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1. Sazetak

Intratumorska heterogenost

Filip Vuleti¢

Intratumorska heterogenost postala je glavna prepreka u lijeCenju zlo¢udnih
bolesti. lako je ve¢ desetlje¢ima poznato da unutar samog tumora postoje
subpopulacije tumorskih stanica koje se znacajno razlikuju, interes za ovu
problematiku sve donedavno je bio slab. Medutim, s pojavom potrebe za sve
detaljnijom analizom svojstava tumora, ponovno se javlja interes za to podrucje.
Buduci da je danas poznato da upravo intratumorska heterogenost predstavlja
jedan od glavnih razloga razvoja rezistencije tumora i razvoja sve agresivnijih
metastaza, postaje neophodno integrirati i proSiriti znanje kako bi se ta Cinjenica
dovoljno razjasnila. Svjetlo pozornosti usmjereno je na otkrivanje novih metoda
za odredivanje intratumorske heterogenosti koje bi pomogle u predvidanju
progresije, tj. invazije, metastaziranja, razvoja rezistencije na lije€enje, ponovne
pojave bolesti i u odabiru nacina lije€enja. Unato€ tome Sto postoji sve vise i
viSe dokaza o intratumorskoj heterogenosti kod razliCitih tumora, njeno
podrijetlo jo$ nije dokazano, i do danas ostaje nejasno. Zasada postoje dvije
teorije koje nastoje objasniti podrijetlo nastanka intratumorske heterogenosti:
ideja o tumorskim mati¢nim stanicama i ideja o sekundarnim mutacijama koje
oblikuju razli¢ite klonove stanica. lako prikazivane u literaturi kao uzajamno
ograniCavajuce teorije, obje igraju znacajnu ulogu u generiranju intratumorske
heterogenosti.

Kljuéne rije€i: intratumorska heterogenost, tumorske mati¢ne stanice,

cirkulirajuce tumorske stanice, cirkuliraju¢a tumorska DNA, tekuca biopsija.



2. Summary

Intratumoral heterogeneity

Filip Vuleti¢

Intratumoral heterogeneity has become the main obstacle in treatment of
malignant diseases. Although it has been known for decades, that within a
single tumor there are sub-populations of tumor cells that are significantly
different, the interest in this issue has for long been weak. However, with the
emergence of the need for a more detailed analysis of tumor properties, interest
for this area is again raising. Since it has become clear that intratumoral
heterogeneity is one of the main reasons of tumor resistance and development
of more aggressive metastases, it is essential to integrate and extend
knowledge to sufficiently elucidate this fact. New light has been shed on
significance of discovering new methods for determining intratumor
heterogeneity which should help presume cancer progression including
invasion, metastasis, drug resistance and disease relaps and according to that
administration of the right treatment. Despite the fact that there are more and
more evidence of intratumoral heterogeneity in different tumors, its origin have
not been confirmed, and are still not clear. So far there are two theories that try
to elucidate the origin of intratumor heterogeneity: the idea of ,cancer stem
cells* and the idea of ongoing mutations that form different cell clones. Although
presented in the literature as mutually restricted hhypothesis, they both play an
essential role in the generation of heterogenity.

Key words: intratumor heterogeneity, cancer stem cells, circulating tumor cells,

circulating tumor DNA, liquid biopsy.



