membranovy antigen (glutamat—karboxypeptidaza II) je enzym
bunééného povrchu, ktery katalyzuje hydrolyzu N—acetylaspartylglutamatu na glutamat a N—
acetylaspartat. Tento protein je vice nez stonasobné vice exprimovan v prostatické tkani,
fyziologicky je pfitomen také v bunkéach tenkého stieva, proximalniho rendlniho tubulu a
slinnych a slznych zlaz. V centrdlni nervové soustavé se vyznamné podili na katalyze
neurotransmitertl. Z nadorovych diagnéz je kromé KP PSMA zvySen¢ exprimovano u nadort
Stitné zlazy a v neovaskulatufe hlavné karcinomu ledvin, prsu nebo tlustého stfeva. V piipadé
KP bylo opakované potvrzeno, ze exprese PSMA je relativné vyssi u méné diferenciovanych,
metastatickych a kastraéné rezistentnich tumori. Uroveii exprese PSMA je tak vyznamné
spojena s prognoézou onemocnéni. Specificita PSMA hraje v soucasnosti velkou roli
v zobrazovacich metodach a 1é¢bé pokrocilého KP. Pozitronova emisni tomografie (PET)
v kombinaci s CT, kterd vyuziva vazbu radionuklidu galia na PSMA (°*Ga—PET/CT), je
aktualné nejcitlivéjsi komeréni metodou pro detekci metastatického postizeni nebo lokélni
recidivy KP. Nahrazeni galia radioaktivnim luteciem—177 umoziluje systémové podani
radiofarmaka, jehoz piisobeni ale probihd na bunééné urovni. Jedna se o koncept tzv.
teranostiky, tedy kombinaci diagnostickych metod (pacient je nejprve vySetfen na pritomnost
metastdz pomoci **Ga—PET/CT) a protinadorové terapie (poté je aplikovéna znacend mald
molekula '""Lu-PSMA-617). Nyni jsou k dispozici vysledky prvnich studii u pacienti
s CRPC a vycCerpanou piedchozi 1écbou (49).

Receptor epidermélniho ristového faktoru (EGFR; HER) je transmembranovy protein,
ktery slouzi jako receptor pro skupinu epidermalnich ristovych faktorG a dalSich
extracelularnich ligandt. Rodina EGFR se sklada ze ¢ty membranovych receptord s aktivitou
tyrosinkindzy: EGFR (ErbB1, Herl), ErbB2 (Her2), ErbB3 (Her3) a ErbB4 (Her4). Zvysena
exprese téchto receptorti se vyskytuje u mnoha nadord, véetné¢ malignich novotvara hlavy a
krku, nemalobunééného karcinomu plic, karcinomu tlustého stteva, délozniho hrdla, prsu,
EGFR vedou k nadorové progresi prostiednictvim aktivace signaliza¢nich drah zodpovédnych
za proliferaci a diferenciaci buné€k, potlaceni apoptdzy a rozvojem metastaz a angiogeneze.
Exprese EGFR je spojena s pokrocilejsim onemocnénim v dobé diagndzy a je neptiznivym
prognostickym faktorem. V klinické praxi se stale Castéji pouzivaji léky, které ovliviiuji
aktivitu EGFR. Jedna se napfiklad o EGFR blokujici monoklonalni protilatky (cetuximab)
nebo inhibitory EGFR tyrosinkindzy v nékolika generacich (gefitinib, erlotinib, trastuzumab,

lapatinib) (50). Vyuziti EGFR u detekce CTC v piipadé KP nespociva pouze ve stanoveni
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hladiny transkripth mRNA lyzovanych bunék pomoci PCR, jak je tomu u PSA nebo PSMA,
ale také v prvotnim kroku, kterym je imunomagnetickd separace EpCAM nebo EGFR2
(HER2) pozitivnich CTC.

3.3. Metody izolace a detekce cirkulujicich nadorovych bunék

Detekce CTC piedstavuje slibnou metodu hodnoceni predikce (odpovéd’ na lécebny
postup) a prognozy (predpoveéd nadorové specifického nebo celkového pieziti) u fady
nadorovych onemocnéni. Na rozdil od histologické verifikace se jedna o relativné€ neinvazivni
metodu, protoze vyzaduje pouze odbér periferni krve. Hlavni pfinos stanoveni CTC spociva
v tom, ze je mozné jej provadét opakované s malym rizikem nezadoucich ucinki, ¢imz je
umoznéno dynamické sledovani vyvoje nemoci a odpovédi na jeji 1é¢bu. Mezi hlavni tskali
vSech metod detekce CTC patii primarné velmi nizkd koncentrace téchto bunék v periferni
krvi, odhadem se jednd o jednu CTC na deset milioni bilych krvinek. Extrémné nizka
koncentrace pak predstavuje vyzvu pro jejich detekci a charakterizaci, coz je casto
pfirovnavano k hledani jehly v kupce sena (51). Mnozstvi CTC vkrvi odpovida tzv.
Poissonov¢ distribuci. Jednd se o ndhodnou veli¢inu, kterd vyjadfuje pocet vyskytl jevi
(CTC) v ur€itém intervalu, zde v objemu odebrané krve. Tento jev (vyskyt CTC) pak nastava
nezavisle na sobé. Zvyseni zachytu CTC tedy neni mozné pfidanim vétStho mnozstvi
identifikator (naptfiklad povrchovych antigenil) nebo vylepSenim metody (napiiklad
kvalitngj$i laser v pfipadé ,,fiber—optic array scanning* technologie). ZvySeni detekce CTC je
tak dano pouze zvySenim mnoZstvi odebrané krve, s ¢imZ je nutné pocitat jiz primarné pfi

volb€ metody detekce, a predevsim v piipadé Casnych stadii onemocnéni (52).

V poslednich letech se objevila fada metod detekce CTC, které je mozné rozdélit do tii
hlavnich skupin. Jedna se za prvé o pozitivni selekci, tj. vybér bunék, které maji zasadné
odlisné vlastnosti od ostatnich bun€k periferni krve, naptiklad leukocyti. Tato strategie
vyuziva k izolaci bunék jejich fyzikalni vlastnosti (velikost, hustota, elektricky naboj) nebo
expresi specifickych povrchovych marker, které jsou unikatni pro CTC. Druhou moznosti je
negativni selekce, kterd identifikuje a poté odstranuje buiky, které maji fyzikalni nebo
molekularni vlastnosti leukocytli nebo jinych bunék periferni krve. Tteti skupinu zahrnuji
metody, které vyuZivaji tzv. zobrazeni pii vysoké propustnosti (high—throughput imaging)
jako naptiklad ,,imaging flow cytometry* nebo tzv. ,,bulk* metody (filtrace podle velikosti,

mikroCipy s antigeny, frakcionace priutoku s hydrodynamickou filtraci bunék aj.). VétSina
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technologii pro specifickou detekci CTC vyuzivd kombinace dvou krokii: obohaceni

(enrichment) a detekci CTC (51).

3.3.1. Metody vyuzivané pro obohaceni a charakterizaci cirkulujicich
nadorovych bunék

Metody pozitivni 1 negativni selekce spoléhaji na rozdilné vlastnosti CTC a ostatnich
bun¢k v periferni krvi. Tyto vlastnosti 1ze rozd€lit do tfi hlavnich skupin: fyzikalni, biologické

(molekulédrni) a funkéni.

3.3.1.1. Pozitivni selekce na zakladé fyzikalnich vlastnosti cirkulujicich
nadorovych bunék

Hlavni vyhodou metod, které vyuzivaji fyzikalnich vlastnosti bunék, je to, Ze miizeme
ziskat zivotaschopné bunky, protoZze nedochdzi k jejich oznaceni a naruSeni bunécného
povrchu. Nejcastéji vyuzivanou metodou je separace CTC na zakladé rozdilné velikosti
bunck. Vychazi ze zakladni premisy, ze z epitelu odvozené bunky jsou vétsi nez vSechny
ostatni krevni buiiky. Tento fakt je bohuzel z velké miry zaloZen na méfeni velikosti v
bunéénych liniich, a ne na redlnych lidskych CTC. Ukazuje se totiz, Ze mnoho CTC ve
vzorcich od pacientl se velikosti pfiblizuje k leukocytiim. Pfitomnost tzv. malych CTC muze
byt navic spojena s horsi progn6zou onemocnéni. Odhaduje se, Ze na zaklad¢ jednostupiiové
selekce podle velikosti mize byt ztraceno 20-50 % CTC (53). Jednim z feSeni tohoto
problému muZe byt technologie selektivni amplifikace velikosti, pfi které jsou CTC uméle
zvétSeny pomoci 3um velkych mikrokulicek konjugovanych s anti-EpCAM protilatkou. Pti
prichodu viceuroviiovym filtrem je tak zachyceno vyznamné vice CTC ve srovnani

s béznymi metodami (54).

Dalsi vyuzivanou fyzikélni vlastnosti je deformabilita. Je totiz prokazano, Ze
metastatické buiikky (zkoumané in vitro 1 in vivo) jsou vice deformovatelné nez builkky s méné
agresivnim potenciadlem. Ptikladem technologie vyuZivajici soucasné selekci podle velikosti a
deformabilitu je mikrofluidni ¢ip vyvinuty spolecnosti Cellsee Diagnostics Inc. Plymouth,
MI, USA. Tento systém tvoii paralelni sit’ mikrofluidnich kandlkd se 56 320 zachytnymi
komorami. V¢étSi nadorové buiiky jsou v téchto komorach zadrzeny, zatimco mensi krevni
buiiky, jako jsou erytrocyty a vétSina leukocytl (a bohuZzel opét tzv. malé CTC), Cipem
proniknou. Systém usnadniuje rychlé zachyceni CTC v mikrokandlovém cipu, ktery miize byt
také pouzit pro naslednou charakterizaci zachycenych bunék pomoci imunocytochemickych

metod nebo fluorescencni in situ hybridizace (FISH). Ve srovnavaci studii se systém
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CellSearch™ byl poget CTC zachycenych systémem Cellsee vyznamné vyssi (94 vs 61 %
CTC pozitivnich vzorki). Pocet CTC v jednotlivych vzorcich byl také vyznamné vyssi, coz

ukazuje na vétsi senzitivitu systému Cellsee pro detekci CTC (55).

Gradientova centrifugace je dals$i metodou obohaceni CTC, ktera vyuziva rozdilné
bunécné denzity CTC a leukocytli ve srovnani s erytrocyty. Pii centrifugaci klesaji bunky o
vyssi denzité (erytrocyty) v daném médiu ke dnu zkumavky, zatimco ostatni zlstavaji ve
vysSich vrstvach. Problém opét nastava u tzv. malych CTC, které maji denzitu cCasto

srovnatelnou nebo 1 vyssi nez erytrocyty.

Separace na zakladé povrchového naboje vyuziva faktu, ze nadorové buiky maji
negativngjs$i povrchovy naboj nebo elektrokineticky potencial (zeta potencidl) nez leukocyty.
Problém této metody je v tom, Ze Casto dochazi k prekryvu zeta potencialu CTC a leukocyti,
coz vede ke kontaminaci obohacené frakce CTC pravé leukocyty. Zastupcem této metody je
napiiklad technologie ApoStream (ApoCell, Houston, TX, USA). U metastatického KP
zachytil ApoStream CTC ve vSech pfipadech ve srovnani se 75% zachytem pomoci
CellSearchTM, navic pocet zachycenych CTC byl signifikantné vys$i v piipad¢ analyzy
technologii ApoStream (p= 0,0027) (56).

3.3.1.2. Pozitivni selekce na zakladé molekularnich vlastnosti cirkulujicich
nadorovych bunék

Velkou skupinu metod predstavuje imunomagneticka separace, ktera vyuziva imunitni
reakci zaloZzenou na vytvofeni vazby mezi specifickou protilatkou a tumor—asociovanymi
antigeny nebo antigeny epitelidlniho piivodu (pozitivni selekce) nebo povrchovymi antigeny
leukocyti CD45 (negativni selekce). Bézné je k obohaceni epitelidlnich CTC vyuZivan
epitelidlni povrchovy antigen EpCAM. K obohaceni urcitych CTC lze také pouZit vazbu

protilatky na mesenchymalni antigeny, naptiklad na N—cadherin.

Nejcastéji uzivanou metodou pozitivni selekce epitelidlnich bunék je systém
CellSearch™ (Janssen Diagnostics, LLC, Raritan, NJ, USA). Jedna se také v soucasnosti stale
o jedinou metodu, ktera ziskala povoleni amerického ufadu Food and Drug Administration
(FDA) pro vySetfovani CTC. Esej obohacuje CTC na zaklad€ vazby protilatky proti EpCAM
konjugované k magnetické kulicce. Bunky jsou déle klasifikovany jako CTC pomoci barveni
cytokeratinu (CK-6, 8 a 18), zobrazeni jadra DAPI a vylouceni leukocytt (barveni CD45).
Buiikky jsou v magnetické kazeté¢ rozvrstveny, aby nedochéazelo k jejich piekryvani.

Automaticky systém CellTracks Analyzer® poté provede sken kazety, identifikuje mozné
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nadorové buriky a jejich vyobrazeni nabidne laboratornimu technikovi (event. patologovi) ke
kone¢né revizi na zékladé presné¢ definovanych morfologickych kritérii. Vysledek je
poskytnut jako pocet CTC v 7,5 ml plné krve. Buiiky u pacientii s CRPC detekované touto
metodou maji fadu charakteristickych znakii. Jedna se hlavné o expresi PSA, AMACR a dalsi
specifické genomické abnormality, pfedevSim nartist kopii geni pro androgenni receptor,
deleci genu PTEN (phosphatase and tensin homolog) a fuzi TMPRSS2-ERG. Uskalim
metody je fakt, ze buniky zobrazené v kazeté predstavuji pouze asi 1-10 % vSech CTC (57).
CellSearch™ totiz nedokaze identifikovat bun&¢né fragmenty ani bezjaderné nebo nekrotické
bunky. Nékteré CTC navic neexprimuji EpCAM molekulu, a nejsou tak vychytavany.
Vyznamnym problémem miize byt chyba v hodnoceni, nebot ve spornych piipadech je
oznaceni CTC zavislé na tsudku operatora (obrazek 8). V soucasnosti se nicmén¢ jedna o
nejcasteji pouzivanou metodu, kterd se diky své relativni jednoduchosti a semiautomatickému

postupu stala rutinni souc¢asti fady klinickych studii u pacienti nejen s CRPC.

Obrdazek 8. Zobrazeni moZnych cirkulujicich nadorovych bunék pomoci semiautomatického systému

CellTracks Analyzer II®. Jasné pozitivni jsou ¢. 1-10 a 13—17, jasné negativni ¢. 20-24. U zbylych

objektii nebyla pri hodnoceni Sesti operdtory absolutni shoda (podle 67)
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AdnaTest (Adnagen GmbH, Langenhagen, Némecko) je metoda, kterda kombinuje
imunomagnetické obohaceni epitelidlnich buné€k pomoci protilatek proti EpCAM a PCR
detekci specifickych nadorovych transkripti. V soucasnosti jsou v nabidce produktii
spolec¢nosti soupravy na stanoveni CTC u karcinomu prsu, prostaty, ovaria a kolorektalniho
karcinomu a nékolik testi na obohaceni kmenovych bunék. V piipadé KP (souprava Prostate
Cancer Select / Detect je pomoci PCR hodnocena amplifikace genii pro PSMA, PSA, EGFR,
AR a kontrolniho genu aktinu. Vzorek je pozitivni pro CTC, pokud je detekovan alespoil
jeden ze stanovovanych PCR produkti v koncentracnim rozmezi (58). Tato metoda byla dale
modifikovana pro komercni stanoveni splice—varianty AR-V7 (kapitola 3.2.2.). Metodu
AdnaTest jsme pouzili pro obohaceni a stanoveni CTC v nasem vyzkumném zaméru a

podrobné bude popsana v metodice projektu.

Mezi nemagnetické metody, které vyuzivaji povrchové markery epitelialnich bunck,
patii celd fada mikrofluidnich zafizeni. Jedna z ¢asto publikovanych metod je ,,CTC—Cip*,
ktery se sklada z 78 000 mikroskopickych ostrivkt osazenych protilatkou proti EpCAM. Pfi
pritoku krve ¢ipem jsou CTC exprimujici EpCAM na téchto ostriiveich zachyceny. V nové
generaci CTC—Cipu jsou mikrofluidni kanalky poskladany do struktury rybi Kkosti.
Mikroskopické drazky pak zpusobuji vznik mikroskopickych virh, které prodluzuji kontakt
krve s povrchem kanalkl a zvySuji tak zachyt CTC. Ty jsou nasledné barveny, zobrazeny a
analyzovany piimo v pfistroji. Vyhodou této metody je to, Ze pro obohaceni CTC miiZze byt
pouzito velké mmnoZstvi riznych specifickych antigenii. Nejnovéjsi generace CTC—Cipl
vyuziva vazby protilatky na zlacené nanocasteCky misto na plochy povrch kanalkt, ¢imz je
mimo jiné vlastnosti dale zvétSena kontaktni plocha s krvi, a jesté vice navySen zachyt CTC
(59).

