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Ttumaczenie na jezyk polski z korekta na potrzeby pacjentow -
N. Szalus, dr hab. n. med. M. Pizon

Wprowadzenie

U kobiet, rak piersi jest najczesciej rozpoznawanym nowotworem ztosliwym i stanowi
30% wszystkich nowotwordéw [1]. Postepowanie w przypadku tego nowotworu zmienito sie
znaczaco w ciggu ostatnich kilkudziesieciu lat. Jest on czesto rozpoznawany we wczesnym,
potencjalnie wyleczalnym stadium i skuteczniejszym leczeniu [2]. Leczenie choroby
miejscowej obejmuje zabieg chirurgiczny, po ktérym czesto stosuje sie radioterapie
adjuwantowg. Neoadiuwantowe lub adjuwantowe leczenie systemowe obejmuje
chemioterapie, terapie endokrynologiczng, terapie biologiczng lub ich potgczenie. Leczenie
wielomodutowe opiera sie na klasyfikacji TNM i stratyfikacji ryzyka obejmujgcej histologie,
status receptora hormonalnego, receptora ludzkiego naskérkowego czynnika wzrostu 2
(HER2), stopien histologiczny i wskaznik proliferacji. W celu okreslenia potencjalnej korzysci z
terapii systemowej, w ostatnim czasie, oprocz wymienionych cech klinicznych i
patologicznych, stosuje sie charakterystyke molekularng, a w wybranych przypadkach
dodatkowe oznaczenia ekspresji gendw guza pierwotnego [3]. Radioterapia po
oszczedzajgcej operacji raka piersi (BCS - breast conserving surgery) lub mastektomii jest
waznym elementem terapii, poniewaz znaczgco redukuje odsetek wznéw miejscowych jak
rowniez zmniejsza catkowitg $miertelnos¢ [4-8]. W przeciwienstwie do chemioterapii,



wskazanie do radioterapii opiera sie gtéwnie na cechach klinicznych i patologicznych. Od
czasu wdrozenia radioterapii tylko u 2,5% kobiet z pierwotnym rakiem piersi dochodzi do
nawrotu lokoregionalnego, jednak nalezy zauwazyé, ze niezaleznie od podjetego leczenia u
20% do 30% nadal dochodzi do nawrotu odlegtego (ale bez wczesniejszego nawrotu
miejscowego) [1, 9, 10]. U kobiet we wczesnym stadium raka piersi operacja ma na celu
catkowite usuniecie wykrywalnej makroskopowo choroby, jednak mikroskopowe ogniska
nowotworu mogg nadal by¢ obecne w zachowanej piersi lub w Scianie klatki piersiowe;.
Obecnie stosowane procedury oceny zaawansowania nowotworu oraz techniki obrazowania
o wysokiej rozdzielczosci nie sg wystarczajgco czute, aby wykry¢ mikroprzerzuty lub wczesne
rozsiewy komdérek nowotworowych.

Komérki pochodzgce z guzéw pierwotnych, nawrotéow lokoregionalnych lub
przerzutéw, ktore krazg we krwi obwodowej i posiadaja cechy antygenowe i genetyczne
specyficzne dla guza, to tzw. krazgce komoérki nowotworowe [11]. Mechanizm
powstawania przerzutow z guza litego nie jest w petni poznany, ale ostatnie dowody
wskazujg, ze kluczowym momentem progresji nowotworu jest rozprzestrzenianie sie
komoérek z guza pierwotnego juz w jego wczesnym stadium [11]. Krgzgce komorki
nowotworowe stanowig ptynny skfadnik guza litego i wskazujg na obecnos$é¢ choroby
resztkowej. Ta minimalna choroba resztkowa moze prowadzi¢ do wznowy lokoregionalnej
lub przerzutéw odlegtych lub do obu tych zjawisk [12, 13]. W chorobie przerzutowe;j,
zaproponowano te komérki do identyfikacji podgrupy pacjentéw,  ktorzy
najprawdopodobniej odpowiedzg na dang terapie. Zaproponowano je réwniez do badania w
celu rozwoju ulepszonych terapii zindywidualizowanych [14, 15]. Wykazano, ze liczba
krazacych komodrek nowotworowych u chorych na przerzutowego raka piersi jest
niezaleznym prognostykiem progresji i czasu catkowitego przezycia [16, 17]. Nawet u
pacjentéw z niskim ryzykiem, bez przerzutdéw, krgzgce komorki nowotworowe moga staé sie
predyktorem zblizajgcych sie przerzutdw i czasu catkowitego przezycia [18, 19]. Dzieki
zastosowaniu maintrac® , metody nierozpraszajgcej, pozwalajgcej na unikniecie utraty
komodrek [20], liczba krazacych nabtonkowych komérek nowotworowych (CETC -
Circulating Epithelial Tumor Cells) moze by¢ wykorzystana jako marker odpowiedzi na
leczenie (w kontekscie terapii adiuwantowej, pozwalajac na ciggte ich monitorowanie w
trakcie leczenia) [21]. Monitorowanie liczby krazacych komdérek nowotworowych jako
metoda oceny odpowiedzi na rdéine metody terapii przewyzsza konwencjonalne
obrazowanie, ale nie zostafa jeszcze zastosowana do oceny wyniku radioterapii, zwtaszcza
we wczesnym raku piersi [18, 22-28]. Guzy lite sktadajg sie gtéwnie z komodrek
zréznicowanych, ktdre majg ograniczong lub zerowa zdolnos¢ do samoodnowy. Chociaz
komorki macierzyste nowotworu mogg by¢ trudne do definitywnego zdefiniowania, coraz
wiecej dowoddw sugeruje, ze guz sktada sie rowniez z matej subpopulacji niezréznicowanych
komoérek w obrebie guza, ktére majg zdolno$¢ do klonalnego wzrostu
i samoodnowy [9]. Ze wzgledu na opornos¢ na stosowane leczenie, s3 one odpowiedzialne za



