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Význam cirkulujúcej nádorovej DNA u pacientov  
s nemalobunkovým karcinómom pľúc s mutáciami 
receptora pre epidermálny rastový faktor
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Tyrozínkinázové inhibítory (TKI) sú štandardom liečby adenokarcinómu pľúc s potvrdenými aktivujúcimi mutáciami génu pre receptor 
epidermálneho rastového faktora (EGFR). Detekcia genetických alterácií DNA stojí na molekulárno-genetických vyšetreniach nádorových 
buniek, prípadne cirkulujúcej nádorovej DNA (ctDNA). Najfrekventnejšie detegované liečebne ovplyvniteľné genetické alterácie sú ak-
tivujúce mutácie génu receptora pre epidermálny rastový faktor (EGFR), z nich najčastejšia delécia na exóne 19 (del 19) je prognosticky 
najpriaznivejšia. Sekundárna mutácia T790M je hlavným mechanizmom získanej rezistencie pri liečbe prvo- a druhogeneračnými TKI. 
ctDNA predstavuje minimálne invazívnu možnosť detekcie EGFR mutácií v čase stanovenia diagnózy, ako aj v čase progresie ochorenia 
s reálnym využitím v klinickej praxi. Implementácia vysokosenzitívnych metodík ako digital droplet PCR (ddPCR) a Beads, Emulsification, 
Amplification and Magnetics (BEAMing) ešte zvýši jej klinický prínos. ctDNA monitoring EGFR mutácií počas liečby TKI umožňuje hodno-
tenie liečebnej odpovede, skorú detekciu zmien biológie nádoru, stanovovanie evolúcie rezistencie nádoru v reálnom čase. Perzistencia 
aktivujúcich EGFR mutácií v plazmatickej ctDNA je nezávislým prediktorom zlého prežívania bez progresie (PFS) a celkového prežívania 
(OS). ctDNA monitoring perspektívne umožní ešte selektívnejšiu optimalizáciu cielenej liečby, prípadne jej kombináciu s imunoterapiou 
a chemoterapiou.

Kľúčové slová: ctDNA, adenokarcinóm pľúc, EGFR, TKI, T790M, ddPCR, BEAMing

Circulating tumor DNA in non-small cell lung cancer patients with epidermal growth factor receptor mutations

TKIs are standard of care of lung adenocarcinoma with driver mutations. The detection of genetic alterations of DNA is based on molecular 
genetics analysis of tumor cells or circulating tumor DNA (ctDNA). The most frequent targetable genetic alterations are activating muta-
tions of EGFR gene. Deletion 19 has the best prognostic outcome of EGFR mutations with TKI treatment. The most frequent mechanism 
of acquired resistance to first- and second-generation TKI is resistant mutation T790M. ctDNA is non-invasive EGFR detection option 
at the time of diagnosis and progression in real clinical practice. Implementation of high-sensitive methods (ddPCR, BEAMing) will 
increase clinical importance of ctDNA. ctDNA tracking during TKI treatment enables assessment of treatment response, early detec-
tion of tumor biology changes, real-time resistance evolution assessment. The persistance of activating EGFR mutations in ctDNA is 
independent predictor of poor outcome (PFS, OS). ctDNA tracking will enable even more precise optimisation of targeted treatment or 
its combination with IO or CIT.
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Úvod
Karcinóm pľúc zostáva celosvetovo 

najčastejšie diagnostikovanou malignitou 
u mužov (s výnimkou nemelanómových 
nádorov kože), u žien je po karcinóme 
prsníka, kolorekta a krčka maternice na 
4. mieste (1). Histomorfologicky pľúcne 
karcinómy rozdeľujeme na nemalobun-
kové (NSCLC) a  malobunkové (SCLC). 
Najčastejšie typy NSCLC sú adenokar-
cinóm, epidermoidný a  veľkobunkový 
karcinóm. Detekcia genetických alterácií 
adenokarcinómov pľúc (mutácie génu pre 
receptor epidermálneho rastového fak-
tora – EGFR, prestavby ALK, ROS1, BRAF, 

