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Cirkulerende tumorceller kan muligvis benyttes som
prognostisk og praediktiv markgr ved ventrikelcancer
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Ventrikelcancer er den fjerdehyppigste cancer i ver-
den, med ca. 1 mio. nydiagnosticerede tilfaelde i
2008. Incidensen er stigende, med op mod 460.000
tilfeelde alene i @stasien [1]. I Danmark har inciden-
sen stort set veeret uaendret igennem de seneste ti r
med 224 tilfeelde i 2011, hvoraf kun 36% var opera-
ble [2]. P4 trods af precoperativ kemoterapi og inten-
deret kurativ ventrikelresektion er femarsoverlevel-
sen i Danmark 42% [2], og recidiv forekommer hos
ca. 50% [3].

Cirkulerende tumorceller (CTC) defineres som
levende tumorceller, der befinder sig i blodbanen og
er afstgdt/frigivet fra primeertumoren. Fra blodcirku-
lationen kan tumorcellerne migrere til vaev eller fjern-
organer og saledes give ophav til spredning af cance-
ren [4]. I flere studier med patienter, som havde
metastaserende mamma-, prostata- eller coloncan-
cer, har man pévist, at CTC i perifert blod er en valid
prognostisk marker, der muligvis kan bidrage til at
forudsige overlevelse, herunder progressionsfri over-
levelse og generel overlevelse [5-7]. CTC forekom-
mer sjeldent i blodet, der findes ca. 1 CTC pr. 10°

=l

Oversigt over cirkulerende tumorceller-analysemetoder benyttet til ventrikelcancer.

Metode Navn
RT-PCR

Immunologisk Dynabeads

CellSearch

Flowcytometri  FACS

Reference
Hgj sensitivitet, let, Markgrer kan ogsa Smith et al
billig ekspresseres af benigne [11]

celler RNA ustabilt,

let kontamination

Fordele Ulemper

Fleksibel, bevarer
cellemorfologien

Falsk negativ og Neurater et al
falsk positiv [10]

Semiautomatiseret,  Kun EpCAM+, Christofanilli
kombinerer pos. falsk negativ og etal[7]

0g neg. selektion falsk positiv

Visuel pavisning af

CTC

FDA-godkendt

Fleksibel, kvantitativ, ~ Markgrafhaengig, Racila et al
mulig multiparame-  kun enkelte metoder [12]

teranalyse muligggr videre analyse

CTC = cirkulerende tumorceller; EpCam = epithelial cellular adhesion molecule; FACS = fluorescens-
aktiveret cellesortering; FDA = Food and Drug Administration, USA; PCR = polymerasekaedereak-
tion; RT = revers tanskriptase.

leukocytter, hvorfor identifikationen af disse celler
athanger af yderst sensitive analysemetoder [8].

I artiklen preesenteres kort de grundleeggende
principper for identifikationen af CTC fra blodet, der-
neest fokuseres der pé de indtil nu anvendte teknikker
til diagnosticering af ventrikelcancer. Desuden be-
skrives de kliniske aspekter af CTC ved ventrikel-
cancer.

ANALYSEMETODER

Identifikationen af CTC fra en perifer blodprgve fore-
gér i to trin. Initialt en isolationsproces, der har til
formal at separere tumorcellerne fra erytrocytter og
leukocytter. Herefter fglger en identifikationsproces,
hvor tumorcellerne genkendes/identificeres blandt
de resterende blodceller. Typisk isoleres CTC enten
pa baggrund af cellernes fysiske egenskaber, sdsom
stgrrelse og densitet, (vha. centrifugering) eller ved
immunologisk separation (vha. filtre eller magnetiske
partikler) [9]. Ved immunmagnetisk separation kob-
les antistoffer mod overflademolekyler pd CTC (som
f.eks. epitelial celle-adhaesionsmolekyler (EpCAM))
til magnetiske »perler«, der selekteres i et magnetisk
felt til videre analyse [10].

CTC ved ventrikelcancer er primert undersggt i
mindre studier, hvor man enten har anvendt revers
transkriptase-polymerasekadereaktion (RT-PCR) el-
ler immunologiske teknologier (Tabel 1). Der findes
yderligere analysemetoder, der er benyttet ved andre
cancertyper, men i gjeblikket er disse ikke afprgvet pd
ventrikelcancer [13].

