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Souhrn

nécnych plicnich karcinomt (NSCLC) vyuZiva b&Znych platinovych derivéti v kombinaci s dal§imi cytostatiky.
Nové moZnosti pacientim nabizi 1é¢ba s pouZitim nizkomolekulédrnich inhibitord hyperaktivovaného tyrozinki-
nazového receptoru pro epidermdlni rastovy faktor (Egfrl). Ke zvySené aktivaci Egfrl dochdzi patologickym
nariistem exprese egfrl, na které se podili amplifikace genu egfr! v genomu nddorové buiiky. Rovnéz aktivujici
jsou mutace tyrozinkinazové domény egfr! (exon 18 - 21), které zapficinuji spusténi signalni transdukce bez vaz-
by ligandu k vazebné doméné receptoru. Pfi volbé vhodné terapie napomahaji vySetfeni Egfrl na molekuldrni
urovni. Zatim nevyfeSenym problémem vSak zlstava otdzka Castych rezistenci k tomuto druhu cilené 1é¢by. Jed-
nd se o nedostatecnou primarni odpovéd na plisobeni inhibitord (napf. pii mutaci genu k-ras). Rezistence se vSak
muZe rozvinout i diky pfidruZzenym genetickym zméndm v pribéhu aspésné terapie.

Klicova slova: EGFR1, bodové mutace, nizkomelekularni inhibitory tyrozinkinaz, gefitinib, erlotinib, nemalo-
bulnééné plicni karcinomy, k-ras

Summary

Lung cancer is the leading cause of cancer deaths worldwide. Standard therapy of non-small cell lung cancer
(NSCLC) includes platinum-based chemotherapy in combination with other anticancer drugs. Novel effective
agents recently introduced into clinics are small molecule tyrosine kinase inhibitors of the epidermal growth fac-
tor receptor (Egfrl). Egfrl is frequently constitutively activated in majority of human cancers. Up-regulation of
the Egfrl signaling is associated with overexpression of egfr/, which may be due to amplification of egfr] gene
in the tumors cells. Likewise, somatic mutations in the kinase domain of egfr/ (exons 18-21) result in ligand-inde-
pendent transduction, particularly in NSCLCs. Molecular analysis of Egfr1 status is useful indicator for predicti-
on of tumor sensitivity or resistance to Egfr1 tailored therapy. The limitations of the targeted therapy are the int-
rinsic resistance (frequently due to k-ras mutations) and induction of drug resistance during therapy associated
with secondary (epi)genetic alterations.
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Uvod:

U bunék fady solidnich nddort epitelidlniho ptivodu byla
popsdna zvySend aktivace receptoru pro epidermdlni
ristovy faktor (EGFR1, ErbB/Her-1). Ten se ukazuje jako
vhodna molekula k cilenému 1écebnému ovlivnéni raz-
nymi typy inhibitori. V prvé fad€ se jednd o inhibitory
vysokomolekuldrniho charakteru - protilatky (pf. Cetu-
ximab) zaméfené proti extracelularni doméné receptoru,
uzivané predevSim pfi 1é¢bé kolorektdlniho karcinomu.
(1) Druhou skupinou preparat jsou nizkomolekuldrni
inhibitory (pf. Iressa, Tarceva) pronikajici pfes cytoplaz-

matickou membrénu a ovliviiujici aktivitu receptoru vaz-
bou na jeho intraceluldrni ¢ast, obvykle do ATP vazeb-
ného mista.

Protein Egfr1 patii do spolecné rodiny s ErbB2 (Her2/neu),
ErbB3 a ErbB4. Po navazani ptisluSného ligandu na vazeb-
né misto v extracelularni ¢asti receptoru dochdzi k dime-
rizaci a nasledné fosforylaci proteinu, kterd nastartuje pfe-
nosovou kaskadu uvnitf buniky. Aktivovany protein Egfrl
je zapojen do signélnich drah (obr. 1) ovliviiujicich pfe-
Zivani (PI3K/AKT, STAT drédha) a proliferaci nddorovych
bunék (MAPK draha). (2)
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Obr. 1: Signalni transdukce proteinu Egfrl. Egfr1 je zahrnut pie-
devsim do signdlni drdhy AKT a STAT, kterd vede k expresi gent
ovliviiujicich pfeZivani bunék, a do signdlni drahy MAPK, ktera
zajistuje expresi genti zodpovédnych za proliferaci bunék.

