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Souhrn

EpCAM molekula je glykosylovany transmembranovy protein, jenZ se fyziologicky
vyskytuje v mnoha epitelialnich tkanich, kde napomaha tésnému spojeni v mezibunéc¢ném
prostoru epitelovych bunék. Dale je mozné tuto molekulu detekovat na nadorové
zménénych bunkach, kdy exprimovani EpCAM molekuly na jejich povrchu je soucasti
patologického procesu vedouciho ke vzniku fady nadorovych onemocnéni jako
jsou kolorektalni karcinom, adenokarcinom jicnu, karcinom, Zaludku, pankreatu, ledvin,
mocového méchyfe a urotelu, prostaty, prsu, ovarii, endometria, délozniho hrdla, oblasti
hlavy a krku, estenzineuroblastom, cholengiokarcinom, bronchogenni karcinom, melanom.

Cirkulujici nadorové buiky (CTC), tedy bunky vyskytujici se v periferni krvi nesouci
urcité znaky nekterych typll nadori, se v soucasné dobé jevi jako vhodny prognosticky
marker u téchto typli nddorii: karcinom prostaty, ovarii, prsu, jicnu, Zaludku, kolorekta,
ledvin, mo¢ového méchyfte a urotelu, bronchogenni karcinom, melanom.

Detekce a identifikace CTC zaloZena na vyskytu EpCAM molekuly na povrchu téchto
bunék ma vyznam predev§im v onkologické diagnostice a prognostice. Mezi metody
pouzivané k detekci patii klasické metody jako histologie a imunohistochemie,
cytometrické metody jakoz i metody inovativni EPISPOT, PCR, FISH ¢i imunoassaye
stejné jako metody nové pouzivajici mikrofluidni technologie. Mezi komer¢ni produkty
specializované pro detekci CTC patii napf. CellSearch System ¢&i AdnaTest

BreastCancerSelect.

Kli¢ova slova: EpCAM, CTC, nador, metastaze, tumor markery



Summary

EpCAM molecule is glycosylated transmembrane protein occurring physiologically in
epithelial tissues and which enables tight intercellular connections between the epithelial
cells. EpCAM molecule expression occurs during the pathological process on surface of
cancer cells such as colorectal carcinoma, adenocarcinoma of the esophagus, breast,
stomach, pancreas, kidney, bladder and urothelial, prostate, breast, ovarian, endometrial,
cervical, head and neck, esthesioneuroblastoma, cholengiokarcinom, bronchogenic
carcinoma, melanoma.

Circulating tumor cells (CTC) are viable tumour-detached cells circulating in
bloodstream which express cell surface specific proteins that are characteristic for various
types of cancer. At present, CTCs are considered as an appropriate prognostic marker for
these cancers: prostate cancer, ovarian, breast, esophagus, stomach, colorectal, kidney,
urinary urothelial and bladder, lung cancer, and melanoma.

Development of methods for CTC detection and/or identification based on EpCAM
molecule expressing cells might significantly help in cancer diagnostics and prognostics.
Among the methods used for CTC detection belong classical methods as histology;,
immunohistochemistry, and cytometric methods as well as innovative methods like
EPISPOT, PCR, FISH or immunoassay, and in addition newly developed methods based
on microfluidic technologies. Among commercial systems dedicated to the CTC detection
based on EpCAM positive cells capture belongs CellSearch System or AdnaTest
BreastCancerSelect.

Keywords: EpCAM, CTC, tumor, metastasis, tumor markers
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1. Uvod

Rakovina se vyskytuje mezi lidmi od nepaméti. Jeden z prvnich dilkazi rakoviny jsou
zkamen¢lé kostni nadory v mumii ve starovékém Egypté a starovéké rukopisy.

Pivod slova rakovina je pfipisovan feckému l€kati Hippokratovi (460 — 370 pt. n. L),
jez je povazovan za ,otce mediciny“. Hippokrates pouZival pojmy ,carcinos*
a ,karcinoma“ k popisu toho, jak se viedy pietvaii na nadory. v feétiné tato oznaceni
vychazeji ze slova ,,rak*. Hippokratovy uvedené pojmy vznikly pravdépodobné na zakladé
pozorovani tvaru nadoru prsu, jehoz dlouhé¢ vybézky podobné rac¢im nohdm pronikaji
do zdravé tkang. Rimsky lékai Celsus (28 — 50 pf. n. L) pozdgji prelozil fecky termin
do latiny jako ,cancer”. Galén, dal$i fimsky lékat (130 — 200 pi. n. 1), pro oznaceni
zhoubnych nadorti pouzival slovo ,,oncos (fecky rak), za coz vdé¢i soucasny medicinsky
obor zvany onkologie. Dodnes se pouziva nazev rakovina jako obecné oznaeni vSech

zhoubnych nadort, i kdyz ¢ast z nich nepfipomina raka ani vzdalen¢. [1]

2. Zakladni pojmy u nadorovych onemocnéni

2.1. Nador a metastaze

Nador je patologicky utvar tvofeny tkani, jejiz rast se vymkl kontrole organismu
a roste na ném nezavisle. Maligni zhoubny nddor pfi svém rastu nic¢i okolni tkané, zaklada
dcefina loziska metastazy a ma rovnéz celkové ucinky na organismus. Benigni nezhoubny
nador roste ohrani¢en¢ a metastazy nezaklada, mize vSak utlacovat okolni struktury, coz je
nebezpecné napiiklad v mozku. Neékteré benigni nadory se mohou po ¢ase zvrhnout
v nédory zhoubné malignizace.

Nadory mohou vzniknout v jakékoliv tkani a organu, pficemZ nejéastéjsi jsou
v oblastech, kde dochazi i za norméalnich okolnosti ke zna¢nému mnozeni bunék ¢&i k jejich
stimulaci, naptiklad pohlavnimi hormony Vv travicim tustroji, praduskach, prsech, zenskych
pohlavnich ustrojich, prostaté¢ a podobné. K nejdilezitéj§im naddorim u lidi patii zhoubné
epitelové nadorové karcinomy. Primarnim nadorem je myslen prvotni vznik v ur¢itém
organu, jeho daldi rozsev do organismu a vznik sekundarnich nadorti uréitého organu
se oznacuje jako metastazy. Ty vznikaji §ifenim nadorovych bunck nebo choroboplodnych

zarodki krvi, lymfou nebo ptimym rozsevem. [2]



Prvni zminka o volnych nadorovych bunkach pochazi z roku 1869. Asworth popsal
piipad rakoviny, kdy jesté po smrti pacienta byly v jeho krvi objeveny buriky pfipominajici
nadorové. Tyto buiiky se po uvolnéni z nadoru Sitily jak krevni, tak 1 lymfatickou cestou
a po jejich extravazaci do cilového organu mohlo dojit ke vzniku mikrometastaz (MMTS)
s naslednou tvorbou makroskopickych metastaz. [9]

Proces vedouci ke vzniku nadort a metastaz zahrnuje aktivni molekularni ,,pteslech*
(cross-talk) v ramci mikroprostfedi nadoru, roli bilkovinn¢ vazanych nadori, jako je
urokinaza typu aktivatoru plazminogenu (UPa), fibrinogenu a komplexni signalizaci, jako
je Akt1l/PKB, které reguluji invazi a apoptdzu. z toho plyne schéma s nasledujicimi kroky:
nadorové ristové buiky, angiogeneze, déleni nadorovych bunck, epitelialni piechod
na mezenchymalni (EMT), pohyblivost, pronikani do cév, pieziti v fecisti a embolizace,
mozna extravazace, mezenchymalni pfechod na epitelialni (MET), tvorba mikrometastaz

a rust makrometastaz. [19, 32]
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2.2. Cirkulujici nadorové bunky
Cirkulujici nadorové bunky (CTC; circulating tumor cells) jsou tedy ty bunky, jez
se vyskytuji v krvi a maji antigenni anebo genetické znaky ur¢itého typu nadoru. CTC jsou
Casto detekovany v krvi pacientt s rakovinou. pro detekci CTC se pouzivaji rizné
metodiky s proménnou citlivosti a specifi¢nosti. Zachyt CTC koreluje S nepfiznivymi
klinickymi vysledky. Jejich pfitomnost pfispiva k relapsu onemocnéni. Genetické
a fenotypové profilovani CTC se c¢asto 1i§i od primarniho nadoru, a tedy je vhodné ho

pouzit k vybéru nejefektivnéjsi cilené terapie. [3]
Mnozstvi nadorovych bunék cirkulujicich v periferni krvi se zdd byt vhodnym
prognostickym faktorem a ukazatelem progrese a rozsahu onemocnéni, predev§im

u melanomu, karcinomu prsu, prostaty a kolorekta. [13]

3. EpCAM molekula a jeji role v organizmu

Epitelialni bunéna adhezni molekula (EpCAM, Epithelial cell adhesion molecule)
byla popsana v roce 1979 jako dominantni antigen v lidské tkani karcinomu tlustého
stieva. Vzhledem k tomu, Ze byl EpCAM nezavisle identifikovdn mnoha vyzkumnymi
skupinami, dostal EpCAM rlzna oznaceni. [22]

Tato synonyma jsou: TACSTD1 (tumor-associated calcium signal transducer),
BerEp4, CD326, CO17-1A, 17-1A, EGP (epitelialni glykoprotein), EGP 2, EGP 34,
EGP 40, GA733-2 (hlavni gastrointestinalni tumor protein), KS1/4, KSA, Ly74, M1S2,
M4S1, MIC18, MK-1, TROP 1(bunény povrch glykoproteinu), hEGP-2, 323/A3,
HEA125, MH99, MOC31, VU-1D9. [5, 22] v posledni dobé se ov§em vyhradné pouziva
nazev EpCAM (CD 326). [22]

EpCAM je glykosylovany, 30 — 40 kDa membranovy protein typu |, ktery je
exprimovan v riznych lidskych epitelidlnich tkanich, karcinomech, progenitorovych
a kmenovych burikach. Protein EpCAM se sklada z 314 aminokyselin (AA), z toho 265
AA tvoii extracelularni domény, 23 AA transmembranové domény s epidermalnim
rastovym faktorem (EGF), tyreoglobulinu a 26 AA intracelularni domény, ktera je nazvana
EpICD. Mira glykosylace EpCAM molekuly je odlind u nadorové a zdravé tkané
a pohybuje se mezi 34-42kDa. [5, 20]

Gen pro EpCAM molekulu je umistén na chromozomu 2: 47, 572, 297-47, 614, 740
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a ma 6 prepist (EpCAM-001 az EpCAM-006), které se 1isi riznou délkou a biotypy. [7]
Gen EpCAM/TACSTDL se sklada z 9 exoni a dosud na ném nebyly pozorovany zadné
mutace. [5] Gen EpCAM kdduje antigen souvisejici s karcinomem a je ¢lenem rodiny,
ktera zahrnuje nejméné dva druhy membranovych proteinti typu . Tento antigen je
exprimovan na vétsiné normalnich epitelialnich bunék a gastrointestinalnich karcinomech,
funguje jako holotyp na vapniku nezavislych molekulovych bunéénych adhezi. Antigen je
pouZivan pro cilenou imunoterapii lidskych karcinomti. Mutace v tomto genu vedou

k vrozenym enteropatiim. [6]

Assembly exceptio...
chromosome 2

Assembly exceptio... 'Hssas PATCH

Obrazek 2: Chromosome 2: 47,572,297-47,614,740 [8]

EpCAM u normalni zdravé tkané¢ napomaha velmi tésnému spojeni v mezibunécném
prostoru epitelovych bunék, zejména se jedna o jednoduchy epitel a bazalni membréanu
bunék, kde se lokalizuje na plazmatickou, basolateralni membranu. U nadorové tkané je
EpCAM molekula homogenné rozloZena na celém povrchu nadorové buiiky. [5, 20]

Mnozstvi exprimované EpCAM molekuly se u nadorové zménénych bun€k znacné
méni, jiz ve fazi dysplazie dochazi k jeji silné expresi na povrchu buriky, to je typické
u malignit. [5] EpCAM molekula je zndma jako nadorovy antigen, jenZ souvisi s ¢etnymi
aplikacemi v diagnostice, progndze a 1é¢bé rakoviny. [22]

Béhem nékolika poslednich let se klade diraz na vyzkum molekuldrni funkce
EpCAM. Diky vysoké drovni exprese EpCAM je umoznéno zavadéni novych
terapeutickych postupii na Sifeni naddorovych bunék a nadorovych kmenovych bunck
rtizného ptavodu. [4]

V Imunoterapii jsou vyuZivany zndmé protilatky charakteristické svym vazebnym
mistem proti epitelialni adhezni molekule EpCAM. Viz tabulka [24]
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AUA1 - 0 m
Ber-EP4 — 21 s'
Zname protilatky proti EpCAM [24] czis VN
Protilatka Epitop Kost - [eary g
AUAL EGF- doména | Moo )% 8
Ber-EP4 EGF- doména | VU109 ”< 66
CO 17-1A EGF- doména | Sl a
C215 EGF- doména | o \,f“f,
ESA, EGP-2, EGP 40 | Nestanoven v/ 435
FU-MK-1 Nestanoven
GA733-2 EGF- doména | ke
HEA 125 Nestanoven g
K928 Nestanoven 3
K931 EGF- domena | ]
KSA, KS-1, KS1/4 | EGF- doména | s > p
MM104 Cystein chudé oblasti
MH29 EGF- doména | E R
MOC31 EGF- doména | | 2
MT201 Nestanoven B
VU-1D9 EGF- doména | | 5
2G8 EGF- doména I1 = 5
311-1K1 Cystein chudé oblasti o
323/A3 EGF- doména |

Obrazek 3:Schéma molekularni struktury
EpCAM s vyznaCenymi misty vazby
specifickych protilatek [24]

4. Metody detekce cirkulujicich nadorovych bunék

I ptes velké pokroky v oblasti vyzkumu a 1é¢by je stale rakovina druhou pfi¢inou
umrti. Primdrni nadory maji jen ziidka smrtelné nasledky, zatimco metastazujici
onemocnéni predstavuji okolo 90% Utmrti v disledku solidnich nadort. Proto je dilezity
rozvoj citlivych metod umoznujici detekci rakovinného Sifeni, zejména pi1 Casto
se vyskytujicich karcinomech. [17]

Cirkulujici nddorové buiiky neboli maligni buiiky cirkulujici v periferni krvi pacientt
se solidnimi nadory, je mozné detekovat na zakladé jejich povrchovych markert
nebo piitomnosti nukleovych kyselin. Stanoveni na zakladé prtikazu DNA je vhodné
piredev§im u nadort se specifickymi genetickymi abnormalitami (detekce fhznich gentl,
mutace Ras, ¢i p53), Castéji se provadi stanoveni na zakladé kvantitativni PCR v redlném
¢ase MRNA, kdy je cilovy transkript exprimovan specificky v nadorovych butikach. [13]
Techniky pro separaci CTC jsou zaloZeny na rozdilné hustoté a velikosti od normalnich

bungk. [17] Techniky pro rozpoznani jednotlivych nadorovych bunék jsou citlivé fadove
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10* a7 10° zdravych bundk a tim mohou pfispét k diiv&j§imu zachytu metastaz. [9]
V nasledujicim vy¢tu je uveden zakladni piehled nejcastéji vyuzivanych metod pro detekci
CTC.

