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Streszczenie

Cel pracy: Liczne badania pokazaty, ze obecnosc rozsianych komorek nowotworowych (RKN) w szpiku kostnym
u pacjentek chorych na raka piersi zwigzana jest z niekorzystnym rokowaniem. Metoda standardowg w oznacza-
niu RKN jest immunocytochemia (ICC). Metody molekularne, takie jak RT-PCR, sg rowniez dostepne, dotychczas
Jjednak nie sg one stosowane rutynowo w detekcji RKN. Celem pracy byta ewaluacja nowej metody molekularnej
do oznaczania RKN.

Materiat i metody: Zbadane zostaty aspiraty szpiku kostnego pochodzace od 405 pacjentek z rakiem pier-
si. Potowe pobranego szpiku badano immunocytochemicznie, drugg potowe - nowg metodg molekularng oparta
na technologii RT-PCR. Immunocytochemie przeprowadzano zgodnie z zaleceniami Niemieckiego, Austriackiego
i Szwajcarskiego Towarzystwa Chorob Piersi oraz grupy ISHAGE (przeciwciato A45B-B3). RT-PCR przeprowadzano
w konwencji One-step, amplifikacia mRNA cytokeratyny 19 rejestrowana byta w czasie rzeczywistym (,real-time”).

Wyniki: W 142 z 405 (35%) pobranych szpikow wykryto rozsiane komorki nowotworowe metodg RT-PCR. U 34%
pacjentek wykryto RKN immunocytochemicznie. 48% aspiratow byto pozytywnych przy uzyciu przynajmniej jednej
z metod. W 73% przypadkow uzyskano ten sam wynik przy pomocy obu metod (p<0,001).

Whioski: Prezentowana w tej pracy nowa metoda molekularna do detekcji rozsianych komorek rakowych, a tym
samym choroby resztkowej u pacjentek z rakiem piersi, jest czuta, szybka i z uwagi na powtarzalnosc wynikow
moze zastgpic / uzupetnic¢ dotychczasowe metody.

Stowa kluczowe: rak piersi / rozsiane komorki nowotworowe / immunocytochemia /
/ RT-PCR / cytokeratyna /
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Abstract

Objectives: Numerous studies have shown that the presence of clinically occult disseminated tumor cells (DTC)
in the bone marrow (BM) of breast cancer patients is associated with an unfavourable clinical outcome. Immunocy-
tochemistry (ICC) remains the gold standard for their detection. Assays based on RT-PCR are available; however,
so far they have not been used for routine detection of DTC. Therefore, the purpose of this study was to evaluate a
newly established molecular method for the detection of DTC.

Materials and methods: BM aspirates from 405 patients were examined. Half of the samples were immediately
inserted into ICC and the other half was examined with our newly established molecular method based on RT-PCR.
Immunocytochemistry was performed according to the Consensus Recommendations of the German, Austrian,
and Swiss Societies of Senology and ISHAGE Working Group (A45B-B3 antibody). RT-PCR was conducted as a
one-step real-time assay. Cytokeratin 19-mRNA was amplified.

Results: In 142 of 405 (35%) aspirates disseminated tumor cells were detected by RT-PCR. In 34% of patients
DTC were detected by ICC. 48% of the BM samples were positive by at least one method. In 73% of the patients
identical results were obtained (p<0,001).

Conclusion: Our newly established molecular assay for the detection of disseminated tumor cells, and thus mi-
nimal residual disease, is sensitive, fast and reproducible, and has a potential to be used as a confirmatory or
alternative test for DTC detection.

Key words: breast cancer / disseminated tumor cells / immunocytochemistry /

/ RT-PCR / cytokeratin /

Skroty/Abbreviations Materiat i metody

K szpik kostny (bone marrow - BM) Po otrzymaniu zgody poinforr.nc.)wanej aspiraFy szpiku kost-
CK cytokeratyna (cytokeratin) nego zostaly pobrane §rodoperacyjnie od 405 pacjentek chorych
RKN rozsiane komorki nowotworowe (disseminated tumor cells - DTC) na raka piersi, leczonych w certyfikowanym Centrum Chordb
ICC immunocytochemia (immunocytochemistry) Piersi Uni teckic Klinice Ginekologii i Poloznict
ISHAGE  International Society for Hematotherapy and Graft Engineering 1ersi przy Uniwersyteckie) flmnice tinekologli 1 roloznictwa
PBS sol fizjologiczna buforowana fosforanem (phosphate buffered saline) w Tybindze w okresie migdzy styczniem 2003 i lipcem 2006.
PCR reakcja faficuchowa polimerazy (polymerase chain reaction) Protokot badania zostat zaakceptowany przez komisje etyki Uni-

RT-PCR reakcja farficuchowa polimerazy z uzyciem odwrotnej transkryptazy
(reverse transcription polymerase chain reaction)

Wstep

Rozsiane komorki nowotworowe (RKN) w szpiku kostnym
(SK) wykrywane sa u ok. 20-40% pacjentek z pierwotnym ra-
kiem piersi i zwiazane sa z gorszym rokowaniem [1-3]. Coraz
wigcej badan sugeruje, iz fenomen przenikania pojedynczych ko-
morek rakowych do obiegu krwi i ich pozostawania w szpiku nie
ogranicza sig¢ do raka piersi, a obserwowany jest w innych guzach
litych, takich jak rak prostaty, okrgznicy i nowotworach gineko-
logicznych [4-9]. ,,Ztotym standardem” w oznaczaniu RKN jest
immunocytochemia (ICC). Metody molekularne, takie jak RT-
PCR, rowniez znajduja zastosowanie, jednak jak dotad nie zosta-
ty wprowadzone do rutynowej diagnostyki kliniczne;j.

Immunocytochemia jest jedyna jak dotad metoda stosowana
w detekcji RKN, ktorej kliniczne znaczenie zostato potwierdzo-
ne w badaniach prognostycznych z dlugim okresem follow-up.
Opublikowana w roku 2005 przez Brauna i wsp. metaanaliza
pokazata na grupie ponad 4700 pacjentek statystycznie istotny
wplyw obecnosci komoérek rozsianych w szpiku kostnym na
przezycie [1]. Daleko posunigta standaryzacja immunocytoche-
mii to zastuga m.in. ujednoliconych rekomendacji towarzystwa
ISHAGE oraz ,,Konsensus-Meeting” Niemieckiego, Szwajcar-
skiego oraz Austriackiego Towarzystwa Raka Piersi [10, 11].

