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Souhrn
Volná cirkulující DNA (cf- DNA) je charakterizována jako extracelulární DNA, která může být pří-
tomna v nízkých koncentracích v krvi zdravých jedinců. Cf- DNA je do krevního řečiště uvol-
ňována apoptózou, ale i nekrózou. Zvýšené hladiny se vyskytují u patologických stavů, jako 
je zánět, stres či autoimunitní onemocnění. Výrazně zvýšené hodnoty cf- DNA jsou patrné ze-
jména u pacientů s malignitami, a to především v pokročilých stadiích nemoci. V takovémto 
případě je nádorově specifi cká cf-DNA uvolňována nekrózou z  buněk primárního nádoru 
a metastáz. V poslední době se hodně studií zabývá tzv. liquid bio psy (tekutou bio psií), která 
umožňuje poměrně snadnou detekci cirkulujících nádorových buněk i cirkulujících molekul 
nukleových kyselin z periferní krve k diagnostice nádorových onemocnění. Kvantitativní stano-
vení a detekce genetických a epigenetických změn v cf-DNA u pacientů s různými malignitami 
má potenciální využití v molekulární diagnostice, prognóze, monitorování průběhu nemoci 
a odpovědi na léčbu. Tento článek je zaměřen na potenciální využití cf-DNA jako krevního bio-
markeru u vybraných solidních nádorů a hematologických 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 
infl ammation, autoimmune diseases, or stress. Signifi cant increase of cf-DNA is particularly 
evident in patients with malignancies, especially in the advanced stages of the disease. In this 
case, the tumor specifi c cf-DNA is released by necrosis from the cells of primary tumor and 
metastases. Recently, many studies concentrate on the so- called ‘liquid bio psies’ 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 diff erent 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 bio marker in selected solid tumors and hema-
tologic malignancies.
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Úvod a historie

Volná cirkulující DNA, z anglického vý-
razu cell-free DNA (cf-DNA), představuje 
extracelulární krátké fragmenty dvouře-
tězcových molekul DNA o délce 180 bp 
vyskytující se v krevním oběhu a jiných 
tělních tekutinách člověka [1].

Cf-DNA v krevní plazmě zdravých je-
dinců byla poprvé popsána v  roce 
1948 [2]. V roce 1977 Leon et al popsali 
výskyt cf-DNA v  souvislosti s  nádory. 
Pomocí radio- imuno- analýzy bylo otes-
továno celkem 173 vzorků sér pacientů 
s  maligními nádory (plic, střev, ledvin, 
prostaty, dělohy, vaječníků, prsu aj.) 
a 55 vzorků sér zdravých osob. Zjistili, že 
pacienti s nádorovým onemocněním vy-
kazovali v plazmě významně vyšší hla-
diny cf-DNA oproti zdravým kontrolám. 
V případě zdravých dárců se průměrná 
koncentrace cf-DNA pohybovala kolem 
13  ng/ ml, zatímco u  pacientů s  malig-
ními nádory naměřené hodnoty dosa-
hovaly rozmezí 0– 5  000  ng/ ml s  prů-
měrnou koncentrací cf-DNA 180 ng/ ml. 
Výrazně vyšší koncentrace cf-DNA byly 
zjištěny v  séru pacientů s  metastá-
zami ve srovnání s  pacienty s  lokalizo-
vaným nádorem. Dále po radiotera-
pii byl prokázán pokles hladiny cf-DNA 
přibližně u  66– 90 % pacientů s  něko-
lika různými malignitami, jako např. ná-
dory plic, vaječníků, dělohy či lymfomy. 
Snížení hladiny cf-DNA korelovalo se 
zlepšením stavu pacienta (snížení veli-
kosti nádoru a bolesti). Přetrvávající vy-
soké koncentrace cf-DNA pak byly aso-
ciovány s  rezistencí k  léčbě a  špatnou 
prognózou [3].

Vlastnosti a bio logie cf-DNA

V periferní krvi zdravých jedinců se 
cf-DNA vyskytuje ve velmi nízkých kon-
centracích (10– 100  ng/ ml). K  uvolnění 
fragmentů molekul DNA z  buněk do-
chází apoptózou, tedy programovanou 
buněčnou smrtí [4]. V  takovémto pří-
padě fragmenty DNA dosahují délky 
kolem 180 bp a v periferní krvi jsou na-
vázány na erytrocyty [5]. Fragmenty 
cf-DNA v  krevním oběhu mají krátký 
poločas rozpadu, zhruba za 10– 15 min 
jsou zejména činností jater odstraněny 
z krevního řečiště [6].

