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Abstract:
Introduction

Cancer is one of the leading causes of death worldwide. The molecular
characterization of solid tumors has provided significant advances in oncology, and genome
profiling using circulating tumor DNA (ctDNA) has helped improve the quality of medical
care for patients with cancer. Liquid biopsy is a diagnostic molecular test to demonstrate the
presence of circulating tumor DNA or circulating tumor cells released from primary or
metastatic solid tumors. In addition, the minimally invasive nature of the liquid biopsy
enables quick verification of the grade of malignancy. Observation of ctDNA in blood tests is
of great importance at the treatment stage, it allows to determine resistance to the applied
treatment, response to therapy and to predict relapse before it occurs.

Aim of the study

The aim of this review is to present information on the use of circulating tumor DNA
together with circulating tumor cells in oncological diagnostics.

Materials and methods

The work was created based on the PubMed database. Articles were searched in
English using the following keywords: ctDNA, CTC, cfDNA.

Results

Currently, ctDNA analysis is an alternative to traditional molecular diagnostics of
cancer tissue, assessment of the effectiveness of therapy, monitoring of tumor dynamics,
monitoring of progression and predicting recurrence.
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Summary

There are not many diagnostic methods for detecting ctDNA. Due to the short length
of the fragments and the low content in the samples, ctDNA analysis requires more sensitive
techniques to ensure its reliability compared to methods used in solid tissue biopsies. Existing
techniques of ctDNA analysis focus mainly on the identification of mutations in advanced
stages of cancer, less often on early diagnosis.

Key words: ctDNA; circulating tumor DNA; CTC; liquid biopsy; tumor; cancer

Streszczenie:
Wprowadzenie

Choroby nowotworowe stanowig jedng z glownych przyczyn zgondéw na $wiecie.
Molekularna charakterystyka guzéw litych zapewnila znaczacy postep onkologii, a
profilowanie genomu wykorzystujace krazace DNA nowotworowe (circulating tumor DNA -
ctDNA) pomogto poprawi¢ jako$¢ opieki medycznej nad pacjentami z nowotworami. Ptynna
biopsja nalezy do diagnostycznych testéw molekularnych majacych na celu wykazanie
obecnosci krazacego DNA nowotworowego badz krazacych komoérek nowotworowych
uwalnianych z pierwotnych badz przerzutowych guzéw litych. Ponad to, malo inwazyjny
charakter plynnej biopsji umozliwia szybka weryfikacje stopnia zto§liwosci. Obserwacja
ctDNA w badaniach krwi ma duze znaczenie na etapie leczenia, umozliwia okreslenie
oporno$ci na zastosowanag kuracj¢, odpowiedzi na terapi¢ oraz przepowiadanie nawrotu
zanim on nastapi.

Cel pracy

Celem tej pracy przegladowej jest prezentacja informacji na temat zastosowania
krazacego DNA nowotworowego wraz z krazagcymi komoérkami nowotworowymi w
diagnostyce onkologiczne;j.

Materialy i metody

Praca zostata stworzona w oparciu o baz¢ danych PubMed. Artykuty wyszukiwano w
jezyku angielskim przy uzyciu nastgpujacych stow kluczowych: ctDNA, CTC, cfDNA.

Wyniki

Obecnie analiza ctDNA jest alternatywa dla tradycyjnej diagnostyki molekularnej
tkanki nowotworowej, oceny skuteczno$ci terapii, monitorowania dynamiki nowotworu,
monitorowania progresji i prognozowania nawrotu.

Whioski

Nie istnieje wiele metod diagnostycznych do wykrywania ctDNA. Ze wzgledu na
krotka dtugos$¢ fragmentdéw i niskg zawarto$¢ w probkach, analiza ctDNA wymaga bardziej
czulych technik, aby zapewni¢ jej wiarygodno$¢ w poroéwnaniu z metodami stosowanymi w
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biopsjach tkanek stalych. Istniejagce techniki analizy ctDNA skupiajg si¢ glownie na
identyfikacji mutacji w zaawansowanych stadiach nowotworu, rzadziej na wczesnej
diagnostyce.

