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Vyznam cirkulujucej nadorovej DNA u pacientov
s nemalobunkovym karcinomom pluc s mutaciami
receptora pre epidermalny rastovy faktor
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Tyrozinkinazové inhibitory (TKI) st Standardom lie¢by adenokarcinému pliic s potvrdenymi aktivujicimi mutaciami génu pre receptor
epidermalneho rastového faktora (EGFR). Detekcia genetickych alteracii DNA stoji na molekularno-genetickych vysetreniach nadorovych
buniek, pripadne cirkulujicej nadorovej DNA (ctDNA). NajfrekventnejSie detegované lieGebne ovplyvnitelné genetické alteracie s ak-
tivujlice mutacie génu receptora pre epidermalny rastovy faktor (EGFR), z nich najcastejsia delécia na exéne 19 (del 19) je prognosticky
najpriaznivejSia. Sekundarna mutacia T790M je hlavhym mechanizmom ziskanej rezistencie pri lieche prvo- a druhogeneracnymi TKI.
ctDNA predstavuje minimalne invazivnu moZnost detekcie EGFR mutacii v Case stanovenia diagnézy, ako aj v Case progresie ochorenia
s redlnym vyuzitim v klinickej praxi. Inplementacia vysokosenzitivnych metodik ako digital droplet PCR (ddPCR) a Beads, Emulsification,
Amplification and Magnetics (BEAMing) este zvysi jej klinicky prinos. ctDNA monitoring EGFR mutacii pocas lieéby TKI umoZiiuje hodno-
tenie liecebnej odpovede, skoru detekciu zmien bioldgie nadoru, stanovovanie evoliicie rezistencie nadoru v redlnom ¢ase. Perzistencia
aktivujucich EGFR mutacii v plazmatickej ctDNA je nezavislym prediktorom zlého prezivania bez progresie (PFS) a celkového prezivania
(0S). ctDNA monitoring perspektivne umozni eSte selektivnejsiu optimalizaciu cielenej liecby, pripadne jej kombinaciu s imunoterapiou
a chemoterapiou.
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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, 0S). ctDNA tracking will enable even more precise optimisation of targeted treatment or
its combination with 10 or CIT.
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Uvod

Karciném pltc zostava celosvetovo
najcastejsie diagnostikovanou malignitou
u muzov (s vynimkou nemelanémovych
nadorov koZe), u zien je po karcinébme
prsnika, kolorekta a krcka maternice na
4. mieste (1). Histomorfologicky plucne
karcinémy rozdelujeme na nemalobun-
kové (NSCLC) a malobunkové (SCLC).
NajcastejSie typy NSCLC st adenokar-
ciném, epidermoidny a velkobunkovy
karciném. Detekcia genetickych alteracii
adenokarcinémov pltc (mutacie génu pre
receptor epidermalneho rastového fak-
tora - EGFR, prestavby ALK, ROS1, BRAF,

cMET) viedla k etablovaniu cielenejlieCby
(2). EGFR je transmembranovy protein,
ktory patri do skupiny tyrozinkinazovych
receptorov zvanej ErbB. Gén pre EGFR je
lokalizovany na kratkom ramienku chro-
mozoému 7, jeho expresiou vznika trans-
membranovy receptor pozostavajici z ex-
tracelularnej, transmembranovej a intra-
celularnej ¢asti. Homo-, resp. heterodime-
rizacia v ramci skupiny ErbB a naviazanie
ligandu (EGF, TGF alfa a dalSie) na doménu
extracelularnej Casti receptora vedie k sti-
mulacii intracelularnej tyrozinkinazovej
aktivity. Vysledkom aktivacie signalnych
drah je expresia génov modulujacich fe-

notyp k proliferacii, oddialeniu apoptozy,
zvySenej mobilite a adhezivite buniek ve-
ducejk metastazovaniu (3,4, 5, 6). Mutacie
EGFR génu st najfrekventovanejSou ge-
netickou alteraciou pritomnou u pacien-
tov s neskvaméznym NSCLC (NSCC).
Celosvetovo sa pritomné u 10 - 30 %
pacientov, frekvencia vyskytu je vysSia
v azijskej populacii (50 %), v kaukazskej
(europskej) populacii ich nachadzame
u 10 - 15 % pacientov. Typicky byvaja pri-
tomné u Zien, nefaj¢iarok s adenokarciné-
mom pltic. Mutacie EGFR génu sa vysky-
tuj v exénoch 18-21, tato oblast koduje
intracelularnu doménu EGFR recepto-

