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Cirkulujuca nadorova DNA a jej vyuzitie ako markera s prognostickou,
prediktivhou a diagnostickou hodnotou u pacientov s nadorovymi
ochoreniami
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Zistenie pritomnosti nadorovej DNA v cirkulacii onkologickych pacientov prinieslo nové moznosti ich vyuzitia
v klinickodiagnostickej praxi. V nadvaznosti na etablovanie novych metéd umoznujucich ich vysokosenzitivhu
a dostatocne Specificku detekciu boli realizované mnohé studie poukazujtce na ich rozsiahly potencial v klinic-
kom manazmente onkologickych pacientov. Aj preto sme za posledné roky svedkami enormného usilia o imple-
mentdciu vysledkov tychto Stadii do rutinnej klinickej praxe, pricom podla aktualnych poznatkov mozno s ich vy-
uzitim pocitat v ramci skorej diagnostiky, prognostiky, skorej detekcie relapsu ochorenia ¢i ako biomarkera pre
vyber klinickej terapie a to vSetko v neinvazivhom prevedeni, teda vo forme tzv. tekutej biopsie.
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Circulating tumor DNA and its utilization as marker with prognostic, predictive and diagnostic value in patients
with oncological diseases

Identification of the presence of tumor DNA in circulation of oncological patients has brought new possibilities
for their use in clinical-diagnostic practice. Following the utilization of new methods, that enabled highly sensi-
tive and sufficiently specific detection of circulating tumor DNA, many studies have been published demonstrat-
ing the vast potential of detection and quantification of circulating tumor DNA in clinical management of onco-
logical patients. That is why we have seen enormous efforts in recent years to implement results of these studies
into routine clinical practice and, according to current knowledge, we can look forward for their use in early di-
agnosis, prognosis, early detection of disease relapse, or as a biomarker for the selection of clinical therapy all

in so-called non-invasive manner, in the form of liquid biopsy.
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Cirkulujaca nadorova DNA

Zvysena hladina cirkulujucich nukleovych kyselin u pa-
cientov s rakovinou bola prvykrat opisana uz v roku 19770,
Trvalo dalSich 10 rokov, pokym Stroun a kol. preukazali pri-
tomnost neoplastickych charakteristik v cirkuldcii, ked' zisti-
li, Ze cirkulujuca DNA vykazuje urcitd dvojvlaknovu instabili-
tu, ktord je Specificka pre nadorovi DNA®, Definitivny dokaz,
ze vol'na cirkulujuca DNA v plazme onkologickych pacientov
je nadorového povodu, bol dosiahnuty po tom, ako Sorenson
akol. a Vasioutkin a kol. detegovali KRAS mutacie v cirkulacii
pacientov s rakovinou pankreasu®, respektive NRAS mutécie
u pacientov s akutnou myeloidnou leukémiou®. Tymito ob-
javmi sa otvorila moznost potencialneho vyuzitia cirkulujlcej
nadorovej DNA (ctDNA) ako molekuldrneho markera v diag-
nostike a monitorovani nadorovych ochoreni.

Pévod cirkulujicej nadorovej DNA

Zdrojom ctDNA v cirkuldcii onkologickych pacientov su
maligne bunky primarneho nddoru alebo nadorovych me-
tastaz (obrdazok 1). Podobne ako v pripade cirkulujlcich na-
dorovych buniek (CTCs) aj ctDNA sa do obehu méze dostat
bud' pasivnym, alebo aktivnym spdsobom. Pasivny spésob
uvolfiovania ctDNA sa spaja s apoptdzou a nekrézou nadoro-
vych buniek, ktoré boli fagocytované makrofagmi a inymi Cis-
tiacimi bunkami®.

V pripade aktivneho uvolfiovania boli publikované viace-
ré studie s cielom objasnit, preco Zivotaschopné nadorové
bunky aktivne uvoltiuju DNA do cirkulacie. Dovodom je prav-
depodobne schopnost nadorovych buniek ovplyvnit transfor-
maciu vnimavych buniek na vzdialenych miestach v procese
genometastazy®©”.