Ně kte ré studie ukázaly, že buňky 
mohou cf-DNA uvolňovat aktivně. Tato 
frakce DNA může být zodpovědná za 
ně kte ré buněčné funkce, jako je tran-
skripce, případně se může podílet na ko-
munikaci mezi buňkami a tkáněmi [5].

Ke změnám v kvalitě a  také v množ-
ství cf-DNA v  oběhu dochází v  souvis-
losti s  patologickým stavem jedince. 
Vyšší koncentrace cf-DNA nacházíme 
u stavů, jako je zánět, trauma, operační 
zákrok, infarkt či autoimunitní onemoc-
nění [7– 10]. Zvýšené hladiny cf-DNA 
v  krevním řečišti jsou výsledkem nad-
měrného uvolnění fragmentů molekul 
DNA, které byly způsobeny masivním 
úmrtím buněk či nedostatečným odstra-
něním uvolněné DNA z mrtvých buněk 
činností jater [6].

Vlastnosti cf-DNA u nádorových 

onemocnění

Výrazně vyšší hladiny cf-DNA, dosahující 
koncentrace až 1 000 ng/ ml, jsou patrné 
především u  různých druhů malignit 

a  zejména pak u  pacientů s  metastá-
zemi [11]. Nádorově specifi cká cf-DNA je 
do oběhu uvolňována nekrózou nádoro-
vých buněk (obr. 1). Do krevního oběhu 
je DNA také uvolňována buňkami zdravé 
tkáně, které se nacházejí v blízkosti ná-
doru [1]. V  krevním oběhu se obvykle 
vyskytuje ve formě velkých fragmentů 
delších než 180 bp, které s proteiny vy-
tvářejí komplexy připomínající nukleo-
zom [12].

Diehl et al zjistili, že u pacientů s nádo-
rem o velikosti 100 g (který je přibližně 
tvořen 3 × 1010 nádorovými buňkami) se 
denně do krevního řečiště uvolní 3,3 % 
nádorové cf-DNA [13]. Nádorová DNA 
je z 10– 90 % tvořena cf-DNA, tedy frag-
menty molekul DNA, které jsou apo-
ptózou uvolněny z  buněk v  okolí ná-
doru. Množství nádorové cf-DNA závisí 
na typu nádoru. Nízký podíl nádorové 
frakce může být způsoben tím, že nádo-
rové buňky jsou oddělovány od nádoru 
a do krevního oběhu jsou uvolňovány až 
během procesu epiteliálně-mezenchy-
málního přechodu [14].

Praktické využití cf-DNA

Přestože byla cf-DNA poprvé identifi-
kována před více než 60  lety, výzkum 
cf-DNA značně zaostal z důvodu chybějí-
cích citlivých a specifi ckých analytických 
metod. V důsledku těchto laboratorních 
omezení došlo k  přenesení poznatků 
základního výzkumu do klinické praxe 
s mnoholetým zpožděním. Teprve vývoj 
efektivních izolačních postupů a  citli-
vých metod využívajících nová a speci-
fi cká fl uorescenční barviva a  zdokona-
lené PCR techniky umožnil v  průběhu 
posledních dvou desetiletí postup v ob-
lasti výzkumu cf-DNA [15].

Kvantitativní a  kvalitativní analýza 
cf-DNA se v poslední době stala jedním 
ze slibných diagnostických přístupů. 
Jedním ze zásadních faktorů, které ovliv-
ňují hodnocení cf-DNA, je standardizace 
metodických postupů a defi nování op-
timálního typu analyzovaného vzorku 
(sérum nebo plazma) tak, aby bylo dosa-
ženo konzistentních a srovnatelných dat 
mezi jednotlivými laboratořemi. V sou-
časné době se jednotlivé metodické 
postupy liší v preanalytické fázi, izolaci 
DNA, kvantifi kaci a analýze, a tím i v in-
terpretaci výsledků [16].

