VANSTANICNA DNA (cfDNA) KAO BIOMARKER ZA
RANU DIJAGNOSTIKU TUMORA

Brli¢-Kukoleca, Simona

Undergraduate thesis / Zavrsni rad
2021

Degree Grantor / Ustanova koja je dodijelila akademski / strucni stupanj: University of
Zagreb, Faculty of Science / SveuciliSte u Zagrebu, Prirodoslovno-matematicki fakultet

Permanent link / Trajna poveznica: https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:278313

Rights / Prava: In copyright /Zasti¢eno autorskim pravom.

Download date / Datum preuzimanja: 2024-05-07

L STE U2
S EN 2

72
< £,
& %
=) - , . ..
N % Repository / Repozitorij:
7% ET: Repository of the Faculty of Science - University of
) ey Zagreb
% &
< N
(@) €

L
Ay \
0. MATEMF;“

DIGITALNI AKADEMSKI ARHIVI I REPOZITORLIL

zir.nsk.hr


https://urn.nsk.hr/urn:nbn:hr:217:278313
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
http://rightsstatements.org/vocab/InC/1.0/
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://repozitorij.pmf.unizg.hr
https://zir.nsk.hr/islandora/object/pmf:9910
https://repozitorij.unizg.hr/islandora/object/pmf:9910
https://dabar.srce.hr/islandora/object/pmf:9910

SVEUCILISTE U ZAGREBU
PRIRODOSLOVNO - MATEMATICKI FAKULTET

BIOLOSKI ODSJEK

VANSTANICNA DNA (cfDNA) KAO BIOMARKER ZA RANU
DIJAGNOSTIKU TUMORA

CELL - FREE DNA (cfDNA) AS A BIOMARKER FOR EARLY TUMOR
DIAGNOSTICS

SEMINARSKI RAD

Simona Brli¢ - Kukole€a
Preddiplomski studij biologije
(Undergraduate study of Biology)

Mentor: doc. dr. sc. Rosa Karli¢

Zagreb, 2021.




SADRZAJ

L. UVOD sttt e st e e e e e e e aaaaas 1
2. POVUEST ISTRAZIVANIA CEDNA ..ottt 2
3. BIOLOGUHA CIDNA ... e e e e e e e e e e e e 3
3.1. BioloSke karakteristike CIDNA .......cooiiiiiiiiie e 3
3.2. Vanstani¢na mitohondrijska DNA...........c.ooviiiiiiieeeeeeeeeeeecree e eeeeanns 4
3.3. Mehanizam ulaska cfDNA u cirkulaciju.......ccccevevveviiieeiiiiiieeeeeeceee e, 4
3.3.1. SI0DOANT DNA FIBEMENT 1...vvvevereiereesssaaeeeesssseeesessssseesesss s ssss st 5
3.3.2.  DNA U @SOCHACHi S VEZIKUIAMA. . ....veeeveoeieeeessaaeseessseesesssseessesss s 5
3.3.3.  DNA — MaKrOMOIEKUISKi KOMPIEKS .....vue.vvvesserireeessseeseessseeseesssseessssssseesesss e ssess s 6
3.4. Mehanizam ulaska ctDNA u Krvotok ........cceuviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeee e 7
3.5. Bioloska funkcija ctDNA ........ooomiiiiieie e e 9
4. METODOLOGIJE ZA DETEKCHUU ctDNA ..., 10
5. ULOGA ctDNA U DIJAGNOZI | PROGNOZI RAKA ......coireiieieeeinnn. 11
T B =1 (U ToF 1 o TToT o 1 - 11
5.2. Identifikacija mjesta nastanka tumora upotrebom ctDNA ................... 12
5.3. Primjena istrazivanja ctDNA u hematoloskim zloéudnim bolestima..... 12
6. ULOGA ctDNA U LECENJU RAKA......ooviieeeeeieeeeeeeeeeeeeeee e 14
6.1. Genotipizacija i personalizirana medicina ..........ccevvveeeiiiiiiieeeeeiiieeeeenn, 14
6.2. Pracenje bolestii evaluacija lije€enja ....ccccccceveeeeieiieeiiiiiiiiiieeeeeieeeeeeeeee, 14
6.3. llustracija mehanizama rezistencije na terapiju ......coeeevevveeeeeereennieneennns 15
7. ZAKLUCAK ..ottt 16
8. LITERATURA L.t e e 17

9. SAZETAK

10. SUMMARY .ttt e 29



1. uvoD

KliniCka istrazivanja vezana uz razumijevanje biologije tumora trenutno su podrucje
sve veceg interesa onkologa i molekularnih patologa, a napredak tehnika u
molekularnoj biologiji omogucuje personalizirani pristup dijagnostici, prognostici i
ljeCenju malignih bolesti. Istrazivanja se sve viSe temelje na prou€avanju slobodnih
(vanstani¢nih) nukleinskih kiselina, prvenstveno vanstanicne DNA (eng. cell — free
DNA, cfDNA). CfDNA se oslobada iz normalnih, ali i tumorskih stanica i moguée ju je

detektirati u tjelesnim tekuéinama, poput krvi.t

Tumorske stanice u krv oslobadaju cirkuliraju¢u tumorsku DNA (eng. circulating tumor
DNA — ctDNA) koja odrazava mutacije prisutne u izvornom tumorskom genomu.
Primjenama tehnologije sljedece generacije (eng. next generation sequencing, NSG)

istrazivanje ctDNA postalo je jednostavnije i jeftinije.?

