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IZVLEČEK

Cirkulirajoče tumorske celice (CTC) so postale pomemben 
biološki označevalec pri raku dojk, saj omogočajo vpogled v 
razvoj in napredovanje razsejane bolezni ter spremljanje odziva 
na zdravljenje. Zaradi njihove izjemne redkosti in kompleksnosti 
sestave krvi, v kateri se nahajajo, sta njihova izolacija in karakteri-
zacija velik izziv. Posebne metode izolacije omogočajo obogatitev 
CTC iz vzorca krvi in olajšajo nadaljnjo analizo. Na Onkološkem 
inštitutu Ljubljana smo leta 2018 začeli s prvimi koraki v smeri 
razvoja preproste metode za izolacijo in karakterizacijo CTC, ki bi 
omogočala prepoznavanje teh celic s citopatološkimi analizami. 
Ocenili smo dve različni metodi izolacije CTC pri bolnicah z rakom 
dojk, ki temeljita na različnih pristopih. Prva metoda temelji na 
bioloških lastnostih celic, kot je izražanje epitelijskega označevalca 
celične adhezije (EpCAM), medtem ko druga metoda temelji na 
fizikalnih lastnostih CTC, kot sta večja velikost in stisljivost v pri-
merjavi z drugimi krvnimi celicami. Ugotovili smo, da je fizikalna 
metoda primernejša, saj omogoča izolacijo večjega števila morfolo-
ško ohranjenih CTC in tudi skupkov CTC. Po izolaciji pripravimo 
citološke preparate, ki jih nato opredelimo s citopatološko analizo 
in dodatnimi imunocitokemičnimi ter imunofluorescenčnimi 
barvanji. Na ta način lahko trenutno določimo število CTC in 
skupkov CTC v krvi, ocenimo njihovo morfološko ohranjenost ter 
prepoznamo njihov fenotip. Poleg preučevanja vzorcev posamičnih 
CTC in skupkov CTC v okviru trenutno potekajočih kliničnih 
raziskav in načrtovane vzpostavitve translacijske platforme na 
mišjih modelih, pa v prihodnosti želimo nabor raziskav CTC še 
razširiti na genomsko in transkriptomsko analizo.

Ključne besede: cirkulirajoče tumorske celice (CTC), skupki 
CTC, rak dojk, raziskave raka

ABSTRACT

Circulating tumour cells (CTCs) have become an important 
biomarker in breast cancer, providing an insight into disease 
progression and monitoring of therapeutic response. Due to their 
extreme rarity in blood and the complexity of blood composition, 
their isolation and characterization is challenging. Specific isolation 
methods allow the enrichment of CTCs from a blood sample and faci-
litate further analysis. At the Institute of Oncology Ljubljana, in 2018 
we initiated efforts to develop a simple method for the isolation and 
characterization of CTCs, aimed at identifying these cells through 
cytopathological analysis. We evaluated two different methods of 
CTC isolation in breast cancer patients based on different appro-
aches. The first method is based on cell biological properties, such 
as the expression of the epithelial cell adhesion marker (EpCAM), 
while the second method is based on physical properties of CTCs, 
such as their larger size and deformability compared to other blood 
cells. We found that the physical method is more suitable, as it enables 
the isolation of higher numbers of morphologically intact CTCs. 
After isolation, cytological slides are prepared and then characte-
rized by cytopathological analysis and immunocytochemical and 
immunofluorescence staining. This approach currently allows us to 
determine the number of single CTCs and CTC clusters in the blood, 
assess their morphological preservation, and identify their phenotype. 
In addition to evaluation of single CTCs and CTC clusters in ongoing 
clinical trials using currently established methods and the planned 
establishment of a translational platform in mouse models, we aim to 
expand the range of CTC studies in the future to include genomic and 
transcriptomic analysis.
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UVOD

Tako kot je prvi korak za invazijo raka prečkanje rakavih celic 
prek bazalne membrane, je prvi korak za zasevanje rakavih celic 
v oddaljene organe njihov vstop v krvni obtok. Te rakave celice 
se imenujejo cirkulirajoče tumorske celice (CTC), njihov končni 
cilj pa je izstop iz krvnega obtoka in tvorba zasevka v oddalje-
nem organu (1,2). Čeprav CTC ohranjajo lastnosti primarnega 
tumorja, morajo pridobiti nove lastnosti, ki jim omogočajo, da 
se ločijo od primarnega tumorja, migrirajo in preidejo skozi 
endotelij v krvni obtok. Za CTC je potovanje skozi krvni obtok 
kot potovanje po razburkani reki, kar je za večino celic usodno 
zaradi škodljivega vpliva strižnih sil krvnega pretoka, zato so v 
krvi običajno prisotne zelo kratek čas. CTC lahko potujejo kot 
posamezne celice ali v obliki celičnih skupkov. Na poti jih lahko 
spremljajo različne krvne in stromalne celice, ki jim nudijo 
zaščito pred imunskimi celicami, nudijo rastne faktorje in jim s 
tem pomagajo pri potovanju v oddaljene organe (3). Sproščanje 
CTC je povezano s cirkadianim ritmom, v vzorcih krvi bolnikov 
so med spanjem zaznali več skupkov CTC kot čez dan, kar kaže 
na vključenost imunskega sistema v zasevanje, ki sledi dnevnemu 
ritmu in je ponoči v stanju počitka (4).

Metoda določanja CTC iz telesnih tekočin se imenuje teko-
činska biopsija (Slika 1) in je načeloma lažje dostopna ter manj 
invazivna kot biopsija tumorja ali zasevkov (5). V zadnjem času 
se močno razvija tudi področje določanja cirkulirajoče tumorske 
DNA (ctDNA) s tekočinsko biopsijo. Ta metoda zaznava sledi 
tumorja v telesnih tekočinah, kar je težko zaznati, ko je breme 
bolezni nizko. Iskanje temelji predvsem na tumorsko specifič-
nih mutacijah, ki so se razvile z evolucijo tumorja in jih lahko 
ne odkrijemo, če ne uporabljamo ali nimamo na voljo ustrezne 
sonde za specifično tarčo ali ustrezne količine ctDNA (dovoljšno 
občutljivost metode). Proučevanje CTC kot živih komponent 
tumorja, ne le sledov razpadlih CTC (npr. njihove ctDNA), je zato 
veliko bolj privlačno, vendar hkrati težje izvedljivo.

