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Souhrn

Volna cirkulujici DNA (cf-DNA) je charakterizovana jako extracelularni DNA, kterd muize byt pfi-
tomna v nizkych koncentracich v krvi zdravych jedincl. Cf-DNA je do krevniho fecisté uvol-
novana apoptdzou, ale i nekrézou. Zvysené hladiny se vyskytuji u patologickych stavd, jako
je zanét, stres ¢i autoimunitni onemocnéni. Vyrazné zvysené hodnoty cf-DNA jsou patrné ze-
jména u pacientd s malignitami, a to predevsim v pokrocilych stadiich nemoci. V takovémto
pfipadé je nadorové specifickd cf-DNA uvolfiovédna nekrézou z bunék primarniho néddoru
a metastaz. V posledni dobé se hodné studii zabyva tzv. liquid biopsy (tekutou biopsii), ktera
umoziiuje pomérné snadnou detekci cirkulujicich nddorovych bunék i cirkulujicich molekul
nukleovych kyselin z periferni krve k diagnostice nadorovych onemocnéni. Kvantitativni stano-
veni a detekce genetickych a epigenetickych zmén v cf-DNA u pacientt s riiznymi malignitami
ma potencidlni vyuziti v molekularni diagnostice, progndze, monitorovani pribéhu nemoci
a odpovédi na lécbu. Tento ¢lanek je zaméren na potencialni vyuziti cf-DNA jako krevniho bio-
markeru u vybranych solidnich nadord a hematologickych malignit.
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Summary

Circulating cell-free DNA (cf-DNA) is characterized as extracellular DNA that may be present
in the blood of healthy individuals in low concentrations. Cf-DNA is released by apoptosis or
necrosis into the bloodstream. Increased levels are found in pathological conditions, such as
inflammation, autoimmune diseases, or stress. Significant increase of cf-DNA is particularly
evident in patients with malignancies, especially in the advanced stages of the disease. In this
case, the tumor specific cf-DNA is released by necrosis from the cells of primary tumor and
metastases. Recently, many studies concentrate on the so-called ‘liquid biopsies’ that allow de-
tection of circulating tumor cells and circulating nucleic acids from peripheral blood for tumor
diagnostics. Quantitative methods and detection of genetic and epigenetic alternations of
cf-DNA in patients with different malignancies have potential applications in molecular diag-
nosis, prognosis, monitoring of disease progression and response to treatment. This review
focuses on potential utility of cf-DNA as a blood biomarker in selected solid tumors and hema-
tologic malignancies.
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Uvod a historie

Volna cirkulujici DNA, z anglického vy-
razu cell-free DNA (cf-DNA), predstavuje
extraceluldrni kratké fragmenty dvoure-
tézcovych molekul DNA o délce 180 bp
vyskytujici se v krevnim obéhu a jinych
télnich tekutinach ¢lovéka [1].

Cf-DNA v krevni plazmé zdravych je-
dincl byla poprvé popsédna v roce
1948 [2]. V roce 1977 Leon et al popsali
vyskyt cf-DNA v souvislosti s nadory.
Pomoci radio-imuno-analyzy bylo otes-
tovano celkem 173 vzork( sér pacient(
s malignimi nadory (plic, stfev, ledvin,
prostaty, délohy, vaje¢nikd, prsu aj.)
a 55 vzork( sér zdravych osob. Zjistili, ze
pacienti s nddorovym onemocnénim vy-
kazovali v plazmé vyznamné vy3si hla-
diny cf-DNA oproti zdravym kontrolam.
V pfipadé zdravych dércl se primérna
koncentrace cf-DNA pohybovala kolem
13 ng/ml, zatimco u pacientll s malig-
nimi nddory namérené hodnoty dosa-
hovaly rozmezi 0-5 000 ng/ml s pri-
mérnou koncentraci cf-DNA 180 ng/ml.
Vyrazné vyssi koncentrace cf-DNA byly
zjiStény v séru pacientd s metasta-
zami ve srovnani s pacienty s lokalizo-
vanym nadorem. Dale po radiotera-
pii byl prokdzén pokles hladiny cf-DNA
pfiblizné u 66-90% pacientl s néko-
lika rznymi malignitami, jako napf. na-
dory plic, vajec¢nikd, délohy ¢i lymfomy.
Snizeni hladiny cf-DNA korelovalo se
zlepsenim stavu pacienta (snizeni veli-
kosti nddoru a bolesti). Pfetrvavajici vy-
soké koncentrace cf-DNA pak byly aso-
ciovany s rezistenci k 1é¢bé a Spatnou
progndézou [3].

