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IZVLECEK

V zadnjih letih smo v onkologiji prica hitremu napredku na
podrocju biopsije telesnih tekocin oz. tekocinske biopsije.
Tekocinska biopsija predstavlja analizo vzorca odvzete telesne
tekocine (v onkologiji je to obi¢ajno kri), vkaterem iS¢emo znake
navzocnosti raka. Vkrvilahko analiziramo cirkulirajoco prosto/
cirkulirajo¢o tumorsko DNA (cf/ctDNA) iz tumorskih celic,
eksosome, ki jih v kri sproscajo tumorske celice, in tudi cirkulira-
joce tumorske celice (CTC). V pregledu predstavljamo najnovejsa
dognanja in raziskave na podrocju tekoc¢inske biopsije pri raku in
poleg uporabnosti izpostavljamo tudi njihove omejitve, ki jih bo
treba natancno opredeliti, ¢e bomo Zeleli to metodo uporabljati v
vsakodnevni obravnavi bolnikov.

Kljuéne besede: tekoc¢inska biopsija, cfDNA, ctDNA, cirkuli-
rajoce tumorske celice, eksosomi.

ABSTRACT

Recently, new exciting developments in oncology have been made

in the field of liquid biopsies. In liquid biopsy, samples of blood

or other body fluids are analyzed for tumor-derived material.
Tumor-derived material comprises cell-free circulating tumor DNA
(¢J/ctDNA), exosomes released by tumor cells, or circulating tumor
cells themselves (CTC). In this review, we highlight the studies that
summarize the state of the art in the field of liquid biopsy, and also
represent the current challenges which should be addressed in the

Jfuture to successfully implement liquid biopsy in a clinical setting.

Keywords: liquid biopsy, cfDNA, ct DNA, circulating tumor
cells, exosomes.

uvoD

Biopsija tkiva je ena od standardnih metod za diagnostiko raka in
njeni prvi opisi segajo ze v ¢as pred 1000 leti, v arabsko medicino,
kjer lahko zasledimo primer biopsije $¢itnice z instrumenti, ki

so podobni sodobnim pripomoc¢kom za aspiracijsko biopsijo (1).

S klasi¢no biopsijo, kjer odvzamemo koscek tkiva (tumorja),
lahko histolosko ovrednotimo tip in znacilnosti tumorja, prav
tako lahko doloc¢imo tudi genetski profil tumorja, ta informacija
panam lahko sluzi za napoved odgovora na doloc¢ena zdravila in
tudi prognoze bolezni. Vendar pa ima poleg velike uporabnosti
metoda biopsije tudi dolo¢ene omejitve, saj je invazivna metoda,
poleg tega pa dobimo vpogled v trenutno stanje le tistega dela
tumorja, kjer je bila odvzeta biopsija. Gerlinger in sod. so s
preucevanjem vzorcev, odvzetih iz razli¢nih delov primarnega
tumorja in njegovih metastaz, v studiji pokazali veliko genetsko
raznolikost in evolucijo tumorja (2), kar pomeni, da nam enkraten
vzorec tumorja ne predstavlja najboljse osnove za doloc¢anje
nacina zdravljenja, saj ne uposteva vse genetske raznolikosti in

kompleksnosti tumorja. Vsi tumorji tudi niso dostopni za biopsijo
in nekateri bolniki niso primerni za biopsijo, Se posebno tisti, ki
prejemajo antiangiogeno terapijo (3). Prav tako se ob klasi¢ni
biopsiji pojavlja moznost razsejanja tumorskih celic (4).

