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Sammendrag

Innledning

Sirkulerende kreficeller har vart pévist hos pasienter med smé og store tumores i alle stadier
av brystkreftsykdommen og er forbundet med dérligere prognose. Pavisning av sirkulerende
brystkreftceller kan sees pé som et tegn pd minimal restsykdom (MRD) og kan brukes 1
terapeutiske og prognostiske overveielser hos den enkelte pasient. Malet med vér studieer &

veere med pa 4 lage en sensitiv og spesifikk test for & oppdage brystkreficeller i perifert blod.

Materiale og metode

15 mi ble tappet av pasienten etter at de fem forste milliliterene ble kastet for 8 unnga
forurensing av prevene med epitelceller fra huden. Blodet ble anriket for brystkreftceller med
magnetiske kuler dekket med antistoffer (anti-Ber-EP4) med affinitet for EPCAM som er et
epitelialt celleadhesjonsmolekyl. Total RNA ble isolert fra den anrikede cellefraksjonen og
revers transkribert til cDNA. For & gke sensitiviteten ble cDNA oppkonsentrert, og brukt 1
kvantitativ PCR ved hjelp av TaqgMan real time teknologi. Mélet er 4 pavise og kvantitere
mRNA via cDNA som koder for CK 19 som er cancermarker i vire forsek. Den kalkulerte

sensitiviteten i 1 ml fullblod har vist seg & vaere 0,2-0,4 celler.

Resuliater

Vért materiale inneholder for fi pasienter til 4 trekke klare konklusjoner, men det ser ut som
om det er en klar tendens til at mange pasienter med brystkreft har CK-19 positive celfer 1
blodet. Av ti pasienter viste provene at &tte hadde CK-19 positive celler i blodet. Av fem

presumptivt friske kontroller hadde kun én pasient et svakt positivt svar i en av to paralleller.

Diskusjon

‘Testen mé videreutvikles for & vacre god nok til rutinebruk 1 pasienter. Blant annet md man
vurdere 4 brukes antistoff mot flere overflateantigen ved anrikning av brystkreftceller i
fullblod, gjere kvantitativ PCR p4 flere genprodukter enn CK-19 og bruke andre
prevetakingsrer for 4 stabiliserer mRNA i blodpreven. RT-PCR reaksjonen gir for stor
variasjon . Det er ogsd mye trolig at ulike cancerceller uttrykker ulik mengde EPCAM og
mRNA for CK19. Testen ber ta havde for slike variasjoner.



Innledning

Milet for studien var

Deteksjon og kvantitering av brystkreftceller i perifert blod kunne ideelt sett gjore det mulig &
pévise mikrometastaser for kliniske symptomer pa residiv. Sirkulerende krefteeller har veert
pévist hos pasienter med smé og store tumores i alle stadier av brystkrefisykdommen og er
forbundet med dérligere prognose (1,2). Pavisning av sitkulerende brystkreficeller kan sees pa
som et tegn pd minimal restsykdom (MRD}) og kan brukes 1 terapeutiske og prognostiske
overveielser hos den enkelte pasient. Vedvarende fravar av sitkulerende brystireficeller kan
tenkes 4 bety at helbredelse er oppnddd og at oppfelging kan avsluttes.

Tidligere har man vanligvis brukt immunhistokjemiske metoder for 4 pavise sirkulerende
brystkreftceller (3). For 4 gke sensitiviteten av undersekelsene har det vart gjort anrikning av
brystkreftceller i blodpreven fra pasienten ved hjelp av antistoffer og magnetiske kuler (4,5).
Brystkreficeller uttrykker antigener som vanligvis utelukkende uttrykkes pa epiteleeller, og i
et cellemiljo der epitelceller vanligvis ikke finnes, er disse markerene regnet for 4 vaere
tumorspesifikke.

Det har ogsa vart gjort forsek pa & pavise sirkulerende brystkreficeller ved hjelp av
flowcytometri, En metode som ble publisert i 1998 viste 4 ha sensitivitet pd 1 brystkreficelle
pr 5ml blod (6).

Milet med vér studie er & lage en sensitiv og spesifikk test for 4 oppdage brystkreficeller i
perifert blod ved hjelp av kvantitativ PCR.

Epidemiologi

I folge en studie av H. Wang et.al. publisert i British Journal of Cancer i 1998 ble 39,006
tilfeller av invasiv brystkreft registrert i Norge fra 1970 1i11993. Insidensratene steg i alle
aldersgrupper i denne perioden (8). Figur 1 viser stigningen fra 1955 frem til 2000 som rate

per 100,000. Den aldersjusterte insidensraten gkte fra 62,0 pr.100,000 personar i 1970-1974



til 76,9 per 100,000 persondr 1 1990-1993. Den arlige stigningen 18 pa 1,0%. @kningen ser ut
til & vare stgrst i aldersgruppen under 40 &r. Stigningen utgjeres i hovedsak av brystkreft
diagnostisert i Stadium 1 (TINOMO) pé diagnosetidspunktet (8).
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Figur I: Viser okningen i insidensen av brystkreft i Norge fra 1955 til 2000. Kilde: www . Krefiregisteret.no

Mortalitetsraten var ganske stabil 1 denne perioden og den aldersjusterte mortalitetsraten var
26,4 per 100 000 persondr i perioden 1990-1993. Det var en arlig stigning pa 0,5%.
Insidensen pkte altsa signifikant mer enn mortaliteten. Stadium ved diagnosetidspunktet er §
anse som den viktigste prognostiske faktor. Overlevelsesraten for pasienter med brystkreft i
stadium 2 har gkt 1 perioden for alle aldersgrupper. For de andre stadiene ser man bare smé
forbedringer.

