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Tekočinska biopsija – diagnostični in terapevtski pripomoček 
pri zdravljenju nedrobnoceličnega raka pljuč
Liquid biopsy – a diagnostic and therapeutic tool in the treatment of non-small cell 
lung cancer

Maša Majcen,1,2 Aleš Rozman,2,3 Izidor Kern2,3

Izvleček
Rak pljuč je ena najbolj pogostih in smrtonosnih rakavih bolezni na svetu. V zadnjih 10 letih je z odkritjem vodilnih mutacij 
prišlo do velikega napredka pri zdravljenju. Zdravljenje postaja vse bolj prilagojeno bolniku oz. biološkim lastnostim raka, 
proti katerim so usmerjena tarčna onkološka zdravila, ki so bolnikom z napredovalo rakavo boleznijo pomembno podalj-
šala preživetje. Med tarčnim zdravljenjem se v tumorju razvijajo nove genetske spremembe, ki vodijo v odpornost tarč v 
rakavem tkivu, s čimer dolgoročno omejujejo uspešnost zdravljenja. Tekočinska biopsija (angl. liquid biopsy) je metoda, 
ki se je v zadnjih letih uveljavila kot manj invazivni diagnostični postopek, ki omogoča spremljanje odziva na zdravljenje 
in prepoznavanje mehanizmov odpornosti. Pri raku pljuč se najbolj uveljavlja vloga cirkulirajoče tumorske DNK (ctDNK), 
aktivne pa so raziskave tudi drugih bioloških označevalcev. V preglednem članku predstavljamo uporabo tekočinske bi-
opsije pri klinični obravnavi bolnikov z nedrobnoceličnim rakom pljuč, ki se kaže v možnosti zgodnjega odkrivanja raka 
pljuč, identifikaciji vodilnih in odpornih mutacij, potencialni oceni bremena bolezni ter dolgoročnega spremljanja bolnika.

Abstract
Lung cancer is one of the most prevalent cancers and the leading cause of cancer mortality worldwide. The past decade 
has brought important progress in drug treatments by discovering the driver mutations. The evolution of targeted on-
cological treatments directed to the biological properties of lung cancer in the individual patient has led to a significant 
increase in survival. During treatment, new mutations accumulate in the tumour, which prevents the long-term success 
of the therapy. Liquid biopsy is a method that has established itself in recent years as a less invasive diagnostic procedure 
that allows monitoring the response to treatment and identifying the mechanisms of resistance. The circulating tumor 
DNA is the most prevalent biomarker in lung cancer, but research on other biomarkers is also active. In this review article, 
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1 Uvod

V zadnjih letih se je razvoj medicine usmeril k bol-
niku prilagojenemu, t.i. personaliziranemu zdravljenju. 
Gre za individualni pristop pri preprečevanju in zdra-
vljenju bolezni, ki temelji na genetski in molekularni 
raznolikosti ter vplivu okolja na posameznikovo zdra-
vstveno stanje (1). Največji napredek se zaznava prav na 
področju onkologije, ki je v zadnjem desetletju ena naj-
bolj raziskovalno dejavnih vej medicine. Rak je namreč 
genetska bolezen, ki vsebuje za bolnika specifični in uni-
katni profil mutacij. Z razvojem vse bolj občutljivih, spe-
cifičnih ter cenovno dostopnih tehnologij za izoliranje 
in analizo tumorskega dednega materiala, se vloga per-
sonaliziranega zdravljenja vse bolj vključuje v smernice 
onkološkega zdravljenja po vsem svetu. Z odkrivanjem 
mutacij in s tem novih prijemališč za učinkovita tarčna 
zdravila so tudi pri zdravljenju bolnikov z rakom pljuč 
že vidni uspehi personaliziranega pristopa, saj so na ta 
način dosegli podaljšanje preživetja (2).

2 Rak pljuč

Rak pljuč je ena najbolj pogostih in smrtonosnih ra-
kavih bolezni na svetu (3). V Sloveniji je rak pljuč na 3. 
mestu med vrstami raka pri moških in 4. pri ženskah, 
pri čemer delež bolnic z rakom še vedno narašča (4). Po-
membno je čim prej posumiti na možnost pljučnega ra-
ka in začeti diagnostično obravnavo (5). Kljub napredku 
medicine se bolezen v večini primerov odkrije v napre-
dovali fazi, zato je preživetje nizko, možnosti zdravljenja 
s ciljem ozdravitve pa omejene. V zadnjih 10 letih je z 
odkritjem vodilnih mutacij prišlo do velikega napredka 
pri zdravljenju, ki postaja vse bolj prilagojeno bolniku 
oz. biološkim lastnostim bolnikovega rakastega tkiva 
(6,7).