Obr. 1. Uvolňování cf-DNA nekrózou z nádorových buněk do krevního řečiště. Do krev-

ního oběhu je také uvolňována cf-DNA z buněk v okolí nádoru.
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Těmito genetickými změnami jsou bo-
dové mutace v důležitých genech, chro-
mozomové přestavby, ztráta heterozy-
gozity (loss of heterozygosity  –  LOH), 
změny v  mikrosatelitech a  v  metylaci 
DNA. Detekce těchto charakteristic-
kých změn odliší specifi ckou nádorovou 
cf-DNA od pozadí „normální“ cf-DNA 
v krevním oběhu a tím umožňuje vyšší 
diagnostickou specificitu ve srovnání 
s  pouhým kvantitativním stanovením 
celkového množství cf-DNA [19].

Solidní nádory
Kolorektální karcinom 

V ČR je kolorektální karcinom (colo-
rectal cancer –  CRC) u obou pohlaví dru-

vyskytují v periferní krvi těchto pacientů 
(zejména v pokročilých stadiích nemoci). 
Nedávné studie také ukázaly, že cf-DNA 
odvozená od nádorových buněk může 
být použita pro monitorování nádorové 
masy a  odpovědi na léčbu u  pacientů 
se solidními nádory, ale také u pacientů 
s hematologickými malignitami. Hladiny 
cf-DNA v plazmě pacientů korelují s pro-
gresí nemoci, umožňují kontinuálně sle-
dovat minimální reziduální chorobu, určit 
molekulární relaps onemocnění a zahájit 
tak včasnou léčbu [17].

V cf-DNA můžeme detekovat nádo-
rově specifické genetické a  epigene-
tické změny, které jsou přítomny rov-
něž v buňkách primárního nádoru [18]. 

Praktické využití u nádorových 

onemocnění

Vědci zjistili, že prakticky všechny druhy 
nádorů jsou zapříčiněny genetickými 
změnami v DNA, které u pacientů mohou 
být detekovány a dále sledovány. Přes-
tože sám nádor je hlavním zdrojem ná-
dorové DNA, získání DNA pomocí bio p  -
sie představuje pro pacienta invazivní 
a riskantní postup, který v ně kte rých pří-
padech není možné provést [16].

Detekce nádorově specifi cké cf-DNA, 
nazývaná také tekutá bio psie (liquid bio-
psy), se stává nadějným nástrojem pro 
minimálně invazivní monitoring pacientů 
s  maligním onemocněním. Frakce DNA 
pocházející z  nádorové tkáně se volně 

Tab. 1. Vybrané studie zabývající se kvantitativní a kvalitativní analýzou cf-DNA u kolorektálního karcinomu.  

Změna v cf-DNA Konkrétní gen Počet pacientů Senzitivita Specifi cita Reference

metylace DNA

APC

49

  6 % 100 %

[21]
hMLH1 43 %   98 %

HLTF 32 %   93 %

všechny geny společně 57 %   90 %

metylace DNA HPP1/TPEF, HLTF, hMLH1 38 – – [22]

metylace DNA TMEFF2, NGFR, SEPT9 133 – – [23]

metylace DNA SEPT9 100 67 %   89 % [24]

metylace DNA RASSF2A
31 – – [25]

mutace KRAS

mutace KRAS 31 – – [26]

mutace KRAS 206 87 %   99 % [27]

mutace KRAS2  86 – – [28]

mutace RAS, PIK3CA, BRAF 35 – – [29]

mutace APC 33 – – [30]

mutace p53 46 – – [31]

mutace KRAS 25 – – [32]

mutace KRAS 52 – – [33]

mutace KRAS 71
25 % (S)
31 % (P)

100 % (S)
  97 % (P)

[34]

mutace KRAS 229 – – [35]

mutace KRAS 28 – – [36]

mutace KRAS, BRAF 108 – – [37]

mutace KRAS, BRAF 38 – – [38]

koncentrace cf-DNA – 70 – – [39]

koncentrace cf-DNA – 55 – – [40]

S – hodnoty vztažené pro vzorky séra, P – hodnoty vztažené ke vzorkům plazmy     
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Pomocí PCR bylo testováno 31  sér 
pacientů s  pokročilou formou CRC 
a 24 sér zdravých osob. Bodová mutace 
v genu K RAS byla detekována v cf-DNA 
u 12  (39 %) pacientů s CRC a ani v  jed-
nom případě u  zdravých jedinců. 
Výsledky ukazují, že mutace v genu K RAS 
jsou snadno zjistitelné PCR technikami 
v  plazmě/ séru pacientů s  pokročilým 
CRC. Toto testování může představovat 
možný způsob detekce a monitorování 
CRC [26].

