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Streszczenie: Rak pluca jest wysoce $miertelnym nowotworem wérod pacjentow obu pici na swiecie.
Wsrdd jego licznych typow histologicznych dominuje niedrobnokomorkowy rak ptuca (NSCLC).
Leczeniem, ktore w poréwnaniu z chemioterapig oparta na pochodnych platyny zapewnia lepsza
jakos¢ zycia oraz wydtuzenie catkowitego czasu przezycia jest terapia celowana z zastosowaniem
inhibitorow kinazy tyrozynowej (TKI). Jej stosowanie zasadne jest wytacznie w przypadku wystapi-
enia w tkance guza zmian genetycznych w obrebie gendw takich jak EGFR czy ALK. Alternatywa
dla klasycznej biopsji tkankowej moze by¢ zastosowanie ,,ptynnej biopsji”’, obejmujacej analizy
genetyczne jej elementow tj. krazacych komoérek nowotworowych (CTC), krazacego wolnego DNA
(cfDNA) oraz egzosomoéw. Precyzyjne metody oceny mutacji aktywujacych i opornosciowych
w genach elementow ,,ptynnej biopsji” przyczynia si¢ do odpowiedniego doboru i monitoringu tera-
pii celowanej u pacjentéw z NSCLC bez koniecznosci wykonywania inwazyjnej biopsji tkankowej.

Stowa kluczowe: niedrobnokomoérkowy rak pluca, mutacje EGFR, fuzje ALK, inhibitory kinazy ty-
rozynowej, terapia celowana, ptynna biopsja, krazace komoérki nowotworowe (CTC), krazace wolne
DNA (cfDNA), egzosomy

Summary: Lung cancer is a highly lethal cancer among patients of both sexes worldwide. Among its
numerous histological types, non-small cell lung cancer (NSCLC) dominates. Targeted therapy with
tyrosine kinase inhibitors (TKI) is a treatment that, compared to chemotherapy based on platinum
derivatives, provides a better quality of life and prolongs overall survival. Its use is justified only
in the case of genetic changes in genes such as EGFR or ALK in the tumor tissue. An alternative to
classical tissue biopsy can be the use of a “liquid biopsy” involving genetic analyzes of its elements,
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i.e., circulating tumor cells (CTC), circulating free DNA (cfDNA), and exosomes. Accurate methods
of assessing activating and resistance mutations in the genes of the “liquid biopsy” components will
contribute to the appropriate selection and monitoring of targeted therapy in patients with NSCLC
without the need for invasive tissue biopsy.

Keywords: non-small cell lung cancer, EGFR mutations, ALK fusions, tyrosine kinase inhibitors, target-
ed treatment, liquid biopsy, circulating tumor cells (CTC), circulating free DNA (cfDNA), exosomes

NIEDROBNOKOMORKOWY RAK PLUCA

CHARAKTERYSTYKA CHOROBY

Rak ptuca byt w 2020 roku drugim najczesciej wykrywanym (11,4%) oraz
naj$miertelniejszym nowotworem wsrod pacjentéw obu plci na $wiecie — z jego
powodu zmarto prawie 1,8 miliona oséb [6]. Rak pluca stanowi bardzo niejedno-
rodna grupe, w ktorej sktad wchodzi ponad 50 podtypéw histomorfologicznych
[1-3]. Wsrdéd nich dominujg niedrobnokomorkowy rak ptuca (ang. non-small cel
lung cancer, NSCLC) oraz drobnokomorkowy rak ptuca (ang. small cell lung
cancer, SCLC). Znaczna przewaga, bo az 85% chorych, jest dotknigtych NSCLC,
z ktérych najczestszymi podtypami histologicznymi sg gruczolakoraki (ang. lung
adenocarcinoma, LUAD) i raki plaskonablonkowe (ang. lung squamous cell car-
cinoma, LUSC). Podczas gdy gruczolakoraki wywotane sg czynnikami $rodowi-
skowymi i uwarunkowane genetycznie, raki ptaskonabtonkowe sg bardzo silnie
skorelowane z paleniem tytoniu [10, 18, 33].

