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Resymé
Brystkreft er den hyppigste kreftformen blant kvinner i Norge og i den gvrige vestlige

verden, og utgjgr omlag 23 % av alle krefttilfeller hos norske kvinner. Det finnes ingen
sikker kunnskap om &rsaken(e) til brystkreft, og mulighetene til forebygging er begrensede.
De viktigste etablerte prognostiske faktorer er tilstedevarelse av aksillere
lymfeknutemetastaser, tumorstgrrelse og histologisk gradering og tilstedevarelse av
gstrogen- og progesteron reseptorer. Hos noen pasienter med brystkreftsykdom, kan det
pavises sirkulerende brystkreftceller 1 ulike stadier av sykdommen. Noen av kvinnene med
smé og lokaliserte brystkrefttumorer uten lymfeknutemetastaser i axillen, vil oppleve recidiv
flere 4r etter initiell behandling. Arsaken kan vaere at tumorceller unnslipper lokal og
adjuvant behandling og spres lymfo- eller hematogent. Sirkulerende brystkreftceller
representerer mikrometastatisk sykdom, dvs. sykdom som klinisk ikke kan pavises ved hjelp
av klinisk undersgkelse, CT (computer tomografi) eller MR (magnetic resonance). Det
knytter seg stor interesse til utvikling av teknikker som kan pévise disse sirkulerende cellene
og bidra til en vurdering av metodenes kliniske betydning. Forskning har vist at deteksjon
av isolerte brystkreft-tumorceller 1 beinmarg er en uavhengig prognostisk faktor som
predikerer recidiv av sykdommen og negativt utfall med hensyn til overlevelse. Formalet
med arbeidet vért har veert & utvikle en sensitiv og spesifikk metode for pavisning av
sirkulerende brystkreftceller i perifert blod. Beinmargsaspirasjon medfgrer ubehag, og er en
tidkrevende prosedyre som mé foregd i sykehus, sammenlignet med blodprgvetagning som
er enkelt, lite ubehagelig og kan foregé pé ethvert legekontor. Var metode kombinerer en
positiv anrikningsprosedyre basert pd monoklonale antistoffer bundet til magnetiske kuler
rettet mot EpCAM pa brystkreftcellene i perifert blod, og en real time PCR metode basert pd
pavisning av to ulike transkripter, EGF-R og CK19 som har forhgyet ekspresjon i en stor
andel av brystkreftceller. Det har vart gjort forsgk hvor brystkreftceller har blitt tilsatt biod
fra blodgivere, for 4 mimikere pasientprgver, mhp spesifisitet og sensitivitet. Metoden har

ogsé veert benyttet til 4 analysere blodprgver fra kvinner med brystkreftsykdom.
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1.Introduksjon

1.1.Brystkreft forekomst og drsaker

Brystkreft er den hyppigste kreftformen blant kvinner i Norge og i den gvrige vestlige
verden, og utgjgr omlag 23 % av alle krefttilfeller hos norske kvinner. I ar 2000 fikk 2503
norske kvinner diagnosen brystkreft. I 1970 fikk bare 1235 kvinner denne diagnosen.

Aldersjusterte insidensrate har gkt fra 37.3 per 100 000 i perioden 1956-60 til 70.2 per 100

000 i perioden 1996-2000 (1,2) (Figur 1).
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Figur 1: Insidens av brystkreft hos norske kvinner. (Illustrasjon hentet fra Kreftregisterets
nettsider;http://www kreftregisteret.no/frame.htm?forekomst_og_overlevelse_2001/breast/in

cidence.htm)



Brystkreft rammer primeart kvinner over 50 ar. Bare § % (129) av nye tilfeller i Norge
inntraff hos kvinner under 40 &r i ar 2000. Brystkreft utgjgr imidlertid 24 % av nye
krefttilfeller hos kvinner i alderen 20 til 40 ar.

Det finnes idag ingen sikker kunnskap om éarsakene til kreftsykdommen, men risiko er
knyttet til arv, hormonelle- og sosiogkonomiske forhold, hgyde og vekt. Hormonelle
forhold som gkt gstrogen pavirkning i forbindelse med tidlig menstruasjon, sen
farstegangsfpdsel, barnlgshet og sen overgangsalder gker risikoen for brystkreft (1) (Figur
2).

Det er vist geografiske forskjelter med hensyn til insidensrate og dgdelighet av brystkreft.
Forekomsten er hgyere 1 USA og i nord-europeiske land sammenlignet med asiatiske og
afrikanske land. Dette er.forhold som sannsynligvis bunner i ulikheter i miljgmessige
forhold og skyldes sannsynlivis ikke genetiske faktorer. Dette kan man si fordi man har
observert at emigranter fra lavinsidens land etter flytting til hgyinsidens land har samme
risko for & fa brystkreft som de innfpdte kvinnene og vice versa (3).

Bkt endogen gstrogenpavirkning er en av de viktige risikofaktorene som nevat over.
Eksogent tilfgrt gstrogen brukt i mer enn 5 &r, er hevdet & gi gkt risiko for brystkrett.
Befolkningsstudier har vist at andre livsstilfaktorer som sigarett-rgyking, overvekt,
alkoholforbruk og fettrik diett kan bidra til gkt risiko for brystkreft. [ en studie fra 2000
konkluderer Thune og Smeland i en artikkel i Tidsskriftet, at en livsstilsfaktor som fysisk
aktivitet, har en sannsynlig beskyttende effekt mot brystkreft (4).

Positiv familichistorie er en etablert risikofaktor for brystkreft. En fprstegradsslektning
(mor, sgster, datter) med brystkreft gir opp til doblet risiko (2). Brystkreft i fars slekt er ogsé
av betydning. Risikoen er hgyere ved bilateral sykdom og/eller lav diagnosealder, 15-20%
av brystkreftpasientene har positiv familiehistorie for sykdommen. 5-10 % av
brystkreftpasientene har en familiehistorie forenlig med autosomal dominant arvegang og

benevnes hereditere. BRCA1 og 2 (bryst cancer gen 1 og 2) koder for proteiner som er



involvert i reparasjon av DNA-skade. Mutasjoner i BRCA1 og 2 pavises i en betydelig
andel av de hereditzre tilfellene. Alle mutasjonsbarere utvikler imidlertid ikke kreft.

Det er i dag begrensede muligheter til forebygging av brystkreft. Men for 4 oppdage
brystkreft tidligst mulig, er mammografi en viktig undersgkelse. Alle kvinner mellom 50-69

ar har siden hgsten 2003 fatt tilbud om mammografi undersgkelse hvert andre ar i Norge.
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Figur2. Risikofaktorer for brystkreft.(hentet fra
http://www.jcmm.org/en/pdf/9/1/jcmm009.001.20.pdf)
Forklaring til tekst: ++ moderat til hgy gkning i risiko for 4 fa brystkreft.

+ lav til moderat gkt risiko for a fa brystkreft.
-- moderat til stor nedsatt risiko for a fa brystkreft.

-lav til moderat nedsatt risiko for brystkreft.



1.2 Brystkreft oe stadieinndeling

Brystkreft kan deles inn 1 fire ulike stadier, og stadieinndeling tar utgangspunkt i Tumor,
Node (lymfeknute) og Metastase klassifikasjon = TNM- klassifisering (Tabell 1 og 2).
Denne klassifiseringen tar utgangspunkt i tumorens stgrrelse 1 cm, klinisk lymfeknutestatus
(er der spredning til lymfeknuter) og metastaser til fjernorganer. Denne stadieinndelingen er
til hjelp for a avgjgre om brystkreften primert skal behandles ved hjelp av kirurgi, og
hvilken annen tilleggsbehandling kvinnen skal ha, for eksempel kjemoterapi,
stralebehandling eller hormon behandling. Tumorer i stadium 1 (T1-NOMO) og stadium 2

(TO-2N1MQO) er primert operable.

Stadium 2 (T3NOMO), stadium 3 (TO-2N2MO, T3N1-2M0, T4NO-2MO og T0-4N3MO) og
stadinm 4 (T1-4NO-3M1)- tumorer er sékalte inoperable tumorer. I dette begrepet legges
lokalavansert brystkreft hvor neoadjuvant behandling er aktuelt. Med neoadjuvant
behandling forstas at kjemoterapi gis som primeaerbehandling, dvs fgr lokal behandling som

kirurgi og/eller stralebehandling (2).

11995 hadde 60 % av kvinnene med brystkreft pa tidspunktet for diagnosen, pavisbar
sykdom kun 1 selve brystet, d.v.s. sykdom uten metastaser til lymfeknuter eller
fjernmetastaser. I 1970 var dette tallet noe under 50 %. I forbindelse med innfgring av
mammografiscreening kan man forvente en gkt pavisning av lokaliserte tumorer uten
metastaser (Stadium 1="TINOMO). Over tid har man imidlertid sett at andelen av kvinner
med brystkreftsykdom i stadium 4 har vaert konstant, d.v.s. tumorer i stgrrelseorden mindre
enn 2 cm med flere lymfeknutemetastaser og paviste fjernmetastaser (T1-4N0-3M1). Det
ser ut til at den observerte insidensgkningen de senere ar utgjgres av kvinner med lokaliserte

tumorer uten Iymfeknutemetastaser og fijernmetastaser (Stadium 1= T1-NO-MO) (2).



Tabelll; TNM-klassifikasjon (American Joint Committee on Cancer=aicc 2002 = GICC 2062)

ts (DCIS)

fTis (LCIS)

;;'I‘is {Paget)
Timic
TIa

%’le '

?Tlc

e

‘T4
%’I"&!a

%'.1‘4[) -

::’I‘dc

‘Klassifikasjon ikke mulig pga anglcnde informasjon
' In gen erkjent primartumor

§éaﬁﬁoma in situ

‘Ductall carcinoma in sita

‘Lobulert carcinoma in situ

?Paget’s' sykdom uten pr'im'm'rtumor. Pagets sykdmﬁ mexd fﬁrimmf[mﬁér Klassifiseres i kenhold til stgrrelsen pd
primariumor

‘Tumor < 2 cm i stgrste diameter

“Tumor < 0.1 cm i stgrste diameter '

* Tumor > 0.1 0.5 am i stevste diameter

“Tumor > 0.5 < 1.0cm i stgrste diameter

"Tumor > 1.0 < 2.0cm i stgrsie diameter

C'Tumor > 2.0 < 5.0cm i stgeste diameter

“Temor > 5.0 i stgrste diameter

‘Tumor uavhengig av sigrrelse, men med dirckic innvekst i bud eller brystvegg

' ‘_innvekst 4l brystvegg (ribben, intercostalmuskutatur, serratus anterior)

‘Med gdem, infilirasjon eiler uleerasjon av huden pé brystet inkludert peau d'orange eller satellitt hudtumores il
‘samme bryst

Bﬁdc T4a og Téb

‘Inflammatorisk carcinom

NO

N2

N-klassifikasjon ikke mulig pd grunn av mangiende informasjon

Ingen phvisbare regionale lymfeknutemetastaser

_Bevegbiigé i'péi'la{cr'aie axillere lymfckfiiltc'ﬁictamaser '
Ipsilaterale aksillzre lymfeknutemetastaser fiksert til hverandre eller andre suﬁkturer, eller klinisk eller
rgntgenologisk pavishare metastaser il ipsilaterale mammaria interna fymfcknuter i fraver av kiinisk plvisbare

aksiltare lymicknutemetastaser

. fﬁéiiﬁte%aiéé-l;:'s-iiiﬁaré'l'y-mféi‘{nutcmetasi'aser fiksc'ﬁ' tit nverandre eller andre strukturer

Klinisk efler rgamgen'ol(')gisk pﬁvisbaré metastaser til ipsilaterale mammaria interna iyni'fekh'utc'r i fraveer av
kiinisk pdvisbare aksillwre lymfeknutemctastaser
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N3 ‘Ipsilateral spredning til infraclavieulere lymfeknuter, eller spredning til klinisk clicr rgntgenologisk pévisbase
% lipsilaterale mammaria interna lymfeknuter og samtidig kfinisk pivisbare axillere lymfeknutemetastaser, elier
‘ipsilateral spredning il supraclaviculre lymfeknuter med efler uten axilkere eller mammaria interna

dymieknulemetastaser
%Nsa 'fKéinisk pévisbare ipsilzi{eraie infraclaviculzre lymfeknutemetastaser 0g aksillere lymfeknutemetastaser
N3b o Khmskcl]er fgaﬁ'tgéhdiogiék pﬁvxsbarc i'psilkétéi;a'lé lﬁé:I{rﬁarié interna ly'r'hfekhﬁter 0g sérﬁiidig 'kl'in'i‘s“%'crﬁé'ir‘igﬁar'é '

‘aksillere lymfeknutemetastaser

N3¢ Klinisk pivisbare ipsilacrale supraclaviculere tymfeknutemetastaser

MX o :M-klassifikasjon ikke mulig pga manglende mforma.]()ﬂ.
MO Ingen fieraspredning pivist.
MI [Fjernspredning pavist.

Tabell2: Stadieinndeling basert pa TNM-kiassifikasjon.(Fra Norsk Bryst Cancer Gruppes
nettsider.)( NBCG.net)

Stadium1 “TINOMO
StadiumTl  TO2NIMO

T2NOMO

Stadium IE “TINOMO
Stadium T TO-2N2MO
[T3NI-2MO
'TANG-2MO
T0-4N3MO

Stadium IV §T1-4N0-3M1

I



1.3. Histopatologisk diagnose, prognose og behandling av brystkreft

70- 80 % av invasive karsinomer 1 brystet er histologisk av infiltrerende duktal type. 10-
20% er av infiltrerende lobuler type, mens ulike andre typer utgjgr resten (2). Invasiv
brystkreft kan spres bade lymfogent og hematogent. Tidlig diagnostikk og behandling,
reduserer risikoen for spredning bade lymfogent og hematogent (2).

De viktigste etablerte prognostiske faktorer i dag er tilstedevarelse og omfang av aksillere
lymfeknutemetastaser, tumorstgrrelse og histologisk gradering og tilstedevarelse av
gstrogen- og progesteron reseptorer. Dette er faktorer som avgjgr om pasienten skal tilbys
adjuvant behandling. Med adjuvant behandling forstds kjemoterapi og hormonterapi.

I dag er metastaser til aksillere lymfeknuter den mest etablerte prognostiske fakior for
brystkreft. Pasienter med lymfeknutepositiv sykdom anses som hgyrisikogruppe for senere
utvikling av systerresidiv. Disse pasientene skal derfor ha adjuvant behandling etter
bestemte retningslinjer.

Immunhistokjemisk bestemmelse av gstrogen- og progesteronreseptor gjgres pé alle
invasive karsinomer, Hormonreseptorer i et tumorvev innebzrer gkt sannsynlighet for
respons pd hormonell pavirkning. Medikamenter som anti-gstrogen (tamoxifen (TAM)) og
aromatase-inhibitorer/inaktivatorer (Taxotere=aromataseinhibitor), har vist & ha en klar anti-
turnoreffekt i behandling, og anbefales til kvinner operert for brystkreft tamor som ex
reseptor positive, og der prima@rtumor er over en viss stgrrelse og/eller det pévises
metastaser til aksille.