3.3.1.3. Negativni selekce na zakladé molekularnich vlastnosti ostatnich krevnich
bunék

Odlisnym pfistupem k obohaceni CTC je odstranéni pfevazujicich leukocytii pouzitim
protilatek proti antigeniim na jejich povrchu, naptiklad CD45 nebo CD66b. Uskalim tohoto
postupu je fakt, ze ne vSechny jaderné buiiky CD45/CD66b exprimuji. U zdravych jedinct se
totiz v cirkulaci vyskytuji CD45 negativni epitelidlni buniky. Pravdépodobné jesté
vyznamnéj$i limitace deplecnich metod je vysoké riziko ztraty CTC v disledku tzv.
nespecifického bulk—efektu (ztrata relativné vzacnych CTC zachycenych v odstraiiovanych
masach leukocytll). BéZné uzZivana strategie je selekce leukocyti pomoci anti—-CD45

protilatek konjugovanych k magnetickym kulickdm. Leukocyty jsou pak odstranény
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umisténim krevniho vzorku do magnetického pole. Mezi diagnostické kity patii napiiklad
EasySep™ Human CD45 Depletion Kit (StemCell Technologies, Vancouver, Canada),
MACS® CD45 MicroBeads (Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Némecko) nebo
Dynabeads® CD45 (ThermoFisher Scientific (Waltham, MA, USA) (51).

Deplecni metody vSak nejsou zalozeny pouze na imumomagnetické separaci. Jednim
z nazornych prikladl je metoda RosetteSep (StemCell Technologies, Vancouver, Kanada).
Tato metoda kombinuje separaci na zaklad¢ hustoty bun€k s obohacenim pomoci protilatky.
Obohaceni je provedeno pomoci negativni selekce a nechténé bunky jsou vybrany pomoci
protilatkového komplexu rozpoznavajiciho CD45 a CD66b na leukocytech a glykoforin A na
erytrocytech. Po centrifugaci se CD45/CD66b pozitivni buniky shromazdi v nizsich urovnich
média a CD45/CD66b negativni mononukledrni buitky a CTC zistavaji jako obohacena

populace mezi plazmou a pouzitym médiem (60).
3.3.1.4. Metody bez pozitivni nebo negativni selekce

Tzv. ,selection—free“ metody vyuzivaji riznych urovni miry exprese molekuly
EpCAM na povrchu CTC. Vyhodou je fakt, Ze prakticky nedochazi ke ztrat¢ CTC. Nicméné
také u téchto metod se fesi rizné technologické problémy, predevsim pii spoléhéani se na stale

nedokonalé molekularni markery pro rozliseni CTC od leukocytt.

Pratokova cytometrie byla jednou z prvnich metod pro detekci CTC v plné krvi.
Technologie spociva v oznaceni CTC vazbou specifickych protilatek s fluoroforem na
povrchové molekuly CTC. V analyzatoru je krev vedena tenkou kapildrou, ktera v daném case
umoznuje pruchod detekénim mistem pouze jedné bunce. V misté detekce dochazi k excitaci
fluorochromu laserovym paprskem a emisi ¢asti absorbovaného svétla o vlnové délce odlisné
od plivodniho impulsu. Vyhodou této metody je moznost tzv. multiparametrické detekce za
vyuziti vét§tho mnozstvi markerd, fluorochromt a laserti o rznych vinovych délkach. Dalsi
moznosti je fluorescenci aktivované tfidéni bun€k (Fluorescence—activated cell sorting —
FACS). Jedna se o tfidéni oznafenych a neoznafenych bunék v elektromagnetickém poli na
zékladé¢ odlisného elektrického ndboje, ktery je na CTC aplikovan bezprostiedné po
laserovém vyboji. Nevyhodou priutokové cytometrie je nutnost udrzovani extrémné tenkého
proudu tekutiny, coz muze vést k ucpani mikrokapilar nebo shlukovani buné¢k. Jelikoz je pro
naslednou charakterizaci CTC potieba relativn€ velké mnozstvi buné€k, jedna se tak o metodu
casove 1 finan¢né narocnou, nehled€ na moznost posSkozeni bunék pii dlouhém skladovani do

ukonceni analyzy (61).
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Vysokorychlostni mikroskopie (high—throughput microscopy) umoziuje skenovani
stovek miliond krevnich bunék bez ztraty CTC zplisobené vybranymi markery, coz vyrazné
zvySuje senzitivitu této metody. Piikladem je technologie spolecnosti Epic Sciences (San
Diego, Ca, USA). Po lyze erytrocyti jsou vSechny jaderné bunky obarveny pomoci
imunofluorescence a analyzovany specialnimi fluorescencnimi skenery. Ty vyuzivaji
technologii skenovani pomoci optickych vldken (Fiber—Optic Array Scanning Technology —
FAST), ktera dokaze zachytit oznacené bunky az 500x rychleji nez automaticky digitalni
mikroskop, navic s vyssi specificitou. Technologie také zkracuje expozi¢ni Cas a zvétSuje
plochu vysSetfovaného pole. Opakované se objevuji publikace o vyssim zachytu CTC ve
srovnani s metodou CellSearch™ (62). Prelomovym dikazem efektivity technologie Epic je
prace americkych autorti, ktefi hodnotili vzorky celkem 13 pacientll s KP neuroendokriniho
fenotypu nebo atypického CRPC. Platforma Epic byla pozitivni pro vSechny vzorky (= 5
CTC/7,5ml krve), zatimco metoda CellSearch™ pouze pro pét pozitivnich vzorki (63). Tato
technologie také v soucasnosti umoziiuje komercni stanoveni splice—varianty androgenniho
receptoru AR—V7 (Oncotype DX AR-V Nucleus Detect, Genomic Health, Redwood City,
CA, USA)

Metoda PCR spojena s reverzni transkripci (RT-PCR) je ¢asto uzivana ,,bulk* metoda
pro detekci CTC. Ukazuje se, Ze RT-PCR ma vys§i senzitivitu neZ imunohistochemie.
Nevyhodou je jind metodika hodnoceni pfitomnosti CTC, nebot’ vysledkem je hladina
specifickych transkripti z lyzovanych bunék, jejichz genovéd exprese se ale milZze mezi
jednotlivymi bunkami stejného fenotypu liSit. Absolutni pocet CTC je tak bud pouze
odhadnut nebo neni vibec stanoven, coz brani srovnani s jinymi metodami. Novinkou
v oblasti RT-PCR je tzv. kapkova digitdlni PCR (droplet digital PCR — ddPCR, Droplet
Digital™ PCR, BioRad, Hercules, CA, USA). Tato metoda umoziuje detekci a absolutni
kvantifikaci DNA primerd u relativné malého mnozstvi plivodnich zdroji genetické
informace, bez nutnosti vysokého mnozstvi dalSich replikaci. Testovany vzorek je v olejové—
vodni emulzi rozdélen do 20000 kapek a amplifikace specifickych molekul probiha v kazdé
kapce zvlast' (64).

3.3.2. Markery pouzivané pro detekci cirkulujicich nadorovych bunék

Ideéalni markér je exprimovan na vSech CTC a na zaddnych jinych krevnich elementech.
Exprese by méla byt neménné v celém prubéhu onemocnéni. Na obarveni bunééného jadra je

nejcasteji pouzivan DAPI jako fluorescencéni barvivo, které se vaze na oblasti DNA bohaté na
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alanin—threonin. MtiZze prochdzet pfes intaktni bunéfnou membranu, a proto je mozné je
pouzit pro barveni zivych i fixovanych bunék (65). Mezi dalsi fluorescencni barviva DNA
pati{ antrachinony (DRAQ5™, DRAQ7™). CyTRAK Orange™ barvi preferenéné jadro, ale
definuje také oblast cytoplazmy.

Opacné barveni (,,counterstain) se pouziva pro oznaceni jinych bunék nez CTC, tj.
leukocytli, erytrocytli, endotelidlnich a hematopoetické bunék. Erytrocyty mohou byt
detekovany naptiklad vazbou barviva na transmembranovy protein glykoforin A. VétSinou ale
barveni neni tfeba, protoze jsou erytrocyty lyzovany nebo odstranény uz pfi izolaci CTC. Pro
oznaceni leukocytl je typicky vyuzivan markér CD45 (proteinovéa fosfataza), ale uzitecné
mohou byt i dalsi markery, naptiklad CD66b (pro oznaceni granulocyti), CD34 (povrchovy
glykoprotein kmenovych a progenitorovych hematopoetickych bun¢k) a CD11b nebo CD14

(exprimované na makrofazich).

Nejpouzivangj§imi markery pro diferenciaci epitelidlnich bunc¢k jsou povrchové
molekuly EpCAM a cytokeratiny. Protilatky proti témto markerim tvoii zéklad vétSiny
selek¢nich kit Posledni skupinou jsou nddorové specifické markery, které by idealné mély
byt exprimovany fadové vice nebo zcela exkluzivné pouze u nddorovych bunék. Bohuzel ale
v fad¢ pfipadi dochédzi ke zméndm exprese pii dediferenciaci CTC v pokrocilych fazich
onemocnéni. Mezi markery specifické pro KP patii naptiklad PSA, PSMA nebo androgenni
receptor (51).
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Obrazek 9. Hlavni metody obohaceni a charakterizace cirkulujicich nadorovych bunék

(podle 57)

Separation/Enrichment Methods

Filtration Density | Marker proteins | White blood cells
by size l negative ;election
i cgglfl::r Immuno- CTC-Chip Fluorescence Activated Immuno- ., oA
B magnetic NEL Cell Sorting magnetic 7, 5=
- enrichment ’ 1“‘. 3353 depletion Cancer
@ l @ Ficoll ] 9 93| Circulating White blood  cpgs+ ¢ cells
Nernsl l Eatw tumor cells cells -G E
cells i EpCAM CD45 Conjugate " Magnet
Positive

| selection

Magnet i :
S& m]ugat@ r MAB Negative
B - selection
Positive Negative Leukocyte
selection selection

Fliorescent Detactor
Laser light

light

Analyzer

CTC Detection and Profiling

CellSearch CTC  Multiplex Protein Analysis AR Alterations by FISH Molecular Profiling

z =
[
CTC:EpCAM +ve cell \ LYV A
ATAALLA A L AL -
CTC identified by EpCAM AR amplification (orange), —— :
Intact cells (red and/or other cellysurface X centromere (agua) g Sequen_cmg: i Multlple.x RT'PC.B'
squares): CK (+), e MYC (green), 8p [red') Geneomic profiling Expression profiling
DAPI(+), CD45(-) ! in CTC inCTC

3.4. Klinické vyuziti cirkulujicich nadorovych bunék

Detekce CTC ma zasadni vyznam pro primarni vyzkum 1écby pokrocilého karcinomu
prostaty. VysSetfeni CTC je také n€kdy nazyvéano jako ,liquid biopsy®, protoze poskytuje
informace o vlastnostech nddorovych bun¢k v redlném case a mize byt provadéna opakované
s minimalni invazivitou pro pacienta. Molekularni informace vCetné¢ exprese rtiznych gent
bude mit v budoucnosti pravdépodobné vliv na volbu prvni linie systémové 1écby v kastracné
rezistentni fazi. Obdobné vysetieni CTC napiiklad pfi potvrzené progresi muze zjistit, u
kterych genti doSlo k mutaci a podle toho zvolit druhou linii 1é€by. Vzhledem k tomu, ze
metastaticka loziska jsou vétSinou Spatné piistupna k vySetieni a odbér tkadné je spojen s
relativné vysokym rizikem pro pacienta, vySetteni CTC se nejspise stane zékladnim postupem

tzv. na miru planované terapie (66).
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3.4.1. Vyznam cirkulujicich nadorovych bunék u kastracné rezistentniho
karcinomu prostaty

Metoda CellSearch™ byla testovdna u pacienti s metastatickym kolorektalnim
karcinomem, KP a u pacientek s karcinomem prsu ve tiech multicentrickych studiich, které
byly publikovany souhrnné v roce 2010 (obrazek 10) (67). Na zékladé absolutniho poctu CTC
v 7,5ml periferni krve jsou stanoveny dvé skupiny s rozdilnou prognézou (nepiizniva vs.
piizniva). V ptipadé CRPC a karcinomu prsu se za neptiznivy pocet povazuje pét a vice CTC,
u kolorektalniho karcinomu se jedna o tii a vice CTC. Vyssi pocet CTC byl prokazan u
pacientll s kostnimi a visceralnimi metastazami proti samotnému uzlinovému postizeni. Pocet
CTC pted zahijenim chemoterapie také jasné koreluje s prognozou pacientd. Celkem 231
pacientil v kastra¢né rezistentni fazi onemocnéni bylo hodnoceno pied poddnim chemoterapie
a kazdy mésic v pribchu 1é€by. U pacientt s péti a vice CTC byla stfedni doba pteziti kratsi
nez u pacientd s niz§im poctem bunck (11,5 vs. 21,7 mésicti). Pocet CTC také dobte koreloval
s prognézou ve vSech nasledujicich odbérech. Nejlepsi prognézu pak méli pacienti s ptiznivou
hodnotou CTC ve vSech odbérech (pfeziti > 26 mésicl)). Zajimavy je fakt, Zze zména z
puvodné nepiiznivého na piiznivy pocet CTC znamend progndzu prakticky srovnatelnou s
ptedchozi skupinou (pteziti 21,3 mésict). Pfedpokladé se, Ze monitorovani CTC v pribéhu
nakladné a rizikové chemoterapie pomtze identifikovat ty pacienty, pro které nema tato 1é¢ba

zadny pfinos.
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Obrazek 10. Celkové pieZiti u pacientek s karcinomem prsu a pacientii s karcinomem tlustého
stieva a karcinomu prostaty. Cirkulujici nadorové bunky (CTC) byly stanoveny metodou
CellSearch™. Nepiiznivy pocet CTC u karcinomu prsu a prostaty je > 5 CTC / 7,5 ml periferni krve, u
kolorektalni karcinomu > 3 CTC / 7,5 ml periferni krve (podle 67)
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V soucasnosti se k monitoraci pacientli s CRPC vyuziva hlavné zmén hladiny PSA,
biochemickd odpovéd’ je definovana jako pokles PSA nejméné o 30 % puivodni hodnoty.
Autofti pfedchozi studie zhodnotili nejen prediktivni vyznam poklesu CTC, ale porovnali jej 1
s poklesem PSA. Vyhodou CTC je schopnost jasné definovat prognézu jiZ po prvnim mésici
1é¢by, zatimco PSA je informativni az po tiech mésicich. Praktické vyuZiti téchto vysledk je
ale stadle nejasné. Je také vyznamné, Ze stanoveni CTC ma stejny prognosticky vyznam i
pokud je uvazovan pocCet CTC jako kontinudlni proménnd bez jasné stanovené prahové

hodnoty (68).

Vysetteni CTC bylo také hodnoceno v klinickych studiich s novymi hormonélnimi
1€ky, tj. abirateronem nebo enzalutamidem. V jedné z téchto studii koreloval pokles v poctu

CTC s dobou do radiografické progrese (69), zatimco v dalSich studiich nebyla korelace
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poklesu CTC se zménou standardnich parametri véetné zmény hladiny PSA béhem 1écby
abirateronem nebo enzalutamidem patrna. Vyznamné vysledky prezentovali Scher et al. na
kongresu ASCO v roce 2011. V subanalyze registracni studie faze III s abirateronem po
docetaxelu bylo prokazano, Ze preziti pacientil s piiznivym poctem CTC (<5) a normalni
hladinou LDH bylo ve dvou letech od randomizace ¢ast€j$i nez u pacientii s vyssim poctem

CTC a hladinou LDH nad horni limit (46 % vs. 2 %) (70).

Cirkulujici nadorové buiikky mohou také slouzit jako zastupny cil (surrogate end—point)
pro hodnoceni klinickych studii. Jak je vySe uvedeno, predpoklada se, ze zména v poctu CTC
béhem 1écby miize dobie korelovat s piezitim pacientll a poskytnout tak predbézné vysledky
studie diive nez tradi¢né sledované parametry. V nékolika studiich faze I-II byla prokazana
dobrd odpovéd’ na 1écbu a delsi doba do radiografické progrese nebo delsi celkové preziti
(71-73). Vzhledem k tomu, Ze se jedna o studie s velmi malymi skupinami pacientli, neni
mozné zatim stanovit jasné doporuc¢eni pro planovani budoucich klinickych zkousek. V zatim
nejrozsahlejsi praci byl zhodnocen vyznam detekce CTC u podskupiny 212 pacientl studie
faze Il léCenych primdrni linii docetaxelu a studijni latkou atrasentanem. Autofi prokazali
krat$i celkové preziti ve dvou letech od randomizace u pacientli s neptiznivym poctem CTC
pred 1éCbou (hazard ratio: 2,74; 95% confidence interval: 1,72-4,37; p <0,001), ale také
obdobnou prognoézu v ptipadé nartstu poctu CTC jiz po prvnim meésici 1é¢by (hazard ratio:

2,55; 95% confidence interval: 1,04—6,24; p=0,041) (74).

