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1. UvOD

1.1. Tekuca biopsija

Tekuéa biopsija (engl. liquid biopsy) je minimalno invazivna tehnika uzorkovanja i analize
biomarkera. To je jednostavna alternativa biopsiji tkiva koja omogucuje otkrivanje niza informacija
o bolesti ili tumoru uz pomo¢ analize tekuéeg bioloskog materijala (krvi, urina, ascitesa i dr.).
Mnogi solidni tumori i metastaze otpuStaju biomarkere u sistemsku cirkulaciju (molekule,
fragmente, makromolekule i stanice). Tekuca biopsija u onkologiji moze ukljuéiti analizu
cirkuliraju¢ih tumorskih stanica (CTC), cirkuliraju¢e tumorske DNA (ctDNA), egszosoma i
microRNA (Palmirotta i sur., 2018).

Cirkulirajuce tumorske stanice (engl. circulating tumor cells, CTC) su intaktne tumorske stanice
koje se odvajaju od primarnog tumora ili metastaza i nalaze se u perifernoj cirkulaciji. Otkrivene
su 1869. godine u krvi bolesnice sa karcinomom dojke (Ashworth TR, 1869). Analiza CTC-a iz
krvi moze posluziti za rano otkrivanje invazivnog karcinoma, ima prognosticki znacaj u pra¢enju
maligne bolesti ili prilikom pracenja odgovora na kemoterapiju. Tekuca biopsija pruza moguénost
analize primarnog tumora, $to ukljucuje analizu proteina i DNA/RNA tj. molekularno profiliranje
nakon izolacije CTC. (Qin i sur., 2016).

Slobodna cirkulirajuéa DNA (eng. cell free DNA, cfDNA) otpusta se u cirkulaciju iz oSte¢enih
stanica razli¢itim mehanizmima, prvenstveno apoptozom i nekrozom. Kod onkoloskih bolesnika,
frakcija cfDNA porijeklom iz tumora naziva se cirkulirajué¢a tumorska DNA (engl. circulating
tumor DNA, ctDNA), a ¢ine ju DNA fragmenti veli¢ine 120-200 pb. Primarni izazov analize ctDNA
je niska koncentracija ctDNA u odnosu na ukupnu DNA u serumu. Koncentracija ctDNA moze
varirati od 0,01% do 90 % u odnosu na ukupnui cfDNA $to je posljedica stadija tumora i odgovora
na terapiju (Qin i sur., 2016). ctDNA nosi genske i epigenske promjene porijeklom iz primarnog
tumora te omogucuje molekularnu analizu mutacija na temelju izolirane ctDNA iz plazme. Klinicki
se koristi kao biomarker za stratifikaciju bolesnika i odabir terapije te pracenje ucinka ili
rezistencije na terapiju kod karcinoma pluca i kolorektalnog karcinoma (Neumann i sur., 2018;
Schmiegel i sur., 2017). ctDNA moze se koristiti za otkrivanje rezistencije na terapiju u stvarnom

vremenu u pracenju bolesnika sa karcinomom dojke, jajnika i plu¢a (Murtaza i sur., 2013). U
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odnosu na CTC, izolacija ctDNA je jednostavnija. Medutim, klinicka rutinska praksa sporo
prihvaca ovaj pristup buduéi da jo§ uvijek postoje izazovi analize povezani sa niskom

koncentracijom i nestabilnosti ctDNA.

Opcéenito, veéina studija je usmjerena na tumore u uznapredovalnoj fazi sa visokim
koncentracijama ctDNA. Takoder, zahtjevno je razlikovati ctDNA od normalne cfDNA, a visoke
koncentracije cfDNA koje su prisutne u upali mogu razrijediti ctDNA i ometati detekciju. Za
potvrdu ctDNA kao klinickog biomarkera potrebna su multicentricna klinicka ispitivanja koja

ukljucuju velike kohorte bolesnika i vrlo osjetljive metode (Qin i sur., 2016).

Egzosomi su subcelularne membranom obavijene vezikule promjera 30-150 nm, gradene od
proteina, MRNA, miRNA i DNA. Identificirane su u visokim koncentracijama u Kkrvi, ascitesu i
likvoru, ¢ak i kod tumora koji nemaju mjerljivu razinu CTC-a u cirkulaciji. Tumori sredi$njeg
zivéanog sustava ne seceniraju CTC u cirkulaciju zbog prisutnosti krvno-mozdane barijere, ali
mogu otpustati visoku koncentraciju egzosoma. Egzosomi su stabilni, stoga se mogu analizirati iz
pohranjenih 1 zamrznutih uzoraka. Zbog velike koli¢ine proteina i nukleinskih kiselina daju
informaciju o primarnom tumoru i mikrookoliSu. Istrazivanja su identificirala nove egzosomalne
miRNA markere kod raka pluca, prostate i Zeluca te prikazala znacaj egzosomalne DNA za
tumorsku molekularnu analizu (Shao i sur., 2016). miRNA su nekodiraju¢e RNA molekule s
funkcijom regulacije genske ekspresije. [ako su distribuirane posvuda u genomu, vecina ih se nalazi
na fragilnim podrucjima koja su deletirana u razli¢itim karcinomima, stoga alternacije miRNA
mogu odrazavati progresiju i nastanak tumora. Najces¢i miRNA biomarkeri su u karcinomu
kolona, pluca, dojke i koze. Medutim, trenutni uvid u literaturne podatke ne sugerira obecavajuce
rezultate za koriStenje miRNA kao dijagnosticki alat tekuce biopsije u klinickoj praksi, primarno

zbog nedostatka adekvatne tehnologije (Arneth, 2018).



1.2. Usporedba tekude i tkivne biopsije

Biopsija je postupak uzimanja uzorka tumorskog tkiva koje se fiksira u formalinu i uklapa u
parafinske blokove. Tako dobiveni uzorci (engl. formalin-fixed paraffin-embedded, FFPE) se
analiziraju s ciljem postavljanja dijagnoze i u svrhu patohistoloske analize tumorskog tkiva. Tkivna
biopsija je zlatni standard patohistoloske informacije za postavljanje dijagnoze te je nuzna za
diferencijaciju normalne od malignih lezija. Tkvina biopsija daje uvid u histoloske karakteristike
tumorskog tkiva. Medutim, ovisi o stadiju karcinoma, lokalizaciji i vremenu uzorkovanja (Ameth,
2018).

Prednosti tekuce biopsije u odnosu na tkivnu biopsiju lezi u ¢injenici kako su krv, urin i
ekstravaskularne tjelesne tekucine lakse dostupne. Biopsije tumorskog tkiva su invazivne, bolne,
vremenski zahtjevne i nose odreden rizik od komplikacija. Nisu izvedive u stanjima pogorSanja
bolesti ili kada nije poznata lokalizacija primarnog sijela. Tekuc¢a biopsija je uvijek primjenjiva
upravo zbog jednostavnosti uzorkovanja periferne krvi te omoguéuje manje invazivnu detekciju,
karakterizaciju i pracenje tumora (Poulet i sur., 2019).

Izazov u razvoju analiticke metode je molekularna heterogenost izmedu subtipova maligne bolesti.
Identifikacija specificnih mutacija u ciljanim genima bitna je u klini¢koj odluci prilikom odabira
terapije. Heterogenost somatskih mutacija tumora predstavlja izazov za lijeenje jer postoji
moguénost da se jednom biopsijom tkiva ne otkrije relevantna lezija za primjenu odgovarajuce
terapije. Tekuca biopsija daje bolji uvid u genom ¢itavog primarnog tumora i metastaza (Qin i sur.,
2016).Vremenska i prostorna ograni¢enja tkivne biopsije su evidentna kod pojave steCene
rezistencije na terapiju i longitudinalnog pracenja bolesti i odgovora na terapiju. Poznato je da se
nestabilan genom tumora dinamicki mijenja u vremenu kao odgovor na terapiju §to rezultira
supresijom ili poja¢anim rastom odredenih stani¢nih klonova. Tekuéa biopsija omogucuje analizu
tumora u stvarnom vremenu (Palmirotta, 2018). Upravo zato je primjenjiva za serijsko pracenje
bolesnika u bilo kojem trenutku te omogucuje manje invazivan uvid u tumorsku heterogenost
(Poulet i sur., 2019).

Implementacija ovakve tehnologije dovodi do napretka u ishodima bolesti 1 olakSava pristup za
detekciju mutacija u karcinomu pluca, kolona i dojke. Ve¢ je prisutna u klini¢koj praksi u pracenju

bolesnika sa karcinomom pluca, kolona, dojke, cerviksa i mokra¢nog mjehura. Iako test jo§ mora



ostvarariti puni potencijal, brzo postaje standardni onkoloski alat za prognosticku i prediktivnu

informaciju (Molina i sur., 2017).

1.3. Cirkulirajuce tumorske stanice

Cirkulirajuc¢e tumorske stanice (CTC) su intaktne stanice u perifernoj krvi porijeklom iz solidnih
tumora ili metastaza. To su vrlo rijetke stanice s frekvencijom pojave 1 tumorske stanice na 5 x 108
leukocita i 5 x 10° eritrocita po mililitru krvi u bolesnika sa uznapredovalim karcinomom (de Wit
i sur., 2014). Danas su razvijene brojne tehnologije izolacije koje razlikuju CTC od normalnih
stanica krvi. CTC su rigidnije stanice od leukocita sa gustocom > 1,077 g/mL, veceg promjera od
krvnih stanica sa rasponom 8-11 pm i relativno vecée, primjerice oko 30 um u karcinomu dojke
(Zhe i sur.,2011).

Degradacijom tumorske mase u prvim fazama metastatske kaskade tumorske stanice se otpustaju i
limfo-hematogenom diseminacijom migriraju u distalne dijelove tijela. Prilikom cirkulacije i
kolonizacije dolazi do razli¢itih interakcija sa drugim stanicama koje mogu dovesti do promjena
CTC fenotipova (Lozar i sur., 2019). Vec¢ina CTC-a umire, dok 0,01 % ima potencijal formiranja
metastaza i sekundarnih zarista bolesti. Mogu biti prisutne kao pojedinacne stanice ili nakupine
stanica. Smatra se da je smjestanje CTC-a u distalnim organima primarni uzrok nastanka metastaza.
Jednom kada se lokaliziraju u organima (koStana srz, jetra, pluca ili mozak), nazivaju se
diseminiranim tumorskim stanicama (DTC) (Zhe i sur., 2011). DTC i mikrometastaze mogu biti u
dormantnoj fazi godinama nakon resekcije primarnog tumora prije nego Sto dode do proliferacije
pod utjecajem mikrookolisa i formiranja metastaza. DTC porijeklom iz metastaza mogu zatim
recirkulirati putem Kkrvi te kolonizirati druge organe i stvarati sekundarne metastaze. IstraZivanja
sugeriraju da se DTC mogu preobraziti u CTC te se ponovo vratiti u primarni tumor §to rezultira
stvaranjem agresivnih varijanta metastaza. Budu¢i da je metastaziranje vode¢i uzrok smrtnosti od
karcinoma, upravo ovi procesi utjeCu na progresiju bolesti 1 prezivljenje u ¢emu lezi potencijal

CTC-a kao prognostickog biomarkera (Alix-Panabi¢res i Pantel, 2013).

CTC su vec¢inom potjecu iz solidnih tumora epitelnog porijekla (dojka, prostata, kolon i pluca).
CTC su stanice s jezgrom, sa ekspresijom adhezijske molekule epitelnih stanica (EpCAM) i/ili
citokeratinima (CK) u citoplazmi,a bez ekspresije zajednic¢kog leukocitnog antigena CD45. Danas

se zna da postoji znacajna heterogenost vrsta i povrsinskih biljega Sto predstavlja izazov u izolaciji
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svih Klini¢ki relevantnih subpopulacija. Vazan je razvoj novih tehnologija koje omogucuju

izolaciju razli¢itih fenotipova CTC-a (Ferreira i sur.,2016).

