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Резюме. Рідинна біопсія знаходиться 
під прицілом уваги, завдяки своєму клінічному 
значенню для персоналізованої медицини. Цей 
діагностичний метод направлений на виявлен-
ня та аналіз таких біомаркерів крові, як цирку-
люючі пухлинні клітини (ЦПК), позаклітинна 
циркулююча пухлинна ДНК (цпДНК), цирку-
люючі РНК та екзосоми, які вивільняються з 
первинних пухлин та їх метастатичних вог-
нищ. Переваги рідинної біопсії над класичною 
тканинною є очевидними. Неінвазивність ме-
тоду, гетерогенність дають можливість вияви-
ти всі можливі типи пухлинних клітин, що 
дозволяє підійти до лікування персоніфікова-
но. Новітні техніки аналізу ЦПК і цпДНК на-
правлені на виявлення злоякісних захворювань 
та визначення прогнозу у пацієнтів з курабе-
льним захворюванням, моніторинг системної 
терапії і стратифікацію хворих, базовану на 
виявленні терапевтичних мішеней або механі-
змів резистентності.  
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Вступ. Проблема пошуку новітніх ме-
тодів діагностики в онкології на сьогодні пос-
тає досить гостро [1]. Це пояснюється зрос-
танням потреби у персоніфікації лікування 
пацієнтів зі злоякісними захворюваннями, за-
снованій на молекулярних змінах в пухлині 
конкретного хворого. Не дивлячись на те, що 
класична тканинна біопсія дає змогу відповіс-
ти на значну кількість діагностичних запитань, 
отримані результати висвітлюють дані лише 
по одній невеликій ділянці первинної пухлини 
або метастазу, часто взятій ще до початку лі-
кування. Від виконання повторних біопсій, як 
правило, пацієнти відмовляються. У клініці 
трапляються випадки, коли якість морфологіч-
ного матеріалу або його неправильне зберіган-
ня не дозволяють виконати генетичне дослі-

дження, та й виконання самої біопсії не завжди 
є можливим, оскільки доступ до пухлини може 
бути значно утрудненим або навіть небезпеч-
ним для пацієнта. Все це визначило розвиток 
альтернативних шляхів вивчення пухлинного 
матеріалу в онкологічних хворих [2]. 

Одним із найперспективніших методів, 
які використовуються, є рідинна біопсія. Вона 
отримала величезну увагу в онкології, завдяки 
своєму очевидному клінічному значенню для 
персоналізованої медицини [3]. Цей діагности-
чний метод являє собою інноваційне дослі-
дження крові з метою виявити та проаналізу-
вати біомаркери, що циркулюють в крові. До 
таких відносяться: циркуюючі пухлинні кліти-
ни (ЦПК), позаклітинна циркулююча пухлин-
на ДНК (цпДНК) в крові, циркулюючі РНК та 
екзосоми, які вивільняються з первинних пух-
лин та їх метастатичних вогнищ. Основною 
перевагою рідинної біопсії над класичною є її 
неінвазивність, що дозволяє вільно використо-
вувати її за будь-якої нагальної потреби. Ще 
однією вагомою перевагою рідинної біопсії є її 
гетерогенність, яка полягає в можливості ви-
явлення всіх можливих типів пухлинних клі-
тин, навіть при мінімальній їх концентрації в 
крові. Ця особливість дозволяє підійти до лі-
кування персоналізовано, а також підібрати 
найбільш оптимальну схему лікування з метою 
попередження рецидиву пухлинного процесу. 
Особливий інтерес рідинна біопсія представ-
ляє у хворих, яким було проведено оперативне 
лікування, оскільки в них існує нагальна пот-
реба оцінити результат проведеного лікування 
у різні періоди, відповідь організму на прове-
дене лікування, а також з метою моніторингу 
ефективності проведених додаткових методів 
лікування, зокрема, неоад’ювантної терапії. У 
прооперованих хворих рідинна біопсія може 
бути предиктором рецидиву, а також дати від-
повіді щодо результатів лікування у віддалені 
терміни [4]. Отже, ключовими областями клі-
нічного застосування рідинної біопсії є вияв-
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лення раку, визначення прогнозу у пацієнтів з 
курабельним захворюванням, моніторинг сис-
темної терапії і стратифікація хворих, базована 
на виявленні терапевтичних мішеней або ме-
ханізмів резистентності [3]. 