3. Uvod

Intratumorska heterogenost zlo¢udnih tumora poznata je i prihvaéena
znanstvena Cinjenica veC viSe desetlje¢a. Rane 1978. godine, Isaiah Fidler
potvrdio je da unutar pojedinog tumora postoje subpopulacije tumorskih stanica
koje se znacCajno razlikuju (1). S vremena na vrijeme ta Cinjenica pobuduje
interes odredenog broja znanstvenika no bez sistematicnih istrazivanja i
najeSce bez jasne spoznaje o njenom prakticnom znacenju. U posljednje
vrijeme, s pojavom potrebe za sve detaljnijom analizom svojstava tumora na
razini klonalne diferencijacije, ponovno se javlja i interes za to podrudje.
Relativno rano nakon $to je analiza DNA ploidnosti upotrebljena i u vec¢im
studijama, postalo je oCito da ne izrazavaju sve stanice u tumoru isti sadrzaj
DNA. Gotovo dva desetlje¢a detaljnije analize dokazala su postojanje znacajne
intratumorske heterogenosti tumora u genetskom i molekularnom sadrzaju koja
nastaje kao rezultat napredovanja tumora i terapije citostaticima ili zraCenjem
(2). Dvije teorije proizlaze iz ovakvih rezultata — ideja o postojanju tumorskih
matiCnih stanica i ideja o sekundarnim mutacijama koje oblikuju klonove stanica
s drugacijom morfologijom (rijetko i Sturo demonstrirano), ploidnim statusom,
proliferacijskom aktivnosti, ili (imunohistokemijski dokazanom) ekspresijom
razliCitih antigena. Razvoj tih klonova potice razli€ito bioloSko ponaSanje tumora
Sto u konacnici moze dovesti do razvoja rezistencije tumora na hipoksiju,
radioterapiju, terapiju citostaticima i do razvoja klonova tumorskih stanica koje
zaobilaze mehanizme ciljane terapije. Sve donedavno (od razvoja ciljane
terapije) broj takvih studija je bio prili€no ograniCen. Njihov utjecaj, ukljuCujuci i

prijedlog da je zbog intratumorske heterogenosti potrebna detaljnija analiza iz



viSe uzoraka tumora u svrhu dobivanja klinicki znacajnih podataka za terapiju,
ostao je minimalan. Takoder, broj studija posvecen razotkrivanju prostorne
distribucije razli€itih tumorskih klonova jo$ je i manji. UnatoC Cinjenici da su
neke studije prikazale razlike u tumorskim karakteristikama izmedu razlicitin
anatomskih/mikroskopskih regija tumora, jako je malo istrazivanja ucinjeno u
tom smjeru. Znacajnost intratumorske heterogenosti, u generiranju agresivnijih
metastaza s veéom rezistencijom na terapiju u odnosu na primarni tumor,
potvrdena je s novim istrazivanjima svakodnevno. Svjetlo pozornosti usmjereno
je na otkrivanje novijih metoda za odredivanje intratumorske heterogenosti koje
bi pomogle u predvidanju progresije, tj. invazije, metastaziranja, razvoja
rezistencije na lijecenje, ponovne pojave bolesti i u odabiru nacina lijeCenja (3).
Postoje sve viSe i viSe dokaza o intratumorskoj heterogenosti kod razlicitih
tumora, ukljuCujuci kolorektalni karcinom (4), karcinom dojke (5,6), plu¢a (7),
prostate (8), jednjaka (9). Nasuprot tome, podrijetlo intatumorske heterogenosti
jos nije dokazano i do danas ostaje nejasno (6,10).

Kao $to je i ranije reCeno, dvije teorije opisuju moguée uzorke formiranja i
odrZzavanja intratumorske heterogenosti. Prva teorija predlaze da samo mala
frakcija stanica, nazvanih ,tumorske mati¢ne stanice®, ima sposobnost iniciranja
i vodenja tumorske proliferacije te sposobnost samoobnavljanja (11,12,13). Ovo
svojstvo naposljetku dovodi do tipova stanica koje ¢e generirati stvaranje
intratumorske heterogenosti. Alternativno objasnjenje za sposobnost specifi¢nih
podtipova stanica da generiraju rast i pridonose razvoju intratumorske
heterogenosti je koncept plastiCnosti tumorskih stanica. Tumorski mikrookoli$