www.solen.sk | 2020;15(5) | Onkoldgia



360

Prehladové clanky

ra. Delécia 19 (del 19) a bodova mutacia
L858R v exdne 21 predstavuji viac ako 90 %
z celkového poctu EGFR mutacii, menej
Casté st mutacie v exone 18 (G719X) a exd-
ne 21(L861Q). Mutovana forma receptora
je konstitutivne zmenen4, kontinualne
aktivovana aj v nepritomnosti ligandu,
¢o vedie ku karcinogenéze. Pritomnost
aktivujacich mutacii EGFR je prediktorom
efektivity tyrozinkinazovych inhibitorov
(TKI) - prvo- (erlotinib, gefitinib), druho-
(afatinib, dakomitinib) a tretogeneracnych
(osimertinib) (3, 7, 8, 9).

V sérii klinickych §tadii EGFR-TKI
v prvej linii lieéby potvrdili svoju supe-
rioritu v komparacii s chemoterapiou
na baze platiny - miera odpovedi (RR),
preZivanie bez progresie (PFS), tolera-
bilita lie¢by a kvalita Zivota (QoL) a st
schvalené na liecbu pokrocilého NSCLC
EGFR M+ (10). Druhogeneracéné ireverzi-
bilné blokatory ErbB rodiny (afatinib, da-
komitinib) a tretogenerac¢ny ireverzibilny
osimertinib preukazali klinicka superio-
ritu nad reverzibilnymi prvogeneracny-
mi EGFR-TKI v prvej linii lie¢by NSCLC
s beznymi mutaciami, bez ohladu na stav
T790M (11, 12, 13, 14, 15). Naj¢astejsia del
19 je spojena s najlepSou terapeutickou
odpovedou na EGFR-TKI a je prognos-
ticky najpriaznivejSia (16).

Molekularne-geneticka analyza je
v diagnostike karcinému pltc elementar-
na. Pri detekcii EGFR mutAcii je zlatym
Standardom vySetrovanie bioptickych
vzoriek, na Slovensku je beZne pouZiva-
nou detekénou metoédou real-time PCR
(Roche Cobas® EGFR Mutation Test v2).
Materidl je ziskavany bioptizaciou pri-
marneho tumoru a/alebo metastatic-
kych lozisk bronchoskopicky, transpa-
rietalnou ihlovou biopsiou pod USG/CT
kontrolou, bioptizaciou metastatickych
loZisk, chirurgicky ai. V Case diagnoézy,
resp. v ¢ase progresie NSCLC nie je
mozné ziskat biopsiu vhodna na vySe-
trenie EGFR u 27 - 31% (17, 18). Testovanie
EGFR je odporu¢ené u NSCC pacientov
(19), nie je odporucené u pacientov so
skvamocelularnou histolégiou (SCC)
s vynimkou nefaj¢iarov/lahkych exfaj-
¢iarov (< 15 balickorokov) (17, 20).

Za zlyhanie liecby prvo-/druho-
generaCnymi EGFR-TKI byva v 50 - 70 %
zodpovedna ziskana (sekundarna) re-
zistentnd mutacia T790M (exén 20). Pri

jej potvrdeni je indikovany tretogene-
ra¢ny EGFR-TKI (osimertinib) (17, 20,
21). Osimertinib je efektivny v lie¢be ak-
tivujacich EGFR mutécii (del 19, L858R)
(FLAURA) aj rezistentnej mutacie T790M
v druhejlinii (AURAZ3). Pri progresii ocho-
renia je preto potrebna rebiopsia tumo-
ru, ¢o vzhladom na invazivitu vykonu
nie je vZdy mozné. Cirkulujica nado-
rova DNA (ctDNA) ziskana z periférnej
krvi pacientov predstavuje minimalne
invazivny, dobre reprodukovatelny dia-
gnosticky nastroj (2, 16). Cielom tohto tex-
tu je opisat aktualne moznosti klinického
vyuzitia ctDNA u pacientov s NSCLC.