Циркулюючі пухлинні клітини 
(ЦПК). Вперше опис ЦПК в крові хворих на 
рак пацієнтів був задокументований 1869 року 
[5]. Добре відомо, що гематогенна дисемінація 
пухлинних клітин (як поодиноких, так і у ви-
гляді кластерів) є одним із провідних шляхів в 
утворенні та формуванні метастазів, окільки 
пухлинні клітини вже на початку захворюван-
ня можуть вивільнятися з первинних вогнищ. 
Проте їх кількість є дуже малою, в порівнянні 
з мільйонами лейкоцитів та трильйонами ери-
троцитів, і варіює у межах 1-10 клітин в 1 мл 
периферичної крові. Період їх напіврозпаду 
також незначний, і складає 1-2,4 години. Було 
вивчено, що від кількості ЦПК залежить кіль-
кість метастазів, проте достеменно відомо, що 
ЦПК можуть також вивільнятись у кровотік з 
вторинних метастатичних вогнищ навіть через 
роки після резекції первинної пухлини [1]. Чи 

є викид ЦПК у кровотік випадковим процесом 
або він зумовлений специфічною біологічною 
програмою, все ще залишається предметом 
дискусій [3, 6]. 

З метою визначення кількості ЦПК ви-
користовуються різні методики. В основі од-
них лежать біологічні властивості клітин, ін-
ших – фізичні властивості, які дають мож-
ливість відрізнити ЦПК від інших клітин пе-
риферичної крові: клітинна густина, розмір, 
електричний заряд на поверхні клітинних 
мембран, здатність клітин до деформації. Ос-
новні методи, які використовують на цей час, 
показано в (таб. 1). 

Фізичні властивості досліджують пере-
важно методами ізоляції, в основі яких лежить 
принцип фільтрації, який є найбільш обіцяю-
чим в плані прогнозу та скринінгу. 

Кількість ЦПК є прогностичним фак-
тором, який дозволяє визначити виживаність 
без прогресування та загальну виживаність, 
особливо у хворих на недрібноклітинний рак 
легень, рак молочної залози, колоректальний 
рак та рак передміхурової залози.                     .

Таблиця 1 
Огляд наразі існуючих методів для визначення ЦПК 

Збагачуюючий при-
лад/ метод 

Техніка Властивості та пере-
ваги 

Обмеження 

Методи, засновані на біологічних властивостях 
CellSearch Сортування клітин за 

допомогою магнітної 
активації 

Затверджено Food and 
Drug Administration 
(FDA) 

Низька варіабельність для дослі-
дних цілей 

AdnaTest, 
AdnaGen 

Заснований на імунома-
гнетизмі 

Виявлення ЦПК та 
подальший аналіз їх 
транскрипту 

Лише «+» -адгезивні молекули 
епітеліальних клітин можуть 
бути визначені  

CNC-chip Мікрорідинні Загальне збагачення 
ЦПК, як наслідок 
висока життєздатність  

Повільний; лише невеликий 
об’єм крові може бути дослідже-
ним 

HB-chip 
CTC-iChip 
Graphene oxide-Chip 
CellCollector Дослідження in vivo, 

засноване на захопленні  
адгезивних молекул 
епітеліальних клітин  

In vivo виявлення, як 
наслідок у великому 
об’ємі крові 

Зображення на CellCollector ЦПК 
складне 

EPISPOT Аналіз для виявлення 
секретованих білків 

Життєздатні ЦПК 
можуть бути виявлені 

Непряме дослідження, оскільки 
оцінюється лише за секретова-
ним білком 

Методи, засновані на фізичних властивостях (розмір, густина/щільність) 
Ficoll, Ocoquick Конфігурація градієнту 