Vlastnosti a biologie cf-DNA

V periferni krvi zdravych jedincl se
cf-DNA vyskytuje ve velmi nizkych kon-
centracich (10-100 ng/ml). K uvolnéni
fragmentl molekul DNA z bunék do-
chazi apoptdzou, tedy programovanou
bunécnou smrti [4]. V takovémto pfi-
padé fragmenty DNA dosahuji délky
kolem 180 bp a v periferni krvi jsou na-
vazany na erytrocyty [5]. Fragmenty
cf-DNA v krevnim obéhu maji kratky
polocas rozpadu, zhruba za 10-15 min
jsou zejména cinnosti jater odstranény
z krevniho fecisté [6].

Nékteré studie ukdzaly, ze bunky
mohou cf-DNA uvolriovat aktivné. Tato
frakce DNA muze byt zodpovédna za
nékteré bunécné funkce, jako je tran-
skripce, ptipadné se mliZze podilet na ko-
munikaci mezi burikami a tkdnémi [5].

Ke zméndm v kvalité a také v mnoz-
stvi cf-DNA v obéhu dochazi v souvis-
losti s patologickym stavem jedince.
Vys3si koncentrace cf-DNA nachazime
u stavQ, jako je zanét, trauma, operacni
zakrok, infarkt ¢i autoimunitni onemoc-
néni [7-10]. Zvysené hladiny cf-DNA
v krevnim fecisti jsou vysledkem nad-
mérného uvolnéni fragmentl molekul
DNA, které byly zplsobeny masivnim
umrtim bunék ¢i nedostate¢nym odstra-
nénim uvolnéné DNA z mrtvych bunék
cinnosti jater [6].

Vlastnosti cf-DNA u nadorovych
onemocnéni

Vyrazné vyssi hladiny cf-DNA, dosahujici
koncentrace az 1 000 ng/ml, jsou patrné
predevsim u rdznych druhd malignit
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Obr. 1. Uvoliiovani cf-DNA nekrézou z nadorovych bunék do krevniho recisté. Do krev-
niho obéhu je také uvoliovana cf-DNA z bunék v okoli nadoru.

a zejména pak u pacientd s metasta-
zemi [11]. Nadorové specificka cf-DNA je
do obéhu uvolriovana nekrézou nadoro-
vych bunék (obr. 1). Do krevniho obéhu
je DNA také uvolnovana bunikami zdravé
tkané, které se nachazeji v blizkosti na-
doru [1]. V krevnim obéhu se obvykle
vyskytuje ve formé velkych fragment(
delSich nez 180 bp, které s proteiny vy-
tvareji komplexy pfipominajici nukleo-
zom [12].

Diehl et al zjistili, Ze u pacient(i s nddo-
rem o velikosti 1009 (ktery je pfiblizné
tvoren 3 x 10'° nadorovymi bunkami) se
denné do krevniho fecisté uvolni 3,3 %
nadorové cf-DNA [13]. Nadorova DNA
je z 10-90% tvorena cf-DNA, tedy frag-
menty molekul DNA, které jsou apo-
ptézou uvolnény z bunék v okoli na-
doru. Mnozstvi nddorové cf-DNA zavisi
na typu nadoru. Nizky podil nadorové
frakce muUze byt zplsoben tim, ze nado-
rové burky jsou oddélovany od nadoru
a do krevniho obéhu jsou uvolfovany az
béhem procesu epitelidlné-mezenchy-
malniho pfechodu [14].

Praktické vyuziti cf-DNA
Prestoze byla cf-DNA poprvé identifi-
kovana pred vice nez 60 lety, vyzkum
cf-DNA znacné zaostal z divodu chybéji-
cich citlivych a specifickych analytickych
metod. V dlsledku téchto laboratornich
omezeni doslo k preneseni poznatku
zakladniho vyzkumu do klinické praxe
s mnoholetym zpozdénim. Teprve vyvoj
efektivnich izola¢nich postupt a citli-
vych metod vyuzivajicich nova a speci-
fickad fluorescen¢ni barviva a zdokona-
lené PCR techniky umoznil v prabéhu
poslednich dvou desetileti postup v ob-
lasti vyzkumu cf-DNA [15].
Kvantitativni a kvalitativni analyza
cf-DNA se v posledni dobé stala jednim
ze slibnych diagnostickych pfistupd.
Jednim ze zésadnich faktor(, které ovliv-
fuji hodnoceni cf-DNA, je standardizace
metodickych postupl a definovani op-
timélniho typu analyzovaného vzorku
(sérum nebo plazma) tak, aby bylo dosa-
zeno konzistentnich a srovnatelnych dat
mezi jednotlivymi laboratofemi. V sou-
¢asné dobé se jednotlivé metodické
postupy lisi v preanalytické fazi, izolaci
DNA, kvantifikaci a analyze, a tim i v in-
terpretaci vysledkd [16].

