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Streszczenie
Krazgce komorki nowotworowe (ang. Circulating Tumor Cells — CTCs) sg krgzgcymi we krwi obwodowej
komorkami uwolnionymi z guza pierwotnego. Uwaza sie, ze CTCs sg waznym elementem w biologii powstawania
przerzutow nowotworowych. Pojawienie sie CTCs jest sygnatem zagrozenia powstawania przerzutow drogg uktadu
krwionosnego. W przysztosci, ich oznaczanie moze byc uzyte jako biomarker do oceny progresji oraz nawrotow
procesu nowotworowego. Obecnos¢ CTCs we krwi obwodowej zostata opisana w roznych nowotworach
i wykazano mozIliwosc¢ ich wykorzystania w postepowaniu Klinicznym.
Rak jajnika jest szczegdlnym nowotworem, poniewaz rozrasta sie i daje nawroty gtdwnie w jamie brzusznej. Rzadko
powstajg przerzuty drogg krwionosng. Istniejgce dane sugerujg, Zze u chorych na raka jajnika CTCs mogg byc¢
czynnikiem prognostycznym odpowiedzi terapeutycznej na chemioterapie, nawrotu choroby, czasu remisji oraz
catkowitej dfugosci przezycia.
W przysztosci, ocena i analiza molekularna CTCs moze rowniez stanowic nieinwazyjny test dla wykrycia wczesnej
fazy choroby, niemozliwej do rozpoznania za pomocg obecnie dostepnych narzedzi diagnostycznych. Wykrywanie
CTCs powinno sie takze przyczyni¢ do poprawy wynikow leczenia chorych poprzez zastosowanie usprawnionego
systemu diagnostyki oraz monitorowania terapii pacjentow, umozliwiajigcego w uzasadnionych przypadkach
niezwtoczne wdrozenie leczenia lub jego zmiane.
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Abstract

Circulating tumor cells (CTCs) are cells released from the primary tumor and circulating in peripheral blood. CTCs are
an important element in the process of understanding the biology of metastases. In the future CTCs may be used as
biomarkers for the assessment of neoplastic process progression and recurrence. The CTCs presence in peripheral
blood was described in various tumors, and the possibility of their use in clinical procedures was demonstrated. The
appearance of CTCs is a sign of metastasis formation and its spread via the circulatory system.

Ovarian cancer is a special type of tumor as it grows and recurs mainly in the abdominal cavity. Despite advances
in therapeutic methods, more than half of the patients with ovarian cancer experience disease recurrence which
cannot be cured. Therefore, it is important to seek better treatment strategies for patients with advanced disease.
There is evidence that CTCs in patients with ovarian cancer may be associated with the appearance of recurrences,
disease-free time and total survival time. Detection and molecular analysis of CTCs may also be a non-invasive
test for detecting an early stage of the disease, impossible to diagnose using currently available diagnostic tools.
Monitoring can also be a prognostic factor enabling the evaluation of the therapeutic response. CTCs detection will
contribute to better patient outcomes by using an improved system of diagnosis and monitoring of patient therapy,

allowing for immediate implementation or change of the treatment when necessary.

Key words: circulating tumor cells / ovarian cancer / chemotherapy

Rak jajnika jest trzecim pod wzgledem czgsto$ci wystgpo-
wania nowotworem narzadow piciowych u kobiet w Polsce [1].
Wedtug raportéw Centralnego Rejestru Nowotworéw w 2009
roku zachorowaty 3204 kobiety a zmarto 2510 [2].

Odsetek pigcioletnich przezy¢ dla wszystkich stopni zaawan-
sowania tego nowotworu wynosi ponizej 20% [3]. Wedlug bazy
danych Survival, Epidemiology and End Results (SEER) obser-
wuje si¢ marginalng poprawg we wskaznikach $miertelnosci dla
kobiet z rakiem jajnika z 10 na 100 000 populacji do nieco ponad
9 na 100 000 populacji w ciagu ostatnich 30 lat [4].