Det gjgres ogsd immunhistokjemisk bestemmelse av tilstedevarelsen av reseptoren for
human epidermal growth faktor reseptor (HER 2) ogsé kalt c-ers B2 eller c-neu. De kvinner
som fér pavist tilstedeverelse av denne reseptoren, tilbys Herceptin behandling, som bestar
av anti-HER2 monoklonalt antistoff. Brystkrefttumorer som uttrykker c-erb B2 er svart
sensitive for smé mengder av vekst faktorer som gir signal til uhemmet proliferasjon av

kreftcellene. Et hgyt niva av c-erb B2 protein pé brystkreftcellene innebarer darligere
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prognose (3).

1.4. Brystkreft og overlevelse

Det dgr ca. 750 kvinner i Norge hvert ar av brystkreft. Brystkreft er den viktigste drsak til
tapte levear hos kvinner, mer enn béade hjerte/kar sykdom og ulykker. Prognosen ved
brystkreft er sterkt avhengig av stadium pé diagnosetidspunkt. Fem ars relativ overlevelse i
Stadium I er 90.2 %, mot 17.0 % i Stadium IV. Brystkreftpasienter har en klar
overdgdelighet 1 mer enn 20 ar etter at diagnosen er stillet (1).

1.5. Brystkreft og mikrometastatisk svkdom

Hos pasienter med brystkreftsykdom, vil det kunne pavises sirkulerende brystkreftceller
ulike stadier av sykdommen. Selv noen av kvinnene med brystkreftsykdom med smé
lokaliserte tumorer uten lymfeknutemetastaser i axillen, vil oppleve recidiv flere ar etter
initiell kirurgi og adjuvant behandling (3). Arsak til recidivet kan veere at tumorceller
unnslipper lokal og adjuvant behandling, og spres rundt i kroppen via blod eller
lymfesystemet med preferanse for visse typer vev (lunge, skjelett og lever). Bade
kreftcellene og faktorer i vevet er med pa & forklare denne organspesifisiteteten (5,6). Den
metastatiske spredningen av celler fra en solid krefttumor foregér i flere trinn hvor hvert.
enkelt steg ma lykkes for at en klinisk metastasering kan skje. Primartumoren er avhengig
av at det utvikles nye blodérer som kan tilfgre naring til svulsten. Dette kalles angiogenese.
Blodéarene som dannes, er skjgre og ustabile, og kan vare port for kreftceller fra
hovedtumor og ut 1 kroppens egne blodérer (intravasering). Tumorceller kan ogsa spres
indirekte via det lymfatiske systemet ut i den store blodsirkulasjonen, og deretter bli fart til
spesifikke organer via blodstrgmmen. Kreftcellene har sannsynligvis ikke spesielle "homing
receptors’ som gjgr at de stanser 1 vev med spesielle ligander, men vil ende opp 1 spesielle
organer utfra blodstrgmmen, og mekaniske forhold som diameter pa kapillzrene. Kapillerer

har en diameter pd rundt 3-8 um, rgde blodceller har en diameter pa 7 im mens kreftceller

generellt er mye stgrre, 20 um eller mer (6). En stor andel av kreftcellene spres via
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blodbanen og ekstravaserer deretter til sekundzr organer. Den hematogene spredningen og
ekstravaseringen hevdes 4 skje med hoy grad av effektivitet. Museforsgk har vist at opptil
83 % av injiserte melaﬁom celler i blodbanen gjenfinnes i lever tre dager etter injeksjonen.
Men i det samme forsgket, fant man at bare 2 % av kreftcellene hadde dannet
mikrometastaser. Den videre prossessen med vekst i sekundzrorganet er hevdet & vaere
mindre effektiv. Dette fordi bare et fatall av cellene som har ekstravasert, har klonogen
kapasitet, og evner 4 stimulere aﬁgiogenese slik at det dannes mikroskopiske metastaser. Av
de mikroskopiske metastasene har kun et fatall av dem evnen til & danne raskt voksende
makroskopiske metastaser. Dette har sammenheng med molekylzare interaksjoner mellom
cancerceller og celler i sekunderorganet (6).

Man vet alis at metastaser hos kvinner med brystkreft kan forekomme mange 4r etter den
initielle behandlingen. En mulig forklaring pé dette kan vere at preangiogene ikke-
vaskulariserte mikrometastaser giennom en balansert tilstand av celledeling og apoptose,
kan forbli hvilende i mange r, men nar de far signal som gjer at vaskularisringen kan starte,
kan danne makroskopiske metastaser. En annen forklaringsmodell gér ut pa at ekstravaserte
krefteeller ikke starter celledeling, men forblir hvilende (G 0 fase) i sekundeer organet, men
beholder sin evne til tamorvekst. Ved endring i cellenes mikromiljg, kan de starte og dele
seg (6).

Enkelte hevder at det finnes en tumor stamcelle som er opphavet til kreftceller, og med
bakgrunn i dette, jobber forskningsgrupper med & finne ut om det ogsa kan vare en bryst
epitelial stamcelle. En bryststamcelle kan tenkes a vare ansvarlig for den normal
vevsfornyelse somn skjer til enhver tid 1 et bryst i tillegg til den massive veksten som skjer av
epitelialt brystvev i Igpet av et svangerskap. Det kan ogsa tenkes at en bryststamcelle er
opphavet til brystkreficeller (7). Stamceller deler seg for selvfornyelse og for & generere
celler som differensierer til modne luminale og myeoepiteliale celler. Mutasjoner i

stamceller med pafglgende protiferasjon resulterer i en viderefgring av mutasjonen, og
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mutasjonen blir dermed generert videre til de differensierte cellene. Dersom differensierte
celler fjernes langsomt (langsom “clearance” tid) eller den opprinnelige mutasjonen bergrer
DNA stabilitet eller replikasjonsegenskaper, vil det etterhvert vare store mengder av
muterte celler som kan vere utsatt for sekundazre mutasjoner. En gkende mengde med
brystceller med flere mutasjoner, gker igjen sannsynligheten for ytterligere mutasjoner, og
kan ende opp i klinisk pavisbar brystkreft sykdom (7). Sirkulerende brystkreftceller
representerer mikrometastatisk sykdom.

1.6, Mikrometastatisk svkdom og prognose

Nyere kliniske studier har beskrevet at pavisning av isolerte brystkreftceller 1 beinmarg er en
uavhengig prognostisk faktor som predikerer recidiv av sykdommen og negativt utfall med
hensyn til overlevelse (9,10). Prinsippene for pavisning av sirkulerende brystkreftceller er
stort sett de samme for béde beinmarg og blod. Man kan derfor dele inn teknikkene for
identifisering av sirkulerende tumorceller i henholdsvis immuncyto-/histokjemiske og
nukleinsyre baserte teknikker.

De fleste metodene for pavisning av brystkreftcellene i beinmarg er basert pd separasjon av
beinmarg med hensikt 4 isolere mononukizre celler, deretter positiv seleksjon av
brystkreficeller med antistoff og magnetiske kuler og til slutt farging av cellene med
monoklonale epitelspesifikke antistoffer (11). Ved bruk av immuncyto-/histokjemiske
teknikker tas det altsd i bruk monokionale antistoffer som er rettet mot tumorassosierte
cellulzre overflateantigener/proteiner for a identifisere og karakterisere enkelt tumorceller.
Ulempene ved metoden har vart at den er vanskelig & standardisere, og at den er
arbeidskrevende (12,13). Det har ogsé vist seg at metoden kan gi falsk positive resultater 1
forbindelse med at de monoklonale antistoffene kan kryssreagere eller at tumorantigenene
uttrykkes pa kroppens egne normale celler. Det har vart beskrevet at immuncytokjemi kan
pavise en kreficelle i en bakgrunn pé 10 310 ® normal beinmargsceller eller perifere

blodceller (13). Noen grupper har benyttet seg av nukleinsyre baserte teknikker 1 beinmarg,
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dvs PCR teknologi. Ikeda et. al beskriver at funn av mikrometastatisk sykdom 1
beinmargsprgver ved bruk av revers transkriptase PCR (RT-PCR) teknikk for CK 19, eren
signifikant risikofaktor for recidiv av brystkreft uavhengig av aksillere lymfeknute
metastaser (14). Slade et. al benyttet seg av en kompetetiv RT-PCR teknikk for pavisning av
CK19 i beinmarg, og fant at PCR var en mer sensitiv teknikk sammenlignet med
immunhistokjemiske teknikker (15).

Beinmargsaspirasjon medfgrer ubehag for pasienten, og er en mer tidkrevende prosedyre
som mé forgd i sykehus, sammenlignet med blodprgvetagning i en perifer vene, som kan
gigres pa primarlegekontor.

Prognostisk betydning av sirkulerende celler i blod, er idag ikke like etablert som uavhengig
prognostisk faktor som pavisning av brystkreftceller i beinmarg. Muller og Pantel hevder i
tidsskriftet “Breast Cancer Research™ i 2004 at blodbanen bare er et midiertidig
oppholdssted for sirkulerende kreftceller, og at det ikke er kjent hvor stor andel av de
sirkulerende kreftcellene som overlever og deres potensiale til 4 danne kliniske metastaser.
Fn del av de sirkulerende kreftcellene gér i apoptose hevder de samme forfatterne (16).
Artikler av Stathopoulou et. al og av Weigelt et. al beskriver imidlertid at pavisning av
sirkulerende brystkreftceller i blod fgr pasienten far adjuvant behandling er assosiert med
gkt risiko for recidiv og kortere overievelse (17,18). Christofanilli et. al viser at antallet av
sirkulererende celler fgr behandling av metastatisk brystkreftsykdom, er en uavhengig
prediktor av sykdomsprogresjon og generell overlevelse (19).

1.7.Anrikningsprosedyre

Antallet sirkulerende brystkreftceller kan vaere svart lavt, mindre enn 10 celler/mL blod, og
man har funnet at ved 4 anrike mélcellene kan man gke sensitiviteten pa metodene for
deteksjon av sirkulerende brystkreftceller (8). Det finnes anrikningsmetoder som benytter
bade positiv seleksjon av brystkreftceller og negativ seleksjon av ikke-mdliceller. Negativ

seleksjon innebarer at man fjerner mest mulig av normale hematologiske celler uten & tape
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kreftceller, mens det ved positiv seleksjon anrikes cancerceller fra stgrsteparten av normale
blod- eller beinmargsceller.

Felles for de fleste anrikningsmetoder, er at de baserer seg pé monoklonale antistoffer
spesifikke for enten epitoper pa brystkreftceller eller altsd monoklonale antistoffer rettet mot
spesifikke epitoper pa leukocytter, for eksempel CD 45. Antistoffene binder seg til
malcellene med hgy affinitet. Antistoffene er festet via sin Fc-del til magnetiske kuler og
gjgr at cellene kan selekteres ved hjelp av en magnet (Figur 3).

Ved hjelp av positiv seleksjon kan man anrike brystkreftcellene fra den store
normalpopulasjonen av hvite og rgde blodceller. Dette vil kunne gke sensitiviteten pa PCR
analysen. Brystkreficeller er av epitelial opprinnelse, og dette benyiter man seg ved
anrikning av cellene. Epiteliale celler finnes til vanlig ikke i perifert blod, og dette er
bakgrunnen for at man kan bruke antigene determinantene pé disse cellene for anrikning.
EpCAM (epitelial cell adhesion molecule) molekyler er epiteliale transmembrane
glykoproteiner. EpCAM har interceliulzer adhesjonsfunksjon som sannsynligvis har
betydning for brystkreftcellenes evne til metastasering. Det er funnet at EpCAM kan ha
hundre til tusen ganger forhgyet uttrykk i primzr brystkreftsykdom og ved metastatisk
sykdom (20). Flowcytometriske forsgk gjort ved avdelingen her, har imidlertid vist at ikke
alle cellelinjer utgatt fra brystkrefttumorer uttrykker EpCAM. Dette kan vere tilfelle for
brystkreftceller in vivo, og kan representere en feilkilde som i sa fall vil gi falsk negative

praver (21).

17



Dymnabeads magnetiske
kuler inkuberes med
blodprerve.

Inkubert preve med
kuler og celler settes
pi magnet,

Positivt . .

anrikede bryst | Jkke anrikede
krefteeller med aceller
magnetiske (supernatant)
kuler bundet til

positiv seleksjon.

>—C'5Em (%00

Figur 3: Figuren viser prinsippet for positiv seleksjon.(modifisert illustrasjon fra Dynal PDF
dok /nettside)

1.8. Real time PCR

Nukleinsyre teknikker baserer seg pa pavisning av DNA eller RNA sekvenser som uttrykkes
ulikt i tumorceller og gvrige blodceller og beinmargceller. For brystkreftceller gjelder at
messenger ribonukleinsyre (mRNA) i cellene amplifiseres i en polymerase kjede reaksjon
(PCR) etter fprst 4 ha blitt revers transkribert til komplementart deoksyribonukleinsyre
(cDNA). Tradisjonell revers transkriptase polymerase kjede reaction (RT-PCR) har veert
gjort pa ulike mRNA transkripter, for eksempel CK 19, CK 18, CEA (carcioembryonic
antigen), mammaglobin og telomerase. RT-PCR analyser har vart endepunktsanalyser hvor
man har kjgrt det amplifiserte produktet pa for eksempel agarosegelelektroforese etter
avsluttet PCR reaksjon. Sensitiviteten har veart oppgitt til en kreftcelle blant [ %
normale beinmargsceller eller blodceller (22). Man tenker seg at sensitiviteten er hgyere i

RT-PCR teknikker sammenliknet med immunhistokjemiske teknikker fordi man fér

18



amplifisert eksponentielt smé mengder av det opprinnelige mal mRNA. Tradisjonelle RT-
PCR teknikker er imidlertid tidskrevende, og for & kunne kvantitere det endelige produktet,
ma man vare sikker pé at analysen termineres mens man fortsatt er i et linezrt omrade med
overskudd av reagenser. Det linezere omréade i tradisjonell RT-PCR har vaert pavist gjennom
empiriske forsgk enten ved a kjgre flere prever med samme konsentrasjon av cDNA 1 forsgk
med ulikt antall sykler eller ved amplifisering av ulike fortyninger av cDNA ved samme
antall sykler. (23). Prinsippet for real time teknologi baserer seg pa Tagman kjemi, og at det
skjer en kvantitering av det aktuelle transkriptet i lgpet av hver syklus underveis 1 PCR
amplifikasjonen. Tagman polymerase enzymet som brukes i analysen, har 1 tillegg til den
klassiske 5° - 3" polymerase-aktiviteten, ogsé en 5 -exonuklease aktivitet. Dette innebarer at
det i tillegg til spesifikke primere komplementzre til transkriptet, mé det designes en
spesifikk probe som ogsa ma vere komplementar til transkriptet (Figur 4). Den spesifikke
proben har 1 sin 5" -merkede ende fatt bundet til seg en fluorokrom, for eksempel 6-
Carboxyfluorescein (6-FAM). Dette fluorokromet, ogsé kalt reporter, emitterer
fluorescerende lys av en bestemt bglgelengde. Til den 3"-merkede enden av proben er det
bundet et sikalt quencher molekyl ("stokkemolekyl"), for eksempel 6-Carboxy-tetramethyl-
rhodamine (TAMRA). Nar bdde quencher og reporter er bundet til intakt probe, vil
quencher molekylet slokke emisjonen av fluorescert Iys fra reporter. Slokkingen gjelder s
lenge reporter og quencher befinner seg i nerheten av hverandre. Proben mé designes slik at
den har en hgyere smeltetemperatur (Tp) slik at den i annealingsfasen i PCR reaksjonen, er
fullstendig hybridisert. I annealingsfasen, vil 5" -exonukleaseaktiviteten til TAQ-
polymerasen tygge opp den hybridiserte proben slik at det fluorescerende reporter molekylet
fjernes fra quencheren. Dette resulterer i at emisjonen av fluorescens av en viss bglgelengde
fra reporter registreres i Abiprism maskinen, og man ser at for hver syklus gker
fluorescensen (Figur 4 og figur 5). I PCR bufferen er det inkludert en passiv referanse farge

ROX. Dette er en intern referanse kontroll som emittert fluorescens fra reporter
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normaliseres til i Igpet av dataanalysen. Normalisering av reporter er ngdvendig fora
korrigere for fluktuasjoner av fluorescens pa grunn av konsentrasjons- eller
volumforskjeller. Datasoftwaren kalkulerer normaliserte verdier ved & dividere
emisjonsintensitet for reporter med ernisjonsintensitet for passiv referanse farge. Dette gir
en normalisert verdi for reporter (Rn) for en gitt prgve. Rn+ verdien er Rn verdien til en
reaksjon som inneholder alle komponenter inkludert templatet. Rn- verdien er Rn verdien til
en nullprgve eller en prgve som ikke er amplifisert.