Stowa kluczowe: ctDNA; krazace DNA nowotworowe; CTC; plynna biopsja; nowotwor;
rak

Wprowadzenie

Choroby nowotworowe stanowig jedng z gtéwnych przyczyn zgondéw na §wiecie. Ich
przyczyna na poziomie molekularnym jest nieprawidtowa oraz nadmierna kariokineza (1).
Molekularna charakterystyka guzéw litych znaczaco pomogla w rozwoju onkologii,
natomiast profilowanie genomu z wykorzystaniem krazacego DNA nowotworowego
(circulating tumor DNA — ctDNA) zapewnilo popraw¢ w opiece medycznej nad pacjentami z
nowotworami (2). Wolno krazace DNA (circulating free DNA — cfDNA) to pofragmentowane
DNA znajdujace si¢ we krwi, ktére uwalniane jest z komorek na skutek martwicy, apoptozy
lub autofagii komérek. CfDNA, ktore pochodzi z komorki nowotworowej nosi nazwg ctDNA
1 jest no$nikiem zmian genomowych charakterystycznych dla nowotworu. W cechach
odrézniajacych cfDNA od ctDNA wyrdznione sg m.in. mutacje somatyczne, krotsze dtugosci
fragmentow oraz zmiany strukturalne (3). Ze wzgledu na krotki okres péitrwania analiza
ctDNA umozliwia monitorowanie nowotworu w czasie rzeczywistym. Wykrywanie ctDNA
jest wyborem mniej inwazyjnym oraz bezpieczniejszym od biopsji tkanki (4) . Obecno$¢
cfDNA w ludzkim osoczu stwierdzono przez Mandela i Matelsa w 1948 roku (5). Natomiast
w 1977 roku Leon i wsp. stwierdzili obecnos¢ ctDNA w krwi obwodowej 0s6b chorujacych

na raka (6).

Plynna biopsja — zalety oraz zastosowanie

Plynna biopsja zaliczana jest do molekularnych testow diagnostycznych, ktorych
zadaniem jest wykazanie obecnos$ci krazacego DNA nowotworowego lub krazacych komorek
nowotworowych (circulating tumor cells — CTC) uwalnianych z pierwotnych badz
przerzutowych guzéw (Rycina 1). Stosowana jest we wczesnej diagnostyce nowotworow

oraz do monitorowania odpowiedzi na zastosowane leczenie (7). Ze wzgledu na mata
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inwazyjno$¢ plynnej biopsji mozliwe jest wykonanie szybkiej weryfikacji ztosliwosci
nowotworu. Obserwacja ctDNA w badaniach krwi jest znaczace na etapie leczenia,
umozliwia okre§lenie oporno$ci na zastosowang kuracje, odpowiedzi na terapi¢ oraz
przewidywanie nawrotu choroby przed jego wystapieniem (8,9). Obecnie zaréwno ctDNA

jak 1 CTC sg traktowane jako biomarkery, poniewaz przedstawiaja genetyke nowotworu nie

tylko w celach diagnostycznych, ale réwniez prognostycznych (7).

Rycina 1. Schemat substancji wydzielanych przez komorki nowotworowe, ktore maja
zastosowanie w wykrywaniu i monitorowaniu nowotworu przy uzyciu plynnej biopsji.
Schemat przedstawia wydzielanie przez komorki nowotworowe krazacego DNA
nowotworowego (circulating tumor DNA - ctDNA) oraz krazacych komorek
nowotworowych (circulating tumor cell - CTC), z wyrdznieniem ich podtypdéw, do naczyn
krwiono$nych cztowieka.

Wykaz skrotow: ctDNA — krazace DNA nowotworowe, CTC — krazace komorki
nowotworowe, CK'CTC - ujemne wzglgdem cytokeratyny krazace komorki nowotworowe
Rycine stworzono przy pomocy BioRender.com (https://www.biorender.com)

Krazace komorki nowotworowe i ich rodzaje

Krazace komorki nowotworowe to komorki, ktére sg uwalniane z nowotworu do
naczyn krwionosnych badz tez limfatycznych. W 1869 roku Thomas Ashworth (10) wykazal
wystepowanie CTC w krwi chorych na nowotwor gruczotu krokowego. Z racji krétkiego

okresu poéttrwania CTC dostarczajg informacji o stanie chorego w czasie rzeczywistym.
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Badania (11,12) wykazaly zalezno$¢ pomiedzy rozwojem przerzutow a wielko$cig i
rozmieszczeniem skupisk CTC. Charakterystyka krazacych komorek nowotworowych
potwierdzita ich heterogeniczno$§¢ genomowa 1 réznorodnos$¢ fenotypowa. Wyrdzniono
cztery gtowne rodzaje CTC, w tym: tradycyjne CTC, ujemne pod wzgledem cytokeratyny
CTC (CKCTC), apoptotyczne CTC oraz mate CTC.

