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PŘEHLED
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Souhrn 
Východiska: Mutace genu pro receptor epidermálního růstového faktoru (epidermal growth 
factor receptor – EGFR) hrají důležitou roli v patogenezi nemalobuněčného karcinomu plic. 
Protože se jedná o alterace často ovlivnitelné cílenou léčbou, představuje jejich detekce sou-
část běžné klinické praxe. U pacientů s aktivačními mutacemi EGFR bylo dosaženo výrazného 
zlepšení léčebných výsledků pomocí cílené léčby tyrozinkinázovými inhibitory. Diagnostickým 
standardem mutací EGFR jsou v současné době metody založené na polymerázové řetězové 
reakci, zejména kvantitativní polymerázová řetězová reakce v reálném čase. V posledních le-
tech roste význam sekvenování nové generace. EGFR obsahuje čtyři domény: extracelulární 
s vazebným místem ligandu, transmembránovou doménu, cytoplazmatickou tyrozinkinázo-
vou katalytickou doménu a C-terminální doménu. Klíčové struktury tyrozinkinázové domény 
zodpovědné za aktivaci a přenos signálu jsou kódovány v rámci exonů 18–21 na 7. chromo-
zomu. Mutace EGFR jsou vysoce heterogenní. Asi 90 % mutací EGFR tvoří delece exonu 19 a bo-
dová mutace L858R v exonu 21. Jsou označovány za „klasické“ mutace. Přibližně 10% podíl 
z celkového počtu mutací připadá na méně časté alterace genu pro EGFR. Vzhledem k nízké 
incidenci nemalobuněčného karcinomu plic s méně častými mutacemi je stále třeba nových 
informací o jejich prediktivním významu. Většinu dosavadních dat o méně častých mutacích 
tvoří retrospektivní analýzy a hodnocení menších souborů. Cíl: Cílem tohoto přehledového 
článku je shrnout možnosti diagnostiky a léčby nemalobuněčného karcinomu plic s méně čas-
tými mutacemi EGFR.
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Úvod
Incidence bronchogenního karci-
nomu v ČR je 49,2/ 100 000 žen a 82,6/ 
 100  000  mužů. Nemalobuněčný karci-
nom plic (non-small cell lung cancer – 
NSCLC) tvoří převážnou většinu (85 %) 
těchto závažných plicních malignit  [1]. 
Nejvýznamnějším rizikovým faktorem 
je kouření. Endogenní rizikové faktory 
jsou méně časté  [2]. Významný onko-
genní potenciál mají specifické řídicí ge-
nové mutace (driver mutations – mu-
tace přímo poskytující buňce selektivní 
růstovou výhodu), které dělí NSCLC na 
molekulárně definované podjednotky 
a  svědčí o  vysoké heterogenitě one-
mocnění. S  tím souvisí dramatický roz-
voj možností systémové léčby v posled-
ním desetiletí, protože se často jedná 
o  alterace ovlivnitelné cílenou léčbou 
(targetable mutations). U pacientů s ak-
tivačními mutacemi genu pro receptor 
epidermálního růstového faktoru (epi-
dermal growth factor receptor – EGFR) 
nebo přestavbou ALK či ROS1 bylo dosa-
ženo výrazného zlepšení léčebných vý-
sledků [3,4]. Mezi další terapeutické cíle 
patří B-RAF, c-met, RET a další [5–7]. Zá-
sadní přínos znamenalo zařazení imuno-
terapie do léčby NSCLC, zejména inhibi-
tory PD-1 a PD-L1 [8].