Rak pljuč je heterogena bolezen, ki jo glede na histo-
loško klasifikacijo po Svetovni zdravstveni organizaciji 
delimo na več podvrst (8). Glede na način zdravljenja 
je pomembna predvsem delitev na drobnocelični in 
nedrobnocelični rak pljuč, ki vključuje žlezni in plošča-
tocelični rak pljuč. Zaradi pojava številnih tarčnih 
zdravljenj se ob postavitvi histološke diagnoze žlezne-
ga raka priporoča aktivno in usmerjeno iskanje vodil-
nih mutacij. Pri bolnikih z drobnoceličnim ali plošča-
toceličnim rakom pljuč nimamo specifičnega tarčnega 

we present the use of liquid biopsy in the clinical treatment of patients with non-small cell lung cancer. Its use is increas-
ingly recognized in early detection of lung cancer, identifying resistant mutations, potential assessment of disease burden, 
and longitudinal monitoring.

zdravljenja, zato rutinska identifikacija vodilnih mutacij 
ni smiselna (9).

2.1 Žlezni rak pljuč

Najbolj raziskana in pogosta mutacija pri nedrob-
noceličnem žleznem raku pljuč je mutacija v genu re-
ceptorja za epidermalni rastni faktor (angl. epidermal 
growth factor receptor, EGFR), druge vrste mutacij npr. 
genetske prerazporeditve ALK (angl. anaplastic lympho-
ma kinase), točkovna mutacija V600E v genu BRAF (an-
gl. v-raf murine sarcoma viral oncogene homolog B1), 
genetske prerazporeditve ROS1 (angl. c-ros oncogene 
1), RET (angl. rearranged during transfection), NTRK 
(angl. neurotrophic tyrosine receptor kinase) ter muta-
cija s preskakovanjem v eksonu 14 gena MET so redkejše 
(6,7,10). Tako v Sloveniji danes bolnikom ob postavitvi 
diagnoze žleznega raka pljuč v vzorcu tumorja določa-
mo mutacije EGFR, KRAS (angl. Kirsten rat sarcoma 
viral oncogene homologue) in BRAF ter genske preraz-
poreditve ALK, ROS 1 in NTRK (9). Zaradi usmerjene-
ga tarčnega zdravljenja se je preživetje bolnikov z napre-
dovalo rakavo boleznijo pomembno podaljšalo, prav 
tako pa se je izboljšala tudi kakovost njihovega življenja 
(2). Med tarčnim zdravljenjem se v tumorju razvijajo 
nove genetske spremembe, ki preprečujejo dolgoročno 
uspešnost tega zdravljenja. Po svetu potekajo obsežne 
raziskave za čim bolj natančno, manj invazivno in hitro 
prepoznavanje mehanizmov odpornosti na zdravljenje. 
Omejitev nam predstavlja potreba po ponovnih odvze-
mih vzorcev tumorskega tkiva, kjer si svojo pot utira no-
vejša metoda, t. i. tekočinska biopsija (11).

2.2 Ploščatocelični rak pljuč

Na zahtevo onkologa se testirajo prej naštete mu-
tacije tudi pri izbranih bolnikih s ploščatoceličnim ra-
kom, ki so mlajši in so nekadilci, ter pri drugih redkih 
histoloških tipih nedrobnoceličnih rakov pljuč, saj so te 
prisotne le redko. Praviloma se pri bolnikih s ploščato-
celičnim rakom (ter žleznim rakom z negativnimi testi-
ranimi markerji) zaradi možnosti imunoterapevtskega 
zdravljenja izvede le imunohistokemična določitev sta-
tusa PD-L1 (angl. programmed death-ligand 1) (9).

https://doi.org/10.6016/ZdravVestn.3294
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3 Tekočinska biopsija

3.1 Primerjava tekočinske in tkivne biopsije

Tekoča ali tekočinska biopsija je postopek, pri ka-
terem v odvzetih telesnih tekočinah iščemo znake 
navzočnosti rakave bolezni in molekularne značilnos-
ti tumorskega tkiva (12). Za razliko od tradicionalnih 
odvzemov tkiva s pomočjo bronhoskopskih ali drugih 
minimalno invazivnih postopkov ta veliko manj obre-
menjuje bolnika. Po svetu za analizo uporabljajo različ-
ne vrste telesnih tekočin (npr. plevralna tekočina, urin, 
sputum), najbolj pogosto pa vzorec periferne krvi oz. 
plazme (13-16). Vloga tekočinske biopsije pri zdravlje-
nju rakavih bolezni je predvsem v prepoznavi vodilnih, 
aktivirajočih genetskih mutacij, ki nam omogočajo 
izbirati usmerjeno, t.i. tarčno zdravljenje, spremljanje 
odgovora nanj in uspešnost izbrane terapije ter zgodnje 
odkrivanje ponovitve bolezni (17).

