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Úvod 
Cirkulujúca nádorová DNA (ctDNA) je časť voľnej cirkulujúcej DNA (cfDNA), ktorá je 
uvoľňovaná priamo z nádorového tkaniva, v čoho dôsledku je táto ctDNA geneticky identická 
s korešpondujúcim primárnym tumorom (1). ctDNA má potenciál zmeniť klinickú prax 
v štyroch kľúčových oblastiach, ktorými sú detekcia minimálneho reziduálneho ochorenia, 
manažment pacientov s nádormi konečníka, monitorovanie odpovede na liečbu a sledovanie 
klonálnej dynamiky v reakcii na cielené terapie a ďalšie systémové liečby (2). 
Analýza ctDNA sa u pacientov s metastatickým kolorektálnym karcinómom (mCRC) používa 
na testovanie mutácií v génoch KRAS, NRAS a BRAF. V prípade génov KRAS a NRAS môže 
analýza ctDNA identifikovať pacientov s horšou prognózou, ktorí môžu profitovať z 
agresívnejšieho režimu chemoterapie, ktorý môže byť v prípade wild-type mutačného statusu 
kombinovaný s biologickou liečbou, nakoľko z liečby monoklonálnymi protilátkami 
(cetuximab a panitumumab)  profitujú len pacienti bez mutácie v génoch KRAS a NRAS. 
Mutácie v géne BRAF možno použiť ako negatívny prognostický biomarker pre celkové 
prežívanie a rovnako môžu mať úlohu pri výbere vhodnej liečby (3). 
V našej práci sme pomocou plne automatizovaného diagnostického systému IdyllaTM 
analyzovali mutácie v génoch KRAS, NRAS a BRAF v nádorových tkanivách fixovaných vo 
formalíne (FFPE) a v cirkulujúcej nádorovej DNA (ctDNA) z krvnej plazmy u pacientov so 
sporadickým mCRC. Analýzou ctDNA v krvi pacientov počas terapie monoklonálnymi 
protilátkami sme monitorovali potenciálnu zmenu mutačného statusu génov RAS a BRAF 
medzi jednotlivými odbermi, čo nám následne umožnilo sledovať pokrok v liečbe 
monoklonálnymi protilátkami, resp. progresiu ochorenia u jednotlivých pacientov.  
 
Materiál a metódy 
Náš súbor pozostával zo 49 pacientov s diagnostikovaným mCRC vo vekovom rozpätí od 39 
do 91 rokov. Všetkým pacientom boli odobraté FFPE vzorky a vzorky periférnej krvi. 
Prvotný DNA test bol u každého pacienta vykonaný z FFPE vzorky získanej z chirurgicky 
resektovaného nádorového tkaniva. Ďalšie DNA testy boli vykonané z periférnej krvi (resp. 
ctDNA) odobratej pred, počas a po ukončení terapie monoklonálnymi protilátkami. Pacientov 
sme rozdelili podľa počtu odberov krvnej plazmy (1-5 odberov), ktorý bol u jednotlivých 
pacientov stanovený na základe rozhodnutia klinických onkológov. 
 
Pracovný postup izolácie krvnej plazmy z periférnej krvi 
Vzorku krvnej plazmy sme pripravovali z 10 mL odobratej periférnej krvi dodanej v EDTA 
skúmavke (izoláciu bolo nutné urobiť do 4 hodín) alebo v STRECK skúmavke (izoláciu bolo 
nutné urobiť do 72 hodín). Krv v skúmavke sme centrifugovali pri 1500 g po dobu 10 minút 
pri laboratórnej teplote. Medzitým sme si pripravili 1,5 mL skúmavky. Supernatant (krvnú 
plazmu) sme rozpipetovali po 1,2 mL do pripravených 1,5 mL skúmaviek, pričom sme dávali 
pozor, aby sme špičkou nenabrali krvné bunky z peletu. Následne sme skúmavky 
centrifugovali pri 15000 – 20000 g po dobu 1 minúty pri laboratórnej teplote. Na záver sme 
supernatant (krvnú plazmu) rozpipetovali po 1,1 mL do nových 1,5 mL skúmaviek.  



 
Analýza vzoriek ctDNA pomocou diagnostického systému IdyllaTM 

Otvorili sme príslušnú IdyllaTM kazetu (ctKRAS/ ctNRAS-BRAF) na analýzu ctDNA a 
napipetovali sme 1 mL izolovanej krvnej plazmy. Na ovládacej konzole IdyllaTM sme navolili 
testovanie, vyplnili sme potrebné identifikačné údaje o analyzovanej vzorke a naskenovali 
sme identifikačný kód na analyzačnej kazete a spustili sme analýzu. Po ukončení času 
potrebného na izoláciu a analýzu DNA sme vybrali analyzačnú kazetu a vyexportovali 
výsledok analýzy ctDNA.  
 
