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Slobodne, cirkuliraju¢e molekule DNK, izvan
stanica, u ljudskoj plazmi opisane su jo§ 1948. godi-
ne no njihova klinicka primjena po prvi puta je zapo-
cela pola stoljeca kasnije, upotrebom u prenatalnom
probiru (1,2). Udio slobodne cirkuliraju¢e DNK, kod
pacijenata s hematoloskim i solidnim tumorima, je
znatno veci nego kod zdravih osoba upravo zbog ve-
¢eg umnazanja i propadanja stanica. Udio slobodne
cirkulirajuée DNK koji nosi tumor specificne pro-
mjene naziva se ,,cirkuliraju¢om tumorskom® DNK
(ctDNK), a ona se otpusta u cirkulaciju upravo zbog
nekroze 1 apoptoze tumorskih stanica, a manjim di-
jelom putem aktivne sekrecije (3).

Za evaluaciju geneti¢kog materijala tumora po-
treban je biopticki uzorak tkiva tj. koStana biopsija
ili biopsija zahvacenog limfnog ¢vora odnosno me-

kog tkiva. Uzimanje bioptata je invazivan postupak
s moguéim razvojem komplikacija, ali isto tako i li-
mitirajuci, jer dobivamo genetski materijal iz samo
jednog dijela tumorskog tkiva uzimajuéi u obzir
intratumoralnu heterogenost. S druge pak strane,
ctDNK predstavlja mjeSavinu nukleinskih kiselina
iz sveukupnog tumorskog tkiva, kako primarnog
tako 1 metastatskih sijela, a samim time i reprezen-
tativniji ,,genomski®, tumorski materijal. Venepunk-
cija i dobivanje uzorka slobodne DNK je minimalno
invazivan postupak koji se moze ¢eSc¢e ponavljati te
tako mozemo sigurnije monitorirati tumorsku masu
kao 1 odgovor na terapiju (4). Takoder treba imati
na umu da koli¢ina cirkuliraju¢e DNA u organizmu
ovisi 1 0 njenom odstranjivanju iz plazme, filtrira-
njem krvi u jetri, bubrezima i slezeni te o degradaci-

Slika 1. Cirkulirajuéa tumorska DNK (ctDNK) otpusta se u krv iz svih tumorskih sijela. Odvajanjem plazme iz
periferne krvi izolira se ctDNK koja se u krv otpusSta usljed propadanja tumorskih stanica. ctDNK je vidljivo
fragmentirana te je prisutna u malim koli¢inama stoga su za analizu takvih uzoraka potrebne analiticke
metode izrazito visoke osjetljivosti kao $to je NGS (next generation sequencing). Sekvenciranje nove generacije
vr§i tisuce ocitanja svakog umnoZenog nukleotida te ima osjetljivost detekcije mutacija manju od 0,1% Sto je
potrebno da se detektira i manji udio ctDNK u ukupnoj slobodnoj stani¢noj DNK.
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ji DNK, tako da se vrijeme poluraspada nukleinskih
kiselina u krvi kre¢e od 15 min do 2 sata (5). Stoga
se takav uzorak krvi mora §to prije dopremiti u la-
boratorij na izolaciju nukleinskih kiselina. Buduci
da su koli¢ine slobodne, cirkuliraju¢e DNK niske,
za analizu takvih uzoraka, potrebne su i analiticke
metode izrazito visoke osjetljivosti kao Sto su digital
PCR (ddPCR, BEAMing) i NGS (next generation
sequencing) (Slika 1.).

