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1. STRESZCZENIE W JEZYKU POLSKIM

Rak gruczotu krokowego (RGK) jest drugim najczesciej diagnozowanym
nowofworem dotykajgcym mezczyzn, stanowigcy istotny problem zdrowotny
na catym Swiecie, szczegdlnie w krajach uprzemystowionych. Pomimo ze RGK
diagnozowany na wczesnym etapie (choroba zlokalizowana) wigze sie z dobrym
rokowaniem, to przezywalno$¢ chorych drastycznie spada w przypadku choroby

przerzutowej.

Za powstanie przerzutdw odpowiedzialne sq krgzgce komaérki nowotworowe (ang.
circulating tumor cells, CTCs), ktére cechuje wysoka plastycznos¢ i réznorodnosc
zarbwno geno- jak i fenotypowa. Mogg one takze wchodzic w interakcje
z elementami morfotycznymi krwi. W niniejszej pracy doktorskiej podjeto sie po raz
pierwszy przeanalizowania procesu rozsiewu i okredlenia réznych cech CTCs w krwi
drenujgcej guz pozyskanej srédoperacyjnie przed usunieciem guza (ang. tumor
draining vein blood, TDVB) i sparowane] przedoperacyjnie pobranej krwi
obwodowej (ang. peripheral blood, PB) od chorych na RGK ze $rednim i wysokim
ryzykiem progresji choroby w  skali d'Amico. Prébki kliniczne analizowano
z wykorzystaniem nowoczesnej technologii, jakg jest cytometria przeptywowa
z funkcja obrazowania (ang. imaging flow cytometry, imFC),

nowozaimplementowana w ptynnych biopsjach przez nasz Zespdt.

Liczbe, fenotypy i interakcje CITCs, zwigzane z przemiong epitelialno-
mezenchymalng (ang. epithelial-mesenchymal fransition, EMT), oceniano przy
uzyciu barwienia immunofluorescencyjnego skierowanego przeciwko pan-keratynie
i wimentynie (protokdt K/V), a nastepnie pod kgtem obecnosci receptorow
AR EGFR (protokdt AR/EGFR) z wykorzystaniem technologii imFC w TDVB i/lub PB
od 119 chorych z miejscowo zaawansowanym rakiem gruczotu krokowego (mzRGK)
i 16 chorych zrakiem gruczotu krokowego z przerzutami (pRGK), a takze 20 zdrowych
mezczyzn. Guzy pierwotne pobrane podczas radykalnej prostatektomii, od tych
samych chorych, analizowano w formie mikromacierzy tkankowych (ang. tissue
microarrarys, TMAs) i fenotypowano w kierunku statusu EMT na podstawie barwienia
K/V. a takze obecnosci innych biatek (m.in. markera proliferacji i markera naczyn

krwiono$nych).

CTCs wykryto w 52% TDVB i 19% PB pochodzgcych od chorych z mzRGK.

Dominujgcym fenotypem w TDVB okazat sie by¢ epitelialny (tj. K+V-), natomiast w PB



u chorych z mzRGK i pRGK byt to fenotyp zwigzany z EMT (1j. K+V+ i/lub K-V+ i/lub K-
V-). Zaobserwowano inferakcje CTCs z leukocytami (CTCsLEUKO), erytrocytami
(CTCSERYRO) i ptytkami krwi (CTCsPLT) w czesci CTCs chorych. Analizy wieloczynnikowe
wykazaty, ze obecnos¢ mezenchymalnych CTCs (p<0,001) i pojedynczych CTCsPLT
(p=0,003) w TDVB i/lub PB byta negatywnym czynnikiem rokowniczym w kontekscie
wystgpienia wznowy biochemicznej. Analizy z wykorzystaniem TMA wykazaty,
ze CTCs rozsiewaty sie gtdwnie z guzdw pierwotnych, ktdre byty epitelialne, dobrze

unaczynione i o niskiej aktywnosci proliferacyjnej.

W protokole AR/EGFR CTCs wykryto w 30% PB. Podobnie jak w protokole K/V CTCs
miaty réznorodne fenotypy i czeSciowo wchodzity w potencjalne interakcje
z komorkami krwi. Analizy wieloczynnikowe wykazaty, ze obecno$¢ CTCs K-
pozytywnych (p=0,024) i CICs o fenotypie K-/AR+/EGFR- (p<0,001) byta
negatywnym czynnikiem prognostycznym, natomiast obecno$¢ CTCs o fenotypie K-
/AR-/EGFR- (p=0,040) byta pozytywnym czynnikiem rokowniczym w kontekscie
wystgpienia wznowy biochemicznej. Dodatkowo poréwnano wykrywalno$¢ CTCs
z uzyciem dwodch protokotéw: K/V i AR/EGFR, a ich zgodnos¢ w identyfikowaniu

CTCs u tych samych chorych wyniosta 67%.

Uzyskane wyniki wskazujg, ze TDVB jako krew bezposrednio pochodzgca z guza
jest bardziej obfita w CTCs w poréwnaniu do PB. Wykrywane CTCs charakteryzujg
sie wysokim zréznicowaniem zardwno fenotypowym, jak i zdolnoscig wchodzenia
w interakcje z normalnymi komodrkami krwi. Niemniej obserwuje sie przewage
fenotypu epiteliainego w TDVB, a fenotypdw w spektrum EMT w PB. Prezentowane
wyniki dostarczajg nowych informacji na temat ztozonosci procesu przerzutowania,
sugerujgc, ze CITICsPU oraz CTCs o fenotypie K-/AR+/EGFR- mogqg stanowic
obiecujgce markery prognostyczne, a nawet cele terapeutyczne w kontekscie RGK.
W niniejszej pracy doktorskiej wprowadzono réwniez dwa udoskonalenia ptynnych
biopsji: po raz pierwszy wykorzystano TDVB w RGK oraz wdrozono technologie imFC
do detekcji CTCs.



2. ABSTRACT

Prostate cancer (PCA) is the second most commonly diagnosed cancer affecting
men, becoming a significant health problem worldwide, especially in industrialized
countries. Although PCA diagnosed at an early stage (localized disease)
is associated with a good prognosis, survival rates for patients drastically decrease

in the case of metastatic disease.

Circulating tumor cells (CTCs) are responsible for developing metastases,
characterized by high plasticity and both genotypic and phenotypic diversity. They
can also interact with morphological elements of the blood. In this doctoral thesis,
we attempted for the first time to analyze the dissemination process and determine
different features of CTCs in tumor-draining vein blood (TDVB) obtained
intraoperatively before tumor removal and paired with preoperatively collected
peripheral blood (PB) from d’'Amico intermediate-to-high risk PCA patients. Clinical
samples were analyzed using novel technology, imaging flow cytometry (imFC),

which our Team had newly implemented in liquid biopsies.

The numbers, phenotypes, and interactions of CTCs of different epithelial-
mesenchymal transition (EMT)-related phenotypes were assessed using
immunofluorescence staining against pan-keratin and vimentin (K/V protocol)
and also for AR and EGFR (AR/EGFR protocol), and imFC technology in TDVB
and/or PB from 119 patients with locally advanced prostate cancer (locPCA)
and 16 patients with metastatic prostate cancer (mPCA), as well as 20 healthy men.
Primary fumors collected during radical prostatectomy from the same patients were
analyzed in fissue microarrays (TMAs) and phenotyped for EMT status based on K/V
staining and the presence of other proteins (including proliferation marker, Ki-67

and blood vessel marker, CD34).

CTCs were detected in 52% of TDVB and 19% of PB from patients with locPCA.
The dominant detected phenotype was epithelial (i.e. K+V-) in TDVB, whereas EMT-
related (i.e. K+V+ and/or K-V+ and/or K-V-) in PB from patients with locPCA
and mPCA. Interactions of CTCs with leukocytes (CTCsLEUKO) were observed in 11%
(TDVB) and 5% (PB), erythrocytes (CTCsERYIRO) in 23% (TDVB) and 15% (PB),
and platelets (CTCsPU)in 79% (TDVB) and 45% in (PB) of locPCA cases, respectively.
Multivariate analyses showed that the presence of mesenchymal CTCs (p<0.001)
and single CTCs interacting with platelets detected in TDVB and/or PB
was associated with shorter time to biochemical relapse (p=0.003). Analyses using

TMAs showed that CTCs disseminated mainly from primary tumors, which were
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epithelial, well vascularized, and characterized by low proliferative activity of fumor

cells.

In the AR/EGFR protocol, CTCs were detected in 30% of PB of locPCA. Analogous
to the K/V protocol, CTCs exhibited diverse phenotypes and partially interacted
with blood cells. Multivariate analyses showed that the presence of K-positive CTCs
(p=0.024) and CTCs with the K-/AR+/EGFR- phenotype (p<0.001) was a negative
prognostic factor, while the presence of CTCs with the K-/AR-/EGFR- phenotype
(p=0.040) was a positive prognostic factor in the context of biochemical relapse.
Additionally, the detection of CTCs using both protocols: K/V and AR/EGFR
was compared, and their consistency in identifying CTCs in the same patients
reached 67%.

The presented outcomes indicate that TDVB, as blood directly derived from
the tumor is more abundant in CTCs than PB. The detected CTCs are characterized
by high phenotypic diversity and the ability to intferact with normal blood cells.
Nevertheless, the numerical predominance of the epithelial phenotype is observed
in TDVB, and phenotypes in the EMT spectrum in PB. The presented results provide
new information on the complexity of the metastasis process, suggesting that CTCs
interacting with platelets and CTCs with the K-/AR+/EGFR- phenotype may
be considered as promising prognostic markers or even therapeutic targets
in the context of PCA. Two improvements of liquid biopsies are suggested based
on our results: the usage of TDVB and the implementation of the iImFC technology
for CTCs detection.



3. WYKAZ STOSOWANYCH SKROTOW

ADT terapia deprywacji androgendw (ang. androgen deprivation
therapy)
AMACR racemaza alfa-metyloacylo-koenzymu A (ang. alpha

methylacyl coenzyme A racemase)
AR receptor androgenowy (ang. androgen receptor)

Alfa-SMA/aSMA alfa aktyna miesni gtadkich (ang. alpha-smooth muscle

actin)
BF jasne pole (ang. brightfield)
BMCs jednojgdrzaste komaorki krwi (ang. blood mononuclear cells)
CAFs fibroblasty zwigzane z nowotworem (ang. cancer-associated
fibroblasts)
cCAFs krgzgce fibroblasty zwigzane z nowotworem (ang. circulating

cancer-associated fibroblasts)
CTCs krgzgce komorki nowotworowe (ang. circulating tumor cells)

CRPC rak gruczotu krokowego oporny na kastracje (ang. castration-

resistant prostate cancer)

DAPI barwnik fluorescencyjny 4',6-diamidyno-2-fenyloindol (ang.

4',6-diamidino-2-phenylindole)
DMSO dimetylosulfotlenek (ang. dimethyl sulfoxide)

EGFR receptor nabtonkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal

growth factor receptor)

EMT przemiana epitelialno-mezenchymalna (ang. epithelial-

mesenchymal transition)

EpCAM czgsteczka adhezyjna komdrek nabtonkowych

(ang. epithelial cell adhesion molecule)



FDA

FFPE

FSC

imFC

oS

MET

NETs

Pan-K/K

PBS

PDGF-BB

PFS
PSA
RGK
mzRGK
pRGK
SsSC
TMA

TGF-beta

Agencja Zywnosci i Lekéw (ang. Food and Drug

Administration)

materiat utrwalony w formalinie i zatopiony w parafinie (ang.

Formalin-Fixed Paraffin Embedded)
rozproszenie czotowe (ang. forward scatter)

cytometria przeptywowa z funkcjg obrazowania (ang.

imaging flow cytometry)
przezycie catkowite (ang. overall survival)

przemiana mezenchymalno-epitelialna (ang. mesenchymal-

epithelial transition)

zewngtrzkomoérkowe putapki neutrofilowe (ang. neutrophil

extracellular traps)

biatko cytoszkieletu komorki, pan-keratyna (ang. pan-

keratin/keratin)

5ol fizjologiczna buforowana fosforanami (ang. phosphate-

buffered saline)

ptytkopochodny czynnik wzrostu, izoforma BB (ang. platelet-

derived growth factor — BB isoform)

przezycie wolne od progresji (ang. progression-free survival)
swoisty antygen sterczowy (ang. prostate-specific antigen)
rak gruczotu krokowego

miejscowo zaawansowany rak gruczotu krokowego

rak gruczotu krokowego z przerzutami

rozproszenie boczne (ang. side scatter)

mikromacierze tkankowe (ang. tissue microarrays)

transformujgcy czynnik wzrostu beta (ang. transforming

growth factor B)



VIM/V wimentyna (ang. vimentin)

'A% naczynia krwionos$ne (ang. vascular vessels)



4. WSTEP

4.1 Epidemiologia i etiologia raka gruczotu krokowego

Rak gruczotu krokowego (RGK) plasuje sie na drugim miejscu pod wzgledem
czestosci wystepowania nowotwordw wsréd mezczyzn, stanowigc istotny
problem zdrowotny na catym Swiecie. W 2020 roku liczbe nowych
przypadkdw RGK szacowano na 1,4 miliona, a liczbe zgondw na 375 tysiecy!.
W Polsce RCK jest najczesciej wystepujgcym typem nowotworu u mezczyzn,
jednoczesnie znajdujgc sie na trzecim miejscu pod wzgledem umieralnosci

z powodu nowotworu (tuz za rakiem ptuca i jelita grubego)2.

Dzieki programom przesiewowym u wiekszosci chorych RGK diagnozuje
sie na wczesnym etapie choroby (choroba zlokalizowana), co gwarantuje
blisko 100% prawdopodobienstwo przezycia w ciggu 5 lat od diagnozy.
W przypadku wystgpienia przerzutdw odlegtych przezywalno$¢ chorych
spada drastycznie do 30%3% co podkresla potrzebe monitorowania

przebiegu choroby, a takze wczesnejidentyfikacji chorych o wyzszym ryzyku

progresji choroby.

Czynnikami ryzyka zachorowania na RGK sq przede wszystkim podeszty wiek,
grupa etniczna (choroba czesciej wystepuje i ma bardziej agresywny
charakter w grupie Afroamerykanskiej) i mutacje genetyczne, np. receptora
androgenowego (ang. androgen receptor, AR), gendw supresorowych
(p53, PTEN, BRCAT, BRCA?2), czy genu kodujgcego kinaze biatkowqg Akt 45,

Do zwiekszenia wykrywalnosci RGK, a takze wykrywania RGK
we wczesniejszych stadiach rozwoju choroby przyczynito sie rutynowe
testowanie stezenia swoistego antygenu sterczowego (ang. prostate-
specific antigen, PSA) we krwi¢, ktory wraz z palpacyjnym badaniem
przezodbytniczym stanowi pierwszy krok w obecnie stosowanej diagnostyce
klinicznej RGK. W przypadku nieprawidtowych wynikéw wyzej wymienionych
badan, rutynowo wykonuje sie biopsje pod kontrolg USG, pozwalajgcg
na wstepng diagnostyke histologiczng i ocene zaawansowania nowotworu
w skali Gleasona. Mimo wielu zalet, biopsja wigze sie z dyskomfortem

chorego; jest bolesna i moze prowadzic do krwawienia i powiktan?.



Na uwage zastuguje takze zmniejszona miarodajnos¢ tej strategii diagnozy,
spowodowana miedzy innymi doktadnoscig samych naktu¢, ograniczong
iloscig materiatu pobranego do badan histologicznych, a jednoczesnie
duzg heterogennoscig histologiczng i/lub molekularng guza pierwotnegos.
W  kontekécie RGK, ktéry czesto ma charakter wieloogniskowy,
niemiarodajne pobranie materiatu  moze nie wychwyci¢ ognisk
nowotworowych o najwyzszym stopniu zaawansowania, a co za tym idzie
prowadzi¢ do btednych decyzji terapeutycznych, dajgc wynik nawet

fatszywie negatywny?.

U czesci chorych na RGK po przeprowadzonym zabiegu radykalnej
prostatektomii obserwuje sie wznowe biochemiczng (ang. biochemical
recurrence, BR), 1. ponowny wzrost stezenia PSA we krwi. Wedtug danych
literaturowych, 20-50% chorych doswiadczy BR w ciggu 10 lat
od chirurgicznego usuniecia gruczotu krokowego'®!', BR moze zwiastowac
jedynie wznowe miejscowq (w obrebie tzw. lozy chirurgicznej). Jednak okoto
10% chorych po wystgpieniu BR rozwija przerzuty'2 do weztdw chtonnychg,
narzgdéw odlegtych (kosci, watroba, ptuco)!®4, co komplikuje proces
leczenia i podwyzsza ryzyko zgonu z powodu choroby (Rye. 1). RGK wcigz
pozostaje wyzwaniem dla lekarzy i chorych z powodu ztozonej etiologii,
zréznicowanego przebiegu choroby wynikajgcego z heterogennos$¢ tego
nowotworu zardbwno na poziomie histologicznym, jak i molekularnym.
Pomimo postepdw w rozumieniu mechanizmdw  przerzutowania
nowotwordw, w tym RGK, wcigz istniejg niedostatecznie zbadane aspekty
tego procesu, szczegdlnie w odniesieniu do jego poczgtkowego etapu's,
a choroba nowotworowa na tym poziomie pozostaje w  wiekszosci

przypadkdw niewyleczalna.
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Rycina 1. Schemat przedstawiajgcy proces progresji RGK. W uproszczeniu, po
zabiegu radykalnej prostatektomii, u wielu chorych po pewnym czasie dochodzi do
ponownego wzrostu PSA. To zjawisko okreslane jest jako wznowa biochemiczna (BR),
ktéra u czesci chorych zwiastuje wystgpienie przerzutdéw do organdw odlegtych. PSA
(ang. prostate specific antigen) - swoisty antygen sterczowy, BR (ang. biochemical
recurrence)- wznowa biochemiczna. Schemat wykonano w aplikacji BioRender.

4.2 Inaczenie krgzgcych komorek nowotworowych

w raku gruczotu krokowego

Matoinwazyjng alternatywe oraz uzupetnienie diagnostyki i monitorowania
RGK w czasie rzeczywistym moze stanowic tzw. ptynna biopsja. Ta strategia
polega na izolacji i analizie komdrek i czgsteczek wywodzgcych
sie z nowotworu, m.in. krgzgcych komoérek nowotworowych (ang.
circulating tumor cells, CTCs), krgzgcego DNA iRNA, pecherzykdow
zewnagtrzkomérkowych obecnych w ptynach ustrojowych, takich jak krew,
mocz czy ptyn mobzgowo-rdzeniowys. W  szczegdlnosci analiza
rozsiewajgcych sie komodrek pozwala na analize CTCs, w tym tych
o podwyzszonym potencjale utworzenia aktywnych przerzutéw, ich
potencjalnych interakcji z komodrkami krwi czy identyfikacje komodrek
pochodzgcych z mikrosrodowiska guza, zwigzanych z procesem progresji

choroby, np. fibroblastow zwigzanych z nowotworem (ang. cancer-
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associated fibroblasts, CAFs). Komorki nowotworowe nie wystepujg w guzie
samodzielnie; towarzyszg im komorki endotelialne, komorki  uktadu
immunologicznego, fibroblasty, makrofagi oraz komodrki  macierzy
zewngtrzkomoérkowej, a takze rozpuszczalne mediatory (cytokiny, czynniki
wzrostu) wydzielane przez wspomniane komarki, stanowigc mikrosrodowisko
nowotworu, aktywnie modulujgce jego rozwdj'¢ i czesciowo uwalniane

do krwi, podobnie do komérek nowotworowych.

CTCs to komorki nowotworowe uwalnicne z guza pierwotnego
i/lub juz wtdrnego, nawet na wczesnym etapie rozwoju nowotworu, ktérych
obecnos$¢ moze stuzy¢ do oceny ryzyka progresji, a nawet monitorowania
tzw. choroby resztkowej (ang. minimal residual disease), progresji choroby
czy odpowiedzi chorego na leczenie podczas stosowane] terapii
systemowej. Ich prognostyczne znaczenie zostato potwierdzone w wielu
badaniach'-'?, Dowiedziono, ze wykrycie liczby CTCs 25 w 7,5 ml krwi
chorych na RGK byto zwigzane z obecnosciq guza o znacznych rozmiarach
i gorszym przebiegiem choroby'7'?. Cho¢ w przypadku chorych we
wczesnym stadium, CTCs wystepujqg rzadko (8-33% chorych)?, ich obecnos$¢
moze potencjalnie petni¢ role w identyfikowaniu chorych z gorszym
rokowaniem. Natomiast sama liczba CTCs we krwi chorych wcigz nie jest
uwzgledniana w rutynowej praktyce klinicznej'”. Niemniej w przypadku RGK
wyzsza liczba CTCs korelowata z wyzszym poziomem PSA7. Z biologicznego
punktu widzenia, dogtebna analiza CTCs mogtaby wskazac, ktére z nich
sg odpowiedzialne za skuteczny rozsiew i tworzenie przerzutdw, a zatem
ktére powinny by¢ celem spersonalizowanego leczenia?'. Obecnie badania
skupiajg sie na identyfikowaniu kluczowych czgsteczek na/w CTCs, ktére
mogtyby powigzac dang frakcje CTCs z przerzutami do konkretnego organu
(np. CD133, CD44 )22, a takze pomagac w wyborze terapii kierujgc sie liczbg
CTCs (np. terapia hormonalna czy chemioterapia u pacjentek z HR+/HER2-

rakiem piersi)23-24,

Obecnos$¢ CTCs pochodzgcych z guza pierwotnego lub z przerzutdw w krwi
obwodowej (ang. peripheral blood, PB) opisano po raz pierwszy w 1869
roku?. Rozkwit badan nad CTC przypada jednak dopiero na poczgtek
XXI' w. Pomimo, ze PB nadal pozostaje podstawowym materiatem do badan

nad CTCs, sporadycznie analizuje sie rowniez krew z zyty drenujgcej guz (ang.
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fumor draining vein blood, TDVB), ktéra z zatozenia powinna obfitowac
w CTCs262? czy inne komorki i czgsteczki uwalnianie z guza pierwotnego.
Cho¢ TDVB jest zazwyczaj technicznie trudna do pozyskania, to moze
stanowi¢ cenne zrodto CTCs do badania biologii tych komaorek w pierwszych
sekundach rozsiewu do naczyh krwionosnych, gdy jeszcze nie zostaty
poddane stresowi wynikajgcymi z sity przeptywu krwi czy interakcij
z komodrkami uktadu odpornosciowego. Dotychczas nie opublikowano
danych opisujgcych CTCs pozyskanych z TDVB w przypadku RGK, hatomiast

w innych typach nowotwordéw opublikowano pojedyncze doniesienia262,

Wraz z zainteresowaniem CTCs w badaniach podstawowych
i translacyjnych, obserwuije sie ogromny rozkwit metod izolacji tych komobrek
i ich wykrywania. Niemniej niezmiennie jedyng certyfikowang przez Agencije
Zywnosci i Lekédw (ang. Food and Drug Administration, FDA) metodqg
pozwalajgcg najednoczesng izolacje 1 detekcje CTCs pozostaje
CellSearch® (Menarini Silicon Biosystems, Castel Maggiore, Wtochy).
Platforma ta zostata zatwierdzona jako narzedzie wspomagajgce decyzje
kliniczne w przerzutowym raku piersi, jelita grubego i gruczotu krokowego?'.
Wykrywanie i analiza liczby CTCs metodqg CellSearch® pozwala na ocene
wskaznikdw przezycia, m.in. przezycia catkowitego (ang. overall survival, OS)
i przezycia wolnego od progresji (ang. progression-free survival, PFS)
U chorych na wyzej wymienione nowotwory w zaawansowanym stadium32,
Niestety, CellSearch® bazuje na detekcji CTCs w oparciu o biatka
charakterystyczne dla komdrek epitelialnych (. EpCAM, keratyny),
Cco znacznie ogranicza mozliwosci detekcji CTCs, w ktdérych markery te nie
sg wysoko eksprymowane, np. CICs o fenotypie mezenychymalnyms3s,
Z tego wzgledu istnieje potrzeba opracowania nowych metod, testow
oraz schematdéw  diagnostycznych, ktére umozZliwiajg identyfikacje
heterogennych populacji CTCs. Kluczowym atutem takich analiz bytaby
wysokorozdzielcza wizualizacja szczegdtowej morfologii CTCs oraz interakciji
z innymi elementami morfotycznymi krwi, ktére potencjalnie mogg
m.in. utatwia¢ CTCs przetrwanie w krwioobiegu34. Przyczynitoby sie to nie

tylko do mozliwosci stratyfikacji chorych ze wzgledu na ryzyko progres;ji,

ale takze do identyfikacji proceséw biologicznych zaangazowanych

w kaskade metastatyczng.
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Rzeczywiscie jednym z procesdw, ktéry odpowiada za nabycie przez komorki
nowotworowe cech umozliwiajgcych im przedostanie sie do krwiobiegu
jest przemiana epiteliaino-mezenchymalna (ang. epithelial-mesenchymal
fransition, EMT). Podczas EMT zmienia sie morfologia komorki,
co spowodowane jest zaburzeniami ekspresji  biatek  adhezyjnych
oraz przebudowq cytoszkieletu. Komorki tracg polarnosé, zdolnose
przylegania do podtoza i innych komodrek, nabywajgc jednoczesnie
zdolno$¢ do migracji i inwazji, ktére sq charakterystyczne dla komorek
o cechach mezenchymalnych, a jednoczes$nie mogqg usprawniac proces
przerzutowania. Proces EMT moze generowal rowniez powstawanie
komodrek nowotworowych o przejsciowym (hybrydowym) fenotypie, ktére
posiadajg cechy zaréwno komoérek epitelialnych, jak i mezenchymalnychs3s,
CTCs o fenotypie EMT (epitelialno-mezenchymalnym i mezenchymalnym)
sq uwazane za bardziej agresywne niz CTCs o epitelialinym fenotypie,
comoze by¢ spowodowane miedzy innymi przez nabycie cech
indukowanych lub wspdtwystepujgcych z EMT, a mianowicie migracii,
inwazyjnosci, macierzystosci i zdolnosci do ucieczki spod kontroli uktadu

immunologicznego?’¢?,

CTCs mogg pokonywac¢ znaczne odlegtosci w krwiobiegu, a przy
sprzyjajgcych warunkach mogg opuszczac¢ naczynia krwionosne i tworzy<&
(mikro)przerzuty w odlegtych narzgdach. Mimo, ze liczba komorek
uwalnianych z guza do krwiobiegu moze by¢ znaczna, to ciggle proces ten
wydaje sie by¢ bardzo niewydajny, szczegdlnie w przypadku RGK3e,
Tworzenie przerzutdw wymaga zajscia serii  zdarzenh na  poziomie
molekularnym, ktérych zrozumienie pozwolitoby lepiej przeciwdziatac
lub blokowac ten proces. Kluczowe jest jednak uzupetnienie wiedzy w tym

aspekcie i dogtebne zrozumienie odziatywan na CTCs w krwioobiegu.

CTCs charakteryzujg sie znaczng heterogennosciq geno- i fenotypowq,
czego powodem jest miedzy innymi heterogenno$¢  komodrek
nowotworowych w guzie pierwotnym, modulujgcy wptyw mikrosrodowiska
guza, a takze czynniki fizyczne i biologiczne oddziatujgce na CTCs
w krwioobiegu¥®.  Jednoczes$nie, analiza CTCs umozliwia  wglad
w molekularng charakterystyke komorek guza pierwotnego specyficznie

odpowiedzialnych za proces progresji choroby nowotworowej. W przysztosci
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dane te mogtyby by¢ uzyteczne w doborze leczenia, monitorowania,
czy projektowania spersonalizowanych terapii. Z tego wzgledu, CITCs
sg doskonatym celem badan rozwijajgcych naszg wiedze na temat procesu
rozsiewu nowotwordw, ale majqg tez potencijat stac sie istotnym narzedziem

prognostycznym, jak i diagnostycznym.

Fenotypy CTCs w RGK, analogicznie jak w innych nowotworach
nabtonkowych, mogg obejmowac fenotyp epitelialny, mezenchymainy,
jak i fenotypy przejsciowes3¢. W CTCs pochodzgcych z RGK zaobserwowano
takze mutacje genetyczne typowe dla tego typu nowotworu, m.in. wariant
V7 receptora androgenowego (AR-V7), ktéry moze by¢ potencjalnym
biomarkerem opornosci na terapie u chorych z RGK opornym na kastracje
(ang. castration-resistant prostate cancer, CRPC)4-41, Z kolei analizy liczby
kopii gendw wykazaty, ze CTCs czesciej wykazywaty zwiekszong liczbe kopii
genu AR, oraz gendw zwigzanych z przemiang mezenchymalno-epitelialng
(ang. mesenchymal-epithelial transition, MET) czy kinazy 12 zaleznej
od cyklin, tracity natomiast kopie gendw kodujgcych PTEN, RAF1, RB1, TP53,
zwigzanych z niestabilno$cig genomu4243, a charakterystycznych dla RGK.
W CTCs wykrytych u chorych z RGK obserwowano takze obecnos¢é markera
macierzystosci, CD133, ktéry byt obecny w ponad 80% CTCs chorych

z przerzutowym CRPC4244,

Nieliczne dane literaturowe wskazujg na obecnos¢ CTCs z ekspresjq
receptora naskérkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor
receptor, EGFR) u chorych na RGK, raka piersi, jelita grubego i ptuc4-4,
Dotychczas opublikowane wyniki badan naszego Zespotu z wykorzystaniem
guzdow pierwotnych (n=1039) wskazujg na potencjalny udziat wysokiej
ekspresji EGFR na progresje RGK, 1j. krétszy czas wolny do wystgpienia
przerzutdw. Jednoczesnie zaprezentowano na niewielkiej grupie chorych
(n=39), ze EGFR moze postuzy¢ jako dodatkowy marker identyfikujgcy CTCs
i by¢ zwigzany z gorszym przezyciem  chorych#4. Podobnie
w niedrobnokomoérkowym raku ptuca zastosowanie  dodatkowych
markerow — EGFR i HER3, pozwolito na bardziej wydajng detekcje CTCs,
szczegOlnie u chorych z przerzutami do moézgu“. Stgd mozna wnioskowac,
ze ocena ekspresji EGFR w CTCs w moze w przysztosci udoskonalic

identyfikacje chorych z najwyzszym ryzykiem progresji i pdzniejszych
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przerzutdbw w réznych typach nowotworéw, w tym RGK, a takze
hipotetycznie identyfikowac¢ chorych potencijalnie wrazliwych na leczenie
inhibitorami EGFR.

L kolei, AR odgrywa kluczowqg role w fizjologicznym rozwoju gruczotu
krokowego. Nieaktywny jest zlokalizowany w cytoplazmie, natomiast
po aktywacii przez meskie hormony ptciowe, przemieszcza sie do jgdraitam
aktywuje ekspresje gendw odpowiedzialnych za wzrost i réznicowanie
komorek tego narzgdu#’. Receptor petni tez wazng role w rozwoju samego
RGK, napedzajgc wzrost nowotworu przez zmieniong sygnalizacje zalezna
od AR®%0-5!, Dlatego ocena obecnosci AR i jego lokalizacja w CTCs moze
pomoc oszacowad zasadnose stosowania terapii deprywacji androgendw
(ang. antiandrogen deprivation therapy, ADT), ktéra jest najczesciej
wykorzystywang metodqg leczenia RGK, w przypadku wystgpienia

przerzutows2,

4.3 Metody izolacji i identyfikacji CTCs: zastosowanie

cytometrii przeptywowej] w wykrywaniu CTCs

Strategie izolacji CTCs opierajg sie na wtasciwosciach komorek,
uwzgledniajgcych ich parametry fizyczne (np. morfologia, rozmiar, gestos$c)
jak i cechy molekularne poprzez wykrywanie markeréw powierzchniowych
w ramach pozytywnej lub negatywnej selekciji. Izolacja CTCs wykorzystuje
metody filtracyjne, w tym systemy przeptywowe lub techniki
immunomagnetyczne, pozwalajgcych na ich skuteczny wychwyt. Z kolei,
najczesciej stosowane metody identyfikacji CTCs bazujg na oznaczaniu
biatek powierzchniowych Ilub cytoplazmatycznych (np. pan-keratyn
czy EpCAM), przy pomocy barwien immunofluorescencyjnych i mikroskopii
fluorescencyjnej, a takze na badaniu ekspresji gendw zwyczajowo
eksprymowanych przez komorki nowotworowe, analizowanych z uzyciem
techniki PCR czy sekwencjonowania nowej generacji. lzolacja CTCs
jest obecnie mozliwa dzieki zastosowaniu systemu mikroprzeptywowego

Parsortix™, ktéry jest zatwierdzany przez FDA do uzytku u pacjentek
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z przerzutowym rakiem piersi, natomiast fechnologia CellSearch® stanowi
jedyny klinicznie zwalidowany i zatwierdzony przez FDA test do identyfikacji
iizolacji CTCs u chorych z przerzutowym rakiem piersi, prostaty i jelita

grubego.

Potgczeniem dwodch stosowanych metod do identyfikacji CTCs — mikroskopii
fluorescencyjnej i cytometrii przeptywowej, jest nowoczesna i opisywana
W niniejsze] pracy doktorskie] cytometria przeptywowa z  funkcjg
obrazowania (ang. imaging flow cytometry, IimFC), od niedawna
implementowana do wykrywania CTCs przez nasz Zespots. To technika
umozliwigjgca ilosciowq i wysoce wystandaryzowang analize obecnosci
jednoczesnie kilku (do 9) antygendw na powierzchni komorki, a takze
szczegotowq charakterystyke morfologiczng. Pozwala oceni¢  wielko$¢

komorki, stopien jej okragtosci czy wydtuzenia oraz obecnos¢ np. wypustekss-

54,

Metoda ta cechuje sie wysokq przepustowosciq i czutoscig (min. zakres
detekcji to obiekty o wielkosci 20 nm — 1 um)35%, a takze mozliwoscig
wieloczynnikowe;j oraz wieloparametrycznej analizy?. Czutosc
i specyficzno$¢ detekcji CTCs w nowotworach litych (1. rak jelita grubego
i rak jajnika) za pomocqg IMFC jest podobna do tej uzyskanej przy pomocy
CellSearch®, tj. 51%90% (czutos¢) i 77%97% (specyficznosc)se.
Standardowe cytometry sg wyposazone w detektory, ktére mierzg
fluorescencje emitowang przez wzbudzone fluorochromy, z ktorymi
skoniugowane sq stosowane przeciwciata skierowane przeciwko wybranym
antygenom. UmoZliwiajg réwniez pomiar rozproszenia Swiatta czotowego
(ang. forward scatter, FSC) i bocznego (ang. side scatter, SSC),
informujgcych o morfologii komorek. Jednak ich wadg jest brak wizualnej
weryfikacji komodrek, co jest kluczowe w analizach CTCs. Szczegdty
morfologiczne sg jednym z nagjistotniejszych i niezbednych kryteriow w tym

procesie, co podkresla znaczenie precyzyjnych metod analizy>4.

imFC  jest stosunkowo nowq technologiqg, uzywang duzo rzadziej
niz standardowa cytometria przeptywowa (ang. flow cytometry, FC)
czy mikroskopia fluorescencyjna. Ze wzgledu na pionierski charakter badan

wdrazajgcych to narzedzie do analizy CTCs, dostepno$¢ opublikowanych
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danych literaturowych jest bardzo ograniczona. imFC zostata do tej pory
zastosowana do detekcji CTCs w niewielkich grupach chorych na raka
jajnika (n=6), tarczycy (n=6), przetyku (n=6)¢, watroby (n=69)¢' i jelita
grubego (n=16)¢2. W dotychczasowych badaniach naszego Zespotu
zastosowano tg technologie do analizy najliczniejsze] jak dotgd grupy
chorych na raka piersi (n=210), ptuca (n=29), jajnika (n=24) i RGK (n=33),

tworzgc podwaliny pod zastosowanie tej metody w ptynnych biopsjach?33.3,

Najwiekszymi atutami imFC jest wizualizacja identyfikowanych komorek,
mozliwos¢ analizy fluorescencji z zastosowaniem wybranych przeciwciat
w kilku kanatach fluorescencyjnych jednoczesnie, a takze normalizacja,
standaryzacja i archiwizacja wszystkich wynikdw analiz. Wiekszo$¢ badan
nad CTCs bazuje na protokotach izolacji i detekcji CTCs opartych jedynie
o markery komodrek epitelialnych, np. antygen adhezyjny komodrek
nabtonkowych (ang. epithelial cell adhesion molecule, EpCAM) i pan-
keratyne (ang. pan-keratins, K), co dyskwalifikuje mozliwos¢ wykrycia CTCs
z niskg ekspresjqg lub brakiem ekspresji tych biateké062, Wykrywanie CTCs o
fenotypie mezenchymalnym wiqgze sie z duzym ryzykiem uzyskania wynikodw
fatszywie  pozytywnych, ze wzgledu na  ekspresie  markerow
mezenchymalnych (np. wimentyny) przez niektére komaorki krwi. W zwigzku z
tym w analizach CTCs powinno sie uwzgledniac zastosowanie rozszerzonego
panelu markerdw wykluczajgcych. Standardowo stosuje sie marker CD45,
wykluczajgcy leukocyty. Natomiast w badaniach przeprowadzonych
wramach niniejszej pracy doktorskiej zdecydowano sie na analize
obecnosci markeréw pozwalajgcych na detekcje i analize CTCs w catym
spektrum fenotypdw EMT oraz odrdznienie ich od fibroblastow (aSMA),
leukocytow (CD45), komodrek srodbtonka (CD31). Mimo postepdw
w dziedzinie ptynnych biopsji, biologia i molekularne mechanizmy
rozprzestrzeniania sie komodrek nowotworowych w poczgtkowych stadiach

kaskady metastatycznej, nie sq wcigz dostatecznie zbadane.
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5. CEL PRACY

Celem ninigjszej pracy doktorskiej byta detekcja CTCs o réznych fenotypach

z zastosowaniem nowatorskiej metody jakg jest iImFC, w kontekscie lepszego

poznania ich biologii w RGK i oceny znaczenia klinicznego wykrytych

populacji komérek pochodzgcych z krwi drenujgcej guz i krwi obwodowe;.

