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Souhrn

Vychodiska: Kombinace moderni chemoterapie s cilenou anti-EGFR |é¢bou vede u senzitiv-
nich pacientd s metastatickym kolorektalnim karcinomem k prodlouzeni Zivota a zlep3eni jeho
kvality. U rezistentnich pacient mize vsak pridani monoklonalnich protilatek proti EGFR vést
naopak ke zhorseni parametrl preziti. Z tohoto ddivodu se identifikace senzitivnich a rezistent-
nich pacientd stala klicovou zaleZitosti pfi inicialni rozvaze pred zahajenim cilené lé¢by me-
tastatického kolorektalniho karcinomu. Cetné klinické studie vedly ke zjisténi, Ze rezistence
k anti-EGFR terapii je v naprosté vétsiné pfipadl spojena s trvalou aktivaci signalnich drah
distalné od EGFR. Z mnoha studovanych faktor (mutace onkogenti KRAS, NRAS, BRAF a PIK3CA,
inaktivace nadorového supresoru PTEN a TP53, amplifikace EGFR a HER2, zvysena hladina li-
gandil epiregulinu a amphiregulinu, mikroRNA miR-31-3p a miR-31-5p a dalsi) se do rutinni
klinické praxe dostaly pouze KRAS a NRAS. U ostatnich faktoril je tfeba dal3ich studii k verifikaci
zjisténych zavérd. Na pokracujici efektivitu anti-EGFR terapie mohou ukazovat i nékteré klinické
parametry zjisténé az po zahdjeni cilené lécby, jako napf. ¢asna regrese nadoru, hloubka nado-
rové odpovédi ¢i mira poklesu plazmatické hladiny hofciku. Presnost prediktivni diagnostiky
lze zvysit rovnéz kombinaci vysetfovanych biomarkerl napf. pomoci metod zalozenych na
sekvenovani nové generace. Je viak tieba varovat pred nekritickym vysetfovanim fady mole-
kuldrnich markerd, které mize vést k problémim s interpretaci ziskanych vysledkd, predevsim
jejich klinické relevance. Cil: Cilem tohoto pfehledu je popsat soucasné moznosti predikce od-
povédi na anti-EGFR terapii v kontextu EGFR signalni drahy a navaznosti na béznou klinickou
praxi.
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SOUCASNE MOZNOSTI PREDIKCE ODPOVEDI NA CILENOU ANTI-EGFR LECBU METASTATICKEHO KOLOREKTALNIHO KARCINOMU

Summary

Background: The combination of modern systemic chemotherapy and anti-EGFR monoclonal antibodies improves overall survival and quality
of life for patients with metastatic colorecal cancer. By contrast, the addition of anti-EGFR therapy to the treatment regime of resistant patients
may lead to worse progression-free survival and overall survival. Therefore, identifying sensitive and resistant patients prior to targeted therapy
of metastatic colorecal cancer is a key point during the initial decision making process. Previous research shows that primary resistance to EGFR
blockade is in most cases caused by constitutive activation of signaling pathways downstream of EGFR. Of all relevant factors (mutation of KRAS,
NRAS, BRAF, and PIK3CA oncogenes, inactivation of tumor suppressors PTEN and TP53, amplification of EGFR and HERZ2, and expression of epire-
gulin and amphiregulin, mikroRNA miR-31-3p, and miR-31-5p), only evaluation of KRAS and NRAS mutations has entered routine clinical practice.
The role of the other markers still needs to be validated. The ongoing benefit of anti-EGFR therapy could be indicated by specific clinical para-
meters measured after the initiation of targeted therapy, including early tumor shrinkage, the deepness of the response, or hypomagnesemia.
The accuracy of predictive diagnostic tools could be also increased by examining a combination of predictive markers using next generation
sequencing methods. However, unjustified investigation of many molecular markers should be resisted as this may complicate interpretation of
the results, particularly in terms of their specific clinical relevance. Aim: The aim of this review is to describe current possibilities with respect to

predicting responses to EGFR blockade in the context of the EGFR pathway, and the utilization of such results in routine clinical practice.
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Uvod

Kolorektalni karcinom (colorectal can-
cer — CRC) je jednim z nejéastéjsich
zhoubnych nadorovych onemocnéni [1].
Kazdorocné je diagnostikovan u vice nez
1 360 000 lidi na celém svété, priblizné
694 000 nemocnych v dasledku CRC
kazdym rokem umira. Ve vyspélych ze-
mich je CRC druhou nejéastéjsi pficinou
Gmrti na nadorové onemocnéni. CR je
patou zemi s nejvyssi incidenci CRC [2].
Metastazy jsou zachyceny u cca 25 %
pacientd jiz v dobé diagnozy, u dalsich
25-40 % pacient( se vyvinou az s odstu-
pem po primarni chirurgické a onkolo-
gicke lécbé [3]. Nejcastéji jsou postizena
jatra a plice. Sanci na dlouhodobé pre-
Ziti nabizi radikalni metastasektomie,
ktera je provediteina u méné nez 20 %
pacientd. Vétsina nemocnych je lé¢ena
systémovou paliativni terapii zalozenou
na aplikaci kombinace cytostatik (5-fluo-
rouracil a oxaliplatina nebo irinotekan)
a monoklonalnich protilatek (cetuximab
nebo panitumumab a bevacizumab, afli-
bercept nebo ramucirumab). Prvni dvé
z uvedenych protilatek blokuji recep-
tor pro epidermalni rstovy faktor (epi-
dermal growth factor receptor — EGFR),
dal3i tfi protilatky inhibuji rdzné formy
vaskularniho endotelového ristového
faktoru (vascular endothelial growth fac-
tor — VEGF). V3echny uvedené |écebné
modality zlep3uji celkové pieziti (over-
all survival — OS) [4]. V kombinaci s che-
moterapii dosahuje anti-EGFR terapie
(v porovnani s Ié¢bou cilenou na VEGF)