Pracovný postup analýzy FFPE vzoriek pomocou diagnostického systému IdyllaTM 

Na krúžky filtračného papiera sme napipetovali 60 µL nuclease-free vody. Na jeden z 
krúžkov filtračného papiera sme pomocou pinzety naniesli dostatočné množstvo rezov z 
tkanív. Rezy z tkanív sme prikryli druhým krúžkom filtračného papiera. Pripravené vzorky 
sme vložili pinzetou do komôrky analyzačnej kazety, ktorú sme následne zatvorili a spustili 
sme analýzu. 
 
Výsledky 
Z celkového počtu pacientov bol vykonaný prvý odber u 49 pacientov, z toho druhý odber u 
13 pacientov, tretí odber u 8 pacientov, štvrtý odber u 2 pacientov a piaty odber u 2 pacientov 
(Tabuľka 1). Spomedzi 49 pacientov malo 22 pacientov  wild-type RAS a BRAF status a 27 
pacientov malo mutáciu v niektorom z vyšetrovaných génov, pričom sme identifikovali 12 
diskrepancií v mutačnom statuse medzi výsledkom vyšetrenia FFPE vzorky a vzorky krvnej 
plazmy (Tabuľka 2). 
 
Tabuľka 1. Zhody a diskrepancie mutačného statusu medzi jednotlivými odbermi u pacientov, u ktorých 

bola vyšetrená vzorka FFPE a zároveň vzorka krvnej plazmy (ctDNA). 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Tabuľka 2. Diskrepancie v génoch KRAS, NRAS a BRAF medzi vzorkou FFPE a 1. odberom ctDNA. 
 
 
 
 
 
 
 
 

POČET PACIENTOV S VYŠETRENOU ctDNA + FFPE: 49 

Poradie odberov Počet pacientov 
 

Zhoda mutačného 
statusu 

v jednotlivých 
odberoch 

Zmena mutačného 
statusu medzi 
jednotlivými 

odbermi 
1. odber 49 − − 

2. odber 13 9 3 

3. odber 8 4 3 

4. odber 2 0 2 

5. odber 2 1 1 

Diskrepancie medzi FFPE a ctDNA:  
Gén 

s identifikovaným 
patogénnym 
variantom 

FFPE wt → 1. odber ctDNA mut FFPE mut → 1. odber ctDNA wt 

3 9 
KRAS 2 4 
NRAS 1 2 
BRAF 0 3 



Okrem kvalitatívneho vyhodnotenia výsledkov analýzy cirkulujúcej nádorovej DNA sme sa 
zaoberali aj kvantitatívnym monitorovaním jednotlivých odberov. Automatický diagnostický 
systém IdyllaTM je založený na princípe metódy Real-time PCR, a teda umožňuje vizualizáciu 
a kvantifikáciu amplifikácie DNA v reálnom čase. Kľúčovým údajom bola pre nás hodnota 
Cq, t.j. tzv. prahový cyklus (treshold cycle), v ktorom začína exponenciálna fáza, kedy sa 
fluorescencia zvýši na úroveň optickej detekcie. Pre každý z odberov sme vypočítali hodnotu 
∆ Cq, ktorá zodpovedá rozdielu hodnoty Cq mutovanej vzorky a hodnoty Cq s wild-type 
mutačným statusom (∆ Cq = CqMut-CqWT). V prípade, že výsledok vyšetrenia bol 
negatívny, t.j. wild-type RAS a BRAF status, hodnota ∆ Cq bola rovná 0 (4). V Tabuľke 3 sú 
uvedené výsledky ctRAS testov a hodnoty Cq a ΔCq pacienta, u ktorého sme vyšetrovali 
krvné plazmy z 5 odberov periférnej krvi. Následne sme zostrojili graf (Δ Cq  plot), ktorý 
znázorňuje konkrétne zmeny v mutačnom statuse medzi jednotlivými odbermi (Graf 1). 

 

Tabuľka 3. Hodnoty Cq a ΔCq pacienta, u ktorého boli vyšetrené krvné plazmy z piatich odberov 
periférnej krvi. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Graf 1. Delta Cq plot znázorňujúci monitorovanie RAS a BRAF mutačného statusu pacienta, u ktorého 
boli vyšetrené krvné plazmy z piatich odberov periférnej krvi. 