Cele szczegotowe:

1.

Implementowanie  cytometrii przeptywowej z funkcjg obrazowania

w ptynnych biopsjach.

ldentyfikacja i oznaczenie klinicznego znaczenia CTCs uzyskanych
protokotem K/V, stosowanego do wykrycia CTCs o szerokim spektrum

fenotypdw zwigzanych z EMT.

Poréwnanie wykrywania i fenotypdw CTCs oraz ich interakcji z komdrkami
krwi miedzy TDVB i PB.

ldentyfikacja i oznaczenie klinicznego znaczenia CTCs uzyskanych
protokotem AR/EGFR, wykrywajgcego CTCs zwigzane z przerzutowaniem

do kosci i ewentualng odpowiedzig na terapig antyandrogenowa.

Porbwnanie wykrywalnosci CTCs z zastosowaniem protokotu K/V
i AR/EGFR.

Przedstawione cele pozwalajg na pogtebienie wiedzy o CTCs u chorych

na mzRGK i pRGK. Umozliwiajg takze walidacje markerow molekularnych,

ktére w przysztosci mogtyby zosta¢ wykorzystane do stratyfikacji chorych,

badz zaprojektowania terapii.
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6. MATERIALY
6.1 Grupa badana

Do pracy doktorskiej wtgczono grupe 119 chorych z miejscowo
zaawansowanym rakiem gruczotu krokowego (mzRGK) z podejrzeniem
wysokiego stopnia zaawansowania w skali d’Amico (fj. stopien
zaawansowania pT 22c i/lub stopien w skali Gleasona 28 i/lub PSA
przedoperacyjne 220) w chwili diagnozy, weryfikowanego pooperacyjnie
(Ryc. 2), leczonych poprzez radykalng prostatektomie oraz 16 chorych
zrakiem gruczotu krokowego z przerzutami (PRGK) rekrutowanych
przed podjeciem leczenia systemowego, wszystkich leczonych

w Uniwersyteckim Centrum Klinicznym w Gdansku w latach 2018-2024.

Udokumentowano parametry kliniczno-patologiczne takie jak wiek, stopien
zaawansowania nowotworu w skali TNM, skali Gleasona i skali d’Amico
(Tabela 1), a takze wyniki podstawowe] morfologii krwi chorych
przed operacjg oraz poziom przedoperacyjnego stezenia PSA u kazdego
chorego. Probki kliniczne od chorych postuzyty do analizy CTCs z uzyciem
dwdch protokotdw - badajgcego catkowity rozsiew (protokdt K/V)
i potencjalnie zwigzanego z przerzutowaniem do kosci i ewentualng terapig
(protokdt AR/EGFR). Chorym z mzRGK pobierano przed operacjg PB i/lub
w frakcie operaciji przed usunieciem guza TDVB, a takze selekcjonowano do
pdzniejszego tworzenia macierzy tkankowych fragment materiatu
histopatologicznego (gruczot krokowy) pobranego podczas zabiegu
prostatektomii, rutynowo utrwalony w formalinie izatopiony w parafinie
(ang. Formalin-Fixed Paraffin Embedded, FFPE). Probki krwi PBi/lub TDVB
wirowano w gradiencie gestosci i frakcje BMC (potencjalnie zawierajgcq
CTCs) utrwalono w formaldehydzie, a osocza zebrane podczas
procesowania prébek krwi, zamrozono. Postuzyty one do analizy stezenia

cytokin (Ryc. 2).

Chorym, w zaleznosci od grupy ryzyka w skali d’Amico badano w réznych
odcinkach czasowych stezenie PSA po operacji w celu okreslenia
wystgpienia potencjalnej wznowy biochemiczne] (ang. biochemical
recurrence, BR). Chorym wysokiego ryzyka w skali d' Amico badano stezenie
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PSA co 3 miesigce (przez 2 lata, a potem co 6 miesiecy przez 2 lata,
a po uptywie tego czasu co rok), chorym sredniozaawansowanym badano
stezenie PSA co 6 miesiecy (przez 2 lata, po uptywnie tego czasu co rok).
Jesli pooperacyjne stezenie PSA w osoczu krwi  przekraczato stezenie
0,2 ng/ml, identyfikowano wznowe biochemiczng i wtgczano hormono-
lub radioterapie. U gorzej rokujgcych chorych okreslano, czy wystgpity
przerzuty z wykorzystaniem badania Pozytonowej Emisyjnej Tomografii (PET-
PSMA). Ostatnia aktualizacja bazy danych przezyciowych zostata wykonana
w lipcu 2023.
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Tabela 1. Charakterystyka grupy chorych mzRGK analizowanych z uzyciem
protokotu K/V (n=119) i AR/EGFR (n=74). R&éinice w liczbie chorych
w poszczegdlnych kategoriach wynikajg z niedostepnosci niektérych danych
klinicznych.

CHOR;Y - CHQRZY -
PROTOKOL K/V PROTOKOL AR/EGFR
Wiek [lata]
<65 46 (39.7%) 29 (39.7%)
265 70 (60,3%) 44 (60,3%)

Przedoperacyjny poziom PSA [ng/ml]

<10 ng/ml 74 (63,2%) 51 (69.9%)
210 ng/ml 43 (36,8%) 22 (30,1%)
Skala ryzyka d’Amico

srednie 16 (13,6%) 8 (11,0%)
wysokie 102 (86.4%) 65 (89,0%)

Skala Gleasona

3+4 34 (28,8%) 20 (28,2%)
4+3 49 (41,5%) 30 (42,3%)
>7 30 (25.3%) 21 (29.5%)
Stopien pT

pT12 59 (52,2%) 34 (47.9%)
P13 54 (48,8%) 37 (52.1%)
Stopien N

NO 105 (92,1%) 64 (88,9%)
N1 9 (7.9%) 8 (11.1%)

Wznowa biochemiczna

nie 77 (73.3%) 45 (62,5%)
tak 28 (26,7%) 27 (37,5%)
Przerzuty po radykalnej prostatektomii

nie 106 (94,6%) 66 (90,4%)
tak 6 (5.4%) 7 (9.6%)
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Rycina 2. Schemat przedstawiajgcy materiat kliniczny wykorzystany w pracy
doktorskiej, 1j. komérki BMCs, osocza i TMA, pozyskany od chorych mzRGK i/lub pRGK
oraz zdrowych mezczyzn, a przeznaczonych do réznych analiz. Najnizszy poziom
wykresu wskazuje chorych wspdlnych dla obu grup. BMCs — jednojgdrzaste komorki
krwi, TDVB - krew drenujgca guz, PB — krew obwodowa, TMA — mikromacierze
tkankowe, K- keratyna, V —wimentyna, AR —receptor androgenowy, EGFR —receptor
naskdrkowego czynnika wzrostu, TGF-p - fransformujgcy czynnik wzrostu beta, PDGF-
BB - ptytkopochodny czynnik wzrostu, izoforma BB, Ki-67 — marker proliferacji, CD34 —
marker naczyh krwionosnych.

Wszyscy chorzy udziellli Swiadomag pisemng zgode na udziat w badaniy,
ktére ofrzymato zgode Komisji Bioetycznej przy Gdanskim Uniwersytecie
Medycznym (NKBBN/286-421/2018-2022; NKBBN/286-630/2022-2023). Kryteria
warunkujgce wtgczenie chorego z mzRGK do badania to wiek (>18),
uzyskanie pisemnej zgody, brak innych aktywnych choréb nowotworowych,
wysoki stopien ryzyka w skali d’Amico oceniony w frakcie biopsji.
Do wykluczenia danej prébki z analiz dochodzito w przypadku zbyt dtugiego
czasu od pobrania do jej procesowania lub nieprawidtowego rozdziatu
po wirowaniu w gradiencie gestosci (np. spowodowanego obecnosciq

skrzepbw). Kontrole negatywne stanowita PB pochodzgca z Regionalnego
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Centrum Krwiodawstwa i Krwiolecznictwa w  Gdansku  pobrana
od 20 zdrowych mezczyzn, za$ jako kontrole pozytywne wykorzystano
PB pochodzgcqg od 16 chorych z pRGK z Kliniki Urologii UCK przed podjeciem

leczenia systemowego.

6.2 Hodowla komodrkowa

Pozywki i dodatki do pozywek:

- RPMI-1640 (ang. Roswell Park Memorial Institute; HyClone, Cytiva,
nr kat. HYCLSH30027.FS)

- DMEM (ang. Dulbecco’s Modified Eagle’s Medium; HyClone,
Cytiva, nr kat. SH30022.01)

- Ptodowa surowica bydleca (ang. fetal bovine serum, FBS;
HyClone, Cytiva, nr kat. HYCLSV30160.03)

- 100x Penicylina /Streptomycyna (HyClone, VWR, nr kat. SV30010)

- Dimetylosulfotlenek (ang. dimethyl sulfoxide, DMSO) (Sigma
Aldrich, Merck, nr kat. D8418-500ML)

- Trypsyna (Sigma-Aldrich, nr kat. 59418C-100ml)

- Sdl fizjologiczna buforowana fosforanami (ang. phosphate-
buffered saline, PBS; Sigma-Aldrich, nr kat. P4417-100TAB)

- Insulina, ludzka (Sigma, nr kat. 19278-5ml)
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Linie komorkowe:

Tabela 2. Wykaz stosowanych linii komorkowych.

Linia komérkowa Pochodzenie linii  Nr linii w ATCC Medium hodowlane
MDA-MB-231 Rak piersi HTB-26
MCEF-7 Rak piersi HTB-22
A549 Rak ptuca CCL-185 DMEM (10% FBS,
o 2mM L- glutamina, 1%
HCC1806 Rak plersi CRL-2335 penicy“ng/sfrepfomycyng)
HMEC-1 Srédbtonek CRL-3243

naczyniowy

LNCGP Rak gruczotu CRL-1740 RPMI 1640 (10% FBS,

krokowego 2mM L- glutamina, 1%

penicylina/streptomycyna)

DMEM (10% FBS,
2mM L- glutamina, 1%
penicylina/streptomycyna),
z dodatkiem 10 pyg/ml insuliny

Hs 578T Rak piersi HTB-126

6.3 Przeciwciata

Przeciwciata pierwszorzedowe do immunohistochemii:

- anty-CD34 (mysie przeciwciato monoklonalne, klon QBENd10, nr kat. IR632,

Dako, Agilent), roztwdr gotowy do uzycia.

- anty-Kié7 (mysie przeciwciato monoklonalne, klon MIB-1, nr kat. GA626,

Dako, Perlan), roztwdér gotowy do uzycia.

Przeciwciata pierwszorzedowe do immunofluorescencji:

- anty-V (wimentyna, ang. vimentin,V); krdlicze przeciwciato monoklonalne,
klon D21H3, nr kat. 46173, Cell Signaling Technology), stosowane

rozcienczenie - 1:100,
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- anty-K (mysie przeciwciato monoklonalne skoniugowane z Alexa Fluor® 488,
klon AET/AE3, nr kat. 53-9003-82, Thermo Scientific), stosowane rozcienczenie
- 1:100,

- anty-K (mysie przeciwciato monokonalne skoniugowane z Alexa Fluor® 488
klon C11, nr kat. MA5-18156, Thermo Scientific), stosowane rozcienczenie —
1:100.

Przeciwciata drugorzedowe do immunofluorescencji:

- anty-krdlicze kozie przeciwciato poliklonalne skoniugowane z Alexa Fluor®

546, nrkat. A11010, Invitrogen), stosowane rozcienczenie — 1:200.

Przeciwciata pierwszorzedowe skoniugowane do imFC:

- anty-AR (krdlicze przeciwciato rekombinowane skoniugowane z Alexa
Fluor® 488, klon DéF11, nr kat. 7395, Cell Signaling Technology), stosowane

rozcienczenie — 1:50.

- anty-K (mysie przeciwciato monoklonalne skoniugowane z PE, klon
AET/AE3, nr kat. NBP2-33200PE, Novus Bio), stosowane rozciehczenie — 1:250.

- anty-K (mysie przeciwciato monoklonalne skoniugowane z PE, klon C11,

nr kat. MA5-28574, Invitrogen), stosowane rozcienczenie — 1:1500.

- anty-EGFR (mysie przeciwciato monoklonalne skoniugowane z Brilliant
Violet 605™, klon AY13, nr kat. 352928, BioLegend), stosowane rozcienczenie
- 1:200.

- anty-K (mysie przeciwciato monoklonalne skoniugowane z Alexa Fluor® 488,
klon AE1/AE3, nrkat. 53-9003-82, Thermo Scientific), stosowane rozcienczenie
- 1:2500.

- anty-K (mysie przeciwciato monoklonalne skoniugowane z Alexa Fluor® 488,
klon C11,nr kat. MA5-18156, Thermo Scientific), stosowane rozcienczenie —
1:2500.
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- anty-V (krélicze przeciwciato rekombinowane skoniugowane z Alexa Fluor®
647, klon D21H3, nrkat. 9856, Cell Signaling Technology), stosowane

rozcienczenie — 1:100.

- anty-aSMA (mysie przeciwciato monoklonalne skoniugowane z PE, klon

1A4, nr kat. IC1420P, R&D Systems), stosowane rozcienczenie — 1:50.

- anty-CD29 (mysie  przeciwciato  monoklonalne  skoniugowane
z SuperBright™400, klon TS2/16, nr kat. 63-0299-42, Thermo Scientific),

stosowane rozciehczenie — 1:1000.

- anty-CD45 (ludzkie przeciwciato rekombinowane skoniugowane
z APC-Vio® 770, klon REA747, nr kat. 130-110-635, Miltenyi Biotec), stosowane

rozcienczenie — 1:50.

- anty-CD31 (mysie przeciwciato monoklonalne skoniugowane z APC-Cy7,

klon WM59, nr kat. 303120, BioLegend), stosowane rozcienczenie — 1:10.

6.4 Bufory iroztwory

EnVision FLEX Target Retrieval Solution High pH (Dako, nr kat. K8004)
EnVision FLEX, Target Retrieval Solution Low pH (Dako, nr kat. K8005)

PBS, 7.4 pH (tabletki rozpuszczane w wodzie redestylowanej, Sigma Aldrich,
nr kat. P4417-100TAB)

TrueBlack® Lipofuscin Autofluorescence Quencher (Biotum, nr. kat. 23007),

roztwor roboczy: 50 pl TrueBlack® + 950 ul 70% etanolu

Target Retrieval Solution, pH 6.1, Concentrated x 10 (Dako, nr kat. $169984-
2), roztwor roboczy: 100 ml Target Retrieval Solution + 900 ml wody

destylowanej

Bufor Tris-HCI (10x stezony w wodzie destylowanej, 1000 ml): 60,3 g Tris-HCI,
87,6 g NaCl, roztwor roboczy: 100 ml 10x TBS + 900 ml wody destylowanej

TBS-T: TBS + 0.2% Tween?20
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8% paraformaldehyd w 1x PBS: 19,5 ml 36-38% formaldehydu + 70,5 ml 1x PBS,
doprowadzone do pH 7,4 przy uzyciu 10M NaOH

6.5 Inne odczynniki

Amnis® SpeedBead® Kit (Cytek, nr kat. 400041)
Perm-Wash Buffer (BD Biosciences, nr kat. 51-2091KZ)

barwnik fluorescencyjny DAPI (4',6-diamidyno-2-fenyloindol; BD Biosciences,
nr kat. 564907)

Ficoll-Paque™ PLUS (Cytiva, nr kat. GE17-1440-02)

99.8% alkohol etylowy bezwodny (POCH, nr kat. 396480111)
96% alkohol etylowy (POCH, nr kat. 396420420)

Izopropanol (VWR, nr kat. 20842.298)

Formaldehyd 36-38% (POCH, nr kat. 432173111)

Zestaw komercyjny do immunodetekciji biatek — human PDGF-BB Quantikine
ELISA (R&D Systems, nr kat. SBBOO)

Zestaw komercyjny do immunodetekcji biatek — human TGF-beta Quantikine
ELISA (R&D Systems, nr kat. SB100C)

1% TritonX-100 (Sigma-Aldrich, nr kat. T8787-100ML)
REAL™ Antibody Diluent (Dako, Denmark, nr kat. $202230-2)

EnVision Detection Systems, Peroxidase/DAB, Rabbit/Mouse (Agilent, Dako,
nr kat. K500711-2)

EverBrite Mounting Medium with DAPI (Vector Laboratories, nr kat. 23002)
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6.6 Sprzet laboratoryjny

cytometr przeptywowy z funkcjg obrazowania - Amnis® ImageStream®X Mk
Il (Cytek)

skaner histologiczny (Swietlny i fluorescencyjny) - Pannoramic 250 Flash |lI
(3DHISTECH)

mikroskop fluorescencyjny — Olympus IX83 (Olympus)
mikroskop $wietlny — PrimoVert 200 (ZEISS)
mikroskop $wietlny — Olympus BX 43 (Olympus)

urzgdzenie do tworzenia macierzy tkankowych - Manual Tissue Arrayer MTA-
1 (AlphaMetrix Biotech)

czytnik ptytek - Synergy H1 (BioTek)
wiréwka — Eppendorf Centrifuge 5410 (Eppendorf)
mikser do probek - HulaMixer (Invitrogen)

komora laminarna — Heraeus HEsRAsafe Safety Cabinets HS18 (Thermo Fisher

Scientific)

inkubatory — Heraeus HERAcell 150, Jouan IGO150 CELLlife CO2 (Thermo

Fisher Scientific)

urzgdzenie do zautomatyzowanego barwienia preparatéw tkankowych -
BenchMark ULTRA IHC/ISH System (Roche Diagnostics)

urzgdzenie do zautomatyzowanego barwienia preparatéw tkankowych -
Autostainer Link48 (Dako)

modut do wstepnego przygotowania preparatdw tkankowych do barwien
— PT Link (Agilent Dako)
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6.7 Oprogramowanie

INSPIRE™ software (wersja 200.1.681.0; Cytek)
IDEAS (wersja 6.2; Cytek)

CellSens Imaging software (Olympus Life Science)
GraphPad Prism (wersja 9.5.1; LLC)

SPSS Statistics (wersja 27; IBM), licencja dla Miedzyuczelnianego Wydziatu
Biotechnologii UG i GUMed

BioRender, licencja dla Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego

QuPath (wersja 0.2.3.)
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7. METODY

7.1 Pobieranie, procesowanie i bankowanie probek

klinicznych

Prébki krwi od chorych mzRGK byty pobierane z zyty tokciowej lub udowej
(PB: optymalnie 7,5 ml, mediana 6,75 ml) oraz zyty drenujgce] guz
(TDVB: maksymalnie 7 ml, mediana 2,1 ml) pobieranej podczas zabiegu
radyklanej prostatektomii przed usunieciem guza (Materiaty 6.1). Krew byta
pobierana do jatowych probdwek optaszczonych EDTA. W przypadku
PB pierwsza probdéwka byta odrzucana ze wzgledu na potencjalng
kontaminacje keratynocytami i fibroblastami uwolnionymi w  wyniku
przerwania ciggtosci naskoérka podczas wktucia. Krew rozcienczong 1x PBS
do objetosci 6 lub 12 ml wirowano w gradiencie gestosci (Ficoll® Paque Plus,
Cytiva, Materiaty 6.5) przy 400xg przez 30 minut, w celu izolacji frakcj
jednojgdrzastych komodrek krwi (ang. blood mononuclear cells, BMCs),
potencjalnie zawierajgcej] CTCs. Osocze przechowywano na lodzie,
a nastepnie mrozono w temp. -80 °C, za$ frakcje BMCs utrwalano
w 4% paraformaldehydzie (ang. paraformaldehyde, PFA, Materiaty 6.4)

i przechowywano w temp. -80 °C do dalszych analiz (Ryc. 3).

BMCs
e —
TOVB [ T e Sl )
@9 @) . -80°C
4 r /
BMCs + CTC

Rycina 3. Schemat pobierania, procesowania i bankowania prébek klinicznych.
Od chorych mzRGK pobierano PB i/lub TDVB, od chorych z pRGK pobierano jedynie
PB. Rycina wykonana w aplikacji Biorender. PB — krew obwodowa, TDVB - krew
drenujgca guz, BMCs - frakcja jednojgdrzastych  komodrek  krwi,
PFA — paraformaldehyd, CTC - krgzgca komodrka nowotworowa.
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7.2 Konstrukcja mikromacierzy tkankowych

Mikromacierze tkankowe (ang. fissue microarrays, TMA) byty przygotowane
w latach 2020-2023 w Zaktadzie Patomorfologii Uniwersyteckiego Centrum
Klinicznego w Gdansku. Materiat histopatologiczny wyselekcjonowano
i pobrano od chorych badanych w niniejszej pracy doktorskiej pod kgtem
obecnosci CTCs (Materiaty 6.1). Tzw. makrobloki zawierajgce cate usuniete
gruczoty krokowe pozyskane w latach 2018-2023 podczas zabiegow
radykalnej  prostatektomii  przeprowadzonych w  Klinice  Urologii
Uniwersyteckiego Centrum Klinicznego w Gdansku, zostaty przygotowane
w Zaktadzie  Patomorfologii  Uniwersyteckiego Centrum  Klinicznego
w Gdansku. Obszary nowotworu o najwyzszym i dominujgcym stopniu w skali
Gleasona oraz peryferyjny fragment nowotworu zostaty wyselekcjonowane
i zaznaczone przez patomorfologa na wybarwionych hematoksyling
i eozyng preparatach z fragmentéw guzéw kazdego chorego na mzRGK.
Nastepnie, z odpowiadajgcych im blokéw parafinowych, za pomocq igty
o Srednicy 1,5 mm pobrano odpowiednie fragmenty tkanek i przeniesiono
je do nowego bloku parafinowego przy uzyciu urzgdzenia Manual Tissue
Arrayer MTA-1  (AlphaMetrix Biotech) (Ryc. 4). Jako znaczniki TMA,
pozwalajgce zidentyfikowac kierunek oglgdania macierzy, zastosowano
tkanki pochodzgce ze zdrowej nerki (2 fragmenty) i migdatkdw (3 fragmenty)
w kazdej konstruowane] macierzy. Gotowe macierze zostaty zgrzane
w cieplarce w temp. 64 °C przez 10 min, pokrojone na mikrotomie na skrawki
0 grubosci 4 um i umieszczone na silanowych szkietkach mikroskopowych
(Superfrost™Plus) przez pracownika Zaktadu Patomorfologii. Sporzgdzono
mapy wszystkich przygotowanych TMA, w ktoérych zawarto numer
patologiczny chorego oraz informacje o obszarze reprezentujgcym dany
fragment guza (tj. najwyzszy stopien w skali Gleasona w mzRGK, dominujgcy

stopien w skali Gleasona w mzRGK, peryferyjny obszar mzRGK).
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Rycina 4. Schematyczne przestawienie konstrukcji mikromacierzy tkankowych.
Rycina wykonana w aplikacji Biorender.

Wszystkie TMA  wykorzystano do barwien immunohistochemicznych,
m.in. na obecno$¢ CD34 (marker komorek endotelialnych), racemazy alfa-
metyloacylo-koenzymu A (ang. alpha methylacyl coenzyme A racemase,
AMACR) i Ki-67 (wskaznik proliferacji) i immunofluorescencyjnych

na obecnosc¢ Ki V.

7.3 Hodowle komodrkowe

Komorki z wybranych linii komoérkowych (Materiaty 6.2) byty hodowane
w odpowiednim medium (Materiaty 6.2) wtemp. 37 °C i w atmosferze
5% CO2. Komorki pasazowano co 2-3 dni przy konfluencji 70-80%.
Do mrozenia linii wykorzystywano 10% DMSO w 1xFBS. Komaorki w optymalnej
konfluenciji trypsynizowano, zawieszano w 4% PFA i mrozono w temp. -80 °C.
Komorki z linii komdrkowych (MDA-MB-231, MCF-7, A549, LNCaP, Hs 578T,
HCC1806, HMEC-1) wykorzystano do optymalizacji barwieh z uzyciem

przeciwciat do wykorzystania w imFC.
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7.4  Optymalizacja protokotu barwienia na obecnosc
K/V i AR/EGFR

Optymalizacja obu protokotdw barwienia immunofluorescencyjnego
do cytometrii polegata na testowaniu réznych rozciehczen przeciwciat
(wtym 1:50; 1:100, 1:500, 1:1000, 1:2500) pojedynczo, a nastepnie
w kombinacji, stosujgc rézne czasy inkubacji (od 30 min do 16 h) i warunki
temperaturowe (temp. pokojowa — ang. room temperature, RT lub temp.
4°C) i rébzne moce laserdw (od 50 do 150 mW). Kazde przeciwciato
optymalizowano na kilku liniach komérkowych o znanym statusie wybranego
biatka (1j. przewidywanej obecnosci lub nieobecnosci danego biatka
na podstawie literatury i Human Protein Atlas). W protokole K/V byty to:
pan- K (linia komdérkowa MCF-7), V (linia komdérkowa HMEC-1), alfa aktyna
miesni gtadkich (ang. smooth muscle alpha-actin, aSMA; linia komdrkowa
Hs 578t), integryna beta-1 (ang. integrin beta-1, CD29; linia komdrkowa
HMEC-1), CD45 (komdrki PBMCs) i CD31 (linia komérkowa HMEC-1)
(opublikowano®3; Materiaty 6.3, Ryc. 5), a w protokole AR/EGFR
optymalizowano przeciwciata skierowane przeciwko AR (linia komdrkowa
Hs 578t), pan-K (linia komdrkowa MCF-7), EGFR (linia komdrkowa HCC 1806),
CD45 (komorki PBMCs) i CD31 (linia komdérkowa HMEC-1) (Materiaty 6.3,
Ryc. 6). W celu wykrycia potencjalnych CTCs i/lub CAFs (protokdt K/V)
barwiono zawiesine komaérek z linii komdrkowych (tzw. kontrola pozytywna)
i mieszano jg z BMCs wyizolowanymi od zdrowych ochotnikdw (tzw. kontrola
negatywna), tak by imitowaty probki kliniczne pozyskane od chorych.
Podczas optymalizacji protokotow sprawdzano intensywnos¢ oraz wzoér
barwienia w komodrkach ordéznej, znanej ekspresji danego biatka.
Intensywnos$¢ fluorescencji oceniano na podstawie parametru raw max
pixel, informujgcego o wartosci odpowiadajgcej najjasniejszemu pikselowi,
oraz sprawdzano, czy nie dochodzi do przenikania sygnatu na sgsiadujgce
kanaty (tzw. spill-over). Ostateczne rozciehczenia przeciwciat wybrano tak,
by w danych komérkach mozna byto uwidoczni¢ szczegoty barwienia przy
infensywnej fluorescencji, ale nie kolidujgcej z fluorescencjg pozostatych

przeciwciat.
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Rycina 5. Wynik barwienia poszczegdlnych linii komdrkowych i BMCs od zdrowych
dawcdw na obecno$¢ markerdw: K, aSMA, CD29, V i CD45&CD31 w celu
optymalizacii stosowanych przeciwciat w protokole K/V. BF - jasne pole, K —keratyna,
aSMA - alfa aktyna miesni gtadkich, DAPI — jadro komérkowe, CD29 - integryna
beta-1, V-wimentyna, CD45 - marker leukocytéw, CD31 - marker komorek
srddbtonka. Fotografie wykonano w powiekszeniu 40x, skala wskazuje10 um, Amnis®
ImageStream®X Mk Il (Cytek).

BF AR K DAPI EGFR CD45 / CD31
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Rycina é. Wynik barwienia poszczegdlnych linii komdrkowych i BMCs od zdrowych
dawcdw na obecnos¢ markerdw: AR, K, EGFRF, CD45&CD31 w celu optymalizacii
stosowanych przeciwciat w protokole AR/EGFR. BF - jasne pole, AR — receptor
androgenowy, K - keratyna, DAPI - jgdro komodrkowe, EGFR - receptor
naskérkowego czynnika wzrostu, CD45 - marker leukocytéw, CD31 — marker
komérek sroédbtonka. Fotografie  wykonano w powiekszeniu  40x, skala

wskazuje10 um, Amnis® ImageStream®X Mk Il (Cytek).
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7.5 Barwienie immunofluorescencyjne w celu wykrycia

CTCs przy uzyciu imFC — protokot K/V

Uprzednio pobrane i zamrozone frakcje BMCs w 4% PFA (Materiaty 6.4)
od poszczegdlnych chorych rozmrazano i wirowano w wirbwce uchylnej
przy 750xg przez 3 min w RT. Po usunieciu supernatantu, osad komaorkowy
zawieszano w 1 ml 1x PBS, rozpipetowywano i ponownie wirowano w tych
samych warunkach. Ponownie usuwano supernatant, a osad komadrkowy
zawieszono w buforze do permabilizacji 1x Perm/Wash (BD, nr kat. 554723,
Materiaty 6.5) z dodatkiem odpowiednich przeciwciat w odpowiednim
rozcienczeniu (Tabela 3) iinkubowano 30 min w temp. 4 °C w mieszadle
HulaMixer (Invitrogen, nr kat. 159-20D, Materiaty 6.8). Po inkubacji prébki
wirowano w tych samych warunkach i po usunieciu supernatantu
zawieszano osad komadrkowy w 1 ml 1x PBS, rozpipetowywano i ponownie
wirowano w tych samych warunkach. Po usunieciu supernatantu osad
komodrkowy zawieszano w 30 ul 1x PBS. 10 min przed analizg z uzyciem
cytometru do kazdej probki dodawano roztwér DAPI (0,04 ug/ml, BD, nr kat.

564907, Materiaty 6.5).

Tabela 3. Lista przeciwciat stosowanych do analiz w panelu K/V z wykorzystaniem

cytometru przeptywowego Amnis® ImageStream® X Mk I, ich rozciehczen
i parametréw wykrywania.
Przeciwciato Fluorofor Rozcienczenie Laser Moc lasera Kanat
p‘?/zg‘ifg;‘o Alexa 488 1:2500 488 100mW 2
po”'('ée]r?;y”c' Alexa 488 1:2500 488 100mwW 2
aSMA (1A4) PE 1:50 488 100 mW 3
DAPI DAPI 0,04ug/ml 405 100 MW 7
COZy 2 16) SuperBright600 1:1000 405 100mwW 10
wimentyna
Alexa 647 1:100 647 150mwW 11
(D21H3)
CD45 REA747) | ApC-vio770 1:50 647 150mwW 12
CD31 (WM59) APC-Cy7 1:10 647 150mW 12
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7.6 Barwienie immunofluorescencyjne w celu wykrycia

CTCs przy uzyciu imFC — protokot AR/EGER

BMCs zawieszone w 4% PFA (Materialy 6.4) od poszczegdlinych chorych
rozmrazano i wirowano przy 750xg, przez 3 min w wirbwce uchylnej.
Supernatant usuwano, osad komorkowy zawieszano w 1 ml 1x PBS,
rozpipetowywano i ponownie wirowano w tych samych warunkach.
Supernatant usuwano, osad zawieszano w 50 ul buforu do permabilizacii
Ix Perm/Wash (BD, nr kat. 554723, Materiaty 6.5), inkubowano 1 h w temp.
4 °C z uzyciem wytrzgsarki HulaMixer (Invitrogen, nr kat. 159-20D, Materiaty
6.6). Nastepnie, probki wirowano, usuwano supernatant, a osad zawieszano
w 1 ml 1x PBS, rozpipetowywano i ponownie wirowano w tych samych
warunkach. Po usunieciu supernatantu osad zawieszano w 50 ul koktajlu
przeciwciat (Tabela 4) zawieszonych w 1x PBS iinkubowano przez noc
wtemp. 4 °C z uzyciem mieszadta HulaMixer. Kolejnego dnia probki
wirowano w tych samych warunkach, usuwano supernatant, zawieszano
w 1 ml 1x PBS, rozpipetowywano i ponownie wirowano w tych samych
warunkach. Supernatant usuwano, a osad zawieszano w 30 yl 1x PBS.
Do kazdej prébki 10 min przed analizg z uzyciem cytometru dodawano
roztwor DAPI (0,04 ug/ml, BD, nr kat. 564907, Materiaty 6.5).
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Tabela 4. Zestawienie stosowanych przeciwciat w protokole AR/EGFR
z wykorzystaniem cytometru przeptywowego Amnis® ImageStream® X Mk I,
ich rozciehczenh i parametrow wykrywania.

Przeciwciato Fluorofor Rozcienczenie Laser Moc lasera Kanat
AR (D6F11) Alexa 488 1:50 488 50 mW 2
pan-keratyna (C11) PE 1:1500 488 50 mW 3
pan-keratyna PE 1:250 488 50 mW g

(AET/AE3)
DAPI DAPI 0,04 ug/mi 405 50 mW 7
EGFR (AY13) Brilliant Violet- 1:200 405 50 mW 10
605

CD45 (REA747) APC-Vio770 1:100 647 50mwW 12
CD31 (WM59) APC-Cy7 1:20 647 50mW 12

7.7  Anadliza probek klinicznych przy uzyciu imFC -
protokdt K/V i AR/EGFR

Do analizy probek klinicznych postuzyt cytometr przeptywowy z funkcjg
obrazowania - Amnis® ImageStream® X Mk Il (Cytek, Materialy 6.6)
wyposazony w lasery o dtugosci fali 405, 488 i 642 nm oraz oprogramowanie
INSPIRE™ (wersja 6.2, Cytek, Materiaty 6.7). Analiza kazdej probki byta
przeprowadzana w takich samych zoptymalizowanych warunkach (Metody
7.4) zarowno w przypadku protokotu K/V (Tabela 3, Ryc. 8), jak i AR/EGFR
(Tabela 4, Ryc. 9), 1j. przy zastosowaniu obiektywu o powiekszeniu
40x oraz wolnym przeptywie, co pozwolito na uwidocznienie szczegdtdw
morfologicznych w analizowanych obiektach i uzyskanie zdje¢ o wysokiej

jako$ci obrazu / rozdzielczosci (Ryc. 7).
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Rycina 7. Schematyczne przedstawienie sposobu wykonania barwienh
immunofluorescencyjnych i ich analizy z wykorzystaniem imFC w prébkach
klinicznych. Pokrétce, BMCs od chorych barwiono immunofluorescencyijnie,
analizowano z uzyciem imFC, selekcjonowano, a nastepnie weryfikowano, zliczano
i fenotypowano uzyskane CTCs w programie IDEAS. Rycine wykonano w aplikacii
Biorender.

Przed przystgpieniem do analizy materiatu klinicznego pochodzgcego
od 0sbéb zdrowych i poszczegdinych chorych stworzono optymalng macierz
kompensacyjng z uzyciem programu IDEAS. Do jej stworzenia postuzyty linie
komoérkowe (Tabela 5, Materiaty 6.2), ktére wybarwiono odpowiednimi
przeciwciatami (Metody 7.4). Nastepnie, z uzyciem dedykowanego
narzedzia do tworzenia plikdw kompensacyjnych programie IDEAS zebrano
po 5000 komorek z kazdej linii komorkowej, na podstawie ktérych zostaty
utworzone oddzielne pliki dla kazdego przeciwciata, ktdére postuzyty
do stworzenia macierzy kompensacyjnej w programie IDEAS. Kompensacije
w protokole K/V wykonano dla trzech najbardziej problematycznych
kanatow pod wzgledem lokalizacji sygnatu iprzenikania fluorescenciji
nainne kanaty — kanat 7 (DAPI), 11 (V) i 12 (CD45 i CD31), aby unikng¢
naktadania sie fluorescencji Vi CD45/CD31 o tym samym wzorze lokalizacji,
co mogtoby zafatszowac wynik analizy. Tak skompensowana macierz
zostata natozona na wszystkie uzyskane pliki podczas analizy prébek

klinicznych.