3.4.2. Vyznam cirkulujicich nadorovych bunék u nemetastatického
karcinomu prostaty

Dal§$im moZnym vyuZzitim detekce CTC je zachyt casného metastatického
onemocnéni, tj. jeSt€¢ pred vznikem klinicky zjistitelnych metastdz naptiklad pomoci
zobrazovacich metod. Cirkulujici nadorové bunky byly zjistény i u pacientti s lokalizovanym
nebo lokdln€¢ pokroCilym KP bez klinickych znadmek metastatického onemocnéni,
predpoklada se tedy, ze tyto bunky mohou vést k pozd€jsSimu vzniku metastdz. Navic byla
popsana piitomnost nadorovych bunck v kostni dfeni (tzv. diseminované nadorové buiky —
DTC) u pacientli s nemetastatickym onemocnénim, u kterych doslo k PSA relapsu po
radikélni 1écbe¢ Castéji nez u pacientll s negativnim nalezem DTC (48 vs. 29 %, p=0,0067)
(75). Vzhledem k tomu, ze v jinych pracich nebyl nalezen rozdil v poctu CTC u lokalné
pokrocilého nebo metastatického KP, je mozné, ze vétsi klinicky vyznam by mohlo mit

stanoveni molekularniho profilu CTC.
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3.4.2. Vyznam cirkulujicich nadorovych bunék po radikalni 1é¢bé

Hodnoceni CTC bylo také vyuzito v odhadu prognozy po radikalni prostatektomii. V
této oblasti bylo ale zatim provedeno velmi malo studii s nedostate¢nym poctem pacientd.
Problém je také v detekci CTC metodou CellSearch™, protoze pozitivni nalez je zjistén u
relativné malého procenta pacientll (cca 20 % piipadl). V jedné studii navic nebyl rozdil v
detekci CTC mezi skupinou s KP a kontrolni skupinou s negativni biopsii prostaty patrny
(p=0,946) a rovnéz nebyla prokazana korelace CTC s zadnym klasickym prediktivnim
parametrem. Ani zvySeni mnozstvi odebrané krve (22,5 ml) oproti standardné vyuzivanému
objemu pro potfeby metody CellSearch™ (7,5 ml) nepfineslo zlepseni v detekci CTC po
radikélni prostatektomii, zachyt CTC ve skupin€ s lokalizovanym KP byl 21 %. V této praci
byly dokonce zjistény CTC u 20 % muzt v kontrolni skupiné¢ bez KP. V dalsi studii bylo
hodnoceno 152 pacientt s lokalizovanym KP. U 11 % z této kohorty byly CTC detekovany
pfedoperacné. Cirkulujici nddorové bunky opét nekorelovaly s patologickou klasifikaci, GS
ani s predopera¢ni hodnotou PSA. Navic nebyl prokdzdn vztah mezi pozitivitou CTC a
biochemickym relapsem. Jako slibnéjsi se jevi metoda mikrofluidnich zafizeni, ktera jsou

h™ (kapitola

schopné zachytit signifikantn€ vyssi pocet CTC ve srovnani s metodou CellSearc
3.3.1.2)). Vyznam miize mit také vyuziti RT-PCR, kterd dokéze detekovat transkripcni
produkty specifickych gent v periferni krvi jiz od velmi malého mnoZstvi. Touto metodou
byla také prokazana korelace nalezii s patologickou klasifikaci, GS, postizenim lymfatickych
uzlin a pravdépodobné i s progndzou pacientli s biochemickym relapsem po radikalnim

vykonu (76).

4. HYPOTEZY A CILE PRACE

Karcinom prostaty je po koZnich nadorech nej€astéjsSim nadorem u muzi s piiblizné 7000
noveé zjisténych piipadl ro¢né. Priblizné¢ 1500 muzi na KP ro¢né umird. I pfes soucasné
moznosti radikalni 1écby u fady pacientli nastane ¢asna nebo pozdni recidiva onemocnéni,
nejdiive a nejcasteji vzestupem hladiny PSA. U téchto pacientl neni Casto jasné, zda se jedna
o recidivu v misté operace (lokalni recidivu), nebo zda se jiz nevytvotily vzdalené metastazy
(uzlinové nebo kostni postizeni). Vyrazné horS$i prognézu pak maji pacienti s primarné
metastatickym KP, kterych je v CR ro¢né diagnostikovano piiblizng 700. Nejhorsi prognézu
pak maji pacienti ve stadiu CRPC, u nichZz doslo k rozvoji KP bez zavislosti na hormonalni

blokadé. Na metastatickém procesu se podili CTC a také tzv. dormantni nadorové bunky,
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nejcastéji usidlené v kostni dfeni jako DTC, které mohou setrvavat v lymfatickém nebo
krevnim fecisti 1 fadu let, a které jsou pfic¢inou pozdnich relapst. Proto identifikace a
molekularni charakterizace téchto bun¢k mize mit u pacient nejen s CRPC vyrazny vliv na

stanoveni prognozy a individualizaci l1é¢ebnych postupti.

Cirkulujici naddorové bunky lze vyuzit ve stanoveni prognoézy OS (67) nebo predikce
odpovédi na 1é€bu novymi hormonalnimi preparaty (abirateron, enzalutamid) pii stanoveni

h™ viak dokaze detekovat

splice—varianty AR—V7 (47). Nejcast¢ji uzivana metoda CellSearc
pouze ptiblizn¢ 1-10 % CTC v periferni krvi (57). Ostatni metody se tedy snazi zajistit vEtsi
pocet bunék nejen pro presnéjsi stanoveni progndzy, ale také pro mozné vyuziti téchto bunck
pro dalsi charakteristiku a hodnoceni naptiklad genové exprese pro predikci odpovédi na

novou hormondlni, cytostatickou nebo jinou experimentalni 1écbu.

Odbér krve na stanoveni CTC (tzv. tekutd biopsie — liquid biopsy) pfedstavuje relativné
neinvazivni metodu ziskdni nadorovych bun€k v redlném cCase, které je navic mozné
charakterizovat pro potieby pfedem stanoveného protokolu a naptiklad pfi stanoveni splice—
varianty AR-V7 tak pied zahajenim podani abirateronu nebo enzalutamidu urcit
pravdépodobnost u¢innosti této 1€cby. V piipade pozitivniho vysledku je pak vhodnéjsi zvolit
misto vySe uvedenych preparati mnohem méné nakladnou lécbu docetaxelem. Jedna se tak o
zatim ojedinély piipad individualizace 1écby pacienti s CRPC. Pribézné odbéry takeé
umoziuji stanoveni odpovédi na probihajici systémovou 1écbu (zména v poctu CTC) a tim
také urcit, zda pokracovani ve stanovené terapii ma vyznam, nebo je vhodnégjsi zvolit jinou

lé¢ebnou modalitu.

Existuji dva zékladni problémy pfi stanoveni CTC v periferni krvi. Prvnim problémem je
velmi nizk4 koncentrace CTC se srovnani s relativné vysokym poctem dalSich bunék periferni
krve. Tento problém je mozné piekonat pomoci imunomagnetické separace, pifi které je
obohacend frakce CTC a jsou odstranény ostatni krevni elementy. Nelegitimni exprese
nadorové specifické RNA jinymi bunikami, naptiklad trombocyty nebo leukocyty, predstavuje
druhy problém. Adjustace metod pro stanoveni specifické RNA k relativnimu mnozstvi jinych
bun¢k mulze tento problém z¢asti vyfesit, nicméné v interpretaci, a hlavné srovnani vysledkt
s ostatnimi metodami je k tomuto faktu nutné vzdy pfihlizet. Kazdopadné vyuziti RT — PCR
pro stanoveni genetické exprese CTC predstavuje vysoce senzitivni a specificky zpisob jejich

molekularni charakterizace.
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Zakladnim cilem této prace bylo popsani problematiky CTC u pacienti s CRPC.
Protokol, metodika a vysledky prace jsou zaloZzeny na grantovém projektu IGA NT12205—
5/2011 — Detekce cirkulujicich nadorovych bun¢k a sledovani exprese gend u kastraéné
rezistentniho karcinomu prostaty jako soucast individualizace systémové 1éCby. Nositelem
projektu byla 1. Lékarska fakulta Univerzity Karlovy v Praze (1. LF UK v Praze),
spolupfijemcem byla Vseobecnd fakultni nemocnice (VFN) v Praze. Hlavnim feSitelem
projektu byl doc. MUDr. Viktor Soukup, Ph.D., FEBU, spolufesiteli projektu byli MUDr.
Otakar Capoun, FEBU, Mgr. Veronika Mikulova, Ph.D., Ing. Markéta Skeretiova, Ph.D.,
MUDr. Hana Honova, Mgr. Katarina Kolostova, Ph.D., prof. MUDr. Tomas§ Hanus, DrSc.,
prof. MUDr. Tomas Zima, DrSc., MBA. Na feSeni projektu se podilely Urologické klinika
VFN a 1.LF UK v Praze, Ustav lékai'ské biochemie a laboratorni diagnostiky VFN a 1.LF UK
v Praze, Onkologicka klinika VFN a 1.LF UK v Praze a Oddéleni nadorové biologie 3. LF
UK v Praze.

Na zakladé dostupnych praci jsme predpokladali, Ze
a) pacienti s CRPC a ptitomnosti CTC v periferni krvi maji hor$i prognézu stran OS,

b) u izolovanych CTC lze zhodnotit expresi zkoumanych genl a urcit kombinaci

exprimovanych gent predikujici odpovéd’ na chemoterapii,

c¢) expresi zkoumanych gent 1ze hodnotit i1 v histologickém preparatu a lze posoudit

zménu genove exprese v dobé diagnozy a ve stadiu CRPC.
Primarnimi cili projektu byly:

a) testovani genové exprese CTC pomoci systému AdnaTest na zikladé jiz

zavedeného standardniho protokolu,
b) zjisténi uCinnosti terapie na CTC u pacienti s CRPC,

¢) sledovani heterogenity nadorovych bunék pomoci analyzy jedné bunky (single cell

analysis).
Sekundarnimi cili byly:

a) korelace detekce CTC s pribéhem onemocnéni a ureni progndzy pacientl a

predikce odpovédi na systémovou onkologickou 1é¢bu (dlouhodoby cil),
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b) detekce exprese vybranych tumor—asociovanych geni v CTC a v dostupnych

histologickych preparatech.

5. MATERIAL A METODIKA
5.1. Protokol studie

Do prospektivni studie bylo zafazeno celkem 39 pacienti s CRPC, u kterych byla
z diivodli progrese onemocnéni indikovana chemoterapie docetaxelem. Vstupnimi kritérii
k zatazeni byly kastra¢ni hladina testosteronu (<1,7 nmol/l), vzestup hladiny PSA tfikrat po
sob¢ s konecnou hladinou PSA >2 ng/ml, progrese PSA pfi odejmuti antiandrogenii nebo pti
sekunddrni hormondlni manipulaci a pfitomnost metastatického onemocnéni. Vykonnostni
stav (performance status — PS) byl u vSech pacientdl <2. Pacienti, u kterych nebylo
z jakychkoliv divodii mozné podat chemoterapii nebo u kterych jiz byla chemoterapie
v minulosti podana, byli vyfazeni. Docetaxel byl podavan v davce 75mg/m? v tfitydennich
cyklech, ukonceni chemoterapie bylo pii potvrzené radiografické nebo klinické progresi nebo
dle rozhodnuti oSetfujiciho onkologa. U tii pacientli byl docetaxel aplikovan v tydennim

rezimu v davee 25mg/m” z ditvodit PS = 2 nebo neptiznivych hodnot renélnich parametrii.

U vSech pacientl byla pfed podanim chemoterapie provedena scintigrafie skeletu a byl
stanoven pocet kostnich metastaz. Indikace CT bficha a malé panve byla podle rozhodnuti
osetfujiciho onkologa. Pfed zahdjenim chemoterapie byla u vSech pacientli stanovena hodnota
sérové hladiny PSA. V pribc¢hu chemoterapie byla pravidelné¢ méfena hladina PSA a
v tiimésic¢nich intervalech byla provadéna scintigrafie skeletu. VysSetfeni CT v prubchu
chemoterapie bylo provedeno podle rozhodnuti oSetiujicitho onkologa. Nejlepsi odpoveéd’ na
1é¢bu byla stanovena oSetfujicim onkologem jako kompletni odpovéd’, ¢astecnd odpovéd,
stabilizované onemocnéni anebo progredujici onemocnéni. V pfipadé méfitelnych 1ézi byla
k hodnoceni 1é¢ebné odpovédi pouzita metodika RECIST verze 1.1 (77). V ptipad€ umrti byla
pfi¢ina hodnocena jako progrese KP nebo jin4d pfic¢ina. Retrospektivni tdaje, tj. datum
diagnozy, klinickd nebo patologickd TNM klasifikace, bioptické nebo patologické GS, typ
primarni 1é€by, datum zah4jeni kastracni 1é€by a hladina PSA v dobé& diagnozy byly ziskany
z pacientské dokumentace. VSichni pacienti podepsali informovany souhlas s ucasti ve studii,
ktery byl pfedem schvélen Etickou komisi VSeobecné fakultni nemocnice a 1. Lékatské

Fakulty Univerzity Karlovy v Praze.
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5.2. Krevni odbéry

Odbér krve pro analyzu CTC byl v ramci studie proveden u vSech 39 pacientii na
Urologické klinice VFN pied zahdjenim chemoterapie nebo na Onkologické klinice VFN
v den podani prvniho cyklu docetaxelu. Druhy odbér byl proveden celkem u 32 pacientli na
Onkologické klinice VFN v den podani ¢tvrtého nebo patého cyklu, tj. mezi prvnim a druhym
odbérem krve byly podény celkem tfi nebo ctyfi cykly docetaxelu. U Ctyf pacienti nebyl
proveden odbér z divodi ztraty ze sledovani, u jednoho nebyla chemoterapie nakonec
zahdjena, jeden pacient zemfiel po prvnim cyklu docetaxelu a u jednoho pacienta nebyl zatim
v dob¢ statistického zpracovani dat v zavéru studie podan pozadovany pocet cykla

chemoterapie. Vzdy bylo odebrano 7,5 ml nesrazlivé krve pro izolaci CTC.

5.3. Vyuziti krevnich vzorkii

Z periferni krve pacientl byla provedena izolace a detekce CTC. Ptitomnost CTC byla
hodnocena na zaklad¢ sledovani exprese tumor — asociovanych gend. Paralelné¢ byla
provedena izolace CTC pro kultivaci nadorovych bun¢k, které byly néasledné pouzity pro
single—cell analyzu viability CTC pomoci trypan — blue exclusion assay a pro
imunohistochemickou analyzu pomoci fluorescenéné znacenych monoklonalnich protilatek.
Cast vzorku byla pouzita ke stanoveni genové exprese kandidatni skupiny genti detekovanych
CTC. Ve spolupraci s patologem byl vySetien vzorek primarniho nddoru a byla provedena
analyza genové exprese pro stejnou skupinu kandidatnich genit u smési bunék z dostupné

nadorové tkané.

U casti pacientli bylo odebrano jesté 8 ml krve do sérovych separacnich zkumavek pro
potfeby grantu GAUK 539512: ,,Stanoveni matrixovych metaloproteinaz 2 (MMP2) a 9
(MMPY), vaskularniho endotelidlniho rastového faktoru (VEGF) a cirkulujicich nadorovych
bunék (CTC) ve vztahu k progresi nddorovych onemocnéni prsu a prostaty* — hlavni fesitel

Ing. Skereniova. Vsichni pacienti podepsali souhlas s timto odb&rem.

5.4. Metodika detekce a izolace cirkulujicich nadorovych bunék

Nesrazliva krev (7,5ml) byla odebirdna do zkumavek (AdnaCollect) se stabilizatorem
umoziujicim zpracovani krve béhem nasledujicich 24 hodin, v ptipad¢, Ze byla uskladnéna v
chladu (4-8 °C). V ptipadé odbéru do béznych zkumavek s kyselinou ethylendiamintetra—
octovou (EDTA) jako antikoagula¢nim cinidlem (BD Vacutainer® EDTA) bylo nutné
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zpracovat vzorek do ¢ty hodin od odbéru. Izolace a detekce CTC byla provedena pomoci
systtmu AdnaTest (Adnagen GmbH, Langenhagen, Némecko). Kazdy krok laboratorni
analyzy byl proveden podle protokolu vyrobce (78, 79). Systém se sklada ze dvou kitii. Prvni
kit je uréen pro detekci bun¢k periferni krve pomoci metody imunomagnetické separace
(Prostate Cancer Select), druhy kit umoznuje izolaci mRNA z lyzatu CTC (Prostate Cancer

Detect).