V zadnjem ¢asu se kot dodatna moznost, ki bi presegla nastete
omejitve in tako dopolnila klasi¢no biopsijo tkiva, vedno bolj
uveljavlja t. i. tekocinska biopsija (ang. liquid biopsy), ki predsta-
vlja analizo vzorca odvzete katerekoli telesne tekocine (obic¢ajno
krvi), v katerem iS¢emo znake navzoc¢nosti raka. V nekaterih stro-
kovnih in poljudnih ¢lankih se v slovenscini uporablja tudi pojem
tekoca biopsija (5), vendar se nam ta prevod ne zdi strokovno
najbolj primeren. Bolj primerni prevodi v slovens¢ino bi bili
biopsija telesnih tekoc¢in, biopsija tekoc¢in ali tekocinska biopsija.
Zamnenje smo zaprosili tudi Sekcijo za terminoloske slovarje
Instituta za slovenski jezik Frana Ramovsa, Znanstvenorazisko-
valnega centra Slovenske akademije znanosti in umetnosti, ki
predlaga uporabo izraza tekocinska biopsija. V skladu z njihovim
mnenjem bo v pricujoc¢em ¢lanku uporabljen izraz tekoc¢inska
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biopsija. Zecleta1948 je bila objavljena prva raziskava, v kateri so
opisali navzocnost cirkulirajo¢e proste DNA in RNA (cfDNA/
RNA; ang. circulating free DNA/RNA) v ¢loveski krvi (6).
Kasneje je bila objavljena se raziskava, da je te cfDNA v krvi vec
pribolnih ljudeh s sistemskim lupusom v primerjavi z zdravimi
(7). Nekaj let kasneje je bil objavljen prvi opis navzoc¢nosti
tumorske DNA v krvi, ki so jo dolo¢ili pri tretjini preiskovanih
bolnikov z rakom (8). Sele nekaj let kasneje je bila objavljena prva
raziskava, v kateri so opisali navzo¢nost DNA zarodka v krvi
nosecnice, ki je vodila v hiter razvoj prenatalne diagnostike (9).
Danes je prenatalna diagnostika genetskih sprememb zarodka
na podlagi tekoc¢inske biopsije z dolo¢anjem cirkulirajoce DNA
ze napredovala do stopnje, da je v redni uporabi pri nose¢nicah in
je zelo specifi¢na ter obc¢utljiva metoda za dolo¢anje aneuploidij
zarodka (npr. trisomija 21) Ze od 10. tedna nosec¢nosti dalje,

ko koli¢ina DNA zarodka v krvi matere doseze 10 % (vrednost
praga za zanesljivo preiskavo se giblje okoli 4 %). V nasprotju z
razvojem tekocinske biopsije pri fizioloski nosec¢nosti pa je razvoj
tekocinske biopsije pri bolnikih z rakom veliko poc¢asnejsi in
zahtevnejsi. Ker je rak zelo kompleksen, heterogen in dinamicen
patoloski proces, se v krvi bolnikov pojavlja razli¢no stevilo
mutiranih fragmentov DNA, to §tevilo pa se obicajno giblje pod
vrednostjo praga 4 %, kar moc¢no otezuje standardizacijo metode
(10). Vseeno pa postaja podrocje uporabe tekoc¢inske biopsije

za dolocevanje cfDNA z razvojem modernih tehnologij analize
DNA vedno bolj klini¢no zanimivo. Poleg dolo¢evanja cfDNA

se razvijajo tudi metode, s katerimi lahko dolocamo eksosome,

Cirkulirajoca
tumorska celica

ki jih sproscajo tumorske celice in cirkulirajoce tumorske celice
(CTC), ki jih tumorji spros$c¢ajo v krvni obtok in druge telesne
tekocine. Oboje, eksosomi in CTC so lahko tudi vir cfDNA.
Razvoj metod za doloc¢evanje eksosomov in CTC je tudi zelo hiter,
rezultati teh metod pa bodo morda imeli pomembno klini¢no
vrednost pri napovedovanju odgovora tumorjev na terapijo, in
tudi kot prognosti¢ni dejavniki. V nadaljevanju bomo opisali vse
tri potencialne biomarkerje raka, ki jih analiziramo v telesnih
tekoc¢inah: ¢fDNA, eksosome in CTC.

