Metode otkrivanja i kvantifikacije cirkulirajucih
tumorskih stanica

Popic, Paula

Master's thesis / Diplomski rad
2024

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Pharmacy and Biochemistry / SveuciliSte u Zagrebu, Farmaceutsko-
biokemijski fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/um:nbn:hr:163:867239

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2025-03-31

Repository / Repozitorij:

Repository of Faculty of Pharmacy and
Biochemistry University of Zagreb

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:163:867239
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://repozitorij.pharma.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pharma:3101
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pharma:3101
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pharma:3101

Paula Popic

Metode otkrivanja i kvantifikacije cirkulirajuéih
tumorskih stanica

DIPLOMSKI RAD

Predan Sveucilistu u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskom fakultetu

Zagreb, 2024.



Ovaj diplomski rad je prijavljen na kolegiju Klinicka biokemija organa i organskih sustava 1,
Sveucilista u Zagrebu Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta i izraden je u Zavodu za

medicinsku biokemiju i hematologiju pod stru¢nim vodstvom prof. dr. sc. Jozsefa Petrika.

Veliko hvala mentoru prof. dr. sc. Jozsefu Petriku na pruzenom znanju 1\ strucnom vodstvu
prilikom pisanja diplomskog rada.

| posebno hvala mojoj obitelji.



SADRZAJ

Lo UVOD ettt bbbt e e 1
2. MATERIJALI T METODE ...t 4
3. OBRAZLOZENIE TEME .....coeoosiiiiiiieieiieisetesissie sttt 5
4. RASPRAVA T REZULTAT ..ot 6
4.1 TEKUCA DIOPSIJA...ueiitieiirieiiesiee ettt et ettt et sbe e st et e e b e e sbe e s sne et e e e nneesnneeneennneas 6
4.2. Cirkulirajuée tumorske StaniCe .........ccuvvviiiiiiiiiiiiiii s 12
4.3. Biologija i vrste cirkuliraju¢ih tumorskih stanica ............ccccoocvriieniiiiiicnicce 16
4.4. Metode detekeije 1 kvantifikacije cirkuliraju¢ih tumorskih stanica ..........c..ccoeeierinrnnee. 21

4.4.1. Imunofluorescentne metode detekcije i kvantifikacije cirkuliraju¢ih tumorskih
SEANICEL ... s 29

4.5. Klinicka znacajnost cirkulirajuc¢ih tumorskih Stanica ...........ccocevereriiieniiienisieienn 32

4.5.1. Klinicka vaZznost cirkuliraju¢ih tumorskih stanica u dijagnostici kolorektalnog

R Lo [0 10 - SRS 34
5. ZAKLIUCCT ..o et eee ettt 36
6. POPIS KRATICA, OZNAKA I SIMBOLA ..ot 38
T LITERATURA ..ottt nanes 40
8. SAZETAK/SUMMARY ....covmiiieieieeeieeeeteeieee et ses s es et s s se s nes s 48
LI BN Y2V - 48

8.2, SUMMBIY .ttt ettt b et b e et a bt e bt et e be e bt e e nneas 49



1. UVOD

Zlo¢udne bolesti su nakon kardiovaskularnih bolesti vodeéi uzrok smrtnosti diljem svijeta,
ukljucujuéi i Republiku Hrvatsku. S obzirom na to da je smrtnost od karcinoma povezana s
kasno postavljenom dijagnozom ili neadekvatnim odgovorom na terapiju, rano otkrivanje
vazno je za poboljSanje ishoda bolesnika i smanjenje smrtnosti (Lawrence i sur., 2023). Probir
kod zdravih i visokoriziénih populacija nudi priliku za rano otkrivanje raka i povecanu
moguénost izljeCenja. Dok kirurS8ka resekcija i adjuvantna terapija mogu izlijeciti dobro
ograniCene primarne tumore, metastatska bolest je uglavnom neizlje¢iva zbog kompleksnih
bioloskih karakteristika metastaza i razli¢itog odgovora na terapiju. Cirkuliraju¢e tumorske
stanice (engl. circulating tumor cells, CTC) su stanice koje se odvajaju od primarnog tumora i
ulaze u krvotok. Sposobnost CTC-a da nasele udaljena tkiva i organe navelo je na vjerovanje
da su CTC primarni uzrok metastaza tumora (Lozar i sur., 2019). Metastatski proces se sastoji
od niza vrlo kompleksnih koraka: lokalna invazija stanica primarnog tumora u okolno tkivo;
intravazacija ovih stanica u cirkulaciju i prezZivljavanje tijekom hematogenog Sirenja;
zaustavljanje i ekstravazacija CTC-a kroz stijenke krvnih Zila; stvaranje mikrometastatskih
kolonija u parenhimu; naknadna proliferacija mikroskopskih kolonija u klini¢ki detektabilne
metastatske lezije (Lambert i sur., 2017). Sve viSe dokaza pokazuje da su metastaze rani
dogadaj kod bolesnika s agresivnim karcinomom, a mogu Se pojaviti i prije nego se primarni

tumor klinicki otkrije (Lawrence i sur., 2023).

CTC su rijetke stanice koje se nalaze u krvotoku u vrlo malim koncentracijama, $to uvelike
otezava njihovu detekciju. CTC uglavnom potjecu od solidnih tumora epitelnog podrijetla
(Petrik i sur., 2022). U krvotoku se mogu S$iriti kao samostalne stanice ili kao nakupine
sastavljene ve¢inom od 2 — 50 stanica tzv. klasteri (engl. clusters). Razvijene su brojne
tehnologije za izolaciju, detekciju i karakterizaciju CTC-a, koje se temelje na njihovim fizickim
svojstvima i bioloSkim znacCajkama. Metode temeljene na fizickim svojstvima ukljucuju
filtraciju, mikrofluidne tehnike i centrifugiranje, dok se bioloske metode oslanjaju na
imunomagnetske i molekularne tehnike za prepoznavanje specificnih biljega na povrsini stanica
(Pantel i Alix-Panabieres, 2012). Unato¢ napretku u tehnologiji, jos uvijek postoje znacajni
izazovi, ukljucujuéi heterogenost CTC-a i nedovoljnu osjetljivost metoda za detekciju razlicitih

subpopulacija ovih stanica.



Tekuca biopsija uvedena je kao novi dijagnosticki koncept koji se temelji na neinvazivnoj
analizi cirkuliraju¢ih tumorskih stanica ili elemenata izvedenih iz tumora, posebno cirkulirajuce
tumorske DNA (engl. circulating tumor DNA, ctDNA). Tekuca biopsija postala je vazan alat u
onkologiji jer omoguc¢uje pracenje genskih promjena tijekom metastatskog procesa, rano
otkrivanje tumora, kao i rano otkrivanje relapsa, odredivanje stadija bolesti, pratenje razvoja
tumora i terapijskog odgovora (Alix-Panabicres i Pantel, 2021). Agencija za hranu i lijekove
Sjedinjenih  Americkih Drzava (engl. Food and Drug Administration, FDA) je odobrila
nekoliko testova tekuce biopsije za otkrivanje i pracenje bolesti (5 testova za analizu
cirkuliraju¢e tumorske DNA i jedan test za analizu CTC-a) koje Kkoriste razlicite tehnolgije.

FDA kontinuirano procjenjuje nove tehnologije i testove u podrucju tekuce biopsije.

Karcinomi su vrlo heterogena tkiva sastavljena od histoloski razli¢itih stanica. Na rubnim
dijelovima i unutar tumora se nalaze i epitelne nemaligne stanice, a izvanstani¢ni matriks se
mijenja pod utjecajem tumora te nastaje tzv. tumorski mikrookoli§ (Redovi¢ i sur., 2015).
Slozena medudjelovanja izmedu stanica i mikrookolisa rezultiraju da tumorske stanice dobivaju
prednost u rastu i proliferaciji (Redovi¢ i sur., 2015). Svaki metastatski tumor moze rasti u
drugom organu i imati jedinstveno mikrookruZenje $to moze utjecati na odgovor na lijeenje.
Cirkuliraju¢e tumorske stanice odrazavaju razlicite bioloske aspekte primarnog tumora,
ukljucujuéi mutacije, promjene u signalnim putevima i razine ekspresije odredenih proteina
(Habli i sur, 2020). U proteklih petnaest godina postignut je znacajan napredak u razjasnjavanju
razli¢itih aspekata metastatskog procesa, posebno za karcinome, koji ¢ine priblizno 80 %
slucajeva raka (Lambert i sur., 2017). Chemi i sur. (2019) su u svom istrazivanju genomski
profilirali pojedina¢ne CTC bolesnika s karcinomom plu¢a. Uzorke su prikupljali iz plu¢ne
vene tijekom operacije bolesnika, a CTC su detektirali CellSearch® tehnologijom. Otkrili su
da se mutacije CTC-a viSe preklapaju (91 %) s metastazama otkrivenim 10 mjeseci nakon
operacije primarnog tumora, u usporedbi s preklapanjem mutacija s primarnim tumorom koje
iznosi 79 %. lako su rezultati obecavajuc¢i, potrebno je dodatno razumijevanje genskih i

epigenskih promjena u metastatskim tumorima za razvoj uéinkovitih terapija.

Glavni ciljevi istrazivanja CTC-a kao viSenamjenskih biomarkera ukljucuju: (1) otkrivanje
procesa metastaziranja u ranoj fazi, (2) prilagodbu terapijskih ciljeva i pracenje terapije u
stvarnom vremenu (prediktivni znacaj), (3) stratifikaciju onkoloskih bolesnika, (4) procjenu
rizika od metastatskog recidiva ili napredovanja bolesti (prognosticki znacaj) i (5)
razumijevanje biologije tumora i mehanizama rezistencije na terapiju (Petrik i sur., 2022).

Cvrsti dokazi za CTC kao prognosti¢kog biljega dokumentirani su u mnogim istrazivanjima
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karcinoma dojke, prostate, pluca, kolorektalnog karcinoma i dr. (Alix-Panabi¢res i Pantel,
2021). Daljnji razvoj i optimizacija metoda za detekciju CTC-a te integracija tekuce biopsije u
rutinsku klini¢ku praksu klju¢ni su za poboljSanje pracenja i lijeCenja bolesnika s metastatskim

karcinomom.



2. MATERIJALI | METODE

Za izradu ovog preglednog diplomskog rada koriStene su znanstvene publikacije iz ¢asopisa
zastupljene u bazama podataka biomedicnskog podrucja: PubMed

(https://pubmed.ncbi.nlm.nih.qov/), ScienceDirect (https://www.sciencedirect.com/),

ResearchGate (https://www.researchgate.net/) te relevantne internetske stranice.

Baze znanstvenih radova i podataka pretrazivane su u razdoblju od 15.4.2024. do 31.8.2024.

Pretrazivanje publikacija provedeno je pomocu sljede¢ih kljuénih rijec¢i: ,,CTC*“, ,,CTC
clusters®, ,, liquid biopsy”, ,, CTC isolation techniques*, ,, CTC detection methods”, ,,cancer”,

,,colorectal cancer”, ,,mechanism of cancer metastasis”, ,, clinical utility of CTC”.


https://pubmed.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.sciencedirect.com/
https://www.researchgate.net/

3. OBRAZLOZENJE TEME

Cirkulirajuc¢e tumorske stanice su stanice koje se odvajaju od tumora i ulaze u krvotok. Smatra
se da hematogeni nacin Sirenja tumorskih stanica prevladava u nastanku udaljenih metastaza u
tijelu. Unato¢ velikom napretku u lije¢enju karcinoma, nastanak metastaza ostaje vodec¢i uzrok
smrtnosti u onkoloskih bolesnika cemu doprinosi kasno otkrivanje metastaza te rezistencija na
terapiju. Tekuéa biopsija predstavlja obecavajuci, neinvazivni pristup koji bolesnicima
omogucéava personaliziranu medicinu. Tekuéa biopsija omogucava analizu cirkuliraju¢ih
tumorskih stanica i drugih biomarkera u krvi, ¢ime olakSava dijagnozu, pracenje bolesti, odabir

terapije 1 procjenu njezine uc¢inkovitosti.