Nasza grupa badawcza opracowata protokot oparty na me-
todzie RT-PCR z analizg ilosci produktu w czasie rzeczywistym
(,,real-time”). Protokét zostal zoptymalizowany w celu imple-
mentacji w rutynowej diagnostyce w laboratorium klinicznym
Uniwersyteckiej Kliniki Ginekologii i Potoznictwa w Tybindze.
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wersytetu w Tybindze. W badaniu wzigly rowniez udziat pacjent-
ki z rakiem piersi w wywiadzie, u ktorych przeprowadzona zosta-
ta repunkcja SK w ramach badania ,,Follow-up”. W znieczuleniu
og6lnym lub miejscowym aspirowano 10-20ml SK z talerza bio-
drowego do proboéwek zawierajacych heparyng, stosujac techni-
ke Jamshidi [12]. W ciagu 30 min. po dotarciu do laboratorium
aspiraty dzielone byty na dwie proby i opracowywane. W jedne;j
potowie pobranego SK komorki rakowe oznaczane byty metoda
immunocytochemiczng, w drugiej za$ — za pomoca nowej meto-
dy molekularnej (RT-PCR).

Immunocytochemia

Izolacja i detekcja komodrek nowotworowych oparte byly
na migdzynarodowych zaleceniach dotyczacych wykrywania
RKN [10]. Aspiraty SK poddano wirowaniu w gradiencie ggsto-
$ci przy uzyciu Ficoll-Hypaque (ggstos¢ 1,077g/ml, Biochrom,
Niemcy). Komorki jednojadrzaste zbierane zostaly z warstwy
interfazowej i zwirowane na szkietko mikroskopowe (centry-
fuga Hettich, Niemcy) (10°MNC /spot). Do oznaczania komo-
rek cytokeratyno(CK)-pozytywnych, preparaty byly utrwalane
w 4% obojetnej zbuforowanej formalinie przez 10min., a nastgp-
nie ptukane w odczynniku PBS. Zautomatyzowane barwienie
przeprowadzano na aparacie DAKO Autostainer przy pomocy
przeciwciala monoklonalnego A45-B/B3 (Micromet, Niemcy)
i zestawu diagnostycznego DAKO-APAAP (DakoCytomation,
Dania) zgodnie z zaleceniami producenta. Przeciwciato A45-B/
B3 skierowane jest przeciw epitopom cytokeratyny, takim jak
heterodimery 8/18 i 8/19. Linia komoérek ludzkiego raka piersi
MCF-7 postuzyta jako kontrola pozytywna. Leukocyty zdrowych
dawcow uzyte zostaty jako kontrola negatywna. Na kazdego pa-
cjenta przeanalizowane zostato 3x 10° komorek jednojadrzastych
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na dwoch szkietkach mikroskopowych. Analizy dokonano na
Automated Cellular Imaging System (ACIS, ChromaVision Me-
dical Systems, San Juan, Capistrano, USA). Szczegotowe infor-
macje dotyczace tego systemu diagnostycznego znalez¢ mozna
w innej publikacji [13]. Kryteria morfologiczne do oznaczania
RKN oparto na rekomendacjach Europejskiej Grupy Badawczej
ISHAGE oraz zaleceniach dot. ustandaryzowanej diagnostyki
rozsianych komérek nowotworowych [11, 10].

RT-PCR

Natychmiast po otrzymaniu aspiratu, do szpiku kostnego do-
dawano 50ml odczynnika RNA/DNA Stabilization Reagent for
Blood/Bone Marrow (Roche Diagnostics, Mannheim, Niemcy),
ktory powoduje liz¢ komorek i stabilizuje kwasy nukleinowe za
pomoca tiocyjanianu guanidyny. Nastgpnie proby zamrazano
w temperaturze -20°C. Po zebraniu 5-10 aspiratow proby byty
rozmrazane i opracowywane rownocze$nie. mRNA ekstrahowa-
no przy pomocy mRNA Isolation Kit for Blood and BM (Ro-
che Diagnostics), ktorego dzialanie opiera si¢ na technologii
szklanych czastek magnetycznych. System ten pozwala uzyskac
oczyszczone mRNA podczas dwustopniowe]j procedury puryfi-
kujacej. Izolacjg mRNA przeprowadzano zgodnie z zaleceniami
producenta. W koncowym etapie uzyskane mRNA rozcienczano
w 10ul wody DEPC. Po zakonczeniu etapu izolacji mRNA rozpo-
czynano jednostopniowsa (one-step) procedur¢ RT-PCR w syste-
mie LightCycler®. Amplifikowano fragment genu syntezujacego
CK19 przy pomocy RNAMaster Hybridization Probes Kit (Roche
Diagnostics). Uzyskiwano produkt amplifikacji o dtugosci 309
par zasadowych. 5 pl mRNA poddawano RT-PCR w mieszaninie
o stezeniu 3 mM Mn[OAc],, do ktorej dodawano 0,5uM kazdego
z primeréw (primer A: AGATCCTGAGTGACATGCGAA; pri-
mer B: CCCAGCTGGGCTTCAATAC) oraz 0.125 pM kazdej
sondy (sonda A: CCCTTCAGGGGTCTTGAGATGAGCX, son-
da B: LCRedGCAGTCACAGCTGA-GCATGAAAGCp).

Primery oraz sondy byly specyficzne dla genu CK19 oraz
zostaly zaprojektowane w taki sposob, aby unikna¢ amplifika-
cji opisanego w literaturze pseudogenu CK19 14 (Tibmolbiol,
Niemcy). Fazg odwrotnej transkrypcji przeprowadzano w tempe-
raturze 60°C w czasie 20 min., a nastgpnie rozpoczynano reakcje
tancuchowg polimerazy (PCR) (Hotstart w temp. 95°C przez 30
sekund 1 50 cykli: 95°C przez 1 sek., 55°C przez 15 sek., 72°C
przez 13 sek.). Produkty PCR analizowano przy pomocy meto-
dy Fit Points dostepnej w oprogramowaniu LightCycler®. Spe-
cyficzno$¢ sprawdzano dotaczajac do prob kontrolg negatywna
w postaci mRNA wyizolowanego z krwi zdrowego dawcy. Do-
datkowo opracowywano probg o zawartosci wody destylowane;j,
aby wykluczy¢ potencjalne zanieczyszczenie odczynnikow oraz
sprz¢tu. Do kazdej transzy dotaczano jedna kontrolg pozytywna
z komorek linii MCF-7 w Sml krwi od zdrowego dawcy.

Dane opracowywano postugujac si¢ oprogramowaniem LC
3.5 Fit Points. Wyniki porownywane byly z wyznaczong uprzed-
nio krzywa standardowa. Granica wykrywalnosci byto 5 komo-
rek linii MCF-7 dodanych do 3 x 10° komorek jednojadrzastych.
Gen referencyjny (house-keeping) GAPDH amplifikowano wraz
ze specyficznymi primerami w celu sprawdzenia integralnosci
RNA.