252

Klin Onkol 2015; 28(4): 251-259




POTENCIAL VOLNE CIRKULUJICI DNA V DIAGNOSTICE NADOROVYCH ONEMOCNENT

Tab. 1. Vybrané studie zabyvajici se kvantitativni a kvalitativni analyzou cf-DNA u kolorektalniho karcinomu.

Zména v cf-DNA Konkrétni gen Pocet pacienti Senzitivita
APC 6%
hMLH1 43 %
metylace DNA LTE 49 -
vsechny geny spole¢né 57 %
metylace DNA HPP1/TPEF, HLTF, h(MLH1 38 -
metylace DNA TMEFF2, NGFR, SEPT9 133 -
metylace DNA SEPT9 100 67 %
metylace DNA RASSF2A
mutace KRAS 3! B
mutace KRAS 31 -
mutace KRAS 206 87 %
mutace KRAS2 86 -
mutace RAS, PIK3CA, BRAF 35 -
mutace APC 33 -
mutace p53 46 -
mutace KRAS 25 -
mutace KRAS 52 -
mutace KRAS 71 g? ZZ Elii
mutace KRAS 229 -
mutace KRAS 28 -
mutace KRAS, BRAF 108 =
mutace KRAS, BRAF 38 -
koncentrace cf-DNA - 70 -
koncentrace cf-DNA - 55 -

S - hodnoty vztazené pro vzorky séra, P — hodnoty vztazené ke vzorkiim plazmy

Praktické vyuziti u nadorovych
onemocnéni
Védci zjistili, ze prakticky vsechny druhy
zménamiv DNA, které u pacientd mohou
byt detekovéany a déle sledovany. Pres-
toze sdm ndador je hlavnim zdrojem na-
dorové DNA, ziskani DNA pomoci biop-
sie pfedstavuje pro pacienta invazivni
a riskantni postup, ktery v nékterych pfi-
padech neni mozné provést [16].
Detekce nadorové specifické cf-DNA,
nazyvana také tekuta biopsie (liquid bio-
psy), se stavd nadéjnym nastrojem pro
minimalné invazivni monitoring pacientt
s malignim onemocnénim. Frakce DNA
pochazejici z nadorové tkdné se volné

vyskytuji v periferni krvi téchto pacient(
(zejména v pokrocilych stadiich nemoci).
Nedavné studie také ukazaly, Ze cf-DNA
odvozend od nadorovych bunék muze
byt pouzita pro monitorovani nadorové
masy a odpovédi na lé¢bu u pacientd
se solidnimi nadory, ale také u pacientt
s hematologickymi malignitami. Hladiny
cf-DNA v plazmé pacientl koreluji s pro-
gresi nemoci, umozniuji kontinualné sle-
dovat minimalni rezidudIni chorobu, urcit
molekularni relaps onemocnéni a zahajit
tak v¢asnou lé¢bu [17].

V cf-DNA mlzeme detekovat nado-
rové specifické genetické a epigene-
tické zmény, které jsou pfitomny rov-
néz v bunkach primarniho nadoru [18].

Specificita Reference

100 %
98 %

93 % 21
90 %

- [22]

- [23]

89 % [24]

- [25]

- [26]

99 % [27]

- (28]

= [29]

- [30]

= [31]

- [32]

= [33]

100 % (S

97 % ((P; [34]

= [35]

- [36]

- [37]

- [38]

- [39]

- [40]

Témito genetickymi zménami jsou bo-
dové mutace v dilezitych genech, chro-
mozomové prestavby, ztrdta heterozy-
gozity (loss of heterozygosity — LOH),
zmény v mikrosatelitech a v metylaci
DNA. Detekce téchto charakteristic-
kych zmén odlisi specifickou nddorovou
cf-DNA od pozadi ,normalni” cf-DNA
v krevnim obéhu a tim umoznuje vyssi
diagnostickou specificitu ve srovnani
s pouhym kvantitativnim stanovenim
celkového mnozstvi cf-DNA [19].

