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Volné DNA v plazmeé a kardiovaskularni medicina -
potencial jejich vyuziti

Cell-free DNAs in plasma and cardiovascular medicine - their potential
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Abstrakt

Vyskyt kratkych fragment( volnych DNA (cell-free DNA - cfDNA) jaderného ¢i mitochondrialniho plvodu v télesnych teku-
tinach je fyziologicky. Jejich koncentrace ndasobné narlsta nasledkem zranéni, zanétu Ci intenzivni fyzické ndmahy. Zvysené
koncentrace se rychle vraceji na plvodni hladiny diky masivni degradaci restrikénimi endonukledzami a extenzivnimu kata-
bolizmu v jatrech, sleziné a ¢astecné i diky vylu€ovani ledvinami. Vy§§i koncentrace cfDNA byly popsény v souvislosti s pFi-
tomnosti vétsiny rizikovych faktor( aterosklerézy. Existuje silna korelace mezi cfDNA a koncentracemi kreatinkindzy a tro-
poninu. cfDNA mUZe byt pouZzita jako marker cévni mozkové prihody &i k rozliseni STEMI a nonSTEMI infarktu myokardu.
Mitochondridlni cfDNA pak stimuluje zanétlivé procesy. PrestoZe fada nélezll potfebuje ovéfit na rozsahlejsich souborech,
cfDNA se mohou v budoucnu stat novymi slibnymi markery onemocnéni a zdravotnich prognéz i v kardiologii.
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Abstract

The presence of short fragments of cell-free DNA (cfDNA), of nuclear or mitochondrial origin, in body fluids is physiologi-
cal. Their concentration increases manifold as a result of injury, inflammation or intensive physical exercise. Increased con-
centrations quickly return to their baseline levels due to intense degradation by restriction endonucleases and extensive
catabolism in the liver, spleen and partly excretion by the kidneys. Higher cfDNA concentrations have been described in
association with the presence of majority atherosclerosis risk factors. There is a strong correlation between cfDNA and
creatine kinase and troponin concentrations. CFDNA can be used as a marker of stroke or to differentiate between STEMI
and non-STEMI myocardial infarction. Mitochondrial cfDNA then stimulates inflammatory processes. Although many of the
findings need validation on larger datasets, cfDNAs may become new promising markers of disease and health prognosis
in the future also in cardiology.
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Uvod

S expanzi metodologickych moZnosti narlisté i spektrum
plazmatickych biochemickych parametr(, které nachézeji

se moznosti, konkrétné analyzy volnych jadernych a/nebo
mitochondridlnich DNA.

své vyuziti v medicinskych aplikacich.

Mezi nové markery Ize zahrnout i analyzy volnych nukleo-
vych kyselin, at uz se jedné o fragmenty DNA nebo o regu-
la€ni kratké (mikro) RNA. Problematika a potencial analyz
mikroRNA ve vyzkumu a v diagnostice patofyziologie atero-
sklerézy byly v ¢asopise AtheroReview jiZz pfedstaveny [1].
V posledni dobé pak nardsta snaha vyuZzit i dal$i nabizejici
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Co jsou volné DNA?

Pod pojem volné (extracelularni) cirkulujici DNA jsou zahr-
nuty kratké fragmenty DNA vyskytujici se volné v télesnych
tekutinach (plazma, mog, sliny aj), a to i za normélnich fyziolo-
gickych podminek. Nej¢astéji jsou analyzovany plazmatické,
tzv. cell-free (cfDNA). Ty mohou mit bud’ jaderny (cell-free nuc-
lear DNA - c¢fnDNA) nebo mitochondriélni (tzv. cell-free mi-
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tochondrial DNA - cfmtDNA) plivod [2]. Jejich koncentrace se
zvySuji napr. s vékem, jako odpovéd na fyzickou ndmahu ¢i zra-
néni, a je zndmo, Ze jsou ovlivnény i patologickymi stavy orga-
nizmu [2,3].

Zatimco funkce RNA v plazmé jsou celkem dobfe popsany
[4]; jedna se predevSim o regulaci genové exprese, aktivni
funkce (pokud existuje) cfmtDNA a cfnDNA v plazmé je v de-
tailech neznama. Predpokladéa se, Ze volné DNA, které jsou
aktivné sekretované, hraji roli v mezibunééné komunikaci.