Statystyka

Analiza statystyczna zostata przeprowadzona przy pomocy
programu SPSS (Version 16). Test Chi-kwadrat zostat uzyty do
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okreslenia zwiazku pomigdzy obecnoscia RKN w szpiku kost-
nym a czynnikami kliniczno-patologicznymi. Wartosci p ponizej
0,05 uznano za istotne statystycznie.

Wyniki
Charakterystyka badanych grup pacjentek

405 pacjentek zostato wlaczonych do badania. Szpik kostny
zostal pobrany $roédoperacyjnie od 331 pacjentek z pierwotnym
nieprzerzutowym rakiem piersi, z czego 29 pacjentek znajdowa-
Yo si¢ po chemioterapii neoadjuwantowej. Kolejnych 19 szpikéw
pobrano od pacjentek ze wznowa lub przerzutami. Punkcje SK
przeprowadzono rowniez u 55 pacjentek z rakiem piersi w wy-
wiadzie, bez objawow nawrotu choroby badz zmian przerzuto-
wych. W tabeli I przedstawiono wyniki badania zar6wno immu-
nocytochemicznego, jak i RT-PCR, wérod poszczeg6lnych grup
pacjentek.

Analiza immunocytochemiczna

W 34% aspiratow wykryte zostaty komorki nowotworowe.
Rycina 1 przedstawia typowo zabarwiong komorke nowotworo-
wa ze szpiku kostnego. [1os¢ CK-pozytywnych komorek siggata
od 1 do 8 (Srednia 2,17; odchylenie standardowe 0,11). Najwig-
cej wynikow pozytywnych obserwowano w grupie pacjentek ze
wznowa / przerzutami (58%), najmniej — u asymptomatycznych
pacjentek z rakiem piersi w wywiadzie (20%).
Analiza metodq RT-PCR

U 142 z 405 (35%) pacjentek wykryto RKN za pomoca RT-
PCR. Rycina 2 pokazuje przyktadowy przebieg analizy RT-PCR
w czasie rzeczywistym (real-time). U 48% pacjentek po zakon-
czonej terapii neoadjuwantowej badanie RT-PCR dato wynik po-
zytywny, jak rowniez u 42% pacjentek ze wznowa lub przerzu-
tami oraz 37% pacjentek z pierwotnym rakiem piersi, u ktérych
pierwszym etapem leczenia byla operacja. Najmniej wynikéw
pozytywnych zaobserwowano w grupie pacjentek po przebytym
raku piersi bez objawow nawrotu choroby (15%).

Porownanie immunocytochemii i RT-PCR

405 aspiratow zostato zbadanych przy pomocy obydwu me-
tod. 48% aspiratow dato wynik pozytywny przy uzyciu przynaj-
mniej jednej z nich. W 294 przypadkach (73%) uzyskano taki
sam wynik (p<0,001, test chi-kwadrat; tabela II). W przypadku
111 aspiratow przeprowadzone badanie daty odmienne rezultaty.
Czgstos¢ wynikéw pozytywnych wynosita: RT-PCR — 35%, na-
tomiast ICC — 34%. 196 z 405 (48%) szpikdéw bylo pozytywnych
za pomoca przynajmniej jednej z dwoch metod.

Rozsiane komorki nowotworowe a uznane czynniki kliniczno-
patologiczne

Na grupie 302 nieleczonych neoadjuwantowo pacjentek
z pierwotnym rakiem piersi przeprowadzono dalsza analizg sta-
tystyczna. W grupie tej badanie immunocytochemiczne wyka-
zato 33% wynikow pozytywnych, natomiast przy pomocy RT-
PCR uzyskano wynik pozytywny w 37% przypadkow. Tabela II1
przedstawia czgsto§¢ wystgpowania RKN (zarowno w ICC, jak
i RT-PCR) w zaleznosci od czynnikow kliniczno-patologicznych,
takich jak lokalizacja guza, stadium TNM, stopien zréznicowania
(grading), typ histologiczny, lymphangiosis carcinomatosa, stan
receptorow estrogenowych, progesteronowych oraz HER2. Dla
zadnego z tych czynnikow nie stwierdzono istotnej statystycznie
korelacji, niezaleznie od zastosowanej metody.
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Porownanie obu metod pod wzgledem moZliwosci ich
zastosowania w pracy laboratorium onkologicznego

W ramach badania przetestowana zostala nowa metoda
molekularna oparta na RT-PCR. Szczegdlna uwage zwrdcono
na nastgpujace aspekty: czuto$é, specyficznosé, powtarzalnosé
wynikow, czas trwania, koszty oraz obciazenie personelu. Za-
rowno immunocytochemia, jak i RT-PCR wykazywaty podobna
czuto$é, jak i specyficznos¢. Czas recznego opracowywania byt
podobny, jednak czas oczekiwania na wynik byt istotnie dtuzszy
dla immunocytochemii (5 godzin vs. 2 dni). Roznica ta wyni-
ka z koniecznosci pozostawienia szkietek mikroskopowych do
wysuszenia 1 wznowienia obrobki nastgpnego dnia. Koszt opra-
cowania jednego szpiku kostnego byt nizszy w przypadku immu-
nocytochemii (13 euro vs. 35 euro), analiza ta nie zawiera jednak
kosztow personelu. W przypadku RT-PCR nie jest konieczna
natychmiastowa obrdobka aspiratu, co pozwala na przechowywa-
nie probek do czasu zgromadzenia materialu od wigkszej liczby
pacjentek (batching). W ten sposob zmniejszone zostaje obciaze-
nie personelu. Tabela IV przedstawia poréwnanie obu metod pod
wzgledem najwazniejszych aspektow.

Hematogenny rozsiew komorek guza pierwotnego jest
waznym krokiem w kaskadzie przerzutowej. Mimo wolnych
od przerzutow wezlow chtonnych i bezpiecznego marginesu
resekcji (RO), u ok. 30% pacjentek z pierwotnym rakiem piersi
zdiagnozowane zostang przerzuty odlegte badz wznowa w prze-
biegu choroby. W ciagu ostatnich dwoch dekad okreslono szereg
nowych czynnikéw rokownicznych w pierwotnym raku piersi.
Wielu badaczy wykazato, iz obecno$¢ rozsianych komorek no-
wotworowych w szpiku kostnym istotnie pogarsza rokowanie pa-
cjentek [1, 15]. W literaturze anglojgzycznej fenomen rozsiewu
pojedynczych komoérek guza do krwiobiegu przyjeto si¢ okreslac
jako tumor cell dissemination, a same komorki nabtonkowe jako
disseminated tumor cells (rozsiane komorki guza) badz dissemi-
nated epithelial cells (rozsiane komorki nabtonkowe). W istocie,
ze wzgledu na brak specyficznych markerow rakowych, zdecy-
dowana wigkszo$¢ metod diagnostycznych opiera si¢ na detekcji
antygenoéw epitelialnych. Obecnie standardem w wykrywaniu
rozsianych komorek nowotworowych jest oznaczanie cytokera-
tyny za pomoca immunocytochemii. Istnieja prace udowadniaja-
ce zlodliwy charakter wykrywanych komorek réwniez na pozio-
mie molekularnym [16].