Dalsim zdrojom ctDNA si CTCs pritomné v krvi, avdak
v pocte CTCs a mnozstve ctDNA v krvi je znacny nesulad.
Pretoze jedna ludska bunka obsahuje 6 pg DNA a mililiter
plazmy onkologickych pacientov obsahuje priemerne 17 ng
DNA®, bolo by potrebnych viac ako 2 000 CTCs na ml plaz-
my v pripade, Ze by CTCs boli primarnym zdrojom ctDNA.
V zmysle publikovanych stadii v§ak 10 ml krvi obsahuje
1 - 10 CTCs u vacsiny onkologickych pacientov®.

Vlastnosti cirkulujtiicej nadorovej DNA

DNA v cirkulacii je dvojvlaknova a fragmentovana s vy-
razne nizSou molekulovou hmotnostou v porovnani s ge-
nomickou DNA. Dizka fragmentov v krvi cirkulujlcej vol-
nej DNA (cfDNA) sa pohybuje medzi kratkymi fragmentmi
s dizkou 70 - 200 bp a fragmentmi dihymi priblizne 21 kilo-
baz(" v zavislosti od toho, akym mechanizmom bola cirkulu-
juca DNA uvolnena do obehu. Kratke fragmenty pochadzaju
z buniek, ktoré presli procesom apoptdézy. I[de o programova-
nu bunkovu smrt, pocas ktorej je DNA Stiepena nukleazami
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na Specifickych miestach, medzi nukleozémami. V sulade
s apoptotickym pévodom a dizkou vldkna DNA ovinutého
okolo nukleozému vratane spojovacich oblasti je distriblcia
dizok cfDNA fragmentov prevazne vo velkosti 166 bp (ale-
bo jej ndsobkov) (obrdzok 2). Viacero studii preukazalo, ze
DNA pritomnd v plazme vykazuje o¢akavany vzor fragmen-
tacie (vzor ,rebrika“), pripominajlci DNA Stiepent nukleaza-
mi v miestach medzi nukleozémami, ktory je typicky prave
pre apoptické bunky(''2. Naopak, nekréza je nekontrolova-
na bunkova smrt, v dosledku ktorej si komponenty bunky ne-
kontrolovane uvolfiované do prostredia bunky, ¢o vedie k po-
Skodeniu bunky, a tym aj k uvolneniu DNA fragmentov do

Obrazok 1. Pévod cirkulujucich nukleovych kyselin v krvnom rie-
Cisku. Cirkulujica DNA méZe byt do obehu uvolriovana réznymi
spésobmi a méZe pochadzat z rozlicnych zdrojov — méZe byt
uvolnend z umierajlcich buniek kazdého organu tela alebo z na-
doru, ktory méZe rast kdekolvek. Upravené podla Schwarzenbach
akol.,, 201109,

cirkulacie. Tie st vSak vyrazne dlhSie v porovnani s fragment-
mi pochdadzajucimi z apoptickych buniek. V neddvno pub-
likovanej $tudii zameranej na uréenie dizky fragmentov na-
dorovej DNA autori Underhill a kol. preukazali na animalnom
modeli ludského glioblastému a hepatocelularneho karciné-
mu, Ze najcastejsie zastlipené fragmenty ctDNA su dlhé 134
a 144 bp, zatial' ¢o v normalnej cfDNA bol najcastejSie pri-
tomny 167 bp dlhy fragment. Tieto zistenia boli zopakované
u pacientov s melanémom. Navyse autori prace ukazali, ze
frekvencia mutovanej alely u pacientov s rakovinou plic bo-
la vyssia vo frakcii, ktord obsahovala kratSie DNA fragmenty,
najma ak distribucia fragmentov cirkulujucej DNA u onkolo-
gickych pacientov bola podobna distribucii DNA fragmentov
u zdravych kontrol. Okrem toho pozorovali aj ~10 bp period-
icitu v dizke fragmentov, ktora je velmi dobre opisand v su-
vislosti s nukleazovou aktivitou™, ¢o je v sulade s predcha-
dzajlcimi zisteniami, Ze ctDNA aj cfDNA su spojené najma
s apoptdzou buniek™.

