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1. UvOD

1.1. SLOBODNA CIRKULIRAJUCA DNA

Slobodna cirkuliraju¢a DNA (engl. circulating cell-free DNA, ccfDNA) je dvolancana,
fragmentirana DNA koja se nalazi izvan stanica u tjelesnim teku¢inama poput seruma,
plazme, urina, sline, pleuralnoga izljeva, cerebrospinalne tekucine i dr. Otkrivena je u krvi
onkoloskih pacijenata joS 1948. godine, no to je otkri¢e dugi niz godina ostalo nezapazeno u
velikom dijelu znanstvene zajednice. 1975. godine otkrivena je i u serumu zdravih ispitanika,
dok je u kasnijim godinama u mnogim znanstvenim istraZzivanjima koncentracija ccfDNA
povezana s tumorskim bolestima. Veliku prekretnicu u istrazivanju ccfDNA donijelo je
otkri¢e fetalne DNA u majcinoj krvi 1997. godine, $to je otvorilo put prenatalnoj dijagnostici
genskih poremecaja. U 21. stolje¢u pojavom novih metoda molekularne analize obnavlja se

interes za istrazivanjem i primjenom ccfDNA u raznim patoloskim stanjima (Szilagyi i sur.,

2020).

Smatra se da se ccfDNA u tjelesne tekucéine zdravih osoba otpusta kao rezultat apoptoze
hematopoetskih stanica, §to je potkrijepljeno ¢injenicom da je ccfDNA visoko fragmentirana,
u odsjeccima od otprilike 160 — 180 baznih parova (bp), §to odgovara duljini DNA uklju¢enoj
u strukturu jednoga nukleosoma. U patoloskim stanjima, kao Sto su tumorske bolesti, ccfDNA
otpusta se 1 kao rezultat nekroze 1 aktivne sekrecije. Povecane koncentracije pronadene su i u
brojnim drugim patoloskim stanjima poput kardiovaskularnih bolesti, nakon transplantacije
organa, sepse, Secerne bolesti i u upalama, ali i u nekim fizioloskim stanjima kao §to je stanje
nakon intenzivne tjelovjezbe. Koncentracije u tjelesnim tekuc¢inama izrazito su niske, a vazna
karakteristika ccfDNA je 1 kratko poluvrijeme zZivota (od nekoliko min do 2 h), §to omogucuje
primjenu ccfDNA kao biljega bolesti u stvarnom vremenu. Razlog kratkoga poluvremena
Zivota je prisutnost enzima deoksiribonukleaza (DNaza) u tjelesnim tekuc¢inama, kao i1 brzo
uklanjanje u jetri, bubrezima i slezeni (Kustanovich i sur., 2019). lako je postojanje ccfDNA
poznato dulje vrijeme, bioloska uloga nije u potpunosti razjasnjena. Ipak, poznato je da je
ccfDNA vazna komponenta takozvanih neutrofilnih izvanstani¢nih zamki (engl. neutrophil
extracellular traps), gdje pomaze u vezanju 1 sprjeCavanju Sirenja patogenih
mikroorganizama, kao i u aktivaciji kaskade zgruSavanja. Osim toga, istrazivanja upucuju na

ulogu ccfDNA u procesima starenja i Sirenja tumora (Volik i sur., 2016).



Glavna primjena analize ccfDNA danas je zasigurno neinvazivno prenatalno testiranje,
odnosno rana detekcija kromosomskih aneuploidija fetusa, Sto predstavlja vaznu alternativu
dosadasnjim invazivnim i riskantnim metodama poput amniocenteze i biopsije korionskih
resica. Osim toga, kvantifikacija i molekularna analiza ccfDNA ima obec¢avajucu primjenu u
dijagnozi, pracenju 1 odredivanju terapije tumorskih bolesti. Metode analize ccfDNA
ukljucuju metode temeljene na lancanoj reakciji polimeraze (engl. polymerase chain reaction,
PCR), kojima se mogu ciljano detektirati specificne mutacije i metode temeljene na
sekvenciranju sljede¢e generacije (engl. next generation sequencing, NGS), kojima je moguce

detektirati sve genske promjene (Szilagyi i sur., 2020).

1.2. METODE IZDVAJANJA ccfDNA

Izdvajanje ccfDNA kljucan je korak svake molekularne analize jer o ucinkovitosti
izdvajanja, odnosno koli€ini i ¢isto¢i izdvojene ccfDNA ovisi uspjeSnost bilo koje daljnje
analize. Tradicionalne metode izdvajanja DNA, poput ekstrakcije fenolom i kloroformom,
temelje se na lizi stanica, uklanjanju ostalih komponenti uzorka i proc¢is¢avanju DNA u
tekucoj fazi. U danasnje vrijeme ove metode uvelike su zamijenjene metodama na ¢vrstoj fazi
zbog vece ucinkovitosti, posebno prilikom izdvajanja niskih koli¢ina ccfDNA, gdje je izbor
metode izdvajanja kljuan korak u cjelokupnom procesu analize. NajceS¢e se koriste
komercijalno dostupni kompleti uz propisani postupak proizvodaca, a najveci broj metoda
temelji se na izdvajanju ccfDNA selektivnom adsorpcijom na kolone od silikatnih Cestica ili
na magnetske Cestice u uvjetima povecane koncentracije soli (Ye i Lei, 2021). lzdvajanje na
kolonama temelji se na vezanju ccfDNA iz uzorka na silikatne Cestice u sastavu kolone,
ispiranju ostalih ometajucih tvari i konacnom ispiranju ccfDNA s kolone (Slika 1.), a svaki
dio opisanoga procesa potpomognut je centrifugiranjem kolone (takozvane spin-kolone) ili
primjenom vakuuma (takozvane vakuum-kolone) kako bi se prolazak uzorka ili pufera kroz
kolonu ubrzao (Lee 1 sur., 2018). Izbor metode izdvajanja ovisi o po¢etnom volumenu uzorka,
potrebnom prinosu 1 Cisto¢i izdvojene ccfDNA 1 metodi koja se koristi za kasniju analizu

(Terp i sur., 2024).
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Slika 1. Osnovni princip izdvajanja ccfDNA na koloni (preuzeto i prilagodeno prema Lee i
sur., (2018) uz dopustenje izdavaca).

Osim metode izdvajanja, vazno je uzeti u obzir i utjecaj ostalih predanalitickih
¢imbenika. Iako predanaliticki postupci u ovom podrucju jo§ uvijek nisu standardizirani,
Meddeb i sur. (2019) izdali su smjernice za predanalitiCke uvjete analize ccfDNA.
Preporucuje se kao uzorak koristiti plazmu radi smanjivanja moguénosti kontaminacije
genomskom DNA koja je mogucéa u serumu kao rezultat lize leukocita prilikom zgrusavanja
krvi. Uzorkovanje krvi provodi se pomocu spremnika s antikoagulantom EDTA ili pomocu
specijaliziranih spremnika koji omogucéuju dulju pohranu uzorka prije izdvajanja. Takoder,
preporuca se odvojiti plazmu centrifugiranjem u dva koraka, gdje prvi korak pri manjoj brzini
sluzi za oprezno odvajanje stanica, a drugi korak pri vecoj brzini sluzi za dodatno odvajanje
stani¢nih ostataka 1 vezikula, nakon Cega je uzorke plazme do izdvajanja ccfDNA pozeljno
pohraniti na -20 ili -80 °C. Nakon samog izdvajanja, koncentracija ccfDNA provjerava se
fluorimetrijskim metodama ili metodama PCR-a u stvarnom vremenu, a kvaliteta ccfDNA

provjerava se analizom fragmenata.

Standardizacija 1 wvalidacija predanaliticke faze, u kojoj se dogada najveéi dio

laboratorijskih pogresaka, kljucan je preduvjet uvodenja analize ccfDNA u klini¢ku praksu.

1.3. KOLOREKTALNI ADENOM | KOLOREKTALNI KARCINOM

Kolorektalni karcinom (CRC), odnosno rak debelog i zavrSnog crijeva, danas je izraziti
globalni zdravstveni izazov. Prema podacima Hrvatskog zavoda za javno zdravstvo,
predstavlja tre¢i najucestaliji karcinom u svijetu, od kojega godiSnje obolijeva gotovo dva

milijuna ljudi, uz gotovo milijun smrti godi$nje. S druge strane, u Republici Hrvatskoj CRC je



na prvom mjestu po ucestalosti, pri ¢emu se U jednoj godini otkrije prosjeéno 3600 novih
slucajeva, uz 2100 slucajeva sa smrtnih ishodom. CRC je u Hrvatskoj i svijetu na drugom
mjestu po smrtnosti od tumorskih bolesti, Sto dodatno naglaSava zdravstveni problem koji
predstavlja, ali 1 upozorava na potrebu za poboljSanim modalitetima prevencije, rane

dijagnostike, pracenja i lijeCenja (www.hzjz.hr).

