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Souhrn

Nalezeni dostatecné citlivé metody pro detekci a monitorovéni onkologickych onemocnéni,
ktera by zaroven nepredstavovala zbytecnou zatéz pro pacienta, je dlouholetou vyzvou v na-
dorové diagnostice. IdedInim cilem jsou neinvazivni biomarkery — biologické molekuly, které
by bylo mozné detekovat z krve, a které by podaly co nejpiesnéjsi obraz o stavu a vyvoji one-
mocnéni. V podstaté viechny typy nddorovych bunék obsahuji somatické mutace, které jim
umoznuji neregulované rlst a vyvijet se. Tyto mutace jsou pfitomny pouze v DNA nadorovych
bunék a predstavuji tedy vhodny biomarker. Genotypizace nadorovych tkani se stava v klinické
onkologii béZznym postupem, ma vsak své limity. Biopsie tkané podava informaci jen o velmi
malé lokalité nddoru v konkrétnim ¢ase odbéru a v nékterych pfipadech je obtizné nebo témér
nemozné vzorek vibec odebrat. Navic, jako kazdd invazivni metoda, predstavuje zatéz pro
pacienty. Reenim by se mohla stat analyza cirkulujici nadorové DNA odebrané pfimo z krve —
tzv. tekuté biopsie. Umirajici nadorové bunky uvolnuji fragmenty své DNA do krevniho obéhu,
odkud mohou byt izolovény, a diky novym citlivym a pfesnym metoddm podrobeny analyze
genomovych zmén. Tyto zmény se navic v ¢ase vyvijeji, protoze nadorové onemocnéni je cha-
rakterizovano postupnou evoluci a schopnosti selektovat nové mutace prinasejici rlistové vy-
hody ¢i rezistenci k aplikované 1é¢bé. Nezachyceni téchto zmén je pfitom castou pfic¢inou neu-
spéchu lécby. Soucasné technologické pokroky v detekci a charakterizaci cirkulujici nddorové
DNA by mohly umoznit monitorovani vyvoje nadoru v realném case a stat se voditkem pro
véasné a presné rozhodnuti o nejvhodnéjsi écbé.
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CIRKULUJICI NADOROVA DNAV KRVI A JEJI VYUZITI JAKO POTENCIALNIHO BIOMARKERU NADOROVYCH ONEMOCNENT

Summary

Pursuing sensitive methods for detection and monitoring of oncologic diseases, that would limit the stress for patients, represents a long-stand-
ing challenge in cancer diagnostics. As an ideal non-invasive biomarkers may be considered- biological molecules that can be detected in blood
and that provide most relevant picture about the state and development of disease. In fact, all types of cancer cells carry somatic mutations that
enable the cells to escape from regulation and to grow and progress. These mutations are only present in the DNA of tumor cells and thus are
hallmarks of cancer cells. Genotyping of tumor tissues becomes a common technique in clinical oncology, but it has its limits. Tissue biopsy only
yields information about a very small area of tumor at the time of extraction and in some cases it is difficult orimpossible to obtain the tissue sam-
ple. Furthermore, it is an invasive method that can stress patients. Analysis of circulating tumor DNA from blood - the so-called liquid biopsy —
represents one possible solution. Dying tumor cells release fragments of their DNA into the blood stream. From blood, they can be isolated and
subjected to analysis using new, sensitive and precise methods that detect genomic changes. These changes are evolving over time because
cancer disease is characterized by evolution and ability to select new mutations that bring growth advantages or resistance to treatment. Our
inability to capture the heterogeneity during tumor development is one of the major reasons responsible for failure of cancer treatment. Recent
technological progress in detection and characterization of circulating DNA could enable tumor evolution monitoring in real time and become
a guideline for an accurate and prompt treatment choice.
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Uvod

Biomarkery vyuzivané v soucasné dobé
pfi diagnostice a monitorovani odpo-
védi na lécbu jsou vétsinou proteiny, je-
jichz hladina v krvi mUze byt snadno de-
tekovana a zména exprese je spojena
s ur¢itym typem nadorového onemoc-
néni. V posledni dobé se vsak diky roz-
voji citlivéjSich technologii detekce stava
také DNA cirkulujici v krevnim obéhu al-
ternativnim zdrojem informaci o nado-
rovém onemocnéni.

