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V súčasnosti sú účinné metódy skríningu dostupné len pre niektoré nádorové ochorenia a vo všeobecnosti sú re-
latívne komplikované. Preto je potrebné vyvinúť jednoduché a presné metódy na včasnú detekciu čo najväčšie-
ho spektra nádorových ochorení. Takýto potenciál má detekcia genetických a epigenetických zmien v DNA voľ-
ne cirkulujúcej v plazme (cfDNA), vďaka ktorej by bolo možné veľmi skoro detegovať nádorové ochorenie a tak 
zlepšiť prežívanie pacientov. Molekulárne vlastnosti fragmentov cfDNA a ich distribúcia v genóme poskytujú in-
formácie o tkanivách ich pôvodu. Organizácia nukleozómov a obsah nukleáz v pôvodnom tkanive ovplyvňujú veľ-
kosť a motív zakončenia fragmentov cfDNA. Aj vďaka týmto vlastnostiam je tekutá biopsia jeden z najsľubnej-
ších nástrojov pre budúce klinické využitie.
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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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Úvod
Rakovina má významný vplyv na zdravie ľudí na celom 

svete. Podľa Svetovej zdravotníckej organizácie (WHO) je 
rakovina hlavnou príčinou úmrtí v mnohých štátoch a tento 
počet sa bude v dohľadnom čase zväčšovať(1). V roku 2020 
zomrelo na rakovinu viac ako 10 miliónov ľudí najmä v dô-
sledku nedostatočného prístupu k vhodným diagnostickým 
metódam(2). Príčinou vzniku nádorov je zmena v génoch ria-
diacich rast a delenie buniek, to spôsobí, že sa niektoré bun-
ky začnú deliť bez zastavenia a šíria sa do okolitých tkanív. 
Rakovina tak môže vzniknúť takmer v akejkoľvek z miliárd bu-
niek v ľudskom tele. Pri každom type nádoru dochádza k je-
dinečnej kombinácii genetických zmien, navyše, ako rastie, 
naďalej sa mení. Dokonca v rámci toho istého nádoru môžu 
bunky disponovať rôznymi genetickými zmenami. To je jeden 
z dôvodov, prečo je liečba rakoviny náročná. Preto je veľmi 
dôležité vyvinúť jednoduché, presné a čo najmenej invazív-
ne metódy na jej včasné odhalenie, keďže štádium, v ktorom 
je diagnostikovaná, je jedným z najvýznamnejších predikto-
rov prežitia.

Jednou z  takých metód je tzv. tekutá biopsia (LB). Jej 
prvé aplikácie boli založené na detekcii genetických marke-
rov vo voľne cirkulujúcej DNA (cfDNA), ako sú napr. gene-
tické polymorfizmy alebo mutácie. Štúdiom negenetických 
vlastností cfDNA – metylácie, fragmentácie a topológie – sa 
jej využitie rozšírilo, cfDNA si možno predstaviť ako genetic-
ký rezervoár, ktorý obsahuje genetickú informáciu zo všet-
kých buniek v tele(3) vrátane zdravých, chorých i mikroorga-
nizmov, ktoré sa v tele nachádzajú(4). Ich pomer sa vzhľadom 
na aktuálny stav jedinca vrátane rakoviny môže meniť. Kaž-
dý fragment cfDNA nesie molekulárne znaky bunky, z kto-
rej pochádza.

Prostredníctvom LB možno identifikovať rakovinové zme-
ny v cfDNA(5), ktorá sa uvoľní z buniek po ich smrti(6). Keď-
že väčšina nádorov je v kontakte s krvou, väčšinou sa pri 
LB odoberá vzorka krvi, je však možné analyzovať aj iné te-
lesné tekutiny, napr. pleurálny výpotok, moč a  mozgovo-
miechový mok(7). Vďaka jednoduchosti odberu predstavuje 
analýza cfDNA minimálne invazívnu a nízkonákladovú alter-
natívu biopsie nádoru(8). Okrem včasnej detekcie nádorov(9) 
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je možné pomocou LB rýchlejšie odhaliť recidívu nádorové-
ho ochorenia a na rozdiel od klasickej biopsie má vyššiu šan-
cu zachytiť viaceré mutácie. Molekulárnou charakterizáciou 
cfDNA je zároveň možné získať informácie o pôvode a prog-
resii nádoru, čo má veľký význam pre prevenciu a liečbu ná-
dorového ochorenia.