CRC nastaje malignom transformacijom benignih polipa, odnosno adenoma. Kolorektalni
adenomi su benigni epitelni tumori debeloga crijeva, koji se definiraju kao predkancerozne
lezije, a karakterizirani su odredenim stupnjem stanicne displazije, Sto ih razlikuje od zdravog
tkiva. Opcenito, tumori se razvijaju u Cetiri faze. Prva je faza inicijacija, u kojoj stanice stjecu
genske promjene koje dovode do poremecene regulacije stani¢nog ciklusa. Slijedi promocija,
karakterzirana proliferacijom stanica koje u ovoj fazi jo§ uvijek nisu neoplasti¢ne. Treca je
faza progresija, u kojoj zbog nakupljanja dodatnih genskih varijacija dolazi do fenotipskih
promjena koje omogucavaju izrazitu proliferaciju stanica, uz stjecanje invazijskog potencijala.
Konacna je faza metastaziranje, odnosno Sirenje tumorskih stanica limfnim ili krvozilnim

sustavom do udaljenih mjesta u organizmu (Ho i sur., 2024).

Opisani mehanizam karcinogeneze primjenjiv je i za razvoj kolorektalnoga adenoma, iz
kojeg se razvija CRC u procesu koji se naziva adenomsko-karcinomski slijed (Brki¢ i Grgic,
2006). Ovaj proces obiljezen je nakupljanjem somatskih mutacija u epitelnim stanicama
debeloga crijeva, koje im omoguéuju sve vefu sposobnost proliferacije i malignu
transformaciju (Slika 2.). Prelazak iz benigne u malignu bolest kompleksan je,
multifaktorijalan 1 dugotrajan proces u koji je ukljueno viSe razli¢itih molekularnih
mehanizama. U najve¢em broju slucajeva sporadi¢noga CRC-a, glavni je mehanizam
kromosomska nestabilnost. Kromosomska nestabilnost uzrokovana je greskama u odvajanju
kromosoma tijekom stani¢ne diobe, §to dovodi do kromosomskih aberacija koje mijenjaju
broj kopija kljuénih onkogena i tumor-supresorskin gena, a povezane su i S mutacijama
klju¢nih gena za razvoj CRC-a kao §to su APC, KRAS, PIK3CA i TP53. Mutacija u APC
smatra se najranijim inicijacijskim dogadajem kolorektalne karcinogeneze, a dovodi do
translokacije beta-katenina u jezgru i pojacane aktivacije signalnog puta Wnt (engl. Wingless-
related integration site), koji je odgovoran za stani¢nu proliferaciju. Osim mutacije u APC, od
velikog je znacaja i aktivacijska mutacija gena KRAS, ¢iji je genski produkt vazan sudionik
brojnih signalnih puteva stani¢nog rasta i proliferacije, a Cesto je praena mutacijom U

PIK3CA, koja se javlja kasno u adenomsko-karcinomskom slijedu i povezana je sa stani¢nim
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prezivljenjem, odnosno inhibicijom mehanizama apoptoze. U kasnom stadiju karcinogeneze
javlja se i mutacija TP53, dovode¢i do gubitka funkcije proteina p53, jednog od glavnih
regulatora stani¢nog ciklusa (Nguyen i sur., 2020). Osim kromosomske nestabilnosti, istaknut
je i mehanizam mikrosatelitne nestabilnosti, koji je uzrokovan mutacijama gena koji kodiraju
proteine ukljuene u popravljanje greSaka u replikaciji DNA mismatch mehanizmom
popravka, poput MLH1, MSH2 i MSH6 te PMS1 i PMS2 (Siskova i sur., 2020). lako su
genske promjene u CRC-u brojne, vaznu ulogu imaju i epigenske promjene, a najcesce
metilacija promotorskih regija tumor-supresorskih gena kojima se na taj nadin smanjuje

ekspresija (Verbanac i sur., 2021).
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Slika 2. Razvoj CRC-a (preuzeto i prilagodeno prema Hossain i sur., (2022) uz dopustenje
izdavaca).

1.4. DIJAGNOSTIKA, KLASIFIKACIJA I LIJECENJE CRC-a

Zlatni standard dijagnoze i pracenja kolorektalnoga adenoma i CRC-a je kolonoskopija,
kojom je moguce pregledati cijelo debelo crijevo, lokalizirati promijenjene strukture, uzeti
uzorak tkivne biopsije za patohistoloSku analizu kojom se postavlja dijagnoza, ali 1 izvrSiti
resekciju polipa. Prisutnost metastaza utvrduje se slikovnim tehnikama. Sto se tide
laboratorijskih pretraga, ne postoji validirani tumorski biljeg za postavljanje dijagnoze, ve¢
smjernice preporuc¢uju odredivanje karcinoembrionalnoga antigena (CEA) isklju¢ivo za
odredivanje prognoze i pracenje terapije, a posebno nakon kirur§koga zahvata (Lakemeyer i
sur., 2021). Na temelju navedenih dijagnostickih postupaka, CRC se moze klasificirati TNM

sustavom (Tablica 1.), koji u obzir uzima svojstva primarnog tumora (T), zahva¢enost nodusa



regionalnih limfnih ¢vorova (N) i prisutnost udaljenih metastaza (M). Bolest se na temelju
TNM klasifikacije svrstava u Cetiri stadija, koji odreduju i oblike lije¢enja. Stadiji bolesti i

oblici lijeenja prikazani su u Tablici 2.

Tablica 1. TNM Klasifikacija CRC-a.

Stadij Opis
T (tumor)
Tis Tumor in situ
Tl Tumor prodire u submukozu
T2 Tumor prodire u misiéni sloj stijenke debeloga crijeva
T3 Tumor prodire kroz mi$iéni sloj u perikolorektalno podrucje
T4 Tumor prodire u druge organe ili probija visceralni peritoneum
N (nodus)
NX Ne moze se procijeniti
NO Nema metastaza u limfnim ¢vorovima
N1 Metastaze u 1-3 limfna ¢vora
N2 Metastaze u 4 ili vise limfnih ¢vorova
M (metastasis)
Mx Ne moZe se procijeniti
MO Nema udaljenih metastaza
M1 Prisutne udaljene metastaze




Tablica 2. Stadiji i lije¢enje CRC-a.

Stadij TNM Lijecenje
0 Tis/NO/MO (polip) Kolonoskopija, operativno
I T1,2/NO/MO Operativno

] T3,4/NO/MO Operativno, adjuvantna kemoterapija u

slu¢aju rizika za relaps

A T1,2/N1/MO
B T3,4/N1/MO Operativno, adjuvantna kemoterapija
I"nc Bilo koji T/N2/M0O
v Bilo koji Ti N/M1 | Kemoterapija i bioloska terapija, rijetko

operativno

Unato¢ postoje¢im metodama dijagnostike, CRC je u samo 40 % slucajeva otkriven u
ranim fazama kada je moguce potpuno izljecenje, a uz to je moguca rekurencija bolesti nakon
operativnih i drugih terapijskih postupaka. Od iznimne je vaznosti ¢injenica da petogodisnje
prezivljenje pacijenata sa stadijem I CRC-a iznosi viSe od 90 %, dok je u uznapredovaloj
bolesti manje od 15 % (Vymetalkova i sur., 2018). Na kolonoskopiju se pacijenti Cesto
upucéuju ve¢ u kasnijim stadijima, a osim toga kolonoskopija ima brojne nedostatke poput
neugodnosti za pacijenta, rizika od komplikacija, zahtjeva za prilagodavanjem prehrane prije
postupka, potrebom za visokostru¢nim operaterom i dr. Stoga je naglaSena potreba za novim
tehnikama dijagnostike i pra¢enja CRC-a, kao i za metodama probira i prevencije. Prevencija
tumorskih bolesti moZe se podijeliti na primarnu i sekundarnu. Primarna se prevencija odnosi
na sprjecavanje pojave bolesti u zdravoj populaciji eliminacijom rizi¢nih ¢imbenika. Rizi¢ni
¢imbenici za razvoj CRC-a ukljucuju prehranu, nacin Zivota, kroni¢ne upalne bolesti crijeva,
pozitivnu obiteljsku anamnezu 1 dr. Stoga se kao primarna prevencija preporuca zdrava
prehrana, fizicka aktivnost, odrZavanje normalne tjelesne mase te prestanak pusenja i
konzumacije alkohola. S druge strane, sekundarna prevencija odnosi se na rano otkrivanje
postojece bolesti 1 sprjeCavanje daljnje progresije. Metode sekundarne prevencije ukljucuju
kolonoskopiju i testove probira (Hossain i sur., 2022). Testovi probira od instrumentalne su
vaznosti s obzirom na Cinjenicu da se CRC razvija tijekom dugogodis$njeg razdoblja pa je
dijagnosticki prozor zapravo vrlo Sirok. U Republici Hrvatskoj od 2008. godine provodi se

