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Tekuta biopsia pri kolorektalnom karcindéme

MUDr. Marian Stresko, PhD.
Onkologicka klinika FN Trnava

Kolorektalny karcinom (KRK) je druha najcastejSia pri¢ina timrtia na onkologické ochorenie. Informacie ziskané z biopsie nadoru posky-
tuji iba obmedzené informacie o biologickych vlastnostiach nadoru a jeho heterogenite. Tekuta biopsia méze kompenzovat nedostatky
patologickej diagnostiky nadoru tym, Ze sleduje dynamiku a heterogenitu nadoru v realnom case, poskytuje prehlad genetickych zmien
v nadorovych bunkach. Periférna krv je hlavnym zdrojom tekutej biopsie a jej analyza zahriia detekciu cirkulujicich nadorovych buniek
(CTC), cirkulujicej nadorovej DNA (ctDNA), cirkulujicej nadorovej mikroRNA (miRNA). Hlavné vyuZite tekutej biopsie je véasna detekcia
nadorového ochorenia, urcenie Stadia ochorenia, hodnotenie a monitorovanie ucinnosti liekov a stanovenie minimalnej rezidualnej cho-
roby (MRD). Tekutii biopsiu je mozné pouzit na skrining KRK. Pritomnost CTC, nadorovych klustrov alebo epigenetické zmeny v ctDNA
méZu odlisit zdravych jedincov od pacientov s kolorektalnym karcinémom. Tekuta biopsia poskytuje aj prognostické a prediktivne tidaje,
ktoré je mozné pouzit pri detekcii MRD. Hladiny ctDNA vzhl'adom na kratky biologicky polCas presnejSie a rychlejSie odhalia pritomnost
MRD. Detekcia CTC a ctDNA méZe v budicnosti rozsirit Standardni TNM klasifikaciu. CtDNA je moZné pouZit aj na monitorovanie RAS
a BRAF mutacie v priebehu anti-EGFR liechy. Stanovenie RAS génu z ctDNA v porovnani s tkanivovym vySetrenim ma vyssiu senzitivitu
a Specificitu. Napriek pokrokom vo vyvoji tekutej biopsie pre SirSie pouZitie v klinickej praxi s nutné rozsiahlejSie multicentrické stidie,
ktoré definuji vyuZitie tejto metédy. Ocakava sa, Ze v blizkej budiicnosti sa urcia presné indikacie vyuZitia tekutej biopsie, ktoré nam
pomdzu v manazmente pacienta s KRK.
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Liquid biopsy in colorectal carcinoma

Colorectal carcinoma (CRC) is the second most common cause of death within oncology indications. Information obtained from tissue
biopsy provide only limited insights into biological properties of the tumor and its heterogeneity. Liquid biopsy methods can compensate
for the shortcomings of diagnostic pathology by capturing heterogeneity of the tumor and its dynamics in real time, providing overview of
genetic alterations in tumor cells. Peripheral blood is the main source of liquid biopsy and its analysis comprise detection of circulating
tumor cells, circulating tumor DNA and RNA . The primary application of liquid biopsy is in early detection of cancer, determination of the
stage of disease, evaluation and monitoring of the efficacy of the treatment and measuring minimal residual disease (MRD). Liquid biopsy
can be used for CRC screening. It has been demonstrated that the presence of circulating tumor cells (CTC), tumor clusters or epigenetic
alterations of ctDNA can differentiate samples of healthy individuals from patients with colorectal carcinoma. Liquid biopsy can also
provide prognostic data and basis for predictions, that can be applied in determining MRD. Measurements of ctDNA can determine MRD
measures faster and with higher precision, due to the short biological half-life of free ctDNA in blood. CTC detection and ctDNA could
therefore serve as a complement to a standard TNM classification in the future. CtDNA can be also used for monitoring of RAS and BRAF
mutations during anti-EGFR therapy. Measurement of RAS gene from ctDNA has higher sensitivity and specificity in comparison to the
tissue biopsy. Despite all the advancements in developments of liquid biopsy techniques, extensive multi-centric studies that define the
application of these methods are required to achieve broader clinical applications. It is estimated that specific indications, where the
liquid biopsy methods can be applied will be determined in the near future, that will improve the management of CRC.
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Uvod

Kolorektalny karcin6m patri me-
dzi najcastejSie nadorové ochorenie,
ktoré sa vyskytuje najma v rozvinutych
krajinach. Medzi $tyri najpostihnutej-
Sie §taty patri Juzna Korea, Slovensko,
Madarsko a Holandsko. Najc¢astejSie po-
stihuje osoby nad 50 rokov.