Metoda imunomagnetické separace vyuziva vazby monoklondlnich protilatek
konjugovanych s magnetickymi casticemi DynabeadsTM (Invitrogen Dynal AS, Oslo,
Norsko) na epitelidlni a nadorové specifické antigeny na povrchu nddorovych bunék. V
magnetickém poli jsou tyto bunky poté z periferni krve separovany pomoci specialnich
koncentratorti (AdnaMag—L a AdnaMag-S) a nasledné¢ lyzovany. Vysledny lyzat je pfipraven
k okamzitému pouziti nebo je uskladnén pii —20 °C po dobu maximdlné¢ dvou tydnu.
Metodika stanoveni CTC pomoci kitd Prostate Cancer Select a Prostate Cancer Detect je
znazornéna na obrazku 11.

Obrazek 11. Schéma metody AdnaTest (kity Prostate Cancer Select a Prostate Cancer Detect) (78,
79)
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5.5. Metodika analyzy nadorové specifickych genti

Lyzovana frakce CTC byla pouzita pro izolaci mRNA pomoci Dynabeads oligo(dT)25
— partikuli, a ze ziskané mRNA je metodou reverzni transkripce syntetizovana cDNA. Cést
cDNA byla pouzita pro testovani metodou multiplex—PCR reakce s PrimerMix ProstateDetect
pro gen Actin (120bp) a tumor asociované¢ geny PSMA (449bp), PSA (357bp) a EGFR
(163bp). Je doporuceno provadét analyzu PCR—produktii na Bioanalyzer Agilent 2100 (DNA
Labchip 1000, Agilent Technologies, Santa Clara, CA, USA). Test je pozitivni, je-li jasné
detekovan PCR fragment alesponi jednoho tumor asociovaného transkriptu. Pii pouziti
Bioanalyzeru Agilent 2100 jsou pozitivni vzorky s koncentraci > 0,10 ng/ul, vzorky s
koncentraci <0,10 ng/ul jsou negativni. U vSech vzorkd musi byt detekovan kontrolni gen
Actin, negativni kontroly musi byt negativni a nesmi byt pfitomny fragmenty delsi nez 500bp

(obrazek 12).

Obrazek 12. Piiklad kapilarni elektroforézy nadorové specifickych transkriptii pied chemoterapii
(Agilent Bioanalyzer 2100)

A — pozitivni pacient ¢.8, vék 67 let, GS 343, PSA pifed chemoterapii 160,2 ng/ml,
mnohocetné kostni metastazy, nejlepsi odpoved’: stabilizované onemocnéni, iimrti na progresi

karcinomu po 9,5 mésicich od zah4jeni chemoterapie

B — negativni pacient ¢.11, v€k 71let, GS 4+5, PSA pied chemoterapii 18,6 ng/ml, bez
kostnich metastaz, nejlepsi odpovéd”: stabilizované onemocnéni, imrti na rupturu aneuryzma

aorty 23,3 mésicich od zah4ajeni chemoterapie

[FU] A [FU]
« 160 o
™ = 2 & a
= w £ 140 =3 o a
o o o = — [=]
o N
o c 8 120 2 _g 8
a 2 - 100f W E -
- E < g o & E g
500 g -] z = @ = =
> < v @ 0| E < o
© £ o £ — = E
E g | = o E| | X =
S— (=38
£ < ‘:f:-’ ol &' | ':f:-’
[} |: || || 0 - ) .l. ..... . NV
o i I A
8 38 8 & & & gboa "8 ggg & &g g g

55



5.6. Rozsireni metodiky - analyza exprese androgenniho receptoru

V priabehu roku 2015 bylo prostiednictvim diagnostické soupravy AdnaTest Prostate
Cancer Detect mozné rozsifit stanoveni zakladnich sledovanych markerd — EGFR, PSA a
PSMA o stanoveni genové exprese AR. Stanoveni bylo provadéno v singleplex PCR reakci s
piidanim AR — specifickych primerta. Prostiednictvim amplifikani PCR reakce byly
generovany fragmenty o velikosti 440bp, jejichz vyhodnoceni se stejné¢ jako u zékladnich
markertl provadélo na pfistroji Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Santa Clara, CA,
USA) pomoci kitu DNA Labchip 1000. Vzorek byl hodnocen jako AR — pozitivni, pokud byl
detekovan pik o koncentraci vyssi nez 0,15 ng/ul. Vzhledem k tomu, Ze do roku 2015 nebyly
primery pro AR soucasti diagnostické soupravy, vyjednali jsme s firmou AdnaGen poskytnuti
alikvoti téchto primerd. Diky tomu jsme mohli provést stanoveni AR u vSech vzorkl

zahrnutych do projektu od jeho zahgjeni.
5.7. Dokumentace a kultivace izolovanych cirkulujicich nadorovych bunék

Cast vzorku krve byla v ptipadé CTC pozitivity pouzita ke studiu CTC pomoci
inverzni fluorescencni mikroskopie. Protokol umozituje nasledné specifické dobarvovani
(jadro, cytoplazma, AR). U pacientd s detekovatelnymi CTC jsme testovali metodiku
kultivace CTC a monitorovali ji 24 hodin konfokalnim mikroskopem. Experiment byl
postaven na ovéfeni metodiky izolace a kultivace nadorovych bunék z krve pomoci bunécné
linie LNCaP (Lymph Node Carcinoma of the Prostate — Sest vzorkll krve zdravého darce),
kultivaci nddorovych bunék z mononukledrni frakce a kultivaci CTC z pacientskych vzorkda.
Vzhledem k tomu, Ze se jednalo o ovéfeni riiznych metod kultivace, jsou podrobnad metodika

a soucasn¢ vysledky experimentu popsany v kapitole 6.4.
5.8. Priprava jednobunécné nadorové suspenze z primarniho nadoru

Fixovana nadorovéa tkan byla k analyze dodana patologem, obvykle 5 kustt 5 um
hrubych fezii nadorové biopsie nebo celého nadoru. Rezy byly dale homogenizovany pomoci
ptistroje GENTLEMACs (Miltenyi Biotech, Bergisch Gladbach, Némecko). Cast bunééné
suspenze byla pouzita pro izolaci mRNA z nadorové tkan¢ (FFPE—Qiagen RNA isolation kit
— Qiagen GmbH, Hilden, Némecko). Homogenat byl pfefiltrovan a premyty nckolikrat
roztokem fosfatového pufru (phosphate buffered saline — PBS). Disociace nadorové tkané

byla kontrolovana pod mikroskopem.
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5.9. Testovani genové exprese

Alikvot ¢cDNA ziskany metodou reverzni transkriptdzy z mRNA izolovanych CTC
(kapitola 5.5.) byl pouzit ke genové specifické preamplifikaci s vyuzitim pro ,high —
throughput* expresni analyzu na Biomark platformé¢ (24 genl x 48 vzorki). Byly testovany
expresni profily CTC v porovnani s expresi bun¢k primarniho nadoru. Vysledky genové
exprese v CTC byly porovndny s klinickym pribéhem onemocnéni a byl stanoven panel gent,

predikujici s nejvetsi pravdépodobnosti odpoveéd’ na protinadorovou 1écbu.
5.10. Statistické zhodnoceni

Pro métené parametry v celém souboru a v jednotlivych skupinidch a podskupinach
byly pocitany zakladni statistické udaje jako pramér, smérodatna odchylka, rozptyl, median,
mezikvartilové rozpéti, minimum, maximum. U kategorickych proménnych byly zkoumany

jejich frekvence.

Primarnim cilem bylo zhodnotit celkové pieziti pacientii, které bylo porovnano s
veékem, pocateni hodnotou hladiny PSA, GS a klinickou nebo patologickou TNM Kklasifikaci,
rozsahem metastatického onemocnéni, celkovym poctem cyklti chemoterapie, negativni vs.
pozitivni detekci CTC v jednotlivych odbérech a absolutnimi hladinami jednotlivych
nadorové specifickych transkriptii v odbérech. Analyza pteZiti byla zkoumana pomoci Kaplan
— Meierovy metody odhadu distribu¢ni funkce pteziti (80). Vliv jednotlivych faktorti byl
testovan pomoci Log—rank testu, Wilcoxon testu a Coxova regresniho modelu s vypoctem

Hazard Ratio (81).

Sekundéarnim cilem bylo zhodnoceni vztahli mezi sérovymi hladinami PSA a detekci
CTC. Vzhledem k nesymetrickému rozlozeni hodnot PSA a transkriptl nddorove specifickych

markert byl pouzit Spearmaniiv korela¢ni koeficient.

Vsechny testované hypotézy byly oboustranné a piedem byla zvolena hladina
vyznamnosti alpha = 0,05. VSechny testované hypotézy HO vs. H1 byly formulovany pied
sbérem dat a nebyla uzita zadnd z metod adjustace pro mnohonasobna porovndvani.

Statistickd analyza byla vypracovana pomoci SW SAS (Cary, NC, USA).
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6. VYSLEDKY

6.1. Zakladni charakteristika souboru

Charakteristika souboru pacientii je shrnuta v tabulce 4. Primérny vék pacientt byl 72
(54-83) let. Celkem 17 pacientii mélo bioptické nebo patologické GS > 8. Devét pacientil
podstoupilo jako primarni 1é€bu radikalni prostatektomii a Sest pacientii absolvovalo radikalni
radioterapii. Stfedni doba od diagnozy do zahijeni kastracni 1éCby byla 4,3 (0,5 — 209,1)
mesict a stfedni doba od kastracni 1écby do zafazeni do studie (tj. zahajeni chemoterapie)
byla 25,0 (3,0 — 213,5) mésict. VSichni kromé& péti pacientd méli pozitivni nélez na
scintigrafii skeletu. Sedm pacienti mélo oligometastatické (maximalné tii 1éze) kostni
postizeni. Ve 12 ptipadech byla patrnd lymfadenopatie na CT vySetfeni, z toho u deseti
pacientil se jednalo o uzlinové postizeni mimo panevni oblast. Tito pacienti byli vhodni pro
hodnoceni u¢innosti 1écby podle kritérii RECIST (77). U zadného pacienta nebyly detekovany
dalsi organové metastazy. Zajimavé jsou také tidaje o klinickém nebo patologickém stadiu
onemocnéni v dobé diagnoézy. U pacientl, ktefi po urceni diagnézy podstoupili radikalni
1é¢bu (radikdlni prostatektomie nebo radioterapie), bylo v 10 z 15 (66,7 %) piipada zjiSténo
lokaln¢ pokrocilé onemocnéni (¢T3 nebo pT3) a tii z deviti pacientd (66,7 %) méli po
radikéIni prostatektomii pozitivni uzlinovy nalez (pN1). V pifipadé paliativni hormondlni
1é¢by byl lokalng pokrocily nalez zjistén u 15 z 21 pacientt (71,5 %) a primarné metastatické
postiZeni u poloviny z vysetfenych pacientll. U péti pacientl nebylo pied indikaci hormonalni

1écby vysetieni pro zjiSténi ptipadnych metastaz provedeno.
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Tabulka 4. Charakteristika souboru pacientii. sSPSA — sérovy prostaticky specificky antigen.

N %
Celkem pacientii 39 100,0
Sti‘edni vék; roky (rozmezi) 71 (54 —83)
Gleasonovo skore
<6 7 17,9
7 13 333
>8 17 43,7
Neznamo 2 5,1
Primarni lécba
radikalni prostatektomie 9 23,1
radikalni radioterapie 6 15,4
pouze kastracni 1écba 24 61,5
Kostni metastazy pred chemoterapii 34 87,2
<3 loziska 7 17,9
mnohocetné postizeni 27 69,2
Uzlinové metastazy pred chemoterapii ‘ ‘ 12 | 30,8 ‘
sPSA v dobé diagnézy (ng/ml); primér (rozmezi) 105,8 (3,2 — 782)
sPSA pred chemoterapii (ng/ml); primér (rozmezi) 96,9 (2,2 —770,0)
sPSA béhem chemoterapie (ng/ml); praimér (rozmezi) 53,9 (0,8 — 1243,0)

6.2. Odpovéd na lécbu a celkové preziti

Analyza 0idajli o sledovani byla provedena celkem u 37 pacientll, jejichz klinické udaje
a informace o analyze CTC byly k dispozici v dobé piipravy zaveéreéné zpravy grantového
projektu. Primérné bylo poddno osm cykli chemoterapie docetaxelu (3—25). Béhem stiedni
doby sledovani 14,6 mésict zemielo celkem 20 pacientil, 13 bylo Zivych a ¢tyfi pacienti byly
ztraceni ze sledovani. Z celkem 33 pacientd, u nichZ byly validni udaje o sledovani, vstoupilo
do analyzy OS 30 muzl. Jeden pacient zemfel na kardidlni selhdani po prvnim cyklu
chemoterapie, jeden pacient odmitl podani cytotoxické 1€€by po prvnim odbéru pro analyzu

CTC a jeden pacient zatim v dobé¢ analyzy nedokoncil nejméné tii cykly chemoterapie.
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Stredni doba do umrti od zafazeni do studie byla 15,3 (4,3 — 44,2) mésict. B€hem sledovani
zemielo celkem 20 pacientii. V disledku progrese KP zemielo 15 (75 %) muzt. Dalsi pticiny
umrti byly sepse, plicni embolizace, ruptura aneuryzmatu hrudni aorty, pneumonie a kardialni

selhani.

Primérna hodnota hladiny PSA pted zahijenim chemoterapie byla 96,9 (2,2 — 770)
ng/ml a v dobé druhého odbéru pro analyzu CTC 53,9 (0,8 — 1243,0) ng/ml. Vice nez 30%
pokles hladiny PSA béhem chemoterapie byl zaznamenan u 16 z 30 (53,3 %) hodnocenych
pacientil. Kompletni odpovéd’ byla zjisténa u jednoho pacienta (3,3 %), Castecnd odpoveéd u
12 (40,0 %), stabilizované onemocnéni u 12 (40,0 %) a progredujici onemocnéni u péti (16,7

%) pacientd.

6.3. Detekce cirkulujicich nadorovych bunék

Cirkulujici nadorové buniky byly detekovany celkem u 33 z 39 (84,6 %) pacientd pied
chemoterapii. Béhem 1é¢by docetaxelem bylo pro CTC pozitivnich celkem 17 z 32 (53,1 %)
vzorkil. Dva hrani¢ni vzorky (podle hodnoty transkriptu PSA) byly pro potieby statistické
analyzy oznaceny jako pozitivni. Béhem 1écby ziistalo CTC pozitivnich celkem 17 pacientd, u
11 ptivodné pozitivnich pacientli nebyly CTC detekovany. U vSech tii pacientd, ktefi neméli
zjistény CTC pted chemoterapii a absolvovali také druhy odbér, nebyly vzorky pozitivni ani
v priibéhu chemoterapie. Pfed chemoterapii byl transkript PSA pozitivni u 32 vzorkd,
transkript PSMA u 22 vzorkid a transkript EGFR u ¢tyt vzorki. Ve druhém odbéru byl
transkript PSA zjistén v 16 piipadech, transkript PSMA v péti vzorcich a transkript EGFR u
tti vzorkli (tabulka 5). U poslednich tfi zminénych vzork nebyl transkript EGFR pted

chemoterapii ptivodné exprimovan.
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Tabulka 5. Detekce ndadorové specifickych transkriptii cirkulujicich nadorovych bunék a jejich
korelace se sérovou hladinou prostatického specifického antigenu pied a béhem 1écby docetaxelem.
PSA — prostaticky specificky antigen; PSMA — prostaticky specificky membranovy antigen; EGRF —
receptor epidermalniho riistového faktoru, sPSA — sérovy prostaticky specificky antigen; * hodnoceno

Spearmanovym korelacnim koeficientem, 1 statisticky signifikantni korelace.

