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Projekt: Vilv opera&ni technlky karcinomu plic na diseminacl clrkulujicich nddorovych bundk
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Obdarovany tento dar pfijima a pouzije lej k G&ely, uvec-!eném vl | této smiouvy. V piipad&, %e dar nebude
pouzit obdarovanym na G&el uvedeny v bodu ., vyhrazuje sl dérce prévo na navrécent daru v piné vysi.
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Penézni dar bude vyplacen pfevodem na vye uveden-y et do 14 dnil po uzavieni smiouvy. Obdarovany
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1. nézev projektu: ViV operacni techniky karcinomu plic
na diseminaci cirkulujicich nddorovych bunék

Il|te|sII pra!ll:

Krajské zdravotnf a.s.- Masarykova nemochnice v Usti nad Labem
Oddéleni Hrudn( Chirurgie

Socidin( péte 3316/12A
40113 Usti nad Labem

Spolufeditelské pracovisté:
Fakultni nemocnice Kralovské Vinohrady
ULD — Odd&leni laboratornf genetiky

Srobirova 50, 100 97 Praha 10.

5. Strugna charakterlstika projektu a realizani vystup
Viz pFloha &.1

6. Stupefi rozpracovan( projektu, pfipadné kopie publikac(

ReSitelé a spolufeditel majf zkuenosti s detekci cirkulujicich nddorowvych bun&k (CTCs) u
epitelldinich | mezenchyméinich nédori.  Oddé&lenl hrudni chirurgle MNUL Je
nadreglondinim centrem pro chirurgickou létbu karcinomu plic. Klinlka zajisti dostatek
vhodnych paclentl pro zafazen( do studle. Laboratof ve FNKV Je schopna Jako jedInd v CR
nejen detekovat a separovat, ale také kultivovat izolované CTCs In vitro (Viz pfiloha &. 2).
Usp&3n& byly provedeny Izolace a in vitro kultivace u prvnich pacientd s karcinomem plic.

7. le projekt podporovan i z jinych zdroja?
Nenl podporovén z Jinych zdrojG

8. Navrh na vy3i finan¢nl podpory a jejiho vyuZit

600 000 K& (100 % dlouhodobé investice do vybaveni videotorakoskoplckymi instrumenty).
Finanéni podpora poslouZf k dovybaven! Odd. hrudni chirurgie o sofistikované néstroje, které
po skontenl fedeni grantu budou déle slouZit 1é&bé pacient. Néklady na molekularn& —
biologickou analyzu CTC budu hrazeny z rozpoétu Odd. laboratorn( genetiky.

9. Jaké minimaini ¢astka pomdZe pfi FeSeni projektu?
400 000 K¢



10. Bankovnf sio‘lenl a ifesné ¢islo bankovnfho Gétu

11. Prohlégeni Zadatele, Ze publikace a souhrny pfedna3ek budou oznaleny vétou ,Price byla
finantné podpofena grantem Ligy proti rakoving Praha “ a pfipadné& zakoupené investi¢ni
pfedméty budou oznateny népisem , Zakoupeno za finan¢nfho pfispéni Ligy proti rakoviné
Praha “.

Viz pHloha £.3

12. Prohlé3en{ Zadatele, Ze bude do roka od pfidélen( finanéni podpory poddna stru¢na zprava
o ziskanych vysledcich vwyzkumu, pfipadn& budou pfedlofeny publikace a bude pfedloZen
piehled o &erpanl finanénich prostiedki.

Viz pifioha &.4

13. Datum odeslani Zaddosti: 28.7.2017




PHloha &.1: (5. Struén4 charakteristika projektu a realiza&ni vystup)

Vliv operaéni techniky karcinomu plic na diseminaci
cirkulujicich naddorovych bunék

ﬂ Porovnat vliv videoasistované torakoskopické chirurgie (VATS) a konvenénf thorakotomie
na hladinu (poget) cirkulujicich nddorovych bun&k (CTC) u pacientll s nemalobun&&nym
karcinomem plic {NSCLC).

Hypoté2a: Men3i narlst pottu cirkulujicich naddorovych buné&k (CTC) bude pozorovén u
pacientll operovanych pfistupem VATS nef u pacientd lé€enych konvenéni torakotomii.