Nacionalni program ranog otkrivanja raka debeloga crijeva, ¢iji je cilj smanjenje smrtnosti za



15 % u razdoblju od 10 — 13 godina nakon pocetka provedbe programa, a U program su
ukljuc¢ene osobe prosje¢nog rizika, bez znakova bolesti i u dobi od 50 — 74 godine. Probir se
tradicionalno temelji na Gvajakovom testu, gdje se u uzorku stolice detektira okultno
krvarenje temeljem pseudoperoksidativnoga djelovanja prisutnoga hemoglobina u pozitivnom
uzroku, §to dovodi do promjene boje reagencije. Ispitanici samostalno nanose uzorak stolice
na prilozenu karticu tijekom tri uzastopna dana (www.hzjz.hr). U novije vrijeme ovaj test
uvelike se zamjenjuje jednostavnijim imunokromatografskim testom, koji pokazuje bolje
dijagnosticke karakteristike, uz znacajno manju zahtjevnost predanaliticke faze za pacijenta,
odnosno, nije potrebna manipulacija uzorkom niti prilagodba prehrane (Daly i sur., 2017).
Ipak, ovi testovi pokazuju znacajno nizu osjetljivost u stadiju adenoma i prvom stadiju CRC-
a, Sto ukazuje na potrebu za novim i naprednim metodama rane detekcije (Niedermaier i sur.,

2020). U tu svrhu danas se intenzivno istrazuju metode tekuce biopsije.

1.5. KONCEPT I PRIMJENA TEKUCE BIOPSIJE

Tekuca biopsija novi je pristup u onkologiji za detekciju, pracenje i molekularnu
karakterizaciju tumorskih bolesti, a odnosi se na analizu specifi¢nih biljega tumorskoga
porijekla u tjelesnim tekuéinama, kao Sto su cirkulirajuéa tumorska DNA (ctDNA),
cirkuliraju¢e tumorske stanice (CTC) 1 egzosomi, male izvanstani¢ne vezikule promjera 35 —
150 pum koje sadrze lipide, proteine i nukleinske kiseline (Kurma i sur., 2024). Prednosti
tekuce biopsije u odnosu na tkivnu biopsiju uklju€uju: minimalnu invazivnost, brzinu,
moguénost procjene heterogenosti tumora, dobivanje uvida u potpuni molekularni profil
bolesti, mogucnost otkrivanja prisutnih metastaza te povoljan odnos koristi 1 troska. Osim
toga, tekuca biopsija znatno pojednostavljuje longitudinalno pracenje bolesti 1 pruza

informaciju o kompletnom tumoru u stvarnom vremenu (Vymetalkova i sur., 2018).

Od svih dostupnih biljega tekuce biopsije, ctDNA smatra se najvise obecavaju¢om.
ctDNA je frakcija ccfDNA koja se otpuSta iz primarnoga tumora, udaljenih metastaza,
egzosoma i CTC-a. Odgovara 0,1 — 89 % ukupne ccfDNA (Kustanovich i sur., 2019). Analiza
ctDNA odnosi se na odredivanje koncentracije i molekularnu analizu. Dokazano je da je
koncentracija ccfDNA znacajno poviSena kod pacijenata s tumorskim bolestima (prosjec¢no
180 ng/mL) nego kod zdravih ispitanika (prosje¢no 13 ng/mL), a pacijenti s CRC-om imaju
25 — 50 puta povecane koncentracije nego zdrave osobe, te da koncentracije rastu usporedno s

veli¢inom 1 stadijem tumora (Vymetalkova i sur., 2018). Osim toga, ctDNA sadrzava sve



genske i epigenske promjene tumorskih stanica (Slika 3.) poput tockastih mutacija, varijacija
broja kopija, kromosomskih aberacija i promijenjene metilacije, koje se zatim mogu
analizirati molekularnim metodama (Verbanac i sur., 2021).
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Slika 3. Porijeklo i molekularne promjene ctDNA (preuzeto i prilagodeno prema Wan i sur.,
(2017) uz dopustenje izdavaca).

ctDNA mozZe sluziti kao dijagnosticki biljeg za rano otkrivanje bolesti 1 pracenje
minimalne ostatne bolesti, prediktivni biljeg za procjenu heterogenosti i dinamike razvoja
tumora, identifikaciju meta za ciljanu terapiju i procjenu odgovora na terapiju, ali i
prognosticki biljeg za procjenu rizika pojave recidiva bolesti (Heizer 1 sur., 2015). Tako je
Americka uprava za hranu i lijekove (engl. Food and Drug Administration) odobrila nekoliko
metoda tekuce biopsije u podruc¢ju CRC-a, kao $to su test Epi proColon, koji metodom PCR-a
u stvarnom vremenu detektira metilaciju SEPTIN9 u plazmi i test Cologuard, kojim se u
uzroku stolice ispituju mutacije u KRAS, metilacija u BMP3 i NRG4, kao i koncentracija
hemoglobina. Uz testove temeljene na analizi DNA, odobren je i sustav CellSearch, kojim je
u uzorku pune krvi omoguéeno brojanje CTC-a, ¢iji broj korelira s prognozom i odgovorom
na terapiju. Ipak, uvodenje metoda tekuce biopsije u rutinsku klinicku praksu prepuno je
izazova, kao S§to su odobrenja regulatornih agencija, standardizacija predanalitickih,
analitickih 1 poslijeanalitickih postupaka te validacija metoda i tumacenje klinickog znacaja

(Ho i sur., 2024).



2. OBRAZLOZENJE TEME

CRC je tre¢a najucestalija vrsta karcinoma u svijetu od koje umire gotovo milijun ljudi
godisnje, dok je u Hrvatskoj na prvom mjestu po ucestalosti. Ovakvi epidemioloski podaci
rezultat su mnogih ograni¢enja moderne medicine, poput nedovoljnog razumijevanja
molekularne genetike CRC-a, nemoguc¢nosti rane dijagnostike i rezistencije na terapiju. Zlatni
standard postavljanja dijagnoze i pracenja je kolonoskopija, kojom se uzima uzorak tkivne
biopsije, no velik broj pacijenata i dalje se otkrije u uznapredovalim fazama kada su stope
prezivljenja niske. Stoga se u znanstvenoj zajednici ulazu veliki napori u pronalazak i
validaciju novih biljega i1 pristupa, kao $to je tekuca biopsija, nova minimalno invazivna
metoda koja omoguéuje izdvajanje, detekciju, kvantifikaciju i molekularnu analizu analita
porijeklom iz tumorskih stanica, medu kojima se istice ctDNA. ctDNA sadrzi sve
molekularne promjene tumora i metastaza pa ima velik potencijal u ranoj detekciji kao
dijagnosticki, prognosticki i prediktivni biljeg. Prepreka uvodenja analize ctDNA u rutinsku
klinicku upotrebu svakako su nedovoljno optimirane metode, kao 1 nepostojanje
standardizacije i validacije metoda tekuce biopsije, a dodatni je izazov sve veéi broj razli¢itih
komercijalno dostupnih kompleta za izdvajanje i analizu ctDNA, odnosno ccfDNA.
Usporedba komercijalnih kompleta klju€an je korak pri odabiru prikladne metode izdvajanja

ccfDNA.

Cilj ovoga rada jest usporediti tri metode za izdvajanje ccfDNA u uzorcima tekuce
biopsije pacijenata s kolorektalnim adenomom kako bi se na temelju koncentracije i kvalitete
izdvojene ccfDNA mogla odabrati optimalna metoda za daljnje postupke. Oc¢ekuje se da Ce se

svim trima metodama izdvojiti ccfDNA usporedive koli¢ine 1 kvalitete.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. UZORKOVANJE | POSTUPANJE S UZORKOM PRIJE IZDVAJANJA

Za izradu ovog rada odabrani su pacijenti (n=11) s potvrdenom dijagnozom
kolorektalnoga adenoma zaprimljeni na redovite preglede u Klinickom bolnickom centru
Sestre milosrdnice. Ispitanici su potpisali informirani pristanak za sudjelovanje u projektu
,Gensko, proteinsko i RNA profiliranje kolorektalnoga karcinoma primjenom tekuce
biopsije” (HRZZ 1P-2019-04-4624, voditeljica prof. dr. sc. Karmela Barisi¢), za koji je
dobiveno odobrenje Povjerenstva za eti¢nost eksperimentalnoga rada SveuciliSta u Zagrebu
Farmaceutsko-biokemijskoga fakulteta (ur. broj: 251-62-03-19-29) i Eti¢koga povjerenstva
Klini¢koga bolnickoga centra Sestre milosrdnice (ur. broj: EP-19243/17-6).