CIRKULIRAJOCA PROSTA DNA (cfDNA)

Trenutno obstajajo razli¢ne razlage, kako fragmenti DNA
vstopijo v krvni obtok. Najveckrat je opisan pasivni mehanizem,
pri katerem celice, ki umirajo bodisi z apoptozo ali nekrozo,
sprostijo DNA v krvni obtok v procesu razpada celic (Slika 1). Pod
fizioloskimi pogoji to DNA odstranijo fagociti in je zato koli¢ina
DNA pri zdravih ljudeh v krvi majhna. V dolo¢enih procesih
(vnetje, rak) pa odstranjevanje ne poteka dovolj u¢inkovito in ta
DNA lazje potuje v krvni obtok (11). Drugi opisani mehanizem je
aktivno spontano sproscanje DNA iz celic, kar je bilo potrjeno v
raziskavah na celi¢nih kulturah, vendar mehanizem sproscanja
DNA $e ni znan (12). Vir ¢fDNA so lahko tudi cirkulirajoce
tumorske celice (CTC), ki se sprostijo iz tumorja in kroZijo po
krvnem obtoku (Slika 1). Prav tako so lahko vir ¢cfDNA eksosomi,
membranski vezikli, ki delujejo kot prenasalci informacij iz celice
izvora do prejemniske celice (Slika 1).

Tekoéinska biopsija

Slika 1: Viri cirkulirajoce DNA, ki jo lahko zajemamo s tekoc€insko biopsijo (TB). Cirkulirajoa prosta DNA (cfDNA), cirkulirajota tumorska DNA (ctDNA),
cirkulirajota tumorska celica (CTC), apoptotic¢na celica (AC), eksosomi (EK), eritrocit (E), levkaciti (L) in trombociti (T).
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Splosna uporaba kolicine cfDNA v krvi kot diagnosti¢ni dejavnik
zaenkrat $e ni mogoca zaradi prevelike variacije v koncentraciji
c¢fDNA pri zdravih osebah. Leta 2004 so bili objavljeni izsledki
velike multicentri¢ne prospektivne studije, ki je vkljucevala devet
evropskih drzav. Testirali so 1184 vzorcev krvne plazme, od tega
776 od zdravih oseb, 359 od bolnikov z rakom in 49 od bolnikov
s kroni¢no obstruktivno plju¢no boleznijo (KOPB). V studiji so
dokazali velike razlike v koncentraciji DNA v krvi zdravih ljudi,
poleg tega koncentracija cfDNA ni bila znacilno povisana pri
vseh vrstah raka, je pa bila mo¢no povisana pri KOPB (13). Zato
jenemogoce razlociti cfDNA, ki izvira iz patoloskih procesov in
DNA, ki se sprosti kot posledica vnetnih procesov ali obnavljanja
tkiva (na primer pri hudi telesni obremenitvi). V nasprotju z
rezultati te Studije pa so v nekaterih studijah pokazali statistic-
no znacilne razlike v koli¢ini cfDNA med zdravimi osebami

in bolniki z rakom (14, 15). Prav tako naceloma velja, da imajo
bolniki z bolj napredovalo boleznijo vecje koli¢ine ct DNA v krvi
(16). Zaradi nastetih omejitev je bolj kot merjenje celotne kolic¢ine
c¢fDNA obetavno dokazovanje proste tumorske DNA v krvi
(ctDNA; ang. circulating tumor DNA) z dolo¢evanjem somatskih
mutacij v genih (npr. APC, KRAS, EGFR, PIK3CA ..), doloce-
vanje izgube heterozigotnosti ali kromosomskih aberacij, ki so
znacilne za tumorske celice.

Nedavno so bili v reviji Science objavljeni izsledki studije Cancer-
SEEK, ki so jo izvedli na John Hopkins University in je vkljuce-
vala 1005 bolnikov z ne-metastatskim klini¢no zaznavnim rakom
jajénikov, jeter, zelodca, trebusne slinavke, poziralnika, debelega
¢revesa in danke, pljuc¢ in dojke (17). Zasnovali so krvni test za
detekcijo nastetih 8 vrst raka, ki deluje na principu doloceva-

nja cirkulirajoc¢ih proteinov in razli¢nih mutacij v ct DNA. Pri
testu so dolocevali nivo 8 razli¢nih proteinov, ki so uveljavljeni
tumorski oznacevalci, in navzo¢nost mutacij pri 16 genih na