Prvni nalez DNA cirkulujici v lidské
krvi byl popsan jiz v roce 1948 [1] a jeji
zvy$ena hladina v krvi onkologickych
pacientd potom o 29 let pozdéji [2].
V roce 1994 se u pacientd trpicich mye-
lodysplastickym syndromem nebo
akutni myelogenni leukemii poprvé po-
darilo prokazat, ze tato DNA obsahuje
mutace typické pro nadorové buriky,
konkrétné mutovany gen N-ras [3]. DNA
vyskytujici se v krvi je souhrnné ozna-
¢ovana jako cell-free DNA (cfDNA), cir-
kulujici nadorovd DNA potom kon-
krétné ctDNA (circulating tumor DNA).
V krvi zdravych jedincl byla deteko-
vana cfDNA v primérné koncentraci
13 ng/ml, zatimco u pacientl s rdznymi
typy rakoviny dosahovala primérné
koncentrace 180 ng/ml [2]. Fragmenty
DNA detekovatelné v krvi mohou byt
velmi kratké (70-200 bp) nebo dlouhé
az 21 kb, za jejich pavodce byly proto
povazovany apoptotické ¢i nekrotické
buriky [4]. Nékteré studie navic nazna-
Cuji i moznost, ze je cfDNA burikami ak-

tivné sekretovéna [5]. Zbytky mrtvych
bunék a jejich DNA jsou bézné odstra-
novany burikami imunitniho systému,
napf. makrofagy. Presto ale v krvi z0-
stdva v mnoha ptipadech dostatecné
mnozstvi genetického materidlu umoz-
nujiciho analyzu, obzvlasté u pacientd
s rozvinutym nadorovym onemocnénim

v pozdéjsich stadiich (obr. 1). V téchto
pfipadech muze byt nddorova DNA do-
konce pfevazujicim typem DNA deteko-
vatelné v krvi. Mnozstvi detekovatelné
ctDNA se lisi také v zavislosti na typu na-
dorového onemocnéni. Jeji podil mdze
napfi. predstavovat pfiblizné 0,01-5 %
cfDNA u melanomu [6], méné nez 1 %
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Obr. 1. Variabilita ctDNA detekovatelné v krvi pacient s pokrocilym nadorovym

onemocnénim.

Pfrevzato a upraveno dle [46].
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u nemetastazujicich kolorektalnich na-
dorl nebo naopak prevazujicim typem
DNA v plazmé u rozvinutych metastazu-
jicich nadort [7]. Pomér cfDNA/ctDNA
se lisi také v prabéhu lécby, jak je de-
tailné ukadzano na prikladu rakoviny Za-
ludku [8]. ctDNA se mUze stat pfesnym
diagnostickym nastrojem, protoze pfi
jeji analyze jsou urceny konkrétni gene-
tické a epigenetické zmény. Tyto zmény
zahrnuji mutace v DNA, ztratu heterozy-
gozity, integraci virovych genomd, hy-
permetylaci tumor-supresorovych gen(
¢i zmény v mitochondridlni DNA [9].
Navic je Zivotnost ctDNA v krevnim
obéhu mnohem kratdi nez u protein(
(fddové jen nékolik hodin), takZe podava
i presnéjsi obraz o momentélnim stavu
a vyvoji onemocnéni [10].

V tomto prehledovém ¢lanku shr-
neme vyhody a nevyhody diagnostiky
zalozené na detekci ctDNA, priklady,
kdy byla Uspésné vyuZita pfi monitoro-
vani nebo diagnostice nadorovych one-
mocnéni a metodiku, ktera je k detekci
ctDNA pouzivéna.

Tkanova vs. tekuta biopsie

Biopsie a histologické vysetfeni tkané
jsou ustfednim postupem pfi dia-
gnostice (nejen) naddorovych onemoc-
néni. Jeji limity ale velmi dobre ukazala
neddvna studie heterogenity nadoro-
vych tkani, konkrétné nadoru ledvin.
Po provedeni sekvenace DNA ziskané
odbérem vzorkd tkané z rznych oblasti
téhoz nadoru védci zjistili, Ze geneticka
diverzita je vétsi, nez se dosud pred-
pokladalo. Pouze tfetina mutaci byla
shodna ve viech odebranych vzorcich,
jinak se od sebe ¢asti nddoru podstatné
liSily a jeSté vétsi odlisnosti pak vykazo-
valy sekundarni nadory v jinych &astech
téla pacienta [11]. Pfi provedeni jediné
biopsie je tedy pravdépodobné, Ze vzo-
rek zdaleka nepostihne vsechny pod-
statné mutace, které mohou ovliviiovat
odpovéd na lé¢bu a prognézu onemoc-
néni. Biopsie jsou vsak invazivni a poten-
cidlné rizikové, mnohdy i obtizné prove-
ditelné v pfipadé nedostupnych nebo
kiehkych tkani, jako jsou napf. plice.
Navic opakované provadéni tkanovych
biopsii je pro pacienty naro¢né, a proto
jsou lékafi ve své diagnostice a plano-
vani lé¢by ¢asto odkazani na informace,

které rychle zastaravaji v kontextu toho,
jak se nador dale vyviji.