Na začetku raziskovanja CTC je bil edini cilj izolirati CTC z 
različnimi metodami izolacije in opredeliti njihovo prisotnost 
oziroma odsotnost v krvi bolnikov. Pri zgodnjem raku dojke 
je bila 1 CTC na 7,5 ml krvi odkrita pri 20 % bolnikov (6). Pri 
razsejanem raku dojke je bil ta odstotek veliko višji, približno 
75 % v prvi liniji razsejanega raka. Pri razsejanem raku je bilo 
prognostično pomembno, ali je bilo število CTC v 7,5 ml krvi 
večje ali manjše od 5 (7). Kasnejše raziskave so se osredotočile na 
fenotipske značilnosti CTC, ki izražajo epitelijske, mezenhimske 
ali hibridne celične označevalce. Sodobne raziskave so usmerjene 
v preučevanje profilov genske ekspresije posameznih celic v 
skupkih CTC (8).

Namen tega prispevka je predstaviti značilnosti CTC, ki močno 
vplivajo na njihovo možnost izolacije, razpravljati o različnih 
metodah izolacije CTC in predstaviti klinično uporabnost ter 
prognostično vrednost CTC pri raku dojk. Predstavili bomo tudi 
potek raziskovanja CTC pri raku dojk na Onkološkem inštitutu 
Ljubljana ter trenutno vzpostavljene metode raziskovanja, ki so 
na voljo na naši inštituciji.

ZNAČILNOSTI CTC

Ena izmed glavnih značilnosti CTC je njihova heterogenost, ki 
predstavlja velik izziv za njihovo izolacijo in detekcijo. Prvi vzrok 
heterogenosti izvira že iz same tumorske biologije, saj rak dojk 
sestavlja izjemno heterogena populacija tumorskih celic, ki so 
med evolucijo tumorja pridobile različne mutacije (9). Pri trojnem 
negativnem raku dojke so s sekvenciranjem posameznih CTC 
ugotovili, da izkazujejo izjemno visoko genomsko nestabilnost, 
kar se kaže v zelo veliki heterogenosti CTC (10). Dodaten vir 

heterogenosti CTC raka dojk predstavljajo tudi pogoste okvare 
mehanizmov homologne rekombinacije pri popravljanju DNA. 
Tumorske celice zato, da bi preprečile celično smrt zaradi nako-
pičenih napak pri okvarjeni homologni rekombinaciji, vključijo 
alternativne obhodne poti, ki še dodatno povečajo njihovo 
heterogenost (11).

Drugi vzrok njihove heterogenosti se skriva v njihovi fenotipski 
plastičnosti. V zgodnjih fazah procesa zasevanja epitelijske celice 
izgubijo svojo apikalno-bazalno orientacijo, medcelične stike in 
interakcije z zunajceličnim matriksom. Ta proces imenujemo 
epitelijsko-mezenhimski prehod (EMT), ki je temeljni fizio-
loški pojav, prisoten med embriogenezo in celjenjem ran. Med 
EMT CTC pridobi fenotip, podoben rakavim mezehimskim 
matičnim celicam (CD44visok in CD22nizek) in epitelijskim 
podobnim rakavim celicam (ALDH1visok) (12). Ravno ta proces pa 
tumorskim celicam omogoči, da se ločijo od primarnega tumorja 
in odpotujejo v krvno žilo. Med EMT-celice izgubijo svoje epite-
lijske označevalce, kot so E-kadherin, EpCAM, citokeratine in 
druge, ter pridobijo mezenhimske označevalce, kot sta vimentin 
in N-kadherin (13). Na novo pridobljeni mezenhimski fenotip 
omogoča celicam migracijo in invazijo skozi bazalno membrano 
v krvne žile. Raziskave so pokazale, da se tumorske celice lahko 
obnašajo različno invazivno, ena od najpomembnejših vrst 
invazije pa je kolektivna invazija in migracija v obliki celičnih 
skupkov (14,15). Med enotami, ki kolektivno migrirajo, lahko 
prepoznamo dve vrsti celic, vodilne in sledilne. Vodilne invazivne 
celice so lahko tako tumorske kot stromalne celice in ustvarjajo 
migratorne poti v okoliškem zunajceličnem matriksu, prek 
katerih lahko potujejo sledilne celice (14). V nasprotju z visoko in-
vazivnimi vodilnimi celicami so sledilne najpogosteje opisane kot 
fenotipsko različna populacija rakavih celic, za katero je značilen 
nizek invazivni potencial. Zaradi tega lahko v krvi najdemo hete-
rogeno populacijo CTC, ki lahko izražajo epitelijski (E), mezen-
himski (M) ali pa mešani t. i. hibridni epitelijsko/mezenhimski 
(E/M) fenotip (Slika 1). Posamične CTC niso zelo uspešne pri 
tvorbi zasevkov; ocenjujejo, da manj kot 0,01 % posamičnih CTC 
lahko povzroči nastanek zasevkov, zato ni najbolj optimalno, da 
jih uporabljamo za evaluacijo potenciala zasevanja (16). 

Celice v hibridnem E/M fenotipu imajo mešane epitelijske (npr. 
adhezijske) in mezenhimske (npr. migracijske in invazivne) 
lastnosti, ki jim omogoča kolektivno migracijo in invazijo v obliki 
celičnih skupkov. Skupki CTC so opredeljeni kot skupki dveh ali 
več celic, povezanih prek medceličnih povezav in predstavljajo le 
2–5 % celotne populacije CTC (17). Skupki so lahko sestavljeni 
samo iz tumorskih celic (homotipski skupki CTC) ali pa poleg 
tumorskih tudi iz netumorskih stromalnih ali krvnih celic (hete-
rotipski skupki CTC) (Slika 1) (18,19). Dokazano je bilo, da imajo 
skupki celic do 50-krat večji potencial zasevanja v primerjavi s 
posameznimi CTC, kar kaže na pomembno vlogo teh večcelič-
nih agregatov v procesu zasevanja. Skupki CTC s tumorskimi 
fibroblasti imajo večji potencial zasevanja zaradi večje viabilnosti 
tumorskih celic v skupku (17).