cMET) viedla k etablovaniu cielenej liečby 
(2). EGFR je transmembránový proteín, 
ktorý patrí do skupiny tyrozínkinázových 
receptorov zvanej ErbB.  Gén pre EGFR je 
lokalizovaný na krátkom ramienku chro-
mozómu 7, jeho expresiou vzniká trans-
membránový receptor pozostávajúci z ex-
tracelulárnej, transmembránovej a intra-
celulárnej časti. Homo-, resp. heterodime-
rizácia v rámci skupiny ErbB a naviazanie 
ligandu (EGF, TGF alfa a ďalšie) na doménu 
extracelulárnej časti receptora vedie k sti-
mulácii intracelulárnej tyrozínkinázovej 
aktivity. Výsledkom aktivácie signálnych 
dráh je expresia génov modulujúcich fe-

notyp k proliferácii, oddialeniu apoptózy, 
zvýšenej mobilite a adhezivite buniek ve-
dúcej k metastázovaniu (3, 4, 5, 6).  Mutácie 
EGFR génu sú najfrekventovanejšou ge-
netickou alteráciou prítomnou u pacien-
tov s  neskvamóznym NSCLC (NSCC). 
Celosvetovo sú prítomné u  10 – 30 %  
pacientov, frekvencia výskytu je vyššia 
v ázijskej populácii (50 %), v kaukazskej 
(európskej) populácii ich nachádzame  
u 10 – 15 % pacientov. Typicky bývajú prí-
tomné u žien, nefajčiarok s adenokarcinó-
mom pľúc. Mutácie EGFR génu sa vysky-
tujú v exónoch 18-21, táto oblasť kóduje 
intracelulárnu doménu EGFR recepto-
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ra. Delécia 19 (del 19) a bodová mutácia 
L858R v exóne 21 predstavujú viac ako 90 %  
z celkového počtu EGFR mutácií, menej 
časté sú mutácie v exóne 18 (G719X) a exó-
ne 21 (L861Q). Mutovaná forma receptora 
je konštitutívne zmenená, kontinuálne 
aktivovaná aj v neprítomnosti ligandu, 
čo vedie ku karcinogenéze. Prítomnosť 
aktivujúcich mutácií EGFR je prediktorom 
efektivity tyrozínkinázových inhibítorov 
(TKI) – prvo- (erlotinib, gefitinib), druho- 
(afatinib, dakomitinib) a treťogeneračných 
(osimertinib) (3, 7, 8, 9). 

V sérii klinických štúdií EGFR-TKI 
v prvej línii liečby potvrdili svoju supe-
rioritu v komparácii s chemoterapiou 
na báze platiny – miera odpovedí (RR), 
prežívanie bez progresie (PFS), tolera-
bilita liečby a kvalita života (QoL) a sú 
schválené na liečbu pokročilého NSCLC 
EGFR M+ (10). Druhogeneračné ireverzi-
bilné blokátory ErbB rodiny (afatinib, da-
komitinib) a treťogeneračný ireverzibilný 
osimertinib preukázali klinickú superio-
ritu nad reverzibilnými prvogeneračný-
mi EGFR-TKI v prvej línii liečby NSCLC 
s bežnými mutáciami, bez ohľadu na stav 
T790M (11, 12, 13, 14, 15).  Najčastejšia del 
19 je spojená s najlepšou terapeutickou 
odpoveďou na EGFR-TKI a  je prognos-
ticky najpriaznivejšia (16).  