ErbB rodina receptori a jejich ligandi

Protein Egfrl je membranovy receptor s tyrozinkindzovou
aktivitou. Jeho strukturu tvoii glykozylovana extraceluldrni
ligand- vazebnd doména, jednoduchd hydrofobni transmem-
barnova oblast a intraceludrni ¢ast s tyrozinkindzovou aktivi-
tou. Podobnou strukturu maji v§echny ¢Etyfi receptory z ErbB
rodiny. Pro v8echny jsou charakteristické vysoce homologni
kindzové domény, k odli§nostem dochézi v extracelularnim
regionu a na COOH konci. Tyto receptory jsou Siroce expri-
mované ve vSech tkdnich, kde maji dtleZitou tlohu pfi regu-
laci fady funkci zahrnujici mitogenezu, diferenciaci a bunéc-
né prezivani. Né&kolik rGznych ligandi a rozdilné
mezireceptorové proteinové interakce prispivaji k rozmanité
bunécné signalizaci ErbB rodiny (tab. 1). (3)

Tabulka ¢. 1: Riznorodost buné¢né signalizace ErbB rodiny sesta-
véa z velké variability na nékolika Grovnich. Doposud bylo popsé-
no 12 rozdilnych ligandi, které interaguji s vazebnou doménou
jednotlivych receptorl. Pouze v ptipadé receptoru Her2/neu nebyl
zatim identifikovan Zadny ligand. Naopak u receptoru ErbB3 neby-
la popsédna naristajici tyrozinkindzova aktivita po aktivaci ligan-
dem. V tabulce jsou dile zaznamenany receptorové dimery, které
vznikaji po vazbé ligandu. U receptoru Her2/neu byla prokdzana
pouze homodimerizace receptort.

ErbB receptory
Egfrl Her2/neu ErbB3 ErbB4
(Her1, ErbB1) (ErbB2) (Her3) (Her4)
Ligandy EGF Hereguliny/ NRG1,2,34
TGFa Neureguliny Hereguliny/
Amphiregulin NRG1,2 Neureguliny
Heparin-binding EGF Heparin-binding EGF
B-cellulin B-cellulin
Epiregulin Epiregulin
Fosforylace
tyrozinovych zhytki + + - +
homo- :Egftl homo- : ErbB2 | homo- : ErbB3 homo- :ErbB4
Partner pro hetero-:  ErbB2 hetero-:-  [hetero-: ErbB2 | hetero-: ErbB2
tvorbu dimeru ErbB3
ErbB4

s Xz

Po navazani ligandu na extraceluldrni ¢4st receptoru dochizi
ke zméné konformace receptoru, ktera se projevi dimerizaci.
Takto aktivovany receptor kazdého monomeru asociovany
v dimeru pak fosforyluje na tyrozinovych zbytcich svého
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monomerniho partnera. Pfi interakcich receptord vznikaji bud
homodimery vSech ¢lenti rodiny nebo 5 rozdilnych heterodi-
merd. Zatim bylo popsano asi 12 rliznych ligand pro ErbB
receptory. Ligandy z EGF rodiny obsahuji EGF-like doménu
a tfi disulfidické mastky v intramolekulérni smycce. Jsou expri-
movény v podobé membrinovych proteinil s extraceluldrni
doménou. Jejich koncentrace v mezibunééném prostoru je
regulovéna proteolyticky, kdy je produkovén rastovy faktor
(GF) o délce 49-85 aminokyselin. (4)

