Vyskyt mutaci genu EGFR u pacientii
s NSCLC v Ceské republice
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Uvod: Nizkomolekularni inhibitory tyrozinkinaz receptoru pro epidermalni rGstovy faktor (EGFR) pfedstavuji moderni, Gi¢éinné preparaty
uzivané k 1é¢bé pacientt s pokrocilym nemalobunéénym karcinomem plic (NSCLC). Aktiva¢ni mutace genu EGFR predikuji dobry efekt 1écby
EGFR tyrozinkinazovymi inhibitory. Cilem této studie bylo zmapovani vyskytu mutaci genu EGFR u pacient’ s NSCLC v Ceské republice.
Metodika: Celkem 486 pacientl s pokrocilym stadiem NSCLC (stadium IIIB a IV) neskvamézniho histologického typu bylo vysetieno
na pfitomnost mutace genu EGFR na tfech pneumoonkologickych pracovistich. Porovnani zastoupeni EGFR mutace dle pohlavi, véku
a koufeni bylo provedeno pomoci Fisherova-exaktniho testu.

Vysledky: Mutace genu EGFR byla prokazana u 74 (15,2 %) pacientt. Mutace byly prokazany u 25 (8,8 %) muzt vs. u 49 (24,3 %) zen (p <
0,001), u 12 (6,7 %) kuraku vs. u 20 (11,2 %) exkufakd vs. u 38 (37,3 %) nekufaki (p < 0,001) a u 32 (15,7 %) pacienti do 65 let véku vs. u 42
(14,9 %) pacientti nad 65 let véku (p = 0,898).

Zavér: Mutace genu EGFR byly prokazany u 15,2 % vysetienych pacientt, nejcastéji u zen a nekurakd. Dosazené vysledky jsou dobie
srovnatelné s doposud publikovanymi daty.
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Occurrence of EGFR gene mutations in patients with NSCLC in the Czech Republic

Introduction: Low-molecular-weight tyrosine kinase inhibitors for epidermal growth factor receptor (EGFR) are modern, effective agents
used to treat patients with advanced non-small-cell lung carcinoma (NSCLC). Activating EGFR gene mutations predict a good effect of
treatment with EGFR tyrosine kinase inhibitors. The goal of this study was to map the occurrence of EGFR gene mutations in patients
with NSCLC in the Czech Republic.

Methods: A total of 486 patients with advanced stage of NSCLC (stage IlIB and IV) of nonsquamous histological type were investigated
for the presence of EGFR gene mutations at three pneumo-oncology centres. A comparison of distribution of the EGFR mutation accor-
ding to sex, age, and smoking status was performed by means of Fisher's exact test.

Results: EGFR gene mutation was demonstrated in 74 (15.2%) patients. Mutations were shown in 25 (8.8%) men vs. 49 (24.3%) women
(p < 0.001), in 12 (6.7%) smokers vs. 20 (11.2%) ex-smokers vs. 38 (37.3%) non-smokers (p < 0.001), and in 32 (15.7%) patients under 65
years of age vs. 42 (14.9%) patients over 65 years of age (p = 0.898).

Conclusion: EGFR gene mutations were shown in 15.2% of the patients examined, most commonly in female patients and non-smokers.
The results obtained are well comparable with the data published to date.
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Uvod

Vyznamny rozvoj cilené 1é¢by v nékolika
poslednich letech prinesl fadu preparatd, které
prokazaly svoji Ucinnost v 1é¢bé rlznych zhoub-
nych nadord. Zavedeni nizkomolekuldrnich in-
hibitor( tyrozinkindz receptoru pro epidermalnf
rastovy faktor (epidermal growth factor receptor,
EGFR) do lé¢by nemalobunécného plicniho kar-
cinomu (non-small cell lung cancer, NSCLC) pfi-
spélo k prodlouzeni pre7itii zlepsenf kvality Zivota
pacientd s pokrocilym stadiem tohoto zdvazného
onemocnéni. Tim, jak se zlepsilo porozumeéni ne-
kterym molekuldrnim bunécnym mechanizmim,
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byly nalezeny ucinné prediktivni biomarkery této
cilené lé¢by. Aktivacni mutace genu EGFR, které
jsou lokalizované prevazné na exonech 19 (de-
lece) a 21 (bodova mutace, L858R), vyznamnym
zpUsobem predikuji dobry efekt Ié¢by EGFR ty-
rozinkindzovymi inhibitory (EGFR-TKI) u pacientd
s pokrocilym stadiem NSCLC (1, 2). Cilem této
studie bylo zmapovani vyskytu mutaci genu EGFR
u pacientd s NSCLC v Ceské republice.

