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ИЗВОД

Течна� биопсија� се� протеклих� година� испитивала�
као� алтернатива� инвазивној� биопсији� ткива,� а� за� ком-
плементарна� испитивања� карцинома� већ� полако� про-
налази� место� у� рутинској� клиничкој� примени.� Течном�
биопсијом� се� из� телесних� течности,� као� што� су� крв,�
урин,� пљувачка,� плеурални� излив� и� церебро-спинална�
течност,� изолују� биомаркери�попут� циркулишућих� ту-
морских�ћелија,�циркулишућих�слободних�нуклеинских�
киселина�или�екстрацелуларних�везикула,�након�чега�се�
анализира�њихов�генетички�или�протеински�садржај.�На�
релативно�лак�и�једноставан�начин,�са�могућношћу�ви-
шеструког� узорковања,� могуће� је� добити� информације�
у� вези�порекла,� састава�и�механизама� еволуције� тумо-
ра.�Континуалним�унапређивањем�метода�за�детекцију�
и� анализу� биомаркера�из� течне�биопсије�омогућена�су�
интензивна� научна� истраживања� о� примени� течне� би-
опсије�у� праћењу� еволуције� тумора� у� свим� стадијуми-
ма� болести� и� у� току� терапије.� Обећавајући� резултати�
указују� на� будућу� примену� у� клиничкој� онколошкој�
пракси�за�рану�детекцију�болести�и�релапса,�дијагнозу�и�
прогнозу,�детекцију�потенцијалних�терапеутских�мета�и�
механизама�резистенције�на�терапију.�У�овом�раду�опи-
сани�су�најбоље�истражени�аналити�течне�биопсије,�као�
и�неки�од�најважнијих�резултата�истраживања�о�њихо-
вој�клиничкој�примени�у�области�онкологије�у�свету�и�
у�Србији.

Кључне� речи:� биомаркер,� екстрацелуларне�
везикуле,�течна� биопсија,� циркулишућа� слободна�ДНК,�
циркулишуће�туморске�ћелије

УВОД

Карцином� представља� малигно� обољење� које� ка-
рактерише�неконтролисано� дељење� измењених� ћелија.�
Према�стопи�смртности�коју�узрокује,�налази�се�на�дру-

гом� месту� у� свету,� након� обољења� кардиоваскуларног�
система�(Malvezzi�еt�al.,�2017).�Због�високе�инциденције�
обољевања,�као�и�стопе�смртности,�интензивно�се�ради�
на�разјашњавању�механизама�настајања�и�развоја�боле-
сти,� у� сврху� унапређивања� програма� превенције,� ране�
детекције�и�ефикасности�терапијских�приступа.�Анализа�
молекуларног�профила�карцинома�има�изузетан�значај�у�
успостављању�прецизне�дијагнозе�и�прогнозе�болести,�
као� и� у� одабиру� одговарајућег� терапијског� приступа.�
Тренутни�златни�стандард�у�анализи�молекуларног�про-
фила�карцинома�је�биопсија�ткива.�Биопсија�ткива,�од-
носно� хируршко� узимање� чврстог� узорка� тумора,� има�
неколико�мана:�инвазивна� је�и�скупа,�често�и�болна� за�
пацијента,�понекад�ризична,�могуће�су��и�компликaције�
услед�неприступачне�локације�тумора�(Marrugo-Ramírez�
еt� al.,� 2018).�Такође,� због� хетерогености� тумора,� као�и�
слабијег� квалитета� или� недовољне� количине� узорка,�
информације�које�се�добијају�могу�бити�некомплетне,�а�
неопходно� је�и�континуално�праћење�промена� у� тумо-
ру� услед� селективног� деловања� терапије� и� временске�
промене� тумора.� Вишеструке� биопсије� ткива� у� току� и�
након� лечења� су� често� немогуће� и� некомфорне� за� па-
цијента.�Течна�биопсија�је�све�чешћи,�алтернативни�из-
вор�узорка�тумора,�а�огледа�се�у�анализи�циркулишућих�
биомаркера� изолованих� из� телесних� течности:� крви,�
урина,�пљувачке,�плеуралног�излива�и�церебро-спинал-
не�течности�(Lone�еt�al.,�2022).�Течна�биопсија�је�мање�
инвазивна,� јефтинија� и� могуће� је� чешће�узорковање,� а�
студије�су�указале�на�могуће�примене�у�клиничкој�прак-
си�(Слика�1).�Анализом�биомаркера�пореклом�из�тумора,�
који� се� изолују� из� узорака� течне� биопсије� различитим�
техникама,�омогућено�је�праћење�одговора�на�терапију,�
резистентности�тумора�на�исту�и�прогнозе�лечења.�Де-
таљнијим�испитивањима�биомаркера�као�важних�актера�
у� многим� процесима� везаним� за� малигне� ћелије� може�
се�доћи�до�додатних�разјашњења�еволуције�карцинома�
и�унапређења�опција�персонализоване�терапије,� те�по-
бољшања�исхода�лечења�(Soda�еt�al.,�2022).
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Слика�1.�Разлика�између�биопсије�ткива�и�течне��
биопсије�(Модификовано�према�Qi еt al., 2018)

Најчешће� анализирани� циркулишући� биомарке-
ри� су� циркулишуће� туморске� ћелије� (енгл.� circulat-
ing� tumor� cells� –� CTC),� циркулишућа� слободна� ДНК�
(дезоксирибонуклеинска�киселина)�(енгл.�cell-free�DNA�
–� cfDNA)� и� екстрацелуларне� везикуле� (енгл.� extracel-
lular� vesicules� –�EV).� Ови� биомаркери� се� ослобађају� у�
систем�за�циркулацију�из�некротичних�и�апоптотичних�
примарних�или�метастатских�туморских�ћелија,�а�неки�
од�њих�су�укључени�у�механизме�који�омогућавају�даље�
метастазирање� тумора� у� околне� или� удаљене� органе.�
Управо�због�дијапазона�информација�које�је�могуће�до-
бити� анализом� циркулишућих� биомаркера� (мутације,�
информације� о� протеому,� транскриптому,� липодому,�
метаболому�или�фрагментому�који�су�у�вези�са�малиг-
ном�болешћу,�затим�броју�измењених�копија�(енгл.�copy�
number� alterations� –� CNA)� кључних� гена,� епигенетич-
ким�варијацијама�и�слично�(Lone�еt�al.,�2022))�у�току�су�
бројна�испитивања�која�би�побољшала�рано�откривање�
болести,�дијагностику,�праћење�тока�лечења�и�детекцију�
релапса�(Marrugo-Ramírez�еt�al.,�2018).�Иако�се�испитује�
применљивост� додатних� потенцијалних� биомаркера�
(Marrugo-Ramírez�еt�al.,�2018),�у�оквиру�овог�рада�биће�
описана�три�поменута�типа�биомаркера,�уз�додатак�цир-
кулишуће� слободне� РНК� (рибонуклеинска� киселина)�
(енгл.� cell-free� RNA� –� cfRNA),� као� и� њихова� тренутна�
примењивост�у�онколошкој�дијагностици�и�научним�ис-
траживањима.

