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Povzetek

Klasi¢no klasificiranje in opredeljevanje raka temeljita na dolo€anju izvora ra-
kastih celic, njihovi morfologiji oziroma izrazanju znacilnih membranskih, cito-
plazemskih in jedrnih proteinov. NajosnovnejSe metode tovrstne diagnostike
so mikroskopsko morfoloko pregledovanje celic ter imunohistokemiéno bar-
vanje z razlinimi protitelesi. Napredek pri razumevanju mehanizmov nastan-
ka in biologije raka na molekularni ravni je prinesel nova dejstva, ki so nareko-
vala spremembe na tem podrocju. Sam izvor rakastih celic je sicer Se vedno
pomemben dejavnik za kiasifikacijo raka, ni pa povsem zadosten. Postalo
je jasno, da maligni tumoriji niso enostaven skupek povsem enako spreme

njenih rakastih celic s povsem enakimi lastnostmi, temve¢ tkiva, sestavljena
iz razliénih tipov malignih in nemalignih celic, ki medsebojno komunicirajo in
regulirajo celi¢ne procese. Vsi ti neposredni vplivi na rakavo celico, ki je v
osnovi izrazito genetsko nestabilna in zaradi tega dobro prilagodljiva, so vzrok
za kopi¢enje razli¢nih sprememb na molekularnem nivoju v razli¢nih rakastih
celicah v istem tumorju. Torej ne glede na dejstvo, da maligni tumorji nasta-
nejo iz ene same spremenjene celice, se njihova genetska zasnova zaradi
selektivnih pritiskov in prilagajanja celic zelo hitro spreminja. Rezultat razli¢nih
sprememb pa je tudi povsem razli¢no obnasanje navidezno istovrstnih tumor-
jev ter razlicen odgovor na enako zdravljenje. Zato molekularno diagnostiko
raka Gakajo Stevilni izzivi. Od tehni¢nih - kako ucinkovito in natanéno zajemati
reprezentativne vzorce tkiv, ki bodo verodostojno odrazali trenutno stanje v
tumorjih, kako zmanj$ati agresivnost posegov, kako prilagoditi metode, da bi
bile dovolj ob&utljive, natan¢ne in ponovijive, do strogo strokovnih - natancna
opredelitev genov ali panelov genov, ki jih bomo spremljali pri razliCnih vrstah
raka z namenom natanéneje diagnostike, pravilno vrednotenje in doloCanje
napovednih dejavnikov za zdravijenje ali pa ustrezna opredelitev prognosti¢-
nih dejavnikov, ki bo temeljila na funkcijah genov v celici.
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Uvod

BoljSe razumevanije biologije in molekularnobiolo$kih procesov pri nastanku in
napredovaniju raka je odprlo nove pristope v diagnostiki in zdravljenju bolnikov
z rakom. Na obeh podrogjih (diagnostike in zdravljenja) se pojavljajo konkretni
izzivi, ki so z vsakim novim dognanjem Stevilénejsi. To pomeni, da v diagno-
stiko raka uvajamo vse ve¢ molekularnobioloskih oznacevalcev, ki omogocajo
ucinkovitej$o razdelitev (stratifikacijo) bolnikov, kar posledi¢no vodi k bolniku
bolj prilagojenemu zdravijenju. Po drugi strani pa je uvajanje novih biolo$kih
zdravil odvisno od dolo¢anja napovednih biolo8kih oznacevalcev, kar pomeni,
da je z razvojem vsakega zdravila (ali skupine zdravil) potrebna tudi uved-
ba novih bioloskih oznacevalcev. Kakdna so pri¢akovanja po uvedbi novih
molekularnobioloskih diagnostiénih oz. novih bioloskih oznagevalcev zaradi
uvajanja bioloskih zdravil, lahko ocenimo na osnovi razvojnih trendov na tem
podrocju. Trenutno je ved kot 20 % raziskav usmerjenih samo v osem kina-
znih signalnih poti (VGEF/VGEFR, PI3K, HER2, mTOR, EGFR, MET, PDGF/
PDGFR in KIT). Ce pri tem upo$tevamo, da je kinaz v humani celici ve¢ kot
500 (do danes opredeljenih 518), postane jasno, koliko je $e moznih tar¢ za
kinazne inhibitorje in kakSne bodo potrebe po uvedbi testov za Stevilne nove
molekularnobioloSke oznacevalce (da ne omenjamo drugih onkogenov in tu-
mor-supresorskih proteinov, ki so mozne tar€e za razvoj novih zdravil). Nas-
lednje pomembno dejstvo v povezavi z uvajanjem novih zdravil je vezano na
nastanek odpornosti proti zdravilom in potrebe po doloCanju specifi¢nih spre-
memb v tarénih genih, na osnovi katerih bo internist onkolog lahko opredelil
bolnike, ki bodo Se ustrezni za zdravljenje z dolo¢enim zdravilom. Ne glede na
to, kakdno bo stevilo novih molekularnobioloskih testov, ki jih bomo vpeljali
v onkolosko diagnostiko, je njihova uvedba upravi¢ena tako z vidika bolniko-
ve koristi kot tudi z vidika zmanj$anja stroSkov zdravljenja z dragimi zdravili.
Koristi, ki jih imajo bolniki od testiranja, so predvsem posameznemu bolniku
prilagojeno uginkovito zdravljenje in manj nezelenih stranskih u€inkov. Stroski
testiranja pa so nekaj desetkrat niZji od stroskov zdravljenja in Ze s ceno zdra-
vil za enega bolnika, ki bi prejel zanj neustrezno (neuc¢inkovito) zdravilo, lanko
pokrijemo celoletne stroske testiranja za dolo¢ene skupine bolnikov.

