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Cirkulující nádorová DNA v krvi a její využití 

jako potenciálního bio markeru nádorových 

onemocnění
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as a Potential Biomarker for Cancer
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Souhrn
Nalezení dostatečně citlivé metody pro detekci a monitorování onkologických onemocnění, 
která by zároveň nepředstavovala zbytečnou zátěž pro pa cienta, je dlouholetou výzvou v ná-
dorové dia gnostice. Ideálním cílem jsou neinvazivní bio markery –  bio logické molekuly, které 
by bylo možné detekovat z krve, a které by podaly co nejpřesnější obraz o stavu a vývoji one-
mocnění. V podstatě všechny typy nádorových buněk obsahují somatické mutace, které jim 
umožňují neregulovaně růst a vyvíjet se. Tyto mutace jsou přítomny pouze v DNA nádorových 
buněk a představují tedy vhodný bio marker. Genotypizace nádorových tkání se stává v klinické 
onkologii běžným postupem, má však své limity. Biopsie tkáně podává informaci jen o velmi 
malé lokalitě nádoru v konkrétním čase odběru a v ně kte rých případech je obtížné nebo téměř 
nemožné vzorek vůbec odebrat. Navíc, jako každá invazivní metoda, představuje zátěž pro 
pa cienty. Řešením by se mohla stát analýza cirkulující nádorové DNA odebrané přímo z krve –  
tzv. tekuté bio psie. Umírající nádorové buňky uvolňují fragmenty své DNA do krevního oběhu, 
odkud mohou být izolovány, a díky novým citlivým a přesným metodám podrobeny analýze 
genomových změn. Tyto změny se navíc v čase vyvíjejí, protože nádorové onemocnění je cha-
rakterizováno postupnou evolucí a schopností selektovat nové mutace přinášející růstové vý-
hody či rezistenci k aplikované léčbě. Nezachycení těchto změn je přitom častou příčinou neú-
spěchu léčby. Současné technologické pokroky v detekci a charakterizaci cirkulující nádorové 
DNA by mohly umožnit monitorování vývoje nádoru v reálném čase a stát se vodítkem pro 
včasné a přesné rozhodnutí o nejvhodnější léčbě.
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Úvod

Biomarkery využívané v současné době 
při dia gnostice a  monitorování odpo-
vědi na léčbu jsou většinou proteiny, je-
jichž hladina v krvi může být snadno de-
tekována a  změna exprese je spojena 
s určitým typem nádorového onemoc-
nění. V poslední době se však díky roz-
voji citlivějších technologií detekce stává 
také DNA cirkulující v krevním oběhu al-
ternativním zdrojem informací o nádo-
rovém onemocnění.

První nález DNA cirkulující v  lidské 
krvi byl popsán již v roce 1948 [1] a její 
zvýšená hladina v  krvi onkologických 
pa cientů potom o  29  let později  [2]. 
V roce 1994 se u pa cientů trpících mye-
lodysplastickým syndromem nebo 
akutní myelogenní leukemií poprvé po-
dařilo prokázat, že tato DNA obsahuje 
mutace typické pro nádorové buňky, 
konkrétně mutovaný gen N- ras [3]. DNA 
vyskytující se v  krvi je souhrnně ozna-
čována jako cell-free DNA (cfDNA), cir-
kulující nádorová DNA potom kon-
krétně ctDNA (circulating tumor DNA). 
V  krvi zdravých jedinců byla deteko-
vána cfDNA v  průměrné koncentraci 
13 ng/ ml, zatímco u pa cientů s různými 
typy rakoviny dosahovala průměrné 
koncentrace 180  ng/ ml  [2]. Fragmenty 
DNA detekovatelné v  krvi mohou být 
velmi krátké (70– 200  bp) nebo dlouhé 
až 21  kb, za jejich původce byly proto 
považovány apoptotické či nekrotické 
buňky  [4]. Ně kte ré studie navíc nazna-
čují i možnost, že je cfDNA buňkami ak-