Otkrivanjem prisutnosti CTC-a u krvi i njihovom analizom, lije¢nici dobivaju vrijedne
informacije o molekularnim karakteristikama tumora, u realnom vremenu, $to je kljuéno za
optimizaciju lije¢enja. Stovise, koli¢ina CTC-a u krvi &esto se povezuje s prognozom bolesti,
napredak omogucava bolju analizu ovih rijetkih stanica, bez potrebe za invazivnim postupcima.
Tradicionalne metode za detekciju CTC-a imaju ogranienja, $to naglasava potrebu za

poboljSanim pristupima izolacije 1 detekcije.

Opseg istrazivanja koje obuhvaca cirkuliraju¢e tumorske stanice i tehnologije za njihovo
otkrivanje, izolaciju i karakterizaciju, eksponencijalno raste ve¢ niz godina. U bazi podataka
PubMed, u srpnju 2024. godine, moglo se pronaéi priblizno 31 000 ¢lanaka pod klju¢nim

rije¢ima ,,cirkuliraju¢e tumorske stanice.

Ovaj pregledni rad pruza uvid u trenutne spoznaje o biologiji cirkuliraju¢ih tumorskih stanica i
njihovoj ulozi u procesu metastaziranja. Usredotocuje se na tehnicke aspekte i napredak metoda
za detekciju i kvantifikaciju cirkuliraju¢ih tumorskih stanica u bolesnika s karcinomom s

osvrtom na potencijalne primjene ovakvog pristupa u klini¢koj praksi.



4. RASPRAVA | REZULTATI

4.1. Tekuca biopsija

Tekuca biopsija je neinvazivan postupak uzorkovanja lako dostupne tjelesne tekucine iz koje
se specificnim metodama izoliraju i analiziraju potencijalni tumorski biljezi.
Pojam ,tekuca biopsija“ opcenito se pripisuje dr. Catherine Alix-Panabicres, francuskoj
profesorici onkologije te dr. Klausu Pantelu, njemackom onkologu i istrazivacu. Dr. Alix-
Panabieres, dr. Pantel te njihovi kolege sa Sveudilisnog medicinskog centra Hamburg-
Eppendorf u Njemackoj, bili su medu pionirima u razvoju i promicanju koncepta tekuce
biopsije. Pojam je poceo dobivati na znaCaju pocetkom 2000-ih kada su istrazivanja
cirkulirajuéih tumorskih stanica i cirkulirajuce slobodne DNA (engl. cell-free, cfDNA) u krvi

pocela pokazivati potencijal za neinvazivnu dijagnostiku malignih oboljenja.

Tekuca biopsija ukljucuje dijagnosticki ponovljive test, koji su se posljednjih godina pojavili
za profiliranje genoma karcinoma u stvarnom vremenu i prilagodavanje onkoloskih odluka uz
minimalnu invazivnost (Caputo i sur., 2023). Najces¢i uzorak tekuce biopsije je periferna krv,
buduéi da pruza najveéi niz bioloskih analita poput cirkuliraju¢ih tumorskih stanica,
cirkulirajuce tumorske DNA, egzosoma (vezikularne strukture koje sadrze proteine i molekule
RNA), tumorske glasnicke (engl. messenger) RNA (mMRNA), tumorske mikroRNA (miRNA) i
drugih molekula podrijetlom iz tumorskih stanica. Navedeni elementi sadrze genska, RNA i
proteinska obiljezja tumorskih stanica, $to ih ¢ini potentnim biopokazateljima koji pruzaju uvid

u molekulska dogadanja u tumorskim stanicama (Barisi¢, 2019).

Biopsija tkiva vodeca je metoda u dijagnostici mnogih zdravstvenih stanja pa tako i solidnih
tumora. Slikovne tehnike poput kompjuterizirane tomografije (CT), pozitron emisijske
tomografije (PET) ili magnetske rezonance (MRI) korisne su u otkrivanju novotvorina i lezija,
medutim svaka ima svoja ogranic¢enja u razlikovanju benignog od malignog tkiva. Analiza tkiva
neizostavna je u dijagnostici solidnih tumora te je u vecini slucajeva potrebna za odredivanje
specifi¢nog tipa tumora (Connal i sur., 2023). Biopsija tkiva moze se izvesti na nekoliko nacina,
ovisno o lokalizaciji, vrsti i veli¢ini tumora. Naj¢esce metode su ekscizijski ili incizijski kirurski
zahvat, biopsija iglom ili endoskopska biopsija. Ekscizijska biopsija je kompletno uklanjanje
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lezije ili ¢itavog organa zahvacenog tumorom, ¢esto zajedno s dijelom zdravog tkiva kako bi
se osigurala potpuna resekcija. U pojedinim situacijama je potrebno izvrsiti hitnu biopsiju i
postaviti dijagnozu za vrijeme kirurSkog zahvata za daljnje usmjeravanje operacije. Incizijska
biopsija se odnosi na djelomi¢no uklanjanje zahvac¢enog tkiva. Biopsiju tijekom endoskopije
izvodi lije¢nik koristec¢i posebnu tanku, fleksibilnu napravu s kamerom (endoskop) za pregled
I uzimanje uzorka tkiva unutarnjih organa poput zeluca, crijeva, pluca ili mjehura. Biopsija
iglom je metoda za podruéja koja lije¢nik moze napipati kroz kozu, kao $to su kvrzice u dojci,
Stitnjaca ili povecani limfni ¢vorovi. Vrsi se posebnom iglom kroz kozu za prikupljanje stanica
sa sumnjivog podrucja. Biopsije Sirokom iglom (engl. core needle biopsy) se izvode pod
vodstvom slikovnih tehnika, s veCom iglom s reznim vrhom za dobivanje tkiva kojemu je
oCuvana tkivna arhitektura za razliku od aspiracije tankom iglom (engl. fine needle aspiration)
pri ¢emu se dobiva aspirirani uzorak tkiva/stanica ili tkivnih tekuéina i analiziraju se stanice

(Fuckar Cupi¢, 2016).

Takvi postupci su invazivni, neugodni i bolni za pacijenta te ¢esto zahtijevaju anesteziju. Osim
toga, postoji i odredeni rizik od komplikacija poput upale, krvarenja i §irenja tumorskih stanica
(Perisa i sur., 2017). Neka istrazivanja su pokazala da kirurSke intervencije mogu poveéati broj
CTC-a perioperativno (Krog i Henry, 2018). Povezanost $irenja razli¢itih tipova tumora
uzrokovanog biopsijom ostaje sporna unato¢ brojnim istrazivanjima (Bai i sur., 2017). lako vrlo
rijetki, ipak postoje potvrdeni sluéajevi ovakvih komplikacija (Shi i sur., 2021). Ponekad nije
mogucée postavljanje dijagnoze na temelju raspolozivog tkiva, $to bi znacilo ponavljanje
cjelokupnog postupka. To se moze dogoditi ako u uzorku nema dovoljno stanica ili ako se
stanice ne vide dobro (Connal i sur., 2023). Takoder, ako je dobiveni uzorak premali, moze
dovesti do pogresne dijagnoze. Opetovane biopsije zahjeva i sve veéi broj raspolozivih biljega
koji usmjeravaju lijecenje (Tomasik i sur., 2023). Ponekad biopsija tkiva nije uopcée izvediva
kada nije poznata lokalizacija tumora ili u progresivnom stadiju bolesti zbog pogorSanja opceg
stanja bolesnika (Tomasik i sur., 2023). Tekuéa biopsija uvijek je primjenjiva zbog
jednostavnosti uzorkovanja periferne krvi. Razlika tekuce i tkivne biopsije je shematski
prikazana na Slici 1. Upravo glavna prednost tekuce biopsije je dostupnost uzoraka za analizu.
Krv i urin se rutinski uzorkuju u biomedicinskim laboratorijima, a sloZenije ekstravaskularne

tjelesne tekucine takoder imaju standardizirane metode uzorkovanja.

Postupci za kona¢nu dijagnostiku tkivnih uzoraka uklju¢uju makroskopski pregled,
patohistoloski pregled koji se temelji na svjetlosnoj mikroskopiji, imunohistokemijske metode

te molekularne i citogenetske analize (Fuckar Cupié, 2016). Histoloska analiza uzorka tkiva
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daje uvid u molekularno zbivanje unutar jednoga dijela tkiva u odredenom vremenu (Mican,
2023). Jedna od glavnih problematika vezanih za biopsiju tkiva je nemogucnost hvatanja
heterogenosti tumora i njegove klonske evolucije (Connal i sur., 2023). Moze postojati ¢ak Sest
razli¢itih klonskih stani¢nih linija unutar samo jednog tumora (Bailey i Martin, 2019).
Heterogenost somatskih mutacija tumora predstavlja izazov za lijeCenje i primjenu
odgovarajuce terapije. Tumorske stanice dobivene teku¢om biopsijom pokazuju gensku i
fenotipsku raznolikost, odrazavaju¢i heterogenost unutar primarnog tumora U Stvarnom

vremenu (Asante i sur., 2023).

TEKUCA BIOPSIJA TKIVNA BIOPSIJA

Uzorect tjelesnih tekucina, )
Uzorak tkiva

najc¢esce periferne krvi
Neinvazivan postupak Invazivan i bolan postupak
Bez rizika od komplikacija | Postoji rizik od komplikacija &

) ) ) Izvedba dostupna samo
Moze se izvesti nekoliko puta

%y, ¢fDNA  ~ cfRNA W EpCAM

Slika 1. Shematski prikaz usporedbe tekuce i tkivne biopsije. Minimalno invazivno uzorkovanje
krvi predstavlja izvor heterogenih biljega. CTC — cirkuliraju¢e tumorske stanice; cfDNA — cell
free DNA; cfRNA — cell free RNA; EpCAM — povrsinski biljeg (kreirano uz BioRender.com).



Tekuca biopsija moze nadopuniti tradicionalnu tkivnu biopsiju, smanjujuéi rizik i nelagodu za
veliki broj tehnologija s ciljem povecanja njihove osjetljivosti i specificnosti uz prihvatljive
troskove. cfDNA se ispusta u cirkulaciju iz o$tecenih stanica razli¢itim mehanizmima, a
prvenstveno apoptozom i nekrozom. cfDNA koja potjece iz tumora naziva se ctDNA, a sastoji
se od fragmenata DNA veli¢ine izmedu 120 1 200 parova baza. Klini¢ki se koristi kao biomarker
za stratifikaciju bolesnika, izbor terapije i pra¢enje ucinkovitosti terapije, posebice u bolesnika
s karcinomom pluca i debelog crijeva (Petrik i sur., 2022). Cirkuliraju¢a tumorska DNA i
cirkuliraju¢a tumorska RNA (engl. circulating tumor RNA, ctRNA) mogu se izolirati te
analizirati koriStenjem metoda kao $to su lancana reakcija polimerazom (engl. polymerase
chain reaction, PCR), digitalni PCR, BEAMing (engl. beads, emulsion, amplification,
magnetics; vrlo osjetljiva digitalna PCR metoda koja kombinira emulzijski PCR i proto¢nu
citometriju za identifikaciju i kvantificikaciju specifi¢nih somatskih mutacija prisutnih u DNA),
sekvenciranje sljedeCe generacije (engl. next-generation sequencing, NGS), microarray,
WGBS (engl. whole genome bisulfite sequencing; zlatni standard za proucavanje metilacije
cijelog genoma) i druge (Nikanjam i sur., 2022). Postoje mnogi razli¢ito izvedeni komercijalni
NGS testovi za procjenu somatskih mutacija ciljajuci istovremeno razli¢ite gene, TAm-Seq,
Safe-SeqS, CAPP-Seq i dr. Trenutno je od strane FDA odobreno 6 dijagnostickih testova
temeljenih na tekucoj biopsiji koji sluze kao prateci dijagnosticki alati za klinicku upotrebu,
omogucujuéi odredivanje razlicitih terapija dostupnih za karcinome dojke, jajnika, prostate,
kolorektalnog karcinoma i karcinoma plu¢a nemalih stanica (engl. non-small cell lung cancer,
NSCLC).