SniZeni poctu CTC pooperatné miZe zlepiit diouhodobé pfefiti u pacientd s NSCLC.

Videoasistovanad hrudni chirurgle (VATS) se b&hem poslednich dvou desetilet/ vyrazné
rozvinula. Bylo prokdzédno, e VATS-resekce plic u rannych stadii nemalobunééného karcinomu
plic (NSCLC) maji za nésledek snfZenou pooperaéni bolest, men&i pooperaéni dysfunkci plic,
krat3i hospitalizaci a lepsf toleranci pacienta k adjuvantni chemoterapii ve srovnén( s pacienty,

ktefl podstoupili torakotomii (Ng CS, Lau KK, 2013).

Neékolik neddvnych studil zaznamenalo dokonce zlep$eni dlouhodobého pieZiti u téch, ktefi
podstoupill resekci plic VATS v &asné fézi NSCLC v porovnéni s otevfenou technikou. Navic
minimalni invazivni pfistup podporuje také postoperaéni funkci imunitnfho systému pacientd,
coi vede k vy$§imu vyskytu cirkulujicich NK-buné&k a T bunék, k oxidaéni aktivité T bunék a k

hladindm imunochemokinii po VATS v porovnéni s torakotomil.

Zda se rozdfly v imunologickych a biochemickych parametrech post- VATS vyznamné podileji
na zlep3eni klinickych vysledkd po resekei plicnich resekef plic ve vztahu k rakoving plic, je tfeba
déle zkoumat. Budoucl studie se budou muset zabyvat také tim, zda snfend pfistupovd
trauma z pokrotilych hrudnich chirurgickych technik, jako je jednordzovy VATS, maZe déle

zeslabit pooperaéni zanétlivou odezvu.

V rémci sledovéni parametrd objektivné hodnotiteinych po resekei plic, navrhujeme testovén(
vyskytu pfitomnosti CTC peroperaéng, periopera&ni i postoperatné.



Cirkulujici nddorové buiiky (CTC) reprezentuji systémovou fazi lokalizované malignl nemoci a
jejich vyskyt miZeme standardné hodnotit v rdmci procesu, ktery spada do kategorie tekutych
biopsil (tzv. liquid bipsy). Identifikace CTC a jejich odli¥eni od krevnich element(, zejména
leukocytG je moZné pomoci fyzikdlnich (napf. hustota &i velikost) a/nebo biologickych
vlastnosti CTC (napf. exprese epitelovych znaki jako jsou EpCAM nebo cytokeratiny}. Typizace
CTC je déle obvykle kompletovdna pomocl cytomorfologického hodnoceni (hematologické,

fluorescenéni barvenl(}), Imunohistochemie, kvantitativni PCR a muta¢nf analyzy.

Odlieni nemocnych s vysokym rizikem relapsu nemoci je klitovym bodem pro indikaci dalich
Ié¢ebnych postupl, jako napf. adjuvantni chemoterapie. CTC jsou relativné priikaznym
prognostickym markerem u vé&tSiny primamich tumorl. Vime také, e cirkulujicl a
diseminované nadorové buriky (DTC) jsou markerem nezédvislym na standardnich
prognostickych parametrech. Testovanl CTC miZe byt pfinosné nejen pro stanoveni progndzy
a predikce recidivy nemoci, ale také pro predikcl lé€ebné odpovédi.

Klinické vyuZiti CTC musi byt doloZeno klinickymi studiemi. Monitorace CTCs v fase pied a po
chirurgickém zékroku ve vztahu k rozsahu a typu chirurgického zakroku muie pfibliZit

mechanizmy rezistence nemoci a pomoci odhalit potenclaini clle terapeutického snaZeni.

Pravd&podobnost uvolnéni CTC do krve pravdépodobné souvisi s agresivitou primérni nemoci.
Standardni patologické vy3etfeni primarnitho nddoru se jevi nedostatecné pro staveni rizika
relapsu onemocnéni. Vime, Ze odstran&ni primarni nadorové hmoty neni dostalujici k
zaji$téni vylé&eni pacienta. CTC vySetfeni neni zatim standardni soutastf klinické praxe, ale
-vime, e monitorovani CTC- pffitomnosti by mohlo pfedpovédét relaps nadoru diouho pred
vytvofenim sekundérnich n&dorovych lofisek. Prognéza metastatického onemocnénl je

$patna.