. ng/pl; pramér Pozitivni sPSA pied/béhem
Transkript (rozmezi) vzorky; n (%) chemoterapie *
Pred chemoterapii (n=39)

PSA 9,7 (0,0 —41,8) 32 (82,1) 0,439 +

PSMA 1,1 (0,0-11,3) 22 (56,4) 0,348 +

EGRF 0,1 (0,0-0,5) 4 (10,3) 0,305
Béhem chemoterapie (n=32)

PSA 3,7 (0,0 -39,3) 16 (50,0) 0,563 +

PSMA 0,4 (0,0-7,4) 5(12,8) 0,430

EGRF 0,0 (0,0-0,5) 3(17,7) 0,374 +

6.3.1. Korelace celkového preziti s klinickymi parametry

Stiedni doba OS skupiny 30 hodnocenych pacientii byla 15,3 (0,9-35,2) mésicu.
Statisticky vyznamny rozdil v délce preziti byl pouze u skupiny pacientid s Zadnymi nebo
minimalnim poctem kostnich metastdz proti skupin€ s mnohocetnym metastatickym
postizenim skeletu. Riziko tmrti u pacienti s mnohocetnymi metastdzami bylo vice nez
dvakrat vys$i (hazard ratio=2,21; 95 % konfiden¢ni interval 0,77 — 6,35). Ostatni klinické
parametry nebyly ve vztahu k OS statisticky vyznamné (tabulka 6). Stfedni hodnota hladiny
PSA pied chemoterapii byla 100 ng/ml a béhem chemoterapie 50 ng/ml. Pacienti s hodnotou
PSA pted chemoterapii nizs$i nez median, pfezivali déle nez pacienti s vyssi hodnotou PSA
(sttedni doba 16,8 vs. 12,9 mésicli), rozdil vSak nebyl statisticky vyznamny (p=0,3010).
Obdobny trend byl pozorovan u pacientlii s hodnotou PSA niz$i neZz medidn b&hem
chemoterapie (sttedni doba pteziti 19,4 vs. 13,7 mésicil), ani v tomto piipad€ vSak nebyl

rozdil v pfeziti vyznamny (p=0,1712).
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Tabulka 6. Univariantni analyza vztahii klinickych parametrit a celkového pieZiti pomoci Coxova
modelu proporciondlnich rizik. sSPSA — sérovy prostaticky specificky antigen v dobé diagnozy, sPSA —
sérovy prostaticky specificky antigen;, CTC — cirkulujici nadorové bunky, HR — hazard ratio — pomér
rizika; CI — konfidencni interval;, * pri pouziti Wilcoxonova testu byl rozdil hranicné vyznamny —

p=0,0421 (Wilcoxoniiv test dava vétsi vahu na kratsi obdobi, tj. na pocatky krivek).

Parametr HR 95 % CI | p (Log—rank)
Vék 0,72 0,28 — 1,84 0,4892
iPSA 0,49 0,19 -1,29 0,1368
sPSA pted chemoterapii 1,64 0,64 —4,22 0,301
sPSA béhem chemoterapie 2,00 0,73 -5,51 0,1712
CTC pozitivita pied chemoterapii 1,75 0,40-7,71 0,4556
CTC pozitivita béhem chemoterapie 2,17 0,79 — 5,98 0,1246
Mnohocetné kostni metastazy 2,21 0,77 — 6,35 0,1306*

6.3.2. Korelace celkového preziti s detekci cirkulujicich nadorovych bunék

Nezjistili jsme zadny rozdil v preziti pacienti, ktefi byli pfed zahajenim chemoterapie
hodnoceni jako CTC pozitivni proti CTC negativnim pacientim (stfedni doba preziti 14,8 vs.
13,6 mésicti; p=0,4556) (obrazek 13A). Pacienti s CTC negativnim vzorkem b&hem
chemoterapie piezivali déle neZ pacienti, kteti zlstali CTC pozitivni 1 béhem podani
docetaxelu, rozdil v OS vsak nebyl statisticky vyznamny (stfedni doba 17,3 vs. 12,7 mésicu;
p=0,1246) (obrazek 13B). Nejdelsi preziti bylo zaznamenano u Ctyi pacientt, kteti byli
hodnoceni jako CTC negativni v obou odbérech. Celkové pieziti u téchto Ctyt pacienti bylo
vyznamné del$i nez u skupiny pacientl, ktefi byli v obou odbérech hodnoceni jako CTC

pozitivni (stfedni doba 19,2 vs. 12,7 mésicii; p=0,0228) (obrazek 14).

Soucasti grantového projektu bylo také zhodnoceni eventudlniho klinického vyznamu
absolutnich hodnot jednotlivych nadorové specifickych transkript s ve vztahu k OS. Kromé
hodnot transkripti PSA (medidan 0,14 ng/pul) a PSMA (medidan 0,00 ng/ml) b&hem
chemoterapie nebyl zddny z CTC transkripti pro OS statisticky vyznamny (tabulka 7).
Celkové preziti bylo delsi u pacient s hodnotou transkriptu PSA niz$i nez median (19,1 vs.

12,4 mésich; p=0,0468) (obrazek 15).
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Obrazek 13A. Kaplan—Meierova metoda odhadu distribuéni funkce pieZiti (celkové pieZiti). Cut off
= CTC pozitivni vzorek, (p=0,4556; hazard ratio=1,746, 95% konfidencni interval 0,396 — 7,708).
Cervend — pacienti s CTC pozitivnim vzorkem pred chemoterapii. Fialova — pacienti s CTC

negativnim vzorkem pred chemoterapii.
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Obrazek 13 B. Kaplan—Meierova metoda odhadu distribucni funkce pieZiti (celkové preZiti). Cut off
= CTC pozitivni vzorek, (p=0,1246; hazard ratio=2,170; 95% konfidencni interval 0,787 — 5,983).
Cervend — pacienti s CTC pozitivnim vzorkem béhem chemoterapie. Fialovd — pacienti s CTC

negativnim vzorkem behem chemoterapie.
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Obrazek 14. Kaplan—Meierova metoda odhadu distribucéni funkce pieZiti (celkové preziti). Cut off =
CTC pozitivni vzorek, (p=0,0228). Cervend — pacienti s CTC pozitivnim vzorkem pred i béhem

chemoterapie. Fialova — pacienti s CTC negativnim vzorkem pred i behem chemoterapie.
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Tabulka 7. Univariantni analyza vitahii absolutnich hodnot nadorové specifickych transkriptii a
celkového preZiti pomoci Coxova modelu proporciondlnich rizik. PSA — prostaticky specificky
antigen;, PSMA — prostaticky specificky membrdnovy antigen; EGRF — receptor epidermdlniho

rustoveho faktoru; HR — hazard ratio — pomer rizika, CI — konfidencni interval.

‘ Transkript ‘ ‘ HR ‘ 95 % CI ‘ p (Log—rank) |

Pred chemoterapii (n=39)

PSA 2,195 | 0,841-5,732 0,0991
PSMA 1,481 | 0,588 —3,732 0,4006
EGRF 1,494 | 0,592-3,772 0,3913

Béhem chemoterapie (n=32)

PSA 2,764 | 0,974 - 7,843 0,0468
PSMA 1,622 | 0,584 —4,507 0,0348
EGRF 1,356 | 0,497 -3,703 0,5496
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Obrazek 15. Kaplan—Meierova metoda odhadu distribucni funkce pieZiti (celkové preziti). Cut off =
0,14 ng/ul, (p=0,0468; hazard ratio=2,764; 95% konfidencni interval 0,974—7,843). Cervend —
pacienti s hodnotou CTC transkriptu PSA béhem chemoterapie > 0,14 ng/ul. Fialova — pacienti
s hodnotou CTC transkriptu PSA béhem chemoterapie <0,14 ng/ul.
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6.3.3. Korelace nadorové specifickych transkripti cirkulujicich nadorovych
bunék a sérovych hladin prostatického specifického antigenu

Sérova hladina PSA pted chemoterapii korelovala s absolutni hodnotou transkriptu
PSA a PSMA. Béhem chemoterapie byla korelace s hladinou PSA patrna u vSech transkripta.
Nepozorovali jsme zavislost mezi hladinou PSA pted chemoterapii a hodnocenim vzorku ve
smyslu CTC pozitivni vs. negativni. Béhem chemoterapie byly vyznamné vyssi hladiny PSA
u CTC pozitivnich pacienti (p=0,0031). Absolutni ani relativni zmény hladiny PSA bé¢hem
lécby vSak se zménami hodnot transkriptii nekorelovaly, krom& zmény hodnoty transkriptu
EGFR. V pfipadé nariistu hodnoty transkriptu EGFR doSlo také vétSinou k narlstu sérové
hladiny PSA (p=0,0383) (tabulka 8). Zména sérové hladiny PSA béhem chemoterapie nebyla
vyznamn¢ odliSnd mezi skupinou pacientl, kteti zlstali CTC pozitivni skupinou pacientl, u

kterych byl druhy odbér negativni (obrazek 16).
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Tabulka 8. Korelace sérové hladiny PSA s nadorové specifickymi transkripty a detekci cirkulujicich
nddorovych bunék. sPSA — sérova hladina prostatického specifického antigenu; PSA — prostaticky
specificky antigen; PSMA — prostaticky specificky membranovy antigen;, EGRF — receptor
epidermalniho ristoveho faktoru;, A sPSA — zména sérové hladiny prostatického specifického
antigenu;, CTC — cirkulujici nadorove bunky; ACTC — zména v hodnoceni cirkulujicich nadorovych

bunék.

‘ Absolutni hladina nadorové specifickych transkripti ‘

‘ Korelaéni koeficient ‘ p—hodnoty ‘
Parametr | |[PSA |PSMA |EGFR |PSA |[PSMA |EGFR | StavCTC |
sPSA 1 04389 |0,3482 [03047 |0,0084 |0,0404 |0,0751 |0,2851
sPSA 2 0,5628 | 04296 | 03745 [0,0018 |0,0225 [0,0496 | 0,0031

‘ Zména hladiny nadorové specifickych transkripta ‘

‘ Korelac¢ni koeficient ‘ p—hodnoty ‘
Parametr | [PSA [PSMA |EGFR |[PSA [PSMA |EGFR |ACTC |
relativni A sPSA 0,1144 |-0,0257 [ 03143 [0,5621 |0,8969 |0,1033 | 0,4534
absolutni AsPSA | | 0,0956 | 0,0047 | 03935 |0,6297 | 09811 |0,0383 |-

Obrazek 16. Zména v sérové hladiné PSA béhem chemoterapie ve skupindch pacientii, kteii zuistali
CTC negativni (vlevo), u kterych doslo k vymizeni CTC (uprostied) a kteii ziistali CTC pozitivni
(vpravo). Kruskall-Wallis Test; p=0,3864.
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6.3.4. Korelace nadorové specifickych transkripti cirkulujicich nadorovych
bunék a odpovédi na 1écbu docetaxelem

Nepozorovali jsme Zadny rozdil v OS mezi pacienty, u kterych doslo k vice nez 30%
poklesu sérové hladiny PSA a pacienty s horsi biochemickou odpovédi na chemoterapii
docetaxelem (p=0,1534). Podobny vysledek byl i v pfipadé, ze za ptiznivou biochemickou
odpovéd byl povazovan pokles hladiny PSA o vice nez 50 % (p=0,9076). Zadny rozdil nebyl
také patrny v detekci CTC pred a béhem chemoterapie a skupinou pacienti s ¢astecnou
odpovédi nebo stabilizovanym onemocnénim proti skupiné pacientll s progredujicim nalezem
(p=0,5979). Absolutni zména sérové hladiny PSA vSak s hodnocenim odpovédi podle
RECIST kritérii vyznamné korelovala (p=0,033) (tabulka 9).

Tabulka 9. Korelace detekce CTC a zména sérovych hladin PSA s nejlepsi odpovédi béhem
chemoterapie docetaxelem. CTC — cirkulujici nadorové bunky;, CHT — chemoterapie docetaxelem;
sPSA — sérovy prostaticky specificky antigen; CR — kompletni odpovéd, PR — cdstecna odpoved, SD —
stabilizované onemocnéni; PD — progredujici onemocnéni; * Chi—square test; 71 statisticky

signifikantni korelace.

Pocet pacientii |

CR PR SD PD p=hodnota*

CTC negativni pred a béhem 1 1 1 0 0.8976
chemoterapie
CTC pozitivni pied a negativni

o . - 5 4 2
b&hem chemoterapie
CTC pozitivni pted a béhem

. - 6 7 3

chemoterapie
Pokles hladiny sPSA <30 % 1 6 1 1 0.1233
Pokles hladiny sPSA > 30 % - 6 11 4 ’
Pokles hladiny sPSA < 50 % 1 8 4 1 0.0710
Pokles hladiny sPSA > 50 % — 4 8 4 ’

Primérna relativni zména (%) |

Relativni zména hladiny sPSA

b&hem chemoterapie 27 44 76 144 0,0333%
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6.3.5. Detekce cirkulujicich nadorovych bunék u pacientii pred radikalni
prostatektomii

Béhem projektu jsme také testovali moznost detekce CTC pomoci metody AdnaTest u
pacientli s predpokladanym lokalizovanym onemocnénim ptfed radikadlni prostatektomii.
Vybrali jsme celkem cCtyfi pacienty s vysoce rizikovym KP podle D’ Amicovych kritérii (6). U
zadného pacienta jsme nezjistili ptitomnost CTC v krevnim vzorku, nebyl exprimovan zadny
z nadorové specifickych transkripti, spravnost zpracovani bylo potvrzeno pozitivnim nalezem
kontrolniho genu aktinu ve vSech odbérech. Zajimavé je, ze CTC nebyly detekovany ani u
dvou pacientt, u kterych byl zjistén metastaticky rozsev v panevnich uzlinach. Charakteristika

pacienti je uvedena v tabulce 9.

Tabulka 10. Vlastnosti pacientii s vysoce rizikovym karcinomem prostaty pied radikalni
prostatektomii. iPSA — hladina prostatického specifického antigenu v dobé diagnozy; ¢cTNM —
klinicka klasifikace TNM (Tumor — Nodes — Metastasis), bGS — bioptické Gleasonovo skore, pT —

patologicka klasifikace (Tumor), pGS — patologické Gleasonovo skore, pNI1 — pozitivni uzlinovy nalez

PO operaci.

. Vék iPSA
Koéd vzorku (roky) (ng/ml) ¢TNM bGS pT pGS pN1
IRP 62,7 3,66 T3bNOMO | 4+5 pT3b 4+4 ano
2RP 63,4 22,29 T2cNxMx | 4+4 pT2c 4+3 ne
3RP 67,1 12,92 T2cNxMO | 5+4 pT3a 5+4 ne
4RP 51,2 21,1 T2bNOMO | 3+5 pT3b 5+3 ano

6.3.6. Detekce cirkulujicich nadorovych bunék u pacienti s elevaci
prostatického specifického antigenu bez nalezu karcinomu prostaty

U dvou pacientli s vysokou sérovou hladinou PSA a opakovanymi biopsiemi prostaty

bez zachytu karcinomu jsme provedli odbér krve pro detekci CTC.

Prvni pacient byl 72lety muz, ktery podstoupil dvé standardni biopsie prostaty vzdy
s odbérem deseti vzorki a jednu saturacni biopsii s odbérem 24 vzorki. V posledni biopsii byl
nalez atypické maloacindrni proliferace (ASAP), bez pfitomnosti nadorovych struktur.

Hladina PSA se u tohoto pacienta pohybuje dlouhodob¢ v rozmezi 12—-16 ng/ml.
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Druhy pacient mél 74 let a podstoupil celkem tfi standardni biopsie a jednu saturacni.
V prvni standardni biopsii v roce 2009 byl zachyt mikroskopického loziska ASAP, u kterého
nebylo mozné vyloucit ptitomnost dobie diferencovaného KP, bylo ale doporuceno opakovani
biopsie. V dalSich odbérech jiz nalez potvrzen nebyl. Hladina PSA také kolisala, ale ve
vyrazn¢ vysSich trovnich nez u ptfedchoziho pacienta (14-59 ng/ml). V dobé odbéru na

vysSetteni CTC byla hodnota PSA 30,6 ng/ml.

Ani u jednoho pacienta nebyla pfitomnost CTC ve vzorcich krve potvrzena, nebyl

detekovan zadny nadorové specificky transkript a byl prokézan kontrolni gen pro aktin.

6.3.7. Detekce genu pro androgenni receptor v cirkulujicich nadorovych
bunkach

V roce 2015 bylo provedeno stanoveni CTC pomoci AdnaTest Prostate Cancer Detect
testu u tii novych pacienti a u dvou pacientd se jednalo o druhy odbér po tfetim cyklu
chemoterapeutické 1écby. Celkem bylo tedy vySetieno 41 pacienti s CRPC, ¢tyfi pacienti po
radikalni prostatektomii a dva pacienti s benigni hyperplazii prostaty (negativni kontroly).
Celkem bylo vysetieno 77 vzorku periferni krve pacienti s CRPC, ztoho 41 vzorkl bylo

odebrano pted zahajenim a 33 vzorkl v pribéhu chemoterapie.

V pribéhu roku 2015 bylo prostfednictvim diagnostické soupravy AdnaTest Prostate
Cancer Detect mozné rozsifit stanoveni zakladnich sledovanych markeri (EGFR, PSA a
PSMA) o stanoveni genové exprese androgenniho receptoru (AR). Stanoveni bylo provadéno
v singleplex PCR reakci s pfidanim AR — specifickych primert. Prostfednictvim amplifikacni
PCR reakce byly generovany fragmenty o velikosti 440bp, jejichZ vyhodnoceni se stejné jako
u zakladnich markerti provadélo na pfistroji Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA) pomoci DNA 1000 kitu. Vzorek byl hodnocen jako AR — pozitivni, pokud
byl detekovan pik o koncentraci vyss$i nez 0,15 ng/pl. Vzhledem k tomu, Ze do roku 2015
nebyly primery pro AR soucasti diagnostické soupravy, vyjednali jsme s firmou AdnaGen
poskytnuti alikvéta téchto primert. Diky tomu jsme mohli provést stanoveni AR u vSech

vzorktli zahrnutych do projektu od jeho zah4jeni.