Egzosomi su vezikule obavijene membranom, bogate sadrzajem proteina, mikroRNA i DNA,
koje mogu pruziti informacije o primarnom tumoru i mikrookruzenju (Petrik i sur., 2022). U
velikim koncentracijama se mogu pronaci u krvi, ascitesu i cerebrospinalnoj tekucini te i u
tumorima koji nemaju mjerljive razine CTC-a u cirkulaciji (Hanzek, 2019). Egzosomi su
stabilni i stoga se mogu analizirati pomocu pohranjenih ili zamrznutih uzoraka. Zbog svoje
prirode i uloge, egzosomi se potencijalno mogu Kkoristiti za prijenos lijekova do ciljnih

tumorskih stanica (Caputo i sur., 2023).

Neki od novijih tumorskih biljega koji se istrazuju u sklopu tekuce biopsije su trombociti koji
u interakciji s tumorskim stanicama mijenjaju RNA profil (engl. tumor-educated platelets,
TEP), cirkuliraju¢e endotelne stanice (engl. circulating endothelial cells, CEC) kao pokazatelji

oSte¢ene vaskulature ili angiogeneze te s rakom povezani fibroblasti (engl. cancer-associated
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fibroblasts, CA fibroblasti). Leukociti i profiliranje receptora T-stanica takoder mogu biti
potencijalni biomarkeri za bolesnike lijecene bioloskom terapijom (Caputo i sur., 2023). Dobro

istrazivani cirkuliraju¢i biljezi u tekucéoj biopsiji su prikazani na Slici 2.

Dopuna biopsiji tkiva s teku¢om biopsijom pokazala je ustedu troskova sustava i povecanje
broja bolesnika kojima su davane odgovarajuce ciljane terapije (Tomasik i sur., 2023).
Otkrivanje specificnih molekularnih promjena u tumorima omogucuje personalizirani pristup
lijeCenju, $to moze poboljsati ishode bolesnika. Naposljetku, tekuc¢a biopsija moze znacajno
skratiti vrijeme obrade pri postavljanju primarne dijagnoze i pri otkrivanju progresije bolesti
(Tomasik 1 sur., 2023). Medutim, nalaze tekuce biopsije treba kombinirati i evaluirati s
patoloskim nalazima tkiva prije konac¢ne validacije kako bi se osigurala to¢nost i pouzdanost

dijagnoze (Verbanac i sur., 2021).

U Republici Hrvatskoj je smrtnost onkoloskih bolesnika veca nego u vecini ostalih europskih
drzava $to ukazuje na potrebu poboljSanja personaliziranog lijecenja. Dana 19. ozujka 2024.
godine u Klinickom bolni¢kom centru Zagreb otvoren je Zavod za personaliziranu medicinu u
sklopu kojeg ¢e djelovati Nacionalni laboratorij za gensko profiliranje tumora. U Nacionalnom
laboratoriju za gensko profiliranje tumora provodit ¢e se sveobuhvatno genomsko profiliranje
tumora koje se temelji na NGS tehnologiji. Uz analizu tumorskog tkiva provodit ¢e se i tekuca
biopsija odnosno analiza ctDNA. Na taj nacin ¢e bolesnicima biti omogucena ciljana terapija.
KBC Zagreb tako postaje tre¢i medicinski centar u Europi s ovakvim laboratorijem

(https://www.kbc-zagreb.hr/).
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Slika 2. Cirkulirajuéi biomarkeri u tekucoj biopsiji za preciznu medicinu. Kap krvi simbolizira
uzorak krvi iz kojeg se nakon centrifugiranja odvaja plazma/serum od stani¢nog dijela. U
uzorku krvi mogu se detektirati, izolirati i karakterizirati razli¢iti komplementarni cirkuliraju¢i
biomarkeri. U plazmi ili serumu (gore) mogu se otkriti egzosomi, proteini, cirkulirajuéa RNA
bez stanica (nekodirajuca i glasnicka RNA), cirkuliraju¢a tumorska DNA (ctDNA) i tumorom
educirani trombociti (TEP). U stani¢nom dijelu (dolje) mogu se detektirati CTC (pojedinacni
CTC i klasteri CTC) te netumorske imunosne stanice, cirkuliraju¢e endotelne stanice (CEC) ili
s rakom povezani fibroblasti (CA fibroblasti). E: epitelni; M: mezenhimalni. Preuzeto i

prilagodeno prema Alix-Panabiéres i Pantel (2021) uz dopustenje izdavaca.
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4.2. Cirkuliraju¢e tumorske stanice

Tijekom rasta i razvoja tumora, neke stanice tumora se odvajaju i ulaze u krvotok ili limfni
sustav. Thomas R. Ashworth je prvi dokumentirao ove stanice i nazvao ih cirkuliraju¢im
tumorskim stanicama nakon S$to ih je otkrio u mikroskopskom preparatu razmaza krvi kod
bolesnice koja je bolovala od karcinoma dojke. Smatrao ih je moguéim tumorskim stanicama
zbog njihovih morfoloskih znacajki koje su bile zajednicke sa ¢vrstim tumorskim tkivom
pronadenim drugdje u tijelu bolesnice. Time je potencijalno objasnio prisutnost visestrukih

tumorskih metastaza na razli¢itim anatomskim mjestima bolesnice (Ashworth, 1869).

Eksperimentalna istrazivanja pokazuju da se tumorske stanice mogu S$iriti tijekom ranih faza
evolucije tumora (Harper i sur., 2016; Hosseini i sur., 2016). Pojedina¢ne cirkulirajuce
tumorske stanice mogu se otkriti ¢ak i u bolesnika s premalignim bolestima, poput intraduktalne
papilarne mucinozne novotvorine gusterace (nekarcinozni tip tumora) i duktalnog karcinoma
dojke in situ (neinzvazivni stadij karcinoma dojke), Sto sugerira da dio stanica stje¢e maligne
sposobnosti u vrlo ranim stadijima bolesti. Da bi mogle metastazirati, tumorske stanice moraju
prodrijeti kroz bazalnu membranu i okolni izvanstani¢ni matriks koji pruza fizi¢ku barijeru. U
krvne zile mogu dospjeti pasivho zbog ostecenja tumorske vaskulature ili aktivnom
intravazacijom (Micalizzi i sur., 2017). Povecana propusnost krvnih zila doprinosi stvaranju
CTC-a, kao i povecana angiogeneza (Lin i sur., 2021). Poremecena regulacija proangiogenskih
signala poput faktor rasta fibroblasta te vaskularnog endotelnog faktora rasta promoviraju
stvaranje aberantnih zila ¢ime se olakSava intravazacija tumorskih stanica (De Renzi i sur.,
2022).

Iz tumora se svakodnevno oslobadaju brojne stanice u krvotok, no CTC imaju kratak vijek
trajanja u cirkulaciji. CTC su rijetke stanice, s u¢estalo$éu od jedne tumorske stanice na 5x10°
leukocita i 5x10° eritrocita po mililitru krvi u bolesnika s uznapredovalim karcinomom (Petrik
i sur., 2022). Velika vecina tih stanica je uniStena imunosnim odgovorom, mehanizmima
fizickog stresa (poput hemodinamskih sila i sila smicanja), apoptozom, anoikisom (oblikom
stani¢ne smrti sliénim apoptozi, koji se javlja kada stanice izgube vezanost s izvanstani¢nim
matriksom i susjednim stanicama) ili uslijed nedostatka faktora rasta i citokina (Lozar i sur.,
2019). Samo mali postotak cirkuliraju¢ih tumorskih stanica sposoban je metastazirati, Sto

ukazuje na to da su te rijetke stanice stekle izrazito agresivne osobine. Medutim, unutarstani¢ni
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mehanizmi CTC-a i izvanstani¢ni uvjeti koji im omogucuju prezivljavanje jo§ uvijek nisu u
potpunosti razjasnjeni. Neki od poznatih mehanizama su epitelno-mezenhimalna tranzicija
(engl. epithelial-mesenchymal transition, EMT), interakcija s drugim stanicama, Sirenje u
nakupinama te aktivacija anti-apoptotskih puteva. CTC c¢esto stupaju u interakciju s
trombocitima preko povrsinskih receptora. Agregacija trombocita oko tumorskih stanica $titi ih
od sila smicanja i prirodnih stanica ubojica (NK stanice) i potpomaze prianjanje tumorskih
stanica na stijenku krvnih kapilara (Liao i sur., 2020). Citotoksi¢ni T limfociti i NK stanice
klju¢ne su imunosne stanice odgovorne za uniStavanje tumorskih stanica. Te stanice otpustaju
granzim B iz svojih granula i na taj na¢in aktiviraju apoptozu u cirkuliraju¢im tumorskim
stanicama. CTC mogu eksprimiranjem odredenih proteina (survivin, Bcl-2, Mcl-1) aktivirati
signalne putove koji ih Stite od apoptoze. Protein survivin je glavni inhibitor apoptoze koji
inhibira aktivaciju apoptotskih proteaza, kaspaze-8 i kaspaze-6 (Wang i sur., 2018). IstraZivanja
bolesnika s kolorektalnim karcinomom, karcinomom dojke, karcinomom jednjaka i
karcinomom pluca nemalih stanica su pokazala da su bolesnici kojima su izolirani survivin (+)
CTC, u veéem broju dozivjeli recidiv bolesti (Ning i sur., 2015; Cao i sur., 2009; Yie i sur.,
2006). CTC u krvotoku mogu putovati u obliku klastera sastavljenih od 2 do 50 stanica (Petrik
i sur., 2022). Grupiranje CTC-a u klastere je adaptivni mehanizam koji poveéava njihovo
prezivljavanje 1 metastatski potencijal (Schuster i sur., 2021). U klasterima su stanice Cesto
medusobno povezane adhezijskim molekulama, $to im omogucuje izbjegavanje apoptoze
(Aceto, 2020). Razlikuju se tzv. homotipski klasteri sastavljani od samo tumorskih stanica i
heterotipski klasteri sastavljeni od tumorskih i krvnih stanica (Schuster i sur., 2021). Duda i
suradnici (2010) koristili su misji model karcinoma pluéa i pokazali da CTC imaju prednost u
prezivljavanju ako formiraju heterotipske klastere s fibroblastima. lako su CTC klasteri u
krvotoku jo$ rjedi od samostalnih CTC-a, u takvom obliku imaju do 100 puta veci metastatski

potencijal (Schuster i sur., 2021).

Izlazak CTC-a iz krvne zile, tzv. ekstravazacija, jest idu¢i korak u metastatskom procesu.
Uspjesnost ekstravazacije ovisi o vrsti CTC-a te njihovom obliku ili konfiguraciji klastera
(homotipski naspram heterotipski). Aktivna ekstravazacija CTC-a oponasa dijapedezu
leukocita, ukljucujuéi citoskeletne i signalne promjene odnosno ekspresiju liganada i receptora
koji omogucuju izravnu interakciju s endotelom (Kurma i Alix-Panabiéres, 2023). Trombociti
olakSavaju ekstravazaciju uzrokujuéi retrakciju endotela, a neutrofili stvaraju proupalno
lokalno okruzenje putem izlucivanja razli¢itih citokina $to rezultira pove¢anom vaskularnom

propusnos$cu (Ring i sur., 2023).
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Vazan proces koji omogucuje pocetne korake metastaske kaskade jest epitelno-mezenhimalna
tranzicija, tijekom koje tumorske stanice gube epitelne znacajke te poprimaju mezenhimalni
fenotip i time dobivaju visestruke maligne osobine (Lambert i sur., 2017). EMT je slozen
razvojni proces koji se fizioloski dogada tijekom embriogeneze i kod odraslih prilikom
zacjeljivanja tkiva odnosno u patoloskim stanjima poput fibroze organa i progresije tumora (Jie
I sur., 2017). Ovaj mehanizam povezan je s diseminacijom tumora i korelira s agresivnoscu
tumora zbog povecane sposobnosti migriranja tumorskih stanica (Petrik i sur., 2022). Epitelne
stanice su apikalno-bazalno polarizirane stanice, medusobno vezane tijesnim spojevima,
adherentnim spojevima i dezmosomima. Suprotno tome, mezenhimalne stanice su vretenastog
izgleda i medusobno slabo vezane §to im daje sposobnost migracije (Ribatti i sur., 2020).
Fischer i sur. (2015) utvrdili su na jedinstvenom sustavu za pracenje loze EMT-a (engl. EMT
lineage tracing system) upotrebom fluorescentnog biljega, da EMT nije nuZan proces za
metastaziranje tumora, medutim pokazali su da su visoko proliferativne ne-EMT stanice bile
osjetljive na kemoterapiju, a da su rekurentne metastaze koje su uocene nakon tretmana
proizasle iz EMT stanica. Dokazano je da EMT transkripcijski faktori kao $to su Slug i Snail,
izravno doprinose otpornosti na lijekove na bazi platine u bolesnica s karcinomom jajnika
(Asante i sur., 2023).