Presné ohodnotenie ochorenia ma
velky vyznam pre vyber optimalnej stra-
tégie lie¢by. Standardnym diagnostic-
kym prostriedkom, ako st radiologické
zobrazovacie metody alebo histopatolo-

gicka analyza nadorového tkaniva, vSak
chyba citlivost pri detekcii skorej recidivy
ochorenia a detekcia genetickych zmien
v priebehu lie¢by KRK.

Na prekonanie tohto nedostatku
sa ako novy, velmi slubny diagnosticky
nastroj objavil koncept tekutej biopsie
z periférnej krvi pacientov. Tekutou
biopsiou mézeme sledovat dynamiku
a heterogenitu nadoru v redlnom ca-
se. Periférna krv je hlavny zdroj tekutej
biopsie a jej analyza zahrna detekciu cir-
kulujicich nadorovych buniek, cirkuluja-

cejnadorovej DNA, cirkulujucejnadorovej
RNA. Dalsim zdrojom tekutej biopsie mo-
Zu byt pleuralny vypotok, ascites alebo
cerebrospinalna tekutina.

Cirkulujice nadorové bunky

Cirkulujuce nadorové bunky st
bunky uvolfiované do krvného rieciska
z primarneho nadoru pocas jeho rastu
alebo pri jeho metastazovani. CTC st
schopné invazie do okolia cez extracelu-
larnu matrix a vrstvy stromalnych buniek.
Po prieniku cez cievnu stenu nasleduje
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ich transport krvnym rieciskom, zachy-
tenie v inej vzdialenej lokalite a nasledna
extravazacia do parenchymu vzdialeného
tkaniva. Bunky, ktoré prezivaji v novom
mikroprostredi, mézu vytvarat mikrome-
tastazy. Pri dalSej proliferacii davaja vznik
makroskopickym metastazam (1).

Diagnostika CTC

Pocet CTC v periférnej krvi je
extrémne maly a pohybuje sa priblizne
1CTC na 107 leukocytov. Existuja dve za-
kladné metody detekcie CTC, ktoré st
zaloZené na biologickych a fyzikalnych
vlastnostiach naddorovej bunky.

Biotechnologie st zaloZené na imu-
nomagnetickej separacii, ktora kombinuje
vlastnosti antigénov na povrchu epitelo-
vych buniek a $pecifickych protilatok,
ktorych stcastou st magnetické Casti-
ce. Naviazané Specifické antigény s mag-
netickymi Casticami sa pomocou magne-
tického pola vychytavaji z krvného obehu.
Vzhladom na zloZitost a cenu metody sa
tato metdda v beznej praxi nepouziva (2).

Na zaklade fyzikalnych vlastnosti
st CTC separované z krvi podla husto-
ty, velkosti a deformovatelnosti. Takto
ziskané nadorové bunky st dalej vyse-
trované imunohistochemickymi alebo
imunofluorescenénymi metodami. Tieto
metody maju nizku Specificitu a senziti-
vitu, zIt stabilitu a byvaju casto falo$ne
pozitivne pre zachyt krvnych buniek (3).
Medzi viacerymi pouZivanymi metdda-
mi jedinou FDA schvalenou metddou je
CellSearch.

Leukaferéza odstranila nevyhody
obidvoch met6d. Pomocou leukaferézy
ziskavame CTC vysokej kvality a v do-
statocnej kvantite. Takto ziskané CTC
st vhodné ajna dalSie nasledné diagnos-
tické analyzy. Hydro-seq technologiou je
mozné separovat CTC z krvného obehu
s vysokou ¢istotou bez kontaminacie leu-
kocytmi a erytrocytmi. Tato metdda je
zaloZena na jednobunkovom sekvenovani
RNA (single-cell RNA-sequencing) (4).

Klinické vyuzitie

Skrining kolorektalneho

karcinomu

Vysoky vyskyt a tmrtnost na KRK
mozno vyznamne zniZit véasnou detek-
ciou prekurzorovych adenomatéznych

kolorektalnych 1ézii. V klinickej §tadii,
v ktorej bolo zahrnutych 2 602 jedincov
s pokrocilymi a nepokrocilymi kolorek-
talnymi adenémami, sa dokazalo, Ze od-
stranenie polypov malo za nasledok 53 %
zniZenie umrtnosti savisiacej s KRK.
DalSie $tadie zistili, Ze s 1 % zvy3$enim
miery detekcie kolorektalnych adenémov
je spojené az 3 % znizZenie rizika vzniku
KRK (5). Prva prospektivna §tadia, ktora
potvrdila vysoku senzitivitu pritomnosti
CTC aj prekanceroznych 1ézii, bola Stidia
Tsaia et al. (6), do ktorej bolo zahrnutych
620 pacientov. Do §tdie boli zaradeni
zdravi jedinci, pacienti s prekancer6zou
a pacienti s KRK. CTC boli dokazané az
u 88 % pacientov s prekancer6zou alebo
u pacientov s KRK.