inicjacje guza, jego progresje, przerzuty, a przede wszystkim za nawroty po leczeniu, [ 9,
29 ]. Réwniez krazgce komadrki guza wydajg sie by¢ siedliskiem subpopulacji nowotworowych
komodrek macierzystych, tzw. Circulating Cancer Stem Cells (cCSCs), ktére sg kluczowe dla
rozprzestrzeniania sie przerzutdw [30, 31]. Wykazalismy, ze réwniez ta subpopulacja
komorek (cCSC) we krwi obwodowe;j jest zdolna do ekspansji klonalnej i silnie koreluje z
prawdopodobieristwem obecnosci przerzutdw u chorych na raka piersi [31, 32].

Dotychczas istniejg tylko ograniczone dane [33] dotyczace monitorowania liczby
CETCs i liczby cCSCs podczas radioterapii, zwtaszcza we wczesnym stadium raka piersi. W
obecnej pracy u pacjentek, po operacyjnym oszczedzajgcym leczeniu raka piersi zbadalismy
liczbe CETCs oraz liczbe cCSCs przed, w potowie i na korcu radioterapii adjuwantowe;j.
Oceniono rowniez status receptoréw hormonalnych i receptora HER2 w CETCs i skorelowano
je z nimi w tkance guza pierwotnego.

Metoda badania

Badanie zostato zaprojektowane jako badanie biologiczne o charakterze
translacyjnym, majgce na celu zbadanie mozliwosci identyfikacji i charakterystyki krgzacych
komodrek nabtonkowych raka, jak réwniez krgzgcych komérek macierzystych raka z probek
krwi petnej. Badanie przeprowadzono metoda maintrac®, przed radioterapia, w poftowie
radioterapii oraz pod koniec radioterapii

Przypis: Badania translacyjne to badania majgce na celu przetozenie wynikow badar podstawowych na wyniki,
ktore bezposrednio przynoszq korzysci ludziom.

Kryteria wigczenia

W okresie od kwietnia 2016 roku do marca 2019 roku, 52 panie chore na raka piersi
zostaty wigczone do badania. Wszystkie pacjentki leczone byty w Szpitalu Uniwersyteckim w
Jenie. Badanie przeprowadzono zgodnie z Deklaracjg Helsinskg i zostato zatwierdzone przez
lokalng komisje etyczng (nr 0921-08/02) oraz zarejestrowane w niemieckim rejestrze badan
klinicznych (DRKS00011840). Do badania wtgczano chore na raka piersi (po wyrazeniu
pisemnej Swiadomej zgody) spetniajgce nastepujace kryteria kwalifikacji: wiek > 18 lat z
potwierdzonym histologicznie pierwotnym, inwazyjnym rakiem piersi, bez przerzutéow
odlegtych (stadia I-llIA). Chirurgia zachowawcza piersi musiata zostaé¢ przeprowadzona w
Szpitalu Uniwersyteckim w Jenie, przy czym nalezato uwzgledni¢ leczniczg radioterapie
adjuwantowg piersi/$ciany klatki piersiowej + /- drenaz limfatyczny.

Dopuszczalne koncepcje dawek terapeutycznych radioterapii byty nastepujace:

1 hipofrakcjonowana terapia (5 x 2,66 Gy/tydzien) do catkowitej dawki pochtonietej max.
42,56 Gy lub

2 normofrakcjonowana terapia (5 x 1,8 Gy lub 5 x 2,0 Gy/tydzien) do catkowitej dawki
pochtonietej 50,4 Gy lub 50,0 Gy.



W razie wskazan podawano dodatkowy boost na loze po nowotoworze - 5 x 2,0
Gy/tydzien do dawki catkowitej 16,0 Gy.

Kryteriami wytgczenia z badania byly: obecnos$¢ przerzutdw odlegtych, wczesniejsze
nowotwory ztosliwe (w ciggu 10 lat od rozpoznania raka piersi) lub wczesniejsza
radioterapia.

Metodyka badan

Do analizy CETC pobierano do probéwek z EDTA (jako antykoagulant) prébki krwi
obwodowej (2 x 7,5 ml) i wysytano do laboratorium w Bayreuth. Krew pobierano od
wszystkich chorych w trzech punktach czasowych: w dniu pierwszej sesji radioterapii (= pre
RT), w potowie radioterapii (= mid RT - po 8 sesjach dla hipofrakcjonowanej RT i po 14
sesjach dla normofrakcjonowanej RT) oraz w ostatnim dniu radioterapii (= end RT). Oprécz
pacjentek na raka piersi, w celu kontroli pobrano prébki krwi od 10 zdrowych pan w wieku
20-45 lat.

Ponizsze procedury nie zostaty przettumaczone i zawarte sg w pracy oryginalnej. Zatgczono
tylko zdjecia z ttumaczeniem

» Immunoflourescence assay for identification of CETCs (maintrac®method) - Test
immunofluorescencyjny do identyfikacji CETC (maintrac®method). Rycina 1.




