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Zistenie prítomnosti nádorovej DNA v cirkulácii onkologických pacientov prinieslo nové možnosti ich využitia 
v klinickodiagnostickej praxi. V nadväznosti na etablovanie nových metód umožňujúcich ich vysokosenzitívnu 
a dostatočne špecifickú detekciu boli realizované mnohé štúdie poukazujúce na ich rozsiahly potenciál v klinic-
kom manažmente onkologických pacientov. Aj preto sme za posledné roky svedkami enormného úsilia o imple-
mentáciu výsledkov týchto štúdií do rutinnej klinickej praxe, pričom podľa aktuálnych poznatkov možno s ich vy-
užitím počítať v rámci skorej diagnostiky, prognostiky, skorej detekcie relapsu ochorenia či ako biomarkera pre 
výber klinickej terapie a to všetko v neinvazívnom prevedení, 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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Cirkulujúca nádorová DNA
Zvýšená hladina cirkulujúcich nukleových kyselín u  pa-

cientov s rakovinou bola prvýkrát opísaná už v roku 1977(1). 
Trvalo ďalších 10 rokov, pokým Stroun a kol. preukázali prí-
tomnosť neoplastických charakteristík v cirkulácii, keď zisti-
li, že cirkulujúca DNA vykazuje určitú dvojvláknovú instabili-
tu, ktorá je špecifická pre nádorovú DNA(2). Definitívny dôkaz, 
že voľná cirkulujúca DNA v plazme onkologických pacientov 
je nádorového pôvodu, bol dosiahnutý po tom, ako Sorenson 
a kol. a Vasioutkin a kol. detegovali KRAS mutácie v cirkulácii 
pacientov s rakovinou pankreasu(3), respektíve NRAS mutácie 
u pacientov s akútnou myeloidnou leukémiou(4). Týmito ob-
javmi sa otvorila možnosť potenciálneho využitia cirkulujúcej 
nádorovej DNA (ctDNA) ako molekulárneho markera v diag-
nostike a monitorovaní nádorových ochorení.

Pôvod cirkulujúcej nádorovej DNA
Zdrojom ctDNA v cirkulácii onkologických pacientov sú 

malígne bunky primárneho nádoru alebo nádorových me-
tastáz (obrázok 1). Podobne ako v prípade cirkulujúcich ná-
dorových buniek (CTCs) aj ctDNA sa do obehu môže dostať 
buď pasívnym, alebo aktívnym spôsobom. Pasívny spôsob 
uvoľňovania ctDNA sa spája s apoptózou a nekrózou nádoro-
vých buniek, ktoré boli fagocytované makrofágmi a inými čis-
tiacimi bunkami(5).

V prípade aktívneho uvoľňovania boli publikované viace-
ré štúdie s cieľom objasniť, prečo životaschopné nádorové 
bunky aktívne uvoľňujú DNA do cirkulácie. Dôvodom je prav-
depodobne schopnosť nádorových buniek ovplyvniť transfor-
máciu vnímavých buniek na vzdialených miestach v procese 
genometastázy(6,7).

Ďalším zdrojom ctDNA sú CTCs prítomné v  krvi, avšak 
v počte CTCs a množstve ctDNA v krvi je značný nesúlad. 
Pretože jedna ľudská bunka obsahuje 6 pg DNA a mililiter 
plazmy onkologických pacientov obsahuje priemerne 17 ng 
DNA(8), bolo by potrebných viac ako 2 000 CTCs na ml plaz-
my v prípade, že by CTCs boli primárnym zdrojom ctDNA. 
V  zmysle publikovaných štúdií však 10 ml krvi obsahuje 
1 – 10 CTCs u väčšiny onkologických pacientov(9).

Vlastnosti cirkulujúcej nádorovej DNA
DNA v cirkulácii je dvojvláknová a  fragmentovaná s vý-