nije jedinstven i odredene interakcije izmedu tumorskih stanica i mikrookoliSa



mogu promicati tumorsku progresiju (14). Unutar samog tumora svaka stanica
doZivljava razliku u interakcijama sa izvanstanénim matriksom, Cimbenicima
rasta, gradijentom kisika i produktima metabolizma. Navedena interakcija
doprinosi epigenetskim promjenama, ukljuujuéi i promjenama prilagodbe koje
u konacnici mogu omoguciti invaziju u stromu, ulazak u limfatiCku i krvnu struju,
te rezistenciju na lijeCenje (15). Nasuprot tome, ideja o evoluciji klonova stanica
navodi da se kao rezultat genomske nestabilnosti i proliferacije u tumoru
neprestano odvijaju nasumi¢ne mutacije. S vremenom dolazi do razdvajanja
izmedu mutacija koje idu u prilog tumorske progresije i velikog broja mutacija
koje bivaju odbaCene putem Darvinisticke selekcije. Stalne promjene u
tumorskom genomu dovode do razvoja genetski, pa ¢ak i funkcionalno, razlicitih
klonova stanica koji mogu zauzeti prostorno razli€ite podrucja unutar pojedinog
tumora. Neke od tih mutacija mogu potaknuti klonalnu ekspanziju u smjeru tzv.
evolucijski slijepe ulice, stoga neprisutne u potpuno razvijenom tumoru.
Tumorska progresija je povezana i s promjenama u tumorskom mikrookoliSu
koje vrSe selektivne sile na stanice, dovodeci do nelinearne evolucije i razvoja
znaCajne genetske heterogenosti (16). Molekularne znacCajke stanice
predstavljaju njene adaptacije na prostorno razli¢it okolis. U studiji radenoj na
karcinomu dojke, dokazana je povecana ekspresija estrogenskih receptora u
podrucjima tumora s bogatijom krvnom opskrbom i viSim razinama estrogena
(17). Tumorske stanice iz razli€itih podrucja tumora pod utjecajem su drugacijih
selektivnih sila, $to u konacnici vodi u odabir drugacijih ,setova® mutacija.
Karcinogeneza je pokrenuta s akumulacijom mutacija koje idu u prilog razvoju

invazivnijih, agresivnijih i rezistentnijih fenotipova. lako prikazane kao



medusobno ograniCavajuce, obje teorije predstavljaju osnovu razvoja

intratumorske heterogenosti.



4. Rasprava

Kao Sto je re€eno u uvodu, intratumorska heterogenost ima jaki utjecaj na
zlocudnost tumora i na razvoj terapijske rezistencije. Brojne studije dokazale su
postojanje intratumorske heterogenosti na prostornoj, morfoloskoj, genetskoj i
molekularnoj razini.

Ovdje zapoc€injemo s primjerom prostorne heterogenosti koja ima velik utjecaj
na nalaz biopsija. Navedena tumorska karakteristika dovodi u pitanje koristenje
nalaza malih, pojedinacnih biopsija kao reprezentativnih u dijagnostici i lijeCenju
tumora. Kod hepatocelularnih karcinoma, prema podacima dobivenim analizom
iz viSe podrucja tumora, nalaz jedne biopsije moguce je neadekvatan za opis
cijelog tumora (18). U studiji radenoj na nesitnostanicnom karcinomu pluca
dokazana je prostorna heterogenost u ekspresiji EGFR, $to se sumnja da
predstavlja jedan od razloga u nekonzistentnosti kod odgovora na anti-EGFR
terapiju (7,19). Postavlja se pitanje, da li je ekspresija pojedinog terapijskog
markera u nalazu biopsije reprezentativna za cijeli tumor i da li je to dovoljno za
odredivanje ciljane terapije? Danasnja klinicka praksa u dijagnozi tumora i
odredivanju terapije zasniva se prema predominantnoj subpopulaciji s ve¢om
zastupljenoSc¢u unutar tumorske populacije stanica. Medutim, subpopulacije s
manjom zastupljenoS¢u unutar tumorske populacije pokazale su se vazne za
prikaz kako ,dobro” tumor odgovara na terapiju, i moguce je da su zasluzne za
razvoj rezistencije i relapsa bolesti nakon davanja terapije (20). Problematika
prostorne heterogenosti istrazivana je i na karcinomu zeluca (21). Analizirani
su nalazi biopsije iz Sest razliCitih podrucja tumora kod 24 HERZ2-pozitivha

