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Wykaz skrótów 
 
BR.21 – badanie kliniczne III fazy oceniające skuteczność erlotynibu u chorych na 

zaawansowanego niedrobnokomórkowego raka płuca po niepowodzeniu jednej lub 

dwóch linii chemioterapii  

CI – confidence interval – zakres ufności 

CISH – chromogenna hybrydyzacja in situ  
EGFR – receptor dla naskórkowego czynnika wzrostu  
FISH – fluorescencyjna hybrydyzacja in situ 

HR – hazard ratio – współczynnik ryzyka w analizie przeżycia 

HER2  – receptor c-erbB2 z rodziny receptorów dla naskórkowego czynnika wzrostu 

IGF1R – receptor dla insulinopodobnego czynnika wzrostu typu 1 

IHC – immunohistochemia 

INTEREST – badanie kliniczne III fazy oceniające skuteczność gefitynibu w porów-

naniu do docetakselu w drugiej linii leczenia chorych na zaawansowanego niedrob-

nokomórkowego raka płuca 

ISEL – badanie kliniczne III fazy oceniające skuteczność gefitynibu u chorych na za-

awansowanego niedrobnokomórkowego raka płuca po niepowodzeniu jednej lub 

dwóch linii chemioterapii  

NDRP – niedrobnokomórkowy rak płuca 
NSCLC –  non-small-cell lung cancer – niedrobnokomórkowy rak płuca 
PCR – reakcja łańcuchowa polimerazy 

qPCR – ilościowa reakcja łańcuchowa polimerazy 
RT-PCR – reakcja łańcuchowa polimerazy poprzedzona odwrotną transkrypcją 
SISH – hybrydyzacja in situ z wysrebrzaniem 

TRIBUTE – badanie kliniczne oceniające skuteczność erlotynibu w skojarzeniu z pa-

klitakselem i karboplatyną a następnie leczenia podtrzymującego erlotynibem 

uprzednio nie leczonych chorych na zaawansowanego niedrobnokomórkowego raka 

płuca 
VEGF – naczyniowo-śródbłonkowy czynnik wzrostu 
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1. WSTĘP 
 

Rak płuca jest najczęstszą przyczyną zgonów z powodu nowotworów złośli-

wych w Polsce. Liczba zarejestrowanych nowych zachorowań na raka płuca w na-

szym kraju w 2006 roku wyniosła 20.232, natomiast liczba zgonów – 21.731 [1]. Oko-

ło 80% rozpoznań histopatologicznych stanowi rak niedrobnokomórkowy (NDRP), 

który obejmuje następujące najczęstsze typy histopatologiczne: rak płaskonabłonko-

wy, rak gruczołowy (wraz z rakiem oskrzelikowo-pęcherzykowym) oraz rak wielko-

komórkowy. Pozostałe 20% rozpoznań stanowi rak drobnokomórkowy, charakteryzu-

jący się wysokim wskaźnikiem proliferacji i występowaniem przerzutów odległych u 

większości chorych w momencie rozpoznania.  

Podstawową metodą leczenia NDRP jest doszczętna resekcja miąższu płuc-

nego. Zastosowanie tradycyjnych metod terapeutycznych – chirurgii, radioterapii i 

chemioterapii, przyniosło w NDRP zaledwie nieznaczną poprawę wyników leczenia. 

We wczesnych stopniach zaawansowania nadal jedynie około 40–60% chorych 

przeżywa pięć lat po leczeniu operacyjnym [2], natomiast mediana czasu przeżycia 

chorych na nieoperacyjnego, miejscowo zaawansowanego oraz rozsianego raka nie 

przekracza na ogół odpowiednio 20 i 12 miesięcy [3-8]. NDRP jest uważany za no-

wotwór o względnej oporności na chemioterapię. Metaanaliza badań klinicznych 

prowadzonych w latach 90. wykazała niewielką, ale znamienną poprawę czasu prze-

życia chorych na zaawansowanego NDRP leczonych przy użyciu schematów zawie-

rających pochodne platyny [9].  

Na początku obecnej dekady wykazano znamienną poprawę czasu przeżycia 

chorych na NDRP pod wpływem leku z grupy taksoidów - docetakselu w drugiej linii 

chemioterapii [10;11]. Podobny efekt uzyskuje się przy użyciu leku nowej generacji z 

grupy antymetabolitów – pemetreksedu [12]. Wyniki badań klinicznych z ostatnich lat 

wskazały również na korzyść z zastosowania chemioterapii w leczeniu uzupełniają-

cym, przy czym największą poprawę czasu przeżycia uzyskano przy użyciu dwule-

kowego schematu zawierającego cisplatynę i winorelbinę [13-15]. Należy jednak 

podkreślić, że wyniki chemioterapii, zarówno w leczeniu raka zaawansowanego (po-

prawa mediany czasu przeżycia o około 2 miesiące), jak i w leczeniu pooperacyjnym 

(poprawa pięcioletniego prawdopodobieństwa przeżycia o około 5%) nie stanowią 

jednak przełomu w leczeniu NDRP.  



10 

1.1. Terapie ukierunkowane molekularnie w NDRP 
 

Szybki postęp biologii molekularnej umożliwił poznanie mechanizmów po-

wstawania i rozwoju nowotworów złośliwych. Charakterystyczne dla NDRP zaburze-

nia molekularne mogą być celem interwencji terapeutycznych. Przykładem sukcesu 

w klinicznym wykorzystaniu wiedzy z zakresu biologii molekularnej w onkologii jest 

leczenie przewlekłej białaczki szpikowej i podścieliskowych nowotworów przewodu 

pokarmowego (GIST). W przewlekłej białaczce szpikowej wykazano istnienie genu 

fuzyjnego BCR/ABL kodującego konstytutywnie aktywną kinazę tyrozynową, nato-

miast w GIST - występowanie mutacji w genie kodującym receptor c-kit (KIT) lub ge-

nie kodującym łańcuch α receptora dla płytkopochodnego czynnika wzrostu (PDG-

FRA).  Wszystkie te zaburzenia są punktem uchwytu dla imatynibu, drobnocząstecz-

kowego inhibitora kinazy tyrozynowej [16;17].  

Aktywacja kinazy tyrozynowej receptora c-kit jest przykładem dominującego 

zaburzenia molekularnego leżącego u podłoża powstawania podścieliskowych nowo-

tworów przewodu pokarmowego a jednocześnie uzależniającego proliferację komó-

rek nowotworowych od jego obecności. Przykładem takiego zaburzenia w NDRP są 

mutacje genu kinazy tyrozynowej receptora dla naskórkowego czynnika wzrostu 

(epidermal growth factor receptor – EGFR).  W populacji europejskiej i amerykańskiej 

występują one w komórkach nowotworowych u około 10% chorych na NDRP a w 

populacji dalekowschodniej – aż u 30–50% [18;19]. Mutacje genu EGFR występują 

najczęściej w nowotworach u chorych, którzy nie palili tytoniu oraz w nieśluzotwór-

czym raku oskrzelikowo-pęcherzykowym [20;21]. W około 90% przypadków są to de-

lecje egzonu 19 lub mutacje punktowe egzonu 21 tego genu [19;22]. W doświadcze-

niach in vitro, większość hodowli komórkowych z mutacjami receptora EGFR wyka-

zywała wrażliwość na transfekcję krótkimi hamującymi fragmentami RNA komple-

mentarnymi do mRNA kodującego receptor [23]. Komórki tych hodowli wykazują 

również wysoką wrażliwość na drobnocząsteczkowe inhibitory kinazy tyrozynowej 

EGFR (gefitynib i erlotynib) w zakresie stężeń IC50 rzędu 10–100 nM [24]. Wynikiem 

zahamowania aktywności kinazy tyrozynowej receptora EGFR w tych komórkach jest 

nasilona apoptoza [23]. Innym niedawno opisanym zaburzeniem molekularnym, wy-

stępującym w guzach u około 3–5% chorych, jest występowanie genu fuzyjnego 

EML4/ALK [25;26].  Gen ten koduje kinazę tyrozynowę ALK, która ulega konstytu-
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tywnej aktywacji. Wstępne dane in vitro sugerują możliwość wykorzystania tej re-

aranżacji jako celu molekularnego dla inhibitorów kinazy ALK. 