tivně sekretována  [5]. Zbytky mrtvých 
buněk a  jejich DNA jsou běžně odstra-
ňovány buňkami imunitního systému, 
např. makrofágy. Přesto ale v  krvi zů-
stává v  mnoha případech dostatečné 
množství genetického materiálu umož-
ňujícího analýzu, obzvláště u  pa cientů 
s rozvinutým nádorovým onemocněním 

v  pozdějších stadiích (obr.  1). V  těchto 
případech může být nádorová DNA do-
konce převažujícím typem DNA deteko-
vatelné v krvi. Množství detekovatelné 
ctDNA se liší také v závislosti na typu ná-
dorového onemocnění. Její podíl může 
např. představovat přibližně 0,01– 5  % 
cfDNA u melanomu [6], méně než 1 % 

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 dia gnostics. As an ideal non-invasive bio markers may be considered-  bio logical 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 bio psy only 
yields information about a very small area of tumor at the time of extraction and in some cases it is diffi  cult or impossible 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 bio psy –  
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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Obr. 1. Variabilita ctDNA detekovatelné v krvi pacientů s pokročilým nádorovým 

onemocněním. 

Převzato a upraveno dle [46].

cirkulující 
nádorová DNA
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nádorové buňce, ale nejsou přítomny 
v DNA zdravých buněk [14].

Velmi obsáhlý vzorek pa cientů byl 
analyzován skupinou dr. Diaze [7]. Tech-
nologií založenou na digitální PCR (po-
lymerace chain reaction) zhodnotili vy-
užitelnost ctDNA k  detekci nádorů 
u 640 pa cientů s různými typy rakoviny. 
Detekovatelnou hladinu ctDNA zachy-
tili u > 75 % pa cientů s rozvinutou rako-
vinou hlavy a krku, močového měchýře, 
slinivky, vaječníku, prsu, melanomu, he-
patocelulárních buněk, ale u  < 50  % 
pa cientů s nádorem v mozku, ledvinách, 
prostatě nebo thyroidních buňkách. 
To ukazuje, že množství ctDNA není zá-
vislé jen na stupni rozvinutosti nádoro-
vého onemocnění, ale i  na tom, v  jaké 
tkáni se vyskytuje. Po srovnání hladiny 
ctDNA a cirkulujících nádorových buněk 
v této studii se také mj. ukázalo, že tyto 
dva ukazatele jsou vzájemně nezávislé 
a že cirkulující nádorové buňky nejsou 
hlavním zdrojem ctDNA [7].

Modifikace metody zvané BEAMing
(beads, emulsion, amplifi cation and mag-
netics) zvýšila citlivost detekce ctDNA 
a umožnila studii na 18 pa cientech s ra-
kovinou střeva. Hladina ctDNA byla sle-
dována po operaci, kdy poklesla o 99 %, 
ale v mnoha případech nezmizela zcela. 
V  případech, kdy zůstala ctDNA dete-
kovatelná i po chirurgickém odstranění 
nádoru, došlo až na jednu výjimku k re-
lapsu onemocnění. Naopak návrat one-
mocnění nebyl zaznamenán u žádného 
pa cienta, u kterého nebyla ctDNA dete-
kována  [15]. Tento výsledek ukázal, že 
ctDNA může indikovat, zda bude pa cient 
po chirurgickém odstranění nádoru po-
třebovat i následnou chemoterapii.

Studie srovnávající citlivost protei-
nových markerů CEA a CA19- 9 s meto-
dou založenou na analýze ctDNA byla 
provedena u sedmi pa cientů s kolorek-
tálním karcinomem. V  DNA izolované 
z krve bylo detekováno několik nejčas-
těji mutovaných genů (APC, KRAS, TP53, 
PIK3CA a BRAF). Hladina ctDNA byla sle-
dována po operaci v  několika časo-
vých intervalech, vždy úzce korelovala 
s aktuálním klinickým stavem pa cienta 
a  projevila se jako univerzálnější mar-
ker pro monitorování klinického vý-
voje nemoci než běžně používané CEA 
a CA19- 9 [16].

které rychle zastarávají v kontextu toho, 
jak se nádor dále vyvíjí.