Vec¢ina CTC-a se u konacnici podvrgava EMT-u tijekom progresije tumora. Osim u progresiji
tumora i kemorezistenicji, aktivacija EMT-a ima i uloge u stimulaciji tumorske angiogeneze,
stvaranju cirkuliraju¢ih mati¢nih stanica raka (engl. circulating cancer stem cells, CSCs),
uspostavljanju imunosupresivnog tumorskog mikrookruzenja i integriranju nekoliko vaznih
signalnih molekula koje su klju¢ne za rast tumora (Ribatti i sur., 2020). Mogu¢ je i suprotan
proces, mezenhimalno-epitelna tranzicija (MET), zbog ¢ega se prvotni termin transformacija

zamijenio s tranzicija kako bi se naglasila reverzibilnost procesa (Omazi¢, 2019).

Stanice karcinoma koje su ve¢ prosle kroz stijenku krvnih zila i lokalizirale se u sekundarnom
organu poput koStane srzi, jetre, pluca ili mozga, nazivaju se diseminiranim tumorskim
stanicama (engl. disseminated tumor cells, DTC). Hiisemann i sur., (2007) utvrdili su na misjim
modelima kao i na ljudskim uzorcima karcinoma dojke da se diseminacija tumorskih stanica
moze dogoditi u preinvazivnim stadijima progresije tumora te da broj i genotip diseminiranih
tumorskih stanica nisu povezani s veli¢inom tumora. Pod utjecajem mikrookruzenja organa,
DTC mogu ostati u stanju mirovanja razli¢ito dugo, ¢ak desetlje¢ima (Risson i sur., 2020;
Gomis i Gawrzak, 2017). Vecina, posebno u kostanoj srzi, ne proliferira ni godinama nakon

dijagnoze primarnog tumora (Pantel i Speicher, 2016). Klinicki nedetektabilna minimalna
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ostatna bolest (engl. minimal residual disease, MRD), definirana diseminiranim tumorskim
stanicama koje su ostale nakon operacije primarnog tumora, nudi vremenski okvir za
sprjeCavanje metastaza. U te svrhe se trenutno koristi adjuvantna terapija, s ciljem eliminacije
preostalih tumorskih stanica u fazi MRD-a i smanjenja rizika od budu¢ih metastaza. Medutim,
jos$ uvijek nije jasno kako tumorske stanice mogu godinama prezivjeti u stanju mirovanja na
ektopi¢nim mjestima te kako se regulira mirovanje tumora i metastatski rast (Hosseini 1 sur.,
2016). Pretpostavlja se da mezenhimalno-epitelna tranzicija ima vaznu ulogu u transformaciji

uspavanih DTC-a u organima u metastaze (Petrik i sur., 2022; Tsai i Yang, 2013).
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4.3. Biologija 1 vrste cirkuliraju¢ih tumorskih stanica

CTC mogu potjecati od razli¢itih vrsta karcinoma, a razlikuju se medusobno i od normalnih
krvnih stanica po veli¢ini, nepravilnom obliku i specificnoj proteinskoj ekspresiji. Njihova
veli¢ina znacajno varira ovisno o tkivu iz kojeg potjecu. CTC karcinoma malih stanica pluca
mogu dosegnuti promjer od samo 10 um, CTC karcinoma dojke mogu imati promjer do 70 um,
a stanice karcinoma prostate mogu biti promjera ve¢eg od 100 um (Thiele i sur., 2017). Okolne
stanice su opcenito manjeg promjera, trombociti (2-4 pum), eritrociti (6-8 um), granulociti
(prosje¢no 15 pum), limfociti (7-18 um) i monociti (12-20 um). Razlika u veli¢ini sluzi kao

princip odredenih metoda za izolaciju i obogacivanje CTC-a.

Ekspresija proteina u CTC je vrlo raznolika. MozZe se razlikovati od stanica primarnog tumora
te ukazivati na razli¢ite podskupine CTC-a unutar iste populacije, §to otezava njihovu izolaciju
i detekciju (Alix-Panabiéres i Pantel, 2014). Najcesci pristup za izolaciju i detekciju CTC-a je
koristenje imunokemijskih metoda, pri ¢emu se antitijela koriste za selektivno vezanje antigena
na protein povrsine stanice odnosno povrsinski biljeg (Habli i sur., 2020). Epitelni biljezi su
izrazeni na povrsini normalnih epitelnih stanica i karcinoma, ali ih nema na mezenhimalnim
stanicama poput leukocita (Alix-Panabiéres i Pantel, 2014). Najéesce koristeni epitelni biljezi
su transmembranski glikoprotein EpCAM (engl. epithelial cell adhesion molecule), citokeratin
(engl. cytokeratin, CK) i E-kadherin (Lin i sur., 2021). CD45, poznat po imenu zajednicki
leukocitni antigen (engl. leukocyte common antigen, LCA) je transmembranska protein-tirozin
fosfataza koja je eksprimirana gotovo na svim stanicama mijeloidne i limfoide loze osim na
zrelim eritrocitima i megakariocitima, stoga u metodama obogacivanja CTC-a sluzi za depleciju
leukocita odnosno negativnu selekciju (Alix-Panabiéres i Pantel, 2013). Postoje i mnogobrojni
specifi¢ni biljezi za pojedine vrste karcinoma poput HER2 za karcinom dojke, PSMA za
karcinom prostate, PI3K za kolorektalni karcinom i drugi prikazani u Tablici 1 (Lin i sur.,
2021). Za tocnu fenotipiziju izoliranih stanica vec¢ina metoda koristi kombinaciju razlicitih

biljega (Alix-Panabiéres i Pantel, 2013).

Cirkuliraju¢e tumorske stanice pokazuju visok stupanj plastiCnosti, §to im omogucuje
postojanje u razli¢itim fenotipskim oblicima (Alix-Panabi¢res i Pantel, 2014). Stanice
karcinoma koje su prosle kroz epitelno-mezenhimalnu tranziciju pokazuju smanjenu ekspresiju
epitelnih biljega i povecanu ekspresiju mezenhimalnih biljega. Zbog toga, koristenje isklju¢ivo
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epitelnih biljega za dokazivanje CTC-a moze dovesti do neotkrivanja populacije potencijalno
agresivnih tumorskih stanica (Petrik i sur., 2022). Kod bolesnika s karcinomom plu¢a nemalih
stanica je otkriveno da je koli¢ina EpCAM-negativnih CTC-a bila znatno veéa od EpCAM-
pozitivnih CTC-a (Wang i sur., 2015). N-kadherin (membranski protein iz obitelji kadherina),
vimentin (strukturni citoskeletni protein) i Twist (transkripcijski faktor) su izrazeni u
mezenhimalnim stanicama te se ti proteini koriste kao biljezi u metodama za detekciju
mezenhimalnih CTC-a. Upotreba fluorescentno-magnetskih nanocestica koje se sastoje od
suCelja dvostrukog antitijela, koje cilja na EpCAM i N-kadherin, pridonijela je
visokoucinkovitoj izolaciji i brzoj identifikaciji CTC-a karcinoma dojke (Wang i sur., 2019).
Ponekad proces epitelno-mezenhimalne tranzicije nije potpun pa se tumorske stanice nalaze u
viSestrukim prijelaznim stanjima te izrazavaju mijeSane epitelne i mezenhimalne znacajke.
Takve hibridne stanice mogu se kretati kolektivno kao klasteri i mogu biti agresivnije od stanica
s potpunim EMT fenotipom (Roche, 2018; Lambert i sur., 2017). Budu¢i da trenutno postoji
samo ograni¢en broj dostupnih biljega, tesko je definirati cjelokupnu populaciju CTC-a (Connal
i sur., 2023). Idealni CTC biljeg bi trebao biti izrazen na svim CTC, u svim fazama procesa

invazije i cirkulacije, a da pritom nije prisutan na okolnim krvnim stanicama.
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Tablica 1. Molekularni biljezi za detekciju CTC-a (preuzeto i prilagodeno prema Lin i sur.,

2021).

Mezenhimalni

Tip karcinoma Epitelni biljezi o Specifi¢ni biljezi
biljezi
Vimentin
) HER2
Twist
EpCAM ) ) ER
) ) Fibronektin
Karcinom dojke ~ CK 5/7/8/18/19 _ AR
N-kadherin
E-kadherin MRP
SERPINE1/PAIL
B-katenin
PSMA
PSA
_ EpCAM Vimentin EGFR
Karcinom prostate )
CK 8/18/19 Twist ARV7
PIM1
AR
Karcinom bubrega EpCAM - CD147
_ ) EpCAM
Karcinom mjehura - -
CK 8/18/19
Vimentin
Twist
PI3K
Kolorektalni EpCAM SNAIL
CEA
karcinom CK 8/18/19 AKT2
PRL3
LOXL3
Plastin3
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Vimentin

Folatni receptor

Karcinom pluéa EpCAM Twist (FR)
nemalih stanica CK 7/8/18/18 N-Cadherin Aktivnost
AXL telomeraze
Karcinom pluéa EpCAM ) ]
] _ Vimentin DLL3
malih stanica CK 8/18/19
Vimentin
EpCAM ]
Rak gusSterace Twist -
CK 8/18/19
KLF8
Hepatocelularni EpCAM Vimentin GPC3
karcinom CK8/18/19 Twist ASGPR
XAF1
] EpCAM Vimentin MT1-MMP
Karcinom Zeluca _ o
CK 19/20 N-kadherin Survivin
HER2
_ ) ) EpCAM
Karcinom jednjaka - -
CK 8/18/19
Karcinom grlica  EpCAM
maternice CK8/18/19
MART-1
MHW-MAA
CD146
Melanom - - MAGE A3
GalNAc-T
MAGE Al-6
hTERT
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Deformabilnost je sposobnost promjene oblika CTC-a pod djelovanjem sila naprezanja. Razlika
u deformabilnosti proizlazi iz mnogih ¢imbenika poput signalizacije izvanstani¢nog matriksa,
kemoterapije ili mutacija u DNA koje mogu uzrokovati promjene u ekspresiji proteina (Thiele
i sur., 2017). Deformabilnost se mozZe izmjeriti pomo¢u mikrofluidnog opti¢kog sustava.
Mjesavina CTC-a razli¢itih stani¢nih linija moze se razvrstati prema tome potjecu li od
benignih, nepomi¢nih odnosno nemetastatskih ili visoko agresivnih metastatskih stanica na
temelju razli¢ite opticke deformabilnosti (Thiele i sur., 2017). Visoko agresivne metastatske
stanice pokazuju povec¢anu deformabilnost (Thiele i sur., 2017). Park i sur. (2016) su izolirali
CTC iz krvi bolesnika s karcinomom prostate koriste¢i sofisticirani mikrofluidni uredaj. Princip
metode je oscilatorni protok uzorka kroz suzenja uredaja kako bi se stvorili razli¢iti putovi
protoka za razlicite tipove stanica, ¢ime se iskoriStava njihova razli¢ita deformabilnost. U
bolesnika s metastatskim karcinomom prostate, CTC se mogu obogatiti s 25 puta veéim

prinosom u odnosu na obogacivanje koristenjem CellSearch® tehnologije.