Nadéjnou alternativou se tedy stavaji
tzv. tekuté biopsie - odbéry krve, z niz
Ize izolovat ctDNA ¢i sekretované pro-
teiny. V klinické praxi je detekce protei-
novych markerG v krvi béZné pouzivana
pfi diagnostice rakoviny prostaty (pro-
state-specific antigen - PSA), jater (a-fe-
toprotein), stfeva (carcinoembryonic
antigen - CEA), prsu (CA 15.3, cancer an-
tigen) [12] a dalSich. V nékterych pfipa-
dech v3ak diagndza zaloZend na téchto
markerech vede k falesné pozitivnim na-
lezlim, protoze jejich hladina v krvimGze
byt zvysena i z jinych dlvodu [13]. U vét-
siny nadorl navic nejsou znamy zadné
vhodné sekretované proteinové bio-
markery, které by bylo mozno stanovo-
vat pfimo z krevnich odbér(.

U vétsiny pacientl vsak Ize v krvi de-
tekovat ctDNA a pomoci stale pfesnéj-
Sich technik zaméfenych na analyzu
DNA sestavovat dlkladnéjsi obraz mu-
tacnich zmén v nadorovych burkéch,
nez by umoznila tkanova biopsie. Pro-
toze odbér krve Ize provadét v podstaté
kdykoliv, otevird se moznost rychlého
testovani, zda je zvolend |é¢ba vhodna i
zda nedoslo v dusledku terapie k selekci
a dalsimu rustu rezistentni populace na-
dorovych bunék. Nevyhodou prozatim
z(stava to, Ze jde o metodu novou a za-
vadénou, takze dosud publikované stu-
die jsou provedeny na pomérné malém
poctu pacientld a jen u nékterych typu
nador(. Hladina ctDNA v krvi se lisi pfi-
pad od piipadu a mize byt obtizné de-
tekovatelna, obzvldst u malych nador(
v ranych stadiich. Metody pro zpfes-
néni detekce i malého mnozstvi ctDNA
se ale stdle vyvijeji a jsou ¢im dal citli-
véjsi, takZe Ize ocekavat, Ze se tento dia-
gnosticky postup ¢asem stane béznym
a pro pacienty pfinosnym.

Vyuziti ctDNA pfri diagnostice

a monitorovani nadorovych
onemocnéni

DNA obsahujici somatické mutace je
vysoce specificka po nadorové buriky,
a muze se tedy stat optimalnim mar-
kerem. V solidnich nadorech, jako jsou
napt. kolorektalni ¢i prsni tumory, bylo
zjisténo az 80 mutovanych gend, které
jsou detekovatelné prakticky v kazdé

nadorové burce, ale nejsou pfitomny
v DNA zdravych bunék [14].

Velmi obsahly vzorek pacientl byl
analyzovan skupinou dr. Diaze [7]. Tech-
nologii zaloZzenou na digitalni PCR (po-
lymerace chain reaction) zhodnotili vy-
uzitelnost ctDNA k detekci nadoru
u 640 pacientl s riznymi typy rakoviny.
Detekovatelnou hladinu ctDNA zachy-
tili u > 75 % pacientd s rozvinutou rako-
vinou hlavy a krku, mo¢ového méchyre,
slinivky, vaje¢niku, prsu, melanomu, he-
patocelularnich bunék, ale u < 50 %
pacientl s nadorem v mozku, ledvinach,
prostaté nebo thyroidnich burkach.
To ukazuje, Ze mnozstvi ctDNA neni z&-
vislé jen na stupni rozvinutosti nddoro-
vého onemocnéni, ale i na tom, v jaké
tkéni se vyskytuje. Po srovnani hladiny
ctDNA a cirkulujicich nddorovych bunék
v této studii se také mj. ukdzalo, Ze tyto
dva ukazatele jsou vzdjemné nezdvislé
a Ze cirkulujici nddorové bunky nejsou
hlavnim zdrojem ctDNA [7].