Patologicka aktivita Egfr1 v nadorovych bunkach
ZvySena exprese Egfrl a jeho ligandt (pfedevs§im TGF-a)
muZe byt detekovana jiZ v premalignich 1ézich, kde zapfici-
fuji autokrinni signalizaci ¢asného stddia formovéni nadoru.
Namechanismu zvysené exprese Egfr1 se spolupodili jak nari-
stajici transkripCni aktivita, tak amplifikace genu. (5) Podob-
né dalsi zastupce ErbB rodiny je moZné detekovat v prema-
lignich 1ézich, kde se rovnéZ uplatiiuji v procesu karcinogenze.
Typickym piikladem je vysokd exprese Her2/neu, kterd byva
spole¢né detekovana s amplifikaci genu Her2/neu u karcino-
mu prsu. Ob¢ vySetieni jsou dnes jiZ rutinné provadény pred
cilenou 1é¢bou trastuzumabem (Herceptin) - protilidtkou zamé-
fenou proti Her2/neu. (6)

Tabulka ¢. 2: Frekvence Egfrl exprese v lidskych nadorech —
volné upraveno z prace Grandis et Sok (2004).

Lokalizace % tumoru .

L Studie
tumoru exprimujicich Egfrl
Hlava a krk 80-100 Salomon, 1995; Rubin Grandis e al., 1996
Prsa 14-91 Klijn et al., 1992; Bucci et al., 1997
Ledviny 50-90 Salomon, 1995; Yoshida et al., 1997
Plice 40-80 Salomon, 1995; Fujino et al., 1996
Tlusté stfevo 25-71 Salomon, 1995; Messa et al., 1998
Oviria 35-70 Salomon, 1995; Bartlett et al., 1996
Prostata 39-47 Visakorpi et al., 1992
Gliomy 40-63 Ekstrand et al., 1991; Salomon, 1995
Pankreas 30-50 Salomon, 1995; Uegaki et al., 1997
Mocovy méchyt 31-48 Salomon, 1995; Chow et al., 1997

Overexpresi Egfrl je moZné prokézat u celé skupiny epiteli-
dlnich malignit, které zahrnuji karcinomy prsu, plic, mocové-
ho méchyfte, vajecnikd, prostaty, hlavy a krku (tab. 2). Proce-
sy vedouci ke zvySené expresi Egfrl souvisi s jeho
patologickou aktivaci. Vedle overexprese Egfrl maji aktivu-
jici charakter rovnéZ mutace pfitomné v tyrozinkindzové domé-
né receptoru (obr. 2). Této oblasti proteinu odpovidaji exony
18 - 24 genu egfrl. (7)
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Obr. 2: Mutace tyrozinkindzové domény Egfrl. VSechny popi-
sované mutace vedou ke zvySeni aktivity proteinu Egfrl a umoz-
fuji vazbu nizkomolekuldrnich inhibitort. Pouze mutace T790M
v exonu 20 vazbu inhibitorti znemoZiluje a vede k rezistenci na
tento zplisob 1é¢by.



Prevazna vétsina aktivujicich mutaci je pfitomna v exonu 19
aexonu 21 genu egfr/ (tyto mutace zaujimaji vice jak 90% vSech
popsanych mutaci). V piipadé exonu 19 se jedna o mutace typu
deleci nejméné 3 nukleotidd, nezptsobuji tedy posun ve Ctecim
ramci. NejbézZnéji deletované jsou aminokyseliny 746-750 (jsou
to aminokyseliny ELREA). V exonu 21 je nejcastéji popisova-
na bodova mutace 858. aminokyseliny, kterd znamena ziménu
leucinu (aminokyselina s neurdlnim charakterem) za arginin
(aminokyselina s bazickymi vlastnostmi). V ostatnich exonech
jsou mutace vzacné, jedna se predevsim o bodové mutace exo-
nu 18 ariizné delece a inzerce v exonu 20. (8,9,10)

Mutantni EGFRVIIT

Mutantni forma Egfr1 byla popsdna zejména v gliomech. Jed-
nd se o variantni receptor, ktery ma deletovanou extracelularni
Cast. Deletovana oblast piedstavuje exony 2-7 (tab. 3). Protei-
novy produkt ma molekuldrni hmotnost 145 kDa a vyznacuje
se konstitutivni aktivaci, ktera se vymyka ligand-vazebné regu-
laci. Tato forma receptoru se oznacuje jako EGFRVIIL. Buiiky
gliomil, které exprimuji EGFRVIIIL, vykazuji zvySenou Ras akti-
vaci. Pfitomnost EGFRVIII koreluje s vétsi patogenicitou tumo-
ru a ¢astou chemorezistenci nadorovych bunék. (11)

Tabulka €. 3: Porovnani wild-type a mutantniho Egfrl - uprave-
no z prace Grandis et Sok (2004).