W ostatnim czasie obserwuje si¢ dynamiczny rozwdj metod
molekularnych, ktore w sposob czuty i wysoce swoisty wspieraja,
aniejednokrotnie zastgpuja, dotychczasowe metody diagnostycz-
ne. Rozliczne protokoty oparte na technologii RT-PCR znajduja
zastosowanic w wykrywaniu minimalnej choroby resztkowe;j
(minimal residual disease) w raku piersi. Jednoznaczng analize
poréwnawcza tych procedur utrudniaja znaczne réznice meto-
dyczne. Dodatkowo wiele metod opiera si¢ na niezwykle wyma-
gajacych 1 czasochtonnych protokotach, ktorych implementacja
w rutynowej pracy laboratoryjnej wydaje si¢ niemozliwa. Celem
naszego badania byto zatem opracowanie i wdrozenie powtarzal-
nej oraz szybkiej metody o wysokiej czutosci 1 swoistosci.
Wybor odpowiedniego markera

W ostatnich latach zaproponowane zostaty liczne protokoty
molekularnej diagnostyki rozsianych komorek rakowych. Po-
dobnie jak w przypadku immunocytochemii, wigkszo$¢ metod
wykorzystuje fakt, iz komorki pochodzace z raka piersi sa z defi-
nicji komorkami nabtonkowymi i eksprymuja markery epitelial-
ne, takie jak cytokeratyny, EGFR oraz EpCAM [17, 18].

Dodatkowo cz¢$¢ autoréw stosuje markery specyficzne tkan-
kowo, takie jak mammoglobina, jednakze ich swoisto$¢ pozostaje
kontowersyjna [19, 20]. Istnieja rowniez doniesienia o wplywie
bialek ostrej fazy na poziom mammoglobiny oraz markera CEA
[21, 22].

Wsrod cytokeratyn do najlepiej przebadanych nalezy cytoke-
ratyna 19 [23-26]. Jej zaleta jest wysoka i stata swoistos¢ ekspre-
sji [27]. Mniej specyficzne cytokeratyny 8, 18 i 20 wykrywane sa
réowniez w tkankach pozanablonkowych, co moze prowadzi¢ do
falszywie dodatnich wynikéw [28-30, 22, 31]. Czutos¢ RT-PCR
dla mRNA cytokeratyny 19 oceniana jest w literaturze na 1-10
komorek / 10° MNC [32, 33, 34, 35].

Preselekcja komorek

W celu zwigkszenia czutosci detekcji RKN w SK czes$é grup
badawczych korzysta z procesow pozytywnej badz negatywnej
preselekcji, jak i wirowania w gradiencie ggstosci. Metody te
pozwalaja na odseparowanie komorek zbgdnych od frakeji po-
tencjalnych komorek rakowych i sa z powodzeniem stosowane
w kombinacji z immunocytochemia. Jednakze w przeciwien-
stwie do stabilnego biatka w przypadku immunocytochemii, RT-
PCR bazuje na niestabilnym mRNA, a gtdéwnym ograniczeniem

Tabela I. Wynik badania immunocytochemicznego oraz RT-PCR w poszczegdlnych grupach pacjentek.

Wyniki pozytywne Wyniki pozytywne
Liczba pacjentek N w immunocytochemii w RT-PCR
n % n %

Pierwotny rak piersi 331 117 35% 126 38%
Pierwotnie operacyjny rak piersi 302 101 33% 112 37%
Stadium | 207 71 34% 76 37%
Stadium Il 50 13 26% 19 38%
Stadium IlI 33 14 42% 13 40%
Stadium IV 12 3 25% 4 33%
Po terapii neoadjuwantowe;j 29 16 55% 14 48%
Wznowa / Rak przerzutowy 19 11 58% 8 42%
Punkcja kontrolna 55 11 20% 8 15%
Wszystkie pacjentki 405 139 34% 142 35%
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Tabela Il. Korelacja wynikéw immunocytochemii oraz RT-PCR w grupie 405 pacjentek.

Immunocytochemia
— wynik pozytywny

Immunocytochemia
— wynik negatywny

Wszystkie
pacjentki

RT-PCR wynik pozytywny

85 (21%)

57 (14%)

142 (35%)

RT-PCR wynik negatywny

54 (13%)

209 (52%)

263 (65%)

Wszystkie pacjentki

139 (34%)

266 (66%)

405 (100%)

Tabela 1. Korelacja wynikéw immunocytochemii oraz RT-PCR z czynnikami kliniczno-histologicznymi guza w grupie 302 pacjentek z pierwotnym rakiem piersi.

Wyniki pozytywne Wyniki pozytywne
Cecha N wliCC w RT-PCR
n % wartos¢ p n % wartos¢ p
Wszystkie pacjentki 302 101 33% 112 37%
Lokalizacja guza n.s. n.s.
Prawa pier$ 149 50 34% 55 37%
Lewa piers 141 49 35% 51 36%
Rak bilateralny 12 2 17% 6 50%
Stopien zréznicowania n.s. n.s.
G1 24 4 17% 7 29%
G2 226 79 35% 82 36%
G3 36 16 44% 17 47%
Typ histopatologiczny n.s. n.s.
Przewodowy inwazyjny 175 59 34% 66 38%
Zrazikowy inwazyjny 54 18 33% 21 39%
Przewodowo-zrazikowy 34 13 38% 11 32%
Inne 26 10 39% 10 39%
Stadium n.s. n.s.
| 207 71 34% 76 37%
Il 50 13 26% 19 38%
-1V 45 17 38% 17 38%
Wielkos¢ guza n.s. n.s.
T1 208 67 32% 77 37%
T2 84 29 35% 30 36%
T3 8 5 63% 5 63%
T4 2 0 0% 0 0%
Przerzuty w weztach chtonnych n.s. n.s.
Nie (NO) 219 71 32% 80 37%
Tak 83 30 36% 32 39%
Przerzuty odlegte n.s. n.s.
MO 290 98 34% 108 37%
M1 12 3 25% 4 33%
Lymphangiosis carcinomatosa n.s. n.s.
LO 263 89 34% 98 37%
L1 22 9 41% 8 36%
Receptor estrogenowy n.s. n.s.
Negatywny 50 16 32% 19 38%
Pozytywny 234 81 35% 88 38%
Receptor progesteronowy n.s. n.s.
Negatywny 93 36 39% 29 31%
Pozytywny 189 60 32% 78 41%
Receptor Her-2/neu n.s. n.s.
Negatywny 237 83 35% 86 36%
Pozytywny 36 9 25% 16 44%
594 © Polskie Towarzystwo Ginekologiczne Gigl(;ils(l({)éllogla Nr 8/2012



Ginekol Pol. 2012, 83, 590-597

PRACE ORYGINALNE

ginekologia

Banys$ M, et al. Detekcja rozsianych komérek nowotworowych w szpiku kostnym u pacjentek z rakiem piersi z zastosowaniem nowej metody molekularney.