Podstawowa przyczyng tak wysokiej $miertelnosci jest
wykrywanie tego nowotworu w wysokim stopniu klinicznego
zaawansowania, co w sposob oczywisty zwigzane jest z gorsza
prognoza przezycia tych pacjentek. Pomimo tego, ze u wigkszo-
$ci chorych, u ktoérych wykonano optymalng operacjg cytoreduk-
cyjna osiaga sig, po zakonczeniu chemioterapii remisjg kliniczna,
wigkszo$¢ kobiet do§wiadcza nawrotu choroby. Znane obecnie
czynniki prognostyczne wystapienia nawrotu sa mato precyzyjne
inigdy nie wiadomo, czy i kiedy nalezy si¢ spodziewac kolejnego
rzutu choroby. W zwiazku z tym w wielu osrodkach na §wiecie
probuje si¢ wykorzystac rozne metody: molekularne, genetyczne
i kliniczne w celu wypracowania prognostycznego modelu na-
wrotu raka. Jedna z nich jest wykrywanie krazacych komorek
nowotworowych (ang. circulating tumor cells — CTCs).

Krazace komorki nowotworowe

CTCs sa komoérkami oddzielonymi od guza pierwotnego
i krazacymi we krwi obwodowej. Istnieje szereg danych $wiad-
czacych o fakcie obfitego uwalniania komérek nowotworowych
z guza pierwotnego i krazenia ich w krwioobiegu. CTCs wydaja
si¢ by¢ kluczowym czynnikiem do zrozumienia biologii przerzu-
tow i moga stanowic¢ biomarker progresji i wznowy procesu no-
wotworowego. Juz w 1868 roku Thomas Ashworth obserwowat
krazace komorki nowotworowe w krwi mezczyzny z przerzutami
nowotworowymi [5]. Poréwnanie morfologii krazacych komo-
rek z komérkami guza pozwolito Ashworthowi stwierdzi¢, ze je-
zeli CTCs pochodza z guza to musza przechodzi¢ przez wigksza
czes$¢ uktadu krazenia.
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Dzisiaj, badania pokazuja kluczowa rolg¢ CTCs w powsta-
waniu przerzutow nowotworowych [6]. Mechanizm ten nie jest
jednak catkowicie wyjasniony. Wiadomo, ze pojedyncze ko-
morki nowotworowe lub ich agregaty moga wnika¢ do naczyn
krwionosnych lub chtonnych z guza pierwotnego. Naciekanie
przestrzeni okotonaczyniowych jest niekorzystnym czynnikiem
prognostycznym wyleczenia chorych. Zdolnos¢ CTCs do roz-
rostu w guz jest jednak ograniczona, poniewaz wraz ze zmiana
lokalizacji zmienia si¢ ich mikro$rodowisko [7]. Nie wiadomo,
dlaczego czg§¢ CTCs jest zdolna zasiedla¢ i rozwijac si¢ w guz
w pewnych narzadach a w innych podobny proces nie zachodzi.
Nie znamy takze warunkow, jakie powinno spetnia¢ mikrosrodo-
wisko, aby doszto do nowotworowej proliferacji komorek.

Wykrywanie CTCs, a wlasciwie ich rozpoznawanie spo-
$rod innych komorek obecnych w krwi jest przedmiotem licz-
nych badan. Dotychczas stosowane strategie wykrywania CTCs
opieraja si¢ na ocenie antygenu adhezyjnego komorek nabton-
kowych (ang. epithelial cell adhesion molecule-EpCAM). An-
tygen ten nie wystgpuje fizjologicznie na nienowotworowych
komorkach obecnych we krwi. Do oznaczania CTCs uzywa sig¢
testu CellSearch Circulating Tumor Cells Test (Varidex LLC, San
Diego, CA), ktory jako pierwszy zostal dopuszczony do uzycia
przez FDA [8]. Wykrywanie CTCs przy zastosowaniu EpCAM
jest efektywne, jednak zauwazono, ze jego ilo§¢ na powierzchni
CTCs spada w procesie odroznicowywania si¢ komorek nabton-
kowych, co czgsto ma miejsce przy rozpoczeciu procesu migracji
komorek nowotworowych. Wykazano migdzy innymi, ze niekto-
re komorki nowotworowe raka piersi charakteryzujace si¢ duza
ekspansja nie sa przez niego rozpoznawane [9]. Metoda jest jed-
nak stosowana i wykorzystujac t¢ technik¢ wykazano kliniczna
warto$¢ oznaczen CTCs w raku piersi, raku jelita grubego i raku
prostaty. U chorych z tymi nowotworami, zaleznie od obecnos$ci
CTCs roznit sig czas przezycia [10].