Delta A Rn er differansen mellom Rn+ og Rn-, og er den verdien som forteller hvor stort
fluorescenssignal som genereres for en prgve under gitte PCR betingelser (Figur 6).
(Skningen i fluorescens aktivitet er proporsjonal med det akkumulerte amplifiserte PCR-
produktet. Baseline defineres ut fra de fgrste sykler (syklus 3 til 11) hvor det er mest
bakgrunnsfluorescens, og forelgpig ikke eksponentiell gkning av fluorescens i prgven. Den
satte terskellinjen defineres av softwaren til 4 vere 10 standardavvik fra midlere baseline
fluorescens verdi. Cycle threshold defineres som den syklusen der en prgves delta Rn verdi
krysser terskellinjen. Kvantitering baserer seg altsé pé terskelsyklus (cycle threshold = Cy)
og méles i Igpet av eksponentiell fase av PCR reaksjonen hvor alle PCR reagenser eri
overskudd. C, -verdien representerer en deteksjonsterskel, og er den sykiusen hvor emittert
fluorescens fra reporterfluorochromet gker over bakgrunnsfluorescens (Figur 7).
Terskelverdien er omvendt proporsjonal med antallet av maltemplat; desto hgyere templat
konsentrasjonen var i utgangspunktet, desto lavere er terskelverdien som kan méles i lgpet
av amplifikasjonen. Dersom man har fem prgver med kjente konsentrasjoner og deres
tilhgrende C-verdier, kan man lage en standardkurve som kan brukes til 4 bestemme

konsentrasjonen av templat i en ukjent prgve (Figur 8).
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Figur 4: Illustrasjon av reporter-quencher system i real time PCR.
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Figur 5: Fluorogen 5" -exonuklease kjemi.

(1):Etter hybridisering av 5 -primer og 3 -primer, polymeriserer Tag-polymerasen som i en
tradisjonell PCR reaksjon. Probe er ogsa hybridisert, og reporter og quencher er sd nar
hverandre at reporterens fluorescens slokkes av quenchermolekylet.

(2)og (3):Polymerasen 5 -exonuklease aktivitet tygger opp hybridisert probe. Quencher og
reporter kommer sa langt fra hverandre at quencheren ikke lenger kan slokke emittert lys fra
reporter.

(4): Emittert fluorescens detekteres av dataenhet i Abiprism maskinen.

(illustrasjon hentet fra http://www.abrf.org/TBT/1999/March99/mar99grove.html)
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The following ecquation expresses the relationship of thess tenms:
2By =Rt - Ryl
where:
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Figur 6: Likning for beregning av relativ fluorescens (A R,)i real time PCR
reaksjon(http://www.wi.mit.edu/CMT/protocols/TgMn_Univ_ PCRMstrMx.pdf

Amplification - 01.06.05 std.EGF-R og CK 19.
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Figur 7: Eksempel pé datautskrift fra Abiprism 7700 maskinen etter endt analyse.
Utskriften viser mengden relativ fluorescens som blir emittert i lgpet av PCR reaksjonen for
ulike prgver. Den horisontale sorte linjen merket C, representerer terskellinjen, og det er fra
denne at C, - verdien (C, = Cycle threshold) for den enkelte prgve settes.
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Figur 8: Eksempel pa standardkurve som kan brukes til 4 beregne kopier 1 ukjent prgve ved
hjelp av 5-6 standarder med kjente konsentrasjoner.
(Modifisert illustrasjon hentet fra hitp:/pathmicro.med.sc.edu/per/realtime-home. him)

1.9. Gen markgrer

Cytokeratin 19 (CK19) er et intermedizrt filament (protein) som finnes i cytoplasma i
epitelceller, og er en del av cellens cytoskjelett. CK19 uttrykkes ikke i lymfoide eller
hematopoietiske celler (24,25).

Dette er bakgrunnen for at man har brukt CK 19 mRNA i RT-PCR teknikker som markgr
for tumorceller av epitelial opprinnelse i blodet. Falske positive resultater kan imidlertid
forekomme, og kan skyldes amplifikasjon av illegitimt transkribert CK19 1 normale
hematologiske celler. Falske positive resultater kan ogsa forekomme dersom det skjer
amplifikasjon av sékalte CK-19 pseudogener som finnes pa genomisk DNA, og/eller
amplifikasjon av CK19 mRNA fra kontaminerende epitelceller fra hud (15). Med tanke pd &
unngé falske positive resultater i en PCR analyse, vil det blant annet vare viktig 4 kaste de
farste ml blod/beinmarg, fpr selve prgven til analyse tas, for 4 unngé at epitelceller fra
innstikket skal kontaminere prgven. Ved valg av primere er det viktig at disse legges til
omrader med stgrst mulig variabilitet for mRNA sekvensen til CK19 og DNA sekvens til
pseudogener, Det er beskrevet at det finnes to pseudogener som har tilnermet lik

nukleotidsekvens som CK19 (26). Ved a bruke DNase enzymer ved RNA isolering, vil
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restmengder DNA tygges opp, og det blir mindre fare for interferens av pseudogener.
Illegitimn transkripsjon, d.v.s. transkripsjon av gener som ikke har noen reell funksjon i
hematologiske celler, kan ikke elimineres, men ved 4 introdusere en cut-off verdi, kan man
skille mellom genuttrykk i friske celler og den gkte transkripsjonen man finner i
brystkreftceller.

Epidermal growth factor receptor (EGF-R) er et transmembrant protein p& 185 kD, som
uttrykkes i alle celler bortsett fra hematologiske celler (27).

EGF-R er hevdet & vaere overuttrykt 1 50 - 70 % i tykktarmskreft, lungekreft og i
brystkreft.(27,28). Overuttrykk av EGFE-R gjgr at reseptorene responderer pé svart sma
mengder av veksthormoner, og responsen ved binding til EGEF-R er at det sendes signaler til
cellekjernen om uhemmet proliferasjon og differensiering.

Dette er bakgrunnen for valget av EGF-R og CK 19 som markgrer for brystkreftceller 1 var
PCR analyse.

For 4 ha kontroll pd kvaliteten av RNA / cDNA, inkluderer man i PCR analysen sdkalte
housekeeping gener, dvs. pavisning av transkript som uttrykkes likt av alle kroppens celler
og som ikke endrer uttrykk. Det finnes ulike housekeeping gener. Vi har benyttet oss av

transkriptene for APRT og .M.
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1.10. Formal

Forméalet med studien er 4 utvikle en sensitiv og spesifikk metode for pavisning av
sirkulerende brystkreficeller. Det knytter seg fortsatt usikkerhet til hva sirkulerende
brystkreftceller betyr i forhold til metastasering og prognose, men det er derfor viktig a
utvikle metoder for pavisning av disse cellene, for om mulig 4 avklare dette.

Vi gnsker 4 kombinere en positiv anrikningsprosedyre basert p4 monoklonale antistoffer
bundet til magnetiske kuler rettet mot EpCAM pé brystkreftcellene, og en real time PCR
metode basert pa pavisning av to ulike transkripter, EGF-R og CK19 som har forhgyet
ekspresjon i en stor andel av brystkreftceller. En stor del av analyseresuliatene som det
refereres til her, er gjort pd et tidspunkt i utviklingen av metoden hvor det kun var etablert
primere og probe for CK 19 og APRT. Analysen har senere vert utviklet videre ved

avdelingen, og inkluderer foruten markgren for CK 19 ogsd EGF-R.
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2. Materiale og metoder
2.1.Cellelinjer

Human brystkreficellelinje MDA MB 468 har vart dyrket. Denne har ATCC (American
Type Culture Collection) nr. HTB-132, og stammer opprinnelig fra adenocarcinom fra
brystet til en kvinne. Cellelinjen vokser adherent i kultur, og morfologisk har cellene
epitelialt utseende. Cellelinjen har vaert dyrket 1 Leibowitz 15 kulturmedium med 2mM L-
glutamine og 10% fgtalt kalveserum. Dyrkningsbetingelser har veert ved 37 ® celsius i
celleinkubator uten CO,. Den andre cellelinjen som har vart dyrket er Zr-75-1 med ATCC
nr. CRL-1500 og kommer fra ductalt carcinom fra bryst til kvinne. Cellelinjen vokser
adherent i kultur, og morfologisk har cellene et epitelialt utseende. Cellelinjen har veert
dyrket i RPMI 1640 med 2mM L-glutamine, 1,5 g/L Natrium Bikarbonat, 4,5g/L. glukose,
10mM Hepes, 1mM Natrium Pyruvat (90 %) og 10 % fgtalt kalveserum.
Dyrkningsbetingelser har vart ved 37 ° C i celleinkubator med CO,. Cellelinjene har veert
brukt til spiking av blodprgver fra friske blodgivere givere for & vurdere sensitivitet og

spesifisitet av analysen.

2.1.1 Dyrkning av celler

Kulturene har vert splittet ved konfluerende vekst. Vekstmedium fjernes og cellene vaskes
med ca. 3 ml 10mM EDTA med 0,1 % DEPC. Ytterligere 3 ml vaskebuffer blir tilfgrt og
cellene inkuberes ved 37 ° C. Man inspiserer visuelt om cellene har lgsnet. Dersom cellene
ikke er fullstendig lgsnet, kan man banke forsiktig pa cellekulturflaske for 4 lgsne cellene.
Nér alle cellene har lgsnet, tilsettes 10 mi oppvarmet kulturmedium. Cellene overfgres til et
sentrifugergr og sentrifugeres ved 1100 rpm i 5 minutter. Supernatanten fjernes og celiene
resuspenderes i ca. 5 ml oppvarmet vekstmedium. Et passende volum av cellene overfgres

tit en ny cellekulturfiaske som inneholder ca.10 mi cellekulturmedium.

2.1.2 Nedfrysing av celler
Etter splitting av celler, tilsettes DMSO drépevis til den har en konsentrasjon paca. 5 % av
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den totale cellesuspensjon. Celletettheten bgr veere rundt 10% - 107 celler/ml. Etter tilsetting
av DMSO, overfgres 1 ml av denne cellelgsning til et cryorgr og plasseres i en isoporeske 1 -
70° C over natt. Deretter kan de overfgres til lagring ved -190°C i gassfasen av flytende
nitrogen..

2.1.3. Tining av celler
Cryorgr tas opp fra pitrogen-tanken og cellesuspensjonen tines ved & dyppe cryorgret raskt i

et 37 ° C vannbad. Far cellene tas-inni sterilbenken, vaskes rgrets utside med 70 % etanol.
Innholdet i rgret overferes til et 15 mi sentrifugergr, og 10 ml oppvarmet vekstmedium
tilsettes forsiktig ved a at det appliseres drapevis. Cellene sentrifugeres deretter ved 1100
rpm i 5 minutter. Supernatanten fjernes og cellene resuspenderes 15 ml nytt oppvarmet
vekstmedium. De kan deretter tilsettes en kulturflaske som inneholder 10 mi kulturmedium.
Cellene dyrkes ved 37 © C uten CO,.

2.1.4. Celletelling
Passerer cellesuspensjonen fgr telling i tellekammer gjennom en spreytespiss/ nal flere

ganger for & veere sikker pa at cellene ligger enkeltvis og ikke i klumper. Celletelling gjgres
i et KOVA tellekammer. Arbeidslgsning av Acridine orange bestr av 1 mi Acridine orange
og 9 ml PBS. Cellene fortynnes til 90 pl cellesuspensjon og 10 pl Acridine orange
arbeidslgsning (Fortynningsfaktor; 10/9). Cellene telles under UV- lys i mikroskop. Tre

store ruter i tre ulike kammer telles. Deretter kan cellekonsentrasjonen beregnes:

DF o5 10

9 U celfar
: 9

[celle konsentrasjon] = — 1, =
grid 0,9‘[[[

Volum av tellekammer (V gyig):

0,9ul

DF:= dilution-factor = fortynningsfaktor.

2.2, Blodprgver

Blodprgver fra blodgivere har vert brukt til spiking eksperimenter. Blodgivere har p4
forhand blitt forespurt og akseptert & gi mindre mengder blod til forskningsformal. For 4
unnga kontaminering med epitelceller ved venepunksjon, blir de fgrste 4-5 ml med EDTA
blod kastet. Det tas deretter 3 prover a 7 ml EDTA blod hvorfra det deretter overfares til

sammen 15 ml i et 50 ml sentrifugergr. Det skal ogsé analyseres 12 blodprgver fra kvinner
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med metastatisk brystkreftsykdom. Studien er anbefalt av etisk komité i region V.

Se figur 5 for oversikt over prosedyren.

Magnetic beads (Dyna beads)

Lysis

Total RT-PCR Real Time

Q ‘=}>RNA => cDNA :}>- PCR

Figur 5:En oversikt over analysen med de ulike trinnene.

2.3. Isolering av mononuklezre celler (MNC)
4 ml blod fortynnes i 4 ml PBS 0,3 % EDTA 0,1% DEPC buffer. Fortynnet blodprgve

overfgres deretter forsiktig til 4 ml LymphoPrep (Axix-Shield PoC) i et 15 ml sentrifuge rgr.
Prgven sentrifugeres 1 30 minutter ved 1100 rpm. De mononuklezre cellene overfgres
deretter til et nytt rgr hvor det tilsettes 10 ml buffer. Prgvene sentrifugeres ved 2000 rpm i 5
minutter., Supernatanten fjernes og cellene resuspenderes I 1-2 ml buffer. De mononukleare
cellene telles pa Sysmex celleteller.