Promjene u obliku, veli€ini jezgre i ekspresiji proteina u CTC utjeCu na omjer izmedu razli¢itih
suspendiranih Cestica i citosola. Taj omjer je razli¢it u CTC u usporedbi s leukocitima i
benignim epitelnim stanicama. Razlika u omjeru cirkulirajuéim tumorskim stanicama daje
dielektri¢ne karakteristike koje mogu biti korisne za njihovo razlikovanje od ostalih stanica u

krvi (Thiele i sur., 2017).
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4.4. Metode detekcije 1 kvantifikacije cirkuliraju¢ih tumorskih stanica

Razvoj metoda za detekciju 1 kvantifikaciju cirkuliraju¢ih tumorskih stanica oznacava veliki
napredak u onkoloSkim istrazivanjima i klinickoj praksi. Tijekom posljednjeg desetljeca
razvijene su brojne tehnologije za detekciju CTC-a, svaka koriste¢i specifi¢na svojstva CTC-a
za njihovu preciznu selekciju i hvatanje (Habli, 2020). Razlike izmedu CTC-a i normalnih
krvnih stanica u ekspresiji proteina, morfologiji i veli¢ini doprinijele su nastanku i
komercijalizaciji ovih tehnologija. Svi pristupi teze preciznoj kvantifikaciji CTC-a kako bi se
donijeli klini¢ki relevantni zakljucci, s ciljem unapredenja lijecenja 1 kontrole malignih bolesti
(Habli, 2020). Kvantifikacija je klju¢na za procjenu progresije i pracenje uéinkovitosti terapije

(Lin i sur., 2021).

Vecina postojecih tehnologija sastoje se od procesa u dva koraka, izolacije stanica 1 naknadne
detekcije (Ju i sur., 2022). lIzolacija i detekcija CTC-a iz periferne krvi je vrlo izazovna s
obzirom na to da su prisutne u vrlo malim koncentracijama u krvi, s o¢ekivanim brojem od 1
do 10 stanica u 1 mililitru krvi (Caputo i sur., 2023; Hu i sur., 2021; Alix-Panabiéres i Pantel,
2012). Bolesnicima se obi¢no uzima od 7,5 do 10,0 ml krvi u registrirane VD (engl. in vitro
diagnostics) CellSave (Menarini Silicon Biosystems) epruvete specijalizirane za o¢uvanje
stanica i njihove stabilnosti tijekom transporta i analize. Ove epruvete su posebno dizajnirane
za prikupljanje uzoraka krvi iz kojih se Zele izolirati CTC u klinicke svrhe. SadrZze
antikoagulans Na;EDTA te specifiCan stabilizator koji sprje¢ava razgradnju stanica i
omogucava stabilnost uzorka do 96 sati na sobnoj temperaturi

(https://www.siliconbiosystems.com/en-us/). U slucaju analize zivih stanica ili istrazivanja

ekspresije RNA u CTC, preporucuje se uzorkovanje krvi pomo¢u EDTA 1 obrada unutar 24

sata (Petrik i sur., 2022).

Primarni cilj izolacije CTC-a je odvajanje od ostalih krvnih stanica, ¢ime se dobiva uzorak koji
sadrzi CTC s minimalnom kontaminacijom eritrocitima, leukocitima i trombocitima. Ovaj
korak je klju¢an za omogucavanje precizne detekcije CTC-a. Stoga veéina metoda
podrazumijeva postupak obogacivanja (engl. enrichment) prilikom ili nakon izolacije CTC-a iz
krvi s ciljem dodatnog povecanja koncentracije CTC-a unutar uzorka (Edd i sur., 2022). Mnogi
znanstvenici poistovje¢uju pojam obogacivanja s pojmom izolacije. Za obogacivanje CTC-a

dostupne su razliCite metode temeljene na razli¢itim svojstvima CTC-a koja ih razlikuju od
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okolnih normalnih krvnih stanica, ukljucuju¢i fizicka svojstva veliCinu, gustocu, elektricni
naboj, sposobnost deformacije te bioloska svojstva npr. ekspresija proteina na povrSini stanice
ili njihova vijabilnost (Pantel i Alix-Panabiéres, 2012). Metode imunoseparacija (engl.
immunoaffinity based separation) selektivno ciljaju biljege prisutne na CTC $to se naziva
pozitivnom selekcijom i/ili biljege prisutne na leukocitima za njihovu depleciju $to se naziva
negativnom selekcijom. Imunoseparacija omogucuje visoku specifi¢nost, ali moze propustiti
CTC koji ne izrazavaju ciljani biljeg dok fizicke metode mogu obuhvatiti Siri spektar CTC-a,

ali ¢esto s manjom specificnosc¢u (Bailey i Martin, 2019).

Metode na temelju fizic¢kih karakteristika dobivaju na popularnosti zbog jednostavnosti i cijene
u usporedbi s metodama koje su ovisne o antitijelima (Petrik i sur., 2022; Edd i sur., 2022).
Dvije su glavne tehnike obogadivanja CTC-a, centrifugiranje s gradijentom gustoce ili
imunomagnetsko obogacivanje tumorskih stanica antigenima stani¢ne povrSine (Andergassen i

sur., 2016).

Ficoll® odnosno Ficoll-Paque, je mjesavina visokomolekulskih polimera saharoze (Ficoll) za
stvaranje gradijenta gustoce i kontrastnog sredstva natrijevog diatrizoata (Hypaque). Uzorak
krvi se dodaje u Ficoll-Paque medij te centrifugira nakon ¢ega se komponente krvi odvajaju
prema njihovoj gustoci. Eritrociti 1 granulociti se taloZe na dnu, dok se mononuklearne stanice
zadrZavaju u sloju na medupovrsini izmedu medija 1 plazme. Medutim, zbog citotoksi¢nosti
Ficolla, stvaranje stani¢nih nakupina moze dovesti do gubitka tumorskih stanica koje migriraju
na dno medija. Percoll je alternativni medij za stvaranje gradijenta gustoce, koji se sastoji od
koloidne suspenzije Cestica silicijevog dioksida i Koji pokazuje smanjenu citotoksi¢nost i Siri

raspon gradijenta gusto¢e u odnosu na Ficoll (Li i sur., 2020).

OncoQuick® postupak kombinira centrifugiranje gradijenta gusto¢e s mikroporoznom
membranskom filtracijom za odvajanje stanica. Krv se nanosi na vrh gradijenta, a
centrifugiranje rezultira hvatanjem CTC-a na filteru. lako je jednostavna i jeftina metoda,
koristi se kao pocetni korak CTC analize, ¢esto u kombinaciji s drugim sustavima, zbog
kontaminacije leukocitima (Petrik i sur., 2022). Prosje¢na uspjeSnost iskorisStenja tumorskih

stanica za OncoQuick i Ficoll-Paque je sli¢na, izmedu 70% 1 90% (Li i sur., 2020).

Sustav RosetteSep™ (STEMCELL Technologies) sastoji se od tetramernih kompleksa
protutijela koja ciljaju nezeljene stanice u uzorku krvi, omogucujuéi njihovo uklanjanje
(negativna selekcija) 1 procisc¢avanje CTC-a. Protutijela prepoznaju nekoliko antigena na
eritrocitima i leukocitima, ukljucuju¢i CD2, CD16, CD19, CD36, CD38, CD45, CD66b i
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glikoforin A. Nakon centrifugiranja pomo¢u medija s gradijentom gustoce (RosetteSep-Ficoll),

prociséene tumorske stanice nalaze se izmedu plazme i medija (De Renzi i sur., 2022).

Izolacija cirkuliraju¢ih tumorskih stanica prema veli¢ini, ISET (engl. isolation by size of tumor
cells) je metoda filtracije krvi kroz cilindri¢ne pore od 8 um u Kojoj je moguce paralelno
filtriranje 12 uzoraka. Uzorak se filtrira primjenom vakuuma Sto rezultira njeznom aspiracijom
uzorka. Velika prednost ove metode je $to se stanice ne modificiraju tijekom obogacivanja, pa
se naknadno mogu koristiti za FISH ili PCR testove karakterizacije. Farace i sur. (2011) su
proveli istrazivanje u kojem su usporedili u¢inkovitost izolacije ISET metode sa sustavom
CellSearch®. Sustav CellSearch® je pokazao bolje rezultate izolacije CTC-a kod bolesnika s
karcinomom dojke dok se ISET pokazao u¢inkovitijim kod bolesnika s karcinomom prostate i
pluca. Sveukupno, 30% bolesnika (18 od 60) bilo je negativno prema CellSearch-u, dok je samo
5% bolesnika (3 od 60) bilo negativno primjenom ISET sustava. Varijabilnost u podudarnosti
pokazuje ograni¢enja metoda obogaéivanja temeljenih na EpCAM-u. Razvijen je i pridruzeni
poluautomatizirani sustav detekcije CTC-a koji omogucuje jednostavno prebrojavanje nakon
filtracije (Rushton i sur., 2021; Habli i sur., 2020; Andergassen i sur., 2016). Parsortix™
tehnologija je mikrofluidna separacija CTC-a koja se temelji na njihovoj veliini i
deformabilnosti (Miller i sur., 2018).

ScreenCell® je tehnologija koja izolira CTC prema njihovoj veli¢ini u usporedbi s krvnim
stanicama pomoc¢u porozne membrane. Ova izolacija omogucuje naknadnu analizu CTC-a
kori$tenjem raznih metoda. Proces izolacije odvija se uz pomo¢ posebnih modula izmedu kojih
se nalazi membrana kroz koju se filtriraju stanice. U uredaju se nalazi okrugli filter hidrofilne
povrsine s cilindriénim porama definirane veli¢ine za izolaciju Zivih ili fiksiranih stanica. Kako
krv prolazi kroz mikroporoznu membranu, tako se CTC zadrzavaju na filteru dok leukociti,
eritrociti i trombociti slobodno prolaze. ScreenCell® tehnologija razvijena je kao jeftina i
kompaktna tehnologija, s ciljem izolacije CTC-a bez potrebe za velikom i skupom aparaturom.
ScreenCell® je brza, jednostavna, neovisna o antigenima, ekonomi¢na i u¢inkovita tehnologija
(Hanzek, 2019).

Dielektroforeteska (engl. dielectrophoresis, DEP) metoda obogacivanja koristi sile elektricnog
polja za razdvajanje CTC-a na temelju razlika u dielektriénim svojstvima stanica, neovisno o
EpCAM ekspresiji i vrlo je specificna, ali skupa metoda. Krv se prvo obraduje pomocu Ficoll-
a za izolaciju mononuklearnih stanica, a zatim se koristi uredaj ApoStream. Tehnologija

ApoStream (ApoCell) kombinira DEP s pomoénim protokom polja za izolaciju CTC-a.
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Citometar za lasersko skeniranje iCys koristi se za detekciju CTC-a nakon obogacivanja. DEP
ima dobro iskoriStenje uz visoku ¢isto¢u i visoku vijabilnost dobivenih stanica (Bailey i Martin,
2019). DEPArray™ (Menarini Silicon Biosystems) je metoda s pokretnim dielektroforetskim

kavezom za hvatanje stanica u kombinaciji sa Sangerovim sekvenciranjem (Habli 2020).

MagSweeper (lllumina Inc) je tehnologija imunomagnetskog obogacivanja koja koristi
robotsku magnetsku Sipku kojom upravlja automatizirani sustav. Omogucuje izolaciju CTC-a
visoke Cistoce 1, za razliku od drugih tehnologija, moze se obraditi puna krv bez prethodnog
centrifugiranja ili lize eritrocita (Ferreira i sur., 2016). U ovom postupku, magnetske kuglice
oblozene specificnim protutijelima ciljaju biljeg EpCAM. Nakon §to se protutijela vezu na
CTC, robotska Sipka generira magnetsko polje koje privlaci i izolira te stanice iz uzorka Krvi

(https://techfinder.stanford.edu/). Ova metoda omogucuje u¢inkovito i selektivno obogacivanje

CTC-a. MagSweeper je koriSten za gensko profiliranje CTC-a u viSe istrazivanja, ukljucujuci
profiliranje transkripcije karcinoma dojke, otkrivanje PIK3CA mutacija u CTC metastatskog
karcinoma dojke i sekvenciranje cijelog egzoma karcinoma prostate (Ferreira i sur., 2016).

