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Neinvazivny skrining onkologickych ochoreni pomocou biomarkerov
vo volne cirkulujicej DNA
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V sucasnosti su u¢inné metody skriningu dostupné len pre niektoré nadorové ochorenia a vo vSeobecnosti su re-
lativne komplikované. Preto je potrebné vyvinut jednoduché a presné metddy na vEasnu detekciu ¢o najvacsie-
ho spektra nadorovych ochoreni. Takyto potenciadl ma detekcia genetickych a epigenetickych zmien v DNA vol-
ne cirkulujtcej v plazme (cfDNA), vd'aka ktorej by bolo mozné velmi skoro detegovat nadorové ochorenie a tak
zlepsit prezivanie pacientov. Molekularne vlastnosti fragmentov cfDNA a ich distribicia v genéme poskytuju in-
formacie o tkanivach ich pévodu. Organizacia nukleozémov a obsah nukleaz v pévodnom tkanive ovplyviuju vel-
kost a motiv zakoncenia fragmentov cfDNA. Aj vdaka tymto vlastnostiam je tekuta biopsia jeden z najslubnej-
Sich nastrojov pre budtce klinické vyuzitie.
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Non-invasive screening of oncological diseases using biomarkers in freely circulating DNA

Effective screening methods are only available for some cancers and are generally relatively complicated.
Therefore, it is necessary to develop simple and accurate methods for early detection of the most extensive
possible spectrum of cancer. The detection of genetic and epigenetic changes in DNA freely circulating in plasma
(cfDNA) has such potential, thanks to which it would be possible to detect cancer very early and thus improve the
survival of patients. The molecular properties of cfDNA fragments and their distribution in the genome provide
information about their tissue of origin. The organization of nucleosomes and the content of nucleases in the
original tissue affect the size and termination motif of cfDNA fragments. These properties make liquid biopsy
one of the most promising tools for future clinical use.
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Uvod

Rakovina ma vyznamny vplyv na zdravie ludi na celom
svete. Podla Svetovej zdravotnickej organizacie (WHO) je
rakovina hlavnou pri¢inou dmrti v mnohych $tatoch a tento
pocet sa bude v dohl'adnom ¢ase zvacsovat™. V roku 2020
zomrelo na rakovinu viac ako 10 miliénov ludi najma v do6-
sledku nedostato¢ného pristupu k vhodnym diagnostickym
metddam®@. Pri¢inou vzniku nadorov je zmena v génoch ria-
diacich rast a delenie buniek, to sposobi, Ze sa niektoré bun-
ky za¢nu delit bez zastavenia a Siria sa do okolitych tkaniv.
Rakovina tak méze vzniknut takmer v akejkol'vek z miliard bu-
niek v ludskom tele. Pri kazdom type nadoru dochadza k je-
dine¢nej kombindcii genetickych zmien, navyse, ako rastie,
nadalej sa meni. Dokonca v rdmci toho istého nadoru mézu
bunky disponovat réznymi genetickymi zmenami. To je jeden
z dévodov, preco je lieCba rakoviny naro¢na. Preto je velmi
délezité vyvinut jednoduché, presné a ¢o najmenej invaziv-
ne metddy na jej véasné odhalenie, kedze stadium, v ktorom
je diagnostikovana, je jednym z najvyznamnejSich predikto-
rov prezitia.

Jednou z takych metdd je tzv. tekutd biopsia (LB). Jej
prvé aplikacie boli zalozené na detekcii genetickych marke-
rov vo volne cirkulujicej DNA (cfDNA), ako su napr. gene-
tické polymorfizmy alebo mutécie. Stidiom negenetickych
vlastnosti cfDNA — metylacie, fragmentdcie a topoldgie — sa
jej vyuzitie rozsirilo, cfDNA si mozno predstavit ako genetic-
ky rezervoar, ktory obsahuje genetickd informaciu zo vset-
kych buniek v tele® vratane zdravych, chorych i mikroorga-
nizmov, ktoré sa v tele nachadzaju®. Ich pomer sa vzhladom
na aktualny stav jedinca vratane rakoviny méze menit. Kaz-
dy fragment cfDNA nesie molekularne znaky bunky, z kto-
rej pochadza.