Molekulárne-genetická analýza je 
v diagnostike karcinómu pľúc elementár-
na. Pri detekcii EGFR mutácií je zlatým 
štandardom vyšetrovanie bioptických 
vzoriek, na Slovensku je bežne používa-
nou detekčnou metódou real-time PCR 
(Roche Cobas® EGFR Mutation Test v2). 
Materiál je získavaný bioptizáciou pri-
márneho tumoru a/alebo metastatic-
kých ložísk bronchoskopicky, transpa-
rietálnou ihlovou biopsiou pod USG/CT 
kontrolou, bioptizáciou metastatických 
ložísk, chirurgicky ai. V čase diagnózy, 
resp. v  čase progresie NSCLC nie je 
možné získať biopsiu vhodnú na vyše- 
trenie EGFR u 27 – 31% (17, 18). Testovanie 
EGFR je odporučené u NSCC pacientov 
(19), nie je odporučené u pacientov so 
skvamocelulárnou histológiou (SCC) 
s výnimkou nefajčiarov/ľahkých exfaj-
čiarov (< 15 balíčkorokov) (17, 20).

Za zlyhanie liečby prvo-/druho-
generačnými EGFR-TKI býva v 50 – 70 %  
zodpovedná získaná (sekundárna) re-
zistentná mutácia T790M (exón 20). Pri 

jej potvrdení je indikovaný treťogene-
račný EGFR-TKI (osimertinib) (17, 20, 
21). Osimertinib je efektívny v liečbe ak-
tivujúcich EGFR mutácií (del 19, L858R) 
(FLAURA) aj rezistentnej mutácie T790M 
v druhej línii (AURA3). Pri progresii ocho-
renia je preto potrebná rebiopsia tumo-
ru, čo vzhľadom na invazivitu výkonu 
nie je vždy možné. Cirkulujúca nádo- 
rová DNA (ctDNA) získaná z periférnej 
krvi pacientov predstavuje minimálne 
invazívny, dobre reprodukovateľný dia- 
gnostický nástroj (2, 16). Cieľom tohto tex-
tu je opísať aktuálne možnosti klinického 
využitia ctDNA u pacientov s NSCLC. 

Cirkulujúca nádorová DNA 
(ctDNA)
ctDNA je alternatívny zdroj nádoro-

vej DNA pre detekciu EGFR mutácií (22, 23).
Širším termínom je cell-free DNA (cfDNA), 
ktorá zahŕňa v krvnom riečisku voľne 
cirkulujúcu DNA, ktorá pochádza nielen 
z nádorových buniek. Niektorí autori však 
skratky ctDNA a cfDNA voľne zamieňajú. 
V porovnaní s bioptickou vzorkou je výho-
dou ctDNA ľahká dostupnosť a minimálna 
invazivita odberu (periférna krv) (24).

ctDNA pochádza priamo z nádoro-
vých buniek alebo z cirkulujúcich nádoro-
vých buniek (CTCs). Možné mechanizmy 
vzniku ctDNA sú apoptóza a nekróza ná-
dorových buniek alebo aktívne uvoľňova-
nie zo živých nádorových buniek cestou 
exozómov (17, 25, 26, 27, 28, 29, 30).

V Gerlingerovej štúdii boli odo-
berané biopsie z  primárneho nádoru 
a metastáz, vzorky preukázali intra- aj 
internádorovú heterogenitu. Jedna  izo-
lovaná biopsia nereprezentuje gény celé-
ho nádoru. Naopak, ctDNA obsahuje gény 
celého nádoru, vytvára lepší obraz o jeho 
heterogenite a nádorovej diverzite (pri-
márny nádor, resp. metastáza) (17, 31, 32).

ctDNA je výhodná v situáciách, 
kde je biopsia tkaniva príliš invazívna, 
resp. získaná vzorka nie je dostatočná 
ku genetickej analýze. Vzorky môžu byť 
odoberané opakovane s cieľom monito-
ringu nádoru a odpovede na liečbu.  