Cilem navrhované studie je detekce a stanoven( poétu CTC u nemocnych s NSCLC vzhledem

na typ prob&hlého chirurgického zdkroku { VATS vs. TORAKOTOMIE) a déle v rliznych fazich

terapie {adjuvantni & paliativni) po chirurgickému zdkroku.

Studie poplsujicl vyskyt CTC post-VATS vs. post. TORAKOTOMIE zjistila men3f narast CTC
v perifern( krvi postoperatn& u VATS- vykon(. (Huang HB, Ge M et al 2016). Dile je znamo,

e chirurglcky zakrok mobilizuje nddorové burtiky do plicni Zily spolu s mnoha normdinfmi



epitelidinimi bufikami. Pfesné& vy&islit po&et uvoln&nych nadorovych bun&k nebylo moiné,
kdyZ byl pro detekci CTC pouZity jenom EpCAM- marker (Yao X et al. 2014). Proto stavime
detekei CTC v nadi studii na kombinovan( cytomorofologické a molekuldrni analyzy s vyuZitim

celého spektra tumor- asociovanych markerd.

Metodika: V planované studii budou CTC identifikovdny na zdkladé separace zaloZené na
velikostl bunék, ktera je nasledovéna kratkodobou in vitro inkubaci (3- 5 dnll) v kombinaci
s cytomorfologickou anlyzou. Cytomorfologickd analyza se opird a zhodnocen( bun&énych
parametrd na drovni vitélni fluorescenénl mikroskopie a je ddle doplnéna analyzou
molekularni. Molekuldrnl analyza zahrnuje detekci genové exprese pomoci kvantitativni
polymerazové Fetezové reakce. Geny, které budou testovény patii do skupiny gend
asociovanych s tumorem (TA) a genl spojenych s chemorezistenci ({CHR) naddorového
onemocnénl. Vystupem vy3etfen( CTC Je polet nddorovych bunék identifikovanych v objemu
periferni krve {obvykle 6-8ml) odebraném v daném &ase a taky seznam exprimovanych gen(i
ze skupiny TA a CHR. Analyza genové exprese probfhé porovnanim genové exprese ve vzorcich
periferni krve (leukocytarni frakce) a ve vzorcich CTC- obohacené frakce (Kolo3tovd K et al.

2016).

Data, které byly aktudlné publikovana na3( vyzkumni skupinou (Biel¢lkovad Z et al. 2017)
podporujf vyznam typlzace CTC v priib&hu léZby nemoci. Vlastnosti CTC zpravidla nekoreluiji s

klinicko-patologickymi parametry a dynamicky se méni v £ase.

CTC mohou poskytnout uZiteéné prognostické a prediktivni informace v algoritmu
rozhodovanl se o dalsf lé¢b&. Abychom odpovédéli na otdzku, zda pfitomnost CTC miZe

pfedpovédét pacientovu progndzu a predikovat efektivitu teraple, musime se zeptat:

1. Je vyskyt (potet) CTC rozdilny u pacientl s NSCLC, u kterych byl a nebyl primarni tumor

odstran&n?

2. Je vyskyt (potet) CTC rozdilny u pacientli s NSCLS, u kterych byt primarn( tumor odstranén
pomocl VATS vs. TORAKOTOMIE?



3. Jak se li3( CTC uvolnéné do krevniho ob&hu b&hem chirurgického zdkroku VATS vs.
TORAKOTOMIE na molekuldrni drovni (porovndni genové exprese pro skupiny gend

asociovanych s kmenovymi buiikami a s metastatickym potenciatem) ?

4, MiiZe v€asna indikace aditivni 1é¢by (nad ramec standardl adjuvantn( terapie) u pacientt

s trvale zvySenym pottem CTC zlepsit vysledek celkového pfeiiti pacienta s NSCLC?

5. Jsou CTC uvolnéné do krevniho ob&hu b&hem chirurgického zdkroku VATS vs.
TORAKOTOMIE odlidné?

6. Jsou CTC uvoiné&né do krevniho ob&hu b&hem chirurgického zdkroku schopné indukovat rlist

metastaz (testovani in vitro prolifera&ni kapacity) ?

7. Jsme schopni identifikovat rozdll mezi CTC, které riist metastdz indkuji vs. neindukuji?