Dalgou moZnostou neinvazivne-
ho skriningu KRK st nadorové klustre,
respektive nadorové zhluky. Nadorové
zhluky pozostavaju z nadorovych en-
dotelovych buniek. Tieto zhluky expri-
muju epitelové aj mezenchymové mar-
kery. Izolaciou tychto zhlukov mézeme
odli8it zdravych jedincov od pacientov
s kolorektalnym karcinémom s vysokou
presnostou. Vysledky naznacujt, Ze cir-
kulujiice endotelové zhluky buniek by sa
mohli pouZit ako prostriedok na neinva-
zivny skrining kolorektalneho karcinému
(7). Na rozdiel od CTC mdZu endotelové
bunkové zhluky poskytovat délezité in-
formacie o zakladnej vaskularite nadoru
v Case diagnodzy, pocas liecby a priebehu
choroby (8).

Staging kolorektalneho

karcindmu

Viaceré klinické §tadie potvrdili,
ze pocet CTC v organizme priamo kore-
luje so §tadiom ochorenia a s predpokla-
danym celkovym preZzivanim. V klinickej
Stadii, ktorej cielom bolo vyhodnotenie
prognostického vyznamu poctu CTC
pri lokalizovanom a metastatickom ko-
lorektalnom karcindéme, bolo zaradenych
75 pacientov. Stanovenie poctu CTC bolo
realizované pomocou kvantitativnejimu-
nofluorescen¢nej metody na zaciatku
a jeden mesiac po zacati chemoterapie.
Pozitivny poc¢et CTC malo 28 % pacien-
tov, tito pacienti mali horSiu progno-
zu v porovnani s pacientmi s negativ-
nym poc¢tom CTC (celkové preZivanie
- OS: 36,2 mesiaca oproti 61,6 mesiaca;

p = 0,002). Po chemoterapii pocet CTC
zostal pozitivny u 22,4 % pacientov. Tito
pacienti mali skratené OS. Pritomnost
CTC po chemoterapii bol nezavisly ne-
gativny prognosticky faktor celkového
prezivania (p = 0,03; pomer rizika: 3,55;
95 % CI: 1,1 - 11,5). Pocet CTC pozitivne
koreluje aj s velkostou nadoru, hibkou in-
vazie, postihnutim lymfatickych uzlin a aj
s pritomnostou vzdialenych metastaz (9).

Prognosticky vyznam CTC

Nedavno publikované klinické
Studie potvrdili, Ze CTC patria medzi
nezavislé prognostické faktory pri KRK.
V metaanalyze 36 klinickych §tadii, do
ktorej bolo zaradenych celkovo 3 094
pacientov, sa analyzovalo OS a preZiva-
nie bez recidivy (RFS) podla pritomnosti
CTC. CTC boli analyzované z perifér-
nej krvi, kostnej drene a mezenterialnej
krvi. Stratifikacia podla miesta odberu
dokazala, Ze detekcia nadorovych buniek
v periférnej krvi bola Statisticky vyznam-
ny negativny prognosticky faktor (RFS:
3,06 [1,74 - 5,38]: OS: 2,70 [1,74 - 4,20]).
Prognosticky vyznam CTC v kostnej
dreni alebo v mezenterialnej krvi nebol
v tejto Stadii potvrdeny (10).

Pacienti so v€asnym KRK, ktori
maja perioperacne detegované CTC, ma-
ja zhorSené OS. V klinickej Stdii, ktorej
hlavnym cielom bolo dokazat, ze pri-
tomnost CTC pred operaciou KRK zvy-
Suje riziko recidivy ochorenia, sa u 24 %
pacientov detegovala pritomnost CTC
=21 CTC/30 ml krvi. Tito pacienti ma-
li signifikantne zniZené RFS (p = 0,014)
a OS (p = 0,002). Patro¢né RFS kleslo
20 75 % na 61 % a 5-ro¢né OS z 83 %
na 69 % u pacientov s pozitivinymi CTC.
Pri analyze podla jednotlivych $tadii
ochorenia pritomnost CTC vo vSetkych
stadiach KRK (Stadium I-11I) znamenala
vyznamné zhorSenie OS a RFS. Detekcie
CTC pomaha pri hodnoteni rizikovosti
ochorenia a pri identifikacii pacientov,
ktori potrebuju dalsiu adjuvantn liecbu
(11). Niektoré publikované klinicke Sttdie
nedokazali vztah medzi detegovanymi
CTC a nepriaznivou prognézou. V pro-
spektivnej §tadii, do ktorej bolo zara-
denych 519 pacientov po operacii KRK
v §tadiu 111, nebol zisteny ziadny vztah
medzi CTC a celkovym preZivanim (12).
Rozdielne vysledky v tejto Stadii sa daju
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vysvetlit malym mnozstvom detegova-
nych CTC. Nahradenie periférnej krvi
krvou s mezenteridlnych zil méze zvysit
pocet detegovanych CTC. Deneve et al.
(13) vo svojej Stadii dokazali zvyseny po-
¢et CTC v mezenterialnej krvi v porov-
nani s periférnou krvou. Pacienti, ktori
mali zvySeny pocet CTC v mezenterialnej
krvi, mali horSiu prognozu.