U większości chorych na NDRP zaburzenia molekularne w komórkach guzów 

nowotworowych wynikają z większej niestabilności genomu i mają złożony charakter, 

obejmujący wiele szlaków przekazywania sygnału, kontroli cyklu komórkowego, apo-

ptozy i angiogenezy [27]. Przykładami takich zaburzeń  są mutacje genu TP53, wy-

stępujące w około 50–70% przypadków NDRP [27-29]. Mutacje genów szlaku prolife-

racyjnego ras-raf-MEK, obejmujące K-ras (10–40% chorych) [27;30;31], B-raf oraz 

MEK (łącznie 3-5% chorych) [32], prowadzą do aktywacji kinazy MEK oraz aktywacji 

cyklu komórkowego poprzez cyklinę D1. Mutacje te stanowią atrakcyjny cel moleku-

larny dla inhibitorów kinazy MEK, których skuteczność stwierdzono w badaniach in 

vitro [32].  

W postaci płaskonabłonkowej raka płuca dominuje nadmierna metylacja sze-

regu genów, która jest zjawiskiem epigenetycznym, zachodzącym na etapie zmian 

przednowotworowych i dotyczy często całego nabłonka górnych dróg oddechowych 

[33]. Nadmierną metylację genów można wykryć za pomocą sekwencjonowania wo-

dorosiarczynowego [34]. Nasilona metylacja promotorów wybranych genów w ko-

mórkach plwociny związana jest z podwyższonym ryzykiem zachorowania na raka 

płuca [35]. U chorych po zabiegu operacyjnym z powodu raka płuca wysoki stopień 

metylacji promotorów wybranych genów jest związane z niekorzystnym rokowaniem 

[36]. Leki regulujące nasilenie metylacji są obecnie oceniane w warunkach in vitro, w 

zwierzęcych modelach nowotworów [37] i w badaniach klinicznych u chorych na 

NDRP.  

Do rozwoju unaczynienia w tkankach guzach płuca dochodzi na etapie zmian 

przedinwazyjnych, czego przykładem jest angiogenna dysplazja płaskonabłonkowa 

[38]. Angiogeneza nowotworowa jest regulowana przez szereg proangiogennych 

czynników wzrostu, spośród których największe znaczenie przypisywane jest naczy-

niowo-śródbłonkowemu czynnikowi wzrostu (VEGF), zasadowemu czynnikowi wzro-

stu fibroblastów (bFGF) oraz czynnikowi wzrostu hepatocytów (HGF). Ekspresja tych 

białek w niedrobnokomórkowym raku płuca ma związek z gęstością naczyń i roko-

waniem [39-41]. 

Spośród licznych inhibitorów angiogenezy, rejestrację w leczeniu zaawansowanego 

NDRP w skojarzeniu z chemioterapią, uzyskało dotychczas przeciwciało monoklo-

nalne przeciw VEGF (bewacyzumab). Podstawą rejestracji leku były wyniki badań 
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klinicznych III fazy przeprowadzone w USA, w którym wykazano wydłużenie mediany 

czasu przeżycia o około 2 miesiące w wyselekcjonowanej pod względem cech kli-

nicznych grupie chorych [42]. W badaniach klinicznych II i III fazy znajdują się inne 

inhibitory angiogenezy, w tym drobnocząsteczkowe mieszane inhibitory VEGF i in-

nych kinaz tyrozynowych [43]. Jak dotąd nieznane są cechy molekularne guza po-

zwalające wyodrębnić chorych o największym prawdopodobieństwie uzyskania ko-

rzyści pod wpływem leków hamujących angiogenezę. 

 

 

1.2. Indywidualizacja leczenia w NDRP 
 

W obecnie prowadzonych badaniach, zarówno u chorych na zaawansowane-

go, jak i operacyjnego NDRP, analizowana jest wartość predykcyjna wybranych cech 

histopatologicznych oraz molekularnych guzów. Oczekuje się, że pozwolą one wyod-

rębnić podgrupy chorych, w których istnieje największe prawdopodobieństwo uzy-

skania korzyści klinicznej z zastosowania klasycznych leków cytotoksycznych i terapii 

celowanych. W odniesieniu do chorych na operacyjnego NDRP wyodrębniono tym-

czasem szereg cech molekularnych posiadających większą wartość rokowniczą niż 

klasyczne cechy histologiczne, takie jak oceniany patomorfologicznie stopień za-

awansowania pTNM, typ histologiczny raka i naciekanie naczyń krwionośnych i limfa-

tycznych. Molekularne czynniki rokownicze pozwalają wyróżnić grupę chorych 

szczególnie zagrożonych ryzykiem niepowodzenia („niekorzystne rokowanie”) od 

grupy chorych, u których rokowanie jest na tyle dobre, że potencjalna korzyść w wy-

niku zastosowanego leczenia byłaby znikoma („korzystne rokowanie”). Z kolei mole-

kularne czynniki predykcyjne pozwalają spośród ogółu chorych wyodrębnić tych, u 

których dana metoda leczenia przynosi oczekiwany efekt; w ten sposób można unik-

nąć nieskutecznego i często toksycznego leczenia u pozostałych chorych [44]. Do-

datkowym uzasadnieniem dla poszukiwania cech molekularnych związanych z roko-

waniem i wynikami leczenia jest ich wartość poznawcza, prowadząca do lepszego 

zrozumienia biologii nowotworu. Oczekuje się, że wdrożenie molekularnych wskaźni-

ków rokowniczych i predykcyjnych w kwalifikacji do leczenia onkologicznego pozwoli 

uzyskać poprawę wskaźnika terapeutycznego oraz zmniejszy koszty opieki medycz-
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nej. Obecnie koszty nowych leków onkologicznych, zwłaszcza terapii celowanych, 

przewyższają możliwości budżetowe nawet najbardziej rozwiniętych krajów.  

 

 

1.3. Molekularne czynniki rokownicze 
 

Przykładem praktycznego zastosowania molekularnych czynników rokowni-

czych są testy oparte o wyniki analizy ekspresji genów, wykorzystywane w kwalifika-

cji chorych na operacyjnego raka piersi do systemowego leczenia uzupełniającego 

(Mammaprint®, Agendia, i OncotypeDx®, Genomic Health). Przydatność kliniczna 

obu testów jest przedmiotem obecnie prowadzonych badań klinicznych III fazy [45-

47].  

W ostatnich latach zaproponowano wiele molekularnych „sygnatur” rokowni-

czych, dobrze opisujących czas do progresji i czas przeżycia chorych na NDRP po 

leczeniu operacyjnym. Testy te wykorzystują technologię mikromacierzy RNA [48-50], 

ekspresji genów za pomocą ilościowej reakcji RT-PCR [51-53], ekspresji mikroRNA 

za pomocą ilościowej reakcji RT-PCR [54;55] lub profilu białkowego guza z wykorzy-

staniem spektrometrii masowej [56]. Wartość rokownicza tych testów jest na ogół 

wyższa niż klasycznych cech klinicznych i histologicznych. Wieloośrodkowe badanie 

walidacyjne obejmujące chorych na gruczołowego raka płuca poddanych leczeniu 

operacyjnemu wskazuje komplementarną wartość sygnatur ekspresji genów w od-

niesieniu do stopnia zaawansowania [57]. Przydatność kliniczna profilu ekspresji ge-

nów określonego przez Potti i wsp [49]. jest obecnie przedmiotem badania kliniczne-

go III fazy prowadzonego przez amerykańską grupę badawczą Cancer and Leuke-

mia Group B (CALGB). Przedmiotem tego badania jest ocena skuteczności chemio-

terapii pooperacyjnej u chorych na NDRP w stopniu zaawansowania pIA, u których 

test mikromacierzy RNA wskazuje na niekorzystne rokowanie.  

Niezależnie od konieczności prospektywnej weryfikacji potencjalnie warto-

ściowych molekularnych testów rokowniczych, istotna jest także ocena wartości ro-

kowniczej poszczególnych zaburzeń molekularnych leżących u podłoża powstawania 

i progresji raka płuca. Ocena taka pozwala na lepsze zrozumienie historii naturalnej 

przebiegu nowotworu w grupie chorych, u których występuje określone zaburzenie 

oraz pozwala na dokładniejsze określenie jej predykcyjnej wartości. Przykładowo, 
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mutacje  części genu EGFR kodującej kinazę tyrozynową spotykane są w guzach u 

około 10–20% chorych na NDRP rasy białej. Mutacje te związane są ze znacznie 

lepszym rokowaniem – mediana czasu przeżycia chorych z mutacjami w komórkach 

guza wynosi około 2 lata, podczas gdy mediana czasu przeżycia u chorych z nie-

zmutowanym typem receptora EGFR nie przekracza roku [58;59]. Udowodnienie 

wartości predykcyjnej mutacji EGFR wymaga więc odpowiedniego zaplanowania ba-

dań klinicznych III fazy z uwzględnieniem spodziewanego czasu przeżycia w grupie 

chorych, u których stwierdza się mutacje genu EGFR w komórkach nowotworu. 