Koncentracia cirkulujicej nadorovej DNA

Za normalnych fyziologickych podmienok je cfDNA v pe-
riférnej krvi degradovand DNdzovou aktivitou, ¢o u zdra-
vych jedincov vedie k nizkej koncentracii cfDNA (menej ako
1 - 100 ng/ml plazmy).V pripade onkologickych pacientov
je DNazova aktivita v ich krvnej plazme v porovnani so zdra-
vymi jedincami zniZzena, ¢o u nich vedie k zvySenej koncen-
tracii cirkulujucich nukleovych kyselin (celkovej cfDNA obsa-
hujlcej aj ctDNA) (viac ako 1 000 ng/ml plazmy)'1%, Okrem
toho sa predpoklada, ze u onkologickych pacientov je zvysSe-
na miera apoptdzy a nekrézy samotnych nadorovych buniek
a okolitych normalnych buniek a ako nador zvacsuje svoj ob-
jem, zvySuje sa aj pocet apoptotickych a nekrotickych buniek
v dbésledku zvySenej bunkovej premeny. Za normalnych pod-
mienok su zvysky tychto buniek odstrafiované v procese fa-
gocytdzy, avSak ta v nddorovej mase nefunguje efektivne, ¢o
ma za nasledok akumuldciu bunkovych zvyskov a ich nasled-
né uvolnenie do cirkulacie. Vysledkom je nerovhovaha medzi
uvolfiovanim a eliminaciou cfDNA. Koncentracia cfDNA me-
dzi jednotlivcami znacne variruje a meni sa v Case, pricom
onkologicki pacienti vykazuju vysoku variabilitu v mnozstve
celkovej cfDNA a ctDNA frakcie, ktord sa pohybuje v rozme-
dzi od menej ako 1 % az do viac ako 90 % v zavislosti od po¢-
tu a velkosti nadorovych lozisk, proliferacného $tadia, Urov-
ne vaskularizacie, druhu a dizky trvania lie¢by, odpovede na
liecbu atd.(1419),

Obrazok 2. Velkost fragmentov cfDNA pochddzajucich z plazmy onkologickych pacientov a zdravych kontrol. VSetky vzorky vykazovali
vyrazné zastdpenie fragmentov s dizkou 166 bp, ¢o zodpovedd DNA apoptotického pévodu. U Casti pacientov moZno pozorovat aj dI-
hsie, avSak o¢akdvané DNA fragmenty s diZkou v ndsobkoch 166 bp. Upravené podla Heitzer a kol., 2071504,
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Klinické vyuzitie cirkulujucej nadorovej DNA

CtDNA predstavuje do buducna jeden z najslubnejsich na-
strojov pre klinicku aplikaciu, pricom moze slizit ako biomar-
ker progndzy a recidivy nadorovych ochoreni, moze indiko-
vat, Ci je Specificka liecba v danom pripade aplikovateln3,
alebo sa znizi riziko recidivy a progresie nddorového ocho-
renia (obrazok 3).

CtDNA ako diagnosticky biomarker. Jednymi z prvych
a najviac Studovanych genetickych zmien vo vztahu k na-
dorovym ochoreniam si mutacie KRAS génu. KRAS je pro-
toonkogén z rodiny Ras génov a mutdcie v tomto géne ve-
du ku konstitutivnej aktivacii EGFR signalizacnej drahy, ktora
vedie k nekontrolovatelnej bunkovej proliferacii. Mutacie
v tomto géne sa bezne vyskytuju u pacientov s rakovinou
plic a gastrointestinalneho traktu(”'®. Mutacie KRAS gé-
nu v plazme alebo sére pacientov su relativne Specifickym
markerom, pretoze su detegovatelné s vysokou Specificitou
a senzitivitou u pacientov s kolorektalnym karcinomom(®
a bola preukazana 83 % zhoda medzi vysledkami zo vzo-
riek z plazmy a tymi, ktoré boli ziskané analyzou nadorového
tkaniva®, Navyse v pripade niektorych pacientov boli muta-
cie v cirkulujucej DNA KRAS génu pritomné eSte pred preja-
vom neoplastického ochorenia, ¢o naznacuje, Zze by takéto
mutacie mohli predstavovat vysoké riziko vyvinutia tumo-
ru@). Podobne KRAS mutécie boli detegované aj u pacientov