W jego izolacji jest powszechna w ludzkim organizmie obecno$¢
rybonukleazy. Zbyt dtugi odstep czasu pomigdzy pobraniem szpi-
ku a rozpoczgciem RT-PCR prowadzi¢ moze zatem do degrada-
cji mRNA [36, 37]. Z tego wzgledu zrezygnowaliSmy w naszym
protokole z procedury selekcji komorek.

RT-PCR

Analiza iloéci produktu w czasie rzeczywistym (real-time)
pozwala na monitorowanie kinetyki w kazdym cyklu prowadzo-
nej reakcji PCR. Metoda ta posiada wszystkie zalety konwencjo-
nalnej PCR, takie jak szybkos¢, wysoka czuto$¢ oraz powtarzal-
nos$¢, a przy tym ze wzgledu na ominigcie czasochtonnego etapu
elektroforezy zelowej szczegdlnie nadaje si¢ do rutynowej pracy
diagnostycznej laboratorium onkologicznego.

Jednym z komercyjnie dostgpnych urzadzen do przeprowa-
dzania PCR w technice real-time jest system LightCycler. Jest
to zamknigty system, w ktorym RT-PCR odbywa si¢ w technice
one-step. Oznacza to, iz reakcja odwrotnej transkryptazy i PCR
przeprowadzane sa w jednej probowce, co z kolei wymaga zasto-
sowania primeréw specyficznych dla badanych sekwencji. Me-
toda jest dzigki temu szybsza, a zminimalizowana liczba etapow
pozytywnie wplywa na powtarzalno$¢ oraz zmniejsza ryzyko
kontaminacji do minimum.

Korelacja obu metod

W omawianej pracy przebadano szpiki kostne od 405 chorych
na raka piersi pacjentek w réznych stadiach choroby. Wszystkie
aspiraty poddane zostaly zaréwno standardowej metodzie wy-
krywania rozsianych komorek nowotworowych (immunocyto-
chemii), jak i nowej molekularnej metodzie opartej na RT-PCR.
U 48% pacjentek przy pomocy przynajmniej jednej z metod wy-
kryto komoérki nowotworowe w szpiku kostnym. U 73% obie me-
tody daly taki sam wynik (p<0,001). Podobne rezultaty uzyskali
inni autorzy [26, 24, 38].

Ilos¢ wynikow pozytywnych w immunocytochemii oraz
RT-PCR byta zblizona (odpowiednio 34% oraz 35%). Mimo to
u 13% pacjentek tylko badanie immunocytochemiczne wykry-
o komorki nowotworowe w szpiku kostnym (negatywny wynik
RT-PCR), natomiast w 14% przypadkow detekcja RKN mozliwa
byta tylko z zastosowaniem metody molekularnej (przy negatyw-
nej immunocytochemii). W tym kontekscie nalezy rozwazy¢ roz-
maite aspekty czutosci 1 specyficznosci obu metod oraz mozliwe
zrodta tej rozbieznosci. Bostick 1 wsp., a takze Ko i wsp. opisu-
ja niski, lecz staty poziom ekspresji cytokeratyny w komorkach
hematopoetycznych [39, 40]. Tym samym specyficznos¢ danej
metody zalezy bezposrednio od jej czutosci, gdyz podwyzszona
czuto$¢ moze prowadzi¢ do sytuacji, w ktorej ta ekstremalnie ni-
ska ekspresja oceniona zostanie jako wynik (falszywie) pozytyw-
ny. Wprowadzenie poziomu odcigcia (cut-off) stanowi rozsadne
rozwiazanie, jednakze protokoty iloSciowej, a nie jakosciowej,
techniki RT-PCR sa znacznie bardziej czasochtonne i podatne na
zaklocenia 1 jako takie z trudnoscia znajdujg zastosowanie w ru-
tynowej pracy klinicznej. Ponadto podwyzszona czuto$¢ nieko-
niecznie prowadzi¢ musi do udoskonalenia metody diagnostycz-
nej. Wiedswang i wsp. pokazali na przyktadzie 464 pacjentek,
iz zastosowanie dodatkowych metod preselekcji komorek, a tym
samym poprawienie czutosci metody, nie podnosi jej skuteczno-
$ci jako czynnika prognostycznego [2].

W naszym badaniu u 27% pacjentek zaobserwowano od-
mienne wyniki. Przyczyny tej rozbieznosci wydaja sig¢ ztozone.
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Rycina 1. Skupisko komérek nowotworowych (ang. cluster) u pacjentki chorej na
raka piersi. Komorki wykazujg typowa morfologie oraz immunofenotyp (dodatnie
barwienie cytokeratynowe, duze jadro komorkowe, wysoki stosunek objetosci
jadra do cytoplazmy, jadro wykazuje cze$ciowo pozytywne barwienie w kierunku
cytokeratyny, ziarnista chromatyna w jadrze) [10].
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Rycina 2. Wykres krzywej amplifikacji cytokeratyny 19 w systemie LightCycler. Na
osi X pokazana jest ilo$¢ cykli (ang. PCR-cycle number), przy ktérej PCR przechodzi
w faze amplifikacji. Intensywno$¢ fluorescenciji oddaje 0$ Y. W tym przyktadzie

pie¢ probek zostato ocenionych jako pozytywne, natomiast w przypadku szesciu
aspiratow nie zaobserwowano amplifikacji cytokeratyny 19.

Po pierwsze, przeciwciato w immunocytochemii skierowane
jest przeciw cytokeratynom 8, 18 i 19, natomiast w przypadku
RT-PCR dochodzi do amplifikacji tylko mRNA cytokeratyny 19.
Ponadto immunocytochemicznie pozytywne komorki znajdujace
sie w stanie ,,u$pienia” (dormancy) charakteryzuja sie zreduko-
wanym metabolizmem, a tym samym obnizong synteza mRNA
[41]. Réwniez apoptotyczne komorki nowotworowe moga zostaé
ocenione jako immunocytochemicznie pozytywne, zwlaszcza je-
sli klasyfikacja komorek nie odbywa sig stricte wedle kryteriow
morfologicznych. Waznym zrédtem fatszywych wynikow w me-
todach molekularnych sa pseudogeny. Pojecie to odnosi si¢ do
nieaktywnych odcinkéw genomu, ktore wykazuja daleko posu-
nigta zbiezno$¢ z genem funkcjonalnym, np. cytokeratyna. Dla
CK19 opisano jak dotad cztery pseudogeny (chromosomy: 4, 6,
10 oraz 12). Ich sekwencja przypomina w 85% sekwencj¢ genu
funkcjonalnego [42]. Ruud i wsp. poréwnali sekwencjg primeréw
wykorzystywanych w badaniach, ktorych wyniki wskazywaty na
wysoki poziom ekspresji CK19 w grupach kontrolnych.
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Tabela IV. Poréwnanie standerdowej metody wykrywania rozsianych komérek nowotworowych (immunocytochemia) oraz nowej metody molekularnej opartej na RT-PCR.