Dane z pismiennictwa dotyczace mozliwos$ci a przede
wszystkim efektywnosci izolacji CTCs za pomoca metod wy-
korzystujacych EpCAM sa nieliczne. Wydaje sig, ze wynika to
z faktu bardzo niewielkiej liczby krazacych komoérek nowotwo-
rowych (CTCs), co powoduje, ze trudno je ,,ztapac¢” w odpowied-
niej ilosci.
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Nie ma dotychczas opracowanej technologii gromadzenia
CTCs z krwi obwodowej. Pojawiajace sig¢ doniesienia dotycza
w zasadzie dwoch metod izolacji CTCs - immunomagnetycznej
(MACS) oraz izolacji w komorach mikroprzeptywowych. 1zo-
lacj¢ magnetyczng przeprowadza si¢ za pomoca czastek Zelaza
oplaszczonych przeciwcialami przeciwko antygenom nowotwo-
rowym. W mikroprzeptywowych komorach ich §ciany sq pokryte
przeciwcialami skierowanymi przeciwko antygenom nowotwo-
rowym obecnym na CTCs. W jednym i drugim systemie w wa-
runkach in vitro z pozytywnym efektem stosowano uzycie prze-
ciwciat przeciwko antygenowi Ep-CAM [11].

W opublikowanych do tej pory badaniach oceniono, ze ros-
nacy guz uwalnia okoto 10° do 3x10° CTCs/dzien/gram tkanki
nowotworowej [12]. Stad tez ocena liczby CTCs we krwi obwo-
dowej moze stanowic¢ jedna z najczulszych metod oceny choroby
resztkowej [13]. W jednych z badan wykazano, Ze analiza CTCs
moze prognozowaé¢ wynik leczenia licznych nowotwordéw wia-
czajac w to raka piersi, prostaty czy raka jelita grubego [14,15].
Konsekwentnie wktada si¢ wiele wysitku, aby usprawni¢ meto-
dy wykrywania CTCs we krwi chorych na nowotwory zlosliwe
[16].

CTCs u chorych na raka jajnika

Teoria, Ze rozsiew nowotworu zto$liwego jajnika przez krew
moze odgrywac istotna rol¢ w progresji tego nowotworu zosta-
Ta zapoczatkowana przez Cain w 1990 roku [17]. Od tego czasu
tylko w niewielu pracach wykazano zwigzek pomigdzy CTCs we
krwi obwodowej w powiazaniu z dlugoscia przezycia chorych na
raka jajnika [18,19]. Nowotwor ztosliwy jajnika przez diugi czas
jest pozornie ograniczony do jamy otrzewnej. Ocenia si¢ jednak,
ze okoto 50% pacjentek z chirurgicznie udokumentowana cal-
kowita odpowiedzia na leczenie doswiadcza nawrotu choroby.
Ukryte hematologiczne mikroprzerzuty sa czgste w wigkszosci
nowotworéw nabtonkowych i sa znajdowane u okoto 30% cho-
rych w szpiku kostnym pacjentek z rakiem jajnika. Wykazano, ze
CTCs w szpiku kostnym u chorych na raka jajnika sa zwiazane
z wystgpieniem nawrotu, czasem przezycia wolnym od choroby
i dlugoscia przezycia [20].

Niewiele jest prac oceniajacych wykrywanie i znaczenie kli-
niczne wystgpowania CTCs u chorych na raka jajnika.

W pracy He i wsp. zastosowano potaczenie dwdoch wysoko-
czutych specyficznych dla guza ligandéw: folate-AlexaFluor488
i DUPA-FITC, ktore wiaza komorki guza ponad 20 razy bardziej
efektywnie niz przeciwciata znakowane fluorescencyjnie [21].
CTCs byly wykrywane u 18/20 chorych z rakiem jajnika, pod-
czas gdy liczba CTCs w porownywalnej grupie zdrowych ochot-
nikow byla nieistotna.