Monitorovanie liekovej

rezistencie

Vo viacerych klinickych $ttdiach
bolo dokazané, ze pri CTC dochadza
k zmene KRAS mutacéného stavu v prie-
behu liecby. Tieto zmeny sa moZu vyuZit
pri monitorovani t¢innosti anti-EGFR
liecby. Pri analyze 1022 vzoriek u pacien-
tov, ktori boli lieCeni cetuximabom, bola
pritomna KRAS mutacia u 40 % pacien-
tov. Tito pacienti s KRAS mutaciou ne-
mali ziadny benefit z pokracujicej lie¢by
cetuximabom (pocet objektivnych odpo-
vedi 6,7 % verzus 35,8 %). LieCba nebola
G¢inna ani pri KRAS wild type pacientov
s PIK3CA mutaciou. Tito pacienti nedo-
siahli Ziadnu objektivnu odpoved (14).

Detekcia navratu ochorenia

Pritomnost CTC je spojena s hor-
Sim preZivanim a so zvySenym rizikom
recidivy pri metastatickom KRK. V re-
trospektivnej §tudii, v ktorej bolo za-
radenych 44 pacientov s resekovanymi
pecenovymi metastazami, sa u vSetkych
pacientov s pozitivhymi CTC vyskytla
recidiva ochorenia. U pacientov s ne-
gativhymi CTC sa recidiva vyskytla len
v 65 % (15).

Pocet CTC moze odrazat aj ak-
tivitu ochorenia. V klinickej Studii s 84
pacientmi s metastatickym KRK bolo
sledované, ¢i zmena poctu CTC odpo-
veda aktivite ochorenia. Hlavnym cielom
studie bolo stanovit prediktivny a pro-
gnosticky vyznam vc¢asnej odpovede na
chemoterapiu. V¢asna odpoved bola de-
finovana pomocou dvoch parametrov.
Pomocou PET/CT vySetrenia (30 % po-
kles SUV max. v cielovych l1ézidch) a z po-
klesu CTC (CTC < 3 bunky/ 7,5 ml krvi)
po 4 - 6 tyzdiioch od zacatia chemote-
rapie. Median prezivania bez progresie
bol u v¢asnych respondentov 7,41 mesiaca
(95 % CI, 6,05 - 9,11) v porovnani s 5,37
mesiaca (95 % CI, 4,68 - 6,24) u pacien-

tov bez odpovede ( p = 0,0167). Pokles
hladiny CTC vzhladom na naslednt od-
poved na PET/CT mal 64 % senzitivi-
tu, 70 % Specificitu a 74 % prediktivnu
hodnotu. V¢asna odpoved zaloZena na
analyze PET/CT a CTC ma prognosticky
a pravdepodobne aj prediktivny vyznam
u pacientov v prvej linii metastatického
kolorektalneho karcinému (16).

Cirkulujica nadorova DNA

Zdrojom ctDNA v cirkulacii
onkologickych pacientov st maligne
bunky primarneho nadoru alebo na-
dorovych metastaz. Cirkulujuca nadoro-
va DNA je fragment dvojvlaknovej DNA,
ktora v porovnani s genomickou DNA ma
vyrazne nizsiu molekulovi hmotnost.
Velkost fragmentov ctDNA sa pohybuje
len medzi 0,18 do 21 kb a nachadzame
ich hlavne v periférnej krvi, synovialnej
tekutine, cerebrospinalnom moku a sli-
nach. V extrémne malom mnoZstve sa
nachadza aj v stolici a mo¢i. CtDNA ob-
sahuje rovnaké mutacie, protoonkogény,
mikrosatelitné alteracie a metylacie DNA
ako p6vodna nadorova bunka (7).

CtDNA sa do obehu moze dostat
pasivnym alebo aktivnym spdsobom.
Pasivny sposob uvoltiovania ctDNA sa
spaja s apoptdzou a nekrézou nadoro-
vych buniek, ktoré boli fagocytované
makrofagmi a inymi Cistiacimi bunka-
mi. V pripade aktivneho uvolfiovania
boli publikované viaceré Studie s cie-
lom objasnit, preCo Zivotaschopné na-
dorové bunky aktivne uvoltiuji DNA do
cirkulacie. Dovodom je pravdepodobne
schopnost nadorovych buniek ovplyv-
nit transformaciu vnimavych buniek na
vzdialenych miestach v procese geno-
metastazy (1).