Modifikace metody zvané BEAMing
(beads,emulsion,amplificationand mag-
netics) zvysila citlivost detekce ctDNA
a umoznila studii na 18 pacientech s ra-
kovinou stieva. Hladina ctDNA byla sle-
dovana po operaci, kdy poklesla o 99 %,
ale v mnoha pfipadech nezmizela zcela.
V ptipadech, kdy zlstala ctDNA dete-
kovatelnd i po chirurgickém odstranéni
nadoru, doslo az na jednu vyjimku k re-
lapsu onemocnéni. Naopak navrat one-
mocnéni nebyl zaznamenén u zddného
pacienta, u kterého nebyla ctDNA dete-
kovana [15]. Tento vysledek ukazal, ze
ctDNA muze indikovat, zda bude pacient
po chirurgickém odstranéni nadoru po-
tfebovat i ndslednou chemoterapii.

Studie srovndvajici citlivost protei-
novych markert CEA a CA19-9 s meto-
dou zaloZzenou na analyze ctDNA byla
provedena u sedmi pacientl s kolorek-
talnim karcinomem. V DNA izolované
z krve bylo detekovano nékolik nejcas-
téji mutovanych gen( (APC, KRAS, TP53,
PIK3CA a BRAF). Hladina ctDNA byla sle-
dovana po operaci v nékolika ¢aso-
vych intervalech, vzdy uzce korelovala
s aktudlnim klinickym stavem pacienta
a projevila se jako univerzalnéjsi mar-
ker pro monitorovani klinického vy-
voje nemoci nez bézné pouzivané CEA
a CA19-9[16].
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Typ nadorového
onemocnéni

kolorektalni karcinom

karcinom slinivky

karcinom prsu

nemalobunécny
karcinom plic
melanom

karcinom vajec¢niku

karcinom prostaty

Detekovana mutace

KRAS
KRAS
APC, KRAS, TP53, PIK3CA, BRAF
TP53, APC, PIK3CA, KRAS
genomové prestavby
chromozomalni prestavby
KRAS, NRAS, BRAF, EGFR
KRAS, NRAS, BRAF, EGFR
TP53
PIK3CA
TP53, PIK3CA
TP53, PIK3CA, PTEN, AKT1, IDH2, SMAD4
PIK3CA
rlizné
EGFR
BRAF, cKIT, NRAS, TERT
PIK3CA, TP53, genomové prestavby
SNV, zmény poctu kopii, pfestavby

celogenomové SNV, prestavby, kopie

Tab. 1. Pfehled studii nadorovych onemocnéni zalozenych na analyze ctDNA.

Metodika Reference
PCR [38]
PCR [39]
PCR-DCE [16]
BEAMing [15]
PARE [40]
celogenomové sekvenovani [37]
celogenomové, cilené, exomové sekvenovani [71
celogenomové, cilené, exomové sekvenovani [7]
MAP [41]
PCR [22]
Seq [42]
NGS [23]
BEAMing [43]
CAPP-seq [24]
dPCR [44]
Seq [25]
dPCR [33]
lon-AmpliSeq [45]
celogenomové sekvenovani [36]

PCR-DCE - polymerase chain reaction — denaturing capillary electrophoresis, dPCR - digital PCR, Seq - sequencing, BEAMing —
beads, emulsion, amplification and magnetic, MAP — MIDI-activated pyrophosphorolysis, NGS — next-generation sequencing,
CAPP-Seq - capture-based sequencing, PARE - personalised analysis of rearranged ends, SNV - single nucleotide variation

Na signalni drahy KRAS, BRAF, EGFR
a TP53 je zacileno mnoho chemotera-
peutik [17,18]. Pro predikci |é¢ebné od-
povédi je tedy dllezité znat a pribézné
monitorovat pfipadny vznik mutaci
v téchto genech a sledovat tak evoluci
v genomu nadorovych bunék zplsobe-
nou selekénim tlakem chemoterapeu-
tik [19]. U kolorektalnich nadortd s ne-
mutovanym KRAS se ¢asto indikuje 1é¢ba
cilend na EGFR, ale téméf vzdy se béhem
nékolika mésicli objevi rezistence k této
terapii. Analyza ctDNA 24 pacient( uka-
zala, ze béhem 5-6 mésicl od zaha-
jeni 1écby byla u deviti pacientd, jejichz
naddorové onemocnéni bylo plvodné
wild-type KRAS, detekovdana mutace
v tomto genu, a tedy Ze Ize metodu mo-
nitorovani ctDNA vyuzit k predikci od-
povédi na lé¢bu [20]. Podobné, detekce
EGFR mutaci v ctDNA muze byt vyuZita
k pfedpovédi vyvoje onemocnéni a rezi-

