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HOVEDBUDSKABERHOVEDBUDSKABER

Cirkulerende tumor-DNA (ctDNA) kan påvises i blodbanen hos patienter med kræft.

ctDNA i blodbanen efter en kræftoperation er forbundet med markant forøget risiko for tilbagefald.

Brug af ctDNA-måling har potentiale til at forberede udredning, behandling og opfølgning hos patienter med kræft.

Cirkulerende tumor-DNA (ctDNA) frigives fra kræftceller til blodbanen og udgør en fraktion af den totale
mængde cirkulerende cellefrit DNA (cfDNA) hos patienter med kræft. Teknologiske fremskridt har muliggjort
detektion af små mængder ctDNA, hvilket har placeret ctDNA-analyse som en lovende strategi til behandling og
monitorering af kræft.  

Sammenlignet med histopatologisk undersøgelse af tumorvæv er blodbaseret ctDNA-analyse en betydeligt
mindre invasiv undersøgelse og med minimal gene for patienterne. ctDNA analyse kan gentages flere gange
under et kræftforløb – også på tidspunkter, hvor tumoren ikke kan verificeres ved billeddiagnostik eller biopsi.
Desuden kan blodbaseret ctDNA-analyse give et mere fyldestgørende billede af tumorers mutationsprofil, da
DNA potentielt frigives fra alle kræftceller, hvorimod blot en del af tumoren undersøges ved histopatologisk
undersøgelse.

Udviklingen af sensitive metoder til detektion af ctDNA i blodet åbner nye muligheder for klinisk anvendelse
med vidtrækkende potentiale; herunder monitorering af behandling samt detektion af minimal restsygdom efter
operation og påvisning af recidiv.

I denne artikel beskrives et udvalg af metoder til detektion og analyse af ctDNA, og der gives indblik i den
tilgængelige evidens for anvendelighed af ctDNA i dansk kræftbehandling.

CIRKULERENDE TUMOR-DNA-BIOGENESECIRKULERENDE TUMOR-DNA-BIOGENESE

Frigivelse af cirkulerende tumor-DNAFrigivelse af cirkulerende tumor-DNA

cfDNA frigives til blodbanen som korte DNA-fragmenter ved apoptotisk eller nekrotisk celledød (Figur 1Figur 1). Et
forhøjet cfDNA-niveau er hos både raske og patienter med kræft forbundet med forringet overlevelse [1].
Halveringstiden af cfDNA i blodet estimeres at være under to timer [2], hvorved tilstedeværelse af ctDNA giver et
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godt øjebliksbillede af tumorbyrden og derfor er et velegnet redskab til monitorering af kræft. Mængden af
ctDNA korrelerer ofte med patientens tumorbyrde, og ved avanceret sygdom er tumorbyrden og dermed ctDNA-
niveauet ofte så højt, at ctDNA-analyse potentielt kan erstatte genomisk profilering af tumoren [3, 4]. Dog findes
der også tilfælde, hvor det ikke er muligt at detektere ctDNA på trods af en høj tumorbyrde. Niveauet af ctDNA i
blodet afhænger i høj grad af parametre som tumortype og -volumen, lokalisering, graden af apoptose og
nekrose i tumorvævet samt vaskularisering omkring tumoren.

Cirkulerende tumor-DNA i blodetCirkulerende tumor-DNA i blodet

Ved kurativt intenderet resektion vil der efter 24 timer ikke længere frigives ctDNA til cirkulationen. I tilfælde af
restsygdom efter onkologisk behandling vil der derimod forsat frigives ctDNA til cirkulationen. Pga. den ofte
minimale mængde restsygdom vil mængden af ctDNA dog ofte være meget begrænset. Mængden af normalt
DNA i cirkulationen er ofte forholdsvis stabil, men forskellige påvirkninger, såsom sygdom og traumer, kan
medføre periodisk øget frigivelse af normalt DNA [5]. Dette kan vanskeliggøre ctDNA-detektionen, idet ctDNAʼet
risikerer at blive fortyndet til et niveau, som er under detektionsgrænsen for den anvendte ctDNA-test. I
forbindelse med detektion af minimal restsygdom efter resektion af en tumor er tidspunktet for
blodprøvetagning derfor essentielt, idet det kirurgiske traume medfører kraftig, men midlertidig (~ 4 uger)
stigning i frigivelsen af normalt cfDNA [6].

Detektion af cirkulerende tumor-DNADetektion af cirkulerende tumor-DNA

Fælles for alle metoder til ctDNA-analyse er identifikation af signaturer, som kan adskille ctDNA fra normalt
cfDNA – typisk i form af genetiske eller epigenetiske ændringer. Mange detektionsmetoder kræver information
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om primærtumorens mutationsprofil, hvorfor genetisk analyse af tumorvæv ofte er nødvendig.

