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Souhrn

Vychodiska: Lécba tyrozinkindzovymi inhibitory, které blokuji aktivaci kaskady receptoru pro
epidermalni rdstovy faktor (EGFR-TKI), pfedstavuje jednu z novych modalit Iécby pokrocilého
NSCLC. Mutace genu EGFR, delece na 19. exonu a bodova mutace na 21. exonu (L858R) jsou
prediktorem dobré odpovédi na [é¢bu EGFR-TKI. Zmapovali jsme incidenci mutaci genu EGFR
u pacientl s pokrocilym NSCLC v nasi populaci a posoudili jejich vliv na efekt 1écby EGFR-TKI.
Soubor pacientii a metody: Genetické vysetieni (delece na 19. exonu a bodovéd mutace na
21. exonu) bylo provedeno u 613 pacientl s pokrocilym NSCLC (stadium 1B, IV). Efekt Ié¢by
(PFS, OS) EGFR-TKI byl hodnocen u 410 pacientl |é¢enych EGFR-TKI. Pfeziti bylo hodnoceno
metodikou podle Kaplana-Meiera a statistické srovnéni bylo provedeno log-rank testem.
Vysledky: Mutace genu EGFR byla prokazana u 73 (11,9 %) pacienttl, 540 pacientd bylo no-
siteli wild-type EGFR genu. Delece na 19. exonu byla zjisténa u 49 pacientd, bodova mutace
na 21. exonu (L858R) byla zjisténa u 22 pacientd, obé mutace byly zjistény u 2 pacientd. Byl
prokéazan zvyseny vyskyt mutaci genu EGFR u pacientll s adenokarcinomem (14,9 % vs 7,8 %,
p = 0,008), Zen (20,2 % vs 7,1 %, p < 0,001) a nekufaka (29,9 % vs 7,0 %, p < 0,001). Sedesét
pacientd s mutaci genu EGFR a 350 pacientu s wild-type EGFR genem bylo l1éc¢eno EGFR-TKI.
Median PFS pfi 1é¢bé EGFR-TKI u pacientl s mutaci EGFR ¢inil 7,2 vs 2,0 mésice u pacientu
s wild-type EGFR (p < 0,001), median OS u pacientl s mutaci EGFR ¢inil 14,5 vs 7,5 mésice u pa-
cientl s wild-type EGFR (p = 0,019). Zdvér: Vyskyt mutaci genu EGFR u NSCLC v nasi populaci
i jejich zvyseny vyskyt u pacientll s adenokarcinomem, Zen a nekufakd koreluje s daty, ktera
byla publikovéna v literature. Vysledky analyzy preziti u pacientd Ié¢enych EGFR-TKI potvrzuji
vysoky potencial aktiva¢nich mutaci EGFR pro predikci dobrého efektu lé¢by EGFR-TKI.
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MUTACE GENU EGFR U PACIENTU S POKROCILYM NSCLC

Summary

Background: Molecular targeted therapy based on tyrosine kinase inhibitors, directed at the epidermal growth factor receptor (EGFR) is one of
novel options for management of NSCLC. EGFR gene mutations, exon 19 deletions and exon 21 point mutations (L858R) are good predictors
of response to EGFR-TKI treatment. The aim of this study was to assess the incidence of EGFR mutations in a large cohort of Europeans with ad-
vanced NSCLC and subsequently to evaluate their impact on the effect of EGFR-TKI treatment. Patients and Methods: In total, 613 patients with
advanced stage NSCLC (llIB, IV) were genetically tested. The effect of treatment was evaluated in 410 patients treated with EGFR-TKI. Survival was
evaluated using Kaplan-Meier method, and statistical comparison was performed using log-rank test. Results: EGFR mutations were detected
in 73 (11.9%) patients. Exon 19 deletions were detected in 49 patients, exon 21 point mutations (L858R) were detected in 22 patients, and both
mutation types were detected in 2 patients. An increased incidence of EGFR mutations among patients with adenocarcinoma (14.9% vs 7.8%,
p = 0.008), women (20.2% vs 7.1%, p < 0.001) and nonsmokers (29.9% vs 7.0%, p < 0.001) was demonstrated. Sixty patients with EGFR muta-
tion and 350 patients with wild-type EGFR were treated with EGFR-TKI. Median PFS in patients harboring EGFR mutation was 7.2 vs 2.0 months
in patients harboring wild-type EGFR (p < 0.001), median OS in patients harboring EGFR mutation was 14.5 vs 7.5 months in patients harboring
wild-type EGFR (p = 0.019). Conclusion: The incidence of EGFR mutations in the studied population, their increased incidence among patients
with adenocarcinoma, women and non-smokers correlated with data previously published. Results of survival analysis in patients treated with
EGFR-TKI confirmed high potential of EGFR mutations to predict good effect of the EGFR-TKI treatment. Genetic testing in patients with NSCLC
should be a standard part of diagnostic procedures
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Vychodiska