Tkivna biopsija je še vedno zlati standard za postavi-
tev diagnoze rakave bolezni, opredelitev vrste tumorja 
in njegovih značilnosti. Po odvzemih vzorcev tumorske-
ga tkiva ter z njihovo obdelavo so v zadnjih desetletjih 
odkrili vodilne mutacije in razvili tarčno zdravljenje. Z 
odvzemi vzorcev tkiva pred in po pojavu odpornosti 
na tarčno zdravljenje so raziskovalci identificirali me-
hanizme novih, t. i. sekundarnih mutacij. Kljub pred-
nostim, ki jih ponuja tkivna biopsija, gre vendarle za 

invazivno metodo, ki je časovno obremenjujoča, za iz-
vedbo posega in obdelavo vzorcev pa je potrebna izku-
šena ekipa strokovnjakov. Obstaja več kontraindikacij 
za invazivni poseg odvzema vzorca tumorja, kar ome-
juje uporabo metode pri bolniku z napredovalo rakavo 
boleznijo. Pri biopsiji so možni tudi zapleti (18). Ena 
največjih omejitev je časovna ter t. i. intra- in intertu-
morska heterogenost rakavega tkiva. Natančna oprede-
litev mutacij s tkivno biopsijo pogosto sploh ni možna, 
saj se zaradi velike heterogenosti tumorjev dogaja, da 
biopsijski vzorec ne zajame vsega nabora mutacij (19). 
Poleg tega nam tkivna biopsija ne omogoča spremljati 
spreminjanje tumorskega genetskega profila v času in 
morebitnega odkrivanja novih mutacij, ki pomenijo 
večje tveganje za pojav odpornosti na zdravljenje (20).

Tekočinska biopsija kot novejša metoda pa je na dru-
gi strani bolj dostopna, lažje in hitreje izvedljiva, mini-
malno- ali sploh neinvazivna ter manj obremenjujoča 
za bolnika. Metoda je ponovljiva. V primerjavi s tkivno 
biopsijo pa je število zapletov zanemarljivo (18). Možno 
je večkrat odvzeti vzorce, kar nam omogoča takojšnji 
vpogled v spremembo tumorja oz. njegovo longitudi-
nalno spremljanje (21,22). Kljub številnim prednostim, 
ki tekočinsko biopsijo postavljajo ob bok uveljavljeni 
tkivni biopsiji (Tabela 1), pa se uporaba le-te v vsak-
danji praksi uveljavlja počasi predvsem zaradi dilem 
glede zanesljivosti testa za dokaz prisotnosti mutacije 
in trenutnih visokih cen ob uporabi visoko občutljivih 

Legenda: CT – računalniška tomografija (angl. computed tomography).

Tkivna biopsija Tekočinska biopsija

Vrsta vzorca biopsija tumorskega tkiva (bronhoskopska 
biopsija, s CT vodena igelna biopsija, 
kirurška biopsija)

vzorec krvi (redkeje plevralna tekočina, 
slina, urin, ascites, cerebrospinalna 
tekočina)

Invazivnost posega invazivno minimalno invazivno, neinvazivno

Zahtevnost posega zahtevno manj zahtevno

Zapleti redki, lahko življenje ogrožajoči zelo redki, manj nevarni

Zaznavanje heterogenosti tumorja ne da

Obremenitev za bolnika da ne

Longitudinalno spremljanje 
značilnosti tumorja

ne da

Spremljanje odziva na zdravljenja ne da

Občutljivost metode visoka visoka, vendar različna glede na avtorje in 
vrsto uporabljene metode

Tabela 1: Primerjava tkivne in tekočinske biopsije pri raku pljuč (13-26).
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tehnik. Tekočinska biopsija je pri nedrobnoceličnem 
raku pljuč že našla mesto v rutinski klinični praksi. Že 
v mednarodnih priporočilih (23) je tekočinska biopsija 
prva metoda izbire pri iskanju na zdravljenje odporne 
mutacije T790M pri bolniku z EGFR mutiranim rakom 
pljuč, ki se zdravi z zaviralci tirozinske kinaze EGFR. 
Širšo uporabo tekočinske biopsije pri bolnikih z rakom 
pljuč so predstavila zadnja priporočila IASLC (angl. In-
ternational Association for the Study of Lung Cancer) 
(24). Občutljivost in specifičnost testa je nedvomno 
odvisna tako od velikosti tumorske mase, prisotnosti 
metastaz in vrste metode, ki jo uporabimo za dokaz oz. 
določanje mutacije (25,26).

4 Vrste tekočinskih biopsij

Tekočinska biopsija temelji na spoznanju, da so ra-
kave celice, prisotne v krvnem obtoku, identične pri-
marnemu rakavemu tkivu, kar je prvi dokazal avstral-
ski znanstvenik Thomas R. Ashworth davnega leta 1869 
(27). Ocenjuje se, da se v obtok dnevno sprosti na tisoče 
celic, ki imajo povprečno razpolovno dobo 1–2,5 uri. 
Že leta 1948 sta raziskovalca Mandel in Metais opisala 
prosto cirkulirajoče fragmente DNK (cfDNK) v plazmi, 
a so povezavo med koncentracijo cfDNK in bolezen-
skimi stanji dokazali šele več let kasneje (28). cfDNK je 
celokupna prosto cirkulirajoča DNK, ki izvira iz vseh 
celic v organizmu, tj. zdravih in bolezensko spremenje-
nih. Z izpopolnitvijo tehnologij za izoliranje dednega 
materiala je danes na voljo zaznavanje in spremljanje 
različnih vrst mutacij, ki služijo kot specifični biolo-
ški označevalci za prisotnost rakavega tkiva v krvnem 
obtoku.

