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Cirkulirajoce tumorske celice in njihov pomen pri rakuv dojke -
pregled izsledkov dosedaniih raziskav

Tanja Marinko, Tamara Lah Turnsek in Gregor Sersa

Pojav oddaljenih zasevkov je najpomembnejsi vzrok smrti pri raka dojke nakazujejo, da je prisotnost CTC slab prognosticni
bolnicah z rakom dojke. Zal e vedno ne poznamo klju¢nih dejavnik (16). Preucevanje in dolocanje CTC je trenutno Se
dejavnikov, ki povzrocijo premik tumorskih celic iz primarne- ~ domena klini¢nih raziskav in ga v redni klinicni praksi e ne
ga tumorja in njihovo rast v oddaljenih organih (1). Razisko- uporabljamo.

vanje posameznih tumorskih celic, ki jih najdemo v krvi ali

kostnem mozgu bolnikov z rakom, prinasa nova spoznanja o g1 IRAJOCE IN DISEMINIRANE TUMORSKE CELICE
tumorski biologiji ter odpira nove moznosti zdravljenja raka

v prihodnosti. Studije so pokazale, da so pri metastatskem CTC so epitelijske tumorske celice, ki so prisotne v periferni
raku dojke cirkulirajoce tumorske celice (CTC) kazalec slabse krvi in izvirajo iz primarnega tumorja. Najdemo jih pri
prognoze. Za zgodniji rak dojke je podatkov iz literature razli¢nih rakih, pri benignih tumorjih pa jih v krvi ni. Najvec

nekoliko manj, vendar rezultati raziskav tudi pri zgodnji obliki ~ smo o njih izvedeli iz raziskav o diseminiranih tumorskih
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Slika 1. CTC in DTC izvirajo iz primarnega tumorja.
CTC- tumorske celice, ki so prisotne v periferni krvi.
DTC- tumorske celice, ki so prisotne v kostnem mozgu.
(objavljeno z dovoljenjem revije Nature Reviews)
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celicah (DTC), ki prav tako izhajajo iz primarnega tumorja in
jih proucujejo ze dve desetletji. DTC so tumorske celice, ki so
prisotne v kostnem mozgu.

DTC IN NJIHOV POMEN PRI RAKU DOJKE

Stevilne raziskave so pokazale, da ima pri bolnicah s
primarnim rakom dojke prisotnost DTC v kostnem mozgu
prognosti¢ni pomen. Bolnice, pri katerih so ob diagnozi
zgodnjega raka dojke (stadij I, Il in 1lIA) odkrili tudi DTC,
imajo pomembno vecje tumorje, visjo stopnjo diferenciacije
tumorskih celic, pogosteje prizadete pazdusne bezgavke,
pozneje pa se pri njih pogosteje pojavijo oddaljeni zasevki.
Pri tej skupini bolnic je vecja tudi umrljivost zaradi raka dojke
(2, 3). Po mnenju raziskovalcev DTC pri bolnicah z zgodnjim
rakom dojke predstavljajo mikro-zasevke primarnega tumorja.
Vec let lahko mirujejo, ob do sedaj Se nepojasnjenih dejav-
nikih pa se znova zacnejo razmnozevati in zrastejo v klini¢no
ugotovljive oddaljene zasevke.

Bolnice z zgodnjim rakom dojke, pri katerih po koncanem
sistemskem zdravljenju najdemo DTC, so bolj ogrozene za
ponovitev bolezni. Bolezen se pri njih hitreje ponovi, pri njih
je tudi pomembno vecja umrljivost zaradi raka dojke (4, 5).
Vec raziskav je pokazalo povezavo med DTC in CTC pri
primarnem in pri metastatskem raku dojke (6-10). Ker je
punkcija kostnega mozga bolec in neprijeten postopek,
preiskava pa je tudi slabo ponovljiva, se je raziskovanije bolj
usmerilo v CTC, ki so lazje dostopne.

METODE ZA ODKRIVANJE CTC

Koncentracija CTC v periferni krvi je zelo majhna- ena CTC
na 10° do 107 celic (11). Edini sistem za Stetje CTC, ki ga

je odobrila FDA (Food and Drug Administration, ZDA) je
sistem CellSearch. To je imunomagnetni sistem, ki uporablja
anti-EpCAM (Epithelial Cell Adhesion Molecule) in protitelesa
CD45. Test ima visoko ponovljivost, njegova glavna omejitev
pa je heterogenost CTC pri ekspresiji EpCAM. CTC nato
dokazujemo z molekularnimi tehnikami kot je kvantitativni
PCR v realnem casu, z mikromrezami in imunokemijskimi
metodami, kot je preto¢na citometrija (12, 13).