5-drs overlevelsen har gkt blant pasienter med axillere lymfeknutemetastaser pd
diagnosetidspunktet. Ved de andre stadiene vises kun en liten forbedring (8).
Mammografiscreening kom 1gang i Norge i lopet av 1990-tallet. Fylkene Akershus, Oslo,
Rogaland og Hordaland begyunte 1 1995. Telemark og Agderfylkene kom etter1 1999.
Finnmark og Troms startet 1 & 2000. Figur 2 som viser insidensraten pr.100 000 fra 1991-
2000 viser at de fylkene som har startet med mammografiscreening, har fatt en merkbar
gkning 1 insidensraten. Samtidig falt andelen av de nydiagnostiserte med axillere
lymfeknutemetasaser fra 80% til 60% (9). Man klarte altsé 4 fa tak i flere brystkrefttilfeller pa
et tidligere tidspunkt 1 sykdomsutviklingen.



Som en folge av mammografiscreeningen pkte ogsa den totale insidensraten av brystkreft 1

Norge (se Figur 2).
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Figur 2: Figuren viser hvordan insidensen av brystkreft har endret seg i de ulike fylkene etter

innferingen av mammografiscreening. Kilde: www Kreftforeningen.no



Klassifisering

Y A P
ety

TX Primartumor mistenkes, men kan ikke vises

TO Ingen tydelig primartumor (klinisk okkult)

Tis Carcinoma in situ: inkluderer bide ductal og lobulzr carcinoma in situ, Paget’s disease
of the nipple uten invasjon og uten tumor,

T1 Tumor mindre enn 2,0 cm 1 sterste diameter

T1 mic Mikroinvasijon tilstede, 0,1 cm eller mindre i sterste diameter

T1a Tumor sterre enn 0,1 cm, men ikke mer enn 0,5 cm i storste diameter

T1b Tumor stgrre enn 0,5 cm, men ikke mer enn 1,0 cm i storste diameter

T1c Tumor sterre enn 1,0 cm men ikke mer enn 2,0 cm 1 sterste diameter

T2 Tumor sterre enn 2 ¢m, men ikke sterre enn 5 cm i sterste diameter

T3 Tumor stetre enn 5 cm i sterste diameter

T4 Tumor uansett sterrelse med innvekst til brystvegg eller hud, som beskrevet under

T4a Innvekst til brystvegg

T4b (3dem eller ulcerering av brystets hud eller forekomst av satelittnoduler i samme bryst
T4¢ Bade T4a og T4b

T4d Inﬂammatorlsk carcinom

NX Reglonale 1ymfeknutemetastaser mistenkes, men kan ikke vises (eller fjernet forut)
NO Ingen regionale lymfeknutemetastaser

N1 Metastaser til ipsilaterale axilleere lymfeknuter som kan fjernes

N2 Metastaser til ipsilaterale axilleere lymfeknuter fiksert til hverandre eller til andre
strukturer

N3 Metastaser til ipsilaterale interne lymfeknuter i brystet

Fjernmetastase
MX Fjernmetastaser mistenkes, men kan ikke vises
MO Ingen tydelige fjernmetastaser

M1 Fiernmetastaser (inkludert metastaser til ipsilaterale supraclaviculere lymfeknuter)
Tabell 1; Viser INM-kiasifikasjonen ac mammaecancer. Klassifisering av brystireft er vikiig for d predikere
prognose, valg av behandling og sammenligne effekten av ulike behandlinger.




Risikefaktorer

Kjonn

At menn ogsa kan fa brystkreft er noe som ofte glemmes, men insidensen er 100 ganger

heyere hos kvinner (10).

Alder

Insidensen gker med alderen. Sykdommen er sjelden i tendrene og stiger kraftig til 40 ars

alderen. Fra og med menopausealderen flater insidensraten ut (10). Figur 3 og Tabell 2 viser

denne tendensen tydelig.

Fignr 3: Figuren viser aldersspesifikh insidensrate for brystireft i perioden 1996-2000. Kilde.

www. kreflresisterct no.

Alder 11990 1991 1592 1993 1994 11995 1199 1997  [1998 11999 | 2000
-9 0 0 0 0 0 0 0 0 3 0 0
10-19 |0 0 0 0 0 1 0 0 ) 0 0
20-29 [11 8 14 15 15 5 4 9 5 7 13
30-39 |91 111 107 134 99 110 105 i10 102 95 118
40-49 1322 345 354 373 370 395 407 400 37 385 407
50-59 | 264 308 287 307 386 358 512 559 608 652 657
60-69 1370 421 386 377 343 418 505 524 423 431 526
70-79 1471 474 488 463 485 474 468 445 470 477 429
30-89 |282 278 297 248 273 295 292 286 306 295 281
90- 48 36 38 35 48 61 61 47 38 55 65
Sum: | 1861 1981 1971 1952 12019 {2117 12354 {2420 {2405 2397 [2506

Tabell 2: Viser insidensratene mot alder i tidrsintervaller. Tallene er hentet fra Krefiregisterel.




Tidligere brysthkreft

Utvikling av ny brystkreft hos kvinner som har hatt brystkreft tidligere, kan skyldes at den
forste kreften hadde flere utgangspunkt eller at den ikke ble tilstrekkelig behandlet. Det kan
ogsa veere at det er en helt ny kreftutvikling. Det er vist at hos en pasient som har hatt
brystkreft, vil den relative risikoen for 4 utvikle ny brystkreft 20 &r etter den ferste diagnosen

vaere 1,2 til 1,5, Risikoen synes & vaere starst hvis den forste diagnosen ble stilt for 40-4rs
alderen (10).