4.1 Molekularne tehnologije

Pri tekočinski biopsiji se uporablja več vrst moleku-
larnih tehnologij, ki jih po načinu pristopa grobo raz-
delimo na dve skupini. Prva, tarčna skupina,  predsta-
vlja hitro, cenovno bolj dostopno, visoko občutljivo in 
specifično tehniko, ki lahko prepozna že majhno število 
predvsem točkovnih mutacij v enem genu. V to skupi-
no uvrščamo metode, ki temeljijo na uporabi verižne 
reakcije s polimerazo (angl. polymerase chain reaction, 
PCR). So ozko usmerjene metode, zato pred upora-
bo potrebujemo predhodni podatek o tipu tumorja in 
vrsti mutacije. V drugo skupino spadajo visoko zmo-
gljivostne metode, ki identificirajo mutacije v več ge-
nih (metode sekvenciranja nove generacije, angl. next-
-generation sequencing, NGS). Ker so usmerjene na 
identificiranje večjega dela genoma, lahko identificirajo 

tako specifične kot nespecifične mutacije, prehodna 
informacija o tipu in vrsti tumorja pred preiskavo pa 
ni potrebna. Njihova največja omejitev je visoka cena, 
daljši čas izvedbe, zahtevnejša tehnologija in analiza 
(23,29). Po podatkih iz literature je občutljivost metod 
dokaza ctDNK z uporabo NGS med 75 % in 90 % z vi-
soko konkordanco s tkivnimi metodami (30).

4.2 Vrste bioloških označevalcev

Tekočinska biopsija vključuje različne metode iska-
nja cirkulirajočih označevalcev. S kliničnega vidika so 
med temi označevalci prav plazemsko prosto DNK, ka-
tere komponenta je tumorska DNK, daleč najbolj širo-
ko raziskovali in uporabljali za genotipizacijo solidnih 
vrst raka, tudi raka pljuč (predvsem nedrobnocelične-
ga raka pljuč), pri katerem je že vključena v rutinsko 
obravnavo bolnikov (24). Obstaja še več drugih bio-
loških označevalcev. Njihova klinična uporaba pa je 
pri pljučnem raku redkejša ter se trenutno omejuje na 
raziskovanje.

4.2.1 Cirkulirajoča tumorska DNK

Cirkulirajoča tumorska DNK (ctDNK) je podvrsta 
cfDNK, ki se izloča iz tumorskih celic in vsebuje zapis 
zunajcelične tumorske DNK (dvovijačna ali mitohod-
rijska). Predstavlja le del celokupne prosto cirkulirajoče 
cfDNK, ki izvira tudi iz netumorskih celic. Najdemo jo 
v telesnih tekočinah (najpogosteje v krvi), v katere se 
sprošča preko različnih mehanizmov, kot so nekroza, 
apoptoza, aktivna sekrecija ali senescenca tumorskih 
celic (31). Koncentracija ctDNK v telesnih tekočinah 
ni stalna. Njena količina je odvisna od več dejavnikov, 
najbolj pa od obsežnosti tumorja. Razpolovna doba 
ctDNK je kratka (od nekaj minut do 2 uri), zato omogo-
ča spremljanje trenutnega stanja tumorja. Kljub vsemu 
pa je žal njihova koncentracija nizka, zato je za identi-
ficiranje ctDNK potrebna visoko občutljiva, napredna 
izolacijska in detekcijska molekularna tehnologija (32).

Dodatna ovira ob odvzemu vzorca periferne krvi 
za analizo je cfDNK nerakavega porekla, ki se izloča iz 
belih krvnih celic. Ta razredči prisotne ctDNK, kar še 
dodatno zmanjša občutljivost metode. V praksi to re-
šujemo s prilagojenimi epruvetami za odvzem vzorca 
in s čimprejšnjim centrifugiranjem vzorca po odvzemu 
(33). Poleg lažno negativnih izvidov lahko beležimo tu-
di lažno pozitivne izvide tekočinske biopsije s ctDNK. 
Pri zdravih preiskovancih lahko iz hematopoetskih 
celic s procesom klonske hematopoeze nastanejo s tu-
morjem nepovezane somatske mutacije, ki otežujejo 
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interpretiranje rezultatov tekočinske biopsije. Te muta-
cije največkrat izhajajo iz genov, povezanih s hemato-
loškimi malignimi boleznimi, manj pogosto pa s tem 
procesom lahko nastanejo tudi mutacije, ki jih povezu-
jemo z rakom pljuč, npr. mutacije KRAS. Pri bolnikih, 
pri katerih opravimo tekočinsko biopsijo zaradi suma 
na raka pljuč, lahko tako dokažemo mutacijo KRAS 
kljub odsotnosti pljučnega raka (34,35). Nekatere spe-
cifične tumorske mutacije, npr. EGRF in BRAF, nima-
jo hematopoetskega izvora, zato pri njih zaznava lažne 
mutacije zaradi klonske hematopoeze ni možna.