vyssiho procenta lé¢ebnych odpo-
védi a vyraznéjsi regrese objemu nado-
rové tkané, a proto se vyuziva k pokusu
o konverzi hrani¢né resekabilniho nebo
neresekabilniho onemocnéni na one-
mocnéni resekabilni [5]. Efektivita obou
skupin cilenych IéCiv je viak pfi samo-
statném podani pomérné nizka. U anti-
-EGFR monoterapie se uvadi ¢etnost lé-
¢ebnych odpovédi (response rate — RR)
v rozmezi 10-20 %, monoklonalni pro-
tilatky proti VEGF se v monoterapii ne-
pouzivaji viibec. V kombinaci s chemo-
terapii dochazi u obou skupin k navy3eni
RR na 55-65 % [4,5]. Priblizné 35-45 %
pacientd viak na kombinaci chemote-
rapie s cilenou lé¢bou neodpovi, u né-
kterych pacientll maze dokonce anti-
-EGFR terapie vést ke zhor3eni asu bez
progrese onemocnéni (progression-
-free survival — PFS) a OS [6,7]. Ve snaze
o aplikaci cilené lécby pouze pacientim
s nejvyssi pravdépodobnosti 1é¢ebné
odpovédi probiha intezivni vyzkum mo-
lekularnich faktord predikujicich odpo-
véd nebo rezistenci k této nakladné tera-
pii jesté pred jejim zahajenim.

V pfipadé terapie zamérené na VEGF
jsou moznosti predikce lé¢ebné odpo-
védi prozatim velmi omezené [8,9]. Tes-
tuji se prediktivhi modely zahrnujici
symptomatologii onemocnéni, lokali-
zaci a typ nadoruy, inicialni odpovéd na
chemoterapii a dalsi. Klinicka data potvr-
zujici jejich vyuziti jsou v3ak insuficientni
a chybi verifikace vysledkl v prospektiv-
nich studiich. V pfipadé monoklonalnich

protilatek proti EGFR je situace zcela od-
lisna. Objeveni souvislosti mezi aktivacni
mutaci onkogenu KRAS a rezistenci CRC
k anti-EGFR terapii bylo jednim z nejvy-
znamnéjsich milnikd v oblasti prediktivni
diagnostiky solidnich nadort [10,11].
Vylouceni mutace KRAS se stalo nezbyt-
nou podminkou uhrady cetuximabu
a panitumumabu vyzadovanou regu-
laénimi autoritami. Rada dalgich stu-
dii vedla ke zjisténi, Ze rezistence k anti-
-EGFR terapi je u metastatického CRC
(mCRC) v naprosté vétsiné pripadd spo-
jena s konstitutivni aktivaci signalnich
drah spojujicich EGFR s jadrem nadorové
bunky [12].

Cilem tohoto review je popsat patofy-
ziologii EGFR signalni drahy a soucasné
moznosti predikce odpovédi na anti-
-EGFR terapii v ndvaznosti na béznou kli-
nickou praxi.

Struktura EGFR signalni drahy

Receptor pro EGFR je abnormalné akti-
vovan u velké ¢asti nadorovych onemoc-
néni [13]. U CRC je overexprese EGFR de-
tekovatelna u cca 50 % pacientd a je
asociovana s progresi nadoru, horsi pro-
gnoézou a snizenou senzitivitou k che-
moterapii [14]. EGFR gen (avian eryth-
roblastosis oncogene B1/ErbB1/HER1),
ulozeny na chromozomu 7p12-13, ko-
duje transmembranovy receptor s tyro-
zinkinazovou aktivitou patfici do ErbB
(HER) rodiny receptori. Tato rodina za-
hrnuje rovnéz receptory HER2/neu
(ErbB2), HER 3 (ErbB3) a HER4 (ErbB4).
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S vyjimkou receptoru HER2, ktery po-
strada schopnost navazat ligand, vazou
HER-receptory s variabilni afinitou
rdzné ligandy vé. EGF, TGF-a (transfor-
ming growth factor a), epiregulinu, be-
tacellulinu, HB-EGF (heparin binding
EGF-like growth factor), amphiregu-
linu, epigenu, heregulinu a neuregulind
1-4 [15]. Dle afinity k EGFR rozliSujeme
ligandy vysokoafinitni (EGF, TGF-q, beta-
cellulin a HB-EGF) a nizkoafinitni (epire-
gulin, amphiregulin a epigen) [16]. Nava-
zani ligandu indukuje homodimerizaci
nebo heterodimerizaci jednotlivych re-
ceptort ErbB rodiny a naslednou auto-
fosforylaci tyrozinovych zbytkl v cyto-
plazmatické &asti receptoru. Vyjimkou je
receptor HER3, ktery vlastni kindzovou
aktivitu postrada, ale midze vytvorit he-
terodimery s ostatnimi receptory z ErbB
rodiny a ty stimulovat. K fosforylovanym
tyrozinovym zbytkam jsou pfitahovany
tzv. adaptorové proteiny, které aktivuji
downstreamové signalni transdukéni
kaskady (schéma 1).

Nejcastéji je prostiednictvim EGFR ak-
tivovana MAP kinazova signdlni draha
(mitogen-activated protein kinase path-
way), kde prvnim z kli¢ovych proteini je
protein RAS (rat sarcoma viral oncogene
homolog). Jsou popisovany tfi rozdilné
RAS proteiny: KRAS, NRAS (neuroblas-
toma RAS viral oncogene homolog)
a HRAS (harvey RAS viral oncogene ho-
molog). Aktivovany protein KRAS lze
identifikovat podle vazby na GTP (gua-
nosintrifosfat). Diky vlastni defosfory-
lani (GTPazové) aktivité viak dochazi
ke konverzi GTP na GDP (guanosindi-
fosfat), a tim ke spontanni inaktivaci
proteinu KRAS. Nasledné uvolnéni GDP
z proteinu KRAS je katalyzovano pomoci
GEF (guanine nukleotide exchange fac-
tor), ktery usnadriuje reaktivaci KRAS na-
vazanim nové molekuly GTP. Aktivovany
protein KRAS fosforyluje serin-threoni-
novou kinazu RAF (rapidly accelerated
fibrosarcoma), ktera nasledné aktivuje
MEK (mitogen-activated protein kinase).
Aktivni kinaza MEK fosforyluje ERK (ex-
tracellular signal-regulated kinase), na-
zyvanou téz MAPK (mitogen-activated
protein kinase), a ta aktivuje v jadfe na-
dorové bunky faktory stimulujici tran-
skripci gentt zodpovédnych za bunéé-
nou proliferaci [17].