4.1. Histologie a imunohistochemie

V poloviné 50. let bylo pomoci histologickych metod vySetfeno na ptitomnost CTC asi
5000 pacientt s rakovinou. CTC byly detekovany téméi u 100 % ptipadi. OvSem ukazalo
se, 7e Casto dochazelo k zaméné hematopoetickych bun€k (zvlast€é megakaryocyti)
S nadorovymi buiikami.

Pomoci imunohistochemie, metody, ktera byla objevena v 80. letech, je umoznéna
detekce jedné nadorové buiky mezi 10 000 — 100 000 nenadorovymi buiikami za pomoci
obarveni preparitu monoklondlnimi protilatkami proti antigenim specifickych
pro nadorové burky. [9] Imunohistochemicky je mozné stanovit v histologickych vzorcich
primarniho nddoru EpCAM. [21] Nevyhodou je v8ak omezeny pocet hodnocenych bunék

a riziko zkiizené reakce s jinymi epitopy. Navic metoda nedosahuje citlivosti PCR. [9]

4.2. Cytometricke metody

Pritokova a laserova skenovaci cytometrie jsou metody na béazi protilatkové
technologie s pozitivni selekci leukocyti pomoci anti-CD45. Zatimco prutokova
cytometrie je proces, béhem kterého jednotlivé bunky v suspenzi prochazeji pratokovou
komirkou a po interakci s monochromatickym laserovym paprskem dochéazi k lomu
a odrazu svétla, tim je mozné provést analyzu vybrané cilové bunécné populace. [14]
Pak laserova skenovaci cytometrie spojuje moznosti pritokové cytometrie, fluorescencni
mikroskopie a analyzy obrazu. Umoznuje tak kvantifikovat fluorescenéni znaceni
na ptisedlych bunikach v tkanové kultufe nebo dokonce na tkanovych fezech. [15]

Vyhodou metod je, Ze nevyzaduji lyzu bunék, a to umoziluje poznat jejich
morfologickou charakterizaci, pocet a molekularni povahu. [17] Cirkulujici nadorové
buiiky je mozné detekovat pratokovou cytometrii, vétSinou na zéklad¢ povrchovych znakt
epitelidlnich bunék nebo adhezivnich molekul (EpCAM). pied tuto metodu je mozné
predradit koncentracni krok zaloZeny na izolaci bunck pomoci paramagnetickych castic.
[13]

Nicméné tyto metody jak pratokova, tak i laserova skenovaci cytometrie, jSOu

omezovany nizkou koncentraci CTC v krvi, coz vyzaduje velké mnozstvi vzorkd.
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I pfes tento nedostatek se pritokova i laserovd skenovaci cytometrie vV soucasné dobé¢
pouZiva k detekci CTC, protoZe tyto metody jsou rychlé, kvantitativni a mohou souc¢asné
analyzovat vice parametrt, jako je velikost, obsah DNA, specifické antigeny a mohou
identifikovat Zivé buiky od nezivych. [17] ke zvySeni citlivosti metody lze provést
obohaceni vzorku, nejcastéji za pouZiti imunomagnetickych metod, ve kterych je
na paramagnetickou latku navazana monoklonalni protilatka (napf. jiz vySe uvedena

anti-CD45 proti leukocytiim). [18]

4.3. Epitelialni imunospot
Zkracené EPISPOT je protilatkova technologie zalozend na imunoenzymatickych
testech na panelu riznych nadorovych bunék. Je béZnou metodou pro monitorovani
imunitni odpovédi. Principem je identifikace konkrétnich proteinli vylucovanych
jednotlivymi Zivymi epitelidlnimi nadorovymi butikami s vyhodnocenim imunochemicky
nebo imunofluorescenéné. Tento test je jedineCnym pro detekci rakovinné bunky

na zaklad¢ vyluCovani proteind, nebyl dosud pouzit ve velkych Kklinickych studiich. [17]

4.4. Polymerazova retézova reakce

Obecné PCR je jednoduchd a rychld metoda umoznujici detekci vybrané sekvence
DNA, jeji mnohonasobné amplifikace za pouZiti specifickych oligonukleotidi a DNA
polymerazy. Typicky prub&h PCR zahrnuje 35 — 40 cyklu. [9]

V disledku nestability mRNA, ktera je rychleji degradovana v periferni krvi,
se v sou¢asné dobé povazuje za lepsi cil pro detekci CTC kvantitativni PCR v realném case
(QRT-PCR) nebo PCR pomoci reverzni transkriptazy (RT-PCR). [17]

QRT-PCR je variantou PCR umoznujici pfimou kvantifikaci PCR-produktu v prubéhu
reakce. QRT-PCR se provadi prostfednictvim detekce a kvantifikace fluorescen¢niho
signalu. [57] Tato metoda je vhodna pro monitorovani minimélni zbytkové choroby
zodpovédné za relaps onemocnéni, a zdroveil umoziuje piedpoveédét progresi onemocnéni
a ucinnost lécby. [12]

Reverzn¢ transkriptni polymerazova ftetézova reakce (RT-PCR) je zalozena
na principu amplifikace molekul mRNA, které nelze pouZzit jako templat k PCR, proto
se izolovana RNA musi pfevést do komplementarni DNA (cDNA) retrovirovou zpétnou
transkriptdzou s naslednou amplifikovanou PCR a 2 specifickymi primery. [57] PouZiti

RT-PCR v soucasné dobé je nejcitlivéjsi zptisob identifikace cirkulujicich nadorovych
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bunék u pacientt s rakovinou. [11]

PCR je sice metoda podstatné citlivéjsi nez histopatologie, imunohistochemie
nebo prutokova cytometrie, jde vSak o techniku do zna¢né miry destruktivni. po provedeni
analyzy jiz neni mozné zpétné ovéieni morfologické povahy bun€k, ani jejich mnozstvi.
V poslednim bodu mlze byt velice uziteCna rizné¢ modifikovand kvantitativni PCR
(QRT-PCR). Pfes velkou citlivost RT-PCR ma tato technika nizkou specifi¢nost vzhledem
k expresi n¢kterych transkriptd normalnich krevnich bunék, a to vede k falesné pozitivnim
vysledkim. v pfipadé RT-PCR je nevyhodou oproti histologii a imunohistochemii
podstatné snizend moznost provadeéni retrospektivnich studii. Materidl byva vétSinou
konzervovan formaldehydem a parafinem a vzhledem kvelice nizké kvalit¢ RNA

se nehodi pro zpracovani touto metodou. [10, 17]

4.5. Fluorescenéni in situ hybridizace

Fluorescen¢ni in situ hybridizace (FISH) je molekuldrni cytogenetickd metoda, ktera
vyuziva alespoin dvou chromosomovych sond znaéenych fluorescenéné pro stanoveni
cirkulujicich epitelovych bun€k. SlouZzi pro potvrzeni kone¢ného maligniho charakteru
CTC a pro podrobngjsi studium jejich biologického chovani. Karcinomy jsou spojeny
s chromozomalnimi abnormalitami, pifitomnosti numerickych aberaci a protonkogent.
Stanoveni genetickych zmén prokazuje maligni charakter CTC a je tim spojené
s progresivni rakovinou. [23]

Ptesnéj$i variantou je komparativni genomova hybridizace (CGH), ktera urcuje
nebalancované zmény, definuje v genomu oblasti, které maji vztah ke vzniku nadoru
a dovoluji rychle odhalit geny leZici v téchto oblastech. [16]

Jelikoz FISH analyzy vyzaduji vysoké rozliSeni zobrazeni jednotlivych bungk a jejich
vyuZiti v diagnostice je omezené pro ¢asovou a technickou naro¢nost, Sieben a spol.,
demonstroval provedeni FISH uvnitt mikrofluidnich zatizeni. PIn€ automatizovany FISH
systém lze vyuZit v rutinni molekularni typizaci pro genomové analyzy nadorovych bunék.
Mikrofluidni systém je zaloZen na samostatné sestavenych magnetickych ¢asticich
pro bunécné tiidéni. Tento piistroj je schopen zachytit velmi vzacné bunky, jako jsou
cirkulujici nddorové bunky, v biologickych vzorcich (krev, kostni dfefl). Zachycené bunky

mohou byt analyzovany svételnou oblasti a fluorescenéni mikroskopii pii velkém zvétSeni.
[20]
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4.6. Mikrofluidni zarizeni pro CTC detekci

Rada vyzkumnych skupin se zabyva vyvojem mikrofluidniho zafizeni tzv. lab-on-
chipu, ktery v sob¢ integruje separaéni 1 detekéni slozky a jeho design je navrZzen na miru
urcité aplikaci, v tomto ptipadé pro zachyt a identifikaci cirkulujicich nddorovych bunék
(CTC). Takovato mikrofluidni zafizeni mohou byt zaloZena na principu afinitni
mikrochromatografie, magnetické bunééné separace, porézni mikrofluidni separace anebo
dielektroforézy. [59] Napiiklad autofi Nagrath a spol. vyvinuli mikrofluidni ¢ip, na kterém
zachyt CTC bunék z pIné krve pacienta probihd v komirce s mikroposty potaZzené
specifickymi anti-EpCAM protilatkami, a k identifikaci je pouZito fluorescen¢niho znaceni
a nasnimané obrézky jsou podrobeny obrazové analyze. Pro odstranéni interference
zpusobené piitomnosti leukocyti ve vzorku se vyuZiva negativni selekce pomoci protilatky
anti-CD45. [58] Prednosti téchto mikrofluidnich technologii je vyuziti malych objemu
vzorkd, rychlého zpracovania paralelni analyzy vzorkd. Prozatim jsou mikrofluidni ¢ipové

technologie pro CTC detekci ve fazi vyzkumu a vyvoje. [58, 59]

4.7. CellSearch System

Jednim z komerénich produktti zabyvajici se detekci CTC je semiautonomni piistroj
CellSearch System od firmy  Veridex (Raritan, NJ). Zachyt bunék je zalozen
na magnetickych ¢astic potaZzenych anti-EpCAM specifickou protilatkou. Zachycené
buriky jsou identifikovany fluorescenéné zna¢enou monoklonalni protilatkou specifickou
pro leukocyty (CD45), cytokeratiny 8, 18 a 19 a jadro je zvyraznéno fluorescencni
barvickou DAPI. Tato metoda slouZzi pro detekci CTC u pacientd s metastazujicimi
karcinomy prsu, kolorekta a prostaty. [58]

4.8. AdnaTest BreastCancerSelect
AdnaTest BreastCancerSelect (AdnaGen, Langenhagen, NJ) je dalSim z pfistroju
vyvinutych pro CTC detekci, a ktery je zaloZzeny na zichytu bunék pomoci
imunomagnetickych ¢astic  potazeném3 rtznymi protilatkami proti povrchovym
antigenim. Poté nasleduje Setrnd mRNA extrakce zajist'ujici integritu a kvantitu ziskané

RNA. Test je vhodny pro detekci karcinomi prsu a tlustého streva. [58]
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Pi‘ehled metod detekce cirkulujicich nadorovych bunék (CTC) a diseminovanych

nadorovych bunék (DTC) konkrétné u karcinomu prsu [58]:

Markery

Nazev testu Princip pro identifikaci

Vysledek testu

Pro zachyt EpCAM;

Imunomagnetické cytokeratiny

separace bun¢k Mikroskopické

CellSearch pomoci (pozitivni | stanowent notta
anti-EnCAM identifikace); bunsk
selekcg CD45 (negativni
selekce)