 

 

1.4. Molekularne czynniki predykcyjne 
 

Skuteczność leczenia w onkologii jest mierzona kilkoma wskaźnikami korzyści 

klinicznej: odsetkiem obiektywnych odpowiedzi na leczenie, czasem do progresji no-

wotworu i czas całkowitego przeżycia chorych. Molekularne testy predykcyjne po-

zwalają na wyróżnienie grupy chorych o wysokim odsetku odpowiedzi lub u których 

dochodzi do poprawy czasu przeżycia po zastosowaniu określonej terapii. Najlep-

szym miernikiem wartości predykcyjnej testu jest test interakcji, porównujący współ-

czynniki ryzyka zgonu dla dwóch metod leczenia w zależności od wyniku testu pre-

dykcyjnego w badaniu klinicznym III fazy z grupą kontrolną [60]. 

W ostatnich latach zaproponowano wiele czynników predykcyjnych korzyści 

klinicznej z chemioterapii w leczeniu zaawansowanego NDRP oraz w pooperacyjnym 

leczeniu uzupełniającym. Przykładowo, w tabeli 1 przedstawiono podsumowanie ba-

dań oceniających wartość predykcyjną testów immunohistochemicznych i molekular-

nych dla uzupełniającej chemioterapii [61-64]. Najbardziej obiecujący spośród nich - 

immunohistochemiczna ocena ekspresji białka ERCC1 (excision repair cross-

complementary 1) nie został jak dotąd wdrożony do codziennej praktyki, albowiem 

konieczne jest zweryfikowanie go w prospektywnym badaniu klinicznym oraz standa-

ryzacja metody detekcji tego białka. 
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Tab. 1. Immunohistochemiczne i molekularne czynniki predykcyjne korzyści klinicznej  

z zastosowania pooperacyjnej chemioterapii u chorych na NDRP 

 

Autor 

[poz. piśm.] 

Rodzaj testu 

(marker) 

Badanie 

kliniczne 

Współczynnik 

ryzyka zgonu 

(HR) w grupie 

z „ujemnym” 
markerem 

(95% ZU*) 

Współczynnik 

ryzyka zgonu 

(HR) w grupie  

z „dodatnim” 
markerem 

(95% ZU*) 

Współczyn-

nik P dla  

testu  

interakcji 

Olaussen 

[63] 

immunohistochemia 

(białko ERCC1) 
IALT 

0,65 

(0,50-0,86) 

1,14 

(0,84-1,55) 
0,009 

Filipits 

[61] 

immunohistochemia 

(białko p27Kip1) 
IALT 

0,66 

(0,50-0,88) 

1,09 

(0,82-1,45) 
0,02 

Filipits 

[61] 

immunohistochemia 

(cyklina D1) 
IALT 

0,87 

(0,64-1,18) 

0,85 

(0,65-1,11) 
0,90 

Filipits 

[61] 

immunohistochemia 

(cyklina D3) 
IALT 

0,83 

(0,63-1,09) 

0,88 

(0,65-1,19) 
0,78 

Filipits 

[61] 

immunohistochemia 

(cyklina E) 
IALT 

0,77 

(0,57-1,02) 

0,94 

(0,71-1,25) 
0,33 

Filipits 

[61] 

immunohistochemia 

(białko Ki-67) 
IALT 

0,79 

(0,59-1,04) 

0,92 

(0,69-1,22) 
0,45 

Filipits 

[62] 

immunohistochemia 

(białko MRP1) 
IALT 

0,79 

(0,60-1,04) 

0,95 

(0,71-1,28) 
0,37 

Filipits 

[62] 

immunohistochemia 

(białko MRP2) 
IALT 

0,93 

(0,71-1,21) 

0,82 

(0,60-1,12) 
0,56 

Tsao 

[64] 

immunohistochemia 

(białko TP53) 
JBR.10 

1,40 

(0,78-2,52) 

0,54  

(0,32-0,92) 
0,02 

Tsao 

[64] 

DHPLC** 

(mutacje genu 

TP53) 

JBR.10 

0,67 

(0,46-0,98) 

0,78 

(0,46-1,32) 0,65 

Tsao 

[46] 

DHPLC** 

(mutacje genu  

K-ras) 

JBR.10 

0,69 

(0,49-0,97) 

0,95 

(0,53-1,71) 0,29 

* 95% ZU – 95% zakres ufności  

** DHPLC – denaturująca wysokosprawna chromatografia cieczowa 

 

Identyfikacja czynników predykcyjnych dla terapii celowanych w leczeniu 

NDRP jest uzasadniona z wielu względów. Korzyść kliniczna z zastosowania tych 

leków jest ograniczona do wąskiej grupy chorych, u których aktywacja określonego 
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szlaku przekazywania sygnału ma zasadnicze znaczenie dla progresji nowotworu. 

Leki ukierunkowane molekularnie są związane z pewnym ryzykiem wystąpienia dzia-

łań niepożądanych [42;44], a ich wysoki koszt ogranicza możliwość ich powszechne-

go stosowania. W tej sytuacji wyodrębnienie spośród ogółu chorych na NDRP pod-

grupy o największym prawdopodobieństwie uzyskania korzyści klinicznej związanej 

ze stosowaniem tych leków ma istotne znaczenie poznawcze i aplikacyjne.  

Niniejsza rozprawa obejmuje cykl pięciu oryginalnych doniesień naukowych, 

których wspólnym celem było poszukiwanie molekularnych czynników predykcyjnych 

związanych z korzyścią kliniczną z zastosowania inhibitorów EGFR w leczeniu cho-

rych na zaawansowanego NDRP [65-69]. Dodatkowo w rozprawie umieszczono roz-

dział z monografii na temat molekularnych czynników predykcyjnych korzyści klinicz-

nej związanej z zastosowaniem inhibitorów EGFR, który stanowi wstęp do omawia-

nych prac [70]. Zastosowane metody badawcze oraz materiał kliniczny i wyniki opi-

sane są szczegółowo w poszczególnych pracach, zamieszczonych jako załączniki do 

rozprawy.  

 



17 

2. CELE PRACY 
 

Celem doniesień ujętych w rozprawie była ocena molekularnych czynników 

predykcyjnych związanych z korzyścią kliniczną z zastosowania inhibitorów EGFR u 

chorych na zaawansowanego niedrobnokomórkowego raka płuca (NDRP). Szczegó-

łowe cele poszczególnych prac oryginalnych przedstawiono poniżej w kolejności od-

powiadającej poszczególnym doniesieniom. 

 

1. Określenie immunohistochemicznych oraz molekularnych czynników predykcyj-

nych korzyści klinicznej z zastosowania doustnego inhibitora kinazy tyrozynowej 

EGFR, gefitynibu, u chorych na zaawansowanego NDRP [67]. Badanie wykona-

no na archiwalnych wycinkach guzów chorych uczestniczących w międzynaro-

dowym badaniu III fazy ISEL (Iressa Survival Evaluation in Lung Cancer) [71], 

oceniającym skuteczność gefitynibu w porównaniu do placebo w II i III linii le-

czenia.  

2. Ocena rokowniczej wartości liczby kopii genu EGFR metodą FISH oraz ocena 

rokowniczej wartości stopnia ekspresji białka EGFR metodą immunohistoche-

miczną w wycinkach z guza u chorych otrzymujących chemioterapię I linii [72]. 

3. Określenie przydatności ilościowej reakcji PCR do oceny liczby kopii genu EGFR 

oraz przydatności ekspresji mRNA tego genu jako czynników predykcyjnych ko-

rzyści klinicznej związanej z zastosowaniem gefitynibu u chorych na zaawanso-

wanego NDRP [65]. 

4. Ocena predykcyjnej wartości różnych metod barwienia immunohistochemiczne-

go (dwóch przeciwciał oraz dwóch metod oceny półilościowej) na obecność biał-

ka EGFR w komórkach guza oraz próba wyboru optymalnego punktu odcięcia 

definiującego wynik „dodatni” w ramach analizy materiału retrospektywnego po-

chodzącego od uczestników badania ISEL [68]. 

5. Ocena wartości predykcyjnej liczby kopii genu EGFR w badaniu FISH  w guzach 

chorych leczonych erlotynibem w skojarzeniu z chemioterapią a następnie erlo-

tynibem w formie leczenia podtrzymującego [69]. W pracy wykorzystano materiał 

tkankowy guzów NDRP uzyskany od chorych leczonych w ramach międzynaro-

dowego badania klinicznego III fazy TRIBUTE [73]. 
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3. OMÓWIENIE WYNIKÓW 
 

Szczegółowe omówienie uzyskanych wyników przedstawiono w poszczególnych 

pracach składających się na niniejszą rozprawę. Zawarte w tej części zbiorcze omó-

wienie wyników uwzględnia głównie doniesienia, które ukazały się po opublikowaniu 

tych prac. 