V roce 2003  byly publikovány první 
práce popisující léčebný efekt inhi-
bice EGFR tyrozinkinázovými inhibitory 
(TKI)  [9,10]. Význam mutací EGFR jako 
prediktoru dobré odpovědi na léčbu TKI 
byl popsán Lynchem et al a Paezem et al 

v  roce 2004 [11,12]. Studie fáze III Ires
sa Pan-Asia Study publikovaná v  roce 
2009 prokázala mimořádný klinický be-
nefit gefitinibu (léčebná odpověď (re-
sponse rate – RR) 72,1  vs. 1,1  %) u  pa-
cientů s  mutací EGFR  [13]. Následně 
studie EURTAC přinesla podobné lé-
čebné výsledky u erlotinibu [14]. Četnost 
mutací EGFR u adenokarcinomů je v kav-
kazské populaci udávána 10–15 %, u asij-
ských pacientů až 50 %. Častější výskyt je 
u žen a nekuřáků. Asi 90 % mutací EGFR 
tvoří delece exonu 19 (del19) a bodová 
mutace L858R v exonu 21. Jsou označo-
vány jako „klasické“ mutace [15,16]. 

Pacienti s  EGFR mutovaným NSCLC 
v klinickém stadiu IIIB, IV jsou standardně 
léčeni TKI 1. generace (gefitinib, erlo-
tinib) či 2. generace (afatinib). Klinické 
studie fáze III prokázaly zlepšení doby 
do progrese (progression-free survival 
– PFS) a  objektivní odpovědi na léčbu 
(overall response rate – ORR)  [17–24]. 
V  souhrnné analýze studií Lux-Lung 3 
a Lux-Lung 6 bylo navíc prokázáno pro-
dloužení celkového přežití (overall sur-
vival – OS) pacientů s  del19  léčených 
afatinibem [25]. Léčba je nicméně kom-
plikována rozvojem sekundární rezis-
tence k léčbě TKI 1. a 2. generace, která je 
ve více než 50 % případů spojena s výsky-
tem bodové mutace T790M v exonu 20. 
Rezistenci mutace T790M překonává TKI 
3. generace osimertinib [26,27]. Přibývají 
informace osvětlující další mechanizmy 
poskytující nové léčebné cíle, zejména 
rezistentní mutace C797S v  exonu 20, 

dále mutace PI3KCA, KRAS, BRAF ampli-
fikace MET, fúze RET či FGFR  [28]. Další 
příčinou rezistence se ukazují být epige-
netické změny. Podle preklinických stu-
dií vykazovaly buněčné linie s hyperme-
tylací promotoru EGFR nižší citlivost ke 
gefitinibu. Tato oblast zůstává předmě-
tem výzkumu [29].

Mutace EGFR jsou vysoce hetero-
genní. Vzhledem k  nízké incidenci 
NSCLC s méně častými mutacemi je stále 
třeba nových informací o  jejich predik-
tivním významu. Klinické studie zpravi-
dla randomizovaly či primárně hodnotily 
pouze pacienty s klasickými mutacemi. 
Většinu dosavadních dat o  méně čas-
tých mutacích tedy tvoří retrospektivní 
analýzy a  hodnocení malých souborů. 
Pouze čtyři velké prospektivní studie 
zahrnovaly i  pacienty s  primárně dia
gnostikovanými méně častými muta-
cemi definovanými jako všechny mu-
tace s výjimkou del19 a L858R. V těchto 
studiích představovaly přibližně 
10% podíl z  celkového počtu mutací 
EGFR [17,18,23,24]. Cílem tohoto přehle-
dového článku je shrnout možnosti dia
gnostiky a léčby NSCLC pacientů s méně 
častými mutacemi EGFR.