Meta/katabolizmus cfDNA

Plvod a presny metabolizmus cfDNA jesté nebyl do detaild
objasnén. Nicméné, hlavni zdroje cfDNA v organizmu jsou
dva [5,6], schéma 1:

= 1. buiiky poSkozené nekrézou nebo apoptézou

= 2. bunécné aktivni sekrece kratkych DNA-fragment

DNA-fragmenty sekretované v ramci apoptotickych procest
(50-300 kb) nebo nasledkem akutnich zranéni ¢i septickych
stavl (10 kb) jsou radové delSi nez pfi aktivni ,bézné“ se-
kreci. Nicméné, i tyto fragmenty jsou relativné rychle §té-
peny endonukledzami a v plazmé se vyskytuji predevsim
kratké DNA-fragmenty o délce 80-200 péard bazi [4,6]. Jejich
biologicky poloc¢as je (bohuZel) velice kratky, uvadi se v roz-
mezi 15 az 150 minut [7].

PFi analyzach a interpretaci je nutné brat v Gvahu, Ze
cfDNA se v plazmé vyskytuje ve 3 zakladnich formach [4]:
jako volna (Casto shlukovana do di- nebo trimer(), nava-
zanéa na extraceluldrni membranové vezikuly, nebo mize
byt soucasti velkych makromolekuldrnich komplex(i. DNA-
-fragmenty vdzané na proteiny jsou touto vazbou chranény
pred rychlou degradaci endonukledzami.

Koncentrace cfDNA v plazmé je zna¢né variabilni v zavis-
losti na podminkdach a Udaje v literatufe se velmi rozchazeji.
Za kvalifikovany odhad Ize povazovat hodnotu 0,1-100 ng/ml
[5], coz zhruba odpovida desitkam az tisicm kopii v mililitru
pro jadernou cfDNA a desitkam aZ stovkam tisic kopii v mili-
litru pro mitochondriaini cfDNA.

Vyhodou analyz cfDNA je snadnost ziskani vzorku z Zilni
krve (atraktivné nazyvana jako liquid biopsy) [3] a rychlost
a heterogenita moznych analyz primarné zaloZenych na

jadro (mikroorganizmy) mitochondrie
vyvoj akutnich cfDNA nadorova
stavi pool diagnostika

v v

_detekce detekce ’ prenatalni
organové rejekce  infekénich onemocnéni diagnostika
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aplikacich vyuZivajicich Fetézovou polymerazovou reakci
[3]. Nevyhodou pak je nutnost vzorky zpracovat relativné
rychle po odbéru, aby se zamezilo uvolfiovani DNA z jader-
nych krevnich bunék a pripadnému zkresleni vysledku.

Jak jiz bylo zminéno vySe, plazmatickd DNA je velice
rychle degradovéna restrikénimi endonukledzami. Krétké
fragmenty cfDNA jsou z plazmy odstrafiovény primérné
v jatrech (pfiblizné z 80 %), ve sleziné a méné vyznamnou
cestou clearance cfDNA jsou i ledviny [8].

cfDNA v oblastech mimo kardiologii

Analyza cfDNA je vyuZivana v fadé medicinskych obor
(schéma 2). Vyrazné se rozsifila v onkologickych aplikacich,
a to predevsim diky skute€nosti, Ze nddorové tkéan uvoliiuje
do ob&hu tumor-specifickou DNA [9,10] a kvalitativni ana-
lyza cfDNA je mnohem snadnéjsi a presnéjsi nez analyza
kvantitativni.

Vysoké koncentrace cfDNA jsou spojeny s horsi progné-
zou u septickych stavi [11] i u pacientd s tézkymi traumaty
[12].

V transplantologii je intenzivné zkouméano potencidlni vy-
uziti detekce darcovské (uvolnéné z tkéné transplantova-
ného organu) cfnDNA a cfmtDNA v plazmé pfijemce jako
markeru akutni rejekce Stépu [13-15]. Prenatalni diagnos-
tika pak vyuziva fetalni cfDNA k v€asné diagndze genetic-
kych onemocnéni a preeklampsie [16,17] a ve sportovni me-
diciné jsou cfDNA markerem adaptace na zatéz, pripadné
pretrénovanosti [18].