Ryc. 1. Przyktadowe obrazy komodrek od jednej pacjentki (a) zywych i (b) martwych CETCs. (a) zywe CETCs sg pozytywne dla
EpCAM (zielony) i negatywne dla PI (czerwony) z nienaruszong morfologig. (b) martwe komérki sg albo pozytywne dla

EpCAM i Pl lub tylko pozytywne dla EpCAM i negatywne dla Pl z powodu zniszczonej btony komdrkowej. PI - Propidium lodide
(jodek propidyny)

» Secondary antibody staining - Barwienie przeciwciatami wtornymi. Rycina 2.
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Ryc. 2 a i b. Typowe obrazy CETC od jednej pacjentki z podwdjnym barwieniem przeciwciatami dla (a) EpCAM (zielony) i ER
(czerwony) oraz (b) EpCAM (zielony) i PR (czerwony).
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Ryc. 2 c. (c) Typowe obrazy komoérek CETC z amplifikacjg HER2 (komorki od jednej pacjentki). Komdrki pozytywne dla
EpCAM (zielony), i DAPI (niebieski). Komdrki sg amplifikowane HER2 (czerwone sygnaty). DAPI - (4',6-diamidyno-2-
fenyloindol) barwnik fluorescencyjny

» Fluorescence-in-situ-hybridization (FISH) of human epidermal growth factor receptor
2 (HER2) - Fluorescencyjna hybrydyzacja in situ (FISH) receptora 2 ludzkiego
naskérkowego czynnika wzrostu (HER2)

» Analysis of stem cell properties of cCSCs - Analiza wtasciwosci komdrek macierzystych
(cCSCs)

Wyniki
CETCs i ich cechy kliniczno-patologiczne

Prébki krwi obwodowej od zdrowych ochotnikédw (n = 20) zostaty uzyte jako kontrola
negatywna i przetwarzane analogicznie do préobek krwi od chorych pacjentek. W prébkach
od zdrowych o0séb, nie stwierdzono obecnosci CETC, a podczas hodowli nie obserwowano
tworzenia sie sfer nowotworowych in vitro (tumorspheres). Charakterystyka wszystkich
pacjentek (biorgcych udziat w badaniu) na pierwotnego raka piersi zostata przedstawiona w
Tabeli 1. CETCs pod wzgledem ekspresji receptoréw hormonalnych i statusu HER2
porownywano z tkankg guza pierwotnego. Status ER i PR w CETCs byt mozliwy do oceny u
wszystkich chorych przed i po zakonczeniu radioterapii. Status HER2 w CETCs oznaczono w
podgrupie 20 chorych przed radioterapia.



Table 1
Patient characteristics and CETC examination results.

Number of Number of
patients with patients with
Median decreasing increasing
Clinicopathological ~Number of number CETCs during CETCs during
characteristics patients of CETCs RT RT
Age
<50 years 13 18 9 3
>50 years 39 6 13 18
Tumor size
pT1 30 7 15 15
pT2 19 8 9 9
pT3 2 17 1 1
pT4 1 2 1
Lymph nodes
pNO 31 6 15 16
pN1 17 9 9 7
pN2 3 11 1 2
pN+ 1 0 0 1
pN3
Stage
I 24 6 12 12
11 20 9 10 9
111 8 8 4 4
ER status
Positive (>1%) 42 6 19 22
Negative (<1%) 10 22 7 3
PR status
Positive (>1%) 34 5 15 18
Negative (<1%) 18 16 11 7
HER2 status
Positive (3+) 11 10 5 6
Negative (<3+) 41 7 21 19
Grading
Gl 10 6 5 4
G2 29 10 15 14
G3 13 6 6
Ki-67 index
< 13% 30 7 13 15
> 13% 22 10 12 9
Molecular subtype
Luminal A,B 34 5 15 12
Basal like 7 21 5 2
HER2 enriched 11 10 5 6
Histology
invasive ductal 44 9 23 21
invasive lobular 6 16 2 4
tubular 1 0 0 1
mucinous 1 2 1 0
Chemotherapy
No 27 6 13 13
adjuvant 12 4 3 9
neoadjuvant 13 21 10 3
Endocrine therapy
Yes 23 6 9 13
No 29 8 17 11

Wiekszos$¢ pacjentek z dodatnig ekspresja receptorow ER (Receptor Estrogenowy), PR
(Receptor Progesteronowy) lub HER2 w tkance guza pierwotnego (immunohistochemicznie >
1%), miata réwniez dodatnie CETCs — dla ER (u 89% chorych) ( Rycina 3a), PR (u 70% chorych)
( Rycina 3b) i HER2 (u 100% chorych) ( Rycina 3c).
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Fig. 3. Percentage of patients comparing (a) ER, (b) PR and (c) HER2 status in CETCs and tumor tissue.

Ryc. 3. Odsetek chorych z poréwnaniem (a) statusu ER, (b) PR i (c) HER2 w CETCs i tkance guza.

Wiekszos¢ chorych z negatywnym statusem receptoréw hormonalnych i/lub negatywnym

statusem receptora HER2 w tkance guza pierwotnego miata co najmniej 1% CETCs z
ekspresja tych receptorow (Ryc. 3).

