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Moznosti vyuzitia cirkulujucej nadorovej DNA
v adjuvantnej liecbe kolorektalneho karcinému

MUDr. Marina Kizekova, MUDr. Matej Hrnéar, PhD., MBA, MUDr. Alexander Savka
Onkologicka klinika SZU a Fakultna nemocnica s poliklinikou F. D. Roosevelta, Banska Bystrica

Cirkulujica nadorova DNA (ctDNA) predstavuje vyznamny biomarker v personalizovanej adjuvantnej liecbe kolorektalneho karcinomu (CRC).
Vyuzitie ctDNA umoZiiuje skorii detekciu minimalne rezidualneho ochorenia, ktoré je spojené so zvySenym rizikom recidivy. Stidie ako BESPOKE
a GALAXY demonstrovali, Ze pozitivna detekcia ctDNA po chirurgickom zakroku je silnym prediktorom recidivy CRC a méZe sluzit na rozhodovanie
o podavani adjuvantnej chemoterapie. Napriek slubnym vysledkom stiidia COBRA ukazala, Ze vyuZitie ctDNA ako jedinecného kritéria na indikaciu
adjuvantnej liechy moZe byt limitované. V si¢asnosti nie je vySetrenie ctDNA zahrnuté v rutinnych odpori¢aniach Americkej spoloénosti klinickej
onkoldgie (ASCO) ani Europskej spolocnosti pre lekarsku onkoldgiu (ESMO). V budicnosti sa o¢akava, Ze vyskum sa zameria na integraciu ctDNA
do klinickej praxe s cielom minimalizovat nadmernii liebu a zaroveii zabezpecit adekvatnu terapiu pre pacientov so zvySenym rizikom relapsu.
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Possibilities of using circulating tumor DNA in the adjuvant treatment of colorectal cancer

Circulating tumor DNA (ctDNA) is a significant biomarker in personalized adjuvant treatment of colorectal cancer. The use of ctDNA enables the
early detection of minimal residual disease, which is associated with an increased risk of recurrence. Studies such as BESPOKE and GALAXY
have demonstrated that positive ctDNA detection after surgery is a strong predictor of CRC recurrence and can serve as a guide for decision-
making regarding adjuvant chemotherapy administration. Despite promising results, the COBRA study has shown that using ctDNA as the sole
criterion for adjuvant treatment indication may be limited. Currently, ctDNA testing is not included in the routine recommendations of the Ameri-
can Society of Clinical Oncology (ASCO) or the European Society for Medical Oncology (ESMO). In the future, research is expected to focus on
integrating ctDNA into clinical practice to minimize overtreatment while ensuring appropriate therapy for patients at increased risk of relapse.
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Uvod

Kolorektalny karcinom (CRC) patri
k najcastej§im malignitdm na celom svete
a predstavuje vyznamnu zataz pre verejné
zdravotnictvo. Z epidemiologického hla-
diskaide o treti naj¢astejSie diagnostikova-
ny typ nadorového ochorenia, pricom jeho
incidencia a mortalita narastaja s vekom.
Vysoky vyskyt CRC savisi s komplexnou
etiologiou zahfnajlicou genetické pre-
dispozicie, Zivotny $tyl a diétne navyky.
Napriek tomu, Ze chirurgicka resekcia je
zakladom kurativnej lie¢cby CRC, recidiva
ochorenia zostava vyznamnym problé-
mom, najma ak ide o $tddium II s vyso-
korizikovymi faktormi alebo §tadium IIL
V¢asné a presné urcenie rizika recidivy,
a teda aj rozhodnutie, ktori pacienti bu-
du profitovat z adjuvantnej chemoterapie,
st kltcové. Adjuvantna lie¢bu nechceme
indikovat pausalne, pretoZe so sebou ne-
sie nielen kratkodobé rizika toxicity, ale
aj dlhodobé komplikacie, ako st polyne-
uropatia (PNP), zhorSenie kvality Zivota
¢i iné neskoré neziaduce ucCinky. Preto je
snaha identifikovat pacientov, ktori z nej

budl jednoznacne profitovat a zaroven
minimalizovat expoziciu tym, ktori by z nej
mali iba obmedzeny alebo Ziadny prinos.
V tomto kontexte sa Coraz CastejSie disku-
tuje koncept minimalneho rezidualneho
ochorenia (MRD), ktoré predstavuje maly
pocet nadorovych buniek pretrvavajacich
v organizme po chirurgickom odstraneni
makroskopického nadoru. Odhalenie MRD
by mohlo pomoct znizit poc¢et nadmer-
ne liecenych pacientov a zaroven zvysit
Sancu na skoré zachytenie potencialnej
recidivy. Za slubny biomarker na sledova-
nie MRD v redlnom case sa v poslednych
rokoch ukazuje cirkulujiica nadorova DNA
(ctDNA) - fragmenty genetického mate-
rialu uvolfiované nadorovymi bunkami pri
apoptoze do krvného obehu. Cielom tohto
¢lanku je presktimanie aktualnych poznat-
kov o ctDNA pri personalizacii adjuvantnej
lie¢by CRC (1-3).

