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Cél: Intézetlinkben 2019 6ta végzlink EGFR T790M reziszten-
ciamutdcid-vizsgalatot, ami az EGFR-muténs tiid6-adenokar-
cindmak elsd, masodik generacids EGFR-tirozinkinaz-inhibi-
torral (TKI) torténd kezelése kézben kialakulé leggyakoribb
rezisztenciamutacio. A vizsgalat jelent6ségét az adja, hogy
e mutacié azonositasa lehetévé teszi egy hatékony harmadik
generacios TKI alkalmazasat. Jelen cikkiinkben a 2022. ja-
nuar-2024. augusztus kozotti vizsgalatokrol szamolunk be,
osszehasonlitva eredményeinket a 2019-2021-es periédus
eredményeivel.

Mddszerek: 222 beteg 380, tobbségében vérmintajat vizs-
galtuk ebben a periddusban Super-ARMS EGFR Mutation
Detection Kit (AmoyDx) segitségével.

Eredmények: Az 6sszes minta 57%-aban azonositottuk a pri-
mer tumorban talalt EGFR-mutéciot, ezek kozott pedig 38,3%-
os gyakorisaggal mutattuk ki a T790M mutaciot.
Kovetkeztetések: Eredményeink az el6z6 periddushoz ha-
sonléak voltak. Kordbban az 6sszes minta 45,6%-aban azo-
nositottuk az eredeti aktivalé EGFR-mutaciot, és ezeknek
az eseteknek a 48,1%-aban volt T790M rezisztenciamuta-
cid jelen. A rebiopszidk szama lényegében nem valtozott
a 2019-2021-es id6szakhoz képest, ami a legfébb oka lehet
annak, hogy az irodalomban leirt talalati aranyhoz képest
jelenleg is alacsonyabb szazalékban azonositottuk a T790M
mutaciot. Magy Onkol 68:334-338, 2024

Kulcsszavak: tidé-adenokarcindma, EGFRT790M mutacio,
cfDNS
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Aim: In our institute, we have been testing EGFR T790M re-
sistance mutations since 2019, which is the most common
resistance mutation that develops during first-line, sec-
ond-line EGFR TKI treatment of EGFR mutant lung adeno-
carcinomas. The importance of this study is that the iden-
tification of this mutation will allow the use of an effective
third-generation TKI. In this article, we report on studies
from January 2022 to August 2024, compared with our re-
sults from the 2019-2021 period.

Methods: 380, predominantly blood samples from 222
patients were tested during the present period using Su-
per-ARMS EGFR Mutation Detection Kit [AmoyDx/.

Results: EGFR mutations were identified in 57% of all sam-
ples in the primary tumours, with a 38.3% frequency of
T790M mutation.

Conclusions: Our results were similar to the previous period.
The number of rebiopsies was essentially unchanged com-
pared to the 2019-2021 period, which may be the main reason
why we were able to identify the mutation in a lower percentage
compared to the T790M hit rate described in the literature.

Kohanka A, Bathory-Fiilop L, Tanacs-Bencze E, Engi H, Bo-
gos K, Moldvay J, Papai Székely Z, Szalai Z, Széke J, Toth
E. Molecular pathology of lung adenocarcinomas, EGFR
T790M resistance mutation study. Magy Onkol 68:334-338,
2024
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Napjainkra a célzott terapiak jelentdsen atalakitottak a daga-
natos betegségek kezelését. Szamos daganattipus, igy a nem
kissejtes tlidérak, elsésorban a nem dohanyos betegeknél
kialakulé adenokarcindmak esetén is nagyszamu célzott
terapia all rendelkezésre, és a jelenlegi irdanyelvek szerint
ezeknek a daganatoknak a kezelését a prediktiv biomarkerek
vizsgalata nélkil nem lehet elkezdeni (1, 2). Ugyanakkor
a daganatok kezelésében a szamos esetben oly sikeres cél-
zott terapiakkal szembeni legnagyobb kihivast a mindennapi
gyakorlatban a rezisztenciamutaciok kialakulasa okozza (3).
Tid6-adenokarcindmak esetén az egyik legsikeresebben ke-
zelhet6 mutaciék az EGFR gén mutécidi, melyek elsésorban
nem dohanyos betegek adenokarcinémaiban mutathaték ki.
A két leggyakoribb EGFR-mutacié az exon 19 delécidja és
az exon 21 L858R mutacid (4). A rezisztenciamechanizmus
foként az EGFR gént, illetve az alternativ jelatviteli Utvonalakat
érinti a MET- és ERBBZ2-amplifikaciokon keresztiil, illetve
a downstream MAPK- vagy PI3K-utvonalak aktivalédasa
a leggyakoribb (5). EGFR-mutans tiidé-adenokarcindmak
elsé (erlotinib, gefitinib), masodik (afatinib) generacids EGFR-
tirozinkinaz-inhibitorokkal (TKI) torténd kezelése soran leg-
gyakrabban az EGFR T790M mutacit okoz terapiareziszten-
ciat. Ezen mutacio kialakuldsa esetén hatékony harmadik
generaciés EGFR-TKI (oszimertinib) 4ll rendelkezésre, ami
tovabbi hosszu tavl hatékony terapiat jelenthet a betegek
szamara, igy a mutacioé kimutatasa kiemelkedd fontossagu (6).