Ispitanicima je krv uzorkovana u volumenu od 10 mL u dva spremnika CellSave
(Menarini Silicon Biosystems, Italija) koji sadrze antikoagulant Na,EDTA i konzervans koji
cuva integritet stanica tijekom najvise 96 sati. Uzorci su do transporta u laboratorij ¢uvani na
+4 °C, a transport je uéinjen uz pohranu uzoraka na +4 °C. Laboratorij u kojem je ccfDNA
izolirana prije rada je steriliziran UV zra¢enjem, a prilikom rada koriSteni su sterilni
spremnici bez DNAza 1 sterilni nastavci za pipete s filterima. Odvajanje plazme ucinjeno je
unutar 6 sati od uzorkovanja u dva koraka diferencijalnoga centrifugiranja. U prvom koraku,
uzorak je centrifugiran u prethodno rashladenoj (+4 °C) centrifugi LISA (AFI, Francuska) s
njihaju¢im rotorom (engl. swinging bucket) pri brzini od 1900 x g tijekom 10 min. Ako je
nakon prvog centrifugiranja u uzorku bila prisutna vidljiva hemoliza, uzorak je odbijen i
isklju€en iz daljnjih postupaka radi sigurne kontaminacije genomskom DNA zbog lize
leukocita. Nakon centrifugiranja, plazma je u §to vecoj koli¢ini prenesena u sterilne
spremnike volumena 15 mL (Corning Inc., SAD). Drugo centrifugiranje provedeno je
pomocu iste rashladne centrifuge na 16000 x g tijekom 10 min, ovoga puta s rotorom koji
omogucuje centrifugiranje pod stalnim kutem (engl. fixed angle). Alikvoti plazme su oznaceni
i pohranjeni na -20 °C do daljnjeg izdvajanja ccfDNA, §to je za sve ispitanike ué¢injeno unutar
najvise 6 mjeseci od izdvajanja plazme. Prije izdvajanja, uzorci su odmrznuti inkubacijom na

+37 °C.
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3.2. METODE IZDVAJANJA ccfDNA

3.2.1. Izdvajanje ccfDNA pomocu kompleta NucleoSpin cfDNA XS Kit (metoda MN)

Kao prva metoda izdvajanja ccfDNA koristen je komercijalni komplet NucleoSpin
cfDNA XS Kit (Machery Nagel, Njemacka), kojim je ccfDNA izdvojena iz alikvota plazme

volumena 700 pL prema uputama proizvodaca. Komplet sadrzi:

o pufer BB za lizu i vezanje (30 — 40 % gvanidin tiocijanat)
e pufer WB za ispiranje (55 — 75 % etanol)

o pufer EB za eluiranje (5 mM Tris/HCI, pH 8,5)

e proteinaza K, liofilizirana

e pufer PB za otapanje proteinaze K

o kolone NucleoSpin cfDNA XS

 sterilne sabirne epruvete volumena 2 mL

Uz komplet potrebni su sljede¢i dodatni materijali i oprema:

 sterilne epruvete s poklopcem volumena 1,51 2 mL

o automatske pipete 1 nastavci s filterom razli¢itih volumena

o centrifuga MiniSpin (Eppendorf, Njemacka) za epruvete volumena 2 mL
o termoblok zagrijan na 37 °C (Eppendorf, Njemacka)

e vrtlozna mijeSalica V-1 plus (Biosan, Latvija)

Najprije je u epruvetu od 2 mL dodano 700 pL plazme 1 20 pL otopljene proteinaze K,
nakon ¢ega je smjesa inkubirana na termobloku pri temperaturi od +37 °C tijekom 10 min. U
svrhu prilagodbe uvjeta za vezanje ccfDNA na kolonu, dodano je 1050 uL pufera BB , te je
uzorak promijeSan preokretanjem epruvete 3 puta, mijeSanjem na vrtloZznoj mijesalici tijekom
3 s i zatim kratko centrifugiran. Vezanje ccfDNA na kolonu NucleoSpin cfDNA XS
postavljenu u sabirnu epruvetu ostvareno je pipetiranjem smjese direktno na kolonu i
centrifugiranjem kolone tijekom 30 s pri 2000 % g i zatim tijekom 5 s pri 11000 x g. Slijede
dva koraka ispiranja oneciS¢enja s kolone, prvi dodatkom 500 pL pufera WB i
centrifugiranjem tijekom 30 s pri 11000 x g, a drugi dodatkom 250 pL pufera WB i1

centrifugiranjem tijekom 3 min pri 11000 x g, uz bacanje sadrzaja u sabirnoj epruveti
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prikupljenog nakon centrifugiranja. Kona¢no, ccfDNA je eluirana s kolone, postavljene u
oznacenu sterilnu epruvetu s poklopcem volumena 1,5 mL, dodatkom 22 pL pufera EB i
centrifugiranjem tijekom 30 s pri 11000 x g. Volumen izdvojenog uzorka ccfDNA iznosio je

20 uL, a pohranjen je na -20 °C do daljnjih analiza.

3.2.2. Izdvajanje ccfDNA pomoéu kompleta QlAamp ccfDNA/RNA Kit (metoda SQ)

Kao druga metoda izdvajanja ccfDNA koristen je komercijalni komplet QlAamp
ccfDNA/RNA Kit (Qiagen, Njemacka), kojim je ccfDNA izdvojena iz alikvota plazme

volumena 2,0 - 3,5 mL prema uputama proizvodaca. Komplet sadrzi:

« kolone RNeasy Midi Spin

 sterilne epruvete volumena 15 mL

e pufer RPL

e pufer RPP

o kolone RNeasy MinElute Spin

« sterilne epruvete s poklopcem volumena 1,5 mL
 sterilne sabirne epruvete volumena 2 mL

e pufer RWT

e pufer RPE

 sterilnu vodu bez ribonukleaza (RNaza)

Uz komplet potrebni su sljedec¢i dodatni materijali i oprema:

o apsolutni etanol

e izopropanol

e led

e automatske pipete 1 nastavci s filterom razli¢itih volumena

o sterilne epruvete volumena 2 mL

o centrifuga LISA (AFI, Francuska) s njihaju¢im rotorom i rotorom sa stalnim kutem
e centrifuga MiniSpin (Eppendorf, Njemacka) za epruvete volumena 2 mL

o vrtloZzna mijeSalica V-1 plus (Biosan, Latvija)
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Najprije je u epruvetu od 15 mL dodano 1 — 4 mL plazme i po 300 uL pufera RPL za
svaki mL plazme. Epruveta je mijeSana na vrtloznoj mijesalici tijekom 5 s i inkubirana
tijekom 3 min na sobnoj temperaturi, ¢cime se postignuta denaturacija proteina i liza vezikula.
Potom je dodano po 100 puL pufera RPP za svaki mL plazme. Epruveta je mijeSana na
vrtloznoj mijesalici tijekom 20 s 1 inkubirana tijekom 3 min na ledu, $to je dovelo do stvaranja
taloga proteina, nakon ¢ega je smjesa centrifugirana tijekom 3 min pri 12000 x g u prethodno
rashladenoj (+4 °C) centrifugi s rotorom sa stalnim kutem. Supernatant (oko 1 mL po mL
plazme) je prenesen u novu epruvetu prethodno ohladenu na ledu te je ponovo centrifugiran
tijekom 3 min pri 12000 x g u prethodno rashladenoj (+4 °C) centrifugi s rotorom sa stalnim
kutem. Konacni supernatant (oko 1 mL po mL plazme) je prenesen u novu epruvetu i dodan je
jednak volumen ledeno hladnog izopropanola. Potom je smjesa prebacena pipetom na kolonu
RNeasy Midi postavljenu u epruvetu od 15 mL 1 centrifugirana pomocu centrifuge s
njihaju¢im rotorom tijekom 1 min pri 5351 % g (maksimalna brzina za koriStenu centrifugu)
uz bacanje sadrzaja u sabirnoj epruveti nakon centrifugiranja. Zatim je na kolonu dodano 4
mL pufera RWT, kolona je centrifugirana tijekom 1 min pri 5351 x g uz bacanje sadrzaja u
sabirnoj epruveti nakon centrifugiranja. Zatim je na kolonu dodano 2,5 mL pufera RPE i
kolona je centrifugirana tijekom 5 min pri 5351 % g. Nakon centrifugiranja sabirna epruveta
sa sadrzajem je bacena, a kolona je postavljena u novu sabirnu epruvetu volumena 15 mL.
Nakon toga dodano je 200 uL vode bez RNaza na sredinu kolone, kolona je inkubirana
tijekom 1 min na sobnoj temperaturi i centrifugirana tijekom 1 min pri 5351 x g kako bi se

ccfDNA eluirala.