Biopsija tkiva je metoda koja se Cesto koristi za karakterizaciju tumora, a njene mane
su to Sto je uCestalost uzorkovanja ograniena te uzorak tkiva ne mora biti
reprezentativan za cijeli tumor, bolest se rijetko otkriva u ranoj fazi i komplicirano je
procijeniti razvoj bolesti. Upravo se zato pozornost usmjerava na minimalno invazivne
metode — tekuée biopsije.2 Tekuée biopsije omogucuju analizu cirkuliraju¢ih tumorskih
stanica (eng. circulating tumor cell, CTC) i tumorskih DNA u tjelesnim tekuc¢inama
poput krvi, urina i likvora.*

Promjene detektirane u ctDNA mogu dati Siru sliku o primarnim tumorima, ali i o
udaljenim metastatskim mjestima. Uz to, ctDNA se moze repetitivno uzorkovati radi
prac¢enja odgovora na lije€enje, evolucije tumorskog genoma, razvoja bolesti i procjene

stjecanja rezistencije na odredene lijekove.®



2. POVIJEST ISTRAZIVANJA cfDNA

Vanstani¢ne nukleinske kiseline (eng. cell — free nucleic acid, cfNA) prisutne su u
tielesnim teku¢inama, a prvi su ih puta opisali Mandel i Métais 1948. godine.® Njihovo
otkrice tada nije bilo primije¢eno, a nova saznanja o cfNA pojavljuju se gotovo 20
godina kasnije kada su Tan i sur. uocili visoku koncentraciju cfNA u uzorcima Kkrvi
pacijenata koji boluju od sistemskog eritemskog lupusa (autoimuna, kroni¢na upalna
bolest vezivnog tkiva).” CfNA su takoder detektirane i u zdravih osoba, a u jednom od
ranijih istrazivanja ovog podrucja Steinman je procijenio koncentraciju cfDNA na 10 —

30 ng/mL u zdravih odraslih osoba.®

Leon i sur. su otkrili odredenu koliinu cfDNA kod pacijenata s malignim bolestima i
predlozili njenu upotrebu kao prognosti¢kog Cimbenika za utvrdivanje ucinkovitosti
terapije u lijeCenju raka. Takoder, kod pacijenata izlijeCenih od raka detektirana je
smanjena koncentracija cfDNA.° Nazalost, u to vrijeme molekularne metode nisu bile
dovoljno napredne da bi se cfDNA Koristila u tu svrhu, prvenstveno zbog visoke
razriedenosti u wuzorcima koja je teSko detektibilna Sangerovom metodom

sekvenciranja.t?

Prve primjene cfDNA ne nalazimo u onkologiji, ve¢ u prenatalnoj dijagnostici. Naime,
Lo i sur. su 1997. otkrili cirkulirajucu fetalnu DNA (eng. cell-free fetal DNA, cffDNA) u
majcinoj plazmi koja sadrzi Y — kromosom specificne DNA frakcije i RhD (Rhesus D),
§to je otvorilo vrata novim neinvazivnim tehnikama u prenatalnoj dijagnostici.t!
Razvojem tehnika sekvenciranja sljede¢e generacije, 2015. godine omoguceno je
odredivanje aneuploidija iz cffDNA, a danas je moguénost neinvazivnog otkrivanja
trisomije 21. kromosoma postala Siroko dostupna.'? Takoder, NGS se koristi za
otkrivanje drugih trisomija, subkromosomskih aberacija pa €ak i za monogenske
poremecaje. Primjena cffDNA u prenatalnom testiranju potaknula je interes

znanstvenika i lijeénika koji se bave onkologijom, kardiovaskularnim bolestima itd.*3



3. BIOLOGIJA cfDNA

3.1. BioloSke karakteristike cfDNA

CfDNA je visoko fragmentirana molekula, veli¢ine izmedu 80 i 200 bp'4, iako postoje
iznimke veli€ine od 300 — 450 bp, a 90% ukupne cfDNA pripada skupini molekula niske
molekulske mase.'® Podrijetlo cfDNA nije u potpunosti istrazeno, ali postoje mnogi
mehanizmi kojima DNA mozZe uéi u cirkulaciju. Fragmenti cfDNA sadrze signale
specificne za tkivo ili stanicu iz koje potje€u. Analizom signalnih faktora, dokazano je
da je cfDNA u krvnoj plazmi pretezito limfoidnog i mijeloidnog podrijetla’®, $to je u

skladu s ¢injenicom da je glavni izvor cfDNA apoptoza hematopoetskih stanica.!®

Kod onkoloskih pacijenata, glavni dio cfDNA nastaje apoptozom i nekrozom tumorskih
stanica, a oslobadanje cfDNA iz nekroti¢nih stanica dogada se iskljucivo tijekom
fagocitoze.'’” CfDNA u osoba koje boluju od raka sadrzi, uz DNA koja potjece iz
normalnih zdravih stanica, i DNA koja potjeCe iz tumorskih stanica, a naziva se
CtDNA.18

Rane studije pokazale su da ctDNA posjeduje mnoge molekularne karakteristike
povezane s rakom, kao Sto su mononukleotidne mutacije, promjene metilacije i virusne
sekvence®®, medutim mnoge bioloske karakteristike ctDNA ostaju nejasne. Primjer je
veliCina fragmenata ctDNA za koju neki znanstvenici smatraju da je duza od
odgovarajuce cfDNA zdravih stanica, dok se drugi znanstvenici tome protive. Takve
nesuglasice mogu se objasniti razlikama u primijenjenim metodama i spektru uzoraka
koristenih u analizi.t®

U nedavnoj studiji Jiang i sur. otkrili su da plazma pacijenata s rakom jetre sadrzi vrlo
kratke fragmente molekule DNA koji ¢esto sadrze aberacije broja kopija specificne za
tumore.? Madhavan i sur. izvijestili su o slicnom fenomenu u bolesnica s rakom dojke.