Modifikácie a aplikácie cfDNA
Rozvoj vysokovýkonných sekvenčných technológií (NGS) 

umožňuje paralelné sekvenovanie miliónov fragmentov DNA 
rýchlym a ekonomickým spôsobom. Množstvo vygenerova-
ných údajov si vyžaduje okrem počítačového vybavenia bio-
informatickú analýzu, ktorá vedie od spracovania surových 
údajov cez ich podrobnejšiu analýzu až k  interpretácii va-
riantov v klinickom kontexte(10). Vďaka NGS možno odhaliť 
známe i nové mutácie, fúzie, abnormálny počet kópií génov 

a variantov, zmeny v metylácii DNA i mutačnú záťaž alebo 
mikrosatelitovú nestabilitu (obrázok 1)(11). Veľkosť molekúl 
cfDNA, umiestnenie koncov fragmentov a koncové motívy 
sú ovplyvnené organizáciou nukleozómov, štruktúrou chro-
matínu, obsahom nukleáz a expresiou génov v tkanive, z kto-
rého pochádza.

Cirkulujúca DNA pochádzajúca z  nádoru (ctDNA) tvorí 
u väčšiny onkologických pacientov nízky podiel k celkovej 
cfDNA, často < 1 %(12), najmä v prípade raného štádia. Dispo-
nuje však rovnakými genetickými i epigenetickými zmenami, 
aké sú v samotnom nádore. Od cfDNA pochádzajúcej z nor-
málnych buniek ju možno odlíšiť podľa prítomnosti bodo-
vých mutácií, aneuploidie, zmien počtu kópií génov, odlišnej 
metylácie alebo prítomnosti vírusových sekvencií DNA(13,14). 
Vzhľadom na jej nízku koncentráciu je potrebné jej spoľahli-
vé odlíšenie od cfDNA zdravých buniek.

Obrázok 1. Schematické znázornenie tekutej biopsie. V periférnej krvi sa okrem krvných komponentov nachádza voľná cirkulujúca 
DNA (cfDNA), mikroorganizmy (baktérie, vírusy, huby), v prípade onkologického pacienta i cirkulujúce nádorové bunky a ďalšie kompo-
nenty (napr. RNA a vezikuly). Po oddelení krvnej plazmy centrifugáciou z nej možno izolovať cfDNA a následne ju analyzovať rôznymi 
prístupmi. Je možné sa zamerať na (epi)genetické zmeny a molekulárne vlastnosti fragmentov cfDNA, organizáciu nukleozómov, ob-
sah nukleáz v súvislosti so zakončením fragmentov cfDNA a cfDNA pochádzajúcu z mitochondrií a mikrobiómu.
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Metylácia DNA je nevyhnutná pre normálny vývoj a  zo-
hráva dôležitú úlohu v epigenetickej kontrole aktivity génov. 
Zmeny v metylácii DNA sa považujú za najčastejšie mole-
kulárne zmeny v procese onkogenézy(15). Je známe, že kaž-
dé tkanivo má svoj charakteristický vzor metylácie, ktorý sa 
odlišuje medzi nádorovými a normálnymi bunkami(16). Preto 
profilovanie metylácie celého genómu z cfDNA môže byť po-
tenciálne účinným nástrojom na zisťovanie prítomnosti kon-
krétneho nádorového ochorenia.