Epidemiologické aspekty

kolorektalneho karcinému

CRC je tretie najCastejSie dia-
gnostikované nadorové ochorenie a dru-

ha najcastejsia pricina amrti svisiacich
s malignitou. Castejsie postihuje muzské
pohlavie, pricom afroamericka populacia
ma v porovnani s bielou rasou o 20 % vyssi
vyskyt tohto ochorenia. Celosvetovo sa
odhaduje, Ze CRC ro¢ne spdsobi viac ako
600 000 umrti. V ramci Eur6pskej Gnie
sa umrtnost na CRC pohybuje v rozme-
dzi 15 - 20 pripadov na 100 000 muzov
a9 - 14 pripadov na 100 000 Zien, pri¢om
¢asom doslo k poklesu mortality, najma
u zien. Patro¢né prezivanie pacientov sa
medzi krajinami EU vyrazne lisi, pricom
podstatna tGlohu zohrava dostupnost
zdravotnej starostlivosti, skriningové
programy, Zivotny §tyl a genetické fak-
tory. Priemerne dosahuje patrocné pre-
Zivanie v krajinach EU priblizne 46,8 %
umuzov a 48,4 % u Zien (obrazok) (3, 4).

Etiologia a biologicka

variabilita kolorektalneho

karcinému

Kolorektalny karciném je multifak-
torové ochorenie, ktorého presna pri¢ina
zostava nejasna. Na jeho vzniku sa podiela
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viacero rizikovych faktorov. Medzi naj-
vyznamnejsie rizikové faktory patri vek,
pricom az 70 % pripadov sa diagnostikuje
u ludi starSich ako 65 rokov. DoleZitt tlohu
zohrava aj geneticka predispozicia, najmé
pri familiarnej adenomatéznej polypoze
(FAP) a Lynchovom syndréme, ktoré sa-
visia s mutaciami génov zodpovednych
za opravu DNA (tzv. mismatch repair gé-
ny). Vyrazny vplyv na rozvoj CRC maju aj
environmentalne faktory a zZivotny $tyl.
Nadmerna konzumacia tukov zvysuje pro-
dukciu Zl€ovych kyselin, ktoré sa v Creve
mozu menit na karcinogénne latky, zatial
¢o nizky prijem vlakniny spomaluje mo-
tilitu ¢reva a predlzuje expoziciu sliznice
karcinogénom. Dlhodoby sedavy sposob
Zivota, nadvaha, fajCenie, konzumacia al-
koholu ¢i vystavenie ionizujicemu Ziare-
niu zaraduji ¢loveka do vysSieho rizika
vzniku ochorenia. Ako prekancerézy sa
povazuju aj zapalové ochorenia ¢reva, ako
st ulcerdzna kolitida alebo Crohnova cho-
roba. V neposlednom rade sa ukazuje, Ze
¢revny mikrobiom tvoreny Sirokym spek-
trom komensalnych i patogénnych baktérii
(najma z rodov Firmicutes, Bacteroidetes,
Actinobacteria a Proteobacteria) zohra-
va kli€ovt tlohu pri karcinogenéze CRC.
Nadorovo asociovana mikroflora sa li-
§i od zdravej - Casty je napriklad vyskyt
Fusobacterium nucleatum, Escherichia coli
a Bacteroides fragilis. Niektoré genotoxic-
ké kmene E. coli s ostrovom patogenity
pks (polyketide synthase), produkujici
kolibaktin, ktory alkyluje DNA a spdso-
buje dvojvlaknové zlomy, ¢o moze viest
kvzniku $pecifickych mutacii pritomnych
v CRC (6-8).

Okrem tychto rizikovych faktorov
a etiologickych mechanizmov je doleZitym
aspektom aj anatomicka lokalizacia na-
doru. Pravostranné a lavostranné nadory
vykazuju odlisnt histolégiu, molekularne
charakteristiky a rozne terapeutické od-
povede. Pacienti s pravostrannymi nador-
mi profituja viac z imunoterapie, zatial ¢o
pacienti s lavostrannymi nadormi vykazuji
lepsie vysledky pri chemoterapiach a cie-
lenych terapiach. Pri pravostrannych CRC,
ktoré vznikaji v proximalnej ¢asti hrubého
¢reva (po dve tretiny colon transversum),
sa Casto vyskytuje vysoka mikrosatelitova
nestabilita (MSI-H), mutacie v géne BRAF
a epigenetické zmeny (napr. hypermety-
lacia CpG ostrovov). Ide zvic¢sa o ploché

Obrazok. 0Odhadovana vekom §tandardizovand incidencia kolorektalneho karcinému, 2020 (5)
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1ézie, ktoré rastt lateralne, histologicky ide
o mucindzne adenokarcinémy. Vykazuju
zvyS$enu pritomnost imunitnych buniek
v nadorovych tkanivach, ¢o moze zlepsit
ucinnost imunoterapie. Naopak, avostran-
né CRC (distalna ¢ast hrubého ¢reva a ko-
necnik) st zvicsa spojené s chromozo-
malnou nestabilitou (CIN) a muticiami
v génoch p53, RAS a APC. Rastu exofyticky,
vdaka ¢omu sa IahSie zistuju pri kolono-
skopii. Z hladiska histologie va¢Sinou ide
o tubularne alebo vilézne adenokarciné-
my, ktoré sa Casto vyskytuji u mladsich
jedincov a u muzov. V pokrodilych stadiach
(IIT a IV) reagujt o nieco lepSie na chemo-
terapiu a biologicku lie¢bu v porovnani
s pravostrannymi karcinomami (7, 9).