Podczas  optymalizacji  protokotu  AR/EGFR  stworzono  macierz
kompensacyjng dla wszystkich stosowanych kanatéw fluorescencyjnych
(Tabela 5). Techniczny schemat dziatania byt analogiczny jak dla protokotu
K/V.
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Tabela 5. Linie komdrkowe wykorzystane do stworzenia macierzy kompensacyjnej
w protokotach K/V i AR/EGFR.

PROTOKOL LINIA KOMORKOWA PRZECIWCIALO
KV HMEC-1 anty-V, DAPI
BMCs anty-CD45, anty-CD31
MCF-7 anty-K, DAPI
Hs 578T anty-AR
AR/EGFR
HCC1806 anty-EGFR
BMCs anty-CD45, anty-CD31

Podczas analizowania probek z uzyciem protokotu K/V ustalano bramke
DAPI+, obejmujgcg wszystkie komorki identyfikowane na podstawie
obecnosci DAPl-pozytywnego jgdra. Po zakonczeniu analizy probek
zapisywano liczbe wszystkich wykrytych komodrek DAPI+, ktéra pdzniej
postuzyta do przeliczenia liczby CTCs na 1 min BMCs dla kazdego chorego
w celu poréwnywania wynikdw miedzy chorymi. Z uzyciem protokotu
AR/EGFR archiwizowano juz tylko komorki DAPI+/CD45-/CD31- w celu
ograniczenia rozmiaru plikdw i ilosci nieistotnych zdje¢, utrudniajgcych

archiwizacje, a nawet czasami prace na plikach.

Podczas analizy z uzyciem protokotu K/V w celu wykrycia CTCs
wizualizowano intensywnos$¢ fluorescencji dla K i V na wykresach
punktowych i histogramach, nastepnie ustalono optymalne bramki (punkty
odciecia) dla komodrek wykazujgcych wyzszy poziom fluorescenciji niz 2-104,
okredlony podczas optymalizacji, identyfikujgcy réwniez komérki o stabej
intensywnosci fluorescencji danego markera (Ryc. 8). Poczgtkowo
bramkowano komérki  DAPI+, CD45/CD31-negatywne (Ryc. 8A).
W tej populacji identyfikowano nastepnie komoérki K-pozytywne (Ryc. 8B)
i komorki V-pozytywne (Ryc. 8C). Analizowano réwniez duze obiekty DAPI+,
aby zidentyfikowa¢ dodatkowo potencjalne CTCs i ich klastry negatywne
pod kgtem obecnosci K i V, niewykryte w poprzednich analizowanych
populacjach (Ryc. 8F). Protokdt pozwalat takze na detekcje krgzgcych
fioroblastow, dzieki barwieniu skierowanemu przeciwko aSMA (Ryc. 8D)

i CD29 (Ryc. 8E) w populaciji komorek CD45-negatywnych.
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Rycina 8. Schemat bramkowania komérek programie INSPIRE™ podczas analizy pré-
bek klinicznych w celu identyfikacji CTCs i krgzgcych fibroblastéw, protokdt K-V.
Bramka identyfikujgca komérki DAPI+/CD45-/CD31-(A), CTCs o fenotypie K+ (B),
CTCs o fenotypie V+ (C), duze komorki/klastry negatywne na KiV (F), a takze CAFs
aSMA-pozytywne (D) i CD29-pozytywne (E). DAPI - jadro komdrkowe, K - keratyna,
CD45 — marker leukocytéw, CD31 — marker komorek srédbtonka, aSMA — alfa aktyna
miesni gtadkich, CD29 - integryna beta-1, V — wimentyna.

Podczas analizy danych uzyskanych z uzyciem protokotu AR/EGFR,
bramkowano komoérki CD45-negatywne  (Ryec. 9A) wérdd  ktorych
bramkowano komorki K-pozytywne (Ryc. 9B), a takze komorki EGFR-
pozytywne (Ryc. 9C). W catej populaciji komorek bramkowano takze duze
obiekty CD45/CD31- posiadajgce jgdro komorkowe, by nie pomingc¢ zadnej
CTCs negatywnej na stosowane markery (Ryc. 9D). We wszystkich
zidentyfikowanych CTCs oceniano wizualnie ekspresjie AR (CTCs AR-

pozytywne i CTCs AR-negatywne).
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Rycina 9. Schemat bramkowania programie INSPIRE™, wykorzystywany podczas
analizy prébek klinicznych w celu identyfikacji CTCs protokotem AR/EGFR. Bramka
wyjsciowa, identyfikujgca komoérki posiadajgce jgdro komodrkowe, negatywne
na CD45 i CD31(A), CTCs o fenotypie K+ (B), CTCs EGFR+ (C), duze klastry/komorki
negatywne na stosowane markery, 1j. K- i EGFR- (D). W wykrytych CTCs oceniano
dodatkowo obecnos¢ ilokalizacje AR (manualnie na podstawie zdje¢). DAPI-jgdro
komodrkowe, CD45 — marker leukocytéw, CD31 — marker komadrek §rédbtonka, K —
keratyna, EGFR - receptor naskérkowego czynnika wzrostu, AR - receptor
androgenowy.

Wszystkie obiekty negatywne pod kgtem CD45, CD31, aSMA i CD29,
w wyselekcjonowanych bramkach weryfikowano na podstawie obrazdow
immunofluorescencyjnych - morfologii  komdrek, morfologii jgdra
i szczegotow  barwienia  immunofluorescencyjnego. W probkach
analizowanych z uzyciem protokotu K/V zidentyfikowano rézne fenotypy
CTCs: epitelialne (ang. epithelial CTCs, epi CICs), epitelialno-
mezenchymalne (ang. epithelial-mesenchymal CTCs, epi-mes CTCs),
mezenchymalne (ang. mesenchymal CTCs, mes CTCs) i podwdjnie
negatywne CTCs (podwdjnie-neg CTCs) oraz cCAFs, zgodnie z kryteriami

przedstawionymi w Tabeli é.
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Tabela 6. Kryteria oceny obecnosci CTCs i cCAFs w frakcji komorek
DAPI+/CD45/CD31-.

Rodzaj wykrytej komorki Wzér markeréw Protokot

epi CTCs K+/DAPI+/V-/CD45&CD31-/CD29-/aSMA-
(K+/V-)

mes CTCs K-/DAPI+/V+/CD45&CD31-/CD29-/aSMA-
(K-/V+)

K/V

epi-mes CTCs K+/DAPI+/V+/CD45&CD31-/CD29-/aSMA-
(K+/V+)

podwdjnie-neg CTCs K-/DAPI+/V-/CD458CD31-/CD29-/aSMA-
(K-/V-)

aSMA+/K-/DAPI+/V-/CD45&CD31-
aSMA+/K-/DAPI+/V+/CD45&CD31-
cCAFs K/V
CD29+/K-/DAPI+/V-/CD45&CD31-

CD29+/K-/DAPI+/V+/CD45&CD31-

K+/AR+/DAPI+/EGFR+/CD45&CD31-
K+/AR-/DAPI+/EGFR+/CD45&CD31-
K+/AR-/DAPI+/EGFR-/CD45&CD31-
K-/AR-/DAPI+/EGFR+/CD45&CD31- AR/EGFR

CTCs K-pozytywne

K-/AR-/DAPI+/EGFR-/CD45&CD31-
K-/AR+/DAPI+/EGFR-/CD45&CD31-

CTCs K-negatywne

Ponadto, CTCs obserwowane u chorych na mzRGK, dla niektérych analiz
podzielono dodatkowo na dwie grupy: epiCTCs (K+/V-) oraz EMT CTCs (epi-
mes-CTCs: K+/V+ oraz mes-CTCs: K-/V+ i podwdjnie-neg: K-/V-). Podwadjnie
negatywne CTCs zakwalifikowano do grupy CTCs zwigzanych z EMT,
zaktadajgc, ze podczas procesu EMT przypuszczalnie mogtyby utracic

markery epitelialne (K) i nie naby¢ jeszcze markerdw mezenchymalnych (V).

Komorki zakwalifikowane jako CTCs zliczono oraz okreslono ich fenotyp,
stopien sklastrowania i interakcje z innymi komoérkami. Udokumentowana
obecno$¢ CTCs, ich liczba, fenotypy, obecnos¢ klastrow CTCs
i potencjalnych klastrow CITCs z leukocytami/krgzgcymi  komaorkami

srodbtonka, erytrocytami i ptytkami krwi, zostaty nastepnie skorelowane
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z danymi kliniczno-patologicznymi. W celu ujednolicenia analiz wszystkich
probek, liczbe CTCs dla kazdego chorego i rodzaju CTCs przeliczono
w odniesieniu do 1 min BMCs. Dodatkowo, dla kazdego chorego okreslano
fenotyp dominujgcy, na podstawie najliczniejszej populacji CTCs o danym
fenotypie. W sytuaciji, gdy dwa fenotypy byty jednakowo liczne, okreslano
fenotyp dominujgcy jako heterogenny. Przyjeto, ze liczba CTCs = 1/1 min

BMCs oznaczata, ze chory byt klasyfikowany jako CTCs-pozytywny.

7.8 Andliza immunohistochemiczna

Barwienia immunohistochemiczne fragmentow guzdéw na obecnosc
markeréw proliferacji  (Ki-67) i naczyn krwionosnych (CD34) zostaty
przeprowadzone z wykorzystaniem urzgdzenia BenchMark ULTRA IHC/ISH
System (Roche Diagnostics, Materiaty 6.6) zgodnie z rutynowym
zautomatyzowanym protokotem barwienia mikromacierzy tkankowych,

w Zaktadzie Patomorfologii Gdanskiego Uniwersytetu Medycznego.

Pokrétce, w celu analizy Ki-67 w komdrkach nowotworowych, TMA poddano
deparafinizaciji i odstonieciu antygendw przy uzyciu buforu Low EnVision Flex
Target Retrieval Solution (pH 6, Materiaty 6.4) i gotowano przez 20 min
wtemp. 97 °C. Nastepnie, TMA zanurzono w buforze EnVision Flex
Peroxidase-Blocking Reagent (Materiaty 6.5) i inkubowano przez 5 min.
Po uptywie tego czasu przeptukano TMA buforem 1xPBS i dodano krélicze
przeciwciato pierwszorzedowe anty-Ki-67 (Materiaty 6.3) i inkubowano 20
min. Nastepnie, TMA przeptukano 1x PBS i wizualizowano Systemem UltraView
Universal DAB Detection Kit (Roche, Materiaty 6.5). Nastepnie TMA

podbarwiono 5 min w hematoksylinie.

Wybarwione TMA skanowano przy uzyciu skanera Pannoramic 250 Flash il
(Materiaty 6.6). Skany TMA przeanalizowano przy uzyciu oprogramowania
QuPath ver. 0.2.3. (Materiaty 6.7). Okrellono, jaki procent komobrek
nowotworowych stanowig komorki Ki-67-pozytywne w danym fragmencie
nowotworu. Wyniki skategoryzowano na komaérki nowotworowe negatywne

na Ki-67 (brak komoérek Ki-67-pozytywnych), z niskim poziomem Ki-67 (1-10%
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komodrek guza byta Ki-67-pozytywna) i z wysokim poziomem Ki-67 (gdy >10%
komorek guza byta Ki-67-pozytywnal), poziomy odciecia ustalono arbitralnie
na podstawie czestosci wystepowania biatka Ki-67 we fragmentach

nowotworow.

W celu analizy CD34, we fragmentach nowotwordw, przeprowadzono
deparafinizacje TMA i odstoniecie antygendw przy uzyciu buforu high
EnVision Flex (pH 9. Materiaty 6.4) i gotowano w temp. 97 °C przez 20 min.
Kolejno, TMA ftraktowano buforem EnVision Flex Peroxidase-Blocking
Reagent (Materiaty 6.5) przez 5 min. Nastepnie, przeptukano TMA buforem
1XPBS i dodano mysie przeciwciato monoklonalne anty-CD34 i inkubowano
przez 20 min. TMA przeptukano buforem 1x PBS i wizualizowano systemem
Autostainer Link48 (Dako, Materiaty 6.6). Nastepnie preparaty podbarwiono

5 min hematoksyling.

Barwienie immunohistochemiczne oceniano przy uzyciu mikroskopu
Swietlnego (Olympus BX 43, Olympus, Materiaty 6.6). Udokumentowano
catkowitqg liczbe CD34-pozytywnych naczyn krwiono$nych (ang. vascular
vessels, VV) o widocznym Swiatle naczynia, ktére zidentyfikowano
w pojedynczym fragmencie nowotworué4.  Wyniki skategoryzowano
na podstawie mediany wynoszgcej 120, podzielono je na fragmenty o duzej

(=120, VVhieh) i matej liczbie naczyn krwionosnych (<120 naczyn, VViow),

7.9  Anadliza immunofluorescencyjna

TMA inkubowano w buforze o pH 9 (Dako EnVision FLEX Target Retrieval
Solution High pH Buffer; Dako, Materiaty 6.4) w urzgdzeniu PT Link w temp.
96 °C przez 20 min. Nastepnie, slajdy mikroskopowe chtodzono przez 15 min
w RT. Po uptywie tego czasu, slajdy przemywano trzykrotnie 1x PBS
i dodawano odczynnik wyciszajgcy autofluorescencije tkanek (1x TrueBlack
w 70% etanolu, Materiaty 6.4) z ktérym inkubowano slajdy przez 1 min. Slajdy
mikroskopowe przeptukiwano ftrzykrotnie 1x PBS. Nastepnie dodawano
koktajl przeciwciat: krolicze przeciwciato pierwszorzedowe anty-V (1:100),

mysie przeciwciato anty-K skoniugowane z Alexa Fluor® 488 (klon AE1/AES,

44



Materiaty 6.3) i mysie przeciwciato anty-K skoniugowane z Alexa Fluor® 488
(klon C11, Materiaty 6.3) w REAL™ Antibody Diluent (Dako, Materiaty 6.5)
i inkubowano przez 40 min w RT. Po uptywie tego czasu, slajdy ponownie
przeptukiwano trzykrotnie 1x PBS 1 naktadano na nie przeciwciato
drugorzedowe  anty-krélicze skoniugowane z  Alexa Fluor® 546
w rozcienczeniu 1:200 w REAL™ Antibody Diluent (Dako, Materiaty 6.3)
i inkubowano przez 40 min w RT. Nastepnie, slajdy przeptukiwano trzykrotnie
1x PBS, dodawano EverBrite Mounting Medium zawierajgce DAPI (Vector

Laboratories, Materiaty 6.5) i na preparaty naktadano szkietka nakrywkowe.

Barwienia dokumentowano przy uzyciu skanera Pannoramic 250 Flash I
(Materiaty 6.6) Skany TMA przeanalizowano przy uzyciu oprogramowania
QuPath ver. 0.2.3 (Materiaty 6.7). OkresSlono, jaki procent komorek
nowotworowych stanowiq komorki nowotworowe K-pozytywne, a jaki V-
pozytywne w danym fragmencie nowotworu. Dla kazdego chorego
okreslono fenotyp dominujgcy, gdy jeden z fenotypdw: K+/V- lub EMT (tj.
K+/V+, K-/V+ i/lub K-/V-) byt obecny w 250% wszystkich analizowanych

komorek guza.

7.10 Pomiar stezenia cytokin w osoczu

Stezenie transformujgcego czynnika wzrostu (ang. transforming growth
factor, TGF-B) i ptytkopochodnego czynnika wzrostu (ang. platelet-derived
growth factor BB isoform, PDGF-BB) zostato zmierzone w prébkach osocza
zebranych po wirowaniu w gradiencie gestosci probek krwi (PB i/lub TDVB)
od chorych na mzRGK. Do momentu przeprowadzenia analiz osocze
przechowywano w temp. -80 °C (Metody 7.1). Poziom cytokin mierzono
przy uzyciu  komercyjnie  dostepnych  zestawdw  do  iloSciowej
immunodetekcji biatek (Quantikine ELISA, R&D Systems, Materiaty 6.5)
i czytnika mikroptytek (BioTek Synergy H1 Microplate Reader, Agilent

Technologies, Materiaty 6.6) zgodnie z protokotem producenta.

Pokrétce, na ptytki optaszczone przeciwciatami skierowanymi przeciwko

TGF-B lub PDGF-BB naniesiono osocze w rozcienczeniach 8x (TGF-B) lub 20x
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(PDGF-BB) oraz roztwory wzorcowe. Ptytki inkubowano przez 2 godziny w RT,
w tym czasie wolne TGF-p lub PDGF-BB zostato zwigzane przez przeciwciata
na ptytce, ktérg nastepnie przeptukiwano i dodawano skoniugowane
z enzymem przeciwciata wykrywajgce TGF-p lub PDGF-BB. Po dwugodzinnej
inkubaciji w RT, ptytki, przeptukiwano i do kazdego dotka dodawano roztwoér
substratu, po czym inkubowano w ciemnosci. Reakcje zatrzymywano
po 30 min i dokonywano pomiaru kolorymetrycznego przy dtugosciach fali
450 nm z uzyciem czytnika ptytek Synergy H1 (BioTek, Materiaty 6.6). Stezenia
TGF-p i PDGF-BB okreslono na podstawie wartosci wzglednych intensywnosci
dla kazdej probki i krzywych wzorcowych, wykonanych z zastosowaniem
seryjnych rozcienczen gotowego standardu kalibracyjnego
w 8 nastepujgcych stezeniach: 0, 31,3; 62,5; 125; 250; 500; 1000 i 2000 pg/ml).

Nastepnie pordwnano wyniki dla obu cytokin miedzy prébkami.

7.11 Analiza statystyczna

Zmienne jakosciowe porownywano testem Chi2 Pearsona lub testem Fishera,
za$ zmienne ciqggte korelowano z uzyciem testu rang Spearmana. Roznice
w rozktadach zmiennych iloSciowych miedzy grupami: TDVB mzRGCK,
PB mzRGK, TDVB i/lub PB mzRGK oraz PB pRGK, analizowano testami
U Manna-Whitneya i Kruskalla — Wallisa. Krzywe Kaplana-Meiera dla BR
porobwnywano testem log-rank Mantela-Coxa. Hazard wzgledny
(ang. hazard ratio, HR) z 95% przedziatem ufnosci (ang. 95% confidence
interval, 95% CIl) w celu analizy ryzyka BR (analiza wieloczynnikowa)
obliczano z uzyciem metody krokowej regresji proporcjonalnego hazardu
Coxa (ang. stepwise Cox regression). Réznice uznawano za istotne
statystyczne, gdy prawdopodobienstwo testowe (ang. P-value, p) byty
mniejsze niz 0,05. Analizy statystycznych wykonano w programie SPSS (wersja
27). Ryciny przygotowywano w programie GraphPad Prism (wersja 8) i

aplikacji Biorender (Materiaty 6.7).
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8. WYNIKI

8.1 Zbieranie i analiza probek klinicznych

L uzyciem protokotu K/V (Metody 7.5) metodg imFC (Metody 7.7)
przeanalizowano 68 probek TDVB i 106 probek PB od mzRGK. Jako kontrole
negatywne, przeanalizowano réwniez BMCs pochodzgce od zdrowych
mezczyzn (n=20, zakres wieku 21-80 lat, mediana 50,5). Tym samym
profokotem przeanalizowano rowniez probki kliniczne pobrane od 20
chorych z pRGK, stanowigcych kontrole pozytywne (zakres wieku 49-81 lat,

mediana 76).

Wszystkie probki od chorych z mzRGK, zdrowych ochotnikdw i chorych
z pPRGK byty analizowane w ten sam sposéb (Metody 7.7), a liczbe
zidentyfikowanych CTCs przeliczono na 1 min BMCs w celu normalizaciji
wynikdw pochodzgcych zréznych prébek klinicznych w celu ich poréwnania
miedzy chorymi. Prébki krwi byty procesowane tak szybko po pobraniu,
jaok byto to mozliwe: 96% prébek TDVB (mediana 130 min) i 88% probek
PB (mediana 255 min) zostato przeprocesowanych w ciggu 3 godzin
od pobrania. Obecnos¢ i liczba pojedynczych CTCs i klastrow CTCs w PB
iTDVB nie byta zwigzana zczasem procesowania probek (Ryc. 10).

U zdrowych ochotnikdw (kontrole negatywne) nie znaleziono CTCs i cCAFs.

sita korelacji [pg]

0.15
0.10
0.05

0
O p<0,05

Czas procesowania probki [min] - TDVB— 0.07 0.09 0.02 0.06

Czas procesowania prébki [min] - PB— 0.14  0.08 -0.02 0.11

K+V- CTCs

K+V+ CTCs
K-V+ CTCs —|
K-V- CTCs

klastry CTCs —

Rycina 10. Wspodtczynniki korelacji rang Spearmana (ps) pomiedzy fenotypami
pojedynczych CTCs i ich klastréw, a czasem procesowania préobek TDVB i PB [min].
epi CTCs (K+/V-), epi-mes CTCs (K+/V+), mes CTCs (K-/V+), podwdjnie-neg CTCs (K-
/V-), TDVB - krew z zyty drenujgcej guz, PB — krew obwodowa. Sita korelaciji: ps = 0,9-
1 — catkowita korelacja; 0,8 0,9 — bardzo silna korelacja; 0,6-0,8 - silna korelacja; 0,4-
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0,6 — umiarkowana korelacja; 0,2-0,4 — staba korelacja; <0,2 — bardzo staba
korelacja. Skala ukazuje réznice kolorystyczne w poziomie korelacji, a wyniki istotne
statystycznie (p<0,05) bytyby otoczone okregiem.

8.2 CICs, ich klastry i cCAFs wykrywane w TDVB i/lub PB
U chorych na RGK

Analizowane markery wykazywaty zréznicowang, aczkolwiek oczekiwang
lokalizacje komodérkowg w CTCs. K, V iaSMA byty zlokalizowane
w cytoplazmie, natomiast CD45 i CD31 w btonie komdrkowej (Metody 7.4,
Ryc. 5) na podstawie ktérych zidentyfikowano 4 fenotypy CTCs (Metody 7.7,
Tabela 5, Ryc. 11). Podczas analiz dokumentowano komorki we wszystkich
kanatach fluorescencyjnych, ale dla uproszczenia na rycinach
zaprezentowane zostaty jedynie kanaty istotne dla wynikow. Obserwowano
pojedyncze CTCs (Wyniki 8.2.1, Wyniki 8.2.2 i Wyniki 8.2.5) i ich klastry (Wyniki
8.2.4 i Wyniki 8.2.6) oraz CAFs (Wyniki 8.2.7).
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CD45 CD31

epi CTCs
K+/V-

CD45 CD31

K V+

CD45 CD31

CD45 CD31

CD45 CD31

leukocyty / komorki endotelialne
CD45/CD31+

Rycina 11. Reprezentatywne fotografie przedstawiajgce poszczegdine fenotypy
CTCs orazleukocyty i/lub krgzgce komoérki endotelialne Fenotyp epitelialny:
K+/DAPI+/V-/CD45&CD31-/aSMA-/CD29- (K+/V-), fenotyp epitelialno-
mezenchymalny: K+/DAPI+/V+/CD45&CD31-/aSMA-/CD29-  (K+/V+), fenotyp
mezenchymalny:  K-/DAPI+/V+/CD45&CD31-/aSMA-/CD29-  (K-/V+), fenotyp
podwdjnie-negatywny K-/DAPI+/V-/CD45&CD31-/aSMA-/CD29- (K-/V-),
leukocyty/krgzgce komorki srodbtonka: K-/DAPI+/V-/CD45&CD31+/aSMA-/CD29-.
BF - jasne pole; K — keratyna; SSC - rozproszenie boczne, DAPI - jgdro komdrkowe,
V —wimentyna, CD45 — marker leukocytéw, CD31 — marker komérek srodbtonka.
Fotografie wykonano w powigkszeniu 40x, Amnis® ImageStream®X Mk Il (Cytek).

8.2.1 Pojedyncze CTCs w TDVB od chorych mzRGK

Wykrywano Srednio 328365 komoérek DAPI+ u jednego chorego (Metody 7.7).
W 35/68 (51,5%) probkach TDVB od chorych mzRGK analizowanych
protokotem K/V zidentyfikowano przynajmniej 1 CTC. W TDVB najczesciej
obserwowano dwa fenotypy - epitelialny, wykryty u 85,7% chorych
pozytywnych na CTCs i epitelialno-mezenchymalny, wykryty u 77,1%
chorych. Fenotypy mezenchymalny i podwdjnie-negatywny byty obecne

odpowiednio u 40% oraz 34,3% chorych CTC-pozytywnych chorych mzRGK
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(Tabela 7). Srednia liczba CTCs w przeliczeniu na 1 min BMC réwniez

najwyzsza byta w przypadku epitelialnych CTCs (Tabela é).

Tabela 7. Zestawienie danych od CTCs-pozytywnych chorych z mzRGK, obejmujgce
% chorych posiadajgcych CTCs o danym fenotypie oraz liczbe CTCs o konkretnym
fenotypie w TDVB w przeliczeniu 1 min BMCs. Procenty nie sumujg sie do 100,
poniewaz rézne fenotypy CTCs wspdtwystepowaty ze sobg. CTCs — krgzgce komorki
nowotworowe, BMCs - jednojgdrzaste komérki krwi, K — keratyna, V- wimentyna,
TDVB - krew drenujgca guz.

fenotypy CICs Chorzy CTCs-pozytywni Liczba CTCs / 1 min BMC
w TDVB n /% zakres (srednia)
Wszystkie 35/ 100% 1-2542 (290,1)
K+/V- 30/857% 2-1747 (197.6)
K+/V+ 27 177.1% 1-533 (45,4)
K-/V+ 14 /40,0% 2-191 (16,3)
K-/V- 12 / 34,3% 1-318 (30.7)

8.2.2 Pojedyncze CTCs w PB od chorych mzRGK

W prébkach PB od chorych z mzRGK wykrywano $rednio — 410805 komorek
DAPI+ (Metody 7.7) W PB, 20/106 (18,8%) chorych mzRGK byto CTCs-
pozytywnych. przypadajgcych na jednego chorego. CTCs o fenotypie
epitelialnym wykryto u 75,0%, epiteliaino-mezenchymalnym u 85,0%,
mezenchymalnym u 35,0%, a podwdjnie-negatywnym u 35,0% chorych
CTCs-pozytywnych (Tabela 7). Srednia liczba CTCs w przeliczeniu na 1 min
BMC byta najwyzsza w przypadku epitelialnych CTCs (Tabela 8).
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Tabela 8. Zestawienie danych od CTCs-pozytywnych chorych z mzRGK, obejmujgce
% chorych posiadajgcych CTCs o danym fenotypie oraz liczbe CTCs o konkretnym
fenotypie w PB w przeliczeniu 1 min BMCs. Procenty nie sumujq sie do 100, poniewaz
rozne fenotypy CTCs wspodtwystepowaty ze sobq. CTCs — krgzgce komorki
nowotworowe, BMCs - jednojgdrzaste komérki krwi, K — keratyna, V- wimentyna,
PB - krew obwodowa.

fenotypy CTCs Chorzy CTCs-pozytywni Liczba CTCs / 1 min BMC
w PB n /% zakres (Srednia)
wszystkie 20 / 100% 1-879 (67.1)
K+/V- 15/75.0% 1-709 (37.6)
K+/V+ 17 / 85,0% 2-567 (24,8)
K-/V+ 7 /350% 1-30 (2,5)
K-/V- 7/ 35,0% 3-63 (2,3)

8.2.3 Porownanie TDVB i PB u chorych z mzRGK

U chorych z mzRGK, wiekszg liczbe CTCs niz w PB wykryto w TDVB
(test U- Manna-Whitheya=4864; p<0,001, Tabela é i Tabela 7).

W TDVB heterogennos¢ fenotypdw wystepowata w 82,9% natomiast w PB
w 75,0% chorych CTC-pozytywnych (brak istotnosci statycznej miedzy tymi
dwoma grupami). Dlatego okreslono réwniez fenotyp dominujgcy
przypadajgcy na chorego (Ryc.12). W TDVB przewazat fenotyp epitelialny
(39.7%), a w PB fenotyp zwigzany z EMT (9,4%) jako dominujgcy i réznica
ta byta istotna statystycznie (Chi2=26,08; p<0,001).

51



TDVB - dominujacy fenotyp ~ PB - dominujacy fenotyp

103% _1°% 9,47 0.9%

I brak CTCs

[ epitelialne CTCs

B EMT CTCs

[ fenotyp heterogenny

48,5%

Chi2=26,08; p<0,001

Rycina 12. Rozktad dominujgcych fenotypéw CTCs w TDVB (n=68) i PB (n=106)
u chorych z mzRGK. Fenotyp heterogenny oznaczat wspdtwystepowanie CTCs
o fenotypie epitelialnym i CTCs o fenotypie EMT w tej samej liczbie. CTCs o fenotypie
EMT, obejmowaty CTCs epitelialno-mezenchymalne, mezenchymalne i podwdjnie-
negatywne. TDVB - krew drenujgca guz, PB — krew obwodowa, CTCs - krgzgce
komorki nowotworowe.

Rozktad réznych fenotypdw CTCs w ograniczonej grupie chorych,
tj. u chorych z liczbg CTCs220 CTCs/ TmIn BMCs zaprezentowano na Rycinie
13 w celu zobrazowania stopnia heterogennosci fenotypdw wsrdéd

indywidualnych chorych.
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Rycina 13. Liczba CTCs w podziale na ich fenotypy u chorych z mzRGK z 220 CTCs/
ITmin BMCs. CTCs — krgzgce komorki nowotworowe, K — keratyna, V — wimentyna,
BMCs — jednojadrzaste komorki krwi.

Porodwnywano zwigzek liczby CTCs o poszczegdinych fenotypach miedzy
sobqg (Ryc. 14). Liczba epitelialnych CTCs w TDVB korelowata z liczbg
epitelialno-mezenchymalnych CTCs (ps=0,76; p<0,001), mezenchymalnych
CTCs (ps=0,54; p<0,001) i podwdjnie-negatywnych CTCs (ps=0,61; p<0,001)
w TDVB, a takze stabo korelowata z liczbg epitelialno-mezenchymalnych
CTCsw PB (ps=0,27; p=0,048). Ponadto, liczba epitelialno-mezenchymalnych
CTCs w TDVB korelowata z liczbg mezenchymalnych CTCs (ps=0,57; p<0,001)
i podwodjnie-negatywnymi CTCs w TDVB (ps=0,51; p<0,001). Liczba
podwdjnie-negatywnych  CTCs w  TDVB  korelowata z  liczbg
mezenchymalnych CTCs w TDVB (ps=0,62; p<0,001) i stabo korelowata
zliczbg mezenchymalnych CTCs w PB (ps=0,29; p=0,035). W PB, liczba
epitelialnych CTCs korelowata z liczbg podwdjnie-negatywnych CTCs
w TDVB (ps=0,32; p=0,017), liczba epitelialno-mezenchymalnych CTCs w PB
korelowata z liczbg podwdjnie-negatywnych CTCs w TDVB (ps=0,38;
pP=0,004), a liczba podwdjnie-negatywnych CTCs w PB korelowata z liczbg
podwadjnie-negatywnych CTCs w TDVB (ps=0,29; 1©=0,030). Dodatkowo,
liczba epitelialno-mezenchymalnych CTCs w PB korelowata z liczbg

epitelialnych CTCs w PB (ps=0,74; p<0,001), liczba mezenchymalnych CTCs
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TDVB

PB

w PB korelowata z liczbg epitelialnych (ps=0,44; p<0,001) i epitelialno-
mezenchymalnych CTCs w PB (ps=0,62; p<0,001). Z kolei liczba podwdjnie-
negatywne CTCs w PB korelowata z liczbg mezenchymalnych CTCs w TDVB
(05=0,29; p=0,035), podwdjnie-negatywnych CTCs w PB (ps=0,29; p=0,030),
epitelialnych CTCs w PB (ps=0,57; p<0,001), epitelialno-mezenchymalnych
CTCs w PB (ps=0,65; p<0,001) i mezenchymalnych CTCs w PB (ps=0,41;
p<0,001).

Fenotypy CTCs w protokole K/V sita korelaciji [ps]

K+/V- CTCs
K+/V+ CTCs - 106

F 104
covcrc (@) 62) @)
K+/V-CTCs 0.10 0.01 0.08

F 1 0.2
K+/V+ CICs 0.12 0.16
K-/V+CTCs -0.03 -0.14 -0.10 -0.09 0

K-/V-CICs 0.17

Opor

K-/V- CTCs @
oo (EIOIB

o
K-/V+ CTCs 6

K+/V+ CTCs

o
®
K-/V+ CTCs @

K+/V- CTCs

TDVB PB

Rycina 14. Wspdtczynniki korelacji rang Spearmana (ps) pomiedzy liczbg CTCs
oréznych fenotypach w TDVB i PB. Istotne statystycznie korelacje zaznaczono
okregiem (p<0,05). epiteliaine CTCs (K+/V-), epitelialno-mezenchymalne CTCs
(K+/V+), mezenchymalne CTCs (K-/V+), podwdjnie-negatywne CTCs (K-/V-), CTCs —
krgzgce komaorki nowotworowe, PB — krew obwodowa, TDVB - krew drenujgca guz.
Sita korelaciji: ps = 0,9-1 — catkowita korelacja; 0,8-0,9 — bardzo silna korelacja; 0,6-0,8
- silna korelacja; 0,4-0,6 — umiarkowana korelacja; 0,2-0,4 - staba korelacja; <0,2 —
bardzo staba korelacja. Skala ukazuje rdznice kolorystyczne w poziomie korelacii,
a wyniki istotne statystycznie (p<0,05) sg otoczone okregiem.
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8.2.4 Klastry CTCs w TDVB i PB u chorych mzRGK

Czes¢ z wykrytych CITCs wystepowata w  zgrupowaniach komorek,

tzw. homotypowych klastrach CTCs (Ryc. 15).

CD45 CD31

Klastry K+/V- CTCs

CD45 CD31

klastry K-/V- CTCs

CD45 CD31

klastry K-/V+ CTCs

CD45 CD31

klaster K-/V-CTCs
oraz K-V+= CTCs

Rycina 15. Reprezentatywne fotografie przedstawiajgce klastry ztozone z CTCs
o tym samych fenotypie (A-C) i CTCs o réznych fenotypach w obrebie jednego
klastra (D). BF - jasne pole; K — keratyna; SSC - rozproszenie boczne, DAPI - jadro
komoérkowe, V — wimentyna, CD45/CD31 — marker leukocytdw/krgzgcych komodrek
srodbtonka. Zdjecia wykonane obiektywem o powiekszeniu 40x, Amnis®
ImageStream®X Mk Il (Cytek).
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W TDVB u chorych z mzRGK wykryto klastry CTCs u 21 (30,9%) z 68 chorych
z mzRGK (zakres 1-135 klastréow CTCs/1 min BMCs), ktére byty zbudowane
z2-6 komodrek, z przewagq klastrow 3-komodrkowych. Co wiecej zawsze
wspotwystepowaty one z pojedynczymi CTCs i miaty zréznicowang
kompozycje z przewagq klastrow CTCs sktadajgcych sie z komorek

o fenotypie K+V- (Ryc. 16).

W PB od 11 (10,4%) z 106 chorych z mzRGK (zakres 3-147/1 min BMCs)
i zidentyfikowano jedynie klastry dwukomorkowe, sktadajgce sie z CTCs
o tym samym bqgdz dwdch réznych fenotypach, z dominujgcym fenotypem
K+V-. W obu grupach najliczniejszg grupe stanowity klastry CTCs zawierajgce
przynajmniej jedng komodrke nowotworowqg o fenotypie epitelialnym

(sposrdd innych CTCs tworzgcych klaster).