Diagnostika ctDNA

Na detekciu ctDNA sa pouzivaji
dve zakladné metody:

PCR technolégie: qPCR (real time
PCR) technoldgie sa pouZivaja hlavne
na detekciu génovych mutacii v ctDNA.
Hlavny problém qPCR metody je nizka
senzitivita vySetrenia, ktord je priblizne
0,1%. Problém so senzitivitou sa podarilo
prekonat pomocou alelovo-Specifickej
gPCR analyzy, ktora je zaloZena na de-
tekcii hot-spot mutacie v sére a plazme
onkologického pacienta. Senzitivita tej-

to metddy sa pohybuje medzi 0,014 %
a% 0,004 %. Dal$ou moZnostou detekcie
mutacii v DNA je dPCR (digital polyme-
rase chain reaction). V porovnani s PCR
je pri dPCR vzorka rozdelena na velky
pocet oddielov, ktoré st analyzované
jednotlivo. Tato separacia umozriuje
presnejSiu analyzu nukleovych kyselin.

Sekvenovanie novej generacie
(NGS - next generation sequencing):

NGS je zname aj ako masivne pa-
ralelné sekvenovanie a umoziuje ana-
lyzu velkého objemu dat v jednom teste.
V porovnani s dPCR je mozné analyzovat
vacsie Casti gendmu a detekciu viacna-
sobnych mutacii s vi¢Sou senzitivitou. Na
analyzu je potrebné len malé mnoZzstvo
DNA. Nevyhodou tohto testu v porovnani
s pCR je niz§ia senzitivita pri detekcii
vzacnych mutacii (7).

Klinické vyuzitie

Skrining kolorektalneho

karcinému

Priemerna koncentracia sérovej
ctDNA plazme je 25- az 50-krat vyssia
u pacientov s KRK ako v plazme zdra-
vych kontrolnych osdb. Tieto rozdiely
v koncentracii sa dajt vyuzit aj pri skri-
ningu KRK. Niekol'ko autorov analyzovalo
rozdiely v koncentracii ctDNA v plazme
medzi pacientmi s rakovinou kone¢nika
a hrubého ¢reva. Vysledky tychto Stadii
nie s jednoznacné. Vo Frattiniho §tadii
pacienti s rakovinou hrubého ¢reva vy-
kazovali vyssiu koncentraciu ctDNA ako
pacienti s rakovinou konecnika. (hrubé
¢revo: 500 ng/ml, kone¢nik: 250 ng/ml
v plazme) (17). V §tadii Cassinotti et al.
(18), naopak, pozorovali vyssiu koncen-
traciu ctDNA u pacientov s rektalnym
karcinbmom.

Epigenetické zmeny st jednou
z prvych zmien v karcinogenéze KRK.
Epigenetické mechanizmy rozhodujt
o tom, ¢i sa dany gén prejavi alebo bu-
de jeho prejav potlaceny. Epigenetické
zmeny zahfnaji metylaciu DNA a mo-
difikacie histonov. Detekciou epigene-
tickych zmien mézZeme diagnostikovat
vcasné §tadia KRK. Pri kolorektalnom
karcinéme bolo pozorovanych vela ab-
normalnych metylacii génov, ktoré tizko
stvisia s patogenézou a prognézou KRK.
Vyskumy potvrdili, Ze hypermetylacia
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v promotorovej Casti génu septin-9,
ktora funguje ako tumor supresorovy
gén, inhibuje normalnu expresiu génu
a nasledne stratu jeho tumor supreso-
rovej funkcie, ¢im podporuje vyvoj KRK.
SEPT9 DNA je marker metylacie DNA.
Senzitivita tohto cirkulujaceho marke-
ra je az 87 % v prvom §tadiu KRK, 84 %
v druhom §tadiu KRK a 90 % vo vSetkych
Stadiach KRK. Zmeny metylacie ctDNA
mozu byt vyuzité aj ako zdroj tkaniva na
diagnostiku KRK (19).

Viaceré klinické Studie potvrdili,
ze naddorom vyvolané zmeny metylacie
DNA moézu byt zistené v plazme dva roky
pred klinickym diagnostikovanim zhub-
ného nadoru (7).