PorownaliSmy status ER i PR w CETCs przed radioterapig (RT) ze statusem tych

receptorow pod koniec radioterapii. Poréwnujgac wartosci receptorow przed i po

zakonczeniu RT nie stwierdzono wptywu RT na status receptoréw hormonalnych w CETCs,

€O oznacza, ze pacjentki, ktére byly dodatnie lub ujemne dla ER lub PR przed RT, pozostajg
dodatnie lub ujemne po zakonczeniu RT.

Dodatkowo, przed rozpoczeciem radioterapii, zbadaliémy liczbe CETCs w odniesieniu
do réinych podtypdw molekularnych raka piersi. Zgodnie z miedzynarodowg definicjg,
podtyp Luminalny A okreslono jako ER i/lub PR dodatni, HER2-ujemne z niskim indeksem
Ki67 (n = 23; 44%), podtyp Luminaly B -- ER i/lub PR dodatnie, HER2-ujemne, wysoki indeks
Ki67 (n = 11; 21%), guzy basal like (podstawno podobne) okreslono jako ER, PR i HER2
ujemne (potrojnie ujemne - TNBC) (n = 7; 14%), a guzy HER2-podobne okreslono jako HER2-
dodatnie (n = 11; 21%). Poréwnujgc podtypy molekularne guzéw pierwotnych wzgledem
liczby CETCs wykrytych przed RT, pacjentki z potréjnie ujemnym rakiem piersi miaty istotnie



wiecej CETCs w poréwnaniu z pacjentkami z podtypem luminalnym A lub luminalnym B
(mediana 16 vs. 5 CETCs/100ul zawiesiny komdrkowej, p < 0,05) (Rycina 4a). Pacjentki z
nowotworami HER2 (dodatnimi) i dodatnimi/ujemnymi pod wzgledem receptorow
hormonalnych mieli najwyzszag mediane CETC, ale ze wzgledu na mata liczbe pacjentek w
badaniu (z tym podtypem nowotworu) rdznica nie byta istotna statystycznie. Ponadto zajecie
weztdw chfonnych miato wptyw na liczbe CETC przed RT. Chore z zajetymi weztami
chtonnymi, ktére nie otrzymaty jeszcze chemioterapii, miaty statystycznie istotnie wiecej
CETCs przed rozpoczeciem RT w pordwnaniu z pacjentkami bez zajecia weztéw chtonnych
(mediana 10 vs. 5 CETCs/100ul zawiesiny komérek; p < 0,05) (Rycina 4b).
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Ryc. 4. Srednia liczba CETCs w zaleznosci od (a) réznych podtypéw molekularnych raka piersi i (b) przerzutéw do weztéw
chtonnych. (c) srednia liczba CETC w grupie chorych z rosnaca liczbg CETC podczas RT oraz (d) w grupie chorych z malejaca
liczba CETC.

Monitorowanie liczby CETC podczas radioterapii

W trakcie analiz zaskoczyt nas fakt, ze radioterapia (RT) nie ma jednakowego wptywu
na CETCs u wszystkich pacjentek. ZidentyfikowaliSmy 2 grupy pacjentek z antydromowym
(kierunek przeciwny do wystepujgcego normalnie) zachowaniem liczby CETC podczas RT.
Obie grupy byty jednakowo podzielone pod wzgledem statusu T (wielkos¢ guza) i N (ilos¢
zajetych weztdw chtonnych), podtypu molekularnego, histologii, stopnia ztosliwosci
histologicznej, stopnia zaawansowania klinicznego i stosowania hormonoterapii (Tabela 1 —
patrz wyzej). Jedyng zaobserwowang réznica miedzy obiema grupami byto, ze u wiekszej
liczby chorych z rosngcy liczbg komodrek zastosowano chemioterapie adiuwantows,
natomiast w grupie chorych z malejaca liczbg CETC wiecej chorych miato chemioterapie
neoadiuwantowa. U 25 pacjentek liczba CETC wzrastata podczas radioterapii, podczas gdy u
27 obserwowalismy zmniejszanie sie liczby CETC. Liczba CETC przed RT rdznita sie istotnie
miedzy obiema grupami (mediana 4 vs. 13 CETCs/100ul zawiesiny komoérek; p < 0,01),
odpowiednio (Ryc. 4c i 4d).

W grupie pacjentek z rosnacg liczbg CETC, u 53% liczba komdrek osiggneta szczyt w
potowie czasu trwania radioterapii. Po zakonczeniu RT liczba CETC zmniejszyta sie, ale
Srednia liczba CETC u wszystkich pacjentek byta nadal istotnie wyisza w pordéwnaniu



z $rednia przed RT (4 vs. 7 CETCs/100ul zawiesiny komérek; p < 0,01) (Ryc. 4c). Sredni wzrost
liczby CETC od stanu przed radioterapig do konca radioterapii wynosit 2,91 + 2,09 - krotnie.
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Ryc. 4. (c) $rednia liczba CETCs w grupie chorych z rosnaca liczbg CETCs podczas radioterapii oraz (d) w grupie chorych z
malejaca liczbg CETCs podczas RT.

W grupie pacjentek z malejacg liczbg CETC sredni spadek liczby CETC wynosit 4,46
3,68 krotnie. W tej grupie pacjentek obserwowano staty spadek liczby CETC. Rdznica w
liczbie CETC byta statystycznie istotna pomiedzy poczatkiem RT a koricem RT (Srednia CETCs -
13 vs. 4 /100l zawiesiny komoérek ; p < 0,001), jak rowniez pomiedzy srodkiem RT a koricem
RT (mediana 7 vs. 4 CETCs/100ul zawiesiny komérek, p < 0,05) (Ryc. 4d).