CTC IN ZGODN]JE METASTAZIRANJE

Dolgo casa je prevladovalo mnenje, da zasevki raka nastanejo
pozno v napredovanju bolezni. Ugotovitve raziskav o CTC
oz. DTC pa so to ovrgle in pokazale, da je zasevanje lahko
zgodnji dogodek, CTC oz. DTC so namre¢ odkrili tudi pri
bolnicah z zgodnjim rakom dojke. Prisotnost CTC oz. DTC
pri teh bolnicah ni povezana z velikostjo primarnega tumorja
(14). 1zkazalo se je tudi, da se pri vseh bolnicah, ki imajo ob
ugotovljeni diagnozi zgodnjega raka dojke, ze prisotne CTC
oziroma DTC, klini¢no zaznavna metastatska bolezen kasneje
ne razvije. Meng s sod. (15) poroca, da je pri 36 bolnicah, ki
so imele zaradi raka dojke pred 7-22 leti operativno odstra-
njeno prizadeto dojko, pri 36 % bolnic nasel prisotne CTC,
ob tem pa so bile bolnice brez znakov klini¢ne bolezni. Braun
s sod. (3) pa je ugotovil, da je do klinicne ponovitve bolezni
prislo le pri polovici bolnic, pri katerih je 10 let po zdravljenju
primarnega raka dojke dokazal DTC. Raziskovalci menijo,

da gre v primerih, ko odkrijemo CTC 0z.DTC pri bolnicah, ki
so po klini¢nih merilih brez bolezni, za dormantne oz. spece
tumorske celice. Mehanizem prehoda teh tumorskih celic v
klinicno pomembne zasevke Se ni znan. Najverjetneje je pro-

ces odvisen od mikro-okolja mesta zasevanja, gostiteljevega
imunskega sistema in genetskih sprememb v samih tumorskih
celicah (16).

FENOTIPSKA RAZNOLIKOST MED CTC IN PRIMARNIM
TUMORJEM

Vec raziskav je pokazalo, da se celice primarnega tumorja in
CTC oz. DTC razlikujejo v bioloskih lastnostih, $e posebno to
velja za t.i. tumorski status HER 2, s katerim opredelimo izra-
zenost beljakovine HER 2 (humani epidermalni receptor 2 za
rastni faktor) in/ali pomnozitev gena HER 2. Beljakovina HER 2
je ¢ezmerno izrazena (gen HER 2 je pomnozen) pri okoli 20 %
bolnic z rakom dojke. V nedavno objavljeni studiji, v katero so
bile vklju¢ene bolnice z metastatskim rakom dojke, so pri 29%
bolnic, pri katerih so bile celice primarnega tumorja negativne
za HER 2, nasli za HER 2 pozitivne CTC, pri 42% bolnic, ki so
imele primarni tumor pozitiven za HER 2, pa so v krvi nagli
CTC, ki so bile negativne za HER 2 (17). Razlike v statusu HER
2 med CTC in celicami primarnega tumorja so opisali tudi pri
bolnicah z zgodnjim rakom dojke (18, 19). Na podlagi najde-
nih razlik raziskovalci menijo, da je zdravljenje s trastuzuma-
bom, monoklonskim protitelesom proti receptorju HER 2, ki
ga v sedanji klini¢ni praksi prejmejo bolnice s tumorjem, ki je
pozitiven za HER 2, morda lahko ucinkovito tudi pri bolnicah,
ki imajo po sedanjih klini¢nih merilih bolezen opredeljeno

kot negativno za HER 2 (20, 21). Vendar pa zdravljenje s
trastuzumabom pri bolnicah, ki so negativne za HER 2, glede
na rezultate dosedanjih klini¢nih raziskav ne izboljsa prezivetja
niti ne podaljsa ¢asa do napredovanja bolezni (21).