щільності 
Заснований на щіль-
ності 

Неспецифічні клітини втрача-
ються 

RosetteSep Негативне збагачення Простий; може за-
хопити життєздатні 
ЦПК 

Неспецифічні клітини втрача-
ються 

ScreenCell Виключення засноване  
на фільтрації  
за розміром 

Простий,  
не потребує додат-
кового обладнання 

Ухилення за розміром, оскільки 
малі ЦПК можуть бути втрачені 

ISET Виключення засноване  
на фільтрації  
за розміром 

Простий  
та швидкий 

Ухилення за розміром, оскільки 
малі ЦПК можуть бути втрачені. 
Потребує додаткового устатку-
вання. 
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Використання ЦПК є дещо лімітова-
ним через низьку кількість клітин та дорогова-
ртість методик. Проте їх клінічну значимість 
вперше було доведено 2004 року, а чисельні 
проведені мета-аналізи підтверджують про-
гностичну значимість ЦПК [1].  

Циркулююча пухлинна ДНК 
(цпДНК). В 60-ті роки ХХ сторіччя групою 
вчених на чолі з Stroun була продемонстрована 
присутність пухлинно-асоційованих аберацій 
та наявність циркулюючих фрагментів пух-
линних ДНК [1]. ЦпДНК являють собою фра-
гменти ДНК загиблих пухлинних клітин, які 
потрапили в системний кровотік. Більшість 
фрагментів цпДНК складаються з 180-200 пар 
основ, що свідчить про те, що вони частіше 
виникають в процесі апоптозу, проте деяка 
частина цпДНК виділяється з некротизованих 
клітин [4, 7]. На сьогодні вже відомо про му-
тації в пухлинних супресорах та онкогенах, 
втрату гетерозиготності, мікросателітну неста-
більність, ДНК метилування, проте існує мала 
кількість даних, які б пояснювали походження, 
механізми та кінетику появи або кліренсу та-
ких ДНК. За рахунок низької кількості таких 
фрагментів в циркулюючій крові існують пев-
ні труднощі в аналізі, однак новітні розробки в 
молекулярних технологіях допомогли досягти 
необхідної чутливості та специфічності у ви-
явленні малих кількостей цпДНК. З цією ме-
тою радять використовувати сироватку, за-
мість плазми [1]. 

За принципом, технології для визна-
чення цпДНК можна розділити на таргетні 
методи, покликані виявити мутації в наборі 
заздалегідь визначених генів (наприклад, 
KRAS в контексті блокування EGFR антитіла-
ми) або нетаргетні методи (наприклад, матрик-
сна порівняльна геномна гібридизація (array 
comparative genomic hybridization (array-CGH), 
повногеномне секвенування або секвенування 
екзому), які спрямовані на аналіз генома і ви-
явлення нових геномних аберацій, наприклад, 
таких, що забезпечують стійкість до конкрет-
ної таргетної терапії [3, 8]. Загалом, таргетні 
методи мають вищу аналітичну чутливість, 
ніж нетаргетні методи, незважаючи на значні 
зусилля вдосконалити поріг чутливості [3, 9]. 
Нещодавно спостерігалась поява високочутли-
вих технологій, здатних виявити найменшу 
кількість цпДНК в "морі" нормальної позаклі-
тинної ДНК, які необхідні для раннього вияв-
лення раку або мінімального залишкового за-
хворювання [3, 10]. 

З моменту першого цілеспрямованого 
виділення мутацій в 1990 році [1] було розроб-
лено високочутливі та специфічні методи для 

виявлення цпДНК: BEAMing, plasma Safe-
Sequencing (Safe-SeqS), tagged-amplicon deep 
sequencing (TAm-Seq), цифрова ПЛР, які до-
зволяють виявити однонуклеотидні мутації у 
цпДНК, повногеномне секвенування (whole-
genome sequencing) – встановлює зміни числа 
копій генів [3, 8]. 