V tem kratkem pregledu se bom omejil na predstavitev vloge molekularnobi-
oloskih oznagevalcev ter na pri¢akovane metodolo$ke razvojne trende v on-
koloski diagnostiki.

Molekularnobioloski oznacevalci in njihova vlega v
onkoloski diagnostiki

Rakaste celice se razlikujejo od normainih na razli¢nih nivojih in zato kot bi-
oloSke oznacevalce za rakaste celice lahko uporabljamo spremembe v mor-
fologiji celic, njihovih biokemicnih procesih ali genetske spremembe (mole-
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kularnobiologki oznacevalci). Genetske spremembe, ki predstavijajo vedjo
verjetnost za razvoj raka, ali tiste, ki so znacilne za rakave celice, dolo¢amo v
razliénih bioloskih vzorcih. Dedne oblike raka opredeljujermo na osnovi priso-
tnosti mutacij ali epigenetskih sprememb v vseh celicah v organizmu in zato
uporabliamo DNA, izolirano iz vzorcev krvi (iz levkocitov), medtem ko genet-
ske spremembe pri sporadi¢nih oblikah raka trenutno ugotavijamo na DNA,
izolirani iz tumorskega tkiva.

Podrodje molekularnobiolo$kih oznaCevalcev je obsezno in opredelitve in raz-
delitve molekularnobioloskin oznacevalcev niso povsem usklajene, saj v lite-
raturi redko najdemo doreceno in s konsenzom sprejeto klasifikacijo oznace-
valcev. Vzrokov za nedorecenost je ve¢ ~ vsekakor sodijo med pomembnejse
prav velika heterogenost teh oznadevalcev ter »mladost vede«, ker nimamo na
voljo dovolj podatkov za standardizacije metod. Prav tako je velikokrat teZko
opredeliti posamezen oznacevalec izkljucno na osnovi ene klasifikacije (npr.
kot diagnosticni), saj ima istoCasno lahko tudi elemente prognosti¢nega ali
napovednega oznacevalca. To so bili razlogi za dvojno klasifikacijo oznace-
valcev v tem prispevku.

Ce se omejimo na molekularnobiologke oznadevalce v najoZjem smislu (in
izpustimo citogenetiko), potem lahko razdelimo podrocje glede na vrsto spre-
membe:

1) oznalevalce, ki so produkt sprememb v struktumih delih genoma - po-
limorfizmi, razli¢ne mutacije;

2) oznacevalce, ki odraZzajo nivo izrazanja genov brez poseganja v samo
strukturo produktov, ki jih ti geni kodirajo. Pri slednjih imam v mislih
najprej epigenetske vplive na metilacijski status in znotrajceli¢ne regu-
latorne mehanizme v sistemu delovanja mikro-BNA (miRNA). Gre za
kratke nekodirajoce fragmente RNA (18-25 nukleotidov), ki so zmozni
regulacije izraZanja razli¢nih pomembnih genov — od tistih, ki uravnavajo
delitev celice, razvoj in diferenciacijo, pa do tistih, ki so nujni za apopto-
z0. Odvisno od tega, na katero mRNA se vezZe, lahko miRNA deluje kot
klasic¢en tumor-supresor ali kot onkogen. Trenuino je v podatkovni bazi
opisanih nekaj Cez 1.000 humanih genov miRNA.