Epitelidlni antigen

Pomoci smési GA733-2 (MRNA); | Stanoveni

3 protilatek _ o
AdnaTest epiteliainich HER2 (mRNA),. relatlvvnlho
(BreastCancerSelect) ovrchovveh MUC1 (mRNA); mnozstvi mMRNA

P VY aktin (negativni (CTC-asociovane)

antigenis; RT-PCR selekce desticek)

Zachyceni pomoci

membranového Stanoveni
Membranovy filtru: elektrolVza relativniho
mikrofiltracni test na fi |:[ - y mnozstvi mMRNA

RT-PCR (CTC-asociované)

Pro zachyt EpCAM;
Mikroposty fluorescencni
. _ potazené barveni jadra; Mikroskopické
'\Cﬂ}lgof.lu'dm protilatkou; cytokeratin stanoveni poc¢tu
ap laminarni (pozitivni bunék
mikrofluidika identifikace); CD45
(negativni selekce)

FAST skenovaci Mikroskopické
FAST technologie; cytokeratiny stanoveni poc¢tu

Imunofluorescence bunék

:erzgn(r)]znzgnrzleglcke Stanoveni produkce

rﬁzrﬁl’chp MUCT1; cytokeratin | specifickych
EPISPOT YR .. | 19; CD45 (negativni | epitelialnich

nadorovych bun¢k; . . o

kultivace CTC selekci) proteint u

. kultivovanych CTC

bunck

Laserové skenovaci _ Mikroskopické
LSC cytometrie; EpCAM; CD45 stanoveni poc¢tu

(negativni selekci)

imunofluorescence bunék
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5. Vyuziti detekce CTC u nadorovych onemocnéni

Vyskyt metastaz u pacientli Se solidnimi nadory velmi negativné ovliviiuje jejich
progndézu. Soucasné zobrazovaci techniky vSak nemaji dostate¢nou rozliSovaci schopnost
pro zachyceni ¢asnych stadii metastatického procesu. Klasicka TNM (tumor — nodus —
metastaza) klasifikace rozdéluje pacienty do nékolika skupin na zakladé statutu primarniho
nadoru, lymfatickych uzlin a vzdalenych metastaz. v ramci téchto skupin lze pro kazdého
jednotlivého pacienta stanovit miru rizika vzniku metastatického loziska, ptipadné relapsu
nemoci po odstranéni primarniho nadoru. Nicméné, jedna se pouze o statické vyjadieni
pravdépodobnosti zalozené na vysledcich rozsahlych studii. [9] Detekce CTC muiize mit
vyznam Vv prognostice, ale protoZze se vyskytuji jen v nizkém poctu, nelze tyto buiky
snadno odhalit. [56] Proto se v poslednich letech s rozvojem novych molekularné-
biologickych metod soustfed’'uje pozornost na véasné rozpoznani diseminace nadorovych

bunék. [9]

5.1. EpCAM v diagnostice
V lidskych tkanich je adhezivni molekula EpCAM exprimovana ptedevs$im v epitelu
a neoplazii odvozené od epitelu, cehoz se vyuZiva v rozliseni jednotlivych tkani. Prokazalo
se, z¢ EpCAM muze byt pouzit, jako indikator rozliSujici mezi epitelovou neoplasitickou
tkani a neepitelovou neoplastickou tkani. Dale je moZno pouZit molekulu EpCAM jako
marker pro histologické odliSeni epitelialnich neoplazii. v z&vislosti na orgdnu existuji

rtuzné podtypy S ruznymi vlastnostmi a intenzitou. [22]

19



5.2. Maligni nadory hlavy a krku

Obrazek 4: Oblast vyskytu nadort hlavy a krku [37]

Do skupiny nadort hlavy a krku patti nadory rtd, dutiny Gstni, jazyka, dutiny nosni,
paranazélnich dutin, epifaryngu, orofaryngu, hypofaryngu, laryngu, slinnych 714z a usni
nadory. Jejich z&vaZznost je dana lokalizaci ve funk¢éné a esteticky exponované krajiné.
Casto byva v rizném stupni postizena fe¢, polykani a dychani. Maligni nadory hlavy
a krku ztstavaji dlouho bez ptiznakli nebo casto pfipominaji nezdvazna chronicka
zanétliva onemocnéni. Pravdépodobnost metastazovani téchto karcinomi do krénich uzlin
je pomérné vysoka. v zavislosti na lokalizaci nadort se prognoza hor$i od rti smérem
k hypofaryngu. [30,33]

Maligni néddory hlavy a krku ptedstavuji u muzi asi 6 %, u Zen asi 2 % vSech
zhoubnych néadora. Incidence nejcastéjSiho typu nadoru ze vSech malignich nadort hlavy
a krku, karcinom laryngu, byla v roce 2005 v CR 9,4/100 000 mux a 0,8/100 000 Zen.
byly zjistény ve Svédsku, nejvyssi ve Francii. [30, 33, 45]

Vétsina malignich tumort hlavy a krku vychazi z povrchového epitelu, a proto je zde
nejcastéjSim histologickym typem nddoru dlazdicobunéény (spinoceluldrni) karcinom.
Piedstavuje az 90 % vSech tumortu. v nazélnich a paranazalnich dutinach se vyskytuje
spinoceluldrni karcinom nebo adenokarcinom. Mimo spinocelularni karcinomy (verukdzni)
jsou v této oblasti popisovany vietenobunééné karcinomy a nediferencované karcinomy.

Ke sledovani prib&hu onemocnéni a efektu terapie (nikoliv pfi screeningu ¢i primarni
diagnostice) lze pouzit kombinace sérovych nadorovych markerd: karcinoembryonalni
antigen (CEA), antigen skvamoznich bun¢k (SCCA), tkanovy polypetidovy antigen (TPA)
a cytokeratinové antigeny (CYFRA 21-1). [30,33]

V dlazdicovém epitelu dutiny Ustni je exprese EpCAM spolehlivym ukazatelem

rozvoje nadorového onemocnéni. Dysplastické tkan€ totiz vykazuji vysokou expresi
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EpCAM ve srovnani se zdravou tkani, kterd je EpCAM negativni. [22] Stejné tak
v dlaZdicovém epitelu laryngu koresponduje exprese EpCAM molekuly s vyskytem
danych dysplastickych oblasti. [24]

Autofi Jatana a spol. a Hristozovd a spol. ve svych pracich uvedli, ze na zdklad¢
novych technologickych postupt a pozitivnich vysledkt z izolovani CTC v periferni krvi
u karcinomt hlavy a krku, je v budoucnu mozna vyuzitelnost CTC jako prognostického

markeru u téchto nadora. [81, 82]

521 Neepitelovy karcinom estezioneuroblastom (ENB)

Estezioneuroblastom, neboli olfaktoricky neuroblastom, je neurogenni tumor
vychazejici z ¢ichového epitelu kranialné od stfedni nosni skotfepy. Vyskytuje se velmi
vzacné, tvoii jen asi 1-5 % vSech nadort nosu a vedlejSich dutin nosnich a postihuje
prevazné mladé jedince do 35 let. [31] Napiiklad Broich a spol. za poslednich 20 let
zaznamenali pouze asi 1000 novych piipadi. Recidiva je mozna i po 10 letech ukonceni
1éCby, proto je dilezité dlouhodobé monitorovani pacienta. [27]

Estezioneuroblastom, jako neepitelovy karcinom pattici mezi maligni nadory hlavy
a krku, je vyjimkou, u néhoz byla prokazana tvorba adhezivni molekuly EpCAM. [22]
Detekce CTC se u tohoto typu nadoru neprovadi.

5.3. Karcinomy gastrointestinalniho traktu

5.3.1L Karcinom jicnu
D (x40) e e i

Obrazek 5: Imunologické barveni EpCAM molekuly v riiznych tkétiovych fezech. Silnd exprese proteinu
EpCAM byla patrnd v mélkych oblastech nadoru, ale v hlubSich oblastech invazivniho nadoru je exprese snizena
(zvétSeni 40x). [38]

Karcinom jicnu neboli ezofagu je maligni onemocnéni vznikajici maligni transformaci
dlaZzdicového (skvamdzniho, epidermoidniho) epitelu jicnu (epidermoidni karcinom) nebo
metaplastického epitelu Barretova jicnu ¢1 mucindznich zlaz lokalizovanych ve sténé jicnu

(adenokarcinom). Karcinomy jsou lokalizovany piedev§im Vv distalni Casti. NejCastéjSim
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pfiznakem onemocnéni je dysfagie a vahovy ubytek. Vysledky 1é¢by karcinomu jicnu jsou
velmi neuspokojivé. Operacni vykon miva jen ziidka kurativni charakter. Zavedenim
novéjsich zobrazovacich metod, jako je endoskopie, PET ¢i PET/CT zlepSilo korelaci
klinického a poopera¢niho stagingu. [30, 33]

Onemocnéni se nejéastdji manifestuje ve véku 50-60 let. v CR byla incidence v roce
2009 u muzta 490 (9,5/100 000) a u zen 105 (1,96/100 000). Celosvétoveé je to osmé
nejCastéj$i nadorové onemocnéni. Relativni incidence plynule naristda s vékem.
[30, 33, 44, 45]

Byly popsany &etné molekularné biologické markery v nadorové tkani — napt.
epidermal growth factor receptor (EGFR), transforming growth factor a (TGF-a), p53,
E-kadherin, Bcl-2, a dalsi, jejichZ prognosticky vyznam byl vSak posouzen kontroverzné
a soucasné piili§ neposkytuji spolehlivou prognostickou predpoveéd. [32]

Dlazdicovy epitel jicnu je pro EpCAM jednoznaéné negativni, cylindricky epitel
Barretova jicnu zobrazuje difGzi a slabou expresi EpCAM. z biopsie Barettova jicnu
imunohistochemickym barvenim pomoci mAb-KS1 byla prokazéana heterogenita EpCAM.
[24] Autofi Kumble a spol. z predbéznych vysledki zjistili vysokou expresi EpCAM
molekuly u adenokarcinomu jicnu a jeho pozitivni korelaci s progresi tohoto
onemocnéni.[26]

Autor Zhian a spol. ve své praci uvedl, ze CTC jsou uzitetné¢ k hodnoceni
mikrometastaz karcinomu jicnu a soucasné umoziuji predikci recidivy u takto postizenych

pacientt. [73]

5.3.2. Karcinom Zaludku

ang - .‘,._ : - M A . A. ey ‘k e vl
W sk o) BEEENTEEIRN b“m.“é‘u LR DA
Obréazek 7: Imunohistochemicky obarvené preparaty zvétiené 200x.
A) Normalni sliznice je EpCAM negativni. B) Tkan karcinomu zaludku,
hnédé¢  jsou oznaceny  EpCAM pozitivni oblasti tkane.
Obrazek 6: C) Spatné diferencovana tkan karcinomu zaludku vykazuje silny, stfedni

Zaludek a jeho epitel [46] nebo slaby EpCAM imunologicky signal ve vétsing epitelovych bunék. [40]

Karcinom Zzaludku je maligni onemocnéni, které se vyviji na zakladé¢ maligni

transformace bunék cylindrického epitelu Zalude€ni sliznice. Karcinom zaludku nejcastéji
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postihuje kardii a malou kurvaturu, Casto také gastroezofagealni pfechod. Onemocnéni
probiha v mnoha piipadech zpocatku asymptomaticky. Pozdé&ji se objevuje nechut’ k jidlu
aZ anorexie, patologickd Unava, nauzea aZ zvraceni s krvi, tlakové bolesti v epigastriu.
Progn6za onemocnéni zavisi na rozsahu onemocnéni. [30, 33]

Podle epidemiologickych studii incidence a mortalita na karcinom Zaludku
ve vyspélych zemich klesa, ptesto je toto onemocnéni jednou z nejcastéjSich pri¢in smrti.
Nejvétsi vyskyt je v Cing, Japonsku, Jizni Americe a ve vychodni Evropé. v CR se v roce
2009 diagnostikovalo 1659 novych onemocnéni. Jde o onemocnéni vysSiho véku
s maximem vyskytu mezi 75-80 lety, pfi¢emZ muZi jsou postizeny asi dvakrat Castéji.
[30, 33, 44, 45]

Vysetfeni nadorovych markerd (CAE, CA 19-9, CA 72-4) v séru ma vyznam
jen ke kontrole prubéhu terapie. Vzhledem k neexistujicimu screeningovému vySetieni
se onemocnéni Ve vétsing piipadu diagnostikuje v pokroc¢ilém stadiu. [30, 33]

EpCAM védci navrhli k Casnému zachytu rozvoje Zalude¢nich metaplazii pomoci
antigenu Ki-67 nebo protilatek FU-MK1 ¢&i 323/A3, jelikoz je detekovatelny uz na hranici
normalnich a metaplastickych bungk, které jesté nevykazuji metaplasticky fenotyp. [24]

WWsoka tvorba EpCAM se zaznamenala u adenokarcinomu Zaludku [22]. Oviem
ve zdravé tkani epitelu Zaludku se EpCAM nevyskytuje (vyjimku tvofi bazalni vrstvy
krypt). Tedy, ztrata EpCAM, jako epitelialni adhezivni molekuly, mize reflektovat ztratu
epitelidlni diferenciace, coz je Spatnym prognostickym znakem. Slaba uroven exprese
E-kadherinu v karcinomu Zaludku zvySuje roli EpCAM v adhezivnich buné¢nych spojich,
nasledkem je ztrata bunééné adheze, a to podporuje tvorbu metastaz. [24]