Poteskoca analize CTC-a je stani¢na plasti¢nost, odnosno epitelno-mezenhimalna tranzicija
(EMT). Proces epitelno-mezenhimalne tranzicije je izmjena epitelnog u mezenhimalni fenotip.
EMT je slozeni proces stani¢ne dediferencijacije i povecane mobilnosti stanica uslijed
reorganizacije kontaktnih veza i gubitka adhezijskih molekula. lako se ovaj mehanizam primarno
dogada kod organogeneze i zacijeljivanja rana, povezuje se sa diseminacijom tumora i korelira sa
agresivnoSc¢u uslijed povecane migracije tumorskih stanica. Suprotan proces je takoder moguc,
MET (mezenhimalno-epitelna tranzicija) za koji se predlaze da ima ulogu u prelasku dormantnih
DTC-a u organima u metastaze. Imajuci ovo na umu, potencijalno znacajna agresivna populacija
tumorskih stanica prisutnih u cirkulaciji propusStena je standardnim metodama 1 kriterijima

detekcije CTC-a temeljenim na epitelnim biljezima (Alix-Panabiéres i Pantel, 2013).

ciljni organi

e, ’ . ¥ ) . Tumor
57N z‘;,: 3 Z) R \
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Slika 1. Cirkuliraju¢e tumorske stanice (CTC) nastaju degradacijom primarnog tumora i ulaskom
tumorskih stanica u cirkulaciju. Postoji vise fenotipova CTC-a: epitelne, mezenhimalne, hibridne
(epitelno-mezenhimalne) i apoptoticke CTC. Mogu biti prisutne kao pojedina¢ne stanice ili
nakupine. Ekstravazacijom prelaze iz krvi u distalne organe (kostana srz, jetra, plu¢a, mozak) gdje
se lokaliziraju kao diseminirane tumorske stanice (DTC) koje imaju potencijal formiranja

metastaza (Preuzeto i prevedeno iz Lozar i sur., 2019).



1.4. Dijagnosti¢ki znacaj cirkulirajuéih tumorskih stanica

Maligna bolest je globalni javnozdravstveni problem danaSnjice. Prema podacima Drzavnog
registra za rak Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo, stope incidencije i mortaliteta za rak u
Hrvatskoj, u stalnom su porastu. S ukupnom incidencijom raka od 567/100 000 te stopom
mortaliteta 335/100 000 karcinom je od drugi od najces¢ih uzroka smrtnosti, odmah iza

kardiovaskularnih bolesti (https://www.hzjz.hr).

S ciljem smanjenja smrtnosti i poboljSanja ishoda bolesti vazan je razvoj novih metoda koje
omogucuju ranu dijagnostiku i pra¢enje bolesnika u svim fazama bolesti. Ciljevi istrazivanja CTC-
a kao multifunkcionalnog biomarkera ukljucuju: (1) identifikaciju terapijskin meta, (2)
stratifikaciju onkoloskih bolesnika i prac¢enje terapije u stvarnom vremenu (prediktivni znacaj), (3)
procjenu rizika za metastatski relaps ili progresiju bolesti (prognostic¢ki znacaj) te (4) otkrivanje

mehanizama rezistencije na terapiju (Alix-Panabieres i Pantel, 2013).

Molekularna karakterizacija CTC-a pruza neinvazivan pristup genotipskim i fenotipskim
karakteristikama tumora. Odluke o terapiji empirijski su definirane histologijom tumora nakon
biopsije koja je ponekad izvedena nakon pocetne terapijske odluke. Karakterizacija tumoraiz CTC-
a pomocu jednostavnog testa iz krvi mogla bi omoguciti u¢inkovitije lijecenje i smanjiti incidenciju
nepotrebne toksi¢nosti i nuspojava kod bolesnika na pogre$noj kemoterapiji 1 imunoterapiji (Krebs
i sur., 2010). Detekcija mutacija na temelju analize CTC pruza informaciju koja znac¢ajno ubrzava
pronalazak terapijske mete. Kraci turnaround (engl. turnaround time, TAT) rezultata molekularne
analize na temelju CTC-a u odnosu na tkivnu biopsiju dovodi do brze terapijske intervencije i
boljeg ishoda bolesti. Budu¢i da mutacijski profil tumora utjece na odabir terapije, istraZivanja su
napravljena na kolorektalnom karcinomu, (Kong i sur., 2017), karcinomu pluc¢a (Marchetti i sur.,

2014), karcinomu dojke i melanomu (Wechsler i sur., 2017).

Prediktivni znac¢aj analize CTC-a ukljucuje detekciju CTC-a u ranoj fazi maligne bolesti kod
resektabilnih solidnih tumora. Cilj je pracenje djelotvornosti terapije te odabir bolesnika koji imaju
najvecu korist od adjuvantnog lije¢enja. Nadalje, prac¢enje broja CTC-a nakon zavrSetka terapije i
pracenja bolesnika moze otkriti recidiv ranije nego radioloSki parametri, stoga su istrazivanja
analize CTC izrazito korisna kao pomo¢ pri prognozi bolesti ukoliko se ukljuce u postojece

algoritme i klasifikacije stadija bolesti (Krebs i sur., 2010).



Prognosti¢ki znacaj analize CTC-a je potvrden na razli¢itim vrstama tumora. Ovo podrucje
istrazivanja je najaktivnije, zahvaljujuéi razvoju CellSearch® tehnologije koja omogucuje vrijednu
informaciju za donosenje klinicke odluke u bilo kojem trenutku pracenja bolesnika. Broj CTC je
nezavisni prediktor ukupnog prezivljenja (engl. overall survival, OS) i razdoblja bez progresije
bolesti (engl. progression-free survival, PFS) kod bolesnika s metastatskim karcinomom dojke,

prostate i kolorektalnog karcinoma (www.cellsearch.com).

U karcinomu dojke, povisen broj CTC stanica sa grani¢cnom vrijednosti od 5 CTC u usporedbi sa
bolesnicama sa < 5 CTC je nezavisni prediktor za losiji ishod bolesti, tocnije razdoblje bez
progresije bolesti (PFS) i ukupnog prezivljavanja (OS). Kod pracenja bolesnica, broj CTC u bilo
kojoj kasnijoj vremenskoj tocki reproducibilno predvida klini¢ki ishod bolesnica sa losijim PFS i

OS kada je broj CTC povisen > 5 (Cristofanili i sur., 2005).

U ranom raku dojke, provedena su istrazivanja na bolesnicama na neoadjuvantnoj i adjuvantnoj
terapiji. Dokazano je da je poviSeni broj CTC neovisan i1 kvantitativan prognosticki faktor s
negativnim ucinkom na ukupno preZivljenje (OS), razdoblje bez bolesti (engl. Disease-free
survival, DFS) i razdoblje bez relapsa bolesti (engl. Relapse-free survival, RFS). Takoder, CTC-
pozitivnost korelira sa ve€om masom tumora, nodalnim statusom i viSim histoloskim stadijem

tumora nego $to su CTC-negativne bolesnice (Bidard i sur., 2018;Janni WJ, 2016).

Analiza podataka iz 17 razli¢itih centara utvrdila je znaaj kvantifikacije CTC-a u prognozi
bolesnica sa metastatskim karcinomom dojke. Demonstrirana je prednost broja CTC-a nad
standardnim tumorskim markerima (CEA, CA15.3) koji se koriste za pracenje karcinoma dojke.
Za razliku od tumorskih markera, dodatak i pracenje promjena broja CTC tijekom kemoterapije u
optimizirane klini¢ko-patoloske modele znacajno poboljSava prognozu bolesnica sa metastatskim

karcinomom dojke (Bidard i sur., 2014).

Kod metastatskog karcinoma prostate, bolesnici sa CTC > 5 imaju znacajno losiji ishod bolesti.
Osim §to je CTC pouzdan prediktivni biljeg za OS, pokazalo se da je bolji u odnosu na snizenje
koncentracije tumorskog biljega PSA (prostata specifi¢ni antigen) koji se trenutno rutinski koristi

za pracenje bolesnika (de Bono i sur., 2008).

Kod kolorektalnog karcinoma, dinamika promjene broja CTC-a od pocetne do slijedece tocke

analize omogucuje bolju diskriminaciju bolesnika prema ishodu bolesti nego sto je kod karcinoma



dojke 1 prostate. Bolesnici sa poviSenim brojem CTC > 3 imaju znatno losiji OS u odnosu na

bolesnike sa niskim CTC < 3/7,5 mL krvi (Cohen i sur., 2009).

Analiza CTC-a iz periferne krvi znacajna je kod karcinoma pluc¢a buduéi da je tkivna biopsija
anatomski otezana. Istrazivanja na bolesnicima sa karcinomom plué¢a su u skladu s korelacijom
izmedu visokog broja CTC-a i loSe prognoze u ranoj i naprednoj fazi bolesti. Smanjenje broja CTC-
a nakon lijeCenja moze predstavljati vazan pokazatelj osjetljivosti na terapiju u bolesnika s

metastatskim karcinomom pluca (Gallo i sur., 2017).

Prognosticki znacaj povisenog broja CTC-a pomocu CellSearch® tehnologije pokazan je i na
karcinomu mjehura, gusSterace, tumorima glave i vrata, karcinomu jajnika i hepatocelularnom

karcinomu (Andree i sur., 2015).

Otkrivanje rezistencije na terapiju jos je jedna primjena CTC-a u dijagnosticke svrhe. Provode
se istrazivanja klinicke primjene analize CTC-a kao kriterija klinicke odluke za promjenu terapije.
U tijeku je CirCe01 istrazivanje u Francuskoj na karcinomu dojke temeljeno na detekciji rane
promjene broja CTC-a prilikom pracenja kemoterapije. Bolesnice sa CTC > 5/7,5 mL krvi biti ¢e
prebacene na iducu liniju kemoterapije s ciljem boljeg ishoda bolesti. Cilj je objektivno opravdati
rani prekid neucinkovitih terapija i koristiti CTC kao alat otkrivanja kemorezistencije (Bidard i

sur., 2013)

Medutim, potrebna su daljnja istrazivanja CTC-a, no ovaj dinamicki kvantitativni i kvalitativni test

zasigurno ¢e poboljsati kvalitetu i o¢ekivano trajanje zivota oboljelih od maligne bolesti.



1.5. Tehnologije i metode analize cirkulirajuc¢ih tumorskih stanica

U novije vrijeme su dostupni sustavi koji omogucuju kvalitetno izdvajanje cirkuliraju¢ih tumorskih
stanica. Postoje razliCite strategije analize CTC-a ovisno o cilju istraZzivanja i klinicke primjene, a

ukljucuju tri klju¢na postupka analize: izolaciju, detekciju i karakterizaciju.

1.5.1. Metode izolacije cirkulirajuéih tumorskih stanica

Metode izolacije CTC-a temelje se na razlikama izmedu CTC-a i normalno prisutnih stanica Krvi.
To su fizikalna svojstva (veliina, gustoca, elektri¢ni naboj, deformabilnost) i specificna bioloska

obiljezja (ekspresija povrsinskih proteina i vijabilnost) (Alix-Panabiéres i Pantel, 2013).

Najcesce koristeno nacelo izolacije temelji se na imunoafinitetu. Ove metode ukljucuju detekciju
specifi¢nih biljega (antigena) na stani¢noj povrsini. Temelje se na imunokemijskim reakcijama
antitijela usmjerenih na tumorske biljege, naj¢es¢e EpCAM molekulu (pozitivna selekcija) ili na

leukocitni antigen CD45 (negativna selekcija) (Ferreira i sur., 2016).

CellSearch® sustav (Janssen Diagnostics, Veridex) je prva klinicki validirana i odobrena
tehnologija tekuce biopsije za analizu CTC-a iz periferne krvi. Ova komercijalno dostupna
tehnologija koristi se u svrhu izolacije, identifikacije i kvantifikacije cirkuliraju¢ih tumorskih
stanica iz uzorka krvi. Omogucuje jednostavnu, preciznu i reproducibilnu analizu CTC-a koja
ukljucuje prikupljanje, pripremu i analizu uzorka pomo¢u imunomagnetske analize i fluorescentne

slikovne tehnologije (www.cellsearch.com).

Metoda je 2004. godine odobrena od strane Americke Agencije za hranu i lijekove (engl. Food and
Drug Administration, FDA) za pracenje bolesnika sa metastatskim karcinomom dojke, 2007. za
pracenje bolesnika sa kolorektalnim karcinomom, a 2008. za pracenje metastatskog karcinoma
prostate. Od tada se koristi za veéinu znanstvenih 1 klinickih istraZzivanja CTC-a na razliitim

tipovima tumora i predstavlja referentnu metodu analize CTC-a.

