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Izvlec¢ek

Tekocinska biopsija predstavlja minimalno invazivni postopek, ki zagotavlja podobne informacije
iz telesnih tekoéin, kot jih obi¢ajno dobimo iz vzorca biopsije tkiva. Uporaba teko¢inske biopsije v
klini¢énem okolju dopolnjuje podroé¢je onkologije z vidika natan¢nega in personaliziranega pristopa
po meri bolnika. Lahko se uporabi Ze pri postavitvi diagnoze in molekularno genetskem profiliranju
mozganskih tumorjev, kot tudi kasneje med onkolosko terapijo ter spremljanjem odziva na zdravljenje.

Kljucne besede: tekocinska biopsija, mozganski tumorji, onkolosko zdravljenje

Primarni mozganski tumorji

Primarni mozganski tumorji vzniknejo v mozganih ali hrbtenja¢i iz mozganskih celic,
ovojnic, ziveev ali Zlez. Obstaja ve¢ kot 120 razlidic, ki se razlikujejo po etiologiji,
histologiji, molekularno genetski sliki, na¢inu in izidu zdravljenja. Pojavljajo se v
razponu od benignih, asimptomatskih tumorjev, ki ne zahtevajo zdravljenja, do zelo
invazivnih, najbolj malignih tumorjev, ki so obi¢ajno neozdravljivi. Trenutna klasifikacija
mozganskih tumorjev uporablja molekularno genetske znadilnosti kot dodatek k
histologiji pri mnogih tumorskih entitetah (1). Molekularno genetske znaéilnosti
izboljsajo diagnosti¢no natan¢nost in s spreminjanjem priporo¢il za zdravljenje vplivajo
na klini¢ni potek. Znano je, da mutacije v genih, ki kodirajo izocitrat dehidrogenazo
(IDH) 1 ali 2 igrajo odlo¢ilno vlogo pri razvr$¢anju gliomov. Difuzni astrocitom
IDH-divjega tipa se klini¢no obnasa kot najbolj maligni med glialnimi tumorji oz. kot
glioblastom (2). Onkolosko zdravljenje, ki vkljucuje kirurgijo, radioterapijo in sistemsko
terapijo je vedno potrebno kadar gre za primarni glialni tumor IDH-divjega tipa, ne
glede na histoloski gradus. Glioblastom IDH-divjega tipa predstavlja priblizno 50 % vseh
gliomov. Povpre¢no prezivetje bolnikov s temi tumorji je 12- 15 mesecev (od postavitve
diagnoze), 5 letno prezivetje pa manj kot 5 %. Standardno zdravljenje glioblastoma in
vedine gliomov IDH-divjega tipa vklju¢uje maksimalno kirursko resekcijo ter dodatno
radiokemoterapijo s temozolomidom (3). Zaradi proliferativne, radiorezistentne in
kemorezistentne narave tumorja ter izrazite heterogenosti se bolezen ponavlja, moznosti
dodatnega zdravljenja pa so zelo skromne (4, 5).

Molekularno genetsko profiliranje gliomov je poleg heterogenosti med tumorji
pokazalo tudi pomembno heterogenost znotraj posamic¢nega tumorja, v katerem so
prisotne razli¢ne celi¢ne populacije z razli¢nimi genetskimi profili (6, 7). Pridobitev
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vzorca mozganskega tumorja je invazivni postopek, ki neredko predstavlja tveganje za
bolnika zaradi krvavitve v tumor ali moznosti nevroloskega poslabsanja. Poleg tega je
biopsija tkiva odvzeta iz majhnega in lokaliziranega podro¢ja v tumorju, v katerem ne bo
reprezentativno prikazana celotna intratumorska heterogenost. Zaradi nastetega biopsija
tumorskega tkiva zagotovo ni metoda, primerna za spremljanje odziva mozganskih
tumorjev na zdravljenje. V vsakdanjem klini¢nem delu temelji ocena odziva mozganskih
tumorjev na zdravljenje na slikovni diagnostiki, v prvi vrsti magnetni resonanci (MR)
glave. Zal je korelacija terapevtskega odziva s slikovnimi izsledki zapletena in otezena
zaradi t. i. pseudoprogresa in radiacijske nekroze, ki pogosto simulirata progres tumorja
(8). Obsevanje mozganskih tumorjev povzroc¢a poskodbo krvno mozganske pregrade, kar
lahko vodi v zunajzilno iztekanje kontrastnega sredstva, ki ima lahko na MR posnetkih
enak videz kot vitalni ostanek ali progres tumorja. Ta nezeleni uc¢inek onkoloskega
zdravljenja je opredeljen kot psevdoprogres in se za¢ne pojavljati priblizno tri mesece
po obsevanju, njegova incidenca pa znasa pri kombiniranem onkoloskem zdravljenju
do 50 %. Drugi stranski u¢inek, ki ima na postkontrastnih MR slikah videz ostanka ali
ponovitve tumorja, je radiacijska nekroza. Njena incidenca je ocenjena na do 30 % in
se vi$a z dalj$anjem obdobja od obsevanja. Pojavljati se za¢ne 6 mesecev po obsevanju,
pogostoje $ele po 1 ali 2 letih po obsevanju. Uporabljajo se dodatne slikovne metode, kot
sta MR s perfuzijo ali MR spektroskopija, ter funkcionalne metode, kot je FET- PET-
CT, vendar razlikovanje stranskih u¢inkov onkoloskega zdravljenja od progresa tumorja
Se vedno predstavlja izziv (9, 10).