Nadějnou alternativou se tedy stávají 
tzv. tekuté bio psie –  odběry krve, z níž 
lze izolovat ctDNA či sekretované pro-
teiny. V klinické praxi je detekce protei-
nových markerů v krvi běžně používána 
při dia gnostice rakoviny prostaty (pro-
state- specifi c antigen –  PSA), jater (α- fe-
toprotein), střeva (carcinoembryonic 
antigen –  CEA), prsu (CA 15.3, cancer an-
tigen) [12] a dalších. V ně kte rých přípa-
dech však dia gnóza založená na těchto 
markerech vede k falešně pozitivním ná-
lezům, protože jejich hladina v krvi může 
být zvýšena i z jiných důvodů [13]. U vět-
šiny nádorů navíc nejsou známy žádné 
vhodné sekretované proteinové bio-
markery, které by bylo možno stanovo-
vat přímo z krevních odběrů.

U většiny pa cientů však lze v krvi de-
tekovat ctDNA a pomocí stále přesněj-
ších technik zaměřených na analýzu 
DNA sestavovat důkladnější obraz mu-
tačních změn v  nádorových buňkách, 
než by umožnila tkáňová bio psie. Pro-
tože odběr krve lze provádět v podstatě 
kdykoliv, otevírá se možnost rychlého 
testování, zda je zvolená léčba vhodná či 
zda nedošlo v důsledku terapie k selekci 
a dalšímu růstu rezistentní populace ná-
dorových buněk. Nevýhodou prozatím 
zůstává to, že jde o metodu novou a za-
váděnou, takže dosud publikované stu-
die jsou provedeny na poměrně malém 
počtu pa cientů a  jen u ně kte rých typů 
nádorů. Hladina ctDNA v krvi se liší pří-
pad od případu a může být obtížně de-
tekovatelná, obzvlášť u malých nádorů 
v  raných stadiích. Metody pro zpřes-
nění detekce i malého množství ctDNA 
se ale stále vyvíjejí a  jsou čím dál citli-
vější, takže lze očekávat, že se tento dia-
gnostický postup časem stane běžným 
a pro pa cienty přínosným.

Využití ctDNA při dia gnostice 

a monitorování nádorových 

onemocnění

DNA obsahující somatické mutace je 
vysoce specifi cká po nádorové buňky, 
a  může se tedy stát optimálním mar-
kerem. V solidních nádorech, jako jsou 
např. kolorektální či prsní tumory, bylo 
zjištěno až 80 mutovaných genů, které 
jsou detekovatelné prakticky v  každé 

u nemetastazujících kolorektálních ná-
dorů nebo naopak převažujícím typem 
DNA v plazmě u rozvinutých metastazu-
jících nádorů  [7]. Poměr cfDNA/ ctDNA 
se liší také v  průběhu léčby, jak je de-
tailně ukázáno na příkladu rakoviny ža-
ludku [8]. ctDNA se může stát přesným 
dia gnostickým nástrojem, protože při 
její analýze jsou určeny konkrétní gene-
tické a epigenetické změny. Tyto změny 
zahrnují mutace v DNA, ztrátu heterozy-
gozity, integraci virových genomů, hy-
permetylaci tumor- supresorových genů 
či změny v  mitochondriální DNA  [9]. 
Navíc je životnost ctDNA v  krevním 
oběhu mnohem kratší než u  proteinů 
(řádově jen několik hodin), takže podává 
i přesnější obraz o momentálním stavu 
a vývoji onemocnění [10].

V tomto přehledovém článku shr-
neme výhody a  nevýhody dia gnostiky 
založené na detekci ctDNA, příklady, 
kdy byla úspěšně využita při monitoro-
vání nebo dia gnostice nádorových one-
mocnění a metodiku, která je k detekci 
ctDNA používána.