Dodaten vir heterogenosti CTC pa je tudi njihova degeneracija v 
krvnem obtoku. V krvnem obtoku so CTC izpostavljene različnim 
škodljivim dejavnikom in zato le majhen delež CTC v krvi ostane 
viabilen. V krvnem obtoku so izpostavljene strižnim silam krvnega 
pretoka, pomanjkanju rastnih dejavnikov in napadu imunskih celic 
(1). S temi škodljivimi dejavniki se bolje spopadajo skupki CTC, 
saj jim interakcija z drugimi tumorskimi, krvnimi in stromalnimi 
celicami nudi mehansko zaščito, poleg tega pa jih stromalne celice 
oskrbujejo z različnimi rastnimi dejavniki (19). Podobno vlogo 
ima tudi interakcija s krvnimi celicami (trombociti, nevtrofilci in 
makrofagi), za katere je bilo dokazano, da pogosto interagirajo s 
CTC v krvnem obtoku (8,20,21).
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Slika 1: Tekočinska biopsija heterogene populacije tumorskih celic v krvnem obtoku.

Raziskave kažejo, da so CTC v krvi kratkoživa populacija, čeprav 
se meritve razpolovnega časa v krvi zelo razlikujejo. Meng in 
sodelavci so s pretočno citometrijo ocenili, da je razpolovni čas CTC 
po odstranitvi primarnega tumorja dojke 1–2 uri (22), medtem ko 
je druga raziskava ocenila razpolovni čas glede na padec števila 
CTC po operativni odstranitvi raka prostate na približno 24 ur 
(23). Aceto in sodelavci so z dodajanjem tumorskih celic v kri miši 
ocenili razpolovni čas CTC na 10–30 minut (17). Ob tem ni znano, 
ali so CTC v tem kratkem času že podvržene celični smrti ali pa so 
le ustavljene v majhnih krvnih žilah in zato ne krožijo več v krvnem 
obtoku. Prisotnost skupkov CTC v krvnem obtoku je trikrat krajša 
od posamičnih CTC, verjetno zaradi še hitrejšega zagozdenja v 
majhnih žilah (obtičijo v žilah s premerom 5–10 µm) (17).

Zaradi vseh opisanih dejavnikov, kot so heterogenost posamičnih 
CTC in skupkov CTC ter njihova kratkoživost v krvnem obtoku, 
predstavlja standardizacija njihove izolacije, detekcije in nadaljnje 
karakterizacije velik izziv. Zato je eden izmed ključnih korakov pri 
raziskovanju prav gotovo izbor najprimernejše metode izolacije, 
ki omogoča izolacijo zelo heterogene populacije CTC iz vzorca 
tekočinske biopsije (krvi, ascitesa …).

METODE IZOLACIJE CTC IZ KRVI

Izolacija CTC iz krvi zaradi njihove redkosti in heterogenosti 
zahteva zelo občutljive in specifične metode. Načini izolacije 
temeljijo na fizikalnih ali bioloških lastnostih, ki ločujejo 
tumorske celice od krvnih.

Biološke metode izolacije

Biološke metode izolacije CTC temeljijo na selekciji celic na 
podlagi izražanja specifičnih površinskih označevalcev. Naj-
pogostejši je pristop izolacije s pomočjo protiteles, ki prepoz-
najo epitelijski površinski označevalec EpCAM, ki je izražen 
na celicah epitelijskih tumorjev, zelo redko pa je prisoten na 
normalno prisotnih celicah v periferni krvi. Poleg EpCAM pa 
lahko za izolacijo CTC uporabljamo tudi druge površinske ozna-
čevalce, kot so receptor za epidermalni rastni dejavnik (EGFR) 
(24), receptor humanega epidermalnega rastnega dejavnika 2 
(HER2) (24,25), mucin 1 (MUC1) (26) in njihove kombinacije, 
ki omogočajo izolacijo CTC različnih fenotipov (24,26,27). Drug 
pristop za izolacijo CTC je odstranitev krvnih celic, ki temelji na 
odstranjevanju celic, ki izražajo specifične površinske označeval-
ce, kot je skupni levkocitni antigen CD45.

Protitelesa za vezavo CTC ali krvnih celic so lahko vezana na 
površino kanalov v mikrofluidnih čipih, kot sta CTC-iChip ali 
GEDI, skozi katere prečrpamo kri (28,29). Pri tem se CTC vežejo 
na površino s protitelesi prevlečenih mikrokanalov znotraj čipov, 
za nadaljnjo analizo pa jih lahko iz čipov sprostimo z uporabo 
encima, ki jih odlepi s površine (30,31). Ena izmed glavnih 
pomanjkljivosti mikrofluidnih tehnologij je počasen pretok 
vzorca krvi in s tem nezmožnost analize velikega števila vzorcev. 
Protitelesa pa so lahko vezana tudi na površino magnetnih 
kroglic, ki jih inkubiramo z vzorcem krvi. Kroglice se s proti-
telesi vežejo na površino CTC, ki jih lahko nato od drugih celic 
ločimo z izpostavitvijo magnetnemu polju. Razvite so bile tudi 
magnetne kroglice, na katere so protitelesa vezana reverzibilno, 
kar omogoča kasnejšo sprostitev CTC iz magnetnih kroglic (24). 
Tudi tehnologija CellSearch®, ki jo odobri FDA za določanje CTC 
pri razsejanem raku dojk, črevesja ali prostate, ter tehnologija 
CellMag™ temeljita na magnetnem ločevanju celic, ki izražajo 
epitelijski označevalec EpCAM, hkrati pa omogočata tudi 
avtomatizirano imunofluorescenčno barvanje ter štetje zajetih 
celic (32–34). 

Za izolacijo CTC na podlagi odstranitve krvnih celic je razvit 
magnetni sistem EasySep™, ki se veže na hematopoetske celice 
in trombocite s protitelesi, ki prepoznajo površinske označevalce 
CD2, CD14, CD16, CD19, CD45, CD61, CD66b in glikoforin A 
(34). Metode, ki temeljijo na odstranitvi krvnih celic, sicer vodijo 
v nižjo čistočo izoliranih CTC, njihova prednost pa je, da izolirajo 
neoznačene CTC, neodvisno od njihovega fenotipa in izražanja 
površinskih označevalcev (24,35,36).