Kljub odličnim obetom bo pred pričakovano širšo 
klinično uporabo ctDNK v onkologiji nasploh, za vero-
dostojnost rezultatov potrebna natančna standardizaci-
ja celotnega postopka od odvzema vzorca do končne iz-
vedbe analize (12). V strokovni literaturi se trenutno za 
uvedbo ctDNK v klinično okolje pojavljajo raziskave, 
ki uporabljajo usmerjene, tudi cenovno bolj dostopne 
metode PCR. Zaradi vse boljše občutljivosti in cenovno 
dostopnejših metod NGS pa se v prihodnosti pričakuje 
širitev uporabe teh metod tudi v klinično prakso.

4.2.2 Cirkulirajoče tumorske celice

Cirkulirajoče tumorske celice so posamezne tu-
morske celice, ki zapustijo svoje izvorno mesto nastan-
ka (primarni tumor ali metastaza). Po telesu potujejo 
na oddaljena mesta po krvnem obtoku (36). Kri je zato 
primeren vzorec za njihovo identificiranje, diagnostici-
ranje raka in spremljanje rakave bolezni. CTC že igrajo 
pomembno vlogo pri diagnosticiranju metastatskega 
raka dojke, prostate in debelega črevesa, njihova možna 
vloga pa se nakazuje tudi pri zdravljenju raka pljuč (37-
39). Podobno kot pri ctDNK je njihova koncentracija v 
krvi žal nizka (0,1–10 CTC/ml polne krvi) in razpolov-
na doba kratka (1–2,4 ure). Za odkrivanje je potrebna 
visoko občutljiva tehnologija, ki na podlagi njihovih 
fizikalnih, morfoloških in bioloških značilnosti razloči 
CTC od ostalih celic, prisotnih v obtoku (40).

4.2.3 Drugi biološki označevalci

Obstaja še več vrst bioloških označevalcev, trenu-
tno pa se uporabljajo pri pljučnem raku v primerjavi s 
ctDNK zaenkrat le v raziskovalne namene. Zaradi ob-
sežnih raziskav o njihovi možni uporabi in že nakazane 
pomembne vloge pri zdravljenju raka pljuč v priho-
dnosti jih v članku le omenjamo. Ker v trenutni klinič-
ni praksi nimajo še svoje vloge, podrobna predstavitev 
presega vsebinski okvir članka. 

V raziskovalne namene se uporabljajo raznovrstni 

biološki označevalci, katerih vloga se nakazuje v razvo-
ju rakavega tkiva. Eksomi so majhni, 30–100 nm ve-
liki vezikli, obdani s celično membrano, ki nastanejo 
z endocitozo ali sekrecijo iz celic. Vsebujejo proteine 
in nukleinske kisline, ki jih lahko prenašajo med celi-
cami. Zaradi svoje lipidne membrane so zaščiteni pred 
razgradnjo, lahko prehajajo preko membrane in so dlje 
prisotni v krvnem obtoku. Igrajo veliko različnih vlog v 
razvoju raka, saj sodelujejo v kancerogenezi, nastanku 
metastaz in prenosu onkogenih dejavnikov med celica-
mi. Omenja se tudi uporaba TEP (angl. tumor educated 
platelets), s tumorjem povezanih protiteles (angl. tu-
mor-associated autoantibodies, TAAb) ter mikroRNK 
(36,41).

5 Uporaba tekočinske biopsije pri bolnikih 
z rakom pljuč v klinični praksi

Tekočinska biopsija si je pri bolnikih z rakom pljuč 
utrla pot v klinično prakso. Z odkritjem kritičnih mole-
kularnih in celičnih mehanizmov razvoja raka pljuč ter 
pojavom novejšega tarčnega zdravljenja so se izrazito 
razvile in začele uporabljati nove tehnologije predvsem 
pri zdravljenju nedrobnoceličnega raka pljuč.  Tekočin-
ska biopsija se je uveljavila kot metoda za prepoznava-
nje specifičnih mutacij EGFR pri bolnikih, pri katerih 
se pojavi odpornost na tarčno zdravljenje. Zaradi kli-
nične in cenovne dostopnosti je trenutno najbolj razšir-
jena uporaba dokazovanje ctDNK z metodo PCR, zato 
se v nadaljevanju osredinjamo predvsem na uporabo 
le-te. Pomembno pa je poudariti, da v zadnjih letih 
hitro narašča število znanstvenih objav, ki raziskujejo 
uporabo metode pri drugih onkoloških bolnikih, ne sa-
mo bolnikih z rakom pljuč (Slika 1). Pričakujemo, da 
bo v naslednjih letih področje uporabe tekočinske bio-
psije strokovno in tehnološko napredovalo, predvsem z 
razširitvijo uporabe metode NGS.