Особливо високими показниками чут-
ливості вирізняється PARE (personalized analy-
sis of rearranged ends), яка дозволяє виявити 
цпДНК вже при 0,001% його наявності в цир-
кулюючому руслі. Newman запропонував ме-
тод CAPP-Seq (CAncer Personalized Profiling by 
deep Sequencing), як надчутливий до визначен-
ня цпДНК, а Forshew зі співавторами розроби-
ли TАm-Seq (Tagged-amplicon deep sequencing) 
метод. Метод TАm-Seq дозволяє визначити 
ракові мутації в алелях з частотою нижчою за 
2%, маючи при цьому чутливість та специфіч-
ність вищу за 97%. Вищеперелічені методи 
дозволяють виявити не тільки точкові мутації 
в цпДНК, але й комплекс аберацій зі змінами 
кількості (ампліфікація, делеція, анеуплодія) 
або послідовності (транслокації, інверсії) ве-
ликих фрагментів ДНК. Перспективним є ви-
значення рівня метилювання пухлинного ге-
ному, проте значним недоліком його викорис-
тання є низька специфічність, оскільки мети-
лювання не є пухлинно-специфічним проце-
сом і може спостерігатись в нормальних тка-
нинах. Однак навіть враховуючи ці недоліки, 
визначення рівня метилювання цпДНК може 
виявитись корисним маркером для визначення 
динамічних змін, що відбуваються в пухлині, 
та бути однією з основних скринінгових мето-
дик [7].  

Виявлення раку шляхом моніторингу 
цпДНК привертає значну увагу [3, 11, 12]. 
Найбільший технологічний виклик – це вияв-
лення дуже низької кількості цпДНК у зразках 
крові з різною кількістю позаклітинної ДНК та 
вибір вірної панелі геномних аберацій, специ-
фічних для раку. Нещодавно команда Джона 
Хопкінса використала технології на основі 
цифрової полімеразної ланцюгової реакції для 
оцінки можливості виявлення пухлин за допо-
могою визначення цпДНК у 640 пацієнтів з 
різними формами раку. ЦпДНК була розпізна-
на лише у 48-73% пацієнтів з локалізованими 
формами раку: колоректальний рак, кардіоое-
зофагальний рак, рак підшлункової залози та 
аденокарцинома молочної залози. Хоча ці по-
казники вагомі, проте вони не є достатніми для 
раннього виявлення раку. ЦпДНК часто була 
присутня у пацієнтів без виявлених ЦПК [3, 
13]. Інші дослідники показали, що у 100% па-
цієнтів з ІІ – ІV та у 50% з І стадією недрібно-
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клітинного раку легень визначалась цпДНК 
[1,7]. Однак було також показано, що з віком 
можливе виникнення так званих рак-
асоційованих мутацій, які ніколи не призве-
дуть до виникнення раку протягом життя. Не 
дивлячись на великі сподівання, покладені на 
вищеперелічені методи, їм і досі не вистачає 
достатньої чутливості, і тому вони потребують 
певної кількості цпДНК, які ще можуть бути 
відсутніми у хворих на початкових стадіях [1]. 
Таким чином, виявлення пов'язаних з раком 
мутацій на позаклітинній ДНК може не вказу-
вати на те, що обстежувана особа вже має рак 
або у неї розвинеться рак протягом життя, але 
це може бути приводом значного занепокоєн-
ня та проведення розширених діагностичних 
процедур з такими побічними явищами, як 
опромінення [3]. 

Кількість цпДНК залежить від пухлин-
ної маси в організмі людини, одночасно зрос-
тає при збільшенні об’єму пухлини, оскільки 
збільшується кількість клітин, які підлягають 
апоптозу і некрозу. Додатковими факторами, 
що впливають на кількість цпДНК, є гістологі-
чний тип пухлинних клітин, розмір пухлинних 
вогнищ та їх васкуляризація. Збільшенню кі-
лькості цпДНК сприяє спосіб утилізації загиб-
лих клітин: при фізіологічній загибелі норма-
льних клітин організму продукти їх розпаду 
поглинаються та перетравлюються фагоцита-
ми, тоді як процес фагоцитування пухлинних 
клітин менш ефективний, що сприяє накопи-
ченню клітинного детриту, який здатен виді-
ляти пухлинну ДНК в циркулюючий кровотік, 
в результаті чого частка цпДНК може складати 
від 0,01 до 90% від загальної кількості цирку-
люючих ДНК. Невелике дослідження Murtaza 
еt al. показало принципову можливість вико-
ристання цпДНК для повного секвенування 
пухлинного екзома та спостереження за його 
еволюцією протягом лікування раку молочної 
залози, яєчників, легень [4]. Ще одною перева-
гою визначення цпДНК є відносно короткий 
час напіврозпаду в циркулюючій крові (близь-
ко 2 годин), що дозволяє оцінити динаміку 
пухлинної маси через кілька годин після її 
реальних змін.  