Liczne badania przyczynity si¢ do polepszenia diagnostyki raka ptuca, jed-
nakze nadal ponad polowa pacjentéw diagnozowana jest w stadium przerzutdw.
Na wczesnym etapie zaawansowania klinicznego (I lub II stopien), kiedy moz-
liwa jest catkowita resekcja guza, NSCLC jest wykrywany u niewielkiej liczby
pacjentdw. W znacznie przewazajacej czesci przypadkow (ponad 60% chorych)
rozpoznanie choroby nast¢puje w momencie, kiedy choroba jest juz miejscowo za-
awansowana lub przerzutowa (111 1 IV stopien) [33]. Obecno$¢ przerzutow znacz-
nie obniza szans¢ na skuteczne wyleczenie choroby, z 5-letnim czasem przezycia
wynoszacym mniej niz 6% [24]. Ponadto, 5-letni czas przezycia wynosi zaledwie
57% nawet u pacjentéw zdiagnozowanych przed wystgpieniem przerzutow [43].
Przyczyna pdznej diagnozy raka pluca sg niespecyficzne objawy na wczesnym
etapie choroby oraz brak skutecznych metod diagnostycznych i przesiewowych.
Dlatego tez, nadrzgdnym celem jest poszukiwanie narzedzi wczesnej i precyzyj-
nej diagnostyki raka pluca w celu poprawy skutecznos$ci leczenia pacjentow.

TERAPIA
Metoda leczenia NSCLC w I i II stopniu zaawansowania choroby jest chirur-
giczne usunigcie guza. Taka metoda leczenia nie jest czgsto praktykowana w stop-
niu I 1 IV ze wzgledu na obnizong szanse¢ przezycia zabiegu u pacjentow z tak
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zaawansowang forma choroby. W ich przypadku przezywalnos¢ kolejnych 5 lat
wynosi 25%, z kolei pacjentow z pierwszej grupy — 70%. U pacjentdw, u ktorych
choroba jest bardziej zaawansowana standardowym postepowaniem jest leczenie
ogolnoustrojowe lekami cytotoksycznymi. Niestety obecnie stosowana standar-
dowa chemioterapia oparta na pochodnych platyny przynosi niewielkie korzysci
w zakresie przezycia pacjentow z zaawansowanym NSCLC, wynoszacym mnigj
niz 2 lata [53].

Leczeniem, ktore w porownaniu z chemioterapia opartg na pochodnych platy-
ny zapewnia lepsza jako$¢ zycia, poprawe przezycia wolnego od progresji, a nieraz
wydtuzenie catkowitego czasu przezycia jest terapia celowana z zastosowaniem
inhibitoréw kinazy tyrozynowej (ang. tyrosine kinase inhibitor, TKI). Odmienne
dziatanie TKI w porownaniu z chemioterapig powoduje odmienny profil toksycz-
nosci. Wystepowanie skutkow ubocznych po terapii TKI obserwuje si¢ 70% cho-
rych. Niemniej jednak, zmiany skorne, biegunka, ostabienie i hepatotoksycznose,
bedace najczesciej wystepujacymi dzialaniami niepozadanymi, maja tagodne lub
umiarkowane nasilenie i s3 odwracalne. Efekty uboczne, charakterystyczne dla
chemioterapii (wymioty, zahamowanie czynnosci szpiku kostnego) sg tutaj znacz-
nie rzadziej obserwowane. Jedynym, potencjalnie $miertelnym skutkiem ubocz-
nym terapii TKI jest srodmiazszowa choroba ptuc (ang. interstitial lung disease,
ILD) ale wystepuje ona bardzo rzadko [38].

Najczesciej stosowanymi lekami z grupy TKI sg odwracalne inhibitory (gefi-
tynib i erlotynib), inhibitor drugiej generacji (afatynib), ktory poprzez kowalencyj-
ne wigzanie nieodwracalnie blokuje przenoszenie sygnalow z receptoréw EGFR,
HER?2 i HER4, a takze inhibitor trzeciej generacji (ozymetrynib), ktory moze by¢
z powodzeniem stosowany u pacjentow z mutacja opornosciowa EGFR. Wszyst-
kie powyzsze TKI zostaty zatwierdzone do uzytku przez Amerykanska Agencje
Zywnosci i Lekow (ang. Food and Drug Administration, FDA) [32, 41, 46].

MUTACJE GENOW EGFR ORAZ ALK

Wisrod zidentyfikowanych zmian genetycznych uznawanych za czynniki in-
dukujace powstawanie guzow w NSCLC, kaskada ERK/MAPK stanowi jedna
z najwazniejszych. Do ztosliwej transformacji i zmian ekspresji gendw u pacjen-
tow z rakiem pluca prowadzg m.in. wystepujace w tej kaskadzie mutacje aktywu-
jace genu EGFR [32, 42].

