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Cirkulujizca DNA — od jej objavenia cez neinvazivne prenatdlne testovanie
aneuploidii a monogénne dedi¢nych ochoreni az k neinvazivnej nadorovej
diagnostike a prognostike

RNDr. Gabriel Minarik, PhD.
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Univerzita Komenského v Bratislave, Prirodovedecka fakulta, Bratislava

Za poslednych par dekad si v oblasti biomedicinskeho vyskumu vydobyla silnu poziciu analyza cirkulujacich
nukleovych kyselin. Tato pozicia je spojena s objavmi stvisiacimi S premenou genetickych analyz na genomic-
ké, s rozsiahlym rozvojom bioinformatiky, technologickym pokrokom a dostupnostou genomickych analyzato-
rov. Robustnost’ aktualne vyuzivanych genomickych metéd a ich kapacita poskytovat’ predtym bezprecedentné
vysledky kvalitativneho aj kvantitativneho charakteru umoznila okrem iné¢ho rozvoj novych moznosti vyskumu
tzv. neinvazivneho testovania.
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va DNA, masivne paralelné sekvenovanie

Circulating DNA — from its discovery through noninvasive prenatal testing of chromosomal aneuploidies and mo-
nogenic hereditary disorders up to noninvasive cancer diagnostics and prognostics

Over the last few decades analysis of circulating nucleic acids gained a strong position in the field of biomedical
research. This position is associated with discoveries related to the shift from genetic analysis to the genomic,
extensive development in bioinformatics as well as with technological advances and the availability of genom-
ic analysers. Robustness of currently used genomic methods and their capacity to provide previously unprece-
dented results as from a qualitative as well as quantitative point of view allow the development of new research
in the field of so-called noninvasive testing.
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Uvod

Délezitost’ objavenia cirkulujucej DNA v roku 1947 Mande-
lom a Metaisom bola dlhy ¢as nerozpoznana®. Az o dvad-
sat’ rokov, v roku 1966, bola publikovana stadia poukazuju-
ca na asociaciu medzi zvySenou hladinou cirkulujicej DNA
v sére pacientov so systémovym lupus erythematosus®.
V roku 1973 bola zvySena hladina cirkulujucej DNA identi-
fikovana aj pri d’alsich zavaznych ochoreniach, napr. pri reu-
matoidnej artritide, glomerulovej nefritide, pankreatitide, za-
palovych ochoreniach ¢riev a hepatitide®. Kratko nato, vroku
1977, uz bola opisana asociacia aj medzi zvySenymi hladi-
nami cirkulujucej DNA a nadorovym ochorenim u pacientov
s lymfomom, gliomom, rakovinou pltc, maternice, krcka ma-
ternice, prsnika, kolorekta, v porovnani so zdravymi jedinca-
mi a, navyse, pacienti s lokalizovanym nadorom dosahovali
niz§iu koncentraciu cirkulujucej DNA v porovnani s pacient-
mi s metastatickym ochorenim. Co bolo este ddlezitejsie, au-
tori Stadie prvykrat preukazali, ze po liecbe tychto pacien-
tov bo zaznamenany pokles hladiny cirkulujucej DNA u Casti
pacientov, a 7e jej sledovanie moéze mat potencial vyuzitia
v prognostike nadorovych ochoreni®. V tom obdobi vsak ne-
existovali dostatoéne senzitivne a $pecifické metody, ktoré
by umoznovali identifikovat nadorovo $pecificka cirkuluja-
cu DNA a kvantitativne analyzy boli realizované prostrednic-
tvom biochemickych metod alebo s vyuzitim univerzalnych
genetickych markerov (ako napr. Alu-PCR).