Mivel a rezisztenciat okozé mutaciok altaldban rendki-
viil alacsony képiaszammal vannak jelen a tumorban, ezek
kimutatdsara érzékeny moédszerekre van sziikség. A napi
gyakorlatban altalaban valamilyen PCR-alapi médszerrel
vagy Uj generacids szekvenalassal torténik a rezisztenciamu-
taciok vizsgalata (7). Emellett a leggyakoribb probléma, hogy
a progrediald daganatbol nehéz szdvet- vagy citolégiai mintat
venni. Ezekben az esetekben egyszerd és kdnnyen hozzaférhetd
mintat jelent a vér és a mellkasi folyadék. A testiregi folya-
dékban és vérben, ha kis mennyiségben is, de kimutathato
a daganatbdl a véraramba, illetve mellkasi folyadékba kerild
tumor-DNS, ami ugyanazokat a mutacidkat tartalmazza, mint
a daganatszovet, és igy alkalmas a rezisztenciamutaciok ki-
mutatasara is. Intézetlinkben 2020 6ta végziink rendszeresen
T790M rezisztenciamutacio vizsgalatot. A 2020-2022 kozotti
eredményeinkrél korabban mar beszamoltunk (8). Jelenlegi
célunk az volt, hogy vizsgaljuk az azdta eltelt idGszakban a kli-
nikai gyakorlat alakulasat és az eredményeink attekintésével
ellendrizzlk a laboratérium munkajat.

BETEGEK, MODSZEREK

2022 januarjatol 2024 augusztusaig 222 beteg 380 (vérplaz-
ma, mellkasi folyadék, citoldgia, sejtblokk és formalinfixalt
szovet) mintajat vizsgaltuk. A betegek elsé vagy masodik
generaciés EGFR-TKI-kezelésben részesiiltek. A vérmin-
tak K2EDTA S-Monovette csovekben (Sarstedt, Niimbrecht,
Németorszag) vagy Cell-Free DNA BCT Streck csovekben
(Streck, La Vista, NE, USA) érkeztek a laboratériumba. Az

elsé esetben a minta feldolgozasa két oran belil megtor-
tént. Streck csovek esetén 7 napig stabil a minta 6-37 °C-on
torténd tarolas esetén.

DNS-kivonas

A szabad keringé DNS (cfDNS) optimalis tisztasagahoz két-
lépcsés centrifugalast alkalmaztunk, elészor 10 percig 3000
g-s, majd masodik lépésben 10 percig 12 000 g-s centrifu-
galds tortént. Az igy nyert plazmamintakbdél a DNS-izolalas
a Cobas cfDNA Sample Preparation Kit (Roche] segitségével
tortént a gyarto utasitasainak megfelelden. Ugyanezen kittel
végeztik a mellkasi folyadékbdl a DNS-izolalast. Itt 1700
g-s sebességgel 10 perces centrifugalas utan a felildszobol
nyertiik ki a cfDNS-t. A formalinfixalt és citolégiai mintakbol
a korabban leirtaknak megfelel8en tortént a DNS-kivonas (8).

EGFR T790M mutacié kimutatasanak modszere

A 2022 6ta eltelt id6szakban az EGFR T790M mutécio vizsga-
latat a korabban leirt Super-ARMS EGFR Mutation Detection
Kit (AmoyDx) segitségével végeztiik a LightCycler 480 Il ké-
sziiléken (Roche). A reagenseket a gyartd protokollja szerint
hasznaltuk. A teszt az Amplification Refractory Mutation
System (ARMS) és a valds idej PCR technolégiat alkalmaz-
za, amely specifikus primereket és fluoreszcens szondakat
tartalmaz 42 szomatikus mutacid kvalitativ kimutatasara az
EGFR gén 18., 19., 20. és 21. exonjaban. Az eredményeket
a LightCycler 480 SW 1,5 (Roche] szoftver segitségével ér-
tékeltik ki. A médszer elénye, hogy korlatozott mennyiség
és min6ségl DNS-minta esetén is hatékonyan mdkaodik.
A maddszer érzékenysége 1% formalinfixalt paraffinba agyazott
(FFPE] és 0,2% plazmamintak esetén (9).