Familiehistorie og genetisk predisposisjon

Man regner med at omtrent 5-10% av alle brystkrefttilfeller er relatert til arvelige
genmutasjoner. Pasienter med Li-Fraumeni syndromet har en generell okt tendens til
carcinomutvikling. dette syndromet er arsaken til ca. 1% av brystkrefitilfellene. Mutasjonen
sitter pa tumor suppressor genet pS3. Brystkreft som skyldes dette syndromet, debuterer ofte
for 40-4rs alderen og er oftere bilateral enn brystkreft med annen patogenese (10).

Et annet gen som krever mer oppmerksomhet, er tumor suppressor genet BRCA-1. Man
regner med at germ bine mutasjoner i dette genet er arsaken til majoriteten av arvelige arsaker
til bade bryst- og ovariecancere. Man regner med at med mutasjoner i dette genet, har kvmner
50% sjanse for & utvikle brystkreft for 50-ars-alderen og 80% for fylte 65 &r (11).

Mutasjoner 1 tumor suppressor genet BRCA-2 er arsak til ca. 10-15% av arvelige
brystkrefttilfeller (10).

Endokrine faktorer

Langvarig pivirkning av endogene estrogener synes & gi en klar risikoekning for brystkreft og
mnkluderer faktorer som tidlig menarche, sen menopause, nulliparitet og faerre maneder med
laktasjon. Kvinvene utsettes for langvarig gstrogenpavitkning i forbindelse med
gstrogentoppene 1 menstrasjonssyklusene (10).

Pévirkning av eksogene gstrogener som ved bruk av P-piller og gstrogenbehandling av etter
menopause, synes 0gsa 4 gke risikoen for brystkreft. Studier har vist at mens man tar p-piller
er den relative risikoen 1,24. Ti ar etter avslutning med p-piller har relativ risiko sunket til

1,01. Nér det gjelder estrogen erstatningsterapi er den relative risiko 1,3 etter 10 &rs bruk (10).



Benign proliferativ brystsykdom
Atypi med uttalt hyperplasi utgjor en signifikant risikofaktor, og da serlig blant kvinner med
en familichistorie med brystkreft (10).

Straling

Kvinner som har blitt utsatt for striling som ved multiple rontgen thorax ved vurdering av for
eksempel tuberkulose, viser seg ogsd & ha gkt risiko for brystkreftutvikling. Den ekte risikoen
~ blir tydelig farst etter 10-15 érs latenstid. Den gkte risikoen er mest tydelig hvis
eksponeringen skjer for 35-ars alderen og er mindre tydelig ved eksponering etter 40-ars
alderen (10).

Andre visikofaktorer
Det har ogsé blitt satt frem teorier om at usunn livsstil med mye fett 1 maten, overvekt,

alkohol og reyking sker muligheten for brystkreft uten at man har klart & fore klare bevis for
det (10).

Metastaser

Spredning av brystkreft skjer lymfogent eller hematogent. Sykdommen har spredd seg til
lymfeknuter i to tredjedeler av tilfellene pa diagnosetidspunktet. Primaertumorene som er
lokalisert sentralt og i de ytre kvadrantene, sprer seg vanligvis forst til de axillere
lymfeknutene. De som er lokalisert 1 de indre kvadrantene sprer seg vanligvis farst til
mediastinzre lymfeknuter 1 brystet. Tumoren kan ogsa spre seg til supraclavikulere
lymfeknuter, men da er som oftest de axillere og/eller de mammilzre lymfeknutene allerede
ivolvert.

Videre folger eventuelt fljernmetastaser som kan finnes 1 omtrent alt av vev og organer 1
kroppen, men spesielt er lunge, skjellett, lever og binyre utsatt for metastasering av brystkreft.
Mer sjeldent kan man se metastasering i hjernen, milten og hypofysen. Det er viktig & huske
pa at metastaser kan opptre inntil 15 & etter at man tilsynelatende har kurert den primare
sykdommen (11).

I de senere dr har man blitt mer og mer fokusert pa mikrometastaser av brystkreft 1
beinmargen. Man har blitt klar over at over en tredjedel av alle pasientene som har cancere 1

tidlige stadier har slike mikrometastaser.
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Cytokeratin og carcinomer

Cytokeratin er et protein i gruppen keratiner, som er en del av intermedizrfilamentene.
Keratin finnes 1 all hovedsak i epitel. Keratin er ofte assosiert med desmosomer og
hemidesmosomer, strukturer som danner celle-celle og celle-matrix kontakter. Pa denne
maten bidrar keratinet til at epitelet kan std i mot fysisk stress (13).

Oppbygningen av intermedizrfilamentene er i korte trekk coilede dimerer av
aminosyreskjeder som danner et protofilament. Som oftest bestar et mtermedizrfilament av
atte protofilamenter 1 lange kjeder. Tykkelsen pd et intermediarfilament er 10 nm,
Hovedoppgaven til disse filamentene er 4 skape strukturell stette til cella og 4 vaere med pd 4
bygge opp cytoskjellettet. Kraften i disse filamentene, er med pé & beskytte cella mot skade
ved stress og strekk (12).