TNM a liecba lokalne

pokrocilého kolorektalneho

karcinému

Stcasna TNM Kklasifikacia CRC
vychadza z troch hlavnych parametrov:
prienik nadoru cez stenu ¢reva (T), pocet
postihnutych (pozitivnych) lymfatickych
uzlin (N) a pritomnost vzdialenych me-
tastaz (M). Hoci ide o univerzalne po-
uzivany stagingovy systém, pri hodno-
teni rizika recidivy (najmé v II. $tadiu)
moze byt nedostatoény. Preto sa v kli-
nickej praxi hladaji a posudzuju aj dalSie
faktory, ktoré pomahajt lepsie odhadntt
prognoézu ochorenia a potrebu adjuvant-
nej liecby (10, 11).

Liecba v II. Stadiu

V tomto $tadiu (T3-T4, NO, MO) na-
dor prerasta celou hrtbkou ¢revnej steny,
avSak bez postihnutia regionalnych lymfa-
tickych uzlin. Volba liecby zavisi od vyhod-
notenia individualneho rizika recidivy, na
ktoré vplyvajt viaceré klinicko-patologicke

ukazovatele. Medzi najddlezitejsie rizikové
faktory patri pritomnost T4 nadoru a/ale-
bo menej ako 12 vySetrenych lymfatickych
uzlin, pripadne ich kombinacia s dal$imi
mensimi rizikovymi faktormi, ako st vyso-
ky grade, vaskularna ¢i lymfaticka invazia,
perforacia, obstrukcia alebo zvySené hla-
diny CEA. Na zaklade pritomnosti riziko-
vych faktorov pacientov rozdelujeme do
troch skupin:

* pacienti s nizkym rizikom (napr. T3
NO, dostato¢né mnoZstvo vySetre-
nych lymfatickych uzlin, bez inych
rizikovych faktorov) - odporacéané je
len sledovanie bez adjuvantnej che-
moterapie.

* pacienti so strednym rizikom a MSS
- indikovana adjuvantna chemote-
rapia fluérpyrimidinovou monote-
rapiou (5-FU/LV alebo kapecitabin)
pocas 6 mesiacov.

* pacientis vysokym rizikom (T4, <12
vySetrenych uzlin, pripadne viacero
menSich rizikovych faktorov) - od-
porti¢ana adjuvantna chemoterapia
FOLFOX (6 mesiacov) alebo CAPOX
(3 - 6 mesiacov podla rizika a toleran-
cie). Pri rozhodovani treba dokladne
zvarzit toxicitu (najmé neurotoxicitu
oxaliplatiny) a celkovy stav pacienta.

U starsich pacientov je potrebné
zvazit nielen riziko recidivy, ale aj tole-
ranciu liecby a komorbidity. Vysledky

Stadii naznacujd, Ze pacienti nad 70 ro-

kov nemusia mat prinos z oxaliplatiny pre

zvySené riziko neurotoxicity a hemato-
logickych komplikacii. Pre tato skupinu
sa odportca fluérpyrimidinova monote-
rapia (5-FU/LV alebo kapecitabin) pocas

6 mesiacov, oxaliplatina sa neodporuca.

Na zaklade dajov z metaanalyz

a popula¢nych §tadii sa odportca zacat
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Tabulka. TNM klasifikdcia kolorektalneho karcinému podfa AJCC, 8. vydanie

Stadium AJCC | TNM Opis kolorektalneho karcindmu

0 TisNOMO V tomto $tddiu zostalo ochorenie obmedzené na sliznicu hrubého Creva
alebo konecnika

IA T1/T2NOMO | Tumor prenikol do submukézy (T1) a v niektorych pripadoch sa mohol
rozsirit do muscularis propria (T2). Nemetastézoval v§ak do susednych
lymfatickych uzlin (NO) ani do vzdialenych orgénov (M0).

A T3NOMO Tumor infiltroval vonkajsie vrstvy hrubého ¢reva alebo konecnika bez
toho, aby infiltroval okolité tkaniva (T3).

1B T4aNOMO Tumor infiltroval celd stenu hrubého &reva alebo koneénika, ale
neinfiltroval okolité tkanivd alebo organy (T4a).

lc T4bNOMO Tumor infiltroval celd stenu hrubého ¢reva alebo kone¢nika a infiltroval
susedné tkaniva alebo organy (T4b). Nemetastézoval v§ak do susednych
lymfatickych uzlin (NO) ani do vzdialenych organov (MO).