Ove studije sugeriraju da je ctDNA krac¢a od odgovarajuc¢e cfDNA.?1



3.2. Vanstani¢na mitohondrijska DNA

Mitohondriji imaju srediSnju ulogu u proizvodnji energije, proliferaciji stanica i
programiranoj stani¢noj smrti — apoptozi. Mitohondrijski genom sastoji se od 100 —
10000 kopija kruznih molekula DNA veliCine oko 17 bp, a kodira 37 gena; za 13
polipeptida respiratornog lanca, 22 transportne RNA (tRNA) i 2 ribosomske RNA
(rRNA).22

Pri analizi vanstani¢ne mitohondrijske DNA (eng. cell — free mitochondrial DNA, cf —
mMtDNA) trebalo bi uzeti u obzir strukturne razlike izmedu mitohondrijske i genomske
DNA. Buduc¢i da je mitohondrijska DNA (eng. mitochondrial DNA, mtDNA) mala
molekula koja nije asocirana s histonima, cf — mtDNA strukturno se razlikuje od
genomske cfDNA, a €ak se i fragmenti cf — mtDNA medusobno vrlo razlikuju. Veli€ina

cf — mtDNA u bioloskim teku¢inama krecée se od 30 do 80 bp.?3

3.3. Mehanizam ulaska cfDNA u cirkulaciju

Jedan od nacina na koji cfDNA ulazi u cirkulaciju je posredovan neutrofilima. Neutrofili
izazivaju imunoloSki odgovor oslobadanjem neutrofilnin vanstanicnih zamki (eng.
neutrophil extracellular traps — NETs) koje mogu 'zarobiti' i eliminirati razne patogene.?®
To su ekstracelularne mrezaste strukture koje se sastoje od nuklearnih (jezgrinih) i
mitohondrijskihn DNA fragmenata u asocijaciji s raznim proteinima poput histona i
proteaza.?* UoGena je povezanost u koncentraciji NETs — a i cfDNA, $to potvrduje da

DNA oslobodena tijekom formiranja NETs — a doprinosi ukupnosti cfDNA u cirkulaciji.?®

Drugi nacCin na koji se DNA oslobada u cirkulaciju je aktivni prijenos novosintetizirane
DNA pomocu vezikula i lipoproteonukleotidnih kompleksa. Ovisno o obliku u kojem se
nalaze u cirkulaciji razlikujemo: slobodne DNA fragmente, DNA u asocijaciji s
vezikulama i DNA — makromolekulske komplekse.?®



3.3.1. Slobodni DNA fragmenti

Slobodni DNA fragmenti su gole sekvence DNA koje nisu asocirane s proteinima ili
vezane na povrSinu stanice. Tijekom stani¢ne smrti, genomska DNA se cijepa i ulazi u
cirkulaciju, ali samo je DNA koja je asocirana s proteinima otporna na cijepanje
nukleazama, dok se slobodni fragmenti DNA cijepaju i potpuno gube u tjelesnim

tekuéinama.?°

3.3.2. DNA u asocijaciji s vezikulama

Nukleinske kiseline mogu biti sadrzane u vezikulama (eng. extracellular membrane
vesicles — EMVSs) §to ih $titi od razgradnje.?” Ove membranske strukture posreduju u
medustani¢noj komunikaciji. Na temelju veli€ine i podrijetla dijele se na egzosome,
mikrovezikule i apoptotic¢na tijela (Slika 1). Vezikule se mogu osloboditi i iz zdravih i iz
tumorskih stanica. EMV — i koji se oslobadaju iz tumorskih stanica sadrze razliCite
onkogene Cimbenike u obliku onkoproteina i nukleinskih kiselina pa su stoga nazvani
onkosomi. Unosom onkosoma u stanicu (prepoznavanjem specificnih receptora na
membrani onkosoma i stani¢noj membrani) onkogeni Cimbenici mogu prenijeti fenotip

tumorskih stanica u zdravu stanicu.?8

Mikrovezikule
Apoptoticko tijelo
f/‘ J—\ Stanica
( ' wj Jezgra

Mitohondrij

ER

DNA

RNA

Protein

3¢8)00

Slika 1 Shematski prikaz nastanka ekstracelularnin membranskih vezikula (EMV) na
temelju veli€ine i podrijetla. EMV se dijele na egzosome (40 - 100 nm), mikrovezikule
(50 - 3000 nm) i apoptoticka tijela (800 - 5000 nm).

(Preuzeto i prilagodeno prema https://www.nature.com/articles/s41431-018-0132-
4/figures/2)


https://www.nature.com/articles/s41431-018-0132-4/figures/2
https://www.nature.com/articles/s41431-018-0132-4/figures/2

Poput genomske DNA, mtDNA se takoder moze prenositi pomo¢u EMV, a zanimljivo
je da EMV moze sadrzavati i potpuni mitohondrijski genom koji prijenosom u stanicu s
defektnim metabolizmom moze vratiti njenu metaboliCku aktivnost. S druge strane,
takav horizontalni prijenos mtDNA pomocu EMV — a moze aktivirati latentne tumorske

stanice i prouzrokovati rezistenciju na odredene lijekove.?°

Varijacije broja kopija mtDNA povezane su s raznim bolestima, ukljuCujuci dijabetes
tipa 2, fibrilaciju atrija i rak (rak dojke, plu¢a i debelog crijeva), a te se promjene mogu
analizirati pomoc¢u cf — mtDNA zbog ¢ega ova molekula ima potencijal kao biomarker

u dijagnostici odredenih bolesti.*°

3.3.3. DNA — makromolekulski kompleksi

Cirkuliraju¢i nukleosomi su DNA - proteinski kompleksi nastali cijepanjem
kromosomske DNA tijekom apoptoze (programirane stani¢ne smrti).3! To su fragmenti
dsDNA (dvolan¢ana DNA, eng. double stranded DNA) veli¢ine od 180 do 200 bp
omotani oko oktamernog histonskog kompleksa. Nukleosomi su medusobno povezani
s linker DNA, a niz koji je omotan oko oktamernog kompleksa dugacak je 147 bp.?°
DNA koja je izravno vezana na nukleosome zasticena je od razgradnje nukleazama

pa se stoga u cirkulaciji javlja u obliku mono — i oligo — nukleosoma.3?