Okrem zmien v metylácii je fragmentácia cfDNA a vzorce 
obsadenia nukleozómami ďalšími epigenetickými znakmi na 
sledovanie aktivity génov a pôvodu tkaniva. Počas bunkovej 
smrti dochádza k enzymatickému štiepeniu DNA nukleáza-
mi. DNA je počas toho chránená nukleozómami a tak majú 
fragmenty cfDNA charakteristickú veľkosť 167 bp, čo zodpo-
vedá dĺžke otočenia okolo jedného nukleozómu(17). Veľkosť 
fragmentov sa však môže u zdravých jedincov a onkologic-
kých pacientov líšiť. Fragmenty cfDNA pochádzajúce z ná-
dorových buniek sú v porovnaní s fragmentmi zo zdravých 
buniek kratšie(18). Sekvenovaním s rozlíšením na jeden bá-
zový pár sa zistilo, že kratšie fragmenty cfDNA v plazme pa-
cientov s hepatocelulárnym karcinómom majú viac zmien 
asociovaných s nádormi ako dlhšie fragmenty cfDNA(19), hoci 
niektoré konkrétne zriedkavé mutácie sú v dlhších fragmen-
toch cfDNA(20). Zhutnenie nukleozómových štruktúr vytvára 
prekážku pre prístup transkripčných faktorov k regulačným 
elementom. Umiestnenie nukleozómov súvisí s aktiváciou 
a expresiou génov v závislosti od vývinu a konkrétneho tka-
niva(21). Preto môže skúmanie polohy nukleozómov v cfDNA 
a  identifikácia pôvodného tkaniva odhaliť existenciu špeci-
fického typu nádoru(22).

Okrem veľkosti fragmentov cfDNA je zaujímavé i zlože-
nie koncových motívov. Fragmentácia molekúl cfDNA ne-
vzniká náhodným procesom. Preferované konce fragmen-
tov sa vzťahujú na špecifické koncové miesta v  genóme, 
zvyčajne v oblastiach s otvoreným chromatínom (ktoré sú 
prístupnejšie)(23). K fragmentácii cfDNA dochádza aktivitou 
deoxyribonukleáz (DNáz), z ktorých každá rozpoznáva inú 
sekvenciu(24). Pri viacerých onkologických ochoreniach bol 
pozorovaný rôzny pomer koncových motívov. Napr. v prípa-
de hepatocelulárneho karcinómu bol koncový motív CCCA 
výrazne menej zastúpený ako pri kontrole, pravdepodobne 
pre zníženú expresiu DN-ázy1L3. Navyše profil koncových 
motívov cfDNA pochádzajúcej z  toho istého orgánu je vo 
všeobecnosti rovnaký(25). Dôvodom týchto odlišností môžu 
byť genetické alebo epigenetické zmeny, ktoré mohli spôso-
biť poruchy v expresii endonukleáz DNA(25). Jiang a kol. skú-
mali prítomnosť prečnievajúcich koncov po štiepení nukleá-
zami a zistili, že boli zastúpené vo väčšine molekúl cfDNA  
(~ 90 %)(26). V predchádzajúcich štúdiách prečnievajúce kon-
ce neboli odhalené, pretože sú v procese prípravy sekvenč-
ných knižníc opravené na tupé. Prečnievanie sa líšilo podľa 
veľkosti fragmentov cfDNA a zdá sa, že súviselo s nukleozó-
movými vzormi. V prípade pacientov s hepatocelulárnym kar-
cinómom vykazovala cfDNA vyššie zastúpenie prečnievajú-
cich koncov ako nenádorová cfDNA(26).

Mitochondrie svojím genómom takisto prispievajú k cel-
kovej cfDNA. Mitochondriálna DNA (mtDNA) sa na rozdiel od 
jadrovej DNA nachádza v bunke v tisíckach kópií(27). Okrem 
toho má vysokú mutačnú rýchlosť a pri nádorových ochore-