5.1 Zgodnje odkrivanje raka pljuč

Tekočinska biopsija je zaradi svoje neinvazivnosti in 
potencialne nizke cene pokazala svoj potencial za upo-
rabo pri presejalnem testiranju in zgodnjem odkrivanju 
raka pljuč. Trenutno je edina priznana in priporočena 
metoda za presejalno testiranje pljučnega raka uporaba 
nizkodozne računalniške tomografije (angl. computed 
tomography, CT) s potrditveno tkivno biopsijo. Zaradi 
nizke občutljivosti in specifičnosti za zgodnje odkriva-
nje rakavih sprememb se v literaturi pojavljajo ideje o 
izboljšanju presejalnega testiranja s kombinacijo CT 
slikanja in krvnega testa – tekočinsko biopsijo (42). Po 
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podatkih iz raziskave TRACERx naj bi bila ctDNK za-
radi zgodnjih genomskih in kemičnih sprememb pri-
sotna v krvnem obtoku že 6–12 mesecev pred prvimi 
slikovnimi znaki raka pljuč, koncentracija cfDNK pa 
je pri rakavih bolnikih višja v primerjavi s kontrolnimi 
zdravimi osebami in z bolniki z benignimi spremem-
bami na pljučih (43,44). Številne študije se v zadnjih 
letih ukvarjajo s pridobitvijo najugodnejših bioloških 
označevalcev za uporabo v presejalnem testiranju,  npr. 
ctDNK, CTC, mikroRNK, eksomi, proteini itd. (45-47). 
Ena prvih študij z izoliranjem celic CTC pri bolnikih s 
kronično obstruktivno boleznijo pljuč, ki predstavljajo 
skupino z višjim tveganjem za razvoj raka pljuč iz leta 
2014, je kot prva prikazala obetavne rezultate za od-
krivanje bolnikov z visokim tveganjem za razvoj raka 
pljuč ob normalnem izvidu CT preiskave (48). Neka-
tere podobne nadaljnje raziskave niso uspele dokazati 
podobne statistične zanesljivosti za napoved tveganja 
za razvoj raka pljuč (49,50). Trenutno je uporaba kom-
binacije nizkodozne CT preiskave in tekočinske bio-
psije s CTC in/ali ctDNK celic vroča raziskovalna te-
ma za zgodnje odkrivanje raka pljuč (raziskava Spira's 
group, raziskava Lecia in sodelavci idr.) (51). Nedavna 

večja študija Chen in sodelavcev, ki je vključila več kot 
120.000 zdravih posameznikov brez simptomov, je po-
udarila možnost zgodnjega odkrivanja več specifičnih 
metilacij ctDNK v 477 regijah, ki so glede na raziskave 
lahko specifične za določene solidne tumorje, vključno 
z rakom pljuč. Poročali so o pravilnem prepoznavanju 
88 % solidnih vrst raka (vključno z rakom pljuč), ki so 
bili dokazani v naslednjih 4 letih in 95-odstotni speci-
fičnosti za prepoznavanje vrste raka (52). Kljub visokim 
pričakovanjem pa se pri uporabi ctDNK kot biološkega 
označevalca pojavlja težava zaradi prenizke frekvence 
mutiranih alelov ob zgodnjih, ozdravljivih oblikah raka 
pljuč, saj določitev slednjih presega občutljivost metod, 
ki so trenutno dostopne na trgu (53).

Danes se tekočinska biopsija kot presejalna metoda 
še ne zdi smiselna s stališča organizacijskega in cenov-
nega vidika. Dodatna težava so tudi lažno negativni te-
sti, zato bi bilo zaenkrat smiselno preiskavo uvesti le pri 
bolnikih z dejavniki tveganja za razvoj raka pljuč. Gle-
de na obsežen razvoj tekočinske biopsije pa se v priho-
dnosti pričakuje, da bo metoda pomenila nov pristop k 
obvladovanju bolezni.

Slika 1: Grafični prikaz časovne razporeditve rezultatov iskanja v digitalni zbirki PubMed do leta 2021. Uporabljene ključne 
besede poizvedbe so bile »lung cancer« in »liquid biopsy« s sopomenkami.
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5.2 Identificiranje mutacij in odpornosti na 
zdravljenje

V procesu razvoja raka pljuč so prepoznali več raz-
ličnih vrst mutacij, ki sodelujejo pri njegovem nastan-
ku. Identificiranje mutacij v rakavih celicah je ključno 
za izbor ustreznega in učinkovitega tarčnega zdravlje-
nja. Glede na priporočila evropskih in ameriških stro-
kovnih smernic se mora zdravljenje usmeriti glede na 
ugotovljeni mehanizem odpornosti, pred uvedbo prve-
ga reda terapije pa je danes še vedno na mestu tkivna 
biopsija (54,55). Pomembno je prepoznavati pred-
vsem tiste mutacije, za katere imamo na voljo tarčno 
zdravljenje. Največjo omejitev pri uporabi tarčne tera-
pije pa so sekundarne mutacije ob pojavu odpornosti 
na primarno zdravljenje, ki terjajo ponovno biopsijo  za 
zamenjavo zdravljenja. Glede na podatke Nosakija in 
sodelavcev je ponovna biopsija pljučnega tumorja ne-
izvedljiva pri kar 20 % bolnikov z razvito odpornostjo, 
mnoge študije pa poročajo tudi o nezadostnih ali ne-
povednih vzorcih odvzetega tumorskega tkiva (56,57).