Daljnji koraci ukljuuju centrifugiranje na centrifugi MiniSpin. U prethodni eluat je
dodano 200 pL pufera RPL, zatim 800 pL etanola te je uzorak promijeSan na vrtloznoj
mijesalici. Potom je 700 pL smjese preneseno na kolonu RNeasy MinElute postavljenu u
sabirnu epruvetu volumena 2 mL, kolona je centrifugirana tijekom 30 s pri 10800 okretaja u
minuti (engl. revolutions per minute, rpm), a nakon toga je postupak ponovljen s ostatkom
smjese, uz bacanje sadrzaja u sabirnoj epruveti nakon centrifugiranja. Nadalje, na kolonu je
dodano 500 pL pufera RPE, kolona je centrifugirana tijekom 30 s pri 10800 rpm te ponovno
tijekom 30 s pri 13400 rpm (maksimalna brzina za koriStenu centrifugu). Kolona je prebacena
u novu oznacenu epruvetu s poklopcem volumena 1,5 mL, na kolonu je dodano 22 pL vode
bez RNaza, kolona je inkubirana tijekom 1 min na sobnoj temperaturi i centrifugirana tijekom
I min pri 13400 rpm. Volumen izdvojenog uzorka ccfDNA iznosio je 20 pL, a pohranjen je
na -20 °C do daljnjih analiza.

14



3.2.3. Izdvajanje ccfDNA pomocu kompleta QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit
(metoda VQ)

Kao treca metoda izdvajanja cCFDNA koristen je komercijalni komplet QIlAamp
Circulating Nucleic Acid Kit (Qiagen, Njemacka) uz pomo¢ vakuumskog sustava QlAvac
(Qiagen, Njemacka), kojim je ccfDNA izdvojena iz alikvota plazme volumena 2,0 — 3,5 mL

prema uputama proizvodaca. Komplet sadrzi:

e pufer ACL za lizu

e pufer ACB za vezanje na kolonu

e pufer ACW1 za ispiranje

e pufer ACW2 za ispiranje

e pufer AVE za eluiranje

e proteinaza K

e nastavke za kolonu Tube Extenders volumena 20 mL

e spojnike za vakuum VacConnectors

e kolone QlAamp Mini

e sterilne sabirne epruvete volumena 2 mL

e sterilne epruvete s poklopcem volumena 1,5 mL

e RNA nosac (engl. carrier RNA), liofiliziran, prije koristena otopljen u 1550 uLL
pufera AVE

Uz komplet potrebni su sljede¢i dodatni materijali i oprema:

automatske pipete 1 nastavci s filterom razli¢itih volumena

« fosfatni pufer (PBS)

o termoblok zagrijan na 60 °C za epruvete volumena 50 mL (Eppendorf, Njemacka)
o termoblok zagrijan na 56 °C za epruvete volumena 2 mL (Eppendorf, Njemacka)
 sterilne epruvete volumena 50 mL

e apsolutni etanol

e izopropanol

e led
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o vakuumski sustav QIAvac, koji se sastoji od vakumske pumpe i vakuumskoga
prikljucka
o centrifuga EBA 12R (Hettich, Njemacka)

o vrtloZzna mijeSalica V-1 plus (Biosan, Latvija)

Prije samog postupka izdvajanja, za svaki uzorak pripremljena je smjesa od 5,63 pL
RNA nosaca i pufera ACL (1,76 mL za 2 mL plazme / 2,64 mL za 3 mL plazme / 3,52 mL za
4 mL plazme). Uloga RNA nosaca je pospjeSivanje vezanja nukleinskih kiselina na kolonu.
Nakon uklanjanja krioprecipitata iz pohranjenog alikvota plazme centrifugiranjem pri +4 °C
tijekom 5 min i brzini 3000 x g, uzet je $to ve¢i volumen supernatanta u epruvetu od 50 mL i
po potrebi korigiran do punog mL dodatkom pufera PBS. Korigirani volumeni plazme za sve
uzorke iznosili su 2, 3 ili 4 mL, o ¢emu je ovisio daljnji volumen koriStenih materijala.
Dodano je 200/300/400 pL proteinaze K, potom 1,6/2,4/3,2 mL smjese RNA nosaca i pufera
ACL, nakon ¢ega je smjesa mijeSana na vrtloznoj mijesalici tijekom 30 s i inkubirana tijekom
30 min na termobloku zagrijanom na +60 °C. Zatim je dodano 3,6/5,4/7,2 mL pufera ACB,

uzorak je promijeSan na vrtloznoj mijesalici tijekom 30 s i inkubiran tijekom 5 min na ledu.

Za vrijeme inkubacije postavljena je kolona QlAamp Mini na spojnik za vakuum
VacConnector na vakuumskom priklju¢ku QIAvac, a na otvorene kolone su postavljeni
nastavci za kolonu Tube Extenders (Slika 4.). Nakon inkubacije, lizat je prebacen na
pripremljen sustav s kolonom, vakuumska pumpa je upaljena te su prilagodeni uvjeti tlaka od
800 — 900 mbar. Zatim je otvoren ventil sustava kako bi pomoc¢u vakuuma sav sadrzaj prosao
kroz kolonu nakon ¢ega je ventil zatvoren. Potom su, uz isto postupanje s vakuumskom
pumpom, dodani redom: 600 pL pufera ACW1, 750 pL pufera ACW2 i 750 uL apsolutnog

etanola.

Kolona je potom prebacena u sterilnu sabirnu epruvetu volumena 2 mL, centrifugirana
tijekom 3 min pri 20000 x g, inkubirana tijekom 10 min na termobloku zagrijanom na +56 °C
radi susenja kolone i na kraju postavljena u sterilnu epruvetu s poklopcem od 1,5 mL. Na
kolonu je dodano 55 pL pufera AVE na sredinu kolone i kolona je inkubirana tijekom 3 min
na sobnoj temperaturi. Konacno, kolona je centrifugirana tijekom 2 min pri 20000 x g, ¢ime
je ccfDNA eluirana s kolone. Volumen izdvojenog uzorka ccfDNA iznosio je 50 uL, a

pohranjen je na -20 °C do daljnjih analiza.
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Slika 4. Sustav QIAvac s postavljenom kolonom QlIAamp Mini preko spojnika za vakuum
VacConnector i na kojoj se nalazi nastavak za kolonu Tube Extenders u kojoj se nalazi lizat. 1
— vakuumska pumpa, 2 — spojnik za vakuum, 3 — ventil, 4 — nastavak za kolonu, 5 — kolona.

3.3. ODREDPIVANJE KONCENTRACIJE IZDVOJENE ccfDNA

Koncentracije ccfDNA izdvojene svim metodama odredene su fluorimetrijskom metodom.
Metoda se temelji na mjerenju signala fluorescentne boje koja s visokom selektivnos¢u veze

dvolanc¢anu DNA. Koristen je komplet reagencija Qubit dsSDNA HS Assay Kit (Invitrogen,

SAD) prema uputama proizvodaca, a koji sadrzi:

« otopinu fluorescentne boje (komponenta A)

e pufer (komponenta B)
o standard #1 (komponenta C)
o standard #2 (komponenta D

Potrebni su sljedec¢i dodatni materijali i oprema:
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o mikrovolumni spektrofotometar s fluorimetrijskim modulom DS-11 Fx (DeNovix,
SAD)

o automatske pipete 1 sterilni nastavci s filterom razli¢itih volumena

« sterilne epruvete Qubit Assay volumena 0,5 mL

o vrtloZzna mijesalica V-1 plus (Biosan, Latvija)

o centrifuga MiniSpin (Eppendorf, Njemacka) s nastavcima za epruvete volumena 2

mL

Najprije je pripremljena radna otopina razrjedivanjem otopine fluorescentne boje s
puferom u omjeru 1:200, pri ¢emu koli¢ine pojedinih komponenti ovise o broju uzoraka. U
oznacene sterilne epruvete Qubit Assay volumena 0,5 mL dodano je 190 pL radne otopine i
10 pL Qubit dsDNA HS standarda, odnosno, 199 uL radne otopine i 1 pL uzorka.
Pripremljene smjese su potom promijesane na vrtloznoj mijesalici tijekom 5 s, spuStene na
dno epruvete kratkim centrifugiranjem i inkubirane tijekom 2 min na sobnoj temperaturi. Prije
analize uzoraka, na mikrovolumni spektrofotometar s fluorimetrijskim modulom postavljeni
su standardi kako bi se izradila kalibracijska krivulja. Uzorci su zatim serijski analizirani na
uredaju nakon odabira volumena dodanoga originalnoga uzorka (1 pL) i Zeljene mjerne
jedinice (ng/uL). Rezultati dobiveni fluorimetrijskim mjerenjem koncentracije ccfDNA u
izolatima unesene su u tablicu u programu Excel (Microsoft Corporation, SAD), gdje je

koncentracija ccfDNA u plazmi (ng/mL) izra¢unata prema formuli:

ng

Koncentracija ccf DNA u plazmi (—)
mL

koncentracija u izolatu dobivena fluremetrijskim mjerenjem (E—f) % volumen izolata (L)

potetni volumen plazme koristen za izdvajanje (mlL)