Uoceno je da razmak izmedu nukleosoma varira od tkiva do tkiva, odnosno specifi¢an
je za odredene tipove stanica, ovisno o ekspresiji gena specifi€noj za tkivo. Uzrok tome
je polozZaj nukleosoma — nalaze se vrlo blizu poCetka transkripcije, na mjestima vezanja
transkripcijskin faktora na DNA. Upravo zato je DNA zasticena od cijepanja
nukleazama tijekom apoptoze, Sto rezultira specificnim uzorkom fragmentacije ili
‘otiskom’ transkripcijskog faktora iz ega mozemo saznati od kojeg tkiva potice cfDNA

od interesa.?0

Postoje i makromolekulski kompleksi gradeni od DNA i lipoproteina, a nazivamo ih

virtosomima. Lipoproteini vezani u virtosomima $tite nukleinske kiseline od razgradnje

novosintetizirane molekule koje se sintetiziraju u priblizno isto vrijeme. Nedugo nakon

sinteze, aktivno se oslobadaju iz Zivih stanica i smatra se da igraju ulogu u

6



medustanic¢noj komunikaciji. Virtosomi mogu uci u stanice i ugraditi viastitu DNA u
genom stanice te na taj nacin promijeniti biologiju stanice. To ukljuCuje razliCite

imunoloske modifikacije ili transformaciju normalnih stanica u tumorske.?®

3.4. Mehanizam ulaska ctDNA u krvotok

lako je postojanje ctDNA opceprihvaéeno, mehanizmi kojima tumorska DNA ulazi u
krvotok nisu potpuno razjasnjeni. Predlozeno je da postoje tri potencijalna podrijetla
ctDNA: apoptoticne ili nekroticne tumorske stanice, zZive tumorske stanice i tumorske

stanice u cirkulaciji (Slika 2).33
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Slika 2 U uzorku seruma i plazme krvi nalaze se cfDNA i ctDNA, kao i CTC.
Shematski je prikazan i mehanizam oslobadanja ctDNA u krvotok: apoptozom,
nekrozom i aktivnim oslobadanjem iz tumorskih stanica (sekrecija).
(Preuzeto i prilagodeno prema https://www.biochain.com/wp-
content/uploads/2018/08/CtDNA _in_circulation.png)

Nekoliko je prethodnih studija izvijestilo da su veli¢ine fragmenata ctDNA oko 166 bp,
slicno onima koje oslobadaju tipicne apoptoti¢ne stanice.®* Opceprihva¢eno je da
deregulacija proteolitickih aktivnosti uklju¢ena u apoptozu moze dovesti do otpustanja

DNA ili nukleosoma u cirkulaciju.3®


https://www.biochain.com/wp-content/uploads/2018/08/CtDNA_in_circulation.png
https://www.biochain.com/wp-content/uploads/2018/08/CtDNA_in_circulation.png

Roth i sur. otkrili su da promjene u deregulaciji proteolitickih aktivnosti povezanih s
apoptozom koreliraju s poviSsenom koncentracijom DNA u krvi, stoga cirkulirajuci
nukleosomi znac€ajno doprinose koncentaciji DNA u krvi pacijenata i zdravih
ispitanika.3® Na temelju ovih saznanja, apoptoti¢ne stanice mogu otpustiti ctDNA u
obliku nukleosoma. lako je vecéina oslobodenih nukleosoma probavljena makrofazima,
ovaj eliminacijski sustav moze biti preoptere¢en ili oslabljen kod rapidnog
napredovanja tumora i povecane stani¢ne smrti, $to rezultira visokom koncentracijom
nukleosoma koji ulaze u krvotok.3” Osim toga, uoceno je da oboljeli od raka s velikim
brojem nekroticnih tumorskih stanica u uznapredovalom stadiju imaju vise ctDNA u
plazmi od pacijenata u ranom stadiju. Ovi podaci podupiru misljenje da su apoptoti¢ne
ili nekroti¢ne tumorske stanice vjerojatno glavno podrijetlo ctDNA.38

Medutim, osobe oboljele od raka u ranoj fazi takoder sadrze ctDNA u plazmi pa je
vjerojatno da apoptoti¢ne ili nekroticne tumorske stanice nisu jedini izvor ctDNA.3° In
vitro studije otkrile su da Zive tumorske stanice, poput limfocita, mogu kontinuirano i
automatski oslobadati DNA, Sto bi moglo objasniti prisutnost detektibilne ctDNA u
pacijenata s ranim stadijem raka.*® Osim toga, koli¢ina ctDNA raste s rastom tumora,
Sto dodatno podupire hipotezu da bi se ctDNA mogla oslobadati iz Zivih tumorskih
stanica.® Dokazi takoder podrzavaju treéi scenarij, u kojem se DNA oslobada iz CTC -
a. Dokazano je da ctDNA i CTC sadrze identicne genetske mutacije. Takoder, CTC
moze izbjeli probavu makrofazima i lako u¢i u krv. Takoder se sugerira da krv koja
sadrzi CTC takoder sadrzi ctDNA. Ova istrazivanja podrzavaju misljenje da bi CTC
mogao biti jos jedan izvor ctDNA, ali buduci da periferna krv sadrzi vrlo mali broj CTC

— a, ctDNA iz CTC - a vjerojatno nije glavni izvor ctDNA.38



3.5. Bioloska funkcija ctDNA

Opcéenito, metastaze predstavljaju krajnje produkte invazije primarnih tumora koji se
putem tjelesnih tekuéina prenose na udaljena mjesta u tijelu.