Chorzy z mzRGK

Kompozycja klastréw CTCs:
K+/V-

K+/V+

K-/V+

K-/V-

K+/V-iK-/V+
K+/V-iK+/V+
K+/V-iK-/V-
K-/V+iK+/V+
K-/V+iK-/V-
K+/V-iK+/V+iK-/V+
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% klastrow
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Rycina 14. Rozktad kompozyciji klastréw CTCs wykrytych w PB i TDVB. CTCs — krgzqce
komorki nowotworowe, TDVB - krew drenujgca guz, PB - krew obwodowa,
K —keratyna, V — wimentyna, mzRGK - miejscowo zaawansowany rak gruczotu
krokowego.
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8.2.5 Pojedyncze CTCs w PB od chorych z pRGK

W przypadku PB od chorych z pRGK CTCs wystepowaty czesciej (1j. 87,5%,
14/16 probek), ale mniej licznie w przeliczeniuv na jednego chorego
w poréwnaniu do chorych z mzRGK (Tabela 8). U chorych z pRGK, epitelialne
CTCs wykryto u 35,7%, epitelialno-mezenchymalne CTCs u 21,4%,
mezenchymalne CTCs u 35,7%, a podwodjnie-negatywne CTCs u 50,0%
chorych CTC-pozytywnych (Tabela 9).

Tabela 9. Zestawienie danych od CTCs-pozytywnych chorych z pRGK, obejmujgce
% chorych posiadajgcych CTCs o danym fenotypie oraz liczbe CTCs o konkretnym
fenotypie w PB w przeliczeniu 1 min BMCs. Procenty nie sumujq sie do 100, poniewaz
rozne fenotypy CTCs wspodtwystepowaty ze sobg. CTCs - krgzgce komorki
nowotworowe, BMCs - jednojgdrzaste komérki krwi, K — keratyna, V- wimentyna,
PB — krew obwodowa.

fenotypy CICs Chorzy CTCs-pozytywni Liczba CTCs / 1 min BMC
w PB n /% zakres (Srednia)
wszystkie 14/ 100% 1-230 (30,9)
K+/V- 5/14 (35,7%) 3-46 (5,6)
K+/V+ 3/14 (21,4%) 2-19 (1,8)
K-/V+ 5/14 (35,7%) 3-46 (4,5)
K-/V- 7/14 (50,0%) 1-184 (19,1)

Okreslono fenotyp dominujgcy wsrdd chorych z pRGK. Fenotyp epitelialny
wystepowat jako dominujgcy u 18,8% (n=3/16), a fenotyp zwigzany z EMT u
56,2% (n=9/16), natomiast fenotyp heterogenny u 12,5% (n=2/16) chorych z
PRGK (Ryc. 17). Warto zauwazy¢, ze w PB u chorych z pRGK zaobserwowano
przewage fenotypu EMT (1j. epitelialno-mezenchymalne, mezenchymalne i
podwadjnie negatywne CTCs; 56,2%), w poréwnaniu do chorych z mzRGK (ij.
9.4% w PB), lecz nie wykazano statystycznie znamiennej réznicy miedzy tymi
grupami (Chi2=1,551; p=0,213).
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Chorzy z pRGK (PB) - dominujacy fenotyp

1 brak CTCs
1 epi CTCs
Bl EMTCTCs
@ fenotyp heterogenny

Rycina 17. Rozktad dominujgcych fenotypdw CTCs w PB u chorych z pRGK (n=16).
Fenotyp heterogenny, oznaczat wystepowanie CTCs o fenotypie epitelialnym i CTCs
o fenotypie EMT w tej samej ilosci; CTCs o fenotypie EMT, obejmowaty CTCs
epitelialno-mezenchymalne, mezenchymalne i podwdjnie-negatywne. PB — krew
obwodowa, CTCs - krgzgce komorki nowotworowe, pRGK —rak gruczotu krokowego
Z przerzutami.

U chorych z pRGK rowniez obserwowano heterogennos¢ fenotypowqg CTCs,
jednak wystgpita ona jedynie w 35,7% przypadkdw i byta ona duzo nizsza
niz heterogenno$¢ oznaczona u CTCs-pozytywnych chorych z mzRGK
(1j. 75.0%, Chi2=5,247, p=0,022). Rozktad réoznych  fenotypow
U poszczegodlnych chorych z liczbg CTCs 210/ Tmin BMCs zaprezentowano

na Rycinie 18.
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Rycina 18. liczba i fenotypy CTC u chorych pRGK z =10 CTCs/ Tmin BMCs.
CTCs —krgzgce komoérki nowotworowe, K - keratyna, V - wimentyna,
BMCs — jednojgdrzaste komorki krwi.

8.2.6 Klastry CTCs w PB u chorych z pRGK

W prébkach od chorych z pRGK klastry CTCs wystgpity u 31,3% (n=5/16)(2-
46 klastrow CTCs /1 min BMCs) chorych. Wykryto klastry sktadajgce sie z CTCs
tylko epitelialnych (12,5%), tylko mezenchymalnych (12,5%) Iub tylko
podwadjnie-negatywnych (75% przypadkdw) nie zidentyfikowano klastrow o
mieszanej kompozycji roznych fenotypdw, ani zadnego klastra o fenotypie

epitelialno-mezenchymalnym (Ryc. 19).
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Chorzy z pRGK
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Rycina 19. Procentowy udziat poszczegdlnych fenotypdw CTCs w klastrach w PB od
CTCs-pozytywnych chorych z pRGK. CTCs - krgzgce komérki nowotworowe, PB —
krew obwodowa, K — keratyna, V — wimentyna, pRGK - rak gruczotu krokowego z
przerzutami.

8.2.7 Pojedyncze iklastry cCAFs

Z kolei, cCAFs (1j. krgzgce fibroblasty zwigzane z nowotworem) w odroznieniu
od CTCs wystepowaty u chorych bardzo rzadko: w TDVB nie wykryto
ani jednej komorki o takim fenotypie, zas w PB wykryto je u 2 chorych
zmzRGK (1,9%, w liczbie 44,79-59,30 cCAFs/ 1min BMCs). Wykryte cCAFs
charakteryzowaty dwa fenotypy: K-/aSMA+/V+/CD45&CD31- i K-/aSMA+/V-
/CD45&CD31- (Ryc. 20) i wspotwystepowaty zawsze z CTCs.

CD45 CD31

CD45 CD31

Rycina 20. Reprezentatywne fotografie przedstawiajgce dwa identyfikowane
w mzRGK fenotypy cCAFs, 1. aSMA+/V+ i aSMA+/V-. BF - jasne pole; K - pan-
keratyny; aSMA - alfa aktyna miesni gtadkich, SSC - rozproszenie boczne, DAPI —
jadro komoérkowe, V —wimentyna, CD45 — marker leukocytdéw, CD31 - marker
komérek Srodbtonka. Zdjecia  wykonano  w powiekszeniu  40x, Amnis®
ImageStream®X Mk Il (Cytek).
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W PB, oprécz klastrow CTCs, u jednego chorego wykryto réwniez jeden
klaster CAFs o fenotypie aSMA+/V+/CD45&CD31- (Ryc. 21).

CD45 CD31

i

o
S
.

Rycina 21. Fotografia przedstawiajgca klaster dwdéch cCAFs. BF — jasne pole;
aSMA - alfa aktyna miesni gtadkich; SSC -rozproszenie boczne, DAPI - jgdro
komodrkowe, V — wimentyna, CD45/CD31 — marker leukocytdw/krgzgcych komodrek
srodbtonka. Zdjecia wykonano obiektywem o powiekszeniu 40x, Amnis®
ImageStream® Mk Il (Cytek).

klaster CAFs
aSMA+/ V+

U chorych z pRGK nie zidentyfikowano zadnej komorki cCAFs.

Podsumowanie Wynikéw 8.1 8.2
Chorzy z mzRGK

e Pojedyncze CTCs i klastry CTCs identyfikowano istotnie czesciej

i w wiekszej liczbie w TDVB niz w PB (pojedyncze oraz klastry).

e Dominujgcy fenotyp CTCs wykrywany w TDVB to epitelialny,
a w PB fenotyp zwigzany z EMT.

Chorzy z pRGK

e Prawie wszyscy chorzy byli pozytywni pod kgtem CTCs, jednak
ich liczba / 1T min PBMC byta znacznie mniejsza niz w przypadku

chorych na mzRGK.

¢ Dominujgcy fenotyp CTCs to fenotyp zwigzany z EMT.
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8.3 Potencjalne interakcje CTCs z komorkami krwi
w PBiTDVB

Na podstawie zdje¢ CTCs w grupie chorych z mzRGK i pRGK uwidoczniono
potencjalne interakcje pomiedzy CTCs a elementami morfotycznymi krwi,
tworzgcymi tzw. heterotypowe klastry CTCs. Wykryto 3 typy takich interakciji
CTCs: z ptytkami (CTCsPY), leukocytami/krgzgcymi komorkami srodbtonka
(CTCsLEUKO) j erytrocytami (CTCsERYIRO; Ryc. 22).

CTC winterakciji z leukocytem/ krgzgca komaorka srodbtonka (CD45/CD31+)
CD45 CD31

klaster CTCs w interakciji z erytrocytami
CD45 CD31

CTC w interakciji z ptytkami
CD45 CD31

Rycina 22. Przyktadowe zdjecia przestawiajgce CTCs w interakcjach z normalnymi
komaorkami krwi. BF - jasne pole; K — keratyna; SSC —rozproszenie boczne, DAPI - jgdro
komodrkowe, V —wimentyna, CD45/CD31 — marker leukocytodw/komorek srédbtonka.
Zdjecia wykonane obiektywem o powiekszeniu 40x, Amnis® ImageStream®X Mk I
(Cytek).

Interakcje z ptytkami zaobserwowano u 78,9% chorych w TDVB i 45,0%
chorych CTC-pozytywnych w PB. Wszystkie fenotypy CTCs wykazywaty
interakcje z ptytkami krwi. Najwiecej tych interakcji wsrdd CTCs-pozytywnych

chorych zmzRGK, zaobserwowano w przypadku epitelialnych (70,3% w TDVB
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i 35,0% w PB) i epitelialno-mezenchymalnych CTCs (51,4% w TDVB i 37,5%
w PB), niewiele zas w przypadku podwdjnie negatywnych (18,9% w TDVB
i 10,0% w PB) i mezenchymalnych CTCs (16,2% w TDVB i 12,5% w PB; Ryc. 23).
Czestosci wystepowania potencjalnych interakcji CTCsPLT w TDVB i PB pod
wzgledem ich udziatu w CTCs o réznych fenotypach, nie réznity sie istotnie
od siebie (p=0,837).

80

60
40- B «+/v-CTCs ™
B K+/v+CTCs ™
20- B k-/v+cTes™
H = k-pv-cres ™
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Rycina 23. Czestosci wystepowania interakcji pojedynczych CTCs z ptytkami (CTCPL)
zaobserwowane w probkach TDVB i PB u CTCs-pozytywnych chorych z mzRGK.
Zakresy i Srednie poszczegdlnych fenotypdw zostaty zestawione w  tabeli.
CTCsPUT-  krgzgce komorki nowotworowe w interakcji z ptytkami, K- keratyna,
V —wimentyna, TDVB - krew drenujgca guz, PB — krew obwodowa.

Dane dotyczgce liczby wszystkich zaobserwowanych pojedynczych CTCs
wchodzgcych w potencjalne interakcje z ptytkami, ktére wykryto

protokotem K/V zestawiono w Tabeli 10.
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Tabela 10. Podsumowanie danych dotyczgcych fenotypdw CTCs wchodzgcych
w interakcje z ptytkami w TDVB i PB w przeliczeniu na 1 min BMC. CTCsPLT - krgzgce
komorki nowotworowe w interakcji z ptytkami, K- keratyna, V - wimentyna,
TDVB - krew drenujgca guz, PB — krew obwodowa.

P TDVB PB
zakres (srednia) zakres (Srednia)
K+/V- 1-354 (26,5) 1-352 (7.3)
K+/V+ 1-170 (7.4) 2-426 (6,1)
K-/V+ 1-39 (0.9) 1-20 (0.4)
K-/V- 4-318 (7.1) 3-16 (0,3)

Potencjalne interakcje pojedynczych CTCs z leukocytami/krgzgcymi
komorkami Srédbtonka (ze wzgledu na wielko$¢ tych komorek, ktdrych
Srednica nie przekraczata 8,79 um, raczej z duzym prawdopodobienstwem
wytgcznie leukocytami) wystepowaty bardzo nielicznie u chorych z mzRGK
i byty nieobecne u chorych z pRGK. Zaobserwowano wystepowanie
CTCstEUkO y 11,4% (n=4/35) chorych w TDVB i 5,0% (n=1/20) chorych
CTC- pozytywnych w PB z mzRGK). Interakcje pojedynczych CTCs
z erytrocytami zidentyfikowano u 22,9% (n=8/35) chorych w TDVB i 15,0%
(n=3/20) chorych CTC-pozytywnych w PB (Ryc. 24).
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Rycina 24. Interakcje pojedynczych CTCs z leukocytami/krgzgcymi komdrkami
srodbtonka  (pojedyncze  CTCLEKO) jerytrocytami  (pojedyncze  CTCERYIRO)
zaobserwowane CTCs-pozytywnych chorych z mzRGK. CTCSLEKO - krgzgce komorki
nowotworowe w interakcji z leukocytami/komadrkami $rodbtonka, TDVB - krew
drenujgca guz, PB — krew obwodowa.
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Warto dodac, ze oba typy interakcji CTCsEUKO | CTCSERYRO  obserwowano
gtéwnie w interakcjach z epitelialnymi CTCs. Liczby CTCs wchodzgcych
w interakgcji z leukocytami/krgzgcymi komaorkami srédbtonka i erytrocytami

zestawiono w Tabeli 11.

Tabela 11. Podsumowanie danych dotyczgcych liczb interakcji CTCs
z leukocytami/krgzgcymi komoérkami srodbtonka i erytrocytami w TDVB i PB/ 1 min
BMC. CTCslEUKO - krgzgce komorki nowotworowe w interakciji
z leukocytami/krgzgecymi komorkami srédbtonka, CTCSERYRO - krgzgce komorki
nowotworowe w interakcji z erytrocytami, TDVB — krew drenujgca guz, PB — krew
obwodowa.

TDVB PB
Interakcje . ) . )
zakres (Srednia) zakres (Srednia)
CTCs LEUKO 3-82 (1,4) 1-5 (0,1)
CTCs ERYTRO 2-147 (3,6) 1-10 (0,2)

Oprocz interakcji pojedynczych CTCs z erytrocytami, leukocytami/krgzgcymi
komorkami Srédbtonka i ptytkami, uwidoczniono réwniez klastry CTCs
wchodzgce w takie same interakcje (klastry CTCsPU, klastry CTCSLEUKO, klastry
CTCsERYIRO) . Oceniono je w frzech grupach chorych z mzRGK- TDVB (n=68),
PB (n=106) i w catej kohorcie TDVB i/lub PB (n=106), obejmujgcej wszystkie
analizowane prébki. W prébkach klinicznych oznaczono brak CTCs,
wystepowanie CTCs (bez interakcji), wystepowanie pojedynczych CTCs
wchodzgcych w interakcje, klastrow CTCs wchodzgcych w interakcje,
atakze obecno$¢ pojedynczych- i klastrow CTCs wchodzgcych
w interakcje. Dane zaprezentowano na wykresach przedstawiajgcych
interkacje CTCsPT (Ryc. 25), CTCSLEUKO (Ryc. 26) i CTCSHRYIRO (Ryc. 27).

Klastry CTCs w interkacji z ptytkami krwi obserwowano w 20,6% vs 6,6% vs
15,1% w przypadku pojedynczych CTCsPY, odpowiednio w grupie TDVB,
PBiTDVB i/lub PB. Jesdli  identyfikowano  klastry  CTCsPY,  zawsze
wspotwystepowaty z nimi tez pojedyncze CTCsPL. Otrzymane wyniki wskazujg
na to, ze istotnie roznity sie rozktady wystepowania interakciji klastrow CTCs
z ptytkami: byto ich wiecej w TDVB w poréwnaniu do PB (p0<0,001) (Ryc. 25).
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Rycina 25. Czestosci wystepowania roéznych form CTCs w interakcjach z ptytkami krwi
w TDVB, PB i wszystkich préobkach (TDVB i/lub PB) pobranych od chorych z mzRGK.
Testy Chi2 zostaty policzone na podstawie danych z TDVB i PB przy uzyciu
internetowego kalkulatora Chi2. CTCsPLT - krgzgce komorki nowotworowe w interakcji
z ptytkami, TDVB - krew drenujgca guz, PB — krew obwodowa.

Kolejno, interakcje CTCs zleukocytami/krgzgcymi komaorkami $srédbtonka
obserwowano w 5,9% vs 3,8% vs 4,2% w przypadku pojedynczych CTCsLEUKO,
odpowiednio w grupie TDVB, PB i TDVB i/lub PB. Z kolei w przypadku klastréw
CTCsHEUKO  obserwowano je w 5,9% vs. 2,8% vs. 3,4% , w grupie w TDVB, PB
i TDVB i/lub PB (Ryc. 26). W TDVB rowniez czesciej identyfikowano
potencjalne interakcje CTCs z leukocytami/komorkami $rédbtonka,

w poréwnaniu z PB.
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Rycina 26. Czestosci wystepowania réznych form CTCs w interakcjach
z leukocytami/komaérkami srédbtonka w TDVB, PB i wszystkich probkach (TDVB i/lub
PB) pobranych od chorych z mzRGK. Testy Chi2 zostaty policzone na podstawie
danych z TDVB i PB przy uzyciu internetowego kalkulatora Chi2, CTCsEKO - krgzgce
komorki nowotworowe w interakciji z leukocytami/krgzgcymi komorkami srédbtonka,
TDVB - krew drenujgca guz, PB — krew obwodowa.

Natomiast potencjalne interakcje CTCs 1z erytrocytami (Ryec. 27)
obserwowano w 8,8% vs 4,7% vs 8,4% pojedynczych CTCsERYRO, odpowiednio
w grupie TDVB, PB i TDVB i/lub PB. Co ciekawe nie obserwowano samych
klastrow CTCsERYIRO y poszczegdlnych chorych, wspotwystepowaty zawsze
z pojedynczymi CTCSERYRO, W tym przypadku réwniez w TDVB czesciej

obserwowano interakcje z erytrocytami w poréwnaniu do PB.
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Rycina 27. Czestosci wystepowania réznych form CTCs w interakcjach z erytrocytami
w TDVB, PB i wszystkich préobkach (TDVB i/lub PB) pobranych od chorych z mzRGK.
Testy Chi2 zostaty policzone na podstawie danych z TDVB i PB przy uzyciu
internetowego kalkulatora Chi2. CTCsERYRO - krgzgce komérki nowotworowe
w interakcji z erytrocytami, TDVB - krew drenujgca guz, PB — krew obwodowa.

Podsumowanie Wynikow 8.3

Zidentyfikowano potencjalne interakcje CTCs z leukocytami,

ptytkami i z erytrocytami.

W interakcje z ptytkami najczesciej wchodzity
epitelialne i epitelialno-mezenchymalne CTGCs, natomiast

z leukocytami i erytrocytami — epitelialne CTCs.

Pojedyncze i klastry CTCsPLT wystepowaty gtownie w TDVB.
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8.4 Inaczenie kliniczne CTCs w PB i TDVB

Obecnosc, stopien sklastrowania, fenotyp CTCs oraz ich interakcje
z komoérkami normalnymi oznaczone w TDVB, PB oraz TDVB i/lub PB

porownywano z danymi kliniczno-patologicznymi.

Obecnos$¢ CTCs oznaczonych tylko w TDVB lub tylko w PB nie korelowata
z wiekiem, statusem pT, pN, przedoperacyjnego stezeniem PSA, a takze skalqg
d’Amico. Obecnos¢ CTC oznaczonych w TDVB i/lub PB byta statystycznie
istotnie zwigzana z wyzszym stopniem zaawansowania nowotworu w skali
Gleasona (p=0,046, Tabela 12).

69



Tabela 12. Korelacje obecnoséci CTCs z czynnikami kliniczno-patologicznymi analizowane testem Chi2 Pearsona, testem Fishera (F) lub Mantel-
Haenszel (L). prePSA — przedoperacyjne stezenie PSA. T — wielko$¢ guza pierwotnego, N — stopien zajecia weztdw chtonnych, CTCs — krgzgce

komorki nowotworowe.

wszystkie CTCs w TDVB

brak CTCs

CICs

wszystkie CTCs w PB

brak CTCs

CICs

wszystkie CTCs w TDVB i/lub PB
brak CTCs CICs

n/%

n/%

wartosé p

n/%

n/%

wartosé p

n/% n/% wartosé p

wiek 11/ 42% 15/ 58% 31/82% 7/18% 24 [ 54% 20 / 46%
21/ 55% 17 / 45% 0,309 54/81% 13/19% 1 (F) 46 | 66% 24 / 34% 0,233
status T 2/ 100% 0 4/67% 2/ 33% 4/67% 2 /33%
2/67% 1/33% 3/ 100% 0 3/75% 1/25%
11/ 50% 11/50% 33/82% 7/18% 29 / 64% 16 / 36%
12/ 46% 14/ 54% 30/83% 6/17% 24 / 60% 16 / 40%
2/25% 6/75% 10/77% 3/23% 6/ 40% 9/ 60%
0 0 0,059 (L) 1/100% 0 0,836 1/100% 0 0,655
status N 30/51% 29 | 49% 76/ 81% 18/19% 63/61% 40/ 39%
2/ 50% 2 / 50% 1 (F) 7/87% 1/13% 1 (F) 6/ 67% 3/33% 1(F)
skala 8/ 40% 12/ 60% 23/79% 6/21% 17 / 51% 16 / 49%
Gleasona 16 / 59% 11/41% 37/ 86% 6/ 14% 35/71% 14/ 29%
4/67% 2/ 33% 15/88% 2/12% 13/76% 4 /24%
4/ 44% 5/56% 0,486 7/ 54% 6/ 46% 0,061 5/38% 8/62% 0,044
prePSA <10 20/ 51% 19 / 49% 56 /79% 15/21% 48 [ 64% 27 | 36%
210 12/ 46% 14/ 54% 0,685 29 / 85% 5/15% 0,597 22 / 55% 18/ 45% 0,346
skala ryzyka srednie 7170% 3/30% 11/79% 3/21% 11/ 69% 5/31%
d'Amico wysokie 25 / 45% 31/55% 0,180 (F) |74/81% 17 /19% 0,728 59 / 59% 41/ 41% 0,586 (F)
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Co wiecej, pojedyncze CTC i klastry CTC nie wykazaty statystycznie istothego
zwigzku z badanymi wskaznikami klinicznymi i wiekiem chorych niezaleznie
od rodzaju probek krwi, w ktérych zostaty wykryte, cho¢ pojedyncze CTCs
wykryte w TDVB oraz PB pojawity sie czesciej u — odpowiednio — chorych
z wyzszym stopniem pT (p=0,056) oraz z wyzszym stopniem zaawansowania

w sakli Gleasona (p=0,061, Tabela 13).
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Tabela 13. Korelacje obecnosci pojedynczych CTCs i klastréw CTCs z czynnikami kliniczno-patologicznymi analizowane testem Chi2
Pearsona lub testem Fishera (F) lub Mantel-Haenszel (L). prePSA — przedoperacyjne stezenie PSA, T—wielkos¢ guza pierwotnego, N - stopien
zajecia weztdw chtonnych, CTCs — krgzgce komorki nowotworowe.

pojedyncze CTCs w TDVB klastry CTCs w TDVB pojedyncze CTCs w PB klastry CTCs w PB
brak CTCs CICs brak CTCs CITCs brak CTCs CICs brak CTCs  CICs
n/% n/% wartosé p n/% n/% wartosé p n/% n/% wartosép n/% n/% wartosé p

11/ 42% 15/ 58% 18/ 69% 8/31% 31/82% 7/ 18% 34/ 89% 4/ 1%
21/ 54% 18/ 46% 0,362 28 /72% 11/28% 1(F) 54/81% 13/19% 0,902 60 / 89% 7/10% 1(F)
2/ 100% 0 2/ 100% 0 4/ 67% 2/ 33% 5/83% 1/17%
62/ 67% 1/33% 3/100% 0 3/100% 0 3/100% 0
11/ 50% 11/ 50% 16/73% 6/27% 33/82% 7/18% 36/ 90% 4/10%
12 / 44% 15/ 56% 16/ 59% 1/41% 10/77% 6/17% 33/92% 3/8%
2/25% 6/75% 5/62% 3/38% 1/100% 0 11/85% 2/15%
- - 0,052 (L) |- - 0,460 1/100% 0 0,836 1/100% 0 0,939
status N 30/51% 29 [ 49% 42/ 71% 17 1 29% 76 /81% 18/ 19% 85/ 90% 9/10%
2/ 40% 3/ 60% 1 (F) 2/ 40% 3/60% 0,171 (F) 17/87% 1/13% 1(F) 7/87% 1/13% 0,576 (F)
skala 8/ 40% 12/ 60% 13/ 65% 7/ 35% 23/ 79% 6/21% 23/ 79% 6/21%
Gleasona 16/ 59% 11/41% 20/ 74% 7/ 26% 37/ 86% 6/ 14% 40/ 93% 3/7%
4/57% 3/ 43% 4/57% 3/ 43% 15/ 88% 2/12% 16/ 94% 1/ 6%
4/ 44% 5/56% 0,580 71/78% 2/22% 0,739 7/ 54% 6/ 46% 0,061 12/ 92% 1/8% 0,245
prePSA 20/51% 19/ 49% 28 / 72% 11/28% 56 /79% 15/21% 62/ 87% 9/13%
12 / 44% 15/57% 0,585 18/ 67% 9/ 33% 0,786 (F) |29/ 85% 5/15% 0,433 32 /94% 2/ 6% 0,497
skalaryzyka srednie VAN 3/30% 9 /90% 1/10% 11/79% 3/21% 13/ 93% 1/7%
d'Amico  wysokie PEYEYYA 32 /56% 0.175(F) |37/ 65% 20/ 35% 0,153 (F) |74/81% 17 /19% 0,807 81/89% 10/11% 0,662
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Nie obserwowano réwniez korelacji pomiedzy obecnoscig epitelialnych
CTCs, ani CTCs zwigzanych z EMT CTCs, a wiekszoscig cech kliniczno-
patologicznych. Jedynie w grupie EMT CTCs wykrytych w PB,
czesciej wystepowat najwyzszy stopnien zaawansowania w skali Gleasona
(p=0,009, Tabela 14).
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Tabela 14. Korelacje obecnosci epitelilainych CTC (epi CTCs) i CTCs zwigzanych z EMT (EMT-related CTCs) z czynnikami kliniczno-
patologicznymi analizowane testem Chi2 Pearsona lub testem Fishera (F). prePSA — przedoperacyjne stezenie PSA, T — wielko$¢ guza
pierwotnego, N - stopien zajecia weztdéw chtonnych, CTCs — krgzgce komorki nowotworowe.

epi CTCs w TDVB EMT-related CTCs w TDVB epi CTCs w PB EMT-related CTCs w PB
brak CICs CICs brak CTCs CICs brak CTCs CICs brak CTICs  CITCs
n/% n/% wartosép n/% n/% wartosép n/% n/% wartosép n/% n/% wartos¢ p
wiek 14/ 54% 12/ 46% 13/ 50% 13/ 50% 33/87% 5/13% 32 / 84% 6/16%
23 / 59% 16/ 41% 0,683 23 / 59% 16/ 41% 0,476 57 [ 85% 10/ 15% 0.804 56 / 84% 11/16% 1(F)
status T 2/ 100% 0 2/ 100% 0 4/ 67% 2/33% 4/ 67% 3/33%
2/67% 1/33% 2/67% 1/33% 3/ 100% 0 3/ 100% 0

12/ 54% 10/ 46% 13/ 59% 9/ 41% 34/ 85% 6/15% 35/87% 5/13%
15/ 56% 12/ 44% 12/ 44% 15/ 56% 33/ 92% 3/8% 30/ 83% 6/17%
3/37% 5/ 63% 4/ 50% 4/ 50% 11/85% 2/15% 10/77% 3/23%

- - 0,593 - - 0,533 1/100% 0 0,600 1/100% 0 0,710
status N 35/ 59% 24/ 41% 33/ 56% 26 [ 44% 81/86% 13/ 14% 79 / 84% 15/ 16%
2/ 40% 3/60% 0,642 2/ 40% 3/ 60% 0,651 (F) |7/87% 1/13% 1(F) 7/87% 1/13% 1(F)
skala 10 / 50% 10 / 50% 8/ 40% 12 / 60% 23 /79% 6/21% 23/79% 6/21%
Gleasona 18/ 67% 9/33% 17 / 63% 10/ 37% 37/ 86% 6/14% 39/ NM% 4/9%
4/57% 3/ 43% 4/57% 3/ 43% 15/ 88% 2/12% 16 / 94% 1/6%
5/ 56% 4/ 44% 0,711 5/56% 4/ 44% 0,478 12/ 92% 1/8% 0,688 7 / 54% 6/ 46% 0,009
prePSA 23/ 59% 16/ 41% 21/ 54% 18 / 46% 59 / 83% 12/17% 59 / 83% 12/17%
14/ 52% 13/ 48% 0,566 15/ 56% 12 / 44% 0,891 31/91% 3/9% 0,376 29 / 85% 5/15% 0,775
skala ryzyka srednie KONAKYA 27 | 47% 7170% 3/30% 11/79% 3/21% 12/ 86% 2/14%
d'Amico  wysokie UNVA 3/30% 0,493 29/ 51% 28 / 49% 0,320 (F) |79 /87% 12/13% 0,418 (F) |76 /83% 15/17% 1(F)
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W przypadku interakcji normalnych komorek krwi z CTCs wzieto pod uwage
interakcje z pojedynczymi CTCs lub ich klastrami (Tabela 15). CTCs
w interakgcji z erytrocytami w TDVB i/lub PB obserwowano statycznie czesciej
U chorych z zajetymi weztami chtonnymi niz u chorych z wolnymi weztami
chtonnymi (33% vs 8%, p=0,041).
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Tabela 15. Korelacje obecnosci pojedynczych CTCs w interakcjach z leukocytami/krgzacymi komorkami $rédbtonka, erytrocytami
i ptytkami w TDVB i/lub PB z danymi kliniczno-patologicznymi analizowane testem Chi2 Pearsona Ilub testem Fishera (F).
prePSA — przedoperacyjne stezenie PSA, T — wielko$¢ guza pierwotnego, N - stopien zajecia weztdw chtonnych, CTCs — krgzgce komorki
nowotworowe.

pojedyncze CTCs tgczqgce sie z
leukocytami / komérkami
endotelialnymi w TDVB i/lub PB

brak CTCs CITCs brak CTCs CITCs brak CTCs CTCs

n/% n/% wartosé p n/ % n/% wartosé p n/ % n/% wartosé p
wiek 43/ 96% 2/ 4% 41/91% 4/9% 28 / 62% 17 / 38%
66/ 94% 4/ 6% 1 (F) 63 /89% 8/11% 0,764 (F) |48/ 68% 23/ 32% 0,555
status T 6/ 100% 0 6/ 100% 0 4/ 67% 2/33%
4/100% 0 4/100% 0 3/75% 1/25%
44 / 96% 2/ 4% 42 /9% 4/9% 31/ 67% 15/ 33%
38/ 95% 2 /5% 37 / 90% 4/10% 26/ 63% 15/37%
13/ 93% 1/7% 11/79% 3/21% 8/57% 6/ 43%

pojedyncze CTCs tgczqce sie z pojedyncze CICs tgczqce sie z
erytrocytami w TDVB i/lub PB ptytkami w TDVB i/lub PB

1/100% 0 0,979 1/100% 0 0,640 1/100% 0 0,939
status N 100 / 96% 4/ 4% 97 / 92% 8/8% 68 / 65% 37/ 35%
8/89% 1/11% 0,345 (F) |6/67% 3/33% 0,041 (F) [6/67% 3/33% 1 (F)
skala 32/ 94% 2/ 6% 29 / 85% 5/15% 19/ 56% 15/ 44%
Gleasona 47 | 96% 2/ 4% 46/ 92% 4/8% 36/ 72% 14 / 28%
15/ 88% 2/12% 16/ 94% 1/ 6% 13/77% 4/ 23%
13/ 100% 0 0,511 11/85% 2/15% 0,640 7/ 54% 6/ 46% 0,259
prePSA [ 70 / 95% 4 /5% 65/ 87% 10/ 13% 50/ 67% 25/ 33%
4 40 / 95% 2/5% 1 (F) 40/ 95% 2/5% 0,207 (F) [26/ 62% 16/ 38% 0,687
skala ryzyka srednie IENEZYA 1/6% 15/ 94% 1/6% 11/ 69% 5/31%

d'Amico  wysokie FLWESVA 5/5% 1 (F) 91/89% 1M/11% 1 (F) 65/ 64% 37 / 36% 0,785
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Obecnos¢ klastrow CTCs w interakcjach z normalnymi komorkami krwi
wykrytych w TDVB lub PB nie korelowata z zadnymi czynnikami kliniko-

patologicznymi (Tabela 16).
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Tabela 16. Korelacje obecnosci klastrow CTCs w interakcjach z leukocytami/krazacymi komadrkami sroédbtonka, erytrocytami i ptytkami
w TDVB i/lub PB z danymi kliniczno-patologicznymi analizowane testem Chi2 Pearsona lub testem Fishera (F). prePSA — przedoperacyjne
stezenie PSA, pT — wielko$¢ guza pierwotnego, pN — stopien zajecia weztdéw chtonnych, CTCs — krgzgce komorki nowotworowe.

klasiry CTCs tqczqce sie z
leukocytami / komoérkami
endotelialnymi w TDVB i/lub PB

brak CTCs CICs brak CTCs CICs brak CTCs CTCs

n/% n/% wartosép n/ % n/% wartosép n/ % n/% wartosé p
44 [/ 98% 44 [/ 98% 36 / 82% 8/18%
67 1 94% 4/ 6% 0,647 (F) |70/ 99% 1/1% 1 (F) 55/79% 15/21% 0,812 (F)
6/ 100% 0 6/ 100% 0 5/83% 1/17%

4 /100% 0 4 /100% 0 4 /100% 0

43 / 94% 3/6% 45/ 98% 1/2% 36/ 80% 9 /20%

40/ 98% 1/2% 40/ 98% 1/2% 32/ 80% 8 /20%

klasiry CTCs tqczqce sie z klasiry CTCs tqgczqce sie z ptytkami
erylrocytami w TDVB i/lub PB w TDVB i/lub PB

14 /100% 0 14 /100% 0 9/ 64% 5/36%
1/100% 0 0,815 1/100% 0 0,988 1/100% 0 0,656
status N 101 / 96% 4/ 4% 103 / 98% 2/2% 84 / 82% 19/18%
9 /100% 0 1 (F) 9 /100% 0 1 (F) 5/56% 4/ 44% 0,084 (F)
skala 31/91% 3/9% 32/ 94% 2/ 6% 23 / 68% 11/32%
Gleasona 50/ 100% 0 50/ 100% 0 41 / 85% 7/ 15%
15/ 88% 2/12% 17 / 100% 0 13/77% 4/ 23%
13/ 100% 0 0,082 13/100% 0 0,188 11/85% 2/15% 0,254
prePSA S 72 / 96% 3/ 4% 731/97% 2/3% 58 /78% 16 /22%
P 40 / 95% 2/ 5% 1(F) 42 / 100% 0 0,536 (F) |33/81% 8/19% 1(F)
skala ryzyka srednie REWEIA 2/12% 16 / 100% 0 15/ 94% 1/6%

d'Amico  wysokie PEANEINA 3/3% 0,135 (F) ]100 / 98% 2/2% 1 (F) 76/ 76% 24 [ 24% 0,187 (F)
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Przeprowadzone przy pomocy testu log-rank analizy przezycia wykazaty,
ze obecnos$¢ podwdjnie-negatywnych CTCs w TDVB (p=0,007, Ryc. 28A)
i obecno$¢ mezenchymalnych CTCs w TDVB i/lub PB (p=0,008, Ryc. 28B)
korelowaty z krotszym czasem do wystgpienia BR po zabiegu. Dodatkowo,
CTCs w interakcjach z erytrocytami w catej grupie TDVB i/lub PB (p=0,046

Ryc. 28C) i tylko w PB (p=0,022, Ryc. 28D) rowniez korelowaty z krotszym
czasem do wystgpienia BR.
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Rycina 28. Krzywe przezycia Kaplana-Meiera przedstawiajgce czas przezycia
wolnego od wznowy biochemicznej u chorych z mzRGK w zaleznosci od obecnosci
podwdjnie-negatywnych CTCs w TDVB (p=0,007; A), mezenchymalnych CTCs
w TDVB i/lub PB (p=0,008; B), CTCs w interakcjach z erytrocytami w TDVB i/lub PB
(0=0,046; C), CTCs w interakcjach z erytrocytami w PB (p=0,022; D). Analizy przezycia
przeprowadzono za pomocq testu log-rank.