Fizikalne metode izolacije

Poleg odstranitve krvnih celic se za izolacijo CTC neodvisno od 
njihovega fenotipa uporabljajo tudi fizikalne metode, ki izkori-
ščajo razlike v velikosti, stisljivosti in dielektričnih lastnostih 
med tumorskimi in krvnimi celicami. V splošnem velja, da so 
CTC večje od krvnih celic, kar izkoriščajo metode za izolacijo 
CTC na temelju velikosti. Kljub temu pa je del CTC in levkocitov 
primerljive velikosti – v literaturi najdemo podatke, da lahko 
premer CTC meri med 17 in 52 µm, medtem ko največji levkociti 
merijo do 25 µm (37). Za izolacijo celic na podlagi velikosti se 
lahko uporabljajo različni pristopi filtracije. To izkoriščata, npr. 
tehnologiji ISET® (angl. Isolation by SizE of epiThelial cells) in 
MetaCell®, kjer se vzorec krvi prefiltrira čez membrano s porami 
premera 8 µm (38). Nekatere raziskave so pokazale, da lahko na 
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ta način izoliramo večje število CTC kot z metodo CellSearch®, ki 
je omejena le na izolacijo EpCAM+ CTC (39). Poleg tega so CTC, 
izolirane po teh dveh metodah, viabilne v visokem deležu, kar 
omogoča nadaljnje in vitro gojenje ali analize.

Poleg razlik v velikosti imajo tumorske celice tudi večjo stisljivost 
in elastičnost kot krvne celice, kar je potrebno za zasevanje in je 
povezano s preureditvijo aktinskega citoskeleta (40–42). Eden 
od sistemov, ki temelji na razlikah v velikosti in v stisljivosti 
tumorskih ter krvnih celic, je Parsortix®. Vzorec krvi prečrpamo 
skozi separacijsko kaseto, v kateri so kapilare, ki se postopoma 
ožijo do končnega premera 6,5 µm. Krvne celice lahko prosto 
potujejo skozi kaseto, tumorske celice pa se zaradi velikosti 
zaustavijo in jih lahko zberemo v epruveti s spremembo smeri 
pretoka pufra nazaj proti širšemu delu kapilar. Metoda omogoča 
izolacijo viabilnih CTC, ki pa so zaradi mehaničnih sil, ki so jim 
celice izpostavljene pri prehodu skozi kaseto, lahko poškodovane 
(43–45). Naprava omogoča tudi imunofluorescenčno barvanje 
celic znotraj separacijske kasete. Leta 2022 je sistem Parsortix® 
PC1 odobrila FDA za izolacijo CTC iz periferne krvi bolnikov 
z razsejanim rakom dojk (46). Omogoča tudi detekcijo skupkov 
CTC. 

Tumorske celice se od krvnih celic zaradi spremenjenega metabo-
lizma razlikujejo tudi v dielektričnih lastnostih (47). To izkori-
ščajo metode, ki temeljijo na podlagi dielektroforeze, kot je npr. 
sistem ApoStream™, ki je sestavljen iz pretočne komore, ki ima na 
dnu elektrode za dovajanje električnega polja, kar privlači CTC 
na dno komore in odbija levkocite proti pretočnemu sredinskemu 
delu. Po prehodu vzorca krvi skozi električno polje lahko viabilne 
CTC zberemo skozi zbiralno odprtino na dnu komore (48).

Razvoj metod za izolacijo CTC stremi predvsem k vzpostavi-
tvi zanesljivih, hitrih in učinkovitih pristopov, ki omogočajo 
izolacijo dobro ohranjenih CTC, kar poleg diagnostične vrednosti 
omogoča tudi nadaljnje in vitro gojenje ter poglobljene raziskave 
biologije CTC.

KLINIČNI POMEN CTC PRI RAKU DOJK

Največ raziskav na temo CTC in skupkov CTC je bilo narejenih 
pri raku dojk. Tako pri zgodnjem kot pri razsejanem raku dojk 
so CTC klinično pomembne in imajo prognostično vlogo. Pri 
zgodnjem raku dojk, kjer so v raziskavah uporabili metodo Cel-
lSearch®, ki zazna le CTC, ki izražajo epiteljiske označevalce, so 
poročali o najdbi CTC pri samo 20–25 % bolnic, le pri vnetnem 
raku dojk in pri lobularnem histološkem tipu je bil ta odstotek 
višji, do 40 %. Prisotnost ≥ 2 CTC na 7,5 ml krvi pred neoadju-
vantno kemoterapijo in ≥ 1 CTC pred operacijo ima prognostičen 
pomen pri zgodnjem raku dojk, saj napoveduje značilno slabše 
preživetje brez oddaljenih zasevkov (dDFS; angl. distant disease 
free survival) in celokupno preživetje (OS, angl. overall survival), 
ne vpliva pa na dosego popolnega patološkega odgovora po neoad-
juvantni kemoterapiji (6,49). V raziskavi SUCCESS je detekcija 
CTC tako pred kot po adjuvantni kemoterapiji pomenila slabši 
DFS in OS (50). Bolnice s CTC so imele v primerjavi z bolnicami 
brez CTC pogosteje zasevke v multiplih oddaljenih organih 
in v skeletu (51). V drugi raziskavi so celo pet let po operaciji 
zasledili CTC pri 5 % bolnic in so napovedovale pozne relapse pri 
hormonsko pozitivnih rakih (52).

Novejše raziskave uporabljajo platforme za detekcijo CTC in 
skupkov CTC, ki temeljijo na velikosti celic in ločevanju na 
mikrofluidnih filtrih (npr. CellSieve™ in ScreenCell™). V teh 
raziskavah poročajo o detekciji CTC v višjem odstotku in celo 
o detekciji skupkov CTC pri 70 % bolnic z zgodnjim rakom dojk 
(in le pri 20 % pri razsejanem raku dojk), kar nakazuje, da je 
tvorba skupkov CTC zgodnji proces in sodeluje pri zasevanju raka 

(53,54). Pri razsejanem raku dojk je prisotnost CTC robusten 
neodvisen napovedni dejavnik prognoze (za preživetje brez 
napredovanja bolezni (PFS, angl. progression free survival) in 
OS). V raziskavah je bilo validirano, da imajo bolnice s številom ≥ 
5 CTC / 7,5 ml krvi, neodvisno od podtipa raka (trojno negativen, 
hormonsko odvisen …) neugodno prognozo v primerjavi s tistimi, 
ki imajo število CTC < 5 / 7,5 ml krvi. Na podlagi tega so jih 
razdelili v stadij IV indolentna bolezen (mediana OS je bila 36,3 
meseca) in stadij IV agresivna bolezen (mediana OS 16 mesecev); 
p<0,0001 (7). Zaradi tega je smiselno število CTC obravnavati 
kot pomembno orodje za določanje stadija in stratifikacijo 
razsejane bolezni v prospektivnih kliničnih raziskavah. Nedavna 
raziskava pa nakazuje še, da je vzorec spremembe števila CTC 
med celotnim zdravljenjem močnejši prognostični faktor kot 
izhodiščno število CTC (55). Izraženost nekaterih celičnih ozna-
čevalcev na CTC, med drugim izraženost HER2, je napovedni 
dejavnik za krajši PFS in OS (56).