Naslednja razdelitev molekularnobioloskih oznadevalcev temelji na klini¢ni
uporabni vrednosti oznaCevalcev. Pri tem razlikujemo pet skupin molekular-
nobiologkih oznacevalcev:

- germinalni z znanim patolo$kim vplivom

Gre za dokazovanje germinalnih mutacij v posameznih genih, ki so dokazano
povezani z nastankom raka. Dober primer so BRCA1/2 (rak dojk in jajénikov),
APC (rak debelega ¢revesa in danke), CDK4 (melanom).



- diagnosti¢ni oznadevalci

Oznacevalci, ki kazejo na izvor celic in so najveCkrat nepogresijivi pri diagno-
stiki. Ponavadi gre za izraZanje genov, ki kodirajo za razlicne membranske
proteine — npr. za imunoglobuline ali T-celi¢ne receptorje. Uporabljamo jih za
dolocanje kionalnega izvora celic ali za sledenje minimalnega ostanka bolezni
(MRD) pri hematoloskih rakih. V zadnjih letih je bila na osnovi molekularnih
oznacevalcev spremenjena tudi klasifikacija hematoloskih rakov (levkemije in
limfomi) ter nekaterih solidnih tumorjev (npr. rak dojk, jajénikov, debelega ¢re-
vesa in danke, melanoma, rak pljuc).

- prognosticni

Vloga teh oznacevalcev je napoved poteka bolezni - prognoze (»dobra« -
»slaba«) - ne glede na zdravijenje. Kot oznadevalce najpogosteje uporabljamo
izrazanje posameznega gena ali t. i. profilov genov. Primer je MammaPrint
- na osnovi izrazanja sedemdesetih genov opredelimo verjetnost razvoja me-
tastaz raka dojk po operativni odstranitvi primarnega tumorja.

Nekoliko bolj zapletena je vloga genetskega profila pri difuznih velikoceli¢nih
B-limfomih - DVCBL. Ta panel lahko ozna¢imo kot diagnosti¢no-kiasifikacij-
ski panel, saj omogoca lo¢evanje DVCBL na dve glavni skupini - tip GCB
(germinal center B-cell-like), tip ABC (activated B-cell-like). Prav tako lahko
reCemo, da je prognosticen, ker dejansko napoveduje razliko v prezZivetju med
GCB- in ABC-tipom DVCBL. Hkrati pa je ta panel tudi napovedni oznaceva-
lec, saj napoveduje odgovor na zdravljenje s kemoterapijo (boljdi odgovor na
kemoterapijo pri tipu GCB).

Kot prognosti¢éne oznadevalce lahko uporabimo tudi dolo¢ene strukturne
spremembe, kot je mikrosatelitska nestabilnost — MSI. Mo¢no izrazena MSI
(MSI-H) pomeni za boinike z rakom debelega &revesa in danke bolj$o progno-
zo, vendar tudi napoved slab3ega odgovora na zdravljenje s 5-FU.

Za doloCene vrste tumorjev se je kot prognostiéni dejavnik izkazal tudi muta-
cijski status posameznih genov - npr. mutiran BRAF kot negativni prognosti¢-
ni dejavnik pri bolnikih z rakom debelega &revesa in danke, ki nimajo izrazite
mikrosatelitske nestabilnosti v tumorju.

- napovedni

Oznacevalci, ki napovedujejo verjetnost, da bo boinik imel korist od doloc¢e-
nega zdravljenja oziroma da je zdravljenje z dolo&enim zdravilom zanj sploh
ustrezno. Te oznacCevalce imenujemo tudi farmakogenomski oznacevalci. Pri-
mera takih oznacevalcev sta mutacijski status genov RAS pri zdravljenju bol-
nikov z metastatskim rakom debelega Crevesa in danke z zaviralci receptorjev
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za epidermalini rastni dejavnik in prisotnost mutacije v genu BRAF na kodonu
V600, ki je predpogoj za zdravljenje bolnikov z metastatskim melanomom s
specifiCnimi zaviralci kinaz.