Ze wzgledu na czeste wspdtwystepowanie réznych form i fenotypdw CTCs,
przez trudnosci w identyfikacji ich rzeczywistego wptywu na progresje
choroby, przeprowadzono analize wieloczynnikowg w  kontekscie

wystgpienia BR, majgcg na celu sprawdzenie znaczenia rokowniczego
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wieku, stezenia PSA, statusu pT i pN, stopnia zaawansowania w skali
Gleasona, obecnosci roznych fenotypéw CTCs (K+/V-, K-/V+, K+/V+, K-/V-)
iich klastrow CTCs (Tabela 17, catg analize metody krokowej regresji

proporcjonalnego hazardu Coxa przedstawiono w Tabeli U1).

Tabela 17. Wynik kohcowy metody krokowej regresji proporcjonalnego hazardu
Coxa w kontekscie BR, obejmujgca fenotypy CTCs. pN - stopien zajecia weztdéw
chtonnych, K-V+ CTCs o fenotypie mezenchymalnym, HR — wspdtczynnik ryzyka,
95%CI — 95% przedziat ufnosci, poz — pozytywne, neg — negatywne.

, 2 Cl 95%
wartosc p HR Dolny Gérny
status pN poz vs. neg 0,000 8,691 2,940 25,687
skala Gleasona >7 vs. 7 0,002 3.280 1,562 6,889
K-V+ CTCs w TDVB/PB poz vs. neg 0,000 6,700 2,708 16,577
klastry CTCs w TDVB/PB poz vs. neg 0,035 0,334 0,121 0,927

Obecnos$c CTCs o fenotypie mezenchymalnym w TDVB i/lub PB (p<0,001;
HR 6,700; 95%CI 2,708-16,577), tak samo jak pN (p<0,001; HR 8,691; 95% CI
2,940-25,687) i stopien zaawansowania w skali Gleasona (p=0,002; HR 3,280;
95%Cl 1,562-6,889) okazaty sie niezaleznymi negatywnymi czynnikami
prognostycznymiw kontekscie wystgpienia BR. Natomiast olbecnos¢ klastrow
CTCs w TDVB i/lub PB (p=0,035 HR 0,334; 95%Cl 0,121-0,927) okazata
sie pozytywnym czynnikiem rokowniczym w kontekScie BR w tej samej

analizie.

W  kolejnej analizie wieloczynnikowej w  kontekicie  wystgpienia
BR dedykowanejinterakcjom CTC z komorkami krwi, brano pod uwage wiek,
stezenie PSA, status pT, pN, skale Gleasona, klastry CTCs'EUKO, pojedyncze
CTCstEUkO,  klastry  CTCSsERYIRO,  pojedyncze CTCsSERYRO,  klastry  CTCsPU
i pojedyncze CTCsPT (Tabela 18, catg analize metody krokowej regresii

proporcjonalnego hazardu Coxa przedstawiono w Tabeli U2).
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Tabela 18. Wynik kohcowy metody krokowej regresji proporcjonalnego hazardu
Coxa w kontekscie BR, obejmujgcej interakcje CTCs z komorkami krwi. pT — wielko$¢
guza pierwotnego, pN - stopieh zajecia weztdw chtonnych, CTCsLEUKO — CTCs
w interakcji z leukocytami/komoérkami srédbtonka, CTCSERYIRO — CTCs w interakcii
z erytrocytami, CTCsPLT — CTCs w interakcji z ptytkami, HR - wspdtczynnik ryzyka,
95%Cl — 95% przedziat ufnosci, poz — pozytywne, neg — negatywne.

. Cl 95%

wartosc p HR Dolny 7G<'>my

status pT 3a-3c vs. 2a-2b 0,054 2,142 0.988 4,646
status pN poz vs. neg 0,004 5,410 1,698 17,232

skala Gleasona >7 vs. 7 0,006 2,929 1,363 6,291

klastry CTCs®© w TDVB/PB poz vs. Neg 0.130 0,194 0,023 1,624
pojedyncze CTCs®™° w TDVB/PB poz vs. neg 0,091 0,342 0,099 1,186
pojedyncze CTCs" w TDVB/PB poz vs. neg 0,003 3,643 1,565 8,480

Obecnosc¢ pojedynczych CTCsPU w TDVB i/lub PB (p=0,003; HR 3,643; ?5%CI
1,565-8,480), tak samo jak pN (p=0,004; HR 5,410; 95% CI 1,698-17,232)
i stopien zaawansowania w skali Gleasona (p=0,006; HR 2,929; 95%Cl 1,363-
6,291) okazaty sie niezaleznymi negatywnymi czynnikami

prognostycznym w kontekscie BR.

Podsumowanie Wynikow 8.4

e Obecnosc podwdjnie-negatywnych CTCs (w TDVB),
mezenchymalnych CTCs (w catej grupie TDVB i/lub PB), CTCsERYTRO
(w TDVB i/lub PB) oraz CTCsERYIRO (w PB) korelowata z krotszym

czasem do wystgpienia BR.

e Andlizy wieloczynnikowe dowiodty, ze tylko obecnos¢
mezenchymalnych CTCs i pojedynczych CTCsPYT (w catej grupie
TDVB i/lub PB) byta negatywnym czynnikiem rokowniczym

w kontekscie ryzyka wystgpienia BR.

e Obecnos¢ klastréw CTCs (w catej grupie TDVB i/lub PB) okazata

sie by¢ pozytywnym czynnikiem prognostycznym w kontekscie BR.
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8.5 Korelacje fenotypow CTCs z biatkami obecnymi

W guzach pierwotnych

Mikromacierze tkankowe (Metody 7.2) zawierajgce fragmenty nowotworow
od chorych z mzRGK wybarwiono immunohistochemicznie
i immunofluorescencyjnie (Metody 7.8 i 7.9) w celu oznaczenia wybranych
cech guzéw pierwotnych, potencjalnie zwigzanych z stopniem rozsiewu
nowotworu, fj.: stopnia proliferacji komodrek nowotworowych (Ki-67),
obecnosci naczyn krwionosnych w guzie (CD34) i fenotypu epi/EMT komorek

nowotworowych (K/V), odpowiadajgcego fenotypowi ocenianemu w CTCs.

Marker Ki-67 zlokalizowany byt w jgdrach komérek nowotworowych (Ryc.
29). W wybarwionych fragmentach nowotwordw, zaobserwowano komorki
nowotworowe negatywne na Ki-67 (brak komorek Ki-67-pozytywnych, n=17;
18,3%), z niskim poziomem Ki-67 (1-10% komorek guza byta Ki-67-pozytywna,
n=26; 28%) i z wysokim poziomem Ki-67 (gdy >10% komodrek guza byta Ki-67-
pozytywna, n= 50; 53,7%). Punkty odciecia wybrano arbitralnie w oparciu

0 obserwowane wyniki.

Ki-67

0% IR R 1-10% o >10%

50um ‘ J .
PR S : o

Rycina 29. Ekspresja markera proliferacji Ki-67 w guzach pierwotnych pobranych
od chorych. 0% — brak Ki-67, 1-10% — niska ekspresja Ki-67, >10% — wysoka ekspresja
Ki-67. Fotografie wykonano obiektywem 20x (mikroskop Axio Observer 21, Zeiss).
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Naczynia krwionos$ne identyfikowano i zliczano w kazdym badanym
fragmencie guza, gdy obecne byty komorki endotelialne (CD34-dodatnie)
i widoczne Swiatto naczynia. W badanych fragmentach nowotworow
oceniono liczbe naczyn krwionosnych przypadajgcych na fragment guza.
Wykryto nieliczne naczynia krwiono$ne (<120, VV'ew: n=50; 55,6%) i liczne
naczynia krwionosne (2120, VVhigh; n=40; 44,4%) przy wartosci granicznej (cut-

off) ustalonej na poziomie mediany wynoszgcej 120 (Ryc. 30).

AT TN high
s RPN NS VV nig
' ) B M
¢ xR Ly o L AT Y
V7 RS AT
O i R, R %
s v J (B o
o " L - et b <
et AT INNE o P i
A 22 b, 5 e S LB 2 REPK E .
s ST, LB 94 o _s«‘ SE
i £ S . y ¥ .
: iy Ky R o
"N L o i o Y
R g ¥ ]
TP, SRR
4 2 ta . L
" N S e
IR
A @ / R »
P : {0:_ 7 v "
! A A8 5 B
o e
33 200 pm
—au0

Rycina 30. Reprezentatywne fotografie przedstawiajgce fragmenty guzéw z matg
(VViow) i duzg (VVhiah) liczbg naczyn krwiono$nych. CD34 — komérki endotelialne
(wybarwione na brgzowo), hematoksylina (niebieski). Powiekszenie 20x (Srednica
nowotworu 1.5 mm, skaner Pannoramic 250).

W guzach wybarwionych fluorescencyjnie przeciwciatami anty-K i anty-V,
zliczano udziat komorek nowotworowych o poszczegdlnych fenotypach (tj.
K+/V-, K+/V+, K-/V+, K-/V-) i oceniono fenotyp dominujgcy (fzn. fenotyp
przypisany choremu, gdy jeden z fenotypdw: epi lub EMT byt obecny w 250%
wszystkich analizowanych komérek guza) fenotyp komorek nowotworowych
w kazdym fragmencie (Metody 7.9). Zidentyfikowano komorki nowotworowe
o} fenotypach epitelialnym, mezenchymalnym, epitelialno-

mezenchymalnym (bardzo rzadko) oraz podwdjnie-negatywnym (Ryc. 31).
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fenotyp K+/V- fenotyp K-/V+

fenotyp K+/V+ fenotyp K-/V-

Rycina 31. Reprezentatywne fotografie przedstawiajgce fragmenty guzéw
wybarwione na obecnos¢ keratyny (K) i wimentyny (V). Fenotyp K+/V+ wskazujg
biate strzatki. K+/V- - fenotyp epiteliainy, K+/V+ - fenotyp epitelialno-
mezenchymalny, K-/V+ — fenotyp mezenchymalny, K-/V- — fenotyp podwdjnie-
negatywny. Powiekszenie 400x, srednica nowotworu 1.5 mm, skala 50 um, skaner
Pannoramic 250.

W badanych fragmentach guzéw przewazaty komorki nowotworowe
o fenotypie dominujgcym epitelialnym (K, 75,9%, n=44). Rzadzej

obserwowano jako dominujgcy fenotyp mezenchymalny (V, 24,1%, n=14).

Fenotyp K/V, poziom Ki-67 i liczbe naczyn krwionosnych oznaczonych
w guzach pierwotnych skorelowano z obecnosciqg wszystkich fenotypow
CTCs, obecnosciqg epitelialnych CTCs i CTCs zwigzanych z EMT. W przypadku

wszystkich fenotypdw CTCs uzyskano podobny wynik, w niektérych
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przypadkach osiggajgc istotno$¢ statystyczng. Wykazano, ze CITCs
pochodzity z guzéw pierwotnych o dobrym unaczynieniu (p=0,019(F),
Ryc. 32A) i niskim stopniu  aktywnosci  proliferacyjnej komorek
nowotworowych (p=0,032, Ryc. 32A). W przypadku epitelialnych CTCs
nie wykryto istotnych korelacji z Ki-67, liczbg naczyh krwionosnych
i fenotypem guza pierwotnego (Ryc. 32B). Natomiast CTCs zwigzane z EMT
wystepowaty czesciej u chorych z guzami o niskiej aktywnosci proliferacyjnej
(p=0,014, Ryc. 32C) i dobrze unaczynionymi guzami pierwotnymi (p=0,026,
Ryc. 32C).
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p=0,014 P=_0,0_26 p=0,079 (F)
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Rycina 32. Rozktad wystepowania CTCs w kontekscie potencjatu proliferacyjnego,
unaczynienia i fenotypu guza pierwotnego. Wszystkie CTCs (A), epitelialne CTCs (B)
i CTC o fenotypie EMT (C). W analizach zastosowano test Chi2 i doktadny test Fisheraq,
istotne statystycznie wyniki, 1. p<0,05 wyttuszczono. CTCs - krgzgce komorki
nowotworowe, Ki-67 — marker proliferaciji, PT — guz pierwotny, VV — naczynia
krwionoséne, K - keratyna, V — wimentyna.

8.6 Korelacje poziomow cytokin TGF-B i PDGF-BB
z fenotypami CTCs w TDVB i PB

Wyniki uzyskane w podrozdziatach Wynikéw 8.3 i 8.4 wskazywaty, ze CTCs
w interakcjach z ptytkami mogg miec znaczenie rokownicze. Ptytki mogg
wydziela¢ czynniki takie jak cytokiny i/lub chemokiny. Czes¢ z tych czynnikdw
moze wptywac na indukcje EMT. Dlatego tez postanowiono zbadac¢ poziom
cytokin, tj. TGF-p i PDGF-BB, potencjalnie uwalnianych przez ptytki krwi
u chorych z mzRGK (Metody 7.10).

Skorelowano stezenia cytokin TGF-p i PDGF-BB z wiekiem chorych i liczbg
ptytek krwi pozyskanych z rutynowej przedoperacyjnej morfologii krwi (PLT).
Jedynie w TDVB, TGF-p stabo korelowato z iloscig pytek przed operacjg
(05=0,29; p=0,011, Ryc. 33).
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Rycina 33. Wspdtczynniki korelacji rang Spearmana (ps) pomiedzy wiekiem chorych
i przedoperacyjng liczbg ptytek krwi ze stezeniem cytokin TGF-p i PDGF-BB
analizowanych w osoczach TDVB i PB. PLT — ptytki krwi, TGF-p - transformujgcy czynnik
wzrostu beta, PDGF-BB - ptytkopochodny czynnik wzrostu, TDVB — krew drenujgca
guz, PB — krew obwodowa. Sita korelacji: ps = 0,9-1 — catkowita korelacja; 0,8-0,9 —
bardzo siina korelacja; 0,6-0,8 — siina korelacja; 0,4-0,6 — umiarkowana korelacja;
0,2-0,4 - staba korelacja; <0,2 - bardzo staba korelacja. Korelacje istotne
statystycznie (p<0,05) zaznaczono okregiem. Legenda przestawia poziom korelacji
w ujeciu kolorystycznym.

Rozktad stezenia obu cytokin, potencjalnie produkowanych przez ptytki krwi

przedstawiono na wykresie (Ryc. 34).
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Osocze TDVB [ng/ml] Osocze PB [ng/ml]

Cytokina
zakres (Srednia) zakres (Srednia)
TGF-B 673-5986 (2617,4) 117-5599 (1634,9)
PDGF-BB 4-319 (95,4) 12-230 (80,0)

Rycina 34. Graficzne przedstawienie stezenia cytokin TGF-B i PDGF-BB mierzonego
w osoczu PB i TDVB. TGF-p - transformujgcy czynnik wzrostu beta, PDGF-BB -
ptytkopochodny czynnik wzrostu, TDVB - krew drenujgca guz, PB — krew obwodowa.

Sprawdzono, czy stezenie badanych cytokin przektadato
sie na wystepowanie konkretnego fenotypu CTCs i fenotypu CITCs
w interakcji z ptytkami we krwi (TDVB i PB) chorego (Ryc. 35).
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Rycina 35. Wspdtczynniki korelacji rang Spearmana (ps) pomiedzy fenotypami CTCs
i CTCsPLT, wystepujgcymi w prébkach TDVB i PB ze stezeniem cytokin TGF- B i PDGF-
BB analizowanych w osoczach TDVB (A) i PB (B). epi CTCs (K+V-), epi-mes CTCs
(K+V+), mes CTCs (K V+), podwdjnie-neg CTCs (K-V-), TDVB — krew z zyty drenujgcej
guz, PB — krew obwodowa. Sita korelacji: ps = 0,9-1 — catkowita korelacja; 0,8-0,9 —
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bardzo siina korelacja; 0,6-0,8 - silna korelacja; 0,4-0,6 — umiarkowana korelacja; 0,2-
0,4 - staba korelacja; <0,2 — bardzo staba korelacja. Legenda przestawia poziom
korelacji w ujeciu kolorystycznym. Korelacje istotne statystycznie zaznaczono
okregiem (p<0,05).

Stezenie TGF-p w TDVB stabo korelowato z liczbg epitelialnych CTCs w TDVB
(0s=0,301; p=0,040) oraz z liczbqg epitelialnych CTCs w interakcji z ptytkami
w TDVB (ps=0,348; p=0,017, Ryc. 35A). Natomiast TGF-p i PDGF-BB
analizowane w osoczu PB nie wykazaty istotnych korelacji pomiedzy

stezeniem cytokin, a liczbg i fenotypem CTCs (Ryc. 35B).

Podsumowanie Wynikow 8.5 8.6

e CTCs wystepowaty czesciej u chorych z dobrze unaczynionymi

guzami pierwotnymi o niskiej aktywnosci proliferacyjnej.

e Cytokina TGF-B, uwalniana przez ptytki krwi, wykazata stabg
pozytywnq korelacje z liczbqg epiteliainych CTCs w TDVB oraz z liczbg
epitelialnych CTCsPT w TDVB.

8.7 Protokdt AR/EGFR - charakterystyka grupy chorych

Anadliza z zastosowaniem protokotu AR/EGFR przeprowadzona zostata
w celu potwierdzenia i rozwiniecia wynikéw uzyskanych we wczesniejszych
badaniach naszego Zespotu#’, a dotyczgcych roli EGFR w przerzutowaniu
do kosci u chorych na RGK. Z uzyciem tego protokotu przeanalizowano
74 prébki  kliniczne  pochodzgce  odzawezonej grupy  chorych
analizowanych z uzyciem protokotu K/V (Materiaty 6.1, Ryc. 36). WielkoSC
grupy zdeterminowata nieoczekiwana i dtugotrwajgca awaria cytometru
przeptywowego, przeciggajgca sie ze wzgleddw proceduralnych

od kwietnia  2023. Ze wzgledu na bardzo ograniczong liczbe
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zarchiwizowanych prébek klinicznych, tej analizie poddano jedynie probki

pochodzqgce z krwi obwodowej (PB).

PROTOKOL
AR/EGFR

PB

74
chorych

Rycina 3é. Probki pobrane od chorych z mzRGK analizowane z uzyciem protokotdw
K/V i AR/EGFR. TDVB - krew drenujgca guz, PB — krew obwodowa, K - keratyna,
V —wimentyna, AR - receptor androgenowy, EGFR - receptor naskérkowego
czynnika wzrostu.

8.8  Wykrywanie komorek CTCs na podstawie barwienia
AR/EGFR

W tym protokole réwniez przeanalizowano prébki od 20 zdrowych
ochotnikéw, ktére stanowity negatywne kontrole. W zadnej z nich nie wykryto
CTCs.

. uzyciem protokotu AR/EGFR wykryto Srednio 192845 komodrek DAPI+
w przeliczeniu na probke pochodzgcg odjednego chorego z mzRCK.
Dwudziestu  dwdch  chorych  (29,73%) byto  CTCs-pozytywnych
i zidentyfikowano u nich w sumie 705 CTCs (zakres 3-7603 CTCs/1min BMCs,
Srednia 280 CTCs/Imin BMCs). Tak jak w przypadku analizy z uzyciem
poprzedniego protokotu (K/V), oceniono liczbe CTCs o réznych fenotypach
zidentyfikowanych u kazdego chorego (Ryc. 37). Wykryto nastepujgce
fenotypy CTCs: K+/AR+/EGFR+ (n=9, 13,5% wszystkich analizowanych
chorych, zakres 4-1601 CTCs), K+/AR-/EGFR+ (n=1 chory, 1,5%, zakres 1-470
CTCs), K+/AR-/EGFR- (n=9 chorych, 13,2%, zakres 2-1059 CITCs),
K+/AR+/EGFR- (n=14 chorych, 20,6%, zakres 4-4002 CTCs), K-/AR-/EGFR+ (n=1
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chory,1,5%, zakres 1-19 CTCs), K-/AR-/EGFR- (n=9 chorych, 13,2%, zakres 2-470
CTCs) i K-/AR+/EGFR- (n=11 chorych, 16,2%, zakres 6-2000 CTCs; Ryc. 33).
Nie zidentyfikowano natomiast ani jednej CTC o fenotypie K-/AR+/EGFR+.
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Rycina 37. Reprezentatywne fotografie przedstawiagjgce rézne fenotypy CTCs
(K+iK-) oraz przyktadowe komérki CD45/CD31+ zidentyfikowane we krwi chorych
z mzRGK. BF - jasne pole; K — pan-keratyna; SSC - rozproszenie boczne, DAPI - jgdro
komorkowe, AR —receptor androgenowy, EGFR — receptor naskérkowego czynnika
wzrostu, CD45 — marker leukocytéw, CD31 — marker komorek srédbtonka. Obiektyw
40x, Amnis® ImageStream® Mk Il (Cytek).

Dodatkowo, ze wzgledu na potencjalne znaczenie terapeutyczne oceniono
lokalizacje AR w jgdrze i cytoplazmie zidentyfikowanych potencjalnych CTCs
(Ryc. 38A). Wiekszos¢ AR-pozytywnych CTC charakteryzowata sie lokalizacjg
cytoplazmatyczng tego receptora. CTCs z AR-jgdrowym stanowito 6,50%
wszystkich wykrytych CTCs (n=1122/ 1TmIn BMC), a AR-cytoplazmatyczne
obserwowano w 93,50% CTCs (n=16152/ Tmin BMC). W podgrupie chorych
CTCs-pozytywnych z ekspresjg AR barwienie jgdrowe obserwowano u 34,8%

91



(n=8), cytoplazmatyczne u 60,9% (n=14), a obie lokalizacje AR w réznych
CTCs u 4,35% (n=1) chorych (Ryc. 38B).
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Rycina 38. Fotografie CTCs przedstawiajgce cytoplazmatyczng i jgdrowq lokalizacje
AR w komodrce (A). Wykres przedstawia dominujgcq lokalizacie AR w CTCs
przypadajgcq na chorego (B). Heterogenny AR oznacza takg samgq liczbe CTCs
o cytoplazmatycznym i jgdrowym barwieniu CTCs przypadajgcg na chorego.
AR - receptor androgenowy, DAPI — barwnik barwigcy jadra komdrkowe. Obiektyw
40x, Amnis® ImageStream® Mk Il (Cytek).

CTCs wykryte przy uzyciu tego protokotu, podobnie jok w przypadku
protokotu K/V, wykazywaty znaczng heterogennosc; u poszczegdlnych
chorych identyfikowano rdézne wspdtwystepujgce fenotypy CTCs

ze zdecydowanq przewagqg K+ CTCs (Ryc. 39).
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Rycina 39. Czestosci wystepowania CTCs o réznych fenotypach u wybranych
chorych na w przeliczeniu na 1 min BMCs. W celu zaprezentowania heterogennosci
CTCs wykres obejmuje chorych z liczbg CTCs = 200 / 1 min PBMC. CTCs - krgzgce
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komorki nowotworowe, K — keratyna, AR - receptor androgenowy, EGFR - receptor
naskérkowego czynnika wzrostu, BMCs — jednojgdrzaste komaorki krwi.

Liczbe CTCs o réznych fenotypach zidentyfikowanych z uzyciem protokotu
AR/EGFR skorelowano ze sobq z uzyciem korelacjirang Spearmana (Ryc. 40).
Liczba CTCs o fenotypie K+/AR-/EGFR- korelowata z liczbg CTCs o fenotypie
K+/AR-/EGFR+ (ps=0,35; p=0,003). Liczba CTCs K+/AR+/EGFR- korelowata
zliczbg CTCs K+/AR+/EGFR+ (0s=0,45; p<0,001), K+/AR-/EGFR+ (ps=0,29;
p=0,018) i K+/AR-/EGFR- (ps=0,71; p<0,001) (Ryc. 40). Dodatkowo, liczba CTCs
o fenotypie K-/AR-/EGFR+ stabo korelowata z liczbg CTCs K+/AR+/EGFR+
(ps=0,33; p=0,006). Liczba CTCs o fenotypie potrdjnie negatywnym, tj. K-/AR-
/ EGFR- korelowata z liczbg CTCs K+/AR-/EGFR+ (0s=0,35; p=0,003), K+/AR-/
EGFR- (0=0,63; p<0,001) oraz K+/AR+/EGFR- (0ps=0,50; p<0,001)(Ryc. 40).
Co ciekawe, liczba CTCs o fenotypie K-/AR+/EGFR- korelowata z liczbg CTCs
o prawie wszystkich fenotypach, tj. K+/AR+/EGFR+ (0s=0,34; p=0,005), K+/AR-
/EGFR+ (ps=0,29; p=0,018), K+/AR-/EGFR- (ps=0,67, p<0,001), K+/AR+/EGFR-
(ps=0,73, p<0,001) i K-/AR-/EGFR- (ps=0,69, p<0,001)(Ryc. 40).
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Fenotypy CTCs w protokole AR/EGFR poziom korelacii [ps]
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Rycina 40. Wspdtczynniki korelacji rang Spearmana (ps) pomiedzy liczbg CTCs
ordéznych fenotypach wykrytych z uzyciem protokotu AR/EGFR. Moc korelacii,
ps=0,9 - 1 — catkowita korelacja; 0,8-0,9 — bardzo siina korelacja; 0,6-0,8 — silna
korelacja; 0,4-0,6 — umiarkowana korelacja; 0,2-0,4 — staba korelacja; <0,2 — bardzo
staba korelacja. K — keratyna, AR - receptor androgenowy, EGFR - receptor
naskérkowego czynnika wzrostu, CTCs — krgzgce komorki nowotworowe. Istotne
statystycznie korelacje zaznaczono okregiem (p<0,05). Legenda przedstawia
poziom korelacji w skali kolorystycznej.

Przy uzyciu protokotu AR/EGFR zidentyfikowano takze klastry CTCs, ktére
zawsze wspotwystepowaty z pojedynczymi CTCs. Wystgpity one u 13,5%
(10/74) chorych z mzRGK (zakres 1,52-508,61/1 min BMCs; srednia 22,68/1 min
BMC:s; Ryc. 41).
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Rycina 41. Reprezentatywne fotografie przestawiagjgce rézine fenotypy CTCs
w klastrach. BF - jasne pole; K — pan-keratyna; SSC - rozproszenie boczne, DAPI
—jadro komodrkowe, AR - receptor androgenowy, EGFR — receptor naskérkowego
czynnika wzrostu, CD45 — marker leukocytéw, CD31 — marker komorek srodbtonka.
Obiektyw 40x, Amnis® ImageStream®X Mk Il (Cytek).

Podsumowanie Wynikow 8.7 i 8.8

e 7 wykorzystaniem protokotu AR/EGFR zidentyfikowano 7 fenotypow
CTCs, sposrdd  ktérych  najczesciej obserwowano  fenotyp
K+/AR+/EGFR+ i K-/AR-/EGFR-.

e Zardwno pojedyncze CTCs jak i ich klastry byty zréznicowane

pod kgtem fenotypdw.

e W CTCs AR-pozytywnych, dominowata cytoplazmatyczna

lokalizacja tego receptora.
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8.9 Inaczenie kliniczne CTCs w protokole AR/EGFR

Wystepowanie CTCs oznaczonych w PB skorelowano z wiekiem chorych
i statusem pT, pN, stopniem zaawansowania nowotworu w skali Gleasona,
a takze przedoperacyjnym stezeniem PSA i stopniem zaawansowania w skali

ryzyka d'Amico.

Zajete wezty chtonne obserwowano czesciej u chorych CTCs-pozytywnych
(24% vs 6%, p=0,042; Tabela 19). Jednakze, obecnos¢ CTCs nie korelowata
z wiekiem chorych, statusem pT, przedoperacyjnym poziomem PSA, ani skalg

ryzyka d’'Amico.

Tabela 19. Korelacje obecnosci CTCs zcechami kliniczno-patologicznymi
analizowane festem Chiz Pearsona lub festem Fishera (F).
PrePSA — przedoperacyjne stezenie PSA, pT - wielko$¢ guza pierwotnego,
pN — stopien zajecia weztdw chtonnych, CTCs - krgzgce komérki nowotworowe.

wszystkie CTCs

brak CTCs obecnosé CTCs
n/% n/% wartosé p

19/37% 10/ 48%
33/ 63% 11/52% 0,434
5/10% 0
1/2% 1/5%
21/ 42% 5/25%
18/ 36% 9/ 45%
4 /8% 5/25%
1/2% 0 0,188
48 / 94% 16/ 76%
3/6% 5/24% 0,042 (F)
16 / 32% 4/19%
21/ 42% 9/43%
8/16% 4/19%
5/10% 4/19% 0,589
36/ 69% 15/71%
210 16 /31% 6/29% 1(F)
srednie 6/12% 2/10%
wysokie 46 / 88% 19 / 90% 1(F)
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W przypadku podziatu CTCs pod kgtem obecnosci EGFR zaobserwowano,
ze CTCs EGFR-negatywne czesciej obserwowano u chorych z zajetymi
weztami chtonnymi (28% vs 6%, p=0,020; Tabela 20).

Tabela 20. Korelacje obecnosci EGFR-pozytywnych i EGFR-negatywnych CTCs
z cechami kliniczno-patologicznymi analizowane testem Chi2 Pearsona lub testem
Fishera (F). Pre-PSA — przedoperacyjne stezenie PSA, pT — wielko$¢ guza pierwotnego,
pN - stopien zajecia weztdw chtonnych, CTCs — krazace komadrki nowotworowe,
EGFR - receptor naskérkowego czynnika wzrostu.

EGFR+ CTCs EGFR- CTCs

brak CTCs obecnosé CTICs brak CTCs obecnosé CTICs
n/% n/% wartosé p n/% n/%

23/37% 6/55% 20 / 36% 9/ 50%
39 / 63% 5/ 45% 0,327 (F)| 35/ 64% 9 / 50% 0,406 (F)
5/8% 0 5/9% 0
2/3% 0 1/2% 1/6%
23/ 38% 3/30% 23/ 43% 3/18%
22/37% 5/ 50% 19 /36% 8/ 47%
7/12% 2/ 20% 4/8% 5/29%
1/2% 0 0,799 1/2% 0 0,071
55 / 90% 9 /82% 51/ 94% 13/72%
6/10% 2/18% 0599 (F)|  3/6% 5/28% 0,02 (F)
17 / 28% 3/27% 18/ 34% 2/11%
25/ 42% 5/ 46% 22/ 42% 8/ 45%
11/18% 1/9% 8/15% 4/22%
7/12% 2/18% 0846|  5/9% 4/22% 0,199
43/ 69% 8/73% 39/71% 12/ 67%
210 19/31% 3/27% 1(F)| 16/29% 6 /33% 0,772 (F)
$rednie 7/11% 1/9% 6/ 1% 2/ 1%
wysokie 55/ 89% 10/91% 1(F)| 49/89% 16 / 89% 1(F)

Ponadto, u chorych, u ktérych wykryto AR-pozytywne CTCs, czesciej
obserwowano zajete wezty chtonne (28% vs 6%, p=0,020; Tabela 21).

97



Tabela 21. Korelacje obecnosci AR-pozytywnych i AR-negatywnych CTCs z cechami
kliniczno-patologicznymi analizowane testem Chi2 Pearsona lub festem Fishera (F).
Pre-PSA — przedoperacyjne stezenie PSA, pT — wielko$¢ guza pierwotnego, pN —
stopien zajecia weztdéw chtonnych, CTCs — krgzace komorki nowotworowe, AR —
receptor androgenowy.

AR+ CTCs AR- CTCs
brak CTCs obecnos$é CICs brak CTCs obecnosé CTICs

n/% n/% wartos¢ p n/% n/% wartos¢ p
20 / 36% 9/ 50% 21 /35% 8/ 62%
35/ 64% 9 / 50% 0,406 (F)| 39/ 65% 5/38% 0,117 (F)
5/9% 0 5/9% 0
2/ 4% 0 1/2% 1/8%
21/ 40% 5/29% 23 / 40% 3/23%
19/ 36% 8/47% 22/ 38% 5/ 38%
5/9% 4/ 24% 5/9% 4/31%
1/2% 0 0,376 1/2% 0 0,185
51/94% 13/72% 53/ 90% 11/85%
3/6% 5/28% 0,02(F)| 6/10% 2/15% 0,629 (F)
17 /32% 3/17% 19 /33% 1/8%
23 / 44% 7 139% 23 / 40% 7 1 54%
8/15% 4/22% 10/17% 2/15%
5/9% 4/ 22% 0,343 6/10% 3/23% 0,235
<10 37/ 67% 14/ 78% 42/ 70% 9/ 69%
210 18/ 33% 4/22% 0,557 (F)| 18/30% 4/31% 1 (F)
srednie 7/13% 1/6% 7/12% 1/8%
wysokie 48/ 87% 17 / 94% 0,67 ()] 53/88% 12/92% 1 (F)

Lajete wezty chtonne obserwowano réwniez czesciej u chorych, u ktdrych
wykryto K-pozytywne CTCs (28% vs 6%, p=0,020; Tabela 22).
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Tabela 22. Korelacje obecnosci K-pozytywnych i K-negatywnych CTCs z cechami
kliniczno-patologicznymi analizowane tfestem Chi2 Pearsona lub Fishera (F).
Pre-PSA — przedoperacyjne stezenie PSA, pT - wielko$¢ guza pierwotnego, pN —
stopien zajecia weztdw chtonnych, CTCs — krgzgce komérki nowotworowe, K —
keratyna.

K+ CTCs K- CTCs
brak CTCs obecnosé CICs brak CTCs obecnosé CTCs

n/% n/% wartosé p n/% n/% wartosé p

20 / 36% 9/ 50% 20 / 34% 9 / 64%
35/ 64% 9 / 50% 0,406 (F)| 39/ 66% 5/ 36% 0,066 (F)
5/9% 0 5/9% 0
1/2% 1/6% 2/ 4% 0
21/ 40% 5/29% 22/ 39% 4/29%
20 / 38% 7/ 4% 21/37% 6/ 42%
5/9% 4/ 24% 5/9% 4/29%
1/2% 0 0,412 1/2% 0 0,327
51/ 94% 13/72% 53/91% 11/79%
3/6% 5/28%  0020(F)| 5/9% 3/21% 0,180 (F)
16 / 30% 4/22% 19 / 33% 1/7%
23/ 44% 7 /39% 24 | 42% 6/ 43%
8/15% 4/22% 9/16% 3/21%
6/11% 3/17% 0783  5/9% 4/29% 0,093
38/ 69% 13/72% 2/7% 9 / 64%
210 17/31% 5/28% V(A 17/729% 5/ 36% 0,747 (F)
$rednie 6/11% 2/11% 7/12% 1/7%
wysokie 49 / 89% 16 / 89% 1(F)| 52/88% 13/93% 1(F)

Obecnos$¢ CTCs z jgdrowq lokalizacjg AR wykazaty korelacje na granicy
istotnosci z zajetymi weztami u chorych z mzRGK (28% vs 6%, p=0,052; Tabela
23).
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Tabela 23. Korelacje obecnosci AR-pozytywnych CTCs z cytoplazmatyczng
lub jgdrowq lokalizacjg z cechami kliniczno-patologicznymi analizowane testem
Chi2 Pearsona lub testem Fishera (F). Pre-PSA — przedoperacyjne stezenie PSA, pT -
wielko$¢ guza pierwotnego, pN - stopienh zajecia weztdéw chtonnych, CTCs — krgzgce
komorki nowotworowe, AR —receptor androgenowy.