Receptor naskorkowego czynnika wzrostu (ang. epidermal growth factor re-
ceptor, EGFR) jest receptorem transbtonowym, ktory po dimeryzacji aktywuje
kinazy tyrozynowe, odgrywajac wazna role w procesach biologicznych takich
jak proliferacja, migracja komorek czy apoptoza. W wyniku wystapienia mutacji
w EGFR nastgpuje utrata kontroli komoérki nad tymi procesami, prowadzac do
transformacji nowotworowej. Dlatego tez u pacjentéw chorujacych na NSCLC
z obecng mutacja EGFR chemioterapia zastgpowana jest leczeniem celowanym
z zastosowaniem TKI [12].
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Wsrod dotad opisanych mutacji EGFR najwigksze znaczenie maja delecja
w egzonie 19 genu, L858R oraz T790M. Delecja w egzonie 19 zachodzi w ram-
ce zawierajacej reszty aminokwasowe 746-750 biatka, mutacja L858R polega na
substytucji jednego nukleotydu, powodujac zastapienie leucyny argining w kodo-
nie 858 egzonu 21 [26], z kolei mutacja T790M polega na zastapieniu treoniny
metioning w pozycji 790 egzonu 20 [47]. Obecno$¢ ostatniej z nich jest gldwnym
mechanizmem nabytej opornosci na leczenie afatynibem. W takim wypadku ko-
nieczna staje si¢ zmiana $rodka leczniczego na ozymertynib, ktory w przypad-
ku EGFR T790M dodatnich potencjalnie umozliwia przedtuzenie leczenia bez
koniecznosci wlaczenia chemoterapii [19,44]. Niemniej jednak, niebezpieczen-
stwem tego schematu leczenia jest mozliwos¢ wystapienia kolejnej mutacji opor-
nosciowej w EGFR — L792, polegajacej na zastgpieniu leucyny w kodonie 792
egzonu 20 fenyloalaning, tyrozyng lub histydyng [8].

U okoto 5% chorych na NSCLC dochodzi rowniez do rearanzacji genu ALK
(ang. anaplastic lymphoma kinase). Polegaja one najcze$ciej na inwersji chro-
mosomu 2, ktéra prowadzi do fuzji z genem EML4 (ang. echinoderm microtu-
bule-associated protein-like 4) — EML4-ALK. Oprocz EML4 w NSCLC wykryto
ponad 19 r6znych genow, mogacych tworzy¢ fuzje z ALK. Sa to m.in. KIF5B,
KLCI i TPR [15]. U wigkszosci pacjentow z NSCLC, bedacych nosicielami tych
fuzji, zastosowanie znajduje TKI kryzotynib. W przypadku najczestszej fuzji
EML4-ALK stosuje si¢ ponadto certynib, brygatynib i alektynib. Leki te charakte-
ryzuja si¢ wyzszym odsetkiem odpowiedzi na leczenie w stosunku do klasyczne;j
chemioterapii (np. 74% wzgledem 45% w przypadku kryzotynibu) i znacznym
zlagodzeniem objawéw choroby [45].

Materialem do identyfikacji wszystkich opisanych wyzej mutacji jest tkanka
guza. Aby ja pozyska¢ konieczne sga inwazyjne biopsje, ktére moga by¢ nieko-
rzystne dla zdrowia pacjenta i trudne do wykonania oraz zabiegi operacyjne [13,
17,20, 37, 54].

PLYNNA BIOPSJA ORAZ METODY
JEJ DETEKCJI I CHARAKTERYSTYKI

Wczesne wykrycie choroby oraz okreslenie jej stadium zwigksza szanse pa-
cjentdow nowotworowych na skuteczne leczenie, a co za tym idzie dlugie zycie.
Trafne postawienie diagnozy zalezy od zastosowania odpowiednich metod dia-
gnostycznych. Istotne jest, aby cechowaty si¢ one jak najwyzsza czutoscia, specy-
ficzno$cig oraz mata inwazyjnoscia. W raku ptuca najczesciej stosuje si¢ biopsje
tkankowe. Ich wadg jest jednak inwazyjnos¢, niejednokrotnie niejednoznacznosé
oraz ryzyko odmy optucnowej lub krwotoku. Dlatego tez poszukiwane sg alterna-
tywne metody diagnostyczne. Rozwigzaniem moze okazaé si¢ zastosowanie tzw.