3.4. PROCJENA KVALITETE I1ZDVOJENE ccfDNA

Procjena kvalitete izdvojene ccfDNA ucinjena je automatiziranom mikrovolumnom
gel-elektroforezom u kapilari na ¢ipu visoke osjetljivosti , uz pridrzavanje uputa proizvodaca.
Princip ove metode je razdvajanje fragmenata DNA, koji su u uzorku prisutni u niskoj
koncentraciji, na temelju razlika u pokretljivosti u elektri¢nom polju zbog razlika u duljini

fragmenata (bp). Primjena elektroforeze u kapilari u ¢ipu omogucuje koristenje izrazito malih
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volumena uzorka, kao 1 brzo i ucinkovito odvajanje fragmenata uz veliku osjetljivost. U

kompletu High Sensitivity DNA Kit (Agilent Technologies, SAD) su sadrzani:

o standard duljina, sluzi za utvrdivanje duljine fragmenata

o donji 1 gornji marker, sluzi za poravnanje signala standarda i uzoraka
o koncentrat fluorescentne boje

e gel za elektroforezu

o filteri za proCiS¢avanje pripremljene smjese gela i fluorescentne boje
e Cipovi za provodenje elektroforeze

o (istad elektroda

Potrebni su sljede¢i dodatni materijali i oprema:

e uredaj za automatiziranu mikrovolumnu gel-elektroforezu u kapilari na Ccipu
Bioanalyzer 2100 (Agilent Technologies, SAD) s racunalom 1 pripadajué¢im
racunalnim programom

e aparatura za nanoSenje uzorka na Cip koja se sastoji od nosaca Cipa, Sprice i drzaca
klipa Sprice

e automatske pipete 1 nastavci s filterom razli¢itih volumena

e sterilne epruvete volumena 2 mL

e sterilna voda bez DNaza i RNaza

e vrtlozna mijeSalica V-1 plus (Biosan, Latvija)

e centrifuga MiniSpin (Eppendorf, Njemacka) s nastavcima za epruvete volumena 2 mL

Prije analize, uredaj za automatiziranu mikrovolumnu gel-elektroforezu u kapilari na ¢ipu
ispran je pipetiranjem 350 pL sterilne vode bez RNaza i DNaza u bilo koju jaZicu Cistaca
elektroda i postavljanjem Ccistaca elektroda na uredaj za automatiziranu mikrovolumnu gel-
elektroforezu tijekom 5 min. Sve reagencije prije analize inkubirane su tijekom 30 min na
sobnoj temperaturi. Prvo je pripremljena mjesavina gela i fluorescentne boje dodavanjem 15
pL fluorescentne boje u spremnik s gelom, mijeSanjem na vrtloZznoj mijesalici 1 kratkim
centrifugiranjem. Smjesa je zatim prenesena u filter postavljen u novu sterilnu epruvetu s

poklopcem volumena 2 mL i centrifugirana tijekom 15 min pri 2240 x g.
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Slika 5. Aparatura za nanoSenje uzoraka na Cip. 1 — ¢ip, 2 — nosac ¢ipa, 3 — Sprica, 4 — drzaé
klipa Sprice.

Novi ¢ip postavljen je u aparaturu za nanoSenje uzoraka (Slika 5.), gdje se redom u
predvidene jaZzice dodaju mjesavina gela 1 boje, marker, standard duljina i uzorci. Vazno je
marker pipetirati u sve jazice koje ¢e sadrZzavati standard duljina i uzorke. U jednoj seriji
moguéa je analiza najvise 11 uzoraka. Cip je nakon pripreme promije$an na vrtloznoj
mijesalici tijekom 1 min 1 unutar 5 min postavljen na uredaj za automatiziranu mikrovolumnu
gel-elektroforezu u kapilari na ¢ipu. Po zavrSetku analize, rezultati su prikazani na racunalu u
pripadaju¢em racunalnom programu u grafickom obliku, kao ovisnost zabiljeZene

fluorescencije, koja upuéuju na relativhu koncentraciju ccfDNA u uzorku, o duljini

fragmenata dvolanc¢ane DNA (Slika 6.).
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Slika 6. Primjer rezultata automatizirane mikrovolumne gel-elektroforeze u kapilari na ¢ipu
na uredaju Bioanalyzer 2100 za standard veli¢ina. Rezultati su omedeni gornjim (35 bp) i
donjim markerom (10380 bp). bp — bazni par, FU — relativna fluorescencija.

3.5. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Statisticka analiza podataka nacinjena je u statistiCkom programu MedCalc, verzija
23.0.6. (MedCalc Software Ltd., Belgija), u kojem je odredena deskriptivna statistika za
svaku od metoda izdvajanja, testirana normalnost razdiobe i provedena usporedba rezultata
koncentracija ccfDNA dobivena razli¢itim metodama. Normalnost razdiobe testirana je
Shapiro-Wilkovim testom, a ovisno o dobivenom rezultatu, dobivene koli¢ine ccfDNA su
prikazane kao aritmeticka sredina + standardna devijacija ili kao medijan (raspon). Za
ispitivanje statisticki znacajne razlika u koli¢ini ccfDNA izdvojene razli¢itim metodama
koriSten je test ANOVA ponovljenih mjerenja ili Friedmanov test, ovisno o dobivenom
rezultatu testiranja normalnosti razdiobe. Postavljena je i testirana nulta hipoteza, kojom se
tvrdi da ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu niti jedne od kombinacija triju metoda.

P-vrijednost manja od 0,05 smatrana je statisticki zna¢ajnom.
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4. REZULTATI

4.1. ODREDPIVANJE KONCENTRACIJE IZDVOJENE ccfDNA

Nakon izdvajanja, koncentracije ccfDNA u svim izolatima odredene su fluorimetrijskim

mjerenjem, a rezultati su prikazani u Tablici 3.

Tablica 3. Koncentracije ccfDNA za pojedinacne izolate i svaku metodu izdvajanja dobivene
fluorimetrijskim mjerenjem.

MN SQ VQ
Volumen izolata =20 pL. | Volumen izolata =20 pL | Volumen izolata = 50 pL
Broj Pocetni Izmjerena Pocetni | Izmjerena | Pocetni Izmjerena
uzorka | volumen | koncentracija | volumen |koncentracija| volumen | koncentracija
plazme ccfDNA plazme ccfDNA plazme ccfDNA
(mL) (ng/pL) (mL) (ng/pL) (mL) (ng/pL)
1 0,70 0,102 2,20 0,194 2,20 0,566
2 0,70 0,015 2,00 0,820 2,00 0,577
3 0,70 0,004 2,15 0,162 2,15 0,449
4 0,70 0,035 2,00 0,343 2,00 0,372
5 0,70 0,251 2,70 2,100 2,70 4,250
6 0,70 0,014 3,40 0,344 3,40 0,832
7 0,70 0,008 3,00 0,074 3,00 0,448
8 0,70 0,021 2,20 0,133 2,40 0,607
9 0,70 0,000 3,50 0,315 3,50 0,681
10 0,70 0,031 3,20 0,203 3,20 0,645
11 0,70 0,031 2,90 0,457 2,90 1,380

4.2. USPOREDBA KONCENTRACIJA I1ZDVOJENE ccfDNA

S obzirom da se metode i uzorci razlikuju u poc¢etnim volumenima plazme i kona¢nim
volumenima izolata, rezultati mjerenja najprije su preracunati u koli¢ine izdvojene ccfDNA
po mL plazme kako bi se mogli usporediti. Prilikom utvrdivanja normalnosti razdiobe

Shapiro-Wilkovim testom, utvrdeno je da rezultati nisu razdijeljeni po normalnoj razdiobi (P
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<0,001), stoga su izrazeni kao medijan (raspon). U Tablici 4. prikazane su koli¢ine izdvojene

ccfDNA po mL plazme te medijan i raspon za svaku metodu.

Tablica 4. Izraun koncentracije ccfDNA u plazmi ispitanika.