AR cytoplazmatyczny-CTCs AR jadrowy-CTCs

brak CTCs obecnosé CICs brak CTCs obecnos$é CTCs

n/% n/%  wartosé p n/% n/% wartosé p

21/ 36% 8/53% 20/ 36% 9/53%
37 / 64% 7/ 47% 0,25 (F)| 35/ 64% 8/47% 0,265 (F)
5/9% 0 5/9% 0
2/ 4% 0 1/2% 1/ 6%
22/ 41% 4/27% 22 / 42% 4/ 25%
18 /33% 8/ 53% 19 / 36% 7/ 44%
6/ 11% 20% 5/9% 4/25%
1/2% 0 0,731 1/2% 0 0,145
51 /89% 13/87% 51/ 94% 13/76%
6/11% 2/13% 0,669 (F) 3/ 6% 4/24% 0,052 (F)
17 / 30% 3/20% 18 / 34% 2/12%
25/ 45% 5/33% 22 [ 42% 8/ 46%
9/16% 3/20% 7/13% 4/ 24%
5/9% 4/27% 0,278 6/ 11% 3/18% 0,310
<10 39/ 67% 12 / 80% 39/71% 12/71%
210 19 / 33% 3/20% 0,529 (F)| 16/29% 5/29% 1 (F)
srednie 7/12% 1/7% 6/11% 2/12%
wysokie 51 /88% 14/ 93% 1(F)| 49/89% 15/ 88% 1 (F)

Pojedyncze CTCs wystepowaty w interakcjach zleukocytami/krgzgcymi
komorkami srodbtonka  (niemozliwymi do doktadnego zidentyfikowania
zuwagi na analize markeréw leukocytow (CD45) i komorek Srodbtonka
(CD31) na jednym kanale), erytrocytami i ptytkami krwi. Powyzsze interakcje
udokumentowano takze w przypadku klastrow CTCs (Ryc. 42). Interakcje
CTCs z ptytkami wystepowaty najliczniej w postaci pojedynczych CTCsPHT
oraz wspotwystepujgcych  pojedynczych  CTCsPUT i klastrow  CTCsPL,
CTCs w interakcji  z leukocytami/krgzgcymi  komodrkami  srédbtonka
wystepowaty jedynie jako pojedyncze CTCsHEUKO, CTCSERYIRO wystepowaty
zaréwno jako pojedyncze CTCsERYTRO, klastry CTCsERYRO

oraz wspotwystepujgce pojedyncze CTCSERYRO j klastry CTCSERYTRO,
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Rycina 42. Procentowy udziat CTCs o rdznych fenotypach w potgczeniu
z leukocytami/krgzgcymi komoérkami  srédbtonka (CTCSLEUKO),  erytrocytami
(CTCSERYRO) | ptytkami krwi (CTCsPLT). CTCs — krgzgce komorki nowotworowe.

W celu oceny przezycia wolnego od wznowy biochemicznej (BR)
w zaleznosci od obecnosci CTCs o rdoznych fenotypach w probkach
PB pobranych od chorych z mzRGK przeanalizowano krzywe Kaplana-
Meiera. CTCs podzielono pod kagtem ekspresji K, AR i EGFR na poziomie
biatka, a takze lokalizacji AR w komodrce (jgdrowej lub cytoplazmatycznej).
Obecnos¢ zarbwno K-negatywnych jak i K-pozytywnych CTCs byta zwigzana
z krétszym czasem do wystgpienia BR (odpowiednio p=0,026 i p=0,002;
Ryc. 43). Obecno$¢ EGFR-pozytywnych, EGFR-negatywnych oraz AR-
pozytywnych CTCs korelowata z krétszym  przezyciem wolnym od BR
(odpowiednio p=0,019, p=0,008 i p<0,001). Co wiece], obecnos¢ AR-
pozytywnych CTCs o zarowno jgdrowej i cytoplazmatycznej lokalizacji tego
receptora wigzata sie z krétszym czasem przezycia wolnego od BR chorych
na mzRGK (odpowiednio p=0,018 i p=0,014).
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Rycina 43. Krzywe Kaplana-Meiera przedstawiajgce czas przezycia wolnego od BR
U chorych z mzRGK w zaleznosci od obecnosci CTCs (p=0,026, A), K-negatywnych
CTCs (p=0,026, B), K-pozytywnych CTCs (p=0,002, C), EGFR-negatywnych CTCs
(p=0,008, D), EGFR-pozytywnych CTCs (p=0,019, E), AR-negatywnych CTCs (p=0,254,
F), AR-pozytywnych CTCs (p<0,001, G), AR-pozytywnych CTCs z lokalizacjg jgdrowg
(p=0,018, H) i AR-pozytywnych CTCs zlokalizacjg cytoplazmatyczng (p=0,014, I).
Analizy przezycia przeprowadzono za pomocq testu log-rank. CTCs - krgzgce
komorki nowotworowe, K — keratyna, EGFR - receptor naskérkowego czynnika
wzrostu, AR —receptor androgenowy, BR — wznowa biochemiczna, ARJAPR.—receptor
androgenowy zlokalizowany w jagdrze komorki, ARCYTO. — receptor androgenowy
zlokalizowany w cytoplazmie komorki.

Sposréd  zidentyfikowanych fenotypow CTCs jedynie obecnos¢ CTCs
o fenotypach K+/AR+/EGFR- i K-/AR+/EGFR- byta zwigzane z istotnie krotszym
czasem do wystgpienia BR (p<0,001, Ryc. 44). Nalezy jednak miec
na uwadze, ze mata liczba chorych z CTCs o innych fenotypach mogta

by¢ przyczynq braku istotnosci statystyczne;.
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Rycina 44. Krzywe przezycia Kaplana-Meiera czas przezycia wolnego od BR
U chorych z mzRGK w zaleznoéci od fenotypu wykrytych CTCs. Jedynie obecnos¢
CTCs o fenotypach K+/AR+/EGFR- (p<0,001, A) i K-/AR+/EGFR- (p<0,001, B)
korelowaty z krétszym czasem do wystgpienia BR u chorych z mzRGK. Analizy
przezycia przeprowadzono za pomocqg testu log-rank. CTCs - krgzgce komorki
nowotworowe, K- keratyna, EGFR - receptor naskérkowego czynnika wzrostu,
AR —receptor androgenowy, BR — wznowa biochemiczna.

Przeanalizowano  takze  korelacje  pomiedzy  obecnoscig  CTCs
winterakcjach  z  leukocytami/krgzgcymi  komodrkami  $rdédbtonka
oraz z ptytkami, a czasem wolnym do wystgpienia BR. Jedynie obecnosc
CTCsPLT (pojedynczych i klastrow) byta zwigzane z krétszym czasem

do wystgpienia BR (p=0,005, Ryc. 45).
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Rycina 45. Krzywe przezycia Kaplana-Meiera przedstawiajgce czas przezycia
wolnego od BR w zaleznosci od obecnosci pojedynczych CTCsPLT i klastrow CTCsPL,
Analizy przezycia przeprowadzono za pomocq testu log-rank. CTCs - krgzgce
komorki nowotworowe, CTCsPLT — krgzgce komorki nowotworowe w  interakcji
z ptytkami, BR — wznowa biochemiczna.

W celu okreSlenia znaczenia rokowniczego wieku  chorych,
przedoperacyjnego stezenia PSA, statusu pT i pN, stopnia zaawansowania
w skali Gleasona, obecnosci réznych CTCs o rdznych fenotypach
zidentyfikowanych  protokotem  AR/EGFR  przeprowadzono  analize
wieloczynnikowg w kontekscie wystgpienia BR (Tabela 24, catg analize
krokowej regresji proporcjonalnego hazardu Coxa przedstawiono w Tabeli
U3). Obecnosc CTCs o fenotypie K-/AR+/EGFR- okazata sie negatywnym
czynnikiem prognostycznym u chorych na mzRGK w kontekscie wystgpienia
BR (p<0,001; HR 11,290; 95%CI 3,338-38,182). Z kolei obecno$¢ CTCs o
fenotypie K-/AR-/EGFR- byta pozytywnym czynnikiem prognostycznym w
kontekscie BR u chorych na mzRGK (p=0,040; HR 0,237; 95%CI 0,060-0,938).

Tabela 24. Wynik kohcowy metody krokowej regresji proporcjonalnego hazardu
Coxa w kontekscie BR. pT — wielko$¢ guza pierwotnego, pN - stopien zajecia weztdéw
chtonnych, CTCs - krgzgce komorki nowotworowe, K — keratyna, AR — receptor
androgenowy, EGFR - receptor dla naskérkowego czynnika wzrostu, HR -
wspotczynnik ryzyka, 95%Cl-95% przedziat ufnosci, poz - pozytywne, neg -
negatywne.

Cl 95%
Dolny Gérny
status pT 3a-3c vs. 2a-2b 0,054 2,642 0,984 7.093
status pN poz vs. neg 0,022 3,509 1,199 10,271
K-AR-EGFR- CTCs w PB poz vs. neg 0,040 0,237 0,060 0,938
K-AR+EGFR- CTCs w PB poz vs. neg <0,001 11,290 3.338 38,182
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W kolejnej analizie wieloczynnikowej w kontekscie wystgpienia BR brano pod
uwage wiek chorych, przedoperacyjne stezenie PSA, status pTi pN, stopnien
zaawansowania w skali Gleasona, obecnos¢ pojedynczych CTCs i klastrow
CTCs w interakcjach z leukocytami/komaorkami srodbtonka, erytrocytami
i ptytkami (catg analize krokowej regresji proporcjonalnego hazardu Coxa
przedstawiono w Tabela U4). Obecnos¢ CTCs w interakcjach z elementami

morfotycznymi krwi nie miata jednak wartosci prognostyczne;.

Przeprowadzono takze analize wieloczynnikowg w kontekscie wystgpienia
BR sprawdzajgcq znaczenie rokownicze wieku chorych, przedoperacyjnego
stezenia PSA, statusu pT i pN, stopnia zaawansowania w skali Gleasona,
a takze obecnosci CTCs pozytywnych i negatywnych pod kgtem K, AR
i EGFR (Tabela 25, catg analize metody krokowej regresji proporcjonalnego
hazardu Coxa przedstawiono w Tabeli U5). Obecnos¢ K-pozytywnych CTCs
byta negatywnym czynnikiem prognostycznym u chorych na mzRGK
(0=0,024, HR 2,799, 95%Cl 1,144-6,850).

Tabela 25. Wynik kohcowy metody krokowej regresji proporcjonalnego hazardu
Coxa w kontekscie BR. pN -stopien zajecia weztéw chtonnych, PB — krew
obwodowa, CTCs K+ — krgzgce komorki nowotworowe pozytywne pod kgtem
keratyny, HR — wspdtczynnik ryzyka, 95%Cl — 95% przedziat ufnosci, poz — pozytywne,
neg — negatywne.

y . Cl 95%
AL HR Dolny  Gorny
status pN poz vs. neg 0,002 5,270 1,875 14,815
skala Gleasona >7 vs. 7 0,014 2,751 1,229 6,159
CTCs K+w PB poz vs. neg 0,024 2,799 1,144 6,850
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Podsumowanie Wynikow 8.9

e Obecnosc¢ CTCs o jakimkolwiek wykrytym fenotypie, a takze specyficznie
fenotypie EGFR-negatywnych i AR-pozytywnych korelujg z obecnoscig

przerzutdw do weztdw chtonnych u chorych na mzRGK.

e Obserwowano pojedyncze CTCs oraz klastry CTCs w interakcjach
z erytrocytami i ptytkami krwi oraz pojedyncze CTCs w interakcjach

z leukocytami/krgzgcymi komoérkami srédbtonka.

e Analizy wieloczynnikowe wykazaty, ze obecnos¢ K-pozytywnych CTCs
iCTCs o fenotypie K-/AR+/EGFR- byty negatywnym czynnikiem
prognostycznym, natomiast obecnos¢ CTCs o fenotypie K-/AR-/EGFR-

byta pozytywnym czynnikiem prognostycznym w kontekscie wystgpienia

BR.

8.10 Porownanie protokotow K/V i AR/EGFR w kontekscie
detekcji CTCs

Protokdt K/V umotzliwiat ukazanie ogdinego rozsiewu CTCs oraz identyfikacje
fenotypdw CTCs pod kgtem fenotypu EMT wraz zjednoczesng detekcjg
cCAFs. Z kolei zastosowanie protokotu AR/EGFR umozliwito wykrycie CTCs,
ktére mogq by¢ potencjalnie zwigzane z wiekszym ryzykiem przerzutowania
(w  szczegdlnosci  prawdopodobnie do  kosci; ekspresja  EGFR)
oraz potencjalnie sugerowac¢ nawet odpowiedZ na ADT (ekspresja AR).
Porobwnano liczby CTCs wykrytych z uzyciem obu protokotdw. Wszystkich
komodrek DAPI+ i CTCs K-pozytywnych wykryto wiecej w protokole K/V,
natomiast wiekszg liczbe CTCs K-negatywnych CTCs zidentyfikowano
w protokole AR/EGFR (Tabela 26).
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Tabela 26. Poréwnanie liczby CTCs wykrytych przy uzyciu protokotu K/V (n=106,
chorzy na mzRGK) i AR/EGFR (n=67, chorzy na mzRGK) w podziale na komorki DAPI+
oraz CTCs K-pozytywne i K-negatywne w prébkach PB i w przeliczeniu na jednego
chorego.

i DAPI+ CTICs K+ / Tmin BMCs  CTCs K- / Tmin BMCs
Protokot
mediana mediana mediana
K/V (PB) 303932 30,20 1,35
AR/EGFR (PB) 137784 18,91 10,16

Porownujgc odsetek chorych z mzRGK (w PB) zidentyfikowanych przy uzyciu
obu protokotdw zaobserwowano wiekszg wykrywalnos¢ CTCs z uzyciem
protokotu AR/EGFR (29,7%, n=22/74) w poréwnaniu do protokotu K/V (18,9%;
n=20/106; p=0,090, Ryc. 46). Wiecej CTCs K-pozytywnych (22,97%, n=17/74 vs.
18,9%, 20/106; p=0,502) i K-negatywnych (17,6%, n=13/74 vs. 10,4%, n=11/106;
p=0,163) rébwniez zidentyfikowano w protokole AR/EGFR.

40
p=0,090  p=0,502  p=0,163

107 B protokdt K/V
0 B protokét AR/EGFR
1 1 |
o o o
& & &
S
&

Rycina 46. Poréwnanie odsetka chorych na mzRGK, u ktérych wystepowaty
jakiekolwiek CTCs oraz K-pozytywne i K-negatywne CTCs identyfikowane z uzyciem
protokotdw K/V i AR/EGFR. CTCs - krgzgce komérki nowotworowe, K- keratyna.
V —wimentyna, AR - receptor androgenowy, EGFR - receptor naskdérkowego
czynnika wzrostu.
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Oceniono takze jaki odsetek stanowili chorzy z K-pozytywnymi i K-
negatywnymi CTCs w analizowanych grupach (K/V, probki PB, n=106;
AR/EGEFR, prébki PB, n=67). Chorzy na mzRGK, u ktérych wykryto K-pozytywne
CTCs stanowili 18,9% (n=20/106), gdy CTCs wykrywano z uzyciem protokotu
K/V, oraz 25.4% (n=17/67), gdy CTCs wykrywano z uzyciem protokotu
AR/EGEFR. Z kolei chorzy na mzRGK, u ktérych wykryto K-negatywne CTCs
stanowili odpowiednio 10,4% (K/V; n=11/106) i 19,4% (AR/EGFR; n=13/67)
(Ryc. 46). Wskazniki wykrywalnosci CTCs obu protokotdéw wydajg
sie proporcjonalne (p=0,530), jednak nie oceniano CTCs u tych samych

chorych, lecz porobwnywano dwie populacje o réznej liczebnosci.

W kontekscie obecnosci CTCs o réznych fenotypach przeanalizowano takze
wszystkich chorych z mzRCK, u ktérych w PB wykrywano CTCs z uzyciem
protokotéw K/V i/lub AR/EGFR. Jedynym wspdlnym dla tych analiz markerem
identyfikujgcym potencjalne CTCs byta K, analizowana w obu protokotach.
Chorych klasyfikowano jako CTCs-negatywnych (brak CTCs), pozytywnych
pod wzgledem obecnosci jedynie K-negatywnych CTCs (K- CTCs), jedynie
K-pozytywnych CTCs (K+ CTCs) oraz jednoczesnie K-negatywnych i K-
pozytywnych CTCs (K- i K+ CITCs). Analiza powyzszej grupy chorych
na mzRGK wykazata, ze 36,4% chorych byto pozytywnych pod kagtem
wystepowania CTCs. Dodatkowo, u chorych najczesciej obserwowano
wystepowanie obu fenotypdw CTCs (K- i K+) u (19,6%), zas najrzadziej CTCs
o fenotypie K- (2,8%) (Ryc. 47).

1 brak CTCs
1 K-CTCs

3 K+ CTCs
B K-iK+ CTCs

Rycina 47. Czestosci wystepowania réznych fenotypdw CTCs u chorych (PB)
na mzRGK (n=106). CTCs - krgzgce komorki nowotworowe, K — keratyna.
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Finalnie, przeprowadzono réwniez analize obejmujacg tylko sparowane
probki poréwnujgcg probki PB od chorych na mzRGK (n=67), analizowane
przy uzyciu dwoch protokotdw — K/V i AR/EGFR. Takie podejscie pozwolito
okreslic czy probki od tego samego chorego przetozyty sie na jednakowy
wynik w kontekscie obecnosci CTCs. Okreslono liczbe i procent chorych,
u ktérych oba protokoty daty ten sam wynik, fj. pozytywne/negatywne
na CTCs. Zgodnos$¢ otrzymanych wynikdw z uzyciem dwodch protokotdow
wyniosta 62,7% (Ryc. 48, Tabela 27).

37,3%

62,7%

1 zgodny wynik CTCs-pos/neg
L1 rozbiezny wynik CTCs-pos/neg

Rycina 48. Porodwnanie obecnosci CTCs, w sparowanych probkach, analizowanych
u tych samych chorych na mzRGK (probki PB, n=67), z uzyciem dwdch protokotdw —
K/V i AR/EGFR. CTCs - krgzgce komorki nowotworowe.

Tabela 27. Poréwnanie wykrywalnoéci CTCs z uzyciem obu protokotéw
(K/V i AR/EGFR) i okreslenie stopnia zgodnosci miedzy nimi.

Protoké6t AR/EGFR
CTCs-pozytywne CTCs-negatywne
n/% n/%

> CTCs-pozytywne 40/59,7 % 18/269 %

> n/%

2

_g CTCs-negatywne 7/104% 2/299%

2 n/%

Prébki o identycznym statusie - 42/67 (62,7%); Chi2 =0,289; p =0,714 (F)
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IZbadano réwniez zgodno$s¢ w obecnosci CTCs w probkach od chorych
z pRGK (PB), analizowanych protokotem K/V i AR/EGFR. Grupa ta byta

bardzo nieliczna (n=9), ale zgodnos¢ wyniosta 77,8% (n=7, Ryc. 49).

22,2%

77 8%

1 zgodny wynik CTCs-pos/neg
L1 rozbiezny wynik CTCs-pos/neg

Rycina 49. Porbwnanie obecnosci CTCs, w sparowanych probkach, analizowanych
u tych samych chorych z pRCGK (prébki PB, n=9), z uzyciem dwdch protokotdw —
K/V i AR/EGFR. CTCs - krgzgce komorki nowotworowe.

Oceniono takze zdolnos¢ obu protokotdw do wykrywania klastrow i zgodne

wyniki otrzymano w przypadku 79,1% chorych z mzRGK (PB, n=67, Ryc. 50).

20,9%

79.1%

1 zgodny wynik klastry CTCs-pos/neg
1 rozbiezny wynik klastry CTCs-pos/neg

Rycina 50. Pordwnanie obecnosci klastrow CTCs, w sparowanych prébkach,
analizowanych u tych samych chorych z mzRGK (prébki PB, n=67), z uzyciem dwdch
protokotdéw — K/V i AR/EGFR. CTCs - krgzgce komorki nowotworowe.

Co ciekawe, w przypadku klastrow CTCs u chorych z pRGK (n=9), wszystkie
probki pochodzgce od tych samych chorych daty zgodny wynik

obecnosc/braku klastrow, a wiec zgodnosc tej czesci wyniosta 100%.
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Podsumowanie Wynikéw 8.10

Analiza wszystkich CTCs u chorych z mzRGK, identyfikowanych przez

oba protokoty potwierdzita, ze najczesciej wystepowaty CTCs K+.

Obecnos¢ CITCs oceniona przy uzyciu dwdch protokotow
(K/V i AR/EGFR) u chorych zmzRGK wykazata 63% zgodnosci (n=67).

Obecnos¢ CTCs oceniana w ten sam sposéb, ale u chorych z pRGK
wykazata az 77,8% zgodnosci, lecz grupa chorych byta bardzo

nieliczna (n=9).

Wykrywanie klastrow CTCs rowniez wykazato wysokg zgodnosc,
79,1% u chorych z mzRGK i 100% u chorych z pRGK analizowanych

dwoma protokotami.
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9. DYSKUSJA

9.1  Nowatorskie rozwigzania wykorzystane

w przeprowadzonych badaniach

Ptynne  biopsje  pozwalajg zgtebic  proces rozsiewu  komorek
nowotworowych, aw przysztosci mogg dostarczy¢ rowniez rozwigzan
diagnostycznych. W niniejszej pracy okreSlano obecnos¢ i liczbe CTCs
we krwi chorych na mzRGK i pRGK. Obecnos$¢ iliczba, a takze
charakterystyka CTCs sq czynnikami o wartosci klinicznej, pozwalajgcymi
na okreslenie rokowania chorych oraz monitorowanie postepu choroby i jej
odpowiedzi na terapie®. Jednakze, z uwagi na niewielkg liczbe
wykrywanych CTCs w krwi chorych we wczesnym stadium choroby
nowotworowej, sg one niezwykle frudnym obiektem badan. W niniejszej
pracy wprowadzono dwa udoskonalenia badania CTCs - oprécz
standardowo stosowanej krwi obwodowej izolowane komorki pochodzity
ze srodoperacyjnie pobieranej krwi z zyty drenujgcej guz i byty analizowane
z uzyciem IimFC, narzedzia dopiero od niedawna implementowanego

w obszarze ptynnej biopsiji, rowniez dzieki staraniom naszego Zespotus3-54.63,

W poréwnaniu z dostepnymi na rynku technologiami, imFC wyrdznia
sie wieloma zaletami, wirdd ktérych nalezy podkreslic mozliwose wykrywania
kiku (a nie standardowo 2-3) wybranych markeréw molekularnych,
wystandaryzowane analizy i wykonanie w wysokiej rozdzielczosci fotografii
kazdego przeptywajgcego obiektu. W poréwnaniu z metodg CellSearch®,
uznawang za ztoty standard w analizie CTCs, imFC umozliwia zastosowanie
wiekszej liczby markerow do detekcji CTCs (9 w imFC vs 3 w CellSearch®).
Co wiecej, jakos¢ zdjec uzyskiwanych podczas analizy przy uzyciu platformy
CellSearch® (powiekszenie 10x) nie pozwala na analize szczegdtowe;j
morfologii CTCs, informujgc jedynie o liczbie CTCs o uprzednio
zdefiniowanym fenotypie (K8/18/19+/DAPI+/CD45-). Zgodnie z mojq wiedzq,
w literaturze nie opisano dotychczas wynikéw analizy obecnoscii liczby CTCs
od chorych na RGK przy uzyciu imFC, natomiast w przypadku innych
nowotworéw analizowane grupy chorych byty niewielkie, liczgc

po 6 chorych z rakiem jajnika, tarczycy i przetykuéo, 16 chorych na raka jelita
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grubego®?i 69 chorych na raka watrobys!. Analiza CTCs od chorych na RGK
przeprowadzona w ramach rozprawy doktorskiej oraz wczesniejsze badania
Naszego Zespotu, pozwolity zbada¢ morfologie i przeprowadzic¢
fenotypowanie sumarycznie ponad 4000 CTCs zidentyfikowanych u chorych
na raka piersi (n=210), ptuc (n=29), jajnika (n=24) i mzRGK (n=33),

powiekszajgc analizy CTCs z uzyciem imFC o duze grupy chorych5463,

Jednym z celéw niniejszej pracy doktorskiej byto pordwnanie wystepowania
CTCs o rdéznych fenotypach w krwi pobranej z zyty drenujgcej guz
od chorych na mzRGK. Opisana w pracy procedura pozyskania materiatu
(krwi z  TDVB) zostata dotychczas opisana w  niewielu typach
nowotwordow?7.29.47.61-6266¢9 76 wzgledu na czysto anatomiczne, a zatem
techniczne trudnosci jej pozyskania, a takze relatywnie matg objetosc krwi
mozliwg do pobrania (mediana 2,5 ml, zakres 1-9,5 ml) oraz czeste
wystepowanie w prébce skrzepdw utrudniajgcych dalszg analize. Mimo tych
niedogodnosci, ocena obecnosci CTCs w TDVB moze potencjalnie
umozliwia¢ uzyskanie bardziej wiarygodnej informacji na temat rozsiewu
komodrek nowotworowych i oceny sytuacii klinicznej, a przede wszystkim
zrozumienia biologii rozsiewu nowotwordw, poniewaz analizowany materiat
pobierany jest bezposrednio z naczynia drenujgcego guz i zawiera CTCs
o natywnym fenotypie, niezmienionym jeszcze w odpowiedzi na warunki
stresowe, na ktére narazone sg komorki nowotworowe, ktére dostaty
sie do krwioobiegu’®7!. Dodatkowo, TDVB jest potencjalinym Zrédtem
materiatu bogatego w CTCs dobrej jokosci, charakteryzujgcymi
sie zazwyczaj brakiem zmian morfologicznych Swiadczgcych o apoptozie.
W poréwnaniu do CTCs z PB, ktére czesto odznaczaty sie sfatdowang btong
komorkowq i mniej regularnym ksztattem, CTCs z TDVB wydajg sie byc¢
réwniez komorkami o mniejszym stopniu uszkodzenia. Wieksza liczba CTCs
zidentyfikowana w TDVB sugeruje dodatkowo potencjalnie wieksze
prawdopodobienstwo pozyskania komdrek  do dalszej, bardziej
szczegotowe;j analizy np. charakterystyki transkryptomicznej
czy genomicznej’?. Nalezy dodad, ze przeprowadzona w ramach pracy
doktorskiej analiza obecnosci i liczby CTCs w TDVB od chorych na mzRGK
z wykorzystaniem imFC nie zostata dotychczas opisana w literaturze, dlatego

stanowi cenne zrédto wiedzy na temat pierwszych sekund rozsiewu RGK.
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We wspomnianych wyzej badaniach oraz analizach opisanych w literaturze
dotyczgcych innych nowotwordw ocenianych w TDVB, potwierdzono,
ze pojedyncze CTCs i/lub klastry CTCs wystepowaty w wiekszej liczbie w krwi
pobranej z zyty zlokalizowanej w poblizu guza (w pordwnaniu do krwi
obwodowej)%-27.2?, g niniejsza praca po raz pierwszy potwierdza i rozszerza
te wyniki o RGK.

Metoda imFC, stosowana w ramach niniejszej pracy doktorskiej jest jeszcze
stosunkowo nowym narzedziem?$, jeszcze sporadycznie stosowanym
w ptynnej biopsji¢. Czesciej dotychczas stosowana w kontekscie analizy
CTCs standardowa cytometria przeptywowa nie sprawdzita sie w tym
zastosowaniu, gtéwnie ze wzgledu na brak mozliwosci weryfikacji wykrytych
obiektow. Dzieki mozliwosci przeprowadzania wieloparametrycznych
i wysokoprzepustowych analiz probek klinicznych oraz szczegétowego
weryfikowania  zidentyfikowanych  obiektéw na  zarchiwizowanych
zdjeciach, badanie CTCs z uzyciem imFC ma wieksze szanse na wdrozenie
do rutynowej diagnostyki klinicznej®3. Podejscie to umozliwia jednoczesnie
standaryzacje i wysokoprzepustowos¢, co zwyczajowo stanowi jeszcze dosc
duze wyzwanie dla mikroskopii fluorescencyjnej w tego typu analizach. Dzieki
temu, ze kazda analiza z uzyciem imFC jest przeprowadzona w jednakowych
warunkach (1. szybko$¢ przeptywu, moc laserdw, liczba analizowanych
obiektéw, macierze kompensacyjne) mozliwe jest rzetelne pordwnanie
obecnosci i liczby CTCs w réznych probkach pobranych od réznych
chorych, a docelowo mozliwa jest rowniez ocena poziomu intensywnosci
fluorescencji réznych antygendédw w celu zréznicowania ich wptywu
narozwodj] choroby w zaleznoSci od poziomu ich wystepowania.
Oprogramowanie Ideas® dedykowane do obstugi cytometru Amnis® Image
Stream Mk Il umozliwia takze archiwizacje wynikdw analizy, dzieki czemu
mozna opracowywac je w pdzniejszym czasie i poddawac konsultacjom,
rozwijajac réwniez spektrum analizowanych parametrow w pdzniejszych
projektach (np. dodajgc analize cech morfologicznych jak zostato
to wykonane w pracy*¥). Ponadto, generowane fotografie charakteryzujg
sie wysokq rozdzielczosciqg przy duzym powiekszeniu (20, 40 60x), co pozwala

na uwidocznienie szczegdtdw niezbednych do analizy cech CTCs, takich
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jak wielko$¢ oraz ksztatt komorki i jgdra komoérkowego, czy stechiometria

klastrows4.

W wyniku wieloparametrycznej analizy CTCs z uzyciem imFC pozyskano wiele

cennych informacji nie zawsze mozliwych do uzyskania przy uzyciu
standardowych metod (np. CellSearch®). Okreslono fenotyp pojedynczej
komorki, bgdz tworzgcych klaster, a takze zwizualizowano potencjalne
interakcje CTCs z komorkami krwi, a takze dokonano szczegdtowej analizy
morfologii CTCs pozwalajg uzyskac wiele cennych informacji o stanie CTCs
iich ewentualnym wptywie na rozwdj choroby. W kolejnych projektach
badawczych, bedgcych kontynuacjg zagadnien analizowanych w ramach
pracy doktorskiej, pozyskane zdjecia z prébek krwi chorych na mzRGK i pRGK
mogqg by¢ wykorzystana do szczegdtowego badania kolejnych parametrow
czy obiektéw potencjalnie waznych z punktu widzenia rozwoju choroby
nowotworowej np. zewngtrzkomoérkowe putapki neutrofilowe
(ang. neutrophil extracellular fraps, NETs) czy komaorki o fenotypie K+CD45+
(w frakcie oceny). Zalety iszerokie zastosowanie imFC ewidentnie bedg
wptywac na zwiekszenie popularnosci tej metody do analizy CTCs, niemniegj
zastosowanie jej w praktyce klinicznej wymaga przeprowadzenia dalszych
szczegdlnie  wieloosrodkowych  badan  oraz  préb  klinicznych,
potwierdzajgcych wartos¢ kliniczng CTCs wykrywanych z uzyciem tego

narzedzia.

9.2 Biologiczne i kliniczne znaczenie CTCs uzyskanych

protokotem K/V

W niniejszej rozprawie doktorskiej z uzyciem imFC scharakteryzowano CTCs
wystepujgce w PB i TDVB, pobranych od chorych na mzRGK. CTCs oceniono
pod wzgledem ich obecnosci i liczby, z uwzglednieniem podziatu
na fenotypy, heterogennos¢ fenotypowq wystepujgcg u indywidulnego
chorego, a takze interakcijizinnymi CTCs lub elementami morfotycznymi krwi.
Uzyskane dane skorelowano z czasem wolnym do wystgpienia BR,

charakterystykg guzéw pierwotnych oraz poziomem cytokin wydzielanych
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przez ptytki krwi w osoczu, a takze poréwnano do sytuacji wystepujgcej

U chorych z pRGK.

W  procesie projektowania i optymalizacji protokotu umozliwiajgcego
zbadanie ogdlnego rozsiewu CTCs (protokdt K/V) wykorzystano markery
pozwalajgce nawykrycie CICs w szerokim spektrum fenotypow:
epitelialnego, epitelialno-mezenchymalnego i mezenchymalnego. Biatka
wykorzystane jako markery do detekcji potencjalnych CTCs - keratyna
i wimentyna, budujg filamenty cytoszkieletu, a jednoczes$nie odzwierciedlajg
status EMT w CITCs. W celu identyfikacji fatszywie-pozytywnych CTCs,
w analizie wzieto pod uwage az 4 markery wykluczajgce (markery
filoroblastow — aSMA i CD29, marker komodrek hematopoetycznych - CD45,
marker komorek srodbtonka - CD31), a takze morfologie komorki oraz ksztatt
i wielko$¢ jgdra komdrkowego’3, dzieki czemu zidentyfikowano réwniez
komérki o fenotypie  K-V-CD45-CD31-aSMA-CD29- i wielkosci
przypominajgcej duze CTCs o fenotypie epitelialnym, co potencjalnie moze
klasyfikowac te komorki jako kolejng klase CTCs (rozwiniecie tego tematu

znajduje sie w dalszej sekcji Dyskusji opisujgcej fenotypy potencjalnych CTC).

9.2.1 Wykrywalnos¢ CTCs w TDVB i PB

Zgodnie z oczekiwaniami, w niniejszej pracy potwierdzono, ze TDVB
jest doskonatym zrédtem CTCs uwalnianych do krwiobiegu bezposrednio
Z guza pierwothego. Z uzyciem protokotu K/V, CTCs wykryto w 52% (35/68)
TDVB i 19% (20/106) PB pochodzgcych od chorych na mzRGK (Wyniki 8.2.3),
natomiast u chorych z pRGK CTCs wykryto w 88% (14/16) PB (Wyniki 8.2.5).
Dotychczas opublikowane dane z analiz metodqg CellSearch® opisujg nizszy
wskaznik pozytywnosci CTCs z mzRGK (12%, n=10/85) i (58%, n=11/19)
chorych z pRGK badanych w PB74. Natomiast stosujgc markery K i AR,
aby zidentyfikowac¢ takze komoérki K-negatywne, u chorych na mCRPC
zidentyfikowano CTCs u wszystkich chorych (n=41)75. W konteks$cie mzRGK,
wyzszy procent CTCs-pozytywnych chorych zidentyfikowanych w ramach
pracy doktorskiej moze byc¢ skutkiem uzycia szerszego panelu markerow
i wyzszej czutosci imFC. Mimo, ze w protokole CellSearch® potencjalne CTCs

sq bardziej zageszczone dzieki pozytywnej selekcji komoérek EpCAM-
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pozytywnych (analiza z 7,5 ml krwi), to analiza komorek z wykorzystaniem
imFC nie posiadajgca tego etapu, réwniez umozliwia wykrywalnos¢ CTCs,
szczegOllnie tych o fenotypie innym niz epitelialny. Literaturowe wyniki
z MCRPC (n=41)7>i analizowanych chorych z pRGK (n=16) w niniejszej pracy,

mimo grup o dos¢ niskiej liczebnosci wydajqg sie zbiezne.

Dodatkowo, czes¢ probek TDVB i PB (n=55) przeanalizowana w niniejszej
pracy doktorskiej byta sparowana, co pozwolito na pordwnanie ich
potencjatu w praktyce klinicznej oraz obserwacje zmian w liczbie
lub rozktadzie cech CTCs wydostajgcych sie z guza i obecnych w krgzeniu.
W TDVB nie tylko czesciej obserwowano pojedyncze CTCs (52 % vs 19%),
ale rowniez klastry CTCs (31% vs 10%) w poréwnaniu do PB od chorych
z mzRGK (Wyniki 8.2.4). Podobne znaczne rdznice zidentyfikowano w grupie
chorych na raka jelita grubego (96% vs 54%, n=26)% i raka piersi (81% vs 58%,
n=36)%, co potwierdza, ze mimo trudnosci w pozyskaniu tego materiatu
moze by¢ on cennym zrodtem CTCs uzupetniajgcych wiedze o biologii

przerzutowania.