Основною проблемою у використанні 
цпДНК є відсутність чітких стандартів і неве-
лика кількість проведених клінічних дослі-
джень. Тож визначення рівня цпДНК може 
бути також використане як прогностичний 
маркер у хворих після хірургічного лікування з 
метою визначення необхідності додаткової 
ад’ювантної терапії, визначення групи ризику 
виникнення нових вогнищ, рецидиву (оскільки 
методики враховують пухлинні клітини та 

цпДНК, які рознесені по організму, але не 
утворюють вогнищ), призначення таргетної 
терапії або з метою швидкої модифікації тера-
пії хворим, за умови неефективності поперед-
ньої [1]. 

Циркулююча пухлинна РНК та екзо-
соми. Додатково до основних методів рідинної 
біопсії – визначення цпДНК та ЦПК, малень-
ким, але дуже перспективним розділом є ви-
значення циркулюючої пухлинної РНК. Попу-
лярність циркулюючих РНК значно зросла в 
останні 10 років. Так, протягом 2005 року було 
опубліковано лише 85 робіт, тоді як протягом 
2015 року їх кількість склала 3680. Перспекти-
вність їх широкого використання полягає у 
можливості їх визначення у більшості біологі-
чних рідин: плазмі, сироватці крові, цереброс-
пинальній рідині, слині та сечі, що є значною 
перевагою. З метою визначення РНК викорис-
товуються RT-qPCR (Reverse Transcription 
quantative PCR) методи, які засновані на гібри-
дизації, та методи, в основі яких лежить секве-
нування. Важливим є те, що залежно від виду 
біологічної рідини та способу екстракції РНК 
варіюють також і діагностичні рівні. Перспек-
тивною є можливість використовувати цирку-
люючі РНК з прогностичною метою для раку 
молочної залози, колоректального раку і особ-
ливо плоскоклітинного раку легень. Основною 
проблемою для їх широкого використання є 
відсутність стандартизації, а також висока 
залежність отриманих результатів від умов, які 
передували аналізу, зокрема, температура та 
використовувані консерванти, дієта пацієнта, 
стиль його життя та вживання ліків. Однак за 
рахунок можливості виділення РНК з різних 
біологічних рідин організму у клініцистів 
з’являється можливість проведення рутинних 
досліджень не тільки з метою виявлення хво-
роби та її прогресії, але й з метою виявлення 
невідомого походження пухлин та метастазів 
[1]. 