Spracovanie a uskladnenie 
plazmy, extrakcia DNA
Do plazmy sa z nádoru uvoľňu-

je iba limitované množstvo kopií DNA, 
ctDNA je fragmentovaná a  prítomná 

v nízkych koncentráciách. Aby sa pre-
dišlo kontaminácii ctDNA, je potrebné 
redukovať wild-type DNA z cirkulujúcich 
leukocytov. Preto je dôležité promptné 
spracovanie krvnej vzorky alebo použitie 
stabilizačných odberových setov, ktoré 
zabránia rozpadu leukocytov a uvoľneniu 
DNA (33).  Pri vyšetrovaní ctDNA sa ako 
antikoagulancium používa kyselina ety-
léndiamíntetraoctová (EDTA) a citrát (34), 
heparín nie je vhodný pre možnú interfe-
renciu s polymerázovou reťazovou reak-
ciou (PCR) (17, 35). Pri spracovaní vzorky 
do 4 hodín sú používané odberové sety 
K2 EDTA (33).  Centrifugáciou krvi pri 
1200 – 1600 g v trvaní 10 minút sa získava 
supernatant. Druhou vysokorýchlostnou 
centrifugáciou (3 000 – 16 000 g) v mi- 
krocentrifúge sa odstráni reziduálna 
bunková kontaminácia (36).  Sherwood 
et al. demonštrovali lepšiu detek-
ciu KRAS mutácií v bunky stabilizujú-
cich odberových setov (EDTA K3, Streck 
BCT), ktoré odďaľujú lýzu bielych krvi-
niek a zmierňujú dilučný efekt ctDNA. 
Stabilizačné odberové sety sú výhodné, 
keď krv nemôže byť ihneď spracovaná 
(17, 37). Objem 2 ml plazmy sa považuje 
za vhodný na klinické použitie (17, 38).

Metódy detekcie mutácií
Sekvenačné metódy analýzy ctD-

NA možno rozdeliť do dvoch hlavných 
skupín.

Necielený prístup  (vyšetrovanie 
všetkých génov) – Digital Karyotyping, 
Personalized analysis of rearranged 
ends (PARE), DNA Methylation and 
Hydroxymethylation.

Cielené prístupy (monitorovanie 
špecifických génov a mutácií) – Digital 
droplet PCR (ddPCR), Beads, Emulsification, 
Amplification and Magnetics (BEAMing), 
CAncer Personalized Profiling by deep 
Sequencing (CAPP-Seq), Tagged AMplicon 
deep Sequencing (TAM - Seq), Safe-
Sequencing (Safe - Seq), Duplex sequenc-
ing, Integrated Digital Error Suppression 
(iDES) - enhanced CAPP – Seq.

V  krvi je majoritne prítomná 
wild-type DNA a v nízkych hladinách 
ctDNA, preto sú pri detekcii mutácií po-
trebné metódy schopné detekcie mu-
tantných alel pokrývajúce < 1 % celkovej 
DNA. Vysokosenzitívne testy sú rizikové 
pre falošne pozitívne výsledky. Klinicky 
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môže byť vhodné uprednostniť testy 
s vysokou špecificitou za cenu nižšej sen-
zitivity (39, 40).  Používanie Roche Cobas® 
EGFR mutation test v2 pre vzorky plazmy 
bolo schválené FDA v júni 2016. Viaceré 
metódy preukázali vysokú špecificitu 
(> 88 %). Senzitivita detekcie mutácií 
z ctDNA v porovnaní s tumorom bola 
v priemere 65 % (41). Pozitívny výsledok 
ctDNA je vysoko pravdepodobne spojený 
s pozitívnym výsledkom z tumoru (17, 
41, 42).  Novšie technológie založené na 
emulznej PCR, ako ddPCR a BEAMing (17, 
43) s vyššou senzitivitou môžu poskytnúť
redukciu falošne negatívnych výsledkov,
ktoré boli pozorované pri metódach za-
ložených na qPCR ctDNA.

