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Abstrakt

Kolorektalni karcinom (CRC) je celosvétové jedno z nejcastéjS§ich nadorovych onemocnéni.
U ptiblizné 50 % pacientd je diagnostikovan v pokroc¢ilém stadiu, kdy i po odstranéni vSech
nadorovych lozisek hrozi vysokeé riziko jejich névratu, coz vyrazné zhorSuje prognédzu téchto pacientt.
CRC, stejné jako vétSina ostatnich solidnich nadort, uvolituje do krevniho obéhu fragmenty DNA
tzv. cirkulujici naddorovou DNA (ctDNA). Vysetfeni ctDNA je novym nastrojem pro prabézné
monitorovani aktualni nddorové masy a pro sledovani reakce na 1écbu. Diky jeho minimalni invazivité
a vysoké specificité je napi. vhodny k dlouhodobému poopera¢nimu sledovani pacientd s CRC,
vramci kterého Ize zhodnotit radikalitu operace a casné zachytit nova nadorova loziska.
V této praci se zaméfuji na plvod a mechanismus uvoliiovani ctDNA do krevniho feciste,

jeji vlastnosti a moznosti klinického vyuziti u pacientli s pokro¢ilym kolorektalnim karcinomem.

Kliéova slova: cirkulujici nadorova DNA, ctDNA, pokrocily kolorektalni karcinom, mCRC, marker



Abstract

Colorectal carcinoma (CRC) is worldwide known as one of the most often tumor diseases.
Approximately 50 % of patients are diagnosed with advanced stage of CRC and moreover even after
removing all of the tumor bearings, there is high risk of its recurrence. As most of others solid tumors
the CRC also releases fragments of DNA also known as the circulating tumor DNA (ctDNA).
The ctDNA analysis is a new tool for monitoring continuous tumor burden and for observing
treatment response. Due to its minimal invasivity and high specificity is suitable for instance for long
period postoperative follow—up of patients with CRC. Within the long period follow—up process
an evaluation radicality of operation is conducted as well as an early detection of new tumor foci.
This thesis focus on an origin and releasing mechanism of ctDNA into bloodstream,

its features and clinical utility options for patients with an advanced colorectal carcinoma.
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1.Uvod

Nédorové onemocnéni je celosvétové druhou nejCastéjsi pri¢inou umrti. Vznikd na zakladé
nekontrolovaného mnozeni bunck, ze kterych se tvofi nadorova tkan. Transformace zdravych bunék
v nadorové probihd postupné a dochazi k mnoha histologickym, morfologickym a genetickym
zméndm (Frank 2007). Nadorové bunky se 1isi od zdravych bun€k sobéstacnosti mj. v produkci
rustovych faktort, rezistenci vii€i apoptdze, neschopnosti odpovidat na signily k zastaveni rtstu,
stimulaci angiogeneze k prokrveni nadoru, teoreticky neomezenym replikacnim potencidlem

a schopnosti §ifit se do vzdalenych tkdni a metastazovat (Hanahan 2000).

Kolorektalni karcinom je maligni nddor postihujici tlusté stfevo a konecnik. Celosvétoveé se fadi na
treti misto ve vyskytu lidskych malignit a zaroven je to nejCastgjsi typ rakoviny v ramci
gastrointestinalniho traktu. Incidence kolorektélniho karcinomu po celém svété stale stoupa a Ceska

republika neni vyjimkou (Torre 2015).

Prognéza pacientii s kolorektdlnim karcinomem zavisi na stadiu, ve kterém je toto onemocnéni
diagnostikovano. Pacienti s CRC odhalenym v ¢asném stadiu, nejcastéji v ramci screeningovych
metod, maji po chirurgickém odstranéni tumoru Sanci na uplné vylé€eni. Nicméné€ az v 50 % pitipada
jsou diagnostikovand pozdni stadia, kdy jsou pfitomné bud’ lokalni, nebo vzdalené metastazy.
I zde je primarni snahou chirurgické odstranéni veskeré nadorové hmoty vcetné metastdz,
avSak riziko névratu onemocnéni je vysoké. Proto je klicovym faktorem dlouhodobé sledovani
pacienta pro rany zachyt novych néadorovych lozisek a jejich v€asné odstranéni (Brenner 2014).
Pro tento ucel jsou vsouCasné dobé vyuzivana biochemickd vySetfeni tumorovych markerii
a zobrazovaci metody (Vukobrat-Bijedic 2013). Oba tyto pfistupy maji vSak sva omezeni, a proto
se hledaji nové markery, vcetné molekularné—biologickych. Tyto markery by mély slouzit predevsim
k dlouhodobému poopera¢nimu sledovani pacienta a jako pomoc pii volbé vhodné 1é¢by. Jednim
z takovych markert je ctDNA, coZ jsou kratké fragmenty DNA volné se vyskytujici v krevnim ob&hu,
které jsou uvolilovany nadorovou tkani a jejichz hladina dynamicky odrazi narust ¢i ubytek této tkane

(Anker 2016).

Cilem této prace je shrnout nejnoveéjsi poznatky o volné cirkulujici DNA u pacientd s pokrocilym
kolorektalnim karcinomem. V praci se zabyvam zejména pivodem a mechanismem uvoliiovani
ctDNA do krevniho obéhu, metodikou jeji detekce a vyuzitim v klinické praxi pfi monitorovani

dynamiky naddorového onemocnéni a sledovani reakce na probihajici 1é¢bu.



2. Kolorektalni karcinom

2.1 Vyskyt a etiologie

CRC je tfetim nejcastéji diagnostikovanym nddorovym onemocnénim na svété a druhym v Evropé.
V roce 2012 bylo po celém svété diagnostikovano témeét 1,4 milionti novych pifipadi a zemielo
okolo 700 000 pacientt. Celkova incidence (nové diagnostikované pfipady onemocnéni za rok)
a mortalita (imrtnost) je vys$§i u muzii nez u zen. U muzi je CRC tfeti nejcastéjsi typ rakoviny,
po rakoving prostaty a plic. U Zen je CRC druhym nej¢astéjsim typem rakoviny, kdy se na prvni misto

fadi rakovina prsu (Torre 2015).

Rozlozeni Cetnosti vyskytu kolorektalniho karcinomu se 1i$i v riznych oblastech svéta. Tuto situaci
popisuje graf na obrazku cislo 1, ve kterém vidime, Ze Ceska republika ve srovnani s ostatnimi

zemémi svéta zaujima v incidenci CRC sedmé misto (www.svod.cz).
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Obr. 1 Srovnani incidence rakoviny tlustého stfeva a konecniku v CR s ostatnimi zemémi svéta
(www.svod.cz)



Incidence CRC stale nariista, zatimco mortalita v poslednich letech stagnuje, a to diky zlepSujicim se
diagnostickym a 1é¢ebnym postuptim. V roce 2015 byla incidence v CR 8000 piipadii a odhad pro rok
2020 je 9 368 ptipadl, z cehoz pokrocila staddia onemocnéni (III a IV) predstavuji témét polovinu

vSech ptipada (obr. 2).
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Obr. 2 Casovy vyvoj incidence a mortality stadii III a IV kolorektalniho karcinomu v CR
(www.svod.cz)
Stadium III — postizeny regiondlni lymfatické uzliny, vzdalené metastazy nepritomny, stadium IV — pritomny

vzdalené metastazy (www.onkologiecs.cz).

Rizikové faktory pro vznik CRC mulzeme rozdé€lit na vné&jsi a vnitini. K vnéjsim faktorim patii
zejména koufeni cigaret, nadmérna konzumace alkoholu, konzumace cerveného masa a zivocisnych
tuktl a strava chuda na vlakninu (Kashida 2006). Tyto rizikové faktory lze minimalizovat primarni
prevenci, do které spada zdrava strava bohata na ziviny, dostatek pohybové aktivity, nekufactvi

a omezeni alkoholu (Chan 2010).

Vnitini  faktory hraji pfi etiologii CRC men$i roli a zahrnuji piedev§im nespecifické
stievni zanéty (napf. ulcer6zni kolitidu) a rodinnou anamnézu. Nejvice ohrozeni jsou ptibuzni prvniho
stupné, u kterych je riziko vyskytu onemocnéni nejméné 2x vyssi v zavislosti na poctu postizenych
pfibuznych a na véku, ve kterém jim byl CRC diagnostikovan. U takovych osob je doporucena

sekundarni prevence v podobé¢ screeningu (Taylor 2010; Jess 2012).



2.2 Patogeneze

2.2.1 Genetické a molekularni zmény

Z molekularné—genetického  hlediska je kolorektdlni karcinom heterogenni onemocnéni.
Existuji tfi nejvyznamnéjs$i molekularni drahy, které vedou ke vzniku zhoubného nadoru. Jsou to
chromozomalni nestabilita (CIN), mikrosatelitova nestabilita (MSI) a hypermetylace v CpG ostrivcich
promotord gent (CIMP). VSechny tyto drahy zahrnuji genetické a molekularni zmény, které zptisobuji
defekt v regula¢nich mechanismech buiiky, coz ma za nasledek nekontrolovatelnou proliferaci bun¢k,
invazi nadoru a rozvoj metastaz (Minarikova 2016).