EGFRI1 EGFRvIII
Charakteristika genu 26 exonil delece exonu 2-7
Charakteristika mRNA 5532 bp delece 801bp
Charakteristika proteinu 170 kDa 145 kDa
delece 6-273 aa

Diagnostické moznosti vySetieni Egfrl

Pro piesnou charakteristiku nadorovych bunék se v klinické praxi
stile Casté&ji vyuziva cytogenetického vySetieni jadra na fezech
nédorovych tkdni metodou fluorescencni in-situ hibridizace
(FISH). Zékladem metody jsou fluorescencné piimo znaCené
DNA sondy, které sekvencné odpovidaji detekovanému tiseku na
chromozomu. Sondy jsou hybridizovény za specifickych podmi-
nek na tkariové preparaty fixované na podloznim skle. Pfi odeci-
tani poctu fluorescencnich signald je stanoven pocet kopii genu
pritomného v jednotlivych butikdch nadoru. K rozliSeni pravé
amplifikace (zmnoZeni po¢tu genu) a polyzomie (zmnoZeni celé-
ho chromozomu) je provadéna dalsi hybridizace s odliSné znace-
nou sondou obvykle pro centromerickou oblast chromozomu, na
kterém leZi vySetfovany gen. Vyhodou metody je moZnost jejtho
vyuZiti na interfaznich jadrech fixovanych tkani. Na obr. 3a je
zachycena FISH detekce genu egfir] v nddorovych buiikach.
NejbéZznéjsi histologickou metodou pro stanoveni miry expre-
se genu je jeho imunohistochemicka detekce na trovni pro-
teinu. Ve vySetfovaném vzorku tkanég, ktery je rovnéZz uchy-
cen na podloZnim skle, je prokazovana pfitomnost exprimo-
vanych proteinli pomoci specifickych protilatek s navédza-
nymi chemickymi slou¢eninami, které umoZiiuji jejich vizua-
lizaci. Na preparétech je moZné zhodnotit tkafiovou architek-
toniku i pfitomnost proteini v ur¢itych bunéénych strukturach
- na membréané, v cytoplazmé apod. Imunohistochemické
vySetfeni proteinu Egfr1 je zaznamenano na obr. 3b.
Metody molekularni diagnostiky ddle umoZiiuji podrobnou
sekvenacni analyzu oblasti genu egfrl, diky které je mozné
identifikovat pfitomné bodové mutace vedouci k aktivaci pro-
teinu (obr. 4a). Vedle sekvenace je dile vyuZivdna metoda
detekce délkového polymorfismu pfi analyze deleci exonu 19
genu egfrl (obr. 4b). Pro spravnou interpretaci deleci exonu
19 je vSak nutné deletovany exon potvrdit rovnéz sekvenaci.
Z laboratorni praxe se ukazuje vyznamné pro izolaci DNA vyuZit
pouze nadorovych bunék misto celkové tkéné odebrané pacientiim.
Operovana tkan obsahuje kromé naddorové populace i buriky zdra-
vé. Pokud zastoupeni nddorovych bunék je nizsi jak 60%, tak DNA
ze zdravych bunék tvoii pfili§ vysoké pozadi, diky kterému pfi
sekvenaci miiZe byt zachycen pouze wt nukleotid. Vhodnou meto-

dou pro selekci nddorovych bunék z fezili tkané je laserova zachyt-
na mikrodisekce (laser capture microdissection - LCM, obr. 5).
Jedna se o rychlou metodu umoziiujici izolaci cilovych bunék ze
specifického komplexu tkané. Zakladem LCM je inverzni mikro-
skop se zabudovanym nizkovykonnostnim infraervenym lase-
rem. Narezané tkan€ jsou upevnény na standardni podloZni skli¢-
ko. Termoplastickd membrana je umisténa nad dehydratovany
preparat. Ohniskem laserového paprsku se aktivuje termoplastic-
k4 membrana, kterd je navazana k identifikované cilové buiice
v mikroskopované Casti preparatu. Laser roztavi termoplastickou
folii v daném misté, kde je navazand cilova butika nebo oblast
s tumorem. Nadorové struktury jsou pak pieneseny do mikrozku-
mavky a nésledné je z nich uvolnéna DNA, kterou po amplifikaci
specifickymi primery podrobujeme sekvenacni analyze.