Tradycyjne CTC

Tradycyjne CTC charakteryzuja si¢ duzymi 1 nieregularnymi ksztaltami z
nienaruszonym jadrem komoérkowym. Wykazuja ekspresj¢ cytokreatyny pochodzenia

nabtonkowego.
Ujemne pod wzgledem cytokeratyny CTC (CK'CTC)

Ujemne pod wzgledem cytokeratyny CTC to komorki nowotworowe, ktére sa
najbardziej potencjalne do tworzenia przerzutow, poniewaz nie maja cytokeratyn i antygenu

réznicowania komodrkowego 45 (CDA45).
Apoptotyczne CTC

Apoptotyczne CTC sa to tradycyjne CTC, ktore ulegly apoptozie. Roznicowanie
polega na ocenie jadra komorkowego, ktéore w przypadku apoptotycznych CTC jest
pofragmentowane oraz na obserwowaniu wybrzusze cytoplazmatycznych. Stosunek
apoptotycznych CTC do tradycyjnych CTC moze by¢ stosowany w ocenie skutecznos$ci

leczenia pacjenta.
Mate CTC

Mate CTC klasyfikowane sg jako CTC dodatnie pod wzgledem cytokeratyny oraz
CD45-ujemne. Ich rozmiary sa zblizone do wielkosci lekocytow. Odpowiadajg za progresje
choroby 1 réznicowanie si¢ w raki drobnokomoérkowe, ktore czesto wymagaja specjalnych

strategii terapeutycznych (7,13).

Badania kliniczne wsrdd chorujacych na raka piersi uwzgledniajace krazace komorki

nowotworowe

Badania kliniczne (14) przeprowadzone ws$rdod pacjentow z 18 kohort, w tym 2436

chorujacych na przerzutowego raka piersi wykazaty zalezno$¢ pomigdzy iloscia CTC w krwi
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osob chorujacych na nowotwoér ze skutecznoscia leczenia przerzutéw i $miertelnosciag. U
chorych na raka piersi z przerzutami, u ktérych poziom CTC w 7,5ml krwi byt rowny lub
przekraczal 5 kuracja zakonczyla si¢ niepowodzeniem. Przeciwnie byto u oséb, w ktorych
krwi warto§¢ CTC w krwi byla nizsza od 5. Przelozylo si¢ to rowniez na przezywalnosé
chorujacych, ktora byla wyzsza u oséb z nizszym poziomem CTC we krwi. Pacjenci, u
ktorych CTC przyjmuje warto$¢ ponizej 5 w 7,5ml krwi zostali zaklasyfikowani do grupy
stadium IV z powolnym rozwojem nowotworu, natomiast osoby u ktorych CTC > 5 do

stadium IV z szybka progresja choroby (14).
Metody izolacji CTC

W minionej dekadzie zostalo zaproponowanych wiele metod pobierania CTC. Ze
wzgledu na bardzo maty procent CTC we krwi chorych, ich precyzyjne wyizolowanie z
licznych komorek krwi, a zwlaszcza znalezienie metody umozliwiajacej skuteczne
wykrywanie CTC nadajacych si¢ do doglebnej analizy nadal stanowi duze wyzwanie.

Zasadniczy podziat strategii technologicznych do analizy CTC prezentuje si¢ nastgpujaco:
1. Izolacja 1 zageszczanie

2. Wykrywanie i identyfikacja

3. Uwalnianie (15)

Pierwsza strategia opiera swe dzialanie na interakcjach fizycznych i oddzialywaniu
antygen-przeciwciato. Druga odnosi si¢ do metod takich jak mikroskopia fluoroscencyjna,
spektrofotometria czy cytometria przeptywowa. W ostatniej strategii uwolnione CTC sg

materialem do dalszych badan m.in. genomiki, proteomiki czy tez transkryptomiki (16).

Nowe podejscie diagnostyki onkologicznej - test wczesnego wykrywania wielu

nowotworow

Obecne testy przesiewowe w kierunku nowotworu sa specyficzne dla konkretnego
narzadu, co oznacza, ze wyniki jednego badania w danym narzadzie nie dostarczajg chorym
ani ich lekarzom zadnych informacji na temat innych rodzajéw raka mozliwie obecnych w
pozostatych czgsciach ciata. W populacji ogdlnej tylko pie¢ rodzajow raka jest poddawanych
badaniom przesiewowym. Naleza do nich rak piersi, pluc, okreznicy, szyjki macicy oraz
prostaty. Test wczesnego wykrywania wielu nowotwordw moze wykry¢ ponad 50 typoéw raka

w oparciu o pobrang od pacjenta probke krwi (Rycina 2) (17).

18



@ "Jeden test - jeden nowotwor" "Jeden test - wiele nowotworow"

Rak piersi
Rak ptuc
Rak okreZnicy
Rak prostaty
Rak szyjki
¥ i macicy
b \ || . i » Rak jajnikow
| (e ; | 1 Rak wafrob
§ B N J ! . q ¥
F 8 L i A + Rak pecherza
L‘ " . MOCZOWEEO
Ij" Rak pluc wl | ] " + Rak trzustki
’ Ay ¢ > s * Czerniak
| o P ®_+ Wiele innych

: " \ nowotworow

~
N,
D
L] L] - -

Rycina 2. Schemat przedstawiajacy dwa podejscia w diagnostyce onkologicznej.
Schemat przedstawia dwa podejscia w diagnostyce onkologiczne;.