Nejvice ptipadi CRC vznika cestou chromozomalni nestability, ktera je charakterizovana piitomnosti
jednonukleotidovych mutaci (substituce, inzerce, delece), alelickych ztrat v tumor supresorovych
genech a dale zmén poctu chromozomi (Pino 2010). Mikrosatelitova nestabilita odrazi poskozeni
gentl mismatch repair systému v dusledku mutace. Tteti drahou je aberantni metylace promotorovych

oblasti tumor supresorovych genti v ramci CIMP, vedouci k inhibici jejich transkripce (Curtin 2011).

CRC se vyskytuje ve dvou formach, sporadické (ziskané) a hereditarni (dédicné), které se 1isi ziskanim
i projevem onemocnéni. Az 95 % piipadi kolorektalniho karcinomu je forma sporadicka, pii které
jsou pritomné mutace pouze v bunkach nadoru (tzv. somatické mutace) (Hisamuddin 2004).
Tato forma CRC vétSinou vznika procesem zvanym ,,adenom—karcinom sekvence, coz je pomala
transformace adenomatozniho polypu v invazivni karcinom trvajici az 15 let (Winawer 1993).
Poprvé byl tento proces popsan v roce 1990 pany Vogelsteinem a Fearonem, proto se mu také tika
Vogelsteintiv model kolorektalni karcinogeneze. Pii tomto procesu dochazi
k postupnému hromadéni mutaci vtumor supresorovych genech a protoonkogenech.
V cCasné fazi rozvoje karcinomu je kli¢ova mutace v genu 4APC, nasledovana mutaci v genu KRAS.
Dale adenom—karcinom sekvence pokracuje mutacemi a ndsledné rozsdhlymi delecemi v genu DCC
a nakonec, ve fazi pokrocilého karcinomu, lze detekovat inaktivacni mutace a genové delece v tumor

supresorovém genu 7P53 (obr. 3).
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Obr. 3 Molekularni model kolorektalni karcinogeneze (Senda 2005)
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Hereditarni formy CRC vznikaji na zakladé vrozenych mutaci a vyskytuji se v 3—5 % piipadi CRC.
U této formy jsou inaktivované dilezité tumor supresorové a mutatorové (mismatch repair) geny
v linii zarode¢nych bun€k (Brenner 2014). Hereditdrni formy zahrnuji familidrni adenomat6zni
polypézu (FAP), atenuovanou formu FAP, hereditarni nepolypozni formu CRC (HNPCC),
MYH asociovanou polypdzu a polypdzni syndromy (Rustgi 2007).

2.2.1.1 Nejcastéji vyuzivané molekularni markery pro diagnostiku
kolorektalniho karcinomu

Mezi nejcastéji mutované a vysSetiované geny u CRC patii APC, TP53, KRAS, NRAS, BRAF a PIK3CA

(http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic).

Geny APC a TP53 jsou tzv. tumor supresorové geny. Ve zdravych buikach tyto geny koduji
proteinové produkty, které negativné reguluji bunécnou proliferaci. Jsou to napiiklad negativni
regulatory ristu, inhibitory v signalnich drahach a negativni transkripéni faktory. Dale tumor
supresorové geny koduji aktivatory apoptoézy nebo proteiny ucastnici se opravy DNA. Ztrata funkce
téchto genti ma zasadni vliv pfi vzniku kolorektalniho karcinomu, kdy dochazi k nekontrolovanému
déleni bun€k. Pro inaktivaci téchto genli je nutné poSkozeni obou alel (napf. bodovou mutaci,

rozsahlou deleci nebo hypermetylaci) (Osborne 2004).
Gen APC

APC (adenomatous polyposis coli) gen je lokalizovany na dlouhém raménku patého chromozomu
(5921-22), sklada se z 15 exont a jeho velikost je priblizn¢ 108 kbp (Groden 1991).

Tento gen je vramci kolorektalniho  karcinomu nejcast€ji  mutovanym  genem.
Mutace vtomto genu byla detekovana u 44 % zdostupnych vzorkli nadorové tkané.
Nejcastéjsim typem mutace jsou substituce (45.53 %). Velky pocet mutaci v APC genu se vyskytuje
v kodoénech 876 (exon 5) a 1450 (exon 15) (http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic; Miyaki 1994).

Gen TP53

Tumor supresorovy gen 7P53 se nachazi na kratkém raménku sedmnactého chromozomu v oblasti
17p13.1 a je dlouhy 20 kbp (Seemann 2008). Mutace tohoto genu byla detekovana u 43 % vzorkt
nadorové  tkan¢  (http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic).  NejcastéjSim  typem  mutaci  jsou
jednonukleotidové substituce, které jsou doprovazeny ztratou druhé alely genu (Frebourg 1992).
Nejvice mutaci je lokalizovano ve tfech kodonech a to 175 (exon 5), 248 (exon 7) a 273 (exon 8)

(Huang 1993; Mukhopadhyay 1993; Krajewska 2003).



DalSimi geny, ve kterych se u CRC vySetfuji mutace, jsou KRAS a BRAF. Tyto geny se fadi mezi
tzv. protoonkogeny. Za normalnich podminek koéduji protoonkogeny proteinové produkty,
které stimuluji rist a déleni bun€k. V nddorovych buiikach se tyto geny vyskytuji v mutovanych
forméach zvanych onkogeny, u kterych doslo ke ztraté vnéjsi regulace a builka se v disledku jejich
pusobeni nekontrolovane déli. NejCastéjsimi piricinami zmény protoonkogeni na onkogeny jsou
bodové mutace, které zptisobi permanentni aktivaci onkoproteinu, a genové amplifikace, kdy se tvofi
nadbytek proteinového produktu, a tim je jeho ucinek zndsoben. Pro zménu protoonkogenu na

onkogen staci pfitomnost mutace na jedné alele protoonkogenu (Osborne 2004).
Gen KRAS

Gen KRAS patii do rodiny protoonkogeni Ras spolu s dalsimi geny HRAS a NRAS.
Nachazi se na kratkém raménku dvanactého chromozomu (12p12.1), jeho délka je pfiblizn€¢ 45 kbp
a obsahuje 6 exoni (Mu 2004). Pokud je tento gen mutovan, jde nejCastéji o mutace typu
jednonukleotidovych substituci v kodonech 12 a 13 v exonu 2 (Matikas 2017). Mutace tohoto genu

byla detekovana u 34 % vzorkt nadorové tkané pacientit s CRC (http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic).

Vyhodnoceni muta¢niho stavu genu KRAS a ptibuzného genu NRAS u pacienti s pokro¢ilym CRC
je predevsim dulezité pti volbé cilené biologické 1écby. K biologické 1é¢bé se vyuzivaji monoklonalni
protilatky Cetuximab a Panitumumab, které jsou namifeny proti extracelularni doméné receptoru
pro epidermalni rastovy faktor (Egfr). Pisobenim téchto inhibitord se blokuje MAP—kinazova draha
aktivovana proteinem Egfr a tim se zabratiuje bunétné diferenciaci a proliferaci (Chau 2009).
Pokud jsou vSak v RAS genech pfitomné mutace, tato draha je spusténa i bez plsobeni Egfr proteinu
a lécba je pak neucinnd, a tedy neni doporucena. Vznik mutaci mtize nastat i béhem lécby, v tomto

pripadé se hovoii o ziskani rezistence k dané 1écbe a je tudiz ukoncena (Misale 2012).
Gen BRAF

Gen BRAF je soucasti RAF rodiny serin/threonin kindz (Armaghany 2012). Nachazi se na dlouhém
raménku sedmého chromozomu (7q34) a obsahuje 21 exont (Kamiyama 1993). Mutace tohoto genu
byly nalezeny u sporadické formy kolorektalniho karcinomu u 10 % pacientli. Ve vét§iné ptipadi
se jedna o mutaci v kodonu 600 exonu 15, kdy dojde k zaméné glutamatu za valin (V600E)

(Armaghany 2012).

Poslednim c¢asto mutovanym genem je gem PIK3CA. Tento gen se nachazi na dlouhém raménku
tretiho chromozomu v oblasti 3q26.32 a obsahuje 23 exond (www.ncbi.nlm.nih.gov/gene).
Produkt genu PIK3CA se nazyva pllOa protein a tvofi Kkatalytickou alfa podjednotku
enzymu fosfatidylinositol-3—kinazy. Mutace PIK3CA genu jsou piitomné u 10-14 % ptipada
kolorektalniho karcinomu. Vice nez 80 % mutaci se nachazi ve tfech mistech, a to v kodénech

542 a 545 (exon 9) a v kodonu 1047 (exon 20) (Ogino 2014).
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2.3 Metastaticky kolorektalni karcinom (mCRC)

2.3.1 Charakteristika a prognéza mCRC

Ptfiblizné€ pétina pacientl ma pii pocatecni diagnodze jiz pritomné vzdalené metastizy (www.svod.cz).
Lokalizace, pocet a velikost metastdz, tedy moznost ¢i nemoznost jejich odstranéni (resektabilita),
ma zéasadni vliv na progndzu pacientli. Naptiklad u pacientl s jiz pfitomnymi jaternimi metastazemi
je moznost odstranéni (resekce) jen u 20 % z nich a riziko navratu (rekurence) je u téchto pacientii
az 50 % (Adam 2015).