Omówienia wymaga stosowana wielokrotnie w niniejszej rozprawie metoda flu-

orescencyjnej hybrydyzacji in situ, stosowana do oceny liczby kopii genu EGFR w 

wycinkach z guzów chorych na NDRP. Korzystną cechą tej metody jest doskonała 

rozdzielczość sygnałów obserwowanych w odpowiednio wybarwionych jądrach ko-

mórkowych oraz możliwość równoczesnego zastosowania znakowanych różnymi flu-

orochromami sond molekularnych wiążących różne sekwencje DNA. Metoda FISH 

jest szeroko stosowana do oceny amplifikacji genu HER2 w raku piersi, oceny ampli-

fikacji genu N-myc w nerwiaku zarodkowym oraz w diagnostyce i monitorowaniu wy-

ników leczenia białaczek. Przy badaniu w mikroskopie fluorescencyjnym widoczne są 

jedynie jądra komórkowe, metoda ta nie umożliwia więc dokładnej jednoczasowej 

oceny architektoniki tkankowej. Metoda FISH jest również pracochłonna, kosztowna 

oraz wymaga mikroskopu fluorescencyjnego, wyposażonego w oryginalne filtry i 

oprogramowanie, dostępnego jedynie w nielicznych pracowniach genetycznych czy 

histopatologicznych. W ostatnich latach opracowano nowe metody oceny liczby kopii 

genu EGFR. Jedną z nich jest ilościowa reakcja PCR, którą można przeprowadzić 

również w utrwalonym materiale tkankowym. W jednej z prac składających się na ni-

niejszą rozprawę wykazano, że metody te prowadzą do różnych wyników i nie po-

winny być stosowane zamiennie [65]. Rozbieżne wyniki uzyskiwane przy uzyciu oby-

dwu metod mogą wynikać z punktu odcięcia liczby kopii EGFR w badaniu FISH (≥4 

kopii w 40% komórek nowotworowych; punkt ten jest znacząco odmienny w porów-

naniu do oceny FISH HER2). W ilościowej reakcji PCR konieczne jest uwzględnienie 

wyłącznie komórek nowotworowych, co uzyskuje się metodą mikrodysekcji laserowej. 

Nie ma jednak pewności, czy pewien odsetek komórek podścieliska, zawsze obecny 

w preparacie, nie zaburzy wyniku reakcji. Istotnym elementem ilościowej reakcji PCR 

jest wykorzystanie genu referencyjnego, który także może ulec amplifikacji lub delecji 

w komórkach guza. Wyniki niniejszej pracy stawiają pod znakiem zapytania dane z 

innych doniesień, w których liczbę kopii EGFR jako wskaźnik predykcyjny dla lecze-



19 

nia inhibitorami EGFR oceniano za pomocą ilościowej reakcji PCR bez uprzedniego 

porównania z wynikami uzyskanymi metodą FISH [58]. 

Do innych metod oceny liczby kopii genu EGFR należy hybrydyzacja in situ z re-

akcją barwną (CISH, chromogenic in situ hybridization) oraz hybrydyzacja in situ z 

detekcją sygnału za pomocą soli srebra (SISH, silver in situ hybridization). Obydwie 

metody umożliwiają ocenę liczby kopii genu w wycinkach guza w mikroskopie świetl-

nym, co zapewnia ocenę w jądrach komórek nowotworowych oraz szeroką dostęp-

ność testu. Wadą metody jest względnie słaba rozdzielczość (zwłaszcza dla metody 

CISH) oraz brak możliwości jednoczesnej oceny dwóch lub więcej sekwencji DNA. 

Pomimo ograniczeń, metoda SISH jest bardzo obiecująca i postęp technologiczny w 

ostatnich latach umożliwił jej pełną automatyzację. Opracowywana jest również me-

toda oceny dwóch sekwencji DNA jednocześnie za pomocą sond umożliwiających 

detekcję sygnału o różnych barwach. Metoda ta jest obecnie oceniana pod kątem jej 

przydatności klinicznej. 

Od chwili ukazania się prac zawartych w niniejszej rozprawie piśmiennictwo po-

święcone metodologii oceny markerów predykcyjnych oraz ich znaczenia klinicznego 

w odniesieniu do leczenia inhibitorami EGFR znacznie się wzbogaciło. Potwierdze-

niem predykcyjnego znaczenia liczby kopii genu EGFR dla czasu przeżycia chorych 

leczonych erlotynibem była analiza molekularna badania BR.21 [74;75]. W badaniu 

tym, chorzy na NDRP po niepowodzeniu jednej lub dwóch linii chemioterapii, zostali 

losowo przydzieleni do leczenia erlotynibem lub placebo. Zastosowanie erlotynibu 

było związane z poprawą czasu przeżycia chorych (wydłużenie mediany czasu prze-

życia o ok. 2 miesiące). Wyniki tego badania stały się podstawą rejestracji erlotynibu. 

W ramach badania BR.21 przeprowadzono również analizę wycinków guzów celem 

określenia zaburzeń molekularnych o znaczeniu predykcyjnym. Wysoka liczba kopii 

genu EGFR oceniona metodą FISH okazała się być najlepszym czynnikiem predyk-

cyjnym w analizie jednoczynnikowej (współczynnik ryzyka zgonu dla erlotynibu 

względem placebo HR=0,44 w grupie chorych z dodatnim badanim FISH versus 

HR=0,85 w grupie chorych z ujemnym badaniem FISH). W analizie wieloczynnikowej 

wartość predykcyjna badania FISH nie została jednak potwierdzona. W kolejnej ana-

lizie tego samego badania ocenę molekularną wykonano na zwiększonej liczbie gu-

zów, a analizę statystyczną przeprowadzono po dłuższym okresie obserwacji, co 

umożliwiło uzyskanie większej mocy statystycznej do porównań podgrup [75]. W ba-

daniu tym liczba kopii genu EGFR okazała się istotnym czynnikiem predykcyjnym dla 
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czasu przeżycia zarówno w analizie jedno-, jak i wieloczynnikowej. W grupie z wyso-

ką liczbą kopii genu EGFR  mediana czasu przeżycia chorych otrzymujących erloty-

nib wyniosła 10,5 miesięcy w porównaniu do 3,1 miesięcy w grupie chorych otrzymu-

jących placebo (P=0,0042). Inne analizowane cechy molekularne – mutacje wybra-

nych egzonów genu EGFR (17% chorych) i mutacje genu K-ras (15% chorych) nie 

posiadały znaczenia predykcyjnego.  

Badania ISEL i BR.21 obejmowały chorych na zaawansowanego NDRP, u któ-

rych doszło do niepowodzenia po jednej lub dwóch liniach chemioterapii i u których 

nie planowano zastosowania kolejnego leczenia cytotoksycznego. Grupę kontrolną w 

tych badaniach stanowili chorzy otrzymujący placebo. Dalszą strategią rozwoju inhi-

bitorów EGFR w NDRP jest stosowanie tych leków na wcześniejszych etapach le-

czenia. Cztery duże badania kliniczne III fazy z zastosowaniem gefitynibu lub erloty-

nibu w skojarzeniu z chemioterapią zakończyły się niepowodzeniem [73;76-78]. Naj-

bardziej prawdopodobną przyczyną braku korzyści z jednoczasowego stosowania 

inhibitorów kinazy tyrozynowej EGFR i leków cytotoksycznych było najpewniej za-

trzymanie komórek nowotworu w fazie G1 cyklu komórkowego pod wpływem gefity-

nibu lub erlotynibu [79]. W tej fazie cyklu komórki guza są niewrażliwe na fazospecy-

ficzne cytostatyki stosowane w leczeniu chorych na NDRP. Zawarta w niniejszej roz-

prawie analiza molekularna badania TRIBUTE sugeruje możliwość uzyskania korzy-

ści klinicznej z podtrzymującego leczenia erlotynibem w grupie chorych, u których 

stwierdza się wysoką liczbę kopii genu EGFR w komórkach guza. W badaniu III fazy 

TRIBUTE chorzy po zakończeniu chemioterapii w skojarzoniu z erlotynibem lub pla-

cebo otrzymywali leczenie podtrzymujące erlotynibem lub placebo. W grupie chorych 

z wysoką liczbą kopii genu EGFR w badaniu FISH, po zakończeniu chemioterapii, 

krzywe czasu do progresji choroby uległy separacji na korzyść erlotynibu względem 

placebo (współczynnik ryzyka dla czasu do progresji, HR=0,59, P=0,043). Wpływu 

tego nie zaobserwowano w grupie chorych z niską liczbą kopii genu EGFR. Skutecz-

ność leczenia podtrzymującego erlotynibem po zakończeniu chemioterapii jest obec-

nie przedmiotem dużego randomizowanego badania klinicznego III fazy SATURN, w 

ramach którego planowana jest ocena liczby kopii genu EGFR metodą FISH. Wstęp-

ne wyniki tego badania zostały przedstawione na kongresie Amerykańskiego Towa-

rzystwa Onkologii Klinicznej w czerwcu 2009 r. [80] U chorych na zaawansowanego 

NDRP, u których uzyskano stabilizację lub regresję choroby po przynajmniej czterech 

cyklach chemioterapii I linii, zastosowanie leczenia podtrzymującego erlotynibem by-
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ło związane ze znamienną poprawą czasu do progresji (współczynnik ryzyka 