Solidni nddory

Kolorektalni karcinom

V CR je kolorektalni karcinom (colo-
rectal cancer - CRC) u obou pohlavi dru-
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hym nejcastéjsim nadorovym onemoc-
nénim. Ro¢né je nové diagnostikovano
kolem 8 000 pacientl a zhruba polovina
z nich na n&j umird. U muzd je incidence
i mortalita tohoto karcinomu vyssi nez
u zen [20].V tab. 1 jsou uvedeny vybrané
studie zabyvajici se vyuzitim cf-DNA
u tohoto onemocnéni [21-40].
Kvantifikace nadorové specifické
cf-DNA muze predstavovat uzite¢ny na-
stroj pro monitorovani pacienti s CRC
a také mUze slouzit pfi rozpoznavani vy-
soce rizikovych pacientu. Frattini a jeho
vyzkumny tym zjistili, Ze u pacientt
s CRC byly hladiny cf-DNA v periferni
krvi vyrazné vyssi oproti zdravym je-
dinctm. Déle zjistili, Ze hladiny cf-DNA
po operacnim zakroku postupné kle-
saly a naopak jejich zvySovani bylo za-
znamenano u pacientld s metastazemi
¢i u relapsu onemocnéni [39]. Tyto vy-
sledky jsou v souladu s poznatky jiné
studie, ve které Schwarzenbach a jeho
vyzkumny tym uvedli, Ze u pacient( ve
IV. stadiu CRC byly hladiny cf-DNA vy-
razné vysoké a béhem 1. linie chemo-
terapie dochazelo k jejich poklesu [40].
Toto potvrzuje i studie, ve které bylo zjis-
téno, Ze detekovatelné mnozstvi cf-DNA
v periferni krvi koreluje se stadiem na-
doru. Pouze u 47% pacientl s CRC
. stupné byly méfitelné hodnoty cf-DNA.
Se zvysujicim se stupném progrese ne-
moci se hladiny cf-DNA zvysovaly, napf.
ull. stupné byly hladiny méfitelné u 559%
pacientd, u IV. stupné az u 82 % z nich.
Toto zjisténi tedy poukazuje na fakt, Zze
pouze méfeni hladiny cf-DNA v krvi pa-
cienta by mohlo byt v budoucnu pou-
Zito k urceni stadia progrese rakoviny.
Kdyz byly méreny koncentrace cf-DNA
u 206 pacientl v pokrocilém stadiu CRC
s metastdzemi, bylo zjisténo, Ze pacienti
s nizSimi krevnimi hladinami cf-DNA do-
sahovali delsi doby pfeziti [27].
Vyznamnou genetickou zménou, kte-
rou mUzeme u pacientd s CRC v cf-DNA
sledovat, jsou somatické mutace v genu
KRAS. Tento gen je charakteristicky vy-
sokou cetnosti mutaci, které pfispi-
vaji k progresi nadoru [41]. Terapeu-
tickou moznosti pro pacienty s CRC je
cilend biologickd lé¢ba monoklonalnimi
protilatkami (cetuximab a panitumu-
mab) zaloZend na inhibici EGFR a signal-
nich drah navozujicich nadory. Negativ-

nim prediktorem |é¢ebné odpovédi na
anti-EGFR terapii u pacient s metasta-
tickym kolorektaInim karcinomem (me-
tastatic colorectal cancer - mCRC) jsou
aktivacni somatické mutace v kodo-
nech 12.a 13. genu KRAS, jenz se Ucastni
signdlnich kaskad spousténych EGFR.
V soucasné dobé je podminkou pro indi-
kaci cilené anti-EGFR terapie prikaz ne-
mutovaného genu KRAS [34,36].

Pfitomnost aktivacnich mutaci v genu
KRAS lIze také detekovat v cf-DNA odvo-
zené z primdarniho nddoru a metastaz.
Vyraznd vyhoda této metody je prede-
v8im v jejim minimélné invazivnim pfi-
stupu, nebot ziskani vzorkd nadorové
tkané biopsii pro ucely genetické ana-
lyzy je obtizné [36]. V neddvné studii
Bettegowda et al detekovali u 206 pa-
cientll s mCRC pfitomnost mutace v ko-
donu 12. nebo 13. genu KRAS v cf-DNA
ze séra a tkani primarniho nadoru.
U 33 % pacientd byla v cf-DNA deteko-
vana mutovana varianta genu, tyto mu-
tace byly nalezeny i v primarnim nadoru.
Procentudlni shoda mezi KRAS muta-
cemi v séru a nadorové tkani byla 95 %.
U provedeného testovani detekce mu-
taci v klinicky dllezitém genu KRAS byla
stanovena 87% senzitivita a 99% speci-
ficita [27]. Dale bylo zjisténo, ze u 24 pa-
cientd, ktefi nejprve vykazovali dobrou
reakci na lé¢bu anti-EGFR monoklonal-
nimi protildtkami, dosSlo pozdéji k re-
lapsu onemocnéni. U 96 % z nich doslo
k rozvinuti jedné nebo vice mutaci
v genu KRAS [27].