ЦИРКУЛИШУЋЕ�ТУМОРСКЕ�ЋЕЛИЈЕ

Циркулишуће� туморске� ћелије� су� ћелије� које� се�
спонтано�одвајају�од�тумора�и�системом�за�циркулацију�

доспевају�до�различитих�ткива�и�органа,�а�затим�интера-
гују�са�микрооколином.�Састоје�се�из�више�субпопула-
ција�различитих�фенотипских�и�функционалних�карак-
теристика� (Fernández-Lázaro� еt� al.,� 2020).� У� поређењу�
са� другим� крвним� елементима� као� што� су� леукоцити,�
заступљени�су�и�до�109�пута�мање,�а�појединачне�ћелије�
могу�бити�различите�величине�и�облика�у�зависности�од�
стадијума�и�врсте�тумора�(Marrugo-Ramírez�еt�al.,�2018).�
Од�леукоцита�се� разликују�по�додатним� површинским�
маркерима:�епителијалном�ћелијском�адхезионом�моле-
кулу�EpCAM�и�цитокератинима,�или�по�одсуству�CD45�
маркера,�типичног�за�леукоците�(Fernández-Lázaro�еt�al.,�
2020).�CTC�се�у�циркулацији�детектују�као�целе,�апоп-
тотичне,� ћелије� или� у� кластерима� (Fernández-Lázaro� еt�
al.,�2020),�а�такође�могу�бити�везане�за�тромбоците�или�
фибробласте� у� крви,� при� чему� су� заштићене� од� окси-
дативног�стреса�и�имунског�система�(Lone�еt�al.,�2022).�
Сматра� се� да� CTC� одвајањем� од� тумора� и� уласком� у�
циркулацију�могу�да�доведу�до�формирања�метастаза�у�
другим�органима,�у�процесу�епителијално-мезенхимал-
не� транзиције� (енгл.� epithelial�mesenchymal� transition� –�
ЕМТ)�туморских�ћелија.�ЕМТ�представља�реверзибилну�
фенотипску�трансформацију�која�омогућава�покретљи-
вост,� инвазивност,� отпорност� на� апоптозу� и� повећану�
продукцију� екстрацелуларних� протеина� (Fernández-
Lázaro�еt�al.,�2020;�Soda�еt�al.,�2022).�Различите�генетичке�
и�епигенетичке�промене�у�примарним�туморима�утичу�
на� овај� процес,� а� самим� тим� на� способност� ширења� и�
метастазирања�тумора.�Стога,�CTC�дају�информације�о�
маркерима�који�су�у�вези�са�ЕМТ,�као�и�њему�супротног�
процеса� мезенхимално-епителијалне� транзиције� (енгл.�
mesenchymal�epithelial�transition�–�МЕТ),�који�може�бити�
разлог� појаве� резистенције� на� одређене� терапије.� Због�
свега�поменутог,�CTC�могу�мењати�експресију�одређе-
них�маркера�у�току�свих�поменутих�процеса,�што�им�уп-
раво�и�омогућава�да�избегавају�ћелијску�смрт�и�даље�се�
шире�(Fernández-Lázaro�еt�al.,�2020).�

Изолација�CTC

Технике�које�се�користе�за�изолацију�и�обогаћивање�
CTC�из�узорака�течне�биопсије�заснивају�се�на�њиховим�
специфичним�физичким�и�биохемијским�карактеристи-
кама:�величини,�могућности�деформације,�густини,�или�
одређеним�маркерима�на�површини�од�којих�је�најчешћи�
поменути�EpCAM�(Soda�еt�al.,�2022).

Најчешћа� метода� за� изолацију� CTC� се� заснива� на�
принципу� раздвајања� ћелија� коришћењем� обележе-
них�антитела�у�магнетном�пољу.�Две�врсте�антитела�се��
користе� за� раздвајање:� једни� се� везују� за� маркере��
на� CTC,� углавном� EpCAM,� а� други� везују� маркер�
CD45� и� на� тај� начин� се� уклањају� ометајући� и��
много� заступљенији� леукоцити.� CellSearch®� сис-
тем� (https://www.cellsearchctc.com/)� је� систем� који� је�
одобрила� Америчка� управа� за� храну� и� лекове� (енгл.�
U.S.� Food� and� Drug� Administration� –� FDA)� за� изола-
цију�засновану�на�овом�принципу,�а�за�запремину�пуне�
крви�од�7,5�mL�показује�специфичност�>�99�%�и�селек-
тивност�од�97�%�(Fernández-Lázaro�et�al.,�2020).�FDA�је�
најпре�одобрио�CellSearch®�систем�за�предикцију�исхода��
болести� код� пацијената� са� метастатским� карциномом�
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дојке�2004.�године,�а�до�2008.�године�и�за�праћење�па-
цијената�са�карциномом�колоректума�и�панкреса�(Millner�
et�al.,�2013).�Треба�имати�на�уму�да�овај�приступ�не�може�
да�детектује�ћелије�које�пролазе�кроз�ЕМТ,�када�долази�
до�губитка�маркера�(Fernández-Lázaro�et�al.,�2020).�

Микрофлуидни� уређаји� добијају� на� популарности�
због� једноставности� производње� и� потребне� мање� ко-
личине�реагенаса.�На�имуноафинитетном�принципу�раз-
вијен�је�и�први�CTC�чип�(енгл.�CTC�chip)�(Nagrath�еt�al.,�
2007),�ХБ�чип�(енгл.�HB�chip�-��Herringbone��chip)�(Stott�
et�al.,�2010),�Ефезиа� (енгл.�Ephesia)�CTC�чип�(Saliba� et�
al.,� 2010)�и� други� (Soda� et� al.,� 2022).� Још� једна�метода�
изолације�ћелија�може�се�извести�помоћу�инструмента�
CellCollector®�(Gilupi,�https://gilupi.com/),�који�раздваја�и�
хвата�CTC�in�vivo,�односно�представља�катетер�обложен�
антителима�EpCAM,�који�се�ставља�и�задржава�30�мину-
та�у�вени�руке�пацијента,�што�систем�чини�више�инвазив-
ним.�Иако�се�овим�превазилази�ниска�запремина�крви,�и�
даље�је�показао�мању�специфичност�(90�%�у�студији�са�
пацијентима�оболелим�од�карцинома�плућа)�и�селектив-
ност�(52.94�%)�од�CellSearch®�система.�Поред�CellSearch®�
и� CellCollector®,� на� сличним� принципима� са� извесним�
модификацијама,�заснивају�се�и�есеји�MACS®�(Magnet-
ic� Activated� Cell� Sorting� system,� Miltenyibiotech,� https://
www.miltenyibiotec.com/US-en/)� и� AdnaTest®� (Qiagen,�
https://www.qiagen.com/us).�Комплети�који�изолују�CTC�
на�основу�морфолошких�карактеристика�су�ISET®�(енгл.�
Isolation�by�Size�of�Epithelial�Tumor�cells,�Rarecells,�https://
www.rarecells.com/iset-technology),� а� на� основу� густине�
најпознатији� је� OncoQuick®� (Greiner� Bio-One,� https://
www.gbo.com/en-int/company)� (Fernández-Lázaro� et� al.,�
2020).�Иако�су�установљене�потенцијалне�примене�CTC�
у� свим� стадијумима� болести,� потребно� је� унапредити�
поменуте� методе� изолације,� квантификације� и� детек-
ције�да�би�се,�поред�CellSearch®�система,�нашле�на�листи�
одобрених� за� клиничку� употребу� (Fernández-Lázaro� et�
al.,�2020).�Радна�група�за�циркулишуће�туморске�ћелије�
Европског�друштва�за�течну�биопсију�(https://www.uke.
de/english/departments-institutes/institutes/tumor-biology/
european-liquid-biopsy-society-elbs/working-groups/index.
html)�интензивно�се�бави�стандардизацијом�ових�метода�
да�би�се�омогућила�њихова�шира�примена�ван�истражи-
вачких�лабораторија.��

ЦИРКУЛИШУЋА�СЛОБОДНА�ДНК�И�
ЦИРКУЛИШУЋА�СЛОБОДНА�РНК

Циркулишућа� слободна� ДНК� (енгл.� cell-free��
DNA� –� cfDNA)� је� дужине� 150� –� 200� базних� парова��
(енгл.�base� pairs� –� bp)� и� дефинише� се� као� део� екстра-
целуларне�ДНК�која�није�део�субцелуларне�и�нема�њој�
сличну�молекуларну�структуру.�Пореклом�je�из�апопто-
тичних�или�некротичних�ћелија,�а�иако�тачан�механизам�
није�утврђен,�сматра�се�да�је�могуће�да�cfDNA�отпуштају�
и� здраве� ћелије.�Присутна� је�и�код� здравих�особа,� али�
је�у�знатно�већој�концентрацији�присутна�код�оболелих�
од� патолошких� процеса� као� што� су� карциноми.� Кон-
центрација� cfDNA�код� здравих�особа�у�плазми� износи�
око�30�ng/mL,�односно�у�распону�0�до�100�ng/mL,�док�се�
код�пацијената�оболелих�од�карцинома�бележи�концен-
трација�и�до�1000�ng/mL�(Marrugo-Ramírez�et�al.,�2018).�

Разлог�томе�је�неефективно�уклањање�остатака�ових�ће-
лија�из�циркулације�фагоцитима�код�патолошких�стања,�
као�што�се�иначе�дешава�код�здравих�особа�(Soda�et�al.,�
2022).�Фракција�cfDNА�која�је�отпуштена�из�туморских�
ћелија�назива�се�циркулишућа�туморска�ДНК�(енгл.�cir-
culating�tumor�DNА�-�ctDNA),�а�дефинисана�је�на�основу�
тачкастих�мутација,�метилације�и�секвенци�типичних�за�
ћелије�тумора.�Може�бити�једноланчана�или�дволанчана�
ДНК,�а�дужина�варира�у�зависности�од�порекла:�да�ли�
их�отпуштају�апоптотичне�или�некротичне�ћелије,�CTC,�
или� пак� потичу� из� екстрацелуларних� везикула� живих�
ћелија� (Marrugo-Ramírez� et� al.,� 2018).� Поред� поменуте�
ctDNA,�из�узорака�течне�биопсије�могуће�је�анализирати�
и� друге� циркулишуће� туморске� нуклеинске� киселине:�
циркулишућа� туморска� РНК,� дуге� некодирајуће� РНК�
(енгл.�long�noncoding�RNA�–�lncRNA),�микро�РНК�(енгл.�
microRNA� –� miRNA),� и� друге� (Marrugo-Ramírez� et� al.,�
2018).�

Циркулишућа�слободна�РНК�–� (енгл.�cell-free�RNA�
–� cfRNA)� је� мање� заступљена� од� cfDNA,� али�може�да�
се�детектује�у�серуму�пацијената.�Поред�некодирајућих�
РНК,�још�један�важан�део�cfRNA�је�циркулишућа�тумор-
ска�РНК�(енгл.�circulating�tumor�RNA�–�ctRNA).�CtRNA�
би�могла�да�се�користи�у�клиничкој�пракси�за�детекцију�
одређених� мутација,� али� важније� информације� може�
да�пружи�о�релативним�нивоима�експресије�одређених�
гена.�Међутим,�применљивост�анализе�ових�биомаркера�
у�течној�биопсији�је�ограничена�због�ниске�концентра-
ције,�нестабилности�и�лоше�репродуцибилности�мерења�
(Fernández-Lázaro�et�al.,�2020).

LncRNA�и�miRNA�су�две�врсте�некодирајућих�РНК,�
прве�су�дужине�преко�200�нуклеотида,�а�друге�су�краће�
од�200�нуклеотида.�Њихове�улоге�су�везане�за�интерак-
цију�са�протеинима�и�нуклеинским�киселинама,�што�ути-
че�на�генску�експресију.�LncRNA�учествује�у�регулацији�
обраде�информационе�РНК�(иРНК)�и�стабилности�исте,�
а�њена�потенцијална�улога�као�биомаркера�у�онкологији�
се�последњих�година�интензивније�испитује.�MiRNA�је�
једноланчана,�најчешће�дуга�18–25�нуклеотида,�и�учест-
вује�у�експресији�скоро�30�%�протеин-кодирајућих�гена.�
Због� промене� у� експресији� могу� наступити� различити�
биолошки�процеси�као�што�су�туморигенеза�или�прогре-
сија�болести.�Отркивене�су�неке�од�потенцијалних�дијаг-
ностичких�примена�miRNA�као�биомаркера�из�крви�који�
могу� да� помогну� разликовање�патолошких� од� здравих�
стања�(Marrugo-Ramírez�et�al.,�2018).

Изолација�и�детекција�cfDNА�

За�изолацију�cfDNA�постоје�различити�приступи,�а�
одлука� о� томе� који� је� најбољи� зависи� од� даље� приме-
не�cfDNA,�jер�преаналитичка�фаза�може�да�има�велики�
утицај�на�жељену�детекцију�и�анализу.�Када�говоримо�о�
детекцији�cfDNA�и�промена�унутар�ње,�два�су�принци-
па�коришћених�техника:�засноване�на�PCR�(енгл.�poly-
merase�chain�reaction)�методи�или�NGS�(енгл.�next�gener-
ation�sequencing)�технологијама.�

Бројне� технологије� развијене� су� на� принципу� јед-
ноставне� и� јефтине� PCR� методологије,� a� техника� ди-
гиталног� PCR� се� показала� као� корисна� за� детекцију�
мутација.� Уз� помоћ� система� микрофлуидног� чипа� и�
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дисперзије�капи�узорака,� истовремено�се�врши�вишес-
трука� амплификација� фрагмената�ДНК,� а� најпознатији�
су�BEAMing�и�ddPCR� (енгл.�droplet� digital�PCR)� (Soda�
et� al.,� 2022).� Иако� је� BEAMing� показао� моћ� детекције�
једног�мутираног�фрагмента�према�10000�немутираних,�
сматра�се�непрактичним�за�рутинску�клиничку�употребу�
(Li�et�al.,�2006).�Због�своје�високе�специфичности�и�се-
лективности,� оптималном� технологијом� за� детекцију�
специфичних� мутација� заснованој� на� PCR� реакцијама�
сматра�се�ddPCR,�чак�и�за�рану�детекцију�болести,�када�
је�концентрација�cfDNA�веома�ниска�(Junca�et�al.,�2020).

Са� друге� стране,� NGS� технологије� служе� за� пара-
лелну�анализу�милиона�кратких�секвенци�које�се�пореде�
са� неком�постојећом,� а�могу�и� да� се� склапају�de� novo,�
без�ослањања�на�референтни� геном.�Постоји�неколико�
метода� које� се� користе� за� анализирање� специфичних�
секвенци:�енгл.� tagged-amplicon�deep�sequencing� (TAm-
seq),�safe-sequencing�system�(Safe-SeqS)�и�Сancer�person-
alized�pro�ling�by�deep�sequencing�(CAPPSeq),�а�једна�од�
најчешће�коришћених�је�Ion-AmpliSeq�(Soda�et�al.,�2022).�
Поред�поменутих�техника,�користе�се�и�други�приступи�
који�подразумевају�нетаргетовано� секвенцирање�целог�
генома� или� егзома� за� добијање� информација� о� броју�
CNA� или� неспецифичних� тачкастих� мутација,� у� циљу�
детекције�промена�које�се�дешавају�у�току�или�након�те-
рапије�(Fernández-Lázaro�et�al.,�2020).�

Методе�нетаргетованог�секвенцирања� још�могу�да�
се�односе�и�на�испитивање�профила�метилације�специ-

фичног�региона�или�целог�генома�ДНК.�Методе�користе�
конверзију�бисулфитом�и�повећање�метилације�ctDNA,�
након�чега� следе�амплификације�фрагмената�неком�од�
техника� заснованим� на� PCR:� PCR� специфичан� за� ме-
тилацију� (енгл.�methylation� speci�c� PCR�–� MSP),� кван-
титативни� мултиплексни� PCR� специфичан� за� метила-
цију� (енгл.� quantitative� multiplexed� methylation-speci�c�
PCR�–�QM-PCR)�и�модификовани�PCR�–�метилација�на�
куглицама� (енгл.�methylation� on� beads� –� MOB)� (Marru-
go-Ramírez�et�al.,�2018).

ЕКСТРАЦЕЛУЛАРНЕ�ВЕЗИКУЛЕ�–�
ЕГЗОЗОМИ

Егзозоми�се�дефинишу�као�мале�везикуле�обавијене�
мембраном�које�ћелије�отпуштају�као�средство�комуни-
кације,� односно�транспорта�важних�протеина�и�нукле-
инских� киселина� (Marrugo-Ramírez� et� al.,� 2018).� Скоро�
сви� типови� ћелија� отпуштају� егзозоме,� као� подврсту�
ектрацелуларних�везикула,�у�ванћелијски�простор�(Soda�
et�al.,�2022),�а�туморске�ћелије�у�много�већој�мери.�Ова-
ко�настали�егзозоми�се�могу�детектовати�у�различитим�
телесним� течностима� (Fernández-Lázaro� et� al.,� 2020).�
Инвагинацијом�ћелијске�мембране� долази�до�стварања�
примарних� ендозомалних� везикула,� у� оквиру� којих�
се�формирају�егзозоми,� а�затим�се�ослобађају�у�ванће-
лијски�простор�(Слика�2)�(Marrugo-Ramírez�et�al.,�2018;�
Fernández-Lázaro�et�al.,�2020;�Soda�et�al.,�2022).�Пречника�

Слика�2.�Биогенеза�и�састав�екстрацелуларних�везикула.��
а)�Приказана�је�синтеза�EV�која�започиње�инвагинацијом�ћелијске�мембране,�као�и�транспорт�који�је�зависан�

или�независан�од�ендозомалног�сортирајућег�комплекса�потребног�за�транспорт�(енгл.�endosomal sorting complex 
required for transport – ESCRT).�Рани�ендозоми�преузимају�садржај�из�цитоплазме�–�РНК,�ДНК�и�протеине.�Затим�
се�мултивезикуларна�тела�са�својим�разноврсним�ћелијским�садржајем�спајају�са�ћелијском�мембраном�у�циљу�
ослобађања�ЕV.�Одређени�антигени�се�додају�на�EV�у�процесу�ослобађања�из�ћелије.�б)�На�шеми�је�приказан�
и�састав�ЕV.�За�приказане�маркере�на�површини�или�у�унутрашњости�везикула�се�испитује�применљивост�у�

карактеризацији�тумора.�(Модификовано�према�Lone�et al.,�2022)
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су� од� 40� –� 150� nm,� а� садрже� цитоскелетне,� трансмем-
бранске�и�протеине�топлотног�шока,�липиде,�ензиме�као�
што�су�GAPDH,�PGK1,�ATP-aза,�и�нуклеинске�киселине:�
иРНК,�miRNA�и�ДНК.�

Егзозоми�учествују�у� интрацелуларним�сигналним�
путевима,�утичући�на�експресију�гена�и�фенотип�ћелија�
до� којих� пристижу.� Прва� улога� егзозома� је� откривена�
1996.�године,�а�утврђено�је�да�секретовани�од�стране�Б�
лимфоцита,�егзозоми�доводе�до�специфичне�активације�
CD4+�Т�лимфоцита�(Raposo�et�al.,�1996).�Садржај�егзозо-
ма�зависи�од�ћелија�ткива�из�којих�су�секретовани,�што�
значи�да�уколико�их�секретују�туморске�ћелије,�указују�
на� стање� и� природу� тумора� (Fernández-Lázaro� et� al.,�
2020),�због�чега�би�могли�имати�улогу�у�дијагностици�и�
праћењу�болести.�Ова�област�је�тренутно�изузетно�акту-
елна�и�нова�сазнања�се�свакодневно�могу�наћи�у�научној�
литератури.�

Изолација�EV

Постоји� више� техника� изолација� екстрацелулар-
них� везикула� које� се� заснивају� на� њиховим� физичким�
карактеристикама,� од� којих� је� ултрацентрифугирање�
најпознатија� и� најчешће� коришћена,� потом� ултрафил-
трација� и� хроматографске� методе� (Lone� et� al.,� 2022).�
Друге�врсте�метода�користе�одређене�имуноафинитетне�
интеракције�за�изолацију�егзозома�у�односу�на�експре-
сионе�маркере�на�њиховим�површинама.�Пример�методе�
су�ELISA�тестови,�а�један�такав�есеј�са�микроплејтом�за�
изолацију�и�квантификацију�егзозома�из�урина,�плазме�
или� серума,�развили�су�Заровни� (Zarovni)�и� сарадници�
(Zarovni�et�al.,�2015).��Ове�методе,�иако�доста�специфич-

не�и�ефикасне,�релативно�су�скупе�и�потребна�су�њихова�
унапређења�(Soda�et�al.,�2022).�Пример�развијене�методе�
је� ExoChip,� који� су� развили� Канвар� (Kanwar)� и� сарад-
ници,� а� у� питању� је�микрофлуидни�уређај� прављен� на�
полидиметилсилоксану� (PDMS)� са� антителима� против�
CD63�(Kanwar�et�al.,�2014).�

Постоји�још�неколико�приступа�изолације�егзозома�
заснованих� на� различитим� принципима:� гел-филтра-
циона� хроматографија� –� комплети� произвођача� iZON�
(https://www.izon.com/),� и� 101Bio� (https://www.101bio.
com/);� преципитација:� ExoQuick� PLUS� (System�
Biosciences,� https://www.systembio.com/);� ултрафилтра-
ција�ExoMir™�(Bioo�ScientiÁc,�http://www.biooscientiÁc.
com)�и�други.�Упркос�свом�великом�потенцијалу�у�дијаг-
ностици� и� праћењу� развоја� малигних� болести,� приме-
на�EV�у� клиничке�сврхе� је�ограничена� због� тешкоћа�у�
ефикасности�изолације�и�добијању�недовољно�високих�
приноса�неоштећених�EV,�неопходних�за�дијагностику�
(Lone�et�al.,�2022).�

ПРИМЕНА�У�ДИЈАГНОСТИЦИ�И�
НАУЧНИМ�ИСТРАЖИВАЊИМА

Течна� биопсија� је� нашла� своје� место� у� клиничкој�
пракси,�али�је�и�даље�више�заступљена�у�научним�истра-
живањима.�На�Слици�3.�су�приказани�најчешћи�аналити�
који�се�испитују�из�узорака�течне�биопсије,�као�и�њихова�
примена,�док�ће�у�даљем�тексту�бити�описани�резулта-
ти�најважнијих�истраживања�о�применљивости�четири�
описана�биомаркера�у�будућој�клиничкој�пракси,�као�и�
већ�успостављеним�применама�у�клиничкој�онкологији.

Слика�3.�Испитивани�аналити�течне�биопсије�и�њихова�примена�у�дијагностици,�праћењу�и�лечењу�карцинома�
(Модификовано�према�Lone�et al., 2022)
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CTC� су� у� бројним� студијама� показале� свој� потен-
цијал�да� се�користе�у�праћењу�одговора�на� терапију�и�
прогнозу�при�раној�дијагнози�болести.�Након�изолације�
могућа�је�генетичка�анализа�нуклеинских�киселина�чак�
и�појединачних�ћелија,�а�као�алат�за�предикцију�могао�
би�се�користити�и�број�детектованих�ћелија�(Soda�et�al.,�
2022).� Методе�изоловања,� детекције� и� квантификације�
се�стално�унапређују�да�би�се�ови�биомаркери�могли�ко-
ристити�у�клиничком�окружењу�за�дијагностиковање�и�
праћење�различитих�врста�тумора.�ctDNA�из�течне�би-
опсије�се�испитује�у�сврху�дијагностиковања,�прогнози-
рања�и�асистенцијe�при�лечењу�канцера,�и�то�у�реалном�
времену,�због�могућности�генотипизације�којом�се�стиче�
слика�целокупног�тумора�(Fernández-Lázaro�et�al.,�2020).�
Због� својих� структурних� карактеристика� и� заступље-
ности�разних�маркера,�егзозоми�су�у�студијама�показали�
потенцијал�за�примену�у�дијагностици�и�праћењу�одго-
вора�на�терапију�у�будућности�(Lone�et�al.,�2022;�Soda�et�
al.,�2022).�

Рана�детекција�болести

Рана� детекција� малигних� болести� повећава� ус-
пешност� лечења� и� даје� бољи� исход,� јер� терапија� у�
ранијим� стадијумима� умногоме� повећава� шансу� за�
дугорочну�ремисију.�Од�поменутих�циркулишућих�био-
маркера,�врло�често�се�детектују�и�анализирају�cfDNA,�
екстрацелуларне�везикуле�и�метилација�ДНК�(Nikanjam�
et�al.,�2022).�

CancerSEEK� есеј� је� један� од� примера� успешне�
примене�анализе�cfDNA,�односно�детекције�генетичких�
варијација� као� потенцијалних� биомаркера� ране� боле-
сти.�Овај�есеј�је�био�коришћен�за�детекцију�неметастат-
ског� рака� јајника,� јетре,� желуца,� панкреаса� или� једња-
ка�анализом�cfDNA,�сензитивност�је�износила�од�69�до��
98� %,� а� специфичност� преко� 99� %.� CancerSEEK� исто-
времено�испитује�генетичке�варијације�и�8�протеинских�
маркера,�те�на�тај�начин�детектује�присуство�и�локацију�
тумора�у�раним�стадијумима�(Cohen�i�sar.�2018).�Такође�
је�показано�да�стопа�фрагментације� cfDNA�може�бити�
индикатор�присуства�болести�у�комбинацији�са�другим�
маркерима,� што� је� доказано� у� студијама� о� карциному�
плућа�(Cristiano�et�al.,�2019;�Mathios�et�al.,�2021).�

Што� се� тиче� других� циркулишућих� нуклеинских�
киселина,� развијен� је� miR-Test� за� скрининг� значајних�
циркулишућих� miRNА� из� узорака� течне� биопсије� које�
указују�на�постојање�карцинома�плућа�код�високо�ризич-
них�особа.�Детекција�се�показала�бољом�него�у�случају�
употребе�само�нискодозног�CT�(енгл.�computed�tomogra-
phy)�скенера�који�је�метода�избора�за�скрининг�карцино-
ма�плућа�(Montani�et�al.,�2015).�Дизајнирани�су�и�тестови�
за�изоловање�и�испитивање�егзозома�који�садрже�специ-
фичне�маркере,�ради�лакше�употребе�ових�биомаркера�
у� детекцији� карцинома:� ExoScreen� препознаје� маркере�
канцера�колоректума,�ExoTest�служи�за�детекцију�калве-
олина-1�и�CD63�код�меланома,�као�и�ExoQuick®�(System�
Biosciences,� https://www.systembio.com/)� за� изолацију�
miRNA,� које� би� се� користили� као� маркери� карцинома�
панкреаса�(Yoshioka�et�al.,�2014;�Jia�et�al.,�2017;�Junquei-
ra-Neto�et�al.,�2019).�Поред�тога,�Хинестроса�(Hinestrosa)�
и�сарадници�су�испитивали�маркере�изолованих�екстра-

целуларних�везикула�у�циљу�ране�детекције�карцинома�
панкреаса,�јајника�и�бешике,�а�стопе�детекције�за�први�
стадијум� износиле�су�респективно�95� %,� 74�%�и�44�%�
(Hinestrosa�et�al.,�2022).�

Лиу� (Liu)� и� сарадници� су� дошли� до� закључка� да�
је� за�циљано�испитивање�метилације� cfDNA�у� случају�
узнапредовалог� колоректалног� карцинома,� неситноће-
лијског�карцинома�плућа,�меланома�и�карцинома�дојке,�
тачност� резултата� забележена� у� 83,8�%,� специфичност�
је�била�100�%,�а�у�78,9�%�случајева�је�одређен�тип�боле-
сти�(Liu�et�al.,�2018).�Значај�у�детекцији�карцинома�има�
и� повећана� метилација� у� тумор-супресорским� генима.�
Један�од�примера�одобрених�тестова�за�рану�детекцију�
карцинома�је�скрининг�тест�за�колоректални�карцином,�
при� чему� се� детектује� абнормална� стопа� метилације�
SEPTIN9�гена�из�крви�(Lamb�&�Dhillon,�2017).�Такође�је�
развијен�дијагностички�маркер�специфичне�метилације�
у�хепатоцелуларном�карциному,�а�панел�је�показао�већу�
осетљивост�и�специфичност�од�маркера�алфа�фетопро-
теина�(Xu�et�al.,�2017).�

Дијагноза�и�прогноза�болести

Прецизна� дијагноза� болести� последично� дово-
ди� до� примене� бољег� плана� лечења,� као� и� процене�
узнапредовалости� и� ризика� поновног� појављивања� бо-
лести�који�дефинишу�адекватну�прогнозу.�

Aнализом� укупне� cfDNA� трага� се� за� ctDNA�
која� може� дати� информације� корисне� за� прецизније�
постављање� дијагнозе� болести.� Генетички� и� епигене-
тички� профил� ctDNA�из� крви� значајно� се� подудара� са�
оним�из�ткива�из�којег�потиче,�па� је�могуће�користити�
течну� биопсију� као� алтернативно� дијагностичко� сред-
ство�када�није�доступан�узорак�ткивне�биопсије�(Martins�
et� al.,� 2021).� Генотипизација� биомаркера� би� се� такође,�
могла�користити�за�дијагностику,�до�чега�би�се�дошло�
на�основу�резултата�анализа�и�испитивања�протеина�и�
нуклеинских�киселина�из�ЕV.�Бројни�примери�су�откри-
вени� анализирањем�и�испитивањем�протеина�и�нукле-
инских�киселина�из�EV.�Тако�повећана�експресија�гли-
пикана-1,� заједно� са� мутацијом�у� гену�KRAS� би� могла�
имати� улогу� у� дијагностици� тумора� панкреса� (Melo� et�
al.,�2022),�док�присуство�EV�богатих�миграционим�ин-
хибиторним�фактором�потенцијално�указује�на�метаста-
зе�на�јетри�(Costa-Silva�et�al.,�2015).�Подједнако�се�могу�
испитивати� и� одређене� miRNA:� повећана� експресија�
miR-1246,�miR-4644,�miR-3976�и�miR-4306�у�EV�добри�
су� биомаркери� за� дијагностику� карцинома� панкреаса�
(Madhavan�et�al.,�2015),�а�miR-23b-3p,�miR-10b-5p�и�miR-
21-5p�би�исто�тако�могли�бити�значајни�биомаркери�за�
неситноћелијски� карцином� плућа� (енгл.� non-small� cell�
lung�cancer�–�NSCLC)�(Q.�Liu�et�al.,�2017).�

Иначе,� сматра� се� да� ниво� ctDNA� није� довољан�
прогностички�маркер.�Са�друге�стране,�број�CTC�пре�не-
оадјувантне�терапије�или�у�време�хируршког�захвата�ди-
ректно�корелише�са�прогнозом�болести,�што�потврђује�
да� CTC� осликавају� капацитет� тумора� да� се� шири.� На�
пример,�у�студијама�о�карциному�дојке�је�показано�да�се�
одређивањем�броја�CTC�може�препознати�група�пације-
ната�која�има�висок�ризик�да�дође�до�релапса�болести.�
Ове�и�друге�бројне�студије�су�доказале�и�да�су�прогнос-
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тички�потенцијал�CTC�и�одговор�на�терапију�независни,�
односно�да�одвојене�CTC�не�морају�да�реагују�исто�као�
и� ћелије� примарног� тумора.� Да� би� се� боље�проценила�
поузданост�ових�маркера�за�прогнозирање�неопходне�су�
додатне�студије�(Alix-Panabières�&�Pantel,�2021).

Детекција�релапса�болести

Садашња� пракса� праћења� релапса� болести� након�
операције�ослања�се�на�клиничке�и�патолошке�факторе.�
С�обзиром�на�то�да�не�постоји�поуздана�метода�за�детек-
цију�минималне� резидуалне�болести� (МРД)�и� релапса,�
тренутна�препорука�је�да�већина�пацијената�прима�неки�
вид�адјувантне�терапије,�од�које�ће�релативно�мали�број�
пацијената�имати�бенефит.�Развој�нових�биомаркера�за�
детекцију�МРД�после�хируршке�интервенције�или�ради-
отерапије�значајно�би�допринео�идентификацији�група�
пацијената�са�већим�и�мањим�ризиком�од�појаве�релап-
са,� где� би� се� група�пацијената� са� повишеним� ризиком�
подвргла�даљем�терапијском�третману�или�учесталијим�
контролама,�док�би�пацијенти�са�малим�ризиком�за�ре-
лапс�били�потенцијално�поштеђени�непотребног�третма-
на,�уз�адекватно�клиничко�праћење�(Beaver�et�al.,�2014).

Обећава�чињеница�да�су�одређена�испитивања�по-
казала� да� би� CTC� и� ctDNA� могли� бити� коришћени� за�
детекцију� релапса� пре� појаве� клиничких� симптома� и�
потврде� добијене� тзв.� имиџинг� методама� медицинске�
дијагностике.�У�више�студија�показано� је�да�детекција�
cfDNA� након�радиотерапије�или�хируршког� уклањања�
тумора�може�да�укаже�на�микрометастазе�и�висок�ризик�
од�релапса,�што�би�помогло�у� одабиру�пацијената� код�
којих� би� било� пожељно� увести� и� адјувантну� терапију�
(Marrugo-Ramírez�et�al.,�2018).�

Једна�студија�је�показала�да�појава�CTC�2�до�5�годи-
на�након�примања�терапије�за�карцином�дојке�корелише�
са�високим�ризиком�релапса�болести.�Осим�тога,�вишес-
труко� периодично� анализирање� узорака,� при� чему� се�
пореди�количина�овог�маркера,�такође�би�могла�указати�
на�агресивност� тумора,� односно�присуство�минималне�
резидуалне�болести�(Chaudhuri�et�al.,�2017;�Haselmann�et�
al.,�2018).��

Истраживања�су�показала�да�се�и�иРНК�може�испи-
тивати�у� сврхе�детекције�резидуалне�болести,�односно�
да�нивои�одређене�иРНК�указују�на�резидуални�тумор�
код� плућних� неуроендокриних� тумора� (Malczewska� et�
al.,�2019),�односно�miRNA�у�узорцима�оболелих�од�хе-
патоцелуларног�карцинома�(Okajima�et�al.,�2016)�и�кар-
цинома�плућа�(Sestini�et�al.,�2015).