W pacy Obermayr i wsp. podjeto probe identyfikacji no-
wych markeré6w w oparciu o PCR do wykrywania CTCs u kobiet
z nowotworami narzadow ptciowych [22]. Sposrod wielu oce-
nianych genow sze$¢ z nich wykazywato nadekspresjg: CCNE2,
DKFZp762E1312, PPIC, EMP2, MAL2, SLC6AS8. Panel tych
szes$ciu genow byl lepszy niz tradycyjnie stosowany EpCAM czy
hMAM do wykrywania CTCs we krwi obwodowej chorych na
raki narzadow piciowych. Autorzy zauwazyli, ze detekcja CTCs
w oparciu o analiz¢ antygendow nablonkowych moze by¢ ogra-
niczona przez genetyczna heterozygotycznos¢ guza pierwotnego
i utrat¢ antygenéw nablonkowych. Obecno$é CTCs potwierdzo-
no u 19% pacjentek z rakiem jajnika.
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Celem badania Fehm i wsp. byta ocena obecnosci CTCs
w szpiku kostnym u chorych z nowotworami zto§liwymi narza-
dow plciowych oraz korelacja obecnosci CTCs z innymi, po-
wszechnie stosowanymi czynnikami prognostycznymi [23]. Do
identyfikacji CTCs zastosowano metod¢ immunocytochemiczna
z zastosowaniem przeciwcial CK (cytokeratynowych A45B/B3).
CTCs wykryto w szpiku kostnym u 36% z rakiem jajnika. Obec-
no$¢ CTCs byta istotnie skorelowana z stopniem zaawansowania
nowotworu. Pojawienie si¢ nawrotu choroby oceniono na 14%
u chorych z CK pozytywnymi komérkami w pordwnaniu z 8%
z CK negatywnymi pacjentkami.

Celem opracowania Marth i wsp. byla ocena mozliwego
prognostycznego znaczenia CTCs wykrywanych we krwi obwo-
dowej i szpiku kostnym u pacjentek z rakiem jajnika przy zasto-
sowaniu metody immunomagnetycznej. Autorzy wykryli CTCs
w szpiku kostnym u 21% chorych na raka jajnika. Srednia czasu
przezycia wynosita 25 miesigcy w poréwnaniu do 28 dla pacjen-
tek bez wykrywanych CTCs.

W badaniu Judson i wsp. podjgto probg oceny wystepowania
CTCs (metoda immunomagnetyczna) u chorych na raka jajnika
lub raka otrzewnej we krwi obwodowej w czasie rozpoznania
choroby i1 nawrotu choroby w powiazaniu z oceng istotnosci pro-
gnostycznej CTCs. Znaleziono CTCs u 18,7% kobiet chorych na
raka jajnika. Kobiety z CTCs mialy istotnie czg$ciej wyzszy sto-
pien morfologicznej zlosliwoséci nowotworu. W trakcie $redniej
czasu obserwacji (18,7 miesigcy) wykazano, ze czasy przezycia
nie r6znily sig istotnie pomigdzy pacjentkami z obecnoscia i bra-
kiem CTCs.