COBAS
Cobas® EGFR mutation test v2 

je real-time PCR (RT-PCR) test určený 
na kvalitatívnu detekciu a identifikáciu 
mutácií v exónoch 18, 19, 20 a 21 z DNA 
izolovanej z nádorového tkaniva fixova-
ného formalínom a zaliateho do parafínu 
(FFPET) alebo plazmy pacientov s NSCLC. 
Test je určený na detekciu substituč-
ných mutácií G719X v exóne 18, delécií 
v exóne 19, substitučných mutácií T790M 
a S768I v exóne 20, inzercií v exóne 20 
a substitučných mutácií L858R a L861Q 
v exóne 21. Pri ctDNA je indikovaný aj na 
semikvantitatívne stanovovanie mutácií 
v exónoch 18, 19, 20 a 21 génu EGFR v sé-
riových odberov plazmy. Vzorky plazmy 
sa spracujú s použitím kitu Cobas® cfD-
NA sample preparation kit. Cobas® EGFR 
mutation test v2 sa používa spoločne 
s analyzátorom cobas z 480 na automa-
tickú amplifikáciu a detekciu (44).

Beads, Emulsification, 
Amplification and Magnetics
BEAMing je vysokosenzitívna 

metóda kombinujúca digitálnu PCR, 
magnetické guľôčky (magnetic beads) 
a prietokovú cytometriu. Purifikovaná 
DNA izolovaná z plazmy pacienta vstupu-
je do pre-amplifikačného procesu kon-
venčnou PCR za použitia amplifikačných 
primerov známych sekvencií požadova-
ných genetických oblastí. DNA templáty 
sú opäť amplifikované emulznou PCR, 
vzniká emulzia miliónov kvapiek, kde 
každá obsahuje jeden cieľový fragment 
DNA a jednu magnetickú guľôčku. Každý 

jednotlivý fragment DNA sa amplifikuje 
pomocou primerov kovalentne naviaza-
ných na povrch guľôčok, vznikajú guľôč-
ky pokryté DNA. Následne sa guľôčky 
magneticky prečistia, k fragmentom DNA 
sa pripoja (hybridizujú) fluorescenčné 
sondy, aby bolo možné rozlíšiť fragmenty 
wild-type DNA a mutantnej DNA. Jedna 
fluorescenčná sonda sa špecificky via-
že na wild-type a druhá na mutantnú 
DNA. V poslednom kroku sa prietokovou 
cytometriou analyzujú a separujú fluore-
scenčne označené guľôčky nesúce wild-
type a mutovanú DNA, stanoví sa ich po-
mer, ktorý presne reflektuje ich pomer 
vo vzorke krvi pacienta. BEAMing bol 
predmetom početných štúdií genetic-
kých alterácií pri malígnom melanóme, 
kolorektálnom karcinóme a NSCLC (45). 

Digital droplet PCR 
ddPCR využíva kombináciu mi- 

krofluidiky a patentovaných chemikálií 
povrchovo aktívnych látok na rozdele-
nie vzoriek na emulzné kvapôčky (46). 
Kvapôčky oddeľujú molekuly templátovej 
DNA, pričom PCR amplifikácia prebie-
ha izolovane v rámci každej kvapôčky. 
Používa reagenty a pracovné postupy 
podobné väčšine štandardných testov 
založených na sondách TaqMan (47). Po 
PCR sa každá kvapka analyzuje alebo 
odčíta, aby sa stanovila frakcia kvapiek 
obsahujúcich mutovanú DNA, umožňuje 
merať tisíce nezávislých amplifikačných 
udalostí v rámci jednej vzorky. Získané 
údaje sa analyzujú pomocou Poissonovej 
štatistiky, stanovuje sa cieľová koncen-
trácia templátovej DNA v pôvodnej vzor-
ke. ddPCR je v porovnaní s konvenčnou 
PCR presnejšia, s menšou chybovosťou, 
umožňuje absolútnu kvantifikáciu, po-
mer signálu k šumu je v porovnaní s kon-
venčnou PCR vyšší (48).