Prostrednictvom LB mozno identifikovat rakovinové zme-
ny v cfDNA®, ktora sa uvolni z buniek po ich smrti®. Ked-
Ze vacsina nadorov je v kontakte s krvou, vacsinou sa pri
LB odobera vzorka krvi, je véak mozné analyzovat aj iné te-
lesné tekutiny, napr. pleuralny vypotok, mo¢ a mozgovo-
miechovy mok®. Vd'aka jednoduchosti odberu predstavuje
analyza cfDNA minimalne invazivnu a nizkonakladovu alter-
nativu biopsie nadoru®. Okrem vcasnej detekcie nadorov®
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Obrazok 1. Schematické znazornenie tekutej biopsie. V periférnej krvi sa okrem krvnych komponentov nachddza volnd cirkulujica
DNA (cfDNA), mikroorganizmy (baktérie, virusy, huby), v pripade onkologického pacienta i cirkulujice nddorové bunky a dalsie kompo-
nenty (napr. RNA a vezikuly). Po oddeleni krvnej plazmy centrifugdciou z nej mozno izolovat cfDNA a ndsledne ju analyzovat réznymi
pristupmi. Je moZné sa zamerat na (epi)genetické zmeny a molekulérne vlastnosti fragmentov cfDNA, organizéciu nukleozémov, ob-

sah nukledz v suvislosti so zakon¢enim fragmentov cfDNA a cfDNA pochddzajicu z mitochondrii a mikrobiému.

‘ Cervena krvinka

Rakovinova bunka

Volne cirkulujuca
DNA; cfDNA

je mozné pomocou LB rychlejSie odhalit recidivu nddorové-
ho ochorenia a na rozdiel od klasickej biopsie ma vyssSiu San-
cu zachytit viaceré mutdcie. Molekuldrnou charakterizaciou
cfDNA je zaroven mozné ziskat informacie o povode a prog-
resii nadoru, ¢o ma velky vyznam pre prevenciu a lieCbu na-
dorového ochorenia.

Modifikacie a aplikacie cfDNA

Rozvoj vysokovykonnych sekvenénych technolégii (NGS)
umoznuje paralelné sekvenovanie miliénov fragmentov DNA
rychlym a ekonomickym sp6sobom. Mnozstvo vygenerova-
nych udajov si vyZzaduje okrem pocitacového vybavenia bio-
informatickd analyzu, ktora vedie od spracovania surovych
udajov cez ich podrobnejsiu analyzu az k interpretacii va-
riantov v klinickom kontexte(?. Vd'aka NGS mozno odhalit
zname i nové mutécie, fazie, abnormalny pocet kdpii génov
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a variantov, zmeny v metyldcii DNA i mutaéni zataz alebo
mikrosatelitovl nestabilitu (obrazok 1). Velkost molekdl
cfDNA, umiestnenie koncov fragmentov a koncové motivy
su ovplyvnené organizaciou nukleozémov, Strukturou chro-
matinu, obsahom nukledz a expresiou génov v tkanive, z kto-
rého pochadza.

Cirkulujuca DNA pochadzajlica z nadoru (ctDNA) tvori
u vacsiny onkologickych pacientov nizky podiel k celkovej
cfDNA, ¢asto < 1 %('?, najma v pripade raného $tadia. Dispo-
nuje vSak rovnakymi genetickymi i epigenetickymi zmenami,
aké st v samotnom nddore. Od cfDNA pochdadzajlcej z nor-
malnych buniek ju mozno odliit podla pritomnosti bodo-
vych mutdcii, aneuploidie, zmien poctu kopii génoy, odlisnej
metylacie alebo pritomnosti virusovych sekvencii DNA(314),
Vzhladom na jej nizku koncentraciu je potrebné jej spolahli-
vé odliSenie od cfDNA zdravych buniek.
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Metylacia DNA je nevyhnutnd pre normalny vyvoj a zo-
hrava délezitu ulohu v epigenetickej kontrole aktivity génov.
Zmeny v metylacii DNA sa povaZzuju za najCastejSie mole-
kularne zmeny v procese onkogenézy(®. Je zndme, Ze kaz-
dé tkanivo ma svoj charakteristicky vzor metyldcie, ktory sa
odliSuje medzi nadorovymi a normalnymi bunkami(®. Preto
profilovanie metylacie celého gendmu z cfDNA moze byt po-
tencialne Gucinnym nastrojom na zistovanie pritomnosti kon-
krétneho nadorového ochorenia.