2001 genomskih delih, ki so znacilni za razli¢ne vrste raka. Test
je dosegel obcutljivost od 69 % do 98 %, odvisno od vrste raka,

in specifi¢nost nad 99 %, kar je dober rezultat glede na to, da za
vecino vrst raka ne obstajajo presejalni testi za ljudi, ki nimajo
povisanega tveganja. Poleg tega je test na podlagi pridobljenih
podatkov lahko predvidel vrsto raka pri 83 % bolnikih. Najvecja
omejitev Studije je, da je bila taizvedena na bolnikih z rakom in ne
na §irsi populaciji, kot je to pri presejalnih testih. V tem primeru
bi pricakovali nizjo obcutljivost testa, saj bi med Sirso preiskova-
no populacijo oboleli imeli manj napredovalo bolezen, ki $e ne bi
povzrocalaklini¢nih znakov, zato bi imeli manj ctDNA in cirkuli-
rajocih proteinov v krvi. Poleg tega so bile zdrave kontrole v testu
res zdrave, pri presejanju pa bi imelo ve¢ preiskovancev vnetne

ali druge bolezni, kar bi lahko povzrocilo vec¢ lazno pozitivnih
rezultatov kot v studiji. Da bi dokazali klini¢no uporabnost testa,
avtorji nacrtujejo novo prospektivno studijo na vecji populaciji,
izsledki katere bodo znani v prihodnosti.

Poleg uporabe tekocinske biopsije za diagnosti¢ne namene je
trenutno bolj obetavna klini¢na aplikacija tekocinske biopsije za
zgodnje odkrivanje ponovitve bolezni po radikalnem zdravljenju,
saj lahko s to metodo neinvazivno dolo¢imo minimalno rezidu-
alno bolezen (MRD; angl. minimal residual disease). Z radio-
loskimi metodami, ki so trenutno na voljo, namre¢ ne moremo
lo¢iti med bolniki, ki so ozdravljeni in tistimi, ki imajo MRD
(bolezen se jim bo ponovila). V studiji Diehl in sod. so pokazali,
dalahko s spremljanjem mutacij, specifi¢nih za tumorske celice
(APC, TP53in KRAS) vkrvibolnikov po operaciji raka debelega
¢revesa in danke, z visoko obcutljivostjo in specifi¢nostjo
predvidimo, pri katerih bolnikih bo prislo do ponovitve bolezni
(18). Tudi Birkenkamp-Demtroder in sod. so s Studijo dokazali,
dalahko s spremljanjem ctDNA v krvi bolnikov po radikalni
cistektomiji dolo¢imo ponovitev bolezni 101 dan (mediana)

prej, kot na podlagi klini¢nih znakov (19). Vendar pa moramo

pri uporabi tekoc¢inske biopsije za namen odkrivanja ponovitve
bolezni upostevati, da se lahko preiskovane mutacije izgubljajo ali
pridobivajo nove, Se posebno, ¢e bolniki prejemajo (neo)adjuvan-
tno kemoterapijo. Zdaj, ko imamo iz velikih studij genoma raka na
voljo podatke o genih, ki so pogosto mutirani pri dolo¢enih vrstah
raka, bomo lahko v prihodnosti nacrtovali teste, ki bi spremljali
vec razli¢nih genskih mutacij v krvi in bi lahko tako bolj zaneslji-
vo napovedali ponovitev ali napredovanje bolezni.

Zelo uporabna klini¢na aplikacija tekocinske biopsije je tudi spre-
mljanje pridobljene odpornosti proti zdravilom, saj se, zal, mnogo
bolnikov pri tar¢nem zdravljenju sreca z razvojem odpornosti. S
hitro detekcijo razvoja odpornosti na zdravilo bi lahko bolnike
zascitili pred toksi¢nimi uc¢inki zdaj ze neuc¢inkovitega zdravila,
poleg tega bi to tudi zmanjsalo stroske zdravljenja. Ta aplikacija
tekocinske biopsije je tudi lazje izvedljiva, saj so to obicajno
bolniki z bolj napredovalo boleznijo in imajo posledi¢no v krvi
naceloma ve¢ ctDNA. Raziskave kazejo, da je mozno dolociti
razvoj odpornosti na zdravljenje s spremljanjem navzoc¢nosti
specifi¢nih genetskih sprememb v ctDNA Ze ve¢ mesecev pred
radioloskimi metodami (20, 21). Mozno je tudi dolo¢iti mutacije
iz krvi, ki jih ni mozno dolociti oz. se jih ne zaznava na podlagi
biopsije tkiva zaradi heterogenosti tumorja oz. tumorjev (22).
Ena izmed mutacij, ki povzroca odpornost proti gefitinibu in
erlotinibu pri bolnikih s plju¢nim rakom, je T790M substitucija v
receptorju za epidermalni rastni dejavnik EGFR. To mutacijo so
sprva opazili pri bolnikih s ponovitvijo bolezni v vzorcih klasi¢ne
biopsije in nato tudi potrdili z analizo vzorcev krvne plazme,