Staging kolorektalneho

karcinému

Analyzou ctDNA v réznych §ta-
diach KRK sa dokazalo, Ze koncentracia
ctDNA sa zvySuje so §tadiom ochorenia.
V §tadii Yang et al. (20) sa analyzovali mu-
tacie a koncentracie ctDNA u 47 pacientov
vo v€asnom a v pokrocilom $tadiu KRK.
Analyza sa realizovala pomocou cielené-
ho sekvenovania, ktora pokryvala 50 na-
dorovych génov. Pacienti v §tadiu IV mali
signifikantne vy$siu koncentraciu ctDNA
ako pacienti v I. §tadiu. V §tadiu I bol prie-
merny pocet mutacii 5 a v §tadiu IV az
8 mutacii na jedného pacienta. Vysledky
ukazali, Ze TP53, PIK3CA, APC, KRAS boli
najcastejSie mutovanymi génmi. Alteracia
tychto génov, ktoré st zapojené do aktiva-
cie EGFR, vedie k rezistencii na anti-EGFR
liecbu. Preto sledovanie tychto mutdcii
moZe ovplyvnit manazment liecby KRK
eSte pred vznikom radiologickej prog-
resie ochorenia. Zvy$ena koncentracia
ctDNA pozitivne korelovala aj s velkos-
tou nadoru. Okrem toho sa potvrdilo, Ze
detekcia ctDNA je lepSim prediktorom
rozsahu ochorenia v porovnani s piatimi
bezne pouzivanymi nadorovymi onko-
markermi (CEA, AFP, Cal9-9, Ca72-4, Ca
125). Detekcia CTC a ctDNA v budiicnosti
moze rozsirit Standardnt TNM klasifika-
ciu. Bol navrhnuty koncept ,TNMB* klasi-
fikacie, kde by bola tekuta biopsia pridana
ku konvenénej klasifikacii KRK.

Prognosticky vyznam ctDNA
Viaceré §tudie preukazali Sta-
tisticky signifikantna korelaciu medzi

$tadiom ochorenia a pritomnostou na-
dorovo asociovanych genetickych zmien
v krvi pacientov s kolorektalnym karci-
némom. Pri metaanalyze 10 klinickych
stadii, ktora analyzovala 1 076 pacientov
s metastatickym KRK, sa potvrdilo, Ze
pacienti s niz§imi hladinami ctDNA majt
dlhsie celkové preZivanie (HR = 2,39, 95 %
interval spolahlivosti 2,03 - 2,82, p) (21).
V retrospektivnej Stadii s 97 pacient-
mi bola zvy$ena hladina ctDNA spojena
s hor§im OS a s vy$Sou muta¢nou zata-
Zou, (OS: 18,07 mesiaca vs 28,5 mesiaca,
p = 0,0087). Hladina ctDNA pozitivne
korelovala so skratenym celkovym pre-
zivanim u pacientov s KRAS/BRAF mu-
taciou (p = 0,0052), zatial ¢o u pacientov
s KRAS / BRAF WT (p = 0,67) sa tento
prognosticky vyznam nepotvrdil (22).

ctDNA ako diagnosticky

biomarker

Jednymi z najviac $tudovanych
genetickych zmien vo vztahu k na-
dorovym ochoreniam s mutacie RAS
génu. RAS je protoonkogén a mutdacie
v tomto géne vedd ku konStitutivnej
aktivacii EGFR signalizaénej drahy,
ktora vedie k nekontrolovatelnej bun-
kovej proliferacii. RAS gén sa vySetruje
z nadorového tkaniva alebo z ctDNA.
Stanovenie RAS génu z ctDNA v po-
rovnani s tkanivovym vySetrenim ma
vys§iu senzitivitu aj $pecificitu. Tato
vysoka senzitivita a $pecificita bola
potvrdena v Bettegowdovej studii (23),
v ktorej bolo vySetrenych 206 vzoriek
periférnej krvi na pritomnost mutacii
KRAS génu pacientov s KRK. Specificita
ctDNA bola 99,2 % a senzitivita 87,2 %.
U pacientov s metastatickym ochorenim,
u ktorych je vySSia miera detekcie ctDNA,
bola senzitivita stanovenia az 100 %.

Dalsie vyuzitie ctDNA je v moni-
torovani RAS a BRAF mutacii v priebehu
anti-EGFR lie¢by. In vitro a in vivo
analyzy ctDNA dokazali, zZe blokova-
nie EGFR drahy vedie k rychlej tvorbe
KRAS a NRAS mutacii. Tieto mutacie st
pritomné skor, nez sa dokaze progre-
sia ochorenia Standardnymi metédami.
Produkcia RAS mutécii vyrazne klesa po
ukonceni anti-EGFR liecby. Po urcitom
Case nadorové bunky mozu obnovit svoju
senzitivitu na liecbu. ctDNA sa moze po-
uzit na dynamické monitorovanie RAS

mutacii a poskytnat podklad na opako-
vané zacatie anti-EGFR liec¢by. V §tadii
CORRECT pri analyze mutacii KRAS,
PIK3CA a BRAF v DNA plazme ziskanej
od 503 pacientov s metastatickym kolo-
rektalnym karcindmom sa KRAS mutacia
vyskytla aZ v 48 %. VSetci tito pacienti
boli lie¢eni anti~-EGFR liecbou (24).