Liczba CETC w kontekscie wcze$niejszej chemioterapii

Poniewaz chemioterapia cytostatyczna moze mieé wptyw na liczbe CETC, zbadalismy
liczbe CETC zalezng od chemioterapii przed rozpoczeciem RT. 25 pacjentek byto leczonych
chemioterapig, z czego 13 otrzymato chemioterapie neoadiuwantowg. 27 chorych nie
otrzymato zadnej chemioterapii cytostatycznej. W grupie chorych leczonych chemioterapia
neoadiuwantowg leczenie zakonczyto sie uzyskaniem patologicznej catkowitej odpowiedzi
(pCR) u 3 chorych (23%). Pacjentki, ktére otrzymaty chemioterapie neoadiuwantowa miaty
istotnie statystycznie wyzszg liczbe CETC przed RT w pordwnaniu z pacjentkami, ktore
otrzymaty chemioterapie adiuwantowg lub nie otrzymaty zadnej chemioterapii (mediana
odpowiednio 21, 4 i 6 CETCs/100ul zawiesiny komérek, p < 0,05) (Ryc. 5a). Chore, ktére
otrzymaty chemioterapie adiuwantowg, miaty nieco nizsze wartosci CETC przed RT w
poréwnaniu z chorymi, ktére nie otrzymaty zadnej chemioterapii cytotoksycznej przed
radioterapig. U pacjentek, ktére otrzymaty chemioterapie neoadiuwantowa, liczba CETCs
zmniejszyta sie znaczgco pod koniec RT z 21 (przed RT) do 5 (pod koniec RT) CETCs/100ul
zawiesiny komodrek (Ryc. 5b). Pacjentki, ktére otrzymaty chemioterapie adiuwantowga, miaty
tendencje do zwiekszania mediany liczby CETC podczas RT (mediana 4, 11 i 11 CETCs/100pl
zawiesiny komorek, odpowiednio przed RT, w potowie i pod koniec RT) (Ryc. 5 c). U chorych,
ktore nie otrzymaty chemioterapii, wystgpita jedynie marginalna, nieistotna zmiana liczby
CETC podczas RT. W przeciwienistwie do chemioterapii, leczenie endokrynologiczne nie miato
wptywu na mediane liczby CETCs (dane niezamieszczone).
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Ryc. 5. (a) Srednia liczba CETCs przed RT w odniesieniu do chemioterapii. (b) érednia liczba CETCs podczas RT u chorych,
ktére otrzymaty chemioterapie neoadiuwantowa oraz (c) $rednia liczba CETCs podczas RT u chorych, ktére otrzymaty
chemioterapie adiuwantowa.

Charakterystyka krazacych nowotworowych komdérek macierzystych (cCSCs -
Circulating Cancer Stem Sells)

Hodowla komérek w celu identyfikacji cCSCs byta prowadzona u kazdej pacjentki a
tworzenie sie tumorspheres (sfery nowotworowe = zespdt krazgcych nowotworowych
komodrek macierzystych) z cCSCs in vitro byto kontrolowane co 7 dni (kontrola pod
mikroskopem swietlnym). Po 18-21 dniach hodowli tumorspheres, oceniano je i policzono.
Jak pokazano na rycinie 6a, sfery nowotworowe wyhodowane z cCSCs byty bardzo zwarte.
Byty dodatnie dla EpCAM i osiggnety srednice 50-90 um. Barwienie EpCAM byto bardzo
heterogenne w poszczegdélnych komédrkach w obrebie pojedynczych sferach
nowotworowych (Ryc. 6b). Tumorspheres miaty typowe cechy komdrek macierzystych dla
raka piersi bedgc dodatnimi dla ALDH1, jak pokazano na (Ryc. 6c). U jednej pacjentki
pozytywna ekspresja ALDH1 byta silnie zrdznicowana pomiedzy poszczegélnymi
tumorspheres i wahata sie w granicach 60%-90%. Ponadto byty one dodatnie dla EpCAM,
dodatnie dla CD44 (Ryc. 6d) i ujemne lub marginalnie dodatnie dla CD24 (Ryc. 6e). Barwienie
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CD44 pomiedzy poszczegdlnymi komorkami w jednej pojedynczej sferze nowotworowej byto
silnie zréznicowane.

Ryc. 6. Przykfad acjentki z rakiem piersi. Typowe obrazy tumorspheres (sfer nowotworowych) hodowanych in vitro z cCSCs
(a) z kolumny hodowlanej i (b) fluorescencyjny mikroskop skaningowy. (c) Aktywnos¢ ALDH1 w tumorspheres. (d) obrazy
sfer nowotworowych pozytywnych dla EpCAM i CD44 oraz (e) obrazy sfer nowotworowych negatywnych lub marginalnie
pozytywnych dla CD24. Pasek skali: 10um.

Monitorowanie liczby cCSCs podczas radioterapii

Co najmniej w jednym punkcie pomiarowym, niezaleznie od molekularnego podtypu
nowotworu, tworzenie sie tumorspheres (sfery nowotworowe) in vitro obserwowano u
29/52 chorych. Przed rozpoczeciem radioterapii sfery nowotworowe zostaty wykryte u 31%
chorych pan, w potowie RT u 25% chorych i pod koniec RT u 41% pacjentek. U 44% pacjentek
w zadnym punkcie pomiarowym nie zaobserwowano tworzenia sie tumorspheres.