- farmakodinamiéni

Tudi tukaj kot oznadevalce najpogosteje uporabliamo izraZzanje panelov ge-
nov. Gre za gene, ki predvsem nakazujejo, kaksna je optimalna doza doloCe-
nega zdravila za doseganje najvecjega terapeviskega ucinka ob minimalnih
nezelenih ucinkih. Prav tako so vse bolj zanimivi genski paneli, ki napoveduje-
jo moznost nastanka odpornosti proti dolo¢enim zdravilom.

Kot je razvidno iz pregleda uporabe molekularnobioloskih oznacdevalcev, so
frendi in pri¢akovanja v strokovnem delu molekularne diagnostike usmerjeni
predvsem v smeri natan¢ne opredelitve vioge sprememb v posameznih ge-
nih. Na osnovi tega znanja lahko pri¢akujemo prehod s posameznih genov
na panele genov, saj je rak poligenska bolezen in so interakeije med produkdi
razlicnih genov pri¢akovane. Uvedba primernih panelov genov bo povecala
uporabno vrednost molekularne diagnostike za klinitne namene. Ker spre-
membe v enakih genih pri razli¢nih vrstah raka nimajo vedno enakih posledic,
bo treba panele genov preveriti in standardizirati na ve¢jem 8tevilu vzorcev
za razline vrste raka. Kaj to pomeni v klini¢ni praksi, lahko predstavim na
primeru raka debelega ¢revesa in danke. Leta 2008 so bile sprejete smernice
za zdravljenje z zaviralci EGFR na osnovi predhodnega testiranja na prisotnost
mutacij v genu KRAS. Takratno testiranje je zajemalo doloanje mutacij v 12.
in 13. kodonu 2. eksona KRAS. Pet let zatem smo testiranje raz8irili na 3. in 4.
ekson gena KRAS ter 2., 3. in 4. ekson v genu NRAS.

Mémdomgija in tehnologija

Glede na opisane uporabne vrednosti molekularnobiolodkih oznacevalcev je
posebnega pomena, da so metode, ki jih uporabljamo za dolocanje genom-
skih sprememb v tumorjih, robustne, visoko analitsko ob&utljive, hitre in rela-
tivno poceni. To pomeni, da od metod pri¢akujemo, da so rezultati ponovljivi
tako znotraj istega laboratorija kot tudi med razli¢nimi faboratoriji in da omo-
gocajo doloCanje sprememb tudi, Ce je delez mutiranih celic v vzorcih nizek.
Da bi bile metode klinicno uporabne, je k temu ireba dodati Se sprejemljive
¢asovne okvirje za njihovo izvedbo ter sprejemijivo ceno za zanesljivo oprede-
litev sprememb, ki jih bomo zapisali kot koncen izvid.

Vedina metod, ki so bile do pred kratkim edine na voljo (sekvenciranje po
Sangerju, pirosekvenciranje, alelno-specificna polimerazna verizna reakcija,
fragmentne analize), je dragih in zamudnih in so zato manj ustrezne za dnevno
rutinsko uporabo v klini¢ni praksi. Revolucionarno spremembo na tem podro-~
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¢ju predstavija uvedba sekvenatorjev druge ali naslednje generacije (NGS),
ki omogocajo obsezno paralelno sekvenciranje. To pomeni, da omogocajo
istoCasno dologanje sprememb v Stevilnih genih v vedjem Stevilu vzorcev v
sprejemljivem Sasovnem obdobju. Kot prednosti pred konvencionalnimi me-
todami je treba 8e dodati, da tehnologija NGS omogoca obsezno paralel-
no sekvenciranje iz relativno majhnih vzorcev (majhnih koncentracij DNA ali
RNA), da je obéutljivost metode vedja in da poleg nukleotidnih sprememb tipa
SNV in MNV (single and multiple nucleotide variants) omogod&a tudi dolo¢anje
krajsih in dalj8ih delecij in insercij ter razlik v $tevilu kopij genov v posame-
znih vzorcih. Logi€éno je zato NGS na koli¢ino pridobljenih informacij mnogo
cenej$a in hitrejSa metoda. Ne glede na prednosti NGS je uvedba te metode
v rutinsko molekularno diagnostiko zahtevna naloga, predvsem zaradi kom-
pleksnosti izvedbe in interpretacije rezultatov. Zato je pred uporabo v rutin-
ski diagnostiki potrebna skrbna validacija metode ter prevetjanje rezultatov v
medlaboratorijskih kontrolnih shemah. Na trZiS¢u so tudi sintetski standardi
ali standardizirane celi¢ne linije, ki omogoc&ajo validacijo NGS za diagnostiko.