Cirkulujuca nadorova DNA

(ctDNA)

ctDNA je alternativny zdrojnadoro-
vej DNA pre detekciu EGFR mutécii (22, 23).
Sir§im terminom je cell-free DNA (cfDNA),
ktora zahfna v krvnom riecisku volne
cirkulujicu DNA, ktora pochadza nielen
znadorovych buniek. Niektori autori v§ak
skratky ctDNA a cfDNA volne zamieriajl.
V porovnani s bioptickou vzorkou je vyho-
dou ctDNA Iahka dostupnost a minimalna
invazivita odberu (periférna krv) (24).

ctDNA pochadza priamo z nadoro-
vych buniek alebo z cirkulujicich nadoro-
vych buniek (CTCs). MoZné mechanizmy
vzniku ctDNA st apopt6za a nekrdza na-
dorovych buniek alebo aktivne uvolfiova-
nie zo zivych nadorovych buniek cestou
exozoémov (17, 25, 26, 27, 28, 29, 30).

V Gerlingerovej §tadii boli odo-
berané biopsie z primarneho nadoru
a metastaz, vzorky preukazali intra- aj
internadorovl heterogenitu. Jedna izo-
lovana biopsia nereprezentuje gény celé-
ho nadoru. Naopak, ctDNA obsahuje gény
celého nadoru, vytvara lepsi obraz o jeho
heterogenite a nadorovej diverzite (pri-
marny nador, resp. metastaza) (17, 31, 32).

ctDNA je vyhodna v situaciach,
kde je biopsia tkaniva prili§ invazivna,
resp. ziskana vzorka nie je dostato¢na
ku genetickej analyze. Vzorky mozu byt
odoberané opakovane s cielom monito-
ringu nadoru a odpovede na liecbu.

Spracovanie a uskladnenie

plazmy, extrakcia DNA

Do plazmy sa z nadoru uvolfiu-
je iba limitované mnoZstvo kopii DNA,
ctDNA je fragmentovana a pritomna

v nizkych koncentraciach. Aby sa pre-
diSlo kontaminacii ctDNA, je potrebné
redukovat wild-type DNA z cirkulujtcich
leukocytov. Preto je dolezité promptné
spracovanie krvnej vzorky alebo pouZitie
stabilizacnych odberovych setov, ktoré
zabrania rozpadu leukocytov a uvolneniu
DNA (33). Pri vySetrovani ctDNA sa ako
antikoagulancium pouziva kyselina ety-
léndiamintetraoctova (EDTA) a citrat (34),
heparin nie je vhodny pre moznt interfe-
renciu s polymerazovou retazovou reak-
ciou (PCR) (17, 35). Pri spracovani vzorky
do 4 hodin st pouzivané odberové sety
K2 EDTA (33). Centrifugaciou krvi pri
1200 - 1600 g v trvani 10 minat sa ziskava
supernatant. Druhou vysokorychlostnou
centrifugaciou (3 000 - 16 000 g) v mi-
krocentriftige sa odstrani rezidualna
bunkova kontaminacia (36). Sherwood
et al. demonStrovali lepSiu detek-
ciu KRAS mutacii v bunky stabilizuji-
cich odberovych setov (EDTA K3, Streck
BCT), ktoré oddaluja lyzu bielych krvi-
niek a zmiernuja dilu¢ny efekt ctDNA.
Stabilizacné odberové sety st vyhodné,
ked krv nemdze byt ihned spracovana
(17, 37). Objem 2 ml plazmy sa povazuje
za vhodny na klinické pouzitie (17, 38).

Metody detekcie mutacii

Sekvenacné metody analyzy ctD-
NA mozno rozdelit do dvoch hlavnych
skupin.

Necieleny pristup (vySetrovanie
vSetkych génov) - Digital Karyotyping,
Personalized analysis of rearranged
ends (PARE), DNA Methylation and
Hydroxymethylation.