T1aleboT2 | Tumor prenikol zo sliznice do submukdzy (T1) alebo do muscularis

N1/N1c MO propria (T2). Okrem toho metastazoval do 1 az 3 regionalnych
lymfatickych uzlin (N1) alebo do tukovych oblasti obklopujtcich
lymfatické uzliny, ale nie do samotnych uzlin (N1c).

A T1IN2aM0 Tumor prenikol zo sliznice do submukdzy (T1).0krem toho metastézoval
do 4 azZ 6 regiondlnych lymfatickych uzlin (N2a).

1B T3/T4aN1 MO0 | Tumor infiltroval vonkajSie vrstvy hrubého ¢reva, ale nezasiahol blizke
orgdny. Okrem toho metastazoval do 1 az 3 blizkych lymfatickych uzlin
(NTa alebo N1b), ale nerozsiril sa do vzdialenych lokalit (M0).

T2-T3N2aMO0 | Tumor infiltroval muscularis propria (T2) alebo celd stenu hrubého ¢reva
T3. Okrem toho metastédzoval do 4 az 6 blizkych lymfatickych uzlin
(N2a). Do vzdialenych lokalit sa vSak nerozsiril (M0).

T1-T2N2MO | Tumor infiltroval submukézu (T1), alebo muscularis propria (T2).
Okrem toho metastazoval do 7 alebo viacerych blizkych lymfatickych
uzlin (N2b). Do vzdialenych lokalit sa v8ak nerozsiril (MO0).

e T4ANT-2MO Tumor infiltroval celd stenu hrubého Ereva alebo konecnika a infiltroval
susedné tkaniva alebo organy (T4b). Okrem toho metastazoval aspori do jednej
regiondlnej lymfatickej uzliny. Do vzdialenych lokalit sa vSak nerozsiril (MO0).

IVA Akékolvek Rast rakoviny za stenou hrubého ¢éreva alebo koneénika bol pritomny

T-NM1a alebo chybal (akykolvek T). Jeho postihnutie blizkymi lymfatickymi
uzlinami bolo tiez pritomné alebo chybalo (akykolvek N). Metastazoval
do jedného vzdialeného orgénu, ako st pecen alebo pltca, alebo do
vzdialenych lymfatickych uzlin. Bez postihnutia peritonea.

IVB Akékolvek Metastdzoval do viacerych vzdialenych orgdnov, ako st pecen alebo

T-NM1b plica, alebo do vzdialenych lymfatickych uzlin. Bez postihnutia peritonea.

IVC Akeékolvek Metastatické postihnutie peritonea

T-NM1c

AJCC - American Joint Committee on Cancer

chemoterapiu ¢o najskor, idealne do 8 tyz-
diiov po chirurgickom zakroku. Ak sa
lie¢ba odlozi o viac ako 5 - 6 mesiacov,
jej ucinnost postupne klesa a po 6 mesia-
coch benefit prakticky zanika (3).

Liecba v lIl. Stadiu

Tretie Stadium (akékolvek T, N1-N2,
MO) znamena postihnutie regionalnych
lymfatickych uzlin bez pritomnosti vzdia-
lenych metastaz. Standardna sacast liecby
v tomto §tadiu je adjuvantna chemoterapia,
ktora znizuje riziko recidivy o 20 - 30 %.
Kombindcia fluérpyrimidinu s oxaliplati-
nou priniesla vyrazné zlepSenie prezivania
bez priznakov ochorenia (DFS) i celkového
preZivania (OS) v porovnani s monotera-
piou fluérpyrimidinmi. Tento prinos bol
potvrdeny v troch klucovych §tadiach
(MOSAIC, NSABP C-07 a XELOXA), v kto-

rych pridanim oxaliplatiny doslo k 20 - 23 %
zniZeniu rizika relapsu a zlepSeniu OS az
012 - 17 %. V klinickej praxi sa najcastej-
Sie vyuZivaju rezimy FOLFOX (infazny
5-fluorouracil /leukovorin + oxaliplatina)
a CAPOX (peroralny kapecitabin + oxalipla-
tina). Sttidia IDEA sktimala, &i trojmesacna
kombinovana liecba dokaze pri urcitych
pacientoch poskytnut porovnatelné vy-
sledky ako doterajsi Sestmesacny Standard.
Prirezime CAPOX sa krat§i Cas terapie uka-
zal ako non-inferiorny, predovSetkym pri
menej pokrocilych nalezoch (T1-3 N1). Pri
pokrocilejSom ochoreni (T4, N2) alebo pri
pouziti FOLFOX rezimu sa stale preferuje
6-mesacné trvanie lie¢by. Skratenie terapie
moZe pomoct zniZit kumulativhu neuro-
toxicitu oxaliplatiny, preto sa pri prvych
znamkach neuropatie odporaca promptné
prehodnotenie liecebného planu (3).