HR=0,71; 95% zakres ufności [ZU]=0,62-0,82, P<0,001). Wyniki badania SATURN 

dotyczące całkowitego czasu przeżycia wymagają dodatkowego okresu obserwacji i 

zostaną przedstawione w najbliższej przyszłości. Wstępne wyniki analizy molekular-

nej wycinków z guza od chorych uczestniczących w tym badaniu wskazują na brak 

znaczenia predykcyjnego barwienia immunohistochemicznego na obecność białka 

EGFR, liczby kopii genu EGFR w badaniu FISH oraz mutacji genu K-ras [81]. Zacze-

nie predykcyjne wykazano natomiast dla aktywujących mutacji genu EGFR; współ-

czynnik ryzyka dla czasu do progresji u chorych otrzymujących erlotynib wynosił 0,10 

w porównaniu do chorych otrzymujących placebo i był wysoce znamienny (P<0,001).  

W trzech badaniach klinicznych (jednym badaniu II fazy [82] i dwóch badań III 

fazy [83;84]) porównano skuteczność chemioterapii oraz inhibitorów kinazy tyrozy-

nowej EGFR w monoterapii w drugiej linii leczenia. W badaniach tych czas przeżycia 

chorych otrzymujących chemioterapię i leczonych gefitynibem był porównywalny, 

jednak jedynie wyniki badania INTEREST [83] posiadały moc statystyczną pozwala-

jącą wykazać równą skuteczność gefitynibu i docetakselu w niewyselekcjonowanej 

grupie chorych. Analiza molekularna badania INTEREST obejmowała wycinki z gu-

zów pochodzące od niewielkiej części chorych (174 spośród 1466 chorych biorących 

udział w badaniu), pomimo deklarowanej przez autorów badania prospektywnej oce-

ny markerów predykcyjnych. W analizie tej nie wykazano korzyści predykcyjnej oce-

ny liczby kopii genu EGFR metodą FISH dla czasu przeżycia czy czasu do progresji. 

Być może więc skuteczność chemioterapii i gefitynibu w drugiej linii leczenia jest po-

równywalna, aczkolwiek liczebność podgrup analizowanych w powyższym badaniu 

była niewystarczająca do stwierdzenia wartości predykcyjnej testu. 

W badaniu klinicznym III fazy IPASS chorzy na zaawansowanego gruczołowego 

raka płuca niepalący tytoniu lub chorzy którzy palili mniej niż 1 paczkę papierosów 

dziennie przez 10 lat zostali losowo przydzieleni do pierwszorazowej chemioterapii 

(schemat karboplatyna/paklitaksel) lub do leczenia gefitynibem. Badanie zostało 

przeprowadzone w reprezentatywnej grupie 1217 chorych w krajach Azji Daleko-

wschodniej, w których odsetek osób niepalących tytoń jest wyższy niż w Europie czy 

Ameryce Północnej. Wstępne wyniki tego badania przedstawione w postaci donie-

sienia zjazdowego wskazują na podobną skuteczność powyższych metod terapeu-

tycznych w odniesieniu do czasu przeżycia (współczynnik ryzyka zgonu HR=0,91, 

95% ZU=0,76–1,10) oraz na wyższość leczenia gefitynibem w odniesieniu do popra-
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wy jakości życia mierzonej kwestionariuszem FACT-L [85]. Przedstawiono również 

analizę molekularną tego badania uwzględniającą występowanie mutacji genu EGFR 

oraz liczbę kopii genu EGFR w badaniu FISH w wycinkach nowotworów. Analiza ta 

wskazała na predykcyjne znaczenie obydwu zaburzeń, przy czym wartość predyk-

cyjna mutacji genu EGFR była silniejsza w porównaniu do analizy liczby kopii genu 

EGFR (współczynnik ryzyka zgonu HR=0,48 w grupie chorych z aktywującymi muta-

cjami genu EGFR otrzymujących gefitynib w porównaniu do chemioterapii, P<0,0001 

oraz współczynnik ryzyka zgonu HR=2,85 w grupie chorych bez mutacji genu EGFR 

otrzymujących gefitynib w porówniu do chemioterapi, P<0,0001).  

Przedmiotem szeregu badań klinicznych jest ocena skuteczności gefitynibu lub 

erlotynibu w pierwszorazowym leczeniu chorych wyselekcjonowanych na podstawie 

cech molekularnych. W większości tych badań w doborze chorych uwzględnia się 

obecność mutacji genu EGFR kodującego kinazę tyrozynową (ok. 10–20% chorych). 

Wyniki jednoramiennych badań II fazy wskazują na wysoki odsetek odpowiedzi (58–

84%) oraz obiecujący czas do progresji (mediana w zakresie 8,9–13,0 miesięcy) [86-

89]. Obecność mutacji genu EGFR jest związana z wolniejszym przebiegiem choroby 

również u chorych otrzymujących chemioterapię [58;59]. W tej sytuacji jedyną meto-

dą oceny wartości predykcyjnej testu pozostaje randomizowane badanie kliniczne III 

fazy z grupą kontrolną otrzymującą leczenie cytotoksyczne. Badania takie są obecnie 

prowadzone przez cztery grupy badawcze (dwa badania toczą się w Japonii, jedno w 

Chinach, jedno jest koordynowane przez Hiszpańską Grupę Raka Płuca). Plan ba-

dań zakłada ocenę czasu do progresji jako pierwszoplanowego punktu końcowego, a 

ich wyniki spodziewane są w 2010 roku.  

W piśmiennictwie dostępne są również wyniki jednoramiennego badania klinicz-

nego II fazy oceniającego skuteczność pierwszorazowego leczenia erlotynibem cho-

rych na zaawansowanego NDRP spełniających dwa spośród trzech następujących 

kryteriów: brak palenia tytoniu w wywiadzie, wysoka liczba kopii genu EGFR w bada-

niu FISH lub dodatnie barwienie na obecność fosforylowanego białka Akt (pAkt) w 

wycinkach guzów. Wykazany w tym badaniu czas do progresji w grupie chorych z 

wysoką liczbą kopii genu EGFR (7 miesięcy) jest obiecujący. Wyniki tego badania są 

jednak trudne do interpretacji z uwagi na bardzo selektywne kryteria doboru chorych.  

Obecnie toczą się dwa badania kliniczne II fazy, w których chorzy kwalifiko-

wani są do pierwszej linii leczenia erlotynibem na podstawie oceny zaburzeń liczby 

kopii genu EGFR. Pierwsze z nich, FLIKER, prowadzone jest w kilku ośrodkach w 
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Polsce i koordynowane w Klinice Onkologii i Radioterapii AM w Gdańsku; drugie zo-

stało przeprowadzone w kilku ośrodkach amerykańskich przez firmę OSI (OSI-774-

203) i jego wyniki oczekiwane są wkrótce. FLIKER jest jednoramiennym badaniem z 

doborem chorych na podstawie badania FISH, a czas do progresji jest pierwszopla-

nowym punktem końcowym. OSI-774-203 jest badaniem klinicznym II fazy, w którym 

chorzy kwalifikowani są na podstawie stwierdzenia obecności białka w ocenie immu-

nohistochemicznej lub wysokiej liczby kopii genu EGFR w badaniu FISH. Badanie to 

zostało zaprojektowane z prospektywną stratyfikacją względem testu FISH. Wyniki 

obydwu badań pozwolą na określenie znaczenia testu EGFR FISH w kwalifikacji cho-

rych do pierwszorazowego leczenia erlotynibem. W grupie chorych z wysoką liczbą 

kopii genu EGFR w guzie (ok. 30-40% chorych na NDRP) znajduje się większość 

chorych z mutacjami egzonu 19. lub 21. genu EGFR, gdyż te dwa zaburzenia mole-

kularne są ze sobą związane – zmutowany gen ulega łatwiejszej amplifikacji [67].  