Statisztikai analizis
A szignifikancia szamitasa x2-teszttel tortént.

EREDMENYEK
222 beteg 380 mintajat vizsgaltuk 2022. januar 1.-2024.
augusztus 31. kozott. 18 beteg 18 vérmintajanak a vizsga-
lata sikertelen volt, nem tudtunk megfelelé mennyiségi
cfDNS-t kinyerni a plazmabol. Ez az 6sszes vizsgalt eset
4,7%-a (18/380). Osszesen 362 sikeres vizsgalat tortént.
Egy betegbdl atlagosan 1,94 minta érkezett. Az 1. tablazat-
ban lathatd részletezve a sikeres vizsgalatoknak megfeleléen
204 beteghez tartozé mintaszam. 122 beteg esetében egyet-
len minta érkezett, ritkabban fordult eld, hogy négynél tobb
mintat kaptunk egy betegb6l. A legtdbb a 10 minta volt egy
beteg esetében. Itt tobbszori probalkozas utan sem sikerdlt
a rebiopszia, a betegség pedig lassu progressziot mutatott.
A betegek kozel felében egyetlen plazmamintabdl kimutat-
hato volt a T790M mutacid. A folyadékbiopszias vizsgalatok
ismétlése nem novelte a talalati aranyt. Azokban az esetek-
ben, ahol egy betegbdl 4, 6, 7 minta érkezett, jellemzéen az
utolsé mintak lettek pozitivak és ezek rebiopsziak, sejtblokk
és citoldgiai mintak voltak.

MAGYAR ONKOLOGIA 68:334-338, 2024
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1. TABLAZAT. A betegekhez tartozé mintaszamok, mintatipustél fiig-
getlendl

Betegek szama Mintaszam/beteg T790M mutacio,

(204) (6sszes minta 362) betegek szama
122 1 51 (41,8%)
42 2 14 (33,3%)

25 3 8 (32%)

6 4 2(33,3%)

2 5 0 (0%)

5 6 3(60%)

1 7 1(100%)

1 10 0 (0%)

Az esetek tobbségében, 324 esetben vérbdl tortént a re-
zisztenciamutacio vizsgalata. 28 esetben végeztek rebiopsziat,
illetve 10 esetben mellkasi folyadékbol tortént a vizsgalat. 7
betegnél sejtblokk késziilt, ahol igazoltan tumorsejtet tar-
talmazott a minta és 3 mellkasi folyadék esetén cfDNS-bél
vizsgaltuk a rezisztenciamutaciot.

156/362 mintaban, az esetek 43%-aban sem a primer
tumorban azonositott EGFR-mutéacid, sem a T790M muta-
ci6 nem volt kimutathato. A 2. tablazatban foglaltuk 6ssze
a mutacidanalizis eredményét az eredeti EGFR-mutaciok
tikrében. Az 6sszes minta 57%-aban (206/362) detektal-
tuk a primer tumorban is azonositott EGFR-mutaciot. Ezek
kozott pedig 38,3%-ban (79/206) tudtuk kimutatni a T790M
rezisztenciamutaciot.

A minta tipusanak a mutacidk jelenlétével valé 6sszeflig-
géséta 3. tablazatban részleteztiik. A nem vérplazma vizsgalat
soran az esetek 45%-aban (17/38 eset) azonositottuk a T790M

2. TABLAZAT. Super-ARMS AmoyDx teszt EGFR T790M mutécié vizs-
galata

EGFR-mutaciok Primer mutacio T790M mutacio

tipusa azonosithat6 (206)  azonosithaté (79)
EXON 19 DEL 122 49 (40,2%)
EXON 21 L858R 66 28 (42,4%)
EXON 21 L861Q 4 0
EXON 18 G719X 5 1(20%)
EXON 18 G719X 0

és EXON 20 5768l > 1120%]
EXON 21 L858R 1 0

és EXON 18 G719X

EXON 21 L861Q 1 0

és EXON 18 G719X

EXON 19 DEL 1 0

és EXON 21 L858R

EXON 20 INS 1 0
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mutaciét, mig plazmavizsgalat esetén 19%-ban (62/324 eset)
kaptunk pozitiv eredményt az 6sszes vizsgalt esetre nézve.
A T790M mutacié talalati aranyat tekintve a plazma és nem
plazma mintak kozott szignifikans volt a kildnbség (x>-teszt
p=0,0003].