ANALYSEMETODERANALYSEMETODER

Detektion af ctDNA kan være baseret på polymerasekædereaktion (PCR) og omfatter bl.a. kvantitativ PCR og
digital droplet PCR. Disse teknologier er simple at udføre til en relativt lav pris (~ 200-500 kr. pr. prøve). En
begrænsning ved PCR er dog, at få (ofte kun en enkelt) kendte genmutationer kan undersøges. Derfor er denne
tilgang ikke optimal i tilfælde, hvor man ikke kender tumorens mutationsprofil (ved fravær af en biopsi), eller
hvis man ønsker at studere kræftens evolutionære udvikling.

I de seneste år har der været fokus på next-generation sequencing (NGS) til ctDNA-detektion. Dette er sket i takt
med, at priserne er faldet (~ 500-3.000 kr. pr. prøve), og metoden er blevet lettere tilgængelig. NGS muliggør
undersøgelse af mange genmutationer samtidigt og stiller derfor ikke nødvendigvis krav til, at man kender
tumorens mutationsprofil på forhånd. Der findes forskellige sekventeringsmetoder til ctDNA-detektion. Ved
targeteret sekventering og ultra deep sequencing fokuseres analysen på bestemte regioner af genomet og er
tilpasset den kræfttype, man ønsker at undersøge. Ved helgenomsekventering undersøges der for
kræftrelaterede signaturer over hele genomet. Dette kan være i form af enten patientspecifikke punktmutationer
[7], større ændringer i kromosomstruktur og antal [8] eller en analyse af fragmentstørrelsen af cfDNAʼet [9].

Selvom det er mest udbredt at anvendte genetiske ændringer til ctDNA-detektion, kan epigenetiske signaturer
være attraktive markører. F.eks. er DNA-metylering ofte fælles inden for en given kræftform og kan derfor
anvendes uden forudgående analyse af patientens tumor. Desuden ses afvigende DNA-metylering ofte allerede i
præmaligne forandringer. Metyleringssignaturer har således, som sensitive markører, potentiale til tidlig
påvisning af kræft [10].

Generelt varierer sensitiviteten og specificiteten for ctDNA-detektion på tværs af analysemetoder.
Analysemetoden bør derfor vælges med omhu, så sensitivitet og specificitet passer til den kliniske
problemstilling, der ønskes adresseret.

ANALYTISKE UDFORDRINGERANALYTISKE UDFORDRINGER

Den største udfordring for ctDNA-analyse er de tilfælde, hvor mængden af ctDNA er meget lav, hvilket kan
skyldes et lille tumorvolumen eller lav frigivelse af ctDNA fra tumoren. Derudover kan mængden af normalt
cfDNA være højt pga. infektion, vævsskade efter operation eller kontaminering som følge af præanalytisk
håndtering [11, 12]. Ovennævnte forhold resulterer i en relativt lavere fraktion end normalt af ctDNA i blodet.
Hvis det er muligt, er det en fordel at benytte et større blodvolumen til ctDNA-analyse for at øge
sandsynligheden for, at der er ctDNA i blodprøven.

I takt med stigende alder erhverves somatiske mutationer i hæmatopoietiske celler (clonal haematopoiesis of
indeterminate potential (CHIP)), som umiddelbart vurderes ikke at have klinisk betydning [13]. Eftersom
hæmatopoietiske celler leverer et betydeligt bidrag til cfDNA-mængden, er det nødvendigt at kunne adskille
CHIP-mutationer fra reelle kræftmutationer. Dette gøres ved at analysere DNA fra patientens perifere blodceller.
De somatiske mutationer, som identificeres her, kan efterfølgende frafiltreres de mutationer, der identificeres i
patientens cfDNA.

National og international validering ved hjælp af standardiserede kontrolprøver praktiseres ikke endnu, men
kan ved implementering give bedre sammenlignelighed og kvalitetssikring på tværs af analysemetoder og
laboratorier. I Danmark blev der i januar 2020 etableret et national ctDNA-forskningscenter [14] med henblik på
at indføre nationale standardiserede kontrolprøver samt validering på tværs af metoder og laboratorier.
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KLINISK ANVENDELIGHED AFKLINISK ANVENDELIGHED AF  CIRKULERENDE TUMOR-DNACIRKULERENDE TUMOR-DNA

ctDNA-analyse er et relativt nyt felt, som har stort potentiale inden for kræftdiagnostik og -behandling (Figur 2Figur 2).
Allerede på nuværende tidspunkt benyttes ctDNA-analyse som guide i nationale og internationale
interventionsstudier (Tabel 1Tabel 1). Målet med disse studier er at skabe dokumentation for de kliniske fordele ved
implementering af ctDNA-baseret beslutningstagen. I takt med gennemførelsen af de nævnte studier forventes
det, at ctDNA-analyse bliver trinvist implementeret i klinisk praksis. Vi forventer, at ctDNA inden for en
tidsramme på 3-5 år vil blive brugt til detektion af minimal restsygdom og recidiv samt ved monitorering af
sygdom og resistensudvikling. I de følgende afsnit vil vi fokusere på disse anvendelsesmuligheder.