Tkáňová vs. tekutá bio psie

Biopsie a  histologické vyšetření tkáně 
jsou ústředním postupem při dia-
gnostice (nejen) nádorových onemoc-
nění. Její limity ale velmi dobře ukázala 
nedávná studie heterogenity nádoro-
vých tkání, konkrétně nádoru ledvin. 
Po provedení sekvenace DNA získané 
odběrem vzorků tkáně z různých oblastí 
téhož nádoru vědci zjistili, že genetická 
diverzita je větší, než se dosud před-
pokládalo. Pouze třetina mutací byla 
shodná ve všech odebraných vzorcích, 
jinak se od sebe části nádoru podstatně 
lišily a ještě větší odlišnosti pak vykazo-
valy sekundární nádory v jiných částech 
těla pa cienta [11]. Při provedení jediné 
bio psie je tedy pravděpodobné, že vzo-
rek zdaleka nepostihne všechny pod-
statné mutace, které mohou ovlivňovat 
odpověď na léčbu a prognózu onemoc-
nění. Biopsie jsou však invazivní a poten-
ciálně rizikové, mnohdy i obtížně prove-
ditelné v  případě nedostupných nebo 
křehkých tkání, jako jsou např. plíce. 
Navíc opakované provádění tkáňových 
bio psií je pro pa cienty náročné, a proto 
jsou lékaři ve své dia gnostice a  pláno-
vání léčby často odkázáni na informace, 
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karcinomy prsu [23]. Rovněž u nemalobu-
něčného karcinomu plic se metodika za-
ložená na sekvenaci ctDNA osvědčila jako 
slibná neinvazivní metoda. Hladina ctDNA 
v plazmě u 13 pa cientů korelovala s veli-
kostí nádoru a ukázala se být citlivější při 
vyhodnocování brzké odpovědi na léčbu 
v  porovnání s  konvenčním radiografic-
kým přístupem [24]. U pa cientů s meta-
statickým melanomem (studie zahrnu-
jící 12 pa cientů) byly v ctDNA detekovány 
mutace v genech BRAF, cKIT, NRAS a TERT. 
Hladina ctDNA korelovala s  klinickými 
a radiologickými výsledky a v jednom pří-
padě její snížení předcházelo pozdější re-
gresi nádoru  [6]. Přehled studií deteku-
jících ctDNA u  pa cientů s  různými typy 
nádorů je shrnut v tab. 1.

Metodika

Pro širší využití a  zavedení testování 
ctDNA do klinické praxe je potřeba na-

stence k chemoterapii u pa cientů s rako-
vinou plic. Ve studii provedené Mackem 
et al byl analyzován efekt aktivujících 
mutací v genu pro EGFR detekovaných 
v  ctDNA u  nemalobuněčných nádorů 
plic. U všech pa cientů (6 ze 49), u kterých 
byl tento typ mutace detekován, byl po-
zorován prodloužený medián OS [21].

Při analýze ctDNA u  pa cientek s  rako-
vinou prsu, založené na detekci PIK3CA 
mutace, byla tato ctDNA v  krvi nale-
zena pouze u  rozvinutějších metastatic-
kých stadií onemocnění, ale v  žádném 
z 30 vzorků s dia gnostikovaným lokalizo-
vaným nádorem. Tento výsledek nazna-
čuje, že ctDNA- PIK3CA detekce je využi-
telná až u pokročilejších stadií nemoci [22]. 
Podobně se analýza mutací v genech TP53, 
PIK3CA, PTEN, AKT1, IDH2 a SMAD4 v ctDNA 
z plazmy osvědčila jako rovnocenná me-
toda s tkáňovou bio psií ve studii srovnáva-
jící vzorky 17 pa cientek s metastatickými 