Medutim, ova je teorija sve manje prihvacena posljednjih desetljeCa zbog Cinjenice da
postoje brojni dokazi da bi ctDNA mogla odigrati kljuénu ulogu u metastaziranju raka
putem onkogene transformacije zdravih stanica.*?

Godine 1999. Garcia — Olmo i sur. pokazali su da plazme Stakora koji nose tumore
mogu stabilno transformirati normalne stanice uzgojene in vitro i po prvi put je
predlozena hipoteza o genometastazi: ,Metastaze se mogu pojaviti transfekcijom
osjetljivih stanica, smjeStenih u udaljenim ciljnim organima, s dominantnim
onkogenima koji potjecu iz primarnih tumora i cirkuliraju u plazmi ”.*3

Nastavno na ovu hipotezu, serum pacijenata oboljelih od raka i supernatant ljudskih
stanica raka takoder su mogli inducirati in vitro stani¢nu transformaciju i tumorigenezu,
dok se taj proces nije dogodio ako se u serumu i supernatantima uklonila DNA.#*

U kasnijim studijama Garcia — Olmo i sur. otkriveno je u nelijeCenih Stakora koji nose
tumor, kao i u kirurski lijeCenih, da je hematogeno Sirenje tumora uze povezano s
ctDNA nego s CTC —ima. Na Stakorima je takoder pokazano da je za stvaranje tumora
bitna ne samo infekcija tumorskih stanica, ve¢ i regrutiranje stanica domacina.*®
Nadalje, Roth i sur. otkrili su prisutnost udaljenih metastaza povezanih sa znacajnim
povecanjem razine DNA. Njihovi su nalazi takoder podrzali prethodna zapazanja
Diehla i sur. koja su sugerirala da se sa Sirenjem tumora kroz crijeva na udaljena
mjesta broj molekula ctDNA postupno povecéavao.®

Zanimljivo je da se ctDNA moze horizontalno prenijeti izmedu tumorskih i normalnih
stanica putem apoptotickih tijela ili vitosoma, $to rezultira udaljenim metastazama.*6
Sumarno ovi podaci ukazuju na to da ctDNA ima svojstva potrebna za integraciju
vlastitog genoma u zdrave stanice, a samim time i onkogenu transformaciju stanica.
Sve je viSe prihvaéena hipoteza o genometastazi kao razumnom objasnjenju za
metastaze raka. Medutim, trenutne studije joS uvijek ne odgovaraju na sva pitanja i ne
pruzaju potpunu sliku o metastaznoj funkciji ctDNA, prvenstveno zbog malog broja

istrazivanja in vivo, pogotovo u klini¢koj praksi.*4



4. METODOLOGIJE ZA DETEKCIJU ctDNA

Detekcija ctDNA u plazmi nije samo prikladna za prouavanje patogeneze raka, vec je
i korisna za KliniCko lijeCenje raka. Buduci da se pokazalo da ctDNA posjeduje
karakteristiche mutacije odgovaraju¢eg primarnog tumora, znanstvenici su pokusali
iskoristiti ovu znacCajku u osmisljavanju testova koji se mogu Kkoristiti u lijeCenju raka.
Medutim, testovi temeljeni na ctDNA suoCavaju se s nekoliko izazova. Ne samo da
ctDNA €ini samo mali postotak (ponekad i manje od 0,01%) ukupne vanstani¢ne DNA
u perifernoj krvi, vec je potrebno imati i prethodno znanje o pojedinim mutacijama koje
su Cesto nepoznanica.3®

U pocetku su znanstvenici koristili Sangerovo sekvenciranje za otkrivanje ctDNA u
plazmi. Medutim, postoje mnogi nedostaci za Sangerovu detekciju ctDNA, poput niske
proto¢nosti, zahtjevnih protokola, visoke cijene i potencijalne pristranosti uvedene PCR
metodologijom.%” U posljednjem desetlje¢u, napredak NGS tehnologije omogucio je
znanstvenicima da razviju mnoge ucinkovite i prikladne alternative Sangerovom
sekvenciranju. Diehl i sur. su razvili tehniku pod nazivom BEAMing (eng. beads,
emulsion, amplification, magnetics, BEAM) za otkrivanje ctDNA u krvi. Ovom
tehnikom, segment DNA se umnozZava pomocu primera koji sadrZze poznate sekvence
DNA, a zatim se takav slijed nukleotida kovalentno veze na magnetske kuglice, a
protoénom se citometrijom sortiraju kuglice koje sadrze odredenu mutaciju.*®
Newman i sur. razvili su drugu tehniku za kvantificiranje ctDNA pod nazivom CAPP —
seq. (eng. cancer personalized profiling by deep sequencing) Dizajnirali su probu koja
se sastoji od biotiniliranih DNA oligonukleotida koji se vezu na ponavljaju¢e mutirane
regije u DNA od interesa. Koristeci ovu tehniku, otkrili su ctDNA u 100% pacijenata sa
stadijem Il — Vi u 50% pacijenata sa stadijem | ne — mikrocelularnog raka pluca (eng.
non — small — cell lung carcinoma, NSCLC), s maksimalno 96% specificnosti za
mutirane frakcije alela. ®