CTC IN METASTATSKI RAK DOJKE

Prisotnost CTC pred zdravljenjem metastatskega raka dojke
napoveduje krajsi ¢as do napredovanja bolezni in krajse pre-
Zivetje bolnic (22). Tudi povecana koncentracija CTC glede
na izhodis¢no vrednost ob uvedbi sistemskega zdravljenja,
izmerjena kadarkoli med zdravljenjem, je povezana s krajsim
¢asom do napredovanja bolezni in s krajsim prezivetjem (19,
23, 24). Napovedna vrednost CTC je vedja, kot jo omogocajo
slikovne preiskave, ki jih uporabljamo v klini¢ni praksi (25,
26). Trenutno poteka randomizirana klini¢na Studija faze IlI
(SWOG 50500), v kateri v eni studijski skupini ob ugotovljeni
povecani vrednosti CTC glede na izhodis¢no vrednost ob
uvedbi zdravljenja bolnici z metastatskim rakom dojke zdra-
vljenje spremenijo, v drugi skupini pa ostaja nespremenjeno
ne glede na spremembe koncentracije CTC (16).

VPLIV CTC NA PRIMARNI TUMOR

Na misjem modelu karcinoma dojke so dokazali, da CTC
lahko kolonizirajo primarni tumor (tumor self seeding) (27).
Primarni tumor izloca razli¢ne citokine, ki privlacijo CTC,
npr. IL-6 in IL-8. Ko CTC infiltrirajo tumor, izlocajo faktorje, ki
vplivajo na mikrookolje primarnega tumorja, ter tako vplivajo
na rast tumorja, angiogenezo ter infiltracijo z levkociti.
Faktorji, ki so vkljuceni v interakcijo med CTC in primarnim
tumorjem, raziskovalcem predstavljajo morebitne tarce za
nova zdravila (28).

ZGODN]JI RAK DOJKE

Zgodniji rak dojke predstavlja najmanj raziskano podrocje
dosedanjega vedenja o CTC. Objavljena literatura navaja, da
je CTC- pozitivnih od 9,4 do 48,6% bolnic z zgodnjim rakom
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dojke (16, 18). Krishnamurthy s sod. (29) je prikazal, da je
prisotnost CTC in tudi DTC neodvisna od statusa pazdusnih
bezgavk, stopnje diferenciacije tumorja, velikosti tumorja

ali hormonskega statusa tumorja. Njegove ugotovitve so v
nasprotju z rezultati Studije SUCCESS, ki poroca o pozitivni
korelaciji med statusom pazdusnih bezgavk in CTC (29). Lang
s sod. (31) je prouceval CTC in DTC. V svoji studiji je ugotovil
povezanost med CTC in statusom HER 2 primarnega tumorja.
V nasprotju z ugotovitvami prejsnjih raziskav pa niti Krishna-
murthy ne Lang nista nasla povezanosti med prisotnostjo DTC
in CTC (31).

Vec raziskav, ki so proucevale zgodnjega raka dojke, je
pokazalo, da je prisotnost CTC povezana s slabso progno-
zo. Wulfing s sod. (32) je prikazal, da je prisotnost CTC,
pozitivnih za HER 2, povezana z znacilno krajSim ¢asom do
ponovitve bolezni in slabsim prezivetjem.

SPREMLJANJE ZDRAVLJENJA S POMOCJO CTC

Zelja raziskovalcev je, da bi CTC neko¢ lahko uporabljali kot
kazalce napredovanja bolezni in odgovora na zdravljenje. Zal
vecina raziskav zgodnjega raka dojke ne pokaze povezanosti
med odgovorom CTC in odgovorom tumorja na zdravljenje.
Raziskava GeparQuattro je primerjala stevilo CTC pred
zacetkom predoperativnega zdravljenja in tik pred operacijo
pri 213 bolnicah z operabilnim lokalno napredovalim rakom
dojke. Predoperativno zdravljenje je vkljucevalo trastuzumab,
Ce je bil tumor pozitiven za HER 2, vse bolnice pa so prejele
predoperativno kemoterapijo. Incidenca CTC se z 21,6%
pred zdravljenjem zmanjsala na 10,6% po zdravljenju. Od
bolnic, ki so bile pred zdravljenjem CTC-pozitivne, jih je

po zdravljenju 15% postalo CTC-negativnih, nasprotno pa

je 8,3 % ob diagnozi CTC-negativnih bolnic po zdravljenju
postalo CTC-pozitivnih. Med klini¢nim oz. slikovnim odgo-
vorom primarnega tumorja na predoperativno zdravljenje in
koncentracijo CTC niso nasli znacilne povezanosti (18), kar so
ugotovili tudi v drugih raziskavah.