W trakcie radioterapii, u 15 pacjentek odnotowano wzrost, a 14 pacjentek spadek
liczby sfer nowotworowych. Sredni wzrost, w grupie pacjentek z rosnacg liczbg sfer
nowotworowych wynosit 6 + 5 razy. Stwierdzono istotne rdéznice miedzy liczbg tumorspheres
przed i pod koniec RT ($r. 1 vs. 7 tumorspheres/100ul zawiesiny komérek, p < 0,001), a takze
miedzy potowg RT i koricem RT ($r. 4 vs. 7 tumorspheres/100ul zawiesiny komérek, p < 0,05)
(Rycina. 7a). Sredni spadek w grupie chorych z malejaca liczbg tumorspheres wynosit 5 + 7
razy. Réznice w liczbie tumorspheres pomiedzy poczatkiem RT a potowg RT wyniosty
odpowiednio ($r. 7 vs. 4 tumorspheres/100ul zawiesiny komoérek, p < 0,05), jak réwniez
pomiedzy poczgtkiem RT a koricem RT wyniosty ($r. 7 vs. 1 tumorspheres/100ul zawiesiny
komorek, p < 0,01). Rdznice te byty istotne statystycznie (Ryc. 7b).

Chemioterapia miata wptyw na liczbe sfer nowotworowych wyhodowanych in vitro
przed RT, jednak nie byt on istotny statystycznie. Poréwnywalnie do liczby CETCs przed RT,
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liczba tumorspheres in vitro byta wyisza w grupie chorych po chemioterapii
neoadiuwantowej w poréwnaniu z chorymi, ktére otrzymaty chemioterapie adiuwantowa
(Srednio 7 vs 4 tumorspheres/100ul zawiesiny komoérek (Ryc. 7c).
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Ryc. 7. Srednia zmiennosé¢ liczby tumorspheres podczas radioterapii w grupie chorych z (a) rosnaca liczba tumorspheres i (b)
malejaca liczbg tumorspheres; (c) Srednie liczby tumorospheres przed RT w odniesieniu do chemioterapii. (d) Przebieg CETC
i liczby tumorspheres podczas RT u jednej chorej na raka piersi po chemioterapii neoadiuwantowej i adiuwantowe;.

Najwiekszg liczbe tumorspheres obserwowano u chorych, ktére nie otrzymaty
chemioterapii przed radioterapia (Srednio 10 tumorspheres/100ul zawiesiny komorek).

U 22 sposrdd 29 pacjentek (76%) liczba CETC i tumorspheres rozwijata sie réwnolegle:
u 14 pacjentek zaréwno liczba CETC, jak i liczba tumorspheres zmniejszyta sie w trakcie RT,
natomiast u 8 pacjentek liczba komdrek nowotworowych (CETC) i liczba tumorspheres
wzrosta. W grupie chorych pan po chemioterapii neoadiuwantowej, jak rowniez w grupie
pacjentek, ktére nie otrzymaty chemioterapii, zaobserwowano odwrotny trend zmian liczby
tumorspheres i CETC: wiekszos$¢ chorych w tej grupie miata rosngca liczbe tumorspheres, ale
malejacg liczbe CETC podczas RT.

Dyskusja

Pomimo, ze obecnie rak piersi jest czesto diagnozowany we wczesnym stadium, nadal
jest wiodgcg przyczyng Smiertelnosci z powodu wszystkich nowotwordéw [3]. Ze wzgledu na
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heterogennos¢ wewnatrz- i miedzynowotworowg, ale przede wszystkim ze wzgledu na
potencjalne zmiany wtasciwos$ci komdrek nowotworowych w trakcie choroby (moggcymi by¢
spowodowane efektami leczenia) analiza krazacych komdérek nowotworowych pokazuje
petniejsze zrozumienie ztozonych procesow lezgcych u podstaw odpowiedzi na leczenie lub
nawrotu choroby[3]. Biomarkery z guza pierwotnego mogg pomdc w identyfikacji pacjentéw
o niskim i wysokim ryzyku, ale preferowana bytaby analiza faktycznie rozsianych komadrek
nowotworowych [3]. Szczegdlnie we wczesnym stadium, w ktdrym oczekuje sie, ze leczenie
bedzie radykalne (= i intencja wyleczenia), monitorowanie krazacych komodrek
nowotworowych moze by¢ czynnikiem przewidujgcym wczesne nawroty choroby jak réwniez
czas catkowitego przezycia [20, 36].

Wykazano, ze charakterystyka komodrek uwolnionych z guza pierwotnego moze
zmieniac sie w trakcie progresji choroby, prowadzgc w przypadku braku odpowiedniego
markera do nieskutecznego leczenia, na co wskazuje rozbiezno$¢ w statusie receptora
hormonalnego i HER2 pomiedzy guzem pierwotnym a zmianami przerzutowymi (wystepuje
to u jednej trzeciej chorych na raka piersi z przerzutami) [37]. Nasze badanie pokazuje, ze
ekspresja receptorow hormonalnych i amplifikacja HER2 w CETCs poczatkowo
odzwierciedlajg status receptorow hormonalnych i HER2 guza pierwotnego i byty one zgodne
w 70% dla ER, 46% dla PR i 55% dla ekspresji HER2 wskazujac, ze te komorki sg z duzym
prawdopodobieristwem komdrkami nowotworowymi rozsianymi z guza pierwotnego. Wyniki
te pozostajg w zgodzie z badaniami Kalinsky'ego i wsp. ktorzy zaobserwowali we wczesnym
stadium raka piersi 68% zgodno$¢ w statusie ER/PR pomiedzy guzem pierwotnym a
krgzgcymi komdrkami nowotworowymi [38] oraz Zhang'a i wsp. stwierdzili zgodnosc
pomiedzy statusem HER2 w guzie pierwotnym a krgzgcymi komérkami nowotworowymi u
38% chorych [39]. Podczas kolejnych RT nie obserwowano prawie zadnych zmian w statusie
receptorow hormonalnych, co sugeruje, ze RT nie wptywa selektywnie na ich ekspresje i nie
eliminuje selektywnie populacji tych komoérek.