CTC-chip tehnologija koristi mikrofluidnu platformu za izuzetno osjetljivu izolaciju CTC-a iz
perifernih uzoraka krvi. CTC-chip se sastoji od mikrofluidnog sustava ¢ipa s vrlo malim
kanalima i komorama. Povr$ina ¢ipa je oblozena anti-EpCAM protutijelima. Takva struktura
omogucava preciznu kontrolu protoka krvi kroz ¢ip. Mana ovakvog sustava je nemoguénost
hvatanja CTC klastera. Nakon §to su CTC izolirani, moguce ih je vizualizirati i analizirati
pomocu razli¢itih detekcijskih tehnika, ukljuc¢ujuéi imunofluorescenciju. Uz visoku osjetljivost,
vazna prednost CTC-chipa je moguénost izolacije stanica uz zadrzavanje njihove vijabilnosti,

koja iznosi oko 98% u usporedbi sa sustavom CellSearch® (Sequist i sur., 2009).

Nakon obogacivanja, frakcija CTC-a obi¢no jo$ uvijek sadrzi znatan broj leukocita, pa je CTC
potrebno detektirati metodom koja moze razlikovati tumorske stanice od normalnih krvnih
stanica na razini jedne stanice (Pantel i Alix-Panabiéres, 2012). Generalno, postoje dva osnovna
pristupa detekciji CTC-a, metode temeljene na proteinima odnosno direktna CTC detekcija ili
neizravna CTC detekcija molekularnim pristupima, poput metoda temeljenih na PCR-u
(Hendricks i sur. 2020). Daljnja karakterizacija moze ukljucivati dodatne genomske analize
poput fluorescentne in situ hibridizacije (FISH) ili analize jedne stanice (engl. single-cell

sequencing) (Alix-Panabiéres i Pantel, 2014).

Lancana reakcija polimerazom nakon reverzne transkripcije (engl. reverse transcription

polymerase chain reaction, RT-PCR) Kkoristi se za detekciju ciljanih transkripata i
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karakterizaciju CTC-a. To je metoda koja omogucuje detekciju malog broja stanica. Prednost
ovih metoda je moguénost analize viSe gena istovremeno iz malog volumena uzorka §to je

nuzno u istrazivanjima CTC-a (Hanzek, 2019).

AdnaTest® (AdnaGen AG) je test pozitivne selekcije koji hvata stanice pomocu
imunomagnetskih kuglica oblozenih protutijelima na povrsinske biljege. Uhvacene stanice
detektiraju se pomo¢u PCR-a koji analizira specifi¢ne transkripte na temelju vrste tumora:
receptor epidermalnog faktora rasta (engl. epidermal growth factor, EGFR),
karcinoembrionalni antigen (CEA) i EpCAM za kolorektalni karcinom te MUC-1, receptor
humanog epidermalnog faktora rasta 2 (HER2) i GA733-2 za karcinom dojke, s osjetljivosc¢u

otkrivanja slicnom onoj CellSearch-a (Habli i sur., 2020).

EPISPOT (engl. epithelial immunospot) test detektira proteine specifiéne za tumorske stanice
tako da se detektiraju samo vijabilne stanice. Detekcijom proteina CK 19 putem EPISPOT testa
moze se otkriti aktivna podskupina stanica karicnoma dojke s metastatskim svojstvima. Ova
tehnika mimoilazi izravan kontakt s ciljnim stanicama i procjenjuje prisutnost CTC-a na temelju
proteina koji su izlu€eni ili otpusteni iz stanica tijekom kratkotrajne kulture u trajanju od 24 do

48 sati (De Renzi i sur., 2022).

Farace i sur. (2011) su u svom radu koristili postupak detekcije cirkulirajuc¢ih tumorskih stanica
imunocitokemijskim bojenjem, nakon izolacije stanica pomocu ISET sustava. Nakon izolacije,
stanice se obiljeZavaju pomocu primarnih protutijela koja prepoznaju biljege specificne za
odredene kracinome (npr. citokeratin 7 za karcinome dojke i1 pluca, anti-p504S za
adenokarcinom prostate). Nadalje se vrsi inkubacija sekundarnim protutijelima obiljeZenim
peroksidazom. Peroksidaza katalizira reakciju s diaminobenzidinom (DAB) koji se koristi kao

kromogen $to omogucuje vizualizaciju pomocu svjetlosne mikroskopije (Farace i sur., 2011).

Razvoj novih tehnologija dovest ¢e do integriranih sustava za kombinirano obogacivanje,
detekciju i karakterizaciju CTC-a poput sustava za in vivo hvatanje CTC-a koje bi mogle
prevladati ograni¢enje malog broja CTC-a (Alix-Panabiéres i Pantel, 2021). Kombinacija
metoda koja koristi povrSinske biljege s drugim metodama moze poboljsati osjetljivost
detekcije CTC-a i odrzali integritet i bioloske karakteristike CTC-a za dodatna istrazivanja. U
Tablici 2 je prikazan sazeti pregled komercijalno dostupnih metoda za izolaciju i/ili detekciju
CTC-a.
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Tablica 2. Sazeti pregled komercijalno dostupnih metoda za izolaciju i/ili detekciju CTC-a koje

se baziraju na biljezima (preuzeto i prilagodena prema Habli i sur., (2020).

Uredaj Tehnologija vrsta Napomene
tumora
Magnetne
nanocestice

EpCAM-om
premazane
ferofluidne Metastatski Odobreno od strane FDA;
nanocestice za karcinom Upotreba protutijela; Niska

CELLSEARCH® selekciju EpCAM+ dojke, Cistoca uhvacenih CTC-g;

(Menarini Silicon stanica. Uhvacene prostate i Osjetljivost: 27 %, 32 %, 70

Biosystem) stanice se zatim metastatski %; Specifi¢nost: 89 %, 99,7
potvrduju kolorektalni %, 93 %; Najvise klinicki
imufluorescentnim karcinom potvrdena tehnologija
bojenjem CK 8, 18,
19.
Magnetne kuglice
premazane
kombinacijom Karcinom Analizira uzorke krvi i
AdnaTest protutijela (EpCAM,  dojke, kostane srzi; Velika
MUC-1, itd.). prostate, osjetljivost; Kontaminacija
(Adnagen) L . )

Uhvaceni CTC se jajnika i leukocitima; Granica
analiziraju pomoc¢u kolona detekcije: >2 CTC/7,5 mL

multipleks RT-PCR

genskih panela.
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Imunomagnetsko )
o Karcinom
obogacivanje CTC-a

plu¢a malih

pomocu protutijela

Prepoznaje EpCAM
negativne CTC, ali ne i CK

o stanica '
MACS sustav usmjerenih na negativne; Moze se
L o (NSCLC) o i}
(Miltenyi Biotec) povrsinske biljege ) ) kombinirati s deplecijom
o I karcinom ' '
stanica ili pomoc¢u doik leukocita pomocu anti-CD45
: OJke .
unutarstani¢nog anti- protutijela
. (HER2+)
pan CK protutijela.
Imunomagnetska ]
. B Karcinom
izolacija CTC-a . . . .
. dojke, Visoka ¢isto¢a uhvacenih
MagSweeper pomocu protutijela na ) )
_ ) prostate i CTC (gotovo 100 %); Visoka
(Hlumina) EpCAM iz _
. kolorektalni ~ propusnost (9 mL/h)
neobradenih uzoraka _
_ karcinom
krvi.
In vivo
EpCAM-om
oblozena Zica N o
) ) Detekcija CTC-a in vivo;
GILUPI postavljena Karcinom ] )
) ) ] Procesira velike volumene
CellCollector™ intravenski kod dojke ) ) _
] krvi; Invazivno; Dugotrajno
bolesnika za
prikupljanje CTC-a.
Mikrofluidni
Cip se sastoji od 320
sinusoidalnih
) ) Elektri¢ni senzor za
Modularni mikrokanala
) _ _ _ kvantifikaciju; Visoka Cistoca
sinusoidalni oblozenih Karcinom _
) _ o (> 86 %) s izvrsnom
mikrosustavi protutijelima, nakon  gusterace

(BioFluidica)

cega slijedi
fenotipska
identifikacija.

iskoristenjem; Procesira 7,5
mL/h
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Visoka specificnost

B ] Karcinom o '
Protutijela usmjerena o hvatanja iz neobradene krvi,
GEDI ) dojke i )
na HER2 i PSMA. detektira do 27 CTC/mL;
prostate o
Osjetljivost: 94 %
Mikrofluidni ¢ip s
funkcionaliziranim
OncoCEE povr§inama Visoka u¢inkovitost hvatanja
(obogacdivanjei  oblozenim Karcinom CTC-a; Moguca naliza CK+ 1
ekstrakcija mjesavinom dojke CK- CTC-a; Osjetljivost: 95
stanica) (Biocept) protutijela protiv %; Specifi¢nost: 92 %
mezenhimalnih
biljega.
Mikrofluidni ¢ip s )
) S Procesira 5 mL/h;
funkcionaliziranim o )
' Osjetljivost 80 %; Preciznost
povrSinama za . ) ]
LiquidBiopsy® . N Karcinom 75 %; Visoka Cistoca
) pozitivnu selekciju o o _ )
(Cynvenio) _ dojke i plu¢a  detektiranih stanica; Struja
CTC-auz izravnu o
omotaca smanjuje
automatsku DNA ' o
) nespecifino vezivanje
analizu.
Nanoslojevi
grafenskih oksida ) Velika uéinkovitost hvatanja;
] L Karcinom .
. funkcionalizirani s ] Procesira 1-3 mL/h ;
Cip s grafenskim dojke,

oksidom (GO)

protutijelima protiv
povrsinskih biljega
CTC-a s visokom

osjetljivoscu.

gusterace i

pluca

Relativno mali broj

znastvenih dokaza
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4.4.1. Imunofluorescentne metode detekcije i kvantifikacije

cirkuliraju¢ih tumorskih stanica

Imunofluorescentne metode baziraju se na interakciji antigena i antitijela konjugiranog s
fluorescentnom bojom koja emitira svjetlost kada je pobudena zra¢enjem odgovarajuée valne
duljine. Dijele se na direktne i indirektne imunofluorescentne metode. U direktnim
imunofluorescentnim metodama koristi se jedno obiljezeno protutijelo koje cilja antigen od
interesa. Indirektna metoda koristi primarno nekonjugirano protutijelo i sekundarno protutijelo
konjugirano fluoroforom. Vidljiva reakcija nastupa nakon vezanja sekundarnog protutijela na
primarno nekonjugirano protutijelo. U postupku se najéesce koriste protutijela na citokeratine
(CK), protutijela na CD45 i DAPI (4°,2’-diamidino-2-fenilindol dihidroklorid) boja za bojenje
jezgre kako bi se identificirale intaktne stanice. Nakon §to su CTC detektirani
imunofluorescentnom metodom, moderni sustavi mogu automatski kvantificirati broj stanica

na temelju intenziteta i lokacije fluorescentnog signala.

CellSearch® tehnologija je prva i zasada jedini klini¢ki validirana tehnologija za izolaciju,
detekciju i kvantifikaciju CTC-a od strane Agencije za hranu i lijekove Sjedinjenih Americkih
Drzava. FDA je 2004. odobrila CTC test za klinicku primjenu odnosno za prognosti¢ke svrhe
u bolesnica s metastatskim karcinomom dojke, a naknadno je odobrenje prosireno za upotrebu
u bolesnika s metastatskim karcinomom prostate (2007.) i kolorektalnim karcinomom (2008.).
Sustav CellSearch® sastoji se od poluautomatiziranog uredaja i pripadajucih komponenti.
Uzorak za CTC analizu je puna krv u volumenu od 7,5 mL. Princip tehnologije je
imunomagnetska analiza. U metodi se koriste ferofluidne nanocestice funkcionalizirane s
EpCAM protutijelima koja omoguéuju magnetsko odvajanje EpCAM-pozitivnih stanica od
ostalih komponenti krvi nakon centrifugiranja. Imunofluorescentno oznacavanje se provodi
pomocu protutijela protiv citokeratina (CK 8, 18 i 19) koji su specifi¢ni za tumorske epitelne
stanice i protutijela protiv CD45, uobi¢ajenog leukocitnog antigena. Na kraju se stani¢ne jezgre
boje s bojom DAPI. Magnetsko polje omogucuje razdvajanje stanica tako da svaka stanica
pojedinacno  prolazi  kroz  detektor  fluorescentnog signala. Sustav  odabire
EpCAM+/CK+/CD45—-/DAPI+ stanice kao potencijalne CTC kandidate. Kandidati se
prezentiraju putem softverske platforme koja zahtijeva iskusnog korisnika za interpretaciju

rezultata. Rezultati se biljeze kao broj CTC-a na 7,5 mL pune krvi. Stanice od interesa izolirane
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su zive i mogu se odrzavati u kulturi, Sto omogucuje in vitro karakterizaciju CTC subpopulacija
(Petrik i sur., 2022).