Keratin kan deles inn i to grupper. 1 en gruppe finnes omtrent 10 keratintyper som er
spesifikke for keratinisert vev som hér og negler. Den andre gruppen er cytokeratinene som
det finnes ca. 20 ulike av. Cytokeratinene finnes i epitel som dekker kroppens hulrom (13).
Epitelceller finnes vanligvis ikke 1 blodet. Funn av cytokeratin 19 (CK19) genuttrykk i celler
1solert fra blodet , kan skyldes kontaminasjon av epitelceller 1 forbindelse med
blodpravetaking eller genuttrykk fia carcmomceller 1 perifert blod {(def carcinom:
epitelderiverte tumorer, eksempelvis bryst, prostata etc.). I vért forsek hadde pasientene
diagnostisert carcinom i brystet, sd det er narliggende 4 tro at eventuelle positive svar skyldes

brystkreftceller som sirkulerer 1 blodbanen..

Metoder til pavisning av brystkreftceller

Det er 1 hovedsak tre metoder som har blitt brukt 1 ulike forsek pa & detektere brystkreftceller:
immunohistokjemi, flowcytometri og PCR. Her beskrives flowcytometri og

immunohistokjemi kort, mens PCR-metoden utdypes mer da det er metoden vi brukte.
Immunohistokjemi

Immunohistokjemi gér ogsd ut pd at man tilsetter antistoffer til cellesuspensjonen

visualiserer celler med antistoff p4 overflaten, i lys- eller elektronmikroskop. Antistoffene
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binder sitt antigen og markerer dermed strukturene man er ute etter. Mikroskoperingen kan nd

automatiseres (15).

Flowcytometri

Flowcytometri gér 1 korte trekk ut pd at man tilsetter antistoff med fluorescerende fargestoff
til en celleblanding. Antistoffene kan binde til overflatemolekyler som bare finnes pa den
celletypen vi er ute etter. Celleblandingen utsettes for laser lys nér cellene passerer gjennom
flowcellen i et flowcytometer. Det blir dermed mulig 8 identifisere cellene som har bundet til
seg antistoffer med fluorescerende stoff. Hvis cellene sorteres i flowcytometeret kan cellene
dyrkes 1 en cellekultur (13,14).

PCR
Ved RT-PCR amplifiseres det genet som detekteres i et stort antall kopier. RT-PCR har vist

seg & vaere mer sensitiv enn immunhistokjemiske metoder til pévisning av CK~19 positive
celler (16).

Malet med studien vir er 4 vaere med pd 4 lage en sensitiv og spesifikk test for &
oppdage brystkreftceller i perifert bled.

Materiale og metode

PCR og RT-PCR

PCR er en m-vitro metode for 4 amplifisere en gitt DNA/RNA-sekvens. Man trenger ett par
primere (oligonukleotider) som er komplementeer til endene av DNA-tradene vi er interessert
14 amplifisere.

Selve PCR-prosessen starter med at man varmer opp DNA for & skille (denaturere) de to
tradene. S3 avlgeler man og tilsetter primere som er smé definerte gensekvenser som
representerer flankene til den genbiten som skal amplifiseres. Videre tilsetter man de fire

ulike nukleotidene som byggesteiner for nye DNA trdder og varmestabil DNA-polymerase
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som katalysator 1 reaksjonen. DNA-polymerasen sammen med nukleotidene vil bygge opp
komplementare DNA sekvenser til de to adskilte DNA-traddene og resultatet er at vi sitter
med to dobbelt-tradete DNA. Sa gjentar man prosessen og resultatet blir fire komplette
DNA-sekvenser. For hver amplifiseringsrunde fordobles antall kopier og man far en
eksponentiell stigning i antall kopier ndr man gker antall sykluser. ‘

Dette er en noe forenklet méte 4 forklare PCR reaksjonen pd men prinsippet folger altsa
cellenes vanlige mate & doble DNA-sekvenser pa. Effektiviteten i reaksjonen kommer an pa
valg av primersekvens, riktig mengde nukleotider 1 blandinga, optimal temperatur, pH,
kalinm- og magnesiumkonsentrasjon (17). Magnesiumkonsentrasjonen pavirker
enzymaktiviteten, og ubalansert nukieotidforhold reduserer polymerasens noyaktighet (18).
Nar det gjelder primerne s er det viktig at de ikke er for korte da det er en okt sjanse for at de
kan binde seg til flere steder p& DNA-traden. Man sier at en primerlengde pé 18 nukleotider er
stort nok til at primeren skal kun finne én bindingsplass. Primeren ma heller ikke vare for
lang da det vil sette ned hastigheten pa hybridiseringen. I vanlige PCR-reaksjoner blir ikke
primeme designet til 4 vaere lengre enn 30 nukleotider. Figur 4 er en forenklet skisse som
viser prinsippenc i PCR-reaksjonen og den eksponentielle gkningen i mengde av PCR-
produlkt.

Hvis malet for PCR reaksjonen er et transkribert gen brukes mRNA i form av ¢cDNA som
templat. mRNA kan imidlertid ikke direkte amplifiseres. Derfor md mRNAet forst bli kopiert
til en komplementeer DNA sekvens (cDNA) ved hjelp av revers transkriptase (RT). Dette
cDNA-fragmentet kan man sa amplifisere i en PCR-reaksjon (RT-PCR). I vart forsek brukte
vi en mutert revers transkriptase fra et virus kalt Moloney murine leukemia virus (MMLV),
Denne revers transkriptasen kalles SuperScript II. Figur 5 skisserer trinnene i revers
transkripteringen.

Etter PCR blir vanligvis amplifikasjonsproduktet analysert ved hjelp av gelelektroforese
(19,20).
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Figur 4: Figuren viser prinsippene for PCR-reaksjonen og den eksponentielle stigningen i mengden av PCR-
produkt
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Figur 5: Figuren viser de trinnene i revers transkripsjonsprosessen.