karcinoma grkljana. U prilog postojanja prostorne heterogenosti govori Cinjenica



da HER2-pozitivne stanice su nadene pretezno na luminalnoj povrsini tumora
(21). Medutim, potrebna su daljnja istrazivanja kako bi se dokazala klinicka
vaznost dobivenih podataka. Jedna zanimljiva studija provedena na karcinomu
grkllana dokazala je povezanost izmedu heterogenosti DNA sadrzaja i
histopatoloskih varijabli (22). Uzimanjem u obzir tri histoloSki definirana
podruCja tumora uspjeli su smanijiti utjecaj intratumorske heterogenosti na
prognostiCke faktore. Rezultati studije pokazali su da su DNA ploidnost, DNA i
proliferacijski indeks veci u centru u odnosu na rubove tumora (tranformacijske
zone i invazivhog ruba). Dokazana je povezanost indeksa DNA
transformacijske zone s veli¢inom tumora i zahvacéenosti limfnih ¢vorova.
Proliferacijski indeks transformacijske zone i centra tumora pokazao je
korelaciju s veli¢inom tumora, zavacenosti limfnih ¢vorova i histoloskim
gradusom. U prijadnjoj studiji radenoj na karcinomu grkljana pronadena je
znacajna povezanost izmedu broja organizacijskih regija po nukleusu (AgNOR)
s postotkom aneuploidije (23). KliniCki pokazatelji i postotak aneuploidije
pokazali su korelacije s prezivljenjem, Sto pridaje veliki prognosticki znacaj
DNA citometriji kod karcinoma grkljana. Prostorna heterogenost DNA sadrzaja
dokazana je i u jednoj Ameri¢koj studiji. Analizirane su 353 regije iz 18 kirurski
odstranjenih glioma (24). Rezultati su pokazali da stanice sa sli¢nim ploidnim
statusom i proliferativnim indeksom imaju tendenciju skupljanja u istoj regiji
tumora. Uz dokaz prostorne heterogenosti, ovi nalazi mogu se upotrijebiti i kao
dokaz teorije o lokalnoj klonalnoj ekspanziji tumorskih stanica kao generatoru

intratumorske heterogenosti. Zaklju¢no, stavlja se naglasak na potrebu daljnjih



istraZivanja novih metode u svrhu procjene prostorne heterogenosti i njenog
klinickog znacaja.

Nadalje, intratumorska heterogenost moze se analizirati i na morfoloskoj razini.
Jedan od jednostavnijih primjera te znacCajke zlo¢udnih tumora je karcinom
dojke. Gotovo 75% karcinoma dojke moze se klasificirati kao invazivni karcinom
bez posebnog tipa (IC NST). Ovaj tip karcinoma pokazuje Sirok raspon
morfoloskih karakteristika Sto oteZavana njegovu histoloSku klasifikaciju (25).
Jedno istrazivanje bavilo se utjecajem tih morfoloskih karakteristika karcinoma
dojke na terapijski odgovor. Rezultati su pokazali da kod karcinoma dojke,
karcinomi sa trabekularnim karakteristikama pokazuju loSiji odgovor na
kemoterapiju (26). Jedan od najceSc¢ih uzroka rezistencije na lijeCenje kod
karcinoma dojke je promijenjena, tj. povecana ekspresija MDR gena (27).
Upravo trabekularne strukture karcinoma dojke pokazuju povecanu ekspresiju
MDR gena (26). Za razliku od toga, kod karcinoma dojke koje sadrze alveolarne
strukture, povezanost strukture i odgovora na terapiju nije se uspjela dokazati.
U zaklju€nici, ove studije pokazale su da karcinomi dojke sa trabekularnim i
alveolarnim strukturama pokazuju nezadovoljavajuc¢i odgovor na kemoterapiju,
medutim, potrebna su daljnja istrazivanja za odredivanje to¢nog mehanizma
rezistencije. Fenomen koji bi mogao objasniti mehanizme rezistencije kod
karcinoma dojke sa alveolarnim strukturama zove se ,viSestani¢na rezistencija“
(multicellular resistance MCR). Za razliku od jednoslojnih struktura, viSeslojne
sferoidne strukture dijele MCR mehanizme koji su povezani s neosjetljivos¢u na