Kltacovou otazkou pri lie¢be CRC
zostava, ako spolahlivo urcit pacientov
s vysokym rizikom recidivy, ktori by
mohli profitovat z intenzivnejSieho te-
rapeutického pristupu. VII. §tadiu ocho-
renia dosahuje patro¢na miera relapsu
priblizne 10 %, pri¢om vacSina recidiv
sa objavi pocas prvych dvoch rokov od
operacie. Vyznamnym prognostickym
faktorom je hibka invazie (T). V III. §ta-
diu CRC dosahuje patro¢na miera reci-
divy pribliZzne 30 %, pricom rozhodujacu
tlohu zohrava pocet postihnutych lym-
fatickych uzlin a pouZitie adjuvantne;j
lie¢by. Pocet postihnutych uzlin priamo
koreluje s prognoézou: napriklad pacien-
ti s NO (Ziadne postihnuté uzliny) mali
vjednej §tudii padtro¢né prezivanie 86 %,
zatial ¢o pri N2 (viac ako tri pozitivne
uzliny) kleslo na 69 %. Retrospektivna
skupinova analyza (Tsikitis et al. 2014)
navyse potvrdila, Zze adjuvantna chemo-
terapia v IIL. §tadiu zlepSuje patro¢né
prezivanie bez ochorenia, ¢o zodpoveda
vysledkom randomizovanych klinickych
stadii. Napriek tomu, Ze TNM klasifikacia
spolu s klinicko-patologickymi ukazo-
vatelmi poskytuje cenné informacie, pri
predikcii recidivy - predovS§etkym v IL
$tadiu - ma svoje limity. Z tohto dévodu
sa zacali hladat nové metody, ktoré by
umoznili lepsiu stratifikaciu pacientov
a presnejsiu identifikaciu tych, ktori by
mohli profitovat z adjuvantnej liecby (11,
12). Slubnym markerom tychto vyskumov
sa stala cirkulujuca nadorova DNA.

Nové poznatky o cirkulujicej

nadorovej DNA v adjuvantnej

lie€be kolorektalneho

karcinému

ctDNA predstavuje kratke frag-
menty DNA pochadzajiice z nadorovych
buniek, ktoré sa uvoliiuji do krvného obe-
hu. Najma pri pokrocilych CRC dochadza
k zvySenej sekrécii tychto fragmentov,
ktoré moéZu niest rozne genetické zmeny
(napr. bodové mutacie). V praxi sa odobe-
rajl pri tzv. tekutej biopsii, pricom vdaka
rychlemu pol¢asu rozpadu ctDNA dokdzu
aktualne odrazat stav nadoru podstatne
presnejSie ako onkomarkery. Zmeny v hla-
dinach ctDNA (vzostup ¢i pokles) mozu
navyse signalizovat terapeuticka odpoved
alebo progresiu ochorenia skor, nez ju
zachytia zobrazovacie metody.
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V porovnani s tradi¢nym odbe-
rom nadorového tkaniva prinasa tekuta
biopsia niekol'ko kl'at¢ovych vyhod. V pr-
vom rade ide o minimalne invazivny vykon
v podobe odberu periférnej krvi, ktory je
pre pacienta menej zatazujci a spojeny
s niz§im rizikom komplikacii nez klasické
biopsie. Dalsou prednostou je moZnost
opakovaného monitorovania - vzorky
krvi sa daja bez vacsich tazkosti odobe-
rat v roznych fazach liecby, ¢o umoziuje
kontinualne sledovanie dynamiky gene-
tickych zmien nadoru. Tekuta biopsia za-
roven prekonava nadorovu heterogenitu,
kedZe zachytava fragmenty DNA z celej
nadorovej zataze vratane roznych lozisk
¢i metastaz. V porovnani s tkanivovou
biopsiou, ktora prinasa informacie iba
z jednej konkrétnej Casti nadoru, sa tak
znizuje riziko prehliadnutia potencialne
dolezitych mutacii. A napokon, vzorky
ctDNA nie st poSkodené konzerva¢nymi
metodami (napr. formalinovou fixaciou),
vdaka ¢omu ostavaju zachované pre po-
krocilé molekularne analyzy a odstrariuj
sa technické obmedzenia spojené so zme-
nami vo fixovanom tkanive.

Hoci tkanivova biopsia zostava
zlatym Standardom (najm4 pri stanoveni
primarnej diagnozy), stava sa Coraz zrej-
mejsie, Ze tekuta biopsia dokaze cennym
sposobom doplnit, ¢i dokonca nahradit
niektoré invazivne odbery tkaniva (13, 14).

Vyznam ctDNA pri

manazmente lokalne

pokrocilého CRC

Jednym z najdodlezitejSich pristu-
pov k personalizacii adjuvantnej terapie
pri CRC je vyuzitie ctDNA na detekciu
MRD, ktora je charakterizovana pritom-
nostou malého poctu nadorovych buniek
pretrvavajlcich v organizme po chirur-
gickom odstraneni makroskopického
nadoru. Ako bolo uz uvedené, doteraz
sa riziko recidivy a indikacie adjuvant-
nej chemoterapie opierali predovSetkym
o klinicko-patologické kritéria (ako je
TNM §tadium). Takyto pristup v§ak mo-
Ze viest k situacii, ked mnohi pacienti
adjuvantnt liecbu nepotrebujt, zatial ¢o
ini by z nej mohli profitovat viac. Prinos
ctDNA spociva v tom, Ze kratko (6 - 8
tyzdiov) po operacii mozno zmerat jej
hladinu v obehu a zistit, ¢i v organiz-
me zostali nddorové bunky a tym roz-

hodnt, ¢i pacient bude mat benefit zo
systémovej lie¢by alebo nie (13, 15 - 17).
Vyznam ctDNA pri lie¢be lokalne pokro-
¢ilého CRC bol predmetom viacerych
vyskumnych §tadii, medzi ktoré patria:
BESPOKE, GALAXY ¢i COBRA.