razne nižšou molekulovou hmotnosťou v  porovnaní s  ge-
nomickou DNA. Dĺžka fragmentov v  krvi cirkulujúcej voľ-
nej DNA (cfDNA) sa pohybuje medzi krátkymi fragmentmi 
s dĺžkou 70 – 200 bp a fragmentmi dlhými približne 21 kilo-
báz(11) v závislosti od toho, akým mechanizmom bola cirkulu-
júca DNA uvoľnená do obehu. Krátke fragmenty pochádzajú 
z buniek, ktoré prešli procesom apoptózy. Ide o programova-
nú bunkovú smrť, počas ktorej je DNA štiepená nukleázami  
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na špecifických miestach, medzi nukleozómami. V súlade 
s  apoptotickým pôvodom a  dĺžkou vlákna DNA ovinutého 
okolo nukleozómu vrátane spojovacích oblastí je distribúcia 
dĺžok cfDNA fragmentov prevažne vo veľkosti 166 bp (ale-
bo jej násobkov) (obrázok 2). Viacero štúdií preukázalo, že 
DNA prítomná v plazme vykazuje očakávaný vzor fragmen-
tácie (vzor „rebríka“), pripomínajúci DNA štiepenú nukleáza-
mi v miestach medzi nukleozómami, ktorý je typický práve 
pre apoptické bunky(11,12). Naopak, nekróza je nekontrolova-
ná bunková smrť, v dôsledku ktorej sú komponenty bunky ne-
kontrolovane uvoľňované do prostredia bunky, čo vedie k po-
škodeniu bunky, a  tým aj k uvoľneniu DNA fragmentov do 

cirkulácie. Tie sú však výrazne dlhšie v porovnaní s fragment-
mi pochádzajúcimi z apoptických buniek. V nedávno pub-
likovanej štúdii zameranej na určenie dĺžky fragmentov ná-
dorovej DNA autori Underhill a kol. preukázali na animálnom 
modeli ľudského glioblastómu a hepatocelulárneho karcinó-
mu, že najčastejšie zastúpené fragmenty ctDNA sú dlhé 134 
a 144 bp, zatiaľ čo v normálnej cfDNA bol najčastejšie prí-
tomný 167 bp dlhý fragment. Tieto zistenia boli zopakované 
u pacientov s melanómom. Navyše autori práce ukázali, že 
frekvencia mutovanej alely u pacientov s rakovinou pľúc bo-
la vyššia vo frakcii, ktorá obsahovala kratšie DNA fragmenty, 
najmä ak distribúcia fragmentov cirkulujúcej DNA u onkolo-
gických pacientov bola podobná distribúcii DNA fragmentov 
u zdravých kontrol. Okrem toho pozorovali aj ~10 bp period-
icitu v dĺžke fragmentov, ktorá je veľmi dobre opísaná v sú-
vislosti s nukleázovou aktivitou(13), čo je v súlade s predchá-
dzajúcimi zisteniami, že ctDNA aj cfDNA sú spojené najmä 
s apoptózou buniek(11).

Koncentrácia cirkulujúcej nádorovej DNA
Za normálnych fyziologických podmienok je cfDNA v pe-

riférnej krvi degradovaná DNázovou aktivitou, čo u  zdra-
vých jedincov vedie k nízkej koncentrácii cfDNA (menej ako 
1 – 100 ng/ml plazmy).V prípade onkologických pacientov 
je DNázová aktivita v ich krvnej plazme v porovnaní so zdra-
vými jedincami znížená, čo u nich vedie k zvýšenej koncen-
trácii cirkulujúcich nukleových kyselín (celkovej cfDNA obsa-
hujúcej aj ctDNA) (viac ako 1 000 ng/ml plazmy)(11,15). Okrem 
toho sa predpokladá, že u onkologických pacientov je zvýše-
ná miera apoptózy a nekrózy samotných nádorových buniek 
a okolitých normálnych buniek a ako nádor zväčšuje svoj ob-
jem, zvyšuje sa aj počet apoptotických a nekrotických buniek 
v dôsledku zvýšenej bunkovej premeny. Za normálnych pod-
mienok sú zvyšky týchto buniek odstraňované v procese fa-
gocytózy, avšak tá v nádorovej mase nefunguje efektívne, čo 
má za následok akumuláciu bunkových zvyškov a ich násled-
né uvoľnenie do cirkulácie. Výsledkom je nerovnováha medzi 
uvoľňovaním a elimináciou cfDNA. Koncentrácia cfDNA me-
dzi jednotlivcami značne varíruje a mení sa v čase, pričom 
onkologickí pacienti vykazujú vysokú variabilitu v množstve 
celkovej cfDNA a ctDNA frakcie, ktorá sa pohybuje v rozme-
dzí od menej ako 1 % až do viac ako 90 % v závislosti od poč-
tu a veľkosti nádorových ložísk, proliferačného štádia, úrov-
ne vaskularizácie, druhu a dĺžky trvania liečby, odpovede na 
liečbu atď.(14,16).

Obrázok 1. Pôvod cirkulujúcich nukleových kyselín v krvnom rie-
čisku. Cirkulujúca DNA môže byť do obehu uvoľňovaná rôznymi 
spôsobmi a môže pochádzať z  rozličných zdrojov – môže byť 
uvoľnená z umierajúcich buniek každého orgánu tela alebo z ná-
doru, ktorý môže rásť kdekoľvek. Upravené podľa Schwarzenbach 
a kol., 2011(10).