Immunologiske teknikker
Ved de immunologiske analysemetoder benytter man
fluorescensmaerkede monoklonale antistoffer, der of-
test rettes mod cytokeratiner (proteinfilamenter i cy-
toskelettet i epiteliale celler), eller tumorantigener
[14]. Efter en given isolationsproces identificeres de
merkede celler ved mikroskopi eller flowcytometri.
Den endelige verificering af CTC sker herefter pa
grund af cellernes fluorescensmarkede antigener,
storrelse, form og kerne.

P& denne baggrund har Veridex udviklet den se-
miautomatiserede metode CellSearch. Her isoleres
CTC immunmagnetisk ved tilsetning af specialfrem-
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stillede nanopartikler, koblet med antistof mod
EpCAM. Cellerne farves dernaest med fluorescerende
antistoffer for cellekernen og cytokeratiner og visuali-
seres ved fluorescensmikroskopi. Endvidere bruges
CD-45 (overflademarkegr pé leukocytter) til at fra-
vaelge evt. leukocytter, der er isoleret [7, 15].
Fordelene ved de immunologiske teknikker er,
at cellernes morfologi bevares. Dette faciliterer op-
teellingen af CTC og muligger tillige en videre morfo-
logisk og molekyleer analyse [15]. Ulemperne ved de
metoder, der er baseret pd EpCAM, er relateret til de-
tektionen af selve overflademarkgren. Undervejs i
den invasive proces, hvor CTC afstgdes fra tumoren
til blodbanen, nedreguleres de epiteliale markgrer
[16]. Dette kan medfgre falsk negative resultater, og i
et studie med 131 forskellige tumortyper udtrykte
kun 70% EpCAM [17]. Enkelte cytokeratiner kan des-
uden udtrykkes af bde benigne, maligne samt epite-
liale og nonepiteliale celler, hvorfor falsk positive re-
sultater ogsa kan fremkomme [18]. Derudover kan
selve centrifugeringen medfgre et cellulaert tab [19].

Revers transkriptase-polymerasekaedereaktion

CTC kan ogsé identificeres indirekte ved brug af re-
vers transkriptase (RT)-PCR. Frit RNA er meget usta-
bilt og forsvinder hurtigt fra blodbanen efter celle-
dgd. Det antages derfor, at hvis der er tumor-RNA i
blodet, er der ogsé CTC. Ved RT-PCR-metoden isole-
res mRNA fra perifert blod, hvorefter specifikke gener
amplificeres. Da der ikke eksisterer specifikke markg-
rer for CTC, bruger man mRNA fra cytokeratiner og
tumorantigener som f.eks. karcinoembryonalt anti-
gen [14].

RT-PCR er en meget sensitiv analysemetode,
hvormed man er i stand til at detektere meget sma
mengder mRNA fra en blodprgve, hvorfor det er en
af de mest anvendte metoder inden for CTC-detek-
tion [11]. Ulemperne er dog fremkomsten af bade
falsk positive og falsk negative resultater, idet man
med RT-PCR ikke kan skelne mellem tumor- og non-
tumorceller [13, 20, 21]. Andre ulemper er, at CTC
ikke forbliver intakte, hvorfor yderligere analyse ikke
kan foretages. Desuden kan RNA let blive kontami-
neret, hvilket kan medfere falsk positive svar [11].
Ydermere kan det veere vanskeligt at estimere et ek-
sakt antal CTC ud fra meengden af det amplificerede
mRNA [12].

Ventrikelcancer er endnu et sparsomt beskrevet
omrade, og den optimale metode til identifikation af
CTC fra blodbanen er fortsat omdiskuteret. I nogle
studier har man péavist, at patienter med ventrikel-
cancer har lavere CTC-antal end f.eks. patienter med
mammacancer, hvilket muligvis kan skyldes en gget
portal filtration af cellerne [15]. Der ma derfor foku-
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Cirkulerende tumorceller-studier pa patienter med ventrikelcancer.

Reference Metode Patienter, n  CTC-detektionsrate Klinisk signifikans
Matsusaka et al  CellSearch 52 67,3% < 4 CTC Effektmonitorering af
[26] 32,7% > 4 CTC kemoterapi og progno-
(Cut-off-veerdi: 4) stisk for PFS og OS
Cao et al [22] Survivin-mRNA 98 45,9% Prognostisk for kortere
RT-PCR PFS og TNM-stadie
Bertazza et al Survivin, CK19, 70 Hhv. 98,6%; Survivin korrelerer til
[23] CEA, VEGF 97,1%; 42,9%; kortere 0S
gRT-PCR 36,8% Prognostisk for
TNM-stadie
Allard et al [15]  CellSearch 13 31% Prognostisk for effekt-
(Cut-off-veerdi: 2) monitorering af kemo-
terapi
Hiraiwa et al CellSearch 27 55,6% Prognostisk for 0S
[20] (Cut-off-veerdi: 2) Korreleret til kortere OS
Kolodziejczyk et Flowcytometri 32 22% fer kemo- Markgr for effektmoni-
al[25] for CK+-celler terapiopstart torering af kemoterapi
16% efter kemo-
terapiopstart
Pituch-Noworol- ~ Flowcytometri 57 54,4% CK+ tilstedevaerelse