Tekocinska biopsija

Potrebne so nove objektivne metode za vrednotenje bremena bolezni med zdravljenjem in
po njegovem zaklju¢ku (12, 13).V zadnjem desetletju se z razvojem modernih tehnologij
odpirajo moznosti uporabe tekotinske biopsije tudi za bolnike z glialnimi tumorji (14
-18). Kot je prikazano na sliki 1, so komponente tekocinske biopsije (kri/plazma ali
cerebrospinalna teko¢ina), ki lahko posredujejo informacije o primarnem tumorju:
cirkulirajo¢e tumorske celice (CTC) ( ang. Cirrculating Tumor Cells), cirkulirajo¢a
prosta tumorska DNA (ctDNA), cirkulirajo¢a prosta tumorska RNA (ctRNA), mikro
RNA (miRNA) in ekstracelularni vezikli (eksosomi) (19).
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Slika 1: Komponente, ki jih lahko analiziramo s teko¢insko biopsijo plazme: CTC-cirkulirajo¢a
tumorska celica, ctDNA-cirkulirajo¢a prosta tumorska DNA, ctRNA- cirkulirajo¢a prosta
tumorska RNA, miRNA mikro RNA, ekstracelularni vezikli (eksosomi); povzeto iz: Saenz-
Antofanzas A, et al. Cancers 2019; 11(7): 950 (19).
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Nabor bolnikov, analize vzorcev in primerjava podatkov

V raziskavo bomo vkljué¢ili 150-200 odraslih in otroskih bolnikov s primarnim
mozganskim tumorjem in jih sledili od diagnoze, v ¢asu zdravljenja in po njem. Prvi
vzorec krvi bo odvzet pred kirurskim posegom, drugi pred pri¢etkom zdravljenja z
radiokemoterapijo in nato vsake tri mesece med zdravljenjem s kemoterapijo in med
spremljanjem po zaklju¢ku zdravljenja. Skupno bo bolnikom odvzetih 4-6 vzorcev krvi.
Primerjali bomo podatke iz tkivne biopsije s podatki iz teko¢inskih biopsij, z namenom
preuciti heterogenost in evolucijo tumorjev. Uporabljali bomo izjemno obéutljive teste
na osnovi digitalnega kapljicnega PCR-ja za visoko obcutljivo odkrivanje ctDNA in
ctRNA v krvi. Za zaznavanje $ir§ega nabora molekularnih oznadevalcev (IDH1, EGFR,
TP53, PTEN, NF1, MET, TERT, ATRX, H3F3A in drugi) bomo uporabili metodo
sekvenciranja naslednje generacije. Z metodo sekvenciranja naslednje generacije bomo
pri vzorcih krvi analizirali 52 genov, ki so pogosto pojavljajo pri teh tumorjih. Podatke
bomo primerjali s podatki, pridobljenimi iz tkivnih vzorcev, ki so bili bolnikom odvzeti
med operacijo tumorja:, tu bo panel pri odraslih bolnikih obsegal 29 genov, pri otrocih
pa 161 genov. V nabor bodo vklju¢ene tudi mutacije genov, ki bi lahko predstavljali tarce
bodo¢ih terapij (npr. BRAF, NTRK, ALK, ROS], itd.). Opravili bomo tudi analizo

izrazanja RNA in analizo metilacijskega statusa.

Od sredine januarja 2021 je bilo v raziskavo vklju¢enih 16 odraslih bolnikov. Pri petih
bolnikih je bila kri vzeta dvakrat.

Zakljucek

Maligni gliomi $e vedno predstavljajo najbolj agresivno skupino tumorjev pri ljudeh,
ki se kljub agresivnemu zdravljenju skoraj vedno ponovijo. Tkivna biopsija in slikovna
diagnostika $e vedno predstavljata osnovni orodji diagnosti¢nega postopka, za dolo¢itev
prognoze, izbor zdravljenja in v spremljanju odziva na zdravljenje. Tekoc¢inska biopsija
iz plazme je privla¢na in minimalno invazivna metoda za identifikacijo diagnosti¢nih
in prognosti¢nih biomarkerjev, za spremljanje evolucije tumorjev, odziva na zdravljenje
in izbor zdravljenja. Potrebna je celostna analiza dosedanjih raziskovalnih podatkov in
standardizacija uporabnih tehnik: k temu bodo gotovo prispevali tudi rezultati nase
raziskave. V primeru, da bodo rezultati raziskave potrdili zadostno obcutljivost in
specifi¢énost metode, bi lahko njena redna klini¢na uporaba znatno olajsala spremljanje
bolnikov po zdravljenju in olaj$ala diagnostiko tumorjev na kirursko tezko dostopnih
mestih, kjer diagnosti¢na biopsija predstavlja tveganje za razvoj nevroloske okvare.
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