Aktivace EGFR a mechanizmus 
účinku TKI
Receptor pro epidermální růstový fak-
tor obsahuje čtyři domény: extracelu-
lární s vazebným místem ligandu, trans-
membránovou doménu (alpha helix), 
cytoplazmatickou tyrozinkinázovou (TK) 

Summary
Background: Epidermal growth factor receptor (EGFR) mutations play an important role in the pathogenesis of non-small cell lung cancer. 
Because these alterations are so-called targetable mutations, their identification is important in daily clinical practice. The diagnostic standard 
of EGFR mutations is currently based on polymerase chain reaction methods, particularly the quantitative real-time polymerase chain reaction. 
In recent years, new generation sequencing has become increasingly important. In patients with EGFR mutations, a significant improvement 
in therapeutic outcomes was achieved with the administration of targeted therapy using tyrosine kinase inhibitors. EGFR is composed of four 
domains: extracellular with a ligand binding site, a transmembrane domain, a cytoplasmic tyrosine kinase catalytic domain, and a C-terminal 
domain. The key structures of the tyrosine kinase domain responsible for signal activation and transmission are encoded within exons 18–21 on 
chromosome 7. EGFR mutations are highly heterogeneous. About 90% of EGFR mutations are deletions of exon 19 and point mutation L858R 
in exon 21. These are referred to as ‘classic’ mutations. Approximately 10% of the total number of EGFR mutations is attributable to less frequent 
alterations in the EGFR gene. Due to the low incidence of non-small cell lung cancer with less frequent EGFR mutations, information on their pre-
dictive significance is still incomplete. Most of the data for the treatment of cases with uncommon mutations were gathered from retrospective 
analyses and evaluations of small cohorts. Purpose: The aim of this review is to summarise the current options for diagnosing and treating non-
-small cell lung cancer patients with uncommon EGFR mutations.
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tací v  EGFR a mohou vést k aktivaci TK 
domény bez přítomnosti ligandu  [16]. 
Vyskytují se ve formě: a) krátkých delecí, 
zejména v rámci exonu 19; b) bodových 
substitucí nukleotidů; c) inzercí, popř. 
duplikací [33]. Je možný komplexní vý-
skyt více než jedné mutace v  různých 
exonech  [34]. V posledních letech byly 
rovněž popsány případy chromozomál-
ních aberací ve smyslu duplikací či fúz-
ních translokací, které se ukazují být vy-
užitelné jako terapeutické cíle [35,36]. 

Klasické mutace EGFR (del19 a L858R) 
snižují afinitu kinázy k ATP, čímž je zajiš-
těna vyšší afinita k TKI [37]. TKI 1. gene-
race, gefitinib a erlotinib, se reverzibilně 
vážou na vazebné místo ATP a  blokují 
fosforylaci mutované i nemutované ki-
názy  [38]. Vyšší afinita TKI k  mutované 
kináze je příčinou vysoké léčebné od-
povědi. TKI 2. generace afatinib se ire-
verzibilně váže na vazebné místo ATP 

vými rezidui [31]. Navázání ligandu epi-
dermálního růstového faktoru (EGF) 
umožní vznik asymetrické dimerizace 
dvou kináz. Následná autofosforylace 
tyrozinových zbytků v  intracelulárním 
konci EGFR iniciuje tvorbu proteinových 
komplexů zodpovědných za transdukci 
signálu prostřednictvím signálních drah, 
zejména RAS/ MAPK a  PI3K/ AKT, a  dal-
ších. Výsledkem je ovlivnění exprese 
genů podporujících buněčnou prolife-
raci, přežití a migraci [32]. V případě mu-
tované kinázy se dimerizace jako pri-
mární mechanizmus aktivace nejeví. Je 
upřednostněn trvale aktivní stav do-
mény, což vede ke zvýšené aktivitě re-
ceptoru a zvýšení onkogenního rizika. 