2.4. Anrikningsprosedyre
Anrikningsprosedyren baserer seg pa positiv seleksjon av epiteliale celler. De magnetiske

kulene som benyttes til anrikning kj@pes fra Dynal og kalles Dynabeads epitelial enrich
(produkt nr.161.01-02). Tumorcellene anrikes fra fullblod. De magnetiske kulene er dekket

med monoklonalt IgG; antistoff (mAb Ber Ep4) fra mus spesifikt for to glykopeptid
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membran antigener (34 og 39 kDa) som uttrykkes pa fleste normale og neoplastiske humane
epiteliale celler.

De magnetiske kulene md vaskes i 1-2 ml av vaskebuffer fgr de tilsettes blodprgven, for &
fjerne preservativer som kan vaere toksiske for cellene. Kulene settes pd magnet etter
tilsetting av vaskebuffer og supernatanten fjernes. Kulene resuspenderes i originalt volum.
Tumorcellene anrikes fra 15 mi EDTA blod ved hjelp av 375 ] magnetiske kuler (1¥10
kuler per ml blod). Kuler og blodprgver inkuberes i 30 minutter pa en roller coaster ved 4
°C. Etter denne inkuberingen, jobber man videre pé is. Etter roller coaster, plasseres
prgveglassene pa en magnet (Dynal MPC prod.nr.120.24) 1 8 minutter (etter 4 minutter snus
magneten med prgve i forsiktig opp/ned en gang). Etter dette, dekanteres supernatanten av
preveglasset mens prgven stir i magneten, Prgven med kuler resuspenderes forsiktig med 4-
5 ml av en PBS vaskebuffer tilsatt 0,1 % BSA og 0,6 % Natrium Citrat. Prgven settes
deretter pa magnet igjen for nye 5 minutter. Magnet med prgve pa vendes forsiktig etier
halvgitt tid, dvs. 2 1/2 minutt. Supernatanten helles forsiktig av og evt. bunnfall suges
forsiktig av ved hjelp av en pipette. Prgven kan deretter tas av magneten og resuspenderes i
ca.1l mi vaskebuffer. Prgven overfgres til et eppendorfrgr. Cellene er na klar til RNA
isolering.

Modifisert metode med ammonimumklorid lyseringsvaske

Etter at prgvene hadde stdtt 8 minutter pd MPC, ble supernatanten fjernet. Det ble tilsatt 3-4
ml vaskelgsning, og prgven star pi magnet i 2 minutter. Supernatanten fjernes pa nytt og
cellene og kuler resuspenderes i ca 1 ml vaskebuffer. Tilsetter ammoniumkloridslgsning i
forholdet 1:5 og lar prgven star pA magnet i 5 minutter. Heller av supernatant. Vasker med

3-4 ml vaskebuffer. Lar prgven st pad magnet i 2 minutter. Heller av supernatanten og

pipetterer av evt bunnfall. Cellene og kulene resuspenderes i 800 ul vaskebuffer.
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2.5. Total RNA isolering

Totalt RNA ble ekstrahert fra celler ved hjelp av et kommersielt tilgjengelig RNA
isolasjonskit (Qiagen Rneasy mini kit) i henhold til oppgitte spesifikasjoner fra leverandgr.
Cellene sentrifugeres i eppendorfsentrifuge ved 9000 rpm. i 2 minutter. Supernatanten
fjernes forsiktig. Eppendorfrgret tilsettes 350 pl RLT buffer med -Mercaptoethanol
(lyseringsbuffer). Prgver mikses deretter pa vortex mikser og homogeniseres i minst 30
sekunder. Etter dette settes den lyserte prgven pé en liten MPC (magnetic patticle
concentrator) i 3 minutter. Man overfgrer si supernatanten til et nytt eppendorfrgr og jobber
videre med denne. Man tilsetter 350 ul 70 % ethanol til eppendorfrgr, og blander prgven og
etanol godt ved 2 pipettere opp og ned flere ganger. Prgven overfgres deretter til en RNeasy
kolonne og sentrifugeres i Eppendorf-sentrifuge ved 13000 rpm i 15 sekunder. Fjerner
bunnfall/vaeske. Tilsetter 350 ul RW1-buffer, sentrifuger prgvene pa nytt ved 13000 rpm 1
15 sekunder. Heller av bunnfall/vaeske.

80 111 DNase (10 pl DNase og 70 ul Buffer RDD, Qiagen) tilscttes direkte pa membranen i
kolonnen. Kolonnen skal nd st og inkubere i 15 minutier ved romtemperatur. Etter 15
minutter tilsettes ytterligere 350 ul RW1-buffer, og kolonnene sentrifugeres ved 15000 rpm
i 15 sekunder. RNeasy kolonnen overfgres s til et nytt samlergr. Kolonnen vaskes s& 2
ganger med 500 pl RPE vaskebuffer, og sentrifugeres ved 13000 rpm i henholdsvis 15
sekunder og 2 minutter. All bunnfall/vaeske fjernes og kolonnene sentrifugeres i 1 minutt
ved 13000 rpm. Deretter plasseres kolonnene i nye eppendorfrer, og det tilsettes 27,5 pl
RNase fritt vann direkte pa kolonnemembranen. Inkuberer kolonnen i romtemperatur 1 1
minutt. Prgvene sentrifugers ved 13000 rpm 1 1 minutt.

2.6. cDNA syntese
Det eluerte RNA materialet (se punkt 2.2.) blir brukt i den videre cDNA- prosedyre. Det ble

ikke gjort spektrofotometriske malinger av det isolerte RNA-prgvemateriale, ettersom

prgvematerialet inneholder sé lite RNA at spektrofotometriske mélemetoder (som var
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tilgjengelig i1 laboratoriet) ikke er sensitive nok. Alt isolert RNA, ca. 26,5 ul overfgres til et
0,2 ml rgr. Til 26,5 il RNA tilsettes 2,5 pl Primer Poly T (8 pmol/ul) og 2,5 ul dNTP
(10mM). Prgvene inkuberes deretter ved 65 ° C i 5 minutter. Prgvene skal deretter avkjgles
raskt pd is. Etter dette tilsettes 5 ul DTT (100mM Dithiothreitol), 10 pl 5x First strand
buffer og 1 ul av rekombinant Ribonuclease inhibitor (40 U/ul). Prgven sentrifugers raskt
opp til 1000 rpm for deretter a inkubere ved 42 grader i 2 minutter. Deretter tilsetter man 2,5
ul av Superscriptll Reverse Transcriptase (200 U/u). Prgvene sentrifugeres raskt opp til
1000 rpm hvorpa de inkuberes i 42 ° C i 50 minutter og ved 70 ° C i 15 minutter. Dette gir
totalt reaksjonsvolum pa 50 pl og er optimalt for 1 ug totalt RNA. Alle inkuberingstrinnene

er forprogrammert i et program i Perkin Elmer thermale cycler.

2.7. Real time PCR

Primere og prober for CK 19 har blitt designet med tanke pa & unngd falske positive signaler
fra pseudogener pd DNA, og er derfor lagt slik at 5" -primer krysser en exon/intron grense.
Til design av primere og prober for EGF-R og B2-microglobulin, har vi benyttet oss av
Primer express, som er et program tilknyttet til Abiprism 7700 maskinen for optimal design
av primere og probe til real time analyser. Probene har i sin 5°-ende 6-FAM og 1 3’-ende
TAMRA fluorochromer, hhv. reporter og quencher (MedProbe). P& analyseoppsettet
inkluderes alltid minst to vann kontroller = no template control (NTC).

Primere og probe sekvenser for alle transkriptene er vist i tabell 3. Optimale primer og
probekonsentrasjoner er bestemt etter optimaliseringsforsgk hvor ulike konsentrasjoner er
prgvd ut mot det samme templat. Se tabell 4 for optimale konsentrasjoner av primere og
probe.

Real time PCR analysen utfgres pd is, og prgvene pipetters i optiske PCR brett med optiske

lokk, Mastermix-lgsning for de ulike transkriptene inneholder et totalvolum pd 25 pul

bestdende av hhv. 2,5 pl 25mM MgCly, 2,5 pl 10xTMBA-buffer, 0,5 ul 10mM nukleotider
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dATP, dGTP og dCTP, 0,5 1l 20mM dUTP, 1,25 w1 1 % gelatin, 2,5 yl av alle primere og
prober, 6,75 ul av destillert vann, 0,25 pl av 5 U/ul Amplitaq Gold DNA polymerase, 0,25
ul av 1U0/ul AmpErase U og 2,5 ul av cDNA. Etter tilsetting av mastermix og
prevemateriale til brgnnene, blir de lukket og satt i Abiprism 7700 maskinen hvor felgende
syklus tider i sekunder og temperaturer er lagt inn: 2 minutter ved 50 ° C, 10 minutter ved
95 °C, 6 sykluser bestiende av 15 sekunder denaturering ved 95 ° C og 1 minutt
annealing/extension ved 60 ° C. Deretter 40 sykluser bestdende av 15 sekunder denaturering

ved 95 ° C og 1 minutt annealing/extenion ved 56 ° C.

Tabell 3. Tabell med nukleotidsekvenser for primere og prober brakt i real time PCR.

Primer/Probe Sekvens
CK19 5°- primer 5-AAC-CAA-GTT-TGA-GAC-GGA-A-3’
CK19 3°- primer 5°-TGC-GCA-GGC-CGT-TGA-3
CK19 probe 5"-CGG-CCT-CCA-CGC-TCA-TGC-3’
EGF-R 5°- primer 5-GGG-TGC-AGG-AGA-GGA-GAA-CTG-3’
EGF-R 3°- primer 5"-GCG-CCC-GGA-GCA-CTG-3’
EGF-R  probe 5°-CAG-AAA-CTG-ACC-AAA-ATC-ATC-TGT-GCC-3’
APRT 5"~ primer 5°-AAC-CAT-GAA-CGC-TGC-CT-3°
APRT 3°- primer 5-TCT-CCC-TGC-CCT-TAA-GC-3°
APRT  probe 5"-CCA-CCA-GGC-TCA-CGAACT-CC-3°
B2-M 5 -primer 5"-TCC-AGC-GTA-CTC-CAA-AGA-TT-3’
B2-M 3 -primer 5’-GCA-ATT-CAG-GAA-ATT-TGA-CTT-T-3’
B2-M probe 5'-CAG-GTT-TAC-TCA-CGT-CAT-CCA-GC-3*
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Tabell 4. Optimale primer og probekonsentrasjoner.

Primer og probe :

CK19 5°- primer
CK19 3°- primer
CK19 probe

EGF-RS™- primer
EGF-R3"- primer
EGF-R  probe

APRTS™ - primer

APRT3"- primer
APRT probe
B2-M 5°- primer
B2-M 3°- primer

B2-M probe

Optimal konsentrasjon/nM

5000
5000
1000
2000
2000
1000
2000
2000
1000
5000
5000

1000

33



3. Resultater
Metodeoptimalisering

3.1. Bruk av DNase for &8 unngd amplifikasion av pseudogener

Bakgrunnen for forsgket er 4 finne ut om det er ngdvendig med bruk av DNase i lapet av
RNA isoleringsprosedyren, for evt.d fjerne kontaminerende DNA som man tenker seg kan
uttrykke pseudogensekvenser sveert like nukleotidsekvensen for cytokeratin 19.

Pr@gvematerialet bestdr av hvite blodceller isolert fra blodgivere.

Tabell 5: Viser resultater for seks praver bestdende av cDNA (fra 1 pg totalt RNA) isolert
fra ~ 1* 10 " mononuklezre celler fra blodprgve fra blodgivere.
Real time PCR CK 19, baseline 3-15, terskellinje, 0,01, T 4= 60 ° C.

Prgveid, C,, CK 19. Dnase + C,, CK19, Dnase -

1 38,5 32,2

39 33,9

2 40 32,1

40 32,5

3 40 36,1
40 37

4 44 36,2
40 37
5 40 36

40 36,5

6 38,5 36,7
38,6 37

Forsgket viser at bruk av DNase i lgpet av RNA-isoleringsprosedyren for alle de seks
prgvene bestiende av cDNA tillaget av 1 lig totalt RNA, gir en hgyere Ci-verdi, dvs lavere
konsentrasjon av transkriptet for CK 19 i alle seks prgver. Dette er i trdd med hva vi gnsker
siden fravaer eller eliminasjon av signaler fra hvite blodceller, vil gi en gkt spesifisitet for

analysen.

3.2, Optimalisering av primere og prober

Primer- og probeoptimalisering har veert utfgrt ved & bruke det samme templat, og primere

og prober har veert valgt utfra de konsentrasjoner som gir lavest C; verdi og hgyest AR,
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Primeroptimalisering ble utfgrt for CK 19 primere og probe og viste at den optimale

konsentrasjonen for 5° og 3" primer var 500 nM for begge. Optimal probekonsentrasjon var

100 nM. Primeroptimalisering for EGF-R primere og probe viste at den optimale

konsentrasjonen for 5° og 3" primer var 200 nM for begge. Optirnal probekonsentrasjon var

100 nM. For APRT viste optimal konsentrasjon & vare for hhv. 5° 200 nM og for 3° 200

nM. Optimal probekonsentrasjon var 100 nM. Optimalisering for $2M viste for 5 og 3

primer at optimal konsentrasjon var 500 nM for begge. Optimal probekonsentrasjon var 100

nM (tabell 4).

3.3. Fjerning av leukocvtter i forbindelse med anrikningsprosedyren

Den positive seleksjonen av brystkreficeller betyr en anrikning av denne celletypen og en

fjerning av leukocytter. Leukocytter kan tenkes 4 bidra til illegetim transkripsjon av CK19.

Effektiviteten av & fierne leukocytter males ved hjelp av celletellinger fgr anrikning i selve

blodprgven og etter anrikning i fgrste “waste”. Forspket gjgres ved 4 tilsette 10° Zr 75-1

celler til 4 blodprgver pa 5 mt hver. Deretter gjgres anrikningsprosedyre etter protokoll i

materiale/metode-kapittel.

Det gjpres celletelling av antall hvite blodceller i blodprgvene fer anrikningsprosedyre vha.

Sysmex celleteller. Celletelling av antallet hvite blodceller gjgres deretter av supernatanten

som helles av den anrikede prgven pa MPC etter 8 minutter.

Tabell 6: Viser antallet hvite blod celler fgr og etter anrikning.

Prgvenr: WBC/ (celler/ul) | Totalt antall WBC/ (celler/ul) | Totalt antall
fgr anrikning WBC 15000 ul, |Etter anrikning | WBC 15000 pl,

Fer anrikning i Etter anrikning i
fullblodprgve wasie

1 3,8 % 10° 1,9 * 10’ 3,8*%10° 1,9 * 10’

2 3,7 * 10° 1,9 * 10’ 3,8 * 10 1,9 * 10’

3 58 * 10° 2.9 * 10’ 5,6 * 10° 2.8 % 10/

4 5,7 * 10° 2,9 * 10 6,0 * 10° 3,0 * 10’

Forsgket viser at for to préver er celletallet for hvite blodceller malt pa Sysmex fgr og etter

anrikning det samme. I en prgve har celletallet gkt etter anrikning fra 2,9 til 3,0 * 10 celler.
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I en annen prgve har celletallet falt fra 2,9 til 2,8 * 10°.