stence k chemoterapii u pacientl s rako-
vinou plic. Ve studii provedené Mackem
et al byl analyzovan efekt aktivujicich
mutaci v genu pro EGFR detekovanych
v ctDNA u nemalobunéénych nador(
plic. U vsech pacient( (6 ze 49), u kterych
byl tento typ mutace detekovan, byl po-
zorovan prodlouzeny median OS [21].
Pfi analyze ctDNA u pacientek s rako-
vinou prsu, zaloZzené na detekci PIK3CA
mutace, byla tato ctDNA v krvi nale-
zena pouze u rozvinutéjsich metastatic-
kych stadii onemocnéni, ale v Zddném
z 30 vzork( s diagnostikovanym lokalizo-
vanym nadorem. Tento vysledek nazna-
Cuje, Ze ctDNA-PIK3CA detekce je vyuzi-
Podobné se analyza mutaciv genech TP53,
PIK3CA, PTEN, AKT1,IDH2 a SMAD4 v ctDNA
z plazmy osvédcila jako rovnocennd me-
toda s tkarnovou biopsii ve studii srovnava-
jici vzorky 17 pacientek s metastatickymi

karcinomy prsu [23]. Rovnéz u nemalobu-
néc¢ného karcinomu plic se metodika za-
loZzena na sekvenaci ctDNA osvédcila jako
slibnd neinvazivni metoda. Hladina ctDNA
v plazmé u 13 pacientl korelovala s veli-
kosti nadoru a ukazala se byt citlivéjsi pfi
vyhodnocovaéni brzké odpovédi na lécbu
v porovnani s konvencnim radiografic-
kym pristupem [24]. U pacient(l s meta-
statickym melanomem (studie zahrnu-
jici 12 pacient() byly v ctDNA detekovany
mutace v genech BRAF, cKIT, NRAS a TERT.
Hladina ctDNA korelovala s klinickymi
a radiologickymi vysledky a v jednom pfi-
padé jeji snizeni predchazelo pozdéjsi re-
gresi nadoru [6]. Pfehled studii deteku-
jicich ctDNA u pacientl s rdznymi typy
nador( je shrnut v tab. 1.

Metodika
Pro Sirsi vyuziti a zavedeni testovani
ctDNA do klinické praxe je potfeba na-
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stavit metodiku uchovani a zpracovani
krevnich vzorkd, stejné jako zvolit nej-
vhodnéjsi metodu pro naslednou de-
tekci a analyzu ctDNA. DNA muze byt
izolovana z plazmy nebo séra, pficemz
je potieba pfi zpracovani vzorkd za-
branit popraskani membrany krevnich
bunék a kontaminaci jejich DNA. Plazma
je preferovana pred sérem pravé diky
nizs$i pravdépodobnosti kontaminace
DNA z bilych krvinek, navic koncent-
race cfDNA v cerstvé plazmé, ac¢ nizsi
nez v séru, presnéji odpovida koncen-
traci cfDNA v krevnim obéhu [25,26].
cfDNA z ni m0ze byt izolovdna pomoci
komeréné dostupnych kith. cfDNA po-
chézejici z nadorovych i nenddorovych
bunék muize byt kvantifikovdna pomoci
PCR v redlném case (qPCR) zalozené na
amplifikaci ALU sekvenci nebo jinych
markerQ (B-globin, B-actin) [27]. Protoze
vsak, jak jiz bylo uvedeno dfive, je DNA
pochdzejici z nadorovych bunék vétsi-
nou ve vyrazné mensing, vyzvou se stava
nasledna analyza nddorové-specifickych
mutaci v ctDNA. V tab. 2 jsou uvedeny
pouzivané metody, v¢etné srovnani je-
jich senzitivity a specificity.