Inhibitory kinazy tyrozynowej EGFR stanowią potencjalnie atrakcyjną metodę 

uzupełnijącego leczenia chorych na NDRP poddanych resekcji miąższu płucnego, 

pod warunkiem ich właściwego doboru na podstawie cech molekularnych guza. Dwa 

badania z zastosowaniem gefitynibu w leczeniu uzupełniającym u niewyselekcjono-

wanych chorych na NDRP zostały przedwcześnie zakończone ze względu na niesku-

teczność leku w badaniu klinicznym III fazy ISEL lub ryzyko choroby śródmiąższowej 

płuc [90]. To poważne powikłanie po leczeniu inhibitorami kinazy tyrozynowej EGFR 

dotyczy ok. 2-3% populacji dalokowschodniej oraz poniżej 1% chorych populacji eu-

ropejskiej czy amerykańskiej. W obecnie toczącym się międzynarodowym wielo-

ośrodkowym badaniu klinicznym RADIANT, chorzy na NDRP po leczeniu operacyj-

nym otrzymują erlotynib lub placebo na podstawie profilu molekularnego guza – do 

badania włączani są chorzy, u których w wycinkach guza stwierdza się obecność 

białka EGFR w badaniu immunohistochemicznym i/lub wysoką liczbę kopii genu EG-

FR w badaniu FISH. Wyniki badania RADIANT są spodziewane za około pięć lat. 

Pomimo braku wskazania rejestracyjnego, w przedstawionym niedawno doniesieniu 

zjazdowym przedstawiono retrospektywne wyniki uzupełniającego leczenia gefityni-

bem lub erlotynibem chorych, u których w materiale pooperacyjnym z guza pierwot-

nego stwierdzono obecność mutacji genu EGFR. W analizowanej grupie 90 chorych, 

po skorygowaniu względem czynników demograficznych i kliniczno-patologicznych, 

stwierdzono znamiennie dłuższy czas do progresji pod wpływem stosowania inhibito-

rów EGFR (współczynnik ryzyka dla czasu do progresji HR=0,38, 95% zakres ufno-
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ści=0,16–0,90) oraz trend w kierunku poprawy czasu przeżycia [91]. Ze względu na 

retrospektywny charakter badania i krótki okres obserwacji (mediana 16 miesięcy), 

wyniki tej analizy należy interpretować z ostrożnością.  

Ocena immunohistochemiczna obecności białka EGFR w komórkach guza ja-

ko czynnik predykcyjny dla czasu przeżycia chorych jest przedmiotem kontrowersji. 

Zarówno w badaniu BR.21, jak i w badaniu ISEL wykazano brak korzyści z zastoso-

wania inhibitorów EGFR w grupie chorych z ujemnym barwieniem na obecność biał-

ka EGFR [67;74]. Ze względu na powszechną dostępność badania, może być ono 

uznane jako najbardziej dostępny negatywny czynnik predykcyjny. Przedmiotem jed-

nej z prac zawartych w niniejszej rozprawie była próba znalezienia optymalnego 

punktu odcięcia, przy którym wartość predykcyjna testu byłaby największa [68]. Ta-

kim punktem okazało się być 10% komórek z dodatnim produktem reakcji barwnej w 

metodzie immunohistochemicznej z wykorzystaniem powszechnie dostępnego ze-

stawu EGFR PharmDx. Wyniki tej analizy są zbieżne z pracą przeprowadzoną na 

materiale tkankowym pochodzącym od chorych uczestniczących w badaniu BR.21, w 

którym stosowano z erlotynib [60]. Jednocześnie wykazano, że przeciwciała służące 

do oceny ekspresji białka EGFR nie mogą być stosowane zamiennie – wykorzystanie 

przeciwciała firmy Zymed 31G7 oraz wskaźnika reakcji barwnej nie posiadało zna-

miennego znaczenia predykcyjnego przy żadnym punkcie odcięcia. Ograniczeniem 

wykorzystania metody immunohistochemicznej w praktyce klinicznej jest wysoki 

udział guzów z dodatnim barwieniem, stanowiący w zależności od analizowanej me-

tody 60–90% wszystkich guzów, wyższy dla dominującej w Polsce płaskonabłonko-

wej postaci raka płuca.  

W świetle powyższych danych istotnym zagadnieniem staje się praktyczna in-

terpretacja znaczenia predykcyjnego wyżej wymienionych testów w leczeniu chorych 

na NDRP inhibitorami kinazy tyrozynowej EGFR. Najlepszym czynnikiem predykcyj-

nym korzyści klinicznej z zastosowania erlotynibu lub gefitynibu w trzeciej linii lecze-

nia lub drugiej linii leczenia chorych opornych na chemioterapię, jest liczba kopii ge-

nu EGFR w badaniu FISH w wycinkach z guza (ok. 30–40% populacji europejskiej). 

Wyniki leczenia tymi lekami osób z niską liczbą kopii genu EGFR są złe (mediana 

czasu przeżycia ok. 2–3 miesięcy). Mediana czasu przeżycia chorych z wysoką licz-

bą kopii genu EGFR w komórkach guza wynosi ok. 4–6 miesięcy. Grupa ta zawiera 

również większość osób z aktywującymi mutacjami genu EGFR.  
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W pierwszej i drugiej linii leczenia chorych będących kandydatami do chemio-

terapii, największą korzyść odniosą osoby z mutacjami genu EGFR w komórkach gu-

za (ok. 10–15% populacji europejskiej) – odstek odpowiedzi waha się w zakresie 60–

90%, natomiast mediana czasu do progresji wynosi ok. 8–12 miesięcy. Dla porówna-

nia, pod wpływem pierwszorazowej chemioterapii odsetek odpowiedzi na ogół nie 

przekracza 30–40%, natomiast czas do progresi wynosi około 4 miesiące. Wskaźniki 

te dla drugiej linii leczenia wynoszą odpowiednio około 10% i około 3 miesiące. Jak 

dotąd brak jest silnych dowodów przemawiających za określoną molekularną strate-

gią doboru chorych do leczenia inhibitorami kinazy tyrozynowej EGFR w leczeniu 

pooperacyjnym wczesnych postaci NDRP.  

Badanie immunohistochemiczne na obecność białka EGFR jest dobrym nega-

tywnym testem predykcyjnym; u chorych nie wykazujących obecności białka w wy-

cinkach guza, odsetek odpowiedzi po zastosowaniu erlotynibu lub gefitynibu nie 

przekracza 5% a poprawa czasu do progresji lub czasu przeżycia nie została udo-

wodniona. Przy najczęściej stosowanym punkcie odcięcia o wartości predykcyjnej 

wykazanej w niniejszej rozprawie (10% komórek wykazujących produkt reakcji barw-

nej), odsetek chorych z ujemnym testem wynosi jedynie ok. 10–30%, co stanowi 

pewne ograniczenie przydatności klinicznej testu jako wskaźnika doboru chorych do 

leczenia inhibitorami kinazy tyrozynowej EGFR.   

Kolejnym etapem rozwoju terapii celowanych w NDRP jest określenie nowych 

celów molekularnych oraz opracowanie leków hamujących określone szlaki przeka-

zywania sygnału. Cechy molekularne guza wskazujące na aktywację wybranego 

szlaku przekazywania sygnału powinny być określone już na etapie rozwoju nowych 

leków ukierunkowanych molekularnie. Optymalnym źródłem danych dotyczących mo-

lekularnych cech wrażliwości są badania przedkliniczne - doświadczenia w hodow-

lach komórkowych oraz doświadczenia na zwierzętach, jak również badania kliniczne 

I i II fazy. Dotychczasowa wiedza dotycząca wskaźników molekularnych wskazują-

cych na korzyść kliniczną z zastosowania inhibitorów kinazy tyrozynowej EGFR w 

leczeniu NDRP stanowi doskonały punkt odniesienia dla określenia tych cech w sto-

sunku do innych leków ukierunkowanych molekularnie oraz dla innych nowotworów.  