gotovo sve kemoterapeutike (28,29). Hipoksija i acidifikacija viSeslojnih



tumorskih sfera potiCu jaCu ekspresiju gena odgovornih za rezistenciju na
ciljano lijeCenje (30).

Opcenito je prinvaceno da je genetska heterogenost izmedu tumorskih stanica
rezultat evolucije, tj. slijeda ,slu¢ajnin® mutacija kao posljedica smanjene
genetske stabilnosti tumora. Velika je vjerojatnost da je barem dio tog procesa
voden fenotipskim varijacijama u odgovoru na prostornu i vremensku
heterogenost okoliSnih utjecajnih Cimbenicima. U tom pogledu, nekolicina
autora predlozila je metode koriStene u razvoju ,pejzazne ekologije“ (eng.
landscape ecology) kao alat u istraZivanju tog fenomena (Lloyd M.M. 2015).
Unato€ dobro poznatoj Cinjenici da snimke PET-CT-a pokazuju intratumorsku
heterogenost u unosu fluorodeoksiglukoze (FDG), samo nekolicina studija
pokuSala je usporediti te podatke sa morfoloskim, imunohistokemijskim i
anatomskim nalazima. Faktori koji idu u prilog intratumorskoj FDG
heterogenosti ukljuCuju nekrozu, hipoksiju, stani¢nu proliferaciju te razlike u
gusto¢i mikrovaskulature i krvne opskrbe. Rezultati jedne kohortne studije
predlozili su da je istrazivanje procesa odgovornih za heterogenost u unosu
FDG i njene distribucije u tumoru, koji tumace njihove lokalne i regionalne
razlike, djelotvornije od sadasnjih mjera koje se koriste u praksi (31). Tumorski
uzorak unosa fluorodeoksiglukoze pokazuje potencijale u pruzanju dodatnih
informacija za pracenje tumorske progresije i terapijske uspjeSnosti. Studija
izradena na 51 bolesniku s kirurski odstranjenim karcinomom jednjaka usmijerila
se na istraZzivanje povezanosti intratumorske heterogenosti u unosu FDG s
klasi€¢nim kliniCkim pokazateljima. Intratumorska heterogenost u unosu izrazena

je sa heterogenetskim faktorom (HF). Grupa s pozitivnim limfnim &vorovima



pokazala je znacajno viSi HF u odnosu na grupu s negativnim limfnim
¢vorovima. Takvi rezultati dovode nas do mogucéeg zakljucka da HF predstavlja
jedan od najjacCih prediktornih faktora kada govorimo o zahvacenosti limfnih
¢vorova (32). Takoder, intratumorska heterogenost pokazala se bitnom i u
prekanceroznim tvorbama jednjaka gdje se povecan stupanj heterogenosti
povezuje s viSim rizikom za razvoj karcinoma (33).

