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SOUHRN

Klézl P, Sonsky J, Pospisilova E, Kolostova K, Bo-
bek V, Grill R. Vysetfeni cirkulujicich nadorovych
bunék u karcinomu ledviny.

Zafazeni vysetfeni na cirkulujici nddorové burnky
do béZného algoritmu vysetfeni u pacientt po ope-
raci ledviny pro nador by se mohlo stat nenahraditel-
nym zdrojem informaci vypovidajicich o heterogenité
a vyvoji naddoru v prabéhu onemocnéni Vysetfeni na
pfftomnost cirkulujicich nddorovych bunék spada
do skupiny takzvanych tekutych biopsii, jejichZ neo-
pomenutelnou vyhodou je jejich minimaln{invaziv-
nost pfi ziskavani vzorku (odbér periferni krve), které
umozniuje sledovani vyvoje tumoru. Déle je mozné
u pacientl s cirkulujicimi nddorovymi burikami pod-
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stupujicich operaci pro karcinom ledviny vysetfit mo-
lekuldrni charakter cirkulujicich bunék zhodnocenim
analyzy genové exprese.
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SUMMARY

Klézl P, Sonsky J, Pospisilovd E, Kolostové K, Bo-
bek V, Grill R. Examination of circulating tumor cells
in renal carcinoma.

Serial examination of circulating tumor cell pre-
sence after renal cancer surgery could become an
irreplaceable source of information reporting on tu-
mor heterogeneity and evolution in time. Test for
presence of circulating tumor cells belongs to the
group of liquid biopsy tests and one of its main ad-
vantages is the relatively minimal invasiveness (blood
withdrawal), which indeed enables tumor dynamics
follow-up. Besides circulating tumor cells the presence
in patients with renal cell carcinoma undergoing
surgery, molecular character of circulating cells can
be evaluated by gene expression analysis.
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UvoD

Cirkulujici nadorové bunky (CTC) jsou popiso-
vany jako maligni bunky nachdzejici se v perifernf
krvi, pochazeji z primarniho &i sekundarniho lozis-
ka tumoru, které popsal jiz v roce 1869 Ashoford
(1). Zda se, Ze kterykoli aspekt diagnostiky, |écby
a farmakokinetiky onkologického onemocnéni
mUze byt zdsadnim zpUsobem ovlivnén identifi-
kacf cirkulujicich ¢i diseminovanych nadorovych
bunék (2).

V soucasné dobé mohou byt CTC izolovany
prakticky u vsech druhd urologickych malignit, ale
ne ve vsech stadiich. S postupné se zdokonalujici
technikou se zlepsuje i jejich zachyt a charakteriza-
ce. Pocet a charakterizace CTC ma potencidl zlep-
Sit monitoraci onemocnéni, ale také vést terapii
a predikovat prabéh. V soucasné dobé je znacnym
nedostatkem CTC vysetfovani nedostatek standar-
dizovanych postupt. Jedinou doposud schvalenou
metodou je systém Cellsearch® (schvalen FDA v USA
r. 2005), jako pomocny marker k uréenf progndzy
u metastatického karcinomu prostaty, karcinomu
prsu a karcinomu kolorekta.

Na rozdil od karcinomu prostaty, nemame
u karcinomu ledviny doposud vyuzitelny onkomar-
ker. Co se tyce incidence nadoru ledviny dosahu-
jeme v CR celosvétového prvenstvi. CTC by mohly
byt vhodnym kandiddtem na pozici biomarkeru
u nadoru ledviny. V poslednich letech pfisli s roz-
vojem imunocytochemie a dalsich metod zajimaveé
vysledky nékolika studif s CTC. Doposud se viak
nepodafilo zafadit vysetfeni CTC do vysetfovaciho
algoritmu renainiho karcinomu, a to jak lokalizova-
ného, tak metastatického.

METODY DETEKCE CTC

Ridce se vyskytujici CTC v periferni krvi (od-
hadem jedna bunka na miliardu krevnich bu-
nék) vyzaduji vyuZiti pokrocilych laboratornich
a bioinzenyrskych technologii k jejich separaci
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a urceni jejich poctu. K detekci CTC u nadord
ledvin se nejcastéji vyuziva metod zalozenych na:
1) izolaci bunék dle epitelidlnich ¢i non-epitelidinich
markert (napf. EpCAM — Epithelial Cell Adhesion
Molecule, CA IX - carboanhydrdza 9,CD 147.. ),
2) detekci CTC pomoci RT-PCR (cilem této metody
jsou nejcastéji detekce transkritpt CA IX, VHL -
gen Von-Hippel-Lindau, CDH 6 — Cadherin (6)),
3) izolace na zakladé velikosti (napr. filtrace dle ve-
likosti — aparat Metacell - obr. . 1) v kombinaci
s cytomorfologickou a genovou analyzou (3).

VYSLEDKY STUDII

V studii Zhu et al. (2014), testovali filtracni systém
CellSieveTM v kombinaci s imunofluorescencnimi
metodami (Obr. ¢. 2), kdy na nadorovych burkach
detekovali pfitomnost CD45, CD10 a vimentinu.
Kombinaci téchto tif markerd (CD45-, CD10+, VIM+)
bylo dosazeno na tfech typech bunécnych linif
svétlobunécného renalniho karcinomu (ccRCC)
detekce nadorovych bunék u 98,98 a 97 % (4).

m Vroce 2017 byly prezentovany vysledky studie
srovnavajici ¢innost rdznych metod separace
CTC u ccRCC. Studie srovnavala imunohisto-
chemickou metodu zalozenou na pfftomnosti
EpCAM metodou CellSearch® — dosahujici slab-
Sich vysledkd (29 %), dale metodu leukocytarni
deplece, dosahujici 0 néco lepsich vysledkd
(40 %), a metodu separace na podkladé velikosti
(Parsortix systém), dosahujici nejlepsich vysled-
k{ (@z 87 %). Separacni filtracni metoda Parsortix
umoznila testovani exprese cytokeratinu 8. Ten
se zda byt velmi slibnym biomarkerem a také
velmi vyhodnym v kombinaci se systémem
Parsortix k monitoraci lécby a prébéhu one-
mocnéni (5).