Przykładowo, jednym z bardzo atrakcyjnych nowych celów molekularnych jest 

receptor dla insulinopodobnego czynnika wzrostu typu 1 (IGF1R) [92]. Receptor ten 

jest heterodimerem składającym się z dwóch łańcuchów α posiadających miejsce 

wiążące ligand i dwóch łańcuchów β posiadających aktywność kinazy tyrozynowej 



26 

oraz możliwość przekazywania sygnału aktywującego proces proliferacji oraz hamu-

jącego proces apoptozy. Jego ligandy – IGF1 i IGF2 – pozostają pod kontrolą sze-

ściu białek wiążących (IGFBP1–6) oraz hormonu wzrostu. Szlak insulinopodobnego 

czynnika wzrostu odgrywa istotną rolę w patogenezie wielu nowotworów złośliwych, 

w tym raka płuca, mięsaków oraz nowotworów neuroendokrynnych. Receptor ten ma 

możliwość heterodimeryzacji z kilkoma innymi receptorami powierzchniowymi, w tym 

receptorami dla insuliny oraz receptorem EGFR. Heterodimeryzacja z receptorem 

EGFR stanowi dobrze udokumentowany mechanizm oporności na inhibitory EGFR 

[93;94]. Leki hamujące IGF1R należą do klasy przeciwciał monoklonalnych lub do 

klasy drobnocząsteczkowych inhibitorów kinazy tyrozynowej. Preparaty te są na za-

awansowanych etapach badań klinicznych I–III fazy w NDRP, zarówno w skojarzeniu 

z chemioterapią jak i w skojarzeniu z inhibitorami EGFR. Jak dotąd brak jest donie-

sień poświęconych cechom molekularnym odpowiadającym za wrażliwość na inhibi-

tory IGF1R. Przedmiotem obecnych badań prowadzonych z udziałem autora niniej-

szej rozprawy jest opracowanie testów molekularnych, które mogą stanowić wskaź-

niki korzyści klinicznej z zastosowania inhibitorów IGF1R w leczeniu raka płuca 

[95;96]. Wartość tych testów zostanie zweryfikowana na podstawie analizy moleku-

larnej wycinków z guzów od chorych, którzy uczestniczą w obecnie realizowanych 

badaniach klinicznych. Na rycinie 1 przedstawiono przykładowe zdjęcia mikroskopo-

we barwienia immunohistochemicznego na obecność białka IGF1R oraz analizy licz-

by kopii genu IGF1R za pomocą fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ w wycinkach 

NDRP od chorych operowanych w Klinice Chirurgii Klatki Piersiowej Gdańskiego 

Uniwersytetu Medycznego. 
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Ryc. 1. Przykłady barwienia immunohistochemicznego na obecność białka IGF1R (A, 

barwienie ujemne, x100; B, barwienie silnie dodatnie, x200) oraz analizy liczby kopii 

genu IGF1R za pomocą fluorescencyjnej hybrydyzacji in situ (C, disomia genu IGF1R, 

x1000; D, amplifikacja genu IGF1R, x1000). Badania wykonano we współpracy z 

Uniwersytetem w Kolorado [95] 

A B 

C D 
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4. WNIOSKI 
 

U chorych na zaawansowanego niedrobnokomórkowego raka płuca:  

I. Liczba kopii genu EGFR oceniona za pomocą metody FISH w wycinkach 

guza jest najlepszym czynnikiem predykcyjnym w ocenie korzyści klinicz-

nej związanej ze stosowaniem gefitynibu w drugiej lub trzeciej linii leczenia, 

natomiast oceniona immunohistochemicznie nieobecność białka EGFR 

stanowi negatywny czynnik predykcyjny. 

II. U chorych otrzymujących chemioterapię zarówno liczba kopii genu EGFR 

w badaniu FISH, jak i oceniona immunohistochemicznie obecność białka 

EGFR w wycinkach guza nie posiadają wartości rokowniczej. 

III. Liczba kopii genu EGFR oceniona za pomocą ilościowej reakcji PCR w 

wycinkach z guza nie jest związane z efektem leczenia gefitynibem. Wyniki 

otrzymane za pomocą tej metody oraz FISH nie są porównywalne i metody 

te nie powinny być stosowane zamiennie. Ekspresja mRNA genu EGFR 

oceniona metodą ilościowej reakcji PCR poprzedzonej odwrotną tran-

skrypcją jest obiecującym czynnikiem predykcyjnym w odniesieniu do cza-

su do progresji chorych leczonych gefitynibem. 

IV. W ocenie immunohistochemicznej na obecność białka EGFR w wycinkach 

z guzów, punktem odcięcia o najlepszej wartości predykcyjnej dla czasu 

przeżycia po zastosowaniu gefitynibu jest 10% komórek nowotworowych 

wykazujących obecność produktu reakcji barwnej. Ocena za pomocą ze-

stawu PharmDx (DAKO) i odsetka komórek wykazujących barwienie po-

siada większą wartość predykcyjną niż ocena za pomocą przeciwciała 

31G7 (Zymed) oraz wskaźnika reakcji barwnej. 

V. U chorych leczonych erlotynibem po zakończeniu pierwszorazowej che-

mioterapii wysoka liczba kopii genu EGFR w komórkach guza związana 

jest z dłuższym czasem do progresji. 

VI. Indywidualna ocena molekularnych cech nowotworu pozwala na racjonalny 

dobór chorych na niedrobnokomórkowego raka płuca do leczenia inhibito-

rami EGFR. 
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5. STRESZCZENIE 
 

Niniejsza rozprawa obejmuje cykl pięciu oryginalnych doniesień naukowych, 

których wspólnym celem było poszukiwanie molekularnych czynników predykcyjnych 

związanych z korzyścią kliniczną z zastosowania gefitynibu lub erlotynibu - inhibito-

rów receptora dla naskórkowego czynnika wzrostu (EGFR) stosowanych w leczeniu 

chorych na zaawansowanego niedrobnokomórkowego raka płuca (NDRP).  

Pierwsza praca stanowi analizę molekularną wycinków z guza od 382 chorych 

uczestniczących w międzynarodowym badaniu klinicznym III fazy, oceniającym sku-

teczność gefitynibu w drugiej lub trzeciej linii leczenia chorych na zaawansowanego 

NDRP (badanie ISEL). Oceniono następujące zaburzenia molekularne: liczbę kopii 

genu EGFR (fluorescencyjna hybrydyzacja in situ, FISH), mutacje genów EGFR, K-

ras i BRAF (sekwencjonowane i metoda łańcuchowej reakcji polimerazy specyficzna 

dla analizowanego allelu – ARMS) oraz ekspresję białka EGFR i fosforylowanego 

białka Akt (p-Akt, immunohistochemia). Wykazano przydatność kliniczną oceny liczby 

kopii genu EGFR (współczynnik ryzyka [HR] zgonu dla chorych leczonych gefityni-

bem versus placebo w grupie z wysoką liczbą kopii genu EGFR 0,61; 95% zakres 

ufności [ZU] 0,36–1,04; test interakcji P=0,045) oraz ekspresji białka EGFR (HR zgo-

nu dla gefitynibu versus placebo w grupie z dodatnim barwieniem EGFR 0,77; 95% 

ZU: 0,56–1,08; test interakcji P=0,049). Nie stwierdzono przydatności klinicznej po-

zostałych analizowanych zaburzeń molekularnych. 

Przedmiotem kolejnej pracy była ocena wartości rokowniczej liczby kopii genu 

EGFR (metoda FISH) i ekspresji białka EGFR (immunohistochemia)  w guzach 82 

chorych na zaawansowanego NDRP otrzymujących wyłącznie chemioterapię. Stosu-

jąc opracowane wcześniej punkty odcięcia, wykazano brak wartości rokowniczej tych 

markerów. Czas przeżycia wolnego od progresji oraz całkowity czas przeżycia nie 

różnił się w grupie chorych z dodatnim lub ujemnym testem FISH EGFR (odpowied-

nio P=0,76 i P=0,82) czy dodatnim lub ujemnym badaniem immunohistochemicznym 

na obecność białka EGFR (odpowiednio P=0,67 i P=0,62). Wyniki te zostały potwier-

dzone w analizie wieloczynnikowej. Udział chorych, u których uzyskano odpowiedź 

na chemioterapię nie różnił się znamiennie w zależności od wyniku testu EGFR FISH 

czy wyniku barwienia immunohistochemicznego (odpowiednio P=0,39 i P=1,00).  
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Ze względu na znaczny koszt i nakład pracy przy ocenie liczby kopii genu 

EGFR metodą FISH, w kolejnej pracy porównano tę technikę z techniką ilościowej 

reakcji PCR w utrwalonym materiale tkankowym pochodzącym od 64 chorych na za-

awansowanego NDRP leczonych gefitynibem w ramach programu rozszerzonego 

dostępu. Wykazano brak związku pomiędzy wynikami tych testów (P=0,15), co nie 

pozwala na ich zamienne stosowane. Nie potwierdzono wartości predykcyjnej liczby 

kopii genu EGFR w metodzie PCR dla czasu przeżycia wolnego od progresji 

(P=0,73) oraz dla całkowitego czasu przeżycia (P=0,89). W tej samej pracy stwier-

dzono jednak obiecującą wartość ekspresji mRNA EGFR w ilościowej reakcji RT-

PCR, jako czynnika predykcyjnego w odniesieniu do prawdopodobieństwa odpowie-

dzi i czasu do progresji w grupie 82 chorych leczonych gefitynibem (odsetek odpo-

wiedzi w grupie chorych z dodatnim versus ujemnym wynikiem testu FISH wynosił 

odpowiednio 43% i 8%, P=0,006; a mediana czasu do progresji - 5,3 versus 2,8 mie-

sięcy, P=0,028). 