 
 
 
 

Pacient 3 
Poradie odberu 

Výsledok IdyllaTM 

ctRAS testu 
Cq Mut Cq WT ΔCq 

(CqMut-CqWT)* 

1. odber KRAS_G12V 33,54 25,39 8,15 

2. odber wt --- 25,3 0 

3. odber wt --- 24,9 0 

4. odber KRAS_ A146T/V/P 36,06 23,51 12,55 

5. odber KRAS_G12V 28,77 23,69 5,08 



 
 
Diskusia 
Výhodou diagnostiky založenej na ctDNA pomocou diagnostického systému IdyllaTM je jej 
neinvazívnosť, rýchlosť získania výsledkov a ich jednoduchá interpretácia bez nutnosti 
analýzy zložitých grafov. ctDNA poskytuje dostatočné informácie o biologických 
vlastnostiach nádoru, o jeho heterogenite a výsledky viacerých štúdií preukázali zhodu so 
vzorkami nádorového tkaniva (5, 6). 
V našej práci sme nevenovali pozornosť konkrétnym typom mutácií, ale zaujímal nás najmä 
pomer diskrepancií k celkovému počtu vyšetrených vzoriek. V rámci inovatívneho 
monitorovania pacientov s mCRC nás zaujímali najmä zmeny mutačného statusu u pacientov, 
ktorým sme vyšetrili sériu odberov krvnej plazmy (3 až 5 odberov). Takéto sériové vyšetrenie 
genetických variantov vo vzorkách krvnej plazmy má potenciál poskytnúť informácie o 
priestorovej a časovej heterogenite nádoru v rozsahu, aký nie je možné dosiahnuť analýzou 
samotných vzoriek nádorového tkaniva. FFPE vzorky sú častokrát nevhodné a zamietnuté pre 
analýzu genetických variantov pomocou Sangerovho sekvenovania alebo metódy NGS z 
dôvodu nedostatočného množstva materiálu alebo nízkeho percenta nádorových buniek vo 
vzorke (7). 
V rámci 12 prípadov diskrepancie mutačného stavu medzi FFPE vzorkou a prvým odberom 
krvnej plazmy sme identifikovali 9 prípadov, kde bola FFPE vzorka pozitívna pre mutáciu v 
niektorom z RAS onkogénov, zatiaľ čo prvý odber ctDNA vykazoval wild-type RAS status 
(Tabuľka 2). 
Možným vysvetlením týchto diskrepancií je intratumorálna heterogenita. Je známe, že 
mutácie v génoch KRAS, NRAS a BRAF v kolorektálnom nádore sú priestorovo heterogénne 
(8). Vzorka nádorového tkaniva, v ktorej sme testovali RAS, resp. BRAF mutačný status 
pravdepodobne pochádzala z nádorového fragmentu, ktorý bol práve náhodou zmutovaný, 
zatiaľ čo väčšina zostávajúcej nádorovej hmoty bola negatívna. ctDNA, ktorá odráža 
priemernú hodnotu celého obsahu nádorových buniek bola pre RAS, resp. BRAF mutácie 
negatívna v dôsledku zriedenia mutovaných subklonov v nemutovaných klonoch nádorových 
buniek.  
Zmenu mutačného statusu medzi jednotlivými odbermi sme zaznamenali u 9 pacientov 
(Tabuľka 1). U týchto pacientov sme sledovali aj kvantifikáciu amplifikácie DNA v reálnom 
čase. Farmakogenomická analýza buniek CRC, ktoré získali rezistenciu na cetuximab 
ukazuje, že po vysadení protilátok sa klony s KRAS mutáciou rozpadajú, zatiaľ čo populácia 
znovu získava citlivosť na toto liečivo. Profily ctDNA pacientov, ktorí profitujú z 
viacnásobného podávania anti-EGFR protilátok, vykazujú pulzatívne zmeny mutačného 
statusu génu KRAS. Tieto výsledky ukazujú, že genóm CRC sa dynamicky adaptuje na 
prerušované dávkovacie schémy a poskytuje molekulárne vysvetlenie účinnosti opakovaných 
cyklov liečby založenej na EGFR inhibítoroch (9). Uvedená farmakogenomická analýza 
vysvetľuje zmeny mutačného statusu génu KRAS medzi jednotlivými odbermi v prípade 
pacienta z nášho vyšetrovaného súboru, u ktorého sme vyšetrili 5 odberov krvnej plazmy. U 
tohto pacienta sme zaznamenali nasledujúce zmeny v mutačnom statuse: KRAS mut G12V (1. 
odber ctDNA) → KRAS wt (2. odber ctDNA) →  KRAS wt (3. odber ctDNA) →  KRAS mut 
A146T/V/P (4. odber ctDNA) →  KRAS mut G12V (5. odber ctDNA) (Tabuľka 3, Graf 1). U 
tohto pacienta sa hodnota ∆Cq medzi 4. a 5. odberom výrazne líšila. V 4. odbere bola hodnota 
∆Cq 12,55, čo poukazuje na nižšie zastúpenie nádorových buniek s mutáciou v porovnaní s 5. 
odberom, kde hodnota ∆Cq bola 5,08.  
Naše výsledky ukázali, že sériové monitorovanie ctDNA má potenciál pomôcť klinickým 
lekárom pri prijímaní rozhodnutí v personalizovanej liečbe a uľahčiť včasné prispôsobenie 



liečby tak, aby sa znížila miera toxicity neúčinných terapií, a taktiež aby sa umožnil rýchlejší 
prechod na potenciálne účinnejšiu liečbu. 
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