ctDNA ako prognostický 
biomarker
Použitie ctDNA ako prognostic-

kého biomarkera bolo popisované pri 
melanóme, karcinóme krčka mater-
nice, kolorektálnom a pankreatickom 
karcinóme (49). V štúdii mutácií KRAS2 
a metylácie promotéra génu p16 u pa-
cientov s kolorektálnym karcinómom 
bolo dvojročné prežívanie u pacientov 
s hladinou ctDNA pod detekčným limi-

tom 100 % (50). Neprítomnosť detego-
vateľnej ctDNA po resekcii pokročilého 
kolorektálneho karcinómu identifikovala 
jedincov s predĺženou periódou bez zná-
mok recidívy ochorenia (51).

ctDNA v monitoringu 
onkologických ochorení
Zobrazovacie metodiky a onko-

markery sú štandardom pri monitoringu 
solídnych nádorov. ctDNA môže slúžiť na 
sledovanie dynamiky nádoru v reálnom 
čase. Opakované vzorky môžu prinášať 
obraz o efektivite liečby, ovplyvňovať te-
rapeutické stratégie. ctDNA je alternatív-
na forma detekcie genetických alterácií 
vedúcich k rezistencii na liečbu.

Mutácie KRAS/BRAF boli moni-
torované vo vzorkách plazmy u 108 pa-
cientov s metastatickým kolorektálnym 
karcinómom pred chemoterapiou a po 
nej (irinotekan, cetuximab). Plazmatické 
koncentrácie ctDNA KRAS sa znížili pri 
úspešnej liečbe a strata ich detegova-
teľnosti bola spojená s liečebným be-
nefitom. Bol pozorovaný výskyt nových 
mutácií, ktoré môžu súvisieť so získanou 
rezistenciou (17, 52). 

Dôkaz ochorenia zobrazovacími 
metódami môže chýbať po resekcii tu-
moru. ctDNA môže slúžiť na detekciu 
minimálneho reziduálneho ochorenia 
(MRD) (17).

ctDNA pri NSCLC
Mutácie DNA v  sére pacientov 

s NSCLC boli prvýkrát pozorované v ro-
ku 1998 (53). V roku 2006 boli v malej 
retrospektívnej štúdii detegované mu-
tácie EGFR  v  sére pacientov odpove-
dajúcich na liečbu gefitinibom  (54). 
Senzitivita vyšetrenia ctDNA je 60 – 70 %,  
preto neprítomnosť mutácie v ctDNA 
nevylučuje jej reálnu prítomnosť v ná-
dore (55). Mutácie  EGFR  detegované 
z ctDNA predikovali odpoveď na liečbu 
TKI (erlotinib, gefitinib) v prvej línii (56, 
57). V štúdii IFUM boli dáta z analýzy 
ctDNA za použitia QIAamp® kit pre cir-
kulujúce nukleové kyseliny asociované 
s odpoveďou na gefitinib (58). ORR a PFS 
boli podobné u pacientov, u ktorých bo-
la EGFR mutácia detegovaná z ctDNA 
a z biopsie tumoru (17, 58).  Metaanalýzy 
preukazujú, že ctDNA je efektívna pri 
detekcii EGFR mutácií (17, 59, 60, 61).
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Najčastejšou príčinou zlyhania 
liečby EGFR-TKI (prvo- a druhogenerač-
ných) je rezistentná mutácia T790M, kto-
rá vzniká ako mis-sense mutácia v exóne 
20 (62, 63). Prevalencia výskytu získa-
nej T790M pri liečbe prvogeneračnými 
EGFR-TKI je 49 – 73 % (62, 63, 64, 65, 
66). V ázijskej populácii pri liečbe dru-
hogeneračným afatinibom je prevalencia 
T790M 43 – 68 % (66, 67, 68). Rebiopsia 
nádorového tkaniva v intencii detekcie 
T790M u pacientov progredujúcich počas 
iniciálnej liečby TKI môže byť proble-
matická – pacient môže rebiopsiu od-
mietnuť, celkový stav pacienta môže 
byť prekážkou rebiopsie, prípadne môže 
k progresii dôjsť v problematickej/nedo-
stupnej lokalizácii. V T790M analýze 24 
pacientov, ktorí progredovali na afati-
nibe, iba 14 pacientov (58 %) podstúpilo 
rebiopsiu v čase progresie ochorenia, 
pričom iba 11 vzoriek bolo adekvátnych 
pre molekulárnu analýzu (69). Výsledky 
štúdie AURA 3, kde osimertinib predĺžil 
PFS pacientov s pokročilým EGFR M+ 
NSCLC so získanou T790M v porovnaní 
s chemoterapiou na báze platiny, viedli 
k schváleniu osimertinibu pre druhú líniu 
liečby po verifikácii T790M z bioptic-
kého tkaniva alebo ctDNA. Aj preto je 
vyšetrovanie plazmatickej ctDNA v čase 
progresie ochorenia bežne používanou 
metódou (64,70). V prípade negatívneho 
výsledku T790M z plazmatickej ctDNA je 
odporučená rebiopsia nádorového tkani-
va. Vyšetrenie ctDNA zvyšuje počet pa-
cientov, u ktorých môže byť T790M sta-
tus stanovený. ctDNA môže identifikovať 
T790M-pozitívnych pacientov s T790M 
falošnou negativitou bioptických vzoriek 
spôsobenou bioptizáciou nemutovanej 
oblasti nádoru (70). 