CellSearch® sustav sastoji se od poluautomatiziranog uredaja i odgovaraju¢ih komponenata. To
su epruvete za prikupljanje uzoraka, komercijalno dostupan pakets a reagensima potrebnim za
analizu, kontrolni uzorci (tumorske stanice u visokoj i niskoj koncentraciji), sustav za
automatiziranu i standardiziranu pripremu uzoraka, nosa¢ kazeta za magnetsku separaciju stanica

te fluorescentni analizator povezan sa odgovaraju¢im softverom i suceljem za obradu stanica.



Slika 2. CellSearch ® uredaj za imunomagnetsku analizu cirkuliraju¢ih tumorskih

stanica.(preuzeto sa: www.cellsearch.com)

Prvi korak je prikupljanje uzoraka. Uzorak za analizu CTC-a je puna krv u volumenu 7,5 mL.
Budu¢i da su CTC osjetljive stanice podlozne degradaciji, krv se prikuplja u specijalizirane
CellSave epruvete (Jannsen Diagnostics) koje omogucuju stabilizaciju stanica na sobnoj
temperaturi. Uzorci se obraduju 96 sati nakon prikupljanja u klasiéne CellSave epruvete. U slucaju
analize vijabilnih stanica ili istraZivanja RNA ekspresije u CTC, preporucuje se uzorkovanje krvi

na EDTA i obrada unutar 24 sata (de Wit i sur., 2014).

Nacelo metode je imunomagnetska analiza. Tehnologija koristi ferofluidne nanocestice
funkcionalizirane EpCAM antitijelima koja omogucuju magnetsku separaciju EpCAM pozitivnih
stanica od ostalih komponenti krvi nakon centrifugiranja. Slijedi imunofluorescentno obiljezavanje
CTC-a pomocu antitijela na citokeratine (CK 8, 18 1 19) koji su specificni za tumorske epitelne
stanice. Nadalje, vrsi se identifikacija kontaminiraju¢ih leukocita koriStenjem antitijela na CD45
zajednicki leukocitni antigen. Konacno slijedi bojanje jezgre stanica pomocu boje DAPI (4',2'-
diamidino-2-fenilindol dihidroklorid).

Uzorci se pripremaju za analizu pomoc¢u kazete za magnetsku separaciju. Magnetsko polje

omogucuje razdvadajanje stanica tako da svaka pojedina¢na stanica prolazi kroz detektor Koji
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biljezi signal na temelju fluorescencije. Sustav selektira i registrira EpCAM+/CK+/CD45-/DAPI+
stanice kao potencijalne CTC kandidate te ih pomocu softvera prezentira krajnjem korisniku
sustava za interpretaciju rezultata. Rezultat se biljezi kao broj CTC/7,5 mL pune krvi (Swennenhuis

i sur., 2016; www.cellsearch.com).

ti-EpCAM ferofluidi

_anti-CD45
antitijela

anti-CK antitijela
AL l leukociti

: ® l
CTC identifikacija o, -
= E\-?A @
* EpCAM + \.)

* DAPI +
>~
magnetska kazeta sa uzorkom

* CD45 -
Slika 3. Shematski prikaz izolacije cirkulirajué¢ih tumorskih stanica pomocu CellSearch®

tehnologije. Sustav izolira i identificira CTC koje imaju jezgru (DAPI+), eksprimiraju epitelne
biljege, tj. citokeratine (CK+) i epitelnu adhezijsku molekulu EpCAM (EpCAM+) te ne
eksprimiraju leukocitni antigen CD45 (CD45-) (Preuzeto i prevedeno iz Truini i sur., 2014).

Sli¢na platforma detekcije CTC-a je AdnaTest (AdnaGen AG) kod koje se izolacija i obogacivanje
ostvaruje pomocu magnetskih Cestica oblozenih antitijelima. AdnaTest koristi vise antitijela koja
su specifi¢na za pojedini tip tumora (karcinom dojke, prostate, jajnika i kolona) (Ferreira i sur.,
2016).

MagSweeper, imunomagnetska tehnologija za izolaciju i obogacivanje moze izolirati CTC visoke

Cistoce. Funkcionalni dio uredaja je robotski kontrolirana magnetska ruka koja izolira CTC iz
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uzorka. Postupak izolacije sastoji se od tri koraka: hvatanje Zeljenih stanica, ispiranje i otpustanje
nezeljeznih stanica. Uzorak se pomijeSa sa magetskim cCesticama oblozenim tumorskim
antitijelima. Razrijedeni uzorci krvi, koji su prethodno oznaceni magnetskim cesticama, ubacuju
se u jazice. Magnetska Sipka (ruka) prolazi kruznim pokretima iznad jaZica sa uzorkom te izdvaja
magnetski obiljezene CTC. Nakon prolaska kroz ¢itavo podrucje, slijedi pranje kako bi se uklonile
slabo vezane nezeljene stanice. Nezeljene neoznacene kontaminirajuce stanice se otpustaju. Proces

se ponavlja dok se ne dobiju CTC visoke cisto¢e (Preuzeto sa Talasaz i sur., 2009).

hvatanje (izolacija) ispiranje otpustanje

:;’I::Zj;'f] Hlﬂ ]

-|‘.I"I é‘;:I;:;‘ﬂg:-j : Z.{:'n.; 3

Slika 4. Shematski prikaz imunomagnetske izolacije CTC-a pomo¢u MagSweeper tehnologije.
Postupak izolacije sastoji se od tri koraka: ,hvatanje* magnetski obiljezenih stanica, ispiranje

stanica te otpuStanje kontaminirajuéih stanica (Preuzeto i prevedeno sa Talasaz i sur., 2009).

Obecavajuce podrucje analize CTC-a su mikroc¢ipovi i mikrofluidni uredaji, kao $to su CTC-
Chip, GEDI i OncoCEE. Mikrofluidi, tzv. ,, laboratorij na c¢ipu* multidisciplinarno su podrucje
koje proucava ponasanje fluida na mikroskali. Mikrofluidni uredaji su mali, potpuni analiticki
sustavi koji imaju integrirane sve potrebne komponente za analizu uzorka, u ovom slu¢aju izolaciju
CTC-a.

Prvi mikrofluidni uredaj CTC-Chip dizajniran u svrhu izolacije CTC-a razvijen je 2007. godine.

Sastoji se se od mikropostroja koji je kemijski funkcionaliziran anti-EpCAM antitijelima.
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Geometrijski raspored povrsine uredaja i kontrola protoka tekucine optimizirana je za u¢inkovito
hvatanje CTC-a na povrsinu uredaja. Pomocu ove tehnologije, uspjesno su izolirane CTC iz
periferne krvi bolesnika sa metastatskom bolesti (plu¢a, dojke, prostate, kolona i gusSterace)

(Ferrreira i sur., 2016).

Imunokemijska mikrofluidna tehnologija GEDI testirana je na bolesnicima sa rezistentnim
karcinomom prostate. Sustav kombinira pozitivnu selekciju pomocu mikrocipa s antitijelima na
specificni membranski antigen prostate i hidrodinamicku kromatografiju koja izolira stanice na
temelju veliCine. Studija je provedena s ciljem molekularne karakterizacije CTC-a u svrhu pracenja

I otkrivanja nove mete antitumorske terapije (Kirby i sur., 2012).

Uz nisku koncentraciju CTC-a u krvi, kriticni korak za analizu CTC-a je mali ili nedovoljan
volumen krvi onkoloskih bolesnika, stoga su razvijeni uredaji za direktnu in vivo izolaciju CTC-
a, kao sto je GILUPI nanodetektor. Tijekom 30-minutne primjene uredaja u venu podlaktice, velik
volumen krvi prolazi kroz uredaj. Unutar uredaja, do 1,5L krvi prolazi kroz “screening” podrucje
oblozeno antitijelima na EpCAM te se velik broj CTC-a uspjes$no veze. PovrSina nanodetektora
moze biti oblozena i specifi¢nim tumorskim antitijelima, a CTC se skidaju za imunocitokemijsku
ili molekularnu analizu. Studija sa klini¢kim uzorcima bolesnika sa karcinomom dojke i pluca
pokazala je kako GILUPI aparatura uspjesno izolira CTC. Uredaj je biokompatibilan i bez
nuspojava nakon primjene (Saucedo-Zeni i sur., 2012).

Izolacija i obogacivanje CTC-a temeljeno na biofizikalnim karakteristikama dobiva na
popularnosti zbog izolacije neovisne o antitijelima. Takve metode koje se koriste za analizu stanica
su opticka mikroskopija 1 protocna citometrija, a temelje se na razlici morfoloSkih karakteristika 1
veli¢ine CTC-a u odnosu na leukocite.

Centrifugiranje je jedna od prvih metoda izolacije CTC-a. OncoQuick® metoda kombinira
centrifugiranje u gradijentu gustoce s filtracijom uz pomo¢ mikroporozne membrane za separaciju
stanica. lako jednostavna i jeftina metoda, koristi se kao poc¢etni korak analize CTC-a u kombinaciji

s drugim metodama zbog kontaminacije leukocitima.

Mikrofiltracija je metoda sepracije na temelju razlika u veli¢ini izmedu manjih leukocita i vecih

CTC-a. Komercijalno dostupni uredaji su ISET® i ScreenCell®. U ovim metodama, razrijedena
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krv propusta se kroz mikroporozni filter nasumi¢no rasporedenih pora koji propusta leukocita, a

zadrzava (izolira) CTC (Ferrreira i sur., 2016).

1.5.2. Strategije detekcije i karakterizacije cirkulirajuc¢ih tumorskih stanica

Strategije detekcije i karakterizacije CTC-a slijede izolaciju CTC-a zbog potpune eliminacije
leukocita 1 potvrde na stani¢noj razini da se zaista radi o CTC. Generalno, postoje dva osnovna
pristupa detekciji i karakterizaciji CTC-a: (1) metode temeljene na proteinima i (2) metode temelje

na nukleinskim kiselinama.

Imunoflorescencija i proto¢na citometrija su metode detekcije i karakterizacije CTC-a temeljene

na proteinima.

Najc¢es¢a metoda za detekciju CTC-a na temelju proteina je imunoflorescencija. Koristi
fluorescentno obiljezena antitijela, a ukljucuje florescentnu mikroskopiju ili specificne vrste
bojanja stanica ovisno o fenotipu tumorske stanice. Prednosti imunofluorescencije su vizualna
potvrda proteinske ekspresije i lokalizacije, mogucénost istovremene analize viSe proteina i
kvantifikacija proteinske ekspresije. Nedostaci su niska osjetljivost te slaba komercijalna
dostupnost specifiénih antitijela za ovu primjenu. U proto¢noj citometriji fluorescentno
obiljezene CTC prolaze kroz snop laserske svjetlosti. Informacija o individualnoj stanici dobiva se
na temelju rasapa svjetlosti i fluorescencije koji opisuju oblik stanice, veli¢inu, granuliranost i
ekspresiju biljega Sto omogucuje klasifikaciju stanica. Prednosti protoCne citometrije su
multimarkerska analiza na razini pojedinac¢ne stanice, mogucnost sortiranja CTC-a u subpopulacije
i dostupnost metode u rutinskoj hematoonkologiji. S druge strane, nedostaci su niska osjetljivost

zarijetke populacije CTC-a te nemoguénost razlikovanja CTC-a i leukocita (Lowes i Allan, 2018).

Metode temeljene na nukleinskim kiselinama su standardne metode molekularne biologije: RT-
PCR, Fluorescentna in situ hibridizacija (FISH) te sekvenciranje. Cilj ovih metoda je detekcija

specifi¢nih tumorskih transkripata za potvrdu prisutnosti CTC-a u pozadini ostalih krvnih stanica.