Cirkulujuca vol'na fetilna DNA — geneticka éra

Daldim doélezitym milnikom vo vyskume cirkulujucej DNA
bol v roku 1989 objav pritomnosti tzv. cirkulujicej volnej fe-
talnej DNA (cffDNA — cell free fetal DNA) ako sucasti cel-
kovej cirkulujicej DNA v krvi tehotnych zien, ktory predzna-
menal nielen vznik a rozvoj novej oblasti tzv. neinvazivneho
prenatalneho testovania (NIPT), ale zaroven naStartoval vy-
soky zaujem o oblast vyskumu cirkulujicich nukleovych ky-
selin v§eobecne®. Prvou klinicky vyuzitefnou aplikaciou vy-
skumu bol test zalozeny na kvalitativnej detekcii konkrétnych
Y-chromozémovych sekvencii v maternalnej plazme, umoz-
nujici neinvazivne urcenie pohlavia plodu z krvi tehotnej. Pri-
tomnost’ tychto sekvencii bola na ucely stanovenia pohlavia
plodu kritériom, ktoré umoznilo vyuzitie analyzy pri neinvaziv-
nom prenatalnom testovani X-viazanych dedi¢nych ochoreni.
Po pridani kvantitativneho rozmeru analyzy boli definované
mnozstva fetidlnej DNA v maternalnej cirkulacii, ked” pévodna
praca z roku 1998 preukazala nielen pritomnost’ dostato¢né-
ho mnozstva fetalnej DNA pre rézne typy genetickych analyz
uz v skorych stadiach tehotenstva, ale aj narast podielu fetal-
nej DNA s postupujucim tehotenstvom. Podiel fetalnej DNA
narastol od 7. tyzdna tehotenstva z priemernych 25 GEg/ml
(genomickych ekvivalentov/ml plazmy) na priemernych 300
GEg/mI®. O rok neskor bolo navyse preukazané rychle od-
buranie fetalnej DNA po poérode, ked’ pol¢as rozpadu fetal-
nej DNADbol na Grovni 16 mintit a prakticky tplné odburanie
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fetalnej DNA do dvoch hodin po porode®. To znamenalo vel’kt
vyhodu v porovnani s dovtedy konkuren¢nou stratégiou nein-
vazivneho prenatalneho DNA testovania zaloZzeného na analy-
ze cirkulujicich fetalnych buniek. Ich nevyhodou bolo na jed-
nej strane vel'mi nizke zastapenie v krvi tehotnej — 2 — 20/ml
krvi®9 na druhej strane dlhodobé prezivanie fetalnych buniek
v krvi matky (mikrochimérizmus), ktoré mohlo kompromitovat’
vysledky DNA analyzy buniek z odberu krvi v priebehu aktual-
nej tehotnosti s bunkami z tej predchadzajicej®®. V nadviz-
nosti na tieto zisteniasa rozvoj v oblasti neinvazivnej prena-
talnej DNA diagnostiky zameral prave na cffDNA. Vd’aka tomu
sa postupne do Klinickej praxe dostali testy pre determinaciu
RhD statusu plodu®® ¢i detekciu monogénovych mendelis-
tickych ochoreni s autozomalne dominantnou dedi¢nost’ou
v pripadoch ich dedi¢nosti od otca plodu, ako napr. achon-
droplazia®, myotonicka dystrofia®. V nadviznosti na ziste-
nie, ze DNA fetdlneho a maternalneho povodu sua rozdielne
fragmentované, pricom fetalna DNA bola fragmentovana viac
ako maternalna¥, sa v nasledujucom obdobi zacala testovat’
moznost’ vyuzitia frakcionacie cirkulujicej DNA pred samot-
nou molekularnou analyzou. Ta bola v zac¢iatkoch sprostred-
kovana predovsetkym vyrezavanim frakcie DNA s velkost'ou <
300 bp (bazovych parov) z agarézovych gélov po elektroforé-
ze izolovanej DNA. Takto predpripravena DNA vykazovala pre-
ukaznejsie vysledky pri detekcii patogénnych variantov v DNA
plodu napr. pri achondroplazii, B-talasémii ¢i dokonca pri nein-
vazivnej detekcii parentalnych alel STR markerov vyuzivanych
Standardne pri detekcii chromozémovych aneuploidii®®1?,
V tomto obdobi boli detegované a na ucely vyuzitia pri NIPT
validované konkrétne oblasti DNA plodu (napr. RASSF1A), kto-
ré boli v porovnani s maternalnou DNA rozdielne metylované
a mali umoznit’ zvySenie spolahlivosti NIPT analyz najmi vd’a-
ka presnejsiemu stanoveniu podielu fetalnej DNA vo vzorke®®),
S nastupom technologie digitalnej PCR bola este preukazana
moznost’ neinvazivnej determinacie pritomnosti trizomie chro-
mozomu 21 u plodu v pripade, ze jeho fetalna DNA bola zastu-
pena v celkovej cirkulujucej DNA tehotnej nad 25 %(9. Ani tato
metoda vsak nebola vSeobecne vyuzitelna pre rutinné pouzi-
tie NIPT pri detekcii chromozéomovych aneuploidii plodu, pre-
toze vtom case publikované udaje uvadzali priemerny podiel
cffDNA v maternalnej cirkulacii maximalne na arovni 12 %®©.