ska et al [24]

for CK+-celler

uden prognostisk vaerdi

CK = cytokeratin; CEA = karcinoembryonalt antigen; CTC = cirkulerende tumorceller; OS = overle-
velse; PCR = polymerasekaedereaktion; PFS = varigheden af perioden uden paviselig progression

af kreeftsygdommen; qRT = kvantitativ revers tanskriptase; TNM = tumor-nodus-metastase; VEGF
= vascular endothelial growth factor.

seres pa behovet for en yderst sensitiv teknik til
denne cancertype, fgr metoden endeligt kan imple-
menteres i klinisk brug.

KLINISKE RESULTATER

Cirkulerende tumorceller som prognostisk markgr

ved ventrikelcancer

I et PCR-baseret studie med 98 kurativt behandlede
patienter med ventrikelcancer undersggte man tilste-
devearelsen af markgren survivin til detektion af CTC
[22] (Tabel 2). Man konkluderede ud fra overlevel-
seskurver, at survivin-mRNA var en signifikant pro-
gnostisk faktor for sygdomsfri overlevelse. Desuden
fandt man, at tredrsoverlevelsen for patienter, som
var positive for CTC, var signifikant darligere end
overlevelsen for patienter, som var negative for CTC
(p < 0,001).

I ovenstéende studie fandt man ydermere en
korrelation mellem mangden af CTC og tumorers
TNM-stadie (p = 0,009). Lignende resultater ses ogsa
ud fra regressionsanalyser, hvor CTC viste sig at vaere
prognostisk for TNM-stadiet hos patienter med ven-
trikelcancer [23]. Detektionen af CTC blev ud fra de
resultater vurderet til at veere en god prognostisk
markgr for kurativt behandlede patienter med ventri-
kelcancer.
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Cirkulerende tumorceller
isoleret fra en perifer
blodprgve vha. af
metoden CellSearch.

DAPI/CK-PE

Hiraiwa et al anvendte CellSearch til maling af
CTC hos 27 patienter med metastaserende ventrikel-
cancer og fandt ligeledes en prognostisk veerdi af CTC
[20]. Patienter med flere end to CTC pr. prgve havde
signifikant kortere overlevelse end patienter med
mindre end to CTC pr. prgve. Flere end to CTC pr.
prgve var desuden korreleret til peritoneal dissemine-
ring, ligesom antallet af CTC var signifikant hgjere
hos patienter med dissemineret cancer (p = 0,006).
Konklusionen i studiet var, at CTC-antallet muligvis
kan veere prognostisk for tumorers invasive karakter
og stadie.

I et andet studie fandt man samme association
hos 70 patienter med resektabel ventrikelcancer, da
en gget maengde CTC korrelerede med en stgrre og
mere invasiv tumor [23]. Derimod kunne Pituch-
Noworolska et al ikke finde korrelation af CTC til pro-
gnosen og konkluderede derfor, at CK-19 (marker for
cytokeratin) formentlig ikke kan benyttes som mar-
ker for cancerens aggressivitet [24].

Cirkulerende tumorceller som markgr

for effekten af kemoterapibehandling

I enkelte studier har man undersggt, om CTC kan be-
nyttes til vurdering af effekten af kemoterapibehand-
ling. Opfglgende malinger af CTC under kemoterapi
synes at vise et lgbende et fald i antallet af CTC hos
de patienter, der if. opfelgende CT’er af tumoren nu
havde stabil sygdom [19]. I et studie med 32 patien-
ter med resektabel ventrikelcancer fandt man, at ke-
moterapi reducerede antallet af CTC hos 44% af pa-
tienterne med CTC [25]. I en anden undersggelse
med 52 patienter med avanceret ventrikelcancer
fandt man en korrelation mellem CTC og overlevelse
efter pdbegyndelse af kemoterapi [26]. Resultaterne
afspejles i overlevelseskurver, der viser signifikant
forskel i overlevelse, malt henholdsvis to og fire uger
efter pdbegyndelse af en behandling. Patienter med
flere end fire CTC havde kortere median progres-
sionsfri overlevelse og generel overlevelse end pa-
tienter med feerre end fire CTC ved mélinger pé de
angivne tidspunkter. I studiet anvendte man mélin-
ger af CTC som en surrogatmarker for patienternes

respons péd en kemobehandling og fandt, at en reduk-
tion i CTC-antallet var udtryk for, at behandlingen
virkede. Ud fra dette konkluderede man, at CTC-
antallet kan vaere en potentiel prognostisk faktor for
overlevelsesvarigheden.