Autofi Takeuchi a spol. a Hiraiwa a spol. ve svych pracich poukazuji na vyuZitelnost
CTC jako prognostického markeru karcinomu zaludku. Zménu poétu CTC v periferni krvi
je tedy mozné vyuZzit k hodnoceni stadia tumoru, prognostice vyskytu vzdalenych metastaz

a sledovani lé¢ebnych u¢inkl chemoterapii. [60, 62]
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5.3.3. Karcinom tlustého stifeva

’ i -

Obrazek 9: Ep-CAM barveni dvou lidskych vzorkil tlustého streva
z tkanovych mikroc€ipta. (A) Vzorek zdravé tkané tlustého stieva. (B)
Vzorek karcinomu tlustého stieva Vystupek zachycuje detailngjsi
Obrazek 8: Intestinum crassum [55] pohled na membrané lokalizovany obarveny produkt. [39]

Kolorektalni karcinom je nejcastéjSim nadorem traviciho ustroji a celosvétoveé patii
stale mezi nejCastéjsi nadory vibec. [30, 33, 44, 45] Terminem kolorektalni karcinom
se oznacuji maligni onemocnéni vznikajici maligni transformaci cylindrického epitelu
tlustého stfeva (vzestupny, ptficny, sestupny tracnik a esovita kli¢ka) a rekta. Pokrocilé
nadory vedou ke ztraté vahy, malnutrici a anemizaci. Hlavnimi akutnimi komplikacemi
jsou obstrukce a perforace stieva, coz vede ke krvacivym stavam. [30, 33]

Z analyzy v€kové specifikované incidence nadorii kolorekta vyplyva pocatecni narist
onemocnéni u osob 35. roku zivota, strm&jsi nartst kolem 50. roku a maximum dosahuje
incidence ve véku 70-74 let. v CR bylo v roce 2009 hlaseno 8205 (78,09/100 000)
onemocnéni. Obdobny vyvoj je sledovatelny i u mortality. [30, 33, 44, 45]

Pii kolorektdlnim karcinomu milZe byt zvétSend hladina karcinoembryonalniho
antigenu (CEA). Jeho pfitomnost pii nadoru neni obligatni (senzitivita je jen 50-60%),
proto se vyuziva piedev§im k monitorovani pacientt po operaci. Jako vedlejsi vyuZivany
marker je CA 19-9. [30, 33]

Autofi Takeuchi a spol. a Cohen a spol. ve svych pracich poukazuji na vyuZitelnost
CTC jako prognostického markeru kolorektalniho karcinomu. [60, 61] Je totiz zndmo,
Ze U pacientt s kolorektalnim karcinomem se prokazala ptitomnost EpCAM v primarnim
nadoru, jenZ koreloval s metastazemi v jatrech, kuzi, peritoneu a lymfatickych uzlinach.
[22] EpCAM je znaéné exprimovan Ve vysoce proliferativnich bunikach stievniho epitelu
(vyjimku tvoii apikdlni membrany smétujici k lumenu). Vyvoj adenomu je doprovazen
zvySenym projevem EpCAM a jeho nadmérna exprese (mAb GA733), témét 100%,

je Casto prokdzdna u kolorektalniho karcinomu. [22, 24] O néco nizsi expresi (80%)
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vykazovaly velmi vzidcné se vyskytujici meduldrni karcinomy tlustého stieva.
Ztrdta EpCAM v 1é¢bé kolorektalniho karcinomu byla spojena S omezenou bunéénou
adhezi, migraCnim potencidlem a vznikajicim tumorem. Nadmérna exprese EpCAM miize

tedy inhibovat pfilnavost metastaz. [22]

5.3.4. Karcinom jater, Zluc¢niku a Zluc¢ovodi

Obrazek 11: Imunochistochemickd analyza EpCAM, VEGF
(vaskularni endotelialni rastovy faktor), CD34 u HCC nador(. Sipky
znadi pozitivni skvrny MVD. Zvétseni 200x. [41]

Obrézek 10:

Jatra, 7Iu¢nik, zluovody [47]

5.3.4.1. Hepatocelularni karcinom (HCC)

Je maligni nador tvofeny bunkami s hepatocelularni diferenciaci. Metastazy
nachazime nejcasté&ji v plicich, v nadledvinach ¢i v kostech. HCC predstavuje 90 % viech
primarnich malignich nadort jater. Jejich velka regeneracni schopnost zastira klinickou
symptomatologii az do pokrodilejSich stadii onemocnéni. NejvyznamnéjSim piiznakem
je jaterni cirhdza.

Nejcastéji se HCC vyskytuje ve véku 55-80 let. Ro¢né se ve svété diagnostikuje okolo
1 milionu novych ptipadi. HCC se vyznaéuje velkymi geografickymi rozdily ve vyskytu.
Zatimco ve vychodni Asii je nejcastéjsi pri¢inou umrti na malignitu, v Evropé a Severni
Americe piedstavuje 1 az 2,5 % viech malignit. v CR bylo v roce 2009 nahladeno 549
(10,65/100 000) novych onemocnéni u muzi a 284 (5,31/100 000) u zen. I ptes pokroky
v diagnostice a 1é¢bé je dosud diagnoza hepatocelularniho karcinomu spojena se Spatnou
progndézou a Spatnym prezitim. [30, 33, 44, 45]

Z laboratornich vysetieni pro karcinomy jater je na prvnim misté a-fetoprotein (AFP),
jehoZ senzitivita je kolem 60 %. DalSim onkomarkerem je des-gamma-carboxy
protrombin, ktery odpovida pfitomnosti mikrovaskularnich tromboz. I kdyz jeho specifita
se blizi 100 % a senzitivita pfesahuje 70 %, zatim neziskal v bézné praxi §ir$i uplatnéni.
[30, 33]
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EpCAM je exprimovan v hepatocytech embryonalnich jater a v dozravajicich
jaternich bunkach. Zcela chybi v dospélych hepatocytech.De novo exprese EpCAM
pii regenerovani nebo pii mnozeni hepatocytli se vysvétluje tim, ze tyto kmenové bunky
nahrazuji poSkozené burnky. Snizeni mezibunécné adheze E-kadherinu je nutné
pro proliferaci. EpCAM exprese byla nejvyraznéj$i u akutni a chronické hepatitidy. Bylo
prokéazano, ze vSechny hepatocelularni karcinomy (HCCs), v¢etné pseudoalveolarniho typu
jsou na EpCAM negativni. Nemocna jaterni tkan jevi silné znaimky EpCAM exprese
(mAb 17-1A) v typickém epitelu a atypickém epitelu zZlucovych cest. [24]

Autor Xu a spol. ve své praci uvedl, Zze na zékladé novych technologickych postupt
a pozitivnich vysledka z izolovani CTC v periferni krvi u HCC, je v budouchu moZna

vyuZitelnost CTC jako prognostického markeru hepatocelularniho karcinomu. [75]

5.3.4.2. Karcinomy hepatobiliarniho Ustroji

Dé¢lime je podle mista vzniku na karcinomy Zluéniku, karcinomy zlucovodi
a karcinomy zlucovych cest. Karcinomy zlu¢niku a Zlu€ovych cest patii mezi onemocnéni
se Spatnou progndzou a jedinou kurativni 1é¢bou je chirurgicka resekce. [30, 33]

Hepatobiliarni nador je v euroamerickém regionu relativné vzacny, jeho incidence
se pohybuje kolem 2-3/100 000 obyvatel. Nejcastéjsim nadorovym onemocnénim
hepatobiliarniho systému je karcinom zlu¢niku, manifestuje se nejcastéji ve véku 70-80 let
a Castéji postihuje Zeny. [30, 33, 44, 45]

Pro karcinomy hepatobiliarniho Ustroji plati zvySeni aktivity obstrukénich enzymi
(napt. alkalické fosfatazy), to se muze projevit i u anikterickych pacientd. Karcinom
Zlu¢niku mize provazet zvySeni karcioembryonalniho antigenu (CEA) v séru a také
nadorovych markeri CA 19-9 a CA50. [30, 33]

EpCAM zna¢i buiky pluripotentni a progenitorové bunck Zlu€ovych cest
a hepatocyti. [24] Téméf ve vSech typech karcinomu Zzlu¢niku (cholengiokarcinom)
se vyskytuje EpCAM. [22] Autoii Ustwani a spol. ve své praci poukazuji na moznost
vyuziti CTC jako prognostického markeru karcinomii Zluéniku a ZluCovodl, ovSem
zaroven podotyka, ze je nutnd prospektivni validace na pacientech. v soucasné dobé védci
provadi prospektivni studie k zjisténi vychozich hodnot a zmén u CTC bé&hem
chemoterapie, tim je pak moZno u pacientii s karcinomy zlu¢niku ur¢it optimalni CTC
cut-off v predikci klinickych vysledki. [74]
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5.3.5. Karcinom pankreatu

Obrazek 12: Pankreas [48]

Pankreas méa funkci endokrinni a exokrinni. Jako karcinomy ozna¢ujeme pouze nadory
z exokrinniho parenchymu, které tvoti 95% piipadi (z toho duktalni karcinom asi 80 %
ptipadit). Endokrinni tumory slinivky piedstavuji asi 5%. Karcinom pankreatu byva dlouho
asymptomaticky. Nejcastéjsi piiznaky jsou nespecifické naptiklad v podobé nechutenstvi
spojené s odporem k masu a kovovou prichuti v tstech. Znamkou jiz pokro¢ilého nadoru je
ascites. U pokrocCilych stavii se setkdvame s hmatnou metastatickou tzv. Virchowovou
uzlinou. Prognéza nemocnych s karcinomem pankreatu je S$patna. VéEtSina nemocnych
umira v béhem prvniho roku. [30, 32]

V CR bylo v roce 2009 hlaseno celkem 1968 karcinomil pankreatu (18,73 /100 000).
Incidence tohoto onemocnéni ma vzristajici tendenci. Nejcastéjsi vyskyt je u osob ve véku
55-85 let. Mortalita na karcinom pankreatu je vhledem ke $patné prognoze téméi identicka
s jeho incidenci. [30, 33, 44, 45]

Pti diagnostickém laboratornim vySetfeni onkomarkeri je typicka elevace CEA a CA
19-9 se senzitivitou 67 %. CA 19-9 je prognosticky vyhodnéj§i u malych nadoru.
Casna diagnostika karcinomu pankreatu pouze pomoci nadorovych markeri neni proto
moZzna. [30, 32]

V karcinomu pankreatu se detekovala vysoka exprese EpCAM (<95%). [22 [Nejvétsi
prolifera¢ni index projevoval EpCAM V silné obarveném duktalnim prostoru dospélého
pankreatu. v kazdém buné¢ném prostoru koreluje frekvence proliferace bunék se zvySenou
expresi EpCAM (mAb KS1/4). Jeho nejvétsi exprese byla zaznamenana na hranici
interkalarnich duktalnich bunék, v interlobularnich kanalcich a na hlavnich Zzilnich
kanalcich. Langerhansovy ostrivky vykazuji podstatn¢ mensi intenzitu exprese EpCAM.
v inzulinomu se detekovaly na tkanovych fezech imunohistochemicky zvySené hladiny
exprese EpCAM. [24]
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Autofi Takeuchi a spol. a Mudan a spol. ve své praci uvedli, Ze CTC nejsou vyuZitelné
jako prognosticky marker karcinomu pankreatu, protoze CTC nebyly detekovany

v periferni krvi. Hlavnim divodem je, Ze jatra tyto nadorové bunky z krevniho ob¢hu

zachycuiji. [60, 63]

5.4. Karcinomy vyluéovaci soustavy

A T -
Obrazek 14: Pozitivni imunologické barveni
EpCAM u chromofobnich bun¢k renalniho karcinomu

Obrazek 13: Mocova soustava [49] [42]

54.1. Renalni karcinom

Nejcastéjsim malignim naddorem ledvin je adenokarcinom (85% zhoubnych nédora
ledvin) vznikajici z bunék proximalnich tubuli. Jeho nej¢astéjSim ptiznakem je hematurie,
bolest v bederni krajin¢ a hmatny nador. [30, 32]

Adenokarcinom ledviny tvoii zhruba 3 % malignich nddori dospélé populace. Nador
Ize detekovat ve vSech vékovych skupinach, s nejvétsim vyskytem v 6-7. dekadé véku.
Celosvétove ve vyspélych zemich incidence nadori ledvin stoupa. v absolutnich ¢islech

je CR ve svété na prvnim misté, aniz je znam divod prvenstvi. Podle udaji SVOD
bylo v CR v roce 2009 hla3eno 1808 nové diagnostikovanych nadord ledviny u muzi
a 1028 u Zen, incidence tak cinila 26,99/100 000 obyvatel, mortalita 10,9/100 000
obyvatel. [30, 32, 44, 45]

Na nador ledviny je nutno pomyslet u vSech pacienti se zvySenou sedimentaci
(nebo CRP) a subfebriliich nejasného puvodu. Zatim nejsou dostupné nadorové markery
s dostate¢nou senzitivitou a specifitou. [30, 32]