Obrdazok 1. Identifikdcia tehotenstievs plodom s trizémiou chro-
mozomu 21 v désledku detekcie vyssieho zastupenia DNA mo-
lekul zodpovedajiicim 21. chromozému v analyzovanych vzor-
kach Kkrvi tehotnych Zien a kontrolnej muzskej vzorky (Fan HC et
al., 2008)
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Cirkulujica voPna fetilna DNA — genomickaéra

Dalii rozmach stvisel s nastupom éry genomiky sprostred-
kovanej predovsetkym dostupnostou masivneho paralelného
sekvenovania (MPS). Technologia MPS spdsobila v oblasti
NIPT revoluciu. Od roku 2008, ked’ boli simultanne publikova-
né stadie preukazujuce potencial vyuzitia MPS pri neinvaziv-
nej detekcii trizomii chromozomov 21, 18 a 13 (obrdzok 1)@02),
sa rozbehol rozsiahly vyskum, ktory priniesol nové zakladné
informdacie o charakteristike cffDNA v maternalnej cirkulacii.
Okrem toho uz v povodnej praci Fan a kol., 20089 bhol opisa-
ny charakteristicky velkostny profil DNA fragmentov cirkuluju-
cej DNA, ktory poukazal na fragmentaciu zalozent na vel’kosti
DNA sekvencie zodpovedajucej nukleozomu. Tato informa-
cia bola neskor $pecifikovana a bolo preukazané, ze priemer-
na velkost DNA fragmentov fetalneho povodu je 143 bp, kym
fragmenty maternalnej DNA maju priemernt velkost' 166 bp
(obrazok 2)@. Zaroven bola technologia MPS vyuzita na pri-
pravu univerzalneho postupu umoziujiceho neinvazivnym
sp6sobom determinaciu prenosu oboch parentalnych alel
z rodi¢ov na plod, nielen pri autozomalne dominantnych ocho-
reniach dedenych po otcovi, ale aj pri autozomalne recesiv-
nych ochoreniach prostrednictvom kvantitativnej genotypovej
analyzy cirkulujucej DNA vychadzajtcej z digitalne velkostne
selektovanych MPS dat a s vyuzitim metody tzv. stanovenia
relativnej muta¢nej davky®. Velkostna charakteristika sluzila
neskor pri optimalizacii metod pripravy vzoriek pre MPS ana-
lyzy, ale aj pri tprave bioinformatickych algoritmov vyuziva-
nych aj v sucasnosti pri NIPT zameranom na neinvazivnu de-
tekciu zavaznych trizémii plodu. Zaroven v tej istej praci bola
prostrednictvom pokrocilej haplotypovej analyzy determino-
vana cela chromozomova mapa plodu vychadzajiaca z analyzy
cirkulujicej DNA tehotnej a DNA matky a otca plodu, ¢o pred-
znamenalo éru neinvazivneho sekvenovania genomu plodu s
potencialnymi aplikaciami, napr. aj v oblasti vyskumu cirkulu-
jacich nadorovych DNA. V rokoch 2010 — 2013 boli v rozsiah-
lych studiach validované metody a pristupy k analyze vzoriek
tehotnych zien s cielom detekcie trizémii chromozémov 21,
18 a 13, ktoré preukazali vysoka senzitivitu (> 99,9 % pre tri-
z6émiu 21; >91,9 %pre trizomiu 18; > 78,6 % pre trizomiu 13;
> 93,8 % pre monozomiu X) a $pecificitu (> 97,9 % pre autozo-
mové aneuploidie), takéhoto neinvazivneho prenatalneho tes-
tovania®-?9, Nasledovala publikacia aktualizujica a opisuju-
ca priemerny podiel fetalnej DNA (fetalna frakcia) u tehotnych
v 11. tyzdni tehotenstva, ¢o je z pohl'adu nagasovania NIPT