Karcinom plic

Karcinom plic představuje významnou 
skupinu nádorů u mužů v české popu-
laci [20]. Již Leon et al ve své práci zjis-
tili, že vyšší hodnoty cf-DNA byly pa-
trné u  pacientů s  metastázemi oproti 
pacientům s  lokalizovaným nádorem 
plic. Po léčbě došlo k  poklesu hladin 
cf-DNA u  75 % pacientů [3]. Také Sozzi 
et al uvedli, že po operačním zákroku 
došlo u  pacientů k  postupnému po-
klesu hladin cf-DNA, které pak byly srov-
natelné se zdravými kontrolami. Kvanti-
fi kace cf-DNA může představovat nový 
postup monitorování úspěšnosti chirur-
gických zákroků a hodnocení účinnosti 
chemo/ radioterapie [42].

Nejčastěji jsou u  karcinomu plic 
v  cf-DNA vyšetřovány mutace v  genu 
pro K RAS, EGFR a p53. Gautschi et al ana-
lyzovali celkem 180 vzorků plazmy pa-
cientů s  plicním karcinomem a  zjistili 
významnou korelaci mezi přítomností 
mutace v  genu K RAS v  cf-DNA a  špat-
nou prognózou [43]. Mutace v genu pro 
EGFR hrají významnou roli u nemalobu-
něčného karcinomu plic (non-small cell 
lung cancer  –  NSCLC), který předsta-
vuje až 80 % všech plicních malignit [44]. 
K prodloužení přežití pacientů s pokroči-
lým stadiem NSCLC významně přispívá 
zavedení molekulárně cílené léčby ty-
rozinkinázovými inhibitory (TKI), které 
blokují aktivaci kaskády genu EGFR. 
Detekce aktivačních mutací genu EGFR, 
delece na 19. exonu a  bodová mutace 
na 21. exonu jsou užitečné v předpovědi 
dobré odpovědi na léčbu TKI a progrese 
celkového přežití pacientů [45]. V léčbě 
NSCLC jsou běžně užívány TKI erlotinib 
a gefi tinib.

Detekce mutací v  genu EGFR v  pri-
márním nádoru vyžaduje bio psii nádo-

ním prediktorem léčebné odpovědi na 
anti-EGFR terapii u pacientů s metasta-
tickým kolorektálním karcinomem (me-
tastatic colorectal cancer –  mCRC) jsou 
aktivační somatické mutace v  kodo-
nech 12. a 13. genu K RAS, jenž se účastní 
signálních kaskád spouštěných EGFR. 
V současné době je podmínkou pro indi-
kaci cílené anti-EGFR terapie průkaz ne-
mutovaného genu K RAS [34,36].

Přítomnost aktivačních mutací v genu 
K RAS lze také detekovat v cf-DNA odvo-
zené z  primárního nádoru a  metastáz. 
Výrazná výhoda této metody je přede-
vším v  jejím minimálně invazivním pří-
stupu, neboť získání vzorků nádorové 
tkáně bio psií pro účely genetické ana-
lýzy je obtížné [36]. V  nedávné studii 
Bettegowda et al detekovali u  206  pa-
cientů s mCRC přítomnost mutace v ko-
donu 12. nebo 13. genu K RAS v cf-DNA 
ze séra a  tkání primárního nádoru. 
U 33 % pacientů byla v cf-DNA deteko-
vána mutovaná varianta genu, tyto mu-
tace byly nalezeny i v primárním nádoru. 
Procentuální shoda mezi K RAS muta-
cemi v séru a nádorové tkáni byla 95 %. 
U provedeného testování detekce mu-
tací v klinicky důležitém genu K RAS byla 
stanovena 87% senzitivita a 99% speci-
fi cita [27]. Dále bylo zjištěno, že u 24 pa-
cientů, kteří nejprve vykazovali dobrou 
reakci na léčbu anti-EGFR monoklonál-
ními protilátkami, došlo později k  re-
lapsu onemocnění. U 96 % z nich došlo 
k  rozvinutí jedné nebo více mutací 
v genu K RAS [27].