Obr. 3: Vysetfeni Egfrl metodou FISH a imunohistochemickou
metodou: a) Fluorescenéni detekce amplifikace genu egfr/
v nadorovych buiikich pacienta s nemalobuné¢nym karcinomem plic.
Cerveny signal odpovida genu egfrl (LSI EGFR1 Spectrum Oran-
ge, Genetica, s.r.o., Ceskd republika) a zeleny signdl centromerické
oblasti chromozomu 7 (CEP 7 Oregon Green 488, Genetica, s.r.0.,
Ceska republika); b) Imunohistochemické detekce proteinu Egfrl
pomoci mysi monoklonalni protilatky (Anti-humane EGFR, firmy
DakoCytomation, Ceska republika) na histologickém fezu nddorové
tkané téhoZ pacienta s nemalobufie¢nym plicnim karcinomem.
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Obr. 4: Molekularné biologické vySetfeni genu egfril:
a) Sekvenacni analyza exonu 21 genu egfr/. V hornim chro-
matografu je zaznamendna bodovd mutace (zdména A > T),
v dolnim chromatografu je pfitomny wt nukleotid A; b) Vysle-
dek detekce délkového polymorfismu PCR-produktu exonu 19
genu egfrl. V horni ¢asti zdznam vySetfeni pacienta s pfitom-
nou deleci, deletovanému exonu odpovida pik o velikost 158bp.
V dolni ¢4sti zdznam pacient bez delece v exonu 19. Pik o veli-
kosti 176bp je produktem nedeletovaného (wild type) exonu 19
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Obr. 5
gickéhonétéru pacientas NSCLC: a) Na prvnim obrazku je cytologicky
preparét bun€k adenokarcinomu plic upevnény na standardni podloZni
sklicko pod inverznim mikroskopem, ktery je souc¢asti mikrodisektoru;
b) Oznacené nadorové buriky urcené k disekci nizko vykonnostnim
infra¢ervenym laserem; ¢) Disekovand Cast preparatu, kterd zstava na
podloZnim sklicku (nenddorové oblasti); d) Cilové nadorové buriky jsou
béhem disekce navazany na termoplastickou membranu vicka, na kte-
rém nasledné probihd natraveni proteintl a uvolnéni DNA.

Vysokomolekularni inhibitory Egfr1

Humanizované monoklonélni protilatky jsou s ispéchem pou-
Zivané u fady nddorovych onemocnéni (nddory prsu, hemato-
logické malignity aj.). Podobné i proti patologicky aktivova-
nému Egfrl byla vyvinuta chimerickd monoklonalni protilatka
cetuximab (M225, Erbitux). Cetuximab se vaZe k extracelu-
larnf doméné Egfr1 s 5-10x vyssi afinitou neZ pfirozené ligan-
dy (EGF aTGF-a). (12) Aplikace cetuximabu se osvédcila pie-
dev§im u pacienti s metastazujicim kolorektdlnim
karcinomem, kdy je indikovan v druhé linii 1é¢by v kombina-
ci s irinotekanem. Z klinickych studii vyplyva, Ze tato kombi-
novand terapie ma pro pacienty vétsi benefit neZ monoterapie.
Navozuje odpovéd u 22,9% pacientil, zatim co monoterapie
pouze 10,8% pacienti (P=0,007). Medién ¢asu do progrese je
také signifikantné vyssi ve skupiné s kombinovanou terapii -
4,1 mésict, ve srovnani s pacienty 1é¢enymi monoterapii 1,5
mésice. (13)