Celkem jsme tedy stanovili AR v 77 vzorcich. AR — pozitivita byla detekovana ve
vzorcich pfed chemoterapii u 27 (65,9 %) pacientd a u 14 piipadd (34,1 %) byl nalez

negativni. Ve vzorcich odebranych béhem chemoterapie byla AR — pozitivita stanovena u 26

69



pacientil (78,8 %) a v sedmi piipadech (21,2 %) byl nalez negativni. Zajimavé bylo zjisténi,
ze u Ctyf pacientli AR — pozitivnich pfed chemoterapii byl ndlez v druhém odbéru negativni.
U sedmi pacientli pfetrvavala AR — pozitivita i v opakovanych vzorcich. U Sesti pacienti
z této skupiny doslo k poklesu koncentrace fragmentu AR. Koncentrace AR fragmentu byla
ve vzorku odebraném béhem chemoterapie u téchto pacient 1,5 — 11 x nizsi ve srovnani se
vzorkem odebranym pied chemoterapii. U jednoho pacienta doslo naopak ke dvojnadsobnému
nartistu koncentrace fragmentu AR v kontrolnim vzorku (13,80 ng/ul) ve srovnani s odbérem

provedenym pted chemoterapii (6,53 ng/ul).

6.4. Kultivace cirkulujicich nadorovych bunék - experiment

6.4.1. Ovéreni metodiky izolace a kultivace nadorovych bunék pomoci
bunécné linie

Pti pokusu byl do Sesti vzorki krve zdravého darce ptfidan definovany pocet
(Biirkerova komurka) bun€k nddorové linie odvozené z KP Lymph Node Carcinoma of the
Prostate (LNCaP). U kazd¢ého ze Sesti vzorki byla provedena izolace nadorovych bunék dle
protokolu vyrobce (AdnaTest, Adnagen GmbH, Langenhagen, Né&émecko). Vysledné
koncentrace hledanych kontrolnich (aktin) a tumor — asociovanych (EGFR, PSA a PSMA)
PCR produkti zmétené na ptistroji 2100 Bioanalyzer (Agilent Technologies, Santa Clara,
CA, USA) jsou uvedeny v tabulce 11. Piestoze metoda AdnaTest neni kvantitativni,
pozorovali jsme vzristajici koncentraci PCR produktii sledovanych tumor — asociovanych

markerd ve vzorcich s vy$§im poctem nadorovych bunék.

Tabulka 11. Tabulka 10. Vysledek analyzy koncentralni fady ndadorovych bunék v krvi. LNCaP —
lymph node carcinoma of the prostate; EGFR — receptor epidermdlniho riistového faktoru; PS4 —

prostaticky specificky antigen;, PSMA — prostaticky specificky membranovy antigen.

Cislo Pocet bunck Hodnoceni Zm(taf'ené koncentrace PCR fragmenti (ng/ul)
vzorku LNCaP / ml krve AdnaTestu Aktin EGFR PSA PSMA
(118 bp) | (163 bp) | (357 bp) | (449 bp)

1 0 negativni 6,92 0,00 0,00 0,00

2 1 pozitivni 5,90 0,00 2,07 0,02

3 10 pozitivni 7,09 0,01 21,21 1,40

4 100 pozitivni 5,60 0,10 27,24 2,46

5 1000 pozitivni 6,63 0,47 37,18 3,64

6 10000 pozitivni 7,83 0,79 39,21 1,03
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6.4.2. Kultivace nadorovych bunék z mononuklearni frakce

Totozna koncentra¢ni fada jako pro ovéteni izolace nadorovych bunck byla pfipravena
pro ovéfeni moznosti jejich kultivace. Z kazdého ze Sesti vzorkii byla gradientovou
centrifugaci (Histopaque®—1077, Sigma — Aldrich, St. Louis, MO, USA) izolovéana
mononukledrni vrstva. Z ¢asti bunck (cca 1 milion/preparat) byl pfipraven preparat (StatSpin
CytoFuge 2, Beckman Coulter, Brea, CA, USA). Zbytek bunék byl kultivovan v Roswell Park
Memorial Institute (RPMI) médiu (RPMI-1640 Medium, Sigma — Aldrich) s 5 % fetalniho
teleciho séra (fetal bovine calf serum [FBS], Sigma — Aldrich). Bunécné preparaty byly
fluorescencné obarveny protilatkou proti CD45 (leukocytarni markér) konjugovanou s
fykoerythrinem (mouse monoclonal to CD45, Exbio, Vestec, Ceska republika) a protilatkou
proti pancytokeratinu (nadorovy markér) konjugovanou s fluorescin isothyokyanatem (FITC)
(anti—cytokeratin pan—FITC, Sigma — Aldrich) (obrazek 17). Kultivovanym bunkdm bylo 2x
tydné¢ vyménéno médium a byly pribézné sledovany pomoci inverzniho mikroskopu (Novel
NIB 100, Ningbo Yongxin Optics Co., Ltd., Zhejiang, Cina). Po deseti dnech od pod&atku

kultivace byla potfizena fotodokumentace (obrazek 17).

Obrazek 17. Porovndni vzorkit koncentracni vady. Fotografie: vievo fluorescencné obarveny vzorek

(Cervene CD45, zelené pancytokeratin), vpravo foto z desdteho dne kultivace (zvétseni 5x).
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Ptestoze shluky adherujicich bunék byly patrmé ve vSech vzorcich koncentra¢ni fady
kromé negativni kontroly (vzorek 1), morfologicky neodpovidaly buitkdm linie LNCaP. Byly
odebrany vzorky média z kultiva¢nich nadob k zjiSténi pfitomnosti PSA, které je bunikami
LNCaP produkovano (Laboratoi biochemie, Ustav lékaiské biochemie a laboratorni
diagnostiky, VFN a 1. LF UK v Praze). Piitomnost PSA byla prokazana pouze ve vzorku ¢. 6
(c=106,6 ng/l) a v kontrolnim vzorku z Cisté linie LNCaP (c=8,4 pg/l). Ve vzorcich
pravdépodobné doslo k aktivaci lymfocytt z krve darce, které ptidané bunky nadorové linie
zniCily. Pouze vzorek €.6 obsahoval dostatecné mnozstvi nadorovych bunék. Vzorek ¢.6 také

jako jediny vykazoval dlouhodoby rist bunék.

6.4.3. Kultivace cirkulujicich nadorovych bunék ze vzorki sledovanych
pacientt

V prubéhu projektu bylo navrzeno a vyzkouseno nekolik ptistupti k dosazeni uspésné

kultivace CTC z krve pacienta.
6.4.3.1. Izolace cirkulujicich nadorovych bunék z mononuklearni frakce

Metoda spociva v izolaci vrstvy mononukledrnich bunék gradientovou centrifugaci
plné krve pacienta (Histopaque®-1077, Sigma—Aldrich). Vyhodou jsou malé ztraty bunék,
optimalni kultivaéni koncentrace bunék, finan¢éni nendro¢nost a rychlost provedeni. Metoda se

osvédcila a byla aplikovana po celou dobu grantového projektu.

6.4.3.2. Izolace cirkulujicich nadorovych bunék pomoci imunomagnetické
separace (systém AdnaTest)

Metoda spociva v izolaci CTC v magnetickém poli pomoci magnetickych kulicek
konjugovanych s protilatkami proti Ep—-CAM a receptor tyrosine—protein kinase erbB-2:
HER2, které jsou soucasti kitu AdnaTest Prostate Cancer Select. Vyhodou je specificka
izolace nadorovych bun¢k. Takto izolované buiiky na sob& nesou magnetické kulicky a jsou
ve vzorku ve velmi malém mnozstvi (obrazek 18). Ani v jednom z testovanych vzorki
nedoslo k rastu takto izolovanych bunék. Metoda je navic finan¢n€ néroc¢na, a proto bylo od

jejiho pouzivani upusténo.
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Obrazek 18. Kultivace CTC s navdazanymi magnetickymi kulickami (zvétSeni 10x)

6.4.3.3. Metody kultivace cirkulujicich nadorovych bunék

Kultivace probihala z divodu malého objemu vzorkii v 96 jamkovych deskach.
Z kazdého vzorku byly pfipraveny ¢tyfi kultivaéni jamky. Vzorky byly umistény v inkubatoru
pii 37 °C v atmosféte s 5 % oxidu uhli¢itého. Médium bylo oSetfeno proti ristu bakterii
pfidanim antimikrobidlnich latek (Antibiotic Antimycotic Solution 100x, Sigma—Aldrich).

A) Roswell Park Memorial Institute (RPMI) medium s 5 % FBS

Adekvatni mnozstvi (200 pl/jamka) RPMI média (RPMI-1640 Medium, Sigma—Aldrich)
bylo vytemperovano na 37 °C. Bylo pfidano FBS tak, aby jeho vyslednéd koncentrace byla 5
%. Tento postup se pro kultivaci osvédcil nejvice.

B) RPMI bez séra

Vzorky byly kultivovany pouze s RPMI médiem bez ptidaného FBS. Lepsi rist nadorovych

bunék oproti ostatnim bunikdm mononuklearni frakce v prostiedi bez FBS se nepotvrdil.
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C) RPMI s pacientskym sérem

Testovana byla také zdména FBS za sérum izolované piimo z krve daného pacienta, ale
vysledky nebyly lepsi nez s FBS. Je mozné, ze transport vzorkli a manipulace s nimi se

negativné odrazil na kvalité¢ séra. Nadale jsme proto od tohoto postupu upustili.

D) American Type Culture Collection (ATCC)® Primary Cell Solutions™ Media,
Supplements and Reagents (Teddington, Velka Britanie) s FBS sérem

Zajistili jsme kultivaéni médium se suplementy navrzené piimo pro podporu ristu bunék
prostaty. Na jednu kultivac¢ni jamku jsme pouzili 200 pul média s 5 % FBS. Pfi simultanni

kultivaci vzorku s timto a RPMI médiem jsme nepozorovali zadny rozdil.

E) ATCC® Primary Cell Solutions™ Media, Supplements and Reagents, bez FBS séra

Cast vzorkd jsme vzdy kultivovali i bez piidani FBS, abychom ovéfili, zda tento zpiisob

nepodpofi rist nddorovych bunék oproti leukocytlim. Tento pifedpoklad se nepotvrdil.

F) Vyuziti matrigelu

U vybranych vzorkli byly kultivaéni jamky potaZeny matrigelem (Basement Membrane
Matrix, BD Bioscience, San Jose, CA), ktery simuluje mezibunécnou hmotu, a ktery by CTC
mély byt schopny rozlozit. Tato metoda méla podpofit adhezi a rist nadorovych bunék oproti
krevnim buiitkdm. Nepozorovali jsme prinik CTC do matrigelu. Je mozné, Zze nadorové CTC

v krvi prodélavaji EMT a nejsou tak schopny mezibunéénou hmotu $tépit.

6.4.3.4. Metody detekce cirkulujicich nadorovych bunék

A) Inverzni mikroskop

Bunky byly v pribéhu kultivace nejméné dvakrat tydné kontrolovdny pomoci inverzniho

mikroskopu (Novel NIB 100). Byly hodnoceny jejich mnozstvi a morfologie.

B) Fluorescenc¢ni barveni

Pred kultivaci byly vytvofeny tii preparaty (cca 1 milion bunék/preparat) zizolované
mononukledrni vrstvy. Pfi ukonceni kultivace byl vytvoren kontrolni preparat. Vzorky pied a

po kultivaci byly barveny protilatkou proti CD45 (leukocytarni markér) konjugovanou
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s fykoerythrinem (mouse monoclonal to CD45, Exbio) a protilatkou proti pancytokeratinu
(epitelidlni a tumor asociovany markér) konjugovanou s fluorescin isothyokyanatem (anti—
cytokeratin pan—FITC, Sigma—Aldrich). V preparatech z mononuklearni vrstvy byly nalezeny

nadorové buiiky. V preparatech po kultivaci nebyly naddorové bunky zaznamenany.

C) CytoTrack

V pribehu projektu byl testovan nové vyvijeny pristroj CytoTrack (CytoTrack ApS, Lyngby,
Dénsko) urceny k detekci ojedin€élych bun¢k metodou skenovaci mikroskopie spojené
s fluorescencnim barvenim (obrazek 19). Ptistroj je schopen zaznamenat buiiky v preparatu na
zékladg obarvenych jader (ProLong® Gold Antifade Reagent with DAPI, Life Technologies,
Carlsbad, CA, USA) a nésledné¢ vyhodnotit pfitomnost hledanych specifickych bunék na
zéklad¢ dalSiho barveni (anti—cytokeratin pan—FITC, Sigma—Aldrich). Pfestoze potencial
pfistroje je velky, byla ptiprava vzorkl a prace s nim velmi naro¢na. V dobé¢ jeho testovani na

projektu jesté nebyl piistroj dostate¢né citlivy, aby mohl byt k detekci CTC rutinng vyuzivan.

Obrazek 19. Fotografie porizend piistrojem CytoTrack ze vzorku 47C
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D) AdnaTest — reverzni transkriptaza — polymerazova fetézova reakce

Cast kultivovanych bunék byla odebrana, lyzovana a pomoci kitu AdnaTest Prostate Cancer
Detect byla hledana exprese sledovanych markert, aby byla potvrzena pfitomnost nadorovych
bun¢k ve vzorku. Vzhledem k finan¢ni naroc¢nosti testu byl provadén pouze u vzorkt, kde
doslo k dlouhodobému piezivani bun€k nebo k jejich mnozeni (vzorky 2C, 13C, 47C, 54C a
55C). Piestoze pred pocatkem kultivace byly vsechny sledované vzorky pozitivni, po

kultivaci se ptitomnost sledovanych markert nepotvrdila v Zadném z nich.

6.5. Izolace mRNA z histologickych preparati karcinomu prostaty

V ramci spoluprace s Ustavem patologie VFN a 1. LF UK v Praze se nam podafilo
ziskat celkem 24 histologickych preparati fixovanych formaldehydem a montovanych v
parafinu (FFPE vzorky). U deviti pacientll jsme v dobé odevzdani grantové zpravy ocekavali
dohledani preparati. U sedmi pacientli ztracenych v ramci sledovani nebyly vzorky FFPE k

dispozici.

Z 24 preparati jsme v 19 piipadech ziskali vzorek ztkané odebrané pii biopsii
prostaty a u péti pacientli jsme ziskali vzorek primarni nddorové tkané odebrany pti radikalni
prostatektomii. U vzorkl z biopsie prostaty jsme ziskali od kazdého pacienta ptiblizn¢ 10 mg
vzorku, zatimco u primarniho vzorku po radikalni prostatektomii se nam podafilo ziskat 4
fezy o tlouStce 10 um pro kazdého pacienta. Pro kazdého pacienta byly ptipraveny vzorky v

duplikatech az triplikatech podle dostupného mnozstvi histologickych vzorkd.

6.5.1. Izolace mRNA z fixovanych vzorkii - optimalizace metody

Pted vlastnim zpracovanim FFPE vzork® pacient s CRPC jsme provedli porovnani
dvou metod pro izolaci mRNA z Sesti kontrolnich FFPE vzork® (dva technické replikaty pro
kazdy vzorek). Pro srovnani jsme pouzili RNeasy FFPE kit (Qiagen, Hilden, Némecko) a
FFPE RNA Purification kit (Norgen Biotek, Thorold, ON, Kanada).

Obé¢ srovnavané metodiky byly zalozeny na purifikaci mRNA s vyuzitim centrifugace
na kolonkéch. Nejdiive byly vzorky FFPE deparafinizovany, nasledné byla ptfidana proteinasa
K, které zpiisobila uvolnéni mRNA ze tkang. Poté byl pfidan etanol a lyza¢ni pufr a smés byla

nanesena na kolonku a centrifugovana. mRNA obsazend ve vzorku se navazala na kolonku,
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ktera byla v nékolika krocich promyta pufry k odstranéni prebytecnych necistot, proteinli a

genomické DNA. V poslednim kroku byla mRNA uvolnéna z kolonky elu¢nim pufrem.

Vzhledem k ofekdvanym nizkym koncentracim mRNA jsme provedli stanoveni
kvantity, kvalita a DNA kontaminace na pfistroji Agilent® 2100 Bioanalyzer misto
spektrofotometrického stanoveni. Izolovand mRNA byla skladovéana pii —70 °C v RNase free

vodé do doby dalsi analyzy.