Trevisiol et al se ve své studii zabý-
vali prognostickým významem sta-
novení mutace v  kodonu 12. genu 
K RAS2  v  cf-DNA ze séra 86  pacientů 
s CRC, kteří podstoupili léčbu. Zjištěné 
údaje byly následně porovnány se sta-
vem mutací v  genu K RAS2  u  primár-
ních nádorů [28]. Pacienti s pokročilou 
formou nemoci a  detekovanou mutací 
v genu K RAS2 v séru zemřeli do 24 mě-
síců od provedení chirurgického zá-
kroku. U těchto pacientů byla po chirur-
gické resekci detekovatelná reziduální 
choroba. Doba přežití byla výrazně lepší 
u pacientů s pokročilou formou nemoci 
bez mutace v genu K RAS2, 56 % z nich 
vykazovalo dobu přežití více než 24 mě-
síců a jeden pacient byl naživu po uply-
nutí 44 měsíců [25].

hým nejčastějším nádorovým onemoc-
něním. Ročně je nově diagnostikováno 
kolem 8 000 pacientů a zhruba polovina 
z nich na něj umírá. U mužů je incidence 
i mortalita tohoto karcinomu vyšší než 
u žen [20]. V tab. 1 jsou uvedeny vybrané 
studie zabývající se využitím cf-DNA 
u tohoto onemocnění [21– 40].

Kvantifikace nádorově specifické 
cf-DNA může představovat užitečný ná-
stroj pro monitorování pacientů s  CRC 
a také může sloužit při rozpoznávání vy-
soce rizikových pacientů. Frattini a jeho 
výzkumný tým zjistili, že u  pacientů 
s  CRC byly hladiny cf-DNA v  periferní 
krvi výrazně vyšší oproti zdravým je-
dincům. Dále zjistili, že hladiny cf-DNA 
po operačním zákroku postupně kle-
saly a naopak jejich zvyšování bylo za-
znamenáno u  pacientů s  metastázemi 
či u  relapsu onemocnění [39]. Tyto vý-
sledky jsou v  souladu s  poznatky jiné 
studie, ve které Schwarzenbach a  jeho 
výzkumný tým uvedli, že u pacientů ve 
IV. stadiu CRC byly hladiny cf-DNA vý-
razně vysoké a  během 1. linie chemo-
terapie docházelo k jejich poklesu [40]. 
Toto potvrzuje i studie, ve které bylo zjiš-
těno, že detekovatelné množství cf-DNA 
v periferní krvi koreluje se stadiem ná-
doru. Pouze u  47 % pacientů s  CRC 
I. stupně byly měřitelné hodnoty cf-DNA. 
Se zvyšujícím se stupněm progrese ne-
moci se hladiny cf-DNA zvyšovaly, např. 
u II. stupně byly hladiny měřitelné u 55 % 
pacientů, u IV. stupně až u 82 % z nich. 
Toto zjištění tedy poukazuje na fakt, že 
pouze měření hladiny cf-DNA v krvi pa-
cienta by mohlo být v  budoucnu pou-
žito k  určení stadia progrese rakoviny. 
Když byly měřeny koncentrace cf-DNA 
u 206 pacientů v pokročilém stadiu CRC 
s metastázemi, bylo zjištěno, že pacienti 
s nižšími krevními hladinami cf-DNA do-
sahovali delší doby přežití [27].

Významnou genetickou změnou, kte-
rou můžeme u pacientů s CRC v cf-DNA 
sledovat, jsou somatické mutace v genu 
K RAS. Tento gen je charakteristický vy-
sokou četností mutací, které přispí-
vají k  progresi nádoru [41]. Terapeu-
tickou možností pro pacienty s  CRC je 
cílená bio logická léčba monoklonálními 
protilátkami (cetuximab a  panitumu-
mab) založená na inhibici EGFR a signál-
ních drah navozujících nádory. Negativ-
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bývající se využitím cf-DNA u  tohoto 
onemocnění je uveden v tab. 3 [63– 83].

Kohler et al ve své studii uvedli, že hla-
diny cf-DNA u pacientek s maligním ná-
dorem prsu dosahovaly výrazně vyšších 
hodnot oproti pacientkám s  benigním 
nádorem a zdravým ženám. Tento kvan-
titativní přístup by mohl sloužit k odli-
šení pacientek s maligním nádorem [82]. 
Catarino et al kvantifi kovali cf-DNA po-
mocí PCR v reálném čase a zjistili, že na-
měřené koncentrace byly vyšší před 
operací oproti naměřeným hodnotám 
po operačním zákroku. Tyto výsledky 
prokazují, že cf-DNA by byla vhodným 
markerem monitorování nemoci. Hla-
diny navíc korelovaly se stadiem nemoci, 
velikostí nádoru a metastázemi do lym-
fatických uzlin [81].