S CellSearch® platformo zaznamo pri 80 % bolnic vsaj 1 CTC/7,5 
ml, pri polovici pa ≥ 5 celic/7,5 ml krvi (57). S platformami, ki 
izolirajo CTC ne glede na izraženost celičnih označevalcev na 
CTC, lahko zaznamo večje število CTC in skupkov CTC, saj 
lahko zajamemo tudi tiste, ki so v procesu EMT, to je tiste, ki naj 
bi bile ključne pri migraciji in invaziji v oddaljene organe. Taka 
platforma je tudi Parsortix®, ki lahko ujame epitelijske, mezen-
himske in hibridne vrste CTC (58).

Nedavna raziskava je preučevala tudi vlogo skupkov CTC. 
Bolniki z izhodiščno visokim številom CTC in skupki CTC so 
imeli večje tveganje za napredovanje bolezni in smrt. Izkazalo se 
je tudi, da je OS bolnikov, ki imajo skupke CTC bistveno krajše 
od OS bolnikov brez skupkov. Tudi večja velikost skupka CTC 
pomeni večje tveganje za smrt (59,60). Tudi v naši raziskavi 
KORALA smo preučevali CTC in skupke CTC pri 59 bolnicah z 
razsejanim rakom dojk ne glede na trajanje bolezni. Naši rezultati 
so pokazali, da je bila prisotna vsaj ena CTC pri 80 % bolnic, ≥ 
5 CTC pa pri 35 % bolnic. Skupki CTC so bili prisotni samo pri 
bolnicah z ≥ 5 CTC (pri 19 % teh). Presenetljivo pa smo našli pri 
52 % bolnic v krvi megakariocite, ki se nahajajo po navadi le v 
kostnem mozgu, ne v periferni krvi. O tem doslej pri raku dojk ni 
poročala še nobena raziskovalna skupina (61).

RAZISKOVANJE CTC RAKA DOJK NA OIL

Na OIL smo z raziskovanjem CTC pri raku dojk začeli leta 
2018. Želeli smo najti sistem za izolacijo CTC, ki bo omogočal 
izolacijo morfološko ohranjenih celic, ki bi jih lahko prepoznali 
na klasičnih citoloških preparatih, barvanih po metodi Giemsa 
ali Papanicolaou (PAP). Poleg tega pa je bila naša želja, da so 
izolirane celice viabilne, kar bi nam omogočilo kasnejši razvoj 
gojenja teh celic v laboratoriju. Prvi sistem, ki smo ga ocenili, 
je bil sistem MACS® (sortiranje celic v magnetu) ponudnika 
Miltenyi Biotec (Bergisch Gladbach, Nemčija). Sistem MACS® 
temelji na pozitivni selekciji celic epitelijskega izvora s pomočjo 
magnetnih kroglic, ki so konjugirane s protitelesi proti epiteljiske-
mu označevalcu EpCAM. Postopek izolacije obsega inkubacijo 
krvi z magnetnimi kroglicami in ločevanje označenih celic v 
magnetnem polju. Protitelesa na magnetnih kroglicah se vežejo 
na svoje tarče na površini celic, nato pa jih ločimo od okoliških 
celic s pomočjo magnetnega polja. Raziskave so potekale v sklopu 
klinične raziskave AKRA, ki je potekala na OIL (odobritev KME 
št. 0120-133/2017-2, glavna raziskovalka dr. Cvetka Grašič 
Kuhar). Metodo smo preizkusili na predkliničnem in kliničnem 
nivoju (62). Na predkliničnem nivoju smo v kri zdravih prosto-
voljcev dodajali znano število celic celične linije raka dojke MCF7 
(epitelijske celice) in fibroblaste Wi-38 (mezenhimske celice) 
ter ugotavljali njeno občutljivost in specifičnost. Izkazalo se je, 
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da je občutljivosti metode 34 %, medtem ko je bila specifičnost 
100 %. Tumorske celice celične linije MCF7 so bile po izolaciji 
morfološko ohranjene. Opazili smo hidropsko degeneracijo 
celic ter prisotnost ozadja krvnih celic v citoloških preparatih. 
Imunocitokemično barvanje je pokazalo, da so celice po izolaciji 
ohranile antigenske lastnosti. Na kliničnem nivoju smo metodo 
izolacije preizkusili na vzorcih krvi 43 bolnic z zgodnjim rakom 
dojke. V vseh vzorcih so bile CTC morfološko degenerirane, kar 
je oteževalo njihovo identifikacijo. Pri 2 % bolnic smo opazili 
klasične CTC, ki so kazale morfološke značilnosti tumorskih 
celic in so bile pozitivne na imunocitokemično barvanje na 
pan-citokeratin CKAE1/AE3 (CK) (Slika 2A). Pri 33 % bolnic 
smo opazili neklasične CTC, ki so kazale morfološke značilnosti 
tumorskih celic in bile negativne na imunocitokemično barvanje 
na CK (Slika 2B). V 65 % vzorcev CTC niso bile prisotne. Z 
raziskavo smo dokazali, da se z metodo MACS® lahko izolira 
CTC, ki pa so morfološko neohranjene. Morfološko neohranje-
nost smo v tej točki pripisali že sami degeneraciji CTC v krvnem 
obtoku, saj smo raziskavo izvajali pri bolnicah z zgodnjim rakom 
dojke in dejstvom, da je predklinični del raziskave pokazal 
ohranitev morfologije celic celične linije MCF7.