Klíčové struktury TK domény zod-
povědné za aktivaci a  přenos signálu 
jsou kódovány v rámci exonů 18–21 na 
7. chromozomu. Mutace detekované 
v těchto exonech představují 98 % mu-

katalytickou doménu a C-terminální do-
ménu zodpovědnou za další přenos sig-
nálu [30]. Kinázová aktivita je regulována 
konformací katalytické domény. Aktivo-
vaná kináza je schopna transportovat 
fosfát z ATP na peptidový substrát C-ter-
minálního konce a umožnit tak přenos 
signálu. Za vytvoření či zrušení těchto 
podmínek jsou zodpovědné klíčové 
struktury TK domény, jako je aktivační 
smyčka (activation loop) či C-helix. V pří-
padě aktivované kinázové domény je ak-
tivační smyčka extendována z vazebné 
štěrbiny ATP (cleft) a  umožní navázání 
peptidového substrátu, zatímco kata-
lytické glutamátové reziduum C-helixu 
zformuje iontovou interakci s lyzinovými 
rezidui, která koordinují α a β fosfáty ATP. 
V inaktivní formě aktivační smyčka dra-
maticky mění svou konformaci, aby za-
bránila navázání peptidového substrátu, 
zatímco C-helix je odtažen glutamáto-
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nity k ATP, vazebná afinita k TKI je tedy 
v těchto případech podobná nemutova-
nému EGFR a výsledkem je primární rezi-
stence k současně používaným TKI [37].

Je k  dispozici řada retrospektivních 
studií hodnotících menší soubory pa-
cientů léčených TKI 1. a 2. generace [52–
54]. Jediná prospektivní data vyplývají 
z  post hoc analýzy studií Lux-Lung 2, 
Lux-Lung 3  a  Lux-Lung 6, která uká-
zala, že u 23 pacientů s ins20 genu EGFR 
byla ORR na afatinib pouze 8,7 %, me-
dián času do progrese (mPFS) 2,7  mě-
síce a  medián celkového přežití (mOS) 
9,2  měsíce. U  těchto pacientů byly za-
znamenány lepší výsledky léčby che-
moterapií  [55]. Vyšší míra odpovědi na 
chemoterapii byla pozorována také 
v dalších retrospektivních studiích [56].

Podobně jako del19 jsou také ins20 vy-
soce heterogenní. Ukázalo se, že proxi-
mální lokalizace inzerce může ovlivnit 
vazebnou kinetiku léčiva a ATP. Yasuda 
et al studovali strukturu široké skupiny 
inzerčních mutací exonu 20 a in vitro cit-
livost k TKI 1. generace. Naprostá vět-
šina ins20  vykazovala rezistenci k  TKI. 
Výjimku tvořila proximální inzerce A763_
Y764insFQEA, která vykazovala vysokou 
citlivost k erlotinibu. Tato inzerce struk-
turálně posouvá C-helix v N koncovém 
směru. Zdá se, že ins20  mezi kodony 
769–775  neindukují tvorbu klínu na  
C-terminálním konci C-helixu a není zvý-
šena vazebná afinita ATP. Předpokládá 
se, že proximální inzerce vedou k  po-
dobným strukturálním změnám ve va-
zebné štěrbině ATP jako v případě kla-
sické mutace L858R [53].

Prediktivní význam dobré léčebné 
odpovědi inzerce A763_Y764insFQEA 
byl opakovaně popsán v klinické praxi.  
Klughmmera et al popsali částečnou re-
gresi onemocnění ve druhé linii léčby 
erlotinibem trvající 17,5  měsíce a  OS 
24  měsíců  [57]. Dále byl zaznamenán 
léčebný efekt v  případě inzerce V769_
D770insASV (PFS 19,8 měsíce, OS 24 mě-
síců) a  N771delinsKPP (PFS 8  měsíců 
a  OS 10  měsíců)  [52,56]. Jsou k  dispo-
zici i data léčby NSCLC s ins20 osimerti-
nibem, van Veggel et al prezentovali re-
trospektivní analýzu 18  pacientů, ORR 
5,6 %, mPFS 3,6 měsíce [58]. Jsou zkou-
šeny nové molekuly cílící na překonání 
rezistence ins20. Příkladem je inhibitor 