PLYNNA BIOPSJA JAKO NIEINWAZYJNA METODA OCENY WYBRANYCH MUTACIJL... 417

,»ptynnej biopsji”, ktéra zamiast we fragmencie tkanki nowotworowej pozwala na
wykrycie choroby, dobor terapii oraz monitorowanie jej efektow w probce krwi
obwodowej pacjenta. Metoda ta obejmuje detekcj¢ oraz charakterystyke kraza-
cych komoérek nowotworowych (ang. circulating tumor cells, CTC), wolnych kra-
zacych kwasow nukleinowych (ang. circulating free DNA, cfDNA), egzosomow
oraz ptytek krwi edukowanych przez nowotwor (ang. tumor-educated platelets,
TEP). W aspekcie oceny mutacji najczesciej wykorzystywane sg CTC, cfDNA
oraz egzosomy [22, 39].

KRAZACE KOMORKI NOWOTWOROWE

Obecnos¢ CTC w krwiobiegu pacjenta, wynikajaca z oderwania ich od guza
pierwotnego moze by¢ wykorzystana do wczesnej diagnozy choroby, doboru te-
rapii oraz monitorowania jej efektywnosci [1, 2, 27, 34, 35].

Metody detekcji CTC najczesciej bazuja na wykrywaniu obecnosci charakte-
rystycznych dla nowotworu markerow powierzchniowych. Najczesciej wykorzy-
stywanym antygenem jest EpCAM (ang. epithelial cell adhesion molecule), cha-
rakterystyczny dla nowotwordéw pochodzenia nabtonkowego, czyli rakéw. Do tego
rodzaju metod mozemy zaliczy¢ CellSearch®, AdnaTest, czy metody oparte na
analizie PCR. Z kolei metody niezalezne od markeréw powierzchniowych opieraja
si¢ na wlasciwos$ciach fizycznych CTC, takich jak rozmiar i odksztatcalno$¢ (tech-
nologia ISET, Cluster-Chip), wlasciwosciach dielektrycznych (DEP Array™, Apo-
Stream®), gestosci (OncoQuick®, Ficoll-Paque®) oraz na jednoczesnym polaczeniu
kilku cech (GEDI chip, RosetteSep system, EPIDROP) [2, 5,14 ,22 ,28].

Powyzsze techniki sg metodami oceny in vitro i bazujg na analizie krwi obwo-
dowej pobranej od pacjenta. Wiekszos¢ technik opiera sie na analizie niewielkich
(zazwyczaj 10 ml) probek krwi. Istnieja jednak metody umozliwiajace analizg
CTC w warunkach in vivo. Pierwsza na §wiecie komercyjng metodg przeznaczong
do tego typu analizy jest detektor — CellCollector® (Gilupi GmbH). Polega ona na
wychwytywaniu CTC bezposrednio z krwiobiegu pacjenta, poprzez umieszczenie
w zyle przedramienia drutu medycznego ze stali nierdzewnej pokrytego ztotem
oraz hydrozelowa warstwa kowalencyjnie wigzaca przeciwciata anty-EpCAM.
Podczas 30-minutowej analizy detektor ma kontakt z ok. 1 litrem krwi, co znacz-
nie zwigksza szanse na izolacj¢ rzadkich komorek jakimi sg CTC [48].

KRAZACE WOLNE DNA
Kolejnym zrédtem informacji o mutacjach i zmianach genetycznych w obre-
bie guza jest cfDNA. Glownym jego zrddiem jest krwiobieg, jednakze jest on
rowniez obecny w innych ptynach ustrojowych, tj. ptynie mézgowo-rdzeniowym,
moczu czy plynie wysigkowym jamy optucnej. Analize cfDNA pochodzacego
z krwi obwodowej mozna przeprowadza¢ zaré6wno na osoczu, jak i surowicy.
Badania wykazaty, ze surowica charakteryzuje si¢ wyzszymi stezeniami cfDNA,
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niemniej jednak nie jest ona jego preferowanym zrodlem ze wzgledu na potencjal-
ne zanieczyszczenie genomowym DNA [29]. Pomimo, ze cfDNA jest szybko de-
gradowane przez nukleazy [52], moze odzwierciedla¢ biezace, genetyczne zmia-
ny w guzie. Wykazano, ze ilos¢ cfDNA korelowata ze stadium nowotworu [3],
rozmiarem guza [21] oraz obecnoscig przerzutow [36]. Sugeruje to, ze zardwno
pierwotne, jak i wtérne zmiany genetyczne w guzie znajdujg swoje odzwiercie-
dlenie w cfDNA. Informacja ta jest szczegolnie cenna w aspekcie monitorowania
przebiegu i efektywnos$ci zastosowanej terapii. Technikami stosowanymi do izo-
lacji i analiz ¢cfDNA sa metody tj. FISH (ang. fluorescence in situ hybridization),
ddPCR (ang. droplet digital PCR) oraz NGS (ang. next generation sequencing).