s rakovinou pankreasu 5 — 14 mesiacov pred diagnézou tu-
moru a nevyskytovali sa u pacientov s benignymi patolégia-
mi pankreasu ani u zdravych os6b®?.

Hladina expresie niektorych kld¢ovych génov asociova-
nych s rakovinou mo6ze byt zmenena nielen v dosledku ge-
netickych zmien, ale aj v désledku epigenetickych modifi-
kdcii. Metylacia CpG ostrovéekov v prométorovej oblasti
tumor-supresorovych génov (TSG) spusta lokalne utimenie
expresie génu. Nadmernd metylacia tumor-supresorového
génu p16 bola ndjdend v sére pacientov s rakovinou pece-
ne®), pltic® a prsnika®®. Metylacia TSG predstavuje jednu
z prvotnych pric¢in formovania tumoru, ¢im sa otvara moz-
nost vyuzitia analyzy metylacie cirkulujicej DNA tumorové-
ho pdévodu na skrining rakoviny v jej skorom Stadiu. Fujiwa-
ra a kol. ukdazali, ze detekcia statusu metylacie TSG v sére je
senzitivnejSia ako konvencné markery pouzivané na skoru
diagnostiku rakoviny pltic®. Dokonca kombinaciou cytolo-
gického vySetrenia sputa a detekciou metylacného statusu
p16 génu v plazme bolo mozné identifikovat 92 % pacientov
s rakovinou pltic®”,

CtDNA ako prognosticky biomarker. Viaceré studie pre-
ukazali sStatisticky signifikantna koreldciu medzi Stadiom
ochorenia a pritomnostou nadorovo asociovanych gene-
tickych zmien v krvi pacientov s nadorom prsnika, vajecni-
kov, pankreasu a kolorektalnym karcinémom. U pacientov

Obrazok 3. Prehlad potencialnych klinickych aplikacii analyzy cfDNA/ctDNA pri nddorovych ochoreniach. Upravené podla Perkins

a kol., 20126,
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s kolorektalnym karcinémom boli realizované Studie zamera-
né na detekciu hotspot mutdcii v KRAS géne a hypermetyla-
ciu promotora CDKN2A (kinazovy inhibitor 2 A dependentny
od cyklinu). Zistilo sa, Ze u 100 % pacientov s kolorektalnym
karcinémom (CRC), bez detekcie KRAS mutécii a hyperme-
tylacie promoétora CDKN2A v ctDNA, bola miera prezitia dva
roky. Tieto vysledky naznacuju, ze ctDNA pritomna v plazme
je relevantnym prognostickym markerom v pripade pacien-
tov s CRC a takyto marker moze byt pouzity na identifikaciu
pacientov, u ktorych je vysoké riziko recidivy@®. Tieto vysled-
ky boli potvrdené v dalSej Studii, ked' u pacientov s detegova-
telnou ctDNA v plazme nastala recidiva ochorenia v priebehu
jedného roka po odstraneni nadoru. NavysSe vysoka koncen-
tracia cfDNA a detekcia KRAS mutacii su jasnym ukazova-
telom nepriaznivej progndzy u pacientov s metastatickym
CRC®). Podobné vysledky boli ziskané aj v pripade pacien-
tov s rakovinou prsnika®. Na zaklade multivariacnej analy-
zy pritomnost KRAS mutécii v plazme 256 pacientov s nema-
lobunkovym karcinémom pltc (NSCLC) v pokrocilom stadiu
korelovala so zlou prognézou u pacientov dostavajicich prva
liniu chemoterapie. Pritomnost KRAS mutacii v plazme bola
vyhodnotena aj v subore 44 pacientov s rakovinou pankrea-
su s cielom urcit prognézu ochorenia u tychto pacientov. Na-
priek nizkej senzitivite testu (27 %) bolo preukazané, ze pa-
cienti, u ktorych bola detegovana pritomnost KRAS mutacii,
mali signifikantne zniZzenu pravdepodobnost preZivania v po-
rovnani s pacientmi bez uvedenych mutacii (17 % vs 41 %
v pripade 6 mesiacov a 0 % vs 24 % v pripade 12 mesiacov)®".