Uvádí se, že onkogen PIK3CA je nej-
častěji mutován u karcinomu prsu a na-
chází se u  40 % pacientek s  touto dia-
gnózou [84]. Ve své studii Board et al 

ních sekvencí v genu EGFR korelují s kli-
nickou odpovědí pacienta. Vymizení mu-
tace bylo detekováno u všech pacientů 
s  částečnou nebo kompletní klinickou 
remisí, zatímco přetrvání mutace bylo 
zaznamenáno u pacientů s progresí ne-
moci [49]. Z uvedených poznatků tedy 
vyplývá, že přesná kvantifi kace a citlivá 
detekce mutací v  genu EGFR v  cf-DNA 
z periferní krve by byla užitečná pro pre-
dikci léčebné odpovědi, monitorování 
progrese nemoci a pro včasné odhalení 
selhání léčby spojené se získanou rezis-
tencí. Přehled vybraných studií zabýva-
jící se kvantitativní a kvalitativní analý-
zou cf-DNA u karcinomu plic je uveden 
v tab. 2 [42,43,46–49,50–62].

Karcinom prsu 

V ČR je karcinom prsu nejčastějším 
zhoubným nádorem žen, jehož čet-
nost se za posledních 20 let zdvojnáso-
bila  [20]. Přehled vybraných studií za-

rové tkáně, což v  mnohých případech 
není proveditelné. Z  těchto důvodů se 
do popředí zájmu dostává využití tekuté 
bio psie, detekce mutací v  genu EGFR 
v cf-DNA z periferní krve, jenž předsta-
vuje minimálně invazivní přístup [46]. 
Využitím cf-DNA se ve své studii zabý-
vali Bai et al, kteří u 81 z 230 pacientů 
ve III. a  IV. stadiu NSCLC detekovali pří-
tomnost mutací v genu EGFR. Pacienti, 
u nichž byly přítomny mutace, na léčbu 
inhibitorem gefi tinib reagovali mnohem 
lépe a vykazovali delší dobu přežití oproti 
pacientům, u  kterých mutace v  genu 
EGFR nebyly přítomny [46]. Toto zjištění 
potvrzuje Kuang et al, kteří prováděli 
studie u pacientů léčených gefi tinibem 
a erlotinibem [47]. Mack et al se zabývali 
účinností léčby erlotinibem a  doceta-
xelem u pacientů s aktivačními mutace 
v  genu EGFR a  zjistili, že docetaxel ne-
snižoval účinnost erlotinibu [48]. V další 
studii bylo uvedeno, že hladiny mutant-

Tab. 2. Vybrané studie zabývající se kvantitativní a kvalitativní analýzou cf-DNA u karcinomu plic.

Změna v cf-DNA Konkrétní gen Počet pacientů Senzitivita Specifi cita Reference

mutace KRAS 180 – – [43]

mutace KRAS 308 – – [50]

mutace KRAS 246 – – [51]

mutace p53 35 – – [52]

mutace EGFR 49 – – [48]

mutace EGFR 35 92 % 100 % [49]

mutace EGFR 230 – – [46]

mutace EGFR 31 – – [53]

mutace EGFR 54 – – [47]

metylace DNA APC 78 – – [54]

metylace DNA SEPT9 70 44 % 92 % [55]

metylace DNA RASSF1A, RARB2 60 87 % 75 % [56]

metylace DNA DAPK, MGMT, GSTP 76 – – [57]

metylace DNA p16, DAP, GSTP1, MGMT 22 – – [58]

koncentrace cf-DNA β-actin 84 75 % 86 % [42]

koncentrace cf-DNA hTERT 100 90 % 86 % [59]

koncentrace cf-DNA hTERT 151 86 % 47 % [60]

koncentrace cf-DNA β-actin 30 86 % 75 % [61]

koncentrace cf-DNA β-actin 25 48 % 100 % [62]

LOH a MI – 38 – – [42]

LOH – ztráta heterozygozity, MI – instabilita mikrosatelitů
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torem nepříznivé prognózy [79]. Dehan 
et al ve své práci uvedli, že epigenetické 
změny jsou v nádorových buňkách změ-
nami konstantními a mají podstatný vliv 
na časnou kancerogenezi a progresi ne-
moci [85]. Nejvíce zkoumanou epige-
netickou změnou je metylace DNA, 
např.  hypermetylace v  genu RASSF1A 
a  APC jsou spojovány s  horší prognó-
zou [41]. Detekce metylovaných míst 
v cf-DNA představuje potenciální mož-
nost posouzení stupně rizika pacientek 
s karcinomem prsu.

pro PIK3CA v cf-DNA je podstatně vyšší 
u pokročilejších forem nemoci.