Bylo popsano nékolik mutaci postihu-
jicich signalni drahu RAS/RAF/MEK/ERK,
které zplsobuji jeji trvalou aktivaci a na-
slednou bunécnou proliferaci nezavis-
lou na rastovych faktorech. Mutace
KRAS v kodonech 12 a 13 (v exonu 2)
jsou pfitomné u pfiblizné 40 % pacientt
s CRC[18]. Dalsich cca 5 % pacientti s CRC
ma mutaci KRAS v exonech 3 nebo 4 (ob-
vykle v kodonech 61 nebo 146) a dalsich
5 % je nositelem mutace NRAS v exo-
nech 2, 3 nebo 4. Pfiblizné 10 % pacientd
ma mutaci BRAF (v-raf murine sarcoma
viral oncogene homolog B1) v kodonu
600 [18].

Ackoliv je RAS/RAF/MEK nejcas-
té&j3i signalni drahou aktivovanou skrze
EGFR, existuji dalsi signalni drahy, které
prostfednictvim aktivace receptori
ErbB ovliviuji bunéénou proliferaci
a preziti nadorovych bunék a které se
s RAS/RAF/MEK drahou navzajem kfizi.
Aktivace PI3K (phosphatidylinositol
3-kinase) je pfimo napojena na receptory
ErbB3 a ErbB4 a nepfimo napojena na re-
ceptory ErbB1 a ErbB2. Aktivovana PI3K
nasledné fosforyluje AKT (AKT8 virus on-
cogene cellular homolog) a kinazu Sé6
(small subunit ribosomal protein S6). Pri-
blizn& u 50 % CRC byly popsany alterace
v signalni draze PI3K. Nejcastéjsi je akti-
vaéni mutace PIK3CA (phosphatidylino-
sitol-4, 5-biphosphate 3-kinase, catalytic
subunit alpha), ktera se vyskytuje u 15 %
nehypermutovanych a 37 % hypermuto-
vanych CRC [18]. Dal3i drahy aktivované
prostiednictvim receptort ErbB rodiny
zahrnuji fosfolipazu Cy, proteinkinazu C
a drahu Jak/Stat (Janus-family tyrosine
kinase/Signal transducer and activator
of transcription). Aktivace téchto signal-
nich drah patfi mezi kompenzacni me-
chanizmy, kterymi nadorové buriky rea-
guji na nové vzniklou blokadu EGFR
a které mohou byt pfi¢inou vzniku zis-
kané (sekundarni) rezistence k anti-EGFR
terapii [12].

Faktory predikujici rezistenci

k anti-EGFR terapii

RAS (KRAS, NRAS)

Diasledkem mutace onkogenu KRAS
(mKRAS) je zablokovani GTPazové akti-
vity proteinu a jeho trvala aktivace. Akti-
vovany protein KRAS pak vysila stimu-
laéni signal smérem k jadru nadorové

extracelularni prostor

intracelularni prostor / i

cytoplazma

jadro

Schéma 1. Struktura EGFR signdlni drahy.

buriky bez ohledu na stimulaci EGFR li-
gandem nebo jeho zablokovani mono-
klonalni protilatkou (monoclonal anti-
body — moAb). Diikazy o tom, Ze mKRAS
zpusobuje rezistenci k anti-EGFR tera-
pii, byly publikovany jiz dva roky po uve-
deni cetuximabu do klinické praxe [10].
Nasledné retrospektivni analyzy vel-
kych klinickych studii faze lll hodnoti-
cich efektivitu cetuximabu ¢&i panitu-
mumabu v kombinaci s chemoterapii
v 1. linii Ié¢by mCRC toto zjisténi potvr-
dily a vylouceni mutace KRAS se stalo ne-
zbytnou podminkou zahajeni anti-EGFR
terapie [11,19-20]. K dalSimu zpfresnéni
prediktivni diagnostiky mCRC doslo
v roce 2013. Retrospektivni analyza stu-
die PRIME hodnotici u nemutovanych
KRAS (wtKRAS) pacient s mCRC efekti-
vitu kombinace FOLFOX (oxaliplatina +
+ 5-fluorouracil + leukovorin)/panitumu-
mab oproti chemoterapii FOLFOX sa-
motné prokazala, ze kromé bézné vy-
Setfovanych mutaci KRAS v exonu 2
(v kodonech 12 a 13) jsou za rezistenci
k panitumumabu zodpovédné i mu-
tace onkogenu KRAS v exonu 3 (kodon
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. Tab. 1. Porovnani OS u wtKRAS, wtRAS a mRAS pacientt v 1. linii anti-EGFR lé¢by mCRC.

0OS (mésice) wtKRAS (exon 2) 0S5 (mésice) wtRAS 0S (mésice) mRAS
Studie Lécba CHT + EGFR CHT + EGFR CHT + EGFR
&Rlzzg;' 221 FOIE':EI:/_ 20,0 23,5 20,2 28,4 17,7 16,4
:—,Rlngg 6) [21] FOL:aOI:H— 194 23,8 20,2 26,0 19,2 15,6
::quf 97) [23] FOI;Z?:(XH_ 18,5 (22,8) 17.8 19,8 17,8 13,5

wtKRAS — wild-type KRAS (v exonech 2 a 3), wtRAS — wild-type RAS (KRAS a NRAS v exonech 2, 3 a 4), mRAS — mutovany RAS,
CHT - chemoterapie, EGFR - cilena |é¢ba proti receptoru pro epidermalni ristovy faktor, FOLFIRI - irinotekan + 5-fluorouracil +
leukovorin, FOLFOX - oxaliplatina + 5-fluorouracil + leukovorin, cetux — cetuximab, pani — panitumumab, OS - celkové pfeziti