Zdodnie z Xu i wsp. przed rozpoczeciem RT obserwowali$my wyzszg liczbe CETC u
pacjentek z potrdjnie ujemnym rakiem piersi jak réwniez u HER2 pozytywnych, w
poréwnaniu z podtypami luminalnymi A/B, wskazujac, ze pacjentki z chorobg o wysokiej
agresywnos$ci majg zwiekszong liczbe CETC i wyzsze ryzyko tworzenia przerzutéw [40].
Obecnie leczenie chorych na potrdjnie ujemnego raka piersi stanowi najwieksze wyzwanie w
terapii tych nowotworéw. We wczesnych stadiach standardem postepowania jest
zastosowanie chemioterapii neoadjuwantowej, a uzyskanie pCR (catkowitej patologicznej
odpowiedzi) po chemioterapii neoadjuwantowej koreluje z poprawg wynikéw catkowitego
przezycia [41]. W naszej krétkiej, 7-miesiecznej obserwacji zaobserwowalismy jeden nawrét
u pacjentki z potréjnie ujemnym rakiem piersi. Chora chorowata na raka piersi w Il stopniu
zaawansowania (T2N1MO) i byta leczona chemioterapia neoadjuwantowg. Poniewaz nie
uzyskata pCR byta dodatkowo leczona chemioterapig adjuwantowa (Ryc. 7d). U tej pacjentki
CETCs i tumorspheres, wyhodowanych in vitro z cCSCs, wzrosta podczas RT, po czym nastapit
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nawrét choroby 7 miesiecy po zakonczeniu RT. Jesli ta obserwacja zostanie potwierdzona
u wiekszej liczby chorych, monitorowanie CETCs w trakcie RT mogtoby pomdc w
podejmowaniu decyzji o dalszych interwencjach diagnostycznych i terapeutycznych w celu
wczesnego wykrycia nawrotu, zwtaszcza w tej agresywnej podgrupie raka piersi.

Ponadto, zgodnie z innymi badaniami [12, 36] liczba CETCs byta pozytywnie
skorelowana z zajeciem weztdw chtonnych. Zajete (dodatnie) wezty chtonne pachowe s3
prognostykiem zwiekszonego ryzyka nawrotu miejscowego i odlegtego oraz bezposrednio
korelujg z przezyciem catkowitym [42]. Goodman i wsp. wykazali, ze pacjentki, u ktérych
mozna wykry¢ krazace komodrki nowotworowe (24% wszystkich chorych z co najmniej 1
komodrka/20 ml krwi) lepiej rokuja po radioterapii po BCS (breast conserving surgery) niz
pacjentki bez zastosowania RT. RT wydaje sie zmniejszaé ryzyko nawrotu i zgonu z powodu
raka piersi, co sugeruje eliminacje mikroskopijnych ognisk nowotworu [33], ktdre to mogtyby
rozsia¢ komorki do krgzenia. W badanej populacji zabieg oszczedzajgcy piersi (BCS)
wykonano u 90% chorych. Od rozpoczecia RT do jej zakonczenia wzrost liczby CETC
obserwowano u 40% pacjentek, a spadek liczby CETC u 44% chorych. W odniesieniu do cech
kliniczno-patologicznych, wieku i terapii endokrynologicznej nie stwierdzono rdznic w
grupach z rosngcy i malejgca liczbg komdrek. Jedyna rdznica polega na tym, ze w grupie
chorych pacjentek z malejgcg liczbg komérek, prawie wszystkie pacjentki (80%) byty leczone
chemioterapig neoadjuwantowg i ze te chore po chemioterapii neoadjuwantowej miaty
statystycznie istotnie wiecej CETC przed RT niz chore po chemioterapii adjuwantowej lub bez
chemioterapii. Podczas gdy terapia neoadjuwantowa umozliwia zmniejszenie rozmiaru guza
w przed BCS poprzez dezintegracje tkanki nowotworowej, ocene odpowiedzi in vivo na
terapie dostarcza informacji prognostycznych na podstawie odpowiedzi patologicznej [2] a
zmniejszenie rozmiaru guza i zniszczenie tkanki nowotworowej moze prowadzi¢ do
mobilizacji i uwolnienia komdérek nowotworowych do krwiobiegu. Monitorowanie CETCs
podczas chemioterapii neoadjuwantowej u chorych na wczesnego raka piersi [22] wykazato,
ze poczatkowy spadek liczcby CETCs korelowat ze zmniejszeniem wielkosci guza.
Porownywalne obserwacje podczas RT stwierdzono u chorych na NSCLC, gdzie wykryto
zwiekszong liczbe krazacych komérek nowotworowych w trakcie neoadjuwantowej RT z
nieuszkodzonych guzéw do krazenia (= wynik mobilizacji zywych komérek nowotworowych)
[43]. Grupa pacjentek z rosngcg liczbg CETC podczas RT obejmowata gtdéwnie pacjentki, ktére
nie otrzymywaty chemioterapii lub otrzymywaty chemioterapie adjuwantowa. W tej grupie,
u potowy chorych obserwowalismy szczyt liczby CETC w potowie czasu trwania RT, po ktérym
nastepowat ich spadek.