Pro diferenciélni diagnostiku renéalniho karcinomu je mozné pouZit EpCAM detekci.
[22] Piesto projev EpCAM ve zdravych a nadorovych ledvinach popisuje jen nékolik malo
studii. Zdravé rendlni tubuly jsou obecné na EpCAM velmi pozitivni, zatimco jasné bunky

karcinomu ukazuji véts$i heterogenetickou strukturu.Pét z dvanacti ptipadl byly pozitivni
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na EpCAM (mAD Ber-EP4). [24]
Autoii Bluemke a spol. a Stenzl a spol. ve svych pracich poukazuji na vyuZitelnost
CTC jako prognostického markeru rendlniho karcinomu. OvSem pro pifesnéjsi identifikaci

a charakterizaci cilovych cirkulujicich bun€k u tohoto typu karcinomu jsou nutna dalsi

studia. [76, 77]

54.2. Karcinom mocového méchyie a urotelu

Nejcastéjsimi nadory mocového méchyie jsou nadory z pfechodného epitelu — urotelu.
VétSinou mivaji charakter papilokarcinomi, jsou neostré a obtizné rozliSitelné. Vzacné
se vyskytuji maligni epitelové nadory - adenokarcinomy a urotelialni
karcinom z pfechodného epitelu, ktery je v ureterech, dutém systému ledvin a v ¢asti
uretery. Pfiznaky jsou masivni hematurie, polakisurie, dysurie, renalni insuficience
a bolesti v bederni krajing. [30, 33]

Nadory mocového méchyte predstavuji v celosvétovém meétitku podle udaja WHO
asi 3 % vSech malignit a jsou ¢tvrtym nejcastéji Se vyskytujicim nadorovym onemocnénim.
Postihuji muZe a Zeny v poméru 2-3:1. Incidence (25/100 000 obyvatel) ma v CR stejné
jako v dalsich pramyslovych zemich Evropy stoupajici tendenci a choroba postihuje ¢astéji
mladsi vékové skupiny. [30, 33, 44, 45]

Piimo Vv karcinomu mocového méchyfe S heterogenetickym projevem byla
identifikovana vysoka exprese EpCAM, kterd je spojena s celkové hor$i prognozou,
neZ tumor na EpCAM negativni. Went a spol. zjistil, Ze vyrazné vysokou expresi EpCAM
ma urotelialni karcinom PT-2 4, spiSe neZ neinvazivni urotelialni karcinom. [22] Urotel,
neboli pifechodny epitel moc¢ového méchyie, je jen mirné pozitivni na EpCAM (mADb
AUAL/FU-MK1). v dysplastickych lézich urotelu a karcinomu z piechodnych bunék
se shledala zvySena exprese EpCAM, 1 pies antigenni heterogenitu existujici mezi naddory
stejného stupné a v rdmci toho samého nadoru. [24] Autofi Stenzl a spol. ve své praci
uvadéji, ze diky zavadéni novych technologickych postupt detekce CTC z pIné krve lze
pouzit CTC jako prognosticky marker urotelidlniho karcinomu a karcinomu moc¢ového

méchyie. Stanoveni poétu CTC je také vhodné ke sledovani prub&hu 1écby. [77]
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5.5. Karcinomy muzského pohlavniho systemu

5.5.1. Karcinom varlat

Obrazek 15: Schematicky znazornéné varle [50]

Néadory varlat vznikaji v 95 % vSech piipada z transformované zarode¢né (germinalni)
buriky, s dobrou kurativni prognézou i v pokrocilejSim stadiu. Varlata jsou u muzi
nejCastéj$i lokalizaci zarode¢nych nadorh. Jejich nejCastéjSim piiznakem je zména
velikosti varlete. [30, 33]

V CR bylo v roce 2009 hlaseno celkem 491 (9,52/100 000) novych piipadi. Jejich
pocet se signifikantné zvySuje, za poslednich 30 let vice nez dvojnasobné. Toto
onemocnéni postihuje hlavné bilou rasu. Nadory varlat piedstavuji asi 1,5-2 % vSech
malignit u muzi. v CR byla v roce 2009 mortalita na nadory varlat 0,74/100 000 Nadory
varlat jsou v 70 % diagnostikovany ve vékové skupiné 20-40 let. [30, 33, 44, 45]

Nadorové markery jsou u germinalnich nador vysoce senzitivni a specificke, jejich
stanoveni je vyznamné nejen v primarni diagnostice ale i v pribéhu 1é¢by
a pfi pravidelnych kontrolach po ukonceni terapie. Jedna se o a-fetoprotein,
B-choriogonadotropin, laktatdehydrogenazu. [30, 33]

Ve tkanich muzského pohlavniho ustroji, odhaluji nékteré buinky varlat expresi
EpCAM pomoci protilatek HEA 125: spermatogonie vykazuje slabou expresi EpCAM,
epididymis (tasinkové, bazalni a kubické bunky) vykazuje stiedni expresi EpCAM
a semenné vacky maji pozitivni expresi EpCAM.

Kommoss a spol. dosel kzavéru, ze kromé pouziti této protilatky, je mozné
imunohistochemické barveni EpCAM v testikuldrnich nadorech, které je uzite¢né
v diferencialni diagnostice, kdy je obtizné morfologické rozliSovani. Pomoci protilatky

HEA 125 demonstrovali reaktivitu EpCAM v piipadech seminomu, embryonalniho
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karcinomu, nadoru Zloutkového vaku, teratomu, oviem u nadoru nezralych granuléznich
bunék, nadoru Sertoliho bunék, primarniho a metastatického karcinomu Leydigovych
bungk, choriokarcinomu, ,,sex cord“gonadéalnich stromdlnich nadort varlete byla reaktivita
EpCAM negativni. [24]

Autor Fizazi a spol. ve své praci uvedl, Ze CTC z periferni krve u pacientd
s karcinomem varlat Ize izolovat pomoci aktivity telomerdzy a tedy v budoucnu by byla
moZnost vyuZiti CTC jako prognostického markeru tohoto karcinomu. [78]

55.2. Karcinom prostaty

) \3/ Obrazek 17: Pozitivni imunologické barveni EpCAM
Obrazek 16: Prostata [51] u hormonalné refrakternim karcinomu prostaty [42]

Jako karcinom prostaty byva klinicky nejcastéji oznacovan adenokarcinom prostaty
s abnormalnim nekoordinovanym rustem epitelialnich prostatickych bunék se ztratou jejich
puvodni funkce a vyznaujicim se lokalné invazivnim rustem a schopnosti zakladat
vzdalené metastazy. Typickym znakem karcinomu prostaty je jeho hormonalni
(androgenni) dependence. Duktalni adenokarcinom, acinézni adenokarcinom, karcinom
Z ptechodného epitelu a dalsi netypickeé nddory maji jesté neptiznivejsi prognozu,

ale jejich vyskyt je velmi vzacny. Mezi celkové ptiznaky naptiklad patii anemie,
Unavnost, nechutenstvi, Ubytek hmotnosti, febrilie, hyperkalcemie a diseminovana
intravaskularni koagulopatie. [30, 33]

Zhoubné nadory prostaty jsou druhou nejCastéjSi  malignitou  muza
(tykd se piedevSim 50. roku). Karcinom prostaty lze oznalit jako nejzavaznéjsi
onkologické onemocnéni muzské euroamerické populace konce 20. a zacatku 21. stoleti.
v roce 2009 bylo v CR hlaseno 6154 novych onemocnéni karcinomem prostaty.
[30, 33, 44, 45]

V soucasné dobé je jednim z nejuZitecnéjSich onkologickych marker prostaticky

specificky antigen (PSA), vyuZivajici se jak v celoploSném screeningu, v diagnostice,
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tak 1 monitoringu uspesSnosti 1é¢by. Jde o marker organové specificky, nikoli nadorove.
Jeho koncentrace koreluje s vékem pacienta a objemem prostaty. [30, 33] Pomoci by také
méla detekce CTC, které autofi Okegawa a spol. a Scher a spol. ve svych pracich oznacuji
jako vhodny prognostického marker karcinomu prostaty. [69, 70]

Ve zdravé prostaté byla barvenim zjisténa pozitivita EpCAM (mAb 323/A3).
V benignim prostatickém epitelu byla prokazana nizk& imunoreaktivita EpCAM
(mAb 323/A3). U karcinomu prostaty byla identifikovana silnd exprese EpCAM
(asi  90%), u acinarniho adenokarcinomu prostaty, u hormonalné refrakterniho
adenokarcinomu prostaty byla exprese EpCAM jest¢ vysSi (vice jak 98%),
nez u neléCenych adenokarcinomii prostaty. Sekrecni, bazalni a duktalni bunky prostaty
vykazuji stfedni expresi EpCAM s pouZitim protilatky HEA 125. Mira EpCAM pozitivity
nekoreluje s klinickymi dasledky pro pacienta. [22, 24]

5.6. Karcinomy gynekologicke oblasti

Obrazek 18: Pohlavni soustava zeny [43]

Detekce nadorovych bunék z vypotkd od pacientek s diagnézou gynekologickych
nadorovych onemocnéni je zalozena na zkoumani jak morfologie, tak i fenotypu bunék.
Mezi riznymi antigeny nddorovych onemocnéni hraje EpCAM ustiedni roli
pfi identifikaci primarniho nadoru. Je vsak tieba brat v potaz, Ze peritoneélni propirani,
1 kdyZ ne prili§ Casto, mize zplsobit faleSn¢ pozitivni vysledky barveni EpCAM, jelikoz
normalni tubularni epitelové buiiky jsou EpCAM pozitivni. Proto je nutné,

aby byly vSechny vzorky peclivé morfologicky hodnoceny. [22]
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5.6.1. Karcinom Ovarii

Zhoubné novotvary vajecnikll tvoii velmi heterogenni skupinu. Nador miize vzniknout
z kteréhokoli typu bunék piitomného v ovaridlni tké&ni. Asi 70-90% malignich nadort
ovarii se odvozuje od zarode¢ného epitelu povrchu ovarii, nazvaného tedy epitelidlni
nadory. Tento typ vyskytujici se hlavné po 50. roce véku, se obecné nazyva karcinom
ovaria. [30, 33]

Ovarialni karcinom je druhym nej¢ast&j$im nadorem zenskych pohlavnich organd, je
vSak na prvnim misté v mortalité. Jejich pocet se za poslednich 20 let signifikantné zvysil.
V roce 2009 byla incidence onemocnéni 20,77/100 000 Zen, v absolutnich hodnotach 1111
Zen, mortalita 13,16/100 000 Zen, v absolutnich hodnotach 704 Zen. [30, 33, 44, 45]

V laboratorni diagnostice se vyuZivaji nadorové markeéry, sledovat Ize vzestup hodnot
CA 125, AFP, hCG. [30, 33]

Ve zdravych ovariich, oocytech vykazuje adhezivni molekula EpCAM
(Ab HEA 125) slabou expresi a folikularni epitelové buiky jsou zcela negativni.
Ve vejcovodech, na bunkach fasinkového a nefasinkového epitelu, byla zaznamenana
pouze nizké reaktivita. [24]

Zkoumanim projevu EpCAM u karcinomu ovarii se prokazala jeji stabilné¢ vysoka
exprese ve vsech Ctyfech podtypech ovaridlniho karcinomu a v riiznych fazich tohoto
onemocnéni (FIGO I — Ill, metastazy, ascites, rekurentni karcinom ovarii) a je totoZna
S primarnim nddorem. Navic zvySend exprese EpCAM u ovaridlniho karcinomii byla
shled&na hlavné v pokrocilejsich stadiich nemoci. [22] Negativita na EpCAM se naopak
potvrdila v metastazujicich ovarialnich karcinomech a v nadorech zarode¢nych bunék.
Pomoci protildtek AUAL a Ber-EP4 se prokazalo, ze vzacné karcinomy jasnych bunék
(clear cell) ovarii exprimuji EpCAM. Cherchi a spol. prokazali za pomoci mAb
Ber-EP4 v ovaridlnim karcinomu 50% EpCAM reaktivitu v ser6znim typu a 79% EpCAM
reaktivitu v mucindznim typu. [24]

Autofi Fan a spol. a Aktas a spol. ve svych pracich uvedli, ze CTC mohou byt
detekovany ve vétSingé epitelovych ovarialnich nadort a mohou pomoci lépe predikovat

progndzu onemocnéni. [79, 80]

33



5.6.2. Karcinomy endometria

V déloznim téle dochazi pomérné ¢asto k malignimu bujeni, které je reprezentovano
karcinomem endometria (pfiblizné 98 %). [30, 33]

Karcinom endometria je nyni nej¢asté&ji se vyskytujicim nadorem Zenského genitalniho
Ustroji a jeho etnost se dale zvy3uje. Incidence v CR byla v roce 2006 33,1/100 000 Zen.
Pfiznivym trendem je nizka mortalita této nemoci (6,7/100 000 v roce 2004). [30, 44, 45]

Pti adenokarcinomu endometria miize byt zvySend hladina CA 125, ovSem jeho
zvyseni v tomto piipadé neni obligatni. Proto CA 125 lze vyuzit pfi monitoringu 1é¢by
a postterapeutické kontrole, nikoli k primarnimu stanoveni nemoci. [30, 33]

V karcinomu endometria se projevila intenzivni az silna tvorba EpCAM, a to z 88 %
az 100 % [22]