RT-PCR koristi se za detekciju ciljanih transkripata i karakterizaciju CTC (primjerice odredivanje
HER2, ER, PR statusa kod karcinoma dojke). Prednost ovih metoda je moguénost analize viSe gena

istovremeno iz malog volumena uzorka §to je nuzno u istrazivanjima CTC-a. Florescentna in situ
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hibridizacija (engl. Fluorescence in situ hybridization, FISH) moze se koristiti za detekciju i
karakterizaciju CTC-a s ciljem otkrivanja promjena u individualnim genima ili kromosomima
(Lowes i Allan, 2018). Sekvenciranje se smatra idealnim odabirom za karakterizaciju CTC-a jer
moze koristiti genomsku DNA i1 cDNA, stoga je mocan alat za analizu specificnih genomskih
aberacija. Prednost sekvenciranja genoma CTC-a je sposobnost otkrivanja promjene na razini
jednog nukleotida, a takve mutacije rezultiraju razli¢itim fenotipovima bolesti i predvidaju odgovor
na terapiju. Metode sekvenciranja su automatizirane i kvalitativne, stoga se lakse interpretiraju.
Nedostatak tehnologije je nemoguénost analize na razini pojedinacne stanice, kao 1 vizualne
potvrde izvora amplificiranog transkripta. Smatra se da je potreban minimum od 50 CTC-a za

pouzdane rezultate $to je znacajno vise nego u klini¢kim uzorcima (Lowes i Allan, 2018).
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1.6. ScreenCell ® tehnologija za izolaciju cirkulirajuc¢ih tumorskih stanica

ScreenCell ® tehnologija je jednostavna neinvazivna metoda izolacije rijetkih ili atipi¢nih
cirkuliraju¢ih stanica iz pune krvi ili drugih tjelesnih teku¢ina. Omogucuje jednostavnu izolaciju
cirkuliraju¢ih tumorskih stanica u reproducibilnim i standardiziranim uvjetima. Pogodna je za

analizu fenotipskih i genotipskih obiljezja te funkcionalnu karakterizaciju CTC-a.

Princip izolacije je mikrofiltracija, odnosno selekcija stanica na temelju veli¢ine. U uredaju se
nalazi okrugli filter hidrofilne povrsine s cilindricnim porama definirane veli¢ine za izolaciju zivih
ili fiksiranih stanica. Kako krv prolazi kroz mikroporoznu membranu, tako se se CTC zadrzavaju
na filteru. Iako zna€ajno manje koncentracije, CTC su vece 1 rigidnije od krvnih stanica, stoga se
uspjesno zadrzavaju na filteru, dok leukociti, trombociti i eritrociti slobodno prolaze. ScreenCell ®
tehnologija razvijena je kao jeftina i kompaktna, s ciljem izolacije CTC-a bez potrebe za velikom
i skupom aparaturom. Uredaj je kompatibilan sa svim relevantnim stani¢énim i molekularnim

metodama analize koje su potrebne za identifikaciju i karakterizacije CTC-a.
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Slika 5. ScreenCell ® MB aparatura za izolaciju cirkuliraju¢ih tumorskih stanica.

(Preuzeto i prevedeno iz komercijalno dostupnog paketa ScreenCell MB KIT, ref. MB 3LC).
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Na trzistu postoje razlicite konfiguracije ScreenCell ® aparature ovisno o ciljevima i zahtjevima
analize CTC-a. Uredaji dijele temeljno nacelo izolacije uz dodatak specijaliziranih karakteristika
koje zahtjeva pojedina vrsta analize. , Molecular biology* ScreenCell MB® Koristi se za
genomsku karakterizaciju zivih stanica s ciljem sekvenciranja genoma u svrhu identifikacije
specificnih mutacija. ,, Cell Culture* ScreenCell CC® sustav je za izolaciju zivih CTC-a te se
koristi prilikom funkcionalne karakterizacije stanica s ciljem istrazivanja procesa metastaziranja ili
detekcije CTC-a sa potencijalom formiranja metasaza. ,, Cytology* ScreenCell Cyto® sustav
koristi fiksirane stanice s ciljem kvantifikacije i1 morfoloSke karakterizacije stanica

(www.screencell.com).
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2. OBRAZLOZENJE TEME

Zloc¢udni tumori su drugi naj¢eséi uzrok smrti u Hrvatskoj i u veéini razvijenih zemalja, odmah iza
kardiovaskularnih bolesti. Za lijeCenje onkoloskih bolesnika, od iznimne je vaznosti rano
otkrivanje prisutnosti karcinoma, odabir najprikladnije terapije, prac¢enje terapijskog odgovora,
rano otkrivanje rezistencije na terapiju i povratka bolesti. Stoga, uvodenje novih vrlo osjetljivih i

specificnih dijagnostickih postupaka je od velike znacajnosti.

Cilj ovog rada je prikazati metode i tehnologije za izolaciju cirkuliraju¢ih tumorskih stanica.
Cirkuliraju¢e tumorske stanice u krvi su stanice podrijetlom iz primarnog epitelnog tumora,
eksprimiraju epitelne biljege 1 vece su stanice od stanica leukocitne loze. Cirkuliraju¢e tumorske
stanice, uz druge biomarkere kao Sto su tragovi RNA ili DNA porijeklom iz stanica karcinoma u
krvi, mogu se upotrijebiti od utvrdivanja prisutnosti bolesti do odabira ciljane terapije. Intenzivan
razvoj razliitih tehnologija tijekom istrazivanja molekularnih meta za ciljanu terapiju u velikoj
mjeri se oslanja na moguénostima tzv. tekuce biopsije, minimalne invazivne tehnike za detekciju
molekularnih biomarkera. Ta jednostavna i neinvazivna alternativa biopsije tkiva omogucava

otkrivanje niza informacija o bolesti ili tumoru pomocu analize krvi bolesnika.

U ovom diplomskom radu razmatrati ¢e se prednosti i nedostaci pojedinih metoda za izolaciju
cirkuliraju¢ih tumorskih stanica, kao sto su: Cellsearch® tehnologija, MagSweeper sustav i
mikrofluidni uredaji te ¢e se prikazati rezultati izolacije tumorskih stanica karcinoma dojke MDA-

MB-231 iz krvi dobiveni pomocu ScreenCell® sustava.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. KoriStenje kemikalije i pribor
e Odmrzavanje, presadivanje i uzgoj stanica karcinoma dojke MDA-MB-231:

1) Dulbecco modificirani Eagle-ov medij za uzgoj stanica (engl. Dulbecco modified Eagle medium,
DMEM) (Sigma-Aldrich)

2) fetalni govedi serum (engl. Fetal Bovine serum, FBS) (Gibco)
3) Otopina antibiotika i antimikotika (engl. Antibiotic Antimycotic Solution) (Sigma-Aldrich)
4) L- glutamat (Sigma-Aldrich)

5) otopina fosfatnog pufera (engl. phosphate buffered saline, PBS), 137 mM NacCl, 2,7 mM KClI,
1,4 mM KH2PO4, 4,3 mM Naz:HPO4 x 7H20; sterilno filtrirano

6) 0,05 % tripsin - EDTA (Gibco)
7) Trypan plavilo boja (Sigma-Aldrich)
8) May-Griinwald Giemsa boja (Sigma-Aldrich)
9) 37 °C/5 % CO02 inkubator
¢ Izolacija cirkuliraju¢ih tumorskih stanica pomocu ScreenCell ® MB sustava:
1) ScreenCell ® MB kit (cat #MB 3LC)
2) ScreenCell® LC pufer (ScreenCell, Francuska)
3) Uzorci pune krvi (EDTA antikoagulans)
4) Fetalni govedi serum (FBS) (cat # 30-2020, ATCC)
5) Plocica za uzgoj stanica sa 24 jazice (cat #353047)
6) 70 % etanol
7) Sterilne pipete i pinceta

8) Sterilni kabinet za uzgoj stanica
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3.2. MDA-MB-231 stani¢na linija karcinoma dojke

MDA-MB-231 stani¢na je linijja humanog karcinoma dojke. Obiljezja Stanica su invazivnost,
agresivnost i slaba diferencijacija. To su trostruko-negativne stanice raka dojke bez ekspresije
estrogenskog i progesteronskog receptora i HER2. To su medusobno adherentne stanice epitelnog
porijekla koje rastu u jednom sloju pri¢vrs¢ene za podlogu. Uzgajaju se u DMEM teku¢em mediju
s dodatkom 10 % FBS-a na temperaturi od 37 °C. (www.phe-culturecollections.org.uk).

MDA-MB-231 ucestalo se koriste kao in vitro model za istrazivanje hormon neovisnog raka dojke.
U svrhu ovog ispitivanja, dodane su u punu krv u razli¢itim koncentracijama te predstavljaju
simulaciju cirkuliraju¢ih tumorskih stanica. Uzgoj i rast stanica karcinoma dojke prethodi izolaciji

“CTC” (MDA-MB-231 stanica) u punoj krvi s ciljem evaluacije ScreenCell ® MB sustava.

Slika 6. MDA-MB-231 stani¢na linija humanog karcinoma dojke. Mikrografija predstavlja nativan

uzorak slikan inverznim mikroskopom Leitz Wetzler, Germany pri povec¢anju od 200x.

Postupak kultiviranja: Stanice humanog karcinoma dojke MDA-MB-231 pohranjene su u spremnik
s teku¢im dusikom na 196 °C. Nakon odmrzavanja, stanice se u sterilnim uvjetima pipetom prenesu

u epruvetu od 15 mL te se doda 10 mL kompletnog hranjivog medija. Medij sadrzi DMEM,
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antibiotik, antimikotik, FBS, faktore rasta i glutamat. Stani¢na suspenzija se centrifugira 5 minuta
na 500 g, a zatim se hranjivi medij uklanja vakuum pumpom. Talog se resuspendira u 9 mL
hranjivog medija te se stani¢na suspenzija podjeli na 3 jednaka dijela i prenese u bocice za uzgoj
stanica u koje je dodano po 3 mL kompletnog hranjivog medija kako bi ukupan volumen bio 6 mL.
MDA-MB-231 stanice promatraju se pod inverznim mikroskopom Leitz Wetzler, Germany te se
pohranjuju u inkubator pri 37 °C pri 5 % CO». Tijekom rasta stanica potrebna je redovita promjena
medija. Morfologija i konfluentnost stani¢ne kulture prati se promatranjem pod inverznim
mikroskopom. Nakon postignute odgovarajuc¢e konfluentnosti, stanice se rasaduju. Hranjivi medij
se uklanja te se stanice jednokratno ispiru sa 3 mL PBS-a koji se uklanja. Zatim se dodaje se 1 mL
tripsina kako bi se stanice odvojile od podloge. Inkubira se 3 minute i mehanicki protrese. Stani¢na
suspenzija se razrjeduje dodatkom 11 mL medija kako bi se postigao ukupan volumen od 12 mL i
sprijecilo Stetno djelovanje tripsina (buduc¢i da medij sadrZi inhibitore tripsina). Stani¢na suspenzija
se resuspendira te se polovica volumena odvoji (presaduje) u novu bo¢icu za uzgoj stanica. Nadalje,
stanice je potrebno prebrojiti pomoc¢u hemocitometra. Izvaja se 100 uL reprezentativnog uzorka
stani¢ne suspenzije te se dodaje 100 uL. Trypan blue boje. Dio stani¢ne suspenzije prenosi se
automatskom pipetom tako da se vrh pipete postavi uz rub pokrovnice i tekucina kapilarnim
efektom ulazi ispod stakalca. Iz poznate veli¢ine kvadratica i koli¢ine pripremljene suspenzije

izracuna se broj stanica u suspenziji.

3.3. Uzorci pune krvi

Sakupljeni su uzorci pune krvi zdravih donora izvadenih u K2-EDTA epruvetu. Uzorci su
pribavljeni i dostavljeni iz Hrvatskog Zavoda za transfuzijsku medicinu u skladu s eti¢kim
nacelima i prema dobroj laboratorijskoj praksi.

Buduc¢i da je maligna bolest hiperkoaguabilno stanje, uzorkovanje krvi na EDTA antikoagulans
klju¢an je korak prije analize cirkuliraju¢ih tumorskih stanica. EDTA krv mora biti homogenizirana
neposredno nakon uzorkovanja, pohranjena na 4 °C i koristena unutar 4 sata. Takoder, EDTA krv
nije pozeljno pohranjivati na led, budu¢i da na temperaturama nizim od 4 °C dolazi do aktivacije

faktora zgruSavanja.
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Od ukupno 10 uzoraka na raspolaganju, odabrano je 5 reprezentativnih uzoraka, dok je ostatak
odbacen uslijed izraZzene lipemije. Krv s EDTA epruvetama pohranjuje se na 4 °C na do izolacije

CTC-a (prema protokolu proizvodaca - ScreenCell ® MB; ref. MB 3LC).