Immunocytochemia RT-PCR
Antygen / mRNA CK 8, 18, 19 CK19-mRNA
Cel (,,target”) Stabilne biatko Niestabilne mRNA
Czutos¢ 1-5 komorek / 106 MNC 5 komorek / 106 MNC
Wyniki fatszywie pozytywne: 1 / 100; Wyniki fatszywie pozytywne: 1 / 100;
Specyficznosé Przeciwciato specyficzne przeciw Wysoce specyficzna sekwencja
epitopom nabtonkowym primerow
Separacja komoérek Tak (gradient gestosci) Nie
Czas trwania 2 dni 5h
Czas obrobki recznej (Hand-on) 3h 2,5h
Koszt € 13,- / szpik € 35,- / szpik
Mozliwos¢ grupowania szpikow w celu .
opracowania kilku na raz (Batching) Nie Tak
Mozliwos¢ diugoterminowego przechowywania Nie (tylko gotowe preparaty-szkig&ka Tak
materiatu mogg podlegac przechowywaniu)
Komputerowa analiza danych Tak Tak
Mozliwos¢ powtoérnej analizy danych Tak Tak
Analiza subiektywna Tak Nie
Wynik badania Wizualne przedsta\{weme barwionych Krzywe amplifikacyjne
komorek
Kryteria morfologiczne uwzglednione w analizie Tak Nie

Tabela V. Znaczenie prognostyczne metod molekularnych w diagnostyce rozsianych komérek rakowych w guzach litych.

Badanie Marker Materiat paI;:IjZ znl‘;‘asw Od::zt;tl;m;::kl? w Znaczenie prognostyczne
Zach i wsp., 2002 [47] hMAM KO 467 1% oS
. CK19: 28% w SK; 15% w KO. q
Benoy i wsp., 2006 [48] CK19, hMAM SK, KO 148 hMAM: 20% w SK i KO DFS, OS
Stathopoulou KM: 63% 2, 74% 3; 4
i wsp., 2002 [32] CK19 SK, KO 198 PB: 30% 2, 52% 3 DFS, OS
Xenidis i wsp., 2006 [49] CK19 KO 167 ° 22% DFS, OS
Ntoulia i wsp., 2006 [50] hMAM-A KO 140 15% DFS
Korelacja obecnosci komorek
Smith i wsp., 2000 [24] CK19 KO 2256 50% rozsianych z odpowiedzig na
leczenie
Sienel i wsp., 2007 [51] MAGE-A SK 507 52% DFS s
Koch i wsp., 2006 [52] CK20 SK, KO 908 - DFS

Skroty:
SK - szpik kostny; KO — krew obwodowa; DFS (disease-free survival) — czas
przezycia bez objawéw choroby; OS (overall survival) — czas przezycia
catkowitego;
" zaréwno CK19, jak i h(MAM, ale tylko szpik kostny byt istotny prognostycznie
2 stadium |-l raka piersi
3 pacjenci z przerzutami

W istocie w badaniach tych uzyto niespecyficznych prime-
row, ktore mogly amplifikowaé zardwno poszukiwany gen, jak
i pseudogeny [14]. Z tego wzgledu primery oraz sondy hybrydy-
zujace w naszym badaniu zaprojektowane zostaly tak, aby roz-
rézniaty DNA i ¢cDNA oraz aby niemozliwa byta przypadkowa
amplifikacja pseudogendéw cytokeratyny 19.

Korelacja wynikow z czynnikami kliniczno-histologicznymi
Najwigcej wynikéw pozytywnych z zastosowaniem immu-

nocytochemii uzyskano w grupie pacjentek ze wznowa badz

przerzutami (58%). Wysoki odsetek pacjentek z minimalna cho-

roba resztkowa wérod tej grupy odnotowuja rowniez inni autorzy
[43].
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analiza Follow-Up zostata przeprowadzona wytgcznie dla operacyjnego raka
piersi i krwi obwodowej

niezajete wezly chtonne

145 prébek od 22 pacjentéw z przerzutami

rak oskrzeli

rak jelita grubego

® ~ o o

Przy uzyciu metody molekularnej RT-PCR najwigcej roz-
sianych komdrek rakowych wykryto u pacjentek po terapii neo-
adjuwantowej (55%). Monitoring komorek rozsianych podczas
terapii neoadjuwantowej pozwala oceni¢ jej skutecznos¢. Wysoki
odsetek pacjentek z pozytywnym statusem szpikowym w tej gru-
pie po zakonczeniu terapii opisuje m.in. Fehm i wsp. [44].

Nalezy jednak pamigtac, iz pacjentki zakwalifikowane do te-
rapii neoadjuwantowej znajduja si¢ w znacznie bardziej zaawan-
sowanym stadium choroby niz pacjentki pierwotnie operacyjne.
Najmniej pacjentek z minimalng choroba resztkowa odnotowano
w grupie bezobjawowych pacjentek z rakiem piersi w wywiadzie.
Mimo to u 15-20% (zaleznie od metody) wykryto komorki rako-
we w szpiku kostnym. By¢ moze rokowanie tej grupy pacjentek

Ginekologia
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poprawilyby dodatkowe strategie terapeutyczne majace na celu
eliminacj¢ tych komorek (leczenie celowane) [45]. Jednym z me-
chanizmow lezacych u podloza fenomenu u$pionych (dormant)
komorek rakowych wydaje si¢ by¢ krucha rownowaga pomigdzy
apoptoza a proliferacja tych komodrek. Meng i wsp. udato si¢ przy
pomocy badan genetycznych (FISH) wykry¢é komorki rakowe
w szpiku bezobjawowych pacjentek az 22 lata po operacji raka
piersi [46].

Immunocytochemiczna detekcja komorek rakowych w szpi-
ku kostnym uwazana jest obecnie za niezalezny czynnik rokow-
niczy w raku piersi [1]. Badania follow-up prowadzone byly
réwniez przy uzyciu metod molekularnych. Jednakze biorac pod
uwagg roznice metodyczne, trudno o zbiorcza metaanaliz¢ tych
danych.