Metodika
Do studie bylo zafazeno celkem 486 pacientd
s histologicky nebo cytologicky verifikovanym

lokoregionalné pokrocilym (IlIB) nebo metasta-
tickym (IV) stadiem NSCLC neskvamdzniho his-
tologického typu (adenokarcinom nebo nespeci-
fikovany NSCLQ). Pacienti byli v obdobi od 15. 11.
2011 do 30. 6. 2013 vysetfeni na pfitomnost mu-
tace genu EGFR na tfech pneumoonkologickych
pracovistich: Klinika pneumologie a ftizeologie
FNa LF UK v Plzni, Klinika nemoci plicnich a TBC
LF MU a FN Brno a Klinika plicnich nemocia TBC
FN a LF UP Olomouc. Charakteristika souboru
pacientU je podrobné uvedena v tabulce 1.
Histologické nebo cytologické vzorky na-
dorové tkané byly procesovany standardnim



Tabulka 1. Charakteristiky pacientd a vysetfeni na EGFR mutace

Charakteristika Celkem
(n=486)

Pohlavi, n (%)

Muz 284 (58,4)

Zena 202 (41,6)

Vék pri vysetreni (roky)

median (min-max)

66,5 let (24-87)

Koureni, n (%)

Kurak 178 (389)
Byvaly kurdk 178 (38,9)
Nekurak 102 (22,3)
Nezndmo 28
Morfologie, n (%)

Adenokarcinom 459 (94,4)
Nespecifikovany NSCLC 27 (5,6)
Odbérvzorku, n (%)

Intraluminaini biopsie 260 (55,1)
Operace 108 (22,9)
Punk¢ni biopsie pod CT 59 (12,5)
Intraluminalni biopsie a operace 8(1,7)
Jiny 37(78)
Nezndmo 14
Diagnéza stanovena dle vzorku, n (%)

z priméarniho nadoru 418 (86,0)
ze vzddlené metastazy 55(11,3)
z lymfatickych uzlin 26 (5,3)
Privysetrenivzorku provedena, n (%)

Histologie (v¢etné pripadd, kdy byla provedena i cytologie) 394 (81,1)
Jen cytologie 92 (18,9)
Vzorek vysetren®, n (%)

Mutation-enriched PCR nebo real time PCR 210 (43,9)
Sekvenovani 209 (43,7)
Pyrosekvenovani 54 (11,3)
Denaturacni kapilarni elektroforéza 30 (6,3)
Panagene PNA Clamp EGFR Mutation Detection Kit 22 (4,6)
Konforma¢ni metoda 1002
Nezndmo 8

* U jednoho vzorku mohlo byt pouzito vice metod stanoveni

zpUsobem na pracovistich s akreditaci pro
vysetfovani prediktivnich biomarkerd. 210
vzorkl bylo vysetieno metodou PCR (muta-
tion enriched PCR nebo real time PCR), 209
vzorkd bylo vysetfeno metodou pfimého
sekvenovani, 54 vzorkl bylo vysetfeno py-
rosekvenovanim, 30 vzorkd bylo vysetfeno
metodou denaturac¢ni kapildrni elektroforézy
(pfitomnost mutace zde byla nasledné ve-
rifikovana sekvenaci), 22 vzorkl bylo vyset-
feno metodou Panagene PNA Clamp EGFR
Mutation Detection Kit, 1 vzorek byl vySetien

konformacni metodou a u 8 vzorkd nebyla
provedend metodika stanoveni zaznamenéna
(Pozn.: U jednoho vzorku mohlo byt pouzito
vice metod stanoveni).