Nakon obogacivanja, CTC se mogu se detektirati i karakterizirati na temelju protoc¢ne
citometrije. Razvrstavanje stanica potpomognuto fluorescencijom (engl. fluorescence-activated
cell sorting, FACS) je specijalizirana vrsta proto¢ne citometrije. FACS omoguduje
razvrstavanje heterogene mjeSavine bioloSkih stanica u dva ili viSe spremnika, na temelju
specificnog rasprSenja svjetlosti i fluorescentnih karakteristika svake stanice. Protutijela
specifi¢na za odredeni povrSinski biljeg CTC-a se konjugiraju s fluorescentnom molekulom i
zatim dodaju u mjeSavnu stanica. Protok osigurava prolazak jedne po jedne stanice ispred
laserske zrake. Mogu se mjeriti fizicka svojstva ukljucujuci veli¢inu stanice (rasprSenost prema
naprijed) 1 unutarnja sloZenost stanice (bo¢na rasprsenost). FACS omogucuje brzo, objektivno
1 kvantitativno snimanje fluorescentnih signala iz pojedinacnih stanica kao 1 fizicko odvajanje
stanica od posebnog interesa. Ogranicenje FACS-a je koli¢ina stanica koje se mogu analizirati
buduéi da se svaka stanica mora zasebno sortirati. Vijabilnost odredenih vrsta stanica moze se

smanjiti zbog uvjeta protoka (Miller i sur., 2018).

Hendricks i sur. (2020) u svom radu su opisali NYONE® (SYNENTEC), novi
poluautomatizirani mikroskopski pristup za citolosku detekciju 1 kvantifikaciju CTC-a u
bolesnika s kolorektalnim karcinomom. Ova tehnologija ima potencijal lako ponovljive,
robusne i poluautomatizirane kvantifikacije CTC-a, a glavna prednost je jednostavan postupak
primjene. Mononuklearne stanice periferne krvi obogacene su centrifugiranjem s gradijentom
gustoce Uz Ficoll® ili BD Vacutainer® CPT™ (epruveta za pripremu stanica s natrijevim
heparinom namijenjena za prikupljanje pune krvi i odvajanje mononuklearnih stanica). Nakon
uzorkovanja krvi, uzorci se obraduju 1 fiksiraju kako bi se sprijecio znacajan gubitak CTC-a,
nakon Cega se uzorci mogu pohraniti do Cetiri dana. Za imunofluorescentno bojenje
upotrijebljena su protutijela anti-pan-CK, anti-HERZ2, anti-EGFR i anti-EpCAM konjugirana s
crvenom bojom Alexa647, specifitna za detekciju CTC-a epitelnih tumora, posebno
kolorektalnog karcinoma. Za bojenje jezgre koristi se DAPI boja, a za identifikaciju leukocita
koriStena su anti-CD45 protutijela konjugirana s zelenom bojom Alexa488. Sustav za snimanje
stanica, NYONE®, potom automatski analizira slike i identificira mogu¢e CTC. Ove stanice su
zatim prikazane istrazivacu u slikovnim datotekama, omogucujuéi rucnu procjenu rezultata.
Rucna procjena je i dalje potrebna kako bi se dodatno potvrdila tocnost kvantifikacije, uz
moguénost pregleda morfologije stanica, §to moze pruziti vrijedne informacije za dodatnu

analizu (Hendricks i sur., 2021; Hendricks i sur., 2020).
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TelomeScan je napredna metoda za detekciju cirkuliraju¢ih tumorski stanica koja Kkoristi
adenovirusni vektor specifican za tumorske stanice. Ovaj vektor prenosi gen za zeleni
fluorescentni protein (engl. green fluorescent protein, GFP) koji se aktivira samo u stanicama
gdje je aktiviran promotor za hTERT (reverzna transkriptaza telomeraze), Kkataliticku
podjedinicu enzima telomeraze. Telomeraza je specifi¢na za tumorske stanice, §to omogucuje
selektivnu replikaciju virusa u tim stanicama. Kada virus ude u tumorsku stanicu, GFP se
izrazava 1 stanica pocinje emitirati zeleni fluorescentni signal, §to omogucava jednostavnu
vizualizaciju pod fluorescentnim mikroskopom. Ovaj sustav omogucuje visoko specificnu
detekciju i pracenje vijabilnih CTC-a. Jedna od klju¢nih prednosti TelomeScan metode je njena
potencijalna efikasnost u detekciji CTC-a koje su prosle kroz epitelno-mezenhimalnu tranziciju.
Ovaj sustav omogucava detekciju CTC-a neovisno o ekspresiji EpCAM-a, jer se temelji na

adenovirusu koji selektivno inficira tumorske stanice (Ju i sur., 2022; Togo i sur., 2017).
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4.5. Klini¢ka znacajnost cirkuliraju¢ih tumorskih stanica

Zlo¢udne bolesti predstavljaju javnozdravstveni problem diljem svijeta te su drugi vodec¢i uzrok
smrti u svijetu nakon kardiovaskularnih bolesti. Prema procjenama Medunarodne agencije za
istrazivanje raka (engl. International Agency for Research on Cancer, IARC) u 2022. godini u
svijetu je registrirano 20,0 milijuna novih sluc¢ajeva raka i 9,7 milijuna umrlih od raka. Predvida

se viSe od 35 milijuna novih slucajeva raka u 2050., §to je povecanje od 75% u odnosu na 2022.

godinu (https://www.who.int/). U Hrvatskoj je prema posljednim podacima Registra za rak,

broj potvrdenih novih slucajeva raka u 2021. godini iznosio 24,834 (https://www.hzjz.hr/).

Unato¢ povecanju incidencije, rana detekcija i napredak u lijecenju su posljednjih godina
smanjili stopu smrtnosti od zlocudnih bolesti. Uspjesnost izljeCenja najvise usporavaju
metastaze koje su jo§ uvijek nedovoljno objasnjenje te je njihovo otkrivanje ¢esto prekasno.
Smatra se da su metastaze odgovorne za 80 do 90 % smrti od raka (Hu i sur., 2021). Potrebno
je spoznavanje mehanizama metastaziranja za poboljsanje dijagnostickih mogucénosti i razvitak
novih terapijskih opcija. Tekuca biopsija i analiza cirkuliraju¢ih tumorskih stanica prepoznate
su od strane globalne onkoloske istrazivacke zajednice kao podrucje s velikim potencijalom.
Glavni ciljevi detekcije, kvantifikacije i karakterizacije CTC-a su rana dijagnoza, prognoza

bolesti, pracenje terapije, otkrivanje terapijske rezistencije te pronalazak novih terapijskih meta.

Jedan od glavnih razloga neuspjele terapije u bolesnika s metastazama je kemorezistencija.
Genomsko profiliranje CTC-a daje klinicki vrijedne informacije o mutacijskom statusu
karcinoma i njegovoj evoluciji. Na primjer, steCena mutacija u genu EGFR najceséi je uzrok
rezistencije na prvu i drugu generaciju inhibitora EGFR-a za bolesnike uznapredovalog
karcinoma plu¢a nemalih stanica (Tan i sur., 2018). Nekoliko lijekova tre¢e generacije
razvijeno je za lijeCenje takvog oblika NSCLC-a (Tan i sur., 2018). U bolesnica s karcinomom
dojke ovisnim o estrogenu, analiza CTC-a otkrila je znacajnu heterogenost koja se moze pratiti
tijekom vremena, ukljucujuci pojavu mutacija U genu za estrogenski receptor ESR1 (Mastoraki
i sur., 2018). Za uspjesnost hormonalne terapije kod tih bolesnica, vazan je i metilacijski status.
Pokazano je da je metilacija gena ESR1 snazno povezana s odgovorom na primijenjenu terapiju

odnosno utiSavanje gena ESR1 je povezano s rezistencijom na terapiju (Mastoraki i sur., 2018).

Prognosticki znacaj CTC-a je opsezno istrazivan. Opéenito se smatra da je povecani broj CTC-
a povezan s vecom vjerojatnoS¢u od metastaziranja 1 agresivnosti karcinoma §to su potvrdila
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brojna istrazivanja, pogotovo za CellSearch® tehnologiju (Lin i sur., 2021). Broj mjerljivih
CTC-a u krvi bolesnika je negativno povezan s prezivljavanjem u ranom i kasnom stadiju
bolesti (Alix-Panabiéres i Pantel, 2021). Broj CTC-a je nezavisni prediktor ukupnog
prezivljenja (engl. overall survival, OS) i razdoblja bez progresije bolesti (engl. progression-
free survival, PFS). Tako je za metastatski karcinom dojke odredena grani¢na vrijednost 5
CTC/7,5 mL periferne krvi §to bi znacilo da je broj CTC-a veci ili jednak 5 pronaden u 7,5
mililitara periferne krvi bolesnica, nezavisni prediktor za 108iji ishod bolesti, to¢nije razdoblje
bez progresije bolesti i ukupnog prezivljavanja (Cristofanilli i sur., 2005). De Bono i sur. (2008)
su napravili istrazivanje u kojem je utvrdeno da bolesnici s metastatskim karcinomom prostate
kojima je detektiran broj CTC-a ve¢i ili jednak 5 na 7,5 mililitara krvi imaju znacajno losiji
ishod bolesti. Takoder su pokazali da je za predvidanje OS-a u bolesnika nakon provedenog
lijeenja, broj CTC-a u bolji pokazatelj u odnosu na smanjenje koncentracije tumorskog biljega
PSA (prostata specifi¢ni antigen). S obzirom da CTC mogu potjecati od primarnog tumora i od
metastatskih lezija, smatra se da su kod resektabilnih tumora, CTC podrijetlom iz metastatskih
lezija i u tom slucaju imaju veliki prediktivni znacaj (Micalizzi i sur., 2017). Prognosticki znacaj
poviSenog broja CTC-a pomocu CellSearch® tehnologije pokazan je i na karcinomu pluca,
mjehura, gusterace, jajnika, tumorima glave i vrata i hepatocelularnom karcinomu (Lin i sur.,
2021). Dodatna istrazivanja, validacije te standardizacija procesa su potrebni za potpunu
uporabu metoda za analizu CTC-a u klini¢koj praksi. S obzirom na navedene prednosti, potpuna

implementacija tekuce biopsije u klinicku praksu se sve vise smatra opravdanom.
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4.5.1. Klini¢ka vaznost cirkuliraju¢ih tumorskih stanica u dijagnostici

kolorektalnog karcinoma

U svijetu je kolorektalni karcinom (KRK) jedan od najc¢es$¢e dijagnosticiranih karcinoma te je
vodeci uzrok smrti od raka, iza raka dojke 1 plu¢a. Prema podacima Hrvatskog zavoda za javno
zdravstvo objavljenim 11. ozujka 2022., KRK je druga najucestalija zlocudna bolest u
Hrvatskoj u oba spola. 2007. godine usvojen je Nacionalni program ranog otkrivanja karcinoma
debelog crijeva. Svake dvije godine pisanim putem se pozivaju sve Zene i muskarci u dobi od

50. do navrSene 74. godine da naprave test na nevidljivu krv u stolici (https://www.hzjz.hr/).