Ze wzgledu na wysokie zréznicowanie fenotypoéw CTCs u poszczegdinych
chorych, okreSlono dominujgcy fenotyp wykrytych CTCs (Wyniki 8.2.3).
W TDVB dominujgcym fenotypem u chorych na mzRGK byt fenotyp
epitelialny (40%, n=27/68), natomiast w PB - fenotyp zwigzany z EMT
(1j. epitelialno-mezenchymalny, mezenchymalny i podwdjnie-negatywny;
9%, n=10/106), co pozawala przypuszczac, ze CTCs w PB charakteryzujg
sie wyzszym stopniem zaawansowania EMT i/lub wyzszg przezywalnoscig
takich komorek w krwioobiegu. Dodatkowo, CTCs zwigzane z EMT mogg
pochodzi¢ nie z guza pierwotnego, ale juz z jego mikroprzerzutow
rozwijajgcych sie rownolegle z guzem pierwotnym. Dane literaturowe
wskazujqg, ze mezenchymalne CTCs charakteryzujq sie bardziej agresywnym
fenotypem, zwigzanym 1z gorszym rokowaniem w réznych typach
nowotwordw pochodzenia epitelialnego37¢78, U analizowanych chorych
na mzRGK obecnos¢ mezenchymalnych CTCs w TDVB lub/i PB wigzata
sie z krotszym czasem do wystgpienia BR (p=0,008), natomiast w TDVB jedynie
obecnos$¢ podwodjnie-negatywnych CTCs korelowata z krétszym czasem
do wystgpienia BR (p=0,007) (Wyniki 8.4).
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9.2.2 Fenotypy potencjalnych CTCs w RGK

CTCs w RGK identyfikowane sg réznymi metodami, gtéwnie bazujgcymi
na immunofluorescencji (CellSearch®, Parsortix®) i ich modyfikacjach
(np. ulepszona metoda HDSCAS3.0, stuzgca do detekcji rzadkich komorek;
ang. high-definition single-cell assay). Dotychczas najszerzej stosowano
markery epiteliaine (EpCAM, K8/18/19), mezenchymalne (wimentyne
i czynnik transkrypcyjny Twist), a takze markery specyficzne dla tego
nowotworu, tj. PSMA, PSA, EGFR, ARV7 i kinaze serynowo-treoninowqg PIM179,
CTCs w RGK najczesciej klasyfikowano wiec jako epitelialne,
mezenchymalne i epitelialno-mezenchymalne (lub  bifenotypowe),
ale nazewnictwo fenotypdw CTCs nie jest ujednolicone¥. Przyktadowo,
Leppke i in.8 w pRGK z wykorzystaniem systemu Parsortix®, zidentyfikowali
CTCs o fenotypie K+CD45- u 67% (n=8/12), ale warto dodac, ze nie
zastosowano takze zadnego markera mezenchymalnego, a ta metoda
faworyzuje wykrywanie wiekszych CTCs, gubigc te o wielkosci zblizonej
do BMCs®0. Z kolei, Chai i in. 3¢ w przerzutowym CRPC zidentyfikowali CTCs,
o fenotypie K+ u 83,3% (n=57/68) i CTCs o fenotypie K+V+ u 26,5% (n=18/68)
chorych, przy zastosowaniu  barwienia immunofluorescencyjnego
poprzedzajgcego wielowymiarowqg analize HDSCA 3.0%¢. W przypadku
chorych oligometastatycznych z hormonozaleznym RGK zidentyfikowano
epitelialne CTCs (EpCAM+/K8/18/19+) u 56%, mezenchymalne (V+/Twist+)
U 67% i epiteliaino-mezenchymalne CTCs az u 85% badanych chorych,
z wykorzystaniem metody hybrydyzacji RNA in situ¥”. Natomiast w niniejszej
pracy zidentyfikowano epitelialne CTCs u 36%, epitelialno-mezenchymalne
U 21%, mezenchymalne u 36% i podwdjnie negatywne u 50% chorych z pRGK
(Wyniki 8.2.5). Czestosci wystepowania CTCs w niniejszej pracy sg nizsze
niz w pracy Yang i in.%, co moze wynikac z réznic w metodologii. Jednak
w obu badaniach wystgpita zblizona proporcja CTCs o fenotypach epi
imes. Fenotyp epitelialno-mezenchymalny przewazat u chorych
oligometastatycznych badanych przez grupe Yangiin.¥, a u chorych pRGK
badanych w niniejszej pracy - fenotyp podwadjnie-negatywny. Detekcja
konkretnych fenotypdéw CTCs wydaje sie zaleze¢ od stosowanej metody
i wybranych markeréw molekularnych, ale moze by¢ tez zwigzana

ze stopniem zaawansowania choroby.
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U analizowanych chorych na mzRGK w niniejsze] pracy wykryto CTCs
0 4 fenotypach: epitelialnym, epitelialno-mezenchymalnym,
mezenchymalnym, a takze nie opisane wczesniej potencjalne CTCs
o fenotypie podwdjnie-negatywnym (K-V-)(Wyniki 8.2). Sg to unikalne
komérki o duzym rozmiarze, ktére nie eksprymowaty markerow
wtgczajgcych (1j. Ki V) ani zadnego z 4 markerdw wykluczajgcych (aSMA,
CD29, CD45, CD31). Nalezy podkreslic, ze w probkach pochodzgcych
od zdrowych mezczyzn (n=20) nie wykryto obecnosci CTCs, w tym réwniez
komorek o fenotypie K-V-, ani K-V+ (Wyniki 8.1). Nowotworowy charakter
komodrek o wymienionych fenotypach w przyszto$ci nalezatoby potwierdzi¢
z uzyciem dodatkowych, specyficznych markeréw dla CTCs. Z uwagi,
ze utrata markerdw epitelialnych moze by<¢ nastepstwem EMT, komorki
te zostaty zakwalifikowane jako potencjalne CTCs zwigzane z EMT.
Co wiecej, komorki K-V- zidentyfikowano réwnolegle w raku piersi, jajnika
i ptuca®463 przy zastosowaniu protokotu K/V opisanego w niniejszej pracy
doktorskiej. Doniesienia o CTCs negatywnych na wszystkie stosowane
markery, (tj. EpCAM, K, specyficzne markery raka wqgtroby: alfafetoproteine
(AFP) i glipikan-3 (GPC3) oraz CD45), pojawity sie rowniez w pracy opisujgce;j
chorych na raka watroby, analizowanych z wykorzystaniem zdolnosci imFC
do identyfikacji komdrek o wiekszej srednicys!. Co wiecej, CTICs o fak
sklasyfikowanym fenotypie negatywnym zidentyfikowano u 28% (19/69)
chorych  na ten nowotwérél, W mCRPC z  wykorzystaniem
immunofluorescencji réwniez zidentyfikowano CTCs o fenotypie K-/CD45-
U 83% (n=34/41) chorych. Warto podkreslic, ze w tym badaniu nie stosowano
markeréw mezenchymalnych, wiec mogg to by¢ zardwno hipotetycznie
komorki o fenotypie zwigzanym z EMT (tj. mezenchymalne, bgdz podwdjnie
negatywne)’s. Fakt, ze obecnos¢ komorek nowotworowych o fenotypie K-V-
W niniejszej pracy ma wartos¢ kliniczng, obserwowana jest nie tylko
na poziomie CTCs, ale tez w guzach pierwotnych (Wyniki 8.5.), przerzutach
(Wyniki 8.2.5 i 8.2.6) i biopsjach formalnych chorych na pRGK (dane
nie zaprezentowane), dodatkowo wskazuje na ich  potencjalnie
nowotworowe pochodzenie i znaczenie w kontekscie progresji RGK. Niniejsze

dane podkreslajg potrzebe poszukiwania alternatywnych markeréw CTCs,
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ktére pozwalatyby na ich jednoznaczng identyfikacje, potwierdzajgcq

pochodzenie nowotworowe.
9.2.3 Heterogennos$¢ RGK na poziomie CTCs

RCK jest znany z wysokiej heterogennosci histologicznej i molekularnej
w obrebie zardwno guza pierwotnego, jak i ognisk metastatycznych?!,
awyniki prezentowane w pracy doktorskiej potwierdzajg tg obserwacije
rowniez na poziomie CTCs (Wyniki 8.2.3 i 8.2.5). Udziat CTCs o réznych
fenotypach EMT byt bardzo zréznicowany wsréd chorych na RGK. W TDVB
U wiekszosci chorych CTCs-pozytywnych wystepowat wiecej niz jeden
fenotyp CTCs (83%), podobnie jak w PB, gdzie wiecej niz jeden fenotyp CTCs
zaobserwowano u 75% CTCs-pozytywnych chorych, a w przypadku pRGK
heterogennos¢ fenotypowa obserwowano u 36% CICs-pozytywnych
chorych. Jednocze$nie wyniki te mogg wskazywaé na obnizenie
heterogennosci fenotypdw CTCs w PB w poréwnaniu do TDVB. Mozna zatem
przypuszczac, ze z ognisk guza uwalniane sqg rézne populacje CTCs, a w
krgzeniu mozna zidentyfikowac jedynie te, ktdére sq najbardziej odporne na
stres zwigzany z krgzeniem. Alternatywnie mozna zatozy&, ze mniejsza
heterogenno$¢ CTCs w PB jest skutkiem uprzedniego juz osiedlania sie czesci
CTCs o okreSlonych fenotypach w innych organach. Z kolei wyniki
przedstawione przez Tashireva i in.82 wskazujg, ze interpersonalna
heterogennos¢ fenotypdw CTCs jest bardzo wysoka w raku piersi, a u zadnej
chorej nie wystepowat identyczny zestaw fenotypdéw CTCs. Heterogennose
fenotypowqg mozna ttumaczy¢ ewolucjg klonalng i plastycznoscig CTCss3,
Wskutek tych procesdw w komodrkach nowotworowych mogg zachodzi¢
zmiany genetyczne i epigenetyczne, ktdre modyfikujg adaptacyjny i
metastatyczny potencjat CTCs8. Mimo  wysokiej heterogennosci
genotypowej ifenotypowej CTCs, tylko niektére z nich sg zdolne do
przetrwania w krwioobiegu i utworzenia przerzutdw, a ich identyfikacja daje
nadzieje  na opracowanie  skutecznych  strategii  terapeutycznych

ograniczajgcych powstawanie przerzutdwss,
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9.2.4 Klastry CTCs w mzRGK

W danych literaturowych klastry CTCs pojawiajq sie w ujeciach homo-
i heterotypowym, ktére wyrdzniajg klastry sktadajgce sie tylkko z CITCs
oraz z CTCs i komorek krwi (gtdwnie neutrofili) lub cCAFs8-87. Na potrzeby
analiz w niniejszej pracy doktorskiej klastrami nazywano struktury sktadajgce
sie jedynie z CTCs (Wyniki 8.2.4 i 8.2.6), a CTCs w potgczeniu z elementami
morfotycznymi krwi, Nnazywano CTCs w interakciji

z ptytkami/erytrocytami/leukocytami (Wyniki 8.3).

Klastry CTCs zidentyfikowano w 31% (n=21/68) TDVB i w 10% (11/106) PB
od chorych z mzRGK. Z kolei w PB od 31% (n=5/16) chorych z pRGK
zidentyfikowano klastry sktadajgce sie gtdwnie z mezenchymalnych i
podwadjnie-negatywnych CTCs. Odsetek ten byt znacznie nizszy niz w
przypadku danych literaturowych; Boya i in.8 zidentyfikowali klastry CTCs u
75% (n=6/8) chorych z pRGK w PB zageszczonej metodqg mikrofiltraciji
przeptywowej. Rozbieznosci te mogg by¢ konsekwencjqg bardziej
zaawansowanego stadium choroby u chorych zrekrutowanych do badania
Boya i in. 8 oraz zastosowania innej metody izolaciji. Zblizony wynik uzyskano
w przypadku izolacji klastrow CTCs od chorych z przerzutowym RCGK (67%,
n=8/12), gdy detekcja CTCs byta oparta jedynie o obecnos¢ keratyny 5 (K5)
oraz EpCAM®, Literatura wskazuje na korelacje obecnosci klastrow CTCs we
krwi chorych na mzRGK z krétszym OS?. W niniejszej pracy doktorskiej
obecnosc klastrow CTCs okazata sie byc¢ jednak pozytywnym czynnikiem
rokowniczym w kontekicie wystgpienia BR uchorych w analizie
wieloczynnikowej uwzgledniajgcej wiek, stezenie PSA, status pT, pN, stopien
zaawansowania w skali Gleasona, obecnos¢ roéznych fenotypow
pojedynczych CTCs i ich klastrow (Wyniki 8.4). Ponadto jedynie obecnos¢
pojedynczych CTCs korelowata z krotszym czasem do BR (p=0,007 CTCs K-
/V-w TDVB oraz p=0,008 CTCs K-/V+ w catej grupie TDVB i/lub PB, Wyniki 8.4).
CTCs wystepujace pojedynczo i w klastrach u chorych na raka wagtroby i
prostaty zidentyfikowali takze Suniin.?!, jednakze podobnie jak w niniejszej
pracy jedynie obecno$¢ pojedynczych CTCs korelowata wich pracy
z krotszym  OS. Wspomniane wyniki mogqg sugerowac¢ inny potencijat
metastatyczny i znaczenie kliniczne wystepowania klastrow w zaleznosci od

badanego typu nowotworu. Mozna przypuszczac, ze w RGK klastry CTCs
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mogq mie¢ mniejszy potencjat do ekstrawazacji z naczyn krwionosnych do
tkanek w porédwnaniu z pojedynczymi komdrkami, jednak techniki

zastosowane w pracy doktorskiej nie umozliwiajg weryfikacji tej hipotezy.

Dotychczas mato wiadomo o kompozycji klastrow. W badanej grupie
chorych na mzRGK zidentyfikowano klastry CTCs sktadajgce sie z komorek
o tym samym, bqgdz réznych fenotypach (Wyniki 8.2.4). Chai i in. 3¢ wskazujqg,
ze klastry sktadajgce sie z CTCs o tym samym fenotypie mogty powstac
w wyniku podziatu jednej komdrki lub agregacji CTCs o tym samym
fenotypie, zas klastry sktadajgce sie z CTCs o roéznych fenotypach - jedynie
wskutek agregacji CTCs3. Réznice fenotypowe CTCs wchodzgcych w sktad
klastrow mogqg by¢ takze spowodowane rézng plastycznoscig tych komoérek
i stopniem zaawansowania EMT3¢. Poza pracami Naszego Zespotu33¢3, tylko
jedna pozycja literaturowas! ukazuje fotografie  klastréow  CTCs
o zroznicowanych fenotypach (tj. EpCAM+/CD45- i EpCAM-/K-/AFP-)
oraz interakcje EpCAM-pozytywnych CTCs z komorkami krwi (CD45+)
z uzyciem imFC¢'. Analiza CTCs w klastrach jest skomplikowana nawet w
przypadku dostepnosci fotografii wysokiej jakosci, ktérych wykonanie
umozliwia uzywana technologia imFC, a jednoczes$nie praktycznie
niemozliwa na takim poziomie szczegdtowosci z uzyciem innych metod.
Przez to, ze klastry stanowig trojwymiarowe struktury, nie kazda komobrka w
klastrze jest widoczna w dostatecznej ostrosci, co znacznie utrudnia analize.
W niniejszej pracy po raz pierwszy tak szczegdtowo przeanalizowano
kompozycje klastrow, ukazujgcg ich zréznicowanie fenotypowe, nawet na
poziomie jednego klastra i przeanalizowano ich interakcje z normalnymi
komoérkami. Co pokazuje potfrzebe dalszych badan w tej dziedzinie i

okreslenia ich wptywu na progresje RGK w wiekszej grupie chorych.

9.2.5 Potencjalne interakcje CTCs z elementami morfotycznymi
krwi

W badanych prébkach po raz pierwszy szczegdtowo przeanalizowano
rowniez interakcje CTCs z komorkami krwi, 1. leukocytami/krgzgcymi

komoérkami  Srodbtonka (CD45/CD31-pozytywne), ptytkami Krwi
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(analizowane w jasnym polu) i erytrocytami (analizowane w jasnym polu)
(Wyniki 8.3).

Wedtug mojej wiedzy, fotografie ukazujgce interakcje CTCs z erytrocytami
nie zostaty dotychczas zaprezentowane w literaturze. Erytrocyty byty
identyfikowane jedynie na podstawie charakterystyki morfologicznej
(w postaci dwuwklestych dyskdw), podobnie jak to byto juz analizowane
przez Pinto et al.?2 W niniejszej pracy zaobserwowano, ze obecnosc
pojedynczych CTCs tqczgcych sie z erytrocytami w TDVB i/lub PB (protokdt
K/V) jest skorelowana z obecnosciq przerzutdw w weztach chtonnych
U chorych z mzRGK (p=0,041), za$ obecnos¢ CTCsERYRO w PB korelowata
z krotszym czasem do wystgpienia BR (p=0,022) (Wyniki 8.4). Liczba chorych
u ktérych zaobserwowano takie interakcje jest niewielka, dlatego do tego
wyniku trzeba podejs¢ z ostroznoscig, niemniej moze to sugerowac,
ze wykrywanie interakcji CTC z erytrocytami pozwolitoby na doktadniejszg
ocene prognozy chorych na RGK. Komorki nowotworowe rzeczywiscie
mogq sie ftqgczyé z erytrocytami poprzez galaktyne-4, a ekspresja
galektyny- 4 w RGK koreluje z gorszym przezyciem chorych oraz czestszq
wznowq choroby, co moze by¢ konsekwencijq jej wigzania do receptorow
kinaz tyrozynowych i indukcji sciezek sygnalizacyjnych zwigzanych z EMT,
inwazyjnosciqg i przerzutowaniem?4. Dodatkowo, dwa niezalezne badania
wykazaty, ze w raku piersi i niedrobnokomadrkowym raku ptuc, sktad biatek
btonowych erytrocytdbw moze ulegac zmianie?s?¢, Zmiany zachodzqgce
w zarébwno w komoérkach nowotworowych jak i samych erytrocytach
mogtyby zatem promowac tworzenie interakcji CTCSERYRO potencjalnie takze

w RGK, wptywajgc tym samym na gorsze rokowanie chorych.

Sposrdd wszystkich interakcji CTCs z normalnymi komorkami, wykrywanymi
w niniejszej pracy, klastry CTCs z leukocytami zostaty dotychczas opisane
najbardziej obszernie w literaturze, cho¢ w niektérych pracach
klasyfikowane sqg jako klastry CTCs heterotypowe, a w innych jako
potencjalne interakcje leukocytdw z CTCs?97 wykazali, ze obecnos¢ klastrow
CTCHEUKO pbyta negatywnym czynnikiem prognostycznym w nowotworach
litych. Szczerba i in.?8 skorelowali u chorych na przerzutowego raka piersi
obecno$¢ minimum 1 CTC w interakcji z neutrofilami w porownaniu

do obecnosci co najmniej 5 CTCs (bez interakcji z leukocytami) z krétszym
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czasem przezycia wolnego od progresji  (p=0,006) i zwiekszonym
potencjatem metastatycznym, sugerujgc tym samym, ze neutrofile
wspomagajqg przetrwanie CTCs w krwioobiegu i chroniq je przed komaorkami
uktadu immunologicznego. Schuster i in.8” wykazali z kolei, ze chore
na przerzutowego raka piersi, U ktérych wystepowaty CTCs w interakciji
z leukocytami, miaty krotszy OS po zastosowanej terapii niz chore, u ktérych
nie wystepowaty CTCEKO Natomiast w niniejszej pracy CTCsHEUKO
nie wykazaty znaczenia prognostycznego w anadlizie wieloczynnikowej
w kontekscie wystgpienia BR (Wyniki 8.4), cho¢ anadliza ta moze byc
obarczona btedem spowodowanym ciggle niewielkg liczbg chorych
z CTCslEUKO,

Ptytki krwi byty obecne na powierzchni az 78,9% i 45,0% wszystkich CTCs
zidentyfikowanych odpowiednio w TDVB i PB u CTCs-pozytywnych chorych
z mzRGK (Wyniki 8.3). Ptytki krwi mogg optaszcza¢ CTCs, uniemozliwiajgc
ich identyfikacje przez komoérki uktadu immunologicznego i potencjalnie
utatwiajgc ich przetrwanie w krwioobiegu, ochraniajgc CTCs np. przed
stresem zwigzanym z przeptywem?-190. W wyniku interakcji ptytki-komorki
nowotworowe w krwiobiegu moze dochodzi¢ do zwiekszenia wydzielania
TGF-B i PDGF przez ptytki, co z kolei moze promowac indukcje EMT
w komoérkach  nowotworowych?2, W  niniejszej pracy  doktorskiej
obserwowano optaszczone ptytkami CTCs gtéwnie o fenotypie epitelialnym,
co mogtoby sugerowac, ze zmnigjszenie wystepowania CTCs o tym
fenotypie w PB moze wynikac¢ z interakcji CTCs z ptytkami i ich wptywu
na zmiane fenotypu CTCs (Wyniki 8.6). Obserwowano takze stabg
pozytywnq korelacje pomiedzy obecnoscig pojedynczych epitelialnych
CTCs (K+/V-) oraz epitelialnych CTCs optaszczonych ptytkami (K+/V-PLT)
ze stezeniem TGF-p w TDVB oraz z przedoperacyjnym poziomem ptytek.
Moze to wskazywaé, ze to epiteliaine CTCs sg w jakis sposdb
predysponowane do interakcji z ptytkami, ktére mogq wydziela¢ TGF-B,
wptywajgcy m.in. na zmiane fenotypu EMT, co sugerowatoby ptytko-zalezng
plastycznos¢ CTCs w krwiobiegu obserwowang miedzy TDVB i PB. Niestety,
ze wzgledu na matg liczbe chorych, dla ktérych byt przebadany
jednoczesnie guz pierwotny i wykryte CTC zardwno w TDVB i PB niemozliwe

jest doktadne przesledzenie i udowodnienie zmiany fenotypu zaleznej

124



od ptytek. W przysztosci potrzebne jest rozbudowanie kohorty chorych

w celu kontynuacji badan w tej materii.

9.2.6 Fenotyp guzdw pierwotnych a CTCs

W niniejszej pracy przeanalizowano takze guzy pierwotne w celu okreslenia
tempa ich proliferacji, stopnia unaczynienia i fenotypu (K/V)(Wyniki 8.5)
i potencjalnego zwigzku tych cech guza pierwotnego z rozsiewem komaorek

nowotworowych.

Zidentyfikowano komorki nowotworowe o 4 fenotypach: K+/V-; K+/V+; K-/V+
i K-/V-, identyfikowanych takze na poziomie CTCs. Najczesciej obserwowano
komorki nowotworowe o fenotypie epitelialnym (K+/V-, 759%, n=44),
aich obecnos¢ w guzie korelowata z czestszym wystepowaniem CTCs.
Powyzsze dane mogqg wskazywac, ze to wtasnie z ognisk nowotworowych
o epitelialnym fenotypie CTCs sqg czesciej uwalniane do krwioobiegu
i dopiero tam ulegajg potencjalnej transformacii do innych fenotypdw, choc
nie mozna wykluczy¢ tez rozsiewu komorek nowotworowych z innych ognisk
guza pierwotnego. Badania w tej kwestii sg niejednoznaczne. Schmidt i in.
wykazali, ze w RGK CTCs mogg by¢ uwalniane z réznych, nawet mniejszych
ognisk guza pierwotnego®. Co ciekawe bardzo mate ogniska mogqg
dostarcza¢  wiekszej ilosci CTCs niz  wieksze skupiska komorek
nowotworowych (n=6/20)%. Natomiast w przypadku raka piersi stwierdzono,
wystepowanie, komodrek nowotworowych o fenotypie epitelialnym,
mezenchymalnym, ale takze matej frakcji komodrek epitelialno-
mezenchymalnych w guzach pierwotnych i weztach limfatycznych'oT,
a CTCs rowniez odzwierciedlaty cate spektrum fenotypédw EMT. Podczas
progresji choroby obserwowano wiekszy odsetek CTCs o fenotypie
mezenchymalnym, ktéry malat u chorych odpowiadajgcych na stosowana
terapie'®!. W dodatku badania na mysim modelu RGK sugerujg, ze to wtasnie
populacja mezenchymalnych komdrek nowotworowych w  guzie

odpowiada za progresje RGK i zréznicowanie fenotypowe 02,

Wiekszo$¢ guzéw charakteryzowata sie wysokim odsetkiem komorek

nowotworowych Ki-67-pozytywnych, niemniej to u chorych z guzami o niskim
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potencjale proliferacyjnym czesciej wystepowaty EMT-CTCs w TDVB
(p=0,044), co moze wskazywac¢ na rozsiew CTCs o potencjalnie bardziej
agresywnym fenotypie przez guzy wolno proliferujgce. Komorki o niskim
potencjale proliferacyjnym mogqg mie¢ bardziej odréznicowany fenotyp,
potencjalnie nawet cechy komdrek macierzystych, co pokrywa sie czesto
z indukcjqg EMT.

Guzy pierwotne u 44,4%, chorych (n=40/90) byty bogato unaczynione, u tych
chorych czesciej obserwowano takze EMT-CTCs w TDVB (p=0,026), co moze
wigzac sie z tatwiejszym dostepem do naczyhn krwionosnych i tym samym
utatwionym rozsiewem komodrek nowotworowych. Co ciekawe, nasze
wczesniejsze badania, przeprowadzone na duzej grupie chorych na mzRGK
(n=1200) wskazaty, ze to ubogo unaczynione guzy mogqg byc¢ zwigzane
z gorszym przezyciem chorych. Mozna to to wyttumaczy¢ potencijalnie
wyzszq agresywnosciq komoérek nowotworowych, indukowang przez
hipoksje prawdopodobnie wystepujgcg w fragmentach guzdw o niskim
unaczynieniut4, Niemniej mozna zaktadad, ze w guzie zjawiska w guzach
wspotwystepujg dwa zupetnie rézne efekty biologiczno-kliniczne wptywu

liczby i dostepnosci naczyh na progresje choroby.

9.2.7 Identyfikacja cCAFs

Przedstawiony w pracy doktorskiej protokdt K/V umozliwia jednoczesng
analize CTCs oraz innych komérek w krgzeniu (Wyniki 8.2.7). W prébkach
klinicznych od 2 chorych zaobserwowano cCAFs o fenotypach (K-
/aSMA+/DAPI+/V+/CD45-&CD31- lub K-/aSMA+/DAPI+/V-/CD45-&CD31-).
Jones iin.1%3 z uzyciem CellSearch® po raz pierwszy zidentyfikowali komorki
o fenotypie K8/18/19-/DAPI+/CD45-/V+ we krwi chorych pRGK, nazywajgc
je komorkami podobnymi do fibroblastow, choc¢ kryteria identyfikacji tych
komodrek wskazujg réwniez, ze mogty to by¢é mezenchymalne CTCs'03,
Z kolei Muchlinska i in. zidentyfikowali cCAFs o fenotypie
aSMA+/K-/DAPI+/Vx/CD45-/CD31- w nieprzerzutowym raku piersié3, zas Ao
i in.104 — cCAFs o fenotypie FAP+/aSMA+/CK-/CD45- w przerzutowym raku
piersi. Z uzyciem protokotu K/V w badaniach do pracy doktorskiej

zidentyfikowano cCAFs wspotwystepujgce z CTCs63.104,
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9.3 Biologiczne i kliniczne znaczenie CTCs uzyskanych
protokotem AR/EGFR

Protokdt AR/EGFR, pozwalajgcy na identyfikacje CTCs o potencijalnie
bardziej agresywnym fenotypie, zostat zaprojektowany w oparciu
o0 wczesniej opublikowane dane, w tym dane naszego Zespotu, wskazujgce
na potencjaing role EGFR w przerzutowaniu do kosci u chorych z RGK#47.105,
Ze wzgledu na potencjalng uzyteczno$¢ terapeutyczng oraz badania
wstepne naszego Zespotu, wskazujgce na szczegdlnie agresywny przebieg
choroby w przypadku wystepowania fenotypu EGFR+/AR- w guzach
pierwotnych i CTCs, z uzyciem tego protokotu oceniono réowniez ekspresje
i lokalizacje AR w CTCs, jednakze z powodu awarii urzgdzenia grupa badana

tym protokotem byta mniejsza i nalezy traktowac je jako wyniki wstepne0s,

9.3.1 Fenotypy pojedynczych CTCs i klastrow

CTCs zidentyfikowano u 30% chorych mzRGK (n=22/74, Wyniki 8.8).
Wyrdzniono CTCs o fenotypach K-pozytywnym (K+/AR+/DAPI+/EGFR+;
K+/AR-/DAPI+/EGFR+; K+/AR-/DAPI+/EGFR-; K-/AR-/DAPI+/EGFR+) i K-
negatywnym (K-/AR-/DAPI+/EGFR-; K-/AR+/DAPI+/EGFR). Warto dodac,
ze CTCs AR+ o negatywnej/stabej ekspresji K wykryto wczesniej u chorych
na RGK opornego na kastracje'?’. Z uzyciem protokotu AR/EGFR wykryto
rowniez klastry CTCs, ktére podobnie jak w przypadku protokotu K/V
wykazywaty znaczng heterogennos¢ fenotypowq. Bardzo zblizona byta
takze ich wykrywalno$¢; klastry CTCs wystgpity w PB od 13% chorych z mzRGK
analizowanych protokotem AR/EGFR (Wyniki 8.8) oraz od 10% chorych
analizowanych protokotem K/V (Wyniki 8.2.4).

Przyglgdajgc sie ekspresji AR w CTCs, jedynie obecnos¢ AR-pozytywnych
CTCs korelowata z krotszym czasem do BR (p<0,001, Wyniki 8.9).
Heterogenng ekspresje AR w pojedynczych CTCs stwierdzono juz wczesniej

w przypadku CRPC197-108. AR petni fundamentalng role w utrzymaniu funkcji
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gruczotu krokowego, ale takze w patogenezie RGK'®?. Po zwigzaniu
z testosteronem AR ulega dimeryzacji iprzemieszcza sie z cytoplazmy
do jgdra komodrkowego, aktywujgc transkrypcje gendw odpowiedzialnych
za proliferacje, migracje i progresje choroby'0. We krwi wolnha i dostepna
dla komodrek forma testosteronu stanowi jedynie 2% wszystkich jego form!.
L tego powodu, spodziewano sie, ze cytoplazmatyczna lokalizacja
AR bedzie dominowa¢ w CITCs. Otrzymane w pracy wyniki wskazujqg,
ze wprzypadku az 61% AR-pozytywnych CTCs sygnat od AR byt
zlokalizowany cytoplazmatycznie, w 35% - jgdrowo, zas w 4% CITCs
obserwowano jednoczesnie cytoplazmatyczny i jgdrowy sygnat AR (Wyniki
8.8). Podobne wyniki uzyskat Krawczyk i in.1'2 w przerzutowym raku piersi
(n=16): cytoplazmatyczna lokalizacja AR wystgpita u 63% chorych CTC-
pozytywnych, jgdrowa u 31%, zas wspotwystepowanie lokalizacji jgdrowej
i cytoplazmatycznej stwierdzono u 7% chorych. W przypadku mCRPC,
McDaniel i in.”> identyfikowali CTCs na podstawie ekspresji K, AR i markera
wykluczajgcego CD45. U wszystkich badanych chorych (n=41) stwierdzono
obecnos$¢ CTCs o fenotypie K+/CD45-, a dodatkowo identyfikowano klastry
K+/CD45- i mnig] "klasyczne” CTCs o fenotypie K-AR+CDA45-75. Autorzy
nie rozrézniali lokalizaciji AR w poszczegdlnych CTCs,
lecz na zaprezentowanych fotografiach mozna byto zauwazye, ze réwniez
w tym badaniu lokalizowano CTCs z jgdrowq i cytoplazmatyczng ekspresja’s.
Natomiast w grupie chorych analizowanych w ramach niniejszej pracy
doktorskiej, zarowno jgdrowa, jak i cytoplazmatyczna lokalizacja tego
receptora w CTCs miata znaczenie kliniczne i korelowata z krotszym czasem
do wystgpienia BR (odpowiednio p=0,018 i p=0,014, Wyniki 8.9). Mimo
niewielkiej liczebnosci badanej grupy chorych, wyniki zdajqg sie potwierdzac,
ze jedynie w jednej trzeciej chorych AR-pozytywnych, ten receptor aktywnie
petni role regulatora transkrypcji albo moze sugerowaé¢ mutacje AR-V7
(lokalizacja jgdrowa). W 30% (22/74) PB od chorych na mzRGK
zidentyfikowano AR/EGFR-pozytywne CTCs, a ich obecnos¢ korelowata
z wystepowaniem  przerzutbw  do  weztdbw  chtonnych  (p=0,042).
Hipotetycznie identyfikacja AR-pozytywnych CTCs dodatkowo moze

pozwoli€ na monitorowanie stanu zdrowia danego chorego podczas
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stosowania terapii anty-androgenowej, jednak badania te trzeba

przeprowadzi¢ w kohorcie chorych leczonych w ten sposéb.

Wbrew przewidywaniom, wyniki w niniejszej pracy nie wykazaty znaczenia
klinicznego ekspresji EGFR w CTCs, jednak liczba wykrytych CTCs o tym
fenotypie byta niewielka i nalezatoby jg prawdopodobnie odnies¢ do
czestosci wystepowania przerzutédw po operacji. Pomimo, ze obecnos¢ CTCs
EGFR-pozytywnych i EGFR-negatywnych byta zwigzane z krotszym czasem
do wystgpienia BR (odpowiednio p=0,019 i p=0,008), to badana grupa byta
zbyt mata, by ofrzymac jednoznaczne wyniki efektu dziatania EGFR
na czestos¢ wystepowania BR u chorych. Obserwacje te sg w zgodzie
z wynikami uzyskanymi w poprzednich badaniach Naszego Zespotu, gdzie
analizy tkanek (n=1039) i probek krwi (n=39) od chorych na RGK sugerowaty

role EGFR w przerzutowaniu do kosci’.

Obecnos¢ zaréwno K-pozytywnych, jak i K-negatywnych CTCs korelowata
z krétszym czasem do wystgpienia BR (odpowiednio p=0,002 i p=0,026,
Wyniki 8.9), tak samo jok obecnos¢ EGFR-pozytywnych i EGFR-negatywnych
CTCs (odpowiednio, p=0,019 i p=0,008), co moze wskazywac, ze to sama
obecno$s¢ CTCs moze by¢ zwigzana zwystepowaniem BR, niemniej
te przypuszczenia powinny zosta¢ potwierdzone na wiekszej grupie chorych.
Ponadto, analizy wieloczynnikowe wykazaty, ze obecnos¢ CTCs o fenotypie
K-/AR-/EGFR- (p=0,040) i K-/AR+/EGFR- (p<0,001), a takze CTCs K-pozytywne
(p=0,024) byty niezaleznymi czynnikami zwigzanymi z gorszg prognozq
u chorych z mzRGK. Jednakze, fenotypy CTCs zidentyfikowane z uzyciem
protfokotu AR/EGFR byty tak zréznicowane, ze wyodrebnienie tych
0 najwiekszym znaczeniu klinicznym wymagatoby zastosowania bardziej
zaawansowanych metod statystycznych i/lub analiz przeprowadzonych

na wiekszej grupie chorych.

9.3.2 Potencjalne interakcje CTCs z elementami morfotycznymi
krwi

Z uzyciem protokotu AR/EGFR przeanalizowano réowniez zwigzek obecnosci

CTCs w interakcjach z normalnymi komorkami krwi (CTCsLEUKO, CTCSERYIRO,
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CTCsPL) z przezyciem wolnym od BR (Wyniki 8.9). Obecnos¢ pojedynczych
CTCsPLT i klastrow CTCsPLT korelowata z krotszym czasem do wystgpienia
BR w porodwnaniu do obecnosci samych CTCs bez ptytek (p=0,005).
Jednakze, ten wynik nie okazat sie znamienny statystycznie w analizie

wieloczynnikowe;.

9.3.3 Porownanie identyfikacji CTCs z uzyciem protokotu
K/V i AR/EGFR

Porownujgc oba protokoty zastosowane w niniejszej pracy - K/V (badajgcy
0gdiny rozsiew CTCs) i AR/EGFR (badajgcy rozsiew CTCs w kontekscie terapii
anty-androgenowej i przerzutdéw do kosci), bazowano na obecnosci CTCs K-
pozytywnych bgdz K-negatywnych (jedyny wspdlny marker wykorzystywany
w obu protokotach). Uzyskano wysokqg zgodnos$¢ wykrywania CTCs w
zakresie okreslania statusu obecnosci CTCs u badanych chorych (CTCs-
pozytywni/CTCs-negatywni) w obu analizach - odpowiednio 63% i 78%
chorych z mzRGK i pRGK (Wyniki 8.10). W taki sam sposdb porownano tez
zgodnos$¢ wynikdw dotyczgcych identyfikacji klastrow CTCs w prébkach,
uzyskujgc zgodnos$¢ odpowiednio 79% i 100% u chorych z mzRGK i pRGK.
Otrzymane wyniki wskazujg, ze techniczne rdéinice w przeprowadzaniu
barwienia fluorescencyjnego, takie jak rézna liczba wirowan i czas barwienia
(protokdt jedno- lub dwudniowy), nie wptynety znacznie na skuteczno$c
identyfikacji CTCs. Ewentualne réznice mogq tez wynika¢ z mniejszej ilosci
analizowanych komorek w bramce DAPI+ w protokole AR/EGFR, kidrych
cze$¢ mogta zostac utracona podczas wiekszej liczby wirowan w protokole
obejmujgcym catonocne barwienie. W dodatku, identyczne wyniki
obecnosci lub braku klastrow CTCs u tych samych chorych (protokét K/V i
AR/EGFR), potwierdza to, ze nie powstajg one jako techniczny artefakt, lecz
mogq rzeczywiscie wspotwystepowac z pojedynczymi CTCs we krwi.
Wyzwaniem w takich analizach jest rowniez sama natura ptynnych biopsji,
ktére poddajg analizie jedynie bardzo matg objeto$¢ krwi chorego. Nalezy
pamietac, ze komorki krwi oraz CTCs sg tracone na kazdym etapie
pozniejszego  procesowania probki, a kazda badana prébka

pofrakcjonowanej krwi moze miec¢ rdézng (przypadkowq) zawartose
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poszukiwanych populacji komodrek. Biorgc pod uwage rzadkosc
wystepowania CTCs i jednak stosunkowo niewielkq liczbe utrwalanych BMCs

przypadajgcych na chorego, uzyskane wyniki wydajqg sie bardzo spdjne.
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10. PODSUMOWANIE

Prezentowane w pracy dane potwierdzajg, ze ptynne biopsje sq bardzo
kompleksowg dziedzing, ktéra daje ogromne mozliiwosci analiz,
pozwalajgcych wejrze¢ w biologie nowotwordw, a takze zidentyfikowac

podtypy CTCs o znaczeniu klinicznym.