Broj uzorka

Koncentracija ccfDNA u plazmi (ng/mL)

MN sQ VQ
1 2,914 1,764 12,864
2 0,429 8,200 14,425
3 0,114 1,507 10,442
4 1,000 3,430 9,300
5 7171 15,556 78,704
6 0,400 2,024 12,235
7 0,229 0,493 7,467
8 0,600 1,209 12,646
9 0,000 1,800 9,729
10 0,886 1,269 10,078
11 0,886 3,152 23,793

Medijan (raspon)

0,600 (0,000 - 7,171)

1,800 (0,493 — 15,556)

12,235 (7,467 — 78,704)

Za usporedbu koncentracija ccfDNA odabran je Friedmanov test, koji se koristi za

usporedivanje triju ili viSe zavisnih skupina, a ¢ije vrijednosti nisu razdijeljene po normalnoj

razdiobi. Provedbom statistickog testa odbacena je nulta hipoteza i1 prihvacena alternativna

hipoteza, odnosno odredeno je da postoji statisticki znacajna razlika u koncentracijama

ccfDNA dobivenim razli¢itim metodama izdvajanja (P < 0,001). Zakljuéeno je da su najvece

koncentracije ccfDNA u plazmi dobivene koristenjem metode s vakuum-kolonom QIAamp

Circulating Nucleic Acid Kit (VQ), zatim koriStenjem metode sa spin-kolonom QIAamp

ccfDNA/RNA Kit (SQ), a najnize koncentracije dobivene su metodom sa spin-kolonom
NucleoSpin cfDNA XS Kit (MN).
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4.3. PROCJENA KVALITETE IZDVOJENE ccfDNA

Procjena kvalitete izdvojene ccfDNA odnosi se na detekciju fragmenata Cija duljina
odgovara ocekivanoj duljini ccfDNA u uzorku i procjenu kontaminacije genomskom DNA, a
Sto je odredeno metodom automatizirane mikrovolumne gel-elektroforeze u kapilari na ¢ipu.
Fragmenti koji odgovaraju ccfDNA pronadeni su u svih 11 uzoraka izdvojenih metodom VQ
(vakuum-kolona QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit), 9 uzoraka izdvojenih metodom SQ
(spin-kolona QlAamp ccfDNA/RNA Kit) i 2 uzorka izdvojenih metodom MN (spin-kolona
NucleoSpin cfDNA XS Kit).

Na elektroferogramima prikazanima na Slici 7. mogu se uociti fragmenti ccfDNA koji
odgovaraju mononukleosomima duljine 146 — 190 bp, s prosje¢nom duljinom oko 171 bp.
Osim toga, na elektroferogramima cetiri uzorka metode VQ i dva uzorka metode SQ
prikazuju se i fragmenti koji odgovaraju dinukleosomima duljine 316 —374 bp, s prosje¢nom
duljinom oko 331 bp, otprilike dvostruko veéoj od duljine mononukleosoma. Signali koji
odgovaraju kontaminaciji visokomolekularnom DNA nalaze se na znatno ve¢im duljinama

fragmenata. Duljine detektiranih fragmenata prikazane su u Tablici 5.

Tablica 5. Duljine fragmenata ccfDNA za pojedinacéne izolate i svaku metodu izdvajanja.

— Duljine fragmenata DNA
MN SQ VQ
1 nema nema 174
2 nema 179 172
3 nema nema 178
4 nema 172 173
) 165 1671317 1641 322
6 nema 168 170
7 nema 175 183
8 nema 170 1811374
9 nema 190 162
10 nema 146 1741329
11 163 166 i 329 163 316
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Slika 7. Elektroferogrami svih uzoraka izdvojenih metodom MN (NucleoSpin cfDNA XS
Kit), SQ (QlAamp ccfDNA/RNA Kit i VQ (QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit). bp —
bazni par, FU — relativna fluorescencija.
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5. RASPRAVA

CRC izrazito je kompleksna i heterogena bolest, s brojnim izazovima dijagnostike i
lijeCenja, zbog Cega se intenzivno traga za novim biljezima bolesti, dok se metode tekuce
biopsije sve visSe namecu kao jednostavni i ucinkoviti alati u podrucju klinicke onkologije.
Analiza ccfDNA obecavajuéi je biljeg u dijagnostici, pracenju i prognozi CRC-a, budu¢i da je
dokazano da je u odnosu na zdrave osobe koncentracija ccfDNA u pacijenata s tumorskim
bolestima visa, fragmenti su kra¢i, a molekularnom analizom mogu se utvrditi specificne
genske i epigenske promjene (Stejskal i sur., 2023). S obzirom na veliki potencijal ccfDNA,
izrazito je vazno optimirati predanaliticke, analitiCke i1 poslijeanalitiCke postupke, Sto ce
pridonijeti uvodenju tekuée biopsije u klinicku praksu, zbog ¢ega je cilj ovoga rada bio
usporediti tri komercijalno dostupna kompleta za izdvajanje ccfDNA radi odabira optimalne

metode izdvajanja za dobivanje kvalitetnog izolata koji se moze koristiti za daljnje analize.

Na trzi$tu je dostupan veliki broj kompleta za izdvajanje ccfDNA, a razlikuju se po
principu i ucinkovitosti izdvajanja, Cisto¢i izdvojene ccfDNA, selektivno$éu za fragmente
manjih duljina, reproducibilnosti, mogucnosti automatizacije i cijeni, $to se sve uzima u obzir
prilikom odabira zbog Cega je teSko pronaci i odabrati prikladnu metodu (Peng i sur., 2024).
U ovom radu usporedivani su komercijalno dostupni kompleti NucleoSpin cfDNA XS Kit
(Machery Nagel, Njemacka), QIAamp ccfDNA/RNA Kit (Qiagen, Njemacka) i QIAamp
Circulating Nucleic Acid Kit (Qiagen, Njemacka). Najveée koncentracije ccfDNA dobivene
su u izolatima izdvojenim metodom QIlAamp Circulating Nucleic Acid Kit, dok su najmanje
koncentracije ccfDNA dobivene u izolatima izdvojenim metodom NucleoSpin cfDNA XS
Kit, za koju u jednom uzorku fluorimetrijskim mjerenjem koncentracije uopce nije detektirana
prisutnost ccfDNA. Polatoglou i sur. (2022) u svojoj su usporedbi koristili ove dvije metode,
pri ¢emu je donesen isti zakljuCak. Pregledom relevantne literature moze se zakljuciti da
QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit dosljedno ima najveée prinose ccfDNA u odnosu na
druge metode (Wang i sur., 2020; Devonshire i sur., 2018; Sorber 1 sur., 2017), Sto se moze
pripisati uvodenju vakuum-kolone u postupak izdvajanja, §to omogucuje koriStenje vecih
volumena plazme (Lee i sur., 2018), a prinosi su potencijalno povecani i zbog dodatka RNA
nosaca (Warton i sur., 2018). Ungerer i sur. (2020) meta-analizom 20 prethodno objavljenih
studija zakljucili su da QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit ima izvrsnu uéinkovitost
izdvajanja ccfDNA. Opcenito, kompleti proizvodaca Qiagen danas su najcesce koristeni zbog

visoke stabilnosti kompleta i u€inkovitosti izdvajanja (Peng i sur., 2024), a iz tih razloga ih se
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u znanstvenoj zajednici danas Cak smatra i zlatnim standardom (Warton i sur., 2018;

Diefenbach i sur., 2018).

Osim na temelju koncentracija, metode su u ovom radu usporedivane i prema kvaliteti
izdvojene ccfDNA elektroforetskom analizom fragmenata. Na Slici 8. prikazan je rezultat
analize fragmenata za uzorak broj 5, kojem je u svim ispitivanim metodama izmjerena najvisa
koncentracija ccfDNA. Osim donjeg (35 bp) i gornjeg markera (10380 bp), na
elektroferogramu se uocava vrsak koji odgovara mononukleosomu (~165 bp) i drugi vrSak
koji odgovara dinukleosomu (~320 bp). Ponovno, metoda QlAamp Circulating Nucleic Acid
Kit pokazala se optimalnom jer su u svim uzorcima detektirani najvisi vrici koji odgovaraju

ccfDNA, a u Cetiri uzorka dodatno je detektiran vrsak dinukleosoma.

[FU]
600~ mononukleosom

500
400-
300
200-

100 n
dinukleosom

- )

LI T

T T T T T T T T LS L
35 100 150 200 300 400 500 600 1000 2000 10380 [bp]

Slika 8. Prikaz rezultata analize fragmenata uzorka broj 5 za sve tri koriStene metode.
Crvenom bojom prikazan je elektroferogram koji odgovara metodi NucleoSpin cfDNA XS
Kit, plavom bojom metodi QIAamp ccfDNA/RNA Kit, a zelenom bojom metodi QlAamp
Circulating Nucleic Acid Kit. bp — bazni par, FU — relativna fluorescencija.