Karcinom plic zaujima predni mista v in-
cidenci i mortalité nadorovych onemoc-
néni, a to jak celosvétové, tak i v Ceské
republice. Nemalobunécny karcinom
plic (NSCLC) je nej¢astéjsim histologic-
kym typem, ktery predstavuje vice nez
80 % vsech plicnich karcinomu. Lé¢ba
pokrocilych stadii NSCLC je velmi ob-
tizna i pfes nepochybné vyznamné po-

lace, vyskyt je nejvyssi u zen, nekuraku
a pacientl s adenokarcinomem [15-18].
Cilem predkladané prace bylo zmapovat
incidenci mutaci genu EGFR v nasi popu-
laci na relativné velkém souboru gene-
ticky vysSetfenych pacientl s pokrocilym

NSCLC a posoudit vliv téchto mutaci na
efekt |é¢by EGFR-TKI.

Soubor pacientii a metody
V letech 2002-2011 bylo provedeno ge-
netické vysetfeni na pfitomnost mu-

Tab. 1. Charakteristika soubort pacientd geneticky vysetifenych a lécenych

EGFR-TKI.

kroky zaznamenané v poslednich letech.

K prodlouzeni pieziti pacientl s pokroci- Vysetieni pacienti  Vysetieni, [é¢eni EGFR-TKI
lym stadiem NSCLC vyznamné pfispiva (n=613) (n=410)
zavedeni molekuldrné cilené lécby tyro- pohlavi

zinkindzovymi inhibitory, které blokuji zeny 228 37,19 % 155 37,80 %
aktivaci kaskady receptoru pro epider- muzi 385 62,81 % 255 62,20 %
malni rastovy faktor (epidermal growth vék

factor receptor, EGFR). Mechanizmus median 64 64

ucinku EGFR tyrozinkinazovych inhibi- pramér 63 63

torl (EGFR—TKI). s!:)oéiYé v inhibici foslfQ— koureni

rylacg tyrf)zmklna.lzove dorrjen}/,vkltera je nekuiak 127 20,72 % 85 20,73 %
'coeki '(')Zr‘:"c ”Izcr:e E‘;?fg";f&“k;ez-“:ur; kutak, byvaly kutak 453 7390% 308 75,12%

=ptoru. )50 nezndmo 33 538 % 17 4,15%
vany dva EGFR-TKI, erlotinib (Tarceva®) histologicky t
a gefitinib (Iressa®). Vyznam mutaci J .y P

. . . adenokarcinom 355 57,91 % 227 55,37 %
genu EGFR jako prediktoru dobré odpo- o .

- - . skvamocelularni karcinom 198 32,30% 147 35,85%
védi na lé¢bu EGFR-TKI byl poprvé po- y 2 i ) X .
psén autory Lynchem a Paezem v roce spatne. i erencoYan}/ NSCLC 53 8,640A) 32 7,800A)
2004 [1,2] a nasledné byl potvrzen fadou Eroqchlolc(ngkce)olarnl / 115% 4 0,98 %
dalgich praci, véetné velkych klinickych arc'“°m|,v
studii [3—-13]. Delece na 19. exonu a bo- EGFB'TKI Ak . .
dové mutace na 21. exonu (L858R) pied- erlotinib (Tarceza ) 21 AV