Поменути�подаци�указују�на�то�да�је�течна�биопсија�
корисна� у� праћењу� резидуалне� болести,� а� различитим�
анализама� циркулишућих� биомаркера� као� додатних�
средстава� уз� постојеће� технике� за� праћење� тумора� по-
већава�се�шанса�за�рану�детекцију�релапса.

Избор�циљане�терапије�и�детекција�
механизама�резистенције�

Течна� биопсија� има� велику� предност� због� једнос-
тавности�чешћег�и�прецизнијег�праћења�разних�догађаја�
који� се� дешавају� у� току� терапије.� У� наредном� тексту�
биће� описана� важна� открића,� као� и� већ� успостављене�

клиничке�праксе�анализе�течне�биопсије�у�сврху�одлу-
чивања�о�избору�терапије,�предвиђању�или�праћењу�од-
говора�на�њу,�као�и�детекције�механизама�резистенције�
који�се�појављују.

Избор�терапије�
Иако�је�актуелна�клиничка�примена�бројања�и�ана-

лизе�CTC�ограничена,�потенцијал�за�њихову�примену�је�
велики�због�мноштва�информација�које�пружају�и�раз-
личитог�порекла,�односно�субпопулација�CTC.�Доказана�
је�клиничка�употребљивост�броја�CTC�као�податка�који�
помаже�у�избору�између�хемиотерапије�и�хормонске�те-
рапије�у�случају�метастатског�карцинома�дојке�позити-
вног�на�хормонски�рецептор�(HR,�енгл.�hormone�recep-
tor)�и�негативног�на�HER2�(енгл.�receptor�tyrosine-protein�
kinase�erbB-2)�(Bidard�et�al.,�2021).�Додатно,�код�карци-
нома� простате,� пацијенти� код� којих� се� детектује� рез-
истенција�на�хормонску�терапију,�односо�формира�тзв.�
тумор�простате�резистентан�на�кастрацију,�уводе�се�ле-
кови�нове�генерације,�чије�су�мете�андрогени�рецептори.�
Међутим,�може�доћи�до�резистенције�и�на�ове� лекове,�
што� се� може� детектовати� одређивањем� ARv7� сплај-
соване� варијанте� имуноцитохемијским� одређивањем�
експресије� у� нуклеусу� CTC� ћелија� (Scher� et� al.,� 2017).�
Промене�у�ARv7�указују�на�потенцијалну�резистенцију�
на� блокаторе� андрогених� рецептора� ензалутамида� или�
абиратерона,�односно�установљено� је�да� је�бољи�одго-
вор�на�терапију�цитостатиком�таксаном�(Antonarakis�et�
al.,�2015).�У�случају�карцинома�панкреаса,�анализа�CTC�
би� могла� служити� приликом� избора� пацијената� који�
би�примали� циљану� анти-PSMA� (енгл.�prostate-speci�c�
membrane�antigen)�терапију,�односно�праћење�одговора�
на� њу.� PSMA� је� један� је� од� маркера� канцера� простате�
због� његове� високе� експресије� у� малигним� ћелијама,�
међутим,� сматра�се�да�одређени�број�метастатских�ће-
лија� карцинома� не� експримира� овај� маркер,� због� чега�
долази�до�резистенције�(Nikanjam�et�al.,�2022).

Детекција�механизама�резистенције�на�терапију�
Једна�од�најзначајнијих�примена�течне�биопсије� је�

у�праћењу�прогресије�болести�и� одговора�на� терапију.�
Редовном�анализом�и�праћењем�у�реалном�времену,�раз-
јашњавају�се�механизми�стварања�резистенције,�а�анали-
зом�ctDNA�се�откривају�мутације�у�генима�који�доводе�
до�резистенције�на�терапију�(Soda�et�al.,�2022).�Мутације�
у�ESR1�гену�указују�на�резистенцију�ER�(енгл.�estrogen�
receptor)� позитивног� карцинома� дојке� на� ендокрину�
терапију.� Откривањем� резистенције� на� време� може� се�
брже�донети�одлука�о�благовременој�промени�терапије�и�
спречавању�ширења�тумора.�На�пример,�пацијенту�може�
бити� преписана� терапија� инхибиторима� CDK4/6,� чија�
резистенција�се�детектује�појавом�мутација�у�PI3K�гену�
(O’Leary� et� al.,� 2018).�Даље,�присуство�мутација�KRAS�
се�истражује�код�пацијената�оболелих�од�колоректалног�
карцинома,�што�је�узрок�резистенције�на�EGFR�инхиби-
торе� (Bettegowda� et� al.,� 2014).� Још� један�пример� је� де-
текција�мутација�у�гену�EGFR,�које�указују�на�резистен-
цију�на� терапију� тирозин-киназним�инхибиторима� код�
пацијената�оболелих�од�NSCLC.�Детектоване�су�и�ретке�
мутације�у�ROS1�или�транслокације�у�ALК�генима,�које�
такође� омогућавају� увођење� персонализоване� терапије�
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код�оболелих�од�те�болести�(Berger�et�al.,�2018).�Даље,�
резистенција� на� трастузумаб� код� HER2� позитивног�
метастатског� канцера� желуца,� детектује� се� на� основу�
промена�у�ERBB2�гену�(Wang�et�al.,�2019).�Квантитатив-
на�анализа�мутације�BRAFV600�у�плазми,�користи�се�као�
средство�за�праћење�тока�терапије,�предикцију�одгово-
ра�и� детекцију�резистенције,�приликом�лечења�пације-
ната�оболелих�од�меланома�BRAF/MEK�инхибиторима�
(Ascierto�et�al.,�2013;�Santiago-Walker�et�al.,�2016).�

Праћење�и�предвиђање�одговора�на�
терапију�

Познато� је� да� се� у� току� терапије� одвија� еволуција�
тумора,�а�управо�је�течна�биопсија�алат�којим�би�се�по-
тенцијално� пратиле� промене� услед� терапије,� или� чак�
предвиђало�на�који�начин�ће�пацијент�одговорити�на�њу.

У� циљу� предикције� одговора� на� хормонску� тера-
пију� код� пацијената� са� ЕR� позитивним� метастатским�
карциномом� дојке,� Паолети� (Paoletti)� и� сарадници� су�
рaзвили� вишепараметарски�CTC-Endocrine� Therapy� In-
dex�(CTC-ETI)�који�користи�CellSearch®�систем,�а�поред�
бројања� користи� и� детекцију� четири� маркера� на� CTC:�
ER,�BCL2,�HER2�и�Ki-67�(Paoletti�et�al.,�2015).�Анализом�
података�овим�алатом�долази�се�до�закључака�који�по-
казују� постојање� ER-негативних� CTC� у� циркулацији,�
поред� дијагностификованог� примарног� ER-позитивног�
карцинома�дојке,�чиме�се�сматра�да�је�то�механизам�ме-
тастазирања,� односно� разлог�неуспешности�хормонске�
терапије� (Babayan� et� al.,� 2013).� У� току� су� испитивања�
клиничке�употребљивости�овог�алата.

У�случају�анализе�miRNA�код�одређивања�ефикас-
ности�терапије,�смањена�експресија�miR-125b-5p�се�по-
везује� са� бољим�одговором�на�имунотерапију� (Peng� et�
al.,�2020),�док�се�код�NSCLC�повећан�ниво�miR-146a-5p�
повезује�са�бољом�осетљивошћу�тумора�на�хемиотера-
пију�(Yuwen�et�al.,�2017),�а�повећана�експресија�miR-211-
5p�код�меланома�се�повезује�са�резистенцијом�на�BRAF�
инхибиторе�коришћене�у�лечењу�метастатског�мелано-
ма�(Lunavat�et�al.,�2017).