Glede na ugodne rezultate študij in omenjenih te-
žav s ponovnimi tkivnimi biopsijami ob pojavu odpor-
nosti je Evropska agencija za zdravila (angl. European 
Medicine Agency, EMA) leta 2015 kot prva izdala do-
voljenje za uporabo plazemske ctDNK pri raku pljuč, 
leto kasneje je dovoljenje izdala še FDA (angl. US Food 
and Drug Administration) (58,59). Uporaba je trenu-
tno dovoljena za določitev statusa EGFR pri bolnikih 
z novoodkritim nedrobnoceličnim rakom pljuč brez 
možnosti tkivne biopsije ali ob pojavu odpornosti med 
zdravljenjem s primarno ali sekundarno generacijo ti-
rozin-kinaznih inhibitorjev (TKI) za odkrivanje točk-
ovne mutacije v eksonu 20 T790M. Ta je najpogostejša 
na zdravljenje odporna mutacija (dokazana pri približ-
no 50 % bolnikov) in je indikacija za zdravljenje s tre-
tjo generacijo TKI. Za odkrivanje je dovoljena uporaba 
dveh standardiziranih, visoko občutljivih in specifičnih 
mutacijskih testov (Cobas EGFR mutations Test v2, 
Roche; Therascreen, Qiagen), ki temeljita na uporabi 
qPCR (20,60-62).

Glede na podatke raziskave AURA pa je potrebna 
previdnost pri interpretiranju rezultatov prisotno-
sti mutacije T790M (63). V raziskavi so ugotavljali 
neskladnost med prisotnostjo mutacije v tkivnem in 
tekočinskem vzorcu kot posledico heterogene distri-
bucije mutacije v rakavem tkivu. Ob pozitivnem izvi-
du (tj. dokazani rezistenčni mutaciji) pa je zamenjava 
vrste zdravljenja na mestu. Poleg tega je zaradi nizke 
občutljivosti metode pri interpretiranju potrebno upo-
števati možnost lažno negativnih rezultatov, zato se ob 

negativnem rezultatu priporoča ponovni odvzem vzor-
ca (64-66).

V primeru EGFR neodvisnih mutacij rakave celice 
s pridobitvijo novih mutacij, npr. KRAS, HER2, MET, 
PI3KCA ipd., pridobijo EGFR neodvisno alternativno 
pot preživetja in pomnoževanja rakave celice. Redko 
pri bolnikih beležimo transformiranje iz nedrobnoce-
ličnega v drobnocelični rak pljuč.  S širjenjem upora-
be naprednih tehnologij v vsakdanjo klinično rabo se 
vse bolj uveljavlja analiza ctDNK z NGS, s katero lahko 
prepoznamo širši spekter mutacij rakave celice. Od iz-
daje zadnjih priporočil IASLC se pojavljajo številne do-
datne raziskave, ki podpirajo uporabo širokospekterne 
analize NGS (24). Z njo lahko dokazujemo prisotnost 
drugih pomembnih mutacij, za katere imamo na voljo 
tarčna zdravljenja, npr. genske prerazporeditve ALK 
(67), ROS 1 (68), BRAF mutacije (69), itd. Strokovna 
skupina ESMO je leta 2020 že svetovala uporabo NGS 
tudi za odkrivanje alteracij mutacij (EGFR, ALK ipd.) 
pri razširjenem raku pljuč v redni klinični praksi (70).  
Konec leta 2020 je FDA kot prva izdala dovoljenje za 
dva komercialna testa NGS (Guardant360, Foundatio-
nOne Liquid CDx) (24).

Zaenkrat je uporaba NGS v svetu v primerjavi z me-
todami PCR še vedno omejena. Vendar pa se bo ned-
vomno njena vloga v prihodnosti z nižanjem cene in 
boljšo dostopnostjo močno povečala. Kljub vse večji 
vlogi tekočinske biopsije v primerjavi s tkivno biopsijo 
pa je potrebno upoštevati, da analiza ctDNK ne odkri-
je nastanka nekaterih drugih mehanizmov odpornosti, 
npr. histološke transformacije rakavega tkiva (71).

5.3 Ocena bremena bolezni in dolgoročno 
spremljanje odziva na zdravljenje

S tekočinsko biopsijo bi lahko zgodaj ugotavljali 
prisotnost primernega odziva na prejeto zdravljenje 
oz. pojav napredovanja bolezni in oceno bolnikovega 
preživetja. V literaturi se pojavljajo študije, ki preuču-
jejo tekočinsko biopsijo kot metodo za kvantitativno in 
kvalitativno spremljanje tumorskega bremena in mo-
lekularnega profila. Koncentracija ctDNK v plazmi se 
spreminja in je odvisna od vrste rakavega tkiva, lokaci-
je, velikosti in prekrvljenosti tumorja, zato je smiselno 
spremljati predvsem trend, ne pa absolutne koncentra-
cije (72). Zaradi te variabilnosti lahko najdemo različne 
koncentracije ctDNK pri bolnikih z enakim tipom tu-
morja in enakim stadijem bolezni. Kljub variabilnosti 
so v eni večjih multicentričnih prospektivnih kohortnih 
študij na Kitajskem iz leta 2020 poročali o pomembno 
krajšem preživetju bolnikov z nedrobnoceličnim rakom 
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pljuč pri bolnikih, ki imajo višjo koncentracijo ctDNK 
in mutacije pred pričetkom zdravljenja (73,74). To po-
vezujejo z večjim izhodnim bremenom bolezni. Vendar 
pa na drugi strani v literaturi najdemo več podatkov, 
da bazalne ravni ctDNK ne napovedujejo odziva na 
zdravljenje (75).