Kone¢né, je nutné zminit i vyskyt bakteridlni &i virové
cfDNA/RNA v plazmé, ktera mize byt vyuZita pro detekci
a diagnostiku probihajiciho infekéniho onemocnéni [19].
Analyza cfDNA nachdzi uplatnéni i v tak zdanlivé vzdéle-
nych oblastech lidského zdravi, jako je kosmonautika [20].

cfDNA v kardiologii

V poslednich letech bylo publikovano nékolik praci uka-
zujicich, Ze analyza cfDNA mize byt uZiteGnym markerem
i v kardiologii. ,M6dnost“ tématu se ale odrazi ve faktu, Ze
pocet publikovanych ,review* a ,,opinion papers® je vyrazné
vy$§i neZ pocet klinickych vysledkovych publikaci. Ty navic,
bohuZel, ne vZdy zahrnuji dostate¢né vysoké pocty vySetre-

’—> apoptdza

pasivni cfDNA aktivni
sekrece pool sekrece
L nekréza
(diagnostické moZznosti) (regulacni a
komunikaéni
funkce?)
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nych jedincd, a k pfimému klinickému vyuZiti analyz cfDNA
tak zbyva jesté dlouhé cesta.

Byly popsény korelace mezi koncentraci cfDNA a néko-
lika rizikovymi faktory aterosklerézou podminéného kardio-
vaskularniho onemocnéni (ASKVO), nékdy s prekvapivymi
zavéry. Je zajimavé, Ze kufaci s onkologickym onemocné-
nim maji oproti o¢ekavani nizsi hladiny cfDNA na rozdil od
stejné nemocnych nekurakl [21]. U zdravych osob plati ob-
raceny vztah - koufeni zvySuje hladiny jak cfnDNA, tak cf-
mtDNA [22]. V pfipadé ostatnich rizikovych faktord jsou
s jejich pfitomnosti spojeny zvySené hladiny cfDNA.

Vysledky studie The Health 2000 Survey [23] ukézaly na
relativné slabé, ale vyznamné pozitivni korelace mezi kon-
centraci cfDNA a systolickym krevnim tlakem, triglyceridy
a zénétlivymi parametry (CRP a IL6), a to jak u muzd, tak u Zen.
Za zminku stoji, Ze koncentrace cfDNA byly o necelych 10 %
niz&i u Zen uzivajicich hormondlini substituéni terapii oproti
Zendm bez této terapie.

U pacientl s plicni hypertenzi byla popséna zvySena kon-
centrace cfnDNA [24], ta navic vyrazné korelovala s preZi-
tim pacientl bez nutnosti transplantace plic.

JiZz v roce 2006 [25] byla prokazana silnd korelace mezi
koncentracemi kreatinkindzy a troponinu a cfDNA. Koncent-
race cfDNA byly asi 0 50 % vy$Si u pacientl s akutnim infark-
tem myokardu neZ u kontrol a byly spojeny s horsi progné-
zou onemocnéni. Pozdéji bylo prokézano (pomoci analyzy
metylaéniho statusu cfDNA), Ze tato cfDNA mé zdroj (nikoli
v8ak vyhradni) v apoptézou postizenych kardiomyocytech
[26,27], a je tedy uvolfiovana po infarktu. Analyza metylac-
niho statusu byla dokonce pouZzita pro charakteristiku odlis-
nych typl akutniho koronarniho syndromu (primérné akutni
infarkt myokardu s elevacemi ST-Useku - STEMI vs non-
STEMI) [28]. Je zajimavé, Ze v tomto pfipadé méla nejvyssi
vypovidajici Ulohu cfDNA pochézejici z ledvin. Kone¢né,
analyza prezivani u pacientl se srde¢nim selhavanim po-
psala nadprimérné hladiny cfDNA jako nejsilnéjsi faktor
predikujici mortalitu [29].

U pacientl s cévni mozkovou pfihodou byly rovnéz po-
psany zvySené koncentrace cfDNA, ty navic korelovaly
i s rozsahem tkanového poskozeni [30].

Volna DNA ale nemusi byt pouze markerem cévnich one-
mocnéni. Bylo prok4zéno, Ze predev§im cfmtDNA mé i pro-
zanétlivé acinky [31].

Zavér

Volné extracelularni DNA se mohou stat novymi slibnymi
markery onemocnéni a najit vyuZiti v diagnostice a moni-
toringu progrese onemocnéni i v kardiologii. Nelze ale vy-
loucit, Ze cfDNA jsou podobné jako miRNA i molekulami
aktivné zasahujicimi do rdznych patologickych procest.
Jejich Sir§imu diagnostickému vyuZiti ponékud brani prede-
v§im intra- i interindividuélni variabilita jejich koncentraci
a rychlost jejich katabolizmu.

AtheroRev 2024; 9(2): 92-95
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