Okrem zmien v metyldcii je fragmentéacia cfDNA a vzorce
obsadenia nukleozémami d'alSimi epigenetickymi znakmi na
sledovanie aktivity génov a pévodu tkaniva. Po¢as bunkovej
smrti dochddza k enzymatickému Stiepeniu DNA nukleaza-
mi. DNA je pocas toho chranend nukleozémami a tak maju
fragmenty cfDNA charakteristicku velkost 167 bp, ¢o zodpo-
veda dizke oto&enia okolo jedného nukleozému(?. Velkost
fragmentov sa v§ak méze u zdravych jedincov a onkologic-
kych pacientov lisit. Fragmenty cfDNA pochadzajlce z na-
dorovych buniek su v porovnani s fragmentmi zo zdravych
buniek kratsie(®. Sekvenovanim s rozliSenim na jeden ba-
Zovy par sa zistilo, ze kratSie fragmenty cfDNA v plazme pa-
cientov s hepatocelularnym karcindmom maju viac zmien
asociovanych s nadormi ako dlhsie fragmenty cfDNAC9), hoci
niektoré konkrétne zriedkavé mutdcie su v dlhsich fragmen-
toch cfDNA®, Zhutnenie nukleozémovych Struktur vytvara
prekazku pre pristup transkripénych faktorov k regulaénym
elementom. Umiestnenie nukleozémov suvisi s aktivaciou
a expresiou génov v zavislosti od vyvinu a konkrétneho tka-
niva®"). Preto m6ze skiimanie polohy nukleozomov v cfDNA
a identifikacia pévodného tkaniva odhalit existenciu $peci-
fického typu nadoru®?,

Okrem velkosti fragmentov cfDNA je zaujimavé i zloZe-
nie koncovych motivov. Fragmentacia molekul cfDNA ne-
vznikd ndhodnym procesom. Preferované konce fragmen-
tov sa vztahuju na Specifické koncové miesta v genéme,
zvyCajne v oblastiach s otvorenym chromatinom (ktoré su
pristupnejsie)®. K fragmentacii cfDNA dochadza aktivitou
deoxyribonukleaz (DNaz), z ktorych kazda rozpoznava inu
sekvenciu®. Pri viacerych onkologickych ochoreniach bol
pozorovany rozny pomer koncovych motivov. Napr. v pripa-
de hepatocelularneho karcinému bol koncovy motiv CCCA
vyrazne menej zastupeny ako pri kontrole, pravdepodobne
pre znizenu expresiu DN-azy1L3. NavysSe profil koncovych
motivov cfDNA pochddzajicej z toho istého organu je vo
véeobecnosti rovnaky®. Dévodom tychto odliSnosti mozu
byt genetické alebo epigenetické zmeny, ktoré mohli sposo-
bit poruchy v expresii endonukledaz DNA®9, Jiang a kol. sku-
mali pritomnost precnievajucich koncov po Stiepeni nuklea-
zami a zistili, ze boli zastipené vo vacsine molekul cfDNA
(~ 90 %)@, V predchadzajlcich stadiach precnievajuce kon-
ce neboli odhalené, pretoze su v procese pripravy sekvenc-
nych kniznic opravené na tupé. PrecCnievanie sa liSilo podla
velkosti fragmentov cfDNA a zda sa, ze suviselo s nukleozé-
movymi vzormi. V pripade pacientov s hepatocelularnym kar-
cindbmom vykazovala cfDNA vy$Sie zastupenie preCnievaju-
cich koncov ako nenadorova cfDNA®®,