3.4. Priprema uzoraka pune krvi sa tumorskim stanicama MDA-MB-231

Nakon postizanja odgovaraju¢e konfluentnosti, stanice su tripsinizacijom odvojene od podloge.
Obojane su Trypan blue metodom i prebrojane pomoc¢u hemocitometra. Pripremljena je mati¢na
otopina MDA-MB-231 iz koje se nizom razrijedenja uz odgovaraju¢i volumen medija prireduju
stanicne suspenzije (500 pL) razli¢itih koncentracija (50, 250, 500, 2500 stanica/mL stani¢ne
suspenzije). Pripremljene suspenzije stanica karcinoma dojke dodanesu u punu krv. Tako su
dobiveni uzorci pune krvi sa poznatom koncentracijom tumorskih stanica MDA-MB-231 koji se

koriste za izolaciju ,,CTC-a“ pomoc¢u ScreenCell ® sustava.

Tablica 1. Priprema suspenzija MDA-MB-231 stanica karcinoma dojke iz mati¢ne otopine i

odgovarajuc¢eg volumena medija za uzgoj stanica.

Koncentracija MDA- | Volumen mati¢ne Volumen Ukupni Volumen

MB-231 u stani¢noj | otopine MDA-MB- | medija za uzgoj | otopine stani¢ne
suspenziji /broj 231 (uL) stanica (uL) suspenzije (uL)
stanica

50 10 490 500

250 50 450 500

500 100 400 500

2500 500 - 500

Nakon pripreme otopina razli¢itih koncentracija stanica, potrebno je prirediti uzorke krvi koji se
koriste za izolaciju tumorskih stanica. Slijedi postupak prijenosa priredenih tumorskih stanica
karcinoma dojke MDA-MB-231 u uzorke humane pune krvi zdravih donora kako bi se dobili

uzorci sa poznatom koncentracijom ,,CTC* te izolacija ScreenCell ® MB tehnologijom. ,,CTC* jer
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su MDA-MB-231 umjetno dodane cirkuliraju¢e tumorske stanice i koriste se u svrhu evaluacije
metode.

Prethodno pripremljene otopine MDA-MB-231 stanica definiranih koncentracija i volumena 500
uL dodaju se u punu krv kako bi ukupan volumen uzorka bio 5 mL. Uzorci pune Krvi
homogenizirani su na standardiziran nac¢in mehanickim preokretanjem 10 puta te pomijesani sa
odgovarajucom stani¢nom suspenzijom stanica. Dobiveni uzorci pune krvi sa ,,CTC* (MDA-MB-

231) su ponovo homogenizirani mijeSanjem.

Tablica 2. Priprema uzoraka pune krvi za izolaciju ,,CTC* ScreenCell ® sustavom. Uzorci poznate
koncentracije ,,CTC*“ dobiveni su postupkom prijenosa stani¢nih suspenzija MDA-MB-231

karcinoma dojke u punu krv zdravih donora.

Uzorak Broj stanica/mL pune Volumen pune | Volumen MDA- Ukupan
Krvi krvi (mL) MB-231 stani¢ne volumen

suspenzije (mL) | uzorka (mL)

1. 0 - kontrola 4,5 0,5 (0 stanica) 5
2. 10 4,5 0,5 (50 stanica) 5
3. 50 4,5 0,5 (250 stanica) 5
4. 100 4,5 0,5 (500 stanica) 5
5. 500 4,5 0,5 (2500 stanica) |5

Prije analize i postupka izolacije tumorskih stanica ScreenCell ® sustavom, napravljen je krvni
razmaz MDA-MB-231 stanica bojanjem po Pappenheimu. Ovaj postupak je standardna metoda
bojanja u hematologiji. Na nativne preparate se u kadici za bojanje nanese May-Grunwald boja, a
nakon 5 minuta, Giemsa boja koja stoji otprilike 15 minuta. Slijedi ispiranje destiliranom vodom i
suSenje preparata na zraku. Bojenje omogucuje razlikovanje bazofilnih od acidofilnih elemenata
stanica. Morfologija stanica promatrana je inverznim mikroskopom kako bi se utvrdila kvaliteta
uzoraka pune krvi, odnosno integritet i oCuvanost krvnih stanica te dodanih MDA-MB-231 stanica

karcinoma dojke.
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3.5. ScreenCell® sustav za izolaciju cirkuliraju¢ih tumorskih stanica

ScreenCell ® uredaj je neinvazivan, jednostavan, brz i u¢inkovit jednokratan sustav za izolaciju
rijetkih tumorskih stanica iz pune krvi mikrofiltracijom, odnosno izolacijom na temelju veli¢ine.

Aparatura je je vrlo malena i kompaktna, svega 19 cm $to ju €ini jednostavnom za rukovanje.

Sastoji se od filtracijskog spremnika s gornje strane i plasti¢nog drzaca s donje strane. Izmedu je
specifi¢ni mikroporozni membranski filter koji je ucvrséen pomocéu pomicne kapsule te vakuum
epruveta. Okrugli ravni filter graden je od polikarbonatnog materijala debljine 18 um sa glatkom
hidrofilnom povr§inom. Veli¢ina pora je kalibrirana (7.5+0,36 um ili 6.5+033 um ovisno jesu li
stanice zive ili fiksirane) te su nasumicno distribuirane po filteru (1 x 10° pora/cm?). Krv prolazi
kroz mikroporoznu membranu te dolazi do filtracije na temelju veli¢ine. lako znacajno manje
koncentracije, CTC su vece 1 rigidnije od krvnih stanica te se zadrzavaju na filteru, dok leukociti,

eritrociti i trombociti slobodno prolaze u epruvetu.

U ovom eksperimentu Koristi se ScreenCell® MB za izolaciju cirkuliraju¢ih tumorskih stanica iz
pune krvi ¢ije je podrucje interesa molekularna analiza. Korisnost ScreenCell® MB sustava
analizirana je na seriji od 5 uzoraka od kojih je jedan kontrola, odnosno uzorak pune krvi bez
cirkuliraju¢ih tumorskih stanica. Ostali uzorci su pune krvi obogacene MDA-MB-231 stanicama
karcinoma dojke u definiranom koncentracijskom gradijentu. S ciljem evaluacije sustava i njegovih

karakteristika, pokriveno je podrucje od 10-500 tumorskih stanica/mL pune krvi.

U skladu s naSim protokolima i preporukama proizvodaca, 5 mL EDTA krvi sa MDA-MB-231
stanicama koje predstavljaju cirkuliraju¢e tumorske stanice preneseno je u sterilnu bocicu od 15
mL. Dodano je 1 mL ScreenCell ® LC pufera za razrijedivanje. ScreenCell ® LC pufer ujedno je
agens za blago liziranje eritrocita. Razrijedena krv se promijesa i inkubira na 2 minute na sobnoj
temperaturi. Zatim se dodaje 1,6 mL kompletnog medija za uzgoj stanica te se ponovo
homogenizira. Slijedi proces izolacije CTC-a ScreenCell® MB tehnologijom. U filtracijski
spremnik s gornje strane pipetom se prenese razrijedena krv. Ukloni se zaStitna membrana te se
umetne vakuum epruveta. Pritiskom prema gore, igla ScreenCell ® sustava probusi ¢ep te pocinje
protok krvi. Kako krv prolazi, tumorske stanice MDA-MB-231 zadrzavaju se na filteru, dok krv sa
preostalim stanicama prelazi u epruvetu ispod filtera. Nakon filtracije, pomicni plasti¢ni nosaé

ispod kapsule s filterom se ukloni. Postupak izolacije je obi¢no zavrsen unutar 3 minute. Ukoliko
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je potrebno vise od 5 minuta po protokolu, postoji sumnja na prisutnost mikro-agregata koji
onemogucavaju filtraciju do kraja te daljnju analizu CTC-a. Kapsula sa mikroporoznim filterom
na kojem su oCuvane izolirane CTC moze se izbaciti direktno u sterilnu Eppendorf epruvetu bez
RNAza od 1,5 mL za DNA i RNA ekstrakciju i molekularnu analizu. S obzirom na mali broj CTC-
a, u daljnjem postupku je ¢esto nuzan dodatni korak povecanja broja stanica uzgojem u stanic¢noj
liniji. U tom slucaju, nosa¢ s mikrofilterom sa stanicama prenese se 1 cm iznad jazice ploCica za
kulturu stanica prethodno inkubiranu minimalno 1 sat na 37 °C pri 5 % CO.., Filter sa stanicama
ispusti se u jazicu i uklopi sterilnom pincetom. Ostatak jednokratnog ScreenCell ® uredaja se
odbaci, a u jazicu se dodaje 200 puL medija za uzgoj stanica. Intaktne stanice uzgajaju se

standardnim procedurama uzgoja stanica u stani¢nim linijama.
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3.6. Pregled ostalih metoda za izolaciju cirkulirajuéih tumorskih stanica

U ovom teorijskom dijelu diplomskog rada koriStena je znanstvena i strucna literatura na temu
metoda i tehnologija za izolaciju cirkuliraju¢ih tumorskih stanica (CTC) koje se danas najceSce
primjenjuju u sklopu tekuce biopsije. Uz velik broj preglednih i originalnih radova objavljenih u
znanstvenim c¢asopisima, koriStene su razliite znanstvene internet stranice i stru¢ne knjige.
Pretrazivanje 1 pregled znanstvenih cClanaka u razli¢itim bibliografskim bazama podataka
provedeno je prema kljuénim rije¢ima: liquid biopsy,circluating tumor cells, CTC methods, CTC

technologies, CTC isolation CellSearch, ScreenCell, itd.

Od znacajnijih znanstvenih radova kao izvora informacija izdvajaju se:

e Alix-Panabiéres C, Pantel K. Circulating Tumor Cells: Liquid Biopsy of Cancer. Clinical
Chemistry 59:1, 2013, 110-118

e Andree KC, van Dalum G, Terstappen LW. Challenges in circulating tumor cell detection
by the CellSearch system. Mol Oncol, ozujak 2016, 10(3):395-407

e Desitter I, Guerrouahen BS, Benali-Furet N et al. A New Device for Rapid Isolation by Size
and Characterization of Rare Circulating Tumor Cells. Anticancer Research, 2011, 427-
442

e Ferreira MM, Ramani VC, Jeffrey SS. Circulating tumor cell technologies. Molecular
Oncology, 2016, 374-394

e J.Zhang, K.Chen, Z.H.Fan. Circulating Tumor Cell Isolation and Analysis. Adv Clin Chem,
2016, 75, 1-31
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4. REZULTATI

4.1. Priprema uzoraka pune krvi sa MDA-MB-231 tumorskim stanicama

Ucinkovitost nove metode za izolaciju CTC-a evaluira se tzv. , spiking* postupkom. Takvo
ispitivanje ukljucuje dodatak odredenoj broja tumorskih stanica iz odabrane kulture tumorskih
stanica (npr. stani¢ne linije dobivene porijeklom iz karcinoma dojke) u uzorak krvi zdravog donora.

Na taj nacin unaprijed je poznata koncentracija tumorskih stanica u krvi.

Koristili smo punu krv zdravih donora i uzgojene MDA-MB-231 stanice karcinoma dojke koje su
dodane u punu krv u definiranim koncentracijama: 0 (kontrola), 10, 50, 100 i 500 stanica/mL pune
krvi. Prije izolacije ScreenCell ® sustavom, napravljeni su krvni razmazi MDA-MB-231 bojanjem
po Pappenheimu. S ciljem procjene kvalitete priredenih uzorka pune krvi sa MDA-MB-231

tumorskim stanicama, preparati su promatrani svjetlosnom mikroskopijom.

Napravljene je mikrografije uzoraka pune krvi sa MDA-MB-231 tumorskim stanicama, §to u ovom
radu predstavlja uzorak sa ,,CTC* (Slika 7).
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Slika 7. Mikrografije uzoraka pune krvi zdravih donora sa razli¢itim koncentracijama MDA-MB-

231 stanica karcinoma dojke nakon bojanja metodom po Pappenheimu. Na mikrografiji (a) nalazi
se uzorak 0 (kontrola) bez tumorskih stanica, na mikrografiji (b) uzorak 1 sa 10 stanica/mL krvi,
na mikrografiji (c) uzorak sa 50 stanica/mL te na mikrografiji (d) uzorak 5 sa 500 stanica/mL Krvi.
Na temelju odabranih mikrografija, moze se uociti jasna razlika u veli¢ini i morfologiji tumorskih
stanica MDA-MB-231 (bijele strelice) i leukocita (plava strelica) krvi. Tumorske stanice MDA -

MB-231 su vece stanice nepravilnog oblika, sa vidljivom jezgrom.
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4.2. ScreenCell® sustav za izolaciju cirkulirajué¢ih tumorskih stanica

ScreenCell ® sustav za izolaciju cirkuliraju¢ih tumorskih stanica evaluiran je na temelju pet
uzoraka uzoraka pune krvi sa MDA-MB-231 tumorskim stanicama u koncentracijama 0 (kontrola),
10, 50, 100 i 500 stanica/mL pune Krvi.