Urcitou prognostickou hodnotu ma i lokalizace primarniho tumoru. Nejhiife jsou na tom pacienti
s lokalizaci tumoru na vzestupném tracniku (colon ascendens), dale pak na sestupném tracniku
(colon descendens) a nakonec pacienti s rakovinou kone¢niku, jejichz celkova doba pieziti je 2x vySsi

nez u pacientll s tumorem na vzestupném tra¢niku (El1 Messaoudi 2016).

Kolorektalni karcinom mtZze metastazovat jak cestou lymfatického systému (lymfogenni), jejimz
vysledkem je obvykle infiltrace miznich wuzlin, tak cestou krevni (hematogenni).
Hematogennim rozsevem jsou nejcastéji postizeny jatra a dale plice, kdy wvyssi riziko
plicnich metastdz je u pacientll s rakovinou konecniku nez stteva (Wang 2004; Mitry 2010).
Divodem je ziejmé piimé Sifeni rakovinnych bunék do krevniho ob&hu skrze hemoroidalni zily
(Hughes 1962).

U plicnich metastaz, stejné jako u jaternich, plati, ze u vétSiny pacientdl neni mozné jejich chirurgické
odstranéni, coz ma negativni dopad na jejich prognézu. Mezi dal$i mista, kde se mohou metastazy
objevit, patii peritoneum (pobfiSnice), centralni nervova soustava, kosti. Jsou znamé i piipady

metastaz v nadledvinach a sleziné (Vatandoust 2015).

DalSim prognostickym faktorem u metastatického CRC je synchronicita metastaz neboli to,
zda se vzdalené metastazy vyskytuji soucasné s primarnim tumorem (synchronni), nebo zda se objevi
s odstupem c¢asu po chirurgickém odstranéni primarniho nadoru (metachronni). Z védeckych studii
se ukazuje, ze pacienti se synchronnimi metastazemi maji lepsi prognozu nez s metachronnimi

(Mekenkamp 2010).



2.3.2 Diagnostika mCRC

Zasadni vliv na prognozu pacienta s pokrocilym CRC po odstranéni tumorovych lozisek ma vcasny
zachyt nove vzniklych metastaz. Hlavnimi nastroji, které se vyuzivaji u téchto pacientd, je pravidelné

sledovani hladin vybranych tumorovych markerti a zobrazovaci metody (Vukobrat-Bijedic 2013).

2.3.2.1 Tumorové markery

Hladiny tumorovych markeri se zjistuji z krevniho vzorku pacienta. Hodnoti se dva markery,
a to karcinoembryonalni antigen (CEA) a tumorovy antigen 19-9 (CA 19-9). Jejich zvySena
koncentrace muize vypovidat o pfitomnosti karcinomu, kdy dynamika hladin koreluje se zménou
velikosti tumorovych lozisek v Case, a proto se vyuzivaji pii sledovani terapeutického ucinku 1éCby

a detekci navratu onemocnéni (Vukobrat-Bijedic 2013).

CEA je onkofetalni glykoprotein, ktery je produkovany v tkdnich embrya a je soucasti kolorektalni
sliznice u dospélych osob. Bylo zjisténo, Ze okolo 20 % kolorektalnich tumort neprodukuje zvySené

mnozstvi CEA, navzdory tomu, Ze jiz byly pfitomny metastdzy (Nicholson 2015).

Karbohydratovy antigen CA 19-9 je také glykoprotein, jehoz hladiny se sleduji v krevnim vzorku
pacienta a slouzi jako marker pro diagnostiku kolorektalniho karcinomu. Tento marker je jesté méné

citlivy nez marker CEA (Peltonen 2018).

Ani jeden z vySe uvadénych tumorovych markert tedy nedosahuje parametrii dostacujicich k citlivé
a specifické detekci nové vzniklych nadorovych lozisek, a tak je sledovani jejich hladin uzivano spise

jako dopliikkovy néstroj (Vukobrat-Bijedic 2013).

2.3.2.2 Zobrazovaci metody

V soucasné dobé se v diagnostice pokrocilého CRC nejvice vyuzivaji magnetickd rezonance (MRI),
vypocetni tomografie (CT), sonografie a pozitronova emisni tomografie spojend s vypocetni
tomografii (PET/CT). Kazda z metod ma své vyhody a nevyhody, které by se daly shrnout do tiech
zakladnich skupin. Prvni je sensitivita a specificita, druhou je finan¢ni, personalni a pfistrojova
naroCnost a treti je zatéz pro pacienta pii pouziti kontrastnich latek a rentgenového zafeni.
Nejméné zatézujici a finanéné naro¢na metoda je sonografie, ale jeji sensitivita i specificita patfi
k nejniz§im. Oproti tomu PET/CT ma nejvyssi sensitivitu a specificitu, ale také nejvyssi narocnost
i zat€z pro pacienta plynouci zpodani kontrastni latky a pouziti radioaktivni glukozy.
U CT je sensitivita a specificita zavisld na konkrétnim typu a umisténi loziska a jeho hlavni
nevyhodou je rentgenové zafeni a podani kontrastni latky. MRI ma o néco vyssi sensitivitu nez CT,
avSak naroky na pfistrojové vybaveni i finance jsou o mnoho vyssi a je zde také nutnost pouziti

kontrastni latky (Sun 2008; Bor 2016).



3. Cirkulujici nadorova DNA

3.1 Historie ctDNA

Molekuly DNA volné€ kolujici v lidské plazmé byly poprvé popsdny vroce 1948 Mandelem
a Métaisem, ale az pul stoleni poté byly klinicky vyuzity. V roce 1997 Lo et al. vytkli hypotézu,
ze lidsky plod uvolituje svou DNA do krve matky. Ve studii prokazali, ze Zeny, které nesly muzsky
plod, maji ve své plazm¢é¢ Y chromozomalni DNA. Tento vyzkum proménil metody prenatalniho
screeningu a umoznil zjistovani pohlavi plodu a chromozomalnich abnormalit z krevniho testu bez

intrauterinniho zasahu (Chiu 2012).

Cirkulujici nddorovd DNA (ctDNA) byla poprvé popsana vroce 1977 a od té doby je potvrzeno,
7ze  obsahuje  typické mutace  pfitomné  vrakovinnych  builkkdch  (Leon  1977).
Zpocatku byla podrobngjsi charakterizace ctDNA pomald kvili technologickym omezenim.
K vyznamnému pokroku ve vyzkumu doSlo az vposlednich deseti letech s pfichodem

NGS (Next Generation Sequencing) a dalSich modernich technologii (Newman 2014).

3.2 Puvod a mechanismus uvolnovani do krevniho recisté

Piivod, ani piesny mechanismus uvoliiovani ctDNA do krevniho ob&hu jesté nejsou zcela objasnény.
Je znamo, Ze cirkulujici bezbunécnou DNA (cfDNA) mlzeme najit v lidské plazmé, séru a dalSich
télnich tekutinach. Tato cfDNA je uvolnovana do krevniho feCisté jak normalnimi (zdravymi),
tak nddorovymi buiikami. Uvoliiovani se déje dvéma mechanismy. Pasivnim z bunék, které prochazi
apoptozou nebo nekrozou a aktivnim — Zivymi nadorovymi buiitkami (Stroun 2001).
K rozliSeni ctDNA od nenddorové cfDNA se vyuziva skuteCnosti, ze ctDNA je charakterizovana
pritomnosti mutaci, které jsou pouze v genomu rakovinnych a prekancerdznich bunék a nejsou

pritomny v genomu zdravych bunék stejného jedince (Diaz 2014).

3.2.1 Pasivni mechanismus

Za pasivni mechanismus se povazuje uvolnovani nukleovych kyselin do krevniho ob&éhu z apoptickych
nebo nekrotickych bunék. Apoptdza, jinymi slovy programovana bunééna smrt, je regulovany d¢j
zajistujici eliminaci nepotfebnych a aberantnich bunék. Béhem apoptdzy dochazi ke smrsténi bunek,
kondenzaci chromatinu, fragmentaci jaderné DNA a rozpadu na malé ¢asti obalené plazmatickou

membranou — tzv. apopticka téliska, ktera jsou v kone¢né fazi pohlcena makrofagy.

Nekroza je patologicky proces bunécné smrti, ktery je vyvolan mechanickymi, chemickymi
¢i biologickymi vlivy. V pribéhu nekrézy je rozruSena integrita plazmatické membrany

a vysledkem je lyze bunék a vyliti bunééného obsahu do okoli (Brouckaert 2004).



Oba tyto d¢je zavisi na lokalizaci, velikosti a prokrveni nadoru. Pfi zvétSovani objemu nadoru
se zaroven zvétSuje i bunéCny obrat, a tim tedy i pocet apoptickych a nekrotickych bunék.
Za normalnich fyziologickych podminek jsou zbytky po téchto bunikdch odstranovany fagocytujicimi
buitkami (napf. makrofagy), coz se ale dostatecné U€inn€ nedéje v nadorové mase. Proto se tento
bunéény odpad hromadi a je uvoltiovany do krevniho obéhu spolu s fragmentovanou DNA,

jak ukazuje obrazek cislo 4 (Diaz 2014).