3.4. Beregning av kontaminerende WBC etter ansikning
To blodprgver fra normalt perifert blod pa 5 ml hvor hver ble tilsatt 10° MDA MB 468

celler. I forsgket ble det i tillegg inkludert en blodprgve pa 5 ml som ikke ble tilsatt
kreficeller.

Prgvene ble behandlet i henhold til anrikningsprosedyre med hensyn til antall magnetiske
kuler og andre betingelser. Etter anrikning og resuspendering i 1 ml buffer tas det ut 90 pi
anriket prgvemateriale som tilsettes 10 pl Acridin Orange. Dette blandes godt og man
tilsetter blandingen {il et tellekammer. Bruker formel under pkt 2.1.5 for beregning av
cellekonsentrasjon.

Tabell 7: Viser antall hvite blodceller og MDA MB 468 celler som blir anriket i Igpet av

anrikningsprosedyren.

Praveid.: MDA MB 468, | MDA MB 468, |Totalt antall
celletall 1 Etter anrikning. | MDA MB 468
tellekammer Celler/ul celleri 1000 pi
(totalt antall etter anrikning
celler i hele grid)

A 86 106 106000

B 140 173 173000

Prgveid. WBC, celletalli | WBC etter Totalt antall
tellekammer anrikning, WBC i 1000 pl
(totalt antall Celler/pil. etter anrikning.
celler i hele
grid).

A 33 41 41000

B 29 36 36000

Forsgket viser at det i spikede blodprgvene som i utgangspunkiet ble tilsatt 10 > MDA MB
468 celler etter anrikning og telling i tellekammer finnes mellom ((1 - 1,7) * 10 5
brystkreftceller. Det er et hgyere antall enn det vi tilsatte.

Forsgket viser ogsé det ved anrikning av kreftceller fra 5 ml blodprgver, fglger med ((3,6~
4,1 %10 ) hvite blodceller.

3.5. Effektivitetsstudie

Effektiviteten i de ulike trinnene i prosedyren for pavisning av sirkulerende brystkreficeller;
RNA isolering, cDNA tillaging, prosedyre for oppkonsentrering av cDNA og anrikning ble

undersgkit.
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3.5.1. RNA —isolering

Hensikten er 4 sjekke effektiviteten pa prosedyren for tillaging av RNA. Ratioen mellom

malt absorbans ved 260 nm og absorbans mélt ved 280 nm gir et estimat pa renheten av

RNA i forhold til kontaminerende substanser som absorberer UV lys som for eksempel

proteiner. Rent RNA har en Axgo/Aggp — ratio mellom 1.9-2,1.

Bruker cellelinjen for ZR-75-1: Celletelling viser: 3.3 * 10° celler/ul. Tilfgrer et volum

tilsvarende 1* 10°til 4 ulike rgr (305 ul). Fglger dereiter prosedyre for RNA isolering som

beskrevet tidligere.

Tabell 8: Bestemmelse av konsentrasjonene og renheten av RNA 11 *10 6 7175-1 celler i
fire ulike prgver malt ved hjelp av absorbansmalinger ved 260 nm og 280 nm i

spektrofotometer.
Sample : | Abs 260 nm | Abs 280 nmn | (Abs260/Abs 280) | 1 ugtot RNA=x | Tot. ugRNA 150 pul
ul
1 0,079 0,039 2,0 7.91 6,32
2 0,08 0,038 2,1 7,81 6,4
3 0,075 0,037 2,0 8,33 6
4 0,073 0,036 2.0 8,56 5,84

Vi ser at de 4 prgvenes totale RNA 1 50 pi RNase fritt vann varierer fra 5,84 til 6,4 pg. RNA

i prgvene har hgy renhet siden Aggo/Aoge nm ligger mellom 2,0 -2,1.

3.5.2. cDNA tillagingsprosedvre og effektivitet og real time PCR

Bruker prgve 1 og 2 fra eksperiment 3.5.1 for & lage cDNA siden disse prgvene har

tilnermet like mengder RNA, hhv. 6,32 og 6,4 pg. Lager 3 rgr med cDNA fra henholdsvis

preve 1 og 2, til sammen 6 rgr. Lager cDNA av 1 pg av totalt RNA for hvert av de seks

rgrene. Deretter ble prgvematerialet brukt i CK 19 PCR hvor det ble tilsatt 2 ul cDNA i}

totalt 50ul.
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Figur 6: Viser C-resultater for CK19-PCR, T=60°c i 6 sykluser og Tun=56"c i 38
sykluser i tre parallelle prgver av prgve 1 og tre paralleller av prgve 2. Vi ser at de seks
prgvene med 1 jig cDNA tillaget fra seks forskjellige prgver har C-verdier som varierer fra
18,8 til 19,3.

3.5.3: Oppkonsentrering av cDNA

(@nsker 4 vurdere om oppkonsentrering-prosedyren er effektiv, det vil si at prgven kommer

opp med lavere Ci- verdier sammenliknet med ikke konsentrert prgve.

I eksperiment 1 oppkonsentrerer vi prgvene fra tabell 9 i henhold til prosedyren fra 45 pl
cDNA til 7 ul. I eksperiment 2 oppkonsentrerer vi prgvene fra tabell 4 under i fra 42 pl til 7
ul cDNA.

Resultatene kommer fra to ulike eksperimenter.
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Tabell 8: Eksperiment 1. Viser Ci-verdier for CK19-PCR, Tann=60° i 6 sykluser og
Tana=56%¢ 1 38 sykluser for tre parallelier av prgve 1 og tre paralleller av prgve 2 etter
oppkonsentrering av prgvene fra 45 pl til 7 ul.

Prgve C,, CK 19. Ikke C;, CK19. Oppkonsentrert
oppkonsentrert prgve prove
la 19,3 20,2
19,1 20,2
ib 19,0 20,1
19,1 20,1
Ic 18,9 20,0
19.1 19,8
2a 18,8 19,3
19,2 19,2
2b 18,9 192
19,1 19,3
2c 19,2 20,2
19,1 20,1

Vi ser at pravene etter utfprt etanolfelling, dvs oppkonsentreringsprosedyre far hgyere Ct-

verdier, dvs. lavere konsentrasjon av templat, sammenlignet med C,-verdier fgr

etanolfellingsprosedyre.

Tabell :
Prgve C, =1kke C, = oppkonsentrert Middel AC(C,ikke
oppkonsentrert prgve | prgve oppkons.-C,oppkons)
1, lysert 28,0 24,1
273 24,4 3.4
2, lysert 27,3 24,5
27,5 24,3 3
3, lysert 279 248
27,6 24,5 3,1
4, lysert 28,3 25,1
28,0 25,3 3,0
5, ikke lysert 28,2 26,3
28,2 26,3 2
6, ikke lysert 28,2 25,6
28,2 25,6 2,6
7, ikke lysert 27,4 24
27,3 237 3,5
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CK19 real time PCR resultater for lyserings- og
oppkonsentreringsforsgk.
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Figur 7: Eksperiment 2 viser C- verdier for CK19-PCR, T;,=60°C i 6 sykluser og
Tann=56°C i 38 sykluser. I 4 prgver ble de rgde blodcellene lysert og tre ikke ble de ikke
lysert (Spikingsforsgk med 5 ml NPB tilsatt 1*10° MDA MB 468 celler, ikke brukt DNase).
Bl4 serie er C-verdier fra prgver som er hhv lysert eller ikke lysert i anrikningsprossessen.
Rgd serie representerer C-verdier fra det samme prgvematerialet (cDNA) som har blitt
oppkonsentrert ved hjelp av etanolfellingsprosedyre.

3.5.4: Anrikning med eller uten ammoniumkloridlysering av rgde blodceller
Forsgk for & vurdere om lyseringssteget i anrikningsprosedyren ble gjennomfgrt eller

Syv blodprgver 4 5 ml fra blodgivere ble tilsatt 10 3 MDA MB 468 celler. Det ble ogsé
inkludert en negativ kontroll bestdende av 5 ml normalt perifert blod uten cancerceller.
Etter anrikning i 30 minutter, ble de rgde blodcellene lysert prgvene 1, 2, 3 og 4 og
nullprgven ved hjelp av ammoniumklorid (Orthos lyseringslgsning forhold:1/5). Prgve 5, 6
og 7 ble ikke behandlet.

Prgvematerialet ble resuspendert i 800 pl vaskebuffer. Etter RNA- isolering ble prgvene

kjgrt pd Tagman CK 19 PCR.
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Tabell 10: Viser C,- verdier for prgve 1, 2, 3 og 4 som har blitt lysert og prgvene 5, 6 og 7

som ikke har blitt lysert. (CK19 PCR, T,,;=60° for 6 sykluser og Tm=56" for 38
sykluser). Disse verdiene er fra fgr oppkonsentrering.

C, = Cycle Threshold,CK19

1, lysert 28,0
a

2, lysert 27,3
213

3, lysert 27,9
21.6

4 lysert 28,3
28,0

5, ikke lysert 28,2
28,2

6, ikke lysert 28,2
28,2

7, ikke lysert 274
213

Se figur 7 over.

3.6. cDNA syntese; sammenligning av to ulike kit for revers transkriptaser; Omniskcript

revers transcriptase versus Superscript RT

Vi gnsket & teste ut et alternativt kit for revers transkriptase med bakgrunn i at fabrikanten

hevder at det nyeste kittet (Omniscript RT) skulle vere gi hgyere sensitivitet, dvs gi lavere

C, verdier sammenlignet med kittet som ble benyttet; Superscript RT.

=Ct
)
@

Cycle threshold
P

Realtime CK19 PCR hvor 1 ug totalt RNA blir transkribert til
cDNA av hhv Omniscript RT og Superscript RT.

" [@RNA transkribert av Omniscript
. |mRNA transkribert av Superscript

Prove 1 og 2 er cDNA fra Zr-75- 1 celler.
Prove 3 og 4 er cDNA fra hvite blod celler
isolert fra NPB.

Figur 9: Real time CK 19 PCR hvor prgvematerialet er 1 ug totalt RNA fra ZR-75-1 celler

og hvite blodceller fra normalt perifert blod transkribert til cDNA . Prgve 1 og 2 er fra Zr-
75-1 kreftceller og prave 3 og 4 er hvite blodceller.
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Viére forsgk viste ingen forskjell i effektiviteten av de to enzymene (Fig.9).

3.7. Spiking forsgk med 10 MDA MB 468 celler i Sml NPB
Blodprgver fra 5 friske givere (Sml) ble tilsatt 10 brystkreftceller, og prosedyren ble

gjennomfgrt for & finne ut om det var mulig & pavise signal for CK19 RNA. Blodprgver uten
tilsatte brystkreftceller ble brukt som kontroll. I alle prgvene med kreftceller fikk man et

CK19 signal med en Ct verdi lavere enn normal prgve (tabell 12, figur 8).

5 * 5 ml NPB tilsatt 10 MdaMb 468 celler og 5 * 5 ml
NPB uten kreftceller.

o
1
e
° 3
s | | @ Seriet
@ |
£ | | m Serie2
e 1
2
(4]
>
o

ia 1b 2a 2b 3a 3b 4a 4b 5a 5b
Praveid (parallelle prever a ogb)

Figur 8: Viser Ct- verdier for spikede og ikke spikede blodprgver for cDNA fra mRNA
transkriptene for CK 19. C-verdier for normale perifere blodprgver a 5 ml tilsatt (spiket
med) 10 MDA MB 468 kreftceller. Prgvene er kjgrt parallelt hvor a og b representerer
paralleller.

Vi ser at det er konsistente forskjeller mellom nullprgver og spiket fullblod tilsatt 10
brystkreftceller.
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3.8. Standardkurve basert pa 10 fold fortynning av kreftceller i normalt blod.

10 blodprgver a 5 ml NPB ble tilsatt hhv. 10%, 10° og 10° MDA MB 468 celler og 125 pl
magnetiske kuler. RNA og cDNA prosedyre ble utfgrt i henhold til prosedyrer. CK19 PCR
ble kjgrt p4 Tagman ved Taun= 60 ° C i 6 sykluser og Tam=56 ° C (10/8) for 4 evaluere om

det var mulig & lage en standardkurve basert pa fortynning av kreftceller i normalt blod.

Spikingeksperiment hvor 5 ml NPB blir tilsatt
10E4, 10E3 og 10E2 Mda Mb 468 celler,og kjart pa
real time CK19 PCR.

T 45 L !

2 gg ! T — |o Spikede praver, ikke
o 30 {lfHHH | oppkonsentrert.

£ £ 1'a ! :

e 2 | I . | m Spikede praver,

° 18 L | | oppkonsentrert.

¢ 5 il

QQ)
\Q

Proveidentitet

Figur 10: Viser C-verdier for CK 19 PCR ved Tyu=60°C i 6 sykluser og Tanm=56"C i 38

sykluser. De normale perifere blodprgvene pa 5 ml ble tilsatt hhv 10°, 10% og 10° MDA MB
468 celler.

Terskelverdi er satt til 0,01 og baseline defineres utfra syklus 3 til 11.

Det var konsistente og tydelige forskjeller pd mengde CK19 RNA basert pa det ulike antall
celler som ble tilfgrt. Forskjellene mellom 10000 og 1000 celler var mer enn 3 sykler, mens
forholdet mellom 1000 og 100 celler som forventet var ca. 3 sykler. Resultatene

representerte ikke en ideell standardkurve.
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3.9. Optimalisering av antall kuler i forbindelse med anrikningssteget.

Forsgk ble gjennomfgrt for & finne ut om det anbefalte volumet for magnetiske kuler som er
125 pl for 5 ml fullblod er tilstrekkelig for stgrre volumer av fullblod, hhv 5, 10 og 15 ml.

Magnetiske kuler er kostbare, og det ville vere hensiktmessig om man kunne bruke mindre

volumer enn anbefalt.

Tilsatt det samme volum av magnetiske kuler;

125 ul til ulike volumer av fullblod; hhv 5, 10 og

15 ml. Blodprovene er tilsatt 1000 Mda Mb 468
celler.

Cycle threshold (Ct)
®

20 T R — T T T : T
Neg neg 5ml 5ml 10ml 10ml 15ml 15 ml
ktr.. ktr.

Proveidentitet

Figur 12: C;verdier for CK 19 PCR for de ulike blodprgvene (fullblod) som er tilsatt
10° MDA MB 468 celler. Prgvene tilsettes likt kule-volum (125 pl).