Ko govorimo o mozZnostih uporabe NGS, pravzaprav govorimo o razli¢nih pri-
stopih k dolo€anju sprememb. Te vkijucujejo doloCanje sprememb na znanih,
dobro opredeljenih fragmentih (taréno sekvenciranje), sekvenciranje celot-
nega eksoma (vseh kodirajoCih regij v genomu) ali sekvenciranje celotnega
genoma. Za potrebe onkoloske molekulame diagnostike, je taréno sekven-
ciranje trenutno najbolj uporabno. Razlogov za to je kar nekaj: velika vedina
informacij, ki jih pridobimo s sekvenciranjem celotnega eksoma ali genoma,
je v tem trenutku neuporabnih za interniste onkologe, izvedba sekvenciranja
celotnega eksoma ali genoma je v tem trenutku nemogoda iz DNA, izolirane
iz vzorcev tumorjev, vkljuGenih v parafin, ¢as, potreben za izvedbo sekven-
ciranj celotnega eksoma ali genoma, je predolg, izvedba teh sekvenciranj za
rutinske namene je predraga. Na osnovi zapisanega gredo pri¢akovanja na
tem podro&ju v dve smeri: poenostavitve same tehnologije sekvenciranja ter
standardizacije postopkov in poenotenja programov za analizo pridobljenih
podatkov. Pri¢akovati je, da bodo nove tehnoloske resitve, kot npr. tehnolo-
gija Nanopore, dodatno pocenile sam postopek sekvenciranja in istotasno
zagotovile vecjo analitsko obc&utljivost ter ponovijivost metod.

Tekoc¢inske biopsije in njihova mozna uporaba v onkoloski
molekularni diagnostiki

Drugo pomembno metodolosko podrocije je pravilno vzoréenje oziroma za-
gotavljanje reprezentativnih vzorcev DNA in/ali RNA na najenostavnejsi in za
bolnika najmanj agresiven nacin. Skrb za pravilno vzoréenje izhaja iz novih
spoznanj o biologiji tumorjev, s katerimi na dnevni ravni dopolnjujemo znanje
o raku. Omejil se bom samo na nekatera dejstva, ki narekujejo razmislek pri
vzoréenju tumorjev za dolo¢anje molekularnobiologkih sprememb. Prvo po-
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membno dejsivo je, da so rakaste celice v tumoriih v danem trenutku po svoji
genetski sestavi zelo heterogene. Drugo, spremembe v genomu rakastih celic
se dogajajo hitro, tako da je stanje sprememb ob vzoréenju tumorja in ob iz-
vedbi zdravijenja lahko popolnoma razliéno. Tretje, spremembe v metastazah
80 lahko drugaéne kot v primarnih tumorijin. Naslednje pomembno dejstvo je,
da se, kot posledica prejsnjih navedb, pogosto razvija odpornost proti biolo-
$kim zdravilom. Ze na osnovi teh podatkov je jasno, da je za ustrezno sliko o
stanju sprememb v rakastih celicah treba pri posameznem bolniku zagotoviti
veckratno vzortenje in analizo genetskega materiala. Vprasanje pa je, kako
zagotoviti vekratne biopsije tumorjev, ne da bi pri tem zmanjsali bolnikovo
udobje in ga dodatno izpostavili tveganjem zaradi dodatnih posegov.

Kot mozZna resitev se ponuja uporaba tekoginskih biopsij, ki vsebujejo razlic-
ne materiale iz turnorjev: kroZede tumorske celice, prosto DNA in eksosome.
Glede na pri¢akovano stalno izlo¢anje »razliénih materialov iz tumorja« v krvni
obtok bi vzorci iz tekodinskih biopsij lahko odrazali enakomerno porazdelitev
vedine sprememb, ki nastajajo v tumorju. Na ta nagin bi omogodili natantnej-
$o opredelitev tumorjev, opredelitev velikosti tumorske mase, prisotnost tar¢
za bioloska zdravila, ponovno napredovanje bolezni ali zgodaj nakazale na
spremembe, ki bodo povzrodile odpornost proti zdravilom. Prav tako bi te-
kodinske biopsije hipoteti¢no omogocile tudl izvedbo presejan za raka pri
osebah z vecjim tveganjem za nastanek raka.