Trevisiol et al se ve své studii zaby-
vali prognostickym vyznamem sta-
noveni mutace v kodonu 12. genu
KRAS2 v cf-DNA ze séra 86 pacientl
s CRC, ktefi podstoupili 1é¢bu. Zjisténé
Udaje byly nasledné porovnéany se sta-
vem mutaci v genu KRAS2 u primar-
nich nador0 [28]. Pacienti s pokrocilou
formou nemoci a detekovanou mutaci
v genu KRAS2 v séru zemreli do 24 mé-
sicd od provedeni chirurgického za-
kroku. U téchto pacientt byla po chirur-
gické resekci detekovatelnd reziduadlni
choroba. Doba pfeziti byla vyrazné lepsi
u pacientd s pokrocilou formou nemoci
bez mutace v genu KRAS2, 56 % z nich
vykazovalo dobu preziti vice nez 24 mé-
sicy a jeden pacient byl nazivu po uply-
nuti 44 mésich [25].

Pomoci PCR bylo testovédno 31 sér
pacientd s pokrocilou formou CRC
a 24 sér zdravych osob. Bodovd mutace
v genu KRAS byla detekovana v cf-DNA
u 12 (39%) pacient s CRC a ani v jed-
nom pfipadé u zdravych jedinca.
Vysledky ukazuji, Ze mutace v genu KRAS
jsou snadno zjistitelné PCR technikami
v plazmé/séru pacient s pokrocilym
CRC. Toto testovani mlze predstavovat
mozny zpUsob detekce a monitorovani
CRC [26].

Karcinom plic
Karcinom plic pfedstavuje vyznamnou
skupinu nador u muzd v ceské popu-
laci [20]. Jiz Leon et al ve své praci zjis-
tili, ze vyssi hodnoty cf-DNA byly pa-
trné u pacientl s metastazemi oproti
pacientdm s lokalizovanym nadorem
plic. Po |é¢bé doslo k poklesu hladin
cf-DNA u 75 % pacientd [3]. Také Sozzi
et al uvedli, Ze po opera¢nim zakroku
doslo u pacientll k postupnému po-
klesu hladin cf-DNA, které pak byly srov-
natelné se zdravymi kontrolami. Kvanti-
fikace cf-DNA muze pfedstavovat novy
postup monitorovani Uspésnosti chirur-
gickych zdkrokd a hodnoceni Ucinnosti
chemo/radioterapie [42].

Nejcastéji jsou u karcinomu plic
v cf-DNA vysetfovany mutace v genu
pro KRAS, EGFR a p53. Gautschi et al ana-
lyzovali celkem 180 vzorkd plazmy pa-
cientd s plicnim karcinomem a zjistili
vyznamnou korelaci mezi pfitomnosti
mutace v genu KRAS v cf-DNA a Spat-
nou prognozou [43]. Mutace v genu pro
EGFR hraji vyznamnou roli u nemalobu-
nécného karcinomu plic (non-small cell
lung cancer - NSCLC), ktery pfedsta-
vuje az 80 % viech plicnich malignit [44].
K prodlouzeni preziti pacientt s pokroci-
lym stadiem NSCLC vyznamné pfispiva
zavedeni molekuldrné cilené Iécby ty-
rozinkindzovymi inhibitory (TKI), které
blokuji aktivaci kaskady genu EGFR.
Detekce aktivacnich mutaci genu EGFR,
delece na 19. exonu a bodové mutace
na 21. exonu jsou uzite¢né v predpovédi
dobré odpovédi na lé¢bu TKI a progrese
celkového preziti pacientll [45]. V [é¢bé
NSCLC jsou bézné uzivany TKI erlotinib
a gefitinib.

Detekce mutaci v genu EGFR v pri-
marnim nadoru vyzaduje biopsii nddo-
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Tab. 2. Vybrané studie zabyvajici se kvantitativni a kvalitativni analyzou cf-DNA u karcinomu plic.