Kulevolumet pa 125 ul synes a gi en liten forskjell (2sykler) ved anrikning i 5 ml
sammenliknet med 15 ml blod. Det samme resultatet ble oppnadd i

spiking eksperiment med to 15 ml fullblodsprgver tilsatt 10° MDA MB 468 celler. Den ene
prgven blir anriket med anbefalt volum av magnetiske kuler som er 375 pl og den andre ble

anriket med 200 pl kulevolum.
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15 ml fullblod anriket vha.200 ul og 375 ul
kulevolum. (anbefalt volum).Prgvene er tilsatt
1000 Mda Mb 468 celler.
46 -
ﬁg Sy
8 a0l
© 381+ : -
S 36 = & |
£ 30 41— fa : . i
ST - B
22 + 1 -
20 " - T T T T T
Negative Negativ 15 ml 15 ml 15 ml 15 ml
ktrl.. kitrl fullblod, fullblod, fullblod, fullblod,
200 ul 200 ul 375 ul 375 ul
kuler. kuler. kuler. kuler.
Proveidentitet

Figur 13: Ct verdier fra CK 19 PCR kjgrt ved betingelser oppgitt i materiale/metode
kapittel.

3.10. Undersgkelser av blodprgver fra kvinner med metastatisk brystkreftsykdom.

Dyrkede brystreftceller ble vist 4 ikke vaere ideelle for 4 etablere en standardkurve for
kvantitering av CK19 genprodukt i ukjent prgve og en standardkurve basert pa plasmider
med CK 19 ble etablert. Standardkurver for plasmidmaterialet har blitt kalkulert utfra linezr
regresjonsanalyse. Standardkurven for de ulike transkriptene viser en linear sammenheng
mellom C, verdier og logaritmen til plasmid kopitallet. Standardkurven viser en linezr
sammenheng fra 10°til 10 ' kopier. Mengden kopier i pasientprgvene bestemmes utfra
regresjonslinjene for standardkurvene.

Annealingtemperaturen for real time PCR har blitt endret fra 60/56 ° C til 60/58 ° C pa
bakgrunn av analyseforsgk. Det har ogsa blitt definert en cut off verdi = 36 med bakgrunn i
at analysen har vart utfgrt for 30 blodprgver fra friske personer.

For & definere standardkurver, har plasmidmateriale blitt fortynnet og kjgrt pé real time PCR
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med konsentrasjoner fra 10 ®til 10 ' kopier per 5 pl i 20 pl mastermix. Baseline defineres

utfra syklus 3-11 og terskellinje er satt til 0,03.

Blodprgver fra 12 pasienter med metastatisk brystkreftsykdom har blitt kjgrt pa real time

PCR for CK 19, EGF-R og B2M samme dag rett etter standardkurve materialet har vart

kjgrt. Pasientprgvene med volumer pa 15 ml har vaert anriket og isolert RNA fra senest

dagen etter ankomst til laboratoriet, og har vart oppbevart i kjpleskap i mellomtiden. Det

har vert tillaget cDNA rett etter RNA isolering. cDNA har veert oppbevart ved — 20 °C.

Ved analyse pa real time PCR har det vart benyttet et volum pa 4 pul cDNA fra

pasientprgvene til 21 pl mastermix. Totalvolum av cDNA etter RT reaksjon er 50 pul, og

dersom man bruker 4 pl per brgnn, er det materiale nok til 2 analyser for hvert av de tre

transkriptene, dvs. at man kan gjenta oppsettet en gang og hver prgve representerer 1,2 ml

prgvemateriale fra pasient. Alle prgvene kjgres med paralleller i real time analyse oppsettet.

3.10.1. Standardkurver med klonet materiale for de tre transkriptene; CK19, EGF-R og

B2M.
Tt : Amplification - o1 0605 su.iw.-l_! o! C“ 19. & X A
f I = s El
3 i : = ¥ ¥ /}
- A R e I 2 e 3= : " .
. EaaaaRRREEn / AT Figur 14: Viser
T2 3wy PR S 3 o fose - 2
g :.\-h\' SeEetoceiiie i oas =|| fortynningsrekke av
10 4 k\ I/ e ﬁjﬁ: kel d =]  klonet materiale for CK19
T e 11076110 kopier
Tilsatt 5 pl prgve til 20 pl
Thresheld Cyole Caloulation i }l p. Qj . u’
Threshotd ——— mastermix.Figuren viser
mu;;- .Sw,l::,t FAM- A5 | 12035 [ oo | at det er rundt 3 sykluSEr
Omit Thveshoid:[ 20 ] O R T mellom hver 10
[stert:= ] swp[ 1 ||| ram-as [resse o.001 foldsfortynning
 FAM - A9 18210 0.001 3
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Tabell 17: Viser reelle C-verdier for CK 19 klonet materiale fra 2 ulike kjgringer for for 4
vise variasjon mellom ulike batcher av fortynningsrekker.

STANDARDKURVE for klonet CK19 to standardkurver fra
ulike dager oq ulike tillaging (samme utgangrer ca, 10 8)
Ant kopier 01.jun 26.mai

pr5ul Log ant kop Ct Ct

1000000 6 17,83 18,35

1000000 6 17,73 18,21

100000 5 20,64 20,83

100000 5 20,36 20,64

10000 4 24,01 24,62

10000 4 24,08 24,54

1000 3 27,46 27,91

1000 3 27,54 27,59

100 2 31,23 31,45

100 2 31,2 31,11

10 1 34,77 35,95

10 1 34,8 35,12

W
o o
- |

10E1kopier

Standardkurver klonet materiale CK19 fra 10EG til

05

—_
o

Cycle threshold
N
(o]

(=]

EER
Figur 15: Viser regresjonslinja med korrelasjonskoeffisent for de to kjgringene for CK 19
fra hhv. 26.mai og 1.juni. Ved beregning av antall kopier CK 19 i pas.prgver, benyttes

regresjonslinja for 1.juni. Stigningstallet er 3,4/3,5 som forteller oss at det er 3,4/3,5
sykluser mellom hver log fortynning. Det ideelle er at stigningstallet er 3,3 mens det

6 8

Log kopier

juni-05)

26.Mai-05)

+ std.CK19,1 juni-05
= Std CK19, 26 .Mai-
Lineeer (std.CK19,1

= |ineeer (Std CK19,

y =-3,4464x + 38,033

R = 0,998

akseptable er et stigningstall mellom 3,3 — 3,9. Korrelasjonskoeffisint = 0,99 som forteller at
punktene ligger tett opp til regresjonslinjene oppgitt.
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10%1

10°0, g=r=iomesiops ot
- s

Amplification ~ 01.06.05 std EGF-R og CK 19.

Yiewer:

o AR : _
B o et e
0123456789 11 13 15 17 19 21 23 25 27 29 31 35 Reporter: (FAH___3)
Cyele
Threshold Cyole
Threshold : ‘
Use Threshoid:[ 03] (Suggest] ct | staper |
Muit. A stddev:[ 100 |a[_ 001 ] _FAM-AS | 12035 0.004
Omit ThreshoM:[ 2.0 ] FAM - A6 | 11873 0005
Baselil FAM - AT | 14902 0.001
[surt[ 3 sup [T ]| | Fam-as [ase | oo [
18210 0001 |~

FAM - 49
pdate Caloulations S

Figur 16: Viser utskrift fra abi prism maskinen for fortynningsrekke av klonet materiale for

EGF-R fra 10 ®

til 10 ! kopier.

Tilsatt 5 pl prgve til 20 pl mastermix.

Tabell 18: Viser reelle Ct verdier for klonet EGF-R materiale fra 2 ulike kjgringer for & vise
variasjon mellom ulike batcher av fortynningsrekker.

STANDARDKURVE for klonet EGE-R
Ant kopier 01.jun 26.mai
pr5pul Log ant kop Ct Ct
1000000 6 20,11 22,03
1000000 6 19,96 21,99
100000 B 23,33 24,78
100000 5 23,41 24,95
10000 4 26,88 28,61
10000 4 26,96 28,33
1000 3 30,14 32,22
1000 3 30,4 31,63
100 2 34,2 35,29
100 2 34,23 35,48
10 1 37,53 39,06
10 1 38,06
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Klonet EGF-R std fra 10E6 til10E1 kopier v =-3,525x + 41,061

Re = 0,9992
iRl e e s e SRR ¢ std. EGF-R 1.juni-05
= 40
3 4 |
. = , ®  Std EGF-R 26.Mai-05
o 20 z
o) |
y L 3 Linezer (std. EGF-R 1.juni-05)
> 0 T T T |
[&]
4 6 8  |——Linezer (Std EGF-R 26.Mai-
Log antall kopier 05)

Figur 17: Viser regresjonslinja med korrelasjonskoeffisent for de to kjgringene fra hhv.
26.mai og 1.juni. Ved beregning av antall kopier EGF-R i pas.prgver, benyttes
regresjonslinja for 1.juni. Stigningstallet er 3,4 som forteller oss at det er 3,4 sykluser
mellom hver log fortynning. Det ideelle er at stigningstallet er 3,3 mens det akseptable er et
stigningstall mellom 3,3 - 3,9. Korrelasjonskoeffisint = 0,99 som forteller at punktene ligger
tett opp til regresjonslinjene oppgitt.

Tabell 19: Viser reelle Ct verdier for klonet f;M-materiale fra 2 ulike kjgringer for &
kjgringer for & vise variasjon mellom ulike batcher av fortynningsrekker.

STANDARDKURVE for klonet .M
Ant kopier 30.mai 26.mai
pr5 ul Log ant kop Ct Ct
1000000 6 18,49 19,43
1000000 6 18,7
100000 5 22,14 22,46
100000 5 22,26 22,41
10000 4 25,55 26,2
10000 4 25,37 26,07
1000 3 28,94 28,74
1000 3 28,94 29,75
100 2 32,02 33,12
100 2 32,46 32,87
10 1 35,13 36,82
10 1 36,22 36,37
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Klonet stdkurve B2M, 10E6 til
10E1 kopier y=nddii 39,085
R? = 0,9981
5 40 T \ HimasReRaEEeT e e std.B2M 30.mai
— - 1
3 30 - ‘- ,
.g \ f ®m  std,B2M, 26.mai |
g 20 g |
£ | Lineger (std.B2M, |
o 10 30.mai) :
[ Linezer (std,B2M,
8 0 T T T 1 26lrmi) ‘
0 2 4 6 8
Log antall kopier Yoz '3":'693)( ]
R? = 0,9971

Figur 18: Viser regresjonslinjen med korrelasjonskoeffisent for $2M for de to kjgringene fra
hhv. 26.mai og 30.mai. Ved beregning av antall kopier ;M i pas.prgver, benyttes
regresjonslinja for 30.mai. Stigningstallet er -3,4 som forteller oss at det er 3,4 sykluser
mellom hver log fortynning. Det ideelle er at stigningstallet er 3,3 mens det akseptable er et
stigningstall mellom 3,3 — 3,9. Korrelasjonskoeffisient = 0,99 som forteller at punktene
ligger tett opp til regresjonslinjene oppgitt.
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3.10.2. Resultater av analyse av blodprgver fra 12 kvinner med metastatisk
brystkreftsykdom

Tabell 20: Viser reelle C, -verdier for alle tre transkriptene; .M, CK 19 og EGF-R for 12
blodprgver fra kvinner med metastatisk brystkreftsykdom. Prgvene har blitt anriket, RNA er
Jisolert og cDNA laget fgr real time PCR ble kjgrt. Det ble tilsatt 4 ul cDNA til 21 pl
mastermix. Vi ser at alle C, verdier for pavisning av EGF-R transkripter i blodprgvene fra
kvinnene med brystkreftsykdom er negative, i.e. de kommer opp ved Ci= 40. Dette betyr at
det ved terminering av PCR analysen ikke har vert pavist EGF-R produkter.

1 35,21 40 21,75

1 37,97 40 21,58

2 34,31 40 20,35

2 34,45 40 20,45

3 36,26 40 21,21

3 38,28 40 21,17

4 37,97 40 22,33

4 37,32 40 22,07

5 36,12 40 21,74

5 36,15 40 21,84

6 38,25 40 22,32

6 35,12 40 22,51

7 32,86 40 23,02

7 32,77 40 22,87

8 39,64 40 24,48

8 35,59 40 24,35

9 36,88 40 23,74

9 36,81 40 23,85

10 39,29 40 22,81

10 39,14 40 22,87

11 39,15 40 21,32

11 40 40 21,09

12 33,68 40 20,12

12 33,7 40 19,73

Blodprever fra 12 kvinner med metastatisk
brystkreftsykdom testet for CK 19 transkripter.

_ 45 :
o |
% 90 * g o :_' 4 '—
< 35 g ¢ | Pasientpraver, CK 19.
£ ’ | e Cut off
g 30 |
3_ 25 :

20 R e R S

12 3 4586 7 8 92101112
Pasient id.

Figur 19: Viser parallelle C,-verdier for CK 19 for pasientprgver. Cut off er ved C=36.
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Blodprever fra 12 kvinner med metastatisk
brystkreftsykdom, testet for CK 19 transkripter.

T £ o - - N—— -
:
¥ 5
o a ‘
2 3 ¢ | ¢ Pasientpraver, CK 19
£,/ 2
T ¢ . * °
c © 5
< oSS ge e —2 o o

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

Pasient id.

Figur 20: Viser hvor mange kopier CK 19/ul det er i 12 blodprgver fra kvinner med
brystkreft.

12 blodpraver fra kvinner med metastatisk
brystkreftsykdom, undersgkt for B2M

gg J ¢ Pas.prover, B2M
%g ® Cut off

Cycle threshold (Ct)

i

T T T T T T T 1

1234567 89101112

Pasient nr.

Figur 23: Viser parallelle Ct verdier for B2M for pasient prgver. Cut off er satt til Ct =36.



12 blodpraver fra kvinner med metastatisk
brystkreftsykdom
90000 A S~
T 80000 Joimiin] —
S 70000 i :
S 60000 i
v D0000 -ttt = | & Pas.prgver, B2M
L 40000 et g g
& 30000 g e
2 20000 g B
10008  | |. | — '\.' T o:? ? ——
612345678 9101112
Pasient nr.

Figur 24: Viser hvor mange kopier/ul av f2M som finnes i 12 pas.pragver.
Antall kopier i prgvene er beregnet utfra

A
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4. Diskusjon

4.1.Testing av friske blodgivere, hvor spesifikk er analysen?

I denne metoden for pavisning av sirkulerende brystkreftceller, har vi kombinert en positiv
anrikningsprosedyre basert p& monoklonale antistoffer bundet til magnetiske kuler rettet
mot EpCAM pa brystkreftcellene, og en real time PCR metode basert pa pavisning av to
ulike transkripter, EGF-R og CK19, som har forhgyet ekspresjon i en stor ande] av |
brystkreftcellene.

Det er rapportert at det ved bruk av RT-PCR teknikker kan forekomme falske positive
resultater ved pavisning av transkriptet for CK 19. Falske positive resultater kan skyldes
amplifikasjon av illegitimt transkribert CK19 av hematopoietiske celler, amplifikasjon av
CK 19 pseudogener fra kontaminerende genomisk DNA eller amplifikasjon av CK 19
transkripter fra kontaminerende epitelceller (15,23).