U usporedbi s prethodnim metodama, tehnike NGS pruzaju znacajno vecu osjetljivost
pri detekciji ctDNA, a uz to su automatizirane i jeftinije. Medutim, i ove tehnike imaju
odredene nedostatke i ograni¢enja poput mogucnosti dijagnosticiranja raka u samo
oko 50% pacijenata u ranoj fazi, $to ukazuje da osjetljivost ovih metoda zahtjeva
dodatna poboljSanja. Osim toga, troSkovi su i dalje relativho visoki §to ograniCava

primjenu ovih metoda u klini¢koj praksi. Daljnjim napretkom u znanosti ova primjena
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detekcije ctDNA ima potencijal za ubrzavanje otkrivanja bolesti i prilagodbu terapije

raka.3®

5. ULOGA ctDNA U DIJAGNOZI | PROGNOZI RAKA

5.1. Tekuca biopsija

Biopsija tkiva i dalje je zlatni standard za dijagnosticiranje tumora. Medutim, postoje
mnogi nedostaci. Na primjer, postoje rizici povezani s invazivnim uzorkovanjem,
osobito ako se primjenjuju na krhke organe poput pluca, a osjetljivost je suboptimalna,
Sto Cesto dovodi do nemogucénosti otkrivanja tumora u ranoj fazi.

Osim toga, buduci da su tumori heterogeni i stalno se razvijaju, ispitivanja temeljena
na biopsiji tkiva ¢esto ne mogu to¢no odrediti progresiju tumora.*°

Smatra se da pristup temeljen na biomarkerima u plazmi moze procijeniti pojavu
tumora i njegovu progresiju, a takav pristup je minimalno invazivan.

Medutim, ve¢ poznati biomarkeri tumora u plazmi osiguravaju samo ogranicenu
osjetljivost i specificnost te stoga ne mogu uvijek zadovoljiti klinicke zahtjeve.>°
Tekuca biopsija temeljena na ctDNA superiorna je u odnosu na prethodne biomarkere
zbog osijetljivosti i klinicke korelacije. AFP, CEA, PSA i CA15-3 su biomarkeri proteina
plazme koji se obic¢no koriste u klinickom lijeCenju. Medutim, pozitivan udio pacijenata
za ove biomarkere obi¢no je izmedu 50 i 70% u pacijenata s rakom, a ovi se biomarkeri
takoder nalaze i u serumu zdravih osoba, ali u nizim koncentracijama.®! Dawson i sur.
analizirali su ctDNA, CTC i CA15-3 u 30 pacijenata s metastatskim rakom dojke i otkrili
da je stopa detekcije ctDNA dosegla 97%, dok su stope za CTC i CA15-3 bile samo
78%, odnosno 87%.%2 Bettegowda i sur., u studiji na 206 pacijenata s metastatskim
rakom, otkrili su da je osjetljivost detekcije ctDNA 87,2%. U daljnjim studijama, ctDNA
i CTC testirani su kod 16 pacijenata s rakom, €ime se pokazalo da je 13 pacijenata koji
su bili ctDNA — pozitivni bilo CTC — negativno. Kod tri pacijenta s ctDNA i CTC
pozitivnim testom detektirano je 50 puta vise ctDNA od DNA dobivene iz CTC-a. Ove
studije zajedno pokazuju da je ctDNA osjetljivija od biomarkera proteina plazme i CTC
_ a_38

Vazno je da poluvrijeme raspada ctDNA iznosi manje od 2 sata, dok vrijeme

poluraspada proteinskih markera u plazmi moze biti do nekoliko tjedana. To znaci da
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ctDNA moze toCnije odrazavati sliku tumora u stvarnom vremenu u pacijenata koji
primaju terapiju. Znanstvenici su testirali uzorke krvi razli€itih pacijenata s rakom i otkrili
da je ctDNA prisutna u znacajno razli€itim koncentracijama medu pacijentima s
razliCitim stadijima raka. TocCnije, bolesnici s uznapredovalim stadijima raka Zeluca,
jednjaka, gusteraCe, dojke i kolorektalnog karcinoma imali su viSu razinu ctDNA od
pacijenata u ranim fazama tih bolesti.>® Studije Garcia — Murillas i sur. imaju slicne
rezultate.>* Stoga ctDNA ima potencijal u procjeni progresije tumora i prognoze bolesti,
tekuca biopsija temeljena na analizi ctDNA mogla bi predstavljati sljedecu generaciju
dijagnostickih i prognostickih ispitivanja tumora zbog visoke to¢nosti i osjetljivosti.

5.2. Identifikacija mjesta nastanka tumora upotrebom ctDNA

Analiza metilacije DNA moze se primijeniti na ctDNA kako bi se otkrile specificne
promjene u uzorku metilacije karakteristicne za rak pomoc¢u metilacijsko — specificnog

PCR — a, mikroraspada ili sekvenciranja.’: 55 56

Primjer je otkrivanje stupnja metilacije gena, poput BRCAL kod raka dojke.>” Takoder,
analiza metilacije ctDNA moze se koristiti za odredivanje tkiva odnosno odredivanje
tipa stanica iz kojih sama DNA potjeCe te se na taj nain mogu dobiti informacije o

dinamici tkiva u razli¢itim bolestima.>8

Ova tehnika ima veliki potencijal u onkologiji za odredivanje podrijetla tkiva kod raka s
nepoznatim ishodistem ili za identifikaciju podtipova tumora. Nazalost, nedostatak ovih

metoda je to $to zahtijevaju visoku frakciju tumorske DNA.>°

5.3. Primjena istrazivanja ctDNA u hematolosSkim zlocudnim bolestima

Prednosti analize ctDNA u tjelesnim tekuéinama osoba oboljelih od raka dovele su do
masovnih istrazivanja ctDNA u hematoloSkim zlo¢udnim bolestima. Vrijednost analize
CctDNA prvi put je prikazana u hematoloSkim karcinomima 1994. godine, kada su
identificirane specificne NRAS mutacije prisutne u plazmi pacijenata s
mijelodisplazijom i akutnom mijeloiénom leukemijom.®® Tijekom posljednjih nekoliko