- o
stavuji vice nez 90 % viech mutaci genu gefitinib (Iressa®) el 46,605
erlotinib (Tarceva®), gefitinib 1 0,20 %

EGFR a jsou standardné testovany [14].
Mutace genu EGFR se nachazi cca
u 10-15 % pacientld kavkazské popu-

(Iressa®) (zména pro intoleranci)
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Graf 1. Vyskyt mutaci genu EGFR a jejich
jednotlivych typl u pacientti s NSCLC.

tace genu EGFR celkem u 613 pacientl
s cytologicky nebo histologicky ve-
rifikovanym NSCLC. Jednalo se o pa-
cienty s pokrocilym stadiem NSCLC (sta-
dium llIB, IV). Souhrnna charakteristika

Graf 2. Vyskyt mutaci genu EGFR a jejich jednotlivych typt podle histologického typu

NSCLC.

souboru vysetienych pacientl je uve-
denav tab. 1.

Vzorky tumordzni tkdné byly ziskavany
v priibéhu bronchoskopického vysetieni,
piipadné jako resekaty.Vzorky byly proce-

sovany bud jako cytologické natéry, nebo
formalinem fixované blocky. Oblasti na-
dorovych bunék byly vzdy viditelné ozna-
¢eny. U vzorkU s nizkym pomérem nado-
rovych bunék k burkdm nenddorovym

@ N ([ muzi zeny h
51% 0
n=198 2,5% n =385 42% 5 6 o, n=228 145 %
03% ¢
53 %
0,4 %
924% 93,0% 79,8 %
B 19 del n=103 . _16 B 19 del n=16) _,, M 19del n=33)
W L858R N=5 1 7570 W L858R n=10 4 ., M L8SER N=12 4 5050
W 19del &L858R n=0 B 19del&L858R n=1 ' B 19del&L858R n=1 '
wild-type EGFR  n=183 wild-type EGFR  n =358 wild-type EGFR  n =182
= J
. . - p < 0,001
Graf 3. Vyskyt mutaci genu EGFR a jejich (Fishertiv exaktni test)
jednotlivych typl u pacient’ se skvamo- J
celuldrnim typem NSCLC. Graf 4. Vyskyt mutaci genu EGFR a jejich jednotlivych typud podle pohlavi.
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( kurak ¢i byvaly kurak nekurak )
o)
n=453* 44% 5 ¢ o 22.0%
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B 19 del n=20 _ B 19 del n=28 _
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Graf 5. Vyskyt mutaci genu EGFR a jejich jednotlivych typi podle kufactvi.

byly nddorové burky selektivné extra-
hovény metodou laserové mikrodisekce
s pouzitim pfistroje PALM Microlaser (Carl
Zeiss Microlmaging GmbH, Némecko).
Genomovéa DNA byla izolovana pro mu-
tacni analyzu standardni kolonkovou me-
todou s pouzitim kitu JetQuick tissue kit
(Genomed, G.m.b.H, Loehne, Némecko).
Pritomnost EGFR deleci v exonu 19 genu
EGFR byla detekovana pomoci fragmen-
tacni analyzy. Bodové mutace v exonu 21

genu EGFR byly analyzovany pouzitim
vysoce citlivé metody denaturacni kapi-
larni elektroforézy. Tato metoda je zalo-
Zena na kapilarné-elektroforetické sepa-
raci heteroduplex(i za podminek jejich
CasteCné denaturace. Fragmentacni ana-
lyza a denaturacni kapilarni elektroforéza
byly provadény na 96-kapilarnim sekve-
natoru (MegaBACE 1000, GE Biosciences,
New Jersey, USA) vybaveném robotickym
podavacem vzorkd Caddy 1000 (Watrex

~
n=410
2 1,0
95{. — EGFR mutace
<] — wild- EGFR
S 081 wild-type
]
% 06 EGFR mutace | wild-type EGFR
ST (n =60) (n =350)
2 041 medidn PFS | 7,2 mésice 2,0 mésicd
S ! (95% 1S) (5,1;9,3) (1,8;2,1)
c
S 02 p < 0,001
§. (log-rank test)
'g 0,0 . ; ; ; ,
[} 0 12 24 36 48 60 72
¢as (mésice
\ ( ) J

Graf 6. Srovnani preziti bez znamek progrese (PFS) mezi pacienty s mutaci genu EGFR

a pacienty s wild-type EGFR genem.