Cielené pristupy (monitorovanie
Specifickych génov a mutacii) - 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 pritomna
wild-type DNA a v nizkych hladinach
ctDNA, preto st pri detekcii mutacii po-
trebné metody schopné detekcie mu-
tantnych alel pokryvajice <1 % celkovej
DNA. Vysokosenzitivne testy st rizikové
pre falos$ne pozitivne vysledky. Klinicky
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moze byt vhodné uprednostnit testy
s vysokou Specificitou za cenu niZsej sen-
zitivity (39, 40). Pouzivanie Roche Cobas®
EGFR mutation test v2 pre vzorky plazmy
bolo schvalené FDA v juni 2016. Viaceré
metddy preukazali vysoki $pecificitu
(> 88 %). Senzitivita detekcie mutacii
z ctDNA v porovnani s tumorom bola
v priemere 65 % (41). Pozitivny vysledok
ctDNA je vysoko pravdepodobne spojeny
s pozitivhym vysledkom z tumoru (17,
41, 42). Novsie technologie zaloZené na
emulznej PCR, ako ddPCR a BEAMing (17,
43) s vy$Sou senzitivitou mozu poskytnuat
redukciu falo$ne negativnych vysledkov,
ktoré boli pozorované pri metoédach za-
loZenych na qPCR ctDNA.

COBAS

Cobas® EGFR mutation test v2
je real-time PCR (RT-PCR) test urcéeny
na kvalitativhu detekciu a identifikaciu
mutacii v exénoch 18, 19, 20 a 21 z DNA
izolovanej z nadorového tkaniva fixova-
ného formalinom a zaliateho do parafinu
(FFPET) alebo plazmy pacientov s NSCLC.
Test je urCeny na detekciu substituc¢-
nych mutacii G719X v exdne 18, delécii
v exone 19, substitu¢nych mutacii T790M
a S7681 v exone 20, inzercii v ex6ne 20
a substitué¢nych mutacii L858R a L861Q
v exone 21. Pri ctDNA je indikovany aj na
semikvantitativne stanovovanie mutacii
v ex6noch 18, 19, 20 a 21 génu EGFR v sé-
riovych odberov plazmy. Vzorky plazmy
sa spracuja s pouzitim kitu Cobas® c¢fD-
NA sample preparation kit. Cobas® EGFR
mutation test v2 sa pouziva spolo¢ne
s analyzatorom cobas z 480 na automa-
ticka amplifikaciu a detekciu (44).

Beads, Emulsification,

Amplification and Magnetics

BEAMing je vysokosenzitivna
metdda kombinujaca digitalnu PCR,
magnetické gulocky (magnetic beads)
a prietokovt cytometriu. Purifikovana
DNA izolovana z plazmy pacienta vstupu-
je do pre-amplifikacného procesu kon-
ven¢nou PCR za pouZitia amplifikacnych
primerov znamych sekvencii pozadova-
nych genetickych oblasti. DNA templaty
st opat amplifikované emulznou PCR,
vznika emulzia milionov kvapiek, kde
kazda obsahuje jeden cielovy fragment
DNA a jednu magneticka gulocku. Kazdy

jednotlivy fragment DNA sa amplifikuje
pomocou primerov kovalentne naviaza-
nych na povrch guldcéok, vznikaja guldé-
ky pokryté DNA. Nasledne sa gulocky
magneticky precistia, k fragmentom DNA
sa pripoja (hybridizujt) fluorescen¢né
sondy, aby bolo mozZné rozlisit fragmenty
wild-type DNA a mutantnej DNA. Jedna
fluorescen¢na sonda sa Specificky via-
Ze na wild-type a druh4 na mutantn(
DNA. V poslednom kroku sa prietokovou
cytometriou analyzuji a separuja fluore-
scencne oznacené guldcky nestice wild-
type a mutovani DNA, stanovi sa ich po-
mer, ktory presne reflektuje ich pomer
vo vzorke krvi pacienta. BEAMing bol
predmetom pocetnych Stadii genetic-
kych alteracii pri malignom melanéme,
kolorektalnom karcinéme a NSCLC (45).