(A)Test przesiewowy w kierunku konkretnego nowotworu na przyktad tomografia
komputerowa ptuc w celu wykrycia raka ptuc. To podejscie nie dostarcza informacji o
pozostatych narzadach i mozliwych nowotworach u pacjenta. W populacji badania
przesiewowe wykonuje si¢ w celu diagnozy rak piersi, ptuc, okreznicy, szyjki macicy
oraz prostaty.

(B) Test wczesnego diagnozowania wielu nowotworéw oparty na wykrywaniu w probce
krwi krazacego DNA nowotworowego lub krazacych komorek nowotworowych.
Pozwala na wykrycie ponad 50 réznych typéw nowotworow, przyklady wymieniono
po prawej stronie. W kolorze czerwonym zaznaczono 5 nowotworéw poddawanych
obecnie badaniom przesiewowym.

Rycine stworzono przy pomocy BioRender.com (https://www.biorender.com)

CtDNA jako biomarkery

Dostarczenie charakterystycznych dla nowotworu biomarkeréw staje si¢ duzo
tatwiejsze, dzieki wysokiej specyficznosci kazdego nowotworu i zachodzacych w jego
komodrkach mutacji somatycznych. Biomarkery, takie jak ctDNA i1 CTC, moga byc¢
wykorzystywane do monitorowania raka w czasie rzeczywistym przed, w trakcie 1 po

okreslonych terapiach. Problem jednak stwarza maly stosunek zmutowanych fragmentow
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genow do liczby pierwotnych fragmentow DNA (18) . Ponad to, okres pottrwania ctDNA
wynosi mniej niz 2 godziny, utrudnia to interpretacje wynikow klinicznych oraz doktadne
wykrycie mutacji. Na przestrzeni ostatnich lat przy uzyciu fancuchowej reakcji polimerazy
wykazano ponad 75% powodzenie w wykrywaniu nowotworow m.in. u chorych z
zaawansowanym nowotworem zotadka, przelyku, pecherza, piersi oraz czerniaka z
wykorzystaniem ctDNA. W przypadku zastosowania PCR do wykrycia pierwotnego
nowotworu mozgu, prostaty, nerek lub tarczycy wykrywalno$¢ wynosita mniej niz 50%.
Obecnie do wykrywania mutacji wykorzystuje si¢ sekwencjonowanie nowej generacji.
Umozliwia ono ocen¢ zmian somatycznych w setkach gendéw w tym samym czasie (19).
Przyktadami testow sekwencyjnych, ktore pozwalaja na wykrywanie duzej ilo$ci rodzajow
zmian genetycznych sa OncoPanel oraz MSK-IMPACT (20,21). Testy te osiagaja nawet 98%
czulosci 1 100% swoistosci. Co ciekawe, ctDNA mozna zidentyfikowaé nie tylko w osoczu,
alerowniez 1 w ptynie mézgowo-rdzeniowym, moczu, $linie, stolcu, ptynie oplucnowym oraz

otrzewnowym (22,23).

Podsumowanie

Obecnie analiza ctDNA jest alternatywa dla tradycyjnej diagnostyki molekularnej
tkanki nowotworowej, oceny skuteczno$ci terapii, monitorowania dynamiki nowotworu,
monitorowania progresji i prognozowania nawrotu. Nie istnieje wiele metod diagnostycznych
do wykrywania ctDNA. Ze wzgledu na krétkg dlugosé fragmentdéw i niskg zawarto$¢ w
probkach, analiza ctDNA wymaga bardziej czulych technik, aby zapewni¢ jej wiarygodnos¢
w poréwnaniu z metodami stosowanymi w biopsjach tkanek statych. Zniwelowanie problemu
jakim jest niewystarczajgca zawartoscig ctDNA w calym osoczu, wymaga wielu powtorzen
PCR, aby przeanalizowa¢ ctDNA 1 odrézni¢ go od innych zrodel DNA. Jednak wiele cykli
PCR moze powodowa¢ btedy amplifikacji (24). Istniejace techniki analizy ctDNA skupiaja
si¢ gléwnie na identyfikacji mutacji w zaawansowanych stadiach nowotworu, rzadziej na
wczesne] diagnostyce. Dlatego analiza ctDNA stoi przed powaznymi wyzwaniami
technologicznymi, ktére moga ostatecznie zadecydowaé o potencjalnym zastosowaniu

klinicznym (25).
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