Obrdzok 2. Analyza velkosti fragmentov cirkulujiicej DNA izolo-
vanej z krvi tehotnych zien. Seda krivka — mitochondridlna DNA,
cervend krivka — DNA fetdlneho pévodu, modrd krivka — DNA ma-
terndalneho pévodu (Tsui NB et al., 2012)
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idealny ¢as, v hodnote 10,2 % (obrdzok 3)@. Dalsia preukaza-
la medzipopulaéné rozdiely v priemernej fetalnej frakcii a tiez
zavislost' fetalnej frakcie od hmotnosti tehotnej. Fetalna frak-
cia bola nizsia u tehotnych afrokaribského pévodu v porovna-
ni s tehotnymi kaukazského povodu a kym sa fetalna frakcia
<4 % vyskytovala u tehotnych s hmotnost’ou 60 kg len u 0,7 %
zien, pri hmotnosti 100 kg to uz bolo u 7,1 % Zien a hmotnos-
ti 160 kg az 51,1 % zien®. Tento udaj je dolezity preto, Ze niz-
ka fetalna frakcia <4 % je aj v sacasnosti pouzivanym Standar-
dom pre neinformativnost’ vysledku NIPT pre detekciu trizomii
chromozomov 21, 18 a 13 v pripade analyzy celogenémo-
vym skenom cirkulujucej DNA tehotnej. V pripade determina-
cie celého fetalneho gendému z cirkulujiicej maternalnej DNA
sa aj vdaka spomenutym poznatkom v jednej z najaktuélnej-
Sich stadii podarilo pri genémovom resekvenovanis pokrytim
270x (haploidny genom) zvysit senzitivitu detekcie de novo pa-
togénnych variantov az na 85 % a zvysenie pozitivnej predik-
tivnej hodnoty na 74 % (169-nasobné zlep$enie v porovnani s
predchadzajticou $tadiou). Uvedené zlepSenie senzitivity a po-
zitivnej prediktivnej hodnoty dava vyznamny predpoklad na vy-
uzivanie NIPT nielen v ramci detekcie chromozomovych abe-
racii, ale dokonca aj pri neinvazivnom prenatalnom skriningu
zameranom na monogénne dedi¢né ochorenia, ¢im sa vyuzi-
tie NIPT vyznamne rozsiri. Zarovenn bola zistena nova skutoc-
nost d’alej rozvijajica poznatok o rozdielnej velkostnej cha-
rakteristike fetalnej a maternalnej DNA. Bolo preukazané, ze
rozdiel nie je len vo velkosti tychto povodom odlisnych frag-
mentov, ale aj v lokalizacii miest v genome, kde k Stiepeniu
genomickej DNA pri fragmentacii dochadza (obrdzok 4)¢9. To
moéze vyraznym sposobom pomdct’ k d’alSiemu zvyseniu Spe-
cificity NIPT, napr. pri presnejSom vypoéte fetalnej frakcie, kto-
ra slazi ako jeden zo zakladnych parametrov pri Statistickych
a bioinformatickych analyzach ziskanych dat.

Cirkulujuca nadorova DNA — paralelné vyuZitie
vysledkov vyskumu z cffDNA

Paralelne s vyskumom v oblasti analyzy cffDNA bolo moz-
né sledovat podobny vyskum Vv oblasti analyzy cirkulujicej
nadorovej DNA (ctDNA — circulating tumor DNA). Zakladné
poznatky o pritomnosti a mnozstve ctDNA u pacientov s roz-
nymi nadorovymi ochoreniami boli detailne studované, avsak
do prechodu na genomické metody analyzy univerzalnymi

Obrdzok 3. Narast podielu fetdlnej DNA (fetdalnej frakcie) na cel-
kovej cirkulujiicej DNA tehotnych v priebehu tehotenstva (Wang
Eet al., 2013)

fetalna frakcia (%)