3. TABLAZAT. A minta tipusanak a T790M mutacié jelenlétével valé 6sz-
szefliggése

T790M-pozitiv

Minta tipusa Osszes eset (362)

eset (79)
Plazma 324 (89,5%) 62 (19%)
Mellkasi folyadék 3(0,8%) 1(33%)
Biopszia 23 (6,3%) 7 (30%)
Sejtblokk 7 (1,9%) 5 (71%)
Citoldgiai kenet 4(1,1%) 3 (75%)
Reszekcid 1(0,2%) 1 (100%)

MEGBESZELES

Napjainkra a tid6daganatok kezelésében a biomarker-tesz-
telés az onkoldgiai kezelés alapfeltételévé valt. Nemcsak
elérehaladott (lokalisan elérehaladott és metasztatikus)
nem kissejtes tlidérak esetén kotelezd a célzott terdpidkhoz
szlikséges mutaciok és fuzidk vizsgalata, hanem mar a korai
stadiumoktdl (IB] javasolt a terapiak megkezdése elétt a mo-
lekularis patoldgiai vizsgalat (10, 11). A jelenlegi irdanyelvek
szerint komplex multigénes vizsgalat javasolt, elsdsorban
Uj generacios szekvenalassal a rendelkezésre allo terapias
célpontok meghatarozasara (12-14). Emellett az immunel-
lenérzépont-gatlé terapidk alkalmazasahoz elengedhetetlen
a PD-L1-expresszid vizsgalata. A jelenleg rutinszer(en vizs-
galandd, illetve tovabbi FDA/EMA altal jovahagyott terapiak
prediktiv genetikai eltéréseit a 4. tablazatban foglaltuk dssze.

Ahogy a tablazatban lathato, a célzott terdpiakra alkal-
mas mutaciok kozil az EGFR gén mutacidi a leggyakoribbak
(15). Hatékony els8, masodik generaciés EGFR-TKI-k allnak
rendelkezésre, azonban egy idé utdn mindig kialakul a re-
zisztencia, amiazirodalmi adatok szerint az esetek 50-70%-
aban EGFR T790M mutécié (16). Ennek azonositasa esetén
a betegek tovabbi harmadik generacios, a T790M mutacié
esetén is hatasos terapiat kaphatnak. A jelenlegi irdnyelvek
alapjan ennek a rezisztenciamutacionak a vizsgalata javasolt
els6, masodik generacios EGFR-TKI-terapia alatti progresszié
esetén (12). A tobbi célzott terapias kezelés esetén rezisz-
tenciamutacié vizsgalata jelenleg nem kotelezé.

A laboratoriumunkban végzett vizsgalatok feldolgozasa
soran részben az el6z6 periédushoz hasonlé eredményeket
kaptunk. A T790M rezisztenciamutacio talalati aranya elmarad
a nemzetkozi irodalomban lathaté eredményekt6l. Ennek f6
oka véleményiink szerint a rebiopsziadk alacsony szama (17-
19). Szignifikdnsan magasabb volt a talalati arany a biopszias
mintak és citoldgiai kenetek vizsgalatakor. Az egy betegbdl
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4. TABLAZAT. Nem kissejtes tiid6karcindmak FDA altal jévahagyott célzott terapias gydgyszereinek prediktiv markerei

Biomarker Moddszerek Gyakorisag Célzott terapias szer

EGFR-mutaci6 18., 19., 20., 21. exon PCR, NGS 12-15% gefitinib, erlotinib, afatinib, oszimertinib
EGFR 20. exon inszercid PCR, NGS 4% amivantamab

KRAS-mutacié 2., 3. exon PCR, NGS 30-35% szotoraszib (612C), adagraszib (G12C)
BRAF-mutécid 15. exon PCR, NGS 2-3% dabrafenib, trametinib

ERBB2-mutacio NGS 2% trasztuzumab deruxtekan

MET exon 14 skipping NGS 4% krizotinib, kapmatinib, tepotinib
ALK-fazio IHC, FISH, NGS 3-5% krizotinib, ceritinib, alektinib, lorlatinib, brigatinib
ROS1-fazid IHC, FISH, NGS 1-2% krizotinib, ceritinib, entrektinib
RET-fuzidé NGS 2% pralszetinib, szelperkatinib