EGZOSOMY

Egzosomy to zewnatrzkomorkowe pecherzyki o wielkosci od 30 do 100 nm.
Wykrywane sa we krwi pacjentdow z réznymi typami nowotworow i sktadaja sie
m.in. z biatek i1 kwasow nukleinowych. Poprzez analiz¢ zmian molekularnych
w ich elementach (mutacje, fuzje genow lub warianty splicingu) mozna okre-
$li¢ m.in. progresje guza. Podwdjna warstwa lipidowa egzosomow utrudnia ich
oczyszczenie w porownaniu z CTC i cfDNA, jednakze wptywa ona na stabilno$¢
ich zawartosci, co teoretycznie pozwala na lepsza identyfikacje pochodzenia guza,
zmian genetycznych w jego obrebie oraz potencjalnej opornosci na leczenie. Inng
zaleta egzosomoOw jest ich znacznie wyzsze stezenie w ptynach biologicznych,
w tym we krwi, w porownaniu z CTC czy cfDNA [4]. Egzosomy moga by¢ izo-
lowane poprzez ultrawirowanie, wirowanie na gradiencie ggstosci lub na podsta-
wie obecnosci specyficznych markerow btony egzosomalnej (biatka tetraspani-
ny — CD63, CD9 oraz CD81) [39]. Analize wyizolowanych egzosomdéw mozna
przeprowadzi¢ w sposob szybki i doktadny przy uzyciu elektrochemicznych i flu-
orescencyjnych technologii, wykorzystujacych wigzanie z uzyciem przeciwciat,
aptamerow czy nanomateriatow, z roznymi platformami testowymi [4].

UZYTECZNOSC WYBRANYCH ELEMENTOW PLYNNEJ
BIOPSJI W ANALIZIE MUTACJI GENOW EGFR1 ALK

KRAZACE KOMORKI NOWOTWOROWE

Analiz¢ mutacji w genie EGFR przeprowadzono zar6wno w pojedynczych
CTC jak i wigkszej ich liczbie. DNA wyizolowany z CTC zostal namnozony przy
uzyciu WGA (ang. whole genome amplification), a nast¢pnie przeanalizowany
pod wzgledem wystepowania mutacji w obrebie EGFR przy uzyciu dPCR (ang.
digital polymerase chain reaction) oraz ARMS (ang. amplification refractory mu-
tation system). Sama obecno$¢ CTC okazata si¢ by¢ skorelowana z wystgpieniem
raka ptuc. W badaniu wykryto je u 61,5% chorych w wysokim stopniu zaawan-
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sowania choroby, podczas gdy wsrod pacjentow z jej tagodnym przebiegiem lub
zdrowych ochotnikéw nie wykryto ich wcale. Na poziomie pojedynczych CTC
wskaznik wykrywalno$ci mutacji EGFR byt niski (16,67%). Niemniej jednak,
czulo$¢ wykrycia tej mutacji wzrastata proporcjonalnie do liczby CTC w anali-
zowanej probce. Na poziomie 10 CTC u 4 badanych pacjentow wykryto mutacje
EGFR, ktore byly spojne z mutacjami wykrytymi w pobranych tradycyjnymi me-
todami tkankach (Tab. 1) [54].