Tijekom izolacije tumorskih stanica ScreenCell ® sustavom, kod Cetiri uzoraka su se pojavile
poteskoce vezane uz samu filtraciju krvi. Samo kod jednog uzorka je filtracija bila potpuna, bez

zaostajanja krvi iznad filtera.

Kod uzoraka krvi sa 10, 50 i 100 stanica/mL krvi te kod kontrolnog uzorka bez tumorskih stanica

doslo je do zacepljenja sustava i zbog toga do neupjesne izolacije MDA-MB-231 tumorskih stanica
iz krvi (Slika 8).

Uspjesno izolirane MDA-MB-231 tumorske stanice u koncentraciji 500 stanica/mL pune krvi
nalaze se na filteru ScreenCell ® sustava. Stanice su promatrane su inverznim mikroskopom kako
bi se procijenila upjesnost izolacije te su prikazani rezultati prije i nakon izolacije ScreenCell®

sustavom (Slika 9).
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Slika 8. ScreenCell ® sustav za izolaciju cirkulirajuc¢ih tumorskih stanica (CTC). Postupak
izolacije ,,CTC* (MDA-MB-231) iz pune krvi iz uzorka 1 s koncentracijom 10 stanica/mL krvi, iz
uzorka 2 sa koncentracijom 50 stanica/mL krvi, iz uzorka 3 sa koncentracijom 100 stanica/mL Krvi
te iz uzorka 4 sa koncentracijom 500 stanica/mL Kkrvi.
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Slika 9. Uzorak pune krvi sa ,,CTC* (MDA-MB-231) prije (a) i nakon (b) izolacije ScreenCell®
sustavom. Na slici (a) crne strelice pokazuju MDA-MB-231 stanice koje se razlikuju veli¢iinom i
morfologijom od ostalih stanica krvi. Na slici (b) plava strelica pokazuje izoliranu MDA-MB-231
stanicu iz krvi pomocu ScreenCell ®sustava. Nativni uzorci slikani inverznim mikroskopom Leitz

Wetzler, Germany pri povecanju od 200x.
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5. RASPRAVA

Maligna bolest drugi je vodeci uzrok smrtnosti. Za lijeCenje onkoloskih bolesnika vazno je rano
otkrivanje prisutnosti karcinoma, odabir adekvatne terapije, pracenje terapijskog odgovora,
otkrivanje rezistencije na terapiju i povratka bolesti. Stoga, razvoj novih dijagnostickih metoda od
velike je znacajnosti. Tekuca biopsija kao postupak omogucuje neinvazivan pristup informacijama
0 tumoru u vrlo kratkom vremenu, a cirkuliraju¢e tumorske stanice (CTC) kao biomarker imaju

velik potencijal za poboljSanje skrbi o onkolo§kom bolesniku.

Istrazivanja tehnologija izolacije CTC-a i daljnja klinicka ispitivanja su klju¢na za implementaciju
analize CTC-a u klini¢ku praksu u onkologiji u buduc¢nosti. Kako bi se CTC koristile kao biomarker
tekuce biopsije, metoda idealno mora otkriti §to je viSe moguce CTC-a u §to viSe moguce bolesnika.
Niska koncentracija CTC-a u krvi, zajedno sa velikom raznoliko$¢u subpopulacija CTC-a ¢ini
razvoj nove metode vrlo zahtjevnim. CTC u krvi prisutna je zajedno s velikim brojem ostalih krvnih
stanica. Tocnije, pojavljuju se u frekvenciji od 1 do 10 CTC po mL pune krvi kod bolesnika sa
metastatskom bolesti. Takvi rijetki dogadaji zahtjevaju osjetljivu i specifiécnu metodu sa
mehanizmom razlikovanja CTC-a od ostalih krvnih stanica. Upravo na toj razlici temelje se sve
trenutno dostupne metode. To mogu biti razlike na temelju fizikalno-kemijskih (veli¢ina, oblik,

gustoca) ili bioloskih osobina (ekspresija stani¢nih biljega) stanica.

Kao i svaka tehnologija s komercijalnim potencijalom, platforme za analizu CTC-a moraju biti
pouzdane, brze, jednostavne, relativno jeftine i prigodne za produkciju velikog broja uzoraka.
Dodatno, moraju imati sposobnost detekcije rijetkih stanica iz klini¢ki zna¢ajnog volumena krvi,
najcesc¢e 7,5 mL. Ovi zahtjevi formirali su standardne uvjete za evaluaciju metoda CTC-a koje
ukljucuju: efikasnost izolacije 1 detekcije CTC-a, Cistou uzorka i moguénost obogacivanja.
(Powell i sur., 2012). Medutim, predanalitika, priroda analize CTC-a i potvrda analiticke i klini¢ke
korisnosti testova tekuce biopsije ukazuju na potrebu za standardizacijom ovog podrucja. U Europi
i Americi su pokrenute inicijative s ciljem standardizacije predanalitickih zahtjeva i usporedbe

razli¢itih metoda tekuce biopsije kod istog bolesnika (Rossi i Ignatiadis, 2019 ).

Zadnje desetljece dolazi do pojave novih tehnologija za izolaciju CTC-a s razlicitim strategijama

analize CTC-a ovisno o cilju znanstvenog istrazivanja i klinicke primjene. Medutim, trenutno
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jedina odobrena metoda za pracenje bolesnika sa metastatskim karcinomom dojke, prostate i

kolona je CellSearch ® tehnologija.

5.1. CellSearch ®tehnologija

CellSearch® tehnologija najcesce je koristena metoda za analizu CTC-a. Pomocu nje napravljen
je najveci broj studija na razli¢itim vrstama tumora, a odobren je za klini¢ko pra¢enje bolesnika sa
metastastatskim karcinomom dojke, prostate i kolona. Trenutno predstavlja referentnu metodu
analize CTC-a te se rezultati dobiveni svakom novom metodom usporeduju sa rezultatima

dobivenim pomocu CellSearch® tehnologije.

CellSearch®tehnologija temelji se na imunomagnetskoj analizi za separaciju stanica. U metodi se
koristi pozitivna selekcija, odnosno detekcija tumorskih stanica pomocu specifi¢nih antitijela na
tumorske povrSinske biljege (antigene). Koriste se antitijela na adhezijsku molekulu EpCAM i na
citokeratine (CK) koji su specifi¢ni za epitelne stanice. Prema tome, ova metoda primjenjiva je

isklju¢ivo na tumore epitelnog porijekla koji eksprimiraju epitelne biljege.

Danas je poznato da postoji raznolikost populacija CTC-a. Kod 35 % pacijenata, ¢ak i sa
uznapredovalnom metastatskom bolesti CTC nisu detektabilne. Ovo zapazanje objasnjava se
fenomenom epitelno-mezehnimalne tranzicije (EMT). Prilikom epitelno-mezenhimalne tranzicije,
epitelne stanice mjenjaju svoj fenotip u mezenhimalni i gube ekspresiju epitelnih biljega (EpCAM,
CK). Ovi biljezi su meta vecine metoda za izolaciju CTC-a temeljenih na imunoafinitetu,
ukljucuju¢i i CellSearch® tehnologiju. Nedavne studije koje proucavaju molekularne
karakteristike CTC-a otkrivaju kako CTC mogu biti prisutne u vise fenotipova i subpopulacija:
epitelne, mezenhimalne i hibridne (epitelno-mezenhimalne). Pojava EMT povezuje se sa
agresivnim subtipovima maligne bolesti, rezistencijom na terapiju i lo$iji ishodom bolesti. Prema
tome, metode izolacije CTC-a na temelju detekcije epitelnih biljega propustaju agresivnu i
invazivnu populaciju CTC-a. Na temelju dosadasnjih saznanja, uofava se potreba za novim
metodama izolacije CTC-a koje nadilaze ovo ogranicenje metoda koje se temelje na EpCAM
molekuli (Lowes i Allan, 2018).

33



Iako je cesta kritika CellSearch® tehnologiji nemogucnost detekcije stanica bez ekspresije
epitelnih biljega, ova metoda je i dalje zlatni standard analize CTC-s buduci da je ovo podrucje

znanstvenog interesa relativno novo.

Kao nedostatak CellSearch® tehnologije istice se cijena. Radi se o velikom, skupom uredaju koji
trenutno nije pogodan za rutinski laboratorijski rad. Osim toga, zahtjeva iskusnog educiranog
korisnika, stoga se sve viSe paznje pridaje manjim, jeftinijim platformama za izolaciju CTC-a koje

su jednostavne za rukovanje, kao §to je ScreenCell ® sustav.

5.2. MagSweeper sustav

MagSweeper je imunomagnetska tehnologija za izolaciju 1 obogacivanje CTC-a visoke Cistoce.

Prednosti ove metode izolacije CTC-a je koristenje pune krvi bez predanaliti¢ke obrade, velika
Cistoca izoliranih CTC-a i izolacija CTC-a koje su Zive i intaktne.

Imunomagnetsko odvajanje stanica omogucuje procis¢ivanje CTC-a od kontaminiraju¢ih
leukocita. Kona¢na ¢istoca izoliranih CTC-a od interesa ovisi o specifi¢nosti korisStenih protutijela
koje se koriste za odabir Zeljenih tumorskih stanica. Kontaminacija moze biti posljedica adsorpcije
stanica na uredaj zarobljenih izmedu magnetskih Cestica kod koristenja velike koli¢ine magnetskih
Cestica koje su potrebne za obiljezavanje u slu¢aju velikih volumena uzorka (Talasaz i sur., 2009).
Kako se kod tekuce biopsije najéesce koristi volumen pune krvi 5-10 mL, dobivene CTC su 100

% Ccistoce. Postupak procis¢ivanja moZze se kontrolirati do postizanja Zeljene ¢istoce.

Puna krv sadrzi vise od 10° eritrocita po mL krvi koji mogu interferirati sa postupkom izolacije
CTC-a. S druge strane, predanaliticka obrada krvi, kao S§to je centrifugiranje ili liza eritrocita
dovode do smanjenja ucinkovitosti izolacije CTC-a uz gubitak stanica. Za razliku od vecine

tehnologija, MagSweeper Kkoristi punu krv bez centrifugiranja i lize eritrocita.

Dobivene CTC su Zive stanice visoke Cistoce sa ocuvanim nukleinskim kiselinama, stoga su
pogodne za daljnju molekularnu analizu koja je cesto ogranicena uslijed kontaminacije
leukocitima. MagSweeper je metoda validirana na klini¢kim uzorcima, a koristena je za genomsko
profiliranje u studijama nakolorektalnom karcinomu, karcinomu dojke i prostate (Ferreira i sur.,
2016).
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5.3. Mikrofluidni uredaji

Mikrofluidni uredaji su sustavi koji mogu obradivati i manipulirati izrazito male volumene (107
do 108 L) tekué¢ine uz pomo¢ kanala mikrometarskih dimenzija. Nedavno su mikrofluidni uredaji
imobilizirani razli¢itim ligandima (antitijela, aptameri nukleinskih kiselina) koja omogucuju
izolaciju tumorskih stanica iz slozenih tjelesnih tekucina.

Ovi kompaktni i prenosivi sustavi sa fleksibilno§¢u primjene prepoznati su kao mocna tehnologija
koja ¢e imati veliku ulogu u biomedicinskim analizama. Upravo iz tog razloga dolazi do razvoja
nove metodologije analize CTC-a temeljene na mikrofluidima. Danas je ovo podrucje razvijeno i
predstavlja novu platformu za izolaciju i karakterizaciju CTC-a iz periferne krvi. U tu svrhu mogu
se koristiti uredaji za izolaciju CTC-a kao $§to su CTC-Chip, GEDI i OncoCEE®.