Real-time PCR

Real-time PCR er en kvantitativ PCR-metode. Det er basert pd bruk av en fluorescerende

probe som er designet til & hybridisere til gen-sekvensen mellom de to PCR-primerne. Proben

inneholder et fluorescerende fargestoff (reporter) pa 5’-enden og et stoff som motvirker

effekten av reporteren (quencher) pa 3’-enden. I den intakte proben skjer det ingen emisjon av

lys fra reporteren da quencheren vil motvirke dennes virkning. Tac polymerase vil imidlertid

klayve proben slik at quencheren ikke vil kunne hindre reporteren i & emitere lys. Figur 6

viser denne prosessen skjematisk,
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Figur 6: Figuren viser hvordan Reporteren (R) emiterer lys straks den “kuttes™ av proben og Quencher (Q) |

polymeriseringsprosessen. Se tekst for ugfvilende forklaring.
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Mengden av probe som kloyves, er proporsjonal med mengden PCR-produkt som lages. P4
denne maten vil mengden av fluorescens eke med mengden PCR-produkt som lages.
Fluorescensen detekteres automatisk av ABI Prism 7700 (PE Biosystems) som er PCR-
maskinen, vi kjorte vare praver 1 (19).

Real-time PCR metoden bestemmer terskelverdien (Ct) som representerer den PCR-
syklusen der fluorescensen har gkt s& mye at det overstiger et definert basisniva. I vare forsek
kjerte vi 44 sykluser. Ct verdiene sammenliknes med en standardkurve for cDNA. isolert fra et
kjent antall dyrkede kreftceller. Figur 7 viser hvordan grafene kan bli seende ut pd ABI Prism
7700 (kurven gjelder amplifikasjon av INF gamma og representerer et annet genuttrykk enn vi

har undersgkt . Avtanden mellom hver dobbelkurve representerer en log faktor cDNA.)

Figuw 7: Figuren viser ef eksempel pi hvordan grafene kan bli seende ut pd ABI Prism 7700 etter en kvantitatiy

PCR kjoring. Den uthevede horisontale linfen er Ct-verdien.

Itillegg til & amplifisere CK-19 ¢cDNA, ble APRT ¢DNA (housekeeping gen) amplifisert.

Dette gjores for 4 sjekke kvaliteten pd PCR-reaksjonen fra prove til preve og kvaliteten pa
cDNA-syntesen (19).
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Provemateriale

Provematerialet besto av 15 ml blod (ferst ble 5 ml blod kastet for 4 unngd
epitelcellekontaminering)som ble tappet fra 10 pasienter som gér til behandling for brystkreft
ved kreftavdelingen ved Universitetssykehuset 1 Nord-Norge. I tillegg ble det tatt prover fra 5

presumptivt friske personer som kontroll.

Anrikning av brystcancerceller ved hjelp av Dynabeads®
magnetiske kuler dekket med anti-Ber-EP4 antistoffer

De magnetiske kulene, Dynabeads, er dekket med IgG1 fra mus og er spesifikk for to
glvkopeptidmembranantigener uttrykt pé de fleste normale epitelceller og epitelderiverte
kreftceller (carcinomer).

For & fjerne lasnet antistoff og oppbevaringsmedium, vaskes kulene for bruk. Ferst ristet man
glasset med kuler for & blande losningen. S pipeterte man 375 ul magnetiske kuler (for 15ml
blod) til et Eppendorfrar. Videre ble Eppendorfreret plassert pa en magnet for & skille ut
kulene og pipeterte vekk vasken slik at kulene ble igjen. For & vaske kulene tok man
Eppendorfroret vekk fra magneten, tilsatte 2 ml vaskebuffer (PBS, 0,1% BSA), blandet
kulene 1 veesken og plasserte det p4d magneten igjen. S4 fjernet man vaesken igjen og beholdt
kulene. Denne vaskingen ble gjentatt to ganger til, og til slutt ble kulene blandet 1 375 ul

vaskebuffer.

Positiv seleksjon av brystcancerceller fra fulibled

En tilsatte de vaskede kulene (375 pl) til 15 ml EDTA antikoagulert fullblod, og lot denne
mixen blandes p& maskin i1 kjgleskap(2-8°C) 1 30 min. Videre ble glasset plassert pd en
magnet (plassert pé 1s) 1 8 min. (snudde glasset en gang etter 4 min. for & f med kuler/celler
fra lokket). S& ble supernatanten kastet og kulene skylt forsiktig med 4 ml vaskebuffer. Videre
fiernet man glasset fra magneten, tilsatte 4 ml vaskebuffer, blandet kulene og satte glasset pd

magneten igjen. Den sto der 1 fem minutter. Man kastet supernatanten og blandet cellene i 1

ml vaskebuffer.
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Isolering av Total RNA vha Rneasy Mini kit®