Имунотерапијски� приступи� се� базирају� на� актива-
цији�имунског�система,�циљањем�инхибитора�контрол-
них� тачака� (енгл.� Immune� checkpoint� inhibitors� -� ICI).�
CtDNA�и�CTC�су�испитиване�као�средство�праћења�од-
говора�на�ову�врсту�терапије.�Неке�од�студија�су�спрове-
ли�Рићути�(Ricciuti)�и�сарадници, испитивањем�промене�
нивоа� ctDNA� код� оболелих� од� NSCLC,� у� покушају� да�
предвиде�одговор�на�терапију.�Мерени�су�нивои�ctDNA�
на�почетку�и�на�контролом�прегледу,�код�пацијената�који�
су� примали� пембролизумаб� са� или� без� хемиотерапије�
базиране� на� платини/пеметрекседу.� Резултати� студија�
су�показали�да� је�пад�нивоа�ctDNA�указивао�на�много�
бољи�одговор�на�терапију,�дужи�период�без�прогресије�и�
дуже�преживљавање,�насупрот�пацијентима�код�којих�је�
забележен�пораст�овог�биомаркера�(Ricciuti�et�al.,�2021).�
Слични� резултати� су� добијени� испитивањем� везе� из-
међу�нивоа�ctDNA�и�одговором�на�терапију�антителима�
против�PD-1�(енгл.�programmed�cell�death�protein�1),�код�
пацијената�оболелих�од�метастатског�меланома� (Lee�et�
al.,�2018).�Такође,�Занг�(Zang)�и�сарадници�су�одређива-
ли�фреквенцију�варијанте�алела�код�пацијената,�пре�и�у�

току�терапије�дурвалумабом�са�или�без�тремелимумабa.�
Виши�ниво�је�корелисао�са�лошијим�опоравком�и�нижом�
стопом�преживљавања,�док�је�пад�истих�након�терапије�
указивао� на� супротно� (Zhang� et� al.,� 2020).� Ове� и� још�
неке�студије�говоре�о�корисности�динамичког�праћења�
cfDNA/ctDNA� да� се� предвиди� одговор� на� терапију� уз�
дијагностичке�имиџинг�методе.�

Одређеним�анализама�cfDNA�такође�би�било�могуће�
предвидети� одговор� на� имунотерапију.� NGS� методама�
су�мерене�TMB�(енгл.� tumor�mutational�burden)�из�узо-
рака�ткива�тумора�и�MSI-H�(енгл.�microsatellite�instabil-
ity�high),�а�то�је�вршено�и�испитивањем�ctDNA�из�крви�
(Nikanjam�et�al.,�2022).�Гандера� (Gandera)�и�сарадници�
су�установили�да�се�TMB�поклапа�у�ткивима�и�ctDNA�
из�крви�код�оболелих�од�NSCLC,�као�и�да�су�анализом�
ctDNA�могли�да�установе�који�пацијенти�би�били�погод-
ни�за�примање�PD-L1�(енг.�programmed�death-ligand�1)�
антитела�(атезолизумаба)�као�секундарне�терапије�(Gan-
dara�et�al.,�2018).

УПОТРЕБА�ТЕЧНЕ�БИОПСИЈЕ�У�
ОНКОЛОШКОЈ�ПРАКСИ�У�СРБИЈИ

У� претходном� тексту� описане� су� неке� од� најва-
жнијих� клиничких� примена� и� резултата� истраживања�
у�вези�употребе�течне�биопсије�у�онколошкој�дијагно-
стици� и�научним�испитивањима� у�свету.�У�Србији,� на�
Институту�за�онкологију�и�радиологију�Србије�(ИОРС),�
на�одељењу�за�Експерименталну�онкологију,�течна�би-
опсија�је�такође�нашла�примену�у�молекуларној�дијагно-
стици�и�научним�истраживањима.�

У� сврху� молекуларног� профилисања� тумора� нај-
чешће� се� користи� узорак� ткивне� биопсије.� У� циљу�
персонализованог� лечења� пацијената,� од� 2008.� године�
испитују�се�мутације�у�RAS�генима�у�метастатском�кар-
циному�дебелог�црева,�као�и�најчешће�мутације�у�гену�
EGFR� код�пацијената� оболелих� од�карцинома�плућа�и�
мутације�у�BRAF�гену�у�метастатском�меланому.�Такође,�
из� узорака� крви� су� анализирани� полиморфизми� неких�
гена�који�кодирају�одређене�ензиме,�што�је�коришћено�
за� предикцију� токсичности� одређених� лекова:� ензима�
CYP2D6�за�предострожност�увођењу�тамоксифена�у�те-
рапију�против�карцинома�дојке,�односно�дихидропири-
дин-дехидрогеназе�пре�терапије�5-флуороурацилом,�као�
и�метилентетрахидрофолат�редуктазе�у�лечењу�метотре-
ксатом�(Cavic�et�al.,�2016).�

Течна�биопсија�је�први�пут�уведена�2016.�године�за�
детекцију�мутација�у�гену�EGFR�из�крви�код�пацијената�
оболелих�од�карцинома�плућа�(Cavic�et�al.,�2021).�Tакође,�
на�ИОРС�се�користи�и�плеурални�излив�(ПИ)�као�узорак�
течне� биопсије.� ПИ� представља� компликацију� код� па-
цијената�са�карциномом�плућа�и�јавља�се�код�7�до�23�%�
пацијената�(Froudarakis,�2012).�Обично�се�пунктира�ради�
уклањања� симптома� отежаног� дисања.� У� већем� броју�
научних�истраживања�је�показано�да�је�ПИ�богат�извор�
циркулишућих�нуклеинских�киселина,�па�је�због�тога�и�
генетичко� тестирање� на� присуство� резистентне� EGFR�
T790M�мутације�из�cfDNA�пореклом�из�ПИ�пацијената�
уведено�као�рутинско�тестирање�само�на�ИОРС.�Пока-
зано� је�да�анализе�из�ПИ�имају� готово�подједнаку,�а�у�
неким� случајевима� и� бољу� сензитивност� детекције� те�
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мутације�у�односу�на�тестирање�из�узорака�крви�(Табела�
1)� (Vukovic� et� al.,� 2023).� Од� 2018.� године� се� на� ИОРС�
из�течне�биопсије�(узорака�крви)�врши�NGS�генетичко�
тестирање�на�присуство�наследног�неполипозног�коло-
ректалног�карцинома,�познатијег�као�Линчов�синдром,�
код� особа� оболелих� од� колоректалног� карцинома� или�
карцинома� ендометријума� у� раном� животном� добу� и/
или�особа�са�богатом�породичном�историјом�карцинома�
из�Линчовог�синдрома�(Cavic�et�al.,�2024).�

Табела� 1.� Детекција� EGFR T790M� мутације� у� упаре-
ним� узорцима� течне� биопсије� пацијената� код� коих� је�
установљена� клиничка� резистенција� на� EGFR тиро-
зин-киназне�инхибиторе�(крв�и�плеурални�излив).�(Пре-
узето�из�Vukovic�et�al.,�2023,�модификовано).
Крв� Плеурални�излив�

EGFR�T790M�
позитивни

EGFR�T790M�
негативни

EGFR T790M 
позитивни

4 0

EGFR T790M 
негативни

6 10

Значај�здравствено-економских�анализа

Иако�постоји�потенцијал�примене�и�других�дијагно-
стичких�тестова�из�течне�биопсије,�процес�укључивања�
нове�технологије�или�терапије�у�свакодневну�клиничку�
праксу� је�често�дуг�и�компликован.�Иза�сваке�интегра-
ције�нове�врсте�терапије�или�технологије,�а�након�њеног�
пуштања� на� тржиште,� стоје� економски� и� финансијски�
аспекти� који� омогућавају� правдање� њене� кориснос-
ти,� добити� друштва� и� одрживости� у� клиничком� окру-
жењу.� Због� ограничености� средстава� за� финансирање�
иновативних� технологија� или� терапија� у� здравственом�
систему,� постоје� методе� помоћу� којих� се� изводе� про-
цене� вредности,� односно� клиничке� ефикасности� и� ис-
плативости�датих�технологија�у�циљу�одабира�оне�која�
ће�бити�финансирана.�За�сваку�тзв.�процену�здравстве-
не� технологије� –� терапију,� дијагностичку� процедуру� и�
слично,�потребно�је�прикупити�информације�из�адекват-
но� дизајнираних�и� спроведених� студија� које� су� у� вези�
са�тим�технологијама.�Након�тога,�потребна�је�адекватна�
анализа�прикупљених�информација� (енгл.�Health�Tech-
nology�Assessment� -�HTA),� а� затим� и� њихово� стављање�
у�национални�контекст,�да�би�се�добиле�што�реалније,�
тачније� и� транспарентније� процене� применљивости� у�
свакој� земљи.� Стручњаци� који� учествују� у� проценама�
здравствених� технологија,� на� основу� тога� саветују� до-
носиоце� одлука� да� нове� технологије� учине� доступним�
што�већем�броју�пацијената,�уз�најмању�штету�по�друге�
процесе�и�националне�потребе�у�здравственом�систему.�
Државе�које�имају�државно�здравствено�осигурање�ос-
лањају�се�на�државне�органе�који�праве�ове�здравстве-
но-економске�процене�на�основу�којих�се�даје�препорука�
о�томе�које�интервенције�могу�да�буду�усвојене�у�наред-
ном�периоду� (Pearson�&�Rawlins,�2005;�Grusenmeyer�&�
Wong,�2007).�Важно�је�напоменути�да�постоје�различи-
ти�приступи�проценама�здравствених�технологија,�који�

различито�дефинишу�вредност�и�да�се�процене�врше,�а�
одлуке�доносе,�у�зависности�од�опредељења�здравстве-
ног�система�државе�или�неког�другог�доносиоца�одлуке�
(https://www.janssenwithme.rs/lt-sr-sp/advocacy-center/
vazne-informacije/zdravstvena-ekonomija/pristupi-proceni-
zdravstvenih-tehnologija-hta).�У�Србији,�за�увођење�нове�
здравствене�технологије,�здравствена�установа�или�про-
извођач�упућују� захтев� уз� који�се�прилаже�документа-
ција,� административна� и� здравствено-економска,� коју�
између�осталог�чине�поменути�подаци�о�делотворности�
из�клиничких�студија�и�економска�анализа�примене�нове�
технологије.�Процену�здравствене�технологије�и�давање�
мишљења� о� процени� врши� Завод� за� јавно� здравље,� а�
министар�здравља�на�основу�процене�одлучује�да�ли�ће�
захтев� за� увођење� нове� здравствене� технологије� бити�
прихваћен� или� одбијен� (https://www.zdravlje.gov.rs/
tekst/350554/pravilnik-o-blizim-uslovima-i-nacinu-vrsenja-
procene-zdravstvenih-tehnologija.php).

ПРЕДНОСТИ�И�МАНЕ�ТЕЧНЕ�
БИОПСИЈЕ

Поред�потенцијалних�и�већ�успостављених�приме-
на� течне� биопсије� у� онкологији,� постоји� велики� број�
недостатака� који� отежавају� употребу� течне� биопсије�у�
клиничкoj�пракси.�Низак�број�CTC�отежава�детекцију,�а�
ниска�концентрација�и�честа�фрагментација�cfDNA�оте-
жава�изолацију�и�анализу.�Због�немогућности�директне�
анализе,�потребна�су�додатна�пречишћавања�или�ампли-
фикације�које�захтевају�више�времена.�Проблем�такође�
представља�и�хетерогеност�узорака,�као�и�несигурност�
да�су�ћелије�свих�хетерогених�делова�тумора�обухваће-
не� (Siravegna� et� al.,� 2017).� Додатни� изазови� техничке�
природе� су� одабир� и� припрема� узорка,� а� с� тим� у� вези�
и�поређење�резултата�добијених�различитим�методама�
квантификације� (Soda� et� al.,� 2022).� Сви� ови� недостаци�
праћени�су�и�тренутно�високом�ценом�већине�постојећих�
метода,�што�отежава�примену�у�свакодневној�онколош-
кој�пракси,�нарочито�у�земљама�са�ограниченим�финан-
сијским�ресурсима.�

Ипак,�течна�биопсија�је�минимално�инвазивна,�јед-
ноставна�и�релативно�поуздана�за�детекцију�и�праћење�
болести,�а�информације�које�се�добијају�анализом�цир-
кулишућих� биомаркера� су� бројне� (Soda� et� al.,� 2022).�
У� даљем� развоју� метода� које� би� пронашле� примену� у�
клиничкој�онкологији,�потребно� је�обратити�пажњу�на�
стандардизацију�преаналитичких�и�аналитичких�метода�
и�протокола,� а� потом�и�на�начине�интерпретирања�ре-
зултата�(Hodson,�2016).�

ЗАКЉУЧАК

Течна� биопсија� је� моћно� средство� које� омогућава�
анализирање� различитих� елемената� туморског� поре-
кла�из� крви�и�других�телесних�течности,� а�даје�бројне�
и� комплементарне� информације� о� примарном� тумору�
и� метастазама.� Могућност� ажурирања� података� о� ту-
мору�сваком�следећом�течном�биопсијом�на�релативно��
лагодан�начин,�олакшава�детекцију�и�праћење�еволуције�
целокупног� тумора.� Једноставност� и� минимална� инва-
зивност�течне�биопсије�у�поређењу�са�биопсијом�ткива,�
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такође�је�допринело�интензивном�испитивању�могућих�
примена� у� клиничкој� онкологији.� Анализа� cfDNA� је�
пронашла� примену� у� праћењу� појавe� резистенције� на�
терапију,�док�употреба�EV�за�сада�остаје�предмет�науч-
них�истраживања.�За�имплементацију�течне�биопсије�у�
рутинску�клиничку�праксу,�потребна�је�оптимизација�и�
стандардизација�у�свим�деловима�процеса�анализирања�
биомаркера,�као�и�даље�испитивање�клиничке�валидно-
сти� и� корисности� у� великим� клиничким� студијама.� О�
потенцијалу�за�њихову�широку�примену�сведоче�пози-
тивни�резултати�бројних�истраживања,�који�указују�на�
то�ће�течна�биопсија�имати�своје�шире�рутинско�место�у�
клиничкој�онкологији�у�веома�блиској�будућности.�
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LIQUID�BIOPSY�APPLICATION�
IN�CANCER�DIAGNOSTICS�AND�
SCIENTIFIC�RESEARCH�

Teodora� ĆATO,� Miodrag� VUKOVIĆ,� Milena�
ČAVIĆ,�Institute�for�Oncology�and�Radiology�of�Serbia,�
Belgrade

In� recent� years,� liquid� biopsy� has� been� studied� as�
an� alternative� to� invasive� tissue� biopsy,� while� its� use� in�
complementary� analysis� of� tumor� is� slowly� Ánding� its�
way� into� the� clinical� workÂow.� A� variety� of� biomarkers�
from� di򯿿erent� liquid� biopsy� samples,� such� as� blood,�
urine,� saliva,� pleural� e򯿿usion� and� cerebrospinal� Âuid,� are�
extracted� and� analysed� for� their� molecular� characteristics.�
Some�of� those�biomarkers� include�circulating� tumor�cells,�
circulating� free� nucleic� acids� and� extracellular� vesicules.�
Liquid� biopsy� enables� obtaining� information� regarding�
tumor’s� origin,� structure� and� evolution� mehanisms,� in� a�
relatively� easy,� minimally� invasive� and� low-cost� manner.�
Modern�methods�for�detection�and�analysis�of�liquid�biopsy�
biomarkers� enabled� intensiÁed� research� and� their� use� in�
tumor�monitoring� throughout� all� stages� of�disease� as� well�
as� treatment.� Promising� results� highlight� the� future� use� in�
clinical� oncology� for� early� detection� and� disease� relapse,�
diagnosis,� prognosis,� search� for� novel� therapeutic� targets�
and� mechanisms� of� resistance� to� treatement.� This� review�
provided�an�overview�of�the�most�frequently�analysed�liquid�
biopsy�biomarkers�and�the�most�important�results�regarding�
their�global�clinical�application�and�in�Serbia.

Keywords:� biomarker,� liquid� biopsy,� circulating� free�
DNA,�extracellular�vesicules,�circulating�tumor�cells
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