Za jednu od vaznih odrednica pocetnog odgovora na ciljanu terapiju prihva¢eno
je svojstvo intratumorske heterogenosti i na molekularnoj razini. Poduzeti su
veliki napori u osvjetljavanju molekularne pozadine rezistencije na lijekove koji
su otkrili niz mehanizama, primjerice refluks lijeka, ukljuCivanje alternativnih
putova prezivljavanja i stjecanje mutanata bez mjesta za vezanje lijeka (34). U
studiji radenoj na karcinomu endometrija analizirana je povezanost izmedu
intratumorske heterogenosti na razini proteina i ishoda lijeCenja (35).
,Kumulativha tumorska heterogenost odredenih proteina“ pokazala je snaznu
povezanost s pojavnosSéu metastaza i gradusom tumora, a rezultati navode i
mogucnost njenog koriStenja kao nezavisnog prediktora prezivljenja. Kod
karcinoma prostate, izrazenija heterogenost u proteinu Ki-67 je povezana s
vecom agresivnosti tumora (36). Takoder, uoceno je da heterogenost u razini
ekspresije PTEN proteina utjeCe na sveukupno preZivljenje kod bolesnika s
glioblastomom (37). Istovremena analiza veceg broja proteinskih markera
mogla bi dati potpuniju i jasniju sliku klonalne raznolikosti u populaciji tumorskih
stanica.

Odnedavno se pojavijuju dokazi koji otkrivaju i nemutacijske mehanizme

rezistencije na lijekove. Primjerice, mala populacija ,tumorskih mati¢nih stanica“



moze biti intrinzicno otpornija na ucCinke viSe kemoterapeutika u odnosu na
ostatak tumora, dijelom objasnjeno putem mehanizma pojacanog refluksa lijeka
(38). Druga istrazivanja ukljuCuju epigenetske mehanizme, pokazuju¢i da za
stjecanje rezistencije na lijekove nije uvijek potrebna stabilna genetska mutacija
(39). Zajedno, visoka genetska i epigenetska raznolikost povecava vjerojatnost
postojanja klonova otpornih na terapiju. Dokazano je da populacije stanice raka
mogu pokazati reverzibilnu toleranciju na lijeCenje. Odrzavanjem fenotipski
razli€ite subpopulacije stanica moguce je zastititi cijelu tumorsku populaciju od
potencijalno smrtonosnog djelovanja lijeka (40). Sposobnost subpopulacije s
razvijenom tolerancijom na lijeCenje da se odrzi na zZivotu €ini se da ukljuCuje
IGF1R aktivaciju (41,42). IGF signalni sustav je uklju€en u razli€itim vrstama
karcinoma kao &to su pluéa, prostata i karcinom dojke. Mitogene i
antiapopoti¢ne uloge IGF signalnog sustava izravno utjeCu na razvoj tumora
povezujuéi ga s loSijom prognozom i otpornosti na brojne terapije. Kod
metastaziraju¢eg kolorektalnog karcinoma pronadeno je da mutacija u KRAS ili
NRAS genu odreduje otpornost na ciljano lijeCenje protiv EGFR. Navedene
mutacije prisutne su u oko 60% metastaziraju¢ih kolorektalnih karcinoma
(43,44). Pacijenti s niskim sadrzajem KRAS mutacija pokazuju bolji odgovor na
EGFR ciljanu terapiju, medutim medijan bez progresije bolesti pokazuje se
slicnim (45). Takvi rezultati djelomi¢no idu u prilog dosadasnjim saznanjima koja
navode da: "prisutnost niskog udjela stanica koje nose mutaciju otpora ne moze
sprijeCiti reakciju na odredeni lijek, ali trajanje odgovora bit ée krace jer Ce
rezistentni klon se brzo proSiriti i uzrokovati ponavljanje bolesti " (46). Zanimljivo

je da i niski sadrzaj KRAS mutacija je u stanju prouzrociti rezistenciju na
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ljeCenje ciljanom terapijom. Medutim, u tim sluCajevima dodatne mutacije u
BRAF 1 PIK3CA pridonose rezistenciji na EGFR terapijske lijekove (45).
ViSestruka procjena sadrZaja mutacija mogla bi pridonijeti u shvacanju
kompleksnog fenomena rezistencije na lijeCenja i pomoéi u razvoju
personalizirane medicine.