Zaradi slabe občutljivosti metode MACS® in dejstva, da z njo 
lahko izoliramo samo tisti del heterogene populacije CTC, 
ki izraža epitelijski fenotip, smo nadaljevali iskanje primer-
nejše metode izolacije. Povezali smo se s podjetjem ANGLE 
plc. (Guildford, Združeno kraljestvo), ki nam je omogočilo 
kratkotrajno brezplačno ovrednotenje platforme Parsortix®. 
Njihova platforma omogoča izolacijo CTC na podlagi fizikalnih 
lastnosti, njihove velikosti in stisljivosti, kar pomeni, da lahko z 
njim izoliramo večji nabor heterogene populacije CTC v krvi, ki 
izražajo različne fenotipe. Celice se v sistemu Parsortix® ločujejo 
v separacijski kaseti, v kateri se nahaja sistem kapilar, ki se 
stopničasto ožijo do premera 6,5 µm. Tam se CTC in druge večje 
celice zagozdijo, ostale krvne celice pa stečejo naprej. Ko čez 
kapilare steče ves vzorec krvi, obrnemo pretok tekočine in na ta 
način izoliramo obogateno frakcijo večjih celic. Sistem Parsortix® 
smo prav tako testirali predklinično in klinično, tako da smo 
naredili sočasno primerjavo s sistemom MACS®, s katerim smo 
že imeli nekaj izkušenj (44). Na predkliničnem nivoju smo v kri 
zdravih prostovoljcev dodajali celice celične linije raka dojke 
MCF7 ter izolacijo izvedli po obeh postopkih. Po obeh načinih 
izolacije smo opazili morfološko ohranjene celice MCF7, ki so 

Slika 2: Primer klasične CTC barvane po metodi PAP s pozitivnim barvanjem na CK (A) in neklasične CTC pobarvane po metodi Giemsa (B). 
CTC so bile izolirane z biološko metodo MACS® pri bolnicah z zgodnjim rakom dojke. Pri A in B lahko opazimo veliko ozadja krvnih celic.

kazale znake hidropske degeneracije in prisotnost nekaterih de-
generativnih značilnosti, kot so prisotnost resic in brstov na plaz-
malemi ter vakuol v citoplazmi. Pretočna citometrija je pokazala, 
da so po obeh načinih izolacije celice viabilne in bi lahko bile 
primerne za nadaljnje gojenje v laboratoriju. Pri kliničnem 
testiranju smo uporabili kri 30 bolnic z razsejanim rakom dojk, 
ki so bile vključene v klinično raziskavo KORALA (odobritev 
KME št. 0120-150-2019/4, glavna raziskovalka dr. Cvetka Grašič 
Kuhar). Pri tej skupini bolnic smo pričakovali večje število bolj 
morfološko ohranjenih CTC. Vsaki bolnici smo naenkrat odvzeli 
dve epruveti krvi (10 ml) ter iz vsake izolirali CTC z uporabo ene 
od metod. Ugotovili smo, da lahko z metodo Parsortix® izoliramo 
večje število CTC v primerjavi z metodo MACS®, kar smo tudi 
pričakovali, saj lahko metoda izolira CTC ne glede na fenotipov. 
Še bolj zanimiva ugotovitev pa je bila, da so bile CTC po izolaciji 
s sistemom Parsortix® morfološko bolj ohranjene od tistih, ki so 
bile izolirane z metodo MACS® (Slika 3). Na podlagi naše analize 
smo razvili tudi merila za identifikacijo in klasifikacijo CTC. 
Merila za morfološko ohranjene CTC so: celice z morfološkimi 
značilnostmi malignosti, kot so velika jedra, visoko razmerje 
med jedrom in citoplazmo, malo citoplazme, vidna struktura 
kromatina ali prisotnost mitoze. Kriteriji za opredelitev morfolo-
ško neohranjenih CTC so bili: celice z morfološkimi značilnostmi 
malignosti, kot so velika jedra, visoko razmerje med jedrom in 
citoplazmo, malo citoplazme ter izguba kromatinske strukture in 
celovitosti jedrske membrane.

Zaradi spodbudnih rezultatov smo klinično raziskavo KORALA 
razširili z vključitvijo dodatnih bolnic z namenom ovrednote-
nja potencialnih kliničnih korelacij. Od skupno 59 vključenih 
bolnic z razsejanim rakom dojke je 63 % imelo luminalni podtip 
A ali B, 20 % HER2 pozitivni podtip ter 17 % trojno negativni 
podtip (61). Naši rezultati so pokazali, da so bile CTC prisotne 
pri 80 % bolnicah, skupki CTC pa pri 9 % bolnicah. V raziskavi 
nismo dokazali signifikantnih razlik med številom CTC in 
posameznimi podtipi raka dojke, prav tako število CTC ni bilo 
povezano s celokupnim preživetjem, kar pripisujemo izboru 
bolnic z razsejano boleznijo ne glede na linijo zdravljenja ter 
nizkemu številu vključenih bolnic. V raziskavi pa smo zasledili 
zelo zanimivo najdbo, in sicer da je kar 52 % bolnic v krvi imelo 
megakariocite. Megakariociti so prekurzorji trombocitov in 
se običajno nahajajo v kostnem mozgu in ne v periferni krvni. 
Celice megakariocitov so zelo velike in smo jih zato lahko 

50 µm
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20 µm

Slika 3: Morfološko ohranjene CTC, izolirane s sistemom Parsortix® (A) in morfološko neohranjene CTC, izolirane s sistemom MACS® (B) iz 
krvi bolnic z razsejanim rakom dojke.

izolirali s sistemom Parsortix® poleg CTC. Vzrok prisotnosti 
megakariocitov v krvi bolnic ni znan, najdba pa nam odpira 
nadaljnje možnosti raziskovanja, saj je znano, da imajo trombociti 
pomembno vlogo pri zaščiti CTC med potovanjem po krvi.

TRENUTNO VZPOSTAVLJENE METODE IZOLACIJE IN 
DOLOČEVANJA CTC

V kliničnih raziskavah na Onkološkem inštitutu Ljubljana CTC 
izoliramo iz 10 ml periferne krvi, ki jo bolniku odvzamemo v 
epruveto s K2 EDTA. Raziskave so pokazale, da imajo tumorske 
celice v vzorcu krvi zelo kratko življenjsko dobo, saj njihovo število 
po petih urah od odvzema upade za več kot 60 % (63,64). Zato 
izolacijo CTC izvedemo v najkrajšem možnem času (najkasneje 
štiri ure po odvzemu periferne krvi). Za izolacijo CTC uporabljamo 
aparat Parsortix®. Po separaciji izolirane celice prenesemo v hišni 
celični medij (4,5 % goveji serumski albumin, 0,45 % EDTA v 
fosfatnem pufru, 90.000 IE/ml penicilin in 4 g/ml garamicin) ter 
pripravimo tri citospine. Dva shranimo v metanolu za nadaljnje 
imunocitokemično ali imunofluorescenčno barvanje, enega pa 
posušimo na sobni temperaturi in nato obarvamo po metodi 
Giemsa. Obarvane preparate nato analiziramo pod svetlobnim ali 
fluorescenčnim mikroskopom, kjer določimo število, ohranjenost, 
morfologijo in fenotip izoliranih CTC. Potek obdelave vzorca za 
določanje CTC je prikazan na Sliki 4.