Ranije spomenuti CTC-Chip koristi mikrofluidni sustav s imobiliziranim anti-EpCAM antitijelima.
Mikrofluidni uredaji omogucuju preciznu kontrolu protoka (brzine i smjera) tekucine, $to je vazno
u izolaciji stanica koja ovise 0 kontaktu izmedu stani¢nog antigena i antitijela Nedostatak ove
tehnologije je nemogucost obrade velikih volumena krvi u slucaju potrebe, dok je prednost
mogucnost direktne analize pune krvi bez predobrade uzorka. Nakon CTC-Chip-a, razvijena je
imunokemijska mikrofluidna tehnologija GEDI s poboljsanom geometrijom sustava kanala za
izolaciju CTC-a u svrhu vece ucinkovitosti. GEDI mikro¢ip kombinira uporabu antitijela na
specifi¢ni tumorski antigen i hidrodinami¢ku kromatografiju koja izolira stanice na temelju
veli¢ine. OncoCEE je mikrofluidni uredaj koji je napravio odmak od klasi¢nog pristupa izolacije
temeljene na anti-EpCAM antitijelima. Ova tehnologija koristi veci broj antitijela za izolaciju i
obogacivanje CTC-a. Koristi antitijela na specificne tumorske antigene (HER2, EGFR), ali i na
mezenhimalne biljege. Uzorci obradeni sa vise protutijela istovremeno omogucuju izolaciju CTC-
a vece ucinkovitosti, ukljucujuéi i izolaciju EpCAM negativnih stanica. Ovo predstavlja prednost
u odnosu na ostale metode buduci da su subpopulacije CTC-a koje ne eksprimiraju EpCAM
molekulu i mezenhimalne biljege propusteni referentnom CellSearch® tehnologijom (Ferreira i
sur., 2016).

Mikrofluidni uredaji imaju brojne prednosti nad konvencionalnih sustavima za ,hvatanje*
cirkuliraju¢ih tumorskih stanica. Zbog svoje veli¢ine, troSe malu koli¢inu reagensa i energije,
stvaraju malu koli¢inu otpada, a omogucuju visoku u€inkovitost, specificnost i osjetljivost izolacije

CTC-a (Zhang i sur., 2016).
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5.4. ScreenCell ®tehnologija

Izolacija CTC-a na temelju veli¢ine omogucuje jednostavnu i jeftinu izolaciju bez uporabe
antitijela. Jedna od komercijalno dostupnih platforma je ScreenCell® uredaj koji omogucuje
izolaciju CTC-a iz pune krvi mikrofiltracijom pomocu specijaliziranog filtera sa definiranom
veli¢inom pora. CTC su veée stanice od leukocita, stoga se zadrzavaju na filteru, dok leukociti
slobodno prolaze. ScreenCell ® je jednostavna, brza i efikasna metoda za izolaciju CTC-a iz pune

krvi i kompatibilna je sa svim metodama daljnje analize CTC-a.

Osnovni problem s kojim se susrece razvoj svake nove metode i tehnologije za analizu CTC-a je
da ispitanik ne zna postoji li prisutnost CTC-a u krvi onkoloskog bolesnika te ukoliko postoji, u
kojoj mjeri. Iz tog razloga, prilikom pocetke faze evaluacije metode CTC-a, ne koriste se klinicki
uzorci, ve¢ se evaluacija obavlja koriStenjem tumorskih stanica iz stani¢nih linija (npr. MDA-MB-
231 stani¢na linija karcinoma dojke). Takvo ispitivanje, tzv. spiking postupak, ukljucuje dodatak
stanica iz stani¢nih linija u zdravu krv donora u definiranim koncentracijama. Na taj nacin
unaprijed je poznata koncentracija CTC-a u krvi. U¢inkovitost metode se ispituje odredivanjem
broja stanica prije 1 nakon ispitivanog postupka (izolacije ili detekcije). Preporucuje se ispitivanje
metode na standardiziran nacin uporabom stanica iz razli¢itih stani¢nih linija na istom postupku s
ciljem optimizacije metode (Andree i sur., 2015 ).

Ucinkovitost izolacije i osjetljivost ScreenCell ® sutava pokazana je na studiji sa fiksiranim H2030
stanicama karcinoma pluca koje su dodane u EDTA krv zdravih donora. Mikropipetiranjem 2 i 5
stanica u 1 mL pune krvi dobiveni su uzorci za izolaciju CTC-a. U uzorcima koji su sadrzavali 5
stanica/mL krvi o¢uvano je 91 % stanica, dok je u uzorcima sa 2 stanice/mL krvi postignuto 74 %
o¢uvanosti stanica. Gubitak stanica pripisan je postupku mikropipetiranja, a ne procesu filtracije.
Nadalje, ispitana je vijabilnost i morfologija H2030 stanica nakon izolacije ScreenCell®
tehnologijom ¢ime je pokazano kako su stanice intaktne. Na temelju ovih rezultata pokazalo se
kako je ScreenCell® tehnologija osjetljiva, u€inkovita i reproducibilna, a oCuvane stanice Su

pogodne za daljnju analizu (Desitter i sur.,2011).

U naSem eksperimentu, koriStene su stanice MDA-MB-231 porijeklom iz karcinoma dojke koje

predstavljaju cirkuliraju¢e tumorske stanice. Nakon uzgoja stanica, nizom razrijedenja
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pripremljene su stani¢ne suspenzije. Stani¢ne suspenzije MDA-MB-231 dodane su u punu krv
zdravih donora. Na taj nacin dobili smo uzorke koji se koriste za izolaciju ,,CTC* ScreenCell®
sustavom. Na$i uzorci pune krvi sadrzavali su ,,CTC* (MDA-MB-231) u razliitim
koncentracijama, a kontrolni uzorak je uzorak pune krvi bez tumorskih stanica.

Kako bi se definirale znacajke testa, mora biti unaprijed poznat broj CTC, dok je stvarni broj CTC
u uzorcima bolesnika uvijek nepoznat i vrlo nizak. Cinjenica je kako stanice u stani¢noj kulturi
nisu jednake kao CTC u bolesnika (Powell i sur., 2012). Rezultati dobiveni kori§tenjem stanica iz
stani¢nih kultura nadilaze klinicka ocekivanja jer su stanice u kulturi homogene veli¢inom,
morfologijom i ekspresijom stani¢nih biljega, ali se i znatno razlikuju od leukocita u odnosu na
CTC u bolesnika (Ferreira i sur., 2016).

Prije analize i postupka izolacije tumorskih stanica ScreenCell® sustavom, napravljen je krvni
razmaz MDA-MB-231 bojanjem po Pappenheimu. s ciljem procjene kvalitete uzoraka pune krvi,
odnosno ocuvanost stanica. Na temelju promatranja razmaza mikroskopom, jasno se moze uociti
razlika u morfologiji izmedu MDA-MB-231 tumorskih stanica i stanica krvi. MDA-MB-231 su
vece stanice, nepravilna oblika, dok su leukociti i eritrociti znatno manji. Upravo ove razlike i jesu
temelj za izolaciju ScreenCell ® sustavom. Na temelju promatranja svjetlosnom mikroskopijom
moze se uociti da su stanice ouvane te se zakljucuje da su pripremljeni uzorci spremni za izolaciju

,,CTC “ ScreenCell® sustavom (Slika 7).

Izolacija cirkuliraju¢ih tumorskih stanica provodila se pomocu ScreenCell ® sustava. Konac¢ni
volumen razrijedenog uzorka je 7,6 mL §to je priblizno volumenu krvi od 7,5 mL koji se koristi u
referentnoj CellSearch® metodi. Tako razrijedena krv prenosi se na kolonu sustava te slijedi
izolacija. Nacelo izolacije je mikrofiltracija. Kako krv prolazi kroz filter, tumorske stanice MDA-

MB-231 zadrZavaju se na filteru, dok krv sa preostalim stanicama prelazi u epruvetu.

Postupak izolacije obi¢no je zavrSen unutar 3 minute. Ukoliko je potrebno viSe od 5 minuta za
izolaciju iz jednog uzorka, postoji sumnja na prisutnost mikro-agregata koji onemogucuju
filtraciju. U naSem slucaju, filtracija se provodila otprilike sat vremena i naposlijetku nije bila
uspjesna. Od ukupno pet uzoraka iz kojeg je pokusana izolacija ,,CTC-a“ (MDA-MB-231)
ScreenCell® sustavom, tumorske stanice su uspjesno izolirane iz samo jednog uzorka. To je uzorak
broj 5 najvece koncentracije sa 500 CTC-a po mL pune krvi. U ostalim uzorcima, sa

koncentracijom 10, 50, 250, pa i 0 (kontrola) doSlo je do zaCepljenja sustava, odnosno do
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zaostajanja krvi iznad filtera (Slika 8). Uspjesno su izolirane CTC iz uzorka u koncentraciji 500
stanica po mL pune krvi. Izolirane stanice MDA-MB-231 nalaze se na mikrofilteru, dok se puna
krv i ostatak uredaja odbacuje. Na temelju promatranja mikroskopijom, prije izolacije ScreenCell ®
sustavom “CTC” (MDA-MB-231) karakteristicne morfologije i veli¢ine nalaze se okruzene
velikim brojem stanica krvi. Moze se uociti tumorska stanica u pozadini velikog broja eritrocita i
leukocita.Nakon izolacije, moze se uociti uspjeSno izolirana tumorska stanica. Stanice Krvi

uspjesno su uklonjene, iako se moze uociti jos nekoliko zaostalih eritrocita (Slika 9).

S obzirom na mali broj CTC-a uzorku, a jo§ manji u klinickim uzorcima onkoloskih bolesnika,
Cesto je nuzan dodatni korak povecanja broja stanica uzgojem u stani¢noj liniji. Kao i kod
Magsweeper metode, izolirane stanice su intaktne i1 zive, prema tome pogodne za sve oblike
molekularne analize. Kod onkoloskih bolesnika, bitna je detekcija mutacija u terapijskim metama
i otkrivanje rezistencije na terapiju, stoga bi se ovaj sustav mogao Koristiti u tu svrhu. Prednost

ScreenCell® metode u odnosu na Magsweeper je neovisnost 0 EpCAM antitijelima.

Potrebna su dodatna ispitivanja na vecem broju uzoraka razli¢itih koncentracija na razli¢itim

stani¢nim linijama, a nakon toga i na klini¢kim uzorcima onkoloskih pacijenata.

Na temelju primjene ScreenCell® tehnologije za izolaciju CTC-a na malom broju uzoraka (5),
preliminarni rezultati pilot istrazivanja upucuju na prednosti i nedostatke ove metode.

Izolacija CTC-a na temelju veli¢ine ScreenCell® tehnologijom omogéuje brzu, jednostavnu
1zolaciju neovisnu o uporabi antitijela. Na temelju uvida u literaturne podatke, razlic¢ita istraZzivanja
izolirala su vec¢i broj CTC-a (veca ucinkovitost izolacije) pomocu ScreenCell® sustava nego §to je
to bilo referentnom CellSearch ® tehnologijom. Pretpostavlja se kako ScreenCell ® moze izolirati
stanice koje ne eksprimiraju epitelne biljege, odnosno EpCAM molekulu, kao i one koje su usle u
epitelnu-mezenhimalnu-tranziciju. Takoder, ScreenCell® sustav moze izolirati stanice iz manjeg

volumena (3-7) mL krvi nego $to je to CellSearch® u vrlo kratkom vremenu od svega par minuta.

lako jednostavna metoda pogodna za svakodnevni rutinski rad, ScreenCell ® metoda pokazuje i
ogranic¢enja i nedostatke. Postoji rizik od gubitka vrlo malih CTC-a koje imaju promjer manji od
promjera pora mikrofiltera uredaja. Nasuprot tome, te male stanice mogu biti detektirane pomoc¢u

CellSearch® sustava.
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Veliki nedostatak ScreenCell® tehnologije i metoda temeljenih na veli¢ini je potreba za
predanalitickom obradom krvi. Uzorci Cesto zahtjevaju uklanjanje i lizu eritrocita ili razrijedivanje.
U ovim metodama postoji velik rizik zacepljenja sustava, $to se dogodilo u nasem slucaju. Prva
pretpostavka bila je priprema prekoncentriranih uzoraka, medutim ova hipoteza je odba¢ena buduci
da je uspjesna izolacija bila u najkoncentriranijem uzorku. Takoder, kapacitet sustava koji se ne
smije premasiti ispitan od strane proizvodaca je 20 000 stanica po mL krvi. Budu¢i da je do
zacepljenja sustava doslo i u slucaju kontrolnog uzorka koji ne sadrzi tumorske stanice,
pretpostavka je da je uzrok neuspjesne izolacije neadekvatna kvaliteta uzoraka pune krvi. Prema
preporukama proizvodaca, izolacija ScreenCell ® sustavom preporuca se uciniti unutar 4 sata od
uzorkovanja krvi. U naSem slucaju, to nije bilo moguce, stoga se pretpostavlja da je doSlo do
zgruSavanja krvi koje je uzrokovalo zacepljenje ScreenCell® sustava. Pretpostavlja se da je

zacepljenje posljedica utjecaja matriksa uzorka, a ne samih tumorskih stanica u uzorku.