Identyfikacja mutacji EGFR szczegolnie przydatna jest podczas terapii NSCLC
z zastosowaniem TKI w celu stwierdzenia potencjalnej opornosci na dany lek i za-
stapienia go innym, skuteczniejszym [19]. Mutacje opornosciowa T790M w NSCLC
mozna w sposob nieinwazyjny wykry¢ poprzez analiz¢ RNA zawartego w CTC. Do
ilosciowego okreslenia transkryptow we wzbogaconych CTC stosuje si¢ metode
ddPCR z odwrotng transkryptaza (ang. reverse transcription ddPCR, RT-ddPCR).
Wykonane analizy potwierdzily status mutacji stwierdzony za pomoca metod dia-
gnostycznych opartych na klasycznych biopsjach tkankowych [49].

TABELA 1. Analiza spdjnosci mutacji EGFR w CTC i tkance guza [54]
TABLE 1. Analysis of the consistency of EGFR mutations between CTCs and tumor tissue [54]

Rodzaj mutacji EGFR
Pacjent Ilosé¢ CTC Dopasowanie
tkanka CTC
10 L858R L858R Tak
: 9 L858R L858R Tak
10 19del 19del Tak
? 4 19del N Nie
10 N N Tak
’ 3 N N Tak
10 L858R L858R Tak
* 3 L858R G719X Nie

Konkretne mutacje mozna tez wykrywac¢ w pojedynczych CTC pozyskanych
z krwi pacjentow, poprzez zastosowanie laserowej mikrodysekcji komorek (ang.
laser cell microdissection, LCM). Wykrycie delecji w egzonie 19 umozliwia tech-
nika WGS (ang. whole genome sequencing), za$ detekcji mutacji L§58R i T790M
dokonuje si¢ poprzez PCR sekwencyjny. W 95% pojedynczych CTC otrzymanych
przy uzyciu LCM udato si¢ zidentyfikowa¢ jedng z powyzszych, trzech mutacji.
Delecje egzonu 19 stwierdzono w 55% przypadkow, mutacje L858R w 85%, zas
T790M — 45%. Niemniej jednak, sekwencjonowanie wykazato, ze w przebiegu
reakcji dochodzi do wypadania alleli (ang. allelic drop-out), co uniemozliwia wy-
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krycie mutacji w 80% amplifikondw. Wskazuje to na przewage analiz pojedyn-
czych CTC wzgledem ich grup [40].

Doktadnej detekceji mutacji w egzonie 19 121 EGFR w CTC dokona¢ mozna
rowniez przy uzyciu sekwencjonowania metoda Sangera. Proces ten jest poprze-
dzony potwierdzeniem obecnosci mutacji w EGFR poprzez PCR z odpowiednio
zaprojektowanymi starterami oraz elektroforeze [50].

KRAZACE WOLNE DNA

Analiza mutacji EGFR w cfDNA moze charakteryzowaé si¢ nawet wigksza
uzytecznos$cia kliniczng niz w CTC [51]. W badaniach przeprowadzonych przez
Li i wsp. mutacj¢ EGFR wykrywano w cfDNA pacjentdéw z zaawansowanym ra-
kiem pluca. Zastosowanie ddPCR oraz ARMS-PCR (ang. amplification refractory
mutation system PCR), charakteryzujacych si¢ wysoka specyficznos$cia, okazato
si¢ by¢ dobra metoda genotypowania, uzupelniajacg lub nawet alternatywna dla
biopsji tkankowej. Ponadto, genotypowanie osocza z uzyciem ddPCR, charak-
teryzujace si¢ minimalng liczbg wynikow falszywie dodatnich, moze okazac si¢
latwym rozwigzaniem w praktyce klinicznej [25].

Wykazano rowniez, ze cfDNA moze stuzy¢ do wykrycia mutacji opornoscio-
wej L792 w EGFR, za pomoca NGS. Detekcja tej mutacji jest istotna w przypad-
ku pacjentow z NSCLC leczonych TKI ozymetrynibem, gdyz jej obecno$¢ moze
skutkowac¢ opornoscia na ten preparat [16].

Kolejng zaletg analizy cfDNA jest mozliwo$¢ wykrycia fuzji genu ALK. Za
pomoca NGS, w badaniu przeprowadzonym przez Cui i wsp., fuzje EML4-ALK
wykrywano z czutoscia na poziomie 54,2%, swoistoscig 100% i doktadnoscia
71,8%. Czuto$¢ w przypadku pacjentow bez odleglych przerzutow wynosita
28,6%, natomiast w przypadku pacjentéw z odleglymi przerzutami — 64,7%. Do-
wodzi to, ze ta nieinwazyjna metoda stanowi dobrg alternatywe dla trudnych do
wykonania biopsji tkankowych, w zakresie wykrywania fuzji genu ALK u pacjen-
tow w zaawansowanym stadium NSCLC [11].