Takoder, smatra se da je jedan od glavnih razloga neuspjeha sistemskog
ljeCenja raka nasa nesposobnost da precizno pratimo prostornu i vremensku
heterogenost tijekom evolucije tumora (47). Nade se polazu u minimalno
invazivne tekuce biopsije, izvodene u realnom vremenu i usmjerene u hvatanju i
karakteriziranju cirkulirajuéih tumorskih stanica (CTS), kao i cirkulirajuce
tumorske DNA (ctDNA). Te se metode mogu izvesti u razliCitim vremenskim
to¢kama nudeci virtualni, u ,realnom vremenu®, uvid u Klini¢ki vazne tumorske
mehanizme, kao Sto je otpor koji nastaje tijekom lijeCenja i metastaziranja.
Cirkuliraju¢e tumorske stanice identificirane su kod mnogih zlo¢udnih tumora,
ukljuCujuc¢i i karcinom kolona, dojke, prostate, Zeluca, itd. Sposobnost
cirkulirajucih tumorskih stanica u prilagodbi i opstanku u ciljnom tkivu preduvjet
je nastanka metastatske lezije (48). Njihovo izoliranje moguce je zbog razlike od
normalnih krvotvornih stanica u veli€ini, gustoci, elektr. svostvima stani¢ne
povrsine, ili ekspresije epitelno i tumorski specificnin molekula, ukljuCujudi
citokeratin, HER 2 i EpCAM. Trenutacno se veéina CTS-a detektira upotrebom
epitelnih markera, dok populacija s neepitelnim fenotipom biva neprepoznata.
Jedan od mogucih razloga za CTS koje ne izrazavaju epitelni fenotip je da su
podvrgnute epitelijalno-mezenhimalnoj tranziciji (EMT). Vjeruje se da ovakva

vrsta ,preobrazbe“ poveCava metastatski potencijal. Potrebno je osmisliti
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kompletnije tehnike njihove detekcije koje bi otkrivale sve cirkuliraju¢e tumorske
stanice. Znacaj odredivanja to¢nog broja cirkuliraju¢ih tumorskih stanica je u
njegovoj dokazanoj uskoj povezanosti s prognozom bolesti (49,50). Uz
odredivanje njihovog broja, javlja se i potreba kvalitativnog odredivanja
cirkuliraju¢ih tumorskih stanica, jer rezultati istrazivanja idu u prilog da samo
odredene populacije CTS-a imaju mogucnost iniciranja metastaza (51). VeliCina
eliminacije i promjena broja cirkulirajucih tumorskih stanica moze posluziti kao
rani signal aktivnosti terapije. S druge strane, povecano otpustanje ctDNA
neposredno nakon tretmana moze biti dokaz smrti stanica tumora, tj. dokaz
odgovora na lijeCenje. Takoder, postoji misljenje da kvantitativha analiza razine
ctDNA mozZe ukazivati na prognozu. Trenutna uporaba CTS i ctDNA u svrhu je
genotipizacije karcinom za mutacijski ciljane terapije, ukljuCujuci nesitnostanicni
karcinom pluca (EGFR i EML4-ALK), melanom (BRAF), karcinom kolona
(BRAF+EGFR), karcinoma dojke (PIK3CA) i karcinome drugih sijela (52,53). U
buducnosti, CTS i ctDNA bi mogle omoguéiti i uvesti upotrebu tekuée biopsije
za raniju dijagnozu karcinoma, detekciju relapsa/progresije tumora i dati temeljiti

uvid u heterogenost tumora.
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5. Zakljucak