Citopatološka priprava vzorcev CTC za morfološko in       
imunofenotipsko analizo

Prednost citopatološke preiskave je, da omogoča hitro obdelavo 
tekočinskih vzorcev, saj lahko preparate za mikroskopsko analizo 
in dodatna imunocitokemična barvanja pripravimo, pobarvamo 
in ocenimo v manj kot 24 urah. Pri analizi morfoloških in 
imunofenotipskih značilnosti CTC smo zato želeli uporabiti 
že uveljavljene metode, opremo in preizkušene protokole, ki jih 
v našem citopatološkem laboratoriju skrbno optimiziramo in 
izpopolnjujemo že več kot 70 let (65). Ker vzorci z izoliranimi 
CTC vsebujejo zelo malo celic, smo se odločili, da preparate za 
mikroskopsko oceno pripravimo s citocentrifugo. Za pripravo 
citospinov smo uporabili posebna stekelca z vnaprej označenim 
območjem za nanos celic, ki se v rutinski diagnostiki uporabljajo 
predvsem za vzorce likvorja. Prednost citospinov pred klasičnimi 
razmazi je, da s centrifugiranjem celice iz tekočinskih vzorcev 

skoncentrirano nanesemo na majhno področje stekelca, ki je 
označeno s krogom, kar olajša mikroskopski pregled vzorcev pod 
svetlobnim mikroskopom. Za pripravo citospinov v citocentrifugi 
potrebujemo kovinske sponke, plastične komore in označena 
stekelca, kot je prikazano na Sliki 5 (A-E). Običajno iz enega 
vzorca pripravimo tri citospine. En citospin posušimo na zraku 
in ga obarvamo po metodi Giemsa z avtomatiziranim barvalcem 
Leica ST5010 Autostainer XL (Leica Biosystems, Nussloch, 
Nemčija) (Slika 5D). Druga dva citospina takoj fiksiramo v 
absolutnem metanolu. Citospine lahko v metanolu hranimo 
več mesecev, kar nam omogoča lažje načrtovanje dodatnih 
imunocitokemičnih (Slika 5E) in imunofluorescenčnih barvanj 
(66). Imunocitokemična barvanja izvedemo z avtomatiziranim 
barvalcem BenchMark ULTRA (Ventana, Roche, Bazel, Švica). 

V sklopu raziskave KORALA smo za analizo CTC pripravili 
tudi preparate, fiksirane v Delaunaju in pobarvane po metodi 
PAP, ki smo jih lahko uporabili za imunocitokemična barvanja. 
S primerjavo citospinov, pobarvnih po metodi Giemsa in PAP, 
smo ugotovili, da so preparati pobarvani po metodi Giemsa bolj 
primerni za oceno morfoloških značilnosti CTC. Poleg tega so 
rezultati imuncitokemičnih barvanj boljši na citospinih, ki so 
fiksirani v metanolu, kot na citospinih, ki so fiksirani v Delaunaju 
in pobarvani po metodi PAP.

Barvanje po metodi Giemsa in imunocitokemično barvanje CTC

Na podlagi morfološke ocene CTC smo v sklopu raziskave 
KORALA ugotovili, da so morfološke značilnosti CTC drugačne 
kot v tkivnih vzorcih primarne biopsije karcinoma dojke (Slika 
6A in 6C). Opazili smo, da so CTC v vzorcu iste bolnice veliko 
bolj polimorfne in se zelo razlikujejo po velikosti (44). Znano je, 
da so CTC v krvnem obtoku zelo krhke, zato postopek izolacije 
najverjetneje povzroči dodatne deformacije. Domnevamo, da je 
to tudi razlog za oteženo izolacijo CTC iz vzorcev krvi, njihovo 
prepoznavanje ter določanje morfoloških in antigenskih lastnosti. 
Tumorske celice v primarnem tumorju so močno pozitivne za 
citokeratinske označevalce, posebej na CK (Slika 6B). Žal pa smo 
z imunocitokemičnim barvanjem CTC dokazali CK le v posame-
znih vzorcih bolnic s CTC (Slika 6, D, E). Predpostavljamo, da 
CTC zaradi EMT izgubijo epitelijske citokeratinske označevalce 
ali pa so prisotni v tako majhni količini, da jih z metodami, ki jih 
trenutno uporabljamo v rutinski diagnostiki, ne zaznamo. 



Slika 4: Shematski prikaz poteka obdelave vzorca za določanje CTC v periferni krvi bolnikov na Onkološkem inštitutu Ljubljana. 
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Slika 5: Prikaz izdelave citospinov in barvanja vzorcev s CTC v našem rutinskem citopatološkem laboratoriju na OIL. (A) Kovinska sponka, 
plastična komora, stekelce za vzorce z majhnim številom celic in filter papir; (B) prikaz sestavljanja komponent s Slike A; (C) Citocentrifu-
ga; (D) Avtomatiziran barvalec za barvanje po metodi Giemsa; (E) Avtomatiziran barvalec za imunocitokemično barvanje.

Zaradi naših prvih ne preveč spodbudnih rezultatov imunocito-
kemičnih barvanj na CTC, smo poskušali optimizirati protokol 
dvojnega imunocitokemičnega barvanja za CK in vimentin. 
Protokol barvanja smo testirali na ostankih citoloških vzorcev 
s celicami, ki so izražale CK ali vimentin. Naši rezultati so 
pokazali, da vimentin obarva tudi vse imunske celice. Močno 
obarvane imunske celice motijo oceno izražanja vimentina na 
CTC z mezenhimskim imunofenotipom, zato bi bilo za oceno 
mezenhimskega fenotipa CTC treba poiskati drug označevalec, 
ki ni izražen na belih krvnih celicah, trombocitih in njihovih 
prekurzorskih celicah v kostnem mozgu. Druga možnost je 
imunofluorescenčno barvanje, kjer močne reakcije ne zamaski-
rajo signala drugih označevalcev. V literaturi je le malo objav o 
morfoloških in imunofenotipskih značilnostih CTC, določenih z 
rutinskim imunocitokemičnim barvanjem, kar dodatno potrjuje, 
da CTC predstavljajo velik raziskovalni izziv in odpirajo možnost 
za nadaljnje raziskave.