Kategoridlni proménné jsou prezentovany
pomoci ¢etnosti vyskytu jednotlivych kategorif
a pfislusnym procentudlnim zastoupenim. Vék
pfi vysetfeni je sumarizovan pomoci popisné
statistiky, konkrétné medidnu, minima a ma-
xima. Porovnani zastoupeni EGFR mutace dle
pohlavi, véku a koufen( bylo provedeno pomocf
Fisherova-exaktniho testu.

Vysledky

Z celkového poctu 486 pacientd bylo mo-
lekuldrné-genetické vysetfeni na pfitomnost
mutace genu EGFR Uspésné provedeno u 481
pacientl. Mutace genu EGFR byly prokdzany
u 74 (15,2 %) pacientd, 407 (83,7 %) pacientl bylo
nositeli wild-type EGFR genu, u 5 (1 %) pacientl
nebylo mozné stav genu EGFR hodnotit. Mutace
genu EGFR na exonu 18 (typ G719X) byla proka-
zana u 3 (0,6 %) pacientl, mutace na exonu 19
(delece) byla prokdzana u 42 (8,6 %) pacientd,
mutace na exonu 20 byla prokazana u 7 (1,5%)
pacientd, z toho u 2 (0,4 %) pacientd typ T790M,
u 4 (0,8%) pacientt inzerce a u 1 (0,2 %) pacien-
ta typ S768l, mutace na exonu 21 byla proka-
zana u 23 (4,8%) pacientd. U 1 (0,2 %) pacienta
byla prokdzana pfftomnost mutace genu EGFR
na exonu 19 i na exonu 20 (tabulka 2).

Mutace genu EGFR byly prokazany u 25 (8,8 %)
muz{vs. u 49 (24,3 %) Zen. Rozdil ve vyskytu mutacf
dle pohlavi pacientl byl statisticky vysoce signifi-
kantni (p < 0,001). Mutace genu EGFR byly proka-
zany u 12 (6,79%) kurdkd vs. u 20 (11,29%) exkurakd
vs. U 38 (373%) nekurakd. Rozdil ve vyskytu mutaci
dle kurdctvi byl statisticky vysoce signifikantni (p
< 0,001). Mutace genu EGFR byly prokazany u 32
(15,7%) pacientd do 65 let veku vs. u 42 (14,9 %)
pacientl nad 65 let véku. Rozdil ve vyskytu mutaci
dle véku pacientl nebyl statisticky signifikantnf
(p=0,898) (tabulka 3, graf 1).

Celkem 45 pacientl s prokédzanou aktivacni
mutaci genu EGFR bylo lé¢eno EGFR-TKI (erlo-
tinib nebo gefitinib), z tohoto poctu bylo 33
(73,3%) pacientd lé¢eno v prvni linii, 9 (20%)
pacientl bylo Iéceno ve druhé linii a 2 (4,4 %) pa-
cienti byli Iéeni ve tretf linii. U pacientd Ié¢enych
EGFR-TKIv prvni linii byl ve viech pfipadech uzit
gefitinib a u pacientd lé¢enych EGFR-TKI v druhé
nebo tfetf linii byl uzit erlotinib, v souladu s teh-
dejsi platnou Uhradovou vyhlaskou.

Diskuze

Aktivacni mutace genu EGFR predstavujf
v soucasné dobé jediny molekuldrné-geneticky
prediktivni biomarker pro lé¢bu EGFR-TKI u pa-
cientl s pokrocilym NSCLC, ktery je vyuzivan
v bézné klinické praxi. U pacientd, kteff jsou nosi-
teli téchto mutaci, se vétdinou setkdvame s velmi
dobrym efektem Iécby EGFR-TKI (1, 2). Vysledky
recentné publikovanych randomizovanych kli-
nickych studii faze Ill prokdzaly, Ze u nositeld
aktiva¢ni mutace genu EGFR, kteff byli v prvni
linii lé¢eni EGFR-TKI, bylo dosazeno vyznamné
delsiho pfeZitl bez zndmek progrese nez u pa-
cientd Ié¢enych chemoterapif, vyznamny rozdil
v celkovém preZiti tyto studie neprokdazaly, coz
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Tabulka 2. \/ysledek vysetieni na pfitomnost
mutace genu EGFR