Pro detekci mutaci v omezeném poctu
genu se jako nejvhodnéjsi jevi rdizné va-
rianty digitalni PCR - na mikrocipech ¢i
mikrokapkdch [28,29] nejlépe v kombi-
naci s metodou BEAMing, kterd je zalo-
zena na zachyceni DNA na magnetické
kulicky a nasledné analyze pomoci di-
gitalni PCR. ctDNA muze byt s jeji po-
moci detekovéna i v pfipadech, kdy ji
DNA ze zdravych bunék precisluje v po-
méru 10 000 : 1 [30]. Technologie sekve-
novani nové generace (next-generation
sequencing — NGS) jsou aplikovatelné
na analyzu DNA v plazmé a umoznuji
podrobnéjsi detekci mutaci v rozsah-
lejSich oblastech genomu. Jako pfiklad
Ize uvést neddvnou studii provedenou
na 107 vzorcich plazmy odebranych
od pacientd s rakovinou plic. Pfi ana-
lyze DNA z primarniho nadoru bylo de-
tekovano 50 mutaci v rlznych genech,
z nichz 26 se podafilo detekovat také
v krevnich vzorcich, se senzitivitou 58 %
a specificitou 87 % [31]. Pro detailni ana-
lyzu byla NGS technologie vyuzita napf.
pfi dlouhodobém sledovani pacientky
s nddorem prsu, u které bylo analyzo-
vano 300 genl v primarnim nadoru,

-~

a pro detekci mutaci.
Pfevzato a upraveno dle [27].

Tab. 2. Piehled senzitivity a specificity metod pouzivanych pro kvantifikaci ctDNA

Metoda Senzitivita Specificita
kvantitativni analyza gPCR vysokd nizka
kvalitativni analyza Sangerovo sekvenovani velmi nizka vysoka

pyrosekvenovani nizka nizka
NGS nizka vysoka
ARMS nizka vysoka
BAEMing vysoka vysoka
digitalni PCR vysoka vysoka
TAM-sekvenovani vysoka vysokd

qPCR - quantitative polymerase chain reaction, NGS - next-generation sequencing,
ARMS - amplification refractory mutation systém, BEAMing — beads, emulsion, am-
plification and magnetic, TAM-sekvenovéni - tagged-amplicon deep sequencing

v metastazach a v ctDNA. Sekvenovani
ctDNA umoznilo sledovat vyvoj nadoro-
vych bunék pfi vznikajici rezistenci k te-
rapii a bylo vyuzito k identifikaci de novo
mutaci vznikajicich v dlsledku apliko-
vané protinadorové terapie [32].

Na sekvenovani specifickych genomo-
vych oblasti v plazmové DNA byly vyu-
Zity varianty cileného hloubkového sek-
venovani: TAM-seq (tagged-amplicon
deep sequencing) [33], Safe-Seq [34]
nebo CAPP-Seq (capture-based se-
quencing) [24]. Detekovat Ize v ctDNA
také chromozomalni pfestavby, jako jsou
translokace nebo ztrata ¢i ziskani chro-
mozomalnich regiond, coz pfedstavuje
vysoce specifickou a senzitivni metodu
pro detekci nadorové DNA [35].V nékte-
rych ptipadech byla metoda celogeno-
mového sekvenovani aplikovéna pfimo
na analyzu DNA obsaZené v plazmé
a poskytla informace o somatickych mu-
tacich a zméndch v poctu kopii cilovych
genl v ramci celého genomu [36,37].

S dal$im zvySovanim citlivosti metod
zaloZzenych na analyze celého genomu
budou technologie NGS hrat zifejmé kli-
¢ovou roli v analyze ctDNA a jejim vyuzi-
tim v klinické praxi.

Zavér

Analyzy nadorového onemocnéni za-
lozené na tkanové biopsii a zobrazova-
cich metodéch by mohly byt v dohledné

dobé vhodné doplhovéany také analyzou
ctDNA. Tato metoda pfindsi fadu vyhod,
napf. moznost ¢astého odbéru vzorkd,
detekce mutaci v bunikdch pochdazeji-
cich z rliznych oblasti primarniho nddoru
i metastaz, monitorovani vyvoje a pre-
dikce odpovédi na lécbu. Pied jejim za-
vedenim do klinické praxe vsak musi byt
jesté optimalizovany a zavedeny stan-
dardizované postupy odbéru a ucho-
vani krevnich vzork(, stejné tak zvoleny
nejvhodnéjsi metody pro izolaci ctDNA
a analyzu vyskytujicich se mutaci. Zinten-
zivnéni vyzkumu a rostouci pocet pub-
likaci v poslednich letech naznacuje, ze
je tato metoda povaZovana za nadéjnou
a pfinosnou, a snad se tedy stane dal-
$im ndstrojem zvysujicim Sance pacient(
v boji proti nadorovému onemocnéni.
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