Nizkomolekularni inhibitory Egfrl

Proti nefizené aktivaci proteinu Egfr1 je zaméfena cilend tera-
pie nizkomolekularnimi inhibitory tyrozinkinaz, které po nava-
zani na protein inhibuji fosforylaci tyrozinkinazové Casti recep-
toru a vedou k naslednému blokovani signélnich drah. Z tohoto
ucinku vyplyvé sniZend mitogenni aktivita buriky a zpomale-
ni, popfipadé zastaveni nddorového rustu. (14)

Kompletnimi klinickymi testy pro§ly dva preparaty inhibito-
rt Egfrl: gefitinib (ZDI 839, obchodni nézev Iressa, jedna se
o anilinoquinazolinovy derivat) a erlotinib (OSI 774, obchod-
ni ndzev Tarceva, quinazolinovy derivat). Oba 1éky byly
v nékterych zemich jiZ schvaleny pro 1écbu pacientll s nema-
lobuné¢nym plicnim karcinomem (NSCLC, non-small-cell
lung cancer) (15). V Ceské republice je od roku 2004 u paci-
entl s NSCLC testovana Iressa v rdmci programu ¢asného pii-
stupu a od roku 2005 je preparat Tarceva registrovany pro 1é¢-
bu pacienti s NSCLC ve druhé linii.

Preparity typu gefitinibu a erlotinibu jsou dikazy uplatnéni
poznatki studia kancerogeneze jednotlivych nddort v cilené
terapii. MoZnost pouZiti dal§ich tyrozinkindzovych inhibitorQ
v praxi je nadéle testovana (tab. 4).
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Tabulka ¢. 4: Protinddorova aktivita testovanych inhibitort
tyrozinkindz - voln€ upraveno z price Arora et Scholar, 2005.

ICa (nM) : i
. Cilova fotygs Typnadorového | Klinické
Inhibitor gL k inhibici :
tyrozinkindza Kinkzové sktivity onemocnin postaveni
» .| Ber/Abl 100
Imatinib mesylat : CML
s C-kit 100 schvileno
(STI 571, Glivec) Pdoft 100 GIST
Gefitinib :
(ZDI8, Iress) Egfrl 3 NSCLC schvileno
Erlotinib ;
(081774, Taroev) Egfr] 2 NSCLC schvileno
Lapatinib Egfrl 10 nidory prsu Fize I
(GW 572016) Her 98 dal%%i solidni nadory
Canertinib Egfr 17 (EGFR1) ; :
(C110%3) (neselektivnl) | 9 (HERY) Dl | Feell
23 Vegfi? 1040
Semaxinib i ;
(SUSHI6 (]J:]gl : AML Fize 111
Vatalanib Vegfr] mn kolorektalni karcinomy Fize VI
(PTK787/ZK222584)|  Vegfr kY nédory prostaty a ledvin
Vegfr 10
Sutent Pdgfr 10 GIST ;
(SU11248) Kit : okdorylodsia. | Tz
Fil3 -
Sorafenib B-raf 38 nidory ledvin p
(BAY 43-9006) Veght) % maligni metmomy | F°2% L
Leflunomide ;
(U 101) Pdgfr 63 nidory prostaty | Faze IV

Rezistence na 1é¢bu nizkomolekularnimi inhibitory
tyrozinovych kinaz

Ackoliv byla protinddorova aktivita fady inhibitor jiz dosta-
te¢né prokazdana, problémem ziistdva nizk4 primarni odpovi-
davost nadort u Siroké populace pacientil a rozvoj pomérné
Castychrezistencina tento typ 1é¢by. U nékterych pacientd neni
poZadovana odpovéd viibec navozena. U dalsi skupiny nemoc-
nych pro zménu dochdzi k relapsu onemocnéni po rozvinuti
rezistence k inhibitorim nasledkem dlouhodobé 1é¢by. Mecha-
nismy rezistence na terapii inhibitory tyrozinovych kindz jsou
intenzivné studovany, pfesto v§ak nejsou presné objasnény.
Jisté je, Ze progresi nddorového onemocnéni narlistd genova
nestabilita malignich bungk, kterd napomaha tumoru pfekonat
blokovanou patologickou signdlni drahu.