Analizom fragmenata moZe se utvrditi i zagadenje visokomolekularnom DNA
uzrokovano lizom leukocita. Sumnja na zagadenje postavljena je za dva izolata izdvojena
metodom QIlAamp ccfDNA/RNA Kit. Primjer izolata broj 10 prikazan je na Slici 9., gdje je
vidljivo da je kontaminacija visokomolekularnom DNA karakterizirana prisutno$¢u dodatnog

vrska koji odgovara DNA velike molekularne mase, u ovom slucaju vise od 3000 bp. Osim
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toga, analizom fragmenata izolata broj 9 iste metode, uoc€en je razvucen i nizak vrSak gornjeg
markera (prikazano na Slici 10.), Sto prema navodima proizvodata moze biti posljedica
kontaminacije solima, etanolom ili restrikcijskim enzimima koji nisu uspjesno uklonjeni

prilikom izdvajanja ccfDNA.
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Slika 9. Prikaz elektroferograma izolata 10 izdvojenog metodom QlAamp ccfDNA/RNA Kit.
Zagadenje visokomolekularnom DNA prikazuje se kao Siroki vrSak na prosje¢noj duljini od
3327 bp. bp — bazni par, FU — relativna fluorescencija.
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Slika 10. Prikaz elektroferograma izolata 9 izdvojenog metodom QlAamp ccfDNA/RNA Kit
sa sumnjivim izgledom gornjeg markera. bp — bazni par, FU — relativna fluorescencija.
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Uzimaju¢i u obzir dobivene rezultate 1 podatke iz literature, razvidno je kako je QlAamp
Circulating Nucleic Acid Kit najuspjesnija od usporedivanih metoda, s obzirom da su ovom
metodom izdvojene najvece koli¢ine cCFDNA te su analizom fragmenata u svim uzorcima
utvrdeni vrsci koji odgovaraju ccfDNA, bez zagadenja s DNA visoke molekularne mase.
Stoga je opravdano odabrati ovu metodu izdvajanja za daljnju obradu uzoraka tekuce biopsije
pacijenata s kolorektalnim adenomom. Rezultati ovoga rada pridonose standardizaciji i

optimizaciji predanaliti¢kih protokola tekuce biopsije prije mogucnosti rutinske upotrebe.
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6. ZAKLJUCAK

Usporedbom triju metoda izdvajanja ccfDNA s ciljem pronalaska metode s najve¢im

prinosom i kvalitetom ccfDNA zakljuceno je sljedece:

e medijan dobivenih koncentracija za metodu NucleoSpin cfDNA XS Kit iznosi 0,600
ng/mL s rasponom 0,000 — 7,171 ng/mL, za metodu QlAamp ccFDNA/RNA Kit 1,800
ng/mL s rasponom 0,493 — 15,556 ng/mL, a za metodu QIAamp Circulating Nucleic Acid
Kit 12,235 ng/mL s rasponom 7,467 — 78,704 ng/mL,

e usporedbom rezultata koncentracija ccfDNA izdvojene trima metodama pokazano je da
postoji statisticki znaCajna razlika (P < 0,001) izmedu dobivenih koncentracija, te je
zakljuc¢eno da su najvece koncentracije dobivene metodom QIAamp Circulating Nucleic
Acid Kit, zatim metodom QlAamp ccfDNA/RNA Kit, a najnize koncentracije dobivene su
metodom NucleoSpin cfDNA XS Kit,

e uporabom automatizirane mikrovolumne gel-elektroforeze u kapilari na ¢ipu pronadeni su
fragmenti DNA koji odgovaraju izdvojenoj ccfDNA u svih 11 izolata izdvojenih metodom
QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit, 9 izolata izdvojenih metodom QlAamp
ccfDNA/RNA Kit i samo 2 izolata izdvojena metodom NucleoSpin cfDNA XS Kit,

e pronadeni fragmenti odgovaraju mononukleosomima i duljine su 146 — 190 bp, a dodatno
su pronadeni fragmenti koji odgovaraju dinukleosomima duljine 316 — 374 bp u 4 izolata
izdvojena metodom QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit i 2 izolata izdvojena metodom
QlAamp ccfDNA/RNA Kit,

e iz dobivenih rezultata zakljucuje se da je u usporedbi s drugim ispitivanim metodama,
QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit najprikladnija metoda izdvajanja ccfDNA za
daljnju primjenu, s obzirom na najveée koncentracije izdvojene ccfDNA, prisutnost
fragmenata ccfDNA u svim uzorcima i odsutnost zagadenja s DNA velike molekularne

mase.
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7. POPIS KRATICA, OZNAKA | SIMBOLA

bp — bazni par

ccfDNA - slobodna cirkuliraju¢a DNA (engl. circulating cell-free DNA)
CEA — karcinoembrionalni antigen (engl. carcinoembryonic antigen)
CRC — kolorektalni karcinom

CTC — cirkuliraju¢a tumorska stanica (engl. circulating tumor cell)
CtDNA — cirkuliraju¢a tumorska DNA (engl. circulating tumor DNA)
DNA — deoksiribonukleinska kiselina (engl. Deoxyribonucleic acid)
DNaza — deoksiribonukleaza

FU — relativna fluorescencija (engl. fluorescence units)

MN — komplet NucleoSpin cfDNA XS Kit

NGS - sekvenciranje sljedece generacije (engl. next generation sequencing)
PBS — fosfatni pufer (engl. Phosphate-buffered saline)

PCR — lan¢ana reakcija polimeraze (engl. polymerase chain reaction)
RNA — ribonukleinska kiselina (engl. ribonucleic acid)

RNaza — ribonukleaza

rpm — broj okretaja u minuti (engl. revolutions per minute)

SQ — komplet QIAamp ccfDNA/RNA Kit

VQ — komplet QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit

Whnt — engl. Wingless-related integration site
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9. SAZETAK/SUMMARY

9.1. SAZETAK

Kolorektalni karcinom (CRC) jedan je od vodecih uzroka smrtnosti povezanih s
malignim bolestima u svijetu, pri ¢emu rana dijagnostika predstavlja temeljni preduvjet za
uspjesno lijeCenje. Slobodna cirkuliraju¢a DNA (ccfDNA) je dvolancana, fragmentirana DNA
prisutna izvan stanica, koja se moze detektirati i analizirati iz uzoraka tekuce biopsije. Kod
pacijenata s malignim oboljenjima, dio ccfDNA ¢ini cirkuliraju¢a tumorska DNA, cija
koncentracija i1 specificne molekularne promjene odrazavaju dinamiku bolesti, omogucujuci
primjenu analize ccfDNA kao dijagnostickoga, prognostickoga i prediktivnoga biljega. S
obzirom na nisku koncentraciju i izrazenu fragmentiranost ccfDNA u bioloSkim uzorcima,
klju¢no je uspostaviti optimalnu metodu izdvajanja te provesti temeljitu standardizaciju i
validaciju svih postupaka tekuce biopsije. Cilj ovoga rada je usporediti tri komercijalno
dostupne metode za izdvajanje ccfDNA: NucleoSpin cfDNA XS Kit (Machery Nagel,
Njemacka), QIAamp ccfDNA/RNA Kit (Qiagen, Njemacka) i QIAamp Circulating Nucleic
Acid Kit (Qiagen). Ispitivane metode izdvajanja temelje se na selektivnoj adsorpciji ccFDNA
na kolone od silikatnih ¢estica. Koncentracija izdvojene ccfDNA u svakom izolatu odredena
je fluorimetrijskim mjerenjem, dok su kvaliteta i integritet ocijenjeni detekcijom fragmenata
pomocu automatizirane mikrovolumne gel-elektroforeze u kapilari na c¢ipu. Metodom
QlAamp Circulating Nucleic Acid Kit dobivene su najvece koncentracije ccfDNA i jedina je
od ispitivanith metoda kojom je u svim uzorcima detektiran elektroforetski vrSak koji

odgovara ccfDNA, ¢ime se isti¢e kao optimalna za daljnju primjenu.
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9.2. SUMMARY

Colorectal cancer (CRC) is one of the leading causes of cancer-related mortality
worldwide, and early diagnosis is a crucial prerequisite for successful treatment. Circulating
cell-free DNA (ccfDNA) is double-stranded, fragmented DNA found outside cells, detectable
and analysable from liquid biopsy samples. In patients with malignant diseases, a portion of
ccfDNA corresponds to circulating tumor DNA, whose concentration and specific molecular
changes reflect disease dynamics, allowing ccfDNA to serve as a diagnostic, prognostic, and
predictive biomarker. Given the low concentration and significant fragmentation of ccfDNA
in biological samples, establishing an optimal isolation method is essential, alongside
thorough standardization and validation of all liquid biopsy procedures. This study compares
three commercially available methods for isolating ccfDNA: NucleoSpin cfDNA XS Kit
(Machery Nagel, Germany), QlAamp ccfDNA/RNA Kit (Qiagen, Germany), and QlAamp
Circulating Nucleic Acid Kit (Qiagen). The extraction methods examined here rely on the
selective adsorption of ccfDNA to silica-based columns. The concentration of isolated
ccfDNA was determined by fluorimetric measurement, while quality and integrity were
assessed by detecting fragments using automated microvolume gel-electrophoresis on a chip.
The QIAamp Circulating Nucleic Acid Kit yielded the highest ccfDNA concentrations and
was the only method among those tested to detect an electrophoretic peak corresponding to
ccfDNA in all samples, highlighting it as optimal for further application.
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