Vec raziskav pa je nedvomno pokazalo, da prisotnost CTC
napoveduje zgodnjo ponovitev bolezni. Studija SUCCESS,

v katero so vklju¢ili 1489 bolnic z nemetastatskim rakom
dojke in CTC dolocali s sistemom CellSearch, je pokazala, da
imajo bolnice, pri katerih so pred zdravljenjem ugotovili CTC,
krajsi ¢as do napredovanija bolezni in slabse preZivetje. Pri
bolnicah, ki so imele prisotne CTC po konc¢anem zdravljenju,
se je bolezen ponovila prej, vpliv na prezivetje pa ni bil vec¢
znacilen (30). Podobne rezultate je prikazala tudi ze prej
omenjena raziskava Piergea s sodelavci (33). Ugotovili so,

da je koncentracija CTC pred zacetkom predoperativnega
sistemskega zdravljenja boljsi napovedni dejavnik preZivetja
in ¢asa do pojava oddaljenih zasevkov kot pa koncentracija
CTC po koncanem sistemskem zdravljenju.

Vec raziskav je spremljalo tudi CTC med dopolnilnim hor-
monskim zdravljenjem. Pachmann s sod. (34) je prikazal, da je
narascajoce stevilo CTC med zdravljenjem s tamoxifenom zelo
pomemben napovedni dejavnik ponovitve bolezni. Enako se
je izkazalo tudi za zdravljenje z zaviralci aromataze (16).

ZAKLJUCEK

Dosedanije raziskave so pokazale, da imajo CTC prognosti¢ni
pomen tako pri zgodnjem, kot pri metastatskem raku dojke.
Pri bolnicah z zgodnjim rakom dojke lahko s pomocjo CTC

odkrijemo tiste bolnice, ki so bolj ogrozene za ponovitev
bolezni in bi morda imele dobrobit od dodatnega zdravljenja.
Tako pri zgodnjem kot pri metastatskem raku dojke pa CTC
predstavljajo lahko dostopno pot za spremljanje ucinkovitosti
zdravljenja, ki ga bolnica prejema. Ceprav rezultatov studije
SWOG se nimamo, raziskovalci menijo, da bi s spremljanjem
CTC med zdravljenjem lahko prej ugotovili napredovanje
bolezni in zdravljenje prej, kot je sedaj v klini¢ni praksi, tudi
ustrezno spremenili. Z molekularno in genetsko karakterizaci-
jo CTC pa bi pri kemorezistentni bolezni morda v prihodnosti
lahko dolo¢ili tudi najprimernej$o shemo citostatskega
zdravljenja.

V tumorski biologiji so CTC, ki jih najdemo pri zgodnjem raku
dolke dokaz, ki govori v prid teoriji zgodnjega zasevanja.
Zal e vedno nimamo odgovora na vprasanje, kdaj natancno
v procesu kancerogeneze pride do zasejanja tumorskih

celic. V teku so studije, ki proucujejo morebitne CTC pri
neinvazivnem raku dojke (DCIS), ki po sedanjem prepricanju
ne zaseva. Vemo tudi, da vse CTC ne ustvarijo metastatskih
depozitov. Raziskovalci predvidevajo, da se morajo najpre;j
nekako ustvariti metastatske nise v sekundarnem organu,

Sele nato lahko zacne nastajati zasevek. Z vidika biologije je
pomembno tudi to, da se lahko CTC celo pri zgodnjem raku
dojke precej razlikujejo od primarnega tumorja. Klini¢no

se zdi najpomembnejsa razlika v statusu HER 2. S tar¢nim
zdravljenjem, usmerjenim proti CTC 0z.DTC, bi neko¢ morda
lahko preprecili nastanek metastatskih depozitov. S cepivom
proti HER 2 in drugim pomembnim molekularnim potem

pri raku dojke, ki bi delovalo na TC, pa bi teoreti¢no lahko
zmanjsali verjetnost zasejanja CTC (CTC seeding), s tem

pa tudi lokalne ponovitve bolezni oz. nastanka oddaljenih
zasevkov (16). Ne nazadnje je problem tudi v diagnostiki CTC
z metodo CellSearch, ki temelji na predpostavki, da te celice
izrazajo EpCam. Nedavno se pojavljajo dvomi, ali so CTC

res homogena populacija. Predvidevajo moznost, da so CTC
lahko tudi migrirajoce tumorske mati¢ne celice, za katere
vemo, da imajo zmanjsano izrazanje celi¢nih adhezivnih
beljakovin, kot je EpCam, zato jih ne zajamemo z metodo
dolocanja stevila CTC.
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