Secretion Apoptosis
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Obr.4 Mozné zpusoby uvolniovani ctDNA do krevniho recisté (Diaz 2014).
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3.2.2 Aktivni mechanismus

Uz u pacienti vcCasném stadiu rakoviny muze byt zvySend hladina ctDNA v krvi.
A jelikoz se predpoklada, ze vtomto stadiu jen malo bunék podléha smrti, musi pravdépodobné
existovat i jiny zdroj ctDNA, neZ jsou apoptické a nekrotické buiiky. Timto zdrojem mohou byt Zijici
nadorové bunky. Mezi dalsi dikazy podporujici hypotézu o uvolovani ctDNA piimo z Zijicich
nadorovych bunék patii skutecnost, ze se mnoho rakovinnych bunck dokaze vyhnout apoptodze

a ze se mnozstvi ctDNA zvySuje s ristem nddoru (Stroun 2001; Newman 2014).

Aktivni uvolnovani ctDNA Zivymi nadorovymi buiikami pravdépodobné nastava skrze exosomy,
coz jsou malé membranové vacky sekretované rliznymi typy bun€k, které vznikaji jako vysledek
endocytozy, kdy multivezikularni téliska splyvaji s plazmatickou membranou a uvoliuji
se do extracelularniho prostoru. Mohou tedy obsahovat rizné molekuly, jako napf. lipidy, proteiny,
RNA a také DNA. Exosomy jsou schopné vstupovat do vzdalenych bunék bud’ navazanim na jejich
povrchové receptory pomoci adhezivnich molekul, anebo endocytézou a hraji tak roli v mezibunécné
signalizaci a komunikaci (Garcia-Casas 2017). Piesny zpusob, jakym k uvoliiovani dochazi, zatim
neni znam, ale je popsano, ze Zijici nadorové buiiky jsou schopné uvoliiovat pomoci exosomul zejména
nove syntetizované ¢asti své DNA (Stroun 2001; Garcia—Casas 2017). Zda se, ze diivodem je pienos
svého genetického materialu do vzdalenych bunék, kdy se tomuto jevu fikd genometastaze.
Teorie genometastdze vychazi z mySlenky, Ze samotnd ctDNA ma onkogenni potencidl a miize
maligné transformovat zdravé buiiky. Prozatim dve skupiny védct ukazaly, ze pokud jsou zdravé
buiiky kultivované v séru od pacientli s nddorem, tak dochazi k aktivnimu pfijimani nddorové DNA
obsazené v exosomech. Po nasledné injekci takto infikovanych bun¢k do imunodeficientnich mysi
byly schopné vytvotit nadory histologicky shodné s nadory od darct plazmy (Garcia—Olmo 2010;
Abdouh 2017).

Hypotéza, Ze ctDNA pochézi z cirkulujicich nadorovych bun€k (CTC) je také mozna, ovSem frakce
takové ctDNA je zcela minoritni (Bettegowda 2014).

3.3 Mira fragmentace ctDNA

Mira fragmentace neboli integrita DNA je definovana jako pomér delSich fragmenti DNA ke kratSim.
Délka fragment cfDNA se lisi v zavislosti na mechanismu uvolfiovani z buiiky. Obecné se da fici,
ze fragmentace cfDNA je vysSi po apoptdze nez po nekroze nebo fagocytdéze. Apoptdza obvykle
probiha v normalnich tkénich a wvznikaji pfi ni kradtké homogenni DNA fragmenty.
Jejich nejcastéjsi délka je okolo 145180 bp (nebo jejich nasobky), coz odpovida délce DNA navinuté
okolo nukleozomti, ale mohou byt i krat$i nez 100 bp. Naproti tomu pii nekroze, coby obvyklé formé
bunécné smrti v nadorové tkani, se vytvaii delsi fragmenty rizné velikosti z divodu nahodného

roz§tépeni nukleazami a mohou dosahovat délky vétsi nez 10 000 bp (Jahr 2001).
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V nékolika studiich bylo prokazano, Ze pacienti s nadorovym onemocnénim maji vice fragmentovanou
cfDNA nezli zdravé kontroly a jeji velikost se pohybuje ve wvelikostech 170 bp a méné
(Umetani 2006). U téchto pacientd se vSak vyskytuji i dlouhé fragmenty DNA, a tak integrita DNA
dosahuje vysSich hodnot. Tato velikostni heterogenita ctDNA se pravdépodobné odviji od riznych
zpusobil jejiho vzniku a uvoliiovani do krevniho fecisté, ovsem presné souvislosti jesté znamy nejsou.
V soucasné dob¢ se vztahy mezi délkou ctDNA a jejim piivodem zkoumaji pomoci novych technologii
na principu NGS. Po jejim bliz§im objasnéni by pak podrobna analyza velikosti cfDNA fragmenti
u pacienta snddorovym onemocnénim mohla umoznit konkrétngji identifikovat nadorovou
a nenadorovou cirkulujici DNA a poskytnout cenné informace tykajici se diagnézy a progndzy

(Robert 2011; Anker 2016).

3.4 VySetieni ctDNA

Existuji dva mozné pfistupy analyzy ctDNA. Prvnim znich je tivodni mutac¢ni analyza nadorové
tkané, kdy se vysetiuje konkrétni panel mutaci specifickych pro dany typ nddoru, pro CRC viz
kapitola 2.2.1.1, a nasledné se detekuji zachycené mutace v cfDNA izolované z plazmy. Tento ptistup
vyzaduje dostupnost vzorku nadoru, coz ale neni vZdy mozné, a zachyt se omezuje pouze na mutace
obsazené v konkrétni analyzované nadorové tkani. Druhy piistup obchazi ob¢ tyto nevyhody tim, Ze se
takové vysetfeni vyzaduje, na rozdil od tkanovych vzorki, specialni techniky vykazujici vysokou

specifitu i citlivost (Belic 2015; Tie 2017).

Problémem pii vySetieni ctDNA je jeji velice nizka frakce v periferni krvi, pohybujici se od desitek
az k setinam procent v nadbytku celkové nenddorové DNA (Schmidt 2008). Pro analyzu ctDNA jsou
klicové dvé veéci: izolace cfDNA sco nejvyssi frakci ctDNA a dostatecné citliva metoda k jeji

nasledné detekci (Tie 2017).

3.4.1 Priprava vzorkii a izolace ctDNA

Nadorova tkan se ziskava chirurgicky, nebo pii tkanové biopsii. Vzorek tkan¢ je fixovan formalinem
a zalit do parafinového bloc¢ku (FFPE, Formalin Fixed Parrafin Embedded). Z tohoto vzorku se poté
izoluje a kvantifikuje DNA. K tomu se vyuzivaji bézné izolacni kity na principu kolonek a nasledné se

pomoci PCR amplifikuje panel nejvyznamnéjsich mutaci.
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Pii ptipravé vzorku pro analyzu ctDNA se nejprve odebere pacientim krev do zkumavek
s antikoagulacni latkou (napt. EDTA) a centrifugaci se odseparuje plazma. Pfi pfipravé se musi
pracovat opatrné, aby nepopraskaly membrany krevnich bunck, a zabrénilo se tak kontaminaci vzorku
jejich DNA. Nésledné je ctDNA z plazmy izolovana a purifikovdna pomoci specidlnich kolonkovych
kitt, které preferencné slouzi k izolaci kratkych fragmentd (Lee 2001). Takovych je na trhu sice cela

tfada, ale vytéznost ctDNA se 1isi, a proto je jejich vybér zcela zasadni (Kloten 2017; Warton 2018).

3.4.2 Analyza ctDNA

Metod pouzivanych pro detekci ctDNA existuje nékolik, neustale se vyvijeji a postupné se zvysuje
jejich citlivost. V rutinni praxi se nejcastéji vyuziva real-time PCR (qPCR). Principem qPCR je
klasicka PCR, ale navic umoziiuje piimo zaznamenavat narist PCR produktu vkazdém cyklu.
Amplifikace cilovych sekvenci DNA je sledovana diky fluorescenci emitované v pribéhu PCR, kdy se
pouzivaji specialni fluorescen¢ni sondy vazici se na mutovanou DNA (Heid 1996; Gibson 2006).

Citlivost této metody se pohybuje se v rozmezi 1-2 % (Rapisuwon 2016).

Vhodnéjsi z hlediska citlivosti a specifity jsou techniky zalozené na digitdlnim PCR spolu s metodou
BEAMing. Metoda BEAMing (beads, emulsion, amplification and magnetics) spo¢iva v zachyceni
DNA na magnetické kulicky a k jeji nasledné analyze pomoci digitalni PCR (Diehl 2005). Citlivost
této metody je 0,01 % (Schmidt 2008; Taniguchi 2011). Digitalni PCR (dPCR) umoziuje absolutni
kvantifikaci molekul cilové DNA. Pifi dPCR se rozdéluje analyzovany vzorek do tisici
az miliond reak¢nich segmentli, coz mohou byt mikrokomiirky na ¢ipech nebo mikrokapky olejové
emulze (ddPCR). V kazdém ze segmentt jsou molekuly DNA individualné amplifikovany klasickym
PCR. Pokud v daném segmentu doslo k amplifikaci, je zachycen pozitivni fluorescencni signal
a znamena to, ze je pritomna cilova DNA. Pokud v segmentu molekula cilové DNA neni,
k amplifikaci nedojde a fluorescencni signal je nulovy. Mnozstvi fluorescenéné pozitivnich segmenti
odpovida absolutnimu poc¢tu molekul cilové DNA ve smési (Taly 2013). U této metody je citlivost
detekce 0,01-0,10 % (Zhang 2015; Zheng 2016; Zonta 2016).