Praha, Praha, Ceska republika) umoznuji-
cim automaticky provoz analyzatoru.

Pfi statistickém hodnoceni incidence
mutaci ve vybranych skupinach pa-
cient byl uzit FischerQv exaktni test.
Z celkového poctu geneticky vysetie-
nych pacientl bylo celkem 433 pacient(
[éceno EGFR-TKI (erlotinib nebo gefiti-
nib, u 1 pacienta doslo ke zméné pre-
paratu z davodu intolerance), z toho
u 410 lécenych pacientd byl v dobé ana-
lyzy dat hodnotitelny lécebny efekt.
Souhrnna charakteristika souboru 1éce-
nych pacientl je uvedena v tab. 1. Preziti
pacientl bylo hodnoceno metodikou
podle Kaplana-Meiera a srovnani preziti
bylo provedeno log-rank testem.

Vysledky
Mutace genu EGFR byla prokazéana cel-
kem u 73 vysettenych pacientt (11,9 %),
540 pacientd bylo nositeli wild-type EGFR
genu. Delece na 19. exonu byla zjisténa
u 49 pacientt (8,0 %), bodova mutace na
21. exonu (L858R) byla zjiténa u 22 pa-
cientd (3,6 %), obé mutace byly zjis-
tény u 2 pacientd (0,3 %), viz graf 1. Ve
skupiné pacientd s prokazanou mutaci
genu EGFR bylo 53 pacientl s adenokar-
cinomem, 16 pacientli se skvamocelu-
larnim karcinomem, 3 pacienti se Spatné
diferencovanym NSCLC a 1 pacient
s bronchioloalveolarnim karcinomem
(BAC), 27 muzl, 46 Zen, 32 pacientu
s pozitivni kufackou anamnézou a 38 ce-
lozivotnich nekufdkd. Mutace genu
EGFR byla prokézana u 14,9 % pacientl
s adenokarcinomem a u 7,8 % pacientu
s jinym histologickym typem NSCLC
(graf 2). Rozdil ve vyskytu EGFR mutaci
mezi adenokarcinomem a jinymi histo-
logickymi typy NSCLC byl statisticky sig-
nifikantni (p = 0,008). EGFR mutace byla
prokazéana u 7,5 % pacient(i se skvamo-
celularnim karcinomem (graf 3). EGFR
mutace byla prokdzédna u 20,2 % zen
au 7,1 % muzl (graf 4). Rozdil ve vyskytu
EGFR mutaci mezi obéma pohlavimi byl
statisticky signifikantni (p < 0,001). EGFR
mutace byla prokazana u 29,9 % neku-
fakl a u 7,0 % pacient( s pozitivni kurac-
kou anamnézou (graf 5). Rozdil byl sta-
tisticky signifikantni (p < 0,001).

Medidn pfreziti bez zndmek progre-
se (PFS) pfi lé¢bé EGFR-TKI u pacientl
s mutaci genu EGFR ¢inil 7,2 mésice
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a u pacientll s wild-type EGFR genem
¢inil 2,0 mésice (graf 6). Rozdil v PFS
mezi obéma skupinami byl statisticky
signifikantni (p < 0,001). Median cel-
kového preziti (OS) od zahajeni 1écby
EGFR-TKI u pacientl s mutaci genu EGFR
¢inil 14,5 mésice, u pacientl s wild-type
EGFR genem ¢inil 7,5 mésice (graf 7).
Rozdil v OS mezi obéma skupinami byl
statisticky signifikantni (p = 0,019). Na-
sledné byla provedena subanalyza pfre-
Ziti pacientl podle dvou nejcastéjsich
histologickych typ NSCLC (adenokar-
cinom a skvamocelularni karcinom).
U pacientl s adenokarcinomem (vcéetné
BAC), s mutaci genu EGFR (n = 43) inil
median PFS 10,2 mésice a median OS
17,7 mésice oproti pacientliim s wild-
-type EGFR genem (n = 188), kde ¢inil
medidn PFS 1,9 mésice (graf 8A) a me-
dian OS 7,5 mésice (graf 9A); rozdily
v PFS (p < 0,001) i OS (p = 0,010) mezi
obéma skupinami byly statisticky signifi-
kantni. U pacient( se skvamocelularnim
karcinomem s mutaci genu EGFR (n = 15)
¢inil median PFS 4,7 mésice a median
0S 6,8 mésice oproti pacientlim s wild-
-type EGFR genem (n = 132), kde cinil