Na signální dráhy KRAS, BRAF, EGFR 
a  TP53  je zacíleno mnoho chemotera-
peutik [17,18]. Pro predikci léčebné od-
povědi je tedy důležité znát a průběžně 
monitorovat případný vznik mutací 
v těchto genech a sledovat tak evoluci 
v genomu nádorových buněk způsobe-
nou selekčním tlakem chemoterapeu-
tik  [19]. U  kolorektálních nádorů s  ne-
mutovaným KRAS se často indikuje léčba 
cílená na EGFR, ale téměř vždy se během 
několika měsíců objeví rezistence k této 
terapii. Analýza ctDNA 24 pa cientů uká-
zala, že během 5– 6  měsíců od zahá-
jení léčby byla u devíti pa cientů, jejichž 
nádorové onemocnění bylo původně 
wild-type KRAS, detekována mutace 
v tomto genu, a tedy že lze metodu mo-
nitorování ctDNA využít k  predikci od-
povědi na léčbu [20]. Podobně, detekce 
EGFR mutací v ctDNA může být využita 
k předpovědi vývoje onemocnění a rezi-

Tab. 1. Přehled studií nádorových onemocnění založených na analýze ctDNA. 

Typ nádorového 

onemocnění

Detekovaná mutace Metodika Reference

kolorektální karcinom KRAS PCR [38]

KRAS PCR [39]

APC, KRAS, TP53, PIK3CA, BRAF PCR-DCE [16]

TP53, APC, PIK3CA, KRAS BEAMing [15]

genomové přestavby PARE [40]

chromozomální přestavby celogenomové sekvenování [37]

KRAS, NRAS, BRAF, EGFR celogenomové, cílené, exomové sekvenování [7]

karcinom slinivky KRAS, NRAS, BRAF, EGFR celogenomové, cílené, exomové sekvenování [7]

karcinom prsu TP53 MAP [41]

PIK3CA PCR [22]

TP53, PIK3CA Seq [42]

TP53, PIK3CA, PTEN, AKT1, IDH2, SMAD4 NGS [23]

PIK3CA BEAMing [43]

nemalobuněčný 
karcinom plic

různé CAPP-seq [24]

EGFR dPCR [44]

melanom BRAF, cKIT, NRAS, TERT Seq [25]

karcinom vaječníku PIK3CA, TP53, genomové přestavby dPCR [33]

karcinom prostaty SNV, změny počtu kopií, přestavby Ion-AmpliSeq [45]

celogenomové SNV, přestavby, kopie celogenomové sekvenování [36]

PCR-DCE – polymerase chain reaction – denaturing capillary electrophoresis, dPCR – digital PCR, Seq – sequencing, BEAMing –
beads, emulsion, amplifi cation 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
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době vhodně doplňovány také analýzou 
ctDNA. Tato metoda přináší řadu výhod, 
např. možnost častého odběru vzorků, 
detekce mutací v  buňkách pocházejí-
cích z různých oblastí primárního nádoru 
i  metastáz, monitorování vývoje a  pre-
dikce odpovědi na léčbu. Před jejím za-
vedením do klinické praxe však musí být 
ještě optimalizovány a  zavedeny stan-
dardizované postupy odběru a  ucho-
vání krevních vzorků, stejně tak zvoleny 
nejvhodnější metody pro izolaci ctDNA 
a analýzu vyskytujících se mutací. Zinten-
zivnění výzkumu a rostoucí počet pub-
likací v posledních letech naznačuje, že 
je tato metoda považována za nadějnou 
a  přínosnou, a  snad se tedy stane dal-
ším nástrojem zvyšujícím šance pa cientů 
v boji proti nádorovému onemocnění.

Literatura

1. Mandel P, Metais P. Les acides nucleiques du plasma 

sanguin chez l‘homme. C R Seances Soc Biol Fil 1948; 

142(3– 4): 241– 243.

2. Leon SA, Shapiro B, Sklaroff  DM et al. Free DNA in the 

serum of cancer patients and the eff ect of therapy. Can-

cer Res 1977; 37(3): 646– 650.