Nie jest fatwo odrdzni¢ uspione krgzgce komérki nowotworowe od tych o zdolnosci
proliferacyjnej inicjujgcych nowe guzy w odlegtych miejscach [3]. Przyjmuje sie, ze tylko
niewielka subpopulacja krazacych komérek nowotworowych, tzw. kragzagce nowotworowe
komoérki macierzyste, moze rozrastaé sie w przerzuty. Posiadajg one witasciwosci
macierzystosci i stanowig najbardziej agresywna frakcje komérek [44]. Dostepne s3 rdzne
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podejscia do identyfikacji nowotworowych komérek macierzystych z guza pierwotnego,
jednym z nich jest test funkcjonalny, test formowania sfery [45] i jest on powszechnie
stosowany do badania wtasciwosci komdrek macierzystych (CSCs). W obecnym badaniu
wykorzystaliSmy opracowany przez nas test do tworzenia sfer nowotoworowych
(tumorspheres), aby wyhodowaé¢ krazgce nowotworowe komorki macierzyste z krwi
obwodowej chorych osdb. Wedtug naszej wiedzy jest to pierwsze badanie, w ktorym
monitorowano liczbe krazgcych nowotworowych komoérek macierzystych podczas RT u
pacjentek chorych na raka piersi. U okoto potowy chorych mozna byto zaobserwowac
tworzenie sie sfery nowotworowej in vitro przynajmniej w jednym punkcie pomiarowym.
Wykazywaty one ekspresje typowych dla raka piersi markeréw komodrek macierzystych.
Ponownie byty to dwie grupy pacjentek, jedna z rosngcg, a druga z malejagcy liczbg
tumorspheres in vitro podczas RT. W grupie o wzrastajacej liczbie tumorspheres in vitro
znalazty sie gtéwnie chore z niekorzystnym statusem receptoréw hormonalnych i wyiszym
indeksem Ki-67. Ponadto w tej grupie pacjentek wiele z nich nie otrzymywato
chemioterapii. Tak wiec, jak podano wczesniej [31], liczba tumorspheres korelowata z
niekorzystnymi cechami guza pierwotnego. U chorych, ktére otrzymaty chemioterapie
neoadjuwantowg, czesciej w warunkach in vitro obserwowano tworzenie sie sfer
nowotworowych w poréwnaniu z chorymi, ktére otrzymaty chemioterapie adjuwantowg lub
nie otrzymaty chemioterapii. Po chemioterapii neoadjuwantowej wzrost liczby tumorspheres
podczas RT stwierdzono u 63% pacjentek i u 69% pacjentek, ktére nie otrzymaty zadnej
chemioterapii. Podobnie jak CETCs komodrki o wtasciwosciach nowotworowych komodrek
macierzystych mogg zosta¢ uwolnione z guza pierwotnego podczas chemioterapii
neoadjuwantowej. W grupie chorych po chemioterapii neoadjuwantowe] czesciej niz u
pozostatych pacjentek obserwowaliémy antydromowy spadek liczby CETCs w stosunku do
wzrostu liczby tumorspheres wyhodowanych z cCSCs in vitro, co wskazuje, ze komorki
macierzyste nowotworu mogg by¢ oporne na radioterapie.

Uzyskane przez nas wyniki zmniejszenia liczby pojedynczych CETC podczas RT i
zwiekszenia liczby tumorspheres po leczeniu neoadjuwantowym mogg réwniez wspierac
hipoteze, ze w warunkach stresu wywotanego promieniowaniem, komorki nowotworowe
mogaq ulegaé odrdznicowaniu w kierunku nowotworowych komérek macierzystych. Komaérki
te moga nastepnie uzyskaé fenotypy i funkcje CSCs, w tym radioopornosé¢, co wskazuje, ze
radioterapia moze bezposrednio powodowaé generowanie nowych CSCs z nie-macierzystych
komdrek nowotworowych [46]. Zmiany w liczbie CETCs, ale przede wszystkim zmiany w
liczbie tumorspheres wyhodowanych z cCSCs in vitro, mogg miec znaczenie dla nawrotu
choroby nowotworowe;.

Whioski
Udato sie wykazaé, ze CETCs przed RT majg takie same witasciwosci molekularne jak

komorki w guzie pierwotnym, co z kolei wskazuje, ze wykryte komorki sg komdrkami
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nowotworowymi. Ponadto udato nam sie zidentyfikowa¢ subpopulacje CETCs, ktdre byty
zdolne do klonalnego wzrostu in vitro w tzw. tumorspheres i posiadaty wtasciwosci komorek
macierzystych. Nasze wstepne wyniki wskazuja, ze zmiany w liczbie CETCs, ale przede
wszystkim zmiany w liczbie tumorspheres wyhodowanych in vitro z cCSCs podczas
radioterapii adjuwantowej mogtyby odzwierciedla¢ aktywnos$é choroby resztkowej po
operacji oszczedzajgcej piersi. Mogtoby to pomdc w identyfikacji chorych ze zwiekszonym

ryzykiem wznowy miejscowe;j.
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