V dalSich studiich byly CTC detekovany v pe-
riferni krvi u pacientl s karcinomem ledviny
pomoci imunocytochemie a PCR. Imunocyto-
chemickymi metodami bylo dosazeno detekce
CTC u 32-53 % pacientl s metastatickym one-
mocnénim (6, 7, 8). Analyzou PCR bylo dosazeno
detekce CTC v rozmezi mezi 37,5 % a 49 % (9, 10).
Buchner a kol. navic studovali 256 vzork{ kostni
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dfené pacientd s nemetastatickym karcinomem
ledviny a zaznamenali Uspésnost detekce disemi-
novanych nadorovych bunék (DTC) u 25 % vzorkd,
ale bez jakéhokoliv prognostického vyznamu.
Prognosticky vyznam DTC cytokeratin pozitivnich
izolovanych z kostni dfené byl demonstrovan
u 55 pacientll s metastatickym karcinomem led-
viny ve srovnani s 256 pacienty bez systémo-
vého postizeni, pficemz signifikantné vice DTC
bylo detekovano u metastatického onemocnéni
(42 % vs. 25 %). Vicerozmérna analyza poukazala,
Ze tfi a vice cytokeratin pozitivnich DTC v kost-
ni dfeni u metastatického karcinomu ledviny je
nezavisly prognosticky faktor (11). Bluemke a kol.
hodnotily pfitomnost CTC ze vzork( periferni krve
od 154 pacientd s karcinomem ledviny ziskané
pomoci metody magnetické separace s nasled-
nou imunohistochemickou detekci cytokeratinu.
Cetnost cytokeratin-pozitivnich CTC a tumoru-
-podobnych bez exprese cytokeratinu ukazala
vyznamnou korelaci s postizenim lymfatickych
uzlin a pfitomnosti synchronnich metastaz u kar-
cinomu ledviny. CTC byly identifikovany ve 41 %
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Obr. 1. Metacell separacni
apardt a schéma separace
Fig. 1. The MetaCell separa-
tion device and the separation
scheme

vzorkd u 53 % pacientU. Ve vicerozmérné analyze,
cytokeratin-pozitivni CTC byly identifikovany jako
nezavisly prognosticky faktor pro kratsi celkové
preziti. Je zajimavé, Ze v pooperacnich krevnich
vzorcich byl vy$si zachyt CTC ve srovnani se vzor-
ky pfed vykonem, coZ znaci zvysenou diseminaci
nadorovych bunék v pribéhu operace (8). Bas-
so et al. vyuzili metody CellSearch® k ozfejméni
vyznamu CTC k urceni progndzy pacientl s kar-
cinomem ledviny v ramci prvni linii systémové
lécby. Z jeho vysledkl vyplyva, Zze pacienti s tfi
a vice CTC majf signifikantné kratsi dobu do pro-
grese (5,8 proti 15 mésicdm) a celkového preZiti
(13,8 proti 52,8 mésicl). Avsak v této studii nepo-
zoroval vyznamnou korelaci mezi pfitomnosti CTC
a odpovedina lécbu (12).

Jednim z vyznamnych faktord ovliviujicich pre-
Zivani CTC v krevnim fecisti byly tzv. mikroemboly
cirkulujictho nadoru (CTM - Circulating Tumor Mic-
roemboli). CTM jsou sloZeny z bunécnych cluster(
obsahujicich dvé a vice CTC (i vice nez 50), leukocyty,
fibroblasty, endotelidlni buriky a trombocyty (13).
CTM maji vysoky metastaticky potencial pomoci



inhibice apoptdzy, podporovanim bunécné klonalnf
proliferace, poskytnutim odolnosti vic¢i mechanic-
kym sildm a ochranou centralné uloZenych bunék
pred identifikaci NK burikami a jejich cytolytickou
aktivitou (14). V rdmci studif s kolorektalnim karcino-
mem byla pozorovana kratsi doba preZiti u pacientd
s CTM oproti pacientdim ,pouze” s CTC (15). U ne-
malobunécného karcinomu plic byla pozorovana
schopnost CTM poskytnout bunkam rezistenci vici
cytotoxickym léciviim (16). Nagaya a kol. v roce 2018
prezentovali pfipad, kdy sledovali vyvoj poctu CTC
u pacientky s metastatickym karcinomem ledviny
(pravdépodobné ne-svétlobunécnym) pfi lécbé
sunitinibem. Na zacatku lécby pozorovali narlst

LITERATURA

PREHLEDOVY CLANEK

Obr. 2. Cirkulujici nddorovd
bunka od pacienta s karcino-
mem ledviny po separaci, pé-
tidennf in vitro kultivaci a flu-
orescencnim barveni, obraz
Z fluorescencniho mikroskopu
Fig. 2. A circulating tumour
cell from a patient with renal
cell carcinoma after separati-
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ZAVER

Vyzkum CTC by mohl poskytnout karcinomu
ledviny tolik chybéjici onkomarker umoznujici
sprdvny management lécby. Zavedeni analyzy
CTC v denni klinické praxi pro pacienty s RCC se
vsak v tuto chvili zda byt stale jeSté daleko. Pokro-
ky ziskané v poslednich letech v izolaci a analyze
CTC vsak prinéseji optimizmus ohledné budoucich
terapeutickych moznosti u pacientt s RCC.
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