 Za nevýhody vyšetrovania ctDNA 
možno považovať absenciu laboratór- 
nych štandardov pre analytický výkon 
vyšetrenia, senzitivitu vyšetrenia, kde 
miera falošnej negativity môže dosahovať 
30 % (odber nemusí zachytiť DNA z bun-
kovej populácie, ktorá je predmetom zá-
ujmu; získaná mutácia T790M je typicky 
subklonálna a môže uniknúť analýze), čo 
je dôvodom potreby rebiopsie pri nega-
tívnom výsledku (55).

V Hochmairovej retrospektívnej 
analýze bola stanovovaná prevalencia 
T790M v kaukazskej populácii u pacien-

tov s NSCLC EGFR M+ v IV. klinickom 
štádiu, ktorí progredovali na afatinibe 
a  zisťovaná odpoveď na osimertinib. 
T790M bola stanovovaná z plazmatic-
kej ctDNA (ddPCR) a tkanivovej biopsie. 
67 pacientov bolo liečených afatinibom 
v prvej, druhej a tretej línii (80,6 %, 14,9 %  
a 4,5 %). Po zlyhaní afatinibu bola T790M 
zachytená u 49 pacientov (73,1 %). ctDNA 
a tkanivová rebiopsia boli konkordant-
né v  79,4 % prípadov. Všetci T790M-
pozitívni pacienti boli následne lieče-
ní osimertinibom (73,5 % po afatinibe 
v prvej línii); 37 (75,5 %) pacientov odpo-
vedalo na liečbu (CR: 22,4 %; PR: 53,1 %).  
Miera odpovedí (RR) bola nezávislá od 
počtu kópií T790M. RR na osimertinib 
je u T790M-pozitívnych pacientov po 
zlyhaní afatinibu vysoká a  sekvencia 
afatinib-osimertinib predlžuje liečebný 
interval bez potreby chemoterapie (71). 

ctDNA monitoring EGFR mutácií 
môže byť prínosný pri hodnotení liečeb-
nej odpovede, pri skorej detekcii zmien 
biológie nádoru, stanovovaní evolúcie 
rezistencie nádoru v reálnom čase (72, 
73). V štúdii FASTACT-2 pacienti bez zá-
chytu EGFR mutácií v plazmatickej ctD-
NA pri 3. cykle liečby mali dlhšie PFS 
a OS ako pacienti, ktorých vzorky bo-
li pozitívne (72). V štúdii FLAURA bola 
perzistencia aktivujúcich EGFR mutácií 
v plazmatickej ctDNA po 3 a 6 týždňoch 

po začatí liečby osimertinibom spojená 
s kratším PFS (73).