Precizno monitoriranje ctDNK je znacajno zbog
ranog otkrivanja relapsa bolesti odnosno ciljnih mu-
tacija §to moze znacajno utjecati na ishod lije¢enja
pacijenata oboljelih od hematoloskih malignih bole-
sti. Prva studija koja je evaluirala mutacije na cirku-
liraju¢oj slobodnoj DNK hematoloskih pacijenata je
bila provedena na oboljelima od akutne mijeloi¢ne
leukemije (AML) i mijelodisplasticnog sindroma
(MDS) (6). Istrazivanje je pokazalo, izmedu osta-
log, mutacije u slobodnoj cirkuliraju¢oj DNK koje
nisu bile pronadene u uparenim uzorcima DNK do-
bivenim iz blasta periferne krvi ili DNK dobivene
iz bioptata koStane srzi. Autori tog istraZivanja su
zakljucili da plazma moZe posluZiti kao lako dostu-
pan 1 koristan materijal za detekciju i pra¢enje mije-
loidnih oboljenja. Takoder ctDNK moze se koristiti
1 kod pacijenata oboljelih od limfoma pa tako i1 kod
difuznog veliko stani¢nog B limfoma (DLBCL-a), a
u svrhu otkivanja novih mutacija, klonalne evolucije
te razvoja rezistencije na terapiju (7). Da bi se otkri-
le somatske intratumoralne mutacije, Rossi i sur su
pokazali da genotipiziranje slobodne cirkulirajuce
DNK oboljelih od DLBCL-a je jednako to¢no i pre-
cizno kao 1 genotipiziranje bioptata istog tumora (7).
Mutacije je tako moguce otkriti u realnom vremenu
javljanja §to omogucava preciznije pracenje klonal-
ne evolucije kao 1 otkrivanja lijeCenjem izazvanih
rezistentnih mutacija. Znac¢ajna prednost takvog pra-
¢enja pacijenata, putem ctDNK, pred radioloSkim
metodama, je $to se radioloSkim metodama tumor
moze otkriti kada dosegne veli¢inu od 1x10'? stani-
ca, a trenutacno dostupne metode detekcije ctDNK
imaju prag osjetljivosti od 1x10%stanica (8). Studije
pokazuju da 15% pacijenata s DLBCL-om koji su
PET (positron emission tomography) negativni, na-
kon standardne terapije, ¢e razviti relaps bolesti §to
indirektno ukazuje na prisutnost ,,mikroskopske*
ostatne bolesti (9).

Studija Scherer i suradnika je pokazala da koli-
¢ina ctDNK kod DLBCL pacijenata prije same te-
rapije ima prognosticki znacaj (10). Koncentracija
ctDNK u plazmi je korelirala s klini¢kim parame-
trima veli¢ine tumorske mase npr serumskom razi-

nom laktat dehidrogenaze (LDH), stadijem bolesti
1 Internacionalnim Prognosti¢kim Indeksom (IPI).
NajvaZznija spoznaja proizasla iz ove studije je Cinje-
nica da ctDNK omogucéava pouzdanu genotipizaciju
tumorske DNK bez potrebe za dobivanjem bioptic-
kog materijala. Schere 1 sur su pokazali, da ako je
udio frakcije nekog alela 20%, moguce je identifi-
cirati gotovo sve pojedinacne nukleotidne varijante
u genima pokretac¢ima iz uzoraka DNK dobivenih
iz plazme. Autori su u ovoj studiji takoder pokazali
da su pacijenati kod kojih je doslo do transforamcije
iz indolentnog u agresivni oblik limfoma imali vece
koncentracije ctDNK i ve¢i broj jedinstvenih muta-
cija u plazmi prije same klinicke pojave znakova za
transformaciju $to bi znacilo da ¢e ,,tekuca biopsija“
mo¢i pomo¢i kod predikcije tj odabira pacijenata
koji su u pove¢anom riziku od prelaska u agresivniji
oblik limfoma.

U zakljucku, ono Sto tekuca biopsija donosi je
mogucnost procjene i pracenje maligne bolesti na
molekularnom nivou, daje nam na uvid moleku-
larne informacije iz sveukupnog tumorskog tkiva
koje ne moZemo dobiti iz samo jednog podrucja tki-
va biopsijom. Biopsija jednog podru¢ja tumorskog
tkiva donosi samo dio ,,molekularnih® informacija
tumora i ne obuhvaca ,,prostorno* heterogenu po-
pulaciju stanica (sub-klonovi tumorskih stanica koji
se nalaze na razli¢itim podrucjima) odnosno njen
genetski materijal. Tekuca biopsija je osjetljivija i
preciznija metoda te daje znatno vise informacija
vaznih za prognozu i lijeCenje pacijenata. Sve ovo
ukazuje da su opravdani napori da se ukljuci preci-
zno ctDNK pracenje u lijecenje oboljelih od mali-
gnih hematoloskih oboljenja. Znacaj tekuce biopsije
u istrazivanjima je davno prepoznat medutim da bi
se ona upotrebljavala u klinickoj praksi potrebno je
jos vremena. Da bi tekuca biopsija postala sastav-
ni dio klini¢ke prakse potrebna je standardizacija
pre-analitickih (npr. prikupljanje krvi) 1 analiti¢kih
metodologija (DNA izolacija 1 kvantifikacija , koli-
¢ina ctDNK), te osjetljive i klinicki dostupne meto-
de analize takvih uzoraka. Kod niskih koncentracija
mutirane DNK moguc¢i su lazno pozitivni rezultati,
kada prisutna aberacija ne odrazava tumorski klon
ili lazno negativni kada je razina mutacije ispod
razine osjetljivosti metoda. Stoga je kontinuirana
analiticka validacija ctDNK testiranja klju¢na za
etabliranje ctDNK baziranih testova u standardnoj
klinickoj praksi pa tako i u hematologiji.
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