NTRK1-3 fazio IHC, FISH, NGS 0,5% entrektinib, larotrektinib

NRG-fizié NGS :fe:zsac'r:f’nzg’;a] afatinib

MET-amplifikacid FISH, NGS 2% kapmatinib, tepotinib, krizotinib

szarmazdé mintaszam novekedésével nem javult a T790M
mutacié kimutathatdsaga, illetve ahol tébb mintat kaptunk
egy betegbdl, ott altalaban a rebiopszia vagy a sejtblokk,
illetve az ismételt citolégiai kenet vizsgalata volt sikeres.
Az 9sszes minta 10%-a volt nem plazmaminta. Ez az arany
lényegében nem valtozott az eléz8 id6szakhoz képest, hisz
korabban 9% volt a rebiopszia aranya. Az irodalmi adatokkal
dsszhangban T790M rezisztenciamutacié elsésorban EGFR
19. exon delécid és 21. exon L858R pontmutaciok esetén volt
megfigyelhetd (20). Ebben a periédusban vizsgalt mintaink
kozott az azonos vizsgalati médszer ellenére alacsonyabb
szazalékban azonositottunk T790M mutaciét. Korabban az
osszes primer EGFR-mutaciot tartalmazé minta 48%-aban
volt T790M mutacié, mig jelenleg ez az arany 38,3%. Ennek
egyik magyarazata lehet, hogy a mintak kdzott a biopsziak
esetén alacsonyabb volt a talalati arany, mint korabban, 5/23
biopszia esetén a tumorsejt-ép sejt arany 5% alatti volt. An-
nak ellenére, hogy a mddszeriink érzékenysége paraffinos
mintak esetén 1%, az 5% alatti tumor-épsejt arany okozhat
alnegativ eredményt. Ugyanakkor a sejtblokk- és citoldgiai
mintdk esetén az irodalomban taldlhatéhoz hasonlé, 70%
korili ardnyban azonositottuk a mutacict jelenleg is, illetve
a plazmamintakat tekintve, korabban az 6sszes plazmaminta
16,9%-a, mig a jelenlegi periddusban 19%-a volt pozitiv.
A modszeriink megbizhatdsagat jelzi, hogy laboratdriumunk
2022-ben részt vett egy ..pilot” nemzetkozi vizsgalatban EGFR
T790M mutacié plazmabol torténd azonositasara, ahol 100%-
os eredménnyel azonositottuk a kapott mintdkban a mutaciot.
2/25 laboratdrium nyujtott 100%-os teljesitményt a korvizs-
galatban. Az altalunk hasznalt AmoyDx teszt mellett a masik
100%-o0s teljesitményt nyujté laboratorium digitalis droplet
PCR technikaval dolgozott (21).

Osszességében elmondhatjuk, hogy a laboratériumunk
eredményei az elmult 6t évet tekintve a nemzetkdzi iroda-
lomban lathaté eredményekkel 6sszhangban allnak. A plaz-
mavizsgalatok egymas utani ismétlése jelentésen nem no-
velia T790M talalati aranyt. Negativ plazmavizsgalat esetén
torekedni kell a rebiopsziara, illetve amennyiben malignus
mellkasi folyadékgylilem formajaban jelent meg a prog-
resszio, ugy a mellkasi folyadék és/vagy az abbdl szarmazo
sejtblokk vizsgalatara.

A J6VO

Az elkovetkez6 években varhatd, hogy ndvekedni fog azon rezisz-
tenciamutaciok szdma, amelyeket terapias célbél vizsgalnunk
kell. Emiatt fontos a monogénes mddszerek mellett a cfDNS
vizsgalatara alkalmas multigénes NGS-alapu vizsgalatok be-
vezetése (22). Intézetliinkben az AmoyDx teszt mellett 2024-ben
bevezettlink egy Uj generacios szekvenalas alapt modszert
a folyadékbiopszidk vizsgalatara (Oncomine Precision Assay,
lon Torrent Genexus szekvenald késziiléken, ThermoFisher),
ami megfelel6 cfDNS-mennyiség esetén 0,1-0,5%-os érzékeny-
séggel képes a T790M mutdcid és tovabbi rezisztenciamutaciok
azonositasara. Ez egy 52 génes panel, ami a teljes nukleinsav
izolalasa utan a mutaciok mellett kopiaszam-eltérések és fu-
ziok azonositasara is alkalmas, igy azon tiidé-adenokarcind-
mas betegeknél, akiknél nincs elérhetd sejt- vagy szovetminta
a primer molekularis vizsgalatra, ezzel a moédszerrel a primer
molekularis patolodgiai vizsgalat is elvégezhetd majd vérbol
a rezisztenciamutaciok azonositasa mellett.

Etikai engedély: Egészségligyi Tudomanyos Tanacs Tudoma-

nyos és Kutatasetikai Bizottsag (ETT TUKEB], engedély szama:
BMEU/15046-1/2024/EKU

MAGYAR ONKOLOGIA 68:334-338, 2024
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