W tabeli V przedstawione sa dotychczasowe badania przezy-
cia oparte na diagnostyce RKN metodami molekularnymi.

Whioski

Reasumujac, w niniejszej publikacji przedstawiamy nowa
molekularng metodg diagnostyki rakowych komorek rozsianych
w szpiku kostnym pacjentek z rakiem piersi oparta na RT-PCR.
Metoda ta moze uzupehi¢ dotychczasowe techniki diagnostycz-
ne i dostarczy¢ nowych informacji na temat choroby resztkowe;.

PiSsmiennictwo

1. Braun S, Vogl F, Naume B, [et al.]. A pooled analysis of bone marrow micrometastasis in breast
cancer. N Eng/J Med. 2005 353, 793-802

2. Wiedswang G, Borgen E, Karesen R, [et aI.]. Detection of isolated tumor cells in bone marrow is
an independent prognostic factor in breast cancer. J Clin Oncol. 2003, 21, 3469-3478.

3. Braun S, Pantel K, Muller P, [et al.]. Cytokeratin-positive cells in the bone marrow and survival of
patients with stage |, I, or Il breast cancer. N Engl J Med. 2000, 342, 525-533.

4. Chausovsky G, Luchansky M, Figer A, [et al]. Expression of cytokeratin 20 in the blood of
ggﬂezrétggwiztg éiésseminated carcinoma of the pancreas, colon, stomach, and lung. Cancer. 1999,

5. Fehm T, Becker S, Bachmann G, [et al.]. Detection of disseminated tumor cells in patients with
gynecological cancers. Gynecol Oncol. 2006, 103, 942-947.

6. Lukyanchuk V, Friess H, Kleeff J, [et al]. Detection of circulating tumor cells by cytokeratin
20 and prostate stem cell antlgen RT-PCR in blood of patients with gastrointestinal cancers.
Anticancer Res. 2003, 23, 2711-2716.

7. Solakoglu O, Maierhofer G, Lahr G, [et al.]. Heterogeneous proliferative potential of occult
metastatic cells in bone marrow of patients with solid epithelial tumors. Proc Nat! Acad Sci U S
A 2002, 99, 2246-2251.

8. Banys M, Gruber |, Krawczyk N, [et al.]. Hematogenous and lymphatic tumor cell dissemination
may be detected in patients diagnosed with ductal carcinoma in situ of the breast. Breast
Cancer Res Treat. 2011, Epub ahead of print.

9. Banys M, Solomayer E, Becker S, [et al]. Disseminated tumor cells in bone marrow may affect
gg)zgnosis of patients with gynecologic malignancies. Int J Gynecol Cancer. 2009, 19, 948-

10. FehmT,BraunS, MullerV, [etal.]. Aconcept for the standardized detection of disseminated tumor
cells in bone marrow from patients with primary breast cancer and its clinical implementation.
Cancer. 2006, 107, 885-892.

11. Borgen E, Naume B, Nesland J, [et al]. Standardization of the immunocytochemical detection
of cancer cells in BM and blood. |. Establishment of objective criteria for the evaluation of
immunostained cells. Cytotherapy. 1999, 5, 377-388.

12. Jamshidi K, Swaim W. Bone marrow biopsy with unaltered architecture: a new biopsy device. J
Lab Clin Med. 1971, 77, 335-342.

13. Bauer K, de la Torre-Bueno J, Diel |, [et al.]. Reliable and sensitive analysis of occult bone
marrow metastases using automated cellular imaging. Clin Cancer Res 6 (9):3552-3559

14. Ruud P, Fodstad O, Hovig E (1999) Identification of a novel cytokeratin 19 pseudogene that
may interfere with reverse transcriptase-polymerase chain reaction assays used to detect
micrometastatic tumor cells. Int J Cancer. 2000, 80, 119-125.

15. Molloy T, Bosma A, Baumbusch L, [et al.]. The prognostic significance of tumour cell detection in
the peripheral blood versus the bone marrow in 733 early-stage breast cancer patients. Breast
Cancer Res. 2011, 13, R61.

16. Fehm T, Morrison L, Saboorian H, [et al.]. Patterns of aneusomy for three chromosomes in
individual cells from breast cancer tumors. Breast Cancer Res Treat, 2002, 75, 227-239.

17. Schlimok G, Funke I, Holzmann B, [et al.]. Micrometastatic cancer cells in bone marrow: in vitro
detection with anti-cytokeratin and in vivo labeling with anti-17-1A monoclonal antibodies. Proc
Nat| Acad Sci U S A. 1987, 84, 8672-8676.

18. Pantel K, Schlimok G, Angstwurm M, [et al.]. Methodological analysis of immunocytochemical
scréeening for disseminated epithelial tumor cells in bone marrow. J Hematother. 1994, 3, 165-
173.

19. Aihara T, Fujiwara Y, Miyake Y, [t al.]. Mammaglobin B gene as a novel marker for lymph node
micrometastasis in patients with abdominal cancers. Cancer Lett. 2000, 150, 79-84.

Ginekologia
Nr 8/2012 Polska 24t

20.

21.

22,

23.

24,

25.

26.

27.

28.

29.

30.

31.

32.

33.

34.

35.
36.

37.

38.

39.

40.

41.

42,

43.

44.

45.

46.
47.

48.

49.

50.

51.

52.

© Polskie Towarzystwo Ginekologiczne

Zippelius A, Kufer P, Honold G, [et al.]. Limitations of reverse-transcriptase polymerase chain
reaction analyses for detection of micrometastatic epithelial cancer cells in bone marrow. J Clin
Oncol. 1997, 15, 2701-2708.

Kowalewska M, Chechlinska M, Markowicz S, [et al.]. The relevance of RT-PCR detection of
disseminated tumour cells is hampered by the expression of markers regarded as tumour-
specific in activated lymphocytes. Eur J Cancer. 2006, 42, 2671-2674.

Kruger W, Jung R, Detlefsen B, [et al.]. Interference of cytokeratin-20 and mammaglobin-
reverse-transcriptase polymerase chain assays designed for the detection of disseminated
cancer cells. Med Oncol. 2001, 18, 33-38.

Stathopoulou A, Gizi A, Perraki M, [et al]. Real-time quantification of CK-19 mRNA-positive
cells in peripheral blood of breast cancer patients using the lightcycler system. Clin Cancer Res.
2003, 9, 5145-5151.

Smith B, Slade M, English J, [et al.]. Response of circulating tumor cells to systemic therapy in
patients with metastatic breast cancer: comparison of quantitative polymerase chain reaction
and immunocytochemical techniques. J Clin Oncol. 2000,18, 1432-1439.