Висновки та перспективи. Рідинна 
біопсія, сфокусована на аналізі ЦПК та цпДНК 
у крові хворих на рак, отримала величезну 
увагу, завдяки своєму очевидному клінічному 
значенню для персоналізованої медицини. 
Визначення ЦПК та цпДНК проклало нові 
діагностичні шляхи і, на сьогоднішній день, є 
наріжним каменем рідинної біопсії. Наскільки 
вони зможуть замінити тканинну біопсію в 
майбутньому, залишається предметом дис-
кусій. Для первинної діагностики пухлин, для 
яких утруднене проведення тканинної біопсії, 
а також для рестадіювання та молекулярного 
аналізу метастатичних вогнищ, рідинна біопсія 
може стати альтернативою. Крім того, вона 
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може допомогти направити сучасні методи 
діагностики раку на осіб з підвищеним ризи-
ком, що в перспективі дозволило б зменшити 
побічні ефекти (наприклад, опромінення при 
проведенні мамографії) та витрати на медичне 
обслуговування. Однак, незважаючи на 
декілька перспективних перших результатів та 
величезний інтерес діагностичних компаній та 
публічної преси ("виявлення раку з краплі 
крові"), раннє виявлення раку стикається з 
такими серйозними проблемами, як чутливість 
та специфічність. Натомість, моніторинг ЦПК 
та цпДНК під час системної терапії у онко-
логічних хворих може стати тим напрямком 
застосування, який буде простішим та ближ-
чим щодо впровадження до клінічної практи-
ки. Аналізи ЦПК та цпДНК для мутацій, що 
дають відповідь  на лікування або є стійкими 
до таргетної терапії, вже продемонстровані в 
ряді досліджень. Більше тестів на мутації в 
генах, які кодують терапевтичні мішені та 
відповідні гени резистентності, очікуються 
найближчим часом [3, 14]. 
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Резюме. Жидкостная биопсия находит-
ся под прицелом внимания, благодаря своему 
клиническому значению для персонализиро-
ванной медицины. Этот диагностический ме-
тод направлен на выявление и анализ таких 
биомаркеров крови, как циркулируюющие 
опухолевые клетки (ЦОК), внеклеточная цир-
кулирующая опухолевая ДНК (цоДНК), цир-
кулирующие РНК и экзосомы, которые высво-
бождаются из первичных опухолей и их мета-
статических очагов. Преимущества жидкост-
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ной биопсии над классической тканевой оче-
видны. Неинвазивность метода, гетероген-
ность дают возможность выявить все возмож-
ные типы опухолевых клеток, что позволяет 
подойти к лечению персонифицировано. Но-
вейшие техники анализа ЦОК и цоДНК 
направлены на выявление злокачественных 
заболеваний и определение прогноза у пациен-
тов с курабельным заболеванием, мониторинг 
системной терапии и стратификацию больных, 
основанную на выявлении терапевтических 
мишеней или механизмов резистентности. 
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Abstract. Nowadays liquid biopsy is 
under the focus of attention due to its clinical 
implications for personalized medicine. This di-
agnostic method focuses on detection and analysis 
of blood biomarkers such as circulating tumor 
cells (CTC), cell-free circulating tumor DNA 
(ctDNA), circulating RNA and exosomes that are 
released from primary tumors and their metastatic 
focuses. Benefits of liquid biopsy over classic 
tissue biopsy are obvious. Non-invasiveness and 
heterogeneity of the method makes it possible to 
detect all variants of tumor cells types. Detection 
of different tumor cells types allow oncologists to 
approach the personalized treatment. 

Calculation of CTC can be used as a 
prognostic factor that allows to determinate sur-
vival rate without progression and overall surviv-
al, especially in patients with non-small cell lung 
cancer, breast cancer, colorectal cancer, and pros-
tate cancer. Different techniques have been used 
to calculate number of CTC. Some techniques are 

based on biological properties of cells, while oth-
ers - on physical properties. It has been shown that 
the number of metastases depends on the amount 
of CTC. It is also known that the CTC could also 
be released into the bloodstream from secondary 
metastatic focuses, even if resection of the prima-
ry tumor was made many years ago. 

ctDNA are DNA fragments of lysed tu-
mor cells that could be found in systemic circula-
tion. Due to the low number of such fragments in 
the circulating blood, there are some difficulties in 
the analysis. The latest elaborations in molecular 
technologies made possible to achieve necessary 
sensitivity and specificity in detecting of ctDNA 
in low rates. In principle, methods for detecting 
ctDNA can be divided into targeted approaches 
that aim to detect mutations in a set of predefined 
genes or untargeted approaches that aim to screen 
the genome and discover new genomic aberra-
tions.  

A small but very promising section of the 
liquid biopsy is the definition of tumor circulating 
RNA. Prospect of its widespread use is associated 
with ability to detect them in most biological flu-
ids, such as plasma, serum, cerebrospinal fluid, 
saliva and urine, which could be referred to its’ 
significant advantage. The main problems for its 
widespread use are lack of standardization as well 
as high dependence of obtained results on the 
conditions that preceded the analysis. In particular 
temperature, preservatives that are used, patient's 
diet, lifestyle and received drugs could affect ob-
tained results. 

Analyses of CTCs and ctDNA have paved 
new diagnostic ways of liquid biopsy. Key areas 
of clinical applications of liquid biopsy are cancer 
detection, prediction of prognosis in patients with 
curable disease, monitoring systemic therapies 
and stratification of patients based on the detec-
tion of therapeutic targets or resistant mecha-
nisms; but to what extent they might replace tissue 
biopsy in the future is still the subject to be dis-
cussed. 

Key words: liquid biopsy, oncology, cir-
culating tumor cells, circulating tumor DNA, cir-
culating tumor RNA. 
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