kar dokazuje, da lahko nastanek odpornosti spremljamo tudi v
krvi (23, 24). Narasc¢ajoce znanje o genetskih spremembah, ki

so vpletene v razvoj odpornosti proti razlicnim zdravilom, nam
bo v prihodnje omogocilo $e bolj natan¢no spremljanje razvoja
odpornosti proti zdravilom.

Cirkulirajoca tumorska DNA (ctDNA) se lahko uporablja tudi

za napoved odgovora na zdravljenje. I$¢e se specifi¢ne mutacije v
tumorski DNA, ki so tarce za doloc¢ena zdravila, kar lahko pomaga
pri odlo¢itvi za zdravljenje pri bolnikih, kjer klasi¢na biopsija ni
mogoca. Mozno jo je uporabiti za dolo¢evanje mutacije BRAF pri
bolnikih z melanomom, za pomo¢ pri odlocitvi o uporabi zdravila
vemurafenib (25) ali dolo¢evanju statusa KRAS, kot pomo¢ pri
odlocanju o zdravljenju s cetuximabom ali panitumumabom pri
raku debelega ¢revesa in danke (26). Leta 2016 je Uprava ZDA za
hrano in zdravila (FDA, ang. U. S. Food and Drug Administration)
tudi prvic odobrila uporabo tekocinske biopsije za diagnosticni test
zadolocevanje delecije eksona 19 ali substitucijske mutacije eksona
21 (1858R) v genu EGFR, v krvi pribolnikih z nedrobnoceli¢nim
rakom pljuc¢, z namenom odlocitve o zdravljenju z inhibitorji EGFR
tirozin-kinaz (erlotinibom) za bolnike, pri katerih ni mogoce
pridobiti vzorca klasi¢ne biopsije (27).

Dosedanje raziskave torej potrjujejo, da je tekocinska biopsija

z analizo ctDNA klini¢no zanimiva, vendar je trenutno njena
najvedja ovira standardizacija, ki je pomanjkljiva Ze od odvzema
krvi, do kvantifikacije genetskih sprememb z razli¢nimi
metodami analize DNA in na koncu tudi do analize in interpreta-
cije dobljenih rezultatov. CtDNA je namrec zelo neobstojnain je
zato standardizacija postopka odvzema krvi, kot tudi prenosa do
laboratorija in izvedba analize, izredno pomembna za pridobitev
verodostojnih rezultatov. Vse to predstavlja svojevrstne izzive,
ki jih bo treba v prihodnje natan¢no opredeliti, ¢e bomo Zzeleli to
metodo uporabljati v vsakodnevni obravnavi bolnikov.

CIRKULIRAJOCE TUMORSKE CELICE (CTC)

Tekocinska biopsija nam omogoca tudi ocenjevanje tveganja za
ponovitev ali napredovanje bolezni z dolocevanjem CTC v krvi
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bolnikov. Tumorske celice lahko sicer neprekinjeno vstopajo v kri,
vendar je velika vecina celic mrtvih, saj niso sposobne preziveti
brez pritrditve in interakcije z zunajcelicnim matriksom. Prav
tako jih v zilah lahko poskodujejo strizne sile pretoka krvi ali jih
napadejo imunske celice. Majhen delez CTC uspe v zilah vseeno
preziveti in ocenjuje se, daje stevilo C'TC v krvi pri napredovali
bolezni priblizno 1 CTC na 100 milijonov krvnih celic; z drugimi
besedami, najdemo lahko do 10 CTC v 10 ml bolnikove krvi (28).
V zadnjih letih je postalo tudi znano, da celice, ki so zmozne tvoriti
metastaze, za prezivetje v krvnem obtoku potrebujejo trombocite.
Trombociti se agregirajo okoli CTC in jih zas¢itijo pred striznimi
silami ter imunskimi celicami, pomagajo pri epitelijsko-mezen-
himskem prehodu (EMT) in na oddaljenih tkivih omogoc¢ajo
adhezijo (29). Prav tako naj bi nekatere CTC potovale v celi¢nih
skupkih in ne kot posamezne celice (29). CTC v krvi so fenotipsko
razli¢ne. Lahko obdrzijo karakteristike epitelijskih celic, pridobijo
mezenhimski fenotip s procesom EMT, ali pa so v hibridnem
epitelijskem /mezenhimskem stanju, torej izrazajo oba fenotipa
naenkrat. Ravno celice, ki so zmozne prehajati iz enega v drugi
fenotip, so tiste, ki naj bi bile zmozne tvorbe metastaze (30, 31).