Nejvétsi zkuSenosti s terapii inhibitory tyrozinovych kinéz,
tedy i s mechanismy rezistence, jsou v piipad€ uZivani imati-
nibu v 1é¢be pacientl s chronickou myeloidni leukémii (CML).
(16) Imatinib blokuje u tohoto onemocnéni tyrozinkindzovou
aktivitu patologického fizniho proteinu BCR/ABL. Na rezi-
stenci BCR/ABL pozitivnich bunék k 1é¢b€ imatinibem se podi-
li zvySena exprese transportnich glykoproteinii (P-glykoprote-
in) na bunéném povrchu. Tento fakt vede k omezeni vstupu
imatinibu do buiiky, tedy do cytoplazmy, ve které je tyrozinki-
naza Bcr/Abl pfitomna. Dal$im mechanismem vzniku rezi-
stence u léCenych pacientti s CML je pfibyvani genetickych
zmén v leukemickych butikdch, které pak prestavaji mit signa-
lizaci zavislou na aktivované tyrozinkindze Bcr/Abl. Nejvice
poznatkl v tomto sméru pochdzi ze studia rezistence CML
bunék u dlouhodobé 1éCenych pacientt s detekovanymi de-novo
mutacemi bud v ATP- vazebném mist€, nebo v prilehlych ¢as-
techreceptoru. Mutace ATP- vazebného mista znemoZiiuje vaz-
bu imatinibu, ¢imZ je naopak usnadnéna vazba ATP a nova akti-
vace receptoru. Pfikladem takové aberace je nejbéZnéjsi mutace
T3151. Jiné mutace v pfilehlych ¢astech ATP-vazebného mis-
taznamenaji zménu konformace proteinu a v kone¢ném disled-
ku rovnéZ zamezuji navdzani imatinibu. Vznik mutaci ¢asto
souvisi se zvySenou expresi proteinu Ber/Abl. (17)
Rezistence k imatinibu vyvolala potiebu vyvoje dalSich pre-
paratid s inhibi¢nimi a¢inky. U patnicti imatinib- rezistentnich



bunéénych klont byla testovana ldtka BMS-354825, kterd
vykazuje dvoji inhibi¢ni ucinek ke kindzdm Src i Abl. Tento
preparat se vaze jak k aktivni, tak neaktivni konformaci pro-
teinu Abl. (18) Dalsi latka ON012380 na rozdil od imatinibu,
ktery se vaZe k ATP-vazebnému mistu tyrozinkinazy, bloku-
je jinou ¢ast Ber/Abl proteinu. Preparat ON012380 vykazuje
antileukemicky tcinek i u imatinib-rezistentnich bunéénych
linii a také v experimentech se zvifecimi modely. (19)
Podobné jako u pacientti s CML, tak i u pacientd s NSCLC
dlouhodobé 1écenych gefitinibem byla popsdana mutace v exo-
nu 20 genu egfrl (T790M), kterd zptsobuje rezistenci na 1é¢-
bu inhibitory Egfrl (obr. 2). Je zajimavé a klinicky vyznam-
né, Ze tato mutace strukturné koresponduje s mutaci
T315I popsané u tyrozinkindzy Bcer/Abl rezistentni na imati-
nib. Tato nadpadna shoda ukazuje na podobnost mechanismi
vedoucich k ziskané rezistenci na nizkomolekul4rni inhibito-
ry tyrozinkindz a naznacuje moznosti pro nové generace Egfrl
inhibitor, které budou pfekondvat mechanismy ziskané rezi-
stence, obdobné jako je tomu v pfipadé€ imatinibu. (20)

piitomné mutace

® 4

rezistentni k inhibitorim

piitomné mutace

serzitvni k inhibitorum

bunééna proliferace a
pFeZivani

Obr. 6: Model rezistence k nizkomolekuldrnim inhibitortm Egfrl zpa-
sobeny mutacemi v genu k-ras. Ze schématu je patrné, Ze K-ras stoji v pie-
nosové kaskadé pod membranovym receptorem Egfrl. Pokud tedy muta-
ce vyvold konstitutivni aktivaci u proteinu K-ras, potom inhibitory
zaméfené proti proteinu Egfrl ztraceji svoji i€innost.