Imunofluorescenčno barvanje

Z imunofluorescenčnim barvanjem lahko na istem vzorcu 
naenkrat označimo in opredelimo več različnih celičnih ozna-
čevalcev. V našem primeru smo želeli postaviti panel barvanja, s 
katerim bi lahko prepoznali CTC in določili njihov fenotip. V ta 

namen smo si izbrali 4 označevalce – označevanje jeder z jedrnim 
barvilom Hoechst 33342, ki se veže na DNA, označevanje CK 
(epitelijski označevalci), označevanje vimentina (mezenhimski 
označevalec) ter označevanje skupnega levkocitnega antigena 
CD45 (označevalec za krvne celice, ki nam služi za razlikovanje 
CTC od krvnih celic). Kriteriji za opredelitev CTC so: celice 
s prisotnim jedrom, ki so negativne na barvanju za CD45 ter 
pozitivne na CK, vimentin ali oba.

V naši kohorti bolnic v sklopu raziskave KORALA smo večinoma 
zaznali prisotnost CTC mezenhimskega fenotipa (Slika 7A), pri 
eni bolnici pa tudi CTC v hibridnem fenotipu (Slika 7B). CTC z 
izključno epitelijskim fenotipom nismo zaznali. Nekatere celice, 
ki so fenotipsko ustrezale kriterijem za CTC (CD45 negativne, 
vimentin pozitivne), so imele zelo slabo vidna jedra ter so izkazo-
vale druge morfološke znake degeneracije (brstenje membrane), 
kar lahko kaže na močno degeneracijo teh celic v krvi in močno 
otežuje njihovo identifikacijo (Slika 7C). Prav tako ni jasno, 
ali ima prisotnost močno degeneriranih CTC kakšen klinični 
pomen, saj celice najverjetneje nimajo več sposobnosti zasevanja. 
To pa odpira vrata nadaljnjim možnostim raziskav. Vimentin se 
je pri imunofluorescenčnem označevanju izkazal za bolj primer-
nega kot pri imunocitokemičnem barvanju, saj s fluorescenčnim 
mikroskopom označevalce spremljamo v različnih kanalih in ne 
maskirajo signala drug drugemu.
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Slika 6: Primerjava morfoloških značilnosti in rezultatov imunocitokemičnega barvanja celic karcinoma dojke v primarnem tumorju in v ci-
tospinih s CTC. (A) Histološka slika primarnega karcinoma dojke (tumorske celice so označene z belo puščico) v preparatu, ki je pobarvan 
z metodo hematoksilin-eosin; (B) Imuncitokemično barvanje z označevalcem CK na tkivni rezini primarnega karcinoma dojke (tumorske 
celice (rjave barve) so označene z belo puščico); (C) CTC (označene z belimi puščicami), pobarvane po metodi Giemsa; D) Primer neg-
ativnega imunocitokemičnega barvanja na CK na CTC; (E) Primer pozitivnega imunocitokemičnega barvanja za CK na CTC (rjave celice). 
Slike A–D prikazujejo rezultate barvanj pri isti bolnici, Slika E prikazuje rezultate barvanj pri drugi bolnici. Vse slike so zajete ob 400-kratni 
povečavi.

Pogled v prihodnost

V prihodnosti načrtujemo izvajanje različnih kliničnih raziskav 
tekočinske biopsije in CTC, da bi poglobili razumevanje njihove 
vloge pri napovedovanju poteka bolezni in odziva na zdravljenje. 
Ena izmed ključnih raziskav je že potekajoča raziskava GALIA 
(odobritev KME št. 0120-156/2023/3, glavna raziskovalka dr. 
Cvetka Grašič Kuhar), kjer pri bolnicah z visoko tveganim rakom 
dojk preučujemo prognostični pomen CTC, skupkov CTC in me-
gakariocitov. S to raziskavo želimo raziskati, ali lahko ti celični 
označevalci napovejo doseg patološkega popolnega odgovora po 
neoadjuvantni terapiji ter njihovo vlogo pri napovedovanju PFS 
in OS. V sklopu raziskave bolnice šestkrat med zdravljenjem 
darujejo vzorce krvi za izolacijo CTC in ctDNA.

Načrtujemo tudi širitev raziskovanja na druge vrste rakov, kjer 
CTC še niso tako raziskane kot pri raku dojke. Poleg tega si priza-
devamo vzpostaviti gojenje CTC v laboratoriju, kar bi omogočilo 
namnožitev teh celic in izvedbo različnih funkcionalnih celičnih 
testov ter transkriptomske analize posameznih celic. S tem 
bi lahko poglobili naše razumevanje CTC in samega procesa 

zasevanja, kar bi lahko dolgoročno prispevalo k razvoju persona-
liziranih terapij in izboljšanju izidov zdravljenja.

ZAKLJUČEK

Raziskovanje CTC postaja vse bolj pomembno orodje pri razu-
mevanju kompleksnega procesa zasevanja, ki je še vedno glavni 
vzrok smrti pri onkoloških bolnikih. Zasevki se lahko pojavijo že 
v zgodnjih fazah razvoja tumorja, vendar mehanizmi, ki vodijo 
do tega, še niso v celoti pojasnjeni. Prav CTC imajo potencial, da 
nam razkrijejo ključne informacije o tem procesu in omogočijo 
razvoj novih pristopov za njegovo preprečevanje. S hitrim tehno-
loškim napredkom pa pričakujemo, da bomo v prihodnosti razvili 
še bolj učinkovite in zanesljive pristope za izolacijo in identifika-
cijo teh redkih in raznolikih celic.
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Slika 7. Primeri CTC, ki smo jih izolirali iz krvi bolnic z razsejanim rakom dojke. (A) CTC mezenhimskega fenotipa, (B) CTC hibridnega feno-
tipa, (C) CTC z mezenhimskim fenotipom s slabo obarvanim jedrom in znaki degeneracije. Merilna skala 20 µm (A in C) ter 10 µm (B). Jedra 
so prikazana v modri barvi, CK v zeleni, vimentin v rdeči, skupni levkocitni antigen CD45 v oranžni. Slika združeno predstavlja sočasni 
prikaz vseh štirih kanalov.
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