59a61) a4 (kodon 117 a 146) a také mu-
tace onkogenu NRAS ve stejnych exo-
nech (2, 3 a 4) [6,21]. Navic bylo zjisténo,
Ze podani panitumumabu pacientiim
s jakoukoliv mutaci KRAS ¢i NRAS ma de-
trimentalni efekt ve smyslu zhor3eni PFS
a OS oproti |é¢bé chemoterapii samot-
nou (OS 15,6 vs. 19,2 mésice, HR 1,21;
p = 0,04) [21]. Podobné vysledky byly
ziskany pfri retrospektivnich analyzach
studii CRYSTAL a OPUS hodnoticich vliv
pfidani cetuximabu k rezimtm FOLFIRI
(irinotekan + 5-fluorouracil + leukovorin)
a FOLFOX v 1. linii Ié¢by mCRC. Pacienti
s mutaci RAS (mRAS) z pridani cetuxi-
mabu nebenefitovali [22], nebo jim byli
podobné jako ve studii PRIME dokonce
poskozeni [23]. Naopak u pacientd
s wild-type RAS (wtRAS) ve viech vyset-
fovanych exonech (2, 3 a 4) byl benefit
pfidani anti-EGFR moAb k chemotera-
pii samotné mnohem vyrazné&jsi nez pfi
ptvodnim hodnoceni skupiny pacientd
s wtKRAS v exonu 2 (tab. 1).

Superioritu anti-EGFR nad anti-VEGF
terapii u podskupiny pacientd s wtRAS
v 1. linii Ié€by mCRC mély prokazat dvé
pfimé head-to-head studie faze I, v je-
jichz pavodnim designu bylo hodno-
ceni pouze pacientd s wtKRAS (exon 2)
nadory. Némecka studie FIRE-3 hodno-
tici efektivitu kombinace FOLFIRI/cetu-
ximab oproti kombinaci FOLFIRI/bevaci-
zumab sice svij primarni cil zlepSeni RR
u skupiny pacientt s wtKRAS nesplnila,
nicméné piisubanalyze zaméfené pouze
na pacienty s wtRAS jiz byly rozdily v RR
evidentni (72 vs. 56,1 %; p = 0,003) [7,24].
Naopak rozsahla americka akademicka

studie CALGB 80405 porovnavajici pfi-
dani cetuximabu nebo bevacizumabu
k rezimdm FOLFOX nebo FOLFIRI (dle
volby lékafe) vyraznéjdi rozdily mezi
anti-EGFR a anti-VEGF terapii ani pfi ana-
lyze podskupiny pacientd s wtRAS ne-
prokazala [25]. PIné znéni studie dosud
publikovano nebylo a je s napétim oce-
kavano. Recentni metaanalyza hodnotici
data z deviti studii definitivné potvrdila,
Ze podani anti-EGFR terapie pacientdm
s jakoukoliv mutaci RAS nepfinasi témto
pacientdm Zadny terapeuticky bene-
fit [26]. Souhrnné Ize tedy fici, Ze analy-
zou mutaci onkogenu RAS v exonech 2,
3 a 4 jsme v soucasné dobé schopni od-
filtrovat cca 50 % pacientd s mCRC, kteri
jsou k 1é¢bé cetuximabem ¢i panitumu-
mabem evidentné refrakterni.

BRAF

BRAF je protoonkogen lokalizovany na
chromozomu 7 (7q34), ktery patfi do
rodiny RAF genl (ARAF, BRAF a CRAF).
Koduje serin-threoninovou proteinki-
nazu, ktera navazuje na RAS v signalni
draze RAS-RAF-MEK-ERK. Mutace on-
kogenu BRAF (mBRAF) se vyskytuje
u cca 40-60 % melanomd, 45 % papi-
larnich karcinom stitné zlazy, 35 % se-
roznich karcinomi ovaria a u 5-15 %
mCRC [27]. Nejcastéji se jedna o mutaci
V600E v aktivacni doméné kinazy BRAF
na exonu 15. Zaménou valinu za glu-
tamat v kodonu 600 dojde ke konsti-
tutivni aktivaci RAF kinazy a tim i celé
RAS/RAF signalni drahy bez ohledu
na stav EGFR [28]. Mutace BRAF je vza-
jemné exkluzivni s mutaci RAS, nebot

koexistence obou mutaci brani prolife-
raci a vytvafi negativni selekéni tlak [29].
Z hlediska vyskytu je mBRAF ¢&astéjsi
u proximalnich (pravostrannych) CRC,
u starsich pacientd (zejména Zen), u na-
dor( nizce diferencovanych, s mucinozni
histologii a s mikrosatelitni instabili-
tou (MSI-H) [30]. U pacientd s mCRC je
mBRAF jednoznacné prokazanym ne-
gativné prognostickym faktorem ne-
zavisle na podané lécbé [31]. Negativné
prediktivni potencidl této mutace ve
vztahu k anti-EGFR terapii zlstava na-
dale nejasny. Ackoliv dvé recentni meta-
analyzy negativné prediktivni potencial
mBRAF potvrdily [32,33], horsi vysledky
u wtRAS/mBRAF pacientl byly proka-
zany piedevsim u predlécenych pacientt
ve 2. a dalsich liniich lé¢by [34,35].
V 1. linii [é€by mCRC jsou vysledky stu-
dii kontroverzni. Nékteré retrospektivni
studie rezistenci k anti-EGFR terapii po-
tvrzuji [36,37], jiné ne [38]. Sdruzena
analyza studii CRYSTAL a OPUS hodno-
tici pridani cetuximabu k rezimu FOLFIRI
nebo FOLFOX prokazala jednoznaéné
zlepseni PFS i OS u pacientl s wtRAS/
/wtBRAF [39].V podskupiné 70 pacient(
s wtRAS/mBRAF bylo sice zlep3eni PFS
i OS rovnéz pozorovano, ale kvili niz-
kému poctu pacientd jiz rozdily nebyly
statisticky signifikantni. Svoji roli zde
jisté sehral i negativné prognosticky vliv
mBRAF, nebot pfi porovnani pacientt lé-
cenych pouze chemoterapii dosahovali
pacienti s mBRAF evidentné hor3ich vy-
sledkd nez pacienti s wtBRAF. Rovnéz
analyza pacientd s mBRAF ve studiich
PRIME a FIRE-3 negativné prediktivni
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efekt mBRAF ve vztahu k anti-EGFR te-
rapii nepotvrdila [6]. Recentni prospek-
tivni studie hodnotici prediktivni vy-
znam mBRAF u wtRAS mCRC pacient(
ukazala, ze pacienti s mBRAF maji oproti
pacientdm s wtBRAF horsi PFS i OS,
ovsem statisticky signifikantni je tento
rozdil opét pouze ve 2. a dalsich liniich
Iécby, nikoliv v 1. linii [40]. V soucasné
dobé by tedy zjisténi mBRAF nemélo
byt ddvodem k nepodani anti-EGFR te-
rapie v 1. linii Ié¢by mCRC. Existuje viak
rostouci evidence o mBRAF jako jednom
z mechanizm sekundarni (ziskané) rezi-
stence vznikajici v pribéhu lécby cetuxi-
mabem ¢&i panitumumabem [41,42].