Ved valg av primere og probe for CK 19 ble det tatt hensyn til at det finnes to pseudogener
som har svart lik nukleotidsekvens sammenliknet med CK 19, og primere og probe ble lagt
til omrider med stgrst mulig variabilitet for CK 19 og pseudogenene, CK 19a og CK19b.
Til tross for dette, viste forsgk med cDNA (av 1 pg totalt RNA) isolert fra ca. 1¥ 107
mononuklezr cellesuspensjon fra blodgivere at disse fikk en Ct verdi for CK 19 fra ca. 32 til
37. Tilsvarende prgvemateriale hvor det underveis i RNA isolering hadde blitt brukt DNase
ga en C, verdi for CK 19 fra 38,5 til 40. Med bakgrunn i disse resultatene inkluderte vi
derfor tidlig bruk av DNase underveis 1 RNA isoleringsprosedyren for alle prgvene. Tanken
bak bruk av DNase underveis i RNA isoleringsprosedyren, er at den gdelegger
kontaminerende DNA som inneholder pseudogener som har en nukleotidsekvens svart lik
Cytokeratin 19 (Pseudogenene kalles CK 19a og CK 19b). For & redusere muligheten for
falske positive resultater, ser det ut som om det er ngdvendig & inkludere DNase i RNA

isoleringstrinnet. Ved anrikning av brystkreficeller fra perifert blod, vil imidlertid ikke

cDNA fra hvite blodceller utgd fra 1 pg totalt RNA, men fra langt mindre mengder. Ved
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anrikningsforsgk gjort senere, fant vi at det ved anrikning av 10 friske blodprgver (sakalte
nullprgver) med volum pa 5 ml, ikke kom opp detekterbare signaler fgr syklus 40, d.v.s. den
siste syklusen i analysen. C-verdier for APRT viser at de ulike stegene 1 analysen har
fungert, og forteller ogsa at det har blitt anriket celler (hvite blodceller) som utirykker
transkripter for APRT.

Kontamninering av epitelceller ved blodprgvetagning, vil kunne unngds ved at de fprste 5 mi
av blodprgven tas pé et eget glass og kastes fgr selve blodprgven til analysering tas.

Med hensyn til illegitim transkripsjon som ogsa vil kunne bidra til lavgradige signaler i
analysen, kan dette vere et bidrag fra hematopoietiske celler. Illegitim transkripsjon kan
defineres som transkripsjon av vevsspesifikke gener pa et lavt niva av ikke spesifikke celler,
og er estimert il 4 vere rundt 1 kopi per 100 til 1000 celler (23). Tllegitim transkripsjon kan
ikke elimineres, men dersom man vet hvilket niva (syklus)denne illegitime transkripsjonen
ligger rundt, kan det defineres en cut-off verdi for analysen. Feks. cut off verdi véd C=36,
noe som betyr at alle prgver som kommer opp med en C, verdi hgyere enn 36, defineres som
negative. Vi har gjort forspk for & vise hvor mange hvite blodceller som fjernes, evt blir
igjen i blodprgvene etter anrikningsprosedyren med tanke pd at de hvite blodcellene kan
bidra til illegitim transkripsjon. Resultatene i tabell 5 viser at celletallet for hvite blodceller
fgr og etter anrikning er noks3 likt. For to blodprgver er det celletallet for hvite mélit vha.
Sysmex celleteller, likt fgr og etter anrikning. Dette er hva man gnsker; at man via anrikning
kvitter seg med alt av den hvite celle bakgrunnen for nettopp & unngé illegitim transkripsjon.
For en prave har celletallet gkt etter anrikning med 0,1 * 10" celler sett i forhold til fgr
anrikning. For en prgve er celletallet etter anrikning 0,1 *107 celler lavere enn sammenlignet
med fgr anrikning. Tolker dette dithen at Sysmex celleteller ikke er helt ngyaktig ved
konsentrajoner pa 0,1 * 10° celler/ul. Det ble gjort forsgk pa celletelling av gjenvarende
hvite blodceller etter anrikning samt telling av kreftceller ved hjelp av tellekammer. Disse

resultatene indikerer at det ved anrikning av 5 ml blodprgver fglger med fra 3,6-4,1 * 10*
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blodeeller. Det samme forsgket viste ikke tegn til at hvite blodceller fagocytorer magnetiske
kuler sannsynligvis fordi temeperaturen holdes lav i hele forsgket (+40C).

Det samme forsgket viste ikke tap av brystkreftceller av linje MDA MB 468 i supernatanter.
Celletellingene for kreficeller 1 de anrikede prgvene indikerer et hgyere celletall 1 prgvene
enn det vi tilsatte av celler. Dette kan skyldes at kreftcellene har tendens til 4 adherere, og
det ved tilsetting av gnsket antall celler, fglger med flere enn beregnet pga. cellenes tendens
til adhesjon.

Disse forsgkene og resonnementet rundt dem er basert pa et lite prgveantall, og forsgkene
burde derfor vart repetert for statistisk bearbeidelse.

4.2. Evaluering av effektivitet i de ulike analysetrinnene.

Det er forsgkt gjort en evaluering av de ulike trinnene i analysen, for om mulig & se om de

ulike stegene underveis i analysen er reproduserbare.

4.2.1. Anrikningsprosedyre.
Det ble i starten av arbeidet med metoden, gjort ulike optimaliseringsforsgk av

anrikningsprosedyren. Blant annet ble det forsgkt brakt ammoniumklorid lyseringslgsning
for & lysere rgde blodceller med tanke pa at disse kunne interferere i analysene som fglger
etter anrikningsprosedyren, dvs RNA-isoleringsprosedyre og RT-reaksjon. Forsgkene som
ble gjort med 5 ml blod spiket med 10 ° brystkreftceller viste imidlertid ikke at prever
behandlet med amrmoniumklorid ble detektert tidligere ved real time PCR for CK19,
sammenlignet med prgver som ikke var blitt behandlet med ammoniumklorid. De lyserte
pravenes C-verdier for CK 19, varierer fra 27,3 til 28. De tre prgvene som ikke ble lysert
varierer mht.til Ci-verdier fra 27,3 til 28,2. Anrikningsprosedyren synes a vare
reproduserbar fra prave til prgve, og de ulike prgvene som ble tilsatt lik mengde celler, fikk
tilnzrmet like resultater, Dette innebeerer at vi i Igpet av anrikningsprosedyren kan fjerne
lyseringssteget noe som gir en enklere anrikningsprosedyre.

Det har ogsa vart gjort forsgk for 4 kunne vise hvor stort tap av kreftceller det er i lgpet av

anrikningsprosedyren. Resultatene var inkonklusive. Brystkreftceller dyrket i kultur har
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tilfgrres for eksempel blodprgver. Forsgk som har veert gjort, har derfor ikke gitt svar p4 hvor
stort tapet av brystkreficellene er i Igpet av selve anrikningsprosedyren.

Det har veert forsgkt brukt lavere konsentrasjoner av magnetiske kuler enn anbefalt for gitte
blodvolumer. Forsgkene viste imidlertid at spikede prgver tilsatt mindre kuler enn anbefalt
ble detektert senere sammenlignet med prgver som var anriket med anbefalt mengde kuler,
Forsgk ved laboratoriet her har som tidligere nevnt, vist at noen brystkreftcellelinjer ikke
uttrykker EpCam, som er molekylet de monklonale antistoffer pA magnetiske kuler er rettet
mot (21). Dette kan vere tilfelle for sirkulerende brystkreftceller in vivo, og vil dermed
Tepresentere en feilkilde som vil gi falske negative prgver. Med bakgrunn i vére resultater

bruker vi anbefalt mengde kuler (375ul) til anrikning av brystkreftceller far 15 ml blod.

422, RNA-isolering.

RNA-isoleringstrinnet har vert evaluert gjennom analyse av fire praver bestdende av1*10°
brysikreftceller. Spektrofotometriske absorbansmélinger av det isolerte RNA innholdet i 4

prgver viser en hgiy grad av renhet for RNA med bakgrunn i en ratio mellom 260 nm 0g 280
nm tilnaermet lik 2. Totalt RNA innhold i de 4 prgvene varierer mellom 5,84 0g 6,4 ug.

Forskjellen i resultatene kan komme av at noen av cellene ikke har veert enkeltceller, men at

75-1 cellene har sterke adherente egenskaper,

4.2.3. RT-reaksion 0g tillaging av cDNA.

Det neste trinnet som er evaluert er tillaging av cDNA ved hjelp av revers transkriptase.
Dette er gjort ved 3 lage cDNA fra 6 prapver som i utgangspunktet hadde noksi lik
konsentrasjon av RNA (total RNA isolert fra 1 * 10 5 7¢ 757 celler). Dersom revers

transkriptase enzymet eller teknikken ikke fungerte optimalt, ville vi forvente 4 se at de seks
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provene ville fa ulike C, -verdier for CK 19 ved kjgring pa PCR.

Det vi observerer er at C,. verdiene er tilneermet lik for de seks prévene. Ci-verdiene varierer
fra 12,8-13,3 for CK 19. Konkluderer med at det har veert god effektivitet i prosedyren for
tillaging av cDNA og selve i real time prosedyren. Ved dette forsgket, ble det imidlertid
isolert totalt RNA fra et hgyt antall celler 1% 10 .

Ved analysering av pasientprgver forventer vi at antallet sirkulerende brystkreftceller kan
vere svaert lavt. Totalt isolert mengde RNA fra disse prgvene blir derfor sveert lavt, og det
Jar seg ikke gjgre 4 kvantitere total mengde RNA ved hjelp av spektrofotometeret som er
ved avdelingen. Det kan tenkes at RT enzymet ikke transkriberer mRNA til cDNA sa godt
ved lave konsentrasjoner av totalt RNA som ved hgye konsentrasjoner. Det er derfor
inkludert sikalte housekeeping gener i analysen, som uttrykkes konstitutivt i alle celler, og
C-verdier for disse vil vise om RNA og tillaging av cDNA har vert mislykket.

Det har blitt prgvet ut et alternativt kit med en annen revers transkriptase (Omaiscript) enn

den vi bruker, men resultatene her indikerer ikke vesentlige forskjeller (fa resultater).

4.2 4. Etanolfelling; oppkonsentreringsprosedyre.

Ved vurdering av hvor effektiv oppkonsentreringsprosedyren er, finner vi at Ct-verdiene for
ikke oppkonsentrerte prgver (n=6) i tabell 9 er tilnzermet like resultatene etter
oppkonsentrering. I henhold til teorien forventet vi at oppkonsentreringsprosedyren skulle gl
Javere Ci-verdier, sammenlignet med prgver som ikke ble oppkonsentrert. En forklaring pa
dette kan vare at cellekonsentrasjon er s& hgy (1¥10 %y at oppkonsentreringsprosedyren ikke
gir de gnskede forskjeller for Ci-verdier i CK 19 PCR. Nér vi bruker den samme
oppkonsentreringsprosedyren for prgver som i utgangspunktet ble tilsatt bare 1%10°
brystkreftceller, ser vi at oppkonsentreringsprosedyren gir lavere Ci-verdier for CK 19 etter
etanolfellingen sammenlignet med C-verdier fgr etanolfellingen.
Oppkonsentreringsprosedyren gjgr at prgver kommer opp 2-3.5 syklus tidligerere (1 log

faktor) sammenlignet med resultater uten oppkonsentrering. Selvom prgvene kommer opp
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tidligere, dvs fir lavere Ci-verdi for CK 19 og APRT, varierer oppkonsentreringseffekten fra
prave til prove. Effekiiviteten av oppkonsentreringsprosedyren er ikke konstant. Dette sees
nir man beregner differansen mellom C,-verdien fgr oppkonsentrering og C,-verdien etter
oppkonsentrering.

Ved etanolfelling er det to trinn som gjgr at man i lgpet av prosedyren, kan miste cDNA
molekyler. Det ene trinnet er ved avpipettering av supernatant etter sentrifugering, og det
andre trinnet er ved lufttgrring/varmetgrring av produktet for & fjerne enhver rest av etanol.
Med bakrgrunn i vére resulter velger vi 4 ikke gjgre oppkonsentrering med etanolfelling.

4.3, Spikingforsgk. en vurdering av metodens sensitivitet.

Det har vert gjort spikingforsgk hvor ulike konsentrasjoner av brystkreficeller har blitt
tilsatt prver pa S ml fra blodgivere. Som nevnt tidligere, har det vist seg & veere vanskelig a
fA tatt ut en eksakt mengde celler til spikingforsgkene pga. cellenes tendens til adhesjon.
Ved vurdering av analyser kjgrt pa ulike dager, viser det seg imidlertid at prgver som vart
spiket med likt antall celler, men kjgrt pa ulike dager kommer opp rundt den samme C; verdi
for CK 19. Konferer spikingforsgk under resultater punkt 3.8, 3.9, 3.10 og 3.11. Prgver
tilsatt ~ 1*10 * celler kommer opp med C, verdier for CK 19 rundt 23-26. Parallelle prgver
spiket samme dag med 1* 10 celler fra den sammme cellesuspensjon/fortynning viser
mindre forskjeller enn variasjon oppgitt over. Det ene spikingforsgket gir for CK 19 G,
verdier fra 22,7-23,1. De to andre prgvene med 1* 10* kreftceller som ble analysert en annen
dag viser forskjell i C, for CK 19 fra 25 ,9-26,6. Prgvene fra respektive dager viser ogs like
C,-verdier for APRT. For pragver tilsatt 1* 10° MDA MB 468 kreftceller i fire ulike
spikingforsgk viser Ci-verdier flg variasjon for CK 19 fra syklus 29,1-31,6. Det samme
forholdet som for 1*10” celler gjelder ogsa her. To og to prgver med lik konsentrasjon
anriket og analysert samme dag viser mindre variasjon i Ci-verdier,

For fire prgver tilsatt 1* 10 > MDA MB 468 celler som har blitt analysert pa to forskjellige

dager, viser C-verdier for CK 19 variasjon fra 33,7-36. Forskjellene som avdekkes kan
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avspeile at det ved kjgring av analyser pé ulike dager har veert tilsatt ulikt antall kreftceller
som tidligere nevnt pga cellenes adherente egenskaper.

Spikingforsek hvor 10 celler ble tilsatt 5 ml NPB viste mye mer varierende resultater mht til
C, verdi for CK 19. Teoretisk forventet vi at alle spikede prgvene med 10 celler skulle
komme opp rundt den samme C; verdien for CK 19. Det skjer ikke, og en mulig forklaring
pé dette kan vare at det ikke har blitt tilsatt like mange celler til hver prgve med bakgrunn i
at cellene kleber seg til hverandre. En prave kommer forholdsvis tidlig opp, rundt C, =34 for
CK 19, mens de 4 andre prgvene kommer opp med en Ci-verdi for CK 19 rundt 37-40.
Prgvene uttrykker tilnzermet lik mengde APRT, som forteller at det er isolert like mye
mRNA fra hver prggve. Prgve 3 har en hgyere C, verdi for APRT sammenlignet med de
andre 4 prgvene. Det kan ogsé fortelle at det har fulgt med noen flere hvite blodceller ved
anrikningen sammelignet med de andre fire prgvene.