5.6.3. Karcinom délozniho hrdla

Karcinom dé€lozniho hrdla je epitelovy nadorovy proces vychazejici z oblasti
povrchového a cylindrického epitelu hrdla. Vzniku onemocnéni ptedchazi obdobi vyvoje
dysplastickych zmén oznaCovanych jako cervikalni intraepitelialni neoplazie (CIN I-111).
papilomavirem (HPV). Vysledky 1é€by pokrocilych invazivnich karcinomi nejsou pfilis
optimistické, proto je nutno klast diraz na prevenci a ¢asny zachyt onemocnéni. [30, 33]

Karcinom délozniho hrdla pfedstavuje tieti nejastéjsi gynekologickou malignitu Zen.
Mortalita na tuto chorobu klesa, diky zvySujicimu se procentu ¢&asnych zachyti.
V CR v roce 2009 byl celkovy pocet Zen zemielych na toto onemocnéni 366, incidence
byla 19,16/100 000 zen. [30, 33, 44, 45]

Zékladnim markerem pro cervikalni karcinom je antigen squamous cell carcinoma
SCC. Vyznam markert pro primarni diagnostiku onemocnéni nebyl prokazan. [30, 33]

Normalni, maturujici dlazdicovy epitel déloZzniho ¢ipku neexprimuje EpCAM (mAb
323/A3). Zato byl EpCAM prokazan pomoci mAb Ki67 v CIN ve v3ech stupnich. Exprese
EpCAM je adekvatni k wvysoké prolifera¢ni aktivité nediferencovanych bunkach
jednotlivych stupiit CIN. Silna exprese EpCAM byla zaznamenana u vétSiny cervikalnich

dlazdicovych karcinomu a adenokarcinomii. [24]
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5.6.4. Karcinom prsu

Obrazek 19: Karcinom prsu [52]

Terminem karcinom prsu jsou oznacovany rizné histologické formy malignich nadora
vznikajicich z epitelidlnich bunék mlééné Zlazy. Jednotlivé typy se lisi Klinickym
a radiologickym nélezem, biologickymi vlastnostmi a aktivitou. OvSem, maji spole¢né to,
Ze infiltruji malignimi bunikami prsni zlazu, maji schopnost invaze do okolnich struktur
a tvorby vzdalenych metastadz. Vyskyt metastdz svédc¢i o horsi prognoze preziti. [30, 33]

Karcinom prsu je nejcastéjSim zhoubnym onemocnénim u zen. Tvofi témét 20 %
ze vSech malignich onemocnéni Zen. Rust incidence zhoubnych nadorti prsu se tyka
prevazné¢ veékovych skupin zen nad 50 let. Mortalita v poslednich letech mirn¢ klesa.
V CR bylo v roce 2009 hlaeno 5975 novych onemocnéni (111,69/100 000) u Zen
a zemielo 2126 Zen v dusledku karcinomu prsu. [30, 33, 44, 45]

Mezi nejcastéji sledované onkomarkery patii karcinoembryondlni antigen (CEA)
a CA 15-3. CEA se vyskytuje ve 40-50% piipadu s piitomnosti vzdalenych metastaz.
Marker CA 15-3 mize byt zvySeny i V piipadé lokalniho onemocnéni. [30, 33]

V normalni lidské prsni Zlaze je EpCAM exprimovan v luminalnim epitelu. Cortney a
spol provedli imunohistologicke barveni za pomoci mAb 323/A3 benigniho nadoru prsu,
které bylo negativni, zatimco v biopsii karcinomu prsu se EpCAM prokézal v péti
ptipadech ze sedmi. Pomoci mAb 17-1A imunohistochemické studie biopsii prst ukazaly,
ze EpCAM se exprimoval ve vétSing karcinomu, zejména na parafinovych blocécich. [24]
VWysoka exprese byla popsana v primarnim nadoru prsu (98%). Went a spol. rozlisili,
Ze zvySena tvorba EpCAM je v duktalnim karcinomu prsu (81%) oproti lobularnimu
karcinomu prsu (45%). v nékterych typech nadort byla exprese EpCAM spojena
s pokro¢ilym stadiem nemoci, a tak se prokézala souvislost s celkové horsi progndzou.
[22] Spizzo a jeho kolegové uvedli, Ze detekce pomoci mAb ESA prokazala zvySenou

expresi EpCAM u invazivniho karcinomu prsu. Exprese EpCAM jednoznaéné koreluje
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s chorobou a celkovym pfezitim nezavisle na velikosti nddoru, nodalnim stavu, stupni
vyjadieni histologickych a hormonalnich receptort. [24]

Autofi Botteri a spol., Pierga a spol. a Cristofanilli a spol. ve svych pracich poukazuji
na vyuzitelnost CTC jako prognostického markeru karcinomu prsu. Detekovany pocet
CTC v plné krvi je métitkem objemu tumoru a jeho biologickych funkci. [67, 68, 69]

5.7. Karcinom plic

Wy

Obrazek 20: Karcinom plic [53]

Terminem bronchogenni karcinomy se oznacuji jak nadory prudusek, tak nadory
vznikajici v plicnim parenchymu. Jejich klinicky obraz je velmi podobny, a proto je nelze
od sebe piesné oddélit. v anglické literatuie Se oznacuji terminem lung cancer.

Bronchogenni karcinomy se déli na malobuné¢né (25-30%), v anglické literature small
cell lung cancer (SCLC), jez jsou rychle rostouci, ¢asné metastazujici do Kosti, jater,
centralniho nervového systému, nadledvin; a nemalobunééné (70-75%), v anglické
literatuie non-small cell lung cancer (NSCLC), rostouci pomaleji, s pozdé&jsim nastupem
metastazovani. [30]

Bronchogenni karcinom byva obvykle diagnostikovan ve veéku 35-85 let.
Podle SVOD z roku 2005 v CR se u muzi s incidenci 93/100 000 karcinom plic stal
nejcastéjsi pii¢inou umrti ze zhoubnych nadort. U Zen s incidenci 31,34/100 000
se tento karcinom dostal na 3. misto. Tyto hodnoty piiblizné odpovidaji i souc¢asné dobg.
[30, 33, 44, 45]

Jednotlivé histologické typy nadort plic vykazuji riznou expresi nadorovych markert.
Nejvyssi senzitivitu SCLC dosahuje neurospecificka enoldza (NSE), pro NSCLC
je vhodna piedev§im CYFRA 21-1 (fragment cytokeratinu 19). Z dalSich tumormarkert

jsou vhodné: SCCA pro epidermoidni tumory, CEA pro adenokarcinomy, novéji je zavadén
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ProGRP (Progastrin-releasing peptid) pro SCLC, Chromogranin A a CA 125 jsou
vyuzivany méné¢ cCasto. Sérové ndadorové markery jsou vyuzivany piedevSim
pro monitorovani prib&hu onemocnéni a hodnoceni odpovédi na 1é¢bu. [34]

Zdrava plicni tkan, fasinkovy bronchidlni epitel, alveolarni kanalky a alveolarni
epitelové bunky 1. a Il typu vykazuji nizkou expresi EpCAM molekuly. [24]
U bronchogenniho karcinomu byla naopak zaznamendna vysokd tvorba EpCAM
(asi 95%), podobn¢ tomu je i1 pii hyperplazii, dysplazii a plicni fibroze. Velkobunécny
karcinom a SCLC maji jen o néco nizsi expresi EpCAM (83-85%) nez adenokarcinom
plic. [22, 24] EpCAM exprese dobie koreluje s diferenciaci SCLC, s jeho velikosti
a lokalizaci, a zaroven rozliSuje, zda se jedna o metastazy z lymfatickych uzlin a zda
0 primarni nador. Mezoteliom, na rozdil od SCLC, EpCAM neexprimuje, to Ize dokazat
pomoci protilatky MOC31. Ber-EP4 protilatka byla pouZita u pacienti po resekci
malobunéénych karcinomti plic k detekci malych bunécnych nédorovych deposit
v regiondlnich lymfatickych uzlinach. [24] Mimo jiné také proto autoii Maheswaran
a spol., Hou a spol. a Krebs a spol. ve svych pracich poukazuji na vyuZitelnost CTC
jako prognostického markeru u bronchogenniho karcinomu.[64, 65, 66]

5.8. Kozni nadory

Obrazek 21: Imunohistochemicka detekce EpCAM
molekuly za pomoci Ber-EP4 protilatky. Buiky
parenchymatézniho nadoru karcinomu perianalnich
bazalnich bunék EpCAM vysoce exprimovaly (zvétseni
400x). [28]

Obrazek 18:
Zakladni anatomicka stavba kiize [54]

Kozni nadory jsou nejCastéjSi nadory vibec. Mnoho z nich patii k benignim,
neohroZujicim celkové zdravi a ani Zivot nemocného. Maligni nddory rostou rychle, maji
sklon k exulceraci, nékdy krvaceji, metastazuji. Mikroskopicka stavba jevi vyrazné atypie

od matefské tkan¢ s Cetnymi mitdozami. NejcastéjSimi malignimi koznimi nédory jsou
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bazocelularni a spinocelularni karcinom. Zvlastni skupinu z koznich nadoru pak tvofi
maligni melanom. Jedna se o neuroektodermalni nador, vychazejici z melanocytd,
jez mtze vzniknout v Kterékoli tkani. OvSem v naprosté vétsing piipadi se vSak vyskytuje
na kuzi. Metastazuje do lymfatickych uzlin bez nalezu priméarniho loZiska na kuzi. [30, 33]

Podle udajii ze SVOD bylo v CR v roce 2005 hladeno celkem 16675 (163,2/100 000)
ptipadi. Jejich pocet se oproti pfedchozim roklim signifikantné zvysil. Konkrétné maligni
melanom se v soucasné dobé povazuje za jeden z nadoru S nejrychlejSim vzestupem
incidence a jedna se zejména o b&losskou populaci. [30, 33, 44, 45]

Z laboratornich vySetieni v séru miize mit ur€ity prognosticky vyznam zvyseni hladiny
laktatdehydrogenazy ¢i narust hladiny nékterého ze sledovanych markerd (S-100 protein,
tyrozindza, MART-1, MELAN-A, MAGE, MIA, NSE a dalsi). [36] Zde by detekce CTC
mohla byt znaénym piinosem pro prognostiku metastazujiciho melanomu kize,
jak deklaruji ve svych pracich autoti Koyanagy a spol. a Reynolds a spol. [71, 72]

Co se tyce exprese EpCAM a kiize - v kuizi, keratinocytech a melanocytech je EpCAM
negativni, oviem potni Zlazky (ekrinni a apokrinni Zldzky a apokrinni kanalky)
a proliferativni oblast vlasového folikulu jsou EpCAM pozitivni. KoZni nadory vykazuji
aktivitu adhezivni molekuly EpCAM (mAb Ber-EP4) u bazalniho karcinomu (BCC),
karcinomu Merkelovych bun¢k a u smiSen¢ho nédoru kiize (chondroidni syringomyelie)
a pravé pomoci mAb Ber-EP4 je mozné BCC karcinom identifikovat a rozlisit tak i jemu
velmi podobny perianalni karcinom. U SCC, dlaZzdicoveho interepitelialni neoplazii
a aktinické keratozy je EpCAM negativni. [24, 28]
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5.9. Minimalni rezidualni onemocnéni MRD

Vyznam detekce minimalni zbytkové choroby v soucasnosti stoupa se zavadénim
novych léCebnych postupli. Minimdlni zbytkovou chorobu autofi definovali
jako pritomnost nadorovych bunék v obdobi kompletni Kklinické remise. Jde tedy
o mnozstvi nadorovych bunék, které nelze prokazat konvencnimi metodami. Mluvi
se 0 ni zpravidla v prub&hu nebo po ukonéeni protinddorové 1é¢by. [25] Podle doporuceni
UICC (Unie pro mezinarodni kontrolu rakoviny) musime jednozna¢né rozliSovat
mikrometastazy (< 0,2 cm nejvétsi pramér) od izolovanych (diseminovanych
nebo cirkulujicich) nadorovych bunék. Mikrometastazy jsou diagnostikovany vyhradné
histologickym vySetfenim a podle lokalizace oznaceny dodatkem ,,mi*“ — napf. pN (mi),
pM1 (mi). [32]

Podstatou diagnézy minimalni zbytkové nemoci je prikaz specifické odliSnosti
mezi nadorovymi a zdravymi buiikami. Tento rozdil je nutné zjistit v dobé zachytu
onemocnéni, kdy je pro vSechny vySetfeni k dispozici dostatek nadorovych bunék.
Proto je nutné provést co nejpodrobnéjsi imunologické, cytogenetické a molekularné
biologické vysetteni nadoru, i kdyz zdanlivé nepfinese nic nového ke zpiesnéni diagnozy,
ale mize zachytit naptiklad chromozomalni aberaci nebo aberantni expresi antigenu.
Poté, v dobé remise je snaha o prikaz tohoto rozdilu vysoce senzitivnimi a specifickymi
metodami jako jsou molekularni biologické a imunologické metody. [25]

K detekci minimalni rezidudlni choroby u solidnich tumorl lze pouZzit nékolika
metodickych postupti, které se lisi svoji specificitou, ndkladnosti, pracnosti ale hlavné svou
sensitivitou. Nejcitlivéjsi je metoda zaloZzend na principu reverzné-transkriptazove
polymerazové fetézové reakce V realném cCase, tzv. real-time RT-PCR, ktera je vhodna

pro stanoveni naddorovych bunék epitelidlniho plivodu, jako je EpCAM nebo jeho
znakd v kompartmentech mesenchymalniho ptavodu tj. v kostni dfeni, krvi a v lymfatickém
systému. [26]