PIK3CA
Fostatidyl-inositol-3-kinaza (PI3K) patii
do rodiny lipidovych kinaz, které konver-
tuji fosfatidyl-inositol-2-fosfat (PIP2) na
fosfatidyl-inositol-3-fosfat (PIP3), fosfory-
luji AKT a aktivuji drahu PI3K/AKT/mTOR
ovliviiujici bunécnou proliferaci a pre-
Ziti bunék [43]. Pro CRC je dalezita PI3K
tfidy 1A, ktera je vyznamnym efektorem
receptord ErbB1-4. Jedna se o hetero-
dimer sloZeny z regulaéni podjednoty
(p85), kotvici kindzu k vazebnym mistiim
EGFR, a katalytické podjednotky (p110),
zodpovédné za fosforylaci a pfenos sig-
nalu na AKT. Ze somatickych mutaci se
u nadorovych onemocnéni vyskytuji
predeviim aktivaéni mutace onkogenu
PIK3CA, ktery koduje katalytickou pod-
jednotku p110 [44]. Tyto mutace jsou
popisovany u cca 15-20 % CRC a mohou
koexistovat soucasné& s mutacemi RAS
nebo BRAF [45]. VétSina mutaci PIK3CA
(mPIK3CA) je lokalizovanych v exonu 9
(60-65 % mutaci) a v exonu 20 (20-25 %
mutaci) a vede ke konstitutivni aktivaci
celé downstream drahy AKT/mTOR ne-
zavisle na blokadé EGFR.

Potencialni vliv mPIK3CA na rezistenci
k anti-EGFR terapii mCRC byl studovan
v nékolika retrospektivnich studiich, je-
jichz vysledky jsou rozporuplné [46,47].
Vysvétleni pfinesla rozsahla retrospek-
tivni analyza konsorcia evropskych stu-
dii zahrnujici 708 chemorefrakternich
pacientd s mCRC lé€enych cetuxima-
bem, ktera ukazala, Ze pouze mutace
PIK3CA v exonu 20, nikoliv v exonu 9,
jsou signifikantné spojeny s horsim RR,
PES i OS pfi porovnani s pacienty bez

této mutace [35]. Prediktivni vyznam
mutaci v exonu 20 posiluje i fakt, Ze tato
mutace je vzajemné exkluzivni s mutaci
KRAS. Naopak mutace v exonu 9 byla
¢asto detekovana pravé u pacientl
KRAS mutovanych. Rozdilné zastou-
peni mutaci exonu 9 a exonu 20 v pred-
chozich studiich vysvétluje jejich kon-
fliktni vysledky. Mutace PIK3CA v exonu
20 tedy mohou hrét roli v rezistenci
k anti-EGFR terapii zejména u pacientd
s wtKRAS mCRC, coz potvrdily dvé re-
centni metaanalyzy [33,48]. K tomu, aby
v3ak mohly tyto nizce frekventni mutace
ovlivnit selekci pacientd k anti-EGFR te-
rapii v bézné klinické praxi, je nutna je-
jich validace v dalSich prospektivnich kli-
nickych studiich.

Ztrata PTEN

PTEN (phosphatase and tensin homolog)
je tumor supresorovy gen lokalizovany
na chromozomu 10, ktery kéduje protein
(fosfatazu) brzdici PI3BK/AKT/mTOR sig-
nalizaci. U cca 20-40 % mCRC dochazi na
podkladé genetickych i epigenetickych
mechanizmi k inaktivaci PTEN [49], coz
vede k navyseni koncentrace PIP3, kon-
stitutivni hyperaktivaci signalni drahy
PI3K/AKT/mTOR a v konecném dusledku
ke zvyseni proliferace a prezivani nado-
rovych bunék [50]. Retrospektivni studie
zkoumajici podil ztraty PTEN na rezis-
tenci k anti-EGFR terapii pfinesly nekon-
kluzivni vysledky. Podobné jako u karci-
nomu prsu v nich byla inaktivace PTEN
definovana ztratou imunohistoche-
mické (IHC) exprese. Ve studii Loupakise
et al byla ztrata exprese PTEN u 102 che-
morefrakternich pacientd s mCRC léce-
nych cetuximabem a irinotekanem spo-
jena s horsi odpovédi na lécbu. Rozdil
v RR byl v3ak signifikantni pouze pfi hod-
noceni vysledkd analyzy PTEN z meta-
statickych |ézi, nikoliv ze vzorkl primar-
nich nadorQ, coz ukazuje na moznost
zmény exprese PTEN v priibéhu nadoro-
vého onemocnéni (napf. v disledku klo-
nalni selekce) [51]. PFS byl u PTEN-pozi-
tivnich pacientd rovnéz delsi, signifikatni
prodlouzeni OS v3ak bylo potvrzeno
pouze u pacientd s vylou¢enou mutaci
onkogenu RAS. Retrospektivni francouz-
ska studie sice na souboru chemorefrak-
ternich pacientd s wtRAS mCRC zadné
rozdily v RR &i PFS ve vztahu k PTEN ne-

prokazala, pacienti PTEN-negativni vSak
vykazovali signifikantné horsi OS [36].
| kdyZz recentni metaanalyza prokazala,
Ze ztrata exprese PTEN je signifikantné
spojena s nedostate¢nym benefitem
anti-EGFR terapie u wtRAS mCRC, autofi
uzaviraji, ze prediktivni vliv mutaci BRAF
a PIK3CA je vyznamnéjsi nez vliv ztraty
PTEN [33]. Podobné jako u mPIK3CA jsou
pro pouZiti v bézné klinické praxi nutné
rozsahlejsi prospektivni klinické studie
a predevsim standardizace metody de-
tekce PTEN exprese. V soucasné dobé
tedy neni mozno povazovat PTEN za va-
lidni prediktivni nebo prognosticky mar-
ker mCRC.