Schoenfeld A, Kruger K, Gomm J, [et al.]. The detection of micrometastases in the peripheral
blood and bone marrow of patients with breast cancer using immunohistochemistry and reverse
transcriptase polymerase chain reaction for keratin 19. Eur J Cancer. 1997, 33, 854-861.

Benoy |, ElstH, Van der Auweral, [etal ]. Real-time RT-PCR correlates with immunocytochemistry
for the detection of disseminated epithelial cells in bone marrow aspirates of patients with breast
cancer. BrJ Cancer. 2004, 91, 1813-1820.

Bartek J, Bartkova J, Schneider J, [et al.]. Expression of monoclonal antibody-defined epitopes
of keratin 19 in human tumours and cultured cells. Eur J Cancer Clin Oncol. 1986, 22, 1441-

Champelovier P, Mongelard F, Seigneurin D. CK20 gene expression: technical limits for the
detection of circulating tumor cells. Anticancer Res. 1999, 19, 2073-2078.

Dandachi N, Balic M, Stanzer S, [et al.]. Critical evaluation of real-time reverse transcriptase-
polymerase chain reaction for the quantitative detection of cytokeratin 20 mRNA in colorectal
cancer patients. J Mol Diagn. 2005, 7, 631-637.

Bustin S, G(se\man V, Siddiqi S,[ et al.]. Cytokeratin 20 is not a tissue-specific marker for the
detection of malignant epithelial cells in the blood of colorectal cancer patients. Int J Surg
Investig. 2000, 2, 49-57.

Vlems F, Diepstra J, Cornelissen |, [et al.]. Limitations of cytokeratin 20 RT-PCR to detect
disseminated tumour cells in blood and bone marrow of patients with colorectal cancer:
expression in controls and downregulation in tumour tissue. Mol Pathol. 2002, 55, 156-163.

Stathopoulou A, Vlachonikolis |, Mavroudis D, [et al.]. Molecular detection of cytokeratin-19-
positive cells in the peripheral blood of patients with operable breast cancer: evaluation of their
prognostic significance. J Clin Oncol. 2002, 20, 3404-3412.

Traweek S, Liu J, Battifora H. Keratin gene expression in non-epithelial tissues. Detection with
polymerase chain reaction. Am J Pathol. 1993, 142, 1111-1118.

Schoenfeld A, Lugmani Y, Sinnett H, [et al]. Keratin 19 mRNA measurement to detect
méirgmetastases in lymph nodes in breast cancer patients. Br J Cancer. 1996, 74, 1639-

Datta Y, Adams P, Drobyski W, [et al.]. Sensitive detection of occult breast cancer by the reverse-
transcriptase polymerase chain reaction. J Clin Oncol. 1994, 12, 475-482.

Becker S, Becker-Pergola G, Fehm T, [et al.]. Time is an important factor when processing
samples for the detection of disseminated tumor cells in blood/bone marrow by reverse
transcription-PCR. Clin Chem. 2004, 50, 785-786.

Burchill S, Lewis |, Selby P. Improved methods using the reverse transcriptase polymerase chain
reaction to detect tumour cells. Br J Cancer 1999, 79, 971-977.

Zhong X, Kaul S, Diel |, [et al.]. Analysis of sensitivity and specificity of cytokeratin 19 reverse
transcriptase/polymerase chain reaction for detection of occult breast cancer in bone marrow
and leukapheresis products. J Cancer Res Clin Oncol. 1999, 125, 286-291.

Bostick P, Chatterjee S, Chi D, [et al.]. Limitations of specific reverse-transcriptase polymerase
chain reaction markers in the detection of metastases in the lymph nodes and blood of breast
cancer patients. J Clin Oncol. 1998, 16, 2632-2640.

Ko Y, Grunewald E, Totzke G, [et al]. High percentage of false-positive results of cytokeratin 19
EF;TZE(}:R in blood: a model for the analysis of illegitimate gene expression. Oncology. 2000, 59,

Pantel K, Schlimok G, Braun S, [et al.]. Differential expression of proliferation-associated
molecules in individual micrometastatic carcinoma cells. J Nat/ Cancer Inst. 1993, 85, 1419-

Zhang Z, Harrison P, Liu Y, [et al.]. Millions of years of evolution preserved: a comprehensive
catalog of the processed pseudogenes in the human genome. Genome Res. 2003, 13, 2541-
2558.

Kasimir-Bauer S, Oberhoff C, Schindler A, [et al.]. A summary of two clinical studies on tumor
cell dissemination in primary and metastatic breast cancer: methods, prognostic significance
and implication for alternative treatment protocols (Review). Int J Oncol. 2002, 20, 1027-1034.

Fehm T, Becker S, Becker-Pergola G, [et al.]. Presence of apoptotic and nonapoptotic
disseminated tumor cells reflects the response to neoadjuvant systemic therapy in breast
cancer. Breast Cancer Res. 2006, 8, R60.

Becker S, Solomayer E, Becker-Pergola G, [et al.]. Primary systemic therapy does not eradicate
disseminated tumor cells in breast cancer patients. Breast Cancer Res Treat. 2007, 106, 239-
243.

Meng S, Tripathy D, Frenkel E, [et al.]. Circulating tumor cells in patients with breast cancer
dormancy. Clin Cancer Res. 2004, 10, 8152-8162.

Zach O, Kasparu H, Wagner H, [et al.]. Prognostic value of tumour cell detection in peripheral
blood of breast cancer patients. Acta Med Austriaca. 2002, Suppl 59, 32-34.

Benoy |, Elst H, Philips M, [et al.]. Real-time RT-PCR detection of disseminated tumour cells in
bone marrow has superior prognostic significance in comparison with circulating tumour cells in
patients with breast cancer. Br J Cancer. 2006, 94, 672-680.

Xenidis N, Perraki M, Kafousi M, [et al.]. Predictive and prognostic value of peripheral blood
cytokeratin-19 mRNA-positive cells detected by real-time polymerase chain reaction in node-
negative breast cancer patients. J Clin Oncol. 2006, 24, 3756-3762.

Ntoulia M, Stathopoulou A, Ignatiadis M, [et al.]. Detection of Mammaglobin A-mRNA-positive
circulating tumor cells in peripheral blood of patients with operable breast cancer with nested
RT-PCR. Clin Biochem. 2006, 39, 879-887.

Sienel W, Mecklenburg |, Dan?o S, [et al]. Detection of MAGE-A transcripts in bone marrow
is an independent prognostic factor in operab\e non-small-cell lung cancer. Clin Cancer Res.
2007, 13, 3840-3847.

Koch M, Kienle P, Kastrati D, [et al.]. Prognostic impact of hematogenous tumor cell dissemination
in patients with stage Il colorectal cancer. Int J Cancer. 2006, 118, 3072-3077.

597



	GP_08-2012_druk_calosc.pdf