Ce se na kratko ozremo po vseh materialih, ki bi jih lanko spremijali iz teko-
Sinskin biopsij, ugotavljamo, da je ideja o izolaciji in opredelitvi kroZecih tu-
morskih celic najstareja in najveckrat preizkusana. KrozeCe tumorske celice
s0 definirane kot Zive celice, ki izraZajo citokeralin, epitelijske in adhezijske
proteine in so CD45-negativne. Zal epitelijski in adhezijski oznacevalci niso
vedno prisotni na kroZeéih tumorskih celicah zaradi dediferenciacije celic
{proces EMT). Drugo veliko teZavo za ustrezno uporabo kroze€ih tumorskih
celic predstavija njihova malodtevilnost. Frekvenca pojavnosti krozecih tu-
morskih celic je 1-10 celic na mi krvi. in e pri tem upoStevamo, da 1 mi krvi
vsebuje priblizno 7x106 belih krvnidk in 5x109 rdecih, je jasno, kako teZko je
iz krvi izolirati kroZzeCe tumorske celice.

Prosta DNA ima vet moZnosti za uporabo v klinicni diagnostiki. To se je nav-
sezadnje tudi pokazalo s prvo registracijo testa na osnovi DNA, izolirani iz krvi
bolnikov z napredovalim nedrobnoceli¢nim rakom plju¢ za spremijanje priso-
tnosti mutacije T790M v genu EGFR. Ne moremo pa mimo dejstva, da je to

samljen primer in da so tudi pri uporabi proste DNA v diagnosticne namene
tezave povezane tako z izolacijo proste DNA kot tudi z njenim izvorom. Ce upo-
Stevamo, da so povpretne koncentracije izolirane proste DNA iz 1 mi plazme
med 15-20 ng in da ¢loveska celica vsebuje okrog 6 pg DNA, pomeni, da je
prosta DNA v plazmi iz najmanj 2.000 celic. Ker je razmerje kroZecih tumorskih
celic in normalnih krvnih celic odloZno v prid normalnim celicam, je verjeino
tudi izvor proste DNA prav v normalnih celicah. Zato se upraviCeno postavlja
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dvom v uporabno vrednost proste DNA za zgodnje odkrivanje raka, pac pa, kot
v primeru bolnikov z nedrobnocelicnim rakom plju¢, obstaja veliko moznosti za
uporabo proste DNA pri doloanju specifi¢nih sprememb v rakastih celicah.

Eksosomi so aktivno izlo€eni celi€ni vezikli (strukture z dvojno lipidno mem-
brano), ki vsebujejo DNA, RNA in proteine. Eksosomi naj bi delovali kot prena-
8alci informacij in zato naj bi bila njihova vioga v medceli¢nih komunikacijah.
Velikost eksosomov je med 30-200 nm in so prisotni v vseh bioloskih tekodi-
nah, kot so serum, plazma, slina, urin in likvor. Tumorske celice naj bi dnevno
izloCale na desettisole eksosomov, kar pomeni, da dosegajo koncentracije,
ki so >1011/ml plazme. Zaradi njihove strukture in materiala, ki ga vsebuje-
jo (DNA, RNA), predstavljajo obetaven vir za tumorske biocoznadevalce. Prav
tako naj bi eksosomi predstavijali pomembno sredstvo za vplivanje tumorja na
okolico (spodbujanje tumorske rasti, zaviranje delovanja imunskega sistema,
spodbujanje angiogeneze) in so zato tudi obetavna tar¢a za bioloska zdravila.