Rutinski probir KRK-a savjetuje se osobama s prosje¢nim rizikom jer je to Cesta zlocudna
bolest, koju je moguce sprijeciti te izlijeciti ukoliko se otkrije na vrijeme. Probir se sastoji od
testiranja uzorka stolice na okultno krvarenje (tragovi krvi u stolici koji se ne mogu vidjeti
golim okom). Osobe s pozitivnim nalazom upucuju se na probirnu kolonoskopiju. KRK je ¢esci
U osoba starije Zivotne dobi, medutim skoro petina oboljelih je mlada od 60 godina (Petrik i
sur., 2022). Trend mortaliteta je stabilan u posljednjih 10 godina, no pojavnost kolorektalnog
karcinoma je u porastu, oko 1% godis$nje u posljednjih 20 godina. Smrtnost od KRK-a ¢esto je
posljedica metastaza koje su zahvatile druge organe i njihovu funkciju. CTC pruzaju dodatne
prognosti¢ke informacije uz radioloske i endoskopske slikovne tehnike i uobicajeno koriStene
serumske tumorske biljege poput CEA i CA19-9 (Verbanac i sur., 2021). Broj CTC-a prije i
tijekom lije¢enja neovisni je prediktor PFS-a i OS-a u bolesnika s metastatskim kolorektalnim
karcinomom. Uloga broja CTC-a u prognozi KRK-a istrazivana je u prospektivnoj studiji na
149 bolesnika s KRK-om koji su bili podvrgnuti kirurS$koj intervenciji. Zabiljezeno je da
koli¢ina CTC-a znacajno korelira sa stadijem (Raza i sur., 2022). Velik broj CTC-a korelirao je
s visokom stopom recidiva tumora i losijom prognozom (Raza i sur., 2022). Bolesnici s brojem
CTC-a ve¢im ili jednakim od 3/7,5 mL imaju znatno losiji OS (Raza i sur., 2022; Cohen i sur.,
2008). Prisustvo CTC-a nakon operacije moze ukazivati na postojanje mikrometastaza koje
nisu uklonjene tijekom zahvata, §to povecava rizik od recidiva. Na taj nacin, analiza CTC-a
moze pomoc¢i u odlu¢ivanju o potrebi za dodatnom (adjuvantnom) terapijom, ¢ak i kod
bolesnika kojima su svi vidljivi tumori uklonjeni. Genomska analiza CTC-a moze otkriti
specificne mutacije koje su vazne za odabir ciljanih terapija, poput mutacija u genima KRAS,

NRAS, i BRAF (Verbanac i sur., 2021). Pored toga, fenotipska analiza CTC-a moze otkriti
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prisutnost specifiénih proteinskih biljega koji mogu ukazivati na agresivnost tumora ili

potencijalnu rezistenciju na terapiju (Lawrence i sur., 2023).
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5. ZAKLJUCCI

Tekuca biopsija omoguéava minimalno invazivno prac¢enje karcinoma u bolesnika analizom
bioloskih uzoraka poput periferne krvi, iz koje se analiziraju cirkuliraju¢e tumorske stanice,
DNA, RNA i egzosomi. Takvim pristupom je olaks$an uvid u molekulska dogadanja u tumorima

te pracenje bolesnika i prilagodba onkoloskih odluka.

CTC su vazan biomarker jer mogu pruziti informacije o minimalnoj rezidualnoj bolesti, 0
metastatskom potencijalu tumora te za odabir ciljane terapije. Uz to omogucuju pracenje

odgovora na terapiju u stvarnom vremenu te prognozu bolesti.

Biopsija tkiva neizostavna je metoda u dijagnostici solidnih tumora i odredivanju specifi¢nog
tipa tumora. Dobivanje uzorka tkiva za analizu zahtjeva postupke koji su invazivni, neugodni i

bolni za pacijenta s odredenim rizikom od komplikacija.

Uzorak tkiva dobiven biopsijom ¢esto ne odrazava u dovoljnoj mjeri heterogenost tumora i
njegovu klonsku evoluciju. Tumorske stanice dobivene teku¢om biopsijom pokazuju gensku i
fenotipsku raznolikost, odrazavaju¢i heterogenost unutar primarnog tumora u stvarnom
vremenu. Nalaze tekuce biopsije treba kombinirati 1 evaluirati s nalazima histoloske analize

tkiva prije konac¢ne validacije kako bi se osigurala to¢nost i pouzdanost dijagnoze.

Cilj tehnologija za analizu CTC-a je izolirati CTC iz krvi sa $§to ve¢im prinosom i potom
detektirati CTC metodom koja moze razlikovati tumorske stanice od normalnih krvnih stanica

na razini jedne stanice.

CellSearch® je tehnologija s najviSe klinickih dokaza za izolaciju, detekciju 1 kvantifikaciju
CTC-a. FDA je 2004. odobrila CTC test za prognosticke svrhe u bolesnica s metastatskim
karcinomom dojke, a naknadno je odobrenje prosireno za upotrebu u bolesnika s metastatskim

karcinomom prostate (2007.) i kolorektalnim karcinomom (2008.).

Glavni nedostatak CellSearch® tehnologije jest ovisnost o ekspresiji povrsinskog proteina
EpCAM-a na CTC. CellSearch® tehnologija nije u mogu¢nosti uhvatiti CTC koje su poprimile

mezenhimalna obiljezja nakon EMT-a.
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Metode koje se baziraju na fizickim karakteristikama stanica, poput veli¢ine 1 deformabilnosti
stanica, stjeCu sve vec¢u popularnost zbog jednostavnosti primjene, neovisnosti o biljezima,
prihvatljive cijene, sire primjene te u konacnici pokazuju veliku iskoristivost u usporedbi sa

CellSearch® tehnologijom.

ScreenCell® je tehnologija koja izolira CTC prema njihovoj veli¢ini u usporedbi s krvnim
stanicama pomoc¢u porozne membrane. ScreenCell® je brza, jednostavna, neovisna o

antigenima, ekonomicna i u¢inkovita tehnologija.

TelomeScan je napredna metoda za detekciju cirkuliraju¢ih tumorskih stanica koja koristi
adenovirusni vektor za gen za zeleni fluorescentni protein (GFP) koji se aktivira samo u
tumorskim stanicama. Ovaj sustav omogucuje visoko specifi¢nu detekciju i pracenje vijabilnih
CTC-a

Detekcija vijabilnih CTC-a je velika prednost u metodama zbog toga $to samo vijabilne stanice
imaju sposobnost metastaziranja. TelomeScan, EPISPOT, CTC-chip, CellSearch® i ApoSream

su neke od metoda koje najve¢im dijelom hvataju vijabilne stanice.

Za prosirenje klinicke primjene CTC-a potrebna je dodatna validacija metoda te standardizacija

ukupnog laboratorijskog procesa.
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6. POPIS KRATICA, OZNAKA | SIMBOLA

CA fibroblasti — s rakom povezani fibroblasti (engl. cancer-associated fibroblasts)
CEC — cirkuliraju¢e endotelne stanice (engl. circulating endothelial cells)

cfDNA — cirkulirajuca slobodna DNA (engl. cell-free DNA)

CK — citokeratin (engl. cytokeratin)

CTC — cirkuliraju¢e tumorske stanice (engl. circulating tumor cells)

CtDNA — cikuliraju¢a tumorska DNA (engl. circulating tumor DNA)

DAPI — 4°,2’-diamidino-2-fenilindol dihidroklorid

DEP — dielektroforeza (engl. dielectrophoresis)

DNA — deoksiribonukleinska kiselina (engl. deoxyribonucleic acid)

DTC — diseminirane tumorske stanice (engl. disseminated tumor cells)

EGFR — receptor epidermalnog faktora rasta (engl. epidermal growth factor)

EMT — epitelno-mezenhimalna tranzicija (engl. epithelial-mesenchymal transition)
EpCAM — (engl. epithelial cell adhesion molecule)

EPISPOT — (engl. epithelial immunospot)

FACS - razvrstavanje stanica potpomognuto fluorescencijom (engl. fluorescence-activated cell

sorting)

FDA — Agencija za hranu i lijekove Sjedinjenih Americkih Drzava (engl. U.S Food and Drug

Administration)
GFP — zeleni fluorescentni protein (engl. green fluorescent protein)
HER2 - receptor humanog epidermalnog faktora rasta 2

ISET — izolacija cirkuliraju¢ih tumorskih stanica prema veli¢ini (engl. isolation by size of tumor

cells)
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MET — mezenhimalno-epitelna tranzicija

MRD — minimalna ostatna bolest (engl. minimal residual disease)

NGS — sekvenciranje sljedece generacije (engl. next-generation sequencing)
NSCLC — karcinom plu¢a nemalih stanica (engl. non-small cell lung cancer)
OS — ukupno prezivljenje (engl. overall survival)

PCR — lan¢ana reakcija polimeraze (engl. polymerase chain reaction)

PFS — razdoblje bez progresije bolesti (engl. progression-free survival)
RNA — ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid)

TEP — tumorom educirani trombociti (engl. tumor-educated platelets)
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8. SAZETAK/SUMMARY

8.1. Sazetak

Opseg istrazivanja koje obuhvaca cirkuliraju¢e tumorske stanice (CTC) i tehnologije za njihovo
otkrivanje, izolaciju i karakterizaciju, eksponencijalno raste ve¢ niz godina. CTC su stanice
koje se odvajaju od primarnog tumora i ulaze u krvotok te imaju sposobnost stvaranja metastaza
na udaljenim mjestima u tijelu bolesnika. Glavni ciljevi istrazivanja CTC-a ukljucuju: (1)
otkrivanje procesa metastaziranja u ranoj fazi; (2) prediktivni znacaj; (3) stratifikaciju
onkoloskih bolesnika; (4) prognosti¢ki znacaj; (5) razumijevanje biologije tumora i
mehanizama rezistencije na terapiju. Cilj ovog diplomskog rada je pruziti uvid u trenutne
spoznaje o biologiji CTC-a te opisati istrazivane metode za detekciju i kvantifikaciju CTC-a u
bolesnika s karcinomom, s osvrtom na potencijalne primjene ovakvog pristupa u klini¢koj
praksi. CellSearch® tehnologija je zlatni standard za detekciju i kvantifikaciju CTC-a u
bolesnika s karcinomom dojke, prostate i kolorektalnim karcinomom. Ova tehnologija je za
sada jedina klinicki validirana od strane Agencije za hranu i lijekove Sjedinjenih Americkih
Drzava. Princip CellSearch® tehnologije su magnetske kuglice oblozene antitijelima koja
prepoznaju povrsinski biljeg EpCAM. Ogranicenje ove tehnologije je nedovoljna osjetljivost
za detekciju tumorskih stanica koje ne izrazavaju biljeg EpCAM. Zbog toga su razvijene nove
tehnologije koje koriste razlicite pristupe, kao §to su mikrofluidni uredaji, ¢ipovi za hvatanje
CTC-a, uredaji za in vivo hvatanje CTC-a, proto¢na citometrija i dr. Metode koje se baziraju na
fizickim karakteristikama stanica, poput veli¢ine i deformabilnosti stanica, stjeu sve veéu
popularnost jer omogucuju Siru primjenu i pokazuju veliku iskoristivost u usporedbi sa
CellSearch® tehnologijom. Dodatna istrazivanja, validacija te standardizacija procesa su

potrebni za potpunu implementaciju metoda za analizu CTC-a u klini¢koj praksi.
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8.2. Summary

The field of research involving circulating tumor cells (CTCs) and technologies for their
detection, isolation, and characterization has been growing exponentially for years. CTCs are
cells that detach from the primary tumor, enter the bloodstream, and have the ability to form
metastases at distant sites in the patient's body. The main objectives of CTC research include:
(1) early detection of metastasis; (2) predictive significance; (3) stratification of oncology
patients; (4) prognostic significance; (5) understanding tumor biology and mechanisms of
therapy resistance. The aim of this master thesis is to provide insight into current knowledge
about CTC biology and to describe researched methods for the detection and quantification of
CTCs in cancer patients, with a focus on the potential applications of this approach in clinical
practice. The CellSearch® technology is the gold standard for the detection and quantification
of CTCs in patients with breast, prostate, and colorectal cancer. This technology is currently
the only one approved by the U.S. Food and Drug Administration. The principle of CellSearch®
technology is based on magnetic beads coated with antibodies that recognize the EpCAM
surface marker. However, a limitation of this technology is its low sensitivity in detecting tumor
cells that lack EpCAM expression. As a result, new technologies have been developed that
utilize various approaches, such as microfluidic devices, CTC-capture chips, in vivo CTC-
capture devices, flow cytometry, and more. Methods based on the physical characteristics of
cells, such as size and deformability, are gaining popularity as they allow broader application
and demonstrate greater efficiency compared to CellSearch® technology. Further research,
validation, and process of standardization are required for the full implementation of methods

for CTC analysis in clinical practice.
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