mutace L858R a L861Q v exonu 21. Prů-
měrnou mezí detekce metody jsou 4 % 
nádorových buněk s mutací EGFR. Není-
-li k  dispozici histologický materiál, je 
možné stanovení z tekuté biopsie (liquid 
biopsy) izolací extrabuněčné nádorové 
DNA (cfDNA) z  odběru krve  [47]. Mu-
tační analýza cfDNA může být prove-
dena rovněž pomocí qPCR, vhodnější je 
však použití tzv. digitální PCR. Digitální 
PCR umožňuje absolutní kvantifikaci, 
protože porovnává skutečné množství 
templátové DNA, jejíž každá molekula je 
v jedné kapénce, ve které probíhá samo-
statná PCR reakce. Metoda je minimálně 
o řád senzitivnější než qPCR a umožňuje 
rovněž kvantifikaci amplifikovatelné 
DNA [48]. Nejčastějším využitím mutační 
analýzy z tekutých biopsií je detekce re-
zistentní mutace T790M ve vzorku.  
To, jestli detekujeme i  původní akti-
vační mutaci, zároveň slouží jako vnitřní 
kontrola reprezentativnosti získaného  
vzorku.

V posledních letech roste význam sek-
venování nové generace, které je vyu-
žitelné k detekci bodových mutací, am-
plifikací i  chromozomálních přestaveb 
v  rámci celého genomu  [49]. Citlivost 
detekce frekvencí mutovaných alel do-
sahuje až 0,1 % v závislosti na hloubce 
sekvenace [50].

Léčba NSCLC s méně častou 
mutací EGFR
Inzerce exonu 20
Ins20  představují největší podíl méně 
častých mutací. Vyskytují se pouze 
u  1,5–2,5  % všech NSCLC, ale předsta-
vují přibližně 10  %  (1–17  %) pacientů 
s  mutací EGFR. Podobně jako u  klasic-
kých mutací jsou ins20 diagnostikovány 
zejména u  žen, nekuřáků a  asijské po-
pulace. Nejčastěji detekované mutace 
zahrnují D770_N771insNPG, V769_
D770insASV, D770_N771insSVD, H773_
V774insH a další [51]. 

Ins20 strukturálně ovlivňují aktivační 
smyčku (activation loop) a  navazující 
C-terminální konec C-helixu. Výsled-
kem inzerce je nejčastěji fixace C-he-
lixu „klínem“, kterým je zabráněno vy-
tvoření zevní deaktivační konformace 
kinázy a je trvale upřednostněn aktivo-
vaný stav. Na rozdíl od klasických mutací 
však zpravidla nedochází ke snížení afi-

receptoru EGFR, Her-2 a Her-4 [39]. Při-
bližně v 50 % případů dochází k rozvoji 
sekundární mutace T790M, která ob-
novuje preferenční afinitu kinázy k ATP, 
což je příčinou nižší účinnosti a  rezi-
stence TKI 1. generace  [40]. Afatinib 
v preklinických modelech vykazoval jis-
tou míru účinku i za přítomnosti T790M, 
bylo však zapotřebí vysokých dávek, kte-
rých nelze s ohledem na související toxi-
citu v klinické praxi dosáhnout [41]. Osi-
mertinib, ireverzibilní inhibitor EGFR, 
Her-2 a Her-4, strukturálně překonává re-
zistenci T790M a obnovuje afinitu k va-
zebné štěrbině ATP ve srovnání s nemu-
tovaným EGFR  [42]. Další molekuly TKI 
3. generace jsou ve fázi klinického zkou-
šení [43]. Schéma 1 znázorňuje přehled 
mutací exonu 18–21 genu EGFR.

Diagnostika mutací EGFR
Detekce mutace EGFR, přestavby genu 
ALK, ROS1, exprese PD-L1 jsou součástí 
standardní diagnostiky NSCLC. Mutaci 
EGFR lze diagnostikovat z  formalínem 
fixované, parafinizované tkáně nebo 
z cytologických preparátů, popř. izolací 
volné cirkulující DNA (cfDNA) z periferní 
krve [44].