6.5.2. Izolace mRNA z fixovanych vzorkii - vysledky

Z kontrolnich FFPE vzorkl jsme extrahovali mRNA v koncentracnim rozmezi 0-127
ng/ul. Integrita izolované mRNA byla hodnocena na zédkladé RIN (RNA integrity number).
Hodnota RIN a mira degradace mRNA se liSila mezi jednotlivymi vzorky. Tabulka 12 shrnuje
naméiené udaje. Z vysledki je patrna odlisna vytéznost mRNA za pouZiti dvou purifikacnich
kitt. Je zfejmé, ze kit RNeasy FFPE umoznuje purifikovat mRNA ve vysSich koncentracich
s vys$$i integritou mRNA, coz je zadouci pro néasledné analyzy. Idealni hodnota RIN pro
nasledné analyzy s purifikovanou mRNA je hodnota 8-10. V nasem ptipadé se hodnoty
pohybuji okolo hodnoty 2. Tyto nizké hodnoty jsou zplisobeny délkou a zplsobem archivace
FFPE vzorkd, kdy kvalita mRNA rapidné klesd se zvySujicim se stafim vzorku. Pisobenim
fixacnich a montovacich latek (formaldehyd a parafin) dochazi k fragmentaci a modifikaci
RNA v FFPE vzorcich. mRNA z FFPE ma casto niz8§i molekulovou hmotnost. Z téchto
diivodi je tfeba pro nasledné analyzy (kvantitativni PCR) vyuZit genové specifické primery a

proby, které budou navrZeny na krats$i amplikony pro RT-PCR.

Tabulka 12. VytéZnost mRNA ze vzorku FFPE pii pouZiti dvou purifikacnich kiti. FFPE — fixovany
formaldehydem a montovany v parafinu (formalin—fixed paraffin—embedded)); RIN — RNA integrity
number.

RNeasy FFPE (QIAGEN) FFPE&?@;“;‘;&‘:‘S"“ kit

Koncentrace (ng/pl) RIN Koncentrace (ng/pl) RIN
Vzorek 1 27,4 2,0 18,6 1,1
Vzorek 2 41,5 2,3 35,2 1,5
Vzorek 3 98,1 2,3 70,2 2,1
Vzorek 4 62,4 2,0 55,7 1,8
Vzorek 5 126,9 2,8 100,3 4,5
Vzorek 6 0,2 1,0 0,0 1,0
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6.6. Purifikace mRNA zfixovanych vzorka pacientii s kastrac¢né
rezistentnim karcinomem prostaty

U pacientli s CRPC byla RNA z FFPE vzorka purifikovana pomoci RNeasy FFPE kitu
(QIAGEN) podle protokolu vyrobce. Vytéznost a kvalita RNA se liSily v zavislosti na
vzorcich jednotlivych pacienti. Nameétfend koncentrace RNA u vzorkii presahovala > 18
ng/ul. Hodnota RIN byla dle o¢ekdvani nizsi, a to v rozmezi 1,1 — 3,2. U tfech pacientl se
nam nepodatilo opakované izolovat RNA. Tyto vzorky byly archivovany od roku 1999 a

obsahovaly velké mnozstvi parafinu ve srovnani s mnozstvim biopticky odebraného nadoru.
6.6.1. Testovani genové exprese - navrh a optimalizace primerii

Pted vlastnim testovanim genovych expresnich profili v CTC a buiikach primarniho
nadoru (FFPE vzorky) jsme provedli ndvrh primerd pomoci Primer—-BLAST softwaru.
Primery byly navrhovany tak, aby byly =zahrnuty intron/exon a exon/exon vazby,
prostfednictvim kterych nebude dochazet v amplifikacnich krocich k namnozeni usekl
pfipadné¢ kontaminujici genomické DNA. Syntéza jednotlivych nami navrzenych
oligonukleotidovych primert byla zadéna spolecnosti Integrated DNA Technologies
(zastoupeni v CR — spole¢nost KRD s.r.0.). Primery byly nasledné& testovany na zkusebnich
esejich s pouzitim komercné¢ dodadvané cDNA (cDNA-huge, TATAA Biocenter AB,
Goteborg, Svédsko) z lidské tkand. Na téchto esejich byla ovéfena nejen Gidinnost primert, ale
také linearita a specificita dané reakce. Uginnost viech testovanych primert byla >80 %.
Sedmibodové standardni kiivka byla vytvofena méfenim &tyf replikatil pro kazdy bod. Redici
fada pokryvala rozmezi od 2e7 do 20 kopii. Pipetovani bylo provadéno roboticky s vyuzitim
EpMotion 5070 (Eppendorf, Wesseling—Berzdorf, Némecko). Pro kvantitativni PCR analyzu
byl pouzit TATAA SYBR® GreenMaster Mix (TATAA Biocenter AB) s vyuZitim Bio—Rad
cykleru. Pro kontrolu PCR produkti vSech testovanych oligonukleotidovych primer byla
pouzita gelova elektroforéza na 2,2 % gelu. V pifipadé vSech testovanych primerii nebyl
pfitomen Zadny nespecificky produkt. Obrazek 20 zobrazuje sedmibodovou standardni kfivku
a amplifikacni kiivku s obrazkem gelu pti kontrole kvality PCR produktu v rdmci testovani

navrzenych primert pro gen EGFR.
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Obrazek 20. Sedmibodova standardni kiivka ucinnosti detekce genu EGFR (A), zdznam
amplifikacni kiivky a obrazek gelu pii kontrole kvality PCR produktu (B)

A EGFR
k]
X0
.
i
(3%:“
F -
2
2 20
S e
o
~ 18
14
12
15 2 25 3 s 4 45 - 55 & &5 T
g1 0 con )
B Amplification Curves
N
1% - u-,”'.‘
125 _— |
:‘m / : ,,.\-_-"“’-‘
0 - -
1%) - ;
= Yy v s
T / // ‘
!535) / y.
5 J "
1% /
28 {.'
155 4
e " el = ol -/
T 1§ ¢ ¢ W ® W % % ®» z X % a3 W ¥ % % % & & 4

79



6.6.2. Testovani genové exprese - analyza cirkulujicich nadorovych bunék a
fixovanych vzorki

Od druhé poloviny roku 2015 probihala v ramci spoluprace s Laboratofi genové
exprese Biotechnologického tstavu Akademie véd CR analyza veskerych vzorkt ziskanych
v pribéhu feSeni tohoto projektu. Vzhledem k nizkym koncentracim cDNA a fragmentované
a malo koncentrované mRNA z FFPE vzorkl bylo nezbytné nejdiive provést preamplifikaci
se vSemi navrZzenymi a optimalizovanymi primery. Pro zvySeni specificity a senzitivity
amplifikacni reakce jsme provedli navrh genové specifickych prob a opét provedli jejich
optimalizaci. Syntéza téchto préb byla stejné jako u primeri zaddna spolecnosti Integrated
DNA Technologies. V dobé odevzdani grantové zpravy probihalo testovani téchto prob na
vzorcich pacienti. Z divodu velkého mnozstvi ziskanych dat nebyly vysledky v dobé
odevzdani zpravy k dispozici. Po jejich zpracovani a statistickém vyhodnoceni bylo

planované sepsani publikace zamétené na testovani genovych expresi.

7. DISKUZE

7.1. Detekce cirkulujicich nadorovych bunék a prognéza pacienti
s kastracné rezistentnim karcinomem prostaty

V nasem projektu jsme zhodnotili prognostické parametry v nehomogennim souboru
pacient s CRPC. Z klinickych parametri byly pro nepfiznivé celkové pfeziti vyznamné
pouze mnohocetné metastdzy skeletu. Pacienti s CTC negativnim vzorkem ptfed i1 béhem
chemoterapie méli nejdelsi preziti a rozdil byl statisticky vyznamny vzhledem ke skupiné
pacientil, u kterych nedoslo k vymizeni CTC behem 1éby docetaxelem. Zména v sérovych
hladinach PSA také dobte korelovala s nejlepsi odpovédi na chemoterapii. Velky pocet metod
detekce CTC byl testovan mimo pouziti v klinické praxi (82). O ptesnosti téchto metod
v populaci pacientii s CRPC existuji jen omezena data. Prvni a zatim jediny klinicky
validovany krevni test uréeny kizolaci a detekci CTC, CellSearch™, byl vroce 2008
schvalen ufadem FDA pro monitoring pacientll s metastatickym KP na zéklad¢ vysledka
multicentrické prospektivni klinické studie (83). Studie porovnavajici AdnaTest a
CellSearch™ byly provedeny u pacientek s karcinomem prsu. Ve dvou znich byla shoda
v detekci CTC pres 80 % (84, 85) a ve dvou byla shoda v 64 % (86, 87). Pouze jedna z téchto

studii byla naplanovana tak, aby posoudila prognosticky vyznam hodnoceni ptfitomnosti CTC
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pomoci systému AdnaTest a soutasné metodou CellSearch™. V multivariantni analyze stejné
kohorty pacientek s metastatickym karcinomem prsu byla pozitivita CTC metodou
CellSearch™ nezavislym prediktorem celkového preziti, na rozdil od systému AdnaTest, kde

nebyla prokazana korelace pozitivity testu a celkového pieziti (87).

Nékolik studii prokazalo klinicky vyznam systému AdnaTest u pacienti s KP.
Todenhofer zjistil, Ze pozitivni ndlez CTC pied zahdjenim chemoterapie koreloval s horsi
radiografickou odpovédi na 1écbu a také krat$si dobou do radiografické progrese po Ctyfech
cyklech docetaxelu. Pietrvavani pozitivity CTC béhem chemoterapie vSak nemélo zadny vliv

ani na jeden z vySe uvedenych primarnich cila studie (58).

V nasi studii jsme prokazali, Ze pacienti, u nichZ byl vzorek krve negativni pro CTC
pted chemoterapii a ziistal negativni také béhem 1écby, méli nejdelsi pieziti z celého souboru.
Celkové preziti bylo také vyznamné del$i nez u pacientii, u nichz byly oba vzorky CTC
pozitivni. Také ti pacienti, u nichz doslo béhem 1écby k vymizeni CTC, méli delsi OS nez
v piipadé CTC pozitivnich pacientli, zde vSak nebyl rozdil statisticky signifikantni. Dalsi
studie hodnotila eventualni vyznam detekce CTC pro sledovani pacienti bud’ s nizko
rizikovym nebo vysoce rizikovym KP. Srovnadvaci skupinou byli dobrovolnici bez podezieni
na pfitomnost KP. U vSech zdravych muzi a u pacientl bez metastatického karcinomu byly
vzorky negativni pro pfitomnost CTC. Ve skupiné vysokého rizika byly vSichni pacienti, kteti
dobte odpovidali na lécbu, také CTC negativni. U vSech tii pacientl, kteti méli 1 pies 1é€bu
thned progresi onemocnéni, vSak byly CTC detekovany (88).

Nepozorovali jsme vyznamnou korelaci mezi detekci CTC a nejlepsi odpovédi na
l1é¢bu podle hodnoceni oSetfujiciho onkologa. Nicméné vSichni pacienti, kteti méli negativni
vzorek pfed 1é€bou 1 béhem lécby, byli v remisi nebo méli stabilizované onemocnéni. Podle
naseho nazoru muze byt nejveétsim piinosem detekce CTC béhem narocné a casto nékladné
1é€by metastatického CRPC moznost identifikovat ty pacienty, ktefi maji Spatnou prognézu (v
piipadé pretrvavani pozitivity CTC i béhem lécby), jak bylo jiz diive prokazano (83). U
téchto pacientll je pak mozné doporucit spiSe podpiirnou 1é¢bu nebo hledat jiné formy terapie,
naptiklad nové antiandrogeny, misto toho, aby bylo pokracovano v chemoterapii.

Podle naSich znalosti, je tato studie prvni, kterd u systému AdnaTest hodnoti
prognosticky vyznam stran OS v populaci pacienti s CRPC. Zhodnotili jsme skupinu 39
pacientl indikovanych ke standardni chemoterapii docetaxelem kvili progresi metastatického
onemocnéni. Data o sledovani byla k dispozici u 30 muzi a u vSech byly podany nejméné tfi

cykly docetaxelu (primérny pocet byl 8 cykl).
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Pozorovali jsme relativné vysSi zachyt CTC pozitivnich vzorki ve srovnani
s predchozimi studiemi, které hodnotily systém AdnaTest u pacientek s karcinomem prsu, a
také ve srovnani s pozitivitou CTC pii pouziti metody CellSearch™ (83 — 85). To miize byt
vysvétleno stanovenim limitni hodnoty nejméné péti CTC pro potvrzeni pozitivity vysetieni
pomoci CellSearch™, coz je vys§i limit nez detekéni limit metody AdnaTest. Vzhledem ke
zcela rozdilnému hodnoceni pozitivity vzorkit pro CTC nemohou byt tyto metody piimo
porovnany. Musi byt také zdiraznéno, e na rozdil od metody CellSearch™, systém
AdnaTest neprezentuje absolutni pocet CTC, ale spiSe jejich piitomnost nebo nepfitomnost
v krevnim vzorku pacienta. Tato metoda poskytuje informaci o expresi nadorové specifickych
transkripti ve vzorcich individudlnich pacientti a umoznuje dalsi molekularni charakterizaci

ptitomnych CTC (58).

V porovnani s jedinou studii, kterd pouzila systém AdnaTest v podobné skupiné
pacientii s CRPC, jsme zaznamenali vys$$i zachyt CTC pozitivnich vzorkt (86,5 vs. 68,8 %).
Jednim z moznych vysvétleni je zafazeni menSiho poctu pacientli s pouhym postizenim
lymfatickych uzlin v nasi studii (10,8 vs. 25,0 %) a relativné menSim poctem pacientl
s zatazenych v Todenhdferoveé praci. Dalsi nedavno publikovand studie prokédzala celkem 46
% CTC pozitivnich pacientd v kastracné rezistentnim stadiu identifikovanych metodou
CellSearch™ a 53 % pacientt s nadorové specifickou mRNA v periferni krvi. U n&kterych
pacientl vSak jiz byla byla pfed vySetfenim poddna chemoterapie, coZ miiZze spole¢n¢ s jinou
pouzitou metodou vysvétlit nizsi zachyt CTC oproti nasi studii (89). Rozdilné protokoly RT—
PCR a definice CTC pozitivity tak znemoziuji srovnani vysledkti soucasnych studii. Protokol
vyrobce a jasn¢ stanoveny detekéni limit metody AdnaTest by toto porovnani mohl

v budoucnu usnadnit.

Sérové markery, naptiklad PSA, maji v soucasnosti u CRPC jen omezené vyuZiti.
Vztahy mezi detekci CTC a hladinami sérovych markert nebyly dostatecné studovany a jejich
prognosticky vyznam je zatim nejasny. V nasi studii sérovd hladina PSA korelovala dobie
s hodnotami témét vSech naddoroveé specifickych transkripti CTC jak pted chemoterapii, tak i
béhem lécby, nicméné vyznam této korelace zlstava také nejasny. Zjistili jsme také, Ze sérova
hladina PSA nekoreluje s hodnocenim CTC pozitivity pfed chemoterapii, nicméné u pacienti,
kteti zlstali béhem lécby CTC pozitivni, byly také soucasné zjiStény vyssi hladiny PSA.
Naopak jsme neprokézali, Ze by zmény v hladin€ PSA béhem 1écby byly signifikantné odlisné
ve skupindch pacientl, ktefi zlstali CTC negativni, stali se CTC negativnimi nebo zlstali

CTC pozitivnimi. Ve vySe uvedené studii bylo zjiSténo, Ze zména z ,,neptiznivého* poctu
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CTC na ,,ptiznivy* pocet vyznamné zlepSila prognézu pacientli s ohledem na OS. Navic
zména v poctu CTC korelovala s OS 1épe nez zména v sérovych hladindich PSA (83).
Podobné také v nasi studii pacienti, kteti byly béhem 1é¢by CTC negativni, piezivali déle. Na
zéklad¢ naSich vysledki nemizeme uzaviit, ze by zména v hladinich PSA byla méné

vyznamna nez zména v detekci CTC.

V soucasnosti je také intenzivné studovana role EGFR ve vzniku kostnich metastaz
KP a tento receptor je aktudlné jednim z potencidlnich molekulédrnich cili jak pro
radionuklidové zobrazovaci metody, tak pro nova systémova léciva. V Todenhoferove studii
doslo k progresi u vSech tii pacientii s pozitivnim transkriptem pro EGFR v odbéru pted
zahajenim 1écby (58). Oproti témto vysledkiim je prognosticky vyznam pozitivity EGFR
v na$i studii obtizn€ hodnotitelny. Také v naSem souboru byl u tii pacientil pfed chemoterapii
zjistén transkript pro EGFR. Dva z nich zemfeli pro progresi onemocnéni béhem 4,1 a 8,4
meésict. Jeden pacient zemiel kvili plicni embolii po 16 mésicich bez zndmek progrese
karcinomu. Béhem chemoterapie byl EGFR transkript detekovan u jinych tfi pacienti. Dva
znich byly nazivu v dob¢ statistické analyzy (oba s ¢aste€nou remisi onemocnéni), jeden
pacient zemfel kvili progresi po 22,6 mésicich.