Prednost uporabe eksosomov je v varno shranjeni vsebini, ki zagotavija
nespremenjeno DNA ali RNA v daljSem asu. To pomeni, da vzorce lahko
tudi zamrznemo, ne da bi pri tem poskodovali DNA ali RNA. Zato obstajajo
prepriCanja, da so eksosomi najustreznejsi vir za spremijanje izrazanja genov
v tumorskih celicah ali doloCanje specificnih mutacij brez agresivnih posegov
na bolnikih. Pomanjkljivost eksosomov je predvsem njihova velikost, ki omo-
goca shranjevanje relativno majhnih koligin DNA in RNA. Ce jih primerjamo z
retrovirusi, ki so priblizno enakih velikosti, fahko pri¢akujemo, da vsebujejo
najveC do 10 kb. Na osnovi tega je jasno, da posamiéni eksosomi ne morejo
vsebovati DNA in RNA, ki bi zagotavljala vpogled v spremembe v tumorskih
celicah v celoti. Ker pa jih je veliko, obstaja velika verjetnost, da te spremembe
opredelimo na osnovi analize materiala, izoliranega iz vegjega stevila eksoso-
mov. Eksosomi imajo na svojih povrsinah specifi¢ne proteine, ki nakazujejo na
njihov izvor oz. na tip celic, kjer so nastali. 1zolirali so specifitne eksosome za
razli¢ne vrste raka, vkijuCujod rak trebusne slinavke, rak jajénikov in rak pljud.
Te specifiCne proteine izkori$¢ajo tudi metode za izolacijo eksosomov, saj
temeljijo na vezavi proteinov na protitelesa, ki so vezana na razli¢ne nosilce.

Zakljucek

Molekularna diagnostika in molekularnobioloski oznacevalci so nepogresijivi
pri natancnejsi opredelitvi in klasifikaciji tumorjev ter pri izbiri najustreznejsin
zdravil in protokolov za zdravijenje, ki so prilagojeni posameznemu bolniku in
njegovemu tumorju ~ 1. i. personalizirano zdravljenje. Pomen dolo¢anja genet-
skih sprememb pri dednih oblikah raka je predvsem v pravoéasni in pravilni
oceni tveganja nosilcev mutacij, da zbolijo za dologeno vrsto raka, ter v pripravi
ustreznega programa spremljanja nosilcev mutacij in pretehtani izvedbi profi-
lakticnih ukrepov. Pri sporadi¢nih oblikah raka pa je vioga molekularne diagno-
stike pri napovedovaniju prognoze bolezni, napovedovanju ponovitve bolezni ali
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odgovora na zdravljenje. Nove tehnologije s podrocja sekvenciranja so prinesle
zelo velike kolidine novih spoznaj na podrodju tumorske biologije ter omogoci-
le opredelitev gonilnih genov oz. sprememb pri raku. Zato bo metoda NGS v
prinodnje nepogresdljiva za onkologko diagnostiko in odloCitev o specifitnem
zdravljenju. Zavedanije o genetski heterogenosti znotraj tumorjev enake vrste ter
znotraj celic istega tumorja odpira nove poglede na optimalen pristop dolo€anja
sprememb - tako z vidika najprimernejSega tkiva za biopsijo (primarni tumor,
kateri del primarnega tumorja, metastaza), Stevila odvzetih biopsij iz razlicnin
delov tumorija, kot tudi z vidika ¢asovnih intervalov oz. pogostnosti izvedbe bi-
opsii. Oba dejavnika (tkivo in ¢as odvzema) sta pomembna pri odioditvah o
uvedbi zdravljenja ter pri ugotavijanju razvoja odpornosti proti doloCenim bi-
ologkim zdravilom. Kot obetavna oblika za dolo¢anje sprememb znacilnih za
tumorje se ponujajo materiali, ki jih pridobimo s tekoCinskimi biopsijami. Te naj
bi kompleksno odraZale spremembe v genotipu tumorskih celic v razlicnih fa-
zah razvoja tumorja ter razli¢nih delih tumorja. Glede na poligensko osnovo
raka ter genetsko nestabilnost celic so pricakovanja od genetskih informacij na
osnovi kompleksnih panelov genov v prednosti pred doloCanjem sprememb v
posameznem genu. Nenazadnje bi rad poudaril, da je bodoénost diagnostike
raka v razvoju in prepoznavanju strokovnih profilov, ki bodo ustrezno poskrbeli
za razvoj zahtevnih specifiénih podrocij in ki bodo med seboj tesno sodelovali
in se dopolnjevali. Pricakovati, da bo strokovnjak s specialnimi znanji z enega
podrodja zadostil vsem potrebam diagnostike raka, je utopija.
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