CTC satiez mdzu pouzit na urce-
nie genotypu nadoru. Zhoda muta¢ného
stavu KRAS medzi nddorovym tkanivom
a CTC je priblizne 84 %. Pri BRAF mutéacii
je tato zhoda az 90 % (7).

Detekcia navratu ochorenia

V sti¢asnosti sa na sledovanie
pacienta po ukonceni onkologickej
lie¢by pouzivajt radiologické zobrazo-
vacie metody a hladiny onkomarkerov.
Senzitivita tychto vySetreni na detekciu
MRD je vSak nizka. CtDNA ma kratky
biologicky polcas, ktory sa pohybuje
okolo dvoch hodin. Preto hladiny ctDNA
mozu aktualne v ¢ase hodnotit pritom-
nost nadoru v organizme a rychlo od-
halit pritomnost MRD (7). Pritomnost
ctDNA u pacientov v II. §tadiu KRK, po
chirurgickejliecbe, je spojena s vyrazne
hor$ou prognoézou. Radiologicka recidi-
va bola potvrdena len u 9,8 % pacientov,
ak mali peroperaCne negativne hladiny
ctDNA. U pacientov s pozitivnou hladi-
nou ctDNA sa recidiva ochorenia potvr-
dila aZ u 78 % pacientov (25).

Pre pacientov po resekcii KRK
v stiCasnosti neexistuje optimalny ,,sur-
veillance“ protokol. V klinickej stadii,
ktora zahrfnala 58 pacientov s KRK v §ta-
diu ochorenia I az III, sa porovnavala
ctDNA s konvenénym spdsobom sledo-
vania ochorenia (CT vySetrenie a hla-
diny CEA). Pocet recidiv u pacientov
s pozitivhymi hladinami ctDNA bol 77 %.
Pozitivita ctDNA predchadzala radiolo-
gickej a klinickej recidive v mediane troch
mesiacov. U Ziadneho pacienta s negativ-
nou hladinou ctDNA sa relaps ochorenia
nepotvrdil (26).

Cirkulujica nadorova

mikroRNA

MikroRNA (miRNA) st jednovlak-
nové retazce nekodujticej RNA s dizkou
21-23 nukleotidov, ktoré sa podielaju
na regulacii génovej expresie. Vyskumy
naznacuji, Ze miRNA je vyznamny me-
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Tabul'ka. Perspektivne klinické vyuzitie miRNA (upravené podla 7)

Typ miRNA Klinické vyuzitie

miR-200b Amplifikuje rastové faktory na susedné alebo vzdialené nddorové bunky, ¢im
dochadza k zvysenej proliferacii nadorovych buniek KRK.

miR-25-3p M4d vyznamnu dlohu pri tvorbe metastaz tym, Ze zvysSuje vaskuldrnu permeabilitu
a angiogenézu. Hladiny miR25-3p su vyrazne nizSie u pacientov s KRK, ktori nemaju
pritomné metastazy.

miR150-5p Je nezavisly prognosticky faktor pri KRK. Pacienti so zvySenymi hladinami miR150-

pacienti s vysokymi hladinami.

5p maju menej diferencovany nddor a ¢astejsie nador s pozitivnymi lymfatickymi
uzlinami. Pacienti s nizkymi hladinami maju signifikantne dihsie preZivanie ako

miR-21, miR-1246,
miR-1229-5p,
miR-96-5p

diator bunkovej komunikacie, ktora pod-
poruje progresiu a metastazovanie KRK.
Dokazalo sa, Ze existuje vel'ky pocet exo-
zomalnych miRNA, ktoré maji délezita
ulohu pri diagnostike a liecbe KRK.

Diagnostika miRNA (27)

Microarray analyza: tato
analyza je zaloZena na principe alela
$pecifickej hybridizacie (parovanie
komplementarnych baz nukleotidov).
Hlavnou vyhodou tejto metody je moz-
nost jej vyuzitia v skriningu. Touto me-
todou nie je mozné stanovenie kvantita-
tivnych hodnét miRNA.