Cellene ble sentrifugert ved 9000 rpm 1 2 min. og supernatanten ble kastet. Til bunnfallet
tilsatte en 350 ul Buffer RLT (Qiagen, Rneasy mini kit, Valencia, USA (www.qiagen.com))
tilsatt B-Mercaptoetanol. Sa ble blandingen vortexet godt for 4 knuse cellene. S4 ble praven
plassert pd en magnet 1 3 min. Videre pipeterte man supernatanten over i en ny
Eppendorftube, tilsatte 350p1 70% etanol og blandet lasningen godt vha pipetering. S ble
blandingen (700 ul) overfert i en Rneasy mini spin kolonne (som sitter i en 2 mi
collectiontube) som medfelger ikitet, og sentrifugert i 15 sekunder ved 13 000 rpm. Vasken
som gikk gjennom, ble kastet. Videre tilsatte man 350 ul RW1 buffer oppé kolonnen og
sentrifugerte 1 15 sekunder ved 13 000 rpm. S4 tilsatte en 80 ul Dnase oppa kolonnen og Iot
det std i romtemperatur i 15 minutter. Videre ble 350 pl Buffer RW1 tilsatt oppa kolonnen og
sentrifugert i 15 sekunder ved 13,000 rpm. For & vaske videre tilsatte man 500 pl Buffer RPE
(folger med i kittet), tilblandet etanol pa kolonnen og sentrifugerte ved 13,000 rpm. Dette ble
gjort to ganger; forste gang 15 sekunder i sentrifugen, og andre gang i 2 minutter. S overforte
man Rneasy spin kolonnen til en 1,5 ml Eppendorftube, tilsatte 27,5 pl Rnease-fritt vann
direkte p4 Rneasy-membranen og sentrifugerte i 1 minutt ved 13 000 rpm for 4 eluere proven

over 1 Eppendorfroret.

cDNA-syntese vha SUPERSCRIPT I for RT-PCR

Prgven ble overfart fra Eppendorfreret til en 0,2 ml Micro Tube som en kunne bruke 1 PCR-
maskinen, tilsatt 2,5 ul Primer poly T og 2,5 ul dNTP og inkubert ved 65°C 1 5 min. S&
tilsatte en 5 w1 DTT, 10p] RT buffer og 1 ul Ribonuklease inhibitor til preven, og inkuberte
ved 42°C i 2 minutter. Til slutt tilsatte man 2,5 k1 Superscript II (revers transkriptase) og
inkuberte ved 42°C 1 50 min og inaktiverte revers transkriptasen straks etterpa ved 4 heve
temparaturen til 70°C 1 15 min.

Det ble hele tiden jobbet pa is for 4 holde RNA mest mulig stabilt under cDNA-syntesen.

Oppkonsentrering av cDNA

For prevene ble analysert vha TagMan real time PCR, ble cDNA oppkonsentrert. Farst
tilsatte man 5 pl NatriumAcetat ( 3M, pH=4,6) og 150 pl 100% Etanol, vortexet blandingen
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godt og sentrifugerte ved 13 000 rpm i 15 min. S& ble pelleten vasket med 300 pl 70% etanol,
sentrifugert ved 13 000 rpm i 3 minutter, supernatanten kastet og pelleten luftterket. Til slutt

ble den tgrre proven slemmet opp i 17 pl destillert vann.

Kvantitativ PCR av prevene

Mastermixen til PCR-reaksjonen besto av nukleotider (dATP, dGTP, dCTP, dUTP), MgCh,
10X TMBA bufferlgsning, CK-19 probe (CGG CCT CCA CGC TCA TGC), CK-19
5’ (forward) primer (AAC CAA GTT TGA GAC GGA A) og 3'(reverse) (TGC GCA GGC
CGT TGA). Blandingsforholdet ble bestemt etter skjema. Enzymene Taq polymerase
(AmpliTaq Gold) og Urasil N-Glykosylase (UNG) ble s tilsatt og til slutt cDNA
prevematerialet.
PCR reaksjon ble kjort i fire faser: 1: 50°C 1 2 minutter.
2: 95°C 1 10 minutter.
3:95°C 1 15 sekunder.
60°C 1 1 minutt.
Fase 3 repeteres 6 ganger.
4: 95°C 1 15 sekunder.
56°C i 1 minutt.
Fase 4 repeteres 44 ganger.

Det er syklusene i fase 4 det refereres til nér vi skal bestemme terskelverdien (se under).

Real-time PCR-metoden bestemmer terskelverdien (Ct) som representerer den PCR-
syklusen der fluorescensen har okt sd mye at det overstiger et basisnivd og fanges opp av ABI

Prism 7700. Det er denne terskelverdien som presenteres under resulatene.
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Resultater

Tabell 3: I dette materialet er det 10 pasienter, alle med metastatisk brystkrefidiagnose. Tallene er Ct verdier
(terskelverdier) for de ulike pasientene. Ct-verdier pd 44 tilsvarer en negativ prave. Gjennomsnittsverdier er
' th

1 44 44

2 29,17 28,56 28,86
3 31,61 32,43 32,02
4 26,58 77,05 26,81
5 34,38 33,83 34,10
6 24,77 24,65 2471
7 29,74 37,88 33,81
8 44 44

9 31,82 32,35 32,08
10 23,39 23,55 2347

Tabell 4: I tillegg analyserte vi blodpraver fira fem presumptivt friske personer. Tallene er Ci-verdier. Ct-verdier

pd 44 tilsvarer en negativ p.

11 44 39,08
12 44 44
13 44 44
14 44 44
15 44 44

i
i

|
Resultatene er som beskrevet i Tabell 3 for pasienter med pavist metastaserende brystkreft.
Det ble kjort to paralleller av hver prove for & fi en mer ngyaktig middelverdi. Se ogsé

linjediagram i Figur 8.

Resultater (Ct-verdier)

Ci-verdier

OFI!E [ A S B
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10

Pasient

Figur 8: Resultater som Ct-verdier i linjediagram. Merk pasient 1 0g 8
som kommer ut med 44 { Ct-verdi, altsd negativ prove.
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Resultatene for de presumptivt friske, er presentert i Tabell 4. Ct-verdier pd 44 regnes som
negative prover.