Celem badania Fan i wsp. byla ocena zwiazku inwazyjnych
CTCs wykrywanych przy pomocy nowej metody w powiaza-
niu ze stopniem zaawansowania raka jajnika, stgzeniem CA125
i dlugo$cia przezycia pacjentek [24]. Analizowano wystgpowa-
nie inwazyjnych komorek krazacych przy zastosowaniu CAM
(ang. cell adhesion matrix) - u 71 pacjentek we krwi obwodowe;j.
Inwazyjne komorki krazace byly identyfikowane jako komorki
wykazujace zdolno$¢ do inwazji macierzy migdzykomorkowej
(CAM+) i wykazujace ekspresje standardowego markera nablon-
kowego. Przeanalizowano kliniczne parametry, takie jak: stopien
zaawansowania nowotworu, stopien morfologicznej ztosliwosci,
typ histologiczny guza, stgzenie CA125 oraz zwiazek tych cech
z catkowitym przezyciem i czasem wolnym od choroby. CTCs
wykryto u 60,6% chorych. Nie znaleziono CTCs u zadnej z pig-
ciu pacjentek ze zmianami niezto§liwymi. Wykazano CTCs tylko
u jednej chorej na 10 z wezesnym stopniem zaawansowania raka
jajnika oraz u 73,1% z rakiem zaawansowanym. Liczba znajdo-
wanych CTCs wahata si¢ od 0-149 CTCs/ml u chorych z FIGO
III/TV w poréwnaniu do 0-41,3 CTCs/ml w stopniach FIGO I/II.
Udowodniono pozytywna korelacjg pomigdzy liczba CTCs a stg-
zeniem CA125. Stwierdzono istotne skrocenie czasu wolnego od
choroby u pacjentek z wykrywalnymi CTCs. Srednia przezycia
wynosita u nich 15 miesigcy w poréwnaniu z 35 miesigcy u cho-
rych bez stwierdzonych CTCs. Nie wykazano zwiazku pomigdzy
rozpoznaniem histopatologicznym guza a wykrywaniem CTCs.

W pracy Wimberger i wsp. oceniano wystgpowanie CTCs
w szpiku kostnym i krwi obwodowej przed oraz po pierwszorzu-
towej chemioterapii opartej o karboplatyng i paklitaxel [25]. Ba-
daniu poddano 57 chorych na pierwotnego raka jajnika. W wy-
krywaniu CTCs zastosowano antygen nablonkowy EpCAM.
CTCs byly wykrywane metoda immunocytochemiczng przy
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zastosowaniu przeciwciata antycytokeratynowego Ig A45-B/B3.
Przed chemioterapia zidentyfikowano CTCs u 21% chorych we
krwi obwodowej i u 54% w szpiku kostnym. Po chemioterapii
CTCs we krwi znaleziono tylko u jednej pacjentki, ale w szpiku
u 50% chorych. W badaniu wykazano, ze u pacjentek z istotnym
wzrostem CTCs wystgpuje istotne skrocenie PFS- czasu wolnego
od nawrotu choroby (progression free survival — PFS).

Celem badania Banys i wsp. bylo ocenienie wystgpowa-
nia CTCs w szpiku i ich znaczenia prognostycznego u chorych
z nowotworami zto§liwymi narzadow plciowych [26]. CTCs
byly identyfikowane przy zastosowaniu metody immunocyto-
chemicznej, stosowano przeciwciala pancytokeratynowe A45B/
B3 i cytomorfologig. CTCs wykryto u 19% badanych pacjentek
ze ztos§liwymi nowotworami ginekologicznymi. Wystgpowanie
CTCs u chorych z rakiem jajnika oceniono na 25%. Zajecie szpi-
ku kostnego przez CTCs u chorych z rakiem jajnika zwigzane
byto z istotnie krotszym czasem wolnym od choroby.

Perspektywy na przysztosé

W oparciu o istniejace dane nalezy stwierdzi¢, ze wykrywa-
nie CTCs u chorych na raka jajnika wydaje si¢ by¢ nowa, obie-
cujaca metoda, szczegolnie w aspekcie prognozowania przebie-
gu choroby. Dotychczas w niewielu pracach udato sig wykazac
zwigzek pomigdzy CTCs a stopniem zaawansowania raka i dtu-
goscia przezycia. Takze warto$¢ prognostyczna CTCs we wczes-
nych postaciach choroby nie jest obecnie znana. Ocena profilu
ekspresji genéw w CTCs moze by¢ pomocna w okresleniu czyn-
nikow prognostycznych odpowiedzi na leczenie i dlugosci prze-
zycia chorych.

Profilowanie genetyczne CTCs moze da¢ sposobno$¢ do
wypracowania metod indywidualizacji terapii u chorych. Jednak
wydaje sig, ze pierwszym elementem badan powinno by¢ wypra-
cowanie efektywnej metody izolacji CTCs z krwi obwodowe;j.
Metody dziatajace w oparciu o przeciwciata wykrywaja CTCs na
poziomie 12-18%. W kolejnych etapach nalezy przeprowadzi¢
badania kliniczne potwierdzajace skutecznos¢ i przydatnosc tej
nowej metody.
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