Stidia BESPOKE
Ide o multicentricka prospektivnu
observaénu Studiu, ktora sktima vyuzitie
ctDNA pri rozhodovani o indikacii adju-
vantnej chemoterapie u pacientov v §tadiu
[T alll CRC. Z celkového poc¢tu 1792 zarade-
nych pacientov sa analyza ctDNA vykonala
u 350 jedincov, pri¢om na detekciu a kvan-
tifikiciu ctDNA bol pouzity personalizovany
test Signatera (Natera, Inc.) Po operacii sa
vykonavala analyza ctDNA, pric¢om pozitiv-
na detekcia ctDNA znamenala pritomnost
MRD. Zo sledovanej populacie dostalo 232
pacientov adjuvantna chemoterapiu, zatial
¢o 118 pacientov bolo zaradenych do pozo-
rovacej skupiny bez lie¢by. Dalgie vzorky boli
odobraté pocas observacie, aby sa sledovala
dynamika ctDNA a jej vztah k riziku recidivy.
Hlavné vysledky sStudie:
1. Prediktivny a prognosticky vyznam
MRD+
Pozitivny nalez ctDNA (MRD+) sa spajal
s 18-nasobne vys$§im rizikom recidivy
(HR = 20,8; p < 0,0001).
2. Prinos adjuvantnej chemoterapie
U MRD+ pacientov viedla adjuvantna
chemoterapia k vyznamnému pre-
diZeniu ¢asu do progresie (18,7 vs. 6,7
mesiaca, HR = 3,9; p = 0,01). U MRD-
negativnych pacientov v§ak nebol za-
znamenany vyrazny benefit (HR = 11;
p = 0,89).
3. Negativizacia ctDNA
Dvanast tyzdriov po operacii doslo k ne-
gativizacii ctDNA u 39 % MRD+ pacien-
tov. Tito jedinci dosiahli lepSie preZiva-
nie neZ pacienti, ktori zostali MRD+ (24,2
vs. 13,8 mesiaca; HR = 0,4; p = 0,045), ale
zdroven mali vysSie riziko recidivy nez ti,
ktori boli stale MRD-negativni.
4. Dynamika ctDNA pocas sledovania
U 8,3 % pacientov sa pocas sledovania
opat objavila pozitivita ctDNA, ktora
predchadzala radiologicky potvrdenej
recidive a vyrazne zhorsila DFS (HR =
124,3; p < 0,0001).
BESPOKE zdoéraziuje prediktivny
a prognosticky potencial ctDNA pri kolo-
rektalnom karcinéme v skorych Stadiach.

Stadia potvrdila, Ze ctDNA méZe véasne
identifikovat pacientov s vy$§im rizikom re-
cidivy a tych, ktori mézu tazit z adjuvantnej
chemoterapie (16).

Stidia GALAXY

GALAXY je prospektivna obser-
vacna §tadia sledujuca vplyv pooperacnej
ctDNA na prognézu u pacientov so $ta-
diom II-IV CRC po radikalnej resekcii. Do

Stadie bolo zaradenych 3 034 pacientov,

zktorych 2 518 spifialo zaradovacie kritéria.

Median sledovania bol 16,3 mesiaca. ctDNA

bola detegovana a kvantifikovani pomocou

personalizovaného testu Signatera (Natera,

Inc.) v sériovych plazmatickych vzorkach

odobratych vintervaloch1, 3,6,9,12,18 224

mesiacov po operacii az do detekcie reci-

divy. Pacienti podsttpili CT staging kazdych

6 mesiacov. Po kurativnej resekcii pacienti

bud podstupili adjuvantn chemoterapiu (n

=1000), alebo boli pozorovani (n = 1 518).

Hlavnym koncovym ukazovatelom bolo

preZivanie bez ochorenia (DFS).

Hlavné vysledky:

* Pooperacna pozitivita ctDNA (MRD+)
Z 2 093 dostupnych vzoriek bola ctD-
NA pozitivna u 309 pacientov (14,8 %)
(MRD+), a 1784 pacientov (85,2 %) ma-
lo negativny nalez na ctDNA (MRD-).
Vysledky ukazali, Ze pacienti s pozitiv-
nym nalezom ctDNA v pooperativhom
obdobi mali signifikantne horSie DFS
v porovnani s pacientmi, u ktorych sa
ctDNA nepreukazala (HR: 15,75, 95 %,
p <0.0001).