Dalsi metodou je sekvenovani, konkrétné¢ technologie sekvenovani nové generace (NGS)
se specialnimi modifikacemi zajistujicimi zvySeni citlivosti metody. Jednim z piikladd takové NGS
technologie je metoda CAPP—Seq (CAncer Personalized Profiling by deep Sequencing), ktera slouzi
ke kvantifikaci ctDNA. Princip spociva v hybridizaci sond (,,selektori®) z biotinylovanych DNA
oligonukleotidi s mutovanymi oblastmi typickymi pro dany typ rakoviny. Selektor se nejprve pfida k
nadorové i normalni DNA, aby se zjistily mutace specifické pro daného pacienta, a poté se ten samy
selektor pfida k ctDNA ke kvantifikaci téchto mutaci. Metoda CAPP—Seq ma limit detekce 0,02 %
(Newman 2014).
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Pro identifikaci vzadcnych mutaci se pouziva dals$i metoda na principu NGS, Safe—SeqS
(Safe—Sequencing System), vyuzivajici unikatni identifikatory (Uls). UI jsou sekvence, které¢ jsou pfi
této metodé pfipojovany ke kazdé templatové molekule a amplifikovany, ¢imz se vytvoii jednotlivé
skupiny sekvenci rozdélenych podle pfipojeného UI. Dal$im krokem je opakovand (redundantni)
sekvenace amplifika¢nich produktii. Pouze odchylka pfitomna ve vice nez 95 % PCR produkti
se stejnym Ul je povazovdna za mutantni, a nikoliv jako vysledek sekvenacni chyby (Wu 2011).

Metoda Safe—Seqs ma citlivost 0,01-0,5 % (Belic 2015).

3.5 CtDNA u pokrocilého kolorektalniho karcinomu a jeji
klinické vyuziti

3.5.1 Zachyt

Hladina ctDNA v plazmé pacienti s mCRC je vyznamné vyS$i v porovnani se zdravymi jedinci
(Frattini 2005). Tuto informaci ale nelze brat za obecny fakt, protoze ne vSichni pacienti s pokro¢ilym
metastatickym onemocnénim uvoliiuji do plazmy ctDNA v méfitelném mnozstvi. Bylo zjisténo,
ze néktefi pacienti sice maji zvySené mnozstvi cirkulujici DNA v plazmé, ta ale obsahuje wild—type

sekvence a jen malou frakci tvoii mutovana DNA odvozena z nadoru (Heitzer 2013).

Obecné muzeme shrnout, ze se zachyt ctDNA u pacienti s mCRC pohybuje od 70 % do 100 %
podle pouzité metody (Vogelius 2012; Taly 2013; Mollevi 2014; Spindler 2015; Bettegowda 2014;
Thierry 2017).

3.5.2 Dlouhodobé pooperacni sledovani pacientu

Dlouhodobé pooperacni sledovani pacientd je dalezité pro Casny zachyt navratu neboli rekurence
onemocnéni a naslednou chirurgickou nebo chemoterapeutickou 1écbu (Schmidt 2008;

Huang 2018).

Koncentrace ctDNA klesa po odstranéni nadoru z téla, ale pii rekurenci nebo objeveni metastaz
se koncentrace zase zvysi (Frattini 2005). PoloCas rozpadu ctDNA je mensi nez 2 hodiny, tudiz
podava informace o aktudlnim stavu a vyvoji onemocnéni. Diky tomu také mohou byt zmény v jeji
koncentraci zjevné dny nebo tydny pifedtim, nez by se nariist nddorové masy objevil pii konvencni

zobrazovaci metodé nebo pomoci sérovych biomarkerd (Flamini 2006).

Vétsinou se hladina ctDNA méfi pfed operaci a poté po operaci v pravidelnych ¢asovych intervalech.
Reinert et al. (2016) udélali retrospektivni studii, ktera zahrnovala 11 pacientt s CRC, ktefi byli 1é¢eni
chirurgickym odstranénim nadoru a u kterych vyhodnocovali 151 sériové sebranych vzorkt plazmy

v pribéhu 36m¢ési¢niho sledovani. U Sesti pacient doslo k rekurenci onemocnéni a u péti ne.
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K detekci zmén v koncentraci ctDNA vyuzili analyzu 2—6 nadorové specifickych mutaci pro kazdého
pacienta metodou ddPCR. Tyto ctDNA analyzy rozpoznaly rekurenci u vSech Sesti pacienttli, a naopak
ji vyvrétily u zbyvajicich péti, coz vypovida o specifité i sensitivité¢ 100 %. V této praci potvrdily
informace Frattiniho z roku 2005, Ze existuje uzky vztah mezi hladinou ctDNA v plazmé a aktualnim
klinickym stavem pacienta. Obecné hladina alespont na kratkou dobu zcela poklesne po néjakém
lécebném zasahu, jako napiiklad chirurgickém odstranéni, radiofrekvencéni ablaci a chemoterapii
a poté se rapidné zvySi pfi rekurenci. Zde se také potvrdila vyhoda ctDNA oproti béznym
diagnostickym metodam, kdy u vSech Sesti pacientli analyza ctDNA odhalila rekurenci dfive nez tyto

diagnostické metody.

3.5.3 Radikalita operace

CtDNA také slouzi k potvrzeni radikality operace. Primarni snahou chirurgii je odstranit veskerou
nadorovou masu z téla, coz je oznaCovano jako tzv. RO kurativni resekce. Pokud se takovy vykon
zruznych divodid nepovede a v téle zlstanou mikroskopické ¢i makroskopické zbytky nadoru,
hovotime o tzv. R2 resekci. Nékteii autoii se zabyvali vztahem mezi mirou radikality operace
a pritomnosti ¢i nepfitomnosti ctDNA. Piedpokladany stav je ten, Ze po RO resekci by v krvi neméla
byt ctDNA pritomna. Pokud pfitomna je, znamena to, Ze v téle pacienta ztstal zbytek nadorové tkang
a jedna se o R2 resekci. Vysledky védeckych studii tuto hypotézu potvrzuji a detekci ctDNA
lze potencialné vyuzit jako pomocny ndstroj pii zhodnoceni radikality resekce (Zhou 2016;

Benesova).

3.5.4 Sledovani odpovédi na 1éc¢bu

Utinnost 16¢by nadorového onemocnéni se hodnoti na zékladé zmén v mnoZstvi nadorové masy v téle.
Tyto zmény lze nepiimo hodnotit prostfednictvim sledovani dynamiky hladin ctDNA (Yi 2017).
Garlan et al. (2017) ve sv¢ studii fesili, jak mohou ¢asné zmény v koncentraci ctDNA predikovat
ucinnost prvni nebo druhé linie chemoterapie u pacientd s mCRC. Analyza ctDNA byla provedena
v plazmé& odebrané pied prvnim (CO0), druhym (C1) anebo tietim (C2) cyklem chemoterapie,
kdy hodnotili mutace v genech KRAS, BRAF, TP53 a hypermetylace v genech WIFI a NPY pomoci
metody ddPCR. Podle zmén v koncentraci ctDNA béhem 1é¢by rozdélili pacienty zatazené do studie
na ,,dobré respondenty”, u kterych nador zareagoval na 1écbu a poklesla koncentrace ctDNA,
a na ,Spatné respondenty”, u kterych kvyraznému poklesu nedoslo. Vysledky ukazaly,
ze zména v koncentraci ¢tDNA je relevantni marker terapeutické Gc¢innosti u pacienti s mCRC,

ale pro potvrzeni vyzaduje dalsi a rozsahlejsi studie.
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3.5.5 Vznik rezistence na 1é¢bu

V soucasné dob¢ stale nartistaji moznosti cilené terapie a dochazi k personalizaci onkologické 1éCby
na zakladé genetickych charakteristik nadord. Piesnd genotypizace nadoru je tudiz nezbytna pro
vhodny vybér 1écby u konkrétniho pacienta (Bratman 2015). Pro tento ucel je u mCRC stézejni
vyhodnoceni mutacniho stavu gentt KRAS a NRAS, které rozhoduje o vhodnosti podani biologické
1é¢by na principu EGFR inhibitort (Chau 2009). Témét u vsech nadort se vsak vlivem podavani
téchto inhibitort casem objevi mutace, kvlli kterym se nador stane sekundarné rezistentnim. Vc¢asna
detekce téchto mutaci v prabéhu 1é€by miize napomoci k rychlému zareagovani na vzniklou rezistenci
pozménénim 1écby (Bratman 2015). Opakované biopsie naddorové tkan¢ vSak v prabéhu 1é€by nejsou
mozné, a tak vySetfovani vybranych mutaci v ctDNA se ukazuje jako velmi pfinosny pomocnik pfi
zachytu rezistence. Ta je nejcastéji zplisobena mutacemi v genech KRAS, NRAS, BRAF a EGFR a dale
pak amplifikacemi gentt ERBB2 nebo MET (Yonesaka 2011; Misale 2012; Montagut 2012; Williams
2012; Bardelli 2013; Arena 2014).