Obrázok 2. Veľkosť fragmentov cfDNA pochádzajúcich z plazmy onkologických pacientov a zdravých kontrol. Všetky vzorky vykazovali 
výrazné zastúpenie fragmentov s dĺžkou 166 bp, čo zodpovedá DNA apoptotického pôvodu. U časti pacientov možno pozorovať aj dl-
hšie, avšak očakávané DNA fragmenty s dĺžkou v násobkoch 166 bp. Upravené podľa Heitzer a kol., 2015(14).
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Klinické využitie cirkulujúcej nádorovej DNA
CtDNA predstavuje do budúcna jeden z najsľubnejších ná-

strojov pre klinickú aplikáciu, pričom môže slúžiť ako biomar-
ker prognózy a recidívy nádorových ochorení, môže indiko-
vať, či je špecifická liečba v danom prípade aplikovateľná, 
alebo sa zníži riziko recidívy a progresie nádorového ocho-
renia (obrázok 3).

CtDNA ako diagnostický biomarker. Jednými z  prvých 
a najviac študovaných genetických zmien vo vzťahu k ná-
dorovým ochoreniam sú mutácie KRAS génu. KRAS je pro-
toonkogén z rodiny Ras génov a mutácie v tomto géne ve-
dú ku konštitutívnej aktivácii EGFR signalizačnej dráhy, ktorá 
vedie k  nekontrolovateľnej bunkovej proliferácii. Mutácie 
v  tomto géne sa bežne vyskytujú u pacientov s  rakovinou 
pľúc a  gastrointestinálneho traktu(17,18). Mutácie KRAS gé-
nu v plazme alebo sére pacientov sú relatívne špecifickým 
markerom, pretože sú detegovateľné s vysokou špecificitou 
a senzitivitou u pacientov s kolorektálnym karcinómom(19) 
a  bola preukázaná 83  % zhoda medzi výsledkami zo vzo-
riek z plazmy a tými, ktoré boli získané analýzou nádorového 
tkaniva(20). Navyše v prípade niektorých pacientov boli mutá-
cie v cirkulujúcej DNA KRAS génu prítomné ešte pred preja-
vom neoplastického ochorenia, čo naznačuje, že by takéto 
mutácie mohli predstavovať vysoké riziko vyvinutia tumo-
ru(21). Podobne KRAS mutácie boli detegované aj u pacientov  

s rakovinou pankreasu 5 – 14 mesiacov pred diagnózou tu-
moru a nevyskytovali sa u pacientov s benígnymi patológia-
mi pankreasu ani u zdravých osôb(22).

Hladina expresie niektorých kľúčových génov asociova-
ných s rakovinou môže byť zmenená nielen v dôsledku ge-
netických zmien, ale aj v  dôsledku epigenetických modifi-
kácií. Metylácia CpG ostrovčekov v  promótorovej oblasti 
tumor-supresorových génov (TSG) spúšťa lokálne utlmenie 
expresie génu. Nadmerná metylácia tumor-supresorového 
génu p16 bola nájdená v sére pacientov s rakovinou peče-
ne(23), pľúc(24) a prsníka(25). Metylácia TSG predstavuje jednu 
z prvotných príčin formovania tumoru, čím sa otvára mož-
nosť využitia analýzy metylácie cirkulujúcej DNA tumorové-
ho pôvodu na skríning rakoviny v jej skorom štádiu. Fujiwa-
ra a kol. ukázali, že detekcia statusu metylácie TSG v sére je 
senzitívnejšia ako konvenčné markery používané na skorú 
diagnostiku rakoviny pľúc(26). Dokonca kombináciou cytolo-
gického vyšetrenia spúta a detekciou metylačného statusu 
p16 génu v plazme bolo možné identifikovať 92 % pacientov  
s rakovinou pľúc(27).

CtDNA ako prognostický biomarker. Viaceré štúdie pre-
ukázali štatisticky signifikantnú koreláciu medzi štádiom 
ochorenia a  prítomnosťou nádorovo asociovaných gene-
tických zmien v krvi pacientov s nádorom prsníka, vaječní-
kov, pankreasu a  kolorektálnym karcinómom. U  pacientov  