EGFR-ligandy epiregulin

a amphiregulin

Vysoka exprese EGFR-ligand( epiregu-
linu a amphiregulinu je jednim ze znakd
autokrinni aktivace EGFR-signalni drahy
a oznacuje nador senzitivni k anti-EGFR
terapii [52]. Prof. Jacobs v roce 2009 pub-
likoval praci, ve které na souboru
220 pacientd s mCRC lé¢enych kombi-
naci irinotekan + cetuximab zjistoval vliv
mRNA exprese epiregulinu a amphiregu-
linu na OS, RR i PFS. Vy3etieni provadél na
parafinovych bloccich nadorové tkané,
samoziejmosti bylo vySetfeni stavu KRAS.
Kromé potvrzeni negativné prediktivniho
vlivu mKRAS tym autor( dale zjistil, ze
pomoci stanoveni hladiny ligandd EGFR
Ize pacienty s wtKRAS rozdélit do dvou
evidentné odlisSnych skupin. Zatimco
pacienti s wtkKRAS a vysokou hladinou
epiregulinu vykazovali nejlepsi lé¢ebné
vysledky (median OS 65 tydna), pacienti
s wtKRAS a nizkou hladinou epiregulinu
na lécbu spise neodpovidali a svymi kli-
nickymi charakteristikami se pfiblizo-
vali skupiné pacientli s mKRAS (median
OS 31 tydnd). Stanoveni hladiny exprese
epiregulinu tedy pomohlo vyclenit ze
skupiny pacientii s wtKRAS podsku-
pinu velmi pravdépodobnych respon-
déri. Rovnéz analyza exprese hladiny
epiregulinu a amphiregulinu ve studii
PICCOLO (irinotekan vs. irinotekan + pa-
nitumumab u 323 piedlécenych pacientt
s wtRAS mCRC) [53] potvrdila, Zze vysoka
exprese ligandt predikuje benefit panitu-
mumabu u pacientd s wtRAS mCRC, na-
opak pacienti s nizkou hladinou ligandi
z aplikace panitumumabu nebenefitovali.
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Prognosticky vyznam hladiny epiregulinu
a amhiregulinu potvrzen nebyl [54]. Uve-
dena data ukazuji, Ze stanoveni hladiny
exprese EGFR ligand mzZe byt slibnou
cestou k cilené&jsi selekci wtRAS pacient(
Ié¢enych anti-EGFR terapii. Aby se viak
tato hypotéza mohla stat soucdsti bézné
klinické praxe, je zapotiebi jeji verifikace
v dal3ich klinickych studiich.

HER2 amplifikace

HER2 je receptor postradajici schopnost
navazat ligand, ktery je odkazan na he-
terodimerizaci s ostatnimi ErbB recep-
tory, zejména EGFR a HER3. Amplifikace
HER2 se, v zdvislosti na své intenzité,
muze podilet na rezistenci k anti-EGFR
terapii [55,56]. Recentni retrospektivni
studie analyzujici pomoci FISH (fluo-
rescencni in situ hybridizace) HER2 sta-
tus u 170 wtKRAS mCRC pacientt
lé¢enych cetuximabem nebo panitumu-
mabem rozdélila pacienty do tii podsku-
pin: 1. s minimalni ¢i zadnou amplifikaci
HER2 (35 % pacientt); 2. s HER2 am-
plifikaci u minoritnich klond, pfipadné
se zvySenym poctem kopii genu pro
HER2 v disledku polyzomie (61 %);
3. s HER2 amplifikaci ve viech bunkach
(4 %) [57]. Nejhor3ilécebné vysledky byly
pozorovany u skupiny 3, kde v ddsledku
hyperaktivace HER2 dochazi pravdépo-
dobné k bypassu EGFR blokady a vzniku
rezistence k anti-EGFR terapii. U této
malé skupiny pacientd (jen 4 %) by bylo
na misté zvazeni blokady HER2. Naopak
nejlepsi vysledky vykazovali pacienti
s HER2 amplifikaci u minoritnich klond
nebo s polyzomii. Souvislost hladiny
mRNA pro HER2 s PFS a OS byla pozo-
rovana i u pacientl lécenych cetuxima-
bem a chemoterapii v 1. linii lé¢by mCRC
v ramci studie CALGB 80203 [58]. Pres-
toze ke stanoveni definitivnich zavér(
je tfeba dalSich prospektivnich studii, je
prediktivni potencial HER2 overexprese
v souvislosti s anti-EGFR terapii velmi
pravdépodobny.

Exprese EGFR na povrchu

nadorové buiky

Pilotni klinické studie ovéfujici efektivitu
cetuximabu u mCRC hodnotily zejména
pacienty s imunohistochemicky ovéfe-
nou overexpresi EGFR [59,60]. Analogicky
jako u karcinomu prsu, kde overexprese

HER2 pfedstavuje nutnou podminku
efektivity trastuzumabu, se totiz pred-
pokladalo, Ze bez overexprese EGFR ne-
mdze protilatka proti tomuto receptoru
fungovat. Relativné zahy byl viak potvr-
zen efekt cetuximabu i u pacientd s ne-
gativni expresi EGFR [61]. Presto trvalo
pomérné dlouhou dobu, nez regulacni
autority pfestaly vyZadovat potvrzeni
EGFR exprese pred zahajenim cilené anti-
-EGFR [é¢by. Mezi hlavni divody nulové
prediktivni hodnoty EGFR exprese byva
uvadéna omezena senzitivita IHC, chy-
béjici standardizace, neschopnost rozlisit
tzv. vysokoafinitni EGFR (kterych je sice
jen 5 9%, ale tvofi hlavni biologicky aktivni
formu receptoru) a nizkoafinitni EGFR
(95 % viech EGFR s nizkou biologickou
aktivitou), riziko znehodnoceni vzork
nadoru pii dlouhém skladovani a pro-
blém rozdilnosti epitoptl EGFR pro mono-
klonalni protilatku a pro IHC detekci [61].