Digital droplet PCR

ddPCR vyuziva kombinaciu mi-
krofluidiky a patentovanych chemikalii
povrchovo aktivnych latok na rozdele-
nie vzoriek na emulzné kvapocky (46).
Kvapo¢ky oddeluju molekuly templatovej
DNA, pricom PCR amplifikacia prebie-
ha izolovane v ramci kazdej kvapocky.
Pouziva reagenty a pracovné postupy
podobné vicsine Standardnych testov
zalozenych na sondach TagMan (47). Po
PCR sa kazda kvapka analyzuje alebo
odcita, aby sa stanovila frakcia kvapiek
obsahujtcich mutovant DNA, umoziiuje
merat tisice nezavislych amplifika¢nych
udalosti v ramci jednej vzorky. Ziskané
udaje sa analyzuja pomocou Poissonove;j
Statistiky, stanovuje sa cielova koncen-
tracia templatovej DNA v p6vodnej vzor-
ke. ddPCR je v porovnani s konven¢nou
PCR presnejsia, s menSou chybovostou,
umoznuje absolitnu kvantifikaciu, po-
mer signalu k §umu je v porovnani s kon-
venénou PCR vyssi (48).

ctDNA ako prognosticky

biomarker

PouZitie ctDNA ako prognostic-
kého biomarkera bolo popisované pri
melanoéme, karcinéme krcka mater-
nice, kolorektalnom a pankreatickom
karcinéme (49). V §tadii mutacii KRAS2
a metylacie promotéra génu pl6 u pa-
cientov s kolorektalnym karcinémom
bolo dvojro¢né prezZivanie u pacientov
s hladinou ctDNA pod detekénym limi-

tom 100 % (50). Nepritomnost detego-
vatelnej ctDNA po resekcii pokrocilého
kolorektalneho karcinému identifikovala
jedincov s predizenou periédou bez zna-
mok recidivy ochorenia (51).

ctDNA v monitoringu

onkologickych ochoreni

Zobrazovacie metodiky a onko-
markery s Standardom pri monitoringu
solidnych nadorov. ctDNA moze sliizit na
sledovanie dynamiky nadoru v realnom
Case. Opakované vzorky mézu prinasat
obraz o efektivite lieCby, ovplyviiovat te-
rapeutickeé stratégie. ctDNA je alternativ-
na forma detekcie genetickych alteracii
veducich k rezistencii na lie¢bu.

Mutacie KRAS/BRAF boli moni-
torované vo vzorkach plazmy u 108 pa-
cientov s metastatickym kolorektalnym
karcinomom pred chemoterapiou a po
nej (irinotekan, cetuximab). Plazmatické
koncentracie ctDNA KRAS sa znizili pri
uspesnej liecbe a strata ich detegova-
telnosti bola spojena s liecebnym be-
nefitom. Bol pozorovany vyskyt novych
mutacii, ktoré mozu suvisiet so ziskanou
rezistenciou (17, 52).

Dokaz ochorenia zobrazovacimi
metdédami moze chybat po resekcii tu-
moru. ctDNA moéze slazit na detekciu
minimalneho rezidualneho ochorenia
(MRD) (17).