W badaniu ISEL, półilościowa ocena immunohistochemiczna ekspresji białka 

EGFR w komórkach guza została dokonana na podstawie przyjętego a priori punktu 

odcięcia. W kolejnej pracy, w której wykorzystano wycinki tkanek guza od chorych 

uczestniczących w tym badaniu, analizie poddano różne punkty odcięcia w ocenie 

reakcji barwnej za pomocą dwóch różnych przeciwciał (zestaw PharmDx firmy DAKO 

– 379 chorych i przeciwciało 31G7 firmy Zymed – 357 chorych) i dwóch metod oceny 

półilościowej. W pracy wykazano, że pierwotnie przyjęty punkt odcięcia 10% komórek 

wykazujących dodatni produkt reakcji barwnej w ocenie przeciwciałem firmy DAKO 

posiada najlepszą wartość predykcyjną (współczynniki ryzyka zgonu chorych w gru-

pach z dodatnim i ujemnym barwieniem porównujące gefitynib versus placebo wyno-

siły odpowiednio 0,77 i 1,57, test interakcji P=0,049). Dla innych punktów odcięcia z 

wykorzystaniem zestawu DAKO i dla wszystkich punktów odcięcia z wykorzystaniem 

przeciwciała 31G7 firmy Zymed współczynniki ryzyka zgonu nie różniły się.  

Przedmiotem międzynarodowego badania klincznego III fazy TRIBUTE z pla-

cebo w grupie kontrolnej była ocena skuteczności erlotynibu w skojarzeniu z pakli-

takselem i cisplatyną w leczeniu I linii, a następnie ocena skuteczności tego leku jako 

leczenia podtrzymującego. W dostępnym reprezentatywnym materiale tkankowym 

pochodzącym od 275 uczestników tego badania określono liczbę kopii genu EGFR 

metodą FISH. Stwierdzono wydłużenie czasu do progresji pod wpływem leczenia er-

lotynibem w podgrupie chorych z wysoką liczbą kopii genu EGFR (HR dla czasu do 
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progresji 0,59; 95% ZU 0,35–0,99, P=0,043). Krzywe czasu do progresji w grupach 

chorych otrzymujących erlotynib lub placebo uległy separacji po zakończeniu lecze-

nia skojarzonego z udziałem chemioterapii, co sugeruje skuteczność leczenia pod-

trzymującego erlotynibem w tej grupie chorych. Jednocześnie u chorych z wysoką 

liczbą kopii genu EGFR w guzie stwierdzono znamiennie niższy odsetek odpowiedzi 

w przypadku leczenia skojarzonego, w porównaniu do wyłącznej chemioterapii 

(11,6% i 21,8%, P=0,0495), co wskazuje na negatywną interakcję pomiędzy erlotyni-

bem i chemioterapią w tej grupie chorych.   

Wyniki powyższych badań pozwalają na racjonalny dobór chorych na niedro-

bnokomórkowegi raka płuca do leczenia inhibitorami EGFR na podstawie indywidu-

alnej oceny molekularnych cech nowotworu. 

 
 
 
 
 
 
 



32 

6. SUMMARY  
 

Molecular predictive factors for clinical benefit from epidermal growth factor 
receptor (EGFR) inhibitors in patients with non-small-cell lung cancer 

 
Present thesis is based on five original publications addressing predictive 

value of molecular tumor features for the clinical benefit from treatment with epider-

mal growth factor receptor (EGFR) tyrosine kinase inhibitors, gefitinib and erlotinib, in 

patients with non-small-cell lung cancer (NSCLC). A monograph chapter presenting 

the rationale and current state of the art was added as an introduction.  

The first study presents the results of molecular analysis of several molecular 

features from archival tumor material from 382 participants of the ISEL placebo-

controlled phase III clinical trial assessing the value of gefitinib in NSCLC patients 

who failed one or two lines of chemotherapy. The following molecular features were 

analyzed: EGFR gene copy number (by fluorescence in-situ hybridization, FISH), 

EGFR, K-ras and BRAF gene mutations (sequencing and allele-specific polymerase 

chain reaction [ARMS, amplification refractory mutation system]), EGFR and phos-

pho-Akt protein expression (immunohistochemistry). This study demonstrated the 

clinical value of EGFR gene copy number and EGFR protein expression.  Survival 

hazard ratios (HR) for gefitinib versus placebo in patients with high EGFR gene copy 

number were 0.61 (95% confidence interval, CI: 0.36–1.04, interaction test P=0.045) 

and in patients with positive EGFR immunostaining – 0.77 (95% CI: 0.56–1.08, inter-

action test P=0.049). Other analyzed molecular features did not predict for the clinical 

benefit from gefitinib.  

The prognostic value of EGFR gene copy number by FISH and EGFR protein 

expression by immunohistochemistry was analyzed in a series of 82 advanced 

NSCLC patients treated exclusively with chemotherapy in Copenhagen University 

Hospital. Using previously established cut-off points, the study demonstrated no 

prognostic value of these features. Progression-free survival and overall survival did 

not differ according to the result of EGFR FISH test (P=0.76 and P=0.82, respec-

tively) and according to EGFR protein expression (P=0.67 and P=0.62, respectively). 

The proportion of patients responding to chemotherapy did not differ in patients 
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grouped as EGFR FISH positive or negative (P=0.39) or grouped as EGFR protein 

positive or negative (P=1.00).  

EGFR gene copy number assessment is laborious and time consuming. In the 

next study, a comparison between EGFR gene copy number assessment by FISH 

and quantitative PCR was performed in archival tumor material from 64 patients 

treated with gefitinib on expanded access protocol. This study demonstrated no as-

sociation between the results of EGFR gene copy number assessment with both 

tests (P=0.15). No predictive value of PCR-based gene copy number for progression-

free survival (P=0.73) or overall survival (P=0.89) was shown, precluding inter-

changeable use of both techniques. In the same study, promising predictive value for 

time to progression in 82 patients treated with gefitinib was found for EGFR mRNA 

expression by quantitative RT-PCR. The proportion of patients who responded to ge-

fitinib was 43% in the group with high EGFR expression versus 8% with low EGFR 

expression (P=0.006) and median progression-free survival times were 5.3 and 2.8 

months, respectively (P=0.028).  

In the ISEL study with gefitinib, protein expression was evaluated using prede-

fined cut-off point. In the subsequent study, different cut-off points to define positivity 

with two antibodies for EGFR staining (DAKO PharmDx kit, 379 patients and Zymed 

31G7 antibody, 357 patients) were assessed in archival tumor samples from the pa-

tients participating in the ISEL trial. Originally predefined cut-off point of 10% of cells 

with staining of any intensity with DAKO PharmDx kit gave the best predictive value 

for survival (HR of 0.77 in EGFR-positive patients versus 1.57 in EGFR negative pa-

tients, interaction test P=0.049), demonstrating that this cut-off point should be used 

in clinical practice. Other cut-off points with PharmDx kit (DAKO) and all cut-off points 

with clone 31G7 antibody (Zymed) were not associated with differences in outcome 

of gefitinib treated patients (interaction P values were not significant). 

International, placebo-controlled phase III TRIBUTE study evaluated efficacy 

of erlotinib added to paclitaxel and carboplatin in front-line treatment of NSCLC, fol-

lowed by erlotinib maintenance. EGFR gene copy number by FISH was assessed in 

tumor biopsies from 275 patients and yielded satisfactory hybridization leading to in-

formative results in 245 patients. Subset of patients with high EGFR gene copy num-

ber had superior time to progression when treated with erlotinib, and the difference 

emerged at the commencement of maintenance treatment phase (HR 0.59; 95% CI 

0.35–0.99). EGFR tyrosine kinase inhibitor maintenance strategy after chemotherapy 
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may thus be effective in EGFR FISH positive subset of patients. In this subset, there 

were fewer objective responses in the erlotinib and chemotherapy treated patients 

versus those receiving placebo and chemotherapy (11.6% and 21.8%, respectively, 

P=0.0495), indicating antagonistic association between erlotinib and chemotherapy.  
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