Wykazano, ze NGS jest trafionym narzgdziem do detekcji fuzji ALK nie tylko
z genem EML4. U pacjentow z zaawansowanym NSCLC dokonano detekcji fuzji
ALK 7 zastosowaniem klinicznego testu Guardant360® (Guardant Health, Inc.), opar-
tego na sekwencjonowaniu cfDNA nowej generacji. Najczesciej identyfikowanym
genem, ktory ulegal fuzji z ALK byt EML4 (85,4%), jednakze badanie umozliwilo
takze identyfikacje innych genéw, taczacych si¢ z ALK, tj. STRN (6%) oraz KCNQ,
KLCI, KIF5B, PPMIB 1 TGF (facznie 8,3%). Badanie to potwierdzito, ze komplek-
sowe sekwencjonowanie cfDNA pozwala na szeroka identyfikacje fuzji ALK [30].

EGZOSOMY
Ze wzgledu na ich wysokie stezenie we krwi, do detekcji mutacji EGFR
charakterystycznych dla NSCLC moga postuzy¢ takze egzosomy [4]. Istnieje
mozliwos$¢ potaczenia w trakcie analizy egzosomalnego RNA/DNA z cfDNA,
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w celu otrzymania tzw. exoNA. Takie potgczenie moze mie¢ szczegdlne znacze-
nie w momencie, gdy ilo$¢ kopii cfDNA w krwiobiegu pacjentow jest zbyt niska,
aby zidentyfikowa¢ mutacje. Do analizy exoNA moze by¢ wykorzystana technika
NGS lub qPCR. W przypadku NGS (EX01000) czuto$¢ przy detekcji mutacji ak-
tywujacych EGFR wyniosta 98%, za§ w przypadku mutacji opornosciowej EGFR
T790M — 90%. Przy zastosowaniu qPCR do wykrycia mutacji T790M EGFR czu-
los¢ wynosita az 92% [7, 23].

Egzosomalne RNA pochodzace od pacjentow z NSCLC postuzyto réwniez do
identyfikacji transkryptow fuzyjnych EML4-ALK. Poza zastosowaniem exoRNA
badania sugeruja, ze analiza konkretnych mikro RNA (miRNA), pochodzacych
z egzosomoOéw moze dostarczac¢ informacji prognostycznych w zaawansowanym
stadium NSCLC [31]. Wykazano, Ze profil ekspresji miRNA jest powigzany z po-
stepem choroby i rokowaniem [9]. Obecno$¢ miRNA-208a oraz miRNA-1246
powigzano z opornoscig na radioterapi¢, obecnos¢ miRNA-221-3p 1222-3p —
z dobrg odpowiedzig na ozymetrynib u pacjentow z mutacja EGFR, natomiast
zmniejszong ilo$¢ (ang. downregulation) miRNA-373 i miRNA-512 ze ztym ro-
kowaniem w chorobie [31]. Ponadto, podwyzszony poziom miRNA-181a powig-
zano z wrazliwoscig NSCLC na cisplatyng, podczas gdy podwyzszony poziom
miRNA-630 z opornoscig na ten typ leczenia. Obecnie brak jest jednak danych
wiazacych ekspresje poszczegdlnych miRNA z opornoscia na leczenie inhibitora-
mi ALK (ang. anaplastic lymphoma kinase inhibitors, ALK1i) [9].

PODSUMOWANIE

,»Ptynna biopsja” jest coraz powszechniej stosowanym narzedziem diagnostycz-
nym, ktére umozliwia wczesne rozpoznanie NSCLC, trafny dobor terapii celowa-
nej oraz ocene jej skutecznosci. Starania badaczy koncentruja sie obecnie na roz-
woju technik izolacji i charakterystyki elementow plynnej biopsji, ze szczegdlnym
uwzglednieniem CTC, cfDNA oraz egzosomow. Precyzyjne metody oceny mutacji
aktywujacych i opornosciowych w genie EGFR elementow ,,pltynnej biopsji” przy-
czynig si¢ do odpowiedniego doboru i monitoringu terapii celowanej pacjentow
z NSCLC bez konieczno$ci wykonywania inwazyjnej biopsji tkankowe;.
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