Recentné dáta z centrálnej Európy 
prezentovali prínos monitoringu EGFR 
mutácií pomocou ctDNA u pacientov lie-
čených osimertinibom po zlyhaní prvej 
línie liečby (NSCLC, IV. klin. št., EGFR 
M+, T790M+). Vzorky plazmy 141 pacien-
tov s progresiou ochorenia liečených 
prvo- alebo druhogeneračnými TKI boli 
testované na aktivujúce mutácie EGFR 
(exón 19 delécie, L858R, L861Q, S768I) 
a T790M za použitia ddPCR. ctDNA bola 
označená za pozitívnu v prípade detek-
cie akejkoľvek EGFR mutácie. Pri začatí 
liečby osimertinibom boli všetci pacienti 
T790M pozitívni a 122 zo 141 (87 %) mali 
tiež pozitívnu príslušnú aktivujúcu mutá-
ciu. ctDNA monitoring EGFR mutácií bol 
realizovaný u 108 pacientov. Plazmatická 
ctDNA bola detegovaná u 58 z 108 (54 %) 
pacientov po začatí liečby osimertinibom 
a bola spojená so zlým PFS (HR 4,26, 95 % 
CI: 2,55 – 7,10, P < 0,0001) a OS (HR 3,23, 
95 % CI: 1,80 – 5,78, P < 0,0001). Pacienti 
s  perzistenciou EGFR mutácií počas  
8 týždňov mali kratšie PFS (HR 6,17, 95 %  
CI: 3,03 – 12,56, P < 0,0001) a OS (HR 4,83, 
95 % CI: 2,25 – 10,36, P < 0,0001) ako 
pacienti s úplným klírens aktivujúcich 
EGFR mutácií  (74). U pacientov s per-
zistujúcimi aktivujúcimi EGFR mutácia-
mi v plazmatickej ctDNA je na zváženie 

Schéma. Algoritmus liečby EGFR M+ NSCLC ESMO 2020 (78)
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zmena liečby, podporená výsledkami 
štúdie fázy III, kde kombinácia gefiti-
nibu a chemoterapie v prvej línii liečby 
zlepšila PFS a OS v porovnaní so sólo 
gefitinibom (75, 76).   Ďalšia potenciál-
na možnosť je kombinácia imunoterapie 
a CHT. V analýze IMpower150 pridanie 
atezolizumabu k CHT a bevacizumabu 
predĺžilo OS u pacientov s pokročilým 
EGFR M+ NSCC NSCLC (77).

Zhrnutie
ctDNA je minimálne invazívna me-

tóda detekcie EGFR mutácií. Umožňuje 
vyšetrenie EGFR mutácií z krvnej vzorky 
v čase stanovenia diagnózy v prípade ne-
dostupnosti vhodnej biopsie. Liečba TKI 
môže začať na  podklade ctDNA. V čase 
progresie ochorenia (zlyhanie prvej línie 
TKI) ctDNA umožňuje detekciu sekun-
dárnej rezistentnej T790M, rebiopsia 
je vhodná (v kontexte vyššej invazivity) 
až v prípade negativity ctDNA. Pacienti 
s ctDNA potvrdenou T790M môžu byť 
liečení osimertinibom (pozri aktuálny 
algoritmus liečby EGFR M+ NSCLC ESMO 
2020) (78). Uvedené dáta potvrdzujú prí-
nos ctDNA monitoringu EGFR mutácii 
počas liečby TKI s možnosťou predikcie 
efektivity a zvažovania alternatívnych 
postupov liečby. Pri ctDNA monitoringu 
za vhodnejšiu detekčnú formu možno 
považovať senzitívnejšie metodiky ako 
ddPCR a BEAMing. V slovenských pod-
mienkach je limitom finančná náročnosť 
opakovaných vyšetrení, ktoré nie sú hra-
dené zdravotnými poisťovňami. Aj preto 
je aktuálne ctDNA monitoring NSCLC 
na Slovensku výsadou grantových úloh.
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