Ovsem dosud neni jednotny nadzor na to, jak se zachovat u prokdzaného minimalniho
rezidualniho onemocnéni a zda ho 1é¢it. Je v8ak jasné, Ze jen nepatrné malé mnoZstvi

nadorovych bun¢k muze dat vznik relapsu. [25]
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Pi‘ehled exprese EpCAM vV lidskych karcinomech

Orgény EpCAM Organy EpCAM
pozitivita (%) pozitivita (%)

Mocovy méchyt, urothelialni

burika CA in situ (CIS) 100 Zaludek, (adeno-)CA 97,5

Mocovy méchyft, urothelialni Ledviny, chromofébni

CA (pT-24) 52 CA 93

Mocovy méchyt, urothelialni Ledviny, CA jasnych

CA (pTa) 36 bunék 21

Prsa, primarni nador 98 Ledviny, onkocytom 30

Prsa, metastaze 100 Ledviny, papilarni CA 69

Prsa, duktalni CA 81 Plice, aCA 94,7
Plice,

Prsa, lobularni CA 45 adenoskvamozni CA 54,6
Plice,
bronchioalveolarni

Tlusté stfevo, medularni CA 99,7 CA 96,7
Plice, CA velkych

Tlusté stfevo, mucindzni CA 80 bunék 84,9

Tlusté sttevo, prstenové CA Plice,

(signet-ring cell) 100 neuroendokrinni CA 83,9
Plice, spinocelularni

Endometrium, endometricky CA 96 CA 82,7

Endometrium, ser6zni CA 91 Ovaria, aCA 100

Jicen, aCA 100 Ovaria, Brenner nador 67
Ovaria, endometricky

Jicen, SCC 86 CA 88

Estezioneuroblastom 100 Ovaria, mucindzni CA 100

Zlu¢nik, aCA 100 Ovaria, ser6zni CA 100

Hepatocelularni aCA 15 Karcinom prostaty > 98

Pankreas, aCA 96 D¢lozni ¢ipek, SCC 67

Tenké stfevo, aCA 100

Zkratky: CA — karcinom, aCA — adenokarcinom, SCC — spinocelularni karcinom [22]
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Exprese EpCAM ve tkani zdravé anebo dysplastické a v karcinomu (CA)

Epitel (druhy)

Exprese EpCAM

Normalni tkan Premaligni tkan | Karcinom
Sliznice dutiny Gstni ) Dysplazie (+++) (++4)
Dlazdicovy epitel (+++) Dysplazie (+++) (+++)

hlasivek

Metaplazie BE

Jicen Cylindrické bb (-) (+44)
> Dlazdicovy epitel (-), .
Zaludek V Kryptach (+++) V kryptach (+++)
o . . 1
Tlusté stievo (=), mukéza (+++) Adenomy 1 Kolorektalni CA
. (-), regeneracni/ CHC (+++4),
Jatra prolifera¢ni bb (+++) (+++) HCC (-)
Pankreas (++4) 1
. Heterogenni CA
Ledviny (+++) jasnych bb
Mocovy méchyv (++4) 1
Varlata (+++) (+++)
Prostata (++4) 1
Prsni Zlaza (++4) 1
(+++)
Vajeéniky (+) (1serdzni
a mucindzni)
DéloZni Cipek (=) Dysplazie: (+++)
SCC (++4)
Mezotel (-)
Plice (+) Metastatické
lymfatické uzliny
Z NSCLC (+++)
ST BCC (+++)
" Dlazdicovy epitel (-) Bazodlazdicove
KiZe Potni zlazky/ proliferacni X
dlazdicové b (+++) epitel (+++)
SCC ()

Vysvetlivky: (+++) silné pozitivni; (+) slabé pozitivni,; (—) negativni;t zvyseni;
bb — buriky; BE — Barrettiv jicen; CA — karcinom; BCC — bazdini buriky karcinomu, HCC - hepatocelularni
karcinom; CHC - chronicka hepatitida; SCC — spinocelularni karcinom; NSCLC — nemalobunécny karcinom plic

[24]
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6. Zavér

Podstatou bakalaiské prace bylo zpracovani udaju tykajicich se vzajemné souvislosti
EpCAM molekuly s detekci CTC a jejich vztahu k jednotlivym nadorovym onemocnénim.
Zaroven jsou v této reSerSi zpracované metody ke stanoveni CTC a povrchové molekuly
EpCAM (histologie a imunohistochemie, cytometrické metody, EPISPOT, PCR, FISH,
CellSearch Systém, AdnaTest BreastCancerSelect, mikrofludni Cipy).

Shromazdéné informace poukazuji, Ze EpCAM je stabilni antigen a jeho exprese
v ascitu, metastazich a rekurentnich nemocich v nemnohych piipadech ¢asto koreluje
s nadorovymi bunkami odpovidajiciho karcinomu (tj. naptiklad ovaridlni nebo kolorektalni
karcinom). EpCAM se také hojné vyskytuje v membranach kmenovych nddorovych bunék,
proto muzZe byt idealnim kandidatem nadorového antigenu pro zachyt a naslednou detekci
cirkulujicich a metastazovych nadorovych bunék pomoci mikro¢ipové technologie.
Techniky pro imunohistochemické EpCAM detekce véetné cytologie a protilatkovych
panelti dosahly velmi vysoké citlivosti a tak mohou byt zatazeny do béznych postupti. [22]
EpCAM je vhodny prognosticky marker nadorovych onemocnéni, slouzi napiiklad
k ur€eni stadia onemocnéni pacienta a ke sledovani u€inkt terapie.

EpCAM molekula byla prokazéna v histologickych preparatech fady nadorovych
onemocnéni, jako jsou kolorektalni karcinom, karcinom jicnu (adenokarcinom), Zaludku,
pankreatu, ledvin, moCového meéchyie a urotelu, prostaty, prsu, ovarii (mimo nador
zéarodeénych  bun€k), endometria, dé&lozntho hrdla, oblasti hlavy a krku,
estenzineuroblastom, cholengiokarcinom, bronchogenni karcinom, melanom. Heterogenitu
pak vykazoval karcinom varlat a EpCAM zcela negativni byl hepatocelularni karcinom.

Detekce CTC se ukézala byt vhodnym prognostickym markerem vyskytujicim
se Vv krvi pacientti s nadorovym onemocnénim. Jednd se zejména o karcinom prostaty;,
ovarii, prsu, jicnu, zaludku, kolorekta, ledvin, moového méchyie a urotelu, bronchogenni
karcinom, melanom. U nddort karcinomu hlavy a krku, hepatocelularniho karcinomu,
cholangiokarcinomu a karcinomu varlat jsou CTC a jejich prognosticky potencial cilem
vyzkumu fady védeckych skupin. Naproti tomu u estenzioneuroblastomu a karcinomu

pankreatu se detekce CTC neosvedcila, proto jsou zde voleny jiné diagnostické postupy.

42



7. Seznam pouzité literatury

[1] Dostupné z: http://www.cancer.org/Cancer/CancerBasics/TheHistoryofCancer/ the-
history-of-cancer-what-is-cancer [cit. 2012-03-01].

[2] VOKURKA M. Velky lékarsky slovnik. 5. aktualiz. vyd. Praha: Maxdorf, c2005,
xv, 1001 s. ISBN 80-734-5058-5. 2004-2012.

[3] MAVROUDIS D. Circulating cancer cells. Annals of Oncology. 2010-10-12, ro¢. 21,
Supplement 7, s. 95-100.

[4] Dostupné z: http://www.epcam-symposium.de/welcome.htm [cit 2012-03-01].

[5] Dostupné z: http://AtlasGeneticsOncology.org/Genes/TACSTD11D42459ch2p21.html
[cit. 2012-06-14].

[6] Dostupné z: http://www.ncbi.nlm. nih.gov/sites/entrez?db=gene&cmd=Retrieve&
dopt=Graphics&list_uids=4072 [cit. 2012-03-01].

[7] Dostupné z: http://vega.sanger.ac.uk/Homo_sapiens/Gene/Summary?db=core;g=0TT
HUMGO00000128853;r=2:47572297-47614740;t=OTTHUMT00000250792
[cit. 2012-03-01].

[8] Dostupné z: http://vega.sanger.ac.uk/Homo_sapiens/Location/View?db=core;g=OTTH
UMGO00000128853;r=2:47572297-7614740;t=OTTHUMT00000250792
[cit. 2012-03-01].

[91 SEDLACEK J. a VYZULA R. Molekularni detekce volnych nadorovych bundk
a mikrometastaz u karcinomu prsu a kolorekta pomoci RT-PCR specifické
pro cytokeratiny 19 a 20. Klinicka onkologie: casopis Ceské a Slovenské onkologické
spolecnosti. 2003, ro€. 16, ¢. 5, s. 211-218.

[10] WHARTON, R. Q., JONAS S., GLOVER C,, et al. Increased Detection of Circulating
Tumor Cells in the Blood of Colorectal Carcinoma Patients Using Two Reverse
Transcription-PCR Assays and Multiple Blood Samples. Clinical cancer research.
1999, ¢. 5, s. 4158-63.

[11] Dostupné z. http://www.Ifhk.cuni.cz/farmakol/interakce/micuda/mRNA.htm
[cit. 2012-03-01].

[12] DUDOVA S. a HAJEK R. Wuziti metody real-time PCR vybranych gent
u mnoho¢etného myelomu. Klinicka onkologie: casopis Ceské a Slovenské onkologické
spolecnosti. 2008, ro€. 21, ¢. 1, s. 227-9.

43



[13] Dostupné  z: http://lwww.cskb.cz/res/file/doporuceni/TM  /TM dopor.pdf
[cit. 2012-03-01].

[14] MARINOV . Priitokova cytometrie v klinické hematologii. 2., pieprac. a rozs. vyd.
Praha: Triton, 2008, 148 s. ISBN 978-80-7387-143-7.

[15] Dostupné  z: http://www.library.sk/arl-cav/epca/laserova-skenovaci-cytometrie-
moznosti-a-vyuziti-v-imunologii [cit. 2012-03-01].

[16] JAROSOVA M., POSPISILOVA H., PLACHY R., a spol. Uréovéni nebalancovanych
genovych zmén metodou array komparativni genomové hybridizace (array CGH)
u nadort. Klinicka onkologie: casopis Ceské a Slovenské onkologické spolecnosti.
2006, ro¢. 19, ¢. 2, s. 342-6.

[17] zZHE X., CHER M. and BONFIL R. Circulating tumor cells: finding the needle
in the haystack. Am J Cancer Res. 2011, ro¢. 1, ¢. 6, s. 740-751.

[18] REIFFERS J., GOLDMAN J. and ARMITAGE J. Blood stem cell transplantation.
St. Louis: Mosby, 1998, s. 190.

[19] PATERLINI-BRECHOT P. and BENALI N.. Circulating tumor cells (CTC) detection:
Clinical impact and future directions. Cancer Letters. 2007, ro¢. 253,
¢. 2,s. 180-204.

[20] MUNZ M., BAEUERLE P. and GIRES O. The Emerging Role of EpCAM in Cancer
and Stem Cell Signaling. Cancer Research. 2009-07-15, ro¢. 69, ¢. 14, s. 5627-5629.
[21] The 14th international conference on miniaturized systems for chemisty and life
sciences: the proceedings of microtas 2010 conference. San Diego, CA: Chemical,

2010, s. 785-787. ISBN 9780979806438.

[22] PATRIARCA C., MACCHI R., MARSCHNER A., et al. Epithelial cell adhesion
molecule expression (CD326) in cancer: a short review. Cancer Treatment Reviews.
2012, ro¢. 38, ¢. 1, s. 68-75.

[23] FEHM T., SOLOMAYER E., MENG S., et al. Methods for isolating circulating
epithelial cells and criteria for their classification as carcinoma cells. Cytotherapy.
2005, ro¢. 7, €. 2, s. 171-185.

[24] WINTER M., NAGTEGAAL I., KRIEKEN J., et al. The Epithelial Cell Adhesion
Molecule (Ep-CAM) as a Morphoregulatory Molecule Is a Tool in Surgical
Pathology. Am J Pathol.2003, ro¢. 163, ¢. 6, s. 2139-48,

44



[25] ECKSCHLAGER T. a PRUSA R. Laboratorni vysetieni v onkologii. 1. vyd. Praha:
Triton, 2002, s. 240-245. ISBN 80-7254-186-2.

[26] Dostupné z: http://lem.ocol.cz/cs/info/minimalni-rezidualni-choroba [cit. 2012-03-13].

[27] DULGUEROV P, ALLAL A. and CALCATERRA T. Esthesioneuroblastoma:
a meta-analysis and review. The Lancet Oncology. 2001, ro¢. 2, ¢. 11, s. 683-690.

[28] KREUTER A., BECHARA F., STUCKER M., et al. Perianal basal cell
carcinoma - unusual localization of a frequent tumor. JDDG:Journal der Deutschen
Dermatologischen Gesellschaft. 2012, ro¢. 10, ¢. 1, s. 59-61.

[29] HASE T., SATO M., YOSHIDA K., et al. Pivotal role of epithelial cell adhesion
molecule in the survival of lung cancer cells. Cancer science. 2011, ro¢. 102, ¢. 8,
s. 1493-1500.