K dalším genetickým změnám s  po-
tenciálním uplatněním při vyšetřování 
karcinomu prsu patří nestabilita mi-
krosatelitů a  ztráta heterozygotnosti 
DNA [78,79]. V nedávné studii bylo pro-
kázáno, že změny v  nádorově supre-
sorových genech TIG1, PTEN, CCND2, 
RB1  a  BRCA1  v  cf-DNA jsou spojo-
vány s  agresivnější formou karcinomu. 
Zejména LOH markeru D12S1725 v genu 
CCND2 se může stát významným indiká-

srovnávali přítomnost této mutace 
v cf-DNA u 46 pacientek s metastázemi 
a  u  30  pacientek s  lokalizovaným ná-
dorem. Zjistili, že tato mutace byla na-
lezena v 13 ze 46 vzorků plazmy (28 %) 
a v 10 ze 46 vzorků sér (21 %) pacientek 
s  metastázemi, ale ani v  jednom pří-
padě u pacientek s lokalizovaným ope-
rabilním nádorem [73]. V jiné studii byla 
tato mutace v cf-DNA detekována téměř 
u  30 % pacientek v  pokročilém sta-
diu karcinomu prsu [74]. Tyto poznatky 
jasně ukazují, že detekce mutace v genu 

Tab. 3. Vybrané studie zabývající se kvantitativní a kvalitativní analýzou cf-DNA u karcinomu prsu.

Změna v cf-DNA Konkrétní gen Počet pacientů Senzitivita Specifi cita Reference

metylace DNA RASSF1, GPX7, RASGRF2… 33 91 % 96 % [63]

metylace DNA RASSF1A 148 – – [64]

metylace DNA RASSF1A, APC 86 – – [65]

metylace DNA RASSF1A, MAL, SFRP 39 – – [66]

metylace DNA RASSF1A 61 – – [67]

metylace DNA MDGI, PAX 5, RARβ2… 20 – –  [68]

metylace DNA

BRCA1

50

25 % 100 %

 [69]
Erα 44 % 100 %

PRB 44 % 100 %

TMS1 11 % 100 %

metylace DNA Erβ, RARβ2 100 – – [70]

metylace DNA BRCA1, MDR1, Stratifi n… 30 – – [71]

metylace DNA

APC

93

17 % 100 %

 [72]

GSTP1 26 % 100 %

RARB2 26 %   92 %

RASSF1A 32 %   95 %

všechny geny společně 62 %   87 %

mutace PIK3CA 76 – –  [73]

mutace PIK3CA 109 – –  [74]

mutace p53 46 – –  [75]

amplifi kace HER2 130 – –  [76]

amplifi kace HER2 50 – –  [77]

LOH a MI – 71 – –  [78]

LOH – 388 – –  [79]

koncentrace cf-DNA – 94 93 %   67 %  [80]

koncentrace cf-DNA – 175 – –  [81]

koncentrace cf-DNA – 52 81 %   69 %  [82]

koncentrace cf-DNA – 65 – –  [83]

LOH – ztráta heterozygozity, MI – instabilita mikrosatelitů    
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I přes významné pokroky v léčebných 
postupech dochází u nejméně 50 % pa-
cientů s  MM k  relapsu onemocnění. 
Z těchto důvodů je hledán vhodný mi-
nimálně invazivní marker z periferní krve 
umožňující časnou detekci molekulár-
ního relapsu, a tím i zahájení léčby. I na 
našem pracovišti probíhá výzkum klinic-
kého využití cf-DNA v monitorování mi-
nimální reziduální choroby u  pacientů 
s  MM. Výsledky studie byly prezento-
vány na mezinárodní konferenci ASH 
v  roce 2014. Kromě jiného se ukázalo, 
že nejpočetněji byly v séru zastoupeny 
DNA frakce o délce 180– 220 bp, zatímco 
delší fragmenty byly častěji přítomny ve 
vzorcích odebraných v  různých časo-
vých bodech léčby [94].