Nir det gielder provene fra de 10 pasientene med brystkreft ser vi at Ct-verdiene svinger
mellom 23,39 og 44 sykluser. Vi ser at hos to pasienter, nr 1 og 8, far vi Ct-verdier pa 44,
altsd ingen utslag og ingen cDNA-syntese.

Ser vi bort fra pasient 1 og 8 varierer gjennomsnitts Ct-verdiene mellom 23,47 og 34,10 med
snitt pa 29,48,

Nér det gjelder variasjonen mellom de to paraliellene ser vi at den er liten for alle pasientene,
bortsett fra hos pasient 7 som har en variasjon pé 8,14. Ellers ligger forskjellen mellom 0 og
0,82.

For de friske individene ser vi at det kun er nummer 11 som har et svakt utslag (39,08) p4 den
ene parallellen.

Tabell 5 pé neste side viser noen pasientdata pa pasientene vi tok provene fra.
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1 54 TINIM(} 12 Stralebehandiing | Hjerne- og
og Tamoxifen skjellettmetastas
er
2 37 TINIMO 1 Stralebehandling | Skjellettmetastas
FEC(cytostatika) | er
og Tamoxifen
3 47 * 184 Strdlebehandling | Skjellettinetastas
og Tamoxifen er
4 58 T2ZNOMO 58 Adriamycin og | Levennetastaser
Megace
5 39 TINOMO 26 Femar Lunge-, Lever-
og
Skjellettmetastas
er
6 65 T2N1MO i Stralebehandling | Levermetastaser
og Nolvadex.
7 4 T2ZN1MO 38 Tamoxifen og Levermetastaser
Zoladex
8 39 TXNIMO 14 Taxol Lever- og
skjeliettmetastas
cr
9 35 * 21 Tamoxifen, Lungemetastaser
Aromacin,
Femar og FEC
10 64 * 2 Strilebehandling | Skjellettmetastas
er

Tabell 5. Tabellen viser en del data som beskrevet over pd pasienter vi tok praver fra til analysering. (* - Data

ikke tfilgiengelig).

Diskusjon

Naér vi ser pa resultatene til pasient 1 og 8 som har fitt Ct-verdier pa 44, altsd ingen

utslag og ingen cDNA-syntese, s& kan dette skyldes flere ting. Det kan vaere svakheter ved

analysemetoden, uneyaktig utfort analyse eller fravar av sirkulerende kreficeller 1 blodet.

Arsaken til at pasient 11 hadde et svakt positivt utslag 1 den ene parallellen kan vare

kontaminerende epitelceller som har forurenset proven. Det kan vare fra huden pa

provetakingsstedet eller annen forurensing. Det er selvfolgelig ogsd en viss sjanse for at

pasienten hadde sirkulerende epitelceller.

Antall prever som ble undersgkt er lite og det er vanskelig 3 trekke helt klare

konklusjoner ut fra resultater av de analyser som er gjort. Det ser imidlertid ut som om det er
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en klar tendens til at mange pasienter med brystkreft, har CK-~19 positive celler i blodet som
kan detekteres ved metodene beskrevet her.

Det som er klart er at metodene mé videreutvikles mer for 4 fa til en enda mer ideel,
sensitiv og spesifikk test. Noen av arsakene til dette diskuteres her.

I denne type forsek er det et gjennomgéende problem med kontaminering av
epitelceller 1 provene (17). Viprevde 4 unngi dette ved & kaste de 5 forste milliliterene med
blod fra blodpraven. I tillegg la vi vekt pa & verne provene under hele analyseprosessen for
kontaminering av prevene med epitelceller fra laborantene.

Firmaet Qiagen som produserer Rneasy Mini Kit vi brukte til isolering av RNA, har i
ettertid kommet med blodpreveglass kalt PAXgene Blood RNA System pd markedet. Disse
glassene mneholder en blanding av reagenser som stabiliserer RNA(www.qiagen.com) bedre enn
EDTA-glass som vi brukte 1 vér studie. Ved & bruke disse nye glassene kunne vi kanskje fatt
et bedre bilde av mRNA-niviet i blodpravene da det er et problem at mRNA er ustabilt og
degraderes raskt som en del av cellas regulering av genuttrykk (21). For & minimere
problemet med degradering av mRNA la vi vekt pa & starte isoleringen umiddelbart etter
anrikningen,

En annen drsak til at resultatene er usikre, er tap av celler i analyseprosessen. Vi har
ikke gjort undersekelser pa dette og det er vanskelig & finne eksakte studier men det er ganske
klart at det tapes celler og cellemateriale bade under skyllingen av magnetkulene under
seleksjonsprosessen, isoleringen av RNA og oppkonsentreringen av cDNA. I alle disse
prosessene gjor man skyllinger (se materiale og metode) hvor det er naturlig at noen
kreftceller vil gé tapt og det vil pavirke det endelige resultatet i retning av heyere Ct-verdier.

En studie fra Dsterrike har vist at hoyt uttrykk av EPCAM antigen korrelerer med
dérligere prognose hos brystkreftpasienter (22). I denne studien fant man overuttrykk av
EPCAM hos bare 35,6% av 205 brystkreftpasienter vha biopsier. Det er sannsynlig at noen
brystkreftceller uttrykker lite EPCAM-antigen. Derfor kan man ved seleksjon av EPCAM-
positive celler redusere andelen falske positive, men eke andelen av falske negative. En méte
4 lose dette pa er & bruke antistoffer med flere spesifisiteter rettet mot flere overflatemolekyler
1 den positive seleksjonsprosessen..