Mitochondrie svojim genémom takisto prispievaju k cel-
kovej cfDNA. Mitochondridlna DNA (mtDNA) sa na rozdiel od
jadrovej DNA nachadza v bunke v tisickach kopii@”. Okrem
toho ma vysokud mutacnd rychlost a pri nadorovych ochore-

niach dochadza u nej k zasadnym modifikaciam®@®2%. Obe
tieto vlastnosti ju preduréuju stat sa vhodnym kandidatom
na tekutu biopsiu. To potvrdzuju i niektoré Studie, ktoré pre-
ukazali rozdiel v obsahu i fragmentdcii volne cirkulujucej
mtDNA (mt-cfDNA) prionkologickychochoreniach®3 Velko-
st fragmentov mt-cfDNA bola mensia v porovnani s jadrovou
cfDNA, dévodom mozZe byt to, Ze na rozdiel od jadrovej
cfDNA nie je chrdnena nukleozémami, preto pri nej nie je po-
zorovany ani charakteristicky velkostny pik ako pri jadrovej
cfDNA (167 bp)9. Co sa tyka mnozstva képii, zrejme nejde
o jednoznacny marker, kedZe v pripade hepatocelularneho
karcindmu bol pozorovany v plazme pacientov nizsi®" i vys-
§i pocet kopii mt-cfDNA(9. Pokial ide o dizku mt-cfDNA, bolo
pozorované, Ze nepriamo suvisi s velkostou nadoru i s kon-
centraciou cirkulujlcej nadorovej DNA(930),

Na 10-15 % pripadov vzniku a progresie rakoviny sa podie-
Iaju virusy a baktérie®?. V kontexte onkoldgie je vSak cirkulu-
juca mikrobialna DNA malo preskimana, uplatiiovala sa naj-
ma pri infekénych chorobach a sepse, kde jej sekvenovanie
zlepsilo detekciu tazko kultivovatelnych mikroorganizmov®?),
Suvislost medzi zmenami v ¢revhom mikrobidome, tzv. dys-
biézou a mnohymi neinfekénymi chorobami je relativne dob-
re znama, rakovina nie je vynimkou®43), Charakteristicky
»podpis” cirkulujicej bakteridlnej DNA (cbDNA) pre dany typ
rakoviny bol rovnaky dokonca aj v I. a Il. $tadiu rakoviny a tiez
pri rakovine, v ktorej nedoslo ku genomickym zmenam. Je to
vyznamné zistenie, kedZe sucasna analyza ctDNA sa spolie-
ha prave na zistovanie genomickych zmien, ktoré st pritom-
né v primarnom nadore. Naznacuje to, ze cbhDNA by moh-
la byt citlivejSim a SirSie pouzitelnym biomarkerom rakoviny.

Medzi najCastejSie onkogénne virusy patri virus hepatitidy
B (HBV) a ludsky papilomavirus (HPV), ktoré su pricinou pri-
blizne polovice nadorov vyvolanych virusovou infekciou®®.
Ku karcinogenéze prispievaju produkciou onkogénnych pro-
teinov, moduldciou imunity alebo prostrednictvom integra-
cie virusovej DNA do DNA hostitel'a (vh-DNA)®?). Prave integ-
rované Useky virusovej DNA mézu byt detegované v krvnom
obehu este pred vznikom samotného nadoru. Nie je vSak
mozné pomocou nich identifikovat $tadium nadoru alebo od-
lisit virusov DNA integrovanut do normalnych tkaniv od na-
dorovych tkaniv. Stanovenie hrani¢nej hodnoty na odliSenie
nadorovo Specifickej vh-DNA od vh-DNA uvolnenej z nena-
dorového tkaniva je rozhodujuce na dosiahnutie klinicky vy-
znamnej citlivosti a $pecifickosti®?.

Zaver

Tekuta biopsia v dohl'adnej buduicnosti nenahradi celkom
biopsiu tkaniva, moze ju vSak doplnit. Vzhladom na to, Ze
vacsina sucasnych technik tekutej biopsie nema dostato¢nu
detekénu schopnost, je potrebné jej definiciu rozsirit i o ne-
nadorové informacie. Predpoklada sa, ze po Standardiza-
cii metodickych postupov sa bude viac vyuzivat v rutinnych
podmienkach a pomoéze zachytit nador este pred vznikom
symptomov. Pred jej Uplnym zavedenim je vSak potrebné
zodpovedat niektoré otazky. Napriklad, do akej miery sa pres-
nost testov lisi medzi jednotlivymi typmi nadorov a stadia-
mi ochorenia. Poskytuje tekuta biopsia reprezentativnu vzor-
ku vSetkych genetickych klonov v nddore alebo dochadza ku
skresleniu na Specifické subregiény? Na to je vSak potreb-
nych este vela klinickych Studii.
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