Zaradi nastetih razlik med CTC in njihovega majhnega stevila

v krvi, predstavljata izolacija in analiza velik tehnoloski izziv.
Razvija se veliko razli¢nih metod, s katerimi lahko izoliramo
CTC. Velika ve¢ina metod trenutno temelji na pozitivni selekciji
na specific¢ni povrsinski celi¢ni oznacevalec, ki je ve¢inoma epi-
telijski - EpCAM (ang. epithelial cell adhesion molecule) ali cito-
keratin. Sistem, ki deluje na taksen nacin selekcije, je sistem CEL-
LSEARCH, ki je tudi edini odobren v FDA kot prognosti¢ni test
za detekcijo CTC priraku dojk, prostate in raku debelega ¢revesa
ter danke (32, 33). Poleg sistema CELLSEARCH so na voljo tudi
razlicni CTC-¢ipi, s katerimi lahko izoliramo celice na podlagi
povrsinskih celi¢nih oznacevalcev (34-36). Vendar pa je taksen
nacin selekcije primeren samo za rake epitelijskega izvora, poleg
tega CTC pogosto izgubijo epitelijske oznacevalce s procesom
EMT, zato z navedenimi metodami ne moremo izolirati vseh
tipov CTC, ki krozijo po krvi. Zato se razvijajo drugacne metode,
ki temeljijo na depleciji CD45 (oznacevalec, znacilen za levkocite)
pozitivnih celic (37) ali sortiranju celic glede na velikost - sistem
ScreenCell (38). V eni izmed najnovejsih studij pa so razvili
metodo, ki temelji na izolaciji CTC, prekritimi s trombociti, s
pozitivno selekcijo na celi¢ni oznacevalec za trombocite CD41v
primerjavi s selekcijo na epitelijski oznacevalec EpCAM (39). V
studiji so na bolnikih z rakom plju¢, dojk in melanomom dokazali,
da obstajajo razli¢ne populacije CTC, ki so lahko kot posamezne
neprekrite CTC, posamezne CTC prekrite s trombociti ali pa

se nahajajo v celi¢nih skupkih, ki so prekriti s trombociti. Poleg
tega so opazili, da CTC niso vezani samo na trombocite, temve¢
tudi na levkocite (39). Zelo obetaven je tudi sistem Parsortix

za detekcijo CTC, kjer izolacija temelji na podlagi velikosti in
kompresibilnosti celic. Izolacija poteka na mikrofluidni platformi
in ne deluje na selekciji na povrsinski oznacevalec (ne potrebuje
protiteles). Izolirane CTC so zbrane v kaseti velikosti objektnega
stekelca za mikroskop, kjer lahko poteka nadaljnja molekularna
karakterizacija na razli¢ne celi¢ne oznacevalce (40). Druga
moznost je, da CTC izperejo in analizirajo. Stevilo izoliranih
CTC jeveliko vecje kot s sistemom CELLSEARCH, poleg tega

so celice po izolaciji viabilne. Gojenje CTC v kulturi ex-vivo je
raziskovalcem prvi¢ uspelo letos pri metastatskem raku dojk (41).
Izolacija CTC je potekala s sistemom Parsortix, ki se poteguje
tudi za odobritev v FDA. Ta moznost odpira novo poglavje v
personalizirani terapiji, saj obeta zdravljenje na podlagi in vitro
senzitivnosti na zdravila, saj bo bolnik prejel pravo zdravilo, ob
pravem casu.