3. Vasioukhin V, Anker P, Maurice P et al. Point mutations 

of the N- ras gene in the blood plasma DNA of patients 

with myelodysplastic syndrome or acute myelogenous 

leukae mia. Br J Haematol 1994; 86(4): 774– 779.

4. Stroun M, Anker P, Lyautey J et al. Isolation and charac-

terization of DNA from the plasma of cancer patients. Eur 

J Cancer Clin Oncol 1987; 23(6): 707– 712.

5. Stroun M, Lyautey J, Lederrey C et al. About the possi-

ble origin and mechanism of circulating DNA apoptosis 

and active DNA release. Clin Chim Acta 2001; 313(1– 2): 

139– 142.

v metastázách a v ctDNA. Sekvenování 
ctDNA umožnilo sledovat vývoj nádoro-
vých buněk při vznikající rezistenci k te-
rapii a bylo využito k identifi kaci de novo 
mutací vznikajících v  důsledku apliko-
vané protinádorové terapie [32].

Na sekvenování specifi ckých genomo-
vých oblastí v plazmové DNA byly vyu-
žity varianty cíleného hloubkového sek-
venování: TAM- seq (tagged- amplicon 
deep sequencing)  [33], Safe- Seq  [34]
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budou technologie NGS hrát zřejmě klí-
čovou roli v analýze ctDNA a jejím využi-
tím v klinické praxi.

Závěr

Analýzy nádorového onemocnění za-
ložené na tkáňové bio psii a zobrazova-
cích metodách by mohly být v dohledné 

stavit metodiku uchování a zpracování 
krevních vzorků, stejně jako zvolit nej-
vhodnější metodu pro následnou de-
tekci a  analýzu ctDNA. DNA může být 
izolována z plazmy nebo séra, přičemž 
je potřeba při zpracování vzorků za-
bránit popraskání membrány krevních 
buněk a kontaminaci jejich DNA. Plazma 
je preferována před sérem právě díky 
nižší pravděpodobnosti kontaminace 
DNA z  bílých krvinek, navíc koncent-
race cfDNA v  čerstvé plazmě, ač nižší 
než v  séru, přesněji odpovídá koncen-
traci cfDNA v  krevním oběhu  [25,26]. 
cfDNA z ní může být izolována pomocí 
komerčně dostupných kitů. cfDNA po-
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mutací v ctDNA. V tab. 2  jsou uvedeny 
používané metody, včetně srovnání je-
jich senzitivity a specifi city.
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genů se jako nejvhodnější jeví různé va-
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mikrokapkách [28,29] nejlépe v kombi-
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kuličky a  následné analýze pomocí di-
gitální PCR. ctDNA může být s  její po-
mocí detekována i  v  případech, kdy ji 
DNA ze zdravých buněk přečísluje v po-
měru 10 000 : 1 [30]. Technologie sekve-
nování nové generace (next-generation 
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při dlouhodobém sledování pa cientky 
s  nádorem prsu, u  které bylo analyzo-
váno 300  genů v  primárním nádoru, 

Tab. 2. Přehled senzitivity a specifi city metod používaných pro kvantifi kaci ctDNA 

a pro detekci mutací. 

Převzato a upraveno dle [27].

Metoda Senzitivita Specifi cita

kvantitativní analýza qPCR vysoká nízká

kvalitativní analýza Sangerovo sekvenování velmi nízká vysoká

pyrosekvenování nízká nízká

NGS nízká vysoká

ARMS nízká vysoká

BAEMing vysoká vysoká

digitální PCR vysoká vysoká

TAM-sekvenování vysoká vysoká

qPCR – quantitative polymerase chain reaction, NGS – next-generation sequencing, 
ARMS – amplifi cation refractory mutation systém, BEAMing – beads, emulsion, am-
plifi cation and magnetic, TAM-sekvenování – tagged-amplicon deep sequencing
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