n=410

¢as (mésice)

21,0

95’., — EGFR mutace

g 0,8- —— wild-type EGFR

]

£ o6l EGFR mutace | wild-type EGFR
S (n = 60) (n =350)
8 o4 median PFS | 7.2mésice | 2,0 mésich
2 (95% 15) (8,2;20,8) (6,1;8,9)
c

S 021 p=0,019

§ (log-rank test)

T 00 . . . : .

& 0 12 24 36 48 60 72

Graf 7. Srovnani celkového pfieziti (OS) od zahajeni Ié¢by EGFR-TKI mezi pacienty s mu-
taci genu EGFR a pacienty s wild-type EGFR genem.

median PFS 2,1 mésice (graf 8B) a me-
didn OS 7,8 mésice (graf 9B); rozdily v PFS
(p = 141) ani OS (p = 0,749) mezi
obéma skupinami nebyly statisticky
signifikantni.

Diskuze
Mutace genu EGFR byla prokézana cel-
kem u 11,9 % geneticky vysetfenych

pacientd. Mutace byly castéji zjistény
u pacientd s adenokarcinomem (14,9 %
vs 7,8 %, p = 0,008), zen (20,2 % vs
7,1 %, p < 0,001) a nekurakl (29,9 % vs
7,0 %, p < 0,001). Vysledky ndmi prove-
dené studie ukazuji ¢astéjsi vyskyt mu-
taci genu EGFR u pacientl se skvamo-
celuldrnim karcinomem (7,5 %), nez je
popisovan v literature (cca 3,4 %) [19].

A adenokarcinom + BAC B skvamocelularni karcinom
n=231 n=147
Y 1.0 — EGFR mutace Q 1.0 — EGFR mutace
E'é — wild-type EGFR S'é — wild-type EGFR
S 0,81 S 0,8
a a
X X
() (]
5 o061 £ o6
c c
N N
N N
[ [}
2 041 S 041
e} o3
c €
R R
8 02 g 021
5 5
o : ) o}
o O’O T T T T T i [oX 0’0 T T T T T 1
0 12 24 36 48 60 72 0 12 24 36 48 60 72
¢as (mésice) ¢as (mésice)
EGFR mutace | wild-type EGFR EGFR mutace | wild-type EGFR
(n=43) (n=188) (n=15) (n=132)
median PFS | 10,2 mésice 1,9 mésice median PFS 4,7 mésice 2,1 mésice
(95% IS) (8,2; 20,8) (6,1;8,9) (95% IS) (2,8;6,6) (1,8;2,4)
p < 0,001 p=0,141

(log-rank test)

(log-rank test)

Graf 8. Srovnani PFS mezi pacienty s mutaci genu EGFR a pacienty s wild-type EGFR genem podle dvou nej¢astéjsich histologickych
typt NSCLC (A: adenokarcinom vs B: skvamocelularni karcinom).
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(log-rank test)

(log-rank test)

Graf 9. Srovnani OS mezi pacienty s mutaci genu EGFR a pacienty s wild-type EGFR genem podle dvou nejc¢astéjsich histologickych
typa NSCLC (A: adenokarcinom vs B: skvamocelularni karcinom).