Zména v cf-DNA Konkrétni gen Pocet pacientii Senzitivita
mutace KRAS 180 —
mutace KRAS 308 -
mutace KRAS 246 -
mutace p53 35 -
mutace EGFR 49 -
mutace EGFR 35 92 %
mutace EGFR 230 -
mutace EGFR 31 -
mutace EGFR 54 -
metylace DNA APC 78 -
metylace DNA SEPT9 70 44 %
metylace DNA RASSF1A, RARB2 60 87 %
metylace DNA DAPK, MGMT, GSTP 76 -
metylace DNA p16, DAP, GSTP1, MGMT 22 -
koncentrace cf-DNA B-actin 84 75 %
koncentrace cf-DNA hTERT 100 90 %
koncentrace cf-DNA hTERT 151 86 %
koncentrace cf-DNA B-actin 30 86 %
koncentrace cf-DNA B-actin 25 48 %
LOH a MI - 38 -

LOH - ztrata heterozygozity, MI — instabilita mikrosatelitQ

rové tkdné, coz v mnohych pfipadech
neni proveditelné. Z téchto dlvodu se
do popredi zdjmu dostava vyuziti tekuté
biopsie, detekce mutaci v genu EGFR
v cf-DNA z periferni krve, jenz predsta-
vuje minimalné invazivni pfistup [46].
Vyuzitim cf-DNA se ve své studii zaby-
vali Bai et al, ktefi u 81 z 230 pacient(
ve lll. a IV. stadiu NSCLC detekovali pfi-
tomnost mutaci v genu EGFR. Pacienti,
u nichz byly pfitomny mutace, na |é¢bu
inhibitorem gefitinib reagovali mnohem
Iépe a vykazovalidelsi dobu preZiti oproti
pacientdim, u kterych mutace v genu
EGFR nebyly pfitomny [46]. Toto zjisténi
potvrzuje Kuang et al, ktefi provadéli
studie u pacientd lécenych gefitinibem
a erlotinibem [47]. Mack et al se zabyvali
ucinnosti lé¢by erlotinibem a doceta-
xelem u pacientl s aktiva¢nimi mutace
v genu EGFR a zjistili, Ze docetaxel ne-
snizoval Ucinnost erlotinibu [48]. V dalsi
studii bylo uvedeno, Ze hladiny mutant-

nich sekvenci v genu EGFR koreluji s kli-
nickou odpovédi pacienta.Vymizeni mu-
tace bylo detekovano u vsech pacient
s Caste¢nou nebo kompletni klinickou
remisi, zatimco pretrvani mutace bylo
zaznamendano u pacientl s progresi ne-
moci [49]. Z uvedenych poznatk{ tedy
vyplyva, Ze presna kvantifikace a citliva
detekce mutaci v genu EGFR v cf-DNA
z periferni krve by byla uzite¢na pro pre-
dikci lé¢ebné odpovédi, monitorovani
progrese nemoci a pro v¢asné odhaleni
selhani |é¢by spojené se ziskanou rezis-
tenci. Pfehled vybranych studii zabyva-
jici se kvantitativni a kvalitativni analy-
zou cf-DNA u karcinomu plic je uveden
v tab. 2 [42,43,46-49,50-62].

Karcinom prsu

V CR je karcinom prsu nejéastéjsim
zhoubnym nadorem zen, jehoz cet-
nost se za poslednich 20 let zdvojnaso-
bila [20]. Pfehled vybranych studii za-

Specificita Reference

= [43]

- [50]

= [51]

- [52]

= [48]
100 % [49]
= [46]

- (53]

= [47]

- [54]

92 % [55]
75 % [56]
- [57]

- [58]

86 % [42]
86 % [59]
47 % [60]
75 % [61]
100 % [62]
- [42]

byvajici se vyuzitim cf-DNA u tohoto
onemocnéni je uveden v tab. 3 [63-83].

Kohler et al ve své studii uvedli, Zze hla-
diny cf-DNA u pacientek s malignim na-
dorem prsu dosahovaly vyrazné vyssich
hodnot oproti pacientkdm s benignim
nadorem a zdravym zenam. Tento kvan-
titativni pfistup by mohl slouzit k odli-
seni pacientek s malignim nadorem [82].
Catarino et al kvantifikovali cf-DNA po-
moci PCR v redlném case a zjistili, Ze na-
méfené koncentrace byly vy3si pred
operaci oproti naméfenym hodnotam
po opera¢nim zdkroku. Tyto vysledky
prokazuji, ze cf-DNA by byla vhodnym
markerem monitorovani nemoci. Hla-
diny navic korelovaly se stadiem nemoci,
velikosti nddoru a metastazemi do lym-
fatickych uzlin [81].

Uvadi se, ze onkogen PIK3CA je nej-
Castéji mutovan u karcinomu prsu a na-
chézi se u 40 % pacientek s touto dia-
gndzou [84]. Ve své studii Board et al
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Tab. 3. Vybrané studie zabyvajici se kvantitativni a kvalitativni analyzou cf-DNA u karcinomu prsu.