Tabulka 3. \/yskyt mutaci genu EGFR dle klinickych charakteristik pacienta

Charakteristika Vysledek EGFR vysetieni p-hodnota
Charakteristika Celkem Mutace prokazéna Divoky typ EGFR / Fisherova exaktniho
(n =486) _ . testu
(n=74) nelze stanovit
Vysledek EGFR vysetreni, n (%) (n=412)
Mutace prokazéna 74 (15,2) Pohlavi, n (%)
Divoky typ EGFR 407 (83,7) Muz 25(8,8) 259 (91,2) < 0,001
Nelze stanovit 51,0 Zena 49 (24,3) 153 (75,7)
Typ EGFR mutace, n (%) Vék, n (%)
Exon 18 do 65 let 32(157) 172 (84,3) 0,898
G719X 3(0,6) nad 65 let 42 (14.9) 240 (85,1)
Exon 19 Koureni, n (%)
Delece 42 (8,6) Kurak 12 (6,7) 166 (93,3) <0,001
Exon 20 Byvaly kurak 20(11,2) 158 (88,8)
T790M 2(04) Nekurédk 38(373) 64 (62,7)
Inzerce 4(038)
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bylo ale ddno zejména vysokou mirou cross-ove-
ru (3,4, 5). Déle je zde dulezité zminit i relativné 0 : .
piiznivy bezpecnostni profil EGFR-TKI v porov- Muzi Zeny Bl Shx:e WA Nk ek
nani s chemoterapii. Na zékladé téchto zjisténf Pohlavi Vék Koureni

se aktiva¢ni mutace genu EGFR staly rutinné
uzivanym prediktivnim biomarkerem, ktery je
nezbytny pro rozhodnuti o optimalni prvolinio-
vé |é¢bé pacientl s pokrocilym stadiem NSCLC,
kdy pacienti s prokdzanou mutacf jsou indiko-
vani k lé¢bé EGFR-TKI jiz v prvni linii (6). Kromé
zminovanych aktiva¢nich mutaci genu EGFR,
které predstavuji relativné spolehlivy prediktor
dobrého efektu lécby EGFR-TKI, byly nalezeny
i mutace, které predikuji rezistenci k této [é¢bé.
Nejcastéjsi rezistentni mutace tyrozinkinazové
domény EGFR jsou oznacované jako T790M, kte-
ré se nachdzi na exonu 20 (7,8, 9, 10). Mezi dalsi,
méneé Casté, rezistentn{ EGFR mutace lokalizova-
né na 20. exonu patii naptiklad D761Y a L747S.
Mutace genu EGFR jsou nalézany cca u 10-30%
pacientl s NSCLC. Bylo prokazéno, Ze tyto muta-
ce jsou Castéji nalézany u nékterych specifickych
skupin pacientd, kterymi jsou Asiaté, nekufaci,
Zeny, pacienti s adenokarcinomem a pacienti
mladsiho véku. V kavkazské populaci jsou akti-
vacni mutace genu EGFR nalézany u cca 10-15%
pacientl (11, 12, 13, 14).

V této praci jsme se zaméfili na zmapovani
frekvence vyskytu EGFR mutaci u pacientl s po-
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kro¢ilym neskvamadznim NSCLC v Ceské republice,
na velkém souboru pacientd ze tif vyznamnych
pneumoonkologickych center (Plzen, Brno,
Olomouc). Mutace genu EGFR jsme prokazali
celkem u 15,2 % pacientl. Drtivou vétsinu mu-
tacf pfedstavovaly mutace na exonu 19 (delece)
a mutace na exonu 21 (L858R). Tyto mutace byvajt
mnohdy oznacovany jako tzv. klasické aktiva¢ni
mutace EGFR a v nasem souboru predstavo-
valy 87,8% vsech prokdzanych EGFR mutaci.
TKl-rezistentni EGFR mutace typu T790M jsme
prokazovali vzacné, a to pouze u dvou pacient(
(0,49%). Tyto mutace jsou ¢astym mechanizmem
vzniku sekundarni rezistence k EGFR-TKI, kdy rdst
rezistentnich klond s touto mutacf je indukovan
pravé lécbou EGFR-TKI (15). U pacientd, ktefi ne-
byli 1é¢eni EGFR-TKI, jsou mutace T790M velmi
vzacné. Nase vysledky se zde shoduiji s praci, kte-
rou publikovali Girard et al., kteff popisuji zachyt
mutace T790M u cca 0,5% pacient s NSCLC, kteff
nebyli 1éceni EGFR-TKI (pozn.: jednalo se o ne-
kuraky) (16). Prokdzali jsme vyznamné Castéjsi
vyskyt EGFR mutaci u zen nez u muzd (24,3 vs.
8,8%, p < 0,001) a ddle jejich vyznamné castejsi

