\jk centrum

°2)0 inzynierii
’) biomedycznej

KLASTER

Krazace komorki
nowotworowe

KKN (CTC) -Zrodto materiatu dla nowoczesnej
diagnostyki i monitorowania leczenia chorob
nowotworowych

Artur Kowalik
Zaktad Diagnostyki Molekularne]
Swietokrzyskie Centrum Onkologii w Kielcach

:};- Wojskowa UNIA EUROPEJSKA
- | Akademia EUROPEJSKI FUNDUSZ
TECthZHG ROZWOJU REGIONALNEGO

INNOWACYINA
GOSPODARKA

NARODOWA STRATEGIA SPOJNOSCI

Projekt ,,Rozwoj Klastra Centrum Inzynierii Biomedycznej”
wspoétfinansowany ze §rodkow Unii Europejskiej w ramach Programu Operacyjnego Innowacyjna Gospodarka



i Wprowadzenie

iy

*Choroby nowotworowe to obecnie jedna z gtownych przyczyn
Zgonow na swiecie.

* Kazdego roku z powodu choroby nowotworowej umiera 8
mln. Prognozuje sie, ze w 2030 roku umrze 13,2 miliona
chorych.

*90% zgonow spowodowanych jest przerzutami (choroba
uogolniona)

*Gtownq role w powstawaniu przerzutow odgrywaja krazace
I(<:or(1:10rk1 nowotworowe KKN (ang. circulating tumor cells -
TC)



dfi Powstawanie przerzutu

iLokalna inwazja

*Intrawazacja

RETC

*Extrawazacja

*Namanzanie w miejscu przerzutu



dk *Historia badan CTC
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Australijski lekarz Ashworth w 1869 roku po raz pierwszy
opisat komorki nowotworowe we krwi pacjenta, ktore
byty identyczne z komorkami tworzacymi guz
nowotworowy i zapisat ,,such cells may tend to throw
some light upon the mode of origin of multiple tumours
existing in the same person”



&k *Badanie CTC

ie wzgledu na niskg czestosc wystepowania etap
badania CTC poprzedza etap wzbogacania.

Wzbogacanie mozna realizowac w oparciu o:
*Wtasciwosci fizyczne (wielko$é, zdolnos¢ do
odksztatcen, gestosc, tadunek elektryczny)

*Wtasciwosci biologiczne (ekspresja markerow
powierzchniowych, zywotnosc, inwazyjnosc



¢k Metody wzbogacania CTC

?* Wzbogacanie:

- filtracja w oparciu o wielkos¢ CTC na sitach molekularnych
-  separacja CTC w gradiencie gestosci

- wtasciwosci elektryczne

w oparciu o powierzchniowe biatka markerowe:

1. Immunomagentyczne
2. Chipy CTC
3. FACS (sortowanie)

Jednakze pomimo tego ogolnoswiatowego wysitku brak jest urzqdzenia
wzbogacajqcego catq heterogennqg populacje KKN
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Dzieki wykorzystaniu probki krwi do analizy CTC
staje sie mozliwe regularne monitorowanie
diagnostyki i leczenia pacjentow
onkologicznych.

CTC jako tatwo dostepny
materiat diagnostyczny



i *Zastosowanie CTC

eiLepsze niz metody radiologiczne poniewaz ich wykrycie
poprzedza radiologicznie obecny nowotwor o kilka tygodniu
do kilku miesiecy

e NEW ENGLAND JOURNA fMEDICINE

ORIGINAL ARTICLE

Circulating Tumor Cells, Disease Progression,
and Survival in Metastatic Breast Cancer

Massimo Cristofanilli, M.D., G. Thomas Budd, M.D., Matthew ). Ellis, M.B., Ph.D.,
Alison Stopeck, M.D., Jeri Matera, B.S., R.Ph., M. Craig Miller, B.S.,

James M. Reuben, Ph.D., Gerald V. Doyle, D.D.S., W. Jeffrey A Ph.D.

el F

diQ V. arg,
Leon W.M.M. Terstappen, M.D., Ph.D., and Dar Hayes, M.D

Pierwszy artykut opublikowany w 2004 opisujgcy znaczenie kliniczne
znaczenie CTC dla prognozy



Znaczenie ilosci CTC w 7,5ml krwi przed rozpoczeciem terapii
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Znaczenie ilosci CTC w 7,5ml krwi po rozpoczeciu terapii
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Cristofanilli M. iin. Circulating tumor cells, disease progression, and survival in metastatic breast cancer. N Engl J

Med. 2004 Aug 19;351(8):781-91.



Wykrywanie mutaciji w CTC majacych
+ znaczenie dla personalizacji terapii

¢‘£ The NEW ENGLAND JOURNAL of MEDICINE

ORIGINAL ARTICLE

N ENGL ) MED 359;4 WWW.NEJM.ORG JULY 24, 2008

Detection of Mutations in EGFR
in Circulating Lung-Cancer Cells

Shyamala Maheswaran, Ph.D., Lecia V. Sequist, M.D., M.P.H.,
Sunitha Nagrath, Ph.D., Lindsey Ulkus, B.S., Brian Brannigan, B.A,,
Chey V. Collura, M.S., Elizabeth Inserra, B.S., Sven Diederichs, Ph.D.,

A. John lafrate, M.D., Ph.D., Daphne W. Bell, Ph.D., Subba Digumarthy, M.D.,
Alona Muzikansky, M.S., Daniel Irimia, Ph.D., Jeffrey Settleman, Ph.D.,
Ronald G. Tompkins, M.D., Thomas J. Lynch, M.D., Mehmet Toner, Ph.D.,
and Daniel A. Haber, M.D., Ph.D.
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*Dziekuje za uwage



Planowane analizy dla sprawdzenia wydajnosci i jakosci wzbogacanych KKN.

W celu okreslenia wydajnosci projektowanych sit oraz zywotnosci
wzbogacanych CTC beda wykonane nastepujace badania:

probki do badania wydajnosci sita:

a) Linie komorkowe nowotworowe z okreslonymi mutacjami np. EGFR
b) Izolowane komorki z guzow miareczkowane do krwi pochodzacej
od zdrowych ochotnikow

c) Probki kliniczne

Dla zbadania przydatnosci klinicznej tak wzbogaconych komorek beda

Wykonane nastepujace analizy dla fenotypowania i genotypowania:

- Ekpresja markerow powierzchniowych - fotocytometria przeptywowa,
Analiza mutacji np., KRAS, NRAS czy EGFR, (NGS, qPCR, ddPCR
sekwencjonowanie)

Badanie poziomu ekspresji genow markerowych (qPCR, NGS)
Analiza potencjatu inwazyjnosci poprzez hodowle komorkowe