Detekcia navratu ochorenia. Sl'ubnou klinickou aplikaciou
tekutej biopsie je skora detekcia ndvratu ochorenia po lieCbe.
V tomto ohlade bola dblezita studia, v ktorej monitorovanie
nadorovo $pecifickych zmien (vratane APC, TP53 a KRAS)
u pacientov s CRC, ktori podstupili operaciu, viedlo k identi-
fikacii navratu ochorenia s takmer stopercentnou senzitivi-
tou a Specificitou. Na zaklade pretrvavania tumor-asociova-
nych genetickych zmien v cfDNA bezprostredne po operacii
boli identifikované aj vSetky pripady nelplnej resekcie u pa-
cientov s rezidudlnou chorobou. Nasledné studie preukazali
konzistentny vztah medzi navratom ochorenia a opatovnym
objavenim urcitych nddorovych zmien vratane APC, TP53
a KRAS mutacii, ako aj alelovej nerovnovahy®234,

Dormancia je beznym javom mnohych nadorovych ochore-
ni a nemozno ju detegovat standardnymi metédami. Sledova-
nie tumorovo Specifickych zmien v pocte képii genomickych
oblasti u 50 pacientov s rakovinou prsnika pred operaciou aj
po operdcii preukazalo, Ze tieto aberacie moézu v plazme pre-
trvavat az do 12 rokov po diagnéze nadorového ochorenia®9,

Predikcia odpovede na lie€bu. V sicasnosti sa vyber cie-
lenej terapie v klinickej praxi riadi pritomnostou alebo absen-
ciou jedinej genetickej zmeny v nadorovej DNA. Molekularna
analyza vSak byva ¢asto vykondvana na archivovanych tka-
nivovych vzorkach nadorov, ¢o nie je optimalny pristup, ke-
dZe nemusi odrazat aktualne genetické pozadie ochorenia.
V pripadoch, ked nemozno vykonat novu biopsiu, by ctDNA
mohla sluzit ako idealny biomarker aktualneho molekular-
neho stavu ochorenia. Napriklad pre manazment pacientov
s rakovinou prsnika je rozhodujuce vyhodnotenie HER2 sta-
tusu. Na detekciu HER2 amplifikacie v ctDNA u pacientov
s metastatickym karcindmom prsnika Gevensleben a kol.
optimalizovali metddu digitalnej PCR, pricom na vyvoj meté-

dy bola pouzita skupina 65 pacientov a na validaciu ind neza-
visla skupina 58 pacientov. Pacienti s metastatickym ocho-
renim, ktori boli identifikovani ako HER2 pozitivni, tak mohli
profitovat z HER2 cielenej terapie trastuzumabom. Dokonca
traja pacienti s metastatickym karcinomom prsnika zahrnuti
do tejto Studie ziskali pri recidive ochorenia pozitivny HER2
status napriek tomu, Ze boli predtym na zaklade biopsie tka-
niva klasifikovani ako HER2 negativni®®),