ctDNA pri NSCLC

Mutacie DNA v sére pacientov
s NSCLC boli prvykrat pozorované v ro-
ku 1998 (53). V roku 2006 boli v malej
retrospektivnej Studii detegované mu-
tacie EGFR v sére pacientov odpove-
dajacich na liecbu gefitinibom (54).
Senzitivita vySetrenia ctDNA je 60 - 70 %,
preto nepritomnost mutacie v ctDNA
nevylucuje jej redlnu pritomnost v na-
dore (55). Mutacie EGFR detegované
z ctDNA predikovali odpoved na lie¢bu
TKI (erlotinib, gefitinib) v prvej linii (56,
57).V §tudii IFUM boli data z analyzy
ctDNA za pouzitia QIAamp® kit pre cir-
kulujace nukleoveé kyseliny asociované
s odpovedou na gefitinib (58). ORR a PFS
boli podobné u pacientov, u ktorych bo-
la EGFR mutacia detegovana z ctDNA
a z biopsie tumoru (17, 58). Metaanalyzy
preukazuja, Ze ctDNA je efektivna pri
detekcii EGFR mutacii (17, 59, 60, 61).
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NajCastejSou pricinou zlyhania
liecby EGFR-TKI (prvo- a druhogenerac-
nych) je rezistentna mutacia T790M, kto-
ra vznika ako mis-sense mutacia v exéne
20 (62, 63). Prevalencia vyskytu ziska-
nej T790M pri liecbe prvogenera¢nymi
EGFR-TKI je 49 - 73 % (62, 63, 64, 65,
66). V azijskej populacii pri liecbe dru-
hogenera¢nym afatinibom je prevalencia
T790M 43 - 68 % (66, 67, 68). Rebiopsia
nadorového tkaniva v intencii detekcie
T790M u pacientov progredujicich pocas
inicialnej liecby TKI moZe byt proble-
maticka - pacient moze rebiopsiu od-
mietnut, celkovy stav pacienta moze
byt prekazkou rebiopsie, pripadne moze
k progresii dojst v problematickej/nedo-
stupnej lokalizacii. V T790M analyze 24
pacientov, ktori progredovali na afati-
nibe, iba 14 pacientov (58 %) podstapilo
rebiopsiu v ¢ase progresie ochorenia,
pricom iba 11 vzoriek bolo adekvatnych
pre molekularnu analyzu (69). Vysledky
$ttdie AURA 3, kde osimertinib prediZil
PFS pacientov s pokroc¢ilym EGFR M+
NSCLC so ziskanou T790M v porovnani
s chemoterapiou na baze platiny, viedli
k schvaleniu osimertinibu pre druht liniu
liecby po verifikacii T790M z bioptic-
kého tkaniva alebo ctDNA. Aj preto je
vySetrovanie plazmatickej ctDNA v ¢ase
progresie ochorenia beZne pouZivanou
metodou (64,70). V pripade negativneho
vysledku T790M z plazmatickej ctDNA je
odporucena rebiopsia nadorového tkani-
va. VySetrenie ctDNA zvySuje pocet pa-
cientov, u ktorych moze byt T790M sta-
tus stanoveny. ctDNA moze identifikovat
T790M-pozitivnych pacientov s T790M
faloSnou negativitou bioptickych vzoriek
sposobenou bioptizaciou nemutovanej
oblasti nadoru (70).

Zanevyhody vySetrovania ctDNA
mozno povazovat absenciu laborator-
nych Standardov pre analyticky vykon
vySetrenia, senzitivitu vySetrenia, kde
miera falo$nej negativity moze dosahovat
30 % (odber nemusi zachytit DNA z bun-
kovej populacie, ktora je predmetom za-
ujmu; ziskana mutacia T790M je typicky
subklonalna a méze uniknat analyze), ¢o
je dovodom potreby rebiopsie pri nega-
tivhom vysledku (55).

V Hochmairovej retrospektivnej
analyze bola stanovovana prevalencia
T790M v kaukazskej populacii u pacien-

Schéma. Algoritmus liecby EGFR M+ NSCLC ESMO 2020 (78)
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tov s NSCLC EGFR M+ v IV. klinickom
Stadiu, ktori progredovali na afatinibe
a zistovana odpoved na osimertinib.
T790M bola stanovovana z plazmatic-
kej ctDNA (ddPCR) a tkanivovej biopsie.
67 pacientov bolo lie¢enych afatinibom
v prvej, druhej a tretejlinii (80,6 %, 14,9 %
a 4,5 %). Po zlyhani afatinibu bola T790M
zachytena u 49 pacientov (73,1 %). ctDNA
a tkanivova rebiopsia boli konkordant-
né v 79,4 % pripadov. VSetci T790M-
pozitivni pacienti boli nasledne liece-
ni osimertinibom (73,5 % po afatinibe
v prvej linii); 37 (75,5 %) pacientov odpo-
vedalo na lie¢bu (CR: 22,4 %; PR: 53,1 %).
Miera odpovedi (RR) bola nezavisla od
poctu kopii T790M. RR na osimertinib
je u T790M-pozitivnych pacientov po
zlyhani afatinibu vysoka a sekvencia
afatinib-osimertinib predlZuje liecebny
interval bez potreby chemoterapie (71).