3.5.6 Prognosticky marker

CtDNA slouzi také jako prognosticky marker. Bettegowda et al. (2014) ve své studii zaznamenali
vztah mezi hladinami ¢tDNA u pacientti s metastatickym kolorektalnim karcinomem a délkou preziti.
Zjistili, ze pacienti, ktefi méli pomérné¢ nizkou hladinu ctDNA, zili vyznamné déle,
nez pacienti s vysS$i hladinou ctDNA. Toto zjisténi pak potvrdily dal§i vyzkumné skupiny

(Sefrioui 2015; El Messaoudi 2016).
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4.Zavér

Metastaticky kolorektalni karcinom je zavazné onemocnéni, které i pies neustale se vyvijejici postupy
diagnostiky a 1é¢by vykazuje vysokou umrtnost. Rozhodujicim faktorem pro ptiznivéjsi prognézu
pacientll s timto onemocnénim je moznost chirurgického odstranéni vSech nadorovych lozisek
s naslednym dikladnym a dlouhodobym sledovanim pacienta pro zachyt piipadného névratu
onemocnéni. U pacientl s neoperabilnimi nddory je to pak pribézné monitorovani odpovéedi
na probihajici 1é¢bu. V obou piipadech je cilem Casny zachyt novych lozisek ¢i zvétSovani objemu
téch stavajicich pro jejich okamzité odstranéni nebo zménu 1écby. Soucasné diagnostické nastroje
pouzivané v klinické praxi na principu zobrazovacich metod a biochemickych markeri maji sva
omezeni, kvtli kterym se ne vzdy podafi progresi onemocnéni v€as zachytit, a tak se hledaji nové

moznosti pro zlepseni této diagnostiky.

CtDNA, ktera se vyskytuje téméf u vSech typti nddorovych onemocnéni, se v posledni dobé stava
jednim z nejslibngjsich molekuldrné—onkologickych markerd, a to zejména pro svoji univerzalnost,
vysokou specificitu a pfi vhodné zvoleném postupu detekce i vysokou citlivost. Svou roli hraje
zejména u pacientl s pokrocilou formou onemocnéni, konkrétné pfi jejich dlouhodobém sledovani

béhem nebo po prodélané 16Cbe.

Tato prace shrnuje soucasné poznatky o plvodu a vlastnostech ctDNA. Dale se zaméiuje na jeji
konkrétni klinické vyuziti u pacientti s pokroCilym kolorektdlnim karcinomem. Jednd se predevsim
o prubézné hodnoceni aktualni nadorové hmoty. S tim souvisi hodnoceni radikality operace,
Casny zachyt novych lozisek a sledovani odpovédi na 1écbu a dale pak stanoveni klicovych mutaci

pro predpovéd ucinnosti onkologické 1écby.

17



5.Seznam literatury

Abdouh, Hamam, Gao, Arena V., Arena M., Arena G. O. ,,Exosomes isolated from cancer patients’
sera transfer malignant traits and confer the same phenotype of primary tumors to
oncosuppressor-mutated cells.” Journal of Experimental & Clinical Cancer Research, 2017:
36:113.

Adam, de Gramont, Figueras et al. ,,Managing synchronous liver metastases from colorectal cancer: a
multidisciplinary international consensus.” Cancer Treat Rev, 2015: 729-741.

Anker, Thierry, El Messaoudi, Gahan, Stroun. ,,Origins, structures, and functions of circulating DNA
in oncology.* Cancer Metastasis Reviews, 2016: 347-376.

Arena, Misale, Lamba, Siravegna, Lallo, Hobor et al. ,Blockade of EGFR and MEK intercepts
heterogeneous mechanisms of acquired resistance to anti-EGFR therapies in colorectal cancer
L Sci Transl Med, 2014: 224ra26.

Armaghany, Wilson, Chu, Mills. ,,Genetic Alterations in Colorectal Cancer.” Gastrointestinal Cancer
Research, 2012: 19-27.

Bardelli, Corso, Bertotti, Hobor, Valtorta, Siravegna et al. ,,Amplification of the MET receptor drives
resistance to anti-EGFR therapies in colorectal cancer.* Cancer Discov, 2013: 658-73.

Belic, Koch, Ulz, Auer, Gerhalter, Mohan, Fischereder, Petru, Bauernhofer, Geigl, Speicher, Heitzer.
»Rapid Identification of Plasma DNA Samples with Increased ctDNA Levels by a Modified
FAST-SeqS Approach.” Clin Chem, 2015: 838-49.

Benesova, Belsanova, Halkova, Pudil, Ryska, Levy, Simsa, Pazdirek, Hoch, Blaha, Minarik. ,,The
significance of postoperative follow-up of patients with advanced colorectal cancer using
circulating tumor DNA.* (v pfiprave)

Bettegowda, Sausen, Leary et al. ,,Detection of Circulating Tumor DNA in Early-and Late- Stage
Human Malignancies.” Science translational medicine, 2014: 224ra24.

Bor, Fabian, Szepes. ,,Role of ultrasound in colorectal diseases.” World Journal of Gastroenterology,
2016: 9477-9487.

Bratman, Newman, Alizadeh, Diehn. ,,Potential clinical utility of ultrasensitive circulating tumor DNA
detection with CAPP-Seq.* Expert review of molecular diagnostics, 2015: 715-719.

Brenner, Kloor, Pox. ,,Colorectal cancer.” Lancet, 2014: 1490-502.

Brouckaert, Kalai, Krysko, Saelens, Vercammen, Ndlovu, Matladi, Vandenabeele. ,,Phagocytosis of
Necrotic Cells by Macrophages Is Phosphatidylserine Dependent and Does Not Induce
Inflammatory Cytokine Production.” Molecular Biology of the Cell, 2004: 1089-1100.

Curtin, Slattery, Samowitz. ,,CpG Island Methylation in Colorectal Cancer: Past, Present and Future.*
Pathology Research International, 2011: 2011:902674.

Diaz, Bardelli. ,Liquid Biopsies: Genotyping Circulating Tumor DNA.“ Journal of Clinical
Oncology, 2014: 579-586.

18



Diehl, Li, Dressman et al. ,,Detection and quantification of mutations in the plasma of patients with
colorectal tumors.* Proc Natl Acad Sci U S A, 2005: 16368— 16373.

Dusek, Pavlik, Majek, Buchler, Muzik, Maluskova, Koptikova, Bortlicek, Abrahamova. ,,Odhady
incidence, prevalence a poctu onkologickych pacientti 1écenych protinddorovou terapii v
letech 2015 a 2020 — analyza Narodniho onkologického registru CR.“ Klin Onkol, 2015: 30-
43.

El Messaoudi, Mouliere, Du Manoir, Bascoul-Mollevi, Gillet, Nouaille, Fiess, Crapez, Bibeau,
Theillet, Mazard, Pezet, Mathonnet, Ychou, Thierry. ,,Circulating DNA as a Strong
Multimarker Prognostic Tool for Metastatic Colorectal Cancer Patient Management Care.*
Clin Cancer Res, 2016: 3067-77.

Fearon, Vogelstein. ,,A genetic model for colorectal tumorigenesis.* Cell, 1990: 759-67.

Flamini, Mercatali, Nanni, Calistri, Nunziatini, Zoli, Rosetti, Gardini, Lattuneddu, Verdecchia. ,,Free
DNA and carcinoembryonic antigen serum levels: an important combination for diagnosis of
colorectal cancer.”“ Clin. Cancer Res, 2006: 6985—6988.

Frank. ,,Dynamics of Cancer: Incidence, Inheritance, and Evolution.” Princeton University Press,
2007.

Frattini, Balestra, Verderio, Gallino, Leo, Sozzi, Pierotti, Daidone. ,,Reproducibility of a
semiquantitative measurement of circulating DNA in plasma from neoplastic patients.” J.
Clin. Oncol, 2005: 3163-3164.

Frebourg, Friend. ,,Cancer risks from germline p53 mutations.” Journal of Clinical Investigation,
1992: 1637-1641.

Garcia-Casas, Garcia-Olmo D. C., Garcia-Olmo D. ,,Further the liquid biopsy: Gathering pieces of the
puzzle of genometastasis theory.” World Journal of Clinical Oncology, 2017: 378-388.

Garcia-Olmo, Dominguez, Garcia-Arranz, Anker, Stroun, Garcia-Verdugo, Garcia-Olmo D. ,,Cell-
Free Nucleic Acids Circulating in the Plasma of Colorectal Cancer Patients Induce the
Oncogenic Transformation of Susceptible Cultured Cells.” Cancer Research, 2010: 560-567.

Garlan, Laurent-Puig, Sefrioui, Siauve, Didelot, Sarafan-Vasseur, Michel, Perkins, Mulot, Blons,
Taieb, Di Fiore, Taly, Zaanan. ,,Early Evaluation of Circulating Tumor DNA as Marker of
Therapeutic Efficacy in Metastatic Colorectal Cancer Patients (PLACOL Study).” Clinical
Cancer Research, 2017: 5416-25.

Gibson. ,,The use of real-time PCR methods in DNA sequence variation analysis.” Clin Chim Acta,
2006: 32-47.

Groden, Thliveris, Samowitz, Carlson, Gelbert, Albertsen, Joslyn. ,,Identification and characterization
of the familial adenomatous polyposis coli gene.“ Cell, 1991: 589-600.

Hanahan, Weinberg. ,,The hallmarks of cancer.* Cel/, 2000: 57-70.

Heid, Stevens, Livak, Williams. ,,Real Time Quantitative PCR.*“ Cold Spring Harbor Laboratory
Press, 1996: 986-994.

19



Heitzer, Auer, Hoffmann, Pichler, Gasch, Ulz, Lax, Waldispuehl-Geigl, Mauermann, Mohan.
,Establishment of tumor-specific copy number alterations from plasma DNA of patients with
cancer.” Int. J. Cancer,2013: 346-356.