V minulosti se využívalo Sangerovo 
sekvenování exonů 18–21, metoda je vy-
soce specifická, s možností záchytu no-
vých mutací, je však limitována nízkou 
senzitivitou s potřebou minimálně 20% 
zastoupení mutovaných nádorových 
buněk v analyzovaném vzorku [45]. Ne-
provádí se ani imunohistochemické tes-
tování specifickými protilátkami kvůli 
nižší detekční výkonnosti ve srovnání 
s jinými metodami [46].

V současné době jsou standardem 
metody založené na polymerázové ře-
tězové reakci (polymerase chain reac-
tion – PCR), zejména kvantitativní PCR 
v  reálném čase (qPCR) vyznačující se 
výrazně vyšší senzitivitou, řádově je 
nutné pouze 1% zastoupení mutované 
alely ve vzorku  [44]. Jsou však deteko-
vány pouze mutace, pro které byl navr-
žen příslušný test. V Masarykově onkolo-
gickém ústavu je využíván diagnostický 
kit cobas® EGFR Mutation Test v2 (Roche, 
Basilej, Švýcarsko). Test detekuje bo-
dové mutace G719X v exonu 18, del19, 
inzerce v exonu 20 (ins20), bodové mu-
tace S768I a T790M v exonu 20 a bodové 
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lepších léčebných výsledků bylo podle 
očekávání dosaženo v  případě sou-
běžného výskytu s  klasickými muta-
cemi  [34,64,71–73]. Wu et al popsali 
soubor 32 pacientů s komplexními mu-
tacemi léčených TKI 1. generace. V této 
studii bylo dosaženo ORR 56  %, mPFS 
3,5 měsíce a mOS 8,5 měsíce, lepší vý-
sledky byly zaznamenány u  pacientů 
s klasickou mutací [64]. Přínos léčby afati-
nibem hodnotila post hoc analýza studií 
Lux-Lung, nebyl zaznamenán rozdíl v lé-
čebné odpovědi komplexních a jednotli-
vých mutací. Bylo dosaženo ORR 100 % 
a mPFS 14,7 měsíce, ale ve většině pří-
padů byla diagnostikována kombinace 
s klasickou mutací [55]. V případě kom-
binace T790M s citlivou mutací může být 
dosaženo léčebného efektu TKI 1. a 2. ge- 
nerace  [55]. V  současné době je však 
u  těchto pacientů indikována léčba  
3. generace TKI osimertinibem [27].

Závěr
Léčba TKI přináší výrazné zlepšení léčeb-
ných výsledků a kvality života u většiny 
pacientů s  mutací EGFR. Je stále třeba 
nových dat týkajících se diagnostiky 
a léčby vzácných mutací. Mnohé z nich 
vykazují dobrou citlivost k  léčbě TKI  
1. a  2. generace, TKI 3. generace zatím 
mají pouze omezená data. Zejména mu-
tace G719X, S768I a  L861Q vykazovaly 
velmi dobrou citlivost k  léčbě afatini-
bem. Naopak ins20 vykazuje v naprosté 
většině případů primární rezistenci k TKI, 
výjimkou se zdají být některé proximální 
inzerce, u  nichž byl byla léčba TKI pří-
nosná. Řada mutací je detekována velmi 
vzácně a léčebná odpověď byla publiko-
vána pouze na úrovni kazuistik. Zdoko-
naluje se diagnostika mutací, vedle stan-
dardní qPCR roste význam sekvenování 
nové generace, které se stává komerčně 
dostupné a  umožňuje výrazně hlubší 
detekci využitelnou např. v rámci speci-
fikace ins20. Mezi standardní detekční 
metody patří „tekutá biopsie“, zavedení 
digitální PCR výrazně zlepšuje její senzi-
tivitu. Pokračují snahy o překonání pri-
mární a sekundární rezistence.
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