Limity naSi studie studie spocCivaji pfevdzné v relativné malém poctu pacientl.
Statisticky vyznamny rozdil v OS tak byl prokazan pouze mezi CTC pozitivnimi a CTC
negativnimi pacienty béhem chemoterapie. Rozdil mezi sérovymi hladinami PSA jsme u

téchto dvou skupin pacientil nepozorovali.

7.2. Detekce genu pro androgenni receptor v cirkulujicich nadorovych
bunkach

Signalni draha androgeni a jejich receptorti sehrava vyznamnou tlohu v progresi KP.
Soucasna 1écba CRPC se zamétuje na podavani preparatd, které bud’ potlacuji syntézu
extragonadalnich androgenti nebo pifimo piisobi na AR. V ramci studii bylo zjiSténo jiz vice
nez 70 somatickych mutaci pravé v AR. U casnych stadii KP jsou mutace v AR vzéacné, ale
jejich frekvence vyrazné stoupa u pokrocilych stadii androgen — zéavislych nadorti prostaty,
kterym je pravé CRPC (91). Zda se, ze mutace v AR mohou hrat nejen dulezitou roli
v progresi nadoru, ale mohou byt také zodpovédné za selhdni 1écby. Proto jsme se rozhodli

rozs§itit metodickou ¢ast o stanoveni AR receptoru v izolovanych CTC.
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Jedna z prvnich praci, kterd se tykd moznosti personalizované 1écby metastatického
CRPC, se stala prakticky pfes noc ,bestsellerem®. Ameri¢ti autofi hodnotili pfitomnost
splice—varianty AR-V7 v CTC u pacientl, ktefi byli 1éceni abirateronem nebo
enzalutamidem. Tato forma receptoru nema vazebnou doménu, ktera je cilem obou
hormonalnich preparati, ale zachovava si aktivitu transkripéniho faktoru. V piipadé
pozitivniho nalezu AR—V7 byla odpovéd’ na 1écbu abirateronem, resp. enzalutamidem horsi
nez pii neptitomnosti AR—V7 (0 vs. 68 %, resp. 0 vs. 52,6 %, p=0,004) (47). Ukazuje se také,
ze v piipadé resistence na nové antiandrogeny je vhodnéjsi zvolit dalsi linii chemoterapie, tj.
cabazitaxel. In vitro tento preparat snizil viabilitu stejnou mirou jak u bunék KP senzitivnich
k enzalutamidu, tak u bun¢k rezistentnich. Buné¢na linie negativni pro AR (PC3) vykazovala
také podobnou citlivost ke cabazitaxelu (92). Dalsi vyzkum bude smérovat k inhibici N—
termindlni domény AR, kterd ma transkripni aktivitu a nenese vazebnou doménu pro
antiandrogeny. Prvni studie faze I/Il s molekulou EPI-506 proti N—termindlni doméné AR u
pacientli progredujicich po enzalutamidu nebo abirateronu bude hodnotit bezpecnost,

farmakokinetiku a optimalni davku preparatu (93).

Béhem naSeho projektu jsme provedli ndvrh a optimalizaci specifickych primert pro
isoformu AR—V7. Stanoveni AR-V7 je provadéno v ramci spoluprace s Laboratofi genové
exprese Biotechnologického ustavu AV CR, vysledky nejsou v souéasné dobé k dispozici.
Hodnoceni isoformy AR—V7 bude na naSem pracovisti v budoucnosti provadéno rutinné u

vSech pacientli indikovanych k 1é¢bé novymi hormonalnimi preparaty.

7.3. Kultivace cirkulujicich nadorovych bunék

V ramci projektu jsme testovali nékolik metod kultivace CTC z periferni krve pacientti
s CRPC. Nejvice se osvédcila metoda izolace mononuklearni vrstvy bunék a jeji nésledna
kultivace v RPMI médiu s ptfidavkem FBS. Pies testovani riiznych ptistupli se ndm nepodatilo
potvrdit, Zze by v nékterém vzorku doslo k ristu CTC. Ukazuje se, ze volba metody izolace je
zcela zasadni pro zachyceni viabilnich nddorovych bunck. Jednou z uspé€Snych metod
publikovanou ceskymi autory je izolace podle velikosti bun¢k pomoci porézni
polykarbonatové membrany (MetaCell®, MetaCell s.r.o., Ostrava, Ceska republika). Autofi
oveétili metodu u pacientek s gynekologickymi malignitami a u pacientd s karcinomem
zaludku pted resekénim vykonem a lokalizovanym KP. V ptipadé KP bylo jako CTC
pozitivni hodnoceno celkem 28 z 55 (52 %) pacientl. Jak jsme uvedli ve vysledcich, metoda

AdnaTest nebyla pozitivni ani u jednoho ze Ctyf vysoce rizikovych KP pifed radikalni
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prostatektomii. Ve vSech studiich dale pokraCovala kultivace obdobné¢ v RPMI médiu
s ptidavkem fetdlniho teleciho séra (94-96). Vzhledem k velmi malému pocétu CTC
v periferni krvi je extrémné obtizné zalozit dlouhodobou kultivaci nebo dokonce permanentni
bunécnou linii. V ojedinélych projektech vSak bylo dokazano, ze i toto je mozné, vcetné
bunécné linie vychazejici z CTC u pacienta s CRPC (97). V této studii byly CTC od pacienta
metastatickym KP a vysokym poctem CTC v krvi (> 100 bun¢k / 8 ml krve) vlozeny do
trojrozmérného organoidu a udrzeny v kultivaci po dobu deviti mésici. Podobné kultury
bunécnych linii pak mohou slouzit k detekci genetickych alteraci nebo ovétfeni Gc¢innosti
novych 1é¢iv in vitro. Téma kultivace CTC si jisté zaslouzi dal$i zkoumani a mtize byt velkym

ptinosem jak pro vyzkum KP, tak pro jeho lécbu.

7.4. 1zolace mRNA z fixovanych vzorki a testovani genové exprese

Karcinom prostaty je ve vétsSing pfipadd primarné hormonalné senzitivni. Podle jedné
systematické analyzy nékolika studii ptejde do kastraéné rezistentni faze beéhem pétiletého
sledovani pfiblizn€¢ 10 — 20 % pacienttl. Vice nez 80 % muzt bude mit v té¢ dob¢ metastatické
onemocnéni. U tietiny pacientli pivodné nemetastatickych dojde béhem dvou let k diseminaci
karcinomu. Stfedni doba pteziti pacienti s CRPC v hodnocenych studiich dosahovala 9 — 30
meésict, souhrnnd analyza uvedla stfedni dobu pfeziti 14 mésict (98). V mnoha piipadech
probiha lécba KP fadu let, od primarni radikalni 1écby, ptes relaps onemocnéni, adjuvantni
lokalni 1écbu a nasledné paliativni hormonalni terapii. Ve fazi kastracni rezistence zahrnuje
lécebny algoritmus podani chemoterapie, novych antiandrogentli, imunoterapie, alfa zafice
radium—223 a v neposledni fad¢ zafazeni do klinickych studiich s dal§imi antiandrogeny,
malymi molekulami nebo monoklonalnimi protilaitkami. Béhem mnoha linii 1écby dochazi
zakonité ke genetickym zménam, které odliSuji primarni tumor od karcinomu v kastrané

rezistentni fazi.

V tad¢ studii byly k uréeni prognodzy pacientll s karcinomem prostaty pouzity FFPE
vzorky, nebot’ se jedna o dostupnou a dlouho skladovatelnou tkan, ackoliv extrahovana
mRNA miiZze mit niz$i kvalitu. Dostupné prace vSak ukazuji, ze degradovanda mRNA z FFPE
vzorkli umoziuje dostateCnou analyzu genové exprese pomoci metody RT-PCR (99, 100).
Rozsah této diskuze nemulze postihnout vSechny aspekty vyznamu analyzy genové exprese u
pacientl s KP, zminime proto jednu pfehlednou préci, kterd hodnotila prognosticky vyznam
microRNA a proteinovych markerti ziskanych z FFPE (101). Ukazuje se, Ze nejméné 40

ruznych microRNA se muze uplatnit v diagnostice nebo urceni prognozy u KP, vcetné jejich
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kombinaci s ohledem na predikci ¢asného relapsu onemocnéni (102). Také velké mnoZzstvi
proteint bylo zkoumano v ramci diagnostiky, ur¢eni prognézy nebo odpovédi na 1éCbu. Mezi
slibné bilkoviny asociované s horsi prognozou patii cysteine—rich secretory protein 3, Ki67,
B7-H3, Bcl-2 a marker neuroendokrinni diferenciace chromogranin A (101). Zmény
v genové expresi byly dale zkoumany i v naSem projektu s cilem identifikovat takovy
geneticky profil CTC, ktery by predikoval hor$i odpovéd na 1é€bu docetaxelem a kratsi

celkové preziti pacienti s CRPC.

8. ZAVER

Cilem této dizertacni prace bylo popsani problematiky CTC u pacienti
s metastatickym CRPC. Pro zakladni stanoveni CTC v periferni krvi byla vybrana metoda,
zaloZend na kombinaci imunomagnetické separace s RT-PCR. Vyuzili jsme komeréni a
certifikovanou technologii AdnaTest ProstateCancer Select/Detect. Pomoci této metody jsme
vySettili pivodné 39 pacienti s CRPC pted zahajenim chemoterapie docetaxelem a také
behem lécby. V pribéhu grantového projektu jsme indikaci k vySetfeni CTC rozSifovali,
véetné pilotnich projektl, které se tykaly jiné klinické situace. Celkem bylo tedy vySetieno 41
pacientl s CRPC, c¢tyfi pacienti po radikdlni prostatektomii a dva pacienti s benigni
hyperplazii prostaty (negativni kontroly). Celkem bylo vySetieno 77 vzorkl periferni krve
pacientii s CRPC, z toho 41 vzorkl bylo odebrano pied zahdjenim a 33 vzorkll v pribéhu

chemoterapie.
V prubéhu vyzkumné prace jsme pracovali s nasledujicimi hypotézami:

Hypotéza ¢. 1: pacienti s CRPC a prFitomnosti CTC v periferni krvi maji horsi prognozu
stran OS. Analyza udaji o sledovani byla provedena celkem u 37 pacientd. Z celkem 33
pacientli, u nichz byly validni udaje o sledovani, vstoupilo do analyzy OS 30 muzd. Stredni
doba do tmrti od zafazeni do studie byla 15,3 mésici. Béhem sledovéani zemielo celkem 20
pacientl. V disledku progrese KP zemfelo 15 (75 %) muzi. Stiedni doba OS skupiny 30
hodnocenych pacientl byla 15,3 (0,9-35,2) mésict. Statisticky vyznamny rozdil v délce
pteziti byl pouze u skupiny pacientli s Zadnymi nebo minimalnim poctem kostnich metastaz
proti skupiné¢ s mnohoc¢etnym metastatickym postizenim skeletu. Ostatni klinické parametry
nebyly ve vztahu k OS statisticky vyznamné. Pacienti s hodnotou PSA ptfed chemoterapii
niz$i nez medidn prezivali déle nez pacienti s vys$i hodnotou PSA, obdobny trend byl

pozorovan u pacientll s hodnotou PSA niZ§i neZ median b&hem chemoterapie. V obou
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piipadech vSak nebyl rozdil v OS statisticky signifikantni. Nezjistili jsme zadny rozdil
v preziti pacientll, ktefi byli ped zahajenim chemoterapie hodnoceni jako CTC pozitivni proti
CTC negativnim pacientim Pacienti s CTC negativnim vzorkem béhem chemoterapie
piezivali déle nez pacienti, ktefi ztistali CTC pozitivni i béhem podani docetaxelu, rozdil v OS
vSak nebyl statisticky vyznamny. Nejdelsi preziti bylo zaznamenano u Ctyt pacienti, kteti byli
hodnoceni jako CTC negativni v obou odbérech. Celkové pieziti u téchto Ctyf pacient bylo
vyznamné del§i nez u skupiny pacientli, ktefi byli v obou odbérech hodnoceni jako CTC
pozitivni (stfedni doba 19,2 vs. 12,7 mésici; p=0,0228). Soucasti grantového projektu bylo
také zhodnoceni eventualniho klinického vyznamu absolutnich hodnot jednotlivych nadoroveé
specifickych transkripti ve vztahu k OS. Kromé¢ hodnot transkripti PSA a PSMA b&éhem
chemoterapie nebyl zadny z CTC transkript pro OS statisticky vyznamny.

Hypotéza ¢ 2: u izolovanych CTC Ize zhodnotit expresi tkoumanych genit a urcit
kombinaci exprimovanych genit predikujici odpovéd’ na chemoterapii. V roce 2015 nas tym
publikoval dil¢i vysledky projektu se zaméfenim na charakterizaci genové exprese u CTC.
Tento projekt byl navrZzen tak, aby studoval vlastnosti PCR fragmentli detekovanych pomoci
technologie Bioanalyzer Agilent 2100 (DNA Labchip 1000, Agilent Technologies, Santa
Clara, CA, USA). Navzdory relativné Castému pouziti této metody zatim chybi komplexni
analyza vysledki v rdmci dlouhodobého projektu. Jako findlni krok v detekci CTC byla
pouzita komeréné dostupné technologie Bioanalyzer Agilent 2100 pro stanoveni pfitomnosti
fragmentéi PCR generovanych pomoci multiplex PCR. Udaje od 30 pacientii s KP ziskanych
béhem dvouletého vyzkumu byly analyzovany pro urfeni spravnosti a piesnosti stanoveni
velikosti fragmentti PCR. Dalsi experimenty byly provedeny za G¢elem prokazani presnosti a
robustnosti stanoveni koncentrace fragmenti PCR. Schopnost opakovani stanoveni
koncentrace PCR fragmentl byla stanovena na 15 % a po normalizaci doséhla pouze 5 %.
Robustnost stanoveni koncentrace PCR fragmentt dosdhla 17 + 2 %. Po normalizaci dosahla
relativni standardni odchylka 4 %. Autofi uzaviraji, ze charakteristiky stanovené v jejich
studii jsou v souladu se specifikacemi vyrobce stanovenymi pro diagnosticky vzorek. Urceni
koncentrace se vSak muze liSit v zavislosti na ptipravé ¢ipu, skladovani a koncentraci kazdého
vzorku. Patndctiprocentni rozdi v opakovatelnosti stanoveni koncentrace se ukazuje byt

¢astecné proporéni a mize byt potla¢en spravnou normalizaci (103).

Hypotéza ¢. 3: expresi tkoumanych genii Ize hodnotit i v histologickém prepardtu a lze
posoudit zménu genové exprese v dobé diagnozy a ve stadiu CRPC. U pacientii s CRPC byla
RNA z FFPE vzorkl purifikovana pomoci RNeasy FFPE kitu (QIAGEN) podle protokolu
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vyrobce. Tyto vzorky byly archivovany od roku 1999 a obsahovaly velké mnoZzstvi parafinu
ve srovnani s mnozstvim biopticky odebraného nadoru. Pfed vlastnim testovanim genovych
expresnich profili v FFPE vzorcich jsme provedli navrh primerd pomoci Primer—-BLAST
softwaru. Primery byly nasledné testovany na zkuSebnich esejich s pouzitim komercné
dodavané cDNA z lidské tkané€. Na téchto esejich byla ovéfena nejen UCinnost primerq, ale
také linearita a specificita dané reakce. Obrazek 20 pak zobrazuje sedmibodovou standardni
kiivku a amplifikaéni kfivku s obrazkem gelu pii kontrole kvality PCR produktu v ramci
testovani navrzenych primerti pro gen EGFR. Od druh¢ poloviny roku 2015 probihala v rdmci
spoluprace s Laboratofi genové exprese Biotechnologického ustavu Akademie véd CR
analyza veskerych vzorkt ziskanych v prubéhu feSeni tohoto projektu. Pro zvyseni specificity
a senzitivity amplifikacni reakce jsme provedli navrh genové specifickych prob a opét
provedli jejich optimalizaci. V dobé odevzdani grantové zpravy probihalo testovani téchto
proéb na vzorcich pacientd. Z diivodu velkého mnozstvi ziskanych dat nebyly vysledky v dobé

odevzdani zpravy k dispozici.

Kultivace CTC. V ramci projektu jsme testovali nékolik metod kultivace CTC z periferni krve
pacientli s CRPC. Nejvice se osvédcila metoda izolace mononuklearni vrstvy bunck a jeji
nasledna kultivace v RPMI médiu s piidavkem FBS. Ukazuje se, ze volba metody izolace je
zcela zasadni pro zachyceni viabilnich nadorovych bunék. Téma kultivace CTC si jisté

zaslouZzi dal$i zkoumani a mize byt velkym pifinosem jak pro vyzkum KP, tak pro jeho lécbu.
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