Závěr

Detekce cf-DNA neboli  tzv. tekutá bio p-
sie (liquid bio psy) představuje nový, mi-
nimálně invazivní nástroj nabízející nové 
možnosti v  diagnostice různých druhů 
maligních nádorů. Cf-DNA skýtá obrov-
ský potenciál v časném rozpoznání ná-
dorů, v  prognóze a  monitorování ne-

něčným non-Hodgkinovým lymfomem. 
U  všech pacientů byl nalezen alespoň 
jeden dominantní nádorový klon v době 
diagnózy. S využitím nové techniky sek-
venování byli autoři schopni identifi kovat 
nádorový klon u 94 % pacientů s velkým 
difúzním B buněčným lymfomem a vel-
kým mediastinálním B buněčným lym-
fomem. U 81 % těchto pacientů byla de-
tekovatelná hladina cf-DNA nádorového 
klonu v  séru či mononukleárních buň-
kách periferní krve [91].

Další hematologickou malignitou, 
u  které bylo testováno využití cf-DNA, 
je mnohočetný myelom (multiple 
myeloma –  MM). O tomto onemocnění 
byl na konferenci American Society of 
Hematology (ASH) prezentován abstrakt, 
který pojednával o cf-DNA nesoucí spe-
cifi ckou sekvenci IgH klonu odvozeného 
od plazmatických buněk kostní dřeně. 
U  pacientů byly detekovány přestavby 
v cf-DNA v periferní krvi. Bylo zjištěno, že 
po nasazení kombinované chemotera-
pie hladiny cf-DNA klesaly, hodnoty byly 
však v krvi tak nízké, že výsledky byly li-
mitované citlivostí testu [93].

 Hematologické malignity
V případě hematologických malignit 
jsou poznatky ohledně využití cf-DNA 
na experimentální úrovni. Přehled studií 
zabývající se využitím cf-DNA u  vybra-
ných hematologických malignit je uve-
den v tab. 4 [86– 98].

Několik studií bylo provedeno např. 
u  B buněčných malignit. U  pacientů 
s non-Hodgkinovým lymfomem a akutní 
lymfoblastickou leukemií byla v cf-DNA 
detekována přestavba těžkého imu-
noglobulinového řetězce. Nádorově 
odvozený klon DNA CDRIII byl nale-
zen v periferní krvi 52 (47 %) ze 110 pa-
cientů. Z následně provedených odběrů 
byla patrná korelace mezi přetrvávají-
cím nádorově specifi ckým klonem DNA 
v séru/ plazmě a rezistencí k léčbě nebo 
brzkým relapsem nemoci. Výsledky 
ukazují, že nádorově specifi cká cf-DNA 
může být detekována z  periferní krve 
většiny pacientů s B buněčnými malig-
nitami a může sloužit jako nový marker 
monitorování odpovědi na léčbu [88].

Také v jiné studii byla stanovena nádo-
rová cf-DNA u pacientů s agresivním B bu-

Tab. 4. Vybrané studie zabývající se analýzou cf-DNA u pacientů s hematologickými malignitami. 

Malignita Stanovení Počet pacientů Senzitivita Specifi cita Reference

HL koncentrace cf-DNA 45 73 % 71 % [86]

HL mutace v genu POLR2 43 – – [87]

non-HL přestavba v genu IGH 110 – – [88]

non-HL koncentrace cf-DNA 97 70 % 71 % [86]

non-HL mutace v genu p53 20 – – [89]

non-HL přestavba v genu IgH a TCRγ 360 – –  [90]

non-HL přestavbav genu IGH a IGK 17 – –  [91]

non-HL
fúze genů NPM-ALK 

mutace v genu POLR2
158 – – [87]

non-HL přestavba v genu IGH 14 – –  [92]

MM přestavba v genu IGH 9 – –  [93]

MM přestavba v genu IGH 17 – – [94]

ALL přestavba v genu IGH a TCR 21 – –  [95]

AL koncentrace cf-DNA 60 – –  [96]

AML koncentrace cf-DNA 66 – –  [97]

AML mutace v genu NPM 100 – –  [98]

HL – Hodgkinův lymfom, non-HL – non-Hodgkinův lymfom, MM – mnohočetný myelom, ALL – akutní lymfoblastická leukemie, 
AL – akutní leukemie, AML – akutní myeloidní leukemie     
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