Zména v cf-DNA Konkrétni gen Pocet pacientii Senzitivita

metylace DNA RASSF1, GPX7, RASGRF2... 33 91 %
metylace DNA RASSFIA 148 -
metylace DNA RASSF1A, APC 86 -
metylace DNA RASSF1A, MAL, SFRP 39 -
metylace DNA RASSF1A 61 -
metylace DNA MDGI, PAX 5, RARB2... 20 -

BRCAT 25 %

Era 44 %

metylace DNA e 50 449

TMST1 11 %
metylace DNA ErB3, RARB2 100 -
metylace DNA BRCAT, MDR1, Stratifin... 30 -

APC 17 %

GSTP1 26 %

metylace DNA RARB2 93 26 %

RASSF1A 32%

vsechny geny spole¢né 62 %
mutace PIK3CA 76 -
mutace PIK3CA 109 -
mutace p53 46 -
amplifikace HER2 130 -
amplifikace HER2 50 -
LOH a MI - 71 -
LOH - 388 -

koncentrace cf-DNA - 94 93 %
koncentrace cf-DNA - 175 -

koncentrace cf-DNA - 52 81 %
koncentrace cf-DNA - 65 -

LOH - ztrata heterozygozity, MI - instabilita mikrosatelitt

srovndvali pfitomnost této mutace
v cf-DNA u 46 pacientek s metastazemi
a u 30 pacientek s lokalizovanym na-
dorem. Zjistili, Zze tato mutace byla na-
lezena v 13 ze 46 vzork( plazmy (28 %)
a v 10 ze 46 vzorkl sér (21 %) pacientek
s metastdzemi, ale ani v jednom pfi-
padé u pacientek s lokalizovanym ope-
rabilnim nadorem [73].V jiné studii byla
tato mutace v cf-DNA detekovéana témér
u 30% pacientek v pokrocilém sta-
diu karcinomu prsu [74]. Tyto poznatky
jasné ukazuji, Ze detekce mutace v genu

pro PIK3CA v cf-DNA je podstatné vyssi
u pokrocilejsich forem nemoci.

K dal$im genetickym zméndm s po-
tencidlnim uplatnénim pfi vysetfovani
karcinomu prsu patfi nestabilita mi-
krosatelitd a ztrdta heterozygotnosti
DNA [78,79]. V nedavné studii bylo pro-
kdzano, ze zmény v nadorové supre-
sorovych genech TIG1, PTEN, CCND2,
RB1 a BRCAT1 v cf-DNA jsou spojo-
vany s agresivnéjsi formou karcinomu.
Zejména LOH markeru D1251725 v genu
CCND2 se mUze stat vyznamnym indika-

Specificita Reference

96 % [63]

- [64]

= [65]

- [66]

= [67]

- (68]
100 %
100 %

100 % 1691
100 %

= [70]

- [71]
100 %
100 %

92 % [72]
95 %
87 %

- [73]

= [74]

- [75]

= [76]

- [77]

= [78]

- [79]

67 % [80]

- [81]

69 % [82]

- [83]

torem nepfiznivé prognézy [79]. Dehan
et al ve své praci uvedli, Ze epigenetické
zmény jsou v nadorovych bunkach zmé-
nami konstantnimi a maji podstatny vliv
na ¢asnou kancerogenezi a progresi ne-
moci [85]. Nejvice zkoumanou epige-
netickou zménou je metylace DNA,
napf. hypermetylace v genu RASSFTA
a APC jsou spojovany s horsi progné-
zou [41]. Detekce metylovanych mist
v cf-DNA predstavuje potencialni moz-
nost posouzeni stupné rizika pacientek
s karcinomem prsu.
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Tab. 4. Vybrané studie zabyvajici se analyzou cf-DNA u pacientli s hematologickymi malignitami.

Malignita Stanoveni Pocet pacienti Senzitivita
HL koncentrace cf-DNA 45 73 %
HL mutace v genu POLR2 43 -
non-HL prestavba v genu IGH 110 -
non-HL koncentrace cf-DNA 97 70 %
non-HL mutace v genu p53 20 -
non-HL prestavba v genu IgH a TCRy 360 -
non-HL prestavbav genu IGH a IGK 17 -
fuze gent NPM-ALK

non-HL mutacge v genu POLR2 158 -
non-HL prestavba v genu IGH 14 -
MM pfestavba v genu IGH 9 -
MM prestavba v genu IGH 17 -
ALL pfestavba v genu IGH a TCR 21 -
AL koncentrace cf-DNA 60 -
AML koncentrace cf-DNA 66 -
AML mutace v genu NPM 100 =

Specificita Reference

71 %

HL - HodgkinGv lymfom, non-HL - non-Hodgkindv lymfom, MM — mnohocetny myelom, ALL — akutni lymfoblasticka leukemie,
AL - akutni leukemie, AML - akutni myeloidni leukemie

Hematologické malignity
V ptipadé hematologickych malignit
jsou poznatky ohledné vyuziti cf-DNA
na experimentalni drovni. Pfehled studii
zabyvajici se vyuzitim cf-DNA u vybra-
nych hematologickych malignit je uve-
den v tab. 4 [86-98].