* Dynamika ctDNA
Dalsia analyza dynamiky ctDNA uka-
zala, Ze pacienti, ktori zostali ctDNA
pozitivni po troch mesiacoch, mali viac
ako patnasobne vyssie riziko recidivy
ochorenia v porovnani s pacientmi,
u ktorych doslo k negativizacii ctDNA
(HR: 5,4, p < 0,0001). Tieto vysledky
naznacuju, Ze perzistujica pritomnost
ctDNA po resekcii nadoru je silnym
prediktorom rizika recidivy, pricom
negativizacia ctDNA v pooperativhom
obdobi mézZe naznacovat nizsie riziko
budtcej recidivy.

* Vplyv adjuvantnejchemoterapie na dy-
namiku ctDNA
Z 309 MRD+ pacientov podstupilo ad-
juvantnt chemoterapiu 181 jedincov,
pri¢om 72,9 % z nich dosiahlo negativi-
zaciu ctDNA do 12 tyzdriov. V tejto sku-
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pine pacientov sa nasledne 54 % udrzalo
v stave trvalého vymiznutia ctDNA, za-
tial' ¢o 46 % pacientov malo opatovnu
pozitivitu ctDNA v neskorsich fazach
sledovania. Pacienti s trvalym vymiznu-
tim ctDNA mali vyrazne lepSie vysledky
v porovnani s pacientmi, u ktorych dos-
lo k prechodnej negativizacii (HR: 32,57,
p < 0,0001).
* Kvantitativny pokles ctDNA

Posledna analyza preukazala, Ze
MRD+ pacienti s adjuvantnou lieCbou
a poklesom hladiny ctDNA o viac nez
50 % pocas 6 mesiacov mali lepSie
DFS v porovnani s pacientmi, u kto-
rych doslo k menSiemu poklesu ale-
bo zvyseniu hladin ctDNA (HR: 2,39,
p = 0,004).

Vysledky opéat potvrdzuja pro-
gnostick® hodnotu pooperacnej detekcie
ctDNA a ukazuj(, Ze dynamika ctDNA pocas
adjuvantnej chemoterapie je silnym ukazo-
vatelom moznej recidivy ochorenia. Tieto
zistenia zddrazriuju potencial personalizo-
vanej liecby riadenej ctDNA u pacientov po
kurativnej resekcii CRC. Dalgie randomi-
zované Studie (VEGA, ALTAIR) maju za ciel
definitivne urcit, ako najlepsie vyuzit ctDNA
prirozhodovani o adjuvantnej terapii (18).

Stidia COBRA

Prospektivna, randomizovana
Stdia fazy I zamerana na hodnotenie ¢i
detekciu ctDNA zlepSuje indikaciu adju-
vantnej chemoterapie u pacientov s niz-
korizikovym stadiom I CRC, ktori by inak
boli len sledovani. Do Sttdie boli zaradeni
nizkorizikovi pacienti s pozitivhou ctD-
NA v $tadiu II po resekcii CRC. Pacienti
sa rozdelili do dvoch ramien - kontrolné
rameno (A) pacientov bolo v pozorovani
a experimentalne rameno (B) s pacientami,
ktori dostavali 6 mesiacov CAPOX alebo
FOLFOX, ak bola pooperacne zistena po-
zitivha ctDNA. Celkovo bolo randomizova-
nych 635 pacientov (rameno A: 318, rameno
B: 317). Pooperac¢né plazmatické vzorky
s ctDNA sa analyzovali pomocou testu
Guardant Reveal. V ramci primarnej ana-
lyzy bolo hodnotenych prvych 16 pacientov
zo §tadie s pozitivnym nalezom ctDNA,
pricom sa sledovala jej negativizacia po
6 mesiacoch. V kontrolnej skupine (rame-
no A) doslo k vymiznutiu ctDNA u 3 zo 7
pacientov (43 %), zatial Co v experimental-
nej skupine (rameno B) s chemoterapiou

iba u 1z 9 pacientov (11 %). Tento rozdiel
nebol Statisticky vyznamny (p = 0,98).
Primarny ciel fazy II stdie sa tymto ne-
splnil, a preto sa nepokracovalo do fazy III.
Adjuvantna chemoterapia zalozena na
pozitivnej ctDNA neposkytla oCakavany
benefit u pacientov s pooperacne zistenym
nalezom ctDNA v nizkorizikovom §tadiu II
CRC. Tieto zistenia zdoraziiuju dolezitost
zohladnenia Specifickosti testu a biolo-
gickych charakteristik nadoru v budicich
stadiach, ktoré bud hodnotit vyuzitie
ctDNA ako stcasti personalizovaného
rozhodovania o adjuvantne;j liec¢be (19).

Vzhladom na slubné vysledky §ta-
dii, ako st BESPOKE ¢i GALAXY, ktoré
pri lokalne pokrocilom CRC preukazali
schopnost ctDNA predikovat riziko reci-
divy, sa zacali objavovat otazky, ¢i je bezné
vySetrenie ctDNA aj nakladovo efektivne.
Schneider et al. (20) vyvinuli model po-
rovnavajlci dve terapeutické stratégie pri
lokalne pokro¢ilom CRC:
1. tradi¢nt - zaloZent iba na klinicko-pa-

tologickych (CP) rizikovych faktoroch,
2. inovativnu - vyuZivajicu CP faktory
v kombinacii s detekciou ctDNA.