Ob uvedbi novega zdravila bi s pomočjo večkratnih 
odvzemov krvi lahko spremljali odziv na zdravljenje in 
spremljali hitrost upada ravni ctDNK za oceno učinko-
vitosti zdravljenja. Lee in sodelavci so v svoji raziskavi 
iz leta 2016 z rednimi odvzemi plazme spremljali priso-
tnost mutacije EGFR pri bolnikih od uvedbe zdravljenja 
s EGFR TKI in to primerjali s kliničnim odgovorom. 
Ugotovili so statistično pomembno razliko v mediani 
preživetja brez napredovanja bolezni pri bolnikih, pri 
katerih po zdravljenju z EGFR TKI niso zaznali ravni 
mutacije EGFR v primerjavi s tistimi, pri katerih se je ta 
raven ponovno pojavila v 2 mesecih od začetka zdravlje-
nja (10,1 oz. 6,3 meseca, P=0,006) (76). Tudi Song in so-
delavci so ugotavljali daljši čas do napredovanja bolezni 
in preživetje pri bolnikih z večjim očistkom ctDNK, ne 
glede na vrsto in režim prejete terapije.

Poleg ocenjevanja učinkovitosti vrste zdravljenja bi 
bilo s spremljanjem ravni mutacij možno tudi zgodaj 
zaznati pojav odpornosti na zdravljenje (24). V sloven-
ski raziskavi med letoma 2014 in 2017 so Kern in so-
delavci preučevali raven mutacij EGFR pri bolnikih z 
nedrobnoceličnim rakom pljuč, ki so se zdravili s prvo 
generacijo EGFR TKI in spremembe ravni primerjali s 
kliničnimi in slikovnodiagnostičnimi znaki za napre-
dovanje bolezni. Sledenje bolnikov s slikovnimi pre-
iskavami so opravili po prvih 8 tednih zdravljenja in 
nato vsakih 16 tednov oz. prej, če so ugotavljali znake 
napredovanja bolezni. Vzorce krvi za testiranje EGFR 
mutacij v periferni krvi so odvzeli ob vsakem kontrol-
nem pregledu ter jih obdelali s standardizirano preiska-
vo Cobas EGFR, ki temelji na uporabi qPCR. Pri 12 od 
35 bolnikov so ugotavljali pojav povečanja ravni mu-
tacij EGRF v povprečju 10 tednov pred kliničnimi in 

slikovnimi znaki za napredovanje bolezni (77).
Glede na nedavne podatke je hitrost odziva na pre-

jeto zdravljenje možni označevalec dolgoročne uspeš-
nosti zdravljenja in posredno vpliva na boljši izid bo-
lezni. V nedavni italijanski študiji so poročali o slabšem 
izidu pri bolnikih s prisotno mutacijo KRAS pri bolni-
kih, ki so vzdrževali visoko raven ctDNK v plazmi 3–4 
tedne po uvedbi terapije. V primeru dviga ravni ctDNK 
pa so poročali kar o 7-krat višjih obetih za napredo-
vanje bolezni (78). Z identificiranjem teh bolnikov bi 
tem lahko omogočili hitrejšo zamenjavo zdravljenja 
z bolj ustreznim ter učinkovitim (npr. imunoterapija, 
kemoterapija).

6 Zaključek

Tekočinska biopsija je metoda, ki počasi že zaseda 
pomembno mesto pri diagnosticiranju in spremljanju 
odziva na zdravljenje raka pljuč. Čeprav je trenutno nje-
na vloga pri zdravljenju raka pljuč še omejena, posto-
pno pridobiva prostor v svetovnih smernicah (55,56). 
Trenutno se ctDNK v klinični praksi že uporablja pri 
bolnikih z nedrobnoceličnim rakom pljuč za primar-
no odkrivanje vodilnih mutacij (predvsem EGFR) in 
mehanizmov odpornosti med tarčnim zdravljenjem. 
Metoda veliko obeta tudi pri zgodnjem odkrivanju 
raka  in pri spremljanju odziva na zdravljenje (24,55). 
Zaradi vse boljše občutljivosti in cenovno dostopnej-
ših metod se pričakuje razširitev uporabe molekularne 
metode NGS v klinično prakso, velik potencial v razi-
skavah pa kažejo tudi druge vrste bioloških označeval-
cev (24). Potrebne so nadaljnje tehnološke izboljšave in 
raziskave, ki bodo izboljšale zanesljivost in uporabnost 
metode v redni klinični praksi, predvsem pa je bistvena 
standardizacija celotnega postopka – od odvzema vzor-
ca do poročanja o rezultatih in njihovem vrednotenju.
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