UGESKRIFT FOR LÆGERUGESKRIFT FOR LÆGER

Ugeskr Læger 2021;183:V02210154 Side 4 af 8



MINIMAL RESTSYGDOMMINIMAL RESTSYGDOM

ctDNA-analysens anvendelighed til detektion af minimal restsygdom efter kurativt intenderet kirurgi har
potentiale til at ændre, hvordan vi vurderer risiko for recidiv og udvælger patienter til adjuverende behandling.
F.eks. har man i studier af ikkemetastatisk kolorektalkræft dokumenteret, at den prognostiske styrke af ctDNA-
analyse er markant højere end standardrisikofaktorerne [25, 26]. Dette åbner mulighed for individualisering af
den adjuverende behandling ved brug af ctDNA som risikomarkør. I øjeblikket undersøges det i flere
randomiserede studier, om ctDNA-guidet eskalering/deeskalering af adjuverende systemisk behandling kan øge
andelen af patienter, der helbredes, og samtidig reducere den behandlingsmæssige toksicitet [17]. Derudover er
der i Danmark, som det første sted i verden, påbegyndt et nationalt randomiseret studie, hvor man undersøger
fordelene ved ctDNA-guidet opfølgning hos patienter, der er behandlet for stadie 3-kolorektalkræft [19].

MONITORERING AF SYGDOM OG RESISTENSUDVIKLINGMONITORERING AF SYGDOM OG RESISTENSUDVIKLING
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Eftersom ctDNA typisk detekteres flere måneder, før progression konstateres radiologisk, kan påvisning af
ctDNA under og efter behandling anvendes til monitorering af sygdom og som indikation af behandlingssvigt.
Analyse af ctDNA er velegnet til kortlægning af resistensudvikling og klonal selektion under behandling. Det kan
f.eks. benyttes til påvisning af resistens i colonkræft og ikke-småcellet lungekræft over for epidermal
vækstfaktorreceptor (EGFR)-hæmmere [27], i colon- og modermærkekræft over for BRAF hæmmere [28] samt
over for endokrin behandling af brystkræft [29].

IMPLEMENTERING AF CIRKULERENDE TUMOR-DNA-ANALYSE I KLINIKKENIMPLEMENTERING AF CIRKULERENDE TUMOR-DNA-ANALYSE I KLINIKKEN

Som nævnt benyttes ctDNA-analyse som guide i en række kliniske studier, men rutinemæssig brug af ctDNA i
klinikken er dog på nuværende tidspunkt begrænset til få anvendelsesområder. Et vigtig fremskridt i
implementering af ctDNA på kræftafdelinger i Danmark er en nylig FDA-godkendt PCR-baseret metode [30], der
anvendes som ledsagende diagnostisk test ved lungekræft. Ved hjælp af metoden påvises mutationer i ctDNA,
der er lokaliseret i EGFR-genet og er prædikative for effekt af tyrosinkinasehæmmere.

PERSPEKTIVERINGPERSPEKTIVERING

Der er et stort potentiale for klinisk beslutningstagning guidet af ctDNA-analyse inden for selektion af patienter
til adjuverende behandling, recidivopsporing efter kurativt intenderet behandling samt monitorering af
behandlingsrespons og resistensudvikling.

De igangværende ctDNA-baserede randomiserede studier forventes at give afgørende resultater over de næste
år, hvilket vil have stor betydning for den kliniske implementering af ctDNA-analyse. Der er dog stadig behov for
studier, som kan adressere en række spørgsmål og udfordringer, der endnu ikke er klarhed om. Som eksempel
er der behov for mere viden om de biologiske processer, der er afgørende for, hvornår og i hvilket omfang en
tumor frigiver DNA til cirkulation. Hvad betyder mængden af ctDNA for patientens prognose og følsomhed over
for kemoterapi? Hvilket plasmavolumen er nødvendigt for en tilstrækkelig sensitivitet? Hvilket tidspunkt er
optimalt for prøvetagning? Det er også relevant at afklare, hvordan ctDNA-monitorering påvirker patienternes
livskvalitet, f.eks. i tilfælde hvor der detekteres ctDNA, men restsygdommen ikke kan identificeres
billeddiagnostisk. De nødvendige studier er krævende og udføres bedst i tværfagligt og nationalt/internationalt
regi. Derfor er det glædeligt, at Kræftens Bekæmpelse har bevilliget ressourcer til etablering af et nationalt
forskningscenter for ctDNA-guidet kræftbehandling [14]. Centeret blev etableret i januar 2020 og har allerede
skabt en platform for hurtig og effektiv iværksættelse af nationale ctDNA-studier, hvilket er afgørende for den
videre færd mod implementering af ctDNA i den kliniske hverdag.
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Circulating tumour DNA analysis has a potential to improve multiple aspects of cancer management. This
includes: a) early cancer detection in asymptomatic individuals, b) identification of patients with residual
disease after curative intended treatment, c) patient stratification in relation to treatment decisions like adjuvant
therapy and intensity of radiological surveillance, d) monitoring treatment effect for optimised adaptive therapy,
e) identification of actionable targets, and f) early recurrence detection. These points are summarised in this
review.
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