Obrázok 3. Prehľad potenciálnych klinických aplikácií analýzy cfDNA/ctDNA pri nádorových ochoreniach. Upravené podľa Perkins 
a kol., 2012(8).
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s kolorektálnym karcinómom boli realizované štúdie zamera-
né na detekciu hotspot mutácií v KRAS géne a hypermetylá-
ciu promótora CDKN2A (kinázový inhibítor 2 A dependentný 
od cyklínu). Zistilo sa, že u 100 % pacientov s kolorektálnym 
karcinómom (CRC), bez detekcie KRAS mutácií a hyperme-
tylácie promótora CDKN2A v ctDNA, bola miera prežitia dva 
roky. Tieto výsledky naznačujú, že ctDNA prítomná v plazme 
je relevantným prognostickým markerom v prípade pacien-
tov s CRC a takýto marker môže byť použitý na identifikáciu 
pacientov, u ktorých je vysoké riziko recidívy(28). Tieto výsled-
ky boli potvrdené v ďalšej štúdii, keď u pacientov s detegova-
teľnou ctDNA v plazme nastala recidíva ochorenia v priebehu 
jedného roka po odstránení nádoru. Navyše vysoká koncen-
trácia cfDNA a detekcia KRAS mutácií sú jasným ukazova-
teľom nepriaznivej prognózy u  pacientov s  metastatickým 
CRC(29). Podobné výsledky boli získané aj v prípade pacien-
tov s rakovinou prsníka(30). Na základe multivariačnej analý-
zy prítomnosť KRAS mutácií v plazme 256 pacientov s nema-
lobunkovým karcinómom pľúc (NSCLC) v pokročilom štádiu 
korelovala so zlou prognózou u pacientov dostávajúcich prvú 
líniu chemoterapie. Prítomnosť KRAS mutácií v plazme bola 
vyhodnotená aj v súbore 44 pacientov s rakovinou pankrea-
su s cieľom určiť prognózu ochorenia u týchto pacientov. Na-
priek nízkej senzitivite testu (27 %) bolo preukázané, že pa-
cienti, u ktorých bola detegovaná prítomnosť KRAS mutácií, 
mali signifikantne zníženú pravdepodobnosť prežívania v po-
rovnaní s pacientmi bez uvedených mutácií (17 % vs 41 % 
v prípade 6 mesiacov a 0 % vs 24 % v prípade 12 mesiacov)(31).

Detekcia návratu ochorenia. Sľubnou klinickou aplikáciou 
tekutej biopsie je skorá detekcia návratu ochorenia po liečbe. 
V tomto ohľade bola dôležitá štúdia, v ktorej monitorovanie 
nádorovo špecifických zmien (vrátane APC, TP53 a KRAS) 
u pacientov s CRC, ktorí podstúpili operáciu, viedlo k identi-
fikácii návratu ochorenia s takmer stopercentnou senzitivi-
tou a špecificitou. Na základe pretrvávania tumor-asociova-
ných genetických zmien v cfDNA bezprostredne po operácii 
boli identifikované aj všetky prípady neúplnej resekcie u pa-
cientov s reziduálnou chorobou. Následné štúdie preukázali 
konzistentný vzťah medzi návratom ochorenia a opätovným 
objavením určitých nádorových zmien vrátane APC, TP53 
a KRAS mutácií, ako aj alelovej nerovnováhy(32-34).

Dormancia je bežným javom mnohých nádorových ochore-
ní a nemožno ju detegovať štandardnými metódami. Sledova-
nie tumorovo špecifických zmien v počte kópií genomických 
oblastí u 50 pacientov s rakovinou prsníka pred operáciou aj 
po operácii preukázalo, že tieto aberácie môžu v plazme pre-
trvávať až do 12 rokov po diagnóze nádorového ochorenia(35).

Predikcia odpovede na liečbu. V súčasnosti sa výber cie-
lenej terapie v klinickej praxi riadi prítomnosťou alebo absen-
ciou jedinej genetickej zmeny v nádorovej DNA. Molekulárna 
analýza však býva často vykonávaná na archivovaných tka-
nivových vzorkách nádorov, čo nie je optimálny prístup, ke-
ďže nemusí odrážať aktuálne genetické pozadie ochorenia. 
V prípadoch, keď nemožno vykonať novú biopsiu, by ctDNA 
mohla slúžiť ako ideálny biomarker aktuálneho molekulár-
neho stavu ochorenia. Napríklad pre manažment pacientov 
s rakovinou prsníka je rozhodujúce vyhodnotenie HER2 sta-
tusu. Na detekciu HER2 amplifikácie v ctDNA u pacientov  
s  metastatickým karcinómom prsníka Gevensleben a  kol.  
optimalizovali metódu digitálnej PCR, pričom na vývoj metó-

dy bola použitá skupina 65 pacientov a na validáciu iná nezá-
vislá skupina 58 pacientov. Pacienti s metastatickým ocho-
rením, ktorí boli identifikovaní ako HER2 pozitívni, tak mohli 
profitovať z HER2 cielenej terapie trastuzumabom. Dokonca 
traja pacienti s metastatickým karcinómom prsníka zahrnutí 
do tejto štúdie získali pri recidíve ochorenia pozitívny HER2 
status napriek tomu, že boli predtým na základe biopsie tka-
niva klasifikovaní ako HER2 negatívni(36).