10

10 15 0 25 0 35 a0

tyzden tehotenstva

metodami, ktoré neumoznovali Specificku detekciu, a teda
ani kvantifikaciu ctDNA, bola ich aplikacia v klinickej praxi re-
lativne obmedzena. Po zavedeni metod MPS sa vsak postup-
ne preukazalo, 7ze ctDNA mozno S$pecificky detegovat, a to
kvalitativne (detekcia nadorovo S$pecifickych patogénnych
zmien v cirkulujicej DNA) aj kvantitativne (mnozstvo ctDNA
koreluje s velkostou nadorovej masy) a tiez S vys$Sou senzi-
tivitou a $pecificitou ako pri vyuziti cirkulujiucich nadorovych
buniek®b. Len nedavno bola publikovana praca, ktora sledo-
vala nadorovo $pecifické zmeny identifikované v podobe glo-
balnej hypometylacie v plazme pacienta s hepatocelularnym
karcindbmom (obrdzok 5). Genomicka analyza zamerana na
hypometylaciu a analyzu CNV poukazala na rychle odbura-
nie ctDNA po odstraneni nadorového tkaniva a tiez na moz-
nost’ vyuzitia tejto univerzalnej na zarovein nadorovo $pecific-
kej analyzy zameranej na sledovanie pritomnosti a mnozstva
ctDNA, na monitoring, ked’ bolo mozné vidiet udrzanie ¢i na-
rast tychto nadorovo $pecifickych zmien v cirkulujucej DNA
u pacientov s neaspe$nym chirurgickym odstranenim na-
dorového tkaniva ¢i relapsom ochorenia®. V sucasnos-
ti mozno uz aj v Klinickej rutinnej praxi vyuzit molekularne
testy zamerané na neinvazivnu detekciu nadorovo $pecific-
kych genetickych zmien. NavySse mozno pri takychto analy-
zach vyuzit' na MPS alternativne, pre rutinnt laboratornu prax
efektivnejSie a jednoduchs$ie vysokopriepustné metody ich
identifikacie, ako napr. digitalnu PCR alebo tzv. Beaming me-
todu, ktoré su schopné identifikovat nadorovo $pecifické bo-
dové mutacie a kvantifikovat’ ich s vysokou presnost’ou. Ako
v st¢asnosti komeréne dostupné analyzaéné komplety moz-
no spomenut” komplety na identifikaciu délezitych patogén-
nych a farmakogeneticky relevantnych variantov v génoch
KRAS, NRAS a EGFR relevantnych pre pacientov s kolorek-
talnym a nemalobunkovym placnym karcinbmom. Podobne
ako pri cffDNA bolo aj pri ctDNA preukazané, ze tato je viac
fragmentovana ako zvys$na cirkulujica DNA, pri¢om CtDNA je
priemerne najviac zastapena vo velkosti 144 bp, kym nena-
dorova cirkulujica DNA vo velkosti 165 bp®d. Opat’ je mozné,
ze velkostna selekcia zamerana na obohatenie ctDNA vel-
kostnej frakcie moze viest’ K zvySeniu senzitivity ¢i Specifici-
ty pouzitych molekularnych metod analyzy DNA, ako to bolo
pri NIPT. Aktualne najnovsim a vysokoperspektivnym vysled-
kom vyskumu cirkulujucich DNA je moznost® identifikacie
tkaniva, z ktorého v cirkulujicej DNA sa nachadzajuce DNA
molekuly pochadzaju, tzv. tkanivové mapovanie. Vyuzitie

Obrdzok 4. Rozdielnost miesta fragmentdcie molekul cirkulujicej
DNA izolovanej z materndlnej plazmy podla ich fetdlneho a ma-
terndlneho povodu pri porovani s ndahodne Stiepenou bunkovou
DNA (Chan KCet al., 2016)

DNA z maternalnej plazmy Sonikovana bunkova maternalna DNA
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Obrdzok 5. Identifikacia hypometyldcie genomickej DNA z nddo-
rovych buniek - fialové bodky (vmitornd cast) a plazmy — Sedo-
cervené bodky (Strednd cast) pacienta s hepatoceluldarnym kar-
cinémom. Cierne bodky reprezentujii DNA z lymfocytov pacienta,
Sedé bodky (vonkajsia cast) DNA zdravého cloveka (Chan KC et
al., 2013)
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moznosti takejto identifikacie je aplikovatel'né v réznych
klinickych $pecializaciach nielen v NIPT ¢i nadorovej diag-
nostike a prognostike (obrdzok 6)©Y. Podobne ho mozno vy-
uzit tam, kde je potrebné sledovat’ narast poskodenia tkaniv
prejavujuce sa odumieranim buniek (kardiovaskularne zly-
hanie, posttransplantaény monitoring, extrémna namaha,
a pod.)©43),

Zaver

Analyza cirkulujucich nukleovych kyselin sa v st¢asnos-
ti ukazuje ako najvhodnejsi spdsob neinvazivneho DNA
skriningu, prognostiky a diagnostiky s mnohymi Klinickymi
aplikaciami. Vyskum za poslednych par rokov ukazal, ze ju
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mozno zuzitkovat'" pri prenatalnom genetickom skriningu,
v ramci ktorého bola najmi zo zadiatku intenzivne $tudo-
vana, ale po celosvetovom rozsireni genomickych analyza-
torov aj pri rutinnych analyzach cirkulujucej nadorovej DNA
v oblasti diagnostiky kardiovaskularneho poskodenia ¢i po-
sttransplantaéného monitoringu, zalozenej na univerzalnej
metdde tkanivového mapovania.
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Vyuzite plno automaticky syst¢ém pre molekularnu diagnostiku,
vyvinuty pre rychle ziskanie klinickych diagnostickych informaécii.
System ldylla™ pracuje na principe RT-PCR. Je to komplexné diagnostické rieSenie
od izolacie DNA az po uzivatel'sky modifikovany report. Cely proces trva od 40 do 150 minut.
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Vdaka patentovanej technolégii si poradi aj s problematickymi alebo archivnymi vzorkami.
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