Hisamuddin, Yang. ,,Genetics of Colorectal Cancer.” Medscape General Medicine, 2004: 6(3):13.

Huang, Sun, Cheng, Huang K., Liu, He, Xia. ,,Monitoring colorectal cancer following surgery using
plasma circulating tumor DNA.* Oncology Letters, 2018: 4365-4375.

Huang, Taki, Adachi, Konishi, Higashiyama, Miyake. ,,Mutations in exon 7 and 8 of p53 as poor
prognostic factors in patients with non-small cell lung cancer.* Oncogene, 1993: 2469-77.

Hughes, Cuthbertson. ,,Recurrence after curative excision of carcinoma of the large bowel.” JAMA,
1962: 1303-1306.

Chan, Giovannucci. ,,Primary prevention of colorectal cancer.* Gastroenterology, 2010: 2029-2043.

Chau, Cunningham. ,,Treatment in advanced colorectal cancer: what, when and how?* British Journal
of Cancer, 2009: 1704 — 1719.

Chiu, Lo. ,,Noninvasive prenatal diagnosis empowered by high-throughput sequencing.” Prenat.
Diagn, 2012: 401-406.

Jahr, Hentze, Englisch, Hardt, Fackelmayer, Hesch, Knippers. ,,DNA fragments in the blood plasma of
cancer patients: Quantitations and evidence for their origin from apoptotic and necrotic cells.*
Cancer Research, 2001: 1659-1665.

Jess, Rungoe, Peyrin-Biroulet. ,,Risk of colorectal cancer in patients with ulcerative colitis: a meta-
analysis of population-based cohort studies.* Clin Gastroenterol Hepatol, 2012: 639-45.

Kamiyama, Aoki, Yuasa. ,,B-raf Oncogene: Activation by Rearrangements and Assignment to Human
Chromosome 7.“ Japanese Journal of Cancer Research, 1993: 250-256.

Kashida, Kudo. ,,Early colorectal cancer: concept, diagnosis, and management.“ Int J Clin Oncol,
2006: 1-8.

Kinde, Tie, Wang, Wong, Roebert, Christie, Tacey, Singh, Karapetis, Desai J, Tran, Strausberg, Diaz
Jr, Papadopoulos, Kinzler, Vogelstein, Gibbs. ,,Circulating tumor DNA as an early marker of
therapeutic response in patients with metastatic colorectal cancer.” Ann Oncol, 2015: 1715-22.

Kloten, Riichel, Briichle et al. ,,Liquid biopsy in colon cancer: comparison of different circulating
DNA extraction systems following absolute quantification of KRAS mutations using Intplex
allele-specific PCR.“ Oncotarget, 2017: 86253-86263.

Krajewska, Stawinska, Brys$, Mtynarski, Witas, Okruszek, Kilianska. ,,Genotyping of p53 codon 175
in colorectal cancer.” Med Sci Monit, 2003: 188-91.

Lee, Montalvo, Chrebtow, Busch. ,,Quantitation of genomic DNA in plasma and serum samples:
higher concentrations of genomic DNA found in serum than in plasma.“ Transfusion, 2001:
276-282.

Leon, Shapiro, Sklaroff, Yaros. ,,Free DNA in the serum of cancer patients and the effect of therapy.*
Cancer Res, 1977: 646-650.

20



Levy, Benesova, Lipska, Belsanova, Minarikova, Veprekova, Zavoral, Minarik. ,,Utility of cell-free
tumour DNA for post-surgical follow-up of colorectal cancer patients.” Anticancer Res, 2012:
1621-6.

Lo, Corbetta, Chamberlain, Rai, Sargent, Redman, Wainscoat. ,,Presence of fetal DNA in maternal
plasma and serum.* Lancet, 1997: 485-487.

Matikas, Voutsina, Lagoudaki, Hatzidaki, Trypaki, Stoupis, Tzardi, Mavroudis, Georgoulias.
»Detection of KRAS Exon 2 Mutations in Circulating Tumor Cells Isolated by the ISET
System from Patients with RAS Wild Type Metastatic Colorectal Cancer.”“ Trans Oncol,
2017: 693-698.

Mekenkamp, Koopman, Teerenstra, van Krieken, Mol, Nagtegaal, Punt. ,,.Clinicopathological features
and outcome in advanced colorectal cancer patients with synchronous vs metachronous
metastases.* British Journal of Cancer, 2010: 159-164.

Minarikova, Benesova, Halkova et al. ,Longitudinal molecular characterization of endoscopic
specimens from colorectal lesions.” World Journal of Gastroenterology, 2016: 4936-4945.

Misale, Yaeger, Hobor et al. ,,Emergence of KRAS mutations and acquired resistance to anti EGFR
therapy in colorectal cancer.” Nature, 2012: 532-536.

Mitry, Guiu, Cosconea et al. ,,Epidemiology, management and prognosis of colorectal cancer with
lung metastases: a 30-year population-based study.” Gut, 2010: 1383-1388.

Miyaki, Konishi, Kikuchi-Yanoshita, Enomoto, Igari, Tanaka, Muraoka, Takahashi, Amada,
Fukayama et al. ,,Characteristics of somatic mutation of the adenomatous polyposis coli gene
in colorectal tumors.* Cancer Res, 1994: 3011-20.

Mollevi, Thierry, Mouliere, El Messaoudi, Lopez-Crapez, Rolet et al. ,,Clinical validation of the
detection of KRASand BRAF mutations from circulating tumor DNA.“ Nat Med, 2014: 430-
5.

Montagut, Dalmases, Bellosillo, Crespo, Pairet, Iglesias et al. ,Identification of a mutation in the
extracellular domain of the Epidermal Growth Factor Receptor conferring cetuximab
resistance in colorectal cancer.* Nat Med, 2012: 221-3.

Mouliere, El Messaoudi, Gongora, Guedj, Robert, Del Rio, Molina, Lamy, Lopez-Crapez, Mathonnet.
,Circulating cell-free DNA from colorectal cancer patients may reveal high KRAS or BRAF
mutation load.” Transl. Oncol, 2013: 319-328.

Mu, Peng, Xu. ,,Values of mutations of K-ras oncogene at codon 12 in detection of pancreatic cancer:
15-year experience. World J Gastroenterol, 2004: 471-5.

Mukhopadhyay, Roth. ,,A codon 248 p53 mutation retains tumor suppressor function as shown by
enhancement of tumor growth by antisense p53.“ Cancer Res, 1993: 4362-6.

Newman, Bratman, To, Wynne, Eclov, Modlin, Liu, Neal, Wakelee, Merritt, Shrager, Loo Jr,
Alizadeh et al. ,,An ultrasensitive method for quantitating circulating tumor DNA with broad
patient coverage.” Nat Med, 2014: 548-554.

21



Nicholson, Shinkins, Pathiraja et al. ,,Blood CEA levels for detecting recurrent colorectal cancer.*
Cochrane Database Syst Rev, 2015: 12:CD011134.

Ogino, Lochhead, Giovannucci, Meyerhardt, Fuchs, Chan. ,,.Discovery of Colorectal Cancer PIK3CA
Mutation as Potential Predictive Biomarker: Power and Promise of Molecular Pathological
Epidemiology.“ Oncogene, 2014: 2949-2955.

Osborne, Wilson, Tripathy. ,,Oncogenes and tumor suppressor genes in breast cancer: potential
diagnostic and therapeutic applications.” Oncologist, 2004: 361-77.

Pallisgaard, Spindler, Appelt, Andersen, Schou, Nielsen et al. ,,Clinical utility of KRAS status in
circulating plasma DNA compared to archival tumour tissue from patients with metastatic
colorectal cancer treated with anti-epidermal growth factor receptor therapy.” Eur J Cancer,
2015:2678—385.

Peltonen, Osterlund, Lempinen, Nordin, Stenman, Isoniemi. ,,Postoperative CEA is a better prognostic
marker than CA19-9, hCGP or TATI after resection of colorectal liver metastases.” Tumor
Biology, 2018: 1-9.

Pino, Chung. ,,The chromosomal instability pathway in colon.” Gastroenterology, 2010: 2059-2072.

Rapisuwon, Vietsch, Wellstein. ,,Circulating biomarkers to monitor cancer progression and treatment.*
Computational and Structural Biotechnology Journal, 2016: 211-222.

Reinert, Scheler, Thomsen et al. ,,Analysis of circulating tumour DNA to monitor disease burden
following colorectal cancer surgery.” Gut, 2016: 625-634.

Robert, Mouliere, Arnau Peyrotte, Del Rio, Ychou et al. ,,High fragmentation characterizes tumour-
derived circulating DNA.*“ PLoS ONE, 2011: e23418.

Rustgi. ,,The genetics of hereditary colon cancer.* Genes Dev, 2007: 2525-38.

Seemann, Maurici, Olivier, Fromentel, Hainaut. ,,The Tumor Suppressor Gene TP53: Implications for
Cancer Management and Therapy.” Critical Reviews in Clinical Laboratory Sciences, 2008:
551-583.

Sefrioui, Sarafan-Vasseur, Beaussire, Baretti, Gangloff, Blanchard, Clatot, Sabourin, Sesboiié,
Frebourg, Michel, Di Fiore. ,,Clinical value of chip-based digital-PCR platform for the
detection of circulating DNA in metastatic colorectal cancer.” Dig Liver Dis, 2015: 884-90.