godina istrazivanja u tom podrucju brzo su se proSirila, a mnogi znanstvenici istrazuju
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ulogu ctDNA u procjeni rizika i praéenju tumorskog opterec¢enja te odgovora na

lijec¢enje kod limfoidnih pa tako i mijeloidnih malignih bolesti.5t

U lije€enju limfoma, analiza ctDNA specifitna za pacijenta mogla bi se koristiti za
pracenje MRD — a (eng. minimal residual disease) i odredivanje terapije. U ne —
Hodgkinovom limfomu, pacijentova specificna raspodjela IgH lako se moze otkriti
analizom ctDNA.%2 Osim toga, opseZna analiza ctDNA pacijenata s limfomom pojavila
se kao vazno kliniCko orude kojim se mogu identificirati razliciti bioloSki podtipovi i dati
uvid u obrasce genomske evolucije tijekom lije¢enja.®® Paralelno, nekoliko je studija
pokazalo da analiza ctDNA omogucuje opsezniju genomsku karakterizaciju
Hodgkinovog limfoma, bolesti koju je tradicionalno bilo teSko proucavati zbog relativno

male frakcije Hodgkin/Reed — Sternberg stanica u biopsijama tumora.*

Koristenje ctDNA za praéenje bolesti nedavno je pokazano i kod kroni¢ne limfocitne
leukemije (eng. chronic lymphocytic leukemia, CLL). Kod CLL — a, analiza ctDNA moze
otkriti progresiju bolesti u svim dijelovima tkiva, ukljuCujuci koStanu srz i limfne ¢vorove.
Uz to, serijska analiza ctDNA kod CLL — a moze omoguciti pracenje klonske dinamike
i identificirati genomske promjene povezane s Richterovim sindromom.® Analiza
ctDNA takoder je moc¢no orude u pacijenata s mijeloidnim zlo¢udnim bolestima, osobito
mijelodisplasti¢nim sindromima® te onima s poremecajima plazma stanica, poput
multiplog mijeloma.®” Potencijal ovih pristupa u kontroli bolesti je nemijerljiv i
nesumnjivo je da ¢e se kliniCke primjene proSiriti na cijeli spektar hematoloskih

zloéudnih bolesti.
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6. ULOGA ctDNA U LIJECENJU RAKA

6.1. Genotipizacija i personalizirana medicina

Genotipizacija je usmjerena na analizu genskih mutacija i ima vaznu primjenu u
ljeCenju raka. Smatra se da genotipizacija ima potencijal odigrati klju¢nu ulogu u
preciznoj medicini, osobito u preciznoj imunoterapiji, olakSavaju¢i razvoj novih
terapijskih protokola temeljenih na poznatim ili nepoznatim Kkljuénim genskim
mutacijama.®® Na primjer, u strategijama precizne imunoterapije, znanstvenici mogu
potencijalno otkriti antigene koji izazivaju snazne imunolo$ke odgovore upravo prema
podacima dobivenim genotipizacijom, a zatim prilagoditi T stanice kako bi mogle ciljati
nove antigene.®®

U dosadasnjoj klini¢koj praksi genotipizacija se provodi pomoéu DNA dobivene
biopsijom tkiva. Medutim, biopsijom tkiva moZzemo dobiti samo lokalne informacije o
tumoru, ali to ne odrazava i cjelokupnu sliku tumora zbog njegove heterogenosti i
stalne evolucije.”® CtDNA analiza prevladava ove prepreke odraZavajuéi genetske
mutacije cijelog tumorskog tkiva. Dodatno, ctDNA istih pacijenata u razli¢itim fazama
bolesti moze se koristiti za dinami¢ko pracenje genskih mutacija tijekom progresije
raka.’* Stoga tekuca biopsija na temelju analize ctDNA pobolj$ava genotipizaciju
tumora i ciljanu terapiju raka, Sto je veliki napredak u podrucju personalizirane

medicine.

6.2. Pracenje bolesti i evaluacija lijeCenja

Rak se Cesto vraca i razvija tijekom lijeCenja. Pracenje bolesti i procjena procesa
lije€enja vazni su za lije€nike kako bi mogli prilagoditi naknadne protokole lijeCenja.
Serijsko detektiranje ctDNA moZze posluziti za procjenu u€inkovitosti lijecenja, procjenu
remisijskog stanja te otkrivanje progresije raka.”

Koriste¢i ctDNA, stope detekcije medu bolesnicima sa stadijem raka I, I, Il i IV bile su
47, 55, 69 i 82%, Sto ukazuje na to da se razina ctDNA povecava s progresijom raka.38
Osim toga, Diehl i sur. otkrili su da se kod vecine pacijenata nakon operacije znacajno
smanijila koncentracija ctDNA. Daljnje studije sugeriraju da se kod svih pacijenata s
detektibilnom ctDNA nakon operacije nastavila razvijati bolest, dok su oni bez

detektibilne ctDNA nakon operacije ostali u remisiji.*® Reinert i sur. pokazali su da
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detekcijom ctDNA postoji prednost od 10 mjeseci nad konvencionalnim metodama u

predvidanju razvoja bolesti i ishoda terapije.”