Amplifikace genu pro EGFR

V Eetnych retrospektivnich klinickych
studiich bylo prokdzano, Ze jiz malé zvy-
Seni poctu kopii genu pro EGFR (gene
copy numer — GCN - nad 2,5 kopii genu
na jadro buriky), stanovené metodou
FISH nebo PCR koreluje s vy33i Eetnosti
Ié¢ebnych odpovédi i PFS pfi terapii ce-
tuximabem [36,62-64]. Naopak pacienti
s EGFR GCN pod uvedenou hranici na
anti-EGFR lécbu odpovidali hiife nebo
vibec. Tento stupen amplifikace (vyvo-
lany vétSinou polyzomii nez skute¢nou
amplifikaci genu) je popisovan u cca 30 %
pacientd s mCRC. Ovéreni prediktivniho
potencialu EGFR GCN v prospektivnich
klinickych studiich viak komplikuje fada
faktord, predevsim problematicka tech-
nickd reproducibilita a vysoka interla-
boratorni variabilita vySetfeni a rozdilna
hodnota cutoff pouZivana jednotlivymi
vyzkumnymi skupinami [65]. Z téchto
didivodi se vyuziti EGFR GCN v realné kli-
nické praxi prozatim neocekava.

Kombinace biomarkera

Soucasnym stanovenim nékolika uvede-
nych faktorl Ize zvysit celkovou predik-
tivni hodnotu testu. Retrospektivni ana-
lyza mutaci PIK3CA, KRAS, BRAF a PTEN
v souboru 132 pacientd s mCRC léce-
nych anti-EGFR terapii vedla k odhaleni
az 70 % non-respondéra [66]. Pravdé-

podobnost lé¢ebné odpovédi vylouce-
nim jednotlivych mutaci postupné na-
rastala (RR 0 % u pacientd s alteraci
ve dvou a vice vy3etfovanych genech,
4 % u pacient( s alteraci v jednom genu
a 51 % u tzv. quadruple negativnich
pacientd s absenci alterace ve viech &ty-
fech uvedenych genech). Naopak hod-
noty PFS a OS s narlstajicim poctem
alteraci progresivné klesaly. Podobné vy-
sledky byly publikovany pfi analyze mu-
taci KRAS, BRAF a PTEN a EGFR GCN [36].
S nastupujici érou sekvenovani nové ge-
nerace (next generation sequencing —
NGS) se moznosti multigenni detekce
vyrazné zjednodusuji a do provadénych
analyz je jiz v soucasné dobé mozné za-
fadit stale vice genll se znamou pre-
diktivni nebo prognostickou hodno-
tou [67]. Problematické oviem zhstava
racionalni vyhodnoceni ziskanych vy-
sledkd a jejich klinickych konsekvenci.

Klinicke faktory ovlivhujici odpovéd'
na anti-EGFR terapii

Specifickou skupinou jsou faktory kli-
nické, které predpovidaji pokracujici od-
povéd na anti-EGFR lécbu az po urcité
dobé jejiho trvani, nikoliv pred jejim za-
hajenim. Vychazeji bud' ze specifickych
nezadoucich tGcinkd podavané lé¢by (ak-
neiformni rash, hypomagnezemie), nebo
z intenzity [é¢ebné odpovédi pffi prvnim
piedetieni (Easna regrese nadoru).

Akneiformni exantém (rash)

Receptor EGFR se kromé nadorové
tkané vyskytuje ve zvysené mife i v kiizi
a v koznich adnexach, proto je aknei-
formni exantém typickym vedlejsim
ucinkem |é¢by cetuximabem a pani-
tumumabem. Prevalence exantému je
80-100 % a jeho intenzita koreluje s vy3-
5im RR i 0S [59,68-70]. Predpokladalo se,
Ze exantém muze ukazovat na lokalni
saturaci EGFR v nadorové tkani. Z tohoto
divodu byly provadény studie s navyse-
nim davky cetuximabu u pacientd bez
exantému ve snaze o zlepseni efekti-
vity lécby [71]. Zdvojnasobenim obvyklé
tydenni davky cetuximabu bylo dosa-
Zeno navyseni RR (30 vs. 16 %), ale niko-
liv zlep3eni OS. Navy3eni RR bylo navic
pozorovano pouze u pacientd s wtkRAS.
Argumentd proti prediktivnimu vyuZiti
akneiformniho exantému je viak cela
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fada: 1. rash se objevuje i u pacient( bez
odpovédi na anti-EGFR lécbu a naopak -
neobjevuje se u viech pacientl s odpo-
védi [72]; 2. rash ukazuje na lokalni satu-
raci EGFR v kézi a nikoliv v nadoru [71];
3. reakce kize na podavanou lécbu
muze byt individuadini [73]. Je tedy tfeba
vyckat vysledkd daldich prospektivnich
studii k objasnéni prediktivni a prognos-
tické hodnoty kozni toxicity anti-EGFR
terapie [74].