Senda, Shimomura, lizuka-Kogo. ,,Adenomatous polyposis coli (Apc) tumor suppressor gene as a
multifunctional gene.” Anat Sci Int, 2005: 121-31.

Schmidt, Diehl, Choti et al. ,,Circulating mutant DNA to assess tumor dynamics.” Nat Med, 2008:
985-990.

Spindler, Pallisgaard, Andersen, Brandslund, Jakobsen. ,,Circulating Free DNA as Biomarker and
Source for Mutation Detection in Metastatic Colorectal Cancer.” PLoS ONE, 2015: ¢0108247.

Stroun, Lyautey, Lederrey, Olson-Sand, Anker. ,,About the possible origin and mechanism of
circulating DNA apoptosis and active DNA release.* Clin Chim Acta, 2001: 139-142.

22



Sun, Wu, Guan. ,,Colonography by CT, MRI and PET/CT combined with conventional colonoscopy
in colorectal cancer screening and staging.* World J. Gastroenterol, 2008: 853-863.

Taly, Pekin, Benhaim, Kotsopoulos, Le Corre, Li, Atochin, Link, Griffiths, Pallier, Blons, Bouché,
Landi, Hutchison, Laurent-Puig. ,,Multiplex picodroplet digital PCR to detect KRAS
mutations in circulating DNA from the plasma of colorectal cancer patients.” Clin Chem,
2013: 1722-31.

Taniguchi, Uchida, Nishino, Kumagai, Okuyama, Okami, Higashiyama, Kodama, Imamura, Kato.
»Quantitative detection of EGFR mutations in circulating tumor DNA derived from lung
adenocarcinomas. Clin. Cancer Res, 2011: 7808-7815.

Taylor, Burt, Williams, Haug, Cannon-Albright. ,,Population-based family history-specific risks for
colorectal cancer: a constellation approach.” Gastroenterology, 2010: 877-85.

Thierry, El Messaoudi, Mollevi, Raoul, Guimbaud, Pezet et al. ,,Clinical utility of circulating DNA
analysis for rapid detection of actionable mutations to select metastatic colorectal patients for
anti-EGFR treatment.” AnnOncol, 2017: 2149-59.

Tie, Semira, Gibbs. ,,Circulating tumor DNA as a biomarker to guide therapy in post-operative locally
advanced rectal cancer: the best option?** Expert Review of Molecular Diagnostics, 2017: 1-3.

Torre, Bray, Siegel, Ferlay, Lortet-Tieulent, Jemal. ,,Global cancer statistics, 2012.“ 4 Cancer Journal
for Clinicians, 2015: 87-108.

Umetani, Kim, Hiramatsu, Reber, Hines, Bilchik, Hoon. ,,Increased integrity of free circulating DNA
in sera of patients with colorectal or periampullary cancer: Direct quantitative PCR for ALU
repeats.” Clin Chem, 2006: 1062-1069.

Vatandoust, Price, Karapetis. ,,Colorectal cancer: Metastases to a single organ.“ World Journal of
Gastroenterology, 2015: 11767-11776.

Vogelius, Spindler, Pallisgaard, Jakobsen. ,,Quantitative cell-free DNA, KRAS, and BRAF mutations
in plasmafrom patients with metastatic colorectal cancer during treatment with cetuximab and
irinotecan.” Clin Cancer Res,2012: 1177-85.

Vukobrat-Bijedic, Husic-Selimovic, Sofic, Bijedic, Bjelogrlic, Gogov, Mehmedovic. ,,Cancer antigens
(CEA and CA 19-9) as markers of advanced stage of colorectal carcinoma.“ Med. Arch, 2013:
397-401.

Wang, Hsieh, Chang et. al. ,,Molecular Detection of APC, K-ras, and p53 Mutations in the Serum of
Colorectal Cancer Patients as Circulating Biomarkers.* World Journal of Surgery, 2004: 721.

Warton, Graham, Yuwono, Samimi. ,,Comparison of 4 commercial kits for the extraction of
circulating DNA from plasma.* Cancer Genet, 2018: S2210-7762(17)30267-3.

Williams, Diaz, Wu, Kinde, Hecht, Berlin et al. ,,The molecular evolution of acquired resistance to
targeted EGFR blockade colorectal cancers.* Nature, 2012: 537-40.

Winawer, Zauber, Ho, O'Brien, Gottlieb, Sternberg, Waye, Schapiro, Bond, Panish, Ackroyd, Shike,
Kurtz, Hornsby-Lewis,Gerdes. ,,Prevention of Colorectal Cancer by Colonoscopic
Polypectomy.“ N Engl J Med, 1993: 1977-1981.

23



Wu, Kinde, Papadopoulos et al. ,Detection and quantification of rare mutations with massively
parallel sequencing.” Proc Natl Acad Sci U S A, 2011: 9530-5.

Yi, Ma, Guan, Chen, Yang, Xia. ,,The feasibility of using mutation detection in ctDNA to assess tumor
dynamics.* International Journal of Cancer, 2017: 2642-2647.

Yonesaka, Zejnullahu, Okamoto, Satoh, Cappuzzo, Souglakos et al. ,,Activation of ERBB2 signaling
causes resistance to the EGFR-directed therapeutic antibody cetuximab.* Sci Trans! Med,
2011: 99ral6.

Zhang, Xu, Shao et al. ,,Comparison of droplet digital PCR and conventional quantitative PCR for
measuring EGFR gene mutation.” Experimental and Therapeutic Medicine, 2015: 1383-1388.

Zheng, Ye, Sun, Wang, Ni, Zhang HP, Zhang L, Luo, Zhang J et al. ,,Plasma EGFR T790M ctDNA
status is associated with clinical outcome in advanced NSCLC patients with acquired EGFR-
TKI resistance.* Sci. Rep, 2016: 20913.

Zhou, Chang, Guan, Yang, Xia, Cui et al. ,,Application of Circulating Tumor DNA as a Non-Invasive
Tool for Monitoring the Progression of Colorectal Cancer. PLoS ONE, 2016:
11(7):e0159708.

Zonta, Garlan, Pecuchet, Perez-Toralla, Caen, Milbury, Didelot, Fabre, Blons, Laurent-Puig et al.
»Multiplex Detection of Rare Mutations by Picoliter Droplet Based Digital PCR: Sensitivity
and Specificity Considerations.” PLoS ONE, 2016: 11:¢0159094.

24



Internetové zdroje:

DUSEK Ladislav, MUZIK Jan, KUBASEK Miroslav, KOPTIKOVA Jana, ZALOUDIK Jan,
VYZULA Rostislav. Epidemiologie zhoubnych nadorii v Ceské republice [online]. Masarykova
univerzita, [2005], [cit. 2018-3-29]. Dostupny z

WWW: http://www.svod.cz. Verze 7.0 [2007], ISSN 1802 — 8861.

SOLEN MEDICAL EDUCATION, Onkologie [online]. Klasifikace kolorektalniho karcinomu
[7/2013]. [cit. 2018-4-29]. Dostupny z
WWW: https://www.onkologiecs.cz/pdfs/xon/2013/04/03.pdf

COSMIC - CATALOGUE OF SOMATIC MUTATIONS IN CANCER [online]. Cancer browser,
[cit. 2018-1-12]. Dostupny z
WWW:http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/browse/tissue?wgs=off&sn=Ilarge_intestine&ss=all&hn=ca

rcinoma&sh=adenocarcinoma&in=t&src=tissue&all data=n

COSMIC - CATALOGUE OF SOMATIC MUTATIONS IN CANCER [online].

Gene view, [cit. 2018-14-4]. Dostupny z

WWW:http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/gene/analysis? coords=AA%3AAA &sn=large_intestine&wg
s=off&preset-sn=large_intestine&preset-hn=carcinoma&preset-

sh=adenocarcinoma&id=923&In=APC&start=815&end=2844

NCBI - National Center for Biotechnology Information, U.S. National Library of Medicine [online].
Gene, [cit. 2018-4-29]. Dostupny z
WWW: https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5290

25


https://www.onkologiecs.cz/pdfs/xon/2013/04/03.pdf
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/browse/tissue?wgs=off&sn=large_intestine&ss=all&hn=carcinoma&sh=adenocarcinoma&in=t&src=tissue&all_data=n
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/browse/tissue?wgs=off&sn=large_intestine&ss=all&hn=carcinoma&sh=adenocarcinoma&in=t&src=tissue&all_data=n
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/gene/analysis?coords=AA%3AAA&sn=large_intestine&wgs=off&preset-sn=large_intestine&preset-hn=carcinoma&preset-sh=adenocarcinoma&id=923&ln=APC&start=815&end=2844
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/gene/analysis?coords=AA%3AAA&sn=large_intestine&wgs=off&preset-sn=large_intestine&preset-hn=carcinoma&preset-sh=adenocarcinoma&id=923&ln=APC&start=815&end=2844
http://cancer.sanger.ac.uk/cosmic/gene/analysis?coords=AA%3AAA&sn=large_intestine&wgs=off&preset-sn=large_intestine&preset-hn=carcinoma&preset-sh=adenocarcinoma&id=923&ln=APC&start=815&end=2844
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/
https://www.nlm.nih.gov/
https://www.ncbi.nlm.nih.gov/gene/5290