Nawigzujgc do pierwszego celu szczegdétowego, w niniejszej pracy
doktorskiej wprowadzono dwa udoskonalenia w stosunku
do standardowych ptynnych biopsji w postaci analizy, w ktérej po raz
pierwszy zastosowano TDVB w RGK i nowoczesng technologie imFC
w ptynnych biopsjach, réwniez stosowang pierwszy raz, w tym typie
nowotworu. Przeprowadzone badania umozliwity pionierskie i niezwykle
szczegotowe analizy porodwnujgce obecnose, liczbe i fenotypy CTCs
w dwodch typach prébek klinicznych — PB i TDVB u chorych na mzRGK i PB
u chorych z pRGK, pozwalajgc przesledzic proces rozsiewu komorek
nowotworach. Co wiecej, zastosowana technologia (imFC) w poréwnaniu
do klinicznie zatwierdzonego  systemu CellSearch®  pozwolita
na zidentyfikowanie nowych fenotypdw CTCs, niemozliwych do wykrycia
wspomniang wczesniej metodqg (K-/V+ i K-/V-). Technologia imFC umozliwita
ocene roznych parametrow i szczegdtdw morfologicznych w  CTCs,
stanowigcych ogromny zbiér unikalnych danych, takich jak potencjalne
interakcje z innymi komoérkami krwi jak i doktadng ocene klastréow CTCs.
Pozyskane fotografie mogq réwniez postuzyE do analizy wielu innych cech,
ktére dotychczas zaobserwowalismy, np. ksztatt i elongacja CTCs, stosunek
jadra do cytoplazmy, S$rednica CTCs poszczegdlnych fenotypdw,
wystepowanie  mikrojgderek. W  przysztosci, zostang zastosowane
dodatkowe markery pozwalajgce na jeszcze doktadniejszg charakterystyke
kolejnych cech CTCs i potwierdzenie pochodzenia komdrek o fenotypie
mezenchymalnym i podwojnie-negatywnym, a takze poszukiwania nowych,
specyficznych markeréw umozliwiajgcych charakteryzacje wszystkich
subpopulacji CTCs rdznigcych sie pod wzgledem fenotypu i ich roli

w progresji RGK. Jednak trzeba byc¢ swiadomym, ze tak duza ilo$¢ danych
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moze takze ufrudnia¢ wyodrebnienie z analiz tych czynnikdw,

ktére tak naprawde bedq miaty znaczenie w praktyce klinicznej.

W ramach realizacji drugiego i trzeciego celu szczegdtowego wykazano,
ze U chorych z mzRCK identyfikowano istotnie czesciej i w wiekszej liczbie
CTCs w TDVB niz w PB. Ten wynik potwierdza, ze zyta drenujgca guz
jest obiecujgcym obiektem badawczym w ptynnych biopsjach, gdyz
ukazuje CTCs w stanie jeszcze niezmienionym przez przeptyw krwi w krgzeniu.
Podczas analiz, zidentyfikowano  wspomniane  interakcje  CTCs
z leukocytami/komorkami - srédbtonka,  erytrocytami i ptytkami  krwi.
Co wiecej, analiza przezycia chorych w kontekscie analizowanych populaciji
CTC wykazata, ze obecnos¢ CTCs w interakcji z erytrocytami byta zwigzana
z krotszym czasem do wystgpienia BR. Z kolei, analizy wieloczynnikowe
wskazaty, ze to obecnos¢ mezenchymalnych CTCs i CTCs w interakciji

z ptytkami byta negatywnym czynnikiem rokowniczym w kontekscie BR.

Realizujgc czwarty cel szczegdtowy, zidentyfikowano 7 fenotypdw CTCs
z uzyciem protokotu AR/EGFR. W przypadku lokalizacji receptora AR,
dominowata lokalizacja cytoplazmatyczna, co potencjalnie moze
wskazywac na brak aktywnego udziatu w regulacji franskrypciji. Co ciekawe,
obecno$¢ CTCs o jakimkolwiek fenotypie oraz CTCs EGFR-negatywne
oraz CTCs AR-pozytywne korelowaty z obecnosciq przerzutdéw do weztdw
chtonnych u chorych na mzRGK. Natomiast analizy wieloczynnikowe
wykazaty, ze CTCs o fenotypie K-/AR+/EGFR- byty negatywnym czynnikiem
prognostycznym, a CTCs o fenotypie K-/AR-/EGFR- byta pozytywnym

czynnikiem w kontekscie wystgpienia BR.

Nawigzujgc do pigtego celu szczegdtowego, pordwnano dwa protokoty
w kontekscie skutecznosci identyfikacji CTCs. Poréwnywano obecnosé
K- pozytywnych i K-negatywnych CTCs ze wzgledu na to, ze K byta jednym
wspdlnym markerem badanym w obu analizach. Otrzymano wysokq
zgodnos$¢ wykrywania pojedynczych CTCs, ktéra wyniosta 63% w mzRGK,
oraz 78% w pRGK oraz klastréw, odpowiednio 79% i 100%, co potwierdza

powtarzalno$¢ analiz z wykorzystaniem imFC w ptynnych biopsjach.

Podsumowujgc, opisane cele pozwolity na pogtebienie wiedzy o CTCs

wTDVB i PB u chorych z mzRGK, a takze pRGCK, przy wykorzystaniu
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nowoczesnej technologii, wykrywajgcej szerokie spekirum fenotypdw.
Uzyskane wyniki potencjalnie mogqg zosta¢ w przysztosci wykorzystane

do wspierania decyzji terapeutycznych u chorych na RGK.

guz pierwotny

krew krew
drenujgca guz obwodowa
(TDVB) (PB)

przerzuty odlegte

TDVB PB

wartos¢ prognostyczna

ryzyko wystgpienia BR

? CTCs K-/V+ CTCs K-/AR+/EGFR- ?

4 cresv (@) 2
o CTCs K/AR-/EGFR- ¢
¢ klastry CTCs

Rycina 51. Graficzne podsumowanie wynikdw opisanych w niniejszej rozprawie
doktorskiej. Panel gérny —schemat pokazuje komarki nowotworowe, ktére wydostaty
sie z guza pierwotnego do krgzenia, w pierwszych sekundach znajdujqg sie w TDVB,
a nastepnie trafiajg do PB, gdzie przy sprzyjajgcych warunkach mogg tworzyé
(mikro)przerzuty odlegte. Panel srodkowy — schemat analiz zastosowany w ninigjszej
pracy: wyizolowanie komadrek BMCs i potencjalnych CTCs od chorych na RGK z TDVB
i/lub PB, wyznakowanie fluorescencyjne komérek i ich analiza z uzyciem technologii
imFC. Panel dolny — warto$¢ prognostyczna wybranych populacji CTC badanych
w niniejszej pracy. Zidentyfikowane CTCs z uzyciem dwdch protokotéw (K/V
i AR/EGFR) wykazaty warto$¢ prognostyczng. CTCs o fenotypie K-/V+, K-AR+/EGFR-
i pojedyncze CTCsPLT korelowaty z krotszym czasem do wystgpienia BR. Natomiast,
klastry CTCs i CTCs o fenotypie K-/AR-/EGFR- byty istotnie zwigzane z mnigjszym
ryzykiem wystgpienia BR u chorych na RGK. PB - krew obwodowa, TDVB - krew
drenujgca guz, CTCs - krgzgce komaérki nowotworowe, BR — wznowa biochemiczna,
K — keratyna, V — wimentyna, CTCsPLT — krgzgce komorki nowotworowe w interakciji
z ptytkami, AR - receptor androgenowy, EGFR - receptor naskérkowego czynnika
wzrostu.

134



11. TABELE UZUPELNIAJACE

Tabela U1. Analiza wieloczynnikowa wedtug metody krokowej regresji proporcjonalnego hazardu Coxa
obejmujgca wiek chorych, parametry kliniczne guza, fenotypy i klastry CTCs oznaczane w protokole K/V.
PSA - stezenie antygenu sterczowego, pT — wielkos¢ guza pierwotnego, pN - stopien zajecia weztdw
chtonnych, K+V- - CTCs o fenotypie epitelialnym, K+V+ - CTCs o fenotypie epitelialno-mezenchymalnym,
K-V+ - CTCs o fenotypie mezenchymalnym, K-V- - CTCs o fenotypie podwdjnie-negatywnym, HR — hazard
wzgledny, Cl - przedziat ufnosci, poz — pozytywne, neg — negatywne.

wartosé

Krok 1. wiek >65 vs. <65 0,598 0.815 0,380 1,746
stezenie PSA >10 vs. <10 ng/ml 0.813 1,112 0,462 2,675

status pT 3a-3c vs. 2a-2b 0,087 2,184 0.892 5,348

status pN poz vs. neg 0,001 7,005 2,247 21,841

skala Gleasona >7 vs. 7 0,033 2,506 1,077 5,831

K+V- CTCs w TDVB/PB poz vs. neg 0,470 1,659 0.419 6,565
K-V+ CTCs w TDVB/PB poz vs. neg 0,222 2,518 0,572 11,090

K+V+ CTCs w TDVB/PB poz vs. neg 0,325 2,146 0,469 9,827
K-V- CTCs w TDVB/PB poz vs. neg 0,157 3,837 0,597 24,658
klastry CTCs w TDVB/PB poz vs. neg 0,008 0,069 0,010 0,492

Krok 2. wiek >65 vs. <65 0,609 0.820 0.383 1,754
status pT 3a-3c vs. 2a-2b 0,077 2,222 0.917 5,386
status pN poz vs. neg 0,001 6,885 2,236 21,200
skala Gleasona >7 vs. 7 0,014 2,613 1.213 5,632
K+V- CTCs w TDVB/PB poz vs. neg 0,446 1,695 0,436 6,586
K-V+ CTCs w TDVB/PB poz vs. neg 0,196 2,611 0,610 11,175
K+V+ CTCs w TDVB/PB poz vs. neg 0,327 2,146 0,466 9,891

K-V- CTCs w TDVB/PB poz vs. neg 0,150 3,527 0,635 19,598
klastry CTCs w TDVB/PB poz vs. neg 0,008 0,070 0,010 0,495

Krok 3. status pT 3a-3c¢ vs. 2a-2b 0,086 2,163 0,897 5216
status pN poz vs. neg 0,001 6,692 2,189 20,456

skala Gleasona >7 vs. 7 0,012 2,683 1,247 5,772

K+V- CTCs w TDVB/PB poz vs. neg 0,488 1,623 0413 6,376

K-V+ CTCs w TDVB/PB poz vs. neg 0.167 2,797 0,650 12,039
K+V+ CTCs w TDVB/PB poz vs. neg 0,359 2,045 0,444 9,422
K-V- CTCs w TDVB/PB poz vs. neg 0,168 3.277 0,606 17,714

klastry CTCs w TDVB/PB poz vs. neg 0,008 0.075 0,011 0,502

Krok 4. status pT 3a-3c¢ vs. 2a-2b 0,103 2,029 0,868 4,746
status pN poz vs. neg 0,001 6,798 2,222 20,798

skala Gleasona >7 vs. 7 0,011 2,703 1,255 5,822

K-V+ CTCs w TDVB/PB poz vs. neg 0,119 3,177 0,744 13,578
K+V+ CTCs w TDVB/PB poz vs. neg 0,344 2,123 0,447 10,083
K-V- CTCs w TDVB/PB poz vs. neg 0,159 3,538 0,610 20,521
klastry CTCs w TDVB/PB poz vs. neg 0,012 0,097 0,016 0,595

Krok 5. status pT 3a0-3c vs. 20-2b 0,149 1,817 0,808 4,087
status pN poz vs. neg 0,001 7.136 2,318 21,974

skala Gleasona >7 vs. 7 0,005 2,930 1,381 6,215

K-V+ CTCs w TDVB/PB poz vs. neg 0,003 5,122 1,760 14,910

K-V- CTCs w TDVB/PB poz vs. neg 0,233 3.110 0,481 20,096
klastry CTCs w TDVB/PB poz vs. neg 0,028 0,150 0,028 0,812

Krok 6. status pT 3a-3c vs. 20-2b 0,164 1,775 0,791 3,980
status pN poz vs. neg 0,001 6,687 2,166 20,638
skala Gleasona >7 vs. 7 0,004 3,011 1,420 6,385

K-V+ CTCs w TDVB/PB poz vs. neg 0,000 6,644 2,650 16,656
klastry CTCs w TDVB/PB poz vs. neg 0,030 0,320 0,115 0,895

Krok 7. status pN poz vs. neg 0,000 8,691 2,940 25,687
skala Gleasona >7 vs. 7 0,002 3.280 1,562 6,889

K-V+ CTCs w TDVB/PB poz vs. neg 0,000 6,700 2,708 16,577

klastry CTCs w TDVB/PB poz vs. neg 0,035 0,334 0,121 0,927
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Tabela U2. Analiza wieloczynnikowa wedtug metody krokowej regresji proporcjonalnego hazardu Coxa
obejmujgca wiek chorych, parametry kliniczne guza, interakcje pojedynczych CTCs i klastréw oznaczane
w protokole K/V. Pt — wielko$¢ guza pierwotnego, pN - stopieh zajecia weztdw chtonnych, K+V-- CTCs o
fenotypie epiteliainym, K+V+ - CTCs o fenotypie epitelialno-mezenchymalnym, K-V+ - CTCs o fenotypie
mezenchymalnym, K-V- - CTCs o fenotypie podwdjnie-negatywnym, CTCsLEO — CTCs w interakcji
z leukocytami/komérkami srédbtonka, CTCsERYRO — CTCs w interakcji z erytrocytami, CTCsPT — CTCs
w interakciji z ptytkami, HR — hazard wzgledny, Cl - przedziat ufnosci, poz - pozytywne, neg - negatywne.

wartosé p HR

wiek >65 vs. <65

stezenie PSA >10 vs. <10 ng/ml 0,200 1,679 0,761 3,709
status pT 3a-3c vs. 2a-2b 0,041 2,374 1,037 5,431
stafus pN poz vs. neg 0,002 6,487 1,986 21,194
skala Gleasona >7 vs. 7 0,034 2,535 1,075 5,981
klastry CTCs®° w TDVB/PB poz vs. neg 0,082 0,106 0,008 1,330
pojedyncze CTCs**° w TDVB/PB poz vs. neg 0,230 2777 | 0524 | 14719
klastry CTCs™™° w TDVB/PB poz vs. neg 0,066 11,235 | 0,850 | 148464
pojedyncze CTCs®™° w TDVB/PB poz vs. neg 0.127 0,270 0,050 1,450
klastry CTCs"™ w TDVB/PB poz vs. neg 0,438 0,582 0.148 2,286
pojedyncze CTCs™ w TDVB/PB poz vs. neg 0,003 4313 1,660 | 11,207
stezenie PSA >10 vs. <10 ng/ml 0.199 1,681 0761 3713
status pT 3a-3c vs. 2a-2b 0,037 2,385 1,053 5,400
status pN poz vs. neg 0,002 6,525 2,018 21,097
skala Gleasona >7 vs. 7 0,032 2,521 1,084 5,862
klastry CTCs'®*° w TDVB/PB poz vs. neg 0,082 0,106 0,009 1,330
pojedyncze CTCs*¥° w TDVB/PB poz vs. neg 0,229 2,783 0,525 14,742
klastry CTCs™™° w TDVB/PB poz vs. neg 0,065 11,091 | 0859 | 143217
pojedyncze CTCs™™° w TDVB/PB poz vs. neg 0,126 0,269 0,050 1,444
klastry CTCs™ w TDVB/PB poz vs. neg 0,440 0584 | 0,149 2,286
pojedyncze CTCs™" w TDVB/PB poz vs. neg 0,003 4,302 1,659 11,156
stezenie PSA >10 vs. <10 ng/ml 0,176 1,724 0,783 3,797
status pT 3a-3c vs. 2a-2b 0,034 2,424 1,068 5,505
status pN poz vs. neg 0,002 6,334 1,931 20,780
skala Gleasona >7 vs. 7 0,032 2,537 1,085 5,929
klastry CTCs'®*° w TDVB/PB poz vs. neg 0,055 0,088 0,007 1,048
pojedyncze CTCs™*° w TDVB/PB poz vs. neg 0,289 2,324 | 0489 | 11,039
klastry CTCs™™° w TDVB/PB poz vs. neg 0,069 10,857 | 0833 | 141,516
pojedyncze CTCs™™° w TDVB/PB poz vs. neg 0,035 0,199 0044 | 0890
pojedyncze CTCs™ w TDVB/PB poz vs. neg 0,004 3,598 1,497 | 8,651
stezenie PSA >10 vs. <10 ng/ml 0,173 1,717 0,789 3,736
status pT 3a-3c vs. 2a-2b 0,039 2,335 1,042 5,230
status pN poz vs. neg 0,003 6,368 1,915 21,176
skala Gleasona >7 vs. 7 0,031 2,533 1,090 5,885
klastry CTCs"®° w TDVB/PB poz vs. neg 0,094 0,161 0019 1,364
klastry CTCs™™° w TDVB/PB poz vs. neg 0,098 8,031 0680 | 94839
pojedyncze CTCs™™° w TDVB/PB poz vs. neg 0,051 0240 | 0057 1,004
pojedyncze CTCs™ w TDVB/PB poz vs. neg 0,002 3,931 1,687 9,162
status pT 30-3c vs. 2a-2b 0,040 2,296 1,037 5,081
stafus pN poz vs. neg 0,003 6,046 1,870 19,544
skala Gleasona >7 vs. 7 0,004 3,123 1,430 6,819
klastry CTCs"®° w TDVB/PB poz vs. neg 0,124 0,188 | 0022 1,584
klastry CTCs™™° w TDVB/PB poz vs. neg 0,115 7,079 0622 | 80,614
pojedyncze CTCs™"° w TDVB/PB poz vs. neg 0,051 0,249 0,061 1,007
pojedyncze CTCs™ w TDVB/PB poz vs. neg 0,003 3,727 1,583 | 8774
status pT 3a-3c vs. 2a-2b 0,054 2,142 0,988 4,646
status pN poz vs. neg 0,004 5,410 1,698 17,232
skala Gleasona >7 vs. 7 0,006 2,929 1,363 6,291
klastry CTCs© w TDVB/PB poz vs. Neg 0,130 0,194 0,023 1,624

ERYRO \w TDVB/PB poz Vs. neg 0,091 0,342 0,099 1,186
PTw TDVB/PB poz vs. neg 0,003 3,643 1,565 8,480

pojedyncze CTCs
pojedyncze CICs

136



Tabela U3. Analiza wieloczynnikowa wedtug metody krokowej regresji proporcjonalnego hazardu Coxa
obejmujgca wiek chorych, parametry kliniczne guza, fenotypy CTCs oznaczane w protokole AR/EGFR.
PSA - stezenie antygenu sterczowego, pT — wielkos¢ guza pierwotnego, pN - stopien zajecia weztdw
chtonnych, PB — krew obwodowa, CTCs — krgzgce komdrki nowotworowe, K- keratyna, AR — receptor
androgenowy, EGFR - receptor dla naskérkowego czynnika wzrostu, HR — hazard wzgledny, Cl — przedziat
ufnosci, poz — pozytywne, neg — negatywne.

Krok 1.

Krok 2.

Krok 3.

Krok 4.

Krok 5.

Krok 6.

Krok 7.

Krok 8.

warto$é p

HR

wiek >65 vs. <65 0,390 1,661 0,522 5293

stezenie PSA >10 vs. <10 ng/ml 0,705 0,805 0,261 2,476
status pT 3a-3c vs. 2a-2b 0,182 2,101 0,707 6,246
status pN poz vs. neg 0,025 3,962 1,192 13,168

skala Gleasona >7 vs. 7 0,160 2215 0,731 6,708
K+AR+EGFR+ CTCs w PB poz vs. neg 0,488 1,788 0,346 9,232
K+AR-EGFR+ CTCs w PB poz vs. neg 0,192 5,710 0,417 78,221
K+AR-EGFR- CTCs w PB poz vs. neg 0,780 0,694 0,053 9,017
K+AR+EGFR- CTCs w PB poz vs. neg 0,623 1,664 0.219 12,659
K-AR-EGFR- CTCs w PB poz vs. neg 0,147 0,220 0,028 1,705
K-AR+EGFR- CTCs w PB poz vs. neg 0,019 8,589 1,432 51,513
wiek >65 vs. <65 0,391 1,656 0,523 5,248

stezenie PSA >10 vs. <10 ng/ml 0,751 0.839 0,284 2,481
status pT 3a-3c vs. 2a-2b 0,175 2,121 0,715 6,285
status pN poz vs. neg 0,022 4,010 1,219 13,190

skala Gleasona >7 vs. 7 0,169 2,128 0,726 6,239
K+AR+EGFR+ CTCs w PB poz vs. neg 0,455 1,849 0,368 9,284
K+AR-EGFR+ CTCs w PB poz vs. neg 0,199 5,467 0,409 73,086
K+AR+EGFR- CTCs w PB poz vs. neg 0,695 1,376 0,279 6,782
K-AR-EGFR- CTCs w PB poz vs. neg 0,043 0,184 0,036 0,947
K-AR+EGFR- CTCs w PB poz vs. neg 0,016 8919 1,508 52,741
wiek >65 vs. <65 0,377 1,681 0,531 5,323

status pT 3a-3c vs. 20-2b 0,138 2,223 0,774 6,390
status pN poz vs. neg 0,023 3,832 1,206 12,176

skala Gleasona >7 vs. 7 0,171 1,982 0,744 5,280
K+AR+EGFR+ CTCs w PB poz vs. neg 0,500 1,697 0,364 7911
K+AR-EGFR+ CTCs w PB poz vs. neg 0,207 4,641 0,427 50,429
K+AR+EGFR- CTCs w PB poz vs. neg 0,705 1,366 0,271 6,879
K-AR-EGFR- CTCs w PB poz vs. neg 0,043 0,188 0,037 0,951
K-AR+EGFR- CTCs w PB poz vs. neg 0,013 9,349 1,589 54,994
wiek >65 vs. <65 0,328 1,761 0.566 5,476

status pT 3a-3c vs. 20-2b 0,151 2,111 0,761 5,857
status pN poz vs. neg 0,017 3.976 1,276 12,385

skala Gleasona >7 vs. 7 0,166 1,993 0,751 5,291
K+AR+EGFR+ CTCs w PB poz vs. neg 0,415 1,848 0,423 8,073
K+AR-EGFR+ CTCs w PB poz vs. neg 0,180 5,029 0,475 53,192
K-AR-EGFR- CTCs w PB poz vs. neg 0,040 0,210 0,048 0,930
K-AR+EGFR- CTCs w PB poz vs. neg 0,003 10,964 2,292 52,452
wiek >65 vs. <65 0,320 1,751 0,580 5,286

status pT 3a-3c vs. 2a-2b 0,141 2,134 0,778 5,853
status pN poz vs. neg 0,022 3,736 1,206 11,573

skala Gleasona >7 vs. 7 0,251 1.714 0,683 4,302
K+AR-EGFR+ CTCs w PB poz vs. neg 0,222 4,220 0,418 42,663
K-AR-EGFR- CTCs w PB poz vs. neg 0,043 0,219 0,051 0,951
K-AR+EGFR- CTCs w PB poz vs. neg 0,001 12,690 2,757 58,415
status pT 3a-3c vs. 2a-2b 0,112 2,271 0,826 6,238
status pN poz vs. neg 0,010 4,255 1,408 12,861

skala Gleasona >7 vs. 7 0,183 1,843 0,750 4,529
K+AR-EGFR+ CTCs w PB poz vs. neg 0,254 3.818 0,383 38,084
K-AR-EGFR- CTCs w PB poz vs. neg 0,043 0,217 0,049 0,956
K-AR+EGFR- CTCs w PB poz vs. neg 0,001 8,687 2,314 32,607
status pT 3a-3c vs. 20-2b 0,104 2,301 0,843 6,280
status pN poz vs. neg 0,013 4,045 1,349 12,131

skala Gleasona >7 vs. 7 0,153 1,906 0,787 4,619
K-AR-EGFR- CTCs w PB poz vs. neg 0,058 0,259 0,064 1,046
K-AR+EGFR- CTCs w PB poz vs. neg 0,001 8,329 2,267 30,595
status pT 3a-3c vs. 2a-2b 0,054 2,642 0,984 7,093
status pN poz vs. neg 0,022 3,509 1,199 10,271
K-AR-EGFR- CTCs w PB poz vs. neg 0,040 0,237 0,060 0,938
K-AR+EGFR- CTCs w PB poz vs. neg <0,001 11,290 3,338 38,182
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Tabela U4. Analiza wieloczynnikowa wedtug metody krokowej regresji proporcjonalnego hazardu Coxa
obejmujgca wiek chorych, parametry kliniczne guza, interakcje pojedynczych CTCs i klastréw oznaczane
w protokole AR/EGFR. PSA - stezenie antygenu sterczowego, pT - wielko$¢ guza pierwotnego, pN —
stopien zajecia weztébw chtonnych, PB — krew obwodowa, CTCsLEUKO — krgzgce komdrki nowotworowe w
interakcji z leukocytami/komérkami srédbtonka, CTCSERYRO — krgzgce komdrki nowotworowe w interakcii
z erytrocytami, CTCsPLT — krgzqce komorki nowotworowe w interakcii z ptytkami, K- keratyna, AR —receptor
androgenowy, EGFR —receptor dla naskérkowego czynnika wzrostu, HR — hazard wzgledny, Cl - przedziat
ufnosci, poz - pozytywne, neg — negatywne.

warlosé CI957% -
Krok 1. wiek >65 vs. <65 0,934 1,048 0,347 3,161
stezenie PSA >10 vs. <10 ng/ml 0,351 0,620 0,227 1,694
status pT 3a-3c vs. 2a-2b 0,287 1,814 0,605 5,438
status pN poz vs. neg 0,021 3.692 1.219 11,185
skala Gleasona >7 vs. 7 0,007 3,467 1,400 8,590
pojedyncze CTCs"™*° w PB poz vs. neg 0,332 9,699 0,098 | 955267
pojedyncze CTCs™™° w PB poz vs. neg 0,385 0,169 0,003 9,347
pojedyncze CTCs™ w PB poz vs. neg 0,173 2,263 0,699 7,329
klastry CTCs™™° w PB poz vs. neg 0,995 0,987 0,021 46,385
klastry CTCs™ w PB poz vs. neg 0,809 1,252 0,203 7,720
Krok 2. wiek >65 vs. <65 0,933 1,048 0,350 3,139
stezenie PSA >10 vs. <10 ng/ml 0,347 0,620 0,229 1,679
status pT 3a-3c vs. 2a-2b 0,287 1,814 0,606 5,430
status pN poz vs. neg 0,021 3,693 1,220 11,178
skala Gleasona >7 vs. 7 0,007 3,468 1,402 8,578
pojedyncze CTCs*° w PB poz vs. neg 0,142 9,809 0,465 | 206,993
pojedyncze CTCs™™° w PB poz vs. neg 0,155 0,167 0,014 1,967
pojedyncze CTCs™ w PB poz vs. neg 0,173 2,263 0,699 7,328
klastry CTCs™ w PB poz vs. neg 0,809 1,252 0,203 7,708
Krok 3. stezenie PSA >10 vs. <10 ng/ml 0,348 0,621 0,229 1,681
status pT 3a-3c vs. 2a-2b 0,241 1,845 0,663 5,138
status pN poz vs. neg 0,019 3,720 1,244 11,119
skala Gleasona >7 vs. 7 0,007 3,473 1,404 8,588
pojedyncze CTCs"™° w PB poz vs. neg 0,142 9,681 0,466 | 201,090
pojedyncze CTCs™™° w PB poz vs. neg 0.155 0,169 0,015 1,957
pojedyncze CTCs" w PB poz vs. neg 0,171 2,270 0,702 7,337
klastry CTCs™ w PB poz vs. neg 0816 1,201 0,258 5,585
Krok 4. stezenie PSA >10 vs. <10 ng/ml 0,349 0,622 0,231 1,679
status pT 3a-3c vs. 2a-2b 0,245 1,836 0,659 5115
status pN poz vs. neg 0,018 3,751 1,259 11,179
skala Gleasona >7 vs. 7 0,007 3,425 1,402 8,366
pojedyncze CTCs"™*° w PB poz vs. neg 0,142 9,694 0,466 | 201,483
pojedyncze CTCs™™° w PB poz vs. neg 0,148 0,190 0,020 1,807
pojedyncze CICs™ w PB poz vs. neg 0,073 2,443 0.919 6,496
Krok 5. status pT 3a-3c vs. 2a-2b 0,196 1,959 0,707 5,427
status pN poz vs. neg 0,023 3.495 1,190 10,264
skala Gleasona >7 vs. 7 0,012 2,941 1,266 6,832
pojedyncze CTCs"™*° w PB poz vs. neg 0,223 5,886 0,340 | 101,752
pojedyncze CTCs™™° w PB poz vs. neg 0,207 0,240 0,026 2,200
pojedyncze CICs™ w PB poz vs. neg 0,082 2,384 0,895 6,348
Krok 6. status pT 3a-3c vs. 2a-2b 0,169 2,029 0,740 5,561
status pN poz vs. neg 0,026 3,374 1,156 9,852
skala Gleasona >7 vs. 7 0,013 2,890 1,246 6,703
pojedyncze CTCs=™° w TDVB/PB poz vs. neg 0,323 0,422 0,076 2,334
pojedyncze CTCs™ w TDVB/PB poz vs. neg 0,090 2,323 0877 6,151
Krok 7. status pT 3a-3c vs. 2a-2b 0,141 2,116 0,780 5,746
status pN poz vs. neg 0,021 3,527 1,211 10,274
skala Gleasona >7 vs. 7 0,029 2,416 1,096 5,326
pojedyncze CTCs™ w TDVB/PB poz vs. neg 0,189 1,798 0748 | 4322
Krok 8. status pT 3a-3c vs. 2a-2b 0,059 2,506 0,965 6,509
status pN poz vs. neg 0,028 3,209 1,132 9,098
skala Gleasona >7 vs. 7 0,022 2,508 1,143 5,506
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Tabela U5. Analiza wieloczynnikowa wedtug metody krokowej regresji proporcjonalnego hazardu Coxa
obejmujgca wiek chorych, parametry kliniczne guza, rézne fenotypy CTCs oznaczane w protokole
AR/EGFR. PSA - stezenie antygenu sterczowego, pT — wielko$¢ guza pierwotnego, pN - stopieh zajecia
weztdw chtonnych, PB - krew obwodowa, CTCs AR-/AR+ - krqzgce komorki nowotworowe
negatywne/pozytywne pod kagtem receptora androgenowego, CTCs K-/K+ — krgzgce komorki
nowotworowe negatywne/pozytywne pod kgtem keratyny, CTCs EGFR-/EGFR+ — krgzgce komorki
nowotworowe negatywne/pozytywne pod kgtem receptora dla naskérkowego czynnika wzrostu, HR —
hazard wzgledny, Cl - przedziat ufnosci, poz - pozytywne, neg — negatywne.

wartosé p HR

Krok 1. wiek >65 vs. <65 0,661 1,266 0,441 3,633
stezenie PSA >10 vs. <10 ng/ml 0,674 0,780 0,246 2,479

status pT 3a-3c¢ vs. 2a-2b 0,268 1,866 0,619 5,622
status pN poz vs. neg 0,017 4,294 1,297 14,220

skala Gleasona >7 vs. 7 0,040 2,972 1,052 8,399

CTCs AR- w PB poz vs. neg 0,212 0,232 0,023 2,300
CTCs AR+ w PB poz vs. neg 0,976 0,944 0,021 41,220
CTCs EGFR- w PB poz vs. neg 0,889 1,218 0,076 19,484
CTCs EGFR+w PB poz vs. neg 0,426 2,085 0,342 12,727
CTCs K+ w PB poz vs. neg 0,656 2,062 0,085 49,920
CTCs K-w PB poz vs. neg 0,391 3,444 0,205 57,928

Krok 2. wiek >65 vs. <65 0,649 1,270 0,454 3,557
stezenie PSA >10 vs. <10 ng/ml 0,648 0,787 0,281 2,201

status pT 3a-3c vs. 2a-2b 0,257 1,859 0,636 5,434
status pN poz vs. neg 0,017 4,297 1,299 14,216

skala Gleasona >7 vs. 7 0,029 2,956 1,116 7,824

CTCs AR- w PB poz vs. neg 0,098 0,237 0,043 1,303
CTCs EGFR- w PB poz vs. neg 0,890 1,198 0,093 15,378
CTCs EGFR+w PB poz vs. neg 0,420 2,074 0,352 12,214
CTCs K+ w PB poz vs. neg 0,460 1,980 0,323 12,147

CTCs K-w PB poz vs. neg 0,362 3,389 0,246 46,781

Krok 3. wiek >65 vs. <65 0,642 1,276 0,457 3,565
stezenie PSA >10 vs. <10 ng/ml 0,650 0,788 0,281 2,208

status pT 3a-3c vs. 20-2b 2,470 1,874 0,646 5,434
status pN poz vs. neg 0,017 4,290 1,302 14,136

skala Gleasona >7 vs. 7 0,028 2919 1,119 7,610

CTCs AR- w PB poz vs. neg 0,098 0,235 0,042 1,304
CTCs EGFR+w PB poz vs. neg 0,428 2,017 0,355 11,456
CTCs K+ w PB poz vs. heg 0,362 2,105 0,425 10,420
CTCs K- w PB poz vs. neg 0,105 3,923 0,750 20,527

Krok 4. wiek >65 vs. <65 0,660 1,258 0,452 3,499
status pT 3a-3c vs. 2a-2b 0,192 1,997 0,706 5,647
status pN poz vs. neg 0,019 4,007 1,255 12,788

skala Gleasona >7 vs. 7 0,027 2,669 1,117 6,376

CTCs AR- w PB poz vs. neg 0,097 0,235 0,043 1,301

CTCs EGFR+ w PB poz vs. neg 0,504 1,723 0,349 8,514
CTCs K+ w PB poz vs. neg 0,279 2,335 0,503 10,837
CICs K- w PB poz vs. neg 0,115 3,764 0,725 19,534

Krok 5. status pT 3a-3c vs. 2a-2b 0,146 2,118 0,770 5,822
status pN poz vs. neg 0,015 4,162 1,324 13,082

skala Gleasona >7 vs. 7 0,028 2,650 1,111 6,321

CTCs AR- w PB poz vs. neg 0,102 0,239 0,043 1,327

CTCs EGFR+w PB poz vs. neg 0,513 1,695 0,348 8,256
CTCs K+ w PB poz vs. neg 0,293 2,305 0,486 10,934
CTCs K- w PB poz vs. neg 0,128 3,314 0,709 15,496

Krok 6. status pT 3a-3c vs. 2a-2b 0,130 2,170 0,797 5914
status pN poz vs. neg 0,021 3,742 1,225 11,429

skala Gleasona >7 vs. 7 0,038 2,440 1,051 5,663

CTCs AR- w PB poz vs. neg 0,078 0,214 0,038 1,192
CITCs K+ w PB poz vs. heg 0,084 3,072 0,858 10,992
CTCs K- w PB poz vs. neg 0,124 3,397 0.716 16,118

Krok 7. status pT 3a-3c vs. 2a-2b 0,132 2,140 0,795 5,760
status pN poz vs. neg 0,023 3,583 1,194 10,758

skala Gleasona >7 vs. 7 0,018 2,710 1,186 6,192

CTCs AR- w PB poz vs. neg 0,362 0,516 0,124 2,140
CTCs K+ w PB poz vs. neg 0,04 3,836 1,061 13,870

Krok 8. status pT 3a-3c vs. 2a-2b 0,163 2,017 0,754 5,397
status pN poz vs. neg 0,013 3,945 1,337 11,645

skala Gleasona >7 vs. 7 0,024 2,557 1,135 5,763

CTCs K+ w PB poz vs. neg 0,052 2,444 0,991 6,030
Krok 9. status pN poz vs. neg 0,002 5,270 1,875 14,815
skala Gleasona >7 vs. 7 0,014 2,751 1,229 6,159

CICs K+ w PB poz vs. neg 0,024 2,799 1,144 6,850
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