En annen forklaring pa hvorfor resultatene varierer si mye, er at mengden celler eller
transkripter man ender opp med etter anrikning, RNA-isolering og ¢cDNA tillaging fra hver
enkelt prgve er sveert lav. Alle trinhene medfgrer sannsynligvis et tap av materiale(celler,
RNA og ¢cDNA) selvom det er vanskelig a tallfeste dette. Det brukes i tillegg bare en del av
prgvematerialet i real time PCR reaksjonen. Dersom man teoretisk beregner at alle 10 celler
tilsatt en prgve ble anriket, vil det i 27 pl totalt RN A vzre en cellekonsentrasjon pa 10/27

ul. Til cDNA tillaging benyttes 26,5 pl. Total mengde cDNA er 50 . Celiekonsentrasjon

er na pa 0,19 celler/ul. Til hver PCR reaksjon tilsettes 2 il av cellekonsentrasjonen tif 23 pl
mastermix. Dersom man regner pa dette forteller det oss at det pavises transkripter fra ideelt
sett 0,4 celler i PCR brgnnen.

Et spgrsmal som melder seg da, er hvor mange transkripter finnes i hver celle, og uttrykker
brystkreftceler fra ulike personer ulik mengde RNA? Hvor mange kopier finnes av hvert
enkelt mRNA molekyl i ei celle? Det er beskrevet at kreftceller er heterogene celler, og det

kan tenkes at transkripsjonseffektiviteten varierer mht til hvitken fase kreftcellene befinner
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seg i. Er det hvilende celler det er snakk om (G o-fase) eller er det aktiv celledeling. Man
kan tenke seg at det er flere kopier i ei celle som er i aktiv celledeling sammenlignet med
celler som er i hvilefase.

Ved vurdering av spikingforsgk ovenfor ser det ut som om prgver tilsatt 1* 10% kreftceller
av typen MDA MB 468 lar seg detektere. Dersom man gér utfra at deti 5 ml NPB er rundt
1#10 ? hvite blodceller /ml, innebazrer det at man kan pavise en kreftcelle i en bakgrunn pa
5% 10" hvite blodceller.

4.4 Analysering av blodprgver fra 12 kvinner med metastatisk brystkreftsykdom

For pasientprgve med id.nr 2, 7 og 12 blir Ct verdier for CK 19 lavere enn cut off som er
satt til C, = 36. For pasientprgve med id.nr 1, 6 og 8 faller en av paralleliene for CK 19, dvs
at den ene parallellen har C hgyere enn 36, mens den andre parallelle verdien for CK 19
kommer opp rett for cut off verdi. Resterende prgver faller alle sammen utenfor den
definerte cut off verdien. Ved beregning av antall kopier av transkriptene for de tre positive
prgvene, finner vi at prgve 7 med den laveste G -verdien, dvs hgyest konsentrasjon av
brystkreft transkripter, har mellom 6-7 kopier CK19/ul. Prgve 3 har mellom 3 og 4 kopier
CK19/ml mens prgve 2 har mellom 2-3 kopier CK19/ml.

Det ble tilsatt 4 pl til PCR reaksjonen utfra totalvolum av cDNA pa 50 ul. Ved beregning
for pasientprgve 7 skulle dette gi at det i cDNA teoretisk har veert 325 kopier CK 19. Hvor
mange kreftceller dette korresponderer til er vanskelig & si noe om.

Dersom man beregner sensitivtet for metoden utfra disse 12 prgvene, finner vi at den gir en
sensitivitet pa bare 25 %. Men tallmaterialet er for lite til at dette kan gjgres statistiske
beregninger utfra.

Med hensyn til pasientprgvene og pavisning av transkripter for EGF-R, var dette
nedsliende. Ingen av de 12 prgvene ble positive. C, -verdier for prgvene er satt til syklus 40,
dvs at det ved terminering av analysen ikke var detektert noen analyseprodukter.

Det er vist ved spiking forsgk med brystkreftcellelinjer ved avdelingen at EGF-R lar seg
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pavise, og den klonede standarden har ogsé vist at det kan detekteres inntil 10! kopier EGF-
R.

Forklaringen kan ikke ligge i anrikningsprosedyre, RNA isolering eller cDNA tillaging
siden vi har péavist transkripter for CK 19 og B2M (se senere). 3 av 12 prgver ble positive
for CK 19, men C, -verdier til CK 19 tilsier en lav konsentrasjon av CK 19 transkripter 1
prgvene. EGF-R analysen har ca en log faktor dérligere sensitivtet enn CK 19 analysen, og
det kan forklare at de tre positive prgvene mht CK 19 er negative for pavisning av EGF-R
transkripter. Resultatene fra spikingforspkene viser at det er ngdvendig 4 lage tre paralleller
av hver prgve fordi det er galt & beregne gjennomsnitt C, verdi av to prgver. Hvis en av to
paralleller er positive, er det sannsynligvis en positiv prgve.

Resultater fra begge analysene kan tolkes dithen at det har vert smd mengder av transkripter
i form av sirkulerende brystkreftceller i blod.

For alle pasientprgvene ble det pavist B2M transkripter langt over den satte cut off ved C; =
36. Dette betyr at RNA isoleringsprosedyren og cDNA-tillagingen har fungert godt. De 12
prgvenes C; verdier for BoM varierer fra 19,7 - 24,5.

De tre prgvene som ble positive mht CK 19, var ikke de tre prgvene som hadde lavest C,
verdi for oM, dvs hgyest konsentrasjon av ;M kopier. Korresponderende kopier $,M for

C, verdier for ;M viser seg a variere fra rundt 410 til 1*10° kopier /ul for de 12 pregvene.
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5, Oppsummering og konklusjon

Spikingforsgk som det er referert til over, viser at metodens sensitivitet for pavisning av CK
19 transkripter bare er 1 brystkreftcelle per 5* 10° hvite blodceller. Dette er likt eller litt
lavere enn beskrevet i andre publikasjoner hvor det ved bruk av RT-PCR er pavist 1
brystkreftcelle i en bakgrunn pa 10° - 10%(132). Spesifisiteten har imidlertid vist seg & vere
god i og med at de fleste nullprgver, dvs prgver fra blodgivere uten Erystkreftceller, har blitt
negative ved analysering for CK 19.

Ved analysering av pasientprgver fant vi at tre av tolv pasientprgver ble positive for
transkripter av CK 19 mens alle prgvene ble negative for EGF-R transkripter. I alle prgver
ble det pavist poM transkripter Jangt over den satte cut off verdien.

Pasientprgvene er fra kvinner med metastatisk brystkreftsykdom, og man forventer at det
skal vaere sirkulerende brystkreftceller i perifert blod. Resultatene bekrefter at metoden ikke
er sensitiv nok. Resultatene kan ogsé forklares utfra at brystkreftcellene ikke har uttrykt
EpCam, som er det celleantigenet anrikningsprosedyren tar utgangspunkt i. Det er imidlertid
beskrevet at EpCam molekylet har en forhgyet grad av ekspresjon i brystkreftceller.

Det arbeides ved avdelingen med 4 etablere en multiplex real time PCR hvor man kan
detekiere alle tre transkriptene i en og samme brgnn. Dette innebarer at mindre
prevemateriale blir brukt for hver analyse, og analysen kan gjentas flere ganger eller det kan
tilsettes stgrre mengder cDNA til hver PCR reakjson. Det siste kan tenkes & gke
sensitivieten.

Det er beskrevet i en artikkel av Mitas et al at transkriptene for mammaglobin (mam) og
phosphoinositolphosphat (PIP) har hgyest sensitivitet og spesifistet av
brystkreftcelleassosierte gener, hhv 99,6 % og 93,3 %, og er de mest ngyaktige diagnostiske
markgrer (29). Forfatterne i den samme publikasjonen plasserer CK 19 pa tredjeplass mht
sensitivitet og spesifisitet ved deteksjon av brystkreftassosierte gener (91,0 %).

Med bakgrunn i de negative resultatene for pivisning av EGF-R transkripter, ma det
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vurderes om det skal defineres nye maltargets.
Metoden har vaert under videre utvikling ved avdelingen den senere tid og skal fremover
utprgves ytterligere pé flere pasientrprgver. Man ser for seg at testen i fremtiden kan vise

seg 0g vere supplement til dagens diagnostikk.

64



Referanseliste

1:Kreftregisteret, hitp://www kreftregisteret.no/ramme. htm?start.shtm.

2:”Blaboka” til Norsk Bryst Cancer Gruppe(NCBG),

hitp://www.nbcg. net/default.asp?page=40

3: Kumar, Cotran og Robbins; Basic Pathology, 6 th edition.Kpt 6 og 19.

4: Thune og Smeland; Kan fysisk aktivitet forebygge kreft. Tidsskr Nor Lageforen 2000,

120: 3296-301.

5: Klein, Blankenstein, Schmidt-Kittler, Petronio, Polzer, Stoecklein, Riethmuller;
Genetic heterogeneity of single disseminated tumor cells in minimal residual cancer. The

Lancet, vol.360, august 31, 2002,683-688.

6: Chamber, Groom, MacDonald; Dissemination and Growth of cancercells in Metastatic

Sites. Nature, volume 2 , august 2002,563-572.

7: Smalley and Ashworth; Stem Cell and Breast Cancer: A Field In Transit.

www.nature.com/reviews/cancer. November 2003 ,volume 3.

8: Ring, Smith, Dowsett; Circulating Tumor Cells in Breast Cancer. The Lancet Oncology,

vol. 5, februar 2004, side 79-88.

9: Braun, Pantel, Muller, Janni el al; Cytokeratin-positive cells in the Bone Marrow and
Surviva] of Patients with Stage 1, 2 og 3 Breast Cancer. New England Journal of Medicine,

vol. 342, no. 8, 24.februar 2000, side 525-533.

10:Wiedswang, Borgen, Karesen, Qvist, Janbu, Kvalheim, Nesland og Naume: Isolated

Tumor Cells in Bow Three Years after Diagnosis in Disease-Free Breast Cancer Patients

65



Predict Unfavorable Clinical Qutcome. Clinical Cancer Research, vol.10, 5.august 2004,

side 5342-5348.

11: Naume, Borgen, Tgssvik, Pavlak, Oates og Nesland; Detection of Isolated Tumor
Cells in Peripheral Blood in Bone Marrow: Evaluation of a New Enrichment Method.

Cytotherapy, vol. 6, No.3, 2004, side 244-252.

12: Shammas, Deak, Nysted, Van Eekelen, Osland og Heikkilad; Serial Quantitative
PCR Analysis of Bone Marrow Samples from Breast Cancer Patients to Monitor Systemic

Micrometastases. Anticancer Research, 2001, 21: 2099-2106.

13: Zhong, Kaul, Lin, Eichler and Bastert; Sensitive Detection of Micrometastases in
Bone Marrow from Patients with Breast Cancer Using Immunomagnetic Isolation of Tumor
Cells in Combination with Reverse Transcriptase / Polymerase Chain Reaction for

Cytokeralin 19.Jounal of cancer research, Clinical Oncology, vol. 126, 2000, side 212-218.

14: Tkeda, Miyoshi, Motomura, Inaji, Koyama og Noguchi; Prognostic Significance of
Occult Bone Marrow Micrometastases of Breast Cancer Detected by Quantitative
Polymerase Chain Reaction for Cytokeratin 19 mRNA. Japanese Journal of Cancer

Research, volume 91, september 2000, side 918-924.

15: Slade, Smith, Sinnett, Cross, Coombes; Quantitative Polymerase Chain Reaction for
the Detection of Micrometastases in Patients With Breast Cancer. Journal of Clinical

Oncology, vol.17, no. 3 1999, side 870-886.

16: Muller, Pantel; Bone Marrow Micrometastases and Circulating Tumor Cells: Current

Aspects and Futuree Perspectives. Breast Cancer Research, vol. 6, no 6, 2004, side 258-260.

66



17: Stathopoulou, Vlachonikolis, Mavroudis et al: Molecular detection of of CK-19
positive Cells in Peripheral Blood of Patients with Operable Breast Cancer; Evaluation of

Their Prognostic Significance. Journal of Clinical Oncology, 2002;20:3404-3412.

18: Weigelt, Bosma, Hart, Rodenhuis, van "t Veer;Marker genes for circulating tamour
cells predict survival in metastasized breast cancer patients.Br J Cancer. 2003 Apr 7;

88(7):1091-4.

19: Christofanilli, Budd, Ellis, Stopeck, Matera, Miller et al: Circulating Tumor Cells,
Disease Progression and Survival in Metastatic Breast Cancer. The New England Journal of

Medicine, vol. 351, nr. 8, 2004, side 781-791.

20: Osta, Chen, Mikhitarian, Mitas, Salem, Hannun, Cole, Gillanders: EpCam Is
Overexpressed in Breast Cancer and Is a Potential Target for Breast Cancer Therapy.Cancer
Research, vol.64,side 5818-24, 15.august 2004.

21: Fellowes VS, Husebekk A, Gress R. E. ef al. Minimal residual disease detection in
breast cancer: improved sensitivity using cytokeratin 19 and epidermal growth factor
receptor RT-PCR. Int J Oncol. 2004 24(4):861-7

22: Schoenfeld, Kruger, Gomm, Sinnett, Gazet, Sacks, Bender, Lugmani ,
Coombes: The Detection of Micrometastases in Peripheral Blood and Bone Marrow of
Patients With Breast Cancer Using Immunohistochemistry and Reverse Transcriptase
Polymerase Chain reaction for Keratin 19. European Journal of Céncer, vol 33, no 6, side

854-61. 1997.

23: Schmittgen, Zakrajsek, Mills, Gorn, Singer: QuantitativeReverse Transcription
Polymerase Chain Reaction to Study mRNA Decay: Comparison of Endpoint and Real

Time Methods. Analytical Biochemistry, 285, 194-204, 2004.

67



24: Datta et al., Sensitive Detection of Occult Breast Cancer by Reverse Transcriptase

Polymerase Chain Reaction. J Clin Oncol,12,475-432, 1594,

25: Schoenfeld, Lugmani Y, Smith D, O'Reilly S, Shousha S, Sinnett HD, Coombes
RC. Detection of Breast Cancer Micrometastases in Axillary Lymph Nodes by Using

Polymerase Chain Reaction.Cancer Res 54, 2886-2990, 1994.

26: Ruund, Fodstad, Hovig. Identification of a Novel Cytokeratin 19 Pseudogene That may
Interfere With Reverse Transcriptase- Polymerase Chain Reaction Assays used to Detect

Micrometastatic Tumor Cells. International Journal of Cancer, 80, 119-125.(1999)

27: Luca, Pignata, Casamassimi, D" Antonio, Gridelli, Rossi, Cremona, Parisi, De
Matteis, Normanne.Detection of Circulating Tumor Cells in Carcinoma Patients by a
Novel Epidermal growth Factor Receptor Reverse Transcription-PCR Assay. Clinical

cancer research, vol.6, 1439-1444, 04-2000.

28: Salomon et al. Epidermal Growth Factor Related Peptides and Their Receptors in

Human Malignancies. Crit.Rev Oncol Hematol, 19:183-232, 1995.

29: Mitas, Mikhitarian, Walters, Baron, Elliott, Brothers, Robison, Metcalf, Palesch,
Zhang, Gillanders og Cole; Quantitative Real Time RT-PCR Detection of Breast Cancer
Micrometastasis Using a Multigene Marker Panel. International Journal of Cancer:93, 162-

171,

68