Sekvenovanie novej generacie:
umoznuje skrining vSetkych miRNA
z jednej vzorky bez ohladu na to, ¢i je
ich sekvencia zndma alebo nie.

gPCR (real time PCR): je najcas-
tejSie pouzivanou metddou na validaciu
expresie miRNA. Hlavnou vyhodou tejto
metody je v tom, Ze je mozné kvantita-
tivne stanovenie miRNA s vysokou citli-
vostou. Nevyhoda tejto metddy spociva
v kvantifikacii iba niekolkych miRNA
sucasne.

Klinické vyuzitie

Celkovo st exozomalne miRNA
len komplementarnym nastrojom tekutej
biopsie KRK. Ich $ir§iemu pouzitiu stale
brani mnozstvo technickych problémov.
Hlavnym problémom je nizka Cistota
exozomalnej miRNA, ktora je spdsobe-
na zlym odberom vzoriek, skladovanim,
transportom a technickymi probléma-
mi pri detekcii exozomalnych vezikl.
Ocakavaji sa dalsie stadie, ktoré urcia
presnd Ulohu exozomalnych miRNA
pri KRK. Budtce perspektivne vyuZitie
miRNA zobrazuje tabulka.

MoZu mat vyuZzitie na identifikdciu pacientov s chemorezistentnym KRK. U pacientov
s chemorezistentnou chorobou boli hladiny tychto miRNA vyrazne vysSie ako

u pacientov s chemosenzitivnou chorobou. Da sa predpokladat, Ze v buddcnosti sa
stant novymi cielmi liecby liekovej rezistencie.

Zaver

Tekuta biopsia je dynamicky sa
rozvijajuca neinvazivna metoda. Tekuta
biopsia je pojem urc¢eny na analyzu cir-
kulujicich nadorovych buniek, CtDNA,
miRNA a inych biomarkerov, ktoré st zis-
kané z periférnej krvi, mocu, pleuralneho
vypotku, ascitu alebo z cerebrospinalnej
tekutiny. Tekuta biopsia ma potencil na
Siroké klinické vyuzitie pri KRK.

Tekuta biopsiu je mozné pouZzit
na skrining KRK. Pritomnost CTC, na-
dorovych klustrov alebo epigenetické
zmeny v CtDNA mozu odlisit zdravych
jedincov od pacientov s kolorektalnym
karcinomom.

Detekcia CTC a CtDNA mozZe
v budicnosti rozsirit Standardnia TNM
klasifikaciu.

Tekuta biopsia poskytuje aj pro-
gnostické a prediktivne tdaje, ktoré je
mozné pouzit pri detekcii MRD. Napriek
presvedcivym vysledkom klinickych Sta-
dii nie vSetky klinické §tadie prognos-
ticky vyznam CTC potvrdili. Po¢et CTC
v periférnej krvi je extrémne maly. Proces
ziskavania CTC je zlozity a je tazké zvac-
Sit pocet buniek analyzovanych buniek.
V mezenterialnej krvi je mozné stanovit
vyssi pocet CTC, ale prognosticky vy-
znam CTC v mezenterialnej krvi nebol vo
vSetkych studiach potvrdeny.

Pri sledovani liekovej rezistencie
pri KRK ma rozhodujiicu tlohu stano-
venie RAS génu. Stanovenie RAS génu
z ctDNA v porovnani s tkanivovym vySe-
trenim ma vysSiu senzitivitu aj Specifi-
citu. CtDNA je mozZné pouZit aj na mo-
nitorovanie RAS a BRAF mutécii v prie-
behu anti-EGFR liecby. V sti¢asnosti sa
na sledovanie pacienta po ukonceni on-
kologickej lie¢by pouzivaji radiologické

zobrazovacie metody a hladiny onko-
markerov. Hladiny ctDNA vzhladom na
kratky biologicky pol¢as mozu presnejsie
a rychlejsie odhalit pritomnost MRD.

Problémom zostava biologicky
podklad ctDNA. CtDNA vznika pri apop-
téze a nekréze nadoru a do krvného
obehu sa dostava autofagiou. K falo§-
ne pozitivhym vysledkom dochadza pri
zbere cirkulujicich epitelovych a krv-
nych buniek. Je nutné stanovit Stan-
dardizované met6dy zberu vzoriek a ich
spracovania.

Existuje velky pocet exozomal-
nych miRNA, ktoré maja dodlezita tlo-
hu pri diagnostike a lie¢be KRK, ale ich
klinicky vyznam je nutné eSte potvrdit
v dalsich stadiach.

Napriek pokrokom vo vyvoji teku-
tej biopsie pre Sirsie pouZitie v klinicke;j
praxi st nutné rozsiahlejSie multicen-
trické Studie, ktoré definuja vyuzitie
tejto metddy. Ocakava sa, Ze v blizkej
budicnosti sa urcia presné indikacie vy-
uzitia tekutej biopsie, ktoré nam pomozu
v manazmente pacienta s KRK.
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