Rezistence na inhibitory Egfr1 zapricinéna mutaci v genu
k-ras

Vyznamna klinickd odpovéd na 1éc¢bu gefitinibem je zazna-
mendna asi u 10% pacienti s NSCLC. Bylo zjisténo, Ze u fady
rezistentnich pacientl jsou pfitomné mutace onkogenu k-ras,
pfiCemZ mutace jsou vyrazné cast&j$i u béloSské populace
(zhruba 19% pacientli s mutaci) neZ u asijské populace (pou-
ze 3- 6% mutaci). U genu k-ras jsou nejbéZnéji ptitomné bodo-

vé mutace kodénu 12 v 1. exonu (pfedevsim je detekovana
zaména glycinu za valin, ¢i asparagin). Casto se také objevu-
ji bodové mutace kodénu 13 v 1. exonu. Mutace kodénu 59
a 61 jsou u NSCLC velmi vzacné. (21) VSechny popisované
mutace jsou aktivujici a vedou k naruSeni intracelularni sig-
nalizace podobné jako v pripadé aberantni aktivace proteinu
Egfrl. Za fyziologickych podminek je protein K-ras aktivo-
van fosforylovanym proteinem Egfr1 (obr. 6). Na velkych kli-
nickych studiich bylo prokazano, Ze mutace genu k-ras jsou
Casté u kurakut, coz pravdépodobné vysvétluje i jejich Castéj-
§i ndlez v bélosské populaci, lepsi odpovidavost na inhibici
Egfrl v nddorech nekufdkd, Zen a asiatl. Témér se nenachézi
pripady s pfitomnou mutaci genu egfr/ a sou¢asné mutaci genu
k-ras. (22)

Na piikladech NSCLC s mutaci bud v genu egfr/ nebo v genu
k- ras jsou ukazany dvé mozné cesty kancerogeneze u jedno-
ho typu nddorového onemocnéni. Dnes je jiZ zcela ziejmé, Ze
u pacient s mutaci v genu egfr! je mozné odpovéd na lécbu
predpokladat, na rozdil od pacientl s detekovanou mutaci
v genu k-ras, kde je mozné predpovidat téméf 100% rezisten-
ci k 1é¢bé€ nizkomolekularnimi inhibitory Egfr1. Tato mole-
kularni pozorovéni maji pfimy terapeuticky dopad v klinické
praxi.

Specifické postaveni erlotinibu

Ponékud odlis$n4 situace je v pfipadé predikce ucinnosti na
Egfrl inhibitor - erlotinib. Tento inhibitor ma k Egfrl vyssi
afinitu a byl v klinickych studiich ddvkovany ve vy$§ich kon-
centracich, v podstaté se rovnajicich maximalni tolerované
davce. Nepiekvapuje proto, Ze aktivujici mutace Egfrl neby-
ly v ptipadé erlotinibu asociovany s lepsi odpovédi na terapii
ve smyslu prodlouZeného pieZiti do progrese, nicméné i v pii-
padg erlotinibu zustava pozitivnim prediktorem odpovédi na
1é¢bu amplifikace genu egfrl. (23)

Zavér

Pfiklad inhibitord rodiny Egfrl jasn€ ukazuje, Ze studium
molekularni biologie nddorové buiiky vede k vyvoji moder-
nich protinddorovych 1ékt a novych moZnosti optimalizace
protinddorové terapie pro pacienty s malignim onemocnénim.
Naristajici genova nestabilita nddorovych bunék v diisledku
progrese onemocnéni je v§ak pricinou Castych genetickych
zmén. Diky tomu je nddorova buiika schopna vypofadat se
s blokaci patologické drahy, jeZ vede k jeji nekontrolované
proliferaci. Pfesto vSak vyvoj preparat biologické povahy
nabizi pacientiim dalsi, dobre tolerované zptisoby 1é¢by s mini-
mélnimi vedlej§imi G¢inky na rozdil od konvenc¢ni chemote-
rapie. K dobré ucinnosti terapie pfispivd v tomto piipadé
i spravnd molekuldrni diagnostika onemocnéni, kterd umoz-
fiuje selektovat pacienty pro urcity druh ndkladné terapie.
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