Tento rozdil je zfejmé castecné ovliv-
nén faktem, Ze u geneticky testovanych
pacientl se skvamoceluldarnim karci-
nomem se nejednalo o zcela neselek-
tovanou populaci a genetické vyset-
feni bylo preferen¢né provedeno u zen,
nekufakd nebo pacientl s nizsi kufrac-
kou zatézi. Na druhou stranuii s pfihléd-
nutim k tomuto faktu je vyskyt EGFR
mutaci u pacientd se skvamocelular-
nim karcinomem relativné vysoky. Vel-
kych studii, které by se zabyvaly vy-
skytem mutaci genu EGFR u pacientd
se skvamocelularnim karcinomem na
neselektované evropské populaci, je
stale relativné malo. U pacientll ne-
soucich mutaci genu EGFR bylo dosa-
zeno vyznamné delsiho PFS neZ u pa-
cientl nesoucich wild-type EGFR gen
(7,2 vs 2,0 mésice, p < 0,001). U pa-
cientl nesoucich EGFR mutaci bylo do-
sazeno i vyznamné delsiho OS (14,5 vs
7,5 mésice, p = 0,019). Subanalyza pfe-
Ziti pacientl 1é¢enych EGFR-TKI zamé-
fend na vyznam histologického typu
NSCLC ukézala, Ze pacienti s adenokar-
cinomem (v¢etné BAC), ktefi jsou nosi-
teli mutace genu EGFR, z 1é¢by profituji

vyznamné |épe nez pacienti nesouci
wild-type EGFR genotyp (PFS: 10,2 vs
1,9 mésice, p<0,001;0S:17,7 vs 7,5 mé-
sice, p =0,010). Oproti tomu u pacientt
se skvamocelularnim karcinomem, ktefi
jsou nositeli mutace genu EGFR, nebyl
prokdzan statisticky vyznamné lepsi
efekt 1é¢by EGFR-TKI ve srovnani s pa-
cienty nesoucimi wild-type EGFR geno-
typ (PFS: 4,7 vs 2,1 mésice, p < 0,141;
0S:6,8vs 7,8 mésice, p=0,749). Tyto vy-
sledky tak zpochybnuji prediktivni po-
tencial mutaci genu EGFR u pacientl se
skvamocelularnim karcinomem. Na po-
dobné vysledky upozornili v minulosti
Shukuya et al v publikované metaana-
lyze [20]. Jednoznacné vysvétleni pro
toto zjisténi v soucasné dobé neexis-
tuje, ale jako mozna hypotéza se nabi-
zeji alterace (mutace, amplifikace) genu
PI3KCA kodujiciho podjednotku PI3K
proteinu, ktery je soucasti kaskady star-
tované aktivaci EGFR [21], a mohou tak
byt dlvodem rezistence k Iécbé cilené
na EGFR kaskadu [22]. Tyto genetické
alterace se u epidermoidniho karci-
nomu vyskytuji vyrazné ¢astéji v porov-
nani s adenokarcinomem [21,23,24].

Zaveér

Incidence mutaci genu EGFR v nasi
populaci i jejich zvySeny vyskyt u pa-
cientl s adenokarcinomem, Zen a ne-
kurak( dobre koreluji s daty, ktera byla
dosud publikovana v literature. Vyssi in-
cidence mutaci genu EGFR u pacientt
se skvamocelularnim karcinomem je
zfejmé ovlivnéna faktem, Ze se nejed-
nalo o zcela neselektovanou populaci
vySetienych pacientd s timto histolo-
gickym subtypem NSCLC. Analyza pre-
Ziti pacient( pfi lé¢bé EGFR-TKI ukazala
vyznamné lepsi profit z [é¢by EGFR-TKI
u pacientll nesoucich aktiva¢ni mutace
genu EGFR, zejména neskvamézniho
histologického typu NSCLC. U takto
geneticky determinované skupiny pa-
cientli s pokrocilym NSCLC se volba mo-
lekuldrné cilené |é¢by EGFR-TKI v prvni
linii jevi jako jednoznacné nejlepsi. Tyto
vysledky rovnéz koreluji s daty publiko-
vanymi v literatufe. Genetické testovani
na pfitomnost aktiva¢ni mutace genu
EGFR je nezbytnou soucasti diagnos-
tiky NSCLC a jeho vysledky maji zasadni
dopad na volbu optimalni onkologické
[é¢by.
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