Prvi korak koji je bitan za pouzdanu analizu je pravilno uzorkovanje. Prilikom vadenja krvi, prvi
mililitar krvi mora biti eliminiran (koriStenjem male vakuum epruvete) buduc¢i da moze sadrzavati
epitelne stanice koze zaostale nakon postupka uzorkovanja iglom koje mogu biti pogresno
protumacene kao epitelne tumorske stanice. Buduc¢i da je maligna bolest hiperkoagubilno stanje,
preporucuje se izolaciju napraviti §to je prije moguce od uzorkovanja krvi. Za ScreenCell® sustav,
preporuke su 4 sata od uzorkovanja krvi, dok su za CellSearch® sustav 24-96 sati u slucaju
koristenja specijaliziranih CellSave epruveta. Poteskoce filtracije mogu biti posljedica matriksa
uzorka (prisutnost mikro-agregata, ugruska, proteina akutne faze) u klinickim uzorcima onkoloskih
bolesnika. Takoder, neke stanice bijele loze mogu biti zadrZane na nosac¢u za izolaciju sa CTC $to
je varijabilno od uzorka do uzorka. Vazno je napomenuti da je broj zaostalih leukocita nizi §to se

postupak provodi ranije u odnosu na uzorkovanje krvi.

Prema tome, predanalitika je klju¢na za analizu CTC-a.
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6. ZAKLJUCCI

e Cirkuliraju¢e tumorske stanice (CTC) su biomarker za identifikaciju terapijskih meta,
pracenje terapije u stvarnom vremenu (prediktivni znacaj) te procjenu rizika za metastatski

relaps ili progresiju bolesti (prognosticki znacaj).

e (CellSearch® imunomagnetska tehnologija je referentna metoda i zlatni standard izolacije i
detekcije CTC. FDA je odobrila ovu metodu za pracenje onkoloSkih bolesnika sa
metastatskim karcinomom dojke (2004.), kolona (2007.) i prostate (2008.).

e C(CellSearch® tehnologija primjenjiva je za tumore epitelnog porijekla. Osnovno obiljezje
metode je imunokemijska detekcija koriStenjem antitijela na povrSinski epitelni biljeg,
adhezijsku molekulu EpCAM. CTC koje ne eksprimiraju epitelne biljege ili ulaze u

epitelno-mezenhimalnu tranziciju (EMT) nece biti izolirane ovom metodom.

e Magsweeper imunomagnetska metoda omogucuje dobivanje zivih CTC visoke Cistoce bez
potrebe za predanalitickom obradom uzorka, §to je velika prednost u odnosu na ostale

metode.
e Mikrofluidni uredaji osiguravaju izolaciju CTC-a iz vrlo malenih volumena uzoraka uz
visoku ucinkovitost, specifi¢nosti osjetljivost te malu potrosnju reagensa u odnosu na ostale

metode.

e ScreenCell® tehnologija je jednostavna, kompaktna, brza i relativno jeftina metoda za

izolaciju CTC-a iz uzoraka pune Krvi.

o ScreenCell® izolacija ovisi o veli¢ini stanica, a ne o ekspresiji povrSinskih biljega, stoga je

primjenjiva za sve vrste tumora.
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U metodama temeljenim na principu mikrofiltracije, odnosno veli¢ini stanica postoji rizik
od zacepljenja sustava uslijed prisutnosti mikroagregata i/ili ugrusaka koji onemogucuju

izolaciju i daljnju analizu.
Za uspjesnu izolaciju CTC-a iz pune krvi pomocu ScreenCell ® sustava vrlo vazan je
predanaliticki kriterij. Prema preporukama proizvodaca krv se mora koristiti unutar 4 sata

od uzorkovanja.

Za rutinsku klini¢ku primjenu CTC-a u buduénosti, nuzna je standardizacija predanaliticke

i analiticke faze pojedinih metoda i tehnologija za izolaciju CTC-a.
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8. SAZETAK/SUMMARY

Podrugje primejene cirkulirajuc¢ih tumorskih stanica (CTC) raste s pojavom novih tehnologija koje
nude razli¢ite pristupe izolacije i karakterizacije CTC-a iz krvi i klinickom potvrdom CTC kao

tumorskog biomarkera.

CTC su stanice porijeklom iz primarnog tumora prisutne u perifernoj cirkulaciji te se koriste kao
multifunkcionalan biomarker za odabir terapije, pracenje maligne bolesti 1 otkrivanje rezistencije
na terapiju. CTC su vrlo rijetke stanice, stoga je potrebna osjetljiva metoda koja mora razlikovati
CTC od ostalih stanica krvi.

Cilj ovog diplomskog rada je prikazati metode za izolaciju cirkuliraju¢ih tumorskih stanica,
naglasiti prednosti i nedostatke pojedinih tehnologija te prikazati rezultate izolacije MDA-MB-231

tumorskih stanica karcinoma dojke dobivenih pomoc¢u ScreenCell ® sustava.

Referentna metoda izolacije i detekcije CTC-a je CellSearch® sustav, imunomagnetska
tehnologija koja se koristi za pradenje metastatskog karcinoma dojke, kolona i prostate. Temelji se
na detekciji epitelnih biljega, stoga je primjenjiva za tumore epitelnog porijekla. Danas se razvijaju
nove tehnologije koje ne zahtjevaju predanaliticku obradu uzoraka krvi, kao $to su Magsweeper ili
mikrofluidni uredaji, a omogucuju izolaciju CTC-a visoke specifi¢nosti 1 osjetljivosti. Interes raste
za metode izolacije koje su neovisne o ekspresiji epitelnih biljega na CTC te uporabi antitijela, veé
se temelje na fizikalnim obiljezjima stanica. Takva metoda je ScreenCell® tehnologija koja
omogucuje izolaciju CTC-a iz pune krvi na temelju mikrofiltracije. To je jednostavan uredaj koji

omogucuje brzu i u€inkovitu izolaciju, ali postoji rizik od zacepljenja sustava.

Pilot istrazivanje s ciljem evaluacije ScreenCell® sustava je pokusaj izolacije tumorskih stanica
MDA-MB-231 u razli¢itim koncentracijama iz pune krvi. Na temelju zapazanja i rezultata,
mozemo zakljuciti da je kvaliteta uzorka i1 vrijeme od uzorkovanja do analize CTC-a kljuc¢an

predananaliticki kriterij za uspjesnu izolaciju CTC-a iz pune krvi pomocu ScreenCell ® sustava.

Poboljsanje postojecih tehnologija i novi inovativni pristupi potvrduju klinicki znacaj CTC-a te

ubrzavaju uvodenje tekuce biopsije 1 analize CTC-a u klinicku praksu.
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The field of circulating tumor cells (CTCs) is expanding with the development of new technologies,
all offering different approaches for isolation and characterization of CTCs from blood. CTCs are
tumor-derived cells present in the peripheral circulation. They are used as multifunctional
biomarker for selection of therapy, monitoring and follow up of patients and detection of resistance
to therapy. CTCs are very rare cells, so detection requires a sensitive method able to differentiate

CTCs from hematopoetic cells.

The aim of this master thesis is to provide an overview of current methods for CTC isolation,
discuss the advantages and challenges of each technology and present the results of isolation of

MDA-MB-231 breast cancer cells from whole blood by using ScreenCell ® device.

CellSearch® system, immunomagnetic technology is the reference method for the CTC isolation
and detection. It is the only CTC technology approved by the FDA for monitoring patients with
metastatic breast, prostate and colorectal cancer. This method uses specific epithelial biomarkers
expressed on the cell surface to capture cells and is therefore suitable for tumors of epithelial origin.
New technologies, such as Magsweeper or microfluidic devices, do not require pre-analytical
processing of blood samples, but they offer CTC isolation of high specificity and sensitivity.
Strategies for CTC isolation based on biophysical properties have gained increasing popularity
because they are “label free”. One example is ScreenCell®, a simple and innovative non-invasive
technology for isolating CTCs from whole blood based on the microfiltration. It is a simple and
inexpensive device that provides fast and efficient isolation, but as size-based technology, have

risk of device clogging.

A pilot study was conducted to evaluate the ScreenCell® system. The goal is to isolate the MDA-
MB-231 breast cancer cells in different concentrations from whole blood. Based on the
observations and results, the conclusion is that the key preanalyticals requirements for the
successful CTC isolation from whole blood using ScreenCell ® system are the good quality of the

blood sample and the time from sampling to CTC analysis.

Improvements in existing technologies and a new innovative approaches are confirming the clinical
utility of CTCs and accelerating the implementation of liquid biopsy and CTC analysis in clinical

practice in oncology.
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9. PRILOZI
Popis kratica

CA 15.3 (engl. cancer antigen 15.3) — tumorski biljeg

CD45 (engl.lymphocyte common antigen) — razlikovni biljeg leukocita

CEA (engl. carcinoembryonic antigen)— karcinoembrionalni antigen, tumorski biljeg
cfDNA (engl. cell free DNA) — cirkuliraju¢a slobodna deoksiribonukleinska kiselina
CK (engl. cytokeratin) - citokeratin

CTC (engl. circulating tumor cell) — cirkuliraju¢a tumorska stanica

CtDNA (engl. circulating tumor DNA) — cirkuliraju¢a tumorska deoksiribonukleinska kiselina

DNA (engl. deoxyribonucleic acid) — deoksiribonukleinska kiselina

DAPI (engl.4',6-diamidino-2-phenylindole) - 4',2'-diamidino-2-fenilindol dihidroklorid, boja
DFS (engl. disease-free survival) — razdoblje bez bolesti

DMEM (engl. Dulbecco modified Eagle medium) - kompletni medij za uzgoj stanica
DTC (engl. dissociated tumor cells) — diseminirane tumorske stanice

EDTA (engl. ethylenediaminetetraacetic acid) - etilendiamintetraoctena kiselina
EGFR (engl. epidermal growth factor receptor) — receptor za epidermalni faktor rasta
EMT (engl. epithelial-mesenchymal transition) - epitelno-mezenhimalna tranzicija
EpCAM (engl. epithelial cell adhesion molecule) — epitelna adhezijska molekula

ER (engl. estrogen receptor) — receptor za estrogen

FBS (engl. fetal bovine serum) — fetalni govedi serum

FDA (engl. Food and Drug Administration) — Agencija za hranu i lijekove

FFPE (engl. formalin-fixed paraffin-embedded) - tkivni uzorci uklopljeni u parafin

FISH (engl. Fluorescence In situ Hybridisation)- Florescentna In Situ Hibridizacija
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HER?2 (engl. human epidermal growth factor receptor 2) — receptor za humani faktor rasta 2
MET (engl. mesenchymal—epithelial transition— mezenhimalno-epitelna tranzicija
miRNA (engl. microRNA) — mikro ribonukleinska kiselina

MRNA (engl. messenger RNA) — glasnicka ribonukleinska kiselina

OS (engl. overall survival) — ukupno prezivljenje

PBS (engl. phosphate buffered saline) - otopina fosfatnog pufera

PCR (engl. polymerase chain reaction) — lan¢ana reakcija polimerazom

PFS (engl. progression-free survival) - razdoblje bez progresije bolesti

PR (engl. progesterone receptor) — receptor za progesteron

PSA (engl. prostate specific antigen) — prostata specifi¢ni antigen, tumorski biljeg
RFS (engl. relapse-free survival) — razdoblje bez relapsa bolesti

RNA (engl. ribonucleic acid) — ribonukleinska kiselina

RT-PCR (engl.reverse transcription polymerase chain reaction) - reverzna transkripcija-lan¢ana

reakcija polimerazom
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