Hypomagnezemie

EGFR je vyrazné exprimovan ve vze-
stupném raménku Henleovy klicky, kde
ovliviiuje iontovy kanal zodpovédny
za zpétnou reabsorbci magnezia (Mg)
z glomerularniho filtratu. Blokada EGFR
tedy vede k hypomagnezemii. Dle pub-
likované metaanalyzy 14 randomizova-
nych klinickych studii byla hypomag-
nezemie potvrzena u 17 % pacientd
lé¢enych cetuximabem ¢&i panitumuma-
bem [75]. Pfidani anti-EGFR terapie zvy-
Silo relativni riziko vzniku hypomagne-
zemie oproti pacientim lé¢enym pouze
chemoterapii na 3,87 u cetuximabu
(resp. 12,55 u panitumumabul), relativni
riziko zavazné hypomagnezemie bylo
zvyseno na 7,48 u cetuximabu (resp.
10 u panitumumabu). Byla popsana ko-
relace mezi hypomagnezemii a klinickou
odpovédi na anti-EGFR terapii [76-78].
Ve studii Vincenziho et al byl u pacient(
s poklesem Mg o vice nez 20 % oproti
baseline hodnotam pozorovan pri tera-
pii cetuximabem a irinotekanem signifi-
kantné vy35i RR (66 vs. 25,6 %; p = 0,004),
PFS (6 vs. 3,9 mésice; p < 0,0001) i OS
(10,7 vs. 8,9 mésice; p = 0,021) [76].
Podobné vysledky publikovali stejni au-
tofi o tfi roky pozdéji [77]. V kontrastu
s uvedenym jsou vsak vysledky studie
NCI-CTG CO.17, ve které byl pokles hla-
diny Mg o vice nez 20 % oproti baseline
(stanoveny po 1. mésici Ié¢by) spojen se
zhorsenim OS [78]. Prestoze prediktivni
potencial hypomagnezemie zdstava ne-
jasny, je doporuceno pravidelné kont-
rolovat plazmatickou hladinu hoiciku
v pribéhu anti-EGFR lécby a pripadny
deficit substituovat.

Casna regrese nadoru
Inicidlni zména objemu nadorové tkané
pfi systémové 1écbé mCRC predikuje

dlouhodobou uspéinost lécby a ovliv-
fiuje i OS [79]. Byly definovany pojmy
»hloubka nadorové odpovédi” (deep-
ness of response — DOR) a ,&asna re-
grese nadoru” (early tumor shrink-
age - ETS). DOR oznacuje procento
zmenseni objemu nadoru pfi nadiru
oproti stavu pfi zahdjeni 1é¢by [80].
ETS ukazuje na stupen regrese nado-
rového postizeni pfi prvnim hodno-
ceni efektu lé¢by. VétSinou byva uva-
déna objemova regrese nadoruo =20 %
v 8. tydnu &by, ktera je jiZz vyznamna
z hlediska ovlivnéni OS [81]. Otazkou je,
zda se u pacientd, ktefi tohoto stupné
regrese nadoru po urcité dobé lécby ne-
dosahli, promitne dalsi pokracovani v ci-
lené lécbé do vyznamného prodlouzeni
0S, ¢i nikoliv.

Dalsi potencialni prediktivni faktory

V souvislosti s efektivitou anti-EGFR te-
rapie jsou uvadény nékteré dalsi fak-
tory, napf. mutace nadorového supre-
soru TP53 [82] nebo alterace daldiho
z tumor supresorovych gen FBXW7
(F-box/WD repeat-containing protein 7),
ktery kéduje protein uplatiiujici se v pro-
cesu ubikvitinace Cyclinu E, Notch a fady
proteinovych produktd vyznamnych
protoonkogent (MYC, JUN) [83]. Rov-
néz zde hraji dllezitou roli epigenetické
mechanizmy. MikroRNA (miRNA) jsou
kratké, 18-25 nukleotida dlouhé neko-
dujici jednoretézcové RNA, které regu-
luji expresi cilového genu na posttran-
skripéni trovni. Vétdinou tlumi translaci
nebo zvysuji degradaci cilové mRNA,
mohou viak fungovat i jako aktivatory
translace. Kazda miRNA muze regulovat
fadové stovky cilovych mRNA a v zavis-
losti na bunééném kontextu mize jedna
miRNA vykonavat jak funkci onkogenu,
tak nadorového supresoru. Bylo zjis-
téno, ze EGFR signalizace je pfimo regu-
lovana prostrednictvim miRNA [84] a re-
centni prace dokonce ukazuji na vztah
mezi miRNA a senzitivitou k anti-EGFR
terapii [85]. U pacientd s wtRAS mCRC
lécenych cetuximabem byla prokazana
signifikantni korelace mezi PFS a miR-
-31-3p a miR-31-5p. V nasi praci jsme na
retrospektivnim souboru 69 pacientd
s wtRAS mCRC lé¢enych cetuxima-
bem prokazali az 3,2nasobné delsi PFS
u skupiny pacientd s nizkou hladinou

miR-31-3p a miR-31-5p oproti skupiné
pacientd s vysokou hladinou miR-31-3p
amiR-31-5p [86].

Zavér

Kombinace moderni chemoterapie s ci-
lenou anti-EGFR |é¢bou vede u senzi-
tivnich pacientd s mCRC k vyraznému
prodlouzeni zivota a zlep3eni jeho kva-
lity. U rezistentnich pacientd mize na-
opak pridani monoklonalnich protila-
tek proti EGFR vést ke zhor3eni PFS i OS,
a tim pacienty poskodit. Z tohoto da-
vodu se identifikace senzitivnich a rezi-
stentnich pacient( stala klicovou zalezi-
tosti pfi inicialni rozvaze pred zahdjenim
cilené 1é¢by mCRC. Cetné klinické stu-
die vedly ke zjisténi, ze rezistence k anti-
-EGFR terapii je v naprosté vétsiné pfi-
padid spojena s konstitutivni aktivaci
signalnich drah distalné od EGFR. Ze stu-
dovanych faktord (mutace onkogent
KRAS, NRAS, BRAF a PIK3CA, inaktivace
nadorového supresoru PTEN a TP53,
amplifikace EGFR a HER2, zvysena hla-
dina ligandt epiregulinu a amphiregu-
linu, mikroRNA miR-31-3p a miR-31-5p
a dalsi) se do rutinni klinické praxe pro-
bojovaly pouze KRAS a NRAS. U ostat-
nich faktord neni dosavadni klinicka
evidence dostate¢na a je zapotiebi dal-
Sich studii k verifikaci zjisténych zavérd.
Na efektivitu anti-EGFR terapie mohou
ukazovat i nékteré klinické parame-
try zjisténé az po zahajeni cilené lécby,
jako napf. DOR, ETS, hypomagnezemie
a dalsi. Pfesnost prediktivni diagnostiky
Ize zvysit rovnéz kombinaci vysetiova-
nych biomarkerl napf. pomoci metod
zalozenych na NGS. Je v3ak treba varo-
vat pfed nekritickym vy3etfovanim fady
molekularnich marker(, které muze
vést k problémiim s interpretaci ziska-
nych vysledkd, pfedeviim jejich klinické
relevance.
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