Na zaklade dvojro¢nych tdajov
z pozorovacej asti §tidie GALAXY a ana-
lyzy nakladov v USA autori zistili, Ze zapo-
jenie ctDNA do rozhodovacieho procesu
prispieva k prediZeniu Zivota o 0,8 roka,
k zvySeniu kvality zivota o 0,7 a k ekono-
mickej Gspore priblizne 9 771 americkych
dolarov na pacienta.

Post hoc analyza studii
PRODIGE-GERCOR IDEA-
Francizsko/HORG-IDEA-Grécko
Sttidia PRODIGE-GERCOR IDEA-
France/HORG-IDEA-Grécko bola post
hoc analyzou randomizovanych stadii fa-
zy 111, ktora skiimala prognosticki hodno-
tu ctDNA a Immunoscore (IS) u pacientov
so §tadiom III CRC po kurativnej resekcii.
Cielom analyzy bolo overit, ¢i kombinacia
tychto dvoch biomarkerov moze zlepsit
stratifikaciu rizika a pomoct personali-
zovat adjuvantnt liecbu. Do analyzy bolo
zahrnutych 554 pacientov, ktori podst-
pili chirurgickt resekciu a boli nasled-
ne zaradeni do randomizovanych Stadii
IDEA-France a HORG. Vzorky periférnej
plazmy sa odobrali po operacii a pred
zacCiatkom adjuvantnej chemoterapie.
Analyza ctDNA prebiehala pomocou kli-

nicky validovaného personalizovaného
16-plex PCR testu Specifického pre nador,
zatial ¢o Immunoscore hodnotil imunitna
odpoved nadoru na zaklade pritomnosti
a distribacie imunitnych buniek v reseko-
vanom tkanive. Sttidia sa zamerala na ¢as
do recidivy (TTR) a celkové preZitie (OS),
pricom vysledky boli analyzované v mul-
tivariabilnych modeloch spolu s dizkou
adjuvantnej liecby a stratifikaciou podla
rizikovych faktorov ochorenia.

Hlavné vysledky
e Pooperacna pozitivita ctDNA bola

pritomna u 19,7 % pacientov, pricom
tito pacienti mali vy$si podiel T4/N2
ochorenia a vyssi vyskyt vaskularnej/
lymfatickej/perineuralnej invazie.

e Dvojro¢ny TTR bol vyrazne nizsi
u ctDNA-pozitivnych pacientov (43,5 %
vs. 88,1%, p < 0,0001).

e Multivariabilna analyza potvrdila,
Ze pozitivita ctDNA bola najsilnej$im
nezavislym prognostickym faktorom
pre:

- Ccas do recidivy (TTR): HR 5,21

p < 0,001

- celkové prezitie (OS): HR 4,84

p < 0,001

e Vyznam ctDNA nezavisel od $tadia
ochorenia, trvania adjuvantnejliecby
alebo vysledkov IS.

e IS nemal prognostickt hodnotu
u ctDNA-pozitivnych pacientov, ale
poskytol dodatoéné prognostické
informacie u ctDNA-negativnych
pacientov (80,3 % skupiny).

Tato analyza potvrdila, Ze ctDNA
je klt¢ovym nezavislym prognostickym
biomarkerom v §tadiu III CRC. Pozitivita
ctDNA je spojena s vysokym rizikom re-
cidivy, zatial ¢o IS pomaha stratifikovat
pacientov iba v pripade negativnej ctD-
NA. Vysledky podporuji vyuZitie ctDNA
na identifikaciu pacientov, ktori mozu
profitovat z intenzifikacie adjuvantnej
liecby, a zaroven umoziuju selekciu pa-
cientov, u ktorych mozno zvazit deeska-
laciu terapie (21).

Zaver

Cirkulujiica nddorova DNA pred-
stavuje prelomovy biomarker s vysokym
potencialom pre personalizaciu adju-
vantnej lie¢by kolorektalneho karcinomu.
Vdaka schopnosti detegovat minimalne
rezidualne ochorenie a monitorovat od-
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poved na lie¢bu umoziiuje ctDNA pres-
nejsiu stratifikaciu pacientov. Na zaklade
sucasnych poznatkov dokaze identifiko-
vat pacientov s vysokym rizikom reci-
divy, ktori m6zZu profitovat z adjuvantnej
chemoterapie, a zaroven pomaha znizit
nadmerna liecbu u MRD-negativnych
pacientov. Napriek tomu, Ze Stadie ako
BESPOKE a GALAXY demonstrovali sil-
nl prognostickt a prediktivhu hodnotu
ctDNA, obmedzenia vo vyuziti tejto me-
tody v urcitych klinickych scenaroch,
ako ukazala §tdia COBRA, podciarkuji
potrebu dalSieho vyskumu. V budicnosti
by zavedenie ctDNA do klinickej praxe
mohlo vyznamne prispiet k optimalizacii
manazmentu pacientov s CRC.
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