ctDNA monitoring EGFR muticii
moéze byt prinosny pri hodnoteni lieceb-
nej odpovede, pri skorej detekcii zmien
biolégie nadoru, stanovovani evolicie
rezistencie nadoru v realnom case (72,
73). V studii FASTACT-2 pacienti bez za-
chytu EGFR mutacii v plazmatickej ctD-
NA pri 3. cykle liecby mali dlhSie PFS
a OS ako pacienti, ktorych vzorky bo-
li pozitivne (72). V §tudii FLAURA bola
perzistencia aktivujacich EGFR mutacii
v plazmatickej ctDNA po 3 a 6 tyzdiioch

po zacati lieCby osimertinibom spojena
s krat§im PFS (73).

Recentné data z centralnej Europy
prezentovali prinos monitoringu EGFR
mutacii pomocou ctDNA u pacientov lie-
¢enych osimertinibom po zlyhani prvej
linie lie¢by (NSCLC, IV. klin. §t., EGFR
M+, T790M+). Vzorky plazmy 141 pacien-
tov s progresiou ochorenia lieCenych
prvo- alebo druhogenera¢nymi TKI boli
testované na aktivujice mutacie EGFR
(ex6n 19 delécie, L858R, L861Q, S768I)
a T790M za pouZitia ddPCR. ctDNA bola
oznacena za pozitivnu v pripade detek-
cie akejkolvek EGFR mutéacie. Pri zacati
liecby osimertinibom boli v§etci pacienti
T790M pozitivni a 122 zo 141 (87 %) mali
tiez pozitivnu prislu§na aktivujicu muta-
ciu. ctDNA monitoring EGFR mutacii bol
realizovany u 108 pacientov. Plazmaticka
ctDNA bola detegovana u 58 z 108 (54 %)
pacientov po zacati lieCby osimertinibom
abola spojena so zlym 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 mutéacii pocas
8 tyzdnov mali kratSie 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 Gplnym klirens aktivujicich
EGFR mutacii (74). U pacientov s per-
zistujacimi aktivujucimi EGFR mutacia-
mi v plazmatickej ctDNA je na zvazenie
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zmena lie¢by, podporena vysledkami
stadie fazy III, kde kombinacia gefiti-
nibu a chemoterapie v prvej linii lie¢by
zlepSila PFS a OS v porovnani so so6lo
gefitinibom (75, 76). Dalsia potencial-
na moznost je kombinacia imunoterapie
a CHT. V analyze IMpower150 pridanie
atezolizumabu k CHT a bevacizumabu
predizilo OS u pacientov s pokrogilym
EGFR M+ NSCC NSCLC (77).

Zhrnutie

ctDNA je minimalne invazivna me-
toda detekcie EGFR mutécii. Umoziluje
vySetrenie EGFR mutdcii z krvnej vzorky
v Case stanovenia diagnozy v pripade ne-
dostupnosti vhodnej biopsie. Liecba TKI
moze zacat na podklade ctDNA. V ¢ase
progresie ochorenia (zlyhanie prvejlinie
TKI) ctDNA umoznuje detekciu sekun-
darnej rezistentnej T790M, rebiopsia
je vhodna (v kontexte vys§ej invazivity)
az v pripade negativity ctDNA. Pacienti
s ctDNA potvrdenou T790M mézu byt
lieCeni osimertinibom (pozri aktualny
algoritmus liecby EGFR M+ NSCLC ESMO
2020) (78). Uvedené data potvrdzujt pri-
nos ctDNA monitoringu EGFR mutacii
pocas liecby TKI s moznostou predikcie
efektivity a zvaZovania alternativnych
postupov liecby. Pri ctDNA monitoringu
za vhodnejSiu detekéntt formu mozno
povazovat senzitivnejSie metodiky ako
ddPCR a BEAMing. V slovenskych pod-
mienkach je limitom finan¢na naro¢nost
opakovanych vySetreni, ktoré nie st hra-
dené zdravotnymi poistoviiami. Aj preto
je aktualne ctDNA monitoring NSCLC
na Slovensku vysadou grantovych tloh.
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