6.3. llustracija mehanizama rezistencije na terapiju

Otpornost na terapiju glavni je uzrok neuspjeha u lije€enju raka. Medutim, do sada
odgovaraju¢e metode ispitivanja rezistencije tumora jo$ nisu uspostavljene.”*

Nedavno su studije o ctDNA potencijalno pruzile novi napredak u ovom podrucju. Diaz
i sur. analizirali su ctDNA pacijenata s karcinomom pluca koji su bili podvrgnuti lijecenju
inhibitorom EGFR i pronasli su 42 mutacije gena KRAS, za koje je poznato da su
markeri rezistencije na terapiju. Daljnje studije pokazale su da bi ova metoda mogla
osigurati dodatnih 5 mjeseci vremena u otkrivanju razvoja tumora i otpornosti u
usporedbi s konvencionalnim metodama.” Osim toga, Murtaza i sur. prikupili su
uzorke krvi Sest pacijenata s uznapredovalim stadijem raka dojke, raka pluéa i raka
jajnika te izvrsili sekvenciranje cijelog egzoma. Otkrili su ¢este mutacije u genima
uklju€enim u puteve relevantne za razvoj rezistencije na terapiju. Na primjer, otkrili su
mutacije koje su blokirale vezanje lijeka za njegove bioloSke akceptore, stoga se
smatra da analiza ctDNA moZe koristiti za pracenje evolucije raka i ilustriranje

mehanizama rezistencije na terapiju.”

15



7. ZAKLJUCAK

Nedavni napredak u razumijevanju biologije i kliniCke primjene ctDNA, vrste
vanstanicne DNA (cfDNA) koja se oslobada iz tumorskih stanica, osigurao je dokaze
da upotreba ctDNA u tekucoj biopsiji moze poboljSati dijagnozu i lijeCenje raka putem

genotipizacije, pracenja bolesti, evaluacije lijeCenja itd.

Medutim, joS uvijek postoje neki izazovi koje treba nadvladati kako bi se ova tehnika
mogla primjenjivati u rutinskoj klinickoj praksi. Za upotrebu ctDNA kao dijagnostickog
markera vazno je bolje razumijeti bioloSke karakteristike ctDNA, ukljuujuéi njezinu
veli€inu, postojeci oblik i mehanizme pomodu kojih se ctDNA oslobada u krvotok. Osim
toga, iako su klinicke analize ctDNA provjerene, usvajanje ove tehnike u rutinsku
klinicku praksu jo$ uvijek mora dokazati njezinu analitiCku valjanost, kliniCku valjanost
i, Sto je najvaznije, kliniCku korisnost s obzirom na suboptimalnu osjetljivost metoda za
detekciju ctDNA i ograni¢ene koli€ine uzoraka. Ovi izazovi ukazuju na to da Ce trebati
neko vrijeme da se analiza ctDNA uvede u klinicku praksu. Medutim, kako se
tehnologije sekvenciranja brzo razvijaju, a razumijevanje biologije ctDNA i klinicki

potencijal produbljuju, ¢ini se da je upotreba ctDNA u klini¢koj praksi neupitna.”®
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9. SAZETAK

Biopsija tkiva standardna je dijagnostiCka metoda kojom se mogu otkriti razliCite
promjene u tkivnim stanicama te tako dijagnosticirati razne upalne bolesti, a najCesce
se koristi za utvrdivanje prisutnosti tumorskih stanica. Biopsijom tkiva takoder se
dobiva i materijal za genotipizaciju koji je iznimno vaZzan u personaliziranoj terapiji raka.
Medutim, dijagnosticki postupci temeljeni na biopsiji tkiva imaju ograni€enja u procjeni
razvoja raka, prognozi i genotipizaciji zbog heterogenosti i relativho brze evolucije
tumora. Cirkuliraju¢a tumorska DNA (eng. circulating tumor DNA — ctDNA) je tip
vanstani¢ne DNA (eng. cell — free DNA, cfDNA) koja se oslobada iz tumorskih stanica
u krv i odrazava mutacije prisutne u izvornom tumoru, odnosno tumorskom genomu.
Relativho nova metoda koja je sve viSe prihvacena u molekularnoj dijagnostici je
tekuca biopsija (eng. liquid biopsy), a njene najvaznije prednosti u odnosu na biopsiju
tkiva su minimalna invazivnost i moguénost ponavljanja, s obzirom da se uzorci za
tekucu biopsiju uzimaju iz tjelesnih tekucina, poput krvi i urina. Razli€itim studijama je
otkriveno da je detekcija genskih mutacija pomocu tekuce biopsije i ctDNA vrlo
osjetljiva i specificna, Sto sugerira da analiza ctDNA moze znacajno unaprijediti
postojeCe sustave za dijagnostiku tumora pa Cak i olakSati njihovo otkrivanje u ranoj
fazi. Takoder, analizom ctDNA moguce je to€¢no odrediti razvoj i napredovanje tumora,

kao i preciznu terapiju.

Klju€ne rijeCi: biopsija tkiva, tekuca biopsija, tumor, ctDNA
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10. SUMMARY

Tissue biopsy is a standard diagnostic procedure which is used to detect various
changes in tissues and diagnose various inflammatory diseases. It is most often used
to determine the presence of tumor cells. Tissue biopsy also provides genotyping
material that is extremely important in personalized cancer therapy. However,
diagnostic procedures based on tissue biopsy have limitations in assessing cancer
development, prognosis, and genotyping due to heterogeneity and relatively rapid
tumor evolution. Circulating tumor DNA (ctDNA) is a a type of cell-free DNA (cfDNA)
that is released from tumor cells into the blood and reflects mutations present in tumor
genome. Relatively new method that is widely accepted in molecular diagnostics is
liquid biopsy and its most important advantages over tissue biopsy are repetitive
sampling and the fact it is minimally invasive, since samples for liquid biopsy are taken
from body fluids, like blood and urine. Various studies have found that the detection of
gene mutations by liquid biopsy and ctDNA is very sensitive and specific, suggesting
that ctDNA analysis can significantly improve existing tumor diagnostic systems and
even facilitate tumor detection at an early stage. Also, ctDNA analysis can accurately

determine tumor development and progression, as well as precise therapy.

Key words: tissue biopsy, liquid biopsy, tumor, ctDNA
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