Broj oboljelih od karcinoma u svijetu raste, prema procjeni svjetske zdravstvene
organizacije oCekuje se da ¢e broj porasti za 75% u slijede¢a dva desetljeca.
Najcesci uzrok smrti nije primarni tumor, ve¢ njegovo ponovno pojavljivanje kao
rezultat povecane neosijetljivosti na lijecenje (54). Kao sto je i reCeno u uvodu,
vjeruje se da je upravo intratumorska heterogenost uzrok generiranja sve vise i
viSe agresivnijih metastaza i Sirenja rezistencije na lijeCenje (2). Buduci da se
razvoj i progresija tumora proucava iz brojnih kutova koristeci brojne tehnike,
postoji velika potreba za inkorporiranjem svih tih nalaza te napraviti ih korisnima
za svakodnevnu praksu i pri odabiru odgovarajuce terapije. Stoga postoji velika
potreba za razvojem informatickih metoda koje ¢e moci analizirati ove ogromne
koliCine podataka. Dijeljenje tumora u KliniCki i bioloski znacajne podtipove
odredene po sli€nosti molekularnih profila trebao bi biti dalekosezan cil;
.informatike karcinoma“ (55). Zahvaljujuc¢i brzom razvoju molekularne analize,
danas smo u mogucnosti sekvencionirati cjelovite ljudske genome, ali i genome
karcinoma. Jedno od najnovijih i najvaznijih tehnoloskih dostignuc¢a u bioloSkim
znanostima je sekvencioniranje nove generacije (SNG). Ovaj pojam obuhvaca
tehnike koje omogucuju masovno sekvencioniranje milijjuna DNA predlozaka.
Buduci da je vrlo vazno znati koje nasljedne ili somatske mutacije poticu tumor
prema proliferaciji i invaziji, SNG bi nam trebalo donijeti novi proboj u
dijagnosticiranju i lije¢enju karcinoma (56). Kao Sto je jedna ameri¢ka studija
predvidjela, napredovanje tehnologije ¢e u konacnici zahtijevati drukdiji pristup
heterogenosti tumora, Klasifikaciji i lje€enju. Analizirali su kako novi napredak u

informatici utjeCe na lijeCenje i novu klasifikaciju kod karcinoma dojke. Kao $to
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su iznijeli, najvedi izazov ,je da se najbolje iskoriste velike koli€ine znanja koje
su se stekle uz metode manje rezolucije na tisuce slu€ajeva, kako bi se SNG
studije usmjerile prema najve¢em utjecaju na klinicko upravljanje bolesti“ (57).
Istrazivali su intra i intertumorsku heterogenost kao i cirkulirajuce tumorske
stanice i diseminirane tumorske stanice u koStanoj srzi te su prema tome
predlozili novu, integriranu klasifikaciju. Novi nacCin klasifikacije integrirao bi
klinicke i molekularne podatke na Ccetiri razine. Prvu razinu bi ukljucivala
patoloSka procjena tumora, kao i klinicke karakteristike bolesnika. Druga razina
ukljucivala bi klasifikaciju u ,molekularnom podtipu“ prema procjeni genomske ili
translacijske analize. Ova razina bi takoder uklju€ivala specificne prognosticke i
prediktivne testove te procjenu serumskih markera specificnin za podtipove
tumora. Tre¢a razina ukljuCivala bi intratumorsku heterogenost. Ova razina
zahtijevala bi testove koji Ce identificirati stanice s promjenama zasluznim u
razvoju terapijske rezistencije za koje se vjeruje da postoje prije terapije i
zasluzne su za progresiju bolesti nakon terapije (57). Na ovoj razini prostor se
otvara upravo sekvencioniranju nove generacije. Konac¢na razina stopila bi sve
podatke prikupljene na prethodnim razinama s ciliem davanja to¢ne dijagnoze,
predvidanja terapije i plana pracenja bolesti (57).

Kao sto mozemo vidjeti, intratumorska heterogenost postala je glavna prepreka
u lije€enju zlo¢udnih bolesti. Buduéi da predstavlja jedan od glavnih razloga
razvoja rezistencije tumora i razvoja agresivnijin metastaza, neophodno je
integrirati i prosiriti znanje kako bi se dovoljno razjasnila intratumorska
heterogenost i prema tome usmijerili prema ucinkovitijem i personaliziranijem

lijeCenju (54).
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