Studier der man brukte ¢DNA microarray pa praver fra 78 og 65 brystkreftpasienter
har vist at hver tumor uttrykker ulike mengder av ulike gener (23,24). Ut fra dette
genuttrykksmensteret kan man klassifisere mammaecancer i undergrupper. Dette viser en

heterogenitet som gjer det vanskelig 4 selektere for cancerceller i perifert blod ved hjelp av
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ett overflatemolekyl og gjere PCR pa kun ett genuttrykk hvis mélet er 8 lage en generell test
for cancerceller. '

Sensitiviteten av testen kan ekes ved 8 kjere kvantitativ PCR pé flere genprodukt enn
CK-19. I en studie av Fellowes et al. (submitted) har man i tillegg til CK-19 ogsé kjert PCR
pé Epidermial Growth Factor Reseptor (EGF-R). Forsgkene er gjort med seleksjon og
kvantitativ PCR etter & ha blandet ulike konsentrasjoner av brystkreftcelielinjer med normale
celler i ulike konsentrasjoner. Resultatet ble en sensitivitet pa 1 tumorcelle pd 5 millioner
normale mononuklere celler. Den samme forskergruppen jobber né ogsd med et tredje
genprodukt, Carcino Embryonalt Antigen (CEA). Resultatene fra disse forsekene foreligger
ikke ennd. Den samme studien viste ogsé at man far ulik sensitivitet i ulike cellelinjer. En
cellelinje, HS578T, viste en sensitivitet pd 1 tumorcelle per 5,000-50,000 normale celler.
Ogsé andre studier har vist at ulike cellelinjer gir ulik sensitivitet (25,16). Dette kan bety at
ulike typer cancerceller uttrykker ulike mengder mRNA, Ber-EP4 antigen og/eller EPCAM-
molekyler pa overflaten. Dette har ogsé veert pavist 1 en studie av Sabile, et al (26). 154 fall vil
det ikke vare korrekt 4 sammenligne alle provene opp mot standardkurver som er laget etter
bare én cellelinje. I vare forsek brukte vi kun standardkurver som er laget av cellelinjen MDA
MB 468, mens pasientenes kreftceller mest sannsynlig besto av kloner som ikke nedvendigvis
hadde samme overflatemolekyler og genuttrykk som denne cellelinjen. Det er ogsa pavist at
ulike antistoffer kan binde sine antigener annerledes enn det som er oppgitt fra produsenten,
Dette kan skyldes forskjeller 1 bindingskinetikk, den cellulzre uttrykket av antigener eller en
kombinasjon (27). Det ville derfor veere mer korrekt & lage standardkurver basert pé et kjent
antall genkopier fra klonet genmateriale.

En svakhet med RT-PCR reaksjonen er at den er karakterisert av signifikant variasjon
i resultater og lite reprodusérbart (18). Dette selv om man bruker samme prevemateriale i
ulike laboratorier (28). Dette regner man med kommer av at revers transkriptasen har en
variabel effektivitet og at man trenger to enzymatiske trinn (29). PCR-reaksjonens
eksponentielle natur sammen med smé mengder av malmolekyler gjor at selv smd avvik i
reaksjonskomponenter, fysiske syklusbetingelser pd PCR-maskinen og primereffekt tidlig i
PCR-forlopet kan pavirke amplifikasjonsproduktet 1 stor grad (30). Det viser seg at real-time
RT-PCR er signifikant mindre variabelt enn vanlig konvensjonell RT-PCR (18). For Tagman
RT-PCR er variasjonen 1 Ct-verdi beregnet til 2% (31).

Flere forskjellige metoder for & pévise cancerceller i blod er i bruk, med variable
resultater, fordeler og bakdeler (32). Man er ved hjelp av PCR-analyser teoretisk 1 stand til 4

oppné sensitivitet pd 1 tumorcelle pd 10x7 — 10x8 normale celler (32). Tallene for
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immunocytokjemi og flowcytometrier 1 : 10x5 til T : 10x6, og 1 : 10x4 til 1 : 10x7 respektivt
(32).

Som nevnt tidligere er pasientmaterialet for lite til & komme med noen helt klare
kooklusjoner ut fra resultatene av de analysene som er gjort ( se Tabell 2 og 3) bortsett fra at
det virker som det er en sterk korrelasjon mellom positive prever og sykdom, og negative
praver hos friske kontroller. Vi har for lite materiale til 4 si noe om korrelasjon mellom
sykdomsaktivitet , behandling og mengde CK-19 genprodukt i pasientpreven. Hvis vi ser pd
pasient 1 med negative prover, sd har hun hjerne- og skjellettmetastaser og har status
T2N1MO. Pa den andre siden har vi pasient 6 med levermetastaser og gjennomsnitts Ct-verdi
pa 24,71 og Pasient 10 med skjellettmetastaser og gjennomsnitts Ct-verdi pd 23,47, Resten av
pasientene ligger mellom disse verdiene uten at det er mulig 8 se noe menster i defte.

Nér det gjelder behandling sé kan det se ut som om pasientene som far
stralebehandling generelt har en lav Ct-verd: hvis vi ser bort fra pasient 1. Ellers er det igjen
vanskelig & trekke klare linjer ut fra vart pasientmateriale.

Veien videre for dette prosjektet blir & designe primere og prober for andre
tumormarkerer. Med kombinasjonen av flere antistoffer for anrikning og flere genuttrykk i
kvantitativ PCR test, kan man komme narmere malet om tidlig og sensitiv deteksjon av

brystkreftceller 1 perifert blod..
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