Na Onkoloskem institutu Ljubljana skusamo slediti raziskoval-
nim trendom v svetu, zato v okviru prospektivne neintervencijske

raziskave AKRA, ki poteka pri bolnicah z zgodnjim rakom dojk,
ki prejemajo neoadjuvantno kemoterapijo, preucujemo tudi
navzocnost CTC in ctDNA.

Tekocinska biopsija in analiza CTC vsekakor predstavljata pri-
hodnost onkologije, vendar pa zaenkrat zaradi majhnega stevila
CTC vkrvi predstavlja velik izziv za raziskovalce. V prihodnje
bo treba razvijati metode, s katerimi bo mogoce dolocati vse tipe
CTC, ki se nahajajo v krvi - epitelijske, mezenhimske in hibridne
epitelijsko/mezenhimske fenotipe. Odgovoriti pa bo treba se na
klju¢no vprasanje, in sicer, katere od teh celic so tiste, ki prezivijo
in so odgovorne za zasevanje v druge organe. Najvec¢ tako prica-
kujemo od metod, kjer bi izolirali viabilne CTC in jih prenesli
nakulturo ex-vivo, kar bi omogoc¢alo nadaljnje analize genoma
tumorskih celic.

EKSOSOMI

Eksosomi so majhni vezikli (premera 30-140 nm), obdani z
membrano. [zvirajo iz multivezikularnih telesc in se v zunaj-
celi¢ni prostor sprostijo po fuziji s plazemsko membrano. V

svoji notranjosti vsebujejo razli¢ne vrste nukleinskih kislin in/
ali proteinov. Delujejo kot prenasalci informacij iz celice izvora
do prejemniske celice. Eksosomi lahko potujejo v blizini celice
izvora ali pa do bolj oddaljenih celic, zato se po telesu prenasajo
tudi z razlicnimi bioloskimi teko¢inami. Eksosome so ze zaznali
v krvi, urinu, materinem mleku, pleuralnih izlivih, slini, solzah,
semenski tekocini, sinovialni tekoc¢ini, plodovnici in drugih (42).

Sproscajo jih tudi tumorske celice in ¢eprav je njihova velikost
podobna tistim iz normalnih celic, v notranjosti prenasajo visje
koncentracije proteinov, mRNA in mikro RNA (miRNA), ki
lahko v ciljnem tkivu spremenijo mikrookolje ter tako pomagajo
pri metastatskem procesu (43, 44). V studiji in vitro so v
eksosomih zaznali mutacijo EGFR, kar kaze na to, da tumorske
celice svojo DNA izloc¢ajo v eksosomih in so zato primerni
kandidati za dolo¢evanje mutacijskega statusa tumorja (45). V
mnogih studijah so tudi pokazali, da eksosomi iz tumorskih celic
po razli¢nih telesnih tekoc¢inah prenasajo miRNA, ki regulira
izrazanje $tevilnih genov (42).

Ceprav preucevanje vsebine eksosomov postaja vedno bolj
zanimivo, pa trenutno ni na voljo dovolj studij, da bi lahko dolo¢ili
njihovo uporabnost v klini¢ni praksi, prav tako ni na voljo Se
noben potrjen test za uporabo v klini¢ni praksi. V prihodnje lahko
pri¢akujemo razvoj novih metod za izolacijo in karakterizacijo
eksosomoyv, prav tako pa izvedbo ve¢jih klini¢nih studij, ki bi
lahko razjasnile, ali se bo eksosome iz telesnih tekocin v priho-
dnosti lahko uporabljalo za diagnozo, napoved progresa bolezni
ali usmerjanje zdravljenja.

ZAKLJUGEK

Tekocinska biopsija postaja ¢edalje pomembnejse orodje na
podrocju personalizirane medicine, saj je minimalno invazivna
in zato omogoca, da jo lahko izvedemo veckrat kot klasi¢no
biopsijo, kar omogoca, da bolnika spremljamo bolj natan¢no
daljse ¢asovno obdobje. Vendar pa bo metode za uspesno uvedbo
v klini¢no prakso treba predvsem standardizirati, kar lahko
pricakujemo v prihodnjih letih.
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