vyskyt u nekufakd v porovnani s byvalymi ne-
bo souc¢asnymi kurdky (373 vs. 11,2 vs. 6,7%, p
< 0,001). Celkovy vyskyt mutaci a rovnéz jejich
vys$si Cetnost u Zen a nekurdkd dobre korelujf
s doposud publikovanymi daty. Oproti tomu,
vysledky nasi studie nepotvrdily vy3sf ¢etnost
mutaci u pacientl nizsiho véku (15,7 vs. 149 %, p
=0,898), jak to ukazuiji nékteré publikované prace.
Co se tyce vlastniho vysetfeni nddorové tkadng,
ve vétsiné pifpadl byly vysetfovany histologic-
ké vzorky (81,1%), vétsinou se jednalo o vzorky
ziskané biopsii priméarniho tumoru (86 %). VVzorky
byly nejcastéji ziskadvany cestou bronchoskopic-
kého vysetienti (55,1 %), ale relativné vysoky podil
vzorkl byl ziskan pfi operaci, respektive z rese-
katd. S ohledem na fakt, ze se v nasem souboru
jednalo o pacienty s pokrocilym stadiem one-
mocnéni, ktefi vétsinou nejsou indikovani k chi-
rurgickému feseni, byla vétsina takto ziskanych
vzorkl vysetfovéna pfi recidivé onemocnéni.
Zde se pak logicky nabizi zatim nezodpovézena
otazka, zda Ize sjistotou tvrdit, ze stav genu EGFR
je i pfi nasledné recidivé stejny? Je to sice velmi
pravdépodobné, ale dostupnych literdrnich dat



je zatim velmi maélo. Na druhou stranu, mnohdy
je znané obtizné ziskat dostate¢né mnozstvi
kvalitni tkdné pro provedeni molekuldrné-gene-
tického vysetreni, v pfipadé recidiv zejména pri
vzdélené generalizaci do mozku, nitrobfisnich
organl nebo skeletu. Nase vysledky jsou dobre
srovnatelné s vysledky dosazenymi v recentni
mezinarodni observacni studii INSIGHT, kterd ma-
povala vyskyt EGFR mutaci u pacient s NSCLC
stfedoevropské populace. V porovnani's vysledky
studie INSIGHT jsme v nasi studii zaznamenali
mirné vyssi vyskyt mutaci genu EGFR (13,8 % vs.
15,2%) (17). Co se tyce lécby pacientl s aktivacni
mutaci genu EGFR, tak 73,3 % téchto pacient(
bylo Ié¢eno EGFR-TKI v prvni linii, oproti tomu
ve studii INSIGHT bylo v prvni linii Ié¢eno 64,1%
pacientl (18). Toto zjisténi dobfe dokumentuje,
Ze pacienti s pokrocilym NSCLC v Ceské republice
jsou léceni standardnim zpdsobem, dokonce Ize
fici, Ze nad stfedoevropskym prameérem.

Zaver

Mutace genu EGFR jsme prokazali u 15,2%
pacientl s neskvamdznim NSCLC pokrocilého
stadia, nejcastéji byly prokazovany u Zen a neku-
rakd. Drtivou vétsinu mutaci pfedstavovaly akti-
vacni mutace na exonech 19 a 21. TKl-rezistentni
EGFR mutace T790M jsme prokézali jen u 0,4 %
pacientd. Nase vysledky jsou dobre srovnatelné
s doposud publikovanymi daty. V prvni linii bylo
léceno EGFR-TKI 73,3 % pacientl s prokédzanou
aktiva¢ni mutaci genu EGFR.
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