niach dochádza u nej k zásadným modifikáciám(28,29). Obe 
tieto vlastnosti ju predurčujú stať sa vhodným kandidátom 
na tekutú biopsiu. To potvrdzujú i niektoré štúdie, ktoré pre-
ukázali rozdiel v  obsahu i  fragmentácii voľne cirkulujúcej  
mtDNA (mt-cfDNA) pri onkologických ochoreniach(30,31). Veľko-
sť fragmentov mt-cfDNA bola menšia v porovnaní s jadrovou  
cfDNA, dôvodom môže byť to, že na rozdiel od jadrovej  
cfDNA nie je chránená nukleozómami, preto pri nej nie je po-
zorovaný ani charakteristický veľkostný pík ako pri jadrovej 
cfDNA (167 bp)(19). Čo sa týka množstva kópií, zrejme nejde 
o  jednoznačný marker, keďže v prípade hepatocelulárneho 
karcinómu bol pozorovaný v plazme pacientov nižší(31) i vyš-
ší počet kópií mt-cfDNA(19). Pokiaľ ide o dĺžku mt-cfDNA, bolo 
pozorované, že nepriamo súvisí s veľkosťou nádoru i s kon-
centráciou cirkulujúcej nádorovej DNA(19,30).

Na 10-15 % prípadov vzniku a progresie rakoviny sa podie-
ľajú vírusy a baktérie(32). V kontexte onkológie je však cirkulu-
júca mikrobiálna DNA málo preskúmaná, uplatňovala sa naj-
mä pri infekčných chorobách a sepse, kde jej sekvenovanie 
zlepšilo detekciu ťažko kultivovateľných mikroorganizmov(33). 
Súvislosť medzi zmenami v črevnom mikrobióme, tzv. dys-
biózou a mnohými neinfekčnými chorobami je relatívne dob-
re známa, rakovina nie je výnimkou(34,35). Charakteristický 
„podpis“ cirkulujúcej bakteriálnej DNA (cbDNA) pre daný typ 
rakoviny bol rovnaký dokonca aj v I. a II. štádiu rakoviny a tiež 
pri rakovine, v ktorej nedošlo ku genomickým zmenám. Je to 
významné zistenie, keďže súčasná analýza ctDNA sa spolie-
ha práve na zisťovanie genomických zmien, ktoré sú prítom-
né v primárnom nádore. Naznačuje to, že cbDNA by moh-
la byť citlivejším a širšie použiteľným biomarkerom rakoviny.

Medzi najčastejšie onkogénne vírusy patrí vírus hepatitídy 
B (HBV) a ľudský papilomavírus (HPV), ktoré sú príčinou pri-
bližne polovice nádorov vyvolaných vírusovou infekciou(36). 
Ku karcinogenéze prispievajú produkciou onkogénnych pro-
teínov, moduláciou imunity alebo prostredníctvom integrá-
cie vírusovej DNA do DNA hostiteľa (vh-DNA)(37). Práve integ-
rované úseky vírusovej DNA môžu byť detegované v krvnom 
obehu ešte pred vznikom samotného nádoru. Nie je však 
možné pomocou nich identifikovať štádium nádoru alebo od-
líšiť vírusovú DNA integrovanú do normálnych tkanív od ná-
dorových tkanív. Stanovenie hraničnej hodnoty na odlíšenie 
nádorovo špecifickej vh-DNA od vh-DNA uvoľnenej z nená-
dorového tkaniva je rozhodujúce na dosiahnutie klinicky vý-
znamnej citlivosti a špecifickosti(37).

Záver
Tekutá biopsia v dohľadnej budúcnosti nenahradí celkom 

biopsiu tkaniva, môže ju však doplniť. Vzhľadom na to, že 
väčšina súčasných techník tekutej biopsie nemá dostatočnú 
detekčnú schopnosť, je potrebné jej definíciu rozšíriť i o ne-
nádorové informácie. Predpokladá sa, že po štandardizá-
cii metodických postupov sa bude viac využívať v rutinných 
podmienkach a pomôže zachytiť nádor ešte pred vznikom 
symptómov. Pred jej úplným zavedením je však potrebné 
zodpovedať niektoré otázky. Napríklad, do akej miery sa pres-
nosť testov líši medzi jednotlivými typmi nádorov a štádia-
mi ochorenia. Poskytuje tekutá biopsia reprezentatívnu vzor-
ku všetkých genetických klonov v nádore alebo dochádza ku 
skresleniu na špecifické subregióny? Na to je však potreb-
ných ešte veľa klinických štúdií.
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