Na predikciu odpovede na lieCbu mozno pouzit aj detekciu
zvySeného mnozstva képii inych génov, ako napr. MET am-
plifikaciu na predpovedanie odpovede na anti-EGFR terapiu
v pripade rakoviny pl'tic®”. Ako jasny indikator odpovede na
lieCbu cetuximabom a irinotekanom pri metastatickom kolo-
rektalnom karcinéme je pritomnost, resp. kvantifikacia mu-
tacii KRAS v plazme, pricom zvySené mnozstvo koreluje so
zlou prognézou. U niektorych pacientov s nizkou hladinou
KRAS mutdcii v plazme mozno anti-EGFR terapiou dosiah-
nut urcitu uroven stabilizacie ochorenia®. Podobné vysled-
ky boli opisané aj v pripade 64 pacientov s metastatickym
kolorektalnym karcinémom, u ktorych bol na lieCbu pouzity
temsirolimus a irinotekan bud samostatne, alebo v kombina-
cii. Pacienti so zvySenym podielom KRAS mutéacii v plazme
lieCeni monoterapiou mali 77 % riziko skorej progresie ocho-
renia v porovnani so 43 % rizikom v pripade pacientoy, u kto-
rych bolo mnozstvo KRAS mutécii v plazme nizke®®.

Biomarker druhotnej rezistencie. Vyvoj sekundarnej (zis-
kanej) rezistencie v dosledku mutécie je beznym désledkom
cielenej terapie u vacsiny pacientov s nadorovym ochorenim.
Prikladom je T790M substitticia v membranovom receptore
EGFR, ktord ma za nasledok rezistenciu proti gefitinibu a er-
lotinibu asi u 50 % pacientov s rakovinou pltic®®. Mutacia
bola najskér zistend u pacientov s relapsom a neskor potvr-
dena neinvazivnou analyzou vzoriek plazmy, ¢im bola potvr-
dend moznost vyuzitia tekutej biopsie na monitorovanie re-
zistencie na cielenu terapiu®o*",

Podobne sekundarna rezistencia proti anti-EGFR proti-
latkam cetuximabu a panitumumabu, ktoré sa vyuzivaji na
liecbu kolorektalneho karcindmu, je vysledkom vzniku KRAS
mutécii v bunkdch nadoru®?. Detekciou mutécii KRAS v kr-
vi pacientov pocas lieCby cetuximabom a panitumumabom
tak mozno detegovat vznik rezistentnych alel az o 10 mesia-
cov skor ako so Standardnymi metdédami®“>+?). Diaz a kol. zis-
tili v sére 9 z 24 pacientov s CRC, ktorych nadory boli spociat-
ku bez KRAS mutdcii, pritomnost detegovatelnych mutacii
KRAS génu, pricom pri troch z nich boli detegované viaceré
rozdielne mutdcie. Vyskyt tychto mutacii bol velmi konzis-
tentny, vSeobecne nastal pat az Sest mesiacov po terapii®®.

Zaver

Na zaver mozeme skonstatovat, Ze detekcia nadorovo
Specifickych zmien vychadzajlca z analyzy cfDNA, resp. ctD-
NA, predstavuje obrovsky prinos v diagnostike a prognosti-
ke onkologickych ochoreni. Su zaroven nadejnou cestou aj
na zlepSenie ich liecby nielen vdaka tomu, Ze predstavuju
neinvazivnu alternativu vyrazne menej zatazujlcu pacienta
aj zdravotné pracovisko pri odbere vzoriek, ale i preto, ze ma-
ju moznost lepsie charakterizovat aktualny priebeh nadoro-
vého ochorenia, ktorého heterogenita je standardnymi po-
stupmi identifikovatelna len vo velmi obmedzenom rozsahu.
V buducnosti mozno pocitat nielen s tym, Ze analyza cfDNA,

2/2018
ewslab

105




Prehladové prace

resp. ctDNA bude dopinkom ku klasickej histopatologickej
analyze nadorového tkaniva, ale Ze v pripade, Ze bude moz-
né jej potencial vyuzit naplno, sa, naopak, histopatologicka
analyza stane doplnkovou analyzou k primarnej analyze cfD-
NA, resp. ctDNA.
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