Nékolik studii bylo provedeno napt.
u B bunéénych malignit. U pacienttd
s non-Hodgkinovym lymfomem a akutni
lymfoblastickou leukemii byla v cf-DNA
detekovana prestavba tézkého imu-
noglobulinového fetézce. Nadorové
odvozeny klon DNA CDRIII byl nale-
zen v periferni krvi 52 (47 %) ze 110 pa-
cient(l. Z nasledné provedenych odbér(
byla patrnd korelace mezi pretrvavaji-
cim nadorové specifickym klonem DNA
v séru/plazmé a rezistenci k 1é¢bé nebo
brzkym relapsem nemoci. Vysledky
ukazuji, ze nadorové specifickd cf-DNA
mUze byt detekovana z periferni krve
vétdiny pacientd s B buné¢nymi malig-
nitami a mGze slouzit jako novy marker
monitorovani odpovédi na lécbu [88].

Také v jiné studii byla stanovena nado-
rova cf-DNA u pacientl s agresivnim B bu-

né¢nym non-Hodgkinovym lymfomem.
U vsech pacientll byl nalezen alespon
jeden dominantni nddorovy klon v dobé
diagndzy. S vyuzitim nové techniky sek-
venovani byli autofi schopni identifikovat
nadorovy klon u 94% pacienttd s velkym
difdznim B buné¢nym lymfomem a vel-
kym mediastinalnim B buné¢nym lym-
fomem. U 81% téchto pacientd byla de-
tekovatelnd hladina cf-DNA nadorového
klonu v séru ¢i mononukledrnich buni-
kach periferni krve [91].

Dalsi hematologickou malignitou,
u které bylo testovano vyuziti cf-DNA,
je mnohocetny myelom (multiple
myeloma - MM). O tomto onemocnéni
byl na konferenci American Society of
Hematology (ASH) prezentovan abstrakt,
ktery pojednaval o cf-DNA nesouci spe-
cifickou sekvenci IgH klonu odvozeného
od plazmatickych bunék kostni drené.
U pacientl byly detekovany prestavby
v cf-DNA v periferni krvi. Bylo zjisténo, ze
po nasazeni kombinované chemotera-
pie hladiny cf-DNA klesaly, hodnoty byly
viak v krvi tak nizké, Ze vysledky byly li-
mitované citlivosti testu [93].

| pfes vyznamné pokroky v [é¢ebnych
postupech dochazi u nejméné 50% pa-
cientd s MM k relapsu onemocnéni.
Z téchto ddvodu je hledan vhodny mi-
nimalné invazivni marker z periferni krve
umozniujici ¢asnou detekci molekular-
niho relapsu, a tim i zahajeni 1é¢by. | na
nasem pracovisti probiha vyzkum klinic-
kého vyuziti cf-DNA v monitorovani mi-
nimalni rezidudlni choroby u pacient
s MM. Vysledky studie byly prezento-
vany na mezinarodni konferenci ASH
v roce 2014. Kromé jiného se ukdzalo,
Ze nejpocetnéji byly v séru zastoupeny
DNA frakce o délce 180-220 bp, zatimco
delsi fragmenty byly castéji pfitomny ve
vzorcich odebranych v rdznych caso-
vych bodech 1é¢by [94].

Zaveér

Detekce cf-DNA neboli tzv. tekuté biop-
sie (liquid biopsy) pfedstavuje novy, mi-
nimalné invazivni néstroj nabizejici nové
moznosti v diagnostice raznych druhd
malignich nadord. Cf-DNA skyta obrov-
sky potencial v ¢asném rozpoznani na-
dor(l, v prognéze a monitorovani ne-
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moci. Predstavuje zejména moznost
vytvoreni personalizované mediciny,
a tim zlepseni kvality Zivota pacienta.
Stéle je viak nutné provedeni dalsich
studii s vétsi kohortou pacientd, které
povedou ke zlepseni klinického vyuziti
cf-DNA.
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