Na predikciu odpovede na liečbu možno použiť aj detekciu 
zvýšeného množstva kópií iných génov, ako napr. MET am-
plifikáciu na predpovedanie odpovede na anti-EGFR terapiu 
v prípade rakoviny pľúc(37). Ako jasný indikátor odpovede na 
liečbu cetuximabom a irinotekanom pri metastatickom kolo-
rektálnom karcinóme je prítomnosť, resp. kvantifikácia mu-
tácií KRAS v plazme, pričom zvýšené množstvo koreluje so 
zlou prognózou. U niektorých pacientov s nízkou hladinou 
KRAS mutácií v plazme možno anti-EGFR terapiou dosiah-
nuť určitú úroveň stabilizácie ochorenia(29). Podobné výsled-
ky boli opísané aj v prípade 64 pacientov s metastatickým 
kolorektálnym karcinómom, u ktorých bol na liečbu použitý 
temsirolimus a irinotekan buď samostatne, alebo v kombiná-
cii. Pacienti so zvýšeným podielom KRAS mutácií v plazme 
liečení monoterapiou mali 77 % riziko skorej progresie ocho-
renia v porovnaní so 43 % rizikom v prípade pacientov, u kto-
rých bolo množstvo KRAS mutácií v plazme nízke(38).

Biomarker druhotnej rezistencie. Vývoj sekundárnej (zís-
kanej) rezistencie v dôsledku mutácie je bežným dôsledkom 
cielenej terapie u väčšiny pacientov s nádorovým ochorením. 
Príkladom je T790M substitúcia v membránovom receptore 
EGFR, ktorá má za následok rezistenciu proti gefitinibu a er-
lotinibu asi u 50 % pacientov s rakovinou pľúc(39). Mutácia 
bola najskôr zistená u pacientov s relapsom a neskôr potvr-
dená neinvazívnou analýzou vzoriek plazmy, čím bola potvr-
dená možnosť využitia tekutej biopsie na monitorovanie re-
zistencie na cielenú terapiu(40,41).

Podobne sekundárna rezistencia proti anti-EGFR proti-
látkam cetuximabu a panitumumabu, ktoré sa využívajú na 
liečbu kolorektálneho karcinómu, je výsledkom vzniku KRAS 
mutácií v bunkách nádoru(42). Detekciou mutácií KRAS v kr-
vi pacientov počas liečby cetuximabom a panitumumabom 
tak možno detegovať vznik rezistentných alel až o 10 mesia-
cov skôr ako so štandardnými metódami(42,43). Diaz a kol. zis-
tili v sére 9 z 24 pacientov s CRC, ktorých nádory boli spočiat-
ku bez KRAS mutácií, prítomnosť detegovateľných mutácií 
KRAS génu, pričom pri troch z nich boli detegované viaceré 
rozdielne mutácie. Výskyt týchto mutácií bol veľmi konzis-
tentný, všeobecne nastal päť až šesť mesiacov po terapii(43).

Záver
Na záver môžeme skonštatovať, že detekcia nádorovo 

špecifických zmien vychádzajúca z analýzy cfDNA, resp. ctD-
NA, predstavuje obrovský prínos v diagnostike a prognosti-
ke onkologických ochorení. Sú zároveň nádejnou cestou aj 
na zlepšenie ich liečby nielen vďaka tomu, že predstavujú 
neinvazívnu alternatívu výrazne menej zaťažujúcu pacienta 
aj zdravotné pracovisko pri odbere vzoriek, ale i preto, že ma-
jú možnosť lepšie charakterizovať aktuálny priebeh nádoro-
vého ochorenia, ktorého heterogenita je štandardnými po-
stupmi identifikovateľná len vo veľmi obmedzenom rozsahu. 
V budúcnosti možno počítať nielen s tým, že analýza cfDNA, 
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resp. ctDNA bude doplnkom ku klasickej histopatologickej 
analýze nádorového tkaniva, ale že v prípade, že bude mož-
né jej potenciál využiť naplno, sa, naopak, histopatologická 
analýza stane doplnkovou analýzou k primárnej analýze cfD-
NA, resp. ctDNA.

Grantová podpora: Táto publikácia vznikla s podporou gran-
tov Agentúry na podporu výskumu a vývoja – APVV-14-0273 
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