[30] ADAM Z., KREJCI M. a VORLICEK J. Specialni onkologie: piiznaky, diagnostika
a lécba malignich chorob. 1. vyd. Praha: Galén, 2010. ISBN 978-80-7262-648-9.

[31] URBANOVA M. Varovné piiznaky v ORL oblasti — ptiznaky onkologickych
onemocnéni. Zdravotnické noviny:Lékaiské listy. 2010, ¢. 3, s. 3-7.

[32] BECKER H. Chirurgicka onkologie. 1. vyd. Praha: Grada, 2005, s. 27
ISBN 80-247-0720-9.

[33] ADAM Z., VORLICEK J. a VANICEK J. Diagnostické a lécebné postupy u malignich
chorob. 1. vyd. Praha: Grada, 2002, 604 s. ISBN 80-716-9792-3.

[34] SIMICKOVA M. a NEKULOVA M. Wuziti tumorovych markert v diagnostice
a terapii karcinomd plic. In:Labor Aktuell: casopis pro klienty Roche Diagnostics
v Ceské a Slovenské republice. 2005.

[35] NEKULOVA M., SIMICKOVA M. a VALIK D. Nadorové markery a epigenetické
faktory. Klinickd biochemie a metabolismus: casopis Ceské spolecnosti klinické
biochemie. 2006, 14 (35), ¢. 3, 152-156.

[36] FIKRLE T. and PIZINGER K. Maligni melanom. Onkologie. 2010, ¢. 4, s. 225-228.

[37] Dostupné z: http://www.rakovinahlavyakrku.cz/ [cit. 2012-04-08].

[38] KIMURA H., KATO H., FARIED A., et al. Prognostic significance of EpCAM
expression in human esophageal cancer. International journal of oncology. 2007,
ro¢. 30, ¢. 1, s. 171-179.

45



[39] WENT P., VASEI M, BUBENDORF L., et al. Frequent high-level expression
of the immunotherapeutic target Ep-CAM in colon, stomach, prostate and lung cancers.
British Journal of Cancer. 2006-01-16, ro¢. 94, ¢. 1, s. 128-135.

[40] WENQI D., LI W., SHANSHAN C., et al. EpCAM is overexpressed in gastric cancer
and its downregulation suppresses proliferation of gastric cancer. Journal of Cancer
Research and Clinical Oncology. 2009, ro¢. 135, ¢. 9, s. 1277-1285.

[41] SHAN Y. -f., HUANG Y. -l., XIE Y. -k., et al. Angiogenesis and clinicopathologic
characteristics in different hepatocellular carcinoma subtypes defined by EpCAM and
a-fetoprotein expression status. Medical Oncology. 2011, ro¢. 28, ¢. 4, s. 1012-1016.

[42] WENT P., LUGLI A., MEIER S., et al. Frequent EpCam protein expression in human
carcinomas. Human Pathology. 2004, ro¢. 35, ¢. 1, s. 122-128.

[43] Dostupné z: http://galenus.cz/rozmnozovani-pohlavi-zena.php [cit. 2012-04-10].

[44] DUSEK L., MUZIK J., KUBASEK M., a spol. Epidemiologie zhoubnych néador
v Ceské republice. Masarykova univerzita. 2005. Verze 7.0 [2007], ISSN 1802 — 8861.

[45] DUSEK L. Czech cancer care in numbers 2008-2009. 1st ed. Prague: Grada, 2009
ISBN 978-80-247-3244-2.

[46] Dostupné z: http://www.anatomie-online.com/Seiten/archv003.html [cit. 2012-04-30].

[47] Dostupné z: http://www.sciencephoto.com/image/127033/530wm/C0063918-Liver,_
drawing-SPL.jpg [cit. 2012-05-04].

[48] Dostupné z: http://lwww.profimedia.cz/fotografie/obrazek-ukazuje-slinivky-brisni-
aorty-tepny-vynikajici/0005943066/ [cit. 2012-05-04].

[49] Dostupné z. http://www.turbosquid.com/FullPreview/Index.cfm/ID/362776
[cit. 2012-05-04].

[50] Dostupné z: http://msjensen.cehd.umn.edu/webanatomy_archive/Images/Reproductive
[testis2.gif [cit. 2012-05-04].

[51] GRAY H. Anatomy of the human body. 20th ed. New York: Bartleby.com, 2000,
s. 1160. ISBN 1587341026. 2004-2012.

[52] BRISENO C. Mediziner ritteln an Brustkrebs-Dogma. Der Spiegel: das deutsche
Nachrichten-Magazin. Hamburg: SPIEGEL-Verlag, 2011, ¢. 7.

[53] Dostupné  z:  http://www.thegeminigeek.com/wp-content/uploads/2009/06/lung-
cancer.jpg [cit. 2012-05-04].

46



[54] Dostupné z: http://www.liposukce.cz/editor/image/stranky3_ galerie/obrazek 57.jpg
[cit. 2012-05-04].

[55] Dostupné z: http://www.nIm.nih.gov/medlineplus/mobileimages/topics/largeintestine
lafs.png [cit. 2012-05-04].

[56] Dostupné z: http://cancer.scripps.edu/biology_ctc.aspx [cit. 2012-05-17].

[57] SMARDA J. Metody molekularni biologie. 1. vyd. Brno: Masarykova univerzita,
2005, 188 s. ISBN 80-210-3841-1.

[58] ROSS J. and SLODKOWSKA E. Circulating and Disseminated Tumor Cells
in the Management of Breast Cancer. American Journal of Clinical Pathology. 2009-
07-15, ro¢. 132, €. 2, s. 237-245.

[59] CHEN J., LI J. and SUN Y. Microfluidic approaches for cancer cell detection,
characterization, and separation. Lab on a Chip. 2012, ro¢. 12, ¢. 10, s. 1753-1767.

[60] TAKEUCHI H. and KITAGAWA Y. Circulating tumor cells in gastrointestinal
cancer. Journal of Hepato-Biliary-Pancreatic Sciences. 2010, ro¢. 17, ¢. 5, s. 577-582.

[61] COHEN S., PUNT C., IANNOTTI N., et al. Relationship of Circulating Tumor Cells
to Tumor Response, Progression-Free Survival, and Overall Survival in Patients With
Metastatic Colorectal Cancer. Journal of Clinical Oncology. 2008-05-12, ro¢. 26, ¢. 19,
s. 3213-3221.

[62] CAO W.,, YANG W, LI H., et al. Using detection of survivin-expressing circulating
tumor cells in peripheral blood to predict tumor recurrence following curative resection
of gastric cancer. Journal of Surgical Oncology. 2011, ro¢. 103, ¢. 2, s. 110-115.

[63] MUDAN S., GIAKOUSTIDIS A., THILLAINAYAGAM A, et al. Clinical utility of
circulating tumor cell measurement in the diagnosis of indeterminate lesions
of the pancreas. Future Oncology. 2010, roc. 6, ¢. 1, s. 177-179.

[64] O‘FLAHERTY J., GRAY S., RICHARD D., et al. Circulating tumour cells, their role
in metastasis and their clinical utility in lung cancer. Lung Cancer. 2012, ro¢. 76, ¢. 1,
s. 19-25.

[65] HOU J.-M., KREBS M., LANCASHIRE L., et al. Clinical Significance and
Molecular Characteristics of Circulating Tumor Cells and Circulating Tumor
Microemboli in Patients With Small-Cell Lung Cancer. Journal of Clinical Oncology.
2012-02-09, ro€. 30, ¢. 5, s. 525-532.

47



[66] KREBS M., HOU J.-M., SLOANE R., et al. Analysis of Circulating Tumor Cells
in Patients with Non-small Cell Lung Cancer Using Epithelial Marker-Dependent and -
Independent Approaches. Journal of Thoracic Oncology. 2012, ro¢. 7, €. 2, s. 306-315.

[67] AURILIO G., SCIANDIVASCI A., MUNZONE E., et al. Prognostic value
of circulating tumor cells in primary and metastatic breast cancer.
Expert Review of Anticancer Therapy. 2012, roc. 12, ¢. 2, s. 203-214.

[68] PIERGA J.- Y., HAJAGE D., BACHELOT T., et al. High independent prognostic
and predictive value of circulating tumor cells compared with serum tumor markers
in a large prospective trial in first-line chemotherapy for metastatic breast cancer
patients. Annals of Oncology. 2012-02-24, ro¢. 23, ¢. 3, s. 618-624.

[69] YU M., STOTT S., TONER M., et al. Circulating tumor cells: approaches to isolation
and characterization. The Journal of Cell Biology. 2011-02-07, ro¢. 192, ¢. 3,
s. 373-382. ISSN 0021-9525. DOI: 10.1083/jch.201010021.

[70] SCHER H., JIA X., DE BONO J., et al. Circulating tumour cells as prognostic
markers in progressive, castration-resistant prostate cancer: a reanalysis of IMMC38
trial data. The Lancet Oncology. 2009, ro¢. 10, ¢. 3, s. 233-239.

[71] KOYANAGI K., O'DAY S., BOASBERG P, et al. Serial Monitoring of Circulating
Tumor Cells Predicts Outcome of Induction Biochemotherapy plus Maintenance
Biotherapy for Metastatic Melanoma. Clinical Cancer Research. 2010-04-14, ro¢. 16,
¢. 8, 5. 2402-2408.

[72] REYNOLDS S. -R., ALBRECHT J., SHAPIRO R. -L., et al. Changes in the presence
of multiple markers of circulating melanoma cells correlate with clinical outcome
in patients with melanoma. Clinical cancer research: an official journal of the
American Association for Cancer Research. 2003-04, ro¢. 9, ¢. 4, s. 1497-1502.

[73]LIU Z., JIANG M., ZHAO J.,, et al. Circulating Tumor Cells in Perioperative
Esophageal Cancer Patients: Quantitative Assay System and Potential Clinical
Utility. Clinical Cancer Research. 2007-05-15, ro¢. 13, ¢. 10, s. 2992-2997.

[74] USTWANI O., IANCU D., YACOUB R., et al. Detection of circulating tumor cells
in cancers of biliary origin. Journal of gastrointestinal oncology. 2012, ro¢. 3, ¢. 2,
s. 97-104.

48



[75] XU W.,, CAO L., CHEN L., et al. Isolation of Circulating Tumor Cells in Patients
with Hepatocellular Carcinoma Using a Novel Cell Separation Strategy. Clinical
Cancer Research. 2011-06-01, ro¢. 17, ¢. 11, s. 3783-3793.

[76] BLUEMKE K., BILKENROTH U., MEYE A., et al. Detection of Circulating Tumor
Cells in Peripheral Blood of Patients with Renal Cell Carcinoma Correlates with
Prognosis. Cancer Epidemiology Biomarkers. 2009-08-05, ro¢. 18, ¢. 8, s. 2190-2194.

[77] SCHILLING D., TODENHOFER T., TARAN F. -A. et al. Mechanismen der
Tumorzelldissemination und  Nachweis zirkulierender  Tumorzellen  beim
Urothelkarzinom. Aktuelle Urologie. 2011, ro¢. 42, ¢. 02, s. 122-127.

[78] FIZAZI K., MORAT L., CHAUVEINC L., et al. High detection rate of circulating
tumor cells in blood of patients with prostate cancer using telomerase activity. Annals
of Oncology. 2006-11-02, ro¢. 18, ¢. 3, s. 518-521.

[79] FAN T., ZHAO Q., CHEN J.,, et al. Clinical significance of circulating tumor cells
detected by an invasion assay in peripheral blood of patients with ovarian
cancer.Gynecologic Oncology. 2009, ro¢. 112, ¢. 1, s. 185-191.

[B0] AKTAS B., KASIMIR-BAUER S., HEUBNER M., et al. Molecular Profiling
and Prognostic Relevance of Circulating Tumor Cells in the Blood of Ovarian Cancer
Patients at Primary Diagnosis and After Platinum-Based Chemotherapy. International
Journal of Gynecological Cancer. 2011, ro¢. 21, ¢. 5, s. 822-830.

[81] JATANA K., LANG R., and CHALMERS J. Identification of circulating tumor cells:
a prognostic marker in squamous cell carcinoma of the head and neck?. Future
Oncology. 2011, ro¢. 7, €. 4, s. 481-484.

[82] HRISTOZOVA T., KONSCHAK R., BUDACH V., et al. a simple multicolor flow
cytometry protocol for detection and molecular characterization of circulating tumor
cells in epithelial cancers. Cytometry Part A. 2012, 81A, ¢. 6, s. 489-495.

49



Udaje pro knihovnickou databéazi

Nazev )
) EpCAM a jeho role u nadorovych onemocnéni
prace
Autor ] o
) Klara Birkasova
prace
Obor Zdravotni laborant
Rok
) 2012
obhajoby
Vedouci )
) Mgr. Zuzana Svobodova
prace
EpCAM molekula je glykosylovany membranovy protein bézné se vyskytujici v
mnoha epitelialnich tkanich, kde napomaha tésnému spojeni v mezibunééném
prostoru epitelovych bunék. Pfi patologickém stavu se pak vyskytuje u fady
Anotace karcinomi. CTC, bunky vyskytujici se v periferni krvi nesouci urcité znaky nékterych
typt nadord, jsou vhodnym prognostickym markerem u fady typt karcinomu.
Detekce CTC a EpCAM molekuly ma vyznam piedev§im v onkologické prognostice.
Proto se soustfed’uje pozornost na rozvoj novych molekularné-biologickych metod.
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