Fordelen ved at optimere effekten af kemobe-
handlingen er, at omfanget af de ungdvendige bivirk-
ninger formentlig vil mindskes. I et studie med
patienter med metastaserende mammacancer kon-
kluderede man, at et gget CTC-antal ved fgrste fol-
lowup af kemobehandlingen indikerer en ineffektiv
terapi [7]. Opfolgende malinger af CTC kan saledes
taenkes at vaere en ideel metode til vurdering af effek-
ten af behandlingen pé kortere sigt og dermed even-
tuelt lede onkologer til tidligere at skifte praeparat
ved behandlingssvigt.

FREMTIDIGT PERSPEKTIV

Identifikationen af CTC ud fra en perifer blodprgve er
en minimalt invasiv metode, som formentlig i fremti-
den kan anvendes prognostisk i klinisk brug samt til
valg af kemoterapibehandling og monitorering af be-
handlingens effekt. Ved optimering kan teknikken
potentielt sidestilles med andre onkologiske diagno-
semetoder, hvor cellerne visualiseres fra biopsier el-
ler vaesker [4].

Ved den optimale isolationsmetode opfanges in-
takte CTC uden at skade morfologien, sd cellerne kan
analyseres videre. Herfra kan genekspressionsprofiler
kortleegges, hvilket kan bidrage til at méalrette den on-
kologiske behandling [8]. Hos patienter med mam-
macancer har man karakteriseret tumorcellernes gen-
ekspressionsprofiler og benyttet disse til optimering
af den kemoterapeutiske behandling. I et nyere stu-
die har man péavist, at cellerne kan mutere efter af-
stgdning fra primartumoren [27], hvorfor det vil
vere relevant at kortleegge CTC molekylaert, s& en ke-

Ventrikelcancer er p.t. den fierdehyppigste cancer i verden.
Prognosen for ventrikelcancer er ringe med en femarsoverlevelse pa
42% for intenderet kurativt behandlede patienter i Danmark.

Cirkulerende tumorceller (CTC) i perifert blod antages at forekomme
tidligt i den metastatiske proces og kan muligvis benyttes som
prognostisk og praediktiv markgr.

Identifikationen af CTC er vanskelig og kraever sensitive
analysemetoder.

CTC kan ud fra en blodprgve enten kvantificeres eller isoleres ved
hjzelp af en analysemetode baseret pa polymerasekaedereaktion eller
immunhistokemi.

| forsgg med patienter med ventrikelcancer benyttes CTC-malinger til
at praediktere prognose og monitorere effekten af kemoterapi.
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mobehandling kan rettes direkte mod cellerne. Dette
synes at kunne bidrage til en individualisering af be-
handlingen af metastaserende mammacancer og kan
dermed forhindre en kostbar og ineffektiv behandling
samt skéne patienten for ungdige bivirkninger [15].
Dette er endnu ikke afprgvet pa ventrikelcancer, og
der mangler fortsat en validering af teknikkerne til
denne cancertype. P4 nuveaerende tidspunkt er Cell-
Search-metoden godkendt til identifikation af CTC
ved mamma-, colon- og prostatacancer, men er fort-
sat ikke valideret til ventrikelcancer.

KONKLUSION

Detektion og karakterisering af CTC kan fremover
muligvis bidrage til, at man kan stille en mere precis
prognose for patienter med ventrikelcancer og med-
virke til en mere mélrettet kemoterapeutisk behand-
ling. Feelles for alle studier med patienter med ventri-
kelcancer er, at de er forholdsvis sma. Resultaterne er
positive, og iseer er mulighederne inden for klinisk
brug lovende, men der er behov for en standardiseret
metode. Der er endnu ikke en guldstandard til identi-
fikation af CTC hos patienter med ventrikelcancer, og
stgrre studier er ngdvendige, for dette kan foreslas.
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